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SAZETAK

Cilj rada bio je priprava kompozitnog materijala na temelju hidroksiapatita
supstituiranog magnezijem i biorazgradivih polimera za potencijalnu primjenu u inzenjerstvu
kosStanog tkiva. InZenjerstvo koStanog tkiva je interdisciplinarno podrucje koje razvija 3D
strukture, okosnice, koje sluze kao predlozak za rast novog tkiva, a sve s ciljem obnavljanja,
zamjene ili poboljSanja funkcije osSte¢enih kosti. S obzirom da je prirodno kostano tkivo
kompozitni materijal anorganskog hidroksiapatita i organskog kolagena, razvijanje okosnica
ide u smjeru oponasanja prirodnog tkiva, odnosno koriStenje bioaktivne keramike i

biorazgradivih polimera.

Provedena je ugradnja Mg?* iona u strukturu hidroksipatatita hidrotermalnom
konverzijom sipine kosti, pri ¢emu je kao izvor magnezijevih iona koriSten magnezijev
perklorat — Mg(CIQO,),. Pripravljeni su kompozitni materijali Mg-HA i PCL/CS metodom
vakuumske impregnacije za uzorke s udjelom magnezija od 1 mol.%. XRD analiza potvrduje
nastanak nove faze koja je identificirana kao vitlokit i/ili Mg/B-TCP kao posljedica
supstitucije kalcija magnezijem u strukturi HA. Zakljuceno je da je hidrotermalnom sintezom
dobiven dvofazni sustav kojeg ¢ine HA 1 vitlokit pri nizim koncentracijama magnezija (1 i 3
mol.%), dok pri vecoj koncentraciji (5 mol.%) koegzistiraju HA i Mg/B-TCP. FTIR spektri
uzoraka s razli¢itim udjelom magnezija pokazuju smanjenje inteziteta fosfatnih, karbonatnih 1
hidroksilnih skupina. TGA metodom pokazano je blago smanjenje termicke stabilnosti HA
povecanjem udjela magnezija, a udio PCL-a i kitozana u kompozitu iznosi 2.49 mas.%. SEM
mikrografi hidroksiapatita pokazuju da je originalna arhitektura sipine kosti u potpunosti
oc¢uvana 1 nakon hidrotermalne reakcije. Pove¢anjem udjela magnezija, pocetne sfericne
Cestice Cistog HA se smanjuju. Povecanjem udjela magnezija, Cestice HA potpuno gube svoju
pocetnu sferiénu formu i tvore aglomerate zajedno s novonastalim fazama. Mikrografi
kompozitnih uzoraka pokazuju da na povrsini materijala postoji tanki polimerni film koji

prekriva HA Cestice.

Kljucéne rije€i: inzenjerstvo tkiva, hidroksiapatit, magnezij, kitozan, polikaprolakton



ABSTRACT

The aim of this work was to prepare composite material based on magnesium-
substituted hydroxyapatite and biodegradable polymers for potential use in bone tissue
engineering. Bone tissue engineering is an interdisciplinary field that develops 3D structures,
scaffolds, which serve as a template for the growth of new tissue, intended to restore, replace
or improve damaged tissues. Since natural bone tissue is a composite material of inorganic
hydroxyapatite and organic collagen, materials based on bioactive ceramics and biodegradable

polymers have gained much attention in developing scaffolds for bone tissue engineering.

By hydrothermal conversion of aragonite from the cuttlebone at 200° C for 48h
magnesium-substituted hydroxyapatite (Mg-HA) was prepared, using magnesium perchlorate
as a source of magnesium. Composite materials of Mg-HA and PCL/CS were prepared using
vacuum impregnation technique. Quantitative XRD analysis showed the existence of a two-
phase system consisting of HA and whitlockite at lower magnesium concentrations (1 and 3
mol.%), while HA and Mg/B-TCP phase coexist at higher magnesium concentrations (5
mol.%). FTIR spectra of the samples showed a decrease in the intensity of phosphate,
carbonate and hydroxyl groups with increased magnesium content. TGA analysis showed a
slight decrease of thermal stability of HA when increasing the magnesium content, and that
the composite samples contain 2.49 wt. % of the polymer. SEM micrograph of hydroxyapatite
shows that the original architecture of the cuttlebone is completely preserved after
hydrothermal reaction. By increasing the magnesium content, the spherical particles of pure
HA gradually lose their initial shape and form agglomerates at 5 wt.% of added magnesium.

Micrographs of the composite samples show a thin polymer film covering the HA particles.

Key words: tissue engineering, hydroxyapatite, magnesium, chitosan, polycaprolactone
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1. UvOD

InZenjerstvo koStanog tkiva objedinjuje podrucja inZenjerskih i biomedicinskih znanosti s
ciljem razvoja 3D okosnica koje mogu obnoviti, popraviti ili zamijeniti o$te¢eno koStano
tkivo, te posljednjih godina zauzima vrlo vaznu ulogu u podizanju kvalitete zivota pacijenata s
kostanim o$tecenjima U odnosu na konvencionalne nacine lijeCenja putem tkiva donora.
Kljuéne odlike materijala kojise Kkoriste u koStanom tkivhom inZenjerstvu jesu
biokompatibilnost, biorazgradivost, te odgovaraju¢a mehanicka svojstva. Takoder, vrlo je
vazno da je materijal visokoporozan s medusobno povezanim porama, ¢ime se omogucuje

vaskularizacija, integracija tkiva te protok hranjivih tvari i metaboli¢kih otpada. *

S obzirom da je prirodno kostano tkivo kompozit organske matrice, uglavnom kolagena, i
neorganske mineralne faze, hidroksiapatita (HA, Cajo(PO4)s(OH),), Sve veée zanimanje u
podru¢ju razvoja materijjala u inzenjerstvu koStanog tkiva usmjereno je na
organsko/anorganske kompozitne materijale Kkoji oponaSaju prirodnu kost. Unato¢
neodgovaraju¢im mehani¢kim svojstvima visokoporozne okosnice HA, njegova izrazita
biokompatibilnost, posebice sintetiziranog iz bioloskih izvora, te bioaktivnost, tj. sposobnost
da potakne specifi¢ni bioloski odgovor organizma, ¢ine ga vrlo prikladnim za regeneraciju
kostanog tkiva. HA u svoju strukturu mozZe primiti Siroku lepezu iona ¢ime se mogu
unaprijediti njegove karakteristike vazne za razvoj novog kostanog tkiva. Od svih kationa koji
se mogu ugraditi u strukturu HA magnezij je, zbog svoga bioloSkog znacaja, najvise
proucavan. Tako npr. nedostatak magnezija u koStanoj masi bitno djeluje na sve faze razvoja

kosti uzrokujuéi prestanak rasta kostiju, 0dnosno smanjenje aktivnosti kostanih stanica.

Druga grupa materijala koja se koristi u inZenjerstvu kostanog tkiva su biorazgradivi
polimerni materijali i to ponajviSe zbog biokompatibilnosti, biorazgradivosti i odgovarajuéih
mehanickih svojstava. Prednost kombiniranja biokeramike i polimernih materijala u odnosu
na metalne, keramicke i kompozitne materijale koji nisu biorazgradivi, je ta Sto se nakon
pocetne mehanicke stabilnosti kompozitne okosnice, polimerna i keramicka faza postepeno
razgraduju oslobadajué¢i pritom mjesto novostvorenom kostanom tkivu, $to zna¢i da nakon
potpune resorpcije kompozitne okosnice u organizmu ne zaostaje strano tijelo. Osim toga,
polimerna faza moze sluziti kao nosac lijekova ili biomolekula kojima se dodatno povecava

funkcionalnost i bioaktivnost okosnice.*



2. INZENJERSTVO KOSTANOG TKIVA

InZenjerstvo koStanog tkiva razvija okosnice putem nasadivanja, rasta i diferencijacije
stanica koje stvaraju novo tkivo na bioaktivnom, poroznom materijalu koji s odgovaraju¢im
fizikalnim, kemijskim, bioloskim i mehanickim svojstvima podrzava obnavljanje oSte¢enog

kostanog tkiva.

Idealna okosnica omogucava adheziju stanica, proliferaciju, diferencijaciju i depoziciju
ekstrastaniéne matrice. Takoder, mora imati poroznu strukturu koja omogucava
vaskularizaciju okosnice te osigurava dovod kisika i hranjivih tvari stanicama za rast i razvoj,
te uklanjanje toksina odnosno produkata metabolickih aktivnosti. Veli¢ina pora je vrlo vazan
faktor u dizajniranju okosnice. Neadekvatna veli¢ina pora moze dovesti do zacepljenja pora
uslijed stvaranja ekstracelularne matrice te tako onemoguditi razvoj kostanog tkiva. Opce je

prihvaceno da bi veli¢ina pora trebala biti u rasponu od 200 um do 900 um.1’2’3’4

Ugradena
okosnica takoder treba potaknuti mehanizme regeneracije te se postepeno razgraditi
proporcionalno s brzinom rasta novog tkiva bez stvaranja toksi¢nih nusproizvoda koji mogu

dovesti u alergijskih ili upalnih procesa.

Proces kultiviranja stanica na okosnicu moze biti izvrSen u in vitro ili in vivo uvjetima. In
vivo metoda ukljucuje izolaciju kostanih stanica, nasadivanje stanica na okosnicu i direktnu
ugradnju u osteceno tkivo pacijenta kako bi se potaknulo stvaranje novog tkiva in situ. In vitro
uvjeti podrazumijevaju uzgoj koStanog tkiva u bioreaktoru, gdje se okosnice nasaduju s
koStanim stanicama kojima se omogucuje kontrolirana ekspanzija i diferencijacija do

konac¢nog stvaranja kosti. Nakon toga slijedi ugradnja okosnice u oSte¢eno tkivo pacijenta.5

2.1. KOSTANO TKIVO

Glavne funkcije kosti u tijelu su potpora mekom tkivu, omogucavanje kretanja,
prihvatiSte miSi¢ima, zaStita unutarnjih organa, te rezervoar iona koji su neophodni za
pravilno funkcioniranje metabolizma. Kost se sastoji od mineralne faze, kalcijeva fosfata u
obliku karbonatnog hidroksiapatita, na koji otpada 2/3 mase kosti; organskog dijela, najve¢im
dijelom kolagenskih vlakana; i vode. Hidroksiapatitni plocati kristali, smjeSteni izmedu
kompaktno posloZzenih kolagenskih vlakana, kosti pruzaju ¢vrstocu i tvrdocu, a kolagenska

vlakna elasti¢nost i fleksibilnost.>®



Proces stvaranja kosti pocinje s aktivno$¢u osteoblasta, koStanih stanica koje
sintetiziraju 1 oslobadaju matricu kolagena u obliku Zelatinaste supstance, osteoida, koji se
zatim mineralizira kontroliranom depozicijom kalcijeva fosfata. Osteoblasti ostaju zarobljeni
unutar mineralne faze, napreduju prema osteocitima koji kontinuirano odrzavaju aktivnost
formacije kosti. U meduvremenu, tre¢i tip stanica, osteoklasti, kataboliziraju kost razarajuci
je. Dinamic¢ni proces formacije i razaranja kosti je uzrok njenog rasta tijekom stanja razvoja
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tijela, ¢uvajuéi njen oblik i sadrzaj, i omogucava regeneraciju u slucaju loma.

Kost se moze podijeliti na dva dijela, vanjski (kompaktni) i unutarnji (porozni) dio
(slika 1.). Kompaktni dio kosti je vrlo ¢vrst i ima zasStitnu, strukturalnu i mehani¢ku ulogu.
Sastoji se od mineraliziranih kolagenskih vlakana umotanih u koncentricne lamele oko
srediSnjeg kanala kroz koji prolaze krvne zile. Nasuprot tome, unutarnji dio kosti,
trabekularnu kost, karakterizira visoka poroznost izmedu 30% 1 90% odnosno velika
specifiéna povrina.t Sastoji se od medusobno povezanih Supljina, te sluzi kao kompenzator
iznenadnih naprezanja, rasporeduje sile na zglob, pridodaje tla¢noj ¢vrsto¢i kosti, no primarna

uloga trabekularne kosti je homeostaza kalcija.

osteoni

endosteum

fibrozni
sloj

kompaktnakost

sredisnji

spuzvasta kost kanali

popreéni
kanali

m edulama
Supljina

Slika 1. Shematski presjek kosti'®

Kristali hidroksiapatita su nanometarskih veli¢ina s prosje¢nom duljinom od 50 nm, 25

nm Sirine i debljine od 2-5 nm, rasprSenih u organskoj matrici. Njihova nanoveli¢ina je veoma



vazan faktor povezan sa topljivoS¢u bioloskih apatita u usporedbi s mineralnim apatitima.
Male dimenzije i niska kristaliénost su dva izrazita svojstva bioloskih apatita koja,
kombinirana s njihovim  nestehiometrijskim sadrzajem, unutarnjom kristalicnom
neuredenoscu i prisutnosti karbonatinh iona u kristalnoj resetci, objasnjavaju njihovo posebno

ponaéanje.7

2.1.1. Materijali u inZenjerstvu kostanog tkiva

S obzirom na velik broj zahtjeva koje okosnica mora zadovoljavati, naj¢esc¢e koristeni
materijali koji se koriste u inZenjerstvu kostanog tkiva, odnosno biokeramika i biorazgradivi
polimeri, pojedina¢no ne mogu ispuniti sve ili veéinu uvjeta koje idealna okosnica mora imati.
Stoga, imaju¢i na umu sastav prirodnog koStanog tkiva, posljednih godina razvoj kompozitnih
sustava na temelju bioaktivne keramike 1 biorazgradivih polimera poprima znacajna
dostignuéa i konkretnu primjenu. lako, i dalje je izuzetno zahtjevno sintetizirati materijal koji

¢e imati adekvatan stani¢ni odgovor nakon ugradnje u tijelo pacijenta.

2.1.2. BIOKERAMIKA

Keramicki materijali mogu biti klasificirani u dvije velike skupine: bioinertni i
bioaktivni. Bioinertna keramika nema gotovo nikakvog utjecaja u Zivom tkivu koje je
okruzuje, a najbolji primjer je alumijev oksid. Nasuprot tome, bioaktivna keramika je
Sposobna vezati se sa zivim kostanim tkivom; nekoliko kalcijevih fosfata i staklokeramike
pokazuju to svojstvo. Fenomen bioaktivnosti je pokazatelj kemijske reaktivnosti keramickih

materijala sa njihovim okoligem.’

Najvazniji biokeramicki materijali u inZenjerstvu kostanog su hidroksiapatiti njemu
slicni  kalcijevi fosfati, kao npr. trikalcijevi fosfati (B-TCP), oktakalcijev fosfat
(CagH2(PO4)6-5H,0), i dr. Zbog svoje sli¢nosti prirodnom kostanom tkivu, bioaktivnosti i
izvrsne biokompatibilnosti, hidroksiapatit je medu najistrazivanijim materijalima za

biomedicinske nadomjestke.



2.1.2.1. Hidroksiapatit

Stehiometrijski  hidroksiapatit (HA), ¢ija  stehiometrijska  formula  glasi
Cayo(PO4)s(OH),, s molarnim omjerom Ca/P=1.67, kristalizira u specifi¢noj P63/m kristalnoj
reSetki, kemijski je i toplinski vrlo stabilan spoj. Kristalna struktura hidroksiapatita opisuje se
kao kompleksna heksagonska slagalina kisikovih atoma s metalima Kkoji zauzimaju

tetraedarske ili oktaedarske Supljine u slagalini (slika 2.).}

®0 0 °Qp o 0o
0.0“»‘~0

R2S b1 LA
0.0 .' ..0 <

Ca,y(PO,)s(OH),

Slika 2. Kristalna struktura hidroksiapatita °

Mehanicka svojstva HA sli¢na su onima anorganske, najotpornije, komponente kosti.
Modul elasti¢nosti hidroksiapatita iznosi 40-100 GPa, zubne cakline = 74 GPa, dentina
(komponente zuba)= 21 GPa te kosti = 12-18 GPa. Ipak, gusto nakupljene umjetne tvorevine
HA imaju mehanic¢ku izdrZljivost reda veli¢ine 100 MPa naprema 300 MPa koju ima ljudska
kost. Ovo je dakako drasticno manje kad se govori o poroznim umjetnim tvorevinama.

Gustoca hidroksiapatita iznosi 3.16 gem™.

Hidroksiapatit posjeduje moguénost supstitucije odredenih kationa (Mg?*, Na*, Sr*,

* Pb?, Cu®) i aniona (HPO4*, COs*, HCO3, F) unutar kristalne reietke, a supstitucija
iona utjece na njegova konac¢na kemijska i fizikalna svojstva. Vrsta i koli€ina supstituiraju¢eg
iona utjeCe na mehanizam zauzimanja mjesta u reSetci. Tako je na primjer, uz postivanje
neutralnosti naboja, moguca supstitucija karbonatnih iona na mjestu OH" iona (A supstitucija)

ili PO,> iona (B supstitucija), a Mg?* iona na mjestu Ca* iona (C supstitucija).*



Bioloski apatiti se po stehiometriji, sastavu, kristali¢nosti te ostalim fizickim i
mehanickim svojstvima mogu poprilicno razlikovati od Cistog stehiometrijskog
hidroksiapatita. Bioloski apatiti imaju manjak kalcija, dakle njihov omjer Ca/P je uvijek nizi
od 1.67, koji odgovara stehiometrijskom apatitu. Nijedan bioloSki apatit nema takvu
vrijednost omjera Ca/P, ali kod svih se sa starenjem taj omjer priblizava teoretskom Sto je
povezano sa sve vecom kristalicnos¢u. Ovakvo ponaSanje ima iznimno fiziolosko znacenje
stoga jer se mlade, manje kristali¢no tkivo, moze razviti i rasti brze, dok se u njega skladiste

drugi elementi koje tijelo treba tijekom njegova rasta.'*

Kako za sve kalcijeve fosfate, tako 1 za hidroksiapatit, postoji odnos izmedu omjera
Ca/P i pojedinih svojstava; §to je omjer Ca/P niZi to je veéa kiselost i topivost smjese.’
Uoceno je i da s porastom omjera Ca/P dolazi do poboljsanja mehanic¢kih svojstava, najveca
tlacna ¢vrstoca postize se pri vrijednostima Ca/P ~ 1.67 (stehiometrijski HA), nakon ¢ega

slijedi nagli pad pri vrijednostima Ca/P > 1.67.%

13, 14, 15 te se

Dopirani hidroksiapatit zaokupio je paznju mnogih istrazivackih grupa
pokazao kao materijal s velikim potencijalom za primjenu u inZenjerstvu kosStanog tkiva gdje
otvara moguc¢nost modifikacije 1 dobivanja Zeljenih svojstava biomimetickog koStanog

implatanta.
Sinteze hidroksiapatita mogu se podijeliti u tri skupine *°
1) metode u suhom stanju (engl. dry methods)
2) metode u mokrom stanju (engl. wet methods)
3) visokotemperaturne procese (engl. high temperature processes).

Klasi¢na kemijska precipitacija najjednostavnija je metoda sinteze nanometarskog
hidroksiapatita i temelji se na kriti¢noj pH vrijednosti od 4.2 (pri sobnoj temperaturi) pri kojoj
je HA najmanije topljiva kalcijeva fosfatna faza.” Metoda precipitacije omoguéuje sintezu u
rasponu temperatura od sobne do vreliSta otapala (najces¢e vode) te u Sirokom spektru pH
vrijednosti vodenog medija od 4.2 do 13. Time je takoder omogucen veliki izbor prekursora
kalcija, poput kalcijeva hidroksida, kalcijeva nitrata, kalcijeva karbonata, kalcijeva acetata ili
kalcijeva klorida, odnosno, fosforne kiseline ili diamonijeva hidrogenfosfata kao izvora PO,*
iona. Tipi¢na procedura precipitacije temelji se na dokapavanju otopine jednog prekursora u

drugi pri stehiometrijskom omjeru kalcija i fosfora (Ca/P = 1.67), uz kontinuirano mijesanje i



regulaciju pH vrijednosti otopine. Dobivena suspenzija se neposredno nakon zavrsetka sinteze

ispire, filtrira i susi, ili se prethodno ostavlja da stari pri atmosferskim uvjetima.17

Hidrotermalna sinteza je postupak u kojem se odvijaju jednofazne ili viSefazne
reakcije u vodenom mediju pri povisenim temperaturama (T>25°C) i tlakovima (p>100 kPa) u
cilju dobivanja kristalicnog HA direktno iz otopine. Sinteze HA su uglavnom vodene pri
autogenim tlakovima, a $to odgovara tlaku zasi¢ene pare iznad otopine pri odredenoj
temperaturi. Najvise se koristi za prevodenje Ca-karbonatnih prirodnih bioloskih struktura u

HA jer pruza mogucénost o¢uvanja originalne karbonatne arhitekture. 1.

2.1.2.2. Hidroksiapatit dopiran magnezijem

Ugradnja magnezija u hidroksiapatit bitno je istrazivatko podru¢je zbog uloge
magnezija u ljudskom tijelu.*® Magnezij je jedan od esencijalnih elemenata svih Zivih
organizama 60-65 % ukupnog magnezija u ljudskom tijelu nalazi se u kostima i zubima, dok
je preostalih 35-40 % u miSiénim vlaknima, Zivcima, tjelesnim tekuéinama i ostalim
tkivima.'® Zubna caklina, dentin (komponenta zuba) i kost redom prosje¢no sadrze 0,44, 1,23 i
0,72 mas.% magnezija.?’ Magnezij je neophodan za razvoj kosti i poznato je da starenjem
kosti sadrze sve manji udio magnezija, a sve ve¢i kalcija. Ova pojava ima velik utjecaj na
metabolizam Kkostiju; uzrokuje prestanak rast kosti, smanjuje aktivnost osteoblasta i

osteoklasta te povecava vjerojatnost loma kosti i pojavu osteoporoze.21' 22

Najuspjesnije 1 naj¢eSc¢e metode priprave hidroksiapatita dopiranog magnezijem jesu
one u mokrom stanju — od toga najces$ce klasi¢na kemijska precipitacija. Supstitucija Ca®*
magnezijem cesto se provodi koriStenjem anorganskih izvora magnezija, poput MgClyx6
H,0%, Mg(NOs),x6 H,0** i Mg(OH),.* Manji atomski radijus magnezija (0.86A naprema
0.96A kalcija) i veéi afinitet prema molekulama vode ograni¢avaju njegovu ugradnju u
apatitnu reSetku. S povecanjem koli¢ine ugradenog magnezija lagano se smanjuje veli¢ina
elementarne Celije sve do koncentracijske granice od 0.15 Mg®*/Ca* kada dolazi do raspada
apatitne strukture istvaranja drugih faza (najcesée TCP ili amorfnog kalcijsko-magnezijskog
fosfata). Ugradnja magnezija u sintetski hidroksiapatit ograni¢ena je ako drugi ioni, poput
karbonata, fluorida nisu istovremeno substituirani u strukturu.?
2+

U veéini slucajeva priprave Mg-HA metodom precipitacija Mg* i Ca?* ioni

istovremeno su dodavani u reakciju s HPO4*. Pojedina istraZivanja pokazala su da je



precipitacijom i metodama hidrolize u strukturu hidroksiapatita mogucée ugraditi do 1 mas.%
magnezija.’> ® Mayer i sur.?’ precipitacijom su dobili prah hidroksiapatita koji sadrzi 1,5
mas.% magnezija bez da je doslo do ugradnje karbonata u struktutu. Golden i sur.?® uspjeli su
iz vodene otopine sintetizirati prah Mg-HA s 2 mas.% magnezija. Okazaki i sur.” substituirali
su i do 5 mas.% magnezija u hidroksiapatit koriStenjem metode precipitacije.

U odnosu na sintezu metodom precipitacije znatno je manje radova u kojima se
hidrotermalnim postupkom sintetizira hidroksiapatit dopiran ionima (flourom®, klorom*,
silicijem®, i stroncijem®?). Bigi i sur.?! sintetizirali su prah hidroksiapatita koji sadrzi i do 5

mas.% magnezija pri hidrotermalnim uvjetima na 120 °C.

2.1.2.3. BiolosKi izvori za sintezu hidroksiapatita — sipina kost

Sinteza poroznih materijala koji oponaSaju izvanstani¢nu matricu prirodne kosti velik
je izazov za inZenjerstvo koStanog tkiva. Uporaba bioloskih struktura i materijala poput
koralja®*, morskih $koljkaga®, algi®, Zivotinjskih skeleta® i sli¢nog u medicinske svrhe jedan
je od pristupa gdje se koristi sli¢nost sastava i mikrostrukture s anorganskom strukturom kosti.
Hidrotermalna transformacija prirodnih aragonitnih struktura zapocela je jo§ 70-ih godina
proslog stoljeca, a jednostavan nacin priprave HA 1 visokoporozna struktura i dalje ¢ine ovo
znanstveno podrucje atraktivnim. Medu bioloskim strukturama 1 materijalima sipina kost se
zbog svoje dostupnosti Sirom svijeta i1 niske cijene nalaZze se kao jedan od najboljih prirodnih

biologkih izvora.®

Sipa (Sepiaofficinalis L.) je morska Zivotinja koja spada u red glavonozaca. Njezin
plast se sastoji od tri miSi¢na sloja. Vanjski i unutarnji su kruzne grade i protezu se oko cijelog
organizma, dok je srednji sloj graden od poprecnih vlakana okomitih na okolna dva. Unutar
tijela nalazi se kost koja se jo§ naziva sipina kost ili sipovina (slika 3.). To je ostatak vanjske

ljusture njenih predaka mekusaca.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Mi%C5%A1i%C4%87
https://hr.wikipedia.org/wiki/Kost
https://hr.wikipedia.org/wiki/Meku%C5%A1ci

Slika 3. Sipina kost®

Sipina kost ima izrazito poroznu strukturu (oko 90%) i zauzima 9% volumena sipe. Kost se
sastoji od dva dijela: lednog oklopa, plasta i unutarnje lamelarne matrice. Lamele su

medusobno odvojene potpornim stupi¢ima (slika 4).

Lamelarna matrica
Ledni oklop

Slika 4. Uvecani prikaz sipine kosti koji prikazuje ledni oklop i lamelarnu matricu kosti*

Lamele ili paralelni listovi izgradeni su od aragonitne modifikacije kalcij karbonata (CaCOs)
te tvore odjeljke koji su medusobno izolirani. Unutar svakog odjeljka se nalazi tekuéina i plin
koji se mogu slobodno kretati. Razmak izmedu lamela je razli¢it 1 uglavnom iznosi od 200 do
600 pm. Sipina kost se koristi kao nadomjestak za tvrda koStana tkiva zbog svoje strukture jer
ima poroznost slicnu ljudskoj kosti. Sipina kost se sastoji od aragonita, a to je nestabilna
modifikacija kalcijevog karbonata te je kao takva neupotrebljiva. Potrebno ju je prevesti u

hidroksiapatit, a da se pri tome ne narusi njezina struktura.



Uspjesnu sintezu HA iz anorganske komponente sipine kosti hidrotermalnom konverzijom
proveli su Ivankovic i suradnici* utvrdivsi da je aragonit u potpunosti moguce prevesti u AB-
supstitucijski tip karbonatnog HA, a da se pritom potpuno oCuva originalna mikrostrukura i
arhitektura sipine kosti. Kao polazne komponente Koristili su sipinu kost i amonijev

dihidrogenfosfat, a reakcija hidrotermalne sinteze dana je jednadzbom:

10CaCO3; + 6NH4H-PO,4 + 2H,0 — Calo(PO4)6(OH)2 + 3(NH4)2C03+ 7H,CO3

3. BIORAZGRADIVI POLIMERI

Biorazgradivi polimeri primjenjivi u inZzenjerstvu kostanog tkiva dijele se u dvije skupine:

e sintetske kao $to su poli(mlijecna kiselina) (PLA, poli(glikolna kiselina) (PGA),
kopolimeri laktida i glikola (PLGA), poli(e-kaprolakton) (PCL).
e prirodne, medu kojima su kolagen, hijaluronska kiselina i njeni derivati, $krob,

zelatina, alginati, hitin te kitozan i njegovi derivati.

Proces biorazgradnje polimera podrazumijeva cijepanje polimernih makromolekula na
manje molekulske jedinice reakcijama hidrolize ili uz pomo¢ enzima. Prirodni i sintetski
biorazgradivi polimeri imaju svoje prednosti i nedostatke. Jedna od prednosti sintetskih
polimera je moguénost dobivanja jednolikog materijala pri svakoj SarZi sinteze te veca
zilavost 1 bolja mehanicka svojstva. Pored toga, razlike u brzini razgradnje s obzirom na
mjesto razgradnje in vivo su vrlo male te su svojstva polimera lako predvidljiva. Medutim,
sintetski polimeri su opcenito bioloski inertni i njihova se razgradnja odvija hidrolitickim
reakcijama u duzem vremenu S§to moZze ograniCiti primjenu za regeneraciju odredenih dijelova
kostanog tkiva. Prirodni polimeri primjenjivi su upravo zbog svoje slicnosti s bioloSkim
molekulama izvanstani¢ne matrice i1 proteinima S§to olakSava prepoznavanje materijala od
strane koStanih stanica koje se nasaduju. Kljucni nedostatak prirodnih polimera su ograni¢ena
mehani¢ka svojstva koja je mogucée modificirati primjenom umrezivala, kemijskim

cijepljenjem ili fizikalnim umjesavanjem odgovarajuéih sintetskih polimera.*’
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3.1. KITOZAN

Kitozan je linearan, semikristalicni polisaharid sastavljen od jedinica 2-acetamido-2-
deoksi-B-D-glukana  (N-acetil D-glukozamin) 1 2-amino-2-deoksi-B-D-glukana (D-
glukozamin) (slika 5.). Kitozan nije rasiren u prirodi, ali se moze lako dobiti djelomi¢nom
deacetilacijom prirodnog polimera hitina (slika 6.). Hitin je polisaharid sastavljen od 2-
acetamido-2-deoksi-B-D-glukoze. Najcesce se nalazi u egzoskeletu rakova, skampi i jastoga.

Hitin je kemijski inertan i nije topiv u vodi i organskim otapalima.*!

HO

N]’{: —(H J

Slika 5. Kemijska struktura kitozana*

]

OH HNJ]\
0 HO—
0
0
HO— /‘\X/ s
H.\'\"/ B

—0OH

0

Slika 6. Kemijska struktura hitina*?

Stupanj deacetilacije kitozana, koji indicira broj amino skupina u lancu, se ra¢una kao
omjer D-glkozamina prema sumi D-glukozamina i N-acetil D-glukozamina. Da bi se nazvao
»Kitozan®, deacetilirani hitin treba sadrzavati barem 60 % ostataka D-glukozamina (Sto
odgovara stupnju deacetilacije od 60%).** * Deacetilacija hitina se provodi kemijskom
hidrolizom uz izrazito alkalne uvjete ili se provodi enzimskom hidrolizom u prisutnosti

odredenih enzima.*?
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Tokom proizvodnje kitozana teSko je predvidjeti njegove karakteristike. Zato danasnji
pristup u proizvodnji kitozana preferira analizu sadrzaja i svojstava konac¢nog produkta,
umjesto ciljanog pretpostavljanja karakterisitika produkta preddefiniranjem parametara
procesa proizvodnje. Kako kitozan potjeCe iz prirodnog polimera, on moze biti kontaminiran
organskim i1 anorganskim necisto¢ama, i moze ima Siroku polidisperznost, zbog ¢ega se Cesto
karakterizira prema viskoznosti, a ne prema raspodjeli molarnih masa. Kitozan je slabo

e . . ey . Ve ey . . 42
topljiv, izuzev kiselih medija, $to analizu ¢ini tesko izvodivom.

Prisutnost amino skupina D-glukozamina koje se mogu protonirati obja$njavaju veéinu
svojstava kitozana. Hemostatska aktvnost kitozana je povezana sa prisutno$éu pozitivnog
naboja na lancu kitozana. Kako su membrane krvnih stanica negativno nabijene, dolazi do

interakcije sa pozitivno nabijenim kitozanom.*?

Polikationska struktura kitozana objasnjava njegova analgetska svojstva. Amino skupine
se mogu protonirati u prisustvu protonskih iona koji se oslobadaju u upaljenom podrucju, Sto

rezultira analgetskim efektom.*?

Kitozan se moze razgraditi in vivo djelovanjem nekoliko proteaza, i uglavnom
lizozimima.' Biorazgradnja kitozana vodi do formiranja netoksi¢nih oligosaharida razligitih
duljina. Oligosaharidi mogu biti ukljuceni u metabolizam ili se mogu dalje izlu€ivati. Brzina
degradacije kitozana je uglavnom povezana stupnjem deacetilacije, ali takoder i raspodjelom

produkta N-acetil D-glukozamina i molekulskom masom kitozana.*®

Veza izmedu biorazgradivosti kitozana i stupnja deacetilacije ogleda se preko njegove
kristali¢nosti. Kitozan je semikristali¢an polimer; kristalnost je maksimalna (100%) za stupanj
deacetilacije 0%. Kristali¢nost je obrnuto proporcionalna kinetici biorazgradnje, medutim
kada stupanj deacetilacije padne ispod 60%, njegova kristalicnost se po€inje smanjivati, $to
rezultira povecanjem brzine biorazgradnje. MoZe se pretpostaviti da se kra¢i lanci kitozana

brze razgraduju u oligosaharide nego kitozan s ve€om molekulskom masom. *?

Ako se uzmu u obzir sva navedena svojstva, ne iznenaduje to Sto se kitozan primjenuje
u biomedicini i farmaciji, kao implatatni materijal za kosti i umjetnu koiu.4zlstraiivanjem
kitozana razvijene su razne metode za fino oblikovanje kitozanskih hidrogelova i pjena

v . . . Cu . . 47
(spuzva) kao primjerene trodimenzionalne skelete u inzenjerstvu tkiva.
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3.2. POLIKAPROLAKTON (PCL)

Polikaprolakton je sintetski alifatski, biorazgradivi poliester koji se proizvodi iz sirove
nafte. Hidrofoban je i semikristalan polimer $to znadi da mu se kristalnost smanjuje s
poveéanjem molekulske mase. Dobro svojstvo PCL-a je niska temperatura taljena (59-64°C)
te velika mo¢ umjeSavanja ¢ime se prosiruje podrucje primjene. StakliSte polikaprolaktona je -
60°C. Polikaprolakton se lako oblikuje na nizim temperaturama. Prosje¢na molekulska masa

polikaprolaktona je izmedu 3000-80000 g/mol.

0O
(CH2)5—</
(0]

n

Slika 7. Strukturna formula polikaprolaktona*®

Polikaprolakton se dobiva ring-opening polimerizacijom (polimerizacija otvaranjem
prstena) iz e-kaprolaktona uz prisutnost raznovrsnih anionskih i kationskih katalizatora (slika
8 ) 19

¥ . O
./O — 0 toplina |
{II \ - /O L N ’IHH"-\/’.‘“L‘..‘\._
% - T.“‘
- katalizator - -

Slika 8. Polimerizacija otvaranjem prstena

Alifatski poliesteri razgraduju se jednim ili kombinacijom vise mehanizama kao §to su
hidroliza, enzimska, mikrobna ili termicka razgradnja. Brzina razgradnje ovisi o nekoliko
¢imbenika, ukljucujuéi stupanj kristalnosti, hidrofilnost, molekulsku masu, oblik molekule,
veli¢inu 1 geometriju uzorka, te o uvjetima i okruzenju, poput pH 1 temperature, u kojem se
odvija razgradnja. Hidroliza je naj¢e$¢i mehanizam razgradnje sintetskih polimera u
bioloskom okruzenju. Esterske, eterske i uretanske veze smanjuju osjetljivost hidrolize. Oni
su odgovorni za cijepanje polimernih lanaca, smanjenje duljine lanaca i na kraju za veli¢inu

lanaca koji difundiraju u medij kada su dovoljno mali. PCL se moze razgraditi pomocu Zivih
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organizama (npr. bakterija i gljivica), ali nije razgradiv u zivotinjskom i ljudskom tijelu zbog
nedostatka odgovarajué¢ih enzima.*

PCL je pogodan za kontrolirani prijenos lijekova zbog svoje visoke propusnosti na mnoge
lijekove, biokompatibilnosti i sposobnosti da se potpuno izluci iz tijela nakon biorazgradnje.
Njegova razgradnja je spora (2-3 godine) u usporedbi sa drugim polimerima, pa je zbog toga
najpogodniji za dugoro¢no otpustanje lijekova (duze od godine dana). Kemijska struktura
PCL-a ¢ini ga hidrofobnim i visoko kristalastim §to rezultira slabim upijanjem vode i zato je
brzina razgradnje spora. PCL ima sposobnost stvaranja kompatibilnih mjesavina s drugim
polimerima, te se time moze utjecati na kinetiku razgradnje i olak$ano oblikovanje sukladno
potrebama.>® Zbog njegove niske temperature taljenja i visoke temperature razgradnje ima
Siroku paletu za termoplasti¢nu obradu. Stoga je PCL takoder pogodan i kao materijal za

izradu okosnica u inZenjerstvu tkiva.>*

4. EKSPERIMENTALNI DIO

4.1. Priprava hidrokisapatita

Polazni materijal za sintezu hidroksiapatita koriStena je aragonitna sipina kost. Plast
kosti na povrsini je mehanicki uklonjen, a porozni dio izrezan cirkularnom pilom na komadice
debljine 5-6 mm. Izrezani komadi¢i su stavljeni u otopinu natrijeva hipoklorita (NaClO, 13%
aktivnog Cl,) na 24 sata kako bi se uklonila sva organska komponenta kosti. Nakon sto je
uklonjena organska komponenta, komadi¢i su isprani destiliranom vodom i suseni na 105°C.
Tako pripremljeni uzorci su stavljeni u teflonski lon¢i¢ u tri metalna reaktora zajedno s 0.6M
otopinom amonijeva dihidrogenfosfata (NH4H,PO, Fisher Chemicals) i 1M otopinom
magnezijeva perklorata (Mg(ClO)4, Fluka) na 200°C tijekom 48h. Mg(CIO), je dodan u
koncentraciji 1,3 i 5 mol.% Mg u odnosu na Ca. Po zavrSetku reakcije, uzorci su izvadeni,
isprani destiliranom vodom i suSeni na 105°C. Dobiveni materijali oznaceni su kao 1%Mg-
HA, 3%Mg-HA i 5%Mg-HA.

4.2. Impregnacija kitozanom i PCL-om

Pripravljena je otopina 10 mas.% PCL-a i 2 mas.% kitozana. 5g PCL-a otopljeno je u 50

mL kloroforma i mijeSano do potpunog otapanja. Uzorci 1%Mg-HA su postavljeni u uredaj za
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impregnaciju (Citovac Struers) i nakon postignutog vakuuma, usisanaje otopina PCL-a u

posudicu s uzorcima. Uzorci su izvadeni i kratko osuseni te impregnirani otopinom Kitozana.

Za pripravu 2 mas.% otopine kitozana otopljeno je 1 g kitozana u 50 mL 0.2M octene
kiseline na magnetskoj mjeSalici pri temperaturi 40°C. pH vrijednost otopine podeSena je s
12M otopinom NaOH s 4.58 na 5.74. Otopina kitozana je zatim usisana u posudicu s

uzorcima koji su nakon toga suseni pri temperaturi od 40°C tijekom 24h.

Nakon suSenja uzorci su tretirani s 1M otopinom NaOH tijekom 2h te viSestruko
ispirani destiliranom vodom te suseni radi daljnje karakterizacije. Dobiveni materijal oznacen

je kao 1%Mg-HA/PCL/CS.

4.3. Karakterizacija materijala

4.3.1. Rendgenska difrakcijska analiza (XRD)

Mineraloski sastav pripravljenih uzoraka odredeni su rendgenskom difrakcijskom
analizom (XRD) na Shimadzu XRD-6000 instrumentu s CuK o zra¢enjem pri 40 kVi 30 mA,
u mjernom podrucju kuteva 10° < 26< 65° pri brzini snimanja od 0.2°/s. Uzorci su pomjesani
sa standardom Si (5 mas. %) (JCPDS 27-1402).Racunanje parametara jedini¢ne Celije Mg-HA
i kvantitativna rendgenska analiza mineralnih faza provedeni su softwerskim programom
TOPAS (Bruker).

4.3.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR)

FTIR analiza je provedena pomocu ATR (engl. attenuated total reflectance)
spektroskopije za krutine na kristalu dijamanta na uredaju ATR-FTIR Bruker VERTEX 70.

Uzorei su analizirani u apsorpcijskom podrugju od 400cm™ do 4000 cm™,

4.3.3. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Uzorci su analizirani termogravimetrijskom analizom u platinskim lon¢i¢ima na
uredaju za TGA (TA Instruments Q500) u rasponu od 40°C do 1000°C, brzinom zagrijavanja
5°C/min.
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4.3.4. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija HA i kompozitnih uzoraka promatrana je pretraznim elektronskim
mikroskopom (SEM TESCAN VEGA TS5136LS). S obzirom da su uzorci nevodljivi,
prethodno su napareni slojem zlata.
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5. REZULTATI | RASPRAVA

5.1. Rendgenska difrakcijska analiza (XRD)

Difrakcijski spektri HA i Mg-HAprikazani su na slici 9. Difrakcijski maksimumi koji se
javljaju na 20 = 10.8°, 16.8°, 21.8°, 22.8°, 25.7°, 27.9° i 28.9° karakteristicni su za
hidroksiapatit (JCPDS 09-0432). Na difraktogramima uzoraka dopiranih s magnezijem

javljaju se nove faze i to ve¢ pri najmanjoj koncentraciji magnezija.

v Sistandard
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Slika 9. Difrakcijski spektri HA i Mg-HA s razli¢itim udjelom magnezija

Prema bazi podataka za difrakcijsku analizu prasaka, nova faza identificirana je kao
vitlokit (Ca;sMg2(HPO,)2(POy)12, JCPDS 42-0578) ili B-TCP (Casz(POs),, JCPDS 09-0169).
Naime, u literaturi se esto nailazi na podatak da se naziv vitlokit pripisuje p-TCP-u®* >,
no, iako obje faze imaju istu romboedarsku strukturu, izmedu njih postoji razlika kako u
sastavu tako i u svojstvima. Objasnjenje zasto se B-TCP Cesto naziva vitlokit, vjerojatno lezi u

Cinjenici da je B-TCP faza dobivena u opisanim istrazivanjima nedovoljno, ili uopce nije
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karakterizirana u obzirom na prisustvo drugih elemenata, odnosno kemijskog sastava
ispitivanih uzoraka.>

Prema literaturi, Cisti B-TCP nastaje pri poviSenim temperaturama (850-1125°C) i ne
moze nastati u sintezi iz vodenih otopina, primjerice hidrotermalno, pa se njegovo dobivanje u
sintezama na nizim temperaturama (do 100°C) u podrué¢ju pH izmedu 6 i 9, uvijek povezuje s
prisutnodéu Mg iona koji promitu njegovo nastajanje °® °" Stoga, u prisustvu magnezija,
nastala faza B-TCP je zapravoMg/B-TCP (Ca,Mg)9(PO4)s).

Vitlokit u svojoj strukturi sadrzi HPO4* ione za razliku od B-TCP-a koji u svojoj
strukturi sadrzi samo PO,” ione, §to ih razlikuje u topivosti i drugim svojstvima.*
Iz difraktograma je vidljivo da Sto je ve¢i udio dodanog magnezija to je intenzitet
difrakcijskih maksimuma nove faze veci, dok su intenziteti difrakcijskih maksimuma

karakteristi¢ni za hidroksiapatit manji.

Tocan udio pojedinih faza izracunat je Rietveldovom metodom i prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Udio faza uzoraka HA supstituiranog magnezijem

Udio faza / % HA | 1%Mg-HA | 3%Mg-HA 5%Mg-HA
Hidroksiapatit 95.02 84.48 67.1 54.64
Vitlokit i/ili Mg/p-TCP” - 10.18 27.6 39.7
Silicij (standard) 4.98 5.34 5.3 5.66

“Sastav faze prikazan je kao vitlokit ili Mg/B-TCP s obzirom da ih zbog identi¢ne strukture softwerski program Topasne

moze razlikovati

Iz izraCunatih udjela faza u tablici 1. moze se vidjeti kako se uzorak Cistog HA sastoji
isklju¢ivo od jedne faze, dok se povecanjem udjela magnezija udio novonastale faze
vitlokitai/ili Mg/B-TCP-a povecava s 10.18 mas.% u uzorku 1%Mg-HA do 39.7 mas.% u
uzorku 5%Mg-HA.
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Tablica 2. Parametri i veli¢ina kristalita HA izracunati na temelju snimljenih difraktograma

HA 1%Mg-HA | 3%Mg-HA | 5%Mg-HA
Parametri a(A) 9.4293 9.4409 9.4354 9.4363
reSetke
hidroksiapatita = C (A) 6.9025 6.9039 6.9076 6.9088
Veli¢ina kristalita (nm) 56 47.9 62.3 71.2

Tablica 2. prikazuje parametre i veli¢inu kristalita HA iz koje se vidi da parametar a
kristalne resetke raste povecanjem udjela dodanog magnezija, kao i parametar c. lako prema
literaturi, oba parametra resetke bi se zbog manjeg radijusa Mg?* iona (0.69A) u odnosu na
Ca®" iona (0.96A) trebala smanjivati, dobiveni rezultati pokazuju suprotno. Blagi porast
parametra a kristalne resetke HA naden je u literaturi u sliénim istraZivanjima.”® Veli¢ina
kristalita HA izracunata Scherrerovom jednadzbom, opada u uzorku 1%Mg-HA, a zatim raste

daljnim povecéanjem udjela magnezija.

Tablica 3. prikazuje parametre i veli¢inu kristalita Mg/B-TCP-a iz koje se vidi da se
parametar a kristalne reSetke smanjuje kako raste udio dodanog magnezija, kao 1 parametar C.
Radijus Mg®* ionamanji je od radijusa Ca’* iona §to dovodi do smanjenja parametara kristalne
reSetke ako se Mg ugradi na mjesto Ca®*. Veli¢ina kristalita takoder opada porastom udjela

o e e 1
magnezija §to je u skladu s dosadasnjim istrazivanjima.> ®®

Tablica 3. Parametri i veli¢ina kristalita Mg/B-TCP-a izraunati na temelju snimljenih

difraktograma

1%Mg-HA | 3%Mg-HA | 5%Mg-HA

Parametri reSetke a(A) 10,3914 10,3841 10,3792
Mg/B-TCP c(A) 37,2813 37,2587 37,2567
Veli¢ina Kristalita (nm) 42.6 28,2 26,7
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5.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR)

FTIR spektri HA i Mg-HA za razlicite udjela magnezija prikazani su na slici 10. i 11.
Spektar HA pokazuje karakteristi¢ne vrpce PO,% skupina na valnim brojevima 562, 600, 960 i
1016 cm™, COs* skupine na valnim brojevima 872, 1413 i 1452 cm™, te OH" skupine na pri
630 cm™ i 3750 cm™.HA u svoju strukturu moZe primiti supstituente kao §to je COs” skupina,
pa tako postoje dva tipa karbonatnih supstitucija: supstitucija COs> skupina na mjesto OH"
skupina (tip A) i COs> skupina na mjesto PO, skupina (tip B). Iz spektra HA vidljivo je da
HA sadrzi B-tip supstitucije karbonatnih iona &ija se vrpca javlja pri 872 cm™. B-tip
supstitucije dominira u sastavu anorganske faze prirodne kosti (2-8 mas.%) te povecava
bioaktivnost i biokompatibilnost materijala. Vrpca koja se javlja pri 872 cm™ pripisuje se i
vibraciji HPO4* skupine, no zbog medusobnog preklapanja tesko ih je razlikovati u FTIR
spektru.®? Medutim, uo&eno je da se ta vrpca smanjuje i §iri prema visim valnim brojevima
(876 cm™) s porastom udjela magnezija tako da se moZe pretpostaviti da je prisutna u

uzorcima Mg-HA, odnosno upuéuje na magnezijem supstituirani HA, vitlokit.

PO~ PO,”

HA
1% Mg-HA
3% Mg-HA
5% Mg-HA

Apsorbancija (s.J.)

—r - 1 - 1 T T 1 -1 T T 1
1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500

Valni broj/cm™

Slika 10. Graficki prikaz spektra HA i Mg-HA s razli¢itim udjelom magnezija u podruc¢ju
valnih brojeva 1500 — 450 cm™
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Vrpca koja se javlja na 1087 cm™ odgovara vibraciji HPO4> skupine prisutna je u
uzorku HA S$to znaci da je rije¢ o nestechiometrijskom HA,Cajp.x(HPO4)X(PO4)s-x(OH)2«) S
karbonatnim supstitucijama. Pri istom valnom broju, HPO4* vrpca javlja se i u Mg-HA
uzorcima (najvise izrazena u uzorku 1%Mg-HA), i gubi intenzitet porastom udjela magnezija.
Prema literaturi, prisutnost ove skupine upuéuje da je doslo do ugradnje Mg?* iona u strukturu
HA.® PO,* skupine pokazuju znadajno smanjenje intenziteta poveéanjem udjela magnezija u
odnosu na Cisti HA. Na FTIR spektru uzorka s najve¢im udjelom magnezija, 5%Mg-HA,
vidljivo je irenje i cijepanje intenziteta PO,* vrpci pri 993cm™ i oko 1062 cm™ to upuéuje
na stvaranje Mg/p-TCP faze. *

Iz grafickog prikaza takoder je vidljivo da porast koncentracije magnezija dovodi do

smanjenja intenziteta CO4”i OH™ skupina (slika 10. i 11.).

OH 5% Mg-HA
3 3% Mg-HA
&) 3 .
= | 1% Mg-HA
3 |
c :
©
e ;
= |
a ]
< WA
T T T T T 1
3400 3600 3800 4000

Valni broj/cm™

Slika 11. Graficki prikaz spektra HA i Mg-HA s razlic¢itim udjelom magnezija u podrucju
valnih brojeva 4000 — 3400 cm™

Analiza FTIR spektra ukazuje na destabilizaciju strukture HA ugradnjom Mg*",

odnosno vece koncentracije magnezija inhibiraju nastajanje HA, time i vitlokita, poticuci

stvaranje Mg/B-TCP faze. Mg/B-TCP se ina&e nalazi u biologkim sustavima ® i istrazivan je

21



za primjenu u inzenjerstvu koStanog tkiva, primjerice u lijeCenju osteoporoznosti, zbog svoje
biokompatibilnosti, bioaktivnosti i drugih svojstava koji ga ¢ine izvrsnim kandidatom za

lijeGenje kostanih defekata.®”

1%Mg-HA/PCL-CS

Apsorbancija (s.j.)

T T T T T T T T T T T T 1
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Valni broj/cm™

Slika 12. Graficki prikaz sprektra hidroksiapatita ikompozitnih materijala 1%Mg-HA/PCL-
CS u podrudju valnih brojeva 1150 — 1800 cm™

Slika 12. i 13. prikazuju FTIR spektre ¢istog HA i pripravljenih kompozitnih
materijala. Dodatkom polimera uocava se pojava novih vrpci na valnim brojevima 1160 cm™
karateristi¢na za C-O skupinu, 1290 cm™ za C-C skupinu, 1233 cm™ za C-O-C skupinu, 1361
cm™ za CH, skupinu, te 1726 cm™ za C=0 skupinu. Analizirane vrpce, prema literaturi,
karakteristi¢ne su za PCL ®> medutim neke od vrpci koje se pripisuju PCL-u karakteristi¢ne su
i za kitozan (primjerice CH, skupina). Siroka vrpca u podruéju valnih brojeva 3500-3000 cm”

Ykarakteristi¢na je za asimetri¢no rastezanje OH- skupina.

Vrpce karakteristi¢ne iskljucivo za kitozan koje se javljaju pri 1652, 1575 i 1542 cm™

su izostale, vjerojatno zbog male kolicine kitozana u kompozitnom uzorku.
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CH,

1% Mg-HA/PCL-CS

Apsorbancija(s.].)

T T T
2800 3000 3200 3400 3600

Valni broj/cm™

Slika 13. Grafi¢ki prikaz spektra hidroksiapatita ikompozitnih materijala 1%Mg-HA/PCL-CS
u podruju valnih brojeva 2700 — 3700 cm™
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5.3. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termogravimetrijskom analizom istrazena je termicka stabilnost sintetiziranih
kompozitinih materijala te odreden udio kitozana i PCL-a impregniranog u 1% Mg-HA
uzorak (slika 14.). Termogravimetrijska krivulja Cistog HA ukazuje na njegovu termicku
stabilnost. Gubitak mase ¢istog HA iznosi 4.41%. Povecanjem udjela magnezija,Mg-HA
uzorci ne pokazuju znacajnu promjenu termicke stabilnosti , s gubitkom mase od 4.05% i 4.34
% te 5.46% za uzorke s 1%, 3% Mg-HA. Tek uzorak s 5% Mg pokazuje blagi pad termicke
stabilnosti, sa gubitkom mase 5.46%.

Gubitak mase kompozitnog materijala 1%Mg-HA/PCL-CS iznosi 6.54 %, §to znaci da
udio polimera u uzorku iznosi 2.49 %.

g

P

2]

©

€ ——HA

X

[ 1% Mg-HA
g %7 3% Mg-HA
> 5% Mg-HA

1% Mg-HA/PCL-CS
94 +

T .
500 1000
T/°C

Slika 14. TGA krivulje Mg-HA sa razlic¢itim udjelom Mg i uzorak s impregniranim
polimerima PCL i CS
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5.4. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Mikrostruktura pripravljenih materijala istrazena je SEM analizom. Sve mikrografske
snimke prikazuju unutarnju povr§inu materijala. SEM mikrograf hidroksiapatita pokazuje da
je originalna arhitektura sipine kosti u potpunosti ocuvana i nakon hidrotermalne reakcije
(slika 15a)). Kod vecéeg povecanja moze se vidjeti kako kristali HA tvore sferi¢ne forme, nalik

maslacku, koje ravnomjerno prekrivaju povrsinu (slika 15b)).

| } é 200 19N - i : .&
SEM HV: 10.0 KV WD: 10.09 mm SEM HV: 10.0 KV WD: 6.88 mm

SEM MAG: 93 x BI: 10.00 500 pm SEM MAG: 5.37 kx Bl: 8.00

SEM HV: 10.0 kV WD: 6.60 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 5.39 kx BIl: 10.00 10 pm
Det: SE Date(m/d/y): 07/06/17

Slika 16. SEM mikrograf uzorka 1% Mg-HA
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SEM HV: 10.0 kV WD: 7.23 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 5.34 kx BI: 10.00 10 pm
Det: SE Date(m/dly): 07/06/17

Slika 17. SEM mikrograf uzorka 3% Mg-HA

. A 3

SEM HV: 10.0 kV WD: 7.34 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 5.38 kx Bl: 10.00 10 um
Det: SE Date(m/d/y): 07/06/17

Slika 18. SEM mikrograf uzorka 5% Mg-HA

SEM mikrografi uzoraka hidroksiapatita sa razli¢itim udjelima magnezija prikazuju da
dodavanje magnezija u hidrotermalnu reakciju mijenja morfologiju povrsine u odnosu na Cisti

HA. Naime, s porastom udjela magnezija, HA kristalizira u obliku sfera ali su te sfere manje
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nego u slucaju ¢istog HA (slika 16-18.). Daljim povecanjem udjela magnezija Cestice HA
potpuno gube svoju pocetnu sferi¢nu formu i tvore aglomerate. Sli¢ni rezultati nadeni su i u

literaturi. 8

Mikrografi kompozitnih uzoraka, odnosno polikaprolaktona i kitozana impregniranih u
porozni HA s 1 mol.% magnezija, pokazuju da na povrsini materijala postoji tanki polimerni

film. Slika 19. prikazuje sloj kitozana kako se rasprostire po sferi¢nim Cesticama HA.

o
i €

SEM HV: 10.0 kV WD: 6.61 mm ] VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 2.66 kx BI: 16.00
Det: SE Date(m/dly): 07/06/17

Slika 19. SEM mikrograf uzorka 1% Mg-HA/PCL-CS

Prisutnost kitozana u obliku tankog filma vidljiva je i u porama materijala Sto znaci da je

njegova viskoznost bila prikladna da prodre kroz porozni HA (slika 20.).

27



: & & |
SEM HV: 10.0 kV WD: 7.95 mm | | VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 419 x BI: 10.00 100 pm

Det: SE Date(m/dly): 06/30/17

Slika 20. SEM mikrograf uzorka 1% Mg-HA/PCL-CS

Na slici 21. moze se vidjeti sloj PCL-a koji prekriva ¢estice HA, a kojeg se vrlo lako
moze identificirati na mikrografima i razlikovati od kitozana obzirom da PCL film uslijed
pripreme materijala za SEM analizu pokazuje istegnute niti karakteristi¢ne za takve elasti¢ne

polimere.

=

-

SEM HV: 10.0 kV WD: 8.44 mm I VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 2.35 kx BI: 10.00 | 20 pm
| Date(m/dly): 06/30/17

Slika 21. SEM mikrograf uzorka 1% Mg-HA/PCL-CS
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6.

ZAKLJUCAK

Provedena je ugradnja Mg”* iona u strukturu hidroksipatatita hidrotermalnom
konverzijom sipine kosti, pri ¢emu je kao izvor magnezijevih iona koriSten
magnezijev perklorat — Mg(ClOy,),.

Pripravljeni su kompozitni materijali Mg-HA i PCL/CS metodom vakuumske
impregnacije za uzorke s udjelom magnezija od 1mol.%.

XRD analiza potvrduje nastanak nove faze koja je identificirana kao vitlokit i/ili
Mg/B-TCP kao posljedica supstitucije kalcija magnezijem u strukturi HA.
Zakljuceno je da je hidrotermalnom sintezom dobiven dvofazni sustav kojeg
¢ine HA 1 vitlokit pri nizim koncentracijama magnezija (1 i 3 mol.%), dok pri
vec¢oj koncentraciji (5 mol.%) koegzistiraju HA 1 Mg/B-TCP.

FTIR spektri uzoraka s razli¢itim udjelom magnezija pokazuju smanjenje
inteziteta fosfatnih, karbonatnih i hidroksilnih skupina. U uzorku s najvecom
konentracijom magnezija, nadene su vrpce karakteristi¢ne za Mg/B-TCP fazu.
TGA metodom pokazano je blago smanjenje termicke stabilnosti HA za uzorak
s 5% magnezija, a udio PCL-a i kitozana u kompozitu iznosi 2.49 mas. %.

SEM mikrografi hidroksiapatita pokazuje da je originalna arhitektura sipine
kosti u potpunosti o€uvana i nakon hidrotermalne reakcije. Povecanjem udjela
magnezija pocetne sfericne Cestice Cistog HA se smanjuju. Daljim povecanjem
udjela magnezija, Cestice HA potpuno gube svoju pocetnu sferi¢nu formu i
tvore aglomerate zajedno s novonastalom fazom. Mikrografi kompozitnih
uzoraka pokazuju da na povrSini materijala postoji tanki polimerni film koji

prekriva HA Cestice.
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