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ANOTACIJA

Dalgji ar stronciju aizvietotu hidroksil-peroksiapatitu analitiska raksturoSana un
antibakterialo 1pasibu izpéte. Valkovska V., darba vaditaja docente, Dr. chem. Osite A.
Magistra darbs, 72 lappuses, 26 attéli, 15 tabulas, 126 literaturas avoti, 8 pielikumi. Latviesu
valoda.

Darba ir apkopota informacija par hidroksilapatitu un hidroksil-peroksiapatitu iegiiSanu,
fizikalajam un kimiskajam 7ipaSibam, izmantoSanu, analizes metodém, kalcija fosfatu
biomaterialu mikrobiologiskajam 1ipasibam, to antibakterialas aktivitates un toksicitates
noveértésanu, stabilo izotopu sastavu biologiskaja apatita.

Eksperimentalaja dala veiktas kalcija hidroksilapatita un dal&ji ar stronciju aizvietotu
hidroksilapatitu sintézes, izmantojot nogulsnéSanas metodi. Hidroksilapatiti hidrotermiski
apstradati tdenraza peroksida skiduma klatbtitng. Kvantitativa sastava noteikSanai izmantota
rentgenfluorescences spektrometrija un permanganatometrija. Apatiti raksturoti ar pulvera
rentgendifraktometriju, izotopu attiecibu masspektrometriju, Furjé transformacijas
infrasarkano spektroskopiju un Ramana spektroskopiju. Antibakteriala aktivitate noteikta
izmantojot  Staphylococcus aureus un Pseudomonas aeruginosa baktérijas ar

mikroatSkaidijuma metodi.

HIDROKSIL-PEROKSIAPATITI, STAPHYLOCOCCUS AUREUS, PSEUDOMONAS
AERUGINOSA, [IZOTOPU ATTIECIBU MASSPEKTROMETRIJA, PULVERA
RENTGENDIFRAKTOMETRIJA, FURJE TRANSFORMACIJAS INFRASARKANA
SPEKTROSKOPIJA, RAMANA SPEKTROSKOPIA.



ABSTRACT

Analytical characterization and investigation of antibacterial properties of partially
substituted strontium hydroxy-peroxyapatite. Valkovska V., supervisor docent, Dr. chem.
Ostte A. Master’s thesis, 72 pages, 26 figures, 15 tables, 126 literature references, 8 appendices.
In Latvian.

The research contains the information about obtaining, physical and chemical properties,
application, analysis methods of hydroxyapatites and hydroxy-peroxyapatites, microbiological
properties of calcium phosphate biomaterials, their antibacterial activity and toxicity
assessment, stable isotope composition of biological apatite.

Calcium hydroxyapatite and partially substituted strontium hydroxyapatites synthesis
were performed experimentally using aqueous precipitation method. Hydroxyapatites were
hydrothermal treated in the presence of a hydrogen peroxide solution. X-ray fluorescence
spectrometry and permanganatometry was used to determine the quantitative composition.
Apatites were characterized by X-ray powder diffraction, isotope ratio mass spectrometry,
Fourier transform infrared spectroscopy and Raman spectroscopy. The antibacterial activity
was determined using Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa bacterial strains by

microdilution method.

HYDROXY-PEROXYAPATITE, STAPHYLOCOCCUS AUREUS, PSEUDOMONAS
AERUGINOSA, ISOTOPE RATIO MASS SPECTROMETRY, X-RAY POWDER
DIFFRACTION, FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY, RAMAN
SPECTROSCOPY.
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APZIMEJUMU SARAKSTS

a, b, ¢, y — kristalrezga parametri,

ACP — amorfais kalcija fosfats;

CF-IRMS — nepartrauktas pliismas izotopu attiecibu masspektrometrija;
CaHAp - kalcija hidroksilapatits;

CaHPerAp — kalcija hidroksil-peroksiapatits;

CaP — kalcija fosfati;

25%-CaSrHAp — ar 25% stronciju aizvietots hidroksilapatits;
25%-CaSrHPerAp — ar 25% stronciju aizvietots hidroksil-peroksiapatits;
CuHAp — ar varu aizvietots hidroksilapatits;

DI-IRMS — divkarsas iepliides izotopu attiecibu masspektrometrija;
DTGS — deiter&ts triglicina sulfats;

EA-IRMS — elementu analizes izotopu attiecibu masspektrometrija;
FWHM — pilnais platums pusaugstuma (full width at half maximum);
FTIR — Furje transformacijas infrasarkana spektroskopija;

GC — gazu hromatografija;

HAp — hidroksilapatits;

HPerAp — hidroksil-peroksiapatits;

IAEA — Starptautiska Atomenergijas Agentiira (International Atomic Energy Agency);
ICP-MS — induktivi saistitas plazmas masspektrometrija;

IR — infrasarkanais starojums;

ISO — Starptautiska Standartizacijas organizacija;

IRMS — izotopu attiecibu masspektrometrija;

kvv — koloniju veidojosas vienibas;

MBC — minimala baktericida koncentracija;

MCT — dzivsudraba kadmija telurids;

MIC — minimala inhibg&josa koncentracija;

MRSA — meticilinrezistentais Staphylococcus aureus;

MTT- 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolija bromids;

m/z — masas un ladina attieciba;

N — neitronu skaits;

OP — oksidesanas pakape;

PXRD - pulvera rentgendifraktometrija;

rel. v. —relativas vienibas;



SrCaHAp — dalgji ar stronciju aizvietots hidroksilapatits;

SrCaHPerAp — dalgji ar stronciju aizvietots hidroksil-peroksiapatits;

SrHAp — stroncija hidroksilapatits;

75%-SrCaHAp — ar 75% stronciju aizvietots hidroksilapatits;
75%-SrCaHPerAp — ar 75% stronciju aizvietots hidroksil-peroksiapatits;
100%-SrHCIAp — pilnigi ar stronciju aizvietots hidroksihlorapatits;
100%-SrPerCIAp — pilnigi ar stronciju aizvietots peroksihlorapatits;
SrHPerAp — stroncija hidroksil-peroksiapatits;

ROS — aktivas skabekla formas (Reactive oxygen species);

TC/EA-IRMS — termiskas konversijas elementu analizes izotopu attiecibu masspektrometrija;
TCP — trikalcija fosfats;

WD-XRF — vilnu dispersa rentgenfluorescences spektrometrija;

X(OH —03") — procentudlais 0%~ jonu daudzums, kas aizvietojis OH~ jonus;

Z — protonu skaits.



IEVADS

Katru gadu Eiropas Savieniba vairak neka 4 miljoni pacientu iegiist infekciju veselibas
apriipes procesa, tas skar 10% pacientu. legiitas infekcijas palielina veselibas apriipes izmaksas,
pacientu mirstibu un rada jaunas saslimSanas. Medicina biomaterialu pieprasijums aizvien
turpina pieaugt, Iidz ar to iesp&jams inficéties, izmantojot dazadus metalu, keramikas, poliméru
un kompozitmaterialus. To biologiskas ipaSibas var uzlabot, novérSot baktériju adhéziju un
biofilmu veidosanos, pievienojot vielas, kuram piemit antibakterialas Tpasibas. Lokalai
antibiotisko vielu izdalei no biomateriala ir vairak priekSrocibu, salidzinot ar sist€misko
antibiotisko vielu izmantoSanu pirms un péc implantacijas operacijam.

Hidroksilapatits ir kaulaudu mineralas fazes galvena sastavdala, kam raksturiga
antibakteriala aktivitate, kuru var uzlabot, aizvietojot Ca?*, (PO4)% vai OH™ jonus. Aizvietojot
OH™ ar 05~ joniem, var palielinat apatita biologiskas Ipasibas un ta izmantoSanas iespgjas,
pateicoties tidenraza peroksida dezinficgjosam ipasibam.

Zinatniskajos  pétijumos  peroksidjonu  raksturo$anai  hidroksil-peroksiapatitos
galvenokart izmanto permanganatometriju un Ramana spektroskopiju. Izotopu attiecibu
masspektrometrijas metodes popularitate un izmantosanas iesp&jas ik gadu strauji palielinas,
lidz §im stabilo izotopu pétijumos izmantoti galvenokart biologiska apatita materiali. Sintétisko
apatitu pé&tiSana ar $o metodi ir novitate, kas LU KF aizsakas 2016. gada. Lai varétu raksturot
sintez&to apatitu skabekla izotopu variaciju atSkiribas, nepiecieSams izvertet katras izejvielas
teguldijumu taja.

Darba meérkis: izveértét peroksidjonu saturu iegtitajos hidroksil-peroksiapatitos atkariba no

Sr
(Sr+Ca)

molaras attiecibas apatita un tos analitiski raksturot.

Darba uzdevumi:
1. sintez&t amorfu kalcija hidroksilapatitu un dalgji ar stronciju aizvietotus
hidroksilapatitus;
2. 100 °C — 150 °C temperaturas intervala hidrotermiski tidenraZa peroksida klatbtitné
apstradat sintez€tos hidroksilapatitus;
noteikt peroksidjonu saturu hidroksil-peroksiapatitos;
1zvertet sintezeto paraugu antibakterialas 1pasibas;
raksturot sint&zés izmantoto izejvielu un iegiito apatitu 6'80 vértibas;

novertet sintezetos apatitus un salidzinat kristaliskuma pakapes, izmantojot PXRD;

N o o &~ w

raksturot apatitu funkcionalas grupas, izmantojot FTIR un Ramana spektroskopiju.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Hidroksilapatiti (HAp)

Skabeklis, kalcijs un fosfors ir izplatiti elementi, to procentualais sadalfjums Zemes
garoza attiecigi ir 47%, 3,4% un 0,1%. Tie ir pamatelementi, kas veido kalcija fosfatus (CaP),
kuriem CaP savienojumos raksturigas oksidéSanas pakapes (OP) ir +2, +5 un —2. Daba to
kristali atrodas iezos [1, 2]. Tos péta dazadas zinatnu nozarés — geologija, kimija, biologija un
medicina, pateicoties to pieejamibai daba un dzivajos organismos [3]. Hidroksilapatits (HAp)
Ir viens no pétitakajiem un medicina izmantotakajiem CaP savienojumiem.

Ziditajiem kaulu mineralo dalu galvenokart veido biologiskais apatits, tas sastada 65%
no kopgja kaulaudu sastava, atlikuso dalu veido kolagéns un tidens. Biologiskais apatits ir HAp,
kas ir bagatinats ar Mg?*, CO%~, CI~ un citiem joniem, bet tam raksturigs OH~ deficits [4]. 1.1.
tabula apkopots un salidzinats biologiska apatita un sintétiska HAp sastavs. Apatita uzdevums

ir nodrosinat cietibu un stabilitati cipslam, kauliem un zobiem [2].

1.1.tabula
Pieaugusa cilveka audu un sintétiski iegiita HAp sastava salidzinajums
Sastavs Zobu emalja Dentins Kauli HAp
Wca, %0 36,5 351 34,8 39,6
wp, % 17,7 16,9 15,2 18,5
WNa, %0 0,5 0,6 0,9 0
Wyg, %0 0,44 1,23 0,72 0
wcy, % 0,30 0,01 0,13 0
Wcoz-s % 3,5 5,6 7,4 0
wy,0, % 1,5 10 10 0
Kopgja minerala dala, % 97 70 65 100

Apatitu vispariga formula ir M10(AO4)sX2, taja M ir relativi liels metala katjons, kuram
raksturiga OP no +1 Iidz +3 (parasti — Ca®*, Sr?*, Zn?*, Ag* vai Ce3*). A — metals vai nemetals
ar augstaku OP, tas ir, no +3 lidz +6, kas veido tetraedrisko AOs anjonu (visbiezak —
PO3~,V03~,B0O3™ vai CO37). X ir vienveértigs anjons — OH~, CI-, F~, Br. No struktiira eso$a
anjona tiek veidots apatita nosaukums, attiecigi hidroksilapatits, hlorapatits, fluorapatits,
bromapatits [5, 6]. Apatitu struktiiras Tpasibas garant€ gan dal&ju, gan pilnigu katjonu vai anjonu
aizvietosanu. Sadi tiek mainitas materialu biologiskas, fizikalas, kimiskas vai mehaniskas

pasibas [7].



Fizikalas un kimiskas ipaStbas. HAp krasa atkariga no aizvietotdjiem, ta vari€ no
bezkrasainas 11dz dzeltenai un pelekai, biezak sastopami balti kristali. Kalcija hidroksilapatita
(CaHAp) blivums ir 3,16 g-cm™ un minerala cietiba pec Mosa skalas atbilst 5, mehaniskas
iedarbibas rezultata tas pietickami viegli saltizt [2, 8]. Kimiski ttram CaHAp raksturiga Ca/P
molara attieciba — 1,67, zobu emaljai un dentinam Ca/P attieciba ir mazaka, bet kauliem lielaka
neka CaHAp. Apatitu minerali slikti $kist fideni, CaHAp $kidibas konstante ir 1,6-10°8, Tas ir
stabilakais kalcija ortofosfatu minerals neitrala un baziska vide [9, 10, 11].

HAp kristaliem raksturiga monoklina un heksagonala singonija. Biezak HAp sastopams
ar heksagonalo singoniju, P6z/m simetrijas klasi un kristaliska rezga parametriem:
a=b=9,432 A, c=6,881 A un y=120°. Kimiski tirs HAp kristaliz&as monoklinaja singonija —
P21/b (a=9,42 A, b=2a, c=6,88 A, y=120°), tas ir termodinamiski stabilaks, salidzinot ar
heksagonalo singoniju. Monoklinas singonijas pareja uz heksagonalo notiek temperatira, kas
ir augstaka par 250 °C [2, 11, 12].

1.1. attéla ar zilu liniju att€lota CaHAp elementarsiina, to veido tetraedri, kas sastav no
fosfora un Cetriem skabekla atomiem. Tetraedri stabilizE apatita strukttiru un tie atrodas starp
kalcija atomiem [12, 13]. Elementarsiina ir desmit Ca®* joni, kas izvietoti divas pozicijas: no
tiem Cetri Ca (I) atomi atrodas kolonna, kuriem apkart ir devini skabekla atomi, un sesi Ca (II)
atomi, kas veido vienadmalu trijstiirus, tiem apkart ir septini skabekla atomi. OH™ joni izvietoti

kolonnas — §tinas malas, tie nodro$ina materiala strukttiras porainibu un virsmas aktivitati [14].

1.1. att. Kalcija hidroksilapatita uzbiive [15]

IzmantoSana medicina. 1.1. tabula redzams, ka sintétiska HAp un ziditaju klases
parstavju kaulaudu neorganiskas fazes kimiskais sastavs ir lidzigs, rezultata savstarpgji tiek
nodro§inata biologiska saderiba un aktivitate. Materialu izmanto ortop&dija un stomatologija
cieto audu aizstasanai, metalu implantu parklasanai un medikamentu piegades sist€mas [4].
CaHAp izmantoSanu medicina ierobeZo ta trauslums, stabilitates un adsorbcijas ipasibas. Lali
uzlabotu §1s un citas Tpasibas, pétnieki peéd€ja desmitgade ir pieversusies CaHAp modific€Sanai,

izmantojot katjonu un anjonu aizvietosanu [13].
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HAp sintezes metodes. HAp iegiiSanai izmanto dazadas sint€zes metodes. Laboratorijas
visbiezak izmanto nogulsnésanas metodi. Ca(OH). suspensijai pievienojot pa pilienam HzPO4
un ar NHz-H20 nodrosinot nepieciesamo pH>9, nogulsné HAp [16]. Produkta ipasibas ictekmé
sintézes parametri: temperatiira, laiks, pH, skabes pievienoSanas atrums, suspensijas maisisanas
atrums. HAp ieglisanai biezi izmanto metodi, kura vispirms tiek atseviski pagatavoti Ca(NO3z)2
un (NH4)2HPO4 $kidumi. Saja metod@ nepiecie$ams attirit reakcijas produktu no NH; un NO3
jonu piemaisijumiem [17].

Aizvien popularaka klust sola-g€la metode, jo ar to var uzlabot produkta homogenitati,
ietekméjot ta struktiiras veidoSanos molekulara Itmeni. Izejvielas HAp iegtSanai ir dazadi
kalcija sali (Ca(NOz)2, Ca(CH3COO)2) un fosfatu prekursori ((C2Hs)3POs, (NH4)2HPO4).
Prekursorus 1€ni un nepartraukti pievieno reakcijas maisijumam. Metodi biezi izmanto porainas
keramikas iegtisanai un HAp parklajumu veidoSanai, tacu jutibas d€] sola-g€la metodi ir griiti
mérogot — no mazas sint€zes parnest uz liela apjoma raZoSanu, salidzinot ar citam zemas
temperatiras metodém [7, 18, 19].

Hidrotermiskas metodes pamata ir sint€ze tudens Skiduma, nodroSinot paaugstinatu
temperatiiru un spiedienu. Lidzigi ka nogulsnéSanas metodé — sakuma atseviski pagatavo
Ca(NOs3)2 un (NH4)2HPO4 skidumus, tos sajauc un parnes noslégta trauka, karsé 24 stundas
200 °C temperatiira [20]. Metodei raksturigi produkti ar augstu kristaliskuma pakapi. Salidzinot
ar sola-ggla un nogulsné$anas metodi, iegiist licla izmé&ra dalinas [21].

Cietvielu reakcijas — balstas uz 2 izejvielu (CaCOs, Cas(POs)2, CaP.07, CaO,
CaHPO4:2H20 vai CaHPO4) samalsanu un karsé$anu augsta temperatiira, kas veicina dalinu
aglomeraciju, bet samazina iegiita produkta tiribu. Sintézes produkta dalinu izmeri ir vairakkart
lielaki neka citas HAp iegiSanas metode€s. 1.1. tabula apkopotas HAp sintézes metodes un to

raksturigie apstakli [21, 22, 23].

1.2.tabula
HAp sintézes metoZu raksturojums
Sintézes apstakli Dalinu izmers,
Metode
Temperatira, °C | Laiks, h pum
Nogulsn&sanas 25-90 <24 < >0,1
Sola-gela 37-90 >24 > 0,001
Hidrotermiska 150 — 400 <24 > 0,05
Cietvielu reakcijas 1050 - 1250 =24 >2,0
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1.2. Stroncija hidroksilapatiti (SrHAp)

Kimisko elementu periodiskas tabulas 2. grupas elementu fizikalo un kimisko 1pasibu
lidziba dara iespgjamu Ca?* aizvietoSanu ar Sr?* joniem. Ar dalgju vai pilnigu Katjonu
aizvietoSanu iesp&jams modificét materialu ipasibas, Saja gadijuma — uzlabot HAp mehaniskas
un antibakterialas 1paSibas [16]. Péd€jas desmitgad€s interese par stronciju ir ieverojami
palielinajusies, pateicoties stroncija ranelata iedarbibai un pieprasijumam. Sr ranelatu izmanto
osteoporozes un citu kaulu slimibu arstésana. Sr ir viens no kimiskajiem elementiem, kas 99%
no kopéja elementa daudzuma organisma atrodams kaulos — tajos apvidos, kur ir augstaka
vielmainas aktivitate. Vairakos petijumos secinats, ka, cilvékiem novecojot, Sr saturs kaulos
samazinas lidz pat trim reiz€m. Kopgjais ta daudzums kaulaudos ir neliels, tikai 3,5% no kopgja
Ca daudzuma [16, 24, 25].

Kliniski parbaudits, ka stroncijam piemit labvéliga iedarbiba uz kaulaudiem. Sr nelielas
koncentracijas kavé un samazina kaulaudu noardisanos — palielinot osteoklastu apoptozi (Stinu
bojaeju, kas, izdalot enzimus, rada skabu vidi un noarda kaulaudus), uzlabo osteoblastu ($tinas,
kas sintezé kaulaudus) veidoSanos, kolagéna sintézi un noveér§ zobu kariesu [25, 26, 27].
Lielakas stroncija koncentracijas organisma Samazina kalcija uzsiik§anos un nelabveligi
ietekmé kaulu mineralizacijas procesu [16, 28].

Fizikalas un kimiskas ipaSibas. Tapat ka CaHAp, stroncija hidroksilapatita (SrTHAp)
kristaliem raksturiga heksagonala singonija, P63/m simetrijas klase. Aizvietojot Ca?* ar Sr?*
joniem, apatita kristaliska rezga parametri (CasSr(POs)s(OH)2: a=9,451 A, ¢=6,901 A;
CasSrs(PO4)s(OH)2: a=9,630 A, ¢=7,103 A; Srio(PO4)s(OH)2: a=9,764 A, ¢=7,280 A) un
kristaliskuma pakape palielinas, pieaugot stroncija saturam. Rezga parametru izmainu ietekmé
atskirigie katjonu radiusu lielumi [5, 14, 24, 26, 29, 30]. Izpétits, ka Sr var ieklaut abas Ca
pozicijas kristaliskaja rezgi. Ca (I) pozicija ir piemé&rotaka, ja Sr saturs ir ~1%, Ca (II) pozicija—
ja Sr saturs ir vairak neka 5%. Sr ieklausana Ca (II) pozicija izraisa kristaliska rezga
deformacijas — mainas sai$u garumi un lenkis starp atomiem [31]. P&tjjuma novérots, ka dal&ji
ar stronciju aizvietotu hidroksilapatitu (SrCaHAp) skidiba samazinas, palielinoties Sr
saturam [32].

SrHAp sintezes metodes. StCaHAp un StHAp iegliSanai izmanto nogulsnéSanas, sola-
gela un hidrotermisko metodi. Sintézes metodes, to prieksrocibas un triikumi, ir lidzigas CaHAp
iegiliS$anas metodém, kas papildinatas ar Sr?* jonu saturosiem reagentiem [18, 24].

SrCaHAp nogulsnésanai izmanto: Ca(NOz3)2-4H20, Sr(NOz)2 vai SrClz, (NH4)2HPO4,
(NH4)2CO3 un amonjaka tidens $kidumu, lai nodrosinatu bazisku vidi (pH>9). Zinatniskaja

literatiira sinté€zu temperatiiras vari€ no 25 °C lidz 100 °C, ilgums — 10 minites Iidz 48 stundam,
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produktu zavéSanas temperatiiras no 37 °C lidz 130 °C. Metodes priekSrocibas: zemas izmaksas
un iesp&jams iegiit maza izméra dalinas ( >0,05 pm) [9, 26, 33, 34].

Dazada izméra un formu dalinas var iegiit ar sola-géla metodi. SrCaHAp vai SfHAp
iegtisanai izmanto Sr(NO3)2, (NH4)2HPO4 un amonjaka tidens $kidumu, lai nodroSinatu pH~11.
Maistjumu karsé un stundu maisa 60 °C temperatira. P&c tam nofiltré, nogulsnes mazga ar
dejonizetu tideni un diennakti zavé 80 °C temperatura. Sint€z€ iegitajam produktam ir augsta
kristaliskuma pakape un tiriba [18, 23, 33].

Izmantojot cietvielu reakcijas, SrCaHAp iegiist ar augstu kristaliskuma pakapi, ta dalinas
ir lielakas, salidzinot ar nogulsn€Sanas metod€ iegiitajam. Ahata piesta sajauc CaCOs,
(NH4)2HPO4 un SrCOg, iegiito pulveri kars€ 12 stundas 450 °C, p&c tam 12 stundas 700 °C un
24 stundas 1000 °C temperatiira [26].

1.3. Hidroksil-peroksiapatiti (HPerAp)

Cilveku organisma fagociti izdala superoksidjonus (O3 ), kuri cinas ar infekcijam. Aktivo
skabekla formu (ROS) veidosana ir antibiotiku darbibas pamata, pieméram, fluorhinolona. S
iemesla d€] peroksidu saturoSus materialus izmanto ka antibakterialos Iidzeklus. Specifiskie
enzimi, pieméram, superoksida dismutazes un peroksidazes, nodroSina antioksid€josu
iedarbibu, organisma samazinot aktivas skabekla formas. Tas pierada, ka ROS ieklausana HAp
struktora var pildit antibakterialo lomu, papildinot medicinas tirgl esoSo biomaterialu
izmanto$anas iespgjas. Sadus implantus var uzskatit ka ,,reaggjosu” biokeramiku, tatu Iidz §im
to attistiba medicina nav bijusi pietickama. SrCaHAp anjonu aizvieto$ana ar peroksidjonu
varétu uzlabot apatitu antibakterialas tpasSibas [35].

Hidroksiljonu aizvietoSana ir mazak pétita, salidzinot ar HAp plasajam katjonu
aizvietoSanas iesp&jam. Dazi zinatnieki p&tijusi OH™ jonu aizvietoSanu, izmantojot skabekli vai
ta savienojumus ar dazadam OP (0,, 03,03~,0%7, 0%, H,0,) [33, 35].

Udenraza peroksids ir viens no izmantotakajiem biocidiem pretmikrobu Iidzeklos, ko
izmanto medicina, veterinarija un ripnieciba. Zinatnieki noformul&usi vélamas prasibas
idealam antibakterialam Iidzeklim, kas biitu piemeérots izmantoSanai dezinfekcijas un
sterilizacijas vajadzibam: iedarbojas uz konkrétu vai uz daudzveidigiem mikroorganismiem,
atra iedarbiba (iznemot uzglabasanu), t. sk., citu materialu klatbtutng, zems toksiskuma
(kairinajuma, kancerogenitates, mutagenitates) risks, droSa izmantoSana, materialu
savietojamiba, stabilitate, videi draudzigs. H2O, skidums atbilst vairakam prasibam, ta

piemérotiba ir atkariga no koncentracijas, ekspozicijas laika un izmantoSanas veida [36, 37].
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Fizikalas un kimiskas ipasibas. Kalcija hidroksil-peroksiapatita (CaHPerAp) krasa ir
balta, retak gaisi roza, stroncija hidroksil-peroksiapatita (SrHPerAp) — dzeltena, iegtistot to Iidz
350 °C temperatirai, augstaka temperatira SrHPerAp klist balts. Ieklaujot peroksidjonus
hidroksilapatita struktiira, kristaliem saglabajas heksagonala singonija, bet kristaliska rezga
Skautnu garumi samazinas. Tas skaidrojams ar to, ka hidroksiljonu kolonnas diametrs un
tilpums samazinas Iidz ar peroksidjonu saturu, tacu telpa, ko aiznem atomi arpus kolonnas,
paliek nemainiga. Apatitu rezgu parametri apkopoti 1.3. tabula. 05~ jonu ieklau$sana HAp
struktira rada kolonnu platuma, POs tetraedru novietojuma, katjonu poziciju (I) un (I1)
koordinacijas izmainas, kas atkarigas no aizvieto$anas pakapes. Peroksidjoni izvietojas OH™

jonu kolonnas vidusdala [5, 17, 38, 39].

1.3. tabula
CaHAp, CaHPerAp, SrHAp un SrHPerAp Kristalisko rezgu parametru salidzinajums
Paraugi a, A c, A
Cai10(PO4)s(OH)2 9,432 6,881
Ca10(PO4)6(02)0,33(OH) 134 | 9,395 6,869
Sr10(PO4)s(OH): 9,760 7,279

Sr10(PO4)6(02)0,24(OH)1 52 9,753 7,269
Sl’lo(PO4)6(Oz)o,58(oH)o,64 9,725 7,244

Hidroksil-peroksiapatiti (HPerAp) nav stabili, tajos peroksidjonu koncentracija pirmaja
nedéla péc sint€zes strauji samazinas — lidz pat 60%, uzglabajot paraugus 4 °C temperattra.
Nakamajas nedélas 03~ jonu koncentracijas samazinajums ir neliels — ap 1%. Tris ménesu laika
kopgjais 03~ jonu daudzums samazinas ap 70% [40, 41]. Tas norada, ka HPerAp ir piemé&rots
izmanto$anai medicina, jo neliela koncentracija 0%~ joni nerada kaitg§jumu veselibai un
sakotngji tas varétu nodrosinat antibakterialu iedarbibu.

Hidroksil-peroksiapatitu sintezes metodes. HPerAp iegisanas metodes var sadalit divas
grupas: HAp karséSana augstas temperatiiras un tdenraZa peroksida izmantoSana, kars€jot
salidzinosi zemas temperatiiras. Lidz $im eksperimentali nevienam nav izdevies sintézes cela
ieglt pilnigi aizvietotu peroksiapatitu. HPerAp sintéz€ netiek pilnigi aizvietotas OH™ jonu
kolonnas, tadel veidojas hidroksil-peroksiapatits (Sr10(PO4)s(O02)x(OH)2-2x) [5].

Karsgjot HAp augsta temperattra (900 °C — 1450 °C), nodrosinot dazadu gazu plismu
(skabeklis, gaiss, inertas gazes), iegist kristalisku HPerAp. Sint€zes ilgums varié no 10
miniitém I1dz pat 48 stundam. HAp ieber kvarca vai stikla laivina un ievieto krasni, nosleédz
sistému un pievada nepiecieSamo gazi [38, 39, 40, 42]. Metodges, kuras HPerAp iegiist augstas

temperatiras, hidroksiljonu kolonnas tiek dalgji aizvietotas ar peroksidjoniem. Literatiira
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noradits, ka zinatnieks P. Kazin un raksta lidzautori STHAp aizvietojusi 68% OH~ ar 03~
joniem, kas lidz $im ir augstaka HPerAp aizvietoSanas pakape, izmantojot karséSanas metodi
augsta temperatiira. Nedaudz zemakus rezultatus ieguvis H. Zhao ar kolégiem, CaHAp
aizvietojot 59% OH™ ar 0%~ joniem [5, 43].

Apstradi ar H,O; var sadalit vél divas apakSgrupas: f-trikalcija fosfata hidrolizes reakcija
un HAp hidrotermiska apstrade. S-trikalcija fosfatu diennakti izkarse 900 °C — 1000 °C
temperattira, péc tam atdzes€, pievieno fidenraza peroksida Skidumu un atstaj uz 15 Iidz 24
stundam noslégta trauka 80 °C — 100 °C temperattra. P&c tam iegiito maisijumu filtré, nogulsnes
mazga un zavé 80 °C vai liofilize. Saja metode neliela OH™ jonu dala tiek aizvietota ar
superoksidjoniem, iegtitajam produktam raksturiga augsta kristaliskuma pakape [35, 44].

Izmantojot hidrotermisko apstrades metodi ar koncentrétu H2O2 $kidumu, SrCaHAp
struktiira Iidz pat 80% OH- jonu kolonnas var aizvietot ar 03~ joniem. Optimala apstrades
temperatiira ir 90 °C — 150 °C. Ieprieks pétiti ari citi skabekla genergjosie reagenti ((NH4)2SOa,
CH3COOOH), tacu tie neuzradija tik augstus rezultatus ka H2O2[23, 33, 45]. Salidzinot ieprieks
apskatitas metodes, redzams, ka HPerAp paraugi ar augstako peroksidjonu saturu iegti

izmantojot hidrotermisko apstrades metodi ar 50% H20: skidumu.

1.4. Kalcija fosfatu biomaterialu mikrobiologiskas ipasibas

Visbiezak izraisitas komplikacijas péc biomaterialu implantéSanas ir infekcijas, kuru
pamata ir baktériju adhézija un biofilmas veidosana uz implanta virsmas. Infekcijas veidoSanos
var iedalit vairakos posmos: mikroorganismu migracija un piestiprinasanas uz implanta
virsmas, mikroorganismu dalianas un koloniju veidoSana, kas producé ekstracelularus
polisaharidus. Biofilma jeb biopléve samazina antibakterialo Iidzeklu iedarbibu un pasarga
mikroorganismus no saimniekorganisma imiinsist€émas — fagocitiem un antivielam [46, 47].

Starptautiskas Standartizacijas organizacijas (ISO) standarti nosaka biomaterialiem
nepiecieSamas parbaudes, bet tajos nav izveérstas mikrobiologiskas testéSanas metodes un
virzieni. Vairakiem mikroorganismiem, kas ir mikrofloras parstavji, piemit afinitate pret
organisma ievietotiem maksligiem implantiem. Adas mikrofloras parstavji: stafilokoki
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis), Pseudomonas aeruginosa un citas
bakterijas [48]. Baktérijas ir viens no biezakajiem c€loniem, kas izraisa ar implantiem saistitas
infekcijas.

P&c implantu ievietoSanas 90% infekciju izraisa patogénas baktérijas, visbiezak gram-
pozitivas — S. aureus un S. epidermidis, ka arT gram-negativas — Escherichia coli, P. aeruginosa,
Proteus mirabilis un Proteus vulgaris [46, 49]. Pétijumos apkopots, ka visbiezak infekcijas tiek

izraisitas bakterijam nokltstot organisma no operaciju bloka vides, personala apggrba,
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kirurgijas instrumentiem un iekartam. Biofilmu veidojoSajam baktérijam ir zema metaboliska
aktivitate un piemit specifiska aizsardziba, tade] tas arstéSanai — sistematiskai antibiotiku
lietoSanai, paklaujas ar zemu efektivitati. Peédéjo desmitu gadu laika ir izstradatas vairakas
tehnologijas ka samazinat vai novérst implantu piesarnoSanu ar mikroorganismiem. Viena no
izmantotakajam metodém ir implanta virsmas modific€Sana, apstradajot to ar antibiotikam,
antimikrobialiem lidzekliem, metalu, kalcija fosfatu parklajumiem [46, 50]. HAp raksturiga
antibakteriala aktivitate pret gram—pozitivam un gram-—negativam bakterijam, ta struktiira
aizvietojot Ca®* jonus ar Ag*, Ce®*, Cu?* vai Sr?* joniem, iesp&jams uzlabot antibakterialas
ipasibas [51, 52, 53]. StHAp piemit antibakterialas ipaSibas pret E. coli, Lactobacillus un
S. aureus [6].

Daudzi biomateriali, kurus izmanto biomedicinisko paligieri¢u razoSanai, sekmée
baktériju adhéziju, kolonizaciju un biofilmu veidoSanos ar dazadiem patogéniem
mikroorganismiem. Zinatnieku uzdevums ir uzlabot jau esoSos materialus, mainot to virsmu
fizikalas un biologiskas Tpasibas, un izveidot jaunus, kuri samazina mikroorganismu
piesaistisanos [54]. Modificgjot polikarbonata, polistirola, polivinilhlorida, HAp un teflona
biomaterialu virsmu ar serumu, to hidrofobas ipasibas samazina C. albicans biofilmas
veidoSanos [55]. Pétijuma ar stikla keramikas biomaterialiem un P. aeruginosa, S. epidermidis
baktérijam iegiitic rezultati liecina, ka P. aeruginosa ir izteiktaka tendence piesaistities un
veidot baktériju kolonijas uz biomaterialu virsmas, salidzinot ar S. epidermidis [56, 57].

Staphylococcus aureus. S. aureus ir sfériska, gram-pozitiva, nekustiga bakterija, kas
neveido sporas un aug anaerobos apstaklos, bet nav jutiga pret skabekli. S. aureus augSanai
labvéliga temperatiira ir robezas no 6,7 °C lidz 45 °C, optimala temperatiira baktérijas augSanai
ir 37 °C un optimals vides pH ir 7,4 — 7,6. Staphylococcus gints baktérijam piemit sp&ja augt
augstas NaCl koncentracijas (6 — 10%). S. aureus visbiezak kultivé uz asins agara, barojosa
agara vai buljona barotngs [58].

S. aureus piemit nekontrolgjama tieksme attistit rezistenci pret antibiotikam.
Meticilinrezistentais S. aureus (MRSA) celms ir viena no bistamakajam bakterijam, kas ir
rezistenta pret B-laktamu grupas antibiotikam. MRSA iedala divas grupas péc ta infic€Sanas
veidiem: veselibas apriipes iestadés un sabiedriba iegatu [58, 59]. Biofilma, kas izveidojusies
ap implantu, nodroSina MRSA izdzivoSanu un ilgaku uzturéSanos organisma, tad€jadi pagarinot
antibiotiku lietoSanu, kas talak veicina antimikrobo rezistenci [60]. Glikopeptidu grupas
antibiotikas, visbiezak vankomicinu, izmanto MRSA ierosinato infekciju arstéSana.
Vankomicinu arst€Sana izmanto jau 50 gadus, bet arvien biezak paradas zinatniski raksti par ta

efektivitates nepilnigumu [61].
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S. aureus ir sastopama cilvéku un dzivnieku mikroflora, ja saimniekorganisma imunitate
nav pazeminata un adas integritate nav bojata, tad infekcijas iespgjamibas risks ir zems [62].
S. aureus izraisa dazadas slimibas: adas un zemadas audu infekcijas, bakterémiju, pneimoniju,
kirurgisko brii¢u infekcijas. Ta ir rezistenta pret hloramfenikolu, ciprofloksacinu, klindamicinu,
eritromicinu, rifampinu, tetraciklinu, trimetoprimu un B-laktama antibiotikam [63].
Apstradajot amorfo kalcija fosfatu (ACP) ar sudraba halogenidu koloidiem, iesp&jams
uzlabot materiala antibakterialo aktivitati. Halogenidu koloidi ar negativu ladinu nodroSina
stiprakas antibakterialas ipasibas, visaugstaka aktivitate piemit ACP, kas apstradats ar
10% Agl. P&tijumu rezultati apkopoti 1.4. tabula [64, 65].
1.4. tabula
Minimala inhibéjosa koncentracija (MIC) un minimala baktericida koncentracija (MBC)

amorfam kalcija fosfatam un apstradatam ar sudraba halogenidu koloidiem [65]

Paraugi S. aureus (MSCL 334) P. aeruginosa (MSCL 331)
MIC, mg/mL MBC, mg/mL MIC, mg/mL MBC, mg/mL
ACP >10 >10 >10 >10
ACP — 10%Agl- 1,3 >10 0,6 >10
ACP — 10%AgBr- >5 >5 2,5 2,5
ACP — 10%AgCI- >5 >5 >5 >5

Pseudomonas aeruginosa. Pseudomonas gints — niijinveida, gram-negativas, aerobas un
kustigas bakterijas ar polaram vicinam. Optimala temperattira bakteriju attistibai ir 20 °C un
skabe vide (pH<5,5). Salidzinot ar Staphylococcus gints baktérijam, Pseudomonas nav tik
izturigas NaCl skiduma — to attistiba NaCl skiduma tiek ierobezota [59].

Veselibas apriipes iestadés P. aeruginosa ir viena no izplatitakajam bakterijam, kas spgj
ierosinat infekcijas. Bakterijai piemit rezistence pret dazadiem dezinfekcijas Skidumiem, tadel
ta atrodama sanitarajos mezglos, uz mediciniskam iericém un aparatiiras [66].

P. aeruginosa izraisitas slimibas: bakterémija, pneimonija, urincelu infekcijas. Bakterijas
ierosinatas slimibas ir griiti arst§jamas, jo tai piemit augsta rezistence pret antibiotiskajam
vielam: aminoglikozidiem, [-laktamu, hloramfenikolu, ciprofloksacinu, tetraciklinu un
sulfonamidiem [58, 66].

Zinatniskajos rakstos noradits, ka SrCaHAp un StHAp piemit antimikrobialas 1pasibas
pret S. aureus. un P. aeruginosa. Apatitu antibakterialas ipasibas var uzlabot, apstradajot tos
H20. skiduma klatbiitng, ar Sr aizvietotu apatitu petijuma rezultati apkopoti 1.5. tabula. Ar
H20:> apstradatiem paraugiem (25%-CaSrHPerAp un 75%-SrCaHPerAp) raksturigas zemakas
MIC un MBC pret P. aeruginosa [45, 51, 57].
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1.5. tabula
Ar Sr aizvietotu apatitu MIC un MBC

Paraugi P. aeruginosa (MSCL 331)
MIC, mg/mL MBC, mg/mL
25%-CaSrHAp >136 >136
25%-CaSrHPerAp >132 >132
75%-SrCaHAp >220 >220
75%-SrCaHPerAp >128 >128
100%-SrHCIAp 147 147
100%-SrPerCIAp 140 140

1.5. Antibakterialas aktivitates noteikSana

Antibakterialos Iidzeklus var klasificét péc to iedarbibas veidiem — tie var traucét Stnu
sieninu, proteinu un nukleinskabju sintézi, ka arT inhibé&t metabolismu. Gram-pozitivam un
gram-negativam bakterijam to iedarbibas mehanismi ir lidzigi [67]. Ka galvenais Gidenraza
peroksida antibakterialas aktivitates mehanisms tiek uzskatits — makromolekulu (proteinu,
lipidu, oglhidratu un nukleinskabju) oksidéSana, kura piedalas brivie radikali
(*OH, °0O, *O0H, 037). Sakuma Stinas rodas oksidativais stress, ta rezultata Stinas organoidos
pastiprinati veidojas brivie radikali. Enzimi sp& noardit tikai dalu no tiem, lidz ar to
mikroorganismiem tiek raditi funkciju trauc€jumi un izmainas $tinu uzbaveé [36, 37]. Gan H20»,
gan metalu joni rada bojajumus DNS struktiira un ietekm& DNS replikacijas procesu. Par
domingjoso antibakterialas aktivitates mehanismu metala joniem uzskata to uzkrasanas $tnu
membranas, tadgjadi izmainot $tinu caurlaidibu [6, 45, 68].

Pamatmetodes antibakterialas aktivitates raksturoSanai un noteikSanai ir disku diftzijas,
agara vai buljona (mikro vai makro) atskaidijuma metodes. Atskaidijuma metodes ir piemérotas
antibakterialas (gan pret gram-pozitivam, gan gram-negativam bakterijam) un antifungalas
aktivitates noteikSanai. Agara vai buljona iesp&ams noteikt antimikrobiala reagenta
koncentraciju, tadgjadi var iegiit MIC vértibas [69, 70]. Biomaterialu analiz&Sanai visbiezak
izmanto disku diftizijas un mikroatskaidijuma metodes.

Disku difiizijas metode. Metodes pamata ir antimikrobialu vielu diftizija agara ggla, kas
kavé mikroorganismu aug$anu. Uz plates ar agara barotni inokulé mikroorganismus un novieto
papira vai analiz€jama materiala diskus, kas pieslicinati vai piesatinati ar noteiktas
koncentracijas antimikrobialu reagentu [69]. 1.2. att€la izmantoti HAp (A) un CuHAp (B) diski
(apatitu pulveri sapreséti tabletés), lai parbauditu E. coli reakciju uz biomaterialiem [71]. Plates
inkubé mikroorganismu augSanai piemérotos apstaklos. Pec tam uz barotnes méra inhibicijas
zonas diametrus, kuras ir inhib&ta mikroorganismu augsana [69].
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1.2. att. HAp (A) un CuHAp (B) antibakterialo ipasibu raksturo$ana pret E. coli, izmantojot
disku difazijas metodi [71]

Metodes prieksrocibas ir vienkarSiba un zemas izmaksas, to plasi izmanto augu ekstraktu,
terisko ellu un medikamentu antibakterialo 1paSibu parbaudiSanai. Ka metodes tritkumu var
mingt to, ka nav iesp&jams noteikt precizu minimalo inhibg&jos$o koncentraciju (MIC) — zemako
antibakterialas vielas koncentraciju, kas inhibé bakteriju augSanu. MIC noteikSanai var
izmantot empiriskus aprékinus [69, 70].

AtSkaidijuma metodes. Makroat$kaidijuma metode — references metode un viena no
pirmajam metodém, ko izmantoja un V&l joprojam izmanto antibakterialas aktivitates
noteikSanai. Analizi parasti veic stikla m&gengs, kuras barotnes tilpums ir lielaks neka 1 mL.
Katra analizes sérija ieklauj divas m&genes, kas satur buljona barotni, bet tajas nav pievienots
antibakterials reagents. No tam vienu izmanto sterilitates parbaudei, bet otra mégené pievieno
attiecigo mikroorganismu. Mggenes inkubg, péc tam vizuali salidzina, nosakot MIC
vertibas [70, 71].

Mikroatskaidijuma metodé parasti izmanto 6 — 8 atSkaidijumus (pieméram, 1, 2, 4, 8, 16,
32 g/mL) un 12 dazadus antibakterialus analitus. Mikrobiologisko testéSanu veic 96-laucinu
mikroplatés, kuras 2 laucinus jeb iedobes sagatavo citadak: viena laucina iepilda tikai barotni
un baktériju suspensiju (baktériju augSanas kontrole), otra — tikai barotni (mikroplates
sterilitates kontrole). Ievérojot, ka katru nakamo laucinu serija atSkaida 2 reizes, pargjos
laucinos iepilda barotni, antibakterialo reagentu un beigas pievieno bakt€riju suspensiju.
Mikroplates inkub€, péc tam vizuali noveérté, kuros laucinos ir inhib&ts bakteriju augsSanas
process. No lauciniem, kuros nav noverota bakteriju augsana, panem 50 uL un uzsgj tos uz
plates, kas satur asins agaru vai citas piemé&rotas barotnes. P&c plasu inkubacijas skaita koloniju
veidojosas vienibas (kvv), iegiito skaitli izdalot ar ttikstoti, ieglist MBC — antibakterialas vielas
koncentraciju, kas vismaz par 99,9% samazina baktériju koncentraciju [69, 70, 71]. Metodes
prieksrocibas: mazi reagentu daudzumi, salidzinosi atri iesp&jams parbaudit vairakus paraugus
vai izmantot vairakas baktérijas [70].

1.3. attela redzama 96-laucinu mikroplate, kura analizeti 7 antibakterialie materiali un veikti
12 atskaidijumi. P. aeruginosa raksturigs zals, fluoresc€joss krasojums, Saja gadijuma apskatot

mikroplati p&c krasojuma un ta intensitates viegli var noteikt, vai analiz€jamais paraugs inhib&
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baktériju augSanu un tam piemit antibakterialas ipaSibas. 1.3. att€la augstaka antibakteriala
iedarbiba novérojama pirmaja un otraja atSkaidijuma, tresaja un ceturtaja — loti zema aktivitate.

Pargjos atskaidijumos izteikta antibakteriala aktivitate nav novérojama [45, 57].

1.3. att. 25%-CaSrHAp (Al), 25%-CaSrHPerAp (B1), 100%-SrHCIAp (C1), 100%-SrPerCIAp
(D1, E1) un TCP (F1, G1) mikrotestu plate. H1 — barotne; H2, H3 — barotne un S. aureus; H4-H12
— barotne un P. aeruginosa [45]

1.6. Toksicitates novertesana

Biomaterialu iedalfjums p&c biologiska uzdevuma: toksiskie — nelabvéligi iedarbojas uz
apkartgjiem audiem, bioinertie — nereagé ar organisma audiem un §tinam, bioaktivie — uz tiem
notiek reakcijas un audu regeneracija [73]. Metalu un keramikas saturo$i biomateriali
organisma var izdalit jonus un citas vielas, kas izmantotas to apstradei, un nelabveligi ietekmét
Stinas vai audus.

Lai biomaterialus varétu izmantot mediciniskiem nolikiem, t0S nepiecieSams parbaudit
un péc tam sertificét, parliecinoties par to drosibu, nekaitigumu un atbilstibu paredz&tajam
mérkim. Materialu testéSanas process sastav no in vitro pétjjumiem ar $tinu kulttiram, in vivo —
ar dzivniekiem un kliniskiem in vivo pétijjumiem. Biologiskas drosibas novértéjums ietver:
Kimiskas analizes, toksikologisko izvért&jumu, in vitro un in vivo testé$anu. Biomaterialiem un
medicinas piederumiem biologiskas novértésanas vadlinijas nosaka 1ISO10993 kopas standarti.
1.4. attéla izveidota shéma, kura apkopoti galvenie biomaterialu biologiskas drosibas testéSanas

iemesli, virzieni un biezak izmantotas metodes [74, 75].
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2. Biologiska un kimiska novértésana:

e paraugu sagatavoSana (ISO10993-12);

o kimisko raksturlielumu noteik$ana
(1SO10993-18);

e virsmas analizes (ISO10993-19).

1. TesteSanas iemesli: 3. Toksikologiska riska
e jauns materials/iekarta; noveértésana:
¢ piegadataja/razotaja o e iedarbibas un bistamibas
maina; . FlOlOngkaS novertgjums;
e iesp&jams piesarnojums; (Sunu un audu) e atbildes reakcija uz devu;
s o drosibas . . .
e neatbilstoSi un neskaidri . o ckstraktvielu pielaujamo
ieprieksgjo testu rezultati. novertejums robezvertibu noteikSana
% (1SO10993-17).

5. In vivo testeSana: @

¢ genotoksicitates noteikSana

(1S010993-3); 4. In vitro testéSana:
e kancerogenitates noteik§ana % ¢ nav strukturala Iidziba — citotoksicitates
(1S010993-3); un hemolizes noteik$ana (ISO10993-3,4);
e reproduktivas toksicitates e strukturala I1dziba ar genotoksiskiem/
noteik$ana (ISO10993-3). kancerog€niem savienojumiem

(1SO10993-3)
e reproduktivas toksicitates noteikSana
(1ISO10993-3).

1.4, att. Medicinisko ieri¢u un materialu biologiskas drosibas novértésana [74]

Risku izveért€Sana ir viens no pamatprocesiem, lai noteiktu materiala toksicitati.
Iesp&jamo materiala toksicitati nosaka, izvertgjot toksikologiskos riskus — identificgjot bistamo
vielu klatbiitni, novértgjot to iesp&amo iedarbibu, nosakot organisma atbildes reakcijas
atkaribu no bistama savienojuma devas. Risku izvertésana nav tik laikietilpiga un darga ka in
Vvitro un in vivo metodes, bet ta sniedz teorétiskus rezultatus [74, 76].

In vitro test€Sanu veic arpus dziva organisma, izmantojot enzimus, DNS struktiiras,
izoletas organisma $iinas vai tas elementus. Izmantojot $Gnu kultiiru testus, var novertét
materiala vai ekstrakta biologisko saderibu un potencialo toksicitati vai kairinamibu [74, 77].
Citotoksicitates, $tinu dzivotspgjas un proliferacijas noteiksanai izmanto 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolija bromida (MTT) testu. Ta pamata ir tetrazolija salu reducéSana ar
mitohondriju enzimiem — dehidrogenazém, kur metaboliski aktivas $iinas parveérsas krasaina
reakcijas produkta, kura absorbciju méra 400 — 600 nm robezas. Dzeltena krasa esosais MTT

tiek reducéts uz formazanu — violeta krasa (1.1. reakcijas vienadojums) [78].
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difeniltetrazolija bromids

In vivo metodes péta vielu iedarbibu uz veseliem, dziviem organismiem vai §fnam. Sis

metodes izmanto sistematiskas toksicitates (akiitas, subakiitas un subhroniskas) noteikSanai.

74
N//N\<SI

CHj3

(2E, 4Z)-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
3,5-difenilformazans

Biomaterialu in vivo testos visbiezak izmanto peles, zurkas un trusus [57, 76].

1.7. Stabilie izotopi

Izotopi jeb nuklidi ir viena elementa atomi, kuru kodolos ir vienads protonu skaits, bet

atSkirigs neitronu skaits. Izotopu stabilitati nosaka

neitronu (N)
protonu (Z)

(1.1)

skaita attieciba kodola. Pieaugot

. 4. _ N . . .o N . e .
elementu atommasai, palielinas - skaita attieciba. - attiectbas maksimala vértiba ir ~1,5, pie

kuras izotopi ir stabili. 1.5. att€la redzams, ka pie maza protonu skaita stabilitates Iinija sakrit

ar taisni, kas raksturo N un Z skaita attiecibu kodola [79, 80].
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1.5.att. Stabilo (aizpilditi melni rinki) un nestabilo (tuksi rinki, kas apvilkti ar sarkanu apli)

izotopu protonu un neitronu skaits [79]
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Vieglie izotopi ir stabili, ja ; skaita attieciba ir 1. Izotopi, kuros protonu skaits ir virs 20,

§1 attieciba ir lielaka par 1. Kodoli, kuros protonu skaits ir virs 83, neatkarigi no neitrona skaita
ir nestabili. Stabilie izotopi nesabruk vai ar to pussabrukSanas periods ir parak ilgs, lai to
fiksetu. Izotopu attiecibas izveidojusas Zemes raSanas laika un lidz Sim laikam tikpat ka nav
mainTjusas, nelielas izmainas veicindjusi biologiski, kimiski un fizikali procesi. Skabekla
izotopu sastopamiba daba: 1°0 — 99,763%, 1’0 — 0,0375%, 0 — 0,1995% [80, 81].

Izotopi biologiskaja apatita. Biologiskiem un dabas objektiem izotopu sastavu veido
vides parametri un biologiskie procesi. Galvenokart stabilo izotopu pétijumos izmanto
biologiska apatita materialus (kaulus, dentinu un zobu emalju), jo tie ir izturigakie audi [82].
Kaulus izmanto oglekla un skabekla izotopu attiecibu (}3C/*?C, 80/*°0) mérijumos, lai pétitu
iepriek$¢jo gadsimtu klimata, uztura, fiziologijas un migracijas ipatnibas [83]. Kauliem un
zobiem raksturigas noteiktas karbonatu un fosfatu 680 vertibas, kuru lielumu galvenokart
ietekmé tidens, mitrums un uzturs. Skabekla izotopu attiecibas vertibas ir saistitas ar vietgjo
tidens sastavu, ta izotopisko profilu. Fosfatiem un karbonatiem piemit zinama rezistence pret
noardisanos, tadgl, lai raksturotu paleockologiju un paleoklimatu, izmanto dzivnieku fosilas
atliekas [84]. Fosilijas, kas saglabajusas vairak neka miljons gadu, domin€ oglekla un skabekla
izotopi. Apatitu materialos analiz€ ari stroncija izotopu attiecibu, jo tas ir viens no
pamatelementiem vai aizvietotajiem apatita.

Lidz §im biologisko apatitu materiali izmantoti dazados stabilo izotopu pétijumos:
dinozauru termoregulacijas, Cs4 tipa augu globalas attistibas, airkaju migracijas, valveidigo

kartas parstavju osmoregulacijas, mastodonu migracijas un daudzos citos [23, 82].

1.8. Vieglo stabilo izotopu attiecibu masspektrometrija (IRMS)

Vieglo stabilo izotopu attiecibu masspektrometrija (IRMS) ir analizes metode, ko
izmanto, lai noteiktu izotopu relativo attiecibu, galvenokart 2H/H, 18C/r2C, 1BN/“N, B0/*%0
vai 3*S/%2S, dazados cietos un skidros paraugos. Skabekla stabilo izotopu attiecibu novirzi
aprékina, izmantojot 1.2. vienadojumu, rezultatu izsaka %o vai ppm. Vienadojuma ar R
apziméta smaga (*20) un viegla (*°0) izotopa attieciba. Starptautiska Atomenergijas Agentiira
(IAEA) nosaka stabilo izotopu standartus [81, 85].

§ = (paraugs _ 1y (1.2)

Rstandarts

Biezak izmantotas IRMS iekartas konfiguracijas gazu analiz€Sanai ir nepartrauktas
plismas izotopu attiecibu masspektrometrija (CF-IRMS) un divkarSas ieplides izotopu
attiecibu masspektrometrija (DI-IRMS) [81, 86, 87].

Analizés izmanto divu veidu elementu analizatorus:
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¢ Elementu analizes izotopu attiecibu masspektrometrija (EA-IRMS) — nosaka oglekli un
slapekli. Cietus un negaistoSus paraugus sagatavo alvas kapsulas. Paraugus sadedzina O
atmosfera 900 °C — 1050 °C temperatiira. Ka references gazes izmanto CO2 un Na.

e Termiskas konversijas elementu analizes izotopu attiecibu masspektrometrija (TC/EA-
IRMS) — nosaka tdenradi un skabekli, metodé izmanto augsttemperatiiras konversijas
analizatoru. Cietus un negaistoSus paraugus sagatavo sudraba kapsulas. CO un Hz ir references
gazes [81].

Termiskas konversijas elementu analizes izotopu attiectbu masspektrometrija.
Augsttemperatiiras konversijas metodi izmanto tidenraza un skabekla analizei, tas darbibas
princips redzams 1.6. attéla. Konversijas process notiek 1350 °C — 1450 °C temperatiira, kura
gan organiskie, gan neorganiskie savienojumi tiek parvérsti Hz, N2 un CO gazés. TC/EA-IRMS
sistémas arpusé ir aluminija caurule, bet iekSpuse stiklveida oglekla caurule, kas ir pildita ar
oglekla dalindm un sudraba Skiedram. Iek$&jas caurules funkcija ir halogénu atomu saistiSana.
Svarigi ir atdalit sistéma izdalitas gazes, izmantojot gazu hromatografijas kolonnu, jo N2 ir

izobarisks ar CO (abiem m/z ir 28) un tas ietekm& H> jonizaciju [81, 88].

Skidri un cieti

D@ paraugi

References gazes
(COunHy)

At¥kaidiiana L IRMS
ar He =]
' ( l\L He+H,+CO ' W

E —D
GC kolonna (_'_—

Atskaidisana ar He

1.6.att. TC/EA-IRMS principiala shéma [88]

Termiska
konversija

%

Interfeiss savieno elementu analizatoru ar masspektrometru, kontrolé jonu avota
iepliistoso gazu tilpumu un nepiecieSamibas gadijuma atSkaida analiz€jama parauga gazi ar
neséjgazi, $aja sistéma tas ir He. TC/EA-IRMS sistéma iesp&jama vienlaiciga 6°H un 60
noteikSana, ja parauga ir parak liela O/H attieciba, nepiecieSams ar He atSkaidit raduSos CO vai
atSkaidit Ho, ja O/H attieciba ir maza [81].

Masspektrometra izmanto elektronu kiili (elektronu jonizaciju), lai joniz&tu gazes
molekulas. Iegttie joni tiek fokus&ti un paatrinati, izmantojot augstspriegumu. Pirms detektoru—
Faradeja kausu sasniegSanas joni iziet caur magnétisko lauku, to plismas trajektoriju nosaka

izmantotais spriegums un magnétiska lauka intensitate. Izmantojot vairakus Faradeja kausus,
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vienlaicigi iesp€jams noteikt vairakus elementus. Lai ieglitu savstarpgji salidzinamus signalus,
katrs detektors ir savienots ar signala pastiprinataju, kas pastiprina signalu, balstoties uz
aptuvenam daba eso$o izotopu attiecibu vértibam [79, 81, 85].

Kalibresana. IRMS references materialus var iedalit 3 grupas:

1. Primarie jeb kalibréSanas materiali — no tiem izveidotas o veértibu skalas katram
nosakamajam elementam. VSMOW (Vienna Standard Mean Ocean Water) ir starptautiski
pienemts, ka tdenraza un skabekla izotopu attiecibu nulles punkti. VSMOW pagatavots,
sajaucot destilétu okeana tideni ar citiem Gdens paraugiem, lai ieglitu izotopu attiecibu, kas ir
tuva vesturiskajam SMOW standartam.

2. Sekundarie jeb references materiali — kalibréti pret primarajiem materialiem. Biezak
izmantotie references materiali 680 mérfjumiem apkopoti 1.6. tabula;

3. Starplaboratoriju un laboratorijas ieks€jie salidzinaSanas materiali — ikdiena izmanto

kalibréSanai un kvalitates kontrolei. Tos kalibré pret sekundarajiem materialiem [79, 81, 87].

1.6. tabula
Sekundarie references materiali 6'*0 mérijjumiem
Apzim&jums Izcelsme 0180, %o Standartnovirze, %o

IAEA-602 benzoskabe +71,4 0,5
IAEA-601 benzoskabe +23,3 0,3

USGS-43 indie$u mati +14,11 0,10

USGS-42 tibetieSu mati +8,56 0,10
GISP tdens -24,76 0,09
LSVEC litija karbonats -26,7" 0,2

* — apmainai nepaklauto dalu sakotngjais izotopu sastavs;
** — vértibas noteiktas péc VPDB (Vienna Peedee Belemnite) skalas.

IzmantoSana. IRMS metodei ir plasas izmantoSanas iespgjas, tade] aizvien biezak ta
tiek izmantota dazadas nozares:

e arheologija — pétot kaulu atSkirigo augsanas atrumu iesp&jams iegilit informaciju par
cilvéces migraciju, uzturu, socialajam atSkiribam (turibas Iimeni, dzimumu, vecumu,
veselibu);

e ckologija — baribas vielu aprites p&tjjumiem un baribas tiklu izveidé izmanto slapekla
un oglekla izotopu attiecibas, hidroekologija — skabekla un tidenraza izotopu attiecibas;

ekriminalistika — parbauda vielu un produktu autentiskumu (gleznas, dokumentus,

partikas produktus, medikamentus, spragstvielas), salidzinot ar produktu orginaliem, un

nosaka to patieso izcelsmi;
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ebiologija un medicina — augu un cilvéku fiziologija, vielmainas pétijumos,
toksikologija;
evides zinatné — identificé antropogéna piesarnojuma avotus (degvielas un naftas

produktu noplades) [81].

1.9. Pulvera rentgendifraktometrija (PXRD)

Rentgenstarojums ir elektromagnétiskais starojums ar vilpu garumu 0,01 — 10 nm,
tipiskais vilnu garums, kuru izmanto pulvera rentgendifraktometrija (PXRD) ir 0,01 — 0,5 nm
diapazona. Rentgendifraktometrijas metode balstas uz analiz§jama parauga izkliedéta
rentgenstarojuma intensitates mérijjumiem atkariba no parauga apstaro$anas lenka. PXRD ir
preciza, atra un paraugu nesagraujoSa analizes metode, Kuru izmanto kristalisko vielu
kvalitativa un kvantitativa sastava iegtiSanai, identificgjot fazu sastavu un nosakot kristalu
strukttiru, kristalrezga parametrus un kimisko sastavu [89, 90].

PXRD metodes pamata ir Brega-Vulfa vienadojums (1.3. vienadojums), tas shematiski
ilustréts 1.7. att€la. Rentgenstarojuma difrakciju novéro, ja izpildas 1.3. vienadojums [91].

nd = 2d - sind, (1.3)
kur  n-— atstaroSanas karta (parasti n=1);
A — rentgenstarojuma vilna garums, nm;
d — atomu starpplaknu attalums, nm;

0 — puse no difrakcijas lenka.

d ¢

d-slih/ \4'5\in6

1.7.att. Brega-Vulfa vienadojuma geometriska ilustracija [89]

1.8. att€la redzamas rentgendifraktometra galvenas sastavdalas: rentgenlampa,
divergences sprauga, parauga turétajs, pretizkliedes sprauga un detektors. Rentgenstarojums
veidojas rentgenlampa, tas krit uz pétamo paraugu, kas novietots goniometra paraugu turétaja.
Rentgenlampa grieZzas ap horizontalu asi, uz kuras novietots analiz€amais paraugs, un
pagrieziena lenkis tiek precizi izmérits. Ap goniometra asi griezas detektors, no kura impulsi

nonak impulsu parveidotaja, kas talak tiek parvaditi uz datu apstrades programmu [90, 91].
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1.8.att. Rentgendifraktometra optiska shéma [92]

Apatitu raksturoSana. PXRD galvenokart izmanto, lai analiz€tu fazu sastavu,
kristaliskuma pakapi un noteiktu kristalrezga parametrus. Apatitiem difrakcijas aina raksturigs
reflekss ir pie 26=31,8" lenka. 1.9. attéla redzamas atskiriga kristaliskuma CaP difrakcijas ainas.

Amorfai fazei raksturigas pazimes ir fona pacel$anas un refleksu paplasinasanas [2, 93].

20 25 30 35 40 45

20,°
1.9.att. Amorfa kalcija fosfata (A), vaji kristaliska jeb sikkristaliska apatita (B), kristaliska
hidroksilapatita (C) difrakcijas ainas (Cu Kg, 4 = 0,154 nm) [93]

Vaji kristaliskiem paraugiem paplaSinas difrakcijas refleksi, tas apgriitina precizu apatitu
fazu identificéSanu. Sarezgijumus rada lidzigu struktiru atSkirSana, pieméram, oktakalcija
fosfats un oksihidroksilapatits. 5 — 10 % amorfas fazes vaji kristaliskos paraugos ar PXRD nav
nosakamas. leglito informaciju nepiecieSams papildinat ar citdam analizes metodém, kas ir
piemérotakas amorfu savienojumu analizei, tas ir, infrasarkana starojuma un Ramana
spektroskopija [93].

Apatitu kvantitativa un kvalitativa sastava noteikSanai izmanto vilpu disperso
rentgenfluorescences spektrometriju (WD-XRF). Metode ir salidzinoSi atra, preciza un

nesagrauj analiz€jamo paraugu, bitiskaka prieksrociba — multielementu analizes metode. Tas
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pamata ir sekundara rentgenstarojuma veidoSanas, kas ir atSkirigs katram kimiskajam
elementam — atskirigo elektronu pareju d€l. Izmantojot primaro rentgenstarojumu, elektronus
izsit no atomu ieks€jiem energijas limeniem, radusos tukSumus aizpilda elektroni no
augstakiem energijas Iimeniem, kuru pareju rezultata tiek izstarots sekundarais

rentgenstarojums [7, 89].

1.10. Furje transformacijas infrasarkana spektroskopija (FTIR)

Infrasarkanais starojums (IR) ir dala no elektromagnétiska starojuma spektra, to iedala
tris apgabalos: talaja (10 — 400 cm™), vid&ja (400 — 4000 cm™) un tuvaja IR apgabala (4000 —
12800 cm™). Molekula var absorbat tikai tadu IR starojumu, kura ierosinatas svarstibas izraisa
molekulas dipolmomenta izmainas. Kimiskajam saite€m absorbgjot IR kvantus pie attiecigajiem
vilpa garumiem, IR spektra novérojamas absorbcijas joslas. Izplatitakas saiSu svarstibas
molekulas ir stiepes (simetriskas un asimetriskas valences svarstibas) — rezultata molekula
mainas saiSu garumi starp atomiem, un lieces (viena plakné (J) — $kérveida un Stpulveida
(scissoring, rocking), vairakas plakn&s (y) — veérpes un védeklveida (twisting, wagging)
deformacijas svarstibas) — molekula mainas saisu lenki [94].

IR spektroskopiju galvenokart izmanto kimisko savienojumu un funkcionalo grupu
identifikacijai. Parasti IR gaismas avotu intensitate ir zema, salidzinot ar Furjé transformacijas
infrasarkanajiem spektrometriem, kuriem interferogramma no gaismas avota tiek uznemta pilna
spektra [95]. Biezak izmanto caurstaroSanas (transmittance) un kopgjas iek$gjas atstaroSanas
(attenuated total reflectance) Furjé transformacijas infrasarkanos spektrometrus.
Caurstaro$anas spektrometra optiska shéma attelota 1.10. attéla. Izmantojot S§T veida
spektrometurs, paraugu sagatavo$ana ir nepiecieSama — analiz€jamo paraugu iepresé sarmu
metalu halogenidu tableté vai suspend€ nujola. Izmantojot otra veida spektrometru — paraugu
sagatavo$ana nav nepiecieSama, jo to novieto uz ieks$¢jas atstaroSanas prizmas, parasti uz
dimanta, retak — izmanto siliciju vai cinka selenidu [96].

FTIR spektrometra (1.10. attela) ir iebuvets He-Ne lazers, lai varétu kontrolét attalumus
starp spoguliem interferometra. Interferometrs sastav no staru dalitaja un diviem spoguliem
(kustiga un nekustiga). Staru dalitajs ienakoSo IR starojumu sadala starp abiem spoguliem. Ar
kustiga spogula palidzibu var mainit starojuma celu interferometra. P&c atstaroSanas no abiem
spoguliem staru dalitaja veidojas interferences aina. Tad pa optisko celu IR starojums nonak
parauga nodalifjuma un nosléguma — detektora, kas registré IR starojuma intensitates atkaribu
no laika (interferogrammu raksturojosie parametri) jeb no kustiga spogula pozicijas, kas ir

atkariga no spogula parvietoSanas atruma [96, 98].
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1.10.att. FTIR spektrometra optiska shéma [97]

Vidgja IR apgabala starojuma avoti ir silicija karbida (Globar) vai Nernsta stieni, tala IR
apgabala — augstspiediena dzivsudraba lampas, tuva IR apgabala — volframa lampas. Saja IR
apgabala izmanto divu veidu detektorus: deiteréta triglicina sulfata (DTGS) un dzivsudraba
kadmija telurida (MCT) detektorus. MCT detektoriem ir augstaka jutiba, tacu tiem
nepiecieSama dzeseSana ar Skidro slapekli, salidzinot ar DTGS detektoriem, kuriem raksturigas
zemakas iegades un ekspluatacijas izmaksas [99, 100].

Apatitu raksturoSana. Parasti CaP raksturoSanai izmanto caurstaroSanas FTIR
spektrometru, paraugu iepresé KBr tablet&s (uznemot spektru IR regiona, kas ir virs 360 cm™),
retak citu sarmu metalu halogenidu (NaCl, Csl u.c.) tablet€s. Sarmu metalu halogenidi ir
higroskopiski, tie labi absorb& mitrumu, tade] IR spektros vérojams paaugstinats fons 1600 —
1700 cm™ un 3000 — 3900 cm™. Udeni, kas adsorbgjies parauga sagatavoSanas laika, ka ari fonu
IR spektra var samazinat, parauga sagatavoSanu ar KBr veicot slapekla vai argona atmosfera.
Ierobezojumi KBr izmantoSanai: ta tirtba (NO3 piemaisijums spektra paradas ka Saura josla
1383 — 1384 cm™) un cietvielu reakcijas (apmainas reakcijas starp KBr un CdSOs, CuSOs,
ZnS0a4, MgSOg, tident skistoSiem hloridiem un nitratiem) [101].

FTIR spektros raksturigakas HAp grupas ir PO3~, 0H~, CO%~, ka ar1 HPO3 ", kas raksturo
nestehiometrisku HAp [102]. Metodi izmanto, lai noteiktu hidroksiljonu daudzumu apatitos,
izsakot attiecibu: OH™ (632 cm™) absorbcijas joslas laukums pret v4 PO3~ (565 — 600 cm™)
laukumu, péc tam So attiecibu pielidzina kalibréSanas grafikam un iegiist hidroksiljonu
daudzumu [103]. Metodes prieksrocibas: salidzinosi vienkarSa, atra un nepiecieSams mazs

parauga daudzums.
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1.11. Ramana spektroskopija

Ramana spektroskopijas metode balstas uz monohromatiskas gaismas neelastigu izkliedi,
tas ir, mijiedarbojoties ar paraugu, mainas fotonu frekvence. Paraugs absorbé fotonus, ko izstaro
lazers, un péc tam tos izkliede. Salidzinot ar sakotn€jo monohromatisko fotonu frekvenci,
izkliedetajiem fotoniem frekvence nobidas uz leju (Stoksa nobide) vai uz augs$u (anti-Stoksa
nobide), ta rezultata, veidojas Ramana efekts. Parasti Stoksa izkliede ir intensivaka neka anti-
Stoksa (1.11. att.), jo lielaka varbiitiba, ka fotons energiju atdod neka sanem no analiz&jama
parauga. Paaugstinot temperatiru, palielinas anti-Stoksa izkliedes intensitate. Ramana efekts ir
salidzinosi vaj§, to veido tikai 1 no katriem 10° — 108 fotonu, kas izklied&jas. Ta nobides
izmanto, lai raksturotu vibracijas, rotacijas un citas zemfrekvencu parejas molekulas, analizgjot
cietus, skidrus vai gazveida paraugus. Ramana efekts balstas uz molekularam vibracijam, kas

izraisa molekulas polariz&jamibas mainu [104, 105].

Virtualie -==-=--=======-====----q-----
energijas

[Tmeni A A

4
Vibracijas 3
energijas 2
limeni _v Y 1
Y o
Releja Stoksa  Anti-Stoksa
izkliede izkliede izkliede

1.11.att. Releja, Stoksa un anti-Stoksa izklieZu energijas Iimenu diagramma [106]

Releja izkliede — domingjosais gaismas izkliedes process (>99,9%). Ta ir elastiga
izkliede, kura ierosinata molekula atgriezas sakotngja vibracijas energijas liment (1.11. att.) un
izstaro gaismu ar tadu pasu frekvenci ka svarstibu ierosinatajam [105].

Parasti monohromatiskas gaismas avots ir lazers ar noteiktu vilna garumu ultravioletaja,
redzamaja vai tuva infrasarkanaja diapazona. Visbiezak izmantotie vilnpu garumi lazeros:
532 nm, 638 nm, 785 nm un 1064 nm. No parauga izkliedétos fotonus savac izmantojot Iecu
sistému, un tad staru kali laiz caur filtru vai spektrometru, lai nofiltrétu lazera vilpa garumu.

Talak caur difrakcijas rezgi — lidz tas sasniedz detektoru [104, 107, 108].
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1.12.att. Renishaw inVia Ramana spektrometra optiska shéma ar konfokalo mikroskopu [107]

Apatitu raksturoSana. Ramana spektra joslas pie 750 — 850 cm-1 atbilst peroksidjonu
simetriskam vibracijam [5, 17, 43]. Tam ir vairakas reizes mazaka intensitate neka P03~
joniem. STHAp paraugiem spektra pie 950 cm-! raksturigas simetriskas stiepes vibracijas
PO3~ (v1), SrHPerAp paraugiem — pie 952 cm-1, CaHAp — pie 961 cm-1, CaHPerAp — pie 964
cm-1 (1.13. att.) [5]. Ieklaujot HAp struktira 05~ jonus, OH™ joslas (3570 cm-1) intensitate

samazinas [43].

Intensitate

T T L L L
700 750 800 850 _ 900 950 1000
Ramana nobide, cm™

1.13.att. Ramana spektrs Srig(PO4)s(O2)x(OH)2-2«, (A) x=0,68, (B) x=0,14, (C) x=0 [5]
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2. EKSPERIMENTALA DALA

2.1. Izmantotie reagenti, aparatiira un trauki

Reagenti:

Ca(NO3)2-4H20 (CAS: 13477-34-4), tirs, razotajs Chempur. GHS05, GHS07;

(NH4)2HPO4 (CAS: 7783-28-0), kimiski tirs, razotajs Ing. Petr Svec — PENTA. GHS07;
25% NH3-H20 (CAS: 1336-21-6), tirs, razotajs Chempur. GHS05, GHS07, GHS09;
(NH4)2COs3 (CAS: 506-87-6), analitiski tirs, razotajs Ing. Petr Svec — PENTA. GHS07;
Sr(NO3). (CAS: 10042-76-9), kimiski tirs, razotajs Sigma-Aldrich. GHS03, GHSO5,
GHSO07;

CH3CH20H (CAS: 64-17-5), parfaséts. GHS02, GHS07;

50% H202 (CAS: 7722-84-1), analitiski tirs, izplatitajs Honeywell Fluka. GHS03, GHSO5,
GHSO07;

H2C204-2H20 (CAS: 6153-56-6), analitiski tirs, izplatitajs STANLAB. GHS05, GHSO07;
98% H2S04, (CAS:7664-93-9), analitiski tira, razotajs Sigma-Aldrich. GHS05;

KMnOs (CAS: 7722-64-7), Kimiski tirs, razotajs Peaxum. GHS03, GHS05, GHSO07,
GHSO09;

70% HCIO4 (CAS: 7601-90-3), analitiski tira, razotajs Sigma-Aldrich. GHS03, GHS05,
GHSO07, GHSO08;

dejonizets Ho0, 1patnéja elektrovadistp&ja 0,055 r—;, B30 (Adrona Crystal, sérijas nr. 4610);

IAEA-601 (benzoskabe), 0*80 +23,3 %o, Sn = 0,3 %o;

IAEA-602 (benzoskabe), 680 +71,4 %o, Sn = 0,5 %o;

Saharoze (CAS: 57-50-1), >99,0 %, razotajs Sigma-Aldrich;
KBr (CAS: 7758-02-3), = 99 %, razotajs EMD Millipore, GHS07.

*1. pielikuma atsifrétas GHS piktogrammas izmantotajiem reagentiem

Aparatira:

laboratorijas svari KERN 440 — 33, sérijas nr. WC0285080. Specifikacija: maksimala masa
200 g, precizitate = 0,01 g;
analttiskie svari KERN ABS, sérijas nr. WB0810231. Specifikacija: maksimala masa 220 g,
precizitate + 0,0001 g;
analttiskie svari BOECO BC 100, sérijas nr. D95-09-011. Specifikacija: maksimala masa
60/210 g, precizitate + 0,01/0,1 mg;
zaveSanas skapis SNOL 24/200. Specifikacija: maksimala temperattra 220 °C;
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elektriskas plitinas ar magnétisko maisitaju Thermo SCIENTIFIC SP131010-33.

apgr.,
min ’

Specifikacija: maksimala temperatira 540 °C, maksimalais maisiSanas atrums 1200
infrasarkanais termometrs Voltcraft IR-1001A, inv. nr. 05101178. Specifikacija:
temperatiiras diapazons no -50,0 °C Iidz 1000 °C, precizitate + 2 °C izmantotaja temperatiiras
diapazona (no -20,0 °C Iidz 200 °C);

nepartrauktas pliismas izotopu attiecibu masspektrometrs nuHorizon (Nu Instruments).
Specifikacija: augsttemperatiiras konversijas elementu analizators HT-PyrOH Unit
(EuroVector);

vilnu dispersijas rentgenfluorescences spektrometrs S8 TIGER (Bruker). Datu apstrades
programma Eval 2. Specifikacija: maksimala jauda 4kW, rentgenlampas anoda materials —
rodijs, 0,2 um biezs Cu filtrs primara rentgenstarojuma atdaliSanai;

rentgendifraktometrs D8 ADVANCE (Bruker). Vadibas programma DIFFRAC Plus XRD
Commander, datu apstrades programma Diffrac.EVA 4.1.1, datubaze PDF-2/Release 2013
RDB,;

Furjé transformacijas infrasarkanais spektrometrs ALPHA (Bruker);

Ramana spektrometrs inVia Raman (Renishaw) aprikots ar mikroskopu. Datu apstrades
programma GRAMS/AL1 8.0.

Trauki un citi piederumi:

hidrotermiskie spiediena trauki. Specifikacija: nertiséjosa térauda korpuss, 170 °C
maksimala karsé$anas temperatiira, 4,4 cm diametrs;

mikropipete Finnpipette. Specifikacija: 100 — 1000 uL, precizitate + (1,0 — 0,6) %;
mikropipete Finnpipette. Specifikacija: 500 — 5000 pL, precizitate + (2 — 0,5) %;
10 mL A klases birete, = 0,03 mL;

100 mL A klases mérkolbas, + 0,10 mL;

25 mL A klases mérpipete, + 0,10 mL;

100 mL A klases mércilindrs, + 0,5 mL;

1 L Bunzena kolbas un porcelana Bihnera piltuves (10,0 cm diametrs);

sterilas 96-laucinu mikroplates, Sarstedt;

sudraba kapsulas (3,5 mm - 5 mm), EuroVector;

5 um polipropiléna pléve.
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2.2. Skidumu pagatavo3ana

e 0,7 M amonjaka skidums: 1 L varglaze ieléja 900 mL dejonizéta tidens, pievienoja 52 mL
konc. amonjaka Gidens §kiduma un uzpildija varglazi Iidz 1 L atzimei ar dejoniz&tu tideni;

e 0,01 M H2C204 skidums: 100,00 mL merkolba ieleja 2 dejonizeta tdens, pievienoja 0,12619g
skabenskabes dihidrata, izSkidinaja to un uzpildija kolbu lidz atzimei ar dejoniz&tu fideni;

o 2 M H2S04 skidums: 250 mL varglaze ielgja 150 mL dejonizeta tidens, pievienoja 21,5 mL
konc. sérskabes, kad Skidums atdzisa, uzpildija varglazi lidz 200 mL atzimei ar dejonizétu
tdeni;

e 0,001 M KMnOg4 skidums: 1 L varglazé parnesa 0,11 g kristaliska kalija permanganata,
iz8kidinaja to 700 mL dejonizeta tidens;

e 8,3 M HCIO4 skidums: 150 mL varglazg iel&ja 25 mL dejonizéta tdens, pievienoja 71,5 mL

konc. HCIO4 un uzpildija varglazi lidz 100 mL atzimei ar dejoniz&tu tdeni.

2.3. Hidroksilapatitu (HAp) sintézes

Izmantojot nogulsn€Sanas metodi, sintez&ja kalcija hidroksilapatitu (CaHAp), ar 25%
stronciju aizvietotu hidroksilapatitu (25%-CaSrHAp) un ar 75% stronciju aizvietotu
hidroksilapatitu (75%-SrCaHAp).

Atseviski pagatavoja divus Skidumus (Nr.1 un Nr.2). Lai pagatavotu Skidumu Nr.1,
tidens skidumu. Lai pagatavotu skidumu Nr.2, iz8kidinaja (NH4)2HPO4 un (NH4).CO3 250 mL
dejonizeta Gdens. Reagentu daudzumi apkopoti 2.1. tabula [109].

2.1. tabula
Reagentu daudzumi CaHAp, 25%-CaSrHAp un 75%-SrCaHAp sintézém

Skidums Reagenti CaHAp 25%-CaSrHAp 75%-SrCaHAp
Ca(NO3)2-4H:0 0,150 mol 0,112 mol 0,038 mol
Nr.1 Sr(NOs), - 0,038 mol 0,112 mol
25% NH3-H.0 0,405 mol 0,405 mol 0,405 mol
Nr 2 (NH4)2HPO4 0,055 mol 0,055 mol 0,055 mol
(NH.)2COs 0,010 mol 0,010 mol 0,010 mol

Pie skiduma Nr.1 pievienoja skidumu Nr.2. un maisija 10 minttes. Filtr§ja, iegitas
nogulsnes mazgaja ar 0,7 M amonjaka skidumu, skaloja ar 500 mL etanola un zavgja 2 stundas
120 °C (CaHAp) un 40 mintites 100 °C temperatira (25%-CaSrHAp, 75%-SrCaHAp). [zzavetos

HAp sasmalcinaja piesta un talak izmantoja hidroksil-peroksiapatitu iegtisanai.
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2.4. Paraugu analize ar WD-XRF metodi
CaHAp, 25%-CaSrHAp un 75%-SrCaHAp noteica kvantitativo elementu sastavu,
izmantojot WD-XRF. Parauga turétaja (@ = 32 mm) iestiprinaja polipropiléna plévi, to
vienm&riga slant parklaja ar analiz€jamo paraugu. Parauga turétaju ievietoja spektrometra.
Rentgenfluorescences spektrometra darbibas reZims: atmosferas spiediens, He atmosfera,

noteikSanas rezims — Full scan.

2.5. Hidroksil-peroksiapatitu (HPerAp) hidrotermiska apstrade

Hidrotermiska spiediena trauka sistémas stikla traucina ar precizitati = 0,0001 g iesvéra
~0,065 g CaHAp un iclika magnétiska maisitaja ampulu. Stikla traucinu ievietoja teflona
trauka, kura uzmanigi iel€ja 4 mL 50% H202 skiduma, un uzlika vaku. Teflona trauku ievietoja

neriis€josa térauda korpusa un to aizvera, uzliekot blivi un uzskraivéjot vaku (2.1.att.).

Blive

Teérauda
korpuss

<« "
. ar vaku
Stikla \
traucind T Teflona trauks
—— ar vaku
Magnétiska
maisitaja ampula

Blive

HAp/HPerAp

2.1. att. Hidrotermiska spiediena trauka uzbiive

Paral€li sagatavoja ¢etrus hidrotermiskos traukus ar CaHAp paraugiem, tos karsgja 6
stundas 100 °C temperatiira, nodroSinot vienmérigu maisiSanu. Lai uzturétu nemainigu
hidrotermiskas apstrades temperatiiru, neriisgjosa te€rauda korpusus parklaja ar foliju un,
ieverojot darba drosibas noteikumus, tos parsedza ar stikla Skiedras audumiem. Hidrotermiskas
apstrades temperatiru parbaudija ar infrasarkano termometru, mérot sildvirsmu un
hidrotermisko spiediena trauku temperatiiras. P&c apstrades traukus atdzes€ja lidz telpas
temperatirai un tad atvéra [45, 109]. Procesu atkartoja vairakkart, mainot apstrades temperattaru

un izejvielas. 2.2. tabula apkopots iegiito paraugu daudzums hidrotermiskas apstrades procesa.
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2.2. tabula
Ar H,0; skidumu hidrotermiski apstradatie HPerAp paraugi

Hidrotermiskas Apstradato paraugu skaits

apstrades
CaHPerAp 25%-CaSrHPerAp | 75%-SrCaHPerAp
temperatiira, °C

100

110

120

130

140

150

12

0| &~ B B | 0
| A BB
ol &~ B B B 0

2.6. Permanganatometriska H202 noteik§ana HPerAp paraugos

Kvantitativi noteica tidenraza peroksida saturu hidrotermiski apstradatajos paraugos,
izmantojot permanganatometrisko titré$anu. Veica parrékinu no H2O, uz 03~ jonu saturu
apstradatajos paraugos, jo hidrotermiskas apstrades procesa rezultata apatitu strukttra OH™ joni
dalgji tiek aizvietoti ar 03~ nevis H,O2 molekulam.

Skabenskabes Skidumu izmantoja titranta standartizéSanai (2.1. reakcijas vienadojums).
Izmantojot 2.2. vienadojumu, aprékinaja KMnOs skiduma koncentraciju.

5H,C,0, + 2KMnO,, + 3H,SO, — 10CO, T +2MnS0, + K,S0, + 8H,0 (2.1)

( my,c,0,-2H,0

*Vi,c,0 )
My, c,0,2H,0 " Violba 27274

CH,C,0, VH2C204 _

CKMno, =

2 2 22

Vkmno, Vkmno,

. . _ .. mol
kur  ckmno, — titranta molara koncentracija, -

. _ . 1
CH,c,0, — skabenskabes standartSkiduma koncentracija, %;
Vi,c,0, — skabenskabes standartSskiduma alikvotas dalas tilpums, L;
Vkmno, — titréSanai izlietotais titranta tilpums, L;
My, c,0,-2H,0 — Skabenskabes dihidrata iesvara masa, g;
- — g g .
My, c,0,21,0 — skabenskabes dihidrata molmasa, —

Violba — skabenskabes standartskiduma tilpums, L;

P&c hidrotermiskas apstrades analiz&ja HPerAp paraugus. Nosvera ~0,01 g HPerAp ar

precizitati £ 0,0001 g, iesvaru izskidinaja neliela tilpuma 8,3M HCIO4 (CaHPerAp izskidinaja
600 pL, 25%-CaSrHPerAp — 800 pL, 75%-SrCaHPerAp — 1600 pL) un pievienoja 30 mL
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dejonizeta tdens. Titrgja ar nostandartiz€to KMnO4 Skidumu Iidz viegli sartai krasai, kas
neatkrasojas [35, 45, 109]. Izmantojot 2.3. vienadojumu, aprékinaja 0%~ jonu masas dalu
HPerAp paraugos.

5 Ckmno, " Vkmno, " Moz-

Wo2- ==+ +100% 2.3
0z 2 Mparaugam ( )

kur  wgz- — peroksidjonu masas dala, %;
03 !

—1- g .
Mgz~ — peroksidjonu molmasa, —

Mparaugam — Parauga iesvara masa, g.

2.7. Antibakterialo ipasibu noteikSana

Mikrobiologisko testésanu veica CaHAp, CaHPerAp (100°C un 150 °C), 25%-CaSrHAp,
25%-CaSrHPerAp (100°C un 150 °C), 75%-SrCaHAp un 75%-SrCaHPerAp (100°C un 150 °C)
paraugiem. Lai noteiktu apatitu antibakterialas ipasibas, izmantoja Pseudomonas aeruginosa
MSCL 331 un Staphylococcus aureus MSCL 334 baktérijas. MIC un MBC kvantitativai
noteikSanai izmantoja s€rijveida divkarSa atSkaidijuma metodi. Bakterijas audzgja uz agara
platem (Sanofi Diagnostics Pasteur, France) 37 °C temperatura. Tas suspendgja sterila tident,
lai iegiitu 10° kvv. Sintezétos paraugus iesvéra mikroplasu pirmaja kolonna (Al — G1) ar
precizitati + 0,0001 g, to iesvaru masa bija 0,04 g — 0,07 g intervala.

96-laucinu mikroplates pirmaja kolonna (Al, B1, C1, D1, E1, F1, G1, H1) iemérija
200 pL barotnes (Miiller-Hinton BD), bet atlikusajos laucinos — 100 pL barotnes. Péc tam katra
s€rija jeb mikroplates rinda (A — G) veica atSkaidiSanu, katra nakamaja laucina samazinot
koncentraciju divas reizes. Visas iedobgs pievienoja baktériju suspensiju (P. aeruginosa vai S.
aureus), iznemot H1 iedobi — to izmantoja ka mikroplates sterilitates kontroles laucinu. H
s€rijas iedobes (H2 — H12) izmantoja ka bakteriju augSanas kontroles laucinus.

Mikroplates ar P. aeruginosa inkub&ja termostata 24 stundas 37 °C temperatira,
mikroplates ar S. aureus — 48 stundas 37 °C. 50 pL suspensijas no visiem mikroplasu trauciniem
izs€ja Petri platés uz agara un tas inkubg&ja termostata 24 — 48 stundas 37 °C temperatiira. Skaitot
koloniju veidojosas vienibas, novértéja rezultatus. Kvv skaits, kas ir tiksto$ reizu mazaks neka
sakuma (suspendgjot baktgrijas sterila tideni), defingja ka MBC. MIC defin&ja ka zemako vielas

koncentraciju, kas inhib&ja bakteriju augsanu par 80% [45, 109].
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2.8. Paraugu analize ar TC/EA-IRMS metodi

Pirms analizu veikSanas uz analitiskajiem svariem (ar precizitati + 0,01 mg) atseviskas
sudraba kapsulas iesvéra ~0,5 mg IAEA-601 un IAEA-602 standartvielas. Kapsulas aizlocija
un izveidoja loditi, vairakkart to salocot. Katrai standartvielai iesvéra 5 paral€los paraugus.
Tapat sagatavoja 4 kapsulas ar laboratorijas standartvielu — saharozi. Kapsulas iesvéra
0,8 mg — 1,0 mg CaHAp, 25%-CaSrHAp, 75%-SrCaHAp, CaHPerAp (100 °C, 150 °C), 25%-
CaSrHPerAp (100 °C, 150 °C) un 75%-SrCaHPerAp (100 °C, 150 °C) paraugus, ka arT sintézes
izejvielas — Ca(NOs3)2-4H20, (NH4)2CO3, (NH4)2HPO4 un Sr(NOs),. Katram analiz&jamam
paraugam sagatavoja 2 paral€los paraugus, t0s Visus ievietoja autosamplera.

TC/EA-IRMS iekartas darbibas reZims, nosakot 20/*0 izotopu attiecibu: 1450 °C
kolonnas temperattra, 105 l’rl’Ill_l];l nes€jgazes plismas atrums, nesgjgaze — He (tiriba 99,996%,
izplatitajs AGA), references gaze — CO (tiriba 99,997%, izplatitajs AGA).

Pirms instrumentalas analizes noteica masspektrometra icksgjo stabilitati un linearitati.
References gazi kalibréja ar IAEA-601 un IAEA-602 standartvielam. P&c katriem 10 paraugiem
izanalizgja laboratorijas standartu, lai novértétu iekartas linearitati un stabilitati [109].

Izmantojot 2.4. vienadojumu, izméritajam 680 vértibam aprékinaja standartnovirzes.

B /zzzr;(xi—f)
Sn —_ W (2.4)

2.9. Paraugu analize ar PXRD metodi

Analiz€jamos paraugus saberza piesta un iepres€ja stikla kivet€s, izmantojot Petri
traucinu. Atseviski katru kiveti ievietoja rentgendifraktometra parauga tur€tdja, iestatija
analizes parametrus un uznéma rentgendifraktogrammas.

Rentgendifraktometra darbibas rezims: starojuma avots — Cu Ko, A= 1,54180 A, pozicijas
jutigais detektors LynxEye, Kg filtrs — 0,020 mm bieza nikela folija, 0,6 mm divergences
sprauga, 8,0 mm pretizkliedes sprauga, 40 kV anodspriegums, 40 mA anodstrava, 5° — 60°

uznemsanas diapazons, 0,02° mérijjuma solis, 0,2 s sola ilgums.

2.10. Paraugu analize ar FTIR metodi

Uz analitiskajiem svariem (ar precizitati £ 0,0001 g) atseviski iesvéra ~0,003 ¢
analiz&jamas vielas (25%-CaSrHAp, 25%-CaSrHPerAp (100°C un 150 °C) , 75%-SrCaHAp,
75%-SrCaHPerAp(100°C un 150 °C)) un saberza piesta ar ~0,300 g KBr, kuras pirms analizes
izzaveja 120 °C temperatiira un atdzes€ja eksikatora. [zmantojot tableSu spiedi, saberzto pulveri

sapres€ja tabletes, kuras izmantoja FTIR spektru uznemsanai.
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FTIR spektrometra specifikacija un darbibas rezims: DLaTGS (deuterated L-alanine
doped triglycine sulphate) detektors ar KBr logu, caurstaro$anas rezims, 400 cm™ — 1800 cm
uznemsanas diapazons, katram spektram uznemtas 100 interferogrammas, 2 cm™ spektrala

1zSkirSana.

2.11. Paraugu analize ar Ramana spektroskopijas metodi

Ramana joslu pozicijas uz abscisas ass (vilna skaitli) kalibr&ja ar polistirola standarta
spektru. Analiz€jamiem paraugiem (25%-CaSrHAp, 25%-CaSrHPerAp (100°C un 150 °C),
75%-SrCaHAp, 75%-SrCaHPerAp (100°C un 150 °C)) nebija nepiecie$sama atseviska to
sagatavosana. Ramana spektrometra specifikacija un darbibas rezims: ladinsaites matricas
(CCD - charge coupled device) detektors, cietvielu (DPSS — Diode-Pumped Solide-State)
lazers, 532 nm vilna garums, 3 mW jauda, 400 cm™ — 3600 cm™ uznemsanas diapazons, 400 s
spektra uznems$anas ilgums, 20x objektiva palielinajums, 0,40 skaitliska apertira (NA —
Numerical Aperture). Programma GRAMS/AL noteica joslu parametrus, izmantojot Gausa —
Lorenca sadalijuma funkciju.

Ieprieks iegiitie Ramana spektri Rigas Tehniskaja universitate un Latvijas Universitates
Cietvielu fizikas institlita nesniedza gaidito informaciju, tadél magistra darba ietvaros paraugu

analizi veica sadarbojoties ar Vilnas Universitati.
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3. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

3.1. Sintezéto apatitu raksturojums

Izmantojot nogulsnéSanas metodi, sintez€ja hidroksilapatitus: CaHAp, 25%-CaSrHAp un
75%-SrCaHAp. Visiem iegitajiem HAp raksturiga balta krasa, t0S izmantoja ka izejvielas
hidroksil-peroksiapatitu iegiiSanai. Iegitajiem CaHPerAp raksturigais krasojums ir no baltas
11dz gaisi pelekai krasai, 25%-CaSrHPerAp — gaisi dzeltena krasa, 75%-SrCaHPerAp — no gaisi
pelekas Iidz iedzeltenai krasai. Salidzinot viena apatita materiala krasu intensitates starp
paraugiem, kuri apstradati dazadas temperatiiras, redzamas nelielas atskiribas. Piem&ram, 25%-
CaSrHPerAp paraugi, kas apstradati 110 °C un 120 °C temperatiira, ir spilgtak dzelteni neka
pargjie apstradatie paraugi. CaHPerAp un 75%-SrCaHPerAp paraugiem §1 krasu robeza nav tik
izteikta, 11dz ar to vizuali nevar novertet pie kadas apstrades temperatiiras ir intensivaks kristalu
krasojums. Krasu maina liecina par peroksidjonu ieklauSanu HAp struktiira.

Lai raksturotu katjonu aizvietoSanu SrCaHAp paraugos, noteica elementu oksidu masas
dalas, izmantojot WD-XRF pamatmetodi (bez standartiem). 3.1. tabula apkopoti eksperimentali
ieglitas un teorétiski aprékinatas masas dalas (3.1. vienadojums). Katram eksperimentalajam
rezultatam noradita statistiska kltida, kuru aprékinaja datu apstrades programma, izmantojot

analizes fundamentalos jeb pamatmetodes parametrus.

Otogr. = Z Moksia 004 (3.1
Myap
Kur  weor. — teorétiski aprékinata elementa oksida masas dala HAp, %;
Z — elementa oksidu skaits viena HAp molekula;
Moksida — €elementa oksida molmasa, miol;
M#uap — hidroksilapatita molmasa, miol.
3.1. tabula

Eksperimentiali un teorétiski noteiktas elementu oksidu masas dalas (%) HAp paraugos

Paraugi

Oksidi CaHAp 25%-CaSrHAp 75%-SrCaHAp
CaO eksp. 61,7+0,2 42,4 +£0,2 142+1,8
CaoO teor. 55,8 37,4 10,3
P20s eksp. 37,7+04 36,1+0,5 30+3
P20s teor. 42,4 37,9 31,3
SrO exsp. 0,2+1,0 21,54 £ 0,06 55,91 +£0,18
SrO teor. 0,0 23,06 57,09
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leglitos rezultatus izmantoja, lai noteiktu molaro attiecibu. 25%-CaSrHAp

Sr
(Sr+Ca)
Sr
(Sr+Ca)

paraugam eksperimentali iegtta molara attieciba ir ~22% (Sr saturs ~18%), bet 75%-

SrCaHAp molara attieciba ir ~75% (Sr saturs ~47%). Kursa darba ,,Dazadu apatitu materialu
sintéze 680 pétfjumiem” SrCaHAp paraugos noteica Sr saturu, 25%-CaSrHAp — (19,1 +
1,1)%, 75%-SrCaHAp - (47,8 + 1,8)%, izmantojot induktivi saistitas plazmas
masspektrometrijas (ICP-MS) metodi. Ar WD-XRF (2. piclikuma apskatami spektri) un ICP-
MS metodém iegutie rezultati, noradija uz to, ka paraugi satur nelielus Sr (CaHAp), Ba, Mg un
Cr piemaisijumus, t0S var attiecinat uz sintézu izejvielu tiribu. Vairakiem izmantotajiem

reagentiem noradita tiriba: tirs vai kimiski tirs. Sintezétie SrCaHAp paraugi iegiiti ar teorétiski

prognozeto molaro attiecibu.

Sr
(Sr+Ca)
3.2. Peroksidjonu saturs hidrotermiski apstradatajos apatitu paraugos

Magistra darba ietvaros hidrotermiski H202 skiduma klatbiitné apstradaja 25 paraugu
serijas, kopa iegustot 100 HPerAp paraugus. Kvantitativi novertgja peroksidjonu saturu,
permanganatometriski nosakot tidenraza peroksida masas dalu hidrotermiski apstradatajos
paraugos: CaHPerAp, 25%-CaSrHPerAp un 75%-SrCaHPerAp. Pamatojoties uz zinatniskajos
rakstos publicéto informaciju, ka apatitu struktiira OH™ jonus dalgji var aizvietot ar 03~ nevis
H202 molekulam, tika veikts parrekins uz O3~ jonu saturu hidrotermiski apstradatajos paraugos
(skatit. 2.6. apakSnodalu). 3.1. attéla apkopoti HPerAp paraugu titréSanu rezultati, kas
hidrotermiski H2O> klatbttné apstradati 100 °C, 110 °C, 120 °C, 130 °C, 140 °C un 150 °C

temperatura.
I CaHPerAp
2,00 r m 25%-CaSrHPerAp
I m 75%-SrCaHPerAp
1,50 r
O\O )
a3 I | -
S 100 | I ;
3 i
0,50
0,00
100 110 120 130 140 150

t, °C
3.1. att. Vidéja 03~ jonu masas dala HPerAp paraugos, kuri hidrotermiski apstradati 6 stundas

temperatiiras intervala no 100 °C Iidz 150 °C
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Augstakaja hidrotermiskas apstrades temperatira, kas ir 150 °C, visiem HPerAp
paraugiem raksturiga zemaka 03~ masas dala. Samazinot apstrades temperatiiru, palielindjas
peroksidjonu saturs apatitos. Sr ieklausana CaHAp modificé ta kristalisko rezgi, tas ietekmé
anjonu aizvietoSanu. Palielinot Sr saturu HPerAp, palielinajas hidrotermiskas apstrades
temperatiira, pie kuras HPerAp sasniedza 03~ jonu koncentracijas maksimumu. Augstaka
temperatira SrCaHAp kristaliskais rezgis ir stabilaks un anjonu aizvietoSana notika
komplicétak neka zemaka temperatiira. Zinatniskaja literatiira, kura publicéts petijums par
SrCaHAp hidrotermisku apstradi H20. $kiduma klatbitng, lielaks peroksida saturs iegiits
zemakaja temperattira (130 °C, 140 °C, 150 °C, 170 °C) [43].

50% H20:> skiduma virSanas temperatira ir 114 °C, ta stabilitati un sadaliSanos ietekmé
Skidumam pievienotie stabilizatori. lzmantota reagenta razotajs neatklaj, kadi stabilizatori tam
pievienoti. Visbiezak pievieno alvas un fosfatu saturosus stabilizatorus, lai saglabatu reagentam
raksturigas fizikalas ipasSibas. legiitie eksperimentalie rezultati liecina, ka izmantotais H20O>
Skidums sacis sadalities zem virSanas temperatiiras (<110 °C).

Izvéletaja hidrotermiskas apstrades temperatiiras intervala (100 °C — 150 °C) dalgji ar
stronciju aizvietotiem hidroksil-peroksiapatitiem (SrCaHPerAp) raksturigi 03~ masas dalas
maksimumi. 25%-CaSrHPerAp augstako 03~ saturu (2,27% + 0,08%) novéroja 110 °C, 75%-
SrCaHPerAp — (1,51% + 0,08%) 120 °C temperatiira. CaHPerAp funkcijas (wy,0,=f(T))
maksimums ir zemaka temperatiira (<100 °C), jo izvE€letaja intervala, palielinot apstrades
temperatlirl, peroksidjonu saturs pakapeniski samazinajas un nenovéroja ne funkcijas
maksimumu, ne minimumu.

Lai noveérteétu hidroksiljonu aizvietoSanas pakapi un hidrotermiskas apstrades procesa
efektivitati, nepiecieSsams aprekinat teor&tisko 03~ jonu saturu peroksiapatita, kura 100% OH-
joni ir aizvietoti ar peroksidjoniem, un salidzinat to ar eksperimentali iegiitajiem rezultatiem.

Sadi iesp&ams noteikt procentualo 0%~ jonu daudzumu, kas aizvietojis OH™ jonus (3.2.

vienadojums).
(E CKMnoO, " VkMno, * Mo§—>
w2- 2 m
x(OH™ - 02°) = —2 P 10004 = pararem -100%  (3.2)
W02~ teor. <MO%_>
Myap

3.2. tabula salidzinatas teorétiskas un eksperimentalas vertibas un aprékinata

hidroksiljonu aizvieto$anas pakape, dalgji aizvietojot tos ar 03~ joniem.
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3.2. tabula

Eksperimentalais un teorétiskais 03~ jonu saturs HPerAp

Apstrades Eksperimentala Teorétiska X(OH — 0%-),
Paraugi
temperatiira,°C W0z vigs % woz-, % %
100 1,21 £0,08 38+3
110 1,18 £ 0,09 37+3
120 1,14 £ 0,05 357+1,6
CaHPerAp 3,19
130 1,03 +0,08 32+3
140 1,01 +£0,08 32+3
150 0,86 + 0,07 27+2
100 1,78 £ 0,08 62+3
110 2,14+ 0,09 75+£3
120 1,93 +£0,08 68£3
25%-CaSrHPerAp 2,85
130 1,49 + 0,07 52+2
140 1,46 £0,05 51,2+1.,8
150 1,11 £0,05 389+1,8
100 1,35 +£0,09 57+4
110 1,37 £ 0,09 58+4
120 1,42 + 0,08 60+3
75%-SrCaHPerAp 2,35
130 1,35 +0,08 57+3
140 1,00 + 0,06 43 +3
150 0,63 +0,07 27+3

Kvantitativas analizes rezultati liecina, ka apatitu struktira OH™ jonu kolonnas dalgji ir
aizvietotas ar 03~ joniem. Tas nordda, ka izveletajos apstrades apstaklos (6 stundas,
temperattiras intervala no 100 °C Iidz 150 °C) nenotiek pilniga fidenraza peroksida sadaliSanas
un ieklausanas SrCaHAp vai CaHAp struktiira — netiek pilnigi aizvietotas OH~ kolonnas ar
peroksidjoniem. CaHAp, kas apstradati ar 50% H20, Skidumu, iesp€&jams aizvietot vismaz 38%
OH™ kolonnas ar 0%~ joniem, 25%-CaSrHAp var aizvietot 75% OH" jonu, bet 75%-SrCaHAp
—vismaz 60% OH™ jonu.

Salidzinot ar citos pétijumos iegiitajiem rezultatiem, kuros izmantotas augsttemperatiiras
metodes, izdevies iegiit Iidzvertigus produktus ar augstu peroksidjonu saturu. Zinatniskaja
literatiira pieejama informacija norada, ka Iidz $im SrHAp izdevies aizvietot 68% OH™ ar 03~
joniem un tas ir augstakais procentualais peroksidjonu daudzums [5,43]. 25%-CaSrHPerAp
paraugi uzradija augstakus rezultatus, bet ka ieprieks tika noradits, pie augstaka Sr satura

peroksidjonu ieklauSana apatitu struktfira noris sarezgitak.
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3.3. Antibakterialo 1pasSibu izvértéjums

Izmantojot mikroatskaidijuma metodi sintez€tajiem apatitiem noteica minimalo
inhibg&joso un baktericido koncentraciju pret patogénam baktérijam — Staphylococcus aureus
(gram-pozitiva) un Pseudomonas aeruginosa (gram-negativa). SintezEtajiem paraugiem,
iznemot neapstradatu CaHAp, piemit antibakterialas 1paSibas pret abam patogénam bakterijam.
Nedaudz augstaku antibakterialo aktivitati novéroja pret P. aeruginosa baktgriju.

Parasti gram-negativas bakterijas ir izturigakas pret antibakterialiem Ilidzekliem,
pateicoties to uzbiivei — Stinapvalku veido peptidoglikana slanis, kas no arpuses ir parklats ar
veél vienu membranu. Gram-pozitivam baktérijam Stinapvalku veido tikai peptidoglikana slanis,
taCu tas ir lidz pat 5 reiz€m biezaks neka gram-negativam baktérijam. P&tijuma par H.O>
izmantoSanu dezinfekcijai un sterilizacijai, noradits, ka gram-negativas bakterijas
(P. aeruginosa un E. coli) ir jutigakas pret 3% H20. skidumu neka S. aureus (gram-pozitiva)
baktérija [36]. Magistra darba iegitie eksperimentalie rezultati korel ar literatiira aprakstitajam
tendencém. 3.3. tabula redzams, ka H2O. klatbttné hidrotermiski apstradatiem paraugiem

antibakterialas 1pasibas ir izteiktakas, jo MIC un MBC vértibas ir mazakas neka neapstradatiem

paraugiem.
3.3. tabula
Sintezéto apatitu minimala inhib&josa un baktericida koncentracija
S. aureus P. aeruginosa
Paraugi MIC, MBC, | MIC, MBC, “wor.

mg/mL mg/mL %
CaHAp - >107 -
CaHPerAp (100 °C) 54 54 1,24+ 0,08
CaHPerAp (150 °C) 54 54 0,92 + 0,07
25%-CaSrHAp 121 120 -
25%-CaSrHPerAp (100 °C) 40 26 1,69+0,10
25%-CaSrHPerAp (150 °C) 54 26 1,11+ 0,05
75%-SrCaHAp 193 >220 -
75%-SrCaHPerAp (100 °C) 63 33 1,35+ 0,08
75%-SrCaHPerAp (150 °C) 52 52 0,63 +£0,07

Palielinot peroksidjonu saturu apatitos, samazinas minimala inhib&josa un baktericida
koncentracija. Iznémums ir 75%-SrCaHPerAp paraugi, kuriem pie zemakas peroksidjonu
masas dalas ir nedaudz izteiktakas antibakterialas Tpasibas pret S. aureus. No 75%-SrCaHPerAp
paraugu iegiitajiem rezultatiem redzams, ka P. aeruginosa ir jutigaka uz 0%~ satura izmainu.

CaHPerAp un 25%-CaSrHPerAp paraugiem ir sasniegta maksimala antibakteriala aktivitate
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pret P. aeruginosa, pie nosacijuma, ka baktérijas jutiba nemainas, palielinot antibakteriala
reagenta daudzumu ~1,5 reizes. Lidzigi ari CaHPerAp gadijuma, ieklaujot apatita struktiira
vairak 0%~, baktériju jutibu tas neietekm&. Apstiprinas izvirzita hipotéze, ka biomaterialu
antibakterialas ipasibas var uzlabot, apstradajot tos H2O skiduma klatbtitné. CaHPerAp (100 °C
un 150 °C) un 75%-SrCaHPerAp (150 °C) materialiem MIC un MBC vértibas pret abam
baktérijam ir vienadas. Staphylococcus un Pseudomonas gints baktérijas ir katalazes pozitivi
mikroorganismi, tie producé katalazi — enzimu, kas sadala Gidenraza peroksidu (3.3. reakcijas
vienadojums). Tas var ietekm@t antibakterialo aktivitati, palielinot MIC un MBC vértibas

hidrotermiski apstradatiem paraugiem.

katalaze

2H,0, ——2H,0+ 0, 1 (3.3)
Bakt@riju augSanu ievérojami samazina hidrotermiski apstradatie apatiti. Visefektivak
P. aeruginosa un S. aureus inhib& 25%-CaSrHPerAp paraugi. Salidzinot neapstradatu apatitu
paraugu MIC un MBC, 3.3. tabula vérojams, ka, aizvietojot Ca?* ar 75% Sr?* joniem,
antibakteriala aktivitate ir [idzvertiga vai uzlabojas, tapat to var attiecinat uz hidrotermiski

apstradatiem paraugiem — vairuma gadijumu ir augstaka antibakteriala aktivitate.

3.4. 6'80 vertibu izvertéjums hidroksil-peroksiapatitos un to sintézu izejvielas

Ar TC/EA-IRMS metodi analizéja CaHAp, CaHPerAp, SrCaHAp, SrCaHPerAp un to
sintézu izejvielas, kuras standartapstaklos ir cieta agregatstavokli. 3.2. attéla apkopotas J*20
vertibas CaHAp un ta sint€z€ izmantotajiem reagentiem, ka arl hidrotermiskas apstrades
procesos iegitajiem CaHPerAp. Redzams, ka visam izejvielam un sint€Zzu produktiem ir
atskirigas 180/*0 izotopu attiecibas. Neliela atskiriba vérojama starp neapstradatiem un ar
H202 skidumu apstradatiem paraugiem. Hidrotermiskas apstrades procesa apstakli bija
nemainigi, iznemot temperatiiru, kas ir ietekmgjusi 'O vértibas izmainas starp apstradatiem
paraugiem. Temperatiiras maina ietekmé peroksidjonu saturu HPerAp struktiira, rezultata
mainas ari 80/*0 izotopu attiecibas. Neapstradatiem hidroksilapatitu paraugiem kopgjo
skabekla izotopu attiecibu veido (PO4)*~ un OH", bet apstradatiem — (PO4)*", OH un 03~. 3.2.
attela redzams, ka apatitu 6'80 vértibas veidosana ieguldijumu sniedz (NH4),HPO4, (NH4).CO3
un H20. Salidzinot CaHPerAp un CaHAp 680 variacijas, apstradatiem paraugiem raksturigas

augstakas 180/0 izotopu attiecibu vértibas.
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3.2.att. 60 vertibas CaHPerAp un to sintézes izejvielam

3.3. attéla apkopotas 25%-CaSrHPerAp, 25%-CaSrHAp un ta sinté€z€ izmantoto reagentu
5180 vertibas. Verojams, ka biitiski atskiriga un augstaka skabekla stabilo izotopu attieciba ir
sintézes izejvielai — Sr(NOs)2, tadu ta sniedz ieguldijumu Ca?* jonu aizvietosana, bet neietekmé
apatitu 180/%%0 izotopu attiecibas. Tapat ka 3.2. attéla, apstradatiem paraugiem ir lielakas 680

vertibas, salidzinot ar neapstradatiem paraugiem.
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3.3.att. 60 vertibas 25%-CaSrHPerAp un to sintézes izejvielam

3.4. attela apkopotas 75%-SrCaHPerAp, 75%-SrCaHAp un ta sint€z& izmantoto reagentu
580 vertibas. Salidzinot ar ieprieksgjiem atteliem (3.2. un 3.3.), vérojama kopiga tendence, tas

ir, 100 °C apstrades temperatiira 120/*°0 izotopu attiecibu vértiba ir lielaka neka 150 °C. Tapat
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ar1 100 °C temperatiira apstradatajiem HPerAp paraugiem raksturigs augstaks peroksidjonu
saturs. Tas norada, ka 60 starpibu starp apstradatiem paraugiem (100 °C un 150 °C

temperatiird) nodro§ina 05~ jonu masas dalas izmainas.
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3.4.att. 60 vertibas 75%-SrCaHPerAp un to sintézes izejvielam

Balstoties uz iepriek§ novérotajam sakaribam, izmantojot permanganatometriskas
noteik3anas rezultatus un 60 vértibas, iespgjams aprekinat 03~ jonu saturu HPerAp no
TC/EA-IRMS mérfjumu rezultatiem. NepiecieSsams noteikt 680 variacijas neapstradatam
(HAp) un visiem hidrotermiski apstradatiem paraugiem (HPerAp), lai var€tu aprékinat
starpibas 080 vértibam starp neapstradato un apstradatiem paraugiem (3.4. un 3.5.
vienadojumi). Aprékinu piemé&ros izmantoti CaHAp un CaHPerAp eksperimentalie rezultati,
aprékiniem nepiecieSamie lielumi apkopoti 3.4. tabula.

AS'®0canperap 150°c = 0 ®Ocanperap 150 °c — 6 *Ocanap =

= 17,5 %0 — 16,2 %o = 1,3 %o (3.4)
AS'®0canperap 100°c = 6 ®Ocanperap 100°c — 6 *Ocanap =

= 18,2 %0 — 16,2 %o = 2,0 %o (3.5

Vienam no apstradatajiem paraugiem titrimetriski janosaka peroksidjonu saturs, lai,
izmantojot aprékinatas 6'80 starpibas, varétu izveidot proporciju un aprékinat cita parauga 0%~

masas dalu, Saja gadTjuma woz-capperap 100 oc (3-6. UN 3.7. vienadojumi).

18 18
Ab 0CaHPerAp 150°C AS 0CaHPerAp 100°C

(3.6)
Wo2z-caHPerAp 150 °C W02~ CaHPerAp 100 °C

. AS18
Wo2-caHPerAp 150 °C As OCaHPerAp100°C_

wWAh2- or —
05 CaHPerAp 100 °C 18
2 P A& O0canperap 150 °C
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0,81 % 2,0 %o

03~ jonu satura noteikiana, izmantojot permanganatometriju un IRMS

1,3 %o

=125%

(3.7)

3.4. tabula

Paraugi Titrimetriski 080, Izmantojot IRMS

(apstrades temperatiira) woz- % %o woz- %
CaHAp - 16,2+0,2 —
CaHPerAp (100 °C) 1,19+0,05 | 18,2+09 1,25+0,11
CaHPerAp (150 °C) 0,81 +£0,05 175+1,1 0,77 + 0,06
25%-CaSrHAp - 12,53 +0,12 —
25%-CaSrHPerAp (100°C) | 1,72+0,08 174+13 16+0,2
25%-CaSrHPerAp (150°C) | 1,15+£0,07 | 16,0+1,8 1,23+0,18
75%-SrCaHAp - 154+15 —
75%-SrCaHPerAp (100°C) | 1,31+0,07 16,4+ 0,3 1,28+0,12
75%-SrCaHPerAp (150 °C) | 0,64 =0,06 159+1,0 0,66 +£0,13

Izmantojot netieSo mérisanu (matematiskas sakaribas), analiz€jamos paraugos aprekinaja

03~ masas dalas no IRMS rezultatiem, rezultati apkopoti 3.4. tabulas ceturtaja kolonna. Katram

rezultatam, ko ieguva netieSaja mériSana, aprékinaja pilno klidu. No tas aprékina var izvertet

kur$ mertjums vairak ietekmeja rezultatu (wqz- izmantojot IRMS) un nakotne uzlabot ta

precizitati. Klidas aprékinu pieméros izmantoja CaHAp un CaHPerAp eksperimentalos

rezultatus, lai izteiksmes butu uzskatamas, izveidoja apzim@jumus: A = Wo2-canperap 100 °C>

B = wo2-canperap 150 °c

— 18 .
C=A6 0CaHPerAp 100 °C»

— 18 . _
D =Aé OCaHPerAp 150 °C» E=

— £18 . — 18 . — £18 i i
=6 OCaHAp1 F=96 OCaHPerAp 100°c; G = o) OCaHPerAp 150 °C- 3.8. izteiksme raksturo

titréSanas radito parcialkladu.

AAB=—A AB=£-6—B AB = —-AB (3.8)
0B D 0B D
Rezultata precizitates raksturoSanai aprékinaja titréSanas relativo kladu (3.9. vienadojums).
AB 0,05
TB=—f = 081 = 0,062 (3.9)
Pareizinot un izdalot 3.8. izteiksmi ar B, iegtst 3.10. vienadojumu.
AMg=A-15=1,25%-0,062 = 0,078 % (3.10)
3.11. izteiksme raksturo A§*®0capperap 100 «c radito parcialkladu.
AAcza—A-ACzé-a—C-Ang-AC (3.11)
aC D acC D
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AS*80capper Ap 100 °c i€glta rezultata precizitates raksturoSanai aprékinaja relativo klidu (3.12.

vienadojums).
_|AF AE[ 109 02
CTIF TEIT 182 162

Pareizinot un izdalot 3.11. izteiksmi ar C, iegtst 3.13. vienadojumu.

= 0,037 (3.12)

Ac =A-1c =1,25%~- 0,037 = 0,046 % (3.13)
3.14. izteiksme raksturo A§*®Ocapperap 150 °c radito parcialkladu.
1
AA —aA AD—BCa(E) AD = (-1 B-C AD 3.14
P~ oD - aD =D (3.14)

AS80capper Ap 150 °c 1€gUta rezultata precizitates raksturoSanai aprekinaja relativo kludu (3.15.

vienadojums).

AG AE| 11 02
=l = 1 .1
=T T E| T s 1ez = Y0 (3.15)

No 3.14. izteiksmes iegtist 3.16. vienadojumu.

AMp=(-1)-A-1p=(-1)-1,25%"-0,051 = —0,064% (3.16)
Saskaitot visas parcialkltidas (3.10., 3.13. un 3.16. vienadojumi), aprékinaja pilno kladu (3.17.
vienadojums). Aprekinatas parcialkludas raksturo, ka ieglito wqz- vertibu (izmantojot IRMS)
ietekmé tiesaja merisana noteikto lielumu pilnas kliidas. Pargjiem netieSaja merisana iegiitajiem

rezultatiem analogiski aprékinaja pilno kladu.

AA = Dwoz-canperap 100°c = ¥ (8Mp)? + (AAc)? + (Mp)? = 0,11% (3.17)

Lielakas parcialkltidas raksturigas paraugiem, kuros ir zems peroksidjonu saturs un kuru
010 mérfjumiem nenoteiktiba ir lielaka par 1 %o. Uzlabojot paraugu homogenitati, varétu
samazinat pilnas kliidas lielumu netieSaja mériSana.

3.4. tabula un 3.5. att€la vérojams, ka no IRMS iegiitas peroksidjonu masas dalas vertibas
atrodas titrimetriskas noteikSanas droSibas intervala robezas. No iegiitajiem rezultatiem
secinams, ka ar iepriek§ aprakstitajam matematiskam sakaribam ir iesp&jams noteikt
peroksidjonu saturu, katra sérija veicot tikai vienu titréSanu. Ja analiz€jamie paraugi ir daudz
un nepiecieSsams uzzinat 6'®0 un aptuvenas 03~ masas dalas, tad §1 metode ar aprekiniem

vienkar$o un paatrina rezultatu iegiiSanu.
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3.5.att. Eksperimentali noteikto un aprékinato peroksidjonu satura salidzinajums

3.5. Sintezeto apatitu kvalitates novertéjums, izmantojot PXRD

Pirms hidrotermiskas apstrades analiz€ja CaHAp, 25%-CaSrHAp un 75%-SrCaHAp. Ar
nogulsnésanas metodi ieguva amorfus CaHAp un 25%-CaSrHAp, skatit 3.6. att€lu. Uz amorfas
fazes veidosanos norada plati difrakcijas refleksi, fona pacel$anas un salidzino$i augsta fona
relativa intensitate. Palielinoties Sr saturam parauga, pieaug ta kristaliskuma pakape. 1.9. attela
vienkopus apvienotas ACP difrakcijas ainas ar atskirigam kristaliskuma pakapém, salidzinot ar
75%-SrCaHAp difrakcijas ainu, redzams, ka tas profils pielidzinams vaji kristaliskai vai

sikkristaliskai vielai.

B CaHAp
B 25%-CaSrHAp
B 75%-SrCaHAD

ol Lovwvrail ! N L

Intensitate, rel. v.
100 200 300 400 500 600 700

0

T T T T T T T T
10 20 30 20,° 40 50
3.6.att. CaHAp, 25%-CaSrHAp un 75%-SrCaHAp rentgendifraktogrammas
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Hidrotermiskas apstrades laika paraugiem palielinajas kristaliskuma pakape, tiem parejot
no amorfas uz kristalisko fazi. 3.7. attéla redzams, ka difrakcijas refleksi ir atdaliti, kluvusi
Sauraki un intenstvaki, ka arT fona Iimenis ir samazinajies. CaHPerAp refleksu pozicijas sakrit
ar datubaze esosajiem CaHAp refleksiem. Vizuali novért§jot CaHPerAp paraugu difrakcijas
ainas, izteikti augstaka kristaliskuma pakape v€rojama CaHPerAp, kas hidrotermiski H20>
Skiduma klatbutn€ apstradati 6 stundas 110 °C temperatiira, paréjiem paraugiem raksturigs fona
pac€lums no 22° lidz 30°, tapat ka CaHAp. CaHPerAp (100 °C un 150 °C) paraugi ir vaji
kristaliski.

CaHPerAp (150 °C)
CaHPerAp (140 °C)
CaHPerAp (130 °C)
CaHPerAp (120 °C)

. CaHPerAp (110 °C)
CaHPerAp (100 °C)

* CaHAp (PDF 01-074-9761)

Intensitate, rel. v
900

o N L L L |

10 20 30 , 0.° 40 50

3.7.att. CaHPerAp rentgendifraktogrammu salidzinajums atkariba no hidrotermiskas apstrades

temperatiiras

Augstaka kristaliskuma pakape novérojama 25%-CaSrHPerAp paraugiem, kas
hidrotermiski apstradati 110 °C un 120 °C temperatiira, difrakcijas ainas apskatamas 3.8. attéla.
Salidzinot ar visiem iegiitajiem HPerAp, Sie paraugi uzradija arT augstako peroksidjonu saturu,
tas ir, aizvietojot OH" jonus ar 68% — 75% 03~ jonu. 25%-CaSrHPerAp (110 °C un 120 °C)
novéroja intensivako dzelteno krasojumu kristaliem, kas liecina par peroksidjonu ieklausanu
apatitu struktoira. 25%-CaSrHPerAp (100 °C) raksturigs fona pac€lums intervala no 20° Iidz
25°, tas noveérojams 25%-CaSrHAp amorfai fazei, skatit 3.6. attelu. Difrakcijas refleksi un to
relativas intensitates sakrit ar datubazé esosajiem CaHAp un SrCaHAp refleksiem, abu
savienojumu refleksu pozicijas atrodas blakus vai dazas vietas pat parklajas. Tas apliecina, ka

iegtitie paraugi ir SrCaHAp, kuros kalcija procentualais daudzums ir lielaks neka stroncija.
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3.8.att. 25%-CaSrHPerAp rentgendifraktogrammu salidzinajums atkariba no hidrotermiskas

apstrades temperatiiras

Lidzigi ka ieprieksgjos attélos (3.7. un 3.8.), 75%-SrCaHAp paraugi p&c apstrades H20>
klatbutné kluvusi kristaliskaki, tie raksturojami ka vaji kristaliski, skatit 3.9. attelu.

] ' B 75%-SrCaHPerAp (150 °C)
o ] . 22, B 75%-SrCaHPerAp (140 °C)
Si SrHAP (PDF 00-033-1348) W 75%-SrCaHPerAp (130 °C)
3 . W 75%-SrCaHPerAp (120 °C)
S “ .. B 75%-SrCaHPerAp (110 °C)
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3.9.att. 75%-SrCaHPerAp rentgendifraktogrammu salidzinajums atkariba no hidrotermiskas

apstrades temperatiiras
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Salidzinot ar CaHPerAp un 25%-CaSrHPerAp difrakcijas ainam, redzams, ka 75%-
SrCaHPerAp nav tik kristaliski, jo visiem paraugiem raksturigs augsts fona limenis, it Tpasi
intervala no 17° lidz 34°. Mazaka fona ietekme un Sauraki refleksi noverojami 75%-
SrCaHPerAp (130 °C un 140°C) paraugu rentgendifraktogrammas. StHAp refleksu pozicijas un
to intensitates, kas atrodas datubazg, ir sakritosas ar iegtito 75%-SrCaHPerAp refleksiem.

Visiem iegiitajiem HPerAp v€rojama lidziga tendence — difrakcijas ainas ar augstako
kristaliskuma pakapi raksturigas paraugiem ar augstaku peroksidjonu saturu, bet mazak
kristaliski paraugi iegiiti 100 °C temperatira. Tas norada, ka hidrotermiska apstrade H20:
Skiduma klatbiitn€ 6 stundas 100 °C temperatiira nav pietickama, lai iegitu kristaliskus

produktus.

3.6. Apatitu funkcionalo grupu raksturosana ar FTIR metodi
SrCaHAp un SrCaHPerAp struktiiras un funkcionalo grupu raksturo$anai izmantoja FTIR
spektrometru. 3.5. tabula salidzinati funkcionalo grupu absorbcijas joslu maksimumi ar

CaHAp, kas apkopoti no literatiiras datiem. 3.10. attcla apskatami FTIR spektri analizétajiem

paraugiem.
3.5. tabula
Apatitu funkcionalo grupu absorbcijas joslu maksimumi
Vi V2
ibracijas v3 PO3™, va PO3™, | vas CO3, | yCO%™, v OH",
PO3~, | PO3,
Paraugi cm? cm? cm? cmt cmt
cm? | cmt
CaHAp 10311042 | 563 —566
[17, 113, Is Is ) 3569 — 3572
962v | 472v 1417 vid 877v
114, 115] 1091 -1093 | 602 — 604 v
Is Is
25%- 957 1425 vid
nn 1042 pl 567 pl ) 871v nn
CaSrHAp plecs 1485 vid
25%- 1414 |v
1029 Is 562 s
CaSrHPerAp | 957 v | 469 Iv 1456 Iv | 8741v 3566 lv
1093 Is 603 s
(100 °C) 1487 lv
25%- 1414 v
1029 Is 562 s
CaSrHPerAp | 957 v | 469 Iv 14551v | 8741v 3568 Iv
1093 Is 602 s
(150 °C) 1484 lv
75%- 951 561 pl 1419 vid
nn 1040 pl ] 874 v nn
SrCaHAp plecs 594 pl 1479 vid
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3.5. tabulas turpinajums

Vi V2
ibracijas vs PO3™, va PO3™, | v CO3™, | yCO%, vOH",
P03, | PO3~,
Paraugi cm? cm? cmt cm? cmt
cm? | cm’
75%- 1415v
1038 Is, pl 562 s
SrCaHPerAp | 950 v | 462 Iv 1444 v 876 lv nn
1081 plecs 596 s
(100 °C) 1489 Iv
75%- 1415v
1036 Is 562 s
SrCaHPerAp | 950 v | 462 Iv 1444 v 873 1Iv nn
1082 1s 596s
(150 °C) 1489 Iv

Tabula izmantotie apzim&umi un saisindgjumi: v — svarstibas; vas — asimetriskas
svarstibas; 0 — deformacijas svarstibas; y — deformacijas svarstibas vairakas plaknés; Is — loti

stipras; s — stipras; vid — vidgjas; v — vajas; Iv — loti vajas; nn — nav novérotas; pl — platas.

Relativa absorbcija

00 800 1000 1200 1400 1600 1800
Vilna skaitlis, cm™

3.10.att. Hidrotermiski apstradatu un neapstradatu SrCaHAp FTIR spektri. Apzimejumi: a —
25%-CaSrHAp; b — 25%-CaSrHPerAp (100 °C); ¢ — 25%-CaSrHPerAp (150 °C); d — 75%-
SrCaHPerAp (100 °C); e — 75%-SrCaHPerAp (150 °C); f — 75%-SrCaHAp

400

P03~ joniem raksturiga tetraedriska punktveida simetrijas grupa (Tq) un &etras vibraciju
modas: vi, v2, v3, v4 [110, 111]. 25%-CaSrHAp uzradija divas intensivas un platas absorbcijas
joslas, kas atrodas pie vilnu skaitliem 567 cm™ un 1042 cm™, skatit 3.10. attglu (a). Sis pazimes

attiecigi pieder pie PO3~ grupas vs4 un vs vibracijam. Platas, simetriskas absorbcijas joslas
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raksturigas amorfiem paraugiem, tas ir, 25%-CaSrHAp (567 cm™ un 1042 cm™) un 75%-
SrCaHAp (1040 cm™). To apstiprina ar difrakcijas ainas 3.6. attéla. Plecs pie 957 cm™ ir saistits
ar PO3~ simetrisku stiepSanos (v1), kas aktivizg&jas infrasarkanaja spektra. SrCaHAp paraugiem
v1 PO3™ josla atrodas pie mazaka vilna skaitla neka CaHAp, to ietekm& molekulas masa. Ari
palielinot Sr daudzumu HAp, samazinas vilnu skaitlis, pie kura novéro v1 PO3~ absorbcijas
maksimumu, skatit 3.5. tabulu [14, 112, 113, 114]. Fosfatu joslas ir sadalitas divas dalas — 562
cm/603 cm™* un 1029 cm'%/1093 cm? (3.10. attéla b piemérs), attiecigi v4 Un vz modas. ST
pazime ir raksturiga kristaliskiem paraugiem — hidrotermiski apstradatiem HPerAp. Tas sakrit
ar iepriek§ novéroto rentgendifraktogrammas. PO3~ vi mainas no 947 cm? lidz 957 cm™,
literatiira noradits, ka CaHAp $o vibraciju novéro pie 962 cm™ [113, 114, 115]. Palielinot Sr
saturu apatitu paraugos, samazinajas vilna skaitlis, pie kura novéroja v4 fosfatu vibracijas, skatit
3.5. tabulu.

Zemas intensitates joslas pie 871 cm™ (simetriska locisanas), 1425 cm™ un 1485 cm?
(asimetriska C—O stiepSanas) saistitas ar CO%~ vibracijam [116, 117]. Karbonatjoniem
raksturigas joslas izteiktakas ir neapstradatiem paraugiem, skatit 3.10. attélu (a un f). Joslas
veidosana pie 871 cm™ piedalas HPO3™, tas norada, ka iespg&jams SrCaHAp ir piemaistjums no
sintézes izejvielas — (NH4),HPO4 [118, 119, 120]. Josla pie 1649 cm™ un 1651 cm™ ir saistita
ar adsorbéta fidens molekulu deformacijas vibraciju. Apatitu hidrotermiska apstrade H20>
$kiduma klatbiitné ievérojami samazinajusi PO, CO%~ un adsorbéta idens joslas.

Salidzinot 75%-SrCaHPerAp (100 °C un 150 °C) absorbcijas joslas un to maksimums,
redzams, ka tas sakrit vai nobide ir nenozimiga — mazaka par spektrometra izskirSanu

(<2 cm™). To pasu var attiecinat uz 25%-CaSrHPerAp (100 °C un 150 °C) paraugiem.

3.7. Apatitu funkcionalo grupu raksturosana, izmantojot Ramana spektroskopiju
SrCaHAp un SrCaHPerAp struktiras un funkcionalo grupu raksturo$anai izmantoja
Ramana spektrus, kas uznemti ,,pirkstu nospiedumu” (fingerprint) apgabala (350 cm™ —
1250 cm™) un OH~ funkcionalas grupas apgabala (2750 cm™ — 3690 cm™). Ramana spektru
funkcionalas grupas un vilnu skaitli atainoti 3.11. att€la un salidzinati ar literattras datiem 3.6.

tabula [112, 113, 121, 122, 123].
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Relativa intensitdate

400 600 800 1000 1200 3200

Vilna skaitlis, cm™

2800 3600

3.11.att. Hidrotermiski apstradatu un neapstradatu SrCaHAp Ramana spektri. Apziméjumi: a —
25%-CaSrHAp; b — 25%-CaSrHPerAp (100 °C); ¢ — 25%-CaSrHPerAp (150 °C); d — 75%-

SrCaHPerAp (100 °C); e — 75%-SrCaHPerAp (150 °C); f — 75%-SrCaHAp

3.6. tabula
Apatitu funkcionalo grupu Ramana joslu maksimumi
Vibracijas | v POi_, V2 POZ‘, v3 PO3~, va PO3, v OH™
Paraugi cm? cm? cm? cm? cm?
) 1031 v 578 — 580 vid
962 — 963 | 428 —430 vid ] ) ]
CaHAp ) 1044 — 1048 vid | 589 —592 vid | 3567 — 3575 vid
Is 446 — 448 vid ] )
1070 - 1075 vid | 607 — 609 vid
nn
25%- 948,0 Is, )
423 vid, pl nn 581 v, pl nn
CaSrHAp pl
1073 v
25%- ] nn 579 vid, plecs
426 vid ) ) )
CaSrHPerAp | 956,4 1s 1039 vid 587 vid 3574,1 vid
448 plecs
(100 °C) 1066 v 605 v
25%- . nn 576 plecs
427 vid ) ) )
CaSrHPerAp | 956,7 Is 1040 vid 587 vid 3576,3 vid
445 plecs
(150 °C) 1068 v 605 v
) nn 549 plecs
75%- 949.8 Is, 420 vid, pl )
nn 579 vid nn
SrCaHAp pl 436 plecs
1072 s 601 plecs
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3.6. tabulas turpinajums

Vibracijas | v PO3™, v2 PO3™, vs PO3™, vs PO3™, v OH"
Paraugi cmt cmt cmt cmt cm?
75%- ) nn 556 plecs
424 vid ]
SrCaHPerAp | 950,6 Is 1032 plecs 580 vid 3592,6 v, pl
439 plecs )
(100 °C) 1064 vid 598 v
75%- ] nn nn
423 vid ) ) )
SrCaHPerAp | 951,11s 1033 vid 581 vid 3591,6 vid
438 plecs )
(150 °C) 1058 vid 598 v

Tabula izmantotie apzim&jumi un saisinajumi: v — svarstibas; Is — loti stipras; s — stipras;
vid — vidgjas; v — vajas; nn — nav novérotas; pl — platas.

Intensivako joslu ,,pirkstu nospiedumu” apgabala veido fosfatu grupa (v1), plataku to
uzrada hidrotermiski neapstradatie paraugi. 25%-CaSrHAp un 75%-SrCaHAp nenovéroja v
OH™ joslu pie ~3576 cm™, tas vieta redzama plata un intensiva josla, kas raksturo adsorbéta
tidens molekulas, skatit 3.11 att€lu (a un f).

H20, $kiduma klatbiitng apstradatiem paraugiem novéroja $aurakas vi PO3~ un mazak
intensivas adsorbétam tidenim raksturigas joslas. Ramana spektros redzams neliels organisko
savienojumu piemaistjumu daudzums, C—H saites stiepsanas pie 2857 cm™, CH, un CHs grupu
vibracijas pie 2900 cm™.

3.12. att&la atainots 700 cm™ — 900 cm* apgabals, kura SrCaHPerAp redzamas joslas pie
823 cm™? — 831 cm, kas raksturigas peroksidjoniem. Literatiira noradits, ka O-O stiepes
svarstibas novérojamas 750 cm™® — 850 cm™ intervala [5, 17, 43, 124]. Sis joslas nav redzamas
25%-CaSrHAp un 75%-SrCaHAp paraugiem (3.12. att. a un f), tacu hidrotermiski apstradatiem
paraugiem noveérojama sakariba — palielinoties hidrotermiskas apstrades temperatirai,
samazinas peroksidjoniem raksturigas joslas intensitate. Noverota sakariba koreleé ar

peroksidjonu saturu HPerAp paraugos.
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Relativa intensitate

700 750 800 850 900
Vilna skaitlis, cm™

3.12.att. Hidrotermiski apstradatu un neapstradatu SrCaHAp Ramana spektri, izgriezts un
palielinats 700 cm™ — 900 cm™ apgabals. Apziméjumi: a — 25%-CaSrHAp; b — 25%-CaSrHPerAp
(100 °C); ¢ — 25%-CaSrHPerAp (150 °C); d — 75%-SrCaHPerAp (100 °C); e — 75%-SrCaHPerAp
(150 °C); f — 75%-SrCaHAp

3.7. tabula kvantitativi raksturotas funkcionalas grupas, izmantojot Ramana spektros
esoSo joslu intensitates un pilnos platumus pusaugstuma. Redzams, ka neapstradatiem
paraugiem dazi lielumi netika noveroti vai to attieciba ir 0. FTIR un Ramana spektroskopijas
meérjjumus veica vienu reizi, tadel 3.7. tabula noraditajiem datiem nav iesp€jams veikt datu
statistisko apstradi.

3.7. tabula
SrCaHAp un SrCaHPerAp relativi integréetas joslu intensitates un pilnie platumi pusaugstuma

no Ramana spektriem

Parametri,
- Ioz-  v(0-0) FWHM FWHM
vibracijas = —
_ ! Ipoz- v1(PO37) | (vy, POZ7), cm? | (v, OHY), cmt
Paraugi
25%-CaSrHAp 0 29,1 nn
25%-CaSrHPerAp
0,035 15,7 64,2
(100 °C)
25%-CaSrHPerAp
0,015 14,8 51,9
(150 °C)
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3.7. tabulas turpinajums

Parametri, Ramana Ramana Ramana
vibracijas | loz-  v(0—0) FWHM FWHM
Paraugi Ipoz- v1(PO37) | (v1, PO37), cm? | (v, OHY), cmt
75%-SrCaHAp 0 26,1 nn
75%-SrCaHPerAp
0,027 17,9 55,1
(100 °C)
75%-SrCaHPerAp
0,019 15,6 45,9
(150 °C)
Tabula izmantotie apzim&umi un saisindjumi: | — relativi integréta joslas intensitate;

FWHM — pilnais platums pusaugstuma; nn — nav noverots.

Ramana spektru joslu analize pie ~830 cm™ apstiprinaja, ka peroksidjonu relativais
daudzums samazinas, palielinot hidrotermiskas apstrades temperatiiru (no 100 °C uz 150 °C).
Izmantojot Ramana joslu FWHM lielumu, var iegit informaciju par HAp kristaliskumu [122].
P&c paraugu hidrotermiskas apstrades ievérojami samazinas FWHM (v1PO3~) vértibas. Ari
apstrades temperatiiras paaugstina$ana samazinaja FWHM (viPO3™) vértibas, tas norada uz
kristaliskuma pakapes samazinasanos. legiitajiem rezultatiem ir sakritosa tendence ar 1.13.
attélu, palielinot O3~ jonu saturu, samazinas viPO3~ joslas intensitate. Zinatniskaja literatiira
noradits, ka ziditaju kartas parstavju kauliem un ACP FWHM (v1P03 ™) vértibas attiecigi ir ~19
un ~34 [125]. ACP un HAp fosfors ir vairak neka kaulos, tadél eksperimentali iegiitas vértibas
atrodas starp dabiga kaula un ACP FWHM vértibam.

Palielinot Sr saturu, samazinajas OH™ grupu relativais daudzums. OH™ joslu analize
parada divas sakaribas — palielinot Sr koncentraciju, palielinajas vilna skaitlis, pie kura novéro

attiecigas joslas maksimumu (skatit 3.6. tabulu) un samazinajas FWHM vértibas.
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SECINAJUMI

Izmantojot nogulsnésanas metodi ar Ca(NOz)2, Sr(NOz)2, (NH4)2HPO4 un (NH4).CO3

tdens skidumiem, var iegiit hidroksilapatitus ar dazadu kristaliskuma pakapi v€lamajas
Sr
(Sr+Ca)

molaras attiecibas.

Hidrotermiski apstradajot hidroksilapatitus H2O2 skiduma klatbtutné 6 stundas 100 °C Iidz
150 °C temperatiiras intervala, OH™ jonus ar 0%~ var aizvietot dalgji: CaHAp 38% OH" ar
03~ joniem, 25%-CaSrHAp — 75% OH jonu, 75%-SrCaHAp — vismaz 60% OH" jonu.
Gram-negativa baktérija Pseudomonas aeruginosa, salidzinot ar gram-pozitivo —
Staphylococcus aureus, ir jutigaka pret hidrotermiski apstradatiem paraugiem, Tpasi pret
tiem, kuriem raksturigs augstaks peroksidjonu saturs — 25%-CaSrHPerAp.

Hidrotermiski H2O, Skiduma klatbttné apstradatiem paraugiem ir par 3% — 39% augstakas
580 vaertibas neka neapstradatiem paraugiem. Aprékinatas un eksperimentali iegiitas 0%~
jonu masas dalas veértibas savstarpgji sakrit klidu robezas.

Ar stronciju aizvietotu hidroksilapatitu FTIR spektros ir redzamas visas Kkalcija
hidroksilapatita raksturigas absorbcijas joslas un stroncija ietekmes dél tas ir nobiditas pie
mazakiem vilna skaitliem.

Samazinot hidrotermiskas apstrades temperatiiru, Ramana spektros 25%-CaSrHPerAp un
75%-SrCaHPerAp palielinas peroksidjoniem raksturigas joslas intensitate, kas korel€ ar

peroksidjonu saturu paraugos.
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GHSO05 — kodigs;

GHSO07 — kaitigs, kairinoss;

GHSO08 — bistams veselibai;

GHSO09 — bistams videi [126].
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Calcium phosphates as biomaterials are used already for several decades. Of par-
ticular importance and more essential is a wide range of clinical applications - both
for coating of metallic implants and in bone grafts for bone regeneration. Among
all the calcium orthophosphate representatives’ hydroxyapatite (HAp) and trical-
cium phospates (TCP) are the most promising biomaterials. Nevertheless mammals
bone is a very complicated hierarchical material, though chemically synthesized
biomaterials represent almost excellent chemical similarity to inorganic phase of
biological apatites [1]. Although synthetic HAp and TCP has some shortcomings as
weak antibacterial property - the undesirable infection threats could be minimize
by improving properties of the above mentioned biomaterials [2]. One of the widely
used approaches for properties’ improvement is incorporation of different ions, since
the apatite lattice is very tolerant of substitutions. Hydrogen peroxide is commonly
used as effective disinfectant and it is also found in the human body - it is generated
by phagocytes to modulate the inflammatory processes, but high concentrations for
internal use can damage cells which are involved in bone replacement. Low peroxy
ion concentration and slow release could provide additional antibacterial activity of
synthesized biomaterials.

The current research focused on the peroxide ion incorporation in calcium phos-
phates. Different materials - strontium hydroxyapatite (StHAp), hydroxyapatite
(HAp), tricalcium phosphate (TCP) and calcium phosphate were exposed 50% wt.
H,0, in a closed hydrothermal steel vessel system under mild conditions at 150 °C.
The content of hydrogen peroxide was determined by permanganatometry and con-
tinuous flow isotope ratio mass spectrometry was used to determine §®0 values for
treated with H,0, and untreated calcium phosphates.

| sample @(H,0,),% | 80, %0 | S, %0 | Table wH;0,and 8°0

' 75%-SrCaHAp : 15.43 019 | Valuesoftreated with '
75%-SrCaPerAp 30k L) -dB00- ho Q36 | auuAnbeNed e
e materials

'HAp " ris 13.2 0.3

HPerAp 1.30 167 0.1

Ca,(PO,), untreated - 16.90 040

Cay(PO,) treated | 092 | 1986 | 002

TCP untreated - 19.2 0.2

TCP treated 050 202 | 02
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Hydroxyapatite (HAp) is a biocompatible material, which is widely used for bio-
medical applications - usually for coatings of metallic implants and bone substitute.
Synthetic HAp is chemically similar to the inorganic phase of vertebrate bones.
Still some disadvantages of biomaterial are highlighted - weak antibacterial and
mechanical properties. Cationic and anionic substitutions of HAp are assumed as
one of the most appropriate strategies to improve these properties [1, 2].

The aim of the current research is to improve antibacterial activity of HAp by
the cationic substitution and the peroxide ion incorporation in CaHAp and parti-
ally substituted strontium hydroxyapatite (SrCaHAp). The synthesized samples
displayed antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa bacteria. The hydrothermal processing of HAp and SrCaHAp increases
the antibacterial activity against both types of bacteria. Minimal inhibitory concen-
tration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) of microbiology tests
are shown in Table 1.

Table 1
The MIC, MBC and values of the synthesized apatites
Susiii S. aureus P. aeruginosa (%]
paLe MIC, MBC, [mg/mL] | MIC, MBC, [mg/mL] | “H,0

CaHAp = >107 -
CaPerAp (100 °C) 54 54 1.32 + 0.08
CaPe_rAp (150 °C) 54 54 0.98 + 0.07 :
i
25%-S:
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Introduction

Nowadays hydroxyapatite (HAp) is a bioactive, biocompatible material, which is still
intensively investigated due to its key properties — fundamentally — chemical similarity to
inorganic phase of vertebrate bones. Osteoconductive capabilities and biocompatibility are
features, why it is extensively used in biomedicine as bone substitute and material of dental
enamel remineralization, as well as it is being developed for use in tissue engineering [1].

Still some disadvantages of biomaterial are highlighted — weak mechanical and antibacterial
properties [2]. One of the strategies to overcome weaknesses of HAp and improve its properties
is cationic and anionic substitutions. Strontium (Sr) is an essential trace element, which
improves the mechanical properties of the HAp, induces the formation and inhibits the
resorption of bone tissue [2, 3]. Mainly solution of hydrogen peroxide (H20>) is used as
disinfectant because it has an antibacterial effect. In the human body H2O: is generated by
phagocytes to modulate the inflammatory processes. Inclusion of low peroxide ion
concentration in HAp structure could provide additional antibacterial activity [4].

Isotopic profile of substances is a representative and unique parameter to determine their
history and origin. The stable oxygen and carbon isotope compositions (580, §'°C) of
bioapatite in bones and teeth have been used to research physiology, diet, migration and ancient
climate. Up to now &80 compositions of synthetic HAp have been slightly investigated [5].

The aim of the current research is to improve antibacterial activity of HAp by the cationic
substitution and the peroxide ion incorporation in host materials — HAp and partially substituted
strontium HAp, which were obtained by wet chemical synthesis method. These host materials
were subjected the hydrothermal processing at 100 °C and 150 °C temperature by 50% wt. H20:
solutions. The content of hydrogen peroxide in PerAp was determined by permanganatometry.

Reagents used in HAp synthesis and synthesized compounds were analyzed by thermal
conversion elemental analyser — isotope ratio mass spectrometer. Antibacterial properties of
apatites were investigated using Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus bacteria.



Table 1. Minimal inhibitory concentration and minimal bactericidal concentration of

synthesized apatites

P. aeruginosa S. aureus
Sample Wy,0,, %0 MIC, MBC, MIC, MBC,
mg/mL mg/mL

HAp - >107 —

HPerAp 1.32£0.08 54 54
25%-SrCaHAp - 120 121
25%-SrCaPerAp 1.80£0.11 26 40
75%-SrCaHAp - >220 193
75%-SrCaPerAp 1.44 +0.09 43 58
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Hydroxyapatite (HAp) is a biocompatible material that has
fundamental chemical similarity to the inorganic phase of
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Conclusions

The amount of peroxide ions incorporated in apatite materials upon hydrothermal processing apparently depends on the
stabilizers present in commercial hydrogen peroxide solutions, with additional effects from the hydrothermal processing
temperature.

The antibacterial activity of hydroxyapatite-based materials can be improved by substituting calcium ions with strontium ions
and the hydroxy ion with peroxide ion.

Differences in the !80/160 isotope ratio were observed between untreated and hydrothermally treated apatite samples,
potentially reflecting the contribution of peroxide to the oxygen isotope ratio.
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Abstract. Synthetic hydroxyapatite (HAp) has weak antibacterial and mechanical properties. The
antibacterial activity of HAp can be enhanced by strontium cation substitution and incorporation of
peroxide ion via hydrothermal processing at 100 °C and 150 °C temperature using 50% H>O,
solution. The starting reagents and products of HAp processing were analyzed by thermal
conversion elemental analyser — isotopic ratio mass spectrometer in order to determine the 5'°0
values. Using different host materials it could be possible to determine differences of 8'*0 values
between untreated and hydrothermally treated HAp samples. The enhanced antibacterial properties
of processed HAp samples were investigated using Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus. Hydrothermal processing by H,O, solutions provides additional antibacterial activity and
peroxide content of hydrothermally treated samples affect 5'°0 values.

Introduction

Hydroxyapatite (HAp), Cajo(POs)s(OH), is a biocompatible material that has fundamental
chemical similarity to the inorganic phase of vertebrate bones. Its osteoconductive capabilities and
biocompatibility are the features enabling its extensive use in biomedicine as bone substitute,
coating of metallic implants, and as a material for dental enamel remineralization, as well as in
tissue engineering [1, 2]. The important quality of HAp is its ability to undergo ion substitution.
Due to this capacity, the biological, physicochemical, and mechanical properties of this material can
be substantially modified [2].

Strontium (Sr) has been used in the treatment of osteoporosis. Since Sr and calcium (Ca) have
similar chemical properties, Ca** ions in many types of crystals can be completely substituted with
Sr** ions. The incorporation of Sr* ions in the HAp crystal lattice improves its biocompatibility,
bioactivity, mechanical properties, and promotes the process of osteointegration. Some reports
describe the antibacterial properties of Sr** ions [2, 3]. Sr-substituted HAp has a higher antibacterial
activity than HAp against S. aureus, E. coli, and Lactobacillus [1].

Solution of hydrogen peroxide (H,0-) is mainly used as a biocide for medical and veterinary
disinfection and sterilization, as well as for other antimicrobial applications. Overall, gram-negative
bacteria are more resistant to disinfectants than gram-positive bacteria, but two gram-negative
bacteria (P. aeruginosa and E. coli) are known to be exceptions [4]. In the human body, H,0, is
generated by phagocytes to modulate the inflammatory processes. High concentrations of H,O, can
damage cells, but the inclusion of low peroxide ion concentration in HAp structure could provide
significant antibacterial activity [5].

The isotopic profile of substances can be employed as a representative and unique parameter to
determine their history and origin. The stable oxygen and carbon isotope compositions (5'%0, §'°C)
of biogenic apatite in bones and teeth have been used to research physiology, diet, migration,
ancient climate, and to reconstruct the terrestrial and marine environments because phosphate and
carbonate are generally resistant to degradation and the relationships between the measured 5'°0
value of both these components is well established. The 5'°0 composition of synthetic HAp has

All rights reserved. No part of contents of this paper may be reproduced or transmitted in any form or by any means without the written permission of Trans
Tech Publications, www.scientific.net. (#106714922-06/02/18,20:42:55)
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been investigated in the context of oxygen isotope fractionation between synthetic apatite-bound
carbonate and water [6, 7, 8].

In this study we performed characterization of peroxyapatites (PerAp) by antibacterial activity and
stable oxygen isotope ratio. )

Materials and Methods

Synthesis of HAp Materials. The host materials (Calcium hydroxyapatite — CaHAp, partially Sr -
substituted HAp — 25%-SrCaHAp and 75%-SrCaHAp) were synthesized using aqueous
precipitation method by mixing two solutions (A and B). Analytical grade chemicals were used for
the synthesis of HAp materials. The solution A was prepared by dissolving Ca(NOs),-4H,0 and
Sr(NOs), in deionized water and adding 26% aqueous NH; solution. Solution B was prepared by
dissolving (NH4);HPO, and (NH,),COs in deionized water. The quantities of reagents are listed in
Table 1. Solution B was combined with solution A and the obtained suspension was stirred for 10
min, filtered, and the solids were washed with 1.5% aqueous NH; solution. The obtained CaHAp
precipitate was dried at 120 °C for 2 ho. The SrCaHAp precipitates were additionally washed with
96.4% ethanol and dried at 100 °C for 40 min.

Table 1. Reagents for the synthesis of host materials

Solution Reagents CaHAp 25%-SrCaHAp | 75%-SrCaHAp
Ca(NOs), 4H,0 (Firma Chempur) 0.075 mol 0.056 mol 0.019 mol
A Sr(NOs), (Sigma-Aldrich) - 0.019 mol 0.056 mol
26% aqueous NH; (Sigma-Aldrich) 0.203 mol 0.203 mol 0.203 mol
B (NH,),HPO, (4nalaR NORMAPUR) 0.028 mol 0.028 mol 0.028 mol
(NH4),COs (Ing. Petr Svec - Penta) 0.005 mol 0.005 mol 0.005 mol

Hydrothermal Processing. PerAp were prepared by hydrothermal treatment of the host materials
at two temperatures: 100 °C and 150 °C, in both cases for 6 h. A steel vessel was loaded with 0.06 g
of each host material in powder form and 0.0703 mol of 50% H,0, solution followed by heating for
6 h at appropriate temperature, and then cooled to room temperature. The 75%-SrCaPerAp material
was obtained by hydrothermal processing at 150 °C using 50% H,Osolution purchased from three
different sources to investigate how stabilizers added by manufacturers to peroxide solutions affect
the peroxide ion incorporation in apatite lattice.

Analysis and Characterization. The content of.peroxide ions in PerAp was determined by
permanganatometry according to the following procedure: ~ 0.01 g of PerAp was accurately
weighed on analytical balance, dissolved in 8.35 mol/L. HCIO, (600 pL — 1600 pL), then diluted
with 25 mL deionized water and titrated with 0.001 M KMnO, solution until the stoichiometric
point was reached and the solution became purple.

X-ray diffraction (XRD) was used to study the crystalline phases of the synthesized and processed
materials. The analysis was carried out on Bruker D8 ADVANCE diffractometer and ICDD PDF-2
database was used for XRD data analysis. The diffraction patterns were recorded from 5° to 60° 26
angles using Cu Ko radiation (3=1.54180A generated at 40 kV and 40 mA).

Hitachi S-4800 scanning electron microscope operated at 5 kV was used for obtaining images of
the synthesized apatites.

The reagents used for HAp synthesis and the synthesized compounds were analyzed by thermal
conversion elemental analyser (EuroVector, HT-PyrOH Unit) coupled with continuous flow
isotopic ratio mass spectrometer (Nu Instruments, nuHorizon). Samples of 0.9 mg to 1.5 mg were
weighed into silver foil cups, and the loaded cups were closed and inserted into the autosampler of
the isotopic ratio mass spectrometer. All samples were measured in duplicate. The column
temperature was 1450 °C and the He flow rate was 105 mL/min. The stable oxygen isotope ratios
are reported in %o relative to Vienna Standard Mean Ocean Water (VSMOW). All sample
measurements were adjusted to the international reference materials JAEA-601 and JAEA-602.
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The antibacterial properties of apatites were determined using Pseudomonas aeruginosa MSCL
331 and Staphylococcus aureus MSCL 334 bacterial strains. The bacteria were cultivated on Plate
count agar (Sanofi Diagnostics Pasteur, France) at 37 °C. The minimal inhibitory concentration
(MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) against bacteria were determined by broth
dilution method. In order to obtain a final density of 10° colony-forming units (CFU) per mL,
bacteria were suspended in sterile water. Samples of the synthesized apatites were weighed into the
first column of sterile Sarstedt 96-well TC plates. Series of two-fold dilutionis of sample
suspensions in Miiller-Hinton broth (BD, UK) were prepared and equal amounts of bacterial
suspension were added to each well, and the plates were incubated at 37 °C. After 24 h in case of P.
aeruginosa and after 48 h in case of S. aureus, 50 L of suspension was removed from each well,
spread onto Plate count agar (PCA) plate and incubated at 37 °C for 24-48 h. The number of
colonies corresponding to a thousand-fold reduction as compared to the colony count of the starting
inoculum was recorded as MBC. The MIC values were defined as the lowest concentration of the
sample that inhibited the growth of bacteria by 80% [9].

Results and Discussion

XRD Analysis. The XRD patterns showed that hydrothermal processing of the amorphous phase
(host material) produced crystallization (Fig. 1). The crystallinity of the processed materials
increased by rising Sr content in HAp.

SEM Analysis. SEM micrographs revealed a difference between the untreated and hydrothermally
treated samples as shown in Fig. 2. The hydrothermally treated samples formed agglomerates. The
75%-SrCaPerAp samples obtained during the hydrothermal treatment at 150 °C contained spherical
particles. The SEM micrographs of untreated HAp particles contained finer, randomly shaped
particles.

N 75%-SrCaPerAp
e

WLW/}‘ :‘WJ\VJ‘M\ ‘A
gﬁi 75%-SrCaHAp
“\LN\.,M«M:-““ 1 i g
| A 25%-SrCaPerAp

i o) “»2 A ‘t.\}»,\;
25%-SrCaHAp

10 20 30 % 50760
20 [degrees] Fig.2. SEM micrographs of hydrothermally
Fig.1. The XRD patterns of hydrothermally treated (a — 75%-SrCaPerAp) and untreated
treated (150°C for 6 hours) and untreated (b—75%-SrCaHAp) samples
samples

Relative intensity

Quantification of Hydrogen Peroxide Content. The hydrogen peroxide -content of obtained
PerAp samples ranges from 0.66 to 1.98%. Higher values of peroxide content in PerAp were
obtained at 100 °C (Fig. 3). The highest peroxide ion content was incorporated in 25%-SrCaHAp
lattice. The amount of peroxide in the processed samples was affected by the selection of host
materials and the synthesis conditions (temperature, time). Lowering the temperature (from 150 °C
to 100 °C) was beneficial for the inclusion of additional peroxide amount in PerAp. Hydrothermal
processing of 75%-SrCaHAp under the same conditions with 50% H,0, from three different
sources allowed us to obtain PerAp with different content of peroxide (Fig. 4). It indicates that
different added stabilizers (Fluka — proprietary knowledge of the manufacturer Honeywell; Panreac
— from 190 to 220 mg/L of phosphates; Sigma-Aldrich — tin compounds and chelating agents)
influence the stability of H,O, solution during heating. The most stable H,O, solution was supplied
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by Fluka as a decomposition of the peroxide was to a lesser extent, which resulted in lower content
of peroxide ion incorporated in the apatite lattice in these conditions of hydrothermal treatment.

200 ¢ 1.89 - 1.98
2.00
1.60 1.20 12 X 160
" =2 qrrg b
S b S 120 0.91
21.20 091 =
= > ) 0.66
) 0.67 z 080
0.80
% 0.40
s Il & 6h150°C
- . 0.00
i Fluka Panreac Sigma-Aldrich
000 L

Fig.4. Peroxide content in 75%-
SrCaPerAp, hydrothermally treated with
50% H>0, solution from three sources
at 150°C for6 h

CaPerAp 25%-SrCaPerAp 75%-SrCaPerAp

Fig.3. Peroxide content in PerAp samples,
hydrothermally treated with 50% H,O, solution
at 100 °C or 150 °C for 6 h

Antibacterial Activity. Synthesized HAp samples showed antibacterial activity against P.
aeruginosa and S. aureus strains. The hydrothermally treated samples displayed enhanced
antibacterial activity in comparison to untreated samples. The highest antibacterial activity was
observed for the 25%-SrCaPerAp samples. The results of antibacterial activity tests are summarized
in Table 2. The incorporation of peroxide in HAp increases the antibacterial activity against both
types of bacteria used in this study. It was also observed that 25% substitution with Sr provided
additional antibacterial activity.

Table 2. The MIC and MBC values of the synthesized apatites

P. aeruginosa S. aureus

i s o0 (%] | v MBC [mgmL] | MIC, MBC, [mg/mL]
CaHAp - >107 -

CaPerAp 1.32 £+ 0.08 54 54
25%-SrCaHAp - 120 121
25%-SrCaPerAp 1.80 = 0.11 26 40
75%-SrCaHAp - " >220 193
75%-SrCaPerAp 1.44 +0.09 43 58

Determiination of 5'°0 Values. The peroxide content of PerAp samples and the origin of reagents
affected the 3'%0 values. The oxygen isotope composition of the HAp synthesis reagents is different
(Fig. 5). The major contribution to the 8'%0 value of the synthesized products was due to the
isotopic composition of (NH4;);HPO4. The 180/%0 isotope ratio of HAp is affected by the
contribution of oxygen contained in hydroxyl
groups and phosphate ions, while the '*0/'°0
isotope ratio of PerAp is additionally influenced

250 j
R 500 [ 1805 i
by the isotopic composition of peroxide ions. 8 Sip 139
The hydrothermally treated apatites had higher & " e
3'%0 values compared to untreated apatites. A 5o ‘ -
similar trend was also observed with CaHAp, 0.0 g :

CaPerAp, 25%-SrCaHAp, and 25%-SrCaPerAp
samples, where the 5'30 values increased with
increasing content of ?eroxide, but in case of
75%-SrCaPerAp the §'°0 values decreased with
increasing content of peroxide. The oxygen
isotope measurements are summarized in Table 3.

300 29.3

Ca(NO,),"4H Sr(N()S)1 NH,),CO, (NH,),HPO,

Fig.5. The 8'%0 values of HAp synthesis
reagents
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Table 3. The H,O, content and 5'%0 values of host materials and PerAp samples

o,
Sample ‘gg::gfl)“ltf’y] 30, [%0] | Su, [%o]
CaHAp - 16.2 0.6
CaPerAp (150 °C 6h, Fluka) 0.86 = 0.05 17.5 0.6
CaPerAp (100 °C 6h, Fluka) 126+ 0.05 18.2 03
25%-SrCaHAp - 12.53 0.12
25%-SrCaPerAp (150 °C 6h, Fluka) 1.22+0.08 15.6 0.9
25%-SrCaPerAp (100 °C 6h, Fluka) 1.83 £ 0.07 17.4 1.9
75%-StCaHAp 3 15.43 0.19
75%-SrCaPerAp (150 °C 6h, Fluka) 0.68 = 0.06 17.3 5
75%-SrCaPerAp (100 °C 6h, Fluka) 1.110.09 16.2 0.3
75%-SrCaPerAp (150 °C 6h, Sigma-Aldrich) 2.01%0.08 16.52 0.16
75%-SrCaPerAp (150 °C 6h, Panreac) 0.89 £ 0.07 17.17 0.06

Conclusions

The amount of peroxide ions incorporated in apatite materials upon hydrothermal processing
depends on the stabilizers present in commercial hydrogen peroxide solutions, with additional
effects from the hydrothermal processing temperature — materials richer in peroxide ions were
obtained at lower temperature (100 °C). The antibacterial activity of hydroxyapatite-based materials
can be improved by substituting calcium ions with strontium ions and the hydroxy ion with
peroxide ion. Differences in the '0/'°0 isotope ratio were observed between untreated and
hydrothermally treated apatite samples, potentially reflecting the contribution of peroxide to the
oxygen isotope ratio.
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Hydroxyapatite is one of the main biomaterials used for clinical applications. The lack of
these materials is antibacterial properties that can be improved by substituting calcium with
strontium and hydroxyl group with peroxide ion in the HAp structure [1, 2]. Solution of
hydrogen peroxide (H20>) is suitable for the inclusion of peroxide ions in structure of apatite.
H20- is mainly used as a biocide for medical and veterinary disinfection and sterilization, as
well as for other antimicrobial applications [2, 3]. In the human body phagocytes are generating
H20:> to ensure function of the immune system [4].

In this study we performed investigation of partially strontium substituted hydroxy-
peroxyapatites (SrHPerAp) by permanganatometry, X-ray powder diffraction (PXRD), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) and Raman spectroscopy. Results of
permanganatometry are shown in Figure 1. There were observed changes in parameters of
infrared and Raman bands due to the composition of the samples or treatment procedure with
H20- solution. In a previous study [2] it was observed that the incorporation of peroxide in HAp
increases the antibacterial activity against of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus bacterial strains.

I CaHPerAp
2,00 25%-CaSrHPerAp
m 75%-SrCaHPerAp

S

31,00

)

g 050 I
0,00

120 t,°c 130

Figure 1. Peroxide content in HPerAp samples, hydrothermally treated with 50% H202 solution at different
temperatures (100 °C— 150 °C ) for 6 hours
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