Oponentsky posudek disertaéni prace Ing. Anny Kohutové

Disertaéni prace Ing.Anny Kohutové se zabyva charakterizaci a termochemickou studii
fosfore¢nanii vapenatych,které piedstavuji dilezité slou¢eniny,vyskytujici se v Zivych
organismech.PouZzité materialy byly studovany pomoci elektronové mikroskopie,rentgenovou
difrakéni analyzou,Ramanovou spektroskopii a optickou emisni spektroskopii.Krystaliza¢ni
energie fosfore¢nand vapenatych,hydroxyapatitu a biologickych hydroxyapatitii byly
studovany kalorimetrickymi metodami.Byly studovany i rozpustnosti pouZzitych materiali

v simulovaném biologickém prostiedi.

kalorimetrickych metod,také proto,ze termodynamické oddéleni katedry anorganické
technologie je velmi dobfe vybaveno vhodnym pfistrojovym vybavenim a disponuje i velmi
zkuSenym personalnim potencialem.Pro feseni nékterych problémii byl vyuZit pouze
izoperibolicky kalorimetr,konstruovany pied lety na katedie fyzikalni chemie.Domnivam
se,7e autorka disertace vypracovala predloZenou préci pfevazné na Ustavu anorganické
chemie AV CR a pochopitelné pro feseni predlozené prace prednostné pouZila experimentalni
vybavu tamniho pracoviste.

Musim se pfiznat,Ze rozsah piedlozené disertaéni prace mne ponékud piekvapil.266
citovanych praci svédéi o znacné pracovitosti autorky,pficemz publikované prace,na kterych
se autorka disertace podilela,nejsou v seznamu zahrnuty a jsou uvedeny na konci prace.

Teoreticka ¢ast o rozsahu Sedesati stran je zpracovana piehledné a poskytuje ctenaii
dostate¢ny podklad pro pochopeni zaméri autorky pii feSeni zadaného tkolu.

Experimentalni ¢ast predlozené disertace je zpracovana rovnéZ velmi kvalitné. Mne osobné
nejvice potésilo,ze autorka pii ziskavani biologickych materiali spolupracovala s Lékafskou
fakultou Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.JiZ v minulosti ndm bylo jasné,Zze podobny
vyzkum se neda realizovat bez pifimé Gcasti klinickych lékafskych pracovist.Vzorem nam
byla Univerzita Palma Mallorca ktera si piimo na lékaiské fakulté vybudovala fyzikalné-
chemickou laboratof pro bezprostiedni kontakt s pacienty.

K ptedloZené praci mam pouze dvé kritické poznamky.Prvni poznamka se tyka citované
literatury.Pfes zna¢ny pocet citaci autorka nenavazala na prace,vzniklé na katedie
anorganické technologie,publikované v letech 1990 az 2000 ,kdy katedra vénovala podobnym
problémim velkou pozornost.Pfi feSeni studovanych problémi byla obhdjena rada
doktorskych disertaci,dosazené vysledky byly prezentovany na mezinarodnich konferencich a
cely vyzkum byl soucasti mezinarodnich spolupraci pievazné s katedrami fyzikdlni chemie
univerzit ve Spanélsku,Rakousku a Némecku.Podle mého pFesvédéeni by autorka disertace
mohla na nékteré dosaZené vysledky vhodné navazat.

Moje druha pfipominka se tyka teplotni zavislosti krystaliza¢nich entalpii zkoumanych
vzorkd CaP.Pfi pouziti pouze 3 teplot se o teplotni zavislosti neda seriézné hovofit.

Zavérem bych chtél konstatovat,ze pfedloZena disertacni prace svédci o velkeé pracovitosti
autorky Pfi ¢teni pfedloZené disertace jsem ziskal dojem,Ze autorka je velmi schopna mlada
dama,kterou védecka prace bavi,necini ji potiZze svoje prace prezentovat na mezinarodnim
védeckém foru a je u ni predpoklad dalsiho védeckého riistu,zv1asté kdyz na del3i dobu
navstivi podobna pracovi$té v zahranici,coZ v pripadé€,Ze setrva v AV, je velmi
pravdépodobné.

PfedloZzenou disertaci Ing. Anny Kohutové doporuduji k obhajobé a udéleni hodnosti PhD.

AVTN

V Pardubicich 9.prosince 2012 Doc.Ing.Vratislav Velich,CSc.
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Posuzovand doktorska prace se soustiedi na biologicky vyznamné fosforecnany
vapenaté (hydroxyapatit, beta- a amorfni fosforeCnan vapenaty), piiCemz na zdklad¢
posouzeni strukturnich, fyzikalné-chemickych a termochemickych (termodynamickych)
vlastnosti se autorka snazi kvantitativné objektivizovat mozné rozdily mezi témito
slouteninami piipravenymi syntetickou, respektive biologickou cestou (zubni a kostni
matrice, ledvinové kameny). Takovouto problematiku pokladam za ryze aktualni a pfinosnou,
piedeviim sohledem na bezprostiedni vyuziti dosaZenych poznatkli pii  vyvoji
biokompatibilnich tkanovych ndhrad pro medicinské aplikace.

Cela prace je piehledna, s ndazornymi a vhodné zvolenymi obrazky. Teoreticko-resersni
¢ast vychazi z vice nez 250-ti literarnich prament, coZ je zcela neobvyklé a obsahlosti sveho
zpracovani se tim blizi spiSe (kvalitnf) monografii. Z vyznéni prace je zieymy odpovédny a
pe¢livy pristup autorky Kk feseni daného tématu. Nadchla mne népaditost, s jakou byly
kalorimetricky stanoveny hodnoty (niimo neméfitelné) krystalizadni enthalpie, a ccefiuj!
dislednost, s jakou byla dosazena data (statisticky) zpracovdna a verifikovdna. Vitam, Ze
autorka ,,explicitné (a férové) uvadi jména spolupracovniki, ktefi provedli piislusna méfeni
(specialnimi) metodami jako SEM-EDAX ¢i Ramanova spektrometrie (str. 60). Celkové praci
hodnotim jako velmi zdafilou, pfi¢emz jeji hlavni pfinos spatiuji v Sirokém spektru pouzitych
experimentalnich postupt (XRD, SEM-EDAX, Raman S, ICP-OES, DTA-TG, kalorimetrie) a
v diisledné verifikaci, interpretaci a syntéze dosazenych vysledkd.

Drobné pfipominky, které k praci (pfece jen) mam, shrnuji nasledovné:

e Str.14: Uvedena bilan¢ni rovnice (2-17) plati (pouze) pro adiabatické podminky: do obecneho
vztahu pro popis kalorimetrické soustavy je nutno kromé akumula¢niho ¢lenu zahrnout také
¢len vodivostni - tzv. Tian-Calvetova rovnice.

e Str.41: V rovnici (2.36) chybi u aktivitnich koeficient yexponenty v (na které jsou hodnoty
¥ umocnény).

e Str. 66, kap. 3.5, 1. odst.: Temperace dvousténné nadoby na teplotni Grovné 25, 37 resp. 45 °C
byla ziejmé zabezpelovana spise termostatem nezli (jak je uvedeno) kryostatem.

e Str. 70, 3. tadek odspodu: ,,Konec reakce se projevil ustalenim konstantni hodnoty AU na
dase*. U isoperibolického kalorimetru se signal po ukonceni sledovaného déje (obecné)
neustali, ale po dosazeni maxima zacina klesat.

e Str. 72,77, 81 aj.: Jakkoliv je metoda XRD bezesporu velice pfesnd, uvadéni zjisténych
miizkovych parametrii s pfesnosti na 6 platnych &islic prece jen pokladam za neadekvatni.




Me¢ nasledn€ uvadéné dotazy necht’ jsou prosim chépiny spise jako mozny piispévek do
diskuze pii vlastni obhajobé.

° Str. 65: Pfi méfeni metodou ICP-OES bylo pH roztokii upravovano pomoci cesiového pufru.
Takovyto typ pufru nepovaZzuji za zcela b&Zny, a proto bych uvital osvétleni moznych divodai,
které upfednostiiuji pouzivani takovéhoto (netypického) pufraéniho média pied WbEZnymi“
pufry ?

* Str. 68 a 69: Zaujalo mne, Ze pro vyhodnocovani tepelnych efektii na isoperibolickém
Kalorimetru se v piipadé kalibra¢nich méfeni odegita ,,vyska AU v &ase, kdy teplotni zména
odpovida 0,5 AU (obr. 24), zatimco u vyhodnocovani reakénich tepel se odeéita .vyska AU
v Case, kdy je teplotni zména rovna 0,63 AU (obr. 25). Uvitam bliz&i osvétleni této
nejednotnosti.

° Str. 71, 3.odst.: Je uvedeno, ze ,,XRD analyza potvrdila pritomnost (hydroxyapatitu) HA ve
(dvou) studovanych ledvinovych kamenech (oznacenych) KS3 a KS6. Po termické analyze
byla tato slozka (HA) objevena navic i v (ledv. kamenech) K54 a KS5.% Rozumim tomu
spravné, Ze termicka analyza se v tomto pfipadé ukézala jako citlivéj§i metoda pro fazovou
(speciacni) analyzu danych vzorki nezli YRD ?

e Str.104 (aj.): Hmotnostni spektrometrie plynnych slozek uvolitovanych béhem DTA-TG
méfeni vykazala (m.j.) i ,,spektralni ¢aru* pii hodnoté 28 daltoni, ktera je interpretovana jako
oxid uhelnaty (tab. 44). Neni mozné v té souvislosti uvazovat (i) o elementarnim dusiku Na.
kdyzZ pfitomnost oxidi dusiku NO i NO, ve spektru prokizana byla ?

Celkové hodnoceni.

Zameéreni prace na biologicky vyznamné fosforecnany vapenaté pokidddam za aktudlni
a prinosné. Zpracovani ieSeného tématu je komplexni a diisledné. Oceruji napaditost
kalorimetrickych Setieni pro stanoveni (primo tézko postihnutelnych) hodnot
krystalizacni enthalpie. Dosazené vysledky jsou evidentné pivodni a byly jiz
publikovany v impaktovanych mezindrodnich periodikdch.

Celkové praci pokldddm za vpbornou a rdd ji doporucuji k obhajobé.

Ostrava 6. prosince 2012 Boleslav Taraba (Prof.,Ing.,CSc.)
katedra chemie PiF
Ostravska univerzita

30.dubna 22, 701 03 Ostrava |




Oponentsky posudek

na diserta¢ni praci Ing. Anny Kohutové

_ Charakterizace a termochemicka studie biologickvch fosforeénanu vapenatych*

Piedlozena disertadni prace se zabyva metodami piipravy, charakterizaci a studiem
hydroxyapatitu, B-fosforetnanu vapenatého a amorfniho fosforecnanu vapenatého, jako
dilezitych sloudenin vyskytujicich se v zivych organismech. Byly porovnavany vlastnosti
synteticky pripravenych sloudenin a preparatii biologického pivodu. Vzorky studovanych
materialti byly zkoumény pomoci elektronové mikroskopie, rentgenovou difrakéni analyzou,
rentgenovou mirodifrakei, Ramanovou spektroskopii, optickou emisni spektroskopii a rovnez
studiem termodynamickch vlastnosti.

Cilem préace bylo nalezeni optimalnich reakénich podminek pro pripravu fosforetnant
vapenatych o vlastnostech blizkych biologickym analogiim a provedeni strukturni a chemické
analyzy obou typl t€chto materiald pomoci a na zakladc termochemickych studii navrhnout
metodiku stanoveni krystaliza¢ni entalpie studovanych latek, experimentalnc ji oveéfit v
podminkach simulovaného fyziologického prostiedi a porovnat ziskana data s publikovanymi
udaji.

PredloZena prace ma 156 stranek, 266 literarnich odkazu. Je doplncna tabulkami a
grafy, obrazky a ptilohami.

Na 52 stranach autorka popisuje teoretické principy a dostupné literarni informace.
Na str. 17, v &asti 2.3. Krystalizace bych uvitala zminku, Ze se jedna o krystalizaci z roztokd.
Dale je uvedeno, Ze... krystalizace je zpravidla provazena exotermickym efektem. Znamena to,
7e muze byt krystalizace endotermicka?

Pro vétsi piehlednost by bylo lepsi obrazky na strandch 45-54 zvetsit. Na str. 45, na
obrazku 12, chybi popis osy y.

Na str. 68, obrazek 24 a 25 - je mozné fici pfiblizn€ pfi jakych zménach A U (osay)a
pfi jakych ¢asech (osa x) k pozorovanym zménam dochézi?

Symbol A znamena zménu veli¢in. V seznamu pouzitych symboll a zkratek na str.

132. se tedy jedna o zménu veli¢in na fadku 16 - 32.




V kapitole vysledky a diskuze je sepsana studie biologicky vyznamnych fosfore¢nani
vapenatych po strance jejich strukturnich a termochemickych vlastnosti. Jedna se o komplexni
studii. Kombinace chemickych a fyzikalnich metod, které byly pro tuto studii zvoleny (XRD,
SEM-EDX. RS, ICP-OES, DTA-TG, reakéni kalorimetrie), se skuteéné jevi jako velmi vhodna
pro charakterizaci laboratorné pfipravenych 1 biologickych vzorkii CaP. Prostfednictvim
téchto metod bylo moZné ve zkoumanych vzorcich ur€it fazova zastoupeni CaP, zjistit
velikosti krystalitd, miizkové parametry, stupen krystalinity i obsahy prvki. Byl posouzen
vliv kalcinace na mifizkové parametry a pomérové zastoupeni krystalickych fazi
kalcinovanych vzorku.

Studiem biologickych vzorka bylo zjist€no, Ze zubni materialy obsahuji dvé odhisne
faze HA s rozdilnymi miizkovymi parametry a velikostmi ¢astic. Ve vzorcich ledvinovych
kamenti bylo identifikovano minoritni zastoupeni HA, v kalcinovanych vzorcich HT byl
nalezen krystalicky fosfore¢nan vépenaty ve forme whitlockitu (WHI), ziejmé v dusledku
(ransformace &asteéné krystalické faze HA. Vzorek laboratorné pfipravencho B-TCP byl na
rozdil od ACP termicky zcela stabilni.

Syntetizovany vzorek HA (sHA) se kalcinaci transformoval ze 74 hm% na
vysokoteplotni formu a-TCP, na rozdil od komeréniho cHA, ktery z 9 hm% pieSel na
fosforeénan tetravapenaty. Rozdilnost kalcinaCnich produktt byla zptsobena rozdilnou
metodou pfipravy obou syntetickych vzorku HA, nebot sHA byl piipravovan z vodnych
roztokt, na rozdil od komer¢niho cHA, ktery byl piipraven hydrotermalni metodou a pot¢
sintrovan.

Byly uréeny miizkové parametry zkoumanych CaP, které odpovidaly publikovanym
adajim. Kalcinaci dochazelo ke kontrakcim strukturni miizky HA, zvySovani stupné
krystalinity a rGstu krystaliti HA fazi obsaZenych v kalcinovanych vzorcich. Béhem termicke
analyzy vzorkit ACP, sHA, BTB, viech vzorkii HT a nékterych vzork KS obsahujicich HA
byly identifikovany dehydroxylacni procesy probihajici ve struktuie HA.

Rentgenova praskova difrakce vzorku po termické analyze nezaznamenala pritomnost
produktii dehydroxylace HA v podobé oxoapatitu ani oxohydroxyapatitu.

Rovnéz byla studovana krystalizacni entalpie pomoci izoperibolického reakcniho
kalorimetru a modelového fyziologického prostiedi, coz mélo piiblizit experimentalni podminky
procesim probihajicim v Zivych systémech. Bylo navrzeno schéma aditivnich rovnic, ktere

umoznilo stanoveni krystalizaénich entalpii prostéednictvim vhodné zvolenych rozpoustécich




reakei. Ziskana data prokazala vznik a transformaci jednotlivych forem fosfore¢nanii vapenatych
v Zivych organismech a potvrdila souvislosti mezi tvorbou, restrukturalizaci a samoobnovujicimi
cykly probihajicimi v jejich tkanich. Navrzené schéma lze taktéZz vyuzit pii studiu biochemickych
procesu ,.in vivo "

Po strance formalni 1 jazykové je prace psana bez podstatnych pieklepti a v dobré
kvalité.

Kladné je tfeba hodnotit i sebevzdélanani dokorandky, viz (str. 142).

I ptes uvedené pripominky (spide formalniho charakteru) vSak mohu konstatovat, Ze
doktorandka prokazala orientaci ve sloZité problematice nékterych dulezitych sloucenin
vyskytujici se v Zivych organismech. V neposledni fadé také prokazala znaCnou laboratorni
zruénost pfi méfeni a peclivost pii vyhodnocovani vysledkd. Cile prace byly splnény.

PredloZenou diserta¢ni praci proto hodnotim kladné a
doporucuji k obhajobé.
Pardubice 13. 12. 2012 e e M) 3

doc. Ing. Eva Cernoskova, CSc.
SLCHPL UMCH AV CR a Univerzity Pardubice
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