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SOUHRN

Tato prace se zabyva syntézou kompozitu hydroxyapatitu s nanocasticemi stiibra. Je
rozdé€lena na teoretickou a praktickou ¢ast.

Teoreticka ¢ast je zamétena na obecné charakteristiky jednotlivych komponent,
jimiz jsou nanocastice stiibra, kompozity, hydroxyapatit a povrchové aktivni latky. V
teoretické Casti je také zahrnuta stru¢nd charakteristika koloidnich soustav, jejichz
podskupinou nanocdstice jsou. V zaveru teoretické ¢asti jsou struéné popsany instrumentalni
metody charakterizace nanocastic a jejich principy.

Prakticka Cast je zaméfena na studium metod piipravy mikro€éstic hydroxyapatitu
jednoduchou srazeci reakci vychézejici z roztokii fosfore¢nanu amonného a dusi¢nanu
vapenatého. Tato metoda byla dale modifikovéna ptidavkem riznych typt povrchové
aktivnich latek s cilem efektivni ptipravy kompozitu mikro¢éstic hydroxyapatitu

s nanoc¢asticemi stfibra.
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Prace je zamétena na studium metod ptipravy
mikroc¢astic hydroxyapatitu jednoduchou srazeci reakci
vychézejici z roztokii fosforeCnanu amonného a
dusi¢nanu vépenatého. Tato metoda byla dale
modifikovéana ptidavkem raznych typt povrchove
aktivnich latek s cilem efektivni ptipravy kompozitu
mikrocastic hydroxyapatitu s nanoc¢asticemi stiibra.
Nejvétsiho obsahu stiibra v kompozitu bylo dosazeno pfi
redukei stiibrné soli v pfitomnosti mikroc¢astic
hydroxyapatitu modifikovanymi kationickou povrchové
aktivni latkou. Tento kompozit vykazoval soucasné
nejvyssi antibakteridlni aktivitu diky synergickému

ucinku nanodastic stfibra a kationického tenzidu.
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1 UVOD

Hydroxyapatit je mineral, jenz patii do tfidy fosforecnanovych hornin (apatitr). Jeho
hlavni sloZkou je orthofosfore¢nan vapenaty. Hydroxyapatit je zajimavym mineralem nejen z
hlediska své stability, ale také proto, Ze je hlavnich slozkou kalcifikovanych tkani. Je to
biokompatibilni a osteokonduktivni materidl. Vzhledem k témto faktim se hydroxyapatit
Siroce uzivad v mediciné napt. pti rekonstrukci kostnich defekti nebo v Sirokém méfitku ve
stomatologii. V n¢kterych pfipadech ovSem hydroxyapatity zplsoboji infekci.
Hydroxyapatity zptisobené infekce jsou hnacim motorem pro vyzkum syntéz kompoziti s
antibakterialnimi vlastnostmi pravé pro pouziti v medicing.

Biologicka aktivita stfibra je znama jiz dlouhou dobu. Sttibro ve své makroskopické
formé bylo uzivano jiz ve starovéku. Tato forma je ovSem pfi vnitinim uziti toxickd. Bylo
zjisténo, ze koloidni forma stfibra a to pfedev$im nanocastice stiibra nezplisobuji v malém
mnozstvi intoxikaci a jsou stale biologicky aktivni. Tato vlastnost se jevi vhodna pravé pro
tvorbu kompozitii napft. s jiz zminénym hydroxyapatitem.

Tato prace se zabyva syntézou hydroxyapatitu v¢etné vlivu povrchové aktivnich
latek na tvar a velikost pfipravovanych castic hydroxyapatitu. Hlavnim cilem prace je
studium vlivu pouzitych povrchové aktivnich latek na adsorpci nanocastic stiibra na

hydroxyapatit pii pfipravé kompozitu nanoAg@hydroxyapatit'-*+>¢78%1L1215.16



2 TEORETICKA CAST
2.1 KOLOIDNI SOUSTAVY
2.1.1 CHARAKTERISTIKA KOLOIDNiCH SOUSTAV

Koloidni soustavy se fadi mezi disperzni systémy, jejichz specifické chovani je
podminéno zejména velikosti ¢astic a jejich tvarem. Koloidni soustavy maji diky rozmérim
castic disperzni faze v rozmezi Inm az 1 um rozdilné vlastnosti jednak od pravych
analytickych disperzi, ale také od hrubych disperzi. Jedna se pfedevsim o velky obsah volné
povrchové energie a s tim souvisejici povrchové jevy. Povrchové jevy probihaji na koloidnich
Casticich velmi intenzivng'.

V soustavé mohou byt vSechny castice bud’ stejné¢ velké a tento systém se nazyva

monodisperzni, nebo jsou ¢astice rizné velké, pak se jedna o polydisperzni systém?.
2.1.2  NANOCASTICE

Nanocastice jsou dle definice ¢astice, které maji rozmér v minimaln€ jednom sméru
pod 100 nm a jsou podmnozinou koloidnich castic. Na rozmérech obecné zavisi jednotlivé
fyzikalni vlastnosti soustav s nanocasticemi. Rozdil se mize objevovat naptiklad v barve,

elektrické konduktivité nebo velikost rozptylu svétla.

. .
- | - -

Obr. 1: Zavislost barvy soustavy na velikosti &astic zlata®



Historicky vyznamnym objevem pro rozvoj nanotechnologie a nanomaterialti byl
fulleren Ce diive zvany buckminsterfullerene ¢i zkracené “Bucky Ball“ (objeveny britskym
astrochemikem Harrym Krotou). Objev fullerenu vedl s postupem let k objevu uhlikovych
nanotrubicek®. Uhlikové nanotrubicky lze charakterizovat jako jednu vrstvu grafitu (= grafen)
srolovanou do trubice’. Nanotrubi¢ky jsou nyni integralni soucasti nanotechnologiis
potencialni aplikaci zejména v elektronice .

Soucasny vyzkum nanomateridlii 1ze rozdélit na dvé skupiny. Prvni skupinou je

vyvoj v oblasti nanostrojirenstvi. Druhou skupinou je hledani aplikaci nano¢astic®.

2.1.3 HISTORIE VYUZITI STRIBRA

Stiibro bylo diky svym 1é¢ivym téinkiim uzivano jiz starovékymi Egyptany a Reky.
V této dob¢ bylo uzivano ve své makroskopické forme¢. V 19. stoleti bylo stfibro uzivano v
koloidni formé ve fotografickych emulzich, ale také jehopro antimikrobialni aktivitu. Ve 20.
stoleti bylo koloidni stiibro vSak nahrazeno digitalnimi fotografiemi a antibiotiky a na cas
vymizelo z povédomi lidstva. Jelikoz s postupem casu rostla rezistence bakterii vuci
antibiotiktim, lidstvo se znovu zacalo zabyvat antibakteridlnimi G¢inky koloidniho stfibra,

resp. nanocastic stiibra®.

2.1.4 NANOCASTICE STRIiBRA

Objevy poslednich desetileti jasné¢ prokéazaly, Ze elektromagnetické, optické a
katalytické vlastnosti nanocastic stiibra jsou silné¢ ovlivnény tvarem a velikosti ¢astic, které je
mozno ménit zplsobem syntézy, volbou redukéniho ¢inidla aj’. Nejvyuzivangjsi vlastnosti
nanocastic stiibra je v poslednich letech jeho antimikrobialni aktivita, diky které v tomto
odvétvi doslo k intenzivnimu rozvoji aplikaci zejména pfii antibakteridlnich Gpravach riznych
povrchit®. Nanodastice stiibra se v soucasné dob& mimo jiné uzivaji napiiklad v textilnim
prumyslu jako antibakteridlni modifikatory vldken. S antimikrobidlni ucinnosti je spjato

uzivani nanoc¢astic v medicing®.



2.1.5 METODY PRiPRAVY NANOCASTIC STRiBRA

Disperze nanocastic se pfipravuji nejcastéji redukci roztoku dusi¢nanu stiibrného.
Jako reduk¢ni Cinidla se uzivaji naptiklad redukujici cukry. Je — li pozadovano mensich
rozméra ¢astic (okolo 20 nm) uziva se maltosa, neni — li poZzadovana tak mala velikost, uziva
se glukosa (vznik ¢astic o rozmérech okolo 50 nm).Obé¢ tyto redukce probihaji v zasaditém
prostiedi (pH nad 10). Vysledné disperze nanocastic stfibra maji rezavo-hnédou barvu’.

Nanocastice stiibra se daji pfipravit i néterymi fyzikdlnimi metodami. Typickym
piikladem je laserova ablace (rozmélnéni), pticemz vznikaji chemicky ¢isté nanocastice'.
Dalsim moznym zptsobem piipravy je redukce piisobenim y — zafeni. Vyhodou této metody
je to, Ze se do roztoku zavadi minimum rusSicich latek, které by se mohly adsorbovat na

povrch ¢astic a tim ménit jejich vlastnosti®.

2.1.6 CHARAKTERIZACE NANOCASTIC STRIiBRA

Nanocastice stiibra se nejcastéji charakterizuji pomoci trasmisniho elektronového
mikroskopu''. K ur¢ovani velikosti nanoc¢astic lze vyuzit i metodu dynamicky rozptyl svétla
(DLS)". Alternativnimi zplisob charakterizace je UV/VIS spektroskopie. Nano¢astice stfibra
absorbuji elektromagnetické zaieni okolo vinové délky 400 nm (pro velikost ¢astic n¢kolika
desitek nm). Hodnota vlnové délky absorpéniho maxima vSak zavisi na velikosti ¢astic — se
zvetSujici se velikosti se absorpéni maximum posouva smérem k dlouhovinné oblasti
spektra''. Dals§i moZnosti charakterizace nanocastic stiibra je pak povrchové zesilena

Ramanova spektroskopie (SERS)C.



Obr. 2: Snimek z TEM — nanog&4stice stiibra'®
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Obr. 3: UV/VIS absorpéni spektra nanoéastic stifbra zavislosti na velikosti'

2.2 KOMPOZITY

Kompozity jsou materidly skladajici se ze dvou a vice latek. Kompozity jsou
uzivany naptiklad ve stavebnictvi (Zelezobeton), automobilovém priimyslu nebo ozbrojenych

slozkach (nepristielné vesty) a jiné. Kompozitni materidly hraji daleZitou roli protoZe nejen



sdruzuji vyhodné vlastnosti dvou materialii do jednoho celku, ale mnohdy déavaji vyslednému
materialu i nové uzitné vlastnosti. Typicky piiklad pfedsatvuji kompozity kombinujici
biokompatibilni materidly s dalSimi slozkami, dodavajicimi plvodnimu materidlu nové
vlastnosti (mechanickd odolnost, antibakteridlni vlastnosti apod.).

Syntéza kompozitli hydroxyapatitu jakozto typického biokompatibilniho materidlu
pouzivaného v medicin€ s riznymi kovy se provadi pro zvySeni jeho uzitnych vlastnosti.
Mezi tyto pouZivanymi kovy fadime jsou napiiklad stibro nebo titan. Stfibro se kombinuje s
hydroxyapatity diky své antibakteriadlni aktivité. Titan je naopak pevny, pfilnavy a ma
vysokou mechanickou odolnost, ktera je vyhodnd naptiklad pfi povlaku kloubu, nebot

odolava tfeni's.

2.2.1 KOMPOZITY S NANOCASTICEMI STRIBRA

Kompozity s nanoc¢asticemi stifibra mohou vytvaret i dalsi organické i anorganické
latky. Jako ptiklad organické latky lze uvést naptiklad polyanilin nebo polypyrrol, pouzivané
napt. pro modifikaci povrchu elektrod v elektrochemii'’. Jako anorganické latky jsou
pouzivany naptiklad jiz zminény hydroxyapatit’® nebo uhli¢itan vapenaty"”. Diky
biokompatibilité, bioaktivit¢ a osteokonduktivité jsou hydroxyapatity uzivanym materialem
v medicin€ jako material pouZivany pro pfipravu kostnich implantati. Bylo ale zjisténo, Ze
hydroxyapatity mohou v n€kterych ptipadech zptisobit infekci.

Volba stiibra jako druhé slozky kompozitu s hydroxyapatitem je vhodna pfedevs§im
jako prevence proti infekci béhem chirurgickych zakrokt, s ohledem na nartstajici rezistenci
bakterii vii¢i antibiotikiim, coz nepfedstavuje problém pro antibakteridlni i¢inky nanocastic

stiibra®.

2.2.2 METODY PRIPRAVY KOMPOZITU HYDROXYAPATITU S
NANOCASTICEMI STRiBRA

Ptiprava kompoziti hydroxyapatitu s nanocCasticemi stfibra je obecné mozna
nckolika zplsoby. Jednim z nich je reakce smési tetrahydratu dusi¢nanu vapenatého a

dusi¢nanu stiibrného s hydrogenfosforecnanem diamonnym. Reakce probihd za zvySené
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teploty a neustalého michani — po dobu 24 hodin z diivodu nartistani zarodkt krystalizacnich
center'®,

DalS§im z moZnych postupli pfipravy je syntéza uvedeného kompozitu za pomoci
laseru. Princip této metody spociva v otaCeni teréem z tenké vrsty hydroxyapatitu a stfibra na
n¢jz je fokusovan paprsek laseru o vinové délce 248 nm. Substrat se udrzuje bud’ pii
pokojové teploté, pficemz vznika amorfni forma. Naopak pii zahiivani substratu na 600 °C
vznika pfi této metodé krystalicka forma®'.

Vysledné kompozity lze charakterizovat pomoci rentgenové praskové difrakce
(XRD), infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR) spektrometrii a
zobrazovacimi technikami — TEM, skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) a mikroskopie

atomarnich sil (AFM)®,

Obr. 4: TEM snimek hydroxyapatitu pfipraveného dle kapitoly 3.3



Obr. 5: TEM snimek kompozitu hydroxyapatitu + nanocastic stiibra pfipravenych v této praci
23 HYDROXYAPATITY

Hydroxyapatit je zastupcem apatitii. Apatity jsou horniny obsahujici hlavni sloZku
orthofosforecnan vapenaty. Orthofosfore¢nany véapenaté jsou hojné zastoupeny v horninach
rovnéz také mezi zivymy organismy. VSechny orthofosfore¢nany véapenaté se dle definice
skladaji ze tfech hlavnich prvki: vapnik (v oxidaénim stavu +II), fosfor (v oxida¢nim stavu
+V) a kyslik (v oxidaénim stavu -1I). VSechny ortofosfore¢nany vapenaté jsou v ¢istém stavu
bil¢ krystalické latky stfedni tvrdosti, Spatné rozpustné ve vod¢€, nerozpustné v alkalickém
prostfedi a snadno rozpustné v kyselinach.

Geologické ptirodni orthofoforeCnany vapenaté 1ze nalézt po celém svété, zejména
jako loziska apatiti (magmatické horniny). Nejcastéji se vyskytujici je fluorapatit
(Caio(PO4)6F2). Orthofosfore¢nany vapenaté lze nalézt i jako loziska fosforitli, kterd fadime
k sedimentarnim hornindm.

Atomova struktura chemicky ¢istych apatiti je postavena tak, ze atomy vapniku jsou

umistény kolem sit& ortofosfore€nanovych skupin, coz zarucuje vysokou stabilitu.
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Zadny z ptirodnich apatiti se nevyskytuje &isty. Apatity vzdy obsahuji piimési
jinych prvki nebo skupin (v zavislosti na lokalit€), které mohou cCéasteCné substituovat
vapenaté kationty (Sr, Ba, Mg, Mn, K, Na, Fe), orthofosfore¢nanové anionty (AsO.*, CO;*,
VO,*), nebo fluoridy z pfirodnich apatitt (OH", CI', Br). Substituce jsou ditvodem rozdilného

zbarveni apatiti. Fosfore¢nan vapenaty je v ¢istém stavu bila krystalicka latka's.

Obr. 7: Fosfore¢nan vapenaty Cisty™

Vzhledem k chemické podobnosti s kalcifikovanymi tkdnémi (zuby, kosti) maji
anorganické biomaterialy na bazi apatitd Sirokou oblast uziti v medicing a stomatologii. Mezi
nimi je také hydroxyapatit (Caio(POs)s(OH),), druhy nejstabiln€jsi a nejméné rozpustny
po fluorapatitu. Hydroxyapatit je stabilni v rozmezi pH 9,5 — 12 s rozpustnosti 0,0003 g/1 (pti



25°C)".

Hydroxyapatit je slibnym materiallem pro svou biokompaktibilitu a
osteokonduktivitu (= vlastnost materidlu, ktery svym slozenim a strukturou podporuje
vrustani okolnich kostnich buné€k). Diky témto vlastnostem se uziva k vyplni Siroké skaly
kostnich defektti v ortopedické a maxilofacidlni chirurgii. Hydroxyapatit je také Siroce uzivan

jako pokryvaci material na kovové protézy z divodu zlepSeni jejich biologickych vlastnosti®.

2.3.2 PRIPRAVA HYDROXYAPATITU

Synteticky lze hydroxyapatity vyrobit nékolika zpisoby. Jednim z nich je naptiklad
reakce vodného roztoku laktatu vépenatého s vodnym roztokem hydrogenfosfore¢nanu
diamonného za pfitomnosti vodného roztoku polyethyleniminu (H(NHCH,CH,),NH,) jako
stabilizatoru®.

Dal$im z moZnych postupl syntézy hydroxyapatitu je postupné piikapavani vodného
roztoku hydrogenfosforecnanu diamonného do vodného roztoku dusi¢nanu vapenatého, ve
kterém je pfitomen polyethylenglykol jako stabilizator®. Existuje varianta syntézy
hydroxyapatitu, kdy se pouze piikapava roztok hydrogenfosforecnanu amonného do roztoku
dusi¢nanu vapenatého za neustalého michani, bez pfitomnosti stabilizdtoru, coz ma ovSem za
nasledek vznik ¢astic o rtizné velikosti.

Hydroxyapatity lze charakterizovat RTG, FTIR a Ramanovou spektrometrii s
Fourierovou transformaci (FT — Raman). Morfologickou strukturu lze sledovat transmisnim
elektronovym mikroskopem (TEM) ¢i variantou skenovaciho elektronového mikroskopu

(FE — SEM)®,

24 POVRCHOVE AKTIVNI LATKY

Povrchové aktivni latky, nebo-li detergenty (tenzidy, surfaktanty) jsou chemické
slouceniny, které se ochotné koncentruji na fdzovém rozhrani a snizuji povrchové napéti mezi
fazemi. Molekuly povrchové aktivnich latek maji dveé casti: lyofilni (vysokd afinita k
rozpoustédlu — zajist'uje rozpustnost) a lyofobni (nerozpustné v rozpoustédle).

Povrchové aktivni latky 1ze ¢lenit do nékolika skupin podle:
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a) chemické povahy na anorganické, organické a organosilikatové
b) elektrolytické disociace na ionické a neionické

¢) povahy povrchové aktivniho iontu na anionické, kationické a amfionické.

2.4.1 ORGANICKE POVRCHOVE AKTIVNI LATKY

V soucastnosti maji organické tenzidy nejvEtSi aplikacni radius. Tyto tenzidy
pochazeji z ptirodnich zdroji a jsou proto velmi Setrné k zivotnimu prostfedi. Z tohoto
davodu roste jejich vyznam z hlediska jejich vyuziti v praxi, zejména pak v osobni hygien¢.
Do skupiny organickych neionickych tenzidli patii naptiklad alkylpolyglykosidy a ptirodni
molekuly jako jsou glykosidy ¢i sacharidy.

Soli karboxylovych kyselin, alkylsulfaty (estery kyseliny sirové), fosfaty a estery
kyseliny fosforecné spadaji do podskupiny organickych anionickych povrchové aktivnich
latek. Zastupcem esterii kyseliny sirové je napfiklad dodecylsiran sodny (SDS,
NaC,H,sS0.), ktery se uplatituje naptiklad v elektroforéze.

Do skupiny organickych kationickych tenzidii se fadi soli kvartérnich amoniovych
zéasad a soli pyridiniovych zdsad. Tyto tenzidy maji antibakteridlni uCinky. NejzndméjSim
zastupcem kvartérnich amoniovych soli je cetyltrimethylammonium bromid (CTAB,
Ci6H33N(CHs);Br) a zastupcem soli pyridiniovych zasad je naptiklad cetylpyridinium bromid,
(CPB, C5H33BrN).

Organické amfionické povrchové aktivni latky obsahuji bazickou 1 kyselou
disociovatelnou skupinu. Disociace amfionickych latek zavisi na pH prosttedi. Hodnota pH
pfi které se disociuje rovnocenny pocet kyselych i zasaditych skupin se nazyva izoelektricky
bod. V tomto bod¢ se molekula jevi elektroneutraln€. Zastupcem amfionickych povrchoveé
aktivnich latek jsou naptiklad aminokyseliny, resp. bilkoviny.

Dulezitymi vlastnostmi surfaktantd jsou: snizovani povrchovéjo napéti, tvorba micel
a solubilizace. Micela je utvar, ve kterém se molekuly tenzidd orientuji svymi lyofilnimi
castmi smérem k rozpoustédlu a lyofobni konce se uzaviraji uvniti micely. Solubilizace je
schopst povrchové aktivnich latek rozpoustét latky, které jsou v Cistém rozpoustédle
nerozpustné. Na principu solubilizace je zalozeno CciSténi zneciSténych povrchii — tzv.

detergence. Pivodné nerozpustnd latka se do roztoku dostava v jadie micel, vytvorenych
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asociaci molekul tenzidu pfi koncentraci vyssi nez je kritickd koncnetrace tvorby micel

(CMC)™.

2.5 INSTRUMENTALNI METODY POUZIVANE PRI STUDIU
NANOMATERIALU

INVERZNI PLYNOVA CHROMATOGRAFIE (IGC)

Inverzni plynova chromatografie je instrumentalni technika, jejiz pouziti spociva ve
studovani povrchu a celkovych vlastnosti pevnych a vlaknitych materidlii. IGC ma potencial
povrchova heterogenita, acidobazické vlastnosti povrchu.

IGC je reverzni ke konve¢nim plynovym chromatografiim, které slouzi predevs§im k
separaci. IGC je naopak technika urcena k charakterizaci materiali. Prazdna kolona je
jednotné naplnénd zkoumanou pevnou latkou, typicky praSkem, vldkny nebo filmem. Mobilni
faze (plyn nebo vypary rozpoustédla) je pak vpousténa na kolonu naplnénou vzorkem.

V pribéhu méteni je na kolonu vpravovana konstantni ¢i ménici se koncentrace
znamého plynu (nebo vyparh) pod konstantnim pratokem. Sledovanou veli¢inou je retencni
Cas. Série méfeni s riznymi plyny nebo vypary poskytuje rozsahlé¢ informace o
fyzikalné-chemickych vlastnostech pevného vzorku. Ze sérii méfeni retenéniho objemt je
mozno ziskat informace o termodynamickych a kinetickych parametrech vzorku.Z nich Ize
ziskat zejména informace o povrchové energii studovaného vzorku a o jeho acido-bazickych

vlastnostech?’.
TRANSMISNI ELEKTRONOVY MIKROSKOP (TEM)

Elektronovy mikroskop je instrumentdlni technika, ktera k zobrazeni predméti
vyuziva vlnovych vlastnosti elektronu. Od optického mikroskopu, vyuzivajiciho pro dosazeni
pozadovaného zvétSeni soustavu optickych Cocek, se lisi tim, Ze se pouzivaji nikoli svételné

paprsky, ale svazek elektronti®™.V TEM je vzorek ve formé tenké folie ozafovan elektrony o
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energii fadové stovek kV?. Elektrony jsou pfi priichodu vzorkem pohlcovany na zakladé
rozdilné tloustky vrstvy materidlu ve vzorku a také na zaklad¢ rozdilné atomové hmotnosti
prvka ptitomnych ve vzorku. Po dopadu proslych elektronii na fluorescencni stinitko ¢i na
CCD zobrazovaci prvek je viditelny obraz vzorku v prochazejicim svazku elektrond podobné

jako obraz vzorku v prochéazejicim svételném paprsku optického mikroskopu®.
SKENOVACI ELEKTRONOVY MIKROSKOP (SEM)

Skenovaci elektronovd mikroskopie pracuje na jiném prinicpu neZ transmisni
elektronovad mikroskopie. Obraz je vytvafen postupné, uzitim ostie fokusovaného svazku
elektrond jako pomocného prostfedku k vyvoldni fyzikadlniho signalu, jenz je vlastnim
zdrojem informaci o misté, na néz primarni elektronovy svazek dopada. Svazek elektront z
vhodného zdroje, urychleny napétim az 50 kV, je zaostfen na plosku tuhého vzorku.

Elektrony elektronového svazku dopadaji v SEM na povrch pevného vzorku s
energii tisicli az desitek tisic eV. Pronikaji do urcité hloubky pod povrch a jsou latkou
rozptylovany a absorbovany.

Pti dopadu elektroni dochdzi soucasné k nékolika procesim: c¢ast elektronli je
absorbovana, ¢ast odraZena, dochazi k emisi sekundéarnich elektronti a k emisi rentgenového
zateni.Nekteré primarni elektrony po ztraté Casti energie opoustéji vzorek jako odrazené
elektrony s niz$i energii.

Odrazené¢ elektrony maji energii ponékud mensi nez elektrony dopadajici, ale fadové
srovnatelnou, zatimco sekundarni elektrony maji energii podstatné nizS$i. Sekundarni
elektrony se mohou dostat maximalné¢ z hloubky nékolika nanometrii, proto zobrazeni
sekundarnimi elektrony pfinasi informaci pouze o povrchové vrstvé. Ziskavani obrazu
pomoci sekundarnich elektronti, ktery dokumentuje topografické zmény na povrchu vzorku,
je hlavnim a nej€astéjS$im uzitim SEM.

K SEM je mozZno zafadit pfidavna zatizeni. Pro laboratorni ucely se pouziva
energioveé-disperzni spektroskopie (EDS). Smyslem kvalitativni bodové mikroanalyzy je bud’

prokazat pfitomnost urcitého, pifedem vytypovaného prvku, nebo provést spektralni analyzu®®.

DYNAMICKY ROZPTYL SVETLA (DLS)
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Dynamicky rozptyl svétla (DLS), rovnéz nazyvany jako kvazielasticky rozptyl
svétla (QELS), je metoda vhodnd pro méfeni velikosti ¢astic. Zakladem této techniky je
méteni fluktuace intenzity rozptyleného svétla z laserového zdroje okolo jeji prumérné
hodnoty. Tyto fluktuace souvisi s interferenénim zeslabovanim a zesilovdnim svétla
rozptyleného na &asticich disperzni faze, podléhajicich Brownovu pohybu. Cim rychleji se
Castice pohybuji, tim rychleji se intenzita rozptylené¢ho svétla méni. Tento pohyb software
prepocitava na velikost castic. Metoda je vhodna pro méfeni ¢astic od jednotek nanometrti az

po1—2pum*.
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3 PRAKTICKA CAST

V praktické ¢asti byly zkoumany dvé z moznych syntéz kompoziti hydroxyapatitu
(HAP) s nanoc¢asticemi stfibra. V jednom ptipadé byly pfedem piipravené nanocastice stiibra
adsorbovany na povrch mikrocastic HAP, ve druhém ptipad¢ pak byly nanocastice stiibra
redukovany z roztoku stfibrné soli pfimo na povrchu mikro¢astic HAP. Soucasné byl
studovan vliv povrchové aktivnich latek na tvar a velikost mikrocastic HAP 1 na néaslednou

adsorpci ¢i redukcei nanocastic stiibra na HAP.

31 CHEMIKALIE:

Pro experiment byly pouzity nasledujici chemikalie
Dusiénan stiibrny, CL2009 (Fagron, Nizozemi)
Hydroxid sodny, p.a. (Lachner, CR)
Vodny roztok amoniaku, 28-30% (ACS reagent, Sigma-Aldrich, Némecko)
Maltosa monohydrat (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina askorbova, p.a (Penta, CR)
Hydrogenfosfore¢nan amonny, p.a (Penta, CR)
Dodecylsiran sodny, >98,5% (SDS; Sigma-Aldrich, Némecko)
Cetylpyrimidium bromid, >98,5% (CPB; Sigma-Aldrich, Némecko)
Dusiénan véapenaty tertahydrat, p.a.(Penta, CR)
Polyoxyethylensorbitanmonooleat, >98,5% (TWEEN; Sigma-Aldrich, Némecko)
Demineralizovana voda, (vodivost 0.05 puS-cm—1) z piistroje Aqual 29 (Merci, CR)

3.2 PRISTOJE

Velikost pripravenych mikroc¢astic fosforeCnanu vapenatého byla zméfena na
laserovém granulometru Analysette 22 MicroTec plus (Fritsch, Némecko) s rozsahem méteni

0,08-2000 pm. Tvar ¢astic fosfore¢nanu vapenatého byl zjistén na transmisnim elektronovém
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mikroskopu JEM 2010 (Jeol, Japonsko) s urychlovacim napétim 160 kV.

Disperze stiibrnych nanocastic byla analyzovana pomoci UV/VIS spektroskopie na
ptistroji Specord S 600 firmy Analytic Jena (Némecko). Velikost nanocastic stiibra byla
zméfena pomoci pfistroje, ktery pracuje na principu DLS Zeta potential Analyzer Zeta Plus od
firmy Brookhaven Instruments Corporation (USA)

Pripravené kompozity byly snimkovany na transmisnim elektronovém mikroskopu
JEM 2010 (Jeol, Japonsko) a pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu Hitachi
SU6600 (Japan). Kvalitativni analyza byla provedena pomoci energiové-disperzniho
spektrometru Thermo Scientific NORAN System 7 X-ray Microanalysis System.

U pfipravenych kompoziti byla otestovana antibakterialni aktivita vic¢i standardni
sadé patogennich bakterii na Ustavu mikrobiologie LF UP Olomouc. Obsah stiibra v
kompozitech byl stanoven po rozkladu v kyseliné dusi¢éné pomoci atomové absorpéni

spektroskopie na spektrofotometru ContrAA 300 (Analytik Jena, Némecko).

3.3 EXPERIMENTALNI POSTUPY

PRIPRAVA HYDROXYAPATITU

Ptiprava mikrocastic hydroxyapatitu probihala podle nasledujiciho postupu. Nejprve
byl pfipraven roztok dusi¢nanu véapenatého rozpusténim 11,8072 g tetrahydraru dusi¢nanu
vapenatého v 50 ml odmérné bance a doplnénim po rysku destilovanou vodou (koncentrace
ptipraveného roztoku je 1 mol/l).

Dale byl ptipraven roztok hydrogenfosfore¢nanu diamonného rozpusténim 3,9617 g
pevné latky v 50 ml odmérné baiice a doplnén po rysku destilovanou vodou (koncentrace
vzniklého roztoku je 0,6 mol/I). 50 ml roztoku dusi¢nanu vapenatého bylo nalito do varné

banky. Nésledné byl do bainky po kapkach, za michadni na magnetické michacce s ohfevem
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(typ D — 55122, SI analytics GmbH, Némecko), pfidan cely objem pfipraveného roztoku
fosforecnanu diamonného za vzniku bilé srazeniny.

Pomoci vodného roztoku amoniaku se upravilo pH vysledné suspenze na 10,5. Po
upravé pH byl na varnou baiiku nasazen zpétny kulickovy chladi¢, pod nimz byla smés
michana pii teploté 120 °C po dobu 4 hodin.

Hydroxyapatit byl piipraven ve ctyfech verzich. Jeden Cisty a tii, které byly na
povrchu modifikovany povrchové aktivnimi latkami (SDS, TWEEN, CPB).

Uvedené povrchove aktivni latky byly pfidany jiz do roztoku hydrogenfosfore¢nanu
amonného pfi piripravé hydroxyapatitu. Bylo navazeno 0,2884 g SDS, 1,1280 g TWEEN,
0,3400 g CPB.

Vysledna suspenze byla bild. Koncentrace povrchové aktivnich latek suspenzi

byla 0,01 mol/l, koncentrace hydroxyapatitu byla 1,8 mol/l.

PRIPRAVA NANOCASTIC STRIBRA

Do kadinky umisténé na magnetické michaéce bylo napipetovano 12,75 ml
destilované vody. K destilované vod¢ bylo déale napipetovano 5 ml dusi¢nanu stiibrného o
koncetraci 0,00495 mol/l, 1,25 ml vodného roztoku amoniaku o koncentraci 0,3429 mol/l,
I ml hydroxidu sodného o koncentraci 0,2390 mol/l a 5 ml roztoku maltosy o koncentraci
0,5000 mol/l. Maltosa slouzi jako redukéni ¢inidlo.Smés byla na michacce intenzivné
michdna do zmény barvy (zhnédne), coZ indikuje konec reakce. Koncentrace koloidnich

Castic stiibra v roztoku byla 0,001 mol/I.

PRIPRAVA KOMPOZITU

Kompozity hydroxyapatitu s nanocasticemi stiibra byly syntetizovany 2 zpiisoby —
adsorpéné a reduk¢né.

Redukéni zpiisob tkvél v tom, ze se 12,5 ml pfedem pfipravenych suspenzi
hydroxyapatit (kapitola 3.3 - piiprava hydroxyapatitu) napipetovalo namisto vodného podilu
do kadinky umisténé na magnetické michacce. Déle byl postup téméf totozny s piipravou

samotnych nanocastic stfibra (kapitola 3.3 - pfiprava nanocastic stfibra). Rozdil spocival v
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pouzitém redukénim ¢inidlem. Namisto maltosy byla pouzita kyselina askorbova, kterad je
siln€jSim redukénim c¢inidlem. Maltosa se ukdzala v prvnich experimentech jako pfili§ slabé
redukéni Cinidlo pro redukei nanocéstic stiibra na povrchu mikrocastic HAP .

Adsopréni zplsob syntézy byl uskute¢nén tak, ze se 25 ml predem pfipravené
disperze nanocastic stfibra (vizte kapitola 3.3 — pfiprava nanocastic stiibra) smichalo v
Erlenmayerové bance s 25 ml suspenze mikrocastic HAP (kapitola 3.3 — piiprava HAP).
Baiika byla umisténa do orbitalniho rotatoru na 2 hodiny.

Vznikly kompozit byl poté zfiltrovan pomoci Biichnerovy néalevky a odsévaci baiky

pies filtracni papir s velikosti port 0,2 um. VysuSeny filtrat byl uzivan na dalsi analyzy.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 ROZPTYL SVETLA (RS)

Vsechny disperze mikrocastic HAP byly ihned po pfipravé charakterizovany na
granulometru Analysette 22, pracujicim na principu rozptylu svétla. Pro méfeni velikosti
castic HAP bylo do pfistroje napipetovano 0,5 ml od kazdé verze hydroxyapatitu, vzniklého
pii syntéze (vizte kapitola 3.3 — pfiprava hydroxyapatitu). Vysledky téchto méfeni jsou
uvedeny na obr. 8-11.

Z obr. 8 vyplyva, ze nejcetnéjsi velikosti castic HAP nemodifikovaného povrchové
aktivnimi latkami jsou v intervalu velikosti 1 — 10 um. U HAP modifikovaného CPB se
nejcastéji vyskytuji Castice o velikosti 5 — 10 um (obr. 9), u HAP modifikovaného SDS v
intervalu 8 — 50 um (obr. 10) a u HAP modifikovaného TWEEN v intervalu velikosti 10 —
70 um (obr. 11).

Na obr. 12 jsou znazornény vSechny 4 pfipravené disperce mikrocastic HAP
porovnané v ramci distribuce velikosti castic

Rozdil velikosti ¢astic rizné modifikovanych hydroxyapatitii je zplisoben uzitim
povrchové aktivnich latek a pravdépodobné kvili specifické adsorpci téchto latek na povrchu
rostoucich ¢astic dochdzi k ovlivnéni kinetiky jejich rastu a tim padem i k ovlivnéni jejich

vysledné velikosti
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Obr. 8: Distribu¢ni diagram velikosti mikroéastic

Obr. 9: Distribu¢ni diagram velikosti

nemodifikovaného HAP mikroc¢astic HAP
ziskany z rozptylu svétla na piistroji Analysette 22 (modifikovany CPB)
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Obr. 10: Distribucni diagram
velikosti mikrocastic HAP
(modifikovany SDS)
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Obr. 11: Distribu¢ni diagram
velikosti mikroc¢astic HAP
(modifikovany TWEEN)
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Obr.12: Porovnani distribuce ¢astic u riznych apatitt

4.2 TRANSMISNi ELEKTRONOVA MIKROSPIE HYDROXYAPATITU

Na analyzu pomoci TEM bylo od kazdého pfedem ptipraveného HAP odebrano
0,1 ml a napipetovano do 50 ml odmérné banky. Vzorky byly v baitkach doplnény po rysku a
dodany a po tomto nafedéni nakapnuty na nosnou sitku pro elektronovou mikroskopii. Po
zaschnuti byly sitky se vzorky prohlédnuty v elektronovém mikroskopu. Pfislusné snimky

jsou uvedeny na nasledujicich obrazcich
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200 nm

Obr. 13: TEM snimek povrchové aktivnimi latkami nemodifikovaného hydroxyapatitu

Z obrazku 13 je patrné, ze povrchoveé aktivni latkou nemodifikovany HAP ma
Castice ve tvaru tyCinek, které jsou prevazné uzké a dlouhé, ptiblizné o rozmérech 2 pum na

délku a 80 nm v priméru.
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Obr.14: TEM snimek HAP modifikovaného CPB

Z obr. 14 je patrné, ze tvar ¢astic HAP modifikovanych CPB je ty¢inkovity, stejné
jako u cistétho HAP (vizte obr. 13). Pfiblizné rozméry ¢&astic, viditelnych na obr. 14, jsou

I um na délku a 120 nm v priméru

Obr. 15: TEM snimek HAP modifikovaného SDS

23



Na obr. 15 je mozno vidét, ze castice HAP modifikovaného SDS jiz nemaji
tyCinkovity tvar, ale spi$ elipsoidni. Pfiblizné rozméry jsou v tomto piipadé 0,5 um na délku

a 150 nm v prameéru

L4

Obr. 16: TEM snimek HAP modifikovaného TWEEN

Na obr. 16 Ize vidét, ze Castice modifikované TWEEN maji nejméné pravidelné
tvary. Vyskytuji se zde tvary ¢astic od kulovity pfes ty€inkovité aZ po nepravidelné Utvary
neurcitého tvaru. Rozméry téchto ¢astic se pohybuji od 0,5 pm do 2 pm na délku a od 80 nm

do 120 nm v priméru.

4.3 DYNAMICKY ROZPTYL SVETLA A UV/VIS SPEKTROSKOPIE

V ramci studia ptipravené disperze nanocastic stiibra byla studovéana velikost ¢astic
pomoci dvou technik — DLS a UV/VIS spektroskopii. Velikost ¢astic se v ptipadé UV/VIS
urcuje podle polohy absopéniho maxima. Vysledky DLS jsou uvedeny v nasledujici nabulce

(tabulka I) a UV/VIS spektrum na obr. 17
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Tabulka I: Velikosti a polydisperzita nano¢astic stiibra

Velikost (nm) | Polydisperzita
31,5 0,203
31,1 0,149
30,7 0,181

V tabulce I jsou uvedeny hodnoty velikosti ¢astic, zmétené pomoci DLS a také jsou
zde uvedeny hodnoty polydisperzity.

(2] i
1.5 1

1.4 1
1.3
1.2 1
1.1 1

0.9 -
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0.7 1
0.E 1
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0.2 1
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Obr. 17: UV/VIS spektrum nanocastic stibra

Na obr. 17 je zobrazeno UV/VIS spektrum nanocastic stiibra. Hodnota absorp¢niho
maxima lezi nad 400 nm. Tato hodnota potvrzuje hodnoty velikosti ¢astic zmé&fené pomoci

DLS.

44  STANOVENI OBSAHU STRiBRA V KOMPOZITECH POMOCI
ATOMOVE ABSORCNI SPEKTROSKOPIE (AAS)

Pro stanoveni obsahu stfibra v kompozitech bylo navdzeno a kvantitativné
ptevedeno 0,0100 g kazdého kompozitu do 10 ml odmérnych banck. K vzorkim v

odmérnych bainkach byl pfidan 1 ml kyseliny dusicné na mineralizaci a po rozpusténi
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kompozitu byly bainky doplnény destilovanou vodou po rysku.

AAS neni metodou absolutni, tudiz byla nejdfive zmeéfena kalibra¢ni piimka,
sloZend z blanku a 4 kalibra¢nich standardii. Primarni vysledek obsahu stfibra v kompozitu z
AAS v jednotkdch v mg/l byl pfepocitan na obsah stfibra v mg na 1 g kompozitu. Tyto

prepocitané vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka IT).

Tabulka II: Obsah sttibra v mg/g kompozitu nanoAg@HAP

Typ kompozitu Obsabh stiibra (mg/g)
HAP (nemodifikovany) 6,4

HAP (modifikovany CPB) 778,9

HAP (modifikovany SDS) 154,4

HAP (modifikovany TWEEN) 168,6

Z tabulky II vyplyva, ze nejvyssi obsah stiibra byl v kompozitu HAP modifikovany
CPB. Divodem pro tento vysledek je pravdépodobné fakt, ze CPB obsahuje dusikovy
heteroatom, o némz je znamo, ze jakozto Lewisovskd baze velmi siln¢ interaguje s ionty ¢i
atomy sttibra, které jsou naopak Lewisovskou kyselinou. Naopak nejmensi mnozstvi stfibra
bylo nalezeno v kompozitu, kde HAP nebyl modifikovan zadnou povrchové aktivni latkou.
Evidentné tak povrchové Uprava mikroc¢astic HAP libovolnym typem povrchové aktivni latky

zvySuje schopnost povrchu vazat nanocastice stiibra.

4.5 TRANSMISNI ELEKTRONOVA MIKROSPIE KOMPOZITU

Pro poftizeni snimkti pomoci TEM bylo od kazdého kompozitu napipetovano 0,5 ml

suspenze do 50 ml odmérné banky a doplnéno po rysku.
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Obr. 18: TEM snimek kompozitu HAP (povrchové aktivni latkou nemodifikovany) s nanocasticemi stiibra

Na snimku potizeném pomoci TEM (obr. 19) lze vidét nanocastice stiibra, které se
jevi jako ¢erné tecky, na Casticich nemodifikovaného HAP (Sedé tyCinky).Naredénd disperze
byla nakapnuta na mikroskopickou sitku a po vysusSeni byla podrobena mikroskopickému

zkoumani

200 nm

Obr. 19: TEM snimek kompozitu HAP (modifikovaného SDS) s nanoc¢ésticemi stiibra
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Obr. 20: TEM snimek kompozitu HAP (modifikovany TWEEN) s nanocastcemi stiibra

G R TR » s - U

.

Obr. 21: TEM snimek kompozitu HAP(modifikovany CPB) s nanocasticemi stiibra

Na obr. 19 — 21 lze vidét snimky potizené pomoci TEM,dokumentujici ptitomnost

naocastic stfibra v kompozitu . Nanocastice stiibra jasou patrné na snimcich kompozitti jako
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cerné skvrny kulovitého tvaru, mensich rozméra nez ¢astice HAP, zbarveny Sed¢.

4.6 SKENOVACI ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE KOMPOZITU A
ENERGIOVE-DISPERZNIM ANALYZA

Pro analyzu kompoziti pomoci SEM byly vzorky kompoziti piefiltrovany pomoci
Biichnerovy nalevky a odsavaci banky pies filtracni papir s velikosti pora 0,2 pm a vysuseny

v susarn¢ pii teploté 95 °C.

Obr. 22: SEM snimek kompozitu HAP (nemodifikovany povrchové aktivnimi latkami) s nanoc¢asticemi stiibra

Na snimku (obr. 22) l1ze vidét ¢astici HAP, na kterou se naadsorbovaly nanocéstice
stiibra. Stiibro se jevi jako svétlejsi tecky, a to z divodu odrazeni vétsiho mnozstvi elektronti

od povrchu nanocastic stiibra.

29



Full scale counts: 1990 Base(4)_pt1

20004 Ca
p
1500
0
1000
5004 A
Ca
C "
0 | | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6 7
key

Obr. 23: Graf EDS — prvkové zastoupeni v kompozitu HAP (nemodifikovaném povrchové aktivnimi latkami) s

nanocasticemi stiibra

Na obr. 23 je vyobrazeno prvkové zastoupeni kompozitu HAP s nanocasticemi
stiibra, které bylo pofizeno pomoci techniky EDS. Na ose x je vyobrazeno napéti v keV a na
ose y je zndzornéna odezva.

Jelikoz neni EDS kvantitativni metoda, neni mozno z grafu vycCist mnoZstvi
naadsorbovaného stiibra. Mnozstvi stiibra v kompozitech bylo stanoveno metodou atomové

absorp¢ni spektrometrie (AAS) (kapitola 4.4).
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CPB-06 5.0kV 6.4mm x15.0k

Obr. 24: SEM snimek kompozitu HAP (modifikovany CPB) s nanocésticemi stibra

Na obr. 24 je vyobrazen snimek kompozitu HAP (modifikovaného CPB). Narozdil
od kompozitu HAP (povrchové aktivnimi latkami nemodifikovaného) s nanocésticemi stiibra
(obr. 22) je na obr. 24 patrné, Ze nanocastice stfibra se na povrch HAP naadsorbovaly vice.

ZvySena adsorpce nanocastic stiibra na porvch HAP byla pravdépodobné zpiisobena
ptitomnosti CPB, coz je kationickd povrchové aktivni latka a méa tedy opacny naboj nez
nanocastice stfibra. Navic zde pozitivn¢ pisobi interakce dusikové heteroatomu s Ag, jak jiz

bylo diskutovéano diive.
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Obr. 25: Graf EDS — prvkové zastoupeni v kompozitu HAP (modifikovany CPB) s nanoc¢asticemi stiibra

Obr. 25 poskytuje informace o prvcich pfitomnych ve vzorku kompozitu HAP

(modifikovany CPB) s nanocasticemi stiibra. Na ose x je napéti v keV a na ose y signal.

SDS-02 5.0kV 6.3mm x6.00k 5.00um

Obr. 26: SEM snimek kompozitu HAP (modifikovany SDS) s nanoc¢asticemi stiibra
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Na obr. 26, na kterém je vyobrazen kompozit HAP (modifikovany SDS) s
nanocasticemi stfibra, je patrné Ze adsorpce nanocastic stiibra neni tak markantni jako v
ptipadé kompozitu HAP (modifikovaného CPB) a stiibra (obr. 24).

Adsorpce nanocastic stiibra na tento HAP (modifikovany SDS) je vétsi nez na
povrchové aktivnimi latkami nemodifikovany HAP. Tento jev byl pravdépodobné zptisoben
snizenim povrchového napéti HAP pomoci tenzidu (SDS), tudiz se nanocastice adsorbovaly
Iépe. Diilezitou roli hraje v pfipad¢ tohoto tenzidu i jeho sulfatova funkéni skupina, zvySujici

interakci této molekuly s atomy stfibra.

Full scale counts: 1143 Base(8)_pt1
1200 P
1000 La
f
0
800+
600
A
400+
W04 \a Ca
A
0 T | | | T |
0 1 2 3 9 5 i 7
keV

Obr. 27: Graf EDS — prvkové zastoupeni v kompozitu HAP (modifikovany SDS) s nanocasticemi stiibra
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TWEEN-08 5.0kV 6.3mm x80.0k

Obr. 28: SEM snimek kompozitu HAP (modifikovany TWEEN) s nanocasticemi stiibra

Na obr. 28 lze vidét HAP modifikovany tenzidem TWEEN. V tomto pfipad¢ je
vyskyt nanocastic stiibra v kompozitu v obdobném mnozstvi jako u kompozitu HAP,

modifikovaného SDS, s nanoc¢ésticemi stiibra (kapitola 4.4 — stanoveni obsahu stiibra)
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Obr. 29: Graf EDS — prvkové zastoupeni v kompozitu HAP (modifikovany TWEEN) s nanoc¢ésticemi stiibra
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Vyskyt uhliku na grafech 3 — 6 je zapfiinén prostfedim nebot analyza byla

provedena na nosné sit'’ce s uhlikovou vrstvou

47 ZMENA POVRCHOVE ENERGIE

V ramci studia vlastnosti pfipravenych kompoziti byla za vyuziti metody inverzni
plynové chromatografie studovanana povrchova energie studovaného praSkovych materiala a
rovnéz acido-bazické vlastnosti jejich povrchu. Pro toto ¢asove naro¢né méfeni byl vybran
kompozit nanoAg@HAP pfipraveny v ptitomnosti tenzidu CPB, u néhoz bylo metodou AAS
zjisténo nejvetsi mnozstvi stiibra ze vSech pripravenych kompozith. Vzorek kompozitu byl
pfipraven pro toto mé&iéni v praSkové podobé po zfiltrovani a vysuSeni

Ziskané vysledky jsou prezentovany na obr. a piislusné hodnoty v Tabulce III.

"
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Obr. 30: Graf Gibbsovy energie adsorpce (AG=RTInV) pro adsorpci par pouzitych testovacich rozpoustédel na

povrchu mikro¢astic HAP pfipraveného v ptitomnosti tenzidu CPB
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295804 1 1cthod: Schulte
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ninm (Coverage): 0.005
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Obr. 31: Graf Gibbsovy energie adsorpce (AG=RTInV) pro adsorpci par pouzitych testovacich rozpoustédel na

povrchu mikroc¢astic kompozitu HAP a nanocastic stiibra. HAP byl pfipraven v pfitomnosti tenzidu CPB.

Tabulka III: Parametry charakterizujici stav povrchu vychozich mikroc¢astic HAP a

kompozitu HAP s nanocasticemi stfibra pro piipad modifikace tenzidem CPB.

Latka/parametr v [mJ/m?] K., Ko K./Ks
Ca3(PO.), 354 0,042 0,265 0,158
Ag@Cay(POs), 39.8 0,233 0,941 0,25

kde y* je disperzni slozka povrchové energie testovaného materialu, K, konstanta

acidity a K, konstanta bazicity povrchu podle Gutmannovy teorie.

Ziskané vysledky prokazuji zasadni zménu povrchovych vlastnosti HAP pii jeho
kombinaci s nanocasticemi stfibra v kompozitu. Vychozi HAP je zpohledu hodnot
Gutmanovych Ccisel acidity a bazicity slabou Lewisovou bazi. OvSem modifikace jeho
povrchu nanocasticemi stiibra vyznamné méni jeho chovani. Na zdkladé cca Snasobného
nartistu hodnot Gutmanovych C¢isel acidity a bazicity oproti piivodnimu fosfore¢nanu
vapenatého lze usuzovat na prudké zvysSeni polarity kompozitu oproti vychozimu HAP.

Soucasné dochazi ke sblizeni kyselych a bazickych vlastnosti kompozitu, i kdyz
bazicita nadale pirevladd. Vzrist kyselosti kompozitu oproti vychozimu HAP velmi
pravdépodobné souvisi s pfitomnosti nanocastic stiibra, které l1ze obdobné jako kovové
stiibro charakterizovat jako slabou Lewisovu kyselinu. Vzhledem k obsahu stiibra

v kompozitu je ale tento vliv minoritni a v kompozitu nadéle ptevladd acido-bazicky
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charakter vychoziho HAP.

48  BIOLOGICKA AKTIVITA KOMPOZITU NANOAg@HAP

K testovani biologické aktivity byly pouzity vzorky kompoziti (kapitola 3.3).
Vzorky byly piipraven rozsuspendovanim 0.05 g ptefiltrovaného a vysusené¢ho kompozitu v
10 ml destilované vody.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny vysledky biologické aktivity vici sad¢é bakterii.

1, 2 jsou standardy (1 je AgNO;, 2 jsou Cisté nanocastice stiibra o velikosti 30 nm).

Tabulka IV: Antimikrobialni u¢innost vzorka

Inhibice ristu
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Enterococcus faecalis >128 8 8 8 >128 | 2128 8 8 4 4
CCM 4224
Staphylococcus aureus | >128 64 - - >128 | >128 - - - -
CCM 3953
Escherichia coli 64 16 - - 64 64 - - - -
CCM 3954
Pseudomonas >128 64 - - 8 8 4 8 - -
aeruginosa CCM 3955
Pseudomonas >128 64 - - 8 8 4 4 - -
aeruginosa
Staphylococcus 64 64 - - >128 | =128 - - - -
epidermidis 1
Staphylococcus 64 64 - - >128 | =128 - - N N
epidermidis 2
Staphylococcus aureus 64 8 - - 32 32 - - - -
(MRSA)
Enterococcus faecium | >128 8 - - >128 | >128 8 8 - -
(VRE)
Klebsiella pneumoniae | >128 32 - - 32 32 8 8 2 2
(ESBL)
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Vystvétleni popisu:

“«

- inhibice riustu neprokdzana

L, N“ nelze hodnotit

V tabulce uvedend ¢isla:

1 — Nanocéstice stfibra (kapitola 3.3 — pfiprava nonocastic stiibra).

2 — Dusiénan stiibrny (koncentrace 10~ mol/l)

3 — HAP s nanocésticemi stiibra

4 — HAP s nanocasticemi stiibra pokus 2

5 — HAP s povrchem modifikovanym CPB s nano¢asticemi stiibra

6 — HAP s povrchem modifikovanym CPB s nanoc¢ésticemi sttibra, pokus 2
7 — HAP s povrchem modifikovanym SDS s nanocasticemi stiibra

8 — HAP s povrchem modifikovanym SDS s nanocasticemi stiibra, pokus 2
9 — HAP s povrchem modifikovanym TWEEN s nanocasticemi stiibra

10 — HAP s povrchem modifikovanym TWEEN s nanoc¢ésticemi sttibra, pokus 2

Z uveden¢ tabulky (tabulka IIT) vyplyva, Ze vSechny testované kompozity jsou
biologicky aktivni vaci bakterii Enterococcus faecalis. Vici dalSim testovanym kmenitim
patogennich bakterii jsou pak aktivni jiz jen dva kompozity .

Nejvétsi antibakterialni aktivitu vykazuje kompozit HAP s nanocasticemi stiibra,
jehoz povrch byl modifikovany CPB. Tato vysoka antibakterialni aktivita je jednoznacné
dand vysokym obsahem nanocastic stfibra v tomoto kompozitu a antibakteridlni aktivitou
samotného tenzidu. Kationické tenzidy jsou znamé svou antibakteridlni aktivitou, pro kterou
jsou pouzivany v dezinfekénich ptipravcich. V nekterych ptipadech vykazuje antibakterialni
aktivitu 1 kompozit HAP s nanocasticemi sttibra, jehoz povrch byl modifikovany tenzidem
SDS. O SDS je znadmo, Ze efektivné naruSuje bunécnou sténu bakterii, takZe 1 v tomto piipadé
je antibakterialni aktivita kompozitu spojena se synergickym t¢inkem nanocéstic stiibra a

pouzitého tenzidu.
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4.9 RENTGENOVA PRASKOVA DIFRAKCE KOMPOZITU

K vyhodnoceni vzorkli pomoci rentgenové praskové difrakce (XRD) bylo

dodano 0,2 g kompoziti.Vysledky jsou zobrazeny na néasledujicim obrazku.

HAP ——
HAP CPB ——
'HAP_SDS
HAP_TWEEN
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Obr. 32: XRD spektrum kompozitt
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Obr. 33: XRD spektrum stiibra™

90

Na obr. 32 lze vidét spektrum XRD, kde na ose x je thel dopadajiciho paprsku a na

ose y je signal. Identifikace jednotlivych kiivek je nasledujici: kompozit Ag@HAP
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nemodifikovany tenzidem (Cervena barva), kompozit modifikovany TWEEN (zlutd barva),
kompozit modifikovany CPB (modra barva) a kompozit modifikovany SDS (zelena barva).
Na vSech spektech jsou identifikované piky charakteristické pro dané materily,
vedle charakteristickych piki pro hydroxyapatit jsou zde pfitomny i charakteristické piky
odpovidajici nanocasticicm stiibra, z nichZ je nejvice zietelné difrakéni maximum pti uhlu

40°.
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5 ZAVER

Tato prace se zabyvala pfipravou a charakterizaci mikrocastic HAP a jeho
kompozitu s nanoc¢asticemi stfibra.Studovan byl vliv povrchové aktivnich latek na tvar a
velikost ¢astic hydroxyapatitu a vliv rovn€z na adsorpci nanocastic stiibra na hydroxyapatit
pii ptipravé hydroxyapatitu. Kompozity hydroxyapatitu s nanocasticemi stiibra byly
pfipraveny dvéma zplisoby — adsorpéné a redukéné. Adsorpéni zplsob byl po prvotnich
neuspésnych experimentech zavrhnut z ditvodu velmi nizké adsorpce nanocastic stfibra na
povrch ¢astic HAP.

Hydroxyapatity modifikované i nemodifikovany byly charakterizovany z hlediska
morfologie a velikosti pomoci TEM. Nemodifikovany HAP mé¢l nejvice pravidelné ¢astice ve
tvaru ty¢inek. HAP modifikovany tenzidem CPB mél také ty¢inkovité tvary, ale na rozdil od
¢isttho HAP mély tyto tyCinky menSi rozmér na délku. HAP modifikovany tenzidem SDS
m¢él Castice ve tvaru spise elipsy, na rozdil od tyCinkovitych tvarh ¢astic Cistého a tenzidem
CPB modifikovaného HAP. HAP modifikovany tenzidem TWEEN mél nejméné pravidelné
tvary. U hydroxyapatiti byly zméteny i velikosti ¢astic pomoci pfistroje Analysette 22,
pracujicim na principu rozptylu svétla. Cetnosti velikosti &astic byly vyneseny do
distribu¢niho diagramu. Dle velikosti castic ziskanych na tomto pfistroji je potadi
mikrocastic HAP nésledujici: tenzidem nemodifikovany HAP, HAP modifikovany CPB, HAP
modifikovany SDS a HAP modifikovany TWEENem.

Nanocastice stfibra byly pro adsorpcni metodu ptipravy kompozitu byly pfipraveny
modifikovanou Tollensovou metodou a byly charakterizovany na DLS a pomoci UV/VIS
spektrometrie. Tyto nanocastice stiibra mély rozmér okolo 30 nm, coZ bylo potvrzeno
polohou absorp¢niho maxima v UV/VIS spektru (okolo 410 nm).

Kompozity HAP a nanocastic stfibra, pfipravené redukéni metodou s kyselinou
askorbovou (obdoba Tollensova procesu), byly charakterizovany pomoci TEM a SEM s EDS.
Obé¢ tyto metody potvrdily pfitomnost nanocastic stiibra v kompozitech. Rovnéz rentgenova
praskova difrakce potrvdila pfitomnost stiibra ve vzorcich kompozitd. Mnozstvi stfibra bylo
stanoveno pomoci metody AAS. Z téchto vysledkli vyplyva, Ze nejvyssi obsah stiibra v
kompozitu byl dosazen s HAP modifikovaném CPB. Kompozity HAP modifikované tenzidy
SDS a TWEEN obsahovaly stfibro v obdobném mnoZzstvi, ov§em oproti kompozitu s CPB,
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byl obsah stiibra v kompozitech 5x niz$i. Nejmén¢ stiibra bylo nalezeno v kompozitu s HAP
nemodifikovaném povrchové aktivni latkou. Dale byl u kompozitd studovan rozdil
povrchové energie a acido-bazickych vlastnosti povrchu mezi HAP a kompozitem HAP s
nanocasticemi stfibra. Protoze je IGC c¢asové naro¢na metoda byl vybran pouze HAP
modifikovany tenzidem CPB. Méfeni prokazalo zisadni zmény uvedenych vlastnosti s
pritomnosti nanocastic sttibra.

Testovani biologické aktivity kompoziti nanoAg@HAP vici sad€ patogennich
bakterii prokazalo jejich rozdilnou biologickou aktivitu. VSechny kompozity prokazaly
pozitivni aktivitu vici bakteriim Enterococcus faecalis. Nejvyssi antibakteridlni aktivitu
vykazoval kompozit nanoAg@HAP, modifikovany tenzidem CPB nejen kvili vysokému

obsahu stfibra, ale také diky antibakterialni aktivit¢ samotného CPB.
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SEZNAM ZKRATEK

HAP — hydroxyapatit

SEM - skenovaci elektronovy mikroskop

EDS — energiové-disperzni spektrometrie

DLS — dynamicky rozptyl svétla

IGC — inverzni plynovéa chromatografie

RS —rozptyl svétla

TEM — transmisni elektronovy mikroskop

TWEEN - polyoxyethylensorbitanmonooleat

SDS — dodecylsiran sodny

CPB — cetylpyrimidium bromid

CTAB — cetyltrimethylammonium bromid

XRD — rentgenova praskové difrakce,

FTIR - infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci
SERS — povrchové zesilena Ramanova spektroskopie

AFM — mikroskopie atomarnich sil

FT—Raman — Ramanova spektrometrie s Fourierovou transformaci
QELS — kvazielasticky rozptyl svétla

CMC — kritickd micelarni koncentrace

nanoAg@HAP — kompozit hydroxyapatitu s nanocasticemi stiibra
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