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SAZETAK

Inzenjerstvo kosStanog tkiva je interdisciplinarno polje koje ukljucuje pripravu okosnica koje
kemijski, strukturno i mehani¢ki oponaSaju prirodno kostano tkivo. Okosnice moraju biti
biokompatibilne i bioaktivne uz zadovoljavaju¢a resorpcijska svojstva te predstavljaju
alternativno rjesenje za konvencionalne metode koristene u lijeCenju kostanih ostecenja i bolesti.
Silicij se prirodno nalazi u ljudskom organizmu te potic¢e proliferaciju i diferencijaciju kostanih

stanica te time pridonosi brzoj obnovi prirodnog kostanog tkiva.

U ovom radu pripravljeni su uzorci kalcijeva karbonata dopirani razli¢itom koli¢inom silicija,
koji ¢e u daljnjim istrazivanjima biti koriSten kao prekursor hidroksiapatitu, mineralnoj fazi
prirodnog kostanog tkiva. Pripremljeni uzorci toplinski su obradeni pri 600 °C. Uzorci su
karakterizirani prije i nakon toplinske obrade pomocu rendgenske difrakcijske analize (XRD) i
infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom (FTIR). Dobiveni difraktogrami
analizirani su Rietveldovom metodom uto¢njavanja pomocu racunalnog programa DIFFRAC.

SUITE TOPAS V.5.0.

Potvrdeno je nastajanje trofaznog sustava kalcita, aragonita i vaterita, dok nakon toplinske obrade

nastaje sustav kalcita i kalcijeva silikata.

Kljuéne rije€i: biomaterijali, silicij, kalcijev karbonat, hidroksiapatit



SUMMARY
Synthesis of silicon doped vaterite

Bone tissue engineering is an interdisciplinary field where biomimetic scaffolds are used for bone
regeneration. Biomimetic scaffolds chemically, structurally and mechanically imitate natural
bone tissue. Scaffolds must be biocompatible and bioactive with suitable resorption properties.
Biomimetic scaffolds represent an alternative solution for conventional methods that are used in
the treatment of bone injuries and diseases. Silicon naturally exists in the human body and
promotes proliferation and the differetiation of osteoblasts, thus it promotes regeneration of

natural bone tissue.

In this research, samples of calcium carbonate are synthesised with a different amount of silicon
dopant which will be used as a precursor of hydroxyapatite, a mineral phase of natural bone
tissue. All as-prepared samples are heat-treated at 600 °C. Samples are characterized before and
after heat treatment with X-ray diffraction analysis (XRD) and infrared spectroscopy with Fourier
transformations (FTIR). The software DIFFRAC. SUITE TOPAS V.5.0., with the fundamental
parameters approach, was employed for Rietveld refinements.

As-prepared samples are triphase systems of calcite, aragonite, and vaterite, while after heat

treatment system is composed of calcite and calcium silicate.

Keywords: biomaterials, silicon, calcium carbonate, hydroxyapatite



1. UvOD

Bolesti kostanog tkiva kao $to su artritis, osteoporoza, rahitis i koStana oStecenja sve su Cesca
pojava u podruc¢ju medicine kao rezultat starenja ljudske populacije. Propadanje kostanog tkiva
uzrokovano ozljedama i oboljenjima ugrozava kvalitetu zivota pa time raste potreba za
okosnicama za obnovu kostanog tkiva [1]. Trenutni klinicki postupci koristeni u svrhu lijecenja
kostanih oSteCenja kao Sto su autologna i alogena presadivanja, popraceni su infekcijama,
kroni¢nim bolestima, imunoloskim reakcijama i dodatnim operacijskim zahvatima. Podrucje
inzenjerstva ko$tanog tkiva usmjereno je na pripravu okosnica koje kemijski, strukturno i
mehanicki oponasaju prirodno kostano tkivo. Cilj okosnice je potaknuti rast i obnovu kostanog
tkiva [2]. Takve okosnice gradene su od biomaterijala ¢ime se osigurava biokompatibilnost uz
izostanak imunoloskog odgovora organizma. Koristeni materijali moraju biti bioaktivni uz
moguénost bioresorpcije te posjedovati odgovaraju¢a mehanicka svojstva kako bi sluzili kao
potporanj okolnom tkivu tijekom obnove. Okosnica mora biti pripremljena tako da potice stani¢ni
odgovor na molekulskom nivou ¢ime se aktiviraju geni koji pomazu obnovi prirodnog kostanog
tkiva [3]. Kako bi samoobnova tkiva bila moguca i uspjesna svojstva biomaterijala moraju biti u
skladu s mehanickim i bioloskim svojstvima prirodnog kostanog tkiva dok brzina razgradnje

okosnice treba odgovarati brzini stvaranja novog kostanog tkiva [4, 5].

Prirodno kostano tkivo je kompozitni materijal graden od anorganskog (apatit) i organskog
(kolagen) dijela [5]. Zbog sli¢nosti bioloskom apatitu hidroksiapatit je zbog kemijske i strukturne
sliénosti pozeljna faza u biomaterijalima koriStenim u inzenjerstvu kostanog tkiva. Mineralna
faza prirodnog kostanog tkiva sadrzi brojne elemente u tragovima kao $to su Na*, Mg?*, K* Sr?*,
Zn?*, Ba?*, APP*, koji pozitivno utje¢u na obnavljanje kostanog tkiva [6]. Silicij se prirodno nalazi
u kostanom tkivu te je neophodan za njegov rast i obnovu. Dodatno, silicij ima pozitivan uc¢inak
na proliferaciju i diferencijaciju kostanih stanica. Ugradnjom silicija u strukturu hidroksiapatita

moguce je poboljsati bioaktivnost materijala i povecati njegovu topljivost [7].



2. OrPCIDIO

2.1. INZENJERSTVO KOSTANOG TKIVA

InZenjerstvo kostanog tkiva je interdisciplinarno podruéje inzenjerskih i biomedicinskih znanosti
koje svoja istrazivanja usmjerava na razvoj okosnica u svrhu obnove i unapredenja funkcije
kostanog tkiva [2]. Prirodno kostano tkivo sastavljeno je od mineralizirane izvanstani¢ne matrice
I kostanih stanica (osteoblasta) [9]. Izvanstani¢na matrica je dio kosti na kojem su vezane stanice
I njezina uloga je slanje signala potrebnih za rast, migraciju i diferencijaciju stanica [8]. Kostana
okosnica je trodimenzionalna matrica koja sluzi kao predlozak za stanice i omogucuje njihovu
interakciju, proliferaciju i diferencijaciju te visokoporoznom strukturom omogucuje prodiranje

kostanog tkiva s povr$ine u dubinu okosnice [10].

Okosnice koje sluze kao podloga za stvaranje kostanog tkiva nasaduju se stanicama izoliranim iz
prirodnog tkiva (biopsija). Na mjesto ozljede ugraduje se okosnica s nasadenim stanicama koja je
prethodno izlozena biofizickim podrazajima u bioreaktoru te se na taj nadin poti¢e rast novog
kostanog tkiva ili se ugraduje prethodno uzgojeno tkivo na okosnici. [9]. Tkivo se uzgaja na
okosnici sa stanicama smjestenima u bioreaktoru u kojem su osigurani uvjeti (hranjive tvari,
kisik, faktori rasta i sl.) za rast i razvoj kostanog tkiva. Faktori rasta su signaliziraju¢e molekule
koje mogu biti usadene u strukturu okosnice ili nanesene na njezinu povrsinu [11]. Nakon
ugradnje okosnice, okosnica se razgraduje brzinom jednakoj brzini rasta novog kostanog tkiva.
Pripremljene okosnice moraju biti izradene od biomaterijala koji strukturno i funkcionalno
opona$aju izvanstaniénu matricu prirodne kosti. Okosnica ne smije izazivati toksicne, alergijske i
kancerogene reakcije u tijelu (biokompatibilnost). Dodatno, okosnica mora biti bioaktivna, to jest
u dodiru sa zivim tkivom na svojoj povrsini mora poticati specifican bioloski odgovor organizma
§to rezultira stvaranjem veze s tkivom. Kako bi se omogucila difuzija hranjivih tvari,
metaboli¢kog otpada i kisika kroz cijeli volumen okosnice ona mora oponasati visokoporoznu
strukturu prirodnog kostanog tkiva. Pore okosnice moraju biti medusobno povezane kako bi se

omogucila migracija stanica i zadovoljavajuca vaskularizacija okosnice [9].



Prirodno kostano tkivo kompozitni je materijal sastavljen od bioloSkog apatita i kolagena te se
razvoj okosnica temelji na pripremi okosnice sli¢nog anorgansko-organskog sastava. Kao
anorganski materijali za pripremu okosnica najcesce se koriste kalcijevi fosfati, bioaktivno staklo
i kalcijev karbonat [4]. Obata i suradnici razvili su kompozitni materijal sastavljen od silicijem
dopiranog vaterita kao anorganske komponente i poli(mlije¢ne) Kiseline (PLA) kao polimerne
komponente. Takav materijal objedinjuje bioaktivnost i osteokonduktivna svojstva anorganske
komponente i biorazgradivost polimerne matrice uz zadovoljavaju¢a mehanicka svojstva [12].
Kalcijev karbonat Cesto je istrazivana anorganska faza u podrucju inzenjerstva koStanog tkiva.
Prisutan je u tri polimorfne modifikacije, kalcit, aragonit i vaterit, a razlika u fizikalnim i

kemijskim svojstvima o¢ituje se u svojstvima gotovih proizvoda [13].

Kako je prirodno mineralno tkivo sastavljenom vec¢inom od karbonatnog hidroksiapatita s
manjkom kalcijevih iona (engl. carbonated calcium-deficient hydroxyapatite), hidroksiapatit je
pozeljna anorganska faza u kompozitnim okosnicama [14]. Silicijem dopirani vaterit moguce je
koristiti kao prekursor za sintezu hidroksiapatita dopiranog silicijevim ionima te na taj nacin

sastav okosnice pribliziti onome prirodnog tkiva.

2.2. POLIMORFNE MODIFIKACIJE KALCIJEVA KARBONATA

2.2.1. Kalcit

Kalcit, poznatiji pod nazivom vapnenac, Siroko je rasprostranjen u prirodi u razli¢itim oblicima
mramora i krede. Ujedno je i najrasprostranjenija polimorfna modifikacija kalcijeva karbonata
zbog termodinamicke stabilnosti u Sirokom rasponu temperatura i tlakova [15]. Kristali kalcita
kristaliziraju u heksagonskom sustavu. Atomi kalcija nalaze se na vrhovima romboedra koji ¢ini
osnovu strukture. U srediStu romboedra nalaze se atomi ugljika, a atomi kisika smjeSteni su
jednoj ravnini pod kutem od 120° [16]. Parametri kristalne reetke kalcita iznose a = b = 4.990 A,
c=17.061 A, a = #=90° iy = 120° [17]. Na slici 1 prikazana je struktura kristalne resetke
kalcita dobivena pomoc¢u racunalnog programa DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.
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Slika 1. Struktura kristalne resetke kalcita dobivena pomoéu racunalnog programa

DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.

U prirodi Kkalcit nastaje procesom biomineralizacije. Biomineralizacija je proces stvaranja
anorganskih kristalnih i amorfnih materijala, a provode ga zivi organizmi koji spadaju u skupine
prokariota (bakterije 1 cijanobakterije) 1 eukariota (zivotinje, biljke, gljive). Bakterije mogu
stvarati anorganske kristale unutar stanice ili izvan stanice. Kalcit je primjer kristala koji nastaje
izvanstani¢no [18]. Zbog moguénosti izravnog vezanja s prirodnim koStanim tkivom kalcit se

smatra potencijalnim materijalom za izradu okosnica [19].

Kalcit za izradu okosnica moze se dobiti iz biogenih izvora ili se moZe dobiti sintetskim putem.
Chroscicka i suradnici sintetizirali su trodimenzionalnu okosnicu na temelju kalcita. Provedena in
vitro istrazivanja nasadivanjem stanica na pripremljenu okosnicu potvrduju uspjes$nu proliferaciju
stanica. Dodatno, in vivo istrazivanja potvrduju da okosnice na temelju kalcita poticu rast i razvoj

kostanog tkiva [20]. Kalcit se ¢esto koristi kao prekursor Ca?* iona za sintezu hidroksiapatita. U



reakciji kalcita s prekursorom fosfatnih iona u vodenom mediju dolazi do precipitacije

hidroksiapatita prema reakciji (1) [21]:

10CaCOs3 + 6NH4sH2PO4 + 2H20 — Cai10(PO4)s(OH)2 + 3(NH4)2CO3 + 7TH2CO3 @)

2.2.2. Aragonit

Aragonit je polimorfna modifikacija kalcijevog karbonata manje stabilna od kalcita, a stabilnija
od vaterita [22]. Aragonit kristalizira u ortorompskom sustavu [16]. Prostorne skupine nalaze se
na polozajima Pmcn. Parametri kristalne reSetke iznose a = 4,9598A, b =7,9641A i ¢ = 5,7379A,
gdje su o = =y =90° [17]. Naslici 2 prikazana je struktura kristalne reSetke aragonita dobivena
pomocu racunalnog programa DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.
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Slika 2. Struktura kristalne resetke aragonita dobivena pomocu racunalnog programa

DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.



Veli¢ina 1 oblik kristala aragonita ovise o metodi sinteze i reakcijskim uvjetima kao S§to su
temperatura, koncentracija reaktanata, dodatak aditiva, mijeSanje i vrijeme rasta Kristala [22].
Kristali aragonita najcesce su iglicastog oblika (Slika 3a). Sintezom aragonita iz vodene otopine
kalcijeva klorida (CaCl) i natrijeva karbonata (Na2COz) pri 32 °C dolazi do precipitacije kristala
u obliku cvijeta. Isti postupak sinteze, ali razli¢ite koncentracije prekursora i temperature,

rezultira razli¢itim oblicima kristala aragonita [23].

A\ . . »

Slika 3. Mikrografija igliastih kristala aragonita (a) i struktura sipine kosti (b) [22, 24].

Aragonit se moze koristiti kao biomedicinski materijal zbog moguénosti adhezije s prirodnim
kostanim tkivom i resorpcije in vivo. Matta i suradnici potvrdili su da se okosnica izradena od
aragonita moze koristiti kao nosa¢ mati¢nih stanica iz koStane srzi jer potice adheziju,
proliferaciju i diferencijaciju stanica u osteoblaste [25]. Aragonit je gradivni materijal koralja,
ljuske koljaka i sipine kosti te se kao takav koristi kao izvor Ca?* iona za primjene u inZenjerstvu
kostanog tkiva [26]. Prednost koristenja biogenih izvora aragonita je u elementima u tragovima
koji ¢ine dio aragonitne strukture kao $to su Na*, Sr* i Mg?* ioni i imaju kljuénu ulogu u

regeneraciji kostanog tkiva [21, 27]. Kamba i suradnici potvrdili su da nanokristali aragonita
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izolirani iz Skoljaka poti¢u diferencijaciju osteoblasta gdje dolazi do povecanja sinteze proteina
alkalne fosfataze (ALP, engl. alkaline phosphatase) [28]. Sipina kost gradena je od aragonita ¢ija
je struktura stabilizirana Sr?* ionima. Zbog svoje visokoporozne strukture (~ 90 %) Koristi se u

inzenjerstvu kosStanog tkiva u obliku aragonita ili kao prekursor hidroksiapatitu [29, 30].

Milovac i suradnici sintetizirali su hidroksiapatit iz sipine kosti hidrotermalnom metodom u
reakciji s otopinom NHsH2PO4 pri 200 °C tijekom 48 sati [29]. Ressler i suradnici aragonit iz
sipine kosti toplinskom obradom preveli su u kalcit te ga koristili kao prekursor Ca?* iona za
sintezu kalcijevih fosfata metodom precipitacije u vodenom mediju [30]. Dobiven je visefazni
sustav kalcijevih fosfata koji je supstituiran Na*, Sr2*, Mg?* i CO3? ionima kao rezultat koristenja
biogenog izvora. Tako pripremljeni materijal sli¢niji je prirodnom mineralnom tkivu te je bolje
prihvacen od ljudskog organizma nego li stehiometrijski hidroksiapatit [30]. Kao i sipina kost,
ljusture S$koljaka mogu se metodom precipitacije ili hidrotermalnom metodom prevesti u

hidroksiapatit uz prisutnost prekursora PO4*> iona [31].

2.2.3. Vaterit

Vaterit je metastabilna polimorfna modifikacija kalcijeva karbonata. Manje je stabilan od kalcita i
aragonita te posjeduje najvecu topljivost. Vaterit izlozen vodenom mediju prelazi u
termodinamicki stabilniji Kkalcit pri temperaturama nizim od 60 °C ili aragonit pri viSim
temperaturama. Kao metastabilna modifikacija vaterit se rijetko u prirodi nalazi u ¢istom stanju, a
kristale vaterita je teSko dobiti postupcima sinteze. Jedna od pretpostavki tvrdi da vaterit
kristalizira u heksagonskom sustavu s parametrima kristalne resetke a = 4,13A, ¢ = 8,49A ,
a = =90°1y=120° i prostornim skupinama na P6s/mmc [32]. Druga pretpostavka tvrdi da
vaterit kristalizira u ortorompskom sustavu s parametrima kristalne resetke a = 4.13A,
b=715A ¢c=848Aia=p=y=90° a sastoji se od 20 atoma sa prostornim skupinama
smjeStenim na Pbmn. [17, 33]. Novija istrazivanja isticu da struktura vaterita kristalizira u oba
kristalna sustava [32]. Na slici 4 prikazana je struktura kristalne resetke vaterita dobivena
pomocu racunalnog programa DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.



Slika 4. Struktura kristalne reSetke vaterita dobivena pomocu ra¢unalnog programa

DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.

Unatoc¢ nestabilnoj strukturi, vaterit se u prirodi moze pronaé¢i na podru¢jima mineralnih izvora.
Tragovi vaterita pronadeni su u ribljim otolitima, slatkovodnim biserima, zacijeljenim oziljcima
na oklopima mekusaca, u Zuénom i mokra¢nom kamencu. U takvim okolnostima metalni ioni i
organske tvari kao necistoce u strukturi mogu stabilizirati vaterit i sprijeciti prijelaz u kalcit 1
aragonit. Kristali vaterita porozne su strukture i sferi¢nog oblika promjera od 0,05 do Sum (slika
5a). Presjek aglomerata kristala vaterita ukazuje na orijentirane kristale prema povrSini
aglomerata (slika 5b) [32].



Slika 5. Mikrografija povrsine (a) i prijesjeka (b) kristala vaterita [32].

Kao kalcit i aragonit, vaterit se koristi u podru¢ju inzenjerstva kostanog tkiva kao materijal za
izradu kostanih okosnica. Prema Trushini i suradnicima materijali na osnovi vaterita s poroznom
mikrostrukturom 1 zadovoljavaju¢om specificnom povrSinom mogu se koristiti kao spremnici
faktora rasta koji potic¢u proliferaciju i diferencijaciju kostanih stanica [32]. Dodatno, vaterit se
koristi kao prevlaka na biorazgradivim polimernim okosnicama u svrhu stvaranja sloja
karbonatnog hidroksiapatita uranjanjem okosnice u simuliranu tjelesnu tekucinu. Otapanjem
prevlake od vaterita simulirana tjelesna tekuéina postaje zasi¢ena Ca?* ionima koji poti¢u
stvaranje karbonatnog hidroksiapatita [34]. Nadalje, vaterit se kao i ostale polimorfne
modifikacije kalcijeva karbonata moZe prevesti u hidroksiapatit uz prisutnost prekursora PO4*

iona.

2.3. SILICIJ KAO SUPSTITUENT

Ispitivanje uloge silicija kao esencijalne tvari u tragovima zapocelo je 70-ih godina proslog
stoljeca, a osnove tih istrazivanja pocivaju na ulozi silicija u metaboli¢kim procesima U razvoju i
mineralizaciji koStanog tkiva. Gubitak bioloski dostupnog silicija uzrokuje poremecaje u
proliferaciji stanica prilikom rasta novog kostanog tkiva i poremecaj funkcije osteoblasta Sto

rezultira osteoporozom i osteopenijom [7]. Silicij prisutan u kostanom tkivu poti¢e Stvaranje
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novih krvnih Zila (angiogeneza). Nadalje, silicij sudjeluje u procesu okoStavanja odnosno
stvaranja novog kosStanog tkiva uslijed stimulirajuéeg uc¢inka na stani¢ne aktivnosti kao §to su
proliferacija, mineralizacija i diferencijacija mati¢nih stanica [6]. Ugradnjom silicija u strukturu
hidroksiapatita postize se bolja bioaktivnost te visoka aktivnost povrSine koja se moze objasniti

stvaranjem Si-OH veza na povrsini materijala [35].

2.3.1. Silicijem dopirani vaterit

Biokeramicke materijale dopirane silicijem koriStene u podru¢ju inzenjerstva koStanog tkiva
karakterizira bioaktivnost i sposobnost resorpcije pri ¢emu se otpustaju ioni silicija i kalcija.
Otpusteni ioni poti¢u stvaranje novog kostanog tkiva i kalcifikaciju [36]. Yamada i suradnici te
Nakamura i suradnici pripremili su silicijem dopiran vaterit reakcijom kalcijeva hidroksida
(Ca(OH)2) i metanola (CH3OH) u struji ugljikova dioksida (CO2) pri stalnom mije$anju, a kao
izvor silicija koristili su (aminopropil)trietoksisilan [36, 37]. Nakon susenja pri 110 °C 12 sati,
rendgenskom difrakcijskom analizom i pretraznim elektronskim mikroskopom potvrdena je
sinteza sferi¢nih aglomerata vaterita veli¢ine 0,7 — 1,5 um [37]. Na slici 6 prikazane su Cestice

vaterita dopiranog s 0 (), 2,6 (b) i 4,9 (c) % silicijevih iona.

F "%,

-
-

- — 188nm

-~ — 500 M

Slika 6. Mikrografije sferi¢ne Cestice vaterita (a) i silicijem dopiranog vaterita (b i c) [38].
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FTIR analizom vaterita dopiranog silicijevim ionima uocavaju se vrpce karakteristi¢ne za Si—-CH>
i asimetri¢no istezanje Si—O-Si veze koje pripadaju sloju umreZzenog (aminopropil)trietoksisilana
na povrsini materijala. Silicijem dopirani vaterit otapa se sporije u odnosu na nedopirani vaterit.
Mehanizam otapanja temelji se na tome da se prvo otpustaju molekule umrezenog
(aminopropil)trietoksisilana i amorfnog kalcijevog karbonata, a potom vaterita. Prema tome,
smatra se da amorfni kalcijev karbonat i molekule umrezenog (aminopropil)trietoksisilana ¢ine
vanjski dio Cestice vaterita dopiranog silicijem, a vaterit je stabilan dok se ve¢ina vanjskog sloja
ne otopi [37]. U podrucju inZenjerstva kostanog tkiva silicijem dopiran vaterit koristi se kao izvor
silicijevih i kalcijevih iona. Hibridni materijal sastavljen od poli(mlije¢ne) kiseline i silicijem
dopiranog vaterita kontroliranim otpustanjem iona kalcija i silicija potice proliferaciju i

diferencijaciju misjih stanica fibroblasta [38].

Cilj ovog rada je pripremiti silicijem supstituiran vaterit koji ¢e se u daljnjim istrazivanjima

koristiti za sintezu hidroksiapatita metodom precipitacije u vodenom mediju.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
Za pripravu silicijem dopiranog vaterita koristeni su:

= Kalcij hidroksid, Ca(OH)2, (LACH-NER d.o.0., Ceska)

= Metanol, CH30H, (GRAM-MOL d.0.0., Hrvatska)

= (3-aminopropil)trietoksisilana, H2N(CH2)3Si(OC2Hs)s (= 98 %), (Sigma-Aldrich,SAD)
= Ugljikov dioksid, COz, (UTP d.o.0., Hrvatska)

= Silicij (Si, NIST, SAD)

3.2. Sinteza silicijem dopiranog vaterita

Kalcijev karbonat pripremljen je u 250 cm?® otopine metanola uz dodatak 18,75 g kalcijeva
hidroksida u struji CO2 protoka 2,0 dm®min’ tijekom 15 minuta. Silicijem dopiran kalcijev
karbonat pripremljen je na prethodno opisan na¢in uz dodatak 7,5 (Sil) i 15 cm® (Si2)
3-(aminopropil)trietoksisilana. Uvjeti sinteze koriSteni u ovom radu odabrani su prema
istrazivackom radu Yamade i suradnika [36]. Nadalje, uzorci su suseni pri 110 °C 12 sati. SuSeni

uzorci su toplinski obradeni na 600 °C 4 sata.

3.3. Karakterizacija materijala
Dobiveni uzorci karakterizirani su sljede¢im metodama:
= Rendgenska difrakcijska analiza (XRD)

Mineraloski sastav sintetiziranih i toplinski obradenih uzoraka odreden je XRD analizom pomoc¢u
difraktometra Shimadzu XRD-6000 s CuK, (1,5406 A) zradenjem pri 40 kV i 30 mA, u mjernom
podrucju kuteva 20°-60° brzinom snimanja 0,02°/3 s. Kako bi se omogucilo odredivanje udjela
amorfnog kalcijevog karbonata, u uzorke pripremljenih kalcijevih karbonata umijesano je 5,0

wt% silicija, koji je koristen kao standard.
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= Rietveldova metoda utocnjavanja

Pomoc¢u racunalnog programa DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0. odreden je udio amorfnog
kalcijevog karbonata i pripremljenih kristalnih faza koriste¢i strukturni model kalcita preuzet iz
istrazivanja Maslen i suradnika [39], aragonita preuzet iz istrazivanja Caspi i suradnika [40],
vaterita preuzet iz istraZivanja Le Baila i suradnika [41] i kalcijeva silikata preuzet iz istrazivanja

Tsurumi i suradnika [42].

= Infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovom transformacijom (FTIR)

FTIR spektri dobivenih praskastih uzoraka snimljeni su ATR-FTIR Brucker Vertex 70
spektrometrom s dijamantnim kristalom. Spektri su snimani 32 puta u apsorpcijskom rezimu i

rasponu mjernog podruéja od 4000 do 400 cm™.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Mineraloski sastav pripremljenih uzoraka

Difraktogrami pripremljenih kalcijevih karbonata (Slika 7-9) pokazuju karakteristicne pikove za
tri polimorfne modifikacije kalcijeva karbonata: aragonit (ICDD 41-1475), vaterit (ICDD 33-
0268) i kalcit (ICDD 47-1763). Kao standard koristen je silicij (ICDD 27-1402). Snimljeni
difraktogrami prikazani su crveno, a racunski plavo. Krivulja ispod difraktograma predstavlja
razliku izmedu snimljenog i racunskog difraktograma (Rwp < 10%, Rexp < 3%). ICDD podaci
polozaja difrakcijskih maksimuma kalcita, aragonita, vaterita i silicija (standard) prikazani su na

dnu slike.

Intenzitet (s.j.)

20 25 30 35 40 45 50 55

260(°)

Slika 7. Rietveldova analiza difraktograma nedopiranog CaCOs.
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Intenzitet (s.j.)

26(°)

Slika 8. Rietveldova analiza difraktograma CaCOz3 dopiranog silicijem (CaCOs_Sil).

Intenzitet (s.j.)

20 25 30 35 40 45 50 55

26(°)

Slika 9. Rietveldova analiza difraktograma CaCOz dopiranog silicijem (CaCOs_Si2).
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Daljnjom obradom podataka pomocu Rietveldove metode uto¢njavanja uz dodatak 5,0 wit%
silicija kao standarda ustanovljeno je da uz razlicite udjele aragonita, kalcita i vaterita dolazi do
precipitacije znacajnog udjela amorfnog kalcijevog karbonata (tablica 1). Porastom udjela silicija
kao dopanta dolazi do smanjenja udjela aragonita, raste udio vaterita te ne dolazi do pravilne
promjene udjela amorfnog kalcijevog karbonata. KoriSteni uvjeti sinteze u ovom radu odabrani su
prema istrazivackom radu Yamade i suradnika, koji su pripremili jednu koncentraciju silicijem
dopiranog vaterita, gdje dolazi do precipitacije niskog udjela kalcita. Nadalje, u istrazivanju
Yamade i suradnika ne dolazi do precipitacije aragonita, dok u ovom istrazivanju on ¢ini
vec¢insku fazu u uzorcima CaCOszi CaCOs_Sil [36].

Tablica 1. Kvantitativan fazni sastav izraCunat pomocu Rietveldove metode utocnjavanja

difraktograma pripremljenih uzoraka.

Uzorak Aragonit (wt%)  Kalcit (wt%) Vaterit (wt %)  Amorfna faza (wt%)

CaCOs3 50,37 5,07 22,08 22,48
CaCOs_Sil 41,97 5.14 27.40 25,49
CaCOas_Si2 27,86 4,27 54,56 13,31

4.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom pripremljenih uzoraka

Na slici 10 prikazani su FTIR spektri nedopiranog uzorka (CaCOs) i uzoraka dopiranih silicijem
(CaCOs_Sil; CaCOs_Si2). FTIR spektar za uzorak CaCOz pokazuje karakteristiéne vrpce za
karbonatnu skupinu u podruéju od 1580 do 1295 cm™ (v3, asimetriéno savijanje C—O veze), na
1088 cm™ (v1, simetri¢no istezanje C—O veze), 879 cm™ (v, savijanje C-O veze), 744 cm™i 713
cm™? (v4). Dopirani uzorci pokazuju postojanje karakteristi¢nih vrpca za karbonatnu skupinu
(COs%) na istim valnim brojevima kao i za uzorak CaCOs. Medutim, dolazi do smanjenja
intenziteta karakteristicnih vrpca za karbonatnu skupinu S§to moze biti rezultat dodatka
(3-aminopropil)trietoksisilana. FTIR spektri uzoraka CaCO3z_Sil i CaCOs_Si2 posjeduju vrpce

karakteristi¢ne za vezu Si—-CH. pri 1196 cm™ i vrpce karakteristicne za Si-O-Si vezu pri 472,
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1033 i 1128 cm®.  Dobiveni rezultati upuéuju da dolazi do taloZenja

(3-aminopropil)trietoksisilana na povrsini pripremljenih kalcijevih karbonata [36, 37, 43].

Apsorbancija (s.j.)

J

| || Ccado
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Slika 10. FTIR spektri pripremljenih uzoraka.

4.3. Mineraloski sastav uzoraka nakon toplinske obrade

Difraktogrami toplinski obradenih uzoraka (Slika 11-13) pokazuju karakteristine pikove za
kalcit (ICDD 47-1763) i kalcijev silikat (larnit,-Caz2SiO4, ICDD 9-351). Kao standard koristen je
silicij (ICDD 27-1402). Nakon toplinske obrade uzoraka pri 600 °C dolazi do nastajanja
iskljucivo kalcita kao polimorfne modifikacije uz izostanak aragonita i vaterita. Prema Yamadi i

suradnicima do transformacije aragonita i vaterita u kalcit dolazi pri 460—490 °C [36]. Svi uzorci

17



nakon toplinske obrade pokazuju povecanje intenziteta pikova Sto ukazuje na povecanje
kristalnosti. Snimljeni difraktogrami prikazani su crveno, a racunski plavo. Krivulja ispod
difraktograma predstavlja razliku izmedu snimljenog i racunskog difraktograma (Rwp < 10%,
Rexp < 3%). ICDD podaci poloZaja difrakcijskih maksimuma kalcita, Ca>SiO4 i silicija (standard)
prikazani su na dnu slike.

25.000
20.000

15.000

10.000

5.000

Intenzitet (s.j.)

-5.000 | | | |
20 25 30 35 40 45 50 55

26 (%)

Slika 11. Rietveldova analiza difraktograma nedopiranog CaCOs nakon toplinske obrade.
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Slika 12. Rietveldova analiza difraktograma CaCO3 dopiranog silicijem (CaCOs_Sil) nakon

toplinske obrade.
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Slika 13. Rietveldova analiza difraktograma CaCOs dopiranog silicijem (CaCOs_Si2) nakon
toplinske obrade.
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Daljnjom obradom podataka pomocu Rietveldove metode utocnjavanja uz dodatak 5,0 wt%
silicija kao standarda ustanovljeno je da uz kalcit i kalcijev silikat (Ca2SiO4) dolazi do nastajanja
znacajnog udjela amorfne faze ¢iji udio raste pove¢anjem dodanog (3-aminopropil)trietoksisilana
prije toplinske obrade (tablica 2). Nakon toplinske obrade uzorka CaCOs dolazi do raspada dijela

kalcijeva karbonata na ugljikov dioksid i kalcijev oksid prema reakciji (2):
CaCOz(s) — CaO(s) + CO2(g) 2

Toplinski raspad kalcijeva karbonata pocinje na temperaturi od 700 °C, a potpuni raspad dogada
se pri temperaturi od 800 °C [44]. U ovom radu uzorci su toplinski obradeni pri 600 °C te se
moze zakljuciti kako je uzorak CaCOs3 nestabilan i dolazi do raspada pri nizim temperaturama.
Toplinskom obradom uzoraka CaCO3_Sil i CaCO3_Si2 ne dolazi do raspada kalcijeva karbonata

na CaO te se moZe pretpostaviti da je to rezultat prisutnosti SiO4* tetraedra.

Tablica 2. Kvantitativan fazni sastav izraCunat pomocéu Rietveldove metode uto¢njavanja

difraktograma pripremljenih toplinski obradenih uzoraka.

Uzorak Kalcit (Wt%) Ca2SiO4 (Wt%)  Amorfna faza (wt%o) CaO (wt%o)

CaCOs3 70,13 - 27,92 1,96
CaCOs_Sil 58,38 9,02 32,60 -
CaCOa_Si2 30,86 20,29 48,85 -
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CazSiOs je nastao kao posljedica zadrzavanja organske faze na povrsini uzorka prije toplinske
obrade. Toplinskom obradom organska faza se uklanja, a na povrsini zaostaju SiO4* tetraedri koji
reagiraju s kalcijem. Porastom udjela silicija u uzorcima udio kalcita se smanjuje, a udio Ca>SiOs
faze povecava. Prisutnost silicija utjeCe na nastajanje amorfne faze nakon toplinske obrade, gdje
se dio silicija smjesta u CaySiOs4, a dio u amorfni kalcijev karbonat. Na slici 14 prikazana je
struktura kristalne reSetke larnita dobivena pomocu racunalnog programa DIFFRAC.SUITE
TOPAS V.5.0.

® Kalc W KisiK ®» swicu

Slika 14. Struktura kristalne resetke larnita dobivena pomocu racunalnog programa

DIFFRAC.SUITE TOPAS V.5.0.
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Biokeramika na temelju silikata ¢esto je koriSten materijal u inZenjerstvu kosStanog tkiva zbog
boljih mehanickih svojstava u odnosu na hidroksiapatit i trikalcijev fosfat. Dodatno, zbog
mogucnosti stvaranja Si-OH veza na povrS$ini materijala potice kristalizaciju apatita na njegovoj
povrsini [45]. Mnoga istrazivanja usmjerena su na istrazivanja CaSiOs i bioaktivnog stakla, dok
je CazSiOq rijetko istrazivan za primjene u inzenjerstvu koStanog tkiva. IstraZivanja su pokazala
da CaxSiO4 posjeduje dobru bioaktivnost i biokompatibilnost te je moguée kako ¢e daljnja
istrazivanja biti usmjerena na njegovu primjenu u regeneraciji koStanog tkiva. Choudhary i
suradnici pripremili su kompozitni materijal na temelju biopolimera kitozana i Ca,SiOs kao
anorganske faze. Nakon 5 dana namakanja u simulirajuéem bioloskom mediju doslo je do

nastajanja hidroksiapatita na povrSini materijala [45].

4.4. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom toplinski obradenih uzoraka

Na slici 15 prikazani su FTIR spektri uzorka CaCOs, CaCOz_Sil i CaCOs_Si2 toplinski
obradenih na 600 °C. FTIR spektar pripremljenih uzoraka prikazuje karakteristine vrpce za
COs% skupinu u podruéju od 1580 do 1295 cm™, 879 cm? i 713 cm™. Uzorci CaCOs_Sil i
CaCOs_Si2 prikazuju karakteristicne apsorpcijske vrpce za Si-O veze na 922 cm™ i 514 cm™,
[36, 37, 43]. Dodatno, Choudhary i suradnici vrpcu na 922 cm™ prepisuju Si-O—Ca vezama koje
pripadaju Ca,SiO4 fazi [45]. Uzorci dopirani silicijem pokazuju apsorpcijske vrpce nizeg

intenziteta za COs? skupinu, a moguéi razlog tomu je prisutnost SiO4* tetraedara.
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Slika 15. FTIR spektri toplinski obradenih uzoraka.

Prema dobivenim rezultatima na slici 16 shematski je prikazana sinteza dvofaznog sustava kalcita
i CaxSiOs iz Ca(OH)2 i (3-aminopropil)trietoksisilana u otopini metanola i struji COa.
(3-aminopropil)trietoksisilan adsorbira se na rastuce jezgre kalcijeva karbonata, ometa prijenos
iona te dovodi do trenutne stabilizacije amorfne faze. Istovremeno, dolazi do adsorpcije
(3-aminopropil)trietoksisilana na povrsini nastalih kristala kalcijeva karbonata, stvaraju¢i mrezu
koju potvrduje prisutnost Si—-O-Si veza na FTIR spektru prije toplinske obrade. Nakon
provodenja reakcije 15 minuta dolazi do stvaranja amorfnog kalcijevog karbonata i kristalne faze
sve tri  polimorfne  modifikacije kalcijeva karbonata okruzene S  umreZenim
(3-aminopropil)trietoksisilanom. Toplinskom obradom tako pripremljenih uzoraka dolazi do
uklanjanja organske faze i zaostajanja SiOs* tetraedara, koji u reakciji s Ca®" ionima tvore
kalcijev silikat [37].
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Slika 16. Koraci u sintezi dvofaznog sustava kalcita i kalcijeva silikata.
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5. ZAKLJUCAK

Pripravljeni su trofazni uzorci vaterita, kalcita i aragonita dopirani silicijevim ionima. Uzorci su
toplinski obradeni pri 600 °C. Dobiveni uzorci karakterizirani su instrumentalnim metodama
rendgenske difrakcijske analize i FTIR spektroskopije, dok su dobiveni difraktogrami daljnje
istrazivani Rietveldovom metodom pomoc¢u racunalnog programa DIFFRAC.SUITE TOPAS
V.5.0.

Rezultati potvrduju nastajanje vaterita, kalcita i aragonita uz talozenje prekursora na povrsini
materijala. Toplinskom obradom uzoraka dolazi do transformacije aragonita i vaterita u kalcit te
nastajanja nove faze Ca;SiOas.

Dobiveni materijali nakon toplinske obrade koristit ¢e se u daljnjim istrazivanjima za pripremu
karbonatnog hidroksiapatita i visokoporoznih materijala za moguéu primjenu u inZenjerstvu

tkiva.
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