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1. Uvod

Jako bioaktivni se oznacuji materidly (bioskla, nékteré
druhy sklokeramiky, chemicky upraveny titan), jeZ vytvareji
vazbu s kostni tkdn{ prostfednictvim vrstvy kostniho apatitu,
kterd se tvoii na jejich povrchu po implantaci'. Proces nu-
kleace a rGst krystall apatitu je iniciovdn iontovou interakci
mezi bioaktivnim materidlem a krvi a mtize byt reprodukovan
v simulované télni tekutin¢ (SBF — Simulated Body Fluid)
(cit.?).

Expozice v SBF je nejcastéji provddéna jako staticky
experiment, kdy je vzorek umistén v roztoku o konstantnim
objemu, nebo je roztok periodicky obnovovén®. Je-li pomér
povrchu vzorku k objemu roztoku (S/V) dostate¢né nizky
k udrzeni konstantnich podminek béhem expozice, 1ze obtizné
detegovat zmény ve sloZeni roztoku zptsobené interakei ma-
teridl-SBF. V piipadé¢ vysokého poméru S/V jsou koncen-
tracni zmény méfitelné, dochdzi vSak ke zméné sloZeni roz-
toku a ke sniZeni hnaci sily pro nukleaci a rst krystald apatitu
v disledku prechodu iontl z roztoku do pevné faze*. Statickd
expozice také méné odpovidd podminkdm pfi implantaci, kde
vzdy dochdzi k proudéni téln{ tekutiny podél povrchu implan-
tdtu.

Lze predpokladat, Ze dynamické usporadani expozice (tj.
v proudici kapalin¢) poskytne konstantni podminky interakce
materidl-SBF a umozni detekci zmén ve sloZeni roztoku bé-
hem prvnich faz{ interakce.

Cilem prace bylo navrhnout testovaci metodu pro bioma-
teridly, kterd by lépe simulovala interakci mezi povrchem
implantitu a télnimi tekutinami nez dosud pouzivané testy
a overit schopnost této metody rozlisit materidly bioaktivn{
a bioinertni.
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2. Materidly a metody

Pti experimentech byly pouzity vzorky bioaktivniho titanu
(Ti-bio), gelu TiO,, slinovaného syntetického hydroxyapatitu
(HA1100) a susené¢ho hydroxyapatitu (HA120). Jako refe-
ren¢ni vzorky byly pouZity obrobeny Cisty titan (c.p. Ti, grade
3) a drt kiemenného skla. Ti-bio vzorky byly pfipraveny jako
tiisky z obrabéni, omyty v isopropylalkoholu v ultrazvukové
mycce, vysuseny na 120 °C, leptdny v 2% HF a nasledné 12
hodin v 5 M-NaOH pfi 60 °C. Titani¢ity gel byl pfipraven
smisenim tetrabutyl-orthotitandtu s ethanolem, vodou a kyseli-
nou chlorovodikovou v moldrnim poméru 1:47:0,57:0,11. Né-
sledné byl vysusen pii teploté 135 °C. Pied interakci s SBF
nebyl gel nijak chemicky upravovan. Vzorky cistého titanu
(Ti) byly ve formé tfisek z obrabéni, omyté v isopropylalko-
holu bez dalsi povrchové tpravy. Vzorky hydroxyapatitu byly
pripraveny srdZenim z vodného roztoku a susenim pfi teploté
120 °C (HA120) nebo nésledné slinovanim pii 1100 °C (HA1100).
Zrnitost drti byla v rozsahu 0,6-1 mm. Velikost povrchu
vzorkd byla ur¢ena adsorpci kryptonu (vyhodnoceni metodou
B.E.T). Vzorky bioaktivniho titanu (Ti-bio) vykdzaly fadové
vy&3i velikost povrchu (0,4392 m%g ™" ) nez vzorky &istého ti-
tanu (0,013 m”.g™"). Rovnéz vzorek drt¢ HA120 (93,69 m.g™")
mél vyznamné vétsi povrch nez slinovany vzorek HA1100
(0,002 m*. ¢h). U vzorki hydroxyapatitu byla rovnéz uréena
porozita rtutovou porozimetrii (HA120 - 65 % ,HA1100 -7 %).

Vzorky byly exponovdny v roztoku SBF, ktery byl pii-
praven z ndsledujicich chemikalii: KCl, NaCl, NaHCO;,
MgSO,.7H,0, CaCl,, TRIS, NaN,, KH,PO,. Roztok obsa-
hoval 142 mmol.I"' Na*, 5 mmol.I™' K*, 2,5 mmol.I"' Ca™,
1 mmol.I"' Mgz’“, 131 mmol.I"! CI', 5 mmol.lI”" HCOj,
1 mmoL.I"' SO}, 1 mmol.I"'HPO; ™ . Tlumici roztok TRIS byl
pouzit k nastaveni pH na 7,55-7,60 pfi 25 °C a azid sodny k
inhibici bakteridlniho ristu. Vzorky byly exponovany v pritocné
cele, kterou protékal konstantnim pratokem 0,042 ml.min™!
roztok SBF predehiaty na 37 °C (obr. 1) . Vzorky roztoku na
vystupu z cely byly odebirdny k analyze koncentrace ionti
Ca’* atomovou absorp¢ni spektroskopif a ionttl POf[ spektro-
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Obr. 1. Experimentalni usporaddni prito¢ného testu
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Obr. 2. Casov4 zavislost koncentrace ionti Ca** a POZ’ (mg.l'l)
v roztoku SBF na vystupu z cely pii expozici vzorki ¢istého titanu
(c.p.Ti), bioaktivniho titanu (Ti-bio) a gelu TiO, s oznacenim ti
fazi interakce (I, I1, ITIT); 4 Ti-bio, + c.p.Ti, B gel TiO,

fotometricky. Po expozici byla provedena povrchova analyza
vzorki elektronovou mikrosondou (SEM-EDS).

3. Vysledky

Na ¢asovych zavislostech koncentrace iontii Ca®* a PO}~
zméfenych na vytoku z cely pii expozici vzorki Ti-bio bylo
mozné sledovat tfi hlavni faze (obr. 2). Na pocatku interakce
materidlu s roztokem doslo k rychlému, avsak docasnému
poklesu koncentraci obou iontd v SBF. Béhem druhé faze
doslo k nédvratu koncentraci pfiblizné na pGvodni hodnoty
(100 mg.I"" Ca®, 88 mg.I"' PO; " ). Po indukéni dobé piiblizné
25 hodin byl detegovan dalsi ?okles koncentrace, ktery se
zastavil na hodnot& 60-63 mg.I"' PO;" . Toto ustdleni poklesu
indikovalo spotiebu iontti z roztoku konstantn{ rychlosti, zpt-
sobenou riistem krystalli kostniho apatitu. Kfivka pro gel TiO,
ukazuje pokles a ndsledny vzestup obou koncentraci na pocat-
ku expozice. Po 10 hodinéch setrvava koncentrace obou stano-
vovanych prvki na zhruba konstantni hodnoté 91-92 mg 1",

Béhem expozice bioinertnich vzorku (¢isty titan, kfemen-
né sklo) nebyly detegovdny Zddné vyznamné rozdily vstup-
nich a vystupnich koncentraci ionti Ca** a PO}~ (obr. 2).

Casové zdvislosti zméfené pii expozici vzorkt hydroxy-
apatitu (HA120 a HA1100) vykazovaly podobny pribéh jako
pii expozici vzorkd Ti-bio, avSak k precipitaci kostniho apatitu
dochdzelo po krat$ich indukénich dobach a vyznamny poca-
tecni pokles andsledny vzrist koncentrace sledovanych slozek
zaznamendn nebyl (obr. 3).
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Obr. 3. Casova zavislost koncentrace iontt POi' (mg.l'l) V rozto-
ku SBF na vystupu z cely pri expozici vzorku hydroxyapatitu;
@ HA120 a— HA1100

Obr. 4. Snimek apatitovych sféroliti vytvorenych na povrchu
bioaktivniho titanu po 74 hodindch expozice v SBF (SEM, zvétse-
ni 1000)

Obr. 5. Snimek povrchu gelu TiO, po 72 hodindch expozice v SBF
(SEM, zvétseni 1000)

Vzorky titanu exponované v SBF byly analyzovédny po-
moci SEM-EDS. Apatitové krystaly vytvofené na povrchu
vzorku Ti-bio ukazuje obr. 4. V tabulce I jsou shrnuty vysledky
analyzy SEM-EDS pro vzorky Ti-bio, c.p.Ti a a gelu TiO, po
expozici v roztoku SBF. Pro vzorek Ti-bio z ni vyplyva pomér
Ca/P rovny 1,74. Tato hodnota je blizkd poméru Ca/P v hy-
droxyapatitu.
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Tabulka I

Mnozstvi vapniku a fosforu (at.%) detegované na povrchu
vzorkt c.p.Ti, Ti-bio a gelu TiO, po 2 minutich, 20 a 74
hodindch expozice v SBF (SEM-EDS, zbytkové prvky jsou
titan a kyslik)

Cas Ti-Bio c.p. Ti Gel TiO,
Ca P Ca P Ca P
2 min 1.4 ND? ND*  ND* - -
20 h 6,7 0,7 ND* ND* - -
74 h 23,0 13,2 - - 22,6 0,0

? Hodnoty nebyly stanoveny

Také povrch gelu TiO, byl sledovan pomoci metody SEM
a EDS. Mikroanalyzou bylo stanoveno mnoZstvi vdpniku
a fosforu na jeho povrchu po expozici v SBF (obr. 5, tab. I).

4. Diskuse

V ptipadé vzorki Ti-bio ukazovaly méfené kiivky ¢asové
zdvislosti vystupni koncentrace z cely vyznamné zachyceni
vépenatych a fosfore¢nanovych iont povrchem vzorku (obr. 2).
To muZe byt zplisobeno iontovou adsorpci na povrch hydra-
tované gelové vrstvy TiO, vytvoiené dpravou vzorku v alka-
lickém prostiedi. Toto zjiSténi je v souladu s vysledky Kokuba
a spol.%, kteii detegovali elektronovou mikroanalyzou vapnik
na povrchu alkalicky upraveného titanu jiz po 0,5 h expozice
v SBF. Pfitomnost vdpniku a stop fosforu na povrchu vzorki
Ti-bio byla potvrzena i elektronovou mikroanalyzou (tab. I).
Podstatny pokles koncentrace v SBF v piipadé Ti-bio v porov-
nani s Cistym titanem mize byt zplisoben piiblizné o 2 fady
vétsim povrchem vzorku Ti-bio interagujiciho s SBF. Elektro-
nova mikroanalyza vSak nepotvrdila piitomnost vdpniku na
povrchu ¢istého titanu po 2 minutdch ani po 20 hodindch
(tab. I), a ani po 74 hodindch nedoslo k precipitaci kostniho
apatitu. Podobné inertni chovdni vykazoval pfi expozici v SBF
i vzorek kiemenného skla.

Analyza roztoku v pribéhu interakce gelu TiO, ukdzala
v po&dteénim stadiu ubytek ionté Ca®" i POZ_ (obr. 2), ktery
nasvédcoval tomu, Ze doslo k adsorpci vdpenatych a fosfo-
recnanovych iontli z roztoku na povrch gelu. Elektronovou
mikroanalyzou byl ale na povrchu gelu detegovdn pouze ion
Ca®*. Vzhledem k tomu, 7e nebyl detegovan zadny fosfor,
predpokldddme, ze doba expozice nebyla dostatecnd k vytvo-
feni nuklei HA. Tento fakt naznacuje bud srdzeni fosfore¢nant
mimo povrch vzorku, pfipadné na misté, které nebylo analy-
zovano elektronovym paprskem. Je ov§em nutno mit na pamé-
ti i skutecnost, Ze pti dynamickém testu bylo pouzito nizkého
priitoku (0,042 ml.h™), a tak bylo pro analyzu zmén v SBF
k dispozici velmi malé mnozstvi roztoku. Pro spektrofotomet-
rické stanoveni bylo nutno jesté toto mnoZzstvi zfedit. Absor-
bance tak byla méfena na hranici stanovitelnosti a zjiSténd
koncentrace iontl POZ‘ miZe byt zatiZzena znacnou chybou.
Jednoznacéné je ovsem mozné fici, Ze po adsorpci iontli nena-
stala ve sledovaném ¢asovém obdobi nukleace HA na povrchu
vzorku. Tento fakt je v souladu se zdvéry predchozi prace®,
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Obr. 6. Casova zavislost mnoZstvi ionti POi’ (mg) spotiebova-
nych pri precipitaci apatitu na povrchu vzorku Ti-bio
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Obr. 7. Casovi zivislost hmotnosti ionti POf:' (mg) spotrebo-
vanych prFi precipitaci apatitu na povrchu vzorki; — HA120 a
¢ HA1100

kterd ukdzala, Ze na srdZzeni HA na povrchu materidld mad vetsi
vyznam jeho schopnost zvyS$it lokdlni pfesyceni u povrchu nez
samotnda schopnost adsorpce slozek z roztoku.

Rychld iontova adsorpce byla také detegovdana v piipadé
vzorkit HA120 a HA1100. Indukéni ¢as, po kterém nastal riist
krystald kostniho apatitu, byl v§ak v tomto piipadé podstatné
krats$i nez v pfipadé€ vzorki Ti-bio, kde je tato hodnota 24,5 h.
Indukéni casy pro HA120 a HA1100 jsou 3,8 h, respektive
2,5 h. Lze pfedpoklddat, Ze rychld iontovd adsorpce vdpena-
tych a fosfore¢nanovych iontd midze byt prvni fdzi procesu
tvorby vazby mezi bioaktivnim materidlem a kostni tkdni.
Indukeni Cas, charakterizujici rychlost nukleace HA, po kte-
rém zacind rdst krystald kostniho minerdlu, zdvisi na mez-
ifazové energii mezi precipitujici fazi a substratem®™® a miize
byt vyuzit pro kvantifikaci bioaktivniho chovéni studovaného
substratu.

Extrémné dlouhd induk¢ni doba rdstu krystalt apatitu
(4 tydny), kterou v piipadé Cistého titanu zjistili Li a Du-
cheyne’, miize byt ve shodé s klinicky pozorovanym chovanim
Cistého titanu, ktery se jevi jako bioinertni materidl, av§ak po
delSich dobdch vhojeni a za idedlnich podminek (primarn{
stabilita implantdtu, dokonald kongruence kostniho loze) vyka-
zuje schopnost pevného spojeni s kosti — tzv. osseointegraci'.

Dynamické experimentdlni uspordddni umoznilo jedno-
duché urceni indukénich ¢ast pomoci asové zdvislosti hmot-
nosti iontt POZ’, spotfebovanych pfi precipitaci apatitu, a jeji
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extrapolaci do nulové hodnoty (obr. 6, 7). Hodnota zjisténa
pro vzorek Ti-bio (24,5 h) je v dobré shod¢ s hodnotou
urlenou pii statické expozici stejné upravenych vzorka®. In-
duk¢ni Cas vzorkd hydroxyapatitu byl vyznamné krat$i nez
v piipadé bioaktivniho titanu. To lze vysvétlit veétsi struk-
turdlni podobnosti precipitujici faze a substrdtu v piipadé, kdy
substratem je synteticky hydroxyapatit. VySsi rychlost spo-
tieby iontl POZ’ precipitaci apatitu u vzorku HA120 v porov-
nani s HA1100 je moZzné vysvétlit vétsi plochou povrchu
v kontaktu s roztokem (obr. 7).

5. Zavér

Dynamické usporaddni testu v simulované télni tekutiné
je vhodné k detekci koncentra¢nich zmén v roztoku. Na zd-
kladé casové zdvislosti vystupni koncentrace z cely je mozZné
interakci bioaktivniho titanu s SBF rozdélit do tif zdkladnich
fazi— 1. adsorpce vapenatych a v mensi mife fosfore¢nanovych
iontli materidlem, /I. induk¢ni doba, /11. rist krystali kostniho
apatitu. Zjisténd schopnost rychlé iontové adsorpce mize mit
vyznamny vliv na pozdé&jsi adsorpci biomolekul, jako napf.
aminokyselin a proteind, a mize tak ovlivnit ¢i pfimo piedurcit
biokompatibilitu a bioaktivitu materidlu jeSté¢ predtim, nez
dojde k rtistu krystalti kostniho apatitu. Dynamické usporadan{
expozice rovnéZ umoziuje vyhodnoceni parametrii precipi-
tace (induk¢ni doba, rychlost rtistu), které mohou byt pouzity
k odhadu bioaktivity studovaného materidlu.

Studie vznikla jako soucdst vyzkumného zdméru Priprava
a vlastnosti modernich materidlii — modelovdni, charakteri-
zace, technologie (MSM 223100002). Zédsti byla podporena
i Ministerstvem priimyslu a obchodu CR (FB-CV/64/98).
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10.

J. Strnad, A. Skrcena, J. Protivinsky, and A. Helebrant
(Department of Glass and Ceramics, Institute of Chemical
Technology, Prague, Czech Republic): Interaction of Bio-
materials with Simulated Body Environment

A dynamic method for testing of biomaterials in vitro is
designed and verified. This method is based on interaction of
the material with a flowing solution, which simulates the
composition of the inorganic part of human blood plasma. In
experiments, bioactive chemically treated titanium (Ti-bio),
TiO, gel, sintered hydroxyapatite (HA1100) and dried hydro-
xyapatite (HA120) granules were used. Titanium (grade 3) and
silica glass granules were used as reference bioinert materials.
With bioactive materials the test confirmed adsorption of Ca**
and PO?( ions in the initial phase of interaction and, after
induction time (for Ti-bio 24.5 h, HA1100 2.5 h, HA120
3.8 h), the constant growth of bioactive layer of hydroxyapa-
tite. During exposure of bioinert samples no changes in the
effluent concentration were detected. The dynamic arrange-
ment also enables a simple evaluation of precipitation parame-
ters (induction time, growth rate), which can be used for
bioactivity quantification of the investigated materials.



