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Sazetak

Sinteticki kalcijevi fosfati i sulfati koriste se u dentalnoj medicini pri lijeCenju koStanih
oStec¢enja, a prije uporabe se steriliziraju gama zracenjem. Promjene u strukturi i sastavu
istrazivanih materijala nakon sterilizacije 1 izlaganja modelnim medijima (fizioloSka otopina,
umjetna slina, simulirana tjelesna tekucina) pracene su osnovnim metodama karakterizacije:
difrakcijom rendgenskih zraka na prahu (PXRD), termogravimetrijskim analizama (TGA) i1
infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom (FTIR). Kao glavna metoda
istrazivanja koriStena je metoda elektronske paramagnetske rezonancije (EPR) ¢ija je prednost
u osjetljivosti na paramagnetske tvari ugradene prilikom sinteze i na zracenjem inducirane
radikale. Istrazivani su hidrati kalcijevog sulfata (CS): kalcijev sulfat dihidrat (CSDH) i kalcijev
sulfat hemihidrat (CSHH) te kalcijevi fosfati: hidroksiapatit (HAP) i magnezijem supstituirani
hidroksiapatit (Mg-HAP). Pokazano je da izlaganje CS fizioloskoj otopini 1 umjetnoj slini ima
znatan utjecaj na koncentracije radikala u oba hidrata. EPR spektroskopijom su pracene
promjene u strukturi HAP-a i Mg-HAP-a nakon zra¢enja i uranjanja u simuliranu tjelesnu
teku¢inu 1 fiziolosku otopinu. Snimljeni su i EPR spektri uzoraka inkubirani 2 h na
temperaturama do 373 K. Rezultati su potvrdili da zraenje ne uzrokuje promjene u sastavu ili
strukturi na ispitivanim kalcijevim fosfatima. Smanjenje intenziteta ili potpuni nestanak EPR
signala radikala nakon izlaganja modelnim medijima bio je popra¢en nestankom ostalih faza
nastalih kao nusproizvod tijekom sinteze uzoraka, $to je potvrdeno PXRD i FTIR analizom.
Uzorci su sterilizirani 1 hladnom plazmom, no metoda nije dovoljno istraZena i standardizirana

da b1 se mogla usporediti s u¢inkovitosti sterilizacije zraCenjem.
Kljucéne rijeci

elektronska paramagnetska rezonancija, sterilizacija, gama zracenje, RF plazma, sinteticki
kosStani nadomjesci, kalcijevi sulfati, kalcijevi fosfati, ionski supstituirani hidroksiapatit,

umjetna slina, simulirana tjelesna tekucina, fizioloSka otopina



Extended abstract

Introduction:

Synthetic calcium phosphate and sulphate ceramics in different shapes (pastes, powders,
granules, etc.) have gained acceptance for various dental applications such as fillers for
periodontal defects. Due to their resorption in the body and direct contact with tissues, they are
usually sterilized by gamma irradiation to inactivate bacteria, fungal spores and viruses. During
sterilization, there may be changes in the properties of the materials used. Therefore, the aim of
this research is to contribute improving the quality of materials, that must be sterile, of high
quality, effective and reliable before entering the oral cavity. Calcium sulfate (CS) hydrates,
calcium sulfate dihydrate (CSDH), calcium sulfate hemihydrate (CSHH) are a reasonable
alternative to autogenous dental bone graft and are used as a bone filler or to treat of bone
defects. Calcium phosphates (CaP) are the most commonly used bioceramics for the
regeneration of various bone tissues. In this dissertation, unsubstituted hydroxyapatite - HAP
and magnesium-substituted hydroxyapatite Mg-HAP were investigated. According to the
literature review, this is the first study on the influence of saline and artificial saliva on the

concentration of gamma-induced radicals in dental bone substitutes based on calcium sulfate.
Materials and methods:

The changes in the structure and composition of the investigated materials during sterilization
and exposure to model media were monitored using basic characterization methods, namely
powder X-ray diffraction (PXRD), thermogravimetric analyzes (TGA) and Fourier-transform
infrared spectroscopy. Electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy was used as the
main characterization method in this study due its sensitivity for detection of paramagnetic ions
incorporated during synthesis and radiation induced radicals after sterilization, storage and
interaction with model media. To this purpose, in this study, the changes in the concentration
of radicals induced by sterilization of calcium sulfates and calcium phosphates with gamma-
irradiation were monitored during exposure to model media (saline solution, artificial saliva

and simulated body fluid).



Results and discussion:

The results show that saline and artificial saliva have a significant effect on the radical
concentration in both hydrates, individually or as a mixture. The greatest decrease in radical
concentration was observed for CSHH after mixing with saline or artificial saliva, while CSDH
maintained a relatively high radical concentration. As for calcium phosphates, the changes in
the local structure of non-substituted hydroxyapatite — HAP and magnesium substituited
hydroxyapatite - Mg-HAP were monitored by EPR spectroscopy after irradiation and
immersion in corrected simulated fluid and saline for 28 days. To better understand the stability
of the radical species induced by sterilization, EPR spectra of samples kept for 2 h at
temperatures up to 373 K were recorded to provide an insight into the stability of the sample
storage conditions by the accelerated aging method. The results confirmed that irradiation does
not cause changes in the composition or structure of any of the investigated materials. The
fading or complete disappearance of the radical signal in the EPR spectra after immersion in
both media was accompanied by the disappearance of other phases formed as a byproduct in

the synthesis of substituted HAP, which was confirmed by PXRD and FTIR analysis.
Conclusion:

The results for calcium sulfates suggest that products designed for use as bone graft materials
can be used more safely if the amount of more stable CSDH is minimized. The obtained results
for calcium phosphates confirm the great potential of Mg-HAPs for biomedical applications,
although more attention should be given to the processes related to the storage stability of the
samples at different temperatures. In addition, the mentioned samples were also sterilized with
cold plasma, but the method itself has not yet been sufficiently researched and standardized to

be comparable with the efficiency of the gamma radiation sterilization method.

Keywords

electron paramagnetic resonance, sterilization, gamma irradiation, RF plasma, synthetic bone
substitutes, calcium sulfate, calcium phosphate, ion substituted hydroxyapatite, artificial saliva,

simulated body fluid, saline solution
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1 UVOD

Ova disertacija pripada grupi multidisciplinarnih istrazivanja iz podrucja medicinske fizike s
naglaskom na karakterizaciju materijala EPR spektroskopijom te pracenje utjecaja metoda
sterilizacije, gama zracenjem i RF plazmom (engl. radio-frequency plasma), na materijale koji
se primjenjuju u dentalnoj medicini. Cilj ovog istrazivanja je karakterizirati te u konacnici
poboljsati svojstva sintetiCkih koStanih nadomjestaka koji se koriste u dentalnoj medicini.
Istrazivanje ove vrste na danim materijalima vazno je zbog utjecaja na kvalitetu Zivota
pacijenata kojima se ugraduju takvi materijali te zbog utjecaja na zdravstveni sustav. Takoder
je bitno spomenuti socioekonomske ucinke zbog eventualnih neuspjelih implantacija, neuspjele

regeneracije kosti ili upalnih reakcija zbog neadekvatnih materijala.

Uporaba sintetickih koStanih nadomjestaka u raznim farmaceutskim oblicima (tzv.
formulacijama), od prahova, granula, pasta, cementa i sli¢no, je sve rasireniji postupak za
popravak kostanih defekata ili za regeneraciju Zeljenog volumena kosti [1], [2]. U tu svrhu
najrasireniji i opée prihvaceni sinteticki koStani nadomjesci se baziraju na kalcijevim fosfatima
1 kalcijevim sulfatima zbog toga $to su biokompatibilni 1 pokazuju histomorfolosku slicnost s
ljudskom kosti [3]. Budu¢i da se takvi pripravci resorbiraju u tijelu i direktno dolaze u kontakt
s ljudskim tkivom prije kirurSkog zahvata se svi implantati, bez obzira na podrijetlo, moraju
sterilizirati. NajceS¢e se steriliziraju gama zraCenjem u svrhu potpunog inaktiviranja
mikroorganizama, bakterija, virusa, gljivica i plijesni. Utjecaj gama sterilizacije na implantate
temeljene na kalcijevim fosfatnim materijalima do danas nije detaljno istraZzen [4-6], dok su

rijetki podaci o u¢incima zracenja u kalcijevim sulfatima [7].

Kao §to je poznato, gama zracenje uzrokuje stvaranje radikala u ozracenim materijalima [8].
Iako je gama zracenje ucinkovitije od drugih metoda sterilizacije, ono moZe promijeniti
svojstva koStanih implantata, nadomjestaka, $to moZe rezultirati preranim klini¢kim
odbacivanjem implantata. Mehanizmi kojima sterilizacija gama zracenjem oStecuje materijale
nisu dobro poznati, posebno za implantate temeljene na kalcijevim sulfatima. Istrazivanja su
pokazala da slobodni radikali mogu oStetiti 1 kolagen [9], [10]. Izravni u€inak u tkivu zbog

zraenjem induciranih radikala je razgradnja molekula kolagena, a neizravni ucinak je
1
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UVOD

istovremeno umrezavanje u molekulama kolagena putem radiolize molekula vode nastalih u
kostanom alograftu (ljudski alograft uzima se s kadavera, odnosno mrtvog tijela individualaca
koji su donirali svoju kost u banke kostiju) zbog otpustanja slobodnih radikala ovisno o dozi
rendgenskog ili gama zracenja. Stoga je vazna analiza svojstava kosStanih implantata i njihovih
kemijskih komponenti nakon zracenja jer gama sterilizacija moze izazvati promjene u kristalnoj
strukturi materijala, a time i promijeniti njihovu mehanicku stabilnost tijekom duzih

vremenskih razdoblja.

Uobicajeno se svojstva raznih sintetickih 1 prirodnih koStanih nadomjestaka proucavaju
osnovnim metodama: metodom rendgenske difrakcije (XRD), infracrvenom apsorpcijskom
spektroskopijom s Fourierovom transformacijom (FTIR), termogravimetrijskom analizom
(TGA) 1 pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM) [4]. Pokazano je da su svojstva i
morfologija pripravaka razli¢iti ovisno o namjeni. Uz nabrojane metode karakterizacije,
naglasak ove disertacije je na koriStenju spektroskopske metode elektronske paramagnetske
rezonancije (EPR), koja zbog svoje osjetljivosti na paramagnetske tvari i na zraCenjem
inducirane radikale, moze dati informacije o strukturi na atomskoj razini te se koristiti za
kontrolu pripravaka tijekom sinteze, nakon sinteze i nakon postupka sterilizacije. Takoder, rije¢
je o nedestruktivnoj metodi koja omogucuje detekciju malih koncentracija paramagnetskih

ionskih supstituenata i slobodnih radikala induciranih za vrijeme trajanja postupka zracenja.

EPR analize zracenjem induciranih sulfatnih radikala u materijalima su radene u svrhu
istrazivanja ozracCenih fosila, bisera ili derivata gipsa [11-13], ali nema istraZivanja s osvrtom
na pripravke na bazi kalcijevih sulfata koji se koriste u dentalnoj medicini. Na slucaju
sintetickog hidroksiapatita (HAP) EPR spektroskopijom pokazano je da je vrsta radikala koji
nastaju nakon sterilizacije gama zra¢enjem ovisna i o nacinu sinteze [5]. Unato¢ navedenom, u
literaturi nedostaje podataka o utjecaju gama zracenja na nastajanje i stabilnost induciranih
radikala prije 1 poslije postupka ozrac¢ivanja. U dosadasnjim istraZivanjima pokazano je da se
oSte¢enja inducirana sterilizacijom gama zracenjem javljaju u raznim koStanim nadomjescima
[9], [10], [14]. Stoga je neophodno pracenje ponasanja nakon sterilizacije, posebno iz razloga
Sto stabilnost 1 vrsta radikala ovise o sastavu te o uvjetima skladistenja kao §to su temperatura,
vlaga, svjetlost i duljina trajanja skladiStenja. Osim navedenog, u dosadasnjim istrazivanjima

nema ni podataka da su sinteticki koStani nadomjesci sterilizirani hladnom RF plazmom koja
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postaje sve rasirenija metoda sterilizacije prehrambenih proizvoda i medicinskih instrumenata
[15-17]. U ovoj disertaciji hladna plazma je koriStena za sterilizaciju navedenih pripravaka, ali
ta vrsta sterilizacije u samom postupku mijenja svojstva uzorka te se pokazalo da sterilizacija
hladnom plazmom nije usporediva niti ¢e biti komercijalno efikasna u usporedbi sa
sterilizacijom gama zraCenjem jer su potrebne analize same RF plazme i uredaja $to nije
predmet ove disertacije. Stoga se ova disertacija detaljno usredotocuje na istrazivanje potice li
sterilizacija gama zraCenjem transformaciju hidrata kalcijevih sulfata i mijenjaju li se
koncentracije radikala uzrokovane gama zraCenjem u tim materijalima zbog interakcije
materijala s modelnim medijima. Nadalje, za usporedbu je testiran komercijalno dostupan
materijal BONDBONE® (MIS implants), koji je mjesavina kalcijevog sulfata hemihidrata-
CSHH i kalcijevog sulfata dihidrata - CSDH.

Vezano uz kalcijeve fosfate koji su razmatrani u ovom istraZivanju, veéina istrazivanja Mg-
supstituiranih HAP-ova (kao i1 drugih ion-supstituiranih HAP-ova) usmjerena je na razvoj
ucinkovitih tehnika pripreme, odredivanje maksimalne koli¢ine supstitucije koja se moze
posti¢i, kao i odredivanje ucinka ionske supstitucije na strukturu i biolosko ponaSanje ionski
supstituiranih apatita [18-20]. Tek nedavno je porastao interes za istrazivanje ionski-
supstituiranih apatita u medijima relevantnim za njthovu primjenu. Na primjer, u radu [21]
pokazalo se da brzina transformacije Mg-supstituiranog HAP-a u fosfatnoj puferskoj
fizioloS§koj otopini raste s poveCanjem sadrzaja Mg [21]. Pokazano je da se viSestruko
supstituirane HAP nanocestice (Mg, Zn, Sr, Si— HAP 1 Mg, Zn, Si— HAP) bolje otapaju u
simuliranoj tjelesnoj tekucini — SBF (engl. simulated body fluid, SBF) i vodi zbog deformacije
reSetke izazvane istovremenom viSestrukom supstitucijom iona u strukturi HAP [22]. Medutim,
do danas nisu objavljeni podaci o promjenama lokalne strukture Mg-supstituiranog HAP-a
tijekom izlaganja razli¢itim medijima. Karakterizacija ionski supstituiranth HAP-ova nakon
sterilizacije 1 tijekom skladiStenja takoder su klju¢ni koraci za dobivanje boljeg uvida u ucinak
razli¢itih supstitucija, kao 1 postupka sterilizacije 1 uvjeta skladiStenja na njihova fizikalno-
kemijska svojstva. TrenutaCno najucinkovitija sterilizacijska metoda za inaktivaciju
mikroorganizama (kao Sto su bakterije, virusi, plijesni, itd.) u biomaterijalima je gama zracenje,
zbog nacina medudjelovanja fotona s materijom, mogucnosti postizanja jednolike prostorne
raspodjele 1 vremenski ovisne predaje potrebnih doza zracenja $to povecava sigurnost

proizvoda [23]. S druge strane, gama zracenje inducira razli¢ite vrste defekata ili slobodnih
3

Timor Grego Doktorska disertacija



UVOD

radikala u materijalu, koje ovise o sastavu, uvjetima sinteze uzoraka i mogu se razli¢ito ponasati
u fizioloskim otopinama [24]. Nadalje, kako bi se odredio rok trajanja materijala za
biomedicinsku primjenu i uvjeti njihovog skladiStenja, koristi se metoda ubrzanog starenja.
Primarni razlog za koristenje metoda ubrzanog starenja u ispitivanju kvalitete materijala je brzo
plasiranje proizvoda na trziSte. Starenje materijala odnosi se na varijaciju njihovih svojstava
tijekom vremena, a svojstva od interesa su ona koja se odnose na sigurnost i uc¢inkovitost
njihove primjene. Ubrzano starenje proizvoda moze se definirati kao postupak kojim se nastoji
odrediti reakcija materijala u normalnim uvjetima uporabe tijekom relativno dugog vremena na
nacin da se proizvod izlaze puno krace vrijeme stresovima, tj. viSim temperaturama od
normalnih okolisnih [25]. S obzirom na nedostatak istrazivanja, EPR spektroskopijom su
karakterizirani Mg-supstituirani hidroksiapatit (Mg-HAP) 1 nesupstituirani HAP koji su
sterilizirani gama zracenjem, prije i tijekom uranjanja u korigiranu simuliranu tjelesnu teku¢inu
(c-SBF ) [26] i fizioloSku otopinu. Osim toga, pra¢ene su i promjene tijekom ubrzanog starenja.
EPR spektroskopija je odabrana jer je to jedina metoda za detekciju i identifikaciju slobodnih
radikala 1 defekata, bez obzira na agregatno stanje 1 boju materijala, s visokom osjetljivoscéu
koja moze doseéi do 1 detektirani defekt na 107 molekula. Daljnje prednosti ove metode su
neinvazivno mjerenje i moguénost dugotrajnog pracenja uzoraka bez utjecaja na stabilnost [27].
U usporedbi s drugim metodama, EPR spektroskopija moze dati uvid u mikrostrukturu i
promjene lokalne okoline u reSetki materijala, u ovom slu¢aju CS-a 1 HAP-a izazvane razli¢itim
supstituentima, ali i postupkom sterilizacije, kao 1 otkriti promjene tijekom uranjanja u razlicite

medije, tj. oponasanju fizioloskih uvjeta ili uvjeta tijekom skladiStenja.
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2 LITERATURNI PREGLED

2.1 Sterilizacija ioniziraju¢im zracenjem

U medicinskim pripravcima i uredajima moguce je pronacéi razne vrste mikroorganizama,
uglavnom bakterija, a rjede plijesni i kvasaca [28]. Zbog sigurnosti pacijenata i medicinskih
uredaja i pripravaka, nuzna je potpuna inaktivacija mikroorganizama. Sterilizacija zra¢enjem
kao fizicki hladan proces tj. proces koji ne povecava temperaturu tretiranog materijala, u $irokoj
je upotrebi diljem svijeta posljednjih 60 godina za sterilizaciju medicinskih proizvoda. Ranije
je u rutinskoj primjeni bila doza od minimalno 25 kGy za medicinske uredaje, farmaceutske
proizvode i bioloska tkiva. Danas, po preporuci Medunarodne organizacije za standardizaciju
(engl. International Organization for Standardizadion, 1SO) sterilizacijska doza mora biti
odredena za svaki tip proizvoda ovisno o njegovom biooptere¢enju. Termin biooptere¢enje
definira se kao populacija mikroorganizama prisutnih u ili na proizvodu prije sterilizacije [29].
Opcéenito, odredivanje sterilizacijske doze je odgovornost proizvodaca medicinskog proizvoda
koji mora imati pristup akreditiranom mikrobioloSkom laboratoriju [29]. Sterilizacija
zraCenjem trenutno je regulirana putem dva standarda ISO 11137:1995 [30] i EN 552 [31].
Sterilni proizvod je onaj koji ne sadrzi Zivu¢e mikroorganizme [29]. Predmeti proizvedeni u
kontroliranim uvjetima mogu, prije sterilizacije, imati mikroorganizme na sebi, iako su oni
obi¢no prisutni u vrlo malom broju. Takvi su proizvodi, po definiciji, nesterilni. Svrha postupka
sterilizacije je inaktivirati mikrobioloSke kontaminacije na tim nesterilnim proizvodima.
Sterilizacija je primjer procesa Cija se ucinkovitost ne moze potvrditi retrospektivnim
pregledom 1 ispitivanjem proizvoda. Vazno je naglasiti da izlaganje validiranom 1
kontroliranom procesu sterilizacije nije jedini ¢imbenik povezan s osiguravanjem sterilnosti i
prikladnosti za namjeravanu upotrebu. PaZznja se mora posvetiti i mikrobioloskom statusu
sirovina 1 komponenti, svojstvima mikrobioloske barijere ambalaZe 1 kontroli okoli$a u kojem
se proizvod proizvodi, sastavlja, pakira, skladi$ti 1 primjenjuje. Sterilizacija zracenjem
proizvoda je po definiciji uniStavanje svih zivucih organizama prisutnih na datom proizvodu

koriStenjem ionizirajuéeg zracenja. Za sterilizaciju zracenjem koriste se dva tipa ionizirajuéeg
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zracenja: gama zracenje iz radioaktivnih izvora ili elektronski snopovi iz linearnih akceleratora.
Inaktivacija mikroorganizama odvija se po eksponencijalnom zakonu.  Vjerojatnost
prezivljenja je funkcija broja i tipova organizma prisutnih na proizvodu (bioopterecenje), vrste
koriStenog zracenja te okoline u kojoj se mikroorganizmi nalaze [29]. Sterilnost individualnog
proizvoda u ukupnoj populaciji ozra¢enih proizvoda nije moguce osigurati u apsolutnom
smislu. Iz tog razloga se uvodi pojam stupnja osiguranja sterilnosti (engl. sterility assurance
level, SAL). SAL je definiran kao vjerojatnost prisutstva zivuc¢eg organizma na individualnom
proizvodu nakon procesa sterilizacije. SAL se izrazava u 10™, te najée$ée iznosi 107, $to znaéi
da nakon sterilizacije preostane 1 zivuéi mikroorganizam od pocetnih 1000000 [32]. Kada se
nakupina mikroorganizma ozracuje u sukcesivnim dozama, broj prezivjelih stanica nakon svake
sukcesivne doze moZe se koristiti za izradu krivulje preZivljavanja. Otpornost mikroorganizama
na zracenje mjeri se takozvanom decimalnom redukcijskom dozom (Dio vrijednost),
definiranom kao doza zracenja mjerena u kGy, potrebna da se broj tog mikroorganizma smanji
za 10 puta tj. jedan log ciklus ili doza potrebna za uniStavanje 90% od ukupnog broja
mikroorganizama [33]. Postupak odredivanja sterilizacijske doze [29] namijenjen je
utvrdivanju minimalne doze potrebne za postizanje zahtijevane ili Zeljene razine osiguranja
sterilnosti (SAL). Sterilizacijska doza ovisi o: razini odrzivih mikroorganizama na proizvodu
prije procesa sterilizacije (prirodno biooptereéenje), relativnoj mjeSavini raznih
mikroorganizama s razli¢itim Dio vrijednostima te stupnju sterilnosti, tj. razini osiguranja

sterilnosti (SAL), potrebnoj za taj proizvod.

Inaktivacija mikroorganizama ionizirajuéim zraenjem, temeljena je na djelovanju
ionizirajuc¢eg zracenja na DNK. Dva su naj¢eS¢a mehanizma djelovanja ionizirajuceg zracenja
s DNK [34] izravno predajuci energiju na DNK lanac i1 neizravno, interakcijom zracenja s
drugim atomima 1 molekulama u stanici ili izvan stanice (slika 2.1). U interakciji zracenja 1
molekula vode nastaju slobodni radikali: vodikov atom - H*, hidroksid radikal - OH™ i slobodni
elektron e koji oSte¢uju DNK. Najvazniji je OH™ radikal koji je odgovoran za 90% oStecenja
DNK. U Zivuéoj stanici, indirektni u€inci zracenja su dominantni. Smrt mikroorganizma je
dakle posljedica procesa ionizacije visokoenergijskim zra¢enjem. Prokarioti - bakterije 1

eukarioti - plijesni 1 kvasci imaju sposobnost popravljanja lomova u molekulama (lancima)
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DNK [29]. Mikroorganizmi koji su osjetljivi na zra¢enje ne mogu popraviti dvostruki lom

molekule (lanca) DNK, dok oni otporni na zra¢enje mogu.

Slika 2.1: Mehanizmi interakcije stanice s ioniziraju¢im zraenjem: izravni i neizravni uéinci

na DNK. Slika je obradena i preuzeta iz reference [35]

Jedna od glavnih prednosti sterilizacije zraCenjem proizlazi iz njene sposobnosti da unisti
kontaminiraju¢e mikroorganizme uz neznatan porast temperature ozra¢enih materijala, ¢ime se
cuvaju njihova svojstva i karakteristike [29]. Nadalje, visoka prodornost zra¢enja omogucuje
koriStenje velikog broja materijala u proizvodnji i pakiranju medicinskih uredaja i lijekova.
Proces sterilizacije zraCenjem je pouzdan i siguran te u proizvodima ne ostaje radioaktivnost.
Kontinuirana priroda procesa omogucuje mehanicko i potpuno automatizirano rukovanje
proizvodima za obradu, ¢ime se prakti¢ki eliminira ljudski faktor u procesu. Sterilizacijski
proces je jednostavan i lako ga je kontrolirati te je potrebno kontrolirati samo jednu varijablu

procesa (vrijeme izlaganja ili dozu).

7
Timor Grego Doktorska disertacija




LITERATURNI PREGLED

2.2 Sterilizacija RF plazmom

U posljednjih nekoliko desetljeca plazma je postala vazan medij za obradu materijala u mnogim
modernim tehnologijama kao Sto su CciS¢enje povrSine [36], sterilizacija [37], [38],
funkcionalizacija povrSine [39], [40], selektivno jetkanje [41], [42] 1 (nano)modifikacija
povrsine [43]. Plazma se moze podijeliti termodinamicki i to na: visokotemperaturnu i
niskotemperaturnu plazmu tzv. hladnu plazmu [44]. Visokotemperaturna plazma, u kojoj su
Cestice plina u termodinamickoj ravnoteZi, koristi se za plazma rezanje 1 zavarivanje, za sintezu
keramike, za razgradnju opasnog kemijskog otpada, za rasprSivanje plazmom, itd. [45], [46].
Termodinamicki neuravnotezena plazma, tj. niskotemperaturna ili hladna plazma najcesce se
koristi za obradu materijala. Primjeri primjene su: vakuumsko taloZenje tankih filmova,
laserska industrija, mikroelektronika, makroelektronika (npr. plazma zasloni), obrada silicija te

sterilizacija [44].

Za obradu materijala mogu se koristiti razli¢ite vrste hladne plazme, koje se pobuduju u
razli¢itim plinovima. Plazma se moze stvoriti propustanjem plina kroz elektri¢no polje. Takav
je plin djelomic¢no ioniziran, $to znaci da ne sadrzi samo neutralne Cestice ve¢ 1 slobodne
elektrone i ione. Slobodni elektroni se ubrzavaju u elektricnom polju i sudaraju se s atomima
ili molekulama. Pri sudarima se atomi i molekule pobuduju iz osnovnog stanja u razlicita
pobudena stanja. Elektri¢na praznjenja dalje se dijele prema frekvenciji elektri¢nog polja
potrebnog za pobudivanje plazme i1 to u podrucju od 50 kHz do 2.5 GHz [47], [48].
Radiofrekvencijska (RF) plazma obi¢no radi na dvije razli€ite frekvencije 27.12 MHz ili 13.56
MHz. RF plazma se moze podijeliti na kapacitivnu i induktivno spregnutu plazmu, ovisno o
metodi koja se koristi za stvaranje elektri¢nog polja. U slucaju kapacitivne sprege elektri¢no
polje se uspostavlja izmedu dvije elektrode (tj. kondenzatora), dok je za induktivnu spregu

potrebna zavojnica [47], [48].

Primjena plazme u medicini, prvenstveno za sterilizaciju medicinske opreme i ortopedskih
implantata analizirana je u raznim studijama [16], [49], [50], gdje se sterilizacijski uc¢inak

plazme pripisuje reaktivnim kemijskim vrstama koje sadrze kisik: O, OH, HO3, O,, HO,, H,0,
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i reaktivnim kemijskim vrstama koje sadrze dusik: NO, N,, NO,. Friedmann i sur. [51]
ustanovili su da presudnu ulogu u procesu sterilizacije imaju kisikovi radikali zbog snaznog
oksidacijskog djelovanja na membrane bakterijskih stanica. Osim kisikovih radikala, vaznu
ulogu u sterilizaciji imaju 1 ioni proizvedeni unutar plazme koji prilikom sudara dovode do
puknu¢a u membranama stanica [52], [53]. Takoder, se uloga u procesu sterilizacije pripisuje i
elektromagnetskim poljima koja utje¢u na promjenu elektronegativnosti molekula u stanicama
[51], [54]. Sto se ti¢e uloge ultraljubiastog (UV) zradenja u sterilizaciji plazmom, u studijama

[55], [56] se pripisuje uloga UV zracenja , dok se u studijama [51], [57] opovrgava.

2.3 KosStani nadomjesni materijali

Kostane nadomjesne materijale dijelimo na autogenu kost, alogene i ksenogene koStane

materijale te na aloplasti¢ne, prirodne i sintetske materijale koji nisu kostanog podrijetla [58].

2.3.1 Autologni materijali

Autologni (ili autogeni) transplantat kosti ili autograft ukljucuje upotrebu kosti dobivene od iste
osobe koja prima transplantat. Autogena kost smatra se zlatnim standardom medu danas
koriStenim materijalima jer jedina ima moguénost formirati novu kost procesima osteogeneze,
osteoindukcije i osteokondukcije [59], [60]. Ti su materijali najpozeljniji prilikom augmentacije,
odnosno nadogradnje kosti (tzv. regeneracije kosti) zbog svoje biokompatibilnosti kojom umanjuju
Sansu za odbacivanje transplantata jer transplantat potjeCe od samog pacijenta. Nedostatak
autogenih transplantata njihova je ograni¢ena koli¢ina i potreba za dodatnim operativnim
podruc¢jem koje potencijalno predstavlja dodatno mjesto za postoperativnu bol i komplikacije te

produzuje vrijeme zahvata [61].
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2.3.2 Alogeni materijali

Alogeni materijali dobivaju se od jedinki iste vrste. Ljudski alograft uzima se s kadavera (mrtvog
tijela) koji su donirali svoju kost u banke kostiju. Dostupni su kao suho smrznuti demineralizirani
(engl. demineralized freeze-dried bone allograft, DFDBA) ili mineralizirani koStani transplantati
(engl. freeze-dried bone allograft, FDBA) [61]. lako nemaju osteogena svojstva, pozitivne
karakteristike alogenih materijala su: njihova dostupnost u Zeljenoj koli€ini, zatim to $to ne
zahtijevaju jo$ jedno operativno podrucje, a samim time ni produZeno operativno vrijeme potrebno
za uzimanje autogene kosti te njihova pristupacna cijena [59]. Za postizanje dobrih rezultata pri
koriStenju alografta vazno je razmisljati o postupku pripreme i sigurnosti po pitanju djelovanja na

imunoloski sustav domacina i prijenos zaraznih bolesti.

2.3.3 Ksenogeni materijali

Ksenogeni materijali koStani su nadomjesni materijali dobiveni iz konjskih, svinjskih ili govedih
izvora koji se uglavnom deproteiniziraju i pazljivo obraduju. Obradom se uklanja njihova organska
komponenta da se ublazi imunoloska reakcija odbacivanja ili prijenos patogena. Dobiveni minerali
djeluju osteokonduktivno, odnosno kao nosaé u koji ée urasti stanice domacina. Cesto se koriste u
kombinaciji s faktorima rasta, autogenim i alogenim materijalima kako bi im se poboljsali rezultati

[62].

2.3.4 Aloplasti¢ni materijali

Aloplasti¢ni zamjenski kostani materijali ili aloplasti u potpunosti su sintetski biomaterijali, zbog
¢ega njihova dostupnost ne ovisi niti o jednoj zivoj jedinci. Postoji vise klasifikacija aloplasta, a u

ovom radu preuzeta je podjela prema [63], prema kojoj se aloplasti dijele na:

e bioaktivno staklo;
e kalcijeve fosfate;

e hidroksiapatit;
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o trikalcij fosfate;
e ostale kalcijeve fosfate (brushit, monetit, kalcij polifosfati);

e kalcijeve sulfate.

Ovisno o kemijskom sastavu, djelomicno se ili potpuno razgraduju. U primjeni mogu se koristiti
sami ili u kombinaciji s autogenom kosti kako bi im se poboljSala svojstva. Na trziStu su
dostupni u resorptivnom i neresorptivnom obliku, dolaze u obliku Cestica razli¢itih veli¢ina i

razina poroznosti [64].

U ovoj disertaciji istrazivani su aloplasti¢ni materijali, odnosno sintetski biomaterijali na bazi

kalcijevih sulfata i kalcijevih fosfata.

Iako su kalcijevi fosfati (CaP) najcesce koriSteni aloplasti u dentalnoj medicini [4], [65], [66],
[67], postoji sve veli interes za razvoj kalcijevih sulfata (CS) kao njihova alternativa zbog
njihovih jedinstvenih svojstva [68]. Prvenstveno sirovine potrebne za njihovu sintezu su jeftine
1 ima ih u velikim koli¢inama. Kalcijevi sulfati su takoder potpuno biorazgradivi i mogu
funkcionirati kao membrana koja podupire vodenu regeneraciju tkiva [69]. Potonja je znacajka
vrijedna paznje jer je nedavno motivirala stomatologe na povecano koristenja CS-a za postupke
augmentacije kosti prije postavljanja implantata [70]. Osim toga, dokazi upucuju na to da CS
koStani presaci poti¢u angiogenezu. Strocchi 1 suradnici su pronasli veéu mikrovaskularnu
gustocu krvnih zila u koStanim ispunama kostanih defekata kod kunica lije¢enih CS koStanim
presacima u odnosu na one lijjeCene s autograftima [71]. No, neki od najceS¢e navodenih
nedostataka CS koStanih nadomjestaka na bazi CS su njihova brza resorpcija i njihova slaba
biomehanicka ¢vrsto¢a [72]. To ogranicava njihovu upotrebu primarno na korekciju malih

kostanih defekata koji nisu pod velikim optere¢enjem.

2.4 Kalcijevi sulfati u dentalnoj medicini

Kalcijev sulfat je najces¢i sulfatni mineral koji se moZze na¢i u prirodnom okruzenju. Javlja se
kao sedimentna naslaga na Zemlji i utjee na geokemijsku raspodjelu sulfata i kalcija. Kalcijev

sulfat takoder se pojavljuje u brojnim industrijskim procesima. Osim §to je vazna komponenta
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u gradevinskim materijalima, pojavljuje se uglavnom kao nepozeljni produkt (procis¢avanje

vode i otpadnih voda, procesi odsumporavanja, proizvodnja plina i ulja, desalinizacija itd.) [ 73].

Iako je utvrdeno postojanje Sest razlicitih spojeva kalcijevog sulfata [74], obi¢no se pojavljuje
u obliku dihidrata (CaSO4 - 2H>O, CSDH), hemihidrata (CaSO4 - 0.5H>0, CSHH, a1 B) i
anhidrida (CaSO4, CSAH, Al, All i AIIl ) [73].

Dominantne faze su CSDH 1 a-CSHH, te je transformacija CSDH u a-CSHH i obrnuto
proucavana u nizu radova [75-77]. Takoder je opazeno da se metastabilni kalcijev sulfat dihidrat
(CSDH) 1 a-hemihidrat (a-CSHH) sutaloze, i to redom CSDH— o-CSHH—CSDH [77].
Klini¢ki, CS se obi¢no koriste kao kosStani implantati nakon mijeSanja s fizioloSkom otopinom
ili slinom [78-86]. Ta postavka omogucuje in situ formiranje krute strukture koja je visoko
kristalna, unato¢ za materijale nepovoljnom okruzenju kao sto su krv, proteini i slina [82], [83],

[85], [86] .

EPR spektroskopijom su proucavani sulfatni radikali (SO3, SO, i SO3) inducirani gama
zra¢enjem, u raznim podru¢jima istrazivanja, no nisu materijali koji se koriste u dentalnoj
medicini. Primjerice, proucavani su minerali kalcijeva karbonata poput bisera iz Skoljaka, koji
su potom ozradeni gama zracenjem te su pomocu elektronske paramagnetske rezonancije
detektirani raznovrsni radikali inducirani gama zracenjem [13]. Prema EPR analizi, opazen je
porast koncentracije radikala induciranih zraCenjem kao Sto je primjerice CO;, Sto se

makroskopski manifestira u promjeni boje uzoraka [13].

2.5 Kalcijevi fosfati u dentalnoj medicini

Opcenito, pod pojmom keramike se smatraju polikristalni nemetalni anorganski materijali
visoke ¢vrstoce 1 inertnosti. Primjer su silikati, metalni oksidi, karbidi, sulfidi, hidridi, selenidi
ili prirodne strukture poput kostiju, zuba, itd. Biokeramika je keramika posebno razvijena za
biomedicinske primjene [87], [88] kao Sto su punila za kosti, prevlake implantata, matrice (engl.

scaffold), itd. Najrasirenija bioresorptivna keramika ukljucuje kalcijeve fosfate (CaP). Kalcijevi
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fosfati su prisutni u kostima, zubima, rogovima jelena i tetivama sisavaca, daju¢i tim organima

tvrdocu 1 stabilnost [20].

Kao glavna mineralna komponenta ljudskih kostiju, kalcijevi fosfati (CaP) jedan su od najcesce
koriStenih materijala u dentalnim implantatima [4], [65-67]. CaP se javljaju u 13 razli¢itih faza
od kojih se za regeneraciju Cvrstih tkiva najCeSc¢e koriste kalcijev hidrogenfosfat dihidrat
(DCPD, CaHPOg4 - 2H>0), trikalcijev fosfat (a-TCP i B-TCP, Ca3(POz).), oktakalcijev fosfat
(OCP), Cag(HPO4)2(PO4)s - 5H>0, hidroksiapatit (HAP, Cas(PO4)3;0H), kalcij deficijentni
hidroksiapatit (CDHAP, Caio-(HPO4)x(PO4)sx(OH)2, 0 < x < 1) 1 amorfni kalcijev fosfat
(ACP). Zbog svog slozenog faznog ponasanja kalcijevi fosfati predstavljaju sloZene i zahtjevne

implantacijske materijale [89].

Najcesce koristen ¢lan obitelji CaP je hidroksiapatit (HAP). Ostale poznate biomedicinske
primjene CaP-a su: kao sredstvo za isporuku lijeka [90], [91], kao sredstvo za isporuku gena
[92], kao punilo za biokompozite, kao matrica za razvijanje mati¢nih stanica i bioaktivne
prevlake na metalnim koStanim implantatima [93]. Dodatno, nedavne studije takoder su
pokazale da ¢estice HAP-a inhibiraju rast mnogih vrsta stanica raka [94]. Sinteticki kalcijevi
fosfati sa svojom izvrsnom biokompatibilnoS¢u uobicajena su alternativa autogenim,
ksenografskim ili alografskim koStanim materijalima. Koriste se za razli¢ite dentalne ili
medicinske primjene koje ukljucuju, na primjer, punila za parodontalne defekte, za povecanje
alveolarnog grebena, maksilofacijalnu rekonstrukciju, implantate uha, kraljeznice te prevlake
za metalne implantate [65]. BioloSka svojstva sintetiCkog materijala ovise o temeljnim
parametrima: kemijskom sastavu, morfologiji 1 biorazgradivosti [95]. Bioaktivne kalcij
fosfatne biokeramike - CaP Cesto se primjenjuju u inZenjeringu koStanog tkiva te se Siroko
koriste u ortopediji i stomatologiji. Izlaganje teku¢inama koje oponasaju sastav krvne plazme
cesto se smatra prvim korakom prema razumijevanju ponasSanja mineralizacije sintetickih
biomaterijala. U tom kontekstu, acelularna teku¢ina nazvana simulirana tjelesna tekuc¢ina (SBF)
[26], s koncentracijama iona gotovo jednakim onima u ljudskoj krvnoj plazmi, intenzivno se
koristi za prouc¢avanje mineralizacije biomaterijala ,,in vitro. Kokubo je [26] predlozio da je
kljuéni uvjet za vezivanje umjetnog materijala za Zivu kost stvaranje apatita nalik kosti na
njegovoj povrsini kada se implantira u Zivo tijelo te da se to ,,in vivo* formiranje apatita moze
reproducirati u SBF.
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CaP biokeramike su i osteokonduktivne, usmjeravaju rast novog kostanog tkiva. Moguci
mehanizam mineralizacije na povrSini HAP povrSina predlozen je u radu [96] Sto je prikazano
na slici 2.2. Takoder se pokazalo da odredene vrste CaP keramike posjeduju osteoinduktivna
svojstva (tj. sposobne su inicirati nastajanje novog kostanog tkiva na ektopi¢nim, odnosno
neocekivanim mjestima implantacije). To¢an mehanizam osteoindukcije CaP biokeramika nije
u potpunosti razjasnjen iako je pokazano da topografija, geometrija, sastav i poroznost

biokeramike mogu utjecati na osteoindukciju.

' \ kost

rq? Ca™ > e —
& D A
H 0 ,- ca? HP04 * 9 (B h{'
\ /’;‘ H} { _-ﬁx,:f,“kl “>
J & | 5’ "“fp’ F)' -—:;, F;" “" nova kost
Cnﬁipo.}aoH CnatF’O‘}, * CaHPO, ... povrina HA

‘@@@O@.@

Slika 2.2: Mehanizam mineralizacije hidroksiapatita nakon implantacije: (1) solubilizacija
povrsine hidroksiapatita (1 1 2), (2) izmjena iona (3 1 4), (3) Stani¢na adhezija i adsorpcija

proteina (5 1 6), stvaranje nove kosti (7 1 8). Slika je obradena i preuzeta iz reference [96].

Hidroksiapatit — HAP (Calo(PO4)6(OH)z) je termodinamicki najstabilnija faza kalcijevog

.....

svih vrsta kalcijevih fosfata [97]. Osim toga, HAP ima izvrsnu biokompatibilnost i
osteokonduktivnost, §to ga ¢ini jednim od najistrazivanijih materijala u inZenjeringu koStanog

tkiva [98], [99]. Medutim, mineralna komponenta tvrdih tkiva, tzv. bioloski apatit je
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nestehiometrijski, slabo kristalni, ionski supstituirani hidroksiapatit [97], [98]. Zbog specificne
bioloske uloge koju ioni supstituenti imaju u metabolizmu kostiju, njihova ugradnja u strukturu
HAP-a privlaci sve vecu pozornost kao nacin povecanja njegove bioaktivnosti [18], [19], [98].
Kristalna struktura stehiometrijskog HAP-a dopusta supstituciju s razli¢itim anionima i
kationima [18], [19]. Iako su poznata dva polimorfa HAP-a, heksagonalni i monoklinski,
monoklinski je nestabilan ¢ak i kada je prisutna mala koli¢ina stranih iona te se opCenito ne
nalazi u bioloskim apatitima [19]. Jedini¢na Celija HAP sadrzi 10 kalcijevih iona, 6 fosfatnih
iona i dvije OH™ skupine [18], [100]. U heksagonalnom polimorfu prisutna su dva razli¢ita
kationska mjesta (Ca(I) 1 Ca(Il)), kao i jedno neovisno fosfatno mjesto. Mali kationi uz male
koli¢ine veéih kationa mogu se smjestiti na mjesto Ca(I), dok se veliki kationi mogu smjestiti
na mjesto Ca(Il). Anioni poput F~ i CI~ mogu zamijeniti OH™ ili PO3~, dok se CO%~ mogu
smjestiti na oba mjesta [19]. Budu¢i da se ioni razliCitih valencija mogu koristiti kao
supstitucije, da bi se odrzala elektroneutralnost, polozaji OH™ skupina mogu ostati prazni [19],
[100]. U biologkim apatitima Ca* ioni mogu biti supstituirani s Nat, K* , Mg?*, Sr?*, PO}~ ili
HPO3~ ionima s CO3~ i OH™ s F~, CI, CO%™ [18]. Medu razli¢itim moguéim zamjenskim
ionima, Mg?™ privlaci posebnu pozornost jer je vazan element u tragovima u kostima i zubima
[97], [101] [102]. Magnezij ima klju¢nu ulogu u metabolizmu kostiju jer utjece na aktivnost
osteoblasta i osteoklasta, a time i na rast kostiju. Stovise, nedostatak magnezija povezan je sa
smanjenom aktivnos¢u osteoblasta, krhkos¢u kostiju i osteoporozom [103-106]. Magnezij je
takoder koristan u procesima poput stani¢ne proliferacije i diferencijacije, kao 1 u procesima

osteokonduktivnosti 1 resorpcije [98].

2.6 Rezultati dosadasnjih istrazivanja dentalnih koStanih nadomjestaka

EPR spektroskopijom

EPR detekcija radikala u ozracenim kostima 1 zubima koriStena je u raznim dozimetrijskim
primjenama, kao Sto je detekcija ozraCene hrane, dozimetrija nuklearnih nesreca, procjena doze

Zrtava atomske bombe u HiroS$imi i Nagasakiju, datiranje fosilnih kostiju i zuba itd. [107].
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Takoder, poznato je da CO; radikali u bioloskim ¢vrstim tkivima nastaju u mineralnom dijelu

gradenom od bioloskog apatita [19].

Djelovanjem ionizirajuéeg zraCenja na prirodni i sintetski hidroksiapatit nastaju ne samo
rompski CO; radikali, veé i na primjer, aksijalni CO5 , izotropni CO3, CO3 i CO3™ radikali
koji potjeCu iz prisutnih karbonatnih iona [108], [109]. Povremeno je njihov intenzitet toliko
jak da ometa EPR detekciju rompskog CO; signala. U radu [5], istrazeno je stvaranje radikala
u sintetskim hidroksiapatitima, i pronadena je bliska veza izmedu molekula vode i izotropnih
CO; radikala koji se detektiraju samo u vlaznom hidroksiapatitu. U nekim vlaznim uzorcima
hidroksiapatita, izotropni CO; signal postaje toliko intenzivan da prekriva signal rompskog
CO; signala. Meko tkivo oko kosti ili zuba obi¢no sadrzi obilje vode, a ¢vrsto tkivo takoder
sadrzi vodu [110], [111]. U takvim okolnostima dolazi do prijenosa mase izmedu anorganskog
mineralnog dijela i organskog dijela. U takvim kompleksnim sustavima, nastajanje radikala

takoder moze biti kompleksno i ovisno o okolini.

U studiji [5] istrazivano je stvaranje radikala u sintetiCkom hidroksiapatitu pomocu Sest uzoraka
razli¢itog podrijetla. EPR, XRD i IR mjerenja otkrila su da je izotropni CO; nastao samo u
slabo kristalini¢nom hidroksiapatitu koji sadrzi vodu. Dubletni signal H detektiran je u izrazito
kalcij deficijentnom hidroksiapatitu. Rezultati EPR 1 IR sugeriraju da su molekule vode u slabo
kristaliniénom hidroksiapatitu ugradene u kristalnu reSetku hidroksiapatita. Izotropni CO; 1 H°

mogu biti povezani s takvim molekulama vode [5].

U studiji [6] proucavani su kalcij fosfatni cementi (engl. calcium phosfate cements, CPC) koji
su sve viSe koriste kao injekcijski cementi zbog njihove ucinkovite dostave na ciljno mjesto
implantacije. Za ortopedsku upotrebu od izuzetne je vaznosti da svojstva ovih CPC-ova nisu
promijenjena sterilizacijom zra¢enjem. U radu je proucavan utjecaj sterilizacije zracenjem na
razli¢ite CPC-ove, s naglaskom na poboljSanje roka trajanja proizvoda upotrebom optimalnih
konfiguracija pakiranja i postupka zarenja. Elektronska paramagnetska rezonancija potvrdila je
prisutnost slobodnih radikala u anorganskoj fazi CPC paste nakon ozrac¢ivanja. Kao jedina

uspjesna metoda za smanjenje stvaranja slobodnih radikala pokazalo se 24-satno zarenje [6].

U studiji [4] istrazivana su kemijska 1 fizikalna svojstva nekih od komercijalno dostupnih

materijala za regeneraciju kosti, EPR spektroskopijom te su usporedena s rezultatima
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rendgenske difrakcije na prahu (PXRD), infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom (FTIR) i termogravimetrijske analize (TGA). Istrazivani materijali su bili
sterilizirani gama zra¢enjem. U bifaznom komercijalnom materijalu (€iji je sastav bio: 60%
HAP i 40% B-TCP) pronadene su paramagnetske vrste Mn?*, Fe3*, zarobljeni H°-atomi i CO;
dok su u B-TCP materijalima detektirani: u EasyGraft™, Mn** , Cr3*, i zarobljeni H°- atomi ,
u Bioresorbs Macropore, Cr3*, zarobljeni H -atomi, dok u Poresorbs-TCP i Cerasorbs samo

ioni Mn?* [4].
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3 TEORIJSKA OSNOVICA

3.1 Principi elektronske paramagnetske rezonancije

Elektronska paramagnetska rezonancija (engl. electron paramagnetic resonance, EPR) je
fizikalna metoda kojom se proucCava interakcija spinskog magnetskog momenta nesparenog
elektrona s vanjskim magnetskim poljem u uzorku. Detektira se apsorpcija energije
mikrovalnog zra¢enja kada se paramagnetske Cestice nalaze u vanjskom magnetskom polju.
Spektar apsorbiranoga mikrovalnog zraCenja (broj, poloZaj, Sirina i relativni intenzitet
spektralnih linija te medusobni razmak) odrazava stanje okoline u izravnoj blizini nesparenog

elektrona [107].

Spin elektrona ima iznos 1/2 pa postoje dvije moguce orijentacije elektronskih spinova u
odnosu na smjer vanjskog magnetskog polja B: paralelni o (S = %) 1 antiparalelni f (S = — %)

elektroni. Pripadne su energije tih elektrona:

1
Eq :EgﬁeB'

1 1
Eﬁ = _EgﬁeB' ( )

gdje je S, Bohrov magneton.
Razlika u energiji izmedu dva stanja iznosi:
AE = gf3,B. (2)

Ako uzmemo da je g,=2 tada je razlika 25,B. Takvo cijepanje stanja po energiji kod elektrona

u prisutnosti magnetskog polja nazivamo elektronsko Zeemanovo cijepanje.

Da bi doslo do rezonancije, energije fotona radiovalova moraju imati upravo vrijednost danu

jednadzbom (2):
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hv = hw = g.B.B. (3)

Energija koja daje razlicita spinska stanja pod utjecajem vanjskog magnetskog polja B poznata
je pod imenom Zeemanova energija i ovisi o veli¢ini B i magnetskom momentu elektrona p, =
gP.M, gdje je B, Bohrov magneton, M magnetski kvantni broj, g-tenzor za paramagnetski
centar koji za slobodni elektron iznosi g,=2.0023. Zeemanova energija, E, = —u,B, dana je

sljede¢om relacijom:
E; = gB.BM 4)

Orijentacija spina mijenja se apsorpcijom mikrovalova kada je razlika energija spinova (AE, =
gPBeB) jednaka kvantu energije elektromagnetskog vala hv, gdje je v frekvencija
elektromagnetskog vala, a h Plankova konstanta. Takva apsorpcija elektromagnetskih valova,
tj. mikrovalova od strane nesparenih elektrona naziva se elektronska paramagnetska
rezonancija (engl. electron paramagnetic resonance, EPR) ili elektronska spinska rezonancija

(engl. electron spin resonance, ESR) [107].

Elektronski spin koji je pobuden na visu energijsku razinu apsorpcijom mikrovalnog kvanta,
relaksira se u nizu razinu vibracijom reSetke u vremenu koje se naziva “spin-reSetka
relaksacijsko vrijeme” (77). Relaksacija spinova dogada se i zbog medusobne interakcije
izmedu spinova i to vrijeme se naziva “spin-spin relaksacijsko vrijeme” (72). U slu€aju kada je
snaga mikrovalova toliko velika da su izbaceni spinovi iz nize razine, ili je relaksacijsko vrijeme
predugo za obnovu populacije spinova, EPR signala se smanjuje. Ta pojava se zove saturacija

[107].

g-faktor karakteristi€no je svojstvo promatrane tvari i razli€it je za razli¢ite tvari. Stvarna
vrijednost g-faktora ovisna je o magnetskoj spin-orbitalnoj interakciji (ALS), gdje je L orbitalna
kutna koli¢ina gibanja, a A spin-orbitalna konstanta vezanja. Stoga, g-faktor pruza informaciju
o elektronskoj strukturu i o simetriji sustava te se moze smatrati svojevrsnim “otiskom prsta‘“
pojedine tvari. Kod ¢vrstih tvari, koje su i predmet ovog istrazivanja, g-faktor malo odstupa od

faktora slobodnog elektrona (g.) zbog doprinosa orbitalne kutne koli¢ine gibanja putem tzv.

19

Timor Grego Doktorska disertacija



TEORIJSKA OSNOVICA

magnetske spin-orbitalne interakcije. To¢no odredivanje g-faktora je baza EPR spektroskopije

[107]. Uvjet rezonancije je dan s relacijom:

9BeBo = hv, (5)

pri ¢emu je B, rezonantno magnetsko polje.

U slucaju kad imamo dva elektronska spina, razli¢itih g-faktora g, i g,, te kako su razli¢iti
magnetski momenti te Zemanova energija, a s obzirom na to da je frekvencija mikrovalova
konstantna na EPR spektrometru, pojava rezonancije se dogada na magnetskim poljima

By1 1 By,. Koristenjem jednadzbe (5), moguée je odrediti g:

9=77% (©)

Buduéi da su frekvencija mikrovalova (v) 1 magnetsko polje (B) poznati spektroskopski
parametri, g-faktor nepoznatog signala se moze odrediti koriStenjem standardnog signala s
poznatim g. Koriste¢i rezonantni uvjet, iz jednadzbi (5) 1 (6) slijedi [107]:

hv
91Bo1 = 92Bo2 = ﬁ_'

g1 (7
ABY
(1- B_m)

gdje je g, faktor poznatog signala, g, nepoznatog, By i By, pripadaju¢a magnetska polja, a

g2 =

,,AB” njihova razlika. Primjerice, difenil-picril-hidrazil (DPPH) koji se Cesto koristi kao
standardni uzorak ima EPR signal na g=2.0036.

g faktor je takoder ovisan smjeru magnetskog polja. Za smjer odreden kutovima 6 i a, g iznosi

[107]:

9(0,a) = (g2, cos? 6 + g2, sin? 6 cos® a + g2, sin? 6 sin? a)l/z. (8)
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U slucaju rompske simetrije, g se izraZava putem gyy, gyy 1 957, dok se za aksijalnu simetriju
izrazava putem gy i g, pri ¢emu su g|| = g,z 1 g1 = Jxx = Gyy- U tom slucaju vrijedi [107]:
2 2 2 in2 n)1/?
g@) = (g” cos?0 + g2sin?6) . )

U slucaju kada radikal s anizotropnim g faktorom ima rotaciju oko z osi, rompska simetrija se

usrednji te vrijedi [107]:
g|| =9zz

2
B (gﬁx + 932/y> (10)
go=\—5—)-

U slucaju slobodne rotacije radikala, usrednjeni g faktor (g,,) za sustav s aksijalnom

simetrijom iznosi:

2 1 2g2\"?
gav:<g” 3 gl) (1T)

a za rompsku simetriju:

1/2
_ (gazcx + 93213/ + ggz) /
Jav = .

3 (12)

3.2 Spinski hamiltonijan

Spinski hamiltonijan sustava s elektronskim spinom S 1 m jezgara s nuklearnim spinom /

izrazen je relacijom [112]:

Hy = Hgz + Hzps + Hyp + Hyz + HNQ + Hyy,

m
Ho = B.BYgS/h+STDS + Y STAL, 03
k=1
m
~ bBn Z gn,kﬁgfk/h + Z f,kafk + Z Efd(i.k)fk
k=1 1>1/2 i%k
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Clanovi hamiltonijana H, opisuju redom; Hg,: elektronsku Zeemanovu interakciju, Hyzgs:
cijepanje u nultom polju (engl. zero field splitting), Hyp: hiperfinu interakciju izmedu
elektronskog spina i m nuklearnih spinova, Hyy: spin-spin interakciju izmedu razlicitih
nuklearnih spinova, Hyz: nuklearnu Zeemanovu interakciju, Hyq: nuklearnu kvadrupolnu

interakciju [113].

3.2.1 Elektronska Zeemanova interakcija

Kao $to je navedeno u poglavlju 3.1, interakcija izmedu elektronskog spina i vanjskog

magnetskog polja §0, opisana je relacijom [113]:

_ ﬁeﬁgggl (14)

g je simetriCni tenzor sa Sest nezavisnih veli€ina, tri glavne vrijednosti gy, gyy 1 9z, te tri
Eulerova kuta koji opisuju orijentaciju glavnih osi u koordinatnom sustavu. Kako je gore
navedeno (poglavlje 3.1), za kubi¢nu simetriju vrijedi gyy = gyy = gz, za aksijalnu: g;| = g,
1 g1 = gxx = Gyy, te za rompsku gy, # gyy # gz, Odstupanje glavnih vrijednosti od g,
vrijednosti za slobodni elektron uzrokovano je interakcijom osnovnog i pobudenog stanja
vezanjem spina elektrona i orbitalne kutne koli¢ine gibanja L. Ovaj ucinak je opisan
hamiltonijanom [113]:
_ Be B3 (L + g.5)

Hy + Hys = - +ALTS, (15)

gdje je H, elektronski Zeemanov ¢lan s uklju¢enom orbitalnom kutnom koli¢inom gibanja, a

H, S = ALTS spin-orbitalna interakcija sa spin-orbita konstantom vezanja A. T oznacluje

transponirani vektor. Tenzor g se moze izraziti preko drugog reda raCuna smetnje [114]:
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g =g.1+21A, (16)
gdje je A tenzor izrazen s:
Ao = (lpolLillpn)<lpn|Lj|l/)O>
ij = P : (17)
0 n

n+0

Osnovno stanje nesparenog elektrona, opisano je valnom funkcijom ¥, dok y,, oznacuje n-to

pobudeno stanje. g, i &, su pripadajuce energije.

3.2.2 Cijepanje u nultom polju

. 1 . .y . .. . . . .. .
Za sustave sa spinom S > S 1 nekubi¢nom simetrijom, dipol-dipol interakcija izmedu

elektronskih spinova otklanja (25+1) degeneraciju osnovnog stanja. Hamiltonijan cijepanja

dan je relacijom [113]:

HZF :§TD§, (18)

gdje je D tenzor interakcije u nultom polju. D je simetrini tenzor, Ciji trag iS¢ezava te se u

sustavu glavnih osi jednadzba (15) moZze zapisati kao:

Hzp = D,S2 + DyS§ + D,S2,

19)
1 (
Hye =D [SZZ - ES(S + 1)] +E(S2 - 52),

gdjeje D =3D,/21E = (Dx — Dy)/Z. Za kubic¢nu simetriju vrijedi D = E = 0, za aksijalnu

D # 0,E = 0, dok za sustave sa simetrijom niZe od aksijalne, vrijedi D # 0, E # 0.
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3.2.3 Nuklearna Zeemanova interakcija

Vezanje nuklearnog spina / s vanjskim poljem E;, opisano je hamiltonijanom nuklearne

Zeemanove interakcije [113]:

Hyz = A — (20)

gdje je su spinski kvantni broj 7 i nuklearni g,, faktor svojstveni jezgri. I obuhvaéa vrijednosti

od % do 6, a nuklearni g,, faktor od 0.097 do 5.58.

Nuklearna Zeemanova interakcija ima vrlo slab utjecaj na EPR spektar te za protone iznosi
1/658 Zeemanove interakcije za elektrone. Mjerljivi pomaci u spektru se opazaju samo kada je

nuklearna Zeemanova interakcija jednakog reda veli¢ine kao i hiperfina interakcija.

3.2.4 Hiperfina interakcija

Hiperfina interakcija izmedu elektrona i nuklearnog spina opisana je hamiltonijanom [113]:
H HF — § TAT, (21)
gdje je A tenzor hiperfine interakcije. Hamiltonijan (21) moZe se izraziti kao zbroj

hamiltonijana Fermijeve kontaktne interakcije Hr 1 hamiltonijana koji opisuje interakciju dipola

izmedu elektrona i jezgre Hpp.

Hamiltonijan Fermijeve kontaktne interakcije dan je relacijom:

Hp = a;5,S1, (22)

gdje je a;s, hiperfina konstanta vezanja izrazena kao [113]:
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2
iso = 5= GoBegnBalibo (0% 23)

U gornjoj jednadzbi (23), [1,(0)|? predstavlja gustoéu vjerojatnosti nalazenja spina elektrona

u jezgri. Hamiltonijan dipol-dipol interakcije elektrona i jezgre dan je jednadzbom:

Uo lSS 7l S_f]' (24)

Hpp = ﬁgeﬁegnﬁn 5 13
gdje je 7, vektor koji povezuje elektronski i nuklearni spin. Integracijom po prostornoj

raspodjeli elektrona dobiva se hamiltonijan anizotropne dipol-dipol interakcije:

HDD :§TTf, (25)

gdje je T tenzor dipolne interakcije:

2
3TiT'j - 5ijr

T‘S

Ty = g GeeGnbin <zpo wo>. 26)

U 4n

T;j su elementi simetri¢nog tenzora T, Ciji trag iSCezava, a ), je valna funkcija osnovnog stanja.
Za udaljenosti R, izmedu jezgre N i k-te orbitale koja je manja od 0.25 nm, Hpp se moze
aproksimirati razvojem u red po 7/Ry, gdje je r udaljenost izmedu jezgre i1 k-te orbitale. U

slucaju gdje je Ry veci od 0.25 nm, tenzor T se moze aproksimirati relacijom [113]:

Mo px 37y — 1)
T = mgeﬁegnﬁn I;V Rk3 ) 27)

gdje je py gustoca spinova na k-tom atomu, a 71, jedini¢ni vektor koji oznaduje smjerove
kosinusa ﬁk u molekularnom sustavu. Kod iona prijelaznih metala, nespareni elektron je
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uglavnom smjesten blizu centralnog iona, te je u gornjoj jednadzbi (27), dovoljno sumirati po

tim jezgrama. Tenzor T je tada dan s:

Ko pi 31y iy — 1)
T = ﬁgeﬁe‘gnﬁn RM3 (28)

Jednadzba (28) koja je samo gruba aproksimacija za dipolno vezanje, Cesto se primjenjuje za
procjenu Ry, i 71y, i stoga za dodjeljivanje hiperfinih tenzora odgovaraju¢im protonima. U

sustavu hiperfinih glavnih osi, dipolna interakcija dana je dijagonalnim tenzorom [113]:

-1 -T
Td — 4:“0h geﬁ;ﬁnﬁn( 1 ) — ( T ) (29)
T M 2 2T

lako taj izraz strogo vrijedi samo za izotropnu Zeemanovu interakciju elektrona, Cesto se koristi
kao aproksimacija u sluCajevima kada je anizotropija g-tenzora mala. U mnogim
paramagnetskim spojevima, postoji znatan orbitalni magnetski moment koji dodaje pseudo-
izotropni kao 1 pseudo-anizotropni doprinos hiperfinoj interakciji. Ti se doprinosi mogu opisati

razmatranjem ¢lanova drugog reda oblika opisanih s [113]:

(WolHp [n)(Yn|Hys o), (30)
gdje je H; s dan jednadzbom:
Hyg = AL'S, €1y
aH,:
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i

Hir = geBegnPnito W (32)

3.3 g tenzor

Ako se odabere Kartezijev koordinatni sustav, orijentacija kristala u magnetskom polju se moze
izraziti orijentacijom polja s obzirom na fiksni koordinatni sustav. Magnetsko polje se tada

moze izraziti jednadzbom [115]:
B =B,I, (33)

gdje su I kosinusi kutova koje vektor B &ini s x, y 1 z osima koordinatnog sustava. [=
(Iy, 1, 1;), a komponente su dane s: I, = cos 0, [, = sin fcos a, I, = sin 8 sin « te podlijezu

uvjetu normalizacije: I} + I + 17 = 1.
Hamiltonijan iz jednadzbe (13), moze se izraziti jednadzbom:

H = ByB.IgS, (34)
iz koje slijedi:

H = ﬁeBO{(ngxx + Iygyx + Izgzx)sx + (ngxy + Iygyx + Izgzy)sy

+ (ngxz + Iygyz + Izgzz)sz}
(33)
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Slika 3.1: Rotacija koordinatnog sustava. Slika je preuzeta iz reference [112].

U slucaju rotacije koordinatnog sustava prikazanog na slici 3.1, vrijede sljedece relacije:
(Ix.1y) = (cos 6,sin 6),
Ly, = cos(6 —a) = cosfcosa + sin @ sina = [, cosa + [, sina, (36)
ly, = —lycosa+ 1, cosa.

A u slu€aju tr1 dimenzije, iz jednadzbi (36) moze se izraziti sljedece:

lxx' lyx' lzx' lx lx’
Ly by Loy [lx] = |l (37)
lxz' lyz' lzz' lx lz’

Slijede¢i jednadZbu (37), hamiltonijan (35) se moze izraziti kao:

H = ,BeBO{(lagax)Sx + (lagay)sy + (lagaz)sz} (38)
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Za S=1/2, vrijednosti hamiltonijana su dane sljede¢om tablicom:

+3) -3
2 2
1 1 1 . (39)
<+ E‘ EﬁeBOlagaz EﬁeBO(lagax - llagay)
1 1 ) 1
<_ E‘ EﬁeBO(lagaz + llygay) _EﬁeBolagaz
Iz (36), se mogu dobiti svojstvene vrijednosti hamiltonijana koje su dane s:
1 1
E = +28.B0 {(lagax) (abax) + (legay)(lagay),, + (lagaz)Uagaz)} = (40)
Clan pod korijenom iz gornje jednadzbe (40), moZe se zapisati kao:
1 1
g = {lagaygyﬁlﬁ}z = {la(gg)aﬁlﬁ}z (41)

U slu¢aju kada referentni koordinatni sustav odgovara sustavu u kojem je ¢ dijagonalan,

kvadrat g je takoder dijagonalan te se jednadzba (41) moze izraziti kao:

1

g = {lngxxz + lyzgyyz + l22gzzz}5’ (42)

gdje x, y i z oznacuju glavne osi. U slucaju kada g ima aksijalnu simetriju, vrijedi da je g,, =

9)1» xx = 9yy = g1 te se jednadZba (42) moze zapisati kao:

1

g ={g?sin®6 + gfcos?6}, (43)

gdje 0 oznacava kut izmedu primijenjenog polja i osi simetrije.
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3.4 EPR spektri uzoraka praha

U prakti¢noj primjeni nije uvijek moguce imati uzorak u kristalnom obliku te se Cesto radi
spektroskopska analiza uzoraka praha. Vecina spektara praha sustava sa S=1/2 odrazava ne
samo anizotropiju g-tenzora, ve¢ i onu hiperfinih interakcija. U sustavu s aksijalno simetri¢nim

g-tenzorom ovisnost rezonantnog polja, B.- o kutu 6 dana je s [115]:

h .
Byes(8) = B_: (9 cos? 6 + g% sin? 6] (44)

Vrijednosti g)| 1 g, odreduju raspon polja u kojem dolazi do apsorpcije. Ako je, na primjer,

9)> 9., tada nema apsorpcije na poljima niZzim od By danim s:

By =~ (45)
' Begy
a takoder ni na poljima vi$im od B danim s:
B = hv
T Begy (46)

Kako se polje povecava iznad Bj;, prvi spinovi koji dolaze u rezonanciju su oni u molekulama
za koje polje leZi duz osi simetrije, tako da dolazi do naglog pocetka apsorpcije na B).. Ako se
polje smanji od Bi, slijedi pocetak apsorpcije na Bi, ali budu¢i da postoji cijela ravnina
orijentacije gdje je polje okomito na os simetrije, intenzitet ove apsorpcije je mnogo vec¢i od
onog koji javlja se na B . Sve je to saZeto na slici 3.2 a), koja prikazuje idealizirani apsorpcijski

spektar, tako da su pretpostavljene beskonacno uske linije. Slika 3.2 b). u kojem je dopustena

.....
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najcesce koriSteni prikaz, prikazan je na slici 3.2 c). Jasno je da ako se mogu odabrati

odgovarajuce znacajke spektra na slici 3.2 ¢), mogu se izmjeriti g i 9.

a)
B B,
b)
<)
9
| J
N
/
9.

Slika 3.2: Spektar uzorka praha s aksijalnim g tenzorom, gdje je gj;>g,. Slika je preuzeta iz

reference [115].

Dobra procjena g, opcenito se moZe dobiti iz malih vrijednosti polja, kao Sto je prikazano na

slici 3.2 ¢), ali to¢na lokacija g, na velikim vrijednostima polja, donekle je osjetljiva na Sirinu
linije koristenu u simulaciji. Cesto se koristi todka g, nazna¢ena na slici 3.2 ¢). Kada je g-
tenzor rompski a glavne komponente dobro odvojene, spektar praha je strukturiraniji. Postoje
znacajke visokog i1 niskog polja, poput onih na Bj, koje odgovaraju najmanjem i najve¢em
elementu g-tenzora. Izmedu ovih ekstrema dolazi do povecanja intenziteta, a maksimum
odgovara srednjem tenzorskom elementu kao S$to je prikazano na slici 3.3. Moguénost mjerenja
na viSe od jedne frekvencije je od velike koristi za tumacenje 1 analizu spektra uzorka praha

[115].
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A 92
P4

Slika 3.3: Prva derivacija spektra uzorka praha sustava s rompskim g tenzorom. Slika je

preuzeta iz reference [115].

Snimanjem spektara na visim frekvencijama, povecava se rezolucija. Na primjer, kada je g-
tenzor rompski, ali su dvije glavne vrijednosti prili¢no sli¢ne, spektar u X-pojasu (~9.5 GHz),
mozda nece omoguditi razlikovanje izmedu dvije slicne g-vrijednosti. Medutim, spektar
mjeren/snimljen na Q-pojasu (EPR spektrometar u podrucju rada frekvencije mikrovalova ~34
GHz) ili, po mogu¢nosti, na mnogo visim frekvencijama pokazat ¢e vise strukture tako da je

olakSano njegovo izravno o€itavanje ili simuliranje pomoc¢u ra¢unalne simulacije [115].
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4 MATERIJALI I METODE

4.1 Priprema uzoraka

4.1.1 Kalcijevi sulfati

Kalcijev klorid (CaCly) 1 natrijev sulfat (Na2SOs) analiticke Cistoce nabavljeni su od tvrtke
Sigma-Aldrich odnosno Alkaloid. Komercijalno dostupan sinteticki dentalni koStani
nadomjestak, BONDBONE®, mjesavina kalcijevih sulfata, dobiven je od MIS Implants
Technologies GmbH. FizioloSka otopina, tj. intravenska otopina za infuziju 0.9% natrijevog

klorida, kupljena je od B. Braun.

Cilj sinteze je bio dobiti Ciste uzorke dvije faze kalcijevog sulfata CaxSO4— CS, a to su kalcijev
sulfat dihidrat CaSOs - 2 H,O — CSDH te kalcijev sulfat hemihidrat CaSOs - ¥4 H,O — CSHH.
Ishodne otopine CaCl> i Na;SO4 koncentracije 1 mol/dm?® pripremljene su u deioniziranoj vodi
visoke Ccistoce, tj. s vodljivos¢u manjom od 0.055 puS/cm. Uzorci su sintetizirani brzim
dodavanjem otopina CaClz u otopinu Na;SO4 uz konstantno mijeSanje pomoc¢u magnetske
mijeSalice. Za pripremu kalcijevog sulfata hemihidrata reakcija je izvedena na 25 °C, a za
pripremu kalcijevog sulfata dihidrata na 70 °C, obzirom da je dihidrat termodinamicki stabilan
na vi§im temperaturama [73]. Otopina umjetne sline svjeze je pripremljena prema tablici 4.1

[116].

Tablica 4.1: Kemijski sastav pripremljene umjetne sline [116].

Spoj Koli¢ina
Na;HPOq4 0.426 g
NaHCO3 1.68 g
CaCl; 0.147 g
H>O 800 ml
HCI-1M 2.5ml
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Talog sintetiziranog kalcijevog sulfata je osusen u pecnici pri temperaturi od 50°C prema
uobicajenom protokolu za susenje hidrata. Pripremljene su smjese uzoraka CSDH i CSHH u

razli¢itim masenim omjerima (0%, 20%, 40%, 60%, 80% 1 100%).

U ovoj disertaciji Cetiri eksperimentalne skupine i jedna kontrolna skupina tretirane su prije

mjerenja kako slijedi:

1) ozraceni osuseni uzorci smjesa CSDH 1 CSHH razli¢itih sastava (0%, 20%,40%,60%,80%

1 100%), praceni su kao kontrole;

2) ozraceni osuSeni uzorci smjesa CSDH i1 CSHH razli¢itih sastava pomijeSani s 1 ml

fizioloske otopine;

3) uzorci pomijesani s fizioloSkom otopinom (opisani u toc¢ki 2) stavljeni su u 1 ml umjetne

sline na 24 sata pri temperaturi od 37 °C;
4) ozraceni uzorci smjesa CSDH i CSHH razlicitih sastava pomijesani s 1 ml umjetne sline.

Nakon mijesanja, uzorci kalcijevih sulfata su odvojeni od medija centrifugiranjem. Uzorci su

zatim osuseni u struji dusika prije EPR analize.

Od komercijalnih pripravaka koristen je BONDBONE® (MIS-implants), koji je mjeSavina
CSDH i1 CSDD u nepoznatom omjeru, stoga je u ovom radu TGA analizom utvrden omjer 38%

CSDH 1 62% CSHH, §to je opisano u poglavlju 5.

4.1.2 Kalcijevi fosfati

4.1.2.1 Sinteza nesupstituiranog hidroksiapatita i Mg- supstituiranog hidroksipapatita

Hidroksiapatit je sintetiziran prema proceduri opisanoj u studiji [117]. Reakcija je dana s:
otopina di-amonijevog fosfata (NH4)HPO4 kontrolirano je dodavana u otopinu kalcijevog

nitrata Ca(NOs3)2, u reaktor uz mehanicko mijeSanje. Otopina amonijaka koriStena je za
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odrzavanje alkalnih uvjeta (pH=8) u reakcijskoj smjesi. Reakcija opisana jednadzbom (47)

odvijala se na 50 °C tijekom 20 sati:

10 Ca(NOs)(aq) + 6 (NH4)HPOs(aq) + 8 NHsOH(aq) — Caio(PO4)s(OH)a(s) + 20
NH4NOs(aq) + 6 H2O (47)

Otopina je zatim filtrirana, a kruta tvar susena na 90 °C tijekom 48 h.

Mg supstituirani hidroksiapatit sintetiziran je dodavanjem otopine (NH4)HPO4 0 u otopinu
koja sadrzi Ca(NO3)2-4H>0 1 Mg(NO3)2:6H»0. Reakcijska smjesa je zagrijavana na 100 °C
tijekom 5 sati. Tijekom zagrijavanja dodana je urea i ureaza te je pH reakcijske smjese bio 8.8.

Talog je filtriran, opran vodom i etanolom te suSen na 120 °C [118].

4.1.2.2  Simulirana tjelesna tekucina i umjetna slina

Za provedbu eksperimenta s kalcijevim fosfatima, koristene su korigirana simulirana tjelesna
tekucina (engl. corrected simulated body fluid, c-SBF) i fizioloska otopina. Navedene otopine
su odabrane kao medij za simulaciju ljudske sline 1 krvne plazme. Korigirana simulirana
tjelesna tekucina (c-SBF) je pripremljena prema proceduri opisanoj u radu [26], a njen kemijski

sastav je dan u tablici 4.2.

U Eppendorf cjevéicama od 2 mL u 1 ml c-SBF dodano je 10 mg HAP-a i Mg supstituiranog
HAP-a. Uzorci su termostatirani u vodenoj kupelji na 37 °C tijekom 28 dana. c-SBF se
svakodnevno izmjenjivala centrifugiranjem i dekantiranjem. Cvrsta faza filtrirana je 1., 14. i
28. dan na Millipore filter papiru 0.45 um, isprana 3 puta MiliQ vodom, jednom etanolom te

osusena u struji dusika. Uzorci su drZani u eksikatoru do daljnje analize.
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Tablica 4.2: Koncentracije anorganskih iona u krvnoj plazmi i simuliranoj tjelesnoj tekucini

(SBF) koja je odabrana kao medij za simulaciju ljudske sline i krvne plazme [26].

Ion Koncentracija iona (mM)
Krvna plazma Simulirana tjelesna tekucina
(SBF)
Na* 142.0 142.0
K* 5.0 5.0
Mg?2* 1.5 1.5
Ca?* 2.5 2.5
Cl— 103.0 147.8
HCO3 27.0 4.2
HPO;™ 1.0 1.0
SO3~ 0.5 0.5
pH 7.2-7.4 7.4

4.2 Metode karakterizacije

4.2.1 Elektronska paramagnetska rezonancija — EPR

EPR spektri snimljeni su na Varian E109 X-pojasnom spektrometru opremljenim s Bruker
ER041XG mikrovalnim mostom i Bruker TE102 pravokutnom Supljinom. Frekvencija
mikrovalova je iznosila 9.5 GHz s modulacijom frekvencije 100 kHz . Mjerenja identifikacije
radikala su provedena pri sobnoj temperaturi. Za kalibraciju magnetskog polja, koristen je
manganov referentni uzorak Mn?* u MgO spoju. Koristeni eksperimentalni parametri u
eksperimentu s kalcijevim sulfatima su bili: 1 mW mikrovalna snaga, 0.1 mT amplituda
modulacije 1 4 ms vremenska konstanta. Spektroskopski parametri eksperimenta s kalcijevim
fosfatima bili su sljedec¢i: amplituda modulacije 0.11 mT 1 snaga mikrovalnog polja 1.99 mW.
Eksperimenti s temperaturnom ovisnos¢u napravljeni su na 343 K, 353 K, 363 Ki1373 K za
sve uzorke bez prethodnog uranjanja u medij. Temperatura je kontrolirana koriStenjem

temperaturne jedinice Bruker ER4111VT s kontinuiranim protokom dusika. Uzorci su stavljeni
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pojedina¢no u suprasil kvarcne cijevi vanjskog promjera 4 mm 707-SQ-100M (Wilmad
LabGlass). Koncentracija radikala, Ay, procijenjena je dvostrukom integracijom EPR spektara
1 normalizirana na masu uzorka. EPR eksperimenti su provedeni u Zavodu za fizicku kemiju

Instituta Ruder Boskovi¢.

4.2.1.1 Opis instrumenta

Tipi¢ni EPR spektrometar s tehnikom snimanja kontinuiranog vala (engl. continuous wave)
prikazan je na slici 4.1 prema sustavima komponenti: sustav izvora mikrovalova, detekcijski
sustav, sustav magneta, sustav Supljine te sustav modulacije polja [114]. Sustav magneta
osigurava stabilno i homogeno i magnetsko polje koje je linearno promjenjivo unutar zeljenog
raspona. Sustav s izvorom mikrovalova sadrzi komponente koje proizvode elektromagnetske
valove. U sustavu Supljine drZi se paramagnetski uzorak te se usmjerava mikrovalno zracenje
prema uzorku i od uzorka. Sustavima modulacije (u ovoj shemi odabrana je frekvencija
modulacije od 100 kHz) i detekcije prati se, pojacava i snima signal. Koncept modulacije
signala se bazira na tome da modulacija magnetskog polja ,.kodira* spektralne informacije o
mikrovalnom signalu. Fazno osjetljiv sustav detekcije izvlaci ovu ,.kodiranu® informaciju te se
na taj nacin uklanja ve¢inu ,,Suma*“ u EPR signalu. Na slici 4.1 je takoder prikazana korisna
znacCajka, tzv. referentni krak ili premosni krak (engl. reference arm, bypass arm) koji je
prisutan u mnogim spektrometrima. U referentnom kraku uzima se mikrovalna snaga iz
valovoda prije cirkulatora te se podeSavaju snaga i faza mikrovalova. S odgovarajué¢im
postavkama, ovaj referentni krak omogucuje ne samo odgovaraju¢e pomicanje razine snage na
detektoru (Cak 1 kada je snaga reflektirana od rezonatora vrlo mala), ve¢ i odabir hoce 1i se

detektirati apsorpcijski ili disperzijski signal iz spinskog sustava [114].
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Prikaz spektra
na
monitoru
Sustav izvora Osciloskop —|
mikrovalova : | l - .
Referentni krak | 3 @ SRT);T;?’:O I
l_ - — o — . _l I Detekcijski sustav podataka |
: :
: " . Frekvencijski ; I r_‘_‘o%l ,
Podegavanje brojaé ™ Pomicatelj . = H
| klistrona faze I
Izolator Izolator : |
Klistron 100 kHz ool H
l .‘ #— pojacalo | -m=—| detektor 1
signala signala I
| Detektorski !
kristal A 1
I Cirkulator -~ L__ ' _|
. I__.__. RN
P l Klizni — B
Ni.ipajanle : vijak = _—
: klistrona I _-Sustav Supljine ¢
| I Sustav magneta P
I | 100 kHz
: i modulacijske L}
H N il zavojnice
Automatska I =
kontrola | | magneta —-jnh st 1
I frekvencije : H I | M
| l 4 Elektro- I
| Pogonski magnet :
: sustav t [
L ] | AR~ \vAvAw
————— e e vr | — —
s e P PSR ey R Sy ! SR
e —
Rezonantna l
Supljina s . | 100kHz 100 KHz
uzorkom 1 . . H
| pojacalo I

Sustav modulacije polja

Slika 4.1: Shematski prikaz EPR spektrometra. Slika je obradena 1 preuzeta iz reference [114].

4.2.2 Racunalna simulacija spektara

U ovoj disertaciji za raCunalnu simulaciju spektara koristen je softverski paket Easyspin [119].
Koristeni softverski paket Easyspin pruza sve potrebne alate od osnovne obrade podataka i
funkcionalnosti vizualizacije do spektralne simulacije. Temelji se na Matlabu (The Mathworks,
Natick, MA, SAD), komercijalnom programibilnom numerickom i softverskom okruzenju za
vizualizaciju, iz sljede¢ih razloga; programski jezik Matlab temelji se na matricama i vrlo
u¢inkovitim matri¢nim algoritmima, ¢ime se korisnik oslobada od implementacija tih osnovnih

numerickih tipova i postupaka. Matlab ima jednostavnu sintaksu, a svaka nova eksperimentalna
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ideja moze se vrlo brzo kodirati i evaluirati s nekoliko dodatnih funkcija specifi¢nih za EPR.

Mogucénosti vizualizacije su opsezne 1 vrlo fleksibilne [119] .

EasySpin ukljucuje nekoliko funkcija za simulacije: pepper za krute EPR spektre pojedinacnih
kristala 1 neuredenih sustava, garlic za otopine i EPR spektre brzog gibanja i1 salt za krute
ENDOR spektre [120]. U ovom radu koriStena je funkcija pepper za simulaciju EPR spektra
kontinuiranih valova za ¢vrste uzorke. Funkcija pepper koristi spinski hamiltonijan H opisan u
3. poglavlju (jednadzba (13)). Spinski Hamiltonian se moze izraziti kao linearna funkcija

magnetskog polja opisana s izrazom:
H(B) = F + B!G, (48)

gdje su u ¢lan F ugradeni svi ¢lanovi neovisni o polju, a G je vektorski operator spinskih
magnetskih momenata: Beg§ Jh— B Yrey gn_kfk/h. U matri¢noj reprezentaciji, F 1 tri

clementa G su matrice. Budu¢i da su neovisni o B, potrebno ih je izraunati samo jednom pri
simulaciji praskastog uzorka. Tijekom EPR eksperimenta s promjenom polja, magnituda
magnetskog polja B i posljedi¢no spinski hamiltonijan H(B) mijenjaju se kontinuirano.
Rezonantna poljadanasus: H(B)|u >= E,|lu >, H(B)|v >=E,|v >,4,, = E, — E, = Vi,
gdje je v, frekvencija, a E, > E,,. Opce, numeri¢ko rjeSenje dane jednadzbe, zahtjeva

iterativne metode.

EasySpin funkcije resfields 1 pepper implementiraju novu proceduru modeliranja razine
energije temeljenu na iterativnim adaptivnim bisekcijama, kao $to je detaljno opisano u radu
[121]. Ovaj postupak, koji pronalazi sva rezonantna polja unutar zadanog raspona polja Buin<

B < Bumaks, radi na sljede¢i na€in; metoda pocinje s intervalom /Buin, Bmaks]. Prvo, energije stanja
A ... 0E, . . o . . o
E, 1 njihove derivacije — na granicama intervala izracunavaju se dijagonalizacijom

OB, _

pridruzenih Hamiltonijana. Derivacije se dobivaju koriStenjem Feynmanova teorema: 35

oH . . . . . .
<u |a_3| u> = (u|G,.|lu). Rezultati se koriste za izratun Hermite-ove spline reprezentacije

dijagrama razine energije u rasponu polja. Zatim se Hamiltonijan dijagonalizira u sredistu
intervala Beentar = (Bmin + Bmaks)/2, a dobivene energije se usporeduju s onima dobivenim spline

interpolacijom iz dviju grani¢nih vrijednosti polja. Ako je pogreSka ispod odredenog praga ili

39

Timor Grego Doktorska disertacija



MATERIJALI Il METODE

se rezonancije mogu iskljuciti, modeliranje se zaustavlja. Ako nije, dva pod-intervala [Bin,
Beentar] 1 [Beentar, Bmaks] pro€iséavaju se dijagonalizacijom Hamiltonijana u njihovim sredi$njim
poljima i provjerom u odnosu na interpolirane aproksimacije. Ta podjela se ponavlja sve dok

sve srediSnje pogreske intervala ne budu ispod zadanog praga [119].

4.2.3 Osnovne metode karakterizacije

4.2.3.1 Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom — FTIR

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier transform infrared
spectroscopy, FTIR) je spektroskopska metoda u kojoj se dio infracrvenog zracenja pri prolasku
kroz uzorak apsorbira u uzorku, a dio se transmitira. Apsorpcijske vrpce u spektru odgovaraju
frekvencijama vibracija funkcionalnih skupina molekula od kojih se promatrani materijal
sastoji. Vibracije molekula su rastezanje i svijanje, a mogu biti simetri¢ne ili antisimetri¢ne.
Budu¢i da je svaki materijal jedinstvena kombinacija molekula, dva spoja nemaju potpuno
jednaki infracrveni spektar. Stoga se infracrvena spektroskopija koristi za kvalitativnu analizu
razli¢itih vrsta materijala. Osim toga, intenzitet vrpci u spektru je odraz koli¢ine prisutnog
materijala te se moze koristiti 1 za kvantitativnu analizu. Frekvenciju i valni broj vibracije
odreduju ja¢ina veze 1 mase povezanih atoma u radovima [122], [123]. Dobiveni infracrveni
spektar je u vremenskoj domeni pa se pomoc¢u Fourierove transformacije pretvara u spektar u
frekvencijskoj domeni. Za snimanje spektara koriStena je FTIR metoda priguSene totalne
refleksije (engl. attenuated total reflection, ATR). ATR je metoda snimanja FTIR spektara koja
se temelji na fenomenu totalne unutraSnje refleksije. Rezultirajuce priguSeno zraenje mjeri se
kao funkcija valnog broja ¢ime se dobiva apsorpcijski spektar karakteristican za uzorak [124],
[125]. Za snimanje ATR-FTIR spektara koristen je Bruker, Tensor II spektrometar u rasponu
od 4000 do 400 cm™, s rezolucijom od 1 cm™. ATR-FTIR mjerenja su napravljena u Zavodu

za kemiju materijala Instituta Ruder Boskovic.
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4.2.3.2 Rendgenska difrakcija na prahu

Rendgenskom difrakcijom na prahu (engl. powder X-ray diffraction, PXRD) dobivaju se
informacije o kristalnoj strukturi, kemijskom sastavu i fiziCkim svojstvima materijala [126].

Metoda se temelji na Braggovu zakonu:
2d sinf = 2, (49)

gdje je 4 valna duljina snopa rendgenskih zraka, # upadni kut, a d razmak medu plohama
jedini¢ne ¢elije kristala. Kao rezultat analize, dobiva se difraktogram koji prikazuje ovisnost
intenziteta rasprSenog zracenja o kutu 26 [126]. Dobiveni difraktogrami su usporedivani s
onima iz baze podataka rengendske difrakcije na prahu (engl. Powder Diffraction File, PDF),
a koja je u sastavu Medunarodnog centra za za difrakcijske podatke (engl. International Centre
for Diffraction Data, ICDD), prijasnjeg Zajedni¢kog odbora za standarde difrakcije na prahu
(engl. Joint Committee on Powder Diffraction Standards, JCPDS).

Za analizu kalcijevih sulfata, podaci su prikupljeni na difraktometru Rigaku Ultima IV u Bragg-
Brentano parafokusiraju¢oj geometriji pomocu Cu Kq zracenja (4= 0.154 nm). KoriSten je Ni
filter za uklanjanje Kg linije, s 5° Sollerovih proreza za oblikovanje snopa, a intenzitet snopa je
mjeren proporcionalnim broja¢em. Intenziteti difrakcije mjereni su u kutnom podrucju od 10°
do 60°. Veli¢ina koraka postavljena je na 26 0.01° s brzinom skeniranja od 1° po minuti. Podaci
su obradeni na pripadaju¢em Rigaku softveru (PDXL 2). Nakon analize, uzorci su pohranjeni
na sobnoj temperaturi u mra¢noj prostoriji s relativnom vlaznosti izmedu 30% 1 50%. Kontrolni
eksperiment je ponovljen nakon godinu dana. Mjerenja su napravljena u Centru za istraZivanje

mora Instituta Ruder Boskovi¢ u Rovinju.

Za analizu kalcijevih fosfata, PXRD obrasci su snimljeni na Panalytical Aeris Research Edition
u Bragg — Brentano geometriji koriStenjem CuKg zracenja u 26 podrucju od 5° do 70°. Velicina
koraka je bila od 26 0.02°, a brzina skeniranja od 1° po minuti. Mjerenja su napravljena u

Zavodu za fizi¢ku kemiju, Institut Ruder Boskovi¢.
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4.2.3.3 Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijska analiza (engl. thermogravimetric analysis, TGA) je analiticka metoda u
kojoj se mjeri promjena mase uzorka u ovisnosti o temperaturi [127]. Uzorak se postupno
zagrijava u uvjetima kontrolirane atmosfere. Kao rezultat analize dobiva se krivulja ovisnosti
mase uzorka o temperaturi. Uz promjenu mase, kao parametri termogravimetrijske analize se
koriste pocetna (7o), vr$na (7p) 1 krajnja temperatura (7.) gubitka mase. PoCetna temperatura se
definira kao tocka presjeka osnovne linije prije toplinskog ucinka i tangente na najstrmijem
dijelu krivulje. Krajnja temperatura je definirana kao ekstrapolirani kraj zavrSetka procesa
izlaska vode iz kristalne reSetke, odnosno tocka presjeka tangente s osnovnom linijom nakon
zavrSetka procesa [128]. Vr$na temperatura oznacuje toCku na krivulji u kojoj je najveca
promjena mase s porastom temperature. To je ujedno i tocka infleksije krivulje. Termogrami su
snimljeni na Mettler TG 50 uredaju s TC 11 TA procesorom u temperaturnom rasponu od 25
°C do 300 °C, s brzinom grijanja od 5 °C 1 10 °C po minuti. Uzorci su mjereni u sintetskom
zraku u Al,Os3 posudicama (Mettler ME-24123, 70 ul). Mjerenja su napravljena u Zavodu za

kemiju materijala, Institut Ruder Boskovic¢.

4.2.3.4 Pretrazna elektronska mikroskopija i energijski disperzivna rendgenska

spektroskopija

U elektronskom mikroskopu se snop elektrona pomocu sustava elektromagnetskih leca
usmjerava na povrsinu uzorka, a razlu¢ivanje i1 dubina prodiranja elektrona ovise o naponu,
materijalu uzorka 1 veli¢ini tocke presjeka snopa na mjestu dodira s uzorkom [129]. Ako se
snopom elektrona pretrazuje povrSina, podaci se mogu pretvoriti u vidljivu skenirajucu sliku
¢ime se omogucuje analiza topografije povrsine. U sklopu pretraznog elektronskog mikroskopa

(SEM), najcesce se nalazi i uredaj za energijski disperzivnu rendgensku spektroskopiju (EDS)
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kojom se odreduje elementni sastav uzorka na temelju emitiranog rendgenskog zrafenja iz

pobudenog uzorka.

Morfologija ¢vrstih faza odredena je skeniraju¢im elektronskim mikroskopom s primjenom
polja (FE-SEM; mikroskop JEOL JSM-7000F). Za SEM analizu potrebna koli¢ina praha
stavljena je na drzac¢ uzorka prekriven ugljikovim ljepilom, a viSak praha je uklonjen blagim
strujanjem plina dusika. EDS analiza provedena je sustavom Eds Inca Energy 350 (Oxford
Instruments, High Wycombe, UK) spojenim na FE-SEM. Mjerenja su napravljena u Zavodu za

kemiju materijala, Institut Ruder Boskovi¢.

4.2.3.5 Atomska apsorpcijska spektroskopija

Atomska apsorpcijska spektroskopija (AAS) koristi se za kvalitativno 1 kvantitativno
odredivanje elementnog sastava u tekucim ili ¢vrstim uzorcima, a temelji se na apsorpciji
ultraljubicastog i vidljivog zracenja Cije frekvencije pobuduju prijelaze elektrona pri valnim
duljinama karakteristicnim za pojedini element. Za AAS analizu svi su uzorci otopljeni u
otopini HCl(konc.):H20 u omjeru 1:1. Odredivanje sadrzaja Mg provedeno je na PerkinElmer
Aanalyst 200 atomskom apsorpcijskom spektrometru. Mjerenja su napravljena u Zavodu za

kemiju materijala, Institut Ruder BoSkovic.

4.3 Metode sterilizacije

4.3.1 Zracenje gama zracenjem

Svi uzorci su ozraceni gama zra¢enjem u zraku na sobnoj temperaturi koriStenjem panoramskog
ozracivaca s zatvorenim radioaktivnim izvorom Co-60 Zavodu za kemiju materijala Instituta

Ruder Boskovi¢. Cilindri¢ni nosac izvora izraden od aluminija debljine je 1 mm i montiran je
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na pod komore za ozracivanje. Izgled komore za ozradivanje i nosaca izvora s 24 cijevi prikazan

je naslici 4.2.

Ukupna doza kojom su ozraceni svi uzorci, iznosila je 25 kGy. Odredivanje prostorne
raspodjele brzine doze oko panoramskog izvora napravljeno je mjerenjem ionizacijskom
komoricom te Monte Carlo simulacijama [130]. Ukupna aktivnost izvora Co-60 na dan 20.
veljace 2018. godine iznosila je 2.59 PBq. Tlocrt i model panoramskog izvora prikazani su na

slici 4.2.

390 cm

140 cm

ALUMINIJSKE STJENKE

495 cm

REFERENTNI ZID

Slika 4.2: Model i tlocrt panoramskog ozracivaca sa zatvorenim radioaktivnim izvorom Co-

60. Slika je preuzeta i obradena iz reference [130].
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4.3.2 RF plazma

Za sterilizaciju hladnom plazmom koriSteni su uredaji Laboratorija za laserska istrazivanja
hladne plazme, Instituta za fiziku. Uzorci su tretirani RF plazmom koriStenjem plinova Ar, O,
1 He. Koristena je snaga od 250 W, a uzorci su tretirani s dva razlicita trajanja i to 60 sekundi i

300 sekundi.

VAKUUMMETAR
UZ‘:J/R"E"K DETEKTOR
t 7 |
| RF GENERATOR |~ | |
VAKUUMSKA PLIN

PUMPA

Slika 4.3: Shema eksperimentalnog postava sterilizacije uzoraka koriStenjem RF plazme.

Slika je preuzeta i obradena iz reference [131].

Eksperimenti su izvedeni u posudi za praznjenje prikazanoj na slici 4.3 [131]. Uzorci su
umetnuti u podrucje tinjajuceg praznjenja i1 bili su na plutajuéem potencijalu kako bi se
sprijecilo bilo kakvo dodatno ubrzanje iona 1 zagrijavanje povrSine uzorka. Posuda za
praznjenje bila je staklena cijev izradena od borosilikatnog stakla koje ima vrlo nizak
koeficijent rekombinacije za heterogenu povrsinsku rekombinaciju atoma kisika. Za postizanje
vakuuma u komori za praznjenje, koriStena je dvostupanjska rotacijska pumpa, dok je s druge
strane kroz ventil propustan odabrani plin. Plazma tinjajuce praznjenje stvoreno je induktivno

spregnutim RF generatorom s izlaznom snagom od 250 W.
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S REZULTATI I RASPRAVA

5.1 Karakterizacija sintetiCkih dentalnih koStanih nadomjestaka na bazi

kalcijevih sulfata

Sastav 1 struktura kalcijevih sulfata odredena je infracrvenom spektroskopijom,
termogravimetrijskom analizom te difrakcijom rendgenskih zraka. Uzorci su ozraceni dozom
od 25 kGy koja je tzv. ,,zlatni standard* za sterilizaciju [132] i stoga nisu ocekivana oStecenja

na materijalima, no za potvrdu navedenog, provedene su analiti¢ke metode opisane u poglavlju

4.

Na slici 5.1, prikazani su FTIR spektri dobiveni ATR-FTIR metodom koja je koriStena za
karakterizaciju faza kalcijevog sulfata dihidrata i hemihidrata prije i poslije ozraCivanja
navedenom dozom. Nakon zracenja nisu uocene znacajnije promjene u infracrvenom spektru
pojedinih faza. Karakteristi¢ne vrpce vibracije O-H skupina u vodi uocene su na 1620 cm u
slu¢aju CSHH, te na 1620 cm™ i 1680 cm™ u slu¢aju CSDH [133]. Takoder, u obje hidratne
faze, u infracrvenom dijelu spektra, prisutne su §iroke vrpce S-O na 1088 cm™ i 1109 cm™ te

uze vrpce na 658 cm™ 1594 cm™,
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Slika 5.1: ATR-FTIR spektri kalcijevog sulfata dihidrata — CSDH 1 kalcijevog sulfata
hemihidrata — CSHH prije (0 kGy — crna linija) 1 nakon gama zracenja (25 kGy — crvena linija)
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Na slici 5.2 prikazani su termogrami CSHH i CSDH. Termogravimetrijskom analizom nije
uoc¢ena znacajna promjena nakon gama zracenja. Prije i nakon zraCenja, brzina gubitka vode za
obje kristalne faze materijala u temperaturnom rasponu od 100 °C do 150 °C bila je sli¢na
prilikom brzine zagrijavanja od 5 °C/min. To ukazuje da nema utjecaja gama zraCenja na
vezivanje vode u tim materijalima pri brzini i dozi koje su koriStene u ovoj disertaciji. Prema
literaturnim podacima, pri brzini snimanja od 12 °C/min, CSHH prolazi proces dehidracije u
jednom koraku, dok CSDH slijedi proces u dva koraka [134]. CSDH prvo gubi 3/2 vode Sto
olakSava njegovu transformaciju u CSHH pri 150 °C, a zatim gubi ostatak vode na 197 °C.
Termogram dobiven eksperimentalno u ovom radu za CSDH pokazuje samo jedan Siroki korak
iako se proteze u rasponu koji je vec¢i od raspona za CSHH i1 pomaknut je na visu temperaturu.
Razlika dobivenih termograma i literaturno opisanih posljedica je razli¢itih uvjeta snimanja kao

Sto su atmosfera, brzina zagrijavanja uzoraka i granulacija uzoraka.

105.00%

CSDH 0 kGy
100.00% | CSDH 25 kGy
e CSHH 0 kGy
CSHH 25 kGy
95.00% |
(=}
€ 9000% |
S~
g
85.00% |
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7000% L—— e
30 80 130 180 230
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Slika 5.2: Termogrami uzoraka kalcijevog sulfata dihidrata — CSDH 1 kalcijevog sulfata
hemihidrata — CSDH. Prikazane su relativne masene promjene uzoraka kao funkcije
temperature prije (0 kGy, plava i narancasta linija) i nakon (25 kGy, siva i Zuta linija) gama

zracenja.
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Na slici 5.3, prikazani su PXRD spektri sintetiziranth CSDH i a-CSHH hidrata te a-CSHH
nakon jedne godine starenja. Analiza kristalne strukture promatranih hidrata difrakcijom
rendgenskih zraka na prahu, potvrdila je da je u uzorcima prisutna samo jedna faza CS.
Vremensko ponaSanje dvaju hidrata tijekom razdoblja od jedne godine pokazalo je da se uzorak
CSHH tijekom vremena transformirao u CSDH, §to ukazuje da je CSHH izvorno bio prisutan
kao a-CSHH [77]. Za CSDH nije zabiljezena vremenska promjena $to ukazuje da je to stabilnija
faza. Transformacija a-CSHH se svakako mora imati na umu pri skladistenju CSHH gdje je

potrebno svesti vlagu na najmanju mogucéu mjeru.

©
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Slika 5.3: PXRD spektara neposredno sintetiziranih uzoraka kalcijevog sulfata dihidrata —
CSDH (crvena linjja) 1 kalcijevog sulfata hemihidrata — a-CSHH (crna linija) te a-CSHH nakon

godinu dana koji se transformirao u CSDH (plava linija).

Prije analize utjecaja gama zrac¢enja na koncentraciju radikala u uzorcima na bazi kalcijevih
sulfata, napravljena su EPR mjerenja neozracenih uzoraka. Kao $to je i bilo o¢ekivano, EPR

mjerenjem CSHH 1 CSDH nije detektiran EPR signal, tj. nisu pronadeni slobodni radikali. Na
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slici 5.4 prikazani su eksperimentalni i simulirani EPR spektri CSHH s oznacenim radikalima.

Na slici 5.6 prikazani su spektri za CSDH. Vidljiva je prisutnost radikala koji su inducirani

ioniziraju¢im zrac¢enjem.

CSHH
3.
[
> S0, coy
o 1 !
[
=
i
E CO2” (iso)
T T \l/
c
Roy
@9 S0z
o 2
o
L
—— eksperiment
—— simulacija
1 1 1 1 | 1
325 330 335
B (mT)

Slika 5.4: Eksperimentalni (crna linija) i simulirani (crvena linija) EPR spektar kalcijevog

sulfata hemihidrata — CSHH ozracenog dozom od 25 kGy. Strelicama su oznaceni radikali

inducirani gama zracenjem.
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a) 027, 19.2 %

b) SO, 11.7%
) 80, 42.5%

d) COy" (iso), 7.3 %

e)C02°,19.4 % J\/\f

| I | L |
325 330 335

B (mT)

EPR signal (instr. jedinice)

Slika 5.5: Komponente simuliranog spektra CSHH prikazanog na slici 5.5. Radikali s
odgovaraju¢im udjelima su dani redom: a) SO; radikal, b) SO, radikal, ¢) SO3 radikal, d) CO;
radikala, d) izotropni CO; radikal.
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CSDH
$0, (iso)
/
/
L/f'/
E o [}
= .
.-qo_)‘ CO2" (iso)
= mewv J
k=
3 yi
@© /
T /
D /
o /
% S02 (is0)
L
—— eksperiment L
simulacija S0."
3
| 1 | I | 1
325 330 335
B (mT)

Slika 5.6 : Eksperimentalni (crna linija) i simulirani (crvena linija) EPR spektar kalcijevog
sulfata dihidrata — CSDH ozra¢enog dozom od 25 kGy. Strelicama su oznaceni radikali

inducirani gama zracenjem.
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a) SO, (iso), 0.8%

b) SO5 (iso), 3.1%

c)$0,,228%
d) S0,7,339%

€) COy" (iso), 7.9 %

f)CO2,31.5% J\/\f

325 330 335
B (mT)

EPR signal (instr. jedinice)

Slika 5.7: Komponente simuliranog spektra CSDH prikazanog na slici 5.7. Radikali s
odgovaraju¢im udjelima su dani redom: a) izotropni SO3 radikal, b) izotropni SO radikal, c)

SOy radikal, d) SO3 radikal, e) izotropni CO; radikal, f) CO; radikal

KoriStenjem programskog paketa Easyspin [119] u racunalnom programu Matlab (The
MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, USA) simulirani su EPR spektri za CSHH 1 CSDH.
Simulacijom su utvrdeni parametri spektara (vrsta radikala 1 relativni udio) koji su prikazani u
tablici 5.1. Navedeni parametri su u skladu s literaturnim podacima (tablica 5.1). Na slikama
5.4 1 5.6 prikazani su simulirani spektri pojedinih radikala u CSHH i CSDH. Ukupni EPR

spektri su sume pojedinih komponenata (slike 5.5 1 5.7).
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Tablica 5.1: Vrijednosti g-faktora dobivene simulacijom EPR spektara za CSHH i CSDH

Radikal Ix Gy 9z CSHH* Relativ- CSDH* Relativ- Referenca
ni udio ni udio
u u
CSHH CSDH
Co; g1=2.0031 9,=1.9978 + 19.4% + 31.5%  [11][13]
[107]
[135]
[136]
[137]
Co; Jiso=2.0006 + 7.3% + 7.9%  [11][135]
[136]
[137]
[138]
SO3 91=2.0031 9;=2.0024 + 42.5% + 33.9% [11][107]
[136]
[139]
SOy 91=2.008 9y=2.019 + 11.7% + 22.8% [140]
SO; n.d. n.d. 922=2.0063 + 19.2% - - [141]
SOz Jiso=2.0058 : - + 3.1%  [11][13]
[107]
[140]
SO3 9iso=2.0033 - - + 0.8%  [11][13]
[107]

* oznake + 1 — oznacuju prisutnost ili odsutnost navedenog radikala u uzorku

Nepouzdanost je procijenjena prema rezoluciji magnetskog polja koriStenog EPR spektrometra
0dnosno B(xi) = Bmax/Nmax=20.02 uT, gdje je Bmax raspon snimanja, ovdje 0.2 mT, a Nmax broj
snimljenih to¢aka za navedeni raspon magnetskog polja, a iznosio je 999. 1z toga proizlazi da

je procijenjena nepouzdanost g-vrijednosti na 4. decimali odnosno iznosi g(xi)= 0.0001.

EPR spektri ozracenih CSDH 1 CSHH uzoraka prikazanih na slikama 5.4 1 5.6 mogu se objasniti
postojanjem radikala SO;, SOz, SOz, CO; s razlicitim g-faktorima. Glavni doprinos u

spektrima oba uzorka je radikal SO3 , koji je aksijalan, s g-faktorima g,=2.0031 1 g;,=2.0024.
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Iz navedenih radikala, vidljivo je da se radikali nalaze u drugacijem okruzenju u kristalnim
reSetkama CSDH 1 CSHH. U oba materijala, signal s faktorima g,=2.008 i g,=2.019 pripisan
je aksijalnom radikalu SOy . Signal na g, =2.0031 1 g;=1.9978 pripisan je aksijalnom CO3, dok
jesignal s g =2.0006 pripisan slobodno rotiraju¢em radikalu CO; . Dobiveni spektri se razlikuju
po tome $to je, rompski radikal SO, opazen samo u CSHH, dok su izotropni radikali SO; (

Jiso=2.0058)1 SO3 ( gi50=2.0033) opazeni samo u spektru CSDH.

5.2 Karakterizacija sintetiCkih dentalnih koStanih nadomjestaka na bazi

kalcijevih sulfata nakon izlaganja modelnim medijima

Na slikama 5.8 1 5.9 prikazani su EPR spektri netretiranih, ¢istth CSDH i1 CSHH, te nakon

njihovog tretmana fizioloskom otopinom, umjetnom slinom ili kombinacijom oboje.

x10 b)

x10 <)

x10 Mw

325 330 335

EPR signal (instr. jedinice)

Slika 5.8: EPR signali za a) gama ozraceni CSHH, b) s dodanom fizioloskom otopinom, ¢) s

dodanom fizioloskom otopinom i umjetnom slinom, d) s umjetnom slinom
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x2.5

c)

EPR signal (instr. jedinice)
]
(1]

d)

Slika 5.9: EPR signali za a) gama ozraceni kalcijev sulfat dihidrat (CSDH), b) s dodanom

fizioloskom otopinom, c¢) s dodanom fizioloSkom otopinom 1 umjetnom slinom, d) s umjetnom

slinom.

Utjecaj na koncentraciju radikala je izraZeniji za CSHH. Takoder, na slikama 5.10 - 5.12

prikazani su EPR spektri za smjese CSDH 1 CSHH u odgovaraju¢im omjerima: 80% CSDH i
20% CSHH (slika 5.10), 60% CSDH i 40% CSHH (slika 5.11), 40% CSDH i 60% CSHH (slika

5.12) te 20% CSDH i 80% CSHH (slika 5.13). Prikazani su ozraceni netretirani uzorci te uzorci

tretirani modelnim medijem.
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Slika 5.10: EPR signali za a) gama ozra¢enu mjeSavinu 80% kalcijevog sulfata dihidrata
(CSDH) 1 20% kalcijevog sulfata hemihidrata (CSHH), b) s dodanom fizioloSkom otopinom,

¢) s dodanom fizioloSkom otopinom i umjetnom slinom, d) s umjetnom slinom

EPR signal (instr. jedinice)

Slika 5.11: EPR signali za a) gama ozracenu mjeSavinu 60% kalcijevog sulfata dihidrata
(CSDH) 1 40% kalcijevog sulfata hemihidrata (CSHH), b) s dodanom fizioloSkom otopinom,

¢) s dodanom fizioloSkom otopinom i umjetnom slinom, d) s umjetnom slinom
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EPR signal (instr. jedinice)

—r’—%ﬁf 2
- “
325 330 335

B (mT)

Slika 5.12: EPR signali za a) gama ozra¢enu mjeSavinu 40% kalcijevog sulfata dihidrata
(CSDH) 1 60% kalcijevog sulfata hemihidrata (CSHH), b) s dodanom fizioloskom otopinom,

¢) s dodanom fizioloSkom otopinom i umjetnom slinom, d) s umjetnom slinom

25x% "‘\/\[\fw a)

EPR signal (instr. jedinice)

325 330 335
B (mT)

Slika 5.13: EPR signali za a) gama ozra¢enu mjeSavinu 20% CSDH 1 80% CSHH, b) s dodanom
fizioloskom otopinom, c¢) s dodanom fizioloSkom otopinom i umjetnom slinom, d) s umjetnom

slinom
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Radi boljeg razumijevanja smanjenja koncentracije radikala u razli¢itim medijima, ukupne
koncentracije radikala Ay, odredene su iz EPR spektra u razliitim smjesama gama ozracenih
CSDH 1 CSHH. Na slici 5.14 prikazane su ukupne koncentracije radikala Ay, kao funkcija
masenog udjela CSDH u CSHH, nakon razliCitih tretmana. Najveca koncentracija radikala,
An=406 instr. jedinica, je zabiljezena za Cisti CSHH koji je sluzio kao kontrolni uzorak. Ona se
brzo smanjivala s povecanjem udjela CSDH u smjesi. Dodavanjem fizioloske otopine ili
umjetne sline, koncentracija radikala u CSHH smanjila se na vrlo niske vrijednosti (Ay=3-6
instr. jedinica) i rasla s povecanjem koli¢ine CSDH u smjesi. U smjesama u kojima je koli¢ina
CSDH bila ve¢a od 40%, nakon tretmana medijem, koncentracije radikala bile su vece od
koncentracija u netretiranim smjesama. Maksimalne koncentracije radikala izmjerene su u

smjesama koje su sadrzavale 60 % i 80 % CSDH.

500

400 \
300 | \

200

g il S T

Ay (instr. jedinice)

0 20 40 60 80 100
w (CSDH) (%)

Slika 5.14: Ovisnost koncentracije radikala (A, ) o masenom udjelu kalcijevog sulfata dihidrata
— CSDH u smjesi s kalcijevim sulfatom hemihidratom — CSHH. Dijamant — kontrolni uzorak
(netretirani), kvadrat — fizioloska otopina, trokut — umjetna slina, krug — umjetna slina i

fizioloSka otopina
59

Timor Grego Doktorska disertacija



REZULTATII RASPRAVA

Kao sto se moze vidjeti u tablici 5.1, u EPR spektrima CSDH opazeni EPR signali odgovaraju
izotropnim komponentama CO;, SO; i1 SO3, dok EPR spektri CSHH sadrze samo signal jedne
izotropne komponente, odnosno CO;. Stoga u uzorcima u kojima je koli¢ina CSDH veca od
CSHH mijesanje s razli¢itim medijima (fizioloSka otopina, slina i kombinacija oboje) moze
utjecati na stupanj pokretljivosti, a time 1 na dinamiku koja se oCituje u EPR spektru promjenom
intenziteta linija, a takoder se odrazava u povecanju koncentracije radikala. Kako bi se to
potvrdilo, na slici 5.15 prikazan je omjer intenziteta vrha do vrha, 1,,, (engl. peak to peak),

izotropnog SO; i aksijalnog SO3.

1;3(50;) 12
IZ;IHI(SO;) | |
10 [ ] L 4
A
0.8
06 4 ¢
04+
*
02|
60 70 80 90 100

w(CSDH) (%)

Slika 5.15: Omjer intenziteta vrha do vrha, 1, (engl. peak to peak), izotropnog SO; 1 aksijalnog
SO3 u ovisnosti 0 masenom udjelu kalcijevog sulfata dihidrata CSDH. Dijamant — kontrolni

uzorak (netretirani), kvadrat — fizioloska otopina, trokut — umjetna slina.

Omjer raste linearno s povecanjem sadrzaja dihidrata, kao i nakon tretmana slinom ili

fizioloSkom otopinom. Pri visim udjelima CSDH, zabiljezeno je smanjenje koncentracije
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radikala samo za €isti uzorak (100% CSDH) tretiran fizioloSkom otopinom i umjetnom slinom.
To se moze objasniti ve¢om moguénoscu rekombinacije radikala u vodi, ali i putem fosfatnih i
karbonatnih iona u slini zbog vece topljivosti ¢istog CSDH u otopini najvece ionske jakosti tj.
otopine s najve¢om koncentracijom iona [142]. Zakljucak je da bi kolicina CSDH trebala biti
Sto manja u komercijalnom proizvodu. PXRD metodom je potvrdena transformacija u CSDH

(slika 5.3), §to predstavlja prakti¢ni problem zbog skladiStenja uzoraka.

Takoder je analiziran komercijalno dostupni uzorak BONDBONE® (Mis-implants), koji je
mjeSavina CSDH 1 CSHH. BONDBONE® je imao znacajno vecu koncentraciju radikala od
obje komponente (Ay=1511 instr. jedinica), ali ga se ne moze izravno usporedivati s drugim
uzorcima jer su tocan sastav i uvjeti sterilizacije gama zra¢enjem nepoznati. Nakon tretiranja
fizioloskom otopinom i umjetnom slinom, opaZeno je smanjenje koncentracije radikala u nizu
fizioloska otopina (73,33 %) < fizioloSka otopina i umjetna slina (85,14 %) < umjetna slina
(87,14 %). Na slici 5.16 prikazan je ATR-FTIR spektar BONDBONE®-a. 1z spektra (slika

1

5.16) se mogu uoditi obje karakteristi¢ne vrpce, na 1620 cm™1 i 1680 cm™?. Iz navedenog moze

se zakljuciti da je BONDBONE® mjesavina dvaju hidratiziranih oblika kalcijevog sulfata.

——CSDH 1620 cm-!
——BONDBONE®

—CSHH

Apsorbancija (instr. jedinice)

1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500
v(cm)

Slika 5.16: ATR-FTIR spektri uzoraka kalcijevog sulfata dihidrata — CSDH (crvena linija),
kalcijevog sulfata hemihidrata — CSHH (plava linija) i komercijalnog uzorka BONDBONE®

(crna linija).
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Prema tablici 5.2 gubitak mase BONDBONE®-a je izmedu vrijednosti dobivenih za CCDH i
CCHH, sto ukazuje daje taj materijal mjeSavina hidrata CSDH i CDHH. Iz dobivenih podataka
za Am (%) odreden je omjer hidratiziranih oblika u BONDBONE®-u koji iznosi 38% CSDH
prema 62% CSHH. Taj rezultat je potvrden mjerenjem i analizom kontrolnog uzorka

pripremljenog mijesanjem cistog CSDH i CSHH u istom omjeru kao $to je odreden za

BONDBONE®.
Tablica 5.2: Podaci dobiveni termogravimetrijskom analizom

Vrijednosti' CSDH CSDH CSHH CSHH BOND  Kontrolni Kontrolni
0kGy  25kGy 0kGy 25kGy BONE  uzorak’?  uzorak?
25kGy  0kGy 25 kGy

To (°C) 85.7 90.0 57.5 64.0 62.9 59.7 101.9
T, (°C) 1200  129.0 116 1073 1225 954 120.3
Te (°C) 150.7 1572 1312 1182 1333 1019 133.3
Am(mg)  -1.27 -1.15 -0.50 -0.38 -0.68 -0.21 -0.47
Am (%) -18.81  -18.67  -5.19 507 -1020  -3.23 -7.22

' Ty, Tpi Te 0znaduju redom pocetnu, vr$nu i krajnju temperaturu, dok Am oznacuje promjenu

masec

2 Nakon $to je dobiven maseni omjer CSHH i CSDH u komercijalnom uzorku BONDBONE®,

pripremljen je isti maseni omjer mjeSavine koji je mjeren kao kontrolni uzorak

Zaklju¢no, EPR analizom je pokazano da fizioloSka otopina i umjetna slina imaju znacajan
utjecaj na koncentracije radikala u oba hidrata, koriStenih pojedina¢no ili u smjesi. Najvece
smanjenje koncentracije radikala zabiljezeno je za CSHH nakon mijeSanja s fizioloSkom
otopinom ili umjetnom slinom, dok je CSDH odrzavao relativno visoku koncentraciju radikala.
Ovime se pokazuje da se sigurnost upotrebe komercijalnog proizvoda moze povecati

smanjenjem koliCina stabilnijeg CSDH u smjesi. Stoga se prema ovim rezultatima kvaliteta
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materijala na bazi gama steriliziranog kalcijevog sulfata moze poboljsati prilagodavanjem
njihovog sastava kako bi se smanjio broj radikala nastalih zracenjem, na na¢in da imaju manji

udio CSDH u kona¢nom proizvodu.

5.3 Karakterizacija kalcijevih sulfata steriliziranih plazmom

Uz sterilizaciju ioniziraju¢im zra¢enjem koja je poznata i etablirana metoda, u ovom radu je
razmatrana i opcija sterilizacije RF plazmom. Sterilizacija plazmom se pokazala uc¢inkovitom
metodom za inaktivaciju bakterija i mikroorganizama u razli¢itim materijalima [131], [143-

149].

Slika 5.17: Sterilizacija uzoraka RF plazmom

Uzoreci su tretirani RF plazmom koristeci plinove Ar, He 1 O2. Na slici 5.17 prikazan je proces
sterilizacije plazmom. U svim razmatranim slucajevima, RF plazma se pokazala kao

neprimjerena metoda za promatrane materijale. Za vrijeme tretiranja, dosSlo je do gorenja
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uzoraka te do makroskopskih promjena uzoraka (slika 5.18), stoga nije provedena daljnja

analiza metodama opisanim u poglavlju 4.

Slika 5.18: Usporedba netretiranog uzorka i uzorka tretiranog RF plazmom

5.4 Karakterizacija sintetiCkih dentalnih koStanih nadomjestaka na bazi

kalcijevih fosfata

Uz EPR metodu, za karakterizaciju materijala na bazi hidroksiapatita (HAP), koriStena je
difrakcija rendgenskih zraka na polikristalnom uzorku (PXRD), infracrvena spektroskopija s

Fourierovom transformacijom (FTIR) i pretrazna elektronska mikroskopija (SEM).

Na slikama 5.19 i 5.20 prikazani su spektri neozra¢enih uzoraka i uzoraka ozra¢enih dozom od
25 kGy dobiveni difrakcijom rendgenskih zraka (PXRD) za nesupstituirani hidroksiapatit
(HAP) i Mg supstituirani hidroksiapatit (Mg-HAP). PXRD spektar (slika 5.19) nedopiranog
HAP-a sadrzi niz oS$trih difrakcijskih maksimuma, Sto ukazuje na dobru kristalini¢nost.

Najintenzivniji maksimumi na 26 su: 10.86°, 25.91°, 31.81°, 32.25° i 32.95° te odgovaraju

64
Timor Grego Doktorska disertacija




REZULTATII RASPRAVA

(100), (002), (211), (112) i (300) refleksijama HAP-a (JCPDS 09-0432), a prikazani su u tablici
5.3.

HAP 25 kGy . |
HAP 0 kGy n ’

T T T d T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70

26(°)

Intenzitet (instr. jedinice)

Slika 5.19: Spektri dobiveni difrakcijom rendgenskih zraka (PXRD) za nesupstituirani

hidroksiapatit (HAP) za neozraceni uzorak i uzorak ozracen dozom od 25 kGy.

Mg-HAP 25 kGy

Intenzitet (instr. jedinice)

Mg-HAP 0 kGy

26(%)

Slika 5.20: Spektri dobiveni difrakcijom rendgenskih zraka (PXRD) za Mg supstituirani

hidroksiapatit (Mg-HAP) za neozraceni uzorak i uzorak ozracen dozom od 25 kGy.
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Tablica 5.3: Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u uzorcima hidroksiapatita (HAP)

prikazanih za netretirani uzorak, uzorak ozracen dozom od 25 kGy te za uzorke tretirane 1 do

28 dana na temperaturi od 37 °C, korigiranom simuliranom tjelesnom tekuc¢inom (c-SBF) i

fizioloSkom otopinom.

20 (°)
HAP c-SBF Fizioloska otopina
Millerovi
indeksi . ozradeni

pojedinih  "eTreUrAant - orak 25 1d 14d 28d 1d  14d  28d

Braggovih uzorak kGy)

ravnina®
100 10.86 10.76 10.86 10.86 10.81 10.80 10.89 10.90

13.67 13.47 13.72 13.67
101 16.9 16.76 16.87 16.89 16.8 16.83 1691 16.86
110 18.86 18.82 18.86 19.32 18.79 18.74
200 21.83 21.71 21.82 21.87 21.74 21.73 21.81 21.78
111 22.9 22.77 22.88 22.95 22.82 22.83 2294 2285
002 2591 25.79 25.90 25.97 25.85 25.85 2595 25091
102 28.18 28.05 28.12 28.19 28.11 28.10 2820 28.13
210 28.97 28.84 28.93 29.02 28.91 28.89 2898 28.97
31.17 31.02 31.14 31.19 31.20

211 31.81 31.69 31.78 31.85 31.75 31.74 31.82 31.80
112 32.25 32.11 32.2 32.27 32.17 32.16 3225 3221
300 32.95 32.83 32.96 23.99 32.89 32.88 3297 3294
202 34.11 33.99 34.07 34.13 34.05 34.03 34.12 34.08
311 35.51 35.86 35.49 35.52 3542 3545 3551 3546
212 39.24 39.11 39.22 39.25 39.2 39.20 39.20 39.24
310 39.85 39.72 39.82 39.89 39.78 39.77 39.86 39.84
311 42.07 41.93 42.01 42.08 41.95 41.95 42.05 42.00
113 4395 43.79 43.90 43.87 43.83 4382 4392 4392
203 45.34 45.23 45.43 45.46 45.43 4535 4549 4546
222 46.75 46.61 46.70 46.78 46.68 46.66 46.76 46.71
312 48.12 48.00 48.09 48.16 48.07 48.06 48.14 48.11
320 48.63 48.52 48.58 48.60 48.58 48.57 48.63 48.67
213 49.53 49.40 49.51 49.56 49.45 4944 49.54 49.51
321 50.54 50.42 50.50 50.58 50.46 50.45 50.53 50.51
410 51.31 51.19 51.31 51.35 51.25 51.25 5131 51.28

402, 303 52.13 52.01 52.11 52.15 52.07 52.06 52.16 52.09

004, 411 53.24 53.11 53.21 53.26 53.17 53.16 53.25 53.23

322,223 55.93 55.79 55.90 55.98 55.84 55.82 5592 55.99
313 57.13 57.05 57.16 57.14 57.09 57.07 5653 57.14
420 59.98 59.98 59.96 59.99 59.89 59.92  60.01 59.99
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214, 421 61.61
405 63.02
304, 323 64.15
511 65.05
422 66.45

61.62
62.92
64.09
64.94
66.26

61.77
62.98
64.03
65.02
66.36

61.69
63.09
64.09
65.1
66.39

61.62
62.97
64.12
65.01
66.39

61.37
62.94
64.12
64.99
66.39

64.74
63.04
64.20
65.03
66.41

61.68
63.03
64.18
65.05
66.39

*prazne kucice u tablici se odnose na neasignirane maksimume

Difraktogram praha Mg-HAP sadrzi maksimume karakteristicne za HAP (slika 5.19),
najintenzivnije na 26 od 25.90°,29.01°, 31.19°, 32.17°,32.95° §to odgovara (002), (210), (211),
(112) refleksijama HAP-a (tablica 5.4, JCPDS 09-0432). Maksimumi su prosireni u usporedbi

s nesupstituiranim HAP-om (slike 5.19 1 5.20), §to je u skladu s literaturnim podacima [106],

[150-152], a posebno je izrazeno za difrakcijske maksimume u 26 podrucju od 30° do 35°.

Dodatno, nekoliko HAP maksimuma niskog intenziteta nije opaZeno. Osim slabije

kristalini¢nosti, to ukazuje na stvaranje apatitne faze [152-154]. Osim difrakcijskih maksimuma

HAP-a, opazen je 1 maksimum niskog intenziteta na 260 od 37.71° karakteristi¢an za Mg(OH)>

[155], [156]. Opazene razlike u difraktogramima ozracenih i neozracenih uzoraka Mg-HAP

mogu se pripisati nehomogenosti uzorka i manje uredenoj strukturi u odnosu na HAP.

Tablica 5.4: Asignacija opazenih difrakcijskih maksimuma u uzorcima Mg supstituiranog

hidroksiapatita (Mg-HAP) prikazanih za netretirani uzorak, uzorak ozracen dozom od 25 kGy

te za uzorke tretirane 1 do 28 dana na temperaturi od 37 °C, korigiranom simuliranom

tjelesnom teku¢inom (c-SBF) i fizioloSkom otopinom.

20 (°)
Mg-HAP c-SBF Fizioloska otopina
Millerovi
pi)l}:(elli{lf;h netretirani oj;:f:;:i 1d PXRD netretirani Oj;:f:llii 1d PXRD
uzorak maksimumi uzorak maksimumi
Braggovih (25kGy) (25kGy)
ravnina*
12.14- 12.06- 12.47-
15.18 14.49 15.18
HAP
(110) 18.1 18.04
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HAP

Gy 254 2249

(}é/gzp) 2590 2594 2590 2586 2587 2583 2586 2597
27.34 2743 2741

HAP

o) 2901 2891 2832

(};?1}; 3119 3184 3177 3170 3163 3171 3174 3175

HAP

Gy 217 3289

MgOH,  37.71 37.74

HAP

(310) 39.96 39.85

HAP

(203) 4542 45.39 4544 45,46 45.45
(}21?2})) 46.73 46.6 46.71 46.70 46.66 46.58  46.67 46.62
HAP

213) 49.34 49.43 494 49.56 49.79 49.52 4947 49.46
HAP 53.17 53.17  53.07 53.17 53.14. 53.07 53.19 53.31
(004)

HAP 56.48 56.5 56.48

*prazne kucice u tablici se odnose na neasignirane maksimume

U FTIR spektrima (slike 5.21 1 5.22) uocene su vibracijske vrpce fosfatnih 1 hidroksilnih
skupina karakteristi¢ne za HAP (tablica 5.5). Vibracije fosfatnih skupina opazene su na 1087
cm™ 11024 cm! §to odgovara v, i vs. trostruko degeneriranom asimetri¢nom nacinu istezanja
veza P-O, odnosno 963 cm™! §to odgovara v;, nedegeneriranom simetri¢nom nadinu istezanja
P-O veza, 599 cm’!, 564 cm™! §to odgovara vy, i v4 trostruko degeneriranom nacinu savijanja

O-P-O veza, odnosno na 474 cm™ v, dvostruko degeneriranom nacinu savijanja O-P-O veze
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[157]. Uo&ene su dvije vrpce karakteristi¢ne za vibraciju hidroksilne skupine, pri 3573 cm™ v,

$to odgovara istezanju i pri 629 cm™ §to odgovara vibracijskom modu hidroksilne skupine
[157].

Tablica 5.5: Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektrima uzorcima hidroksiapatita
(HAP). Prikazane su za netretirani uzorak, uzorak ozracen dozom od 25 kGy te za uzorke

tretirane 1 do 28 dana na temperaturi od 37 °C, korigiranom simuliranom tjelesnom teku¢inom

(c-SBF) i fizioloskom otopinom.

v (cm™)
HAP ¢-SBF Fiziolo$ka otopina
ozraceni
Asignirana netretirani
uzorak 1d 14d 28d 1d 14d 28d
vrpca uzorak
(25kGy)

OH™ 3573 3573 3573 3573 3573 3573 3573 3573
PO3 V3, 1087 1087 1087 1087 1087 1087 1087 1087
PO3™ vic 1024 1026 1028 1024 1027 1024 1024 1024
P03~ vy 963 963 963 963 963 963 963 963

OH™ 629 630 630 629 630 630 629 630
PO3™ v 599 599 599 599 599 599 599 599
PO}~ vac 564 565 566 562 565 564 564 562
PO~ v 474 474 473 473 473 474 474 474

Uz vrpce karakteristicne za vibracije fosfatne grupe i molekule vode uo¢ene u FTIR spektru
nesupstituiranog HAP-a (slika 5.21), u FTIR spektru Mg-HAP (slika 5.22) opazene su vrpce
karakteristi¢ne za vibracije H2O na 3564 - 3000 cm™ i 1633 cm™, CO3~ vrpce na 1426 cm™,
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1321 em™ i 873 ecm™! [106], [155], P,0%~ vrpce na 828 cm™! i vrpce na 715 cm™ (slika 5.21 i
5.22). Prisutnost vrpce vibracije vode, u podru&ju 3564 — 3000 cm’!, ukazuje na veéi afinitet
povrsine Mg-HAP za vezanje molekula vode [158]. Osim toga, izgubljena je hiperfina struktura
fosfatnih vrpci u podruéju 1134 — 914 cm™!, §to takoder ukazuje na manju kristalini¢nost Mg-

HAP-a u usporedbi s HAP-om.

Tablica 5.6: Asignacija opazenih vibracijskih vrpci u FTIR spektrima uzorcima Mg
supstituiranog hidroksiapatita (Mg-HAP). Prikazane su za netretirani uzorak, uzorak ozracen
dozom od 25 kGy te za uzorke tretirane 1 do 28 dana na temperaturi od 37 °C, korigiranom

simuliranom tjelesnom teku¢inom (c-SBF) i fizioloSkom otopinom.

v (cm™)
Mg-HAP c-SBF Fizioloska otopina
Asignirane  netretirani ozrafeni
vrpee* uzorak uzorak 1d 14d 28d 1d 14d 28d
(25kGy)
H20 3’3506(;‘0- 32586 102-
H,0 1633 1633
C03~ 1417 1416 1448 1451 1450 1447 1448 1449
C03~ 1329 1326 1418 1417 1417 1418 1417 1417
PO3 v, 1092 1086 1107 1098 1104 1100 1090 1104
P03~ v 1022 1021 1022 1020 1020 1022 1020 1022
P03~ v 961 961 961 961 961 961 961 961
CO3~ 873 873 873 873 873 874 873 873
828 828
P,0% 715 715
PO3™ Vi, 601 600 601 600 601 601 600 601
PO3™ v 561 561 561 560 560 561 560 561
PO3™ v 472 473 470 471 471 465 471 471

*prazne kucice u tablici se odnose na neasignirane vrpce
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Slika 5.21: Spektri dobiveni infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom
(FTIR) za nesupstituirani hidroksiapatit (HAP) za neozraceni uzorak i uzorak ozracen dozom

od 25 kGy.

Mg-HAP 25 kGy

Apsorbancija (instr. jedinice)

Mg-HAP 0 kGy

v ) v J v J v J v J M U M )
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
v (cm’1)

Slika 5.22: Spektri dobiveni infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom
(FTIR) za Mg supstituirani hidroksiapatit (Mg-HAP) za neozraceni uzorak i uzorak ozracen

dozom od 25 kGy.
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Kao S$to se 1 ocekivalo, nije otkrivena nikakva znacajna promjena u strukturi i sastavu oba
uzorka nakon ozradivanja, kao $to je prikazano u PXRD difraktogramima i FTIR spektrima

(slike 5.19-5.22 i tablice 5.3-5.6).

SEM mikrografije pokazuju da je HAP nastao u obliku nepravilnih prizmati¢nih kristala (slika
5.23). EDS analiza potvrdila je prisutnost Ca, P 1 O (slika 5.24a), dok je SEM mikrografijom
otkriveno stvaranje agregiranih kristala poput lista (slika 5.23). EDS spektri potvrduju
prisutnost magnezija u materijalu (slika 5.24b). Sadrzaj Mg u uzorku bio je 0.25 % utvrden

atomskom apsorpcijskom spektroskopijom (AAS).

Simulirana tjelesna tekuéina Fizioloska otopina
14d . 7 28d

Slika 5.23: SEM slike: nesupstituiranog hidroksiapatita (HAP) i  Mg-supstituiranog
hidroksiapatia (Mg-HAP) nakon uranjanja u c-SBF i fiziolosku otopinu tijekom 14 - 28 dana
pri temperaturi od 37 °C.
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Slika 5.24: EDS analiza: a) hidroksiapatita (HAP) i b) Mg-supstituiranog HAP-a

EPR spektri neozracenog hidroksiapatita (HAP) i Mg-supstituiranog HAP-a nisu pokazivali
signal, Sto je potvrdilo Cisto¢u sinteze 1 odsutnost metala i1 iona u tragovima u navedenim
uzorcima. EPR spektri nesupstituiranog HAP 1 Mg-supstituiranog HAP ozraenog do 25 kGy
prikazani su na slikama 5.25 - 5.28. Dva dominantna signala opazena u EPR spektrima oba
uzorka pripisana su radikalima CO; i NO3~. Radikal CO; najvjerojatnije je ugraden tijekom
sinteze provedene u prisutnosti zraka [159], [160]. g-vrijednosti CO; signala nesupstituiranog
HAP-a i Mg-supstituiranog HAP-a razlikuju se unutar nepouzdanosti mjerenja i iznose g,=
2.0035 £ 0.0002, g, = 2.0015 + 0.0002 i g, = 1.9976 + 0.0002, $to je u skladu s prethodnim
EPR studijama koje su istrazivale slobodne radikale i defektima u kalcijevim fosfatima, kostima
1 zubnoj caklini [4], [14], [107], [160-162]. Nepouzdanost g-vrijednosti povezana je s
rezolucijom magnetskog polja koja je opisana u poglavlju 5.1. Takoder, radikal NO3~ je

vjerojatno ugraden tijekom sinteze i to prvenstveno u nesupstituirani HAP. Njegove g-
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vrijednosti bile su: g, = g, = 2.0057 £ 0.0002 i g, = 2.0017 + 0.0002, u skladu s ve¢

objavljenim vrijednostima [163], [164].

Osim ta dva signala, u EPR spektrima Mg-supstituiranog HAP-a uoceni su dodatni signali, u
odnosu na nesupstituirani HAP, razli¢itog intenziteta u podru¢ju magnetskog polja od 328.67
mT do 331.01 mT, $to odgovara rasponu g-vrijednosti od 2.0199 do 2.0056. Manjak
istrazivanja EPR spektroskopijom Mg supstituiranog HAP otezava usporedbu i identifikaciju
radikala induciranih gama zraCenjem. Izmjereni EPR spektar Mg-supstituiranog HAP-a

pokazao se slicnim onom hidroksiapatita iz govede kosti [164].

EPR signal (instr. jedinice)

L . 1 . 1 . L
325 330 335 340
B (mT)

Slika 5.25: EPR spektri ozracenog (25 kGy) nesupstituiranog hidroksiapatita (HAP) prije (crna
linija) 1 nakon uranjanja u simuliranu tjelesnu tekucinu tijekom: 1 dana (crvena linija), 14 dana
(plava linija) 1 28 dana (ljubicasta linija) pri temperaturi od 37 °C. EPR signal je normiran na
masu 1 pojacanje EPR instrumenta te zbog toga dolazi do vizualne razlike u omjeru signala i

Suma izmedu pojedinih spektara.
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Slika 5.26: EPR spektri ozracenog (25 kGy) nesupstituiranog hidroksiapatita (HAP) prije (crna
linija) 1 nakon uranjanja u fizioloSku otopinu tijekom: 1 dana (crvena linija), 14 dana (plava
linija) i 28 dana (ljubicasta linija) pri temperaturi od 37 °C. EPR signal je normiran na masu i

pojacanje EPR instrumenta te zbog toga dolazi do vizualne razlike u omjeru signala i Suma

izmedu pojedinih spektara.

EPR signal (instr. jedinice)

L . L L
325 330 335 340
B (mT)

Slika 5.27: EPR spektri ozra¢enog (25 kGy) magnezijem supstituiranog hidroksiapatita (Mg-

HAP) prije (crna linija) 1 nakon uranjanja u simuliranu tjelesnu tekucinu tijekom: 1 dana (crvena
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linjja), 14 dana (plava linija) i 28 dana (ljubicasta linija) pri temperaturi od 37 °C. EPR signal
je normiran na masu i poja¢anje EPR instrumenta te zbog toga dolazi do vizualne razlike u

omjeru signala i Suma izmedu pojedinih spektara.

EPR signal (instr. jedinice)

1 . | | I
325 330 335 340
B (mT)

Slika 5.28: EPR spektri ozracenog (25 kGy) magnezijem supstituiranog hidroksiapatita (Mg-
HAP) prije (crna linija) i nakon uranjanja u fiziolosku otopinu tijekom: 1 dana (crvena linija),
14 dana (plava linija) i 28 dana (ljubicasta linija) pri temperaturi od 37 °C. EPR signal je
normiran na masu i pojac¢anje EPR instrumenta te zbog toga dolazi do vizualne razlike u omjeru

signala i Suma izmedu pojedinih spektara.

5.5 Karakterizacija sintetiCkih dentalnih koStanih nadomjestaka na bazi

kalcijevih fosfata izloZenih modelnim medijima

Na slikama 5.29 - 5.32 prikazani su spektri dobiveni difrakcijom rendgenskih zraka (PXRD) za
nesupstituirani hidroksiapatit (HAP) 1 Mg supstituirani hidroksiapatit (Mg-HAP) prije 1 nakon
uranjanja u c-SBF 1 fiziolosku otopinu. Prikazani su spektri uzoraka ozracenih dozom od 25
kGy tretiranih od 1 do 28 dana pri temperaturi od 37 °C. Nakon 14 dana izlaganja HAP-a c-
SBF-u i fizioloskoj otopini detektiran je amorfni maksimum niskog intenziteta u rasponu od 26

13°-15°. Intenzitet tog maksimuma opada s vremenom, §to bi moglo ukazivati na stvaranje nove
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faze (slike 5.29 - 5.32). U slu¢aju Mg-HAP, nakon uranjanja u ¢-SBF i fiziolosku otopinu, nisu
detektirani maksimumi koji odgovaraju (110), (111), (210), (112) i (310) HAP refleksija.
Takoder nije uocen Mg(OH), maksimum nakon 1 dana izlaganja (slike 5.38-5.41). Amorfni
maksimum niskog intenziteta u rasponu od 26 12° -15° opazen je nakon 14 dana uranjanja u
oba medija, sli¢no kao i kod nesupstituiranog HAP-a. Osim toga, uoceni su i maksimumi niskog
intenziteta na oko 45.5° 1 56.5°, koji nisu prisutni u netretiranom Mg supstituiranom HAP-u.
Takoder, poznato je da su ionski supstituirani HAP-ovi termodinamicki nestabilniji od

transformacija u modelnim medijima brza [18].

28d
‘q.-; A\
°
c
£
2
i 14 d
7
£
3
E 1d
) ANAA,
=

HAP 25 kGy I h! W

— T
10 20 30 40 50 60 70

20(°%)

Slika 5.29: Spektri dobiveni difrakcijom rendgenskih zraka (PXRD) za nesupstituirani
hidroksiapatit (HAP) prije 1 nakon tretiranja fizioloSkom otopinom. Prikazani su spektri
uzoraka ozraCenih dozom od 25 kGy (crvena linija) te uzoraka koji su odstajali 1 dan (plava

linija), 14 dana (ljubicasta linija) te 28 dana (zelena linija) pri temperaturi od 37 °C.
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Slika 5.30: Spektri dobiveni difrakcijom rendgenskih zraka (PXRD) za nesupstituirani
hidroksiapatit (HAP) prije i nakon tretiranja simuliranom tjelesnom teku¢inom. Prikazani su
spektri uzoraka ozracenih dozom od 25 kGy (crvena linija) te uzoraka koji su odstajali 1 dan

(plava linija), 14 dana (ljubicasta linija) te 28 dana (zelena linija) pri temperaturi od 37 °C.
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Slika 5.31: Spektri dobiveni difrakcijom rendgenskih zraka (PXRD) za magnezijem
supstituirani hidroksiapatit (Mg-HAP) prije 1 nakon tretiranja fizioloSkom otopinom. Prikazani
su spektri uzoraka ozracenih dozom od 25 kGy (crvena linija) te uzoraka koji su odstajali 1 dan

(plava linija), 14 dana (ljubicasta linija) te 28 dana (zelena linija) pri temperaturi od 37 °C.
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Slika 5.32: Spektri dobiveni difrakcijom rendgenskih zraka (PXRD) za magnezijem
supstituirani hidroksiapatit (Mg-HAP) prije i nakon tretiranja simuliranom tjelesnom
teku¢inom. Prikazani su spektri uzoraka ozracenih dozom od 25 kGy (crvena linija) te uzoraka
koji su odstajali 1 dan (plava linija), 14 dana (ljubicasta linija) te 28 dana (zelena linija) pri

temperaturi od 37 °C.

Nakon uranjanja HAP-a u ¢-SBF 1 fizioloSku otopinu, nisu uo¢ene promjene u FTIR spektrima
(slike 5.33 - 5.36 1 tablica 5.5). Osim toga, nije primije¢ena znac¢ajna promjena u morfologiji
HAP-a (slika 5.23), osim nakon 28 dana izlaganja c-SBF. U tom su se slu¢aju na povrsini HAP
kristala formirali mali, tanki kristali nalik listi¢ima. OpaZeno ponaSanje moglo bi biti posljedica
toga Sto je HAP termodinamicki najstabilnija faza kalcijevog fosfata u fizioloskim uvjetima
[153], [165]. FTIR spektri uzoraka izlozenih modelnim medijima ne sadrZe vrpce vibracija
vode u podruéju 3564 — 3000 cm™!, vrpcu na 1633 cm!, kao ni vrpcu na 828 cm!. P,0%~ vrpca
pri 715 cm™! prisutna je u spektrima netretiranog Mg-HAP-a §to se vidi na slikama 5.33 - 5.36
i u tablici 5.6. Takoder, smanjio se intenzitet vrpci CO u podrucju 1450 — 1330 cm™!. Kristali
nalik listi¢ima izgledali su razvijeniji nakon uranjanja u c-SBF tijekom 14 i 28 dana nego u
fizioloSkoj otopini nakon 28 dana (slika 5.23). Nije primijeena znaCajna promjena u

morfologiji uzorka izloZzenog fizioloskoj otopini nakon 28 dana.
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Slika 5.33: Spektri dobiveni infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom
(FTIR) za nesupstituirani hidroksiapatit (HAP) prije i nakon tretiranja simuliranom tjelesnom
teku¢inom. Prikazani su spektri uzoraka ozracenih dozom od 25 kGy (crvena linija) te uzoraka
koji su odstajali 1 dan (plava linija), 14 dana (ljubicasta linija) te 28 dana (zelena linija) pri

temperaturi od 37 °C.
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Slika 5.34: Spektri dobiveni infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom
(FTIR) za nesupstituirani hidroksiapatit (HAP) prije i nakon tretiranja fizioloSkom otopinom.
Prikazani su spektri uzoraka ozracenih dozom od 25 kGy (crvena linija) te uzoraka koji su
odstajali 1 dan (plava linija), 14 dana (ljubicasta linija) te 28 dana (zelena linija) pri temperaturi

od 37 °C.
80

Timor Grego Doktorska disertacija



REZULTATII RASPRAVA

g | = ka
=

£

2

£

3,

8

a | 1d
£

]

@

a

<

Mg-HAP 25 kGy

8-

T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 5

v (cm'w)

Slika 5.35: Spektri dobiveni infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom
(FTIR) za magnezijem supstituirani hidroksiapatit (Mg-HAP) prije 1 nakon tretiranja
simuliranom tjelesnom tekué¢inom. Prikazani su spektri uzoraka ozracenih dozom od 25 kGy
(crvena linija) te uzoraka koji su odstajali 1 dan (plava linija), 14 dana (ljubicasta linija) te 28

dana (zelena linija) pri temperaturi od 37 °C.
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Slika 5.36: Spektri dobiveni infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom
(FTIR) za magnezijem supstituirani hidroksiapatit (Mg-HAP) prije i nakon tretiranja
fizioloSkom otopinom. Prikazani su spektri uzoraka ozracenih dozom od 25 kGy (crvena linija)
te uzoraka koji su odstajali 1 dan (plava linija), 14 dana (ljubicasta linija) te 28 dana (zelena

linija) pri temperaturi od 37 °C.
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EPR signali HAP-a i Mg-HAP-a izlozenih SBF-u ili fizioloSkoj otopini smanjivali su se tijekom
vremena i nakon 28 dana su uglavnom ili u potpunosti nestali (slike 5.25 - 5.28). Smanjivanje
ili nestajanje EPR signala implicira moguénost nekog oblika stabilizacije uzoraka putem
rekombinacije radikala u uvjetima koji imitiraju fizioloske, §to je dosta obecavajuce s obzirom
na mogucu medicinsku primjenu Mg supstituiranog ili nesupstituiranog hidroksiapatita. Uocen
je brzi pad EPR signala Mg-HAP-a u odnosu na EPR signal HAP-a kod izlaganja uzoraka
modelnim medijima za 1. 1 14. dan §to je u skladu s ve¢om topljivosti i termi¢kom nestabilnosti
Mg-HAP-a prema samom HAP-u [18]. lako 28 dana nakon uranjanja, razlika izmedu smanjenja
signala za uzorke tretirane c-SBF i fizioloSkom otopinom unutar je mjerne nesigurnosti koja
ukljuuje mjerne nesigurnosti vaganja, ograni¢enje rezolucije EPR spektrometra, mjerne
nesigurnosti zbog omjera signala i1 Suma (engl. signal to noise ratio, S/N) koji je temperaturno
ovisan te mogucnosti variranja temperature pri odrzavanju EPR instrumenta na zadanoj
temperaturi u duzem vremenskom periodu. Na slici 5.37 prikazano je smanjenje dvostrukog
integrala signala u ovisnosti o vremenu izlaganja fizioloskoj otopini i c-SBF pri temperaturi od
37 °C za oba uzorka. To ukazuje da bi oba medija mogla imati slican u¢inak na radikale nastale
zracenjem HAP-a i Mg-supstituiranog HAP-a. Ta bi se analiza mogla iskoristiti za predvidanje
ponasanja i drugih sintetickih dentalnih nadomjestaka na bazi kalcijevih fosfata kada se

primjenjuju kao implantati za regeneraciju kosti.

82

Timor Grego Doktorska disertacija



REZULTATII RASPRAVA

a)
100.00%
100.00%
g =
90.00% G 80.00%
o
£
£ 60.00%
80.00% £
& u
£ 40.00% | g
]
70.00% BHAP ©Mg-HAP =
s 5 2000%
&
E
9 “ doom
= .00%
E’ 60.00% 0 5 10 15 20 25 30
©  (dan)
ey
2
O 50.00%
®
=
wn
g o
O 40.00%
o
30.00%
20.00%
10.00%
oo ||
Netretirani uzorak 1.dan 14.dan 28.dan
Broj dana u fiziolokoj otopini
b)
100.00%
100.00%
- L]
=
90.00% S 80.00%
E
=3
@
50.00% g 60.00%
H ]
£ 4000% | ™
£
70.00% mHAP Mg-HAP ;T
£20.00%
§
o) &
£ 60.00% 0.00%
w© 0 5 10 15 20 25 30
c t (dan)
=g
0 50.00%
©
=
w
2
D 40.00%
o
30.00%
20.00%
10.00%

Netretirani uzorak 1.dan 14.dan 28.dan

Broj dana u simuliranoj tjelesnoj tekudini

Slika 5.37: Ovisnost dvostrukog integrala EPR signala o vremenu izlaganja: a) fizioloskoj
otopini i b) simuliranoj tjelesnoj tekucini (c-SBF) pri temperaturi od 37 °C za nesupstituirani

hidroksiapatit (HAP) i Mg-supstituirani HAP (Mg-HAP) ozracenih dozom od 25 kGy. U
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gornjem desnom kutu, prikazano je smanjenje koncentracije radikala za HAP i Mg-HAP ovisno

o vremenu izlaganja uzoraka u pojedinom modelnom mediju.

5.6 Temperaturna ovisnost sintetickih dentalnih koStanih nadomjestaka

na bazi kalcijevih fosfata

Za utvrdivanje stabilnosti radikala nastalih sterilizacijom gama zracenjem, snimljeni su EPR
spektri nesupstituiranog HAP-a 1 Mg-supstituiranog HAP-a na Cetiri razli¢ite temperature: 343
K, 353 K, 363 K 1 373 K tijekom najmanje 2 sata grijanja. Ti rezultati mogli bi pruziti dodatne

informacije o ponaSanju slobodnih radikala u uvjetima kao $to su skladiStenje i transport [25].

Uzorci su podvrgnuti termogravimetrijskoj analizi kako bi se utvrdile eventualne promjene koje
se ocituju kroz gubitak mase (slika 5.38). Takvi bi podaci mogli pomo¢i pri interpretaciji
rezultata dobivenih EPR-om. Slika 5.38 prikazuje TGA krivulje uzoraka HAP-a i Mg-HAP-a u
smislu rezidualne mase. HAP ne prolazi nikakvu znac¢ajnu promjenu, tj. pokazuje manje od 2%
gubitka mase s povecanjem temperature do 300 °C. Medutim, suprotno ponasanje uoceno je za
Mg-supstituirani HAP. Kada je dostignuta temperatura od 100 °C, uzorak je izgubio oko 6 %
svoje mase. Razlika u toplinskom ponasanju u podru¢ju do 100 °C moZe se pripisati vecoj
sposobnosti vezanja vode Mg-supstituiranog HAP-a [158], kao $to se i vidi iz FTIR spektra
prikazanog na slikama 5.21 1 5.22. Na oko 250 °C otkriven je nagli gubitak mase. Na 300 °C
ostalo je oko 60 % rezidualne mase. UocCena razlika u toplinskom ponaSanju slijedi ponasanje

nesupstituiranog 1 Mg-supstituiranog HAP kao $to je 1 opisano u studijama [166] 1 [167].
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Slika 5.38: TGA krivulje nesupstituiranog hidroksiapatita (HAP) i Mg supstituiranog HAP (Mg
HAP).

Kako bi se utvrdilo da nije doslo do strukturnih ili sastavnih promjena u hidroksiapatitima,
snimljeni su difraktogrami praha nakon 2 sata zagrijavanja na Zeljenoj temperaturi (slike 5.39 i
5.40). U difraktogramima HAP-a nisu uo€ene promjene (slika 5.39). U slucaju Mg-HAP (slika
5.40) intenzitet difrakcijskog maksimuma na 26 od 32.95° se mijenjao s promjenom
temperature. Budu¢i da se nije mogao odrediti izravan odnos izmedu promjena intenziteta i

porasta temperature, ta bi promjena mogla biti uzrokovana s nehomogenoscu uzorka.
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Slika 5.39: PXRD spektri ozracenih uzoraka nesupstituiranog hidroksiapatita (HAP)
kontrolnog uzorka (crna linija) i nakon zagrijavanja na temperaturama od: 343 K (crvena linija),

353 K (plava linija), 363 K (ljubicasta linija) i 373 K (zelena linija) tijekom 2 sata.
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Slika 5.40: PXRD spektri ozracenih uzoraka magnezijem supstituiranog hidroksiapatita (Mg-
HAP) kontrolnog uzorka (crna linija) i nakon zagrijavanja na temperaturama od: 343 K (crvena

linjja), 353 K (plava linija), 363 K (ljubicasta linija) 1 373 K (zelena linija) tijekom 2 sata.
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Slika 5.41 prikazuje promjene u odnosu na pocetnu vrijednost dvostrukog integrala EPR
spektara za oba uzorka na cetiri razliCite temperature. Moze se vidjeti da EPR signali
nesupstituiranog HAP-a 1 Mg-supstituiranog HAP-a slijede razliite trendove s promjenom
temperature. Relativni intenzitet signala nesupstituiranog HAP-a smanjio se kad je uzorak
zagrijavan na temperaturu visu od sobne. To je jedva primjetno na 343 K i 353 K, dok je
znacajnije slabljenje signala primije¢eno na 363 K i 373 K (slika 5.41). Takoder, nije se

promijenio oblik i relativni intenzitet signala, kao ni u slucaju Mg-supstituiranog HAP-a.

Sto se ti¢e Mg-supstituiranog HAP-a, otkriven je priliéno neocekivan fenomen. Na
temperaturama 343 K, 353 K 1 363 K signal se smanjuje na oko 30 % - 60 % i nakon toga se
povecava na oko 50 % - 75 % u odnosu na pocetnu vrijednost. Ta promjena je bila vidljiva ve¢
nakon oko 7 - 12 minuta od pocetka zagrijavanja. Kada je uzorak drzan na 373 K, pocetno
smanjenje signala nije toliko vidljivo jer je unutar mjerne nesigurnosti EPR instrumenta,
opisane u poglavlju 5.5. Ipak, porast signala je u tom sluc¢aju najintenzivniji. Konacéni signal

(nakon 150 minuta) je veceg je intenziteta od pocetnog za oko 25 %.
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Slika 5.41: Vremenska ovisnost dvostrukog integrala EPR spektara nesupstituiranog
hidroksiapatita (HAP) (crni kvadrati¢i), i magnezijem supstituiranog hidroksiapatita (Mg-HAP)
(crveni kruzi¢i). Ovisnosti su prikazane za temperature: a) 343 K, b) 353 K, ¢) 363 K id) 373
K.

Iako su razli¢iti mehanizmi pomoc¢u kojih se magnezij apsorbira tj. inkorporira tijekom
kristalizacije hidroksiapatita ve¢ proucavani [163], utjecaj magnezija na EPR signal
supstituiranog hidroksiapatita joS uvijek nije u potpunosti razjaSnjen, osobito na temperaturama
iznad sobne. Stovise, toéna lokacija CO; i CO3 radikala u bioloskim i sintetskim apatitima jo$
uvijek je predmet rasprave. Oni mogu zamijeniti hidroksilnu skupinu, fosforni tetraedar ili

neutralni CO, koji se moze nalaziti na povrSini kristala. Prema istrazivanju [168], redistribucija
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doprinosa signala aksijalnih i rompskih CO; radikala u prvobitnom HAP-u vidi se iznad 200
°C. To je najvjerojatnije povezano s velikim gubitkom mase Mg-supstituiranog HAP-a
zabiljezenog u tom temperaturnom rasponu. Autori su primijetili da termicki inducirani i
zraCenjem inducirani radikali daju jednaki signal. Takoder je takvo ponaSanje primije¢eno i za
sintetske 1 bioloske hidroksiapatite Sto dodatno potvrduje veliku sli¢nost izmedu ta dva
materijala [168]. U naSem slucaju, kod Mg-supstituiranog HAP-a vidi se isti u¢inak samo pri
nizem temperaturnom rasponu. Poznato je da uklanjanje vode tijekom susenja moze rezultirati
naknadnim skupljanjem reSetke hidroksiapatita, a zbog lokalnih varijacija u sadrzaju vode
mogu se javiti 1 male strukturne promjene [169]. Unato¢ tome, uoceni gubitak mase, koji je
vjerojatno povezan s gubitkom vode [167], [170], a koji je potvrden TGA analizom, relativno
je malen i nije izazvao promjenu u opazenoj Sirini linije EPR-a, §to bi se oc¢ekivalo za tu vrstu

ucinaka (slika 5.42).

180 min

120 min

90 min

60 min

EPR signal (instr. jedinice)

328 330 332 334

Slika 5.42: EPR spektri ozra¢enog hidroksiapatita supstituiranog s 0.25% Mg, zagrijavanog na

373 K u razli¢itim vremenima
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Destabilizacija kristalne strukture hidroksiapatita pokazana je u nekoliko radova koji se bave
interakcijom 1 svojstvima magnezija i hidroksiapatita u razli¢itim uvjetima. Na primjer, u radu
[171] iskoriSten je strukturni defekt koji je pogodovao adsorpciji poliakrilne kiseline. Stovise,
pokazalo se da je Mg-supstitucija u resetki dovela do stvaranja slabe intergranularne veze i
poboljsanja plasti¢nih svojstava u dopiranoj keramici hidroksiapatita. Uvodenje magnezija
pospjesuje slabljenje granularne veze i mijenja nacin loma pripremljene keramike [172]. U
studiji [173] opisan je ucinak supstitucije hidroksiapatita magnezijem. Toplinska vodljivost
dopiranog materijala pokazala je povecanje toplinske vodljivosti koje je izravno povezano s
povecanjem postotka magnezija [173]. To zapazanje ukazuje na razli¢ite fenomene koji se
javljaju u izvornom i Mg-supstituiranom hidroksiapatitu predstavljenom u ovoj disertaciji.
Nazalost, do danas objavljeni ¢lanci ne opisuju odnos izmedu prisutnosti magnezija, slobodnih
radikala izazvanih gama zracenjem i ponaSanja na temperaturama malo iznad sobne kao $§to je
ovdje proucavano. S druge strane, Mg-supstituirani hidroksiapatit usporediv je sa zubnom
caklinom i obracanje pozornosti na radove na tom materijalu moglo bi ponuditi novu
perspektivu u¢inka promatranog u ovom istrazivanju. U istrazivanju [174] uo€eno je povecanje
intenziteta EPR signala za glavne vrste radikala koji se javljaju u ozracenoj zubnoj caklini, na
temperaturi od oko 180 °C. U navedenom radu, apsorbirana doza uzoraka bila je 3 kGy §to je
oko 8 puta nize od sterilizacijske doze od 25 kGy koja je koriStena u ovoj disertaciji. Autori su
taj ucinak pripisali zarenju, ali uz objasnjenje da je ispod 230 °C doslo do pretvorbe neuredenih
CO; radikala u usmjerene. Opazanje je bilo popraceno promjenama oblika EPR linije u rasponu
temperature od 160 °C do 230 °C, §to u ovom slucaju nije opaZeno (slika 5.42). Uc¢inak se moze
povezati sa sadrzajem magnezija, jer je dobro poznato da ima vaznu ulogu u biomineralizaciji
zubne cakline. SadrZzaj magnezija znatno varira unutar cakline razliCitih Zivotinjskih vrsta i
sukladno tome utjece na druga svojstva poput tvrdoce [20], [89], [175]. Nadalje, u radu [176]
uocen je porast intenziteta EPR signala tijekom pracenja temperaturnih promjena karbonatne
strukture u zubnoj caklini u temperaturnom rasponu do 250 °C. Jedno od predloZenih
objasnjenja tog ucinka bilo je raspadanje elektronskih zamki izazvanih Zarenjem, koje mogu
uhvatiti sekundarne elektrone stvorenih zracenjem, a koji sudjeluju u formiranju CO; radikala,
a raspad zamki pojaCava signal izazvan zraCenjem. Priroda tih zamki jo$ nije razjasnjena, ali

slabo vezana voda moZe pobje¢i s povrSine i ispod povrSine kristalita. Stoga su autori
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pretpostavili da gore navedene zamke elektrona imaju povrSinsko ili potpovrsinsko podrijetlo i

da su povezane sa spojevima koji ukljucuju vodu [176].

Gubitak vode u ovoj disertaciji vjerojatno nije dovoljno znacajan da izazove sli¢ne promjene i
ocitovao bi se kao promjena oblika signala, §to nije uoceno (slika 5.42). Dodatno objasnjenje
uocenog povecanja koli¢ine CO; radikala ukljucuje smanjenje volumena amorfnih podrucja u
hidroksiapatitu tijekom Zarenja [177]. Iz rezultata NMR-a, predlaze se da se karbonat u tim
podru¢jima ne moze transformirati u CO; radikale pod utjecajem ionizirajuéeg zracenja, ali
transformacija amorfnih podrucja u uobicajenu strukturu hidroksiapatita s CO; ionima moze
povecati njihov ukupni broj, odnosno koli¢inu povezanih CO; radikala, i sukladno tome

povecanje intenziteta EPR signala.

Kada je rije¢ o EPR signalu Mg-supstituiranog hidroksiapatita u ovoj disertaciji, veliki je izazov
objasniti objavljene rezultate buduéi da odnos izmedu prisutnosti magnezija i slobodnih
radikala jo§ nije utvrden. StoviSe, shvaéanje istovremenog postojanja tih vrsta dodatno je
otezano ¢injenicom da sli¢ni rezultati do danas nisu objavljeni. Moze se nagadati o postojanju
dvaju razlicitih kineti¢kih obrazaca u Mg-supstituiranom hidroksiapatitu koji se odvijaju malo
iznad sobne temperature: rekombinacija i stvaranje slobodnih radikala. Nedostatak promjena
Sirine linije u EPR signalu Mg-supstituiranog hidroksiapatita tijekom 2 sata zagrijavanja na 343
K, 353 K, 363 K 1373 K podupire hipotezu da nema promjena u dinamici kretanja radikala kao
1 nedostatak promjena u spektralnom obliku kao Sto je prikazano na slici 5.42. Ovi procesi mogu
biti uzrokovani prisutnoS¢u magnezija, budu¢i da se takav fenomen ne ocituje u
nesupstituiranom hidroksiapatitu. Nasuprot tome, nesupstituirani hidroksiapatit pokazuje neke
promjene u EPR spektru samo na viS§im temperaturama, kao Sto je 1 istaknuto u literaturi [168].
Sto se ti¢e analize metodom ubrzanog starenja, Mg-supstituirani hidroksiapatit pripremljen na
nacin kako je opisano u ovoj disertaciji trebalo bi dodatno poboljsati i istraZiti prije razmatranja

pretklinic¢kih ispitivanja.
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5.7 Karakterizacija kalcijevih fosfata steriliziranih plazmom

Kao 1 u slu¢aju kalcijevih sulfata RF plazma uzrokuje razgradnju uzorka takvi uzorci nisu

daljnje analizirani jer metoda nije pogodna za njih.
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6 ZAKLJUCAK

U ovoj disertaciji karakterizirani su hidrati kalcijevog sulfata, kao §to su dihidrat - CSDH i
hemihidrat - CSHH spektroskopijom elektronske paramagnetske rezonancije nakon postupka
sterilizacije, uz koriStenje osnovnih karakterizacijskih metoda: difrakcijom rendgenskih zraka,
termogravimetrijskom analizom 1 infracrvenom spektroskopijom. Pregledom literature, ovo je
prva studija o utjecaju fizioloske otopine i umjetne sline na koncentraciju gama induciranih
radikala u zubnim kosStanim nadomjescima na bazi kalcijevih sulfata. Rezultati pokazuju da
fizioloska otopina i umjetna slina imaju znacajan utjecaj na koncentracije radikala u oba hidrata,
bilo pojedinacno ili kao mjeSavine. Najvece smanjenje koncentracije radikala zabiljeZeno je za
CSHH nakon mijeSanja s fizioloSkom otopinom ili umjetnom slinom, dok je CSDH odrzavao
relativno visoku koncentraciju radikala. To moze znaciti da se sigurnost upotrebe proizvoda za
regeneraciju kostiju moze povecati smanjenjem koli¢ina stabilnijeg CSDH u smjesi. Stoga,
dobiveni rezultati nude smjer u kojem se kvaliteta materijala za regeneraciju dentalnih tkiva na
bazi gama steriliziranog kalcijevog sulfata moze poboljsati prilagodavanjem njihovog sastava
kako bi se smanjio broj radikala nastalih zracenjem, na nacin da imaju manji udio CSDH u
konagnom proizvodu. Sto se tide sterilizacije hladnom plazmom, u ovom radu je ustanovljeno
da nije primjerena za ove tipove uzoraka zbog makroskopskih promjena koje uzrokuje, $to je

svakako bitno za biomedicinske materijale.

Sto se tiGe istrazivanih kalcijevih fosfata, Mg-supstituirani HAP-ovi dobivaju sve veéu
pozornost kao biomimeticki i bioaktivni materijali za regeneraciju ¢vrstog tkiva. Takoder se
mogu smatrati sustavom za dostavu lijekova za Mg?" ione s korisnim bioloskim udincima.
Istrazivanje svojstava tih materijala kljucno je za utvrdivanje njihovog pravog potencijala za
biomedicinsku primjenu. Iako je broj studija o Mg-supstituiranim HAP-ovima u porastu, postoji
nekoliko tema koje su slabo istraZzene, iako su od iznimne vaZnosti za njihovu uspjesnu
primjenu kao materijala za implantaciju. To ukljucuje odredivanje stabilnosti materijala nakon
sterilizacije, u modelnim medijima i tijekom ubrzanog starenja. Utjecaj gama zracenja, kao
tipicne tehnike sterilizacije, nakon ¢ega slijedi uranjanje u korigiranu simuliranu tjelesnu

tekucinu 1 fizioloSku otopinu, kao 1 ubrzano starenje, proucavani su za nesupstituirani HAP 1
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ZAKLJUCAK

Mg-supstituirani HAP s obzirom na sastav, strukturu i unutrasnje uredenje. Pokazano je da
zracenje ne utjece na sastav i strukturu HAP-a. Nakon uranjanja u modelni medij, mala koli¢ina
nusproizvoda sinteze nestala je ve¢ nakon 1 dana ostavljaju¢i Mg-HAP kao jedinu preostalu
fazu. Sli¢no, signali radikala u EPR spektrima se smanjuju ili potpuno nestaju nakon 28 dana u
modelnom mediju. Medutim, prilicno neobi¢no i prethodno neistraZzeno ponasanje primijeceno
je za Mg-supstituirani HAP nakon ozracivanja na temperaturama ispod 373 K i na 373 K,
budu¢i da je do 373 K opazen pad, a na 373 K porast EPR signala. Svakako je preporucljivo
dodatno istraziti opazene ucinke rasta i pada signala za razli¢ite uvjete skladiStenja materijala
prije primjene na pacijentima. Sveukupno, dobiveni rezultati pokazuju da istrazivani Mg-
supstituirani HAP ima dobar potencijal za biomedicinsku primjenu s obzirom na njegovo
ponaSanje u medijima koji oponaSaju fizioloske uvjete, ali njegovo ponasanje u odredenim

uvjetima skladiStenja 1 transporta potrebno je detaljnije prouciti.

Nadalje, navedeni uzorci sterilizirani su i hladnom plazmom, ali sama metoda nije dovoljno
istrazena i standardizirana da bi se mogla usporediti s efikasno$¢u metode sterilizacije gama
zra¢enjem. U svim razmatranim slu¢ajevima, RF plazma se pokazala kao neprimjerena metoda
za promatrane materijale zbog gorenja uzoraka za vrijeme tretiranja. Za odredivanje parametara
tretiranja koji su nedestruktivni, trebalo bi napraviti dodatna istrazivanja te provesti

mikrobiolosku karakterizaciju.
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26.1.2017.-28.1.2017.

e Volumetric Modulated Arc Therapy Treatment Planning, IN Holland training course,

Haarlem 31. 10. 2016. - 4. 11. 2016.

e IMRT and other conformal techniques , ESTRO training course, Brussels 4. 10. 2015. -
8.10. 2015.

e Dose modelling and verification for external beam radiotherapy, ESTRO training

course, Barcelona 15. 3. 2015. - 19. 3. 2015.

Clanstva u stru¢nim drustvima

e Hrvatsko drustvo za zaStitu od zracenja

e Hrvatsko drustvo za medicinsku fiziku
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