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Sazetak

Principi inZenjerstva kostanog tkiva temelje se na razvoju 3D struktura, okosnica, koje
sluze kao predlozak za adheziju i proliferaciju stanica, odnosno stvaranje novog kostanog
tkiva. Ugradena u tijelo, takva okosnica se povezuje s okolnim kostanim tkivom i na taj nacin
obnavlja ili zamjenjuje oste¢enu kost. Da bi oponasala prirodno kostano tkivo okosnica mora
ispuniti niz zahtjeva, stoga je izuzetno vazan odabir materijala okosnice te se kao rjeSenje, po
uzoru na prirodnu kost, namece primjena biorazgradivih polimera i hidroksiapatitne keramike.
Kombinacija polimerne i keramicke faze kompozitnom materijalu daje novi spektar svojstava

koja su blize zeljenim svojstvima okosnice nego §to to ima svaka faza pojedinacno.

U ovom radu pripravljeni su kompozitni materijali na temelju hidroksiapatita (HA) i
biorazgradivog polimera kitozana (CS). Hidrotermalnom pretvorbom aragonita iz sipine kosti
pri 200°C i 72 h sintetiziran je HA s potpuno ofuvanom mikrostrukturom sipine kosti.
Tehnikom vakuumske impregnacije dobiven je visokoporozni kompozitni materijal HA/CS1s
i HA/CS4s. SEM mikrografija analiziranih kompozitnih uzoraka prikazuje lamelarnu
strukturu HA prevucenu slojem kitozana nakon impregnacije 2%-tnom otopinom Kitozana.
Rezultati mjerenja DRIFT metodom ne pokazuju prisutnost karakteristi¢nih vrpci Kitozana u
kompozitima zbog prekrivanja s karakteristi¢cnim vrpcama HA. TGA metodom potvrdena je
prisutnost kitozana. U kompozitu HA/CS1s nadeno je 16 mas.%, a u kompozitu HA/CS4s 23
mas.% Kkitozana. BET metoda pokazuje da impregnirani film kitozana u kompozitnim
uzorcima ima neznatan utjecaj na promjenu nanometarskih pora i specifiénu povrSinu u

odnosu na &isti HA.

Kljuéne rije€i: inzenjerstvo tkiva, hidroksiapatit, kitozan, kompozit



Abstract

The main principle of bone tissue engineering is based on the development of a 3D
structure, scaffold, which serves as a template for the adhesion and proliferation of cells and
the formation of the new bone tissue. Ultimately, the scaffold bonds with the surrounding
bone tissue, restoring or replacing the damaged bone. In order to mimic the natural bone
tissue scaffold must fulfill a series of requirements. Therefore, it is extremely important to
select an adequate material for the scaffold. Imitating the natural bone tissue using a
biodegradable polymer and hydroxyapatite ceramics seems to be an appropriate approach.
The combination of polymer and ceramic phase gives to composite material a new set of
properties, which are closer to the desired properties of the scaffold for bone tissue

regeneration.

In this work, a composite material based on hydroxyapatite (HA) and chitosan (CS)
was prepared. HA was synthesized by the hydrothermal conversion of aragonitic cuttlefish
bone at 200°C during 72 h with a fully preserved original microstructure. Next, a highly
porous composite material HA/CS1s and HA/CS4s was obtained using the vacuum
impregnation technique. SEM micrographs of the analyzed composite materials show the
lamellar structure of HA coated with 2 w/v.% solution of chitosan. The results obtained by
DRIFT method could not exactly confirm the presence of chitosan in the composites due to
the overlapping of the specific bands of chitosan and HA. Thermogravimetric analysis
showed that the HA/CS1s and HA/CS4s composites contain 16 wt.% and 23 wt.% of
chitosan, respectively. The BET method showed that chitosan film impregnated into the
composite samples has a minor effect on the size of the pores and specific surface area

compared to pure HA.

Key words: tissue engineering, hydroxyapatite, chitosan, composite material



1. Uvod

U novije vrijeme, konvencionalni nacini lijecenja oSte¢enog kosStanog tkiva putem
tkiva donora ustupaju mjesto inzenjerstvu kostanog tkiva koje objedinjuje podrucja
inzenjerskih i biomedicinskih znanosti s ciljem razvoja 3D okosnica/nadomjestaka koji mogu
obnoviti, popraviti ili zamijeniti oSte¢eno kosStano tkivo. InZenjerstvo kostanog tkiva razvija
nadomjestke putem nasadivanja, rasta i diferencijacije stanica koje stvaraju novo tkivo na
bioaktivnom, poroznom materijalu koji sa odgovaraju¢im fizikalnim, kemijskim, bioloskim i
mehani¢kim svojstvima podrzava obnavljanje oStecenog kostanog tkiva. Kljuéne odlike
materijala koji se koristi u koStanom tkivhom inZenjerstvu jesu biokompatibilnost,
biorazgradivost, te odgovaraju¢a mehanicka svojstva. Takoder, vrlo je vazno da je materijal
visokoporozan sa medusobno povezanim porama, ¢ime se omogucuje Vaskularizacija,

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

Sve veée zanimanje u podrucju razvoja materijala u inzZenjerstvu kostanog tkiva
usmjereno je na organsko/anorganske kompozitne materijale koji imitiraju prirodnu kost.
Naime, prirodno kostano tkivo predstavlja kompozit organske matrice, uglavnom kolagena, i
neorganske mineralne faze, hidroksiapatita (HA, Caio(PO4)s(OH)2). Unato¢ neodgovarajué¢im
mehanickim svojstvima visokoporoznog skeleta HA, njegova izrazita biokompatibilnost,
posebice sintetiziranog iz bioloskih sirovina, te bioaktivnost, tj. sposobnost da potakne
specifi¢ni bioloski odgovor organizma, ¢ini ga vrlo prikladnim za regeneraciju kostanog tkiva.
Druga grupa materijala koja se koristi u inZenjerstvu koStanog tkiva jesu biorazgradivi
polimerni materijali i to ponajvise zbog biokompatibilnosti, biorazgradivosti i odgovaraju¢ih
mehanickih svojstava. Moguénost kombiniranja svojstava biokeramike (HA, Bioglass, TCP) i
biorazgradivih polimernih materijala koja podlijeZzu zahtjevima inZenjerstva koStanog tkiva
navodi na daljnja istrazivanja i razvoj ovih kompozitnih materijala. Prednost ovakvih
materijala u odnosu na ostale koji se koriste za regeneraciju kostanog tkiva (metalni,
keramicki, kompozitni materijali koji nisu biorazgradivi) je ta Sto se nakon pocetne
mehanicke stabilnosti kompozitnog skeleta, polimerna i keramicka faza postepeno razgraduje
oslobadaju¢i pritom mjesto novostvorenom kostanom tkivu, $to znac¢i da nakon potpune
resorpcije kompozitne okosnice u organizmu ne zaostaje strano tijelo. Osim toga, polimerna
faza moze sluziti kao nosa¢ lijekova ili biomolekula kojima se dodatno povecava

funkcionalnost i bioaktivnost okosnice.



2. Opéi dio
2.1. InZenjerstvo koStanog tkiva

InZenjerstvo tkiva je interdisciplinarno podrucje u kojem se primjenjuju principi
inzenjerstva, biologije, kemije, fizike i medicine da bi se razvili bioloski nadomjesci Kkoji
obnavljaju, odrzavaju i poboljSavaju funkciju tkiva [1]. Glavna ideja inZenjerstva koStanog
tkiva je razvoj okosnice (engl. scaffold) koja u kombinaciji sa zivim ko$tanim stanicama i
bioloskim stimulansima ubrzava oporavak 1 regeneraciju oSte¢enog koStanog tkiva.
Regeneracija tkiva moze se uspostaviti in vitro i in vivo metodama. In vivo metoda ukljucuje
izolaciju koStanih stanica, nasadivanje stanica na okosnicu i direktnu ugradnju u oste¢eno
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 kosStanim
stanicama kojima se omogucuje kontrolirana ekspanzija i diferencijacija do konacnog

stvaranja kosti. Nakon toga slijedi ugradnja okosnice u oSte¢eno tkivo pacijenta [2].

2.2. Struktura kosti

Glavne funkcije kosti u tijelu su potpora mekom tkivu, omoguéavanje 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, smjesSteni izmedu
kompaktno poslozenih kolagenskih vlakana, kosti pruzaju ¢vrstocu i tvrdocu, a kolagenska

vlakna elasti¢nost i fleksibilnost [3].

Kost se mozZe podijeliti na dva dijela, vanjski (kompaktni) i unutarnji (porozni) dio
(Slika 1). Kompaktni dio kosti je vrlo ¢vrst i ima zastitnu, 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% i 90% odnosno velika
specificna povrsina [3]. Sastoji se od medusobno povezanih Supljina, te sluzi kao
kompenzator iznenadnih naprezanja, rasporeduje sile na zglob, pridodaje tlacnoj ¢vrstoci

kosti, no primarna uloga trabekularne kosti je homeostaza kalcija.
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Slika 2. SEM mikrograf unutra$njosti ljudske kosti [5]



2.3. Zahtjevi okosnica u inZenjerstvu koStanog tkiva

Ideja inzenjerstva kosStanog tkiva je da okosnica pruzi poc¢etnu 3D formu na kojoj stanice
prianjaju, rastu i stvaraju ekstracelularnu matricu, odnosno novu kost koja se integrira sa
okolnim kostanim tkivom. S obzirom na vrlo kompleksan bioloski sustav kao $to je ljudska
kost, skup zahtjeva koje okosnica mora zadovoljavati je prili¢no izazovan. Neki od osnovnih

zahtjeva su:
e Biokompatibilnost

Biokompatibilnost podrazumijeva svojstvo materijala da bude prihvacen od strane zivog
organizma u koji se ugraduje, ne smije imati toksi¢no, kancerogeno ili alergijsko djelovanje

na zivi organizam [6-9].
e Biorazgradivost

Razgradnja okosnica mora biti uskladena s rastom i razvojem koStanog tkiva, §to znaci

kad se u potpunosti stvori novo kostano tkivo, okosnica mora biti u potpunosti razgradena [9].
e Poroznost

Okosnice moraju imati otvorene i medusobno spojene pore, te veliku specifi¢cnu povrsinu
kako bi se omogudilo prianjanje i pravilna raspodjela stanica unutar okosnice. Pore
omogucavaju vaskularizaciju okosnice, prijenos kisika i hranjivih tvari do stanica kao i

otpremanje metabolickog otpada [10].
e Velicina pora

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
onemoguciti razvoj koStanog tkiva. Opce je prihvaceno da bi veliina pora trebala biti U

rasponu od 200 um do 900 um [9,11,12].
e Mehanicka svojstva

Okosnice ispitivane in vitro posjeduju ¢vrstoc¢u koja podnosi hidrostatske tlakove medija u
kojem se nalaze, te se zadrzava poroznost potrebnu za rast stanica [8], no u realnim uvjetima
na kost djeluju velika naprezanja. Zbog tih naprezanja Cvrstoca okosnice bi trebala biti

jednaka ¢vrstoéi kosti kako bi bila funkcionalna i pogodna za rast tkiva [6-8].



e Bioaktivnost

Bioaktivan materijal ima svojstvo da tvori direktnu vezu sa zivim tkivom §to poboljSava

obnavljanje i oporavak oStec¢enog tkiva.

e Svojstva povrsine

Kemijska i topografska svojstva povrSine utjecu na adheziju i razmnoZavanje stanica [13-
15]. Istrazivanja su pokazala da je razvoj ekstracelularne matrice bolji na hrapavoj nego na

glatkoj povrSini materijala [16,17].

2.4. Materijali u inZenjerstvu koStanog tkiva

Vrlo vazan korak u dizajniranju okosnice je odabir materijala koji mora zadovoljavati
niz zahtjeva potrebnih za razvoj novog kosStanog tkiva. Materijali Kkoji se Kkoriste u
inzenjerstvu kos$tanih tkiva, odnosno biomaterijali, mogu se podijeliti u tri osnovne grupe:

biokeramiku, biorazgradive polimere i kompozite.

2.4.1. Biokeramika

Najcesc¢e koriSteni biokeramicki materijali, hidroksipatit i njemu sliéni kalcijevi
fosfati, imaju izvrsnu biokompatibilnost uslijed velike kemijske sli¢nosti sa anorganskom
komponentnom prirodne kosti. Bioaktivno svojstvo keramike c¢ini kerami¢ku okosnicu
idealnom platformom za stvaranje novog dijela kosti pomocu zrelih osteoblasta koji su
migrirali iz okolnog koStanog tkiva 1 izravno povezivanje biokeramike i novonastalog
kostanog tkiva. U nekim slucajevima, bioaktivnost povrSine je takva da je nastanak kosti
izazvan na povrsini stimulacijom stani¢ne diferencijacije i aktivacije, fenomen znan pod

nazivom osteoindukcija, koji se moze dogadati u unutarkostanim dijelovima [18].

Hidroksiapatit (HA) je kalcijev fosfat stehiometrijske formule Caio(PO4)s(OH)2, s
molarnim omjerom Ca/P=1,67. Kristalna struktura hidroksiapatita moze se opisati kao
kompleksna heksagonska slagalina kisikovih atoma s metalima koji zauzimaju tetraedarske ili

oktaedarske Supljine u slagalini.
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Slika 3. Prikaz kristalne strukture hidroksiapatita

Kristalna struktura hidroksiapatita moze prihvatiti druge ione kao supstituente. Te
supstitucije se mogu odvijati na mjestima kalcijevih iona, fosfatnih ili hidroksilnih skupina.
Ionske supstitucije mogu utjecati na parametre Celije, kristalnu morfologiju, kristalini¢nost,
topivost i termalnu stabilnost hidroksiapatita. Kationski supstituenti najéesée se pojavljuju u
podru¢jima zauzetim kalcijevim atomima te ukljucuju natrij, magnezij, kalij, stronciji i
mangan. U posljednje vrijeme, istrazivanja su najviSe usmjerena na sinteticki karbonatni
hidroksiapatit zbog toga Sto je karbonat najviSe zastupljeni supstituent u koStanom mineralu.
Postoje dva tipa karbonatne supstitucije navedene u literaturi, a to su supstitucija COs*
skupina na mjesto OH" skupina (tip A) i COs? skupina za PO+ skupine (tip B). Karbonatni
HA ¢esce se formira oko implantanata velike gustoce u usporedbi s ¢istim hidroksiapatitom.
Povecanoj bioaktivnosti karbonatnog hidroksiapatita pridonosi to $to karbonatni

hidroksiapatit ima vecu topljivost [19].

2.4.1.1. Sinteza hidroksiapatita iz sipine kosti

Uporaba bioloskih struktura i materijala, poput koralja, morskih skoljkasa, zivotinjskih
skeleta 1 slicnog, u medicinske svrhe, motivirana je jednostavnim nacinom priprave HA 1
visokoporoznom strukturom spomenutih bioloskih materijala. Nakon precipitacijske metode,
koja se temelji na simultanom mijesanju vodenih otopina kalcijevih i fosfatnih spojeva na
pH>7 ili dokapavanjem vodene otopine fosfata u vodenu otopinu kalcijeve soli, hidrotermalna

sinteza je druga najkoriStenija metoda za sintezu HA.

Hidrotermalna sinteza je postupak u kojem se odvijaju jednofazne ili viSefazne
rekacije u vodenom mediju pri poviSenim temperaturama (T>25°C) i tlakovima (p>100 kPa)
u cilju dobivanja kristalicnog HA direktno iz otopine. Uspjesnu sintezu HA iz anorganske

komponente sipine kosti hidrotermalnom konverzijom proveli su Ivankovi¢ i suradnici [20]



utvrdiv§i da je aragonit u potpunosti moguce prevesti u AB-tip karbonatnog HA, a da se
pritom potpuno ocuva originalna mikrostrukura i arhitektura sipine kosti. Kao polazne
komponente koristili su sipinu kost i amonijev dihidrogen fosfat, a reakcija

hidrotermalne sinteze dana je jednadzbom:
10CaCOs3 + 6NH4H2PO4 + 2H20 — Cai10(PO4)s(OH)2 + 3(NH4)2CO3+ 7H2CO3.

Sipa (Sepia officinalis L.) je morska zivotinja koja spada u red glavonozaca unutar koje se
nalazi kost. Sipina kost ima izrazito poroznu strukture (oko 90%) i zauzima 9% volumena
sipe. Kost se sastoji od dva dijela: lednog oklopa, plasta i unutarnje lamelarne matrice (Slika

4b). Lamele su medusobno odvojene potpornim stupi¢ima (Slika 5).

Lamelarna matrica
Ledni oklop

Slika 4.a) Fotografija sipe u prirodnom okruzenju

b) Uvecani prikaz sipine kosti koji prikazuje ledni oklop i lamelarnu matricu kosti



Slika 5. SEM mikrograf sirove sipine kosti s vidljivom organskom komponentom koja se

nalazi izmedu lamela i stupova kosti [2]

Lamele ili paralelni listovi izgradeni su od aragonitne modifikacije kalcij karbonata
(CaCO:s3) te tvore odjeljke koji su medusobno izolirani. Unutar svakog odjeljka se nalazi
tekucina ili plin koji se mogu slobodno kretati. Razmak izmedu lamela je razlic¢it i uglavnom

iznosi od 200 do 600 pm.

2.4.2. Biorazgradivi polimeri

Drugu grupu materijala koji se koriste u inZenjerstvu kostanog tkiva ¢ine biorazgradivi
sinteticki polimeri (npr. PLA-polilaktidna kiselina, PGA-poliglikolna kiselina, i kopolimeri
tipa PLGA- poli(laktid-ko-glikolidna) kiselina, e-polikaprolakton (PCL) i dr.), te prirodni
polimeri kao §to su alginat, kitozan, kolagen i drugi. Biorazgradivi polimeri imaju prednost
koriStenja u medicini zbog toga Sto ih ljudski organizam metaboli¢ki razgraduje te nije
potrebno raditi dodatne kiruske zahvate vadenja materijala. U inZenjerstvu koStanog tkiva
njihov je cilj dati strukturalnu potporu kosti kao i potporu njezinoj ponovnoj izgradniji, te zbog
tih svojstava su dobri kandidati za upotrebu u tom podruc¢ju. Takoder, mehanicka svojstva
svojstva tih polimera mogu se poboljsati dodavanjem punila ili ojacavala. Isto tako, Cest je
sluéaj strukturnog modificiranja tih polimera kopolimerizacijom. Za razliku od umjetnih
polimera, polimeri iz prirodnih izvora su bioloski aktivni i1 svojstvena im je dobra adhezija

stanica 1 podrzavanje njihovog rasta. Kako bi se nadiSli poznati problemi polimernih



okosnica, kao $§to su nedovoljna ¢vrstoca, tvrdoc¢a i nezadovoljavajuca struktura za uporabu u
inzenjerstvu kosStanog tkiva, teziSte istrazivanja prebaceno je na kompozite keramickih

materijala i polimera.

Kitozan je linearni, semikristalini¢ni polisaharid sastavljen od 2-acetamido-2-deoksi-
B-D-glukana i 2-amino-2-deoksi-p-D-glukana. Kitozan, u tom obliku, nije rasiren u prirodi, te
se dobiva parcijalnom deacetilacijom polimera hitina koji se nalazi u egzoskeletima rakova,
Skampi 1 jastoga, te se iz istih najceS¢e 1 dobiva. Takoder, u industriji, hitin se vrlo cesto

dobiva i iz gljiviénih micela [21].
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Slika 6. Kemijska struktura kitozana
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Slika 7. Shematski prikaz kemijskog postupka dobivanja kitozana [22]



Stupanj deacetilacije kitozana se ra¢una kao omjer D-glukozamina u odnosu na sumu
D-glukozamina i N-acetil-D-glukozamina, odnosno prikazuje broj amino skupina u lancu. Da
bi iz hitina nastao kitozan, stupanj deacetilacije treba biti barem 60%. Deacetilacija se provodi
hidrolizom u alkalnom mediju ili uz pomo¢ enzima [23,24]. Tokom proizvodnje tesko je
predvidjeti svojstva kitozana jer on potjeCe od prirodnog polimera hitina, te moze biti
kontaminiran necisto¢ama i imati Siroku polidisperznost, §to jako utjeCe i na njegova svojstva
kao otopine, te se zbog toga najcesce karakterizira prema viskoznosti otopine, a ne prema
polidisperznosti. Kitozan je opcenito slabo topljiv, osim u kiselim medijima Sto ga ¢ini

zahtjevnim za uporabu.

CH,OM O

CH,CNM
1
CH,CNH
I
L&)
Deacetilacija

CH;OM o

Kitozan

Slika 8. Deacetilacija hitina

Kitozan se od hitina razlikuje po prisutnosti amino skupina, te mu daje jedinstvena
svojstva. Amino skupine D-glukozamina omogucavaju topljivost u kiselim medijima, te mu
prema tome topljivost ovisi o pH otopine, odnosno nadeno je da se otapa u otopinama kojima
je pH < 6 [25]. Kitozanova specifi¢nost je u tome da je jedini poznati pozitivho nabijeni
polisaharid koji se pojavljuje u prirodi [26]. Amino i alkoholne skupine na lancu kitozana
omogucuju ovom polisaharidu da tvori stabilne kovalentne veze s drugim skupinama. Kitozan
pokazuje i druga intrinzi¢na svojstva, kao §to su antibakterijska, antifugalna i hemostatska, te

biorazgradivost 1 biokompatibilnost, koja je vrlo vazna za biomedicinsku primjenu.
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2.4.2.1. Kitozan kao biomaterijal

Kitozan i njegovi derivati su vrlo istrazivani za biomedicinsku primjenu kao §to je
zatvaranje rana, medij za dostavu lijekova, te za popunjavanje Supljina pri prijelomima kosti.
Nadeno je da je kitozan vrlo pogodan za inzenjerstvo tkiva zbog svoje polikationske prirode.
Ta priroda povecava privlacenje stanica tom polimeru, a to privlacenje ovisi i 0 stupnju

deacetilacije [27].

Dokazano je da kitozan ima ubrzavajuce djelovanje na zacjeljivanje i lijeCenje rana.
Regenerirana vlakna hitina, spuzve i filmovi kitozana ubrzavaju lijeCenje rana za 30%

[28,29].

Kitozan moze tvoriti Cvrste, biokompatibilne filmove koji takoder vrlo dobro
apsorbiraju vodu, te je zbog tih svojstava vrlo ozbiljan kandidat za tretiranje opeklina. Ti
filmovi se stavljaju direktno na opeklinu u obliku vodene otopine kitozan acetata, te imaju
vrlo visoku permeabilnost za kisik $to dodatno poboljSava lije¢enje. Razgraduju ga enzimi iz
tijela i voda, te se zbog toga film ne mora skidati s opekline $to ga ¢ini vrlo prakti¢énim za

uporabu [29].

Pokazalo se da kitozan polisaharidi su strukturalnim svojstvima slicni glukozamin

glikanima, te se moze koristiti kao supstrat za zamjenu koze [30-32].

Kitozan moZe zamijeniti sintetske polimere za oftamoloSke primjene jer posjeduje sve
karekteristike za izradu dobrih kontaktnih le¢a kao Sto su opticka prozirnost, opticka

korekcija, propusnost plinova, moguénost vlazenja, te ne izaziva nikakve imunoloske reakcije
[33].

2.4.3. Kompozitni materijal hidroksiapatit/kitozan

Kao najcesc¢a metoda priprave HA/CS kompozita koristi se liofilizacija koja se temelji
na isparavanju zamrznutog otapala nakon cega ostaju pore razliitih veli¢ina, odnosno
zaostaje materijal visoke poroznosti. Proces liofilizacije je dugotrajan, a da bi se postigla
zeljena veli€ina pora potrebno je obratiti paznju na temperaturu i brzinu zamrzavanja, vrstu
otapala, nainu neutralizacije te koncentraciju otopine. IstraZivanja su pokazala da je
tehnikom liofilizacije moguc¢e dobiti porozni nosa¢ HA/CS. lako mehanicka svojstva zaostaju
za zeljenima, poboljsan je bioloski odgovor odredenih stanica te njihova proliferacija u

odnosu na nosac pripravljen isklju¢ivo od kitozana [34].
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Pri pripravi HA/CS kompozita koristi se i elektropredenje gdje se pomocu elektri¢nog
polja stvaraju polimerna vlakna koja se nanose na kolektor, odnosno metalnu plocicu. Cilj
elektropredenja je dobiti materijal velike specificne povrSine, no manjkavost tog procesa je
Sto se njime ne moze proizvesti 3D strukturirani materijal. Pokazano je kako se povecalo
stvaranje koStanog tkiva unutar 15 dana wugradnjom kitozan-kompozitnih vlakana
modifikacijom bioaktivnosti sinteriranjem HA u kitozan/PEOXx otopini [35].

Jedna od klasi¢nih metoda priprave poroznih materijala je izljevanje otopine i ispiranje
porogenih tvari. Polimer se otapa u hlapljivom otapalu, te se u njemu dispergiraju Cestice
porogena, koje se nakon suSenje u kalupu ispiru otapalom [36]. Tako dobiveni HA/CS
materijal posjeduje poroznost 60.6% i 87.1% uz veli¢inu pora 100 — 200 um [37].

Cesto koristena metoda je metoda sinteriranja mikrosfera gdje se aglomerirane
polimerne ili kompozitne sfere zagrijavaju iznad stakliSta u kalupu. Malafaya i suradnici [38]
pripravili su mikrosfere kitozana i HA/CS kompozita promjera 410 — 460 um dokapavanjem
odredenih otopina u NaOH te nakon toga presane u cilindri¢cnim kalupima na 60°C. Dobivena
poroznost iznosila je 22.4% - 31.5% te medusobna povezanost pora 91.8% - 94.9%.

Za dobivanje kompozitnih materijala koristi se i metoda toplinski inducirane fazne
separacije uz liofilizaciju. Njome se vrlo jednostavno pripravljaju porozni nosaci iz polimerne
ili kompozitne otopine. Temelji se na termodinamickom principu, odnosno faze u homogenim
sustavima se pod odredenim uvjetima razdvajaju kako bi snizili slobodnu energiju. Kao
primjer moze se navesti separacija ¢vrsto kapljevina, gdje otapalo kristalizira u kapljevitoj
koncentriranoj polimernoj fazi, te se vadi sublimacijom ili neotapalom, nakon Cega ostaje
porozna struktura. Veli¢ina i oblik pora mogu se kontrolirati podeSavanjem parametara
(temperatura smrzavanja, brzina hladenja, temperatura medija za geliranje, vrijeme geliranja i
priroda otapala). Ovom metodom Sun i suradnici su sintetizirali 3D HA/CS kompozitni
materijal visoke poroznosti i medusobno povezanih pora dodavanjem 10 mas.% HA
nanoCestica polimernoj fazi, kitozanu. HA nanocestice su poboljSale mehani¢ka svojstva
kompozitnog materijala u odnosu na Cisti CS, a bioloska ispitivanja su pokazala da

kompozitni materijal podrzava adheziju fibroblastnih stanica [39].
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U ovom radu kao izvor hidroksiapatita koristen je biogeni materijal, tj. sipina kost
(Seppia officinalis L.). Sipina kost se pokazala kao dobar odabir za sintezu hidroksiapatita jer
zadrzava svoju strukturu nakon hidrotermalne sinteze. Osim toga Sto se iz sipine kosti vrlo
jednostavno moze dobiti HA, glavna znacajka strukture sipine kosti za Kkoristenje u

biomedicinske svrhe je njena visoka poroznost.

Kitozan je najcesce koristen biopolimer poslije celuloze [40] sto ga ¢ini vrlo atraktivnim
za primjenu. Kao izbor za primjenu u ovom radu, kitozan je izabran zbog svojih zanimljivih
karakteristika kao $to su biokompatibilnost, netoksi¢nost i biodegradibilnost [41]. Takoder se
Cesto koristi u materijalima za zacjeljivanje rana [42], nosa¢ farmaceutika i lijekova [43], te

kao komponenta u materijalima za inzenjerstvo tkiva [44].
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Sinteza hidroksiapatita

Kao polazni materijal za hidrotermalnu sintezu hidroksiapatita koristena je aragonitna
sipina kost (Sepia officinalis L.). Kost je mehani¢ki oCiS¢ena tako §to je skinut plast kosti, a
porozni dio je izrezan cirkularnom pilom na komade debljine 5-6 mm. lIzrezani komadi su
stavljeni u otopinu natrijeva hipoklorita (NaClO, 13%, Gram-mol d.0.0.) 24 h kako bi se
uklonila organska komponenta kosti. Nakon uklanjanja organske komponente sipina kost je
ispirana destiliranom vodom i suSena pri 105°C. Komadi sipine Kkosti, zajedno sa
stehiometrijskom koli¢inom (Ca/P=1.67) amonijeva dihidrogenfosfata (NHsH2PO4, 99%
Sharalu), stavljeni su u teflonsku posudu u hidrotermalni reaktor na 200°C tijekom 72 h.
Samogenerirani tlak je iznosio 18-20 bar. Po zavrSetku hidrotermalne sinteze uzorci Su

izvadeni, isprani destiliranom vodom i suseni.

3.2. Priprava otopine kitozana

U pripremljenu 0.1 M octenu Kiselinu volumena 250 mL (CH3COOH, puriss p.a.,
Sigma-Aldrich) dodano je 5 g kitozana (Mw = 100.000-300.000, Acros Organics). Otopina
kitozana je mijeSana na magnetskoj mjeSalici pri temperaturi od 50°C 1 h. pH otopine je

podesen sa 4.5 na oko 5.8 dokapavanjem 12 M otopine NaOH.

3.2.1. Odredivanje viskoznosti otopine kitozana

Odredivanje viskoznosti otopine kitozana provedeno je upotrebom rotacijskog

viskozimetra DV |11+ (Brookfield Engineering Laboratories, Inc., SAD).

3.3. Hidroksiapatit/kitozan kompozitni materijal

Uzorci hidroksiapatita postavljeni su u uredaj za impregnaciju (Citovac Struers) i
nakon postignutog vakuuma u ¢asu s uzorcima usisana je otopina kitozana. Nakon 30 min
uzorci su izvadeni iz otopine i suseni pri 40°C kroz 24 h. OsuSeni uzorci su tretirani 1 M
otopinom NaOH kako bi se uklonile acetilne skupine, ispirani destiliranom vodom i ostavljeni
da se suSe na zraku. Na taj na¢in dobiven je uzorak hidroksiapatita s jednim slojem kitozana
oznaten kao HA/CSls. Postupak impregnacije je ponovljen kako bi se u wuzorke
hidroksiapatita unijelo vise kitozana te su tako pripravljeni i uzorci sa Cetiri sloja Kitozana,
HA/CS4s.
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Slika 9. Fotografija uzoraka kompozitnih materijala HA/CS1s i HA/CS4s
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3.4. Karakterizacija materijala

3.4.1. Difuzna reflektirajuéa spektroskopija s infracrvenim zrac¢enjem (DRIFT)

Analiza funkcionalnih skupina kompozitnog materijala provedena je DRIFT metodom
na FTIR uredaju ( Bruker VERTEX 70). Uzorak je usitnjen u tarioniku te pomijeSan s KBr u
masenom omjeru 1(KBr)/0,05(uzorak) i analiziran u apsorpcijskom podruéju od 400 cm™ do

4000 cmt, pri rezoluciji od 4 cm™,

3.4.2. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Uzorci su analizirani termogravimetrijskom analizom u platinskim lon¢i¢ima na
uredaju za TGA (TA Instruments Q500) u rasponu od 25°C do 1000°C, brzinom zagrijavanja
5°C/min.

3.4.3. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija HA i kompozitnih uzoraka (hidroksiapatit/kitozan) proucavana je
pretraznim elektronskim mikroskopom (SEM TESCAN VEGA TS5136LS). S obzirom da su

uzorci nevodljivi, prethodno su napareni vodljivim slojem zlata.

3.4.4. Odredivanje specificne povrsine i veli¢ine nanopora

Kvantificiranje nanoporoznosti radeno je prema Brunauer-Emmett-Tellerovoj metodi
(BET) snimanjem adsorpcijsko-desorpcijskih izotermi pri temperaturi tekuc¢eg N2 na uredaju
Micromimetics ASAP 2000. Tom se metodom dobiva ukupna povrSina uzorka, koja ukljucuje
i vanjsku povrSinu kolektiva Cestica i povr§inu samih pora. Ispitivani su uzorci HA, HA/CS1s
i HA/CS4s. Prije analize provedeno je otplinjavanje uzoraka, kojim se iz pora uklanjaju vlaga
i necistoce. Otplinjavanje je provedeno pri 100°C djelovanjem visokog vakuuma (0.67 Pa) u
trajanju od 3 h. Nakon otplinjavanja slijedilo je odredivanje povrSine uzorka na temelju
adsorpcijsko-desorpcijskih izotermi N2 odredenih pri temperaturi od —196.15°C. Temeljem
koli¢ine adsorbiranog dusika prema metodi BET odredene su specifi¢na povr$ina i prosjecna

veli¢ina pora (do 100 nm) u ispitivanim uzorcima.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Odredivanje viskoznosti otopine kitozana

Kao §to je ve¢ spomenuto, kitozan nije prakti¢no karakterizirati prema molarnoj masi
zbog njene Siroke raspodjele, te je preporucljiva karakterizacija otopine mjerenjem njene
dinamicke viskoznosti. Viskoznost 2%-tne otopine kitozana odredena je rotacijskim

viskozimetrom.
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Slika 10. Graficki prikaz odnosa smi¢ne brzine | smi¢nog naprezanja 2%-tne otopine kitozana

Dobiveni graficki prikaz ovisnosti smi¢nog naprezanja o smicnoj brzini pokazuje da se
2%-tna otopina kitozana ponasa kao Newtonski fluid (Slika 10). Iz nagiba pravca moze se

ocitati da dinamicka viskoznost otopine kitozana iznosi 0,0108 Pa s pri 25°C.
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4.2. Difuzna reflektiraju¢a spektroskopija s infracrvenim zracenjem

(DRIFT)

DRIFT tehnikom dobiveni su spektri HA, kitozana i kompozitnih materijala HA/CS1s

I HA/CS4s koji prikazuju karakteristine vrpce navedenih materijala.
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Slika 11. DRIFT spektar kitozana i kompozitnih materijala HA/CS1s i HA/CS4s

Na spektru HA vidljive su Karakteristicne vrpce POs* tetraedara pri 470, 561, 601,
960, 1018 i 1083 cm™. Pri 630 i 3750 cm™ javljaju se karakteristi¢ne vrpce za vibracije
istezanja i savijanja OH" skupine. 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 COz> skupina za PO4> skupine (tip B). 1z spektra HA vidljivo je
da u HA postoji B tip supstitucije karbonatnih iona ¢ije se vrpce javljaju pri 871, 1413 i 1456
cm. B-tip supstitucije, koji je naden u sintetiziranom HA, dominira u sastavu anorganske
faze prirodne kosti (2-8 mas. %), te poveéava bioaktivnot i biokompatibilnost materijala [45].

U kompozitnim materijalima najizrazenija vrpca kitozana, NH> skupina, koja se u
spektru Cistog kitozana javlja pri 1020 cm™, nije vidljiva zbog prekrivenosti PO4* vrpcom
mnogo jaceg intenziteta, te ovom metodom ne mozemo egzaktno potvrditi prisustvo kitozana

u ispitivanim kompozitnim materijalima.
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4.3. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Da bi se odredila koli¢ina kitozana impregnirana u hidroksiapatitne okosnice,
kompoziti uzorci su analizirani termogravimetrijski do 1000°C. Radi usporedbe, analizirani su

1 uzorci ¢istog HA i kitozana.
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Slika 12. TGA krivulje hidroksiapatita, kitozana i kompozitnih materijala HA/CS1s i
HA/CS4s

Termogravimetrijska krivulja HA ukazuje na njegovu termalnu stabilnost. Gubitak
mase Cistog hidroksiapatita od 4% mozemo objasniti gubitkom fizikalno adsorbirane vode,
kao i gubitkom CO> procesom dekarbonizacije koji nastupa u temperaturnom intervalu od
600°C do 1000°C. TGA krivulja ¢istog kitozana ukazuje na njegov dvostupanjski raspad koji
je kod kompozitnih materijala HA/CS1s i HA/CS4s odgoden. Razlog tome vjerojatno lezi u
tome $to je degradacija ugljika iz kitozana usporena uslijed manjeg prisustva kisika ¢iji
pristup otezava postojanje hidroksiapatitnih Cestica. Takoder, odgodi raspada kitozana
doprinosi i razlic¢ita toplinska provodnost hidroksiapatita u odnosu na kitozan te postojanje
uklopaka zraka u porama koji doprinose smanjenju toplinske provodnosti. Kod kompozita
HA/CS1s ukupni gubitak mase iznosi 16 mas.%, dok kompozit HA/CS4s, ocekivano,

pokazuje veci gubitak mase od ukupno 23 mas.%.
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4.4. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Skenirajuc¢a elektronska mikroskopija koriStena je kako bi se dokazala prisutnost
kitozana u kompozitnom materijalu, te analizirala morfologija povrSine materijala. Sve
mikrografske snimke prikazuju unutarnju povrsinu materijala kako bi se utvrdila efikasnost
ulaska otopine kitozana u pore HA.

Slika 13. SEM mikrograf hidroksiapatita
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Slika 14. SEM mikrograf sferi¢nih hidroksiapatitnih Cestica [2]

SEM mikrograf hidroksiapatita sintetiziranog hidrotermalnom reakcijom iz sipine
kosti na 200°C kroz 72 h pokazuje ocuvanu originalnu mikrostrukturu sipine kosti (Slika 13).
Kristali HA prekrivaju povrsinu tvoreéi sferiéne forme koje doprinose povecanju specifiéne
povrsine materijala. Pri ve¢em povecanju vidljivo je da su te sfericne forme, nalik maslacku,
sastavljene su od mnos$tva plocastih ili lisnatih kristalica HA izmedu kojih je slobodan

prostor, za koji se ocekuje da ¢e doprinijeti boljoj adheziji kitozana (Slika 14).

Na slikama od 15. do 18. prikazani su mikrografske snimke kompozitnog materijala
HA/CS1s pri razli¢itim uvecanjima. 1z mikrografa je vidljivo da jedna impregnacija otopinom
kitozana blago mijenja vanjski izgled povrSine HA tako da su sferne Cestice kompaktnije u
odnosu na ¢isti HA. Na slici 15. i slici 17. vidljiva je vrlo tanka opna kitozana koji je zaostao
U porama materijala Sto potvrduje da je otopina kitozana bila adekvatne viskoznosti da ude u
pore materijala kroz cijeli uzorak debljine 5-6 mm. Usporedbom slika 14. i 18. jasno je
uocljiva razlika u izgledu sferiénih Cestica HA na kojima je u kompozitnom uzorku vidljiv
tanak sloj kitozana na povrsini, ali i u porama Cestica, pa je zbog toga oblik sfera znatno

kompaktniji i zagladeniji u odnosu na pocetni oblik prije impregnacije.
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Slika 16. SEM mikrograf kompozita HA/CS1s
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Slika 17. SEM mikrograf kompozita HA/CS1s

Slika 18. SEM mikrograf kompozita HA/CS1s
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Na slikama od 19. do 22. prikazane su mikrografske snimke kompozitnog materijala
HA/CS4s pri razli¢itim uvecanjima. Svrha ponavljane impregnacije otopine kitozana u HA
okosnicu je bila povecéati udio kitozana u kompozitnom materijalu ravnomjernim
prekrivanjem povrSine, a da pritom ne dode do zacepljenja pora materijala. Uspjesnost
uno$enja Cetriri sloja kitozana potvrduju mikrografi HA/CS4s kompozitnog materijala. Na
mikrografijama je vidljiv znatno deblji sloj polimera u odnosu na HA/CS1s kompozit,
ravnomjerno rasporedenog po povrsini. Na slici 22. vidljivo je kako je odvajanjem polimerne
opne od povrsine doslo i do odvajanja vrhova sferi¢nih Cestica zajedno s polimernom fazom.
Iz toga se moze zakljuciti kako je adhezija izmedu tih dviju faza jaka, olakSana zbog

postojanja slobodnog prostora izmedu listica HA u koji ulazi otopina kitozana.

Slika 19. SEM mikrograf kompozita HA/CS4s
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Slika 20. SEM mikrograf kompozita HA/CS4s

Slika 21. SEM mikrograf kompozita HA/CS4s
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Slika 22. SEM mikrograf kompozita HA/CS4s

4.5. Odredivanje specificne povrsine i velicine nanopora

BET metodom odredena je specifi¢na povrsina i prosjeéna veli¢ina nanopora uzoraka
HA i kompozitnih materijala HA/CS1s i HA/CS4s (Tablica 1.).

Tablica 1. Specifi¢na povrsina i prosjecna veli¢ina pora uzoraka HA i kompozitnih materijala
i HA/CS1s i HA/CS4s.

21,29
16,53
18,01
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Slika 23. Graficki prikaz specifi¢nih povrsina i prosjecnih veli¢ina pora uzoraka HA i

kompozitnih materijala HA/CS1s i HA/CS4s

Dobivene vrijednosti pokazuju da impregnirani slojevi kitozana nisu imali zamjetan
utjecaj na promjenu specificne povrSine kompozitnih uzoraka u odnosu na Ccisti HA.
Vrijednosti prosjecne veli¢ine pora uzoraka, mjerene do 100 nm, pokazuju neznatno
smanjenje veli¢ine pora kompozita u odnosu na ¢isti HA. Ocekivano, ali vrlo malo smanjenje
pora upucuje na to da kitozan prekriva povrSinu HA u obliku jako tankog filma koji ulazi u
meduprostore sfericnih Cestica koje Cine kristalici HA, kao §to je videno na mikrografima
uzoraka. Iako je najvece smanjenje ocekivano u uzorku HA/CS4s, rezultati analize pokazuju
da je prosjecna veli¢ina pora ipak neznatno veca nego u uzorku HA/CS1s. 1z podataka se
moze zakljuciti da vrlo tanki slojevi kitozana koji prianjaju na povrsinu HA nemaju znacajan

utjecaj na specifi¢nu povrsinu i veli¢inu pora materijala.
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5. Zakljucci

Na temelju dobivenih rezultata karakterizacije pripravljenog kompozitnog materijala

hidroksiapatita i kitozana moze se zakljugiti:

Hidrotermalnom pretvorbom aragonita iz sipine kosti pri 200°C tijekom 72 h dobiven
je hidroksiapatit o¢uvane mikrostrukture sipine Kosti.

Tehnikom vakuumske impregnacije dobiven je visokoporozni kompozitni materijal
HA/CS1s i HA/CS4s.

SEM analiza uzoraka prikazuje ocuvanu lamelarnu strukturu sipine kosti prevucenu
tankim filmom kitozana nakon impregnacije 2%-tnom otopinom kitozana.

Rezultati mjerenja DRIFT metodom ne pokazuju prisutnost kitozana u kompozitima
zbog prekrivanja specifiénih vrpci hidroksiapatita i kitozana.

TGA metodom potvrdena je prisutnost kitozana. U kompozitu HA/CS1s nadeno je 16
mas.%, a u kompozitu HA/CS4s 23 mas.% kitozana.

BET metoda pokazuje neznatno smanjenje veli¢ine pora kompozita HA/CSls i

HA/CS4s u odnosu na Cisti hidroksiapatit.
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