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Izvod

Antimikrobni materijali na bazi hidroksiapatita su potencijalno atraktivni za Sirok
spektar primena u medicini. Monofazni srebro-, bakar- i cink-dopirani hidroksiapati
(MxCaj9x(PO4)s(OH)2, M = Ag, Cu ili Zn, 0,002 < x < 0,04) su sintetizovani koriS¢enjem
metode neutralizacije. Ova metoda se sastoji od rastvaranja oksida metala (Ag,O, CuO ili
ZnO) u rastvoru H3PO4, 1 sporog dodavanja rastvora u suspenziju Ca(OH), radi
homogene raspodele dopantnog jona.

Kvantitativna elementala analiza je pokazala da su joni srebra, bakra i cinka u
potpunosti ugradili u hidroksiapatit. Rendgenostrukturna analiza je pokazala da su svi
dopirani uzorci veoma sli¢ne strukture sa ¢istim hidroksiapatitom i u skladu su sa ASTM
podacima (kartica 9-432). Svi difrakcini pikovi su ostri i dobro razdvojeni, $to ukazuje da
je dobijeni monofazni i dobro iskristalisani hidroksiapatiti. Posmatranja transmisionim
elektronskim mikroskopoma su pokazala da su morfologije cCestice sintetisanih
hidroksiapatita veoma sli¢ne, nepravilnog oblika i nano veli¢ine. Prose¢na duZina Cestica
u svim uzorcima je oko 70 nm i oko 15-25 nm u pre¢niku. Antimikrobna aktivnost
uzorka su testirani na mikroorganizme koji mogu da izazovu infekcije vezane za
implantate: Staphilococcus aureus, Escherichia coli 1 Candida albicans. Rezultati
antimikrobnih testova su pokazali da svi dopirani uzorci hidroksiapatita imaju
antimikrobnu aktivnost. Antimikrobna efikasnost materijala je u funkcija vrste i koliine
dopantnog jona. Aktivnost je najviSe izrazeno sa uzorcima hidroksiapatita dopiranih
jonima srebra. Antimikrobno dejstvo uzoraka dopiranog sa najve¢om koli¢inom srebra na
¢elije mikroorganizama je posmatrana pomoc¢u mikroskopa atomskih sila. Studije su
pokazale da dopirani uzorak hidroksiapatita stvara znacajne morfoloske promene na
¢elijama mikroorganizama koje mogu biti uzrok njihove smrti. Test hemolize je izveden
na srebro- i cink-dopirane uzorke kako bi se ispitala njihova hemokompatibilnost. Stepen
hemolize uzoraka je bio manji od 3% 1 zbog toga, se moze zakljuciti da su nehemoliticki.
Tako, pripremljeni metal dopirani hidroksiapati su perspektivni za inZenjering kostanog
tkiva i mogu se primeniti kao materijali za mikrobioloski tretman zagadene vode, kao

aditivi polimera 1 za opS$tu upotrebu.
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Abstract

Antimicrobial materials based on hydroxyapatite are potentially attractive in a
wide variety of medical applications. Monophase silver-, copper- or zinc-doped
hydroxyapatite (MxCaio-x(PO4)s(OH)2; M = Ag, Cu or Zn; 0.002 < x < 0.04) were
synthesized using a neutralization method. This method consists of dissolving metal
oxide (AgxO, CuO or ZnO) in a solution of H3PO,, and the slow addition of a solution to
the suspension of Ca(OH), was applied for the purpose of homogenous distribution of
dopant ions.

The quantitative elemental analysis showed that the silver, copper and zinc ions
fully incorporated into the hydroxyapatite. X-ray diffraction analysis showed that all
doped samples are very similar in structure to pure hydroxyapatite and in accordance
with ASTM data (Card 9-432). All of the diffraction peaks were sharp and well resolved,
indicating the obtained monophase and well crystallized hydroxyapatite. Observation of
transmission electron microscopy showed that the morphology of the synthesized
hydroxyapatite particles are very similar, irregular shaped and nano sized. The average
length of particles in all samples is about 70 nm and about 15-25 nm in diameter.
Antimicrobial activities of the samples were tested for microorganisms that can cause
implant-related infections including: Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
Candida albicans. The results of antimicrobial tests demonstrate that all doped
hydroxyapatite samples showed antimicrobial activity. Antimicrobial efficacy of these
materials is a function of types and quantities of dopant ions. The activity is most
pronounced with the silver-doped hydroxyapatite samples. Antimicrobial effects of
silver-doped samples with the most silver on microorganism’s cells are observed by the
atomic force microscope. The studies show that a silver-doped hydroxyapatite sample
causes considerable morphological changes of microorganism cells which might be the
cause of cells’ death. A hemolysis test was performed on silver and zinc-doped samples
to determine their hemocompatibility. The hemolysis ratios of the samples are lower than
3% and therefore, it can be concluded that they are nonhemolytic. Thus, prepared metal-
doped hydroxyapatite nanopowders promising for bone tissue engineering and can be
applied as materials for the treatment of microbiologically polluted water, as a polymer

additive and for general use.
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1. Uvod

Biomaterijali su atraktivno polje istrazivanja zbog njihove Siroke primene u
medicini, farmaciji, kozmetici i industriji. Sintetski biomaterijali svakodnevno se
usavrsavaju i nalaze sve Siru primenu. Indikacije za upotrebu sintetskih biomaterijala u
cilju ozdravljenja kostanog tkiva i popunjavanja kostanih defekata nakon bolesti, traume
ili hiruske intervencije, svakodnevno se povecavaju. Medu njima posebno mesto
zauzimaju biomaterijali na bazi kalcijum hidroksiapatita, zbog svoje slicnosti sa
mineralnom komponentom kostiju, biokompatibilnosti, bioaktivnosti i
osteokonduktivnosti. Ovi biomaterijali nasli su svoju primenu, pre svega, u ortopediji,
kranio i1 maksilofacijalnoj hirurgiji. Hidroksiapatit se poslednjih nekoliko decenija sve
viSe primenjuje u raznim drugim oblastima nauke i tehnologije: kao nosaci lekova, za
izolovanje 1 prec€iS¢avanje proteina 1 nukleinskih kiselina, kao katalizatori hemijskih
reakcija i u sorpciji Stetnih organskih i neorganskih jedinjenja u cilju njihove
imobilizacije. Sa obzirom na specifi¢ne primene hidroksiapatita, postavljaju se visoki
zahtevi u pogledu njegovog sastava, fizicko-hemijskih 1 bioloSkih osobina.
Hidroksiapatiti se koriste u rekonstrukciji i reparaciji oStecenog kostanog tkiva u obliku
praha, poroznih blokova, kao obloge na metalnim implantima i u obliku kompozita.
Hidroksiapatit se integriSe u okolno koStano tkivo nakon odredenog vremena, stimuliSe 1
ubrzava njegovu regeneraciju. Ugradnja hidroksiapatitnog implanta je ponekada prac¢ena
infekcijom, Sto moze dovesti do njegovog odstranjenja. Proces infekcije Cesto zapocCinje
adhezijom celija mikroorganizama na povrSinu implanta. Da bi se sprecila inicijalna
adhezija mikroorganizama i postoperativne infekcije vrSi se oblaganje ili ugradnja
antimikrobnih agenasa: antibiotika, antiseptika i jona metala (Ag(I), Cu(Il), Zn(Il) 1
drugi). Problemi koji se mogu javiti kod leCenja antibioticima i antisepticima je sve ¢eSc¢a
pojava rezistencije mikroorganizma, citotoksi¢nost i relativno brza desorpcija sa povrsSine
implanta.

Poznato je da antimikrobna aktivnost mnogih organskih i neorganskih materijala
potice od prisustva raznih jona metala. Narocito veliko interesovanje postoji za
materijalima na bazi jona metala: srebra, bakra i cinka. Joni ovih metala pokazuju
oligodinamicko dejstvo i Sirok spektar antimikrobnog dejstva, sa malim Stetnim uticajem
na humane celije. Bakar i cink su bioelementi, u malim koli¢inama su neophodni za
odvijanje mnogih biohemijskih procesa, dok su u ve¢im kolicinama toksi¢ni. Danas

postoje mnoge metode gde se joni srebra, bakra ili cinka, mogu povrSinski ugraditi u



Cestice hidroksiapatita ili po celoj zapremini u toku direktne sinteze. Glavni problem kod
postojecih metoda je prisustvo primesa koje uticu na strukturu, fizicko-hemijske osobine,
1 na antimikrobnu aktivnost dobijenih materijala. Dobijanje monofaznih Cestica sa
homogenom raspodelom antimikrobnih jona od posebnog je znafaja za hidroksiapatitne
materijale za primenom u medicinske svrhe.

Ova doktorska disertacija je osmiSljena 1 realizovana sa ciljem da prikaze
kompletan ciklus istrazivanja, pocevsi od sinteze i1 karakterizacije novih monofaznih
materijala na bazi kalcijum hidroksiapatita dopiranih jonima metala: srebra, bakra ili
cinka, do ispitivanja antimikrobne aktivnosti i biokompatibilnosti, odnosno njihove

primene.

Naucni ciljevi ove disertacije su:

o Da se izvr$i optimizacija uslova neutralizacione sinteze kalcijum hidroksiapatita
dopiranih jonima metala: Ag(I), Cu(Il) ili Zn(Il), radi dobijanja proizvoda bez
pimesa, homogenog hemijskog sastava sa odgovaraju¢im fizicko-hemijskim

osobinama, kako bi se omoguc¢ila primena u medicini i raznim granama industrije;

o Ispitivanje hemijskog sastava, strukturnih 1 morfoloskih karakteristika sintetisanih
dopiranih prahova hidroksiapatita metodama elementalne analize, rendgeno
strukturne analize, infracrvene spektroskopije, skeniraju¢e 1 transmisione

elektronske mikroskopije;

o Ispitivanje antimikrobne aktivnosti dobijenih materijala na razli¢itim sojevima

mikroorganizama u in vitro uslovima;

o Proucavanje uticaja vrste i koli¢ine jona metala: srebra, bakra i cinka, u

materijalima na antimikrobnu aktivnost;

o Ispitivanje hemotoksicnosti uzoraka radi ocene njihove biokompatibilnosti.



2. Opstideo

2.1. Biomaterijali

Biomaterijali se definiSu kao supstance (sve osim leka), ili kombinacije supstanci,
sintetiCkog ili prirodnog porekla, koji se mogu koristiti u bilo kom periodu u celini ili kao
delovi sistema koji tretiraju, poboljSavaju, ili zamenjuju bilo koje tkivo, organ, ili
funkciju tela [1]. Oblast biomaterijala dozivela je veliku ekspanziju razvoja u poslednje
tri decenije. Prema mestu ugradnje biomaterijali mogu biti: ortopedski, dentalni,
oftamoloski, kardiovaskularni, dermatoloski i sli¢no. Da bi odredeni materijal mogao da
se primeni u funkciji biomaterijala, potrebno je da poseduje svojstvo biokompatibilnosti
sa tkivom 1 svojstvo biofunkcionalanosti. Biokompatibilnost se odnosi na sposobnost
materijala da u kontaktu sa zivim tkivima ne izaziva toksi¢ne, imunoloske ili druge Stetne
reakcije. Biofunkcionalnost biomaterijala manifestuje se kroz sposobnost obavljanja
predvidene funkcije kroz odredeno vreme. Biomaterijal mora da bude bioadhezivan, $to
podrazumeva da okolno tkivo intimno prijanja uz implantni materijal. Nakon prihvatanja
materijala od strane organizma, odnosno biokompatibilnosti, slede¢e vazno svojstvo koju
biomaterijal mora da ispolji je bioaktivnost. Pod ovim terminom se podrazumeva
sposobnost biomaterijala da u kontaktu sa telesnom te¢noscu ili tkivom na svojoj povrsini
pospesi specificni bioloski odgovor organizma, §to dovodi do stvaranja veze sa tkivom.

Pored ovih zahteva, za specificne primene biomaterijala, postavljaju se i neki dodatni:

o biodegradacija (hiruskog konca, kapsule za aplikaciju lekova),

o netoksicnost biomaterijala prilikom njegove razgradnje,

o antimikrobna aktivnost biomaterijala je veoma pozeljna u spreavanju infekcija,

o izdrzljivost biomaterijala ugradenog u vidu implanta u ljudskom organizamu bi

tokom celog radnog veka trebalo da funkcionise bez ikakvih oStecenja,

o modul elasticnosti (E) — elasti¢na kompatibilnost implantata i koStane mase vazna
je kako bi se izbegle razlicite elasticne deformacije i postupno odvajanje proteze
od kostiju. Medutim, moduli elasti¢nosti implantata su obi¢no visi od modula
elasti¢nosti kosti (oko 17 kNmm™) [2],

o permeabilnost 1 difuzibilnost (membrane vestackih organa) i sli¢no.



Biomaterijali, koji se primenjuju u ortopediji i stomatologiji za rekonstrukciju
kostanih oStecenja, obuhvataju Siroku lepezu materijala: metale, polimere, keramike i
kompozitne materijale.

Nerdajuci ¢Celici, kobalt-hrom legure i legure titana se Siroko koriste u ortopediji
zbog njihove odli¢ne kombinacije mehanickih karakteristika, otpornosti prema koroziji 1
bioloske inertnosti [1, 3] (Slika 2.1). Titan (T1) i legure titana, posebno Ti-6Al-4V i Ti-
13Nb-13Zr, se smatraju najprikladnijim biokompatibilnim metalnim materijalima zbog
njihove odlicne kombinacije mehanickih karakteristika, otpornosti prema koroziji i male
gustine. Osnovna karakteristika inertnih biomaterijala je da oni ne grade vezu sa okolnim
tkivom. Fiziolosko okruzenje oko implanta vremenom utice na hemijsku stabilnost 1
mehanicku ¢vrstoéu metalnih materijala. Metalni implanti imaju nize vrednosti modula
elasti¢nosti od prirodne kosti, §to je izuzetno nepovoljna karakteristika ovih materijala, s
obzirom na to da razlika modula elasti¢nosti metalnog materijala i kosti, koji se nalaze u
kontaktu, uslovljava znacajno opterec¢enje kosti i kao rezultat ima smanjenje gustine
kostiju [2].

Slika 2.1 Delovi vestackog kolena i kuka napravljeni od legure titana [3].



Polimerni biomaterijali imaju Siroku primenu u biomedicini zahvaljujuci svojoj
biokompatibilnosti, dizajniranoj fleksibilnosti, moguénosti povrSinskih izmena, maloj
tezini, dobrim mehani¢kim osobinama i1 netoksi¢noj degradaciji. Prema osobinama
pokazanim u in vitro 1 in vivo sistemima oni mogu biti bioneresorbilni i bioresorbilni.
Bioneresorbilni polimeri koji se sada najces¢e koriste za izradu kosStanih implanta su
ultrateski visokomolekularni polietilen (UHMWPE) i1 polimetilmetaakrilati [3, 4].

Neke od trenutno najintenzivnije prouc¢avanih grupa polimera za biomedicinsku
primenu su biodegradabilni poliesteri: polilaktidi, poliglikolidi i njihovi kopolimeri, koji
se u telu hidroliticki potpuno razgraduju do CO, i H,O [5]. Biodegradibilni polimeri
tokom vremena dovode do resorpcije implanta, a njihovo mesto se popunjava novim
kostanim tkivom. Ovako izgraden implant u pocetnoj fazi nakon ugradnje, u potpunosti
ucvrséuje kost, dok ne dode do ostointegracije.

Keramicki biomaterijali (biokeramika) obuhvataju veliku grupu materijala, imaju
bioaktivna svojstva, indukujuci rast nove kosti, pa se ¢esto primenjuju kao prevlake na
metalnim implantima. Na Slici 2.2 pokazani su delovi endo proteze napravljene od
keramickih materijala [2]. Keramicki materijali su hemijski i bioloski inertniji prema
svim tecnostima iz organizma u odnosu na druge materijale koji se koriste za proizvodnju
implantata. Poseduju visoku tvrdocu, te su otporni na habanje i oSte¢enja koja mogu
nastupiti ukoliko deli¢i kosStane mase, kostanog cementa ili pak Cestica metala dodu u
dodir sa povrSinama delova izradenih od keramike. Usled visoke krutosti, keramicki
materijali nisu podlozni nikakvim deformacijama. Ukoliko naprezanje prede odredenu
granicu, dolazi do pucanja. Biokeramike se prema naCinu vezivivanja sa okolnim

kostanim tkivom mogu podeliti na Cetiri tipa [6]:

° Inertni — mehanicko vezivanje (Al,O3, ZrO,),

o Porozni — urastanje tkiva unutar pora (hidroksiapatit),

o Bioaktivni — vezivanje se ostvaruje na grani¢noj povrsini (bioaktivna stakla,
HAP),

o Bioresorbilni — zamenjuje novim tkivom (HAP, kalcijum-fosfati, bioaktivna
stakla).



Slika 2.2 — Delovi endoproteze od keramickih materijala [2].

Tokom poslednje decenije, velika paznja je posvecena proucavanju kompozitnih
biomaterijala. Kompoziti se dobijaju kombinovanjem dva ili viSe materijala, tako da se
ostvare osobine koje nema nijedan materijal pojedinacno. Postoji veliki broj razli¢itih
tipova kompozita koji predstavljaju razli¢ite kombinacije metala, biokeramickih
materijala i biopolimera. Naroc¢ito su interesantni kompoziti od hidroksiapatita ili
trikalcijum fosfata i biodegradabilnih, biokompatibilnih i bioaktivnih polimera [6-9].
Kompozitni biomaterijali u smesi sa faktorima rasta formiraju novu grupu kompozitnih

biomaterijala, koji mogu da ubrzavaju proces rekonstrukcije i oporavka [10, 11].

2.1.1. Hidroksiapatit kao biomaterijal

Hidroksiapatitna biokeramika se dugi niz godina koristi kao biomaterijal pogodan
za zamenu koStanog tkiva zbog dobre biokompatibilnosti, bioaktivnosti,
osteokonduktivnosti i slicnih hemijskih i mehanickih osobina sa prirodnom kosti. U
skladu sa tim, on se intenzivno koristi u stomatologiji, ortopediji, takode, i za kontrolisan
transport lekova u organizmu [12-16]. Hidroksiapatit se javlja u tri hemijske

modifikacije:



o stehiometrijski hidroksiapatit (HAP),
o kalcijum deficitarni hidroksiapatit (CDHAP) i
o oksihidroksiapatit.

Stehiometrijski hidroksiapatit (HAP, Ca;o(PO4)s(OH),) poseduje odnos Ca/P od
1,67. Hidroksiapatiti sa Ca/P molarnim odnosom nizim od 1,67 se zovu kalcijum-
deficitarni hidroksiapatiti (CDHAP) 1 mogu se predstaviti slede¢om hemijskom

formulom [17]:

Calo_X(HPO4)X (PO4)6.X (OH)Q.X 0<x<l1 (2 1)

Difraktogrami i IR spektri stehiometrijskog i kalcijum deficitarnog apatita su
skoro indenti¢ni, Sto znaCi da nestehiometrijska jedinjenja zadrzavaju osnovne
karakteristike HAP-a. Kristali CDHAP su nizeg stepena kristalini¢nosti i imaju vecu
specificnu povrsinu [18]. CDHA na osnovu stepena kristalini¢nosti i Ca/P odnosa, veoma
slicanih apatitnoj fazi kostiju. Rastvorljivost CDHAP je veca od hidroksiapatita i ona
raste sa smanjenjem Ca/P odnosa, kristalini¢nosti i veliine kristalita. Zagrevanjem iznad
700°C, kalcijum-deficitarni hidroksiapatit sa Ca/P =1,5 se pretvara u B-TCP (trikalcijum
fosfat) i sa 1,5 < Ca/P > 1,67 se pretvara u smeSu HAP i B-TCP [17]. Na viSim
temperaturama HAP se moze raspasti na Ca3(POy), i CasP,09 prema hemijskoj reakciji
[18]:

Calo(PO4)6(OH)2 = 2(1C&3(PO4)2 + Ca4P209 + HZO (22)

Zhou i sar. [19] su izvestili da se HAP transformiSe u oksiapatit u temperaturnom
intervalu od 1200°C do 1400°C 1 u trikalcijum fosfat, kalcijum pirofosfat 1 tetrakalcijum

fosfat imedu 1400°C i 1550°C, prema slede¢im hemijskim reakcijama:

Calo(PO4)6(OH)2 = Calo(PO4)6O + Hzo (23)
Cajo(PO4)s(OH); = 2aCa3(POy), + CaP,07 + 3CasP,09 2.4

Stehiometrijski hidroksiapatit za razliku od CDHAP, nikada nije detektovan u
bioloskim sistemima [17].

Primena hidroksiapatita u medicini zavisi od njegovih fizi¢ko-hemijskih osobina
kao S§to su: hemijski sastav, veli¢ina 1 morfologija kristala, kristalno uredenje, termicka

stabilnost 1 rastvorljivost. Hidroksiapatit se klinicki moze primeniti kao punilo (eng.



Filler) u popunjavanju defekata kod oStecenih kostiju, u obliku praha, granula ili poroznih

struktura (blokova) sa kontrolisanim dimenzijama i oblikom pora (Slika 2.3), kao obloge

na metalnim implantima i kao komponenta kompozitnih biomaterijala.

Slika 2.3 Hidroksiapatit u razli¢itim oblicima: prah, sinterovani blok i nanesen kao

obloga na metalnim implantima [17].

Visoko kristalicni i stehiometrijski hidroksiapatiti su pokazali slabiju resorpciju
tokom aktivnosti osteoklasta pri ¢emu moze ostati na mestu implantacije godinama.
Hidroksiapatit interaguje sa okolnim koStanim tkivom 1 integriSe se u njemu posle
odredenog vremena, stimuliSe i ubrzava njegovu regeneraciju. Okuda i sar. [20] su
poredili bioloski efekat CDHAP i HAP u regeneraciji oStecenog tkiva butne kosti zeca in
vivo 1 in vitro uslovima. CDHAP se ugradio u koStano tkivo, preko resorpcije, Sto je
dovelo do regeneracije oSteCenog tkiva. Sa druge strane, implantirani HAP se nije
resorbovao ali je doslo do njegove degradacije usled invazije novoformiranog kostanog

tkiva. U literaturi se veoma cesto pod istom oznakom HAP (HAp ili HA) obuhvaceni



stehiometrijski 1 kalcijum deficitarni hidroksiapatit. U daljem tekstu oznaka HAP
odnosice se na obe vrste hidroksiapatita.

Za osteointegraciju hidroksiapatita, pored hemijskog sastava veoma je vazna
njegova poroznost [21]. Porozni hidroksiapatiti pokazuju jaku tendenciju vezivanja za
kosti [22]. Naime, koStano tkivo raste unutar pora, povecavajuéi ja¢inu HAP implanta.
Dimenzije i morfologija pora su vazni faktori za osteointegraciju [23-25]. Smatra se da je
minimalna veli¢ina pora oko 100 um neophodna za srastanje sa okolnim koStanim tkivom
obezbedujudi pri tome i1 prokrvljenost [26, 27]. Takode, smatra se da je i veliina pora od
50 um dovoljna za osteokondukciju [28]. Implanti sa veim porama imaju manju
mehanicku ¢vrstocu, pa se uglavnom koriste u reparaciji manjih kosStanih oStecenja.

Histoloski posmatrano, proces urastanja kosti u porozni sloj (osteointegracija) isti
je kao 1 kod zarastanja polomljene kosti. Porozna keramika sluzi kao osteokonduktivni
nosac u kome proteini i ¢elije kosti mogu migrirati, medu njima, ¢elije progenitori mogu
diferencirati u funkcionalne osteoblaste [29].

Sinteticki hidroksiapatit se upotrebljava kao obloge na metalnim implantima kako
bi se postiglo njihovo bioaktivno uc¢vrs¢ivanje. Metalni implanti ne poseduju moguénost
srastanja sa koStanim tkivom kao i odsustvo prilagodavanja strukture mehanickim
optere¢enjima, Sto moze tokom vremena da dovede do oStecenja okolnog tkiva.
Oblaganjem metalnih implantata HAP-om omogucéava njegovo srastanje sa okolnim
kostanim tkivom. Takode, HAP obloga ima i ulogu sorpcije jona metala (Fe, Ti, Co 1
drugi) otpustenih iz metalnog dela implanta smanjuju¢i njihovu koli€inu u okolnim
tkivima. Prevlake se mogu nanostiti raznim postupcima: pulsna laserska depozicija, sol-
gel postupci, elektroforetska depozicija i drugi [30].

Krajem 90-tih godina zapocelo je koriS¢enje kompozita gradenih od HAP sa
prirodnim ili sintetskim polimerima. HAP/polimer kompoziti su po mehani¢kim
OgraniCavajuce svojstvo HAP-a za Siroku ortopedsku primenu je njegova krtost. Odnos
udela polimera 1 HAP odlucujuéu ulogu u formiranju mehanickih karakteristika
kompozita. Organski polimeri mogu da simuliraju neke karakteristike fibrilarne organske
komponente koStanog matriksa [31]. Zanimljiva je primena bioresorbilnih polimera:
poliglikola, polilaktida 1 polikaprolaktida. Nakon implantacije, polimerna komponenta
kojom je ojacan HAP, se bioresorbuje ustupajuci na taj nacin mesto novoformiranom
kostanom tkivu [32]. Kompozitni materijali izgradeni od HAP i biodegradibilnih
polimera su se pokazali kao efikasni sistemi za kontrolisanu desorpciju antibiotika [33].
Ovakvi sistemi se zasnivaju na postepenom lokalnom otpustanju antibiotika, paralelno sa

razgradnjom polimera.



2.1.2. Ostale vrste kalcijum ortofosfatnih jedinjenja

Pored hidroksiapatita, skoro svi ostali ortofosfati su interesantni za medicinske
svrhe [12, 34, 35]. Njihova primena i funkcija u medicini zavisi od njihove strukture,
sastava 1 stabilnosti. Klasifikacija kalcijum ortofosfata (CaP) se uobicajeno vrsSi prema
njihovom Ca/P molarnom odnosu, koji varira od 0,5 do 2 (Tablica 2.1). Stabilnost
kalcijum ortofosfata zavisi od molskog odnosa kalcijuma prema fosforu, temperaturi
kojom se tretiraju i pH vrednosti okolne sredine. Kalcijum ortofosfati su tesko rastvorni u
vodi izuzev Ca(HPO,); i Ca(HPO4),-H,O. Hidroksiapatit je u odnosu na ostale kalcijum-

ortofosfate najmanje rastvorljiv u neutralnim 1 baznim rastvorima (Slika 2.4) [35].

o Kalcijum-dihidrogenfosfat monohidrat (MCPM; eng. Monocalcium phosphate
pH vrednostima. MCPM nije biokompatibilan 1 ne moze se koristiti u reparaciji koStanog
tkiva, izuzev u kombinaciji sa baznim CaP jedinjenjima kao s§to su a-TCP ili B-TCP [36].
Na temperaturi iznad 100°C, oslobada molekul vode i transformiSe se u anhidrovani
kalcijum-dihidrogenfosfat [17].

o Kalcijum-dihidrogenfosfat anhidrovani (MPCA; eng. Monocalcium phosphate
anhydrous, Ca(H,POy),), kristaliSe pod istim uslovima kao MCPM ali na temperaturama
iznad 100°C. Medutim, nema primenu u medicini [17] jer nije biokompatibilan.

o Kalcijum-hidrogenfosfat dihidrat - brusit (DCPD; eng. Dicalcium phosphate
dihydrate,), (CaHPO4-2H,0), kristaliSe iz vodenog rastvora pri pH < 6,5. DCPD na
temperaturi od 60—100°C oslobada vodu grade¢i DCPA (CaHPO,) [37]. Takode, DCPD
je metastabilan i moze pre¢i u DCPA (pH < 6), OCP (pH = 6-7) ili PHA (pH > 7) [37].
DCPD je bioloski vazan jer je Cesto prisutan kod patoloskih oblika kalcifikacije (dentalne
naslage, kristalourija — kristali u urinu, hondrokalcinoze — talozenje kristala kalcijuma u
hrskavici i urinarni kamenci¢i) i u karijesnim lezijama [38-40]. Pretpostavlja se da se
javlja kao intermedijer u fazi kristalizacije i prilikom rastvaranja enamela kiselinama [38,
39]. DCPD je biokompatibilan, biorazgradiv i osteokonduktivan, pa se u medicini koristi
u ortofosfatnim cementima [41-45]. Takode, dodaje se zubnim pastama kao polirajuce
sredstvo 1 u sprezi sa NaF i/ili Na,POsF se koristi kao sredstvo u zastiti od karijesa [46-
52].

o Kalcijum-hidrogenfosfat anhidrovani - monetit (DCPA; eng. Dicalcium
phosphate,CaHPO,), je 0,680 puta manje rastvoran od dikalcijum fosfat dihidrata. DCPA
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je najstabilniji kalcijum fosfat na niskim pH vrednostima. Slicno DCPD, DCPA se dobija
kristalizacijom iz vodenih rastvora, ali na temperaturu iznad 100°C. On je
biokompatibilan, biorazgradiv i osteokonduktivan i koristi se kao cement i kao polirajuci
agens. Za razliku od DCPD, nije naden u patoloskim kalcifikacijama.

o Oktakalcijum-fosfat (OCP; eng. Octacalcium phosphate,
Cag(HPO4)2(PO4)4'5SH,0), Cesto je prelazni intermedijer prilikom taloZenja
termodinamicki stabilnijeg hidroksiapatita i1 bioloskog apatita [37, 53]. OCP je
biokompatibilan, biorazgradiv i osteokonduktivan. U ortopedskoj hirurgiji, OCP se
koristi za reparaciju oStecenih kostiju [54-59]. Kristalna struktura oktakalcijum fosfata se
sastoji od dve apatitne paralelne ploce (100), koje su veoma sli¢ne hidroksiapatitnim i
hidratnog sloja [12].

o Trikalcijum-fosfat (TCP, eng. Tricalcium phosphate, Ca3(POs),), ima dva glavna
polimorfna oblika a i B. Jedini¢na ¢elija a- TCP je monoklini¢na, a f-TCP romboedarska.
zagrevanjem - TCP na temperaturi iznad 1125°C. B- TCP se moze dobiti kalcinacijom

sinterovanjem kalcijum deficitarnog hidroksiapatita na temperaturi iznad 800°C.

Ca9(HPO4)(PO4)5OH d 3Ca3(PO4)2 + HzO

Oba polimorfna oblika TCP-a su biokompatibilna i bioresorbilna i koriste se u
obliku raznih cementa u reparaciji kostiju i stomatologiji [12, 60].
. Amorfni kalcijum fosfat (ACP; eng. amorphous calcium phosphate,
CaHy(PO4),nH,O, n = 3 — 4.5; 15 — 20% H,0) je amorfna faza sa tipicnim Ca/P
molarnim odnosom 1,50 [17]. TaloZenje kalcijum ortofosfata iz umerenih ili presi¢enih
rastvora, ili iznad neutralne pH, vodi ka stvaranju amorfnog kalcijum fosfata kao pocetne
faze [61]. Zatim, dolazi do formiranja stabilnijih kristalnih faza kao $to su oktakalcijum
fosfat ili hidroksiapatit. Amorfni karakter ACP se obi¢no detektuje povecanjem Sirine
pikova i odsustvom pikova niskog intenziteta u Rendgenskom difraktogramskom spektru
[36]. Amorfni kalcijum fosfat igra vaznu ulogu kao prelazna faza u procesu
biomineralizacije kostiju [62]. Ovaj kalcijumfosfat zbog svoje bioaktivnosti i odli¢nih
biorazgradivih osobina moze upotrebiti u razne svrhe: obloge implantata, punilac
oStecenih delova kostiju 1 za pravljenje stomatoloskih kompozitnih materijala [37, 63,

64]. ACP se moze koristiti kao prekursor za sintezu hidroksiapatita [65].
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Slika 2.4 Grafici rastvorljivosti kalcijum fosfata u zavisnosti od pH sredine: u dve
dimenzije a); u tri dimenzije b) [35].
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Tablica 2.1 Kristalografski podaci za kalcijum fosfate [34].

Jedinjenje Ca/P Kristolografska grupa | Parametri jedinicne celije
=5,6261(5) A, b=11.889(2 =6,4731(8
MCPM 0,5 Triklini¢na P1 il G4, PR uer—S, (35,
o =98,633(6)°, B = 118,262(6)°, vy = 83,344(6)°
MCPA g . a=7,55771(5) A, b=8,2531(6) A, ¢ = 5,55043) A,
0,5 Triklini¢na P1
o =109,87(1)°, B =93,68(1)°, y=109,15(1)°
DCPD 1,0 Monoklini¢na /a a=5,812(2) A, b=15,1803) A, ¢ =6,239(2) A , p = 116,42(3)°
DCPA 10 e B a=6,910(1), b =6,627(2), ¢ = 6,998(2) A ,
o =96,34(2)°, p=103,82(2)°, v = 88,33(2)°
oCP T - a=19,692(4) A, b=9,5232) A, ¢ =6,8352) A,
1,33 Triklini¢na P1
a=90,15(2)°, B=92.54(2)°, y = 108,65(1)°
a-TCP Monoklini¢na P2;/a | a=12,887 A,b=27,280(4) A, ¢ =15,2192) A, B=126,20(1)°
1,5
B -TCP Romboedarska R3Ch | a=b=10,4183(5) A, ¢ =37,3464(23) A, y=120°
Monokliniéna P21/b | a=9,421 A,b=2a,¢=6,881 A, y=120°
HAP 1,67
Heksogonalna P6;/m |a=b=9,432 A, ¢ =6,881(2) A, y=120°
FAP 1,67 Heksogonalna P63/m | a=b=9,367 A, ¢ =6,884 A, y=120°
TICP 2,0 Monoklini¢na P2;/a | a=7,023(1) A, b=11,986(4) A, ¢ =9,473(2) A, B=90,90(1)°
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o Fluoroapatit (FAP, Ca;o(PO4)sF2) je najstabilniji i najmanje rastvorljiv od svih
ortofosfata [34]. Niska rastvorljivost, dobra hemijska stabilnost i toksi¢nost usled velikog
sadrzaja fluora glavni su razlozi Sto se Cist FAP retko koristi kao biomaterijal za
reparaciju kostiju [66, 67]. Medutim, kompoziti FAP i HAP su predmet naucnih
istrazivanja za medicinsku primenu [68, 69]. Razna jedinjenja fluora (NaF, Na,PO;F) se
dodaju pastama za zube da bi se smanjila rastvorljivost enamela formiranjem povrsinskih
slojeva FAP [70]. Takode, fluor smanjuje stvaranje kiselina pomocu bakterija jer
smanjuje njihovu sposobnost metabolizama Secera [18].

o Tetrakalcijum fosfat (TTCP ili TetCP; eng. Tetracalcium phosphate),
(Cas(PO4),0), je najbazniji ortofosfat. Njegova rastvorljivost u vodi je veca od HAP
(Slika 2.4). TTCP se ne moze dobiti iz vodenog rastvora. On se moze napraviti jedino
reakcijom u ¢vrstoj fasi iznad 1300°C, npr. zagrevanjem ekvimolarnih kolicina DCPA i
CaCOs u suvom vazduhu ili u atmosferi azota [71]. TTCP je nestabilan u vodenim
rastvorima i polako hidrolizuje na HAP i Ca(OH), [17]. U medicini se koristi za
pravljenje raznih cementa [42, 72-74].

2.2. Bioloski hidroksiapatit

Kostano tkivo (kost) se sastoji od organske i neorganske komponente (Slika 2.5).
Neorganska komponenta uglavnom se nalazi u formi kristalnog bioloskog apatita i
amorfnog kalcijum fosfata i ona obezbeduje mehanicku ¢vrstocu. Bioloski apatit je slican
sintetickom hidroksiapatitu (HAP), mada postoje razlike u sastavu, stehiometriji, fizickim
1 mehanickim osobinama. Bioloski apatiti su obicno kalcijum-deficitarni sa prisutnim
raznim supstuentima: CO;>, HPO,” i raznim drugim anjonima i katjonima u HAP
(Tablica 2.2). Bioloski apatiti su slabo kristalini¢ni skoro amorfni, kristali imaju izgled
iglica, tankih plocica ili listica, nanometarskih dimenzija: duzine 30—50 nm, Sirine 15-30
nm i debljine 2—-10 nm [75]. Organske komponente u kostima se nalazi priblizno 22%, od
cega 90-95% Ccini protein kolagen. U kostanom tkivu se nalaze dve osnovne celijske
populacije. Jednu ¢ine Celije koje u€estvuju u stvaranju i odrzavanju kostanog matriksa
(osteoblasti i osteociti), dok druge, osteoklasti, omogucavaju resorpciju kostanog
matriksa i1 na taj nacin remodelaciju kostanog tkiva (SL. 2.6) [76]. Kostano tkivo je veoma
dinami¢no, jer se neprestano nadogaraduje i1 uklanja resorpcijom, S$to je odraz
prilagodavanja kostanog tkiva homeostatskim i mehanickim potrebama organizma. Pored
ovih ¢elija, u unutrasnjem sloju periosta i endosteumu nalaze se progenitorske celije koje

mogu da se diferenciraju u osteoblaste.
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Sli¢no kostima, neorganski deo zuba je takode izgraden od bioloSkog apatita.
Zubi se sastoje iz tri razli¢ita mineralizovana sloja: zubne gledi, dentina i cementa (SI. 6).
Gled se sastoji skoro u potpunosti od bioloskog apatita (Tab. 2.5 ), iz tog razloga je
najcévrice 1 najgusce tkivo u organizmu. Kristaliti gledi su dobro kristalisani, Stapicastog
oblika duzine nekoliko mikrona, debljine oko 30nm i Sirine oko 60 nm [17]. Dentin je
avaskularno tkivo sli¢no kosti. Kristali HAP-a koji ulaze u sastav dentina su mnogo manji
od kristala koji ¢ine gled. BioloSki apatit dentina je u obliku blokova, slabo kristalisan i
nanodimenzija (~25 nm Sirine, ~4 nm debljine i ~35 nm duzine) [17]. Cement je slican
tkivu kosti, avaskularan i nema osteone i krvne sudove.

Prirodni koStani graftovi, ili naj¢esS¢e koriS¢ena, autologa kost, jo§ uvek se cesto
koristi u reparaciji 1 regeneraciji oStecene kosti, posebno zbog odsustva imunoloske
reakcije nakon hirurSkog tretmana i veoma dobrih bioloskih performansi u smislu
osteogeneze, osteoinduktivnosti (uz pomo¢ kosStanih morfogenetskih proteina (BMPs)
prisutnih u graftu) i osteokonduktivnosti [77-80]. Autologa kost daje brojne prednosti u
zadovoljavajucoj kosStanoj regeneraciji, ipak njena upotreba je povezana i sa nekoliko
vaznih nedostataka. Upotreba graftova zahteva dodatnu hirusku proceduru, §to moze
dovesti do ostecenja donorskog mesta, hroni¢nog postoperativnog bola, hipersenzitivnosti
1 infekcije. Drugi vazan nedostatak autograftova jeste ograni¢ena dostupnost. S druge
strane, alogenetski, kost pre implantacije prolazi kroz tehnike proizvodnje, kao $to su
liofilizacija, radijacija ili suSenje kako bi se smanjio rizik od bilo kakve imunogenetske
reakcije. Ta tehnika proizvodnje ima negativni efekat na osteoinduktivni i
osteokonduktivni potencijal alograftova, sa poslediénim smanjenjem bioloskih

performansi u odnosu na autograftove.
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Tablica 2.2 Uporedni hemijski sastav, kristalne i mehanicke karakteristike humane gledi,

dentina, kostiju i sintetisanog HAP [4, 5].

Sastav (%) HAP Kost Gled Dentin
Kalcijum 39,6 34,8 36,5 35,1
Fosfor 18,5 15,2 17,7 16,9
Ca/P 1,67 1,71 1,63 1,61
Natrijum - 0,9 0,5 0,6
Magnezijum - 0,72 0,44 1,23
Kaljum - 0,03 0,08 0,05
Karbonati - 7.4 3,5 5,6
Floridi - 0,03 0,01 0,06
Hloridi - 0,13 0,30 0,01
Pirofosfati - 0,07 0,022 0,10
Neorganska materija 100 65 97 70
Organska materija - 25 1,5 20
Voda - 10 <2 10
Kristalini¢nost 100 33-37 70-75 33-37
Proizvodi sinterovanja (800°C) | HAP | HAP + CaO | B-TCP + HAP | B-TCP + HAP
Mehanicke karakteristike
Modul elasti¢nosti (106 MPa) 0,01 0,020 0,014
Zatezna ¢vrsto¢a (MPa) 100 150 70
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Slika 2.5. Strukture: (a) kosti i (b) zuba [17]
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2.3. Kristalna struktura hidroksiapatita

Kristalna stuktura hidroksiapatita HAP se javlja u dva strukturna oblika,
heksagonalni 1 monoklini¢ni. Heksagonalna struktura se odnosi na nestehiometrijski
hidroksiapatit dok se monoklini¢na struktura povezuje sa stehiometrijskim, odnosno sa
hemijski ¢istim hidroksiapatitom. Na temperaturi iznad 250°C monoklini¢ni HAP prelazi
u heksagonalni oblik [17]. Veoma je tesko dobiti heksagonalni oblik zbog prisutnih
necisto¢a, odnosno, raznih jona koji poti¢u iz polaznih supstanci. Takode, monoklini¢na
struktura HAP je neSto energetski stabilnija od heksagonalne [17]. Heksagonalni oblik
HAP se gradi precipitacijom iz presi¢enih rastvora na 25°C do 100°C, dok se
monokliniéni oblik HAP dobija zagrevanjem heksagonalnog oblika na 850°C [17].
Monoklini¢na struktura ima prostornu grupu P2;b sa parametrima jedini¢ne celije a =
9421 A, b = 2a, ¢ = 6.881 A, and y = 120° [81]. Heksagonalna struktura HAP ima
prostornu grupu P63/m sa parametrima jedini¢ne ¢elijea =b =9.432 A, c = 6.881 A, iy
= 120° [82]. Slika 2.7 pokazuje heksagonalnu jedini¢nu celiju (ima ukupno 44 atoma)
koja sadrzi dva neekvivalentna Ca polozaja [Ca(l) i Ca(2)], jedan P polozaj, Cetiri
razliCita kiseonikova polozaja [O(I), O(II), O(IIT) i O(IV)] i jedan H polozaj duz c-ose. P
atom formira tetraedar sa O(I), O(I) i dva O(III) atoma, i tetraedri su povezani preko
Ca(1) 1/ili Ca(2) duz c-ose. Ca(1) je vezan sa tri O(I) i tri O(II) atoma sa duzinom veze od
oko 0,24 nm. Sa druge strane, Ca(2) je Sesto koordinovan sa jednim O(II) atomom, Cetiri
O(III) atoma i O(IV) atomom. Ca(2) atomi grade trougao, sa polozajima z = % 1 %.
Susedni trouglovi su medusobno pomereni za 60°. U pogledu orijentacije OH kolona duz
c-ose, moguce su dve orijentacije: paralelna -OH-OH- za heksagonalnu (Slika 2.7) i -OH-
HO- za monoklini¢nu strukturu. Nadeno je da moze do¢i do narusavanja orijentacije OH
grupa duz kolone kod heksagonalne strukture [83]. Dakle, monoklini¢na struktura
hidroksiapatita je neSto stabilnija od heksagonalne. Glavna karakteristika ovakve
strukture jeste velika termodinamiCka stabilnost; jedino je fluoroapatit od ostalih
ortofosfata stabilniji.

Fluoroapatit (FAP) na sobnoj temperaturi ima heksagonalnu strukturu u kojoj se
pojedinacni F™ nalazi u sredini ravni Ca(2) trougla, dok su atomi kiseonika iz OH grupa
kod HAP-a, pomereni za 0,03 nm od ravni kalcijumovih trouglova. Ova razlika u
strukturi izmedu FAP 1 HAP je mozda glavni ralog vece termodinamicke stabilnosti FAP
[84].
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Slika 2.7. Heksagonalna struktura jedini¢ne ¢elije HAP [83].
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2.4. Postupci sinteze hidroksiapatita

Sinteticki hidroksiapatit je materijal koji se dugo primenjuje u raznim granama
nauke 1 tehnologije. Primena razli¢itih metoda sinteze i varijacija parametara sinteze u
okviru iste metode, neophodna je da bi se dobio proizvod sa fizicko-hemijskim
osobinama prilagodenim specificnoj nameni. Metode dobijanja se mogu klasifikovati u

dve kategorije: suve i mokre hemijske metode.
2.4.1. Mokri postupci sinteze

Mokre metode sinteze hidroksiapatita obuhvataju procese: precipitacije, hidrolize,
hidrotermalne, sol-gel i1 sinteze iz emulzija. Prednost ovih metoda je da postoji
mogucnost kontrole dobijanja Cestica odredene veli¢ine i morfologije, te da se mogu
dobiti znacajne koli€ine materijala iz jeftinth hemikalija uz koriS¢enje relativno
pristupacne opreme. Medutim, mokri postupci Cesto vode ka stvaranju
nestehiometrijskog hidroksiapatita, kontaminiranog raznim anjonima kao S$to su:
karbonati, hidrogen fosfati, nitrati 1 hloridi. Sve ove primese mogu znacajno uticati na

fizi¢ko-hemijske osobine proizvoda.
2.4.1.1. Precipitacione metode

Metode bazirane na precipitaciji iz vodenih rastvora najpogodnije su za pripremu
velikih koli¢ina hidroksiapatita. Dva tipa reakcija se tipicno koriste kod precipitacionih
metoda. Prvi tip su reakcije izmedu kalcijumovih i fosfatnih soli. Naj¢escée soli kalcijuma
koje se koriste u ovoj metodi za dobijanje HAP jesu: CaNOs, CaCl, ili Ca(CH3COOQO),,
dok se za obezbedenje fosfatnih jona najCes¢e koriste rastvori (NH4),POj, ili H3POs.

Primeri sinteze HAP su prikazani hemijskim reakcijama [85-87]:

10Ca(NOs3), + 6(NH4),HPO4 + 2H,0 — Ca;o(PO4)s(OH), + 12NH4NO;3 + 8HNO;  (2.6)

10CaCl, + 6KoHPO, + 2H,0 — Cajo(PO4)s(OH), + 12KCl + 8HCI (2.7)
6C3.HPO4 + 4C3(OH)2—>C310(PO4)6(OH)2 + 6H20 (28)
12CaCl, + 8H3PO,4 + 2H,0— Cayo(PO4)(OH), + 2CaHPO, + 24HCl (2.9)
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10Ca(NOs3); + 6KH,PO4 + 2H,0— Cajg(PO4)s(OH), + 6KNO3 + 14 HNO3 (2.10)
10Ca(NOs3), + 6NH4H,PO4 + SNH4OH— Ca;o(PO4)s(OH), +20NH4NO3 +6H,O  (2.11)

10CaC12 + 6(NH4)2HPO4 + 2NH4OH — Calo(PO4)6(OH)2 + 20NH4C12 + 6H20 (212)

Kalcijum acetat se Cesto koristi u sintezama umesto CaCl, 1 Ca(NOs),, jer se
acetatni anjon ne ugraduje u strukturu HAP-a za razliku od nitratnog i hloridnog anjona
[85].

10C&(CH3COO)2 + 6(NH4)2HPO4 + 8NH3 + HQO — Calo(PO4)6(OH)2 + 20CH3COONH4 (213)

Drugi tip je reakcija neutralizacije izmedu Ca(OH), 1 H3POs, koju su prvo

primenili Tagai i Aoiki [88] i predstavili je reakcijom:
10Ca(OH), + 6H3PO4 — Ca;o(PO4)s(OH), + 18H,0 (2.14)

Metoda neutralizacije je vrlo jednostavna metoda za dobijanje HAP-a, veoma
ekonomicna 1 pogodna za industrijsku primenu, ne zahteva sloZenu i skupu opremu, a
omogucava dobijanje velike koli¢ine uzorka iz samo jedne sinteze. Karakteristike HAP
prahova dobijenih neutralizacionim postupkom, kao Sto su morfologija, stehiometrija,
specificna povrsina, veliina kristalita i kristalini¢nost, veoma zavise od uslova sinteze:
pH, temperature, koncentracije i Cisto¢e reaktanata, prisustva inertne atmosfere, brzine
ukapavanja H3;PO,, nacina meSanja reaktanata, vremena starenja taloga i1 raznih drugih
faktora.

e Uticaj Cistoée reaktanata

Bernard i sar. [89] su, proucavajuci uticaj primesa prisutnih u Ca(OH); (od raznih
proizvodaca), nasli da joni magnezijuma imaju veliki uticaj na morfologiju i
stehiometriju =~ HAP-a, favorizuju¢i  stvaranje  nestehiometrijskog  proizvoda.
Hidroksiapatiti dobijeni od CaO (dobijen zarenjem Ca(OH), na 600°C u toku 1 sata) koji
su imali visok sadrzaj MgO (0,4% - 0,875%) su se nakon zarenja na 900°C delimi¢no ili
potpuno (0,875% MgQO) pretvorili u B-TCP. Kalcijum deficitarni HAP je nestabilan

tokom Zarenja i raspada se na B-TCP i stehiometrijski hidroksiapatit.
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e Uticaj pH sredine

Palchik i sar. [90] su u svom radu ispitali uticaj pH vrednosti reakcione sredine u
opsegu 7-12. Ustanovljeno je da se pri pH 7 dobija proizvod sa malom kolicinom
karbonata u strukturi, dok sa porastom pH njegov sadrzaj raste. Takode, ustanovljeno je
da se suSenjem taloga na sobnoj temperaturi dobija loSe iskristalisan, a na 120°C dobro

iskristalisani proizvod.
e Uticaj temperature

Izbor temperature za sintezu HAP je od velikog znacaja. Stepen kristalicnosti

Cestica raste sa porastom temperature sinteze, dok specificna povrSina opada.
e Brzina ukapavanja H;PO,

Sporo dodavanje reaktanata vodi ka formiranju Cistog i1 kristalnog proizvoda sa
ve¢im Cesticama, zahvaljuju¢i niskoj prezasi¢enosti i1 izbegavanju pojave lokalnih
nehomogenosti [91]. Gouveia i sar. [92] su ispitivali uticaj brzine dodavanja H3PO4 u
suspenziju Ca(OH), na svojstva HAP-a. Pri brzinama od 1 mLmin™" i 1,5 mLmin™" nije
primeéen uticaj dok je pri brzini dodavanja od 8 mLmin™ doslo do stvaranje pored HAP i
neindentifikovane Ca-P faze. Zarenjem uzorka na 800°C neindentifikovana Ca-P faza se
raspala na 3-TCP i CaO.

e Nadin meSanja reaktanata

Yorug i sar. [93] su ispitivali uticaj naCina meSanja reaktanata (magnetom,
ultrazvukom 1 kombinovano magnetno-ultrazvu¢no) na osobine HAP-a. Prah napravljen
kombinovanim magnetno-ultrazvu¢nim mesanjem je bio nanocesti¢ni i sastojao se samo
od HAP. Ostala dva nacina meSanja (magnetnom mesalicom i ultrazvukom) pokazala su
se manje efikasnim jer su pored HAP indentifikovane i primese: neizreagovani Ca(OH); i
CaHPOy4. Afshar i sar. [94] su ustanovili da je HAP dobijen iz reakcione suspenzije
mesane (mehanitka mesalica) brzinom od 2000 obmin™ sadrzao znatno manju koli¢inu

neizreagovanog CaO od uzorka dobijenog pri mesanju od 500 obmin™.
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e Uticaj inertne atmosfere

Sa obzirom da se OH™ i PO,> grupe mogu supstituisati sa karbonatnim anjonom,
ustanovljeno je da izvodenje sinteze u atmosferi filtriranog inertnog gasa (N, ili Ar)

znaGajno smanjuje sadrzaj CO;” u finalnom proizvodu [94].
e Uticaj vremena i temperature starenja taloga

Vreme starenja reakcione smeSe ima vaznu ulogu u dobijanju stehiometrijskog i
visoko-kristalnog proizvoda. Tokom procesa starenja taloga u maticnom rastvoru dolazi
do transformacije prekursorskih ¢vrstih faza u hidroksiapatit, rekristalizacije, rasta vecih
kristala na racun manjih i do agregacije Cestica. Efekat starenja je izrazeniji na nizim
temperaturama s obzirom da se rastvorljivost HAP-a smanjuje sa povecanjem
temperature. Lazi¢ i sar. [95] su nasli da tokom starenja dolazi do rasta kristala u prvih 20
casova nakon precipitacije. Dalje povecavanje vremena starenja nije bitno uticalo na

veli¢inu kristala.

2.4.1.2. Hidroliza kalcijum ortofosfata

Hidroksiapatit se moze dobiti hidrolizom kalcijum ortofosfata: CaHPO4-2H,0,
CaHPO4, 0-Ca3(PO4),, B-Casz(PO4)2, CagHa(POs)e-5SH20 1 Cas(POs4),0, kao i njihovih
smeSa. Reakcije hidrolize reprodukuju bolje sastav i morfologiju sintetisanih kristala
HAP od precipitacionih procesa i zavise od manjeg broja parametara sinteze
(temperatura, vreme izvodenja reakcije, hemijski sastav reaktanata i1 pH). Vazan
parameter hidrolize ortofosfata je stehiometrija polaznog jedinjenja [96].

Perloff 1 Posner [97] su predlozili dva mogu¢a mehanizma hidrolize monetita u

zatvorenom sistemu na 300°C 1 predstavili reakcijama:
10CaHPO, + 2H,0 — Cao(PO4)s(OH), + 4H" + 4H,PO4 (2.15)

14CaHPO, + 2H,0 — Cao(PO4)s(OH), + 4Ca>" +8H,P0,” (2.16)
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2.4.1.3 Hidrotermalna metoda

Postupci hidrotermalne sinteze ukljucuju heterogene reakcije u prisustu vode ili
nekog drugog rastvaraca, pri visokom pritisku 1 temperaturi u zatvorenom sistemu. Pri
tim uslovima dolazi do rastvaranja i reakcije izmedu jedinjenja koja su nerastvorna pri
uobiCajenim postupcima sinteze, ili pri istima ne reaguju. Neretko, pri tim uslovima
nastaju razli¢iti materijali u odnosu na uobi¢ajne metode sinteze. Reaktori za dobijanje 1
obradu materijala pod hidrotermalnim uslovima su cesto kombinovani sa drugim
oblicima energije: mikrotalasne, mehanohemijske, elektrohemijske ili sonohemijske
energije, radi dobijanja proizvoda sa odredenim fizicko-hemijskim osobinama i
povecanju kinetike reakcije. Hidrotermalna tehnika je idealna za dobijanje Cestica visoke
Cistoce, kontrolisane stehiometrije i veliCine, uske raspodele veli¢ine Cestica, kontrolisane
morfologije 1 mikrostrukture, ujednacenosti, odredene gustine, visoke kristalini¢nosti i
tako dalje [98]. Sa druge strane, visoka temperatura moze kataliticki da ubrza nepozeljne
reakcije kao na primer, redukciju jona Ag(I) do elementarnog srebra. Hidrotermalni
postupci se uspeSno primjenjuju u sintezi HAP 1 raznih metal supstituisanih
hidroksiapatita [99-103]. Yubao i sar [104] sintetisali su stehiometrijski HAP pod

hidrotermalnim uslovima iz kalcijum pirofosfata prema reakciji:

3Ca,P,07+ 4Ca0 + H,O = Ca;¢(PO4)s(OH), 2.17)

Morfologija i veli¢ina Cestica u hidrotermalnoj sintezi HAP moze se kontrolisati
preko raznih termodinamickih i netermodinamickih parametara kao na primer,
temerature, pH, vreme sinteze, aditivi i brzina meSanja. Hidrotermalnom sintezom se
dobijaju dobro kristalisani iglicasti kristali HAP, veli¢ine od 20-300 nm, sa minimalnom

aglomeracijom.

2.4.1.4 Sol-gel metoda

Sol-gel je nekonvencionalna metoda dobijanja materijala vece Cistoce i
homogenosti na niZim temperaturama u odnosu na klasi¢ne metode, a zasnovana je na
osobinama jednog ili viSe reaktanata da obrazuju sol-gel. Upotrebom sol-gel postupka
mogu se dobiti razni keramicki, stakleni i organsko-neorganski materijali u razlicitim
oblicima: nanocestice, tanke filmske prevlake, mikroporozne membrane, keramicka
vlakna, monoliti, aecrogelni materijali i drugo. Sol-gel proces ukljucuje prelaz koloidnog

rastvora (sol) u ¢vrstu fazu (gel). Koloidni rastvor predstavlja sistem koji sadrzi ¢vrste
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Cestice (1-100 nm) koje su suspendovane u te¢noj fazi. Gel je, za razliku od sola, rigidne
mrezaste strukture sa porama submikronskih dimenzija i polimernih lanaca ¢ija je srednja
duzina vec¢a od mikrometra [105, 106].

Za opisivanje sol-gel postupka vazne su tri reakcije: hidroliza, kondenzacija
alkohola i kondenzacija vode. Do geliranja sistema dolazi reakcijama hidrolize i
kondenzacije alkoksida prekursora, uz kiselinu ili bazu kao katalizator. U reakcijama
hidrolize, dodatkom vode, zamjenjuje se alkoksidna skupina (OR) sa hidroksilnom
skupinom (OH). Kondenzacija ukljuc¢uje M-OH grupu (M je metal koji ucestvuje u
reakciji) proizvodec¢i vezu M-O-M, uz nusprodukt vodu. Faktori kao $to su pH vrednost,
molarni odnos H,O/M 1 katalizatori mogu uticati da se hidroliza zavrsi pre nego §to pocne
kondenzacija. Kako broj M-O-M veza raste, individualni molekuli se ugraduju u
zajednicki nagomilani sol (koloidni rastvor). Polimerizacijom se dalje Cestice sola
medusobno povezuju u mrezu i nastaje gel. Gelna faza u sol-gel postupku se opisuje kao
trodimenzionalni ¢vrsti kostur okruzen tecnom fazom, gde su teCnost i Cvrsta faza
kontinuirane i koloidnih (nanometarskih) dimenzija.

Nakon faze geliranja sledi proces susenja, u kome se odstranjuje rastvarac iz gela
1 dolazi do njegovog skupljanja. Dobijeni suvi gelovi se termicki tretiraju (Zare) radi
dobijanja kona¢nog proizvoda. Prilikom termiCkog tretmana dolazi do odstranjivanja
rastvaraca iz mikropora, uklanjanja zaostalih organskih jedinjenja i faznih transformacija.
Proces zarenja Cesto dovodi i do aglomeracije i ukrupnjavanja nano cCestica. Sol-gel

metodom su uspesno sintetisani nanoc¢esticni prahovi hidroksiapatita [107-110].

2.4.1.5 Mikroemulziona metoda

Emulzija predstavlja disperzni sistem dve tecnosti, koje se medjusobo ne mesaju,
u kojoj je jedna teCnost u obliku kapi dispergovana u drugoj. PovrSinski aktivne
supstance (skra¢eno PAS, emulgatori ili tenzidi) se koriste za dobijanje stabilnih emulzija
1 kao kontrolni agensi u sintezi neorganskih nanocestica. Prema veli¢ini dispergovanih
kapi emulzije se dele na mikroemulzije, nanoemulzije (mini emulzije) 1 makroemulzije.
Mikroemulzije se, za razliku od nanoemulzija i makroemulzija, obrazuje spontano i
termodinamicki su stabilni sistemi. Precnik kapi dispergovane faze mikroemulzija se
grani¢i sa disperzijama micela PAS (do 10 nm) i nanoemulzijama (20-500 nm) iznosi od
10 — 100 nm [111, 112]. Glavni nedostatak mikroemulzija je da one zahtevaju vece

koli¢ine PAS (obi¢no preko 10 wt%) [113] od nanoemulzija i makroemulzija. PAS se na
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osnovu prirode polarnog dela i ponasanja u vodenom rastvoru klasifukuju na: anjonske,
katjonske, nejonske i amfoterne.

Postoji tri osnovna tipa strukture mikroemulzija: voda u ulju (V/U), ulje u vodi
(U/V) 1 bikontinuirana struktura. Kod mikroemulzija sa bikontinuiranom strukturom,
voda i ulje su kontinuirane faze koje se uzajamno prozimaju, a na granici faza se nalazi
fleksibilni, kontinuirani, monomolekulski film PAS. Dispergovane vodene kapi u
mikroemulziji zapravo predstavljaju mini reaktore u kojim se odvijaju sinteze.

Prahovi hidroksiapatita dobijeni ovom metodom pretezno su sacinjeni od

nanometarskih Cestica [112-117].

2.4.2. Suvi postupci sinteze

2.4.2.1 Sinteze u ¢vrstoj fazi

Relativno mali broj nauc¢nih studija postoji o procesima dobijanja HAP
reakcijama u ¢vrstoj fazi [118, 119]. Sinteze se baziraju na zagrevanju heterogene smese
reaktanata u odredenom odnosu, pri ¢emu se dobija nova kristalna faza. Kristali HAP
dobijeni ovom metodom su stehiometrijskog sastava, Cestice su mikrometarske veliCine
sa nedefinisanom morfologijom, Cesto sadrze primese drugih faza zbog nemogucénosti
potpune difuzije jona u cvrstom stanju [119]. Kao mana ove metode navode se:
nemogucénost dobijanja nanocesti¢nih prahova i ekonomska strana: velika potroSnja

energije i skupa oprema.

2.4.2.2. Mehanohemijska metoda

Mehanohemija proucava fizickohemijske promene materije pod uticajem
mehanicke energije. Mlevenje je tehnika koja se uglavnom koristi u tehnologiji prerade
praSkastih materijala za smanjenje veliCine Cestica i homogenizaciju. Tokom mlevenja u
materijalima dolazi do fizickih i hemijskih promena, odnosno moze dovesti do iniciranja
1 odvijanja hemijskih reakcija.

Nekoliko fenomena igra vaznu ulogu prilikom odvijanja mehanohemijske
reakcije, a to su [120-123]:

e stalno lomljenje Cestica i permanentno formiranje novih (Cistih) reaktivnih povrsina;
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e permanentno slepljivanje i lomljenje Cestica, koje dovodi do odvijanja hemijskih
reakcija (za slucaj smeSe prahova);

e stvaranje velikog broja strukturnih defekata kao S§to su vakancije, intersticije i
dislokacije;

e Pojava visokoenergizovanih mesta u tackama sudara kugli (na primer planetarni mlin)
1 materijala.

Prednost mehanohemijske metode je u njenoj jednostavnosti i moguénosti
dobijanja nanocesti¢nih prahova i mnogih materijala, dok se u nedostatke ubrajaju pojava
aglomeracije praha, Siroka raspodela veli¢ine dobijenih Cestica, kontaminacija od strane
opreme i prisustvo metastabilnih faza. Ova metoda se najceSce koristi za dobijanje
neorganskih materijala i legura, a u poslednje vreme i organskih jedinjenja [124, 125]. Za
mehanohemijske sinteze koriste se razli¢iti tipovi mlinova kao Sto su: vibracioni,
atricioni, planetarni i horizontalni kugli¢ni mlinovi. Trajanje mehanohemijske sinteze
zavisi od brojnih faktora, kao S§to su: vrsta polaznih supstanci, tip mlina koji se koristi, i
parametara mlevenja: intenzitet mlevenja, veli¢ina posude, frenkvencija kod vibracionog
mlina, brzina rotacije kod planetarnog mlina, maseni odnos kugli prema prahu, veli¢ina,
gustina i broj kugli, stepen punjenja posude, temperatura mlevenja i razni drugi faktori.
Mehanohemijska metoda se Cesto koristi za dobijanje nanocCesticnih prahova

hidroksiapatita, koriS¢enjem razli¢itih kombinacija reaktanata [126-129].

2.5. Metal supstitusani hidroksiapatiti

Hidroksiapatitna kristalna struktura je relativno fleksibilna pri supstituciji jona:
Ca(Il), PO,” i OH, i oni se mogu delimiéno ili potpuno zameniti drugim jonima, bez
naruSavanja kristilografske simetrije. Supstituenti u strukturi HAP-a mogu uzrokovati
promene u karakteristikama, parametara jedinine celije, kristalnoj simetriji,
kristalini¢nosti, termalnoj stabilnosti, morfologiji, rastvorljivosti, hemijskim i biolo§kim
osobinama. Kalcijum se moze izmeniti sa raznim katjonima, jednovalentnim Na(I), K(I),
Ag(I), dvovalentnim: Mg(II), Sr(IT), Mn(II), Pb(II), Ba(Il) Cu(Il), Zn(Il), trovalentnim:
Cr(IT), Fe(III) i drugim. Hidroksidni anjon se uglavnom supstituise sa: F~, CI', Br i COs”,
sa druge strane fosfatni anjon se moze zameniti sa: CO32', AsO, 1 VO, [130]. Fizicko-
hemijska svojstva dopiranih hidroksiapatita umnogome zavise od vrste i1 koli¢ine

prisutnog jona metala u kristalnoj reSetki. Ugradnja raznih katjona ili anjona u strukturu
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hidroksiapatita moze se izvesti na dva nacina: sorpcijom jona iz rastvora ili
inkorporacijom prilkom direktne sinteze.

Hidroksiapatit pokazuje veliki afinitet prema sorpciji jona metala i radionuklida, pri tome
se grade nerastvorne i1 termodinamicki stabilne fosfatne faze u Sirokom pH opsegu [131-
135]. Stabilnost i slaba rastvorljivost fosfatnih faza je veoma vazna u pogledu smanjenja
pokretljivosti i bioloSke dostupnosti jona teskih metala, a takode i1 kao postupak za obradu
radioaktivnog otpada. Mehanizmi sorpcije jona metala zavise od fizicko-hemijskih
svojstava HAP-a, vrste jona i drugih uslova sorpcije i obuhvataju: povrsinsku adsorpciju,
jonsku izmenu, gradenje povrSinskih kompleksnih jedinjenja, rastvaranje i precipitaciju
novih ¢vrstih faza.

Ugradnja raznih jona metala u strukturu hidroksiapatita direktnom sintezom,
obezbeduje vecu koli¢inu i ravnomerniju raspodelu jona po celoj zapremini. Koli¢ina
metala koja ¢e se ugraditi u strukturu HAP, zavisi od vrste, pre¢nika i elektronegativnosti
jona metala, primenjene metode i uslova sinteze. Kristalna struktura hidroksiapatita
sadrzi dva neekvivalentna Ca polozaja: Ca(1) i Ca(2). Supstitucija jona Ca(Il) u polozaju
Ca(2) je energetski povoljnija. Naime, polozaj Ca(2) je za 0,013 eV energetski stabilniji
od polozaja Ca(1) [136]. Rastojanje izmedu jona kalcijuma u polozajima Ca(1) i Ca(2) je
vece nego u polozajima C(1) i Ca(l). Joni metala sa ve¢im precnikom i vecom
elektronegativnoscu prvenstveno supstituiSu jone kalcijuma u polozaju Ca(2), dok joni sa
manjim pre¢nikom i manjom elektronegativnoséu u polozaju Ca(1) [137].

Supstitucijom dvovalentnog Ca(Il) sa monovalentnim jonima: Na(I) i K(I) u
apatitnoj kristalnoj resSetki nastaje razlika u naelektrisanju koja se moze neutralisati
stvaranjem dodatnih vakancija [138] ili moze do¢i do simultane supstitucije PO, sa
dvovalentnim CO;* anjonom [139]. Joni kalijuma se znatno manje ugraduju u
hidroksiapatit od jona natrijuma, pri istim polaznim koncentracijama soli (K,CO; i
Na,COs3) [140]. Rendgenostukturnom analizom HAP-a, sintetisanog u prisustvu Na(l),
utvrdeno je da joni natrijuma prvenstveno supstituiSu jone kalcijuma u polozaju Ca(2)
[141]. Analizom XRD spektara uzoraka sa razli¢itim sadrzajem kalijuma, ustanovljeno je
linearno smanjenje parametara a kristalne reSetke hidroksiapatita sa porastom sadrzaja
jona kalijuma [142].

Rameshbabu 1 sar. [143] su pretpostavili da joni srebra supstituiSu jone Ca(Il) u
hidroksiapatitu do 3%, pri vecoj koliCini srebra dolazi do stvaranja Agi;POs.
Rendgenostukturna analiza je pokazala linearan porast parametara a i b kristalne resetke
sa porastom sadrzaja srebra sto je u saglasnosti sa ve¢im pre¢nikom jona Ag(l) (0,128

nm) u odnosu na precnik jona Ca(II) (0,099 nm).

28



Magnezijum je prisutan u bioloSkom apatitu, bitan je u metabolizmu kostiju, ima
uticaj na aktivnost ¢elija: osteoblasta i osteoklasta, stmululiSuc¢i rast kostiju. Magnezijum
supstituiSe jone Ca do 10%, prvenstveno u polozaju Ca(2), iako ima manji jonski pre¢nik
(0,065 nm) od jona kalcijuma (0,099 nm). Ovo se moZe objasniti njegovom vecom
elektronegativnoscéu, Ca(2)-O veza je kraca u odnosu na veze Ca(1)-O u kristalnoj resetki
HAP-a, prisustvo hidroksidnog anjona u polozaju Ca(2) i ve¢om fleksibilnoS¢u polozaja
Ca(2) za supstituciju. Joni magnezijuma imaju inhibitorski uticaj na nukleaciju i rast
Cestica, favorizujuéi stvaranje kiselijih Ca/P faza, dok se sa porastom njihovog udela
smanjuje stepen kristaliniteta i raste rastvorljivost HAP [144]. Ren i sar. [145] su nasli da
se u kristalnoj reSetki nanocesticnog HAP 5-7 % kalcijum supstituSe jonima
magnezijuma prvenstveno u polozaju Ca(l).

Cink supstituiSe kalcijum do 15% u hidroksiapatitu. Rendgenostukturnom
analizom uzoraka utvrdeno je da parametar kristalne reSetke ¢, monotono opada sa
porastom sadrzaja cinka, dok drugi parametar ¢ opada do 5 mol% Zn, a zatim raste.
Povecanje vrednosti ovog parametra pri vecim koncentracijama cinka pripisano je
delimi¢nom supstitucijom OH" jona molekulima H,O [146]. Tang 1 sar. [147]
eksperimentalno su odredili da se joni Ca(Il) supstituiSu jonima Zn(II) u polozaju Ca(2)
hidroksiapatita, sa zna¢ajnom lokalnom strukturnom distorzijom.

Misono 1 Hall [148] ispituju¢i oksido-redukcione osobine hidroksiapatita
dopiranog kupri jonima, sa molskim odnosom Cu/Ca = 0-0,025, ustanovili su na osnovu
XRD analize da joni Cu(II) supstituiSu jone Ca(II) u oba polozaja Ca(1) i Ca(2).

Ba(II), Cd(II), Sr(IT) i Pb(I) mogu u potpunosti supstituisati jone kalcijuma u
hidroksiapatitu [149-151]. Barijum apatit se jedino moze dobiti reakcijama u cvrstom
stanju, samo mala koli¢ina barijuma se moze ugraditi u HAP metodom precipitacije iz
vodene sredine [149]. Rendgenostukturnom analizom uzoraka sa razli¢itim sadrzajem
ovih jona ustanovljeno je da supstituiSu jone kalcijuma prvenstveno u polozaju Ca(2).
Parametri kristalne reSetke a 1 ¢ linearno opadaju sa porastom sadrzaja jona Cd(Il) u
HAP-u, dok rastu linearno kod jona Ba(II) 1 Sr(II) 1 nelinearno kod Pb(II) [149-151]. Jon
Cd(II) ima manji jonski prec¢nik od Ca(2) ali ve¢u elektronegativnost. S druge strane joni
Ba(II), Sr(IT) i Pb(II) imaju vecée jonske pre¢nike od Ca(Il).

Karbonatni anjon (CO3?) se moze ugraditi u strukturu HAP-a na dva nadina:
zamenom dve hidroksilne grupe iz kristalne resetke (A-tip supstitucije) ili zamenom
fosfatnog anjona kristalne resetke (B-tip supstitucije), pri tome ravnotezno naelektrisanje
se odrzava otpuStanjem odgovarajuce koli¢ine jona kalcijuma. Oba tipa supstitucije A i B
se mogu javiti istovremeno, i tada se radi o meSovitom AB-tipu. A-tip apatita se moze

dobiti tretiranjem cistog hidroksiapatita sa CO,, dok B-tip apatita se moze ostvariti iz
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vodenih rastvora. Bioloski apatiti se deklariSu kao B-tip. Sa porastom sadrZaja karbonata
kod A-tipa dolazi do porasta parametra a i smanjenja ¢ parametra kristalne resetke HAP,
a kod B-tipa do smanjenja a i porasta ¢ parametra [152] (Sl. 2.8).
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Slika 2.8. Uticaj koli¢ine karbonatnih jona na dimenzije a parametra jedini¢ne celije
hidroksiapatita [153].

2.6. Infekcije izazvane ugradnjom biomaterijala

Ugradnja biomaterijala u ljudski organizam je ponekada pracena pojavom
infekcije, koja moze dovesti do njegovog odstranjenja. Proces infekcije Cesto zapoCinje
adhezijom ¢elija mikroorganizama za povrSinu implanta. Dalje dolazi do kolonizacije 1
cesto do formiranja adherentnog i lepljivog biofilma u kojem su mikroorganizmi
zakaceni za povrSinu imlanta [154]. Naj¢es¢i uzrocnici infekcija su bakterijske vrste koje
su sposobne da grade biofilm: S. aureus, S. epidermis i P. aeruginosa. Infekcije mogu biti

izazvane 1 drugim mikroorganizmima [155]. Mikroorganizmi u biofilmu su znatno
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otporniji na antibiotike kao 1 na imuni odgovor domacina [156, 157]. Takode, biofilm
deluje kao stalni izvor infekcije. Oblaganjem koStanih implantata slojevima proteina
poput albumina ili polimera moze se smanjiti adhezija mikroorganizama [158]. Da bi se
sprecila inicijalna adhezija mikroorganizama i postoperativne infekcije vrsi se oblaganje
ili ugradnja u implantate antimikrobnih agenasa: antibiotika, antiseptika i jona metala.
Antibiotska profilaksa se pokazala veoma uspesnom u redukciji postoperativnih infekcija.
Problemi koji se mogu javiti kod leCenja antibioticima je pojava rezistencije
mikroorganizma, citotoksicnost i relativno brza desorpcija. Da bi se postiglo efikasnije
lecenje potrebno je da koncentracija antibiotika bude iznad minimalno inhibitorne
koncentracije u duzem vremenskom periodu. Na taj naCin se eliminiSe predoziranost i
sprecavaju sporedni nezeljeni efekti, na primer citotoksi¢nost. Rastuéa rezistencija
bakterija na antibiotike predstavlja sve vazniji problem u prevenciji i tretmanu
postoperativnih infekcija. Ovaj problem se posebno javlja kad je u pitanju S. aureus.
Prema nekim istrzivanjima, S. aureus je glavni uzro¢nik u vise od 30% postoperativnih
infekcija [159]. Njegova rastu¢a multi rezistentnost na beta-laktamske antibiotike,
oznacena kao rezistencija na meticilin (MRSA sojevi) ali i na druge antibiotike, otezava
lecCenje i moze dovesti do uklanjanja implanta pa ¢ak i da ugrozi Zivot bolesniku.
Alternativa upotrebi antibiotika je koriS¢enje antiseptika na povrsini implanta. Antiseptici
kao hlorheksidin, hloroksilenol, gencijan violet, poli(heksametilenbiguanide) 1 biljni
ekstrakti imaju Siroki spektar antimikrobne aktivnosti [160-162]. Takode, antiseptici
imaju nuspojave u smislu citotoksi¢nosti, deluju letalno na fibroblaste istim mehanizmom
kojim razgraduju ¢elijski zid bakterija, ali mogu razviti i rezistenciju bakterija [159, 163].
Da bi se sprecila ili umanjila adhezija mikroorganizama vrsi se inkorporacija jona metala
u strukturu biomaterijala. Joni metala: Ag, Cu i Zn, se najces¢e koriste kao antimikrobni
agensi, zbog njihovog oligodinami¢nog efekta i niske citotoksi¢nosti prema humanim

¢elijama.

2.7. Antimikrobna svojstva srebra, bakra i cinka

Pojedini metali pokazuju oligodinamicko dejstvo (gr¢. oligos, mali; dynamis, koji
ima jako dejstvo), odnosno, u malim koli¢inama imaju letalan efekat na mikroorganizme.
Zhao 1 Stevens [164] su poredili oligodinamicki efekat pojedinih jona metala na E. coli,

dosli su do zakljucka da srebro ima najjac¢e antimikrobno dejstvo:

Ag>Hg>Cu>Cd>Cr>Pb>Co>Au>7Zn>Fe>Mn>Mo>Sn  (2.18)
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Medu ovim metalima, srebro i bakar su vekovima kori$¢eni za prevenciju i le€enje raznih
bolesti. Dobro je poznata upotreba srebrnog posuda u antickom dobu za Cuvanje vode i
vina. Herodot je zabeleZio da je kralj Persije za vreme ratovanja, ¢uvao predhodno
prokuvanu vodu u posudama od srebra [165]. Credé je 1884 godine u medicini uveo
praksu davanja kapi rastvora srebro nitrata u o¢i novorodencadi radi sprecavanja njihove
upale, 1 ova praksa je do skoro bila u upotrebi. Takode, 0,5% rastvor AgNOs se uspesno
koristio u saniranju inficiranih rana [165]. Ruska svemirska agencija koristila je
elektrohemijski regenerisane jone srebra da steriliSe vodu za pi¢e, namenjenu
astronautima u svemirskoj stanici MIR i njthovom delu Medunarodne svemirske stanice
[166]. Takode, NASA je koristila jone srebra za preciS¢avanje vode za pice u vasionskom
brodu Apolo [167].

Srebro, narocito joni srebra pokazuju Sirok spektar antimikrobnog dejstva; retka
rezistentnost mikroorganizama i niska toksi¢nost prema humanim celijama, glavni su
razlozi velikog interesovanja za antimikrobnim materijalima na bazi srebra. Ipak, u
slucajevima povecanog izlaganja, srebro pokazuje citotoksi¢an efekat u vidu oboljenja
Argirija [168].

Sa druge strane, bakar i cink su bioelementi, u malim koli¢inama su neophodni za
odvijanje mnogih biohemijskih procesa, dok su u ve¢im koli¢inama toksicni. Cink je
sastavni deo enzima alkalne fosfataze koja ima stimulatornu ulogu u okoStavanju i
integraciji kalcijum fosfatnih implanta pri regeneraciji kostiju [169, 170]. Koncentracije
jona bakra i cinka koje su toksi¢ne za ¢elije mikroorganizama su mnogo manje nego za
humane ¢elije. Joni bakra i cinka pokazuju Sirok spektar antimikrobnog dejstva [171-
173].

Tacan mehanizam dejstva jona antimikrobnih metala na mikroorganizme jo§ uvek
nije poznat, ali se moze pretpostaviti na osnovu morfoloskih, strukturnih, funkcionalnih
promena mikrobnih ¢elija. Antimikrobno dejstvo jona pojedinih metala se tumaci preko
tri mehanizma:

e vezivanje jona metala pretezno za proteine,
e vezivanje jona metala za nukleinske kiseline,

e generisanje kiseoni¢nih radikala.

Letalna mesta antimikrobnog dejstva jona metala na ¢eliji mikroorganizma su:
e Celijski zid i ¢elijska membrana,
e proteini u citoplazmi i

e nukleainske kiseline.
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Mehanizam delovanja jona antimikrobnih metala na ¢eliju mikroorganizma je
visestepen. Prvo, joni se vezuju za ¢elijski zid i membranu, time narusavaju neke njene
funkcije. Joni dalje prodiru u unutra$njost celije kroz membranu i inhibiraju razne
proteine u citoplazmi i ribozomima i interaguju sa nukleinskim kiselinama sprecavajuéi
procese replikacije, transkripcije i translacije, zbog Cega c¢elija umire. Surve 1 Badge
[174] su odredili prisutnost jona srebra u pojedinim delovima celije (Celijski zid :
membrana : citoplazma) kod ispitivanja baktericidnog dejstva na S. epidermidis (20%,
50%, 30%) 1 K. pneumoniae (19%, 48%, 33%).

Primarno mesto antimikrobnog dejstva jona metala je ¢elijska membrana, 1 ono
moze biti jedino sa letalnim efektom. Vezivanje jona metala za membranu moze izazvati
razliCite efekte:

e promenu permeabilnosti,

e promenu transmembranskog potencijala,

e blokiranje aktivnog transporta metabolita,

e inaktivaciju enzima (respiratornog lanca, oksido-redukcije i druge),
e potpuno razaranje membranske strukture i razne druge posledice.

Joni antimikrobnih metala pokazuju narocito afinitet prema proteinima, vezujuci
se za aminokiselinske ostatke koji sadrze elektron donorske atome: S, N i O. Mnogo jace
antimikrobno dejstvo jona srebra u odnosu na jone Cu(Il) i Zn(Il) posledica je vece
stabilnosti njegovih kompleksa sa aminokiselinama koje sadrze tiol grupe (cistein i
metionin). Razlika u stabilnosti kompleksa moze se objasniti na osnovu teorije tvrdih i
mekih kiselina 1 baza. Pearson je zapazio na osnovu stabilnosti kompleksa da tvrde
kiseline vezuju, uglavnom, za tvrde baze, a meke kiseline za meke baze (Pearson-ovo
pravilo) [175], i da su kompleksi tvrdo-tvrdih i meko-mekih ucesnika stabilniji od
mesSovitih tvrdo-mekih. Jon srebra spada u meke kiseline (Tab. 2.3) i gradi veoma
stabilne komplekse sa mekim bazama, kao $to su tionati - RSH (Tab. 2.4). Sa druge
strane joni Cu(Il) i Zn(II) su na prelazu izmedu jakih i slabih kiselina (Tab. 2.3) i sa —SH
grupom grade manje stabilne komplekse od jona srebra. Postoji dosta izuzetaka u
pogledu stabilnosti kompleksa na osnovu Pearsonovog pravila. Naime, jon kalcijuma je
jaka kiselina ali ne gradi komplekse sa jakim bazama NH3 i aminima, dok joni srebra
grade veoma stabilne komplekse (Tab. 2.3 1 Tab. 2.4).
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Tablica 2.3. Tvrdo-meke metalne kiseline [176]

Tvrde metalne kiseline Prelazne metalne kiseline Meke metalne kiseline
Li* Na", K', Be”, Fe**, Co”", Ni*", Cu”’, pd*’, Pt**, Cd*', Hg™,
Mg2+, Ca2+ Zn2+’ Pb2+ Ag+’ Hg+

Tablica 2.4. Tvrde-meke baze

Tvrde baze Prelazne baze Meke baze
F, OH, H,0, ROH, ClO4, | Br, SO;%, NO,~ RSH, R,S, RS i ostali S
COy*, NOy, POs>, SO, donori, CN", SO;*

NH;, RNH,, acetate,

oksalato, glicinato

Liau i sar. [177] su ispitivali uticaj pojedinih jedinjenja koja sadrze —SH grupu ili
R-S-S-R. Rezultati su pokazali da jedinjenja koja sadrze tiol grupe (-SH), kao
aminokiselina cistein ili kao tioglikolat, kompleksiraju jone srebra u rastvoru i tako
neutraliSu njegovo baktericidno dejstvo prema Pseudomonas aeruginosa.

Jung i sar. [178] su pomoc¢u TEM uocili dezintegraciju ¢elijskih membrana E. coli
1 S. aureus nakon baktericidnog tretmana sa rastvorom jona srebra. Gross i saradnici
[179] su nasli da joni Cu(Il) uzrokuju smanjenje zapremine celije 1 destrukciju pigmenta
kod Chlorella sp. Njihovi rezultati ukazuju da je oStecenje Celijske membrane prvi korak
u nizu toksic¢nog dejstva kupri jona. Takode, mnoge naucne studije su pokazale da kupri
joni inhibiraju respiraciju 1 fotosintezu kod Chlorella sp [180-183]. Ohsumi i sar. u svom
radu [184] su izvestili da ¢elije Saccharomyces cerevisiae (3-10° mL™) nakon dodatka
rastvora jona Cu(Il) (100 uM) u roku od 2 min na 25°C gube permeabilnost plazmine
membrane usled stvaranja lezija. Promenom permeabilnosti Schreurs i Rosenberg [185]
su izvestili da su joni srebra uticali na permeabilnost membrana kod E. coli dovode¢i do
isticanja metabolita iz ¢elije: fosfata, manitola, sukcinata, glutanina i prolina. Joni srebra
pri  niskim koncentracijama reverzibilno blokiraju respiratorni lanac  kod
mikroorganizama a pri visokim koncentracijama ireverzibilno [186]. Holt i Bard [187] su
pretpostavili da joni srebra inhibiraju NADH dehidrogenazu u respiratornom lancu E.
coli. Do sli¢nih rezultata doSli su Semeykina 1 Skulachev [188] kod Bacillus sp.
Yamanaka i sar. [189] su pokazali da je glavno baktericidno dejstvo jona srebra u
citoplazmi E. coli 1 da inaktiviSe proteine prisutne u ribozomima i neke druge proteine i

enzime, sprecavajuci pri tome sintezu enzima i proteina esencijalnih za stvaranje ATP.
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Joni Ag(I) 1 Cu(Il) se mogu jako kovalentno vezati za nukleainske kiseline [190].
Niske koncentracije jona Ag(I) i Cu(Il) dovode do reverzibilne inaktivacije dok visoke
koncetracije mogu dovesti do fragmentacije nukleinskih kiselina.

Pandian i sar. [191] su ispitali antimikrobnu aktivnost rastvora AgNOs na Bacillus
licheniformis. Pri koncentaciji nizim od MIC (minimalna inhibitorna koncentracija) 5
mM AgNO;s, u bakterijskoj ¢eliji dolazi do stvaranja nanocestica srebra, najverovatnije
dejstvom enzima nitrat reduktaze. Vece koncentracije AgNO; dovode do inhibicije raznih
enzima (katalaza, NADH dehidrogenaza) i dolazi do fragmentacije molekule DNA.

Ispitivanja Feng 1 sar. [192] su pokazala da joni srebra u ¢elijama E. coli i S.
aureus kondezuju molekule DNA sprecavajuci replikaciju 1 da inaktiviSu proteine
vezujuéi se za njihove —SH grupe.

Lu i sar. [193] su pretpostavili da je inhibirajuée dejstvo nanocestica srebra na
virusu hepatitis B posledica interakcije ¢estica sa viralnom DNA molekulom, pri ¢emu se
spreava transkripcija. Joni Cd(IT) i Hg(II) pri koncentraciji (1-10 pgmL™)i Zn(II) (100
pugmL™") su pokazali antiviralnu aktivnost prema HIV virusu, inhibirajuéi procese
transkripcije [194].

Metali sa promenljivom valencom, kao Sto su ziva, bakar, gvozde i hrom
ispoljavaju katalizujuci efekat stvaranjem superoksidnog radikala i hidroksilnog radikala.
Bakar sadrzi jedan nespareni elektron u elektronskoj strukturi §to ga ¢ini aktivnim
elementom u redoks-reakcijama. Kupri jon Cu(Il) moze da se redukuje do kupro jona
Cu(I) u prisustvu bioloskih reduktanata (NADH, askorbinske kiseline, sukcinata, D-
laktata) koji katalizuju nastanak reaktivnog hidroksil radikala (‘OH) razgradnjom H,O,,

procesi se mogu predstaviti reakcijama [195, 196]:

Cu(Il) + O~ — Cu(l) + O, (2.19)
Cu(I) + H,0, — Cu(Il) + OH + OH~ (2.20)
20, +2H" - H,0,+ 0, (2.21)

Hidroksi radikal je ekstremno reaktivan (jako oksidujuce sredstvo) 1 moze dalje
da reaguje sa razli¢itim biomolekulima, poput lipida, proteina i DNK. Mehanizam
antimikrobnog dejstva nije u potpunosti istrazen.

Rodriguez-Montelongo 1 sar. [197] su izvestili da je fer-butilperoksid pokazao
antimikrobno dejstvo prema E. coli samo u prisustvu kupri jona vezanog za celijsku

membranu. NADH ili drugi molekuli prisutni u respiratornom lancu (sukcinat, D-laktat)
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su redukovali Cu(Il) do Cu(I). Zatim Cu(I) joni su oksidovani sa ter-butilperoksidom sa
istovremenom inaktivacijom NADH oksidaze.

U svojim radovima Sagripanti [196. 198, 199] je izvestio o inaktivaciji raznih
mikroorganizama usled oSte¢enja nukleinskih kiselina preko oksi radikala generisanih
jonima Cu(Il).

Adsorpcijom atmosferskog kiseonika, na atomima ili jonima srebra, nastaje
atomski (nascentni) kiseonik koji poseduje jako antimikrobno dejstvo [198-200].
Nascentni kiseonik adsorbovan na povrsini srebra u vodenoj sredini lako oksiduje tiol
grupe (RSH) prisutne u aminokiselinskim ostacima proteina na povrSini
mikroorganizama, grade¢i pri tome disulfidnu vezu R-S-S-R, spreCavaju¢i time

respiraciju i transfer elektrona [200].
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3. Eksperimentalni deo

3.1 Materijali

3.1.1 Hemikalije koriS¢ene za sinteze hidroksiapatita

U toku izrade eksperimentalnog dela ove disertacije koris¢en je veliki broj
hemikalija. Sve koriS¢ene hemikalije za sinteze uzoraka hidroksiapatita su bile p. a.

CistoCe, a njihov spisak je dat u nastavku:

o AgyO — (Merck, 99%).

o CaCOs — (Merck, 98%).

o CuO — (Merck, 99%)

° H3;PO4 — (Merck, > 85%).
o ZnO — (Aldrich, 99,99%).

Bidestilovana voda je koriS¢ena prilikom sinteze uzoraka apatita. Takode,
koris¢ena je za kvantitativnu elementarnu analizu kao 1 za desorpciju jona Ag(I), Cu(Il) 1
Zn(Il) iz uzoraka.

Azot (N2 — 99,99% Ccistoce) je koriS€en pri sintezi uzoraka apatita da bi se

obezbedila inertna atmosfera.
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3.1.2  Mikroorgnizmi koriS¢eni za odredivanje antimikrobnih

svojstava dobijenih materijala

Za ispitivanja su koriS¢eni sojevi indikatorskih bakterija Escherichia coli (Gram-
negativna) ATCC 25922, Staphylococcus aureus (Gram-pozitivna) ATCC 25923 i kvasca
Candida albicans ATCC 24433.

3.1.2.1 Morfololoske i kulturalne osobine Staphylococcus aureus

S. aureus je Gram-pozitivna bakterija iz grupe stafilokoka. Robert Koch je 1878
prvi otkrio stafilokoke u gnoju jednog bolesnika. Stafilokoke su Gram-pozitivne
okruglaste bakterije. Fakultativni su anaerobni organizmi. Rod Staphylococcus je dobio
ime po izgledu kolonija, koje su slicne grozdu i potic¢e od grckih reci staphylus $to znaci
grozd 1 coccus §to oznac¢ava zrno. U rodu postoji oko 30 vrsta, ali samo su neke patogene.
Medicinski najznacajnije za coveka su: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermis, Staphylococcus intermedius 1 Staphylococcus saprophyticus. (S. aureus)
Medicinski najvaznija stafilokoka je Staphylococcus aureus, zbog svoje patogenosti.

Bakterije su okruglastog oblika (koka), precnika 0,6—1,0 pum, ali im veli¢ina varira
u zavisnosti od soja, starosti kulture i1 vrste podloge na kojoj se razmnozavaju.
Nepokretne su i ne formiraju endospore. U preparatima iz kultura kolonije su poredane u
nepravilnim grozdovima. S. aureus dobro raste na mnogim ¢vrstim i u te¢nim hranljivim
podlogama. Optimalna temperatura za razmnozavanje je 30-37°C, a moze da se
razmnoZzava 1 na temperaturama izmedu 6,5-46°C, optimalna pH podloge iznosi 7,4. Na
agaru, posle inkubacije od 24 sata, obrazuju okrugle, blago ispupcene, glatke,
neprozracne kolonije pre¢nika 1-2 mm. Kolonije su obi¢no zlatno-zute boje, mada mogu
biti 1 svetlo Zute, krem 1 bele. U bujonu dobro rastu, uzrokuju njegovo zamucenje i na dnu

stvaraju praSinasti talog. U te¢nim podlogama ne proizvode pigment.

3.1.2.2 Morfololoske i kulturalne osobine Escherichia coli

E. coli je Gram-negativna bakterija, pripada rodu Escherichia 1 porodici
Enterobacteriaceae. Jedna je od Sest vrsta iz roda Escherichia, ostale su: E.
adecarboxylata, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii i E. vulneris. Ovaj rod je dobio ime
po Theodoru Escherichu koji je prvi izolovao i opisao ove bakterije.

Bakterije su Stapicastog oblika, duzine 2,0-6,0 um, Sirine 1,0—1,5 pum. Javljaju se

pojedinac¢no, u parovima i nepravilnim grupama. Vecéina sojeva poseduju flagele
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peritrihijalno rasporedene, Sto im omogucuje kretanje. Mnogi sojevi ponekada imaju
tanku kapsulu, a mnogi imaju brojne fimbrije. Ne obrazuje spore. Escherichia coli je
aerobna i fakultativno anaerobna bakterija.

Escherichia coli dobro raste na mnogim hranljivim podlogama. Kolonije su
najcesce srednje veli¢ine, okrugle, konveksne, glatke, sjajne, providne i bezbojne. Neki
sojevi, najc¢esce oni sa kapsulom imaju mukoidne kolonije. Izrasle kolonije na endo-agru

1 eozin-metilenskoplavom-agaru poseduju metalni sjaj. E. coli difuzno muti bujon.

3.1.2.3 Morfololoske i kulturalne osobine Candida albicans

Rod Candida pripada podrazdelu Deuteromycotina, klasi Blastomycetes. Ovaj rod
sadrzi oko 200 vrsta, a neSto visSe od 20 vrsta kandide su patogene za ljude. Glavne
patogene vrste su: Candida albicans koja je najces¢i izazivac oboljenja, zatim Candida
dubliniensis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis 1 Candida
tropicalis.

Candida albicans je dimorfna gljivica. Kod prve forme, jednocelijske gljivice
imaju okrugao, ovalan oblik (blastospore ili blastokonidije). Druga forma gljivice je
karakteristi¢na prilikom rasta i razmnozavanja. Usled neodvajanja pupoljaka, obrazuju se
pseudohife, sa razli¢itim stepenom prelaska ka pravoj hifi. Cesto se ova forma naziva
micelijum. Prelaz izmedu dva oblika, moze biti uzrokovan spolaSnjim uticajima: pH,
temperaturom (b) ili razli¢itim hemijskim jedinjenjima: N-acetilglukozamin, prolin ili
cink (d).

Candida albicans raste na sladnom agaru, Sabouraudovoj podlozi (4% maltoze ili
glukoze), Littmanovoj podlozi kao i na krvnom agaru. Posle inkubacije od nekoliko dana
na temperaturi 25-37°C porastu okrugle, glatke, beli¢asto-zute kolonije. Kultura mirise na

kvasac.

3.2. Sinteza kalcijum hidroksiapatita

Kalcijum hidroksiapatit (HAP) je dobijen titracijom vodene suspenzije Ca(OH),
pomocu rastvora H;PO,. Suspenzija Ca(OH), je dobijena najpre zarenjem CaCOs; na
1000°C tokom 20 sati, a zatim suspendovanjem dobijenog CaO u 0.5 L bidestilovane
vode. Pocetna koncentracija suspenzije Ca(OH), iznosila je 0,5 M, a pH 10,6 £ 0,1.

Suspenzija se zagreva u reakcionom balonu na 95°C, uz pomo¢ grejne obloge i u toku
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sinteze temperatura se reguliSe kontaktnim termometrom. Za titraciju se koristi 300 mL
rastvora 0,5 M H3;PO,, koji se dodaje brzinom od oko 1 mLmin™. Postepeno dodavanje
rastvora H3PO4 1 konstantno meSanje suspenzije obezbeduju homogeno presi¢enje i
sprecavaju pojavu lokalnih nehomogenosti. Sinteza se izvodi u inertnoj atmosferi, u struji
N», kako bi se sprecio kontakt sa ugljen-dioksidom iz vazduha i ugradivanje CO; u
strukturu HAP. U toku sinteze reakciona smeSa se meSa mehanickom meSalicom
konstantnom brzinom od 300 obrmin™. Tok reakcije se prati promenom pH vrednosti
suspenzije. Promene su vrlo male sve do zavrs$ne tacke titracije, kada pH naglo pada i
titracija se prekida pri pH ~7. Suspenzija se ostavlja u mati¢nom rastvoru da stari 20 sati
na sobnoj temperaturi (25°C), u inertnoj atmosferi uz konstantno mesanje (200 obmin™).
Nakon starenja, suspenzija se procedi na vakuumu. Dobijeni precipitat se osusi na 105°C
preko no¢i u susnici, a potom se sprasi u avanu. Uzorak se ¢uva u eksikatoru i karakteriSe

kao prah.
3.2.1. Sinteza hidroksiapatita dopiranih jonima srebra

Uzorci hidroksiapatita dopirani jonima srebra (Ag-HAP) su dobijeni po proceduri
sli¢noj za dobijanje Cistog kalcijum hidroksiapatita.

Odredena koli¢ina CaO (dobijen zarenjem CaCOs 24 h na 1000°C) se suspenduje
u 0,5 L vode zagrejane na 95°C. Za titraciju suspenzije se koristio rastvor dobijen
rastvaranjem odredene koli¢ine Ag,O u 0,3 L H3PO4 (0,5 M), koji se dodaje brzinom od
oko 1 mL/min. Suspenzija se u toku titracije zagreva u reakcionom balonu na 95°C, uz
konstantno mesanje (3000 obmin™). Svi uzorci su bili sintetisani sa po&etnom koli¢inom
[Ag + Ca] = 0.25 mol, dok je molski udeo Ag ([Ag/(Cat+Ag)]-100%) u uzorcima bio u
rasponu 0,02%; 0,04% i 0,4% za Ag-HAPI1, Ag-HAP2 i Ag-HAP3, respektivno. Molski
odnos (Ag+Ca)/P od 1,67 u svim uzorcima je bio konstantan. Koli¢ine polaznih supstanci
su date u Tablici 4.3. Tok reakcije se prati promenom pH vrednosti suspenzije. Titracija
suspenzije se prekida pri postizanju pH ~7. Nakon titracije, suspenzija je ostavljena da
stari 20 sati uz konstantno mesanje (200 obmin™), na sobnoj temperaturi (25°C). Dobijeni
proizvod je proceden na vakuumu, ispran bidestilovanom vodom i ostavljen u susnici na

105°C preko no¢i da se osusi.
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3.2.2. Sinteza hidroksiapatita dopiranih jonima bakra

Uzorci hidroksiapatita dopiranih jonima bakra (Cu-HAP) su dobijeni po istom
prostupku 1 eksperimentalnim uslovima kao prilikom dobijanja uzoraka hidroksiapatita
dopiranih jonima srebra. Umesto srebro oksida (Ag,O) upotrebljen je bakar(Il) oksid
(CuO). Molski udeo [Cu/(Cat+Cu)]-100% u uzorcima je bio 0,04% i 0,4% za Cu-HAPI i
Cu-HAP2, respektivno, dok je molski odnos (Cu+Ca)/P od 1,67 bio konstantan. Koli¢ine
upotrebljenih supstanci su prikazane u Tablici 4.3. Suspenzija nakon starenja (20 h) je
filtrirana na vakuumu, talog je ispran bidestilovanom vodom i osusen u susnici na 105°C

preko no¢i.
3.2.3. Sinteza hidroksiapatita dopiranih jonima cinka

Ista procedura kao za dobijanja Ag-HAP-a i Cu-HAP-a je izvedena i za dobijanje
uzoraka hidroksiapatita dopiranih jonima cinka. U sintezi je umesto Ag,O odnosno CuO
koris¢en ZnO. Molski udeo cinka ([Zn/(Ca+Zn)]x100%) u uzorcima je bio 0,04% za Zn-
HAPI1 i 0,4% za Zn-HAP2. Molski odnos (Cu + Ca) / P od 1,67 je bio konstantan. U
Tablici 4.3 su date koli¢ine supstanci upotrebljenih u sintezama. Dobijeni kristalni talozi
su procedeni na vakuumu, isprani bidestilovanom vodom i osuSeni preko no¢i na 105°C u

susnici.

3.3. Metode karakterizacije uzoraka

3.3.1. Rendgenostrukturna analiza

Rendgenostrukturna analiza (XRD) je najznacajnija fizicka metoda indentifikacije
1 karakterizacije Cvrste supstance. Ova metoda prvenstveno sluzi za kvalitativnu analizu,
odnosno za indentifikaciju nepoznate supstance, na osnovu karakteristicne difrakcione
slike (difraktograma) dobijene rasejavanjem rendgenskog zracenja na ispitivanom
kristalnom uzorku. Ovom metodom se mogu odrediti: parametri jedini¢ne ¢elije, naponi u
reSetki, veli¢ina kristalita 1 stepen kristaliniteta uzorka. Takode, moze se koristiti 1 za
kvantitativnu analizu, odnosno za procenu udela kristalnih faza u uzorku.

Svi uzorci snimljeni su na diftraktometru Philips PW-1050. Za analizu je

upotrebljena K, linija Cu, pri naponu 20 kV 1 struje od 15 mA, na rendgenskoj cevi.
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Merenja su vrSena u oblasti difrakcije 20 od 20° do 70°, sa korakom od 0,05° 1 vremenom
ekspozicije 1s. Parametri jedinicne celije @, b 1 ¢ dobijenih materijala su odredeni

koris¢enjem podprograma ,,Le Bail fit* koji se nalazi u paketu Fullprof programa.

3.3.2. Infracrvena spektroskopska analiza

Infracrvena spektroskopija (FTIR) je primenjena kao kvalitativnha metoda kojom
je na osnovu polozaja apsorpcionih traka izvrSena identifikacija funkcionalnih grupa.
Molekulski spektri u infracrvenoj oblasti nastaju kvantiranim prelascima molekula
izmedu razli¢itih oscilatornih odnosno oscilatorno-rotacionih nivoa. Molekuli koji
apsorbuju u infracrvenoj oblasti, Cesto sadrze veci broj traka razliCitog intenziteta i
oblika. Pomeranje traka ili njihovo cepanje na dublete moze doc¢i usled interakcije
normalnog oscilovanja sa lokalnim elektricnim poljem u kristalu ili sa oscilacijama
kristalne reSetke kao celine.

FT-IR spektri svih uzoraka su snimljeni KBr tehnikom u opsegu 4000-400 cm™.
Uzorci hidroksiapatita dopiranih jonima srebra su snimljeni spektrofotometrom PERKIN-
ELMER FTIR 1725X. Uzorci dopirani jonima bakra i cinka su snimljeni na Nicolet 6700
FT-IR spektrofotometru.

3.3.3. Skenirajuca elektronska mikroskopija

Mikroskopska analiza uzoraka apatita dobijenih neutralizacionom metodom
najpre je radena skenirajuom elektronskom mikroskopijom (SEM), a detaljnija
ispitivanja su vrSena transmisionim elektronskim mikroskpom (TEM). Elektronski
mikroskop sluzi za formiranje uvecane slike objekta difrakcijom visokoenergetskih
elektrona. Fokusirani snop elektrona pri interakciji sa materijjalom uzorka izaziva
ekscitaciju i emisiju zraCenja iz Cestica. Emitovano elektromagnetno zracenje i izbaceni
elektroni sakupljaju se i, zavisno od vrste detektora, daju informacije o uzorku. Slika
uzorka moZze se formirati od reflektovanih upadnih elektrona ili od sekundarnih elektrona.
Sekundarni elektroni nastaju pri neelasti¢noj interakciji primarnog snopa elektrona sa
slabo vezanim elektronima u atomu uzorka. Ukoliko su uzorci provodni, za SEM analizu
nije potrebna prethodna priprema uzoraka. PovrSina neprovodnih materijala se priprema

deponovanjem tankog provodnog sloja.
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Uzorci su pripremljeni dispergovanjem veoma malih koli¢ina praha u etanolu 1
nanosenjem dobijene suspenzije na nosa¢ uzorka. Uzorci su zatim naparavani tankim
slojem Au, metodom katodnog rasprSivanja (spaterovanja), pomocu uredaja Polaron SC
7610. Sintetisani uzoraci hidroksiapatita su snimljeni na JEOL JXA 840 skeniraju¢em

elektronskom mikroskopu.

3.3.4. Transmisiona elektronska mikroskopija

Ova metoda je uradena u cilju odredivanja veli¢ine i oblika sintetisanih Cestica.
Transmisijski i skenirajuéi elektronski mikroskopi za stvaranje slike objekta su sli¢ni po
tome Sto oba koriste snop elektrona.

Transmisioni elektronski mikroskop (TEM) koristi propuStene elektrone za
dobijanje informacije unutar samog uzorka. Koristi se za ispitivanje morfologije,
rasporeda kristala unutar uzorka, njihove orijentacije i stepena uredjenosti. Kao §to samo
ime govori, TEM sliku oblikuje pomocu elektrona koji se odasilju kroz preparat. SEM,
pak, skenira povrSinu preparata te sliku oblikuje otkrivajuci elektrone koji se odbijaju od
spoljne povrsine preparata.

Uzorci za ispitivanje TEM analizom su pripremljeni ultrazvuc¢nim
dispergovanjem malih koli¢ina praha u etanolu i nanoSenjem dobijene suspenzije na
bakarnu mrezicu oblozenu ugljenikom. Snimanja su vrSena na JEM-2010F

transmisionom elektronskom mikroskopu pri radnom naponu od 100 kV.

3.3.5. Elementalna analiza

Semikvantitativni sastav uzoraka (Ca, Ag, Cu, Zn, P) je odreden EDS metodom
(Energy Dispersive Spectrometry). Uredaj za analizu radi u sklopu skenirajuceg
elektronskog mikroskopa. Analiza se zasniva na karakteristicnim X-zracima emitovanih
iz atoma hemijskog elementa koji se nalazi u uzorku. U toku bombardovanja uzorka
elektronskim snopom iz SEM-a pojedini elektroni povrSinskih atoma bivaju izbaceni.
Elektroni iz spoljnje ljuske, sa viSom energijom, popunjavaju nastalu vakanciju, a viSak
energije se emituje u obliku X-zraka. Ispitivanja nasih uzoraka ovom metodom su
izvrSena pomocu uredaja Oxford Instruments QX-2000.

Kvantitativna elementalna analiza (Ca, Ag, Cu, Zn, P) uzoraka je radena

metodom atomske emisione spektrometrije sa induktivno spregnutom plazmom, pomocu
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uredaja ICP spektrometar Spectro Flame (Spectro Analytical Instruments, Nemacka).
Odgovarajuca koli¢ina uzorka se rastvori u 1 M HNOs (p.a. Merck) do tacne zapremine,
tako da koncentracija elementa za ispitivanje iznosi oko 3 ppm. KoriS¢ena je metoda
standardnog dodatka, da bi se otklonili razni Cinioci koji bi mogli uticati na tacnost
merenja. Za odredivanje elemenata koris¢ene su sledece talasne duzine: Ca — 393,4 nm i
422,7 nm, Ag —328,1 nm, Cu—324,8 nm, Zn —213,9 nmi P — 253,565 nm.

3.3.6. Ispitivanje desorpcije jona metala

Desorpcija jona metala (Ag, Cu i Zn) iz uzoraka je ispitivana u fosfatnom
puferskom rastvoru na fizioloskoj pH 7,2. Odmerene koli¢ine od 1,0000 g apatita u PVC
posudi zapremine 50 mL uravnoteZavane su na horizontalnom Sejkeru sa po 20,00 mL
rastvora pufera. U vremenskim intervalima 1, 2 i 4 sata, suspenzije su cedene kroz filter
papir. Desorbovane koli¢ine jona metala (Ag; Cu; Zn) u rastvoru su odredene metodom
ICP.

3.4. Analiza antimikrobnih svojstva hidroksiapatita

Ispitivanje antimikrobnih svojstava uzoraka hidroksiapatita su vrSena primenom
kvalitativnih 1 kvantitativnih testova. Primenjeni su kvalitativni test - difuzije na agarnoj
ploc¢i 1 kvantitativni test - odredjivanje procenta redukcije broja mikroorganizama u
te¢nom medijumu tokom izlaganja uzorcima hidroksiapatita [201].

Za pripremu inokuluma mikroorganizama i1 za odredivanje broja prezivelih
mikroorganizama, koris¢ena je podloga Tripton soja, bujon i agar, obogacena ekstraktom
kvasca (0,6%). Podloga je pripremana prema preporukama proizvodjaca (Torlak,
Beograd), rastvaranjem odredjene koli¢ine suve podloge u destilovanoj vodi 1
dodavanjem agar-agara za solidifikaciju podloge. Sterilizacija podloga je vrSena u
autoklavu (Sutjeska, Srbija) na 120°C i pri pritisku od 1,5 bar, u vremenu od 30 min.

Inokulum je pripreman zasejavanjem pojedinacnih kultura u teénu podlogu i
inkubacijom u termostatu na 37°C u vremenu od 16-18 h. Ovakva priprema inokuluma
pojedina¢nih kultura mikroorganizama, iz eksponencijalne faze rasta, je koriS¢ena za
svaku seriju eksperimenata.

Test difuzije na agarnoj plo¢i je izvoden zasejavanjem indikatorskih

mikroorganizama (0,2 mL iz razblaZenja 10%) u tripton soja — soft agar (6 mL) kojim je

44



prelivana prethodno pripremljena agarna podloga u Petri kutiji (¢9 cm). Nakon
solidifikacije soft agara, na povrSinu su nanoSeni tabletirani uzorci hidroksiapatita (~0,1
g). Petri kutije se inkubiraju preko no¢i (18-24 h) u termostatu na 37°C. Nakon inkubacije
posmatrano je pojavljivanje zone inhibicije rasta (bistre zone) oko tabletiranih uzoraka.
Rezultati su izrazavani kao pre¢nik zone inhibicije (u mm).

Odredjivanje procenta redukcije zivih celija mikroorganizama je vrSeno u
sterilnom fosfatnom puferu (pH 7,2) inokulisanom sa 0,1 mL inokuluma pojedinacnih
indikatorskih kultura. 0,1 g uzorka hidroksiapatita je dodato u epruvete koje su zatim
inkubirane u vodenom kupatilu tresilice, na 37°C. Nakon 1, 2 i 4 h inkubacije, alikvoti od
1 ml zapremine su uzeti za odredjivanje broja zivih ¢elija mikroorganizama. Odredjivanje
broja prezivelih mikroorganizama u epruvetama sa uzorcima hidroksiapatita je vrSeno
pripremom serije razblaZzenja u fizioloSkom rastvoru (1:10, 1:100, 1:1000 1 dalje) 1
prenoSenjem alikvota od 1 mL iz odredjenog razblazenja u sterilne Petri kutije. Nakon
prelivanja Petri kutija rastopljenom i ohladjenom ¢vrstom podlogom 1 nakon
solidifikacije agara, Petri kutije su inkubirane na 37°C. Prebrojavanje kolonija prezivelih
mikroorganizama je vrSeno nakon 24 h, a rezultati su izrazavani kao procenat redukcije

broja mikroorganizama (R,%) koji je izrac¢unavan na osnovu slede¢e formule:

Co-C
R=—— G.1)
Co

gde je: Cy— broj kolonija mikroorganizama izraslih posle kontakta sa kontrolnim
uzorkom (hidroksiapatit bez dopantnih metala), a C - broj kolonija mikroorganizama

izraslih posle kontakta sa uzorcima hidroksiapatita.
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3.5. AFM analiza

Princip rada AFM mikroskopa (eng. Atomic-force microscopy) se zasniva na
merenju sile izmedu ispitivane povrSine 1 igle (tip) mikroskopa. Merna sonda je gredica
mikroskopskih dimenzija sa ostrim vrhom koja klizi po povrsSini uzorka, a njeno savijanje
se meri opticki (koristeci laser, interferometrija) ili elektricki (piezoelektri¢ne metode kad
je gredica sacinjena od piezoelektrika kao $to je na primer kvarc). Gredica ima odredenu
rezonantnu frekvenciju oscilovanja (50-150 kHz). Promena frekvencije oscilovanja
gredice je srazmerna sili koja deluje izmedu vrha igle 1 uzorka; ove informacije se koriste
za rekonstrukciju slike povrSine.

Postoje tri vrste nacina snimanja povrsine uzorka: kontaktni, nekontaktni i rezim
kuckanjem - Tapping Mode (SI. 3.1.). U kontaktnom rezimu vrh igle je uvek u kontaktu
sa povrSinom uzorka, a njena topografija se dobija kao rezultat pracenja promene
frekvencije oscilovanja gredice. Kod nekontaktnog rezima, vrh igle nije u kontaktu sa
povrsinom uzorka, ve¢ se nalazi 50-150 A iznad nje. Van der Valsove sile deluju izmedu
uzorka 1 vrha igle, one su slabije u odnosu na sile kod kontaktnog naina snimanja.
Topografija povrsine se dobija kao rezultat promene amplitude, faze, odnosno frekvencije
oscilovanja gredice. U rezimu kuckanja, vrh igle je povremeno u kontaktu sa povr§inom
uzorka. Topografija uzorka se dobija od promene amplitude vibracija ili faza oscilovanja
gredice. AFM je kori$¢en za analizu morfoloskih promena na ¢elijama: E. coli, S. aureus
and C. albicans; nastalih dejstvom Cestica Cistog hidroksiapatita ili AgHAP3. Rastvor
sterilnog kalijum hidrogenfosfatnog puferskog rastvora (0,99 mL) je inokulisano sa 0,01
mL inokuluma mikroorganizma. Celije su sakupljene centrifugiranjem (10000 obr/min, 5
min) i resuspendovane u fosfatnom puferu do 1 mL. Zatim, 0,01 g uzorka HAP-a ili
AgHAP3 je dodato u epruvetu. Uzorci su zatim inkubirani 15 minuta u vodenom kupatilu
tresilice, na 37°C. Nakon inkubacije, mala koli¢ina alkivota od uzorka je naneta na
mikroskopsku plo€icu. Pripremljene plocCice se ostave u sterilnoj Petri Solji da se osuse na
sobnoj temperaturi do snimanja AFM-om. PovrSinska morfologija celija
mikroorganizama nakon tretmana sa prahom sintetisanih uzoraka je posmatrana pomocu
mikroskopa atomskih sila (AFM). AFM karakterizacija je izvrSena sa AutoProbe CP-
Research SPM (TM Microscopes-Veeco) upotrebom skenera sa rasponom od 90 pm.
Snimanja su vrSena u vazduhu u bezkontaktnom AFM rezimu. Nominalna sila tokom
skeniranja iznosila je 40 Nm™ , dok je rezonantna frekvencija bila u oblasti (200-400)
kHz. AFM slike su proizvedene i1 analizirane pomocu dva softverska paketa: Image
Processing and Data Analysis Version 2.1.15 i SPM Lab Analysis software, VEECO DI
SPMLab NT Ver. 6.0.2.

46



b)

c)
—
',‘t P
1 P
a /, _..
&7 Rastojanje

Slika 3.1. Principi rada AFM mikroskopa: a) kontaktni; b) kuckanjem i c¢) nekontaktni
nacin [202].

47



3.6. Test biokompatibilnosti

Biokompatibilnost sintetisanih materijala je ispitana testom hemotoksicnosti
opisanom u literaturi [203, 204]. Kao materijal u ispitivanju koriS¢ena je sveza krv
izvadena iz zdravog Coveka. Starost i pol ¢oveka nije bila registrovana.

U po dve epruvete odmereno je po 0,1 g svakog od ispitivanih uzoraka
hidroksiapatita 1 epruvete su dopunjene sa po 10 mL fizioloSkog rastvora (Hemofarm,
Srbija). 8 mL krvi se razblazi sa 10 mL fizioloSkog rastvora. Po 0,2 mL razblaZene krvi
se doda u epruvete sa uzorcima koje su prethodno bile uravnoteZzene u fizioloSkom
rastvoru u toku 30 min na 37°C. Sve pripremljene epruvete su termostatirane 60 min u
vodenom kupatilu tresilice na 37°C. Epruvete nakon termostatiranja su centrifugirane 10
min na 700 g. Nakon toga je odredivana absorbanca supernatantne tecnosti u svakoj
epruveti na 545 nm, koriS¢enjem Ultrospec 3300 (Amersham Bioscience) UV/VIS
spektrofotometra. Fizioloski rastvor i destilovana voda su koriS¢eni kao negativna i

pozitivna kontrola. Brzina hemolize je izracunata na osnovu slede¢e formule:

Dt - Dnc
HR=—— (3.2)
Dpc - Dnc

gde je: D, - absorbanca uzorka, D, - absorbanca negativne kontrole i D,. - absorbanca

pozitivne kontrole.
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4.  Rezultati i diskusija

U ovom radu je koriS¢ena metoda neutralizacije za sintezu Cistog hidroksiapatita 1 tri
serije uzoraka prahova na bazi kalcijum hidroksiapatita dopiranih jonima: Ag(I), Cu(Il)
ili Zn(II), u razli¢itim koncentracijama. Sinteze se mogu upros¢eno prikazati hemijskom

reakcijom:

(IO-X) Ca(OH)z + 6 H3PO4 + XMO = Ca10_xMx(PO4)6(OH)2 + 18 Hzo (4 1)
MO (1/2 Ag,0, CuO i ZnO), x = 0-0,004

Neutralizaciona metoda je izabrana u odnosu na druge metode zbog
ekonomicnosti i moguénosti dobijanja Cistog proizvoda u visokom prinosu. Takode,
regulisanjem fizicko-hemijskih parametara sinteze moze se direktno uticati na svojstava
hidroksiapatitnih prahova: veli¢inu, stepen kristaliniteta ¢estica i homogenost uzorka.

Radi dobijanja homogenog proizvoda, prvo je oksid dopanta (Ag,O, CuO ili ZnO)
rastvoren u H3;PO,, a zatim rastvor polako ukapavan u suspenziju Ca(OH),. Kako je
ranije nadeno [91], sporo dodavanje rastvora fosforne kiseline u suspenziju Ca(OH),,
vodi ka formiranju ¢istog i homogenog proizvoda. Izbor temperature, vreme starenja
suspenzije, su od velikog znacaja za sintezu hidroksiapatitnih prahova metodom
neutralizacije. Temperature od 95°C prilikom ukapavanja rastvora H3;PO4 u suspenziju
Ca(OH); i od 25°C prilikom starenja suspenzije, kao i vreme starenja od oko 20 sati, su
izabrani radi dobijanja dobro kristalisanog i stehiometrijskog proizvoda. Takode, sinteze
su izvodene u inertnoj atmosferi, u struji N,, kako bi se u $to ve¢oj meri sprecio kontakt
reakcione suspenzije sa ugljen-dioksidom iz vazduha i njegovu ugradnju u kristalnu

reSetku hidroksiapatita.
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4.1. Rendgenostrukturna analiza sintetisanih uzoraka

Kvalitativna metoda rendgenske difrakcije (XRD) je prvenstveno radena zbog
identifikacije prisutnih kristalnih faza u sintetisanim uzorcima. Zatim je izvrSena njihova
delimi¢na karakterizacija, odredeni su parametri jedini¢ne celije (a, b 1 ¢), stepen
kristaliniteta 1 udeo kristalne faze.

Difraktogrami sintetisanih uzoraka su dati uporedo na Slici 4.1. Na osnovu
polozaja pikova svi uzorci poseduju heksogonalnu strukturu, prostorne grupe P6;/m, koja
odgovara strukturi kalcijum hidroksiapatita i u saglasnosti je sa podacima kartice ASTM
9-432. Prikazani difraktogrami su medusobno veoma sli¢ni, poseduju ostre, izrazene i
pretezno razmaknute pikove, $to ukazuje da su sintetisani uzorci visoko kristalini¢ni.
Takode, u difraktogramima nisu indetifikovani pikovi koji poticu od drugih metal-
fosfatnih faza ili neizreagovanog kalcijum oksida. 1z literaturnih podataka, joni srebra do
4%, joni bakra do 10% 1 joni cinka do 15% mogu supstituisati jone kalcijuma u
hidroksiapatitu bez stvaranja sekundarnih faza [143, 147, 205]. U sintetisanim uzorcima
dopantni joni: Ag(I), Cu(Il) i Zn(Il) su prisutni u veoma malom procentu i ne uti¢u na
fazni sastav, na osnovu toga moze se pretpostaviti da su sintetisani uzorci monofazni.

KoriS¢enjem programa Fullprof, odnosno njegovog podprograma Le Bail fit,
izraCunati su parametri jedini¢nih ¢elija uzoraka. Vrednosti parametra kristalne reSetke
¢istog HAP-a i uzoraka dopiranih jonima metala su dati u Tablici 4.1.

Sa difraktograma uzorka se moze pretpostaviti veli€ina kristalita i udeo kristalne
faze u Gesticama. Sto je stepen kristaliniteta visi, maksimumi na dijagamu praha ¢e biti
uzi. Zbog toga se Sirine maksimuma mogu koristiti za odredivanje stepena kristaliniteta,
odnosno dimenzija kristalnih regiona u kojima struktura nije bitno naruSena. Na Sirinu
linije uti¢u brojni strukturni i instrumentalni faktori. Sirina difrakcione linije obi¢no se
meri na poluvisini maksimuma i tada se naziva §irina na poluvisini (FWHM — The Full
Width at Half Maximum) kao na Slici 4.2.
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Slika 4.1 XRD difraktogrami sintetisanih uzoraka kalcijum hidroksiapatita sa razli¢itim

sadrzajem dopatnih metala.
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Tablica 4.1 Srednje vrednosti parametara jedini¢nih Celija (a =b, ¢), veliCine kristalita 1 stepeni Kristaliniénosti
sintetisanih uzorka hidroksiapatita

Veli¢ina kristalita
Parametar o | Parametar ¢ | Zapremina jedinicne éelije
Uzorak 3 o
A A) (A%
Looa L300
HAP 90,4261 6,8971 1592,0978 42 32 0,86
Ag-HAP1 90,4273 6,8976 1593,8447 36 30 0,74
Ag-HAP2 9,4299 6,8982 1594,8627 37 28 0,72
Ag-HAP3 9,4331 6, 8993 1596,1998 37 30 0,79
Cu-HAP1 9,4249 6,8957 1591,3694 40 28 0,80
Cu-HAP2 92,4218 6,8954 1590,2535 39 28 0,77
Zn-HAP1 9,4244 6,8970 1591,5006 34 24 0,68
Zn-HAP2 9,4330 6,8765 1589.6674 34 26 0,68
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Slika 4.2 Sirina na poluvisini difrakcione linije.

Srednja veli¢ina kristalita kod uzorka izracunata je na osnovu Scherrer-ove
formule, sa difraktograma predstavljenog na Slici 4.1, uz pretpostavku da su kristalna

zrna cilindri¢nog oblika.

0,952
e 4.2)
P12 cosO

gde su: A - talasna duzina Cu Ko, zradenja, 0 - ugao difrakcijei f3,,, = VB> —b> ,Bje

F.W.H.M. — potpuna Sirina na polovini visine odgovarajuceg pika i b je faktor ugaone
korelacije. Za odredivanje srednje velic¢ine kristalita koriS¢ene su difrakcioni maskimumi
koji odgovaraju refleksiji sa (002) 1 (300) ravni (Loo2, Lsgo). VeliCina Lo, odgovara
dimenzijama kristalita duz c-ose (duzina kristalita), a L3y dimenzijama duz a-
kristalografske ose (Sirina kristalita). Podaci za veli¢inu kristalita dobijenih uzoraka
prikazani su u Tablici 4.1.

Prema E. Landi-ju i sar. [206] udeo kristalne faze (X;) u sintetisanim uzorcima,
moze se odrediti koriS¢enjem sledece jednacine:

V112300
Xemlo— (4.3)
L300

gde su: I3 - intenzitet difrakcionog pika (300), a V12300 predstavlja rastojanje izmedu

vrha difrakcionog pika (112) i podnozja pika (300), izrazeno u jedinicama intenziteta,
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koje je kod slabo kristalnih uzoraka blisko nuli. IraCunate vrednosti frakcija kristalne faze
(X¢) u uzorcima hidroksiapatita su dati u Tablici 4.1.

Sintetisani HAP ima neSto vece vrednosti parametra reSetke a i ¢ u odnosu na
standardni hidroksiapatit (¢ = 0,9418 nm 1 ¢ = 0,6884 nm prema ASTM Kkartici 9-432)
(Tablica 4.1). Povecanje vrednosti parametara reSetke su posledica nacina pripreme
uzoraka, nestehiometrjskog sastava i prisustva raznih primesa. Naime, razni joni prisutni
u polaznim hemikalijama, zatim molekuli vode i1 karbonatni joni mogu uticati na
vrednosti parametara kristalne reSetke. Prosecna vrednost veli¢ine kristalita duz c-ose ima
vrednost Loo, = 42 nm dok vrednost veliCine kristalita u pravcu a-ose L3 iznosi 32 nm.
Na osnovu dobijenih vrednosti moze se re¢i da su Cestice sintetisanog hidroksiapatita
cilindri¢nog oblika. Ovaj rezultat je kasnije potvrden i mikroskopskom analizom.

Sa rendgenograma prikazanih na Slici 4.1 se vidi da povecanje sadrzaja srebra u
uzorcima AgHAP-a, izaziva sistematsko pomeranje maksimuma refleksija prema manjim
vrednostima uglovima 26 (Slika 4.1). Ova pomeranja su verovatno posledica supstitucije
jona kalcijuma sa znatno ve¢im jonima srebra (Tabl. 4.2). Takode, analizom podataka
prikazanih u okviru Tablici 4.1 zapaZa se linearni porast parametara kristalne reSetke sa
povecanjem sadrzaja srebra. Rezultati su u skladu sa prethodnim izvestajem Rameshbabu
1 sar. [143], gde je pretpostavljeno da joni srebra supstituisu jone kalcijuma u kristalnoj
reSetki. Takode, postoji moguénost da joni srebra potpuno ili delimi¢no zauzimaju druge
kristalografske polozaje, §to za posledicu ima porast parametra kristalne reSetke.
Supstitucijom dvovalentnih jona kalcijuma sa monovalentnim jonima srebra u
hidroksiapatitnoj kristalnoj reSetki nastaje razlika u naelektrisanju koja se moze
neutralisati stvaranjem dodatnih vakancija ili moze do¢i do simultane supstitucije PO4>"
sa dvovalentnim CO32' anjonom.

Prema rezultatima datim u Tablici 4.1, moze se uociti da svi uzorci AgHAP-a
imaju manje prosecne veli¢ina kristalita i nizu kristalini¢nost nego ¢ist hidroksiapatit.
Smanjenje je o&ekivano usled inkorporacije jona Ag” na mesto Ca’" unutar kristalne
reSetke, imajuc¢i u vidu razliku u jonskim pre¢nicima srebra i kalcijuma (Tablica 4.2).
Uzorak AgHAP3 ima neSto vecu vrednost stepena kristalini¢nosti, verovatno kao
posledica malih odstupanja uslova sinteze ili razliite koli¢ine ugradenih karbonatnih
anjona.

Kod uzoraka hidroksiapatita dopiranih jonima Cu®" moZe se videti smanjenje
vrednosti parametara reSetke a 1 ¢ sa porastom koncentracije dopanta (Tablica 4.1).
Dopiranjem se joni Cu®" supstitucijalno ugraduju u resetku HAP-a, deformi$uéi kristalnu
strukturu, Sto dovodi do promene dimenzija elementarne celije, tj. smanjenja

meduatomskih rastojanja.
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Ove deformacije prouzrokovane su razlikom prec¢nika jona bakra i kalcijuma (Tablica
4.2). Ova diskusija je u saglasnosti sa literaturnim podacima. Naime, Misono i1 Hall [148]
su pretpostavili na osnovu EPR (eng. Electron paramagnetic resonance) spektara da joni
bakra supstituiSu jone kalcijuma u oba kristalografska polozaja: Ca(1) i Ca(2). Prose¢ne
veli€ine kristalita koje su procenjene primenom Scherrer-ove formule su nize od vrednosti za
uzorak ¢istog hidroksiapatita (Tablica 4.1). Iz dobijenih rezultata se moze zakljuciti da
povecanje sadrzaja bakra u uzorcima dovodi do konstantnog smanjenja dimenzija

kristalita i stepena kristaliniteta prahova.

Tablica 4.2 Jonski radijusi metala (M).

M Jonski radijus (nm)
Ca(Il) 0,099
Ag(D) 0,128
Cu(I) 0,073
Zn(II) 0,074

Sa difraktograma datih na Slici 4.1 se vidi da sa porastom koncentracije dopanta u
ZnHAP uzorcima, pikovi postaju Siri i pomeraju prema ve¢im vrednostima 20. Parametri
jedini¢ne c¢elije a i ¢ u uzorcima dopirani jonima cinka u odnosu na HAP opadaju sa
povecanjem koli¢ine dopanta, izuzev parametra a za uzorak ZnHAP2 (Tablica 4.1).
Opadanje parametara kristalne reSetke je posledica supstitucije jona kalcijuma sa jonima
cinka koji su manjeg precnika (Tablica 4.2). Veca vrednost parametra ¢ u ZnHAP2
uzorku, najverovatnije je rezultat ugradnje vece koli¢ine molekula vode u apatitnu
strukturu. Miyaji 1 sar. [146] su izvestili da u hidroksiapatitu dopiranom jonima cinka
dolazi do povecanja parametra a odnosno smanjenja parametra b, usled delimicne
substitucije OH grupa sa molekulima vode u elementarnoj ¢eliji. Takode, na osnovu
podataka datih u Tablici 4.1 se moze zakljuciti da joni cinka uticu na smanjenje
dimenzija kristalita i stepena kristaliniteta prahova. Joni cinka imaju inhibitorski uticaj na
nukleaciju i rast Cestica hidroksiapatita, favorizujuéi stvaranje Cestica sa manjim udelom
kristalne faze [207, 208].
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4.2. Infracrvena spektroskopska analiza sintetisanih uzoraka

Dalja analiza cestica dobijenih uzoraka vrSena je pomocu infracrvene
spektroskopije (FT-IR). Infracrvena spektroskopija se koristi u kvalitativnoj analizi za
identifikaciju funkcionalnih grupa supstance, za strukturna odredivanja, a rede i u
kvantitativnoj analizi. Neorganska jedinjenja imaju relativno siromasan FT-IR spektar,
njihova indentifikacija se vrSi na osnovu poredenja eksperimentalnog spektra nepoznatog
jedinjenja sa spektrima poznatih jedinjenja iste klase ili na osnovu korelacionih tabela.
Infracrvena spektroskopija ne spada u osetljive kvantitativne analize. Ona omogucava
odredivanje sadrzaja primese iznad 1% [209]. Kvantitativha FT-IR analiza se svodi na
merenju intenziteta odabranog apsorpcionog maksimuma jedinjenja tj. njegove visine,
mada se tacniji rezultati dobijaju merenjem povrSine. Pored toga Sto sluzi za
identifikaciju glavnih funkcionalnih grupa u uzorku, FT-IR analiza se Cesto koristi za
detekciju tragova necostica.

Odgovaraju¢i FT-IR spektri svih sintetisanih uzoraka dati su na Slici 4.3 1 Slici

4.4. FT-IR spektri uzoraka hidroksiapatita dopiranih jonima metala su skoro identi¢ni sa
spektrom Cistog hidroksiapatita i mogu se uociti zajednicke karakteristicne apsorpcione
trake koje poticu od adsorbovane vode, hidroksilne, fosfatne i karbonatne grupe.
Apsorpcione trake karakteristi¢ne za PO,>” grupu nalaze se na oko 1092 cm™, 1040 cm™,
962 cm™, 601 cm™ i 471 cm™ [210]. Trake u intervalua od 1032 cm™ do 1108 cm™
uobitajeno najjace trake u spektru pripadaju vs, a traka slabog intenziteta na 962 cm’
odgovara v; vibracijama PO4”" grupe. Traka slabog intenziteta na oko 470 cm™ odgovara
v, (PO4” ) vibraciji. Trake u obliku dubleta koje se nalaze u oblasti od 568 cm™ do 605
cm” pripadaju v4 (PO4”) vibraciji. Traka slabog intenziteta na oko 1410 cm™ odgovaraju
v3 vibracijama COs> grupe. PoloZaj ove trake ukazuju na supstituciju PO4> grupe apatita
COs> grupama, odnosno na formiranje hidroksiapatita sa karbonatima (tip B) [152]. Na
osnovu slabog intenziteta ovih traka, moze se pretpostaviti da je koli¢ina karbonatnih
jona veoma mala u svim uzorcima. Tokom sinteze moguca je apsorpcija atmosferskog
CO,, S§to za posledicu ima ugradivanje karbonatnog anjona u kristalnu resetku
hidroksiapatita. Na osnovu slabog inteziteta apsorpcionih traka karbonatne grupe u svim
sintetisanim uzorcima hidroksiapatita, moze se zakljuciti da je veoma mala koli¢ina jona
karbonata ugradilo. Siroke jake trake u opsegu od 2500 cm™ do 3700 cm™ pripadaju vs i
vi i traka slabog intenziteta na oko 1642 cm™ poti¢u od v, vibracija adsorbovanih
molekula vode [211]. Otar pik ili prevoj na oko 3572 cm™ odgovara v, dok traka na 632

cm™ odgovara vy vibracijama OH™ grupe [211].
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Slika 4.3 FT-IR spektri sintetisanih uzoraka: HAP, AgHAP1, AgHAP2 i AgHAP3.
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4.3. Elementalna analiza sintetisanih uzoraka

Spektri dobijeni kvalitativnom EDS analizom, potvrdili su uspesno dopiranje i

Cistocu svih sintetisanih uzoraka. Na Slici 4.5 su prikazani rezultati EDS analiza svih

uzorka, osim ZnHAPI1, gde se vidi prisustvo svih potrebnih elemenata, odnosno,

kvalitativno se potvrduje hemijski sastav.

Rezultati kvantitativne elementalne analize sintetisanih uzorka su dati u Tablici
4.3. Rezultati pokazuju da je molski odnos [Ca + M]/[P], (M = Ag, Cu ili Zn) uzoraka

nesto manji od stehiometrijskog. Stehiometrijski hidroksiapatiti imaju Ca/P odnos 1,67.

Formiranje kalcijum-deficitarnih uzoraka HAP-a uobiCajena je pojava kod sinteza

mokrim postupkom. Rezultati kvantitativne elementalne analize su pokazali da je sadrzaj

dopanatnih metala u svim uzorcima nesto ve¢i od unesenih koli¢ina. Ovo odstupanje se

moze povezati sa nestehiometrijskim odnosom proizvoda. Na osnovu dobijenih rezultata,

moze se zakljuciti da su joni dopanta u potpunosti ugradili u kalcijum hidroksiapatit.

Tablica 4.3 Rezultati elementalne analize sintetisanih uzoraka.

(M/Ca) % (M/Ca) %
Uzorak T (Ca+M)/P
(teorijski) (nadeno)

HAP 0 0 1,65
Ag-HAP1 0,002 0,022 1,63
Ag-HAP2 0,040 0,043 1,61
Ag-HAP3 0,400 0,406 1,62
Cu-HAP1 0,040 0,042 1,65
Cu-HAP2 0,400 0,410 1,63
Zn-HAP1 0,040 0,043 1,63
Zn-HAP2 0,400 0,420 1,61
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Slika 4.5 EDS fotografije elementalne analize sintetisanih uzoraka: a) HAP, b) AgHAPI,
c) AgHAP2, d) AgHAP3, e) CuHAP1, f) CuHAP2 i g) ZnHAP2.
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4.4. Morfologija Cestica sintetisanih uzoraka

Morfologija Cestica je vazna karakteristika materijala, koja uti¢u na njihovu primenu.
Nanocestice imaju bolju interakciju i adheziju sa ¢elijama u odnosu na mikrocestice i Siri
opseg bioloSkih primena zahvaljujuéi malim dimenzijama 1 fizicko-hemijskim
karakteristikama. Nanocesti¢ni hidroksiapatit se pokazao efikasnijim u obnavljanju kosti
od konvencionalnog [212, 213]. Sa druge strane, nanocesti¢ni antimikrobni materijali
imaju jace antimikrobno dejstvo od vecih Cestica. Naime, nano Cestice za razliku od
krupnijih, imaju mnogo vecu povrSinu u odnosu na njihov volumen. To znaci da se na
povrsini nano Cestica nalazi veca koli¢ina aktivnih antimikrobnih jona.

Za prvu procenu morfoloSkih karakteristika sintetisanih uzoraka koris¢en je
skenirajuci elektronski mikroskop (SEM). Mikrografije dobijenih uzoraka su prikazane
na Slici 4.6. Na svim snimcima se moze uociti da prahovi pokazuju sli¢ne strukture,
sastavljene od aglomerata, nepravilnog oblika, razli¢itih veli¢ina i hrapavih povrSina. Na
osnovu izgleda aglomerata moze se pretpostaviti da su izgradeni od veoma sitnih
primarnih Cestica nanometarskih dimenzija.

Detaljnija morfoloska karakterizacija uzoraka na nanometarskom nivou izrSena je
transmisionom elektronskom mikroskopijom. TEM mikrografije sintetisanih uzoraka su
prikazane na Slikama: 4.7, 4.8, 4.9 1 4.10. Sa ovih mikrografija se moze uociti da su svi
uzorci homogeni 1 da su u vefem procentu prisutne nanometarske cCestice, slicnih
morfoloskih karakteristika: nepravilnog cilindricnog oblika ¢esto izvijene i neujednacene
veli¢ine. Prose¢na duzina Cestica kod svih uzoraka iznosi oko 70 nm a $irina oko 15-20
nm. Na svim snimcima mogu se videti postojanje u manjem broju kracih Cestica ipod 50
nm i duzih od 100 nm. Na osnovu ovih mikrografija se moze zakljuciti da porast koli¢ine
dopanta ne uti¢e bitno na veli¢inu i morfologiju Cestica. Poredenjem prosecne veli€ine
Cestica sa dimenzijama kristalita uzoraka izracunatim pomocu Scherer-ove jednacine
(Tab. 4.3), moze se zakljuditi da su primarne Cestice pretezno polikristalne. Cestice
duzine oko 100 nm, su najverovatnije nastale kao posledica srastanja Cestica prilikom
njihovog rasta. Takode, na TEM mikrografijama, mogu se videti aglomerati Cestica, §to je

oc¢ekivano s obzirom da je koriS¢ena metoda sinteze iz teCne faze.
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Slika 4.6 SEM mikrografije uzoraka: a) HAP; b) AgHAPI1, c) AgHAP2, d) AgHAP3,
e) CuHAPI, f) CuHAP2, g) ZnHAP1 i h) ZnHAP2.
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Slika 4.8 TEM mikrografije uzoraka: AgHAP1(a), AgHAP2 (b) i AgHAP3 (c).

63



Slika 4.10 TEM mikrografije uzoraka ZnHAP1 (a) 1 ZnHAP2 (b).
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4.5. Rezultati rastvorljivosti sintetisanih uzoraka

Studija rastvorljivosti antimikrobnih biomaterijala je neophodan korak u proceni
podobnosti njihove upotrebe. Antimikrobni biomaterijali sa niskim stepenom
rastvorljivosti poseduju dobru antimikrobnu aktivnost u duZem vremenskom periodu.
Rastvorljivost hidroksiapatitnih materijala zavisi od brojnih faktora: hemijskog sastava,
vrste 1 koli¢ine prisutnih primesa, Ca/P molskog odnosa, kristalni¢nosti, specificne
povrsine, veli¢ine Cestica i1 od sastava rastvora za ispitivanje rastvorljivosti. Ca-deficitarni
hidroksiapatiti imaju veéu rastvorljivost. Cestice sa veéom specifitnom povriinom i
manjom veli¢inom imaju vecu rastvorljivost dok sa ve¢om kristalinicnosti imaju manju
rastvorljivost [214]. Rastvorljivost hidroksiapatita zavisi od vrste prisutnog jona, dok
porastom njegove koliCine efekat je izraZeniji. Rastvorljivost karbonatnog hidroksiapatita
raste sa povecanjem koliCine karbonata. Mayer 1 Featherstone [215] su ispitivali
rastvorljivost sintetickog hidroksiapatita sa razli¢itim sadrzajem karbonata sa 1 bez
dodatih jona cinka. Uzorci karbonatnih hidroksiapatita dopirani jonima Zn(II) pokazali su
manju rastvorljivost od uzoraka bez cinka. Hidroksiapatiti dopirani sa jonima Cu(Il)
pokazuju vecu rastvorljivost [216].

Rastvorljivost uzoraka hidroksiapatita ispitana je u fosfatnom puferu na pH 7,4 u
vremenskim intervalima 1, 2 i 4 sata radi korelacije sa kvantitativnim antimikrobnim
testom. Analizirane su samo koli¢ine oslobodenih jona metala: Ag(I), Cu(Il) 1 Zn(II).
Rezultati testa su prikazani u Tablici 4.4.

Kod uzorka AgHAP3 detektovane su veoma male koli¢ine jona srebra u
fosfatnom puferu nakon 2 i1 4 sata inkubacije. Oslobadanje jona srebra je posledica vece
koli¢ine jona srebra i distorzije kristalne resetke HAP, takode postoji moguénost da je
izvesna koli¢ina jona srebra nalazi u intersticijskom polozaju. Koli¢ine oslobodenih jona
Ag(I), Cu(Il) i Zn(Il) u ostalim uzorcima je bila ispod granica detekcije ICP. Na osnovu
dobijenih rezultata se moze zakljuciti da inkorporacija jona srebra u hidroksiapatit vodi
ka povecanju rastvorljivosti AgHAP uzoraka.
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Tablica 4.4 Koncentracije oslobodenih jona: Ag(I), Cu(I) i Zn(II) (mgL™) u filtratu
nakon 1, 2 1 4 sata inkubacije na 37°C.

Uzorak Vreme (h)

1 2 4
AgHAPI1 0 0 0
AgHAP2 0 0 0
AgHAP3 0 0,08 0,13
CuHAP1 0 0 0
CuHAP2 0 0 0
ZnHAPI1 0 0 0
ZnHAP2 0 0 0
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4.6. Antimikrobna aktivnost sintetisanih uzoraka

U razvoju novih biomaterijala na bazi hidroksiapatita za primenu u ortopedskoj

hirurgiji 1 stomatologiji, posebna paznja se posvecuje sprecavanju infekcija, koje mogu
nastati nakon ugradnje implantata. Prema nekim studijama pojava infekcija se javlja kod
<5% pancijenata i one mogu dovesti do odstranjenja implanta [164]. Vecina infekcija
nastaje u prvih pet godina od implantacije, mada su na svim implantima moguce
dozivotne infekcije. Mikroorganizmi koji izazaivaju infekcije mogu kontaminirati
reparirani deo kosti prilikom hiruske intervencije, naknadnom infekcijom rane, zatim
Sirenjem zapaljenja iz okolinih tkiva 1 Sirenjem mikroorganizama putem krvi ili limfe iz
udaljenog zarista infekcije.
Prema nekim studijama Staphylococcus aureus je glavni uzro¢nik u vise od 30%
postoperativnih infekcija [156, 217, 218]. S. aureus je Gram-pozitivna bakterija iz grupe
stafilokoka. Njegova rastu¢a multi rezistentnost na beta-laktamske antibiotike, oznacena
je kao rezistencija na meticilin (MRSA sojevi) kao i prema drugim antibioticima, otezava
primenu antibiotika u sprecavanju i leCenju infekcija.

Escherichia coli je Gram-negativna bakterija, pripada rodu Escherichia i porodice
Enterobacteriaceae. E. coli je oportunisti¢ki patogen koji uzrokuje bolest kod pacijenata
¢iji su odbrambeni mehanizmi oSteceni nekon druge bolesti, ili kod onih koji su leceni
zraCenjem, ili antibiotskom terapijom, ili nekim drugim medikamentima. E. coli moze
uzrokovati zapaljenje kostiju (osteomijelitisa) i dovesti do post-operativnih infekcija
prilikom ugradnje koStanih implantata.

Postoperativne infekcije u ortopediji izazvane Candida albicans ili drugim
vrstama gljivica su veoma retke [219, 220]. Osteomijelitis uzrokovan C. albicans se
javlja kod bolesnika sa oslabljenim imunitetom, usled dugotrajne upotrebe antibiotika ili
direktno traumatskom inokulacijom [221].

Pored navedenih mikroorganizama 1 brojni drugi uzro€nici mogu izazvati
infekcije implanta. Adhezija mikroorganizama na povrSinu hidroksiapatita predstavlja
kljucni, pocetni korak u infekciji. Da bi se sprecile infekcije, vr$i se modifukacija
implantacionih matrijala odgovaraju¢im antimikrobnim agensima. Stoga je ispitivanje
aktivnosti antimikrobnih materijala jedan od vaznijih testova za njihovu biomedicinsku

primenu.
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Antimikrobna aktivnost sintetisanih uzoraka hidroksiapatita ispitana je na:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 1 Candida albicans, primenom kvalitativhog
(disk-dufuzionog) i kvantitativnog antimikrobnog testa.

Rezultati  disk-difuzionog testa sintetisanih uzoraka na ispitivanim
mikroorganizmima su prikazani u Tablici 4.5. Dobijeni rezultati pokazuju da AgHAP
uzorci poseduju najjace antimikrobno dejstvo, koje je narocito izrazeno prema bakteriji
E. coli. AgHAP2 je pokazao antimikrobno dejstvo samo prema E. coli. Za uzorak
AgHAP3 je zabelezena antimikrobna aktivnost prema svim ispitivanim sojevima
mikroorganizama. Najveca §irina zone inhibicije bila je za E. coli, dok je prema S. aureus
1 C. albicans bila znatno manja. Antimikrobna aktivnost AgHAP2 1 AgHAP3 uzoraka je
rezultat vece koliCine srebra i nastaje kontaktom celija mikroorganizma sa povrSinom

uzorka 1 usled difuzije jona srebra u hranljivu podlogu. Slika 4.11 i Slika 4.14 ilustruju

antimikrobno dejstvo AgHAP uzoraka prema ispitivanim mikroorganizmima.

Tablica 4.5 Antimikrobna aktivnost sintetisanih uzoraka.

Zona inhibicije (mm) rasta mikroorganizma
Uzorak
E. coli S. aureus C. albicans

HAP 0 0 0
AgHAP1 0 0 0
AgHAP2 1 0 0
AgHAP3 4 1 1
CuHAPI1 0 0 0
CuHAP2 1 0 0,5
ZnHAP1 0 0 0
ZnHAP2 0 0 0
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Slika 4.12 Antimikrobna aktivnost AgHAP3 uzorka u odnosu na E. coli.
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Slika 4.13 Antimikrobna aktivnost AgHAP3 uzorka u odnosu na S. aureus.

Slika 4.14 Antimikrobna aktivnost AgHAP3 uzorka u odnosu na C. albicans.
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Disk-difuziona metoda se veoma Cesto koristi u istrazivanjima pocetne procene
antimikrobnog dejstva materijala, medutim, pouzdanost testa zavisi od stepena
difuzibiliteta hranljive podloge na prisutne sastojke u svakom ispitivanom materijalu.
Metoda je kvalitativna i zbog toga za bolju procenu antimikrobnih osobina uzoraka
koris¢ena je kvantitativna antimikrobna metoda. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti
uzoraka ovom metodom se zasniva na merenju kinetike opadanja/rasta broja celija
testiranog mikroorganizama tokom neposrednog dodira sa ispitivanim materijalom.

Rezultati kvantitativnog antimikrobnog testa za AgHAP uzorke su pokazali
smanjenje broja vidljivih kolonija svih ispitivanih sojeva mikroorganizama. Antimikrobni
efekat AgHAP uzorka zavisi od koli¢ine srebra i kako raste njegov udeo, tako se
povecava antimikrobna efikasnost. Najvecu osetljivost na ispitivane uzorke je dobijena za
E. coli, gde je postignut procenat redukcije broja ¢elija za oko 89-100% (SI. 4.15 1 Sl
4.16). Uzorak AgHAP3 je pokazao baktericidno dejstvo prema E. coli nakon drugog sata.
AgHAP2 je pokazao konstantno opadanje broja kolonija sa vremenom, nakon 4 sata
stepen redukcija je iznosio 99,98%. Kod uzorka AgHAP1 uocen je postepen pad broja
kolonija nakon 1 i 2 sata (~99%), a potom dolazi do njihovog porasta.

AgHAP uzorci prema S. aureus (Sl. 4.17 1 Sl. 4.18) i C. albicans (Sl. 4.19 1 S1.

4.20), su ispoljili nesto slabiju antimikrobnu aktivnost i kod njih nije bilo biocidnog

dejstva. Smanjenje broja kolonija je bio srazmeran kolicini srebra u uzorcima. Uzorak
AgHAP3 je pokazao konstantno opadanje broja kolonija sa vremenom, nakon 4 sata
stepen redukcija S. aureus je iznosio 99,98%. Za uzorke AgHAP1 i AgHAP2 uocen je
postepen pad broja kolonija S. aureus nakon prvog i drugog sata i njihov porast nakon 4
sata. Nakon drugog sata izlaganja postignuti stepen redukcije broja celija se kretao u
opsegu od oko 97% za uzorak sa najmanjom koli¢inom srebra do 99,47% za uzorak sa
veéim sadrzajem srebra. Kod C. Albicans postepen rast stepena redukcije nakon 11 2 sata
je zabelezen samo kod AgHAP3 uzorka, nakon drugog sata je iznosio 99,92%. Kod
ostalih AgHAP uzoraka pad broja kolonija je zabeleZzen samo nakon prvog sata, gde je
postignuti procenat redukcije iznosio 85,86% za uzorak AgHAPI i ~ 99% za uzorak
AgHAP2.

Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima, da su materijali na bazi
srebra efikasniji prema E. coli u odnosu na S. Aureus [222-228]. Razlika u osetljivosti

bakterija prema srebru je najverovatnije posledica razlicite grade ¢elijskog omotaca.
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Vreme (sati)

Slika 4.16 Stepen redukcije (R) broja ¢elija E. coli.
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Vreme (sati)

Slika 4.18 Stepen redukcije (R) broja ¢elija S. aureusi.
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Slika 4.19 Log CFU/mL ¢elija C. albicans.

74

Vreme (sati)

Slika 4.20 Stepen redukcije (R) broja ¢elija C. albicans.



Podaci iz literature, takode, potvrduju jako antibakterijsko dejstvo materijala na
bazi srebra i hidroksiapatita. Postupak povrSinske inkorporacije jona srebra se Siroko
koristi za modifikaciju povrSine hidroksiapatitnih materijala. Chen i sar. [229] su in vitro
uslovima nasli znacajno smanjenje broja adheriranih bakterija S. epidermidis 1 S. aureus
na povrsini hidroksiapatitne obloge tretirane jonima srebra u odnosu na ne tretiranu
povrSinu. Chung i sar. [230] su ispitali in vitro uslovima antibakterijski uticaj HAP
obloga povrsinski tretiranih jonima srebra 1 cinka procesom jonske izmene na S. mutans.
HAP obloga sa 10000 ppm Ag je pokazala baktericidno dejstvo. Ispitivanja Feng i sar.
[231, 232] in vitro uslovima su pokazala da Ag-HAP obloge poseduju jako
antibakterijsko dejstvo prema E. coli, P. aeruginosa, S. aureus 1 S. epidermidis. Diaz 1
sar. [233] su napravili srebro-hidroksiapatitni nanokompozitni materijal koloidnim
postupkom, dok su redukciju srebra izvrSili u Ho/Ar atmosferi na 350°C. Rezultati
antimikrobnih testova su pokazali visoku aktivnost sintetisanog materijala prema S.
aureus, Pneumococcus i E. coli. Ispitivanja Mo 1 sar.[222] su pokazali da je kompozitna
obloga napravljena od AgHAP i TiO; na Ti, veoma efikasan antimikrobni agens prema E.
coli 1 S. Aureus. Takode, Zhang 1 sar. [234] su izvestili 0 jakom antimikrobnom dejstvu
AgHAP prema E. coli i S. Aureus. Hidroksiapatit je dobijen hidrotermalnom
modifikacijom prirodnog (koralnog) HAP-a, dok su joni srebra procesom sorpcije
uneseni u strukturu hidroksiapatita.

Nekoliko nau¢nih studija ispitalo je antimikrobnu aktivnost hidroksiapatitnih
materijala dopiranih jonima srebra. Kim 1 saradnici [235] su ispitali antimikrobni efekat
hidroksiapatita dopiranih jonima Ag(I); Cu(Il) ili Zn(II), dobijenih neutralizacionom
metodom prema E. coli. Uzorci dopirani jonima srebra su pokazali jako antimikrobno
dejstvo. Rameshbabu i saradnici [143] su izvestili o jakom antimikrobnom efektu
materijala na bazi hidroksiapatita dopiranih jonima srebra dobijenih modifikovanom
neutralizacionom metodom prema bakterijama E. coli i S. aureus. Chung i sar. [236] su
proucavajuéi antimikrobni efekat hidroksiapatita dopiranih jonima srebra, dobijenih sol-
gel postupkom, pokazali da pri koli¢ini od 2000 ppm Ag, materijali imaju jako dejstvo
prema S. mutans ATCC 25175.

U literaturi ne postoji mnogo izvesStaja o antimikrobnom dejstvu materijala na
bazi hidroksiapatita modifikovanog jonima bakra ili cinka. Ispitivanja Kim 1 sar. [235]
nisu jasno pokazala antimikrobno dejstvo hidroksiapatitnih materijala dopiranih jonima
bakra ili cinka. Li i sar. [237] su izvestili o antimikrobnom dejstvu CuHAP prema E. coli.
Chung i sar. [236] su izvestili o antimikrobnom dejstvu hidroksiapatita dopiranog sa 2000

ppm jona cinka prema S. mutans.
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Rezultati disk-difuzionog testa sintetisanih uzoraka hidroksiapatita dopiranih
jonima bakra i cinka su prikazani u Tablici 4.5. Uzorak CuHAP2 je pokazao
antimikrobnu aktivnost prema bakteriji E. coli 1 gljivici C. albicans. Antimikrobno
dejstvo CuHAP2 uzoraka prema ispitivanim mikroorganizmima je prikazano na Slici

4.21 1 Slici 4.22. Mnoge naucne studije su pokazale da bakar poseduje jako

antifungicidno dejstvo. Kod C. albicans osim zone inhibicije (0,5 mm, Tabl. 4.5) postoji 1
difuzna zona (~ 4 mm, Sl. 4.22), u kojoj CuHAP2 uzorak ispoljava bakteriostaticko
dejstvo, tj. u kojoj je smanjena gustina rasta indikatorskog soja u okolini test uzorka u
odnosu na celu povrsinu Petri Solje. CuHAP1 kao 1 uzorci dopirani jonima cinka, nisu
ispoljili antimikrobnu aktivnost prema testiranim sojevima mikroorganizmima. Medutim,
na povrSinama tableta nije primecéen rast mikroorganizama, Sto ukazuje da nisu pogodana
podloga za njihovo razmnozavanje.

Rezultati kvantitativnog antimikrobnog testa za uzorke hidroksiapatita dopiranih
jonima bakra i cinka su prikazani u Tablici 4.6. Antimikrobna aktivnost CuHAP i ZnHAP
uzoraka sa ekvivalentnim sadrzajem dopantnih jona prema E. coli i S. aureus bila je
sli¢na. Stepen redukcije broja ¢elija se kretao u opsegu od oko 97% za uzorake sa manjim
sadrzajem dopatnih jona i oko 98% za uzorak sa ve¢im sadrzajem. Najmanju osetljivost
na dejstvo CuHAP1 i ZnHAP uzorka je pokazala C. albicans. Medutim, najvecu
osetljivost C. Albicans je pokazala prema CuHAP2 uzorku nakon 1 sata, gde je postignut
stepen redukcije od 99,1%. Jedan od mogucih razloga slicne antimikrobne aktivnosti
CuHAP i ZnHAP uzoraka i1 pored jaCeg antimikrobnog dejstva jona Cu(Il) je veca
zastupljenost jona Zn(Il) na povrsini Cestica. Naime, poredenjem rezultata iz Tablice 4.6
sa rezultatima za AgHAP uzorke sa ekvivalentnim sadrzajem dopantnih jona, moze se
zakljuciti da CuHAP i ZnHAp imaju slabiju antimikrobnu aktivnost. Ovi rezultati su u
skladu sa antimikrobnom aktivnos$¢u jona metala, koja opada u nizu Ag(I) > Cu(Il) >
Zn(I1) [164].

Izvestan stepen redukcije broja ¢elija mikroorganizama zabeleZen je kod Cistog
hidroksiapatita (S1. 4.16, SI. 4.18, SI. 4.20 1 Tabl. 4.6). Dobijeni rezultati ukazuju da

postoji adhezija ¢elija mikroorganizama na povrsini Cestica hidroksiapatita, $to dovodi do

smanjenja njihovog broja [238-240]. Hidroksiapatit pokazuje izuzetno dobre adsorpcione
osobine prema proteinima eksprimiranih na povrSini mikroorganizama, §to predstavlja

osnov za njihovo izolovanje na HAP kolonama [241, 242].
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Slika 4.21 Antimikrobna aktivnost uzoraka CuHAP1 a) i CuHAP2 b) u odnosu na E. coli.
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Slika 4.22 Antimikrobna aktivnost CuHAP2 uzorka u odnosu na C. albicans.
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Tablica 4.6 Redukcija broja ¢elija mikroorganizama: a) E. coli, b) S. aureus i c) C.

albicans.

Broj mikrobnih kolonija vreme (h) R% (h)
Uzorak Mikroorganizam

0 1 2 4 1| 2 | 4

; 110

HAP E. coli 221071 95105 | 86:10° | 9,3-10° | 58,2 | 60,9 | 57,7
CuHAPI 7,7-10% | 6,1-10* | 7,3:10* | 96,5 | 97,2 | 96,7
CuHAP2 5,0-10* | 3,3:10" | 3,9-10* | 97,7 | 98,5 | 98,2
ZnHAPI 6,9-10* | 5,3:10* | 6,2:10* | 96,9 | 97,6 | 97,2
ZnHAP2 4,8:10* | 3,1-10% | 3,4-10" | 97,8 | 98,6 | 98,5

.1N0
HAP S. aureus 1,9-10 5,6:10° | 5,8-10° | 6,2:10° | 70,5 | 69,5 | 67,4
CuHAPI1 4,1-10* | 5,4-10* | 8,0-10* | 97,8 | 97,2 | 95,8
CuHAP2 3,9-10° | 4,3-10* | 7,2-10* | 97,9 | 97,7 | 96,2
ZnHAP1 5310 | 4,810* | 6,5:10* | 97,2 | 97,5 | 96,6
ZnHAP2 47-10* | 4,4-10* | 5,2-10* | 97,5 [ 97,7 | 97,3

; RIS

HAP C. albicans | 9,9-10 3,0-10° | 3,1-10° | 3,2:10° | 69,7 | 68,7 | 67,7
CuHAP1 4,2:10* | 7,5-10* | 1,1-10° | 95,8 | 92,4 | 88,9
CuHAP2 8,6:10° | 1,1-10* | 4,2:10* [ 99,1 [ 98,9 | 95,8
ZnHAPI1 1,4.105 2’0.1()5 ?,,]-1()5 85,9 79,8 | 68,7
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4.7. Hemoliticka aktivnost sintetisanih uzoraka

Glavni uslov za primenu biomaterijala u ljudskom organizmu je povoljna
interakcija celija, tkiva i telesnih teCnosti sa hemijskim materijama od kojih je
biomaterijal napravljen. Procena tolerancije nekog biomaterijala od strane zivog tkiva
moze se izvrsiti na osnovu testiranja njegove biokompatibilnosti in vitro testovima, zatim
in vivo na eksperimentalnim Zivotinjama i kroz klini¢ka ispitivanja. /n vitro testovi
obuhvataju analizu citotoksicnosti, genotoksi¢nosti (mutagenosti) i hemolize eritrocita.
Prednosti in vitro testova je mogucnost ponavljanja pod identi¢nim uslovima, strogoj
kontroli po svakom parametru i ekonomskoj isplativosti. Medutim, testovi in vitro
uslovima ne mogu u potpunosti zameniti in vivo i kilini¢ka istrazivanja, ali mogu ukazati
na neka opsta svojstva odredenih biomaterijala pre njihovog uvodenja u klinicku praksu.
Biomaterijali koji se danas proizvode projektuju se tako da budu kompatibilni sa
elementima humane krvi §to znac¢i da ne smeju biti uzrok tromboze, antigenog odgovora,
destrukcije proteina plazme, kao ni razgradnje belih ili crvenih krvnih zrnaca.
Hemokompatibilnost definiSe sposobnost biomaterijala ili medicinskog sredstva da
ostane u kontaktu sa humanom krvlju u toku klinicki relevantnog vremenskog perioda
bez uzrokovanja promena krvi ili plazme, odnosno samog materijala [243]. Krv se sastoji
od krvne plazme (50-60%) i krvnih ¢elija (50-40%): eritrocita, leukocita i trombocita.
Eritrociti sadrze hemoglobin, protein koji je neophodan za transport kiseonika i ¢elijsko
disanje. Liziranjem eritrocita dolazi do oslobadanja slobodnog hemoglobina u plazmu,
Sto u organizmu dovodi do ozbiljnog ostecenja jetre i renalne funkcije. Ova Cinjenica se
koristi u ispitivanju hemoliti¢kih osobina odredenog biomaterijala, zbog karakteristi¢ne
absorbancije hemoglobina na 540 nm. Biomaterijali koji se koriste u rekonstrukciji
kostanog tkiva Cesto u sebi sadrze hemijske komponente koje se oslobadaju u toku
vezivanja, 1 neposredno posle unosenja, a koje mogu Stetno uticati na okolna tkiva.
neprestano nadogaraduje ili uklanja resorpcijom. U toku resorptivnih procesa kalcijum se
oslobada iz kosti u vancelijsku tecnost, uglanom krv, gde se zadrzi izvesno vreme, a
kasnije se jedan deo ekskretuje urinom [244]. Takode, takvim promena je podlezan i
sintetski hidoksiapatit u koStanim ispunima i implantima pre i nakon osteointegracije
[245-247]. Hidroksiapatiti dopirani raznim jonima metala, bili bi takode podlozni
resorptivnim procesima, $to bi verovatno uzrokovalo pojavu jona dopanta u krvi. Joni
nekih metala pokazuju hemoliticku aktivnost [248, 249]. U literaturi postoji malo
izvestaja o hemolitickom dejstvu srebra. Ball [250] je izvestio da isotoni¢ni rastvor NaCl
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koji sadrzi malu koli¢inu srebra pokazuje hemoliticko dejstvo na eritrocite riba.
Konzumacija velikih doza koloidnog srebra moze dovesti do hemolize i toksicano
delovati na koStanu srz [251].

Hemoliti¢ka aktivnost cistog hidroksiapatita kao 1 uzoraka dopiranih jonima

srebra i cinka su ispitane na humanim eritrocitima i rezultati su prikazani u Tablici 4.7.

Tablica 4.7 Rezultati testa hemolize.

Uzorak Opticka gustina na 540 nm Stepen hemolize %
Destilovana voda 1,025 + 0,001 Pozitivna kontrola
Fizioloski rastvor 0,007 + 0,007 Negativna kontrola
HAP 0,048 £ 0,004 4,057 %
AgHAP1 0,033 £ 0,002 2,631 %
AgHAP2 0,027 £ 0,001 2,043 %
AgHAP3 0,031 + 0,001 2,340 %
ZnHAP1 0,021 £ 0,002 1,453 %
ZnHAP2 0,022 £ 0,001 1,551 %

Na osnovu dobijenih rezultata svi testirani uzorci su imali nisku hemoliticku
aktivnost nizu od 5% 1 mogu se smatrati netoksicnim. Uzorak Cistog hidroksiapaita je
pokazao najvisi stepen hemolize od 3,057 % kao posledica veceg stepena kristalini¢nosti
Cestica. Wiessner 1 sar. [252] su izvestili da stepen hemolize raste sa kristalini¢nosti
Cestica hidroksiapatita. Takode, Lijian i sar. [253] su izvestili da nanoCestice
hidroksiapatita neznatno u direktnom kontaktu liziraju do 5% eritrocite.

Kod Ag-HAP uzoraka stepen hemolize je rastao sa stepenom kristaliniCnosti
uzoraka, ali je bio ispod 5%. Cheng i sar. [254] su izvestili da HAP obloge na Ti
plo¢icama, koje sadrze do 5% Ag ne pokazuju znacajnu hemoliticku aktivnost. Stepen
hemolize uzrokovan oblogama je bio nizi od 0,4% 1 postepeno se povecavao sa sadrzajem

srebra.
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Uzorci hidroksiapatita dopirani cinkom su pokazli nizi stepen hemolize, tj. bolju
hemokompatibilnost (Tabl. 4.7). Razlog tome je §to uzorci Zn-HAP-a imaju manji stepen
kristalini¢nosti od uzoraka dopiranih jonima srebra (Tabl. 4.1). U literaturi ne postoje
podaci o hemolitickom dejstvu jona cinka. Naime, joni cinka stabilizuju membranu
eritrocita [255].

Testiranje  hemotoksi¢nosti jedan je od prvih koraka wu ispitivanju
biokompatibilnosti materijala. Potrebna su dalja ispitivanja in vitro 1 in vivo uslovima za
konacnu ocenu biokompatibilnosti. Ispitivanja u in vitro uslovima bi se pratile interakcije
sintetisanih materijala sa relevantnim humanim kulturama ¢elija, kao $to su ¢elije koStane
srzi, osteoblasne Celije 1 druge. In vivo studijama bi se kompletno sagledala njihova
interakcija sa koStanim i drugim tkivima, zatim, formiranje nove kosti i osteointegracije,

Sto bi predstavljalo znac¢ajane parametare prilikom njihove klinicke primene.

4.8. Antimikrobni mehanizam dejstva sintetisanih uzoraka

Mikroskop atomskih sila (AFM) je vaZzna tehnika u istrazivanju razli¢itih
bioloskih materijala. Upotrebom AFM u istrazivanju Celija mogu se dobiti korisne
informacije, o topografiji povrSine, a kod preseka celije vazne informacije o arhitekturi
¢elijskog omotaca pa Cak i odredenih strukturnih elemenata unutar ¢elije. U poredenju sa
drugim mikroskopskim metodama, AFM pruza klju¢ne prednosti: (i) moze se ispitati
struktura povrSine zive Celije u realnom vremenu sa nanometarskom rezolucijom, (ii)
ispitati povrSinske sile (npr. hidrofobne sile) i povrSinske osobine (hidrofobnost,
elasti¢nost) se mogu meriti na nano nivou, i (iii) mogu se otkriti specifi¢ni receptori na
povrsini ¢elije 1 pratiti dinamika njihovih interakcija [256]. Takode, u realnom vremenu
AFM uredajem se mogu videti promene na ¢elijama mikroorganizama nastalih dejstvom
antimikrobnih agenasa. Mikroskopom atomskih sila ispitan je efekat cestica HAP i
AgHAP3 uzorka na morfologiju ¢elija mikroorganizana: E. coli, S. aureus i C. albicans.

AFM slike E. coli tretirane sa Cesticama HAP 1 AgHAP3 su prikazane na Slici
4.23. Sa Slike 4.23a se moze uociti da su celije E. coli tretirane HAP cCesticama,

nepravilnog Stapicastog oblika, duzine oko 1,3 pm, Sirine oko 0,8 pwm i glatkih povrSina.
U preparatu se ¢elije nalaze pojedinacno i u nepravilnim kolonijama. Moze se zakljuciti
da Cestice hidroksiapatita ne oStecuju Celije E. coli 1 da su pogodan supstrat za njhov rast i
razmnozavanje. E. coli tretirane AgHAP3 cCesticama, pokazuju znaCajne morfoloske
promene, vide se oStecenja u obliku vezikula na povrSini ¢elija (S1. 4.23b). Takode,

Yanga i sar. [257] su izvestili o pojavi vezikula na povrSini E. coli ¢elija, kao posledice
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dejstva jona srebra. Pojava vezikula na povrSini E. coli, verovatno su nastale kao
posledica ostecenja spoljasnje ¢elijske membrane. Naime, ¢elijski omota¢ E. coli (Gram-
negativna bakterija) se sastoji od tri dela: citoplazmine membrane, tankog sloja mureina i
spoljaSnje membrane.

Na Slici 4.24 su prikazane AFM slike ¢elija S. aureus tretirane sa ¢esticama HAP
1 AgHAP3. Prema Slici 4.24a, dve slepljene celije S. aureus tretirane HAP Cesticama
zadrZavaju kokalnu morfologiju, pre¢nika oko 0,8 um, sa glatkim povrSinama. Znacajne
morfoloske promene se mogu videti na ¢elijama S. aureus tretirane AgHAP3 cCesticama
(S1. 4.24b). Celije su izduZene, sa vidljivim o$te¢enjima na povrsini u obliku ispup&enja,
koja izgledaju kao vezikule. Razlika u izgledu vezikula kod E. coli i kod S. aureus su
posledica grade celijskih omotaca. Staphylococcus aureus je Gram-pozitivna bakterija i
njen omotac je graden od citoplazmine membrane koja je obavijena ¢elijskim zidom, koji
se sastoji od debelog sloja mureina koji sadrzi tejhojevu i lipotejhoevu kiselinu.

Slika 4.25 prikazuju morfologije ¢elija C. albicans nastalih tretmanom HAP i
AgHAP3 cCesticama. C. albicans Celije tretirane sa HAP Cesticama su ovalnog oblika sa
glatkim povrSinama (Sl. 4.25a). Na pojedinim c¢elijama se mogu uociti stadijum
vegetativnog razmnozavanja — pupljenje. Celije C. albicans tretirane AgHAP3 Gesticama
su elipsoidne, hrapave povrsSine i vide se mnoga oSte¢enjima na povrsini koja podsecaju
na lezije (Sl. 4.25b).

Antimikrobni mehanizam dejstva jona srebra na mikroorganizme je veoma
kompleksan. Prvo, joni srebra se vezuju za celijski omotac, uzrokuju¢i promene u
njegovoj strukturi i permeabilnosti i inaktiviSe proteine. Zatim, joni srebra prodiru u
unutrasnjost ¢elije i inhibiraju razne proteine prisutne u citoplazmi i ribozomima, i
interaguje sa nukleinskim kiselinama sprecavaju¢i procese replikacije i1 translacije,
uzrokujuéi time unistenje celije. Mehanizam antimikrobnog dejstva AgHAP uzoraka se
moze pretpostaviti na osnovu rezultata AFM analize, i on obuhvata adheziju celija
mikroorganizama na povrSinu ¢estica i prodiranje jona srebra u celijski omotac. Joni
srebra prisutni u kristalnoj povrSini AgHAP dCestica delimi¢no grade slabe veze sa
molekulima vode, koji se izmanjuju sa tiolskim, imidazolskim, amino i karboksilnim
grupama proteina prisutnih na povrSini celije mikroorganizma, uzrokujuéi njihovo
prodiranje u Celijski omotac. Strukturne promene koje nastaju penetracijom jona srebra,
dovode do razgradnje celijskog omotaca tj. do liziranja Celija. Antimikrobno dejstvo
AgHAP3 uzorka, verovatno ukljucuje interakciju AgHAP3 cestica i oslobodenih jona
srebra sa c¢elijskim omotacem mikroorganizama. Takode, moZe se pretpostaviti slican
mehanizam antimikrobnog dejstva vazi i za uzorake hidroksiapatita dopiranih jonima
bakra i cinka.
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5. Zakljucak

U ovoj doktorskoj disertaciji metodom neutralizacije sintetisani su uzorci
kalcijum hidroksiapatita dopiranih jonima metala: srebra, bakra ili cinka. Primenom
razli¢itih metoda karakterizacije, antimikrobnih testova i ispitivanja hemotoksi¢nosti,

dobijeni su rezultati na osnovu kojih se moze zakljuciti sledece:

e Rendgenostrukturna analiza je pokazala da svi sintetisani uzorci poseduju
heksagonalnu strukturu, koja odgovara kristalnoj resetki kalcijum hidroksiapatita (ASTM
kartica 9-423). Dobijeni difraktogrami su medusobno veoma sli¢ni, poseduju ostre 1
izrazene pikove, §to ukazuje da su uzorci visoko kristalini¢ni. U difraktogramima nisu

indetifikovani pikovi koji poti¢u od drugih fosfatnih faza ili ne izreagovanog CaO.

e Promena konstanti reSetke dopiranih uzoraka u odnosu na cist hidroksiapatit je
direktno povezana sa jonskim pre¢nikom 1 koncentracijom dopanta. U uzorcima
dopiranih jonima srebra doSlo je do povecanja parametara reSetke. Dok kod uzoraka

dopiranih jonima Cu(Il) i Zn(II)) do smanjenja vrednosti parametara resetke.

. SEM i TEM analize sintetisanih uzoraka su pokazale da su dobijene Cestice
slicnih morfoloskih karakteristika: nepravilanog cilindricnog oblika, ¢esto izvijene i
neujednacene veliCine. Prose¢na duzina Cestica kod svih uzoraka iznosi oko 70 nm, a

Sirina oko 15-20 nm, mada se mogu naci cestice krac¢e od 50 nm ali i duze od 100 nm.

e Antimikrobna aktivnost sintetisanih uzoraka hidroksiapatita prema: Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 1 Candida albicans ATCC 24433;

zavisi od vrste dopantnog jona.
e Antimikrobna aktivnost uzoraka raste sa pove¢anjem sadrzaja dopatnog jona.

e Uzorci kalcijum hidroksiapatita dopirani jonima srebra su pokazali najjacu
antimikrobnu aktivnost. Najveca osetljivost na ispitivane uzorke je dobijena za E. Coli,
gde je uzorak sa najve¢im sadrzajem srebra delovao baktericidno. Prema S. aureus i C.
albicans, AgHAP uzorci su ispoljili nesto slabiju aktivnost. Stepen redukcije broja celija

S. aureus 1 C. albicans kod uzoraka sa najve¢om koli¢inom srebra je bio vec¢i od 99%.
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e Antimikrobna aktivnost CuHAP i ZnHAP uzoraka sa ekvivalentnim sadrzajem
dopantnih jona prema bakterijama E. coli i S. aureus je bila slicna. Stepen redukcije broja
¢elija se kretao u opsegu od oko 97% za uzorke sa manjom koli¢inom dopatnih jona i oko

98% za uzorake sa ve¢im sadrzajem.

e Uzorak kalcijum hidroksiapatita dopiran najve¢im sadrzajem bakra je ispoljio najjace
antimikrobno dejstvo prema C. albicans (99,1%), dok je stepen redukcije kod uzorka sa

ekvivalentnim sadrzajem cinka iznosio oko 96%.

e Testirani uzorci hidroksiapatita dopiranih jonima srebra i cinka, nisu pokazali

hemoliti¢ku aktivnost.

e AFM snimci su pokazali da je letalni efekat Cestica kalcijum hidroksiapatita dopiranih
jonima srebra prema celijama mikroorganizama: E. coli, S. aureus i C. albicans, nastao

usled oStecenja spoljasnjih ¢elijskih omotaca.
e Na osnovu iznetih rezultata moZe se zakljuciti da je neutralizacionom metodom

moguce na veoma jednostavan i ekonomican nacin sintetisati monofazne, antimikrobne

prahove kalcijum hidroksiapatita dopiranih jonima: Ag(I), Cu(Il) ili Zn(II).
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