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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva nanocasticemi hydroxyapatitu (HAP), konkrétné jejich
piipravou a naslednou charakterizaci. Teoreticka ¢ast prace popisuje, jakymi metodami
je mozné hydroxyapatit a jeho nanocastice pfipravit. Cilem experimentalni prace bylo
jednu z metod popsanych v teoretické Casti zvolit a prozkoumat moznosti pfipravy
nanocastic HAP touto metodou. V této praci byla zvolena metoda precipitacni. U ni byl
provéien hlavné vliv procesnich parametrti na findlni vlastnosti ¢astic, resp. nanocastic, a
jak je mozné docilit pfedem urceného sloZeni, struktury a velikosti produktu. Mezi
podminky, které nejvice ovliviiuji tvorbu hydroxyapatitu, patii teplota, pH, koncentrace
vychozich latek, spravny molarni pomér vapniku k fosforu v reaktantech a také doba
starnuti suspenze. Vzniklé nanocastice byly analyzovany pomoci rastrovaciho
elektronového mikroskopu s jednotkou EDS, Ramanova spektrometru a dynamického

rozptylu svétla. U vybraného vzorku byla ovétena také biokompatibilita.

Klic¢ova slova
Hydroxyapatit, nanoc¢astice, metody ptipravy hydroxyapatitu, precipitacni metoda



ABSTRACT

This work is focused on hydroxyapatite (HAP) nanoparticles, especially on their
synthesis and characterization. Theoretical part of this thesis is focused on review of
preparation methods for HAP and HAP nanoparticles synthesis. The aim of this work was
to choose and analyze one of these methods. In this work, the precipitation method was
chosen. The mostly investigated factors were those affecting the final particle size and
properties, and how the predetermined composition, structure and particle size can be
achieved The conditions mostly affecting the hydroxyapatite synthesis include
temperature, pH, concentration of precursors, correct molar ratio between calcium and
phosphorus and also time of solution aging. Formed particles were analysed using
scanning electron microscope with electron-dispersive X-ray spectroscopy, Raman
spectrometer and Dynamic Light Scattering analysis. One chosen sample was tested on

biocompatibility level.

Keywords:
Hydroxyapatite, nanoparticles, preparation methodologies, precipitation method
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UvVoD

Jiz nékolik desitek let se védecké tymy vénuji pripravé hydroxyapatitu
s pozadovanymi vlastnostmi, morfologii a strukturou. Velka pozornost je vénovana
hlavné nanocasticim hydroxyapatitu podobnym tém, které jsou obsazené v kostnim
matrixu. Diivodem jsou pfedevsim jejich specifické vlastnosti a Siroké vyuziti v medicing.
Dulezita je v tomto ohledu hlavné biokompatibilita nanoc¢astic, kterd je zajiSténa také
spravnym molarnim pomérem vapniku k fosforu, a to cca. 1,67. B€éhem dlouhych let
vyzkumu se pro ptipravu takovych nanocastic nejvice osvéd¢ily metody precipitacni, sol-
gel a hydrotermalni. OvSem metoda sol-gel je pro ptipravu ponékud finan¢né naro¢né;si,

hlavné kvili dostupnosti reaktantti, proto je vétSinou volena metoda precipitaéni.

Pro charakterizaci syntetizovanych ¢éstic hydroxyapatitu je mozno zvolit mezi
mnoha metodami v zavislosti na tom, zda potiebujeme analyzovat slozeni, velikost,
strukturu, morfologii nebo biokompatibilitu. Pro velikost ¢éstic je nejcastéji pouzivana
disperzni analyza, ovSem u té nebyva dosazeno takové piesnosti v disledku aglomerace
¢astic do klastri, nebo elektronova mikroskopie, ktera je pouzivana i k analyze struktury.
Dtlezité je pti analyze urcit chemické sloZeni produktu, to je vétSinou zatizovano pomoci
Ramanovy spektrometrie, energiové-disperzni spektrometrie, ktera je zaroven pouzita k
uréeni molarniho poméru Ca/P. Dalsi moznosti analyzy je pouziti rentgenové

fluorescenéni spektrometrie (XRF).
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1 TEORETICKA CAST

1.1HYDROXYAPATIT

Hydroxyapatit je ptirozen¢ se vyskytujici mineral, ktery ma hned nékolik zbarveni,
a to zluté, hnédé nebo 1 zelené, ovsem ve forme prasku ma bilou barvu. Patii mezi skupinu
vapenatych fosfore¢nant, resp. apatitti, vyskytujicich se v piirodé s podobnou strukturou
(hexagonalni) avsak s riznymi slozkami ve struktufe, jako naptiklad fluor, chlor nebo
voda, navazanymi kovalentnimi vazbami. Zdroji hydroxyapatitu je hned né€kolik, patii
mezi n¢ naptiklad lidské kosti, kosti skotu, rybi kosti, koraly, skotdpky vajec a dalsi.
Ovsem takto ziskany hydroxyapatit s sebou miize nést potencialni zdravotni rizika a pfi
aplikaci v mediciné muze byt zdrojem infekce a pfi¢inou onemocnéni, proto se hojnéji
pouzivd hydroxyapatit syntetizovany. Souhrnny vzorec hydroxyapatitu je
Cas(POa4)3(OH), ovsem jeho krystalovou jednotku tvoii dvé molekuly, proto se jako
vzorec uvadi Caio(PO4)s(OH)2. Ze vzorce je vidét, Ze syntetizovany hydroxyapatit ma
molarni pomér Ca/P piiblizné 1,67. Pomér Ca/P mtze byt pii vyrobé¢ i jiny, ovSem takto
pfipraveny HAP neni natolik podobny hydroxyapatitu pfirozené se vyskytujicimu
Vv lidskych kostech. Odchylky v molarnim poméru vedou ke zmeénam struktury

i vlastnosti, coZ mize byt v piipadé medicinskych aplikaci nezadouci.

1.1.1 Vlastnosti

vvvvvv

poméru Ca/P = 1,67, je jeho vyborna biokompatibilita. Jedna se o schopnost zaclenéni
materidlu do biologického prosttedi (organismu), tedy material nesmi byt toxicky, nesmi
naruSovat reakce v organismu, napiiklad koagulaci, také by nemél zplisobovat zadné
infek¢ni procesy. Co se tyCe bioaktivity nebo bioafinity, ukdzal se HAP jako idedlni
material pro své aplikace (viz 1.2.3). Osteokondukce je dalsi zajimavou vlastnosti HAP,
dochazi krtstu, resp. spojeni kosti simplantaitem. S timto jevem souvisi také
osteoindukce, kterd zajiStuje podporu kostniho §tépu pii hojeni nebo regeneraci.

Vlastnosti jako je struktura castic, velikost, stupenn krystalinity, ale také mechanické
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vlastnosti zavisi silné¢ na metod¢ piipravy a jejich podminkach. HAP, nachazejici se

Vv kostech, se velikosti ¢astic pohybuje v fadech nanometrti.

1.1.2 Aplikace

Jak jiz bylo zminéno, hydroxyapatit ve formé& nanocastic se hojné vyuziva hlavné
v medicing. Nejvice se jedna o ndhrady kostni nebo zubni tkané ve formeé augmentacnich
materiali a implantatti, vyuziva se také k povlakovani dentalnich implantatt nebo také
jako znecitlivujici latka pfi béleni zubti ¢i mineralizujici slozka zubni pasty. Povlakovani
HAP se provadi hlavné u titanovych nebo ocelovych implantatd za ucelem snizeni miry
odmitnuti implantatu télem. Nanocastice hydroxyapatitu jsou hlavni slozkou smaltu
v zubnim lékafstvi, proto se jevi zuby zafivé bilé a maji snizenou reflektivitu svétla,
divodem jsou zmensené pory na povrchu smaltu. Nanoc¢éastice HAP jsou pro medicinské
aplikace vyhodné&jsi nez castice vétsi, jelikoz 1épe densifikuji k vétSim povrchim
avdasledku maji vétsi tvrdost a lepsi mechanické vlastnosti. Mezi dalsi vyuziti

nanocastic HAP patii také transport 1€Civ.

Mimo medicinské vyuZziti se také ptfidava hydroxyapatit do nanostrukturovanych
vzduchovych filtrl, ¢imZ se docili absorpce oxidu uhelnatého z vyfukovych plyni. Dalsi
pouziti mize byt jako katalyzator Michaelovy adice, oxidace methanu nebo jako
fluorescein, iontovy konduktor, plynovy senzor, ale také jako ¢inidlo pii chromatografii

proteinll a nukleovych kyselin.

1.2METODY PRiPRAVY HYDROXYAPATITU

1.2.1 Mokré metody

Mokré metody se nejCastéji pouzivaji k ptipravé nanoc¢astic. Vyhodou téchto metod
je moznost kontrolovat morfologii a velikost vznikajicich ¢astic, resp. nanocastic. To se
uskuteciiuje zménou reakénich podminek, jako je teplota, pH, koncentrace vychozich
latek, doba starnuti, teplota suSeni. OvSem jednou z nevyhod je nizsi teplota reakci
V porovnani se suchymi metodami, coZ zpusobuje pfitomnost jinych sloucenin nez jen

hydroxyapatitu. Mokrym procesem je také snizena krystalinita produktu.

Ptipravy zaloZené na roztocich, v organickém rozpoustédle nebo ve vod¢, mohou byt

uskutecnény nékolika technickymi cestami zahrnujici rtizné chemické pfimési nebo

16



pouzité aparatury. Velkym problémem u mokrych metod je znecisténi produktu béhem
syntézy, ¢asto se jedna o rizné soli zplisobené piimésemi ménici pH roztoku (NaOH,
NH4OH,...). To se nejcasté&ji fesi stacenim na centrifuze a naslednym nékolikanasobnym

promyvanim puvodnim rozpoustédlem. [27]

1.2.11 Metoda precipitacni

Nejjednodussi metodou ptipravy nanocastic hydroxyapatitu je metoda precipitacni.
Principem metody je pomalé piikapavani jednoho reagentu k druhému, ¢imz vznikne
finalni produkt. Nejvhodnéj$im rozpoustédlem pro tuto metodu je voda nebo ethanol,
ovSem v ethanolu vznikaji ¢astice vétsi velikosti. Precipitace se provadi za rtznych
podminek, pocinaje laboratorni teplotou a kyselym pH, azZ po teplotu bliZici se bodu varu
rozpoustédla a zasadité pH. Po precipitaci nasleduji dal$i mozné upravy produktu, jako
napiiklad starnuti, coz ma velky vliv na finalni podil hydroxyapatitu v produktu a velikost
¢astic. Tedy ¢im je delsi doba starnuti, tim vice ¢astice aglomeruji, ale tim se také méni
pomér mnozstvi riznych sloucenin ve findlnim produktu véetné hydroxyapatitu. Produkt
se ve findle promyje, aby se zbavil nezddoucich iontl, filtruje a susi, popiipad¢ vypaluje.
Pti vyssi teploté a silné zasaditém pH reakce vznika vysoce €isty produkt. Mohou se také
pouzit riznd chelatacni, stopovaci ¢i disperzni Cinidla, ktera kontroluji morfologii
a velikost ¢astic. Mezi takova Cinidla patii naptiklad PEG, PEG-OH, mocovina, EDTA
a dalsi. [27]

>

—Han2

=
L

D

=

Frecuency (%ol

Diameter (nm)

Obrazek 1. Analyza Casti z prace Paz a kol. [18] (A) Distribuce velikosti ¢astic hydroxyapatitu ptipraveného
precipitani metodou. (B) Snimek z TEM zobrazujici velikost ¢astic hydroxyapatitu pfipraveného precipitacni
metodou.
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1.2.1.2 Metoda sol-gel

Jednou z mokrych metod piipravy hydroxyapatitu je metoda sol-gel. Ta umoznuje
michani reaktantii na molekulové urovni, ¢imz zlepsuje chemickou homogenitu, a to za
teplot nizSich nez 1000°C. Metoda sol-gel vyuzivd hlavné prekurzorii patiici

pod alkoxidy.

V prvnim kroku této metody se piipravi roztoky prekurzort, které se nasledné nechaji
vyvijet, aby vytvoftily sol. Poté dochazi ke gelaci, ktera vétSinou probihé za vyssich teplot
za soucasn¢ho vyparovani rozpoustédla. Poslednim krokem je pak suseni nebo kalcinace
produktu. Nevyhody metody sol-gel jsou hlavné vysokd cena prekurzort, Casova

naro¢nost a Casty vyskyt sekundarnich fazi. [27]

1.2.1.3 Hydrotermalni metoda

Hydrotermalni metoda pfipravy hydroxyapatitu je velice podobna metode
precipitacni. Rozdilem je zde pribéh vyvijeni produktu za vysoké teploty a tlaku. Touto
metodou se vytvaii vysoce krystalické ¢astice HAP s vysokou Eistotou. Na Obr. 2 je
ukézan vliv reakénich podminek (pH, teplota, doba vyvijeni) na strukturu produktu,

velikost ¢astic a ptitomnost dalsich fazi. [27]
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f ’ 1
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Obrazek 2. Vlivy reakénich faktort na morfologii, velikost Castic a pfitomnost fazi z prace Sadat-
Shojai a kol. [7]

T=50'C; t=100hrs
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1.2.2 Suché metody

Suché metody jsou pro vyrobu hydroxyapatitu nejvice vyuzivané
Vv prumyslu. Jak jiz ndzev vypovida, nepouzivaji se zde zadna rozpoustédla. U suchych
metod se nemusi dbat na kontrolu podminek ptipravy jako u metod mokrych, jelikoz je
vliv téchto podminek zanedbatelny, ovSem pfi téchto metodach je vétSinou dosazeno
¢astic o velikosti v fadech mikrometrii. Mezi suché metody se fadi metoda pevného

skupenstvi a metoda mechano-chemicka. [27]

1.3METODY ANALYZY CASTIC HYDROXYAPATITU

1.3.1 Rastrovaci elektronova mikroskopie

Tato metoda analyzy castic a elektronova mikroskopie vseobecné je zaloZena na
interakci elektronti primarniho svazku s povrchem pevné latky. Pro zobrazovani se
vyuziva odrazenych elektronil, napiiklad sekundéarnich elektrond, zpétné odrazenych

primérnich elektronli nebo fotonti rentgenového zareni.

Vznik obrazu je u rastrovaciho elektronového mikroskopu zprostiedkovan zménou
interakce v bodé¢ vzorku, ktera vede ke zméné intenzity signalu z detektoru a ke vzniku
kontrastu na zobrazovacim zafizeni. Pro sekundarni elektrony musi byt vzorek vodivy,

k ¢emuz dochazi pti ptipadném pokoveni platinou nebo zlatem.

Rastrovaci elektronova mikroskopie je vyuzivana hlavné pii meéfeni velikosti

vytvofenych ¢astic, resp. nanocastic. [1]

Elektronové mikroskopy je mozné také rozsifit o jednotku energiové-disperzni
spektroskopie, tzv. jednotku EDS. Tato metoda se pouziva k prvkové analyze
studovanych materiald. EDS vyuziva vyrazenych elektronti z vnitinich slupek atomu,
které se tak dostavaji do excitovaného stavu a pfi nasledné deexcitaci je vyzafeno
kvantum elektromagnetického zafeni. Z intenzity téchto vyzarenych fotonl je mozné

ziskat prvkové sloZeni a také kvantitativni analyzu.
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1.3.2 Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je metoda Stokesiv posun

R il

zaloZzena na neelastickém rozptylu pfii

prichodu monochromatického zafeni .
Xcitace

Intenzita

zkoumanou latkou, tzv. Ramanové
rozptylu, kdy dochazi k piedani energie

vibra¢nim a rota¢nim stavum atomu a

molekul. Jako vystup je zde ziskan

, , ) 40 500 " e0 700
soubor posunutych vlnovych délek

Vinova délka (nm)

(Stokestiv posuv?), viz Obr. 3, ktery je Obrizek 3. Graf zobrazujici Stokesiiv posuv. [19]
pfeveden na graf (spektrum) zévislosti intenzity rozptyleného zareni na vlnové délce

(resp. Ramanové posunu v cm™).

Tato metoda se Siroce vyuziva pro zjisténi chemického slozeni plynnych, kapalnych

1 pevnych latek.

ProtoZe se této metody hojné vyuZiva ve spojeni s optickym mikroskopem, je mozné
analyzovat i vzorky velmi malych rozmérd. V nékterych ptipadech i pod 1 mikron — musi
byt zobrazitelny béznym optickym mikroskopem. Nicméné intenzita spektra je zavisla

na konkrétni struktute vzorku. [2, 6]

1.3.3 Rentgenova fluorescen¢ni spektroskopie

Metoda XRF vyuzivé interakce vysokoenergetického rentgenového zateni s latkou.
Pii dopadu zatreni mize dojit k vyraZeni elektronti v latce a naslednému zaplnéni vakance
elektrony z vyssi energetické hladiny. Tento ptfechod doprovazi vyzaieni energie
ve formé fotont a vznik série spektralnich ¢ar. Poradi Car ve spektru odpovida zméné
hlavniho kvantového ¢isla a uruje chemické prvkové slozeni latky (kvalitativni analyza).
Polohu ¢ar mizeme v zavislosti na atomovém ¢isle prvku vyjadiit pomoci Moseleyova

zakona (1):

9 = k(Z — 1)? 1)

L P¥i dopadu fotonu na pevnou latku dochazi k jeho absorbovani a naslednému piechodu do excitovaného stavu. Jednim
ze zpusobu navratu systému do zakladniho stavu je vyzafeni fotonu, tedy dojde ke ztraté energie. Stokestiv posuv
nastava v piipadg, Ze se energie absorbovaného fotonu lisi od energie fotonu emitovaného latkou. [6]
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kde k je konstantni pro danou ¢aru ve spektru. Intenzita Car ve spektru nam urcuje
mnozstvi atomt daného prvku, tedy jeho koncentraci (kvantitativni analyza). Hlavni
vyhodou XRF je nedestruktivnost vzorki, proto je metoda univerzalni v moznych
oblastech vyuziti. Dilezitym faktorem u této metody je rentgenovy fluorescenéni
vytézek, znacici se wq, Viz (2), ktery pro sérii  udava pocet zafivych prechodd nz
z celkového poctu vakanci ng.

wg =% )

Nq
Ze vzorce je vidét, ze citlivost metody roste s rostoucim atomovym ¢islem Z. [2, 3]

1.3.4 Dynamicky rozptyl svétla

Metoda dynamického rozptylu svétla, nebo také fotonova korelacni spektroskopie, je
zaloZena na vzajemném vztahu Brownova pohybu? s velikosti ¢astic. Princip metody
spoc¢iva v osvétleni koloidniho roztoku laserem o urcité vinové délce a zaznamenavani
intenzity rozptyleného svétla. V dusledku rychlejs§iho pohybu malych castic oproti
¢asticim velkym muze byt vztah velikosti a rychlosti ¢astic definovan Stokesovou-
Einsteinovou rovnici. OvSem jedna se o tzv. hydrodynamicky primér velikosti ¢astic, coz
je pramér kulové c¢astice, kterd by méla stejny diftzni koeficient jako ¢astice métena

V systému. [34]

ZetaSizer je koloidni analyzator umoznujici mefit hned nékolik parametri ¢astic
v roztoku. Mezi tyto parametry patii velikost castic, molekulova hmotnost a zeta
potencidl. V piipadé méteni velikosti ¢astice je Vystup intenzitni distribuci velikosti ¢astic
Vv systému. Pristroj umi také ze znalosti indexu lomu ¢astic v roztoku a jejich absorbance
prevést tento vystup na distribuci objemovou. Dalsi metodou méfeni je staticka rozptyl
svétla, kdy se provadi méteni koncentracni série roztoki, kterd se postupné méni. Dochézi
k detekci rozptyleného svétla a k uréeni molekulové hmotnosti ze Zimmova diagramu?®.

Tfeti moZnosti analyzy na ZetaSizeru je tzv. zeta potencidl. Tato vlastnost udava

elektrostatickou stabilitu vzorku, tedy pokud je zeta potencial v intervalu -30 az 30 mV,

2 nghodny pohyb &astic rozptylenych v kapalném nebo plynném prostredi

8 Zimmilv diagram graficky znéazorfiuje zavislost intenzity rozptyleného svétla na koncentraci a thlu

pozorovani. Vynasi se vyraz I;—W, kde K je rozptylova konstanta, w hmotnostni koncentrace a Rq je
0

Rayleightiv pomér, proti sin? g + k.w, kde 0 je tihel pozorovani a k libovolna konstanta. [5]
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pak je systém nestabilni, nebot’ mize dojit k aglomeraci ¢astic. Ten je méfen pomoci
Dopperovy laserové velocimetrie. Na vzorek ve specialni kyveté je privedeno napéti
a sleduje se rychlost pohybu castic k opacné€ nabité elektrodé. Ze znalosti viskozity
a permitivity vzorku lze, pomoci takto zméfené elektroforetické mobility, urcit zeta

potencial systému. [4]

1.AMOZNOSTI PRIiPRAVY NANOCASTIC
HYDROXYAPATITU

Existuje mnoho studii o pfipravé HAP precipitacni metodou pouzivajici rtizné
reaktanty, rizné podminky, dosahujici riznych struktur a velikosti ¢astic. Nékteré takové
experimenty jsou shrnuty v Tabulce 1. Tato ¢ast bakalaiské prace se zabyva porovnanim
téchto experimenti a moznosti ptipravy HAP podle zakladnich faktori ovliviiujicich
strukturu, velikost vzniklych &astic a jejich Cistotu. Mezi tyto faktory patii napiiklad
koncentrace reaktantd, teplota reakce, pH, rychlost miseni reaktantt, doba starnuti a také
rychlost michani reaktantd na michadle. Tabulka nize (Tab. 1) shrnuje nékteré ze
zahrani¢nich publikaci tykajicich se ptipravy nanocastic HAP. Vysledky jednotlivych

experimentll v ni shrnutych jsou potom rozvedeny v dalSim textu.
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d nékterych zahrani¢nich

am pfipravy, o

tic hydroxyapatitu, vzhledem k podmink:

¢ pfipravy nanocas

Tabulka 1. Vybran

o

autoru.

Autor reaktanty CalP pH ._.Mwn_wﬂm Uocwjmhww.__:z <0:_Mﬂm% vmmm:n mﬂ.mM_wAM_“_,m Zdroje
Saeri et al. (2003) oummmmw%m_,\__,w_v 1,67 | 75 40 0a24 200%50 jehlickova [12]
Yubao et al. (1994) Aﬂﬂmmuwwb 159 | 105 |Laboratorni 0 23x91 jchlickova [13]
Santos et al. (2004) ommmmwNAw%,m_,\__,w_v 167 |7-115 40 24 jehlickova [14]
Mostatfa (2005) Catorh (o5 17 | — | 100 2 141 [15]
&@.w.%w, al. M_MM%DVAMM Kw 167 | - 90 400 [16]
Zocmm".mﬂmmmwwq et A_/A_U_MMW_NMMWM%WMW\__W\_V 1,16 11 25 0 8-50 hexagonalni [17]
_,\_o:meMwmco_. Az%m_%__%mwmwo_@_w,s 167 | 11 100 24 4-26 [21]
Yorug et al. (2009) oumwww 167 | - 0 50-100 [20]
>:@M_wamv2 al. %%Aﬂﬂvmo% pl _,_A_\_vv — | 105 | 75 2248 37-45 [22]
Castro et al. (2012) Jﬁ%%%ﬁwﬂﬁﬁc Erl 25 - 20x100 | tycinkovita [23]
Chandrasekar et al. (NH4)2HPO4 (0,8 M) 1,68 108 50-70 [24]

(2013)

Ca(NOas)2 (1,2 M)
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Ve své praci z roku 2003 se Saeri a kol. [12] zabyvali vlivem doby starnuti produktu
a vlivem teploty jeho zahtivani po reakci. Jako vychozi reaktanty pouzili roztok kyseliny

fosforec¢né (0,3 mol/l) a hydroxidu vapenatého (0,5 mol/l). Béhem precipitacni reakce

byla teplota udrzovana na 40°C a pH 7,5.
Roztok  kyseliny byl ptikapavan
rychlosti 1-2 kapky/s. Prvni vzorek byl
sejmut ihned po skonceni precipitacni
reakce a druhy a tieti vzorek byly
sejmuty po 24 hodinach. Vzorek ¢islo
jedna byl po odebrani michan po dobu 2
hodin pii 2400 otackach za minutu a ke
vzorku ¢islo 3, ktery byl sejmut ve stejny e X 3 "
&as jako vzorek &islo 2, byl ptidan roztok | | % : ' ’i‘
kyseliny fosfore¢né (1 mmol/l) a byl '

3KY X18.1K 1.65um

ponechan stamnout po dobu 24 hodin. Obrizek 4. Snimek z FESEM, zobrazujici vytvotené klastry
Produkty byly promyty vodou a sugeny Z#nanotastic hydroxyapatitu z préce Saeri a kol. [12]

pii1 80°C po dobu 24 hodin. Sinterovani probihalo pfii teplotach 850°C a 1200°C po dobu
2 hodin. Vzniklé ¢astice (viz Obr. 4) se velikostné pohybovaly okolo 200 nm na délku a
50 nm Vv priméru, jejich struktura byla jehlickova. Vzorek ¢islo 2 mél ¢astice narostlé do
tvaru desticek. U vzorkd, které byly zahtaté na 850°C a 1200°C byla mnohokrat zvySena
krystalinita, ovSem u vzorku, ktery byl zahtat na 850°C byla krystalinita vyss$i nez u

vzorku zahtatého na 1200°C. [12]

Yubao a kol. vyuzili ve své praci [13] precipitani reakci hydrogenfosfore¢nanu
diamonného a dusi¢nanu vapenatého, kdy byla hodnota pH reakce udrZzovéana v rozmezi
10 — 12 a precipitace probihala za laboratorni teploty. Preparaty byly po reakci vlozeny
do autoklavy a hydrotermalné¢ upraveny pii teplot€¢ 140°C a tlaku 0,3MPa po dobu
2 hodin. Produkt mé¢l molarni pomér Ca/P roven 1,52-1,59 a morfologie byla jehli¢kova.
Velikost ¢astic vzniklého hydroxyapatitu byla 23x91 nm a po kalcinaci pti 600°C byla

velikost pomérné mensi, a to 22x67 nm. [13]

V praci, kterou provedli Santos a kol. [14], bylo pouZito reakce hydroxidu
vapenatého (0,5 mol/l) a kyseliny trihydrogenfosfore¢né (0,3 mol/l). Nejprve byl roztok
hydroxidu zahtivan na 40°C a michan po dobu jedné hodiny a poté k nému byla rychlosti
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6 ml/min piikapavana kyselina fosfore¢na. Uprava pH probihala pomoci hydroxidu
amonného (1 mol/l), a to na hodnoty 7 — 11,5. Takto probihala reakce pro vzorky (1-7).
Dalsim zptsobem bylo, pro vzorky 8 a 9, pouziti hydrogenfosforecnanu diamonného,
ktery byl ptfikapavan k roztoku hydroxidu vapenatého (0,3 mol/l) pii téploté¢ 40°C.
Vzorky 10-12byly pfipraveny reakci hydroxidu vapenatého (0,3 mol/l)
s monohydratem dihydrogenfosfore¢nanu vépenatého (0,12 mol/l), ktery byl pomalu
prikapavan k roztoku hydroxidu pfi laboratorni teploté. Hodnota pH byla u vzorka 8 — 12
pouze kontrolovana, ale neupravovana. Vzniklé suspenze byly po 24 hodinach zfiltrovany
a promyty deionizovanou vodou. Suseni probihalo pii teploté¢ 100°C po dobu 12 hodin.
Pti SEM analyze byla zjisténa pfitomnost agregatli z ¢astic, které mély tvar kratkych az
dlouhych jehlic¢ek, zkych desti¢ek nebo sloupki. Pfitomnost hlavné hydroxyapatitu ve
vzorcich byla potvrzena pfi analyze XRF, stopové mnozstvi jinych prvkl bylo ptitomno
také, ovsem spiSe jako nezreagované pivodni slouceniny. Krystalinita produktti susenych
na 100°C byla velmi mala, byl tedy ptitomen spiSe amorfni HAP, coz je ovSem lepsi pro
jeho biodegradabilitu. Nekteré parametry piipravy byly zkoumdény blize, naptiklad
U prvniho zpisobu ptipravy pii vyssim pH (11,5) bylo pfitomno vice oxidu vépenatého
ve srovnani s niz§im pH (7,0). Pii postchemické uprave pti teploté 1100°C nebyla zjisténa
zména pfitomnosti CaO, ovSem pii rychlém ochlazeni vzorki k tvorbé CaO nedoslo.
U druhého zptsobu piipravy, kde se pH neménilo, byla zjiSténa vysoka ptitomnost CaO,
kterd byla znovu sniZena rychlym ochlazenim po teplotni upravé vzorku. Rychlost
michani byla u tfetiho zptsobu zkoumana pii pomalém michéni a pfi intenzivnim

michéni. Pfi pomalém michani byla v produktu pfitomna bifaze (HA/TCP). [14]

Mostafa ve své praci z roku 2005 [15] uvedl postup, pfi kterém pouzil nejprve Cisty
prasek uhli¢itanu vépenatého, ktery zahtival po dobu 4 hodin pfti teploté 1100°C, aby
vznikl oxid vapenaty. 56 g CaO bylo nasledné rozpusténo ve 3 litrech vrouci destilované
vody pro vznik hydroxidu vapenatého. Pii pfipravé stechiometrického HAP (s-HAP) byla
kyselina fosforecna (0,5 mol/l) pomalu ptikapavana k hydroxidu, dokud nebylo dosazeno
molarniho poméru Ca/P = 1,7. Michéani probihalo dal$i 2 hodiny a poté byl z baiky
odstranén supernatant. K suspenzi byly pfidany dalsi 2 litry vody a roztok byl michan
dalsi 2 hodiny pro odstranéni pirebytecného hydroxidu vapenatého. Promyti bylo
provedeno nékolikrat pomoci H3POs (0,001 mol/l). Ca-deficitni HAP (d-HAP) byl
pfipraven pomalym pfidavanim vodného roztoku octanu vépenatého (0,1 mol/l)

a KoHPO4 (0,06 mol/l), s molarnim pomérem 1,67, do jednoho litru vrouci vody.
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Precipitat byl ponechan stdrnout po dobu 2 hodin pii 100°C a poté nechan chladnout
po dobu 24 hodin. Finalni pH bylo slab¢ kyselé (5,0). Mechanochemicky HAP (m-HAP)
byl pfipraven smichanim hydroxidu vapenatého s hydrogenfosfore€nanem diamonnym
v poméru 1,67 v batice se zirkoniovymi kulickami jako drticim médiem a destilovanou
vodou. Drceni probihalo po dobu 8 hodin pfi rychlosti rotace 170 RPM ve vysokohustotni
PE lahvi. Poté byl produkt ptefiltrovan a promyt Cerstvé vatfenou destilovanou vodou.
VSechny vzorky byly suSeny po N2, pii 105°C po dobu 24 hodin a poté kalcinovany
pii 600°C po dobu 2 hodin. U produkti nebyla pfitomna zadné dalsi faze, krom¢ HAP.
U stechiometrického HAP byl molarni pomér 1,67, u deficitniho HAP byl pomér 1,58
a u mechanochemického HAP byl pomér 1,65. Mechanochemickd metoda pfipravila
HAP s ¢astice s nejvétsim povrchem (86 m?/g), naopak nejmensi povrch mély &astice
vytvofené pii deficitnim poméru (19 m?%g). Castice vytvofené pfi mechanochemické
metodé mély nejmensi krystalky (57 nm), pfi stechiometrické metodé mély 141 nm
a naopak pfi deficitnim poméru byly krystalky nejvétsi, jejich velikost se pohybovala
okolo 212 nm (Obr. 5). [15]
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Obrazek 5. Analyza Castic vytvofenych Mostafa a kol. [15] (A) Distribuce vzniklych ¢astic HAP. (B) Snimky
ze SEM - (a) s-HAP, (b) m-HAP, (c) d-HAP.
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Precipitacni 1 sol-gel metodu pouzili ve své praci Vazquez a kolektiv [16]. Pro
syntézu precipitacni metodou byly pouzity dva postupy lisici se vstupnimi reaktanty.
V prvnim ptipad¢ byl pouzit 100 ml roztoku hydroxidu vapenatého (1 mol/l), do kterého
bylo piidavano 100 ml kyseliny trihydrogenfosforecné (0,6 mol/l) rychlosti 7 ml/min.
Smés byla ohtata na 90°C po dobu jedné hodiny pro zapoceti reakce a poté ponechana
michat po dobu dals$i hodiny. Béhem starnuti pfi pokojové teploté byl HAP filtrovan
a promyt destilovanou vodou. VysuSeny prasek byl kalcinovan pii 850°C po dobu 4-6
hodin. Produkt byl krystalicky. Druhym precipitacnim zplisobem byl HAP vytvaren
pomoci 300 ml tetrahydratu dusi¢nanu vapenatého (1 mol/l), do kterého bylo pridavano
200 ml hydrogenfosfore¢nanu diamonného (0,6 mol/l) rychlosti 22 ml/min a 14 ml
hydroxidu amonného. Systém byl udrzovan pii 95°C po dobu jedné hodiny. Smés byla
ponechéna starnout 14 dni pfi laboratorni teploté, poté byl precipitat filtrovan a promyt
destilovanou vodou. Suseni probihalo pfi teploté 250°C po dobu 3 hodin a kalcinace pii
850°C. Pti metodé¢ sol-gel byl pouzit triethylfosfat, tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého a 2-
metoxyethanolether. K ziskani molarniho poméru 1,667 bylo pouzito 23,483 g
tetrahydratu, 10,2 ml triethylfosfatu a 15,6 ml etheru. Smés byla michana, dokud nebylo
dosaZzeno homogenni smési. Krystalky tetrahydratu a 2-metoxiethanol byly umistény
do Erlenmayerovy bariky, michany a poté byl piidan triethylfosfat. Smés byla ponechana
starnout 4 dny pii teploté 80°C. Pro zapoceti gela¢niho procesu byla baiika oteviena
a prihtata na 90-100°C. Na konci byl pozorovan nazloutly gel, ktery byl vysusSen, promyt
a poté kalcinovan pi1 1200°C po dobu 12 hodin. Pfi1 obou precipitacnich procesech byl
piitomen v produktu pouze HAP, pii procesu sol-gel byl ptitomen CaO a CaCOa. Klastry

HAP mély homogenni velikost. Primérna velikost byla 400 nm pro prvni precipita¢ni

Obrazek 6. Snimky ze SEM z prace Vazquez a kol. [16] (A) ¢astice ziskané prvni precipitaéni metodou. (B)
Castice ziskané druhou precipitaéni metodou.
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proces, 500 nm pro druhy precipitaéni proces (Obr. 6) a 300 nm pro sol-gel metodu.

| kdyZ precipita¢ni metody zavisi vyznamné na pH, dob¢ starnuti, teploté a podobné¢ stale

jsou efektivn€jsi a levnéjSi nez metoda sol-gel. Stechiometrie dosazend pfi
precipitacnich procesech byla mensi nez 1,67, ovSem pii sol-gel metodé¢ byl HAP

stechiometricky a také velmi Cisty a homogenni. [16]

Mobasherpour a kol. [17] pouzili pro piipravu HAP nasledujici postup. Suspenze
tetrahydratu dusi¢nanu vapenatého (0,24 mol/l) o objemu 350 ml byla intenzivné michana
pfti teploté 25°C. K tomuto roztoku byl po kapkéch ptfidano 250 ml hydrogenfosfore¢nanu
diamonného (0,29 mol/l). Hodnota pH byla udrzovana na 11. Precipitat byl nasledné
centrifugovan pti 3000 RPM a susen pti 80°C. Kalcinace nasledn¢ probihala pti 100, 450,
900 a 1200°C po dobu 1 hodiny. Produkt byl po suSeni analyzovan pomoci FTIR. Piky
na 560-610 a 1000-1100 cm™ jsou PO4> a piky OH" jsou na 636 a 3572 cm™. Na XRD
bylo zjisténo, ze po kalcinaci s rostouci teplotou rostla intenzita piku spektra. Tedy
s rostouci teplotou se tvofily vice hexagonalni-dipyramidové nanokrystaly. Ze snimku
z TEM bylo zjisténo, Ze po suSeni byly Castice spis§ sférické o velikosti 8-20 nm. Kdyz
se teplota vySplhala na 1200°C, velikost vzrostla k 40-50 nm a morfologie je spiSe
hexagonalni. V rozmezi teplot 100-1200°C je zaznamenan rist velikosti nanokrystald,

viz Tabulku 1, ovsem dtivod tohoto rlistu neni znam. [17]

Monmaturpoj ve své praci [21] uvedl postup pro ptipravu nanoc¢astic hydroxyapatitu,
kde pouzil jako vychozi latky tetrahydrat dusi€nanu vapenatého a hydrogenfosforecnan
diamonny v koncentra¢nich pomérech 0,1:0,06 mol/l, 0,5:0,3 mol/l a 1:0,6 mol/l. Oba
tyto reaktanty byly rozpuStény v deionizované vodé¢ a pH obou roztokl bylo upraveno na
hodnotu 11. Pomalé piikapavani dusicnanu k hydrogenfosfore¢nanu zpisobilo tvorbu
mlééného a trochu zelatinového precipitdtu. Po hodiné michdni byla suspenze
refluxovéna pii 100°C po dobu 1 hodiny a nasledn¢ ponechana starnout 24 hodin. Po této
dobé byl produkt vysusen pii 80°C (24 hodin) a rozdrcen pomoci tfeci misky a palicky.
Kalcinace produktu probihala pfti teplotach 800, 1000 a 1200°C po dobu 1, 2 a 4 hodin.
Vzorky vzniklé z nejnizSich koncentraci vychozich latek mély nejvyssi hustotu, napiiklad
u vzorku bez refluxu byla hustota 6,22 g/cm®. Velikost ¢istic byla ovSem nejmensi
u vzork, které byly vytvofeny z nejvyssich koncentraci, kdy naopak hustota vzniklych

v

koncentraci bez refluxu. VSechny rozméry jsou uvedeny v tabulce 2. Vzorky po kalcinaci
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vykazovaly nejvétsi pfitomnost hydroxyapatitu s minimélni piitomnosti fosfore¢nanu
vapenatého. Krystalinita produktu byla ovlivnéna teplotou kalcinace, kdy pii nejvyssi

teploté (1200°C) byla krystalinita zvySena. [21]

Tabulka 2. Souhrn vysledkd analyzy ¢astic HAP pfipravenych v praci Monmaturpoj z roku 2008. [21]

Vzorek Ve“k(iil)é 8SHC | Hustota (g/em?) S%%C\iicﬁ z”mnzl/égr)ny

(s refluxem)

S1 19,33 4,05 89,59

S2 26,64 2,92 _

S3 15,91 2,94 89,92
(bez refluxu)

S4 20,83 6,22 80,49

S5 22,13 2,79 _

S6 4,48 2,81 97.4

(reakce 48 hodin)

S7 17,66 3,03 90,86

S8 22,06 2,84 ]

S9 15,93 2,77 79.45

Vliv metody michani precipitatu popsali ve své praci Yorug a kolektiv [20].
K ptipravé HAP pouzil hydroxid vapenaty a kyselinu trihydrogenfosforecnou v molarnim
poméru Ca/P = 1,67. Ob¢ latky byly rozpustény v destilované vodé a za stdlého michéni
pridavany k sobé (kyselina k hydroxidu). Michéani bylo provadéno magneticky (300
RPM, 1 hodina), ultrasonicky (320 W, 35 kHz, 1 hodina) a poté obéma dohromady.
Vzniklé suspenze byly promyty nékolikrat destilovanou vodou a vysuSeny pomoci
lyofilizatoru. Pti pouziti obou technik zv1ast byla zjiSténa ptitomnost Ca(OH)2, CaHPO4
a HAP. OvSem pfi pouziti obou metod michani dohromady byla pfitomna pouze faze
HAP (Obr. 7). Velikosti ¢astic u prvnich dvou technik se pohybovaly okolo 100 nm,

zatimco u pouZiti dvojitého michdni byly ¢astice velikostné okolo 50 nm. Specificky
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mérny povrch byl nejvyssi u metody ultrasonické (14,31 m?/g) a nejnizsi p¥i pouziti obou

technik (5,32 m?/g). [20]
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Obriazek 7. XRD spektrum HAP z prace Yorug a kol. [20] (a)
magnetické, (b) ultrasonické, (c) dvojité michani.

Angelescu a kol. popisuji, ve své praci z roku 2011 [22], vliv n€ékterych podminek,
které pii precipitacni reakci ovliviiuji vznikajici hydroxyapatit. Jako vychozi reaktanty
byly pouZity hydroxid vapenaty a kyselina trihydrogenfosforecnd. Nejprve byl pfipraven
roztok hydroxidu, kdy bylo rozpusténo 168 g pevného hydroxidu vapenatého ve 114 ml
destilované vody a dale se pfipravil roztok 9 ml kyseliny ortofosforecné v 78 ml
destilované vody. Pro Gipravu pH na hodnotu 10,5 byl pouZit hydroxid amonny. Kyselina
byla pfikapavana do roztoku hydroxidu, ktery byl udrZzovan pfi teploté 75°C, rychlosti
1 a 10 ml/min. Rychlost michani byla 300 a 1000 otacek za minutu. Po skonceni adice
kyseliny byly smési ponechany starnout 2 a 48 hodin. Pro odstranéni necistot byl
precipitat vzdy nékolikrat promyt destilovanou vodou. Prefiltrované vzorky byly suSeny
pfi teploté¢ 110°C po dobu 24 hodin a poté rozemlety na prasek. V poslednim kroku byly
vzorky zahtivany na 1200°C po dobu 3 hodin a poté rozemlety pomoci planetarniho
mlynku s kulickami z karbidu wolframu. Ve vysledku byly 4 vzorky pfipravené za

ruznych podminek (Tabulka 3).
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Tabulka 3. Podminky precipita¢nich reakei pti praci Angelescu a kol. [22]

Rychlost | Rychlost Doba
vzorek | koncentrace | teplota adice michani | starnuti

(ml/min) (RPM) (h)

1 1 1000 48

2 10 1000 48

2M 75°C
3 1 300 2
4 10 300 2

Z analyzy rentgenovou difrakci zobrazené na Obr. 8 muzeme vidét, Ze u prvniho
vzorku byla pfitomna pouze jedna faze - a to hydroxyapatit. V piipad¢ 2. a 3. vzorku se
objevilo malé mnozstvi oxidu véapenatého a u ¢tvrtého vzorku byla pifitomna jesté faze
B-fosfore¢nanu vapenatého. U vSech vzorkl byla zjisténa vysoka krystalinita a velikost
krystald v méfitku nanometrd, piesnéji 97 % a 41 nm u prvniho vzorku, 98 % a 45 nm
u vzorku druhého, 97 % a 45 nm u vzorku ¢islo 3 a 92 % a 37 nm u posledniho vzorku.
Rychlost ptikapavani kyseliny se jevi jako velice dulezity faktor, ktery ovlivituje vznik
sekundarnich fazi jako fosfore¢nan vapenaty, a v disledku toho rychle klesa hodnota pH
pfi konci reakce. Poklesem pH pod hodnotu 7 dochézi k nekompletni disociaci kyseliny

fosfore¢né a tedy absenci POs%> iontii potiebnych k tvorbé hydroxyapatitu. Rychlost

vvvvv

® Hycroxyapatite
W (- tricalcium |
@ Calcium oxide

Obrazek 8. Graf rentgenové difrakce (Angelescu a kol.) syntetizovanych vzorka hydroxyapatitu, pfipravenych pii vyse
uvedenych podminkach. [22]
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Charakterizaci hydroxyapatitu vytvofené¢ho pfi teplot€¢ 37°C se zabyvali Castro a

kol. ve své praci publikované v roce 2012
[23]. Syntéza probihala smichanim stejného
objemu (0,5 dm?®) hydroxidu vapenatého
a kyseliny ortofosfore¢né v riznych
molarnich pomérech Ca/P,ato 1, 1,33 a 1,67.
Nasyceny roztok (19,3 mmol/dm? pfi teploté
37°C) hydroxidu vépenatého byl pfipraven
za teploty 25°C a ponechan michat 24 hodin
pfi 500 rpm. Roztoky hydroxidu i kyseliny

byly pflpraveny v ultra Eisté vodé a upraveny Obriazek 9. Snimek HAP s molarnim pomérem Ca/P

pfidanim 6 ml 4M roztoku KCl. Kyselina = 1,332 préce Castroakol. [23]

ortofosforecna byla pfidavana rychlosti 26 ml/s a jeji koncentrace byla riiznd podle
potiebného molarni poméru (11,5 mmo/l — 19,3 mmol/l). Vzorky byly vyjmuty v rtiznych
casovych intervalech, filtrovany a suSeny pfi teploté¢ 60°C po dobu 24 hodin. U vSech
vzorkia byla pifitomna faze hydroxyapatitu, ovSem nejlepsi vysledek jevil vzorek
s molarnim pomérem Ca/P = 1,33. U tohoto vzorku byla velikost ¢astic asi 20x100 nm
a jejich morfologie byla ty¢inkovita (Obr. 9). Molarni pomér findlniho produktu ovsem
vzrostl az k 1,78, coz je hodnota vyS$si neZ stechiometrickd hodnota HAP. Kone¢né pH
produktu se blizilo hodnoté 7, to je velice dobré pro medicinské aplikace. Ve vysledku
bylo zjisténo, Ze tato precipitacni reakce méla tfi faze. Prvni byla tvorba fosfore¢nanu
vapenatého, poté dochazelo k pfeméné na hydroxyapatit a kone¢na faze byla rist ¢astic

hydroxyapatitu. [23]

Nanocastice hydroxyapatitu z dusi¢nanu vapenatého a hydrogenfosforecnanu
diamonného pfipravili Chandrasekar a kol. v roce 2013 [24]. Vychozi reaktanty byly
pripraveny v objemu 500 ml a koncentracich 1,2 M pro dusi¢nan a 0,8 M pro
hydrogenfosfore¢nan. Dusi¢nan byl po dobu 4 hodin piikapavan k roztoku
hydrogenfosfore¢nanu a pH bylo udrzovano po celou dobu na hodnoté 10,8 pomoci 0,1 M
roztoku hydroxidu sodného. Precipitat byl ponechan michat ptes noc a poté byl vakuoveé
suSen a promyt tfikrat destilovanou vodou a etanolem. Pomoci XRF a FTIR byla zjiSténa
prevazna piitomnost hydroxyapatitu v produktu. Snimky z elektronového mikroskopu
ukazaly sférickou strukturu ¢astic a analyza EDX prokazala molarni pomér Ca/P rovny

1,68, coz je velmi blizké hydroxyapatitu ptitomnému v lidskych kostech. Velikost ¢astic
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byla métena pomoci TEM a byla okolo 50 az 70 nm (Obr. 10), ovSem Ccastice se
shlukovaly do aglomeratl. Byla také provedena analyza pomoci DLS pro ziskani grafu

distribuce velikosti ¢astic ve vzorku (Obr. 11). Ta se shodovala s méfenim provedeném
na TEM. [24]

Obriazek 10. Snimek z TEM, zobrazujici nano¢astice HAP vytvofené v praci Chandrasekar a kol. [24]
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Obriazek 11. Distribuce velikosti ¢astic HAP z prace Chandrasekar a kol. [24]

Zyman a kol. se ve své praci z roku 2013 [25] zabyvali zménou molarniho poméru
Ca/P behem precipitaéni reakce. Roztok dusi¢nanu vépenatého byl rychlosti 900 ml/min
pridan k roztoku hydrogenfosfore¢nanu diamonného v molarnim poméru Ca/P rovnému
1,67. Hodnota pH byla po dobu reakce udrZzovana na 11-12 pomoci roztoku NH4OH
a teplota reakce byla laboratorni, tedy piesnéji 21°C. Vzorky byly vyjimdny vzdy po
2 hodinach v intervalu 0 az 32 hodin po skoncéeni precipitace. Prvni polovina precipitati
byla suSena v peci pii 60-70°C po dobu 24 hodin a druha polovina vzorkd byla tfikrat
promyta destilovanou vodou a poté suSena pii 60-70°C po dobu 72 hodin. VSechny

vzorky byly paleny pti 1000°C po dobu 1 hodiny. Analyza probihala pomoci XRF.
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Ve vzorcich odebranych v intervalu 0-30 hodin byla zji§téna ptitomnost B-TCP, ktera
klesala s ¢asem a az ve vzorku odebraném po 32 hodinach byl ¢isty HAP. Na Obr. 12 je
vidét zavislost pritomnosti faze B-TCP na Case a ¢asovy vyvoj molarniho poméru Ca/P.

[25]
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Obrizek 12. Casové vyvoje produktu z prace Zyman a kol. [25] (A) Casovy vyvoj pitomnosti b-TCP v produktu. (B)

Casovy vyvoj molarniho poméru Ca/P v produktu.

Ve své diplomové praci se pripravou nanokrystalickych fosfore¢nand, napiiklad
hydroxyapatitu, zabyvala také Katefina Mickova v roce 2013. [32] Ta Kk ptipravé téchto
fosfore¢nanil pouzivala zajimavé chemikalie, jako naptiklad octan vépenaty, bis(pentan-
2,4-dionato)vapenaty komplex a ethanolat vapenaty jako zdroje véapniku a dale
trimethylester kyseliny fosforecné, triethylester kyseliny fosforecné, tributylester
kyseliny fosforecné a dalsi jako zdroje fosforu. Jako rozpoustédlo pouzila vodu, hexan
a také izopropylalkohol. Metody piipravy byly voleny rtizn¢ podle vychozich latek,
jednalo se o sonolytické srazeni, solvotermalni reakce, ale také dalsi. Mezi vznikajici

latky pfi reakcich patiily disfosfore¢nan vapenaty, orthofosfore¢nan vapenaty, Cas(POas)2,
Cas(PO4)3(OH) a CagHPO4(PO4)sOH. [32]

Jak jiz bylo vySe zminéno, na pfipravu nanocastic hydroxyapatitu ma vliv fada
podminky jako hodnota pH udrZzovana v prubéhu reakce, teplota a tepelné zpracovani po
reakci. Jednim z té€chto faktord, jevicich je jako nejpodstatnéjsi, je i doba starnuti
produktu, kterd ma nejvétsi vliv na chemickém sloZzeni a krystalinitu, jelikoz je
prokazatelné, ze se pii pfipravé praveé hydroxyapatitu vytvari v pribéhu 1 jiné taze [25],
mezi které patii B-TCP, CaO nebo OCP. Pfitomnost téchto nezadoucich latek mizi

vétSinou po 24 hodinach, kdy je v produktu uz ptitomen hlavn¢ HAP. Krystalinita
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produktu roste, mimo jin¢ faktory, i pravé s Casem, protoze pii reakci dochazi
K rozpousténi a rekrystalizaci. Ackoliv se to muze zdat irelevantni, vliv na pfitomnost
hydroxyapatitu v produktu maji i zvolené vychozi reaktanty a jejich koncentrace.
Nejcastéji volenymi latkami jsou hydroxid vapenaty a dusi¢nan vapenaty jako zdroj
vapenatych iontll a kyselina ortofosfore¢na nebo hydrogenfosfore¢nan diamonny jako
zdroj PO4* iontf. Je dilezité volit reaktanty tak, aby bylo v jejich chemickém struktuie
pfitomno co nejméné nezadoucich prvka, které by mohly produkt znecistit a podpofit
tvorbu jinych sloucenin nez HAP. Jejich koncentrace je velmi dilezita pii tvorbé
sekundarnich fazi. Ty se tvofi pfi pfili§ vysokych koncentracich reaktantd, proto se casto
voli koncentrace maximaln¢ 1 mol/l. Teplota a pH reakce jsou nejdiskutovanéjSimi
podminkami pfi ptipravé HAP. Tyto dva faktory maji vyznamny vliv hlavné na velikost
amorfologii ¢astic. Ze zkoumanych pfiprav v této kapitole je mozné usoudit, ze naptiklad
pii hodnoté pH vznikaji se vzristajici teplotou ¢astice o mensi velikosti, ale také pii stejné
teploté a vzrlstajici hodnoté pH se tvotily ¢astice mensi. VétSina autorti vyuziva kromé
suSeni produktu také tepelné zpracovani pii vysSich teplotach. Tyto vysoké teploty by
mohly mit hlavné vliv na stabilitu ¢astic, jejich hustotu, ale také na velikost ¢astic a jejich
krystalinitu. To ve své praci potvrdil Muralithan a kol. [26]. Casto zminovany faktor
ovliviyjici tvorbu sekundarnich fazi pti ptipravé HAP je také postup a rychlost miseni
reaktantli. Nejcastéji je pridavana latka s niz§im pH k latce s vys§i hodnotou pH, a proto
pti prudkém smichani reaktant dochazi K rychlému poklesu celkového pH smési.
To potom zplsobuje tvorbu pravé sekundarnich fazi, jako naptiklad fosfore¢nanu
vapenatého. Dlvodem je nedokonald disociace reaktantu, v tomto pfipadé kyseliny,
anaslednému nedostatku POs* iontd potfebnych ktvorbé hydroxyapatitu. Podle
Angelescu a kol. [22] je také rychlost michani dileZitym faktorem pro krystalinitu
produktu. Michanim pfi nizkych otackach je dosaZeno heterogenniho prostiedi a dochazi
k lokalni koncentraci PO4> iontii a tvorbé rozpustného precipitatu, coz vede ke vzniku

produktt s nizkou krystalinitou.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 CILE EXPERIMENTALNI CASTI

Hlavnim cilem této prace bylo prozkoumat zvolenou precipitacni metodu a ovéfit
vliv reak¢nich podminek na vznik a vlastnosti ¢astic hydroxyapatitu. V prib¢hu prace byl
zkouman predevsim vliv teploty a pH precipitaéni reakce na velikost a tvar ptipravenych

¢astic HAP.

Prvnim tkolem experimentalni ¢asti BP byla volba reaktantl a reakénich podminek
vhodnych pro pfipravu nanocastic hydroxyapatitu. Uvedené parametry byly zvoleny
na zéklad¢ provedené literarni reSerSe uvedené v kapitole 1.5. Samotna piiprava HAP
byla provedena jako série nckolika experimentl, jejichz parametry jsou uvedeny
v Tabulce 3. Experimenty byly planovany tak, aby umoznily ovéfeni dopadu hlavnich
reakénich podminek, jako jsou teplota a pH, na vznikajici ¢astice. V dalsi fazi prace byly
vytvofené nanocastice charakterizovany z hlediska tfi nejvyznamnéjsich vlastnosti - tedy
Cistoty produktu, tak aby byla ovéfena pfitomnost hydroxyapatitu a sekundarnich fazi,
molarniho poméru hlavnich slozek, ktery je vyznamny pro dalsi aplikace a velikosti
¢astic, aby byla potvrzena pfitomnost nanoc¢astic v produktu a jejich struktura. Na zakladé
téchto analyz byl stanoven vliv jednotlivych podminek reakce na vlastnosti HAP pfii
pouziti zvolenych reaktantd. Vzhledem k pfedpokladané aplikaci vytvofenych
nanocastic, tedy aplikaci pro medicinské ucely, bylo u jednoho vybrané¢ho vzorku

provedeno ovéieni biokompatibility.

2.2 SYNTEZA NANOCASTIC

2.2.1 Pouzité chemikalie

Na zékladé literarni reSerSe a dostupnosti chemikalii byly jako hlavni reaktanty pro

piipravu hydroxyapatitu precipita¢ni metodou zvoleny:

e Hydrogenfosfore¢nan diamonny, p.a., (NH4)2HPO4, obsah min. 99%, Penta s.r.o.
e Dusi¢nan vapenaty tetrahydrat, p.a., Ca(NOz3)2-4H20, obsah min. 99%, Penta s.r.o.

e Demineralizovana voda — pouzita jako rozpoustédlo, 0,08 uS/cm
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pH bylo v pribéhu jednotlivych experimentd upravovano dvéma Cinidly:

e Hydroxid amonny, p.a., NHsOH, vodny roztok amoniaku (NHz) min. 24%, Penta
S.r.o.

e Hydroxid sodny, p.a., NaOH, Penta s.r.o. — pouzit roztok s koncentraci 1 mol/dm3

2.2.2 Pouzita metoda

Série experimentu s ¢isly 1 az 9 byla provedena podle schématu, viz Obr. 14, kdy byl
pouzit tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého o koncentraci 3*102 mol/l, ktery nasledné
reagoval s hydrogenfosfore¢nanem diamonnym o koncentraci 1,8%102 mol/l. Jako
rozpoustédlo byla pouzita demineralizované voda a pro modifikaci pH byly pouzity 25%
hydroxid amonny a 1M hydroxid sodny. Pro kontrolu pH byl pouzit méfici pfistroj
Greisinger GMH3530. U experiment byly ménény hodnoty teplot, v rozsahu 37°C az
80°C, a hodnoty pH, v rozsahu 9-11, viz Tabulku 4. Pokusy byly provadény na aparatufe,

Ktera je zobrazena na Obr. 13.

Tabulka 4. Rozdéleni experimentli podle podminek reakce.

Cislo EXP | Teplota (°C) pH
1 37 9
2 37 10
3 37 11
4 50 9
5 50 10
6 50 11
7 80 9
8 80 10
9 80 11
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L A

Obrazek 13. Schéma pouzité aparatury. (1) stojan, (2) magnetické michadlo, (3) vodni lazen, (4) trojhrdlé barnka s
reaktanty, (5) teplomér, (6) injekéni pumpa s (NH4)2HPOa, (7) injekéni pumpa s ¢inidlem pro tpravu pH, (8) elektroda
pH metru, (9) pH metr

2.2.3 Postup syntézy

Ptiprava byla provadéna podle schématu na Obr. 14. Do trojhrdlé banky bylo ptidano
1,5-10 moli roztoku tetrahydratu dusi¢nanu vapenatého, ktery byl za stalého michani
ptfiveden na teplotu stanovenou pro dany experiment. Po zméteni pH roztoku bylo do
systému piidano ¢inidlo upravujici pH k dosazeni pfedem zvolené hodnoty. Po ustaleni
bylo za stilého michani do roztoku postupné piiddvano 9:10%  mold
hydrogenfosfore¢nanu diamonného. Davkovani bylo provadéno na pftistroji Schumed
Injectomat cp-PS rychlosti 25-30 ml/h. Béhem této reakce bylo pH udrzovano na stejné
hodnot€. Po skonceni precipitace bylo znovu zméieno pH roztoku. Vznikléa suspenze byla

ponechana starnout 24 hodin za stalé teploty a michani. Hodnota pH suspenze byla
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zméfena také po 24 hodinach. Naméfené hodnoty béhem syntéze jsou popsané v Tabulce
5. Po uplynuti této doby byla suspenze nanocastic opakované procisténa centrifugaci za
ucelem odstranéni vedlejSich produktt reakce. Staceni probihalo pfi 3000 otackach za
minutu po dobu 5 minut a poté bylo rozpoustédlo vzdy vyménéno destilovanou vodou.
Tento postup promyvani byl proveden tiikrat. V dal§im kroku byly vzorky pfipravovany

na analyzu.

Ca(NO,),-4H,0 NH,OH

pH kontrola

(NH4),HPO,

Molarni pomér
Ca/P=1.67 ‘

NH,OH

Hydroxyapatite
Ca;o(PO,)6(OH),

Obrazek 14. Schéma pouzité pii pfipravé nanocastic hydroxyapatitu.
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Tabulka 5. Provedeni experiment. pHo — hodnota pH roztoku Ca(NOs)2-4H20, V1 — prvni piidavek ¢inidla méniciho
pH, pH1 — hodnota pH po pfidani objemu ¢inidla V1, V2 — objem ¢inidla pfidaného pro udrzeni pH béhem reakce, pHk

— hodnota pH po skonceni precipitace, pH24 — hodnota pH po 24 hodinach.

Teplota (°C)| pHo V1 (ml) pH1 V2 (ml) pHk | pH24
37 |573 G_/\_ﬁ_w_wozv 1007 gy szoT_v 9,44 | 935
37 | 585 Ammgo__/_m_mbozv 1009 ey, wozbozv 10,18 | 10,02
37589 sy, mﬂbozv 1109 ey, o_/mmzbozv 10,80 | 10,76
S Ammgo_,/_onbozv R0 1 (250 o_/mmzbozv 9,00 | 9,08
SO I o5 sz:ozv 10,961 (2506 _/wzhozv 9.99 | 9.87
50|77 | ey mm}o:v 1101 | ey n_ﬁhozv 10,90 | 10,87
80 | 703 ﬁmgo__/_ohk_o:v 930 | (o504 wwbozv 9,00 1 9,01
80 67 a_,\_o__/wmozv 1051 4y “_w/__wozv 10,36 | 10,13
80  |695 J 10,5 33 10,26 | 10,18

(25% NH,OH)

(25% NH4OH)
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2.3 ANALYZA CASTIC

2.3.1 Analyza velikosti ¢astic v suspenzi — DLS

M¢ieni velikosti ¢astic pomoci DLS analyzy bylo provadéno na pfistroji ZetaSizer
Nano ZS ZEN360 od firmy Malvern Instruments pouze pro jednu sérii vzorkt (EXP2),
pro zjisténi rychlosti aglomerace vznikajicich ¢astic a urCeni ¢asového vyvoje velikosti

¢astic. Analyza byla provedena pro ¢asovou sérii odbérti po 0, 2, 4, 18 a 24 hodin.
2.3.1.1 Priprava vzorki a méreni

Pro méfeni velikosti vzniklych ¢astic bylo nutné fedéni suspenze nanocastic, aby byl
pfistroj pro disperzni analyzu schopen provést méteni. Suspenze byly vzdy zfedény
destilovanou vodou v objemovém poméru 1:10 a nasledné fadné protiepany a piipadné
sonifikovany. Pro analyzu byly pouzity 2,5 ml plastové kyvety. Vzorky byly analyzovany

vzdy v objemu 2 ml a pfi konstantni teploté 25°C.
2.3.1.2 Vysledky a diskuze

Z vysledku v Tabulce 6 je zjevné, Ze se ve vzorcich nachazely ¢astice o velikosti
od n€kolika nanometrti az po jednotky mikrometrii. Je tedy jasné, ze castice ihned
po precipitaci aglomerovaly a vytvarely klastry. Ackoli nebyla pfi analyze odhalena jasna
zavislost velikosti vzniklych aglomerovanych castic, z vysledkli je patrné, Ze jejich
velikost v prubéhu procesu starnuti roste. Zatimco ve vzorcich odebranych v ¢asech 0 a
2 hodiny byla pozorovana ptitomnost nanocastic, pii dal§ich odbérech byla prokazana
pfitomnost pouze mikrocastic, jejichZ velikost se po 24 hodinach pohybovala mezi 1.95
a 5,55 um. Na Obr. 15 graficky zobrazen rozdil jednotlivych frakci ¢astic pozorovanych

pfi odbéru v nulté a 24. hodiné.
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Tabulka 6. Distribuce velikosti ¢astic asovych odbéri pti experimentu &islo 2.

Casovy odbér | Velikost &astic | Procentualni zastoupeni
(h) (nm) (%)
393.7 33,3
1484 33,3
0 1.228 25,9
10.1 7,4
1.656 50
2 1.693 42,1
0.6213 7,9
1556 50
4 4948 50
1846 59,7
18 2835 16,7
5383 23,7
3699 33,3
24 1953 68
5560 0,2

70

60

50

40

30

20

Intenzita zastoupeni (%)

10

N/ I B - -

0 10 100 400 600 800 1000 2000 3000 4000 5000 6000 Dalsi
Tridy velikosti (nm)

B0 hodin ® 24 hodin

Obrazek 15. Histogram distribuce velikosti ¢astic pti riznych ¢asovych odbérech pii experimentu &islo 2.
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2.3.2 Analyza velikosti a tvaru nanocastic — SEM

2.3.2.1 Priprava vzorkii a méreni

Pro tuto analyzu by pouzit piistroj Zeiss Ultra/Plus. Vzorky pro analyzu
na rastrovacim mikroskopu byly pfipraveny ihned po promyti produktu. Postup byl
nasledovny: 5 ml suspenze bylo naneseno na Petriho misku vystlanou hlinikovou folii
a dano susit na 24 hodin pii teplote 50°C. Nasledné¢ se piipravil ter¢ik, na ktery se prilepila
vodiva uhlikova lepici paska. Na tuto pasku byl posléze nanesen vysuSeny vzorek. Pro
vytvofeni snimki na elektronovém mikroskopu byl pro lepsi rozliSeni vzorek pokoven
1 nm platiny. Analyza chemické struktury probihala na pfistroji Zeiss Ultra/Plus pii
urychlovacim napéti 10kV. Nabijeni vzorku bylo kompenzovano lokalnim ptifukovanim

dusiku.
2.3.2.2 Vysledky a diskuze

Analyza pomoci elektronové mikroskopie prokdzala pfitomnost nanocéstic
(submikronovych) ve vSech piipravenych vzorcich viz Tabulku 7. U vzorkd pfipravenych
experimenty provedenymi pii 37°C a 80°C, tedy experimenty 1, 2, 3 a 7, 8, 9, byla
pozorovana prokazatelnd zéavislost velikosti ¢astic na pH reakce. Rozmér nanocastic
s rostoucim pH klesal. U experimenti provedenych pfi teploté 50°C (experimenty 4, 5 a
6) byla pozorovana spiSe rostouci zavislost velikosti ¢astic na pH. To je ovSem pouze
subjektivni hodnoceni snimki ze SEM. Méfeni velikosti ¢astic bohuzel nebylo mozné
provést u vSech pripravenych vzorkl z diivodu pfili§ malych rozméri nanocastic, které
nebylo na SEM mozZné zobrazit v dostatecné kvalité. U vSech vytvofenych vzorkl byly
pozorovany ¢astice ptiblizné jehlickovitého tvaru. U experimentd 1 — 4, 6 a 9 nebylo
mozné mefeni rozmérti nanocastic. U experimentu 5 byla primérna velikost Castic
(200+30 x 70+10) nm, u experimentu 7 to bylo (580+100 x 90+30) nm a u posledniho

zméfeného experimentu ¢islo 8 byla velikost ¢astic (270+60 x 70+£20) nm.
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Tabulka 7. Snimky vzorki z elektronového mikroskopu zobrazujici strukturu p¥ipravenych ¢astic HAP.

EXP

Zvétseni 25 000x

WD= 40mm i
Sample ID =

WD= 42mm
Sample ID =

WD= 42mm
Sample ID =

Zvétseni 50 000%

.
Omm  Signal A = InLens
mple ID

WD= 42mm
Sample ID =

Dat
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2.3.3 Chemickeé slozeni — EDS

2.3.3.1 Priprava vzorki a méreni

Analyza chemického slozeni byla provedena na rastrovacim elektronovém
mikroskopu Zeiss Ultra/Plus s jednotkou EDS Oxford X-max 20 pii urychlovacim napéti
10kV. Pouzity software byl AZtec. Nabijeni vzorku bylo kompenzovéano lokalnim
prifukovanim dusiku. Vzorek byl nalepen na vodivou uhlikovou pasku, kterd byla
pfipevnéna na ter¢iku. Pro analyzu chemického slozeni pomoci jednotky EDS nebyl

vzorek pokoven ani upraven.
2.3.3.2 Vysledky a diskuze

Z provedenych experimentll se pozadovanému molarnimu poméru vapniku k fosforu
1,67 nejvice ptiblizil experiment ¢islo 6, a to pomérem 1,653, jehoz spektrum z EDS je
na Obr. 16. V Tabulce 8 jsou uvedeny molarni poméry Ca/P dosazené u jednotlivych
vzorkli HAP. Velké odchylky mohou byt zplisobeny tvorbou sekundarnich fazi pfi
precipitatni reakci a procesu starnuti. U vzorkd byla také piitomna kontaminace
hlinikem, kterd byla zpiisobena suSenim vzorku na hlinikové folii. Pfitomnost sodiku
mohla byt zplisobena nedokonalym promytim produktu od pouZzitého hydroxidu sodného.
U vSech vzorkil se objevil také kifemik, ten mohl byt uvolnén v pribéhu reakce ze
sklenéné trojhrdlé banky. U vSech experimentl se na grafu ukdzalo také malé mnoZstvi
uhliku, to mohlo byt ov§em zplsobeno nalepenim vzorku na uhlikovou vodivou pasku

pii piipravé vzorku pro analyzu.

46



Tabulka 8. Vysledky energiové-disperzni analyzy.

Cislo experimentu Molarni pomér Ca/P

1 1,91
1,7

1,648

1,63

1,716

1,653

1,81

1,857

2,03

Ol NP TW|DN

&

Ca Kal

=

Al Kal|

1':"||||||||||||||||||||||||||| Crr L r b b e e
0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5 4 4.5 keV

Obrazek 16. Spektrum EXP6 z EDS analyzy.

2.3.4 Analyza chemického sloZeni — Ramanova spektrometrie

2341 Priprava vzorka a méreni

Analyza byla provadéna na pfistroji Nicolet DXR Microscopy. Vysuseny vzorek bylo
nutné nejprve piipevnit na kovovou desticku tak, aby byl povrch analyzované c¢asti
co nejrovngjsi. Poté se desticka vlozi do pfistroje a pomoci optického mikroskopu se

zaostii na vzorek. Pro analyzu se pouziva software OMNIC. V nastaveni byly zvoleny
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tyto parametry méfeni - viz Tabulku 9. Parametry se voli tak, aby byl pokud mozno

nejsiln€jsi signal, ale vzorek nebyl tepeln¢ laserem degradovan a byla nejslabsi ptipadna

fluorescence.

Tabulka 9. Nastaveni méfeni na Ramanové spektroskopu

Objektiv 10x

Apertura 50 um
Vykon laseru 10 mW

Grating 900 lines/min
Expozi¢ni Cas 1-2s
Pocet expozic 500

V tomto piipadé bylo mozno zvolit nejvetsi aperturu a nejvetsi vykon laseru, protoze
vzorek nevykazoval silnou fluorescenci a nepodléha tepelné degradaci. Méteni kazdého
vzorku probihalo n€kolik minut, kdy se s kazdou expozici laseru na vzorek snizoval Sum.
Po méteni bylo nutné provést nékolik tiprav, jako naptiklad korekci fluorescence vzniklé
pii méfeni, korekce na tzv. baseline (zdkladna). Spektrum bylo analyzovano pouze do
1800 cm™ protoze jako vétsina vzorkd tohoto typu (anorganické soli) apatity nemaji

absorpéni pasy nad 1800 cm™.
2.3.4.2 Vysledky a diskuze

Vysledky z Ramanovy spektrometrie potvrdily u vSech vzorki shodu s knihovnim
vyskytuji na vinoétech 431, 590, 960 a 1049 cm™. Nejvétsi intenzitu ma 960 cm™ patiici
vibracim symetrické PO4> vazb&. V Tabulce 10 je zobrazeno knihovni spektrum
hydroxyapatitu a porovnani spekter provedenych experimentd mezi sebou a s knihovnim
spektrem HAP.
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Tabulka 10. Spektra z Ramanova spektrometru. (A) knihovni spektrum hydroxyapatitu, (B) srovnani spekter
experimentl 1-3 se spektrem HAP, (C) srovnani spekter experimentll 4-6 se spektrem HAP, (D) srovnani spekter
experimentl 7-9 se spektrem HAP.
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2.3.5 Ovéreni biokompatibility - MTT

Pro testovani biokompatibility byl pouzit vzorek z experimentu ¢islo 6, z divodu
nejlep$iho dosazeného molarniho poméru Ca/P. Pro méteni byl pouzit ptistroj Multi-

mode microplate reader Synergy HTX od firmy BioTek Instruments.
2.3.5.1 Priprava vzorkii a méreni

Testovani cytotoxicity bylo provedeno na stabilni bunétné linii 3T3 pfi
standartnich podminkach pro kultivaci (37°C, 5% CO2). Kultivace bunék probihala
V Dulbeccové modifikovaném Eaglové médiu s pfimési 5% fetdlniho bovinniho séra
a 5% calf séra a dalsich standartnich aditiv. Cytokompatibilita hydroxyapatitu byla
testovana v pfimém kontaktu s buné¢nou linii po dobu 24 hodin. Suspenze nanocéstic
byly pfipraveny ve tfech koncentracich, a to 730 ug/ml, 365 pg/ml a 182 pug/ml, a bunécéna
suspenze byla piipravena tak, aby po smichani obsahoval vzorek 30x10% bun&k/ml.
Suspenze byla nasazena na sterilni kultivaéni plastik a po 24 hodinach byla vyhodnocena
viabilita bun¢k ve srovndni se standardem. Testovani bylo opakovéano tfikrat.
Vyhodnoceni viability bylo provedeno metodou MTT, spocivajici ve vystaveni bunécné
kultury roztoku 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu, ktery ma
zlutou barvu, a metabolickou aktivitou bunék se barva méni na modrou znacici formazan.
Po 2 hodindch metabolické pfemény bylo mnozstvi formazanu analyzovano méfenim
absorbance na vinové délce 570 nm. Viabilita byla vyhodnocena jako podil hodnot vzorku

a standardu, viz (3).

50



Viabilita = —222r¢k_ + 100 (%) (3)

Astandard

2.3.5.2 Vysledky a diskuze

Na Obr. 17 jsou shrnuty vysledky viability buné¢né linie 3T3 po vystaveni HAP.
Je zjevné, ze ve srovnani se standardem, ktery je povazovan za 100 %, byla viabilita
srovnatelna. Pro koncentraci HAP 730 pg/ml byla hodnota (91,4 + 2,1) %, pro 365 ug/ml
to bylo (106,9 + 3,9) % a pro koncentraci 182 ug/ml byl hodnota viability (104,6 + 7,9)
%. Dle normy EN ISO 10993-5:2009 jsou materialy s viabilitou 80 % a vyssi bez
cytotoxického efektu. Mizeme tedy fici, Ze nanocastice HAP z experimentu 6 nemély
zadny cytotoxicky efekt na bunécnou linii 3T3. U dvou niZsich koncentraci dokonce doslo

K mirnému zvySeni viability oproti standardu.

=
N
o

S

80

Viabilita bunék (%)

60

40

20

730 365 182
pg Hap/ml

Obrazek 17. Srovnani viability bunék po vystaveni riiznym koncentracim HAP. - znaci viabilitu standardu.
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3 ZAVER

V této praci byla prozkoumana precipitacni metoda, ve které vystupovaly jako
vychozi reaktanty tetrahydrat dusicnanu vapenatého a hydrogenfosfore¢nan diamonny.
Provétovany byly vlivy zakladnich reak¢énich faktor na findlni vlastnosti produktu. Pro
9 experimentt, viz 2.2, byly zvoleny 3 rzné teploty a 3 rizné hodnoty pH. Méfeni bylo
provadéno hlavné na velikost vznikajicich ¢astic, jejich strukturu a morfologii, a také
jejich Cistotu a molarni pomér vapniku k fosforu, z divodu snahy o dosazeni vhodného

poméru, v nasem piipad¢ 1,67.

Pro zjisténi chemického sloZeni a Cistoty produktu byly vzorky podrobeny analyze
na energioveé-disperzni spektrometrii a na Ramanové spektrometrii. VSechny vzorky
vykazovaly ptitomnost hydroxyapatitu a vysokou ¢istotu, co se tyce necistot ve formé
sekundarnich fazi. Molarni pomé&ry Ca/P se pohybovaly v rozmezi od 1,63 do 2,03, tedy
odchylka od vhodného poméru nebyla pftili§ velka, ale ptesného poméru se dosdhnout
nepodafilo. | kdyz byly reaktanty michany v pfesném poméru, na zakladé dosazenych
vysledkl se zda, miize, Ze na narast nebo pokles hodnoty molarniho poméru miize mit
vliv teplota reakce. Pfi nejvyssi teploté, tedy 80°C, bylo totiz dosazeno nejvyssiho
pomeéru Ca/P a pfi niz$ich teplotach, kde jejich rozdil nebyl tak velky, byl pomér relativné
niz8i. Spole¢né¢ s EDS analyzou byly vzorky snimany na SEM. To bylo provedeno
z diivodu zjisténi velikosti ¢astic, ale hlavné pro ovéfeni struktury castic. U vSech
experimentll byly v produktu pozorovany castice podlouhlé, pifi vySSich reakénich
bylo zminéno v 2.3.2.2, velikost ¢astic nebylo mozné u vétSiny vzorku zméfit, ovSem ze
snimka lze konstatovat, ze se pii teplotach 37°C a 80°C s rostoucim pH céstice
zmensSovaly, to bylo pravé u 80°C ovéteno také mefenim, kdy byla velikost ¢astic pti pH
9 priblizné 580%90 nm a pii pH 10 uz to bylo 270x70 nm. Pfi teploté¢ 50°C castice
s rostoucim pH spiSe narGstaly, nemizeme tedy prokazat tplnou zavislost velikosti ¢astic
na teploté. Analyza pomoci dynamického rozptylu svétla byla provedena pouze pro
experimentu Cislo 6, z diivodu zjisténi okamzité tvorby klastrii a zkreslovani vysledka
méteni. Pro ¢asovy vyvoj nebyl jednoznacné prokazan vyvoj velikosti ¢astic nebo klastri,
ovSem rozdil mezi prvnim a poslednim odbérem byl, i kdyz minimalni, prokazan, viz
Tab. 4. U stejného experimentu byla také analyzovana biokompatibilita, ktera je velmi

dalezitou vlastnosti syntetizovaného hydroxyapatitu. Z téchto testi vysel hydroxyapatit
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pfipraveny precipitacni metodou za teploty 50°C a pH 10 jako zcela kompatibilni a bez

cytotoxického efektu.
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