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Sazetak

Poli(mlijecna kiselina) ili PLA je biorazgradljivi i bioaktivni polimer koji s vremenom
postaje sve atraktivniji u podrucju tkivnog inzenjerstva radi izvrsnih svojstava. PLA je
polimer koji se dobiva iz obnovljivih izvora, poput kukuruza ili Sec¢erne trske, Sto ga Cini
ekoloski prihvatljivim u usporedbi s konvencionalnim polimerima dobivenima iz fosilnih
goriva. PLA se sve ¢eSc¢e koristi u medicinskim podrucjima, gdje sluzi kao materijal za razvoj
nosaca, implantata i drugih materijala koji poti¢u regeneraciju tkiva. Svojstva PLA moguce je
jednostavno prilagoditi. Dodavanjem razli¢itih komponenata u PLA matricu mogu se
prilagoditi mehanicka svojstva, brzina razgradnje te interakcija s tkivom. Naj¢es¢i izazovi u
koriStenju PLA kompozita jesu kontrolirana razgradnja te bioloski odgovor stanica domacina.

Cilj ovog rada bio je pratiti hidroliticku razgradnju kompozita poli(mlijecne kiseline),
hidroksiapatita (HAp) te kitozana u mediju koji simulira fizioloski sastav u vremenskom
periodu od dva, Cetiri, Sest odnosno osam tjedana.

Istrazen je utjecaj hidroliticke razgradnje na strukturu i svojstva pripremljenih
kompozita. Karakterizacija uzoraka prije i nakon razgradnje provedena je infracrvenom
spektroskopijom s Fourierovim transformacijama (engl. Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR), mehanickim testom na tlacnu cvrstocu te je isto tako snimljena
morfologija uzoraka pretraznim elektronskim mikroskopom (engl. Scanning electron
microscopy, SEM). Dobiveni rezultati ukazuju na zadrzavanje svojstava pripremljenih
kompozita tijekom cijelog perioda razgradnje. Radi navedenog, moze se zakljuciti kako su
pripremljeni kompoziti pogodni za dugotrajno lijeCenje kostanih defekata.

Kljuéne rijeci: hidroksiapatit, hidroliticka razgradnja, kitozan, poli(mlije¢na kiselina), PLA,
tkivno inzenjerstvo

il



Hydrolytic degradation of poly(lactic acid)

Abstract

Poly(lactic acid) or PLA is a biodegradable and bioactive polymer that is becoming
increasingly attractive in the field of tissue engineering due to its excellent properties. PLA is
a polymer derived from renewable sources such as corn or sugarcane, making it
environmentally friendly compared to conventional polymers obtained from fossil fuels. PLA
is increasingly used in medical fields, where it serves as a material for the development of
scaffolds, implants, and other materials that promote tissue regeneration. The properties of
PLA can be easily tailored. By adding different components to the PLA matrix, mechanical
properties, degradation rate, and tissue interaction can be adjusted. The most common
challenges in using PLA composites are controlled degradation and the biological response of
host cells.

The aim of this study was to monitor the hydrolytic degradation of the composite of
poly(lactic acid), hydroxyapatite (HAp), and chitosan in a medium simulating physiological
composition over a period of two, four, six, and eight weeks.

The influence of hydrolytic degradation on the structure and properties of the prepared
composites was investigated. Characterization of samples before and after degradation was
conducted using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), compressive strength
mechanical testing, and scanning electron microscopy (SEM). The results obtained indicate
the retention of the properties of the prepared composites throughout the entire degradation
period. Therefore, it can be concluded that the prepared composites are suitable for the long-
term treatment of bone defects.

Key words: chitosan, hydrolytic degradation, hydroxyapatite, poly(lactic acid), PLA,
hydrolytic degradation, tissue engineering
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1. UvOD

Polimeri se, prema danasnjoj predodzbi, sastoje od dugih savitljivih makromolekula,
koje stalno mijenjaju oblik i ne sadrze odreden, za svaku polimernu vrstu jednaki broj
ponavljanih jedinica, mera, ve¢ taj broj mora biti dovoljno velik da se po definiciji [UPAC-a,
s povecanjem ili smanjenjem za jednu jedinicu, veéina njegovih svojstava znaCajno ne
mijenja. Polimerne se tvari razvrstavaju na nekoliko nacina i skupina. Primjerice, prema
podrijetlu, polimeri se mogu svrstati na prirodne i sintetske polimere. Isto tako, polimeri se
mogu podijeliti prema primjenskim svojstvima. Polimeri se dobivaju metodama
polimerizacije ili modifikacijama prirodnih makromolekulnih tvari. Reakcija polimerizacije
podrazumijeva proces kojim monomeri (niskomolekulni spojevi) medusobnim reakcijama
stvaraju polimere, tvari vrlo velikih molekulskih masa i dimenzija [1].

Polimeri pronalaze vrlo Siroku primjenu u svakodnevnom zivotu. Primjenjuju se u
raznim industrijama kao na primjer tekstilnim, prehrambenim, farmaceutskim,
automobilskim, no i u medicini, elektronici te gradevini. Razlog Siroke primjene je njihova
dostupnost. Naime, prirodni se polimeri mogu pronaci u biljkama i Zivotinjama. Najpoznatiji
prirodni polimeri jesu Skrob, kaucuk, svila, vuna, pamuk i biopolimeri [1]. Sintetski se
polimeri najces¢e dobivaju iz petrokemijskih sirovina. Neki od najSire koriStenih sintetskih
polimera jesu polietilen, polipropilen te poli(vinil-klorid). Razli¢ita svojstva sintetskih
polimera omogucavaju njihovu Siroku uporabu. Svojstva ovise o strukturi, stoga polimeri
sastavljeni od razli¢itth monomernih jedinica ili nastali druk¢ijim polimerizacijskim
reakcijama imaju znano razli¢ita svojstva. Biopolimeri kao vrsta prirodnih polimera su
polimeri od kojih su izgradeni zivi organizmi, prije svega bjelancevine, nukleinske kiseline,
hormoni 1 sl. Biopolimeri su naj¢eS¢e produkt enzimski kataliziranih, lancanih reakcija
polimeracije aktiviranih monomera koji najceS¢e nastaju u razliitim stanicama usred
metabolickih procesa [2].

Biorazgradljivi polimeri su polimeri koji podlijezu biorazgradnji. Biorazgradnja je
prirodni proces kojim se organske tvari u okoliSu pretvaraju u jednostavnije komponente,
mineraliziraju 1 redistribuiraju kroz elementarne cikluse kao Sto su ugljikov, dusSikov ili
sumporov ciklus kruzenja. Do biorazgradnje moze doci iskljucivo unutar biosfere radi
mikroorganizama koji imaju sredi$nju ulogu u samom procesu razgradnje [2].

Poli(mlijecna) kiselina (engl. poly(lactic acid), PLA) je biorazgradljivi alifatski
poliester koji se moze dobiti fermentacijom iz obnovljivih izvora kao §to su kukuruz, krumpir
i SeCerna trska. PLA ima mnoStvo izvrsnih svojstava u usporedbi s ostalim alifatskim
poliesterima. Neka od tih svojstava jesu visoka mehani¢ka cvrstoca, biorazgradljivost,
biokompatibilnost te niska toksi¢nost. Navedena svojstva omogucuju vrlo Siroku primjenu
poli(mlijecne) kiseline. Naime, ona se najces¢e koristi u biomedicinskom podrucju kao dio
sustava za dostavu lijekova, materijal za izradu implantata, proteza, primjenjuje se u
oftalmologiji, stomatologiji te raznim drugim djelatnostima [3].



Hidroliticka razgradnja proces je koji se javlja u polimera koji posjeduju funkcionalne
skupine osjetljive na prisutstvo vode. Hidroliza podrazumijeva kemijsku reakciju cijepanja
funkcionalnih grupa u reakciji s vodom. Biopolimeri ¢esto podlijezu hidrolitickoj razgradnji,
tvorec¢i produkte koji su topljivi u vodi, prilikom ¢ega dolazi do erozije pocetnoga polimera.
Stoga, razgradnja je kemijska reakcija, dok se pojam erozija koristi kao fizikalni proces do
kojeg dolazi uslijed same razgradnje. Hidroliticka razgradnja, to jest kidanje lanaca esterske
veze poliestera, izuzetno je brzi proces, koji uzrokuje znatno smanjenje molekulske mase te
opadanje mehanickih svojstava polimera. Prate¢i navedene parametre tijekom same
razgradnje moguce je provesti ispitivanja nuzna za kontrolu, primjerice sustava za isporuku
lijekova temeljenih na polimerima [4].

Cilj ovog zavrSnog rada je istraziti utjecaj hidroliticke razgradnje na strukturu i
svojstva poli(mlijecne kiseline). Karakterizacija uzorka prije 1 nakon razgradnje provedena je
infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim transformacijama, pretraznim elektronskim
mikroskopom, mehanickim ispitivanjem s tlacnim optere¢enjem te toplinskim metodama.
Uzorci koji su ispitivani temelje se na poli(mlijecnoj kiselini), hidroksiapatitu te kitozanu.

Hipoteza istrazivanja je da ¢e ispitivani materijal tijekom razgradnje pokazati slabija
mehanicka svojstva u usporedbi s pocetnim materijalom prije same razgradnje, isto tako
pretpostavlja se da ¢e do¢i do gubitka mase uslijed razgradnje.



2. OPCI DIO

Polimerima se nazivaju ve¢ina makromolekula sastavljenih od istovrsnih ponavljanih
jedinica. Naziv polimer grékog je podrijetla, nastao od dviju rijeci, poli 1 meros, a prvi ga je
upotrijebio Svedski kemicar Jons Jakob Berzelius jos 1833. godine. Berzelius je pojmom
polimer opisao kemijske spojeve koji imaju jednaki sastav, a razlikuju se veli¢inom
molekulske mase.

Polimerne tvari razvrstavaju se na nekoliko nacina i skupina. Osnovna je podjela na
prirodne 1 sintetske polimere (podjela prema podrijetlu). Nadalje, sintetski se polimeri mogu
dijeliti prema reakcijskom mehanizmu nastajanja na stupnjevite i lanCane, prema vrsti
ponavljanih jedinica na homopolimere i1 kopolimere, no isto tako i prema oblicima
makromolekula. Druga se podjela temelji na primjenskim svojstvima polimera. Prema
primjenskim svojstvima polimeri mogu biti plastomeri, duromeri, elastomeri, vlakna. Nadalje,
mogu sluziti kao premazi, ljepila, veziva, katalizatori, ionski izmjenjivaci, poboljSivaci
viskoznosti, membrane i sli¢no. [1]

Homopolimerima nazivaju se polimeri koji se sastoje od makromolekula kemijski
istovrsnih ponavljanih jedinica, a kada polimer sadrzi dvije ili viSe vrsta ponavljanih jedinica
naziva se kopolimerom. Statisticki je kopolimer najzastupljenija vrsta kopolimera, a osim dva
monomera u reakciji mogu sudjelovati i tri monomera [1]. Polimeri su naj¢eS¢e organskog
podrijetla te se pretezito sastoje od ugljika, vodika, kisika, duSika i slicno, a rjede sadrze 1
druge, anorganske elemente, stoga ovisno o udjelu odredenih elemenata polimeri mogu biti
poluorganski ili potpuno anorganski.

Prvi potpuno sintetski polimer prireden je 1907. u SAD reakcijom fenola i
formaldehida. Kasnije je navedeni polimer modificiran te se danas najces¢e primjenjuje kao
izolacijski materijal u elektri¢nim uredajima i kao ljepilo za drvo. Opisani materijal danas je
poznatiji pod pojmom bakelit. Masovna proizvodnja sintetskih polimera zapocela je tijekom
Drugog svjetskog rata. Nakon zavrSetka Drugog svjetskog rata proizvodnja sintetskih
polimera nastavlja eksponencijalni rast (Slika 1.) [5]. Na grafickom prikazu vidljiva je
proizvodnja iskljucivo polimera temeljenih na naftnim sirovinama.
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Slika 1. Globalna proizvodnja primarnih plasti¢nih produkata od 1950. do 2017. godine [5].

Prema European Bioplastics, ako dode do nastavka spomenutog trenda proizvodnje
sintetskih polimera iz naftnih sirovina, globalna ¢e proizvodnja dose¢i vrijednost od 1,1
bilijuna tona do 2050. godine, dok ¢e ukupna proizvodnja takvih materijala u razdoblju od
1950. do 2050. biti 34 bilijuna tona [6]. Iz navedenih podataka moze se zakljuciti kako je
odrzivo upravljanje polimerima vrlo vazno. Naime, recikliranje sintetskih polimera igra vaznu
ulogu u smanjenju otpada i o¢uvanju mnogih resursa. Sintetski polimeri temeljeni na naftnim
sirovinama, primjerice plastika, imaju vrlo dugi Zivotni vijek, stoga mogu uzrokovati ozbiljne
ekoloske probleme ako se ne recikliraju ispravno. No, nerijetko postoje razli€iti izazovi
vezani uz recikliranje, poput kontaminacije plastike, nedostatka infrastrukture za recikliranje
u nekim podrucjima te problemi ekonomske odrzivosti procesa recikliranja. Radi prethodno
navedenih razloga, sve je veci interes prema polimerima dobivenima iz obnovljivih izvora.
Polimeri dobiveni iz obnovljivih izvora sve su vise zastupljeni radi manjeg utjecaja na okolis.
Razlog manjeg utiska na okoli§ prirodnih ili sintetskih biorazgradljivih polimera je njihova
tendencija spontane razgradnje uslijed utjecaja razlicitih faktora [7].



2.1. MLIJECNA KISELINA - MONOMER PLA

Za otkri¢e mlijecne kiseline u kiselom mlijeku zasluZzan je kemicar Carl Wilhelm
Scheele godine 1780. Mlijecna kiselina ili 2-hidroksipropanska kiselina jednostavna je kiralna
organska molekula koja se javlja u dva moguca oblika, to jest dva enantiomera (Slika 2.).
Enantiomeri L- 1 D-mlijecne kiseline osnovno se razlikuju u smjeru zakretanja polarizirajuce
svjetlosti. Naime, L-izomer zakrece svjetlost u smjeru kazaljke na satu, dok D-izomer
mlijecne kiseline zakrece svjetlost u smjeru suprotnom od onog kazaljke na satu. No, postoji 1
opticki neaktivni oblik mlije¢ne kiseline, to jest racemicna smjesa dvaju enantiomera [8].

o

OH

H IE:H3 cH, H
L-Mlije¢na kiselina D-Mlije¢na kiselina
Slika 2. Opticki izomeri mlijecne kiseline [8].

Mlije¢na  kiselina  ili ~ 2-hidroksipropanska  kiselina  najjednostavnija  je
hidroksikarboksilna, organska kiselina. Ona pripada skupini hidroksikarboksilnih kiselina radi
postojanja dviju funkcionalnih skupina, karboksilne (-COOH) te hidroksilne skupine (-OH).
Radi navedenih svojstava, moze se zakljuciti kako mlijeCna kiselina posjeduje svojstva
alkohola, ali i kiselina. Pri 15 °C i1 1 atm mlijeCna kiselina je zuta tekucina bez
karakteristicnog mirisa. Fremy je 1839. godine proveo eksperiment dobivanja mlijecne
kiseline kiselom fermentacijom iz razliCitih ugljikohidrata kao §to su Seceri, mlijeko, Skrob te
dekstrin. Nadalje, 1857. godine, Pasteur dolazi do zaklju¢ka kako mlijecna kiselina nije
komponenta mlijeka, kako se mislilo u pocecima razvoja, ve¢ je ona jedan od metabolita.
Danas se mlijecna kiselina najces¢e proizvodi na dva moguca nacina, a to su kemijska sinteza
iz petrokemijskih sirovina ili mikrobioloSka fermentacija.

Mlijjecna kiselina produkt je metabolickog procesa. Naime, pocetni korak pretvorbe u
mlije¢nu kiselinu je proces glikolize u kojem glukoza prelazi u piruvat. Nadalje, u aerobnim
uvjetima, piruvat dobiven procesom glikolize ulazi u mitohondrije, gdje se kao produkt
razgradnje piruvata dobiva adenozin trifosfat i ugljikov dioksid. No, u anaerobnim uvjetima,
ili uvjetima smanjene koncentracije kisika (tijekom fizicke aktivnosti), piruvat procesom
fermentacije prelazi u mlije¢nu kiselinu. Opisani se proces zbiva uz pomo¢ enzima laktat
dehidrogenaza. Mlije¢na kiselina je privremeni izvor energije potreban organizmu u
anaerobnim uvjetima. U trenutku kada je postignuta odredena koncentracija kisika, mlije¢na
kiselina se prevodi u jetru gdje se Korijevim ciklusom, retrogradno pretvara u glukozu [9].



Kako postoje dva enantiomera mlije¢ne kiseline, njihova se svojstva znatno razlikuju.
L-mlijecna kiselina prirodno je prisutna u ljudskom organizmu, dobiva se prethodno opisanim
metaboli¢kim procesom. Dok D-mlijecna kiselina nastaje vrenjem iz Secera ili drugih
ugljikohidrata djelovanjem odredenih anaerobnih bakterija. Buduéi je L-mlijecna kiselina
produkt metaboli¢kog puta, ona ne predstavlja opasnost za zdravlje, naprotiv, ¢esto se koristi i
kao dodatak prehrani. S druge strane, D-mlije¢na kiselina je toksi¢ni metabolit koji moze
uzrokovati ozbiljne zdravstvene probleme.

2.1.1. PROIZVODNJA MLIJECNE KISELINE

2.1.1.1. KEMIJSKA SINTEZA MLIJECNE KISELINE

Mlijjecna kiselina prvi je puta kemijski sintetizirana 1863. godine. Sinteza zapoc€inje
reakcijom izmedu acetonitrila i HCN u prisustvu katalizatora pod uvjetima visokog tlaka
(jednadzba 1).

CH;CHO + HCN —» CH;CHOHCN (1)
Produkt prve reakcije (laktonitril) se zatim procisS¢ava odredenim metodama kao Sto su

destilacije te hidrolizira uz prisustvo sumporne kiseline, kako bi se dobila mlije¢na kiselina i
sol amonijev sulfat. (jednadzba 2).

CHsCHOHCN + 2H,0 + > H,S0, — CH;CHOHCOOH + > (NH,),S04 )

Dobivena mlijec¢na kiselina u drugoj reakciji, sudjeluje u reakciji esterifikacije s metanolom
(jednadzba 3).

CH;HOHCOOH + CH;0H & CH;CHOHCOOCH; + H,0 3)

Produkt esterifikacije, metil-laktat se prociS¢ava destilacijom i podlijeze reakciji hidrolize.
Reakcijom hidrolize nastaje racemi¢na smjesa DL-mlije¢ne kiseline. (jednadzba 4).

CH,CHOHCOOCH; + H,0 & CH;CHOHCOOH + CH;0H (4)

Kemijska sinteza mlijecne kiseline nije uobicajeni proces dobivanja iste radi visoke cijene
postupka, ovisnosti o petrokemijskih sirovinama te njihovoj Cisto¢i, no i iz razloga jer se
kemijskim postupkom dobiva racemicna smjesa, koja je u vecini slucajeva neupotrebljiva
[10].



2.1.1.2. PROIZVODNJA MLIJECNE KISELINE MIKROBIOLOSKOM
FERMENTACIJOM

Drugi nacin proizvodnje mlijec¢ne kiseline temelji se na mikrobioloskoj fermentaciji iz
obnovljivih izvora uz prisustvo odredenih mikroorganizama. Postupak dobivanja mlijecne
kiseline mikrobioloSkom fermentacijom puno je ¢e$¢i od onog kemijskom sintezom. Razlog
tome su puno manyji troSkovi proizvodnje, buduc¢i se koriste jeftini obnovljivi izvori. Nadalje,
mikrobioloSkom fermentacijom dobiva se opticki Cista D- ili L-mlije¢na kiseline te je smanjen
utjecaj na okoli§ uz znatno manji utroSak energije radi nize temperature tijekom provedbe
procesa. Mikroorganizmi koji omogucuju fermentaciju mlijecne kiseline mogu biti podijeljeni
u dvije skupine: bakterije 1 gljive. Nadalje, bakterije koje sudjeluju u procesu mogu isto tako
biti podijeljene u dvije skupine, obzirom na postupak proizvodnje, a to su
homofermentacijske 1 heterofermentacijske. Homofermentacijske bakterije prevode glukozu
gotovo potpuno u mlijecnu kiselinu, dok heterofermentacijske bakterije kataboliziraju
glukozu u etanol, ugljikov dioksid te mlijecnu kiselinu (Slika 3.). Homofermentacijski proces
dobivanja mlije¢ne kiseline puno je ceS¢i od heterofermentacijskog radi veée konverzije
glukoze u mlijecnu kiselinu te radi odsustva nastajanja meduprodukata [11].

Glukoza
ATP ! ATP
)
ADF "' ADP
Glukoza-6-fosfat

NAD+
;
P
;
;
‘( \%} R
;
»

Fruktoza_6-fosfat 6-fosfoglukonat

: NAD+
1

} ATP

Q

|I ADP NADH
1 coz2

Ksiluloza-5fosfat
Fruktoza-1,6-hisfosfat

G LS
¥ 1
Gliceraldehid-3-fosfat «4— - -- = Dihidroksiaceton-fosfat

2 NAD+

I 4ADP 2
' Gliceraldehid-3-fosfat Acetil-fosfat
4ATP NAD+ ADP
2MADH FH20

2ATP

1
I
]
I
I
|
1
4 Piruvat Acetaldehid

NADH 2H20
2 Piruvata
! 2 NADH
! NADH HADH
: HAD+
*| 2 NAD+ MNAD+
2 Laktata Laktat Etanol

Slika 3. Homofermentacijski (puna linija) i heterofermentacijski (tockasta linija) postupci
dobivanja mlijecne kiseline [11].



Sirovine za dobivanje mlije¢ne kiseline mikrobioloskim putem moraju biti jeftine,
nekontaminirane, uz visoku konverziju te mogucénost fermentacije bez prethodne obrade. U
slucaju koristenja rafiniranih sirovina, troskovi proc¢i§¢avanja znatno su smanjeni, no takav je
pristup ekonomski neprihvatljiv buduéi su rafinirani ugljikohidrati izrazito skupi. Najcesce
koriStene sirovine jesu melasa, raz, psSenica, kukuruz, krumpir, jeCam, otpadni papir, drvo i
sirutka [10].

U posljednje vrijeme potraznja za mlijecnom kiselinom ubrzano raste. Razlog visoke
potraznje je Siroka primjena u kemijskoj, farmaceutskoj te prehrambenoj industriji. Nadalje,
mlijecna je kiselina izrazito korisna i u tekstilnoj industriji kao primjerice fiksator boje. U
kemijskog industriji, mlije¢na se kiselina koristi kao prekursor za dobivanje etanola, propilen
glikola i akrilnih polimera. Najveca je potraznja za mlijecnom kiselinom u proizvodnji
polimera, u vecini slucajeva, poli(mlijecne kiseline) [10].

Proizvodnja polimers FPrehrambena industrija
39% - = 33%
Otapalo i ostale - Dsubn;.q;p;ﬂh‘eba
industrijske surhe =
13%

Slika 4. Upotreba mlijecne kiseline u svijetu [10].



2.2. POLI(MLIJECNA KISELINA)

Poli(mlijecna kiselina) izaziva veliki interes kao jedan od najinovativnijih materijala
koji se trenutno razvijaju za razli¢ite primjene. Poli(mlije¢na kiselina) je polimer koji je
termoplasti¢an 1 biorazgradljiv, takve ga karakteristike ¢ine privlaénim za medicinske
primjene. Takoder, njegova biokompatibilnost uvelike doprinosi pojacanom interesu za
uporabu u medicinske svrhe. Morfologija povrSine, poroznost te kemijska svojstva povrSine
kljucni su za uporabu u medicinske svrhe. Formula polilaktida je (C3H40O2), odnosno [-
C(CH3)HC(=0)O-],. Struktura poli(mlijecne kiseline) prikazana je na Slici 5. [12].

Slika 5. Struktura poli(mlije¢ne kiseline) [12].

Polimer mlijecne kiseline prvi je puta sintetizirao Wallace Carothers 1932. godine u
DuPont laboratoriju, zagrijavanjem mlijeCne kiseline u vakuumu. U pocecima rada s
polimerima, cilj je bio unaprijediti proces polimerizacije u svrhu dobivanja polimera visoke
molekulne mase. Razlog interesa za polimerima visokemolekulske mase lezi u spoznaji da
svojstva polimera ovise o molekulskoj masi. Svojstva koja ovise o molekulskoj masi, a vrlo
su vazna za primjenu polimernih materijala, jesu ponajprije mehanicka svojstva. Opcenito,
mehanicka svojstva polimera viSih molekulskih masa bolja su od onih nizih molekulskih masa
[12].

Poli(mlijec¢na kiselina) ili polilaktid je sintetski, alifatski poliester dobiven iz mlije¢ne
kiseline. Ovisno o duljini lanca poli(mlije¢ne kiseline) njezina je uporaba druk¢ija. Primjerice,
za proizvodnju ambalaZe, lanac bi trebao sadrzavati 700 do 1400 monomera. Sto je znatno
viSe od klasi¢nih sirovina za pripravu ambalaZe gdje je broj monomera u lancu od 100 do 200.
Iz navedenog se moze zakljuciti kako je proizvodnja ambalaze na temelju PLA znatno
skuplja. No, PLA zato pokazuje izvrsne mogucnosti za potrebe tkivnog inzenjerstva.

Tkivno inzenjerstvo temelji se na razvoju alternativnog pristupa lijecenju koStanih
defekata upotrebom biorazgradljivih i biokompatibilnih struktura kao privremenih potpora za
adheziju stanica, proliferaciju i regeneraciju tkiva. Poli(mlijecna kiselina) jedan je od najCesce
koristenih biorazgradljivih polimera radi niske temperature taljenja i izvrsnih mehanickih
svojstava [13].



2.2.1. PROIZVODNJA POLI(MLIJECNE KISELINE)

PLA je moguce proizvesti na tri razliita nacina, a to su: direktna polikondenzacija,
azeotropna dehidratacijska kondenzacija, te polimerizacija otvaranjem prstena laktida.
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Slika 6. Industrijski postupak dobivanja PLA visoke molekulske mase [13].
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Krajnji cilj sinteze PLA dobivanje je polimera visoke molekulske mase, budu¢i je jedino
polimer visoke molekulske mase upotrebljiv.

Direktna polikondenzacija proces je koji ukljucuje tri glavna koraka. Prvi korak je
uklanjanje vode, zatim slijedi oligomerna polikondenzacija te naposlijetku polikondenzacija
taljenjem visokomolekularne PLA. Proces direktne kondenzacije teoretski je najisplativiji
proces proizvodnje visokomolekularne PLA, no nuznost uporabe agensa za spajanje lanaca te
pomoc¢nih sredstava poskupljuje te komplicira sam proces.

Azeotropnu dehidratacijsku kondenzaciju, kao sljede¢i nacin dobivanja PLA visoke
molekule mase, usavrsila je japanska tvrtka Mitsui Toatsu Chemicals INC. Prednost procesa
je provedba istog bez upotrebe agensa za spajanje lanaca. PLA se dobiva direktnom
kondenzacijom, a voda se konstantno odvodi azeotropnom destilacijom.

NatureWorks LLC, glavni je proizvoda¢ PLA visoke molekulske mase. Proces se
sastoji od nekoliko koraka. Prvi od njih je kondenzacija mlije¢ne kiseline ¢ime se dobiva PLA
niske molekulske mase. Kontroliranom depolimerizacijom iz nisko molekularne PLA dobiva
se cikli¢ki dimer ili laktid. Dobiveni se laktid zatim prociS¢ava destilacijom. Otvaranjem
prstena laktida, uz prisutstvo katalizatora, nastaje PLA kontrolirane molekulske mase [13].

2.2.2. SVOJSTVA POLI(MLIJECNE) KISELINE

Poli(mlijecna kiselina) nosi sa sobom niz prednosti. PLA je biorazgradljivi i
kompostabilni polimer, Sto ga €ini ekoloski prihvatljivim. Nadalje, PLA je biokompatibilni
materijal Sto ga €ini izvrsnim za medicinsku primjenu. Svojstva PLA ovise o izomerima od
kojih je isti proizveden, procesnoj temperaturi, viemenu taljenja prilikom proizvodnje te o
molekulskoj masi. Na slici 7. prikazane su granule PLA.
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Slika 7. Granule poli(mlijec¢ne kiseline) [14].
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PLA privlaci veliku pozornost u posljednjih 20 godina zbog jednostavne obradivosti i
dobrih svojstava u usporedbi s drugim biorazgradljivim polimerima. PLA odlikuju visa
¢vrstoca i zilavost u usporedbi s polistirenom (PS) ali i loSa barijerna svojstva propusnosti
plinova poput vodene pare i metana. Na primjer, iako se Zilavost poli(mlije¢ne kiseline) nalazi
izmedu Zzilavosti polistirena i1 dalje je niza od zilavosti materijala poput polietilentereftalata
(PET) 1 polikarbonata (PC). Navedena ogranienja u Zzilavosti djelomi¢no utje¢u na opseg
primjene PLA kao strukturnog materijala. Nadalje, u biomedicinskim primjenama, upotreba
PLA je ograni¢ena njenom sporom brzinom biorazgradnje i hidrofobnosti [15].

Budu¢i je mlijecna kiselina kiralna molekula, poli(mlije¢na kiselina) moze egzistirati u
obliku ¢iste poli-L-mlije¢ne kiseline (PLLA), Ciste poli-D-mlije¢ne kiseline (PDLA) te poli-
D,L-mlije¢ne kiseline (PDLLA), strukture navedenih prikazane su na Slici 8 [16].

(a) - .
CHs O
L T
- H .
n
(b) _ -
CH; O
I |
HO G G (@) H
- H -
n
() CH; O CH; O
: |l I |
HO C G (@) & G @) H
[ H ; ]

n

Slika 8. Kemijska struktura (a) poli(L-mlije¢ne kiseline) (PLLA); (b) poli(D-mlije¢ne
kiseline) (PDLA) i (c¢) poli(D, L-mlije¢ne kiseline) (PDLLA) [16].

L-izomer mlijecne kiseline bioloski je metabolit te ¢ini najve¢i udio poli(mlijecne
kiseline) dobivene iz obnovljivih izvora. Ovisno o sastavu odredenih aktivnih L- i D-
enantiomera, PLA moze kristalizirati u tri moguce forme (a, S 1 y). Poli(L-mlijecna kiselina),
to jest PLLA, privukla je znacajnu paznju zahvaljuju¢i izvrsnoj biokompatibilnosti i
mehani¢kim svojstvima. Medutim, dugo vrijeme razgradnje s visokim udjelom kristalnosti
nastalih fragmenata moZze uzrokovati upalne reakcije u biomedicinskoj primjeni. Kako bi se
prevladali navedeni problemi, Cesto se kombiniraju L-mlije¢na kiselina 1 D,L-mlije¢na
kiselina pri cemu se nastali polimer puno brze razgraduje bez stvaranja kristalnih fragmenata
tijekom procesa.
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PLA s udjelom PLLA ve¢im od 90 % uglavnom je kristalno uredena, smanjenjem
udjela PLLA to jest Ciste poli-L-mlijecne kiseline smanjuje se kristalna uredenost te shodno
tome PLA postaje amorfnija [15].

2.2.2.1. FIZIKALNA SVOJSTVA POLIMMLIJECNE KISELINE)

Fizikalna svojstva materijala opisuju fizicke karakteristike materijala kao $to su boja,
elektricna 1 toplinska vodljivost, magnetizam, opti¢ka svojstva koja nisu posljedica djelovanja
vanjskih uvjeta. Polimeri se opéenito mogu nalaziti u djelomi¢no kristalnom ili amorfnom
stanju. Kristalasti (engl. semi-crystalline) polimeri sadrze ponavljajuce jedinice koje
omogucuju slaganje lanaca u podrucja viSe gustoCe, to jest lamele. Nastajanje lamela
poboljsava mehanicka svojstva kristalastog polimera u odnosu na amorfni analogni polimer.
Niti jedan polimer ne egzistira u potpunom kristalnom obliku. Stoga, svaki kristalasti polimer
sadrzi kristalni dio i amorfni dio. Kristalni dio podrazumijeva lamele, dok amorfni dio opisuje
prostor izvan lamela te izmedu slojeva polimera. Opisana struktura polimera naziva se
sferulitna te je ona prikazana na Slici 9.

Amorfni dio
polimera

Lamele

Slika 9. Sferulitna struktura polimera [17].

PLA visoke molekulske mase je bezbojni, sjajni te kruti polimer. Amorfni polimer
mlijecne kiseline topljiv je u ve€ini organskih otapala kao Sto su tetrahidrofuran, benzen,
acetonitril 1 dioksan. Nadalje, PLA pokazuje umjerenu propusnost za kisik 1 vodu te
istovremeno iskazuje visoku otpornost na masnoce i1 ulja. Navedena svojstva ¢ine PLA
svestranim materijalom za razliite primjere, primjerice u prehrambenoj industriji kao
ambalazni materijal [12].

Fizikalna svojstva znatno ovise o stereokemiji te molekulskoj masi. Povecanjem
molekulske mase PLA, kristalna uredenost opada, radi nastajanja dugih polimernih lanaca. S
druge strane, kako bi se lanCane strukture ispreplele i1 produljile, dolazi do povecanja ¢vrstoce
pri rastezanju 1 viskoznosti [18]. Fizikalna svojstva znatno ovise o temperaturi staklastog
prijelaza, T,. Temperatura staklastog prijelaza ili stakliSte se definira kao temperatura pri
kojoj se segmenti ugljikovih lanaca pocinju koordinirano gibati. Pri toj temperaturi, amorfne
regije polimera prelaze iz rigidnog (staklastog) u fleksibilnije (gumasto) stanje. Stakliste ovisi
o kemijskoj strukturi polimera. Naime, prisustvo polarnih atoma, funkcionalnih grupa te
duljina bo¢nih lanaca i moguénost stvaranja lamela povecavaju stakliSte polimera. Kristalasti
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polimeri pri temperaturi visoj od temperature staklastog prijelaza po¢inju omekSavati, no tek
pri temperaturi taljenja, 7w prelaze u kapljevito stanje. Opcéenito, 7w poprima vise vrijednosti
od T,. Pri temperaturi viSoj od Tg, ali ispod Tm, polimer se nalazi u ,,gumastom‘ stanju.
Fizicko znacenje temperature staklastog prijelaza je zapravo mjera mobilnosti segmenta. Ty je
prijelazna temperatura pri kojoj se segmenti polimera pocinju kretati (povecanjem
temperature) ili ,,smrzavati* (hladenjem) [19].

Fizikalna svojstva PLA, PLLA i PDLLA prikazana su u tablici 1.

Tablica 1. Fizikalna svojstva PLA, PLLA 1 PDLLA [15].

Tip biopolimera
Svojstvo Mjerna PLA PLLA PDLLA
jedinica
Relativna gustoca g/cm3 1,21-1,25 1,24-1,30 1,25-1,27
Temperatura °C 150-162 170-200 am®
taljenja
StakliSte °C 45-60 55-65 50-60

2am — PDLLA se nalazi u amorfnom stanju, stoga ne posjeduje temperaturu taljenja

Iz tablice je vidljivo kako stereokemija znatno utjece na fizikalna svojstva polimera.
Povecanje udjela D-izomera moze dovesti do smanjenja udjela kristalnosti, Sto rezultira
snizenjem temperature taljenja. Temperatura taljenja i temperatura staklastog prijelaza mogu
se smanjiti koriStenjem plastifikatora. Medutim, PLA se vrlo Cesto mijeSa s drugim
polimerima kao $to su polietilen (PE), polistiren, polipropilen (PP) i1 kitozan kako bi se
poboljsala odredena svojstva [16].

2.2.2.2. KRISTALIZACIJSKA SVOJSTVA POLI(MLIJECNE
KISELINE)

Stupanj kristalnosti iznimno je bitno svojstvo polimera. Razli¢ita svojstva polimera,
ukljucujuéi tvrdocu, ¢vrstocu, vlacnu Evrstocu, Zilavost i temperatura taljenja ovise o udjelu
kristalnih zona u polimeru. Reoloska i termalna svojstva ovise o strukturi polimernog lanca,
opcenito vrijedi da razgranati polimerni lanci brze kristaliziraju od ravnolancanih analoga.

PLA moze kristalizirati u tri razliita oblika. Prvi od mogucih oblika je a oblik,
navedeni oblik nastaje prilikom hladne kristalizacije ili taljenja. Nadalje, £ oblik je posljedica
mehaniCkog rastezanja stabilnijeg a oblika, y oblik nastaje prilikom razvijanja na supstratima
heksametil benzena. PLA ima taliste pri 180 °C ako dolazi do kristalizacije pri 100 °C. PLA
se moze obradivati pri minimalnoj temperaturi od 20 °C pa sve do 200 °C. PLA koja sadrzi
viSe od 90 % PLLA vecinski se nalazi u kristalnoj formi, dok se manje opticki Cista PLA
nalazi u amorfnom obliku. Morfologija PLLA se mijenja izmedu perioda nukleacije i rasta
kristala. Sferulitna struktura PLLA prisutna je pri temperaturi ispod 145 °C, poviSenjem
temperature iznad 150 °C, tijekom kristalizacije, primjetna je heksagonalna lamelarna
kristalna morfologija. Stupanj kristalnosti polilaktida moze se povecati postupnim hladenjem,
kako bi se dobila bolja toplinska otpornost materijala [20].
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2.2.2.3. MEHANICKA SVOJSTVA POLI(MLIJECNE KISELINE)

Mehanicka svojstva materijala opisuju ponasanje istog prilikom opterecenja koja
mogu biti vlacna, tlacna, oscilirajuca ili stalna pri odredenoj temperaturi. Mehanicka svojstva
polimera definiraju se vrijednostima kao S$to su modul elasticnosti (Youngov modul
elasti¢nosti), granice elastiCnosti 1 ¢vrsto¢e pri rastezanju. Za veéinu polimera koristi se
jednostavna metoda mehani¢kog naprezanja. Metodom mehani¢kog naprezanja dobiva se
krivulja ovisnosti sile o naprezanju. Za polimerne materijale karakteristi¢na su tri razlicita tipa
ovisnosti sile o naprezanju (Slika 10). Krivulja A prikazuje ponasanje krhkog polimera,
budu¢i dolazi do njegovog loma dok se istovremeno elasticno deformira. Ponasanje
plasticnog materijala opisuje krivulja B, na krivulji B vidljiva je po€etna deformacija koja je
elastic¢na, koja zatim slijedi grananje i regija plasticne deformacije. Naposlijetku, deformacija
prikazana krivuljom C potpuno je elasti¢na te je karakteristi¢na za klasu polimera nazvanu
elastomeri [21].
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Slika 10. Graf sila-naprezanje za razli¢ite vrste polimera [21].

Na mehanicka svojstva polimera utjeCu molekulska masa i stupanj kristalnosti kao
strukturni faktori, no isto tako okoliSni faktori kao Sto su temperatura, primijenjena sila ili
atmosfera.
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Mehanic¢ka svojstva PLA mogu biti vrlo raznolika, no bitno je napomenuti da
kristalasta PLA ima bolja mehanicka svojstva od amorfne PLA. Nadalje, molekulska masa i
stereokemija takoder znatno utje¢u na mehani¢ka svojstva. Udio odredenog monomera u
polimeru moze se prilagoditi sintezom PLA iz razli¢itth omjera D i L laktida. Takoder je
moguce modulirati molekulsku masu polimera dodavanjem specifi¢nih funkcionalnih skupina

kao $to su hidroksilna skupina ili voda [22].

U tablici 2. dana su mehanicka svojstva PLA, PLLA te PDLLA.

Tablica 2. Mehanicka svojstva PLA, PLLA te PDLLA [22].

Svojstvo Mjerna jedinica PLA PLLA PDLLA
c MPa 21,0-60,0 15,5-150 27,6-50,0
E GPa 0,35-3,50 2,70-4,14 1,00-3,45
€ % 2,50-6,00 3,00-10,0 2,00-10,0
c* Nm/g 16,8-48,0 40,0-66,8 22,1-39,4
E* kNm/g 0,28-2,80 2,23-3,85 0,80-2,36

o — vlacno naprezanje, E — Youngov modul elasticnosti, € — krajnje naprezanje,

* . v v . * . v v
o - specificno vlacno naprezanje, E - specifican viacni modul
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2.2.2.4. RAZGRADNJA POLI(MLIJECNE KISELINE)

Razgradnja polimera moze biti potaknuta termalno, hidrolizom, bioloskom aktivnos¢u,
oksidacijom, fotolizom ili radiolizom. Budu¢i PLA sadrzi tercijarne vodikove atome (atomi
vodika vezani za ugljik koji je vezan za tri druga ugljika) moguca je oksidacijska degradacija.
Faktori koji utjecu na razgradnju su veli¢ina i1 oblik Cestica, temperatura, vlaznost, stupanj
kristalnosti te molekulska masa. Primjerice, pove¢anjem molekulske mase polimera povecava
se 1 temperatura staklastog prijelaza Sto otezava postupak razgradnje. Nadalje, visi stupanj
kristalnosti takoder otezava proces razgradnje. Tijekom hidroliticke razgradnje amorfne PLA,
kristalnost polimera povecava se uslijed reakcija cijepanja [23].

2.2.2.5. TOPLINSKA RAZGRADNJA POLI(MLIJECNE KISELINE)

PLA gubi toplinsku stabilnost pri temperaturi viSoj za 10 °C od tocke taljenja.
Toplinska razgradnja uzrokuje razdvajanje lanaca te smanjenje molekulske mase polimera
[23].

2.2.2.6. HIDROLITICKA RAZGRADNJA POLI(MLIJECNE
KISELINE)

Visoka temperatura i vlaznost ubrzavaju proces razgradnje PLA. Prilikom izloZenosti
vodenom mediju, dolazi do cijepanja esterskih skupina ¢ime se smanjuje molekulska masa
PLA. Prilikom hidroliticke razgradnje nastaju kisele grupe koje smanjuju pH vrijednost
otopine te na taj nacin ubrzavaju proces razgradnje. Tijekom razgradnje, prvotno dolazi do
cijepanja lanaca unutar amorfnih podrucja, stoga se s vremenom primjecuje povecanje stupnja
kristalnosti polimera. Postoje cetiri osnovna parametra koja kontroliraju hidroliticku
degradaciju Cestica PLA, a to su koli¢ina adsorbirane vode, stupanj difuzije, udio lan¢anih
fragmenata unutar polimera te topljivost produkata razgradnje. Mogucéa su dva mehanizma
razgradnje, a to su heterogena ili povrSinska reakcija te razgradnja ,,u masi* ili homogena
erozija. Do heterogene ili povrSinske razgradnje dolazi ako je brzina hidrolize veca od brzine
difuzije vode, S§to uzrokuje ,,smezuranje Cestica. Kod homogene razgradnje, oblik Cestice
ostaje nepromijenjen, no njezin se volumen smanjuje tijekom vremena. Na slici 11. prikazan
je mehanizam hidroliticke razgradnje PLA [23].

"Hs CH,
PLA—CH—C—0—CH—C—0OPLA + H,.Q ——
5 5
CH; CH;
I’LA—CI-I—(ﬁ—DH + HO—CH—C—OPLA

O
Slika 11. Mehanizam hidroliticke razgradnje PLA [23].
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2.2.2.7. LANCANA HIDROLIZA

U prvom koraku lan¢ane hidrolize, poliesterski lanac s ve¢om molekulskom masom
podlijeze hidrolizi na oligomere koji imaju manju molekulsku masu. PodeSavanjem pH
vrijednosti moze se kontrolirati brzina hidrolize koja ovisi 1 o temperaturi i o koli€ini vlage.
Kao $to je vidljivo na slici 11. razgradnja PLA je primarna radi hidrolize estera koja se zbiva
uzduz okosnice polimera. Prisutstvo vode nuzno je za odvijanje reakcije hidroliticke
razgradnje. Propusnost PLA za vodu 1 autokataliticke reakcije tijekom odvijanja hidroliticke
razgradnje dva su izazova za stabilizaciju PLA. Mehanizam autokatalitCke reakcije PLA
prikazan je na slici 12. Kako bi se sprijecila autokataliticka reakcija, to jest reakcija
samoubrzavaju¢eg procesa degradacije, potrebno je smanjiti koncentraciju rezidualnog
monomera. Rezidualni monomeri, to jest monomeri koji zaostaju nakon sinteze polimera,
mogu djelovati kao inicijatori za reakcije degradacije. Osiguravanjem temeljitog
proc¢is¢avanja i pravilnih tehnika polimerizacije moguce je smanjiti njthovu koncentraciju te
shodno time 1 potencijal za autokataliticku reakciju degradacije. Nadalje, potrebno je smanjiti
koncentraciju vode koja moZze katalizirati hidrolizu. Kona¢no, moguce je modificirati krajnje
grupe PLA razli¢itim kemijskim skupinama poput OH-, COOH-, Cl- i NH»- te na taj nacin
prilagoditi kemijska svojstva i stabilnost [23].

K
R-COOH —

R-COO™ + H'

H; CH;

ky,

PLA—CH—C—0—CH—C—OPLA + H,O0+ H* ———
Hj ?‘{3
PLA—CH—(i',I'—ﬂH + HO—G-IAﬁ—GFLA + H*
(8]

Slika 12. Mehanizam autokataliticke hidrolize PLA [20].

2.2.2.8. ENZIMSKA RAZGRADNJA

U sljede¢em koraku razgradnje PLA dolazi do enzimskog napada na ostatne
fragmente. Enzimi mogu imati ulogu katalizatora u reakcijama hidrolize. Stupanj enzimske
razgradnje znatno je manji pri viSem stupnju kristalnosti. Enzimska se razgradnja vecinski
zbiva mehanizmom povrSinske to jest heterogene reakcije. Tijekom enzimske razgradnje
dolazi do smanjenja molekulske mase, stoga i do slabljenja mehanickih svojstava [23].
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2.2.3. BIOKOMPATIBILNOST POLI(MLIJECNE KISELINE)

Biokompatibilnost, prema IUPACu, svojstvo je materijala da u kontaktu sa zivim
sustavom ne izaziva nepozeljne efekte. Gledajuéi s biomedicinskog stajalista,
biokompatibilnost podrazumijeva sposobnost materijala da djeluje uz odgovarajuc¢i odgovor
domacina prilikom odredene primjene [24]. Poli(mlijecna kiselina), takoder pokazuje
biorazgradljiva svojstva. Materijal je biorazgradljiv ako isti podlijeze razgradnji uz pomo¢
bioloSke aktivnosti, putem smanjenja molarne mase makromolekule. Potrebno je napomenuti
kako se razgradnja polimera in vivo u isklju€ivo vodenom mediju definira kao reakcija
hidrolize, a ne biorazgradnje. Pojam ,konacna biodegradacija® opisuje potpunu
transformaciju organskih spojeva u oksidirane ili reducirane jednostavne molekule (poput
ugljicnog dioksida, metana, nitratnog ili amonijevog iona i vode), bitno je naglasiti kako u
slu¢aju djelomi¢ne biodegradacije, preostale tvari nakon razgradnje mogu biti Stetnije od
pocetne tvari.

Sintetski biorazgradljivi polimeri, kao Sto su PLA, poliglikolna kiselina (PGA) te
polikaprolakton (PCL), sve su prisutniji u biomedicinskom podru¢ju zbog izvrsne
biokompatibilnosti. Navedeni se polimeri razgraduju kako je i prije spomenuto jednostavnom
hidrolizom esterskih veza, prilikom ¢ega nije potrebno prisustvo enzima. Produkti nastali
razgradnjom biokompatibilnih polimera stvaraju netoksi¢ne produkte, koji se izlu¢uju putem
metabolickih puteva. Sintetski razgradljivi poliesteri primjenjuju se vec tri desetljeca kao
materijal za Sivanje i za fiksaciju kostiju [25].

2.3. HIDROKSIAPATIT

Hidroksiapatit (HAp) pripada skupini kalcijevih apatita. Njegova je struktura slicna
anorganskoj fazi kostiju 1 zubi, stoga pronalazi vrlo Siroku primjenu u biomedicinskom
podrudju radi njegove biokompatibilnosti i biorazgradljivosti. Cisti stehiometrijski
hidroksiapatit ima kemijsku formulu Cas(PO4)30H, odnosno Caio(POs)s(OH), buduci
kristalnu ¢eliju ¢ine dvije jedinicne formule. Omjer Ca/P za stehiometrijski Cisti HAp iznosi
1,67. Hidroksiapatit kristalizira u heksagonalnoj kristalnoj reSetci s parametrima kristalne
reSetke a =bh =9,43 Aic = 6,88 A (slika 13) [26].

Slika 13. Vizualizacija strukture hidroksiapatita [27].
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2.3.1. SINTEZA HIDROKSIPATITA

Danas je poznato nekoliko metoda za sintezu hidroksiapatita, a neke od
najistrazivanijih su sol-gel sinteza, hidrotermalna sinteza, elektrodepozicija i precipitacija.
Najces¢a metoda dobivanja hidroksiapatita je precipitacija iz biogenih izvora ili spojeva koji
potjeu od Zzivih organizama ili bioloSkih procesa. Precipitacijom se dobiva HAp visokog
stupnja kristalnosti. Nadalje, HAp dobiven iz biogenih izvora ima moguc¢nost oponaSanja
kostanog tkiva. Najce$¢i izvori jesu ljuska jajeta, Zivotinjske kosti te oklop morskih
organizama. HAp sintetiziran iz kemijskih prekursora ima mnoge prednosti kao S$to su
mogucénost kontrole omjera Ca/P, visoki stupanj kristalnosti te visoka Cisto¢a produkta. No,
postoje i nedostaci hidroksiapatita sintetiziranog iz kemijskih prekursora, kao S$to su
nedostatak odredenih iona (Fe?", Mg?', Si*, Na' i F") §to oteZzava moguénost oponasanja
kostanog tkiva. Radi navedenog moze se zakljuciti kako hidroksiapatit dobiven iz kemijskih
prekursora ima manju bioloSku aktivnost [28].

2.3.2. FIZIKALNA I TOPLINSKA SVOJSTVA HIDROKSIAPATITA

Fizikalna svojstva hidroksiapatita ovise o metodi kojom je sintetiziran. Hidroksiapatit
koji je prireden u laboratoriju posjeduje niski stupanj kristalnosti, veliku specifi¢cnu povrsinu
te moZze biti vrlo porozan. S druge strane, prirodni hidroksiapatit se obicno dobiva toplinskom
obradom kostiju pri visoj temperaturi (800 °C), radi ¢ega pokazuje visoki stupanj kristalnosti.
Sinterirani hidroksiapatit posjeduje stupanj poroznosti te strukturu koja odgovara prirodnoj
kosti. Najstabilniji hidroksiapatit ima omjer Ca/P 1,67 te precipitira pri pH 10. Temperatura
taljenja iznosi 1614 °C, a gustoéa 3,16 g/cm’® [29].

2.3.3. MEHANICKA SVOJSTVA HIDROKSIAPATITA

Hidroksiapatit posjeduje sliéna mehani¢ka svojstva onima anorganske komponente
kosti. Neka od mehanickih svojstva, kao Sto je tlatna c¢vrsto¢a, opadaju povecanjem
mikroporoznosti materijala. Povecanjem temperature sinteriranja dobiva se praskasti
hidroksiapatit vece gustoce, vecih dimenzija Cestica te boljih mehanickih svojstava. Nadalje,
modul elasti¢nosti hidroksiapatita iznosi 40 — 100 GPa, zubne cakline 74 GPa, dentina 21 GPa
1 kosti 12 — 18 GPa [30,31]. Primjenom materijala poput aluminijeva oksida, cirkonijeva
oksida, metala ili ugljikovih nanocijevi poboljSavaju se mehanicka svojstva hidroksiapatita
[32].

20



2.4. HITINIKITOZAN

Hitin ili poli-#-(1-4)-N-acetil-D-glukozamin prirodni je polisaharid otkriven 1884.
godine. Hitin se u prirodi pojavljuje u obliku uredenih kristalnih mikrovlakana prisutnih u
skeletu ¢lankonozaca ili u stanicnim stijenkama gljiva 1 kvasaca. Industrijski postupak
proizvodnje hitina iz ljuske raka zapocinje otapanjem kalcijeva karbonata pogodnom
kiselinom, nakon Cega se alkalnom ekstrakcijom otapaju proteini. Dodatno, Cesto se provodi
postupak dekolorizacije kako bi se uklonili moguéi prisutni pigmenti i dobio bezbojni
produkt. Ovisno o izvoru hitina on se pojavljuje u tri moguce alotropske modifikacije (a, £ i
). a-hitin je najc¢es¢i oblik hitina, koji se pojavljuje u stanicnim stijenkama gljiva i kvasaca,
ljusci jastoga, Skampa i raka te u kutikulama insekata [33].

CHj
OH O
NH
o) O HO ~
HO 0 d
NH
o:< OH
B CH3 In

Slika 14. Kemijska struktura hitina [34].

Najistrazivaniji derivat hitina je kitozan. Kitozan (CHT) je linearni kopolimer, dobro
topljiv u vodi, izgraden od dvije vrste ponavljaju¢ih monomernih jedinica N-acetil-2-amino-2-
deoksi-D-glukopiranoza (acetilirana podjedinica) 1 2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoza
(deacetilirana jedinica) koje su medusobno povezane a-(1 = 4) glikozidnim vezama. Kada
stupanj deacetilacije hitina dosegne otprilike 50 %, on postaje topljiv u vodenom kiselom
mediju te se naziva kitozan. Otapanje hitina dogada se protonacijom —NH> skupine na C-2
polozaju ponavljajuée jedinice D-glukozamina, ¢ime se polisaharid pretvara u polielektrolit u
kiselom mediju. U ¢vrstom stanju, kitozan se pojavljuje kao kristalasti polimer. Kitozan
kristalizira u ortorompskoj jedini¢noj ¢eliji s parametrima a = 0,807 nm, b = 0,844 nm i ¢ =
1,034 nm, jedini¢na se ¢elija sastoji od dva antiparalelna kitozanska lanca [33].
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Slika 15. Kemijska struktura kitozana [35].
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Kitozan posjeduje kationska svojstva, §to je vrlo specificno i odlikuje ga raznim
svojstvima. Nadalje, hitin i kitozan su komercijalno atraktivni radi njihove lake dostupnosti te
bioloSke kompatibilnosti, stoga pronalaze Siroku primjenu u tkivnom inZenjerstvu, kozmetici
te kao materijal za dostavu lijekova.

2.,5. KOMPOZITNI MATERIJALI

Polimerni se materijali vrlo ¢esto modificiraju na nafin da se pocetni materijal
kombinira s dva ili viSe materijala koji imaju razlicita svojstva tvore¢i kompozit. Opcenito,
kompoziti se sastoje od dvije faze, a to su disperzna faza i matrica. Kompozitni materijali
imaju odredena svojstva, koja su znacajno razli¢ita od pojedinih komponenata koje Cine
kompozit. Kompoziti se sintetiziraju na nacin da tvore homogenu i kontroliranu raspodjelu
materijala.

Polimerni kompozit moze biti 1 biokompozit. Biokompozit se sastoji od polimerne
matrice ojaane odredenim prirodnim tvarima (biovlaknima). Biokompozitni materijali
oponasaju morfologiju Zivih organizama. Uloga polimerne matrice je da $titi prirodnu fazu
biokompozita od mehanickih oStecenja i degradacije uzrokovane okoliSnim ¢imbenicima
unutar biokompozita. Nadalje, biovlakna su prirodna vlakna proizvedena iz prirodnog izvora,
primjerice iz drva ili odredenih usjeva. Razlog povefanog interesa u proizvodnji
biokompozita je manji utjecaj na okoli$ tijekom proizvodnje istih, manja molekulska masa te
naposlijetku i manja cijena proizvodnje [36].

U polju tkivnog inzenjerstva, izvanstani¢na matrica ima klju¢nu ulogu pruzaju¢i nosac
koji nudi strukturalnu potporu, oblik i prikladnu povrSinu za stanice kako bi se iste smjestile i
usmjeravale u tkivo ili organe. Za postizanje ucinkovite funkcionalnosti, izvanstani¢na
matrica mora posjedovati odredene fizicke 1 bioloSke karakteristike. Klju¢na je adekvatna
strukturalna podrSka za pri¢vrs€ivanje stanica, njihovu migraciju, proliferaciju i
diferencijaciju. Pritom povrSina izvanstani¢ne matrice treba poticati pravilno vezivanje
stanica, dok je poroznost nosaca klju¢na za difuziju hranjivih tvari, eliminaciju otpadnih
produkata te prodor stanica. Nadalje, mehanic¢ka svojstva nosa¢a moraju biti kompatibilna s
okolnim tkivima ili organima.

Sintetski materijali postaju sve vazniji u biomedicinskim primjenama zbog Sirokog
raspona dostupnih polaznih materijala, razvijenih tehnika polimerizacije 1 mogucnosti
prilagodbe povrSine istih. Navedeno omogucava prilagodbu razliCitih svojstava, ukljucujuci
bioaktivnost, kontroliranu razgradnju te mehanicka svojstva. Poli(mlijecna kiselina)
termopolasti¢ni (plastomerni) poliesterski je polimer koji je biokompatibilian te se razgraduje
hidrolizom alifatskih esterskih veza. Zbog svoje biorazgradljivosti i biokompatibilnosti, PLA
je medu preferiranim izborima za izradu nosaca. Isto tako, PLA se moZze obraditi u razlicite
oblike poput vlakna, filmova, poroznih struktura i 3D-printanih nosaca, §to ga ¢ini svestranim
za razli¢ite primjene. Jedna od kljucih prednosti koriStena PLA je sposobnost pruzanja
potrebne strukturalne podrske prilikom postupne razgradnje. Razgradnjom se omogucuje
okolnim stanicama da proizvedu vlastitu izvanstani¢nu matricu, §to na kraju zamjenjuje
sintetski nosa¢ prirodnim tkivom. Kitozan je prirodni polisaharid koji je u vodenim otopina s
pH-vrijednosti veCom od 7 obi¢no netopljiv. Medutim, pri pH vrijednostima manjim od 5
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postaje topiv zbog protonacije aminskih skupina u kiselim otopinama. Stoga je, u usporedbi s
Njegova netoksi¢nost i1 proizvodi razgradnje Cine ga nezaobilaznim izvorom materijala za
primjenu u tkivhom inzZenjerstvu i regenerativnoj medicini. Kitozan ima potencijal zamijeniti
kolagen zbog svojih obecavajucih svojstava kao $to su biorazgradljivost i bioaktivnost, dok se
¢vrsto¢a moze povecati ili umrezivanjem ili razvojem kompozitnih nosaa mijeSanjem s
drugim polimerima ili materijalima. Hidroksiapatit ¢ini oko 70 % mase ljudske kosti te je
takoder glavni sastojak zuba. Zbog visoke bioaktivnosti i osteondukcijskih karakteristika,
HAp je postao vrlo vazan materijal za primjenu u tkivnom inZenjerstvu, posebice za
regeneraciju kostiju.

Postoji Sirok raspon tehnika izrade nosaca koje mogu pruziti razlicite oblike, veli¢inu i
poroznost. Trodimenzionalni nosaci sluze kao predlozak pruzajuci privremenu strukturalnu
potporu stanicama i omogucuju rast novog tkiva. Najcesce koriStene tehnike jesu kemijsko 1
fizicko pjenjenje, emulzijsko oblikovanje, termicki potaknuto fazno razdvajanje, formiranje
hidrogela 1 tehnike slobodnog oblikovanja Cvrste tvari (engl. solid freeform fabrication, SFF).
Tehnike SFF omogucuju vecu kontrolu nad topografijom nosaca. Razvijene su razli¢ite SFF
tehnike, ukljucujuci i selektivno lasersko sinteriranje, stereo-litografiju, tiskanje tintom i
modeliranje taloZenjem spojenih slojeva (engl. fused deposition modeling, FDM). FDM je
jednostavna tehnika koja pruza veliku fleksibilnost u rukovanju i obradi materijala. U ovom
postupku strukture se stvaraju sloj po sloj depozicijom plastomernog polimera pomoc¢u 3D
pisaca. Na pocetku se plastomerni filament ucita u pisa¢. Zatim se polimer zagrijava iznad
tocke taljenja (ako je kristalini¢an), omeksa i ekstrudira kroz mlaznicu. Nakon depozicije
prvog sloja slijedi drugi sloj koji se gradi prema unaprijed postavljenom dizajnu. Opisani se
proces ponavlja sve dok se ne postigne zeljena 3D struktura nosaca [37].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Kompozitni PLA-CHT-HAp uzorci dobiveni su kombinacijom tehnike 3D ispisa i
ugradnje CHT-HAp hidrogela. Trodimenzionalni porozni nosaci dimenzija I cm X 1 cm % 1
cm dimenzija pora od 1 mm, prikazani na slici 16 A, dobiveni su ekstruzijom Polymed
Lactoprene 100M filamenta, poli(mlije¢ne kiseline) medicinske Cistoce.

Kitozan-hidroksiapatini (CHT-HAp) gel ugraden je unutar PLA nosaca koriStenjem
potpomognute fazne separacije pri neatmosferskim uvjetima (slika 16 C). Tako dobiveni
trokomponentni kompozitni uzorci podvrgnuti su hidrolitickoj razgradnji u puferskom mediju
(slika 16 D) i ispitivanju mehanickih svojstava tlacnim opterecenjem (slika 16 B i E).

U eksperimentalnom dijelu ovog rada tijekom osam tjedana pracéena je in vitro
razgradnja kompozitnih PLA-CHT-HAp materijala u mediju koji simulira fizioloski sastav.
Sistematski je pra¢ena promjena mehanickih i strukturnih svojstava nosaca.

Slika 16. A) Porozni PLA nosac dobiven 3D ispisom. (B) porozni PLA nosa¢ nakon provedbe
mehanickih ispitivanja tlacnim opterecenjem. (C) suhi CHT-HAp hidrogel.
Suhi kompozitni PLA-CHT-HAp uzorak nakon 8 tjedana u PBS puferu s dodatkom enzima —
prije (D) i nakon provedbe mehanickih ispitivanja tlaénim optere¢enjem (E).
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3.2. HIDROLITICKA RAZGRADNJA

Hidroliticka in vitro degradacija pripremljenih kompozitnih uzoraka provodila se u
vodenim puferskim medijima pri bioloSkoj temperaturi od 37 °C u skladu sa zahtjevima
norme (International standard 1SO 13781:2017(E): Implants for surgery — Homopolymers,
copolymers and blends on poly(lactide) — In vitro degradation testing). Ukratko, pripremljeni
uzorci stavljeni su u oznacene staklene caSice s poklopcem u koje je dodan potreban volumen
medija za razgradnju. Svaka 84 sata potrebno je zamijeniti pufer uz dodatak natrijeva azida
(0,2 mg/mL). Natrij azid, NaN3, je biocid koji se koristio kako bi se onemogucilo pojava
mikroorganizama u mediju.

Razgradnja PLA-CHT-HAp kompozitnog materijala pracena je u dva razlicita pufera.
PBS pufer pripremljen je otapanjem 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na,HPO4 1 0,245 g KH,POq4
u 1 L destilirane vodi uz dodatak 1 g lizozima kao enzima razgradnje. HBSS pufer
pripremljen je takoder u 1 L destilirane vode otapanjem 8 g NaCl, 0,4 g KCl, 0,14 g CaCl,,
0,1 g MgSO4 x 7 H20, 0,1 g MgCl, x 6 H>0, 0,05 g NaHPO4, 0,06 g KH2POy4, 1 g glukoze te
0,35 g NaHCO:s.

Uzorci su oznaceni obzirom na sastav ili medij u kojem su razgradivani.
Trokomponentni kompozitni uzorci u fosfatnom puferu (engl. phosphate-buffered saline,
PBS) uz dodatak enzima, s ciljem ubrzanja razgradnje, oznaceni su oznakom P.
Trokomponentni kompozitni uzorci u Hankovoj uravnotezenoj solnoj otopini (engl. Hanks'
balanced salt solution, HBSS) bez dodatka enzima oznaceni su oznakom H.

Koristene su dvije kontrolne grupe, ¢ija je razgradnja pracena u fosfatnom puferu uz
dodatak enzima. Nemodificirani PLA nosaci dobiveni 3-D ispisom, oznaceni slovom C (engl.
control), koristeni su za usporedbu svojstava pripremljenih materijala tijekom razgradnje s
nosa¢em sacinjenim isklju¢ivo od poli(mlijecne kiseline). Kitozan-hidroksiapatitni gelovi
(CHT-HAp) oznaceni su slovom § (engl. sponge) te sluze za pracenje ponaSanja hidrogela
tijekom razgradnje.

Uzorci P 1 H radeni su u pet replika pri vremenima razgradnje od 2, 4, 6 1 8 tjedana.
Uzorci C 1.8 su za iste vremenske periode radeni u triplikatima.

Tablica 3. Tabli¢ni prikaz oznaCavanja uzoraka.

e ememeeeeee—__PBS Hlizozim NN, ___HBSStNaN, ]
P - PLA-CHT-Hap C -PLA S - CHT/HAp H - PLA-CHT-HAp
1 2 3 4 5 12 3 1 2 3 12 3 4 5

Svi su uzorci testirani na mehanicka svojstva testom na tlacnu ¢vrsto¢u. Za FTIR analizu
izdvojeni su uzorci C i P koji odgovaraju zavrSnom osmom tjednu razgradnje. Za SEM
analizu odvojeni su uzorci C, S i P nakon najduljeg osmog tjedna razgradnje te nulti uzorak
koji nije podvrgnut hidrolitickoj razgradnji.
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3.3. KARAKTERIZACIJA MATERIJALA

3.3.1. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA S FOURIEROVIM
TRANSFORMACIJAMA

Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama (engl. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy, FTIR) spektroskopska je metoda koja se temelji na apsorpciji
infracrvenog zraCenja pri odredenim frekvencijama od strane molekula u uzorku. Prilikom
ozracivanja uzorka infracrvenim zraCenjem dolazi do odredenih vibracija odnosno rotacija
veza izmedu molekula koje apsorbiraju svjetlo, Sto rezultira pojavom karakteristicnih
infracrvenih apsorpcijskih spektara. Glavna prednost FTIR spektroskopije u odnosu na
konvencionalnu spektroskopiju je upotreba Fourierovih transformacija za analizu infracrvenih
signala. Upotrebom konvencionalnih tehnika spektroskopije detektira se intenzitet svjetla u
odnosu na frekvenciju, dok se FTIR spektroskopijom mjeri interferencija izmedu referentnog
1 ispitivanog uzorka, §to omogucuje preciznije i brze analize. FTIR analizom omogucena je
identifikacija kemijskih veza i funkcionalnih grupa u ispitivanom uzorku. Osnovni dijelovi
FTIR instrumenta jesu izvor infracrvenog zracenja, interferometar, komora za uzorak i
detektor. Kao izvori IR zracenja najc¢eS¢e se koriste silicijev karbid, volframova/halogen
7arulja te Nernstov $tapi¢ (ovisno o Zeljenom valnom podruéju). Zarulja s volframovom niti
najcesc¢i je izvor zracenja u bliskom infracrvenom podrucju, primjenjiva je izmedu 320 do
2500 nm. Interferometrom se mjeri vrijeme zaostalog signala te on omogucuje dobivanje
interferograma. Rad interferometra temelji se na propustanju pola zracenja prema fiksiranom
zrcalu, dok se ostala polovica usmjerava prema pomic¢nom zrcalu. Podru¢je srednjeg IR
spektra dijeli se na dva dijela: podrucje od 4000 do 2000 cm™ (pripada podrucju grupnih
frekvencija, posljedica je istezanja) te na podrucje ispod 2000 to jest 1500 cm™ (podrucje
otiska prsta). Kao detektor infracrvenog zracenja najceS¢e se koristi piroelektri¢ni detektor.
Kada govorimo o IR spektroskopiji, podrazumijevamo podrucje spektra elektromagnetskog
zradenja u rasponu od 400 do 4000 cm™. U ovom se radu FTIR spektroskopijom na uredaju
Bruker Vertex 70 (slika 17.) pratila promjena karakteristi¢nih vibracijskih vrpci materijala
tijekom razgradnje pripremljenih kompozita [38,39].

Slika 17. Spektrometar Bruker Vertex 70.
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3.3.2. ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Mikrostruktura pripremljenih kompozita tijekom razgradnje prac¢ena je pretraznim
elektronskim mikroskopom (SEM) TESCAN Vega3SEM Easyprobe, prikazan na slici 18.,
pri energiji elektronskog snopa od 10 keV. SEM omogucuje uvid u morfologiju i
mikrostrukturu materijala. Princip rada temelji se na usmjeravanju elektronskog snopa na
povrsinu uzorka prilikom ¢ega se javljaju fenomeni kao $to su emisija sekundarnih elektrona,
pojava povratno rasprSenih elektrona te difraktiranih povratno rasprSenih elektrona. Od
spomenutih fenomena, sekundarni se elektroni emitiraju uslijed sudara sa snopom elektrona
visoke energije te su oni najkorisniji za prikaz morfologije i topografije uzorka. Energija
sekundarnih elektrona vrlo je mala, oni koji se generiraju na povrSini uzorka emitiraju se
prema detektoru. Prednost elektronske mikroskopije je njezina nedestruktivna priroda. Naime,
interakcija snopa elektrona 1 povrSine uzorka ne uzrokuje promjene, stoga je uzorak moguce
analizirati 1 nekoliko puta, no i ne drugim metodama radi prethodnog naparivanja ispitivanog
uzorka zlatom i paladijem uslijed nevodljivosti anorganskih materijala.

Slika 18. Pretrazni elektronski mikroskop SEM Tescan Vega 3.
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3.3.3. MEHANICKA KARAKTERIZACIJA

Karakterizacija mehanickih svojstava (tlacna ¢vrstoca i Youngov modul elasti¢nosti)
kompozitnih materijala pri tlacnom optere¢enju provedena je u suradnji s tvrtkom
TOPOMATIKA d.o.o., Sveta Nedjelja. Koristena je Hegewald & Peschke Inspekt table 50-1
stanica s Inspekt Controller 120 AC-300 upravljackom jedinicom, slika 19, uz koriStenje
detektora sile s maksimalnim ocitanjem od 10 kN. Mokri kompozitni uzorci, netom izvadeni
iz vodenih medija, ispitani su pri atmosferskim uvjetima s brzinom tla¢enja od 0,5 mm/min.
Modul elasti¢nosti odreden je kao nagib na inicijalno linearno podrucje krivulje naprezanje-
deformacija, a kao prekidna Cvrstoca uzeta je maksimalna sila prije pucanja prve lamele
uzorka.

(P) Hegewald & pPeschke

Slika 19. Hegewald & Peschke uredaj koriSten za odredivanje tlacne ¢vrstoc¢e i modula
elasti¢nosti.

28



4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. MEHANICKA KARAKTERIZACIJA

Vrijednosti Youngovog modula i prekidne ¢vrstoée dobiveni su analizom krivulja
naprezanje — deformacija dobivenih testom na tlatno optere¢enje. Postupak analize prikazan
je na uzorku koji je razgradivan u HBSS-u (uzorak 2H1) na slici 20.

Dobivena je krivulja tipicnog oblika za plasticne materijale. Analizom linearnog dijela
krivulje, primjenom Hookeovog zakona, koji opisuje ovisnost promjene oblika ¢vrstog djela
ovisno o djelovanju sile odreden je Youngov modul elasticnosti. Youngov modul elasti¢nosti
odgovara nagibu linearnog dijela, koji u ovom slucaju iznosi 229,7 MPa. Prekidna ¢vrstoca
odgovara vrhu krivulje neposredno nakon linearne ovisnosti naprezanja o deformaciji.
Vrijednost prekidne ¢vrstoc¢e za uzorak 2H1 iznosi 7,503 MPa.

Tipi¢na krivulja naprezanje — deformacija kompozitnih PLA-CHT-HAp nosaca
slojevite visokoporozne strukture osim klasi¢ne pocetne linearno-elasticne regije, gdje za
malu promjenu deformacije naglo raste potrebno naprezanje, sadrzi i §iri dio krivulje unutar
kojeg su vidljive periodicke promjene. Nakon postizanje kriticnog iznosa naprezanja, pri
kojem dolazi do prvog loma strukture, slijedi daljnje postepeno lomljenje trodimenzionalne
slojevite strukture. Lokalni maksimumi u srediSnjem dijelu krivulje naprezanje — deformacija
posljedica su urusavanju trodimenzionalne strukture sloj po sloj, sve dok ne dode do zavrSnog
lomljenja Citavog poroznog nosaca i stlacivanja u kompaktni materijal.

DIJAGRAM NAPREZANJE — DEFORMACIJA ZA UZORAK 2H1

10000000 - ——PLA - CHT - HAp u HBSSu, 2 tjedna (2H1)

y =229,7x - 98042094 /
8000000

© 6000000 -

4000000 ~

Naprezanje (Pa)

2000000 ~

Prekidna ¢vrstoca. on

T T I L] I T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 06 0.7
Deformacija

Slika 20. Dijagram naprezanje - deformacija za uzorak 2H1.
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Graficki prikaz svih analiziranih krivulja nalazi se u prilogu (slika B1 — B14), dok su
dok su vrijednosti za Youngov modul te prekidnu ¢vrsto¢u dani u tablicama Al — A4 u

prilogu.
Na slikama 20 i 21 prikazana je ovisnost prekidne ¢vrstoce, odnosno Youngovog modula

elasti¢nosti o vremenu razgradnje.
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Slika 21. Ovisnost prekidne ¢vrstoce o tjednu razgradnje.

30



400 -
s i

E 350 3 i }

o 300 *

.ﬁﬁ E

8 250

= 2001

g7 T

2L 1507

I

g 100 ®  PLAu PBSu (uzorciC)

> ® PLA-CHT-HAp u PBSu (uzorci P)
go 50': ¥ PLA-CHT-HAp u HBSSu (uzorci H)
g 0 . I ' I ! 1 ! 1 . I

> 0 2 4 6 8

Tjedan razgradnje

Slika 22. Ovisnost Youngovog modula elasti¢nosti o tjednu razgradnje.

Youngov modul za uzorke C, krece se od 300 MPa do 390 MPa, dok se vrijednosti za
prekidnu ¢Evrsto¢u krecu od 9,674 do 12,359 MPa. Usporedbom dobivenih rezultata s
rezultatima Youngovog modula i prekidne ¢vrstoce za uzorke koji nisu podvrgnuti razgradnji
(0C) moguce je zakljuciti kako ne dolazi do zna€ajnih promjena u mehanickim svojstvima te
da je porozni jednokomponentni nosa¢ od PLA medicinske ¢istoée stabilan tijekom cijelog
perioda razgradnje.

Takoder, analizirani su trokomponentni kompozitni uzorci koji nisu podvrgnuti
razgradnji (nulti uzorci, K). Rezultati testa na tlacnu ¢vrstocu nultih uzoraka, prikazani su u
tablici A2 u prilogu. Vrijednosti Youngovog modula nalaze se u intervalu od 190,7 MPa do
238,5 MPa, dok se vrijednosti za prekidnu ¢vrsto¢u kre¢u od 5,382 MPa do 7,556 MPa.

Usporedbom vrijednosti Youngovog modula i prekidne ¢vrsto¢e jednokomponentnih i
trokomponentnih uzoraka koji nisu podvrgnuti razgradnji (0C i K) moguce je zakljuciti kako
kompozitni uzorci posjeduju slabija mehani¢ka svojstva ve¢ nakon inicijalnog koraka
priprave u kojem je CHT-HAp hidrogel ugraden u PLA nosac.

Rezultati za uzorke koji su razgradivani u PBS-u (u prisustvu enzima lizozima, P)
prikazani su u tablici A3 u prilogu, dok su rezultati za uzorke koji su razgradivani u HBSS-u
(bez prisustva enzima lizozima) prikazani u tablici A4 u prilogu. Youngov modul za uzorke P
poprima vrijednosti od 182,3 MPa do 245,2 MPa, dok se vrijednosti za prekidnu ¢vrstocu
kre¢u od 6,204 MPa do 8,499 MPa. Uzorci razgradivani u HBSS-u (H) imaju vrijednosti
Youngovog modula od 176,1 MPa do 240,5 MPa, a vrijednosti za prekidnu ¢vrstocu nalaze se
u intervalu od 5,930 MPa do 8,477 MPa.

31



Usporedbom dobivenih vrijednosti analiziranih uzoraka H i P, ocito je kako su
vrijednosti Youngovog modula te prekidne ¢vrstoce vrlo sli¢ne, stoga je moguce zakljuciti
kako dodatak enzima u koncentraciji ve¢oj od bioloske nema utjecaja na brzinu razgradnje
nosaca. Moze se pretpostaviti kako pri ispitivanim uvjetima i unutar ispitivanog perioda
hidroliti¢ke razgradnje dodatak enzima nema znacajan utjecaj na mehanicka svojstva PLA,
glavnog nosioca mehanickih svojstava ispitivanih kompozitnih uzoraka.

Nadalje, dobivene vrijednosti Youngovog modula elasti¢nosti i prekidne ¢vrstoce
uzoraka K, H i P sli¢nih su vrijednosti, Sto ukazuje da prilikom priprave kompozitnih uzoraka
dolazi do momentalnog smanjenja mehanickih svojstava koja se potom zadrzavaju tijekom
cijelog perioda razgradnje.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je kako tijekom razgradnje nije doSlo do znacajnih
promjena u mehanickim svojstvima svih ispitivanih uzoraka. Naime, vrijednosti Youngovog
modula elasti¢nosti te prekidne ¢vrstoce nakon razgradnje slicni su onima prije razgradnje, Sto
upucuje na zadrzavanje ispitanih mehanickih svojstava pripremljenih uzoraka u uvjetima
razgradnje. Iz dobivenih je vrijednosti Youngovog modula ocito kako trofazni kompozitni
uzorci imaju manju otpornost na deformaciju pod utjecajem vanjske sile te isto tako pokazuju
manju ¢vrsto¢u od uzoraka pripremljenih iskljuc¢ivo od PLA. Potrebna su daljnja detaljnija
istrazivanja svojstava koriStenih polimernih materijala tijekom priprave i razgradnje, poput
odredivanja stupnja kristalnosti i molekulske mase polimera, kako bi se utvrdilo dolazi li do
degradacije, to jest u kojoj mjeri i na koji nacin.
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4.2. PROMJENA MASE UZORAKA

Tijekom eksperimenta, takoder je pra¢ena promjena mase uzoraka prije i nakon
hidroliti¢ke razgradnje. Dobiveni rezultati graficki su prikazani na slici 23.
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Slika 23. Ovisnost srednje postotne vrijednosti gubitka mase o tjednu razgradnje.

Iz prilozenog grafickog prikaza moguce je zakljuciti kako uzorci trokomponentnog
faznog sustava (PLA — CHT — HAp) razgradivani u PBS-u i u HBSS-u nakon pocetnog
gubitka u drugom tjednu zadrzavaju masu ili pokazuju blagu tendenciju dobivanja mase.
Razlog blagog povecanja mase uzoraka moguce je povezati s taloZzenjem anorganskih soli iz
pufera, koji je kontinuirano zamjenjivan. Iz grafickog je prikaza takoder vidljivo kako uzorci
C zadrzavaju masu i pokazuju slicno ponasSanje kao i P i H uzorci. Vrijednosti postotnog
gubitka mase za uzorke S pokazuju znacajniji inicijalni gubitak mase, no u daljnjim tjednima
pokazuju veliku devijaciju vrijednosti, stoga nije moguce komentirati dobivene rezultate.
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4.3. VIBRACIJSKA SPEKTROSKOPIJA

Identifikacija pripravljenih sustava infracrvenom spektroskopijom prikazana je na slici
24. Hidroksiapatit, kao referentni uzorak, posjeduje apsorpcijske vrpce karakteristine za
fosfatnu skupinu: vrpca pri 1026 cm™! pripada asimetri¢nom, dok vrpca na 962 cm™ odgovara
simetriénom istezanju PO4> veze. Vrpce na 604 i 561 cm™ pripisuju se asimetriénom
savijanju PO4> veze.

Nadalje, prikazan je i spektar CHT — HAp na kojem su vidljive karakteristi¢ne
apsorpcijske vrpce kitozana. Asimetriéno rastezanje C-O-C pojavljuje se na 1150 cm™, dok su
u rasponu od 1060 do 1020 cm™ prisutne —CO vibracije istezanja u —COH skupini. Nadalje,
kitozan posjeduje i apsorpcijske vrpce na 1650 te 1570 cm™ koje su dodijeljene amidu I
(vibracije rastezanja C=0O uz rastezanje C-N 1 savijanje N-H u amidnoj funkcionalnoj
skupini), amidu II (istezanje C-N vibracije u kombinaciji s N-H savijanjem) te amidu III (N-H
savijanje s C-N rastezanjem, te C-H 1 N-H deformacijske vibracije). Isto tako, radi prisustva
—OH i —-NH,, kitozan posjeduje vrpce u rasponu od 3000 do 3600 cm™!, no one nisu prikazane
u dobivenom spektru radi izrazito slabog intenziteta [40].

Naposlijetku, kao referentni PLA uzorak, koriStena je ekstrudirana PLA medicinske
gistoce. Apsorpcijska vrpca pri 1746 cm™ pripisuje se simetri¢nom istezanju C=0 veze, vrpca
pri 1080 cm™ odgovara istezanju C-O veze, dok se vrpce prisutne u rasponu od 1452 do 1361
cm’! pripisuju asimetriénom, odnosno simetri¢nom savijanju —CHs veze [41].
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Slika 24. FTIR spektri referentnih uzoraka (HAp, PLA i CHT-HAp) te analiziranih
kompozitnih uzoraka (8P5 I 8C3).

U spektrima snimljenih uzoraka (8P5 i 8C3) nisu uocene vece promjene u odnosu na
FTIR spektre referentnih uzoraka. Vidljivo je smanjenje intenziteta vrpci karakteristi¢nih za
fosfatne skupine hidroksiapatita, §to se moZze objasniti razgradnjom ili reprecipitacijom istog.
Karakteristicne vrpce PLA ostale su postojane tijekom svih osam tjedana razgradnje, Sto
ukazuje na postojanost strukture poli(mlijecne kiseline).
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4.4. ANALIZA MIKROSTRUKTURE

Na slici 25. prikazane su mikrografije ispitivanih uzoraka prije razgradnje (a — d) i nakon
provedbe mehanickih ispitivanja tijekom osam tjedana razgradnje (e — 0).

semnv00ky | worrosime | WEEEENEE] ecas scay | W ENEEEE] v:cAs Escan
Slika 25. SEM mikrografij

e uzorka nakon provedbe ispitivanja mehanic
optere¢enjem prikazuju kontrolni PLA-CHT-HAp (K7) (a — d), PLA nosa¢ nakon 8 tjedana
razgradnje u PBS-u (8C3) (e — h), PLA-CHT-HAp uzorak nakon 8 tjedana razgradnje u PBS-
u (8P1) (i—1) te uzorak CHT-HAp nakon 8 tjedana razgradnje u PBS-u (851) (m — o).
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SEM mikrografije na slikama 25 a) — d) prikazuju trofazne kompozitne uzorke koji
nisu bili podvrgnuti razgradnji (uzorci K). Iz prilozenih mikrografija moguée je uociti
»cjevastu® strukturu PLA dobivenu 3D ispisom. Unutar trodimenzionalnog PLA skeleta
vidljiva je visokoporozna spuzvasto-listiCasta struktura kitozana, na ¢ijoj su povrsini pri
ve¢im uvecanjima (25 c i d) vidljive nehomogeno raspodijeljene nakupine mikrometarskih
dimenzija koje se pripisuju aglomeratima hidroksiapatita.

Mikrografije oznacene od e) do h) pripadaju jednokomponentnom poroznom nosacu
od PLA medicinske ¢isto¢e (uzorak C) nakon primjene tlacnog optere¢enja. Pri uvecanju od
50x (25 e) vidljivo je smanjenje poroznosti i kolaps trodimenzionalnog PLA skeleta po osi
paralelnoj na pravac primjene tlacnog optere¢enja. Mikrografije 25 f - h pokazuju nacin
savijanja strukture pri ve¢em povecanju. Pojava tanke povrSinske nakupine (25 g) jest
posljedica suSenja nosaca nakon provedbe tlacnog opterec¢enja. Naime, i uzorci od referentnog
nultog tjedna stavljeni su u puferski medij na tri sata, kako bi ispitivanja na svim uzorcima
bila provedena u nabubrenom stanju.

Mikrografije oznaCene od i) do 1) pripadaju trokomponentnom nosacu (PLA-CHT-
HAp) razgradivanom u PBS-u, tijekom 8 tjedana, nakon primjene tla¢nog naprezanja (uzorak
8P3) . Na mikrografijama nije vidljiva znatna promjena u strukturi u odnosu na uzorke koji
nisu podvrgnuti razgradnji (25 a — d). Pri uvecanju od 2000x (25 1) vidljiv je talog koji se
moze pripisati talozenju anorganskih soli iz pufera, radi kojeg dolazi do blagog porasta u masi
uzorka tijekom razgradnje. Nadalje, na prilozenim mikrografijama nije uoceno stanjivanje
kitozanske strukture niti pojava poroznosti na PLA skeletu.

Mikrografije uzoraka CHT-HAp (m - o), nakon osam tjedana razgradnje u PBS-u
(8S1), takoder ne pokazuju znatne razlike u strukturi kitozana. No, moze se uociti (n — 0) veci
udio taloga na povrsini, koji se moze pripisati istaloZenim anorganskim solima iz pufera.
Talog, kao $to je i prije spomenuto, uzrokuje tendenciju rasta mase tijekom razgradnje.
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5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog zavrS$nog rada bio je provesti hidroliti¢ku razgradnju pripravljenih nosaca na
temelju poli(mlijecne kiseline). Kako bi se poboljsala bioaktivnost pripravljenih potencijalnih
kostanih nosaca, nuzna je modifikacija Ciste poli(mlijecne kiseline) dodatkom kitozana i
hidroksiapatita.

Kompozitni PLA-CHT-HAp uzorci dobiveni su kombinacijom tehnike 3D ispisa i
ugradnje CHT-HAp hidrogela. Kitozan-hidroksiapatini (CHT-HAp) gel ugraden je unutar
PLA. U eksperimentalnom dijelu ovog rada tijekom osam tjedana pracena je razgradnja
kompozitnih PLA-CHT-HAp materijala u mediju koji simulira fizioloSki sastav. Sistematski
je pracena promjena mehanickih 1 strukturnih svojstava nosaca.

Iz dobivenih rezultata identifikacije 1 mehani¢ke karakterizacije pripravljenih
materijala moguce je izvesti sljedece zakljucke:

v

Analizom dobivenih rezultata testa na tlacnu cvrstocu ustanovljeno je kako
kompozitni materijali zbog procesa priprave kompozita posjeduju slabija
mehanicka svojstva u odnosu na €istu poli(mlije¢nu kiselinu)

Provedbom mehanicke karakterizacije testom na tlacnu ¢vrstoéu utvrdeno je
kako su svi pripremljeni uzorci, nakon inicijalnog smanjenja mehanickih
svojstava, odrzali mehanicku stabilnost tijekom cijelog perioda razgradnje, §to
ih ¢ini prikladnima za dugorocno lije¢enje kostanih defekata

Vibracijskom spektroskopijom nisu zapazene znafajne promjene u kemijskoj
strukturi pripremljenih nosaca

Analizom mikrostrukture, uoceno je kako je tijekom eksperimenta doslo do
talozenja anorganskih soli iz pufera, ¢ime se objasnjava neocekivani blagi
porast mase kompozitnih materijala tijekom procesa razgradnje

Zakljucno, potrebna su daljnja istraZzivanja svojstva pripremljenih materijala, kako bi
se utvrdilo dolazi li do degradacije istih. Isto tako, potrebno je provesti bioloSka ispitivanja
kako bi se analizirao bioloski odgovor mati¢nih stanica na prisutnost kompozitnih nosaca.
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6. POPIS SKRACENICA I SIMBOLA

PLA — poli(mlijecna kiselina)

PP — polipropilen

PUR - poliuretan

PET — poli(etilen-tereftalat)

PVC - poli(vinil-klorid)

PS — polistiren

HDPE - polietilen visoke gustoce (engl. High-density polyethylene)

LDPE - polietilen niske gustoce (engl. Low-density polyethylene)

PC — polikarbonat

PLLA — poli-L-mlije¢na kiselina

PDLA — poli-D-mlije¢na kiselina

PDLLA — poli-D,L-mlije¢ne kiselina

T'm — temperatura taljenja (engl. Melting temperature)

T, — temperatura staklastog prijelaza (engl. Glass Transition temperature)

o — vlacno naprezanje

E — Youngov modul elasti¢nosti

¢ — krajnje naprezanje

o - specifi¢no vlaéno naprezanje

E" - specifican vla¢ni modul

PCL - polikaprolakton

HAp — hidroksiapatit

CHT - kitozan

SFF — tehnike slobodnog oblikovanja Cvrste tvari (engl. Solid freeform fabrication)
FDM - modeliranje taloZenjem spojenih slojeva (engl. Fused deposition modeling)
PBS — fosfatni pufer (engl. phosphate-buffered saline)

HBSS — Hankova uravnotezena solna otopina (engl. Hanks' balanced salt solution)

FTIR — infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier
transform infrared spectroscopy)

SEM - pretrazna elektronska mikroskopija (engl. Scanning electron microscopy)
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8. PRILOG

Detaljni rezultati karakterizacije mehanickih svojstava pri tlacnom opterecenju prije i tijekom
2,4, 61 8 tjedana hidroliti¢ke degradacije za sve testirane uzorke dani su u:

Prilog A) Tabli¢ne vrijednosti karakterizacije mehanickih svojstava
Prilog B) Graficki prikaz krivulja naprezanje - deformacija

Replike uzoraka oznacavane su na sljedeci nacin:

2H3

Tjedan razgradnje Uzorak Broj replike

(0,2,4,61li 8) C — PLA nosac podvrgnut razgradnji u PBS-u
uz dodatak 1 mg/mL lizozima

K — PLA-CHT-HAP nosac prije razgradnje

P — PLA-CHT-HAp nosa¢ podvrgnut razgradnji
u PBS-u uz dodatak 1 mg/mL lizozima

H — PLA-CHT-HAp nosac¢ podvrgnut razgradnji
u HBSS-u bez dodatka lizozima

Dimenzije uzoraka te vrijednosti Youngovog modula elasti¢nosti i prekidne ¢vrstoce
za kontrolne nosace pripravljene iskljucivo od PLA (oznaka C) prikazane su u tablici A1, dok
su pripadajuce krivulje sila — naprezanje prikazane na slikama B1-B4 (nakon 2, 4, 6, odnosno
8 tjedana razgradnje).

Dimenzije uzoraka te vrijednosti Youngovog modula elasti¢nosti i prekidne ¢vrstoce
za nulte uzorke, trokomponentne kompozitne uzorke PLA-CHT-HAp prije razgradnje
(oznaka K), prikazane su u tablici A2, dok su pripadajuce krivulje sila — naprezanje svih
replika prikazane na slikama B5-B6.

Rezultati mehanickih ispitivanja za kompozitne uzorke PLA-CHT-HAp tijekom
hidroliticke razgradnje u PBS-u uz dodatak enzima prikazani su u tablici A3 i na slikama B7-
B11 (nakon 2, 4, 6, odnosno 8 tjedana razgradnje).

Rezultati mehanickih ispitivanja za kompozitne uzorke PLA-CHT-HAp tijekom
hidroliticke razgradnje u HBSS-u uz bez dodatka enzima prikazani su u tablici A4 1 na

slikama B11-B14 (nakon 2, 4, 6, odnosno 8 tjedana razgradnje).
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8.1. Prilog A.

Tabli¢ne vrijednosti karakterizacije mehanickih svojstava

Tablica A1. Dimenzije uzoraka i rezultati testa na tlacnu ¢vrstocu za kontrolne 3D printane

PLA nosace (C).
Uzorak Visina / mm a / mm b/ mm E / MPa om /| MPa
0C1 10,10 10,31 10,33 321,3 9,674
0C2 10,10 10,30 10,30 288,8 8,778
0C3 9,99 10,35 10,38 334,1 10,917
2C1 9,99 10,35 10,38 352,1 11,262
2C2 10,03 10,30 10,32 343.8 10,985
2C3 10,18 10,26 10,42 309,7* 11,326
4C1 10,08 10,10 10,08 385,3 12,359
4C2 10,11 10,36 10,28 358,6 11,969
4C3 10,06 10,38 10,38 372,7 11,586
6C1 10,04 10,31 10,35 362,2 11,960
6C2 10,15 10,31 10,41 302,1 11,433
6C3 10,10 10,39 10,36 309,6 11,360
8C1 10,01 10,36 10,41 368.,9 11,633
8C2 10,09 10,31 10,38 340,5 11,724
8C3 10,22 10,32 10,36 146,6* 11,675

* vrijednost odbacena prilikom ra¢unanja srednje vrijednosti 1 varijance za graficki prikaz

Tablica A2. Dimenzije uzoraka i rezultati testa na tla¢nu ¢vrsto¢u za kompozitne PLA-CHT-
HAp uzorke (K) koji nisu podvrgnuti razgradnji.

Uzorak

0K1
0K2
0K3
0K4
0KS
0K6
0K7

Visina /mm «/ mm

10,00
10,08
10,00
10,11
10,14
10,12
10,00

10,33
10,34
10,31
10,32
10,26
10,26
10,36

b/ mm

10,39
10,34
10,35
10,41
10,42
10,31
10,36

E/ MPa

214,0
204,3
216,9
196,4
190,7
109,8*
238,5

om / MPa

6,599
7,312
7,072
5,382
5,875
7,556
7,278

* vrijednost odbacena prilikom racunanja srednje vrijednosti 1 varijance za graficki prikaz
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Tablica A3. Dimenzije uzoraka i rezultati testa na tla¢nu ¢vrsto¢u za kompozitne PLA-CHT-
HAP uzorke razgradivane u PBS-u u prisustvu lizozima (P).

Uzorak Visina / mm a/ mm b/ mm E/ MPa om / MPa
2P1 10,10 10,33 10,36 225.8 7,499
2P2 10,09 10,36 10,41 218,4 7,429
2P3 10,11 10,38 10,33 217,7 7,690
2P4 10,07 10,43 10,34 2109 7,491
2P5 10,03 10,40 10,40 233,1 6,834
4P1 10,27 10,40 10,45 197,9 6,810
4P2 10,10 10,38 10,30 198,9 6,363
4P3 10,08 10,26 10,38 245,3%* 7,305
4P4 10,25 10,38 10,35 159,8* 6,346
4P5 10,08 10,42 10,44 2104 6,825
6P1 10,03 10,46 10,30 216,9 7,871
6P2 10,04 10,37 10,46 196,4 6,593
6P3 10,04 10,41 10,38 196,3 6,936
6P4 10,03 10,31 10,36 228,7 7,832
6P5 10,07 10,45 10,33 245,2 7,539
8P1 10,09 10,30 10,38 208,5 6,204
8P2 10,12 10,38 10,42 187,1 8,499
8P3 10,04 10,45 10,37 215,4 7,388
8P4 10,18 10,35 10,31 182,3 7,037
8P5 10,03 10,41 10,38 213,5 7,312

* vrijednost odbacena prilikom racunanja srednje vrijednosti i varijance za graficki prikaz

Tablica A4. Dimenzije uzoraka i rezultati testa na tlacnu ¢vrstocu za kompozitne PLA-CHT-
HAp uzorke razgradivane u HBSS-u u odsustvu lizozima (H).

Uzorak Visina / mm a/ mm b/ mm E/ MPa om / MPa
2H1 10,10 10,42 10,36 229.7 7,503
2H2 10,20 10,32 10,48 191,0 5,930
2H3 10,12 10,41 10,38 178,5 6,400
2H4 10,08 10,37 10,44 216,4 7,168
2H5 10,05 10,39 10,34 183,2 7,015
4H1 10,08 10,42 10,44 202.4 7,113
4H2 10,06 10,33 10,32 195,6 6,041
4H3 10,11 10,38 10,40 207,6 7,061
4H4 10,08 10,42 10,38 197,2 6,028
4HS5 10,07 10,31 10,38 224.0 7,791
6H1 10,20 10,31 10,39 203,7 8,477
6H2 10,07 10,41 10,32 256,7 8,241
6H3 10,03 10,31 10,36 194,8 7,979
6H4 10,08 10,39 10,43 210,1 7,886
6H5 10,08 10,35 10,43 193,0 6,753
8H1 10,05 10,31 10,37 176,1 7,271
S8H2 10,03 10,28 10,38 240,5 7,836
8H3 10,00 10,38 10,32 196,9 7,485
8H4 10,18 10,28 10,33 220,8 7,697
8H5 10,05 10,26 10,31 206,0 7,157
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8.2. Prilog B.

a/Pa

Graficki prikaz krivulja naprezanje — deformacija

Krivulja naprezanje — deformacija za
uzorak 2C1

Krivulja naprezanje — deformacija
za uzorak 2C2

Krivulja naprezanje — deformacija za
uzorak 2C3

Slika B26. Krivulja naprezanje — deformacija za uzorak C u drugom tjednu razgradnje.
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Krivulja naprezanje — deformacija
zauzorak 4C1

Krivulja naprezanje — deformacija za
uzorak 4C2

uzorak 4C3
20000000
5000000
£ 10000000
E
0
1] 0.2 0.4 06 0.8

Slika B27. Krivulja naprezanje - deformacija za uzorak C u cetvrtom tjednu razgradnje.
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Krivulja naprezanje — deformacija za Linearni dio krivulje naprezanje —

uzorak 6C1 deformacija za uzorak 6C1
20000000 14000000
12000000
15000000 10000000
e = 80D0000
T 10000000 S 6000000 /
5000000 4000000
2000000
o 0 -
0 0.2 04 0.5 0,8 0 002 004 D05 008
z 2
Krivulja naprezanje - deformacija za Linearni dio krivulje naprezanje
uzorak 6C2 — deformacija za uzorak 6C2
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Krivulja naprezanje — deformacya za Linearni dio krivulje naprezanje —
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Slika B28. Krivulja naprezanje - deformacija za uzorak C u Sestom tjednu razgradnje.
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Slika B29. Krivulja naprezanje - deformacija za uzorak C u osmom tjednu razgradnje.
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Slika B5. Krivulja naprezanje - deformacija za prve tri replike uzorka K.
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Slika B6. Krivulja naprezanje - deformacija za replike Cetiri — sedam za uzorak, K.
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Slika B7. Krivulja naprezanje — deformacija za uzorak P u drugom tjednu razgradnje.
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Slika BS. Krivulja naprezanje - deformacija za uzorak P u Cetvrtom tjednu razgradnje.
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Slika B9. Krivulja naprezanje — deformacija za uzorak P u Sestom tjednu razgradnje.
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Slika B10. Krivulja naprezanje - deformacija za uzorak P u osmom tjednu razgradnje.
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Slika B11. Krivulja naprezanje — deformacija za uzorak H u drugom tjednu razgradnje.
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Slika B12. Krivulja naprezanje - deformacija za uzorak H u Cetvrtom tjednu razgradnje.
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Slika B303.
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Krivulja naprezanje - deformacija za uzorak H u Sestom tjednu razgradnje.
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Slika B14. Krivulja naprezanje - deformacija za uzorak H u osmom tjednu razgradnje.
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