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1. ⁄vod

Jako bioaktivnÌ se oznaËujÌ materi·ly (bioskla, nÏkterÈ
druhy sklokeramiky, chemicky upraven˝ titan), jeû vytv·¯ejÌ
vazbu s kostnÌ tk·nÌ prost¯ednictvÌm vrstvy kostnÌho apatitu,
kter· se tvo¯Ì na jejich povrchu po implantaci1. Proces nu-
kleace a r˘st krystal˘ apatitu je iniciov·n iontovou interakcÌ
mezi bioaktivnÌm materi·lem a krvÌ a m˘ûe b˝t reprodukov·n
v simulovanÈ tÏlnÌ tekutinÏ (SBF ñ Simulated Body Fluid)
(cit.2).

Expozice v SBF  je nejËastÏji prov·dÏna jako statick˝
experiment, kdy je vzorek umÌstÏn v roztoku o konstantnÌm
objemu, nebo je roztok periodicky obnovov·n3. Je-li pomÏr
povrchu vzorku k objemu roztoku (S/V) dostateËnÏ nÌzk˝
k udrûenÌ konstantnÌch podmÌnek bÏhem expozice, lze obtÌûnÏ
detegovat zmÏny ve sloûenÌ roztoku zp˘sobenÈ interakcÌ ma-
teri·lñSBF. V p¯ÌpadÏ vysokÈho pomÏru S/V jsou koncen-
traËnÌ zmÏny mÏ¯itelnÈ, doch·zÌ vöak ke zmÏnÏ sloûenÌ roz-
toku a ke snÌûenÌ hnacÌ sÌly pro nukleaci a r˘st krystal˘ apatitu
v d˘sledku p¯echodu iont˘ z roztoku do pevnÈ f·ze4. Statick·
expozice takÈ mÈnÏ odpovÌd· podmÌnk·m p¯i implantaci, kde
vûdy doch·zÌ k proudÏnÌ tÏlnÌ tekutiny podÈl povrchu implan-
t·tu.

Lze p¯edpokl·dat, ûe dynamickÈ uspo¯·d·nÌ expozice (tj.
v proudÌcÌ kapalinÏ) poskytne konstantnÌ podmÌnky interakce
materi·lñSBF a umoûnÌ detekci zmÏn ve sloûenÌ roztoku bÏ-
hem prvnÌch f·zÌ interakce.

CÌlem pr·ce bylo navrhnout testovacÌ metodu pro bioma-
teri·ly, kter· by lÈpe simulovala interakci mezi povrchem
implant·tu a tÏlnÌmi tekutinami neû dosud pouûÌvanÈ testy
a ovÏ¯it schopnost tÈto metody rozliöit materi·ly bioaktivnÌ
a bioinertnÌ.

2. Materi·ly a metody

P¯i experimentech byly pouûity vzorky bioaktivnÌho titanu
(Ti-bio), gelu TiO2, slinovanÈho syntetickÈho hydroxyapatitu
(HA1100) a suöenÈho hydroxyapatitu (HA120). Jako refe-
renËnÌ vzorky byly pouûity obroben˝ Ëist˝ titan (c.p. Ti, grade
3) a drù k¯emennÈho skla. Ti-bio vzorky byly p¯ipraveny jako
t¯Ìsky z obr·bÏnÌ, omyty v isopropylalkoholu v ultrazvukovÈ
myËce, vysuöeny na 120 ∞C, lept·ny v 2% HF a n·slednÏ 12
hodin v 5 M-NaOH p¯i 60 ∞C. TitaniËit˝ gel byl p¯ipraven
smÌsenÌm tetrabutyl-orthotitan·tu s ethanolem, vodou a kyseli-
nou chlorovodÌkovou v mol·rnÌm pomÏru 1:47:0,57:0,11. N·-
slednÏ byl vysuöen p¯i teplotÏ 135 ∞C. P¯ed interakcÌ s SBF
nebyl gel nijak chemicky upravov·n. Vzorky ËistÈho titanu
(Ti) byly ve formÏ t¯Ìsek z obr·bÏnÌ, omytÈ v isopropylalko-
holu bez dalöÌ povrchovÈ ˙pravy. Vzorky hydroxyapatitu byly
p¯ipraveny sr·ûenÌm z vodnÈho roztoku a suöenÌm p¯i teplotÏ
120 ∞C (HA120) nebo n·slednÏ slinov·nÌm p ī 1100 ∞C (HA1100).
Zrnitost drtÌ byla v rozsahu 0,6ñ1 mm. Velikost povrchu
vzork˘ byla urËena adsorpcÌ kryptonu (vyhodnocenÌ metodou
B.E.T). Vzorky bioaktivnÌho titanu (Ti-bio) vyk·zaly ¯·dovÏ
vyööÌ velikost povrchu (0,4392 m2.gñ1 ) neû vzorky ËistÈho ti-
tanu (0,013 m2.gñ1). RovnÏû vzorek drtÏ HA120 (93,69 m2.gñ1)
mÏl v˝znamnÏ vÏtöÌ povrch neû slinovan˝ vzorek HA1100
(0,002 m2.gñ1). U vzork˘ hydroxyapatitu byla rovnÏû urËena
porozita rtuùovou porozimetriÌ (HA120 ñ 65 % , HA1100 ñ 7 %).

Vzorky byly exponov·ny v roztoku SBF, kter˝ byl p¯i-
praven z n·sledujÌcÌch chemik·liÌ: KCl, NaCl, NaHCO3,
MgSO4.7H2O, CaCl2, TRIS, NaN3, KH2PO4. Roztok obsa-
hoval 142 mmol.lñ1 Na+, 5 mmol.lñ1 K+, 2,5 mmol.lñ1 Ca2+,
1 mmol.lñ1 Mg2+, 131 mmol.lñ1 Clñ, 5 mmol.lñ1 HC ,
1 mmol.lñ1 S , 1 mmol.lñ1 HP . TlumÌcÌ roztok TRIS byl
pouûit k nastavenÌ pH na 7,55ñ7,60 p¯i 25 ∞C a azid sodn˝ k
inhibici bakteri·lnÌho r˘stu. Vzorky byly exponov·ny v pr˘toËnÈ
cele, kterou protÈkal konstantnÌm pr˘tokem 0,042 ml.minñ1

roztok SBF p¯edeh¯·t˝ na 37 ∞C (obr. 1) . Vzorky roztoku na
v˝stupu z cely byly odebÌr·ny k anal˝ze koncentrace iont˘
Ca2+ atomovou absorpËnÌ spektroskopiÌ a iont˘ P spektro-

O3
−

O4
2− O4

2−

O4
3−

Obr. 1. Experiment·lnÌ uspo¯·d·nÌ pr˘toËnÈho testu
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fotometricky. Po expozici byla provedena povrchov· anal˝za
vzork˘ elektronovou mikrosondou (SEM-EDS).

3. V˝sledky

Na Ëasov˝ch z·vislostech koncentrace iont˘ Ca2+ a P
zmÏ¯en˝ch na v˝toku z cely p¯i expozici vzork˘ Ti-bio bylo
moûnÈ sledovat t¯i hlavnÌ f·ze (obr. 2). Na poË·tku interakce
materi·lu s roztokem doölo k rychlÈmu, avöak doËasnÈmu
poklesu koncentracÌ obou iont˘ v SBF. BÏhem druhÈ f·ze
doölo k n·vratu koncentracÌ p¯ibliûnÏ na p˘vodnÌ hodnoty
(100 mg.lñ1 Ca2+, 88 mg.lñ1 P ). Po indukËnÌ dobÏ p¯ibliûnÏ
25 hodin byl detegov·n dalöÌ pokles koncentrace, kter˝ se
zastavil na hodnotÏ 60ñ63 mg.lñ1 P . Toto ust·lenÌ poklesu
indikovalo spot¯ebu iont˘ z roztoku konstantnÌ rychlostÌ, zp˘-
sobenou r˘stem krystal˘ kostnÌho apatitu. K¯ivka pro gel TiO2
ukazuje pokles a n·sledn˝ vzestup obou koncentracÌ na poË·t-
ku expozice. Po 10 hodin·ch setrv·v· koncentrace obou stano-
vovan˝ch prvk˘ na zhruba konstantnÌ hodnotÏ 91ñ92 mg.lñ1.

BÏhem expozice bioinertnÌch vzork˘ (Ëist˝ titan, k¯emen-
nÈ sklo) nebyly detegov·ny û·dnÈ v˝znamnÈ rozdÌly vstup-
nÌch a v˝stupnÌch koncentracÌ iont˘ Ca2+ a P (obr. 2).

»asovÈ z·vislosti zmÏ¯enÈ p¯i expozici vzork˘ hydroxy-
apatitu (HA120 a HA1100) vykazovaly podobn˝ pr˘bÏh jako
p¯i expozici vzork˘ Ti-bio, avöak k precipitaci kostnÌho apatitu
doch·zelo po kratöÌch indukËnÌch dob·ch a v˝znamn˝ poË·-
teËnÌ pokles a n·sledn˝ vzr˘st koncentrace sledovan˝ch sloûek
zaznamen·n nebyl (obr. 3).

Vzorky titanu exponovanÈ v SBF byly analyzov·ny po-
mocÌ SEM-EDS. ApatitovÈ krystaly vytvo¯enÈ na povrchu
vzorku Ti-bio ukazuje obr. 4. V tabulce I jsou shrnuty v˝sledky
anal˝zy SEM-EDS pro vzorky Ti-bio, c.p.Ti a a gelu TiO2 po
expozici v roztoku SBF. Pro vzorek Ti-bio z nÌ vypl˝v· pomÏr
Ca/P rovn˝ 1,74. Tato hodnota je blÌzk· pomÏru Ca/P v hy-
droxyapatitu.
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Obr. 2. »asov· z·vislost koncentrace iont˘ Ca2+ a P (mg.lñ1)
v roztoku SBF na v˝stupu z cely p¯i expozici vzork˘ ËistÈho titanu
(c.p.Ti), bioaktivnÌho titanu (Ti-bio) a gelu TiO2 s oznaËenÌm t¯Ì
f·zÌ interakce (I, II, III);u Ti-bio, + c.p.Ti, n gel TiO2
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Obr. 3. »asov· z·vislost koncentrace iont˘ P (mg.lñ1) v rozto-
ku SBF na v˝stupu z cely p¯i expozici vzork˘ hydroxyapatitu;
u HA120 a ñ HA1100
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Obr. 4. SnÌmek apatitov˝ch sfÈrolit˘ vytvo¯en˝ch na povrchu
bioaktivnÌho titanu po 74 hodin·ch expozice v SBF (SEM, zvÏtöe-
nÌ 1000)

Obr. 5. SnÌmek povrchu gelu TiO2 po 72 hodin·ch expozice v SBF
(SEM, zvÏtöenÌ 1000)
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Tabulka I
MnoûstvÌ v·pnÌku a fosforu (at.%) detegovanÈ na povrchu
vzork˘ c.p.Ti, Ti-bio a gelu TiO2 po 2 minut·ch, 20 a 74
hodin·ch expozice v SBF (SEM-EDS, zbytkovÈ prvky jsou
titan a kyslÌk)

»as Ti-Bio c.p. Ti Gel TiO2

Ca P Ca P Ca P

2 min 1,4 NDa NDa NDa ñ ñ
20 h 6,7 0,7 NDa NDa ñ ñ
74 h 23,0 13,2 ñ ñ 22,6 0,0

a Hodnoty nebyly stanoveny

TakÈ povrch gelu TiO2 byl sledov·n pomocÌ metody SEM
a  EDS. Mikroanal˝zou bylo stanoveno  mnoûstvÌ v·pnÌku
a fosforu na jeho povrchu po expozici v SBF (obr. 5, tab. I).

4. Diskuse

V p¯ÌpadÏ vzork˘ Ti-bio ukazovaly mÏ¯enÈ k¯ivky ËasovÈ
z·vislosti v˝stupnÌ koncentrace z cely v˝znamnÈ zachycenÌ
v·penat˝ch a fosforeËnanov˝ch iont˘ povrchem vzorku (obr. 2).
To m˘ûe b˝t zp˘sobeno iontovou adsorpcÌ na povrch hydra-
tovanÈ gelovÈ vrstvy TiO2 vytvo¯enÈ ˙pravou vzorku v alka-
lickÈm prost¯edÌ. Toto zjiötÏnÌ je v souladu s v˝sledky Kokuba
a spol.2, kte¯Ì detegovali elektronovou mikroanal˝zou v·pnÌk
na povrchu alkalicky upravenÈho titanu jiû po 0,5 h expozice
v SBF. P¯Ìtomnost v·pnÌku a stop fosforu na povrchu vzork˘
Ti-bio byla potvrzena i elektronovou mikroanal˝zou (tab. I).
Podstatn˝ pokles koncentrace v SBF v p¯ÌpadÏ Ti-bio v porov-
n·nÌ s Ëist˝m titanem m˘ûe b˝t zp˘soben p¯ibliûnÏ o 2 ¯·dy
vÏtöÌm povrchem vzorku Ti-bio interagujÌcÌho s SBF. Elektro-
nov· mikroanal˝za vöak nepotvrdila p¯Ìtomnost v·pnÌku na
povrchu ËistÈho titanu po 2 minut·ch ani po 20 hodin·ch
(tab. I), a ani po 74 hodin·ch nedoölo k precipitaci kostnÌho
apatitu. PodobnÈ inertnÌ chov·nÌ vykazoval p¯i expozici v SBF
i vzorek k¯emennÈho skla.

Anal˝za roztoku v pr˘bÏhu interakce gelu TiO2 uk·zala
v poË·teËnÌm stadiu ˙bytek iont˘ Ca2+ i P (obr. 2), kter˝
nasvÏdËoval tomu, ûe doölo k adsorpci v·penat˝ch a fosfo-
reËnanov˝ch iont˘ z roztoku na povrch gelu. Elektronovou
mikroanal˝zou byl ale na povrchu gelu detegov·n pouze ion
Ca2+. Vzhledem k tomu, ûe nebyl detegov·n û·dn˝ fosfor,
p¯edpokl·d·me, ûe doba expozice nebyla dostateËn· k vytvo-
¯enÌ nukleÌ HA. Tento fakt naznaËuje buÔ sr·ûenÌ fosforeËnan˘
mimo povrch vzorku, p¯ÌpadnÏ na mÌstÏ, kterÈ nebylo analy-
zov·no elektronov˝m paprskem. Je ovöem nutno mÌt na pamÏ-
ti i skuteËnost, ûe p¯i dynamickÈm testu bylo pouûito nÌzkÈho
pr˘toku (0,042 ml.hñ1), a tak bylo pro anal˝zu zmÏn v SBF
k dispozici velmi malÈ mnoûstvÌ roztoku. Pro spektrofotomet-
rickÈ stanovenÌ bylo nutno jeötÏ toto mnoûstvÌ z¯edit. Absor-
bance tak byla mÏ¯ena na hranici stanovitelnosti a zjiötÏn·
koncentrace iont˘ P m˘ûe b˝t zatÌûena znaËnou chybou.
JednoznaËnÏ je ovöem moûnÈ ¯Ìci, ûe po adsorpci iont˘ nena-
stala ve sledovanÈm ËasovÈm obdobÌ nukleace HA na povrchu
vzorku. Tento fakt je v souladu se z·vÏry p¯edchozÌ pr·ce6,

kter· uk·zala, ûe na sr·ûenÌ HA na povrchu materi·l˘ m· vÏtöÌ
v˝znam jeho schopnost zv˝öit lok·lnÌ p¯esycenÌ u povrchu neû
samotn· schopnost adsorpce sloûek z roztoku.

Rychl· iontov· adsorpce byla takÈ detegov·na v p¯ÌpadÏ
vzork˘ HA120 a HA1100. IndukËnÌ Ëas, po kterÈm nastal r˘st
krystal˘ kostnÌho apatitu, byl vöak v tomto p¯ÌpadÏ podstatnÏ
kratöÌ neû v p¯ÌpadÏ vzork˘ Ti-bio, kde je tato hodnota 24,5 h.
IndukËnÌ Ëasy pro HA120 a HA1100 jsou 3,8 h, respektive
2,5 h. Lze p¯edpokl·dat, ûe rychl· iontov· adsorpce v·pena-
t˝ch a fosforeËnanov˝ch iont˘ m˘ûe b˝t prvnÌ f·zÌ procesu
tvorby vazby mezi bioaktivnÌm materi·lem a kostnÌ tk·nÌ.
IndukËnÌ Ëas, charakterizujÌcÌ rychlost nukleace HA, po kte-
rÈm zaËÌn· r˘st krystal˘ kostnÌho miner·lu, z·visÌ na mez-
if·zovÈ energii mezi precipitujÌcÌ f·zÌ a substr·tem6ñ8 a m˘ûe
b˝t vyuûit pro kvantifikaci bioaktivnÌho chov·nÌ studovanÈho
substr·tu.

ExtrÈmnÏ dlouh· indukËnÌ  doba r˘stu krystal˘ apatitu
(4 t˝dny), kterou v p¯ÌpadÏ ËistÈho titanu zjistili Li a Du-
cheyne9, m˘ûe b˝t ve shodÏ s klinicky pozorovan˝m chov·nÌm
ËistÈho titanu, kter˝ se jevÌ jako bioinertnÌ materi·l, avöak po
delöÌch dob·ch vhojenÌ a za ide·lnÌch podmÌnek (prim·rnÌ
stabilita implant·tu, dokonal· kongruence kostnÌho loûe) vyka-
zuje schopnost pevnÈho spojenÌ s kostÌ ñ tzv. osseointegraci10.

DynamickÈ experiment·lnÌ uspo¯·d·nÌ umoûnilo jedno-
duchÈ urËenÌ indukËnÌch Ëas˘ pomocÌ ËasovÈ z·vislosti hmot-
nosti iont˘ P spot¯ebovan˝ch p¯i precipitaci apatitu, a jejÌ
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Obr. 6. »asov· z·vislost mnoûstvÌ iont˘ P (mg) spot¯ebova-
n˝ch p¯i precipitaci apatitu na povrchu vzorku Ti-bio
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Obr. 7. »asov· z·vislost hmotnosti iont˘ P (mg) spot¯ebo-
van˝ch p¯i precipitaci apatitu na povrchu vzork˘; ñ HA120 a
u HA1100
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extrapolacÌ do nulovÈ hodnoty (obr. 6, 7). Hodnota zjiötÏn·
pro  vzorek Ti-bio (24,5  h)  je  v dobrÈ  shodÏ s hodnotou
urËenou p¯i statickÈ expozici stejnÏ upraven˝ch vzork˘6. In-
dukËnÌ Ëas vzork˘ hydroxyapatitu byl v˝znamnÏ kratöÌ neû
v p¯ÌpadÏ bioaktivnÌho titanu. To lze vysvÏtlit vÏtöÌ struk-
tur·lnÌ podobnostÌ precipitujÌcÌ f·ze a substr·tu v p¯ÌpadÏ, kdy
substr·tem je syntetick˝ hydroxyapatit. VyööÌ rychlost spo-
t¯eby iont˘ P precipitacÌ apatitu u vzorku HA120 v porov-
n·nÌ s HA1100 je moûnÈ vysvÏtlit vÏtöÌ plochou povrchu
v kontaktu s roztokem (obr. 7).

5. Z·vÏr

DynamickÈ uspo¯·d·nÌ testu v simulovanÈ tÏlnÌ tekutinÏ
je vhodnÈ k detekci koncentraËnÌch zmÏn v roztoku. Na z·-
kladÏ ËasovÈ z·vislosti v˝stupnÌ koncentrace z cely je moûnÈ
interakci bioaktivnÌho titanu s SBF rozdÏlit do t¯Ì z·kladnÌch
f·zÌ ñ I. adsorpce v·penat˝ch a v menöÌ mÌ¯e fosforeËnanov˝ch
iont˘ materi·lem, II. indukËnÌ doba, III. r˘st krystal˘ kostnÌho
apatitu. ZjiötÏn· schopnost rychlÈ iontovÈ adsorpce m˘ûe mÌt
v˝znamn˝ vliv na pozdÏjöÌ adsorpci biomolekul, jako nap¯.
aminokyselin a protein˘, a m˘ûe tak ovlivnit Ëi p¯Ìmo p¯edurËit
biokompatibilitu a bioaktivitu materi·lu jeötÏ p¯edtÌm, neû
dojde k r˘stu krystal˘ kostnÌho apatitu. DynamickÈ uspo¯·d·nÌ
expozice rovnÏû umoûÚuje vyhodnocenÌ parametr˘ precipi-
tace (indukËnÌ doba, rychlost r˘stu), kterÈ mohou b˝t pouûity
k odhadu bioaktivity studovanÈho materi·lu.

Studie vznikla jako souË·st v˝zkumnÈho z·mÏru P¯Ìprava
a vlastnosti modernÌch materi·l˘ ñ modelov·nÌ, charakteri-
zace, technologie (MSM 223100002). ZË·sti byla podpo¯ena
i Ministerstvem pr˘myslu a obchodu »R (FB-CV/64/98).
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J. Strnad, A. SkrËen·, J. ProtivÌnsk˝, 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),
TiO2 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 Ca2+

and P 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.
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