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SAGETAK

BIOMIMETSKA PRIPREMAI SVOJSTVAKOMPOZITANANOL ESTI CE .
SREBRAKALCIJEVIFOSFATTTE KOMPOZI TNIH PREVLAKA NA POVRC
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Kompoziti kalcijevih fosfata i nanomaterijagaantimikrobnim svojstumas mat r aj u se ul i n
alternativnim pristupom sprjelavanju i lijele
implantataNa n o | eseirgposebno su zanimljive zbog nji hove
i male vjerojatnosti uzrokovanjatpornosti bakterijaBiomimetska priprava kompozitealcijevi

fosfati / nan,odke skbnorskei seledlrag ki prihvatljiva me
prevlalenje implantata komplUelosvyrmmimh raliui § &, sn ed
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Vi gekompkompezitak il ki j evi fosf atiall hamolnosnt iize govet
i kitozanom Karakterizacija je pokazalan a | @j¢cajma n o | e s t, aluminas kitezéna a
nabrzinutransformacgamorfnog u kristalnkalcijev fosfatte na morfologiju amorfnogkristalnog
talogakalcijevih fosfat. Poredprahova, biomimetski su pripremane g € k o m e komp®zitre n
previalenar a z | o bl ri ahipeonv angaiitamija. Rezultati sypokazail da uniformnije previake
nastajundar apavi j o3 u pOWO jgs tp\od bl @epwin aslwjemkpnepozitnih

previakak al ci j evi f os f akompbazitrshrprelakasatbummem ilskitozamama
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PHOSPHATESCOMPOSITESAND COMPOSITE COATINGSON THE TITANIUM SURFACE
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Composites of calcium phosphates and nanomaterials with antimicrobial properties are considered an
effective approach for the prevention and treatment of infections caused by implantation. Silver
nanoparticles are attracting attention due to their brotldaaterial activity and low potential to cause
bacterial resistance. Although the biomimetic method for the preparattzaioaim phosphates/silver
nanoparticels omposites is economical, ecol ogical, and
that enables the coating of implants with complex shapes, it has not yet been fully explored. For this
reason, the biomimetic preparatiorcafcium phosphatemposites witlsilver nanoparticlesiodified

with different stabilizers (sodium bisghylhexyl) sulfosuccinate, poly{nylpyrrolidone), and
trisodium citrate and of multicomponentalcium phosphateskger nanoparticlesomposites with

bovine serum albumin or chitosan was investigated in this work. The characterization showed a
significant influence osilver nanoparticles, albumin and chitosanthe transformation of amorphous

into crystalline precipitates and their morphology. In additt@ciumphosphatésilver nanopatrticles
composite coatings with/withowtlbumin or chitosanwere biomimetically prepared on differently
etched titanium surfaces. The results showed a greater uniformity of the coatings on a rougher surface
and an improvement in the wetting properties of the surfaces after coating.
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A 1. Uvod 1

A 1UVOD

S obzirom na suvremeni nalin g¢givota i stare
ozl jeda | vrstih tkiva, od kojih se veliki b
usmjerava istragivanja pr ema mhaultifunkcionalnilovi h o
materijala, koji u z t o gt o mo g u preuzet. sve funkci
antibakterijska il i 'aekea Wir usgea rbd tod roigjkaal smog

kao biomaterijal Z a maraebigi biokempatiilan] (ne izdzivarnkakavh t ki
i munol ogki odgovor u tijelu), osteokondukt.
osteoinduktivan (promovira vezanje i di feren
te multifunkcionalanR a zite vrdte materijalgpoput metala i keramika koriste se u te svrhe
Metali se koriste zbog v nemajund gl dsémistageabija ni | ki
odnosnaneinducirajustvarangme hani | ki |l viste veze i zmelLu ko
navedenog razloga koriste se u kombinaciji s drugim osteoinduktivnim materifalima.

MelLu razlilitim dostupni (@aPingabcetopijijeadlii ma ,
fosforne kiseline, privliale posebnu pagnju

komponentom kostij @ Uprauizboh dogsk onimsu hipkanipatibiloi,m .

bioaktivni, imaju ostekonduktivnai osteoinduktivnas v oj st va i ni su toksi
prednost pred drugim materijalima te ih | ini
k ogt an d ®ands kei pozaato 12 nesupstituiranih spojeatijevin fosfata r az | i | i t

omjera Ca/P, topljivosti i raspona pH vrijednosti pri k@isu stabilni. Od njih, kalagm

deficijentni hidroksiapatit (CaDHA), amorfni kalcijev fosfat (ACHjitrikalcijev fosfat

(MTCP) i hidroksiapatit (HA) su najzastupl jen
implantate2 Nj i hov nedostatak sukojdsugal onehagnakaask
implant materijale b og bi ol o gkmerajl preudetc i | e Kk o]

Kompoziti kalcijevih fosfatas anorganskim nanomaterijalima i/ili biomolekulama
smatraju se mogul i m n &dlcievitofosfatg Bridome $u gdsposgbae s v 0O |
vagnost. nanomaterijal.i koj i posjeduju antil
tehnika inaprednitbioimplant materijala, veliki problem pri implantaciji i dalje predstavljaju
bakterijske infekcije uzrokovane ugradnjom implantiatée se mogu pojaviti i do dvije godine

nakon same implantacifesTakve i nfekcije uobilajeno se |i]j

Suzanalnkret Doktorska disertacija



A 1. Uvod 2

dielovanja no nji hova sustavna upor akbdbakrergagaei dov e :
vril o ilestdownol jwol iujl e Inkmjvu tiinf ekcija Koje uk

slulaju neuspjegne t esopemaiivhiza la\naptiotyieghtdivaai ma, p

pojave infekcija. Rjegenjem toga probl ema sm
antimikrobnih svojstav&’U t u svr hu istraguju se i biokera
kako bi se omoguiilo lokalno djelovanje ant
kroz dulji vr.emenski perio8lT a k v i materijald. smatraju se pob

primjenu antibiotika, n o n kod baltesijg’ Kakaki setajpr ob | e
problemr i j egi o, istraguju se materijal:@ koj i s a
U tu svrhu veli ku pagn(pgiP),s obzirorh aalteda srebroarlae st i ¢
gi roko ant i ba k®Antibakjer§skaoaktignpse srebraezmajaje v e fulje
vrijeme Danas se srebro koristi kacantimikrobno sredstvo u raznim industrijskim,
medicinskim i KWamiohept i mjee ssmjragbrr as maamji eml jj & vw
| estica na nanometarsku skalu rezultira vel o
antibakterijske aktivnostit Pored togama |l a vel i | iimlo mtmomuwil uaeo ot
srebrnih ionakroz interakciju s kisikoni drugim molekulamaz okoling | i me se post
kontinuirano antibakterijsko djelovanje kroz dulji vremenski petoB.osad j e i str a
dopiranje kalcijevih fosfata srebrnimionima Na tnaojgsen gl adi ti ograni | e
srebr a, gt o nanol|l estice srebra I i ni bol j o
antibakterijskog djelovanja!t

Kompoziti kalcijevih fosfatas bi omol ekul ama pri vl ale pagn

sama kost kompozit bioPFPRagkbigl apatbtakomgatialb

spojevi, protei ni Koriste sed lfunkgidnaizaaija Kalcijevih tosfagaki u | e ,
poboljganje njihovih svojstava. Jed@8A),od t ak
koj i se | esto koristidoosthvd o j mkodelanit es pojvez ans
kalcijevinfosfatf Por ed t oga, i st r akglajgvib fossatkitdzanonkChi), o n a |l i z

polisaharidom antibakterijskih i antiviralnih svojstava, za koji je pokadamomo g uHoljuj e

adheziju stanica rkalcijeve fosfate*

Razl il it ikalciedhrigsfatamotgiu se kori stiti za |ije
gdje nisu izlogeni velem mehani, k onmhampitlek &
opterelemjaasmjvdioamil isjuelienpjlanpatrietobri h |
kakva posjeduju dosad korigteni i mpl ant at i C

Suzanalnkret Doktorska disertacija



A 1. Uvod 3

i zvrsna mehanil ka svojstva tit amihoyire atzd iHiiaak
kompozita, pripremaju se kompozitne previdecijevih fosfatana povr gflhtu t it ar
svr hu, s ciljem pripreme bolje povrgine za
materijali obraluju se na r az?#?9Dostupnesunaariei ne s
met ode obrade povrgine p¥ipakanjagkigeinenk>4 Bvakaj a, ol
met oda dasgpe piosdvurdgingantiiav a, al i moge potencijal
svojstva materijalaZ a us pj e gnrul @ rji enjveanduniq &iddtéadinjidkisida

S povrgine titanija, te pwdlpipbeamaddhezijpstamicagi n u

Jetkanje Kkiselinom daje pore mikrometarske
idealnim zadobruadhezi ju prevlaka i stanica. Vagno |
gel jeni biologki uuljiencaakf unza nmeejhnad@nni | ka svoj st \

Kompozitik al ci j e v i f o s f griprerhamisgundodac razniin metodama e b r a
kao gto suB®mwlrerno pliadnaren| esatmapjevlagkeajdvin a
fosfatg!® adsorpcijan a n 0 | e s t nia prethodno wifravigrelcijeve fosfate®mi j eganj e
suspenzijkalcijevih fosfahin ano| e s t?itcea tsarleobgreanj e pri ??vi soki
Osim toga, pripremane su i kompozitne prev
met odama poput magnetronskog r #slpnetadgi®™ anj a,
Navedene metode ukl juluju korigtenje ,gtsokih
ograni |l ava wuporabu biologkih sobdir@katodauu mat ¢

takvim uvjetima dol azi do gubitka njihove al
koji se mogu prevuli tim metodama su ograni |
ekol ogki [ energet ski prirhavqauijly i vy® | bipo mipme m:

pripreme prif i z i o teropgraturama i tlakdma2®

Bi omi metska sinteza obmoognaituejre kompoaitpilit eanhuwo ¢ e
materijala i prevl aka nali, ttalz pH vmednosti\blisikijm n a ma
fizioMakipmémoda omogulvueki kgg abi o pionjolekalau | i t i h
kompozite i kompozitne previakgt o thaljpe povel ati njihovu bi
pobol j gatBiomimeiskajmnet uda omogul uj e pripravu pr e
kompleksnih oblikagt o j e vrl o vagno za ?gNaremeljpsvegaj enu
navedenog, ol ekivano | e dariprhve kompoztakacjev b i o mi
fosfati/ naniomatiti eel sk ebnal aj u pripravi no:
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kostiju, sobziromnatod a podat ak &alcigvihtfoafatau gresutnosin ano| est i ¢ a
srebrapri niskim temperaturama nermalostupnoj literaturi.
Cij je stogaove di sertiwtcjigeaji snamagliestica srebr

modi fi kacije na talogenje kal ciyswvruradavojd osf at

bi omi metskog pristupa njihovoj pripremi. S
utjecaja biomol ekul a, al bumi nnastajanei swpjstwae L e g
kompozitak al ci j evi fosfatDbdahaobesiisteageabja& ut

obrade povr gi n eikemiskaasvojstyasbiormetskilf kommpozitrahl predaka
kal ci jevi f osf aripremljendnnprisustait ibeee sarl eolurmd na 1z go
i kitozana Postavljene su tri hipoteze:

)] nanol|l estirael st ebea povrginske modi fi kac|

t al ogenj kalcijevindosfatg st v a

i) prisutnosta | bumi n i z  giokitozdh gj@komsnastajanjaakompozita
kal cijevi f osf auttij/en aen onikensjika avigitvashaxtabhr a
kompozita,

i) razlilita kemijska obrada povikagmiskim t it ar
svojstvima kompozitnih previakaa | ci j evi f o s f gripierhlienéhn o| e st
uprisustvuibezal bumi na 1z goveleg seruma i KkKit-¢c
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A  2AITERATURNI PREGLED

2.1. Kalcijevi fosfati

Kalcijevi fosfati (CaP)susoli fosforne kiselingvrlo zastupljere u prirodi i organizmimag t o

ih | ini vagnim spojevima u istragivanji ma
kalcijevih fosfata stabilizirajihovu struktury pa suCaP slabo topljivi u vodi, dobro topljivi u

ki selinama i n e t iokpldijgvii fosfai knstalibrajw kaopeozirni kristalit

umj erene swurdobéj ¢@o.khlowiribriojdd!| e eb pjog avl j uj u
spojeva razliolliet.i hv rsldquellngsapsttursiiidregim ionima poput

gel jezovi h, manganovi h, magnezi j®kaibdnatnihnat r i j
arsenatni h il vanadatni h umjesto fosfatnih
apatita ponekad su prisutni i hidroksidni, f

mijenja njihova svojstva i strukturd.
2.1.1. Vrste kalcijevih fosfata

Danas je pznato je 12 nesupstituiranibzZakalcijevih ortofosfatatéblical) koje se razlikuju
po omjeru Cal P, koj i odreluj e t Bpojevjnmamjegst i
omjeraCa/st abil niji su pri nigim pH te im je to
velim omj.0do el Caj¢ra€p/R eod an | e difikacirepdjedimeéazei d e n
kalcijevih fosfataZ®

Od 12 navedenihakak al ci j evi h fosfata kao materi|j e
hidroksiapatit HA), amorfni kalcijev fosfat ACP), kalcijem deficijentni hidroksiapatit
(CaDHA) i bitrikalcijev fosfat piITCP) zbog nj i hove sl i | nosdi bi o
anorganskokomponenti kostij:'*Bi ol o g k & j a fe&dDhlAsppstituiranom raznim
i oni ma k a'oK'dMg*biC&ut éNase u kostima pojavljuje
nastalih u bl agi nPorfeidz iboiloolgokg kno gu va peattiietaa t |
komponeng kostju su i kolagen tipa | i vod, pa se kosti smatraju organs&norganskim
kompozitom Uz kolagen, kostima se nalazeria z | i | i t i n eikab dbnazgjedmos Kk i pr

| i samol0 % proteinskog udjela kostiju, dok je ostatak koladen.
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Tablica 1. Nesupstituiranéazekalcijevih ortofosfata i njihova glavna svojstéa

_ Topljivost
Omjer
Faza Formula /gdm?3 .
Ca/P _ stabilnost*
pri
Monokalcijev fosfat .
) Ca(HPQy).L O 0,5 8 0,01 2,0
monohidrat (MCPM)
- Stabilan
Monokalcijev fosfat _
_ Ca(H:PQy): 0,5 i iznad 100
bezvodni (MCPA) i
AC
Dikalcijev fosfat
. CaHPQL 2,6 1,0 ©,088 2,07 6,0
dihidrat (DCPD)
Dikalcijev fosfat
_ CaHPQ 1,0 10,048 [1]
bezvodni (DCPA)
Oktakalcijev fosfat .
Ca(HPQy)2(PQu)4l- 5.6 1,33 ©,0081 55170
(OCP)
Utrikalcijev fosfat .
- U Ca(PQu): 1,5 10,0025 [2]
(UTCP)
b-trikalcijev fosfat
b-Ca(PQy)2 1,5 ©,0005 [2]
(b TCP)
Amorfni kalcijev fosfat Ni j e .
CaHy(PQy).l1nH.0; n=374,5 1,2-2,2 o ~5,517,0
(ACP) izmjereno [3]
Kalcijemdeficijentni
. . i Caj_ Ox(HPQl)x(PO4)S B((OH)Z Ky . o
hidroksiapatit 1,571 1,67 ©,0094 6,519,5
O0<x<1
(CaDHA)
Hidroksiapatit (HA) Cao(PQy)s(OH): 1,67 ©,0003 9,5112
Oksiapatit (OA) Cao(PQy)sO 1,67 i©,087 [2]
Tetrakalcijev fosfat
Cay(PQy):0 2,0 ©,0007 [2]
(TTCP)
* Raspon pH vodene otopine pri kojim su spoj
[1]st abi |l an pri temperaturama iznad 100 AC,
[2lspojevi se ne mogu istalogiti iz vodenih ot

[3] metastabilan.
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Kosti ma vrl o sl ogenu ugdorlihijerachijskih razinag @visnio @ izvora n u

(slika 1).132%3! Tijekom biomineralizaci¢ kosti, nastajanje anorganskih kristala strogo je
kontrolirano organskom matricqrkoja upravljabrzinom rast, dimenzipma orijentacipm i

oblikom kristala®? Struktura i rast kogti definirari sudugim fibrilima i viaknima kolagena,

dok stabilnost i rigidnost st fPTdkvakommeksoasi gur a
struktura kostiju rezultir ajlivestjiek arm nkiati d miol k
s obziromna toda cijelo vrijeme prolazi kroz cikluse remodeliranja. Proces remodeliranja
rezultat je resorptivne aktivnosti osteokl as
stanica vagnih u sintezi kostijuogbomdameasdal
nije uspjelo. jKRezd bi@nspiritamh grocesapza dobivanje materijala
modificiranih funlc i | a Koj i se temelje na korigtenju
k ao ¢t ofazs kalcijevih Zosfagaamorfni kalcijev fosfatkalcijem deficijentni kalcijev

fosfat, bitrikalcijev fosfati hidroksiapatif®?

Zivac .
Vena Arterija
«® ' = Sredi$nji kanal
2 »
§  Osteocit
1 g ! Z 4 /‘%
N e e A =7 o
e T %
= & . Z
T =
A
Osteon P e
o ; S A
Orijentacija kolagenskih = < 8 £
vlakana R
/ B
Osteon -
Kolagensko vlakno Tropokolagen Bioloski apatit

Slikal.Hi j erar hijska grala k®8ptiju (konstrui
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Od svih BizaCaH ,aamorfni kalcijev fosfaje najnestabilnija i jedina amorfnaza. Sastav

ACPI ge promijenjiv i ovisi o pH medija i koncentraciji ishodnih otopina reaktaffag.
obziromna toda je ACP amorfnaaza Ca® a nema urelenu strukturu,
zasebne amorfne vrste za svakiprinddaRnurgimat r a s
fazaCaH a U i st r apgredypevenamorfmele | eopagena iama@®CRR2ga amo
negto drugalije morfologije, koja se aponekad
uprvu kristalni®®*lak o nemaj u urelenje v ebjeikkzeposjedjo met a,
urelenost kratkog domet a. s fPeridll ndE nkaja eit ¢ a1 k t |
sastoji od nasumi| no r asp e(P@)dtz.iPosherob Klastera | ni h

(slika 2).28343

ACP cCestica

Slika 2. Shematskiprikas f er i | ne ACP | e skoristueanapremegfed)e st r ukt

U uvjetima bl A€RPi mattajel ogkopmenjem iz otopi
otopina reaktanata, kalcijevih i fosfatnih iof&’ Njegova stabilnost ovisi o uvjetima pripreme

poput koncentracije reaktanatp, H ma t te prisutnose aditiva koji mogu inhibirati ili

promovirati transformaciju. ACP je nestabil a
priprema i izolacija ize&cijske smjesenor a bi t i brza. Starenjem u
temodi nami | ki st ai, | nngjel elgrd ies t mK tnaek afl enm j ev f

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

njihove smjesé®***®Razni i oni prisutni u mat iapafaki mo g

Suzanalnkret Doktorska disertacija
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ioni magnezija, cinka, citratni i karbonatni ioni usporavaju transformacijut A@Rristalnu

faar, bil o adsorpcijom na pjegovusfuktori®® | estica, bi
Rana istragivanja nastaj anj davna anbrganskac i j e

komponenta Kkostiju tzv. endeidijentgonihidrekgipatitui t , vV r

CaDHA ima varijabilan sastav te ga karakteriziranjakk a | ¢ i j manjgomiaidro&siinin

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

gupl ynekeadionskipu plljvirnsat o s e v e gManjkaoro haeelenih ienav o d e

gubisest ehi omet r ijgCa DHzAb ocogbillengpa supstituiran dr u

reakcijskoj smjesi prilikom pripren@@ Def i ci jencija kalcija utjel

svoj stvanavedgtaor del a i | v Nawd denseu smarnujket.ur ne
mo g u | n oilssupstitucigd Z m e Ca DHA nisnbpajénos kiistalima sularikronske
veliline te, i a kapmasje stabilnih d hidroksiapatihPrigréa se
najlegie talogenjem iz reakci | sklkaomvwajarase r e :

najleglie H&Olsagoek AE®ri mentalnim uvjetima Cal
jedne il viage Pokkmobasor gkifdaf pri pH vrijed
samo preko ACPEPr i ni gi m vrij ed namssljederCstwaiddvopravidlok ur s ot
t] . prvo nastaje teramodian amitlikn rreajomme ssttalbiill n
stabilnije Bz®*Por ed toga, pri fizi dlCdglCamMHAV natsit ma e
dikalcijevog fosfata dihidrata (DCPD) i OGP bez nastajanja AC® , gto ukazuj
raznolikost mehanizama nastanka CaDHA koji ovise o eksperimentalnim uviétima.

Oktakalcijev fosfat ili oktakalcijev bis(hidrogenfosfat) tetrakis(fosfat) pentahidrat slabo
je topljiva faza CaP & oj a se najl egl e jamwtilikomn pripeme met a:
t er modi nami fazau voderojatopint® R OGP kristalizira u triklinskom sustavu te
ima slojevitu strukturu(slika 3). Sl oj evi kal ci jevih [ f osf a
hidroksiapatittizmjenjuju se s hidratiziranim slojevid&***°Post oji nekol i ko na
OCH &ao gt o s u Thaanogera kriztalizablj&iPdopine u rasponu pH BT
ipipovi genoj temperaturi te kontrolirano doda
4,5 i povi genoj t e mper &tUwdnosu midioksibpatin@CP jea st aj €
negto topljiviiji, gto j,&kopioslujveetaugdg e mamiedae
strukture, stabilnost, a samim time i topljivoSt.d z i r o m n ahid®Ksiaphtitomma t s
slijedom toga i CaDHA, izOdJB j e mogul e dobi tnisituHidolizom CaDH,
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OCHa ili otapanjem OCPagr al enim talogenjem HA, na gto
anorganskih i organskih vrsta>?

4 ? ,
Apatitni sloj (« /

T
&/ Ca P ¢0 H

Slika 3. Kristalna strukturaktakalcijevog fosfataCP d u § c (@asstruirano prema refl9)

Dikalcijev fosfat dihidrat (DCPD) ili kalcijev hidrogenfosfat dihidrat poznatiji je kao mineral
brugit. Prispa@ol ¢@kiveiziuebmanz iit i nmoak rse nmatra k a me |
jednimodme Lupr opdruiklaitkeom mi ner al i zaci ereizokopraui j u.
kojima je omjer Ca/P oko 1 u pH rasponu od 2J0 6,5. Osimtogamo ge se pri pre
reakcijom fosforne ki, galbi me oi swuaxlaillciitielv Ka
ostalih kalcijevih fosfata, CaDHA, HA ili tetrakcijev fosfat (TTCP¥® Kristalizira u
monoklinskom sustavu te ima slojevitu struktutu kojoj se dvosloj kalcijevih i
hidrogenfosfatnih ionazmjenjuju sdvoslojma molekula vodeslika 4)°>**Pr i povi geni
temperaturama transformirse u bezvodni dikalcijev fosfat (DCPAp r i | emu dol az
promjena u struktufi? smanjenja volumena i topljivostt Ovisno o eksperimentalnim uvjetima

mo ¢sei transformrati u CaDHAS®
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A==
Thntnd
R e e

\_:Coooo

@®ca @ H,0

Slika 4. Kristalna struktura dikalcijevofpsfata dihidrata (DCPD)pteuzeto izef. 53)

Hidroksiapatit (HA) ili pentakalcijev hidroksid tris(ortofosfat) smatratse r modi na mi | |
najstabilnijom i najmanje topljivomafom CalP .4 ma u rkrestBlm struktun, a kristalizira

u prostornoj skupinP2:/b, kadase radi o stehiometrijskom HAg u prostornoj skupiniP6s/m

kadaHA nije stehiometrijski §lika5).>’Pr i povi geni m temper atur ama

u heksagonski, dok pri sobnoj temperaturi heksagonski HA nije stabilan ako u strukturi nisu
prisutni supstituenfi®*”%® Hidroksiapatitje moguil e pri premi t i na r az
Ukl juluju reakcije (Jlkedamomdst @&msjtu hi Inial i nat
otopini mijegawodenihojogina €EX vAOM@Ir ar mpiHh ot opi ne ve
nakon | ega nastal. produkt star.i u matil nic
prisuinosti ugljikovog dioksida. Nastali produkt se nakon starenja sinterira pri temperaturi

1000/C%Post upak se odobzirpmmatodavinget eRpeakakol i ko n

koji ukljuluju ACP i CaDHA. Osim togap HHAose
je reakcija drugih CaP {DCPA, DCPD, OCP) s CaO, Ca(QH)CaCQ pri temperaturi
1200/C4Postoji jog nekoliko ukaliisnalmri prAavezu iH
veliki kristali, mikrak r i st al i il nanol| estice.
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Monoklinski sustav

s I S . o
P S G RPN .
\TJ‘ 3 ‘:?togb%o b o’Jo;

Heksagonski sustav ‘
- QO Ca
RS W o
b o%ee {&}v QP

Slikab.Raz !l i |l i te kri st al nlonssuiranapkemeeft5éd hi dr ok si ap

212.St abi | n o $arakaiciggeahlfasfata t i h

Stabilnost kalcijevih fosfata u vodenim otopinampeakazana je na dijagramovisnosti
topljivosti o pH vrijednosti talognog sustayv
(slika6) vidljivo je da jehidroksiapatithajmanje topljiva, odnosno najstabilnija fornsdijede

gabiTCP, TTCP, OCP i DCPD. Dugo se smatralo da je privpHi j e d n odsAtDCPDn i ¢ o j
najstabilnija forma.Kor i gt enjem titracije u | vrstom st
pojedinihCalP,a pr i | emu | e &4 najstibenija@azalddaoksjaatit,glokije p H
topljivost tetrakalcijevog f g®flisostavihCaPbdba sl il
pada, no naj vpei pH vrijpdaodtimazinad4 zp hidvoksiapatit Iznad pH = 4,
topljivostT T C Ppada sporijg bog | ega TTCRomo ¢ afi®Kopmi [ ei ¢
faza u danim eksperimentalnim uvjetima nastatiovisisamoo stabilnosit pojedine vrstev e |

iok i nemliilnkb ean HAcnastaje sporije nego OCP ili DCPD,@aivr | o | est o na
prije HA te se, ovisno uvjetima, mogu transformirati u stabilnijaz. 1z navedenih razloga
asobziromnatoda su suspenzije u kowgrima desttai pdeza

vi gy fkonal ni produkt rezul tat | eTadkobCGP®t i | ki h
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nastaje kao konalni, kineti] ki kontrolirani

termodi nami | eab%hajstabilnija f

DCPD
ocp
B-TCP
HA
TTCP

log( [Ca] / mol dm3)
o

Slika 6. Ovisnosttopljivosti kalcijevih fosfatao pH pri37 AC. Podaci su dobivetitracijom u krutom
stanju. DCPD dikalcijev fosfat dihidrat, OCP oktakalcijev fosfatpiTCP1 bitrikalcijev fosfat, HA
i hidroksiapatit, TTCR tetrakalcijev fosfat (kontruirano prema rét).

Prilikom pripremeCaP.@ H j e vagan k ejadfasfategionbitoprisutsai
ut al o g n o n® dwitosmnadodale fosforna kiselina troprotonska, disocira u tri stupnja.
Svakgevr st a stabilna u dgikiel Nmomdepondr jlej wamgldo(

prilikom ciljane pripreme CaP.&

® H,PO,

® H,PO,

HPO >

1 ‘ PO >
0 2 4 6 8 10 12 14
pH
Slika 7. Raspodjelaonskihvrstafosforne kiséine u o ovisnosti o pHkonstruirano prema referenci
63)
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2.1.3. Biomedicinska primjena kalcijevih fosfata

Kal ci jevi fosfati i straguj uu seordmalinoni zi gpa
bi omineralizaciji te r aCaPsulbiitoil m gikn dnu stursitjasvk in
u obliku supstituiranih spojevImaju izvrsnu biokompatibilnost, bioaktivni Sateragirajus

| v imgkivimau tijelu te sudjalju u aktivnoj rekonstrukciji kostiju Pomagu u stvar e

implantata i kosttgt o omoguluje 1l akgu integraciiju I m
oseointegraciiju. Pored toga, CaP imaju ost
adheziju, mi graciju i proliferaciju osteobl

popravku katiju. Uz ev gh ziur ov el i ku ons apatit, rCaPs u orghamo heo g k
il zazivaju i musadziramgnk todaahdaganizant ne prepoznaje kacast
materijal* U medicinskim primjenama, pored momafiih Ca® @ kor i st anese i

bi okerami ke kalcijevih fosfata, vip@gmCalemu su

pomi jegame kr omet ar skoj razini tako da i h ni
kemijski identite®*®Na t aj nalin dobivaju se biokeramiKk
Svojstva ovise amCdRoplriilsiuntinep ouj efdoirnneu lfaci j i . K

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

bi okerami ka koju tij elo moge | akge resorbira
Kako se s amatrak arganskofarmnyanskim koanpozitom, biomolekule se

| esto koriste za pri pr emul .k oNnapvoezdietnao iulkil jfuul nukj

razlilitih kompozita, prevl aka i tanki h fil m

CaH poboljganih svojstavd zMa btiaojmerdd|ciimskak pg

prirodna kost [ nj ena i zv Pdnmsvrimekdristense rakna | b

proteini, polisaharidi, ami noki smagl doprieijeti t e S €

poboljganjui4svojstava CaP

Pored biomolekula, koriste se rpabolj gat.i
me h aaii | bkiasVojshg®aH 4Za dopiranj e su &ankaisifctiag ni i O
mangaam i g@tzgagepoboljganje ositPgeradhtsesga skava
nanolestice magnezija i st rioartieli®jtee =mliod sgam@dal
nanostrukture kalcijevih fosfata s wugraleni

antibakterijskog djelovanj&
lako imajuizvrsnabiokompatibilrasvojstvaCa P I mapbhaho § & agrtsov ojjes t v

dosad ogranilavalo njihovu klinil|lku primjen
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zadalu, oidnlbesgenini es@t dregenjstrane, dosad kor
posjeduju l zvrsna me h ani,| igka bickompgtitslany aije no
osteoinduktivan ni osteokonduktivamz navedenih razloga, pripremaju se modificirani

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

nastajanje apatita na povrgini i nfpwlcadobarat a k|
kandidat za pripremu prevlaka su kalcijevi fosfegjime hani | ki pogadwmom ma
bioaktivha svojstvaNa t a | nalin osigurava se mehanil ka
ugraluju na mjestifma izlogenim opterelenju.

22. Bi omi met s ki nkampozita pr i pr e me

Primjena mehanizama i metoda otkrivenih pr.
dizajniranju i razvoju novih materijale kemijskih spojevaz aj edni | ki m i menom

biomimetika’® Biomimetika nije pojanusko povezas kemijomili znanaj | cumaterijalima,

vel se moge odnositi na razne moderne tehnol
otkrilima moderne znanost.i i tehnol ogij e, ]
svojstava jednakI®fT o nji enai |uezresviglizindarsekui priradi

procesi, pa t ako [ bi omineralizacij a usav
bi omineralizacija vrlo kompleksan proces s n
mor fol ogije i svoj stava. &organskimselirizkoémplekanthi j a |
otopina unutar organske matri ce. Tako nast a
zubna caklinaep at ol og ki i bi omineral. zubni karijes i

ukupno70,9 % anorganske tvadok maniji udio pripada kolagenu i ostalim biomolekulama.

Bi ol ogke mol ekul e | enstar dkoje ssk wdyi@ sttogo okontrolirana i ¢ a
mineralizacijp. Mehanizmi kontroleu k | jukdntroju topljivost, nukleacije i rasta kristala,
stvaranj e specifilnih pr os tuonukdeaciz a kontnolun er al i
mineralnog rasta organskim granicafhakristalna struktur a, kemijski
kemijskih i fizikalnih svojstava biomineral e
njihovim nastajanjem jog uvijeklkeimsjyysa kbt
nukl eaci j e i arzaas tbai okwmiinsetrall dszuva& @ m aiu | raavza naj genm e
sintetskih analoga biominerala. Biomimetskom sintezom smatrae proces dobivanja

produkata kemijskim reakcijama koje oponaga
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uvjeta ireaktanatagt o sl i | ni ji h oni ma u bbianimetskikmi m s u -
materijalima smatraju se materijal.] daobi veni
bi ol ogki mkopp osjeesdurjay svojstva?bliska biologk

2.2.1. Biomineralizacija i osnovni principet| o g e n j

Kao ¢t o | eiominerblizacipeslee mmo,geb poj ednostavljeno sm
faze iz otopie k o mpl eksnog sastava u prisutnost. or
nastajanja nove faze iz roditeljske faeze, pr
krute faze iz vodenih otopina U s thastahka krigtalnogproduki, proces se naziva
kristalizacija. Sam procesptial bgmoj pkerekh pkl B a
(slika8).”>"*Nukleacijajepr oces nastajanja centara na Kkoji
gto je mogule samo u prezasilenoj otopini
nastajanja i otapanja ionskih i mol ekul ski h
nakon koje slijedi kristalni rashaziva se nukleus/rijemeod posti zanja prez

nastanka nukl eusa naziva se vremenom indukci

pri |l emu se homogena odvija pri veli kim pre
| estica, dok se heterogena odvija na nelisto
povoljnija, pa do nje dolazi pri manjiprez asi | enj i ma. Postoji nekol

temel jenih na termodiamimst iklokmg msit aki seét i kloon
problem proulavanja nukl|l eacije je mala velil
pojave prvih nukleusa u sustavu, a pored toga nukleusi su nestabilni te odmah po nastanku

nastavljaju s rastorft:”®

Kristalni rast rezultat je niza wuzastopni
su transport iona il:/ mol ekul a, reakcije na
| i mbeni ci poput ofopligne mvaria weleizlaisnid ekijiast al a,
kristala za rast morfologijek r i st al ni h ploha wutjelu na brzi:
Rast je kontroliran povrginskim procesi ma p
prezasilenjima kontr ofoZotogim/®> t ransportom mater

Nastal. kristaldi u dodiru s matil|l nicom pc¢

Ostwaldovo zrenje, koagulacija i transformacija metastabilnih faza kojima nastaje
t er mo d i stakilamalbgk Ostwaldovo zrenje proces je u kojem dolazi do otapanja manijih

kristala i di jelova kristala koji i maju Vvis
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dijelovima kristalamanj e ener gi j e. Na t aj nalin nasta
Agregacija je proces u kojem dodsgznaij adhqg as ma nj
| esti ce, | emu slijedi talogenje agregata i p
rast. Do transformacije metastabilnih faza d
faza. Prvo nastaje najnestabilnija fasaan a j etapliivost, koja se zbog velike energije

pretvara u stabilniju fazu te transforma@ja vr gava pretvorbom u ter mo

fazu’47s
Heteronukleusi Embriji \
heterogena  homogena
nukleacija .,
+ v Prezasicena
Nukleusi otopina
«——— Sekundarni nukleusi
rast
sekundarna
nukleacija
lkoagulacija I
Koagulat sedimentacija
Ostwaldovo l — STARENJE
zrenje .
Talog
| sinteriranje —
3 v
. Zasicena
Kristal .
otopina
Slika8.Shema a |l o ¢ n i (kRongtruirano grema ref4)
Na talogenje i kristalizaciju mo g u ut j ecat
ravnotegnog oblika kristala, promocije ili i
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agregacije. Ulinak pojedinog aditiva ovi si (

stalnim eksperimentalnim uvjetima kao gto s

temperatura i“aliitn vini jseegamggau i | i ugraditi
adsorbirat.i na poadityaiun kr Kk sit atl mlua.r egernt &kdin jmo §
kristala i smanijiti brzinu njihoar ast a. Adsorpcijom na povrginu

na brzinu rasta u smjeru okomitom na te pl6hBojedini aditivi, ovisno o njihovoj vrsti i
koncentracijmogu promovirat:i [ i nhibirat:. rast
konal nod®Bkrziiswitaalrasta kristalnih ploha ovisi
ako se aditiv selektivno adsorbira na odrele
vel a u odnosu n anostiadiiva 6li&as)tlzandvedenograzlogaruspsredbom
morfologije kristalamo gul e | e jecajgajedimbg aditiva,si dbzirom na toda je

morfologija kristala definirana relativnim brzinama rasta pojedinih pl6f&.s 8

brzo

o

nedistoéa necistoca
ittt — SPOro = = sporo

/\l/\

brzo

Slika 9. Shematski prikaz promjene habitusa kristala uslijed selektivne adsorpcije aditiva na kristalne
plohe (konstruirano prema réB)

2.2.2. Biomaterijali

Materijal.i koj i se koriste kao zamjene il p
se biomaterijali ma. | stragivanje biomateri|
svojstavagt o s | iuknoijjei hz atmgiewmj uj u, uz mPrtormegel nu mc
naj vel i i zazov postizanje stabil neklvjoméen i z me

dugotrajan uspjeh biomaterijaidNapredak u razumijevanju procesa nastajanja kostipgia
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stanicaomogul i o je razvoj bi omaterijala napredni
4 generacijePrva generacig biomaterijala gotoveuinertnimaterijalil i j a j e gl avna

i ndukcija rasta tanke, f i, koja odwvajpenorrkaln@ tkiwolose n a

implantata’®®U s kupi nu gotovo inertnih maduporabg al a s
vrl o r@ogavrneinaim je cil] postizanje gto manj
domalina, odnosno gt°Prvel ggebmicolacmp at imaitlemo $ t
me hani | ki hs opzirammé ema ne dolazi do integracije implantata u tkivo

d omai®fna.

Drugageneracigbiomaterijala usmjererjan a u v o L e n | ieoseoindakavkih i v ni h
komponentza kontrolirano dj el ouvsatnrjeaegiuv afnioz ijod opdkh
nastanku | vr st e v,ednesnoiostigoinduktitniamaserijali o jkiosp ot i | 1
diferencijaciju stanica u osteoblaste, stanma gradnju kostiju Ciljano je na stvaranje
heterogenih mjesta nukleacije na povrgini I n
aktivnog karboniranog hidroksiapatita ekvivalentnog anorganskoj mineralnoj fazi kostiju.
Takav sl o] 0 mo gpuol varvgai nkeo dstemtyastiasEe tijificwuaproliferaciju
i diferencijaciju.Re zul t at kol oni zacije je formiranje
povr gi no m®Drogp genenatijaiomaterijala primjenjuieseod 80 godi na pr o
stoljela u razne ortopedske svrhe. Tako se s
poroznih implantata, prahova i prevlaka na metalnim protezama za postizanje njihove
bioaktivne fiksacije® Takav materijal ima dodatmo st eokondukti vna svojs
dopreme iona i molekula do mjesiag t e kostinForad togak or i gt ene su st ak|l
bioaktivha stakla kao implant materijali za manje kosti. Navedeni primjeri doveli su do
pozitivnog odgovora tkivagdnosnm st eokondukci je, gdje je nova
formirala stabilna veza implantaost®! U toj generaciji materijala su nadalje razvijeni
resorptivni mat er i j al i apgkazplikonsolranukenkjskiiraspad ik i m i
resorpciju.Ta k v i materijal. vi Leni su kaoikostjsegenj e
obzirom na to da je ugradnjom implantatastran materijal s vremenom zamijenjen
regeneriranim tkivoni®

Bioinertni, bioaktivni i resorptivni implantati prve i druge generacije biomaterijala
kljsuzai medi cinske potrebe sve starije popul a
imaju svoj rok trajanja tg ovisno omjestuugradnje potrebarevizijski operacigki zahvatLOi

25 godina nakorprve ugradnj®? Navedeno usmjerava istragiva
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popravljanja i regeneracije tkiviz navedenog razloga s t r seigdizgjniraju biomaterijali

trele generacije koji ciNajagmméd i it iuneldi majuy us s
i resorptivni materijali, pri | emu se resorp
Materijald@ trel e generacije di zajjymgenemgiju se s
givih tkiva. | stragi vanj a insitui nug ednvjae rsmjvear a,k

i ngenj er s orptivni ntaterijal modificieapi se molekulama koje stimuliraju gene.

Stanice rastu izvan tijela te diferencijacijamitiraju prirodna tkiva. Takvsukonstrukti potom

i mpl antirani kao zamjena za oboljelo ili 0g

ugralenog materijala koji séensiuamigemj ef st mo v i

ukl juluje korigtenje bi oma t# otopjnada atimuliranpeb | 1 k u

lokalnog zacjeljivanjatkiva. Bioaktivni materijalikontroliranom brmomot pu §t aj o gk i

aktivne tvarj poput faktorarasi@g t o a k t i zaafiast iaobnevu tkivai Gilj@ovih pristupa

u i stragivaiestdiotbii wanajt &€ r 0 d raajkger nijelpotielmapporovijena t a

operacijauzmi ni mal no i nvazivan tretman ¥ ekonomilr
Letvrta gener amazivp ae ilpanetma tbiematelijadichaai prae

bi oel ekt rstahicateih keristgza edereraciju tkiv¥®¥Bi oel ekt ri |l ni si gn

su se vrlo vagnim regulatori ma po,apopg@Eea a st

migracije i orijentacije te diferencijacifé:®> Pored toganavedeni signali identificirani su u

procesu regeneraciiga ko se u | etvrtoj g e elektroaskiisystavi b i o0 ma
koji kad su jednom integrirani u .tBiijoesll ce kd a ji U
signalit i j el a mogu dat.i det al jne infngrsrkacipjoadrm §a

Na temeljutih informacip,u mj et ni m bi oel anlotgremasimliranp s m @ pah j ena

staniategenerirati ¢gedomaffEmaekosiblf muinpel pom pobo
regeneracija kosibnvivp u ai mpigwl sreo g rsatadithedijad t i pr
Razniel ekt rovodl ji vi pol i meri |, pi elkoogetleenkit rsiul nkia
elektroaktivni biomaterija®®®U sl ul aj u vodl jivih polimera | ¢
struj e, d o k eznamterijplete ziojeé epdbt r Ebhno. Zbog toga
pi ezoelneaktterriiljnail i koj i pobol jCgdyajluetakttiev ngoes

materijalajsti stragi vanj e k o mu,natédmelp kojeg se smoga prilagoaditi u t i
terapije i konstruirati novi biomaterijdi?.
Biomaterijalisvih generacija mogu se pripremati kao samostalna jedinka ili kao prevlake

na povrgini vel korigtUshiuhamat eri palkmez @r e mj
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implantata za nji hovu wuspjegnu pri mjeRPrama@mminr ebno

nor mama | smjernicama MelLunarodne previgkani zac.i
kojeseprateaud e bl j i na, sastav faza, kristalnost, mi
[ hrapavost . Navedene znalajke utjelu na me
snaga vezanja, Youngero d ul , umar anj e? i podnogenje stres

2.2.3. Biomimetska priprema kalcijevih fosfata

B u d u i su kattigvi fosfatiglavhaanorgansi komponentaostiju, biomimetska sinteza

CaH astraguyel d u Prijtoene su pdaljir ekspmerimentalnih uvjeta i ishodnih

reaktanata od?Nagljieldemosaguaos]} i . ngestimnj bgamjeae
vodeni h otopina kalcijevih i f owrflad ni &z liiolniaf
bi ol ogkog apatita, gt o ipwtroidnviedkistalazati@.Insivoob zi r o
talogenje odvija se unutar organske matrice,
svojstva nastalog biologkog apatita. U nast
anorganski i Dbiologki spojeveatork ajlii nhoagku kdajl eulf
bi ol ogk &dPri tarpease kohcantracije reaktandtao ipHodr gavaj u konst

metabol il kim procesi ma.

Tablica 2. Koncentracije pojedinih iona u krvnoj plazmi, otopini fosfatnog pufera (PBS), Hankovoj
bal ansiranoj otopini soli (HB¥S) i simuliranoj t

¢/ mmol dm 3

Na* K* Mg* ca* Cl HCO; HPQ?  sSQ2

Krvna

olazma 142,0 5,0 15 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, prin vitro kr i st al i zaci j i uobi | ajeno dol a
koncentracija iona i pH. To se mogeestamhij el i
sastava reaktanat a i pufer a, t e dodat kom
pribligavanje fPpioastolgegliemtaVvjogtinmam u medi j i
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sl il ni bi ol ogkim tekulinama (tdlica2n Brimjersie r u mu ,
Hankova balansirana otopina sol. (HBSS) , kKo
ostalim anorganskim ionima i glukozofmPored togakoristi se otopina fosfatnog pufera
(PBS) koja sadrgi an sPOgNa@ sNalPOs™Nhji e @ ikerisis e KC1
simulirana tjelesna tekuliina (SBF), metastat
jednakim onima u | judsk®]j Krvnoj pl az mi [ | i
Uz dobo definirane uvjete pripreme, biomimetska metoda zapjavdo jednostavna,

ekonomi | na i ekol ogki prihvatljiva metoda p
kompozitnih previakalNe koriste se visoke temperature, visoki ili niski tlakoviatmosfere

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

atmosferskom tl aku i u sustavu °kRBigmimetske i z1 o
priprava privlald.i veli ku pagnju pri sintezi
osiguravaju zadrgavanje bioaktivnost:i takvi

mogulie je pripremit.i k o mptopelogijamap op r ¥ To @k e n a

posebno vagno za izradu personaliziranih im
ispisivanjajero mo gijatfetman pacijenata s kompleksnim defektima ko$tiBiomimetska

met oda priprave | e od p 0 s eilbplaptata bicaktivnons it | z a

antibakterijskim previakamagt o umanj uj e ri Zik od pojave inf

23. Nanol estice srebra

Srebro je mekani, bijeli prijelazni metal koji se koristi u razne spdejednjih7000 godina.
Uporaba u kovanju novl il aiateau| eazt madjggove bloignj
otpornosti na koroziju, ali zbog antimikrobnog djelovanja @t glavni razlogd ana gnj e
uporabe i istragivani®Srelwacjebspeai fmelddinci miskei
djeluje na Graitpozitivne i Gramnegativne bakterije, gljivice i viruseMo g u faeje
primijeniti u odgovarajulim doz¥%am&koger ok
antibakterijsko djelovanje a h v a Ir ja z jmimkhiartiniimadjelovanja Mo e se veza

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

[ fosfatne skupine u DNA. Navedeno uzrokuj e
apoptozt?"®Sr ebro se koristi u zavojima za rane t
sprj el av anbakerijskaegsidfilmag!®Namaol estice srebra i maju
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ortopediji gdje su vrl o wul est aim@antiagsdciatédc i | e
infections 1AI).1°

2.3.1. Infekcije povezane s implantatima i otpornost bakterija na antibiotike

U danagnje vrijeme, zbog starenjud estbaestowsni gt
i ozljeda |vrstih tkiva, posebice kostiju. V
kostigt o sa s obom Worik odgajage infekcigiTaov gk i jedan od

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

Vjerojatnost pojave infekcije ovisi o lokaciji implantata u tijelinfekcije povezane s

i mpl antatima najlegle s e l'ijele sustavnom
kol onizacije povrgine i mpl ah'tBaktedjskitbafknt jer i j a m:
fiksirana mikrobna zajednica povezana unufavars t ani | ne pol ither ne
Karakterizira ga irevei bi | na adhezija na povrginu, vrl o
implantatakao ik anal i zi rana struktur a. Takva grala

plinova i nutrijenata te bolju otpornost na djelovanje antimikrobnih agéh¥®. Po

sazrijevanju biofil ma, dol aMavedead o dat raj at e g ¢
tretman’/pa j e u nekim slulajevima potrebna i pon
zamj eni o. To sa sobom nosi §Porédotpcenost bigfilmarak e o d
antibiotike, neke bakterije su i same u plar

MRSA (multiple drugresistan Staphylococcus aureyse njihov broj svakodnevno raste

Zat o s e altersativni anjimikrabni pristud i j el enj u. Kao jedno od
istraguju se inovativni materijald. anti mi kr ¢
antibioticima, metalnim ioni ma I metal nim na
poznatog, antimikrobnog @pvanjal® P r i primjeni nanol|l estica st
postizanjacitmk si | ni h koncentracij a. Stanice sisava
putemf agoci toze, a zatim i djelovanja | i zosoma.

mogu S manj intain otl kg ii lcrao st

232.Vagnost obhiahkal easautibakterijsko djelovanje

|l ako je srebro otporno napkorozppugtasgunj egoy

njegovih antimikrobrh svojstavaRaznisematerijalistogap r ev |l al e sl oj em sr el
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postigla antibakterijska svoj sobrimmnawasokaadr g al
cijenu srebr@ Me di ci ns kpir eut al aj razaim metogldmaeolme kK t imo | i t i |
nanomemjneo | Esetlieckat r of or et ski m Hoainloigepj e ml anlaenr
raznim kompoziti ma p o®Nedostatatih metodhje pojava kosozije c a s r
na mjestu dodira srebra s neplemenitim materijaldako je ionsko srebro ono koje ima

antibakterijsko dj el ovsedu|jiezgodina lkbreste srebfowelsai,i j s k e

poput srebrovog nitrata. Primjenasrebrovog nitratp o st i ge se vel i ka | oke
ionasrebragt o ubija bakterije, al i [ ogteluje okt
srebr a, | i ] a senizuAg@lI>jAgBroAgLt>Agpangppreo ot pugt e
Zato se srebrov klorid koristi ka% antibakte

Nanol estice srebra*, takolrejri hovpudgdtagwgt Ag
antibakterijsko djelovanje, kont mall ii mamo djoe t
stabilizatoromt e ugradnj om nanol esW izcnavedeih raziagane ko
antibakterijsko dj emodifiaratiji milagoditirpotriebarmat u adrrosul a k g e
na makromaterijal [ S ame nziiovnneo sirsetbrraag. uj Sut ov
cijel o®%®¥Najjelgée se pripremaju redukcijom i
trinatrijevc i t rat, etilen gl i kol [ natrijev borhi
agregacijimano|.esS3iimctaeze se jako razllidoatnoovisece SV O]

uvjetima pripreme; otapalu, stabilizatoru, reduceiu sada spripremljene AgQNR a z | i | i t i F
oblika, s f e r t°%4'f wpiramidalnogt* u obliku diskat*® ¢ i B3ekpcki** prizmi!®

prstenova!® p | o ¥ iicoktaedard* Na mor fol ogiju | estica mog
nelistol a, aditiva 11l izl aganje svjetlosti,
transformirati u prizmatsk€®Ne st abi | i zi rane nanol estice podlI
[ agregaciji od stabiliziranih, stoga s e
poli(vinilpirolidona) ili drugihp o | i mer a. Nano|l estice srebra pr
se tako dobivaju nefunkcionaliziran®UAgNP |
bi omedicinske svrhe, AgNP su Baebrzionangitoda ne za
omogul uiglui wdesbtwiit prodiranje |ijeka prema gel |
l'ijek od raznih nespecifilnih reakcizpog. Me L 1
| eg@a vagna funkcionalizacija povrgine kako b

negativno djelovanje AgNP aa organizani>108
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Nano|l estice srebra, kao i met al novrler ebr o,
sporom oksidacij om. Kinetika otpugtanja ovi
temperaturi [ sastavu medi | a. Kako nanol| est.i

iona je brge srer@d? Kol i hananakt pugtenog sreb

| i mbeni ci ma, pri | emu j e vagan utjecaj konc
srebra dol azi do otpugtanja veleg sikd)&l a sr e
S druge strane, ki netika otpugtanja iona str
prisustva protuiona s kojima Agnoge i st al ogi t i u obliku net
bi omol ekul a s koj ia pmoigkel ikdonmop | eerkasd rraktrii.m uv
dolazi do oksidacije, a pfosljedilno ni otpug
80
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2 30
o | y
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Slikal0.Ot pugtanj e iona srebra iz citrAaQ dam dsvtighbei Iriazzi
koncentracije nano|l estica srebra (kontr

Sigurno ] e da velilina nanol| estica i ma V.
mi kroorgani zmi ma. Dugo vrijeme istragivanja
povezanost.i veliline nanol|lestica i nji hove

posl jedica razlabutishe uUwjtataai warkjog i mrovodi l
i stragivanja u standardiziranim uvjetima kalk

razlilitih velilina. Pri jednakog bobmjenia s
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nm, i mal e s uzastanicaaliilakteijg i lun @ sith onsaun onl ae svoesijce@ | n o g
promjemoko 90 nmt1012012lg ' r yge strane, u nekim istragi)
dobiveno je vrlo dobro antibakterijsko djelovanje AJNR zbog | ega je mogul
vige | i mbeni ka ut | ell&onaneovisiss«mrio e prolasku AgNBrezt Ag NP
bakterijsku membrantf?

Pored veliline, oblik je takolLer vagna ka
antimikrobno djelovanjeAnt i bakt er i j ski ulinak ovi gma o dc
bakterijski membram, stoga sus t ivaagn an o | e s tri aczal islriétbPokazandje i k a
da nanmaterijali srebra kockastog oblikaaju ngbolje antibakterijsko djelovanje, slijedi ga
anti bakterijsko djelovanje sferilnih nanole
n a n o./§°iNadalje, ustanovljeno je da osim samog oblika pripremljenih nanomaterijala
srebr a, antibakterijsko dj el oyednomies torvaigsiiv ain|j
pripremljeno vige razlilitih nrmlango nalleirkg ad qt
tupih rubova. Za oba oblika dobiveno je bolje antibakterijsko djelovanje s nanomaterijalima
o gilt ruboval® gt oohjjeagwnéolagosanoniaboja na ogtrim u o

rubovel?®

2.3.3. Antimikrobno djelovalgn ano| esti ca srebr a

Nal ijeovapananol|l estica srebyraijadaggavijeekprmivjl ava
razj amgwtrpiemt.r agi vanja pokazala su da skojebro ot

su biologki aktivni i vegu Kakojemasrabralzewisovast r uk
ki selina i ima veliki%afohneéeit @pmiema skumpion e
su melLudjelovanj u, kao i peptidogli kanska st

skupine u DNA?®% Qvisno 0 mjestu vezanja iona srebra, pretpostavljeno je nekolikd i n a
djelovanja(slika 11).

Vezanje iona na bakterijsku stijenku wuzr
stanice, ¢gto dovodi do gubitka sad¥®Kpkoj a st a
Gramipozi tivne bakterije imaju deblju stani|nu

srebra za postizanj e Tinegatimih baktayijd’iPozitimnk @abijena o k o d
i oni srebra vegu se | prolaze kroz nedg?ativno
Vezanjem iona na bakterij sk isevazahjem oarSld skupigau | uj e
protei nauened&mdgkio vagni h stanilnih fufikcija
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V a g a al kojnje u sinergiji s vezanjem iona na SH skupijest proizvodnja reaktivnih
kisikovihvrstak oj e su vr | o 1%®dJk spioll ree kaua st asmmacuw.al o
reaktivnih kisikovih vrstgjlavnin a |dijrel ovanj a i ona srebra, no u
anaerobnim uvjetima utvrlLena je jednaka toks
proizvodnjereaktivnih kisikovih vista j e d n a k 0 inaktivacija protenmeeranjem

na tiolnu skupind®°°

Vezanje iona srebra
na ribosom i
: protein uzrokuje
denaturaciju

Ribosom
Ion srebra oStecuje

bakterijsku stijenku \

Ion srebra vezan na
DNA - gubitak
strukture i funkcije

Bakterijska stijenka ~— DNA plazmid

Ion srebra

Slika 11. Shematskip i k a z n a ¢ &niibhkitetijskdy djelovanja iona srebra (konstruirano
prema ref99)

Djelovanenanol|l esti ca uglavnom se t emelspbziromraa dj el
todal e nanol estice vele od 10 o%Daddeajtkeon plriomh e r
koj i utjelsunegatirovha@azaabijeni stabilizatori
odbijanja s negativno nabijenom membranom bakt&ijp.j el ovanj e veli h nan
0 unosu u stanicdje direktnoinaktiviraju proteire i DNA. Pored togadolazi do oksidacije
nano|l estica do iona koji djeluju vel ranije
Vel i k broj i stragivanja pokazao je da | e
t o k s inhibirarast bakterija z me Li20nigdh ®»Pokazal o siakoAghk ol er
djeluje na planktonske bakterije, ne djeluje na njinov biofitl o n i srebra su t
eukariotsle stanie ukoncentracijamad 1 do 10 mg dm 3dok sun a n o lesrebtati cck s i | ne

u koncentracijama z mdQ@i 100 mg dm ®131
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234.Nanol estice srebra u kompoziti ma

Nanol estice srebra vrlo | esto se koriste u p
nekoli ko razl oga. Prvi [ naj vagni ji Ssu ant.i
otpornost bakterija na djelovanje srebts t r asérazifi kompoziti nanosrebra i standardnih
materijala korigteni h u or t oipetilchetgkrilaiu, kijidedo gt o
koriste za ul vr gl i*®*tehidjolsiapatinijostali kalcijevi faséati, ko suv a ,
naj korigteniji u dent3Nawégdenikokjadnmmozi tiimpz aan
mul tifunkcional an mat er jkgjamra svoje konkiethu ppngesu o j e | e
progiril. funkciju antibakterijskim djeloval
mogu poboljgat.i i i ubrzati procese koji sli
zarastanje Kkostiju i opl eniemeois prpjoe laav\vadn jpea cp

infekcije antibakterijskim djelovanjem sreff®’*>Nanol|l esti ce sr ghboga su ¢

| egau soer gani zmu ne mogu koristiti bez funkci
kompozite, ¢gtotuwklsazamues®®® | i maskira
Razl i | iti kompoziti kalcijevih fosfata i

implantologiji, pa je tako jedna od tehnika sprej piroliza priokaju prekursorske otopine
rasprgene u zagrijanu cij ev, A@Naalje, kompoath e i p
CaP/ AgNP pripremani S U nla& hdeokisimpatitispergirargeni v a nj
praha HAususpenzijAgNPi par i povi ge rflapsimttegajgiBua gualj vane
smjesuHABITCAa mi j eganj em pr i 2 KompozitdhgNP oHA pripremap er at u
je i koprecipitacijom u prisustvu AgNPari 150AC u a $’tNavederinv metodama
pripremljeni su kompozitiobrih antimikrobnitsvojstavgogodnih zailjanu dostavu lijekova.

Da bi se pripremili biomaterijali reegéneraci, potrebm bi bilo ugradti biomolekuk u

kompozite CaP/AgNP Navedene metode koriste povigene
ni su bliski fiziologkim, gto onemoguluje ugr
se metode koje bi bile gto slilnije i omine
pripreme.T a k a v onmeolgjenigtadnju raznih biomolekula u bioaktivne kompozite s
antibakterijskim svojstvim&® Biomimetskimnal i nom pri premani su ko
fosfata i rkaazol igtia i wu aldiittowvatti i ahbjmi nr bns ke
seruma®® Dobiveni kompozitiimaju dobro definiranu nanostrukturu te svojstva koja
potencijalno pobolijghltdal £itomsmjgii vawniy ariprdne o mi me t
kompozita kalcijevih fosfata i srehrgotencijalno vrlo vg a u pripremi inovativnih
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biomimetskih kompozita s antibakterijskim svojstvimagrema dostupnoj literaturi, nisu
provedena

24. Al bumin 1z goveleg ser uma

Albumin iz seruma jedan je od najzastupljenijih proteina u plazmi sisavabao g Vv i g e

dostupni h mj e srdze liganeezgatngj ag a vieigrei mul tifunkci
rezervoar dugi kovog oksi da, koj i se u tijelu
metabolita, lijekova, nutrijenata i drugih molekéf4Por ed t oga, al bumin j e

kontroli razina C& i Mg?* iona u krvi sisavac@blik molekuleje srcolik, a struktura se sastoji

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

(slika12) . Sl il nost BSA | j udsk our eviofmiudajeoko 761% s er L
ami nokiselinske sekvence jsehtimaradtodalajpumthiszk o m, ¢
razlilitih organizama mogu, baviisnmd ea gelniil o d
Eksperimentalnoe o d r @ll@an s | i | nos't sekvence jednaka i
i munol ogki o dg'¥lzmavedenih raztogad@8A jezvrioudobar kandidat u raznim

kKl inil] ki m, farmaceut skim i bi okemijskim prir
lijekova, ali i vrlo |lesto kab®Bhmodelni prote

Slika 12. Strukturamolekulea | bumi na iz goveleg seruma. |, |1 i
poddomene (preuzeto iz réf36)
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Ranija istragivanja ugradnje BSA u kompozite
BSA u talognom sustavu nastaje CaP manje kri

dobiveni CaP slilniji su miner adenBSA™ i j el u
Nadal j e, utvrlLeno je da BSA, prisutan u dovVc
kompresivnu snagu CaP¥'Navedeni rezuatastr p@itvamj aapiini
pripremi kompozita kalcijevih fosfata i drug
2.5. Kitozan

Kitozan (Chi ) | e derjva hitmanjednogod rihjeastapienijih Iprirodrahn
polisaharida. Zbomale topljivostt hi tin se najleglie prevodi u |

i Niacetilglukozamin&? odnosno bi(1i4)i 2iacetoamidi?idetoksiDiglukan 6lika 13).143

Kitozan je, sobzirom na svoje podrijetlo, bi okomp:
posjeduje hidratantna i antimi krobna svoj stV
odrelenu kH#4*3liinlun ov okdaea i hitin, kitozan | e
ot opi nama, no topljiv | e urelataremadekuskeanasem ki s

Kitozan velikerelativnemo | ek ul ske mase gotovo je netopl ]
Njegove otopine velike su vi s ketazvmemaslekulske z b o g

mase koristi u medicinske primjet&

OH

/ 'f x‘\ ,r/ NH; \
_.-AIK"’S\':'Q/;;D_}I JFHCI" h'“j7h'““n’)|/
HO » ;}k .lﬁhx %\o ."I
\ 2\ / DA \ \ f 1-DA
OH
o CH4

Slikal3 St ruktura kitozana pri |l emu DA ozZB®al uje st

Antibakterijska i antifungalna aktivnost kitozana povezana je s molekulskom masom, stupnjem
deacetilacij e, pH, stupnjem supstitucij e, p
duljini te vrsti ciljianog organizm#-**3Poznata su dva mehanizma antibakterijskog djelovanja

kitozana. Kitozan velike molekul ske mmose ads

Suzanalnkret Doktorska disertacija



A2. Literaturni pregled 31

pucanjei gubitak sadrgaja stanice. Kitozan mal e
rezultira inhibicijom raznih eHzlistar,agpvamngeg
antibakterijske aktivnosti kitozana potvrdila su da kitozan male molekulske mase ima vrlo

dobru antibakterijsku aktivnost® prema Graripozitivnim i Graninegativnim bakterijama, a

nije toksilan®“ZZbotgamiavedeins Avavaj stava kito
bi omedicini, farmaci]j.i i bi otehnologiji. | st
kod kojjhj e ustanovljeno da kalcijevi fosfati p
omoguluju bolje“proliferaciju stanica.

2.6. Titanijski implantati i kompozitne previake

Svake godine proizvodi se oko 1000 tona biomaterijala za ortopedske i dentalne implantate
baziranih na titanijd® Ti t anij je bi okompat iebdtpbraostinal agan
koroziju i vrlo dobrhme h a mevbjsava. Udodi ru s ki si keeslojgmnz zr ak

TiOokoji ga |%“Naviederntanisnv.oj stva vrlo su vagn
zgl obovima kao gto su kukovi ili umjetnim ko
i biokompatibilrost Bioinertnost titang|l est o se i stile kao nji hov:

implantologiji, jer nemajunegatian utjecg na staniceS druge stranezbog toga ne nastaje

me hani | kaiveas tzarceillun i mpl ant at a i kogtanog t ki
prihvalanju implantata i 0 p*® Uazadkjih 20pgadina j ent a
ul estal ost n e u snfalpite 1 @topedskih émplantatai jgi B0 %d*é Prije

oseointegracij@mplantataodvija sekompleksmi mun od @d@d&kv or koj i zapol ir
ugradnj i i mplantata u tijelo. Povrgina i mpl a
molekula vode, proteina i raznih iqn@oput fosfatnini C&,t e dol azi do otpugt
raznih proteina iz stanica ogtelenih prilik
prisutnost stranog objekta. Kaicestamior sedspii ju

ravnotegu te oisejoentdteffienen¢inj aapjodbm osteobl a
nastajanju nove kostiDiferencija& i | a osteobl ast a i osteocita
procesom Ako ne dolLe do di f e riproliferacjjefibcozng kapsuled ol a z i
oko implantatak@gs pr j el ava kont akt i“fPAdsorptijadpaevanak o gt a
povrginu moge biti volena hidrofobnim meludj
der Waal sovim sil ama, zbog | ega su znal aj ke

nabojagp ov r gi ne,virmpol Weaiea nt egraci ja se zapravo

Suzanalnkret Doktorska disertacija



A2. Literaturni pregled 32

pri |l emu je prvi osteokondukci j a, u kojem d
stanica (osteoblasta i osteocita) na povrgin
na povrgini I mp | anastgianjac,e m@gtnd njog vt lbpaskiolgnan
korak, koji je ujedno i najsporjiuk | j ul uj e remodeliranfkg novor
navedenog razl oga i straguju s e razne modi f
i mpl antata kako bi se osiguralo prihvalanje

26.1.0brada povrgine titaniija

Titanij i njegove l egur e vel s e dugo pri m
biokompatibilnostj otpornosti na koroziju i bioinertnosti. Izlaganjem titanija kisiku iz zraka

nastaje tanak sloj titanijevog oksida, uglavnom sJidbk u kontaktu s vodomastajui TiO,

TiO(OH) i Ti20s. Ti203 se brzo pretvara u TiO(OH) koji se zatim brzo pretvara w,Tn@kon

reakcije s molekulama vodslika 14).146:15

Metal Oksid Hidroksilirana

povrsina

v

- > € o -
< > > <

Slikald4.Shemat ski prikaz hidroksiliranja povrgine ti
vodenim otopinamgkonstruirano prema re#4b)

Sloj oksida na implantatu vrlo se razlikuje od sastava okolnog,tklmo g | ega vr |l o
sporo dolazi do kontakta st an tSarugestiampslojant at
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oksida vagan jeavaaotopavmmgtei svaj Ebroziju,

neuj ednal ene debl jine i nedovol jne hrapavo!
mehani | ke oseointegraciije, pri | emu i zost aj
okolnog tkiva®®***Por ed toga, djelovanjem raznih spoj ¢
i naktivacijskog sl oja i mplant at lkakoraggradnjamo g e

uvijek zapolinje od povrgine, otpornost na k
titanijai leguratitanjaovi se o0 svoj,zbheog mhepavsgionea vrl o
modi ficira, kako bi &% poboljgala njezina sV

Nadal j e, j edan od v agn itifanijarl @2zjli o gua rzaaz uarb rj ¢
tipilnog procesprprbemuodaj) koti shaijazna sre
koji mogu kontaminirati pov Pd\attanijuselpilikomovest i
proizvodnje primjenjuju velikesilg bog | ega moge potencijalno do
Proizvodnim procesom dobiva se titanij koji
deformirans neuj ednal enim povr gi ns k.iPonw raditeowmjasem | og e
stogao br alake® bi se bolje definirao sastav povr
te boljih svojstava za adheziju stanica i drugih spojeva>*

Postoje dvije glavne vrste obrade povrgir
obrada ukl juluje tretman, oblikovanje il:/i uk
sila primijenjenih od ¥t*™Mahendlkgometvdst di]j
kojima se povrgina materijal a wmé&ddalefgrnaacije e z an |
materijphbo mbar di ranj €émst esg AliOdilaSxv el i ke brzine ot
koriste u svrhu bomBPRaliirraannjae psoev rkjd rnies ttii tkaa
proizvodnju geljene topografije povrgine. Po
dol i do ugradnje | estica materijala za pol.
zadniji korak grublje brade te se daljnjom kemijskom ili elektrokemijskom obradom definiraju
konal na svojstva povrgine. Pored poliranja,
velkimbr zi nama, pri | emu | estice uzrokuju | okese
materijala povr gi neta metbdabek ome &it ¢ i resak ep osvveri haen j
povr gi ne Qvmpslnaontoatvar.st i korigtenih | estica d
bridova i I z banepranilea iploiv r ZLaegslaa Lceenivir | o | est o z
povr ginmabbigt heygpatanseeh a n inlakkeo noabrriajdeob Paluj e ken
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Kemi jska obrada wukljuluje met ode poput
jetkanja bazom, inaktiva@j d ulgam kiselinom, temperatuog tretmara i tretmara

vodikovim peroksidomt® ' i gi enj e otapalom koristi se za
kontaminacija nakon proizvodnje, pri | emu ne
titanija. 1l zbor otapala vrl o | et avkaoyladpre zli tik |
kontaminacija koja ima negat i%ktkanjeniseukiarfa z a d
sl o] povrgine koji ukl jul uje okasajegdsndljems | o | t
dobivanja wuniformnije povrgine. Pored toga

titanijskin implantatd®*2J et kanj e povr gine titanija ogran
kiselina,sobziromnatoda su titanijevi oksi di kemijski
vodenasmjesad ul@gedkiseline (1030 % vol umnog wudjel a)i3% fl uor
volumnog udjela) u destiliranoj vodi u omjerima HNOHF = 10 : 1}** Poredtogaotopima
f 1 uor ov o dikbristiese sanostanbf ilinuesmjesi HSQ/HCI*®. Takol er se |
koristis mj esa vodeni h osuogineksselinal oraczvoadiiltnen konce
i omjerimal’1%8Jetkanje kiselinama temelji se na reakajjilikovihionai TiG;pr i | emu dol .
do nastanka topljive soli titanija i osl oba
oksidal®?1%4

Topografija povrgine titanija jetkane ra
povrgine i o kolilini YPadetea kolqgaMneetodakndethanja e n o g
vel ism@imuglagwune znal af &kwer ¢ iomaAgar danf erdfiievmeeinnpoi d a
prilikom kojih dolazi douklanjanja znatea k o | é rhatenjah, imaogtre rubove i
nepravilnostt>Hr apavost nastala jetkanjem kiselinom
do nekoli ko mikrometara te na povrgini zaost

daviios por o r ast e, tjekanm@lana réazraki*®i gpen, i st ragi vanj a

je da povrgina titanija jetkana kiselinom i

di ferencijaciju stanica® ™ ™pg&S1jedilno bolju
Pored jetkanja ki sel i nodemm otbpindma naitrijevogie mo §

kalijevog hidroksidav el i ke koncentracij e, proi | emu se

alkalijskih metala nepravilne topografije i velike poroznosti na submiktarskojskalil®°
Temperaturnim tretmanom mogule je moWaficirsa
kombinacijom jetkanja kiselinama i ba%ama dc

Pored toga Kkorist.i se pasivacija oksidirajul
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fosforna kiselina, gto rezultira oluvanom to

sloja oksidd’**'E|l ekt rokemi jski tretmani, poput el ekt

se koriste u prevphmhemmplpawvtr@t ae notabijno ka

naline obr'denwivirgiwrei.j eme za modi fikaciju |
pri | emu se f okusi vebkogoimenzitetas @lris ko onv rz g iaté o kni s |
nastajeslojTiQveli e tvrdoi e, otpornosti na trogenje
se koristi za dodavanje aditiva povrginskom
povrgini titanija koje daju ve®$% tvrdoiu pov
262 Funkcionalizacija povrgine titanija

Pored obrade sama mowri §ien ese iiunkiz@ratizapjap oul g v a e
prevlakama kojebi bile g t ol ielstmuktyri i sastavukosti da bi se posgl a gt o bol
oseointegracija implantat@lika 15). Cilj je pripremiti multifunkcionalne prevlakeéoje uz
osteokonduktivna i osteoinduktivna, i maj u i
bioaktivhe molekule i/ili antibakterijgkspojeve koj i se mogu ot pugtat.

vremenskom periodu.

jetkanje kiselino’n

jetkanje Kiselinom

=

pjeskarenje + jetkanje
kiselinom

_ ' recikliranje >

% [z

‘/9}. Otopinait otopina 2
% 8-

ispiranje
1/ oo
% rokenjjska modif™®
SlikalsRaz | i | i ti nal ini modi fi kaci je povrgine tita
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Do sada su istragene prevliake s wugralenim |
mor fogenetici kostiju, | i MY% Noviei smategijer ast a  f
funkcionalizaciji povrgine titanija su prevl
prevl ake S proteini ma izvanstanilnog mat r
biopolimerimal®?U t akvim prevlakama proteini se i mol

adsorpcijom, fizikalnim zarobljavanjem i kovalentnim vezanjem. Kovalentnim vezanjem

dodatno se stabiliziraju bioprevliake zbog |
peptda.a ko one i maju poboljgana biologka svoj st
cijena priprave velika, gto ogranil|lava njih

omoguluju puno bdkost konodkos u mpa atarjsaadge v u| er
implantatat®!

Raznianorganskiaditivik a o ¢utgd j 5 U n e *®nneetaloi foni®Hiifilmavi te
anorganskipolimeri'® d odav ani SU naupevwvr @iun upugrbdoj¢ § §iajn a
implantatai antibakterijskog djelovanjP or ed t og a, povr gi nnasitut i t ani
stvaranjemnanotubicaliO, u jednaku svrhd®Za pri premu prevliaka ko
raspgi vanj a pl azme, pripreme pr evl akemiskmet al ni
prevlialenje met al i magelimetoda®{'%¥RArigrama maiagniy previakan j a i
uranjanjem u plazmuk or i gt ena | efilmava titadjevog oksida filmova
hi drogeniranog amor f nogte fungvajSiN koji loppoappggid
me L udj ematenjadankfveNa v edeni f i | mo supokaraliandittombtgko v a nj i
djelovanje!®To m me t o d o supripramanelnetalne previake kombinacije magnezija i
srebrakoje su pokazale puno bolje antibakterijsko djelovanje u odnosu na samfftanij.
Priprema prevlaka uranjanj éinldalterharatua omo gud
supstrata Pored toga omogul uje pr eca zungur akloEintirho |iuo
Kemi jskim prevlalenjem spojeva iz plinovito
n a n o §i®.aapiranih silicijiem koje sup o b dd hjdrpfdnostp o v r.}§" Nadalje,tom
metodonmpripremane snanoprevlake grafitnini Tiomaterijalgpr i | emu su prevl a
jaku dobru ant i b¥iKengsko jpsrkeuv lualliennkjoev iitzo sptl.i no v i
prevlake vrlo dobrih svojstava, no nije ule
temperature a deponiranje spojevih m n a ljei viloosporo. Osim toga metoda koristi
toksil|l mpe iinowar ¢ e potencijalni pli momdcdsi nusp

implantacijet®’ Soli geli elektrokemijske metodkoriste se za pripremu raznovrsnih oksidnih
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flmova, kao gto 2xkaipbbbmpgavaj] O povrginsku tvrdoc
otpornost na korozijlPored togasoigel metodonpripremane su prevliake Ti©Ag koje nisu

pokazale citotoksilnost, a po®pjegile su svo

263.Funkci onal i zitanga kalcgevip fmsfatingainjim@/imkompozitima

Razni kalcijevi fosfatnanesens u n a p o v fjegse lombinacijom hiokonjpatibilnosti
[ me hani | k e tebicaktighesti Kalcijevin mosfataadobiyamat er i j al i uspj
oseointegracijiPoredtogap r i pr emane su i prevlake kalcijev
povrgini titanija kako bi senpomeigtdie komangi
pripremu takvih previaka pr i | emu s e v e iskepind, ififkaink iekemijsked v i | e
metode.Fizikalne metod® z nal uj u modi f i kaci juskupntuspaddut ur e
raspr gi v a nijfizkalnp Idepanimaojeniz pareKemijskm metodama modifikacije
mijenjaju se kemijzaimplantatem aj $ ¢ gdrisepobgel mgtaoda ie | a
elektrokemijsladepaicija.t67174

Rasprgi vanmnjeerh nplkaaz mem t e rumpldzmueag termansipror.g i v an j
Prevlake kalcijevi h f doenfrmetodam jerruvjetpriperae mogust o  p -
modulirati sastaykristalnost inastajanjepora mikrometarsih v e | a u premlakama®”17#
Osim prevlaka kalcijevih fosfattgm metodom pripremane su i prevlake kompozita kalcijevih
fosfata i srebraza dobivanje kompozitnih previakgrah srebra i kalcijevih fosfata mljeven je
te je konalna mjegavi na Kdweitptden g ez av rirl as perkgo
jednostavnano s obzirom na toda se koristevisoke temperatten e moge se Kkori
ugradnju biomatomolekulat’174

Fizikalna depaicija i z par g fizikene pripremepr evl ake Kkoj i u |
sublimaciju spoja u vakuumu tejegovu depozicijuna vodljivi supstrat Fizikalnom
depaicijom iz pare smatra se svako vakuumsko ispara&yapjatiranje ionima ili
raspr ayOdtiamjmeet oda, naj kori gt enilkojeomag ulawjnee t

pripremu prevliaka u vVvige sl ojeva, Napedeno | e mu

omogul uje komtsiinh ramgjeevazmawniri | itih svojsta
prevlakama®”1’> Magnetronsko rasr agi vanj e temel j i seogna ko
el ektri|lnog polja zAt amir zianmnel elowmlae pdepan ime a
pri lemu nastaje unif orMaTom smétamym pkippemane sul i r an

troslojne prevlake kalcijevih fosfata, alurmjgvog oksida i titanijevog dioksidaa povr gi ni
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implantata od legure titanija, aluminija i vanadija. Dobivene su prevlake biokompat#tbte,

prisutnosti CaP ,adok su A}Osz i TiO; utjecali napobol j ganu ot p&% nost
Magnetronskim r dgpernaegeruj em vpirgiepsrleompm ne prevl a
na povrgini tiprampirjeanl | Bnewdsakreangemialdijavinsn o] ev
fosfata i srebrg r i povigenoj] tempmper a@towdrait nio ¢ mir gnamn oam
naslojavanjuDobivene prevlake pokazale su dobro antibakterijsko djelovanjen e t odas i | no s
osteoblagt?®Fizikalnadepaicijaizparg i ako vr |l oimamgk oleinlhot @edpma ki
a najvagnije je nastanak p pstatal Tako @ripreniien® o Vv e z
prevl ake | magorabsolzirommaitddean u Aekstremni jimid uvj
do njihovogotkidanja sa supstrat&’

Soigel met o d metad@prprerneaoksalnih skejeva na implantatinagnosno
njihove kemijske modifikacijeTemelji se na pripremi preata izsol i gel faze pr i | e mu
svojstva prevl akie ppmnlad tan'ti Tomanatdpoed migrémljene su
prevlakekalcijevih fosfatadopirane ionimasreba na pasiviranojp o v r g i n Dobivenet ani j a
previake pokazale ss manj enu adheziju bakterija na pov
povr §i n#i Nakan naslojdvanj&alcijevih fosfatana povr gi nu titanij a
korigteni mnogi tret mani nakon nanogenja za
pobolvyezpaanp&i h spojeva i isparavanje zarobl je
izl aganje povigenim t e mpamordnt kalcijavnfaesfatipdruge | e mu
ndapatitne faze prelazehidroksiapatitfgt o povel ava kristalf8st i ¢
lako je solg e | met oda ¢ ilgelopkedakerijetkg serpapnemaju usnolustrijskim
procesina zbog dugotrajne pripreme i potrebe za sinteriranjem nakon pripféme.

Druga vrl o ragirena metoda kemaprigrdma pr i pr
koja se smatra blagom met odom. Takvim nalin
fosfata na ppoovnmigji esigpanith otdpiraa kailcijeah i fosfatnih iona. Dobivene
previakkepobol j gal e su o ttifadja'ft Pedd togaa elektrokeroijgki j u
depaicijompr i preml jene su prevl ake kmtingenjad v infonf os
pripremljenprvo sloj kalcijevih fosfata, na koji je potoadsorbirars | 0 j nanol| esti cze
Navedene previaket | epobaoahkhj ganje antibakterijskog dj e

bakterije sa sl dfem nanolestica srebra
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A  EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Materijali za sintezu karakterizacijun a n o | ersbtai c a

Za Si nt ez u srabra stabilizeamibh inatrgevim bis(&tilheksil)sulfosukinatom
(AOTIAgNP), trinatrijevim citratom (citAgNP) i poli(vinilpirolidonom) (PVRAgNP)

kori gtene su kemikalije an g,ltrinatrijeV stetdiiidras t ol e
(CsHsNasO712H20), poli(vinilpirolidon) (PVP), natrijev bis{2tilheksil)sulfosukcinat (AOT),

Digl ukoza, amonij ak i natrijev. hiZéar ookdsriedl i
koncentraciije srebra u Suspenzitratreankeselinaano| e
(Suprapur E, Mer ck) i Meracnkd,aranramsokt aodpti ,n aN jser neablr |

3.1.2. Materijalik or i zyd emr i pr aswstavat al ogni h

Za t alsuk(peanjga ene kemi kalije anat(CaCh:-PRM)e | i st «
natrijev hidrogenfosfat (N&IPQy) kl orovodi | na ki,sablminnia , nat
goveleg seruma (BrSAI) z bignlaadldrohz an ( Chi )

3.1.3.Materijali za obradu i prevlalenje povrgi

PPolice tit anliljca, debline D,5 mmm 89,6& nem |, mnakavljenk su od
HMW Hauner GmbH & Co.KG Nj e.ma | k a
Za obradu plolica korpgbeanmaojirmdisimgraa wo di |

kiselinapr oi zvolLal a Fisher Chemical

Za prevlalenje obralenih plolica razlil:@
nanol| srebtariaczel i | i ti h povr gilAgblk ciilhgNPPYRAGNPktea c i | a
kemi kalije analitilke |istole: kalcijev klo

kiselina, natrijev hidroksipdqgi z=VSiginadidnch i z gov

Suzanalnkret Doktorska disertacija



A 3. Eksperimentalni dio 40

3.2. Eksperimentalni postupci

321.Sinteza nanol estica srebra razlilite povr

Na n o | essebranmmdificirane natrijevim bis(@tilheksil)sulfosukcinatom pripremljene su
prema protokollV i n k & v i ke k 1884 (s akmuglu tikvicu dodano je 17@m° vodene
otopine AOT #&oncentracije 5,7B0*moldm3uzj ak o0 ming neagnatkojj e mi j egal i
pri sobnoj temperaturlJ vodenuotopinu AOT g zatim dodano 2,22m® vodeneotopine
AgNO; koncentracije 910 2 mol dm 2 i 0,133cm? vodeneotopine 33%itnog NH, te 4 cm?
vodene otopin®iglukoze koncentracije 0/8oldm 3 brzinom 1kap/s Na krajuje dodano
0,6 cm® vodene otopin&laOH koncentracije inol dm 3. Dobivenae ak ci j ska s mj es a
je na magnetOSkojzamtj & ¢ amd oida veeajgiet skspanzija je
centrifugirana dva puta: prvi puta na 55pn 20min, a drugi puta na 600Pm 15min.
Suvi gak reaktanat a ukl onj en j e o suspangianj em
AOTIAgNP, kojajel uvana zagti |l A€azaddalVjaeflkeaekapér i me
Na n o | essebrastl®lizirane poli(vinilpirolidonom) (PVIAgNP) pripremljene su
takolLer prema ptmtaoksdliu awvr |néaNPipri tekypeaturbd AOT
40A & o r i G5103eh®0,31 %itnevodeneotopine PVia.
Na n o | esmebrastabdizirane citratom (AGAgNP) sintetizirane su premagtokolu
Munro i sur'®18yvodena otopindgNOs koncentracije 1,0Imol dm *zagrijana je do vrenja
uzmj eganj magnet shajkomi | egal ipnéi %toedamenestodng 2 7
trinatrijevog citrata dihidrata (CeHsNazO712H20) t e j e reakci jsak a S mj

magnet skoj3 mhj egal i £00 AcC. Suspenzij a citr

centrifugiranjem i | uMAgNRFa na jednak nalin ka

322.Stabil nost razlil|lito modiVvodemoptopmini h nanol e
NaHPO4

Stabilnost razlilito modificiranih nanol est]i

zeta potencijala destiliranoj i deioniziranoj vodi provodnosti 0,086%m ! (miliQ voda)i
vodenojotopini N\@gHPQ:k oncent r doldp® o§ a1 Q e kori gtena za
sustava. U tu svrhu pripremljenke8AOUAgNRjspenzi
PVAAgNP i cif AgNP) koncentracije 5thgdm3, dvostruko velie od naj
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pripremu talognih sustava. Vel il ihda nlaend t| ikd an
i el ektroforetskDLBIiELSxsprgenjem svjetla (

323.Talogenje kalcijevih fosfata u kontrolnom

Ishodnevodeneotopine CaCGll2H.0 i Na;HPQs koncentracije 0,imol dm 3pripremljene su
otapanjem tolne odvage kemi kAC iy as ( giii@n ihlow)n ¢
vodi. pH pripremljenevodeneotopine NaHPQipodegen je na 7,4 korigt
vodeneotopine HCIl. Radnevodeneotopine CaCGl2H,O i NaHPOQ:w koncentracije BLO

Smoldm %ri premane su razrj el i wadenlodmpddhemav praj Ul
pH radnevodeneotopine NaHPOs,podegen na 7, 4.

Za ispitivanje utjecaja aditiva na tal oge
sustav bez aditiva, u kojem je praleno talog
j e brzim mi ¢mé gadnihj vedenih at@pha CaCl2H.O i NaHPQ: u
termostatiranom reaktoru pri Z6C bez dodatnog miljj@ggaheao [Ta
potenciometrijski, pri | emu j e amorfni tal o
talog nakon 60 minuta ta$opeiifmbapiraBobieVvehni noa
pora 0,4% mzatim ispran nekoliko puta vodom, jednom etanolene| u vuaeksikatorwza

daljnje analiz.

324.Tal ogenje kalcijevih fosfata u prisutnost
modifikacije i biomakromolekula

Kako bi se ispitao utjecaj razlilito modifi
njihovih kombinacija na talogenje kalcijevih
nalin kao i k o nwodewabtopina CaGil:BH:Capvipgremljefigedenlraako kao

i za kontrolre sustae, dok je radnavodenaotopina NaHPOs s adr gaval a razl il
nanol|l estice srebra, biomakromol ekul e i njiho
tablica3). Radnojvodenojotopini NaHPQ; je nakon dodatka aditvaHn a mj egt en na

vodenimotopinamaHCI (1 moldm §i NaOH (1mol dm §.

Uzt a lesuptae s jednim aditivom, pripremani st al o g ni sustavi s |
aditiva, AQNHF abi omakr omol ekul a, proi | emu j e u naveo
bila10mgdm ¥
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tablica3). Ko r i ganeemtracije Chmanje su u odnosu na BSA zbog puno manje topljivosti

Chi t

Tablica 3. Koncentracijer az | i | i t i h

konal ni h produkHKaoadititiknk o @ghieh es s st ataiizodnenatrijevine e

e su vel

u

ranijim

adit

Bstragivanji ma

i Vv a

dodavani h u

bis(Z etilheksil)sulfosukcinatom(AOTIAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVAAgNP) i trinatrijevim

citratom(cittAgNP), BSAial bumi n i z goV kittizang ser uma, Chi
AgNP 9 (AgNP) / mg dn® 2(BSA)/ mg dni®  9(Chi)/ mg dm?3 Oznaka
/ 25 /
o / 50 / CaP/BSA
5 / 100 /
N / / 5
< / / 10 CaP/Chi
/ / 25
150 ; ; CaP/AQOT-
AgNP
o 25 / /
< 10 25 /
< 10 50 / CaP/AQOT-
- AgNP/BSA
9( 10 100 /
1
10 / o5 AgNP/Chi
> / ! CaP/PVP
10 / / AgNP
o 25 / /
Z 10 25 /
< 10 50 / CaP/PVP-
o AgNP/BSA
E 10 100 /
10 / > CaP/PVP-
10 / 10 AgNP/Chi
10 / 25
5 / /
10 / / CaP/cit-AgNP
N 25 / /
10 25 /
%u 10 50 / CaP/cit-
< AgNP/BSA
5 10 100 /
1
18 ; 150 CaP/cit-
AgNP/Chi
10 / 25

Suzanalnkret
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Dobi veni tal ozi CaP/ AgNP odvoj eni su na | ed
CaP/ BSA i CaP/ AgNP/ BSA odvojeni su slilno ka
talozi odvojeni nakon 15 minut a otgaelng gae n jKa,i sat
tal ozi CaP/ Chi [ CaP/ AgNP/ Chii odvojeni su sl

minuta talogenja za sve kompozite osim za
CaP/ PVPT AgNP/ Chi gdj e su odvajCainGaP/AghlR/©Chn 17 s
ni su odvajani Zzbog nedovoljne koliline nast

etanolom te su sugeni [ pohranjeni u eksikat

325.0brada povrgine plolica titanija

Titanijeve plolice jetkane su kiselinama r ac
prevliaka. Prije jetkanja, plolic®20nminutmmi ja o
acetonu, zatim 20 minuta u 96tnom etanolu te dva puta po 20 minutailiQ vodi. Za svaki

korakk or i gtena je wultrazvulna kupel]

Nakon |iglienja, plolice su jetkane prema dva
1. jetkanje s HCI (prema Wang i std). : pl ol i ce %nuwdeauojoginue u 2
kl orovodilne kiseline na 1 h pri sobnoj t
po 20 minuta miliQ vodom u wultrazvulnnoj k

2. Jetkanje smjesomd43Qy i HCI (prema Lu i sut!): pripremljena je smjesa 98-tne
vodene otopine sumporne kiseline, 35 t ne vodene otopine kI ol
miliQ vode u omjeru 11:1 . Plolice titanij hprijo@tCk ame st

zatim isprane dva puta po 20 minuta miliQ vodombut r azv ul n o ] kupel ji

3.26.Pri prema kompoz

it
povrginske modi fi

h prevlaka kalcijevih
cije i bi omakromol ekul

ni
k a
Za pripremu prevliaka kalcijevih fosfata na o
pripremliene suspenzija amorfnog kalcijevog fosfata i metastakilaal ¢ i f ivadéna aj ul a
otopina Povrgineul eme asuj &l pyem kalcijevih fosf
Si ki r i*®f Meiastakiloavodenaot opi na kal cijevih fosfata p
vodene otopine CaCl2H.O koncentracije 5J80 3moldm 2i vodene otopine NazHPQy
koncentracije 4010 moldm 2 pr i | e mu jvaenpjotopipiNeHR:p eda g ¢ A
pHna7,4 p o #HGI[Lmoldm §. Navedena otopina bistra je i stabilna do 14 dana. Pored
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toga, pripremljena je suspenzija amwdehenog ka

otopine CaCl2H.0 koncentracije 2000 *moldm 3 vodeneotopineNa:HPQ, koncentracije

2010 moldm 2 pr i | e mu jvedenpjotopinidlaHRkpedegepa .pH na 7
Pl olice titanijayvodeabmalbdrme, nomnr &l eme v o

smjesonvodenih otopindCl i HoSQy, postavljene su na dno jagi

jagice. Plolice camls vz etgiem plrii lpe eansrfhogdkaeicsoas pe n z

fosfatatijekom 7 minuta. Nakon 7 minuta, suspenaifaorfnog kalcijevog fosfati@ aspirirana

te je postupak ponovljen 3 puta kako bi se pripremio uniformni sloj adsorbieanognog

kalcijevog fosfata P | o | i sugotomiutorgend uj neetastabilbua | c¢i fi ci raj ul u
otopinu48h pri 25A C, nakon |migla 5 uvoidsopomr aineosugene u e
nalinom pripreml | e kakijeshdfosfatan mt povmngi paeal aké an

Priprema kompozitnih prevliaka kalcijevih
srebra na obr al slikeolf) slijpdlasje jgdnak ipostupakt kaonza koatrolije
prevliake, wuz dodat ak s us p esdenuojopinu NaHPQ prijei t i h n
pripreme suspenzijamorfnog kalcijevog fosfataSuspenzijaamorfnog kalcijevog fosfata
pripremljena je uz dodatak AQAgNPI ,aPVRAgNP a cittAgNPl au koncentraciji
20mgdm 2,

CaP AgNP

Slika 16. Shematski prikaz kompozita kalcijevih fosfé@aP)i nano| e $AgNPyna sr ebr a
povrgini titanija

Kako bi se odredio utjecaj biomakromolekula na pripravu previaka, BSA i kitozan su
adsorbirani na povr gi neodemjotmpini BSA koneehtracjea nj e m
100mgdm S3ili vodenojotopini kitozana koncentracije 26gdm S3tijekom 24h pri 25A C .

Tako pripremljene pl ol i laleijevip fosfatal |kempazitnin u pr e
previakkamanano| est i ce s r e lbprethddro a dpisanijn e postupkoimo Svi a t i
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pripremljeni uzo c i ,

prikazani su utablici 4 Pr evul ene

kombi nacij e

zagti | en eadaljdieanalijeet | a

Tablica 4. Sastayprevlakapripremljenihn a
temperaturi (Tric))
1:1) 1 hpri 6QA QTinsoymcr). CaPi kalcijevi fosfati AOTIAgNPinano| esti ce
natrijevim  bis(2etilheksil)sulfosukcinatom PVPRAgNP i

povr gini

razlilitih

aditiva n

p | omiliQ woglom] | supvr aareleskatauw

p ro titanijg jetkanoj 20%I tnim HCfom 1 h pri sobnoj
t i H8@/HGI @/(HjS@t: W(ldG) oY(H8) mLl.e s om

poli(vinilpirolidonom), i cittAgNPi nano| est i ce

nanol estice

srebra

srebr a
S trienatjeaim @tratanb BSIAT z i r an e

al bumin iz gOh&tzmmg ser uma i
Vistapovr ¢ Vrsta AgNP bi Dodana Oznaka previake
iomakromolekula
/ / / CaP
Tinc / / CaP
TiH,s0yHCI / / CaP
Tincl / BSA CaP/BSA
Tincl / Chi CaP/Chi
TiH,soyHCI / BSA CaP/BSA
TiH,soyHCI / Chi CaP/Chi
Tinc AOTIAgNP / CaP/AOT-AgNP
TiHcl PVPAgNP / CaP/PVP-AgNP
TiHc CittAgNP / CaP/cit-AgNP
TiHysoyHCI AOTIAgNP / CaP/AOT-AgNP
TiHysoyHCI PVPIAgNP / CaP/PVP-AgNP
TiHysoyHCI Citt AgNP / CaP/cit-AgNP
Tincl AOTIAgNP BSA CaP/AOT-AgNP/BSA
Tincl PVRAgNP BSA CaP/PVP-AgNP/BSA
Tincl CittAgNP BSA CaP/cit-AgNP/BSA
TiH,s0HCI AOTIAgNP BSA CaP/AOT-AgNP/BSA
TiH,s0HCI PVRAgNP BSA CaP/PVP-AgNP/BSA
TiH,s0HCI CittAgNP BSA CaP/cit-AgNP/BSA
Tinc AOTTAgNP Chi CaP/AOT-AgNPChi
Tinc PVRAgNP Chi CaP/PVP-AgNP/Chi
Tincl CittAgNP Chi CaP/cit-AgNP/Chi
Tin,s0HCI AOTIAgNP Chi CaP/AOT-AgNP/Chi
Tin,s0HCI PVAAgNP Chi CaP/PVP-AgNP/Chi
TiH,s0HCl Citt AgNP Chi CaP/cit-AgNP/Chi
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3.3. Eksperimentalne metode
331.Di nami | ko i el ektroforetsko rasprgivanje

Dinamil ko raghD®enmjist svisetlzaa odrelivanje ve
suspenzijama. Eksperimentalna je metoda zasnovana na mjerenju vremenske autokorelacijske
funkcije intenziteta svjetl ost {Usngemayanjgme ne n:
monokromat skog suspemrziil @ oh a zI| e sijetiostiEvayynjihnayegn j a
nasumi | no gzv. @iovnavaj gibanp. Gi b a regti@ uzitokue fluktuacije u

rasprgenom svVvj e.tNhtemeljui pjomjgna minte r e enenar aspr gene

konstruira se autokorelacigi unkci j u pomol u k trgnsaciskeifumio ge i z
koeficijent(D),v e | i | i noad rkediGap s.e Hi dr odi nami | ki promje
preko EinsteilSt ok esove jédamrmaddgltke ms dtifairrs j skim koefi
ralunanje veliline®] estica iz DLS mjerenja:
0 ﬂ 1)
o Q

pri kseonzun a |Baltzmannovu konstantu] apsolutnu temperaturud d i na mi | k u
viskoznostidhh i dr odi nami | ki promjer .

Zetapotencijagl e el ekt r ok i madliznojlraknink pbbéedoaiej alesti ce
krel e u el e dta potenoijam eproil jsue el ektroforetskim
(ELS).1%1

Raspodjela veliline i 1z BSAaChuotbpinmfNaiPal a na
mjerene su dinamilkim odnosno el ektroforets
korel aci j ski spektrof ot omet anm (BetadizerdNan® Z$, mii | a
Mal vern Instruments, Worcester s hiranjepri kutuK) . I n
173A za DLS mjerenja. Kako se ne bi precijen
hidrodinami/| ki promjer odr e lraspodjelevee l kdd ner ipjc
vol umenu. Zeta potencij al izralunatgtpaj em i
Henryjewe | e d neai dgidksimackpo S mol uchowsk om. Za odreli\
uzorci Ssu mjereni 6 put a, dok su za odreli
podataka provedena js p o mo i u Zetasi zer Soft warse 8. 0°

Worcestershire, UK). Mjerenja su praleaa pri temperaturi 25,80,1A C .
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3.3.2. UV-Vis spektroskopija

UVIVi s spektroskopija korigtena je za potvrdl
UVIVi s zral enj a, dol azi do pojave oscilacija
povrginskih el ektr ona Prilikomltomlke unubamje eisetpsik og z r
rezonantnojf r ek venci jiponagobhsesktiti eé ekt r dendolaziadp s or bi
njihovog kolektivnog pobuldiovamjgd.o gl zp onvaevi eadne na
pikarakteristivalonojr edzwlnjaimplagmgnskzrezonanpgdengl.g i n s k
surface plasmon resonanc8PR). Valna duljina SHR o v i s i O Vvrsti nano|
obliku i gutoii materijala.

UV1Vis spekti vodenh suspenzgn ano |l esti ca srebra 8Visi ml | en
spektrofotometru (Agil ent, Sant a Clar a, CA

pl azmonske rezonancije korigtsema je kao potyv

3.3.3. Atomska apsorpcijska spektrometrija

Atomska apsorpcijska spektrometrif&dAS) anal i ti | ka Je tehnika K¢
precizno kvant iktoa ti pbjedimay elendenta Wuzorka. Megted seg e | | e n i
elementp o b u Uakgcitirano stanjekoje je nestabilnga brzo dolazi do relaksacipeinosno
emisije apsorbirane energifemitirasez r a | neenkjoel i k o s p e c iafspektralmeh v al r
linje) k arakteristilnih za poojderdeilniv aeljemepnotj,e dg tnc
Mjerenjem intenziteta spektralnih linigd r e Luj e se koncentt acija el
At omska apsorpcijska spektrometrija korig
suspenzijama sintetiziranih nanolestica srel
spektrometar s graf it no mnalys 600, Perki Elmé, Sheltoph,Per k i
SAD) saZeemanovom pozadinskom korekcijom. Uzorci su otopljeni u0djo(v/v) nitratnoj
kiselini prije odrelivaekjoailgamraneantsr anidijiag.dnaas
(1000 mg dm?® u 5%itnoj otopini HNQ)p r oi z WertkéDhha mst adt |, Nj emal k a

3.3.4. Spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom

Spektrometrija masa s induktivho spregnutom plazmorh C P 1 rivi8ski se Kkoristi u

razlilitim istragivalkim poljima za kvantit
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uzorku. Osjetljivost mmttspermilligneanduki@a/nors@egnuta i ni g

pl az ma kao atomi zator [ ioni zator omogul uj
spektrometriju gto omogul uj® vrlo veliku os]
Spektrometrpgmasa s i nduktivno spregnutom pl azm

koncentracije pripremljenih rmuskemraigjtaenngreo
spektrometar ICRQQQ 8900 (Agilent, USA)uk or i gt e n jeaopisatza kalibaaijud n

U uzorke je dodan unutarnji standard otopine srebra (N@)002gdm?3) . Za odreli v
sadr gaj a sr ebr a, Ttnog(\viotopini sittatneckisedinaivglitetannjerenja 2 %
osigurana je simultanom analizom kontrol nih

kontrole.

3.3.5. Potenciometrija

Talogenje kalcijevih fosfata u kontrolnim ¢
adi tivi ma (razlilito modi f i cIAgNR nPVEAgNB rie br ni r
CtiAg NP, BSA i Chi) mogul e |j e rmacija AGPtuikristpli t e n c i
kalcijev fosfat uzrokujersi grmajvea p H t al 8°§Jn otgu sswsrthauv ak. or i gt en
kombinirana elektroda tvrtke Sentek Ltd. (Braintree, Ujedinjeno Kraljevstvo)imptér

( Metr ohm, Her i simetarje Kcavli iclarristkaar) . prpiHf e svakog
otopinama pH vrijednosti,4 i 9, proizvolala Merck. pH vri|j

su svaku minutu.

336.Di frakcija rendgenskog zralenj a

Difrakcij a r e n cegge X-Raly ddfractiom a | XRmD)a anal i ti | ka

odrelivanja kristalne strukture, kemijskog s
uzorak moge se sastojat.i od vige istovrsnih
Difraktogram praha prikazujp ol o g aj , girinu te relativni i n
gto daje informaciju o melLuplognom razmaku,
atomal®®

Kako bi se odredio sastav pragkareha h uzo
biomakramolekula snimljeni su difraktogramis p o mo [ u i nstrument a Pan

Research Edition (Malvern Panalytical, Malvern, Worcestershire, UK) u BBaggtano
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geometriji koristelid CuKU zralenje. Disfraktc
korakom0,02Ate brzinomsnimanjal Anin 1,

3.3.7. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijgfilR) j edna | e od na
primjenjivanih spektroskopskih tehnika za karakterizaciju materijala. FTIR spektar sastoji se
od vibracijskih vrpcifunkcionalnih skupina prisutnin u uzorkkoje se pojavljuju pri
karakteristilniMavakememj brdjgel add0cmplepod ra i z
nazivom Aotisak prstafi mogule je identificir
pohranjen u bazi podatak¥.

Pored identifikacije materijala na temelju vibracija funkcionalnih skupina, FTIR se
pokazao kao jednostavna tehni ka azappjedindgov anj e

materijala na temelju matemati |l ke mani pul ac
spektara prvog i drugog reda omogul uj u p
karakteristilnih za amorfno i |.iDeripagijp spdkiran 0 K r i

prvog reda omoguluje precizni jvarija drdgogerédav anj e
o mo g udetaljnije analizu spektasobziromdaspov el anj em s traglkewj a der
spektrima vidljivije%

Spektri dobivenih taloga snimljeni su FTIR spektrometrom opremljenim s ATR
(attenuated total reflection) modulom (Tensor I, Bruket t | i ngen, Nj emal ka)
snimljeni u rasponu 400850 cm? s rezolucijom 1 cnt i prosj el nisnimakaoj em o

Prva i druga derivacij&TIR spekarau p o d r uik§50 om' dloDiGefes u sl i j ede
proceduru pr emad®klsrkiosktoeviiii Qr iggim.T®roi 20 2EBI F
spektri su derivirani u navedenom rasponu te je dobiveni spektar prve i druge derivacije

zaglalen metodom prem® Lowessu s korakom 0,0

3.3.8. Ramanova spektroskopija

Ramanova spektroskopija karakterizacijska je metoda komplementarna FTIR spektroskopiji
kojom se odreluje Isarsaltvevibiacgarpijdaimimfankciorealmie | | u
skupipaTemel ji se na neelastilnom rasprgenju upeé

[ pobulivanja pojedinih veza te relaksacije
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pol etno. Takvim neelastil|lnim rasprgenjem dob
vrpci karakteristilnih za pojedine funkci oneée
uzorkaU Ramanovoj spektr oskopsujgotovanevidiivg i slabg e s u
i zragene u YF°RaRmancva spkktroskopija koristi se za analizu raznovrsnih
materijala, od prahova ldaos elrv rssltuighi pkoavor giiznvao.r
se moge primijeniti na ndaeldon ap ooddr uglijrei hn ap rp onyr
spektroskopije ukljuluje fenomen p@EBERSYIi nski
Temel ji se na pojalanju signala u Ramanovon
metah poput srebra, bakra i zl ata. Navedeno om
telakgu asignaciju svih®prisutnih vibracijskidh

Ramanovom spektroskopijom analizirane su prevlake kompozita kalcijevih fosfata i
nanol estica srebra bez i s al b wnmanjeRaman z gov
spektara korigten je Horiba LabRam Odyssey |
Kyot o, Japan) s o p iYAG kserom valnekduljme 33@np Wzanci su N d
vizualizirani objektivom s 56 x uvel anj em, a spektri SuU sni
6,11mW, vrileme akumulacije 18 i 10 akumul acija. akallrikn r os ko
Si signalom pri 52@m 1.

3.3.9. Termogravimetrijska analiza

Termalne analize vrlo siyelresotmsgwlikgpnomdade reild a
u materijalwslijedpovel anja temperature u rasponu od i

(TGA)s | ugi za odr&leimvasike hf pziokndlem@a u uzor ku ¢

uslijed povelanja temperature un®tar unapri|j

Termogravi metrijska analiza kristalnih ko
Jupi ter termal ni analizator ( Net zsch, Bayer
(Mettler Toledo Corp., ZTrich, Gvicarska) o

provedena u struji zraka s brzinom zagrijavanja 10 K 'min

3.3.10BrunauerEmmetTelleovamet oda odr eli vanj a specifil]ne

Brunauer 1 Eavome(BET)Tneeltloedrom odreluj e se specifil

poroznog materijalaSpeci fi |l na povrgina wuzor keplnawr elLuj e
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konstantnu temperaturb.z adsor pcijske i zoter me, odreluje
nastao monosl oj , gto omoguluje izEmetsin spe
Telleovamet oda matemati |l ki je opis adsorpcije u
do monosl oj a, nego je tneogaué amogedapiiniiaj eandist
neporozne uzor ke zbog |l ega se | esto upotr e
materijala?®!

Specifilna povrgina prahova kompnettta od:
Telleovom( BET) metodom (Gemini 2380, Micromerit.i

kao adsorbat.

3.3.11Elektronska paramagmska rezonancija

Elektronska paramagnetska rezonan¢i#R) ili elektronska spinska rezonancija (ESR)

met oda je karakterizacije uzoraka koja daje

na melLudjelovanju magnetskih dipola il:@ i nd
nesparenih elektrona, s priimjg eni m magnet skim poljem | el e
EPR spektri daju informaciju o centru s nesp
okolinom te su vrlo karakteristilni Zza poj e
melLudj el opvuatnj ael ekot r onskog Zeemanovog me L u
melLudj el ovanja elektrona i jezgre te ako se
obzir i anizotropiju. U slulaju prisutnost.

analiza spektara postaje kompleksna tako da se za karakterizaciju uzorka uzimaju
fenomenol ogRi Sparpedhost i koje omoguluju wus
uzoraka, odnosno uol a®anje promjena izmelLu n
Mj erenja &elektronske paramagnet ske rezon
Magnettech ESR5000 EPR spektrometar u rasponu frekvencidgemskih zraka i
rezonantnom mikrovalnom frekvencijom $3Hz. Magnetsko polje modulirano je pri 1kdz
uz0,ImT ampl itudu izmelu maksi mapnamo (Te mparmriajt aily |
upravljala za tekuli dugik (TCHO4). Za kalit
su standardi za polje Mhu ZnS (Bruker modul E8000137). Svi eksperim@ntivedenisuna
sobnoj temperaturi. U svrhu dobivanja paran
prisutnosti zraka na sobnoj t ef6pOeriaztvuorria gzarnani
u Laboratoriju za radijacijsku ®&kupnadoza dozi
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zral enja ikzQwyosigtao jsee 2sbmatra zI|l atnim standar

regeneraciju kostiju, medi cproizeodat®?® Slobodni aj a i
radi kal i i nduci r ani mpblekaldrneprogbee za ERRRoandlizy tuzonaka s u
kompozita.

3312Pretragna el ektronska mi kroskopija s ener
spektroskopijom

Pretragna el ekt (SBM) smétaa jenvizZkalizasjek rmopfalogije materijala
Tehnikasetemelji na kretanju finog fokusiranog snopa elektrona po uzorku. Snop elektrona

l inijski pretraguje odabranu povrginu te kon
el ektrona (sekundarni h il povrattnaezirasegr d en
l'inije daj u signal u detektoru, koji s e |

trodimenzionalnu slikgd%

Enegi | s ki razlulujula rendgenska spektros
karakterizacije uzorka Temel j i se na speci fil nogu emi s
kar akt ezaisegakiipbjediai elementEmi si |j a rendgenskog zr al
visokoenergetskim snopom elektrona p r i | e mu Kketekirona ikutokandolazndo p a
pobuli vanj aundarng Kuskeadoma uzaorkaVisokoenergetski snop elektrona
izbacuje elektron iz ljuske t var aj ul i gupl jinu. Navedzena gu
vanjske ljuske a zbog razlike u energiji pojedinih ljuski, dolazi do emisije rendgenskog
z r a| EDXjom .se mjerivalna duljinarendgenskih zrak&oje zatim daju informaciju o

sastavu uzork&’

Za Vvizwualizaciju kristalnog taloga kori
emisijom polja (FESEM; JEOL JSNI7000 F mikroskop, JEOL, Tokio, Japan). Za SEM
analizu mala kolilina suhog praha stavljena
praha uklonjen u | aganoj struji dugi ka.

Za vizualizaciju i karakterizaciju prev|
Crossbeam XB350 pretragni el ektronski mi kr o
Njemal ka). Za kvalitativnu analizu sajatava Kk
Uzorci su analizirani korigtenjem napon za
mjerenja zanapiranjes ast ava titanija, kalcija, fosfora,
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3.3.13.Transmisijska elektronska mikroskopija

Transmisijska elektronska mikroskopfffEM)anal i t i | ka j e tehnika za
visokom razlulivosti koja se temelji na pr ol
slika dobiva se na temelju melLudjelovanja el
u uzorkuge pPBsijetémuvjpst tehnike vrlo velika t

nanometarskoj skatf’

TEM-om su analizirane nanolestice srebra
veliline. Raspodj el aspwanoil lui pe oAg MPnao drae laenmmd |
(besplatno dostupan métp://imagej.nih.gov/i). Za svakwrstu AgNPizmjereno je barem 30
| esti ca. Pored toga analizirani su amor fni
fosfat a, nanol estica srebra pripremljeni be

kitozangz bog odrelivanja morfologije kompozita.
Za dobivanje TEM slika korigten je trans

1010 (JEOL, Tokio, Japan) pri &¥. Uzorci supripremljeni dokapavanjem suspenzije na

bakrenu mregicu, prekri venu susppnzie okbonjeh ger mv ar

filtrirnim papirom, te su mregice s uzorci ma

3.3.14Mikroskopija atomskih sila

Mikroskopija atomskih sila(AFM) nedestruktivna je tehnika karakterizacije materijala,
ponaj prije svsopjosnoalvua pproovbregi lhe@j a sl ugi za kc
pretragivanje p oV r g topografijd Namethewvansla npeolk
pretragdgivanje povrgine mal im pomaci ma kako
nanometarskoj skal?’

Mi kroskopija atomski h sila korigtena je z
hrapavost. neobralenih titanijevih plolica i
je mikroskop atomskih sila NX20 (Park Systems, Republika Koreja) wbeska kt nom nal
rada koristelid b e s WNGHRt (Rakkt Systemsp Relpublikau Korej&).PSvaki
uzorak mjeren je tri puta na razlilito] | ok a
mjereraj e p as50¢ giiSde m br zi nomapi Bme B g HAuar@zpluciy 0, 1
slike (5121 512 pi ksel a. Dobi veni podaci obraleni s u

otvorenom pristupu.
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33150pti |l ka profil ometrij a

Optil ka profil ometrij a tehni ka ] e karakter
beskontaktnom pretragivanju povrgine korigte
kao gto su interferencija, ref |l eualzitalp 8D | stv
topografija povrgine. Veli ka prednost met od
primenat e naj vagnije precizna kvantitativna ana
omoguluje mjerenje hrapawdrsdsu ureadrABM,naowied o
objektivu prilikommjerenjaZ®’

Optil kom profil ometrijom analizirane su 1
prevlakama kalcijevih fosfata i nano| estica
uzoraka na vel oj skal. u odnosu na vik&M kor

povrginsku metrologiju (Leica Microsystems,

je objektivxs @odelhiang mim pddaci obraleni su
u otvorenom pristuplPr osj el na povr ginskaphospabvoat vody
hrapavosti dobivene za tri odvojene lokacigeuzorku.

3.3160drelivanje kontaktnog kuta i sl obodne en

Kont aktni kut primarno je svojstvo HKkezipae opi s
relativna hidrofilnost/hidrofobnost. Definira se kao k@)( na gr ani -krutoif aza t
specifilan je za skmta®ikal7k \drijpdnost komtakthog kuta enfinjel e
od 90A ukazuju na dobro vliagenje povrgine ka
Pri kontaktnom kutu OA dol azobvidoveploit poudn olgs OVA
natoda se povrgifa uoplie ne viIagi

Obl i k kapljice odrelLen | e potakodaiuRupraom n a

sl obodna energija povrgine bude minimal na vl

svojstvima kapljevine I povrgine. Kont aktni
o cof =051 dsL (2)

pri | eefmgn amet ost i na granicama foa napetoste& ul i n a

granici faza®*®krutina/tekulina.
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TL A%

Vs

Slika 17. Shematski prikak ont ak t ni kut te povrginskih- napet os
| vr st at &€ &amhari dlirska&za (Kénstruirano prema ref. 207).

Mj erenjem kontaktnog kuta barem dviju kapl j
odrediti slobodnu energiju povrgine koja je
nalina ralunanja sl obodne ener g(Owens\Wendt,r gi ne,

Rabel iKaelble)teorija:29°210

oo ot I 3)

pri |®mapjeeéost na gr ani c ashoanage®st aa gkamicanhaifazaa / t e k
krutina/plin i dspaizha impalarnp kampoaenta pojedine napetosti.

Uvrgtavanjem Youngove jednadgbe u jednadghbu

razlilitih komponé&®hBd° povrginske napetost:i
rp AI© ¢ ¢rr 8 (4)

Kont aktni kut i sl obodna energija povrgine

titanija bez i s kompozitnim prevlakama kal c

ZaodrelLviagerja navedeni h povrgina provedena
f aza -kruokkory e e nDrap Shape AnalyzeDSA25 goniometar ( Kr Tss GmbH,
Hambur g, Nj emal ka) . N a t emel j u ovazvogeeir eni h

di jodometana na i str agisiohodriagnergp@w v @ igezn@a i z r ¢
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polarnete disperzne komponeng@imjenomOWRK teorie. Sva mjerenja provedena su pri

sobnoj temperaturi u 4 ponavljanja.

3.4. Obrada podataka
3.4.1. Potenciometrija

Potenciometrijskimprd gemt al ogenj a kalcijevih fosfata u
viemenu,o d r ejlee nut j ec aj pojedinog aditiva na mehe
fosfata.Do promjere pH vrijednostit a | o sustavagolazi zbognastajanja i transformacije
CaPkako prikazit§é? jednadghba

aCa*(aq) +b HPQ? (ag) +cH20 Y 10G(BIPQu)«(PQy)esi x(OH)zix + e H*(aq)  (5)

gt o omogtkiviajnet i s emii vhno pralienje talognog pro
mehani zmu talogenj a.

Dobivena potenciometrijska krivulja, odnosno krivulja ovisnostipBl | o systavago
vremenw b i | Baetoji®cktri dijela. Prvi je karakteriziran blagim ili zanemarivim padom pH
vrijednosti gt o JAEP phrugiedp krimuge odnoshsa satnagh pad pi
vrijednostiuzrokovansekundarim t a | @rgkeistajne faze na amorfnég transformacgm
amorfre u kristalru fazu Treli dio krivulje ukljuluje bl

povezan s rastom kristala iz otopindaljom faznom transformacipm u stabilniju kristalnu

fazu Kako mehanizam i leio rpld susthva, koncertracij eeakfamata,o v i s
temperaturi, al i [ pr i s u potenc®metrijskipraia lutjedaji t i h 8
razlilitih |imbenika. IRi2=stdiyoimosg ubrmziane prdomjl

vremena indukcij@astajanj&ristalne fazgti). To je vrijeme proteklod po| et ka pr i m;
talogenj a Taanod d npal| etakPa sekundarnog talogenj
presjecigta tangenat a (slika181Pr ii ma2r.n od itoa | korgievnylej
zamul enjem otopine te do njega dol azi odmah
sesekudarno talogemjee promjenom morfologije tal

reakcijske smjes®>212213
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i 3
5IO 60
Slikal8 Pot enci ometri jsko odrelivanje tyremena i n
342.St atisti]l ka obrada podat aka
Odrelivanje analitil|l ke nesigurnost:i omogul uj
razlika uponovljenimmj er enj a i | i rezultataZdobdvedbdi wan
statistil ki zhrapalvostimar ialz | #+ A4zt iokaabwaleni h povr g

AFMT o m okpm prdfilometrjiomn a | edn aklogr ipfotvernga njaralizad v o s m]j
varijance (ANOVA*** TakolLer je anwaliezuhhatirmal z&ar az

mjerenog uzorka.

Statistil|l ka anapragaauOprgvadeOnad, | &oui gtenj
ANOVA koju je slijedilo usporelivanje srednj
znal ajnosti 0, 05.
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A 4AREZULTATI | RASPRAVA

4.1. Karakterizacijia nanol| emdrarcaaz | i | ite povrginsKk:e
al bumina iz goveleg seruma I kitoza
Kako bi se preciznije odredio utieaaja n o | e s t (AgNR),ad rbaubmmi amna i z govele

(BSA) i kitozana (Chi)na nastajanje kalcijevin fosfata (CaP), provedenanjgova
karakteri zaci j aenaje mafologine tvoediai.| i vdar eil st abil no
kori gtenom u talognim eksperimenti ma, dok su

sastav korigtenih prahova
411.Nanol|l estrael sfebeapovrginske modifikacije

Mor fol ogija i hnelniolliensa iscian tpéotaiDmil ir aamirae | rea I & |Me
srebramodificirare natrijevim bis(Petilheksil)sulfosukcinatorfAOT) i poli(vinilpirolidonom)

(PVP) imale su obliknepravilnihpoliedara(slika 19 a), b)). N a n o | esrelrastabilizirane

trinatrijevim citratom nastale suu obliluf er i | ni higt apo k as & sgttioh g reo |ue
skl adu s pr et h&Udikalac))i Nattemealjg TEM anikrpgrafijm d r e Lena | e
raspodjela velili.Redi ppjedmpdhdhesnbDlmmlesusc abr a
slilnu prosj el rfewnaizrm$lasd8so0N2L7nmza AOTAJNC@E , 2 N 26, 1
nmzaPVRAgNPi7 6, 4 N 36IAgNP,nen glai cnht r aGSikmaod)ep!l u vel
f)).

U UViVis spektrimaglika20) opageni su SPR makBgNBU mi pr

435 nm za PVIAgGNP i 433 nmzadAgNP | i me je potvr I?8@i miarsa an
vrpce SPR maksimuma malo se razlikovala ovisnomo s t i nandeé lestima pol
girina I plci@AGNP aRAAGNP misuse mijenjaltijekom24h gt o j e uka:
nanjihovustabilnost. Intenzitet SPR maksimumaAgNPl amanjivacs e t i j ekom 24 s

ukazuje na mogulu agregaciju nanolestica.
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Slika 19. TEM mikrografije @, b,c) i raspod,ied)lnanwé¢ leislt modifeciragir e br a
natrijevim bis(2etilheksil)sulfosukcinaton(a, d), poli(vinilpirolidonom) (, €) i trinatrijevim citratom

(c,f)

Stabilnost pripravljenin AgNIP a1 otopini natrijevog hidrogenfosfata, koja se koristila za
pripravu talognih sustava, odrelena je prale
sat a, viemena relevantBa@bizlanosatl ojjee oekespie:
natrijevog hidrogenfosfata koncentracijél8> moldm 3. U suspenzijama AORgNPi a

PVRAgNP &ablica5) detektirana je jedna popul aciij a
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Rezul tati i

rasprava

60

promjera84,8N0,8n m u

s | UAgAF w89 RT 0N m u

razliku od toga, u suspenzijiohgNPl @ et ekt i r ane

su dvije

hidrodinami |1%9N2,0 prm 0587 3, 7aom. Hi dr odi na mi dvik i

i str agiawah dekom Masatanisuseznal aj no

i stragivanih

stabilizatoru. Niti vrijednosti zeta potencijala nisai

osSim

u

$AgNPl aj Tlocukazuj e

z n e |pramijanile] tijekom 24 sata,

na

. getaopotencija@ svihl i

s | UAgMH @aZa PV P
popul

pro

nano| engdovaeriggedndst owisilg j@ o primigrgenomy a n ,

d o b rotopinisnatdelvdg! n o st

hidrogenfosfata, koja je vjerojatno posljedica njihovog relativnho velikog negativnog zeta

potencijala.

=]
N’

Apsorbancija

AOQT-AgNPOh
AOT-AgNP1h
——AOT-AgNP4h
——AOT-AgNP 24 h

c-l
e’

Apsorbancija

—PVP-AgNP O h
PVP-AgNP1h

——PVP-AgNP 4 h

——PVP-AgNP 24 h

200

Slika 20. UViVi s
tjekom 24 h. a) AOTIAgNP i

snimljeni

bis(Z etilheksil)sulfosukcinatom  b)

300

200

]
300

T T T T d T T T d
400 500 600 700

400 500 600 700 800 800
Alnm Alnm

C) —¢it-AgNP O h

¢it-AgNP 1h

——cit-AgNP 4 h

——¢it-AgNP 24 h
S
°
c
1]
f=]
—
=]
w0
Q.
<

T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Alnm
spektri razlilito modi f i cimil@ rvedih

PVRAgNP i

nanol est i enedificirane enhtmjexim

nano|

nanol| est i c anodifickane br a
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Tablica5.Hi dr odi n a middiketa pptanajafe) nearn o(l e s t modifecirasinmatripevira
bis(2i etilheksil)sulfosukcinatom (AQRgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim
citratom (citAgNP) dispergiranih wodenojotopini natrijevog hidrogenfosfatgdc(NaeHPQy) = 8110
3 moldm 3, 5(AgNP)=50mgdm 2 pH=7,4) pri 25A C

Oh
Populacija Populacijall
Uzorak e/ mVv
dh/ nm vol. % dh/ nm vol. %
AOTi AgNP 84, @8 K 100 59,9 K
PVPi AgNP 89,9 K 100 24,5 N
citi AgNP 15,9 N 59,7 K 64,4 K 40,3 [ 10,2 K
24 h
Populacija | Populacija Il
Uzorak s/ mV
dh/ nm vol. % dh/ nm vol. %
AOT1i AgNP 961N 4, 100 61,1 K
PVPi AgNP 96, 2 K 100 17,8 N
citi AgNP 15,87 N 42,1 N 56,8 K 57,9 K 130N 1,

Stabil nost A gdifnojotapini natrigvahadrogeefosiata u prisustvu albumina

iz goveleg seprruaniae ntjee nk ivted z a ntiggkem 2éh. Raspodiela p ot e n
veliline | estica BSA u otopini natrijgevog h
iznosio je6,6 nm Zeta potencijal otopine BSA iznosiol@,4 mV.U suspenzijamavih triju

nanol|l esti ca sr edetekdrang eprjiedinsat waphrteA caisjodbnloe st i
p r o shdelthblicaé),1 0 1,11 nnMiNza AOTAg NP, 100, 6 NAgNRi303.8m z a

N 4, Jijekom24hn j e dogsimal promjene hidrodinamil kc
vriste nadmdnbsesatdlcial.i hke AgBB8A, prosjsuverébevglopli
moge biti posljedica .Sdsgestmosgaeg eBnSeA snua rnaaznloil
potencijaly  p r isu RPVEAgNP imalenajmanje negativameta potencijallzmjereni zeta

potencijal manji je u odnosu na zeta potencijal pegustva BSA g ttoa k auKaeuje na
adsorpciju B S A Prisutnost mmakrombleklan 6 @ eecati thg agegatiju

nanol estica, obzi r om ilildeaektrostat&ir stabiliarbjlerkaurl el esstteircie
uslijed adsorpcgna p o #%Ngivrewd.eno je sl ulaj kod BSA, k
stabilnosti, adsonde da@addatnnao psotvarbdiilniuz i A@hP nai

njihovu agregaciju
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Raspodj el a vel il ivodenojdtapisi hatripvaog Hdrogeofastatgea u
monomodalngap r o si¢hznosi9 1, 5 nm. Pr os j @hlurotopinznattijevogp ot e n
hidrogenfosfata iznosige 4,1 mV. Suspenzije AOTAgNP i cifAgNP u natrijevom
hidrogenfosfatuimajmo n o mod al ne r auwppsasivi @ltablicav)e | pil o :mjee |l ni
dn 154,5 nm za AOTAgNP i 136,4 nm za diRgNP. Zeta potencijahavedenih suspenzija
blizak je nuldi gt o se znal aj n dezrChi.zZNavedenoj e u
ukazuje na adsor pc il jBuspedzipiPVPAgNPIp aotopig natrijgvogA g N P
hidrogenfosfata u prisustvuChi imatrimodalru raspodjeliv e | i.Z4a nleak ge r aspozt
definirane sunpogwmloacsikjuepi nel illestica Dbl i skih
srednj oj v r i lj edtDaseanina populadijd prpgseel nog j e hi dr odi
promjera 112@ nm s volumnim udjelom 57%. Pored toga opagena | e
| estica @nelgjnmatl mogel i h | e sdi 43858 np.Yelsiji eshog@an
agregacijo pa gen TRAgNBilanPoVgPe b i t imalp wiedngsteetaipatencijaldih
nano| .eetd potereijal PVIARgNPI ¢ e got ovo |j ednak sompciai , gt c
kitozana na povrginu nanol estica utj el e na

stabilizacije.

Tablica6.Hi dr odi n a midlikédtappiencjal) emn a § o | e snodifidgranihmatrijevimr a
bis(Z etilheksil)sulfosukcinatom (AQRgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim
citratom (citAgNP) dispergiranih wodenojotopini natrijewg hidrogenfosfata uz dodatakoumina iz
goveleg s BBA) ma (c¢(NaHPQy) =8 L 1%@oldm 3 (AgNP)=50mgdm 3
9(BSA) =200 mgdm 2pH=7,4) pri 25A C

Uzorak Oh 24 h
dh/ Nm vol. % s/ mV dh/ nm vol. % s/ mV
OtBogg]a 6.6 N 100 8,4 N 6,6 N 100 i0,3 R
Suspenzije AgNP s BSA
AOTIAgNP 101, 7 100 125, 1 99, 4 100 122, 7
PVPAgGNP 100, 6 100 116, 0] 99, 0 100 113, 7
CittAgNP 103, 2 100 128, 7]101, 3 100 128, 5

Nakon 24 h opagene su bimodalne raspodjele
suspenziji AOTAgNPl @ r i sut ni su jednaki udj el i | esti c;
123,5 nm te vel idh452P ens U suspenzijp PYBRGNPT edlomimagtna je

popul acija velid44e5t7Tcamprdekebooganje zas:
pr osj d 13,8 gm. Dominantna populacija u suspenziiAdNPi @ u manj e | est
prosjdladbg8 nm, dok je jog pmw4b33,bhom Brisumospul aci
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populaciiaAgNPl @ r os jdeodka450nmukazuj e na znal ajnu agre
naj vel. nj ithao w sugpgnzipm®y¥EAgEFK ,aa najmanji u suspenzijama
CittAgNPI .a

Tablica7.Hi dr odi n a midlikedtappiencjaig) emn a § o | e snodifidgranihmatrijevbmr a
bis(Z etilheksil)sulfosukcinatom (AQRgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim
citratom (citAgNP) dispergiranih wodenojotopini natrijeog hidrogenfosfata uz dodatdditozana
(Chi). (c(N&HPQ;) = 8110 ‘moldm ? o(AgNP)=50mgdm $ o(Chi)=50mgdm } pH=7,4) pri
25A C

Oh
Uzorak Populacija | Populacija Il Populacija lll ey
g/ m
dh / nm vol. % dn/nm  vol. % dn / NmM vol. %
OtopinaChi 91, 5 KN 100 4,1 |
Suspenzije AgNP s Chi
AOTTAgNP 154, 5 100 2,7 |
26, (01120, 27,4385, 17,1
PVRAAgGNP 161, 7 0, 0 |
2,2 38,6 3,5 161,1 1,8
CittAgNP 136, 4 100 2,0 |
24 h
. 50, ( 45290N 50, 0
AOTTAgNP 1235N 2 4,1 |
1,9 129,8 3,7
22, C 4495, 765N
PVAAgNP 113, 8 2,5 |
3,5 285,6 7.3
. 68, ¢ 4537, 31,5
Citt AgNP 121, 8 3,5 |
6,7 140,9 3,0
Prosjelne veliline manjih Jestica smanjuju

otapanje nanol est i ca.d AGNPidan wdeeojompini @atrijevog pr 0 S |
hi drogenfosfata u pr i shudsAgMRi a Guspenziard bez Ghiu o d
Navedeno ukazuje na promjenu solvatacijske sfere nakon adsorpcije kitozana. Zeta potencijal

AgNPi avodenojotopini natrijevog hidrogenfosfata u prisustvu Chi nakon 24 sata gotovo je

nepromijenjen te je blizak nuli. Vrl o je sl
ukazuje na adsorpciju kitozanana Agi®R. et hodna i st r agiivtaonz an smio (pe
adsorbirat.i na povr giimelektnosatslo btabibiziraitt ca piobma j § a

njihovu bioaktivnost!” Kako su rezultati stabilnosti pokazali agregaciju i blago otapanje svih
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AgNPi maakon 24 sat a, kolilina adsorbiranog ki
stabilizacije.

412. Al bumin iz goveleg ser uma

FTIR spektaiBSA (slika21a) s a dwrgpg c e k a r zakbraeijevezaNli H,neC=0 i CI

amidnih skupina taveze OT H u (tablica®)i?!®2%° U difraktogramu prahdslika 21 b))

prisutas u dva ¢giroka difrd&c8§ Ak alerrfogravdnétdsama pr |
krivulja (slika21c)) ukazujena potpunu razgradnpSAdo714AC gt o j e u skl adu

i stragf\RazgrpdnjaBSA dvija se u 4 koraka, pri | em
gubitak od 3,%6 u temperaturnom raspoibi 150A C k o j i gubitkupdsorkdirana vode.

Nadalje dolazido gubitakamaseu 3 koraka u temperaturnim rasponin2tQ 430A C ,
430/600A C i7676A0@ ukupnim gubitkom mase u tri koraka od%8 gt o odgov a

literaturnim podacima??

a) b)
=
.G E
c =
® N
£ 2
2 E
o
<
v T ¥ T T 1 v T ¥ T T ] v T T M T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 10 20 30 40 50 60 70
Valni broj / cm’ 20/°
¢) 100-
80+
60+
E
ES

40

20+

0
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ti°c
Slika 21. a) Spektar infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformachmhifraktogram
praha ic) termogravimetrijska krivull@ | bumi na iz goveleg serum
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Tablica 8. Asignacija vrpci spektra infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom praha

al bumina iz ?§d¥veleg ser uma
Valni broj /cm? Asignacija
36112690 OlH istezanje (KHO)
3287 NTH istezanje amida A
2944 amid B, NH istezanje slobodnagHs* iona
1642 C=0 istezanje amida |
1513 amid Il, N istezanje i NH savijanje
1453 amid Il, N istezanje i NH savijanje
1386 CHzsavijanje
1247 amid Ill, N istezanje i NH savijanje
699 amid V, NH savijanje
4.1.3. Kitozan

FTIR spektalslika22a)) kitozanas a d r ¢ vibracipyezad 1 H C = O amidn€skugine
vezaC1 ,l@H2i CHzskupinayezeCT ©® C1 OHOHteve&zéD1 Hvodi. Navedeervrpce
kar akt er i s t???Pasigniranauukabliti 8 Xaalalje, u difratogramu prahéslika
22b)) pojavljuju se dva diakcijska maksimumpri2d9 , 6 A i 20, 0A gto | e
podacima*? Termogran kitozana (slika 22 c)) pokazug potpunu razgradnju kitozanaa
700 A CRazgradnja se odvija u nekoliko koraRavi korakkarakteriziran je malingubitkom
masezbog gubitkavode e j e i zral unat postotak vragbme u
it rkeréke koji se odvijaju u temperaturnim rasponima 2351A C ii 68348, Holazi

do gotovo 90 %inog gubitka mase zbog razgradnje glavnih lanaca kitoBarena literaturnim
podacimau drugom (sporijem koraku) dolazi adsidacije kitozana i razgradnje oksidiranog

kitozana?26-22"
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a) b)
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Slika 22. a) Spektar infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformachmulifraktogram
praha ic) termogravimetrijska krivulj&itozana

Tablica 9. Asignacija vrpci spektra infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom praha
kitozan&>22°

Valni broj /cm? Asignacija

36832532 OiH istezanje (KHO)
3357 NTH istezanje amida A
2922 CiH istezanje UCH.
2873 CiH istezanje UCHs
2328 amid B, NH istezanje slobodnognaNHs*
1648 C=0 istezanje amida |
1584 vibracije protonirane aminskupire
1419 savijanjel CHs
1377 savijanjel CH;
1307 amid Ill, QN istezanje i NH savijanje
1148 asimetriln@& vib
1025 vibracija @O u COH, COC i CkHOH
897 vibracija saharidne strukture kitozana
663 amid V, NH savijanje
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4.2. Biomimetska priprema kompozita kalcijevih fosfatain ano| est i c a
srebrar azIl i | ite povrginske modifikaci |

Kompozite kalcijevih fosfatemiitinamalledtitdan

(sprej pirolizal® mi j e g a rajkalcijeyihr fasfata i suspenzije AgNPxp r i povi gen:
temperaturf® koprecipitacija kalcijevin fosfata i AgNPap r i povi gen?.j t e my
Bi omi met ska metoda pr iawdlemi i e p a amgoohbripraoe | nov a

kompozita. Uztponao mogul uj e ugr adnj u badbzarommaBageuvjete u k o
u kojima se odvijakako se radi o metodi mokre kemjjmo g uu jekoristitiizapr eviea| enj
I mplantata razlilitih kompl eldonishadablniikja. i
pripravakompozita CaP/AgNP biomimetskim putem.

Uovompoglavl ju i stragen j e utj ecaj nano|
modi fi kacije na tal ogenj ajecaj bioulekjlasabungna kal ci j

goveleg seruma i ki t Gakigevihdosfata t al ogenj e i svo

421.Ut j ecaj nanohkhesiicaespelb mabrzimstlarsformaigti f i kac
amorfne faze

Ut j ecaj nanol|l estica srebra razlilite povragi
pralen je potenciometrijski, pri lemu je prv
AgNP. Potenciometrgko pralenje mogul e jtei j RO pabmp
CaP1%211.21 rasponu pHbd 4,5d0 9,5, gdje sSIHPQ? i H.PQy dominantne fosfatne vrste
(slika 7), nastajanjeCaPopisande ranije navedenorj e d n a @&§*# o m

Promjene u pH vrij edyovargu ia zimifagpam&ugprocesual o § e 1
t al o,9getmjnmeo g u Injegpve semikvantitativnop r a i. eRepreeentativne krivulje
ovisnost. pH o vremenu ,zraotreaekllamide Kolretgk s
i str aga n adaerdgbtaprikazane su nslika2323. Dobivene krivuljesigmoidalnogsu
oblikai odr da g av djaw.dU piva flazo dplazn o dlagog pada pH vrijednesgfit o
odgovaranastajanjlACPl  eeakcijomsupstitucije liganada u kojoj dolazi do zamjene molekula
vode u solvatacijskoj sfe@a* iona sdjelomi no protoniranim fosfatnim ionim&° U drugoj
fazi dolazi do naglog pada pkbji je povezanas ek undarni m t al ogenjem
na w~astdlomACPiu i stransformacijom ACR u kristalni CaPTr el u fazu kar ak

blag pad pH koji je povezan mastom i faznom transformacijomastalekristalne faze
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68

CaPZ.I_95,212,213,228231 Pr i

kazane rep

rezentativne krgtaoal | e

pokazujeda AgNP nisu utjecale naehanizammastajanj&alcijevih fosfata To je u skladu s

prijagnij i m, koja surpakipzala dangditivimmput malih icd%2% liposonm,

187

polielektrolital® titanatnih nanomaterijagd®?**n e ut j el u nastajamE€hPa ni z a m
a) L 7(AOT-AgNPs) / mg dm™ b) i 7(PVP-AgNP) / mg dm®
7’0_% . ‘5’ 7,04 st L s, 0
Ahgivy, W] 5
vy - 10 . A 10
1y v 25 ‘3 v 25
6,8 “ 6,8 Au
T s v T v
B 6,6 "a [-% 6,6 Am
"a \a
.-l . -l
6,4 1 "‘.““!l 6,4 ‘A":"':lllﬂﬂ:m‘wmvw
612 L} L} L) L) T T 6!2 T T T T T L}
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
t/ min t/ min
c) 7 (cit-AgNPs) / mg dm™
7.0 n 0
’ o 5
a 10
“F v 25
8,8 N
v
2 6,6 . ;.
A ..
v
6,4- “""‘I:ﬂ .
612 T T L L) L)
10 20 30 40 50 60
t/ min

Slika 23. Reprezentativne krivuljevisnosti pH o vremenu dobivene za kontrolni susté&gNP) =

Omgdm fiut al ognim sustavi

ma s razlilitim koncentr

a) natrijevim bis(2etilheksil)sulfosukcinatom (AORgNP), b) poli(vinilpirolidonom) (PVRAGNP) i
c) trinatrijevim citratom (citAgNP) prip o | e tpH=G,fi 25A Cc(CaCbl2H,0) = c(NaHPQy) =

4 T ¥dol dm 3

l z krivulja ovisnost.i

vrijeme indukcije ¢) za nastajarg kristalne faze

Vrijeme indukcijeza nastajanje kristalne faeez na| uj e
s e k u nad®a0rprl cegn i tt aol, 0 ¢verai {lj reanseilniast AGRK c i | e
v eul danjm eksperimertalndnQuAetid@*&bri d snjig lin o

dopp| et ka

odnosno gto | e

vrijeme indukcijenastajanja kristalne fazenosilo je 30 8

pH o

Calpremametodi opisanoj na slici 18

vV (sliea@ge ondir epfeeontoe k1 o

vrijeme proteklo

N 2 koftrolnoim sustaviZa

sve AgNP vrijeme indukcijeblago s o v e | porastdmdoncentracijggNPl  &ablical0).
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Sve koncentracig AOTIAgNPI a@ PVPIAgNPI ae dvije v eeikoncentracig CitiAgNPI a

i nhibirale su sek,gmdarlneomut ajleo giemhiebiCaiPf a naj
naj vel e koneegmMtPi aci jSe dAkunea as tnedalajesprbnusgrano j

u prisutnostinajmang koncentraci citt AgQNPi .aStupanj inhibicije razlikuje se za pojedinu
vrstu nanol est semlabicisneabjujea nizp: AOTIADNPm BVRAgNP >
CittAgNPgt o ukazuje na blag utjecaj p sekundarno s k e m
talogenje CaP. Prijagnja istragivanjanopokaza
talogenje, odnosnoodhai st ah {dnyatbpleni cita€ 8okj@ no u
u ovom istrbwmyervanjoacpowvati ® nanolestica sr

Tablical0.Pr o s j enlemaiadukcie(t)s ekundar nog t al o gre=rBjdabivénal ci j e v
iz pHikrivulja (slika 23) sa standardnom devijacijoro d r e Ul kont@Inom sustavu i sustavima s
razlilitim koncentracijama n an ddtidegsil)sulfosukcenateenb r a mo
(AOTTAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim citratom (citAgNP) pripo| et no m
pH=7,4 i 25A Cc(CaCbl2H,0) = c(NaHPQy) = 410 3moldm 3

9 (AgNP) / mgdm 2

0 5 10 25
Vrsta AgNP T/ min

bezAgNP 30, 830 N

PVP AgNP 31,2 N 33,0 N 36,5 N
PVP AgNP 28,9 N 31,6 N 31,5 N
cit AgNP 26,8 N 28,8 N 32,1 N

422.Ut j ecaj nanol estica sr ebr asvostwazamorfhefdaze povr
kalcijevih fosfata

Pored wutjecaja pojedinih koncentracija razl:
tal ogenj a CaP, nassojstvasCf/MAgNRp ojmetransmigijske elaktronske
mikroskopije difrakcije r ent gens kog zral enj a inirdracnyemel i kr i s
spektroskopijes Fourierovom transformacijom.

Di fraktogr ami prahova dobivenih nakon 10
sustavu bez prisustva AgNPa talognim sustavima u prisus
nanol|l estica srebra razlil it eslicp2d U difjaktogsarkie mo d i
praha kontrolnog sustava prisutan je d@irok a
0d25,d03A3, 5A karakt¥#®%sti|an za ACP.
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*
a) b)
7(AOT AgNP) = 25 mg dm” * * #(AOT AgNP) = 25 mg dm™
]
S
E 7 (AOT AgNP) = 10 mg dm” § 7{AOT AgNP) = 10 mg dm™*
g £
3 S
£ 7(AOT AgNP) = 5 mg dm™ 2
< 7(AOT AgNP) = 5 mg dm™
#(AOT AgNP) =0 mg dm™*
¥(AOT AgNP) = 0 mg dm™
T M T v L ¥ L] r L) v L] v v T b L] v ] v T v L] v ] v 1
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¢) d)
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- -}
@ ©
-‘ﬁ ¥(PVP AgNP) = 10 mg dm™* [ 7(PVP AgNP) = 10 mg dm™
= [ — ] g
] 5
£ @
7 (PVP AgNP) = 5 mg dm* 2’ 7(PVP AgNP) = 5 mg dm"
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e) i f)
¥(cit-AgNP) = 256 mg dm* * * 7(cit-AgNP) = 25 mg dm™
I A
=,
E 7 (cit-AgNP) = 10 mg dm™ g y(cit-AgNP) = 10 mg dm’®
c 2
(=3
£ |r(cit-AgNP) = 5 mg dm” 2
<L | y(cit-AgNP) =5 mg dm”
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(cit-AgNP) = 0 mg dm™®
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Slika 24. Difraktogrami prahai spektri infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom
taloga dobivenih nakon 10 minuta u kontrolnom sustavu i al ogni m sustavi ma
koncentracijama nanol &, dtnatgevim bis(Zetbheksil)suliasukdinatont i r a n i
(AOTTAgNP), ), d) poli(vinilpirolidonom) (PVHAgNP) i €), f) trinatrijevim citratom (citAgNP) pri

p 0| e tpiH=8,4ni 25A Cc(CaCbl2H,0) = c(NaHPQy) = 410 3mol dm 2 Difrakcijski maksimumi
oznaleni * odgovar prenaJoPDS ls.iddi88mi ma sr ebr a
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Usvimdi fraktogrami ma opade8®j1A,u 4 kXA mumb4 ps A
difrakciji na (111), (200) i (220) kristalnim ravninamseebra(JCPDS br.0M783) te zbog
njihovog velikog intenziteta, maksimum amorfnog kalcijevog fosfata nije vidljivje vidljiv
samo u difraktogramu dobivenom za naj manju Kk
Spektar infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformadgbogaamorfnog
kalcijevog fosfata dobivenog u kontrolnom sustavu bez prisustva AdgliRa 24) potvrdio je
nastanak ACRR u kontrol nom i svim talognim sustav
koncentracija AgNP.aU FTIR spektru kontrolnog sustava prisutne su vibracijske vrpce
karakteristilne zacnflksfatondgeskapanashhet . DR 4
(33), pri 875cm® (skupinaHPQ:2) i553cmik ar akt er i st iPOf @4). Pored i st e z
toga prisutne su vrpce Vibraci2r8®9cmvievpepri v odi
1651cm 1236237 |zostanak hiperfine strukture vrpca fosfatnih skupina pri 1004 * i
553cmik ar akteri sti | an%®?®%¥d Nazedenaastukiuré ilago jé \adfjiva .
FTIR spektru CaP/ciAgNP pri najmanjoj koncentraciji eAg NP gt o | e pot e
posljedica brz¢ransformacije ACRn, zbog | ega je izolacija bil:
Detaljnija analiza dobivenih FTIR spektara provedena jedkbrie nprve indruge
derivacip spektara(slika D1) . Prva derivacija omogulila je
maksimumavrpce no ni j e ot krAndlizom drugadevaciiedTIR spekiara k e
opageompé& maksi muma vrpce kar akRQOfod2sdmll ne za
prema velim val nsprekduluj ithaalmaga kompozita do
koncentracije AOTAgNPI as najmanjom koncentracijom PVAUNPI @t o j e wukazal
razli| it utj ecajNavedemege ki ral manahe autdiugnpi st i k
derivaciji FTIR spektara rasponu valnih brojeva 1160030cm i 650i 575¢cm ! ukazuju na
pol etak transaf gomaklepduAE€Praniji mieA€SRauagi van
HA.lgS
TEM mikrografije (slika 25) potvrdile su dasu u kontrolnom sustavaastéi | an| ast i
agregatmal i h sferi | nih }®3Ptriocsg etlinpei |vreilh |z an aAGH e
je75, 6 N RriSuin@st AgMP. atjiecala jena promjenu morfologij@\CPia ovisno o
koncentraciji i vrsti AgNP & t al ognolnand wlassttavuagr egatia sfer.i
opageni s majmangjrkoncergragi AOTTAgNP ,aa faza nalik gelu pri $m
koncentracijamalakva morfologijso pagena j e u pr anastagklACRlaw i st r a

razl il it P%®24 pri svim kanaentracijama PMRAgNPT @ pa geni su | an
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agregati sfefiplrmish ell @aet ivead i A C Pokimadikgntolndin 1 6, 2
sustavu Faza nalik gelu nastalg@ s a mo pr i naj vel o] i BAgNPa.genoj
TEM mikrografjama ACH dobivenih u prisustvudifgNPl at vr Lena fazenapkr i sut n

gelu pri svim ispitivanim koncentracijama ©{gNPi .a S povel anjem Kkonc:

CittAgNPl gr anul arna morfologija faze nalik geluwu
U svim nastalimkompozitima nan o | @lesrtaiscpeo rseul ene nas@ldnol i k

talog.Gt ovi ge, det ekpdjrecien aslun el gNastenojemekazAlgnsd P

potencij al dobivanja materas$podraelgen eg tsou kjoeapm o

dosad bio velik nedostatak pripreme CaP/AgNP kompéZita.

. Kontrolni sustav

Slika 25. TEM mikrografije taloga dobivenih nakon 10 minuta u kontrolnom sustavuiaill o g ni m
sustavi ma S razlilitim koncent r acirjatdjevian nano
bis(Z etilheksil)sulfosukcinatom (AGRgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim

citratom GitTAgQNP) prip o | e tph=d,4r 25A Cc(CaChbl2H;0) = c(NaHPQy) = 4110 3moldm §.
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423.Ut j ecaj nanol|l estica srebra razlilite povr
kalcijevih fosfata

Kako bi se odredio sastav i svojstva kristalne faze kalcijevih foséatialeu prisutnostAgNP

detaljno je karakteriziran talog nastaakon 60 minutaDifraktogram praha dobivenog u
kontrolnom sustavu(slika 26) ukazao je na nastajanje smjese CaDva difrakcijska
maksimuma primalim kubvima, 2d 4 , 7 A3 Aodgo9arajudifrakciji na (100) i (200)
ravhinamaOCH &JCPDSbr. 2611056). Pored toga p a gmaksimum velikog intenziteta

pri2d2 6 , 0 A teinek8liko, m@k&imuma manjeg intenziteta pf228 , 1 A 4 63 $#,A3A 49, 6
[ 58aB8Akteristilni ©blizk Bpagtiirimakabupmab i t ni h
nastanak slabo kristalnog katmipdeficijentnog hidroksiapatita (CaDHAY®-24?Difraktogrami

praha kristalnih kompozita dobivenih u pris
(slika 26 @), c), &) pored apatitni hi maksinsmemamak tsadir gtei | 1
nano| srebtapricée8 8, 0 A, 6 4,44 /8 Ak d | difrakcifl ga¢lel1y, (2@0) i220)

kristalnim ravninamasrebra JCPDS br.040783) Intenziteti navedenih maksimuma
povelavaju se s povel angteom ukkoanzcuejnet rma@ i pet am

nanol estica srebra, k oPoeedtogasliftaktogramimayu o ietnii ma ,

maksimumiprifok o i4,97,A5A, no nsjidjelbpevst htenkobheénowrwac
AgNPl a Pr i naj vel ojTAgNR rdcsednjojr kancengciji (104m@ dm °)

PVAAgNP aisuu o] eni naved,enio maek su kmeuzmi pranjeou una Mo
kol il ini Tfadespbtantijalu in@RnastajanjsaOCAa. Pr et hodna i str a
nastajanaCaPpokazal a su da aditivi mogu utjecat.
U talognim sussemogeai st &log g imai vige faza, a
adsorbirati na nuJtkilreassi mheikei diajzem mjteozirrag n.
je da aditiv djeluje kao ulinkoviti heteronu

njen naganak, a indirektno inhibira nastanak drugih 4243
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7(AOT-AgNP) = 10 mg dm’

7(AOT-AgNP) = 10 mg dm”®

Intenzitet
Apsorbancija

7(AOT-AgNP) = 5 mg dm”
7(AOT-AgNP) = 5 mg dm*

_ )
7(AOT-AgNP) =0 mg dm 7(AOT-AgNP) = 0 mg dm™

a) B b)
N = 3 *
y(AOT-AgNP) = 25 mg dm * +(AOT-AgNP) = 25 mg dm’

T T T T T T v L) v I v 1 v 1 v L) v ) M T
10 20 30 40 50 60 70 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
201° Valni broj / cm™

*

¥ (PVP-AgNP) = 25 mg dm’
* *
7{PVP-AgNP) = 25 mg dm™®

(]
~

=
-

7(PVP-AgNP) = 10 mg dm™*

¥(PVP-AgNP) = 10 mg dm”

Intenzitet

#(PVP-AgNP) = 5 mg dm”

Apsorbancija

¥(PVP-AgNP) = 5 mg dm™

PVP-AgNP) = 0 mg dm™
A oNP) g 7 (PVP-AgNP) = 0 mg dm®

0 2 30 4 s e 70 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

201° Valni broj / cm”
e) ' 7 (cit-AgNP) = 25 mg dm” f)
*
" ll A *F 7 (cit-AgNP) = 25 mg dm™
= rlcit-AgNP) = 10 mg dm” B,
= 2 |y(cit-AgNP) = 10 mg dm*
N ©
o 2
3 o
= ¥ (cit-AgNP) = § mg dm”* 2
< |7(cit-AgNP) = 5 mg dm®
. _ 3
r(cit-AgNP) = 0 mg dm »(cit-AgNP) = 0 mg dm’® M
T T T T T T v T v T v T ' ]
10 20 3I[] 40 5I(] 60 70 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
201° Valni broj / cm™

Slika 26. Difraktogrami i FTIR spektritaloga dobivenih nakon 60 minutakontrolnom sustavu u
talognim sustavima s razlilitim koapb)eatievimci j ama
bis(Z etilheksil)sulfosukcinatom (AORgNP), ¢), d) poli(vinilpirolidonom) (PVRAgNP) i e), f)

trinatrijevim citratom (cXAgNP) prip o | e tpR=Y /i 25A Cc(CaChl 2:8) = c¢(NaHPQy) =

4110 *moldm 3Di f rakci j ski maksi mumi oznal ereimaJEPDEdgovar
br. 040783
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U FTIR spektru(slika26 b), d), f)) t al oga nastalog u kontrol nom
kar akt er i st ifosfatne skapine: pri 1808 ef¢savijarje( 0 / ), 1091cm * (33a
trostruko degener i rPDA) 1020scin'ngee. ttrosirukondegenersanae z a n j
simetr i | nP@3)j ¥acm Zi 869 jcre® (istezanjeHPQy? ), 597cm ! (34a trostruko
degenerirano savijanjeQ:® ) i 560cm * (345 trostruko degenerirano savijarfy® ). Pored

togg uol ene su vrpce vode, 28B4 amkiavrpoarpm €687 u r a ¢
cml242% | a3 ko postoji velika slilnogasmataseedau FTI
vrpce pri valnim brojevima oko 1195 chi 916cm %, koje odgovaraju vibracijam@ 0 / u

OCPRu, mogu Koristiti za razlikovanje CaDHA i OGP*® U spektru taloga nastalog u
kontrolnom sustavu opag¢alimaivrpcaprid®swh vipkal @ |
nije opagena nit.i hi per f iihn080 cent k aurka kutrear ivsrtpidil
OCP?%24Tg wukazuje da je OCP prisutan u maloj k.

Analiza prve derivacije FTIR spektara (s
vibracije fosfatne grupe (120660cm?'),pokazal a je da nema znal ajn
vrpci . Me & detivacik F THRuUu g pekt ar a 1975 @nd dkazujé pau 10
promjeruo bl i ka vrpce pri naj velJTAgNPiPR/EAgNRte pria n o j k
10mgdm3cittAgNP.Navedeno mo gper iukatznost irazal il itih v
u navedenim kompozitima.

Pretragnom elektronskom mi kroskopijom tal
dobivenih u talognim sustli@awitma Lenprjies mnsatsuk wa nr
fazaCal &lika27).Uol ene su dvije razlilite maihfol ogi
kristal a k a r &dcijem r defgiferitni rhidroksiapafd® i pl ol ast. Kr
kar akt er oktskalcij¢vnfosfal®2®aPoj edi ambhestni ce ssuéebra u
adsorbirane np o v r kgstalmih agregatéalcijem deficijentnog hidroksiapatit€romjene u
morfologiji oktakalcijevog fosfatda egko su wuol |l jive obzirom da
oktakalcijevog fosfatm r i j enti rana s naj vpodlogm pPlsphoml ok o
oktakalcijevfosfau t al ogni m sustavima s AgNP u odnosu
oktakalcijevog fosfatama nj i su i manj e razvijeni. Nave
koncentracije AgNPI ainhibira nastanakoktakalcijevog fosfatapr i | i kom t al oge
prisutnosti svih koncerdcija AOTIAgNPi as f er i | ni kalcger deficgentiog
hidroksiapatitau o | e n i su kao dominantna morfol ogi ] a.

PVAAgGNPl @l obi vena morfologija slilna je onoj u
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koncentracije PVRAgNPI a p a gnanjikristali kalcijem deficijentnog hidroksiapatitgusto
pakirani sfebUitalioggr mgasatumajakanapeaacije ciggNRl aut no s
nastali su sferil| ni ag rkaldjentdéficijsntnegigroksiapatimak i r a n
P o v e imkamgerracijeittAgNPi a ol eni suspef eHihn dépgriaesgjaet| n

velaplriin naj vel ojlAgNR rhitaenanjan usporiedbiis kontiolhim sustavom.

&
Z
o0
5
-9
>
A

Slika 27. SEM mikrografije taloga dobivenih nakon 60 minuta u kontrolnom sustavti aud o g ni m
sustavi ma s razlilitim koncent r ac.irjatdjevian nano
bis(Z etilheksil)sulfosukcinatom (AGRgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim

citratom (citAgNP) prip o | e tphEd,4r 25A Cc(CaChl: 2:8) = c(NaHPQ;) = 4110 moldm 3
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Za ove materijaleprovedena je termogravimetrijska analiZ&rmogramtaloga nastalog u
kontrolnom sustavislika 28) pokazujeda setermalna razgradnjristalnog taloga odvija u 4

koraka.U prvom koraky pri temperaturama 5040A Cd o g | o gupitka 4,8% ukupne

mas e . U drugom k or mase od®augasponujempechtafa@l7®AICt k a

aut r e eY%u rabpobu temperatura TBDOACPr et hodna i stragi vanj a
termalna razgradnja CaDHA odvijadva koraka. U prvom koraku, pri temperaturama do

130A C, gubi s e ddbstak masgprmradan a i o dna .t egneme pripisati ur a ma
razgradnji CaDHA324820 iy s | uOCHg u gubitak adsorbirane v

temperaturama do 125G°! Gubitak kristalir ane vode opaga seé& pri t
3B50AC, dok se gubitak kemijski vezam@Privode
temperaturama iznad 480C, opadgen j e mal i k o novarardaljmjema ni g U

gubitku vode i razgradnfr?:2°3

Prijagnja istragi v ainpokazalasurdomananinoggbitak enase a d a
u temperaturnom rasponu 2600 0 A C. Navedeni gubitak mase
organskih komponenat a, poput stabilizatora.
AgNP, dok je pri nigim i vigim temp®%Yaturam
Obl i k termograma kompozita CaP/ AgNP sl il an |
tako da nije bilo mogule razaznati gubitke n
D3). Porastom koncentracifeg N Psmanjio se ukupni gubitak mase kompaZltaoa o paganj e

potvrdilo je prisustvo AgNPTa u analizirano
temperaturama iznad 600 AC koji nije bio f
Temperatura, pri kojoj je gukbntakcppkedgNPE a
gubitak mase vel je ranije uoAG@Dobiwanarazikei st al

u termalnim svojstvima taloga kontrolnog su
zakl julcima ranijih istragivanj ahl TkCPjiaa wuu jped

na njegovu termalnu stabilnost.
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a) 100 7(AOT-AgNP) / mg dm™ b) 1004 ¥ (PVP AgNP) / mg dm?
—0 —0
5 ] 5
98 —10 98 - 10
—25 1 —25
96 96
g g T
2 94 2 94
92 92
90 90 4
g7 -7 T
100 200 300 400 500 600 700 800 100 200 300 400 500 600 700 800
t/°C t/°C
C) 1004 ¥ (cit-AgNP) / mg dm*
0
5
98 — 10
—25
96
g
SE 94'
92
90
88

T T v T v 1 v T v L v T v L] M
100 200 300 400 500 600 700 800
ti°c

Slika 28. Termogravimetrijske krivuljgaloga dobivenih nakon 60 minutakontrolnom sustavu u
talognim sustavima s razlilitim ko:mtmamijevimaci j a me
bis(Z etilheksil)sulfosukcinatom (AORgNP), b) poli(vinilpirolidonom) (PVHAgNP) i ¢

trinatrijevim citratom (ctAgNP) prip o | e tpR=Y /i 25A Cc(CaChl 2:8) = c¢(NaHPQy) =

4110 *moldm 3

BrunauerfEmmetiTellerovom ( BE T) metodom edf el ga a(IBh) e s p
kristalnih taloga dobivenih u kontrolham sus
(tablica 11). Uol| en smanjenfas @ed i f i | n @oraspom vkorgentnaeije
AOTIAgNPT acittAgNPl .dJ s | AQOTaAgNPT 8 v i nastal. tal ozi i ma
taloga nastalog u kontrolnosuistau. Smanjenje SSA taloga porastéoncentracijecitt AQNP

bilo je izragenije, te | e cittAgNPontpo maajs $SAo@d pr i |
taloga nastalog u kontrolnom sustaw. sl ul aj u k onipghP u b bogeCa P/ PV
smanjenjeSSA porastom koncentracifgNP s 5mgdm %ha 25mgdm 2 Zanimljivo je dge

pri 10mgdm 3PVAAgNPI &SA kristalnih kompozitnih taloga znatno manja u odnosu na

SSA taloga za druge dvije koncentracije PGNP .a
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Tablica 11. S p e capf o vl engSA)taloga dobivenih nakon 60 minuta u kontrolnom sustavu i u
talognim sustavi ma S razlilitim Kkonnoatijeinr aci j an
bis(Z etilheksil)sulfosukcinatom (AQRgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim

citratom (citAgNP) prip o | e tphd,41 25A Cc(CaChl: 2:8) =c(NaHPQ;) = 410 3moldm 3

SSA/nfg!
2 AgNP) mg dm? :
bez AgNP AOT-AgNP PVP-AgNP cit-AgNP
73,9 N
5 86, 4 N 86,7 N 82,6 N
10 84,5 N 49,8 N 72,9 N
25 83,3 N 80,1 N 66, 2 N

Usvrhu preciznijeg b dasastidobivenhjtabogau tlj oekcaalj nao AugrNePL
povedena je karakterizacija elektronskom paramagnetskom rezonalfsijan29). Analiza
EPR spektara pokazake kompl ek snom | er su ka&aoij gt esmidr g e kn
i nformacija od spektara monokristal a. Dodat
komponent i u razlilitim omjeri ma. Prje anall
odr e L igwidednosti. Prilagodba za dobivanja-vrijednosti ni j e Bger jegt en
nepouzdaa za kompozitne signaléJmjesto togapromatrae supromjene oblika linije kao
posl jedice promjentasukotogaéniomf ene tReing uo gki
vrijednost (slika 29).2%826° Razlike u dobiveninRi i S vrijednostima ukazuju na promjene
kemi jskog sastava wuzor aka, razli ke u orijen
relativnih doprinosa izotropnih, aksijalnih ili ortorpskih spektralnin komponenti radikala
(CO;,COs,COs% ,NOZ ,...).

EPR spektar kontrolnog uzorka ukazuje na prisutnost mnogih paramagnetskih centara
u razl il i tlika®g). Bramaelostupnim lit¢raturnim podacifit?* dio spektralnih
komponent i mo § eenom ektakalcijevom fosdatuzbogqorsustva dvije vrste
dugi kovi NOs)astabilkogradikalaCO, . Te dvies pe kt ral ne kaoni j e (
OCR1 and OCR), slika 29 ni su opagene kalajem EdefRijentsog e kt r u
hidroksiapatit£®*?*Tak oL er , u EPR s p efnanjem magnatskenopblin o g u z
0 p a geesignal kojem odgovaragivrijednost oko 2.0115, vjerojatno agdikala COs
povezanog s u /i bregogotipa statlmbgadikalaCO, . Kako su spekiri
praha dvaju radikal€0, got ovo i dentilni,ijéi mokdidmijui dent i
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EPR spektrge stogamo g u | e

deficijentnog hidroksiapatit@ t o sklagéu s ®XRD i FTIR karakterizacijom.

a
) P b)
1 |
i Ho
A I -
! o £
5 i o X
k) ! A 2
[ 1 o »
& i o
gs Wi &
u L
AR I I
1 1
1 1
1 1
! (I} !
T T T T T T T M
328 332 336 340 344 348
B /mT
c) d)
o 7(PVP AgNP) = 25 mg dm™ -
1] 1]
P et
X X
g ¥(PVP AgNP) = 10 mg dm™® g
/2] n
E 7(PVP AgNP) = 5 mg dm” E
w L
7(PVP AgNP) = 0 mg dm” N
L] T T T
328 332 336 340 344 348
B/mT

Slika 29. EPR spektrtaloga dobivenog nakon 60 minwau kontrolnom sustavs definiranm Rl i S

f enomenol ogk itenOCRya OCRmspekirainim dinijjamae EPR spektri taloga dobivenih
nakon 60 minutat al ogni m

sustavi

natrijevim bis(2etilheksil)sulfosukcinatom (AORgNP), ¢) poli(vinilpirolidonom) (PVRAgNP) i d)
trinatrijevim citratom (ctAgNP) prip o | e tph=Y,m i 25A Cc(CaChl 2,8) = c¢(NaHPQy) =

4110 3moldm 3

EPR spektri taloga dobivenih u prisustvu AgN&kazali su na suptilne razlike u obliku

spektralnih linijja R i S vrijednostieksperimentalnih spektara taloga kompo#ithlica 12)

zakl jul i toktakdleijevpgdosfataai alcgeina s mj
#(AOT-AgNP) = 25 mg dm®
7 (AOT-AgNP) = 10 mg dm*
7(AOT-AgNP) = 5 mg dm™
¥{AOT-AgNP) = 0 mg dm™
L T ) T
328 332 336 340 344 348
BImT
7(cit AgNP)} = 25 mg dm™*
7 (cit AGNP) = 10 mg dm™*
7 (cit AgNP) = 5 mg dm™
»(cit AQNP) = 0 mg dm”® \
T T L] L]
328 332 336 340 344 348
B!/ mT
ma s razlilitim klgncentr
omj e

mijenjaju se s promjenom koncentracije pojedinihAgNPb og razl i | it og

p ot j edktakalajevog fosfata kalcijem deficijentnog hidroksiapatit&a AOTIAgNP i

PVHAAgNPrelativne promjené e n o me n ol o § KgRh Spoaisperediei $ kantranim

sustavom, najmanjeuspri koncentraciji AgNP d40mgdm 3u prisutnosti AOTAgNP{ a
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PVAAgNPI ,adok su za GiAgNP najmanje pri 2fngdm 2 gt o j e pripisano
stabilizatora, c Rt waijednost dkm6p 65660 29i34%, omlj eme s u
pri koncentraciipmgdm ¥ vi h pr o u |Tadadaljdulo | dppNdmjenjéntenziteta

signala OCR) i OCPRp) s porastom koncentracije AQNRd z navedeni h razlika

dapovel anj e k onicaezultira antanjgnjem udljglékt@kalcijevog fosfatau

smjesi, gto je u skladu s rezultatima ostal:|
Tablical2 RiSvrijednost.i ozralenih prahouwkontrolmmh oga do
sustavuit al ogni m sustavima s razlilitim kramjevenntr aci j

bis(2Zetilheksil)sulfosukcinatom (AGQRgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim
citratom (citAgNP) prip o | e tph=d,4ri 25A Cc(CaChbl 2,@8) =c(NaHPQy) = 410 Smoldm 3

Uzorak 9 (AgNP) / mg dm 2 R S
Kontrolni uzorak 0 0,536 0,443
5 0,698 0,719
AOT-AgNP 10 0,643 0,589
25 0,662 0,615
5 0,692 0,720
PVP-AgNP 10 0,577 0,508
25 0,643 0,567
5 0,719 0,729
Cit-AgNP 10 0,611 0,542
25 0,549 0,482

43. Bi omi met ska ptr
| i

prema kompozita kalc
srebra razl:. e

i
t povrginske modi fik

4.3.1. Utjecajbiomakromolekula nanol esrddi tat er pbvagimske mod
kinetiku talogenja kalcijevih fosfata

Ut j ecaj al bumi nikitozazanagimetiket L ael gaigsaesfprmadjkalcijevih

fosfataje t a k oplreari e n pot ebc pomemr ikjosrkaik u odrelen |

biomakromolekulan a t al og,&kmjkedo ®a P se mogao razlulit.i
prilikom pripreme kompozita CaP/AgNP/biomakromolekula. Utusprimui pr eml j eni s u
sustaviu prisunostir az | i | i t i h kiGh, bee dotatkaAgNH.d&ivule $Asnosti
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pH o vremenu reakcijéslika30a), slika31a)s | i | nog

negomj enj en
odrelena

Gt oyvirgiej e me
stabiliziraACP. Vr e me n a

ukazuju na

Vremena indukcije produljuju se porastom koncentracijeg t o

ACP.
a) e #(BSA) / mg dm®
ﬁ¢2£ﬂ!§§hmu-nmnq,!qx = 0
7,0 e AT 25
g Y + 50
A v 100
A
6,84 ' N
v
A
I |
o N
6,6 -1 » AY
v
A v'y
- Y v
6,4 " "
’ __::'"mj
T 1 T L] Ll Ll —

t/ min
C) 7(BSA) / mg dm"
-0
7,0 ¥ 25
A,
: “::"vv,' a4 50
1 A v + 100
v
6,8 - - s
v
3 o
v
6,6- .
A
A\
- A
6,4 LD
“'-"“‘ﬂu:-'.%
T 1 ) L) L] M L] v

t/ min

S u

si,gmoi dabmaoageo
me h a n%° Sadmige tstaahephjkeivulie & vremena indukcije

i (rabliga13)iukazujuna todajBSA inhibiras e k undar e@Htaal o g et

i ndu k poiagtoen kaneentraciiB®k | agokaauje da BSA

i ndu kz pHikrevylja doldvené Lu epristnosti Chi,

znal aj nu

I n huiprisuhosti gvih koscenkacija €Clai.r n o g

b)

pH

d)

7,04

6,8

pH

6,6 -

6,4-

6,41 "

uka

Zzuj e na to c

6,8 - M

6,6 .

7(BSA)/ mg dm®*
a0

25
. 50
v 100

t/ min

-.--..llll-.-

A

‘hxrﬂww
" Ve

u
.--.--I--.-..-.
-

y(BSA)/ mg dm*
=0
25
v 2 50
v v 100

10 20 30 40

t/ min

50 60 70

Slika 30. Reprezentativne krivulje ovisnosti pH o vremedabiveneza kontrolni sustavzat a leo g n

sustae s
nanol esti ca(AgN®Yy ebr 40
bis(Zetilheksil)sulfosukcinatom (AGRgNP),
trinatrijevim citratom (citAg NP) pri
4110 mol dm 3

razl il iati mamRaonakbumi na
mgdm §

i z a)ghezvile W prigutnaste r u ma
modificiranih ~ b)
¢) poli(vinilpirolidonom) (PVHAgNP) i d)

natrijevim

74l i 25ArCa(@aClh B,6) = c(NaHPQy) =
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Inhibicj a sekundarnog talogenja opa@aetraazjle |ii tufl
koncentracija BSA ili Chi te stalne koncentracije AgN&slika 30, slika 31). U ranijim

i stragivanji ma pokazsebrai 03% silidja u hidpksiamhtit fdagg 0, 5
antimikrobna svojstvaa ne utj el e na p?#&lzindvederdgrazjoga, uo st e o
talognim eksperimenti ma koi a@ngem 3U navedersnt al n a
talognim sust avi maikrivalje ykazgemd tgdean jne rj eo kdloigkd op Hl o
me hani z ma ti aalprisgnhestigvia po@arénih koncentracija BSA. S druge strane,

u prisunosti AOTIAgNP ap r i naj vel oj ,k ®VRRAgNPL ,apa csvim i Chi
koncentracijama ChpHikrivulje imaju promijenjen oblik. U navedenim potenciometrijskim
krivuljama opagen |ja izjned uj endasnl aakseknngdaog ALIPo ¢ ¢
talogenja. U tom koraku talogenja dolazi do
t al 0,9 e@dpamara nastajanju drudaze amorfnog kalcijevog fosfata (ACP%)?12:269

Nastajanje ACP2azep r i mi j e llikem mastgjag CaFr & prisunhostisurfaktanatd? |

nekih aminokiselind°ACP2 ne pojavljuj e seostipamhAgNE@m t al
ni u prisuhostiBSA, gt o znal i da samo kombinacija odr
odr eleni hl pogaujeanjezingnNmastanku.

Tablical3Pr osj el na v r @mesneak u mddaurknca g et all ong 8 dgbimenak al c i j
iz pHikrivulja (slika 30) sa standardnom devijacijomu dal @e@fena
sustavima s razlilitim koncentracijama al bumina
nanol est (d(AghP)s t0angdmaj modificiranihnatrijevim bis(2etihleksil)sulfosukcinatom
(AOTTAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVRPAgNP i trinatrijevim citratom (citAgNP) pripo| et nom
pH=7,4 i 25A Cc(CaChl2H,;0) = c(NaHPQ;) = 410 3moldm 3

9(BSA) / mgdm 3

0 25 50 100
Vrsta AgNP :

ti/ min
bez AgNP 30,8 N 37,5 N 41,0 N 45,2 N
AOTZAgNP 33,0 N 35,4 N 40,9 N 44,6 N
PVPzAgNP 31,6 N 35,1 N 43,6 N 43,6 N
CitzAgNP 28,8 N 35,3 N 39,7 K 44,6 N

Nije wuolena znalajna razlkiuka aun odoteverghhuo gna nji a
talognim sust avitadl@ald,uodacgulng & | sugtamk Ag NP s@u sadr ¢
samoBSA.Topock azuj e da BSA ima dominantnu ul ogu wu

Suzanalnkret Doktorska disertacija
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S druge strane, vremena indukcije u sustavima s AgNP it&iicé14) bi l a su duga
sustavima koji su sadrgavali samo Chi Razl
Pri Ssvim

ACPia u prisunostiChi ovisi i o vrsti AgNR ,a

Takva raz

i st r ag e nGhimvrenkeman ndukijé rrasla i Su aumanizu
CittAgNP < AOTIAgNP < PVRAgNP. Navedeno ukazuje na to da brzina transformacije

l'i ka u

suprotno
ponaganiju

onome gto

] e
mo g el @ prisutnostptins | j e d |

dviju biomakromolekulaDetaljnije, AQNP pokazuju manju stabilnost u prisustvu Chi, dok su

stabilne u prisustvu BSAtablica6, tablica7). Navedeno ukazuje na to dgragati AgNPa

potencijalng a | e

i nhibiraju

transformaciju
7,2
a) Mm b) 7.2 ¥(Chi) / mg dm’®
L] L] 0
Ay v
, 5
7,0 --__-.. 4 vv 7,0'.h-h-|-|.h. + 10
[} A -
A v - " vvv v 25
6,8- ) L 6,8- " * )
T y(Chi)/mgdm?® a7 T . 4 v
Q v o v
= 0 A v A "E
6,6 - 5 » a Vv 6,6 - . %“ :
+ 10 A "‘y'vwwv
v 25 N Mﬂ. .
6,4+ . 6,4 1 -.L‘-lq__l_
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130
t/ min t/ min
ryi
C) 72 " rchi /g am] ) 7-2%
v v v v % . 0
C 5 ""——___h EN w
7,0-""""'--_ rl T 7,0 3 R \
H . v v 25 . a v
A A4
v | | .
6;3' - “ M 6,8 1 A v
T . A M T 7(CHI)/ mg dm™ * . i
A = 0 v
6.6 . e v 6,6 5 . . ~
s 10 L
. v 25 »
] ..R 4 -'h-%
v ) v L] v T v Illl ¥ v ) v L] v ) v L) v T v L v Ll M T v T T L ¥
0 20 40 60 600 800 1000 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t/ min t/ min

Slika 31 Reprezentativne krivulje ovisnosti pH o vremenu dobivene za kontrolni sustdva eo g n

sustae s

razl i | iatijamma kittzana ¢Ghipal) bez ili u prisuthostin ano| esti c a

modificiranih b) natrijevim bis(2etilheksil)sulfosukcinatom (AOQRgNP), ¢) poli(vinilpirolidonom)

(PVRAgNP) id) trinatrijevim citratom (citA g NP )

c(NaHPQy) = 410 *mol d

pri
m 29(AgNP) = 10 mgdm 3

B/t i pe 25A GeiCaQhlH2,@) =

Suzanalnkret
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Chi se pokazao kao wulinkovitiiji i nhibitor o
ulinak opaga pri nigim koncentracijama. Takyv

strukturi tih dviju biomakromolekula. Molekula BSA ima rigidnu, kompakt srcoliku

strukturu**® dok je Chi fleksiblian, linearan polisaharitfChi se zat o moge | ak
na povrgindaitemei cscpr ACP| it transport konst
nukleacijus | i | nogtomnmojme pokazan® za polielektrolite

Tablical4. P r o s j reMemaiadukcije(t)s ek undar nog t al o ¢re=B)dabivéna| ci | e v
iz pHikrivulja (slika 31), sa standardnom devijacijiomy talredm®in
sustavi ma s razlilitim koncentr amiajnaomhae ski tazam
moadificiranih natrijevim  bis(2etihleksil)sulfosukcinatom (AGRgNP), poli(vinilpirolidonom)

(PVAAgNP) i trinatrijevim citratom (citAgNP) prip o | e tpH=¥,mi 25A Cc(CaChl: 2,6) =

c(NaHPQy) = 4110 3moldm 29(AgNP) = 10 mgdm 3

2(Chi) /mgdm 3

0 5 10 25
Vrsta AgNP
ti/ min
bez AgNP 308N2,0 34,2 N 46,0 N 52,4 K
AOTZAgNP 33,0 N 42,9 N 50, 6 N 81,1 N
PVPzAgNP 31,6 N 47,9 N 52,4 KN 675, 3 N
CitzAgNP 28,8 N 38,6 N 45,7 N 60, 6 N

4.3.2. Utjecajbiomakromolekula nano | e srtaizcla |sirteebrpaovm@i nske n
svojstva amorfne faze kalcijevih fosfata

Kako bi se odredila svojstva kompozita ACP/AgbiBmakromolekuldalozisukarakterizirani

PXRDiomi FTIRlom,a mor f ol ogi j aTENliom U es loudlraejlue n@a P/ Ag N
talozi su odvojeninakon 15minutdad zi rom na razl il ita vremena i
sustava s AgNP i ChiCaP/AgNP/Chi talozsu izolirani u vremenima koja su odgovarala

zavr get ku pr v ol koktrolnom kustavt talbggejzelinap makon 10 minuta od
poletka talogenj a, Uu sust avi temije €hohez AgNRia s a d r ¢
nakon 25 minuta, dok je u priswistin aj vel e k o n c e fAgNPa aniojfnetalag h i [ l
i zoliran nakon 1 h odt ap oolgeat kiaz otlailroagneongj ai.z Kso
koncentracijom Chbez i sa svim AgNRe iz sustavaassvim koncentracijam@hi i Cit AgNPl a

bila je premala za PXRD i FTIR analize, pa su navedeni talozi analizirani sami@iEMala

Suzanalnkret Doktorska disertacija
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kol il ina tal oignasustavinats £hi akazuje na @ol da ¢m inhibira ne samo
transformacijuACP,a vel i njegovo nastajanje.

Difraktogrami praha glika 32) nastalog u kontrolnom sustavu i u prisosti svih
koncentrac@ BSA bez dodatka AgNPa adr ge ¢gi rok maksi mum mal og
202 A5 A kar akt e r*4?8Takadmeark sz anu MmC @ gifakjogramujpm@ha
dobivenom u prisutostinajmanje koncentracije C(glika32). U prisunostir a z | i | iTtai h Ag
i svih koncentracija obiju biomakromolekula di f r akt ogr ami praha S
difrakcijska maksimuma pri®3 8 , 1 A, 44, 3 A i dérdkecijbnA(114)p(ROD)i o d g o v
(220) kristalnim ravninamasrebra JCPDSbr. 040 7 8 3) . S| i | ntrosti kam@ | u
AgNPT a1 prisunostiAgNPI  Bbiomakromolekulanaksimumidifrakcija naravninamaACPl a
u difraktogramima prahaisu vidljivi zbog velikog intenzitetanaksimumadifrakcija na
kristalnim ravninamaAgNPi .aPored toga, u difildogramu praha talogaobivenog u
prisunostilOmgdm3Chiopagen | e @Bk s4i Amukno j ifrakeijdng @00R r a

kristalnoj ravniniOCHa (JCPDS br0741 30 1) . Navedeno ukazuje na
ACPia, no kako ostald@ ma k s i muknstalnukaaurCaFk misur i st i |
prisutni, to je mogulia posljedica transfor ma

FTIR spektri §lika33) amorfnihtalogap ot vr L uj u Taassdtagimagpk svikC P

i strageni nmm&BSAicChirbézria BgNPU svim spektrima opafg
karakt er i st ifdsfate skupae,av i me @i [ @PQ® (33 pricd@3scm}f, e

vibracija HPQ? skupine pri870cm ! i savijanjePQs® (34) pri 550cm 1236237 |zostank

hiperfine strukture vrpci istezanja i savijanja { 34) potvrdio je nastanak amorfneate

kalcijevih fosfatal®®?*®Nadaligopagene su vrpce vi 2780cmlie vode
pri 1650cm 1. U FTIR spektrimeCaP/AgNP/BSAtaloga o | ene su karakteri st
vrpce BSA pri 298@m ! (amid B, istezanje NH), 1650 cm! (amid |, istezanje C=0),

1540cm? (amid Il, istezanje ©N i savijanje NH), 1450cm?! (CHz), 1400cm?! (CH;

savijanje) i 127@&m * (amid IlI, istezanje ©N i savijanje NH).2**?°0| eki vano, povel
koncentraciije BSA, povelavao s e i Vipcet enzit
karakteristilne za kitozan nije bilo mogule

jednekim valnim brojevimgtablica9) kao i vibracije fosfatne skupine.
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a) b)

7(BSA) = 100 mg dm™

#{(Chi) =10 mg dm™
#{BSA) =50 mg dm”

#(Chi) = 5 mg dm™

Intenzitet

»(BSA) = 26 mg dm™

#(BSA) =0 mg dm* lM \ \ " #(Chi) = 0 mg dm*

10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70
291° 20i1°

c) 7

7(BSA) =100 mg dm™ * .

#{BSA) = 50 mg dm” “

7{BSA) = 25 mg dm’

¥ (BSA) = 0 mg dm™® l M | " ¥(Chi) =0 mg dm™®

10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70
261° 241°

£3

bez AgNP
Intenzitet

(=7
—

7(Chi) =10 mg dm™®

Intenzitet

7(Chi) =5 mg dm”

Intenzitet

P
S
=

*

¥(BSA) =100 mg dm™ «

*

7{BSA) = 50 mg dm” J‘

¥ (BSA) =25 mg dm™

(BSA) =0 mg dm™ l M | “ 7(Chi) = 0 mg dm™

#{Chi) =10 mg dm™

Intenzitet

#{Chi) = 5 mg dm™

PVP-AgNP
Intenzitet

10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70
20 1° 261°
¥(BSA) =100 mg dm™ * "
% = |¥(BSA)=50 mgdm®
Y
< c
]
1 € 3
= = |y(BSA)=25mgdm
5}
¥{BSA) =0 mg dm™
T v T v T v T T T T T

10 20 30 40 50 60 70
281°

Slika 32. Difratogrami prahamorfnihtalogadobivenihu kontrolnom sustavu i u priswstir az | i | i t i h
koncentracija al bumi (az,eig)zkitogamathedlf)bez a)aliru prisanosti B S A )
(cggnanol esti ca sr enbtrjexim bisiZetilhéksilysulfosakariatom (AGRgNP),
poli(vinilpirolidonom) (PVHAgNP) i trinatrijevim citratom (citAgNP) prip o | e tp=@,4n 25A C .

c(CaChl 2,8) = c(NaHPQy) = 4110 3moldm 22 (AgNP) = 10 mg dm? Difrakcijski maksimumi
oznaleni * odgovar aenaJOPDR br.iddi8dmi ma sr ebr a
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a)
¥(BSA) = 100 mg dm’®
%ﬂ

¥(BSA) = 26 mg dm™

¥{BSA) =0 mg dm* #(CHI) = 0 mg dm”

T T A T T T T T A T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Valni broj/ cm™ Valni broj / cm™

<) d)
¥(BSA) =100 mg dm™
#(Chi) =10 mg dm”

7(BSA) = 25 mg dm™®

¥(BSA) =0 mg dm”

T T L) L} T L} T M T ¥ T T ¥ T M T M T v T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

=3
-’

#(CHI) = 10 mg dm®

¥ {CHI) = 5 mg dm™®

Apsorbancija

bez AgNP
Apsorbancija

#(Chi) =5 mg dm®

Apsorbancija
Apsorbancija

AOT-AgNP

#{Chi) = 0 mg dm™

Valni broj / cm” Valni broj / cm™

7(BSA) = 100 mg dm”
¥(Chi) =10 mg dm™
¥(BSA) =50 mg dm™

7(BSA) = 25 mg dm™

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 400 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Valni broj / cm™ Valni broj / cm™

y{BSA) = 100 mg dm*

¥(BSA) =25 mg dm™

¥ (BSA) = 0 mg dm”

T T T T T T v T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Valni broj / cm”

N
S

»(Chi) = 5 mg dm”

Apsorbancija
Apsorbancija

PVP-AgNP

#(Chi) = 0 mg dm™®

¥e
~—~

cit-AgNP

Apsorbancija

Slika 33. FTIR spektri amorfnih produkatdobivenih uk ont r ol nom sustavu i
koncentracijsa | bumi na i z gov alteq) kisoranau(@hd(b, d, B Bex g, b)(ili u
prisutnostt nano| est i (g maedifigrdnih anatrijevim bis(2etilheksil)sulfosukcinatom
(AOTTAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVRAgNP) i trinatrijevim citratom (citAgNP)pripo | et nom
pH=7,4 i 25A Cc(CaCbL 2,68) =c(N&eHPQ) = ¥hdldnD 3o (AgNP) = 10 mg dm?
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Iz TEM mikrografija dobivenih amorfnih taloga CaP/BSA, CaP/AgNP/B%hka 34) te

CaP/Chi i CaP/AgNP/Ch(slika 35) vidljivo je da biomakromolekulemaju veliki utjecajna

morfologiju ACPia. U kontrolnom sustayukako je prethodno opisanbez prisutnostiBSA,
ChiiAgNP,ACP j e istallomghapsegaissdbleri kni hT pessj elanédC
v el i7PN n2m U prisutnosti BSA, pri svim koncentracijama, nastala je faza nalik gelu.

Pri koncentracijiBSA50ngdm 1ol ene su i manjiga spfreorsijlen en el evse
53N10nm, agregirane W tlaanolgansitme ssutsrtuakvti umae .k 0 i
primijelena je postupna piraozmjleanma| arsotrifho | aoqgri § &
| estica u fazu nal i k g eatradjiChiprois jnealjnnaa nvjeolji |iisnte
| eictACH #64N12nm) manja je u odnosu na kontrolni sustBw vel anj e koncen

Chinalomgdm ¥ ezul tiralo je daljnjim smlAIlpmenj em v

Smanjenj e vel i | i ne Tsafmorgiulljeeiobjasnitli eadsorpcijom ACP
biomakromolekulma nastajulie ACP |estice, |ime se sp
time i daljnji rast | estica.

Razl il ito stuwupbsudtvu@omakeomaekubagndP e su razl i | it

morfologiju ACH .&J prisutnostAOTIAgNPI ,gri svim koncentracijama BSAastala je faza

nalik gelu. Za razliku od toga, prisustvu citAgNP{ ,gri svim koncentracijama BSAastali

su |l an| asti agregati sferil ni prikbneesttadiji@8A a n a
50mgdm 2 S druge straney prisustvu PVRAgGNPI ani j e d o ¢rle pronjeoe uz n a

morfologiji jer su pri svim koncentracijamBSA nastali b n| a st i agregati s f
ACPl dJ usporedbi S rezultatima dobivenim u ta
422) , |l ini se da BSA pr o mMadaljeruprisntrostitA@AgNR f az e

[ dviju najmanjih koncentracija Jhalokjepagene
prisustvu naj Chi eokaferat saddindrendogp anpelni k gel
prisustvu citAgNPI .aS druge strane, u prisustvu PMBNPI  aChi morfologija nije znatno

promijenjena u odnosu na kontroll,amislsiulsntea vv.e |Q

kao i u kontrolnomfametaali k gala. KKIt bzaana
inhibira nastanak aze nal i k gel u, iako same nanol esti
Nadal je, na TEM mikrografijama opagetienjee da
u amorfnom talogu, i akol spusustvel Chi ppkpzala agregaeiju st a b

AgNPi .a@Navedeno ukazuje rta da kalcijevi fosfati dodatno stabiliziraju AgNP.
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Y (BSA) =25 mg dm* Y (BSA) =50 mg dm vy (BSA) = 100 mg dm?3

AOT-AgNP

PVP-AgNP

cit-AgNP

Slika 34. TEM mikrografije taloga dobivenih nakon 15 minutguisunostir az |1 i | i t i & konce
al bumina iz govieelidgprisumostmma o BSA) ca s rnattljgavim modi f
bis(A etilheksil)sulfosukcinatom (AQRgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim

citratom (citAgNP) prip o | e tpiH=@,#ni 25A Cc(CaCbl 2,@) = ¢(NaHPQy) = 410 dmoldm 3

9(AgNP) = 10 mg dm?3
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-

y (Chi)=5mg dm=> y(Chi)=10 mgdm= p (Chi) =25 mg dm™

PVP-AgNP  AOT-AgNP

cit-AgNP

Slika 35. TEM mikrografije amorfnih talogalobivenihu pr i sustvu razlil|litih Kk
(Chi)beziliuprisutnostnano| est i ca s rnatrjervira bistfetitheéksiljsufosukenatonh
(AOTTAgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim citratom (citAgNP) pripo | et nom
pH=7,4 i 25A Cc(CaCbl 2,8) =c(NaHPQ;) = 410 3moldm $(AgNP) = 10 mg dm?

4.3.3. Utjecajbiomakromolekula nanol| e srtaizcla |sirteebrpjovm@i nske n
svojstvakristalnefazekalcijevih fosfata

Iz pHikrivulja (slika30) vidljivojedajeu t al ogni m sustavi malon60 BS A t
minutaz a v r g e n a acija amorfrod w kristalni talogS druge strane, s obzirom na
znalajno razlilita vremena indukcije uy 1istre
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kristalni talozi izoliranisunakon 130 miteu u sustavu koji je sadrgayv
Chi te AOTIAgNP i cittAg NP, te nakon 1100 minuta u sust
koncentraciju Chi i PVFAgNP. U ostal i m t aGhiagChiimgNP talsgtjea vi ma
izoliran nakon 75 minutdzolirani kristalni talozikarakteriziranisu difrakcijom rentgenskog

zral enj a na p ol iikfracrvenbna pektraskopiumz & rF&uderovom
transformacijompr et ragnom el ekt r idemnsogravimetrijsikiork analisokmo pi j o n

Difraktogrami prah&ompozita Camiomakromolekulgslika 36) s a d maksmune
velikog intenziteta prid2 6 , 0 A i 3 1 ,e8nAnjeg intenzit&tas pricdluén, 1 A, 28, 1
31, 7A, 39,3A, 46, 4A, 49, 6A *Pomdtogs, difraktagjamni pot v
sadrge difrakcidds el malds i4rAu ke r mkit €F4i1301).i | ne z
I ntenzitet navedeni h maksi muma smanjuje se p
na promjenu koliglgit me j ®a ut asljkohyga d@CPs agyjie jeq mjgin ma
pokazano da koprecipitaciom Jala z B SA dol azi do postepene pi
OCHa u smjesu OCR i karboniranog apatita porastom koncentracije BSA\Nadalje, u
i stragi vanj Pipekazana jm mtlika u bmjesunastdblzakalcijevih fosfata pri
razlilitim pHdokuui gt ir smpsFadeevaji Si{%inije dobivenanikakva
razikaNadal j e, u Eicegtsutdgi vang p anae na pastalogiaegaa u s
u prisunostibiomakromolekula.

Difraktogrami prahau k az uj u na r azil da biamakrormotekula.t) a | Agl
prisustvusvih AQNHF aBSAopageno j e s mamisiemama®Cipiisvim zi t et
koncentracijama BSA Razlika je o p a g e n difraktagramima praha kompozita
CaP/citAgNP/BSA p r i d v i pcentragije B®#Agdiegeopagen je mdksi mur
11,5karakteri tprasusavDCEDI n nosilufazaCpRand e n | m e
intenzitet OCP maksimuma smaajo se s porastom koncentracije Chu prisustvu
PVPAAgNPT acittAgNPl @ pr i ujeeajhioi jze ageni j i PWgNBrabsust vu
prisustvu AOTAgNPl @ Chii nNije opageno smanjlaake i nte
same AOTAgNP wutj el u na s mdrgike26d)e. iNa veendze rteoe tuap ud QL
dasastav nastalihCaPa v i s i o speci fi I mbomakiomoekulanaci ji Ag
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PVP-AgNP AOT-AgNP bez AgNP

cit-AgNP

Slika 36. Difraktogrami prah&ristalnihtaloga dobivenih kontrolnom sustavuipr i sust v u
al bumi raac, € g}, kitgzana(€hk) @,q, f,$)dbezgrppiliu( BS A)
prisutnostt nano| est i @h) medifi@énihanatrijevim bis(2etilheksil)sulfosukcinatom

koncentraciija

a)

Intenzitet

(]
e’

Intenzitet

e
'

Intenzitet

)=
—

Intenzitet

H n 7(BSA) = 100 mg dm*®
l n 7(BSA) = 50 mg dm”

b)

! l h A #(Chi) =25 mg dm”
n h “ #(Chi) =10 mg dm™

ﬂ A ! ’\ 7(BSA) =0mg dm

B
N
g
¥(BSA) =25 mg dm™ = #(Chi) =5 mg dm”
" h l ‘\ 7(BSA) = 0 mg dm™ A A k '\ ¥(Chi)=0mg dm™
L) L} L) L} L} L} T T T T L) L}
10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70
201° 201°
¥(BSA) =100 mg dm®  * d) ¥(Chi)=25 mgdm®
*
: M}\MM-
*
7(BSA) = 50 mg dm* r(Chi) = 10 mg dm”
b2
N
3
7(BSA) = 25 mg dm™® £ 7(Chi) = 5 mg dm™

‘\ k I l\‘ 7(Chi) = 0 mg dm’

10 20 30 40 50 60 70
261°

T T T v T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70
261°

#(BSA) = 100 mg dm’

*

W H 7(BSA) = 50 mg dm”

N

*| #(CHI) =25 mg dm®
* *

] \ A A #{CHI) = 10 mg dm"
s
f=
8

#(BSA) =25 mg dm”’ H #(CHI) =5 mg dm"

“ 'A A ,‘ y(BSA) = 0 mg dm™ ‘\ h l ‘\ #(CHI) =0 mg dm”

L T T T T L} T L L) T T T
10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 S50 60 70
201° 201°
#(BSA) = 100 mg dm” h) * y(Chi) = 26 mg dm"*
* *
* * *

I l \ ﬂ l 7(BSA) = 50 mg dm* - ' l y{(Chi) = 10 mg dm™
Q
T
g

7(BSA) = 25 mg dm” £ #{Chi) = 5 mg dm™

‘\ h A '\‘ 7(BSA) = 0 mg dm™

‘\ h I ‘\ 7(Chi) = 0 mg dm™

10 20 30 40 50 60 70
201°

10 20 30 40 50 60 70
201°

(AOTTAgGNP) (c, d), poli(vinilpirolidonom) (PVHAgNP) (e, f) i trinatrijevim citratom (citAgNP) (g,

h)prip o | e tpkEd,4n 25A Cc(CaChl: 2,8)) = c¢(NaHPQy) = 410 3moldm 292 (AgNP) = 10 mg
0 z n apremaJCPDS brol@@> var aj u

dm 3

Di frakcijski

mak s i

mu

mi
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U FTIR spektrima kompozita CaP/biomakromolekule i CaP/AgNP/biomakromolesiike (
3637) prisutne su Vvibracijske vrpce karakter:i
degeneriranog as P@re (3%)i | opa@geinsat egmé rrigsguko 1100
degeneriranog aPOn@st)prild20cnd, insetdeezgaennjear i r anog
istezanjaPQs® (31) pri 962cm !, istezanjaHPQ? pri 1076 cm!, 960cm?® i 917cm?,
trostruko degeneriranog savijaif®,® (32) pri 601cm i trostruko degeneriranog savijanja
O/ (3a)pri559cm?. Poredtogapr i sutne su vrpce karakterist
giroka vr pcai28r0cméisvpcanpt 16836138424 Vrpca pri 917 cm?
karakteristHROlal adboigsfezanifenziteta u sustay
Chi . Navedena vrpca, karakteristilna za OC
koncentracije Chi [ pri svim koncentracijama
rezultate gdje je ustamol j eno s manj enj e Tka lprisustvunpojedinia st al o
kombinacija AgNP abiomakromolekulaPov el anj em konc emastisatci j e B
AgNPi @ povelava skai ak e arzHSA erdpani valcitzbaojeva 1650
1400cm L. Karakteristilne vrpce kitozana nije &
pokl apaju s karakterist?** mom vrpcama fosfatn
Na temeljuprve i druge derivacijaFTIR spektara ustanovljeno je ga valni broj vrpce
trostruko degenerir B@%(8) ami me hj diklikadp, BlikaZ t e ma n
D6). Pored toga FTIR spektrima taloga dobivengi svim koncentracijama BSA u prisustvu
AgNPia ni j e opagenaHROPpka pvinker aciajme®istnk igt@CP
potvrLuje inhihbacujprinaasdtaywnfgdA OCPrazl il iti
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PVP-AgNP

g ¥(BSA) = 100 mg dm™
#(Chi) = 25 mg dm”
[-W
7z s ) B S
oD 5 |7(BSA) =50 mg dm S |, (chi) = 10 mg dm*
& ¢ :
b~ 2
o & |BsA) = 25 mg dm* & | 7(chi)=5mg dm®
y(BSA) =0 mg dm” M 7(Chi) = 0 mg dm™ #__JJ\\
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Valni broj / cm™ Valni broj / cm™
Slika 37. FTIR spektri kristalnihtaloga dobivenih wkontrolnan sustaw i u pr

koncentraciija
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sustvu

al bumi nac, g g kitagana (€Hi) @, g, f, 8)dez @,rbaili u( BS A)

prisutnostt nano| est i @h) medifi@énihanatrijevim bis(2etilheksil)sulfosukcinatom
(AOTTAgNP) (c,d), poli(vinilpirolidonom) (PVRAgNP) (g, f) i trinatrijevim citratom (citAgNP) (g, h)

pri pol e tphorm i 25A Cc(CaChl: 2,8) = c(NaHPQ) = 4110 3moldm 3

10 mgdm?3

5 (AgNP) =
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SEM mikrograije talogaCaH dobivenih u pristnostiAgNPl & r azl i | i ti h konce
(sika38)t e razl i | it i hslikk39)rukaeujutna moenjenaerfolGgije nastalin
kompozita.U prisustvu BSA, u odnosu na kontrolni sustaliKa27), nastali su manje razvijeni

[ gugl e pakir a8 drug strang,tugtisiosti CRiDHAa st al i Ssu ve
agregatikristaa Ca DHA ko] i su takolLer manje razvij el
Povel anj em kobijn bientakramalekilgue t al ognom sustavu, u
kol igli mmla&ristalda MCKa, u skladu s rezultatim&X RD i FTIR anali ze.
promjene u mor f ol ogi ji u skl adu su S rez
biomakromolekulm a mor f ol ogi j ur 4zl ilitih faza CaP

Zaj edni | ki T abioinakromaojekula gvisi® je o vrsti AgNIPaJ prisutnosti
BSA i AgNP, nastalisusfi | ni agregat.i kristala CaDHA raz|
njihovi sferilni agr egalAgNP ndd prisumdsii AOFAgNPO apr i s u
i PVFAgGNPl 4 e naj manje koncentracije B&A Bpabaest
kristal.] opageiMigNB pubst aei mnam & capie®aRXRACi j am
rezultatimakristalisuDCPD.Na d al j e, proi dvije najAgNPglie konc
CittAgNP, nastali su kristali OGBv e | ioun&gntrol nom sustavu. Pri
Chi, nastali sdawifferkdindt alga egaDHA | wsitVii nego
prisustu PVHAgNPT akristali OCRaopageni Ssu samo pri naj man
Navedena opageutateaPXRDoitFVIRataliza Dobiven rezultatip ot wr L u |
hipotezu da utjecdjiomakromolekulana sastalCaH avisi o vrsti AQNF gt o | eusu s k| @
|l iteraturnim podacima da sl il ni nanomaterij
morfologiju CaR® a prisustvu biomakromolekul’ Por ed t oga, povelanjer
biomakromolekulss manj uj e s e 1 dsdrbirdna mpao v AidgiétaiaCaH .aro
moge biti poshbijoenda kcrao madlseokrwplicaa jRaopgVvogj aupCGhRE
i ELS mjerenjimat@blica6, tablica7),k o j a moaf egradnju AJNB .a

Suzanalnkret Doktorska disertacija



A 4. Rezultati i rasprava 97

Slika 38. SEM mikrografijetaloga dobivenih nakon 60 minuta pr i sustvu r azl

albbumi na iz govel éailispgrisutnosth a ® $ &) t imoddiciranih reatoijeven
bis(2-etilheksil)sulfosukcinatom (AGRgNP), poli(vinilpirolidonom) (PVIPAgNP) i trinatrijevim
citratom (CitAgNP) prip o | e tplH=3,4ni 25A Cc(CaChbl: 2,6) = c(NaHPQ) = ¥adldno?

9(AgNP) = 10 mg dm?
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