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SAZETAK

Biomimetska sinteza i karakterizacija nanokompozita kalcijevih fosfata i titanatnih
nanomaterijala

Ina Erceg
Institut Ruder Boskovi¢

Kompoziti kalcijevih fosfata i titanatnih nanomaterijala, zbog komplementarnih svojstava
komponenti, privlace sve vecu paznju kao napredni materijali za regeneraciju ¢vrstih tkiva. Dosadasnja
istrazivanja takvih nanokompozita ve¢inom su usmjerena na prekrivanje nanostrukturiranih TiO-
povrsina kalcijevim fosfatima kako bi se poboljsala njihova bioaktivnost.

Cilj ovog doktorata sustavno je istraziti biomimetsko nastajanje nanokompozita kalcijevih
fosfata i titanatnih nanomaterijala u uvjetima Sto blizim fizioloskim. Usporedena su dva nacina sinteze
nanokompozita, inkubiranjem u simuliranoj tjelesnoj tekucini te talozenjem iz suspenzije. Takoder je
odreden utjecaj bioloski aktivnih molekula, albumina iz govedeg seruma (BSA) i kitozana, na nastajanje
nanokompozita. Kako bi se dobio uvid u ponasanje sintetiziranih kompozita in vivo, odredeni su
parametri adsorpcije i vezanja albumina iz seruma, proteina koji se pri ugradnji prvi veze na povrsinu
implantata.

Dobiveni rezultati ukazuju da je taloZenje brza i svestrana metoda priprave nanokompozita
kalcijevih fosfata i titanatnih nanomaterijala u kojoj se, neovisno o vrsti titanatnih nanomaterijala, ne
mijenja sastav niti struktura kalcijevih fosfata. Takvi nanokompoziti pokazuju poboljSana svojstva
adsorpcije proteina u odnosu na dCiste kalcijeve fosfate, $to ukazuje na njihov potencijal u
biomedicinskim primjenama.
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ABSTRACT

Biomimetic Synthesis and Characterization of Calcium Phosphates and Titanium
Nanomaterials Nanocomposites

Ina Erceg
Ruder Boskovi¢ Institute

Calcium phosphates and TiO, nanomaterials composites are attracting attention as advanced
materials for bone regeneration due to the complementary properties of the components. Current studies
of such composites focus on coating TiO, hanostructures with calcium phosphate layers to improve their
bioactivity.

The aim of this doctoral thesis was to systematically investigate the biomimetic preparation of
nanocomposites based on calcium phosphate and titania nanomaterials under physiological conditions.
Two methods of nanocomposite synthesis were compared, immersion in simulated body fluid and
precipitation from a suspension. In addition, the influence of biologically active molecules, bovine
serum albumin and chitosan, was determined. To evaluate the in vivo behavior of the prepared
composites, the adsorption and binding parameters of serum albumin were determined, since this protein
is the first to interact with the implant materials after implantation.

The obtained results showed that precipitation from solution is a rapid and versatile method for
preparing TiO; and calcium phosphate composites, in which no changes in the composition or structure
of the calcium phosphate phase depending on the type of titanium nanomaterials was observed. Such
composites exhibit improved protein adsorption properties, indicating their potential for biomedical
applications.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Razli¢ita kroni¢na oboljenja, medu kojima se posebno isti¢u oboljenja ¢vrstih tkiva odnosno
Kostiju i zuba, sve su znacajniji problem modernog drustva.>? Cesto se takva oboljenja mogu
lijeciti samo ugradnjom implantata kako bi se omogucila regeneracija oste¢enog ili oboljelog
tkiva. Zbog sve duzeg zivotnog vijeka pacijenata, sve ¢eSca je potreba zamijene implantata u
svrhu odrzavanja funkcionalnosti oste¢enog ili zamijenjenog tkiva.> Kako bi se navedeni
problem rijes$io, potrebno je razviti inovativne multifunkcionalne materijale poboljsanih
svojstava. Uz sposobnost zamijene oStecenog tkiva i/ili omogucavanje njegove regeneracije,
novi materijali trebali bi imati poboljSana mehanicka svojstva, a po moguénosti sluziti i kao
lokalni sustavi za kontroliranu isporuku lijekova.> Uz navedeno, takvi materijali trebali bi biti
proizvedeni na okoli$no i ekonomski prihvatljiv nacin kako bi cjenovno bili prihvatljiviji §to
vecem broju pacijenata.

Kalcijevi fosfati (CaP) posebno su zanimljivi u razvoju novih implant materijala za
regeneraciju ¢vrstih tkiva zbog svoje sliénosti mineralnoj komponenti kostiju.®” U tkivima se
javljaju prvenstveno u obliku nestehiometrijskog i slabo kristaliziranog hidroksiapatita
poznatog kao bioloski apatit.® Opéenito, CaP su biokompatibilni i biorazgradivi te zbog toga
mogu posluziti i kao sustavi za isporuku lijekova.* No, glavni nedostataka koristenja CaP kao
potencijalnih implant materijala njithova su vrlo slaba mehanicka svojstva. Jedan od nacina
rjeSavanja ovog problema, koritenje je kompozitnih materijala kalcijevih fosfata i drugih
(nano)materijala koji bi poboljsali njihova mehanicka svojstva.’

Medu razli¢itim vrstama nanomaterijala, TiO2 nanomaterijali (TiNM) privlace paznju kao
potencijalni implant materijali zbog odli¢nih mehani¢kih svojstava i otpornosti na koroziju.°
Osnovni nedostatak titana i njegovih legura kao implant materijala njihova je bioinertnost.
Kako bi se bioloska svojstva poboljsala, primjenjuju se razliCite povrSinske modifikacije,
morfologke i/ili (bio)kemijske.'%!! Najéescée se povrsina titanskih implantata presvlaéi slojem
CaP razli¢itim metodama.'?> TiO, nanomaterijali razli¢itih dimenzionalnosti (nanocestice
(TiINP), nanocjevcice (TiNT), nanozice (TINW), nanoplocice (TiNPI) postaju sve vazniji u
brojnim primjenama.*3-* Oni se, osim po morfologiji, razlikuju i po kristalnoj strukturi (anatas,

rutil, amorfni TiO, titanati), a posljedi¢no i po strukturi te svojstvima povrsine.
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Smatra se da su kompoziti CaP s TiINM (CaP/TiNM) moguce rjeSenje glavnih problema
koji se danas javljaju u primjeni materijala za regeneraciju ¢vrstih tkiva temeljenih na CaP kao
Sto su loSa mehanicka svojstva keramika i cementa te slaba adhezija presvlaka na povrSini
implantata.t”® Ti materijali se koriste u obliku keramike, cementa ili presvlaka.?"°

Prednost koriStenja CaP/TiNM kompozita u biomedicinske svrhe, moguénost je vrlo
jednostavne biomimetske priprave talozenjem iz suspenzije ili koriStenjem simulirane tjelesne
tekuéine (SBF).2%?! Takve tekucine u svom sastavu sadrze sve glavne anorganske komponente
krvne plazme, stoga mogu se mogu Kkoristiti i kao indikatori bioaktivnosti in vivo.?? No kako bi
uopce doslo do nastajanja CaP na povrSini materijala, inkubacija CaP u SBF-u treba trajati od
nekoliko dana pa do nekoliko tjedana. Taj problem se moze rijeSiti pove¢anjem koncentracije
SBF-a?, modifikacijom povrsine supstrata® ili koristenjem drugih metastabilnih otopina koje
sadrze kalcijeve i fosfatne ione?>?®, Jedan od nacina na koji je moguée ubrzati nastajanje CaP
iz SBF-a je talozenje iz prezasi¢enih otopina koje sadrze TINM. Nanokompozite CaP i TiINM
u obliku praha moguée je pripremiti razli¢itim metodama kao $to su hidrotermalne metode
provedene pod utjecajem visoke gravitacije?’ ili mikrovalnog zraéenja?®, in situ talozenje pri
visokim temperaturama?®, mehanokemijske sinteze*° te sol-gel metode3'2. No, za biomimetsku
pripremu takvih nanokompozita posebno su vazne hidrotermalne sinteze pri relativno niskim
temperaturama koje, osim §to omogucuju sintezu CaP $to slicniju onoj u bioloskim sustavima,
daju uvid i u utjecaj TiNM na taloZenje CaP. Usporedba utjecaja TiNM razliCitih svojstava na
talozenje CaP u istim eksperimentalnim uvjetima daje vrlo bitnu informaciju o utjecaju
svojstava TiNM na talozenje CaP. Usporedba istrazivanja nastajanja CaP na TiNM iz SBF-a i
talozenjem iz prezasi¢enih otopina omogucuje razvoj racionalnog pristupa u dizajniranju novih
biomaterijala te unapredivanje i pojednostavljenje metode sinteze. No, biomimetske sinteze
kompozita CaP i TiNM vrlo su rijetke i ¢esto orijentirane na odredivanje bioaktivnosti titanatnih
nanomaterijala. Do sada su Ruso i suradnici pokazali da amorfni kalcijev fosfat moze nastati
na nanodesticama anatas TiO, faze ve¢ nakon jednog dana inkubiranja u SBF-u.*

Prema trenutno dostupnoj literaturi, sistematsko istrazivanje strukture i svojstava TiNM na
talozenje CaP do sada nije opisano. Stoga je cilj ove doktorske radnje sustavno istraziti
medudjelovanja CaP i TiNM razli¢ite morfologije kako bi se utvrdio odnos izmedu povrSinskih
svojstava TiNM i svojstva CaP nastalih u uvjetima bliskim fizioloskim i time uspostavila
biomimetska priprava njihovih kompozita. U tu svrhu, usporedena su dva na¢ina biomimetske

sinteze CaP/TiNM, inkubiranjem u SBF-u i talozenjem iz suspenzije kako bi se odredio
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optimalan sintetski put. Pretpostavlja se da ¢e istrazivani TiNM koji se medusobno razlikuju po
sastavu, morfologiji i gusto¢i povrSinskog naboja imati razli¢iti utjecaj na sastav i svojstva
nastalih CaP.

Takoder, odreden je utjecaj bioloski aktivnih molekula, albumina iz govedeg seruma (BSA)
I kitozana, na taloZzenje CaP pri jednakim eksperimentalnim uvjetima jer se pretpostavlja da u
njihovom prisustvu nastaju CaP/TiNM kompoziti promijenjenih fizikalno-kemijskih svojstava.
Nadalje, odredeni su i parametri kinetike adsorpcije BSA na CaP, TiNM i CaP/TiNM te

medudjelovanja BSA s navedenim materijalima.
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§2. LITERATURNI PREGLED

2.1. TalozZni procesi

TaloZenje je proces nastajanja ¢vrste faze iz prezasié¢ene otopine. Ukoliko je istalozena
faza kristal, proces talozenja naziva se kristalizacija. Klasi¢na teorija kristalizacije pretpostavlja
da nukleacija i rast kristala zapocinju na ¢esticama ve¢ prisutnim u otopini (heteronukleusi) ili
udruzivanjem elementarnih Cestica (iona i1 molekula) prezasi¢enih otopina ¢ime nastaju
homonukleusi. Slijedi fazna transformacija i rast kristalita, a moguce je i nastajanje sekundarnih
nukleusa zbog ¢ega su u otopini prisutni kristali razli¢ite veli¢ine. Proces talozenja zavrSava
starenjem kristala do veli¢ine koja uzrokuje sedimentaciju Cvrste faze. Opisani proces

shematski je prikazan na slici 1.

Heterogena Homogena

l NUKLEACIJA l

RAST 1 ¢ Sekundarni

PREZASICENA
OTOPINA

KRISTALA nukleusi

l KOAGULACIJA

- SEDIMENTACIJA
‘ STARENJE
- KRISTALA

I SINTERIRANJE
KRISTAL

S -
ZASICENA OTOPINA

Sekundarna
nukleacija

OSTWALDOVO
ZRENJE

A 4

Slika 1. Shematski prikaz procesa taloZenja. Konstruirano prema referenci 35.

lako je teorijsko objasnjenje kristalizacije krutina iz otopina dao Ostwald jo§ 1897.

godine®, dok je termodinamiku procesa objasnio Gibbs®’ te ¢ak i usprkos razvoju klasiéne
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teorije kristalizacije, proces kristalizacije nije do kraja razjasnjen. Osnovni problem u teoriji
nukleacije, definiranje je brzine nukleacije kao funkcije parametara koji kontroliraju
kristalizaciju medu kojima je najbitnija termodinamicka pokretacka sila kristalizacije odnosno
prezasiéenje (S).

Kako bi se termodinamicka svojstva taloznih sustava mogla modelirati, potrebno je
poznavati produkte topljivosti (Ksp) svih &vrstih faza pri danoj temperaturi.®® Za binarni
elektrolit AmBn ionski produkt topljivosti (IAP) i njegova ravnotezna vrijednost odnosno
produkt topljivosti*®2° dani su jednadzbama 1 i 2:

IAP = (a,»)" - (apm)" 1)
Ky = (a3n0)" + (agn)" )
pri ¢emu su a5 relativni aktiviteti u ravnotezi, a m i n su naboji.
Kemijski potencijal®® vrste i dan je jednadZbom:
p, = ¢ + kpT In(ay) (3)
U jednadzbi 3 ,u? predstavlja kemijski potencijal vrste i u standardnom stanju (a;j =1).

Prezasi¢enje se tada definira jednadzbom:

— =In— )

o=———="_1 (5)

Stoga se jednadZba 4 moZe zapisati kao:

Au (anm)" - (agm)" IAP
— =In(14+0) =1n =In 6
ks T K Ky ©)
Relativna prezasi¢enost moze se iskazati i kao:
IAP
g=——1=5-1 @)

sp
Ukoliko je S = 1, mineral i otopina su u ravnotezi, ako je S < 1 otopina je nezasi¢ena i mineral
¢e se otopiti dok je u slu¢aju S > 1 otopina prezasicena te dolazi do kristalnog rasta. Najcesce
koriStena definicija prezasi¢enja®* dana je jednadzbom 8:

IAP Yy
5 = ( A ) ®)

Sp

pri ¢emu je v broj jedinki u formuli spoja.
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2.1.1. Nukleacija

Nukleacija je proces nastajanja centara na kojima moze doéi do spontanog rasta
kristala.*® U procesu nastajanja taloga iz homogene otopine, nukleacija je prvi korak u kojemu
je utrosak energije najveci. Kako bi se postigla energija potrebna za po¢etak nukleacije, taloZeni
proces mora se odvijati u prezasi¢enoj otopini. Kada se talozenje odvija u zatvorenom sustavu,
proces talozenja prati postepena promjena prezasi¢enja. No, u svakom procesu talozenja postoji
vremenski period u kojemu nema promjene fizikalnih svojstava sustava te posljedi¢no ne
nastaje ¢vrsta faza. Vremenski period protekao od postizanja prezasic¢enja do nastajanja ¢vrste
faze naziva se vrijeme indukcije, tina.** Tijekom vremena indukcije dolazi do postizanja
stabilnog stanja, formiranja kriticnog nukleusa i rasta kriticnog nukleusa do granice detekcije.

Nukleacija moze biti homogena ili heterogena. Homogena nukleacija odnosi se na
spontano nastajanje pocetnog nukleusa iz prezasi¢ene otopine. Ukoliko veli¢ina nastalih
nukleusa ne dosegne kritiénu vrijednost, tzv. kritiéni nukleus, neée do¢i do kristalnog rasta.*?43
IzraZenija stabilnost manjih nukleusa u odnosu na prezasi¢enu roditeljsku fazu objasnjena je
Klasi¢cnom teorijom Kristalizacije (engl. crystal nucleation theory, CNT). Smanjenje slobodne
energije zbog prijenosa N Cestica iz metastabilne otopine u ¢vrstu fazu aproksimirano je kao
NAu. Razlika kemijskih potencijala (4u) odnosi se na razliku potencijala ¢vrste i tekuce faze
(Au = us~u, Au < 0). Prema CNT, promjena slobodne energije koja prati nastajanje povrsine A
nukleusa jednak je yA, pri ¢emu je y povrSinska slobodna energija medupovrSine ¢vrsto-
tekude.** Za nastajanje manjih nukleusa veéi je utrosak slobodne energije jer oni imaju veéi
omjer povrsine s obzirom na volumen.

Prema CNT, ukupna promjena slobodne Gibbsove energije*?* nastajanja sferiénog

kristalita radijusa r iznosi:

4
AG = 3 nr3pSA,u + 42y )

U jednadzbi 9 ps predstavlja povrsinsku gustocu aktivnih mjesta. Prvi ¢lan navedene jednadzbe
predstavlja volumnu Gibbsovu energiju oslobodenu nastajanjem veza, a opisuje vecu stabilnost
¢vrste faze u odnosu na prezasi¢enu otopinu. Taj dio je negativan i proporcionalan je volumenu
kristalita. Drugi ¢lan jednadZbe odnosi se na rad utroSen na stvaranje povrsSine, a U njemu je
uracunato smanjenje slobodne energije nastajanja medufaze cvrsto-tekuce. Taj dio jednadzbe
je pozitivan i proporcionalan je povrsini kristalita. Na slici 2 prikazana je ovisnost Gibbsove

energije o radijusu nukleusa s nazna¢enim doprinosima.*®
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Promjena Gibbsovove energije nukleacije

radijus nukleusa
Slika 2. Promjena Gibbsove energije nukleacije u ovisnosti o radijusu nukleusa. AGerit
oznacava visinu nukleacijske barijere potrebne da zapocne proces nukleacije, a r¢ kriticni

radijus nukleusa. Konstruirano prema referenci 45.

Deriviranjem navedene jednadzbe moguée je odrediti maksimalni (kriti¢ni) radijus*, rc, kojeg

nukleus moZe dosegnuti:

2y
re = P 1Al (10)
Za kriti¢ni radijus visina nukleacijske barijere iznosi:
3 16wy’
crit = —3 (pS|A,u|)2 (12)
Brzina nukleacije (J) eksponencijalno ovisi o visini energetske barijere:
—AG ‘26" y’
J=kexp< kT )Zkexp m (12)
JZRIAV

pri ¢emu je T apsolutna temperatura, ks je Boltzmannova konstanta, a k je predeksponencijalni
faktor. Predeksponencijalni faktor povezan je sa frekvencijom sudara iona i molekula u otopini.
Njegova teorijska vrijednost iznosi 10%** m= s7!. 1z jednadzbi 11 i 12 vidljivo je da je visina
energetske barijere koju nukleusi trebaju dosegnuti prije rasta kristala proporcionalna y* /| Au|?

Sto ukazuje na to koliko brzina nukleacije ovisi o prezasic¢enju i medupovrsinskoj energiji.
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Direktno opazanje kristalnih nukleusa vrlo je tesko jer je veli¢ina potrebna za detekciju
dosegnuta tek nakon Sto se postigne veli¢ina kriticnog radijusa. Uvid u strukturu, oblik i
svojstva nukleusa moguée je dobiti putem simulacija kao §to su to napravili Auer i Frekel.*?
Oni su pretpostavili da u koloidnim sustavima, u kojima su ¢estice dovoljno velike i amorfne
stukture, ne¢e do¢i do kristalizacije zbog povecanja medupovrSinske slobodne energije
povrsina-teku¢ina pri visokim prezasi¢enjima. Navedene simulacije potencijalno mogu
objasniti zasto kristali CaP &esto taloZe putem manje stabilnih faza tokom kristalizacije.*®
Dodatak kristalnih sjemena prezasi¢enim otopinama uvelike ubrzava brzinu nukleacije

kristala (slika 3). U takvim slu¢ajevima govorimo o heterogenoj nukleaciji.

WD
=
o
=
=
=
=
=
&)
<
homogena
heterogena nukleacija
nukleacija
brojiona

Slika 3. Shematski prikaz razlike homogene i heterogene nukleacije s obzirom na visinu
nukleacijske barijere. Dodani supstrat u heterogenoj nukleaciji katalizira nukleaciju.

Konstruirano prema referenci 40.

Dodano sjeme moze imati strukturu kao kristal koji talozi ili moze biti razli€ite strukture.
Proces taloZenja sa sjemenom jednake strukture kao 1 kristal bolje je poznat, makar na
kvalitativnoj razini, dok je talozenje sa sjemenom strukture drugacije od kristalne faze koja se
talozi i dalje nedovoljno istrazeno.*” CNT daje relativno jednostavno objasnjenje zasto sjeme
ubrzava proces talozenja.** U odsustvu sjemena, spontane fluktuacije u otopini dovode do
nastajanja nukleusa koji mora dosegnuti kriti¢ni radijus. No, kristalizacija se moze odvijati
spontano 1 ukoliko se u metastabilnu otopinu doda sjeme ili bilo kakav strani objekt koji je vece

veli¢ine od kriticnog radijusa. U prisustvu sjemena ili bilo kakvog stranog objekta (kao $to su
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to npr. organske molekule u procesu biomineralizacije), dolazi do smanjenja energije potrebne
da se prijede nukleacijska barijera.*84°

Brzina heterogene nukleacije dana je izrazom:

J= (R NF ()l ()l B exp [ <222 1) 3

gdje je N° broj jedinki, a B je kineti¢cka konstanta. Zbog eksperimentalnih poteskoéa u
direktnom odredivanju brzine nukleacije, razvijeni su drugi pristupi proucavanja pocetnih
nukleacijskih dogadaja. Jedan od najcesc¢e koristenih nacina karakteriziranja kinetike nukleacije
odredivanje je vremena indukcije pri razli¢itim prezasi¢enjima. Prema tome, brzina heterogene

nukleacije tada se moze definirati kao:

1
J= 14
tind Vv ( )

odnosno, kao reciprocna vrijednost umnoska vremena indukcije i volumena taloznog sustava

V).

2.1.2. Rast kristala

S mehanistickog stajalista, rast kristala moze se smatrati kontinuiranim dodatkom slojeva
molekula jedan iznad drugog. Moze zapoceti sa savrSene kristalne plohe mehanizmom
mononuklearnog ili polinuklearnog rasta, a moze zapoceti i s ploha koje nemaju savrSenu
povrsinu (hrapavih ploha).

Mononuklearni rast na savrS§enim kristalnim plohama zapocinje otapanjem embrija ¢ime
dolazi do rasta veéih povriinskih nukleusa.”® Ukoliko je i prezasiéenost taloznog sustava mala,
do¢i ¢e do vrlo spore povrsinske nukleacije. No, rast novog sloja bit ¢e dovoljno brz da pokrije
cijelu povrsinu prije nego $to zapo¢ne nukleacija i rast iduceg sloja. Pri ve¢im koncentracijama,
na povrsini Kristala prisutno je vise nukleusa ¢ijim rastom dolazi do medusobnog srastanja.
Takav naéin rasta kristala naziva se polinuklearnim rastom.® Kristalne plohe rezultirajuéeg
kristala jednako su savrSene kao i u slucaju mononuklearnog rasta. Mehanizmi rasta na

savrSenim Kristalnim plohama prikazani su na slici 4.
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O

Slika 4. Mehanizam mononuklearnog (gornja slika) i polinuklearnog (donja slika) rasta na

.
@——

savrSenoj kristalnoj plohi. Preuzeto iz reference 35.

Povrsine kristala nisu ravne plohe te kristali naj¢es¢e imaju defekte u strukturi koji se
nazivaju dislokacije, a jedna od najées¢ih je vijéana.’! Kristali takvih povr$inskih ploha mogu
rasti u beskonac¢nost bez potrebe za povrsinskom nukleacijom jer dodatkom jedinica rasta dolazi

do spiralnog rasta. Primjer spiralnog rasta putem vij¢anih dislokacija dan je na slici 5.

a) b
- L - L—
- L—

Slika 5. Shematski prikaz rasta kristala mehanizmom vij¢anih dislokacija. Konstruirano

prema referenci 51.

Mnoge bitne informacije 0 mehanizmu rasta kristala mogu se saznati istrazivanjem kinetike
navedenih procesa. Brzina rasta kristala definirana je kao brzina rasta odredene kristalne plohe
u smjeru okomitom na nju. Moze biti odredena procesima u otopini, kao $to su kemijske
reakcije 1 transport iona iz otopine na povrSinu kristala te procesima koji se odvijaju na povrsini

kristala. Tijekom rasta kristala, dogadaju se najznacajnije promjene u sastavu maticnice
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odnosno u koli¢ini istalozene faze. Ako se koncentraciju otopine proglasi ¢, koncentracija faze
koja talozi ¢' i topljivost cs, postoje tri moguca nacina kristalnog rasta®:

(i) rast kontroliran transportom (c' = cs),

(i) rast kontroliran povr§inom (C' = C),

(ili)  opceniti slucaj (cs < ¢' < C).

Shematski prikaz tri moguca nacina rasta kristala dan je na slici 6:

=
N

=
~

=
—

c=cC

c (x)

¢/ mol dm3
¢/ mol dm3
¢/ mol dm3

0 r

E T aliainialalat Ch bttt |

X/ nm x/nm X/ nm

Slika 6. Kinetike rasta kristala: a) rast kontroliran transportom iona, b) rast kontroliran
povrsinskim procesima i €) opCeniti sluc¢aj. Oznaka x- osi predstavlja udaljenost od centra

kristala (uz pretpostavku da je kristal sferican). Konstruirano prema referenci 52.

Kada se taloZenje odvija pri velikim prezasi¢enjima, brzina rasta ovisi o transportu materijala
kroz otopinu. Transport se moze odvijati konvekcijom i/ili difuzijom.>> U procesima
kontroliranim difuzijom, brzina rasta kristala proporcionalna je prezasi¢enosti, a obrnuto
proporcionalna veli¢ini ¢estice (ukoliko se kristalit aproksimira kao sfera). U tom sluc¢aju, manji
kristali rastu brze od velikih $to rezultira jednolikom raspodjelom Cestica. Brzina rasta kristala
odredena transportom iona OVisit ¢e o mijeSanju suspenzije jer se uslijed mijeSanja
koncentracija u blizini povrSine kristala izjednacava s onom u otopini §to rezultira povecanjem
brzine kristalnoga rasta.®®

Kada je rast kristala kontroliran povrSinskim procesima, koncentracija otopljene tvari moze
se smatrati jednakom u cijelom volumenu otapala koje okruzuje tu otopljenu tvar. Procesi koji
se odvijaju na povrsini ukljucuju®:

(1) adsorpciju jedinica rasta na povrsini kristala,

(i) migraciju jedinica rasta po povrsini,
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(iii)  dehidraciju jedinica rasta,
(iv)  nastajanje dvodimenzionalnog nukleusa,

(v) integraciju jedinica rasta u mjesta rasta.

2.1.3. Starenje kristala

Jednom nastale, Cestice ¢vrste faze u kontaktu s mati¢nicom mogu biti podloZene fizikalnim
I kemijskim promjenama. Sve promjene posljedica su nastojanja sustava da uspostavi
ravnotezu, odnosno smanji ukupnu Gibbsovu energiju §to se postize smanjenjem medupovrsine
izmedu krute i tekuce faze procesima starenja. U njih se ubrajaju flokulacija (agregacija,
koagulacija i aglomeracija), Ostwaldovo zrenje i transformacija metastabilnih faza.*

Flokulacija Cestica odnosi se na sudaranje Cestica u suspenziji koje rezultira nastajanjem
vecih Cestica ili razdvajanjem onih ve¢ koaguliranih. Uspjesni sudari rezultiraju smanjenjem
ukupnog broja cCestica 1 posljedi¢no redukcijom medupovrSine Evrsto/tekuce. Flokulacije
nukleusa nastalih homogenom nukleacijom najvjerojatnije zapocinju jo§ za vrijeme procesa
nukleacije ili odmah nakon njega, dok flokulacije u heterogenim procesima nukleacije ne
zapodinju u prvim fazama taloznog procesa.>®

Zrenje je jo$ jedan mehanizam Smanjenja energije medupovrSina Kristal-tekuca faza
otapanjem malih Cestica i istovremenim rastom vecih. S obzirom da manje Cestice imaju vecu
specificnu povrsinu te posljedi¢no 1 vecu Gibbsovu energiju, proces zrenja odvija Sse spontano.
U takvim sustavima ravnoteza se uspostavlja tek kada svi kristali dosegnu uniformnu velic¢inu
ili kada nastane jedan veci kristal. Prema Gibbs — Thomovoj jednadzbi koja opisuje ovisnosti
veli¢ine kristala o prezasi¢enju, suspenzija moze biti u ravnotezi sa istalozenom fazom koja se
sastoji samo od Cestica iste veli¢ine.* U slucaju polidisperznih taloga, suspenzija ¢e biti
nezasi¢ena u odnosu na male Cestice, a prezasi¢ena u odnosu na vece. Posljedicno, manje
Cestice Ce se otopiti, a vece ¢e rasti.

Flokulacija i zrenje su procesi koji se gotovo uvijek dogadaju na pocetku taloznog procesa.
Do procesa transformacije faza dolazi kada metastabilne faze transformiraju u termodinamicki
stabilniju fazu. Nastajanje stabilnih faza popraceno je ili se odvija paralelno s nastajanjem onih
manje stabilnih odnosno topivijih faza. Brzina nastajanja pojedinih faza odredena je njihovom
topljivosti te relativnom brzinom nukleacije i kristalnog rasta. Pri odredenom prezasicenju, faza

s manjom medupovrSinskom napetoS¢u, odnosno topivija i manje stabilna, dat ¢e manje 1
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termodinamicki stabilnije kriticne nukleuse koji su energetski povoljniji. Stoga se moze
zakljuciti da ¢e kristalna faza ¢iji nukleusi imaju najmanju povrsinsku napetost prva istaloziti

iz prezasi¢ene otopine.*®

2.1.4. Utjecaj aditiva

Svi ioni ili molekule, osim konstituirajucih jedinki kristala te otapala, prisutnih u taloznom
sustavu smatraju se necisto¢ama. Ukoliko je necisto¢a namjerno dodana u talozni sustav, tada
se naziva aditivom. Cak i najmanja koncentracija aditiva u sustavu mozZe znacajno utjecati na
kinetiku taloznog procesa, veli¢inu i1 oblik kristala, kemijski sastav ili kristalnu modifikaciju
istalozene komponente te na mnoga druga svojstva. S obzirom na utjecaj koji imaju na svojstva
Cvrste faze, postoje dvije osnovne kategorije aditiva:

(1) Aditivi koje se ugraduju u kristalnu resetku ¢ime mogu narusiti strukturu kristalne

reSetke te smanjiti ukupnu brzinu rasta kristala. U tu skupinu aditiva ve¢inom se
ubrajaju anorganski ioni i metalni kompleksi koji elektrostatski medudjeluju s
kristalom.>*°® Takve vrste aditiva relativno su malih veli¢ina i ¢esto djelotvorne tek
u koncentracijama iznad 10> mol dm.

(i) Aditivi koje se adsorbiraju na povrsinu kristala i utje¢u na brzinu rasta odredene ili
svih kristalnih ploha. U tu skupinu aditiva ubrajaju se polielektroliti te manji
organski spojevi koji stvaraju kemijske veze s ionima na povrsini kristala. Navedeni
aditivi adsorbiraju se na specifi¢na mjesta odredenih kristalnih ploha ¢ime smanjuju
brzinu rasta cijelog kristala ili smanjuju rast u smjeru okomitom na plohu na koju se
adsorbiraju.*

Ne postoji opceniti mehanizam koji opisuje nacin na koji odredena necistoca djeluje na
odredeni talozni sustav. Medutim, postoji nekoliko modela koji opisuju mehanizam promjene
habitusa i morfologije kristala te inhibiciju ili promociju rasta kristala u prisutnosti aditiva.>®>’
Takvi modeli mogu se podijeliti ovisno o koncentraciji aditiva i tipu kristalne povrsine, glatkoj
ili hrapavoj. Suprotno glatkim plohama, hrapave plohe sadrze znatno vise mogucih mjesta na
kojima moze do¢i do adsorpcije aditiva. Upravo zbog toga, koncentracija aditiva potrebna za
usporavanje rasta kristala mnogo je veca za hrapavu nego za glatku povrSinu. Mehanizam

adsorpcije ponajvise ovisi o koncentraciji aditiva:
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(1) U slucaju male koncentracije aditiva, do adsorpcije moze do¢i na bilo kojem
specificnom mjestu na povrSini kristala. Takva vrsta adsorpcije moze biti
reverzibilna jer ne postoje preferirana mjesta adsorpcije aditiva. Takoder, moze biti
ireverzibilna ukoliko dolazi do preferiranog vezanja molekula aditiva na odredena
vezna mjesta.>®

(i) Pri visokim koncentracijama aditiva, smanjenje brzine kristalnog rasta posljedica je
nastajanja ili dvodimenzionalnog adsorpcijskog sloja ili trodimenzionalnih klastera
aditiva.>®%° 2D adsorpcijski sloj mozZe nastati kada postoji dobro strukturno slaganje

izmedu plohe rastuéeg kristala i nastajuéeg sloja necistoca.

2.2. Kalcijevi fosfati

Kalcijevi fosfati (CaP) slabo su topljive soli fosfatne kiseline. Vecina CaP u svojoj strukturi
sadrzi vodik, ili u obliku kiselih ortofosfatnih aniona kao $to su HPO3 ili H,POy, ili u obliku

inkorporirane vode.®
2.2.1. Vrste kalcijevih fosfata

U trokomponentnom sustavu Ca(OH).—H3PO4—H20 postoji 12, do sada definiranih,
nesupstituiranin CaP faza u kojima omjer Ca?* i PO3™ iona (Ca/P omijer) iznosi od 0,5 do 2,0.%
Najvaznije faze prikazane su u tablici 1. Vazni parametri pri definiranju i razlikovanju faza CaP
zasigurno su omjer Ca/P, topljivost te njihova kiselost odnosno bazi¢nost. Vecina CaP slabo je
topljiva u vodi, no gotovo svi su topljivi u kiselinama. Opcenito, §to je manji omjer Ca/P
pojedine faze, izrazenija je kiselost i topljivost te faze.%2. Najmanje topljiva faza, hidroksiapatit
(HAP), nastaje u neutralnim ili bazi¢nim uvjetima. U kiselim uvjetima taloze kalcijev
hidrogenfosfat dihidrat (DCPD) ili oktakalcijev fosfat (OCP). Talozenjem mogu nastati i
nestehiometrijske faze poput kalcij — deficijentnog apatita (CaDHA).®® Takoder, apatiti ¢esto
taloZe preko prekursorskih faza koje mogu biti DCPD ili OCP u kiselim sredinama, ili amorfni
kalcijev fostat (ACP) u bazi¢nim i neutralnim uvjetima. Talozenje HAP-a preko prekursorskih
faza dokazan je i u in vivo uvjetima.®®

Kalcijev hidrogenfosfat dihidrat (DCPD, CaHPO4 - H20) mozZe se pripremiti kristalizacijom
iz vodenih otopina koje sadrze HPO3 i Ca?* ione u omjeru ~1,0 i pH vrijednosti u podruéju od
2,0 do 6,5.%4 Pri temperaturama iznad 80 °C, DCPD prelazi u anhidridnu formu (DCPA). Smatra
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se da je DCPD meduprodukt tijekom mineralizacije kostiju i otapanja cakline.® Zbog svoje
biokompatibilnosti i zastupljenosti u patoloskim depozitima, DCPD se primjenjuje u zubnim
pastama u koje se dodaje kao sredstvo za zastitu od karijesa i kao lagano polirajuce sredstvo.®
Zarazliku od DCPD-a, DCPA se ne pojavljuje niti u normalnoj niti u patolo§koj mineralizaciji,

no moze se koristiti u organizmu kao biokeramika.®’

Tablica 1. Svojstva i kristalografski podatci za neke bioloski vazne kalcijeve fosfate. Prema

referenci 68.

pH
. Ca/P -log(Ksp) . . podrucje
Naziv Formula omijer (25 °C) Kristalni sustav stabilnosti
(25 °C, aq)
Monokalcijev fosfat
monohidrat Ca(H2PO4); - H,O 0,5 11 Triklinski (P1) 0-20
(MCPM)
Monokalcijev fosfat 0,5 11 S
anhidrid (MCPA) Ca(H2P0O.), Triklinski (P1)
Kalcijev
hidrogenfosfat CaHPO, - 2H,0 1,0 6,6 Monoklinski (1a) 2,0-6,0
dihidrat (DCPD)
Kalcijev
hidrogenfosfat 1.0 6.9 S
monohidrat CaHPO, - H,0 ' ' Triklinski (P1)
(DCPA)
Oktakalcijev fosfat | Cag(HPO4)2(POa)s - 1.33 96.6 S 55_70
(OCP) 5H,0 Triklinski (P1)
a-trikalcijev fosfat 1,5 255 Monoklinski
(a-TCP) 0-Cag(PO4)2 (P24/a)
[-trikalcijev fosfat 1,5 289 Romboedarski
(B-TCP) P-Cas(PO4):z (R3Cy)
Amorfni kalcijev | CaxHy(PO4). - nH20 | 12 _22 5.12
fosfat (ACP) (n=3-4)5)
Kalcij — deficijentni Caio-
hidroksiapatit (HPO,),(POs)s. | 1.5-167 85,1 6,5-95
(CaDHA) W(OH);.5 (0<x<1)
Monoklinski
Hidroksiapatit 1,67 116,8 (P24/b) ili 95-12
(HAP) Cao(PO4)s(OH): heksagonski
(P63/m)

Oktakalcijev fosfat (OCP, Cag(HPO4)2(PO4)4

5H>0) cesto je metastabilna

prekursorska faza tijekom taloZenja termodinamicki stabilnijih faza u vodenim otopinama.
Moze se pripremiti iz vodenih otopina koje sadrze Ca®* i PO3 ione u omjeru 1,33. Sastavni je

dio ljudskog dentalnog i urinarnog kamenca.®®’® Takoder ima vaznu ulogu u nastajanju
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apatitnih biominerala in vivo.”* U medicini se OCP Koristi kao implant materijal za &vrsta
tkiva.”

Trikalcijev fosfat (TCP) javlja se u obliku dva polimorfa, a- i - faze. f-TCP se ne moze
pripremiti talozenjem iz vodenih otopina. Nestehiometrijski f-TCP nikad se ne javlja u
bioloskoj kalcifikaciji. U takvim procesima zastupljen je magnezijem supstituirani oblik -
TCMP. S obzirom da je f-TCMP manje topljiv od p-TCP-a, ova faza zastupljena je u dentalnim
i urinarnim kamencima, karijesu, kamencima Zlijezde slinovnice i hrskavicama.”®~"® Poseban
oblik a- polimorfa stabiliziran silicijem (to¢nije njegov kompozit sa HAP-om) komercijalno se
koristi kao polazni materijal u proizvodnji biorazgradivih poroznih matrica koje se koriste kao
implant materijali.”””® Nakon implantacije, a-TCP se transformira u HAP ¢ime se drasti¢no
smanjuje brzina degradacije.

S obzirom da su za ovu doktorsku radnju najbitnije vrste ACP, CaDHA i HAP, u

daljnjem pregledu detaljnije ¢e biti opisana njihova svojstva.

2.2.1.1. Amorfni kalcijev fosfat

Amorfni kalcijev fosfat (ACP) vrsta je CaP-a u ¢ijoj strukturi ne postoji translacijska
niti orijentacijska sredenost dugog dosega.”” Formula ACP-a moze biti napisana kao
CaxHy(POa); - nH20 (n = 3 — 4,5), pri ¢emu udio vode iznosi 15 — 20 %. Prekursorska je faza
tijekom talozenja HAP-a iz neutralnih i bazi¢nih otopina koja je strukturno i kemijski razlicita
od HAP-a.8% Kemijskom analizom otkriveno je da se ACP sastoji od sferi¢nih klastera formula
Cag(PO4)s, tzv. Posnerovih Klastera koji zajedno s molekulama H2O tvore vece agregate
(slika 7).8%82 Veli¢ina Posnerovih klastera iznosi otprilike 9,5 A, dok je veli¢ina agregata
Posnerovih klastera koji ¢ine ACP ¢estice oko 30 — 100 nm. Posnerovi klasteri medusobno su

povezani elektrostatskim i hidrofobnim medudjelovanjima te molekulama vode.
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Amorfni
kalcijev fosfat

Cay(POy),
Kklaster

Slika 7. Model ¢estice amorfnog kalcijevog fosfata (ACP) koja je gradena od Posnerovih

klastera (Cag(POa)es). Konstruirano prema referenci 82.

Najjednostavniji nac¢in dobivanja ACP-a spontano je talozenje iz vodenih otopina koje
sadrZe kalcijeve i fosfatne ione.®3 ACP se moze istaloziti brzim dodavanjem jakih baza (poput
NaOH, KOH, itd.) u kiselu otopinu (pH 4 — 5) kalcijevih fosfata, poput DCPD-a. Povecavanjem
pH vrijednosti taloznog sustava i snaznim mijeSanjem dolazi do nastanka ACP-a. TaloZenje
ACP-a iz otopina pH vrijednosti 6,0 — 6,5 postize se dodavanjem stabilizatora poput Mg iona
ili citrata.3 No, vrlo brzo nakon talozenja, ACP je potrebno izolirati jer stajanjem u mati¢nici
dolazi do transformacije u stabilnije faze kao 3to su OCP, DCPD, CaDHA i HAP.%5%

Nastajanje i transformacija ¢estica ACP-a u vodenim otopinama prikazana je na slici 8.

Nastajane

Agregacija
rimarnih lanacastih Rast Sekundarno
Ooog ) P e struktura kristala taloienje i
Co505 , o 0o Cestica el '
SCTCES T o transformacija
Q Q 0 O
coowl|o
%o 00 Qlol & —_— —> ——  KRISTAL
OO 0g g, 0 0
o © OOODOO o
P0%0% o
[eN<}e)
Homogena
nukleacija

Slika 8. Shematski prikaz nastajanja i transformacije Cestica amorfnog kalcijevog fosfata

(ACP). Konstruirano prema referenci 90.

Kemijski sastav ACP-a ovisi 0 pH vrijednosti otopine taloznog sustava pa je tako pri
pH vrijednosti 6,6 moguce sintetizirati ACP u kojemu omjer Ca/P iznosi 1,18, dok pri pH 11,7

taj omjer iznosi 2,5.% Takoder, dokazano je nastajanje dvije amorfne faze, ACP1 i ACP2, koji
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imaju jednak sastav, no razlikuju se u morfologiji i topljivosti.®% Transformacija ACP1 u
ACP2 fazu moze se pratiti promjenom pH vrijednosti taloznog sustava u vremenu.%?

Na velic¢inu Cestica ACP-a moguce je utjecati promjenom eksperimentalnih uvjeta.
Opéenito, sferi¢ne Cestice ACP-a bit ¢e manje ukoliko se taloze pri velikim prezasi¢enjima i
pH vrijednostima, dok je pri konstantnoj pH vrijednosti pove¢anjem temperature moguce dobiti
vece Cestice.®® Starenje ACP-a u taloznom sustavu, pogotovo pri povisenim temperaturama,
rezultira polaganom rekristalizacijom i nastajanjem kristalnih faza kao $to su OCP, HAP i
CaDHA.% Nestehiometrijski ACP (koji sadrzi Na, Mg, karbonatne i pirofosfatne ione) prisutan
je u patoloskim kalcifikatima mekih tkiva.®>% Zbog relativno dobre topljivosti i fizioloske pH
vrijednosti, odredeni mikroorganizmi koriste ACP u svojoj prehrani, stoga se ACP koristi kao
dodatak medijima za stani¢ne kulture. Takoder, ACP je komponenta sredstva za nagrizanje,

koristi se pri proizvodnji stakala i keramike te odredenih organskih fosfata.®

2.2.1.2. Kalcij - deficijentni hidroksiapatit
Kalcij — deficijentni hidroksiapatit (CaDHA, Caiox(HPO4)x(PO4)sx(OH)2x (0 < x <1))

otkriven je jo$ krajem 18. stolje¢a kada su zapocela prva istrazivanja sastava kostiju. Manjak
Ca?" iona u strukturi gotovo je uvijek popraéen i manjkom OH™ iona te protonacijom nekih od
fosfatnih skupina uz paralelno nastajanje praznina u kristalnoj strukturi.®” No, CaDHA ¢&esto
sadrzi vezane molekule vode koji mogu ispuniti neke od tih praznina. CaDHA se moZze smatrati
vrstom HAP-a u ¢&ijoj strukturi nedostaju odredeni ioni.”® Nadalje, dokazana je direktna
korelacija izmedu nedostatka Ca®" iona i mehanickih svojstava Kristala: nedostatak kalcija
dovodi do smanjenja modula elasti¢nosti do 80 % i smanjenja tvrdo¢e do 75 %.%

CaDHA vrlo je jednostavno pripremiti iz vodenih otopina koje sadrze kalcijeve i
fosfatne ione u omjeru 1,50 — 1,67.1% Tijekom pripreme, pocetno nastali ACP restrukturira se
i transformira u CaDHA. Drugi na¢in dobivanja CaDHA hidrolizom je a-TCP-a.'%
Zagrijavanjem pri temperaturama iznad ~700 °C, CaDHA s Ca/P omjerom 1,5 transformira u
S-TCP dok se onaj s omjerom 1,5 < Ca/P < 1,67 transformira u dvokomponentnu smjesu HAP-
a i p-TCP-a.1%? Nesupstituirani CaDHA ne postoji u biologkim sustavima. Svi normalni i
patoloski kalcifikati sastavljeni su od tzv. “bioloskog apatita”. U takvoj vrsti CaDHA Ca?" ioni
supstituirani su Na*, K*, Mg?*, Sr?* ionima, PO; ili HPOF ioni CO3™ ionima, dok su OH™ ioni
supstituirani F-, CI- ili CO3" ionima.®*%:1% CaDHA se Kkoristi u proizvodnji kostanih implantata

te kao lokalni sustav za isporuku lijekova.1041%
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2.2.1.3. Hidroksiapatit
Hidroksiapatit (HAP, Cas(PO4)3(OH)), pentakalcijev hidroksid tris(ortofosfat)),

najstabilnija je i najmanje topljiva CaP faza. Stehiometrijski HAP kristalizira u monoklinskoj
prostornoj grupi P21/b.1% Pri temperaturama iznad ~250 °C monoklinski HAP transformira u
heksagonski (prostorna grupa P63/m).1%61%7 Kristalne strukture monoklinskog i heksagonskog
HAP-a prikazane su na slici 9.

HAP moze biti pripremljen na nekoliko naéina, reakcijama u c¢vrstom stanju te
taloZenjem iz suspenzija, bilo hidrotermalnim sintezama bilo hidrolizom drugih faza CaP.1%® U
vodenoj otopini, HAP se moze pripremiti mijeSanjem kalcijevih i fosfatnih iona u omjerima
1,67 ili 1,00. ® Takvo pripremljenu suspenziju potrebno je zagrijavati pri temperaturi vrenja
nekoliko dana u atmosferi bez CO>, nakon cega slijedi filtriranje, suSenje te sinteriranje pri
temperaturi 1000 °C.1% Starenje suspenzije jedan je od najvaznijih koraka u dobivanju HAP-a
jer su pocetni talozi ¢esto metastabilni (ACP, CaDHA). Mehanokemijskim metodama, HAP je
moguée pripremiti iz suhe smjese CaO i DCPD.!® Takoder, moguée ga je pripremiti i iz
nevodenih medija kao $to je etanol reakcijom Ca(OEt), (Et = etilna skupina) i HzPO4.!!!
Stehiometrijski HAP nikada se ne pojavljuje u bioloskim sustavima. No, zbog svoje sli¢nosti
bioloskom apatitu, koristi Se kao presvlaka u proizvodnji ortopedskih i dentalnih implant

materijala. 11113
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Slika 9. a) i b) Kristalna struktura niskotemperaturne monoklinske faze hidroksiapatita i ) i

d) visokotemperaturne faze. Konstruirano prema referenci 114.
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2.2.2. Stabilnost kalcijevih fosfata

Usporedbom izotermi topljivosti moguce je odrediti stabilnost pojedinih faza CaP-a pri
odredenim uvjetima. Na slici 10 prikazane su izoterme topljivosti kao funkcija logaritma
umnos$ka ukupnih koncentracija kalcijevih i fosfatnih iona o pH vrijednosti vodene otopine. 1z
grafa je vidljivo da je pri pH vrijednostima ve¢im od 4 najstabilnija faza CaP-a HAP nakon

koje slijedi TCP pa OCP. Pri pH vrijednostima manjim od 4, DCPD je stabilniji od HAP.11
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Slika 10. Izoterme topljivosti razli¢itih faza CaP pri 37 °C i ionskoj jakosti otopine

0,1 mol dm™3. Preuzeto iz reference 115.

Utjecaj pH vrijednosti na taloZzenje CaP posljedica je kompleksnog ponasanja fosfatnih
iona u vodenoj otopini. Kako je fosforna kiselina troprotonska, promjena pH vrijednosti
taloznog sustava utjete na relativne koncentracije aniona fosfatne kiseline (slika 11).1%® Time

promjena pH vrijednosti utjeCe na svojstva nastalog taloga.
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K, =7,50-103 K;=6,20-103 Ky =1,70- 1012
H,PO, < H,PO, < HPO, <+ PO

pH

Slika 11. Ovisnost koncentracije pojedinih iona fosforne kiseline o pH vrijednosti otopine.

Konstruirano prema referenci 116.

Upravo zbog takvog ponasanja fosfatnih vrsta, nije jednostavno predvidjeti istalozenu
fazu niti kontrolirati taloZenje. Navedeni problemi postaju izraZeniji u taloznim procesima u
kojima su prisutne bioorganske molekule jer u takvim slu¢ajevima pH vrijednost otopine utjece
na svojstva i anorganske i organske faze. Dok se utjecaj na anorgansku fazu iskazuje kroz
promjene sastava, pH vrijednost otopine moze promijeniti topljivost bioorganskih spojeva. Na
taj se na¢in moze vrsiti kontrola istaloZene vrste jer pri jednoj pH vrijednosti CaP-i taloze s
bioorganskim spojevima tvorec¢i kompleksne spojeve, dok se pri drugoj pH vrijednosti taloZe
na netopljivom bioorganskom supstratu.!®

Suspenzije u kojima dolazi do talozenja CaP vrlo Cesto Su prezasi¢ene s obzirom na vise
faza. U tom slucaju, uz termodinamicke, vrlo vaznu ulogu imaju i kineticki parametri.
Nastajanje HAP znatno je sporije od nastajanja OCP-a ili DCPD-a te se tijekom reakcije
spontanog talozenja moze detektirati kinetiCki preferirana faza iako je termodinamicka
pokretacka sila takve faze znatno manja.**® Stoga je odnos izmedu kineti¢kih i termodinamickih

parametara vrlo bitan faktor u odredivanju toka taloznog procesa.
2.2.3. Utjecaj aditiva na talozZenje kalcijevih fosfata
Na proces fazne transformacije CaP uvelike utjecu aditivi Koji su prisutni tijekom

talozenja. Opcenito, aditivi mogu utjecati na brzinu i/ili mehanizam nekih od glavnih koraka

kristalizacije i starenja kristala, prvenstveno nukleaciju, rast kristala, agregaciju te faznu
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transformaciju. Kao posljedica medudjelovanja aditiva i kristala koji talozi moze do¢i do
promijene habitusa Kristala, veli¢ine kristala, vrste istalozene faze, itd.'!’

Do sada su istrazena medudjelovanja CaP a velikim brojem razli¢itih aditiva. Od onih
malih molekulskih masa kao $to su razne organske i anorganske molekule te aminokiseline i
peptidi, sve do onih veée molekulske mase u koje se ubrajaju proteini i polimeri.}'® Talozenje
CaP u prisutnosti polimera i proteina iz vodenih suspenzija pri uvjetima bliskim fizioloskim
vrlo je bitan proces za razvoj novih materijala za medicinske primjene. Mineralizacija CaP
kontrolirana polimerima koristi se kao model procesa biomineralizacije, ali i za sintezu
biokompatibilnih hibridnih materijala.!!® Ovisno o koncentraciji u otopini, isti polimer mozZe se
ponasati kao promotor ili inhibitor Kristalizacije. Pokazano je da njihov uc¢inak ovisi o vrsti i
molekulskoj masi. Pri malim koncentracijama molekule polimera reverzibilno se adsorbiraju u
nasumi¢noj konformaciji na povr$inu molekula ACP-a. Na taj nacin dolazi do stvaranja
nabijenih Cestica koje privlace kalcijeve i1 fosfatne ione iz otopine i na taj naéin stvaraju nova
kristalizacijska mjesta. Posljedi¢no, dolazi do ubrzavanja procesa kristalizacije CaP. Pri veéim
koncentracijama polimera dolazi do njihove adsorpcije na povrSini ACP-a u takvoj
konformaciji da je povrSina Cestice u potpunosti prekrivena slojem polimera. Takav nacin
adsorpcije je ireverzibilan te blokira transport iona na povrSinu ¢estica ACP-a ¢ime dolazi do
stabilizacije te faze i inhibicije nukleacije kristalne faze.!*’

U ovome istrazivanju kao aditivi prilikom sinteze CaP izabrani su bioloski aktivne

molekule albumin iz govedeg seruma i Kitozan.

2.2.3.1. Albumin iz govedeg seruma

Serumski albumini (SA) najzastupljeniji su proteini u krvnoj plazmi sisavaca.
Sintetiziraju se u jetri odakle se u neglikoziliranom obliku transportiraju u krvnu plazmu gdje
njihova prosje¢na koncentracija iznosi 0,6 mmol dm>1!° Relativno su veliki i negativno
nabijeni proteini molekulske mase priblizno 66 kDa. Mogu biti izolirani iz krvne plazme
razli¢itih sisavaca poput ljudi, goveda, Stakora, itd. Multifunkcionalni su proteini vrlo velikog
kapaciteta vezanja liganda. Upravo zbog tih svojstava, jedna od njihovih osnovnih uloga je
transport razli¢itih vrsta metabolita, lijekova, nutrijenata te velikog broja drugih molekula.'?

Serumski albumini takoder su zaduzeni za kontrolu koncentracije ioniziranog, bioloski

aktivnog, oblika Ca®" i Mg?* iona u organizmu.
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Velik broj istrazivanja utjecaja SA-a na talozenje CaP-a raden je na SA-a izoliranim iz
govedeg seruma (BSA), bilo da su dodani kao aditiv prilikom talozenja CaP iz otopine, ili
sadrzani u simuliranoj tjelesnoj tekucini. Struktura BSA prikazana je na slici 12. BSA se sastoji
od 3 strukturno sli¢ne podjedinice, a svaka podjedinica sastoji se od 10 zavojnica koje se nadalje
mogu podijeliti u dvije domene A i B koje sadrze Cetiri i Sest zavojnica. Upravo prostori izmedu

podjedinica te njihovih domena omoguéuju prostor za vezanje liganda.*?!

Slika 12. Struktura albumina iz govedeg seruma (BSA). Preuzeto iz reference 121.

Prema trenutno dostupnoj literaturi, najveci broj istrazivanja utjecaja serumskih
albumina na talozenje CaP raden je u SBF-u pri ¢emu je najceS¢e koriSten albumin BSA.
Proteini se mogu otopiti u SBF-u te se iz takve otopine mozZe pratiti nastajanje CaP na razli¢itim
supstratima kao $to su biostakla'?>1%, keramike!?, titanijevi supstrati'?>?®  itd. Opéenito, u
prisustvu proteina dolazi do inhibicije rasta i kristalizacije, ali ne i nukleacije CaP.?21%7
Pretpostavlja se da vec¢ina CaP iz SBF-a nastaje preko amorfnog prekursora te da proteini
inhibiraju transformaciju amorfne u kristalnu fazu CaP.'?® No, Areva i sur. pokazali su da
ucinak BSA ovisi o tome radi li se o proteinu otopljenom u SBF-u ili adsorbiranom na povrsini
supstrata na kojemu se taloze CaP-i.1% Naime, inhibitorski u¢inak na talozenje CaP-a manje je
izrazen ukoliko je protein adsorbiran na povrsinu, u ovome slucaju, titanijevog supstrata.

Osim induciranja taloZzenja CaP-a iz SBF-3, istrazeno je i nastajanje CaP-a iz taloznih
sustava koji sadrze albumin.}%130131 Takoder, vrlo je velik broj istrazivanja koja se bave

istrazivanjem adsorpcije BSA na Cap.132-134
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2.2.3.2. Kitozan

Kitozan je prirodan linearni polisaharid vrlo slican hitinu, polimeru koji je $iroko
rasprostranjen u zivotinjskom carstvu. Otkriven je jo§ 1859. godine kada je ustanovljeno da se
kuhanjem hitina u KOH moze dobiti drugacija vrsta polimera koja je topljiva u organskim
kiselinama. Hitin se moze izolirati iz §koljaka, insekata, gljiva, itd.!® Kitozan se u prirodi nalazi
jedino u odredenim vrstama gljiva (Mucoraceae), no najcesce se sintetizira termokemijskom
deacetilacijom hitina u prisutnosti alkalijskih metala.'*® Struktura kitozana i hitina prikazana je
na slici 13. Vrlo je sli¢na strukturi celuloze te se sastoji od nekoliko stotina pa do tisu¢u f-(1-
4) povezanih lanaca D-glukoze®’, no na C-2 mjestu umjesto hidroksilne skupine, nalazi se
acetamidna skupina. Kitozan, p-(1-4) povezana 2-amino-2-deoksi-s-D-glukopiranoza,
deacetilirani je oblik hitina nastao zamjenom acetamidne skupine u primarnu amino grupu.*3®
No, deacetilacija gotovo nikada nije potpuno dovrSena, stoga Kitozan i deacetilirani hitin u

nekoj mjeri sadrze i acetamidne skupine.

H  "NH
H /(./ H
0= >cH
a)
H OH H \”II HOH ’
H o HO H 0 =0
”(1){0 o 4 HO ; OH
H NH H h NH
H (/ H H OH H
()'4 \(‘H—— _n
b)

Slika 13. Struktura a) hitina i b) kitozana. Preuzeto iz reference 139.

Kitozan je kemijski reaktivniji od hitina zbog prisutnosti primarne i sekundarne amino
skupine na svakoj ponavljajué¢oj glukoznoj jedinici.’*® Upravo prisutnost amino skupina u
strukturi kitozana i hitina omogucuje njihovu biolosku primjenu. Kao biomaterijal koristi se

zbog odlicne biokompatibilnosti, biorazgradivosti, bioaktivnosti, netoksi¢nosti te odli¢nih
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adsorpcijskih svojstava. Stoga, sve veéu primjenu pronalazi u industriji kao potencijalna
zamjena sintetickim polimerima, 40141

Za razliku od BSA, kitozan se ne moze dodati u SBF kako bi inducirao nastajanje CaP
jer je topljiv samo u kiselim medijima. No, moze se koristiti kao supstrat na kojemu taloze CaP.
Ciono i sur. sintetizirali su konjugirani polimer kitozana i fluorescina koji je izlaganjem
vidljivom svijetlu inducirao nastajanja apatitnog sloja na svojoj povrSini nakon 7 dana
inkubacije u SBF-u.}*? Kitozan se, u kombinaciji s CaP, moZe pripremiti i u obliku spuzve.

Spuzve su pjene velike poroznosti koje mogu adsorbirati velike koli¢ine tekué¢ine!*°

, @ one na
bazi kitozana koriste se kao materijali za zacjeljivanje rana te kao punila u inzenjerstvu ¢vrstog
tkiva.1*® Do sada su pripremljene spuzve na bazi kitozana i TCP-a.}4*% U svrhu razvoja novih
materijala za biomedicinske primjene, Rusu i sur. pripremili su kompozite kitozana i
nanocestica HAP-a taloZzenjem CaP-a u vodenom mediju na matriksu biopolimera.*> Osim za
razvoj novih materijala, istrazivanja medudjelovanja kitozana i CaP provode se u svrhu
odredivanja mehanizama talozenja anorganskih faza u prisutnosti makromolekula kako bi se

bolje kontrolirali biomimetski sintetski putovi nastajanja materijala Zeljenih svojstava.l414/

2.2.4. Biomimetska sinteza kalcijevih fosfata

Biomimetikom se moze smatrati primjena mehanizama i metoda otkrivenih prou¢avanjem
prirode i prirodnih procesa u dizajniranju i razvoju novih materijala, kemijskih spojeva i
moderne tehnologije.® Biomimetska sinteza proces je dobivanja novih produkata kemijskim
reakcijama kojima se oponasaju bioloski procesi koriste¢i sudionike i reakcijske uvjete Sto
slicnije onima u bioloskim sustavima. Unato¢ ogromnim uspjesima moderne znanosti i
tehnologije, prirodan nacin sinteze Cvrstih tkiva iz anorganskih komponenti do sada nije
ponovljen u laboratoriju sintetiCkim procedurama. S obzirom da su najzastupljenija anorganska
pojaviSe se odnosi na sintezu CaP pri uvjetima $to blizim fizioloSkima. Na prvi pogled,
najjednostavniji nacin takve sinteze bio bi mijesanje otopina koje sadrze kalcijeve 1 ortofosfatne
ione.®148 No, takav nadin sinteze rezultira nastajanjem taloga znatno drugacijih svojstava od
bioloskih apatita (kemijski sastav, omjer Ca/P, razina kristalizacije, distribucija veliCina Cestica,
itd.). Opcenito, osnovne razlike in vivo i in vitro kristalizacije su:

(1) U in vitro kristalizaciji smanjuje se pH vrijednost te koncentracija kalcijevih i

ortofosfatnih iona dok koncentracija drugih iona i molekula prisutnih u taloznom
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sustavu ostaje jednaka. Simulacija takvih uvjeta moze se postici talozenjem CaP iz
prezasi¢enih otopina, koriste¢i metode kontinuiranog toka ili konstantnog sastava
(constant composition techniques, CC).6214°

(i) Kemijska kristalizacija vrlo je brz proces koji traje od nekoliko minuta do nekoliko
dana, dok je bioloska vrlo spor proces koji traje od nekoliko tjedana pa godinama.
Duljina trajanja kristalizacije moze se usporiti difuzijom kalcijevih i ortofosfatnih
iona iz suprotnih smjerova kao $to je to primjerice u dvostruko-difuzijskim (double
diffusion, DD) reaktorima za kristalizaciju ili u viskoznim gelovima.t515!

(i) U bioloskim teku¢inama (krv, slina, serum) prisutni su mnogi organski, anorganski,
bioloski i polimerni spojevi koji se mogu ponasati kao inhibitori ili promotori
talozenja te mogu posluziti ¢ak i kao kalup za rast bioloskih apatita.'>® Dodatak
razliitih iona 1 makromolekula u taloZne sustave moze se posti¢i upotrebom
odgovarajuée kristalizacijske otopine.’® Najbolji na¢in svakako bi bio provesti
eksperimente u tjelesnim teku¢inama (krvni serum, slina, limfa, itd.) sto je vrlo tesko
zbog nestabilnosti takvih tekucina i promijene u njihovom sastavu te na kraju i
skladiStenja.

Danas su najce$¢e upotrebljavani biomimetski nacéini sinteze CaP koriStenjem tzv.
simuliranih medija koji su sastavom sli¢ni bioloskim medijima. Prvenstveno se koristenjem
takvih otopina nastoji oponasati sastav izvanstani¢ne tekué¢ine (extracellular fluid, EFC). Stoga
su osnovne komponente svake takve otopine NaCl, KCI, MgCl, - 6H.0, CaCl, - 2H20,
NazHPOg ili NazHPO4 - 2H20, NaHCO3 i Na2SOs. Prvi takav medij osmislio je Hank jo$ 1949.
godine, a sadrzi ione kalcija i fosfata s anorganskim ionima i glukozom.> Sastav anorganske
komponente Hankove otopine (Hank's balanced salt solution, HBSS) i drugih biomimetskih
sustava u prikazan je tablici 2. U novije vrijeme, najkoristenija biomimetska otopina je
acelularna simulirana tjelesna tekucina (Simulated body fluid, SBF) koja u svom sastavu ne
sadrzi proteine, a koju je prvi put sintetizirao Kokubo.?? SBF je metastabilna otopina pH
vrijednosti ~ 7,40 prezasi¢ena s obzirom na HAP koja sadrzi anorganske ione koncentracija
priblizno jednakih onima u krvnoj plazmi. No, SBF takoder sadrzi i tris/HCl pufer te
hidrogenkarbonatne ione koncentracije 4,2 mmol dm™2, puno manje u odnosu na koncentraciju
u krvnoj plazmi koja iznosi 27,0 mmol dm3.22 Problem koncentracije hidrogenkarbonatnih
iona rijeSen je razvojem sinteticke tjelesne tekucine, a potom i revidirane SBF (rSBF). Zbog

sli¢nosti krvnoj plazmi, rSBF trenutno se smatra najboljom simuliranom teku¢inom.
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Tablica 2. Koncentracija anorganskih iona nekih od biomimetskih medija u usporedbi sa
sastavom izvantjelesne tekucine (EFC): Hankova otopina (HBSS), simulirana tjelesna

tekucina (SBF) i revidirana simulirana tjelesna tekuéina (rSBF). Prema referenci 22.

¢/ mmol dm™

Na* K*  Mg? Ca* HPO*

4

HCO, oly SO;”

EFC 142,0 50 1,5 2,5 1,0 27,0 103,0 0,5
HBSS 141,6 5,81 0,81 1,26 0,78 4,065 144.8 0,81
SBF 142,0 5,0 15 2,5 1,0 4,2 147,8 05
rSBF 142,0 5,0 15 2,5 1,0 27,0 103,0 05

Osim za procjenu in vivo bioaktivnosti CaP, otopine na bazi SBF koriste se i za nanosenje
CaP-a na bioinertne povrsine. Kako bi se proces ubrzao, moguce je koristiti dvostruko ili ¢ak
deseterostruko koncentriranije SBF otopine, no takav nacin sinteze nije preporucljiv jer
promjenom koncentracije SBF otopine dolazi i do promijene kemijskog sastava taloga koja se
ponajviSe oc€ituje u smanjenju koncentracije fosfatnih iona i povecanju koncentracije
karbonatnih iona.**®

Korak dalje u biomimetskoj sintezi CaP-a bio bi taloZzenje u SBF otopini na kalupu kojeg
¢ine proteini ¢ime bi se kontrolirala organizacija kristala i njihova svojstva. Na primjer, CaP su
uspjesno sintetizirani na kolagenu ¢ime se dobila struktura relativno sli¢na strukturi kostiju te
su trenutno u klini¢kim istrazivanjima.’®>" Druge matrice za CaP-a sintezu su Zelatina,
kitozan, organski polielektroliti, titanij, polimeri, celuloza, samoorganizirani monoslojevi i

drugi materijali.®

2.3. Titanatni i TiO2 nanomaterijali

Od pocetka komercijalne primjene 20-tih godina 20. stoljeca, titanijev dioksid (TiOz) Siroko
se koristi kao pigment u kremama za sunéanje, bojama, pastama za zube, itd.1%1%° Kada su
1972. godine Fujishima i Honda otkrili fenomen fotokatalize vode na TiO: elektrodi pod
ultraljubicastim (UV) zraCenjem, materijali temeljeni na TiO2 poceli su se uvelike primjenjivati

u podrudju elektronike i senzora. 61162
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TiOz se javlja u obliku tri polimorfa, anatas, rutil i brukit. Takoder, moze se pojaviti u obliku
nekoliko metastabilnih polimorfa kao $to su TiO2(B), TiO2 Il i petrovskit koji su proizvedeni
sinteti¢ckim putevima.* Najstabilniji polimorf TiO. je rutil. Pri visokim temperaturama,
metastabilni polimorfi anatas, brukit i TiO2(B) prelaze u rutil. Na slici 14 shematski je prikazana

kristalna struktura ¢etiri polimorfa TiO».

| x | x | E |
Rutil Anatas Brukit TiO, (B)

Slika 14. Shematski prikaz kristalne resetke TiO2 polimorfa: a) rutila, b) anatasa, c)
brukita i d) TiO2 (B). Kao gradevne jedinice prikazani su Ti-O oktaedri. Konstruirano prema

referenci 14.

U drugoj polovini proslog stoljeca, sve vise istrazivanja provodi se na nanomaterijalima
TiO2 (TiNM). lako ne postoji sluzbena i jedinstvena definicija nanomaterijala, Europska
komisija je 2011. godine izdala neobvezujuce preporuke definicije nanomaterijala prema
kojima se nanomaterijalom smatra onaj materijal koji sadrzi najmanje 50 % Cestica veli¢ina 1
— 100 nm prema broj¢anoj raspodijeli.’®® Zbog nesigurnosti u odredivanju broja ¢estica, US
Environmental Protection Agency preporucuje odredivanje prema masi. Takoder, zbog
nedovoljnih definicija i slobodne procijene, treba izbjegavati definiciju nanomaterijala kao
Zestica ve¢ih od 100 nm koje svejedno sadrzavaju svojstva nano skale.'®*

Smanjenjem veli¢ine materijala povecava se specificna povrSina te omjer povrsine i
volumena §to rezultira promjenom fizikalnih i kemijskih svojstva pa tako TiNM posjeduju
svojstva u potpunosti drugadija u odnosu na makroskopski materijal.!®® Za razliku od
makroskopskih materijala, sintetizirani TiNM najées¢e su anatas strukture®®%® a gotovo
uvijek ih je moguce dobiti iz otopina te nisko temperaturnom depozicijom. Visoko
temperaturnom depozicijom i zarenjem najce$¢e nastaje rutil. TINM TiO2(B) faze teze je
sintetizirati, no najées¢i nacin dobivanja je kristalni rast u otopinama.* Osim TiO,, vazno je

spomenulti i titanate, anorganske spojeve koji se sastoje od titanijevih oksida. U tu skupinu
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pripadaju protonirani oblici kao Sto je polititanatna Kiselina HomTinO2n+m. Takve titanatne
strukture sastoje se od 2D slojeva medusobno povezanih TiOg Oktaedrima, pri cemu se kationi
i neutralne molekule mogu smjestiti u prostor izmedu slojeva.’®® S obzirom na kristalnu
simetriju, polititanatne kiseline mogu se podijeliti u dvije podskupine: monoklinske i

ortorombske. Strukture nekih polititanatnih kiselina prikazane su na slici 15.

a) ; b)

AI"‘JL“H ikkg ﬁkk "‘K‘K‘
Pesy, *&xx\?\&&\ﬁ‘«\x
| L‘ e egg

Slika 15. Shematski prikaz kristalne strukture a) H>TisO7 monoklinske strukture,
b) HxTi(-wa)xaO4 ortorombske strukture i ¢) H2Ti4O7 monoklinske strukture. Ljubicaste sfere
predstavljaju Ti atome dok plavi oktaedri predstavljaju TiOs blokove u ¢ijim su uglovima

kisikovi atomi. Konstruirano prema referenci 169.

S obzirom na klasifikaciju materijala prema dimenzijama koje nisu u nano skali (> 100 nm),
NM se mogu podijeliti na nuladimenzionalne (0D) u koje se ubrajaju nanocestice (NP), u 1D
nanomaterijale u koje se ubrajaju nanozice (NW) i nanocjevi (NT), dvodimenzionalni (2D)
nanomaterijali su nanoslojevi, dok 3D nanomaterijali nisu nano niti u jednoj dimenziji te

ukljuéuju disperzije nanocestica, nakupine NT ili NW te viSeslojeve nanoskale.*>17

2.3.1. Sinteza titanatnih nanomaterijala

Poput svih drugih nanomaterijala i titanatni nanomaterijali mogu se pripremiti
metodama sinteze od dna prema vrhu (“bottom up approach”) i vrha prema dnu (7zop down
approach”), odnosno od manjih ¢estica koje formiraju zeljeni materijal ili od makroskopskog
("bulk”) materijala koji se razbije u manje Cestice. Veéina "bottom-up” metoda temelji se na
kristalnom rastu iz otopine ili kondenzirane faze.!"%17?

Jedan od nacina pripreme TiNM je sol-gel metoda koja se ve¢ uvelike primjenjuje u
sintezi razli¢itih vrsta keramickih materijala.}">'"* Tijekom tipi¢nog sol-gel procesa, hidrolizom

i polimerizacijom prekursora formira se koloidna suspenzija (sol). Prekursorski materijali

Ina Erceg Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 30

najCesce su soli metala, ili organske tvari koje sadrze metale poput alkoksida. Potpuna
polimerizacija i gubitak otapala dovodi do transformacije iz sol (tekuce) u gel (¢vrstu) fazu.
TiO2 nanomaterijali sintetiziraju se sol-gel metodama iz prekursora koji sadrzavaju titanij.
Navedeni procesi uobi¢ajeno su potaknuti kiselom hidrolizom titanijeva(lV) alkoksida
popra¢enom kondenzacijom.®®1>-178 Osim sol-gel metoda, TiINM se mogu pripremiti i sol
metodama. U tom se slucaju pod pojmom sol sinteze podrazumijeva sol-gel sinteza bez
prisutnosti otapala $to Se najceS¢e odnosi na reakciju titanijevog klorida s molekulama
donorima kisika poput metalnih alkoksida ili etera.t’®18!

Mozda jedna od najpopularnijin metoda pripreme TiNM zasigurno je hidrotermalna
sinteza. Takav nacin sinteze najéeS¢e se provodi u ¢eliénom autoklavu s ili bez teflonskog
uloska pri kontroliranoj temperaturi i/ili tlaku u vodenoj otopini. Temperatura i volumen
otopine ponajvise utjeu na interni tlak koji se stvara tokom reakcije u autoklavu. Na taj nacin
moguce je sintetizirati TiO2 nanocCestice reakcijom titanijevog alkoksida u kiseloj smjesi vode
i etanola.’® Osim TiNP, takvom vrstom sinteze moguce je pripremiti i druge TiNM oblike
poput TiO2 nanostapié¢a (TiNR) i TiO2 nanozica (TiNW).182728 Jedna od najvaznijih primjena
hidrotermalne sinteze zasigurno je jednostavna i ekonomski isplativa priprema TiO>

nanocjevéica (TiNT) koju je 1998. god. objavio Kasuga.'®

2.3.2. Primjena titanatnih nanomaterijala

Najvaznija primjena TiOz (nano)materijala zasigurno je kao poluvodi¢a.'® TiNM
posjeduju vecu specificnu povrsinu, viSe reakcijskih mjesta te mogu pokazivati efekt kvantne
zatocenosti (“quantum confinement effect’) u odnosu na makroskopski materijal.}* Zbog
navedenih svojstava, TINM se upotrebljavaju u primjenama vezanim za energiju ili katalizu, u
fotonaponskim uredajima i fotokatalizi, u sistemima za skladistenje energije, kao elektrokromni
uredaji te kao senzori.87188

Fotokataliticka primjena TiNM temelji se na izvrsnoj stabilnosti, dobrim elektronickim
svojstvima i ¢injenici da su ekoloski prihvatljivi materijali.’®*!% No, jedan od nedostataka
koriStenja TiNM u navedenim primjenama apsorpcija je samo u ultraljubi¢astom i vidljivom
dijelu spektra, $to osobito dolazi do izrazaja u fotoelektrokemijskoj primjeni. Jedan od nacina
rjesavanja ovog problema, dopiranje je TiNM s drugim elementima ili ionima, bilo oni anioni

ili kationi.1%!
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Zbog dobre elektronicke strukture, poboljSane sposobnosti apsorbiranja napona,
smanjene optiCke refleksije te efikasnije apsorpcije, TiO2 materijali primjenjuju se i u
fotonaponskim sustavima kao skupljaci (kolektori) napona. Negativne strane koristenja TINM
su rasprSenje s povrsine te hrapavost povrsine nanomaterijala kao i rekombinacija naboja.

Nadalje, TINM koriste se i u razvoju elektrokemijskih sustava nove generacije za
skladiStenje energije kao Sto su baterije 1 superkondenzatori. Trenutno se TiNM najvise
istrazuju kao gradevne jedinice elektroda baterija.%21%® S obzirom da se litij moZe ugradivati u
TiO2 strukture, u posljednjem se desetlje¢u TiO2 materijali sve viSe istrazuju kao anode u litij
ionskim baterijama.’®* U ovoj se primjeni, medu svim polimorfima TiO2, najvise iskazao
TiO2(B) zbog najmanje gustoce te eksperimentalno dokazanog najmanjeg kapaciteta.

TiO2 materijali posjeduju svojstvo elektrokromizma ukoliko se dopiraju nekim od
monovalentnih iona. Elektrokromizam je fenomen u kojemu materijal mijenja boju uslijed
redoks procesa (transfera elektrona) ili kao posljedica dovoljnog elektrokemijskog
potencijala.’®® Upravo zbog toga TiNM se primjenjuju kao pametni prozori, ekrani, ogledala te
sunc¢ani paneli.

Uz navedene primjene, materijali na bazi titanija i njegovih legura imaju znacajnu

primjenu i u medicini.

2.3.2.1. Titanatni biomaterijali

Materijali TiO2 struktura opsezno se istrazuju kao biomaterijali zbog svoje izvrsne
biokompatibilnosti i otpornosti na koroziju i eroziju te izrazite stabilnosti.**® U biomedicinskim
primjenama najéescée se koriste biomaterijali temeljeni na ¢istom titaniju te njegovoj leguri s
aluminijem i vanadijem (Ti-6Al-4V). Otpornost na koroziju posljedica je stvaranja povrsinskog
sloja oksida koji je vrlo snazno vezan na povrSini materijala. TiO2 sloj stvara se ve¢ nakon 2 ns
izlaganja povrsine implant materijala zraku ili vlazi kao $to su fizioloske tekucine i tjelesna
temperatura. Veé nakon 1 s sloj TiOz doseze debljinu 20 — 100 A (slika 16).1%
Biokompatibilnost titanijevih implantata posljedica je otpornosti na koroziju i nereaktivnosti

elementarnog titanija, stoga je veéina titanijevih implantata bioinertna.!%
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Slika 16. Nastajanje netopljivog sloja TiO2 na povrsini titanija. Konstruirano prema

referenci 197.

Medu implant materijalima temeljenim na metalima, implant materijali bazirani na titaniju
I njegovim legurama pokazuju najvecu sposobnost vezanja s kostima. To je posljedica stvaranja
sloja titanata (NazTiOs) na povrsini implantata uslijed izmjene iona. Daljnja izmjena iona
izmedu implantata i fizioloSke tekucine rezultira stvaranjem CaP-a na povrsini Koji induciraju
vezanje kosti. Kako bi se poboljsalo vezanje kosti na implantate, na povrsinu titanijevih
implantata Cesto se nanosi sloj TiO2 za koji je dokazano da poti¢e vezanje ve¢ nakon 8 tjedana
od ugradnje implantata. Ukoliko TiOz sloj nije nanesen, do vezanja kosti dolazi 6 mjeseci nakon
implantacije.®®
Titan materijali imaju sposobnost poboljsavanja adhezije osteoblasta i induciranja rasta
stanica.'® Bioaktivni materijali anatas i rutil struktura primjenjuju se u kostanom inZenjerstvu
zbog svoje sposobnosti stvaranja vrlo jakih medudjelovanja s kostanim tkivom stvarajuci sloj
apatita na svojoj povrsini.?%2%2 Velik broj istrazivanja usmjeren je ka razvoju CaP/TiO:
kompozitnih materijala kao bioaktivnih presvlaka na titanijevim implantatima, koristeci
HAP203204 jlj TCP302%, Sato i sur. te Hu i sur. pokazali su da u kontaktu sa HAP/TiO;
kompozitima dolazi do adhezije stanice i proliferacije.?®* Jednako ponasanje dokazano je i za
TCP/TiO, kompozite.?®® Osim dobre biokompatibilnosti, pokazano je i da takvi kompoziti

pokazuju mehani¢ka svojstva vrlo sli¢na svojstvima kostiju.2%?
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2.4. Adsorpcija proteina

Adsorpcija proteina ima vrlo znacajnu ulogu u velikom broju prirodnih procesa kao §to
su provodenje signala izmedu membrana i koagulacija krvi.?%’2% Upravo zato, taj proces
potrebno je vrlo dobro razumjeti za uspjesan razvoj novih materijala u podruc¢ju biomedicinskog
inzenjerstva i biotehnologije.?%?!1 Nadalje, razumijevanje procesa adsorpcije proteina vazno je
za dizajniranje povrsina implant materijala s ciljem poboljsavanja njihove biokompatibilnosti,
razumijevanja i kontroliranja procesa biomineralizacije te razvoja sustava za isporuku
lijekova.?'?

Zarazliku od malih molekula koje se ponasaju kao rigidne Cestice te se vezu za povrsinu
odredenom brzinom adsorpcije i desorpcije, proteini su molekule kompleksnije strukture i
svojstava. Prilikom adsorpcije proteina dolazi do promjene njegove strukture, promjene
afiniteta povrsine prema proteinu, medudjelovanja izmedu molekula proteina vezanih na
povriinu, povrsinske agregacije, itd.?® Na adsorpciju proteina, osim svojstava proteina i
povrsine, utjecu i reakcijski uvjeti pri kojima se odvija adsorpcija, prvenstveno temperatura, pH
vrijednost otopine, ionska jakost i sastav otopine.

Temperatura utje¢e na ravnotezno stanje i brzinu adsorpcije proteina. Povecanjem
temperature povecava se i difuzijski koeficijent proteina te posljedi¢no i brzina adsorpcije. S
obzirom da je osnovna pokretacka sila adsorpcije proteina povecanje entropije kao posljedica
otpustanja povrSinski vezane vode i1 iona, povecanjem temperature dolazi i do povecanja
koli¢ine povrsinski vezanog proteina, 21421

Elektrostatska svojstva proteina odreduje i pH vrijednost otopine, prvenstveno njihov
naboj. Pri pH vrijednostima nizima od vrijednosti izoelektri¢ne tocke proteina (pl, pH < pl)
proteini su pozitivno nabijeni, dok su pri pH vrijednostima iznad pl (pH > pl) negativno
nabijeni. Pri pH vrijednostima otopine koje odgovaraju pl, koli¢ina adsorbiranog proteina je
najveca te je najveca i povrsinska prekrivenost povrsine jer dolazi do smanjenja elektrostatskih
odbijanja izmedu proteina.?1"218

Jo§ jedan parametar koji utjeCe na adsorpciju proteina je ionska jakost. Pri veéim
vrijednostima ionske jakosti, elektrostatska medudjelovanja izmedu nabijenih vrsta kra¢eg su
dosega. Posljedi¢no, vezanje proteina ili njegove domene naboja jednakog kao i povrsine bit ¢e
poboljsano, dok ¢e vezanje na povr§inu suprotnog naboja biti inhibirano.?!® Osim toga, pri

vec¢im ionskim jakostima dolazi do agregacije proteina.??
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Na adsorpciju proteina utjecu i svojstva samih proteina te povrsina na kojima dolazi do
adsorpcije. Vezanjem na povrSinu, dolazi do promjene svojstava proteina. Dok se u otopini
mogu slobodno rotirati, vezanjem na povrsinu proteini ¢e zauzeti odredenu orijentaciju tako da
je neka domena proteina vezana na povrsinu, a druga izloZena otopini. Ta orijentacija vrlo je
bitna za svojstva poput enzimske aktivnosti ili bioaktivnosti.?t®

Proteini u svojoj strukturi posjeduju hidrofobne i hidrofilne domene, koje mogu biti
pozitivno ili negativno nabijene te neutralne. Orijentacija kojom se proteini vezu na povrSinu
takoder ovisi 0 svojstvima povrSine. Vezanje proteina na nepolarne povrSine vecinom je
odredeno hidrofobnim medudjelovanjima.?® S obzirom da je tercijarna struktura proteina
stabilizirana hidrofobnim medudjelovanjima, vezanjem proteina na nepolarne povrsine postoji
velika vjerojatnost razmotavanja proteina te njegovog Sirenja po povrSini na nadin da su
nepolarni aminokiselinski ostatci orijentirani prema povrSini. Vezanje proteina na polarne
povrsine odredeno je vodikovim vezama. S obzirom da protein i povrSina stvaraju vodikove
veze s vodom, da bi doslo do adsorpcije proteina jedan set vodikovih veza mora biti prekinut,
a drugi stvoren. Takva zamjena ne predstavlja promjenu ukupne energije vezanja te ne dolazi
niti do promjene ukupne entropije sustava. S obzirom da protein stvara mnogo vise vodikovih
veza s povr§inom nego s okolnom vodom, takva vrsta vezanja je reverzibilna.?*

Na sli¢an nacin proteini se vezu 1 na nabijene povrSine. Kako bi doSlo do vezanja, protein 1
povrsina prvo moraju otpustiti protuione vezane za njihove nabijene skupine. Takva vrsta
medudjelovanja predstavlja proces izmjene iona koji je posljedica entropijskih, a ne energetskih
doprinosa.??22* Budu¢i da se dio proteina naboja suprotnog od povriine veZe za nju, ovakva

vrsta adsorpcije orijentacijski je specifi¢na.

2.4.1. Kinetika adsorpcije proteina

Adsorpcija je proces transfera mase na ¢vrsti adsorbens, bilo iz tekuce ili plinovite
faze.??® Istrazivanja kinetike adsorpcije daju informacije o brzini adsorpcije, svojstvima
adsorbensa i 0 mehanizmu transfera mase. Proces adsorpcije odvija se u tri koraka (slika 17).
Prvi korak je korak vanjske difuzije u kojemu adsorbat prolazi kroz sloj tekuceg filma koji
okruzuje adsorbens. Osnovna pokretacka sila vanjske difuzije je razlika koncentracija u otopini
I na povrsini adsorbensa. Sljede¢i korak je unutarnja difuzija, odnosno transfer adsorbata u pore

adsorbensa. Treéi i posljednji korak je adsorpcija adsorbata u aktivna mjesta adsorbensa.??®
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Adsorbat ., ®

Adsorbens

Slika 17. Proces adsorpcije u 3 koraka: 1. vanjska difuzija, 2. unutrasnja difuzija i 3.

adsorpcija na aktivna mjesta. Konstruirano prema referenci 225.

U svrhu opisivanja Kinetike adsorpcije razvijeni su razliciti kineti¢ki modeli kao $to su
model pseudo-prvog reda (pseudo-first-order model, PFO), model pseudo-drugog reda
(pseudo-second-order model, PSO), Elovichev model, modeli unutaresti¢ne difuzije
(intraparticle difussion model, IPD), Avramijev model, itd. U primjeni tih modela javljaju se
dva osnovna problema: PFO i PSO modeli nemaju specifi¢no fizikalno znacenje, dok su drugi
tesko primjenjivi. Procesi transfera mase ne mogu se istrazivati PFO i PSO modelima. S druge
strane, modeli Cesti¢ne difuzije imaju fizikalno znaenje, opisuju unutra$nju ili vanjsku
difuziju, no metode rjeSavanja takvih modela poprili¢no su komplicirane. Jos jedan od problema
u koristenju navedenih modela je linearizacija parametara modela zbog pojednostavljenja
rjesavanja. NO, na taj nacin Se mijenjaju zavisna i nezavisna varijabla ¢ime se moze prouzroditi
propagacijska greska $to dovodi do netoéne procijene parametara.??® S druge strane, nelinearne
metode rjeSavanja navedenih modela omoguéavaju toénu procjenu parametara.?2°
Procjena valjanosti kinetickih modela moze se iskazati koriste¢i razliCite statistiCke

parametre kao §to su R?, ajdR?, 2, itd. Definicije parametara dane su jednadzbama 15 — 17.

2
Z (qmean B qcal)
2 2
Z (qmean - qcal) _Z (qcal - qexp)

(Nexp - 1) (16)
(Nexp - Npara - 1)

(qmean cal)
X Z ( qcal)

R’ = (15)

adjR> =1— (1 —R?)

(17)

Ina Erceg Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 36

U navedenim jednadzbama Qmean, Qcal | Qexp Predstavljaju srednju vrijednost adsorpcijskog
kapaciteta (qt), vrijednosti izraCunate iz odabranog modela te dobivene eksperimentalnim
mjerenjima, N je broj mjerenja. R? i ajdR? trenutno su najkoristeniji statisticki parametri. Cak
preko 60 % trenutne literature koristi ova dva parametra za evaluaciju odgovaraju¢eg modela
adsorpcije.?® No, s obzirom da vrijednosti statistickih parametara ponekad znaju biti vrlo
bliske, preporuca se ratunanje vise parametara kako bi se dobila odgovarajuéa informacija o
procjeni modela.

U veéini adsorpcijskih eksperimenata, adsorpcijski parametri iskazuju se preko
adsorpcijskog kapaciteta. Adsorpcijski kapacitet u vremenu t, dan je jednadzbom??:

g 9

Mags

Pri ¢emu je Co pocetna koncentracija adsorbata, a ¢ koncentracija adsobrata u vremenu t, V je
ukupni volumen otopine, a Mmags predstavlja masu adsorbensa. U ravnotezi, adsorpcijski
kapacitet (ge) definiran je kao:

T — (19)
Pri ¢emu je Ce ravnoteZna koncentracija. Ukoliko je poznata specificna povrSina adsorbensa, S,
moguce je izraCunati i povrSinsku koncentraciju, 7™

r=a-c’ (20)

Mygs S
PFO model prvi je predlozio Lagergren davne 1898. godine.??” Diferencijalni oblik

jednadzbe PFO modela dan je jednadzbom 21:

% =k (q,— q) (21)
Integracijom gornje jednadzbe u slucaju kada je o = 0, dobije se nelinealizirani oblik PFO
jednadzbe:
q,=q, (1 — hY (22)
Linearizirani oblik gornje jednadzbe glasi:
In(q, — ¢,)=Ing, — kit (23)

Pri ¢emu je ki koeficijent brzine reakcije pseudo-prvoga reda
Ho i McKay pokazali su da je PFO jednadzba primjenjiva jedino u po¢etnim vremenima
adsorpcije, prvih 20 — 30 min, a ne tijekom cijelog perioda adsorpcijskog procesa.??® Upravo

zato, eksperimentalne podatke viSe nece biti moguce opisati PFO jednadzbom nakon 30 min
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adsorpcijskog procesa. Prilikom opisivanja podataka PFO modelom, bitan je odabir
odgovarajuce Qe Vrijednosti koja ne moze biti manja od vrijednosti ¢t. Nadalje, ge vrijednosti
procijenjene iz eksperimenata ¢esto se ne poklapaju s onima izracunatim iz modela, $to je jos$
jedan od pokazatelja valjanosti PFO modela. Ukoliko se te dvije vrijednosti uvelike razlikuju,
adsorpcijski proces ne moze se opisati PFO modelom. Kako bi se izbjegli problemi vezani uz
procjenu vrijednosti e parametara, preporuca se koristenje nelinearnog modela.?%°

Ovisno o koncentraciji adsorbata, svojstvima adsorbensa i vremenu, teorijski se moze
predvidjeti da ¢e PFO model bolje opisivati podatke. PFO model primjenjuje se za opisivanje
adsorpcijskog procesa u kojemu je pocetna koncentracija adsorbata relativno velika, odnosno
veéa od povrsinske koncentracije adsorbensa. Takoder, PFO model Koristi se za opisivanje
pocetnih koraka adsorpcijskog procesa te za opisivanje Kinetike adsorpcije procesa na
adsorbense koji sadrze manje aktivnih mjesta.??

PSO model prvi je primijenio Ho 1996 god. kako bi opisao adsorpciju olova na treset.?%
Nakon toga, PSO model poceo se uvelike primjenjivati za opisivanje razlicitih adsorpcijskih
procesa, a danas je jedan od najupotrebljavanijih modela koji opisuju procese adsorpcije.??®

Brzina adsorpcije opisana PSO modelom dana je jednadZbom 24:

— =k, - q) (24)

Pri ¢emu je k2 koeficijent brzine pseudo-drugog reda.

Integrirani oblik PSO jednadzbe glasi:

qzkzt
7= 1+i]ek2t (25)
A linearizirani oblik:
t 1 1
o kel @

PSO model, u vecini slu¢ajeva, najbolje opisuje eksperimentalne podatke sustava u kojima je
pocetna koncentracija adsorbata (co) relativno mala te one izmjerene u kona¢nim fazama
adsorpcijskog procesa. Pokazano je da PSO model najbolje opisuje adsorpcijske procese
adsorbensa koji imaju puno aktivnih mjesta.?

PFO i PSO modeli opisuju Kinetiku adsorpcije, ali se njima ne mogu saznati informacije
0 mehanizmu samog procesa koje se mogu dobiti koriStenjem modela unutarcesticne difuzije.
Prema modelu unutarcesti¢ne difuzije (IPD), pretpostavlja se da je difuzija adsorbata unutar

pora adsorbensa najsporiji korak adsorpcije. Difuzija adsorbata u teku¢em filmu i adsorpcija na
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aktivna mjesta odvijaju se trenutacno. Tri najupotrebljavanija modela unutaréesti¢ne difuzije
su Boydov model, Weber i Morrisom model te model unutrasnjeg transfera mase (engl. internal
mass transfer model, IMT).2%
Linearizirana jednadzba IPD-WM modela dana je jednadZbom:
q,=kigVt+C (27)

Pri ¢emu je kig koeficijent brzine IPD modela, a konstanta C povezana je s debljinom medusloja.
Vece vrijednosti konstante C upuéuju na izraZeniji utjecaj adsorpcije na medusloj adsorbent-
tekucina.

lako PFO i PSO modeli mogu opisati kinetiku adsorpcije, ne mogu dati informacije o
mehanizmu. S druge strane, IPD modeli mogu odrediti korak mehanizam transfera mase koji
odreduje brzinu adsorpcije. U adsorpcijskim procesima izmedu krute i tekuce faze, transfer
adsorbata moze biti odreden difuzijom u filmu (vanjska difuzija), na povrsini i u porama
adsorbensa ili kombinacijom difuzije na povrs$ini i u porama. Ukratko, ukoliko je graf ovisnosti
gt 0 t% linearan i prolazi kroz ishodiste, adsorpcijski proces u potpunosti je kontroliran
unutarcesticnom difuzijom. Suprotno tome, ukoliko navedeni graf daje viSestruka linearna

podrugja, tada je adsorpcijski proces kontroliran veé¢im brojem adsorpcijskih koraka.??®
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§3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Materijali za sintezu titanatnih nanomaterijala

Za sintezu i fizikalno-kemijsku karakterizaciju koristene su kemikalije analiti¢ke Cistoce
TiO2 P25 cestice (Degussa, 75 % anatas, 25 % rutil), titanijev tetraizopropoksid (TIIP),
fluorovodi¢na kiselina (HF), natrijev hidroksid (NaOH) i klorovodi¢na kiselina (HCI)
proizvodaca Sigma Aldrich. TiO2 nanocestice (TiNP) kupljene su takoder od proizvodaca
Sigma Aldrich.

3.1.2. Materijali za pripremu simulirane tjelesne tekucine

Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPOg), natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3), kalijev klorid
(KCI), kalijev hidrogenfosfat trihidrat (K:HPO4-3H20), magnezijev klorid heksahidrat
(MgCl2-6H20), natrijev sulfat (Na2SOa4), tris-hidroksilmetil aminometan ((HOCH2)3sCNHo,
Tris), klorovodi¢na kiselina (HCI), natrijev hidroksid (NaOH), fosfatni pufer (Phosphate Buffer
Saline, PBS) kupljenje su od proizvodaca Sigma Aldrich.

3.1.3. Materijali za talozZenje kalcijevih fosfata

Kalcijev klorid dihidrat (CaClz-2H20), natrijev hidrogenfosfat (Na;HPOas), albumin iz
govedeg seruma (BSA) i kitozan srednje molekulske mase kupljeni su od proizvodaca Sigma

Aldrich. Klorovodi¢na kiselina (p.a.) kupljena je od proizvodaca Kemika.
3.1.4. Materijali za adsorpciju albumina iz govedeg seruma

Albumin iz govedeg seruma i fosfatni pufer u obliku tableta kupljeni su od proizvodaca

Sigma Aldrich.
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3.2. Sinteze nanomaterijala, hidroksiapatita i priprema medija

3.2.1. Sinteza titanatnih nanozica

Titanatne nanozice (TiINW) sintetizirane su alkalnom hidrotermalnom sintezom prema
radu Selmani.?*? TiO2 P25 &estice suspendirane su u 65 mL 10 mol dm= NaOH. Dobivena
suspenzija podvrgnuta je djelovanju ultrazvuka u trajanju 2 sata radi homogeniziranja.
Homogenizirana suspenzija prebacena je u autoklav s teflonskom reakcijskom posudom
volumena 100 mL. Autoklaviranje je trajalo 24 sata pri temperaturi 180 °C. Dobivene TINW
isprane su MiliQ vodom te su inkubirane s 0,1 mol dm= HCI u trajanju 3 sata uz magnetsko
mijeSanje, kako bi se asocirani Na* ioni zamijenili s H" ionima. Nakon inkubacije s HCI, TINW
su ispirane MiliQ vodom dok provodnost mati¢nice nije bila manja od 10 pS cm™. TINW su
zatim otfiltrirane preko Blichnerovog lijevka i susene 8 sati pri 100 °C.

3.2.2. Sinteza titanatnih nanocjevcica

TiO2 nanocjevc¢ice (TINT) pripremljene su alkalnom hidrotermalnom sintezom prema
postupku Kasuge i sur.?® TiO, P25 ¢&estice suspendirane su u 65 mL 10 mol dm= NaOH.
Dobivena suspenzija podvrgnuta je djelovanju ultrazvuka u trajanju 2 sata radi
homogeniziranja. Homogenizirana suspenzija prebacena je u autoklav s teflonskom
reakcijskom posudom volumena 100 mL. Autoklaviranje je trajalo 48 h pri temperaturi 146 °C.
Dobivene TiNT isprane su MiliQ vodom te su inkubirane 3 sata s 0,1 mol dm= HCI uz
magnetsko mijeSanje, kako bi se asocirani Na* ioni zamijenili s H" ionima. Nakon inkubacije s
HCI, TiNT su ispirane s MiliQ vodom dok provodnost mati¢nice nije bila manja od 10 uS cm™.

TiNT su zatim otfiltrirane preko Biichnerovog lijevka i susene 8 sati pri 100 °C.

3.2.3. Sinteza TiO2 nanoplocica

TiO2 nanoploc¢ice (TiNPI) pripremljene su kiselom hidrotermalnom sintezom prema
modificiranom postupku koji su opisali Sofianou i sur.2** 18 mL TIIP prebageno je u teflonsku
posudu u koju je polagano dokopavano 1,7 mL HF. Nakon hladenja reakcijske smjese na sobnu
temperaturu, teflonska posuda je stavljena u autoklav i zagrijavana 24 sata pri 180 °C. Nastali

talog je filtriran i ispran deioniziranom vodom. Kako bi se uklonili F~ ioni, talog je inkubiran s
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0,1 mol dm= NaOH 24 sata uz magnetsko mijesanje. TiNPI su zatim ispirane MiliQ vodom
dok provodnost mati¢nice nije bila manja od 10 uS cm te profiltrirane preko Biichnerovog

lijevka i susene 2 sata pri 500 °C.

3.2.4. Priprema korigirane tjelesne tekucine

Korigirana tjelesna tekuc¢ina (SBF) pripremljena je prema proceduri koju su razvili Kokubo
i Takadama.?? Prije pripreme, sve kemikalije osusene su u susioniku, a prilikom sinteze
koriSteno je samo plasti¢no posude. 700 mL MilliQ vode, zajedno sa magneti¢em, uliveno je u
plasti¢énu ¢aSu volumena 1000 mL koja je stavljena na magnetsku mijesalicu i prekrivena
parafilmom. VVoda je zagrijana na (36,5 + 1,5) °C, uz magnetsko mijeSanje. Reagensi su dodani
sljede¢im redom u vodu: 8,035 g NaCl, 0,355 g NaHCOs3, 0,225 g KCl, 0,231 g KoHPO4 -
3H:0, 0,311 g MgCl, - 6H20, 39 mL 0,1 mol dm= HCI, 0,292 g CaCl, i 0,072 g NazSO.a.
Temperatura vode odrzavana je izmedu 35 1 38 °C, a svaki idu¢i reagens dodan je tek nakon Sto
se prethodni u potpunosti otopio. Nakon otapanja navedenih reagensa, temperatura sustava
ponovno je podeSena na (36,5 = 0,5) °C. U ovome koraku pH vrijednost otopine iznosi oko 2,0
+ 1,0 te je pH vrijednost potrebno postepeno povecavati dodajuci u koracima Tris ukupne mase
6,118 g. No, kada pH wvrijednost dosegne 7,45 =+ 0,01 pri temperaturi
(36,5 + 0,5) °C dodaje se potreban volumen 1,0 mol dm=3 HCI kako bi se pH vrijednost smanjila
na 7,42 + 0,01 pazec¢i da pH ne padne ispod 7,40. Kada je pH vrijednost dosegnula 7,42 + 0,01
potrebno je otopiti preostali Tris dodaju¢i ga u malim koli¢inama, tako da pH otopine iznosi
<17,45. Ako je ostalo jo§ Tris-a, preostala koli¢ina i 1,0 mol dm~3 HCI naizmjeni¢no se dodaju
u otopinu, dok se ne otopi sva koli¢ina Tris, drze¢i pH u rasponu od 7,42 — 7,45. Kada se doda
sva koli¢ina Tris-a, temperaturu otopine potrebno je namjestiti na (36,5 £ 0,2) °C, a pH na
7,42 £ 0,01 pri 36,5 £ 0,2 °C dodavanjem HCI u malim koli¢inama. Na kraju dodavanja HCI,
pH otopine treba iznositi 7,40 pri 36,5 °C Konac¢ni uvjeti moraju biti takvi da je promjena
temperature manja od 0,1 °C min~!. Tako pripremljena otopina prelije se u plastiénu odmjernu
tikvicu od 1000 mL i vodom nadopuni do oznake. Nakon hladenja, volumen se malo smanji $to
ne utjece na konacan rezultat. Nakon hladenja, dodana je voda do oznake te je tikvica zacepljena
I omotana parafilmom. Tako pripremljen SBF ¢uvan je u frizideru te koristen u roku od 30 dana
nakon pripreme.

SBF koji sadrzi BSA pripremljen je direktnim otapanjem potrebne odvage BSA kako bi se
dobila koncentracija5 g L.
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3.2.5. Sinteza hidroksiapatita

Sinteza hidroksiapatita (HAP) napravljena je prema proceduri koji su opisali Chamary i
sur.®® Ukratko, (NH4);HPO, otopina dodavana je u otopinu Ca(NOs). u staklenom reaktoru.
Reakcijska smjesa mehanicki je mijeSana. Otopina amonijaka odrzavala je luznate pH uvjete
(pH 8) koji su potrebni za odvijanje takve vrste reakcije. Reakcijska smjesa zagrijavana je pri
50 °C 20 sati. HAP nastaje prema jednadzbi 28. Na zavrSetku reakcije, otopina je filtrirana i
talog je susen 48 h pri 90 °C.

10Ca(NOs),(aq) + 6(NH,4),HPO,4(aq) + SNH,OH(aq)

28
- C310(PO4)6(OH)2(S) + 2ONH4NO3 (aq) + 6H20 ( )

3.3. Eksperimentalni postupci

3.3.1. Talozenje kalcijevih fosfata iz simulirane tjelesne tekucine

10 mg titanatnih nanomaterijala izvagano je u plasti¢ne posudice u 6 primjeraka po jednoj
vrsti nanomaterijala. U posudice je dodan 1 mL otopine SBF ili 1 mL otopine SBF koja je
sadrzavala 5 g L™ BSA. Radene su dvije vrste eksperimenata, s i bez prisutnosti BSA, kako bi
se istrazio utjecaj proteina na sposobnost TiNM da induciraju nastajanje CaP iz SBF-a.

Uzorci su termostatirani u vodenoj kupelji pri 25 °C tijekom 28 dana. SBF otopina redovno
je mijenjana svaki dan. Za infracrvenu spektrofotometriju s Fourierovom transformacijom
(FTIR) i difrakciju na polikristalnom uzorku (PXRD), uzorci su filtrirani nakon 1, 3, 7, 14, 21
i 28 dana na Milipore filter papiru promjera pora 0,45 um, oprani 3 puta s MiliQ vodom, jednom
s etanolom, osuSeni u struji dusika i cuvani u eksikatoru do daljnje analize. Morfologija uzoraka

odredena je nakon 28 dana pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM).

3.3.2. Talozenje kalcijevih fosfata iz suspenzije

Kako bi se odredio mehanizam nastajanja CaP na TiNM te kako bi se odredio utjecaj
pojedinih aditiva na talozenje CaP, potrebno je identificirati fazu i svojstva CaP istalozenih pri
istim uvjetima, ali bez dodatka TiNM ili aditiva. Upravo zato, prvo je opisan postupak sinteze
CaP iz suspenzije bez dodatka TiNM ili aditiva, tzv. kontrolnog sustava.
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3.3.2.1. Talozenje kalcijevih fosfata u kontrolnom sustavu

Ishodne otopine CaCl,-2H20 i Na;HPOs, koncentracije 0,1 mol dm=, pripremljene su
otapanjem to¢ne odvage kemikalija, prethodno suSenih 24 sata u vakuum susioniku, u MiliQ
vodi. Ishodnoj otopini NaoHPO4, pH vrijednost namjeStena je na 7,4 koriste¢i koncentriranu i
1 mol dm=3 otopinu HCI. Otopine kationske i anionske komponente pripremljene su
razrjedivanjem odgovaraju¢e ishodne otopine na koncentraciju 8 mmol dm=3. pH anionske
komponente provjeren je i prema potrebi ponovo namjeSten na pH 7.4,

Talozni sustavi pripremljeni Su brzim mijesanjem ekvimolarih koncentracija anionske
(Na2HPO4) 1 kationske (CaCl,-2H20) komponente volumena 20 mL u reaktoru. Reaktor je
staklena posuda s dvostrukim stijenkama ukupnog volumena 50 mL temperirana pri 25 °C.
Talozni sustavi nisu dodatno mijeSani. Reakcija taloZenja prac¢ena je mjerenjem promijene pH
vrijednosti u vremenu (potenciometrijom) Metrohm 701 pH/lon metrom. Produkti dobiveni
nakon 10 i 60 min reakcije filtrirani su na Millipore filter papiru promjera pora 0,45 um, oprani
3 puta MilliQ vodom, jednom s etanolom te osuSeni u struji dusika. Uzorci su ¢uvani u

eksikatoru do daljnje analize.

3.3.2.2. TaloZenje kalcijevih fosfata u prisutnosti TINM i aditiva

Kako bi se taloZzenjem iz suspenzije pripremili CaP/TiNM nanokompoziti, ishodne otopine
titanatnih nanomaterijala (TiNM) koncentracije 1 g L™ pripremljene su vaganjem odgovarajuée
odvage TiNM i suspendiranjem u MilliQ vodi. Na taj nacin pripremljene suspenzije podvrgnute
su djelovanju ultrazvuka u trajanju od 30 min neposredno prije koriStenja. Ishodne suspenzije
TiNM c¢uvane su u staklenim bocama zasti¢ene od direktnog kontakta sa svjetlos¢u. Potrebni
volumeni ishodnih suspenzija TINM dodani su u anionsku komponentu taloznog sustava kako
bi se postigle koncentracije 15,0, 20,0, 25,0, 30,0, 100,0 i 200,0 mg L1. pH vrijednost anionske
komponente ponovno je namjestena na 7,4 koristeé¢i 0,1 mol dm= otopinu HCI. Anionska
komponenta takoder je zaSti¢ena od direktne izloZenosti svjetlosti.

Kako bi se odredio utjecaj albumina iz govedeg seruma, ishodna otopina BSA koncentracije
10 g L ™! pripremljena je otapanjem odredene odvage BSA u MilliQ vodi. Ishodna otopina se
lagano promijesa i ostaviti stajati oko 30 min pri sobnoj temperaturi kako bi se sav BSA otopio.
Odredeni alikvot ishodne otopine BSA razrijedi se i doda u anionsku komponentu (bez i uz
prisustvo TiNM) kako bi se postigla koncentracija 100,0 i 200,0 mg L. pH vrijednost anionske

komponente prema potrebi ponovno se namjesti na 7,4.
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Kitozan srednje molekulske mase topljiv je u kiselim medijima stoga je ishodna otopina
kitozana koncentracije 200 mg L pripremljena otapanjem odgovarajuée odvage kitozana u 1
mol dm~3 HCI. Tako pripremljenu smjesu potrebno je 2 sata suspendirati na ultrazvuénoj kupelji
kako bi se sav kitozan u potpunosti otopio te ju je na kraju otapanja potrebno profiltrirati.
Ishodna otopina kitozana dodaje se u anionsku otopinu, bez i u prisustvu TiNM. Koncentracije
kitozana u anionskoj komponenti taloznog medija iznose 15,0, 20,0, 25,0 30,0 mg L*. Ukoliko
su u talozni sustav istovremeno dodani TiNM i kitozan, koncentracija kitozana u anionskoj
komponenti tada je iznosila 30,0 mg L. Otopinu anionske komponente potrebno je ponovno

namjestiti na 7,4 koriste¢i 10 mol dm= NaOH.

3.3.3. Odredivanje stabilnosti titanatnih nanomaterijala i aditiva u razlicitim medijima

Raspodjela veli¢ina i zeta potencijal titanatnih nanomaterijala (TiNM) i aditiva odredena je
metodama elektroforetskog i dinamic¢kog rasprSenja svjetlosti. U tu svrhu pripremljena je
suspenzija TINM koncentracija dvostruko vecih od onih u taloznom sustavu: 15, 10, 25, 30,
100 i 200 mg L1, Koristena otapala su MilliQ voda, otopina anionske komponente taloznog
sustava (8 mmol dm= Na;HPO,), fosfatni pufer (PBS) i simulirana tjelesna teku¢ina (SBF).
Suspenzije TiINM u anionskoj komponenti taloznog medija pripremljene su dodavanjem
odredenog alikvota ishodne suspenzije TiNM nakon ¢ega je pH podeSen na 7.4. U slucaju
mjerenja u PBS i SBF, potrebna koli¢ina TiNM je izvagana i direktno suspendirana u

navedenim medijima.

3.3.4. Pracenje kinetike adsorpcije albumina na kalcijeve fosfate, titanatne nanomaterijale i
njihove kompozite

Ishodna otopina BSA koncentracije 10 g L™ pripremljena je otapanjem potrebne
koli¢ine BSA u PBS-u (pH 7,4). Tako pripremljena otopina, podijeljena je u manje koli¢ine i
zaledena. Potrebni volumen zaledene ishodne otopine BSA termostatiran je pri 37 °C najmanje
1 sat prije mjerenja. Adsorpcijski eksperimenti provedeni su in situ koriste¢i UV-Vis
spektrofotometar i proceduru sliénu kao D'Elia i sur.?®® 10 mg adsorbensa (TiNM, CaDHA,
HAP ili CaDHA/TiNM) odvagano je u kvarcnu kivetu duljine optickog puta 1 cm. U kivetu je

polako $pricom dodano 3 mL otopine BSA koncentracije 1 g L. Adsorpcija supernatanta
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mjerena je svake 0,2 min pri valnoj duljini 2 =278 nm i pri 37 °C. Svi eksperimenti ponovljeni
su 3 puta.

Kako bi se koncentracija adsorbiranog BSA mogla to¢no odrediti, bazdarni pravci
pripremljeni su 1 izmjereni svakodnevno. U tu svrhu, pripremljene su otopine BSA

koncentracija 0,5, 0,75, 1,0, 1,25 i 1,5 g L ™! u fosfatnom puferu.

3.3.5. Istrazivanje medudjelovanja albumina s kalcijevim fosfatima, titanatnim
nanomaterijalima i njihovim kompozitima spektroskopskim metodama

Fluorescencijske titracije provedene su pri konstantnoj koncentraciji BSA, 5 umol dm=3, te
varirajuéi koncentraciju adsorbensa (0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 i 150 mg L ™).
Uzorci za mjerenja pripremljeni su dodavanjem odredenog volumena ishodne suspenzije
adsorbensa suspendiranog u PBS-u otopini BSA te su inkubirani 10 min pri mjerenja. Mjerenja

su provedena pri 37 °C u triplikatima.

3.4. Eksperimentalne metode
3.4.1. Potenciometrija

Uslijed promjene pH vrijednosti tokom taloZenja CaP, napredovanje reakcije taloZenja
moguce je pratiti mjerenjem promjene pH vrijednosti u vremenu odnosno potenciometrijski. U
tu svrhu koriSten je Metrohm 913 pH-metar i staklena kombinirana Metrohm elektroda.
Elektroda je prije svake upotrebe bazdarena s 3 pufera pH vrijednosti 7, 4 1 9 proizvodaca

Merck. pH vrijednosti taloznog sustava mjerene su svaku minutu.

3.4.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom

Infracrvena (IR) spektroskopija metoda je koja je bazirana na vibracijama atoma u
molekulama. Prilikom apsorpcije IR zracenja dolazi do promjene elektricnog dipolnog
momenta, $to je izborno pravilo infracrvene spektroskopije.?®’ Infracrveni spektar moze biti
prikazan kao ovisnost apsorbancije ili transmitancije o valnom broju zracenja. Apscisa IR
spektara predstavlja valni broj zracenja i koristi se za kvalitativnu analizu. Ordinata je intenzitet

zracenja i moze posluziti za kvantitativnu analizu.
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Infracrvena spektroskopija uz prigusenu totalnu refleksiju (attenuated total reflectance
infrared spectroscopy, ATR) vrlo je brza i jednostavna metoda snimanja FTIR spektara koja se
temelji na fenomenu totalne unutrasnje refleksije. Rezultirajuce priguseno zracenje mjeri se kao
funkcija valnog broja ¢ime se dobiva apsorpcijski spektar karakteristi¢an za uzorak.?®
Prednosti ove metode su neosjetljivost na utjecaj Cestica i mjehuri¢éa zraka u otopini te
jednostavno snimanje referentnog spektra za koji moze posluziti i spektar zraka. No, jedan od
glavnih nedostataka jest slaba moguénost kvantitativnih mjerenja jer intenzitet apsorpcijskog
maksimuma ovisi 0 indeksu loma uzorka koji se moze promijeniti zbog promjene koncentracije
uzorka ili temperature.

FTIR spektri snimljeni su na FTIR spektrofotometru opremljenom s modulom prigusene
totalne refleksije (Tensor I, Brucker, Ettlingen, Njemacka). FTIR spektri snimljeni su u

podruéju 4000 — 400 cm* s razlu¢ivanjem 1 cm™. Prikazani spektri prosjeci su 16 snimaka.

3.4.3. Ramanova spektroskopija

Ramanova spektroskopija metoda je komplementarna FTIR spektroskopiji i zajedno s
njom omogucuje potpunu vibracijsku karakterizaciju molekule, a bazira se na neelasti¢cnom
rasprienju svjetlosti.??® Izborno pravilo Ramanove spektroskopije je da je promjena
polarizabilnosti razli¢ita od nule. Vibracijske vrpce u Ramanovim spektrima, kao i FITR
spektrima, karakterizirane su njihovom frekvencijom (energijom), intenzitetom (polarnim
karakterom ili polarizabilnos¢u) i oblikom vrpce (okolina kemijske skupine).

Jedna od glavnih prednosti Ramanove spektroskopije je snimanje vodenih otopina jer voda
slabo rasprsuje Ramanovo zracenje. Taj problem uvelike je izrazen u sluc¢aju IR spektroskopije
jer voda apsorbira IR zracenje. No, za induciranje Ramanovog efekta potrebna je upotreba
lasera Sto moze dovesti do fotodekompozicije uzorka, a neki uzorci pod djelovanjem lasera
mogu fluorescirati.

Za snimanje Ramanovih spektara koristen je spektrometar Horiba Jobin-Yvon T64000
opremljen s Coherent INNOVA 400 argonskim laserom valne duljine 514,5 nm za pobudu
Ramanskih modova. Instrument je radio u mikro-Raman konfiguraciji. Lasersko zracenje
nominalne snage 20 mW usmjeren je na uzorke pomocu leca objektiva povecanja 50x

(Olympus, Tokyo, Japan). Spektri su snimljeni pomoc¢u programa LABSPEC.
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3.4.4. Difrakcija rendgenskih zraka na praskastom uzorku

Difrakcija rendgenskih zraka na praskastom uzorku (Powder X—Ray diffraction, PXRD)
neinvazivna je analiti¢ka tehnika koja daje informacije o kristalnoj strukturi, kemijskom sastavu
i fizickim svojstvima materijala.?>® Polikristalni materijal se u praskastom obliku sastoji od vise
istovrsnih ili raznovrsnih kristala orijentiranih u razli¢itim smjerovima. PXRD metodom mogu
se analizirati uzorci u obliku praha, masivni uzorci i tanki filmovi od nanometarskih do
mikrometarskih veli¢ina kristala $to ovu metodu ¢ini Siroko primjenjivom.

Iz difraktograma praha moguce je identificirati pojedine faze u uzorku i kvantitativno
analizirati uzorak. Polozaj difrakcijskih maksimuma daje informacije o meduplo$nom razmaku,
parametrima jedini¢ne éelije te o mogucoj supstituciji atoma. Sirina maksimuma daje
informacije o veli¢ini kristalita i deformaciji jedini¢ne reSetke. Veci kristali daju ostre
difrakcijske maksimume, dok su u slucaju kristala velicina manjih od 1 pm difrakcijski
maksimumi proS$ireni. Takoder, $iroki difrakcijski maksimumi javljaju se i u difraktogramima
amorfnih uzoraka.?*®* PXRD metodom moguée je provesti i kvantitativnu analizu uzorka na
temelju kalibracijske krivulje dobivene snimanjem smjesa poznatih uzoraka ili koriStenjem

standarda za odredivanje ovisnosti omjera intenziteta o udjelu faze. Velicinu kristalita moguce

je odrediti koriste¢i Debye-Scherrerovu jednadzbu®*®:
li¢ina kristalita = K 29
veli¢ina kristalita = Beosh (29)

Pri ¢emu K predstavlja Scherrerovu konstantu, odnosno bezdimenzionalni faktor koji ovisi
o obliku kristalita iako se u vecini slu¢ajeva njegova vrijednost aproksimira na 0,9. 4 je valna
duljina zracenja, £ je Sirina adsorpcijskog maksimuma najveceg intenziteta na polovini njegove
visine dok je 24 difrakcijski kut.

Difraktogrami praSkastih uzoraka snimljeni su na Panalytical Aeris Research Edition
instrumentu u Bragg-Brentano geometriji koriste¢i CuKa zracenje. Difraktogrami su snimani u

20 podrugju 5° do 70° s korakom 0,02° 26 i brzinom snimanja 1° min!,

3.4.5. Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijska analiza temelji se na mjerenju promjene mase uzorka kao funkcije
temperature ili kao funkcije vremena (pri konstantnoj temperaturi). Tijekom analize, uzorak se

programirano zagrijava u uvjetima kontrolirane atmosfere (dusik, zrak, kisik). TGA Koristi se
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za karakterizaciju i identifikaciju materijala, odredivanje sastava uzorka, odredivanje udjela
organskog otapala te anorganskog udjela u uzorku (pepeo), udio aditiva, odredivanje
mehanizma, pracenje Kinetike razgradnje, odredivanje stupanja umrezenja i toplinske
postojanosti materijala. U temperaturnom rasponu izmedu 25 i 300 °C mozZe se registrirati
gubitak mase vezan za lako hlapive komponente (adsorbirana vlaga ili voda), zaostalo otapalo
ili aditive niske molekulske mase te oligomere. U temperaturnom podruc¢ju izmedu 100 i 250
°C mogu se detektirati produkti koji nastaju nakon reakcije umrezavanja fenolnih ili amino
smola (voda i formaldehid). Pri temperaturama iznad 200 °C (< 800 °C) mogu se detektirati
produkti razgradnje koji nastaju pucanjem lanaca polimera. Za to¢no odredivanje temperature
odredene promjene moze se koristiti i prva derivacija dobivene krivulje.

Termogrami uzoraka snimljeni su na Mettler TG 50 termo vagi s TC 10 TA procesorom.
Uzorak je analiziran u temperaturnom podruéju 25 — 800 °C uz brzinu zagrijavanja 10 °C min!

u struji zraka.

3.4.6. Brunauer-Emmet-Teller metoda odredivanja specificne povrsine

BET metodom odreduje se specifi¢na povrsina ¢vrstog ili poroznog materijala te mnoga
fizikalna svojstva materijala jer medudjelovanja krutog uzorka s okolinom ovise o njegovoj
specifiénoj povrsini (S). Koriste¢i BET teoriju moguée je, 0sim S, na atomskoj razlucivosti
odrediti i nepravilnosti povrsine te pore adsorpcijom nereaktivnog plina.?*? U klasiénom BET
eksperimentu, temperatura uzorka drzi se konstantnom (izotermalni uvjeti), a tlak ili
koncentracija adsorbirajuceg plina se povecavaju dok u jednom trenutku povrsina uzorka ne
postane u potpunosti prekrivena. Broj molekula plinovite faze racuna se iz adsorbiranog
volumena. S obzirom da je povrSina poprecnog presjeka adsorbensa poznata, moguce je
racunanje povrsine adsorbensa pristupacne adsorbatu. 1z dostupnih informacija 1 upotrebom
BET jednadzbe, odredi se specifi¢na povrsina uzorka.** BET teorija moze biti jednako
primijenjena na porozne i neporozne uzorke, neovisno o veli€ini i obliku €estica. Upravo zbog
takvih karakteristika, BET metoda upotrebljava se za istrazivanje i proizvodnju raznih vrsta
krutih materijala.

Specificna povrsina uzoraka odredena je BET metodom pomocu instrumenta

Micrometrics, Gemini 2380 u struji zraka.
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3.4.7. Elektronska paramagnetska rezonancija

Elektronska paramagnetska rezonancija (electronic paramagnetic resonance, EPR)
metoda je koja se koristi za proucavanje uzoraka koji posjeduju nesparene elektrone. Osnovni
princip EPR tehnike slian je nuklearnoj magnetskoj rezonanci (NMR), no umjesto spinova
magnetskih jezgri pobuduju se elektronski spinovi. EPR detektira prijelaze nesparenih
elektrona u primijenjenom magnetskom polju.?** Zbog spina koji odreduje magnetski moment,
elektron u magnetskom polju moze biti u dva stanja razlicitih energija. Pocetno se on nalazi u
stanju nize energije, Sto odgovara usmjerenju magnetskog momenta u smjeru vanjskog
magnetskog polja. Primjenom mikrovalnog zracenja to¢no odredene frekvencije potrebno je
primijeniti i magnetsko polje da bi se ostvario uvjet nuzan za rezonantni prijelaz u stanje vise
energije, koji je dan jednadzbom 30:

hgv = gu B, (30)
Pri ¢emu je o rezonantna frekvencija u vanjskom primijenjenom magnetskom polju Bo, us je
Bohrov magneton, a hg je Planckova konstanta. Uvjet je lako posti¢i kontinuiranom promjenom
magnetskog polja Bo. EPR detektira paramagnetske uzorke koji su inace vrlo osjetljivi na
lokalna okruZenja, $to omogucuje ispitivanje strukture molekule u blizini nesparenog elektrona.
Takoder, stjece se uvid i u dinamicke procese koji rezultiraju promjenom EPR linija.

EPR mjerenja provedena su na instrumentu Varian E-109 X-band (frekvencije = 9,5 GHz)
opremljenom s Bruker ER 041 XG mikrovalnim mostom i Bruker ER 4111 VT jedinicom za
kontrolu temperature u struju duSika. Za EPR analizu spektri su snimljeni prije i poslije
ozradivanja. UzorcCi su ozradeni u zraku koristeé¢i panoramski uredaj s %°Co izvorom gama
zracenja (Laboratorij za radijacijsku kemiju i dozimetriju, Institut Ruder Boskovi¢), do
apsorbirane doze od 25 kGy, brzinom doze 25 kGy h™*.2*° Za kalibraciju magnetskog polja EPR
spektrometra koristen je Mn?*/MgO standard. EPR spektri snimljeni su pri magnetskom polju
u rasponu od 160 G, 1000 G i 5000 G radi detekcije radikala i kontrole sinteze. EPR spektri su
simulirani programom razvijenim u MATLAB (The MathWorks Inc., Natick, Massachusetts,

USA) koriste¢i EasySpin programski paket.?*°

3.4.8. Pretrazna elektronska mikroskopija

Pretrazna elektronska mikroskopija (Scanning electron microscopy ,SEM) Koristi se za

odredivanje strukture 1 mikrostrukture uzorka. Pomocu sustava elektromagnetskih leca
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elektroni se usmjeravaju prema povrsini uzorka, a razlu¢ivanje i dubina prodiranja (od nekoliko
nm do nekoliko pm) ovise o naponu, Vrsti uzorka i veli¢ini spota (presjek snopa na mjestu
dodira s uzorkom). Uzorci za SEM analizu mogu biti u bilo kojem stanju, no moraju biti
vodljivi. Uzorke koje nisu vodljivi potrebno je napariti vodljivim materijalom, naj¢es¢e oko 2
nm elektri¢nog vodi¢a (C, Au, Al ili Pt).%4

Morfologija uzoraka odredena je pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa FE-SEM;
JEOL JSM-7000F. Suhi uzorak je nanesen na ljepljivu ugljicnu traku bez dodatnog

naparavanja.

3.4.9. Transmisijska elektronska mikroskopija

Transmisijski elektronski mikroskop (Transmission electron microscope, TEM) kao izvor
elektrona koristi termionski top (termicka emisija) ili topove koje rade na principu emisije
poljem. Ubrzavajuéi potencijal ove tehnike je 80 do 400 kV, a odgovarajuca razlucivost od 0,56
do 0,13 nm. U TEM se koriste transmitirani i difraktirani elektroni za dobivanje mikrografija i
difraktograma, a emitirano rendgensko zracenje za kemijsku analizu. Za TEM analizu, uzorak
mora biti jako tanka folija (100 nm). Osim krutih uzoraka, ovom tehnikom je moguc¢e snimati i
zamrznute tekuce uzorke.?*

Morfologija i elektronska difrakcija u odabranom podruéju (Selected area electron
diffraction, SAED) odredeni su na transmisijskim elektronskim mikroskopima LaB Philips
CM200 TEM i Jeol JEM 1010 pri 80 kV. Suspenzija uzorka nanesena je na bakrenu mrezicu
prekrivenu Supljikavom Formvar membranom 1 isprana 3 puta s kapljicom vode. Raspodjela

veli¢ina Cestica iz TEM mikrografija odredena je pomocu programa Image J 1.48v (dostupan

na http://imagej.nih.gov/ij/). Dobivene veli¢ine prosjeci su 50 mjerenja.

3.4.10. Mikroskopija atomskih sila

Mikroskop atomskih sila (atomic force microscope, AFM) svestran je i moc¢an alat za
analizu topografskih svojstava povr§ina u nanorezuluciji.?* AFM pripada skupini mikroskopa
sa skeniraju¢om sondom te radi na principu skeniranja povrsSine uzorka mjere¢i medudjelovanje
ostrog Siljka (probe) pri¢vrséene na savitljivu polugu i1 povrSine uzorka. Na taj se nacin stvara
slika povrsine i topografskih svojstava. Koristi se za mjerenja uzoraka na zraku, u tekuéini ili

vakuumu. AFM myjeri vrlo male sile izmedu povrsine Siljka i povrsine uzorka (< 1 uN) te moze
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postiéi poveéanja od 10° do 10°. Ta metoda ima veliku primjenu zbog jednostavnosti pripreme
uzorka, odredivanje povrSine na atomskoj rezoluciji, mogucnosti odredivanja hrapavosti
povrsine 1 tvrdoce materijala. AFM tehnikom mogucée je i modificiranje nanostruktura,
istrazivanje defekata na povrsini materijala te istraZivanje bioloskih uzoraka.?*®

Za analizu uzoraka mikroskopijom atomskih sila, mala koli¢ina uzorka suspendirana je
u MiliQ vodi. 5 pL suspenzije naneseno je na povrSinu hidrofilnog tinjca pri¢vrcenog za
metalni nosa¢. Nakon 10 minuta inkubacije pri sobnoj temperaturi, uzorci su isprani MiliQ
vodom radi uklanjanja neadsorbiranih ¢estica te osuSeni na zraku, u mraku. Neposredno prije
AFM oslikavanja, uzorak je osusen u struji No. Morfologija uzoraka odredena je s MultiMode
probe mikroskopom opremljenim s Nanoscope Illa kontrolnom jedinicom i ,,J* pretrazivalom
(Veeco Instruments, Bruker, Santa Barbara, CA). Oslikavanje je vrSeno u tapkaju¢em rezimu
rada koristenjem silikonskog tipa (R-TESPA-525, Bruker, nominalna frekvencija 525 kHz,
nominalna konstanta opruge 100 N m™!). Linearna brzina pretrazivanja optimizirana je izmedu
1,0 i 1,5 Hz pri kutu pretrazivanja 0°. Mikrografije su procesirane i analizirane pomocu
programa AFM NanoScope ver. 5.12r5. Uzorci su oslikani i na Nanowizard 4 (JPK, Berlin)
AFM uredaju koriste¢i Quantitative Imaging (QI) mod 1 silikonski tip (ACLA-SS-20,
AppNano, nominalna frekvencija 160 — 225 kHz, nominalna konstanta opruge 36 — 90 N m™)
te JPK Data Processing program za obradu podataka. Brzina pretrazivanja je iznosila 10 um st

pri kutu pretrazivanja —90°.

3.4.11. Dinamicko i elektroforetsko rasprsenje svjetlosti

Dinamic¢ko rasprSenje svjetlosti eksperimentalna je metoda zasnovana na mjerenju
vremenske autokorelacijske funkcije intenziteta svjetlosti rasprSene na razrijedenoj otopini
makromolekula ili na razrijedenoj disperiziji destica.?>! Pojednostavljeno, DLS metodom mijeri
se brzina Brownovog gibanja cestica koja se moze korelirati s njihovom veli¢inom, mjereci
intenzitet fluktuacija rasprSenog svjetla. Brownovo gibanje termicki je uzrokovano nasumi¢no
gibanje Cestica kao posljedica sudara s drugim cesticama ili s molekulama otapala. Jedna od
bitnih karakteristika Brownovog gibanja, vazna za DLS metodu, je da se velike Cestice gibaju
sporije dok se male Sestice gibaju brze.?*? Odnos izmedu veli¢ine &estice i njezine brzine uslijed
Brownovog gibanja dan je Einstein-Stokesovom jednadzbom:

kgT

D= 31
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Pri ¢emu je D difuzijski koeficijent, ks Boltzmannova konstanta, T termodinamicka
temperatura, » viskoznost otapala, a dn je hidrodinamicki promjer ¢estice.?®® Hidrodinamicki
promjer nesfericne Cestice definira se kao promjer ekvivalentne sfere koja ima jednak
translacijski difuzijski koeficijent kao i sama &estica.?®® Vrijednost difuzijskog koeficijenta
ovisi ne samo o veli¢ini same Cestice (Cestice bez solvatacijske sfere), ve¢ i o ionskoj jakosti
medija (kao i o vrsti prisutnih iona), strukturi povrsine i o obliku cestice. lonska jakost medija
i vrsta iona utje¢u na brzinu difuzije cestice tako da mijenjaju debljinu elektrickog
medupovrsinskog sloja; niska ionska jakost medija uzrokuje poveéanje medupovrsinskog sloja,
zbog ¢ega se smanjuje brzina difuzije i hidrodinamicki promjer je veci. Velika ionska jakost
smanjuje medupovrsinski sloj i hidrodinamicki promjer.2*®

Naboj na povrsini Cestice utjece na distribuciju iona oko medupovrsinskog sloja Sto rezultira
povecanjem koncentracije protuiona na povrSini Cestice. Na taj nacin formira se elektri¢ni
dvosloj oko cestice. Vodeni sloj koji okruzuje Cesticu sastoji se od dva dijela: unutrasnji dio
koji se naziva Sternov sloj gdje su ioni jako vezani i vanjski difuzijski sloj gdje su ioni slabije
vezani oko ¢estice. Unutar difuzijskog sloja postoji pomicna granica unutar koje ioni i Cestica
tvore stabilne vrste. Kada se Cestica giba, ioni unutar tog sloja gibaju se zajedno s njom. No,
svi ioni izvan tog sloja ne gibaju se s Cesticom. Takva granica naziva se klizna ploha, a
potencijal klizne plohe naziva se zeta potencijal. Elektrodinamic¢kim rasprSenjem svjetlosti
moguce je odrediti zeta potencijal uzorka mjereéi elektroforetsku mobilnost Cestica.
Elektroforetska pokretljivost je kretanje nabijene cestice pod utjecajem elektricnog polja prema
elektrodi suprotnog naboja. Zeta potencijal moguce je odrediti iz elektroforetske pokretljivosti,

Ug, pomoc¢u Henryjeve jednadzbe:

U - 252‘(;7&)

gdje je { zeta potencijal, ¢ permitivnost otapala, n viskoznost, a f(Ka) Henryjeva funkcija. Ka je

(32)

omjer promjera Cestice i debljine elektriénog medupovrsinskog sloja (Debyeva duljina). Za
Henryjevu funkciju obi¢no se koriste dvije aproksimacije. Aproksimacija Smoluchowskog
koristi se za Cestice vece od 0,2 um i Cestice suspendirane u elektrolitu ¢ija je mnozina veéa od
1073 mola, prema kojoj vrijednost Henryjeve funkcije iznosi 1,5. Hiickelova aproksimacija
koristi se za male Cestice ili mjerenja koja se provode u nevodenim otapalima, a vrijednost
funkcija iznosi 1,0.

Raspodjela veli¢ine 1 zeta potencijal odredeni su na uredaju Zetasizer Nano ZS

(Malvern, UK) opremljenog sa ,,zelenim® laserom (4 = 532 nm) pri temperaturi 25 °C. Intenzitet
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rasprSene svjetlosti mjeren je pri kutu 173°. Hidrodinamicki promjer (dn) odreden je iz
raspodjele po volumenu kao srednja vrijednost 10 mjerenja za svaku tocku u vremenu. Zeta

potencijal ({) izraCunat je iz izmjerene elektroforetske pokretljivosti pomocu Henryeve
jednadzbe koriste¢i aproksimaciju Smoluchowskog. Svaki uzorak mjeren je 3 puta. Podaci su

obradeni pomocu Zetasizer programskog paketa verzija 7.13 (Malvern Instruments).

3.4.12.UV-Vis spektroskopija

Ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija je instrumentalna metoda analize koja proucava
medudjelovanje ultraljubicastog (UV) i vidljivog (Vis) dijela elektromagnetskog zracenja s
materijom. Djelovanjem UV-Vis zraenje s molekulom dolazi do pobudivanja vanjskih
(valentnih) elektrona iz osnovnog u pobudena stanja. Organske funkcionalne skupine
odgovorne za apsorpciju UV i Vis dijela EM spektra nazivaju se kromoforima. Osim za
identifikaciju i1 odredivanje kromofora brojnih organskih i anorganskih vrsta (kvalitativna
analiza), UV-Vis spektroskopija primjenjuje se i za kvantitativnu analizu. Pri tome se Koristi
Lambert-Beerov zakon koji kaze da je apsorbancija proporcionalan koncentraciji uzorka c,
duljini opti¢kog puta | i molarnom apsorpcijskom koeficijentu &:

A=¢lc (3,

Adsorpcijski eksperimenti i titracije provedeni su in situ koriste¢i Varian Cary 4000 UV-
Vis spektrofotometar opremljen s Carian Cary PCB Water Peltier sustavom za kontrolu

temperature.

3.4.13. Fluorescencijska spektroskopija

Fluorescencija je vrsta luminiscencije, emisije svijetlosti iz elektronski pobudenih
stanja.>® Luminiscencija se moze podijeliti u dvije kategorije, fluorescenciju ili
fosforescenciju, ovisno o vrsti pobudenih stanja. Do fluorescencije dolazi emisijom fotona iz
pobudenih singletnih stanja, pri cemu je elektron u pobudenoj orbitali suprotnog spina elektronu
u osnovnoj. Takvi prijelazi su spinski dopusteni stoga se emisija fotona odvija vrlo brzo te je
prosje¢na brzina fluorescencije 108 s!. Fosforescencija je emisija svijetla iz tripletnog
pobudenog stanja, pri ¢emu elektron u pobudenoj orbitali ima spin jednake orijentacije kao i u
osnovnoj orbitali. Prelazak u osnhovno stanje tada je zabranjen proces stoga je brzina

fosforescencije puno manja u odnosu na fluorescenciju (10° do 10 s™1).2°® Molekule koje imaju
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aromatski prsten ili imaju konjugirane dvostruke veze najéeS¢e pokazuju svojstvo
fluorescencije. Fluorescencijski spektri opcenito su prikazani kao spektri emisije.
Fluorescencijski spektar prikaz je ovisnosti intenziteta fluorescencije o valnoj duljini (nm) ili
valnom broju (cm™). Fluorescencijska spektroskopija moze se koristiti kao analiticka metoda
kojom je moguce odredivanje koncentracije fluorofora, a moze dati informacije i o Sirokom
rasponu molekulskih procesa kao Sto su medudjelovanja molekula otapala s fluoroforom,
udaljenosti izmedu mjesta u biomolekulama. Pomoc¢u ove tehnike moguce je istrazivanje
konformacijskih promjena te odredivane medudjelovanja tokom procesa vezanja.

No, prilikom snimanja fluorescencijskih spektara moze do¢i do pogreske u odredivanju
koncentracije fluorofora kao posljedica uc¢inka unutrasnjeg efekta (inner-filter effect).?’
Unutrasnji efekt posljedica je apsorpcije dijela upadne svijetlosti prije nego Sto dode do procesa
fluorescencije, $to se naziva primarnim unutrasnjih efektom (primary inner-filter effect).
Takoder, unutra$nji efekt moze biti posljedica reapsorcije dijela emitirane svjetlosti prije nego
Sto napusti kivetu, §to se naziva sekundarnim unutrasnjim efektom (secondary inner-filter
effect).?%”2%8  Prisutnost efekta unutrasnjeg filtera provjerava Se promatrajuéi ovisnost
maksimuma fluorescencije pri 348 nm o valnoj duljini.?*® U slu¢ajevima kada taj pravac nije
linearan, prisutan je efekt unutras$njeg filtera. Ukoliko je potrebna korekcija, apsorbancije
istrazenih sustava izmjere se pri valnoj duljini ekscitacije i emisije, odnosno pri 278 nm i 348

nm. Vrijednosti maksimuma fluorescencije tada se korigiraju prema jednadzbi 342°0:

AeX+Aem

Fogn=Fype 2 (34)
Fluorescencijska mjerenja izvrSena su na Agilant Cary Eclipse fluorimetru koristec¢i kvarcne
Hellma Analytics 105.253 — QS kivete veli¢ine 10 x 2 mm (ekscitacija x emisija). Valna duljina
pobude podesena je na 278 nm (apsorpcijski maksimum BSA), a spektri emisije snimani su u
podrudju 310 — 370 nm. Sirina pukotine u sluéaju mjerenja ekscitacije i emisija iznosila je 5
nm. Koncentracijski raspon nanocestica odabran je tako da se izbjegne ucinak unutraSnjeg
efekta. Prisutnosti unutrasnjeg efekta provjerena je snimanjem eksitacijskih i emisijskih

spektara samih adsorbensa, koncentracija jednakih onima u fluorescencijskim mjerenjima.
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3.5. Obrada podataka

3.5.1. Potenciometrija

Vrijeme indukcije sekundarnog taloZenja (ting), vrijeme proteklo od iniciranja taloznog
procesa do pocetka transformacije amorfnog kalcijevog fosfata (ACP), odreduje se prateéi
promjenu pH vrijednosti taloznih sustava s vremenom. Dobivena krivulja sigmoidalnog je
oblika, a vrijeme indukcije odreduje se iz presjeciSta dvaju pravaca dobivenih linearnom

regresijom prva dva dijela krivulje razli¢itog nagiba kao $to je prikazano na slici 18.8°
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Slika 18. Odredivanje vremena indukcije iz potenciometrijske krivulje.

3.5.2. Kinetika adsorpcije albumina na kalcijeve fosfate, titanatne nanomaterijale i njihove
kompozite

UV-Vis spektrofotometrom praéena je promjena apsorbancije (A) supernatanta (BSA) u
vremenu. Pomoc¢u Lambert-Beerovog zakona odredena je promjena koncentracije BSA u
vremenu, koja je zatim preracunata u adsorpcijski kapacitet prema jednadzbi 19. Izmjereni
podatci uvrStavani su u nelinearnom obliku jednadzbi za model pseudo prvog i drugog reda te

model unutarcesti¢ne difuzije te obradeni u programu OriginPro verzija 2021b.

3.5.3. Spektroskopijsko istrazivanje medudjelovanja kalcijevih fosfata, titanatnih
nanomaterijala i njihovih kompozita s albuminom

Medudjelovanja BSA sa TiNM moguce je pratiti i mjerenjem gasenja fluorescencije BSA.

Taj nacin pracenja nastajanja kompleksa moguc je jer su fluorescencijske karakteristike BSA
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vrlo osjetljive na promjenu mikrookolisa kao §to su promjene konformacije, vezanje drugih
molekula ili denaturacija. UtiSavanje fluorescencije BSA moze se pratiti fluorescencijskim
tehnikama jer BSA u svojoj strukturi sadrzi Trp, Tyr i Phe.?! Uti$avanje fluorescencije opisano
je Stern-Volmerovom jednadzbom?%2:

Fy
- =1 + K [0l =1+ kg5[O]  (35)

Pri ¢emu su Fo i F intenziteti fluorescencije BSA bez i u prisutnosti TINM, kq je brzina
utiSavanja fluorescencije, 7o je prosje¢no vrijeme poluzivota (BSA) a [Q] je koncentracija
molekule utiSavaca (quencher).

Fluorimetrijskim mjerenjima moguée je odrediti i konstantu vezanja te broj veznih mjesta.?%®
Ukoliko se pretpostavi da postoji n veznih mjesta dostupnih molekuli utisavacu (Q) na proteinu

(BSA), tada se reakcija utiSavanje fluorescencije moze zapisati kao:

nQ+BSA —Q_---BSA (36)
Za navedenu reakciju, konstanta vezanja moze se iskazati kao:
..BSA
K- [Q, ] (37)
[Q]"[BSA]

Ukoliko je ukupna koncentracija BSA (vezanog ili nevezanog za protein) [BSA]o, tada je
[BSA]0 =[Q, ---BSA]+[BSA]. Pri ¢emu je [BSA] koncentracija nevezanog BSA. Tada je omjer

koncentracije vezanog i nevezanog proteina jednak omjeru F/Fo pa se moze pisati:

FO; F] =logK + n log[Q] (38)

Iz linearne ovisnosti logaritma omjera razlike intenziteta fluorescencije samog proteina i

log

kompleksa te koncentracije molekule utiSavaca, moguce je odrediti konstantu vezanja i broj
veznih mjesta. Navedeni parametri izraCunati su u programu Excel i Origin Pro 2021b. Za svaki

sustav provjerena je i prisutnost efekta unutrasnjeg filtera, objasnjenog u poglavlju 3.4.13.
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8 4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Karakterizacija titanatnih nanomaterijala, aditiva i hidroksiapatita

Titanatni nanomaterijali, albumin iz govedeg seruma (BSA), kitozan i hidroksiapatit
karakterizirani su PXRD, FTIR i Raman metodama kako bi se odredila struktura i sastav te su
snimljene SEM, TEM i AFM mikrografije u svrhu odredivanja morfologije. Kako bi se
evaluirala Cisto¢a sintetiziranih TINM i HAP napravljena je TGA i EPR analiza. Uz to,
odredena je i specifi¢na povrSina BET metodom. Stabilnost TiNM i aditiva odredena je u

koristenim medijima mjere¢i hidrodinamicki promjer i zeta potencijal DLS i ELS metodama.

4.1.1. Sastav, struktura i morfologija titanatnih nanomaterijala, aditiva i hidroksiapatita

4.1.1.1. TiO2 nanocestice

Titanatne nanocestice (TiNP) anatas faze i prosjecne veli¢ine Cestica < 25 nm kupljene
su od proizvodaca Sigma Aldrich. Difraktogram praha i Ramanov spektar kupljenih TiNP
prikazani su na slici 19. Difraktogram praha sadrzi samo difrakcijske maksimume
karakteristi¢ne za anatas fazu (JCPDS kartica 21-1272): 25,30°, 36,96°, 37,82°, 38,52°, 48,08°,
53,90°, 54,96° i 62,65°. Izostanak difrakcijskih maksimuma pri 27° i 31° dokaz je da uzorak ne
sadrzi rutil niti brukit.® Prema Trungu i sur. izostanak difrakcijskog maksimuma pri 30°
ukazuje na sredenost dugog dosega u strukturi TiNP.2%4

Ramanov spektar TiNP karakteristiCan je za anatas. U Raman spektru aktivno je Sest
nadina vibriranja: Aig + 2 Big + 3 Eg.?®® Vrpca pri 141 cm™! najjadeg je intenziteta i
karakteristi¢na je za Eq na¢in vibriranja, kao i vrpca pri 636 cm™!. Vrpca pri 394 cm™! pripada

B1g na¢inu vibriranja, dok je vrpca pri 512 cm ™! dublet Aig i Big nadina vibriranja.?%®
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Slika 19. a) Difraktogram praha i b) Ramanov spektar TiO, nanocestica anatas faze.

SEM, TEM i AFM (slika 20) mikrografije pokazuju da su TiNP nepravilne sfericne
morfologije. Prosje¢na veli¢ina Cestica, odredena iz SEM mikrografija, iznosi 69,6 £ 21,0 nm
(slika 21). Prisustvo difrakcijskih to¢aka u elektronskoj difrakciji u odabranom podruéju

(SAED) potvrduje da su Cestice kristalini¢ne (slika 20 b).

a)

SEl 5.0kY  X100000 100nm Wi

Slika 20. a) SEM, b) TEM i ¢) AFM mikrografije TiO2 nanocestica.
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Slika 21. Raspodjela veli¢ine TiO2 nanocestica odredena iz SEM mikrografija.

Specifiéna povrsina TiNP odredena BET analizom iznosi 71,51 m? g~!. TGA krivulja (slika
22) pokazuje nagli gubitak mase od 3 % do temperature 70 °C te kontinuirani sporiji gubitak
mase od 8 % do temperature 800 °C. Termalni raspad TiNP u dva koraka opazen je i opisan u
drugim radovima.?6"2%8 Pryi gubitak mase do 3 % moze se pripisati vodi adsorbiranoj na
povrsini TiNP, dok se drugi sporiji gubitak mase mozZe pripisati nusproduktima zaostalim nakon

sinteze.2%8

1,00 4

0,98 +

0,96 -

ostatak / ’npoéclna

A NN SN L N RN S R AN S R
100 200 300 400 500 600 700 800
g/°C
Slika 22. TGA krivulja TiO2 nanocestica.
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Na slici 23 prikazani su EPR spektri prije (gornji) i poslije (donji) sterilizacije gama

zra¢enjem. Osim dvije linije koje pripadaju standardu, u sredini se vidi linija oznacena s *, koja

se moze objasniti kao defekt kisika ¢ija je koncentracija zanemarivo mala te time ne predstavlja

svojstvo materijala. Nije opazen utjecaj gama zrac¢enja na TiNP.

EPR signal / a.u.

Mn*(ITT)

d T d T
324 326 328

T
330

3;52
B/mT

T
334

Mn*(TV)
LI v LI v
336 338 340

Slika 23. EPR spektar TiO2 nanocestica prije (gornji spektar) i nakon (donji spektar)

sterilizacije gama zraenjem.

4.1.1.2. TiO2 nanoplodice

Sintetizirane TiNPI anatas su faze. Difraktogram praha (slika 24 a) sadrzi samo difrakcijske

maksimume koji odgovaraju anatas fazi (JCDPS kartica 21-1272). Tocnije, difrakcijski
maksimumi pri 25,2°, 36,9°, 37,9°, 38,5°, 48,1°, 53,8°, 55,1°, 62,7° i 68,5° odgovaraju
refleksima sa (101), (103), (004), (112), (200), (105), (211), (204) i (116) kristalnih ploha.

U Ramanovom spektru TiNPI opazene su samo vibracije karakteristi¢ne za anatas (Slika 24

b). Vrpce pri 140 i 635 cm™! karakteristiéne su za Eg nacin vibriranja, dok je vrpca pri 394 cm™!

karakteristi¢na B1g nadinu vibriranja. Vrpca pri 512 cm™! je dublet Aig i Big nadina vibriranja.?%®
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Slika 24. a) Difraktogram praha i b) Ramanov spektar TiO2 nanoplocica.

Na temelju SEM, TEM i AFM mikrografija (slika 25) ustanovljeno je da su sintetizirane
plocice nepravilnog oblika kvadra. Prisustvo difrakcijskih toc¢aka u SAED-u potvrduje da su
Cestice kristalini¢ne (slika 25 b). Prosje¢na veli¢ina TiNPI iznosi 60,1 £ 18,3 nm (slika 26).
Veli¢ina i morfologija sintetiziranih TiNPI u skladu je s prethodnim istraZivanjima u kojima su

TiNPI sintetizirane slicnom procedurom.?®*2%° Gao i sur. pripremili su TiNPI takoder

269

nepravilnog oblika prosje¢ne veli¢ine oko 100 nm.

Slika 25. a) SEM, b) TEM i ¢) AFM mikrografije TiO2 nanoplocica.
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Slika 26. Raspodjela veli¢ine TiO2 nanoplocica odredena na temelju SEM mikrografija.

TGA krivulja (slika 27) pokazuje nagli gubitak 1,3 % mase do temperature 80 °C, nakon
kojeg slijedi kontinuirani gubitak 3,4 % mase do temperature 800 °C. Prvi gubitak mase
odgovara gubitku adsorbirane vode, dok drugi moze ukljucivati gubitak vode adsorbirane
izmedu paralelnih TiNP1 i dehidroksilaciju prema reakciji 362%*:

TiO2x(OH)2x — TiO2 + xH20 (36)

Specifi¢na povrsina TiNPI iznosi 24,70 m? g

1,00
0,99 4
0,98 -

0,97 -

Mystatak / Myotetna

0,95+

' 1I5I] . 260 ' 3I;I] ) 4IZIII] . 560 ' EI;IIJ . ?I;IJ ' 800
9/°C
Slika 27. TGA krivulja TiO2 nanoplocica.
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U EPR spektru TiNPI nije opazen signal neposredno nakon sinteze kao §to je prikazano na
slici 28. Takoder, nakon zracenja nisu uoc¢ene promjene u spektru. Iz dobivenih rezultata moze

se zakljuciti da gama zraCenje pri sterilizacijskim dozama nema utjecaja na strukturu TiNPI.

EPR signal / a.u.

324 . 356 . 35 ' 3:;0 ' 3;52 ' 3:;4 . 3;56 . 3;58 . 340
B/mT
Slika 28. EPR spektar TiO2 nanoplocica.

4.1.1.3. Titanatne nanocjevcice

Difraktogram praha TiNT (slika 29 a) sadrzi samo difrakcijske maksimume karakteristi¢ne
za slojevite titanate, H2TizO7, poput TiNT koje su sintetizirali Suzuki i sur. te Cortes-Jancome
i sur.2%2"t Kasuga i sur. predlozili su mehanizam nastajanja TiNT prema kojemu nakon
dehidracije s HCI dolazi do stvaranja Ti-O--- H-O-Ti vodikovih veza $§to uzrokuje smatanje
strukture.?®® Difrakcijski maksimum pri 26 9,40° odgovara (200) plohi H>TizsO7 koja je
prosirena meduslojem vode, §to znaci da su prilikom smatanja strukture u meduslojevima
zaostale molekule vode.?”® Debljina sloja vode moZe se izradunati iz difrakcijskog maksimuma
pri 9,40° prema Debye-Scherrerovoj jednadzbi (jednadzba 29) te iznosi 4,72 nm.

U Ramanovom spektru (slika 29 b), uz vrpce karakteristi¢ne za protonirane titanate na 267
i 467 cm™?, javljaju se i vrpce pri 660 i 184 cm™! karakteristiéne za Eq naéin vibriranja anatasa

te vrpca pri 827 cm™! karakteristi¢éna za Ti-O-H vibraciju.2’227
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Slika 29. a) Difraktogram praha i b) Ramanov spektar titanatnih nanocjevc¢ica.

Na temelju SEM i TEM (slika 30) mikrografija odredeno je da prosjeéna duljina TiNT
iznosi 169,9 + 55,0 nm, a promjer 18,8 + 5,3 nm (slika 31). Prisustvo difrakcijskih to¢aka u
SAED-u potvrduje da su TiNT kristalini¢ne.

=" st

Slika 30. a) SEM, b) TEM i c) AFM mikrografije titanatnih nanocjevcica.
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Slika 31. Raspodjela a) duljine i b) promjera titanatnih nanocjev¢ica odredena na temelju

SEM i TEM mikrografija.

TGA krivulja (slika 32) ukazuje na postojanje razli¢ito vezanih molekula vode u strukturi
TiNT. Nagli gubitak mase od 12 % pri temperaturama do oko 150 °C moze se pripisati gubitku
adsorbirane vode. Polaganiji gubitak mase od 7 % pri temperaturama iznad 150 °C moze se
pripisati gubitku vode ugradene izmedu slojeva TiNT, ¢ije je postojanje pokazano i PXRD
analizom te je opazeno i u drugim radovima.?’

Specifi¢na povrsina TiNT iznosi 170,97 m? g ',

1,00

0,95 4

0,90 o

M gtatak / ”Ipm“‘ema
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Slika 32. TGA krivulja titanatnih nanocjevdica.

Na slici 33 prikazan je EPR spektar TiNT. Sli¢no spektru TiNP, u uzorku TiNT nije uo¢ena

promjena nakon zracenja. Spektri TiNT prije (donji) 1 poslije zracenja (gornji) imaju jednaku
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strukturu. Srednja linija ne prikazuje svojstvo molekule nego je defekt, ostatak od sinteze, vezan

uz kisikove radikale ili TiO2, koji ima zanemarivu koncentraciju.

EPR signal / a.u.

Mn*(IIT) Mn*(IV)

d T d T d T d T T T d
326 328 330 332 334 336 338
B/mT

Slika 33. EPR spektar titanatnih nanocjevéica (TiNT) prije (gornji spektar) i nakon (donji

spektar) sterilizacije gama zra¢enjem.

4.1.1.4. Titanatne nanozice

U difraktogramu praha TiNW (slika 34 a) uoceni su difrakcijski maksimumi
karakteristi¢ni za TiO2(B) i slojevite titanate, to¢nije trititanate. Difrakcijski maksimum pri 26
8,15° odgovara refleksu (001) plohe trititanata.?’>?"" Medutim Suzuki i sur. smatraju da taj
difrakcijski maksimum, s obzirom da se javlja pri manjoj vrijednosti 26 kuta od one za
trititanate, vjerojatnije potje¢e od nusprodukata, npr. hidratiziranih titanata.?’® Difrakcijski
maksimum pri 26 11,53° odgovara (200) plohi slojevitih titanata.?’® Takoder se i maksimum
pri 26 25,17° moze pripisati trititanatima.?’® Preostali opazeni difrakcijski maksimumi, pri 26
12,54°, 27,90° i 48,58°, karakteristi¢ni su za TiO2(B).%"®

Ramanov spektar (slika 34 b) potvrduje rezultate PXRD analize.?® Vrpce pri 146, 189,
519, 597 i 785 cm ! karakteristiéne su TiO2(B) fazu dok su vrpce pri 267, 438, 676 cm™!

karakteristi¢ne za trititanate.23%276,280281
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Slika 34. a) Difraktogram praha i b) Ramanov spektar titanatnih nanozica.

Na temelju SEM i TEM mikrografija (slika 35) odredeno je da prosje¢na duljina TINW
iznosi 1677,2 + 746,1 nm, a Sirina 340,0 £ 112,5 nm (slika 36). AFM mikrografija (slika
35 c) ukazuje i1 na postojanje manjih nanozica koje nastaju pucanjem TiNW prilikom sinteze i
ispiranja. Kra¢e TINW mogu se uociti i na SEM mikrografijama. Prisustvo difrakcijskih tocaka
U SAED-u potvrduje da su Cestice kristalini¢ne (slika 35 b).

Slika 35. a) SEM, b) TEM i ¢) AFM mikrografije titanatnih nanozica.
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Slika 36. Raspodjela a) duljine i b) Sirine titanatnih nanozica odredena na temelju TEM

mikrografija.

Na TGA krivulji vidljiva su 3 razli¢ita podrucja gubitka mase (slika 37). Pri temperaturama
do 150 °C dolazi do brzog gubitka oko 4 % mase uzorka. Jednako kao i u slu¢aju drugih TiNM,
pocetni gubitak mase odgovara vodi adsorbiranoj na povrsini nanomaterijala. U temperaturnom
podrucju 105 — 250 °C gubi se daljnjih 7 % mase, a daljnjim zagrijavanjem do 800 °C gubi se
preostalih 7 %. Gubitak mase pri temperaturama iznad 105 °C mozZe se pripisati gubitku vode
u strukturi TINW.282

Specifi¢na povrina TiNW iznosi 21,49 m? g\
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Slika 37. TGA krivulja titanatnih nanozica.
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U sluc¢aju TiNW nije opazen EPR signal neposredno nakon sinteze kao $to je prikazano na
slici 38. Takoder, nakon zraCenja nije uoCena nikakva promjena u spektru. Na temelju

navedenog moze se zakljuCiti da gama zracenja u sterilizacijskim dozama nema utjecaja na

strukturu TINW.

EPR signal / a.u.

T T d T v T v T v T T T v T v
324 326 328 330 332 334 336 338 340
B/mT

Slika 38. EPR spektar titanatnih nanozica.

4.1.1.5. Albumin iz govedeg seruma
Difraktogram praha i FTIR spektar BSA dani su na slici 39. U difraktogramu praha
javljaju se dva Siroka difrakcijska maksimuma pri 26 8,88° i 20,44°. U FTIR spektru vidljive

su apsorpcijske vrpce karakteristi¢ne za sekundarnu strukturu i konformaciju BSA (tablica

3) 283-285
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Slika 39. a) Difraktogram praha i b) FTIR spektar albumina iz govedeg seruma.
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Tablica 3. Asignacija vrpci FTIR
referencama 283-285.

spektra praha albumina iz govedeg seruma.

Valni broj / cm™

Asignacija

3611-2690
3287
2944
1642
1513
1453
1386
1247

699

O-H istezanje (H.0)
N-H istezanje amid A
amid B, N-H istezanje slobodnog NH3 iona

C=0 istezanje amid |

amid 11, C-N istezanje i N-H savijanje

amid Il, C-N istezanje i N-H savijanje

CHzsavijanje

amid 111, C-N istezanje i N-H savijanje

amid V, NH savijanje

Prema

TGA krivulja ukazuje da se BSA u potpunosti razgraduje do 714 °C (slika 40) sto je u

skladu s prethodnim istrazivanjima.?®

M ygiatak / ‘ntpofehm
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Slika 40. TGA krivulja albumina iz govedeg seruma.

4.1.1.6. Kitozan

Difraktogram praha i FTIR spektar kitozana u skladu su s literaturnim podacima (slika

41).136.287-289 Djfraktogram praha kitozana ukazuje na vrlo nizak stupanj kristalini¢nosti

materijala u kojemu se javljaju dva difrakcijska maksimuma pri 26 9,6° i 20,0° uocena i u

prethodnim istrazivanjima.?®®?®! U difraktogramima praha Kitozana &esto je prisutan

difrakcijski maksimum pri 23,0°. 1zostanak navedenog maksimuma ukazuje da je komercijalni

Kitozan u jednom trenutku pripreme i procis¢avanja otapan u kiselinama. Takoder, omjer dva
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uocena difrakcijska maksimuma ovisi o podrijetlu hitina te o njegovoj kristalini¢nosti. Najveca
kristalini¢nost pokazuje hitin izoliran iz lignje, a najmanju hitin izoliran iz gljivica.?®! FTIR
analizom potvrdeno je prisustvo amino, amidne i hidroksilne skupine, a uo¢eni su i apsorpcijski

maksimumi koji odgovaraju vibraciji saharoznog prstena kitozana (tablica 4).
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Slika 41. a) Difraktogram praha i b) FTIR spektar praha kitozana.

Tablica 4. Asignacija vrpci FTIR spektra praha kitozana prema referencama 136,287-289,292.

Valni broj / cm™ Asignacija
3683-2532 O-H istezanje (H20)

3357 N-H istezanje amid A
2922 C-H istezanje u -CH:
2873 C-H istezanje u -CHs
2328 amid B, N-H istezanje slobodnog NHj iona
1648 C=0 istezanje amid |
1584 vibracije protonirane amino grupe
1419 savijanje -CHjs
1377 savijanje -CH,
1307 amid 111, C-N istezanje i N-H savijanje
1148 asimetri¢na vibracija C-O
1025 vibracija C-O u COH, COC i CH,OH
897 vibracija saharidne strukture kitozana
663 amid V, NH savijanje
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4.1.1.7. Hidroksiapatit
Difraktogram praha i FTIR spektar HAP-a prikazani su na slici 42. Difraktogram praha

sadrzi niz ostrih difrakcijskih maksimuma karakteristi¢nih za HAP koji su asignirani u tablici
5.2% FTIR spektar sadrzi vibracijske vrpce karakteristiéne za vibracije hidroksilne i fosfatne

skupine u HAP asignirane u tablici 6.2%

a) b)
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Slika 42. a) Difraktogram praha i b) FTIR spektar hidroksiapatita.

Tablica 5. Asignacija difrakcijskih maksimuma praha hidroksiapatita. Prema referenci 293.

20/° hkl 20/ ° hkl
10,91 (100) 49,64 (213)
17,07 (101) 50,55 (321)
21,87 (200) 51,44 (410)
22,93 (111) 52,20 (402), (303)
26,07 (002) 53,40 (004), (411)
28,19 (102) 56,10 (322), (223)
29,08 (210) 57,15 (313)
31,78 (211) 58,20 (501), (204)
33,14 (300) 60,15 (420)
34,19 (202) 60,45 (331)
35,69 (301) 61,80 (214), (421)
39,88 (310) 63,00 (502)
42,14 (311) 65,10 (332)
44,10 (113) 66,46 (422)
45,60 (203)

46,64 (222)
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Tablica 6. Asignacija vibracijskih vrpci u FTIR spektru hidroksiapatita (HAP). Prema referenci
293.

Valni broj / cm™ Asignacija

3570 vs istezanje O—H skupine

1085 vaa trostruko degenerirano asimetriéno istezanje P-O veze (PO3)
1026 vac trostruko degenerirano asimetriéno istezanje P-O veze (PO3)
944 vi nedegenerirano simetri¢no istezanje P—-O veze (POY)

630 v istezanje O-H skupine

605 vaa trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3")

563 vac trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3)

473 vap dvostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3)

SEM mikrografije (slika 43) pokazuju da HAP kristalizira u obliku nepravilnih ploc¢astih
kristala.

"

SEI 10.0kV 1um WD 10.0mm 50KV X33,000 100nm WD 10.0mm

Slika 43. SEM mikrografija hidroksiapatita pri a) manjem i b) ve¢em povecanju.

U TGA krivulji (slika 44) pocetni nagli gubitak mase od 1 % do temperature 47 °C odgovara
gubitku adsorbirane vode. Daljnji gubitak mase od 6 % odgovara gubitku intersticijske vode,

razgradnji HPO3F i mogucoj reakciji pirofosfata koja se odvija pri temperaturama iznad 700
o 204

Specifi¢na povrsina kristala HAP odredena BET analizom iznosi 12,0 m? g 2.

Ina Erceg Doktorska disertacija



8 4. Rezultati i rasprava 74

1,00 -
0,99-.
0,98-
0,97-.

0,96 4

M ystatak / mpni"etna

0,95 4

0,94 4

700 800

0593 4 I 1 L 1 1 1
100 200 300 400 500 600
a/°

Slika 44. TGA krivulja hidroksiapatita.

EPR spektar neozracenog HAP-a (slika 45) ne sadrzi nikakve signale $to potvrduje Cistocu

uzorka i ukazuje da u uzorku nisu prisutni metali niti ioni u tragovima.

EPR signal / a.u.

L] M L] M L v L v L) M ¥ M L] M L] M L M
322 324 326 328 330 332 334 336 338 340
B/mT

Slika 45. EPR spektar hidroksiapatita.
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4.1.2. Stabilnost titanatnih nanomaterijala, albumina i kitozana u razlicitim medijima

Stabilnost materijala vrlo je bitan parametar za njihovu upotrebu. Za neke primjene bitno
je razviti materijal stabilan u odredenom mediju dok je u drugim slu¢ajevima agregacija cestica
pozeljna pojava. U vodenom mediju, amfoterne povrsinske skupine nanomaterijala mogu biti
protonirane ili deprotonirane, ovisno o pH vrijednosti otopine. Na taj na¢in dolazi do vezanja
iona suprotnog naboja te stvaranje elektri¢nog dvosloja.?® Prema klasi¢noj Derjaguin-Landau-
Vervey-Overbeek (DLVO) teoriji, stabilnost NM odredena je dvama doprinosima, odbojnim
medudjelovanjima elektri¢nog dvosloja i1 privlatnim medudjelovanjima van der Waalsovih
sila.?% Stabilizacijom NM, prosje¢an hidrodinamicki radijus moZe biti smanjen dok se zeta
potencijal moze povecati. Kada su Cestice dispergirane u odredenom mediju, odbojne sile
izmedu difuzijskog dvosloja onemogucéit ¢e agregaciju ¢estica. Prema DLVO teoriji, debljina
difuzijskog sloja, a samim time i maksimum ukupne energije koji sprjeCava agregaciju ¢estica
smanjuje se povecanjem koncentracije elektrolita. Stoga se stabilnost koloidne suspenzije
smanjuje poveéanjem kompleksnosti medija.?®’

Kako bi se taloZzenjem iz suspenzije ili inkubiranjem u otopini SBF-a mogli pripremiti
CaDHA/TiINM kompoziti te odrediti utjecaj aditiva na njihovo nastajanje, potrebno je odrediti
stabilnost pojedinih komponenti taloznih sustava u medijima koji se koriste u pripremama
nanokompozita. U anionskoj komponenti taloznog sustava odredena je stabilnost TINM, BSA
i kitozana jer se TINM i/ili aditivi dodaju u anionsku komponentu. U fosfatnom puferu odredena
je stabilnost TINM i BSA jer se kinetika i medudjelovanja TiNM s BSA odredivala u PBS-u,
dok se u SBF-u inducira nastajanje CaP na TiNM s ili bez prisutnosti BSA.

Iako je mjerenje hidrodinamickog promjera Cesta eksperimentalna procedura u
karakterizaciji titanatnih nanomaterijala, odredivanje dn u razli¢itim medijima, a Samim time i
pracenje agregacije, vrlo je rijetko. Mjerenje stabilnosti u navedenim otopinama omogucuje
pracenje utjecaja kompleksnosti medija, izrazene kroz ionsku jakost Ic. Anionska komponenta
taloznog sustava otopina je Na,HPO. koncentracije 8 mmol dm™. Fosfatni pufer nesto je
slozeniji medij koji sadrzi 137 mmol dm > NaCl, 2,7 mmol dm~3 KCI te 10 mmol dm otopine
NazHPO; - 2H20 / KH2P04.2® SBF je, u ovome slu¢aju najkompleksniji medij ¢&iji je sastav

dan u tablici 2. lonske jakosti navedenih medija dane su u tablici 7.
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Tablica 7. lonske jakosti anionske komponente taloznog medija (c(NazHPO4) = 8 mmol dm~3,
pH = 7,4 pri 25 °C), fosfatnog pufera (PBS) i simulirane tjelesne teku¢ine (SBF).

Medij I/ mol dm™
Na;HPO4 0,02

PBS 0,15

SBF 0,30

Poznato je da kalcijevi 1 fosfatni ioni utjecu na stabilnost TiNM. I dok kalcijevi ioni
uzrokuju agregaciju TiNM, ¢ak i u prisutnosti organskih tvari koje ih mogu stabilizirati, utjecaj
fosfatnih iona manije je izrazen.?®® Upravo kako bi se izbjegla agregacija, TiINM i ostali aditivi
dodani su u anionsku komponentu taloznog sustava u eksperimentima talozenja CaP iz
suspenzije.

Iako se DLS metoda prvenstveno Koristi za odredivanje veli¢ine sferi¢nih Cestica, vrlo se
¢esto ovom metodom odreduje hidrodinamicki promjer uzoraka koji nisu sferne geometrije kao
$to su zice, cjevéice, diskovi, itd.3®3%" U tom se slu¢aju ne uzima apsolutna vrijednost
hidrodinamic¢kog promjera, ve¢ se u veéini sluc¢ajeva usporeduju veli¢ine u vremenu kako bi se

odredila stabilnost materijala.

4.1.2.1. Stabilnost titanatnih nanomaterijala i aditiva u anionskoj komponenti taloZznog

sustava

Reprezentativne raspodjele velic¢ina TiNM i aditiva (BSA i kitozan) u anionskoj otopini
kontrolnog sustava odnosno 8 mmol dm™ otopini Na,HPO, prikazane su na slici 46, dok su
vrijednosti hidrodinamickog promjera i zeta potencijala dane u tablicama 8 i 9.

Raspodjela veli¢ine TiNP u anionskoj komponenti taloznog sustava je bimodalna (slika 46
a). Hidrodinamicki promjer (dn) dominantne populacije iznosi oko 135 nm dok dn veée
populacije Cestica iznos 0ko 5000 nm i ne mijenja se znacajnije tijekom 24 sata. Veli¢ina TINP
odredena SEM analizom iznosi 69,5 + 21,0 nm, stoga se moze pretpostaviti da se TiNP u otopini
anionske komponente nalaze u obliku agregata manjeg broja nanocestica.

U otopini anionske komponente taloznog medija u prvih sat vremena prisutne su tri
populacije TiNPI, tri razlicite vrste TiNPI agregata (slika 46 b). Najzastupljenija je populacija

oko 200 nm koja, sli¢no kao 1 u slu¢aju TiNP, predstavlja agregate manjeg broja Cestica €iji se
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udio s vremenom povecava. Volumni udio manjih i veéih agregata s vremenom se povecava.
Zeta potencijal je ostao gotovo nepromijenjen, s vrijednos¢u od —53,0 do —50,8 mV.

Raspodjela veli¢ina TiNT u otopini anionske komponente taloznog medija je trimodalna
(slika 46 c). S obzirom na veli¢inu odredenu na temelju SEM i TEM mikrografija moze se
zakljuciti da su TiNT u anionskoj komponenti taloznog medija zastupljene kao pojedinac¢ne
Cestice te U obliku agregata veéeg i manjeg broja Cestica. S vremenom se veli¢ina TiNT
smanjuje dok zeta potencijal ostaje gotovo nepromijenjen tijekom 24 sata.

Raspodjela veli¢ina TINW u otopini anionske komponente je bi- ili trimodalna (slika 46 d).
Dominantna populacija ¢estica (oko 95 Vol. %) velicine je oko 870 nm te odgovara veli¢ini
pojedinih TINW. Populacija manje veli¢ine posljedica je pucanja TINW prilikom dispergiranja.
Manje TiNW uocene su i na SEM te AFM mikrografijama. Veli¢ina i udio pojedine populacije
Cestica kao i zeta potencijal ne mijenjaju se znacajnije s vremenom.

Tokom 24 sata ne dolazi do promjene veli¢ine niti zeta potencijala BSA i kitozana, osim
nakon 24 sata u sluc¢aju kitozana. Veli¢ina BSA u 8 mmol dm™ otopini Na;HPOQ4 iznosi oko 7
nm, dok veli¢ina Kitozana iznosi oko 25 nm.

Sve vrste TINM, BSA i kitozan stabilni su tijekom 24 sata u anionskoj komponenti taloznog

sustava jer ne dolazi do znacajnije promjene veli€ine niti zeta potencijala.
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Slika 46. Reprezentativne raspodjele veli¢ine a) TiO2 nanocestica, b) TiO2 nanoplocica, c)

titanatnih nanocjevcéica, d) titanatnih nanozica, €) albumina iz govedeg seruma koncentracija

200 mg L' i f) kitozana koncentracije 30 mg L' suspendiranih u 8 mmol dm otopini
Na:HPO4 pH 7,4 nakon 0, 1, 41 24 h pri 25 °C.
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Tablica 8. Hidrodinamicki promjer (dn) i volumni udio (Vol. %) TiO2 nanocestica (TiNP), TiO>

nanoplocica (TiNPI), titanatnih nanocjev¢ica (TiNT), titanatnih nanozica (TiNW), aloumina iz

govedeg seruma (BSA) koncentracije koncentracija 200 mg L' i kitozana koncentracije 30 mg
L~! suspendiranih u 8 mmol dm™ otopini NazHPO4 pH 7,4 nakon 0, 1, 4 i 24 h pri 25 °C.

Pik | Pik 11 Pik 111
Uzorak | t/h dn/nm Vol. % dn/nm Vol. % dn/nm Vol. %
0 1349+ 3,5 88,757 5251,2 £72,2 11,3+57
1 1339+2,2 100
TiNP
4 136,7+ 3,5 91,0£1,8 5126,6 £ 67,7 90+138
24 1336+39 876+6,6 | 51968+1436 12,4+6,6
0 216,2+35 57,0+149 | 1076,1+170,7 31,1+14,6 | 4743,7+3434 119+24
) 1 179,2+18,2 32,3+49 742,1+ 35,5 55,0+£10,7 | 5207,3+95,6 12,8+6,3
TINP! 4 2168+ 142 856+54 5109,3+689,9 144+£50
24 2141+178 80,8+84 5181,7 £ 74,8 192+84
0 112,6 £ 2,8 21,9+9,6 880,4 £ 76,7 75,4+124 | 5590+112,8 2,7+3,6
] 1 73,7+£97 37,6 £13,9 2358+ 32,9 27,7+£115 4673+ 83,4 46172
TINT 4 115,3+8,3 21,2+7.2 903,8 £ 95,7 68,9+ 12,0 | 53858 +113,2 9,9+6,3
24 55,0+£1,3 50+5,9 129,4 +£17,3 246+59 980,8+90,9 622+175
0 2355+321 14+21 874,8 £ 34,3 932+24 | 5496,0+100,0 53+3,6
) 1 224.8 + 40,0 15+19 862,2 + 30,7 96,6+1,1 | 5568,3+32,6 19+17
TINW 4 875,6 £ 32,6 941+£1,8 | 53285+250,1 59+1,8
24 221,9+6,0 09+14 862,3 + 59,0 944+37 | 5473,4+121,8 471472
0 7,06 + 0,36 100
BSA 1 7,19+0,18 100
4 7,22 £0,52 100
24 7,77+£0,12 100
0 23,7+£35 90,9+12,2
) 1 250+£23 976+14
Kitozan
4 263+54 91,8+3.2
24 9,94 + 0,84 256+34 247+2,6 69,9 £ 29,7
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Tablica 9. Zeta potencijal ({) TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoplo€ica (TiNPI) titanatnih
nanocjevCica (TiNT), titanatnih nanozica (TiNW), albumina iz govedeg seruma (BSA)
koncentracije koncentracija 200 mg L™" i kitozana koncentracije 30 mg L' suspendiranih u 8
mmol dm™ otopini Na,HPO4 pH 7,4 nakon 0, 1, 4 i 24 h pri 25 °C.

Uzorak t/h 0 1 4 24
TiNP -459+ 2,2 -471+18 -42,6 + 2,2 -50,9+1,6
TiNPI -53,0+ 2,5 -53,2+25 -53,0+£2,3 -50,8 +8,1
TINT > -405+1,6 -40,0+ 1,6 -415+1.2 -39,6+ 2,0
TiINW é -55,0+2,0 -554+28 -55,3+25 -544+272

BSA -159+47 -14,9+0,7 -16,8+4,3 -24,1+ 3.8

Kitozan -0,04 +£0,11 0,12 +£0,32 0,14 £0,39 1,01 +0,16

4.1.2.2. Stabilnost titanatnih nanomaterijala u anionskoj komponenti taloznog sustava u

prisutnosti albumina

S obzirom da je istrazena kinetika talozenja CaP u taloznim sustavima u kojima je
istovremeno dodan BSA i TiNM, odredena je i stabilnost TiNM u otopini anionske komponente
u prisutnosti BSA. Utjecaj BSA na talozenje CaP u prisutnosti TiNM istrazen je pri
koncentraciji nanomaterijala 50 i 100 mg mL™! te pri koncentraciji proteina 50 mg mL™". Kako
se aditivi dodaju u anionsku komponentu taloznog sustava u koncentraciji dvostruko vecoj od
istraZivane, stabilnost TiNM istraZena je u 8 mmol dm > otopini Na;HPO4 koji sadrzi 100 mg
mL "' BSA te 200 mg mL~! TiNM. Naslici 47 prikazane su raspodjele veli¢ina TINM u 8 mmol
dm™3 NazHPO4 koji sadrzi 200 mg mL ! BSA, dok je veli¢ina TiNM u navedenom mediju dana
u tablici 10, a zeta potencijal u tablici 11.

U anionskoj komponenti taloznog medija u kojoj je prisutan BSA hidrodinamicki promjer i
zeta potencijal TiNP ne mijenjaju se s vremenom §to ukazuje na to da su TiNP stabilne (slika
47 a). Vrijednost hidrodinamickog promjera 1 zeta potencijala manje su od vrijednosti
dobivenih u taloznim medijima bez prisustva BSA §to ukazuje da se BSA adsorbirao na TiNP.

TiO2 nanoplocice zastupljene su u anionskoj komponenti taloznog medija s dodatkom BSA
kao agregati veli¢ine oko 230 nm (slika 47 b), §to je ponasanje vrlo slicno onome u sustavu bez

dodatka BSA. Osim agregata manjeg broja Cestica, TiNPI su zastupljene i u obliku vecih
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agregata ¢iji se volumni udio tokom vremena povecava. Tokom 24 sata, ne dolazi do promjene
zeta potencijala Cija je vrijednost neSto manja u odnosu na sustav bez BSA.

U sluc¢aju TiNT dominantna je populacija dn oko 880 — 1100 nm (slika 47 c), a detektirane
su 1 pojedinacne Cestice te, u najmanjem udjelu, veé¢i agregati TiNT veli¢ine oko 5000 nm. Zeta
potencijal se ne mijenja s vremenom $to ukazuje da su TiNT stabilne. Kao i u sluc¢aju TiNP,
vrijednost zeta potencijala manja je u odnosu na sustav bez BSA.

U anionskoj komponenti taloznog medija koja sadrzi BSA dominantna je populacija TINW
dn oko 750 nm (slika 47 d). Za razliku od sustava bez BSA, ne pojavljuju se TINW manje
veli¢ine. Takoder, tokom vremena povecava se udio populacije veli¢ine oko 5000 nm, §to
ukazuje na agregaciju. I u slu¢aju TINW smanjuje se vrijednosti zeta potencijala u odnosu na
sustav bez BSA.
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Slika 47. Reprezentativne raspodjele veli¢ine a) TiO2 nanocestica, b) TiO2 nanoplodica, ¢)
titanatnih nanocjevé&ica i d) titanatnih nanoZica koncentracije 200 mg L™! suspendiranih u
otopini 8 mmol dm~ Na;HPO4 i 100 mg L' albumina iz govedeg seruma nakon 0, 1,4 i 24 h

pripH 7,41 25 °C.
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Tablica 10. Hidrodinamicki promjer (dn) i volumni udio (Vol. %) TiO2 nanocestica (TiNP),

TiO2 nanoploCica (TiNPI), titanatnih nanocjevCica (TiNT) i titanatnih nanozica (TiNW)

koncentracije 200 mg L' suspendiranih u otopini 8 mmol dm~> Na;HPO4 i 100 mg L'
albumina iz govedeg seruma (BSA) nakon 0, 1, 4124 h pripH 7,41 25 °C.

Pik | Pik 11 Pik 111
Uzorak | t/h dn/nm Vol. % dn/nm Vol. % dn/nm Vol. %
0 118,6 £ 1,48 100
TiNP 1 121,6 £ 2,36 100
4 119,9 £ 0,89 100
24 | 125,3+ 10,56 100
0 231,3+194 652+239 981,0+191,8 17,3+6,8 | 477,3+£5125 23,1+54
. 1 239,3+220 87,3%6,1 4940,8 £406,0 14,1+6,3
TINPI 4 2339+355 91,1+0,9 5141,0+£1498 114+55
24 2384+30,3 89,8+23 5240,1 £1123 10,2+6,3
0 115,4+5)9 26,7+ 3,7 881,8 £ 65,9 54,4 +2,6 5123+81,1 189+1,6
) 1 1819+185 24,1+£159 11232 + 76,6 39,2+17,0 | 5335,7 £4485 14,3+13,2
TINT 4 125, + 10,6 31671 713,6 £ 1639 46,6 £12,1 | 5457,2+139,0 20,1+13,6
24 218,1+11,8 20,7+5,0 936,6 + 3114 242+472 | 5527,3+56,8 10,8+4,3
0 753,6+689 946+21 5363 £ 54,6 6,5+2,0
) 1 7636 £404 958+206 5375,4 +111,2 49+23
TINW 4 7385+64,1 80,2+10,3 | 5255,0+240,2 201+7.3
24 761,2+553 834125 | 5410,8 +£105,3 20,2+9,5

Tablica 11. Zeta potencijal ({) TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoplocica (TiNPI), titanatnih

nanocjevéica (TiNT) i titanatnih nanoZica (TINW) koncentracije 200 mg L' suspendiranih u

otopini 8 mmol dm™ Na;HPO4 i 100 mg L ™! albumina iz govedeg seruma (BSA) nakon 0, 1, 4
i124hpripH7,4125°C

Uzorak t/h 0 1 4 24
TiNP -32,6+1,3 -31,7+13 -324+15 -30,0+ 1,5
TiNPI > -34,3+2,0 -33,8+1,6 -35,0+1,0 -336+12
TiNT é -31,2+1,7 -31,2+1,7 -31,3+1,8 -299+1,6
TiNW -395+1,9 -395+2,1 -392+23 -39,3+2,0
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S obzirom da je zeta potencijal svih vrsta TINM manji u odnosu na vrijednost u anionskoj
komponenti taloznog sustava bez BSA, moze se zakljuciti da se BSA adsorbira na povrSinu

TiNM. U sluc¢aju TiNP 1 TiNPI, uoceno je da su U prisutnosti BSA Cestice manje agregirane.

4.1.2.3. Stabilnost titanatnih nanomaterijala u anionskoj komponenti taloznog sustava u

prisutnosti Kitozana

Osim BSA, kao aditivi prilikom sinteze CaP dodan je i kitozan. Koncentracija kitozana u
taloznim sustavima u kojima su prisutni TiNM iznosila je 15 mg mL™" dok je koncentracija
TiNM, kao i u slu¢aju dodatka BSA, iznosila 50 i 100 mg mL"!. Stabilnost TiNM koncentracije
200 mg mL™! odredena je u 8 mmol dm™ otopini Na,HPO4 te u prisutnosti 30 mg mL™!
kitozana. Reprezentativne raspodjele veli¢ine prikazane na slici 48, dok su vrijednosti
hidrodinamic¢kog promjera i volumnog udjela TiNM te zeta potencijala u anionskoj komponenti
taloznog medija s dodatkom kitozana dane u tablicama 12 i 13.

U anionskoj komponenti taloznog medija u prisutnosti Kitozana hidrodinamicki promjer i
zeta potencijal TINP ne mijenjaju se s vremenom, a raspodjela veli¢ine TiNP je monomodalna.
Vrijednost dn krece se od 750 do 840 nm (slika 48 a). U anionskoj komponenti taloZznog medija
u prisutnosti kitozana dolazi do izraZenije agregacije u odnosu na sustav bez aditiva i bez BSA.
Nadalje, zeta potencijal je pozitivan, oko 3 mV.

Vrijednost hidrodinamic¢kog promjera dominantne populacije TiNPI (vise od 90 Vol. %)
unutar prva 4 sata povecava se s 500 na 610 nm, a zatim nakon 24 sata smanjuje na 450 nm.
Istovremeno se veli¢ina 1 udio Cestica hidrodinamic¢kog promjera veceg od 5000 nm smanjuju
(slika 48 b). Vrijednost hidrodinami¢kog promjera dominantne populacije Cestica veca je od
vrijednosti odredene u anionskoj komponenti taloZznog medija bez kitozana. Zeta potencijal
TiNPI u prisutnosti kitozana iznosi oko 3 mV.

Hidrodinamicki promjer (slika 48 c) i zeta potencijal TINT u prisutnosti kitozana ne
Mijenjaju se s vremenom. Raspodjela veli¢ine Cestica je monomodalna, a vrijednost
hidrodinamic¢kog promjera se krece od 1000 do 1200 nm. U sluc¢aju u kojem u anionskoj
komponenti taloznog medija nije dodan kitozan, detektirane su tri populacije cestica. Kao i u
prethodnim slucajevima, zeta potencijal postaje pozitivan.

Raspodjela veli¢ine TiNW u anionskoj komponenti taloZnog medija u prisutnosti
kitozana je bimodalna (slika 48 d). Hidrodinami¢ki promjer dominantne populacije Cestica (oko

70 vol. %) iznosi od 884 do 1116 nm, dok hidrodinamicki promjer vecih Cestica iznosi 5098 do
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5524 nm. Hidrodinamic¢ki promjer dominantne populacije ¢estica u prisutnosti kitozana veci je
u odnosu na sustav bez kitozana. Takoder u prisutnosti kitozana nije detektirana populacija
Cestica veli¢ine oko 230 nm, a udio Cestica vecih od 5000 nm je veci. Zeta potencijal TINW u
prisutnosti kitozana je pozitivan.

Zeta potencijal svih TINM u anionskoj komponenti taloznog medija u prisutnosti kitozana
je pozitivan §to znaci da se Kitozan adsorbirao na povrSinu TiNM. Nastali agregati su veéi u
odnosu na ¢istu otopinu anionske komponente te onu s dodatkom BSA. Na temelju navedenih

opazanja moze se zaklju€iti da kitozan uzrokuje vec¢u agregaciju ¢estica od BSA.
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Slika 48. Reprezentativne raspodjele veli¢ine a) TiO2 nanocestica, b) TiO2 nanoplocica, ¢)
titanatnih nanocjev¢ica i d) titanatnih nanoZica koncentracije 200 mg L™ u otopini koja sadrzi

30 mg L' kitozana i 8 mmol dm™ otopini Na;HPO4 nakon 0, 1, 4 i 24 h pri pH 7,4 i 25 °C.
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Tablica 12. Hidrodinamicki promjer (dn) i volumni udio (Vol. %) TiO2 nanocestica (TiNP),

TiO2 nanoploCica (TiNPI), titanatnih nanocjevCica (TiNT) i titanatnih nanozica (TiNW)

koncentracije 200 mg L' suspendiranih u otopini koja sadrzi 8 mmol dm > Na;HPO4 i 30 mg
L' kitozana nakon 0, 1, 4 i 24 h pripH 7,4 i 25 °C.

Pik 1 Pik 11
Uzorak | t/h dn/nm Vol. % dn/nm Vol. %
0 826,68 + 63,51 98,00 + 2,78
TiNP 1 746,58 + 104,37 94,88 + 5,91
4 839,68 + 55,06 98,10 + 3,76
24 723,40 £ 92,82 94,98 + 4,93
0 504,0 + 47,6 90,2+6,1 5349 + 128,8 9,85+ 4,13
] 1 566,3 + 79,6 92,2+477 5177 + 327,6 7,84 £ 4,68
TINP 4 611,1+55,2 93,3+3,3 5108 + 150,0 6,75+ 3,3
24 450,9 + 87,7 92,2+5,6 5138 + 107 7,82+ 4,62
0 1203,5+150,5 86,87 +17,38
TiINT 1 1058,7 + 1974 87,07 + 22,18
4 1231,0 £ 195,6 91,20 + 16,60
24 957,3+133,6 98,55+ 1,96
0 999,1 + 135,8 79,88 +12,42 5299 + 315 17,58 £ 14,3
] 1116 + 160,3 88,82 + 13,18 5524 + 93 520+1,70
TINW 4 884,0 + 252,6 56,52 + 23,57 5098 +437,9 41,8+251
24 1115+ 197,9 71,65+ 20,53 | 5329+2055 23,18 + 18,36

Tablica 13. Zeta potencijal ({) TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoplocica (TiNPI), titanatnih

nanocjev&ica (TiNT) i titanatnih nanoZica (TINW) koncentracije 200 mg L' suspendiranih u

otopini koja sadrzi 8 mmol dm™ NazHPO4 i 200 mg L' kitozana nakon 0, 1, 4 i 24 h pri pH

7,4125°C

Uzorak t/h 0 1 4 24
TiNP 3,13+056 3,33+053 3,71+055 3,16+0,13
TiNPI > 361+122 294+003 338+026 3,13%0,22
TiNT é 301+046 350+014  3,71+0,05 3,72+0,03
TiNW 350+0,14 350+020  3,41+0,56 3,47+0,3
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4.1.2.4. Stabilnost titanatnih nanomaterijala i albumina u fosfathom puferu

Stabilnost u fosfatnom puferu (PBS) odredena je pri najvecoj koncentraciji TiNM koristenih
u taloznim eksperimentima, odnosno 200 mg mL™!. Raspodjela veli¢ine prikazana je na slici
49, dok su vrijednosti hidrodinamic¢kog promjera i zeta potencijala dane u tablicama 14 i 15. S
obzirom da su eksperimenti s kitozanom radeni samo u taloZznim sustavima, stabilnost Kitozana
odredena je samo u otopini anionske komponente taloznog sustava.

Veli¢ina dominantne populacije TiNP u PBS raste nakon 24 sata (slika 49 a) te dolazi do
porasta volumnog udjela vece populacije Cestica (oko 5000 nm), Sto ukazuje na izrazeniju
agregaciju TiNP u PBS u odnosu na otopinu anionske komponente taloznog medija. Takoder
je i zeta potencijal TiINP u PBS manji od vrijednosti u otopini anionske komponente, ali se s
vremenom znacajno ne mijenja.

U PBS-u je detektirana samo jedna populacija TiNPI ¢ija se veli¢ina povecala tijekom 24
sata s 1199 nm na 1805 nm (slika 49 b). Zeta potencijal se s vremenom nije znacajnije
promijenio, a vrijednost mu se kretala oko —25 mV.

TiNT imaju najve¢i hidrodinamicki promjer u PBS-u u odnosu na sve druge medije.
Raspodjela veli¢ina je biomodalna s maksimumima veli¢ine oko 1120 i 5300 nm (slika 49 c).
Veli¢ina ¢estica s vremenom znatnije Se ne mijenja, ali se smanjuje udio veéih Cestica. Takoder,
ne dolazi do znacajnije promijene niti zeta potencijala.

U PBS-u u kra¢im vremenskim razdobljima, 1 — 4 sata, prisutna je samo jedna populacija
TiNW ¢iji se hidrodinamicki promjer povecava od 1554 do 2864 nm (slika 49 d). Nakon 24
sata, uz dominantnu populaciju, detektirana je i populacija veli¢ine oko 5500 nm. Zeta
potencijal je s vremenom postao neznatno negativniji.

Izmjereni hidrodinamicki promjer svih nanomaterijala ve¢i je u otopini PBS u odnosu na
anionsku komponentu taloznog sustava, odnosno u PBS-u dolazi do izraZenije agregacije.
Posljedica je to i veée ionske jakosti PBS-a, $to je u skladu s DLVO teorijom. Za razliku od
anionske komponente taloznog medija u kojoj su dominantna odbojna medudjelovanja, u PBS-
U dominiraju van der Waalsova privlacna medudjelovanja te dolazi do agregacije Cestica. U
skladu s tim dolazi i do smanjenja zeta potencijala. Kobayashi i sur. istrazivali su optimalnu
proceduru i medije za uspjeSno dispergiranje TiO2. nanocestica, te su sukladno nasim
istrazivanjima uodili agregaciju TiO2 nanocestica u otopini PBS. Za razliku od PBS-a, u vodi

ne dolazi do agregacije ¢estica.>%
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BSA je stabilan u PBS-u tijekom 24h te ne dolazi do znacajnije promijene hidrodinamic¢kog

promjera i zeta potencijala u odnosu na anionsku komponentu.
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Slika 49. Reprezentativna raspodjela veli¢ina a) TiO2 nanoCestica, b) TiO2 nanoplocica
(TiNPI), c) titanatnih nanocjev¢ica i d) titanatnih nanoZzica koncentracija 200 mg L' i e)

albumina iz govedeg seruma koncentracija koncentracije 40 mg mL™' suspendiranih u

fosfatnom puferu (PBS) nakon 0, 1, 4124 h pri 25 °C i pH 7,4.
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Tablica 14. Hidrodinamicki promjer (dn) i volumni udio (Vol. %) TiO2 nanocestica (TiNP),

TiO2 nanoploCica (TiNPI), titanatnih nanocjevéica (TiNT) i titanatnih nanozica (TiNW)

koncentracija 200 mg L™! i albumina iz govedeg seruma koncentracija koncentracije 40 mg
mL ! suspendiranih u fosfatnom puferu (PBS) nakon 0, 1, 4 i 24 h pri 25 °C i pH 7,4.

Pik 1 Pik 11
Uzorak | t/h dn/ nm Vol. % dn/ nm Vol. %
0 1019,8 + 39,7 97,3+23 5578,2 + 25,3 2,7+21
1 12276 £134,3 100
TiNP
4 1262,3 + 66,5 100
24 1812,3 £ 159,1 62,1+12,7 5548,0 + 31,1 379+12,7
0 1199,0 + 96,6 100
1 1519,3+95,4 100
TiNPI
4 1381,5 +138,3 100
24 1805,0 + 104,4 100
0 1121,4 + 142 78,2+ 119 5355,5+2089 214+11,4
TINT 1 1111,5+55,3 919+11,2 | 5269,5+289,2 8,1+11,2
i
4 1150,2 + 54,9 96,9+4,6 5530,3 +£103,3 3,9+49
24 1177,3 + 40,7 738+32,9 | 53295+3684 8,4+14,8
0 1554,3 + 274,8 100
1 1674,8 + 141,3 100
TiNW
4 2864,7 + 274,6 100
24 2297,8 + 85,8 85,8 +16,4 5561,0 £ 50,2 12,0+15,1
0 6,03+ 0,79 100
1 6,25+ 0,15 100
BSA
4 6,20 +0,17 100
24 6,15+ 0,15 100
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Tablica 15. Zeta potencijal ({) TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoplocica (TiNP1), titanatnih
nanocjev&ica (TiNT) i titanatnih nanoZica (TINW) koncentracija 200 mg L™" i e) albumina iz
govedeg seruma koncentracije 40 mg mL™! suspendiranih u fosfatnom puferu (PBS) nakon 0,
1,4i24hpripH7,4125°C.

Uzorak t/h 0 1 4 24
TiNP -25,3+0,9 -232+10 -22,2+1,0 -20,5+0,6
TiNPI -26,4+0,8 -245+15 -255+11 -24,2+0,7
TINT E -22,7+1,0 -214+172 -21,4+1.2 -23,1+0,7
TiINW ~ -212+10 -21,2+0,9 -21,8+1,7 -23,2+15

BSA -807+045 -909+132 -743+168 -881+1,35

4.1.2.5. Stabilnost titanatnih nanomaterijala u fosfathom puferu s dodatkom albumina

Kao i u slucaju anionske komponente taloznog medija, odredena je stabilnost TINM u
PBS-u u prisutnosti BSA. U tom slucaju koncentracija TiNM iznosila je 200 mg L™! dok je
koncentracija BSA iznosila 40 mg mL!. Vrijednosti hidrodinami¢kog promjera i zeta
potencijala u tablici 16 i tablici 17.

Koncentracije BSA toliko su velike da suu DLS i ELS mjerenjima TiNP, TiNT i TiNPI
vidljive samo Cestice BSA. U slu¢aju TiNW, uz dominantnu populaciju BSA, detektirana je i
populacija veéih Cestica. Za razliku od vrijednosti dn u otopini PBS u kojemu prosje¢na veli¢ina
TiNW iznosi od oko 1500 do 2300 nm, u otopini PBS koja sadrzi BSA, TINW su manje
agregirane te im je prosjecna veli¢ina oko 800 nm. Zeta potencijali svih nanomaterijala
priblizno su jednaki vrijednostima zeta potencijala BSA u PBS. U sluc¢aju TiNM u otopini PBS

i BSA dane su samo vrijednosti hidrodinami¢kih polumjera i zeta potencijala.
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Tablica 16. Hidrodinamicki promjer (dn) i volumni udio (Vol. %) TiO2 nanocestica (TiNP),

TiO2 nanoploCica (TiNPI), titanatnih nanocjevCica (TiNT) i titanatnih nanozica (TiNW)

koncentracija 100 mg L' suspendiranih u fosfatnom puferu (PBS) koji sadrzi 40 mg L™!
albumina iz govedeg seruma (BSA) nakon 0, 1,4 124 h pri pH 7,41 25 °C

Pik 1 Pik 11
Uzorak | t/h dn/ nm Vol. % dn/ nm Vol. %
0 6,19 £ 0,85 100
1 6,38+ 0,29 100
TiNP
4 6,36 £ 0,17 100
24 6,65+ 0,28 100
0 6,38 +£ 0,39 100
1 6,42 +0,17 100
TiNT
4 6,28 + 0,65 100
24 6,49 +0,12 100
0 7,18 £0,17 98 +0,3 809,7 + 56,5 1,8+0,2
1 7,10 £ 0,37 98 +0,3 329,3+66,3 2+0,3
TiNW
4 6,99 + 0,18 98 +0,3 788,6 + 50,0 2+0,2
24 734+04 91+19 758,1 + 149,6 2+0,8
0 7,05+ 0,40 100
1 6,90 + 0,14 100
TiNPI
4 6,82 +0,14 100
24 6,56 + 0,28 100

Tablica 17. Zeta potencijal ({) TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoplo¢ica (TiNP1), titanatnih

nanocjevéica (TiNT) i titanatnih nanoZica (TINW) koncentracija 100 mg L' suspendiranih u

fosfatnom puferu (PBS) koji sadrzi 40 mg L™! albumina iz govedeg seruma (BSA) nakon 0, 1,
4i24hpripH7,4125°C.

Uzorak t/h 0 1 4 24
TiNP -992+0,78 -1025+0,75 -9,73+0,69 -9,42+0,63
TiNPI > -950+045 -11,30+0,32 -11,10+0,53 -11,13+1,01
TiNT é -9,31+0,84 -10,08+0,70 -9,82+043 -9,45+0,78
TiNW -11,22 +0,47 -10,96+0,51 -11,45+0,93 -10,98 +0,64
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4.1.2.6. Stabilnost titanatnih nanomaterijala i albumina u simuliranoj tielesnoj tekuéini

Na slici 50 prikazane su raspodjele veli¢ine TiNM i BSA u SBF-u, dok su vrijednosti dh i
zeta potencijala dani u tablicama 18 i 19.

U SBF detektirane su dvije populacije TiNP (slika 50 a). U prvih 4 sata veli¢ina dominantne
populacije povecava se do oko 950 nm, a takoder se povecava i udio populacije vecih Cestica
na 9,1 Vol. %. Nakon 24 sata detektirane su samo Cestice veli¢ine oko 890 nm. TiNP u SBF-u
imaju najmanji negativni zeta potencijal. Rezultati ukazuju da su agregati TiNP nastali u SBF-
u relativno stabilni.

Sli¢no kao i u slucaju TiNP, u SBF-u su detektirane dvije populacije ¢estica TiNPI (slika 50
b). Veli¢ina i udio dominantne populacije mijenjali su se s vremenom. Veli¢ina je rasla s 848
nm u pocetnom vremenu do 1052 nm nakon 4 sata, a zatim se smanjila na 879 nm nakon 24
sata. Veli¢ina veée populacije Cestica mijenjala se od 5358 do 5590 nm tijekom 24 sata, a njezin
udio se smanjio. Zeta potencijal se s vremenom nije znacajnije promijenio, vrijednost mu se
kretala oko =10 mV.

Hidrodinamicki promjer dominantne populacije TiNT cEestica u SBF iznosi oko 900 — 990
nm (slika 50 c). Vrijednost dn izmjerenih u SBF-u sli¢éne su vrijednostima dominantne
populacije u otopini anionske komponente. U uzorcima je prisutna i mala koli¢ina Cestica
veli¢ina iznad 5000 nm, dok su samo u najranijem vremenu detektirane i male Cestice dn 0ko
250 nm u malom postotku (3 Vol. %). Zeta potencijal TINT u SBF se s vremenom gotovo ne
mijenja i iznosi oko —11 mV.

Raspodjela hidrodinami¢kog promjera TINW u SBF-u je monomodalna (slika 50 d). U
prvih 4 sata veli¢ina ostaje gotovo nepromijenjena (oko 1080 nm), a do naglog povecanja dh
dolazi nakon 24 h, kad su detektirane Cestice veli¢ine 2822 nm. Zeta potencijal tijekom 24 sata
se znatnije ne mijenja.

Iako je otopina SBF najvece ionske jakosti u odnosu na sva 3 istrazivana medija te dvostruko
vece Ic u odnosu na PBS, u SBF-u ne dolazi do znacajnije agregacije TINM. Navedeno opazanje
moze biti posljedica i razli¢itog sastava medija. Sigh i sur. pokazali da valencija kationa
zastupljenih u otopini elektrolita ima utjecaj na agregaciju Cestica, odnosno da divalentni
kationi imaju izraZeniji utjecaj na brzinu agregacije od monovalentnih kationa iste soli.*®

U slu¢aju BSA, unutar 24 sata ne dolazi do promjene dh koji je jednak veli¢ini u anionskoj
komponenti taloznog medija i u PBS-u. Ne dolazi ni do promjene zeta potencijala koji je sli¢an

vrijednosti zeta potencijala u PBS-u, ali nizi od vrijednosti u anionskoj komponenti.
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Slika 50. Reprezentativne raspodjele veli¢ine a) TiO2 nanocestica, b) TiO2 nanoplocica, ¢)

titanatnih nanocjevéica i d) titanatnih nanoZica koncentracija 100 mg L' i e) albumina iz

govedeg seruma (BSA) koncentracije 5 mg mL™! suspendiranih u korigiranoj tjelesnoj
tekucini (SBF) nakon 0, 1,4 124 h pr1 25 °C 1 pH 7,4.
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Tablica 18. Hidrodinamicki promjer (dn) i volumni udio (Vol. %) TiO2 nanocestica (TiNP),

TiO2 nanoploCica (TiNPI), titanatnih nanocjevéica (TiNT) i titanatnih nanozica (TiNW)

koncentracija 100 mg L' i albumina iz govedeg seruma koncentracija koncentracije 5 mg mL™!

suspendiranih u korigiranoj tjelesnoj tekucini (SBF) nakon 0, 1, 4124 h pri 25 °C i pH 7,4.

Pik 1 Pik 11
Uzorak | t/h dn/nm Vol. % dn/nm Vol. %
0 888,7 + 18,0 92,5+£43 5492,3 +£ 89,3 75127
_ 1 916,5 + 45,8 92,7+35 5398,5+ 89,5 7,3+1,6
TINP 4 950,9 +£ 27,2 90,9+£5,3 5261,2 + 266,3 9,1+4,.2
24 887,4+70,0 100
0 847,8+ 32,0 92,0£5,2 5357,8 £137,8 8,1+5.2
) 1 985,3+ 19,6 91,9+38 5293,3 £ 186,8 8,1+3,8
TINPI 4 1052,3+154 89,8 4,0 5439,8 + 47,8 10,2+4,0
24 879,1 + 68,2 992+1,0 | 5590,2+1129 0,7%0,3
0 987,1+53,9 95,0+£24 5590,0 21+18
. 1 930,6 £ 33,5 85,8+£35 5230,0 £ 406,2 142+ 35
TINT 4 973,6 + 65,0 100,0
24 894,6 £ 27,3 97,0+ 3,6 5446,0 £ 21,2 3,0+£3,6
0 1078,0 + 56,3 100
1 1011,1 +108,7 100
TiNW
4 1081,8 + 101,8 100
24 2822,0 £261,3 100
0 7,08 £0,15 100
1 7,70 + 0,44 100
BSA
4 7,18 +0,06 100
24 7,01 +£0,25 100
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Tablica 19. Zeta potencijal ({) TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoplocica (TiNP1), titanatnih
nanocjev¢ica (TiNT) i titanatnih nanoZica (TiNW) koncentracija 100 mg L™! i albumina iz

govedeg seruma koncentracije 5 mg mL ™! suspendiranih u korigiranoj tjelesnoj tekuéini (SBF)
nakon 0, 1,4 124 hpripH7,4i25°C.

Uzorak t/h 0 1 4 24
TiNP -10,03 £1,05 -10,22+0,78 -11,04+0,66 -10,62+0,38
TiNPI -10,51+0,15 -9,78+0,64 -10,12+0,96 -10,34+0,37
TINT E -10,38+1,41 -11,40+1,20 -10,41+0,69 -10,82+0,14
TiINW ~ -894+065 -944+058 -1006+1,14 -8,69+0,21

BSA -791+0,70 -10,39+188 -7,25+2,05 -10,83%0,76

4.1.2.7. Stabilnost titanatnih nanomaterijala u simuliranoj tjelesnoj tekuéini s dodatkom

albumina

S obzirom da se u eksperimentima biomimetske sinteze iz SBF-a, u talozni medij dodavao
BSA, odredena je stabilnost TiNM u SBF u kojem je dodan BSA koncentracije 5 mg mL™!, pri
¢emu koncentracija TiNM iznosi 200 mg L™!. Koncentracija BSA jednaka je koncentraciji
koriStenoj u eksperimentima talozenja iz SBF-a. Vrijednosti hidrodinamickog promjera i zeta
potencijala dani su u Tablicama 20 i 21.

Osim u sluc¢aju TiINW, detektirana je samo dominantna populacija Cestica BSA veli¢ine oko
7 nm. | zeta potencijal sustava koji sadrze TiNP, TiNT te TiNP] odgovara vrijednosti BSA u
otopini SBF, ~ —10 mV. S druge strane, u sustavu koji je sadrzavao TiNW detektirana je
populacija Cestica veli¢ine oko 700 nm koje odgovaraju pojedinacnim cesticama. Jednako
ponaSanje uoceno je i u PBS-u. No, veli¢ina TiNW detektirana u prisutnosti BSA u SBF-u,
nesto manja je u odnosu na sustav u kojemu BSA nije prisutan. Stoga, moze se zakljuciti da

prisutnost BSA smanjuje agregaciju TiNW.
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Tablica 20. Hidrodinamicki promjer (dn) i volumni udio (Vol. %) TiO2 nanocestica (TiNP),
TiO2 nanoploCica (TiNPI), titanatnih nanocjevCica (TiNT) i titanatnih nanozica (TiNW)
koncentracija 200 mg L' suspendiranih u simuliranoj tjelesnoj tekuéini (SBF) koja sadrzi 5 mg
mL ! albumina iz govedeg seruma (BSA) nakon 0, 1, 4 i 24 h pri pH 7,41 25 °C.

Pik I
Uzorak | t/h dn/ nm Vol. %
0 7,21+0,75 100
) 1 7,05+ 0,85 100
TiNP
4 7,58 +0,71 100
24 7,06 £ 0,20 100
0 8,13+0,30 100
1 7,99 +0,30 100
TiNPI
4 6,92 + 0,10 100
24 6,56 + 0,30 100
0 7,03+0,52 100
1 7,36 £ 0,65 100
TINT
4 7,21 +0,49 100
24 7,10+ 0,25 100
0 760,8 +51,1 100
) 1 687,8 +99,1 100
TINW
4 714,1 + 56,7 100
24 | 864,8+101,9 100

Tablica 21. Zeta potencijal () TiO2 nanocestica (TiNP), titanatnih nanocjev¢ica (TiNT),
titanatnih nanozica (TiNW) i TiO2 nanoplo¢ica (TiNPI) koncentracija 100 mg L'
suspendiranih u simuliranoj tjelesnoj teku¢ini (SBF) koja sadrzi 5 mg L™! albumina iz govedeg
seruma (BSA) nakon 0, 1,4 i 24 hpripH 7,41 25 °C.

Uzorak t/h 0 1 4 24
TiNP -8,26+086 -826+086 -962+0,52 -10,15+0,35
TiNPI > -11,27£0,55 -10,67+0,47 -11,10+0,53 -11,13+1,01
TINT é -9,78+052 -10,18+0,42 -965+0)55 -10,15+0/4
TiNW -10,78+0,65 -10,33+0,84 -10,19+0,62 -10,35+0,76
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4.2. Biomimetska sinteza nanokompozita kalcijevih fosfata i titanatnih
nanomaterijala taloZenjem iz simulirane tjelesne tekuéine

Sposobnost induciranja nastajanja CaP razliCitih potencijalnih biomaterijala za regeneraciju
&vrstih tkiva u c-SBF obi¢no se koristi kao pokazatelj njihove bioaktivnosti in vivo.?? Kako SBF
sadrzi samo glavne anorganske ione prisutne u krvnoj plazmi, a ne i bioloske makromolekule,
te rezultate treba pazljivo interpretirati.®° S obzirom da je cilj ovog dijela doktorata uspostava
procedure biomimetske priprave kompozita kalcijevih fosfata i titanatnih nanomaterijala
(CaDHAJ/TINM), mineralizacija u SBF-u koristila se samo za odredivanje sposobnosti TINM
da induciraju nastajanje CaP, a ne kao pokazatelj bioaktivnosti. Stoga su eksperimenti vrSeni
pri temperaturi 25 °C kako bi bili usporedivi s eksperimentima spontanog talozenja i kako bi se
moglo odrediti koji je postupak dobivanja CaDHA/TINM kompozita bolji.

Mehanizam nastajanja CaP iz SBF-a na titanijevim supstratima predlozio je Kokubo.3!
Kljuéni korak je medudjelovanje povrsinskih Ti-OH grupa s pozitivho nabijenim kalcijevim
ionima pri ¢emu nastaje kalcijev titanat.3'? Zbog adsorpcije kalcijevih iona, povrsina postaje
pozitivno nabijena i reagira s fosfatnim ionima. Pri tome nastaje metastabilni ACP koji se s
vremenom transformira u stabilnije, kristalne CaP (slika 51). Da bi induciranje nastajanja CaP

bilo uspjesno, Ti-OH grupe trebaju biti specifi¢no rasporedene.

3) | SBF s0? o P) [SBF ME o s o K-
K* Ca® PO; , K s
Cal* . PO, . PO, i Poi_
1 Mg Ca¥* Na® Ca l SO, 1 Na l
I cCRohansach ﬁ?\

OH “oH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH

\ / \Ti/ \Ti/ T/ Ti/ \Ti/
/;\ L /f\o \ 0/\\

(0] (0] (0] (0] 0 0 (0] O

Slika 51. Shematski prikaz nastajanja kalcijevih fosfata na supstratu titanija u simuliranoj
tjelesnoj tekucini (SBF): a) nastajanje negativno nabijenih Ti—OH skupina na koje se
vezu Ca®*ioni, b) stvaranje kalcijevog titanata na koji se vezu fosfatni ioni i c)
nastajanje ACP faze koja ¢e se dalje transformirati u stabilnije faze. Konstruirano

prema referenci 312.
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4.2.1. Biomimetska sinteza kalcijevih fosfata na titanatnim nanomaterijalima u simuliranoj
tjelesnoj tekudéini

Difraktogrami praha (slika 52) i FTIR spektri (slika 53) uzoraka dobivenih nakon razli¢itih
vremena inkubacije u SBF (1-28 dana) ukazuju na malu sposobnost istrazenih TiNM da
induciraju nastajanje CaP. Ovisno o vrsti TiINM, sporadi¢no su uoceni difrakcijski i apsorpcijski
maksimumi koji odgovaraju CaP.

Nakon 28 dana inkubacije TiNP u SBF-u nisu opazZeni difrakcijski maksimumi koji
odgovaraju CaP. To je moguca posljedica male koli¢ine nastalih CaP, njihove slabe
kristalini¢nosti i preklapanja difrakcijskih maksimuma s izrazenim maksimumima TiNP. FTIR
metoda pokazala se osjetljivijom za detekciju nastalog CaP. Ve¢ nakon prvog dana inkubacije
vrpce pri 2916 i 2851 cm™! koje odgovaraju Ti-OH vibracijama nisu vise vidljive. Nakon 28
dana umakanja pojavljuje se vrpca na oko 1030 cm ™! koja odgovara vsc trostruko degeneriranom
asimetri¢nom istezanju P—0.2%

U difraktogramima praha TiNPI difrakcijski maksimumi javljaju se nakon 7 dana
inkubacije. Difrakcijski maksimumi karakteristi¢ni za CaP javljaju se pri 20 32° 1 45° §to
ukazuje na nastanak kalcij — deficijentnog hidroksiapatita (CaDHA).”®*"® Promjene u sastavu
taloga vidljivije su u FTIR spektrima veé nakon 14 dana. Osim vrpci pri oko 810 i 660 cm™
karakteristi¢nih za TiNPl, nakon 14 dana pojavljuje se vrpca pri oko 1100 i 1030 cm™!
karakteristi¢ne za degenerirano savijanje -OsPO-H---O-POj3 grupe.?®® Nakon 21. dan dolazi do
cijepanja vrpci pri 660 cm™! te pojavljivanja novih vrpci pri 560 cm™! koja odgovara trostruko
degeneriranom savijanju O-P-O veze u PO; skupini. Nakon 28 dana pojavljuje se i vrpca na
3182 cm™'. Navedene vrpce nisu detektirane nakon 14 i 21 dan, $to moZe i ukazivati na
transformaciju metastabilnog CaP. Nakon 28 dana javlja se niz ostrih vrpci slabog intenziteta
karakteristi¢nih za hidroksiapatit i karbonatapatit: vrpca pri 1550 cm™! karakteristi¢na je za
vibraciju savijanja CO3 grupe u A-tipu karbonat apatita, vrpca pri 1453 cm™' karakteristi¢na za
vibraciju savijanja CO3™ grupe u B-tipu karbonat apatita.?®®

U difraktogramu praha TiNT u SBF-u difrakcijski maksimumi slabog intenziteta pri 26 32°
I 46° karakteristiCan za kalcij — deficijentni hidroksiapatit (CaDHA) detektirani su nakon 28
dana inkubacije, Sto ukazuje na slabu sposobnost TiNT da induciraju talozenje CaP u SBF-u.
U FTIR spektru taloga dobivenog nakon 1 dan inkubacije TiNT u SBF vidljiva je vrpca pri

1060 cm™!. Ta vrpca moze biti karakteristi¢na ili za vibraciju HPO; grupe u hidroksiapatitu?®?
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ili za vs vibraciju istezanja PO3" grupe u oktakalcijevom fosfatusl te je dokaz da CaP nastaje na
TiNT ve¢ nakon 1 dana inkubiranja u SBF-u.

U difraktogramima praha TiNW nakon inkubacije u SBF promjena je vidljiva tek nakon 28
dana, $to moze ukazivati da promjene vidljive u FTIR spektrima uzorka dobivenih nakon 317
dana inkubiranja u SBF mogu biti posljedica nastajanja male koli¢ine amorfnog/metastabilnog
CaP. Kao i sluc¢aju TiNP 1 TiNT, promjene u sastavu taloga su vidljivije u FTIR spektrima. Ve¢
nakon 3 dana pojavljuju se nove vrpce na 1237 cm™ i 1060 cm™'. Vrpca na 1237 cm!
karakteristi¢na je za nedegenerirano savijanje -OsPO-H---O-POs grupe, a vrpca na 1060 cm™!
za vibracije HPO3 grupe u strukturi hidroksiapatita s prisutnim hidroksi ili dihidroksi fosfatima
u kristalnoj resetki.?% Ostale vrpce nije bilo moguée asignirati kao vrpce kalcijevih fosfata, iako
je moguce da je zbog rasta na TINW doslo do pomaka vrijednosti valnih brojeva pri kojima se
javljaju. Nakon 7 dana pojavljuje se i vrpca na 1450 cm™! karakteristi¢na za vibraciju savijanja
CO? grupe u B-tipu karbonat apatita.?®®* Navedene vrpce nisu detektirane nakon 14 i 21 dan, §to
moze ukazivati na transformaciju metastabilnog CaP. Nakon 28 dana u spektru je vidljiv niz
ostrih vrpci slabog intenziteta karakteristicnih za hidroksiapatit i karbonatapatit: vrpca pri 1550
cm™! karakteristi¢na je za vibraciju savijanja CO3 grupe u A-tipu karbonat apatita, vrpca pri
1465 cm™! karakteristi¢na za vibraciju savijanja CO3” grupe u B-tipu karbonat apatita, vrpca pri
1055 cm! karakteristi¢na je za vap trostruko degenerirano asimetri¢no istezanje P-O veze u
PO grupi i vrpca pri 1035 cm™! karakteristi¢na je za vsc trostruko degenerirano asimetriéno

istezanje P—O veze u PO grupi. 2%
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Slika 52. Difraktogrami praha TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoploc€ica (TiNPI),
titanatnih nanocjevéica (TINT) i titanatnih nanozica (TiNW) nakon 1, 3, 7, 14, 21 i 28 dana

inkubacije u SBF-u pri 25 °C. Strelicama su oznaceni difrakcijski maksimumi koji pripadaju

kalcijevim fosfatima.
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Slika 53. FTIR spektri TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoplo¢ica (TiNPI), titanatnih
nanocjev¢ica (TiNT) i titanatnih nanoZzica (TiNW) nakon 1, 3, 7, 14, 21 i 28 dana inkubacije u

SBF-u pri 25 °C. Crvene strelice oznacuju apsorpcijske maksimume koji pripadaju kalcijevim

fosfatima, a plave kalcijevim karbonatima.

Na SEM mikrografijama taloga nastalog nakon 28 dana inkubacije TiNP i TiNPIl u SBF

(slika 54 a i b) nisu primijeceni CaP. SEM mikrografije potvrduju rezultate FTIR i PXRD

analize te ukazuje da TiNP i TiNPI nisu sposobni inducirati nastajanje CaP u danim uvjetima.

SEM mikrografije taloga nastalog nakon 28 dana inkubacije TiINT u SBF-u (slika 54 c)

potvrduju rezultate PXRD 1 FTIR analize. Listi¢avi kristali sporadi¢no su uo€eni na povrsini

TiNT. Jednak trend uocen je i na SEM mikrografijama taloga nastalog nakon 28 dana

inkubacije TINW u SBF-u, gdje su uoceni sferi¢ni agregati CaDHA (slika 54 d).
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SEI 50kV  X75000 100nm WD 10.1mm

SEI 50KV X50,000 100nm WD 10.0mm B SEI 50KV  X¥50000 100nm WD 10.1mm

Slika 54. SEM mikrografije a) TiO2 nanocestica (TiNP), b) TiO2 nanoploc€ica (TiNP1), ¢)
titanatnih nanocjevcica (TiNT) i d) titanatnih nanozica (TiNW) nakon 28 dana inkubacije u

SBF pri 25 °C. Strelicama su oznaceni kalcijevi fosfati.

Na temelju PXRD, FTIR, i SEM analize moguée je zakljuciti da izduzeni titanatni
nanomaterijali TINT i TINW imaju slabu sposobnost induciranja nastajanja CaP iz SBF-a. S
druge strane, 1D TiO2 nanomaterijali anatas strukture manjih dimenzija, TiNP i TiNPI, ne mogu
inducirati nastajanje CaP u SBF-u. lako postoje naznake na FTIR spektrima da potencijalno
dolazi do nastajanja CaP, na SEM mikrografijama nisu uo¢eni CaP. Ukoliko i dolazi do
nastajanja CaP na TiNP i TiNPI, nastala koli¢ina je toliko mala da se sposobnost ta dva
nanomaterijala da induciraju nastajanje CaP iz SBF-a moze zanemariti.

Prethodno objavljeni rezultati ukazuju da anatas ima najvecu sposobnost induciranja
nastajanja CaP. Dosadasnja istraZivanja talozenja CaP iz SBF-a pokazala su da CaP ne nastaju
na gelu amorfnog TiO», dok gelovi anatas i rutil strukture induciraju nastajanje apatitnih faza
na njihovoj povrsini. U tom slucaju, talozenje apatitnih faza izrazenije je na gelovima anatas

strukture nego na rutilnim.®'® Li i sur. predlozili su mehanizam prema kojemu je nastajanje
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apatita na titanatnim gelovima inducirano Ti—OH skupinama.®'® Upravo zato, amorfni
materijali koji imaju manje Ti—OH skupina ne induciraju nastajanje apatita. Wu i Nancollas
istrazivali su nukleaciju razlicitih vrsta CaP na metalnim oksidima iz metastabilnih otopina.
Sli¢no kao Li i sur., pokazali su da anatas faza ima vec¢u sposobnost induciranja taloZenja apatita
od rutila, ¢ak i u otopinama koje nisu SBF.3!" Ta razlika posljedica je razli¢itih povriinskih
svojstava anatas i rutil faze TiO.. Tocnije, anatas posjeduje vecu vrijednost parametra
povrsinske napetosti Lewisove baze. Upravo ovaj parametar smanjuje nukleacijsku barijeru
potrebnu za nastajanje CaP na povrSini metala, stoga se CaP na povrSini anatasa talozi brze i u
vecoj koli¢ini. Ruso i sur. pokazali su da je za nastajanje apatitnih slojeva na TiO>
nano&esticama bitna i orijentacija reaktivne kristalne plohe.®® Naime, u slu¢aju TiO, materijala
anatas faze, teorijski i eksperimentalno je dokazano da su {001} plohe u ravnoteznom stanju
izrazito reaktivne.3'® No, one su zastupljene u manjem broju od manje reaktivnih {101}. Stoga
su Ruso i sur. sintetizirali dekaedarske TiO. nanocCestice anatas faze s visokim udjelom
reaktivnih {001} ploha koje su favorizirale biomimetski rast amorfnog trikalcijevog fosfata ve¢
nakon prvog dana inkubacije u SBF.

Osim na nanocesticama, istrazivanja induciranja talozenja CaP na TiNM napravljena su i
na drugim oblicima. U novije vrijeme povrsina titanskih implantata modificira se slojem TiNT
okomitih na povrsinu kako bi se poboljsala bioaktivnost implantata.2%1:24 Oh i sur. sintetizirali
su hidroksiapatit (HAP) na kemijski modificiranim TiO, nanocjevéicama (TiNT).3!
Anodizacijom su pripremili sloj vertikalno orijentiranih TiNT na povrSini titanijeve plocice.
Navedene TiNT tretirali su s NaOH kako bi im se povecala bioaktivnost ¢ime na njihovoj
povrsini nastaje sloj vlaknastih struktura natrijevih titanata koje induciraju nastajanje HAP iz
SBF-a ve¢ nakon prvog dana. Inkubacija u duljem vremenskom periodu (2 - 5 dana) rezultira
potpunom povrs§inskom prekrivenosti HAP-om. Ukoliko se TiNT ne tretiraju s NaOH, vrijeme
potrebno za nastajanje HAP-a produljuje se na 7 dana. U nasim istrazivanjima pokazano je da
su TINT pripremljene hidrotermalnom sintezom sposobne inducirati nastajanje CaP iz SBF-a
ve¢ nakon prvog dana, bez potrebe za kemijskom modifikacijom TiNT kojom se povecava
njihova bioaktivnost. No, nedostatak ovakvog nacina taloZenja je vrlo mala dobivena koli¢ina
HAP. Medutim, do danas nije istrazena i mineralizacija samih TiNT SBF-u.

lako u znatno manjoj mjeri u odnosu na TiNP te TiNT, i TINW se koriste u pripravi novih
implantata za regeneraciju ¢vrstih tkiva, bilo kao povrsinska modifikacija®?°3?! ili kao 3D

potporanj (engl. scaffold)®??. Istrazivanja induciranja talozenja CaP na povrsinskom sloju
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TINW pokazala su da CaP nastaju nakon 12 h na TiNW anatas faze, ali taloZenje nije
primijeéeno na titanatnim NW.3?! [straZivanja mineralizacije samih TiNW ili TiNPI u SBF-u
nisu opisana u dostupnoj literaturi.

Dobiveni rezultati ukazuju na to da, osim kristalne faze TiNM, bitan parametar koji utjece
na sposobnost TINM da induciraju nastajanje CaP je i njihova morfologija. Izduzeni titanatni
nanomaterijali pokazuju vrlo slabu sposobnost induciranja nastajanja CaP u SBF-u. Slaba
sposobnost induciranja nastajanja CaP moze biti posljedica i vrlo malog zeta potencijala TINM

u SBF koji nije dovoljan za induciranje taloZenja.

4.2.2. Biomimetska sinteza kalcijevih fosfata na titanatnih nanomaterijala u simuliranoj
tjelesnoj tekucini u prisutnosti albumina iz govedeg seruma

S obzirom da SBF sadrzi samo anorganske ione krvne plazme, dodatak proteina korak je u
priblizavanju fizioloskim uvjetima. Difraktogrami praha uzoraka dobivenih nakon razli¢itih
vremena inkubacije TiNM u SBF koji sadrzi 5 g L™! BSA (1-28 dana) prikazani su na slici 55.
Difraktogrami praha taloga nastalog nakon umakanja TiNP u SBF-u sadrze samo difrakcijske
maksimume karakteristicne za TiNP. U difraktogramima praha uzoraka dobivenih nakon
razli¢itih vremena inkubacije TiNPI i TINT u SBF-u, difrakcijski maksimumi na oko 26 32° i
45°, karakteristican za CaDHA®8313 pojavljuje se ve¢ nakon 3 dana. Navedeni difrakcijski
maksimum se u difraktogramima praha dobivenih inkubacijom TiNW u SBF-u, javlja ve¢
nakon prvog dana inkubacije.

FTIR spektri taloga nastalog umakanjem TiNM u SBF koji sadrzi BSA prikazani su na slici
56. FTIR spektri TiNP 1 TiNT sadrZe samo vibracijske vrpce karakteristi¢éne za BSA (oko 1640,
1530, 1400, 1060 cm™'). U FTIR spektrima taloga TiNPI nakon inkubiranja u SBF koji sadrzi
BSA pojavljuju se vibracijske vrpce karakteristi¢ne za BSA (oko 3280, 2950, 1630, 1540, 1400
cm™!) i TiNPI (oko 790 i 660 cm™), a veé nakon prvog dana uranjanja u SBF-u primjecuje se i
vrpca pri oko 1060 cm™! karakteristi¢na za CaDHA.. Spektri taloga nastalog umakanjem TiNW
u SBF s dodatkom BSA sadrze vibracijske vrpce karakteristicne za BSA (oko 1640, 1560, 1420
cm ') i TINW (oko 922 i 680 cm™"). U FTIR spektrima ve¢ nakon prvog danja uranjanja u SBF-
u primjeéuje se apsorpcijski maksimumi CaDHA. Vrpca pri oko 560 cm™! karakteristi¢na je za
trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze, dok se nakon 14 dana javlja vrpca pri oko 1050

cm! koja odgovara trostruko degeneriranom asimetri¢nom istezanju P—O.
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Slika 55. Difraktogrami praha TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoplocica (TiNP1),
titanatnih nanocjevéica (TINT) i titanatnih nanozica (TiNW) nakon 1, 3, 7, 14, 21 i 28 dana
inkubacije u SBF-u koji sadrzi 5 g L ™! albumina iz govedeg seruma (BSA) pri 25 °C. Crvene

strelice oznacuju difrakcijske maksimume koji pripadaju kalcijevim fosfatima.
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Slika 56. FTIR spektri prahova TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoplocica (TiNPI),
titanatnih nanocjevcica (TINT) i titanatnih nanozica (TiNW) nakon 1, 3, 7, 14, 21 i 28 dana

inkubacije u SBF-u koji sadrzi 5 g L™* albumina iz govedeg seruma pri 25 °C. Crvene strelice

oznacuju apsorpcijske maksimume koji pripadaju kalcijevim fosfatima.
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Na SEM mikrografijama taloga nastalog nakon 28 dana inkubacije TINM u SBF-u koji
sadrzi 5 g L™t BSA (slika 57) nisu vidljivi kristali CaP. Na temelju toga moze se zakljugiti da
BSA ne doprinosi nastajanju CaP na TiNM u SBF-u.

50KV X50,000 100nm WD

50KV X50,000 100nm WD 10.0mm SEI 50kv  X50,000 100 WD 10.0mm

Slika 57. SEM mikrografije a) TiO2 nanocestica (TiNP), b) TiO2 nanoplocica (TiNP1), ¢)

titanatnih nanocjevcica (TiNT) i d) titanatnih nanozica (TiNW) nakon 28 dana inkubacije u

SBF koji sadrzi 5 g L™ albumina iz govedeg seruma (BSA) pri 25 °C.

Za razliku od induciranja taloZenja CaP iz Ciste otopine SBF, u modificiranoj verziji SBF-a
koji sadrzi BSA, SEM mikrografije nisu ukazale na prisutnost CaP ¢ak niti na TINT i TINW.
Stoga se moze zakljuciti da BSA ne doprinosi nastajanju CaP na TiNM iz SBF-a.

Inhibiranje taloZenja CaP, uoceno je i u taloznim eksperimentima koji su ukljucivali
revidirane tjelesne tekucine (rSBF). Dorozhkin i Dorozhkina proucavali su talozenje CaP do
kojeg dolazi mijeSanjem rSBF otopina koje sadrze Ca®* i PO; ione te promjene do kojih dolazi
dodatkom BSA u rSBF.3?® Talozenjem u SBF-u kojem nije dodan BSA, nastaju sferi¢ne estice
CaP-a. Dodatkom BSA dolazi do promjena u morfologiji CaP-a koje su najizrazenije pri

najveéim koncentracijama BSA. Osim promjene u morfologiji, 1 kristalinicnost dobivenih
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taloga znacajno se smanjuje te dolazi do paralelnog talozenja organske faze, odnosno BSA, na
povrsini CaP.

Prema Kokubu, najvazniji korak u nastajanju CaP iz SBF-a je formiranje povrSinskih Ti-
OH skupina koje medudjeluju s pozitivno nabijenim kalcijevim ionima.'* S obzirom da je BSA
u otopini SBF pozitivno nabijena, moguée je da dolazi i do adsorpcije BSA na povrSinu TiNM
Sto ometa nastajanje CaP. Adsorpcija BSA na povrs§inu TiNM dokazana je FTIR analizom (slika
56) jer su na vecéini FTIR spektara vidljivi apsorpcijski maksimumi BSA. Osim toga, DLS i
ELS analizom potvrdeno je da u SBF-u dolazi do adsorpcije proteina na povrsinu TiNM (tablica
21).
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4.3. Biomimetska sinteza nanokompozita kalcijevih fosfata i titanatnih
nanomaterijala taloZenjem iz suspenzije

Nanokompoziti CaP i TINM mogu se pripraviti induciranjem talozenja CaP iz SBF-a.
No, koriStenje ove metode sinteze CaDHA/TiNM ima nekoliko nedostataka $to je pokazano u
prethodnom poglavlju. Prvenstveno koli¢inu istalozenog materijala i duljinu trajanja Sinteze.
Da bi se navedeni problemi rijesili, CaDHA/TiNM kompozite moguce je pripremiti |
talozenjem iz suspenzije. Za pripremu CaDHA/TINM kompozita u obliku praha, mogu se
koristiti razli¢ite metode. Medu njima, posebno se isticu hidrotermalne sinteze provedene pod
utjecajem visoke gravitacije?’ ili mikrovalnog zra¢enja?®, in situ taloZenje pri visokim
temperaturama®®, mehanokemijske sinteze® te sol-gel metode®'*2, No, navedene metode
odvijaju se pri vrlo viskom temperaturama ili su vremenski vrlo duge te se ne odvijaju na
ekoloski prihvatljiv nadin.?®%?* Salarian i sur. razvili su sol-gel metodu pripreme
nanokompozita CaP i TiNM obradom superkriticnog fluida ugljikovim dioksidom ¢ime se
postize rast nanoplo¢ica HAP-a na povrsini jednodimenzionalnih titanatnih $tapi¢a.®?* U novije
vrijeme sinteze koje se odvijaju pri temperaturama ispod 100 °C privlae paznju za sintezu
materijala temeljenih na CaP. Takve metode omogucuju bolju kontrolu istalozene faze CaP-a
u koju se mogu ugraditi i bioloski aktivne molekule, koriste jednostavne eksperimentalne
postavke te su niske cijene.®?® Sintezom pri niskim temperaturama te pH i I¢ vrijednostima $to
blizim fizioloskim moguce je u nekoj mjeri oponasati nastajanje ¢vrstih tkiva u organizmima
$to se smatra dodatnom prednosti u razvoju optimalnog sintetskog puta.®?® No, do sada su samo
Enayatti-Jazi i sur. pripremili HAP/TiO2 nanokompozite in situ talozenjem pri temperaturi 70
°C.29
U prethodnom poglavlju pokazano je da induciranjem taloZzenja CaP iz SBF-a na TINM niti
nakon 28 dana inkubacije nije nastala dovoljna koli¢ina taloga. Stoga je u ovom poglavlju
istrazen drugi mogucéi biomimetski sintetski put, talozenje CaP u prisutnosti TiNM pri 25 °C.

Kako se u fizioloskoj tekuéini nalaze i druge organske molekule!®®

, U taloZne sustave dodan je
albumin iz govedeg seruma kako bi se odredio utjecaj 1 bioloski aktivnih molekula. S druge
strane, u razvoju materijala za regeneraciju ¢vrstih tkiva Cesto se koriste i polimeri kako bi se
poboljsala njihova mehanicka svojstva. U svrhu istrazivanja utjecaja aditiva koriStenih u

proizvodnji implant materijala koriSten je prirodni polimer, Kitozan. Utjecaj aditiva, BSA i
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kitozana, ispitan je i istovremenim dodatkom TiNM te se na taj nacin odredio utjecaj dvije vrste
aditiva na kinetiku talozenja i svojstva nastale faze CaP.

Prema trenutno dostupnoj literaturi, istrazivanja nastajanja kompozita CaP 1 TiNM
pripremljenih taloZenjem iz suspenzije pri sobnoj temperaturi nisu dostupna, dok istraZivanja
nastajanja CaP na razli¢itim vrstama TiNM gotovo i nema. Stoga je u ovom poglavlju istrazen
utjecaj TiNM na talozenje CaP u vodenim otopinama pri sobnoj temperaturi. Odreden je utjecaj
TiNM na kinetiku taloZenja te na svojstva istalozenog CaP na pocetku i na kraju taloznog

procesa. Na taj se nacin postize razumijevanje svakog koraka taloZznog procesa.

4.3.1. Talozenje kalcijevih fosfata u prisutnosti titanatnih nanomaterijala

4.3.1.1. Utjecaj titanatnih nanomaterijala na kinetiku taloZenja kalcijevih fosfata

Napredovanje talozenja CaP-a moguce je, barem (semi)kvantitativno, pratiti mjereéi
promjenu pH vrijednosti taloZznog sustava u vremenu. Na slici 58 prikazane su promijene pH
vrijednosti taloznih sustava u vremenu za kontrolni sustav i za sustave u kojima su dodane
razli¢ite koncentracije TINM. Sve krivulje imaju karakteristican sigmoidalan oblik na kojima
se mogu razlugiti tri karakteristi¢na koraka talozenja koja su naznacena na slici 58 a.8%326:327

U fazi 1 dolazi do neznatnog smanjenja pH vrijednosti za vrijeme Cega nastaje amorfni
prekursor. Pri tim reakcijskim uvjetima, pretpostavlja se da je prekursorska faza amorfni
kalcijev fosfat (ACP), sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima.?>32® Za vrijeme nastajanja
prekursorske faze ne dolazi do znacajnije promjene niti pH vrijednosti niti koncentracije
kalcijevih iona.!*” U fazi 2 dolazi do naglog pada pH vrijednosti §to je posljedica deprotonacije
H,PO; i HPO7 iona povezane s nastajanjem taloga, odnosno sekundarnim talozenjem Kristalne
faze.3? U posljednjem koraku dolazi do rasta i fazne transformacije pri ¢emu se pH vrijednost
neznatno mijenja (Faza 3.).

Sve pH krivulje dobivene u prisutnosti TiNM imaju sli¢an sigmoidalan oblik kao i ona
dobivena u kontrolnom sustavu §to znaci da prisutnost TINM ne utjece na mehanizam
nastajanja kristalne faze.®83% Dobiveni rezultati u skladu su s nedavnim istrazivanjima
nastajanja i transformacije ACP-a u prisutnosti razlicitih aditiva u kojima je pokazano da se
mehanizam nastajanja kristalne faze ne mijenja u prisustvu aminokiselina (Asp, Lys i Gly),
magnezijevih i citratnih iona, kationskih i anionskih polielektrolita, fosforiliranih peptida,

osteopontina itd.8>329331332 primjer aditiva koji mogu utjecati na promjenu mehanizma
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transformacije su povrsinski aktivne tvari (PAT).3?® Razlika u ponaSanju pripisana je ¢injenici
da, za razliku od malih molekula ¢ije je medudjelovanje s nastaju¢om ¢vrstom fazom primarno
elektrostatske prirode, u slu¢aju PAT hidrofobna medudjelovanja takoder imaju znacajnu
ulogu.3?

Razlika u brzini promjene pH vrijednosti u prisutnosti ACP i nastajanju kristalne faze
omogucuje odredivanje vremena indukcije sekundarnog talozenja (ting). Ta Vveli¢ina Koristi se
kao indikator stabilnosti ACP faze. Smatra se da $to je ting veée i ACP faza je stabilnija.8>3%
Vremena indukcije kontrolnog sustava i sustava s razli¢itim koncentracijama TiNM dana su u
tablici 22. TINM pokazuju zanimljiv utjecaj na vrijeme indukcije kontrolnog sustava. U
prisutnosti svih TiINM u rasponu koncentracija 7,5 — 15,0 mg L™! dolazi do poveéanja ting
vrijednosti u odnosu na kontrolni sustav. U takvim slu¢ajevima TiNM se ponasaju kao inhibitori
taloznog procesa te stabiliziraju amorfnu fazu. No, pri veéim koncentracijama, 50 i 100 mg L',
TiNM postaju promotori taloznog procesa, ubrzavaju nastajanje kristalne faze na sto ukazuje
manja vrijednost ting. Takvo ponaSanje suprotno je ponasanju opazenom u sluc¢aju dodatka
polielektrolita, koji pri manjim koncentracijama promoviraju, a pri vec¢im inhibiraju
transformaciju ACP.117-330:333 Dyojako ponasanje posljedica je njihove fleksibilne strukture.
Smatra se da se pri malim koncentracijama polielektroliti reverzibilno adsorbiraju na cestice
ACP-a u nasumi¢noj konformaciji. Na taj na¢in nastaje velik broj ¢estica ACP-a velikog naboja
na ¢iju se povrSinu adsorbiraju kalcijevi ili fosfatni ioni suprotnog naboja ¢ime nastaju
ucinkovita mjesta sekundarne nukleacije.!'” Pri velikim koncentracijama polielektroliti
omotavaju Cestice ACP-a sprjecavajuci transport iona, a time i sekundarnu nukleaciju Za

razliku od polielektrolita, TINM nisu fleksibilni ve¢ je njihova struktura rigidna.
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Slika 58. Reprezentativne pH krivulje a) kontrolnog sustava i sustava u kojima su dodane

b) TiO2 nanocestice (TiNP), b) TiO2 nanoplo¢ice (TiNPI), c) titanatne nanocjevcice (TiNT) i
d) titanatne nanoZice (TiINW). Cpoc(CaClz) = Cpoc(NazHPO4) = 4 - 10> mol dm pri 25 °C i

pHp()("; = 7,4.

Ukoliko se usporedi utjecaj pojedinih TiNM na kinetiku talozenja CaP (tablica 22) moze se

primijetiti kako su TiNT najucinkovitiji promotori transformacije amorfne faze. Razlike izmedu

ostalih TiNM nisu znacajne Sto ukazuje na moguci utjecaj specificne povrsine. Zeta potencijal

svih vrsta TiNM u anionskoj komponenti taloznog medija relativno je slican (tablica 9). No,

TiNT imaju najvecu specificnu povrsinu §to posljedi¢no znaci da imaju 1 puno vise reakcijskih

skupina na svojoj povrsini U odnosu na druge nanomaterijale. Dobiveni rezultati ukazuju na

utjecaj povrsinskih svojstava TiNM na kinetiku talozenja CaP.
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Tablica 22. Vrijeme indukcije (tind) u kontrolnom sustavu i sustavima s razli¢itim
koncentracijama TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoplocica (TiNPI), titanatnih nanocjevéica
(TiNT) i titanatnih nanoZica (TiNW). Cpoz(CaClz) = Cpoz(NazHPO4) = 4 - 107> mol dm™3 pri 25
°C i pHpoc = 7,4.

tina / Min
y(TiNM)/mg L™  TiNP TiNPI TiNT TiINW

0* 29,4+3,2

7,5 38,8+1,3  36,4+2,0 33,8405 36,4140

10,0 30,6+4,0 350+4,8 358431 33,7£2/4

12,5 32,6£1,4  358+2,7  32,0£43,0 24,1445

15,0 32,625 36,110 26,642,0  36,9+2,3

50,0 28,4+0,8 27,1406 17,4409  29,2+13

100,0 22,4+1,2  253+0,9 17,9420  23,2+16

*Kkontrolni sustav, bez dodatka TiNM

4.3.1.2. Utjecaj titanatnih nanomaterijala na svojstva amorfne faze

Potenciometrijskim pracenjem napredovanja talozne reakcije, ustanovljeno je da se
taloZzenje CaP odvija preko prekursorske faze. Kako bi se odredila svojstva te faze, analiziran
je sastav taloga dobivenog nakon 10 min taloZenja. S obzirom da nakon tako kratkog vremena
nastaje samo vrlo mala koli¢ina taloga, provedena je samo TEM i SEAD analiza.

U kontrolnom sustavu nastali su lan¢asti agregati sferi¢nih Cestica tipi¢ni za ACP (slika 59
a).85326.334 Elektronskom difrakcijom s odabrane povrsine (SAED) potvrdeno je da se radi o
amorfnom CaP (slika 59 b). Prosje¢na veli¢ina sferi¢nih ¢estica ACP iznosi 99,5 £ 29,4 nm
(slika 59 c).
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Slika 59. a) TEM mikrografije, b) elektronska difrakcija u odabranom podrué¢ju (SAED) i
c) raspodjela veli¢ina ¢estica ACP nastalih nakon 10 minuta u kontrolnom sustavu: ¢c(CacCly)

= ¢(NazHPO4) = 4 - 107> mol dm™ pri 25 °C i pHpoc = 7,4.

Na slici 60 prikazane su TEM mikrografije taloga nastalih nakon 10 min u sustavima u
prisutnosti TiNM koncentracija 7,5 do 100 mg L™, Pri svim istrazivanim koncentracijama TiNP
I TINPI nastali su lancasti agregati sferi¢nih ¢estica ACP. Pri nizim koncentracijama postaje
vidljivo da su TiNP i TiNPI ugradene u nastale agregate, dok pri najvecoj istraZzenoj
koncentraciji sferiéne Cestice ACP-a nastaju na njihovoj povrsini (slika 60 a i b). SAED je
potvrdio da pri najmanjim koncentracijama TiNP i TiNPIl nastaje ACP. Pri vecim
koncentracijama TiNP na SAED-ima je vidljiva difrakcija s nanomaterijala.

Pri najmanjim istraZzenim koncentracijama TiNT i TINW vidljive su cjev¢ice i zZice s
pojedina¢nim sfericnim Cesticama ACP (slika 60 ¢ i d). Pri svim veéim istraZenim
koncentracijama TiNT nastaju lancCasti agregati izduzenih Cestica, a pojedinacne sferi¢ne
Cestice ili njihovi agregati nisu vidljivi. To ukazuje da ACP gotovo isklju¢ivo nastaje na
povrsini TINT. ACP nastaje i na povrsini TINW, ali s obzirom na veli¢inu TINW, pojavljuje se

u obliku pojedinacnih sferi¢nih Cestica na povrSini. SAED je potvrdio da pri najmanjim
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koncentracijama TiNT i TiNW nastaje ACP, dok je pri ve¢im koncentracijama vidljiva
difrakcija s nanomaterijala. Takoder, zbog vrlo male vrijednosti tindg, moguce je da je na TEM
slikama u prisutnosti 100 mg L™ veé uocena transformacija ACP-a u stabilniju fazu. Treba
primijetit da koncentracije pri kojima dolazi do nastajanja ACP-a na povrsini TiNM na TEM
mikrografijama, odgovaraju koncentracijama pri kojima se poc¢inju ponasati kao promotori
transformacije ACP faze.

Transformacija ACP-a u stabilnije faze CaP moze se odviti razli¢itim mehanizmima’®

335338 sredivanjem

kao $to su otapanje ACP-a i talozenje kristalne faze, preuredenjem strukture
dugog dosega strukture bez promjene u lokalnoj okolini Ca?* iona®3 nastajanjem kristalne faze
direktno unutar ACP faze*® ili samoudruzivanjem te povrinskom transformacijom ACP-
a%#1342_Takoder, neki od navedenih procesa mogu se odvijati istovremeno.”® Nedavno su Wang
i sur. dokazali da se kristalne domene razvijaju iz ionskih parova i/ili klastera na vise mjesta
unutar amorfne &estice.>*® Na temelju TEM mikrografija moze se zakljuéiti da su pri manjim
koncentracijama TiNM dispergirane unutar lancastih agregata sferi¢nih cestica ACP. Navedeno
opazanje moze upucivati na to da se TiNM ponaSaju kao inhibitori sprjecavajuci kristalizaciju
unutar ACP Cestica nastalih u otopini. Pri ve¢im koncentracijama, ¢estice ACP-a prvenstveno
nastaju na povrSini TiNM te se oni ponasaju kao promotori. Takoder, povrSina TiINM moze biti

dobar supstrat za rast kristalne faze zbog velikog negativnog zeta potencijala kojeg TiNM

Cestice posjeduju u anionskoj komponenti taloZznog medija.
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Slika 60. TEM mikrografije taloga nastalih nakon 10 min u sustavima koji sadrze TiO>
nanocestice (TiNP), TiO2 nanoplocice (TiNPI), titanatne nanocjevéice (TiNT) i titanatne
nanozice (TINW). Skala na mikrografijama koncentracija do 15 mg L™! iznosi 500 nm, a na

mikrografijama koncentracije 100 mg L™! iznosi 1 pm.

4.3.1.3. Utjecaj titanatnih nanomaterijala na svojstva kristalne faze

1z pH krivulja (slika 58) vidljivo je da je transformacija ACP-a u kristalnu fazu u potpunosti
zavrSena nakon 60 min. Da bi se odredila svojstva kristalne faze, talog nastao nakon 60 min
odfiltiran je i analiziran FTIR, PXRD, SEM, TGA i EPR metodama.

Difraktogram praha i FTIR spektar taloga nastalog u kontrolnom sustavu nakon 60 minuta
dani su na slici 62, a asignacije opazenih vibracijskih vrpci dane su u tablici D.8.1. U
difraktogramu praha opazena su dva difrakcijska maksimuma pri 26 26,00° i 32,09°
karakteristi¢na za kalcij — deficijentni hidroksiapatit (CaDHA, Caio-x(HPO4)x(POa4)sx(OH)2-,
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0<x<1).”93B3 FTIR spektar sadrzi vrpce karakteristi¢ne za istezanje fosfatnih grupa i molekula
vode. Vrpce asimetri¢nog istezanja PO3™ grupe opaZene su pri 1104 i 1017 cm™!, a vrpce
vibracija savijanja pri 592 i 561 cm™'. Vrpca pri 868 cm™! odgovara vibraciji H,PO3 grupe.
Siroka vrpca pri 3631 — 2518 cm™! i vrpca pri 1636 cm™' odgovaraju vibracijama molekula

vode.?®

a) b)
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Slika 61. a) Difraktogram praha i b) FTIR spektar taloga nastalog nakon 60 min u
kontrolnom sustavu: ¢(CaClz) = ¢(NazHPO4) = 4 - 10 mol dm™ pri 25 °C i pHpoc = 7,4.

U difraktogramima praha taloga nastalih u prisutnosti TINM nakon 60 minuta (slika 62,
tablica D.8.2., D.8.4, D.8.6. i D.8.8.) javljaju se difrakcijski maksimumi karakteristi¢ni za
CaDHA pri 26 oko 26,0° i 32,0°. Osim navedenih, pojavljuju se i difrakcijski maksimumi pri
20 oko 28,6°, 39,1°, 46,7°, 49,6° i 53,5° takoder karakteristi¢ni za CaDHA."®3!3 To ukazuje da
je CaDHA nastao u prisutnosti TINM vise kristalini¢an od onog nastalog u kontrolnom sustavu.

Uz navedene difrakcijske maksimume CaDHA, u difraktogramima praha TiNP i TiNPI
javljaju se 1 maksimumi karakteristi¢ni za anatas pri 26 oko 25,3°, 38,0°, 48,0°, 53,9°, 55,2° i
62,7°.3 U difraktogramima praha taloga nastalih u prisutnosti TINT nakon 60 minuta, uz
difrakcijske maksimume CaDHA, vidljivi su difrakcijski maksimumi karakteristi¢ni za
slojevite titanate. Siroki difrakcijski maksimum pri 26 oko 9,75° karakteristican za TiNT
detektiran je i pri najnizim koncentracijama, dok su maksimumi pri 2 8oko 24,4°, 28,6° i 48,4°,
takoder karakteristi¢ni za TiNT, opazeni samo pri ve¢im koncentracijama. U difraktogramima
praha taloga nastalih u prisutnosti TINW nakon 60 minuta, uz difrakcijske maksimume

CaDHA, vidljivi su i difrakcijski maksimumi karakteristicni za TINW, odnosno TiO2(B) fazu.
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Difrakcijski maksimumi pri 26 oko 11,2° i 12,4° karakteristi¢ni za TiNW detektirani su u

difraktogramima praha taloga nastalog u prisutnosti najvecih koncentracija TINW.
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Slika 62. Difraktogrami praha taloga nastalih nakon 60 min u sustavima koji su sadrzavali
razli¢ite koncentracije a) TiO2 nanocestica (TiNP), b) TiO2 nanoploc¢ica (TiNPI), ¢) titanatnih
nanocjevéica (TiINT) i d) titanatnih nanozica (TiNW). ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) =4 - 107 mol
dm™3, pHpos = 7,4 pri 25 °C.

Iz difraktograma praha kompozita dobivenih pri razli¢itim koncentracijama TiNM,
moguce je izraCunati 1 veli¢inu kristalita. U prisutnosti svih nanomaterijala, dolazi do povecanja
veli¢ine kristalita u odnosu na kontrolni sustav (tablica 23). Kristaliti najve¢ih dimenzija nastali
su u prisustvu anatas TINM. Zanimljivo, u slu¢aju TiNP najveca veli¢ina kristalita odredena je
pri koncentracijama 10,0 — 15,0 mg L%, a u slu¢aju TiNPI pri koncentracijama 50 i 100 mg L*

Sto ukazuje na razli¢it utjecaj morfologije TINM.
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Tablica 23. Veli¢ina kristalita kalcij — deficijentnog hidroksiapatita (CaDHA) nastalog u
kontrolnom sustavu i u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2
nanoplo¢ica (TiNP1), titanatnih nanocjev¢ica (TiNT) i titanatnih nanozica (TINW). ¢c(CaCly) =
c(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm ™3, pHypo: = 7,4 pri 25 °C.

Veli¢ina kristalita / nm

y(TINM)/mgL™  TiNP TiNPI TiINT  TiNW

0 2,70

7,5 3,98 2,90 2,74 3,35
10,0 511 3,00 3,21 4,16
12,5 4,58 3,22 3,43 3,21
15,0 4,32 2,98 4,50 3,97
50,0 3,79 4,73 3,19 2,95
100,0 2,92 4,50 3,45 2,63

FTIR spektri taloga nastalih nakon 60 min u prisutnosti TINM prikazani su na slici 63, dok
je asignacija FTIR spektara dana u tablicama D.8.3, D.8.5., D.8.7. i D.8.9. FTIR analiza
potvrduje rezultate PXRD, TiNM ne utjecu na sastav istaloZzenih CaP. Uz vrpce karakteristicne
za vibracije fosfatne grupe i molekule vode opazene u FTIR spektrima kontrolnog sustava (slika
61 b), opazena su i vrpce pri 957 cm™! karakteristi¢na za v1 nedegenerirano simetri¢no istezanje
P—O veze (PO;). 2%

Osim utjecaja na svojstva i strukturu istalozene faze, za razumijevanje nastajanja
kompozitnih materijala CaP i TiNM vrlo je bitno odrediti i utjecaj TINM na morfologiju CaP.
Upravo zato snimljene su SEM mikrografije istaloZenih nanokompozita, pri razlicitim

koncentracijama TiNM.

Ina Erceg Doktorska disertacija



©

8 4. Rezultati i rasprava 11

a) b)
TiNP TiNP1
100,0 ppm 100,0 ppm
50,0 ppm A A_\ 50,0 ppm A ,JIKL
15,0 15,0 M
= _ = -
g 12.5 ppm M g 12,5 ppm M
= =
2 10,0 ppm M 2 10,0 ppm M
z A Z
7,5 ppm 7,5 ppm jL },Jk
0 ppm M 0 ppm
T T T T T T T 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™
c) d)
TiNT TiNW
1000 ppm 100,0 ppm
50,0 ppm M 50,0 ppm //\ N
15,0 ppm “ A 15,0 ppm A
:; ’ :% ’ M.
7]
= 125 ppm M 2 12,5 ppm
= =
z 3
7,5 ppm ) k A 7.5 ppm M
O M Oeem M
L 4 T y o T T T T T T — o T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 Jooo 2500 2000 1500 1000 500
Valni broj / cm™ Valni broj / em™!

Slika 63. FTIR spektri praha taloga nastalih nakon 60 min u sustavima koji su sadrzavali
razli¢ite koncentracije a) TiO2 nanocestica (TiNP), b) TiO2 nanoploc€ica (TiNPI), c) titanatnih
nanocjev¢ica (TiNT) i d) titanatnih nanoZica (TiNW). ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) =4 - 10> mol

dm™3, pHpos = 7,4 pri 25 °C.

SEM mikrografije kontrolnog sustava (slika 64) pokazuju da su nastali sferi¢ni agregati
tankih listi¢avih kristala tipiénih za CaDHA.*® Iako je moguée pripremiti CaDHA razligitih
morfologija poput nanoZica i nanocjevéica metodom elektrodepozicije®*4, CaDHA sintetiziran

biomimetskim metodama morfologije je listi¢avih kristala.3*®
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Slika 64. SEM mikrografije pri a) manjem i b) veCem povecanju taloga nastalog nakon 60
min u kontrolnom sustavu: ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) = 4 - 10 mol dm™3 pri 25 °C i pHpo: =
7,4.

SEM mikrografije (slika 65) pokazuju da su listicavi kristali CaDHA nastali na povrsini
TiNM Sto ukazuje da TiNM mogu biti heterogeni nukleusi za nastajanje CaP i u skladu je s
TEM mikrografijama taloga nastalih nakon 10 minuta. U sluc¢aju taloZenja u prisutnosti TiNP i
TIiNT kristali CaDHA manje su agregirani nego u kontrolnom sustavu ve¢ pri najmanjim
koncentracijama. No, za razliku od kontrolnog sustava, nastaju ve¢i agregati. SEM mikrografije
taloga nastalog u prisutnosti TINW i TiNPI pokazuju da su, ovisno o mjestu nastajanja, kristali
CaDHA istalozili u dvije morfologije. U otopini nastaju sferi¢ni agregati listicavih kristala
CaDHA sli¢ni onima nastalim u kontrolnom sustavu. Na povrSini TINW i TiNPI nastaje sloj
listicavih kristala CaDHA. Ocekivano, s povec¢anjem koncentracije TINW i TiNPI, smanjuje se
koli¢ina kristala CaDHA nastalih u otopini.

Delima i sur. pripremili su kompozitne materijale kalcijevih fosfata (smjesa HAP i B-TCP
faze) te TiO, nanoCestica razli¢itih masenih udjela, 115 %.34¢ Na temelju PXRD i SEM analize
dobili su rezultate sli¢cne prikazanim u ovom poglavlju. Naime, TiO2 nanocestice nisu utjecale
na sastav istaloZene faze kalcijevih fosfata, koja je 1 u prisutnosti TiO2 nanocestica bila smjesa
HAP i B-TCP faze. SEM mikrografije nisu ukazale na utjecaj TiO2 nanocestica na morfologiju
CaP.
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Slika 65. SEM mikrografije taloga nastalih nakon 60 min u sustavima koji sadrze TiO>
nanocestice (TiNP), TiO2 nanoplo¢ice (TiNPI), titanatne nanocjevéice (TiNT) i titanatne
nanozice (TINW).

Kako bi se u potpunosti okarakterizirali CaDHA/TINM kompoziti i time $to detaljnije
odredio utjecaj TiNM na talozenje CaP, napravljene su BET, TGA i EPR analize. Za navedene
analize odabrani su CaDHA/TINM kompoziti dobiveni u prisutnosti najvece koncentracije
TiNM kako bi koli¢ina CaDHA istalozenog u otopini bila §to manja.
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TGA krivulja kontrolnog sustava (slika 66 a) ukazuje na 3 podrucja razlicite brzine gubitka
mase. Gubitak mase od 9 % do 126 °C moze se pripisati gubitku vode, dok se daljnja dva
gubitka pri vi§im temperaturama (5 % do 323 °C i 6 % do 800 °C) mogu pripisati razgradnji
CaDHA. Razgradnja CaDHA odvija se u dva koraka ¢ime u kona¢nici nastaje smjesa HAP i -
TCp 347,348

TGA krivulje taloga nastalog nastalih nakon 60 minuta u sustavima s dodatkom 100 mg L™!
TiNM prikazane su slici 66. Oblikom su sli¢ne krivulji CaDHA. U termogramu uzoraka Koji
sadrze TiNP i TiNPI, do odstupanja dolazi pri temperaturama iznad 150 °C. Takoder je i ukupni
gubitak mase manji od onog za CaDHA, §to ukazuje na prisutnost TiNP ili TINPI u uzorku.
Ukupni gubitak uzorka koji sadrzi TiNT i1 TINW pokazuje gubitak mase za 3 % odnosno 2 %
veci u odnosu na CaDHA. Navedeno moze biti posljedica vece koli¢ine vode adsorbirane tokom
talozenja koja je vidljiva u FTIR spektrima nanokompozita koncentracija 100 mg L.

EPR spektri CaDHA/TINM kompozita su snimljeni kako bi se detektirala promjena lokalne
strukture CaDHA kao posljedice taloZenja u prisutnosti TINM. Ocekivano, prije zratenja
kontrolni sustav ne pokazuje EPR signal kao §to je prikazano na slici 67 a. lzostanak EPR
signala takoder pokazuje da CaDHA dobiven u kontrolnom sustavu ne sadrzi necistoce u obliku
metalnih iona ili radikala. Kako bi se pratila promjena u mikrookolisu uzoraka, koristeni su
zraCenjem inducirani EPR centri. EPR spektar kontrolnog sustava sastoji se od aksijalno
simetri¢nog signala koji pripada CO; koji se moZe opisati sljede¢im vrijednostima g tenzora:
(9L=2.0025 i glll=1.9971). To je pokazano i simulacijom koja odgovara eksperimentalnom
spektru. Prije zratenja CaDHA/TiINM kompozita nastalih nakon 60 minuta u prisutnosti 100
mg L' TiNM ne opaza se EPR signal kao $to je vidljivo iz donjih spektara na slici 67.
Eksperimentalni EPR spektri CaDHA/TiNM kompozita ne razlikuju se od spektra kontrolnog
sustava te se mogu modelirati jednakim parametrima (jednakim vrijednostima g tenzora).
Jednaki signali u EPR spektrima kontrolnog sustava i kompozita ukazuju da su u spektrima
prisutni doprinosi jednake vrste paramagnetskih centara. Stoga se moze zakljuciti da dodatak
TiNM ne uzrokuje promjene u strukturi CaDHA. Takoder, EPR analizom pokazano je da
ozracivanjem uzoraka ne nastaju radikali §to je bitno za njihovu primjenu. Dobiveni rezultati
od posebnog su znacaja za biomimetsku pripremu CaDHA/TiNM kompozita jer ukazuju da se
kompozitni materijali to¢no odredene faze i svojstava CaP mogu pripremiti na razli¢itim

vrstama TiNM bez potrebe za promjenom eksperimentalnih uvjeta.
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Slika 66. TGA krivulje taloga nastalih nakon 60 min u sustavima koji sadrze a) TiO2
nanocCestice (TiNP), b) TiO2 nanoploc¢ice (TiNPI), ¢) titanatne nanocjev¢ice (TiNT) i d)

titanatne nanozice (TiNW). Prikazane su usporedbe nanokompozita s kontrolnim sustavom

(CaDHA) i odgovaraju¢im nanomaterijalom. ¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 - 10~ mol dm™ pri
g J y

25 °C i pHpoz = 7,4.
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Slika 67. EPR spektri taloga nastalih nakon 60 min u sustavima koji sadrze a) TiO>
nanocestice (TiNP), b) TiO2 nanoplocice (TiNPI), ¢) titanatne nanocjevéice (TiNT) i d)
titanatne nanozice (TiNW). Donji spektri su prije ozracivanja uzoraka. ¢(CaClz) =

c(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm3 pri 25 °C i pHpo: = 7,4.

Za primjenu CaDHA/TiNM vazan parametar je i njihova specificna povrsina koja je dana u
tablici 24. Specifi¢na povrsina odredena BET metodom, Sget, pokazuje da CaDHA istalozen iz
kontrolnog sustava posjeduje relativno veliku specificnu povrSinu u odnosu na druge
nanomaterijale i druge nanokompozite. U slu¢aju TiNW i TiNPI1, kompoziti posjeduju veéu

specifi¢nu povrsinu u odnosu na polazni nanomaterijal.
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Tablica 24. Specifi¢na povrsina odredena BET metodom kalcij — deficijentnog hidroksiapatita
(CaDHA), TiO2 nanocestica (TiNP), TiO2 nanoploCica (TiNPI), titanatnih nanocjevéica
(TiNT), titanatnih nanozica (TiNW), te njihovih nanokompozita s kalcijevim fosfatima

(CaDHA/TiINP, CaDHA/TINT, CaDHA/TINW i CaDHA/TINPI).

Materijal Sger/m? gt
TiNP 71,51
TiNPI 24,70
TiNT 170,97
TiNW 21,49

CaDHA 81,81
CaDHA/TINP 53,32
CaDHAJ/TINPI 51,66
CaDHA/TINT 111,14
CaDHA/TINW 35,80

4.3.2. Talozenje kalcijevih fosfata u prisutnosti albumina iz govedeg seruma

Talozenje CaP u prisutnosti proteina moze se Koristiti kao modelni sustav biomineralizacije
¢iji su produkt novi biokompatibilni hibridni organsko/anorganski materijali za velik broj
primjena. lako se talozenja CaP u prisutnosti proteina uvelike istrazuju, do danas nisu u
potpunosti razjasnjeni mehanizmi utjecaja proteina na taloZenje CaP.!'® Do sada je istrazen
utjecaj velikog broja proteina na taloZenje razli¢itth faza CaP, medu kojima su ipak
najzastupljenije faze strukturno najsli¢nije sastavu kosti, HAP i CaDHA. No, s obzirom na
razli¢ite eksperimentalne postavke, vrste reaktanata, a i samim svojstvima i vrsti proteina,
opceniti zaklju¢ak o njihovom utjecaju nemoguce je izvesti. Yang i sur. pokazali su da
amelogenin ubrzava nukleaciju HAP, smanjujuéi vrijeme indukcije kristalne faze.3*® S druge
strane, Azzopardi i sur. dokazali su da osteopontin inhibira in vitro mineralizaciju HAP i drugih
biominerala.®*° Usprkos vaznosti BSA, njegov utjecaj na talozenje CaP malo je istrazen, a

istrazivanja su uglavnom radena u SBF-u.

4.3.2.1. Utjecaj albumina i titanatnih nanomaterijala na kinetiku taloZenja kalcijevih

fosfata
Kako bi se mogao razluciti utjecaj BSA na kinetiku taloZenja CaP i svojstva nastale faze,

odreden je utjecaj BSA na spontano taloZzenje CaP bez dodatka TINM. U prvom koraku istrazen
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je utjecaj dvije koncentracije BSA, 50 i 100 mg L. Navedene koncentracije odabrane su kako
bi bile usporedive koncentracijama TiNM. Istrazen je i utjecaj manjih koncentracija BSA koje
odgovaraju koncentracijama TiNM, 7,5 — 10 mg L™!. No, pri tim koncentracijama BSA nije
uocen utjecaj na talozenje CaP.

I u prisustvu BSA pH krivulje imaju tipi¢an sigmoidalan oblik (slika 68 a) u kojem se
razlikuju tri podrucja taloZenja, $to ukazuje da niti BSA ne utjeCe na mehanizam nastajanja
CaP. Vrijeme indukcije sekundarne faze na nastalom amorfnom kalcijevom fosfatu (ACP)
povecava se s koncentracijom BSA (tablica 25), $to znac¢i da BSA inhibira transformaciju ACP
u CaDHA. Dobiveni rezultati u skladu su s literaturnim podacima za utjecaj polielektrolita i
proteina na vrijeme indukcije. 8>t

Nadalje, pracene su i kinetike talozenja CaP u prisutnosti BSA i TiNM. Potenciometrijske
krivulje prikazane su na slici 68 dok su vremena indukcije dana u tablici 26. U eksperimentima
u kojima se istovremeno odreduje utjecaj BSA i TiNM, koncentracija BSA iznosi50 mgL™!, a
koncentracija TiNM 50 i 100 mg L™". U prisutnosti TiNP, TiNPI i TINW, istovremeni utjecaj
BSA i TiNM stabilizira amorfnu fazu te inhibira transformaciju u kristalnu fazu §to se o€ituje
povecanjem vremena indukcije. S obzirom da dodatak TiNP, TiNPI i TINW koncentracija 50 i
100 mg L! inducira transformaciju ACP faze i smanjuje vrijeme indukcije, moZe se zakljugiti
da istovremenim dodatkom BSA i nekih od navedenih TINM dominantan utjecaj ima BSA.
Situacija je nesto drugacija u taloznim sustavima u kojima su istovremeno dodani BSA i TINT
gdje je tina manje u odnosu na kontrolni sustav. Smanjenje vremena indukcije uoceno je
prilikom dodatka TiNT stoga se moze zakljuciti da, u ovom slu¢aju, dominantan utjecaj imaju
TINT.

Damen i sur. istovremeno su istrazivali utjecaj TiO2 praha i BSA na talozenje CaP iz
otopina koje su sadrzavale jednake koncentracije CaClz i KH2PO4 (2 mmol dm~3).3%! Ukoliko
je u taj sustav dodan samo BSA koncentracije 40 mg mL ™!, talozna otopina ostala je stabilna
tokom 24 h. No dodatkom TiO: Cestica anatas faze u navedeni sustav, do talozenja CaP dolazi
ve¢ nakon 15 h. Suprotno od navedenih rezultata, u njithovim taloznim sustavima dominantan

utjecaj imaju TiNP.
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Slika 68. Reprezentativne pH krivulje a) sustava koji sadrzi samo albumin iz govedeg
seruma (BSA) i sustava u kojima su, uz BSA, dodane b) TiO2 nanocestice (TiNP), ¢) TiO2
nanoplocice (TiNPI), d) titanatne nanocjev¢ice (TiNT) i ) titanatne nanozice (TiINW).
Cpoc(CaCly) = Cpoe(NazHPO4) = 4 - 1073 mol dm™ pri 25 °C i pHpo: = 7,4.

Tablica 25. Vrijeme indukcije (tind) U taloznim sustavima s razli¢itim Kkoncentracijama
albumina iz govedeg seruma BSA. ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) =4 - 107> mol dm™3, pHpo: = 7,4

y(BSA)/mg L™ ting / Min

0 29,4 +£3.2
50 39,7+£1,0
100 45,1£0,9
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Tablica 26. Vrijeme indukcije (ting) u kontrolnom sustavu (c(CaCl,) = ¢(NazHPO4) = 4 - 1073
mol dm, pHpe: = 7,4), sustavima s razli¢itim koncentracijama albumina iz govedeg seruma
BSA) i sustavima s razli¢itim koncentracijama BSA i titanatnim nanomaterijalima: TiO:
nanocesticama (TiNP), TiO2 nanoplo¢icama (TiNPI), titanatnim nanocjev¢icama (TiNT) i
titanatnim nanozicama (TiNW) pri 25 °C. Vremena indukcije kontrolnog sustava i taloznih

sustava u kojima je prisutan samo BSA dani su u tablici 25.

y(TINM)/mgL™ | »(BSA)/mgL? | TiNP TiNPI TiNT TiNW
0 284+08 271+06 174+09 292+1,3
>0 50 40,753 379+25 282+11 373+17
0 224+12 253+09 179+20 232+16
10 50 349+05 359+10 203+15 388+42

4.3.2.2. Utjecaj albumina iz govedeg seruma 1 titanatnih nanomaterijala na svojstva

kristalne faze

Difraktogrami praha i FTIR spektri taloga nastalih u kontrolnom sustavu i sustavima s
BSA nakon 60 minuta dani su na slikama 69 a i 70 a. Asignacije opaZenih vibracijskih vrpci
dane su u tablici D.8.10. U difraktogramu praha taloga nastalih u prisustvu BSA pojavljuju se
dva difrakcijska maksimuma velikog intenziteta pri 26 oko 26,00° i 32,09° karakteristi¢na za
CaDHA. Zarazliku od kontrolnog sustava, pri obje koncentracije BSA, javljaju se i difrakcijski
maksimumi manjih intenziteta pri ve¢im 26 kutovima oko 47,00°, 49,64° i 53,59° takoder
karakteristi¢ni za CaDHA.”®3!® To ukazuje na poveéanu kristaliniénost taloga nastalog u
prisutnosti BSA u odnosu na kontrolni sustav. FTIR spektri sadrze vrpce karakteristi¢ne za
istezanje fosfatnih grupa i molekula vode te karakteristi¢ne vrpce BSA, $to ukazuje da se BSA
adsorbirao na CaDHA 2%

Kato i sur. takoder su pokazali da BSA ne utjece na sastav i strukturu istaloZzene CaP
faze. Naime, u svojim su istrazivanjima pripremali kompozitne materijale temeljene na CaP u
kojima su proteini (BSA) ugradeni u strukturu CaP pomocu peptida te su na taj nacin
pripremljeni BSA/peptid/CaP kompoziti.**®* PXRD analizom ustanovili su da BSA ne utjeée na
sastav istalozene CaP faze jer u oba slucaja nastaje HAP. No, u slucaju takve pripreme

kompozita, taloZzenjem u prisutnosti BSA smanjuje se kristalini¢nost HAP.
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U difraktogramima praha taloga dobivenih u prisutnosti TINM opazeni su difrakcijski
maksimumi CaDHA i difrakcijski maksimumi karakteristi¢ni za pojedine TINM (slika 69). U
FTIR spektrima opazene Su vrpce karakteristicne za CaDHA, BSA i TiNM (slika 70).
Asignacije opazenih difrakcijskih i apsorpcijskih maksimuma dane su u tablicama D.8.11. —
D.8.18. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da CaDHA/TINM nanokompoziti
nastaju u prisutnosti BSA te da dolazi do ugradnje BSA u navedene kompozite. BSA ne utjece
na sastav niti strukturu istalozene CaP faze.

Osim istovremenog taloZenja CaP u suspenzijama koje sadrze BSA i TiNM, jedan od nacine
pripreme kompozitnih materijala je i sinteza CaP u prisutnosti BSA na titanatnim legurama.
Liu i sur. su biomimetskim talozenjem pripremali previlake na bazi CaP te njihovih kompozita
s BSA na titanijevim legurama.'?® CaP istaloZeni bez prisustva BSA bili su OCP faze, dok je
taloZzenjem u prisutnosti BSA doslo do fazne promjene ¢ime je nastala smjesa OCP-a i
karbonatnog apatita. No, dodatkom BSA ne dolazi do promjene u morfologiji prevlaka.
Nadalje, dokazano je i da BSA nije samo adsorbiran na povrsini CaP ve¢ je ugraden u kristalnu
reSetku. Opcenito, adsorpcija proteina na CaP odredena je elektrostatskim medudjelovanjima s
kalcijevih i fosfatnih iona s razli¢itim funkcionalnim skupinama proteina.33%2 No, mehanizam
kojim se proteini ugraduju u strukturu CaP vrlo je slabo objasnjen. Pretpostavlja se da proteini
sudjeluju u stvaranju kristalne resetke ili barem utje€u na rast 1 strukturu istalozene faze.
Nadalje, mogu se ponasati kao aditivi koji se vezu na kristale CaP ili mogu sluziti kao

nukleacijski centri tokom Kristalizacije CaP.3%334
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Slika 69. Difraktogrami praha sustava koji sadrze a) albumin iz govedeg seruma (BSA) i

sustava koji sadrze 50 mg L™! BSA i b) TiO2 nanodestice (TiNP), ¢) TiO2 nanoplocice

(TiNPI), d) titanatne nanocjevc¢ice (TiNT) i ) titanatne nanozice (TiNW) otfiltrirani nakon 60
minuta taloZenja. ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) = 4 - 1073 mol dm~, pHyoc = 7,4 pri 25 °C.
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Slika 70. FTIR spektri prahova sustava koji sadrze a) albumin iz govedeg seruma (BSA) te

sustava koji sadrze 50 mg L™! BSA i b) TiO2 nanodestice (TiNP), ¢) TiO2 nanoplocice

(TiNPI), d) titanatne nanocjevc¢ice (TiNT) i ) titanatne nanozice (TiNW) otfiltrirani nakon 60
minuta taloZenja. ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) = 4 - 1073 mol dm~, pHyoc = 7,4 pri 25 °C.

Naslici 71 prikazane su SEM mikrografije CaDHA istaloZzenog samo u prisutnosti BSA

(slika 71 a) te CaDHA nastalog u taloznim sustavima gdje su istovremeno dodani BSA i TINM.
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Slika 71. SEM mikrografije prahova sustava koji sadrze a) albumin iz govedeg seruma (BSA)
koncentracije 50 mg L™! BSA te sustava koji sadrze 50 mg L' BSA i b) TiO2 nanodestice
(TINP), c) TiO2 nanoploc€ice (TiNPI), d) titanatne nanocjev¢ice (TiNT) i e) titanatne nanozice
(TiNW) izoliranih nakon 60 minuta taloZenja. ¢(CaClz) = ¢(NazHPO4) = 4 - 10 mol dm3,
PHpoc = 7,4 pri 25 °C.
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SEM mikrografije taloga nastalih samo u prisutnosti BSA ukazuju da su nastali agregati
tankih listicavih kristala tipi¢nih za CaDHA. Agregati su gus¢e pakirani za razliku od onih
nastalih u kontrolnom sustavu.®*®
BSA utjeCe na morfologiju nastalog CaDHA u sustavima u kojima su dodane TiNM
koncentracije 100 mg L™". U sustavima s TiNP nastali su sferi¢ni agregati nepravilnih kristala
CaDHA. Pojedinacne kristale teZe je razaznati u odnosu na one nastale u kontrolnom sustavu.
U taloZznom sustavu u kojem su prisutne TiNPI na povrsini SuU nastali slojevi listiCastih kristala
CaDHA, toliko veliki da se na SEM mikrografijama vide samo sferi¢ni agregati listi¢astih
kristala CaDHA koji su gusce pakirani u odnosu na kontrolni sustav. U taloznom sustavu u
kojem su prisutni TiNT nastali su sferi¢ni agregati listi¢astih kristala CaDHA na povrSini TiNT.
Pojedina¢ni kristali su pravilniji u odnosu na one nastale u kontrolnom sustavu. SEM
mikrografije pokazuju da su u sustavu s TiNW nastali slojevi listi¢astih kristala CaDHA na
povrsini TINW. U sluéaju talozenja u prisutnosti BSA, povrSinska prekrivenost TINW s
CaDHA mnogo je manja.

4.3.3. Talozenje kalcijevih fosfata u prisutnosti Kitozana

Razumijevanje nacina na koji makromolekule medudjeluju s anorganskom fazom,
klju¢no je za razvoj biomimetskih sintetskih putova kojima se mogu razviti novi materijali vrlo
Sirokog spektra primjena.®*>3*® Medudjelovanjem kalcijevih i fosfatnih iona u ljudskom tijelu
u prisutnosti mnogih makromolekula te polielektrolita nastaju kompozitni materijali Kkoji
pokazuju svojstva keramike i biopolimera.'*® Takvi kompoziti posjeduju velik potencijal za
biomedicinske primjene, pogotovo one koje se odnose na regeneraciju ostecenog tkiva.'4’ U
tom pogledu, od posebnog interesa su kompozitni materijali temeljeni na CaP i biopolimerima
koji mogu biti sintetizirani talozenjem CaP u suspenziji biopolimera, sli¢no na¢inu kojim se
odvija biomineralizacija. Jedan od takvih polimera je kitozan, biokompatibilan i biorazgradiv
polisaharid ¢ija su svojstva ve¢ opisana u poglavlju 2.1.4.

Osim dodatka kitozana u talozni sustav u kojem nastaju CaP, kompozitni materijali CaP
I kitozana mogu nastati i dodatkom kitozana u SBF. Na taj se nacin kompoziti CaP i kitozana
mogu pripremiti kao prevlake na titanijevim supstratima.®®’ Osim $to se moze dodati direktno
u SBF ili u talozne sustave, Kitozan je moguce koristiti i kao matriks na kojemu talozi CaP.
Rusu i sur. sintetizirali su HAP nanocestice kontroliranih veli¢ina taloZenjem iz vodenih medija

na matriksu kitozana.'*® Pokazano je da se pove¢avanjem udjela kitozana smanjuje prosjec¢na
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veli¢ina Cestica HAP. Kompoziti HAP-a pripremljen na taj nacin slabo su kristalini¢ni, bas kao

I bioloski apatit.

4.3.3.1. Utjecaj kitozana i titanatnih nanomaterijala na kinetiku talozenja kalcijevih

fosfata

Utjecaj kitozana na talozenje CaP bez dodatka TiNM odreden je pri koncentracijama
kitozana 7,5, 10,0, 12,5 i 15,0 mg L. Pri ve¢im koncentracijama, 50 mg L2, kitozan inhibira
transformaciju ACP u kristalnu fazu te niti nakon 24 sata ne dolazi do nastajanja taloga.

U prisustvu kitozana pH krivulje imaju tipic¢an sigmoidalan oblik (slika 72 a) u kojem
se razlikuju tri podrucja taloZenja, §to ukazuje da ni Kitozan ne utje¢e na mehanizam nastajanja
CaDHA.883%0 U tablici 27 dana su vremena indukcije odredena u prisutnosti kitozana razli¢itih
koncentracija. U prisutnosti kitozana vrijeme indukcije kristalne faze na nastalom amorfnom
kalcijevom fosfatu (ACP) se povecava, Sto znaci da kitozan stabilizira ACP te usporava njegovu
transformaciju. Dobiveni rezultati u skladu su s literaturnim podacima za utjecaj polielektrolita
i proteina na vrijeme indukcije.®%

Na slici 72 b — e prikazane su reprezentativne pH krivulje taloZenja CaP u prisutnosti
kitozana i TiNM. Sve krivulje klasi¢nog su sigmoidalnog oblika §to znaci da istovremeno
prisustvo kitozana i TiNM ne utje¢e na mehanizam talozenja CaP. U tablici 28 dana su vremena
indukcije odredena u takvim taloznim sustavima. U prisutnosti kitozana i TiNM vremena
indukcije duza su od onih odredenih u sustavima bez kitozana. S obzirom da u vremena
indukcije u sustavima u kojima su samo dodani TiNM koncentracije 50 i 100 mg mL™! veéa u
odnosu na kontrolni sustav, moze se zaklju¢iti da u sustavima u kojima Su istovremeno prisutni
kitozan i TINM, kitozan ima dominantan utjecaj na kinetiku talozenja CaP. Jednako ponasSanje
uoceno je i u sustavima koji su istovremeno sadrzavali BSA i TiNM. No, pokazano je da je
Kitozan jaci inhibitor od BSA, §to je moguce posljedica razli¢itih oblika molekula. S obzirom
da je kitozan polimer, moguce je da njegovi lanci pokriju povrSinu ACP-a i na taj nacin
ucinkovitije inhibiraju njegovu transformaciju. BSA i kitozan fleksibilne su molekule koje su
veli¢inom manje od TiNM u anionskoj komponenti taloZznog sustava. TiNM su rigidne
molekule te se ve¢ mogu smatrati povrSinama na kojima moze do¢i do nukleacije. Upravo zato

se TiNM ponasaju kao promotori transformacije ACP-a, dok su kitozan i BSA inhibitori.
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Slika 72. Reprezentativne pH krivulje a) sustava koji sadrzi samo kitozan i sustava u

kojima su, uz 15 mg mL! kitozana, dodane b) TiO, nanodestice (TiNP), ¢) TiO2 nanoplo¢ice

(TiNPI), d) titanatne nanocjevc¢ice (TiNT) i ) titanatne nanozice (TiNW) koncentracije 50 i
100 mg mL . ¢poe(CaClz) = cpos(NazHPO4) = 4 - 1072 mol dm™ pri 25 °C i pHpoc = 7,4.
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Tablica 27. Vrijeme indukcije (ting) U kontrolnom sustavu i sustavima s razli¢itim
koncentracijama kitozana. ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) = 4 - 107> mol dm™3, pHpo: = 7,4 pri 25 °C.

y (kitozan) / mg L™ ting / Min
0 29,4 +3,2

75 451421

10,0 349+1.2

12,5 491+11

15,0 46,4+1,1

Tablica 28. Vrijeme indukcije (ting) U kontrolnom sustavu (c(CaCl,) = ¢(NazHPO4) =4 - 1073
mol dm™3, pHy = 7,4), sustavima s razli¢itim koncentracijama Kkitozana i sustavima s
kitozanom i titanatnim nanomaterijalima, TiO2 nanoc¢esticama (TiNP), TiO2 nanoplo¢icama

(TiNPI), titanatnim nanocjev¢icama (TiNT) i titanatnim nanozicama (TiNW) pri 25 °C.

y(TiNM)/mg L™ | y(kitozan)/ mg L™ TiNP TiNPI TiNT TiNW
0 284+08 271+06 174+09 292+13
>0 15 556+2,1 375+14 319+09 576+23
0 224+12 253+09 179+£20 232+16
10 15 370+11 340+£16 334+15 502+0,3

4.3.3.2. Utjecaj kitozana i titanatnih nanomaterijala na svojstva istalozene Kristalne faze

Difraktogrami praha i FTIR spektri taloga nastalih u kontrolnom sustavu i u sustavima s
kitozanom nakon 120 minuta prikazani su na slikama 73 a i 74 a. Asignacije opazenih
difrakcijskih maksimuma i vibracijskih vrpci dane su u tablicama D.8.19. U difraktogramima
praha taloga nastalih u kontrolnom sustavu i u prisustvu kitozana pojavljuju se dva difrakcijska
maksimuma velikog intenziteta pri 26 oko 26,00° i 32,09° karakteristicna za CaDHA, kao i
maksimumi manjih intenziteta pri ve¢im kutevima, 26 oko 46,50°, 49,60° i 53,20°, takoder
karakteristiéni za CaDHA."®3!3 Difrakcijski maksimumi karakteristi¢ni za Kitozan nisu
detektirani. Dobiveni rezultati ukazuju da kitozan ne utjeCe na sastav nastalog taloga. FTIR

spektri sadrze vrpce karakteristiGne za istezanje fosfatnih grupa i molekula vode.?®® Vrpce
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karakteristi¢ne za kitozan nisu vidljive, iako se vrpce na oko 1650 cm™ i 1022 cm™! mogu
asignirati i kao C=0 istezanje amida i vibracija C—O u COH, COC i CH,OH,136:287:288,292,358,359

Aimoli i sur. istrazivali su utjecaj biopolimera, kitozana, na biomimetsko taloZenje CaP.4®
Pokazali su da kitozan ne utjeCe na sastav nastalog taloga te da u oba slucaja nastaje smjesa
DCPD-a i DCPA. No, prisutnost kitozana utjece na omjere tih dviju faza, kristalini¢nost i
orijentaciju. Da prisustvo Kitozana u taloznom sustavu ne mijenja vrstu istalozene faze, uocili
su Fadeeva i sur.}*’ Mjenjanjem omjera reaktanata, odnosno omjera Ca/P, omoguéio im je
talozenje DCPD ili ACP faze. Dodatkom kitozana ne dolazi do promjene sastava niti jedne od
tih faza, no veli¢ina kristalne faze se smanjuje.

U difraktogramima praha dobivenih taloga u prisutnosti kitozana i TINM opazeni su
difrakcijski maksimumi karakteristiéni za CaDHA i TiNM (slike 73 b — e., tablica D.8.20.,
D.8.22., D.8.24. 1 D.8.26.). U spektrima koji sadrze TiNT, pojavljuju se maksimumi koji se ne
pojavljuju u difraktogramima kompozita sa TINT na 26 38,05°, 55,17° i oko 62,70° §to ukazuje
na mogucu promjenu sastava. U FTIR spektrima opaZene su vrpce Karakteristicne za CaP i

kitozan (slike 74 b — e, tablice D.8.21., D.8.23., D.8.25. i D.8.27.).136:287:288,292,293,358,359
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Slika 73. Difraktogrami praha sustava koji sadrze a) kitozan koncentracija 7,5 - 15,0 mg L ! i

sustava koji sadrze 15,0 mg L™! kitozana i b) TiO2 nanodestice (TiNP), ¢) TiO2 nanoplo¢ice

(TINPI), c) titanatne nanocjevéice (TiNT) te e) titanatne nanozice (TINW) koncentracija 50 i
100 mg L' nakon 60 minuta. ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) = 4 - 1072 mol dm™3, pHpo: = 7,4 pri 25

°C.
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Slika 74. FTIR spektri praha sustava koji sadrze a) kitozan koncentracija 7,5 - 15,0 mg L' i

sustava koji sadrze 15,0 mg L™! kitozana i b) TiO2 nanodestice (TiNP), ¢) TiO2 nanoplo¢ice

(TiNPI), c) titanatne nanocjevcice (TiNT) te e) titanatne nanoZice (TiINW) koncentracija 50 1
100 mg L' nakon 60 minuta. ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) = 4 - 1072 mol dm™3, pHpo: = 7,4 pri 25
°C.

SEM mikrografije prahova CaP istaloZenih u prisustvu Kitozana (slika 75) pokazuju da su u

prisutnosti kitozana nastali agregati tankih listiCavih kristala tipi¢nih za CaDHA, ¢ija je veli¢ina

manja u odnosu na kontrolni sustav. Navedeno opazanje potkrepljeno je i velicinom kristalita
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izraCunatih iz difraktograma praha (tablica 29). Jednako opazanje promijene veli¢ine taloga
uocili su i Fadeeva i sur., koji su navedenu pojavu objasnili kao posljedicu medudjelovanja

kitozana s CaP.1#’

a)

Slika 75. SEM mikrografije taloga nastalog nakon 120 minuta u sustavima s a) 7,5, b)
10,0, ¢) 12,5 d) 15,0 mg L™ kitozana. ¢(CaCl) = ¢(NazHPO4) = 4 - 102 mol dm3, pHyoc =
7,4 pri 25 °C.

Tablica 29. Velicina kristalita kalcij — deficijentnog hidroksiapatita (CaDHA) nastalog u
kontrolnom sustavu i u sustavima s razliitim koncentracijama Kkitozana. c(CaCly) =

c(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm™, pHyo: = 7,4 pri 25 °C.

y (kitozan) / mg L™ | Veli¢ina kristalita / nm
0 3,19
7,5 3,03
10,0 3,12
12,5 2,81
15,0 3,03
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SEM mikrografije sustava koji sadrze TiNM 1 kitozan pokazuju da kitozan utjece na
morfologiju nastalog CaDHA (slika 76). U sustavu s 100 mg L™ TiNP, TiNT i TiNPI nastali
su sferini agregati nepravilnih kristala CaDHA, ve¢i su od onih nastalih u taloznom sustavu s
nanomaterijalima bez prisutnosti kitozana i kompaktniji od onih u kontrolnom sustavu. U
prisutnosti kitozana detektiran je veéi broj sferi¢nih agregata kristala CaDHA koji nisu nastali
na TINW.

50 mg L! 100 mg L!

TiNP

TiNPI

TiNT

TiNW

Slika 76. SEM mikrografije taloga nastalog nakon 60 minuta u sustavima koji su
sadrzavali 15,0 mg L ™! kitozana te 50 i 100 mg L™! TiO2 nanodestica (TiNP), TiO2
nanoplo¢ica (TiNPI), titanatnih nanocjev¢ica (TiNT) i titanatnih nanoZica (TiNW). ¢c(CaCly) =
c(NazHPO4) = 4 - 1073 mol dm ™3, pHpo: = 7,4 pri 25 °C.
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4.4, Medudjelovanja albumina iz govedeg seruma s kalcijevim fosfatima,
titanatnim nanomaterijalima i njihovim kompozitima s kalcijevim
fosfatima

Jedan od glavnih faktora koje treba uzeti u obzir pri dizajniranju novih implant
materijala, procesi su koji se odvijaju u prvim trenutcima nakon implantacije. Odmah nakon
implantacije dolazi do adsorbiranja topljivih proteina krvne plazme na povrSinu implant
materijala.*®**! Ovisno o nacinu na koji su proteini adsorbirani, implantacija moze biti
uspjesna ili moze doé¢i do odbacivanja implantata.®®2354 Proteini adsorbirani na povrsni
materijala utjeCu na pocetni odgovor i adheziju stanica, diferencijaciju i proizvodnju
izvanstani¢nog matriksa.?°%2%>3%8 Najvazniji i najzastupljeniji proteini krvne plazme 0 kojima
ovisi sudbina implant materijala u tijelu su albumin, imunoglobulin G i fibrinogen.**® Od

navedenih, u krvnoj plazmi je u najvec¢oj koncentraciji prisutan aloumin.3"

4.4.1. Kinetika adsorpcije albumina iz govedeg seruma na kalcijeve fosfate, titanatne
nanomaterijale i njihove kompozite s kalcijevim fosfatima

Vecina istrazivanja medudjelovanja proteina iz skupine albumina s CaP i TiNM
napravljena je s albuminom iz govedeg seruma (BSA) zbog njegove sli¢nosti albuminu iz
ljudskog seruma (HSA) te lak$e dostupnosti.®’! Navedena istrazivanja prvenstveno su
usmjerena na odredivanje adsorpcijskih izotermi®’2=7 j konformacijskih promjena proteina do
kojih dolazi uslijed adsorpcije®’®2"". S obzirom da se vrlo brzo po implantaciji adsorbiraju na
povrsinu implantata, istrazivanjem Kinetike adsorpcije moze se dobiti uvid 0 mehanizmu
transfera mase i svojstvima adsorbensa.??®

Usprkos vaznosti takvih istraZivanja, samo su D'Elia i sur.?*

usporedili kinetiku adsorpcije
BSA na TiO2 i HAP pri jednakim uvjetima. Kako bi doprinijeli razumijevanju adsorpcije BSA
na dvije najéesce koristene vrste materijala u izradi kosStanog tkiva, u ovome poglavlju opisana
je kinetika adsorpcije BSA na dvije vrste kalcijevih fosfata, Cetiri vrste titanatnih nanomaterijala
i njihovih nanokompozita s kalcijevim fosfatima. U svrhu odredivanja karakteristicnih
parametara kinetike adsorpcije, eksperimentalni podaci obradeni su modelima pseudo-prvog
reda (PFO), pseudo-drugog reda (PSO) i Weber-Morissovim modelom unutaréesti¢ne difuzije

(IPD-WM). Navedeni modeli kinetike adsorpcije opisani su u Poglavlju 2.4. Kako bi se odredio
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utjecaj BSA na ¢vrstu fazu, adsorbens, odredena su svojstva adsorbensa prije i nakon adsorpcije

BSA.

4.4.1.1. Utjecaj albumina iz govedeg seruma na svojstva adsorbensa nakon adsorpcije

Utjecaj BSA na sastav, strukturu i morfologiju adsorbensa odreden je usporedbom rezultata
PXRD, FTIR i SEM analize prije i nakon 24 sata inkubacije s BSA u PBS-u 37 °C. Naslici 77

i 78 prikazani su difraktogrami praha i FTIR spektri CaDHA i HAP prije i nakon 24 sata

inkubacije s BSA

a)

CaDHA+ BSA

b)

Intenzitet / a.u.

CaDHA

T T
10 20 30 40

28/°

50 60

70

Intenzitet / a.u.

28/°

Slika 77. Difraktogram praha prije (donja slika) i nakon (gornja slika) 24 h inkubacije a)
kalcij — deficijentnog hidroksiapatita (CaDHA) i b) hidroksiapatita (HAP) s albuminom iz

govedeg seruma (BSA) pri 37 °C.

a) b)
CaDHA + BSA HAP + BSA
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Slika 78. FTIR spektri prije (donja slika) i nakon (gornja slika) 24 h inkubacije a) kalcij -
deficijentnog hidroksiapatita (CaDHA) i b) hidroksiapatita (HAP) s albuminom iz govedeg
seruma (BSA) pri 37 °C.
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Prema dobivenim difraktogramima praha moze se zakljuciti da adsorpcija BSA ne utjece na
sastav CaDHA i1 HAP jer nije uocena promjena u difraktogramima. Rezultati PXRD analize
potvrdeni su FTIR analizom. U slu¢aju CaDHA pojava vrpci karakteristicnih za istezanja BSA
pri oko 1543 cm™* i/ili 1275 cm™ koji odgovaraju istezanjima amid I1, amid 11 i C—N te N—H
savijanju ukazuju na adsorpciju BSA (slika 77 a).283284 Na temelju PXRD i FTIR analize moze
se zakljuciti da BSA ne utjeCe na sastav niti jedne od navedenih faza.

Difraktogrami praha i FTIR spektri ¢istih TINM nakon 24 sata inkubacije s BSA pri 37 °C

prikazani su na slikama 79 i 80.

a) b)

TiNP+ BSA

TiNP1 + BSA

=2 g
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Slika 79. Difraktogrami praha taloga dobivenog prije (donja slika) i nakon (gornja slika)
24 h inkubacije a) TiO2 nanocestica (TiNP), b) TiO2 nanoplocica (TiNPI), c) titanatnih
nanocjevcica (TINT) i d) titanatnih nanozica (TINW) s albuminom iz govedeg seruma (BSA)
pri 37 °C.
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Slika 80. FTIR spektri taloga dobivenih prije (donja slika) i nakon (gornja slika) 24 h
inkubacije a) TiO2 nanocestica (TiNP), b) TiO2 nanoplocica (TiNPI), ) titanatnih
nanocjevcica (TINT) i d) titanatnih nanozica (TINW) s albuminom iz govedeg seruma (BSA)
pri 37 °C.

Ocekivano, u difraktogramima praha nisu uo¢ene promjene osim u sluc¢aju TiINW. Nakon
inkubiranja TINW s BSA dolazi do proSirivanja difrakcijskih maksimuma $to je moguce
posljedica mijenjanja povrSinskih svojstava nakon 24 h inkubacije. Na FTIR spektrima se, uz
vrpce karakteristi¢ne za TiNM 1 istezanja fosfatne 1 hidroksilne skupine, javljaju i apsorpcijski
maksimumi slabog intenziteta karakteristicni za BSA pri oko 2895, 1540 i 680 cm™' koji
odgovaraju istezanju N—H skupine amida, C—N istezanju i N—H savijanju amid II t¢ N-H
savijanju amid V.283-28

Na slikama 81 i 82 prikazani su difraktogrami praha i FTIR spektri nakon 24 sata inkubacije
CaDHA/TINM kompozita s BSA. Jednako kao i u slucaju TiNM, na difraktogramima praha

nisu uo¢ene promjene. U svim slucajevima prisutni su difrakcijski maksimumi karakteristi¢ni
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za TINM te CaDHA pri oko 26° i 32° §to ukazuje da adsorpcijom BSA ne dolazi do promjene

sastava CaDHA.
a)
CaDHA/TINP+ BSA
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Slika 81. Difraktogrami praha uzoraka dobivenih prije (donja slika) i nakon (gornja slika)

24 h inkubacije nanokompozita kalcijevih fosfata i a) TiO2 nanocestica (TiNP), b) TiO2

nanoploc€ica (TiNPI), ¢) titanatnih nanocjevéica (TiNT) i d) titanatnih nanoZica (TiNW) pri

37 °C albuminom iz govedeg seruma (BSA).

FTIR spektri potvrduju da je doslo do adsorpcije BSA jer su vidljive vrpce C—N istezanja i

N-H savijanja amid II i III skupina izmedu 1300 i 1500 cm™!. U slu¢aju CaDHA/TiNT

kompozita javljaju se apsorpcijski maksimumi slabog intenziteta pri oko 2900 cm™' koji

odgovaraju N—H savijanju slobodnog amonijevog iona.
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Slika 82. FTIR spektri taloga dobivenih prije (donja slika) i nakon (gornja slika) 24 h

inkubacije nanokompozita kalcijevih fosfata i a) TiO2 nanocestica (TiNP), b) TiO2

nanoplocica (TiNPI), c) titanatnih nanocjevcica (TiNT) i1 d) titanatnih nanoZica (TINW) s

albuminom iz govedeg seruma (BSA) pri 37 °C.

Iako ne utjece na sastav 1 strukturu, adsorpcija BSA utjece na morfologiju CaDHA u ¢ijem

prisustvu nastaju izduzeni kristali CaDHA kompaktnije pakirani u odnosu na kontrolni sustav

(slika83 aib). HAP talozi u obliku nejednakih prizmati¢nih Cestica ¢iji rubovi postaju zaobljeni
u prisustvu BSA (slika 83 c i d).
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Slika 83. SEM mikrografije prije (a i c) i nakon (b i d) 24 h adsorpcije aloumina iz
govedeg seruma (BSA) na: a) i b) kalcij — deficijentni hidroksiapatit (CaDHA) i c) i d)
hidroksiapatit (HAP) pri 37 °C.

Na TiNM se ne oc¢ekuje nikakva promjena u strukturi nakon adsorpcije BSA stoga je SEM
analiza napravljena jo§ na CaDHA/TiNM kompozitima. SEM mikrografije CaDHA/TINM
prije i nakon 24 sata inkubacije s BSA prikazane su na slici 84. BSA utjece na morfologiju svih
kompozita u ¢ijem su prisustvu primijeceni listicavi kristali ve¢i nego prije adsorpcije.

Na temelju navedenih podataka moze se zakljuciti da inkubacija s BSA u trajanju od 24 sata
ne utjece na svojstva CaDHA i CaDHA/TiNM $to omogucava pracenje kinetike takvih procesa.
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SEl 100KV X20000 1gm WD 10.0mm

Slika 84. SEM mikrografije prije (lijeve slike) i nakon (desne slike) 24 h inkubacije

nanokompozita kalcijevih fosfata i a) TiO2 nanocestica (TiNP), b) TiO2 nanoplo¢ica (TiNPI),

C) titanatnih nanocjevéica (TiNT) i d) titanatnih nanozica (TiINW) s albuminom iz govedeg

seruma (BSA) pri 37 °C.
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4.4.1.2. Praéenje kinetike adsorpcije albumina
Na slikama 85 — 87 prikazane su krivulje kinetike adsorpcije BSA na CaDHA, HAP, TiNM
te CaDHA/TINM. Motiv odredivanja kinetike adsorpcije BSA na CaDHA i HAP, usporedba je

dvije vrste CaP koje se navode kao faze najsli¢nije anorganskoj komponenti kostiju. lako se u
vecini istrazivanja koristi stehiometrijski HAP, CaDHA je zanimljiv jer je nestehiometrijska
faza, kakav je i bioloski apatit.

Pri eksperimentalnim uvjetima KkoriStenim u ovim istrazivanjima, BSA i sve vrste
adsorbensa negativno su nabijene (tablica 15). U takvim slucajevima adsorpcija je posljedica
posebnih medudjelovanja proteina sa supstratom, a popracena je promjenama konformacije ili

selektivne orijentacije proteina.?36:37

Tablica 30. Specifi¢na povrsina odredena BET metodom i zeta potencijal u otopini fosfatnog
pufera (PBS-a) kalcij — deficijentnog hidroksiapatita (CaDHA), hidroksiapatita (HAP), TiO>
nanocestica (TiNP), TiO2 nanoploc¢ica (TiNPI), titanatnih nanocjevcica (TiNT), titanatnih
nanozica (TiNW) te njihovih nanokompozita s kalcijevim fosfatima (CaDHA/TINP,
CaDHA/TINPI, CaDHA/TINT i CaDHA/TINW).

Materijal Sger/ m? gt ¢Imv
TiNP 71,51 -232%x1,0
TiNPI 24,70 -245+15
TINT 170,97 -21,4+1,.2
TiINW 21,49 -21,2+0,9

CaDHA 81,81 -12,6 £0,6
HAP 12,00 -199+1,.2
CaDHA/TINP 53,32 -12,4+0,5
CaDHA/TINPI 51,66 -12,0+0,8
CaDHA/TINT 111,14 -136+1,1
CaDHA/TINW 35,80 -12,3+0,9
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Slika 85. Kinetika adsorpcije albumina iz govedeg seruma na: a) kalcij — deficijentni
hidroksiapatit i b) hidroksiapatit pri 37 °C.
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Slika 86. Kinetika adsorpcije albumina iz govedeg seruma na: a) TiO2 nanocestice, b)

TiO2 nanoplocice, c) titanatne nanocjevcice i d) titanatne nanozice pri 37 °C.
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Slika 87. Kinetika adsorpcije albumina iz govedeg seruma na nanokompozite kalcijevih
fosfata i a) TiO2 nanocestica, b) TiO2 nanoplocica, ¢) titanatnih nanocjevéica i d) titanatnih

nanozica pri 37 °C.

Rezultati su prikazani kao ovisnost adsorpcijskog kapaciteta (q:) o vremenu. Na svim
istrazivanim materijalima, adsorpcija se odvija u dva koraka. Prvi korak je brza pocetna
adsorpcija koju prati drugi sporiji korak ili korak u kojemu se postize ravnoteza. U slucaju
CaDHA, TiNW te svih vrsta kompozita ne uspostavlja se ravnoteza, ve¢ krivulja ¢ u ovisnosti
0 t konstantno raste. Takvo ponasanje uoc¢eno je i u prethodnim istrazivanjima adsorpcije BSA
na HAP nanozice®8 i na granule dvofazne keramike kalcijevih fosfata®’®. Sli¢no ponasanje u
slu¢aju CaDHA i kompozita moze se pripisati potpunoj prekrivenosti povrSine CaDHA,
odnosno ¢injenici da je sastav povrSine na koji se BSA veze u tim slu¢ajevima jednak. Razlika
u trajanju uspostave ravnoteze izmedu CaDHA i HAP moze biti posljedica razlike u strukturi.

HAP je stehiometrijska faza koja ima sredenu strukturu povrsine na koju dolazi do adsorpcije
BSA.
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Vrijeme uspostave ravnoteze na HAP iznosi 600 min. Ravnoteza se najbrze uspostavlja
prilikom adsorpcije BSA na TiNPI, nakon 150 min, dok u slucaju adsorpcije na TiNP i TiNT
ta vremena iznose oko 800 min. Prethodnim istraZivanjima pokazano je da vrijeme uspostave
ravnoteze za istu vrstu adsorbensa ovisi o specifi¢noj povrsSini, morfologiji i veli¢ini. Pri slicnim
eksperimentalnim uvjetima, ravnoteza se prije uspostavila u slucaju adsorpcije BSA na HAP i

380

titanijeve prevlake®*° nego na odgovarajuée nanomaterijale.?3®38! Zeng i sur. istrazivali su

kinetiku adsorpcije BSA na povriinu HAP premaza dobivenog ionskim raspriivanjem.3° U
tom slucaju, ravnoteza je postignuta za manje od 15 minuta. Ukoliko se BSA adsorbira na HAP
nanozice, vremena potrebna da se postigne ravnoteza mnogo su dulja te ovise o veli¢ini
nanozica. U slu¢aju HAP nanozica duljine 28 nm, navedeno vrijeme iznosi 1 sat.?3® Ukoliko se
koriste HAP nanozice duljine 96 nm, vrijeme uspostave ravnoteZze nije postignuto ¢ak niti nakon
30 sati.>"®

Dobiveni rezultati obradeni su PFO, PSO i IPD modelom. Parametri odredeni prema
navedenim modelima, kao i odgovarajuée vrijednosti ajdR? parametara, eksperimentalno
odredenih i izra¢unatih vrijednosti ge i /= dani su u tablicama 31 — 33. Kinetika adsorpcije BSA
na sve vrste adsorbensa najbolje se moze opisati PSO modelom. Thakur i sur. proucavali su
kinetiku adsorpcije BSA na TiNP pripremljene sol-gel metodama i suSenih pri razli¢itim
temperaturama.®”’ Kinetika adsorpcije u svim slu¢ajevima najbolje se mogla modelirati PFO
modelom. Sli¢no navedenom istrazivanju, Kopac i sur. istrazivali su kinetiku adsorpcije BSA
na TiO2 nanocCestice razliCitih specificnih povrSina dobivenih tretmanima pri razli¢itim
temperaturama. Jednako kao i Thakur i sur. zakljucili su da se kinetika adsorpcije najbolje moze
opisati PFO modelon.3 S druge strane, Ranjan i sur. pokazali su da se kinetika adsorpcije BSA
na TiNP nano veli¢ine, moZze najbolje opisati PSO modelom.®? Navedena istraZivanja radena
su pri razli€itim eksperimentalnim uvjetima Sto oteZava usporedbu dobivenih rezultata.

Wang i Guo usporedivali su karakteristike PFO i PSO modela te su zakljucili da PSO model
najbolje opisuje podatke u slucaju kada adsorbens sadrzi puno aktivnih mjesta na kojima moze
do¢i do adsorpcije i kada je poCetna koncentracija adsorbata vrlo mala. Matematicka analiza
pokazala je da je PFO poseban oblik PSO modela koji dobro opisuje pocetne stadije adsorpcije.
Takoder je pokazano da, tokom vremena, adsorpcijski koeficijent modeliran PFO parametrima
doseze plato, dok u slu¢aju PSO krivulje rastu ne dosezuéi plato.*® Upravo takvo ponasanje
primijec¢eno je u svim vrstama kompozitnih materijala kao 1 CaDHA $§to potvrduje valjanost

PSO modela.
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Tablica 31. Vrijednosti parametara modela-prvog-reda (PFO), pseudo-drugog-reda (PSO) i

unutarcesticne difuzije (IPD) za kinetiku adsorpcije albumina iz govedeg seruma (BSA) na
kalcij-deficijentni hidroksiapatit (CaDHA) i hidroksiapatit (HAP) pri 37 °C. Qeexp J€

eksperimentalno odredena maksimalna vrijednost adsorpcijskog kapaciteta, 7leexp je

eksperimentalno odredena maksimalna vrijednost povrSinske koncentracije, ki, ko 1 kig su

koeficijenti brzine PFO, PSO i IPD modela, a C je konstanta IPD modela koja govori o debljini

medupovrsinskog sloja.

Model Parametar CaDHA HAP

Qeexp / Mg g~! 130,59 + 16,17 | 46,55+ 3,21

Teexp/ mg m™ 1,60 £0,20 3,88+0,27

1072 k1 / min™! 3,89+ 0,68 1,54 + 0,34

PFO ge/ mgg™! 119,28 + 14,52 | 44,30+ 3,72
adjR? 0,96 0,98

10 k2/ mg g min! 3,32+0,09 3,15+0,35

PSO ge/ Mg g! 145,09+ 6,68 | 50,31+ 2,15
adjR? 0,98 0,99

kia / mg g~ min=%5 2,62 +£0,04 1,36 £ 0,02

IPD C/mgg™? 7,19+0,18 14,76 + 0,22
adjR? 0,99 0,75
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Tablica 32. Vrijednosti parametara modela pseudo-prvog reda (PFO), pseudo-drugog reda

(PSO) i unutarcesti¢ne difuzije (IPD) za kinetiku adsorpcije albumina iz govedeg seruma (BSA)

na TiO2 nanocestice (TiNP), titanatne nanocjevcice (TiNT), titanatne nanozice (TiINW) i TiO>

nanoploc¢ice (TiNPl) pri 37 °C. Qeexp je eksperimentalno odredena maksimalna vrijednost

adsorpcijskog kapaciteta, /e exp je eksperimentalno odredena maksimalna vrijednost povrSinske

koncentracije, ki, k2 i kig su koeficijenti brzine PFO, PSO i IPD modela, a C je konstanta IPD

modela koja govori o debljini medupovrsinskog sloja.

Model Parametar TiNP TiNPI TiNT TiINW
Qeexp / M@ g ™! 65,48 + 7,13 41,54 + 2,58 158,58 20,05 | 117,83 +10,22
TIeexp / mgm™ 0,92 +0,10 1,93+0,10 0,93+0,12 5,48 + 0,48
102k / min™! 5,73+ 0,69 7,76 +3,72 2,78 +0,41 1,16 + 0,31
Q qe/mg g 59,46 + 5,45 48,20 + 2,63 139,48 + 13,48 99,03 + 6,12
= adjR? 0,69 0,92 0,69 0,52
10%k2/mgg™' min™ | 20,07 +6,60 31,18 +7,38 3,58 0,36 2,39+ 0,67
Q qe/mg g 63,01+ 5,13 50,89 + 3,97 150,04 + 10,03 106,49 + 6,91
* adjR? 0,91 0,98 0,90 0,93
kia / mg g~* min=5 0,69 + 0,01 1,26 + 0,02 2,17 +0,04 1,84+ 0,03
Q C/mgg™ 4516 + 0,74 33,54 + 0,52 90,59 + 1,12 47,07 +0,81
- adjR? 0,63 0,45 0,78 0,08
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Tablica 33. Vrijednosti parametara modela pseudo-prvog reda (PFO), pseudo-drugog reda
(PSO) i unutarcesti¢ne difuzije (IPD) za kinetiku adsorpcije albumina iz govedeg seruma (BSA)
na nanokompozite kalcijevinh fosfata i TiO2 nanocestica (CaDHA/TiNP), titanatnih
nanocjev¢ica (CaDHA/TINT), titanatnih nanozica (CaDHA/TiNW) i TiO2 nanoplocica
(CaDHA/TINPI) pri 37 °C. Qeexp je cksperimentalno odredena maksimalna vrijednost
adsorpcijskog kapaciteta, /e exp je eksperimentalno odredena maksimalna vrijednost povrSinske
koncentracije, ki, ko i kig su koeficijenti brzine PFO, PSO i IPD modela, a C je konstanta IPD

modela koja govori o debljini medupovrsinskog sloja.

Model Parametar CaDHA/TINP | CaDHA/TINPI | CaDHA/TINT | CaDHA/TINW
Qeexp / Mg g 168,92 33,32 | 199,62 +1211 100,89 + 7,22 117,62 + 16,69
Teexp / Mg M2 3,17+ 0,62 3,86+ 0,23 0,91+ 0,06 3,28 + 0,47
102 ki / min! 2,51+ 0,45 1,11+0,08 0,35+ 0,06 2,90+1,08
Q qe/mg g 14858 +1521 | 172,68 +13,44 94,67 + 6,68 112,16 + 9,35
= adjR? 0,84 0,77 0,98 0,77
10*k2/mg g™
0,86+ 0,16 0,92 + 0,00 0,24 0,02 2,52 + 0,07
o min™!
g qe/mg g 165,58 + 14,02 188,86 + 9,99 122,17 +12,88 | 138,42+11,15
adjR? 0,94 0,90 0,99 0,99
kia / mg g~' min=%5 3,63+ 0,05 3,78+ 0,05 2,98 +0,04 2,26 +0,04
Qo C/mgg™ 48,54 + 0,76 72,21 +1,16 / 1,94 +0,03
- adjR? 0,93 0,93 0,99 0,08

Eksperimentalno odredena maksimalna povrsinska koncentracija (/e exp) CaDHA manja je
u odnosu na HAP. Manja vrijednost povrsinske koncentracije moze biti posljedica puno sporije
uspostave ravnoteze. U slu€aju adsorpcije na nanomaterijale, najveca vrijednost /¢ exp odredena
je za TINW sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima koja ukazuju na znacaj veli¢ine Cestica
adsorbensa. 22638 Usporedujuéi vrijednosti TiNP i TiNPI, pokazano je da je Ieexp Vrijednost
odredena za TiNPI za red veli¢ine veca u odnosu na TiNP. Takvo ponaSanje, sli¢no je razlici
CaDHA i1 HAP te moze biti posljedica puno brze uspostave ravnoteze na TiNPI.
Eksperimentalno odredene povrsinske koncentracije BSA na TiNP i TiNPI manje su od
vrijednosti dobivene za njihove kompozite. U slucaju izduzenih titanatnih nanomaterijala,
TiNW 1 TiNT, takav trend nije uocen. Opcenito, najmanja vrijednost povrSinske koncentracije

odredena je za CaDHA/TINT kompozite $to moze biti posljedica razlike u orijentaciji kristala.
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Iako se eksperimentalno odredene povrSinske koncentracije CaDHA i HAP znacajno
razlikuju, koeficijenti brzine kojoj se BSA adsorbira na njihove povrsine gotovo je jednaka. Ta
vrijednost vrlo je sli¢na brzini adsorpcije na jednodimenzionalne izduzene nanomaterijale,
TiNT i TINW. S druge strane, koeficijent brzine adsorpcije pseudo — drugog reda u slucaju
TiNP i TiNPI za red veli¢ine veci je u odnosu na TiNT i TINW. Koeficijenti brzine adsorpcije
BSA na CaDHA/TINM manji su u odnosu na TINM i CaDHA.

Kao Sto je opisano u Poglavlju 2.4., adsorpcija je rezultat nekoliko koraka. Opcenito,
koeficijenti brzine adsorpcije odredeni PSO ili PFO modelima rezultat su i utjecaja kemijskih
reakcija i difuzije adsorbata te se iz njih ne mogu dobiti informacije o0 mehanizmu adsorpcije.
Kako bi se dobilo vise informacija o mehanizmu adsorpcije, eksperimentalni podatci obradeni
su modelom IPD, to¢nije Weber i Morrisovim opisom IPD modela. Ukoliko je unutaréesti¢na
difuzija korak koji odreduje brzinu reakcije, linearna regresija dat ¢e pravac koji prolazi kroz
ishodiste (0). Ukoliko IPD nije korak koji odreduje brzinu reakcije, mogu se razlikovati dijelovi
krivulje razli¢itih nagiba.3¥2%* U slu¢aju CaDHA, TiNW i svih kompozita eksperimentalni
podaci mogu se opisati IPD modelom. S obzirom da u slu¢aju navedenih adsorbensa, osim
CaDHA/TINT, navedeni pravci ne prolaze kroz ishodiste, IPD nije jedini korak koji odreduje

brzinu reakcije.?%6:382

4.4.2. Spektroskopsko istrazivanje medudjelovanja albumina s kalcijevim fosfatima,
titanatnim nanomaterijalima i njihovim kompozitima

Serumski proteini zbog ve¢ objasnjenih svojstava i uloge u ljudskom organizmu vrlo su
bitni spojevi u razvoju novih materijala za primjenu u regeneraciji kostanog tkiva. Osim
adsorpcije takvih proteina, bitno je proucavati njihovo medudjelovanje s materijalima od
interesa. Vrlo se ¢esto u ovakvim vrstama istrazivanja koristi albumin iz seruma i to najcesce
govedeg podrijetla (BSA). BSA moze reverzibilno vezati vrlo velik broj molekula. Do sada su
se istrazivala medudjelovanja BSA s razli¢itim lijekovima, flavonoidima, bojama, itd.3-38° U
novije vrijeme istraZivanja su usmjerena na odredivanje medudjelovanja s nanocesticama,
prvenstveno sa srebrnim,260:263,390:391

U danasnje doba, fluorescencijska mjerenja koriste se za dobivanje informacija o vezanju
makromolekula na &estice.>*? Istrazivanje medudjelovanja BSA s odabranim materijalima
mogucée je pratiti mjerenjem fluorescencijskih spektara jer su fluorescencijska svojstva

serumskih albumina vrlo ovisna o mikrookoli$u.?®? Gasenje fluorescencije posljedica je i
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najmanje promjene u lokalnom okruzenju serumskih albumina, kao Sto su konformacijski
prijelazi, vezanja drugih molekula i denaturacija.?®® Prema trenutno dostupnoj literaturi, jedino
su Kathiravan i Renganathan te Pandit i Kundu in situ istrazivali medudjelovanje koloidnih
nanodestica TiO2 s BSA.3%3%% Kathiravan i Renganathan fluorescencijskim mjerenjima odredili
su broj veznim mjesta (n) i prividnu konstantu vezanja BSA na TiO. U svojim mjerenjima
koristili su TiNP u rasponu koncentracija 1 — 6 - 10 mol dm™3 te su u takvom slu¢aju izmjerili
konstantu vezanja 5,25 - 10° mol™! dm?, dok je broj veznih mjesta 1,04.3%

Fluorescencijski spektri BSA i BSA u prisutnosti CaDHA, HAP, TiNM i CaDHA/TINM
prikazani su na slici 88. Maksimum intenziteta emisije BSA u fluorescencijskom spektru nalazi
se na 348 nm pri valnoj duljini ekscitacije 278 nm. Dodatkom CaDHA, HAP, TiNM ili
CaDHA/TINM dolazi do smanjenja intenziteta emisije odnosno do njezinog gasenja (engl.
quenching). Opcéenito, gaSenje fluorescencije posljedica je medudjelovanja fluorofora s
molekulom utiSavaca razli¢itim mehanizmima poput medudjelovanja pobudenih stanja,
molekularnih reorganizacija, transfera energije, Kkolizije te stvaranja kompleksa osnovnog
stanja.®*2 Kolizijom, odnosno dinami¢kim utidavanjem, fluorofor i utidava¢ medudjeluju
tijekom poluzivota pobudenog stanja, dok se staticko utiSavanje odnosi na nastajanje
kompleksa osnovnog stanja fluorofora i molekule utigavaca.3%?

Prilikom fluorescencijskih mjerenja, potrebno je provjeriti prisutnost efekta unutrasnjeg
filtera. U odabranim sustavima, efekt unutrasnjeg filtera uocen je jedino u sustavima koji su
sadrzavali TiNW, stoga su vrijednosti maksimuma fluorescencije u takvim sustavima

korigirane prema jednadzbi 34.
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Slika 88. Fluorescencijski spektri (od vrha prema dnu) albumina iz govedeg seruma
(BSA) i BSA u prisutnosti 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135 i 150 mg L' a) kalcij -
deficijentnog hidroksiapatita (CaDHA), b) hidroksiapatita (HAP), ¢) TiO2 nanocestica

(TiNP), d) TiO2 nanoplocica (TiNPI), e) titanatnih nanocjev¢ica (TiNT), f) titanatnih nanozica

(TINW) te nanokompozita kalcijevih fosfata i g) TiINP (CaDHA/TINP), h) TiNPI

(CaDHAJTINPI), i) TINT (CaDHA/TINT) i j) TINW (CaDHA/TINW) pri 37 °C.

Povecanjem koncentracije adsorbensa maksimum intenziteta fluorescencije pomice se

prema manjim vrijednostima valne duljine. Pomak valne duljine maksimuma fluorescencije

dokaz je da dolazi do medudjelovanja proteina sa odabranim materijalom. Pomak prema
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manjim vrijednostima valne duljine naziva se plavi pomak i posljedica je pomaka Trp
aminokiselinskog ostatka u hidrofobnije okruzenje. Suprotno tome, pomak prema veci
vrijednostima valih duljina naziva se crveni pomak i posljedica je vece izlozenosti Trp otapalu.
Plavi pomak ukazuje na moguce promjene tercijarne strukture proteina kada se veze na
povrsinu CaDHA, HAP, TiNM ili CaDHA/TiNM.**® Pandit i sur. u svom istrazivanju
medudjelovanja TiNP s BSA uo¢ili su crveni pomak maksimuma fluorescencije.3%

Obradom podataka dobivenih fluorimetrijskim mjerenjima mogucée je dobiti nekoliko
informacija: Stern-Volmerovu konstantu (Ksv), konstantu vezanja (Ky) i broj veznih mjesta (n).
Dani pravci prikazani su na slikama 89 i 90. Ovisnost Fo/F 0 y u slu¢aju TiNT nije linearna $to
je posljedica utisavanja fluorescencije nastajanjem kompleksa viseg stanja i kolizije Cestica,
odnosno istovremene prisutnosti statickog i dinamickog utiSavanja.>*> U svim drugim

slucajevima, utiSavanje fluorescencije posljedica je kolizije Cestice fluorofora i utiSavaca,

dinami¢kog utisavanja.3%
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Slika 89. Odredivanje Stern-Volmerove konstante (Ksv) medudjelovanja albumina iz
govedeg seruma (BSA) i a) kalcij — deficijentnog hidroksiapatita (CaDHA) i hidroksiapatita
(HAP), b) TiO2 nanocestica (TiNP), titanatnih nanocjev¢ica (TiNT), titanatnih nanozica
(TINW) i TiO2 nanoplo¢ica (TiNPI) te ¢) njihovih kompozita s kalcijevim fosfatima
CaDHAJ/TINP, CaDHA/TINT CaDHA/TiINW i CaDHA/TiNPI pri 37 °C,
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Slika 90. Odredivanje konstante vezanja (Kp) i broja veznih mjesta (n) za reakciju
medudjelovanja albumina iz govedeg seruma (BSA) i a) kalcij — deficijentnog hidroksiapatita
(CaDHA) i hidroksiapatita (HAP), b) TiO2 nanocestica (TiNP), titanatnih nanocjevcica
(TINT), titanatnih nanozica (TiNW) i TiO2 nanoplocica (TiNPI) te ¢) njihovih kompozita s
kalcijevim fosfatima CaDHA/TiINP, CaDHA/TINT CaDHA/TiNW i CaDHA/TiNPI
pri 37 °C.

Vrijednosti konstanti Ksy i Kp kao i broj veznih mjesta dani su u tablici 34.

Tablica 34. Prividna konstanta asocijacije (Kapp), Stern-Volmerova konstanta (Ksv), konstanta
vezanja (Kbp) i broj veznih mjesta (n) za medudjelovanje albumina iz govedeg seruma (BSA) i
kalcij — deficijentnog hidroksiapatita (CaDHA), hidroksiapatita (HAP), TiO2 nanocestica
(TiNP), titanatnih nanocjevéica (TiNT), titanatnih nanozica (TiNW), TiO2 nanoploc¢ica (TiNPI)
te njihovih kompozita s kalcijevim fosfatima CaDHA/TiINP, CaDHA/TINT CaDHA/TINW i
CaDHA/TINPI pri 37 °C.

Uzorak Ko /L g™ Ko/ Lg™! n
CaDHA 1,71 £ 0,08 4,26 + 0,45 1,51
HAP 7,82 £ 0,06 13,88+ 1,45 1,26
TiNP 14,94 + 0,52 34,13 +1,23 1,46
TiNPI 5,49 + 0,07 8,95+0,38 1,27
TINT 42,32 +£0,13 81,34 + 2,02 1,39
TiNW 15,97+ 0,82 8,57 0,25 1,55
CaDHAJ/TINP 11,74 £ 0,05 58,88 + 1,85 1,83
CaDHAJ/TINPI 8,69 + 0,22 11,19+ 0,53 1,15
CaDHAJ/TINT 18,82 + 0,81 30,31 +£1,70 1,28
CaDHA/TINW 15,21+ 0,30 18,66 £ 1,25 1,13
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Iz vrijednosti Stern-Volmerovih konstanti (Ksy) moguce je odrediti i vrijednost brzine
gusenja fluorescencije (Kq) jer je Ke=Kq-to0. Vrijeme poluZzivota BSA, 1o, iznosi 1 - 1078 5.3%
Odredivanje brzine gaSenja fluorescencije omogucuje uvid o mehanizmu samog procesa. S
obzirom da maksimum brzine difuzijski kontroliranog gasenja fluorescencije iznosi 10'° mol™
dm?® s7!, vrijednosti kq iznad navedene ukazuje na staticko gasenje fluorescencije, a nize na
difuzijski kontroliran proces.?® Kada se prema navedenim jednadzbama, i koristeéi relativne
molekulske mase HAP i TiOy, izracunaju Kq vrijednosti za navedene sustave, izraunate
vrijednosti iznose od 1,71 - 108 do 4,23 - 10° mol™! dm® s™!. Izradunate kq vrijednosti ukazuju
da je gaSenje fluorescencije difuzijski kontrolirano. To znaci da je mnogo manje vjerojatno da
¢e molekula i ligand pri¢i jedno drugome nego $to ¢e medudjelovati kada budu na dovoljnoj
udaljenosti jedno od drugoga. Drugim rije¢ima, gasenje fluorescencije ovisi o frekvenciji
sudara liganda i molekule koja fluorescira.

Veca vrijednost konstante vezanja, Kn, izmjerena je za HAP u odnosu na CaDHA. Op¢enito,
konstanta vezanja BSA na CaDHA najmanja je medu svim istrazenim materijalima. No,
izmjerene vrijednosti Ky konstante mnogo su veé¢e za CaDHA/TiNM u odnosu na sam CaDHA.
Od cistih nanomaterijala, BSA se najbolje veZze na TiNT, $to ukazuje na utjecaj specificne
povrsine.

Broj veznih mjesta daje informaciju o vrsti kooperativnosti izmedu liganda i receptora.
Ukoliko je n < 1 vezanje je negativno kooperativno, a za slucajeve n > lvezanje je pozitivno
kooperativno.®” Kooperativno vezanje odnosi se na slu¢ajeve kada je broj veznih mijesta
receptora koji su zauzeta ligandima nelinearna funkcija koncentracije liganda. Kooperativnost
moze biti pozitivna (vezanje molekule liganda povecava afinitet receptora i na taj nacin
poveéava moguénost vezanja idu¢e molekule liganda) ili negativna (vezanje liganda smanjuje
afinitet receptora prema ligandu i1 na taj nacin smanjuje moguénost vezanja iduceg liganda).
Kooperativno vezanje liganda moze se definirati samo za one receptore koji imaju vise od
jednog veznog mjesta. Ukoliko receptor ima viSe veznih mjesta, no vezanje liganda na odredeno
vezno mjesto ne utjeée drugo vezno mijesto, govorimo o nekooperativnom vezanju.®*’ Broj
veznih mjesta za sve vrste materijala koristenih u ovom doktoratu ve¢i je od 1, §to znaci da je
vezanje BSA na CaDHA, HAP, TiNM i CaDHA/TINM pozitivno kooperativno. Jednaku vrstu

vezanja uo¢ili su i Pandit i sur. prilikom vezanja BSA na TiO2 nanocestice.3**
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§5. ZAKLJUCAK

S ciljem doprinosa razumijevanju utjecaja TINM na nastajanje CaP i u svrhu unaprjedivanja
dizajna novih biomaterijala te pojednostavljenja njihove biomimetske pripreme, istrazena su
dva biomimetska nacina sinteze kompozitnih materijala CaP i TiNM, induciranje talozenja iz
simulirane tjelesne tekuc¢ine (SBF) te talozenje CaP iz suspenzije u prisutnosti TiINM.

TiNM imaju zanemarivo malu sposobnost induciranja nastajanja CaP iz SBF-a tokom 28
dana. lako su CaP detektirani FTIR i PXRD metodama na svim istrazivanim TiNM, na SEM
mikrografijama male koli¢ine CaDHA vidljive su samo u prisutnosti TINT i TINW nakon 28
dana. U prisutnosti BSA u SBF-u dolazi do potpune inhibicije nastajanja CaP na TINM. S
obzirom na prihva¢eni mehanizam nastajanja CaP na povrsini titanata, slaba mo¢ induciranja
talozenja CaP moze biti posljedica vrlo male apsolutne vrijednosti zeta potencijala TINM u
SBF-u.

TaloZzenjem CaP u prisutnosti TiNM moguce je pripremiti kompozite CaP 1 TiNM
(CaDHAJ/TINM) ve¢ nakon sat vremena. Prisutnost TINM u manjim koncentracijama u
taloznom sustavu stabilizira amorfnu fazu i inhibira njezinu transformaciju u kalcij -
deficijentni hidroksiapatit (CaDHA), dok se pri ve¢im koncentracijama TiNM ponasaju kao
promotori transformacije ACP-a. Pri manjim koncentracijama, TiNM onemogucéavaju
kristalizaciju unutar Cestica ACP dok pri ve¢im koncentracijama ACP dominantno nastaje na
povrsini TiNM $to ubrzava njegovu transformaciju. PXRD i FTIR analize pokazale su da TINM
ne utjeCu na sastav i svojstva kristalne faze, a EPR analizom dokazano je da ne dolazi niti do
promjene u lokalnoj strukturi CaDHA. SEM mikrografije pokazuju da kristali CaDHA rastu na
povrsini TINM. Dodatkom bioloski aktivnih molekula u talozne sustave, BSA i kitozan, takoder
ne dolazi do promjene sastava i strukture CaDHA, a uocljive su promjene u morfologiji
istalozene faze. Dobiveni rezultati ukazuju na stabilnost CaDHA u prisutnosti razli¢itih aditiva
§to moze omoguciti jednostavnu pripremu njegovih kompozita.

Adsorpcija BSA na HAP, CaDHA, TiNM i CaDHA/TINM prati kinetiku pseudo — drugog
reda. U slu¢aju TiNM, povrsSinska koncentracija i koeficijent brzine adsorpcije proteina ovise o
morfologiji i specifi¢noj povrsini. Pokazano je da je povrSinska koncentracija BSA na TiNP i

TiNPI znatno manja nego na njihovim kompozitima, dok je u slucaju izduzenih TiNM
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povrsinska koncentracija na kompozitima manja od one na nanomaterijalima. Takoder,
koeficijent brzine adsorpcije BSA na nanomaterijale anatas faze znatno vec¢i je od koeficijenata
brzine odredene za izduZzene TiNM. Najmanji koeficijenti brzine adsorpcije odredeni su za
kompozite, osim u slu¢aju CaDHA/TiNW. To mozZe biti posljedica razli¢ite orijentacije kristala
CaDHA na razli¢itim TiNM.

Fluorescencijska istrazivanja pokazala su da u prisutnosti svih istrazivanih materijala dolazi
do dinamic¢kog utiSavanja fluorescencije. U fluorescencijskim spektrima uoc¢en je plavi pomak
Sto znaci da vezanjem BSA na materijale dolazi do pomicanja Trp aminokiselinskog ostataka.
Nadalje, pokazano je da je vezanje BSA na sve vrste materijala pozitivho kooperativno.
Konstanta vezanje BSA na adsorbense ponajprije ovisi o specifi¢noj povrsini TINM i veca je
Sto je specificna povrSina veca. Vrijednost konstante vezanja BSA na kompozite veca je od
vrijednosti odredene za TiNM, osim u slu¢aju CaDHA/TiNPl. S obzirom da se CaP
biomaterijali funkcionaliziraju s BSA kako bi im se poboljSao bioloski odgovor, dobiveni
rezultati ukazuju na dobar potencijal kompozita za primjenu u biomedicini.

Sistematskog istrazivanja optimalnog sintetskog puta i nastajanja kompozitnih materijala
kalcijevih fosfata na razli¢itim vrstama titanatnih nanomaterijala do sada jo$ nije prouceno.
Veclina istraZzivanja na takvim kompozitima radena je u SBF-u. No, ovim istraZivanjem
pokazano je da je taloZzenjem CaP u prisutnosti TINM moguce u vecoj koli¢ini pripremiti
CaDHA/TiINM kompozite koriste¢i jednostavniji medij, a i priprema kompozita traje mnogo
krace. Talozenje CaP u prisutnosti TINM cjenovno je prihvatljivija metoda dobivanja
kompozita koja je samim time i dostupna vecem broju ljudi. Nadalje, pokazano je da vrsta
TiNM te prisutnost aditiva ne mijenjaju sastav istaloZene faze te da ne dolazi niti do promjene
njezine lokalne strukture. To ukazuje da se, suprotno pocetnim pretpostavkama, kompoziti
CaDHA s razli¢itim TiNM mogu pripremiti u sli¢cnim uvjetima.

Dobiveni rezultati omogucuju racionalni pristup u dizajnu i biomimetskoj sintezi
multifunkcionalnih  nanokompozita temeljenih na Kkalcijevim fosfatima i titanatnim

nanomaterijalima.
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§6. POPIS KRATICA

ACP — amorfni kalcijev fosfat,

AFM — mikroskopija atomskih sila,

Asp — asparaginska kiselina,

ATR — infracrvena spektroskopija uz priguSenu totalnu refleksiju,
BET — Brunauer-Emmett-Teller metoda,

BSA — albumin iz govedeg seruma,

CaDHA — kalcij — deficijentni hidroksiapatit,

CaDHA/TINM — kompoziti kalcij - deficijentnog hidroksiapatita i titanatnih nanomaterijala,
CC — constant composition technique,

CaP — kalcijevi fosfati,

CaP/TiNM — kompoziti kalcijeva fosfata i titanatnih nanomaterijala,
CNT - crystal nucleation theory,

DCPA — kalcijev hidrogenfosfat monohidrat,

DCPD - kalcijev hidrogenfosfat dihidrat,

DD - double diffusion,

dnh — hidrodinamicki promjer,

DLVO — Derjaguin—Landau—Verwey—Overbeek teorija,

DLS - dinamicko rasprSenje svijetlosti,

EBBS — Hakova otopina,

EFC — izvanstani¢na tekucina,

ELS — elektroforetsko rasprsenje svijetlosti,

EPR — elektronska paramagnetska rezonancija,

FTIR — infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom,
I': — ravnotezna povrSinska koncentracija,

I’ — povrsinska koncentracija,

Gly — glicin,

HAP — hidroksiapatit,

HSA — albumin iz ljudskog seruma,

IAP — ionski produkt,

Ina Erceg Doktorska disertacija



8 6. Popis kratica

166

IMT — model unutrasnjeg transfera mase,
IPD — model unutar¢esti¢nog transfera mase,
J — brzina nukleacije,

k1 — koeficijent brzine pseudo-prvog reda,

k2 — koeficijent brzine pseudo-drugog reda,
Kb — konstanta vezanja,

kida — koeficijent brzine modela unutarcesti¢ne difuzije,
Kq — koeficijent brzine gusenja fluorescencije,
Ksv — Stern-Volmerova konstanta,

Ksp — konstanta produkta topljivosti,

Lys — lizin,

MCP — monokalcijev fosfat dihidrat,

MCPA — monokalcijev fosfat anhidrid,

n — broj veznih mjesta,

NMR - nuklearna magnetska rezonancija,
OCP - oktakalcijev fosfat,

PAT — povrsinski aktivna tvar,

PBS — fosfatni pufer,

pl —izoelektri¢na tocka,

PFO — model pseudo-prvog reda,

PSO — model pseudo-drugog reda,

PXRD — difrakcija rendgenskih zraka na praskastom uzorku,

rc — kritiéni radijus,

rSBF — revidirana simulirana tjelesna tekucina,

Q — utiSavac,

gt — adsorpcijski kapacitet,

ge — ravnotezni adsorpcijski kapacitet,

S — specifi¢na povrsina,

SA — serumski albumin,

SBF — simulirana tjelesna tekucina,

SEAD - elektronska difrakcija u odabranom podrucju,

SEM — pretrazna elektronska mikroskopija,
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TCP — trikalcijev fosfat,

TEM — transmisijska elektronska mikroskopija,
tind — vrijeme indukcije,

TiNM - titanatni nanomaterijali,

TiNP — TiO2 nanocestice,

TiNPI — TiO2 nanoplocice,

TiNR - titanatni nanoStapici,

TiNT — titanatne nanocjevcice,

TiNW - titanatne nanozice,

70 — vrijeme poluzivota,

¢ — zeta potencijal.
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§8. DODATAK

Tablica D.8.1. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalog nakon
60 min u kontrolnom sustavu: ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) =4 - 107> mol dm™ pri 25 °C i

pHpoé = 7,4.

Valni broj / cm™

Asignacija

3631-2518
1636
1104
1017

868
592
561

O-H istezanje (H.0)
H-O—H deformacija (H20)

vaa trostruko degenerirano asimetri¢no istezanje P-O veze (POY)

vac trostruko degenerirano asimetri¢no istezanje P-O veze (PO3")

HPO2~

vaa trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3)

vap trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3)

Tablica D.8.2. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u difraktogramima praha taloga

nastalih nakon 60 min u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanocCestica (TiNP).
c¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 - 103 mol dm™ pri 25 °C i pHpo: = 7,4.

y(TiNP) /mg L™
75 100 125 150 500 1000 Faza
255 250 TiNP
260 261 259 26 CaDHA
288 28,6 CaDHA
322 320 320 312 320 323 | CaDHA
378 383 TiNP
391 39,2 396 384 CaDHA
S 468 465 467 CaDHA
o 481 481 481 TiNP
496 496 496 49,6 CaDHA
535 535 535 CaDHA
538 540 537 TiNP
554 551 TiNP
629 63,0 TiNP

Ina Erceg

Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak

XVil

Tablica D.8.3. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektrima taloga nastalih nakon

60 min u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanocestica (TiNP). c(CaCly) =

c(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm 3 pri 25 °C i pHpo: = 7,4.

y(TiNP) / mg L!
7,5 10,0 12,5 15,0 50,0 100,0 Asignacija
3643- 3670— 3632- 3643- 3669- 3649- . .
2610 2567 2588 2572 2770 2780 O-H istezanje (H20)
1640 1643 1639 1639 1646 1640 H-O—H deformacija (H.0)
Vv3a trostruko degenerirano asimetri¢no
- 1114 1109 1109 1109 1102 1109 istezanje PO veze (PO?{)
S . . .
g 1014 1020 1020 1021 1024 1026 V3c tro_struko (_iegenerlrano asngetncno
= istezanje P-O veze (POy’)
(@] . . oy . .
= 956 956 967 956 957 961 v1 nedegenerirano s1metr13c_no istezanje
= P-O veze (POy)
S 860 867 872 872 874 HPO2~
Vaa trostruko degenerirano savijanje O—
560 560 599 599 602 601 P_O veze (POZ')
vap trostruko degenerirano savijanje O—
553 548 557 557 560 559 P_O veze (POZ')

Tablica D.8.4. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u difraktogramima praha taloga

nastalih nakon 60 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiNPIl. c(CaCly) =

c(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm™3, pHpe: = 7,4 pri 25 °C.

20/ °

y(TiNPI) / mg L™

7,5 10,0 12,5 15,0 50,0 100,0 Faza

25,2 25,4 25,3 25,3 251 251 TiNPI
26,1 26,0 26,0 26,1 26,1 26,2 CaDHA
31,9 31,9 32,0 32,0 31,8 31,0 CaDHA

37,0 36,9 37,1 TiNPI

37,8 37,8 38,0 37,9 37,8 TiNPI

48,0 48,0 48,0 48,0 48,1 TiNPI

53,5 53,9 53,7 53,9 53,9 54 TiNPI

54,9 55,1 55,1 55,1 55,0 TiNPI

62,8 62,8 62,9 TiNPI
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Tablica D.8.5. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon 60
minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanoploc¢ica (TiNPI). c(CaCl,) =

c(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm 3, pHypo: = 7,4 pri 25 °C.

7 (TiNPI) /mg L™?

7,5 10,0 12,5 15,0 50,0 100,0 Asignacija
3640— 3636— 3680— 3687- 3662— 3693- . .
2587 2574 2542 2530 2714 2618 O-H istezanje (H20)
1639 1640 16400 1639 1639 1639 H-O—H deformacija (H.0)
vs3a trostruko degenerirano
1118 1108 1114 1102 1102 1108 asimetri¢no istezanje P—O veze
(PO3)

v trostruko degenerirano
1026 1020 1026 1026 1026 1026 asimetricno istezanje P—O veze
(POY)
v1 nedegenerirano simetri¢no
istezanje P-O veze (PO

875 875 876 872 879 875 HPO3
vaa trostruko degenerirano
savijanje O—P—O veze (PO3)
vap trostruko degenerirano
savijanje O—P—0O veze (PO})

961 961 961 961 961 961

Valni broj / cm™

690 595 590 590 690 595

545 545 547 548 545 545

Tablica D.8.6. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u difraktogramima praha taloga
nastalih nakon 60 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiNT. c(CaCly) =

c(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm™3, pHyo: = 7,4 pri 25 °C.

y(TiNT) /mg L™

7,5 10,0 12,5 15,0 50,0 100,0 Faza

9,71 9,83 9,84 9,84 TiNT

24,3 24,6 TiNT
26,1 26,1 26,0 26,2 26,0 26,0 CaDHA

28,4 28,9 28,6 28,8 TiNT
o 31,6 31,8 31,8 32,0 32,0 32,3 CaDHA
§ 38,9 39,4 39,4 39,8 CaDHA
46,7 46,6 46,5 46,6 46,41 CaDHA

48,4 48,3 TiNT
49,4 49,6 49,5 49,6 CaDHA

53,4 53,4 53,4 53,2 53,4 53,6 CaDHA
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Tablica D.8.7. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon 60
minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama titanatnih nanocjevcica (TiNT). ¢(CaCl») =

c(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm3, pHypo: = 7,4 pri 25 °C.

y(TiNT) /mg L™
7,5 10,0 12,5 15,0 50,0 100,0 Asignacija

3463- 3705- 3674-  3685- 3633 - 3649 —
2579 2730 2700 2710 2780 2842

O-H istezanje (H.0)

1640 1640 1648 1629 1640 1643 H-O-H deformacija (H20)
vaa trostruko degenerirano
1125 1125 1125 1115 1124 1115 asimetri¢no istezanje

P-O veze (POY)
vsc trostruko degenerirano
1022 1022 1013 1031 1018 1028 asimetricno istezanje
P-O veze (POY)
v1 nedegenerirano simetri¢no
istezanje P—O veze (PO3)
878 878 883 868 878 866 HPO}

vaa trostruko degenerirano

956 947 947 952 961 961

Valni broj / cm™

599 610 606 599 601 607 savijanje O_P_O veze (PO>))
vap trostruko degenerirano
557 553 557 557 558 568 savijanje O—P-O veze

(PO3)

Tablica D.8.8. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u difraktogramima praha taloga
nastalih nakon 60 minuta u sustavima s razliCitim koncentracijama TiNW. c(CaCl,) =

c(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm™3, pHyo: = 7,4 pri 25 °C.

¥ (TINW) / mg L™

75 100 125 150 500 1000 | Faza

11,2 11,3 TiNW

12,4 12,4 TiNW

31,2 31,7 32,0 31,8 31,9 31,9 CaDHA

:\b 39,4 39,1 39,8 39,6 CaDHA
o 47,2 46,8 46,7 46,7 CaDHA
49,4 49,5 49,8 49,7 49,1 CaDHA

53,5 53,6 53,6 CaDHA
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Tablica D.8.9. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon 60
minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama titanatnih nanozica (TiNW). c(CaCl,) =

c(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm 3, pHypo: = 7,4 pri 25 °C.

y(TiNW) /mg L™

75 10,0 12,5 150 50,0 100,0 Asignacija
3648—  3643- 3659  3643-  3640-  3666- . )
2572 2579 2703 2688 2871 2834 O-H istezanje (H0)
1634 1644 1640 1634 1637 1637 H-O-H deformacija (H0)

vs3a trostruko degenerirano
1114 1109 1109 1114 1102 1127 asimetri¢no istezanje P—O veze
(PO3)

v trostruko degenerirano
1020 1020 1025 1025 1026 1020 asimetri¢no istezanje P-O veze
(PO;)

v1 nedegenerirano simetri¢no

Valni broj / cm™

956 956 956 957 957 istezanje P-O veze (PO
878 872 883 872 881 875 HPOj
Vaa trostruko degenerirano
601 595 595 606 603 604 savijanje O_P—O veze (POY)
vap trostruko degenerirano
557 553 557 548 560 566 savijanje O—P-O veze (PO?{)
463 464 448 448 Vv 2 trostruko degenerirano

savijanje O—P—0O veze (PO

Tablica D.8.10. Asignacija opaZenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon
60 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama albumina iz govedeg seruma (BSA).

¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 - 103 mol dm3, pHpoc = 7,4 pri 25 °C.

y(BSA) /mg L™
0 50 100 Asignacija
3631-2518 3634-2815 3666-2836 O-H istezanje (H20)
2955 2945 amid B, N-H istezanje slobodnog NH7 iona
1654 1649 C=0 istezanje amida |
1636 H-O-H deformacija (H20)
. 1513 1513 amid Il, C-N istezanje i N-H savijanje
= 1457 1441 amid 11, C-N istezanje i N-H savijanje
2 1405 1304 CH; savijanje
=) Vv3a trostruko degenerirano asimetricno istezanje
g 1104 1114 1109 P_O veze (POT)
= vsc trostruko degenerirano asimetricno istezanje
g 1017 1006 1010 P_O veze (PO)
954 960 v1 nedegenerirano simetri¢no istezanje P—O veze (PO
868 865 881 HPO3
592 601 601 vaa trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3")
561 554 554 vap trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3)
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Tablica D.8.11. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u difraktogramima praha taloga

nastalih nakon 60 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanocestica (TiNP) i

50 mg L ! BSA. ¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 - 102> mol dm™3, pHpo: = 7,4 pri 25 °C.

20/ °

y(TiNP) /mg L™

50 100 Faza
25,32 25,33 TiNP

28,18

32,06 32,06 CaDHA
37,66 37,77 TiNP
47,99 48,29 TiNP
53,69 53,99 CaDHA
55,03 55,03 TiNP
63,15 62,85 TiNP

Tablica D.8.12. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon

60 minuta u sustavima s razli¢itim TiO2 nano&estica (TiNP) i 50 mg L' BSA. c(CaCl) =
¢(NazHPO.) = 4 - 1073 mol dm™3, pHpe: = 7,4 pri 25 °C.

y(TiNP) /mg L™
50 100 Asignacija
3646 - 2811 3659 - 2795 O-H istezanje (H20)
2954 2960 amid B, N-H istezanje slobodnog NH7 iona
2922

1644 1652 C=0 istezanje amida |

1533 1536 amid Il, C-N istezanje i N-H savijanje

1459 amid Il, C-N istezanje i N-H savijanje

1411 CH; savijanje
o 1107 1107 v3a trostruko degenerirano a51r£etrlcn0 1stezanje
3 P-O veze (POy)
N vae trostruko degenerirano asimetricno istezanje

1017 1029 PO veze (POY)

v1 nedegenerirano simetri¢no istezanje
964 958 P-O veze (PO7)
vaa trostruko degenerirano savijanje
597 607 O-P-0 veze (PO3)
vap trostruko degenerirano savijanje
555 555 O-P-0 veze (POJ)
Ina Erceg Doktorska disertacija
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Tablica D.8.13. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u rendgenogramima praha
taloga nastalih nakon 60 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanoploCica

(TiNPI) i 50 mg L™! albumina iz govedeg seruma (BSA). ¢(CaCly) = ¢(NazHPOs) = 4 - 1073

mol dm~3, pHye: = 7,4, pri 25 °C

Tablica D.8.14. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon
60 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanoplo¢ica (TiNPI) i 50 mg L™!

albumina iz govedeg seruma (BSA). ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) = 4 - 1073 mol dm ™, pHpoc = 7,4,

y(TiNPI) /mg L
50 100 Faza
253 253 TiNPI
26,0 26,0 CaDHA
321 319 CaDHA
369 36,9 TiNPI

o 378 379 TiNPI

S 386 385 TiNPI
480 48,1 TiNPI
539 539 TiNPI
551 55,1 TiNPI
62,8 628 TiNPI

pri 25 °C
y(TiNPIl) /mg L™?
50 100 Asignacija
3660 - 2573  3666-2605 O-H istezanje (H20)
2963 2960 Ti-OH, TiNPI
1652 1652 C=0 istezanje amida |
1537 1545 amid I1, C-N istezanje i N-H savijanje
. 1112 1109 V3, trostruko degenerirano a31r3r}etrlcno istezanje
3 P—O veze (POy)
N vac trostruko degenerirano asimetricno istezanje
1023 1023 P-O veze(PO3)
962 962 v1 nedegenerirano simetri¢no istezanje P—O veze (PO3)
596 597 vaa trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3)
552 558 vap trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3)
Ina Erceg Doktorska disertacija
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Tablica D.8.15. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u rendgenogramima praha

taloga nastalih nakon 60 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama titanatnih

nanocjevéica (TiNT) i 50 mg L™! albumina iz govedeg seruma. ¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 -
1072 mol dm™3, pHpos = 7,4 pri 25 °C.

201/ °

y(TiNT) /mg L?
50 100 Faza
24,42 TINT
26,11 26,19 CaDHA
28,40 28,34 TINT
32,14 32,01 CaDHA
39,40 39,29 CaDHA
46,90 CaDHA
48,29 48,53 TINT
49,78 CaDHA
53,47 53,73 CaDHA

Tablica D.8.16. Asignacija opaZenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon

60 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama titanatnih nanocjevéica (TiNT) i 50 mg L™

albumina iz govedeg seruma. ¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 - 10 mol dm™3, pHpoc = 7,4 pri 25

°C.
y(TiNT) /mg L™
50 100 Asignacija
3653 - 2988 3673-2835 O-H istezanje (H20)
2044 amid B, N-H istezanje slobodnog NH; iona
1653 1647 C=0 istezanje amida |
1537 1531 amid Il, C-N istezanje i N-H savijanje
1455 1442 amid I1, C-N istezanje i N-H savijanje
. 1409 1417 CH;savijanje
3 1275 HPOZ
N 1122 1129 vaa trostruko degenerirano asimetriéno istezanje PO veze (PO3’)
1020 1020 v trostruko degenerirano asimetriéno istezanje PO veze (PO3’)
962 968 v1 nedegenerirano simetri¢no istezanje P—O veze (PO3")
866 HPOZ
604 598 vaa trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3))
555 553 vap trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3)
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Tablica D.8.17. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u rendgenogramima praha

taloga nastalih nakon 60 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama titanatnih nanozica
(TiNW) i 50 mg L™! albumina iz govedeg seruma (BSA). ¢(CaCl,) = ¢(Na;HPO4) = 4 - 1073
mol dm~3, pHpe: = 7,4, pri 25 °C.

201/~

y(TiNW) /mg L*
50 100 Faza
114 11,6 TiNW
12,3 TiNW
26,0 26,2 CaDHA
32,0 32,0 CaDHA
53,6 53,5 CaDHA

Tablica D.8.18. Asignacija opaZenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon

60 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama titanatnih nanozica (TiNW) i 50 mg L™!

albumina iz govedeg seruma (BSA). ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) =4 - 1073 mol dm™3, pHypo: = 7,4,
g g p

pri 25 °C.
y(TiINW) / mg L!
50 100 Asignacija
3658 - 2354 3651-2545 O—H istezanje (H20)
2923 2948 Ti-OH, TiINW
1651 1651 C=0 istezanje amida |
1536 1530 amid I1, C-N istezanje i N-H savijanje
1101 1114 vaa trostruko degenerirano asimetri¢no istezanje P-O veze
. (POY)
e~ vsc trostruko degenerirano asimetricno istezanje P-O veze
N 1019 1019 (P03)
961 vi nedegenerirano simetri¢no istezanje P—O veze (PO3’)
884 871 HPO3
697 692 amid V, NH savijanje
590 596 vaa trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3)
558 558 vap trostruko degenerirano savijanje O—P—O veze (PO3)
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Tablica D.8.19. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon

120 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama kitozana. c(CaClz) = c(Na2HPQO4) = 4 -
1072 mol dm™3, pHpos = 7,4 pri 25 °C.

y (kitozan) / mg L™

0 7,5 10,0 12,5 15,0 Asignacija
3692-  3649- 3387-  3387- 3526- . .
2721 2630 2730 2730 2829 O-H istezanje (Hz0)
1649 1650 1654 1651 1649 H.0 ili C=0 istezanje amida I
1281 1279 1281 1281 1281
vaa trostruko degenerirano asimetri¢no
1105 1098 1100 1106 1119 istezanje PO veze (POY)
H'E vac trostruko degenerirano asimetri¢no
S istezanje P-O veze
= 1022 1014 1018 1018 1020 (POY)
s ili vibracija C-O u COH, COC i CH,OH
c
g 963 v1 nedegenerirano simetri¢no istezanje
P-O veze (POY)
869 873 878 878 854 HPO?{
Vvaa trostruko degenerirano savijanje
599 599 599 599 599 O-P-O veze (POY)
559 556 557 557 557 vap trostruko degenerirano savijanje

O-P-0 veze (POJ)

Tablica D.8.20. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u rendgenogramima praha

taloga nastalih nakon 110 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanocestica

(TiNP) i 15 mg L kitozana. ¢(CaCl) = ¢(NazHPO4) = 4 - 107> mol dm™>, pHpo: = 7,4 pri 25

°C.
y(TiNP) /mg L™
50 100 Faza
25,4 25,2 TiNP
31,9 31,9 CaDHA
38,0 37,8 TiNP
§ 48,1 48,0 TiNP
53,9 CaDHA
54,9 TiNP
63,8 TiNP
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Tablica D.8.21. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon

120 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanocestica (TiNP) i 15 mg L™

kitozana. ¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 - 107 mol dm3, pHpec = 7,4 pri 25 °C.
p

y(TiNP) / mg L*!

50 100 Asignacija
3300-2980 3582-2980 O-H istezanje (H20)
1646 H.0 ili C=0 istezanje amida
1598 vibracije protonirane amino grupe
Vv3a trostruko degenerirano asimetri¢no istezanje
T 1115 1122 P-O veze (PO}
§ 1022 1024 vac trostruko degenerirano asimetri¢no istezanje P-O
%, veze (PO?") ili vibracija C-O u COH, COC i CH.OH
j . . . v . .
Q 963 962 v1 nedegenerirano s1metr1§:_no istezanje P-O veze
= (POyY)
s 873 867 HPOZ
va4a trostruko degenerirano savijanje
599 599 O-P-0 veze (PO3)
558 558 vap trostruko degenerirano savijanje

O-P—0 veze(POY)

Tablica D.8.22. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u rendgenogramima praha

taloga nastalih nakon 120 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanoplocica i

15 mg L! kitozana. ¢(CaCl,) = ¢(NazHPO4) = 4 - 10 mol dm™3, pHpo: = 7,4 pri 25 °C.

20/ °

y(TiNPI) /mg L?

50 100 Faza
25,33 25,37 TiNPI
26,05 26,05 CaDHA
31,87 31,76 CaDHA
37,79 37,70 TiNPI
48,04 48,04 TiNPI
53,85 53,98 CaDHA
54,96 55,05 TiNPI
62,78 62,77 TiNPI
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Tablica D.8.23. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon

120 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO nanoplo¢ica i 15 mg L™! kitozana.

¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 - 103 mol dm ™3, pHyec = 7,4 pri 25 °C.

7 (TiNPI) /mg L™?

50 100 Asignacija
3635-2642 3637 - 2700 O-H istezanje (H20)
1649 1646 H0 ili C=0 istezanje amida
vaa trostruko degenerirano asimetri¢no istezanje P—
1122 1122 O veze (PO)
vac trostruko degenerirano asimetri¢no istezanje P—
1022 1023 0 veze (POJ)
\ ili vibracija C-O u COH, COC i CH,OH
% . . .y . . .
o~ 963 962 v1 nedegenerirano 51metr13c_n0 istezanje P-O veze
(POY)
877 874 HPO;3
599 599 Vaa trostruko degenerlrang_saw janje O—P-0 veze
_(PO4 ) o
559 558 vap trostruko degenen(r;(r;g_;aw janje O—P-0 veze
4

Tablica D.8.24. Asignacija opaZenih difrakcijskih maksimuma u rendgenogramima praha

taloga nastalih nakon 120 minuta u sustavima s razli¢itim TiO2 nanocjevéica i 15 mg L1

kitozana. ¢c(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 - 10 mol dm3, pHyoc = 7,4, pri 25 °C.

20/ °

y(TiNT) /mg L™
50 100 Faza
25,45 25,33 CaDHA
31,99 32,11 CaDHA
38,05 38,05
48,04 48,15 TINT
53,50 53,85 CaDHA
55,17
62,66 62,77
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Tablica D.8.25. Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon

120 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama TiO2 nanocjevéica i 15 mg L ™! kitozana.

¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 - 103 mol dm ™3, pHyec = 7,4, pri 25 °C.

7(TiNT) /mg L?

Asignacija

50 100
3643-2814 3647 — 2360
1650 1647
1122 1120
T
c 1022 1015
o
5 963 967
S
o)
= 875
S 599 600
558 560
455 455

O-H istezanje (H20)
H>0 ili C=0 istezanje amida |
V3a trostruko degenerirano asimetricno istezanje
P-O veze (POI")
vac trostruko degenerirano asimetri¢no istezanje P—O
veze (PO} ) ili vibracija C-O u COH, COC i CH,OH
v1 nedegenerirano simetri¢no istezanje P—O veze
(POY)
HPO3
vaa trostruko degenerirano savijanje O—P-O veze
(POY)
vap trostruko degenerirano savijanje O—P-0O veze
(POZ)
Ti—O

Tablica D.8.26. Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u rendgenogramima praha

taloga nastalih nakon 120 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijama titanatnih nanoZica

(TINW) i 15 mg L kitozana. ¢(CaClz) = ¢(NazHPO4) = 4 - 1072 mol dm™3, pHpo: = 7,4 pri 25

°C.

20/°

y(TiNW) /mg L*

50 100 Faza
11,20 11,31 TiINW
25,82 26,05 TiINW
32,11 32,23 CaDHA
44,97 44,35

46,57 CaDHA
48,58 48,39 TiNW
53,23 53,23 CaDHA
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Tablica D.8.27. Asignacija opaZenih vibracijskih vrpci u FTIR spektru taloga nastalih nakon
120 minuta u sustavima s razli¢itim koncentracijamaTiO, nanozica (TiNW) i 15 mg L

kitozana. ¢(CaCly) = ¢(NazHPO4) = 4 - 107 mol dm3, pHpec = 7,4 pri 25 °C.
p

7 (TiNW) /mg L™

50 100 Asignacija
3611 - 2746 3628 - 2684 O-H istezanje (H20)
1649 1647 H0 ili C=0 istezanje amida
1120 1117 V3a trostruko degenerirano asimetri¢no

istezanje P—O veze (PO3)
vsc trostruko degenerirano asimetri¢no

1024 1022 istezanje P-O veze (PO3)
2 ili vibracija C-O u COH, COC i CH,OH
N 962 961 v1 nedegenerirano simetri¢no istezanje
P-O veze (POY)
vaa trostruko degenerirano savijanje
599 599 O-P-0 veze (PO3)
vap trostruko degenerirano savijanje
559 558 O-P-0 veze (PO3)
463 455 Ti-O
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