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Abstrakt

ABSTRAKT

Disertacni prace se zabyva metodami pfipravy, charakterizaci a termochemickou studii
hydroxyapatitu, B-fosfore¢nanu vapenatého a amorfniho fosfore¢nanu vapenatého, které pred-
stavuji dalezité sloucCeniny vyskytujici se v zivych organismech, v nichz sehravaji vyznamnou
roli. RovnéZ byly porovnany vlastnosti synteticky piipravenych slouc¢enin a preparati biolo-
gického puivodu. Vzorky studovanych materialti byly zkoumany pomoci elektronové mikro-
skopie s energiové disperznim analyzatorem, rentgenovou difrakéni analyzou, rentgenovou
mikrodifrakci, Ramanovou spektroskopii a optickou emisni spektroskopii s indukéné vaza-
nym plazmatem. Termodynamické studie zahrnuje urceni teplotni zavislosti krystalizacnich
entalpii fosfore¢nanti vapenatych, hydroxyapatitu a biologickych hydroxyapatiti pomoci
zdvojeného izoperibolického reakéniho kalorimetru, stanoveni rozpustnosti téchto sloucenin
pti 25 °C v destilované vod¢ a pti 25, 37 a 45 °C v simulovaném fyziologickém prostiedi
o iontové sile 0,3 mol.dm™. V praci byly také pomoci diferen¢ni termické analyzy a termogra-

vimetrie studovany transformacni procesy probihajici ve studovanych materialech.

KLiCOVA SLOVA:
fosfore¢nany véapenaté, hydroxyapatit, tvrdé tkané, ledvinové kameny, krystalizac¢ni entalpie,

zdvojeny izoperibolicky reakéni kalorimetr




Abstract

ABSTRACT

The dissertation thesis focuses on methods of preparation, characterization and a thermody-
namic study of hydroxyapatite, B-tricalcium phosphate and amorphouse calcium phosphate
in relation to their biological occurrence in living organisms. Biological specimens — samples
of hard tissues and kidney stones — have been obtained for this thesis and compared with syn-
thetically prepared samples. Analytical methods such as Scanning Electron Microscopy with
Energy-dispersive X-ray Spectrometer, X-ray Diffraction Techniques, Raman Spectroscopy
and Inductively Coupled Plasma Atomic Emission spectroscopy have been used to examine
the biological samples qualitatively and quantitatively. The thermodynamic study includes
determination of crystallization enthalpies of tricalcium phosphates, hydroxyapatites and
biological hydroxyapatites using an isoperibolic twin reaction calorimeter at 25, 37 and 45°C
and at the physiological ionic strength of 0.3 mol.dm™. The dissertation further includes deter-
mination of the solubility of calcium phosphates at 25 °C in distilled water, and 25, 37 and
45°C with reference to the previous calorimeter measurement in physiological conditions.
The thesis has been extended to include an examination of transformation process using

a differential thermal analysis and thermogravimetry.

KEY WORDS:
calcium phosphates, hydroxyapatite, hard tissues, kidney stones, enthalpy of crystallization,

twin isoperibolic reactive calorimeter




Obsah

Obsah
1. Uvod 9
2. Teoretickd a literdrni Cast 11
2.1 Reakeni teplo a pribuzné termodynamické veliciny 11
2.1.1 Linearni kombinace chemickych reakci 11
2.1.2 Hesstiv zdakon 12
2.1.3 Rozpoustéci a ziredovaci tepla 12
2.2 Experimentalni termochemie 13
2.2.1 Princip kalorimetrie 14
2.2.2 Rozdeleni kalorimetrii 14
2.2.3 Aplikacni mozZnosti kalorimetrie 16
2.3 Krystalizace 17
2.3.1 Nukleace 17
2.3.2 Rust krystalu 19
2.3.3 Termodynamika krystalizace 19
2.4 Stanoveni krystalizacnich tepel 20
2.4.1 Urceni AxH 7 teplotni zavislosti rozpustnosti 20
2.4.2 Uréeni AqH 7 integralnich rozpoustécich ¢i zredovacich tepel 20
2.4.3 Urceni AxH z diferencialnich rozpoustecich tepel 20
2.4.4 Primé méreni AyH 21
2.5 Metody strukturni a prvkové analyzy 21
2.5.1 Elektronova mikroskopie s EDX mikroanalyzatorem 21
2.5.2 Rentgenova difrakcni analyza a mikrodifrakce 21
2.5.3 Ramanova spektroskopie 22
2.5.4 Opticka emisni spektroskopie s indukcné vazanym plazmatem 23
2.5.5 Termicka analyza 23
2.6 Biologicky vyskyt fosforecnanii vapenatych 24
2.6.1 Kostni tkan 24
2.6.2 Zubni tkan 26
2.6.3 Patologicka biomineralizace 27
2.7 Uplatnéni a vyvoj aplikaci fosforecnanii vapenatych 30
2.7.1 Bioaplikace 30
2.7.2 Prumyslové pouziti 32




Obsah

2.8 Charakterizace fosforecnanii vapenatych 33
2.8.1 Amorfni fosforecnan vapenaty 35
2.8.2 Fosforecnan vapenaty 37
2.8.3 Hydroxyapatit 38
2.8.4 Charakterizace biologickych CaP sloucenin 39

2.9 Termodynamické vlastnosti fosforecnanii vapenatych 41
2.9.1 Rozpustnost 41
2.9.2 Stabilita ve vodnych roztocich 43
2.9.3 Termické zmeény fosforecnanii vapenatych 45
2.9.4 Termickeé zmeny biologickych fosforecnanii vapenatych 48
2.9.5 Termochemické studie CaP 53

3. Experimentdlni Cdst 60

3.1 Pristroje a zarizeni 60

3.2 Pouzité chemikalie 61

3.3 Pracovni postupy 62
3.3.1 Syntéza amorfniho fosforecnanu vapenatého 62
3.3.2 Syntéza krystalickeho fosforecnanu vapenatého 62
3.3.3 Syntéza hydroxyapatitu 62
3.3.4 Preparace biologickych vzorkii 63

3.3.4.1 Biologicky hydroxyapatit 63
3.3.4.2 Zubni tkan 63
3.3.4.3 Ledvinové kameny 64

3.4 Strukturni a prvkova analyza fosforecnanii vapenatych 65

3.5 Stanoveni rozpustnosti fosforecnanii vapenatych 66

3.6 Charakterizace studovanych fosforecnanii termochemickymi metodami 66
3.6.1 Termicka analyza 66
3.6.2 Kalorimetricka studie 67

3.6.2.1 lzoperibolicky reakcni kalorimetr 67
3.6.2.2 Vyhodnoceni dat 68
3.6.2.3 Kalibrace izoperibolického kalorimetru 69
3.6.2.4 Viastni méreni a experimentalni podminky stanoveni A,H 70




Obsah

4. Vysledky a diskuze
4.1 Strukturni a mikrostrukturni charakterizace zkoumanych vzorkii
4.1.1 Syntetizované a komercni vzorky fosforecnanu vapenatych
4.1.2 Biologické vzorky
4.1.2.1 Vzorky tvrdych tkani
4.1.2.2 Vzorky ledvinovych kamenii
4.1.3 Shrnuti strukturni a prvkové analyzy zkoumanych vzorku
4.2 Strukturni charakterizace kalcinovanych vzorkii
4.2.1 Syntetizované a komercni vzorky fosforecnanii vapenatych
4.2.2 Biologické vzorky
4.2.2.1 Vzorky tvrdych tkani
4.2.2.2 Vzorky ledvinovych kamenii
4.2.3 Shrnuti strukturni charakterizace kalcinovanych vzorki
4.3 Studium rozpustnosi zkoumanych fosforecnanii vapenatych
4.4 Charakterizace studovanych vzorkit CaP pomoci termoanalytickych metod
4.4.1 Diferencni termicka analyza a termogravimetrie
4.4.1.1 Termicka analyza syntetickych vzorkii
4.4.1.2 Termicka analyza vzorki tvrdych tkani
4.4.1.3 Termicka analyza vzorkii ledvinovych kamenu
4.4.1.4 Shrnuti vysledkii termické analyzy zkoumanych vzorkii CaP
4.4.2 Reakcni kalorimetrie
4.4.2.1 Kalibrace izoperibolického reakcniho kalorimetru a postup méreni
4.4.2.2 Stanoveni krystalizacnich entalpii zkoumanych vzorkiit CaP
4.4.2.3 Shrnuti vysledkii kalorimetrickych mereni
5. Zaver
6. Literatura
Seznam symbolz a zkratek
Publikacni ¢innost autora
Sebevzdélavaci aktivity
Piiloha

71
71
71
75
75
80
89
93
03
94
94
95
96
08

100

100

100

103

106

109

110

110

111

117

120

124

132

137

142

143




Uvod

1. Uvod

Fosfore¢nany vapenaté jsou vzhledem ke svému vyskytu v zivych organismech jiz fadu let
pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Velmi zkoumanou oblasti je pfiprava a vyvoj riznych
kompozitnich materialt, ve kterych jsou tyto slouceniny pfitomny spole¢né s titanem, kera-
mikou nebo sklem, a které by nalezly uplatnéni ve stomatologii, neurochirurgii ¢i ortopedii.
Zuby a kosti jsou z velkého podilu tvofeny hydroxyapatitem ve formé krystali razného
stupné zralosti a dal$imi prekurzorickymi fosfore¢nany, jako jsou amorfni fosfore¢nan vape-
naty, B-fosfore¢nan véapenaty, fosfore¢nan oktavépenaty nebo dihydrat hydrogenfosforecnanu
vapenatého. Pro uchovani dobré funkce kosti a zubi je dulezita kontinualni remodelace mine-
ralni hmoty. Néavrhy téchto bioaktivnich materiala vychazeji z faktu, ze kostni tkai se béhem
celého Zivota pribézné resorbuje a opét nove vytvaii. Bioaktivni vrstva kompozitu tak reaguje
s télni tekutinou a na povrchu implantatu dochazi k vysrazeni termodynamicky stabilngjsiho
fosfore¢nanu vépenatého, diky némuz dochézi k pfizpisobeni ciziho implantatu okolnimu
prostfedi a vzniku pevnych chemickych vazeb s zivou kostni tkani. V poslednich letech je
vyzkum V této oblasti vice a vice urychlovan pro velky z4jem o0 vyuziti téchto kompozith pro
biomedicinské aplikace, jakymi jsou napt. kostni nahrady, implantaty, protetika, kostni

cementy, pasty ¢i koloidni suspenze.

Soucasny materidlovy vyzkum je mozné podle pouzivanych metod pfipravy rozdélit na plaz-
mové napraSovani, impulzové laserové techniky, elektrostatické depozice, hydrotermalni
syntézy, kalcinace, metody sol-gel, srazeni z vodnych roztoki, metody mechano-chemické a
na mikrovinné pfipravy. Volba zptisobu syntézy souvisi s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi

vysledného fosfore€nanu vapenatého vyplyvajicimi z poZadavki aplikace materidlu.

Vedle ptirozeného vyskytu fosfore¢nani véapenatych v tvrdych tkanich existuji i1 pfipady
biomineralizace, kdy dochédzi k nadmérnému ukladani téchto soli do mekkych tkani nebo
vnitinich organt. Touto patologickou kalcifikaci dochazi k tvorbé ledvinovych, mocovych
nebo zluénikovych kament, vzniku zubniho kamene, vapenaténi srdec¢nich chlopni, cév a
svali. Vedle nadmérné produkce fosforeCnanti vapenatych vSak muze dochazet takeé
k opa¢nému ptipadu, tedy k patologické demineralizaci, ktera je zpisobena metabolickymi a
genetickymi vadami. Ptic¢inna 1é¢ba téchto onemocnéni je dosud omezena a 1é¢ebnymi zasahy

se napravuji a zmensuji jejich nasledky, nebo se potlacuji pticiny jejich vzniku. Tyto aspekty
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pfispivaji ke snaze o dokonalejsi popis a charakterizaci biologicky vyznamnych fosfore¢nant
vapenatych, aby bylo mozné 1épe pochopit procesy jejich vzniku a transformacni déje odehra-

vajici se v zivych organismech.

Tato prace si klade za cil nalézt optimalni reakéni podminky ptipravy fosfore¢nand vapena-
tych o vlastnostech blizkych biologickym analoglim a provést strukturni a chemickou analyzu
obou typi téchto materiali pomoci metod elektronové mikroskopie s energiové disperznim
analyzatorem, rentgenovou difrak¢éni analyzou, rentgenovou mikrodifrakei, Ramanovou
spektroskopii, optickou emisni spektroskopii S indukéné vazanym plazmatem a termickou
analyzou. Zamérem termochemické studie pak bylo navrhnout metodiku stanoveni krystali-
zacni entalpie studovanych latek, experimentdlné ji ovéfit v podminkach simulovaného fyzi-
ologického prostiedi a porovnat ziskana data s publikovanymi udaji. Vysledkem prace by tak
m¢éla byt komplexni studie biologicky vyznamnych fosfore¢nanti vapenatych po strance jejich

strukturnich a termochemickych vlastnosti, jejichz popis je v literatuie zatim netplny.

10
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2. Teoreticka a literarni cast

Termodynamika pojednava o pfeménach jednoho druhu energie v druhy, o sméru pribéhu
fyzikélnich a chemickych procest a o rovnovahach, ke kterym pfi nich dochézi. Je zalozena
na 6-ti postulatech, které vznikly zobecnénim pozorovanych a experimentalnich faktt. Prvni
postulat je o pfechodu systému do rovnovazného stavu, druhy je tvrzeni, Ze vnitini energie je

extenzivni veli¢inou a dalsi Ctyfi se nazyvaji vétami termodynamickymi [1].

2.1 Reak¢ni teplo a pribuzné termodynamické veli¢iny
Pro vétsinu dé&jii se spotfebovava nebo uvoliluje Cast energie ve formé tepla. Studiem téchto
tepelnych zmén se zabyva termochemie. Veli¢inu, ktera charakterizuje tepelny efekt chemic-
ké reakce, nazyvame reak¢ni teplo @, , a to je dano mnozstvim tepla, které systém pii reakci
vyménuje s okolim. Uvazujme obecnou rovnici
lalA+ |b|B+ ... = |p|P+1qlQ+ ... , (2-1)
kterou lze zapsat v celistvém tvaru
0= Xit1 ViR (2-2)
kde vg; jsou stechiometrické koeficienty latky R; a n je pocet latek ucastnicich se reakce.
Reak¢ni teplo za stalého objemu udava zménu vnitini energie reagujici soustavy AU, tj. roz-
dil vnitinich energii kone¢nych a vychozich latek
Qr =AU = |plUpp + |qlUnmg + ... —lalUpq — |blUpp — ... (2-3)
Qr=40U=3%i-po. . Ui—2izap,. Ui=2i1vpUn; [T,V] (2-4)
a reak¢ni teplo za stalého tlaku je pak dano zménou entalpie Q, = A,.H, tj. rozdilem entalpii
konecnych a vychozich latek
Q- =AH = |p|Hpp + |q|Hpg + ... —|alHpq — |b|Hpp — ... (2-5)
Qr =A0H =Y ipg,..Hi — Xizap,.. Hi = Xi=1 VriHm,; [T, p], (2-6)
kde H,,; je molarni entalpie Cisté latky i. Pfic¢emz plati, Ze reakce, pfi nichZ se teplo do okoli
odevzdava je reakce exotermni (A,U,A,.H < 0) a reakce probihajici za konsumpce tepla

z okoli je reakce endotermni (A, U, A.H > 0).

2.1.1 Linearni kombinace chemickych reakei

Maéme-li reakce
lai|A + 1b,1B = |p:|P + [q11Q (2-7)
laz|A + |by|B = |p2|P + 1q95|Q (2-8)

11
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a u reakce (2-7) vynasobime vSechny stechiometrické koeficienty obecné reakce libovolnym
Cislem ¥ a Cislem w pak stechiometrické koeficienty reakce (2-8) a tyto dvé reakce seCteme,
dostaneme nasledujici reakci (2-9)

Wlal + wla; DA + @lby| + w[b: DB = (Ylp1l + wlpDP + (Plg:| + wlq2)Q,
kterou nazyvame linearni kombinaci reakci (2-7) a (2-8). Obdobn¢ lze definovat linearni

kombinaci vice chemickych reakei.

2.1.2 Hessiiv zakon

Me¢feni reakéniho tepla 1ze nejjednoduseji provést realizaci prislusné reakce v kalorimetru a
pak ze znalosti zmény teploty AT a kalibra¢ni konstanty vypocitat reakéni teplo Q,. N&které
reakce vSak nelze v kalorimetru uspotadat podle Zadanych podminek, piipadné probihaji ptili§
pomalu. Zakon aditivity reak¢nich tepel — Hesstiv zakon — umoziuje vypocitat reakéni teplo
dané reakce prostfednictvim ji odpovidajici kombinace reakci, jelikoz plati, Zze reakéni teplo
zavisi jedin€ na vychozich latkach a reakénich produktech a je nezédvislé na zptisobu, kterym
reakce probihd. Tedy jestlize mdme chemickou reakci X, kterd je linearni kombinaci reakci
X1,X,, ... je jeji reakéni entalpie stejnou linedrni kombinaci piisluSnych reakénich entalpii

reakci X1, X5, ....

2.1.3 Rozpoustéci a zired’ovaci tepla
Rozpoustéci teplo Agy;ss ;H je vyjadieno vztahem

Dgiss i H = Q/n; [T, pl, (2-10)
kde Q je teplo vyménéné s okolim, které doprovazi rozpousténi n; mold latky i v n,. molech
rozpoustédla za specifikované teploty T a tlaku p. Takto definované teplo se nékdy nazyva
integralni rozpoustéci teplo a zavisi na T, p a slozeni vzniklé smési. Zavislost Ay ;H Na slo-
Zeni se vyjadfuje pomoci relativniho mnoZstvi rozpoustédla n,..;

Nyet = N/ (2-11)

a rozpousteci teplo je pak definovéano jako mnoZstvi tepla, které doprovazi rozpousténi 1 molu
latky v n,.; molech rozpoustédla. Pro vypocet entalpie binarni smési z rozpoustéciho tepla,
oznacime-li indexem 1 rozpoustédlo a indexem 2 rozpuSténou latku, plati

Hpix = nrelH;l,l + Hr>r<1,2 + Adiss,ZHv (2'12)

kde Hpix je entalpie smési, Hy, ; molarni entalpie ¢istého rozpoustédla, H,, , molarni entalpie
Cisté latky, ktera mize byt pfed rozpusténim za dané teploty a tlaku v jiné fazi nez sm¢s,

a Agiss 2 H je rozpoustéci entalpie latky.

12
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Pro vztahy mezi rozpoustécim teplem a sméSovaci entalpii pro binarni smés, kdy cista latka 2

je ve stejné fazi jako smés, plati, ze Hyy, , = Hy, , a pak |ze vztahy upravit na tvary

AHM = AHF = 2diss2d 5 (2-13)
rel
AHM

Adiss,ZH = %y (2'14)

kde AHM je smé&Sovaci entalpie, kterd je vztazena na 1 mol smési, zatimco rozpoustéci teplo je

vztazeno na 1 mol rozpusténé latky a AHE je molarni dodatkova entalpie.

Mimo integralnich veli¢in, popisujicich smés jako celek, se pouzivaji diferencidlni veli¢iny
popisujici jednotlivé slozky smési. Oznacime-li v k-slozkové smési rozpoustédlo jako 1, defi-
nujeme diferencialni rozpoustéci teplo latky i (i > 1) vztahem

Hi)( =HL_HX

m,i (2'15)
kde H;* je diferencialni rozpoustéci teplo latky i, H; parcialni molarni entalpie latky i a H,5; je
molarni entalpie smési. Je-li ¢ista rozpusténa latka ve stejné fazi jako smés, tj. Hy, ; = Hp, ;.
pak diferencialni rozpoustéci teplo latky je rovno jeji dodatkové parcialni molarni entalpii
HX = HE. Diferencidlni ziedovaci teplo, coz je nazev pro dodatkovou parcidlni molarni
entalpii rozpoustédla AHE , 1ze vyjadtit vztahem

AFF = H, — Hiy . (2-16)
Diferencialni rozpoustéci tepla zavisi na koncentraci roztoku smési. Na pocatku rozpousténi,
tedy pfi rozpousténi latky v Cistém rozpoustédle, byva toto teplo oznacovano jako prvni dife-
rencialni rozpoustéci teplo. Pii rozpousténi v téméf nasyceném roztoku je odpovidajici teplo
oznacovano jako posledni diferencidlni rozpoustéci teplo. K vySe uvedenym teplim se tadi
jesté molarni integralni zied’ovaci teplo Ay H', Které je definované jako zména entalpie roz-
toku vztaZzena na 1 mol rozpusténé latky pfi ziedéni z jedné koncentrace na jinou. Toto teplo

se rovna rozdilu integralnich rozpoustécich tepel dané smési pro uvazované koncentrace.

2.2 Experimentalni termochemie

Experimentalni termochemie pfedstavuje metodiku stanoveni reakénich tepel chemickych,
biochemickych, fyzikalnich a fyzikalné chemickych procest a té se fik4 kalorimetrie. Do ob-
lasti chemické a biochemické kalorimetrie patii pfedevSim méteni spalného tepla organickych
slouCenin a méfeni reakcnich tepel reakci. Fyzikélni a fyzikaln€ chemicka kalorimetrie zahr-
nuje stanoveni tepelnych kapacit, tepel adsorpcnich, rozpoustécich, krystalizanich a stano-

veni tepelnych efektti doprovazejicich fazové prechody I. a II. fadu. Prvni uziti kalorimetrie
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bylo publikovano v monografii autorti Lavoisier a Laplace ,,Sur la chaleur* v roce 1780 [2].
Autofi v této praci popsali pouziti ledového kalorimetru, kde se uvolnéné teplo urcovalo
méfenim hmotnosti roztatého ledu. M¢fili tak spalné teplo uhliku a vysledkem bylo, ze
»Spaleni jedné unce uhliku zpiisobi roztani Sesti liber a dvou unci ledu®. Tento vysledek

odpovida spalnému teplu —413,6 kJ.mol™ a dobie koreluje s dnesni hodnotou —393,5 kJ.mol™.

2.2.1 Princip kalorimetrie
Energie, kterd ma byt métena, se pfevede na teplo Q a to se méfi na zdkladé zmény teploty AT
podle vztahu
Q =C-AT, (2-17)
kde C je tepelna kapacita kalorimetru dana uspofadanim pokusu. Ke stanoveni C je tieba
kalorimetr kalibrovat, tj. dodat mu znamé mnozstvi tepla a urcit zménu teploty AT. Mnozstvi
tepla Q je pak dano rovnici
Q=U-It=R-I*-t¢, (2-18)
kde U je elektrické napéti, t je ¢as ohfevu, R elektricky odpor a | je elektricky proud. Bohuzel
neni mozné teplo Q uchovat v kalorimetru beze ztrat. Jakmile se totiz mezi kalorimetrem a
jeho okolim vytvoii teplotni rozdil AT = T, — T,, dochazi k tepelnému toku A, ktery nakonec
vede k vyrovnani obou teplot. Kdyz kalorimetr umistime do termostatu, pak teplota T, je kon-
stantni. Teplotni tok je popsan Newtonovym ochlazovacim zdkonem
dQ/dt = —A-AT = —¢- C - AT, (2-19)

kde A je tepelny tok, € je ochlazovaci konstanta a C je tepelna kapacita kalorimetru.

2.2.2 Rozdéleni kalorimetri

Rozmanitost studovanych dé&ji si vynutila sestrojeni riznych typt kalorimetrti. Nejzakladné;si
déleni je zaloZeno na velikosti méfeného mnozstvi tepla (makro-, mikro-), rychlosti déje
(studie de&ju trvajici desitky sekund az nékolik mésicli), métené teploté (nizkoteplotni
v intervalu —250 do 0 °C, stfednéteplotni: 0 — 100 °C a vysokoteplotni nad 100 °C) a podle
uspotradani (jednoduché, diferencni). Nejcastéjsi déleni kalorimetrti je pak zaloZeno na zpu-
sobu provedeni kalorimetrického experimentu, ktery je zavisly na konstrukci pfistroje a
veli¢inach, kterymi je charakterizovan, a to obecna métena velicina A, teplota kalorimetru T},

teplota plaste Tp, tepelna kapacita kalorimetru C a konstanta pfestupu tepla k.
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Izotermickd kalorimetrie (T = T, = konst.; A # T\)
Pti tomto usporadani jsou plast i vlastni kalorimetricka cela udrzovany na shodné, konstantni
teploté, coz umoznuje izotermické sledovani déjti jako vyparovani nebo smeésovani. Z divoda
konstantné udrzované teploty je méfenou veli¢inou napf. zména objemu doprovazejici sku-
penskou pfeménu vhodné zvolené latky nebo elektricky ptikon, ktery je potfeba k udrzeni
konstantni teploty cely. U téchto pfistroji 1ze dosahnout velké ptesnosti méteni, jelikoz
méieni neni zatizeno chybou plynouci z obvykle nedostatecné piesné hodnoty koeficientu

piestupu tepla.

Adiabaticka kalorimetrie (T = T, = f (dQ/dt))
Adiabatické kalorimetry se nejcastéji pouzivaji pro studium pomalejSich exotermnich pro-
cest. P1ast kalorimetru je dotemperovavan na teplotu sledujici prubéh teploty cely. Pii piesné
shod¢ obou priibé¢ht je prestup tepla mezi kalorimetrickou celou a plastém nulovy a veskeré
teplo, uvolnéné v kalorimetru, se spotfebuje na ohfivani cely. Méfenou veli¢inou je teplota
cely, kterd je snimdna ¢idlem, nejcastéji platinovym teplomérem nebo termistorem. Presnost
meéteni se zhorSuje komplikovanosti dosazeni adiabati¢nosti, které je dosahovano diky na-

kladnému elektronickému zatizeni.

Adiatermickd kalorimetrie (T, = f (dQ/dt) = Tp; k = Q)
Metoda, u které se dosahuje adiabati¢nosti diky tepelné izolaci cely od okoli a méfeni se nej-
Castéji provadi pomoci Dewarovych nadob. I kdyZ je to jen ptibliznd podminka realizace

adiabatického uspotadani, 1ze pomérné presné urcit tepelné efekty rychlych déji.

Diatermicka kalorimetrie (Ty = f (dQ/dt) # T, = konst)
V tomto pftipadé je opét métenou veliinou teplota cely. Teplo uvolnéné nebo spotiebované
pii studovaném d¢ji vSak nezplisobuje zménu teploty cely, ale je CasteCné¢ vymeénovano

s okolim a pfi vypoctu musi byt pouzita korekce na tyto tepelné ztraty.

Izodiatermickd Kalorimetrie (Ty = konst. > T, = konst., A # Ty)
Cela kalorimetru je opatiena piidavnym elektrickym topenim, které udrzuje celu na vyssi
konstantni teplot€, nez jakou ma plast’. Z rozdilu mezi ptikonem pii vlastnim méteni a ptiko-
nem pii slepém pokusu lze ur€it velikost tepelného efektu uvniti kalorimetru. V praxi se izo-

diatermickému kalorimetru fika kalorimetr s tepelnym tokem. Vyhodou je, Ze neni nutna
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korelace na tepelné ztraty. Tento zplsob se pouzivd pii méfeni piedev§im exotermnich

tepelnych efektt.

Izoperibolicka kalorimetrie (T # konst., T, = konst)
Pro tento typ je charakteristické udrzovani teploty obalu kalorimetru na konstantni hodnot¢.
Tepelny efekt probihajici v kalorimetru uréujeme z ¢asového priibéhu teplotni kiivky. Idedlni
prubéh zavislosti teplota-¢as je za predpokladu minimalni vymény tepla mezi reakéni nado-
bou a okolim. Pouziti metody izoperibolické reakéni kalorimetrie je vhodné pro sledovani
déju, které¢ jsou ukonceny do 15 az 20 minut. Divodem je vymeéna tepla mezi reakcni

nadobkou a plastém kalorimetru, ktera se po této dob¢ uplatiuje.

2.2.3 Aplikacni moZnosti kalorimetrie

Kalorimetrie je pokladdna za univerzalni metodu vzhledem k jeji pouzitelnosti v riiznych
védeckych oblastech. Tato metoda nam poskytuje dilezité informace o reakcich, vcetné
reakéni kinetiky, zménach tepelnych kapacit, zménach entalpii, zménach entropii,
o rovnovaznych konstantaich a reak¢énich mechanismech. Dale pak je vyuZzitelna pfi
charakterizaci materialli (rozklady, oxidace, koroze, spékani) a urovani fyzikdlnich d&i
(adsorpce, desorpce, morfologické zmény, hydroskopicita). Mozné jsou také studie
biologickych jevli — fotosyntézy, enzymatické katalyzy, ale i studie zaloZené na zméné
optickych a elektrickych vlastnosti. Kalorimetrie nachazi riznorodé uplatnéni od metalurgie,
materidlového inzenyrstvi, chemického primyslu, agronomie, gastronomie, energetickych
materiald, biologickych systémt, mediciny az k jadernému primyslu. Predmétem studii napf.
V metalurgii je sestaveni fazovych diagrami rliznych slitin [3], urceni tepelnych kapacit [4] a
mechanismi tuhnuti [5]. V gastronomii je naproti tomu kalorimetrie pouzivana pro urceni
oxidace potravinaiskych oleji [6], pro studium rostlin z hlediska fotofyziky [7] a urCovani
metabolismu pupenil ovocnych stromi [8]. Studium mineralnich systému a keramik poskytuje
zase cenné informace pro stavebni primysl, materidlové inzenyrstvi [9] a chemicky primysl.
Z hlediska mediciny je to pak napf. studie postupného uvoliovani Iékovych forem [10], jejich
polymorfismu [11] a rozkladu [12]. V poslednich letech se tato metoda vyuziva ve vyzku-

mech zabyvajici se zpisoby uchovavani energie, v oblastech farmaceutiky a mediciny.
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2.3 Krystalizace

Pti krystalizaci dochazi k samovolnému uspofddani molekul do vnitin€é organizovanych
krystalt, kde kvalita vysledného krystalického produktu je dédna predevsim cCistotou krystali,
rozmérovou stejnorodosti vzniklych krystalinitii a krystalovym tvarem. Proces krystalizace je
zpravidla provazen exotermnim efektem, nebot’ samotné rozpousténi vétSiny latek ve vodée se
vzrustem teploty pfevazné stoupd. Moldrni krystalizacni tepla A H lze vypocitat z riznych
experimentalnich dat a moznosti stanoveni je popséna v kapitole 2.4. Obecné plati, ze krysta-
liza¢ni teplo se az na znaménko rovna poslednimu rozpoustécimu teplu, tedy diferencialnimu
rozpoustécimu teplu latky v oblasti nasyceni. Informace o termodynamickych vlastnostech
koncentrovanych roztoktl, zvlasté pro oblasti blizké nasyceni, jsou vSak vzacné a nesrovna-
telné¢ mén¢ publikované nez pro oblasti zfedénych roztokl [13]. V ramci kinetiky krystalizace
Ize krystalizaci popsat v n¢kolika krocich, a to nukleaci, rist a tvorba krystald, piipadné jesté
tvorba agregatii. Jednotlivé procesy neprobihaji obvykle jednotlivé, ale rozviji se soucasné,

coz velice stézuje studium Kinetiky krystalizace.

2.3.1 Nukleace

Prvni etapou krystalizace je nukleace, kdy dochazi k vytvareni krystalizanich zarodka
Vv pfesyceném roztoku. Druhd etapa je pak rust vzniklych nuklei. Zarodky mezi sebou intera-
guji, mize dochazet jak k agregaci, asociaci, tak k rozpadu ¢i ristu. Diky tomu roztok obsa-
huje klastry riznych velikosti. Klastry, které piekro¢i kritickou mez, se jiZ samovolné
nerozpadaji a jsou schopné dalsiho rlstu. Nukleace miize byt primarni a sekundérni, kde pri-
marni se dale dé€li na homogenni a heterogenni. Pfi homogenni nukleaci se nuklea tvofi
nahodnymi srdzkami kdekoli v celém objemu krystalujiciho roztoku bez interakce
S heterogennimi necistotami ¢i prostfedim, ve kterém se nukleace odehrava. Pii heterogenni
nukleaci vznikaji zarodky na cizich povrsich, at’ uz na sténach krystalizatoru, michadle nebo
Casticich cizich tuhych fazi. V praxi je realnéjsi samoziejm¢ nukleace heterogenni. Sekun-
darni nukleace slouzi k vyvinu pfesné definovanych krystald pomoci metody ockovani, kdy

jsou do smési pridavany krystaliza¢ni zarodky.

V teorii homogenni nukleace uvazujeme kulovity zarodek. Vytvoteni fazového rozhrani mezi

kapalnou a pevnou fazi je spojeno se zménou Gibbsovy energie AG, ktera je popsana vztahem

AG = —gnrg' - |AGy| + 4nrio, (2-20)
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kde AGy je hnaci sila nukleace (nabyva zapornych hodnot) a znaci rozdil mezi Gibbsovymi
energiemi jednotkovych objemt pevné a kapalné faze pii teplot¢ mensi nez je teplota tuhnuti.
Veli¢ina o je mezifazové napéti mezi kapalnou a krystalickou fazi. Prvni ¢len ve vztahu
zpusobuje pokles a druhy ¢len riist AG. Nukleace je samovolny déj a proto pii ni musi AG
klesat. Po pfekonani hranice kritického poloméru r* a nuklea¢ni bariéry AG™*, nuklea dale
rostou spontann¢. Toto chovani je zalozené na jednoduchém faktu, Ze povrch kulovité ¢astice
se zvétsuje s 72, zatimco objem &astice s 73, a to zplisobi, Ze vnitini pfitazlivé sily v agregatu

ptrevazi nad mezifazovym napétim ¢. Pti vzniku nuklea dochazi k extrému, kdy plati nasledu-

jici vztah:
(dAG/dr),—» =0 (2-21)
a Z n¢j pak dostdvame konecné vyrazy pro kritickou velikost nuklea
r* =20/|AGy| (2-22)
a barieru homogenni nukleace
AGhom = 16103 /3|AGy |2 (2-23)

Proces probihajici v praxi Iépe popisuje mechanismus heterogenni nukleace. Stény krystali-
zatoru, michadlo nebo krystalizaéni ptidavky ptedstavuji aktivni povrch, kde se zachyti
molekularni klastry. Aby tento klastr dorostl do nuklea, sta¢i mu vytvoftit pouze jeho vrchlik.
Heterogenni nukleace je energeticky vyhodné&jsi, protoze k vytvofeni nuklea na pevném nosici
vyzaduje mnohem mensi pocet ¢astic, nez by vyzadoval nukleus o stejné kritické velikosti r*
pfi homogenni nukleaci. Podminkou heterogenni nukleace je smaceni pevného substratu
krystalickou fazi. Smaceci uhel ¢ se uplatiiuje v rovnovazné rovnici mezifazovych napéti o

=S = g™ 5 + g™ - cos @, (2-24)

kde | je kapalina, s pevny povrch a nu je nukleus. Nuklea¢ni bariera heterogenni nukleace je
niz8i nez u homogenni nukleace a je definovana nasledujicim vztahem (2-25):

16mo® (2 + cos@) - (1 — cosp)?
31AGy |2 4

AGper = DGhom f((p) =

Pro ¢ = 180° odpovida funkce f(¢) = 1 a nukleace se uskute¢ni pouze homogennim mecha-
nismem, pii ¢ = 0° by AGpet méla hodnotu 0, tedy nuklea¢ni bariéra by zmizela, coz je v praxi

nemozné.
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2.3.2 Rist krystali

Krystaly mohou nukleovat a rtist pouze tehdy, je-li roztok piesyceny. Proces ristu je kompli-
kovany a jeho detaily nejsou dosud zcela objasnény. Pfesyceny roztok obsahuje celou $kalu
slozek — atomy, ionty, molekuly, klastry, spole¢né s jejich hydratovanymi formami, kde jejich
struktura je mnohdy nejasna. Pfi ristu krystali pfevazuje tok stavebnich jednotek smérem
na povrch krystalu nad jeho odtokem z povrchu. Ridicim procesem je vétsinou difuze.
Vysledkem riistu krystalu je krystalova plocha a soubor vSech téchto ploch se oznacuje jako
krystalovy tvar. Tyto krystalové plochy nemusi podléhat stejnomérnému ristu, avSak uhly
mezi plochami nejsou na ruznosti ristu zavislé a jsou vzdy konstantni. Krystalova plocha
nariistd ristovymi mechanismy. Z energetického hlediska se stavebni jednotky nejlépe
pfipojuji ke zlomim krystalové plochy, méné ochotné k hrandm a nejhiife k hladké plose.
Pfi rastu je vyuzito i pfitomnych defektii na povrchu, jako je tomu napft. u Sroubové dislokace,

kde na ¢arovém defektu dojde k nartistu hmoty Sroubového tvaru.

2.3.3 Termodynamika krystalizace
Z termodynamického hlediska dochazi ke krystalizaci tehdy, kdyz je chemicky potencial
krystalizované slozky v rovnovazném stavu g4 niZsi, nez chemicky potencial této slozky
V presyceném stavu £, Hnaci silou krystalizace je pak rozdil téchto potenciala
Ap = pp — pr . (2-26)
Vzhledem k obecnému vztahu
U=, +RsTlna, (2-27)
kde 1 je standardni chemicky potencidl, R, plynové konstanta a a je aktivita. Z piedeslych
rovnic vyplyva vztah
Au/R,T =Inay/a, = @, (2-28)
kde @ je presyceni, reprezentujici hnaci silu krystalizace. Aktivita i-t¢ slozky v roztoku
odpovida:
ai =VYi X, (2-29)

kde x; je molarni zlomek a y; aktivitni koeficient.

Vyc¢isleni ¢i odhad aktivitnich koeficientll a z toho vyplyvajici vypocet piesyceni byva Casto
komplikovany. Pro idealni roztok nebo v pfipadé koncentracni nezavislosti aktivitniho
koeficientu lze vztah (2-28) vyjadtit nasledovné

Ap/RyT =Inxy/x, ~ (Xp — Xp) /%y . (2-30)
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Casto vak nezbyva neZ oblast presyceni, v zavislosti na teploté a vlastnostech mate¢niho

roztoku, urcit experimentalng.

2.4 Stanoveni krystalizacnich tepel
2.4.1 Urc¢eni A H z teplotni zavislosti rozpustnosti
K vypoctu krystaliza¢niho tepla z teplotni zavislosti rozpustnosti 1ze pouzit nasledujici
vztahy:

AqH = VRRgTZ(dmst/dT)sat [@lnyy/0mg)r + (1/Mgt)sael, (2-31)

dInK/dT = A, H/R,T?, (2-32)

kde vg je stechiometricky pocet ionttl, y, stfedni aktivitni koeficient, mg; molalita, Ry plynova
konstanta a K termodynamicka rovnovazna konstanta. Uskalim této metody vypoétu je, Ze
vlastni data zdvislosti rozpustnosti na teploté se vyrazné lisi, zvlasté u systému, které snadno
tvoii presycené roztoky. DalSi omezeni pfedstavuje nedostatek spolehlivych dat aktivitnich a

osmotickych koeficientli v oblastech blizicich se nasyceni.

2.4.2 Urceni AiH z integralnich rozpoustécich ¢i zifed’ovacich tepel

Druh4, ¢asto pouzivand metoda urceni krystalizacni entalpie vychazi z koncentracni zavislosti
integralnich rozpoustécich ¢i zfed'ovacich tepel. Experimentalni stanoveni téchto tepel je
z hlediska kalorimetrické experimentalni techniky relativné snadné. MnoZstvi rozpousténé
latky mize byt voleno tak, aby vysledny tepelny efekt byl zatizen co nejmensi experimentalni
chybou. Nevyhodou naopak je, Ze v oblastech koncentrovanéjsich roztoktt mize déj probihat
natolik pomalu, Ze ptesahuje casovou stabilitu experimentélniho zafizeni. V téchto piipadech
se vyuzivd hodnot integralnich zfed’'ovacich tepel, kde je tfeba znat hodnotu prvniho
rozpoustéciho tepla. Pfi extrapolaci hodnot rozpoustéciho tepla na nekonec¢né ziredéni pro
latky podl€hajici hydrolyze nejistého rozsahu muize vSak dochazek k zna¢nému zatizeni
chybou. Vypocet krystaliza¢niho tepla z integralnich rozpoustécich tepel je zaloZen na

pfevodu téchto tepel na diferencialni hodnoty a v jejich extrapolaci do oblasti nasyceni.

2.4.3 Urceni AiH z diferencialnich rozpoustécich tepel

Podle definice je diferencidlni rozpoustéci teplo spojeno s rozpousSténim latky do neko-
nec¢ného mnozstvi rozpoustédla, tedy takového mnozstvi roztoku, kdy koncentraéni zmeéna je
zanedbatelnd. Experimentalné se urcuji pouze tzv. pseudodiferencidlni tepla, kdy jsou

koncentra¢ni zmény v roztoku co nejmensi. Méteni téchto tepel je vSak narocné na expe-
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rimentalni provedeni, pfedevs§im na citlivost méfeni vystupniho signalu, vzhledem k malym
tepelnym efektim. Cim mén¢ latky je rozpusténo, tim vice se ziskané teplo blizi diferencial-

nimu rozpoustécimu teplu.

2.4.4 Primé méreni A,H

K vypoctu krystalizaéniho tepla z métenych tepelnych efekti v pribehu krystalizace
z ptesycenych roztoki je tfeba znat hodnoty zied’ovacich tepel v oblasti presyceni. Hodnoty
zied’'ovacich tepel latek v oblasti piesyceni v porovnani s vlastnimi krystaliza¢nimi teply jsou
relativné malé a byly stanoveny jen pro malo systému. Dal$im dulezitym pozadavkem pro

stanoveni 4¢H je presné uréeni mnozstvi vykrystalizovaného podilu v prubéhu krystalizace.

2.5 Metody strukturni a prvkové analyzy
V nasledujicich podkapitoldch budou kratce shrnuty principy metod pouzivanych pro struk-

turni, mikrostrukturni a prvkovou charakterizaci materialt studovanych v této disertacni praci.

2.5.1 Elektronova mikroskopie s EDX mikroanalyzatorem

K vytvateni obrazu povrchu vzorku pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) je
vyuzivano zpétn€ odrazenych primarnich elektront spole¢né se sekundarnimi elektrony, které
vznikaji interakci atomtl vzorku s elektrony elektronového paprsku. Zpétné¢ odrazené elek-
trony jsou primarni elektrony, které vnikaji do vzorku a odrazeji se, pficemz se jejich energie
pfiliS nesnizi — maji stale stejnou rychlost, ale dojde ke zméné sméru. JelikoZ odrazené
elektrony unikaji i z hlubSich vrtev, jsou ziskany spole¢né s obrazem povrchu i podoby
hloubé&ji polozenych vrstev. Pomoci sekundarnich elektronii se dosahne vys$siho rozliSeni,
protoze k detektoru dorazi pouze sekundarni elektrony, které jsou z povrchovych vrstev
vzorku. Pfi ozafeni materidlu elektronovym paprskem vznika také rentgenové zateni, které je
vyvolano vzdjemnym pisobenim elektroni s materidlem. Toto zafeni dosahuje pro kazdy
prvek specifické energie a slouzi k identifikaci prvkd obsazenych ve vzorku pomoci

energiové disperzniho mikroanalyzatoru (EDX).

2.5.2 Rentgenova difrakéni analyza a mikrodifrakce

Rentgenova praskova difrakce (XRD) vyuziva kratkovinné elektromagnetické spektrum
z oblasti 0,01 az 10 nm ke studiu uspofadani stavebnich Castic v pevnych latkach. Vinova
délka tohoto ionizujiciho zafeni odpovida meziatomovym vzdalenostem ve vétSing€ struktur

pevnych latek, a tak mutze pfi jeho dopadu dochdzet k difrakci (ohybu) na elektronech
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jednotlivych atomi. Analyzou difraktovaného zafeni lze néasledn¢ stanovit nékteré strukturni
parametry a piipadné urcit rozmisténi stavebnich ¢astic v krystalové miizce studované pevné
faze. VSechny difraktometry jsou postaveny na principu Braggova zédkona popsaného vztahem
Nprr A = 2 dpy - Sin 6, (2-33)
kde npy je tad difrakce, A vinova délka, dng mezirovinna vzdalenost a 6 Bragguv uhel, jehoz
dvojnéasobek odpovida difrakénimu uhlu. Pozi¢ni tihel detektoru (26) je po dobu méfeni stale
zaznamenavan, takze pokud dojde na libovolné strukturni roviné ve vzorku ke splnéni Brag-
govy rovnice, zaznamena detektor zvysSeni intenzity difraktovaného svazku. PraSkova rentge-
nova mikrodifrakce (1-XRD) piedstavuje progresivni nedestruktivni metodu, ktera umoziuje
provedeni komplexni fazové analyzy z ploch fragmentd o velikosti par stovek mikrometrti
¢tvereCnich béhem nékolika hodin. Je vyuzivano mikrosvazku synchrotronového zatreni nebo
zateni fokusovaného polykapilarni primarni optikou, coz dava intenzitu dostatecnou ke sbéru

difrakénich dat z malych ploch vzorkd.

2.5.3 Ramanova spektroskopie

Podstatou Ramanovy spektroskopie (RS) je méteni rozptylu zafeni, které vznika interakci
monochromatického zafeni s molekulami méfené latky. Pti dopadu fotonu na molekulu mize
dojit ke dvéma druhiim srazky — pruzné a nepruzné. Je-li tato srdzka dokonale pruzna
(elasticky rozptyl), tak se energie kvanta nezmeéni, rozptylené svétlo mé stejnou frekvenci
jako svétlo dopadajici a dochazi k tzv. Rayleighovu rozptylu. V ptipadé nepruzné srazky
fotonu s molekulou (rozptyl neelasticky), mohou nastat dvé situace, kdy prvni je, ze foton

r o owr

excitatniho monochromatického zatfeni preda ¢ast své energie dané molekule a dojde ke zvy-
Seni jeji rotacné-vibracni energie. Energie fotonu se tak snizi a vznikne Ramanovo zafeni
o vyssi vinové délce. V druhém piipad¢ foton naopak prevezme €ast rotaéné-vibracni energie
od molekuly a vznikne zafeni o nizsi vinové délce. Ramaniiv rozptyl je diisledkem toho, ze
dopadajici svétlo indukuje v molekule dipélovy moment a ve sméru dipdlmomentu miize byt
vyvoldna 1 zména polarizovatelnosti molekuly. Indukovany dipdl neni konstantni velicinou,
ale zavisi na vzajemné pozici obou atomi v molekule. Ziskana Ramanova spektra jsou
mnohdy komplikovand, protoze jednotlivé absorpéni pasy se mohou piekryvat, v meznim
ptipad¢ i koincidovat. Pomoci riznych programt (Opus, Omnic) se provadéji rozklady pasu
Ramanovych spekter, kterd vedou ke zvyraznéni detail pribéhti az k oddé€leni prekryvajicich

se past a presn¢jSimu odectu vinoctu maxim pika [14].
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2.5.4 Opticka emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem

Optickd emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) je zaloZena na
registrovani fotonii emitovanych atomy ¢i ionty v excitovaném stavu pii pfechodu valenc¢nich
elektronti z vyssi energetické hladiny na nizsi, tedy jejich deexcitaci. Emisni spektrum ma
carovy charakter, to znamena, ze jednotlivé prechody nalezi velmi izkému rozmezi vinovych
délek, které ve spektru jevi jako Cary ptifazené jedné vinové délce. Analyticky vyuzitelna
oblast vlnovych délek, ve které se projevi ¢ary odpovidajici pfechodiim valen¢nich elektront,
je 110 — 900 nm. Pocet Car roste s po¢tem valenénich elektronti a muze se pohybovat od
jednotek (alkalické kovy) az po nékolik tisic ¢ar (Fe, W aj.). Vlnova délka Car ve spektru
charakterizuje prvky pifitomné ve vzorku (kvalitativni slozeni) a intenzita jednotlivych car
urcuje pak jejich koncentraci (kvantitativni slozeni). Aby bylo mozné zaznamenat atomové
carové spektrum, musi byt prvky ve vzorku v atomarni formée a excitovany. Toho se nejcastéji
dosahuje termickym buzenim, kdy dochézi nejprve k atomizaci a nésledné k excitaci prvkda.

U ICP-OES se k buzeni prvka pouziva indukéné vazaného plazmatu.

2.5.5 Termicka analyza

Metodami termické analyzy se sleduji pochody probihajici pfi zahtivani nebo ochlazovani
vzorki. Sledované pochody zahrnuji dehydrataci, oxidaci, tepelny rozklad, krystalizaci, tani,
sublimaci, polymeraci, fazové premény a dalsi. Dil¢i metody termické analyzy registruji
zmény hmotnosti vzorku, uvoliiovani nebo pohlcovani tepla, zmény rozmeéru, vodivosti apod.
Mezi nejzakladnéjsi metody termické analyzy patii termogravimetrie (TG) kterd zaznamenava
zmény hmotnosti analyzovaného vzorku pfi jeho plynulém zahtivani nebo ochlazovani.
Zmény hmotnosti se vyjadiuji v zavislosti na teploté¢ (m = f (T)), resp. ¢ase (m =f (1)). Z TG
zaznamu se odvozuje kiivka DTG jeho derivaci podle ¢asu. Zaznam ve formé DTG je vhod-
néjsi nezli klasickd TG v piipadech, kdy je tieba zjistit zmény hmotnosti, které v pribéhu déje
probéhly tésn¢ za sebou. Ktivka DTG neobsahuje prodlevy a zlomy, ale piky, jejichz vrcholy
odpovidaji inflexnim bodtim zlomt na kiivce TG. Dalsi ¢asto uzivanou metodou je diferenéni
termicka analyza (DTA), ktera sleduje zmény projevujici se uvoliovanim nebo spotiebova-
vanim tepelné energie (tj. exotermické ¢i endotermické pochody). Tato metoda je schopna
urcovat déje spojené se zmeénou entalpie AH, jako jsou napiiklad tani, vypafovani, sublimace,
zmény modifikaci, dehydratace aj. Pfi DTA se porovnavaji zmény teplot zkoumaného vzorku
(Ts) s referentnim vzorkem (Tg), ktery témto zménam nepodléha. Teplotni rozdil AT se

zaznamenava graficky v podobé teplotni nebo Casové zavislosti. Kdyz je AT < 0 (Ts < Tg)
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jedna se o endotermni efekt, v pfipadé AT > 0 (Ts > Tgr) o exotermni. Endotermni dé&j ve
vzorku tedy vede ke zpozdéni teploty vzorku za teplotou referen¢niho materidlu a ke vzniku
endotermniho piku na DTA kiivce. Naopak, kdyz teplota vzorku pfevysi teplotu referencni
latky, na DTA kiivce se objevi exotermni pik. Podle mnozstvi pohlcené nebo uvolnéné ener-
gie, které je tmérné plose piku na kiivee AT = f'(T), 1ze usuzovat na mnozstvi slozky vzorku,

ktera tento efekt zpusobila.

2.6 Biologicky vyskyt fosforecnanii vapenatych

Fosfore¢nany vapenaté (CaP) tvofi nedilnou souc¢ést tvrdych tkdni vSech obratlovci, véetné
Clovéka. Zuby a kosti jsou z velkého podilu tvofeny apatitem (AP, Caio(PO4)s(F,CI,OH),),
konkrétngji hlavné hydroxyapatitem (HA, Caio(PO4)s(OH),) V krystalech rtizného stupné
zralosti, spole¢né s dal$imi fosforecnany véapniku, které se aktivné podileji na kalcifikaci a
vyvoji kostni hmoty. CaP slouceniny, u kterych je ptredpokladana prekurzoricka funkce pred
samotnou tvorbou HA, jsou amorfni fosfore¢nan vapenaty (ACP, Caz(PO,), (am)), p—forma
fosforeénanu vapenatého (B-TCP, Caz(PO.)2), whitlockit (WHI, (Ca,Mg)3(POs),), brushit
(DCPD, CaHPQ4.2H,0) a fosforeénan oktavapenaty (OCP, CagH,(PO4)s.5H,0) [14-17].
K dalsimu vyskytu vapenatych fosfore¢nant v téle dochazi pii nadmérné biomineralizaci, kdy
jsou ukladany CaP sole do tkani, kde se normalné nevyskytuji. Objevuji se ve sténach tkani,
srdecnich chlopnich, dochazi k tvorbé kamenti v dutinach orgénti ¢i k onemocnéni kosti [18].

Vyskyt CaP sloucenin je shrnut v nasledujici tabulce (Tab. 1).

Tab. 1: Vyskyt vybranych biologickych fosforecnami vapenatych v lidskych tkanich

CaP Vyskyt
AP/ HA Apatit/ Hydroxyapatit kostni tkan, MT?, ZK® MK® LK®
OCP Fosfore¢nan oktavapenaty ZK® MK?
DCPD Brushit ZK?, KRY®, CHK®
WHI/B-TCP Whitlockit/ B-fosfore¢nan vapenaty artroza, MT?, ZK?
ACP Amorfni fosfore¢nan vapenaty srde¢ni kalcifikace, LK?, KRY"

& MT - mékké tkané, ZK - zubni kamen, MK - mocové kameny, LK - ledvinové kameny
Y KRY/ krystalurie — pFitomnost sedimentu v moci, © CHK/ chronokalcidonéza — porucha chrupavek

2.6.1 Kostni tkan
Fyziologicky je kostni tkan tvotena z 25 az 75 hm% kostnim mineralem a do zbytku je tvo-
fena z kolagenu, vody a nekolagennich, organickych slozek (proteoglykany, lipidy aj). Siroky

rozptyl obsahu suSiny anorganického podilu v organické matrici je zptisoben nejen druhem
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kosti, mistem ulozeni, ale i stafim a metabolickou rovnovahou v organismu [14,19-21].
Mineral je v kosti pfitomen hlavné ve dvou forméch, jako HA a amorfni slozka. Mladé kosti
navic obsahuji DCPD a OCP spole¢né s amorfni fazi fosfore¢nanu. Vlastnosti kosti zavisi na
struktufe, jako je kortikalni tloustka, kostni primér, dale pak na mezerovitosti, stupni mine-
ralizace, velikosti krystalll, vlastnostech organického podilu aj. [22]. Pti zahajeni vyvoje kosti
se zacina tvorit houbovita kost (tramc¢ina). Na jeji tvorb¢ se uplatiiuji predevsim bilkoviny za
podpory riustovych latek, zejména vitaminu A a Zn. K tvorbé trdmciny je dilezita bilkovinna
slozka, Vv niz ma nezastupitelnou roli kolagen. Na Obr. 1 je znazornén mikroskopicky snimek

prafezu holenni kosti.

houbovita kost

hyalinni chrupavka

kostni dren

vazivova chrupavka

Obr. 1: Mikroskopicky snimek priirezu holenni kosti

Vyssi podil anorganické slozky zptsobuje siln€jsi, ale zaroven kiehc¢i kosti. Napft. stehenni
hovézi kost obsahuje vysokou koncentraci apatitické slozky na rozdil od jeleniho parohu,
ktery ma vyssi podil kolagenu [23,24]. Hodnoty slozeni kostniho materialu byly publikovany

ve studiich [25,26] a jsou znazornény v Tab. 2 spole¢né se slozenim syntetického HA.

Tab. 2: Chemické slozeni kostni hmoty a syntetického HA

5 w / hm%
Slozka Ca* p>* Ca:P cr CO,> Anorg® Org" H,0
Kost* 34,8 15,2 1,71 0,13 7.4 65 25 10
HA 39,6 18,5 1,67 - - 100 - -

*kost ddle obsahuje stopovd mnozstvi Na™* (0,90), Mg®* (0,72), K* (0,03), F (0,03) P,O;* (0,07)
& anorganicky podil, b organicky podil

Kosti jsou v prubéhu Zivota kontinualn¢ remodelovany a dochazi k recyklaci az 5 hm% kostni

hmoty béhem tydne. Tyto pochody se odehravaji v trdmciné, kde se HA spolecné se svymi
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prekurzorickymi CaP usazuje a kde dochazi k tzv. ,,kostnimu zrani“. Remodela¢ni procesy

jsou specifické pro dana vékova obdobi a jsou ovlivnéna genetickymi dispozicemi [27-29].

2.6.2 Zubni tkan

Struktura zubni tkan¢ je daleko komplikovanéjsi nez struktura kosti. Zuby jsou tvofeny sklo-
vinou (emailem), zubovinou (dentinem), zubnim cementem a zubni dieni (Obr. 2). Sklovina
je nejtvrdsi tkan lidského téla a ve zralém stavu obsahuje az 98 hm% anorganické faze,
prevazné v podobé HA [30]. Jeji tloust’ka se v jednotlivych ¢astech zubu lisi. Email je obecné
nejsiln€jsi na fezacich hranach a hrbolcich, kde dosahuje tloustky az 2,5 mm a na okrajich se
ztenCuje [31]. Dentin tvoii hlavni soucast zubu. Je to pojivova tkan tvrdsi nez kost, obsahuje

70 hm% anorganickych latek, opét pfevazné HA a 20 hm% organickych latek [32].

sklovina

dentin

dren

zubni cement

24

kterd byla pozorovana u vzorkl Zralo€ich zubii [25]. Obdobna spojitost mezi obsahem F~ a
krystalickymi parametry apatitu byly nalezeny i pro sklovinu v lidskych vzorcich [34].
V nasledujici Tab. 3 jsou shrnuty hodnoty chemického slozeni obsazeného v jednotlivych

¢astech zubu [25-28,35].

26




Teoretickd a literdrni cast

Tab. 3: Chemické slozeni zubii — zastoupeni anorganickych slozek

Slozka - :
Cely zub [35]  Sklovina [25,26]  Dentin [25,26] Cement [35]

ca”™ 35,2 36,5 35,1 26,2
P> 16,8 17,7 16,9 12,2
Mg** 0,3 0,44 1,23 *
Na* - 0,5 0,6 *
K* - 0,08 0,05 *
Ca:P 2,1 1,63 1,61 2,08
CO5> 3,45 3,5 5,6 *
= _ 0,01 0,06 *
cr - 0,3 0,01 *
Anorg? - 97 70 60
Org® - 1,5 20 25
H,0 - 1,5 10 15

* hodnota srovnatelnd s hodnotou dentinu, ® anorganicky podil, b organicky podil

2.6.3 Patologicka biomineralizace

a) Poruchy kalcifikace

Nadmérné ukladani vapenatych soli do organické matrice, v niz se normalné nevyskytuji, je

oznacovano jako extrémni biomineralizace, patologickd kalcifikace nebo jednoduse zvépe-

naténi (Obr. 3). Existuji dva druhy krajni biomineralizace: dystroficka a metastaticka

[16,25,36—39]. Prvni se objevuje v poskozenych tkanich, zejména napada tkané tepen nebo

vazivo uzlovité strumy [40,41]. Vyrazna byva 1 kalcifikace srde¢nich chlopni u starSich lidi

[42]. Metastaticka kalcifikace je zptsobena hyperkalcemii (zvySena hladina Ca®* v krvi) a

dochazi u ni k ukladani vapenatych soli do zdravych tkani [43].

(a)

(b)

Obr. 3: Priklady kalcifikace: kostnaténi patere (a) a ledvinovy kamen (b)
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K zvéapenaténi mize dojit vlivem zvySené hladiny hormont, v souvislostech s destruktivnimi
procesy kosti, pfi Spatném metabolizmu vitaminu D nebo v disledku selhani ledvin. Ukladani
vapenatych soli probihd i v jinych orgdnech, napft. v plicich, Zalude¢ni sliznici ¢i ve svalech
[44]. Na rozdil od minerédlni fdze obsazené v ptirozené kalcifikovanych ¢astech, mineralni
faze patologické kalcifikace se obvykle vyskytuji ve form¢ smési fosfore¢nych a nefosfo-
re¢nych slozek (Mg3(POy)2, P,0-%, 8042', Stavelany, aj.) [18,25,26,45,46]. Vedle téchto kal-
cifikaénich poruch se vyskytuje také opacny piipad, kdy dochédzi k nedostatecnému vyvinu,
ubytku nebo ztraté pevnosti a hutnosti kostni hmoty, jako je napf. “nemoc kiehkych kosti*,
tedy ,,0steogenesis imperfekta“, ¢i porucha tvorby dentinu — ,,dentinogenesis imperfekta “.

Pti¢inna 1é¢ba v dnesni dob¢ zatim neexistuje a spociva v ndpravé a zmirniovani nasledka

tohoto onemocnéni [47].

b) Litiaza
V riznych organech se pomérné Casto tvoii kameny, jejichz tvorba se obecné oznacuje jako
litidza. Doplnéni tohoto pojmu o nazev ptislusného organu pak oznacuje blizsi plivod kamene,
jako napf. kamenny konkrement v ledvinach ¢i mocovych cestach oznacovan jako urolitidza.
Ledvinové a mocové kameny (Obr. 4) jsou slozité, heterogenni systémy doprovazené orga-

I~ .

nickou matrici, ktera vytvari pojivo mezi krystalickymi a amorfnimi agregaty téchto slozek.

Obr. 4: Riznorodost ledvinovych kamenii
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Nézory na vznik urolitidz se velmi rizni. Jsou znamy dvé hlavni teorie, které se navzajem lisi.
Prvni je tzv. koloidov4, kdy je jako zaklad tvorby konkrementu brana zakladni matrice. Druha
teorie vidi zéklad konkrementu v jeho ,jadie”, tvofeném obvykle anorganickymi latkami,
nejcastéji CaP krystality. Toto jadro je tvofeno jednou latkou, na kterou se centricky
»habaluji“ dalsi vrstvy [49,50]. Z hlediska chemismu je mozné konkrementy povazovat za
smeési latek, tvofené obvykle 2 az 4 hlavnimi komponentami, spolu s dal§imi minoritnimi
latkami. Jen v malé mife se vyskytuji monomineralni litiazy. Mezi nejCastéjsi CaP slozky
vyskytujici se v ledvinovych kamenech patii HA, AP, WHI, BRU (CaHPO,4.2H,0), dahllit
(DAL, Cayg(PO4,C0O3)6(OH),) a monetit (MON, CaHPO,) [51-54]. Procentualni zastoupeni
jednotlivych konkrementl neni v literatute jednotné a je spojovano jak S kontinental-
nimi, narodnostnimi, tak dokonce i s popula¢nimi faktory. V Tab. 4 je uveden piehled

vyskytu urolitidzy ve stiedni Evropé [55].

Tab. 4: Vyskyt urolitiazy ve stredni Evropé vzhledem K jejimu chemickému sloZeni

Nazev Vyskyt / %

Monohydrat $tavelanu vapenatého (WHE, CaC,0,.H,0) 40 - 60
Dihydrat $tavelanu vapenatého (WED, CaC,0,.2H,0) 40-60
SmiSené kameny na bazi CaP 20-60
Smisené kameny (Stavelany vapenaté + CaP) 35-40
Struvit (STR, NH;MgPO,.6H,0) 5-15
Kyselina moc¢ova 5-10
Brushit 2-4

Cystin (CsH12N,0,4S,) 1-3

Ledvinové kameny se krom¢ chemické struktury 1i8i i pfi¢inami svého vzniku. Jednim z hlav-
nich divodi vzniku mocovych kamenti je nedostateny piijem tekutin, dale infekce
mocovych cest, nadmérny pfijem potravy bohaté na kamenotvorné latky nebo vrozené
poruchy metabolismu. Krystaly vznikaji pii precipitaci soli rizného chemického slozeni
za vhodnych podminek (iontova sila, pH). Napft. v kyselé moci se zpravidla vyskytuji uraty,
v alkalické pak fosfore¢nany. VétSina krystalt je snadno identifikovatelna morfologicky,
problémy mohou vS$ak ¢init amorfni formy v podobé ACP, u kterého bylo prokazano, ze

podporuje vznik fosforeCnanovych urolitidz tvoticich 20 % mocovych kameni [53,55,56].
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2.7 Uplatnéni a vyvoj aplikaci fosfore¢nant viapenatych

Fosfore¢nany vapenatymi se zabyvalo jiz v minulém stoleti n¢kolik védeckych tymu [57-60]
a v dnesni dobé se ve vyzkumech nadale intenzivné pokracuje. Pfedstavuji bohatou skupinu
chemickych sloucenin obecné charakterizovanych velkou termodynamickou stabilitou.
Apatity maji obecné tfi neobvyklé a chemicky diilezité vlastnosti: vysoky stupen nestechio-
metricity, vysokou specifickou plochu a sklon k vytvareni rozptylenych, krystalickych ¢i
krypto-krystalickych forem. Jejich struktura poskytuje ve své krystalické miizi vysoky pocet
vakanci a dovoluji tak mnohondsobnou iontovou substituci, kterd nasledné ovliviiuje jejich
reaktivitu a dava tak pfilezitost vzniku novym materialim dtlezitym v chemickych a pftirod-
nich védach. Jejich vyjimecnych vlastnosti je plné¢ vyuzivano v oblasti mediciny [61-65],

katalyzy [66,67] a ekologie [68,69].

2.7.1 Bioaplikace

CaP jsou Vv nejvétsi mife pouzivany pro povrchové Upravy kostnich nahrad, protetik a
implantatd. Kovy jsou stale, a pravdépodobné jesté¢ néjakou dobu zdstanou, jako hlavni
komponenta kostnich nahrad. Pro zlepSeni bioaktivnich vlastnosti se povrch kovu upravuje
vrstvickou CaP s cilem stabilizovat rozhrani kost — protetikum a zajistit tak rychlou rekonva-
lescenci a dlouhodobou Zivotnost v téle pacienta. Existuji dvé hlavni moznosti piipravy
bioaktivni vrstvy na substratu, a to vysokoenergeticky a nizkoenergeticky zptlisob. Vedle
protetik a chirurgickych implantati se tyto latky zkoumaji ve vyvoji kostnich cementi,

keramik a koloidnich suspenzi.

Priimyslové nejvice vyvinuté jsou plazmové nasttiky [71-74]. Hlavni sloZzkou ndnosu je HA
vedle dalSich CaP komponent jako jsou o-TCP, B-TCP ¢i amorfni faze. Teplotni gradient
zpusobuje riznorodost v distribuci a krystalinit¢ obsazenych slozek [75-79]. ACP je klicovou
slozkou, jelikoz diky své rychlé rozpustnosti podporuje rychlej$i ustdleni kostni tkané
[80—82]. Pro zvétseni konverze mezi ACP a HA byla vyvinuta metoda plazmového spreje

s vodni parou [83]. Dal§i moznou metodou je pouziti laseru ¢i vlozeného napéti [84,85].

Pro negativni stranky vysokoenergetického zplisobu napraSovani, jako je nekontrolovatelna
homogenita vrstev, nizkd resorpce, rozvrstveni, nemoznost ulozeni tepelné nestabilni faze
(napt. ACP a OCP) a nemoznost zakomponovani 1écebnych molekul do vrstvicky CaP, byla
v Holandsku skupinou prof. Groota vyvinuta nizkoenergeticka technika tvorby CaP vrstvy

z roztoku. Kovovy substrat se ponoti do presyceného roztoku CaP, coz vede ke srazeni apatitli
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na jeho povrchu [86,87]. Této techniky je vyuzivano predev§im pro dentdlni a ortodontické
aplikace umoziujici vytvoreni tenkého filmu CaP. Tuto vrstvu na rozdil od vrstvy pfipravené
vysokoenergetickymi metodami 1ze dopovat, napt. molekulami antibiotik (tobramycinem) pro
lokalni redukci infekce pfi akceptaci implantatu a zlepSeni adaptibilnich podminek v téle
hostitele [88]. Tato technika vSak zatim neni upravena pro komeréni vyuziti. Na Obr. 5 je
uvedena ukazka nizkoteplotné¢ upraveného povrchu obsahujictho OCP pii studii ,,in vivo “.
Studie srovnava regeneraci kosti bez a S OCP implantatem po 4 tydnech (4T) a 12 tydnech
(12T). V piipadé skupiny bez OCP implantatu byla regenerace kosti omezena, zatimco
implantat s OCP podporil regeneraci kosti [89].
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Obr. 5: Regenerace kosti ,,s*“ a ,,bez“ OCP V implantatit”
Piné trojuhelnicky naznacuji rozmezi poskozeni, bilé trojuhelnicky ukazuji umisténi implantdtu a
Cerné Sipky pak nové vytvorenou kost

Dalsi vyznamnou oblasti zdjmu o CaP jsou kostni cementy, které se vyuzivaji v podob¢ past
¢1 hmot pro reparaci kostnich defektli. Pfitomnost kostniho cementu na bazi CaP umoZziuje
rychlejsi hojeni kostniho porandni. Na trhu je dostupny cement Biopon (o-BSM®, Etex
Corp.), smés tvorena APC a DCPD v poméru 1:1. Jeho postupna konverze je zobrazena na
Obr. 6. Vzniklé nanokrystalické castice apatitu maji krystalinitu podobnou jako apatit
obsazeny v lidské kosti [90].

Pro zlepSeni mechanickych vlastnosti se do CaP cementil ptfidavaji polymerni latky [91],
pfipadné napt. cyklodextrin, ktery zlepSuje mezimolekulové interakce ve vodném prostiedi
[92,93]. Cementy se dopuji také 1ékovymi agenty — antibiotiky ¢i rlistovymi hormony pro
zvyseni osteokonduktivity a osteoinduktivity [94-97].
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48 hod

‘ DCPD krystalky U Krystalky HA

. ACP castice

Obr. 6: Schéma konverze komercniho produktu a-BSM®

2.7.2 Primyslové pouziti

Fosfore¢nany vapenaté se vyskytuji nejen v kosternim skeletu zivych organismu, ale také se
hojné objevuji v zemské klie v podobé apatith a fosforith. Vznikaji v Sirokém spektru
podminek a v piirod€ jsou bézné predevsim jako podruzné smési v magmatickych horninach,
zaroven jsou obsazeny i v horninach vyvielych, usazenych ¢i pfeménénych. Mineralni apatity
jsou standardné pouzivany pro vyrobu kyseliny fosfore¢né a nasledné pro vyrobu Cisticich
prostfedkil a hnojiv. Mimo to bylo dosazeno uspécht ve vyvoji a vyzkumu CaP komponent
pii fotokatalytickém ¢isténi vod a vzduchu [98-100], jako prostfedek pii sanaci pud
[101,102], ¢isténi pramyslovych a jaderné zamotenych vod [103—106]. Sorp¢nich vlastnosti
apatitu je vyuzivano k frakcionaci biochemickych substanci, tj. bilkovin, enzymu, nukleovych
kyselin, hormont a virti [107-109]. Dale je vyuzivan jako slozka katalyzatorti k dehydrataci a
dehydrogenaci alkohold [110] a oxidaci alkanti [111,112]. V téchto aplikacich je vyuzivano
povrchové funkénich skupin, povrchového néboje, hydrofilicity, porovitosti, sorpénich
vlastnosti, nizké rozpustnosti ve vodé, vysoké stability za reduk¢nich a oxida¢nich podminek,

dostupnosti a nizké ceny.
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2.8 Charakterizace fosfore¢nanii vapenatych

Fosforecnany vépenaté predstavuji bohatou skupinu sloucenin. V tercidlnim systému

Ca(OH),xH3P04xH,0 (pfipadné¢ CaOxP,05xH,0) je znamo 11 nesubstituovanych fosforec-

nand vapenatych s molarnim pomérem Ca:P v rozsahu 0,5 — 2,0 (Tab. 5) [113,114]. ACP

neni do tohoto systému zafazovan, jelikoZ neni povazovan za samostatnou fézi, ale jako

mikrostrukturalni alternativa CaP [115].

Tab. 5: Prehled CaP sloucenin podle klesajiciho poméru Ca:P

Zkratka Nazev Chemicky vzorec Ca:P
TTCP  Fosfore¢nan tetravapenaty Ca,0(PO,), 2,0
HA Hydroxyapatit Cayo(PO4)s(OH); 1,7
TCP Fosfore¢nan vapenaty (a., B, x) Ca3(PO,), 1,5
OCP Fosfore¢nan oktavapenaty CagH2(P0,)s.5H,0 1,3
DCPD  Dihydrat hydrogenfosofrecnanu vépenatého CaHPO,.2H,0 1,0
DCP Hydrogenfosfore¢nan vapenaty CaHPO, 1,0
CPP Pyrofosfat vapenaty Ca,P,0, 1,0
CPPD  Dihydrat pyrofosfore¢nanu vapenatého Ca,P,0,.2H,0 1,0
HCP Fosfore¢nan heptavapenaty Ca7(PsO4s)2 0,7
TDHP  Dihydrogenfosforecnan tetravapenaty CayH,PsOx 0,7
CMP Metafosfat vapniku (o, B, x) Ca(PO,), 0,5

Zakladni strukturu fosfore¢nant tvoii izolované tetraedry P04, které jsou vzajemné vazany

prostfednictvim kationtu. Uvnitf tetraedri se uplatiiuji hlavné kovalentni vazby, mezi

tetraedry a kationy pak predevS§im iontové vazby. Tab. 6 znazornuje krystalografické

parametry vybranych CaP sloucenin [25,26]. Pro srovnani jsou v Tab. 7 uvedeny strukturni

parametry biologickych vzorkl obsahujicich vyznamny podil CaP v podobé HA [70].

Tab. 6: Strukturni parametry CaP

Mrizka

Mrizkové parametry

a|p/A b|p/A C|p/A al® ﬁ/o }[/O
DCPD Monoklinickéa Ia 5,8122 15,1803 6,2392 - 116 —
o-TCP  Monoklinickd P2,/a 12,8872 27,2804 15,2192 - 126 -
B-TCP  Romboedrickd R3cH 10,4184 10,4184 37,3464 — - 120
OCP Triklinicka 19,6924 9,5232 6,8352 90 93 109
Monoklinicka P2,/b 9,8421 19,6843 6,8815 — - 120
HA Hexagonalni P6s/m 9,4303 9,4303 6,8911 — - 120
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Tab. 7: Strukturni parametry biologickych vzorkii tvrdych tkani

Mrizkové parametry Krystalinita MP* PT/ Kalcinace

ap/ A cpl A nm GPa MPa 800 °C

Sklovina 9,441 6,880 100 umx50x50 80 10 B-TCP+HA
Dentin 9,421 6,887 35%x25%4 15 100 B-TCP+HA
Cement * * * 15 100 B-TCP+HA
Kost 9,410 6,890 50x25x4 0,34-138 150 HA+CaO
HA 9,430 6,891 200 - 600 10 100 HA

AMD - modul pruznosti, TpT_ pevnost v tahu, * hodnota srovnatelna s hodnotou dentinu

CaP slouceniny charakterizuje predevsim molarni pomér Ca:P, acidita/bazicita, rozpustnost,
zpusob nukleace, rustu krystall a fazova stabilita. Tyto parametry siln¢ koreluji s pH roztoku.
Cim je niz$i hodnota molarniho poméru Ca:P, tim je CaP slouéenina kyselejii a tim je vice
vodorozpustna [26,109,116]. HA se ptednostné tvoii v neutralnich a zasaditych podminkach,
ve vice kyselych pak spise OCP a DCPD, kde se ptedpoklada jejich prekurzorické funkce pfi
celkové konecné pieméné na apatickou fazi. Tento fakt potvrdily ,,in vitro “ studie, v ,,in vivo *
studiich se vSak tato hypotéza nepotvrdila a spiSe se predpoklada piechod na stabilnéjsi fazi
pies ACP ¢i B-TCP [117]. Cela situace je v readlnych podminkach daleko slozitéjsi. Piitomnost
velkého pocet iontli a molekul v biologickych podminkéach zplisobuje substituci téchto iontl
do krystalické struktury apatitu, ptipadné jsou adsorbovany na povrch krystalti. OCP a DCPD
se vedle biologického HA vyskytuji predevs§im pii patologické kalcifikaci, kdy je pH prostiedi
niz8i nez za normalnich podminek. Pfitomnost peptidl, proteind a riznych anorganickych
pfisad ma znacny vliv na krystalizaci a je velmi nesnadné pfedpokladat charakter vznikajici

CaP faze [18,118,119].

Pro charakterizaci CaP faze se pouzivaji rizné metody, napi. chemicka analyza, opticka a
elektronova mikroskopie, infracervena spektroskopie (FTIR), Ramanova spektroskopie (RS),
rentgenova difrak¢éni analyza (XRD), nukledrni magneticka rezonance (NMR), termicka
analyza. V Tab. 8 jsou uvedeny charakteristické pasy RS pro HA, TCP, ACP, doplnéné pro
srovnani i daty OCP a DCPD [115,120]. Vyznamné difraktogramy jsou uvedeny v podkapito-
lach 2.8.1 az 2.8.3 vénovanych ACP, TCP, HA a Ize je nalézt i v databazi JCPDS [121].
Vzhledem k obtizné rozlisitelnosti nékterych vibraénich domén at’ uz ve FTIR ¢i RS zplsobe-
né superpozici a vyskytem Sirokého pasu malo krystalické nebo amorfni substance ve vzorku,
je vhodné metody kombinovat. Biologické CaP se Casto vyskytuji v astecné krystalické
podobé, jejich kvalitativni a kvantitativni analyza zaloZena pouze na jediné charakterizacni

metod¢ se povazuje za nedostatecnou, nebot’ nevylucuje ptitomnost dalsi ptibuzné CaP faze.
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Tab. 8: Charakteristické pasy CaP sloucenin v Ramanové spektru

- HA TCP
Specifikace il o -
Ve P-O v PO* 1076 (w), 1054 (w), 1046 (md), 1030 (w) 1074 (w), 1046 (md),
%, P-O v PO,> 961 (vs) 970 (vs), 961 (sh)

vg O-P-O v PO*
vy O-P-O v PO*

620 (vw), 610 (w), 594 (md), 582 (w)
447 (md), 433 (W)

624 (w), 612 (md), 578 (w), 599 (w)
480 (w), 460 (w), 439 (md)

Vs P-OVHPO,” - 1090 (md)
v P-OVHPO/S - 1039 (w), 1015 (md)
% P-OH v HPO,> - 948 (vs)
vy HPO, > - 555 (w), 549 (w)
vy O-P-O v HPO,Z — 408 (md-b)
. DCPD OCP
Specifikace ol ot -
ves P-OVHPO,~  1121(vw) 1110 (vw)
Vs P-OV PO 1081 (w), 1059 (vw) 1080 (w), 1049 (vw)
v P-OVHPO/S - 1010 (md)

% P-O v PO*

v P-OH v HPO,*
Vi, Vas: V4V PO43'
vy HPO,#

vy O-P-O v PO*
vy O-P-O v HPO,*

985 (vs), 878 (md)

593 (md)
530 (md)

415 (md), 379 (w)

965 (sh), 958 (vs)

917 (w), 883 (w)

610 (md-w), 593 (md), 582 (md)
528 (w), 556 (vw)

449 (m), 429 (m)

413 (m), 354 (w)

Vs - symetricka vibrace, vys - asymetricka vibrace, vy - deformacni vibrace

VS — velmi intenzivni, w - slaby, md - stfedni, b — Siroky, sh - rameno

2.8.1 Amorfni fosfore¢nan vapenaty
Chemické vzorce ACP nejsou v literatufe uvadény jednotné. Nejcast&ji je ACP popsan
v podobé Cag(POs)s (am) [122,123], dale jako Cax(POs)y [18] ¢i CaxHy(PO4),.nH,0, kde n
odpovida rozmezi 3 — 4,5 [70]. Vznik ACP je povazovan za tranzitni stav béhem srazeni CaP
sloucenin z vodnych roztokt. Jeho prvotni tvorba souvisi s povrchovou energii, kterd je nizsi
nez povrchova energie termodynamicky stabilnéjSich CaP fazi, tedy predevsim TCP, OCP ¢i
HA [124]. Amorfizace ACP roste srostouci koncentraci Ca®* a PO,%, pravé tak jako
s rostoucim pH a klesajici reakéni teplotou. Nepfetrzity pohyb a aglomerace ACP castic
prispivaji k pozvolné pfeméné na krystalicky stabilnéjsi slozky — tedy nejprve na nestechio-
metrickou podobu HA (CDHA, Cajox(HPO4)x((PO4)sx(OH)2x, 0 < X < 1), ktery se pak
pozvolné preméiuje na HA [26,109]. Chemické slozeni ACP v roztoku zavisi predevSim
na poméru Ca:P a pH. Napi. ACP s Ca:P pomérem kolem 1,18 (pH 6,6), nebo Ca:P ~ 1,53
(pH 11,7) [109] ¢i Ca:P ~ 2,5 pro pH > 11,7 [26,125].
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Prvni strukturni hypotézy popsali Betts a Posner [126,127]. Uvedli, ze ¢astice ACP je tvofena
molekulami Cag(PO,)s a byla oznaena jako tzv. ,,Posnertv klastr* (Obr. 7) [128]. Vedle
Posnerova modelu se objevovaly i dal$i alternativni navrhy v podobé klasického Caz(POy), ¢i
Cag(POy)4 [129]. Pii lyofilizaci dochazi ke shlukovani téchto jednotek a Castice ACP muze
mit velikost 20 — 220 nm. Struktura ACP je trigonalni s centralnim iontem Ca®*. Fosfore¢nany

maji trigonalni symetrii s inverznim centrem, kde kazda jednotka je bez symetrie [130,131].

‘J.
®

Cag(po;)s klastr

ACP gastice

i "4":22;1?_;

Obr. 7: Struktura ACP — ,, Posnertv klastr

XRD zaznam ACP je znazornén na Obr. 8 (horni ktivka), spodni kiivka patii dobie
krystalickému HA [59]. XRD zidznam ACP je bez jakychkoli difrakénich linii
S mirnym konkdvnim pribéhem kolem difrakéniho thlu 26 ~ 30°. FTIR zdznam ACP
vykazuje pasovou superpozici a iroky pas v oblasti 1 ~ 3800 — 2800 cm™. Za charakte-

ristickou doménu ACP je ve vibragni spektroskopii povazovan pas pii 950 cm™ [131].

Intenzita / a1

28/°

Obr. 8: XRD zaznam ACP (horni kiivka) a dobie krystalického HA (dolni krivka)
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2.8.2 Fosforecnan vapenaty
Existuji dvé hlavni modifikace krystalického fosfore¢nanu vapenatého, nizkoteplotni 3 forma
TCP (B-(Caz(POy)2) a vysokoteplotni o modifikace TCP (a-(Caz(PO,),) lisici se miizkovou

strukturou (Obr. 9), chemickou a termodynamickou stabilitou [134].

9«3&%3

4 —d 8500 A

*A,W Y«J—B
g

%f%ég
o Ca™

_ po éc-v %
ts

Obr. 9: Struktura a-TCP (a) a S-TCP (b)

Kalcinaci B-TCP pfi teploté 1125 °C dochazi k transformaci na a-TCP [70]. Strukturni para-
metry obou TCP byly uvedeny v Tab. 6 v kap. 2.8. B-TCP je stabilnéjsi nez a-TCP [135],
z ¢ehoz plyne vétsi reaktivita o-TCP ve vodnych roztocich, kde dochazi k hydrolyzam na
smés piibuznych CaP. V biologickém systému se Cisty o-TCP nevyskytuje [136,137]. Taktéz
Cisty B-TCP neni obsazen v tvrdych tkdnich, vyskytuje se v Zivych organismech pouze
Vv podobé Mg-substratu, nazyvaném jako whitlokit (WHI, p-(Ca,Mg)s;(PO,),). Struktura
B-TCP obsahuje vakance, které jsou pftiliS§ malé pro vlastni iont Ca®, ale dovoluji
zakomponovani Mg?* do struktury B-TCP. Tento biologicky CaP se vyskytuje v m&kkych
tkdnich, chrupavkach kloubnich spoji a déle pii patologické kalcifikaci, jako jsou tvorby
zubniho kamene, mocCovych a ledvinovych kamena ¢i pti artritidé [13,125,138]. B-TCP
vykazuje mens$i strukturni uspofddanost nez o-TCP. Jeho Ramanovo spektrum souvisi
s neuplnym osidlenim kladnych iontovych mist v krystalické struktufe. S HA maji relativné
podobné RS zaznamy (viz Tab. 8) [115]. B-TCP nemize byt sraZen z vodnych roztokd, ale je

ptipravovan vyhradn¢ kalcinaci nad 800 °C tepelnym rozkladem nestechiometrického HA ¢i z
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ACP. Dalsi moznosti je reakce vV pevné fazi mezi CaHPO,4 a CaO. Kromé toho jej 1ze pfipravit
kalcinaci kosti, kde je ale pravdépodobnéjsi vznik iontove substituovan¢ho B-TCP, v podob¢
WHI. Synteticky piipraveny B-TCP je pouzivan spole¢né s HA v bioaplikacich, jako kostni

cement a v biokeramice (viz kap. 2.7.1) [70].

2.8.3 Hydroxyapatit

Prvni popis HA byl publikovan spole¢né s popisem existence ACP faze v roce 1964 [139].
HA je druha nejstabilnéjsi CaP sloucenina po fluorapatitu (FA, Cajo(PO4)sF2). Elementarni
bunka HA obsahuje dvé molekuly Cas(PO,4)3(OH) a krystalizuje v monoklinické struktuie
P2:/b [140]. Pti teploté nad 250 °C dochdzi k pfechodu z monoklinické na hexagondlni
usporadani P63/m [141,142]. Hexagonalni HA (Obr. 10) [143] je méné vnitin¢ uspoiadany
nez monoklinickd modifikace, coz vede k vytvareni mist pro iontovou vakanci a substituci.
Substituce ionty OH", F ¢i CI' vyznamn¢ stabilizuje hexagonalni struktury HA. Diky tomu je
hexagonalni HA ztidka stechiometricky a v pfirod€ se témet jako monokrystal s hexagonalni
grupou nevyskytuje. Pro ptipravu HA muze byt pouzito nékolik technik, jako reakce z pevné
faze, metody mechano-chemické, metody sol-gel a reakce z vodnych roztoku, které zahrnuji
srazeci reakce, hydrotermalni metody a hydrolyzy z jinych méné stabilnich CaP sloucenin
[144-147]. T kdyZ jsou realizovany idealni podminky pro vysrazeni stechiometrického HA,

produkt syntézy byva vétsinou nestechiometricky s predtvorbou prekurzorické faze [70].

Obr. 10: Struktura HA
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Nejcast&ji je HA syntetizovan z vodnych roztokii obsahujicich Ca** a PO,> ve stechiomet-
rickém poméru 1,67 pii pH > 9 a zahfivan po né€kolik hodin az dni. Vysledny produkt je
filtrovan, suSen a obvykle kalcinovan pii 1000 °C [148]. Nekalcinovany HA ma vétSinou
menSi krystalinitu a nestechiometricky charakter, stejné¢ jako HA vyskytujici se v biolo-
gickych systémech, zc¢ehoz vyplyva jeho Siroké uplatnéni v biomimetickych oblastech
mediciny. V prvni fazi srazeni z vodnych roztoki vznikaji neapatitické slouceniny, tj. prekur-
zorické stupné jako ACP a CDHA, které s postupem casu podléhaji zrani a aglomeraci, kdy
molarni pomér Ca:P = 1,67 je dosazen pfiblizné po 5 hodinach pii 90 °C [149]. Povrch
Cerstvé vysrazeného HA je slozen ze strukturné hydratovanych vrstev obsahujicich snadno
substituovatelné ionty [150]. Mikrokrystalicky HA mize byt ptipraven reakci z pevné faze,
napi. z DCP, DCPD, OCP a CaO, Ca(OH), nebo CaCOj3 pii teploté nad 1200 °C v atmosféie
H,0O (g) a N2 (g). Hydrotermalni metody jsou obsahle popsany v literatuie [109,151]. Metody
sol-gel jsou provadény nejcastéji v etanolu za pouziti ethanolatu vapenatého a kyseliny fosfo-
recné [152,153]. Mechano-chemicka syntéza je realizovana ze suché smési CaHPO4 a CaO,
ptipadné lze pouzit prasek ptirodniho koralu [154-156]. Velké krystaly HA mohou byt synte-
tizovany z chlorapatitu [157] nebo homogenni syntézou [158]. Mensi ¢astice HA 1ze pfipravit
pyrolyzou aerosolu, ktery obsahuje klicové Ca* a POS* komponenty v pfiméfeném poméru

[159]. V dnesni dobé¢ jsou studie zaméfovany na vyvoj a vyzkum nanocastic HA [160].

2.8.4 Charakterizace biologickych CaP slou¢enin

Biomineralizace je proces ,,in vivo“ spojeny s tvorbou anorganickych mineralti v zZivém orga-
nismu (viz Tab. 1). CaP slouceniny se pfirozen¢ vyskytuji v télech savct a taktéz se vyskytuji
v krajnich pfipadech biomineralizace pfi patologické kalcifikaci [15]. Pro biologicky apatit je
charakteristickd pfitomnost riznych substituenti a vakanci, které zpisobuji rozdilnosti
v molarnim poméru Ca:P a odchyluji jej tak od poméru stechiometrického HA. To ma vliv na
krystalickou strukturu, diky ¢emuz dochazi ke snizeni stability a zvysSeni reaktivity. Mezi
hlavni substituenty patii COs%, ktery je v anorganické matrici zastoupen ze 4 — 8 % jako na-
hrada PO,* a dale byva velmi Gasto zastoupen Mg?* (0,5 — 1,5 %). Piitomnost t&chto iontd
vede Kk rozpinani krystalické miize a vyznamné zvySuje rozpustnost [161]. Vedle téchto iontl
byly studovény i dalsi moznosti substituce, jako napf. Na* ionty, které zvySuji mechanické
vlastnosti mineralni hmoty, ionty HPO,, které zvySuji resorbovatelnost a F~ ionty, které

zlepSuji pevnost a termickou stabilitu [18,26,109].

Na Obr. 11 je uvedena struktura biologického HA, spole¢né s charakteristickymi XRD

zaznamy HA obsazeného v kosti, zubnim dentinu a skloviné. Obecny vzorec biologického
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apatitu je zde deklarovan VpOdObé C218,3Vo,7(PO4)3,3(HPO4,COg)1,7(20H,C03)0,15, kde V

predstavuje vakance [70].

Biologicky apatit

P e Sklovina

Obr. 11: Charakterizace tvrdych tkani: struktura (vlevo), XRD (vpravo)

Sklovina vykazuje viditelné vice krystalickou strukturu nez HA obsazeny v dentinu a Kkosti.
To mize souviset s VysSi koncentraci Mg2+ a CO3% iontfl v kostech a dentinu na rozdil od
jejich obsahu ve skloving. Jejich vysSi koncentrace vysvétluje vysSi rozpustnost a mensi
krystalickou velikost, ktera pfimo souvisi se snazsi resorbovatelnosti pevné tkan¢. Mladé kosti
maji rychlejsi schopnost rekonstrukce a revitalizace. Navic, krystaly biologického apatitu jsou

daleko mensSich rozméri nez krystaly chemicky ¢istého HA ¢i CDHA [18,162].

Biologicky se od syntetického HA odliSuje piedev§im malymi rozméry krystalickych zrn a
nizkym stupném krystalické jasnosti. Tyto rysy spole¢né s kombinaci nestechiometricity,
krystalickou neusporadanosti a pfitomnosti dal§ich iontl v krystalické miizi vysvétluje speci-
fické chovani biologické matrice. Mala krystalicka velikost zplsobuje velky specificky

povrch ¢astic, ktery je vyuZivan napt. pro sorpci proteint a 1é¢iv [162,163].

Kalcifika¢ni procesy spolecné se studiem rozpustnosti a rovnovaznych procesit CaP sloucenin
jsou zkoumany od roku 1925 [164,165]. CaP povaha kosti byla poprvé uréena v roce 1913
[166] a o n¢kolik let pozde€ji bylo ohlaseno, Ze je vysoka pravdépodobnost pfitomnosti COs”
Vv apatitické struktufe [167]. Vysledky rentgenové analyzy kosti a mineralizovanych tkani pak
vedly K navrhu slozeni blizicimu se FA a dahllitu (DAH, Cajp(PO4,CO3)s(OH)2) [168].
V soucasnosti se uvadi, ze jsou kosti vystavény ze zmineralizovanych kolagennich vlaken. Do

skupiny tkani obsahujicich CaP patii vedle kosti pfedevSim sklovina, dentin, zubni cement a
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dale specifické alternativy, jako napft. jeleni parohy ¢i skotapky vajec [169]. Kosti a zuby
obsahuji témér 99 % celkového mnozstvi télesného véapniku a asi 85 % celkového mnozstvi
fosforu, coz odpovida téméi 2 kg z hmotnosti primérného clovéka (~ 60 kg) [170]. Navic,
CaP materidly nejsou vici télesnym podminkdm nikterak inertni a hraji dulezitou roli

v metabolickych funkcich, jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach.

2.9 Termodynamické vlastnosti fosforeCnanu vapenatych
2.9.1 Rozpustnost
Pti disocia¢ni rovnovaze heterogenniho systému, tj. nasycené¢ho roztoku malo rozpustné soli

K,+A,- sjeji tuhou fazi, aktivitu ag ,4 - lze povazovat za konstantni. Tuto rovnovahu
v

popisuje nasledujici rovnice a charakterizuje ji souéin rozpustnosti K;
Ky+Ay-(s) = vTK* + v~ A%, (2-35)
Ks = sy s = clb - Clr Vare Vicos (2.36)
kde a je aktivita, ¢ je molarni koncentrace a y; je aktivitni koeficient. Pro definované rozpous-
tédlo a teplotu ma soucin rozpustnosti stdlou hodnotu. Ptida-li se do roztoku malo rozpustné
soli elektrolyt, ktery ma se soli spole¢ny iont, rozpustnost soli klesne, pfida-li se sul, ktera
nema s danou soli zadny spole¢ny iont, rozpustnost naopak vzroste. Koncentrace komponent
Ize stanovit z rovnovaznych tdaju soli za pouziti latkové bilance, podminky neutrality a

rovnovaznych dat disociacnich a asocia¢nich iontovych paru (Tab. 9).

Tab. 9: Rovnovazna data pro vodné roztoky CaP

Disocia¢ni a asocia¢ni konstanty

Ref.
25°C 37°C 45 °C

HsPO, « H" + H,PO, 7,11.10° 6,22.10° 5,63.10° [171]
H,PO, < H" + HPO,* 6,30.10° 6,58.10° 6,61.10° [172]
HPO,” — H' + PO,* 4,73.10™ 6,61.10" 6,61.10™%%  [173]
Ca®" + H,PO, « CaH,PO," 25,6 31,9 36,5° [174]
Ca’* + HPO,” « CaHPO, 548 681 787° [174]
Ca’* + PO,> « CaPO, 2,9.10° 3,46.10° 3,86.10°° [174]
Ca’* + OH « CaOH" 13,8 21,3°¢ 28,4° [175]
H"+ OH & H,0 1,004.10™* 2,42.10™ 4,09.10™ [176]

3 prredpokladd se stejnd hodnota jako pFi 37 °C, ® extrapolovand hodnota, ©interpolace z dat pFi 25 a 40 °C

Vysledky jsou nésledné aproximovany pro danou iontovou silu I. Stiedni aktivitni koeficient

¥+ lze vypocitat pomoci rozsifeného vztahu Debye-Hiickelova

logyy = —A|z,z_| (1+Z;ﬁ)’ (2-37)

I=15c, (2-38)
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kde z, az_ jsou iontové naboje, parametry A a B charakterizuji rozpoustédlo a d’ je efektivni
pramér iontu v A (1 A = 0,1 nm). Tento vztah plati pro elektrolyty s iontovou silou | < 0,01

mol.dm™. Dal3i alternativou vypoctu y. je Jonesiiv vztah pro roztoky o | <1 mol.dm™
V1

1+e\/7) 1T

kde konstanty e (dm*2.mol*?) a f (dm*?.mol™?) maji podle Daviese hodnoty 1,0 a —0,3 a

(2-39)

logyy = —A|z,z_| (

vztah podle Jonese dostava pak nasledujici podobu

T
1+T

Hodnoty parametrii A a B pro vodné roztoky v intervalu 20 — 45 °C jsou uvedeny v Tab. 10.

logyy = —A|z,z_| ( ) - 0,31, (2-40)

Tab. 10: Teplotni zavislost parametrii A, B

T/°C 20 25 30 37 40 45
A 1 dm?? mol™? 0,5047 05092 05141 055212 05242  0,5299
B 1 dm®? mol™¥2A* 0,3277 0,3287 0,3297 0,3312 0,3318 0,3326

Studiem rozpustnosti CaP v riiznych prostfedich a za rGznych teplot T se zabyvalo nékolik

védeckych studii [177—-182]. Souhrn zjisténych hodnot je uveden v Tab. 11.

Tab. 11: Souciny rozpustnosti vybranych fosforecnanii vapenatych

T/°C PKs
HA [178] DCPD [179] OCP [180] B-TCP [181]
5 58,53 + 0,04 6,63 + 0,01 48,2 ©© 29,01 + 0,03
15 58,49+ 0,03 6,60 + 0,01 - 28,77 + 0,02
25 58,52 +0,04 6,59 + 0,01 484+ 0,129 2892 +0,02
37 58,63+0,05 6,65 + 0,01 48,7+02 39,55 + 0,02
Souciny rozpustnosti CaP uvedenych v Tab. 11 byly definovany jako

pKH4 = —log ([Ca**]°[OH™][PO;™]3) (2-41)

pKPPP = —log([Ca**][HPO;™]) (2-42)

pK2¢P = —log([Ca®*1*[H*][PO;™1?) (2-43)

pKIP = —log([Ca®**]3[P0O;7]%) (2-44)

Teplotni zavislost rozpustnosti HA, OCP a DCPD neni tolik vyrazné jako u B-TCP, u néhoz
mezi teplotami 5, 15, 25 °C a teplotou 37 °C je rozdil v hodnoté pKs 0 vice nez 10. To mize
byt spojeno s pozvolnym piechodem k nizS§i rozpustnosti vlivem c¢astecné transformace
na termodynamicky stabilnéjsi fazi, jako je napt. OCP ¢i HA.
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Bylo vypracovano mnoho studii rozpustnosti ACP, vysledky nékterych z nich se vyrazné lisi
a jsou uvedeny v Tab. 12. Hodnota u o-TCP se zda byt dokonce chybnda, nebot’ se piedpo-
klada, ze rozpustnost a-TCP je nizsi nez ACP. Nestabilita ACP (sklon ke konverzi na apatity)
znesnadnuje pfesné urceni jeho rozpustnosti, 1 kdyz studie autori Meyer a Eanes ukazala, ze
iontova aktivita ACP ve vodném prostiedi ziistava relativné stabilni [118,183]. Dalsi nesndze
souviseji s pocateCnim slozenim reak¢éni smési a jsou spojené s piitomnosti necistot v podobé¢
HPO,, Mg2+ & CO5>. Zména ve sloZeni béhem zrani ACP a v prabéhu vnitini hydrolyzy bez
jakékoli zmény struktury muize mit vliv na data rozpustnostni. Pokud se pouZije vysoky
pomér pevné latky viéi roztoku, docili se rychlejSiho ustanoveni rozpoustéci rovnovahy

v roztoku a pfedejde se nechténé hydrolyze.

Tab. 12: Rozpustnost riiznych ACP a TCP produktu pri 25 °C

Caz(POy), pK; Ref.

ACP (20 °C) 25,2 [183]
ACP 1% (Ca:P =1,35) 25,5 [184] *
ACP 2% (Ca:P =1,35) 28,3 [184] *
ACP (25 °C, pH 7-9) 25,5 [185] **
ACP (18 £3 °C) 26,3 [186]
ACP 24.8 [187]
ACP (25 °C) 25,7 [188]
ACP (25 °C, pH 6) 29,9 [189]
B-TCP 28,9 [190]
o-TCP 25,5 [191]

& ACP se lisi ¢asem zrani, * ~32 % celkového P jako HPO4Z,
** 4 9% celkového P jako HPO,”

2.9.2 Stabilita ve vodnych roztocich

Transformacni pochody ve vodnych roztocich byly sledovany v zavislosti na teploté, pH a
ptitomnosti cizich iontd [118,191-193]. ACP se ve styku s mate¢nim roztokem transformuje
na HA, coz ukazalo nékolik studii [191,194,195], ptipadné ptechazi na OCP [196]. Rychlost
transformace je znacn€ pomalejsi v alkalické oblasti, kdy pfi pH 9 probihala necelych 5 h
[191], kdeZto pfi neutralnim pH a 25 °C trvala do 20 min [194,195]. V prostiedi pH 3 — 4
existuje ACP jen par minut a okamzité prechdzi na DCPD misto HA. Bylo vSak také zjiSténo,
ze ve velmi alkalické oblasti (pH 12,8) se konverzni ¢as opét zkrati a trvd méné nez 1 h [192].
Hydrolyza ACP je teplotné zavisla [191], pfi 10 °C trva tfi dny, pti 26 °C pak 2 h a do 30 min
se ACP pfietransformuje na apatickou formu pii 37 °C (pro pH 8) [191]. Byly pozorovany
i autokatalytické transformace v gelovitém ACP. Pfi neutralnim pH kompletné zhydrolyzuje

ACP pfi 20 °C béhem 15 h, pti 25 °C za 7 h [197] a do 20 min pii teploté 37 °C [198].
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Na transformaci v mediich maji vliv nékteré organické molekuly a dale ionty jako napt. Mg”",
AI¥, COs* ¢&i P,0s”, které jsou charakteristické pro t&lni tekutiny a jsou piitomné pfi
biochemickych procesech ,,in vivo“. Nékteré latky proces konverze inhibuji (-), jiné zase
naopak tuto konverzi podporuji (+, ++) [26,199-201]. V Tab. 13 jsou piehledné¢ shrnuty
Gginky vybranych latek na konverzi zvolenych CaP sloudenin. Casto dochazi k tomu, Ze
béhem pusobeni iontd na CaP dojde k jejich zabudovani do struktury fosfore¢nanu, jako je
tomu v piipadé B-TCP a iontd Mg?* a Zn?*, & v piipadnd pisobeni COs* na AP strukturu
[18]. ACP fazi Ize stabilizovat ve vodném roztoku pomoci cyklodextrini (CD), kde se napf.
molekuly B-CD adsorbuji na povrch amorfnich ¢astic, snizi tak jejich rozpustnost a jsou

schopny takto stabilizovat ACP az na 24 h [202].

Tab. 13: Viiv vybranych iontit a sloucenin na slozeni CaP sloucenin

DCPD OCP  p-TCP AP® ACP
~ ~ ~ Anorganické latky ~ ~ ~
F - - - ++ -
CO* . . _ +4C 4D
P,0/* - - - - ++
Mg** + + + - +P
A|3+ . . +
Fe2+, Fe3+ o o +
zZn* + - + - +
~ ~ ~ Organické latky ~ ~ ~
Citrat - -
Proteoglykan -
Fosfatové proteiny +
Proteolipidy +

A Gisty B-TCP, ® apatit se sklonem k deficitiim, © vznik dahllitu (Ca;o(PO4,CO3)s(OH),),

® nutny krajni moldrni pomér iontu k obsahu Ca*" ve strukture ACP
V Tab. 14 jsou uvedeny pH intervaly stabilit vybranych CaP sloucenin ve vodném prostiedi
pii 25 °C [178,203]. U ACP je pokladan za metastabilni oblast pH interval 5 — 12. Jeho
rozpustnost zna¢né klesa s rostoucim pH. ACP se v rozmezi pH 7 — 9 postupné transformuje

pres OCP na HA. Nejvétsi stabilitu v daném intervalu ACP vykazuje pti pH = 10,3 [192].

Tab. 14. Oblasti pH pro dosazeni nejvyssi stability CaP ve vodnych roztocich pri 25 °C

pH rozsah pH rozsah
DCPD 2,0-6,0 OCP 55-7,0
a-TCP * ACP* 50-12,0
B-TCP * HA 9,5-12,0

* nejsou srazeny z Vodnych roztokii, * metastabilni ve vodném roztoku
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Existuji celkem tfi obecné teorie mechanismu konverze ACP. Prvni z nich hovoii o zméné
poméru Ca:P ve struktufe, ktera je spojena se zménou poméru Ca:P v roztoku. Ta je zplso-
bena tvorbou dal$i pevné faze s jinym pomérem Ca:P, kterou mize byt TCP nebo HA;
kazdopadné smétfuje k termodynamicky stabiln€jsi fazi nez je samotny ACP. Jako druhy
mechanismus je uvazovana reorganizace Posnerovych klastrti, které buduji apatitické
krystalky. Posledni teorii je povrchova transformace [197], kdy dochazi ke shlukovani ACP
¢astic a k nasledné tvorbé zarodka TCP ¢1 HA a rast zrn je podporovan migraci ¢astic [204].
Mechanismus konverze neni jest¢ plné objasnén a nazory se v literatufe 1iSi. Je vysoce
pravdépodobné, Ze se uplatiiuje nékolik mechanismi najednou, ptipadné 1ze hledat vysvétleni

v odlisnych rozpoustécich vlastnostech riiznych vrstev ¢i ¢asti vzniklych CaP krystalkd.

2.9.3 Termické zmény fosfore¢nani vapenatych
a) Amorfni a krystalické modifikace Ca3(PQO,);

Dehydrataci a zmény ACP béhem zahiivani zkoumali napt. Somrani [205], Eanes [206], Feng
[207] a dalsi [191,204,208]. Somrani a kol. zahfivanim vzorku zjistili, Ze nejprve dochdzi
k dehydrataci v oblasti 25 — 327 °C s maximem DTA kiivky okolo 124 °C, se zdanlivou
aktivagni energii dehydratace 68,2 kJ.mol™ [209], viz Obr. 12. Intenzivni exotermni pik
s maximem pii 625 °C je pfifazen krystalizaci ACP na termodynamicky stabiln&jsi formy
TCP. Transformacni procesy pii plazmovém naprasovani ACP v teplotnim rozsahu od poko-
jové teploty do 1000 °C ukazaly, Ze dochazelo k tvorbé polykrystalické smési Ca,P,07 (CCP),
HA a CaO [207]. Podobnych vysledk dosahli i v jinych studiich, kde vysledna kalcinacni
smé&s ale neobsahovala CaO [182,208].

(a) 625 °C
\ i IIllllI
_ | E:’iD .| 1
I"{E'-'J lII|I - T B _\_\_‘_.Ir l'.
&'ﬁ \ 4 *“\"'-\-\_
\ \ Fad ——

0 200 400 600 800
T/°C
Obr. 12: TG (a) a DTA (b) kiivky ACP
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ACP si ponechava svou amorfni podobu az do teploty 500 °C, kdy nebyla pozorovana
ptitomnost zadné krystalické faze (Obr. 13). Po zahtati na teplotu 600 °C dochazi predevsim
ke krystalizaci na a-TCP s malym mnozstvim nizkoteplotni modifikace 3-TCP. Tato meta-
stabilni faze byla zaznamenana aZ do teplot 800 °C. Cista forma nizkoteplotniho B-TCP byla
obdrzena po kalcinaci nad 900 °C [202,206]. Samotné nukleaci TCP faze predchazi iontova
reorganizace a ,,upeviiovani vnitini struktury ACP. Tento fakt vysvétluje dalsi moznosti
rozdilnosti v termochemickych udajich, jako je rozpustnost Ci reakéni entalpie, v zavislosti

na pfipravé a vnitinim uspotadani samotné amorfni faze [205].

E

-TCP 3 JL J 900 °C
‘IS—"‘""—""*"—'E**H-—-—A—J‘M-—«-—JL A ll/w_.m. At Nt e P A

YUY IV 5 UL

S N

LS N U SV A U R V.
— =

ACP T N 500°C
10 20 30 40 50 a0 70 &0

28/°

Obr. 13: XRD zaznamy termicke transformace ACP

Souhrn vysledka studia pfemény ACP na TCP, resp. CCP, je uveden v nasledujici Tab. 15.

Tab. 15: Termickd transformace ACP

T eC ACP — TCP

[205] [32] [191] [182]*
500 ACP ACP (1 h) o-TCP (>0,5 h) ACP #0C
600 a-TCP +6% B-TCP B-TCP (4 h) - o-TCP + o-CCP 3¢
700 o-TCP+7%B-TCP  o-TCP+B-TCP  a-TCP(>0,5h) B-TCP + p-CCP '¢
800  a-TCP +4%B-TCP o-TCP(1h)  a-TCP(>05h) @-TCP + q-CCP '
900 B-TCP - - 0-TCP + a-CCp "

*4CP pripraven naprasovaci metodou pri jinych T /°C

Z termickych analyz vyplyva, Ze ACP je neméné stabilni CaP fazi ve srovnani
s krystalickymi modifikacemi TCP ¢i apatitickymi strukturami. Nestabilita ACP, spole¢né
s vysokym specifickym povrchem, vysvétluje jeho tendenci k rychlé transformaci ve vodném
prostiedi na termodynamicky stabilnéjsi CaP struktury, pfipadné az na apatity. Toho je vyuZzi-

vano v praxi, kde je ACP davéna prednost pied o-TCP v biomimetickych cementech.
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b) Hydroxyapatit
Struktura HA je v oboru vysokych teplot ovlivnéna mnoha faktory, jako metodou pftipravy,
pritomnosti substitujicich iontl ve struktufe, velikosti ¢astic, strukturovanosti vzorku, stechi-
ometricitou, Cistotou a samoziejmé také podminkami termické analyzy (mnozstvim vzorku,
atmosférou, rychlosti ohfevu apod.). Obecn¢ je znamo, ze HA obsahuje dva typy véazané
vody, tj. adsorbovanou a vodu vmezetenou do krystalické struktury [210]. Adsorbovana voda
je charakteristicka svou reverzibilitou a termickou nestabilitou v oboru teplot 25 — 200 °C, pii
svém odchodu ze vzorku nema vliv na mfizkové parametry HA. Na rozdil od toho, strukturni
voda je nevratn¢ odstranéna az za vyssich teplot, kdy jeji ztrata pozvolna zacind od 200 °C a
zpusobuje béhem dal§iho =zahtivani kontrakci mfizkovych parametrt. HA postupné
dehydratuje, dochézi k uvoliiovani OH" iontli z matrixu vzorku a kalcinace spéje az ke vzniku
oxyhydroxyapatitu (OHA), ktery je prezentovan vzorcem Cajo(PO4)s(OH)2-2¢OxVy, kde x <1 a
V piedstavuje vakance. V pfipad¢, ze X je rovno 1, jedna se o oxoapatit (OA, Cajo(PO4)sO)
[211,212]. Dehydratace HA se neodehrava skokové, ale v §ir§im intervalu teplot. Pokud je
zahfivani provadéno za vakua, HA ztraci OH ionty okolo 850 °C. V pfipad¢ kalcinace
na vzduchu pak v oblasti okolo teploty 1100 °C [213]. Kompletni dehydratace nevede
k tvorbé OA, ale degradaci apatitické struktury na smés CaP (nad 1360 °C). Samotny OA
vznik4 za piisné regulovanych podminek mezi 800 — 1050 °C a neni zcela bézny [212]. Byly
zkoumany také transformacni procesy pii fizeném ochlazovéani z 1500 °C na 200 °C. Priibéh
termické analyzy je uveden na Obr. 14. V oblasti 1350 — 1300 °C byla zaznamenana
existence malého mnozstvi OA ve smési TTCP a a—TCP. Tato smés pod teplotou 1290 °C
rehydratovala na OHA a dalSim ochlazenim pod 1100 °C se smé&s zcela reorganizovala na

puvodni HA [214].
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Obr. 14: TG ki'ivka zahiivani a chlazeni HA v rozsahu 200 — 1500 °C
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Byl taktéz studovan vliv atmosféry béhem termické analyzy. Zvyseni tlaku nasycenych par
zpusobilo zpomaleni dehydroxylac¢nich procest, coz zptsobilo zvyseni teploty rozkladu HA
[215]. Termicky rozklad HA obecné probihd minimaln€ ve 4 stupnich odpovidajicich raiznym
mechanismim [216]. V Tab. 16 jsou znazornény kinetické mechanismy, spole¢né s hodno-
tami aktivaéni energie Ea a stupni konverze x. Udaje jsou navic doplnény o Ea difuze OH

iontl do struktury HA, interakce OH iontli a o strukturni uspotfadani OA [215,217].

Tab. 16: Mechanismy termické transformace HA

Kineticka proces Ex/ kl.mol* K*
Uvolnéni OH" z HA struktury 530 * 0,02 <x<0,70
Difuze OH" do HA struktury 190 *, 230 % 0,02 < k<0,13
Interakce 20H" za vzniku H,0 (g) a 0% 235 *, 251 % 0,80 < x <0,98
Vytésnéni H,O z vrstvy OHA nebo OA X X
Strukturni usporadani OA 410 *, 440 * 0,13<x <0,98

* \Wang a kol. [216], * Gross a kol. [217], “ Gross a kol. [215], * hodnota neurcena

2.9.4 Termické zmény biologickych fosforecnanii vapenatych

Termickou analyzou, stabilitou a strukturnimi parametry kostnich materialli, které¢ obsahuji
CaP, se zabyvaly napf. studie autord Jankovic [218], Toque [219], Peters [133], Mezahi [220],
Votyakov [221], Kesmez [222], Ying [223] a Holager [224]. Naproti tomu ledvinové kameny,
jejich mikrostruktura, transformaéni procesy a fazova zastoupeni jsou popsany ve studiich

autorti Ghosh [225], Berenyi [226], Afzal [227] ¢i Kaloustian [228].

a) kostni materidaly
Biologické CaP v kostech tvoti spole¢né s organickou matrici vysoce hierarchickou strukturu
[169,229]. Hlavni zakladna je tvofena z dlouhych kolagennich vladken o priméru asi 100 nm,
které obsahuji krystalky HA. SlozZeni tvrdych tkani — jak kosti, tak zubli — je specificka zéle-
zitost, jejich sloZeni neni definitivni a pohybuje se v Sir§im intervalu promeénlivosti poméru
Ca:P, ktery zplisobuje rozdilnost mechanickych vlastnosti materialu. Vedle tohoto je promén-
livy 1 obsah organické hmoty. U zubl se pohybuje v intervalu od 20 do 70 hm%, plné
vyvinuta, zdrava kost obsahuje ~ 25 hm% organické hmoty, kostni tram¢ina 70 hm% a kost
postizena tumorem 21 hm% [230]. U hovézi kosti je uvadéno 10 hm% H,0, 30 hm% orga-
nické hmoty a 60 hm% HA [218]. Z Obr. 15 je patrny rozdil polositek piku difraktogramt
studovanych vzorki kosti. Lze si povSimnout, Ze neni viditelna zadna vyraznad zména mezi

zdznamem nekalcinované hovézi kosti a nize zaznamenanymi vzorky lidskych kosti.
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Obr. 15: XRD zaznamy kostnich vzorkii a syntetického HA

Termicky rozklad kostniho substratu probiha nejméné ve 3 krocich, jak je vidét na Obr. 16.
Nejprve v oblasti 50 — 260 °C dochazi k dehydrataci, za niz nasleduje degradace struktury a
pak prudsi pokles hmotnosti zpisobeny pyrolyzou organické hmoty, kdy dochazi k rozkladu
kostni diené, tuku a kolagenu na plynné fragmenty CO,, H,O a CH,. Posledni stupen je
doprovazen mirnym poklesem TG kiivky mezi 650 — 850 °C, kdy dochazi k dekarboxylaci
kostni matrice [218,230].

[ — . |.]

SO 150 250 350 450 550 650 70 830 950
T/=°C
Obr. 16: TG-DTA analyza kosti postizené tumorem

V Tab. 17 jsou pak uvedeny transformacni kroky kalcinace kostniho materialu (vzorky

stehenni hovézi kosti B-HAL, B-HA2 a B-HA3), doplnéné o udaje z transformace synteticky
ptipraveného HA (S-HA).
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Tab. 17: Fazové zmeény pri kalcinaci kostniho materialu

T/°C S-HA B-HAL B-HA2" B-HA3"
[220] [220] [219] [219]
700 - - HA, B-TCP, o-TCP HA
800 HA, B-TCP HA HA, B-TCP, a-TCP HA
900 - - HA, B-TCP, o-TCP HA
1000 - - HA, B-TCP, a-TCP HA
1100 B-TCP, a-TCP, HA HA HA, B-TCP, o-TCP HA, a-TCP
1200 TTCP, HA HA — -

T prasek, *tableta

Termogram skloviny a dentinu ve vzdu$né atmosféie (rychlost ohievu 2,5 °C.min™) proméil
mezi prvnimi Holager [224,231]. Obdobné jako u termické analyzy kosti, i zub ma v rozsahu
teplot 20 — 1050 °C tii vyrazné oblasti poklesu hmotnosti, a to pii 100, 300 a 700 °C. Prvni
pokles je spojen s dehydrataci vzorku, ktera vede v piipadé skloviny ke ztraté¢ 1,7 hm% a
Vv ptipadé dentinu 9,7 hm%. V okoli teploty 300 °C, kdy dochazi k rozkladu proteinu,
spole¢né s dehydrataci krystalicky vazané vody poklesla hmotnost skloviny o 3,9 hm% a
V dentinu o 21,3 hm%. V posledni oblasti zmény hmotnosti dochazelo k uvolnéni plynného
CO; z biologické matrice zubu. Rozdilnost v hmotnostnich ubytcich skloviny a dentinu je

wrwe

slozenim mineralnich slozek, jak je uvedeno v Tab. 3, kapitoly 2.6.2.

V Tab. 18 jsou shrnuty vysledky TG-DTA analyzy zubnich materialt — skloviny a dentinu,
které byly od sebe odseparovany za pouZiti chirurgického kladivka (A), pfipadné fezného
kotouce (B) [232]. Dale jsou uvedeny vysledky DTG analyzy zubniho materidlu studovaného
pod vzdusnou atmosférou (C) [224] a pod atmosférou CO; (D) [231]. Po kalcinaci skloviny,
dentinu a cementu na 800 °C obsahuji vSechny tii slozky zubu pifevazné HA s 3-TCP a

v piipadé kalcinace kostni tkan¢ pak HA spole¢né s CaO (viz Tab. 7, kap. 2.8) [25].

Tab. 18: Hmotnostni ztraty zubnich materialu ziskané pomoci termické analyzy

Sklovina Dentin
w / hm%
B C D A B C D
Ca:P 2.0 2.0 - - 2.0 2,2 - -
H,0 0,2 0,8 1,7 1.4 4,2 4,1 9,7 8,3
CO, 1,4 15 2,6 1,6 5,7 4,2 3.4 5,1
PO,* 58,3 58,1 - - 47 4 53,8 - -
OrgM 4,1 4,0 35 25 18,0 14,0 21,3 16,1

A - chirurgické kladivko, B - Fezny kotouc, C - DTA v atmosfére vzduchu, D - DTA v atmosféie CO,
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b) ledvinové kameny

Tvorba ledvinovych kamenl je jednou z nejstar§ich nemoci, kterou se lidstvo zabyva.
Znalost jejich slozeni je zakladem pro porozuméni jejich etiologii a prevenci vzniku. Samotna
kvalitativni analyza je v pfipadech analyzy komplexnich vzorkd neprikazna. Taktéz spekt-
ralni analyzy nejsou dostacujici pro identifikaci slozek vzorkd. Pro porozuméni chovani riz-
nych slozek pfitomnych ve smiSenych kamenech, k rozliSeni bezvodych a hydratovanym
komponent v pevné fazi a ke zkoumani termické stability a kvalitativniho sloZeni anorga-
nickych a organickych podili mohou byt ziskdny dulezité informace pomoci termické
analyzy, kterd je tak ve vyzkumu biologickych vzorkl nepostradatelna. Prvni termoanalyticka
studie KS byla provedena védeckym tymem Berenyi a kol. [226]. Termogramy KS na bazi
whewellitu (WHE, CaC,0,4.H,0) jsou uvedeny na Obr. 17.

e ——— ——— —————

n
R
Ca(C00), H,0 ,

Ca(C00), “F

CaCO0s3

Ca0 §:A(":: ot e et TG / hm%

Obr. 17: Zaznamy TG, DTG a DTA analyzy WHE

TG kiivka ma tii charakteristické hmotnostni tbytky. V prvnim stupni dochazi k dehydrataci
krystalicky vdzané vody ze Stavelanu, kde hmotnostni pokles odpovida ztrat€ jedné molekuly
vody. Po dehydrataci nasleduje rozklad organické hmoty na anorganicky podil CaCOs
s minimem na DTG kiivce pti 460 °C. Posledni endotermni efekt je zptisoben odchodem CO,

ze vzorku pii rozkladu CaCOj3 na CaO [226]. Nasledujici Tab. 19 shrnuje vysledky termické
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analyzy KS [227]. Autofi studie potvrdili tfistupniovy odchod vody z konkrementu na bazi
Stavelani vapenatych, tj. weddellitu (WED, CaC,04.2H,0) a whewellitu (WHE,
CaC,04.H,0). Nejprve odchazi fyzikalné vazand voda (do 80 °C), pak krystalicky vazana
voda Vv teplotnim rozsahu 90 — 170 °C za vzniku monohydratu a nakonec posledni molekula
strukturni vody, ktera odchdzi mezi 170 — 300 °C [227]. Odchod vody miize tvofit superpozici
nékolika piki s §irokym endotermnim efektem v oblasti teplot 50 — 300 °C (viz Tab 19).
Ve vétsine pripadi zkoumanych vzorki byly identifikovany endotermni a exotermni procesy,
které¢ jsou spojovany s dehydrataci, rozkladem a uplnou pyrolyzou vzorku. Kameny vzdy
obsahuji nekrystalicky, organicky podil, ktery s anorganickymi latkami tvofi zéklad kamene a
vytvaii tak celkovou matrici konkrementu. Rozklad organického podilu je charakterizovan
exotermnim pikem kolem teploty 390 °C. KS tvofené pouze CaP se vyskytuji ojedinéle,

obvykle jsou minoritni pfimési kamend na bazi CaC,04 [51,56].

Tab. 19: Publikované termoanalytické parametry ledvinovych kamenii

Efekt, T/ °C
Chemické slozeni Endotermni Exotermni
interval pik interval pik
WHE" 180 — 290 245 360 — 405 380

670 — 830 790 420 - 470 450

WHE,WED* 50 - 270 230 450 — 490 470
680 — 800 765 - -

WHE, WED, AP% 150 — 220 200 310 - 370 345
375 — 420 405 430 — 480 455
600 — 750 710 — _

WHE, TCP 180 — 290 250 60 —155 115
- 380 440 — 490 475
- 420 - -

670 — 815 790 - -

“ WHE - whewellit: CaC,0,H,0, *WED - weddellit: CaC,0,2H,0
&AP — hydroxyapatit a dahllit Calo(PO4, COg)(g(OH)z

Mezi nov¢jsi prace patii termickd studie KS tymu Ghosh a kol. [225]. Zdznam termickych
kiivek DSC-TG je uveden na Obr. 18 a umoziuje porovnat rozdily v chovani konkrementu na
bazi WHE vii¢i smésnému konkrementu WHE/WED (6:4) [225].
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Obr. 18: Zaznamy DSC-TG ledvinovych kamenii na bazi WHE (vlevo) a WHE/WDE (vpravo)

WHE kamen byl stabilni do teploty 166 °C, kde doslo k dehydrataci na bezvody $tavelan
vapenaty. Konverze bezvodého stavelanu na CaCO3 byla doprovazena hmotnostnim ubytkem
21,4 hm% s maximem DSC signalu pii 478 °C a pti 696 °C doslo k tplné dekarboxylaci na
CaO. WHE patii mezi nej€astéji se vyskytujici kameny a spole¢né¢ s WED a fazi CaP zabiraji
prvni tfi mista v zebficku Cetnosti vyskytu, jak jiz bylo zminéno v kap. 2.6.3. Pozorovana
tfistupniova hmotnostni ztrata WHE (12,7 — 18,8 — 28,7) hm% pftiblizn¢ odpovida teoretickym
vahovym ubytkim CaC,;04.H,O [227]. Ledvinovy kamen na bazi smési WHE/WED
Vv poméru 6:4 podléhala taktéz téistupnové ztraté (15,9 — 18,8 — 24,5) hm%, a to v teplotnich
intervalech 150 — 180 °C, 420 — 488 °C a 625 — 715 °C. Tyto tdaje se vyznamn¢ lisi od
vysledkli termické analyzy Ccist¢tho monohydratu a dihydratu Stavelanu vépenatého.
Rozdilnost mezi témito dvéma vzorky je odrazem rtznych pevnosti vazeb molekul vody
ve struktufe WHE a WED a taktéZ tizkou specifi¢nosti matrice v kaZzdém jednotlivém vzorku

ledvinového kamene.

2.9.5 Termochemické studie CaP

Termochemii CaP se zacali védci zabyvat jiz v 60 letech minulého stoleti [233]. Béhem
nasledujicich 25 let bylo ale provedeno jen malo studii zabyvajicich se entalpickymi charakte-
ristikami a vyzkumy byly zaméfeny pfedevSim na syntézy a charakterizace struktur CaP. AZ
pozdéji, ve studii Kibalczyc a kol. [234] byla sledovdna entalpickd odezva spontanniho
srazeni CaP z roztokl pro rizné molarni poméry Ca:P od 0,17 po 3,33 a o riznych pocatec-
nich pH pfi teplotach 30, 37 a 42 °C [234]. V Tab. 20 jsou uvedeny hodnoty zjisténych
molarnich standardnich reak¢nich entalpii A,.H°. Ve studii vSak chybi charakteristiky vznik-
lych fazi a entalpické udaje tedy nelze jednoznacné ptisoudit konkrétnimu CaP jen na zaklad¢

poméru Ca:P.
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Tab. 20: Reakcni entalpie ACP pro riizné pomery Ca:P

CaP pH T/°C A.H°/ kl.mol™ Ca:P pH T/°C A.H° ki.mol™

167 58 30 10,1 1,67 10,7 30 19,1
74 30 13,6 10,7 37 21,2
7,4 37 16,2 10,7 30 18,6
8,6 30 18,2 11,0 30 12,8
9,5 30 18,7 133 74 30 14,9
9,5 37 20,8 7,4 37 15,9
9,5 42 22,2 74 42 17,1

Dalsi entalpicka studie zkoumala vliv Mg®" iontu na srazeni ACP pii teploté 30 °C a pH 7,4.
Entalpie sraZeni ACP jsou uvedeny v Tab. 21 [235]. Jak je patrné, Mg?* iont sniZuje reakéni
entalpii a dochazi k postupnému vclenovani Mg2+ do CaP struktury zkoumaného ACP za
vzniku WHI, ktery je stabilngjsi nezli samotny ACP. Tato prace nastinila moznost existence

dvou modifikaci ACP, tj. ACP1 a ACP2, jejichz existence byla zminéna v kap. 2.9.1.

Tab. 21: Vliv Mg®* na entalpii srazeni ACP

Pomér Mg:Ca A, H°/ kJ.mol™ Pozn.
0,0 27,07 ACP1
0,2 25,46 ACP1
0,0 27,60 ACP2
0,2 23,32 ACP2

Z novejsich praci je tfeba uvést entalpickou studii apatiti na bazi Mig(PO4)sY2, kde M
predstavuje Ca?*, Sr**, Ba™*, Cd**, Pb?, pfipadné kombinaci Ca?*'s jinym z uvedenych kovi.
Za Y byly voleny ionty F, OH- a CI. Tyto slouCeniny byly syntetizovany a posléze
rozpu$tény v roztoku kyseliny za pouziti izoperibolického kalorimetru s cilem urcit

rozpoustéci entalpii Ay H dané latky [236].

Kombinaci rozpoustécich entalpii s dalSimi vhodné zvolenymi udaji byly urceny standardni
molarni sluCovaci entalpie A-H’. NiZe uvedené rovnice (2-45) az (2-54) posléze vedou
ke stanoveni AfH° fluorapatitu definované reakci (2-55). Tyto reakce mohou byt obecné
uskutecnitelné, neuskutecnitelné nebo pouze hypotetické. Méefeni tepla pifi rozpousténi
komponent ve stejném rozpousStédle umoziuje zjistit entalpii reakce a tak odvodit entalpii
tvorby produktu. Tento zptisob je uziteény, zvlaste¢ kdyz hodnota rozpoustéci entalpie zavisi
na koncentraci vysledného roztoku, kdy dochéazi ke vzajemnému ovliviiovani iontl v kone¢né
smeési.
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10 Ca(NO3), + 6 H3PO4 + 2 HF — Cayo(POu)sF> (5) + 20 HNO;  (2-45)
20 [HNO3 v 35,35 H,0] — 10 Hy + 10 N, + 30 O, + 707 H,0  (2-46)
10[Ca(NO3) v 4H,0] + (sIn) — 10 {Ca(NO3), + 4 H,0} (sln)  (2-47)

10 Ca + 10 N + 50 O+ 40 H, — 10 Ca(NO3), V4H,0 (s)  (2-48)

6 [HsPO4 v 0,756 H,0] + (sIn) — {6 H3PO4 + 4,536 H,0} (sIn)  (2-49)
9H, + 6P +120,+ 4,536 H;0 — 6 [HsPO, v 0,756 H,0]  (2-50)

2 [HF v 1,708 H,0] + (sIn) — 2 {HF v 1,708 H,0} (sIn) (2-51)

Hp + Fp + 3,416 H,0 — 2 [HF v 1,708 H,0] (2-52)
47,952{H,0} (sIn) — 47,952 H,0 + (sIn) (2-53)
40 H,O — 40 H, + 20 O, (2-54)

10 Ca(s)+ 6 P (s) + 12 O, (9)+ F2(g) — Caio(POa4)eF2 (S) (2-55)

Reakce (2-45) znazornuje proces opacny k rozpousténi apatitu v 46 hm% kyselin¢ dusi¢né.
Reakce (2-46), (2-48), (2-50), (2-52), (2-54) jsou dil¢i reakce jednotlivych produktd, ptipadné
meziprodukti v reakénim schématu obdrzenych z,Handbook of Chemistry and Physic
2006/2007 “ [237]. Reakce (2-47), (2-49), (2-51) a (2-53) jsou dopliujici reakce potiebné
K uzavieni stechiometrie celého reak¢niho schématu. Jedna se o tepelné odezvy spojené
S rozpousténim, piipadné fedénim ve zvoleném rozpoustédle (znaceno ,,sln‘). Konecna
reakce (2-55) pak znéazoriiuje reakci vzniku FA z elementarnich prvkd. Vysledné AfH° pro

studované AP jsou shrnuty v Tab. 22.

Tab. 22: Standardni slucovaci entalpie vybranych AP pri 25 °C
ArH®I kJ.mol™

Mio(PO)sYz Y=F Y = OH Y=Cl
Cayo(PO.)sY2 -13548 ~13 305 ~13179
Srio(PO4)eY2 -13 604 ~13 373 -13233
Bao(POy)sY> -13564 ~13 309 ~13 246
Cdyo(POs)sY- ~-8795 -8 648 ~8 463
Pb1o(PO4)6Y2 -8 261 -8 261 —-8204

Ze studii vyplyva, ze FA je stabilngjsi nezZ AP obsahujici OH', ktery je stabilnéj$i nez chlora-
patit (CIA). To vysvétluje experimentalni zkuSenost, Zze pokud je v reakéni smési pfitomny
fluorit, je srazeni FA upfednostinovano. CIA lze (s vyjimkou olovnatého apatitu) ptipravit
pouze reakci z pevné faze, protoze mokrou cestou se prednostné srazi HA. Pro fadu vzorkii na
bazi M1p(PO4)s(OH), (viz Tab. 22) jsou vice stabilni apatity s kovem alkalickych zemin, nez
v piipadé Cdip(PO4)s(OH), ¢i Pbio(PO4)s(OH),. Dalsi kalorimetricka studie [63] urcila
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AfH® (HA) na hodnotu ~13 399 kl.mol™ a A;H° (ClA) = ~13 231 kJ.mol™* prosttednictvim

rozpoustécich reakci dané apatitické komponenty v roztoku HCI nebo HNO;. Tyto hodnoty
se od udaju v Tab. 22 1isi o cca 0,7 % u HA, ptipadné 0 0,3 % u CIA [236].

Kalorimetrickymi studiemi CaP se dale zabyvali autofi Jacques [238], Craig [239] a dalsi
[240-242]. Ze studie [239] vyplyva, ze na hodnotu AfH° mé vliv stechiometricky pomér
Ca:P, kvalita pouzitych komponent a stupenn krystalinity. VysSsi stupenn krystalinity vede
k ristu hodnoty rozpouStéci entalpie AgioH® V disledku zapornéjSich hodnot AqH®.
Kalorimetricky byly studovany i biologické zdroje HA [238]. Vzorky byly ziskany z kotent
lidskych zubt, které byly Zihany pro odstranéni organického podilu pii T ~ 1200 °C. Kalci-
nace biologickych vzorkil ale Casto vedou na smési HA, B-TCP, CaO a byvaji pfitomny
i nedistoty, jako napf. sloudeniny Mg?* & Na*. Autofi se v této studii nepokusili ne¢istoty
odstranit a urcené hodnoty entalpii jsou zatiZzeny jistou neptesnosti. Byla pozorovéana
rozdilnost mezi stechiometrickym a nestechiometrickym HA, kde deficitni HA mél hodnotu
AfH® 0 770 kJ.mol™ nizsi nezli stechiometricky [242]. Tento fakt je v souladu s niZi stabi-
litou deficitniho HA. V nasledujici Tab. 23 jsou uvedeny standardni molarni slucovaci tepla

HA publikovana riznymi autory.

Tab. 23: Publikované hodnoty standardni slucovaci entalpie HA

Sin* ArH® [ k).mol™ Ref.
HCI:18,90H,0 13557 + 71 [243]
HNO;:13,99H,0 -13509 + 9 [233]
HNO,:7,79H,0 13484 + 13 [239]
HCI:19,29H,0 13453 + 27 [243]
HCI:553,41H,0 -13430 + 81 [63]
HCI:553,41H,0 _13415 + 80  [239]
HNO:35,35H,0 13398 + 11 [63]
HNO;:35,35H,0 -13360 + 10 [244]
HyPO,:NH,0 13351 + 5 [245]

* rozpoustedlo pouzité v reakénim schématu

Standardnimi molarnimi rozpoustécimi entalpiemi A ;s H® pii riznych teplotach predupravy
ACP se zabyvala studie [205]. Hodnoty rozpoustéci entalpie byly znaéné proménlivé
Vv zavislosti na charakteru a obsahu vody v ACP. Ziskané vysledky pro vzorky ACP ptedupra-

vené v teplotnim intervalu 100 — 1450 °C jsou graficky zpracovany na Obr. 19.
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Obr. 19 : Entalpie rozpousténi tepelné predupraveného ACP pri 25 °C v 9 % HNO;

Hodnota Ay H® se znaéné snizuje se zvysujici se teplotou piedehiati v oblasti 25 — 300 °C.
Pro vzorky zahtivané od 300 do 700 °C se rozpoustéci entalpie znovu zvysuje. Pii 500 °C,
kde je vzorek stale jeSté¢ v amorfni podobé, dochazi k opétovnému poklesu zplsobenému
pravdépodobné snizenim jeho specifického povrchu. Nad 500 °C se vzorek transformuje na
TCP. ACP tranzitné piechazi na B-TCP pii 900 °C a pfi rozpousténi vykazuje nejmensi

exotermni efekt charakterizovany Ay H® = —408,1 £ 2,6 kJ.mol™. Tato hodnota se lii

[246]. Rozpoustéci entalpie amorfni faze zahtaté na teplotu 300 °C dava naopak nejvyssi
exotermni odezvu a tento ACP tak mize byt povaZovan za nejmén¢ stabilni fazi. B-TCP ma
vys$si rozpoustéci entalpii nez a-TCP, ackoli Ay;,sH® zavisi na podminkéch tvorby. Standardni
rozpoustéci entalpie Ay cHC Cistého a-TCP (vzorek ACP zahtaty na 1450 °C) ma hodnotu
~536,3 + 1,5 kJ.mol™ a je niz8i nez u vzorku ACP po kalcinaci pti 800 °C, kdy rovnéZ vznikl
a-TCP a rozpoustéci entalpie méla hodnotu —512,0 + 1,8 kJ.mol™. Tento rozdil je v&tsi nez
experimentalni chyba a nemiiZze tak byt pfisuzovan piitomnosti malého mnozstvi B-TCP
ve vzniklém produktu. o-TCP vznikajici pfi nizsi teploté je stabilngj$i nez faze tvofena
za vySSich teplot. Tento fakt je pfisuzovan skutecnosti, Ze vysokoteplotni faze obsahuje vice
vakanci neZ faze vznikla pii nizSich teplotach [247]. Vysoka teplota méla také za nasledek
zménu specifického povrchu vzorku ACP, ktery ziistal konstantni do 400 °C a pak se ostie
snizil pro vzorky zahtivané nad 500 °C. Specificky povrch nakonec dosdhl velmi malych
hodnot — fadove se jedna o pokles ze 70 na jednotky m2.g™[248]. Rozpousteci entalpie ACP je

mnohem niz§i neZ entalpie jeho krystalickych modifikaci a nez HA, jehoz AyiscH® ma
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hodnotu —362,7 + 1,8 kJ.mol™ [249]. Nizka Ay;ssH® a vysoka specificky povrch amorfni faze

vysvétluji jeji snadny prechod na apatit ve vodném prostiedi.

Pomoci mikrokalorimetru byl studovan vliv miry hydratace ACP na jeho transformaci na kry-
stalickou formu TCP [64]. Analyza odhalila dva zietelné exotermni efekty, viz Obr. 20.
Nejdiive doslo k velmi rychlému, relativné slabému efektu nélezejicimu smacecimu procesu
(efekt 1). Druha tepelna odezva byla naproti tomu pozvolna, se silnym tepelnym efektem a je
pfifazena vnitini rehydrataci a krystalizaci ACP faze (efekt 2). K rehydrataci dochazi pred
samotnou konverzi na apatit. Ve vodném prosttedi probihaji riizné hydrolytické procesy

Vv zévislosti na ptipravé vzorku.
_ efekt 1

EXO m _

amorfni krystalicka

Obr. 20: Mikrokalorimetricky zaznam hydrolyzy Caz(PO,),.1,2 H,0 pri 25 °C
efekt 1 — smdceni, efekt 2 — rehydratace, krystalizace

V Tab. 24 jsou uvedeny vysledky mikrokalorimetrickych méfeni standardnich smacecich
entalpii A, H° (efekt 1) a standardnich transformacnich entalpii A, H® (efekt 2) tfi rozdilng
ptipravenych vzorkit ACP, které obsahovaly proménlivé mnozstvi vody. V prvnim piipadé
3,5 H,0 (16,5 hm% H,0) — vzorek A, dale 1,2 H,O (6,3 hm% H,0) — vzorek B a nakonec
vzorek C s 3,7 hm% H,0 (0,6 H,0).

Tab. 24: Standardni entalpie hydrolytickych procesii CaP pri 25 °C [64]

ACP Tepelna tprava Efekt 1 Efekt 2 Celkovy efekt
ACP AL HOI)g" t/min A,H°/Jg' t/h SAH/ ).t t/h
A 72 h pii —18°C -11,3 39 -74,0 6,5 -85,3 12,5
B 2 h pii 200 °C -11,6 54 -181,4 17,5 -193,0 22
C 2 h pii 400 °C -11,6 56 -193,6 30 —205,2 32
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Rychlost konverze amorfni faze na apatit je znacné zavisla na mife hydratace a zvySuje se
S nartistem teploty predupravy. Snizeni obsahu vody ve struktuie ACP tedy zrychluje trans-
formacni proces konverze na ¢astecné krystalickou, nestechiometrickou apatitickou fazi, ktera
je prekurzorem HA. Smés neobsahovala zadné stopy ptitomnosti TCP ¢i OCP, jejichz pfi-

tomnost pii transformaci ACP ve vodnych prostiedich bylo mozné ocekévat.

Entalpie transformace ACP byla studovdna rovnéz pomoci DSC techniky [207]. B&éhem
ohfevu dochazelo k exotermnimu efektu s pocatecni teplotou cca 680 °C, maxima na DSC
kiivce bylo dosazeno kolem 710 °C. Termicka krystalizace poskytuje nezbytnou energii pro
rust krystald na tkor tvorby metastabilnich fazi. Z vysledktt DSC byla urcena entalpie trans-
formace ACP A,-H na sm& HA, CCP a CaO o hodnoté —20,9 kJ.mol™. Ve studii [250]
dosahovala A, H vysledné hodnoty —43,0 kJ.mol™. Transformaéni entalpie ACP byly uréeny
i pomoci metody DTA [205]. Vzorky ACP zde byly pfed analyzou vystaveny rdznym
teplotam, stanovené hodnoty A.-H jsou uvedeny v Tab. 25. Vyrazné rozdily mezi hodnotami
A-H V literatufe [205,207,205] lze pricist odliSnym metodam a podminkdm piipravy ACP.
Ve studiich [207,250] byl vyzkum zaméfen na studii amorfni faze pouzivané pro plazmové
naprasovani a vzorek ACP obsahoval jistda mnozstvi HA (7, resp. 14 hm% HA). Po DSC
analyze obsahovala vysledna smés TTCP, HA a CaO.

Tab. 25: Entalpie transformace ACP na krystalickou fazi

Tepelna Giprava ACP A,,.H/ kJ.mol™**

72 h pii —18 °C 76,3
2 h pii 200 °C 757
2 h pii 400 °C ~71,9
2 h pii 500 °C 91,4

* hodnoty vztazeny na Cag(POg)e,

Ve vzorku ACP po termické analyze byla metodou XRD zaznamenana pfitomnost jediné faze,
a to HA ve vSech pfipadech jejich tepelné predupravy [205]. Hodnoty A;-H uvedené v Tab. 25
jsou podobné pro lyofilizované ACP a vzorky ACP, které byly temperovany pti 200 a 400 °C,
na rozdil od vzorku zahtivaného pii 500 °C, kdy se hodnota A..H od ptedchazejicich udaja
vyrazné lisi. Tento fakt miize potvrzovat teorii o dvou modifikacich ACP, které se odliSuji
riznym atomarnim uspofddanim a specifickym povrchem [205], navic s rostouci teplotou

predupravy vzorku ACP klesal obsah vody ve vzorcich, jak uvedla studie [64].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pristroje a zafrizeni

Atomovy absorpcni spektrometr GBC 906 AA (GBC, Australie)

Mikrovinna pec ETHOS 900 (Milestone)

Reakéni izoperibolicky kalorimetr (Univerzita Pardubice, CR)

Ramanuv spektrometr BRUKER IFS 55 IR spektrofotometr s FRA 106 (Bruker AXE, USA)
Rentgenovy difraktometr D8 Advance (Bruker AXE, USA)

Rentgenovy difraktometr X 'PertPRO MPD (PANalytical, Nizozemi)

Rezacka ,,Buehler Low Speed Saw* (Buehler LTD, USA)

Skenovaci elektronovy mikroskop JEOL JSM-5500LV s EDX (IXRF Systems, JAP/USA)
Spektrometr SPECTROCIROS®P (Analytical Instruments GmbH, Némecko)

Termicka analyza SETSYS EVOLUTION s QMS 403-4 (Setaram/Balzars, Francie)

Skenovaci elektronovy mikroskop s EDX
Mgéfeni provedl Ing. Milan Vigek, CSc. — Spole&na laboratof chemie pevnych latek Ustavu

makromolekularni chemie AV CR v.v.i. a Univerzity Pardubice (UPa)

Ramaniiv spektrometr

Me¢teni provedl prof. Ing. Miroslav Vicek, CSc. — Katedra obecné a anorganické chemie, UPa.

Difraktometr X PertPRO MPD
Mgéfeni provedl Dr. RNDr. Petr Bezdic¢ka — Ustav anorganické chemie AV CR v.v.i.

Difraktometr D8 Advance
Meéieni provedl doc. Ing. Ludvik Benes§, CSc. — Spole¢na laboratof chemie pevnych latek

Ustavu makromolekularni chemie AV CR v.v.i. a UPa.
Termicka analyza TG-DTA/IQMS

Mgéfeni provedly Ing. Eva Ve&ernikova a Mgr. Monika Maiikova — Ustav anorganické chemie

AV CR v.v.i.
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3.2 Pouzité chemikalie

Amoniak (aq) — NH3, 25%, p.a., Lach-ner Neratovice

Citronan sodny (s) — CgHs07Na3.2H,0, p.a., Lachema Brno
Dihydrogenfosfore¢nan amonny (s) — (NH4)H2PO4, 99,9%, Sigma Aldrich Steinheim
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (s) — KH,POy, p.a., Penta Chrudim
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (s) — NaH,PO,4.2H,0, p.a., Lachema Brno
Dusi¢nan vapenaty (S) — Ca(NOs),.4H,0, p.a., Penta Chrudim
Fosfore¢nan sodny (s) — NazPOg, 98,5%, Lachema Brno
Hydrogenfosfore¢nan amonny (S) — (NH4),HPO4, 98%, Fluka Analytical
Hydrogenfosfore¢nan sodny (s) — Na;HPO,4.12H,0, 99%, Penta Chrudim
Hydroxid draselny (s) — KOH, p.a., Lach-ner Neratovice

Hydroxid sodny (s) — NaOH, 98%, Lach-ner Neratovice

Hydroxid vapenaty (s) — Ca(OH),, 96%, Sigma Aldrich Steinheim
Hydroxyapatit (S) — Caio(PO4)s(OH)2, 99,999%, Sigma Aldrich Steinheim
Chlorid amonny (s) — NH4CI, p.a., Lachema Brno

Chlorid draselny (s) — KCI, 99,999%, Sigma Aldrich Steinheim

Chlorid sodny (s) — NaCl, p.a., Penta Chrudim

Chlorid vapenaty (s) — CaCl,.6H,0, cisty, Lach-ner Neratovice

Kyselina dusi¢na (aq) — HNOs, 65%, HPLC cistota, Merck

Kyselina fosfore¢na (aq) — H3PO,4, 85%, p.a., Lachema Brno

Kyselina chlorovodikova (aq) — HCI, 35%, Lach-ner Neratovice

Peroxid vodiku (aqg) — H,0,, 30%, Penta Chrudim

Siran hotec¢naty (S) — MgS0O,4.7H,0, p.a., Lachema Brno

Siran sodny (S) — Na;SOy, p.a., Lachema Brno

Standardni roztoky Ca?*, Na*, K*, Mg®* (ag) — 1000 ppm v 0,5 M HNO3, Merck
Tetramethylammonium chlorid (s) — (CH3)4NCI, 98%, Fluka Analytical

Biologické vzorky

Vzorky lidskych ledvinovych kamenti (KS1 — KS6) — Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Vzorky lidskych zubti (HT1 — HT3) — Soukroma stomatologicka ordinace, Ceska Lipa
Vzorek hovézi stehenni kosti (BTB)
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3.3 Pracovni postupy
3.3.1 Syntéza amorfniho fosfore¢nanu vapenatého
Amorfni fosfore¢nan vapenaty (ACP, Ca3(PO,), (am)) byl pfipraven nasledujici reakci [251]:

3CaCl,(aq) + 2KH,P0,(aq) + 4KOH(aq) ol Caz(P0O,),(am) + 6KCl (aq) (3-1)

—4H,

Roztok chloridu vapenatého (44,11 g CaCl,.6H,O v 300 cm? destilované vody) byl smichan
s roztokem dihydrogenfosforecnanu draselného (27,22 g KH,PO, v 200 cm® destilované
vody), ktery obsahoval 22,44 ¢ KOH. Smés byla 2 min michéna a poté zfiltrovana na Biichne-
rové nalevce, promyta destilovanou vodou a etanolem. Gelovity produkt byl vzdy ptipravovan

tésné pred experimentem a susen pii 40 °C.

3.3.2 Syntéza krystalického fosfore¢nanu vapenatého

Krystalicky fosfore¢nan vapenaty (B-TCP, Caz(POy),) byl syntetizovan z roztoku dusi¢nanu
véapenatého (46,3 g Ca(NOs),.4H,0 v 550 cm® destilované H,0) a hydrogenfosfore¢nanu
amonného (27,2 g (NH4),HPO,4 v 1300 cm® H,0). Druhy roztok byl upraven roztokem NHs
na pH 10. Reakéni smés byla promichdvana po dobu 2 min (400 ot.min™). Vznikl4 sraZenina
byla filtrovana, promyta roztokem NHj (5 cm® koncentrovaného roztoku NHz na 1 dm®
destilované H,0), destilovanou vodou a susena pii 80 °C. Vysledny produkt byl 24 h kalcino-
van pii teploté 900 °C [252].

3.3.3 Syntéza hydroxyapatitu
Synteticky hydroxyapatit (SHA, Caj0(PO4)s(OH),) byl pfipraven pomalym ptikapavanim (3,5
ml.min™) roztoku hydroxidu vapenatého (1,85 g Ca(OH), ve 250 cm® destilované vody) k roz-
toku kyseliny fosforecné (1 ml 85%-ni H3PO,4 v 250 cm?® destilované vody) podle nésledujici
reakce [144]

10Ca(OH),(aq) + 6H3P0,(aq) < Ca,o(PO,)s(0OH),(s) + 18H,0(1). (3-2)

Smés byla udrzovéana po dobu 1 h na reakéni teploté¢ 80°C a michana rychlosti 400 ot.min™,

Vznikly produkt byl ponechan po dobu 24 hodin v mate¢nim roztoku, pak zfiltrovéan a ttikrat
promyt destilovanou vodou na Biichnerové ndlevce. Nasledovalo suSeni pfipraveného

produktu pii 95 °C.
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3.3.4 Preparace biologickych vzorki
Pro porovnani vlastnosti syntetickych a biologickych vzorkli fosfore¢nanti vapenatych byly
analyzovany tkan¢ obsahujici vyznamny podil HA v podobé ledvinovych kamenti (vzorky

oznaceny KS1 — KS6), zubi (HT1 — HT3) a kosti (BTB).

3.3.4.1 Biologicky hydroxyapatit

Jako zdroj pfirodniho HA byla zvolena stiedni ¢ast hovézi stehenni kosti, zn. BTB (Obr. 21).
Kost byla dikladné ocisténa od zivocisnych tkéani, vyvarena ve vod¢ a docisténa v ultrazvu-
kové lazni. Pti¢ny fez vzorku byl zhotoven pomoci fezacky opatiené diamantovym kotoucem
s moznosti nastaveni otatek v rozsahu 1 — 300 ot.min™. Vzorek byl poté brousen smési
korund — etanol. Po analyze povrchu pii¢ného fezu pomoci SEM-EDX byl vzorek homogeni-
zovan ve vibraénim mlyné (2 min) a prasek analyzovan XRD, RS a TG-DTA/MS. Vzorek BTB
pro prvkovou analyzu pomoci ICP-OES, studii rozpustnosti a kalorimetricka méfeni byl
upraven kalcinovanim po dobu 1 h pii 800 °C pro odstranéni pfitomné organické matrice.
Po ochlazeni vzorku v exsikatoru byl vzorek promyt na Biichnerové nalevce ziedénou HCI a
nékolikrat destilovanou vodou pro odstranéni podilu CaO, ptipadn¢ Ca(OH),. Takto ziskany
biologicky hydroxyapatit (bHA) byl 3 krat promyt etanolem a suSen pti 100 °C.

Obr. 21: Vzorek kosti

3.3.4.2 Zubni tkan
Vzorky lidskych zubii byly ziskdny od dobrovolnych déarct z Libereckého kraje. Po extrakci
byly vzorky omyty lékaiskym lihem a uchovany ve formaldehydu. Pro charakterizaci byly
vybrany tii vzorky zubd: HT1 — fezak, HT2 — tfenovy zub a HT3 — stolicka (viz Obr. 22).
Po zhotoveni pfi¢nych fezi byly vzorky brouseny smési korund — etanol, omyty destilovanou
vodou a po osuSeni uchovany v mikrozkumavce. Po analyze SEM-EDX byly zuby rozemlety
ve vibracnim mlynu a prasek byl charakterizovan XRD, RS a termickou analyzou. Stejné¢ jako

vzorek biologického HA (bHA) byl pfipraven i vzorek zubniho HA (tHA).
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Obr. 22: Vzorky zubni tkané

3.3.4.3 Ledvinové kameny
6 vzorkl lidskych ledvinovych kamentl (KS1 — KS6) bylo ziskdno od Fakultni nemocnice
Hradec Kralové (popis vzhledu a hmotnosti viz Tab. 26). Vzorky KS byly o¢istény etanolem
od necistot, omyty destilovanou vodou, suseny pfi laboratorni teploté a uchovany v mrazicim

boxu pro zabranéni ptipadné bakteridlni kultivaci.

Tab. 26: Studované vzorky ledvinovych kamenii

Vzorek m/mg Vzhled
KS1 12,3 Hnédy s ¢irymi krystalky, nerovnomérny povrch
KS2 21,0 Bézovy, nerovnomérny povrch
KS3 13,6 Cervenohn&dy, nerovnomérny povrch
KS4 157,6 Sedy s bilymi kole¢ky, hladky povrch
KS5 231,5 Hnédy s ¢irymi krystalky, rovnomérny povrch
KS6 407,0 Hnédocerveny, nerovnomérny povrch

Vzorky KS byly roziiznuty, omyty destilovanou vodou a osuSeny teplym vzduchem. Vzhle-
dem ke kiehkosti vzorkli nebyly jejich pfi¢né fezy brouseny a byly podrobeny prvkové
analyze na pfistroji SEM-EDX. Zbyvajici ¢ast vzorku byla rozemleta v achiatové misce na

jemny prasek a analyzovdna pomoci XRD, RS a termické analyzy.
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3.4 Strukturni a prvkova analyza fosfore¢nanii vapenatych

Biologické vzorky ziskané pro tuto studii byly nejprve podrobeny prvkové analyze pticného
fezu na skenovacim elektronovém mikroskopu s energiové disperznim mikroanalyzatorem
(SEM-EDX). Povrchova charakterizace SEM-EDX byla provadéna ve vysokém vakuu bez
nutnosti pokoveni. Poté byly pficné fezy vzorka rozemlety na jemny praSek a podrobeny kva-
litativni analyze pomoci RS. Spektrofotometr umozioval méfit Ramanova spektra v oblasti
50 — 3500 cm™ pro Stokesovy linie a 110 — 2000 cm™ pro Anti-Stokesovy linie. Analyzator
vyuzival laser Nd:YAG s vlnovou délkou 1,06 mm s nastavenym vykonem 300 mW. Pro
kazdy vzorek bylo pouzito 200 skeni spektra. K vyhodnoceni Ramanova spektra byl pouzit
program OMNIC 7.3 (Netzsch, Némecko). Krystalinita a fazové slozeni praskovych vzorku
byly zkoumény pomoci rentgenového difraktometru (XRD) na pfistroji X PertPRO MPD.
Pomoci rentgenové mikrodifrakce (x~-XRD) byly zkoumany tii pevné vzorky ledvinovych
kament (KS4 — KS6) a vzorek piiéného fezu zubu (HT1).

Termicka a mikrogravimetricka studie biologickych vzorka byla uskute¢néna na pfistroji pro
simultanni analyzu TG-DTA, ktery byl pfipojen k hmotnostnimu spektrometru pro analyzu
uvolnénych plynl. Biologické vzorky po termické analyze byly opét analyzovany pomoci
XRD techniky pro stanoveni pfitomnych fazi v kalcinovanych vzorcich pro bliZ§i pochopeni
transformacnich procest. Syntetické vzorky (ACP, TCP a sHA) byly analyzovany pomoci
XRD (D8 Advance), RS a TG-DTA. Pro srovnani a uplnost udaji byl analyzovan také
komer¢ni HA (cHA, 99,999% HA) od firmy Sigma Aldrich Steinheim.

Metodou ICP-OES byly stanoveny obsahy prvki Ca?*, Na*, K*, Mg®* a P>* v synteticky pfi-
pravenych vzorcich ACP, TCP, cHA a sHA. Prvkova analyza byla provedena i1 u biologic-
kého hydroxyapatitu bHA, tHA v podobé kalcinovanych vzorkh BTB a HT. Analyzované
vzorky byly k ICP analyze pfipraveny nasledujicim zptusobem: do teflonovych kelimkt bylo
navazeno asi 0,5 g vzorku s pfesnosti 0,001 g a pfidala se rozkladna smés (6 cm® konc. HNO3
s 1cm? H,0;). Vzorky byly dale vhodné nafedény za ptidavku 0,5 M kyseliny HNO;3; a
cesiového pufru. Pro kazdou sérii méfeni byl paralelné proveden slepy pokus. Ke kalibraci
byly pouzity standardy o koncentraci 1000 ppm v 0,5 M HNOg3, Vv pripadé¢ fosforu byl
standardni roztok piipraven z (NH4)H,POy4 rozpusténim v 0,5 M HNO3. Kalibraéni roztoky
byly pfipraveny vhodnym fedénim zakladnich standardnich roztokd, za ptidavku 0,5 M HNO3
a cesiového pufru, obdobné jako byly upraveny samotné vzorky. Intervaly kalibracnich fad a

ptislusné vinové délky pro stanoveni jednotlivych prvku jsou uvedeny v Tab. 27. Dale byly
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provedeny odhady obsaht H,O ve vzorcich ACP, B-TCP, cHA, sHA a ve vzorcich BTB a HT

prostfednictvim TG analyzy v teplotnim intervalu 30 — 200 °C.

Tab. 27: Vinové délky a kalibracni standardy pro mereni na pristroji ICP-OES

Prvek Standard Interval kalibra¢ni fady/ppm Alnm
Ca Ca(NO3), v 0,5 M HNO; 0-10 393,37
Na NaNO;z v 0,5 M HNO; 0-85 589,59
K KNO;z v 0,5 M HNO; 0-75 766,49
Mg Mg(NO3z), v 0,5 M HNO3 0-25 279,55
P (NH,)H,PO, v 0,5 M HNO; 0-10 177,49

3.5 Stanoveni rozpustnosti fosfore¢nani vapenatych

Rozpoustéci experimenty byly provadény V dvousténné nddobé, kterd byla temperovéana
pomoci kryostatu (s pfesnosti = 0,5 °C) a opatfena magnetickym michadlem s mozZnosti
nastaveni otatek v rozsahu 100 — 1200 ot.min™. Zména koncentrace Ca®* iontd v roztoku byla
sledovana potenciometricky pomoci vapnikové iontové selektivni elektrody (ISE). Po ustaleni
rovnovahy byl injekéni stiikackou s filtrem Millipore (velikost port 0,22 um) odebran vzorek
roztoku pro AAS analyzu. Pro kazdou teplotu bylo realizovano 5 rozpoustécich experimentt
s ACP, B-TCP, cHA, sHA a u biologickych vzorkiti bHA a tHA. Rozpustnost CaP vzorkt byla
sledovana pfti teplotdch 25 °C v demineralizované vod¢ a pti 25, 37 a 45 v roztoku NaCl
o iontové sile 0,3 mol.dm™. ISE elektroda byla navic opatiena sitkou, kterd zabranovala vnik-

nuti tuhych ¢astic do vnitinich prostor elektrody.

Pro kalibraci AAS a ISE elektrody byla pouzita kalibra¢ni fada roztokd ptfipravenych ze
zasobniho roztoku Ca(NOj3),.4H,0 ziedénim ptislusnym objemem demineralizované vody.
V ptipad€ stanoveni rozpustnosti v roztoku NaCl byla kalibra¢ni fada upravena ptidavkem
zasobniho roztoku NaCl na hodnotu | = 0,3 mol.dm™ pro minimalizaci matri¢niho efektu.
Béhem AAS meéfeni vzorkl byla pouzita atomizace plamenem vzduch — acetylen, pritok

oxidantu 10 dm®min™, pritok paliva 2 dm*.min™ a vinova délka 422,7 nm.

3.6 Charakterizace studovanych fosfore¢nanii termochemickymi metodami

3.6.1 Termicka analyza

Syntetické a biologické vzorky byly analyzovany na zafizeni Setsys Evolution 1750 v oblasti
30 — 1280 °C s rychlosti ohievu 5 °C.min™". Termick4 analyza (TG-DTA) studovanych vzorkii
byla doplnéna kvadrupdlovym spektrometrem pro analyzu plynnych produkti uvolnénych
béhem ohfevu vzorku (MS). Méfeni probihalo v dynamické atmosféte argonu (99,995 %)
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o prittoku 30 ml.min™. Tato pfistrojovéa technika dovoluje charakterizovat latky s velmi malou
hmotnosti v rozmezi od jednotek mg az po 35 g s citlivosti 0,03 xg. Vzorky o hmotnosti cca
10 mg byly navazeny do korundového kelimku o objemu 100 pms. Jako referencni vzorek byl
pouzit a—Al,O3 (Merck) o stejné hmotnosti jako mél vzorek. Hmotnostni spektrometr
pracoval v rezimu MID (multiplan ion detection) pro zvolené hmotnosti. Volba plynnych

fragmentl souvisela se slozenim zkoumaného vzorku, které bylo stanovené metodou XRD.

3.6.2 Kalorimetricka studie
3.6.2.1 Izoperibolicky reakéni kalorimetr

Ke stanoveni reak¢nich tepel byl pouzit zdvojeny izoperibolicky reakéni kalorimetr vyvinuty
na Katedfe anorganické technologie Univerzity Pardubice [254, 255]. Kalorimetr se sklada
z Casti reakeni (termostatovana nadoba, reakéni a srovnavaci cela s piislusenstvim) a z Casti
mefici, obsahujici Wheatstonetiv mistek, zapisovac a pocitac s digitalni voltmetrovou kartou
PCL-860 (Advantech Co., USA). Kalorimetr byl umistén v temperované skfini, kde byla tep-
lota udrzovana s piesnosti + 0,5 °C. Vnitiek byl vybaven vyplni s dvéma dutinami pro
zasunuti dvou plastovych nadobek o objemu 200 cm® a hmotnosti 7,5 g. Kelimky slouzily
jako reak¢ni a srovnavaci nadobka. Viko bylo vyrobeno z teflonu s vertikdlné posuvnym

uchytem a opatieno parem injekénich stiikacek, parem michadel a termistori (viz Obr. 23).

-
- . : ==
a2 Ail'r_-ﬁj:(; EE__E-E__ - 1 kalorimetrickd nadob
i ! 1 I alorimetrick4 nadoba
";:.r'_r-"'?"-lr;}!, _ék_;:ﬂ"%ﬁ 2 viko nadoby
8 o 4 :']_h ] ,' 3 plastikove kelimky
B ! 4 injekeni stifkacky
E:{‘: : ! 5 michadla
! : ! 6 motorky
b I 7 pistovy mechanismus
__ _:“_7.:_"______::3 i b 8 tepelné izolaéni hmota
i
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Obr. 23: Celni pohled na izoperibolicky kalorimetr

Roztok cinidla a referentni latky se vstfikoval plastovymi injekénimi stiikackami o objemu
max. 10 cm®. Stiikacky se spolecné vyprazdinovaly pomoci pistového mechanismu. Michéani
bylo zajisténo dvéma michadly, jejichZ otacky §lo regulovat (300 az 1500 ot.min™). Motorky

pohéancly michadla oddélené, coz mélo vyhodu v tom, Ze obsah obou nadobek bylo mozné
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michat riznou rychlosti a $lo tak ovliviiovat zavislost napéti-cas (AU-t) predreakéniho déje
pfi rizném prestupu tepla z obou nadobek. Jako teplotni ¢idla byly pouzity termistory NR 506
s odporem 90 KQ pfi 25 °C. Termistory v reakéni a srovnavaci nadobce byly pfipojeny k dife-
ren¢nimu mastku typu 31.00 firmy Knauer, SRN. Napétovy vystup mustku byl nacitan a
zapisovan do paméti pocitace pomoci voltmetrové karty s pouzitim programu Karata
(Univerzita Pardubice, CR). K odporovému mistku byl paralelnd pfipojen zapisovaé pro

kontrolni zapis teplotnich kiivek.

3.6.2.2 Vyhodnoceni dat
Zakladnim pfedpokladem spravného a reprodukovatelného méteni je fadné vyhodnoceni
vysky tepelného pulsu. Pro zpracovani namétenych dat byl pro tuto disertacni praci navrzen

vyhodnocovaci modul ISY programu OriTas 2011 RC.

Teorie vyhodnoceni kalibracnich dat
Pti elektrické kalibraci je vznikajici teplo pfimo imérné dob¢ priichodu proudu odporovym
téliskem a vysledny napétovy rozdil AU mezi pocatecnim a koneCnym stavem je urcen extra-
polaci smérnic pocatecni linie S; a konecné linie S do Casu t, ve kterém teplotni zména

odpovida 0,54U+. Vyhodnoceni je znazornéno na Obr. 24 [256].

AU

mW

AU

AU/

0.50AU;

t/s
Obr. 24: Vyhodnoceni elektrické kalibrace

Teorie vyhodnoceni dat chemické reakce
Pti chemické reakci vznikajici teplo neni linearni funkci ¢asu a zména teploty, resp. napéti
AU, kterda doprovazi chemickou reakci je urena extrapolaci smérnice pocatecni linie S; a
smérnice kone¢né linie Ssdo Casu t, ve kterém napét'ova zména odpovida 0,63 4Ur, jak je zna-

zornéno na Obr. 25 [256].
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Obr. 25: Vyhodnoceni typické reakcni krivky

Program OriTas 2011 RC
Pro tucely této prace byl navrzen modul vyhodnoceni redlnych nameétenych dat
Vv nadstavbovém modulu ISY programu OriTas 2011 RC. Samotny program OriTas, jako
hlavni soucast instala¢niho balicku Project OriTas, je uréen ptedev§im pro zpracovani a ana-
Iyzu dat ze zdznamu izoperibolického kalorimetru. Byl vytvofen pro numerické vyhodnoceni
napétovych kiivek, tj. pro extrapolaci smérnic zakladnich linii S; a St, odhad AUt a vypocet
vysledného korekéniho napéti AU, které bylo déle prepocitdvano na reakéni entalpii podle

vztahil uvedenych nize.

3.6.2.3 Kalibrace izoperibolického kalorimetru
Jelikoz vystupnim zaznamem izoperibolického kalorimetru je zavislost AU-t., bylo nutné pfi-
stroj pfed métenim kalibrovat a stanovit hodnotu piepocitavaciho koeficientu ¢ mezi teplem a
napétim. Diky tomu lze zavislost U = f (t) pfevést na zavislost Q = f (t). Pro zjisténi koefici-
entu & byla pouzita kalibrace odporovym téliskem. Do reakéni a srovnavaci nadobky bylo
napipetovano 100 cm®  destilované vody, nadobky byly vytemperovany v termostatu
na pozadovanou teplotu (25, 37 ¢i 45 °C) a poté byly umistény do kalorimetru. Po zapnuti
michadel a ustaveni rovnovaznych podminek bylo pomoci kalibraéniho téliska dodano urcité

mnozstvi tepla, které se vypocitalo ze vztahu

Q=U-I-t=R-I*-t, (3-3)
kde Q je teplo dodané kalibra¢nim téliskem, I elektricky proud prochazejici téliskem, R odpor
téliska a t je doba trvani tepelného efektu behem kalibrace. Pro kazdou teplotu bylo prove-
deno 5 méfeni. Kalibra¢ni konstanta 3 se pak ur¢i ze vztahu
9= Q/AU, (3-4)
kde AU predstavuje zménu vystupniho napéti odporového mustku urcené ze zaznamu kiivky

(viz kap. 3.6.2.2). Vzhledem k reakénim podminkam pouzivanym pii stanoveni molarni roz-
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poustéci entalpie AgissH'™" @ AgissH™ byly termistory opatieny ochrannym obalem proti agre-
sivnimu pusobeni HCl a pro zajisténi stejnych podminek tak bylo ucinéno i pfi kalibraci.
U izoperibolického kalorimetru byla ovéfena spravnost méteni pomoci standardni endotermni

reakce rozpousténi pevného KCI (99,999 %) v destilované vodeé [257].

3.6.2.4 Vlastni méieni a experimentalni podminky stanoveni A,.H
Entalpie rozpoustécich reakcei, ze kterych byly dle navrzeného schématu (kap. 4.4.2.2) vypo-
¢itdny hledané hodnoty krystalizac¢nich entalpii A¢iH studovanych CaP, byly stanoveny
pomoci zkalibrovaného reakéniho izoperibolického kalorimetru. Vzorky B-TCP, ACP,
Ca(OH),, KH2POy, a jednotlivych HA byly rozpoustény v 0,1 M HCI, KH,PO,4 navic v 0,1 M
roztoku tetramethylamonium chloridu, ktery plnil funkci disocia¢niho ¢inidla. Do reakéni a
srovnavaci nadobky kalorimetru bylo napipetovdno 100 cm® ptislusného rozpoustédla,
pficemz jeho iontova sila byla nastavena 3M roztokem NaCl tak, aby pfi zohlednéni obsahu
zkoumaného podilu CaP méla celkovou hodnotu 0,3 mol.dm™. Do reakéni patrony (upravené
plastové injekéni stiikacky) byla umisténa odpovidajici pevna faze v takovém mnozstvi, aby
byla splnéna konstantni latkovd mnoZzstvi v celém schématu. Jako referen¢ni systém byla
pouzita prazdnd patrona a obé byly zataveny parafinem, aby byl zamezen kontakt
s prostiedim pied vlastnim experimentem. Nadobky s rozpoustédlem byly temperovany
V termostatu na potfebnou teplotu a potom spolecné s patronami vlozeny do kalorimetru.
Termistory byly opatfeny ochrannym obalem proti agresivnimu piisobeni HCIl. Kazda
rozpoustéci reakce byla prométena Skrat. Pfi rozpousténi se pracovalo v pfebytku rozpou-
Stédla, aby bylo zaruceno zreagovani veskeré pevné faze. Po zapnuti michadel byl kalorimetr
uzavien, po ustaleni napétového signalu byl spustén nalitaci program, ktery zaznamenal
predreakéni linie (60 s) a poté byla do reakéniho roztoku vpravena tuha faze. Konec reakce se
projevil ustdlenim konstantni hodnoty AU na case. Tepelné efekty d&t byly urceny
Z ¢asovych prabéht napetovych kiivek AU-t, uvolnéné teplo dané reakce bylo pfimo umérné
rozpu$ténému mnoZstvi zvolené komponenty. Data byla vyhodnocena pomoci nadstavbového

modulu ISY programu OriTas 2011 RC.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Strukturni a mikrostrukturni charakterizace zkoumanych vzorki

Pti volbé chemickych a fyzikdlnich metod, které byly pro tuto praci vybrany k analyze a
charakterizaci zkoumanych vzorkii, se vychazelo ze soucCasnych moznosti a dostupnosti
pristrojové techniky. Pro strukturni posouzeni vybranych biologickych vzorka byly pouzity
skenovaci elektronovy mikroskop s rentgenovym energiové disperznim mikroanalyzatorem
(SEM-EDX) a rentgenova mikrodifrakce (1-XRD). Syntetické a biologické praskové vzorky
byly zkoumany za pouziti rentgendifrakéni analyzy (XRD), Ramanovy spektroskopie (RS) a

optické emisni spektroskopie s induk¢éné vazanym plazmatem (ICP-OES).

Ve vSech piipadech syntézné¢ ptipravenych CaP se jednalo o poZzadovany homogenni, jedno-
slozkovy systém CaP, tj. amorfni fosfore¢nan vépenaty (ACP), P—formu fosfore¢nanu
vapenatého (B—TCP) a hydroxyapatit (HA). Byly stanoveny molarni poméry Ca:P a zastou-
peni Na*, K" a Mg2+ iontli metodou ICP-OES. Molédrni poméry Ca:P ve vzorcich ACP a
B—TCP odpovidaly hodnotdm 1,45 a 1,47. Krystalinity B—TCP m¢ly primérnou hodnotu
d = 217 nm. Komer¢ni vzorek hydroxyapatitu (cHA) o molarnim poméru Ca:P = 1,65
obsahoval hexagonalni krystality o velikosti 71 nm. Pfipraveny sHA s molarnim pomérem

Ca:P = 1,61 se odlisoval od cHA mens§imi rozméry krystalitt (dsqa = 29 nm).

XRD analyza potvrdila pfitomnost HA ve studovanych lidskych ledvinovych kamenech (KS),
a to ve vzorcich KS3 a KS6. Po termické analyze vedené do teploty 1280 °C byla tato slozka
navic objevena i v KS4 a KS5. EDX analyza tento fakt v ptipadé KS3, KS4 a KS6 potvrdila.
Vsechny KS obsahovaly Stavelan vapenaty, at’ uz v podobé whewellitu (WHE, CaC,04.H,0)
¢i smési WHE s wedellitem (WED, CaC,04.2H,0). U vzorku stehenni hovézi kosti (BTB)
byl detekovan homogenni systém HA (dgrg = 13 nm), ktery byl zabudovan v poérovité matrici
kosti. Obdrzené vzorky lidskych zubii (HT) obsahovaly jedinou krystalickou slozku se dvéma

velikostné odlisSnymi fazemi HA1 a HA2 o dyai cca 36 nm a dyaz = 6 nm.

4.1.1 Syntetizované a komer¢ni vzorky fosfore¢nani vapenatych

Pro ucely této prace byly syntetizovany vzorky sHA, B-TCP a ACP, kter¢ jsou vyznamné pro
svij vyskyt v zivych organismech. Zplsoby syntézy byly voleny s ohledem na charakter
téchto mineralnich slozek organismu. Jejich vlastnosti byly shrnuty v Teoretické a literarni
Casti a jsou obsdhle popsany v mnoha literarnich zdrojich [70,120,131]. U syntéz zkoumanych

fosfore¢nant se ve vSech tiech ptipadech vychazelo z vodnych roztokd, v piipadé B-TCP byl
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produkt nasledné po nékolik hodin kalcinovan pti 800 °C. Vzorek ACP byl ptipraven rychlou

srazeci reakei z roztoki chloridu vépenatého, dihydrogenfosfore¢nanu draselného a hydroxidu

draselného [251], syntéza B-TCP byla realizovana kombinaci srazeci reakce a kalcinace [252],

HA byl syntetizovan z vodnych roztoki kyseliny fosfore¢né a hydroxidu vapenatého [144].

Pro srovnani vlastnosti biologického a synteticky piipraveného HA byl zakoupen komercni

HA (zn. cHA). Kvalita syntézné ptipravenych CaP byla potvrzena XRD a RS analyzou.

Zaznamy XRD spekter studovanych CaP jsou vyobrazeny na nasledujicim Obr. 26.

Intenzita / a.u.

20/°

50 60 70 80

Obr. 26: XRD zdaznamy syntetizovanych vzorkit CaP

U pftipravenych vzorkli byly metodou XRD uréeny miizkové parametry a primérné velikosti

krystalitd &, ziskané hodnoty jsou uvedeny v Tab. 28.

Tab. 28: Strukturni parametry syntetizovanych vzorkii CaP

Mrizkové parametry

Vzorek Faze Grupa  w/hm% d/nm
alA cl/A

ACP ACP - 100 ~ ~~ amorfni faze ~ ~ ~

TCP B-TCP R3cH 100 10,4180 37,3720 217

cHA HA P6s/m 100 94154  6,8809 71

sHA HA P63/m 100 9,4327 6,8703 29

Miizkové parametry analyzovanych CaP odpovidaji krystalickym modifikacim, jejichz

hodnoty byly publikovany v praci [25] a jsou taktéZz uvedeny v databazi JCPDS [121].
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Difraktogram ACP odpovida amorfnimu charakteru vzorku, zdznam neobsahuje zadné
difrak¢ni linie a SirSi pas s maximem 26 ~ 30° se shoduje se zaznamem ACP uvadénym

v publikaci [59].

Ramanova spektra ptipravenych CaP jsou uvedena na Obr. 27 a 28. Ze zaznamu jsou patrné
intenzivni linie symetrické vibrace P-O v PO,> v oblasti ~ 960 cm™ typické pro vzorky ACP,
sHA a cHA. V piipadé B-TCP se v oblasti kolem 970 cm™ nachazela superpozice dvou pikil.
RS analyza dale vyloucila pfitomnost jakychkoli dal§ich CaP fazi a potvrdila homogenni

charakter zkoumanych latek ve shod¢ s vysledky XRD.

0.01
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Obr. 27: Zaznam Ramanova spektra vzorkit ACP a -TCP
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Obr. 28: Zaznam Ramanova spektra vzorkit sHA a cHA

Hodnoty symetrickych (1s), asymetrickych (v4s) a deformacnich past (v4) CaP sloucenin jsou

uvedeny v Tab. 29, stanovené hodnoty odpovidaji idajim uvedenym v kap. 2.8.

Tab. 29: Charakteristické Ramanovy linie syntetizovanych fosforecnanii

Charakteristicka linie cHA sHA

Ves P-O VPO, %/ cm™ 1074 (w), 1045 (w) 1074 (w), 1043 (w)
vs P-O v PO,*/ cm™ 960 (vs) 959 (vs)

vg O-P-O v PO/ ecm™ 605 (w), 589 (w) 606 (w), 588 (w)
vy O-P-O VPO cm™ 429 (w) 428 (W)
Charakteristicka linie TCP ACP

vas P-OVHPO,” /cm™ 1085 (w), 1043 (w) 1037 (w)

vas P-O VPO / cm™ 967 (vs) 954 (vs)

vs P-OVHPO,/ /cm? 625 (w), 609 (w), 596 (w) 586 (W)

vs P-Ov PO, /cm™ 438 (md) 425 (w)

Vs, Vass VgV PO,Z /cm™ 1014 (md) -

vy HPO,# / cm™ 947 (vs) -

vy O-P-0 v HPO,” / cm™ 405 (md-b) -

VS - velmi intenzivni, w - slaby, md - stiedni, b — Siroky, sh - rameno
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Na Obr. 29 je uveden detail v; P-O v PO,> vzorku ACP ve srovnani s v, linii P-O skupiny
PO,> ve vzorku cHA. Pas ACP je charakteristicky posunut k niz§im hodnotam vinoctu v nez
je hodnota této linie pro dobie krystalicky HA. Tato skutecnost je v dobré shodé
s publikovanymi udaji, viz Obr. 29 [261].

1 ) I 1 |
Publikace [261] 1 g
_ b i
5 I
e o 0.01
£
5 |° ACP i
Er HA .
© 800 850 900 950 1000 1050 1100
ﬁ v/em?
N |
Q9
=
! | " ] " I " 1 "
900 920 940 960 980 1000

v/iem”

Obr. 29: Detail charakteristické v P-O v PO,> ve vzorcich ACP a cHA

4.1.2 Biologické vzorky
4.1.2.1 Vzorky tvrdych tkani

Jako zdroj biologického HA byla zvolena stehenni hovézi kost (BTB). Navic byly obdrZzeny
vzorky lidskych zubi (HT), které darovali pacienti soukromé stomatologické ordinace
z Ceské Lipy. Z vyétu zubti byly vybrany tii exemplaie, HT1 — fezék, HT2 — tienovy zub a
HT3 — stolicka. Tyto tii vzorky nepochazely od jediného pacienta a byly tedy u nich piedpo-
kladany rozdilnosti ve sloZeni a termickém chovani. Aspekty jako veék pacienttl, stravovaci a
hygienické ndvyky ¢i nemoci nebyly v této disertacni préci blize zkoumany. Strukturni ana-
lyza  praskového materidlu  tvrdych tkani byla provedena metodou XRD,
viz Obr. 30 a 31. VSechny zvolené vzorky obsahovaly v organické matrici jedinou mineralni
slozku prokazatelnou XRD technikou, a to HA s prostorovou grupou P6s/m. Jiné CaP faze

nebyly diagnostikovany.
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Obr. 30: Difraktogramy praskovych vzorki HT1 a HT?2
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Obr. 31: Difraktogramy praskovych vzorki HT3 a BTB

Pticny fez vzorku HT1 byl podroben 4-XRD analyze. Tato metoda odhalila dva typy struktury

HA o rizné krystalinité piitomné HA faze (Obr. 32). Okrajova ¢ast prifezu zubu obsahovala
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1épe vyvinuté krystality HA (HA1, d = 34 nm) nez HA obsazeny ve vnitini ¢asti zubu, kde se
primérna velikost zrn & pohybovala okolo 6 nm (HA2), viz Tab. 30.

T i T : T T T . T d I ! 300 um

100

Intenzita / a.u.

\\,_ s HA2

20/°

Obr. 32: 1-XRD zdaznam pricného rezu HT1 spolecné se zdakresem analyzovanych oblasti

Vysledna data XRD praskovych vzorktit HT1 — HT3 byla vzhledem k tomuto faktu korelovana

na dv¢ pritomné faze HA v poméru 1:1, vysledky jsou uvedeny v Tab. 30.

Tab. 30: Strukturni parametry krystalickych fazi CaP pritomnych v tvrdych tkanich

Prostorova ¥ :
Vzorek Faze v w/ hm% Mrizkové parametry d/nm
grupa alA cl/A
BTB HA P6s/m 100 9,4339 6,8854 13
HT1 HAL P6s/m 50 90,4448 6,885 34
HA2 P6s/m 50 9,3976 6,8812 6
HT2 HA1L P6s/m 50 90,4426 6,8851 33
HA2 P6s/m 50 9,4339 6,869 6
HT3 HA1 P6s/m 50 9,4448 6,8838 36
HA2 P6s/m 50 9,4042 6,8894 6

Vzorek BTB obsahoval jedinou fazi HA zabudovanou v organické matrici a velikost jejich
krystaliti & se pohybovala kolem 13 nm. Mfizkové parametry odpovidaly parametriim typic-
kym pro kostni materialy, které byly uvedeny v kapitole 2.8, Tab. 7. Praskové vzorky BTB a
HT1 byly analyzovany RS a jejich spektra jsou uvedena na Obr. 33.
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Obr. 33: Ramanova spektra vzorkit BTB a HTI

Ze spekter jsou patrné uzké ostré piky asymetrické vibrace P-O v PO, spolecné s dalSimi

typickymi doménami specifickymi pro HA (viz Tab. 31).

Tab. 31: Charakteristické Ramanovy linie zkoumanych kostnich vzorkii

Charakteristicka linie BTB HT1
Vs P-O VPO, ¥/ cm 1069 (w) 1068 (w)
vs P-Ov PO, /cm? 957 (vs) 958 (vs)
vg O-P-Ov PO,/ cm™ 587 (W) 588 (W)
vg O-P-Ov PO,/ cm™ 429 (W) 429 (w)
~ ~ ~ Organicka matrice ~ ~ ~
vs C-H v CH, a CH3/ cm™ 2850 (sh), 2880 (sh) 2853 (sh), 2879 (sh)
vas C-H v CH, a CH3 / cm™ 2932 (vs), 2973 (sh) 2933 (vs), 2973 (sh)
vg C-Hv CH,a CH; / cm™ 1446 (md) 1447 (md)
v primarni NH,/ cm™ 1249 (md), 1667 (md), 1253 (md), 1675 (md),

VS - velmi intenzivni, w - slaby, md - stFedni, b — Siroky, sh - rameno

Pfitomnost jinych CaP fazi byly vylou¢eny, nicméné v oblasti 3000 — 2780 cm™ se objevila
Siroka superpozice nékolika pikil spole¢né s liniemi v oblasti kolem 1250 a 1670 cm™

Z vysledku vyplyva, ze se jedna o linie typické pro kolagenni vlakna. Kolagen ma pét

78




Vysledky a diskuze

charakteristickych vibraénich domén: vibrace amidické skupiny pfi cca 1268 a 1655 cm™,
dale deformacni vibrace CH, a CH3 skupiny pii 1447 cm™, asymetrické a symetrické vibrace
CH; a CHs v oblasti 2800 — 3000 cm™ a nakonec vibrace NH skupiny pfi 3320 cm™ [262].
Nalezené linie jsou ve shod¢ s udaji v publikaci [262], pficemz posledni linie NH skupiny

zanikla v sumu ramanova spektra.

Pricné fezy vzorki tvrdych tkani byly zkoumany metodou SEM-EDX, jejich mikroskopické
snimky jsou zobrazeny na Obr. 34. Vzorek kosti mél porézni strukturu se stopovym obsahem
Zn, ktery se ptirozené vyskytuje v kostech, pfevazné v okostici a hutné kostni tkani (Tab. 32).
V celé studované plose nebyly nalezeny vyrazné zmény prvkového zastoupeni a vzorek
je tedy pokladan za homogenni, tvofeny jedinou mineralni fazi HA (o molarnich pomérech

Ca:P ~ 1,56 a Ca:O ~ 0,23) ulozenou v organické matrici kosti, viz Tab. 32.

Obr. 34: Mikroskopické snimky pricnych rezu vzorkii tvrdych thkani

U vzorkl zubni tkdné byly EDX analyzou nalezeny vyrazné rozdily mezi zénou F u vzorkl
HT1 a HT2 a zbyvajicimi vnitinimi pasmy A — E a ve vzorku HT3 mezi zénou D a vnitinimi
zonami A — C. U vzorkd HT2 a HT3, které obsahovaly vyznamné mnozstvi hliniku a stopové

mnozstvi médi, vyrazné klesl pomér Ca:P pod hodnoty 1,35 na ukor nartstu obsahu Na nad
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15 at% (Tab. 32). Pfi¢ina souvisi s kontaminaci vnitini ¢asti vzorkd amalgamovym
materidlem. Oba tyto vzorky totiz obsahovaly drobnou plombu, kterd byla sice mechanicky
odstranéna, ale doslo k difuzi Al a Cu do hlubsich vrstev vzorkli. Ve vzorcich nebyla zazna-
menana piitomnost fluoridovych iontd, jez byly o¢ekavany v zéonach F u vzorki HT1, HT2 a

v zo6n¢ D vzorku HT3. Pfitomnost jakékoli formy FA nebyla potvrzena ani XRD technikou.

Tab. 32: Prvkoveé slozent tvrdych tkani v misté rezu stanovené metodou EDX

SloZeni / at%

Vzorek Zoéna o P Ca Na Mg A+ Ca:P Ca:0
BTB A 72,01 1059 16,61 - - - ™ 157 0,23
B 7192 1128 16,8 - - - ™ 155 0,23
HT1 A 67,00 12,24 18,38 061 081 1097 - 150 0,27
B 6740 12,14 18,12 069 091 075 - 149 0,27
C 6660 1234 1894 0,73 083 056 - 153 0,28
D 66,75 12,32 18,86 0,77 075 055 - 153 0,28
E 66,66 1242 18,95 085 066 047 - 153 0,28
F 6221 1399 22,35 0,73 021 051 - 160 0,36
HT2 A 6260 1447 19,29 1,67 08 142 “ 133 0,31
B 6988 1068 13,16 241 040 336 “ 123 0,19
C 6654 1290 17,93 1,11 069 165 - 1,48 0,27
D 6717 11,98 17,93 087 073 132 - 150 0,27
E 6826 11,74 17,53 079 057 111 - 149 0,26
F 6293 14,70 21,27 096 022 056 - 151 0,34
HT3 A 6646 12,19 16,37 226 033 225 134 0,25
B 6707 10,39 1194 276 035 739 “ 115 0,18
C 64,19 129 17,53 232 060 241 - 135 0,27
D 6257 1480 2234 086 024 054 - 159 0,36

# , .y o
— stopovd mnozstvi prvkii

4.1.2.2 Vzorky ledvinovych kamenu
Pro tuto studii bylo ziskano 6 lidskych ledvinovych kament (KS1 — KS6), které vénovali
pacienti Urologické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové pro vyzkumné zaméry této
disertacni prace. Fazové sloZeni a strukturni parametry byly zjiStény analyzou prasSkovych
vzorkti KS1 — KS6 za pouziti XRD techniky. Vysledky jsou pfehledné zpracovany v Tab. 33 a

ptislusné difraktogramy jsou uvedeny v piiloze na Obr. P1 — P6. Z uvedenych 6 vzorka
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ledvinovych kament obsahovaly vyznamné mnozstvi HA faze vzorky KS3 a KS6 s obsahem
31 hm%, resp. 11 hm% HA. VSechny vzorky obsahovaly v organické matrici WHE. Vzorky
KS1, KS4, KS5 byly mineralné monofazove¢, obsahovaly pouze WHE. Vzorek KS2 obsaho-
val vedle WHE navic jest¢ WED v poméru WED:WHE ~ 6:4. Strukturni parametry pfitomné
HA faze odpovidaji idajim biologického HA s prostorovou grupou P6s/m.

Tab. 33: Strukturni parametry krystalickych fazi pritomnych v ledvinovych kamenech

Prostorové Fizkové
Vzorek Faze rostorova w/ hm% Mrizkové parametry d/nm
grupa alA b/A c/lA  pl°
KS1 WHE P12,/c 100 6,2948 14,5958 10,1217 109,3 212
KS2 WED 14/m 61 12,3567 - 7,3558 - 217
WHE P12,/c 39 6,1800 14,5916 9,8817 106,2 191
KS3 WED 14/m 47 12,3547 - 7,3567 - 201
HA P6s/m 31 9,4836 - 6,8798 - 24
WHE P12,/c 22 6,1764 14,5878 9,9109 106,1 182
KS4 WHE P12,/c 100 6,2952 14,5967 10,1210 109,4 170
KS5 WHE P12,/c 100 6,2944 14,5933 10,1203 109,1 253
KS6 WED 14/m 56 12,3539 - 7,3604 - 531
WHE P12,/c 33 6,2955 14,5965 10,1231 109,5 377
HA P6s/m 11 9,4490 - 6,8917 - 15

Na Obr. 35 jsou zobrazeny mikroskopické snimky vzorku KS4, KS5, KS6 se zakresem mist,
ktera byla podrobnéji zkouméana metodou £~-XRD pro ziskéani dalSich informaci o pfitomnych
krystalickych fazich. 4~-XRD analyza vzorki KS4 — KS6 vsak nenalezla zadné nové infor-
mace, nedetekovala pfitomnost odlisnych mikrostruktur CaP ani rozdilné mikrofdze HA
ocekavané v ptipadé vzorku KS6 a jeji vysledky tak byly srovnatelné s vysledky XRD analyzy

praskovych forem téchto zkoumanych vzorku (Tab. 33).
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Obr. 35: Mikroskopické snimky vzorkit KS4 — KS6 s oznacemim oblasti p-XRD analyzy

Pricné tezy vSech vzorkl ledvinovych kament (KS) byly zkoumany pomoci SEM-EDX.
EDX mikroanalyza urcila prvkové slozeni zon vyznac¢enych na Obr. 36, jeji vysledky jsou pak
nasledné uvedeny v Tab. 34. Na Obr. 36 jsou viditelné dvé odlisné skupiny vzorku, které se
li$1 mechanismem vzniku konkrementu, jak bylo popsano v kapitole 2.6.3. Vzorky KS1, KS4
a KS5 maji podobnou strukturu a XRD technika potvrdila ve vSech tifech ptipadech jejich
monofazovy charakter predstavovany vyhradné WHE v organické matrici vzorku. Tyto ledvi-
nové kameny maji zietelny stfed, od kterého dochazi k postupnému vrstveni materidlu
smérem k okraji vzorku, které neni zpisobeno zménou slozeni (Tab. 34), ale rozdilnou rych-
losti nabalovani materialu na jadro konkrementu, coz se projevuje i barevnou diferenci vrstev.
Druhou skupinou (KS2, KS3, KS6) jsou konglomeraty bez patrného stiedu vzorku. Vzorky
KS3 a KS6 obsahuji vyznamny podil HA a na snimcich SEM jsou ziejmé dvé vyrazné odlisné
oblasti. Bilé zony jsou anorganického charakteru, coz je dano pfitomnosti CaP, tmavé Sedé
oblasti jsou pak tvoteny prevazné¢ WHE, ptipadné WED. Vzorek KS2 nem4 taktéz viditelny
nukleus, je vSak mozné, ze stfed konkrementu byl pfi prifezu vzorku minut vzhledem
K nepravidelnému tvaru kamene. Jeho struktura vypada velmi kompaktni, bez viditelnych zon

rozdilného slozeni WED a WHE a nelze s jistotou fict, jestli se jedna o konglomerat ¢i nikoli.
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Obr. 36: Mikroskopické snimky pricnych rezit vzorkit KS1 — KS6

O pritomnosti apatitovych struktur ve vzorcich KS3 — zéona C a KS6 — zéna A a B sveédci
stanovené poméry Ca:P ~ 1,51, resp. 1,37 a 1,50, coz potvrzuji vysledky ziskané metodou
XRD. Navic byl pomér Ca:P ~ 1,53 charakteristicky pro CaP také zjistén ve vzorku KS4
v zo6né E, u néhoz XRD analyza ptfitomnost téchto slou¢enin neprokéazala. Nicméné u tohoto
vzorku bylo zastoupeni CaP slozky potvrzeno po termické analyze v podobé¢ pfitomnosti HA,
viz kap. 4.2.2.2. Spolu s CaP fazi se v dané oblasti vyskytovala i stopova mnozstvi prvka Mg,

Na, Si a Cl iontii, které byly patrné soucasti apatitové struktury v daném segmentu vzorku.
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Tab. 34: Vysledky EDX analyzy ledvinovych kamenii

SlozZeni / at%

Vzorek Zbna o P Ca . Ca:P CaO
KS1 A 82,12 0,39 17,26 Si - 0,21
B 84,07 0,13 15,62 S - 0,19
C 8355 0,19 16,04 Si - 0,19
KS2 A 86,17 0,63 13,20 - - 0,15
B 81,47 3,05 15,48 - - 0,19
KS3 A 83,15 0,29 16,57 - - 0,20
B 8381 0,86 15,34 - - 0,18
C 69,57 12,06 18,26 Mg 1,51 0,26
KS4 A 8315 0,25 16,6 - - 0,20
B 82,92 0,23 16,44 Si - 0,20
C 83,01 0,25 16,59 S - 0,20
D 86,46 0,47 12,89 S - 0,15
E 69,93 11,23 17,19 MM 183 025
KS5 A 83,41 0,26 15,96 S - 0,19
B 83,23 0,20 15,78 S - 0,19
C 85,46 0,24 13,83 S - 0,16
D 85,9 - 13,31 S - 0,15
KS6 A 70,27 11,92 16,29 SWNaMecl 137 023
B 7370 10,11 1513 MeMec¢ 150 021
C 83,75 1,03 15,22 - - 0,18

tuéné - Ca:P a Ca:O odpovidajici pomériim v CaP, * stopovd mnoZstvi prvkii

Oblasti bez vyznamného mnozstvi fosforu poukazuji na ptitomnost WED a WHE faze. Témto

dvéma komponentam odpovidaji molarni poméry Ca:O = 0,20 (WHE) a 0,17 (WED) a jsou

v dobré shodé s udaji uvedenymi v Tab. 34, tj. WHE faze byla detekovana metodou EDX

ve v§ech zkoumanych vzorcich ledvinovych kament, naproti tomu WED faze byla s jistotou

nalezena ve vzorku KS2 zéna A a dale pak navic ve vzorku KS4 (zéna D) a KS5 (zona C, D),

kde nebyla XRD technikou ani RS zaznamy ptitomnost WED faze dtive prokazana a jedna se

pravdépodobné pouze o lokalni vyskyt. Ve vzorcich KS3 a KS6 hodnota Ca:O = 0,18 prav-
dépodobné odpovida koexistenci WHE a WED fazi.
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Praskové vzorky ledvinovych kamenii byly analyzovany RS. Jejich vysledna spektra spolecné
s vyznacenymi charakteristickymi liniemi jsou uvedena na Obr. 37 — 42 a nasledné pak
zpracovany V Tab. 35. U vzork KS3 a KS6 byla potvrzena piitomnost HA vyskytem domény
voblasti 961 cm™ smalym, nepatrnym posunem k vy$§im vlno&tim zptsobenym
pravdépodobné organickou matrici vzorku. Ramanova spektra u ostatnich vzorka nepotvrdila
pfitomnost jakékoli dalsi krystalické ani amorfni CaP faze, ani v pfipad¢ vzorku KS4, kde
SEM-EDX objevila nepatrnou zénu tohoto typu. V zaznamech nebyl potvrzen Ramaniv
posun k niz&§im vlno&tim typicky pro ACP fazi (4 ~950 cm™), ani superpozice dvou pikii

v oblasti v ~ 970 cm™, ktera by potvrdila pfitomnost vyskytu TCP faze.

Tab. 35: Charakteristické Ramanovy linie zkoumanych ledvinovych kamenii

Identifikovana sloZzka KS1 KS2

WHE, v/ cm™ 1491 (vs), 1465 (vs), 897 (md) 1491 (sh), 1465 (vs), 898 (md)
WED, v/ cm™ - 1478 (vs), 912 (md)

HA, v/ cm™ - -

Identifikovana sloZzka KS3 KS4

WHE, v/ cm™ 1495 (sh), 1466 (sh), 897 (sh) 1491 (vs), 1465 (vs), 898 (vs)
WED, v /cm™ 1477 (vs-b), 912 (md) 1478 (vs), 912 (md)

HA, v /cm™ 2935* (md-b), 964 (md) -

Identifikovana slozka KS5 KS6

WHE, v/ cm™ 1491 (vs), 1465 (vs), 897 (md) 1491 (vs), 1465 (vs), 897 (md)
WED, v/ cm™ - 1476 (sh), 916 (w)

HA, v /cm™ - 964 (md), 2935* (md-b)

VS - intenzivni, w - slaby, md - stredni, b — §iroky, sh - rameno, * CH, a CHj; vibrace typické pro kolagen

Vyrazné linie v oblasti 1491 — 1464 cm™ potvrzuji pfitomnost WED a WHE faze. V pripadd
WHE Ramanovo spektrum obsahuje vyrazny dublet symetrické vibrace COO™ skupiny
pii 1493 a 1468 cm™, zatimco WED je charakterizovan ostrym singletem pii 1477 cm™, jak je
uvedeno V literaturach [263—265]. V piipadé smési WED a WHE, jako tomu bylo u vzorki
KS2, KS3 a KS6, obsahovalo spektrum superpozici téchto tfi linii. U vSech vzorkli KS byla
potvrzena piitomnost WHE faze pikem v oblasti ~ 898 cm™ odpovidajici C—C vibraci ve
WHE. Diky ptitomnosti WED se u vzorkd KS2, KS3 a KS6 objevila navic C—C linie WED
slozky v oblasti 912 cm™ (KS2, KS3), resp. 916 cm™ (KS6). Vzorky KS3 a KS6 obsahovaly
HA s jeho charakteristickou linii pfi 964 cm™. Mimoto se objevil u vzorki KS3 a KS6 iroky
pik v oblasti 3050 — 2770 cm™, ktery byl nalezen i ve vzorcich HT1 a BTB, a jehoz pivod je

prikladan symetrickym, asymetrickym a deforma¢nim vibracim CH,, CHs; a NH; typickym
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pro kolagen [262]. Vzorky KS1, KS2, KS4 a KS5 superpozici pikii v oblasti kolem 2934 cm™

neobsahuji. U zbyvajicich neidentifikovanych linii byly vylouceny jiné moznosti ptivodu

typické pro ledvinové kameny, jako je BRU, WHI, STR, cystine, kyselina mocova atd. a

jejich puivod Ize piedpokladat v organické matrici ¢i zbytkovych metabolitech.
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Obr. 37: Zdaznam Ramanova spektra vzorku KS1
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Obr. 42: Zaznam Ramanova spektra vzorku KS6

4.1.3 Shrnuti vysledkii strukturni a prvkové analyzy zkoumanych vzorku

V Tab. 36 jsou uvedeny teoretické molarni poméry Ca:P a Ca:O vypocitané z chemickych

vzorcil studovanych latek, spolecné s teoretickym mnozstvim H,O Vv nich obsaZzené. Tyto

udaje byly porovnany s hodnotami experimentalné ziskanymi z EDX analyzy pficnych fezl

biologickych vzorkt (Tab. 32 a Tab. 34).

Tab. 36: Teoretické poméry Ca:P a Ca:O ve vybranych sloucenindch

SloucCenina wH,O/hm% Ca:P Ca:O Sloucenina Ca:P Ca:O
Stavelany vapenaté Stechiometricky CaP
WHE 12,3 - 0,20 DCPD’ 1,00 0,17
WED 22,0 - 0,17 OCP 1,30 0,28
ACP: Ca;(P0,),.nH,0 B-TCP 1,50 0,38
ACP,n=35 16,9 1,50 0,26 HA 1,67 0,38
ACP,n=4 18,9 1,50 0,25 *CDHA: Cayo(HPOL)((PO4)sx(OH),
ACP,n=45 20,7 1,50 0,24 CDHA, x=10,25 1,63 0,38
ACP,n=5 22,5 1,50 0,23 CDHA, x=0,50 1,58 0,37
ACP,n=55 24,2 1,50 0,22 CDHA, x=0,75 1,54 0,37
ACP,n=6 25,8 1,50 0,21 CDHA, x=1,00 1,50 0,36
20,9 hm% H,0, * Sastecné krystalicky, nestechiometricky HA: 0<x<I
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Poméry Ca:P a Ca:O ve vzorcich KS3 (zéna C), KS4 (zéna E) a KS6 (zéna B) nejvice
odpovidaji teoretickym poméraim ACP, ptipadné ¢aste¢né krystalickému HA (CDHA, x = 1),
viz Tab. 36. Metodou XRD byly uréeny velikosti HA krystalit o rozmérech 24 nm pro KS3 a
15 nm pro KS6. Molarni poméry stechiometrického i nestechiometrického HA [70,120]
odpovidaji vy$§im hodnotam, nez bylo metodou EDX prokazano, ptedevs§im v hodnotach
poméru Ca:O, kde se tento pomér pohyboval kolem hodnoty 0,37. Vzorek KS6 v zéné A
obsahoval CaP frakci s niz§imi hodnotami molarnich poméra Ca:P ~ 1,37 a Ca:0O ~ 0,23
zpusobenymi vyrazné€jsi iontovou substituci nez bylo v ostatnich zkoumanych oblastech KS.

V z6nach bez vyskytu CaP faze odpovidd molarni pomér Ca:O ptitomnosti WED a WHE
faze, kde pomér Ca:O ve WHE fazi se pohybuje okolo 0,20 a ve WED fazi ~ 0,17.

Na okrajich pti¢nych fezi vzorkt zublh HT1, HT2 byly detekovany vyssi hodnoty molarnich
poméra Ca:P a Ca:O (1,60 a 0,36) nez ve stiedu vzorku, kde molarni poméry Ca:P a Ca:O
odpovidaly hodnotdm cca 1,51 a 0,27. Ve vzorku HT3 se pohybovaly tyto hodnoty kolem
0,51 (Ca:P) a 0,34 (Ca:0). Vyjimku tvofily oblasti v HT2 a HT3, kde bylo nalezeno stopové
mnozstvi Cu a zvySeny obsah Al. Jejich pfitomnost zplsobila pokles obsahu vapniku v dané
z6n¢ zubu, a tedy i snizeni molarniho poméru Ca:P a Ca:O. Velikost krystaliti ve skloviné
byla uréena metodou XRD na cca 34 nm, na rozdil od vnitini ¢asti zubu, kde & = 6 nm. Stano-
vené molarni poméry ve skloviné odpovidaji vyskytu CDHA, ktery je v publikacich uvadén
v podobé Cajox(HPO4)x((PO4)s-x(OH)2«, kde X se pohybuje v rozmezi 0,5 — 1,0. Vnitini ¢ast
zubni tkané se blizi, stejné jako u ledvinovych kameni, spiSe charakteru malo krystalicky
vyvinuté slozky CaP na bazi nestechiometrického HA. V ptipadé vzorku BTB molarni pomér
Ca:P odpovida taktéz molarnimu poméru CDHA. XRD analyza ve vzorku BTB ur¢ila pfi-
tomnost jediné CaP slozky, a to HA o velikosti krystalickych zrn & = 13 nm.

V nasledujici Tab. 37 je uvedeno prvkové slozeni syntetizovanych CaP a biologickych vzorka
tvrdych tkani HT1 — HT3 a BTB, které bylo stanoveno pomoci metody ICP-OES. Mély tak
byt ovéfeny a doplnény informace ziskané technikou EDX. V tabulce jsou uvedeny ptiblizné
odhady obsahii vody v podobé dat ziskanych béhem DTA-TG analyzy v teplotnim intervalu
30 — 200 °C. Tyto ubytky z podstatné ¢asti odpovidaji dehydrataci vzorku, i kdyz hmotnostni
spektroskopie plynti odchazejicich béhem DTA-TG odhalila i nepatrné dekarboxylac¢ni
procesy. Tento fakt je blize diskutovan v kapitolach 4.4.1.1. a 4.4.1.2.
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Tab. 37: Vysledky analyz syntetickych vzorkit CaP a vzorkii tvrdych tkani ziskané metodami ICP-OES
a DTA-TG

Obsah prvka / hm%

Vzorek P Ca:P Am*

hm%

Ca P Na K Mg

ACP 32,8 17,4 - 0,07 - 1,45 19,6
B-TCP 34,6 18,2 0,06 - - 1,47 0,2
sHA 35,2 16,9 0,02 0,01 0,19 1,61 0,8
cHA 34,8 16,3 0,09 - - 1,65 0,2
BTB 22,6 10,7 0,54 0,03 0,43 1,64 5,8
HT1 27,8 13,2 0,63 0,02 0,59 1,63 45
HT2 29,1 13,6 0,47 0,01 0,33 1,66 5,6
HT3 30,2 14,1 0,51 0,03 0,48 1,65 3,6

* ubytek hmotnosti stanoven metodou TG v intervalu 30 — 200 °C

ACP obsahoval 19,6 hm% H,0, coz odpovida cca 4 molekulam vody (viz Tab. 36). Béhem
termické analyzy byly ve vzorcich tvrdych tkani — BTB, HT1, HT2 a HT3 — zaznamenany
ubytky H,O ve dvou stupnich: prvni hmotnostni pokles je uveden v Tab. 37, v ptipadé
druhého stupné (> 200 °C) se jednalo o odchod strukturné vazané vody, kde navic dochazelo

také k rozkladu organické matrice za vyvinu NOy, COy a SO..

Moléarni poméry Ca:P kostnich materialti stanovené ICP-OES byly ziskany kvartaci roze-
mletych tkani (HT1 — HT3 a BTB) po EDX analyze. Porovnani EDX a ICP-OES vysledka je
tedy v tomto piipadé zatizené jistou nepfesnosti. Metoda EDX méla za cil predevsim detekci
proménlivého poméru Ca:P a Ca:O a odhaleni pfipadné pfitomnosti mikrostrukturniho
zastoupeni jednotlivych CaP fazi, jako tomu bylo napf. u vzorkd HT, kde byly nalezeny
mikrofaze HA1 a HA2. Molarni poméry stanovené metodou ICP-OES jsou pro vétSinu
vzorkl niz$i, neZ teoretické hodnoty zaznamenané v Tab. 36 a nez bylo uvedeno v kap. 2.6.1
a 2.6.2. (publikované molarni poméry Ca:P se nachdzely v rozmezi 1,61 — 1, 63 pro zubni

tkan a pro kosti mély hodnotu kolem 1,71, ptipadné 1.67 [220].

Nasledujici Obr. 43 srovnava charakteristické linie symetrické vibrace PO4> v HA struktufe,
ktera byla detekovana ve zkoumanych vzorcich RS technikou, tj. ve vzorcich synteticky pfi-
pravenych sHA, cHA a nasledn¢ pak v biologickych vzorcich HT1, BTB, KS3 a KSé6.
Dale je pro srovnani uveden i zdznam Ramanova spektra vzorku ACP. Jak je z danych linii
pozorovatelné, komeréni vzorek cHA relativné odpovidé intenzité linie pfipravené¢ho sHA,

nicméné vzorek cHA maé ostfejsi pik, kterému odpovida niz§i hodnota jeho poloSitky
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(znaceno jako FWHH), nez bylo zaznamenano u vzorku sHA. Niz§i hodnota FWHH muze
vypovidat o véEtsi krystalinit¢ ¢i o vetSim procentudlnim zastoupeni HA slozky
V heterogennim systému biologického vzorku KS. U vzorki cHA a sHA hodnota FWHH
koreluje s vysledky XRD analyzy, kde u vzorku cHA byla nalezena vét$i primérna velikost
zrn nez ve vzorkusHA (Tab. 28). Hodnota parametru FWHH dalsich vzorka
obsahujicich vyznamné mnozstvi HA klesa v nasledujici posloupnosti: HT1 > BTB >> HA
(KS6) > HA (KS3). Posuny maxima absorp¢nich piki k vysSim vinoctim u vzorkt KS3 a
KS6 jsou zpusobeny ptitomnosti WHE a WED ulozenych v biologické matrici vzorku, navic
intenzita symetrické vibrace P-O linie v téchto KS je 10 krat mensi nez u ostatnich zkouma-

nych vzorkd.

Intenzita / a.u.

900 920 940 960 980 1000

Obr. 43: Charakteristické linie v, P-O v PO,* ve vzorcich obsahujicich vyznamné mnoZstvi HA
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4.2 Strukturni charakterizace kalcinovanych vzorki

Studované vzorky byly podrobeny termické analyze v oboru teplot 30 — 1280 °C, jeji
vysledky jsou komentovany v kapitole 4.4.1. Nasledujici kapitoly 4.2.1 a 4.2.2 se vénuji
strukturni charakterizaci a fazovému slozeni vzorka po termické analyze, béhem niz doslo
K jejich kalcinaci. Hlavnim zamérem bylo pozorovat transformaéni procesy CaP v daném
teplotnim intervalu. Pozornost byla také zamétfena na termickou stabilitu biologickych HA,
predevsim BTB a HT, které¢ byly dale pouzity v kalcinované podob¢ i v termochemické studii

(viz kap. 4.2.2).

4.2.1 Syntetizované a komer¢ni vzorky fosforeénanii vapenatych

Metodou XRD bylo zjisténo, ze béhem termické analyzy z 30 °C na 1280 °C se vzorek ACP
z 63 hm% transformoval na HA s hexagonalni prostorovou grupou P63/m. Kalcinovany ACP
dale obsahoval 24 hm% WHI a 12 hm% B-TCP, jak je uvedeno v Tab. 38. V piipadé
analyzovaného WHI se nejednalo o iontové substituovany TCP, ale o TCP s hexagonalni
prostorovou grupou P6s/mmc, jenz je v databazi JCPDS oznacovan jako WHI [121]. Dal§im
zkoumanym vzorkem byl B-TCP, ktery zlstal po kalcinaci zcela nezménén. Nebyl zazna-
menan jakykoli podil vysokoteplotni formy o-TCP, kterd vznika pfi teplot¢ 1125 °C.
Komerc¢ni vzorek cHA a syntézné piipraveny sHA si po kalcinaci ponechaly ¢ast ptivodniho

obsahu HA, v ptipadé cHA to bylo 91 hm%, u sHA pak 26 hm% (Tab. 38).

Tab. 38: Strukturni parametry syntetickych vzorkii CaP po jejich kalcinaci

Mrizkové parametry

Vzorek Faze Grupa  w/hm% d/nm
alA b/A c/lA  pl°
ACP HA P6s/m 64 09,4214 - 6,8814 - 129
WHI P6s/mmc 24 10,4290 - 37,3800 - 153
B-TCP R3c 12 6,9280 - - 45,0 212
B-TCP  B-TCP R3cH 100 10,4191 - 37,3653 - 214
cHA HA P65/m 91 9,4020 - 6,8869 - 151
TTCP P12,1 9 7,0172 11,9797 9,4570 91,0 162
sHA o-TCP  P12,/al 74 12,8870 27,2800 15,2190 126,2 186
HA P63/m 26 9,4148 -  6,8892 — 138
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V kapitole 2.8.3 bylo zminéno, Ze hexagonalni modifikace HA je mén¢ strukturné usporadana
nez modifikace monoklinickd, kterd je termicky stabilni do teplot cca 250 °C [134,135].
Monoklinicka modifikace HA nebyla syntetizovana a veskeré zplsoby ptipravy HA vedly
ke vzniku hexagonalni modifikace. Vedle stabilnich podilit HA se ve vzorku cHA vyskyto-
valo 9 hm% TTCP (CasP,0y, fosforecnan tetravapenaty) a ve vzorku sHA bylo po kalcinaci
detekovano 74 hm% TCP. Ten vSak nemél romboedrické uspotadani, jak bylo o¢ekavano, ale

parametry odpovidaly vysokoteplotni modifikaci a-TCP.

4.2.2 Biologické vzorky
4.2.2.1 Vzorky tvrdych tkani

Vzorek kalcinované kosti obsahoval 80 hm% HA, 14 hm% CaO (LI) a6 hm% TTCP
(viz Tab. 39), kde frakce LI ptedstavuje pozistatek rozkladu organické matrice kosti.
Na rozdil od vzorku BTB, vzorky zubnich tkani obsahovaly po kalcinaci HA pouze
V minoritnim zastoupeni (okolo 2 hm%). Hlavni podil byl tvofen WHI s romboedrickou
prostorovou grupou R3cH o stechiometrickém vzorci CapgsMgo14(PO4),. V piipadé HT3
navic kalcinovany vzorek obsahoval stopové mnozstvi TTCP, ktery ¢astecné transformoval

Z HA faze, obdobné jako tomu bylo u vzorku BTB a komeréniho vzorku cHA.

Tab. 39: Strukturni parametry krystalickych fazi pritomnych v kalcinovanych vzorcich tvrdych tkani

Mrizkové parametry

Vzorek Faze Grupa w/hm% d/nm
alA b/A c/A pl°

BTB HA P6s/m 80  9,4510 - 6,8802 - 133
LI 225 14 4,8044 - - - 188
TTCP P12,1 6 7,0107 11,9949 9,4656 90,8 118

HT1 WHI R3cH 98 10,3565 — 6,885 - 90
HA P6s/m 2 94142 - 6,8812 - 150

HT2 WHI R3cH 98 10,4109 - 37,4265 — 115
HA P63/m 29,4036 - 6,9181 - 183

HT3 WHI R3cH 98 10,3876 — 37,4018 - 83
HA P63/m 29,4268 - 6,8961 - 104
TTCP P2, ta. 7,0139 11,9853 9,4636 90,8 133

t.a. — stopové mnozstvi
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4.2.2.2 Vzorky ledvinovych kamenu
Slozeni kalcinovanych vzorkti KS bylo zkoumano u vSech studovanych materialii s vyjimkou
KS1, jehoz hmotnost byla pro termickou analyzu pfili§ maléd. V ptipad¢ vzorkt KS2 a KS3
byla po termické analyze provedena pouze identifikace pfitomnych slozek bez urceni procen-
tualniho zastoupeni z divodu malé hmotnosti vzorku a nesplnéni podminek nutnych pro
kvantifikaci pfitomnych fazi metodou XRD. HA se objevil ve vzorcich KS3, KS4, KS5 a
KS6. Ve vzorku KS6 byl HA majoritni slozkou s procentualnim obsahem 65 hm%, na rozdil
od vzorki KS4 a KS5, kde byl HA pfitomen pouze v mnozstvi do 4 hm% (Tab. 40).
Ve vzorku KS3 nebyl HA stanoven. Ve vSech piipadech vyskytu byla HA piifazena
hexagonalni modifikace P63/m. V pivodnich, nekalcinovanych vzorcich byl HA identifikovan
metodami XRD a RS v KS3 a KS6, metoda EDX navic detekovala nepatrnou zénu HA

i ve vzorku KS4.

Tab. 40: Strukturni parametry krystalickych fazi pritomnych ve vzorcich KS po jejich kalcinaci

Mrizkové parametry

Vzorek Faze Grupa w/hm% d/nm
alA clA
KS2 LI Fm3m - 4,8081 - 96
PO P3m1 - 3,589 4,9226 14
KS3 HA P6s/m - 9,4025 6,8903 135
LI Fm3m - 4,8069 — 94
PO P3m1 - 3,5887 4,9216 14
KS4 PO P3mil 97 3,5883 4,9149 15
HA P64/m 3 9,3757 6,9007 80
KS5 LI Fm3m 78 4,8110 - 428
PO P3m1 18 3,5867 4,9324 13
HA P65/m 4 9,3797 6,9515 80
KS6 HA P6s/m 65 9,3939 6,8935 217
LI Fm3m 30 4,8113 - 307
WHI R3cH 5 10,4337 37,2856 80

Ptitomnost HA v kalcinovanych vzorcich KS4 a KS5 byla pravdépodobné zplsobena
zvySenim koncentrace ptfitomnych CaP nasledkem dehydratace a rozkladu plvodniho
materidlu béhem termické analyzy nad detekéni mez XRD. Dal§i moznosti by mohla byt

pfitomnost amorfni slozky ACP v KS a jeji transformace na termodynamicky stabilngjsi
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formu v podob& HA. Ve vzorku KS6 se po kalcinaci vedle HA a LI navic objevilo 5 hm%
WHI s romboedrickou grupou R3cH o vzorci Caz gsMgo 14(PO4)-.

Existence fazi LI a PO je dusledkem dekarboxylace $tavelant, jak je tomu ve vzorku KS2,
ktery puvodné obsahoval WED a WHE v poméru ~ 6:4, a u vzorkih KS4 a KS5, které
v nekalcinované podob¢ obsahovaly pouze fazi WHE. Kalcinace zptsobila rast krystalith HA
nad 80 nm, u KS6 az na 217 nm, u HA v nekalcinovanych vzorcich ledvinovych kameni

dosahovaly hodnoty 4 cca 20 nm.

4.2.3 Shrnuti strukturni charakterizace kalcinovanych vzorku

V teplotnim intervalu 30 — 1280 °C byl termicky stabilni jediny vzorek, a to synteticky
ptipraveny B-TCP. Po jeho kalcinaci na 1280 °C se jeho fdzové slozeni a miizkové parametry
krystaliti prakticky nezmeénily. Vzorek ACP se kalcinaci transformoval na smés HA a
v minoritnim zastoupeni pfitomnych B-TCP a WHI. Transformac¢ni procesy ACP jsou obecné
ovlivnény metodami ptipravy, které maji vliv na vnitini uspofaddni amorfni faze a stechiome-
tricky pomér CaP [202,205]. V literatuie jsou pro teplotni interval 600 — 900 °C uvadéna
rozdilnd zastoupeni produkti kalcinace, nejcastéji se jedna o smési CaP v podob¢ a, B-TCP,
ptipadné spolecné s CCP (viz kap. 2.9.3.). Komeréni vzorek cHA degradoval z9 hm%
na TTCP, narozdil od vzorku sHA, ktery si svou puvodni strukturu zachoval z 26 hm% a
zbyvajici ¢ast se transformovala na vysokoteplotni modifikaci a-TCP (74 hm%). To vypovida
o daleko vétsi termické stabilité vzorku cHA, ktery pfed termickou analyzou vykazoval také
vetsi krystalickou jasnost nez vzorek sHA. Kalcinaénim procesem doslo v cHA a sHA
ke kontrakci miizkovych parametrii struktury HA (viz Tab. 28 a Tab. 38), ktera byla
dasledkem vétsich rozmeéri krystalickych zrn HA faze po termické analyze (dsqa = 186 nm,
deia = 151 nm). HA frakce obsazend v kalcinovaném vzorku ACP méla oproti tomu
krystalickou mftizku roz$iten&jsi, s mensi velikosti krystalizanich zrn HA (@ = 129 nm) nez

Vv kalcinovanych vzorcich sHA a cHA.

Vzorky HT1 — HT3 se kalcinaci z 98 % transformovaly na WHI, narozdil od vzorku BTB,
kde po kalcinaci jako majoritni slozka vystupoval HA (80 hm%) ve smési s 6 hm% TTCP a
14 hm% CaO. TTCP byl detekovan ve stopovém mnozstvi 1 ve vzorku HT3. Vzhledem
k vysledkim £-XRD analyzy plochy vzorku HT1 (viz Obr. 32) byly mfizkové parametry HT1
az HT3 korelovany na dvé HA formy, a to HA1 a HA2 o riznych velikostech krystaliti a

byly u nich uréeny rozdilné miizkové parametry, viz Tab. 30, kap. 4.1.2.1. Jednotlivé vzorky
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HT byly pro termickou analyzu rozemlety bez separace HA1 a HA2 frakce, ¢imz zanikly
puvodni rysy téchto dvou odlisSnych fazi. Z téchto divodi nelze s jistotou posoudit zmény
v parametrech strukturni miizky HA ve vzorcich HT. Obecné doslo k nartstu krystality HA
faze, jak ve vzorcich HT, tak ve vzorku BTB, viz Tab. 39.

V kalcinovanych vzorcich KS byla potvrzena pfitomnost HA, a to ve vzorcich KS3, KS4,
KS5 a KS6, spolecné ve smési s CaO, ptipadné¢ Ca(OH),. V KS6 se navic nachazelo 1 5 hm%
WHI. Ve vzorku KS2 a KS4 byla po termické analyze metodou XRD nalezena smés CaO
a Ca(OH); jako pozustatek dekarboxylace WHE (KS4) a smé&si WHE/WED (KS2). Vzorek
KSS5 pted kalcinaci neobsahoval zadné zastoupeni CaP viditelné XRD technikou a mohlo tak
dojit bud’ transformaci amorfniho, nebo malo krystalicky vyvinutému CaP podilu, ktery byl
soucasti biologické matrice, a ktery nebylo mozné detekovat XRD nebo RS technikou.
Pticinou mohlo byt taktéz zvySeni koncentrace pfitomné CaP slozky nad detekéni limit XRD
techniky vzhledem k hmotnostnimu ubytku vzorku béhem termické analyzy. Pro pfitomnost
WHI faze ve vzorku KS6 je obdobné vysvétleni jako v pifipad€ nalezeni HA faze ve vzorku
KS5. U podilit HA ptitomnych v kalcinovanych vzorcich KS doslo k vyznamnym kontrakcim

miizkovych parametri HA a taktéz k nartstu krystalinity HA ¢astic v kalcinovanych KS.
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4.3 Studium rozpustnosti studovanych fosfore€nant vapenatych

Byla zjistovana koncentrace vapenatych iontd Ccq Vroztocich studovanych CaP
vV demineralizované vod¢ pii 25 °C a ve vodném roztoku NaCl o iontové sile 0,3 mol.dm™
pii teploté 25, 37 a 45 °C. Koncentrace iontti Ca®* v roztocich byla stanovena metodou AAS.
Zkoumanymi vzorky byly syntetizované fosforecnany ACP, B-TCP, cHA, sHA a kalcinované
biologické materidly BTB (bHA) a kvartaci ziskany vzorek smési HT1 — HT3 (tHA). Fazova
slozeni vzorkd bHA a tHA byla ovéfena metodou XRD, ptislusné difraktogramy jsou uvedeny
v piiloze (Obr. P7). Upravené vzorky bHA a tHA obsahovaly jedinou slozku v podobé
hexagonalniho HA (P63/m) s dobie vyvinutymi krystality, tj. krystality bHA mély velikost
107 nm a tHA 178 nm. Pro kazdy zkoumany vzorek CaP bylo provedeno pro danou teplotu
5 nezavislych rozpoustécich experimentt. Ustavovani rovnovazného stavu (I) — (S) béhem
rozpous$téciho procesu bylo sledovano prostfednictvim véapnikové iontové selektivni
elektrody. Doba rozpousténi ACP ¢inila cca 20 min, u vzorku B-TCP ~ 40 min a v piipadé
vzorkd HA max. 1 hodinu. Nerozpustény podil zkoumaného vzorku v mateénim roztoku byl
odfiltrovan a analyzovan metodou XRD, kterd potvrdila, ze v danych ¢asovych intervalech
nedochazelo k transformacim na jiné CaP faze. Ze ziskanych hodnot cca byly vypocitany
souciny rozpustnosti K za pouziti vztahi uvedenych v kapitole 2.9.1. V Tab. 41 jsou shrnuty
hodnoty pKs stanovené v demineralizované H,O pii 25 °C, kde vliv stfedniho aktivitniho

koeficientu y. byl zanedban.

Tab. 41: Rozpustnost studovanych CaP v demineralizované vode pri 25 °C

CaP PKs
25°C
ACP 19,41 £ 0,36
B-TCP  26,65+0,52
cHA 59,73 £0,28
SHA 58,29 £ 0,84
bHA 60,97 £ 0,53
tHA 63,26 + 0,69

V piipadé rozpousténi studovanych vzorkli v roztoku NaCl o iontové sile 0,3 mol.dm™
simulujicim fyziologické podminky byla pro vypocet . vzorkit ACP, B-TCP a vSech HA
pouzita Daviesova korekce Jonesova vztahu (pro roztoky o | < 1 mol.dm™) podle vztahu
uvedeného v kapitole 2.9.1. pKs studovanych vzorku CaP pro teploty 25, 37 a 45 °C jsou
uvedeny v Tab. 42. Zvyseni iontové sily zpusobilo nartist rozpustnosti pii 25 °C u vSech CaP

o0 cca 4 % oproti experimenttiim provadénym za stejnych podminek v H,0.
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Tab. 42: Rozpustnost studovanych CaP v roztoku NaCl o 1=0,3 mol.dm™

CaP P
25°C 37 °C 45 °C

ACP 18,69 £ 0,21 18,88+0,17 20,15+0,28
B-TCP 25,72 +0,15 25,68+0,23 26,04 +0,31

cHA 57,98 £ 0,41 57,42 +£ 0,23 57,65+ 0,53

sHA 55,65+ 0,73 55,54+ 0,60 55,71 +0,36

bHA 58,13 +£ 0,65 57,97 £ 0,48 58,32+ 0,39

tHA 60,16 £0,77 60,53 +0,59 60,60+ 0,64

Teplotni zavislosti rozpustnostnich dat jednotlivych CaP sloucenin byly statisticky
vyhodnoceny pomoci F-testu o shodnosti rozptyli a rozdily stfednich hodnot pKs mezi
teplotami 25, 37 a 45 °C daného studovaného vzorku byly posouzeny dvouvyb&rovym
studentskym t-testem. Z vysledki vyplynulo, ze hodnoty pKs pro ACP jsou teplotné zavislé,
na rozdil od rozpustnostnich dat studovanych vzorkii B-TCP a HA, kde se tato hypotéza
nepotvrdila a experimentalné uréené pKs nebyly v daném teplotnim intervalu teplotné zavislé.
[178], ze kterych vyplyva jejich vysoka

To je ve shod€¢ spublikovanymi udaji

termodynamicka a chemicka stabilita.

Byly v8ak zjistény vyznamné rozdily v rozpustnosti jednotlivych vzorkiit HA pro danou
teplotu, kde rozdilnost hodnot pK;s je pfisuzovana rozdilné krystalinité, rozdilnému molarnimu
poméru Ca:P a je mozné i ovlivnéni zplisobené ptitomnosti riznych ptimesi zabudovanych
ve struktufe HA (napf. F, CI', COs” & Mg?, A", Zn?"), které odhalila EDX analyza, MS
detekce odchézejicich plyni béhem termické analyzy ¢i ICP-OES. Za hlavni faktor sniZeni
rozpustnosti je pokladana predevsim vétsi krystalinita vzorku. Pfidruzené ionty, jako F~a CI',
které se Casto vyskytuji v biologickych vzorcich HA, nebyly XRD ani EDX technikou
ve zkoumanych vzorcich pouzitych v rozpoustécich experimentech detekovany. Hodnoty pK;
pro ACP se v rozmezi teplot 25 — 45 °C zvysily z 18,69 na 20,15, coz odpovidd zméné Ks
o cca dva tady. XRD zaznamy pevné amorfni faze po rozpoustécich experimentech
pii teplotach 25 a 45 °C jsou uvedeny v piiloze na Obr. P21. Oba obdrzené difraktogramy
neobsahovaly zadné difrakeni linie a ACP po rozpoustécich experimentech pii 45 °C mélo
vyrazné niz§i polositku piku nez v ptipadé¢ ACP po experimentech pii 25 °C. Tento parametr
muzZe poukazovat na ptipadnou restrukturalizaci ACP, jak bylo uvedeno v literatuie
[189,235]. V daném casovém intervalu nedochazelo ke konverzi na termodynamicky

stabilng&jsi alternativu CaP a byly splnény podminky pro urceni rozpustnosti ACP.
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4.4 Charakterizace studovanych vzorki CaP pomoci termoanalytickych metod
4.4.1 Diferen¢ni termicka analyza a termogravimetrie

Tepelné efekty ve zkoumanych vzorcich byly studovany v teplotnim intervalu 30 — 1280 °C
pomoci metody DTA-TG, ktera byla kombinovand s MS zatizenim pro analyzu uvoliovanych
plynt. Jednalo se zejména o ztratu adsorbované vody (cca do 200 °C), u biologickych vzorki
za vysSich teplot dochazelo navic k uvolnovani strukturné¢ vazané vody. Dekarboxylace
studovanych vzorkl se v malé mife odehravala v SirSim rozpéti teplot, u biologickych vzorka
dokonce v celém teplotnim intervalu termické analyzy. U nékterych vzorkt byly zazname-
nany dehydroxylacni procesy piitomné HA slozky s nepatrnym zaznamem fragmentu 18
Vv teplotnim intervalu 650 — 1100 °C. U biologickych vzorki dochazelo vedle dehydratace
navic k pyrolyze organické matrice. Rozklad probéhl ve dvou stupnich, nejprve mezi
teplotami 250 — 600 °C, kdy dochazelo k tvorbé fragmentii COy, NOy a k uvolnéni strukturné
vazané H,0, V teplotnim intervalu 600 — 1000°C probihal dalsi rozklad spojeny s odchodem
COy, NOy a SOs. Po termické analyze byly kalcinované vzorky strukturné analyzovany XRD
technikou, vysledky byly komentovany v kap. 4.2.

4.4.1.1 Termicka analyza syntetickych vzorku
Vzorek ACP vykazoval na TG kiivce tfi hmotnosti ubytky. Prvni, pomérné zna¢ny ubytek
hmotnosti okolo 19,6 hm% nastal v teplotnim rozpéti 30 az 215 °C (Tab. 43), kdy dochazelo
predev§im k dehydrataci vzorku spojené s endotermnim pikem pii 166 °C (Obr. 44). MS
analyza zaznamenala uvolnéni vody v podobé fragmentu 18, spole¢né¢ s nepatrnym
mnozstvim CO," (44), viz Obr. 45 a Obr. 46. Druhy hmotnosti ubytek 0,6 hm% v oblasti
215 — 596 °C byl spojen s uvolnénim CO," z kalcinovaného vzorku ACP, které bylo dopro-
vazeno castecnou transformaci na termodynamicky stabilnéj$i formu CaP s exotermnim
pikem na DTA kiivce pii 443 °C. Transformace ACP na CaP probéhla za niZsi teploty, nezli
bylo dosud publikovano [202,206,209]. Za timto exotermnim efektem nasledoval tieti stupeini
zmény hmotnosti v podobé ztraty 1,6 hm%, kde byl MS zaznamendn odchod nepatrného
mnozstvi HyO, doprovazeny Sirokym endotermnim efektem na DTA kiivce s maximem
pii 725 °C. Tento efekt souvisi pravdépodobné s dehydroxylacnimi procesy pfitomné HA
struktury. Dehydroxylace HA obecné probihd ve 4 az 5 krocich a je doprovédzena Sirokym
endotermnim pikem mezi teplotami 600 az 1000 °C, viz [213-217]. Podrobné je mecha-
nismus tohoto procesu vedouciho k tvorbé¢ OHA ¢i OA popsan v literatuie [216]. DTA-TG
analyza vzorku ACP zaznamenala pii teplot¢ 1228 °C endotermni efekt, ktery je pfisuzovan

transformaci, ptipadné restrukturalizaci vzorku za vzniku konec¢ného fazového zastoupeni
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Vv podobé 64 hm% HA, 26 hm% WHI a 12 hm% TCP. XRD technika po kalcinaci ACP
neodhalila pfitomnost OA ani OHA, i1 kdyz byl zaznamenan dehydroxyla¢ni efekt. Jak vSak
uvadi publikace [212,214], OA a OHA béhem ochlazovani vzorku snadno zanikaji.

DTA/ uV DTG / mg.min

T I . I
12
- i 0,00
;|
4 "Ny
v N_-0.01
0
-4
- -0,02
-8 4  ——DTA-ACP ... DTG - ACP
DTA - TCP DTG - TCP |
——DTA-sHA ....... DTG - sHA
12 ——DTA-cHA ... DTG - cHA
| L | 1 | : | 1 | _0103
400 600 800 1000 1200

T/ °C

Obr. 44: DTA-DTG kifivky syntetickych CaP

Na rozdil od ACP, syntetizovany vzorek 3-TCP nevykazoval v teplotnim oboru 30 — 1280 °C
zadné vyznamné zmény hmotnosti. MS analyza zaznamenala béhem kalcinace minimalni
ztratu vody a povrchové vazanych fragmentti CO;, viz Obr. 45 a 46. Béhem termické analyzy
nedoslo k zddnym transformacnim procestim ani vyraznym zménam miizkovych parametrti

krystaliti B-TCP (viz Tab. 38, kap 4.2.1.).

Syntetizovany vzorek sHA ztratil pfiblizné 4 hm% v teplotnim intervalu 30 — 636 °C, tento
ubytek byl spojen s dehydrataci a nepatrnou dekarboxylaci vzorku. V oblasti vysSich teplot
dochdzelo k dehydroxylacnim procesiim s maximem endotermniho piku pti 816 °C za vyvoje
nepatrného mnozstvi H,O (viz Obr. 45). Za timto Sirokym pikem nasledoval endotermni efekt
s maximem pii teplot¢ 1189 °C, ktery byl taktéz pravdépodobné spojen s restrukturalizaci
slozek v kalcinovaném vzorku, stejné jako tomu bylo u vzorku ACP. Vysledna kalcina¢ni
smés sHA neobsahovala OHA ani OA. Vzorek sHA transformoval ze 74 hm% na o-TCP.
Naproti tomu vzorek cHA vykazoval ve srovnani se vzorkem sHA daleko mens$i hmotnostni

ubytky a pii ohfevu do 1280 °C navic nedochdzelo k dehydroxyla¢nim ani reorganiza¢nim
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procesim. Vzorek cHA transformoval z9 hm% na TTCP (Tab. 38) a MS analyza zazna-

Yo7 r v r W r r + +
menala uvolnéni jen nepatrného mnozstvi povrchové vazaného CO, a H,O".

Tab. 43: Termoanalytické udaje syntetickych CaP a MS data uvolnénych plynii béhem DTA-TG

Vzorek Aw [/ hm% Rozsah T/ °C Plynné fragmenty™
ACP 19,6 30-215 18, 44
0,6 215596 44

1,6 596 — 1280 18, 44

B-TCP 0,2 30-150 18, 28, 44
- 150 - 1280 44

cHA 0,2 30-354 18, 44
1,0 354 — 1280 44

sHA 0,8 30 - 197 18, 44
2,9 197 — 636 44

0,7 636 — 1280 18, 44

*18 - H,0", 28 - CO", 44 - CO,"

Na Obr. 45 a 46 jsou uvedeny MS zaznamy studovanych vzorki CaP béhem DTA-TG.

Intenzita / a.u.: m=18/A*E™°

T o .
AGP
sHA
cHA
0,5 1
1 1 1 | |
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T/°C

Obr. 45: MS zaznam fragmentu 18 odchdzejiciho ze vzorkit CaP béhem termické analyzy
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Obr. 46: MS zaznam odchazejiciho fragmentu 44 ze vzorkit CaP behem termickeé analyzy

4.4.1.2 Termicka analyza vzorki tvrdych tkani

Termické analyza vzorku BTB odhalila 3 vyrazné hmotnostni ubytky spojené s uvolnénim
plynnych fragmentt, jak je uvedeno v Tab. 44. V oblasti do 200 °C doslo ke ztrat¢ 5 hm%
povrchové vazané H,0, coz odpovida endotermnimu efektu pii 153 °C, viz Obr. 47. V celém
studovaném teplotnim intervalu dochédzelo k uvoliovani CO,, ktery byl ziejmé vazan
Vv porézni struktufe kosti. V oblasti do 550 °C ztratil vzorek BTB cca 21 % své hmotnosti a
v nasledujicim kroku do 1280 °C pak dalsich 15 hm% (Tab. 44). MS detekovala nizké
koncentrace organickych fragmenti CHjz (15) a oxidt dusiku (30, 46) v oblasti 200 — 559 °C.
Podobné jako u vzorkli cHA i zde dochazelo pii 1200 °C k ptechodu bHA na TTCP. Dva
nasledné endotermni piky s maximy 1015 °C a 1200 °C na DTA kiivce pravdépodobné
souvisi s dehydroxyla¢nimi procesy, které byly identifikovany 1 pti kalcinaci ACP a sHA.

Vzorky dentint HT1 — HT3 vykazovaly do 200 °C ptfedevS§im ztratu vody, ktera byla
pozorovana na DTA zdznamu u vzorkit HT1 a HT2 s maximy pii 119 °C a 123 °C, jak je vidét
na Obr. 47. Vzorek HT3 v této oblasti obsahoval dva vyrazné endotermy pii 75 a 136 °C,
spojené s celkovym poklesem hmotnosti 3,6 hm%. Tento efekt mohl byt zpiisoben uvolnénim

dvou rizn¢ vazanych typt molekul H,O [210].
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Obr. 47: Souhrn DTA-DTG krivek vzorki tvrdych thkani
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Tab. 44: Termoanalyticke udaje vzorkii tvrdych tkani a MS data plymit uvolnénych béhem DTA-TG

Vzorek Aw [ hm% Rozsah T/ °C Plynné fragmenty*
BTB 5,8 30 - 200 18, 28
20,6 200 — 559 15, 18, 28, 30, 44, 46, 64

15,9 559 — 1280 28, 44

HT1 4,5 30 -200 18, 28, 30
14,4 200 - 570 18, 28, 30, 44, 46

59 570 - 990 28, 30, 64

4,3 990 - 1280 28

HT2 5,6 30-190 17, 18,19, 28, 30, 31, 38, 44, 46
14,7 275 — 620 17,18, 30, 31, 38, 44, 64

6,0 620 — 1030 28, 44

4,3 1030 — 1280 28, 44

HT3 3,6 30— 196 17,18, 19, 30, 31, 38, 44
6,0 196 - 571 17, 18, 28, 30, 31, 44, 46, 64, 142

4,5 571 - 1072 28, 44

1,4 1072 — 1280 —

*15- CH,*, 17 - OH", 18 - H,0", 19 - F*, 28 - CO*, 30 - NO*, 31 - P*, 38 - F,*, 44 - CO,",
46- NO,*, 64 - SO,*, 142 - P,05"
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Vzorek HT3 se z 98 hm% transformoval na WHI se stopovym mnozstvim TTCP, v ptipadé
vzorku BTB se objevilo 6 hm% TTCP vedle 80 hm% stabilniho podilu HA a 14 hm%
pozustatku organické matrice v podobé CaO (LI). Vzorky HT1 a HT2 po Kkalcinaci
obsahovaly z 98 % pietransformovany podil HA na WHI.

MS zaznamy plyni odchazejicich ze vzorkit HT1 — HT3 pfi teplotach nad 300 °C zachytily
produkty pyrolyzy: fragmenty 28 (CO"), 30 (NO"), 31 (P"), 44 (CO,"), 46 (NO,") a 64 (SO,"),
jejichz pritomnost souvisela s rozkladem biologické matrice, jak je uvedeno na piikladu MS
zaznamu vzorku HT1 na Obr 48. Navic u vzorki HT2 a HT3 byla detekovana nepatrna

mnozstvi fragmentt F*, F," a fragmenty obsahujici fosfor (31, 142), viz Tab. 44.
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Obr. 48: MS zdznamy plynit odchdzejicich ze vzorku HT1 béhem termické analyzy

Na DTA kiivkach studovanych HT se objevily endotermni piky kolem 350 °C, které odpo-
vidaly hmotnostni ztrat¢ 14,5 hm% u vzork HT1 a HT2 a 6,0 hm% u HT3. Rozklady
organické matrice HT probihaly ve dvou stupnich, nejprve mezi teplotami 250 az 600 °C, coz

bylo spojené s vyvojem fragmenti NOy, COy a strukturalné vazané H,O a pak v oblasti kolem
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1000°C, kde doslo k odchodu NOy, COx a SO,. Hmotnostni ubytky nad cca 600 °C u vzorkd
HT1 a HT2 jsou téméf totozné (~ 10 hm%), u vzorku HT3 ¢ini okolo 6 hm%. Z pribéhd DTA
kiivek v oblasti nad 600 °C lze usuzovat, ze navic dochazi ke krystalizaci, ¢i reorganizaci
pritomné HA slozky v BTB na termodynamicky stabilnéj$i podobu CaP ¢i k docasnému
vzniku OHA nebo OA, jak bylo uvedeno vyse [216]. Ve vysledném kalcinovaném vzorku
BTB byly XRD analyzou potvrzeny CaP frakce v podobé HA a TTCP. Nad 700 °C byly
prabéhy kiivek DTA u vSech dentinovych vzorkli prakticky shodné a endotermni piky
s maximy pii teplotach 776 °C (HT3), 821 °C (HT2) a 858 °C (HT1) souvisi pravdépodobn¢
s dehydroxylaci piitomné HA struktury [211-214].

4.4.1.3 Termicka analyza vzorku ledvinovych kameni
Termickou analyzou byly zkoumany vSechny vzorky ledvinovych kament s vyjimkou vzorku
KS1, kterého nebylo dostatecné mnozstvi pro termickou analyzu. Studované vzorky KS
V piivodnim stavu obsahovaly vyznamny podil §taveland vapenatych v podobé WHE, ¢i jeho
smési s WED. Vzorky KS3 a KS6 pted termickou analyzou navic obsahovaly HA, v ptipadé
vzorku KS3 to bylo 31 hm% a u vzorku KS6 pak 11 hm%. Po termické analyze nebylo mozné
ve vzorcich KS2 a KS3 stanovit obsahy pfitomnych slozek z divodu malého mnozstvi
vzorku. Vzorek KS6 po kalcinaci na 1280 °C obsahoval 65 hm% HA. HA fazi obsahovaly
rovnéz kalcinované vzorky KS4 (3 hm%) a KS5 (4 hm%), u kterych HA nebyl pfed kalcinaci
metodami XRD a RS zjistén. Po kalcinaci byla v kameni KS6 jako v jediném vzorku nalezena
WHI faze (5 hm%), ktera mohla vzniknout z ACP, jehoz ptitomnost v plivodnim vzorku
nebyla vzhledem ke slozitosti XRD a RS zaznamu jednoznac¢né prokazana. Jako dal$i mozna
alternativa mize byt uvazovana transformace pfitomného HA na WHI, tfeti moZnosti je
stanoveni WHI diky piekroCeni meze stanovitelnosti této slouc¢eniny metodou XRD vlivem

zakoncentrovani vzorku kalcina¢nimi procesy, jak bylo zminéno v kap. 4.2.2.2.

DTA-DTG kiivky vzorkli ledvinovych kamenl signalizuji tfi az Ctyfi charakteristické
hmotnostni Ubytky spojené s termickym rozkladem ptedevsim WHE (KS4, KS5), ptipadné
smési WHE a WED (KS2, KS3 a KS6), viz Obr. 49 a 50. Nejdiive dochazelo ke ztraté
adsorbované a krystalicky vazané vody v oboru teplot piiblizné¢ 30 — 320 °C a za ni
nasledovaly dva stupné rozkladu biologické matrice vzorku. Dvoustupniovy rozklad organické
hmoty probihal v rozmezi teplot 400 — 600 °C a dale pak mezi 600 °C az 800 °C za vyvoje
plynnych fragmenti NOy (30,46), COy (28,44) a SO, (64).
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Obr. 50: DTA-DTG krivky vzorkit KS4, KS5 a KS6

V Tab. 45 jsou prehledné shrnuty DTA-TG a MS udaje vsech zkoumanych KS. U termické
analyzy vzorka KS4 — KS6 byly bohuzel navoleny pouze detekce fragmentt 18, 28, 44 a
vysledky MS nejsou tedy uplné. Nicméné MS zaznamy KS2 a KS3 vykazuji plnohodnotné

udaje. Priklad zaznamu MS kalcinovaného vzorku KS3 je nasledné uveden na Obr. 51,
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Tab. 45:Termoanalytické udaje vzorkit KS a MS udaje plynii uvolnenych béhem DTA-TG

Vzorek Aw / hm% Rozsah T/ °C Plynn¢ fragmenty*
KS2 17,9 30-278 17,18, 19
17,7 278 — 556 28, 30, 31, 38, 44, 46, 142
28,0 556 — 1280 28, 30, 44, 46
KS3 11,5 30-270 17,18, 19
8,1 270 — 442 18, 28, 30, 31, 38, 46, 64, 142
13,9 442 — 626 28, 30, 38, 44, 46
23,9 626 — 1280 28, 30, 44, 46
KS4 12.7 30-315 18
19.6 315 -584 28, 44
28.5 584 — 779 44
6.7 779 — 1220 -
KS5 17.7 30-323 18
111 323 - 549 28, 44
36.1 549 — 884 44
6.0 884 — 1220 -
KS6 8.2 30-313 18
13.6 313 -852 28, 44
21.9 582 — 793 44
11.2 793 — 1220 —

*17-0H", 18- H,0",19-F", 28 - CO", 30 - NO",31-P",38-F,", 44 - CO,",
46- NO,", 64 - SO,", 142 - P,O5"

Na zaznamu MS vzorktt KS2 a KS3 jsou patrné i fragmenty F*, F,", P* a P,0s", které byly
zaznamenany taktéZ v MS zubnich vzorkd HT2 a HT3. XRD analyza praskovych vzorkl ani
detekce plosnych zon ptiénych fezi vzorki KS prostfednictvim p4-XRD a EDX analyz,
nezaznamenaly pfitomnost F~ iontu ve zkoumanych vzorcich. V oblasti 500 — 800 °C dochazi
k rozkladu CaCO3; na CaO (KS6), ktery u vzorkiu KS2 — KS6 ¢astecné ¢i Gplné hydratoval
na Ca(OH), béhem ochlazujiciho procesu po skonceni kalcinace. V oblasti nad 800°C je
patrné odlisné chovani vzorkti KS5 a KS6 od ostatnich zkoumanych vzorkt (Obr. 49 a 50).
U téchto dvou kament se objevuje Siroky endotermni pik s maximem 1034 °C (KSS5), resp.
891 °C (KS6), ktery pravdépodobné souvisi z jiz diive zminénou dehydroxylaci HA struktury
[211,212]. U vzorku KS3 vsak tento Siroky endotermni pik neni detekovan, pravdépodobné

z divodu zreagovani OH™ iontd s pritomnymi slozkami nebo nemoznosti difuze v matrici KS.
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Obr. 51: MS zdaznam odchazejicich plynit ze vzorku KS3 behem termické analyzy

4.4.1.4 Shrnuti vysledki termické analyzy zkoumanych vzorki CaP

Béhem DTA-TG studovanych vzorkli dochdzelo k ¢etnym transformacnim procesim
doprovazenym vyvojem plynnych fragmentl, které byly detekovany a identifikovany MS
analyzou. Predmétem zdjmu byl pfedev§im HA a jeho pfitomnost v biologickych vzorcich,
tj. ve vzorcich BTB, HT, déle v KS3, KS6 a také jeho vyskyt ve vzorcich, v nichz se ptivodné
nevyskytoval, po termické analyze, tj. po kalcinaci (vzorky ACP, KS4 a KS5). Kalcinaci
vzorki na 1280 °C doslo ke kontrakcim mziZkovych parametrdt HA, k vyznamnému rstu HA
krystaliti a na DTA kiivkach byly u vzorkiit ACP, sHA, BTB, HT, KS5 a KS6 zaznamenany
charakteristické endotermni procesy spojené s dehydroxylaci a restrukturalizaci HA struktury.
Ve vzorcich podrobenych kalcinaci nebyly metodou XRD zaznamenany dehydroxyla¢ni
produkty v podobé OA ani OHA, které, pokud se béhem kalcina¢niho procesu vytvorily,

pravdépodobné zanikly v pribéhu chladnuti vzorku po termické analyze.
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4.4.2 Reak¢ni kalorimetrie

Piimé stanoveni krystalizacnich molarnich entalpii hydroxyapatitu (AcrHHA) a fosforecnanu
vapenatého (AcrHTCP) v izoperibolickém reakénim kalorimetru nebylo mozné, a proto bylo
navrzeno schéma aditivnich rovnic rozpoustécich reakci ve shodé s linearni kombinaci reakci
a Hessova zdkona (viz kap. 2.1.1 a 2.1.2). Hodnoty AsH™ a A,H™" byly odvozeny
z experimentaln¢ stanovenych hodnot rozpoustécich entalpii, tedy z AdiSSHHA a AdiSSHTCP.
Kalorimetrickd méfeni byla provedena pfi teplotach 25, 37 a 45 °C, u vSech zvolenych reakci
byla upravena iontové sila prostfedi pomoci NaCl na hodnotu 0,3 mol.dm™ pro simulaci

fyziologickych podminek.

4.4.2.1 Kalibrace izoperibolického reakéniho kalorimetru a postup méreni
Kalibra¢ni konstanty $ izoperibolického kalorimetru pro teploty 25, 37 a 45 °C byly urceny
elektrickou kalibraci (viz kap. 3.6.2.3) s vyuzitim programu OriTas 2011 RC. Pro kazdou
teplotu bylo uskute¢néno 5 nezavislych méfeni, vysledné hodnoty 4 jsou uvedeny v Tab. 46.
Citlivost odporového mistku byla nastavena na hodnotu 8, odpor elektrického téliska
s prislusenstvim odpovidal 35,5 Q a proud prochazejici kalibracnim téliskem mél hodnotu
97,3 mA. Experimentalné byla urcena rozpoustéci entalpie vysoce Cistého KCI (99,999 %)
v demineralizované vodé AgissH (KCI, 500 H,0) a stanovena hodnota 17,06 kJ.mol™* byla
porovnana S publikovanym tdajem 17,58 kJ .mol™ [257]. Z porovnani vyplyva, ze stanovené
hodnoty entalpii 1ze povaZzovat za spravné, chyba méteni, resp. odchylka stanovené hodnoty

od publikované byla mensi nez 3 %.

Tab. 46: Kalibracni konstanty izoperibolického reakcniho kalorimetru pri riiznych teplotach

T/°C 25 37 45
9/1IVv? 2785+ 89 2927+ 11,1 301,4+ 14,7

Experimentalni postupy kalorimetrickych méfeni jsou popsany v kap. 3.6.2.4. Ziznamy
zavislosti AU — t byly vyhodnoceny programem OriTas 2011 RC pro ziskani vysledného
napéti AU odpovidajiciho dané chemické reakci, jak bylo uvedeno v kapitole 3.6.2.2. Ziskané
hodnoty AU byly piepocitany pomoci kalibra¢ni konstanty 4 na reakéni entalpie A/H a jejich
hodnoty byly vztazeny na jednotkovd moladrni mnoZzstvi zkoumanych latek. Hodnoty

molarnich reakénich entalpii studovanych rozpoustécich reakci byly urceny pii teplotach 25,

37 a 45 °C pti | = 0,3 mol.dm?,
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4.4.2.2 Stanoveni Kkrystalizac¢nich entalpii zkoumanych vzorka CaP
Pro stanoveni AqH'®" byla pouZita rozpoustdci reakce (4-3) B-TCP v 0,1 M HCI (AH,)) a
rozpoustéci reakce (4-4) a (4-5) KH,PO, v téze kyseliné (AHg) a v 0,1 M roztoku TMAC
(tetramethylamonium chlorid), ktery plnil funkci disocia¢niho ¢inidla (AHc). Vysledna
hodnota A,H™" byla vypoctena ze znalosti AHa, AHg @ AHc podle vysledné rovnice (4-2).
Podle metodiky stanoveni AeH™P byla uréena i krystalizacni molarni entalpie ACP (AcrHACP),

kde byl misto TCP pouzit Cerstveé piipraveny vzorek ACP.

NgissHTP = — A HTCP: Caz(PO,), (s) = Caz(P0O,), (ai) 4-1)
NgissHTP = AH, — 6 AHg + 6 AH 4-2)
AHy: Cas(P0,), (s) + 6 HCL (ai) = 3 CaCl, (ai) + 2 H3P0, (ao) 4-3)
AHg: KH,PO, (s) + HCl (ai) = KCl (ai) + H3PO, (ao) (4-4)
AH;: KH,PO, (s) TM<—A>CKH2P04 (ai, H,POy) (4-5)

Hodnota AH™ byla uréena obdobnym zptisobem, a to z entalpie AdissH™" (v tomto ptipadé
dale znacena jako AHj), dale z rozpoustéci reakce (4-8) Ca(OH), v kyseliné chlorovodikové

(AHy) a z entalpie disociace HA (AH3) na Cas(PO4), a Ca(OH), v poméru 3:1 (viz Obr. 52).

Ca10(POa4)s(OH)2

3 Ca3(PO4)2. Ca(OH)2

(AH3)
Cas(P0a)2 Ca(OH)2

Ca®* 2 PO+ Ca* 2 OH~

Obr. 52: Schematické zndzornéni dilcich krokii pro urceni AgH™
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Vysledna hodnota Ac;H™ byla vypogitana podle aditivni rovnice (4-7) pro vzorky SHA, cHA,
bHA a tHA z AH; (4-1), AH, (4-8) a AH5 (4-9), kde AH; piedstavuje jiz ziskanou AgissH' <" .

AdissHHA =- AcrHHA: Ca,0(P0,4)6(0H), (s) = Ca,0(P0,4)60H, (ai) (4'6)
AgiscHP4 = 3 AH, + AH, + AH; 4-7)
AH; = AdissHTCP5 Caz(P0O,), (s) = Caz(P0,), (ai) (4'1)
AH,: Ca(OH), (s) = Ca(OH), (ai) (4-8)
AH3: Cayg(P04)(0H), (s) = 3 Caz(P0,), (s) + Ca(OH), (s) (4-9)

AHj3 zohlednuje vazbu Caz(POy4), a Ca(OH), v poméru 3:1 a byla vypoctena z aditivni rovnice
(4-10) reakci (4-3), (4-11) a (4-12):

AH3 :AHD_AHE_3AHA (4‘10)

AHy: Ca3(P0,), (s) + 6 HCL (ai) = 3 CaCl, (ai) + 2 H3PO, (ao) (4-3)
AHp: Cayo(POL)e(OH),(s) + 20HCL(ai) = 10CaCly(ai) + 6H;PO,(a0) + 2H,0(1) (4-11)

AHg: Ca(OH), (s) + 2 HCL (ai) = CaCl, (ai) + 2 H,0 (1) (4-12)

V nasledujici Tab. 47 jsou uvedeny slucovaci entalpie AH° vybranych sloucenin, které byly
pfevzaty z databdze NIST [258], a které poslouzily k vypoctu teoretickych hodnot

rozpoustécich entalpii studovanych latek AgissH™ pii 25°C.
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Tab. 47: Standardni slucovaci entalpie a teoretické hodnoty molarnich rozpoustécich entalpii CaP a

slozek reakci navrzeného schematu

Databaze NIST NHC® / kJ.mol™ AgissH* 1 kJ.mol™
AH, (4-3) CacCl, (ai) -877,13 -84,3
H:PO, (a0) -1 288,34
Cag(PO4), (s) —4120,80
HCI (ai) -167,16
AHg (4-4) KCI (ai) -419,53 27,6
HsPO, (a0) -1 288,34
KH,PO4(s) —1568,33
HCI (ai) -167,16
AHc (4-5) KH,PQO, (ai, H,PO,)  —1548,67 19,7
KH,PO4(s) —1568,33
AH; = AgisH ™" (4-1) ~131,7
AH, (4-8) Ca(OH), (ai) 1 002,82 -16,7
Ca(OH), (s) -986,09
AHp (4-11) CaCl, (ai)  -877,13 2527
HsPO, (a0) -1 288,34
H,0 () -285,83
Ca10(PO4)6(OH)2 (S) -13 477,00
HCI (ai) -167,16
AHe (4-12) CaCl, (ai)  -877,13 1284
H,O (1) —-285,83
Ca(OH), (s) —986,09
HCI (ai) -167,16
AH; (4-9) 128,6
AgissH™ (4-6) -283,2

Tab. 48 az Tab. 54 shrnuji experimentalné urcené reakcni

entalpie studovanych reakci

v simulovaném fyziologickém prostiedi pro teploty 25, 37 a 45 °C. Uvadéné hodnoty

predstavuji pramér z 5 nezavislych méfeni. Hodnoty AgissH pro ACP a B-TCP byly

vypocitany pomoci AHa, AHg @ AHc a pro urceni vyslednych hodnot AdissHHA vzorka SHA,
cHA, bHA a tHA se vychazelo ze znalosti AH;, AH, a AHs.
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Tab. 48: Teplotni zavislost rozpoustécich entalpii ACP a f-TCP v 0,1 M HCI

AH,/ KJ.mol™
T/°C
B-TCP ACP 4
25 ~111,6+4,2 -92,3+2,0
37 ~1241+59  -1169+4,4
45 -134,2+35,7 —-1256+4,8

AACP jako Cas(PO,),.4H,0

Tab. 49: Teplotni zavislost rozpoustécich entalpii KH,PO4 v 0,1 M HCl a TMAC

T/°C AHg/ kJ.mol™ AHc/ kJ.mol™
25 21,3+0,7 19.3+0,5
37 24,4 0,6 21,9+04
45 27,1+1,2 24,3+0,9

Z entalpii AHa, AHg a AHc chemickych reakei (4-3) az (4-5), které byly realizovany
v simulovanych fyziologickych podminkach, byly vypocteny hodnoty rozpoustécich entalpii
ACP a B-TCP, jez jsou uvedeny v Tab. 50. V piipadé¢ ACP se jedna o hodnoty nalezejici
form¢ Caz(POy),.4H,0, kterou prokazaly vysledky ICP-OES a TG (viz kap. 4.1.3).

Tab. 50: Teplotni zavislost rozpoustécich entalpii [-TCP a ACP v simulovanych fyziologickych

podminkach
e AH; = AgiH™ "/ kJ.mol ™
B-TCP ACP
25 -123,6 £ 6,7 -104,3+5,5
37 -139,1+7.3 -131,9+6,2
45 -151,0+ 10,6  -142,4+10,2

V Tab. 51 az Tab. 53 jsou uvedeny hodnoty entalpii AHp, AHg, AH, a AH3 pro 25, 37 a 45 °C,

ze kterych se vychazelo pii vypoctu AgissH zkoumanych HA.

Tab. 51: Teplotni zavislost rozpoustécich entalpii zkoumanych HA v 0,1 M HCI

T/ o AHp / kd.mol?
cHA sHA bHA tHA
25 -303,5+94 -300,7 £ 10,7 -3242+11,2 -335,7+13,0
37 -324,3+ 10,7 -318,4+ 11,2 -344,0+ 14,4 -353,6 £12,5
45 -338,9+12,9 -325,7+ 12,1 -352,8+ 11,0 -356,3+14,3
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Tab. 52: Teplo tni zdvislost rozpousteci entalpie Ca(OH), v H,O a 0,1 M HCI

T/°C AH,/ kJ.mol? AHg/ kd.mol™

25 -15,0+£ 0,6 -122,0+3,9
37 -13,9+0,7 -136.3+4,8
45 -12,8+ 0,6 -140,7+4,4

Tab. 53: Teplotni zavislost entalpie reakce (4-9)

T/°C AHy/ kJ.mol™*
CHA sHA bHA tHA
25 153,3+ 16,2 156,1+16.,9 1326 +17,3 121,1+ 18,5
37 184,3+21,2 190,2 + 21,5 164,6 £23,3 155,0+22.2
45 204,4+219 2176 £21,4 190,5 + 20,8 187,0+ 22,7

Tab. 54: Teplotni zavislost rozpoustécich entalpii vzorku HA v simulovanych fyziologickych

podminkach
T/oC AgissH™ / KJ.mol™
cHA sHA bHA tHA
25 -2325+17,5 -229,7+18,2 -2532+18,6 —264,7+19,7
37 -246,9+22,0 -241,0+223 -266,6+24,0 -276,2+229
45 —261,4+243 -2482+239  -2753+234 -278,8+25,0

Teplotni zavislost rozpoustécich entalpii studovanych vzorki CaP byla ovéfena statisticky
pomoci dvouvybérového studentova t-testu se zvolenou hladinou vyznamnosti o = 0,05. Bylo
zjisténo, ze hodnoty AgissH vzorkit ACP a B-TCP jsou teplotné zavislé (Tab. 50), na rozdil
od hodnot AgissH vzorka sHA, tHA, bHA a tHA (Tab. 54), u nichZ nebyly na zvolené hladiné
vyznamnosti prokézany statisticky vyznamné rozdily v hodnotich rozpoustécich entalpii
stanovenych pfi teplotach 25, 37 a 45 °C, coz je v souladu se zavéry uvedenymi v kap. 4.3
o teplotni nezévislosti rozpustnosti CaP na bazi HA. Chyby stanoveni (smérodatné odchylky)
aditivnich hodnot entalpii (tj. AH;, resp.AgiscHT¢P, AH; a AgissH?4) byly uréeny pomoci
zakona o $iteni chyb (viz Ptiloha). Rozdily mezi teoretickymi hodnotami AgissH* a hodnotami
experimentalné uréenymi AgissH (Viz Tab. 47 a Tab. 54) jsou dusledkem rozdilnych reakénich
podminek, nebot’ hodnoty z databaze NIST plati pro rozpousténi v Cisté vodé, na rozdil
od hodnot stanovenych v této disertacni praci, kde byla iontova sila roztoku, v némz
rozpousténi probihalo, nastavena piidavkem NaCl na hodnotu 0,3 mol.dm™, aby se tak

alespon ¢astecné simulovaly fyziologické podminky.
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V literatuie [259] jeji autofi stanovili rozpoustéci entalpie B-TCP a HA pii 25 °C
prostfednictvim systému chemickych reakci za proménlivého pH pomoci izoperibolického
kalorimetru a mikrokalorimetru. Extrapolace na pH 7 vedla k urceni AgissH danych CaP v Cisté
vods. Byly ziskany hodnoty AgissH = —138,3 kJ.mol™ pro B-TCP a AgissH = —393,6 kJ.mol™
pro HA. Rozpoustéci entalpie HA je v tomto ptipad€, podobné jak je tomu i u nasich hodnot,
velmi vzdalena teoreticky vypocitané (AdiSSHHA =-283,2 kJ.moI'l). Jinou moznosti porovnani
publikovanych udaji AgissH S hodnotami experimentalné urCenymi v této praci mize byt
kombinace hodnot z databaze NIST s hodnotami standardnich slucovacich entalpii
H(HA,cr) = —13305 kJ.mol™ [236] a AiH°(B-TCP,cr) = —4056 kJ.mol™ [260]. Tento ptistup
vede k hodnotdm AgissH? ™" = —127,2 ki.mol™ a AgissH™ = —247,4 kJ.mol™ [236,258,260],
coz jsou hodnoty relativné blizké t€m, které byly stanoveny V této praci. Rozpousténi téchto
malo rozpustnych fosfore¢nantt v HsPO,4 bylo studovano také ve studiich [249,260], kde
hodnoty vykazuji opét vyssi rozpoustéci entalpii HA, nez udédva teoreticky vypocet. Podobné
je tomu i u praci [244,259,266]. V téchto piipadech byla pro rozpousténi CaP vyuzita
zfedénad 10 %-ni kyselina dusi¢nd. Srovnani ndmi stanovenych hodnot AgissH studovanych
CaP s dfive publikovanymi daty je z divodu riznych iontovych sil a pH roztokl tézko

proveditelné. Veskeré dostupné tdaje jsou shrnuty v nasledujicich Tab. 55 a Tab. 56.

Tab. 55: Porovnani stanovené rozpoustéci entalpie -TCP s publikovanymi daty

T/°C AdissH? TP 1 KJ.mol™
25 ~123,6 + 6,7 —125,5 [249]
-127,2 [SEP]
~130,3 [260]
-138,3 [259]

SEP: semiempiricky pFistup zhodnoceni AgissH” —Tee [258,260]

Tab. 56. Porovnani rozpoustéct entalpie HA s publikovanymi daty

AgisH™ 1 kJ.mol™
cHA sHA bHA tHA HA
25 -2325+17,5 —229,7+ 18,2 —253,2+ 18,6 —264,7+ 19,7 —247,4 [SEP]
—354,6 [249]
—364,3 [244]
—364,8 [266]
—393,6 [259]

T/°C

SEP: semiempiricky pristup zhodnoceni AgissH™ [236,258]
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Z experimentalné ziskanych hodnot AgissH studovanych vzorka CaP (ACP, B-TCP, sHA,
cHA, bHA a tHA) byly odvozeny krystaliza¢ni entalpie AiH podle vztahu (4-1) a (4-6) a
jejich hodnoty jsou shrnuty v Tab. 57.

Tab. 57: Teplotni zavislosti krystalizacnich entalpii AH zkoumanych vzorkit CaP

A, H / kl.mol™
cHA sHA bHA tHA B-TCP ACP
25 2325+17,5 229,7+18,2 253,2+18,6 264,7+19,7 1236+6,7 104,3+5,5
37 246,9+220 241,0+22,3 266,6+24,0 276,2+229 139,1+7,3 131,9+6,2
45 261,4+243 248,2+23,9 2753+234 2788+250 151,0+10,6 142,4+10,2

T/°C

4.4.2.3 Shrnuti vysledki kalorimetrickych méreni
Bylo zjisténo, ze rozdilnost hodnot AgissH mezi B-TCP a ACP a mezi jednotlivymi typy HA
fazi je zpiisobena né€kolika faktory, a to pfedev§im hodnotou stechiometrického poméru Ca:P
(Tab. 37) a stupném krystalinity. Tyto faktory byly zminény i v publikacich né€kolika autort
[238—-240]. Prokazanym faktem je skutecnost, Ze pokles AgissH ACP oproti B-TCP a mezi
vzorky HA (sHA — cHA — bHA — tHA) koreluje se zvySujicim se stupném krystalinity.
Metodou XRD bylo zjisténo, ze vzorek B-TCP mél velikost krystalinitd 217 nm, u HA
hodnota & ¢inila: sHA ~ 29 nm, cHA ~ 71 nm, vzorky biologickych HA po kalcinaci na
teplotu 800 °C mély hodnoty & ~ 107 nm (bHA), resp. ~ 178 nm (tHA). Z 1daji uvedenych
v Tab. 50 a Tab. 54 vyplyva, ze absolutni hodnoty AgissH se zvySuji v porfadi ACP < B-TCP <
SHA < cHA < bHA < tHA. S narlstem teploty dochazi u ACP a B-TCP k poklesu hodnot

AdgissH, u vzorki HA tento pokles neni na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 statisticky vyznamny.
Obdrzené AH studovanych CaP ptedstavuji energii potiebnou pro vylouceni jednoho molu

krystalii zkoumaného CaP z nasyceného roztoku pii dané teploté€ a jejich hodnoty pfi riznych

teplotach jsou nazorné graficky zpracovany na Obr. 53, Obr. 54 a Obr. 54.
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Obr. 55: Teplotni zavislost AecH vzorki sHA a bHA

S rostouct teplotou, molarnim pomérem Ca:P a zvySovanim krystalinity studovanych vzorki
CaP tedy dochazi k nartistu energie potiebné pro tvorbu pevné faze z mate¢niho roztoku,
ato v poradi: ACP < B-TCP <sHA < cHA <bHA <tHA. ACP se tedy bude sraZet ochotng&ji
nezli B-TCP ¢i HA a naopak. ACP a méné vyvinuté krystalinity CaP se budou také daleko
1épe rozpoustét nez piribuzné krystalické analogy. Tato fakta piimo souviseji se snadnéjsi
resorbovatelnosti, restrukturalizaci a biokompaktibilitou dané latky uvniti zivého organismu.
Ve studiich zminénych v kapitole 2.7.1 bylo potvrzeno, Ze amorfni a méné& krystalicky
vyvinuté faze HA, pfipadné¢ CDHA, se mnohem rychleji transportuji do biologické matrice,
kde dochazi ke snadnéjsi konverzi a vzniku biologického substratu s pojivovou tkani, nezli by
tomu bylo u interakce vysoce krystalické HA substance s pojivovou tkani. Tento fakt tzce
souvisi se samoobnovujicimi cykly probihajicimi v Zivych tkédnich, se zranim a remodelaci
kostni hmoty v télnich systémech. Tyto skutecnosti jsou sledovany v ¢etnych biomimetickych
studiich s cilem nalézt kompatibilni materidly mezi pojivovou tkani a napf. implantitem a
zvysit tak schopnost jeji regenerace. Volbou fyziologickych podminek kalorimetrickych
experimentll a pouZzitim hydroxyapatitu biologického piivodu se i tato prace pokusila pfispét

k dosazeni tohoto cile.
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5. Zavér

Cilem piedlozené dizertacni prace bylo prostudovat biologicky vyznamné fosforecnany
vapenaté po strance podminek jejich syntézy, strukturnich, fyzikalné chemickych a termo-
chemickych vlastnosti a zjistit, do jaké miry se 1i§i vybrané charakteristiky syntetickych a

biologickou cestou vzniklych sloucenin.

V teoretické a literarni ¢asti prace byly shrnuty dosavadni poznatky o vapenatych solich
kyseliny fosforecné (CaP), které tvoii nepostradatelny anorganicky podil kostniho skeletu
mnoha zivych organismu, v nichz se vyskytuji predev§im ve formé& hydroxyapatitu (HA)
ruzného stupné krystalické zralosti, spolecné s jeho prekurzorickymi formami v podobé
amorfniho fosfore¢nanu vapenatého (ACP), PB—formy fosfore¢nanu vapenatého (B-TCP),
hydrogenfosfore¢nanu vapenatého nebo fosfore¢nanu oktavapenatého. Béhem Zzivota v téchto
organismech probihaji ¢etné¢ biochemické procesy, které vedou k neustdlé restrukturalizaci a
obnové¢ kostni hmoty, dochdzi k hormonalnim zméndm ¢i projevim genetickych dispozici,
které mohou vést k porucham kalcifikace spojenym s patologickym kostnaténim mékkych
tkani, k ukladani CaP soli v dutindch vnitinich organi, ¢i naopak k nedostate¢nému vyvinu,
ubytku nebo ztraté pevnosti a hutnosti kostni hmoty. Mnohé studie se zabyvaji vyzkumem a
vyvojem novych biokompaktibilnich, snadno resorbovatelnych a biologicky aktivnich
kompoziti na bazi CaP, které nachazeji vyznamné uplatnéni ve farmakologickych,
medicinskych a biomimetickych oborech. V této casti prace jsou také uvedeny mozné
zpusoby syntézy, strukturni, fyzikdln¢ chemické a termochemické vlastnosti CaP, které
nasledné poslouzily pfi feSeni stanovenych ukoll dizertace. Pro tucely strukturni
charakterizace a termochemické studie byly vybrany a syntetizovany hydroxyapatit,
B-fosforecnan vapenaty a amorfni fosforecnan vapenaty jako hlavni pfedstavitelé obsadhle
skupiny biologicky vyznamnych CaP. Studovany byly rovnéz CaP v podobé¢ biologického HA
obsaZzené¢ho ve vzorcich lidskych zubt (HT) a stehenni hovézi kosti (BTB) a dale vzorky

ledvinovych kamenti (KS).

Kombinace chemickych a fyzikalnich metod, které byly pro tuto studii zvoleny (XRD, SEM-
EDX, RS, ICP-OES, DTA-TG, reakéni kalorimetrie), se jevi jako velmi vhodné pro charakte-
rizaci laboratorné pfipravenych a biologickych vzorkii CaP. Prostfednictvim téchto metod
bylo mozné ve zkoumanych vzorcich urcit fazovéa zastoupeni CaP, zjistit velikosti krystaliti,
miizkové parametry, stupen krystalinity i obsahy prvkl. Byl posouzen vliv kalcinace na

miizkové parametry a pomérové zastoupeni krystalickych fazi kalcinovanych vzorku.
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Prostfednictvim termické analyzy byly odhaleny transformacni procesy, které ve studovanych
materidlech béhem kalcinace probihaji, pomoci MS detekce byly soucasné ziskany udaje
o slozeni uvoliovanych plynt, coz vedlo k odhaleni dehydroxylac¢nich procest, ke kterym ve

struktuie HA béhem kalcinace dochazi.

Studiem biologickych vzorkl bylo zjisténo, Ze zubni materidly obsahuji dvé odlisné faze HA
s rozdilnymi mifizkovymi parametry a velikostmi ¢astic. Ve vzorcich ledvinovych kamenii
bylo identifikovano minoritni zastoupeni HA, v kalcinovanych vzorcich HT byl nalezen
krystalicky fosforecnan vapenaty ve form¢ whitlockitu (WHI), zifejm¢ v dusledku
transformace Castecné krystalické fdze HA. Nepatrny obsah WHI byl nalezen také v ptipadé
kalcinovaného ledvinového kamene KS6, bud’to jako vysledek premény amorfni faze CaP,
nebo se kalcinaci dosahlo meze detekovatelnosti WHI ve vzorku metodou XRD. Kalcinaci
syntetického ACP na 1280 °C doslo k jeho transformaci na HA a dv€ modifikace TCP
s rozdilnou prostorovou grupou odpovidajici B-TCP a WHI. Vzorek laboratorné piipraveného
B-TCP byl na rozdil od ACP termicky zcela stabilni. Syntetizovany vzorek HA (sHA)
kalcinaci transformoval ze 74 hm% na vysokoteplotni formu a-TCP, na rozdil od komeréniho
cHA, ktery z 9 hm% ptesel na fosforeCnan tetravapenaty. Rozdilnost kalcinac¢nich produktt
byla zpiisobena rozdilnou metodou piipravy obou syntetickych vzorkti HA, nebot’ sHA byl
pfipravovan z vodnych roztokli, na rozdil od komeréniho cHA, ktery byl piipraven
hydrotermélni metodou a poté sintrovan. UrCené miizkové parametry zkoumanych CaP
odpovidaly publikovanym udajim. Kalcinaci dochazelo ke kontrakcim strukturni miizky HA,
zvySovani stupné krystalinity a rastu krystalith HA fazi obsaZenych v kalcinovanych
vzorcich. Behem termické analyzy vzorki ACP, sHA, BTB, vSech vzorkli HT a nékterych
vzorki KS obsahujicich HA byly identifikovany dehydroxylacni procesy probihajici
ve struktufe HA. Rentgenova praSkova difrakce vzorkl po termické analyze nezaznamenala
pfitomnost produkti dehydroxylace HA v podobé oxoapatitu ani oxohydroxyapatitu. Pokud

doslo k jejich vzniku, zanikly béhem ochlazovaciho procesu vzorku po ukonceni kalcinace.

Vedle strukturni a prvkové charakterizace studovanych materiali bylo hlavnim cilem prace
stanoveni jejich krystalizatni entalpie jako vyznamného termochemického parametru.
Pro tyto experimenty byl zvolen izoperibolicky reakcni kalorimetr a modelové fyziologické
prostiedi spocivajici v upravé jeho iontové sily na hodnotu 0,3 mol.dm™ a méfeni
pfi teplotach 25, 37 a 45 °C, coz mélo piiblizit experimentdlni podminky procesim
probihajicim v Zivych systémech. Bylo navrzeno schéma aditivnich rovnic, které umoznilo

stanoveni krystaliza¢nich entalpii prostiednictvim vhodné zvolenych rozpoustécich reakci.
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Me¢éieni byla provedena jak se synteticky pfipravenymi vzorky ACP, B-TCP, sHA, cHA,
tak s biologickymi materidly HT a BTB. Syntetizované HA (sHA, cHA) nebylo nutné
pro entalpickou studii kalcinovat, na rozdil od biologickych ptedloh HA (HT, BTB), kter¢
bylo nutné kalcinaci zbavit organického podilu pro ziskani ¢istych forem HA (bHA, tHA).
Bylo zjisténo, Ze velikost krystalith HA v biologickych vzorcich podrobenych kalcinaci,
se kalcinaci zvétSuje. Tento fakt se projevil v termochemické studii, kde krystalizacni entalpie
HA pfitomného v kalcinovanych biologickych vzorcich ve formé vétSich krystalith
vykazovaly vyssi hodnoty nezli u HA syntetizovaného o mensSi krystalinité. Bohuzel
se nepodafilo ziskat biologicky HA bez nutného kalcina¢niho procesu. Vedle HA byly
stanoveny A¢H rovnéz u vzorkit ACP a B-TCP, u kterych vykazovaly niz$i hodnoty nez
u HA. Vliv na hodnoty A,H méla i stechiometrie zkoumanych vzorkd, ktera byla v této praci
charakterizovana molarnim pomérem Ca:P. S rostouci hodnotou molarniho poméru Ca:P
dochazelo k nartstu krystalizaéni entalpie zkoumanych vzorkid. Pro studovany teplotni
interval 25 — 45 °C klesaji hodnoty krystaliza¢ni entalpie v pofadi tHA > bHA > cHA > sHA
>>> 3-TCP > ACP. Nizsi hodnoty A¢H vzorku ACP vaci B-TCP a vzorku sHA proti tHA,
bHA a cHA odpovidaji niz§imu mnozstvi energie potiebné k vylouc¢eni jednoho molu téchto
sloucenin z nasyceného roztoku pii dané teploté neZ u vyse zminénych zkoumanych latek, coz
lze wvysvétlit prvotni tvorbou malo krystalicky vyvinuté, nestechiometrické faze, ktera
postupné aglomeruje, restrukturalizuje a krystalicky ,,zraje” za vzniku organizovanych
seskupeni HA krystalitd v biologickém matrixu tkani. ACP a B—TCP piedstavuji krystalicky
nevyvinuté a termodynamicky méné stabilni formy CaP, na rozdil od studovanych vzorkt
HA, které piedstavuji hierarchicky uspofadané, termodynamicky stabilni faze s dobrym
vyvinem krystalitl. Na zéklad€ téchto vysledki 1ze také pfedpokladat priibéh transformacnich
procest ve vodnych roztocich ACP, z nichZ by se mély vylucovat termodynamicky stabilnéjsi
TCP a HA. Nezavislost krystalizacni entalpie a rozpustnosti HA na teploté lze pticist vysoké

chemické stabilité této slouceniny, obdobné zavéry plati i pro f—TCP.

Vedle ziskani velkého mnoZstvi experimentalnich dat, kterymi tato studie pfispéla k rozsiteni
dosavadnich poznatki o vlastnostech biologicky vyznamnych forem fosfore¢nanti
vapenatych, se diky navrzenému systému rozpoustécich reakci podatilo nalézt vhodny zpiisob
stanoveni krystaliza¢nich entalpii P—formy fosfore¢nanu vépenatého a hydroxyapatitu
s vyuzitim dostupné kalorimetrické techniky — izoperibolického zdvojeného kalorimetru.
Analogickym postupem Ize tuto dilezitou termochemickou veli¢inu stanovit i u jinych

sloucenin, u nichz je jeji pfimé méfeni nesnadné. Ziskand entalpicka a rozpustnostni data
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prokazuji genezi vzniku a transformaci jednotlivych forem fosforecnani vapenatych v zivych
organismech a potvrzuji souvislosti mezi tvorbou, restrukturalizaci a samoobnovujicimi cykly
probihajicimi v jejich tkanich. Navrzené schéma lze taktéz vyuzit pti studiu vlivu organickych
a anorganickych latek na tvorbu a vylucovani CaP v biologickych systémech, coz by

umoznilo odhalit a blize pochopit biochemické procesy probihajici ,,in vivo .
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Seznam pouZitych symbolu a zkratek

Seznam pouzitych symbola a zkratek

Symbol Vyznam Jednotka
a Aktivita -
aip, bip, Cip Miizkové parametry: vektory zakladni bunky [A]
a Efektivni primér iontu [A]
ai Vodny roztok, ionizovana substance

am Amorfni stav

ao Vodny roztok, neionizovana substance

aq Vodny roztok, koncentrace neni specifikovana

A Obecné méfend veli¢ina

A Koeficient charakterizujici rozpoustédlo [dm?2.mol ]
B Koeficient charakterizujici rozpoustédlo [dm¥2.mol™2. A™Y]
c Molérni koncentrace [mol.dm?]
C Tepelna kapacita kalorimetru [1.K7]
dh Mezirovinna vzdalenost [nm]
AG Zména Gibbsovy energie [J]
AG* Kriticka hodnota zmény Gibbsovy energie (nukleacni bariera) [J]
AGhet Kriticka hodnota zmény Gibbsovy energie pii heterogenni nukleaci [J]
AGhom Kriticka hodnota Gibbsovy energie pfi homogenni nukleaci [J]
AGy Zména Gibbsovy energie vztazena na jednotkovy objem [J.m™]
AH Zména entalpie [J.mol™]
AerH Molarni krystaliza¢ni entalpie [J.mol™]
AgissH Molarni rozpoustéci entalpie [J.mol'l]
AH° Standardni molarni sluovaci entalpie [J.mol™]
Agiss 2H Rozpoustéci molarni entalpie latky 2 [J.mol™]
AHE Molarni dodatkové entalpie [J.mol™]
AginHi Molarni integralni zied’ovaci teplo [J. mol‘l]
AHM SméSovaci molarni entalpie [J.mol™]
AH Reakéni molarni entalpie [J.mol™]
AH° Standardni molarni reak¢éni entalpie [J.mol™]
AgH° Standardni molarni transformacni entalpie [J.mol'l]
AwH® Standardni molarni smaceci entalpie [J.mol™]
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Nhki

sin
Si

Zména entropie

Zmeéna vnitini energie reagujici soustavy
Energie

Aktivaéni energie

Konstanta pro vypocet aktivitniho koeficientu (2-39)
Konstanta pro vypocet aktivitniho koeficientu (2-39)
Planckova konstanta

Diferen¢ni rozpoustéci entalpie l1atky i
Molérni entalpie istého rozpoustédla
Molarni entalpie Cisté latky i

Entalpie binarni smeési

Molérni entalpie Cisté latky 2

Konstanta pfestupu tepla

Rovnovazna termodynamické konstanta
Soucin rozpustnosti

Iontova sila

Elektricky proud

Molalita

Hmotnost

Latkové mnozstvi latky i

Rad difrakce

Nukleus

Latkové mnoZstvi rozpoustédla
Relativni mnozstvi rozpoustédla

Tlak

Reak¢ni teplo

Polomér zarodku

Kriticky polomér zarodku

Elektricky odpor

Plynova konstanta

Obecna reaktanta

Rozpoustedlo

Smérnice pocatecni linie

[dm*2.mo

[dm*2.mo

[J.mol".K™]
[J]
[J]
[J]

I-l/Z]

I-l/Z]

[J.5]
[J.mol™]
[J.mol™]
[J.mol™]
[J.mol™]
[J.mol™]

[W.m2.K?]

[mol.dm?]
[Al
[mol.kg™]
[ka]

[mol]

[mol]

[Pa]

[J]

[nm]

[nm]

[€2]
[J.mol?.K™]
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Zj

Recky symbol

a By
a

&

Smérnice konecné linie

Cas

Teplota

Teplota kalorimetru

Teplota okoli

Vnitini energie

Elektrické napéti

Korigované elektrické napéti
Uhrnné elektrické napéti

Vakance

Hmotnostni zlomek

Hmotnostni ubytek

Molarni zlomek

Molarni zlomek v pfesyceném stavu
Molarni zlomek v rovnovazném stavu
Obecné reakce

Iontovy naboj (z+ — kationtu, z_— aniontu)

Vyznam

Mrizkové parametry: thly svirajici vektory ayp, bip, Cip
Krystalinita

Ochlazovaci konstanta

Ptesyceni

Aktivitni koeficient latky i

Stfedni aktivitni koeficient

Kalibraéni konstanta izoperibolického kalorimetru
Kontaktni uhel

Vlnova délka

Chemicky potencial

Standardni chemicky potencial

Chemicky potencidl v pfesyceném stavu
Chemicky potencial v rovnovazném stavu

Stechiometricky koeficient

[s]
[°C]
[°C]
[°C]

[J]

[V]
[V]
[V]

[hm %]
[hm %]

Jednotka
[°]

[A]

[s*]

[1.V7Y]
[°]

[nm]
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Vas
W
Vs
0
(o)

K

o,y

Zkratka
ACP
AP
bHA
BTB
CaP
CD
CDHA
cHA
CIA
CMP
CPP
CPPD
DAH
DCP
DCPD
DSC
DTA
DTG
EDX
ESD
EXAFS
FA
FTIR

Vlnocet [cm™]
Asymetricka vibrace [cm™]
Deformacni vibrace [cm™]
Symetricka vibrace [cm™]
Braggtv uhel [°]
Mezifazové napéti [N.m™]

Stupen premény -

Korekéni koeficienty ;i —

Nazey Vzorec
Amorfni fosfore¢nan vapenaty Caz(POy4)2.XH20 (am)
Obecné apatity Cayo(PO4)e(F,CI,OH),
Kostni HA

Stehenni hovézi kost

Obecné fosfore¢nany vapenaté (ACP, TCP, HA)

Cyklodextrin

Nestechiometricky HA (1<x<0) Ca10x(PO4)sx(HPO4)x(OH)2«
Komercéni HA

Chlorapatit Ca10(PO4)sCl,
Metafosfore¢nan vapniku (a., 3, y forma) Ca(POy),
Pyrofosfat vapenaty CaxP207
Dihydrat pyrofosfatu vapenatého Ca,P,07.2H,0
Dahllit Ca10(PO4,CO3)6(OH)
Hydrogenfosforecnan vapenaty (monetit) CaHPQO,
Dihydrat DCP, brushit CaHPO,4.2H,0

Diferencni skenovaci kalorimetrie

Diferencni termicka analyza

Diferencni termogravimetrie

Rentgenovy mikroanalyzator

Vysokoenergeticka uprava povrchi laserem

Rentgenova adsorpcni spektroskopie

Fluorapatit Cayo(POs)sF2

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
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Seznam pouZitych symbolu a zkratek

HA
HCP
HT
ICP-OES
JCPDS
KS

LI

MS
1-XRD
NMR
OA
OCP
OHA
PLD
PO

RS
SEM
SHA
STR
TA
TCP
TDHP
TG
TGA
tHA
TMA
TMAC
TTCP
WED
WHE
WHI
XRD

Hydroxyapatit Cayo(PO4)s(OH),
Fosfore¢nan heptavapenaty Caz7(P2015)2
Lidsky zub

Opticka emisni spektroskopie s indukcnée vazanym plazmatem

Databaze difraktogramt

Lidsky ledvinovy kamen

Oxid véapenaty CaO
Hmotnostni spektroskopie

Rentgenova praskova mikrodifrakce

Nuklearni magneticka rezonance

Oxoapatit Cay0(PO4)60-
Fosfore¢nan oktovapenaty CagH3(PO4)s5H,0
Oxyhydroxyapatit (x<1, V — vakance) Cay(PO4)s(OH)2.240OxVy

Vysokoenergeticka uprava povrchu napétovym rdazem

Hydroxid vapenaty Ca(OH),
Ramanova spektroskopie

Skenovaci elektronovy mikroskop

Synteticky pfipraveny HA

Struvit NH4Mg(POy),.6H,0
Krivka primého ohrevu

Krystalicky fosfore¢nan vapenaty (o, B, y forma) Caz(POy)2
Dihydrogenfosfore¢nan tetravapenaty CasH,Pg029

Termogravimetrie
Termogravimetricka analyza
Zubni HA

Termomechanicka analyza

Tetramethylenamonium chlorid (CH3)4NCI
Fosfore¢nan tetravapenaty (hilgenstockit) CasO(POy):
Dihydrat stavelanu vapenatého (wedellit) CayC,04.2H,0
Monohydrat stavelanu vapenatého (whewellit) Ca,C,04.H,0
Whitlockit (Ca,Mq)3(PO,),

Rentgenova praskova difrakce
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Obr. P2: XRD zaznam ledvinovéeho kamene KS2
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Obr. P3: XRD zaznam ledvinového kamene KS3
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Obr. P4: XRD zdaznam ledvinového kamene KS4
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Obr. P5: XRD zaznam ledvinového kamene KS5
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Obr. P6: XRD zaznam ledvinového kamene KS6
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Obr. P7: XRD zaznam kalcinovaneho vzorku ACP
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Obr. P8: XRD zaznam kalcinovaného vzorku TCP
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Obr. P9: XRD zdaznam kalcinovaného vzorku sHA
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Obr. P10: XRD zaznam kalcinovaného vzorku cHA
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Obr. P11: XRD zaznam kalcinovaného vzorku BTB
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Obr. P12: XRD zaznam kalcinovaného vzorku HT'1
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Obr. P13: XRD zaznam kalcinovaného vzorku HT2
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Obr. P14: XRD zaznam kalcinovaného vzorku HT3
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Obr. P15: XRD zdznam kalcinovaného ledvinového kamene KS2
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Obr. P16: XRD zaznam kalcinovaného ledvinového kamene KS3
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Obr. P17: XRD zaznam kalcinovaného ledvinového kamene KS4
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Obr. P18: XRD zaznam kalcinovaného ledvinového kamene KS5
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Obr. P19: XRD zaznam kalcinovaného ledvinového kamene KS6
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Obr. P20: XRD zaznam vzorku bHA a tHA
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Obr. P21: XRD zaznam ACP po rozpoustécich experimetech pri 25 °C (A) a 45 °C (B)
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Zakon o Sirent chyb

Jsou-li %1, %5, X3,..., %, aritmetické priméry piimo méfenych veli€in x; x5, ..., x,,, 0dhad

stitedni hodnoty hledané veli¢iny y se vypocita ze vztahu:

57 = f(£1:£2»£3' ---:fm)

Vyjadti-li se zména y diferencidlem
of
o= (5)

ma kone¢na odchylka proménné y; nasledujici podobu:

of
dx1+---+ m dxm

X2,.xm X1,.Xm—1

9] 9]
y—yi= (0_51) (%) —x1) + -+ (%) (X = Xmi)-

Pokud byla kazda veli¢ina x; xy,...,X, zméfena n-krdt, umocnénim a sectenim pfes

vSechna i se ziska nasledujici vztah:

n—1 n—1

SO -y < of ) TG —a)? ( of > Py (B — Xm)?

dxq ax,,

Jeho odmocnénim se dospéje k vyslednému vztahu pro vypocet Sifeni chyb:

. f\ ., of \* .,
S”_\/<a—x1> Sxf""'*‘(@) Skm

kde S, ptedstavuje souhrnnou chybu nepiimo métené veliciny.

n—1
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