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Ä 1. UVOD 

S obzirom na suvremeni naļin ģivota i starenje populacije, sve je veĺa uļestalost bolesti i 

ozljeda ļvrstih tkiva, od kojih se veliki broj moģe uspjeġno lijeļiti samo implantacijom. To 

usmjerava istraģivanja prema razvoju novih operativnih tehnika i naprednih multifunkcionalnih 

materijala, koji, uz to ġto mogu preuzeti sve funkcije tkiva koje zamjenjuju, imaju 

antibakterijska ili neka druga bioloġka svojstva.1 Kako bi se materijal mogao uspjeġno koristiti 

kao biomaterijal za regeneraciju ļvrstih tkiva, mora biti biokompatibilan (ne izaziva nikakav 

imunoloġki odgovor u tijelu), osteokonduktivan (podrģava rast kosti na svojoj povrġini), 

osteoinduktivan (promovira vezanje i diferencijaciju stanica za izgradnju kostiju), netoksiļan 

te multifunkcionalan. Razliļite vrste materijala poput metala i keramika koriste se u te svrhe. 

Metali se koriste zbog vrlo dobrih mehaniļkih svojstava, no nemaju moguĺnost oseointegracije, 

odnosno ne induciraju stvaranje mehaniļki ļvrste veze izmeĽu koġtanog tkiva i implantata. Iz 

navedenog razloga koriste se u kombinaciji s drugim osteoinduktivnim materijalima.2 

MeĽu razliļitim dostupnim materijalima, kalcijevi fosfati (CaP), slabo topljive soli 

fosforne kiseline, privlaļe posebnu paģnju zbog svoje sliļnosti s glavnom anorganskom 

komponentom kostiju, bioloġkim apatitom.3 Upravo zbog toga oni su biokompatibilni, 

bioaktivni, imaju osteokonduktivna i osteoinduktivna svojstva i nisu toksiļni, ġto im daje 

prednost pred drugim materijalima te ih ļini izvrsnim materijalom za primjenu u inģenjerstvu 

koġtanog tkiva.4 Danas je poznato 12 nesupstituiranih spojeva kalcijevih fosfata, razliļitih 

omjera Ca/P, topljivosti i raspona pH vrijednosti pri kojima su stabilni. Od njih, kalcijem 

deficijentni hidroksiapatit (CaDHA), amorfni kalcijev fosfat (ACP), ɓῐtrikalcijev fosfat 

(ɓῐTCP) i hidroksiapatit (HA) su najzastupljeniji i koriste se u za pripravu koġtanih i dentalnih 

implantata.5 Njihov nedostatak su loġa mehaniļka svojstva, koja su vrlo vaģna za koġtane 

implant materijale zbog bioloġke funkcije koju moraju preuzeti. 

Kompoziti kalcijevih fosfata s anorganskim nanomaterijalima i/ili biomolekulama 

smatraju se moguĺim naļinom poboljġanja svojstava kalcijevih fosfata.4 Pri tome su od posebne 

vaģnosti nanomaterijali koji posjeduju antibakterijska svojstva. Usprkos razvoju operativnih 

tehnika i naprednih bioimplant materijala, veliki problem pri implantaciji i dalje predstavljaju 

bakterijske infekcije uzrokovane ugradnjom implantata, koje se mogu pojaviti i do dvije godine 

nakon same implantacije.6 Takve infekcije uobiļajeno se lijeļe antibioticima ġirokog spektra 
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djelovanja, no njihova sustavna uporaba moģe dovesti do pojave otpornosti kod bakterija, a i 

vrlo ļesto nisu dovoljno uļinkoviti u lijeļenju infekcija koje ukljuļuju nastanak biofilma. U 

sluļaju neuspjeġne terapije antibioticima, ponavlja se operativni zahvat, ġto poveĺava rizike od 

pojave infekcija. Rjeġenjem toga problema smatraju se novi bioaktivni materijali za implantate 

antimikrobnih svojstava.6,7 U tu svrhu istraģuju se i biokeramike u koje su ugraĽeni antibiotici 

kako bi se omoguĺilo lokalno djelovanje antibiotika, ali i osiguralo kontinuirano otpuġtanje 

kroz dulji vremenski period.8 Takvi materijali smatraju se poboljġanjem u odnosu na sustavnu 

primjenu antibiotika, no ne rjeġavaju problem pojave otpornosti kod bakterija.7 Kako bi se taj 

problem rijeġio, istraģuju se materijali koji sadrģe nanomaterijale antibakterijskog djelovanja. 

U tu svrhu veliku paģnju privlaļe nanoļestice srebra (AgNP), s obzirom na to da srebro ima 

ġiroko antibakterijsko djelovanje.9 Antibakterijska aktivnost srebra poznata je veĺ dulje 

vrijeme. Danas se srebro koristi kao antimikrobno sredstvo u raznim industrijskim, 

medicinskim i kuĺnim primjenama.10 Nanoļestice srebra zanimljive su jer smanjenje veliļine 

ļestica na nanometarsku skalu rezultira veĺom specifiļnom povrġinom, pa tako i poveĺanjem 

antibakterijske aktivnosti.11 Pored toga, mala veliļina omoguĺuje im kontinuirano otpuġtanje 

srebrnih iona kroz interakciju s kisikom i drugim molekulama iz okoline, ļime se postiģe 

kontinuirano antibakterijsko djelovanje kroz dulji vremenski period.12 Dosad je istraģivano 

dopiranje kalcijevih fosfata srebrnim ionima. Na taj naļin moģe se ugraditi ograniļena koliļina 

srebra, ġto nanoļestice srebra ļini boljom alternativom za postizanje uļinkovitog 

antibakterijskog djelovanja.6,11 

 Kompoziti kalcijevih fosfata s biomolekulama privlaļe paģnju s obzirom na to da je i 

sama kost kompozit bioloġkog apatita i kolagena tipa I.13 Razliļiti biokompatibilni bioorganski 

spojevi, proteini i bioloġke makromolekule, koriste se za funkcionalizaciju kalcijevih fosfata i 

poboljġanje njihovih svojstava. Jedan od takvih spojeva je albumin iz goveĽeg seruma (BSA), 

koji se ļesto koristi kao modelni spoj za sustave dostave lijekova te poveĺanje bioaktivnosti 

kalcijevih fosfata.4 Pored toga, istraģuje se funkcionalizacija kalcijevih fosfata kitozanom (Chi), 

polisaharidom antibakterijskih i antiviralnih svojstava, za koji je pokazano da omoguĺuje bolju 

adheziju stanica na kalcijeve fosfate.14 

 Razliļiti kompoziti kalcijevih fosfata mogu se koristiti za lijeļenje manjih defekata, 

gdje nisu izloģeni veĺem mehaniļkom optereĺenju. Pri veĺim defektima, mehaniļka 

optereĺenja su veĺa i za njihovo lijeļenje potrebni su implantati dobrih mehaniļkih svojstava, 

kakva posjeduju dosad koriġteni implantati od titanija i njegovih legura. Kako bi se ujedinila 
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izvrsna mehaniļka svojstva titanija te bioaktivna svojstva kalcijevih fosfata i njihovih razliļitih 

kompozita, pripremaju se kompozitne prevlake kalcijevih fosfata na povrġini titanija.2 U tu 

svrhu, s ciljem pripreme bolje povrġine za adheziju stanica i kompozita, metalni implant 

materijali obraĽuju se na razliļite naļine s ciljem modifikacije povrġine.2,15 Dostupne su razne 

metode obrade povrġine poput pjeskarenja, obrade laserom16 i jetkanja kiselinom.15,17 Svaka 

metoda daje povrġinu specifiļnih svojstava, ali moģe potencijalno umanjiti izvrsna mehaniļka 

svojstva materijala. Za uspjeġnu primjenu, vrlo je vaģno ukloniti i ujednaļiti inertan sloj oksida 

s povrġine titanija, te pripremiti povrġinu idealne hrapavosti i veliļine pora za adheziju stanica. 

Jetkanje kiselinom daje pore mikrometarske veliļine na povrġini titanija, ġto se pokazalo 

idealnim za dobru adheziju prevlaka i stanica. Vaģno je odabrati metodu koja ĺe omoguĺiti 

ģeljeni bioloġki uļinak uz najmanji utjecaj na mehaniļka svojstva materijala.15 

 Kompoziti kalcijevi fosfati/nanoļestice srebra pripremani su dosad raznim metodama, 

kao ġto su sprej piroliza,18 pulsno lasersko nanoġenje nanoļestica srebra na prevlake kalcijevih 

fosfata,19 adsorpcija nanoļestica srebra na prethodno pripravljene kalcijeve fosfate,20 mijeġanje 

suspenzija kalcijevih fosfata i nanoļestica srebra21 te taloģenje pri visokim temperaturama.22 

Osim toga, pripremane su i kompozitne prevlake kalcijevih fosfata i nanoļestica srebra 

metodama poput magnetronskog raspraġivanja, rasprġivanja plazme i solῐgel metode.23ï25 

Navedene metode ukljuļuju koriġtenje visokih temperatura te poviġenih ili sniģenih tlakova, ġto 

ograniļava uporabu bioloġkih molekula u materijalima za prevlaļenje, s obzirom na to da u 

takvim uvjetima dolazi do gubitka njihove aktivnosti. Pored toga, veliļina i oblik implantata 

koji se mogu prevuĺi tim metodama su ograniļeni. Uzevġi u obzir navedene ļimbenike te teģnju 

ekoloġki i energetski prihvatljivoj pripremi biomaterijala, istraģuju se biomimetske metode 

pripreme pri fizioloġkim temperaturama i tlakovima.26  

 Biomimetska sinteza biomaterijala taloģenjem omoguĺuje pripremu kompozitnih 

materijala i prevlaka na raznim povrġinama pri temperaturi, tlaku i pH vrijednosti bliskim 

fizioloġkim. Takva metoda omoguĺuje ugraĽivanje velikog broj razliļitih vrsta biomolekula u 

kompozite i kompozitne prevlake, ġto moģe dalje poveĺati njihovu bioaktivnost i opĺenito 

poboljġati svojstva. Biomimetska metoda omoguĺuje pripravu prevlaka na implantatima 

kompleksnih oblika, ġto je vrlo vaģno za ġiru primjenu u implantologiji.27 Na temelju svega 

navedenog, oļekivano je da ĺe razvoj biomimetske metode priprave kompozita kalcijev 

fosfati/nanoļestice srebra imati velik znaļaj u pripravi novih biomaterijala za regeneraciju 
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kostiju, s obzirom na to da podataka o taloģenju kalcijevih fosfata u prisutnosti nanoļestica 

srebra pri niskim temperaturama nema u dostupnoj literaturi. 

 Cilj je stoga ove disertacije istraģiti utjecaj nanoļestica srebra razliļite povrġinske 

modifikacije na taloģenje kalcijevih fosfata i svojstva nastalih kompozita u svrhu razvoja 

biomimetskog pristupa njihovoj pripremi. Istraģivanje je takoĽer usmjereno k odreĽivanju 

utjecaja biomolekula, albumina iz goveĽeg seruma i kitozana, na nastajanje i svojstva 

kompozita kalcijevi fosfati/nanoļestice srebra. Dodatno, istraģen je utjecaj razliļite kemijske 

obrade povrġine titanija na fizikalnoῐkemijska svojstva biomimetskih kompozitnih prevlaka 

kalcijevi fosfati/nanoļestice srebra pripremljenih u prisustvu i bez albumina iz goveĽeg seruma 

i kitozana. Postavljene su tri hipoteze:  

i) nanoļestice srebra razliļite povrġinske modifikacije imaju razliļit utjecaj na 

taloģenje i svojstva kalcijevih fosfata, 

ii)  prisutnost albumin iz goveĽeg seruma i kitozan tijekom nastajanja kompozita 

kalcijevi fosfati/nanoļestice srebra utjeļe na fizikalnoῐkemijska svojstva nastalih 

kompozita, 

iii)  razliļita kemijska obrada povrġine titanija uzrokuje promjene u fizikalnoῐkemijskim 

svojstvima kompozitnih prevlaka kalcijevi fosfati/nanoļestice srebra pripremljenih 

u prisustvu i bez albumina iz goveĽeg seruma i kitozana. 
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Ä 2. LITERATURNI PREGLED  

2.1. Kalcijevi fosfati  

 

Kalcijevi fosfati (CaP) su soli fosforne kiseline, vrlo zastupljene u prirodi i organizmima, ġto 

ih ļini vaģnim spojevima u istraģivanjima i industrijskim procesima. Fosfatna skupina 

kalcijevih fosfata stabilizira njihovu strukturu, pa su CaP slabo topljivi u vodi, dobro topljivi u 

kiselinama i netopljivi u bazama. Ļisti kalcijevi fosfati kristaliziraju kao prozirni kristali 

umjerene tvrdoĺe, dok su ļisti prahovi bijele boje. U prirodi se pojavljuju u obliku viġe razliļitih 

spojeva razliļitih stupnjeva ļistoĺe. Vrlo ļesto su djelomiļno supstituirani drugim ionima poput 

ģeljezovih, manganovih, magnezijevih, natrijevih i kalijevih umjesto kalcijevih te karbonatnih, 

arsenatnih ili vanadatnih umjesto fosfatnih iona. Pored toga, u kristalnoj reġetci prirodnih 

apatita ponekad su prisutni i hidroksidni, fluoridni, kloridni, bromidni ili karbonatni ioni, ġto 

mijenja njihova svojstva i strukturu.28 

 

2.1.1. Vrste kalcijevih fosfata 

 

Danas je poznato je 12 nesupstituiranih faza kalcijevih ortofosfata (tablica 1) koje se razlikuju 

po omjeru Ca/P, koji odreĽuje topljivost i pH raspon pri kojem su stabilni. Spojevi manjeg 

omjera Ca/P stabilniji su pri niģim pH te im je topljivost u vodi veĺa u odnosu na spojeve s 

veĺim omjerom Ca/P. OdreĽivanje omjera Ca/P jedan je od naļina identifikacije pojedine faze 

kalcijevih fosfata.28 

Od 12 navedenih faza kalcijevih fosfata kao materijali za implantate najvaģniji su 

hidroksiapatit (HA), amorfni kalcijev fosfat (ACP), kalcijem deficijentni hidroksiapatit 

(CaDHA) i ɓῐtrikalcijev fosfat (ɓῐTCP) zbog njihove sliļnosti bioloġkom apatitu, glavnoj 

anorganskoj komponenti kostiju.5,13 Bioloġki apatit najsliļniji je CaDHA supstituiranom raznim 

ionima kao ġto su Na+, K+, Mg2+ i CO3
2  te se u kostima pojavljuje u obliku malih kristaliĺa 

nastalih u blagim, fizioloġkim uvjetima. Pored bioloġkog apatita tj. karbonat apatita, glavne 

komponente kostiju su i kolagen tipa I i voda, pa se kosti smatraju organskoῐanorganskim 

kompozitom. Uz kolagen, u kostima se nalaze i razliļiti nekolagenski proteini, ali oni zajedno 

ļine samo 10 % proteinskog udjela kostiju, dok je ostatak kolagen.13 
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Tablica 1. Nesupstituirane faze kalcijevih ortofosfata i njihova glavna svojstva28 

Faza Formula 
Omjer 

Ca/P 

Topljivost 

/ g dm 3 

pri 25 ÁC 

pH 

stabilnost* 

Monokalcijev fosfat 

monohidrat (MCPM) 
Ca(H2PO4)2ĿH2O 0,5 ╔  18 0,0 ῐ 2,0 

Monokalcijev fosfat 

bezvodni (MCPA) 
Ca(H2PO4)2 0,5 ╔  17 

Stabilan 

iznad 100 

ÁC 

Dikalcijev fosfat 

dihidrat (DCPD) 
CaHPO4Ŀ2H2O 1,0 ╔  0,088 2,0 ï 6,0 

Dikalcijev fosfat 

bezvodni (DCPA) 
CaHPO4 1,0 ╔  0,048 [1] 

Oktakalcijev fosfat 

(OCP) 
Ca8(HPO4)2(PO4)4Ŀ5H2O 1,33 ╔  0,0081 5,5 ῐ 7,0 

Ŭ-trikalcijev fosfat 

(ŬTCP) 
ŬῐCa3(PO4)2 1,5 ╔  0,0025 [2] 

ɓ-trikalcijev fosfat 

(ɓTCP) 
ɓ-Ca3(PO4)2 1,5 ╔  0,0005 [2] 

Amorfni kalcijev fosfat 

(ACP) 
CaxHy(PO4)zĿnH2O; n= 3 ῐ 4,5 1,2 - 2,2 

Nije toļno 

izmjereno 

~5,5 ῐ7,0 

[3] 

Kalcijem deficijentni 

hidroksiapatit 

(CaDHA) 

Ca10īx(HPO4)x(PO4)6īx(OH)2īx, 

0 < x < 1 
1,5 ï 1,67 ╔  0,0094 6,5 ῐ 9,5 

Hidroksiapatit (HA) Ca10(PO4)6(OH)2 1,67 ╔  0,0003 9,5 ῐ 12 

Oksiapatit (OA) Ca10(PO4)6O 1,67 ╔  0,087 [2] 

Tetrakalcijev fosfat 

(TTCP) 
Ca4(PO4)2O 2,0 ╔  0,0007 [2] 

 

* Raspon pH vodene otopine pri kojim su spojevi stabilni pri 25 ÁC, 

[1] stabilan pri temperaturama iznad 100 ÁC, 

[2] spojevi se ne mogu istaloģiti iz vodenih otopina, 

[3] metastabilan. 
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Kost ima vrlo sloģenu strukturu organiziranu u 7 do 12 hijerarhijskih razina, ovisno o izvoru 

(slika 1).13,29ï31 Tijekom biomineralizacije kosti, nastajanje anorganskih kristala strogo je 

kontrolirano organskom matricom, koja upravlja brzinom rasta, dimenzijama, orijentacijom i 

oblikom kristala.32 Struktura i rast kostiju definirani su dugim fibrilima i vlaknima kolagena, 

dok stabilnost i rigidnost strukture osiguravaju kristali bioloġkog apatita.13 Takva kompleksna 

struktura kostiju rezultira velikom mehaniļkom snagom i elastiļnoġĺu. Kost je dinamiļno tkivo, 

s obzirom na to da cijelo vrijeme prolazi kroz cikluse remodeliranja. Proces remodeliranja 

rezultat je resorptivne aktivnosti osteoklasta, stanica vaģnih u razgradnji kostiju, i osteoblasta, 

stanica vaģnih u sintezi kostiju. Do danas, repliciranje biomineralizacije nebioloġkim metodama 

nije uspjelo. Realistiļniji pristup je razvoj bioinspiriranih procesa za dobivanje materijala 

modificiranih funkcija, koji se temelje na koriġtenju jeftinih i dostupnih polaznih materijala, 

kao ġto su razne faze kalcijevih fosfata, amorfni kalcijev fosfat, kalcijem deficijentni kalcijev 

fosfat, ɓῐtrikalcijev fosfat i hidroksiapatit.32 

 

 

 

Slika 1. Hijerarhijska graĽa kostiju (konstruirano prema ref. 31) 
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Od svih faza CaPῐa, amorfni kalcijev fosfat je najnestabilnija i jedina amorfna faza. Sastav 

ACPῐa je promjenjiv i ovisi o pH medija i koncentraciji ishodnih otopina reaktanata.28 S 

obzirom na to da je ACP amorfna faza CaPῐa, nema ureĽenu strukturu, ali kako nisu izolirane 

zasebne amorfne vrste za svaki CaP, smatra se da je ACP meĽuprodukt pri nastajanju drugih 

faza CaPῐa. U istraģivanjima je, pored prve amorfne faze, opaģena i druga amorfna faza (ACP2) 

neġto drugaļije morfologije, koja se ponekad javlja kao prijelazno stanje iz prve amorfne faze 

u prvu kristalnu.33 Iako nemaju ureĽenje velikog dometa, smatra se da obje faze posjeduju 

ureĽenost kratkog dometa. Predloģena strukturna jedinica je sferiļna ļestica ACPῐa koja se 

sastoji od nasumiļno rasporeĽenih sferiļnih klastera sastava Ca9(PO4)6 tzv. Posnerovih klastera 

(slika 2).28,34,35 

 

 

Slika 2. Shematski prikaz sferiļne ACP ļestice i njene strukture (konstruirano prema ref. 36) 

 

U uvjetima bliskim fizioloġkim, ACP nastaje taloģenjem iz otopine mijeġanjem koncentriranih 

otopina reaktanata, kalcijevih i fosfatnih iona.36,37 Njegova stabilnost ovisi o uvjetima pripreme 

poput koncentracije reaktanata, pH matiļnice te prisutnosti aditiva koji mogu inhibirati ili 

promovirati transformaciju. ACP je nestabilan i transformira u dodiru s matiļnicom, pa njegova 

priprema i izolacija iz reakcijske smjese mora biti brza. Starenjem u matiļnici, ACP prelazi u 

termodinamiļki stabilnije kristalne faze, najļeġĺe oktakalcijev fosfat (OCP), kalcijem 

deficijentni hidroksiapatit (CaDHA), hidroksiapatit (HA), kalcijev hidrogenfosfat dihidrat ili 

njihove smjese.28,34,38 Razni ioni prisutni u matiļnici mogu utjecati na stabilnost ACPῐa, pa tako 
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ioni magnezija, cinka, citratni i karbonatni ioni usporavaju transformaciju ACPῐa u kristalnu 

fazu, bilo adsorpcijom na povrġini ļestica, bilo ugradnjom u njegovu strukturu.39 

Rana istraģivanja nastajanja i funkcije kostiju pokazala su da je glavna anorganska 

komponenta kostiju tzv. bioloġki apatit, vrlo sliļan kalcijem deficijentnom hidroksiapatitu. 

CaDHA ima varijabilan sastav te ga karakterizira manjak kalcija praĺen manjkom hidroksilnih 

skupina i protoniranjem nekih fosfatnih skupina u strukturi uz istovremeno nastajanje ionskih 

ġupljina. U neke od ionskih ġupljina ļvrsto se veģu molekule vode. Manjkom navedenih iona 

gubi se stehiometrija, zbog ļega je CaDHA obiļno supstituiran drugim ionima prisutnim u 

reakcijskoj smjesi prilikom pripreme.28 Deficijencija kalcija utjeļe na mehaniļka i elastiļna 

svojstva, ġto je ona veĺa, tvrdoĺa i ļvrstoĺa su manje.40 Navedene strukturne znaļajke te 

moguĺnosti raznih supstitucija ļine CaDHA slabo kristalnim spojem s kristalima submikronske 

veliļine te, iako stabilnijim od ACPῐa, manje stabilnim od hidroksiapatita.28 Priprema se 

najļeġĺe taloģenjem iz reakcijske smjese reaktanata kalcija i fosfata pri ļemu kao prva faza 

najļeġĺe nastaje ACP.41ï43 Ovisno o eksperimentalnim uvjetima CaDHA moģe nastati preko 

jedne ili viġe prekursorskih faza. Pokazano je da pri pH vrijednostima veĺim od 9,5 nastaje 

samo preko ACPῐa.44 Pri niģim vrijednostima pH prekursorske faze slijede Ostwaldovo pravilo, 

tj. prvo nastaje termodinamiļki najnestabilnija faza, a zatim redom stabilnije termodinamiļki 

stabilnije faze.45 Pored toga, pri fizioloġkim uvjetima (pH 7,4 i 37 ÁC) CaDHA nastaje preko 

dikalcijevog fosfata dihidrata (DCPD) i OCPῐa bez nastajanja ACPῐa, ġto ukazuje na 

raznolikost mehanizama nastanka CaDHA koji ovise o eksperimentalnim uvjetima.46 

Oktakalcijev fosfat ili oktakalcijev bis(hidrogenfosfat) tetrakis(fosfat) pentahidrat slabo 

je topljiva faza CaPῐa koja se najļeġĺe javlja kao metastabilna faza prilikom pripreme 

termodinamiļki stabilnijih faza u vodenoj otopini.28,35 OCP kristalizira u triklinskom sustavu te 

ima slojevitu strukturu (slika 3). Slojevi kalcijevih i fosfatnih iona strukture sliļne 

hidroksiapatitu izmjenjuju se s hidratiziranim slojevima.28,47ï49 Postoji nekoliko naļina priprave 

OCPῐa, kao ġto su hidroliza DCPDῐa, homogena kristalizacija iz otopine u rasponu pH 5,7ï7,0 

i pri poviġenoj temperaturi te kontrolirano dodavanje otopine kalcija u otopinu fosfata pri pH 

4,5 i poviġenoj temperaturi pri ļemu nastaje ļisti OCP.50 U odnosu na hidroksiapatit, OCP je 

neġto topljiviji, ġto je posljedica manjeg omjera Ca/P, koji uvjetuje ureĽenost kristalne 

strukture, stabilnost, a samim time i topljivost. S obzirom na sliļnost s hidroksiapatitom, a 

slijedom toga i CaDHA, iz OCPῐa je moguĺe dobiti HA te CaDHA bilo in situ hidrolizom 
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OCPῐa ili otapanjem OCPῐa praĺenim taloģenjem HA, na ġto utjeļe prisutnost raznih 

anorganskih i organskih vrsta.28,51 

 

 

Slika 3. Kristalna struktura oktakalcijevog fosfata (OCP) duģ osi c (konstruirano prema ref. 49) 

 

Dikalcijev fosfat dihidrat (DCPD) ili kalcijev hidrogenfosfat dihidrat poznatiji je kao mineral 

bruġit. Prisutan je veĺinom u patoloġkim depozitima (zubni i mokraĺni kamenac) te se smatra 

jednim od meĽuprodukata prilikom mineralizacije kostiju. Priprema se taloģenjem iz otopina u 

kojima je omjer Ca/P oko 1 u pH rasponu od 2,0 do 6,5. Osim toga, moģe se pripremiti i 

reakcijom fosforne kiseline i razliļitih soli kalcija, kao ġto su kalcijev karbonat ili neki od 

ostalih kalcijevih fosfata, CaDHA, HA ili tetrakalcijev fosfat (TTCP).28 Kristalizira u 

monoklinskom sustavu te ima slojevitu strukturu u kojoj se dvosloji kalcijevih i 

hidrogenfosfatnih iona izmjenjuju s dvoslojima molekula vode (slika 4).52,53 Pri poviġenim 

temperaturama transformira se u bezvodni dikalcijev fosfat (DCPA), pri ļemu dolazi do 

promjena u strukturi,54 smanjenja volumena i topljivosti.55 Ovisno o eksperimentalnim uvjetima 

moģe se i transformirati u CaDHA.56 
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Slika 4. Kristalna struktura dikalcijevog fosfata dihidrata (DCPD) (preuzeto iz ref. 53) 

 

Hidroksiapatit (HA) ili pentakalcijev hidroksid tris(ortofosfat) smatra se termodinamiļki 

najstabilnijom i najmanje topljivom fazom CaPῐa. Ima ureĽenu kristalnu strukturu, a kristalizira 

u prostornoj skupini P21/b, kada se radi o stehiometrijskom HA, te u prostornoj skupini P63/m 

kada HA nije stehiometrijski (slika 5).57 Pri poviġenim temperaturama monoklinski HA prelazi 

u heksagonski, dok pri sobnoj temperaturi heksagonski HA nije stabilan ako u strukturi nisu 

prisutni supstituenti.28,47,58 Hidroksiapatit je moguĺe pripremiti na razliļite naļine koji 

ukljuļuju reakcije u krutom stanju ili u otopini.59 Jedan od ļestih naļina pripreme u vodenoj 

otopini mijeġanje je ekvimolarnih vodenih otopina Ca2+ i PO4
3  pri pH otopine veĺem od 9, 

nakon ļega nastali produkt stari u matiļnici pri poviġenoj temperaturi i u atmosferi bez 

prisutnosti ugljikovog dioksida. Nastali produkt se nakon starenja sinterira pri temperaturi 

1000 ÁC.60 Postupak se odvija u viġe koraka s obzirom na to da nastaje nekoliko meĽuprodukata 

koji ukljuļuju ACP i CaDHA. Osim toga, HA se priprema reakcijama u krutom stanju, kao ġto 

je reakcija drugih CaPῐa (DCPA, DCPD, OCP) s CaO, Ca(OH)2 i CaCO3 pri temperaturi 

1200 ÁC.47 Postoji joġ nekoliko naļina priprave u kojima nastaju kristalni HA razliļitih veliļina: 

veliki kristali, mikroῐkristali ili nanoļestice.35 
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Slika 5. Razliļite kristalne strukture hidroksiapatita (konstruirano prema ref. 57) 

 

2.1.2. Stabilnost razliļitih faza kalcijevih fosfata 

 

Stabilnost kalcijevih fosfata u vodenim otopinama prikazana je na dijagramu ovisnosti 

topljivosti o pH vrijednosti taloģnog sustava pri stalnoj ionskoj jakosti. Iz navedenog dijagrama 

(slika 6) vidljivo je da je hidroksiapatit najmanje topljiva, odnosno najstabilnija forma. Slijede 

ga ɓῐTCP, TTCP, OCP i DCPD. Dugo se smatralo da je pri pH vrijednosti niģoj od 4 DCPD 

najstabilnija forma. Koriġtenjem titracije u ļvrstom stanju, odreĽena je prava topljivost 

pojedinih CaPῐa, pri ļemu je utvrĽeno da je pri pH < 4 najstabilnija faza hidroksiapatit, dok je 

topljivost tetrakalcijevog fosfata vrlo sliļna. Porastom pH vrijednosti, topljivost svih CaPῐa 

pada, no najveĺi pad vidljiv je pri pH vrijednostima iznad 4 za hidroksiapatit. Iznad pH = 4, 

topljivost TTCPῐa pada sporije zbog ļega TTCP moģe biti postojan i pri viġim pH.28,61 Koja ĺe 

faza u danim eksperimentalnim uvjetima nastati ne ovisi samo o stabilnosti pojedine vrste, veĺ 

i o kinetiļkim ļimbenicima. HA nastaje sporije nego OCP ili DCPD, pa oni vrlo ļesto nastaju 

prije HA te se, ovisno o uvjetima, mogu transformirati u stabilnije faze. Iz navedenih razloga, 

a s obzirom na to da su suspenzije u kojima dolazi do taloģenja CaPῐa vrlo ļesto prezasiĺene na 

viġe faza, konaļni produkt rezultat je kinetiļkih i termodinamiļkih ļimbenika. Tako DCPD 
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nastaje kao konaļni, kinetiļki kontrolirani produkt pri niskim pH, iako pri tim uvjetima nije 

termodinamiļki najstabilnija faza.61,62 

 

 

Slika 6. Ovisnost topljivosti kalcijevih fosfata o pH pri 37 ÁC. Podaci su dobiveni titracijom u krutom 

stanju. DCPD ï dikalcijev fosfat dihidrat, OCP ï oktakalcijev fosfat, ɓῐTCP ï ɓῐtrikalcijev fosfat, HA 

ï hidroksiapatit, TTCP ï tetrakalcijev fosfat (kontruirano prema ref. 61). 

 

Prilikom pripreme CaPῐa, pH je vaģan jer o njemu ovisi koja ĺe vrsta fosfatnog iona biti prisutna 

u taloģnom sustavu. S obzirom na to da je fosforna kiselina troprotonska, disocira u tri stupnja. 

Svaka je vrsta stabilna u odreĽenom podruļju pH (slika 7). Navedeno je vaģno uzimati u obzir 

prilikom ciljane pripreme CaPῐa.63 

 

 

Slika 7. Raspodjela ionskih vrsta fosforne kiseline u o ovisnosti o pH (konstruirano prema referenci 

63) 
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2.1.3. Biomedicinska primjena kalcijevih fosfata 

 

Kalcijevi fosfati istraģuju se dugi niz godina zbog svoje uloge u normalnoj i patoloġkoj 

biomineralizaciji te razliļitim industrijskim procesima.3 CaP su u bioloġkim sustavima prisutni 

u obliku supstituiranih spojeva.28 Imaju izvrsnu biokompatibilnost, bioaktivni su, interagiraju s 

ļvrstim tkivima u tijelu te sudjeluju u aktivnoj rekonstrukciji kostiju. Pomaģu u stvaranju veze 

implantata i kosti, ġto omoguĺuje lakġu integraciju implantata u tijelo, odnosno potiļu 

oseointegraciju. Pored toga, CaP imaju osteokonduktivna svojstva, odnosno omoguĺuju 

adheziju, migraciju i proliferaciju osteoblasta, stanica koje imaju vaģnu ulogu u gradnji i 

popravku kostiju. Uzevġi u obzir veliku sliļnost bioloġkom apatitu, CaP u organizmu ne 

izazivaju imunoloġki odgovor, s obzirom na to da ih organizam ne prepoznaje kao strani 

materijal.4 U medicinskim primjenama, pored monofaznih CaPῐa, koriste se i viġefazne 

biokeramike kalcijevih fosfata, pri ļemu su komponente, odnosno dvije ili viġe faza CaPῐa, 

pomijeġane na mikrometarskoj razini tako da ih nije moguĺe odvojiti, ali zadrģavaju svoj 

kemijski identitet.3,64,65 Na taj naļin dobivaju se biokeramike modificiranih svojstava, pri ļemu 

svojstva ovise o koliļini pojedine faze CaPῐa prisutne u formulaciji. Kombiniraju se razliļite 

faze, stabilnije s onima manje stabilnima, koje su ujedno i topljivije, kako bi se dobila 

biokeramika koju tijelo moģe lakġe resorbirati.3  

Kako se sama kost moģe smatrati organsko/anorganskim kompozitom, biomolekule se 

ļesto koriste za pripremu kompozita ili funkcionalizaciju CaPῐa. Navedeno ukljuļuje pripremu 

razliļitih kompozita, prevlaka i tankih filmova na povrġini kalcijevih fosfata u svrhu dobivanja 

CaPῐa poboljġanih svojstava za biomedicinsku primjenu.4. Na taj naļin pokuġava se imitirati 

prirodna kost i njena izvrsna mehaniļka i bioaktivna svojstva.13 U tu svrhu koriste se razni 

proteini, polisaharidi, aminokiseline, te se istraģuju razne biomolekule koje mogu doprinijeti 

poboljġanju svojstava CaPῐa.2 

Pored biomolekula, koriste se razliļiti ioni i nanomaterijali metala koji mogu poboljġati 

mehaniļka i bioloġka svojstva CaPῐa.4 Za dopiranje su koriġteni ioni magnezija, cinka, silicija, 

mangana i ģeljeza za poboljġanje osteogenih svojstava CaPῐa.66 Pored toga, koriġtene su 

nanoļestice magnezija i stroncija zbog poboljġanja resorpcije CaPῐa u tijelu67 te su istraģivane 

nanostrukture kalcijevih fosfata s ugraĽenim ļesticama selenija i srebra zbog poboljġanja 

antibakterijskog djelovanja.68 

Iako imaju izvrsna biokompatibilna svojstva, CaP imaju loġa mehaniļka svojstva, ġto je 

dosad ograniļavalo njihovu kliniļku primjenu na dijelove tijela koji nemaju strukturalnu 
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zadaĺu, odnosno nisu izloģeni optereĺenju. S druge strane, dosad koriġteni titanijski implantati 

posjeduju izvrsna mehaniļka svojstva, no sam metal, iako biokompatibilan, nije 

osteoinduktivan ni osteokonduktivan. Iz navedenih razloga, pripremaju se modificirani 

titanijski implantati prekriveni raznim prevlakama, tankim filmovima i slojevima. Kako je 

nastajanje apatita na povrġini implantata kljuļan korak u integraciji istog u tijelo,69 vrlo dobar 

kandidat za pripremu prevlaka su kalcijevi fosfati, koji mehaniļki pogodnom materijalu daju 

bioaktivna svojstva. Na taj naļin osigurava se mehaniļka snaga potrebna implantatima koji se 

ugraĽuju na mjestima izloģenim optereĺenju.2 

 

2.2. Biomimetski naļin pripreme kompozita 

 

Primjena mehanizama i metoda otkrivenih prouļavanjem prirode i prirodnih procesa u 

dizajniranju i razvoju novih materijala te kemijskih spojeva, zajedniļkim imenom naziva se 

biomimetika.70 Biomimetika nije pojam usko povezan s kemijom ili znanoġĺu o materijalima, 

veĺ se moģe odnositi na razne moderne tehnoloġke procese. Usprkos velikim postignuĺima i 

otkriĺima moderne znanosti i tehnologije, joġ uvijek nisu pripravljeni sintetski materijali 

svojstava jednakih onima ļvrstih tkiva.70,71 To je i oļekivano, uzevġi u obzir da se u prirodi 

procesi, pa tako i biomineralizacija usavrġavaju veĺ milijunima godina. Tako je 

biomineralizacija vrlo kompleksan proces s najvaģnijom znaļajkom bioloġke kontrole sastava, 

morfologije i svojstava. Biomineralizacija je proces taloģenja anorganskih soli iz kompleksnih 

otopina unutar organske matrice. Tako nastaju biominerali u tijelu kao ġto su kosti, dentin, 

zubna caklina te patoloġki biominerali zubni karijes i mokraĺni kamenci. Kosti i dentin sadrģe 

ukupno 70,9 % anorganske tvari, dok manji udio pripada kolagenu i ostalim biomolekulama. 

Bioloġke molekule ļesto sluģe kao matrica unutar koje se odvija strogo kontrolirana 

mineralizacija. Mehanizmi kontrole ukljuļuju kontrolu topljivosti, nukleacije i rasta kristala, 

stvaranje specifiļnih prostora za mineralizaciju, preferencijalnu nukleaciju i kontrolu 

mineralnog rasta organskim granicama.71 Kristalna struktura, kemijski sastav i veĺina 

kemijskih i fizikalnih svojstava biominerala su poznati, no fizioloġki procesi koji upravljaju 

njihovim nastajanjem joġ uvijek nisu do kraja razluļeni, ali mnoga fizikalnoῐkemijska naļela 

nukleacije i rasta kristala vaģna za biomineralizaciju razjaġnjena su prouļavanjem otopina 

sintetskih analoga biominerala.71 Biomimetskom sintezom smatra se proces dobivanja 

produkata kemijskim reakcijama koje oponaġaju bioloġke procese koriġtenjem reakcijskih 
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uvjeta i reaktanata ġto sliļnijih onima u bioloġkim sustavima. Pored toga, biomimetskim 

materijalima smatraju se materijali dobiveni razliļitim kemijskim procesima, ne nuģno sliļnim 

bioloġkim procesima, koji posjeduju svojstva bliska bioloġkim tkivima.72 

 

2.2.1. Biomineralizacija i osnovni principi taloģenja 

 

Kao ġto je veĺ reļeno, biomineralizacija se moģe pojednostavljeno smatrati taloģenjem ļvrste 

faze iz otopine kompleksnog sastava u prisutnosti organske matrice. Taloģenje je proces 

nastajanja nove faze iz roditeljske faze, pri ļemu se u uģem smislu taloģenjem smatra nastajanje 

krute faze iz vodenih otopina. U sluļaju nastanka kristalnog produkta, proces se naziva 

kristalizacija. Sam proces taloģenja dijeli se u nekoliko faza, pri ļemu je nukleacija prvi korak 

(slika 8).73,74 Nukleacija je proces nastajanja centara na kojima moģe doĺi do spontanog rasta, 

ġto je moguĺe samo u prezasiĺenoj otopini. Prije same nukleacije dolazi do kontinuiranog 

nastajanja i otapanja ionskih i molekulskih klastera. Klaster koji dosegne kritiļnu veliļinu, 

nakon koje slijedi kristalni rast, naziva se nukleus. Vrijeme od postizanja prezasiĺenja do 

nastanka nukleusa naziva se vremenom indukcije. Nukleacija moģe biti homogena i heterogena, 

pri ļemu se homogena odvija pri velikim prezasiĺenjima i ukljuļuje nastanak velikog broja 

ļestica, dok se heterogena odvija na neļistoĺama u otopini. Heterogena nukleacija je energetski 

povoljnija, pa do nje dolazi pri manjim prezasiĺenjima. Postoji nekoliko teorija nukleacije 

temeljenih na termodinamiļkom, statistiļkom, mehanistiļkom i kinetiļkom pristupu. Glavni 

problem prouļavanja nukleacije je mala veliļina nukleusa, nemoguĺnost predviĽanja lokacije 

pojave prvih nukleusa u sustavu, a pored toga nukleusi su nestabilni te odmah po nastanku 

nastavljaju s rastom.71,75 

Kristalni rast rezultat je niza uzastopnih procesa u otopini i na povrġini kristala, kao ġto 

su transport iona ili molekula, reakcije na meĽupovrġini i ugradnja u kristalnu reġetku. Razni 

ļimbenici poput stupnja prezasiĺenja otopljene tvari, veliļine kristala, dostupne povrġine 

kristala za rast i morfologije kristalnih ploha utjeļu na brzinu i mehanizam kristalnog rasta. 

Rast je kontroliran povrġinskim procesima pri malim prezasiĺenjima, dok je pri velikim 

prezasiĺenjima kontroliran transportom materijala kroz otopinu.75 

Nastali kristali u dodiru s matiļnicom podloģni su sekundarnim procesima kao ġto su 

Ostwaldovo zrenje, koagulacija i transformacija metastabilnih faza kojima nastaje 

termodinamiļki stabilan talog. Ostwaldovo zrenje proces je u kojem dolazi do otapanja manjih 

kristala i dijelova kristala koji imaju visoku energiju te taloģenja viġka otopljene tvari na 
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dijelovima kristala manje energije. Na taj naļin nastaje termodinamiļki stabilniji talog. 

Agregacija je proces u kojem dolazi do smanjenja broja ļestica zbog njihova spajanja u veĺe 

ļestice, ļemu slijedi taloģenje agregata i prestanak rasta zbog smanjenja povrġine dostupne za 

rast. Do transformacije metastabilnih faza dolazi u taloģnom procesu gdje moģe nastati nekoliko 

faza. Prvo nastaje najnestabilnija faza, ona najveĺe topljivosti, koja se zbog velike energije 

pretvara u stabilniju fazu te transformacija zavrġava pretvorbom u termodinamiļki najstabilniju 

fazu.74,75 

 

 

Slika 8. Shema taloģnih procesa (konstruirano prema ref. 74) 

 

Na taloģenje i kristalizaciju mogu utjecati razni aditivi, pri ļemu dolazi do promjene 

ravnoteģnog oblika kristala, promocije ili inhibicije nukleacije, kristalnog rasta, stabilizacije i 
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agregacije. Uļinak pojedinog aditiva ovisi o njegovoj vrsti i koncentraciji, a istraģuje se pri 

stalnim eksperimentalnim uvjetima kao ġto su koncentracija reaktanata, stupanj prezasiĺenja, 

temperatura i naļin mijeġanja.71,76 Aditivi se mogu ili ugraditi u kristalnu reġetku ili se 

adsorbirati na povrġinu kristala. Ugradnja aditiva u kristalnu reġetku moģe naruġiti strukturu 

kristala i smanjiti brzinu njihova rasta. Adsorpcijom na povrġinu ploha kristala, aditivi utjeļu 

na brzinu rasta u smjeru okomitom na te plohe.77 Pojedini aditivi, ovisno o njihovoj vrsti i 

koncentraciji, mogu promovirati ili inhibirati rast kristala te znaļajno utjecati na svojstva 

konaļnog kristala.76 Brzina rasta kristalnih ploha ovisi o intermolekulskom meĽudjelovanju, pa 

ako se aditiv selektivno adsorbira na odreĽenu kristalnu plohu, ali ne i na ostale, ta ĺe ploha biti 

veĺa u odnosu na onu nastalu bez prisutnosti aditiva (slika 9). Iz navedenog razloga, usporedbom 

morfologije kristala moguĺe je odrediti utjecaj pojedinog aditiva, s obzirom na to da je 

morfologija kristala definirana relativnim brzinama rasta pojedinih ploha.71,74ï76,78 

 

 

Slika 9. Shematski prikaz promjene habitusa kristala uslijed selektivne adsorpcije aditiva na kristalne 

plohe (konstruirano prema ref. 78) 

 

2.2.2. Biomaterijali 

 

Materijali koji se koriste kao zamjene ili podrġka za tkiva u medicinskim primjenama smatraju 

se biomaterijalima. Istraģivanje biomaterijala usmjereno je k razvoju materijala fizikalnih 

svojstava, ġto sliļnijih tkivu koje zamjenjuju, uz minimalnu moguĺu toksiļnost. Pri tome je 

najveĺi izazov postizanje stabilne veze izmeĽu implantata i okolnog tkiva, ġto je kljuļno za 

dugotrajan uspjeh biomaterijala.79 Napredak u razumijevanju procesa nastajanja kostiju i uloga 
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stanica omoguĺio je razvoj biomaterijala naprednih svojstava, pri ļemu se kronoloġki razlikuju 

4 generacije. Prva generacija biomaterijala gotovo su inertni materijali ļija je glavna znaļajka 

indukcija rasta tanke, fibrozne kapsule na njihovoj povrġini, koja odvaja normalno tkivo od 

implantata.79,80 U skupinu gotovo inertnih materijala spadaju metali i keramike, ļija je uporaba 

vrlo raġirena. Glavni im je cilj postizanje ġto manjeg imunoloġkog odgovora organizma 

domaĺina, odnosno ġto veĺa biokompatibilnost.79 Prva generacija materijala ļesto dovodi do 

mehaniļkih problema, s obzirom na to da ne dolazi do integracije implantata u tkivo 

domaĺina.79,81 

Druga generacija biomaterijala usmjerena je na uvoĽenje bioaktivnih i osteoinduktivnih 

komponenti za kontrolirano djelovanje u fizioloġkom okruģenju. Istraģivano je poboljġanje u 

nastanku ļvrste veze implantata i kosti, odnosno osteoinduktivni materijali koji potiļu 

diferencijaciju stanica u osteoblaste, stanica za gradnju kostiju. Ciljano je na stvaranje 

heterogenih mjesta nukleacije na povrġini implantata koja bi omoguĺila kristalizaciju bioloġki 

aktivnog karboniranog hidroksiapatita ekvivalentnog anorganskoj mineralnoj fazi kostiju. 

Takav sloj omoguĺava kolonizaciju povrġine implantata osteoblastima te njihovu proliferaciju 

i diferencijaciju. Rezultat kolonizacije je formiranje nove kosti koja ima ļvrstu vezu s 

povrġinom implantata.81 Druga generacija biomaterijala primjenjuje se od 80ῐih godina proġlog 

stoljeĺa u razne ortopedske svrhe. Tako se sintetski hidroksiapatit rutinski koristi za pripremu 

poroznih implantata, prahova i prevlaka na metalnim protezama za postizanje njihove 

bioaktivne fiksacije.60 Takav materijal ima i dodatna osteokonduktivna svojstva, moguĺnost 

dopreme iona i molekula do mjesta oġteĺenja kosti. Pored toga, koriġtene su staklokeramike i 

bioaktivna stakla kao implant materijali za manje kosti. Navedeni primjeri doveli su do 

pozitivnog odgovora tkiva, odnosno osteokondukcije, gdje je nova kost rasla duģ prevlaka te se 

formirala stabilna veza implantatïkost.81 U toj generaciji materijala su nadalje razvijeni 

resorptivni materijali koji su u kliniļkim istraģivanjima pokazali kontrolirani kemijski raspad i 

resorpciju. Takvi materijali viĽeni su kao rjeġenje nastanka stabilne veze implantatïkost, s 

obzirom na to da je ugradnjom implantata, stran materijal s vremenom zamijenjen 

regeneriranim tkivom.79 

Bioinertni, bioaktivni i resorptivni implantati prve i druge generacije biomaterijala 

kljuļni su za medicinske potrebe sve starije populacije, no nisu trajno rjeġenje. Takvi implantati 

imaju svoj rok trajanja te je ovisno o mjestu ugradnje potreban revizijski operacijski zahvat 10ï

25 godina nakon prve ugradnje.82 Navedeno usmjerava istraģivanja na bioloġke metode 
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popravljanja i regeneracije tkiva. Iz navedenog razloga istraģuju se i dizajniraju biomaterijali 

treĺe generacije koji ciljano stimuliraju staniļne odgovore. Na taj naļin ujedinjuju se bioaktivni 

i resorptivni materijali, pri ļemu se resorptivni modificiraju kako bi postali bioaktivni i obrnuto. 

Materijali treĺe generacije dizajniraju se s ciljem aktivacije gena koji stimuliraju regeneraciju 

ģivih tkiva. Istraģivanja idu u dva smjera, inģenjerstva tkiva i in situ inģenjerstva tkiva. U 

inģenjerstvu tkiva resorptivni materijali modificiraju se molekulama koje stimuliraju gene. 

Stanice rastu izvan tijela te diferencijacijom imitiraju prirodna tkiva. Takvi su konstrukti potom 

implantirani kao zamjena za oboljelo ili oġteĺeno tkivo. S vremenom dolazi do resorpcije 

ugraĽenog materijala koji se zamjenjuje novim bioloġkim tkivom. In situ inģenjerstvo tkiva 

ukljuļuje koriġtenje biomaterijala u obliku prahova, mikroļestica ili otopina za stimuliranje 

lokalnog zacjeljivanja tkiva. Bioaktivni materijali kontroliranom brzinom otpuġtaju bioloġki 

aktivne tvari, poput faktora rasta, ġto aktivira stanice za rast i obnovu tkiva. Cilj novih pristupa 

u istraģivanju biomaterijala jest dobivanje odrģivih implantata za koje nije potrebna ponovljena 

operacija, uz minimalno invazivan tretman i ekonomiļnost u istraģivanju i primjeni.81 

Ļetvrta generacija biomaterijala naziva se i pametnim biomaterijalima; oni prate 

bioelektriļne signale stanica te ih koriste za regeneraciju tkiva.83 Bioelektriļni signali pokazali 

su se vrlo vaģnim regulatorima ponaġanja stanica, odnosno njihove proliferacije, apoptoze, 

migracije i orijentacije te diferencijacije.84,85 Pored toga, navedeni signali identificirani su u 

procesu regeneracije. Tako se u ļetvrtoj generaciji biomaterijala razvijaju elektronski sustavi 

koji kad su jednom integrirani u tijelo daju informacije vaģne u dijagnostici. Bioelektriļni 

signali tijela mogu dati detaljne informacije o odgovoru tijela domaĺina na vanjske podraģaje. 

Na temelju tih informacija, umjetnim bioelektriļnim signalima moģe se manipulirati ponaġanje 

stanica te generirati ģeljeni odgovor tijela domaĺina.83 Elektriļnom stimulacijom poboljġava se 

regeneracija kostiju i ģivļanog sustava in vivo, a moģe se primijeniti preko supstrata ili medija. 

Razni elektrovodljivi polimeri, piezoelektriļni i materijali bazirani na ugljiku, koriġteni su kao 

elektroaktivni biomaterijali.83,86 U sluļaju vodljivih polimera ļesto je potreban vanjski izvor 

struje, dok za piezoelektriļne materijale to nije potrebno. Zbog toga se sve viġe istraģuju 

piezoelektriļni materijali koji poboljġavaju aktivnosti osteoblasta. Cilj ļetvrte generacije 

materijala jest istraģivanje komunikacije stanica u tijelu, na temelju kojeg se mogu prilagoditi 

terapije i konstruirati novi biomaterijali.83 

Biomaterijali svih generacija mogu se pripremati kao samostalna jedinka ili kao prevlake 

na povrġini veĺ koriġtenih materijala za implantate. U sluļaju pripreme prevlaka na povrġini 
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implantata, za njihovu uspjeġnu primjenu potrebno je ispuniti nekoliko uvjeta. Prema raznim 

normama i smjernicama MeĽunarodne organizacije za normizaciju (ISO) znaļajke prevlaka 

koje se prate su debljina, sastav faza, kristalnost, mikrostrukture, poroznost, povrġinska tekstura 

i hrapavost. Navedene znaļajke utjeļu na mehaniļka svojstva prevlaka kao ġto je kohezija, 

snaga vezanja, Youngov modul, umaranje i podnoġenje stresa.2 

 

2.2.3. Biomimetska priprema kalcijevih fosfata 

 

Buduĺi da su kalcijevi fosfati glavna anorganska komponenta kostiju, biomimetska sinteza 

CaPῐa istraģuje se veĺ dulje vrijeme. Pri tome su odabir eksperimentalnih uvjeta i ishodnih 

reaktanata od velike vaģnosti.72 Najjednostavniji naļin biomimetske sinteze jest mijeġanje 

vodenih otopina kalcijevih i fosfatnih iona. Na taj naļin dobivaju se CaP, vrlo razliļiti od 

bioloġkog apatita, ġto je oļekivano s obzirom na razlike in vitro i in vivo kristalizacije. In vivo 

taloģenje odvija se unutar organske matrice, ġto omoguĺuje strogu kontrolu procesa taloģenja i 

svojstva nastalog bioloġkog apatita. U nastajanju ļvrstih tkiva sudjeluju razni organski, 

anorganski i bioloġki spojevi koji mogu djelovati kao inhibitori, nukleatori ili ļak kalupi za rast 

bioloġkog apatita.87 Pri tome se koncentracije reaktanata, kao i pH, odrģavaju konstantnim 

metaboliļkim procesima. 

 

Tablica 2. Koncentracije pojedinih iona u krvnoj plazmi, otopini fosfatnog pufera (PBS), Hankovoj 

balansiranoj otopini soli (HBSS) i simuliranoj tjelesnoj tekuĺini (SBF)88,89 

 c / mmol dm 3 

 Na+ K+ Mg+ Ca2+ Cl  HCO3  HPO4
2  SO4

2  

Krvna 

plazma 
142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5 

PBS 157,0 7,3 / / 139,7 / 11,8 / 

HBSS 142,0 5,8 0,8 1,3 144,8 4,2 0,8 0,8 

SBF 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5 

 

S druge strane, pri in vitro kristalizaciji uobiļajeno dolazi do postupnog smanjivanja 

koncentracija iona i pH. To se moģe izbjeĺi koriġtenjem tehnika taloģenja uz odrģavanje stalnog 

sastava reaktanata i pufera, te dodatkom biomakromolekula u taloģni sustav. Daljnje 

pribliģavanje fizioloġkim uvjetima postiģe se taloģenjem u medijima koji su svojim sastavom 
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sliļni bioloġkim tekuĺinama (krvnom serumu, urinu, slini ili limfi) (tablica 2). Primjer je 

Hankova balansirana otopina soli (HBSS), koja sadrģi fosfatne i kalcijeve ione zajedno s 

ostalim anorganskim ionima i glukozom.72 Pored toga, koristi se otopina fosfatnog pufera 

(PBS) koja sadrģi anorganske soli poput KCl, KH2PO4, NaCl i NaH2PO4.
90 Najļeġĺe se koristi 

simulirana tjelesna tekuĺina (SBF), metastabilna otopina koja sadrģi ione u koncentracijama 

jednakim onima u ljudskoj krvnoj plazmi i ļiji je pH 7,4.88 

Uz dobro definirane uvjete pripreme, biomimetska metoda zapravo je vrlo jednostavna, 

ekonomiļna i ekoloġki prihvatljiva metoda pripreme razliļitih CaP, njihovih kompozita ili 

kompozitnih prevlaka. Ne koriste se visoke temperature, visoki ili niski tlakovi ni atmosfere 

inertnih plinova. Priprema se odvija pri sobnoj temperaturi ili temperaturi tijela, pri 

atmosferskom tlaku i u sustavu koji je izloģen djelovanju plinova iz zraka.91 Biomimetska 

priprava privlaļi veliku paģnju pri sintezi kompozita s biomakromolekulama, jer blagi uvjeti 

osiguravaju zadrģavanje bioaktivnosti takvih spojeva. Nadalje, biomimetskom pripremom 

moguĺe je pripremiti kompozitne prevlake na vrlo razliļitim topologijama povrġina.27,91 To je 

posebno vaģno za izradu personaliziranih implantanata, koji se izraĽuju tehnologijom 3D 

ispisivanja, jer omoguĺuje tretman pacijenata s kompleksnim defektima kostiju.92 Biomimetska 

metoda priprave je od posebne vaģnosti za prevlaļenje 3D implantata bioaktivnim i 

antibakterijskim prevlakama,4 ġto umanjuje rizik od pojave infekcija.27 

 

2.3. Nanoļestice srebra 

 

Srebro je mekani, bijeli prijelazni metal koji se koristi u razne svrhe posljednjih 7000 godina. 

Uporaba u kovanju novļiĺa te raznog kuhinjskog pribora bila je uļestala zbog njegove 

otpornosti na koroziju, ali i zbog antimikrobnog djelovanja, ġto je i glavni razlog danaġnje 

uporabe i istraģivanja srebra u medicinske svrhe.93 Srebro je nespecifiļan biocidni agens, 

djeluje na Gramῐpozitivne i Gramῐnegativne bakterije, gljivice i viruse. Moguĺe ga je 

primijeniti u odgovarajuĺim dozama koje nisu toksiļne za stanice sisavaca.94ï96 Ima ġiroko 

antibakterijsko djelovanje zahvaljujuĺi razliļitim mehanizmima djelovanja. Moģe se vezati na 

tiolne i amino skupine u proteinima, peptidoglikansku stijenku stanice, plazmatsku membranu 

i fosfatne skupine u DNA. Navedeno uzrokuje poremeĺaj rada stanice te slijedom toga i 

apoptozu.97ï99 Srebro se koristi u zavojima za rane te kao prevlaka za medicinske ureĽaje za 

sprjeļavanje nastajanja bakterijskog biofilma.100 Nanoļestice srebra imaju velik potencijal u 
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ortopediji gdje su vrlo uļestale infekcije povezane s implantatima (eng. implant associated 

infections, IAI).10 

 

2.3.1. Infekcije povezane s implantatima i otpornost bakterija na antibiotike 

 

U danaġnje vrijeme, zbog starenja stanovniġtva i ubrzanog naļina ģivota, raste uļestalost bolesti 

i ozljeda ļvrstih tkiva, posebice kostiju. Vrlo ļesto jedino je rjeġenje implantacija dijela ili cijele 

kosti, ġto sa sobom nosi dug oporavak101 i rizik od pojave infekcija.6 To je i jedan od najveĺih 

problema implantacije, jer se infekcije mogu pojaviti i do dvije godine nakon same operacije.6 

Vjerojatnost pojave infekcije ovisi o lokaciji implantata u tijelu. Infekcije povezane s 

implantatima najļeġĺe se lijeļe sustavnom terapijom antibioticima. Pri IAI dolazi do 

kolonizacije povrġine implantata bakterijama i nastanka biofilma.7,11 Bakterijski biofilm je 

fiksirana mikrobna zajednica povezana unutar izvanstaniļne polimerne supstance.102 

Karakterizira ga ireverzibilna adhezija na povrġinu, vrlo ļesto medicinskih instrumenata i 

implantata, kao i kanalizirana struktura. Takva graĽa omoguĺuje dobru kontrolu ispuġtanja 

plinova i nutrijenata te bolju otpornost na djelovanje antimikrobnih agensa.102,103 Po 

sazrijevanju biofilma, dolazi do ġirenja infekcije na okolna tkiva. Navedeno dodatno oteģava 

tretman,7 pa je u nekim sluļajevima potrebna i ponovna operacija kako bi se inficirani implantat 

zamijenio. To sa sobom nosi joġ veĺe rizike od pojave infekcija.6 Pored otpornosti biofilma na 

antibiotike, neke bakterije su i same u planktonskom obliku otporne na antibiotike, kao ġto je 

MRSA (multiple drug-resistant Staphylococcus aureus), te njihov broj svakodnevno raste.11 

Zato se istraģuju alternativni antimikrobni pristupi lijeļenju. Kao jedno od moguĺih rjeġenja, 

istraģuju se inovativni materijali antimikrobnih svojstava. Pripremani su materijali s raznim 

antibioticima, metalnim ionima i metalnim nanoļesticama, gdje se srebro istiļe zbog svog veĺ 

poznatog, antimikrobnog djelovanja.10 Pri primjeni nanoļestica srebra javlja se opasnost 

postizanja citotoksiļnih koncentracija. Stanice sisavaca mogu razgraditi metalne nanoļestice 

putem fagocitoze, a zatim i djelovanja lizosoma. Na taj naļin, za razliku od bakterijskih stanica, 

mogu smanjiti toksiļnost nanoļestica.11 

 

2.3.2. Vaģnost oblika i veliļine nanoļestica za antibakterijsko djelovanje 

 

Iako je srebro otporno na koroziju, s njegove povrġine se postupno otpuġtaju ioni, ġto je i uzrok 

njegovih antimikrobnih svojstava. Razni se materijali stoga prevlaļe slojem srebra kako bi se 
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postigla antibakterijska svojstva, a zadrģala ekonomiļnost proizvodnje s obzirom na visoku 

cijenu srebra.93 Medicinski ureĽaji prevlaļe se srebrom raznim metodama: elektrolitiļkim 

nanoġenjem nanoļestica,104 elektroforetskim nanoġenjem nanoļestica105 ili prevlaļenjem 

raznim kompozitima polimera i nanoļestica srebra.106 Nedostatak tih metoda je pojava korozije 

na mjestu dodira srebra s neplemenitim materijalom. Kako je ionsko srebro ono koje ima 

antibakterijsko djelovanje, u dezinfekcijske svrhe veĺ se dulji niz godina koriste srebrove soli, 

poput srebrovog nitrata. Primjenom srebrovog nitrata postiģe se velika lokalna koncentracija 

iona srebra, ġto ubija bakterije, ali i oġteĺuje okolna tkiva. S druge strane, slabo topljive soli 

srebra, ļija se topljivost smanjuje u nizu AgCl > AgBr > AgI > Ag2S, sporo otpuġtaju ione. 

Zato se srebrov klorid koristi kao antibakterijski aditiv u proizvodima za ļiġĺenje.93 

 Nanoļestice srebra takoĽer otpuġtaju Ag+, no njihovo otpuġtanje, pa tako i 

antibakterijsko djelovanje, kontrolirano je veliļinom i oblikom nanoļestice, naļinom dostave, 

stabilizatorom te ugradnjom nanoļestica u razne kompozite.107 Iz navedenih razloga, 

antibakterijsko djelovanje nanoļestica lakġe je modificirati i prilagoditi potrebama, u odnosu 

na makromaterijal ili same ione srebra. Stoga ne ļudi da se intenzivno istraģuju veĺ gotovo 

cijelo stoljeĺe.93,108 Najļeġĺe se pripremaju redukcijom ionskog srebra koristeĺi glukozu, 

trinatrijev citrat, etilen glikol ili natrijev borhidrid u prisustvu stabilizatora kako bi se sprijeļila 

agregacija nanoļestica. Sinteze se jako razlikuju te svojstva konaļnih AgNPῐa znatno ovise o 

uvjetima pripreme; otapalu, stabilizatoru, reducensu. Do sada su pripremljene AgNP razliļitih 

oblika, sferiļnog,109,110 bipiramidalnog,111 u obliku diska,112 ģice,113 kocki,114 prizmi,115 

prstenova,116 ploļica117 i oktaedara.114 Na morfologiju ļestica moģe utjecati prisutnost 

neļistoĺa, aditiva ili izlaganje svjetlosti, pa tako sferiļne ļestice djelovanjem svjetlosti mogu 

transformirati u prizmatske.118 Nestabilizirane nanoļestice podloģnije su razliļitim promjenama 

i agregaciji od stabiliziranih, stoga se pri sintezi koriste razliļiti stabilizatori poput 

poli(vinilpirolidona) ili drugih polimera. Nanoļestice srebra pripremaju se i u plinskoj fazi te 

se tako dobivaju nefunkcionalizirane AgNP koje nije moguĺe dispergirati u vodi.109 U 

biomedicinske svrhe, AgNP su istraģivane za ciljanu dostavu lijekova s obzirom na to da 

omoguĺuju veĺu uļinkovitost i prodiranje lijeka prema ģeljenom organu te tijekom dostave ġtite 

lijek od raznih nespecifiļnih reakcija. MeĽutim, srebro je toksiļno za stanice sisavaca zbog 

ļega je vaģna funkcionalizacija povrġine kako bi se zadrģala povoljna svojstva, a minimiziralo 

negativno djelovanje AgNPῐa na organizam.93,108 
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 Nanoļestice srebra, kao i metalno srebro, otpuġtaju ione srebra sa svoje povrġine vrlo 

sporom oksidacijom. Kinetika otpuġtanja ovisi o veliļini, povrġinskoj funkcionalizaciji, 

temperaturi i sastavu medija. Kako nanoļestice imaju veliku specifiļnu povrġinu, otpuġtanje 

iona je brģe u odnosu na makroῐsrebro.12,93 Koliļina otpuġtenog srebra ovisi o raznim 

ļimbenicima, pri ļemu je vaģan utjecaj koncentracije gdje porastom poļetne koncentracije 

srebra dolazi do otpuġtanja veĺeg udjela srebra u jednakom vremenskom intervalu (slika 10).12 

S druge strane, kinetika otpuġtanja iona srebra razlikuje se u kompleksnijim medijima zbog 

prisustva protuiona s kojima Ag+ moģe istaloģiti u obliku netopljive soli, ili proteina i 

biomolekula s kojima moģe kompleksirati.119 U pribliģno anaerobnim uvjetima, gotovo i ne 

dolazi do oksidacije, a posljediļno ni otpuġtanja iona srebra.98 

 

 

Slika 10. Otpuġtanje iona srebra iz citratom stabiliziranih nanoļestica srebra pri 37 ÁC i dvije razliļite 

koncentracije nanoļestica srebra (kontruirano prema ref. 12) 

 

Sigurno je da veliļina nanoļestica ima vaģnu ulogu u razini toksiļnosti prema 

mikroorganizmima. Dugo vrijeme istraģivanja su rezultirala kontradiktornim zakljuļcima o 

povezanosti veliļine nanoļestica i njihove toksiļnosti. Navedeno je najveĺim dijelom bilo 

posljedica razliļitih uvjeta u kojima su se istraģivanja provodila. Stoga su provedena 

istraģivanja u standardiziranim uvjetima kako bi se moglo usporediti djelovanje nanoļestica 

razliļitih veliļina. Pri jednakoj koliļini srebra, manje nanoļestice, prosjeļnog promjera oko 10 
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nm, imale su veĺu toksiļnost za stanice, ali i bakterije, u odnosu na veĺe nanoļestice prosjeļnog 

promjera oko 90 nm.110,120,121 S druge strane, u nekim istraģivanjima s veĺim nanoļesticama, 

dobiveno je vrlo dobro antibakterijsko djelovanje AgNPῐa, zbog ļega je moguĺe zakljuļiti da 

viġe ļimbenika utjeļe na baktericidnost AgNPῐa te ona ne ovisi samo o prolasku AgNPῐa kroz 

bakterijsku membranu.122 

Pored veliļine, oblik je takoĽer vaģna karakteristika nanoļestica koja utjeļe na njihovo 

antimikrobno djelovanje. Antibakterijski uļinak ovisi o dobrom prianjanju nanoļestica na 

bakterijsku membranu, stoga su istraģivane nanoļestica srebra razliļitih oblika.107 Pokazano je 

da nanomaterijali srebra kockastog oblika imaju najbolje antibakterijsko djelovanje, slijedi ga 

antibakterijsko djelovanje sferiļnih nanoļestica dok je djelovanje najmanje izraģeno kod 

nanoģica.123 Nadalje, ustanovljeno je da osim samog oblika pripremljenih nanomaterijala 

srebra, antibakterijsko djelovanje ovisi i o oġtrini rubova. Tako je u jednom istraģivanju 

pripremljeno viġe razliļitih nanomaterijala srebra trokutastog i heksagonalnog oblika oġtrih i 

tupih rubova. Za oba oblika dobiveno je bolje antibakterijsko djelovanje s nanomaterijalima 

oġtrih rubova,124 ġto je objaġnjeno veĺom gustoĺom naboja na oġtrim u odnosu na tupe 

rubove.125 

 

2.3.3. Antimikrobno djelovanje nanoļestica srebra 

 

Naļin djelovanja nanoļestica srebra dugo je prouļavan, ali joġ uvijek nije u potpunosti 

razjaġnjen. In vitro istraģivanja pokazala su da srebro otpuġta ione srebra sa svoje povrġine, koji 

su bioloġki aktivni i veģu se na razne strukture bakterijske stanice. Kako je ion srebra Lewisova 

kiselina i ima veliki afinitet prema sumporu i duġiku,97 tiolne i amino skupine proteina podloģne 

su meĽudjelovanju, kao i peptidoglikanska stijenka stanice, plazmatska membrana i fosfatne 

skupine u DNA.98,99 Ovisno o mjestu vezanja iona srebra, pretpostavljeno je nekoliko naļina 

djelovanja (slika 11). 

Vezanje iona na bakterijsku stijenku uzrokuje oġteĺenje vanjskih slojeva bakterijske 

stanice, ġto dovodi do gubitka sadrģaja stanice te do pojave defekata u strukturi.126 Kako 

Gramῐpozitivne bakterije imaju deblju staniļnu stijenku, potrebna je veĺa koncentracija iona 

srebra za postizanje jednakog uļinka kao kod Gramῐnegativnih bakterija.127 Pozitivno nabijeni 

ioni srebra veģu se i prolaze kroz negativno nabijenu stijenku i membranu bakterijske stanice.122 

Vezanjem iona na bakterijski DNA onemoguĺuje se replikacija, dok se vezanjem na SH skupine 

proteina onemoguĺuje nekoliko vaģnih staniļnih funkcija poput respiracije i permeabilnosti.99 
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Vaģan naļin, koji je u sinergiji s vezanjem iona na SH skupine, jest proizvodnja reaktivnih 

kisikovih vrsta, koje su vrlo toksiļne za stanicu.128 U poļetku se smatralo da je proizvodnja 

reaktivnih kisikovih vrsta glavni naļin djelovanja iona srebra, no u istraģivanjima u aerobnim i 

anaerobnim uvjetima utvrĽena je jednaka toksiļnost srebra prema bakterijama, tako da se pored 

proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta, jednako vaģnim smatra inaktivacija proteina vezanjem 

na tiolnu skupinu.98,99 

 

 

Slika 11. Shematski prikaz razliļitih naļina antibakterijskog djelovanja iona srebra (konstruirano 

prema ref. 99) 

 

Djelovanje nanoļestica uglavnom se temelji na djelovanju otpuġtenih iona srebra, s obzirom na 

to da ĺe nanoļestice veĺe od 10 nm teġko proĺi bakterijsku membranu.129 Dodatan ļimbenik 

koji utjeļe na prolazak su negativno nabijeni stabilizatori nanoļestica zbog elektrostatskog 

odbijanja s negativno nabijenom membranom bakterije.122 Djelovanje veĺih nanoļestica ovisi 

o unosu u stanicu, gdje direktno inaktiviraju proteine i DNA. Pored toga, dolazi do oksidacije 

nanoļestica do iona koji djeluju veĺ ranije spomenutim mehanizmima.98 

Velik broj istraģivanja pokazao je da je koncentracijski raspon u kojem je srebro 

toksiļno i inhibira rast bakterija izmeĽu 0,1 i 20 mg dm 3.93 Pokazalo se takoĽer da, iako AgNP 

djeluje na planktonske bakterije, ne djeluje na njihov biofilm.130 Ioni srebra su toksiļni za 

eukariotske stanice u koncentracijama od 1 do 10 mg dm 3, dok su nanoļestice srebra toksiļne 

u koncentracijama izmeĽu 10 i 100 mg dm 3.9,131 
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2.3.4. Nanoļestice srebra u kompozitima 

 

Nanoļestice srebra vrlo ļesto se koriste u pripravi kompozita u inģenjerstvu koġtanog tkiva iz 

nekoliko razloga. Prvi i najvaģniji su antibakterijska svojstva srebra te puno manja poznata 

otpornost bakterija na djelovanje srebra.99 Istraģuju se razni kompoziti nanosrebra i standardnih 

materijala koriġtenih u ortopediji, kao ġto su cementi bazirani na polimetilmetakrilatu, koji se 

koriste za uļvrġĺivanje umjetnih zglobova,127 te hidroksiapatit i ostali kalcijevi fosfati, koji su 

najkoriġteniji u dentalnoj i koġtanoj implantologiji.35 Navedeni kompoziti zamiġljeni su kao 

multifunkcionalan materijal jer bi postojeĺem materijalu, koji ima svoju konkretnu primjenu, 

proġirili funkciju antibakterijskim djelovanjem. Osim toga, istraģivani bioaktivni kompoziti 

mogu poboljġati ili ubrzati procese koji slijede nakon implantacije u tijelo. Navedeno ukljuļuje 

zarastanje kostiju i opĺenito oporavak pacijenta, ali u isto vrijeme i sprjeļavanje pojave 

infekcije antibakterijskim djelovanjem srebra.4,127,132 Nanoļestice srebra su citotoksiļne, zbog 

ļega se u organizmu ne mogu koristiti bez funkcionalizacije povrġine ili ugradnje u razne 

kompozite, ġto ublaģuje ili maskira toksiļnost za stanice.6,10 

Razliļiti kompoziti kalcijevih fosfata i nanoļestica srebra pripremani su za primjenu u 

implantologiji, pa je tako jedna od tehnika sprej piroliza pri kojoj su prekursorske otopine 

rasprġene u zagrijanu cijev, atomizirane i podvrgnute pirolizi pri 550 ÁC.18 Nadalje, kompoziti 

CaP/AgNP pripremani su naknadnim ugraĽivanjem AgNPῐa u hidroksiapatit dispergiranjem 

praha HA u suspenziji AgNPῐa pri poviġenoj temperaturi,20 a osim toga AgNP su ugraĽivane u 

smjesu HA i ɓῐTCPῐa mijeġanjem pri poviġenoj temperaturi.21 Kompozit AgNP i HA pripreman 

je i koprecipitacijom u prisustvu AgNPῐa pri 150 ÁC u autoklavu.22 Navedenim metodama 

pripremljeni su kompoziti dobrih antimikrobnih svojstava pogodnih za ciljanu dostavu lijekova. 

Da bi se pripremili biomaterijali treĺe generacije, potrebno bi bilo ugraditi  biomolekule u 

kompozite CaP/AgNP. Navedene metode koriste poviġene temperature i uvjete pripreme koji 

nisu bliski fizioloġkim, ġto onemoguĺuje ugradnju biomolekula. Iz navedenog razloga, istraģuju 

se metode koje bi bile ġto sliļnije biomineralizaciji u tijelu, kao ġto je biomimetski naļin 

pripreme. Takav naļin omoguĺuje ugradnju raznih biomolekula u bioaktivne kompozite s 

antibakterijskim svojstvima.133 Biomimetskim naļinom pripremani su kompoziti kalcijevih 

fosfata i razliļitih aditiva kao ġto su kitozan i hijaluronska kiselina134 i albumin iz goveĽeg 

seruma.135 Dobiveni kompoziti imaju dobro definiranu nanostrukturu te svojstva koja 

potencijalno poboljġavaju njihovu biouļinkovitost.133 Istraģivanja biomimetske pripreme 

kompozita kalcijevih fosfata i srebra, potencijalno vrlo vaģna u pripremi inovativnih 
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biomimetskih kompozita s antibakterijskim svojstvima, prema dostupnoj literaturi, nisu 

provedena. 

 

2.4. Albumin iz goveĽeg seruma 

 

Albumin iz seruma jedan je od najzastupljenijih proteina u plazmi sisavaca. Zbog viġe 

dostupnih mjesta vezanja, veģe razne ligande, ġto ga ļini multifunkcionalnim. Sluģi kao 

rezervoar duġikovog oksida, koji se u tijelu koristi kao signalna molekula, i za prijenos raznih 

metabolita, lijekova, nutrijenata i drugih molekula.136 Pored toga, albumin je vaģan protein u 

kontroli razina Ca2+ i Mg2+ iona u krvi sisavaca. Oblik molekule je srcolik, a struktura se sastoji 

od 3 helikalne domene od kojih svaka ima 2 poddomene te vanjskog mjesta za vezanja liganda 

(slika 12). Sliļnost BSA ljudskom albuminu iz seruma je velika, uzevġi u obzir da je oko 76 % 

aminokiselinske sekvence jednako ljudskom, ġto je vrlo vaģno s obzirom na to da albumini iz 

razliļitih organizama mogu biti alergeni u ljudskom organizmu, ovisno o sliļnosti sekvence. 

Eksperimentalno je odreĽeno da sliļnost sekvence jednaka ili veĺa od 67 % ne izaziva 

imunoloġki odgovor u organizmu.136 Iz navedenih razloga BSA je vrlo dobar kandidat u raznim 

kliniļkim, farmaceutskim i biokemijskim primjenama te se BSA istraģuje za ciljanu dostavu 

lijekova, ali i vrlo ļesto kao modelni protein za razliļite druge primjene.137,138 

 

 

Slika 12. Struktura molekule albumina iz goveĽeg seruma. I, II i III oznaļuju razliļite domene, a A i B 

poddomene (preuzeto iz ref. 136) 
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Ranija istraģivanja ugradnje BSA u kompozite kalcijevih fosfata pokazala su da u prisutnosti 

BSA u taloģnom sustavu nastaje CaP manje kristalnosti nego onaj pripremljen bez BSA. Tako 

dobiveni CaP sliļniji su mineralnom dijelu kostiju od onih pripremljenih bez BSA.139,140 

Nadalje, utvrĽeno je da BSA, prisutan u dovoljno velikom masenom udjelu, moģe poboljġati 

kompresivnu snagu CaPῐa.141 Navedeni rezultati potiļu daljnja istraģivanja primjene BSA u 

pripremi kompozita kalcijevih fosfata i drugih anorganskih ili bioloġkih spojeva. 

 

2.5. Kitozan 

 

Kitozan (Chi) je djelomiļno deacetiliran derivat hitina, jednog od najzastupljenijih prirodnih 

polisaharida. Zbog male topljivosti, hitin se najļeġĺe prevodi u kitozan, kopolimer glukozamina 

i Nῐacetilglukozamina142 odnosno ɓῐ(1ῐ4)ῐ2ῐacetoamidoῐ2ῐdetoksiῐDῐglukan (slika 13).143 

Kitozan je, s obzirom na svoje podrijetlo, biokompatibilan, biorazgradiv, netoksiļan te 

posjeduje hidratantna i antimikrobna svojstva. Zbog svoje higroskopne prirode, uvijek sadrģi 

odreĽenu koliļinu vode.142,143 Sliļno kao i hitin, kitozan je netopljiv u vodi i baziļnim 

otopinama, no topljiv je u razrijeĽenim kiselinama ako je male relativne molekulske mase. 

Kitozan velike relativne molekulske mase gotovo je netopljiv u razrijeĽenim kiselinama. 

Njegove otopine velike su viskoznosti, zbog ļega se samo kitozan male relativne molekulske 

mase koristi u medicinske primjene.143 

 

 

Slika 13. Struktura kitozana pri ļemu DA oznaļuje stupanj deacetilacije (preuzeto iz ref. 142) 

 

Antibakterijska i antifungalna aktivnost kitozana povezana je s molekulskom masom, stupnjem 

deacetilacije, pH, stupnjem supstitucije, poloģaju supstituenta u glukozaminskoj jedinici, 

duljini te vrsti ciljanog organizma.14,143 Poznata su dva mehanizma antibakterijskog djelovanja 

kitozana. Kitozan velike molekulske mase adsorbira se na staniļnu stijenku, ġto uzrokuje njeno 
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pucanje i gubitak sadrģaja stanice. Kitozan male molekulske mase prodire u ģive stanice, ġto 

rezultira inhibicijom raznih enzima, proteina i opĺenito rada stanica.144 Istraģivanja 

antibakterijske aktivnosti kitozana potvrdila su da kitozan male molekulske mase ima vrlo 

dobru antibakterijsku aktivnost,143 prema Gramῐpozitivnim i Gramῐnegativnim bakterijama, a 

nije toksiļan za stanice sisavaca.14,143 Zbog navedenih svojstava kitozan ima ġiroku primjenu u 

biomedicini, farmaciji i biotehnologiji. Istraģuju se i kompoziti kalcijevih fosfata i kitozana za 

kod kojih je ustanovljeno da kalcijevi fosfati poboljġavaju prianjanje stanica na kitozan i 

omoguĺuju bolje proliferaciju stanica.4 

 

2.6. Titanijski implantati i kompozitne prevlake  

 

Svake godine proizvodi se oko 1000 tona biomaterijala za ortopedske i dentalne implantate 

baziranih na titaniju.145 Titanij je biokompatibilan, lagani materijal odliļne otpornosti na 

koroziju i vrlo dobrih mehaniļkih svojstava. U dodiru s kisikom iz zraka prevlaļi se slojem 

TiO2 koji ga ļini inertnim.
2,146 Navedena svojstva vrlo su vaģna za primjenu u umjetnim 

zglobovima kao ġto su kukovi ili umjetnim korijenima zuba, gdje je vaģna mehaniļka stabilnost 

i biokompatibilnost. Bioinertnost titanija ļesto se istiļe kao njihova prednost za primjenu u 

implantologiji, jer nemaju negativan utjecaj na stanice. S druge strane, zbog toga ne nastaje 

mehaniļki stabilna veza izmeĽu implantata i koġtanog tkiva, ġto je vrlo vaģan korak u 

prihvaĺanju implantata i oporavku pacijenta nakon implantacije.2,79 U zadnjih 20 godina 

uļestalost neuspjele integracije dentalnih i ortopedskih implantata je 5ï10 %.147 Prije 

oseointegracije implantata odvija se kompleksni imunoloġki odgovor koji zapoļinje odmah po 

ugradnji implantata u tijelo. Povrġina implantata se u roku od nekoliko minuta prevlaļi slojem 

molekula vode, proteina i raznih iona, poput fosfatnih i Ca2+, te dolazi do otpuġtanja citokina i 

raznih proteina iz stanica oġteĺenih prilikom operacije ġto je zapravo odgovor domaĺina na 

prisutnost stranog objekta. Kako bi se sprijeļila kroniļna upala, imunoloġki sustav mora doĺi u 

ravnoteģu te oseointegracija zapoļinje diferencijacijom osteoblasta i osteocita koji pomaģu u 

nastajanju nove kosti. Diferencijacija osteoblasta i osteocita zapoļinje ranim upalnim 

procesom. Ako ne doĽe do diferencijacije, dolazi do stvaranja i proliferacije fibrozne kapsule 

oko implantata koja sprjeļava kontakt implantata i koġtanog tkiva.148,149 Adsorpcija spojeva na 

povrġinu moģe biti voĽena hidrofobnim meĽudjelovanjem, elektrostatskim privlaļenjem, Van 

der Waalsovim silama, zbog ļega su znaļajke povrġine poput hrapavosti, stupnja vlaģenja i 

naboja povrġine implantata, vrlo vaģne.150 Oseointegracija se zapravo dijeli u tri vaģna koraka, 
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pri ļemu je prvi osteokondukcija, u kojem dolazi do migracije i diferencijacije osteogenih 

stanica (osteoblasta i osteocita) na povrġinu implantata, dok je drugi korak nastajanje nove kosti 

na povrġini implantata, ġto je vrlo sliļno nastajanju cementnog sloja koġtanog tkiva. Zadnji 

korak, koji je ujedno i najsporiji, ukljuļuje remodeliranje novonastalog sloja kosti.151 Iz 

navedenog razloga istraģuju se razne modifikacije i naļini funkcionalizacije povrġine 

implantata kako bi se osiguralo prihvaĺanje i zarastanje implantata u tijelu.  

 

2.6.1. Obrada povrġine titanija 

 

Titanij i njegove legure veĺ se dugo primjenjuju u biomedicini zbog svoje izvrsne 

biokompatibilnosti, otpornosti na koroziju i bioinertnosti. Izlaganjem titanija kisiku iz zraka 

nastaje tanak sloj titanijevog oksida, uglavnom TiO2, dok u kontaktu s vodom nastaju i TiO, 

TiO(OH) i Ti2O3. Ti2O3 se brzo pretvara u TiO(OH) koji se zatim brzo pretvara u TiO2, nakon 

reakcije s molekulama vode (slika 14).146,151 

 

 

Slika 14. Shematski prikaz hidroksiliranja povrġine titanija i stvaranja povrġinskog naboja u dodiru s 

vodenim otopinama. (konstruirano prema ref.146) 

 

Sloj oksida na implantatu vrlo se razlikuje od sastava okolnog tkiva, zbog ļega vrlo teġko i 

sporo dolazi do kontakta stanica s implantatom i poļetka oseointegracije.152 S druge strane, sloj 
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oksida vaģan je za oļuvanje svojstava otpornosti na koroziju, no vrlo ļesto je to sloj 

neujednaļene debljine i nedovoljne hrapavosti. Iz navedenog razloga dolazi samo do 

mehaniļke oseointegracije, pri ļemu izostaje nastanak kemijske veze izmeĽu implantata i 

okolnog tkiva.151,153 Pored toga, djelovanjem raznih spojeva u tijelu, moģe doĺi do uklanjanja 

inaktivacijskog sloja implantata, ġto moģe dovesti do pojave raznih upala. Kako razgradnja 

uvijek zapoļinje od povrġine, otpornost na koroziju, otpornost na troġenje i biokompatibilnost 

titanija i legura titanija ovise o svojstvima povrġine, zbog ļega se ona vrlo ļesto obraĽuje i 

modificira, kako bi se poboljġala njezina svojstva.152 

Nadalje, jedan od vaģnih razloga za obradu povrġine titanija leģi u razumijevanju 

tipiļnog procesa proizvodnje titanija, pri ļemu se koriste razna sredstva za hlaĽenje i lubrikanti, 

koji mogu kontaminirati povrġinu ili dovesti do oksidacije titanija.154 Na titaniju se prilikom 

proizvodnje primjenjuju velike sile, zbog ļega moģe potencijalno doĺi do plastiļne deformacije. 

Proizvodnim procesom dobiva se titanij koji je potencijalno oksidiran, kontaminiran, plastiļno 

deformiran, s neujednaļenim povrġinskim slojem loġe definiranog sastava. Povrġina titanija se 

stoga obraĽuje kako bi se bolje definirao sastav povrġinskog sloja, kako bi on bio uniformniji 

te boljih svojstava za adheziju stanica i drugih spojeva.151,154 

Postoje dvije glavne vrste obrade povrġine, mehaniļka i kemijska obrada. Mehaniļka 

obrada ukljuļuje tretman, oblikovanje ili uklanjanje povrġine materijala koriġtenjem fizikalnih 

sila primijenjenih od strane drugog ļvrstog materijala.151,154 Mehaniļke metode dijele se na one 

kojima se povrġina materijala uklanja rezanjem ili abrazivnim postupcima i metode deformacije 

materijala bombardiranjem ļesticama. Ļestice TiO2, Al2O3 ili SiO2 velike brzine obiļno se 

koriste u svrhu bombardiranja povrġine titanija.154 Poliranje se koristi kao zavrġni proces za 

proizvodnju ģeljene topografije povrġine. Poliranjem mekih metala, kao ġto je ļist titanij, moģe 

doĺi do ugradnje ļestica materijala za poliranje u povrġinu. Obiļno se poliranje koristi kao 

zadnji korak grublje obrade, te se daljnjom kemijskom ili elektrokemijskom obradom definiraju 

konaļna svojstva povrġine. Pored poliranja, koristi se bombardiranje povrġine tvrdim ļesticama 

velikim brzinama, pri ļemu ļestice uzrokuju lokalnu plastiļnu deformaciju i uklanjaju dio 

materijala povrġine. U biomedicinske svrhe, ta metoda se koristi za poveĺanje hrapavosti 

povrġine implantata. Ovisno o vrsti koriġtenih ļestica dobiva se ili nepravilna povrġina oġtrih 

bridova i izboļina ili zaglaĽenija nepravilna povrġina. Ļestice vrlo ļesto zaostaju ugraĽene u 

povrġinu titanija, zbog ļega se i nakon te mehaniļke obrade titanij obraĽuje kemijski.154 
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 Kemijska obrada ukljuļuje metode poput ļiġĺenja otapalom, jetkanja kiselinom, 

jetkanja bazom, inaktivacije duġiļnom kiselinom, temperaturnog tretmana i tretmana 

vodikovim peroksidom.151,155 Ļiġĺenje otapalom koristi se za uklanjanje ulja i masnoĺa te 

kontaminacija nakon proizvodnje, pri ļemu ne dolazi do promjene u oksidnom sloju na povrġini 

titanija. Izbor otapala vrlo je vaģan za uklanjanje kontaminacija, no otapalo takoĽer moģe biti 

kontaminacija koja ima negativan uļinak za daljnje koriġtenje povrġina.154 Jetkanjem se uklanja 

sloj povrġine koji ukljuļuje oksidni sloj te dio metala koji se nalazi ispod njega s ciljem 

dobivanja uniformnije povrġine. Pored toga koristi se za poveĺanje hrapavosti povrġine 

titanijskih implantata.151,152 Jetkanje povrġine titanija ograniļeno je na koriġtenje nekoliko 

kiselina, s obzirom na to da su titanijevi oksidi kemijski stabilne vrste. Vrlo ļesto se koristi 

vodena smjesa duġiļne kiseline (10ï30 % volumnog udjela) i fluorovodiļne kiseline (1ï3 % 

volumnog udjela) u destiliranoj vodi u omjerima HNO3 : HF = 10 : 1.154 Pored toga otopina 

fluorovodiļne kiseline koristi se samostalno156 ili u smjesi H2SO4/HCl157. TakoĽer se ļesto 

koristi smjesa vodenih otopina klorovodiļne i sumporne kiseline u razliļitim koncentracijama 

i omjerima.17,158 Jetkanje kiselinama temelji se na reakciji vodikovih iona i TiO2 pri ļemu dolazi 

do nastanka topljive soli titanija i oslobaĽanja vodika, koji moģe ostati zarobljen u sloju 

oksida.152,154 

 Topografija povrġine titanija jetkane razliļitim kiselinama ovisi o poļetnom stanju 

povrġine i o koliļini materijala uklonjenog jetkanjem.159 Pa se tako Ăblagimñ metodama jetkanja 

veĺinom saļuvaju glavne znaļajke topografije. Povrġina obraĽena Ăagresivnijimñ metodama, 

prilikom kojih dolazi do uklanjanja znatne koliļine materijala, ima oġtre rubove i velike 

nepravilnosti.154 Hrapavost nastala jetkanjem kiselinom na povrġini titanija u rasponu je od 0,1 

do nekoliko mikrometara te na povrġini zaostaje tanak sloj oksida (< 10 nm), za koji se pokazalo 

da vrlo sporo raste, izmeĽu 3 i 6 nm, tijekom 400 dana na zraku.154 Viġe istraģivanja pokazalo 

je da povrġina titanija jetkana kiselinom ima bolju biokompatibilnost, omoguĺava bolju 

diferencijaciju stanica i posljediļno bolju oseointegraciju.151,154,156,159 

 Pored jetkanja kiselinom, titanij se moģe tretirati s vodenim otopinama natrijevog ili 

kalijevog hidroksida velike koncentracije, pri ļemu se na povrġini stvara sloj gela titanata 

alkalijskih metala nepravilne topografije i velike poroznosti na submikrometarskoj skali.160 

Temperaturnim tretmanom moguĺe je modificirati sastav i strukturu povrġinskih slojeva,152 a 

kombinacijom jetkanja kiselinama i bazama dobiva se povrġinski sloj joġ veĺe poroznosti.151 

Pored toga koristi se pasivacija oksidirajuĺom kiselinom kao ġto je koncentrirana nitratna ili 



Ä 2. Literaturni pregled  35 

Suzana Inkret  Doktorska disertacija 

fosforna kiselina, ġto rezultira oļuvanom topografijom povrġine i stvaranjem dodatnog tankog 

sloja oksida.17,151 Elektrokemijski tretmani, poput elektropoliranja i anodne oksidacije takoĽer 

se koriste u pripremi povrġine titanijevih implantata, no obiļno kao predtretmani za druge 

naļine obrade povrġine.154 U novije vrijeme za modifikaciju povrġine koristi se laserska obrada 

pri ļemu se fokusiranom laserskom zrakom velikog intenziteta tali povrġinski sloj titanija te 

nastaje sloj TiO2 veĺe tvrdoĺe, otpornosti na troġenje i otpornosti na koroziju. Osim toga, laser 

se koristi za dodavanje aditiva povrġinskom sloju, odnosno stvaranje funkcionalnih legura na 

povrġini titanija koje daju veĺu tvrdoĺu povrġini i otpornije su na troġenje.152,159 

 

2.6.2. Funkcionalizacija povrġine titanija 

 

Pored obrade same povrġine titanija, u novije vrijeme prouļava se i funkcionalizacija povrġine 

prevlakama koje bi bile ġto sliļnije strukturi i sastavu kosti da bi se postigla ġto bolja 

oseointegracija implantata (slika 15). Cilj je pripremiti multifunkcionalne prevlake koje uz 

osteokonduktivna i osteoinduktivna, imaju i antibakterijska svojstva. Takve prevlake sadrģe 

bioaktivne molekule i/ili antibakterijske spojeve, koji se mogu otpuġtati kontinuirano u duljem 

vremenskom periodu.  

 

Slika 15. Razliļiti naļini modifikacije povrġine titanijskih implantata (konstruirano prema ref. 168) 
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Do sada su istraģene prevlake s ugraĽenim ļimbenicima rasta kostiju, proteinima vaģnim u 

morfogenetici kostiju, ļimbenicima rasta fibroblasta i sl.151,161 Novije strategije u 

funkcionalizaciji povrġine titanija su prevlaļenje povrġine monoslojem ili viġestrukim slojem 

prevlake s proteinima izvanstaniļnog matriksa, peptidima, peptidomimeticima i 

biopolimerima.162 U takvim prevlakama proteini se imobiliziraju na tri naļina, fizikalnom 

adsorpcijom, fizikalnim zarobljavanjem i kovalentnim vezanjem. Kovalentnim vezanjem 

dodatno se stabiliziraju bioprevlake zbog ļega se tim naļinom pripremaju obiļno prevlake 

peptida. Iako one imaju poboljġana bioloġka svojstva, stabilnost bioaktivnih spojeva je mala, a 

cijena priprave velika, ġto ograniļava njihovu primjenu. Opĺenito, navedene vrste prevlaka 

omoguĺuju puno bolji kontakt implantatïkost u odnosu na neprevuļene povrġine titanijskog 

implantata.151 

Razni anorganski aditivi kao ġto su ugljiļne nanotubice163, metalni ioni164 i filmovi te 

anorganski polimeri,165 dodavani su na povrġinu titanija u svrhu poboljġanja ugradnje 

implantata i antibakterijskog djelovanja. Pored toga, povrġina titanija je modificirana in situ 

stvaranjem nanotubica TiO2 u jednaku svrhu.166 Za pripremu prevlaka koriġtene su metode 

rasprġivanja plazme, pripreme prevlaka metalnih iona uranjanjem u plazmu, kemijsko 

prevlaļenje metalima iz plinovitoga stanja i solïgel metoda.167,168 Priprema metalnih prevlaka 

uranjanjem u plazmu koriġtena je za dobivanje filmova titanijevog oksida, filmova 

hidrogeniranog amorfnog ugljika dopiranog duġikom te filmova SiïN koji su pospjeġili 

meĽudjelovanje materijala i krvi. Navedeni filmovi u istraģivanjima su pokazali antitrombotsko 

djelovanje.169 Tom metodom takoĽer su pripremane metalne prevlake kombinacije magnezija i 

srebra koje su pokazale puno bolje antibakterijsko djelovanje u odnosu na sam titanij.170 

Priprema prevlaka uranjanjem u plazmu omoguĺuje ugradnju razliļitih elemenata na povrġinu 

supstrata. Pored toga omoguĺuje preciznu kontrolu koncentracije i rasporeda ugraĽenih iona.167 

Kemijskim prevlaļenjem spojeva iz plinovitog stanja pripremane su razne prevlake poput 

nanoģica TiO2 dopiranih silicijem, koje su poboljġale hidrofilnost povrġine.171 Nadalje, tom 

metodom pripremane su nanoprevlake grafitnih i TiO2 materijala pri ļemu su prevlake pokazale 

jaku dobru antibakterijsku uļinkovitost.172 Kemijsko prevlaļenje iz plinovitog stanja moģe dati 

prevlake vrlo dobrih svojstava, no nije uļestala metoda pripreme obzirom da koristi visoke 

temperature, a deponiranje spojeva tim naļinom je vrlo sporo. Osim toga metoda koristi 

toksiļne izvore plinova te potencijalni plinoviti nusprodukti mogu biti ġtetni u daljnjem procesu 

implantacije.167 Solïgel i elektrokemijske metode koriste se za pripremu raznovrsnih oksidnih 



Ä 2. Literaturni pregled  37 

Suzana Inkret  Doktorska disertacija 

filmova, kao ġto su filmovi TiO2 koji poboljġavaju povrġinsku tvrdoĺu, otpornost na troġenje i 

otpornost na koroziju. Pored toga, solῐgel metodom pripremane su prevlake TiO2 i Ag koje nisu 

pokazale citotoksiļnost, a pospjeġile su svojstvo otpornosti na koroziju.173 

 

2.6.3. Funkcionalizacija povrġine titanija kalcijevim fosfatima i njihovim kompozitima  

 

Razni kalcijevi fosfati naneseni su na povrġinu titanija, jer se kombinacijom biokompatibilnosti 

i mehaniļke snage titanija te bioaktivnosti kalcijevih fosfata dobivaju materijali uspjeġniji u 

oseointegraciji. Pored toga, pripremane su i prevlake kalcijevih fosfata i nanoļestica srebra na 

povrġini titanija kako bi se postiglo i antibakterijsko djelovanje. Razne metode koriġtene su za 

pripremu takvih prevlaka, pri ļemu se one dijele u dvije veĺe skupine, fizikalne i kemijske 

metode. Fizikalne metode oznaļuju modifikaciju strukture povrġine te u tu skupinu spadaju 

rasprġivanje plazmom i fizikalno deponiranje iz pare. Kemijskim metodama modifikacije 

mijenjaju se kemijska svojstva povrġine, a za implantate najļeġĺe se koriste solῐgel metoda i 

elektrokemijska depozicija.167,174 

 Rasprġivanje plazmom tehnika je termalnog rasprġivanja uz plazmu kao termalni izvor. 

Prevlake kalcijevih fosfata vrlo se ļesto pripremaju tom metodom jer uvjeti pripreme mogu 

modulirati sastav, kristalnost i nastajanje pora mikrometarskih veliļina u prevlakama.167,174 

Osim prevlaka kalcijevih fosfata, tom metodom pripremane su i prevlake kompozita kalcijevih 

fosfata i srebra. Za dobivanje kompozitnih prevlaka, prah srebra i kalcijevih fosfata mljeven je 

te je konaļna mjeġavina koriġtena za rasprġivanje plazmom.25 Metoda je vrlo ekonomiļna i 

jednostavna, no s obzirom na to da se koriste visoke temperature ne moģe se koristiti za 

ugradnju biomakromolekula.167,174 

 Fizikalna depozicija iz pare naļin je fizikalne pripreme prevlake koji ukljuļuje 

sublimaciju spoja u vakuumu te njegovu depoziciju na vodljivi supstrat. Fizikalnom 

depozicijom iz pare smatra se svako vakuumsko isparavanje, platiranje ionima ili 

raspraġivanje.167 Od tih metoda, najkoriġtenije je magnetronsko raspraġivanje koje omoguĺuje 

pripremu prevlaka u viġe slojeva, pri ļemu slojevi ne moraju imati isti sastav. Navedeno 

omoguĺuje kombiniranje raznovrsnih spojeva razliļitih svojstava, ġto daje multifunkcionalnost 

prevlakama.167,175 Magnetronsko raspraġivanje temelji se na koriġtenju radiofrekventnog 

elektriļnog polja za ubrzanje iona prema meti. Atomi i molekule deponiraju se raspraġivanjem 

pri ļemu nastaje uniforman sloj kontrolirane debljine.168,175 Tom metodom pripremane su 

troslojne prevlake kalcijevih fosfata, aluminijevog oksida i titanijevog dioksida na povrġini 
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implantata od legure titanija, aluminija i vanadija. Dobivene su prevlake biokompatibilne, zbog 

prisutnosti CaPῐa, dok su Al2O3 i TiO2 utjecali na poboljġanu otpornost na koroziju.176 

Magnetronskim raspraġenjem pripremljene su i viġeslojne prevlake kalcijevih fosfata i srebra 

na povrġini titanija. Prevlake su pripremljene naizmjeniļnim raspraġenjem slojeva kalcijevih 

fosfata i srebra pri poviġenoj temperaturi i sniģenom tlaku uz dodatno termalno obraĽivanje po 

naslojavanju. Dobivene prevlake pokazale su dobro antibakterijsko djelovanje i netoksiļnost za 

osteoblaste.23 Fizikalna depozicija iz pare, iako vrlo raġirena tehnika, ima nekoliko ograniļenja, 

a najvaģnije je nastanak prevlaka slabo vezanih za povrġinu supstrata. Tako pripremljene 

prevlake imaju ograniļenu uporabu s obzirom na to da u Ăekstremnijimñ uvjetima moģe doĺi 

do njihovog otkidanja sa supstrata.167 

 Solῐgel metoda uļestala je metoda pripreme oksidnih slojeva na implantatima, odnosno 

njihove kemijske modifikacije. Temelji se na pripremi prevlaka iz sol i gel faze, pri ļemu na 

svojstva prevlake znaļajno utjeļu pH i poļetni reaktanti.167 Tom metodom pripremljene su 

prevlake kalcijevih fosfata dopirane ionima srebra na pasiviranoj povrġini titanija. Dobivene 

prevlake pokazale su smanjenu adheziju bakterija na povrġinu u odnosu na neprevuļenu 

povrġinu titanija.24 Nakon naslojavanja kalcijevih fosfata na povrġinu titanija, u literaturi su 

koriġteni mnogi tretmani nakon nanoġenja za induciranje kristalizacije ili rekristalizacije, 

poboljġanje vezanja nekih spojeva i isparavanje zarobljenog otapala. Tretmani obiļno ukljuļuju 

izlaganje poviġenim temperaturama pri ļemu primjerice amorfni kalcijev fosfat i druge 

neῐapatitne faze prelaze u hidroksiapatit, ġto poveĺava kristalnost i otpornost na koroziju.177ï180 

Iako je solῐgel metoda ġiroko raġirena, solῐgel prevlake rijetko se pripremaju u industrijskim 

procesima zbog dugotrajne pripreme i potrebe za sinteriranjem nakon pripreme.174 

 Druga vrlo raġirena metoda kemijske pripreme prevlaka je elektrokemijska priprema, 

koja se smatra blagom metodom. Takvim naļinom pripremani su apatitni slojevi kalcijevih 

fosfata na povrġini titanija iz pomijeġanih ishodnih otopina kalcijevih i fosfatnih iona. Dobivene 

prevlake poboljġale su otpornost na koroziju titanija.181 Pored toga, elektrokemijskom 

depozicijom pripremljene su prevlake kalcijevih fosfata i nanoļestica srebra, no tim je naļinom 

pripremljen prvo sloj kalcijevih fosfata, na koji je potom adsorbiran sloj nanoļestica srebra. 

Navedene prevlake utjeļu na poboljġanje antibakterijskog djelovanja temeljenog na kontaktu 

bakterije sa slojem nanoļestica srebra.182 
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Ä 3. EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. Materijali  

 

3.1.1. Materijali za sintezu i karakterizaciju nanoļestica srebra 

 

Za sintezu nanoļestica srebra stabiliziranih natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom 

(AOTῐAgNP), trinatrijevim citratom (citῐAgNP) i poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) 

koriġtene su kemikalije analitiļke ļistoĺe srebrov nitrat (AgNO3), trinatrijev citrat dihidrat 

(C6H5Na3O7Ŀ2H2O), poli(vinilpirolidon) (PVP), natrijev bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinat (AOT), 

Dῐglukoza, amonijak i natrijev hidroksid proizvoĽaļa Sigma Aldrich. Za odreĽivanje 

koncentracije srebra u suspenzijama nanoļestica srebra koriġtena je nitratna kiselina 

(SuprapurÈ,Merck) i standardna otopina srebra (Merck, Darmstadt, Njemaļka). 

 

3.1.2. Materijali koriġteni za pripravu taloģnih sustava 

 

Za taloģenje su koriġtene  kemikalije analitiļke ļistoĺe kalcijev klorid dihidrat (CaCl2Ŀ2H2O), 

natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4), klorovodiļna kiselina, natrijev hidroksid, albumin iz 

goveĽeg seruma (BSA) i kitozan (Chi) proizvoĽaļa Sigma Aldrich. 

 

3.1.3. Materijali za obradu i prevlaļenje povrġine titanija 

 

Ploļice titanija veliļine 1 cm Ĭ 1 cm, debljine 0,5 mm, 99,6 %-tne ļistoĺe, nabavljene su od 

HMW Hauner GmbH & Co.KG, Njemaļka. 

Za obradu ploļica koriġtena je klorovodiļna kiselina proizvoĽaļa Gramῐmol i sumporna 

kiselina proizvoĽaļa Fisher Chemical. 

Za prevlaļenje obraĽenih ploļica razliļitim kompozitima koriġtene su sintetizirane 

nanoļestice srebra razliļitih povrġinskih modifikacija (AOTῐAgNP, citῐAgNP, PVPῐAgNP) te 

kemikalije analitiļke ļistoĺe: kalcijev klorid dihidrat, natrijev hidrogenfosfat, klorovodiļna 

kiselina, natrijev hidroksid, albumin iz goveĽeg seruma i kitozan proizvoĽaļa Sigma Aldrich. 
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3.2.  Eksperimentalni postupci 

 

3.2.1. Sinteza nanoļestica srebra razliļite povrġinske modifikacije 

 

Nanoļestice srebra modificirane natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom pripremljene su 

prema protokolu Vinkoviĺ Vrļek i sur.183,184. U okruglu tikvicu dodano je 173 cm3 vodene 

otopine AOTῐa koncentracije 5,18Ț10 4 mol dm 3 uz jako mijeġanje na magnetskoj mijeġalici 

pri sobnoj temperaturi. U vodenu otopinu AOTῐa je zatim dodano 2,22 cm3 vodene otopine 

AgNO3 koncentracije 90Ŀ10 3 mol dm 3 i 0,133 cm3 vodene otopine 35 %ῐtnog NH3, te 4 cm3 

vodene otopine Dῐglukoze koncentracije 0,5 mol dm 3 brzinom 1 kap/s. Na kraju je dodano 

0,6 cm3 vodene otopine NaOH koncentracije 1 mol dm 3. Dobivena reakcijska smjesa mijeġana 

je na magnetskoj mijeġalici 0,5 h zaġtiĺena od svjetla. Po zavrġetku reakcije suspenzija je 

centrifugirana dva puta: prvi puta na 5500 rpm 20 min, a drugi puta na 6000 rpm 15 min. 

Suviġak reaktanata uklonjen je odvajanjem supernatanta, ļime je zaostala suspenzija 

AOTῐAgNP, koja je ļuvana zaġtiĺena od svjetla na 4 ÁC za daljnje eksperimente. 

 Nanoļestice srebra stabilizirane poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) pripremljene su 

takoĽer prema protokolu Vrļek i sur.183 na sliļan naļin kao i AOTῐAgNP pri temperaturi od 

40 ÁC koristeĺi 0,193 dm3 0,31  %ῐtne vodene otopine PVPῐa. 

 Nanoļestice srebra stabilizirane citratom (citῐAgNP) sintetizirane su prema protokolu 

Munro i sur.185,186 Vodena otopina AgNO3 koncentracije 1,01  mol dm 3 zagrijana je do vrenja 

uz mijeġanje na magnetskoj mijeġalici nakon ļega je dodano 2,27 cm3 1 %ῐtne vodene otopine 

trinatrijevog citrata dihidrata (C6H5Na3O7Ŀ2H2O) te je reakcijska smjesa mijeġana na 

magnetskoj mijeġalici 3 h pri 100 ÁC. Suspenzija citratnih nanoļestica odvojena je 

centrifugiranjem i ļuvana na jednak naļin kao i AOTῐAgNP. 

 

3.2.2. Stabilnost razliļito modificiranih nanoļestica srebra u vodi i vodenoj otopini 

Na2HPO4 

 

Stabilnost razliļito modificiranih nanoļestica srebra ispitivana je mjerenjem veliļine ļestica i 

zeta potencijala u destiliranoj i deioniziranoj vodi provodnosti 0,055 ÕS cm 1 (miliQ voda) i 

vodenoj otopini Na2HPO4 koncentracije 8Ț10
3 mol dm 3 koja je koriġtena za pripremu taloģnih 

sustava. U tu svrhu pripremljene su suspenzije razliļito modificiranih AgNPῐa (AOTῐAgNP, 

PVPῐAgNP i citῐAgNP) koncentracije 50 mg dm 3, dvostruko veĺe od najveĺih koriġtenih za 
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pripremu taloģnih sustava. Veliļina ļestica i zeta potencijal mjereni su tijekom 24 h dinamiļkim 

i elektroforetskim rasprġenjem svjetla (DLS i ELS). 

 

3.2.3. Taloģenje kalcijevih fosfata u kontrolnom sustavu 

 

Ishodne vodene otopine CaCl2Ŀ2H2O i Na2HPO4 koncentracije 0,1 mol dm 3 pripremljene su 

otapanjem toļne odvage kemikalija (prethodno suġenih 1,5 h pri 85 ÁC u suġioniku) u miliQ 

vodi. pH pripremljene vodene otopine Na2HPO4 podeġen je na 7,4 koriġtenjem koncentrirane 

vodene otopine HCl. Radne vodene otopine CaCl2Ŀ2H2O i Na2HPO4 koncentracije 8Ŀ10

3 mol dm 3 pripremane su razrjeĽivanjem odgovarajuĺih ishodnih vodenih otopina, pri ļemu je 

pH radne vodene otopine Na2HPO4 podeġen na 7,4. 

Za ispitivanje utjecaja aditiva na taloģenje kalcijevih fosfata pripremljen je kontrolni 

sustav bez aditiva, u kojem je praĺeno taloģenje kalcijevih fosfata. Kontrolni sustav pripremljen 

je brzim mijeġanjem 200 cm3 radnih vodenih otopina CaCl2Ŀ2H2O i Na2HPO4 u 

termostatiranom reaktoru pri 25 ÁC bez dodatnog mijeġanja. Taloģenje CaPῐa praĺeno je 

potenciometrijski, pri ļemu je amorfni talog odvajan nakon 10 minuta taloģenja, a kristalni 

talog nakon 60 minuta taloģenja. Dobiveni talog filtriran je s pomoĺu fil tar papira s veliļinom 

pora 0,45 ɛm, zatim ispran nekoliko puta vodom, jednom etanolom te je ļuvan u eksikatoru za 

daljnje analize. 

 

3.2.4. Taloģenje kalcijevih fosfata u prisutnosti nanoļestica srebra razliļite povrġinske 
modifikacije i biomakromolekula 

 

Kako bi se ispitao utjecaj razliļito modificiranih nanoļestica srebra, biomakromolekula te 

njihovih kombinacija na taloģenje kalcijevih fosfata, pripremljeni su taloģni sustavi na sliļan 

naļin kao i kontrolni sustavi. Radna vodena otopina CaCl2Ŀ2H2O pripremljena je jednako kao 

i za kontrolne sustave, dok je radna vodena otopina Na2HPO4 sadrģavala razliļite aditive, 

nanoļestice srebra, biomakromolekule i njihove kombinacije ( 

tablica 3). Radnoj vodenoj otopini Na2HPO4 je nakon dodatka aditiva pH namjeġten na 7,4 

vodenim otopinama HCl (1 mol dm 3) i NaOH (1 mol dm 3). 

 Uz taloģne sustave s jednim aditivom, pripremani su i taloģni sustavi s kombinacijom 

aditiva, AgNPῐa i biomakromolekula, pri ļemu je u navedenim sustavima koncentracija AgNP 

bila 10 mg dm 3 ( 
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tablica 3). Koriġtene koncentracije Chi manje su u odnosu na BSA zbog puno manje topljivosti 

Chi te su veĺ u ranijim istraģivanjima dobiveni sliļni efekti.187 

 

Tablica 3. Koncentracije razliļitih aditiva dodavanih u taloģni sustav s kalcijevim fosfatima te oznake 

konaļnih produkata taloģnih sustava. Kao aditivi koriġtene su nanoļestice srebra stabilizirane natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim 

citratom (citῐAgNP), BSA ï albumin iz goveĽeg seruma, Chi ï kitozan. 

AgNP ɔ (AgNP) / mg dm-3 ɔ (BSA) / mg dm-3 ɔ (Chi) / mg dm-3 Oznaka 

b
e

z
 A

g
N

P 

/ 25 / 

CaP/BSA / 50 / 

/ 100 / 

/ / 5 

CaP/Chi / / 10 

/ / 25 

A
O

T
-A

g
N

P
 

5 / / 
CaP/AOT-

AgNP 
10 / / 

25 / / 

10 25 / 
CaP/AOT-

AgNP/BSA 
10 50 / 

10 100 / 

10 / 5 
CaP/AOT-

AgNP/Chi 
10 / 10 

10 / 25 

P
V

P
-A

g
N

P
 

5 / / 
CaP/PVP-

AgNP 
10 / / 

25 / / 

10 25 / 
CaP/PVP-

AgNP/BSA 
10 50 / 

10 100 / 

10 / 5 
CaP/PVP-

AgNP/Chi 
10 / 10 

10 / 25 

c
it
-A

g
N

P
 

5 / / 

CaP/cit-AgNP 10 / / 

25 / / 

10 25 / 
CaP/cit-

AgNP/BSA 
10 50 / 

10 100 / 

10 / 5 
CaP/cit-

AgNP/Chi 
10 / 10 

10 / 25 
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Dobiveni talozi CaP/AgNP odvojeni su na jednak naļin kao u kontrolnom sustavu. Talozi 

CaP/BSA i CaP/AgNP/BSA odvojeni su sliļno kao i u kontrolnom sustavu, pri ļemu su amorfni 

talozi odvojeni nakon 15 minuta taloģenja, a kristalni talog nakon 80 minuta taloģenja. Kristalni 

talozi CaP/Chi i CaP/AgNP/Chi odvojeni su sliļno kao i u kontrolnom sustavu, no nakon 120 

minuta taloģenja za sve kompozite osim za najveĺu koncentraciju Chi u kompozitu 

CaP/PVPῐAgNP/Chi gdje su odvajani nakon 17 sati. Amorfni talozi CaP/Chi i CaP/AgNP/Chi 

nisu odvajani zbog nedovoljne koliļine nastalog taloga. Nastali talozi isprani su vodom i 

etanolom te su suġeni i pohranjeni u eksikatoru, zaġtiĺeni od svjetla. 

 

3.2.5. Obrada povrġine ploļica titanija 

 

Titanijeve ploļice jetkane su kiselinama radi modifikacije povrġine za pripremu kompozitnih 

prevlaka. Prije jetkanja, ploļice titanija oļiġĺene su prema protokolu Wen i sur.18820 minuta u 

acetonu, zatim 20 minuta u 96 %-tnom etanolu te dva puta po 20 minuta u miliQ vodi. Za svaki 

korak koriġtena je ultrazvuļna kupelj. 

Nakon ļiġĺenja, ploļice su jetkane prema dva razliļita protokola: 

1. jetkanje s HCl (prema Wang i sur.15): ploļice su uronjene u 20 %-tnu vodenu otopinu 

klorovodiļne kiseline na 1 h pri sobnoj temperaturi. Nakon jetkanja, isprane su dva puta 

po 20 minuta miliQ vodom u ultrazvuļnoj kupelji. 

2. Jetkanje smjesom H2SO4 i HCl (prema Lu i sur.17): pripremljena je smjesa 98 %-tne 

vodene otopine sumporne kiseline, 36,5 %ῐtne vodene otopine klorovodiļne kiseline i 

miliQ vode u omjeru 1 : 1 : 1. Ploļice titanija jetkane su tom smjesom 1 h pri 60 ÁC, a 

zatim isprane dva puta po 20 minuta miliQ vodom u ultrazvuļnoj kupelji. 

 

3.2.6. Priprema kompozitnih prevlaka kalcijevih fosfata, nanoļestica srebra razliļite 
povrġinske modifikacije i biomakromolekula 

 

Za pripremu prevlaka kalcijevih fosfata na obraĽenoj povrġini titanija, koriġtene su neposredno 

pripremljene suspenzija amorfnog kalcijevog fosfata i metastabilna kalcificirajuĺa vodena 

otopina. Povrġine titanija prevuļene su slojem kalcijevih fosfata prema protokolu Dutour 

Sikiriĺ i sur.189 Metastabilna vodena otopina kalcijevih fosfata pripremljena je mijeġanjem 

vodene otopine CaCl2Ŀ2H2O koncentracije 5,6Ŀ10 3 mol dm 3 i vodene otopine Na2HPO4 

koncentracije 4,0Ŀ10 3 mol dm 3, pri ļemu je prije mijeġanja vodenoj otopini Na2HPO4 podeġen 

pH na 7,4 s pomoĺu HCl (1 mol dm 3). Navedena otopina bistra je i stabilna do 14 dana. Pored 
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toga, pripremljena je suspenzija amorfnog kalcijevog fosfata (ACP) brzim mijeġanjem vodene 

otopine CaCl2Ŀ2H2O koncentracije 20Ŀ10 3 mol dm 3 i vodene otopine Na2HPO4 koncentracije 

20Ŀ10 3 mol dm 3, pri ļemu je prije mijeġanja vodenoj otopini Na2HPO4 podeġen pH na 7,4. 

Ploļice titanija, neobraĽene, obraĽene vodenom otopinom klorovodiļne kiseline i 

smjesom vodenih otopina HCl i H2SO4, postavljene su na dno jaģica mikrotitarskih ploļa s 24 

jaģice. Ploļice su zatim bile izloģene 3 cm3 svjeģe pripremljene suspenzije amorfnog kalcijevog 

fosfata tijekom 7 minuta. Nakon 7 minuta, suspenzija amorfnog kalcijevog fosfata je aspirirana 

te je postupak ponovljen 3 puta kako bi se pripremio uniformni sloj adsorbiranog amorfnog 

kalcijevog fosfata. Ploļice titanija su potom uronjene u metastabilnu kalcificirajuĺu vodenu 

otopinu 48 h pri 25 ÁC, nakon ļega su isprane miliQ vodom i osuġene u eksikatoru. Opisanim 

naļinom pripremljene su kontrolne prevlake kalcijevih fosfata na povrġinama titanija. 

 Priprema kompozitnih prevlaka kalcijevih fosfata i razliļito modificiranih nanoļestica 

srebra na obraĽenoj povrġini titanija (slika 16) slijedila je jednak postupak kao za kontrolne 

prevlake, uz dodatak suspenzija razliļitih nanoļestica srebra u vodenu otopinu Na2HPO4 prije 

pripreme suspenzije amorfnog kalcijevog fosfata. Suspenzija amorfnog kalcijevog fosfata 

pripremljena je uz dodatak AOTῐAgNPῐa, PVPῐAgNPῐa i citῐAgNPῐa u koncentraciji 

20 mg dm 3. 

 

Slika 16. Shematski prikaz kompozita kalcijevih fosfata (CaP) i nanoļestica srebra (AgNP) na 

povrġini titanija 

 

Kako bi se odredio utjecaj biomakromolekula na pripravu prevlaka, BSA i kitozan su 

adsorbirani na povrġine ploļica izlaganjem ploļica vodenoj otopini BSA koncentracije 

100 mg dm 3 ili vodenoj otopini kitozana koncentracije 25 mg dm 3 tijekom 24 h pri 25 ÁC. 

Tako pripremljene ploļice prevuļene su prevlakama kalcijevih fosfata i kompozitnim 

prevlakama nanoļestice srebra/kalcijevi fosfati prethodno opisanim postupkom. Svi 
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pripremljeni uzorci, kombinacije razliļitih aditiva na razliļito obraĽenim povrġinama titanija 

prikazani su u tablici 4. Prevuļene ploļice isprane su miliQ vodom, ļuvane u eksikatoru 

zaġtiĺene od svjetla za daljnje analize. 

 

Tablica 4. Sastav prevlaka pripremljenih na povrġini titanija jetkanoj 20 %ῐtnim HClῐom 1 h pri sobnoj 

temperaturi (TiHCl) i povrġini titanija jetkanoj smjesom H2SO4/HCl (V(H2SO4) : V(HCl) : V(H2O) = 1 : 

1 : 1) 1 h pri 60 ÁC (TiH
2
SO

4
/HCl). CaP ï kalcijevi fosfati, AOTῐAgNP ï nanoļestice srebra stabilizirane 

natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom, PVPῐAgNP ï nanoļestice srebra stabilizirane 

poli(vinilpirolidonom), i citῐAgNP ï nanoļestice srebra stabilizirane trionatrijevim citratom, BSA ï 

albumin iz goveĽeg seruma i Chi ï kitozan. 

Vrsta povrġine Vrsta AgNP 
Dodana 

biomakromolekula 
Oznaka prevlake 

/ / / CaP 

TiHCl / / CaP 

TiH2SO4/HCl / / CaP 

TiHCl / BSA CaP/BSA 

TiHCl / Chi CaP/Chi 

TiH2SO4/HCl / BSA CaP/BSA 

TiH2SO4/HCl / Chi CaP/Chi 

TiHCl AOTῐAgNP / CaP/AOT-AgNP 

TiHCl PVPῐAgNP / CaP/PVP-AgNP 

TiHCl citῐAgNP / CaP/cit-AgNP 

TiH2SO4/HCl AOTῐAgNP / CaP/AOT-AgNP 

TiH2SO4/HCl PVPῐAgNP / CaP/PVP-AgNP 

TiH2SO4/HCl citῐAgNP / CaP/cit-AgNP 

TiHCl AOTῐAgNP BSA CaP/AOT-AgNP/BSA 

TiHCl PVPῐAgNP BSA CaP/PVP-AgNP/BSA 

TiHCl citῐAgNP BSA CaP/cit-AgNP/BSA 

TiH2SO4/HCl AOTῐAgNP BSA CaP/AOT-AgNP/BSA 

TiH2SO4/HCl PVPῐAgNP BSA CaP/PVP-AgNP/BSA 

TiH2SO4/HCl citῐAgNP BSA CaP/cit-AgNP/BSA 

TiHCl AOTῐAgNP Chi CaP/AOT-AgNPChi 

TiHCl PVPῐAgNP Chi CaP/PVP-AgNP/Chi 

TiHCl citῐAgNP Chi CaP/cit-AgNP/Chi 

TiH2SO4/HCl AOTῐAgNP Chi CaP/AOT-AgNP/Chi 

TiH2SO4/HCl PVPῐAgNP Chi CaP/PVP-AgNP/Chi 

TiH2SO4/HCl citῐAgNP Chi CaP/cit-AgNP/Chi 
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3.3. Eksperimentalne metode 

 

3.3.1. Dinamiļko i elektroforetsko rasprġivanje svjetla 

 

Dinamiļko rasprġenje svjetla (DLS) koristi se za odreĽivanje veliļine ļestica u koloidnim 

suspenzijama. Eksperimentalna je metoda zasnovana na mjerenju vremenske autokorelacijske 

funkcije intenziteta svjetlosti rasprġene na razrijeĽenoj suspenziji ļestica.190 Usmjeravanjem 

monokromatskog svjetla na ļestice u suspenziji, dolazi do rasprġenja svjetlosti zbog njihovog 

nasumiļnog gibanja, tzv. Brownovog gibanja. Gibanje ļestica uzrokuje fluktuacije u 

rasprġenom svjetlu tijekom vremena. Na temelju promjena u intenzitetu rasprġene svjetlosti, 

konstruira se autokorelacijska funkciju pomoĺu koje se moģe izraļunati translacijski difuzni 

koeficijent (D), veliļina koja se odreĽuje DLS-om. Hidrodinamiļki promjer ļestice povezan je 

preko Einstein-Stokesove jednadģbe s translacijskim difuzijskim koeficijentom ġto omoguĺuje 

raļunanje veliļine ļestica iz DLS mjerenja:191 

 Ὀ
ὯὝ

σ“–Ὠ
 (1) 

pri ļemu kB oznaļuje Boltzmannovu konstantu, T apsolutnu temperaturu, ɖ dinamiļku 

viskoznost i dh hidrodinamiļki promjer. 

Zeta potencijal je elektrokinetiļki potencijal na kliznoj ravnini koloidne ļestice koja se 

kreĺe u elektriļnom polju. Zeta potencijal mjeri se elektroforetskim rasprġenjem svjetlosti 

(ELS).191 

Raspodjela veliļine i zeta potencijala nanoļestica srebra, BSA i Chi u otopini Na2HPO4 

mjerene su dinamiļkim odnosno elektroforetskim rasprġenjem svjetla koristeĺi fotonsko 

korelacijski spektrofotometar s Ăzelenimñ laserom valne duljine 532 nm (Zetasizer Nano ZS, 

Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Intenzitet rasprġenog svjetla detektiran je pri kutu 

173Á za DLS mjerenja. Kako se ne bi precijenila veliļina zbog rasprġenja na veĺim ļesticama, 

hidrodinamiļki promjer odreĽen je kao vrijednost maksimuma raspodjele veliļine po 

volumenu. Zeta potencijal izraļunat je iz izmjerene elektroforetske mobilnosti koriġtenjem 

Henryjeve jednadģbe i aproksimacije po Smoluchowskom. Za odreĽivanje veliļine ļestica 

uzorci su mjereni 6 puta, dok su za odreĽivanje zeta potencijala mjereni 3 puta. Obrada 

podataka provedena je s pomoĺu Zetasizer Software 8.02 (Malvern Instruments, 

Worcestershire, UK). Mjerenja su provedena pri temperaturi 25,0 Ñ 0,1 ÁC. 
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3.3.2. UV-Vis spektroskopija 

 

UVῐVis spektroskopija koriġtena je za potvrdu nastanka nanoļestica srebra. Pod utjecajem 

UVῐVis zraļenja, dolazi do pojave oscilacija u materijalu kao posljedica meĽudjelovanja 

povrġinskih elektrona i elektromagnetskog zraļenja. Prilikom totalne unutarnje refleksije, pri 

rezonantnoj frekvenciji nanoļestice, povrġinski elektroni apsorbiraju svjetlost te dolazi do 

njihovog kolektivnog pobuĽivanja. Iz navedenog razloga dolazi do naglog poveĺanja apsorpcije 

pri karakteristiļnoj rezonantnoj valnoj duljini, tzv. povrġinske plazmonske rezonancije (engl. 

surface plasmon resonance, SPR). Valna duljina SPRῐa ovisi o vrsti nanoļestice, veliļini, 

obliku i gustoĺi materijala.192 

UVῐVis spektri vodenih suspenzija nanoļestica srebra snimljeni su na Carry 60 UVῐVis 

spektrofotometru (Agilent, Santa Clara, CA, SAD). Prisutnost maksimuma povrġinske 

plazmonske rezonancije koriġtena je kao potvrda nastanka nanoļestica srebra. 

 

3.3.3. Atomska apsorpcijska spektrometrija 

 

Atomska apsorpcijska spektrometrija (AAS) analitiļka je tehnika koja omoguĺava vrlo 

precizno kvantitativno odreĽivanje koliļine pojedinog elementa u uzorku. Metodom se ģeljeni 

elementi pobuĽuju u ekscitirano stanje, koje je nestabilno, pa brzo dolazi do relaksacije odnosno 

emisije apsorbirane energije. Emitira se zraļenje nekoliko specifiļnih valnih duljina (spektralne 

linije) karakteristiļnih za pojedini element, ġto omoguĺuje odreĽivanje pojedinog elementa. 

Mjerenjem intenziteta spektralnih linija odreĽuje se koncentracija elementa u uzorku.193 

Atomska apsorpcijska spektrometrija koriġtena je za odreĽivanje koncentracije srebra u 

suspenzijama sintetiziranih nanoļestica srebra. U tu svrhu koriġten je atomski apsorpcijski 

spektrometar s grafitnom peĺi (GFAAS) (Perkin Elmer AAnalyst 600, Perkin Elmer, Shelton, 

SAD) sa Zeemanovom pozadinskom korekcijom. Uzorci su otopljeni u 10 %ῐtnoj (v/v) nitratnoj 

kiselini prije odreĽivanja koncentracije. Za kalibraciju je koriġtena standardna otopina srebra 

(1000 mg dm3 u 5 %ῐtnoj otopini HNO3) proizvoĽaļa Merck (Darmstadt, Njemaļka). 

 

3.3.4. Spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom 

 

Spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom (ICPῐMS) rutinski se koristi u 

razliļitim istraģivaļkim poljima za kvantitativno odreĽivanje koncentracije elemenata u 
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uzorku. Osjetljivost metode je na razini niģoj od ppm (parts per million). Induktivno spregnuta 

plazma kao atomizator i ionizator omoguĺuje idealno uvoĽenje uzorka za masenu 

spektrometriju ġto omoguĺuje vrlo veliku osjetljivost instrumenta.194 

 Spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom koriġtena je za odreĽivanje 

koncentracije pripremljenih suspenzija nanoļestica srebra. U tu svrhu koriġten je maseni 

spektrometar ICPῐQQQ 8900 (Agilent, USA) uz koriġtenje standardne otopina za kalibraciju. 

U uzorke je dodan unutarnji standard otopine srebra (1,000 Ñ 0,002 g dm 3). Za odreĽivanje 

sadrģaja srebra, uzorci su otopljeni u 2%ῐtnoj (v/v) otopini nitratne kiseline. Kvaliteta mjerenja 

osigurana je simultanom analizom kontrolnih uzoraka ultraļiste vode i uzoraka unutarnje 

kontrole. 

 

3.3.5. Potenciometrija 

 

Taloģenje kalcijevih fosfata u kontrolnim sustavima bez aditiva i taloģnim sustavima s 

aditivima (razliļito modificiranim srebrnim nanoļesticama: AOTῐAgNP, PVPῐAgNP i 

citῐAgNP, BSA i Chi) moguĺe je pratiti potenciometrijski jer transformacija ACP u kristalni 

kalcijev fosfat uzrokuje sniģavanje pH taloģnog sustava.195 U tu svrhu koriġtena je staklena 

kombinirana elektroda tvrtke Sentek Ltd. (Braintree, Ujedinjeno Kraljevstvo) i pHῐmetar 

(Metrohm, Herisau, Ġvicarska). pHῐmetar je kalibriran prije svakog koriġtenja puferskim 

otopinama pH vrijednosti 4, 7 i 9, proizvoĽaļa Merck. pH vrijednosti taloģnih sustava mjerene 

su svaku minutu. 

 

3.3.6. Difrakcija rendgenskog zraļenja 

 

Difrakcija rendgenskog zraļenja (engl. X-Ray Diffraction, XRD) analitiļka je tehnika 

odreĽivanja kristalne strukture, kemijskog sastava i fiziļkih svojstava materijala. Polikristalni 

uzorak moģe se sastojati od viġe istovrsnih ili raznovrsnih kristala razliļitog smjera orijentacije. 

Difraktogram praha prikazuje poloģaj, ġirinu te relativni intenzitet difrakcijskih maksimuma, 

ġto daje informaciju o meĽuploġnom razmaku, kristalnom sastavu te moguĺoj supstituciji 

atoma.196 

Kako bi se odredio sastav praġkastih uzoraka kalcijevih fosfata, nanoļestica srebra i 

biomakromolekula snimljeni su difraktogrami s pomoĺu instrumenta Panalytical Aeris 

Research Edition (Malvern Panalytical, Malvern, Worcestershire, UK) u BraggῐBrentano 
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geometriji koristeĺi CuKŬ zraļenje. Difraktogrami su snimljeni u rasponu od 5Á do 70Á 2ɗ s 

korakom 0,02Á te brzinom snimanja 1Á min 1. 

 

3.3.7. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom 

 

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR) jedna je od najļeġĺe 

primjenjivanih spektroskopskih tehnika za karakterizaciju materijala. FTIR spektar sastoji se 

od vibracijskih vrpci funkcionalnih skupina prisutnih u uzorku koje se pojavljuju pri 

karakteristiļnim valnim brojevima. Na temelju dijela spektra izmeĽu 1500ï400 cm 1 pod 

nazivom Ăotisak prstañ moguĺe je identificirati spoj ako je FTIR spektar navedenog spoja veĺ 

pohranjen u bazi podataka.197 

 Pored identifikacije materijala na temelju vibracija funkcionalnih skupina, FTIR se 

pokazao kao jednostavna tehnika razlikovanja amorfnih i razliļitih kristalnih faza pojedinog 

materijala na temelju matematiļke manipulacije spektara, odnosno derivacija. Derivacije 

spektara prvog i drugog reda omoguĺuju preciznije odreĽivanje spektralnih linija 

karakteristiļnih za amorfno ili pojedino kristalno stanje kalcijevih fosfata. Derivacija spektra 

prvog reda omoguĺuje preciznije odreĽivanje poloģaja vrpce, dok derivacija drugog reda 

omoguĺuje detaljniju analizu spektara s obzirom da su poveĺanjem stupnja derivacije razlike u 

spektrima vidljivije.198 

 Spektri dobivenih taloga snimljeni su FTIR spektrometrom opremljenim s ATR 

(attenuated total reflection) modulom (Tensor I, Bruker, Ettlingen, Njemaļka). Spektri su 

snimljeni u rasponu 4000ï450 cm1 s rezolucijom 1 cm1 i prosjeļnim brojem od 16 snimaka. 

Prva i druga derivacija FTIR spektara u podruļju 1200ï450 cm1 dobivene su slijedeĺi 

proceduru prema Uskokoviĺ i sur.198 koristeĺi Origin Pro 2021b programu. Toļnije FTIR 

spektri su derivirani u navedenom rasponu te je dobiveni spektar prve i druge derivacije 

zaglaĽen metodom prema Lowessu s korakom 0,01.198 

 

3.3.8. Ramanova spektroskopija 

 

Ramanova spektroskopija karakterizacijska je metoda komplementarna FTIR spektroskopiji 

kojom se odreĽuje sastav uzorka na temelju karakteristiļnih vibracija pojedinih funkcionalnih 

skupina. Temelji se na neelastiļnom rasprġenju upadnog zraļenja pri ļemu dolazi do apsorpcije 

i pobuĽivanja pojedinih veza te relaksacije istih u razliļito vibracijsko stanje u odnosu na 
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poļetno. Takvim neelastiļnim rasprġenjem dobiva se Ramanov spektar iz kojeg je na temelju 

vrpci karakteristiļnih za pojedine funkcionalne skupine moguĺe odrediti sastav analiziranog 

uzorka. U Ramanovoj spektroskopiji izraģenije su vibracije koje su gotovo nevidljive ili slabo 

izraģene u FTIR spektru.197,199 Ramanova spektroskopija koristi se za analizu raznovrsnih 

materijala, od prahova do ļvrstih povrġina. Obzirom da laser sluģi kao izvor zraļenja, tehnika 

se moģe primijeniti na malo podruļje na povrġini uzorka. Jedna od ġirih primjena Ramanove 

spektroskopije ukljuļuje fenomen povrġinski pojaļane Ramanove spektroskopije (SERS). 

Temelji se na pojaļanju signala u Ramanovom spektru kao posljedica prisustva pojedinih 

metala poput srebra, bakra i zlata. Navedeno omoguĺuje znaļajno poveĺanje omjera signal/ġum 

te lakġu asignaciju svih prisutnih vibracijskih vrpci.199 

Ramanovom spektroskopijom analizirane su prevlake kompozita kalcijevih fosfata i 

nanoļestica srebra bez i s albuminom iz goveĽeg seruma i kitozanom. Za snimanje Raman 

spektara koriġten je Horiba LabRam Odyssey Nano Raman spektrometar (Horiba Scientific, 

Kyoto, Japan) s optiļkim mikroskopom i NdῐYAG laserom valne duljine 532 nm. Uzorci su 

vizualizirani objektivom s 50 kx uveĺanjem, a spektri su snimljeni koristeĺi snagu lasera 

6,11 mW, vrijeme akumulacije 10 s i 10 akumulacija. Spektroskop je prije koriġtenja kalibriran 

Si signalom pri 520 cm 1. 

 

3.3.9. Termogravimetrijska analiza 

 

Termalne analize vrlo su ļeste u karakterizaciji materijala jer omoguĺuju odreĽivanje promjena 

u materijalu uslijed poveĺanja temperature u rasponu od interesa. Termogravimetrijska analiza 

(TGA) sluģi za odreĽivanje fizikalno-kemijskih promjena u uzorku praĺenjem promjene mase 

uslijed poveĺanja temperature unutar unaprijed odreĽenog raspona temperature.200 

 Termogravimetrijska analiza kristalnih kompozita provedena je koristeĺi STA 449 F5 

Jupiter termalni analizator (Netzsch, Bayern, Njemaļka) i termalnu vagu Mettler TG 50 

(Mettler Toledo Corp., ZŤrich, Ġvicarska) opremljenu TC 10 TA procesorom. Mjerenja su 

provedena u struji zraka s brzinom zagrijavanja 10 K min1. 

 

3.3.10. Brunauer-Emmet-Tellerova metoda odreĽivanja specifiļne povrġine 

 

BrunauerῐEmmetῐTellerovom (BET) metodom odreĽuje se specifiļna povrġina ļvrstog ili 

poroznog materijala. Specifiļna povrġina uzorka odreĽuje se mjerenjem adsorpcije plina uz 
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konstantnu temperaturu. Iz adsorpcijske izoterme, odreĽuje se volumen plina u trenutku kad je 

nastao monosloj, ġto omoguĺuje izraļun specifiļne povrġine uzorka. Brunauer-Emmett-

Tellerova metoda matematiļki je opis adsorpcije u kojem adsorbat nije ograniļen na adsorpciju 

do monosloja, nego je moguĺa i daljnja adsorpcija, te se moģe primijeniti za porozne i 

neporozne uzorke zbog ļega se ļesto upotrebljava za istraģivanje raznih vrsta krutih 

materijala.201 

Specifiļna povrġina prahova kompozita odreĽena je viġestrukom Brunauer-Emmett-

Tellerovom (BET) metodom (Gemini 2380, Micromeritics Norcross, GA, SAD) koristeĺi duġik 

kao adsorbat. 

 

3.3.11. Elektronska paramagnetska rezonancija 

 

Elektronska paramagnetska rezonancija (EPR) ili elektronska spinska rezonancija (ESR) 

metoda je karakterizacije uzoraka koja daje specifiļne opise elektronske strukture. Temelji se 

na meĽudjelovanju magnetskih dipola ili induciranih magnetskih dipola, ako uzorak nema 

nesparenih elektrona, s primijenjenim magnetskim poljem i elektromagnetskim zraļenjem. 

EPR spektri daju informaciju o centru s nesparenim elektronom i njegovom meĽudjelovanju s 

okolinom te su vrlo karakteristiļni za pojedini element. Na izgled spektara utjeļu razliļita 

meĽudjelovanja poput elektronskog Zeemanovog meĽudjelovanja ili hiperfinog 

meĽudjelovanja elektrona i jezgre te ako se radi o uzorku u ļvrstom stanju vaģno je uzeti u 

obzir i anizotropiju. U sluļaju prisutnosti viġe nesparenih elektrona ili viġe induciranih dipola, 

analiza spektara postaje kompleksna tako da se za karakterizaciju uzorka uzimaju 

fenomenoloġki parametri Rῐ i Sῐ vrijednosti koje omoguĺuju usporeĽivanje dvaju ili viġe 

uzoraka, odnosno uoļavanje promjena izmeĽu njih.202 

Mjerenja elektronske paramagnetske rezonancije provedena su koristeĺi Bruker 

Magnettech ESR5000 EPR spektrometar u rasponu frekvencija rendgenskih zraka i 

rezonantnom mikrovalnom frekvencijom 9,4 GHz. Magnetsko polje modulirano je pri 100 kHz 

uz 0,1 mT amplitudu izmeĽu maksimuma. Temperatura je kontrolirana s pomoĺu varijabilnog 

upravljaļa za tekuĺi duġik (TCH04). Za kalibraciju i kontrolu osi magnetskog polja koriġteni 

su standardi za polje Mn2+ u ZnS (Bruker modul E8000137). Svi eksperimenti provedeni su na 

sobnoj temperaturi. U svrhu dobivanja paramagnetskih centara, svi uzorci ozraļeni su u 

prisutnosti zraka na sobnoj temperaturi gamma zraļenjem panoramskog Coῐ60 izvora zraļenja 

u Laboratoriju za radijacijsku kemiju i dozimetriju Instituta RuĽer Boġkoviĺ.203 Ukupna doza 



Ä 3. Eksperimentalni dio 52 

Suzana Inkret  Doktorska disertacija 

zraļenja iznosila je 25 kGy, ġto se smatra zlatnim standardom sterilizacije biomaterijala za 

regeneraciju kostiju, medicinskih ureĽaja i ostalih zdravstvenih proizvoda.204,205 Slobodni 

radikali inducirani zraļenjem koriġteni su kao molekularne probe za EPR analizu uzoraka 

kompozita. 

 

3.3.12. Pretraģna elektronska mikroskopija s energijski razluļujuĺom rendgenskom 
spektroskopijom 

 

Pretraģna elektronska mikroskopija (SEM) metoda je vizualizacije morfologije materijala. 

Tehnika se temelji na kretanju finog fokusiranog snopa elektrona po uzorku. Snop elektrona 

linijski pretraģuje odabranu povrġinu te kontaktom zrake elektrona s uzorkom dolazi do emisije 

elektrona (sekundarnih ili povratno rasprġenih). Emitirani elektroni iz svake analizirane toļke 

linije daju signal u detektoru, koji se raļunalnom pretvorbom pretvara u pseudo-

trodimenzionalnu sliku.206 

 Energijski razluļujuĺa rendgenska spektroskopija (EDX) analitiļka je tehnika 

karakterizacije uzorka. Temelji se na specifiļnoj emisiji rendgenskih zraka koje su 

karakteristiļne za svaki pojedini element. Emisija rendgenskog zraļenja stimulira se 

visokoenergetskim snopom elektrona, pri ļemu kontaktom snopa elektrona i uzorka dolazi do 

pobuĽivanja elektrona iz unutarnje ljuske atoma uzorka. Visokoenergetski snop elektrona 

izbacuje elektron iz ljuske stvarajuĺi ġupljinu. Navedena ġupljina popuni se elektronom iz 

vanjske ljuske, a zbog razlike u energiji pojedinih ljuski, dolazi do emisije rendgenskog 

zraļenja. EDXῐom se mjeri valna duljina rendgenskih zraka koje zatim daju informaciju o 

sastavu uzorka.197 

 Za vizualizaciju kristalnog taloga koriġten je pretraģni elektronski mikroskop s 

emisijom polja (FEῐSEM; JEOL JSMῐ7000 F mikroskop, JEOL, Tokio, Japan). Za SEM 

analizu mala koliļina suhog praha stavljena je na drģaļ na ugljiļnu ljepljivu traku te je viġak 

praha uklonjen u laganoj struji duġika. 

 Za vizualizaciju i karakterizaciju prevlaka na ploļici titanija koriġten je Zeiss 

Crossbeam XB350 pretraģni elektronski mikroskop (Carl Zeiss Microscopy HmbH, Jena, 

Njemaļka). Za kvalitativnu analizu sastava koriġtena je energetski disperzivna spektroskopija. 

Uzorci su analizirani koriġtenjem napon za ubrzanje od 15 kV. Provedena su ukupno tri 

mjerenja za mapiranje sastava titanija, kalcija, fosfora, srebra, kisika i duġika. 
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3.3.13.  Transmisijska elektronska mikroskopija 

 

Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) analitiļka je tehnika za vizualizaciju materijala 

visokom razluļivosti koja se temelji na prolasku snopa elektrona kroz uzorak. Mikroskopska 

slika dobiva se na temelju meĽudjelovanja elektrona iz struje i elektronskog oblaka elemenata 

u uzorku, pri ļemu je osjetljivost tehnike vrlo velika tako da moģe razlikovati komponente na 

nanometarskoj skali.197 

 TEM-om su analizirane nanoļestice srebra u svrhu odreĽivanja oblika i raspodjele 

veliļine. Raspodjela veliļine AgNP odreĽena je s pomoĺu programa za analizu slika Image J 

(besplatno dostupan na http://imagej.nih.gov/ij/). Za svaku vrstu AgNP izmjereno je barem 30 

ļestica. Pored toga analizirani su amorfni talozi kalcijevih fosfata i kompozita kalcijevih 

fosfata, nanoļestica srebra pripremljeni bez i u prisustvu albumina iz goveĽeg seruma i 

kitozana, zbog odreĽivanja morfologije kompozita. 

 Za dobivanje TEM slika koriġten je transmisijski elektronski mikroskop JEOL JEM 

1010 (JEOL, Tokio, Japan) pri 80 kV. Uzorci su pripremljeni dokapavanjem suspenzije na 

bakrenu mreģicu, prekrivenu ġupljom Formvar membranom. Viġak suspenzije uklonjen je 

filtrirnim papirom, te su mreģice s uzorcima isprane dva puta miliQ vodom. 

 

3.3.14. Mikroskopija atomskih sila 

 

Mikroskopija atomskih sila (AFM) nedestruktivna je tehnika karakterizacije materijala, 

ponajprije svojstava povrġine s pomoĺu probe koja sluģi za kontaktno ili beskontaktno 

pretraģivanje povrġine i odreĽivanje njene topografije. Nanometarska proba sluģi za 

pretraģivanje povrġine malim pomacima kako bi se dobila preciznost rezultata na 

nanometarskoj skali.197 

 Mikroskopija atomskih sila koriġtena je za vizualizaciju topografije povrġine i mjerenje 

hrapavosti neobraĽenih titanijevih ploļica i obraĽenih titanijevih ploļica. U tu svrhu koriġten 

je mikroskop atomskih sila NX20 (Park Systems, Republika Koreja) u beskontaktnom naļinu 

rada, koristeĺi beskontaktnu polugu PPP-NCHR (Park Systems, Republika Koreja). Svaki 

uzorak mjeren je tri puta na razliļitoj lokaciji pri sobnoj temperaturi i tlaku. Na svakoj lokaciji 

mjerena je povrġina 50 ɛm Ĭ 50 ɛm brzinom pretraģivanja izmeĽu 0,05 i 0,1 Hz uz rezoluciju 

slike (512 Ĭ 512) piksela. Dobiveni podaci obraĽeni su u Gwyddion programu dostupnom u 

otvorenom pristupu. 

http://imagej.nih.gov/ij/
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3.3.15. Optiļka profilometrija 

 

Optiļka profilometrija tehnika je karakterizacije povrġine uzorka koja se temelji na 

beskontaktnom pretraģivanju povrġine koriġtenjem svjetla. Temelji se na razliļitim naļelima 

kao ġto su interferencija, refleksija i stvaranje sjena kako bi se precizno vizualizirala 3D 

topografija povrġine. Velika prednost metode je nedestruktivnost, visoka rezolucija, ġiroka 

primjena, te najvaģnije precizna kvantitativna analiza hrapavosti i teksture povrġine. Pored toga 

omoguĺuje mjerenje hrapavosti uzorka na veĺoj skali u odnosu na AFM, ovisno o koriġtenom 

objektivu prilikom mjerenja.207 

Optiļkom profilometrijom analizirane su razliļito obraĽene povrġine titanija bez i s 

prevlakama kalcijevih fosfata i nanoļestica srebra te biomolekula. Za odreĽivanje topografije 

uzoraka na veĺoj skali u odnosu na AFM koriġten je Leica DCM 3D optiļki sustav za 

povrġinsku metrologiju (Leica Microsystems, Wetzlar, Njemaļka). Za analizu uzoraka koriġten 

je objektiv s poveĺanjem 20 x, a dobiveni podaci obraĽeni su u Gwyddion programu dostupnom 

u otvorenom pristupu. Prosjeļna povrġinska hrapavost odreĽena je kao prosjeļna vrijednost 

hrapavosti dobivene za tri odvojene lokacije na uzorku. 

 

3.3.16. OdreĽivanje kontaktnog kuta i slobodne energije povrġine 

 

Kontaktni kut primarno je svojstvo koje opisuje vlaģenje povrġine iz kojeg se odreĽuje njezina 

relativna hidrofilnost/hidrofobnost. Definira se kao kut (Ca) na granici faza tekuĺe-kruto i 

specifiļan je za svaku kombinaciju tekuĺe-kruto (slika 17). Vrijednosti kontaktnog kuta manje 

od 90Á ukazuju na dobro vlaģenje povrġine kapljevinom, dok veĺe vrijednosti ukazuju suprotno. 

Pri kontaktnom kutu 0Á dolazi do potpunog vlaģenja povrġine, dok kutovi veĺi od 150Á ukazuju 

na to da se povrġina uopĺe ne vlaģi.208 

Oblik kapljice odreĽen je povrġinskom napetosti te se ona oblikuje tako da ukupna 

slobodna energija povrġine bude minimalna vlaģeĺi tako manji ili veĺi dio povrġine, ovisno o 

svojstvima kapljevine i povrġine. Kontaktni kut opisan je Youngovom jednadģbom: 

 

 ɔL cosɗ = ɔS ï ɔSL (2) 

 

pri ļemu su ɔL i ɔS napetosti na granicama faza tekuĺina/plin i krutina/plin, a ɔSL napetost na 

granici faza krutina/tekuĺina.208  
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Slika 17. Shematski prikaz kontaktni kut te povrġinskih napetosti na granicama pojedinih faza. S- 

ļvrsta faza, L- tekuĺa faza, V ï plinska faza (konstruirano prema ref. 207). 

 

Mjerenjem kontaktnog kuta barem dviju kapljevina poznate povrġinske napetosti moguĺe je 

odrediti slobodnu energiju povrġine koja je karakteristiļna za svaku povrġinu. Postoji nekoliko 

naļina raļunanja slobodne energije povrġine, no najļeġĺe se koristi OWRK (Owens, Wendt, 

Rabel i Kaelble) teorija:209,210 

 

 ‎ ‎ ‎ ς‎‎ ς‎‎  (3) 

 

pri ļemu je ɔSL napetost na granicama faza krutina/tekuĺina, ɔS i ɔL napetosti na granicama faza 

krutina/plin i tekuĺina/plina, a ɔd i ɔp disperzna i polarna komponenta pojedine napetosti. 

Uvrġtavanjem Youngove jednadģbe u jednadģbu 3 dobiva se veza izmeĽu kontaktnog kuta i 

razliļitih komponenti povrġinske napetosti:208ï210 

 

 ‎ ρ ÃÏÓ— ς ‎‎ ς‎‎Ȣ  (4) 

 

Kontaktni kut i slobodna energija povrġine odreĽivani su za neobraĽene i obraĽene povrġine 

titanija bez i s kompozitnim prevlakama kalcijevih fosfata, nanoļestica srebra i biomolekula. 

Za odreĽivanje vlaģenja navedenih povrġina provedena su mjerenja kontaktnog kuta na granici 

faza tekuĺe-kruto koriġtenjem Drop Shape Analyzer-DSA25 goniometara (KrŤss GmbH, 

Hamburg, Njemaļka). Na temelju izmjerenih vrijednosti kontaktnih kutova vode i 

dijodometana na istraģivanim povrġinama izraļunata je slobodna energija povrġine i njezine 
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polarne te disperzne komponente primjenom OWRK teorije. Sva mjerenja provedena su pri 

sobnoj temperaturi u 4 ponavljanja. 

 

3.4. Obrada podataka 

 

3.4.1. Potenciometrija 

 

Potenciometrijskim praĺenjem taloģenja kalcijevih fosfata u prisustvu razliļitih aditiva u 

vremenu, odreĽen je utjecaj pojedinog aditiva na mehanizam i kinetiku taloģenja kalcijevih 

fosfata. Do promjene pH vrijednosti taloģnog sustava dolazi zbog nastajanja i transformacije 

CaP kako prikazuje jednadģba:195,211,212 

 

 a Ca2+(aq) + b HPO4
2 (aq) + c H2O Ÿ Ca10īx(HPO4)x(PO4)6īx(OH)2īx + e H+(aq) (5) 

 

ġto omoguĺuje semi-kvantitativno praĺenje taloģnog procesa i dobivanje prvih informacija o 

mehanizmu taloģenja. 

Dobivena potenciometrijska krivulja, odnosno krivulja ovisnosti pH taloģnog sustava o 

vremenu obiļno se sastoji od tri dijela. Prvi je karakteriziran blagim ili zanemarivim padom pH 

vrijednosti ġto je povezano s nastankom ACPῐa. Drugi dio krivulje odnosi se na nagli pad pH 

vrijednosti uzrokovan sekundarnim taloģenjem kristalne faze na amorfnoj te transformacijom 

amorfne u kristalnu fazu. Treĺi dio krivulje ukljuļuje blagi ili zanemariv pad pH vrijednosti 

povezan s rastom kristala iz otopine i daljom faznom transformacijom u stabilniju kristalnu 

fazu. Kako mehanizam i kinetika taloģenja ovise o pH sustava, koncentraciji reaktanata, 

temperaturi, ali i prisutnosti razliļitih aditiva, moguĺe je potenciometrijski pratiti  utjecaj 

razliļitih ļimbenika. Razliļite brzine promjene pH u 1. i 2. stadiju omoguĺavaju odreĽivanje 

vremena indukcije nastajanja kristalne faze (ti). To je vrijeme proteklo od poļetka primarnog 

taloģenja amorfnog CaPῐa do poļetka sekundarnog taloģenja kristalnog CaPῐa, a odreĽuje se iz 

presjeciġta tangenata na 1. i 2. dio krivulje taloģenja (slika 18). Primarno taloģenje oļituje se 

zamuĺenjem otopine te do njega dolazi odmah nakon brzog mijeġanja otopina reaktanata, dok 

se sekundarno taloģenje oļituje promjenom morfologije taloga i padom u pH vrijednosti 

reakcijske smjese.195,212,213 
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Slika 18. Potenciometrijsko odreĽivanje vremena indukcije sekundarnog taloģenja (ti) 

 

3.4.2. Statistiļka obrada podataka 

 

OdreĽivanje analitiļke nesigurnosti omoguĺuje odreĽivanje statistiļke znaļajnosti pojedinih 

razlika u ponovljenim mjerenja ili rezultata dobivenih razliļitim metodama. Za odreĽivanje 

statistiļki znaļajnih razlika u hrapavostima razliļito obraĽenih povrġina titanija odreĽenih 

AFMῐom i optiļkom profilometrijom na jednakoj povrġini koriġtena je dvosmjerna analiza 

varijance (ANOVA).214 TakoĽer je analizirana razlika u rezultatima za razliļite veliļine 

mjerenog uzorka. 

 Statistiļka analiza provedena je u programu Origin 9.0, koriġtenjem dvosmjerne 

ANOVA koju je slijedilo usporeĽivanje srednjih vrijednosti prema Tukeyu s razinom 

znaļajnosti 0,05. 
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Ä 4. REZULTATI I RASPRAVA  

4.1. Karakterizacija nanoļestica srebra razliļite povrġinske modifikacije, 

albumina iz goveĽeg seruma i kitozana 

 

Kako bi se preciznije odredio utjecaj nanoļestica srebra (AgNP), albumina iz goveĽeg seruma 

(BSA) i kitozana (Chi) na nastajanje kalcijevih fosfata (CaP), provedena je njihova 

karakterizacija nizom metoda. OdreĽena je morfologija, veliļina i stabilnost AgNP u mediju 

koriġtenom u taloģnim eksperimentima, dok su BSA i Chi karakterizirani kako bi se potvrdio 

sastav koriġtenih prahova. 

 

4.1.1. Nanoļestice srebra razliļite povrġinske modifikacije 

 

Morfologija i veliļina sintetiziranih nanoļestica promatrana je TEMῐom. Dobivene nanoļestice 

srebra modificirane natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOT) i poli(vinilpirolidonom) 

(PVP) imale su oblik nepravilnih poliedara (slika 19 a), b)). Nanoļestice srebra stabilizirane 

trinatrijevim citratom nastale su u obliku sferiļnih, trokutastih i ġtapiĺastih nanoļestica ġto je u 

skladu s prethodnim istraģivanjima186 (slika 19 c)). Na temelju TEM mikrografija odreĽena je 

raspodjela veliļine pojedinih nanoļestica. Razliļito modificirane nanoļestice srebra imale su 

sliļnu prosjeļnu veliļinu, pri ļemu je ona iznosila 86,0 Ñ 21,7 nm za AOTῐAgNP, 85,2 Ñ 26,1 

nm za PVPῐAgNP i 76,4 Ñ 36,9 nm za citῐAgNP, te sliļnu raspodjelu veliļine (slika 19 d), e), 

f)). 

U UVῐVis spektrima (slika 20) opaģeni su SPR maksimumi pri 450 nm za AOTῐAgNP, 

435 nm za PVPῐAgNP i 433 nm za citῐAgNP ļime je potvrĽen nastanak nanoļestica.215 Ġirina 

vrpce SPR maksimuma malo se razlikovala ovisno o vrsti nanoļestica. MeĽutim, poloģaj i 

ġirina vrpce u sluļaju AOTῐAgNPῐa i PVPῐAgNPῐa nisu se mijenjali tijekom 24 h ġto je ukazalo 

na njihovu stabilnost. Intenzitet SPR maksimuma citῐAgNPῐa smanjivao se tijekom 24 sata, ġto 

ukazuje na moguĺu agregaciju nanoļestica. 
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Slika 19. TEM mikrografije (a, b, c) i raspodjele veliļine (d, e, f) nanoļestica srebra modificiranih 

natrijevim bis(2-etilheksil)sulfosukcinatom (a, d), poli(vinilpirolidonom) (b, e) i trinatrijevim citratom 

(c, f) 

 

Stabilnost pripravljenih AgNPῐa u otopini natrijevog hidrogenfosfata, koja se koristila za 

pripravu taloģnih sustava, odreĽena je praĺenjem veliļine ļestica i zeta potencijala tijekom 24 

sata, vremena relevantnog za taloģne eksperimente. Stabilnost je odreĽivana u otopini 

natrijevog hidrogenfosfata koncentracije 8Ŀ10 3 mol dm 3. U suspenzijama AOTῐAgNPῐa i 

PVPῐAgNPῐa (tablica 5) detektirana je jedna populacija ļestica, prosjeļnog hidrodinamiļnog 
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promjera 84,8 Ñ 0,8 nm u sluļaju AOTῐAgNPῐa i 89,9 Ñ 1,0 nm u sluļaju PVPῐAgNPῐa. Za 

razliku od toga, u suspenziji citῐAgNPῐa detektirane su dvije populacije ļestica, prosjeļnog 

hidrodinamiļkog promjera 15,9 Ñ 2,0 nm i 59,7 Ñ 3,7 nm. Hidrodinamiļki promjeri svih 

istraģivanih nanoļestica tijekom 24 sata nisu se znaļajno promijenili. Zeta potencijal svih 

istraģivanih nanoļestica bio je negativan, a njegova vrijednost ovisila je o primijenjenom 

stabilizatoru. Niti vrijednosti zeta potencijala nisu se znaļajnije promijenile tijekom 24 sata, 

osim u sluļaju citῐAgNPῐa. To ukazuje na dobru stabilnost nanoļestica u otopini natrijevog 

hidrogenfosfata, koja je vjerojatno posljedica njihovog relativno velikog negativnog zeta 

potencijala. 

 

 

Slika 20. UVῐVis spektri razliļito modificiranih nanoļestica srebra suspendiranih u miliQ vodi 

snimljeni tijekom 24 h. a) AOTῐAgNP ï nanoļestice srebra modificirane natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom; b) PVPῐAgNP ï nanoļestice srebra modificirane 

poli(vinilpirolidonom); c) citῐAgNP ï nanoļestice srebra modificirane trinatrijevim citratom. 
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Tablica 5. Hidrodinamiļki promjer (dh) i zeta potencijal (ɕ) nanoļestica srebra modificiranih natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim 

citratom (citῐAgNP) dispergiranih u vodenoj otopini natrijevog hidrogenfosfata (c(Na2HPO4) = 8Ŀ10
3 mol dm 3, ɔ(AgNP) = 50 mg dm 3, pH=7,4) pri 25 ÁC 

 

0 h 

Uzorak 
Populacija I Populacija II  

ɕ / mV 
dh / nm vol. % dh / nm vol. % 

AOTïAgNP 84,8 Ñ 0,8 100   ῐ59,9 Ñ 2,5 

PVPïAgNP 89,9 Ñ 1,0 100   ῐ24,5 Ñ 1,6 

citïAgNP 15,9 Ñ 2,0 59,7 Ñ 3,7 64,4 Ñ 2,6 40,3 Ñ 3,7 ῐ40,2 Ñ 1,4 

24 h 

Uzorak 
Populacija I Populacija II 

ɕ / mV 
dh / nm vol. % dh / nm vol. % 

AOTïAgNP 96,1 Ñ 4,8 100   ῐ61,1 Ñ 3,3 

PVPïAgNP 96,2 Ñ 1,3 100   ῐ17,8 Ñ 0,6 

citïAgNP 15,8 Ñ 2,7 42,1 Ñ 31,2 56,8 Ñ 5,6 57,9 Ñ 35,9 ῐ33,0 Ñ 1,1 

 

Stabilnost AgNP istraģena je u vodenoj otopini natrijevog hidrogenfosfata u prisustvu albumina 

iz goveĽeg seruma te kitozana praĺenjem veliļine i zeta potencijala tijekom 24 h. Raspodjela 

veliļine ļestica BSA u otopini natrijevog hidrogenfosfata je monomodalna, a prosjeļni dh 

iznosio je 6,6 nm. Zeta potencijal otopine BSA iznosio je ῐ8,4 mV. U suspenzijama svih triju 

nanoļestica srebra u prisustvu BSA detektirana je jedna populacija ļestica meĽusobno sliļnih 

prosjeļnih dh (tablica 6), 101,7 Ñ 1,1 nm za AOTῐAgNP, 100,6 Ñ 1,3 nm za PVPῐAgNP i 103,2 

Ñ 4,3 nm. Tijekom 24 h nije doġlo do znaļajne promjene hidrodinamiļkog promjera ni jedne 

vrste nanoļestica. U odnosu na veliļine AgNPῐa bez BSA, prosjeļne veliļine neġto su veĺe ġto 

moģe biti posljedica adsorpcije BSA na nanoļestice. S druge strane, opaģene su razlike u zeta 

potencijalu, pri ļemu su PVPῐAgNP imale najmanje negativan zeta potencijal. Izmjereni zeta 

potencijal manji je u odnosu na zeta potencijal bez prisustva BSA, ġto takoĽer ukazuje na 

adsorpciju BSA na nanoļestice. Prisutnost makromolekula moģe utjecati na agregaciju 

nanoļestica, obzirom da makromolekule steriļki i/ili elektrostatski stabiliziraju nanoļestice 

uslijed adsorpcije na povrġinu.216 Navedeno je sluļaj kod BSA, koji se prema rezultatima 

stabilnosti, adsorbirao na povrġinu AgNPῐa te dodatno stabilizirao nanoļestice i smanjio 

njihovu agregaciju. 
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 Raspodjela veliļine ļestica kitozana u vodenoj otopini natrijevog hidrogenfosfata je 

monomodalna, a prosjeļni dh iznosi 91,5 nm. Prosjeļni zeta potencijal Chi u otopini natrijevog 

hidrogenfosfata iznosio je 4,1 mV. Suspenzije AOTῐAgNP i citῐAgNP u natrijevom 

hidrogenfosfatu imaju monomodalne raspodjele veliļine u prisustvu Chi (tablica 7) s prosjeļnim 

dh 154,5 nm za AOTῐAgNP i 136,4 nm za citῐAgNP. Zeta potencijal navedenih suspenzija 

blizak je nuli ġto se znaļajno razlikuje u odnosu na suspenzije AgNPῐa bez Chi. Navedeno 

ukazuje na adsorpciju Chi na povrġinu AgNPῐa. Suspenzija PVPῐAgNPῐa u otopini natrijevog 

hidrogenfosfata i u prisustvu Chi ima trimodalnu raspodjelu veliļine. Za lakġe raspoznavanje 

definirane su populacije veliļina kao skupine ļestica bliskih veliļina koje teģe odreĽenoj 

srednjoj vrijednosti veliļine ļestica. Dominantna populacija prosjeļnog je hidrodinamiļkog 

promjera 1120,8 nm s volumnim udjelom 57,0 %. Pored toga opaģena je i populacija manjih 

ļestica prosjeļnog dh 161,7 nm te veĺih ļestica prosjeļnog dh 4385,3 nm. Veĺi stupanj 

agregacije opaģen kod PVPῐAgNPῐa moģe biti posljedica male vrijednosti zeta potencijala tih 

nanoļestica. Zeta potencijal PVPῐAgNPῐa je gotovo jednak nuli, ġto ukazuje da adsorpcija 

kitozana na povrġinu nanoļestica utjeļe na znaļajno smanjenje njihove elektrostatske 

stabilizacije. 

 

Tablica 6. Hidrodinamiļki promjer (dh) i zeta potencijal (ɕ) nanoļestica srebra modificiranih natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim 

citratom (citῐAgNP) dispergiranih u vodenoj otopini natrijevog hidrogenfosfata uz dodatak albumina iz 

goveĽeg seruma (BSA) (c(Na2HPO4) = 8Ŀ103 mol dm 3, ɔ(AgNP) = 50 mg dm 3, 

ɔ(BSA) = 200 mg dm 3, pH=7,4) pri 25 ÁC 

Uzorak 
0 h 24 h 

dh / nm vol. % ɕ / mV dh / nm vol. % ɕ / mV 

Otopina 

BSA 
6,6 Ñ 0,2 100 ῐ8,4 Ñ 2,9 6,6 Ñ 0,1 100 ῐ0,3 Ñ 3,7 

Suspenzije AgNP s BSA      

AOTῐAgNP 101,7 Ñ 1,1 100 ῐ25,1 Ñ 3,7 99,4 Ñ 0,9 100 ῐ22,7 Ñ 1,9 

PVPῐAgNP 100,6 Ñ 1,3 100 ῐ16,0 Ñ 1,4 99,0 Ñ 0,5 100 ῐ13,7 Ñ 0,7 

citῐAgNP 103,2 Ñ 4,3 100 ῐ28,7 Ñ 1,7 101,3 Ñ 3,5 100 ῐ28,5 Ñ 1,5 

 

Nakon 24 h opaģene su bimodalne raspodjele za sve nanoļestice srebra u prisustvu Chi. U 

suspenziji AOTῐAgNPῐa prisutni su jednaki udjeli ļestica manjeg hidrodinamiļkog promjera 

123,5 nm te veĺih ļestica prosjeļnog dh 4529 nm. U suspenziji PVPῐAgNPῐa dominantna je 

populacija veĺih ļestica prosjeļnog dh 4495,7 nm, dok su manje zastupljene ļestice manjeg 

prosjeļnog dh 113,8 nm. Dominantna populacija u suspenziji citῐAgNPῐa su manje ļestice 

prosjeļnog dh 121,8 nm, dok je joġ prisutna populacija prosjeļnog dh 4537,5 nm. Prisutnost 
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populacija AgNPῐa prosjeļnog dh oko 4500 nm ukazuje na znaļajnu agregaciju, pri ļemu je 

najveĺi njihov udio detektiran u suspenzijama PVPῐAgNPῐa, a najmanji u suspenzijama  

citῐAgNPῐa. 

 

Tablica 7. Hidrodinamiļki promjer (dh) i zeta potencijal (ɕ) nanoļestica srebra modificiranih natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim 

citratom (citῐAgNP) dispergiranih u vodenoj otopini natrijevog hidrogenfosfata uz dodatak kitozana 

(Chi). (c(Na2HPO4) = 8Ŀ10 3 mol dm 3, ɔ(AgNP) = 50 mg dm 3, ɔ(Chi) = 50 mg dm 3, pH=7,4) pri 

25 ÁC 

Uzorak 

0 h 

Populacija I Populacija II Populacija III 
ɕ / mV 

dh / nm vol. % dh / nm vol. % dh / nm vol. % 

Otopina Chi 91,5 Ñ 14,2 100     4,1 Ñ 1,5 

Suspenzije AgNP s Chi      

AOTῐAgNP 154,5 Ñ 2,4 100     2,7 Ñ 2,7 

PVPῐAgNP 161,7 Ñ 12,0 
26,0 Ñ 

2,2 

1120,8 Ñ 

38,6 

27,0 Ñ 

3,5 

4385,3 Ñ 

161,1 

17,1 Ñ 

1,8 
0,0 Ñ 2,1 

citῐAgNP 136,4 Ñ 2,5 100     2,0 Ñ 2,4 

 24 h 

AOTῐAgNP 123,5 Ñ 2,1 
50,0 Ñ 

1,9 
  

4529,0 Ñ 

129,8 

50,0 Ñ 

3,7 
4,1 Ñ 2,2 

PVPῐAgNP 113,8 Ñ 3,3 
22,0 Ñ 

3,5 
  

4495,7 Ñ 

285,6 

76,5 Ñ 

7,3 
2,5 Ñ 1,9 

citῐAgNP 121,8 Ñ 2,7 
68,5 Ñ 

6,7 
  

4537,5 Ñ 

140,9 

31,5 Ñ 

3,0 
3,5 Ñ 2,7 

 

Prosjeļne veliļine manjih ļestica smanjuju se nakon 24 sata ġto ukazuje na potencijalno 

otapanje nanoļestica. S druge strane, prosjeļni dh AgNPῐa u vodenoj otopini natrijevog 

hidrogenfosfata u prisustvu Chi veĺi su od prosjeļnih dh AgNPῐa u suspenzijama bez Chi. 

Navedeno ukazuje na promjenu solvatacijske sfere nakon adsorpcije kitozana. Zeta potencijal 

AgNPῐa u vodenoj otopini natrijevog hidrogenfosfata u prisustvu Chi nakon 24 sata gotovo je 

nepromijenjen te je blizak nuli. Vrlo je sliļan zeta potencijalu samog kitozana, ġto dodatno 

ukazuje na adsorpciju kitozana na AgNP. Prethodna istraģivanja su pokazala da se kitozan moģe 

adsorbirati na povrġinu nanoļestica i na taj naļin ih elektrostatski stabilizirati te poboljġati 

njihovu bioaktivnost.217 Kako su rezultati stabilnosti pokazali agregaciju i blago otapanje svih 
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AgNPῐa nakon 24 sata, koliļina adsorbiranog kitozana je premala za ostvarivanje dodatne 

stabilizacije. 

 

4.1.2. Albumin iz goveĽeg seruma 

 

FTIR spektar BSA (slika 21 a)) sadrģi vrpce karakteristiļne za vibracije veza NῐH, C=O i CῐN 

amidnih skupina te veze OῐH u vodi (tablica 8).218ï220 U difraktogramu praha (slika 21 b)) 

prisutna su dva ġiroka difrakcijska maksimuma pri 2ɗ 8,88Á i 20,44Á. Termogravimetrijska 

krivulja (slika 21 c)) ukazuje na potpunu razgradnju BSA do 714 ÁC ġto je u skladu s prethodnim 

istraģivanjima.221 Razgradnja BSA odvija se u 4 koraka, pri ļemu je u prvom koraku opaģen 

gubitak od 3,5 % u temperaturnom rasponu 75ï150 ÁC koji odgovara gubitku adsorbirane vode. 

Nadalje dolazi do gubitaka mase u 3 koraka u temperaturnim rasponima: 210ï430 ÁC,  

430ï600 ÁC i 600ï675 ÁC s ukupnim gubitkom mase u tri koraka od 88 % ġto odgovara 

literaturnim podacima.222 

 

 
Slika 21. a) Spektar infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom, b) difraktogram 

praha i c) termogravimetrijska krivulja albumina iz goveĽeg seruma 
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Tablica 8. Asignacija vrpci spektra infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom praha 

albumina iz goveĽeg seruma218ï220 

Valni broj  / cm 1 Asignacija 

3611ῐ2690 OῐH istezanje (H2O) 

3287 NῐH istezanje amida A 

2944 amid B, N-H istezanje slobodnog NH3
+ iona 

1642 C=O istezanje amida I 

1513 amid II, CῐN istezanje i NῐH savijanje 

1453 amid II, CῐN istezanje i NῐH savijanje 

1386 CH2 savijanje 

1247 amid III, CῐN istezanje i NῐH savijanje 

699 amid V, NH savijanje 

 

 

4.1.3. Kitozan 

 

FTIR spektar (slika 22 a)) kitozana sadrģi vrpce vibracija veza NῐH, C=O i CῐN amidne skupine, 

veza CῐH, CH2 i CH3 skupina, veze CῐO u CῐOH i CH2OH te veze OῐH u vodi. Navedene vrpce 

karakteristiļne za kitozan223ï225 asignirane su u tablici 9. Nadalje, u difraktogramu praha (slika 

22 b)) pojavljuju se dva difrakcijska maksimuma pri 2ɗ 9,6Á i 20,0Á ġto je u skladu s literaturnim 

podacima.142 Termogram kitozana (slika 22 c)) pokazuje potpunu razgradnju kitozana na 

700 ÁC. Razgradnja se odvija u nekoliko koraka. Prvi korak karakteriziran je malim gubitkom 

mase zbog gubitka vode te je izraļunat postotak vode u ukupnoj masi kitozana 7,5 %. U drugom 

i treĺem koraku, koji se odvijaju u temperaturnim rasponima 235ï331 ÁC i 331ï684 ÁC, dolazi 

do gotovo 90 %ῐtnog gubitka mase zbog razgradnje glavnih lanaca kitozana. Prema literaturnim 

podacima u drugom (sporijem koraku) dolazi do oksidacije kitozana i razgradnje oksidiranog 

kitozana.226,227 
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Slika 22. a) Spektar infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom, b) difraktogram 

praha i c) termogravimetrijska krivulja kitozana. 

 

Tablica 9. Asignacija vrpci spektra infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom praha 

kitozana223ï225 

Valni broj  / cm 1 Asignacija 

3683ῐ2532 OῐH istezanje (H2O) 

3357 NῐH istezanje amida A 

2922 CῐH istezanje u ῐCH2 

2873 CῐH istezanje u ῐCH3 

2328 amid B, NῐH istezanje slobodnog iona NH3
+  

1648 C=O istezanje amida I 

1584 vibracije protonirane amino skupine 

1419 savijanje ῐCH3  

1377 savijanje ῐCH2  

1307 amid III, CῐN istezanje i NῐH savijanje 

1148 asimetriļna vibracija CῐO 

1025 vibracija CῐO u COH, COC i CH2OH 

897 vibracija saharidne strukture kitozana 

663 amid V, NH savijanje 
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4.2. Biomimetska priprema kompozita kalcijevih fosfata i nanoļestica 

srebra razliļite povrġinske modifikacije 

 

Kompozite kalcijevih fosfata i nanoļestica srebra moguĺe je pripremiti razliļitim metodama 

(sprej piroliza,18 mijeġanje praha kalcijevih fosfata i suspenzije AgNPῐa pri poviġenoj 

temperaturi,20 koprecipitacija kalcijevih fosfata i AgNPῐa pri poviġenoj temperaturi22). 

Biomimetska metoda privlaļi paģnju kao inovativna, zelena i ekonomiļna metoda pripreme 

kompozita. Uz to, ona omoguĺuje ugradnju biomolekula u kompozite, s obzirom na blage uvjete 

u kojima se odvija. Kako se radi o metodi mokre kemije, moguĺe ju je koristiti i za prevlaļenje 

implantata razliļitih kompleksnih oblika. Usprkos tim prednostima, do sada nije istraģena 

priprava kompozita CaP/AgNP biomimetskim putem. 

 U ovom poglavlju istraģen je utjecaj nanoļestica srebra razliļite povrġinske 

modifikacije na taloģenje i svojstva kalcijevih fosfata te utjecaj biomolekula albumina iz 

goveĽeg seruma i kitozana na taloģenje i svojstva kalcijevih fosfata. 

 

4.2.1. Utjecaj nanoļestica srebra razliļite povrġinske modifikacije na brzinu transformacije 

amorfne faze 

 

Utjecaj nanoļestica srebra razliļite povrġinske modifikacije na taloģenje kalcijevih fosfata 

praĺen je potenciometrijski, pri ļemu je prvo pripremljen kontrolni sustav u koji nisu dodane 

AgNP. Potenciometrijsko praĺenje moguĺe je zbog promjene pH tijekom taloģenja 

CaP.195,211,212 U rasponu pH od 4,5 do 9,5, gdje su HPO4
2  i H2PO4  dominantne fosfatne vrste 

(slika 7), nastajanje CaP opisano je ranije navedenom jednadģbom (5).228 

Promjene u pH vrijednosti tijekom taloģenja odgovaraju razliļitim fazama u procesu 

taloģenja, ġto omoguĺuje njegovo semikvantitativno praĺenje. Reprezentativne krivulje 

ovisnosti pH o vremenu proteklom od poļetka taloģenja, za razliļite koriġtene koncentracije 

istraģivanih nanoļestica srebra, prikazane su na slika 23 23. Dobivene krivulje sigmoidalnog su 

oblika i odraģavaju tri faze taloģenja. U prvoj fazi dolazi do blagog pada pH vrijednosti, ġto 

odgovara nastajanju ACPῐa reakcijom supstitucije liganada u kojoj dolazi do zamjene molekula 

vode u solvatacijskoj sferi Ca2+ iona s djelomiļno protoniranim fosfatnim ionima.229 U drugoj 

fazi dolazi do naglog pada pH koji je povezan sa sekundarnim taloģenjem kristalne faze CaP 

na veĺ nastalom ACPῐu i s transformacijom ACPῐa u kristalni CaP. Treĺu fazu karakterizira 

blag pad pH koji je povezan s rastom i faznom transformacijom nastale kristalne faze 
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CaP.195,212,213,228ï231 Prikazane reprezentativne krivulje imaju sliļan sigmoidalan oblik ġto 

pokazuje da AgNP nisu utjecale na mehanizam nastajanja kalcijevih fosfata. To je u skladu s 

prijaġnjim istraģivanjima, koja su pokazala da aditivi poput malih iona,230,232 liposoma,187 

polielektrolita,195 titanatnih nanomaterijala233,234 ne utjeļu na mehanizam nastajanja CaP. 

 

 

Slika 23. Reprezentativne krivulje ovisnosti pH o vremenu dobivene za kontrolni sustav (ɔ(AgNP) =  

0 mg dm 3) i u taloģnim sustavima s razliļitim koncentracijama nanoļestica srebra modificiranih  

a) natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), b) poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i 

c) trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) =  

4Ț103 mol dm 3. 

 

Iz krivulja ovisnosti pH o vremenu proteklom od poļetka taloģenja (slika 23) odreĽeno je i 

vrijeme indukcije (ti) za nastajanje kristalne faze CaP prema metodi opisanoj na slici 18. 

Vrijeme indukcije za nastajanje kristalne faze oznaļuje vrijeme proteklo od poļetka taloģenja, 

do poļetka sekundarnog taloģenja.195 Opĺenito, vrijeme indukcije odraģava stabilnost ACPῐa, 

odnosno ġto je veĺe, to je ACP stabilniji u danim eksperimentalnim uvjetima.195,232 Prosjeļno 

vrijeme indukcije nastajanja kristalne faze iznosilo je 30,8 Ñ 2,0 min u kontrolnom sustavu. Za 

sve AgNP vrijeme indukcije blago se poveĺavalo porastom koncentracije AgNPῐa (tablica 10). 
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Sve koncentracije AOTῐAgNPῐa i PVPῐAgNPῐa te dvije veĺe koncentracije citῐAgNPῐa 

inhibirale su sekundarno taloģenje CaPῐa, pri ļemu je inhibicija najizraģenija u prisutnosti 

najveĺe koncentracije AOT-AgNPῐa. S druge strane, sekundarno taloģenje bilo je promovirano 

u prisutnosti najmanje koncentracije citῐAgNPῐa. Stupanj inhibicije razlikuje se za pojedinu 

vrstu nanoļestica srebra pri ļemu se inhibicija smanjuje u nizu: AOTῐAgNP > PVPῐAgNP > 

citῐAgNP ġto ukazuje na blag utjecaj povrġinske modifikacije nanoļestica srebra na sekundarno 

taloģenje CaP. Prijaġnja istraģivanja pokazala su da citrat ima inhibitorni utjecaj na sekundarno 

taloģenje, odnosno da stabilizira ACP, no u tom istraģivanju koriġten je otopljeni citrat, dok je 

u ovom istraģivanju citrat bio vezan na povrġinu nanoļestica srebra.232 

 

Tablica 10. Prosjeļna vremena indukcije (ti) sekundarnog taloģenja kalcijevih fosfata (n = 3) dobivena 

iz pHῐkrivulja (slika 23) sa standardnom devijacijom, odreĽena u kontrolnom sustavu i sustavima s 

razliļitim koncentracijama nanoļestica srebra modificiranih natrijevim bis(2ῐetihleksil)sulfosukcinatom 

(AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom 

pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3. 

ɔ (AgNP) / mg dm 3 

Vrsta AgNP 
0 5 10 25 

ti / min 

bez AgNP 30,8 Ñ 2,0    

PVPAgNP  31,2 Ñ 2,6 33,0 Ñ 2,7 36,5 Ñ 0,8 

PVPAgNP  28,9 Ñ 0,7 31,6 Ñ 1,8 31,5 Ñ 0,6 

cit AgNP  26,8 Ñ 1,2 28,8 Ñ 1,4 32,1 Ñ 1,4 

 

4.2.2. Utjecaj nanoļestica srebra razliļite povrġinske modifikacije na svojstva amorfne faze 

kalcijevih fosfata 

 

Pored utjecaja pojedinih koncentracija razliļitih nanoļestica srebra na mehanizam i kinetiku 

taloģenja CaP, istraģivan je utjecaj na svojstva ACP/AgNP s pomoĺu transmisijske elektronske 

mikroskopije, difrakcije rentgenskog zraļenja na polikristalnom uzorku i infracrvene 

spektroskopije s Fourierovom transformacijom. 

 Difraktogrami prahova dobivenih nakon 10 minuta reakcije taloģenja u kontrolnom 

sustavu bez prisustva AgNPῐa i taloģnim sustavima u prisustvu razliļitih koncentracija 

nanoļestica srebra razliļite povrġinske modifikacije prikazani su na slici 24. U difraktogramu 

praha kontrolnog sustava prisutan je ġirok amorfni maksimum malog intenziteta u rasponu 2ɗ 

od 25,0Á do 33,5Á karakteristiļan za ACP.18,235,236  
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Slika 24. Difraktogrami praha i spektri infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom 

taloga dobivenih nakon 10 minuta u kontrolnom sustavu i u taloģnim sustavima s razliļitim 

koncentracijama nanoļestica srebra modificiranih a), b) natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom 

(AOTῐAgNP), c), d) poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i e), f) trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri 

poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3. Difrakcijski maksimumi 

oznaļeni * odgovaraju maksimumima srebra prema JCPDS br. 04ῐ0783. 
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U svim difraktogramima opaģeni su maksimumi pri 2ɗ 38,1Á, 44,2Á i 64,5Á koji pripadaju 

difrakciji na (111), (200) i (220) kristalnim ravninama srebra (JCPDS br.04ῐ0783) te zbog 

njihovog velikog intenziteta, maksimum amorfnog kalcijevog fosfata nije vidljiv. On je vidljiv 

samo u difraktogramu dobivenom za najmanju koncentraciju citῐAgNPῐa. 

Spektar infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom taloga amorfnog 

kalcijevog fosfata dobivenog u kontrolnom sustavu bez prisustva AgNPῐa (slika 24) potvrdio je 

nastanak ACPῐa u kontrolnom i svim taloģnim sustavima dobivenim u prisustvu razliļitih 

koncentracija AgNPῐa. U FTIR spektru kontrolnog sustava prisutne su vibracijske vrpce 

karakteristiļne za fosfatnu skupinu pri 1024 cm 1 koja odgovara asimetriļnom istezanju PO4
3  

(ɜ3), pri 875 cm 1 (skupina HPO4
2 ) i 553 cm 1 karakteristiļna za istezanje PO4

3  (ɜ4). Pored 

toga prisutne su vrpce vibracije veza u vodi, ġiroka vrpca u rasponu 3677ï2789 cm 1 i vrpca pri 

1651 cm 1.236,237 Izostanak hiperfine strukture vrpca fosfatnih skupina pri 1024 cm 1 i  

553 cm 1 karakteristiļan je za amorfnu fazu.198,236,237 Navedena struktura blago je vidljiva u 

FTIR spektru CaP/cit-AgNP pri najmanjoj koncentraciji cit-AgNP ġto je potencijalno 

posljedica brze transformacije ACP-a, zbog ļega je izolacija bila oteģana. 

Detaljnija analiza dobivenih FTIR spektara provedena je koriġtenjem prve i druge 

derivacije spektara (slika D1). Prva derivacija omoguĺila je toļnije odreĽivanje pozicije 

maksimuma vrpce, no nije otkrila znaļajne razlike. Analizom druge derivacije FTIR spektara 

opaģen je pomak maksimuma vrpce karakteristiļne za asimetriļno istezanje PO4
3  od 25 cm 1 

prema veĺim valnim duljinama u spektru taloga kompozita dobivenih uz dvije najveĺe 

koncentracije AOTῐAgNPῐa i s najmanjom koncentracijom PVPῐAgNPῐa, ġto je ukazalo na 

razliļit utjecaj tih dviju nanoļestica. Navedene spektralne karakteristike uoļene u drugoj 

derivaciji FTIR spektara u rasponu valnih brojeva 1150ï1030 cm 1 i 650ï575 cm 1, ukazuju na 

poļetak transformacije ACPῐa, ġto je u skladu s ranijim istraģivanjima transformacije ACPῐa u 

HA.198 

TEM mikrografije (slika 25) potvrdile su da su u kontrolnom sustavu nastali  lanļasti 

agregati malih sferiļnih ļestica tipiļnih za ACP.195,235 Prosjeļne veliļina sferiļnih ļestica bila 

je 75,6 Ñ 19,2 nm. Prisutnost AgNPῐa utjecala je na promjenu morfologije ACPῐa ovisno o 

koncentraciji i vrsti AgNPῐa u taloģnom sustavu. Lanļasti agregati sferiļnih ļestica ACPῐa 

opaģeni su samo pri najmanjoj koncentraciji AOTῐAgNPῐa, a faza nalik gelu pri svim 

koncentracijama. Takva morfologija opaģena je u prijaġnjim istraģivanjima nastanka ACPῐa u 

razliļitim uvjetima.212,238ï240 Pri svim koncentracijama PVPῐAgNPῐa opaģeni su lanļasti 
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agregati sferiļnih ļestica ACPῐa prosjeļne veliļine 67,6 Ñ 16,2 nm sliļni onima u kontrolnom 

sustavu. Faza nalik gelu nastala je samo pri najveĺoj istraģenoj koncentraciji PVPῐAgNPῐa. 

TEM mikrografijama ACPῐa dobivenih u prisustvu citῐAgNPῐa utvrĽena je prisutnost faze nalik 

gelu pri svim ispitivanim koncentracijama citῐAgNPῐa. S poveĺanjem koncentracije 

citῐAgNPῐa granularna morfologija faze nalik gelu postaje izraģenija. 

 U svim nastalim kompozitima, nanoļestice su bile rasporeĽene jednoliko kroz nastali 

talog. Ġtoviġe, detektirane su uglavnom pojedinaļne ļestice AgNPῐa. Navedeno je ukazalo na 

potencijal dobivanja materijala gdje su nanoļestice jednoliko rasporeĽene u kompozitu, ġto je 

dosad bio velik nedostatak pripreme CaP/AgNP kompozita.241 

 

 

Slika 25. TEM mikrografije taloga dobivenih nakon 10 minuta u kontrolnom sustavu i u taloģnim 

sustavima s razliļitim koncentracijama nanoļestica srebra modificiranih natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim 

citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3). 
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4.2.3. Utjecaj nanoļestica srebra razliļite povrġinske modifikacije na svojstva kristalne faze 
kalcijevih fosfata 

 

Kako bi se odredio sastav i svojstva kristalne faze kalcijevih fosfata nastale u prisutnosti AgNP 

detaljno je karakteriziran talog nastao nakon 60 minuta. Difraktogram praha dobivenog u 

kontrolnom sustavu (slika 26) ukazao je na nastajanje smjese CaPῐa. Dva difrakcijska 

maksimuma pri malim kutovima, 2ɗ 4,7Á i 9,3Á, odgovaraju difrakciji na (100) i (200) 

ravninama OCPῐa (JCPDS br. 26ῐ1056). Pored toga, opaģeni maksimumi velikog intenziteta 

pri 2ɗ 26,0Á i 31,8Á te nekoliko maksimuma manjeg intenziteta pri 2ɗ 28,1Á, 39,3Á, 46,4Á, 49,6Á 

i 53,3Á karakteristiļni su za apatitnu fazu. Oblik i ġirina apatitnih maksimuma ukazuju na 

nastanak slabo kristalnog kalcijem deficijentnog hidroksiapatita (CaDHA).236,242 Difraktogrami 

praha kristalnih kompozita dobivenih u prisustvu razliļito modificiranih nanoļestica srebra 

(slika 26 a), c), e)) pored apatitnih maksimuma sadrģe i maksimume karakteristiļne za 

nanoļestice srebra pri 2ɗ 38,0Á, 44,3Á i 64,4Á koji odgovaraju difrakciji na (111), (200) i (220) 

kristalnim ravninama srebra (JCPDS br.04ῐ0783). Intenziteti navedenih maksimuma 

poveĺavaju se s poveĺanjem koncentracije srebra, ġto ukazuje na potencijalan zaostatak 

nanoļestica srebra, koje nisu u kompozitima, u talogu. Pored toga u difraktogramima su uoļeni 

maksimumi pri 2ɗ oko 4,7Á i 9,5Á, no njihov intenzitet ovisio je o vrsti i koncentraciji koriġtenih 

AgNPῐa. Pri najveĺoj koncentraciji AOTῐAgNPῐa i srednjoj koncentraciji (10 mg dm 3) 

PVPῐAgNPῐa nisu uoļeni navedeni maksimumi, ġto je ukazivalo na moguĺu promjenu u 

koliļini nastalog OCPῐa te potencijalnu inhibiciju nastajanja OCPῐa. Prethodna istraģivanja 

nastajanja CaPῐa pokazala su da aditivi mogu utjecati na sastav nastalog taloga na dva naļina. 

U taloģnim sustavima u kojima se moģe istaloģiti viġe faza, aditiv se moģe uļinkovito 

adsorbirati na nukleus neke faze, ġto rezultira inhibicijom njezinog nastanka. Druga moguĺnost 

je da aditiv djeluje kao uļinkoviti heteronukleus za nastajanje jedne od faza, ļime se promovira 

njen nastanak, a indirektno inhibira nastanak drugih faza.76,243 

 



Ä 4. Rezultati i rasprava      74 

Suzana Inkret  Doktorska disertacija 

 

Slika 26. Difraktogrami i FTIR spektri taloga dobivenih nakon 60 minuta u kontrolnom sustavu i u 

taloģnim sustavima s razliļitim koncentracijama nanoļestica srebra modificiranih a), b) natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), c), d) poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i e), f) 

trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) =  

4Ŀ10 3 mol dm 3. Difrakcijski maksimumi oznaļeni * odgovaraju maksimumima srebra prema JCPDS 

br. 04ῐ0783. 
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U FTIR spektru (slika 26 b), d), f)) taloga nastalog u kontrolnom sustavu opaģene su vrpce 

karakteristiļne za vibracije fosfatne skupine: pri 1303 cm1 (savijanje (0/), 1091 cm 1 (ɜ3a 

trostruko degenerirano asimetriļno istezanje PO4
3 ), 1020 cm1 (ɜ3c trostruko degenerirano 

simetriļno istezanje PO4
3 ), 912 cm 1 i 869 cm1 (istezanje HPO4

2 ), 597 cm 1 (ɜ4a trostruko 

degenerirano savijanje PO4
3 ) i 560 cm 1 (ɜ4b trostruko degenerirano savijanje PO4

3 ). Pored 

toga, uoļene su vrpce vode, ġiroka vrpca u rasponu 3627ῐ2884 cm1 i vrpca pri 1637  

cm 1.244ï246 Iako postoji velika sliļnost izmeĽu FTIR spektara apatita i OCPῐa, smatra se da 

vrpce pri valnim brojevima oko 1195 cm1 i 916 cm 1, koje odgovaraju vibracijama (0/ u 

OCP-u, mogu koristiti za razlikovanje CaDHA i OCPῐa.246 U spektru taloga nastalog u 

kontrolnom sustavu opaģena je samo vrpca pri 912 cm1, ali ne i vrpca pri 1195 cm1. TakoĽer, 

nije opaģena niti hiperfina struktura vrpci u podruļju 1200ï1000 cm1 karakteristiļna za 

OCP.246,247 To ukazuje da je OCP prisutan u maloj koliļini u nastalom talogu. 

Analiza prve derivacije FTIR spektara (slika D2) u podruļju karakteristiļnom za 

vibracije fosfatne grupe (1200ῐ450 cm 1), pokazala je da nema znaļajnijih promjena u poloģaju 

vrpci. MeĽutim, druga derivacija FTIR spektara u podruļju  1005ῐ975 cm1 ukazuje na 

promjenu oblika vrpce pri najveĺoj istraģivanoj koncentraciji AOTῐAgNP i PVPῐAgNP te pri 

10 mg dm 3 citῐAgNP. Navedeno moģe ukazivati na prisutnost razliļitih vrsta kalcijevih fosfata 

u navedenim kompozitima. 

Pretraģnom elektronskom mikroskopijom taloga dobivenih u kontrolnom sustavu i onih 

dobivenih u taloģnim sustavima u prisustvu razliļitih AgNPῐa potvrĽen je nastanak razliļitih 

faza CaPῐa (slika 27). Uoļene su dvije razliļite morfologije, sferiļni agregati tankih listiĺavih 

kristala karakteristiļnih za kalcijem deficijentni hidroksiapatit235 i ploļasti kristali 

karakteristiļni za oktakalcijev fosfat.76,195 Pojedinaļne nanoļestice srebra ugraĽene su i 

adsorbirane na povrġini kristalnih agregata kalcijem deficijentnog hidroksiapatita. Promjene u 

morfologiji oktakalcijevog fosfata teġko su uoļljive obzirom da je veĺina ploļica kristala 

oktakalcijevog fosfata orijentirana s najveĺom plohom okomitom na podlogu. UsporeĽujuĺi 

oktakalcijev fosfat u taloģnim sustavima s AgNP u odnosu na kontrolni sustav, dobiveni kristali 

oktakalcijevog fosfata manji su i manje razvijeni. Navedeno je upuĺivalo da porast 

koncentracije AgNPῐa inhibira nastanak oktakalcijevog fosfata prilikom taloģenja. U 

prisutnosti svih koncentracija AOTῐAgNPῐa sferiļni agregati kalcijem deficijentnog 

hidroksiapatita uoļeni su kao dominantna morfologija. Nadalje, pri najmanjoj koncentraciji 

PVPῐAgNPῐa dobivena morfologija sliļna je onoj u kontrolnom sustavu, dok su porastom 
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koncentracije PVPῐAgNPῐa opaģeni manji kristali kalcijem deficijentnog hidroksiapatita i gusto 

pakirani sferiļni agregati. U taloģnim sustavima u prisutnosti najniģe koncentracije citῐAgNPῐa 

nastali su sferiļni agregati s guġĺe pakiranim kristalima kalcijem deficijentnog hidroksiapatita. 

Poveĺanjem koncentracije citῐAgNPῐa uoļeni su pojedinaļni sferiļni agregati, ļija je prosjeļna 

veliļina pri najveĺoj koncentraciji citῐAgNPῐa bila manja u usporedbi s kontrolnim sustavom. 

 

 

Slika 27. SEM mikrografije taloga dobivenih nakon 60 minuta u kontrolnom sustavu i u taloģnim 

sustavima s razliļitim koncentracijama nanoļestica srebra modificiranih natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim 

citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3. 
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Za ove materijale provedena je termogravimetrijska analiza. Termogram taloga nastalog u 

kontrolnom sustavu (slika 28) pokazuje da se termalna razgradnja kristalnog taloga odvija u 4 

koraka. U prvom koraku, pri temperaturama 50ï140 ÁC, doġlo je do gubitka 4,5 % ukupne 

mase. U drugom koraku doġlo je do gubitka mase od 3 % u rasponu temperatura 140ï170 ÁC, 

a u treĺem 4,6 % u rasponu temperatura 170ï500 ÁC. Prethodna istraģivanja su pokazala da se 

termalna razgradnja CaDHA odvija u dva koraka. U prvom koraku, pri temperaturama do 

130 ÁC, gubi se adsorbirana voda. Gubitak mase pri viġim temperaturama moģe se pripisati 

razgradnji CaDHA.233,248ï250 U sluļaju OCPῐa, gubitak adsorbirane vode opaģen je pri 

temperaturama do 125 ÁC.251 Gubitak kristalizirane vode opaģa se pri temperaturama 300ï

350 ÁC, dok se gubitak kemijski vezane vode opaģa pri temperaturama do 400 ÁC. Pri 

temperaturama iznad 400 ÁC, opaģen je mali kontinuirani gubitak mase koji odgovara daljnjem 

gubitku vode i razgradnji.252,253 

Prijaġnja istraģivanja termalnog raspada AgNPῐa pokazala su dominantni gubitak mase 

u temperaturnom rasponu 200ῐ500 ÁC. Navedeni gubitak mase pripisan je gubitku vode i 

organskih komponenata, poput stabilizatora. Toļan temperaturni raspon raspada ovisi o vrsti 

AgNP, dok je pri niģim i viġim temperaturama opaģen mali ili nikakav gubitak mase.254,255 

Oblik termograma kompozita CaP/AgNP sliļan je obliku krivulje dobivene za kontrolni sustav, 

tako da nije bilo moguĺe razaznati gubitke mase karakteristiļne za AgNP i stabilizatore (slika 

D3). Porastom koncentracije AgNPῐa smanjio se ukupni gubitak mase kompozita. To opaģanje 

potvrdilo je prisustvo AgNPῐa u analiziranom talogu. Nadalje, uoļen je gubitak mase pri 

temperaturama iznad 600 ÁC koji nije bio prisutan u termogramu kontrolnog sustava. 

Temperatura, pri kojoj je gubitak poļeo, se smanjila porastom koncentracije AgNPῐa. Opaģeni 

gubitak mase veĺ je ranije uoļen kod kristalnih apatitnih CaPῐa pri 630 ÁC.256 Dobivene razlike 

u termalnim svojstvima taloga kontrolnog sustava i u prisutnosti AgNPῐa u skladu su sa 

zakljuļcima ranijih istraģivanja, koja su pokazala da AgNP prisutne na povrġini ɓῐTCPῐa utjeļu 

na njegovu termalnu stabilnost.257 
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Slika 28. Termogravimetrijske krivulje taloga dobivenih nakon 60 minuta u kontrolnom sustavu i u 

taloģnim sustavima s razliļitim koncentracijama nanoļestica srebra modificiranih: a) natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), b) poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i c) 

trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) =  

4Ŀ10 3 mol dm 3. 

 

BrunauerῐEmmettῐTellerovom (BET) metodom odreĽena je specifiļna povrġina (SSA) 

kristalnih taloga dobivenih u kontrolnom sustavu i u prisustvu razliļitih koncentracija AgNPῐa 

(tablica 11). Uoļen je trend smanjenja specifiļne povrġine porastom koncentracije 

AOTῐAgNPῐa i citῐAgNPῐa. U sluļaju AOTῐAgNPῐa svi nastali talozi imali su veĺu SSA od 

taloga nastalog u kontrolnom sustavu. Smanjenje SSA taloga porastom koncentracije citῐAgNP 

bilo je izraģenije, te je talog nastao pri najveĺoj koncentraciji citῐAgNP imao manju SSA od 

taloga nastalog u kontrolnom sustavu. U sluļaju kompozita CaP/PVPῐAgNP uoļeno je 

smanjenje SSA porastom koncentracije AgNP s 5 mg dm 3 na 25 mg dm 3. Zanimljivo je da je 

pri 10 mg dm 3 PVPῐAgNPῐa SSA kristalnih kompozitnih taloga znatno manja u odnosu na 

SSA taloga za druge dvije koncentracije PVPῐAgNPῐa. 
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Tablica 11. Specifiļna povrġina (SSA) taloga dobivenih nakon 60 minuta u kontrolnom sustavu i u 

taloģnim sustavima s razliļitim koncentracijama nanoļestica srebra modificiranih natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim 

citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3. 

ɔ (AgNP) mg dm 3 
SSA / m2 g 1 

bez AgNP AOT-AgNP PVP-AgNP cit-AgNP 

0 73,9 Ñ 0,2    

5  86,4 Ñ 1,4 86,7 Ñ 0,8 82,6 Ñ 1,2 

10  84,5 Ñ 0,7 49,8 Ñ 1,3 72,9 Ñ 0,5 

25  83,3 Ñ 2,4 80,1 Ñ 1,3 66,2 Ñ 0,2 

 

U svrhu preciznijeg odreĽivanja utjecaja AgNPῐa na sastav dobivenih taloga i lokalno ureĽenje, 

povedena je karakterizacija elektronskom paramagnetskom rezonancijom (slika 29). Analiza 

EPR spektara pokazala se kompleksnom jer su koriġteni spektri praha, koji sadrģe manje 

informacija od spektara monokristala. Dodatno, dobiveni spektri sadrģe viġe spektralnih 

komponenti u razliļitim omjerima. Pri analizi spektara, posebna paģnja posveĺena je 

odreĽivanju gῐvrijednosti. Prilagodba za dobivanje g-vrijednosti nije koriġtena jer je 

nepouzdana za kompozitne signale. Umjesto toga, promatrane su promjene oblika linije kao 

posljedice promjena u lokalnom ureĽenju, te su koriġteni fenomenoloġki parametri Rῐ i Sῐ 

vrijednosti (slika 29).258ï260 Razlike u dobivenim Rῐ i Sῐ vrijednostima ukazuju na promjene 

kemijskog sastava uzoraka, razlike u orijentaciji mikrokristalita u razliļitim domenama i 

relativnih doprinosa izotropnih, aksijalnih ili ortorompskih spektralnih komponenti radikala 

(CO2 , CO3 , CO3
3, NO3

2,...). 

EPR spektar kontrolnog uzorka ukazuje na prisutnost mnogih paramagnetskih centara 

u razliļitim omjerima (slika 29). Prema dostupnim literaturnim podacima,261ï264 dio spektralnih 

komponenti moģe se pripisati ozraļenom oktakalcijevom fosfatu, zbog prisustva dvije vrste 

duġikovih radikala (NO3
2 ) i stabilnog radikala CO2 . Te dvije spektralne linije (oznaļene kao 

OCP(1) and OCP(2), slika 29) nisu opaģene u EPR spektru kalcijem deficijentnog 

hidroksiapatita.233,234 TakoĽer, u EPR spektru kontrolnog uzorka pri manjem magnetskom polju 

opaģen je signal kojem odgovara gῐvrijednost oko 2.0115, vjerojatno od radikala CO3  

povezanog s uhvaĺenom vodom265,266 i drugog tipa stabilnog radikala CO2 . Kako su spektri 

praha dvaju radikala CO2  gotovo identiļni, direktna identifikacija nije moguĺa. Na temelju 
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EPR spektra je stoga moguĺe zakljuļiti da je nastala smjesa oktakalcijevog fosfata i kalcijem 

deficijentnog hidroksiapatita, ġto je u skladu s PXRD i FTIR karakterizacijom. 

 

 

Slika 29. EPR spektri taloga dobivenog nakon 60 minuta a) u kontrolnom sustavu s definiranim Rῐ i Sῐ 

fenomenoloġkim parametrima te OCP(1) i OCP(2) spektralnim linijama te EPR spektri taloga dobivenih 

nakon 60 minuta u taloģnim sustavima s razliļitim koncentracijama nanoļestica srebra modificiranih b) 

natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), c) poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i d) 

trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) =  

4Ŀ10 3 mol dm 3. 

 

EPR spektri taloga dobivenih u prisustvu AgNPῐa ukazali su na suptilne razlike u obliku 

spektralnih linija. Rῐ i Sῐ vrijednosti eksperimentalnih spektara taloga kompozita (tablica 12) 

mijenjaju se s promjenom koncentracije pojedinih AgNPῐa zbog razliļitog omjera radikala koji 

potjeļu od oktakalcijevog fosfata i kalcijem deficijentnog hidroksiapatita. Za AOTῐAgNP i 

PVPῐAgNP relativne promjene fenomenoloġkih parametara (ȹR i ȹS), u usporedbi s kontrolnim 

sustavom, najmanje su pri koncentraciji AgNPῐa 10 mg dm 3 u prisutnosti AOTῐAgNPῐa i 
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PVPῐAgNPῐa, dok su za citῐAgNP najmanje pri 25 mg dm 3, ġto je pripisano utjecaju 

stabilizatora, citrata. Najveĺe promjene Rῐ i Sῐ vrijednosti, oko 62ï65 % i 29ï34 %, uoļene su 

pri koncentraciji 5 mg dm 3 svih prouļavanih AgNPῐa. Nadalje, uoļeno je smanjenje intenziteta 

signala OCP(1) i OCP(2) s porastom koncentracije AgNPῐa. Iz navedenih razlika zakljuļeno je 

da poveĺanje koncentracije AgNPῐa rezultira smanjenjem udjela oktakalcijevog fosfata u 

smjesi, ġto je u skladu s rezultatima ostalih metoda karakterizacije. 

 

Tablica 12. Rῐ i Sῐ vrijednosti ozraļenih prahova taloga dobivenih nakon 60 minuta u kontrolnom 

sustavu i u taloģnim sustavima s razliļitim koncentracijama nanoļestica srebra modificiranih natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim 

citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3. 

Uzorak ɔ (AgNP) / mg dm 3 R S 

Kontrolni uzorak  0 0,536 0,443 

AOT-AgNP 

5 0,698 0,719 

10 0,643 0,589 

25 0,662 0,615 

PVP-AgNP 

5 0,692 0,720 

10 0,577 0,508 

25 0,643 0,567 

Cit -AgNP 

5 0,719 0,729 

10 0,611 0,542 

25 0,549 0,482 

 

4.3. Biomimetska priprema kompozita kalcijevih fosfata, nanoļestica 
srebra razliļite povrġinske modifikacije i biomolekula 

 

4.3.1. Utjecaj biomakromolekula i nanoļestica srebra razliļite povrġinske modifikacije na 

kinetiku taloģenja kalcijevih fosfata 

 

Utjecaj albumina iz goveĽeg seruma i kitozana na kinetiku taloģenja i transformaciju kalcijevih 

fosfata je takoĽer praĺen potenciometrijski. U prvom koraku odreĽen je utjecaj samih 

biomakromolekula na taloģenje CaPῐa, kako bi se mogao razluļiti utjecaj pojedinih aditiva 

prilikom pripreme kompozita CaP/AgNP/biomakromolekula. U tu svrhu pripremljeni su taloģni 

sustavi u prisutnosti razliļitih koncentracija BSA i Chi, bez dodatka AgNPῐa. Krivulje ovisnosti 
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pH o vremenu reakcije (slika 30 a), slika 31 a)) sliļnog su sigmoidalnog oblika, ġto ukazuje na 

nepromijenjen mehanizam taloģenja.229 S druge strane, pHῐkrivulje i vremena indukcije 

odreĽena iz pHῐkrivulja (tablica 13) ukazuju na to da BSA inhibira sekundarno taloģenje CaPῐa. 

Ġtoviġe, vrijeme indukcije se poveĺava porastom koncentracije BSA, ġto pokazuje da BSA 

stabilizira ACP. Vremena indukcije, odreĽena iz pHῐkrivulja dobivenih u prisutnosti Chi, 

ukazuju na znaļajnu inhibiciju sekundarnog taloģenja u prisutnosti svih koncentracija Chi. 

Vremena indukcije produljuju se porastom koncentracije, ġto ukazuje na to da Chi stabilizira 

ACP. 

 
Slika 30. Reprezentativne krivulje ovisnosti pH o vremenu, dobivene za kontrolni sustav i za taloģne 

sustave s razliļitim koncentracijama albumina iz goveĽeg seruma (BSA) a) bez ili u prisutnosti 

nanoļestica srebra (ɔ(AgNP) = 10 mg dm 3) modificiranih b) natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), c) poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i d) 

trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) =  

4Ŀ10 3 mol dm 3 
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Inhibicija sekundarnog taloģenja opaģena je i u taloģnim sustavima u prisutnosti razliļitih 

koncentracija BSA ili Chi te stalne koncentracije AgNPῐa (slika 30, slika 31). U ranijim 

istraģivanjima pokazalo se da ugradnja 0,5 % srebra i 0,7 % silicija u hidroksiapatit daje 

antimikrobna svojstva, a ne utjeļe na proliferaciju osteoblasta.267,268 Iz navedenog razloga, u 

taloģnim eksperimentima koriġtena je stalna koncentracija AgNPῐa 10 mg dm 3. U navedenim 

taloģnim sustavima, nepromijenjen oblik pHïkrivulja ukazuje na to da nije doġlo do promjene 

mehanizma taloģenja CaPῐa u prisutnosti svih promatranih koncentracija BSA. S druge strane, 

u prisutnosti AOTῐAgNPῐa, pri najveĺoj koncentraciji Chi, i PVPῐAgNPῐa, pri svim 

koncentracijama Chi, pHῐkrivulje imaju promijenjen oblik. U navedenim potenciometrijskim 

krivuljama opaģen je joġ jedan korak taloģenja, izmeĽu nastajanja ACPῐa i sekundarnog 

taloģenja. U tom koraku taloģenja dolazi do manje promjene pH nego prilikom sekundarnog 

taloģenja, ġto odgovara nastajanju druge faze amorfnog kalcijevog fosfata (ACP2).33,212,269 

Nastajanje ACP2 faze primijeĺeno je prilikom nastajanja CaPῐa u prisutnosti surfaktanata212 i 

nekih aminokiselina.260 ACP2 ne pojavljuje se prilikom taloģenja u prisutnosti samih AgNPῐa 

ni u prisutnosti BSA, ġto znaļi da samo kombinacija odreĽenih koncentracija kitozana i 

odreĽenih vrsta AgNPῐa pogoduje njezinom nastanku. 

 

Tablica 13. Prosjeļna vremena indukcije (ti) sekundarnog taloģenja kalcijevih fosfata (n = 3) dobivena 

iz pHῐkrivulja (slika 30) sa standardnom devijacijom, odreĽena u kontrolnom sustavu  i u taloģnim 

sustavima s razliļitim koncentracijama albumina iz goveĽeg seruma (BSA) bez ili u prisutnosti 

nanoļestica srebra (ɔ(AgNP) = 10 mg dm 3) modificiranih natrijevim bis(2ῐetihleksil)sulfosukcinatom 

(AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPïAgNP i trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom 

pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3. 

 ɔ (BSA) / mg dm 3 

Vrsta AgNP 
0 25 50 100 

ti / min 

bez AgNP 30,8 Ñ 2,0 37,5 Ñ 1,5 41,0 Ñ 1,6 45,2 Ñ 1,7 

AOTɀAgNP 33,0 Ñ 2,7 35,4 Ñ 1,3 40,9 Ñ 0,8 44,6 Ñ 2,2 

PVPɀAgNP 31,6 Ñ 1,8 35,1 Ñ 0,6 43,6 Ñ 1,3 43,6 Ñ 1,6 

citɀAgNP 28,8 Ñ 1,3 35,3 Ñ 0,9 39,7 Ñ 0,1 44,6 Ñ 1,8 

 

Nije uoļena znaļajna razlika u vremenima indukcije sekundarnog taloģenja, dobivenih u 

taloģnim sustavima s razliļitim AgNP (tablica 13), u odnosu na taloģne sustave koji su sadrģavali 

samo BSA. To pokazuje da BSA ima dominantnu ulogu u inhibiciji sekundarnog taloģenja CaP. 
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S druge strane, vremena indukcije u sustavima s AgNP i Chi (tablica 14) bila su duģa od onih u 

sustavima koji su sadrģavali samo Chi. Razlike su najizraģenije za najveĺu koncentraciju Chi. 

Pri svim istraģenim koncentracijama Chi vremena indukcije rasla su u nizu  

citῐAgNP < AOTῐAgNP < PVPῐAgNP. Navedeno ukazuje na to da brzina transformacije 

ACPῐa u prisutnosti Chi ovisi i o vrsti AgNPῐa, suprotno onome ġto je primijeĺeno za BSA. 

Takva razlika u ponaġanju moģe biti posljedica razliļite stabilnosti AgNPῐa u prisutnosti tih 

dviju biomakromolekula. Detaljnije, AgNP pokazuju manju stabilnost u prisustvu Chi, dok su 

stabilne u prisustvu BSA (tablica 6, tablica 7). Navedeno ukazuje na to da agregati AgNPῐa 

potencijalno jaļe inhibiraju transformaciju CaPῐa. 

 

 

Slika 31. Reprezentativne krivulje ovisnosti pH o vremenu dobivene za  kontrolni sustav i za taloģne 

sustave s razliļitim koncentracijama kitozana (Chi) a) bez ili u prisutnosti nanoļestica srebra 

modificiranih b) natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), c) poli(vinilpirolidonom) 

(PVPῐAgNP) i d) trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i pri 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = 

c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3, ɔ(AgNP) = 10 mg dm 3. 
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Chi se pokazao kao uļinkovitiji inhibitor od BSA, s obzirom na to da se njegov inhibitorni 

uļinak opaģa pri niģim koncentracijama. Takva razlika u ponaġanja moģe se pripisati razlici u 

strukturi tih dviju biomakromolekula. Molekula BSA ima rigidnu, kompaktnu, srcoliku 

strukturu,136 dok je Chi fleksibilan, linearan polisaharid.143 Chi se zato moģe lakġe adsorbirati 

na povrġinu ļestica ACPῐa i time sprijeļiti transport konstitutivnih iona, ali i sekundarnu 

nukleaciju, sliļno onome ġto je pokazano za polielektrolite.195 

 

Tablica 14. Prosjeļna vremena indukcije (ti) sekundarnog taloģenja kalcijevih fosfata (n = 3) dobivena 

iz pHῐkrivulja (slika 31), sa standardnom devijacijom, odreĽena u kontrolnom sustavu i u taloģnim 

sustavima s razliļitim koncentracijama kitozana (Chi) bez ili u prisutnosti nanoļestica srebra 

modificiranih natrijevim bis(2ῐetihleksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) 

(PVPῐAgNP) i trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = 

c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3, ɔ(AgNP) = 10 mg dm 3. 

 ɔ (Chi) / mg dm 3 

Vrsta AgNP 
0 5 10 25 

ti / min 

bez AgNP 30,8 Ñ 2,0 34,2 Ñ 1,7 46,0 Ñ 2,4 52,4 Ñ 1,2 

AOTɀAgNP 33,0 Ñ 2,7 42,9 Ñ 0,4 50,6 Ñ 0,4 81,1 Ñ 6,1 

PVPɀAgNP 31,6 Ñ 1,8 47,9 Ñ 1,0 52,4 Ñ 0,9 675,3 Ñ 78,5 

citɀAgNP 28,8 Ñ 1,3 38,6 Ñ 2,1 45,7 Ñ 1,3 60,6 Ñ 0,3 

 

4.3.2. Utjecaj biomakromolekula i nanoļestica srebra razliļite povrġinske modifikacije na 

svojstva amorfne faze kalcijevih fosfata 

 

Kako bi se odredila svojstva kompozita ACP/AgNP/biomakromolekula talozi su karakterizirani 

PXRDῐom i FTIRῐom, a morfologija im je odreĽena TEMῐom. U sluļaju CaP/AgNP/BSA 

talozi su odvojeni nakon 15 minuta. S obzirom na razliļita vremena indukcije pojedinih taloģnih 

sustava s AgNP i Chi, CaP/AgNP/Chi talozi su izolirani u vremenima koja su odgovarala 

zavrġetku prvog koraka taloģenja. U kontrolnom sustavu talog je izoliran nakon 10 minuta od 

poļetka taloģenja, u sustavima koji su sadrģavali dvije manje koncentracije Chi bez AgNPῐa 

nakon 25 minuta, dok je u prisutnosti najveĺe koncentracije Chi i PVPῐAgNPῐa amorfni talog 

izoliran nakon 1 h od poļetka taloģenja. Koliļina taloga izoliranog iz sustava s najveĺom 

koncentracijom Chi bez i sa svim AgNP te iz sustava sa svim koncentracijama Chi i citῐAgNPῐa 

bila je premala za PXRD i FTIR analize, pa su navedeni talozi analizirani samo TEMῐom. Mala 
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koliļina taloga nastala u taloģnim sustavima s Chi ukazuje na to da Chi inhibira ne samo 

transformaciju ACPῐa, veĺ i njegovo nastajanje. 

Difraktogrami praha (slika 32) nastalog u kontrolnom sustavu i u prisutnosti svih 

koncentracija BSA bez dodatka AgNPῐa sadrģe ġirok maksimum malog intenziteta u podruļju 

2ɗ 27Áï35Á karakteristiļan za ACP.34,235 Takav maksimum opaģen je u difraktogramu praha 

dobivenom u prisutnosti najmanje koncentracije Chi (slika 32). U prisutnosti razliļitih AgNPῐa 

i svih koncentracija obiju biomakromolekula, difraktogrami praha sadrģe tri izraģena 

difrakcijska maksimuma pri 2ɗ 38,1Á, 44,3Á i 64,5Á koji odgovaraju difrakciji na (111), (200) i 

(220) kristalnim ravninama srebra (JCPDS br. 04ῐ0783). Sliļno kao i u prisutnosti samo 

AgNPῐa, u prisutnosti AgNPῐa i biomakromolekula maksimumi difrakcija na ravninama ACPῐa 

u difraktogramima praha nisu vidljivi zbog velikog intenziteta maksimuma difrakcija na 

kristalnim ravninama AgNPῐa. Pored toga, u difraktogramu praha taloga dobivenog u 

prisutnosti 10 mg dm 3 Chi opaģen je maksimum pri 2ɗ 9,4Á koji odgovara difrakciji na (200) 

kristalnoj ravnini OCPῐa (JCPDS br. 074ῐ1301). Navedeno ukazuje na poļetak transformacije 

ACPῐa, no kako ostali maksimumi karakteristiļni za bilo koju kristalnu fazu CaPῐa nisu 

prisutni, to je moguĺa posljedica transformacije taloga nakon izdvajanja iz matiļnice. 

 FTIR spektri (slika 33) amorfnih taloga potvrĽuju nastanak ACPῐa u sustavima pri svim 

istraģenim koncentracijama BSA i Chi bez i s AgNP. U svim spektrima opaģene su vrpce 

karakteristiļne za vibracije fosfatne skupine, asimetriļno istezanje PO4
3  (ɜ3) pri 1035 cm 1, 

vibracija HPO4
2  skupine pri 870 cm 1 i savijanje PO4

3  (ɜ4) pri 550 cm 1.236,237 Izostanak 

hiperfine strukture vrpci istezanja i savijanja (ɜ3 i ɜ4) potvrdio je nastanak amorfne faze 

kalcijevih fosfata.198,236 Nadalje, opaģene su vrpce vibracije vode u rasponu 3650ï2750 cm 1 i 

pri 1650 cm 1. U FTIR spektrima CaP/AgNP/BSA taloga uoļene su karakteristiļne vibracijske 

vrpce BSA pri 2980 cm 1 (amid B, istezanje NïH), 1650 cm1 (amid I, istezanje C=O), 

1540 cm 1 (amid II, istezanje CïN i savijanje NïH), 1450 cm 1 (CH2), 1400 cm 1 (CH2 

savijanje) i 1270 cm 1 (amid III, istezanje CïN i savijanje NïH).219,220 Oļekivano, poveĺanjem 

koncentracije BSA, poveĺavao se i intenzitet vrpci BSA u FTIR spektrima. Vrpce 

karakteristiļne za kitozan nije bilo moguĺe jednoznaļno asignirati, obzirom da se pojavljuju pri 

jednakim valnim brojevima (tablica 9) kao i vibracije fosfatne skupine. 
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Slika 32. Difratogrami praha amorfnih taloga dobivenih u kontrolnom sustavu i u prisutnosti razliļitih 

koncentracija albumina iz goveĽeg seruma (BSA) (a, c, e, g), kitozana (b, d, f) bez (a, b) ili u prisutnosti 

(c-g) nanoļestica srebra modificiranih  natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), 

poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. 

c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3, ɔ (AgNP) = 10 mg dm3. Difrakcijski maksimumi 

oznaļeni * odgovaraju maksimumima srebra prema JCPDS br. 04ῐ0783. 
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Slika 33. FTIR spektri amorfnih produkata dobivenih u kontrolnom sustavu i u prisustvu razliļitih 

koncentracija albumina iz goveĽeg seruma (BSA) (a, c, e, g) kitozana (Chi) (b, d, f) bez (a, b) ili u 

prisutnosti nanoļestica srebra (c-g) modificiranih natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom 

(AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom 

pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ț103 mol dm 3, ɔ (AgNP) = 10 mg dm3. 
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Iz TEM mikrografija dobivenih amorfnih taloga CaP/BSA, CaP/AgNP/BSA (slika 34) te 

CaP/Chi i CaP/AgNP/Chi (slika 35) vidljivo  je da biomakromolekule imaju veliki utjecaj na 

morfologiju ACPῐa. U kontrolnom sustavu, kako je prethodno opisano, bez prisutnosti BSA, 

Chi i AgNP, ACP je istaloģio u obliku lanļastih agregata sferiļnih ļestica ACPῐa prosjeļne 

veliļine 79 Ñ 20 nm. U prisutnosti BSA, pri svim koncentracijama, nastala je faza nalik gelu. 

Pri koncentraciji BSA 50 mg dm 3 uoļene su i manje sferiļne ļestice ACPῐa, prosjeļne veliļine 

53 Ñ 10 nm, agregirane u lanļaste strukture. U taloģnim sustavima koji su sadrģavali samo Chi, 

primijeĺena je postupna promjena morfologije nastalog ACPῐa iz lanļastih agregata sferiļnih 

ļestica u fazu nalik gelu. Pri najmanjoj istraģenoj koncentraciji Chi prosjeļna veliļina sferiļnih 

ļestica ACPῐa (64 Ñ 12 nm) manja je u odnosu na kontrolni sustav. Poveĺanje koncentracije 

Chi na 10 mg dm 3 rezultiralo je daljnjim smanjenjem veliļina sferiļnih ļestica (47 Ñ 11 nm). 

Smanjenje veliļine sferiļnih ļestica ACPῐa moguĺe je objasniti adsorpcijom 

biomakromolekula na nastajuĺe ACP ļestice, ļime se sprjeļava transport iona konstituenata, a 

time i daljnji rast ļestica. 

Razliļito stabilizirane AgNP u prisustvu biomakromolekula imale su razliļiti utjecaj na 

morfologiju ACPῐa. U prisutnosti AOTῐAgNPῐa, pri svim koncentracijama BSA, nastala je faza 

nalik gelu. Za razliku od toga, u prisustvu citῐAgNPῐa, pri svim koncentracijama BSA, nastali 

su lanļasti agregati sferiļnih ļestica, a najviġe faze nalik gelu nastalo je pri koncentraciji BSA 

50 mg dm 3. S druge strane, u prisustvu PVPῐAgNPῐa nije doġlo do znatne promjene u 

morfologiji jer su pri svim koncentracijama BSA nastali lanļasti agregati sferiļnih ļestica 

ACPῐa. U usporedbi s rezultatima dobivenim u taloģnim sustavim sa samo AgNP (poglavlje 

4.2.2.), ļini se da BSA promovira nastanak faze nalik gelu. Nadalje, u prisutnosti AOTïAgNP 

i dviju najmanjih koncentracija Chi opaģene su nepravilne sferiļne ļestice ACPῐa, dok je u 

prisustvu najveĺe koncentracije Chi opaģena samo faza nalik gelu. Sliļan trend opaģen je i u 

prisustvu citῐAgNPῐa. S druge strane, u prisustvu PVPῐAgNPῐa i Chi morfologija nije znatno 

promijenjena u odnosu na kontrolni sustav. Opaģene su sferiļne ļestice ACPῐa, sliļne veliļine 

kao i u kontrolnom sustavu i mala koliļina faze nalik gelu. Kitozan u taloģnim sustavima 

inhibira nastanak faze nalik gelu, iako same nanoļestice srebra promoviraju nastanak iste. 

Nadalje, na TEM mikrografijama opaģeno je da su nanoļestice srebra ravnomjerno rasporeĽene 

u amorfnom talogu, iako su istraģivanja stabilnosti AgNPῐa u prisustvu Chi pokazala agregaciju 

AgNPῐa. Navedeno ukazuje na to da kalcijevi fosfati dodatno stabiliziraju AgNP. 
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Slika 34. TEM mikrografije taloga dobivenih nakon 15 minuta u prisutnosti razliļitih koncentracija 

albumina iz goveĽeg seruma (BSA) bez ili u prisutnosti nanoļestica srebra modificiranih natrijevim 

bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim 

citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3, 

ɔ(AgNP) = 10 mg dm3. 
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Slika 35. TEM mikrografije amorfnih taloga dobivenih u prisustvu razliļitih koncentracija kitozana 

(Chi) bez ili u prisutnosti nanoļestica srebra modificiranih natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom 

(AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim citratom (citῐAgNP) pri poļetnom 

pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3, ɔ(AgNP) = 10 mg dm3. 

 

4.3.3. Utjecaj biomakromolekula i nanoļestica srebra razliļite povrġinske modifikacije na 

svojstva kristalne faze kalcijevih fosfata 

 

Iz pHῐkrivulja (slika 30) vidljivo je da je u taloģnim sustavima s BSA te BSA i AgNP nakon 60 

minuta zavrġena transformacija amorfnog u kristalni talog. S druge strane, s obzirom na 

znaļajno razliļita vremena indukcije u istraģivanim taloģnim sustavim s Chi te Chi i AgNP, 



Ä 4. Rezultati i rasprava      92 

Suzana Inkret  Doktorska disertacija 

kristalni talozi izolirani su nakon 130 minuta u sustavu koji je sadrģavao najveĺu koncentraciju 

Chi te AOTῐAgNP i citῐAgNP, te nakon 1100 minuta u sustavu koji je sadrģavao najveĺu 

koncentraciju Chi i PVPῐAgNP. U ostalim taloģnim sustavima s Chi te Chi i AgNP talog je 

izoliran nakon 75 minuta. Izolirani kristalni talozi karakterizirani su difrakcijom rentgenskog 

zraļenja na polikristalnom uzorku, infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom 

transformacijom, pretraģnom elektronskom mikroskopijom i termogravimetrijskom analizom . 

 Difraktogrami praha kompozita CaP/biomakromolekule (slika 36) sadrģe maksimume 

velikog intenziteta pri 2ɗ 26,0Á i 31,8Á i maksimume manjeg intenziteta pri 2ɗ 16,1Á, 28,1Á, 

31,7Á, 39,3Á, 46,4Á, 49,6Á i 53,3Á koji potvrĽuju nastanak CaDHA.235 Pored toga, difraktogrami 

sadrģe difrakcijske maksimume pri 2ɗ 4,6Á i 9,4Á karakteristiļne za OCP (JCPDS br. 074ῐ1301). 

Intenzitet navedenih maksimuma smanjuje se poveĺanjem koncentracije BSA i Chi. To ukazuje 

na promjenu koliļine nastalog OCPῐa, ġto je u skladu s prijaġnjim istraģivanjima, gdje je 

pokazano da koprecipitacijom CaPῐa uz BSA dolazi do postepene promjene sastava iz ļistog 

OCPῐa u smjesu OCPῐa i karboniranog apatita porastom koncentracije BSA.271 Nadalje, u 

istraģivanjima Aimoli i sur.272 pokazana je razlika u omjeru nastalih faza kalcijevih fosfata pri 

razliļitim pH u prisustvu Chi, dok u istraģivanjima Fadeeva i sur.273 nije dobivena nikakva 

razlika. Nadalje, u istraģivanjima Erceg i sur.187 nije opaģena promjena u sastavu nastalog taloga 

u prisutnosti biomakromolekula. 

 Difraktogrami praha ukazuju na razliļit utjecaj AgNPῐa i biomakromolekula. U 

prisustvu svih AgNPῐa i BSA opaģeno je smanjenje intenziteta maksimuma OCPῐa pri svim 

koncentracijama BSA. Razlika je opaģena u difraktogramima praha kompozita 

CaP/citῐAgNP/BSA, pri dvije veĺe koncentracije BSA, gdje je opaģen je maksimum pri 2ɗ 

11,5Á, karakteristiļan za DCPD. U prisustvu Chi nisu opaģeni maksimumi novih faza CaP, no 

intenzitet OCP maksimuma smanjivao se s porastom koncentracije Chi u prisustvu 

PVPῐAgNPῐa i citῐAgNPῐa, pri ļemu je utjecaj bio izraģeniji u prisustvu PVPῐAgNPῐa. U 

prisustvu AOTῐAgNPῐa i Chi nije opaģeno smanjenje intenziteta maksimuma OCPῐa, iako 

same AOTῐAgNP utjeļu na smanjenje intenziteta OCPῐa (slika 26 a)). Navedeno upuĺuje na to 

da sastav nastalih CaPῐa ovisi o specifiļnoj kombinaciji AgNPῐa i biomakromolekula. 
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Slika 36. Difraktogrami praha kristalnih taloga dobivenih u kontrolnom sustavu i u prisustvu razliļitih 

koncentracija albumina iz goveĽeg seruma (BSA) (a, c, e, g), kitozana (Chi) (b, d, f, h) bez (a, b) ili u 

prisutnosti nanoļestica srebra (c-h) modificiranih natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom 

(AOTῐAgNP) (c, d), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) (e, f) i trinatrijevim citratom (citῐAgNP) (g, 

h) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3, ɔ (AgNP) = 10 mg 

dm 3. Difrakcijski maksimumi oznaļeni * odgovaraju maksimumima srebra prema JCPDS br. 04ῐ0783. 
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U FTIR spektrima kompozita CaP/biomakromolekule i CaP/AgNP/biomakromolekule (slika 

3637) prisutne su vibracijske vrpce karakteristiļne za fosfatnu skupinu. Vrpca trostruko 

degeneriranog asimetriļnog istezanja PO4
3  (ɜ3a) opaģena je pri 1100 cm 1, trostruko 

degeneriranog asimetriļnog istezanja PO4
3  (ɜ3c) pri 1020 cm 1, nedegeneriranog simetriļnog 

istezanja PO4
3  (ɜ1) pri 962 cm 1, istezanja HPO4

2  pri 1076 cm1, 960 cm 1 i 917 cm 1, 

trostruko degeneriranog savijanja PO4
3  (ɜ4a) pri 601 cm 1 i trostruko degeneriranog savijanja 

0/  (ɜ4b) pri 559 cm 1. Pored toga, prisutne su vrpce karakteristiļne za vibracije veza u vodi; 

ġiroka vrpca u rasponu 3630ï2870 cm 1 i vrpca pri 1643 cm 1.244ï246 Vrpca pri 917 cm1 

karakteristiļna za istezanje HPO4
2  slabog je intenziteta u sustavima s najniģom koncentracijom 

Chi. Navedena vrpca, karakteristiļna za OCP, nije opaģena u sustavima s dvije veĺe 

koncentracije Chi i pri svim koncentracijama BSA bez ili s AgNP. Navedeno potvrĽuje PXRD 

rezultate gdje je ustanovljeno smanjenje koliļine nastalog OCPῐa u prisustvu pojedinih 

kombinacija AgNPῐa i biomakromolekula. Poveĺanjem koncentracije BSA u prisutnosti svih 

AgNPῐa, poveĺava se intenzitet vrpci karakteristiļnih za BSA u rasponu valnih brojeva 1650ï

1400 cm 1. Karakteristiļne vrpce kitozana nije bilo moguĺe jednoznaļno asignirati jer se 

poklapaju s karakteristiļnom vrpcama fosfatnih skupina.272,273 

Na temelju prve i druge derivacija FTIR spektara ustanovljeno je da se valni broj vrpce 

trostruko degeneriranog asimetriļnog istezanja PO4
3  (ɜ3a) mijenja za Ñ 7 cm

1 (slika D5, slika 

D6). Pored toga, u FTIR spektrima taloga dobivenih pri svim koncentracijama BSA u prisustvu 

AgNPῐa, nije opaģena vrpca vibracije HPO4
2  skupine u reġetki OCPῐa, pri 916 cm 1, ġto 

potvrĽuje inhibiciju nastajanja OCPῐa u prisustvu BSA i razliļitih AgNPῐa. 
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Slika 37. FTIR spektri kristalnih taloga dobivenih u kontrolnom sustavu i u prisustvu razliļitih 

koncentracija albumina iz goveĽeg seruma (BSA) (a, c, e, g) kitozana (Chi) (b, d, f, h) bez (a, b) ili u 

prisutnosti nanoļestica srebra (c-h) modificiranih natrijevim bis(2ῐetilheksil)sulfosukcinatom 

(AOTῐAgNP) (c,d), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) (e, f) i trinatrijevim citratom (citῐAgNP) (g, h) 

pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ŀ10 3 mol dm 3, ɔ (AgNP) =  

10 mg dm 3. 
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SEM mikrografije taloga CaPῐa dobivenih u prisutnosti AgNPῐa i razliļitih koncentracija BSA 

(slika 38) te razliļitih koncentracija Chi (slika 39) ukazuju na promjene morfologije nastalih 

kompozita. U prisustvu BSA, u odnosu na kontrolni sustav (slika 27), nastali su manje razvijeni 

i guġĺe pakirani kristali CaDHA. S druge strane, u prisutnosti Chi nastali su veĺi sferiļni 

agregati kristala CaDHA koji su takoĽer manje razvijeni u odnosu na kontrolni sustav. 

Poveĺanjem koncentracije obiju biomakromolekula u taloģnom sustavu, uoļena je manja 

koliļina ploļastih kristala OCPῐa, u skladu s rezultatima PXRD i FTIR analize. Opaģene 

promjene u morfologiji u skladu su s rezultatima prethodnih istraģivanja utjecaja 

biomakromolekula na morfologiju razliļitih faza CaPῐa.187,271 

Zajedniļki utjecaj AgNPῐa i biomakromolekula ovisio je o vrsti AgNPῐa. U prisutnosti 

BSA i AgNP, nastali su sferiļni agregati kristala CaDHA razliļitih veliļina. Najveĺi kristali i 

njihovi sferiļni agregati nastali su u prisutnosti BSA i citῐAgNPῐa. U prisutnosti AOTῐAgNPῐa 

i PVPῐAgNPῐa te najmanje koncentracije BSA opaģeni su i ploļasti kristali OCPῐa. Ploļasti 

kristali opaģeni u sustavima s citῐAgNP pri veĺim koncentracijama BSA, a prema PXRD 

rezultatima kristali su DCPD. Nadalje, pri dvije najniģe koncentracije Chi te AOTῐAgNP ili 

citῐAgNP, nastali su kristali OCPῐa veĺi nego u kontrolnom sustavu. Pri najveĺoj koncentraciji 

Chi, nastali su sferiļni agregati listiĺavih kristala CaDHA veĺi nego u kontrolnom sustavu. U 

prisustvu PVPῐAgNPῐa, kristali OCPῐa opaģeni su samo pri najmanjoj koncentraciji Chi. 

Navedena opaģanja potvrĽuju rezultate PXRD i FTIR analiza. Dobiveni rezultati potvrĽuju 

hipotezu da utjecaj biomakromolekula na sastav CaPῐa ovisi o vrsti AgNPῐa ġto je u skladu s 

literaturnim podacima da sliļni nanomaterijali razliļite dimenzionalnosti razliļito utjeļu na 

morfologiju CaPῐa u prisustvu biomakromolekula.187 Pored toga, poveĺanjem koncentracije 

biomakromolekula smanjuje se koliļina AgNPῐa adsorbirana na povrġinu kristala CaPῐa. To 

moģe biti posljedica adsorpcije biomakromolekula na povrġinu CaPῐa, kao ġto je pokazano DLS 

i ELS mjerenjima (tablica 6, tablica 7), koja moģe olakġati ugradnju AgNPῐa. 
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Slika 38. SEM mikrografije taloga dobivenih nakon 60 minuta u prisustvu razliļitih koncentracija 

albumina iz goveĽeg seruma (BSA) bez ili u prisutnosti nanoļestica srebra  modificiranih natrijevim 

bis(2-etilheksil)sulfosukcinatom (AOTῐAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVPῐAgNP) i trinatrijevim 

citratom (citῐAgNP) pri poļetnom pH=7,4 i 25 ÁC. c(CaCl2Ŀ2H2O) = c(Na2HPO4) = 4Ț103 mol dm 3,  

ɔ (AgNP) = 10 mg dm3. 
















































































































































