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Slika 1: Sonohemijska metoda i mikroskopski analizirana morfologija hidroksiapatita i poli(d,l-laktid-ko-
glikolid)/hidroksiapatit kompozita

Science is not_formal logic—it needs the free play of the mind in as great a degree as any other
creative art. It is true that this is a gift which can hardly be taught, but its growth can be

encouraged in those who already posses it. —

Max Born (1882-1970) German Physicist. Nobel Prize, 1954.
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Izvod

U radu predstavljenom u ovoj magistarskoj tezi ultrazvuc¢na metoda je iskoriS¢ena za
sintezu hidroksiapatita (HAp), usitnjavanje dobijenih aglomerata ultrazvu¢nim poljem visokog
intenziteta i njihovo oblaganje poli(d,I-laktid-ko-glikolid)-om (DLPLG) u cilju dobijanja
poli(d,l-laktid-ko-glikolid)/ hidroksiapatit kompozitnog materijala (DLPLG/HAp).

Optimizacijom parametara metode homogene sonohemijske precipitacije utvrdena je
koncentracija uree, agensa homogene precititacije, neophodna za potpunu transformaciju
smeSe oktakalcijum-fosfata (OCP) i hidroksiapatita do monofaznog HAp-a. Ovako dobijene
Cestice hidroksiapatita gradile su plocaste aglomerate mikronskih dimenzija izgradene iz
submikronskih paralelno orijentisanih i bo¢no spojenih Stapi¢a. Daljom analizom ustanovljeno
je da su ovi Stapi¢i monokristali sa preferentnim pravcem rasta duz c-ose. Ultrazvu¢nim
sitnjenjem dobijenih  suprastruktura u inertnom medijumu postignuta je njihova
deaglomeracija. Visoka adhezivnost i male dimenzije ovih kristala doprineli su tome da su ovi
Stapi¢i u najvecom meri bili deaglomerisani u sistemu koji je neposredno nakon sitnjenja
obloZen polimerom, §to su rezultati mikroskopskih analiza i pokazali. Morfologija poli(d,I-
laktid-ko-glikolid)/hidroksiapatit kompozitnog materijala dalje je modifikovana optimizacijom
parametara prilikom oblaganja apatita polimerom. Ustanovljeno je da parametri poput udela
keramicke i polimerne komponente, snage ultrazvu¢nog polja, temperature medijuma, vrste
stabilizatora i koraka u procesu oblaganja imaju veoma veliki uticaj na finalnu morfolologiju
kompozitnih ¢estica. Rezultat ove optimizacije su sferne ¢estice DLPLG/HAp kompozita uske
raspodele velicina , veoma pravilnog oblika i glatkih povrsina i sa karakteristicnom planarnom
prostornom organizacijom sfera. Parametri koji omogucavaju ovakvu morfologiju cestica
DLPLG/HAp kompozita su: udeo polimerne i keramicke faze 90:10 (mas. %), shaga
ultrazvuénog polja od 142.5 W, niska temperatura medijuma (8°C), poli(vinil-pirolidon) (PVP)
kao stabilizator i neophodno dispergovanje apatita u rastvoru polimera u cilju formiranja fine
suspenzije c¢vrstih cestica u rastvoru kako bi se postigla homogenost neposredno pre
precipitacije polimera i oblaganja apatita.

Strukturu i medusobni raspored komponenti unutar kompozita je veoma teSko direktno
odrediti obzirom na termicku nestabilnost i degradaciju polimenog dela kompozita. Medutim,
obzirom na to da je primecena iskljucivo sferna morfologija kompozitnih ¢estica nasuprot
Stapicastom apatitu, primenom ultrazvucnog procesiranja formiraju se sferne strukture
izgradene iz poli(d,l-laktid-ko-glikolid)-a kao omotaca unutar koga su rasporedeni Stapici

hidroksiapatita.



Abstrakt

In the work presented in this thesis, the ultrasound method was applied for the synthesis of
hydroxyapatite (HAp), breaking down of obtained superstructures (by high-intensity ultrasonic
field) and their coating with poly(d,l-lactide-co-glycolide) (DLPLG) with the aim to formulate
poly(d,I-lactide-co-glycolide)/hydroxyapatite composite material.

The concentration of urea, as homogeneous precipitation agent, required for the complete
transformation of the mixture of octacalcium-phosphate (OCP) and HAp to monophase HAp,
was determined by the optimisation of parameters within the homogeneous precipitation
method. Hydroxyapatite obtained in this manner consisted of plate-like superstructures of
micrometer dimensions formed by parallelly organized and laterally connected submicron
rods. Further analysis showed that the rods were monocrystals with preferred growth direction
along c-axis. Deagglomeration of the obtained superstructures was achieved by ultrasonic
graining in inert medium. High adhesivity and small dimensions of these crystals result in the
highest degree of deagglomeration in the system coated by the polymer right after ultrasonic
graining, which was confirmed by microscopic measurements. The morphology of
DLPLG/HAp composite was further modified by the optimisation of parameters applied during
the process in which apatite was coated by the polymer. It has been noticed that parameters,
like ceramic-to-polymer part ratio, ultrasonic field power, temperature of the medium, type of
stabilizer, sequence of the steps during the coating process, have great influence on the final
morphology of composite’s particles. The results of this optimisation are sphere-like particles
of DLPLG/HAp composite with uniform size distribution, highly regular shapes, smooth
surfaces and characteristic planar spatial organization. Such a morphology was obtained with
the following set of parameters: 90:10 polymer-to-ceramic part ratio, low temperature of the
medium (8°C), poly(vinyl-pyrrolidone) (PVP) used as stabilizer and dispersing apatite within
the polymer solution, as a necessary precondition for obtaining a fine suspension of solid
particles within the solution in order to achieve homogeneity before the precipitation of the
polymer and during its deposition over apatite.

Due to thermal instability and degradation of the polymeric part of the composite, it was
very difficult to determine the structure and internal organization of the component parts
within the composite through the direct method. However, the fact that only sphere-like

morphology of the composite material, as opposed to rod-like apatite crystals, was detected,



we may presume that the application of ultrasonic processing resulted in core-shells of DLPLG
with hydroxyapatite distributed inside them.
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Uvod

Hemijski efekti ultrazvuka prvi put su primeceni jo§ 1927. godine!¥), ali njihova primena
nije usledila iz tehnickih razloga koji su uspedno reSeni tek osamdesetih godina proslog veka.
Obzirom na dizajniranje nove, prakti¢ne i ekonomicéne ultrazvuéne opreme, primene fenomena
registrovanog tridesetih godina proSlog veka i istrazivanja njegovih daljih mogucnosti,
osnivacima metode sonohemije smatraju se prof. dr Kenneth S. Suslick i njegovi saradnici. !
Obnavljanjem ovog fenomena i nastankom koncepta sonohemije pocinje ekspanzija
istraZzivanja u ovoj oblasti. Sa eksperimentalnim otkricem sonoluminiscencije u pojedinacnom
kavitacionom mehuricu 1992 BM*. godine, mnogi istraZivaci su pokusavali da objasne ovaj
fascinantni fenomen pretvaranja zvuka u svetlost preko jednog mehurica mikronskih
dimenzija. Osnovni fenomeni ove metode kao i mogucnosti njene primene jo$ uvek se ispituju
i proSiruju.

Poslednjih godina veliki potencijal ultrazvuka frekvencije od 20 do 100 kHz intenzivno se
primenjuje u hemiji u okviru nauke o materijalima, aerogelova, prehrambene i ekoloske
(«green») hemije, a svoju primenu proSiruje i na ostale oblasti istraZzivanja. Znacaj Kkoji
sonohemija dobija potic¢e upravo od netipi¢nih mogucénosti koje njena primena pruza, a koje se
ogledaju u povecanju brzine, prinosa i selektivnosti hemijskih reakcija, uslovima za dobijanje
netipicnih produkata i koris¢enju razlicitih neklasi¢nih prekursora kao i moguénosti promene
pravca reakcije u cilju postizanja veée selektivnosti.”

Kada je re¢ o sonohemiji u okviru nauke o materijalima, najinteresantniji aspekt njene
primene je uticaj na morfologiju materijala. Primeceno je da se morfologija nekih materijala
veoma razlikuje u zavisnosti od toga da li je materijal sintetisan sonohemijski ili nekom od
klasi¢nih metoda. Jedno od objasnjenja ovakvih pojava odnosi se na pozitivan uticaj ultrazvuka
na proces kristalizacije (sonokristalizacija) koji se ogleda u znacajnom smanjenju perioda
inicijacije, uslova prezasicenja i Sirine metastabilne zone. Na ovaj nacin se mogu posti¢i: (a)
brza primarna nukleacija, (b) relativno lakSa nukleacija u slu¢aju materijala koji teSko grade
nukleuse, (c) inicijacija sekundarne nukleacije i (d) proizvodnja manjih kristala uniformnije
raspodele velicina u odnosu na klasi¢nu kristalizaciju. Sa druge strane, pokazano je da
adekvatna primena ultrazvuka inhibira aglomeraciju ili pak omogu¢ava deaglomeraciju.
Variranjem parametara, kao Sto su frekvencija, intenzitet, snaga i geometrija ultrazvu¢nog
uredaja, omogucava se ciljana upotreba navedenih uticaja ultrazvuka. Na ovaj nacin moguce je

dizajnirati dve najznacajnje osobine materijala- oblik i raspodelu veligina cestica.[*+} (8]

12



Treba napomenuti da je u dugom nizu godina veoma veliki broj rezultata postignut
primenom ultrazvuénih metoda u Institutu tehnic¢kih nauka SANU. Sa primenom efekata
ultrazvuka u sintezi i dizajniranju morfoloskih osobina materijala krenulo se primenom
indirektne ultrazvuéne metode- ultrazvucne sprej-pirolize (aerosol sinteze). U okviru ove
metode prvenstveno se koriste fizicki efekti ultrazvuka za rasprSivanje rastvora i formiranje Sto
sitnijih kapi tec¢nosti (reaktanata) koje ce biti pojedinacni reaktori u okviru kojih ¢e se odvijati
hemijske reakcije. Primenom ove metode, sintetisani su mnogi materijali kao Sto su barijum
titanat (BaTiOs)!, cink oksid (ZnO)™ i njegove supstituisane forme!**(2 nikl oksid
(NiO)™! aluminijum oksid (ALO3)™, mulit™, kordierit'®, silicijum karbid (SiC)M*®,
titanijum dioksid (TiO2)!®, nikl (Ni)™, litijum gvoZde fosfat (LiFePO4)?Y, litijum manganat
(LiMn,0.) i njegove supstituisane formel?!, cirkonijum oksid ZrO,%?%, srebro jodid Agl*®! kao
i dopirani sistemi poput Gd,O3:Eu®, Y3Al501,:Ce* 2% i YAG:Cel®. Na ovaj nagin dobijeni
su nanometerski i nanostrukturni materijali sfernih cestica (Suplje sfere TiO,?™). Kada je re¢ o
kalcijum fosfatima i njihovim kompozitnim materijalima, ova metoda je primenjena za
dobijanje  Ca-hidroksiapatit/titanijumskih  supstrata  (Ca-HAp/Ti)®®  Ca-hidroksiapatit
karbonata (Ca-HAp-CO3)®% i bifaznog kalcijum fosfata i njegovog kompozita sa polimerom
(BCP i BCP/PLGA)P. Nakon dugogodi$nje primene ove indirektne metode, pocinje se sa
primenom ultrazvucéne sonohemije - direktne ultrazvucne metode koja obuhvata i fizicke i
hemijske efekte ultrazvuka. Jedan od zanimljivih primera je deaglomeracija barijum titanata
(BaTiO3) u polju ultrazvuka®! kao i sinteza litijum gvozde fosfatal®” i njegovog kompozita sa
ugljenikom (LiFe PO,/C)F?.

Dalja primena ultrazvu¢ne metode za sonohemijsku sintezu hidroksiapatita (HAp) 1|
formiranje njegovog kompozita sa polimerom (DLPLG/HAp) u polju ultrazvuka odnosi se na
temu ovog rada. DLPLG je polimerni materijal odobren od Svetske zdravstvene organizacije i
Americke agencije za kontrolu hrane i lekova kao materijal koji se moze koristiti u medicini i
farmaciji (fiksacija kostanih fraktura, izrada konaca za uSivanje organa i rana, izrada sistema za
kontrolisanu dostavu medikamenata, itd.) U okviru naSe laboratorije do sada su radena
istrazivanja za dobijanje cestica DLPLG fizicko hemijskom rastvara¢/nerastvar¢ metodom uz
koriS¢enje tehnike centrifugalnog procesiranja a u cilju dobijanja sistema za kontrolisanu
dostavu razligitih medikamenata (askorbinske kiseline, folne kiseline, itd)®*'B* % 0sim toga,
dugogodisnje proucavanje materijala za reparaciju i rekonstrukciju kostanog tkiva koje se kod
nas sprovodi, pokazalo je izuzetne rezultate vezane za in vitro i in vivo analize DLPLG/HAp
kompozitnog materijala.*®) Primenom ultrazvune metode u procesiranju ovog materijala

ocekuje se unapredenje njegove morfologije Sto bi moglo direktno da uti¢e na njegovu
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biomedicinsku aplikativnost ukljucujuc¢i i moguénost njegovog korisS¢enja kao nosaca za

kontrolisanu dostavu medikamenata.
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1.1 Ultrazvuk

Ultrazvuk je periodi¢ni zvucni talas frekvencije iznad gornje granice detekcije ljudskog
uva. Frekvencije zvuka od 20 kHz do 2 MHz i odgovarajuce talasne duZine od 10 do 0.01 cm
pripadaju oblasti ultrazvuka. Prirodu ovih talasa odlikuje nelinearnost koja se ogleda u

njihovim periodicnim skupljanjima i Sirenjima (slika 1.1).131[3]

0

1
Oblast frekvencija koje &uje ljudsko uvo D 16Hz - 18kHz
Konvencionalni opseg ultrazvuka - 20kHz - 100kHz
Prosireni opseg frekvencija sonohemije - 20kHz - 2MHz
Dijagnosticki ultrazvuk D 5MHz - 1T0MHz

Slika 1.1: Model prostiranja ultrazvucnog talasa i opseg frekvencija ultrazvuka B1%8

Siroka primena ultrazvuka u svakodnevnom Zivotu ve¢inom je vezana za njegovu
dijagnosticku i terapijsku upotrebu u medicini. Obzirom na to da se radi o nedestruktivnom i
nejonizuju¢em zracenju kratkog dometa, ultrazvuk je jedna od glavnih dijagnosti¢ckih metoda
savremene medicine. Primer dijagnosticke tehnike je ultrasonografija - metoda koja stvara 4D
sliku mekog tkiva. U terapijske svrhe koristi se niskofrekventno, dozirano ultrazvuéno zracenje
Cija se primena krece od higijene i stimulacije rasta zuba i ostalog koStanog tkiva kod dece,
liposukcije gojaznih osoba, sinergickog antibakterijskog dejstva sa antibioticima, detekcije i
razbijanja tromba u krvnim sudovima do kombinacije fokusirajuée ultrazvucne hirurgije (FUS)
sa nuklearnom magnetnom rezonancom (NMR) u tretiranju benignih i malignih tumora
ultrazvuénim zragenjem niske frekvencije i visokog intenziteta.l*"!

U poslednje vreme intenzivno se razmislja i o primeni ultrazvuka za lociranu dostavu

terapijskih agenasa kao sto su genetski materijal, proteini i hemoterapijski agensi. Naime,
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kavitacioni mehuri¢i su dobri medijatori koji pomocu sila usmerenih ka celijskoj membrani
stimuliSu njenu permeabilnost Sto oslobada put vezikulama koje su nosioci zeljenih lekova.
Kada je re¢ o dezoksiribonukleinskoj kiselini (DNK), ona se direktno kaci za mikro-mehuric¢ ili
pak za lipozome ispunjene gasom i u tom obliku transportuje do Zeljenih ¢elija. Do sada je na
ovaj nacin uradena dostava genetskog materijala do sréanog misi¢nog tkiva, pa ¢ak i do ¢elija
fetusnog tkiva i tumora. Kada je re¢ o proteinima, ultrazvuk se najcesce koristi za
transdermalnu dostavu insulina, $to je za osobe koje boluju od dijabetesa daleko bezbolniji
nacin za svakodnevnu primenu terapije. Hemoterapijski agensi se dostavljaju unutar micela ili
lipozoma izlozenih poljem ultrazvuka. Uloga ultrazvuka u ovom procesu je najpre u transportu
usled povecanja permeabilnosti celijskin membrana i kapilara, a zatim u otpustanju leka
obzirom da ultrazvuk omogucava otvaranje nosaga. 04142

Jedna od najprofitabilnijih strana ultrazvuka je njegova primena u industriji. On se koristi
kao nedestruktivno sredstvo za merenje debljine i detekciju Supljina na povrSinama
kompaktnih konstrukcija industrijskih masina. Vise frekvencije ultrazvuka koriste se za
testiranje metalnih i plasti¢nih, a niZze za tretiranje drvenih, betonskih i drugih poroznih
konstrukcija. U industriji se ultrazvuk koristi i za prenos toplote kroz tec¢nosti kao i za
proizvodnju ekoloskog biogoriva. Obzirom na ¢injenicu da su poslednjih godina alternativni
izvori energije u Zzizi interesovanja, proizvodnja goriva iz biomase procesom suvog
ultrazvuenog mlevenja biootpada ima veliki potencijal.l*]

Ultrazvueni ili supersoni¢ni cistaci danas se intenzivno koriste za c¢iSc¢enje razlicitih
povrSina kao Sto su nakit, sociva i drugi opticki elementi, satovi, stomatoloSki i hirurski
instrumenti.l**!

Poslednjih godina visoki potencijal ultrazvuka frekvencije od 20 do 100 kHz intenzivno se

primenjuje u hemiji u okviru sonohemije.

1.2 Sonohemija

Osnovni princip sonohemije je interakcija ultrazvuénog talasa sa materijom koja se ne
odvija na molekulskom nivou, obzirom na talasnu duzinu koja daleko prevazilazi dimenzije
molekula, ve¢ preko nekoliko drugih fizickih mehanizama koji zavise od prirode sistema.
Primena sonohemije podrazumeva iskoris¢enje ekstremnih hemijskih i fizickih efekata koji

nastaju u interakciji ultrazvuka sa materijom.?
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1.2.1 Akustiéna kavitacija- homogeni i heterogeni sistemi

Ispitivanje sonohemije podrazumeva razumevanje efekata koji nastaju u interakciji
ultrazvucnih talasa, frekvencije od 20 do 100 kHz, sa hemijskim sistemom.

U gasovitim i vecini ¢vrstih supstanci javlja se intenzivno propustanje ultrazvucnih talasa,
dok sa druge strane, u tec¢nostima postoji kontinualno propustanje ovih talasa dok god je
njihova amplituda mala. Sa pove¢anjem amplitude talasa period njihovog Sirenja pri prolasku
kroz te¢ni medijum dovodi do pojave negativnog pritiska u oblastima Sirenja koji u jednom
momentu postaje dovoljno veliki da uzrokuje lokalne poremecaje u te¢nosti - fenomen poznat
kao kavitacija.

Kavitacioni mehuri¢i nastaju na mestima Siranja talasa usled nastalog negativnog pritiska i
to najpre kao nukleusi-male tacke u tec¢nosti ispunjene vazduhom.. Ako je intenzitet
ultrazvu¢énog polja mali, ovi nukleusi ¢e najpre rasti (Siriti se) u toku periode akusti¢nog
ciklusa u kojoj je pritisak negativan i

Rast kavitacionog balona U ) ) . . .
pod negativnim kompresovati se u periodama u kojima je pritisak

pritiskom C: y:>

pozitivan.*®! Pri ovom procesu &irenje je

intenzivnije od kompresije i nukleus raste do

Maksimalna mehuri¢a mikronskih dimenzija. Ako je intenzitet
veli¢ina balona
@Q = ultrazvuénog polja veliki, nukleusi ¢e inercijalno
U ﬂ rasti bez kompresije.

Kolaps balona

usled kompresije Kada kavitacioni mehuri¢ dostigne rezonantnu

= &= velicinu, absorbuje energiju iz ultrazvu¢nog polja

EKSPI‘_J_,Z_UI&[ = ﬁcj ﬁ i eksplodira. Nastaje udarni talas koji se radijalno

: : prostire kroz medijum. Ovo je glavni razlog zbog

o ﬁ koga su hemijski efekti ultrazvuka primeceni

Nastavak ciklusa @9:} samo u tecno-gasovitim, te¢no-tecnim i ¢vrsto-

Relangreg bl U tecnim sistemima, dok efekti u ¢vrsto-gasovitim i
¢vrsto-¢vrstim sistemima jos$ nisu zabeleZeni.

Dakle, pod pojmom akusticne Kkavitacije

Slika 1.2: Shematski prikaz mehanizma podrazumeva se formiranje, rast i kolaps

interakcije ultrazvuka sa neelasticnim mehurica (Slika 1.2) nastalih kao posledica

medijumor £ interakcije talasa sa medijumom kroz koji prolazi.

Dinamika rasta i eksplozije mehurié¢a strogo je zavisna od lokalnog okruzenja.*? U toku

kavitacije, kolaps mehuri¢a uzrokuje vruce tacke koje odlikuju ekstremni parametri kao Sto su
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intenzivno lokalno zagrevanje (T~5000°C), visok pritisak (p~1000atm) velika brzina hladenja
(AT~10"K/s) i vrlo kratko vreme Zivota intermedijernih vrsta. Poredenje sonohemijskih
parametara i parametara koji se koriste u drugim hemijskim metodama prikazano je na slici
1.3. [45]

Slika 1.3: Sonohemijski parametri u poredenju sa parametrima drugih hemijskih metodal*!

Neki od ultrazvuénih parametara su eksperimentalno odredeni direktnom metodom
jednomolekulskog reaktora dok su ostali odredeni posredno preko sonoluminiscencije.”®! Za tu
namenu koriS¢ena je temperaturski zavisna reakcija supstitucije metalnih karbonila.
Identifikovani produkti ukazivali su na dva mesta sonohemijske aktivnosti i to u gasu unutar
mehurica i u te¢nosti u njihovoj okolini, nastalih usled lokalno razvijenih temperatura u ovim
regionima 7114811491

Prilikom prolaska ultrazvuka kroz te¢nosti, pored opisanih hemijskih efekata, deSava se i
emisija svetlosti. Ova pojava poznata je pod nazivom sonoluminiscencija (Slika 1.4) 3 j
posledica je emisije svetlosti usled relaksacije pobudenih elektronskih stanja pojedinih
molekulskih vrsta u toku poslednje faze kavitacije u kojoj se postizu opisani ekstremni
parametri. Utvrdeno je da je trajanje sonoluminiscentne emisije veoma kratko i moZe biti krace
od stotinak pikosekundi odnosno milioniti deo trajanja akusticne kavitacije. Precizirano je da
ova kratka emisija potice od formiranja udarnog talasa. ©*
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Slika 1.4: Sonoluminiscencija eksperimentalno registrovana u

ultrazvucnoj sondi visokog intenziteat!

Za razliku od kavitacije koja se javlja u tecno—tec¢nim i te¢no—gasovitim sistemima,
akusti¢na kavitacija u tecno—cvrstim sistemima je neSto drugacija. Dok su u te¢no-te¢nim
sistemima kavitacioni mehuri¢i sferni, u teéno-¢vrstim se oni u blizini ¢vrste povrSine
gradijentno deformiSu do kolapsa koji generise brze mikromlazeve tecnosti. Mikromlazevi
stvaraju talas koji udara u ¢vrstu povrsinu. Obzirom na veliku koli¢inu energije koja se prenosi
na ovaj talas u momentu eksplozije mehuri¢a, on stice ogromne brzine (¢ak i do nekoliko
stotina metara u sekundi) Sto omogucava oStecenje ¢vrste povrSine ili lomljenje ¢vrstog
materijala. Ovaj efekat prvi put je registrovan na osnovu snimaka laserski indukovane
kavitacije brze mikro-kamere.®® Uticaj mikromlazeva i udarnog talasa na okruZenje
intenzivno se koristi u procesu ultrazvu¢nog ¢iSéenja i heterogene hemijske reakcije.

Ako je ¢vrsta faza u obliku praha (Cestice ¢vrste faze do ~0.200 um) dispergovanog u
tecnosti, tada kavitacija i talas koji ona stvara ne izazivaju eroziju povrsine ve¢ ubrzavaju sitne
avrste cestice do velikih brzina.®Y! Ovako ubrzane estice se medusobno sudaraju i prenose
ogromnu energiju u toku sudara. Rezultat toga su promena morfologije, reaktivnosti i sastava.

Ovi ekstremni uslovi koji nastaju kao posledica interakcije ultrazvucnog talasa sa

materijom su osnov za fizi¢ke i hemijske efekte ultrazvuka.
1.2.2 Hemijski i fizi€ki efekti ultrazvuka

Visoko-intenzitetsko polje ultrazvuka indukuje niz fizickih i hemijskih efekata. Generalno,
oni se mogu podeliti na homogenu sonohemiju te¢nosti, heterogenu sonohemiju u sistemima
tecnost-tecnost i tecnost-¢vrsto stanje kao i sonokatalizu (koja se deSava u sva tri pomenuta

sistema).l®?
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Hemijski efekti ultrazvuka u vodenim rastvorima su vezani za primarne produkte sonolize
vode, molekule vodonika (Hy) i vodonik-peroksida (H,O,). Ostali visoko energetski
intermedijeri mogu ukljucivati superoksid (HO;), radikal atoma vodonika (He), hidroksi
radikal (OHe) i solvatisane elektrone (eaq). Postoje tri regiona u kojima se odvijaju hemijski
procesi u toku sonolize: (a) unutar vruce tacke, (b) na povrsini vruce tacke i () u tec¢nosti
izmedu vrucih tacaka koja se nalazi na sobnoj temperaturi, a u koju radikali difunduju iz
ostalih regiona (slika 1.5).°*) Formiranje radikala i njihovo prisustvo potvrdeni su metodom
elektronske paramagnetne rezonance (EPR).’ Sonoliza vode proizvodi produkte koji su jaka
redukciona i oksidaciona sredstva. Oni se medusobno rekombinuju ili reaguju sa drugim

supstancama i sekundarno izazivaju reakcije oksido-redukcije u sistemu.!®

KAVITACIONI MEHURIC

Termoliticki centar

stanje: gasovito \

T eksplozije ~3360 K

F eksplozije ~313  atm

R rezonantno spm - 200 pm Hgo i) —=H= + =OH
t Zivota ~O0 0 ps He + O 4(0) —*HO

termoliza vodene pare i isparljivijih jedinjenja

Povrsinski region

stanje: teCnost pod ekstremnim uslovima

T eksplozije ~1900 K

girina ~200 nm =

t Sivota = 2us Okolna teénost
konc. OH jona ~d mhd stanje: teéno
oksidacija i termoliza teze isparljivih i jonskin jedinjenja T: ambijentalna

akumulacija H 0,

Slika 1.5: Kavitacioni regioni i njihovi parametril®

Hemijski efekti ultrazvuka u organskim rastvorima su nesto slozeniji. Dok god je ukupan
napon pare dovoljno nizak da omoguci efektivnu akusticnu kavitaciju, skoro svi organski
rastvaraci formiraju slobodne radikale (nenaelektrisane reaktivne intermedijere koji sadrze
nesparene elektrone). Na taj nacin nastaje sredina sa veoma velikim brojem razlicitih hemijskih
vrsta. Poredenja radi, sonoliza ugljenih hidrata omoguc¢ava istu vrstu produkata kao i proces
visokotemperaturske pirolize.l*®!*7]

Pored kvalitativne analize ultrazvu¢no formiranih radikala uradena je i kvantitativna

analiza ispitivanjem sonoluminiscencije u pojedinacnom kavitacionom mehuri¢u. Rezultati
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ukazuju na visoku dinamicnost sredine u polju ultrazvuka. ®® Ilustrativni deo rezultata

predstavljen je u tabeli 1.1.

Tabela 1.1: Kvantitativna analiza sonohemije pojedinacnog kavitacionog mehuri¢a na 52 kHz.>®
Uslovi 22°C 3°C
Rimax (M) 28.9 30.5
Broj OH radikala po ciklusu 6.6 10° 8.2 10°
Broj fotona po ciklusu 8.110° 7.510*
Broj NO, jona po ciklusu 3.7 10° 9.9 10°
Epotencijaina N2 Rinax (€V) 6.4 10" 7.5 10"
Eformiranja OH radikala (EV PO Ciklusu) 3.410° 4.310°
E formiranjaNo~jona (€V/ PO Ciklusu) 1.6 10° 4.2 10°
E otona (200-750 nm) (eV po ciklusu) 2.7 10* 2.6 10°
Energ. efikasnost sonoluminiscencije 43107 3.510°
Energetska efikasnost sonohemije 7.810° 1.110*

Fizicki efekti ultrazvuka, koji obi¢no imaju hemijske konsekvence, ukljucuju transport
mase, emulzifikaciju, homogenizaciju, dispergovanje, zagrevanje itd. Za razliku od hemijskih
efekata, oni su dominantni u oblasti oko kavitacionih mehuric¢a. Postoji pretpostavka da se u
ovoj oblasti prostire gradijent elektricnog polja koji podsti¢e nastanak ovih efekata. Osim toga,
vrtlozno kretanje tecnosti izazvano eksplozijom kavitacionih mehuri¢a stvara gradijent
smicanja i istezanja koji su posledica veoma brzog proticanja molekula rastvaraca oko
kavitacionih mehuric¢a. Ovi efekti su posebno vazni za sonohemiju polimera.

Kada je re¢ o fizickim efektima u heterogenim, te¢no-¢vrstim sistemima, oni se mogu
podeliti na: (a) transport mase usled vrtloznog kretanja tecnosti i strujanja u akusticnom polju,
(b) povrsinska oStecenja ¢vrstih povrsina usled udara talasa i mikro mlazeva, (c) meducesti¢ne
sudare visoko ubrzanih ¢estica i (d) fragmentaciju lomljivih ¢vrstih ¢estica u cilju povecanja
kontaktne povrsine i reaktivnosti POMEOMEN (@) disperziju i deaglomeraciju prahova u
rastvoru.’®” Smatra se da uslovi poput sonifikacione snage, kontaktnog vremena i temperature
imaju veoma vaznu ulogu u sitnjenju ¢estica. Veca snaga polja uzrokuje veci broj kavitacija

usled formiranja veéeg broja kavitacionih mehuri¢a to povecava efekat sitnjenja. [
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1.3 Sonohemija u nauci o materijalima

Sonohemija ima veoma Sirok spektar primena i prozima se kroz brojne grane hemije.
Generalno, njena primena se moze podeliti na sintezu i modifikaciju neorganskih, organskih i

kompozitnih materijala. Detaljnija klasifikacija primene sonohemije u oblasti materijala data je

na slici 1.6.
Hemijski i fizicki efekti
ultrazvuka
Sistem te¢ne i gasovite Sistem dve tecne faze Sistem tecne i vrste faze
faze
7 Ekstrakcija T
Homogena sonohemija Sa kavitacijom
- Reakcije meSanjem -
Nanofazni faza — | *Mehanicko
neorganski tretiranje
materijali L » | *Reakcije
Emulzifikacija mesSanjem faza
*Sonokataliza
Fizikalna terapija —>
Mikro—
nEp U Bez kavitacije

L Transport mase

Slika 1.6: Shematski prikaz klasifikacije hemijskih i fizickih efekata ultrazvuka i nekih njihovih primena

1.3.1 Sonohemija u sintezi i modifikaciji nanostrukturnih materijala

Kod neorganskih materijala u polju ultrazvuka dolazi do morfoloskih modifikacija, sa
jedne i hemijskih modifikacija, sa druge strane.

Morfoloske modifikacije podrazumevaju modifikaciju povrsine (Ni, Cu, Cr, Mo, W) 3
Y fragmentaciju cestica usled sudara % j njihovo medusobno sjedinjavanje - "efekat

vrata” (Zn) BY. Na ovaj nacin se povecava aktivna povriina tako da se stvaraju uslovi da
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morfoloSke modifikacije budu ispracene hemijskim konsekvencama. Ova vrsta modifikacija
koristi se u procesima dobijanja nanostrukturnin materijala koji mogu biti nanoamorfni ili
nanokristalni.

Kada se za ultrazvu¢nu sintezu nanoamorfnih materijala koriste lako isparljivi prekursori,
dominantna je reakcija u gasovitoj fazi, tako da se ove strukture formiraju unutar kavitacionih
mehuri¢a. Za razliku od njih, mehanizam formiranja nanokristalnih struktura nije potpuno
objasnjen, ali se smatra da je osnovni razlog njihovog formiranja brza kinetika koja ometa rast
nukleusa pri ¢emu se u toku svake kavitacione eksplozije formiraju novi nukleusi ¢iji je rast
limitiran kratkim vremenom kolapsa.

Kada su prekursori manje isparljivi, prilikom ultrazvuéne sinteze nanostrukturnih
materijala dominantna je reakcija koja se odvija u oblasti oko kavitacionih mehuri¢a na
rastojanju od oko 200 nm[*" od njihove povrsine i deSava se u tecnoj fazi pod uticajem
sekundarnih sonohemijskih efekata. Produkti su nekada amorfni, a nekada kristalni zavisno od
temperature u ovoj oblasti.

U skladu sa navedenim podacima, u skoro svim sonohemijskim reakcijama u kojima se
dobijaju neorganski produkti formiraju se nanostrukturni materijali. Oni se razlikuju po
veligini, obliku, strukturi i kristalnosti, ali su uvek nano dimenzija.®

Amorfni materijali koji se proizvode u procesu ultrazvucnog tretiranja lakSe isparljivih
organometalnih jedinjenja prelaznih metala (Fe(CO)s, Ni(CO)s, Co(CO)sNO)CEHETIES g
metali (Au®, Fel’™), legure (Fe/Col™, Co/Ni", Fe/Nil™) i metalni koloidi (ferofluidi) [".
Sonohemijski dobijeni nanoamorfni materijali su sastavljeni iz nanometarskih klastera koji
grade visoko porozne agregate izuzetno velike aktivne povrSine. Postojanje ovih struktura
navodi na moguénost njihovog zarobljavanja pre procesa aglomeracije dodatkom
odgovarajucih surfaktanata ili pak matrice. Kada se kao surfaktanti koriste polimerni materijali
proizvode se stabilni nanofazni metalni koloidi. Kao alternativa mogu se koristiti i neorganski
surfaktanti poput aluminijum i silicijum oksida®™”. Ostali nanostrukturni materijali koji su
dobijeni sonohemijski mogu se svrstati u karbidne (Mo,C, W,C), nitridne (Fe,.3sN), sulfidne
(CdS™, MoS,) i oksidne materijale (oksidi elemenata retkih zemalja, prelaznih metala,
Cas(PO4)30H- hidroksiapatit). Oni se dobijaju iz organometalnih jedinjenja koji su direktni
prekursori za zeljene produkte ili pak jedinjenja koja se u polju ultrazvuka razgraduju i na taj
nacin obezbeduju uslove, kao Sto je pH, koji su neophodni za hemijsku reakciju (urea na
primer). Ova grupa sonohemijski dobijenih materijala ima zanimljivu morfologiju. Mogu se
formirati porozne strukture izgradene iz sitnih cestica u okviru kojih se odrzava prirodna

struktura materijala izgradena na dosta nizoj skali velicina (npr. CdS ima interkalatnu strukturu
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koja u polju ultrazvuka postoji u mikroformi u okviru porozne makroskopske strukture). Ove
interkalatne strukture imaju promenjene opticke, elektri¢cne i kataliticke osobine i kao takve
imaju Siroku primenu kao katalizatori, (litijjumske) baterije i ¢vrsti lubrikanti.

Hemijske modifikacije ultrazvuka podsticu reaktivnost pojedinih metala ( Mg, Li, Zn)!"®
¢ime povecavaju brzinu hemijskih reakcija, doprinose povecanju prinosa i sprecavaju
formiranje sporednih produkata. Ovaj efekat je mnogo korisniji kod metala sa dosta niskom
reaktivnoS¢u kao Sto su prelazni metali. U polju ultrazvuka dolazi do povecanja njihove
reaktivnosti i izvode se hemijske reakcije koje se inace deSavaju jedino pri ekstremnim

parametrima.

1.3.2 Sonohemija u oblasti organske hemije

U organskoj hemiji, sonohemija se uspeSno koristi u sintezi i modifikaciji kako manjih
organskih molekula kao Sto su Seceri tako i u oblasti makromolekula. Istrazivanja su pokazala
da upotreba sonohemije u ovoj oblasti doprinosi povecanju brzina hemijskih reakcija kao i
njihovih prinosa.l

Kada je re¢ o manjim organskim molekulima, neke od hemijskih reakcija koje sonohemija
unapreduje su supstitucija, adicija, redukcija itd. Najbolji primer koji ilustruje prednost
sonohemije u odnosu na konvencionalne hemijske metode je sinteza tiokarbamida.l’”? Nakon
sinteze u kavitacionim mehuri¢ima deSava se brza migracija produkata iz gasovite u te¢nu fazu
usled intenzivnog meSanja prouzrokovanog interakcijom talasa sa te¢noS¢u. Na taj nacin
kavitaciona aktivacija veoma uspesSno zaobilazi razgradnju termicki nestabilnih produkata, a
pri tom ipak pruza ekstremne uslove koji su neophodni za njihovu sintezu. Na ovaj nacin su i
prinos i brzina ove hemijske reakcije znatno povecani. Sledeci primer je supstitucija alkoksi
grupe Secera u polju ultrazvuka za koju je utvrdeno da je stereoselektivna, jer se dobijaju samo
B izomeri, dok se konvencionalnim metodama dobija mesavina o i p izomera.l”® Zanimljiv
primer je i reakcija otvaranja prstena nezasic¢enih o,p-dioksalana, koja se konvencionalno
deSava samo u prisustvu Grignard-ovog reagensa. U polju ultrazvuka ova reakcija se odvija u
odsustvu ove Lewis-ove kiseline koja bi trebala da ima ulogu katalizatora.l” Kad je re¢ o
adiciji, neverovatno brz proces dobijanja produkata u polju ultrazvuka postignut je u reakciji
kondenzacije salicilaldehida i metilenindola® koja obi¢no traje par dana, dok se u polju
ultrazvuka kvantitativni prinos dobija za svega par minuta.

Sonifikacijom organskih rastvarac¢a dolazi do homolize u kojoj se intenzivno proizvode
vodonikovi radikali. Ovo je iskoriS¢eno za sintezu dihidrofulerena koji se dobijaju u reakciji
Ceo sa H radikalima dobijenih sonolizom rastvaraca.®™ Za razliku od drugih metoda
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hidrogenizacije, u toku sonifikacije se ne proizvodi viSe razli¢itio hidratisanih produkata vec¢
samo jedna vrsta koja je obi¢no nisko hidratisana. U konkretnom primeru to je samo CgoHs.

1.3.3 Sonohemija u oblasti polimera- sintetiékih i bioloskih

polimera. Obzirom na to da polimerna industrija zahteva konstantno unapredivanje postojecih
materijala, uz neophodnu ekonomicnost i efektivnost primenjenih metoda, otvoreno je Siroko
polje za primenu sonohemije u ovoj oblasti.

Na polimerne materijale mogu uticati i hemijski i fizicki efekti ultrazvuka. Kada je re¢ o
fizickim efektima, oni mogu biti izazvani strukturnim i morfoloskim promenama usled
strujanja koja nastaju kao posledica interakcije ultrazvuka sa tecno$éu, intenzivnog meSanja
(emulzifikacije ili dispergovanja) i lokalnog zagrevanja. lako kavitacija nije uvek neophodna
da bi do ovih efekata doslo, ona ih u vecini slucaja prati. Kao primer ovih uticaja mogu se
navesti disperzija razlicitih komponenti unutar bazi¢énog polimera, inkapsulacija neorganskih

gestica unutar polimera kao i modifikacija velicina cestica u polimernim prahovima.l®®!

Slika 1.7: llustracija hemijskih efekata ultrazvuka u toku procesa polimerizacijel®?

Hemijski efekti ultrazvuka se mahom zasnivaju na radikalima koji nastaju pri sonolizi vode
ili organskih rastvaraca (Slika 1.7). Ovi radikali imaju sposobnost da modifikuju povrSinske
grupe polimera ¢ime uti¢u na njegovu morfologiju, omogucavaju inkorporaciju drugih manjih

molekula grade¢i nove funkcionalne polimerne materijale unapredenih karakteristika,
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ucestvuju u inicijaciranju polimerizacije ili pak omogucavaju degradaciju polimera kidanjem
lanaca i na taj nacin uticu na osobine polimera promenom raspodele molekulskih masa i
mikrostrukture lanaca ili omogucavaju nastanak reaktivnih vrsta koje mogu u precizno
kontrolisanim uslovima da grade odgovarajuce kopolimere.!

Hemijski efekti koji utici na degradaciju polimera u smislu kidanja molekulskuh lanaca, su
bili jedni od prvih primecenih uticaja ultrazvuka visokog intenziteta na polimere i mnoga
istrazivanja su uradena kako bi se ova interakcija okarakterisala. Ukratko, kod nekih polimera
degradacija se deSava brze za polimerne lance vec¢ih molekulskih masa i na niZoj temperaturi, u
razblazenijim rastvorima i u prisustvu lakse isparljivih rastvaraca. Objasnjenje ovih uslova je
manje agresivnom. Osim toga, u razblazenim rastvorima polimerni lanci nisu zapleteni tako da
mogu slobodno da se kre¢u u polju oko kavitacionih mehuri¢a. Naravno, $to je intenzitet
ultrazvuka veci to su broj i veli¢ina kavitacionih mehuric¢a vec¢i tako da je proces sonohemijske
degradacije efektivniji. Zanimljivo je i zapazanje da se degradacija deSava do postizanja
grani¢ne vrednosti raspodele molekulskih masa (M,, ~30000 Da za polistiren) nakon koje
prestaje.®®] Utvrdeno je da je ovo opdti efekat koji se javlja kod mnogih polimera i da je
nezavisan od njihove hemijske prirode kao i da zavisi od dimenzija polimernog lanca u
rastvoru. Medutim, brzina degradacije je usko vezana za prirodu polimera, jer se deSava u
slabim tackama lanca.® Ono &to je dalje jako zanimljivo je specificnost mesta degradacije
pod uticajem ultrazvuka koja se najéesée desava na sredini polimernog lanca.l®

Jedna od primena objasSnjenog procesa degradacije polimernih lanaca je uklanjanje dugih
lanaca iz sistema ¢ime se menja njegova polidisperznost i kontroliSe raspodela molekulskih
masa. Na ovaj nacin se postize modelovanje zeljenih osobina polimera. Druga primena ovog
efekta odnosi se na koris¢enje sonohemijski stvorenih radikala za formiranje kopolimera, Sto se
postiZe ili ozracivanjem rastvora dva razli¢ita polimera ili rastvora polimera kome je dodat
odgovaraju¢i monomer. Naravno, pored koriS¢enja gotovih polimera u polju ultrazvuka je
moguca i inicijacija polimerizacije iz monomera. Primec¢eno je da kod neorganskih polimera,
kao Sto su polisilani (RSi),, ultrazvuk znacajno ubrzava polimerizaciju, povecava njen prinos
koji je kod konvencionalnih metoda jako nizak i omogu¢ava monomodalnu raspodelu
molekulskih masa.’®® Ve¢ina organskih polimera proizvodi se procesom adicije monomera koji
sadrze reaktivne dvostruke veze (a-olefin i vinilni monomeri). Sonohemija je nasla intenzivnu
primenu u svim ovim vrstama polimerizacije pri ¢emu je njen najvazniji dobrinos radikalnom
mehanizmu polimerizacije. Prilikom ove polimerizacije ultrazvuk obezbeduje potrebne

radikale na dva nacina: sonifikacijom monomera proizvode se radikali usled njihove
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razgradnje unutar kavitacionih mehuric¢a ili na njihovoj povrsini, alternativno proizvodnja
radikala je ultrazvu¢no ubrzana sonifikacijom dodatih inicijatora kao Sto su peroksidi ili azo-
jedinjenja.”? Variranjem parametara kao $to su temperatura, napon pare rastvaraca i intenzitet
ultrazvuka moZe se predvideti i kontrolisati inicijacija. Merenjem Kinetike procesa
polimerizacije, ! utvrdeno je da je brzina inicijacije proporcionalna koncentraciji monomera i
kvadratnom korenu intenziteta ultrazvuka kao i da je konac¢na raspodela molekulskih masa
obrnuto proporcionalna ovim veli¢inama. Kada je re¢ o brzini inicijacije ona je proporcionalna
broju kavitacionih mesta koji zavise od intenziteta ultrazvuka. Za razliku od inicijacije koja je
znatno ubrzana ultrazvukom, eksperimentalni podaci pokazuju da ultrazvuk veoma slabo utice
na proces propagacije i terminacije.

Treba pomenuti i alternativni nacin sinteze vinilnih polimera u polju ultrazvuka koji
podrazumeva formiranje emulzija ili suspenzija monomera i dodatnih supstanci (stabilizatora,
dispergatora i inicijatora) u vodenoj sredini. Visok stepen kretanja u medijumu indukovan
akusti¢nim strujanjima i gradenjem kavitacionih talasa stvara izuzetno jake sile koje ucestvuju
u rasprsivanju kapljica te¢nosti i grade sitne, pravilno dispergovane kapi u vodenom medijumu
koje imaju ulogu pojedinacnih reaktora. Neki od primera su ultrazvuéna sinteza polistirena,
poli(butil-akrilata) i poli(vinil-acetata) u kojima su sa veoma malom kolicinom, ¢ak i bez,
surfaktanata postignute manje cestice u poredenju sa konvencionalnim metodama. Brzina
reakcije je bila uvecana i zavisila je od napona pare monomera. Pored toga, postignuta je skoro
potpuna konverzija.® Pored pomenutih mehanizama treba pomenuti i polimerizaciju
otvaranjem prstena ciklicnih monomera. Na ovaj nac¢in se proizvode mnogi poliestri iz
cikli¢nih laktona. Kao primer mogucée je navesti sintezu poli (6-valerolakton)-a i izgradnju
poli (8-valerolakton-p-kaprolakton) kopolimera. !

Jedna od prvih primena povrSinskih modifikacija polimera u polju ultrazvuka i njihove
aplikativnosti je modifikacija poli(vilidin-difluorid)-a kod koga se nakon sonohemijskog
tretmana u prisustvu jake baze grade povrsSinske dvostruke C-C veze. Na taj nacin ovaj izolator
dobija piezoelektri¢na svojstva.’! Uloga ultrazvuka u ovom procesu bila je u pobolj$anju
kontakta izmedu ¢vrste povrsine i rastvora povecanjem kontaktnog ugla ¢ime je omoguceno
bolje kvaSenje kao i bolji transport mase reagenasa, ¢ime je ova povrSinska modifikacija
ubrzana. Slede¢i primer je polietilen koji je jako zanimljiv iz tog razloga Sto ima veliku
prakti¢nu primenu, a glavni nedostatak mu je izuzetno inertna povrsina. Aktivacija povrsine se
konvencionalnim metodama vrsi ili hipohromnom kiselinom ili kiseonichom plazmom. Ovo su
procesi koji traju dugo i mogu oStetiti strukturu polimera. Sonohemija omoguc¢ava aktivaciju

hemijske reakcije vodonik-peroksida ili olovo-persulfata sa povrSinskim grupama ovog
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polimera. Spektroskopska analiza je pokazala da su se u tankom povrSinskom sloju formirale
polarne grupe poput hidroksilnih i karbonilnih omogucavaju¢i znatnu adheziju materijala
kojim ¢e ovaj polimerni materijal biti presvucen. [

Primena sonohemije u proizvodnji biomaterijala je i dalje u fazi razvoja. lako je
sonohemija vodenih rastvora prili¢no ispitana, sonohemija sinteze biomaterijala u vodenim
rastvorima je u razvoju. Pored sintetickih, sonohemija se bavi procesiranjem i prirodnih
polimera. Najzanimljivija tema iz ove ne tako puno ispitane oblasti je proteinska
mikroinkapsulacija. Mikroinkapsulacija, odnosno zatvaranje razli¢itih materijala unutar
proteinskih kapsula veli¢ine nekoliko mikrona, ima veoma vaznu primenljivost koja ukljucuje
koriS¢enje boja, aroma, farmaceutskih produkata za korekciju ukusa, medikamenata za
kontrolisanu dostavu lekova (proteinske mikrosfere ispunjene nevodenim rastvorima) i
medicinskih dijagnosti¢kih agenasa (Suplje proteinske mikrosfere imaju ulogu kontrastnog
agensa u sonografiji i enokardiografiji). Jedan od primera upotrebe ovih proteinskih mikrosfera
za kontrolisanu dostavu lekova je inkapsulacija tetraciklina unutar albumina. Ovako formirane
biokapsule testirane su na bakterijama Staphylococcus aureus i Escherichia coli. Rezultati su
pokazali produZeno baktericidno dejstvo inkapsuliranog antibiotika.®®! Proteinske mikrosfere
ispunjene nitroksidom rastvorenim u organskom rastvaracu koriste se za in vivo merenje
koncentracije kiseonika pomocu elektronske paramagnetne rezonance (EPR). Ove proteinske
mikrosfere su permeabilne za kiseonik koji se u polarnim rastvaracima veoma dobro rastvara,
dok je nitroksid bioinkapsulacijom zasticen od bioredukcije. Na ovaj nacin su kontrolisani
bioloki procesi organizma merenjem promene koncentracije kiseonika u toku anestezije,
smanjenog protoka krvi i u toku disanja.[94] Ultrazvuk visokog intenziteta se koristi za
pripremanje vodenih suspenzija stabilnih proteinskih mikrosfera ispunjenih vazduhom ili
nerastvornim tecnostima koje imaju medicinsku primenu®®. Neki od konkretnih primera su
mikrosfere avidina, °® katalaze, albumina (BSA) i hemoglobina ispunjene vazduhom
(mikromehuri¢i)®®®! jli nevodenim rastvorima- n-dekan, n-heksan, cikloheksan, toluen-
(mikrokapsule) P, Primeceno je da protein koji gradi ove 3uplje sfere nije bio znacajno
denaturisan i imao je dobru aktivnost. Ispitivanjem ovih sistema dosSlo se do zakljucka da je
emulzifikacija sama po sebi nedovoljna za proizvodnju ovih stabilnih mikrosfera i da je za
njihovo formiranje neophodna hemijska reakcija koja zahteva odgovaraju¢u koncentraciju
kiseonika (mikroinkapsulacija u Ar ili N, atmosferi nije dala odgovarajuce rezultate). Jednu od
uloga u ovom formiranju ima i superoksid koji grade He i OHe radikali proizvedeni u procesu
sonolize vode. Pokazano je da su ove mikrosfere medusobno povezane disulfidnim vezama

koje se grade izmedu cisteinskih ostataka ovih proteina i da je superoksid povezujuci agens.
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Ova konstatacija je doneta na osnovu cinjenice da superoksid dizmutaza inhibira formiranje
mikrosfera, dok superoksid katalaza zna¢ajno povecava preko intenzivne sinteze peroksidaze.
Neophodnost cisteina u primarnoj sekvenci proteina za izgradnju mikromehuri¢a pokazana je
na taj nacin Sto od svih testiranih proteina jedino mioglobin (koji ne sadrZi cistein) nije bio u

stanju da izgradi mikrosfere u polju ultrazvuka. ©*®

1.3.4 Sonohemija i formiranje kompozitnih materijala

Primena sonohemije u proizvodnji kompozitnih materijala u nekim primerima pokazuje
znacajnu prednost u odnosu na konvencionalne metode. Ovi materijali se sonohemijski
proizvode na dva nac¢ina: unoSenjem nanomaterijala u mezoporozne materijale ili depozicijom
nanocestica na keramic¢kim ili polimernim povrsinama. Ovako formirani kompozitni materijali
mogu se vidno razlikovati po morfologiji (slika 1.8).

Formiranjem kompozitnog materijala najcesce se unapreduju osobine pocetnih materijala
iz kojih je on izgraden Sto otvara moguc¢nost njegove dalje primene. Nanomaterijali su
izgradeni iz nanocestica koje imaju veoma veliku povrSinsku energiju usled koje teze
aglomeraciji. Formiranje kompozita je jedan od nacina da se ova pojava spreci i da se odrzi
nanostruktura. Osim toga, vrlo je vaZno postojanje homogenosti i fine disperzije
nanostrukturnog materijala u okviru materijala domacina kao i odsustvo agregata. Svi ovi
uslovi postiZzu se sonohemijskom inkapsulacijom nanocestica unutar polimernih ili keramickih

materijala.?: 1!

Ag/Najlon Ag/Najlon viakna

Slika 1.8: Makropskopska promena izgleda materijala nakon ultrazvucnog

formiranja kompozita™*!
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Neki od primera primene sonohemijske metode za gradenje kompozitnog materijala radi
ocuvanja nanostrukture metala su sinteza poli(metilmetakrilat)-gvozde i poli(metilakrilat)-
gvozde kompozita.'? Rezultati su najpre pokazali da je inkapsulacija koja kreée od ranije
formiranog nanostrukturnog gvozda u odnosu na Fe(CO)s prekursor (pomocu kog bi u toku
polimerizacije trebao da se formira amorfni metal) daleko efektivnija. Pored toga, pokazano je
da je inkapsulacija u prisustvu ultrazvué¢nog polja nizeg intenziteta zna¢ajno manje efikasna.
Analiza morfologije pokazala je uniformnu raspodelu sitnih ¢estica amorfnog gvozda na
polimernoj povrsini. Ovako formirane nanocestice gvozda, obzirom na veliku kontaktnu
povrsinu, imale su veoma izrazenu Kataliticku aktivnost Sto bi se moglo upotrebiti za bolju
aktivaciju Fischer-Tropsch-ovih reakcija.

Ista grupa autora iskoristila je pomenutu metodu za formiranje poli(metilmetakrilat)-kobalt
kompozita.l’®®*! U ovom slucaju je za izgradnju kompozita koriséen samo ranije formirani
nanostrukturni kobalt. Prva razlika koja je primeéena poredenjem Fe i Co kompozita je u
rastvorljivosti. Pokazalo se da ova razlika potice od razli¢itog nacina vezivanja metala za
polimer. Dok se kobalt vezuje za polimer direktno, veza gvozda sa polimerom uspostavljena je
preko kompleksa. Zanimljivo je i to da formiranje poli(metilmetakrilat)-kobalt kompozita nije
registrovano, Sto se moze pripisati interakcijama kobalta sa polimernim radikalima usled kojih
dolazi do inhibicije procesa polimerizacije.

Sonohemijski su sintetisani i kompoziti gvozda sa polistirenom i poli(vinil-alkohol)-om.
Pokazano je da su cestice gvozda u polistirenu veoma malih dimenzija, ali intenzivno
aglomerisane i pored prisustva polimerne matrice, kao i to da je za razliku od ¢istog polistirena
njegov kompozit sa gvozdem pokazao mnogo bolju termic¢ku stabilnost. Pokusaj formiranja
polistiren-kobalt kompozita nije uspeo.** Najbolji rezultati ultrazvunog formiranja
kompozita ovog magnetnog materijala pokazani su na primeru kompozita gvozda i poli(vinil-
alkohola). U ovom sluc¢aju dobijene su vrlo male cestice gvozda uniformno rasporedene na
povrsini polimera. Unapredenje osobina ovog kompozitnog materijala ogleda se u tome Sto je
materijal pokazivao superparamagnetne osobine Sto je postignuto zahvaljujuc¢i ocuvanju
nanodimenzija gvozda u kompozitu.[**!

Obzirom na to da su najbolji rezultati postignuti uz koris¢enje poli(vinil-alkohol)-a kao
polimerne komponente, proces formiranja kompozita je nastavljen i formiran je poli(vinil-
alkohol)-CuO kompozitni materijal. Za razliku od prethodno navedenih eksprimenata u kojima
su proces formiranja metala ili oksida i proces polimerizacije tekli istovremeno, u ovom
slucaju proces kristalizacije CuO je tekao u prisustvu ranije formiranog polimera Kkoji je imao

funkciju disperzionog agensa. Rezultati su najpre pokazali kristalnu strukturu formiranog
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kompozita u kome postoji prilicno uniformna raspodela oksida unutar polimera. Pored toga,
uoceni su odredeni efekti nanocestica koji se odnose kako na promenu optickih osobina
kompozita tako i na temperatursku stabilnost koja je u slu¢aju kompozita promenjena u odnosu
na ciste komponente Sto ukazuje na povezanost prostorne raspodele polimernih lanaca i
oksidnih cestica. Postignuta je i kontrola kristalnog rasta pa finalne ¢estice imaju veoma
pravilne oblike.[*®

Kada je re¢ o oksidima, nekoliko razli¢itih materijala (Fe3s04, Cu,0, Cus03) je iskoris¢eno
za formiranje kompozita sa polianilinom uz koriS¢enje potpuno novog procesa oksido-
redukcionog jednostepenog dopiranja nanocestica unutar polimera. Jedan od primera je
meSoviti oksid bakra (CusO3) koji se dobija iz Cu?* prekursora. Dobijene estice su veligine 5-
10 nm i dobro su dispergovane u polianilinskoj matrici.l*>”! Pored toga, ultrazvuk je iskoriséen
i za dobijanje redukcionih agenasa koji zlato redukuju do elementarnog stanja u prisustvu
polianilina. Tako dobijeno zlato iskoris¢eno je za formiranje zlato-polianilin (Au-PANI)
kompozita. Analiza ovako formiranog materijala pokazuje znatno ubrzanje procesa sinteze i
znacajno povecanje prinosa, kao i poboljsanje elektri¢nih osobina, i pored toga Sto je kompozit
imao veoma mali udeo zlata.'*®

Za formiranje keramika/polimer kompozita koristi se ultrazvuc¢no indukovana emulziona
polimerna inkapsulaciona tehnika. Dispergujuci, aktivacioni i pulverzacioni efekti ultrazvuka
su iskoriSéeni za ovu namenu. Jedan od prvih primera je poli(n-butil-metakrilat)/y-aluminijum
oksid (PBMA/y-Al,O3) nanokompozit. U ovom slucaju u procesu polimerizacije formirane su
Suplje sfere PBMA-a u kojima je inkapsuliran Al,Os;. Pokazan je uticaj pH sredine,
koncentracije surfaktanata i sadrzaja nanocestica na morfologiju ovako dobijenog
materijala.l'® Isti polimer je iskoris¢en i u procesu oblaganja nanokristalnog rutila (TiO,).
Postupak podrazumeva razgradnju agregata koje ovaj materijal formira i redisperziju
nanocestica. Na ovaj nacin polianilin je deponovan na povr$ini nanocestica Sto vodi do
formiranja tzv. "core-shell” struktura.™ Sli¢na pojava uocena je i u slugaju silicijum oksida,
pri ¢emu su zapaZzena dva razlic¢ita tipa morfologije- sferna i porozna. U prvom slucaju sferne
cestice silicijum oksida su oblozene polianilinom, dok je u drugom slucaju polimer oblagao
Supljine poroznog silicijum oksida.**!

Ova nova primena ultrazvuka iskoris¢ena je i za oblaganje viSeslojnih karbonskih
nanotuba. Merenja su pokazala veoma dobru adheziju polimernog materijala i povrSine

nanotuba na kojima se on nalazio $to je doprinelo poboljSanju mehani¢kih osobina ovog
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materijala, odnosno povecanju Young-ovog modula za oko 35% u slu¢aju inkapsulacije svega
1% karbonskih nanotuba.**?

Treba navesti i ostale kompozitne materijale koji su dobijeni sonohemijski, a u kojima
polimernu komponentu gradi poli(vinil-alkohol). Ovaj polimer je iskoris¢en za dobijanje
nanosfera srebro-sulfida (Ag,S) i nano-iglica bakar-sulfida (CuS) na ¢ijoj povrSini se nalazio
polimerni materijal. **¥) Efekat nanometarskih velicina ovih materijala zapazen je u toku
ispitivanja njihovih optickih osobina.

Kompozitni materijal poli(vinil-pirolidon)-a koji je izgraden u polju ultrazvuka je Ag/PVP.
U ovom slucaju dobijene su polimerne cestice ispunjene srebrom za koje je pokazana
moguc¢nost kontrole srednje velicine cestica i dobijene su veoma uske raspodele velicina.
Proces formiranja ovog kompozita podrazumeva redukciju srebra u prisustvu polimera kao
surfaktanta koji ¢e spreiti dalju aglomeraciju primarno dobijenih cestica.[**

Kada je re¢ o sonohemijskom dopiranju nanocestica unutar keramickih materijala, osobine
I prednosti ovakvih modifikacija materijala moguce je istac¢i kroz nekoliko primera medu
kojima se najbolji odnose se na okside elemenata retkih zemalja (Eu,O3, Th,O3) dopirane na
povrsini submikronskih sfera silicijum ili aluminijum oksida!***!, nanostrukturnog cirkonijum
oksida ili itrijumom stabilizovanog cirkonijm oksida!**®\. Dobijeni rezultati ukazuju na veoma
dobro unapredenu tehniku za sprecavanje agregacije nanocestica, omogucavanje njihove
uniformne raspodele na povrsini keramicke matrice i poboljSanje njihovih osobina usko
povezanih sa moguc¢noSc¢u i zahtevima njihove primene. Pored elemenata retkih zemalja treba
pomenuti i druge, kao Sto je gvozde-oksid sa zlatom na povrSini ¢estica. U ovom slucéaju je
postignuta dobra disperzija nanocestica zlata na gvozde-oksidu koje je potencijalni nanonosa¢

aktivnih agenasa sa primenom u oblasti biomedicine.!**!

1.4 Biomaterijali

Svaki Zivi organizam je prirodno sastavljen iz ogromnog broja razlicitih biomaterijala koji
imaju sebi svojstvenu funkciju unutar slozenog mehanizma kakav je organizam i doprinose
odvijanju i sinhronizaciji bioloskih procesa. Pored prirodnih biomaterijala postoji i veliki broj
vestackih koji su sintetisani u nameri da oponaSaju sastav, strukturu, osobine i funkcije
prirodnih biomaterijala. Mera u kojoj je ova sli¢nost postignuta odredivace nacin na koji ¢e
organizam prihvatiti ovaj materijal odnosno potencijalnu aplikativnost sintetisanog materijala.

Da bi materijal bio primenljiv u Zivom organizmu neophodno je da ispunjava odredeni niz

kriterijuma kako bi bio kompatibilan sa njim (slika 1.9). Biokompatibilnost materijala, u
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najsirem smislu, podrazumeva da se nakon njegove primene ne javlja nikakav imunoloski
odgovor organizma i predstavlja veoma vaznu svojstvo koje se detaljno ispituje pre klinicke
primene materijala. Nakon pozitivnog prihvatanja materijala od strane organizma, odnosno
biokompatibilnosti, slede¢a vazna stavka koju materijal mora da ispuni je bioaktivnost. Pod
ovim terminom se podrazumeva da materijal ima pozitivnu interakciju ili efekat na neku vrstu
zivih ¢elija odgovarajuceg tkiva, bilo da se radi o bioaktivnom materijalu koji je dizajniran
tako da reaguje sa okolnim celijama, ili pak bioinertnom materijalu koji na svojoj povrsini
mora da ima aktivnu komponentu kako bi bio pozitivno prihva¢en od organizma. Ovo svojstvo
sa sobom povlaci slede¢i zahtev podobnosti biomaterijala - netoksi¢nost. Interakcija
biomaterijala sa zdravim ¢elijama mora biti isklju¢ivo farmakoloska i ne sme da prouzrokuje
smrt, oStecenje, inflamaciju ili mutaciju zdravih celija (akcenat je na zdravim celijama,
obzirom na ¢injenicu da postoji grupa biomaterijala, kao Sto su »smart« sistemi za kontrolisanu
dostavu lekova, namenski dizajnirana tako da uniStava celije patoloskih tkiva kao Sto je

kancerozno).

Celijska funkcija

Celija

Interakcija izmedu
celije i biomaterijala

A fl\ receptori
ligandi

Biomaterijal
Slika 1.9: llustracija interakcije biomaterijala sa zivom celijom!**”]

Danas se biomaterijali intenzivno istrazuju i unapreduju u okviru nauke o biomaterijalima
Sto i doprinosi njihovoj intenzivnoj primeni u razli¢itim oblastima kao Sto su: reparacija i
rekonstrukcija kostiju, izrada dentalnih implanata, rekonstrukcija krvnih sudova i sréanog
miSic¢a, kontaktna sociva, implanti u estetskoj hirurgiji, nosa¢i medikamenata za kontrolisanu

dostavu itd.
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1.4.1 Hidroksiapatit

Poreklo i osobine hidroksiapatita

Sinteticki hidroksiapatit (Cas(PO4)3sOH) je materijal iz grupe biomaterijala nastao u
procesu sinteze po uzoru na prirodne, bioloske materijale. Ova biokeramika je hemijski i
morfoloski veoma sli¢na mineralnoj komponenti kostanog i hrskavi¢avog tkiva sisara. Naime,
koStano tkivo je izgradeno iz organskog dela - ¢iji najvec¢i procenat gradi protein kolagen i
neorganskog dela — ¢iji je glavni sastojak apatit. Neorganski deo je prirodni mineral koji ¢ini
70 % koStanog tkiva i sastoji se iz kalcijum-fosfata, kalcijum-karbonata, kalcijum-fluorida,
kalcijum-hidroksiapatita, kalcijum-hidroksida i citrata. Ovakva konstrukcija kostanog tkiva je
prirodno napravljena sa ciljem da omoguc¢i odgovarajucu mehani¢ku i potpornu funkciju
organa koje ovo tkivo gradi. ™*® Struktura neorganskog dela kotanog tkiva je dominantno
kristalna, mada u nekim regionima moze da ima i amorfne domene zavisno od vrste koStanog
tkiva.'"'®! Kristalna jedini¢na ¢elija hidroksiapatita je izgradena iz dva molekula i ima

heksagonalnu, odnosno diprizmati¢nu simetriju (slika 1.10).
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Slika 1.10: Struktura i ilustracija primene hidroksiapatita; (a)slucajna raspodela lanaca proteina, (b) uredena

struktura prilikom vezivanja za neorganske komponente i (c) odrzanje uredenosti na makro- nivou 2%t

Morfologija kristalnih ¢estica hidroksiapatita u koStanom tkivu je plocasta ili Stapicasta.
Zavisno od vrste koStanog tkiva ovi kristali su manje ili viSe aksijalno, medusobno paralelno,
orijentisani. Slu¢ajna orijentacija proteinskih lanaca (slika 1.10a) se nakon vezivanja za
neorgansku komponentu ko$tanog tkiva menja u pravilnu, prostorno orijentisanu matricu (slika
1.10b) koja se odrzava i na makro- nivou (slika 1.10c). Dimenzije Stapi¢a hidroksiapatita
unutar ove proteinske matrice su oko 8-15 nm debljine, 20- 40 nm Sirine i 200-400 nm duzine.
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Ove dimenzije su funkcionalno vezane za vrstu kostiju koje odgovarajuce tkivo gradi Sto znaci
da se mogu bitno razlikovati u razligitim delovima skeleta.*??l Primecena je cak i razlika u
velicini Stapic¢a i ploc¢ica hidroksiapatita u gledi, dentinu i cementu zuba. Najvece dimenzije ovi
kristali imaju u gledi (duZzine do 5-6 um) koja je ujedno i najtvrda komponenta ljudskog
skeleta.

Supstitucioni mehanizmi koji se javljaju u hidroksiapatitu koStanog tkiva ukljucuju
interkristalnu razmenu jona i rekristalizaciju usled rastvaranja i ponovnog formiranja kristala
pri ¢emu se unose novi joni u kristalnu strukturu zamenjujuc¢i Ca®* jone ili absorbujuci se na
kristalne povrsSine. 1z tog razloga veliki deo apatita koStanog tkiva gradi Ca-deficitarni
hidroksiapatit. Specifi¢na gustina hidroksiapatita u kostanom tkivu je 3.08 g/cm®. Po Mohr-
ovoj skali internacionalnih standarda za merenje tvrdoce u geologiji ovaj mineral ima tvrdoc¢u
5.

Kada je re¢ o mehanizmu formiranja hidroksiapatita, koji je ve¢ duze glavna tema kada je
rec o ovom materijalu, predlozene su brojne Klasifikacije mehanizma rasta ovih
kristala,[*2224128] medutim jedinstveno resenje jos nije postignuto i puno je koraka koje jo3
treba objasniti.'**! Jedan od predlozenih mehanizama za proces formiranja hidroksiapatita koji
je, do sada, najvise prihvacen je amorfni kalcijum fosfat- oktakalcijum fosfat- hidroksiapatit
(ACP-OCP-HAp) transformacija. Sustina ovog mehanizma je dvostepena reakcija ¢iji je prvi
stepen prelazak amorfnog kalcijum fosfata u oktakalcijum fosfat koji ¢e u toku drugog stepena
biti transformisan u hidroksiapatit. Obe reakcije su izrazito zavisne od pH vrednosti, odnosno
od koncentracije OH i H" jona. Jedan deo ovog mehanizma odvija se kroz reakciju u tecnom,

dok se drugi odvija kroz reakciju u &vrstom agregatnom stanju. 27281129
Oblasti primene sinteti¢kog hidroksiapatita

Sinteticki hidroksiapatit odlikuje odli¢na biokompatibilnost, bioaktivnost, netoksi¢nost i
sli¢nost osobina, poput mehanickih, prirodnom hidroksiapatitu. U skladu sa tim, on se danas
intenzivno koristi u stomatologiji (za izgradnju dentalnih implantata), maksilofacijalnoj
hirurgiji, ortopediji (za reparaciju i rekonstrukciju koStanog tkiva) (slika 1.11c),
kardiovaskularnoj hirurgiji (za reparaciju krvnih sudova) i farmaciji (za kontrolisanu dostavu

| ekova)_[lgo][lsl] [132][133]
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Slika 1.11: llustarcija primene hidroksiapatita kao punila (a), mogu¢nost modelovanja materijala u
cilju prilagodavanja oblika potrebama primene (b) i primer primene u rekonstrukciji koStanog tkiva

Sake (c).**4

Kada je re¢ o implantatima, najceS¢e se koriste hidroksiapatitom presvuceni metali ili
metalne legure kao $to su, na primer, titanijum i ¢elik. Na ovaj nac¢in organizam "vidi" samo
apatit- materijal koji ne dozivljava kao strano telo.

Hidroksiapatit se moze primeniti i kao punilo (“filler"). Tada ima ulogu u popunjavanju
defekata u kostima (slika 1.11a) i koristi se u obliku praha ili poroznih blokova (slika 1.11 b).
Ova primena je znacajna u slucaju kada je potrebno odstraniti vec¢i deo kostanog tkiva (kod
kancera kostiju na primer) kao i za potrebe maksilofacijalne hirurgije i stomatologije. Tada ovo
punilo ispunjava nastalu Supljinu u kostima, interaguje sa okolnim tkivom i integriSe se u
njemu posle odredenog vremena, stimuliSe i ubrzava prirodnu regeneraciju kostanog tkiva.

Hidroksiapatit se intenzivno koristi i u obliku poroznih struktura sa kontrolisanim

dimenzijama i oblikom pora (“scaffolds")*3M!%]

¢ija je prvenstvena namena upotreba u
regeneraciji kostanog tkiva, "*""1**8 mada se u poslednje vreme intenzivno ispituje mogucnost
upotrebe ovih struktura kao potencijalnih nosaca za kontrolisanu dostavu medikamenata. Kada
je re¢ o kontolisanoj dostavi lekova, pokazano je da su kalcijum-fosfati veoma pogodni za
inkapsulaciju razlicitih lekova poput antibiotika, kao $to su tetraciklin-hidrohlorid **% i
gentamicin™™®, kao i drugih lekova koji bi se potencijalno koristili za leenje osteoporoze,
osteomijelitisa i drugih bolesti kostiju. Terapija koja se primenjuje kod ovih bolesti je
dugotrajna i jako bolna. Kod nekih infekcija kostiju postoji problem teSke dostupnosti leka do
mesta na kom je infekcija lokalizovana. Zato se one lece dugo, nekada ¢ak i do dve godine. Da
bi se terapija unapredila, koristi se lokalno doziranje leka koji se deponuje u
poli(metametakrilatnim) implantatima koji se ugraduju u blizini inficiranog podrucja.

Medutim, veliki problem predstavlja ¢injenica da ovaj nosa¢ nije biodegradabilan tako da se
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nakon zavrSetka terapije mora hirurski izvaditi i zameniti novim kosStanim tkivom. Da bi se
ovaj proces pojednostavio moguce je direktno doziranje leka iz kalcijum-fosfata koji su
bioresorbilni tako da vrlo lako mogu da se razgrade nakon terapije. Istovremeno bioaktivnost
kalcijum-fosfata pruza mogucnost aktiviranja okolnih ¢elija i reparacije koStanog tkiva nakon
zavrsene terapije.

Veoma je zanimljiva i ideja o formiranju tzv. "in vivo" bioreaktora koji sadrzi maticne
¢elije ¢ija bi namena bila proizvodnja kostanih ¢elija i veStacko formiranje koStanog tkiva za
potrebe transplatacije. !

Pored medicinskih primena sintetickog hidroksiapatita, postoji intenzivna primena ovog
materijala i u drugim oblastima koja se mahom zasniva na sposobnosti jonske izmene kako
Ca®* tako i OH" jona. U skladu sa tim, hidroksiapatit se koristi i u oblasti izmene toksi¢nih jona
kao Sto su Sr**, Pb*, Cd?*, Co®* WANBMMANSI - 7nazainu ulogu ima i u oblasti
jonoizmenjivacke hromatografije gde se koristi kao adsorbent razli¢itih vrsta supstrata kako
organskih tako i neorganskih.*M*71 Medu njima treba pomeniti visoko efikasnu metodu za
purifikaciju proteina zasnovanu na apatitnim kolonama.[**? Osim toga vrlo je $iroka primena
nanostrukturnog poroznog hidroksiapatita u oblasti katalize gde se koristi za katalizaciju
razlic¢itih ~ organskih  sintetskih  reakcija  poput  Friedel-Crafts-ovog  reakcionog

mehanizma. 480491
Sintetske metode za dobijanje hidroksiapatita

Obzirom na to da je hidroksiapatit materijal koji se ve¢ dugo ispituje, razvijene su brojne
metode za njegovu sintezu. Zavisno od primenjene metode, postignuta je razli¢ita morfologija,
stehiometrija i stepen kristalinicnosti.l'®” Pokazalo se da su visoko kristalni stehiometrijski
nano - prahovi HAp-a veoma pogodni za manipulaciju kao Sto je sinterovanje tako da grade
sinterovane blokove unapred Zeljenih karakteristika koji su veoma vazni u procesu aplikacije
ove biokeramike.

Neke od metoda koje su do sada koriscene za sintezu hidroksiapatita su: elektrohemijska
depozicija,™" sol-gel metoda,**? hidrotermalna metoda,'**¥ emulziona i mikroemulziona

metoda, [1541[155] [156] [157]

sinteza u polju mikrotalasnog zracenja, Klasi¢na precipitacija,
mehanohemijska sinteza,*® metoda rasprsivanja u radiofrekventnoj plazmi,** metoda
raspréivanja i termickog susenja,*®” citratna metoda sagorevanja,**!! metoda naparavanja

supersonicnim mlazom,™? metoda ultrazvucnog rasprsivanja i susenja zamrzavanjem™®* itd.
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Pored pomenutih metoda, hidroksiapatit je sintetisan i primenom klasi¢cne homogene
precipitacije u prisustvu uree kao agensa precipitacije. Rezultati su pokazali neophodnost
veoma dugog procesa starenja (48-120 h zavisno od temperature koja je bila u intervalu od 82-
90°) kako bi bilo moguce dobiti monofazni HAp. Kra¢im vremenima starenja dobijeni su
viSefazni sistemi izgradene iz oktakalcijum fosfata (OCP), monetita (DCP) i HAp-a.
Morfologija cestica koje su dobijene ovom klasichnom metodom bila je izgradena iz Stapica
veliine 50-150 pum."®* Neki od rezultata pokazuju da su primenom ove metode, i nakon
dugog vremena starenja (od 36 h na 90°C), dobijeni monofazni monokristali HAp-a
Stapicastog oblika i veoma velikih dimenzija (duzine 20-60 pum, Sirine 0.8-3.6 um i debljine od
100-300 nm).1*6%!

Primena hidroksiapatita zavisi od osobina kao Sto su oblik kristala, veli¢ina, morfologija,
kristalno uredenje, termicka stabilnost i rastvorljivost, koje u velikoj meri zavise od primenjene

sintetske metode.*6°!

Sinteza hidroksiapatita u polju ultrazvuka

Primenom sonohemije za sintezu hidroksiapatita koriS¢enjem reakcije neutralizacije
pokazana je moguc¢nost dobijanja monofaznog sistema nakon 120 min ultrazvuc¢nog tretmana.
Ista sinteza u odsustvu ultrazvuka nije dala monofazni apatit, ¢ime je potvrden doprinos
ultrazvuka ovoj sintezi kao i znac¢ajno smanjenje vremena potrebnog za njegovu sintezu u
poredenju sa drugim metodama. 6”1 Postignuta raspodela veligina cestica bila je u intervalu od
1-10 pm.

U cilju optimizacije veli¢ine i oblika cestica hidroksiapatita koje se mogu postici
ultrazvuénom tehnikom u toku sinteze reakcijom neutralizacije dodati su D-glukoza i glicerol.
Na ovaj nacin dobijen je Ca-deficitarni hidroksiapatit, a funkcija aditiva je bila u kontroli
HAp:TCP procentualnog masenog odnosa i ocuvanju veli¢ina sintetisanih ¢estica Pokazalo se
da su ovi aditivi veoma znacajni za ovaj sistem jer su omogucili dobijanje nanostrukturnog
materijala sa veli¢inom cestica pre kalcinacije (dakle c¢estica HAp-a) od oko 50 nm. Nakon
kalcinacije deSava se transformacija HAp-a u veoma cist p-tri-kalcijum-fosfat (TCP) kao i
bifazni-kalcijum fosfat (izgraden iz HAp-a i TCP-a) i velic¢ina cestica raste do mikronskih
dimenzija.[**®!

Homogenom, kontrolisanom, sintezom apatita u polju ultrazvuka formiran je
nanostrukturni materijal sa cesticama joS manjih dimenzija. Formirani nanokristali bili su

iglice duzine oko 200-500 nm i dijametra od oko 20 nm. %% |spitivanjem kinetike formiranja
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apatita pri datim eksperimentalnim uslovima, utvrdena je aktivaciona energija od 59.9 kJ/molu
koju je potrebno preneti sistemu da bi se reakcija formiranja apatita odigrala. U daljoj primeni
ove metode za sintezu apatita ’% ista grupa autora utvrdila je uticaj nekih parametara, poput
koncentracije Ca®* prekursora, intenziteta ultrazvucnog polja i reakcione temperature na sastav
i velicinu cestica. Na ovaj nac¢in je utvrdeno da su optimalni uslovi koji su potrebni za
postizanje najsitnijih estica Gistog hidroksiapatita niska koncentracija Ca®* jona, snaga od
minimum 300 W i temperatura od 80°C. Pri ovim uslovima formiran je nanostrukturni
materijal koji grade cestice sfernog oblika i dimenzija od oko 20 nm. Detaljnija strukturna
analiza ovako dobijenog materijala nije ispitivana, ali su neki od rezultata ukazivali na nisku
kristalinicnost ovako dobijenog materijala koji se verovatno nalazio u pocetnoj fazi
kristalizacije.

Pomenuta metoda homogene sonohemijske precipitacije je dalje razvijena. ™™ Ispitan je
uticaj koncentracije agensa homogene precipitacije - uree koji obezbeduje neophodnu
koncentraciju OH" jona. Pra¢ena je promena faznog sastava sistema od smeSe oktakalcijum-
fosfata (OCP) i HAp-a do HAp monofaznog sistema. Dobijene su cestice hidroksiapatita
veoma dobre kristalnosti. Morfologiju ovako dobijenog monofaznog sistema cinili su plocasti
aglomerati mikronskih dimenzija. Ploc¢asta struktura dobijenih cestica ukazivala je na visoko
adhezivni karakter dobijenog materijala Sto je za ispitivani sistem veoma dobra osobina.

Treba pomenuti i sonohemijsku sintezu hidroksiapatita u prisustvu glikozaminoglikana,™*"?
stabilizatora ¢ija je funkcija u odrzanju nanostrukture i malih dimenzija sintetisanih cestica.
Zavisno od koncentracije ovog stabilizatora, gradivne ¢estice nanostrukturnog HAp-a,
ispitivane u koloidima neposredno nakon sonohemijske sinteze, su bile razlicitih dimenzija i
utvrdeno je da se pri najvecoj koris¢enoj koncentraciji ovog stabilizatora formira sistem
izgraden od cestica velicine svega 20 nm i prilicno uniformne raspodele velicina. Nakon
odredenog vremena van koloida, veli¢ina ovako dobijenih cestica se i pored stabilizacije
povecava. Predlozen je mehanizam za formiranje i stabilizaciju cestica koji podrazumeva
gradenje kompleksa vezivanjem Ca®* jona i SO,*" ili COO" grupa glikozaminoglikana. Priroda
ovako postignutog sistema je i dalje imala veoma slabu kristalnu uredenost, ali je potvrdena
mogucnost ultrazvuc¢nog dobijanja veoma sitnih ¢estica hidroksiapatita ¢ija veli¢ina moze biti
odrzana dodatkom makromolekula koji bi imao funkciju surfaktanta.

Pored pomenutog saharidnog makromolekula koriS¢en je albumin (BSA) kao surfaktant,
731 obzirom na veé poznate efekte koje ultrazvuéno polje ima na morfologiju proteina
(posebno onih koji u svojoj primarnoj sekvenci imaju cistein). Pretpostavka je bila da ¢e se

Ca®* prekursorski joni vezati kako za COO™ grupe, tako i za ultrazvu&no oksidovane —SH grupe
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cisteinskih aminokiselinskih ostataka koji bi imali ulogu mosta. Dobijeni sistem pokazivao je
veoma dobre rezultate. Veli¢ina cestica u ultrazvu¢no dobijenim koloidima bila je od 7- 130
nm sa maksimumom raspodele veli¢ina ¢estica na ispod 20 nm. Ovako dobijen sistem bio je
amorfan. Nakon kalcinacije na razli¢itim temperaturama cestice su sa povec¢anjem temperature
bile sve wvecih, mikronskih, dimenzija ali su zato dobijale sve pravilniju strukturu.
Kalcinacijom na 700°C dobijene su pravilne Sestougaone prizme duzine od oko 80 pum.

Postoje  mnogi aspekti, kao §to su mehanizam formiranja apatitnih cestica,
sonokristalizacija, mikrostruktura i morfolologija, kao i uticaj parametara ultrazvuka na njih,

koje tek treba dodatno ispitati i detaljno objasniti.
1.4.2 Poli(laktid-ko-glikolid)

Polimerni materijali imaju veliku primenu u biomedicini zahvaljuju¢i svojoj
biokompatibilnosti, dizajniranoj fleksibilnosti, moguénosti povrSinskih izmena, promenljivom
dizajnu funkcionalnih grupa, maloj tezini. Pored toga imaju i zadovoljavajuce mehanicke
osobine i degradacijom ne grade biotoksi¢ne produkte. Mogu se podeliti na biodegradabilne i
bionedegradabilne. Neki od biodegradabilnih polimera su polilaktid (PLA), poliglikolid
(PGA), poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA), kolagen, polikaprolakton, dok su neki od primera
bionedegradabilnih polimera polietilen (PE), polietilenteraftalat (PET) i polimetilmetakrilat
(PMMA).

Svojstva i primena poli(laktid-ko-glikolid)-a

U toku poslednje dve decenije veliki napor je ulozen u cilju dizajniranja biokompatibilnih i
biodegradabilnih materijala koji bi imali biomedicinsku aplikaciju. U polju biomedicine,
glavni cilj razvoja ovih materijala je njihova upotreba u ljudskom organizmu kako za merenje,
obnavljanje i unapredivanje fizioloSkih funkcija, tako i za ocuvanje, odrZavanje Zivota i
poboljSanje njegovog kvaliteta. Veoma dobre rezultate i veliku aplikativnost u ovom polju dali
su biokompatibilni polimeri.
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Slika 1.12: llustracija inkapsulacije proteina u poli(laktid-ko-glikolid) za kontrolisanu dostavu "

Biokompatibilni polimeri se danas najintenzivnije koriste kako za formiranje kompozitnih
materijala za reparaciju i rekonstrukciju kosStanog tkiva, tako i u farmaceutskoj industriji kao
nosaci za kontrolisanu dostavu lekova (Slika 1.12). Kako bi bili medicinski primenljivi, ovi
materijali pored biokompatibilnosti moraju da pokazuju i niz drugih svojstava kao Sto su
bioaktivnost, netoksi¢nost, moguc¢nost sterilizacije i kontrolisana stabilnost ili degradacija pod
odredenim bioloSkim uslovima- biodegradabilnost. U vecini slucajeva degradabilnost je vrlo
vazno svojstvo polimera jer ono moZe predstavljati prednost primene ovog materijala u odnosu
na ostale. Zato je ovoj temi neophodno posvetiti posebnu paznju. Biokompatibilnost polimera
obi¢no definiSu njegovi degradacioni produkti. Veliki broj prirodnih, sintetickih i
biosintetic¢kih polimera su biodegradabilni. Polimeri zasnovani na C-C lancima su u najve¢em
broju biolodki nedegradabilni, dok polimeri sa heteroatomskim lancima uglavnom pokazuju
biodegradabilnost. Zato se u bioinzenjeringu polimera tezi dizajniranju polimernih lanaca sa
hemijskim vezama poput nezasic¢enih, estarskih i amino grupa, kako bi se postigla Sto bolja
degradabilnost. Mehanizam degradacije podrazumeva hidrolizu ili enzimsku razgradnju
polimernih lanaca. Mikroorganizmi mogu da iniciraju mehanic¢ka, hemijska ili enzimska
oStecenja polimera u organizmu u toku prirodnog zivotnog procesa koji podrazumeva ishranu i
varenje.

Neke od trenutno najintenzivnije proucavanih grupa polimera za biomedicinsku (hirurski
materijal, implanti, punioci, veziva) ™™ i farmaceutsku aplikaciju (kontrolisana dostava
lekova, 7® proteina, ! genal*’™) su biodegradabilni poliestri: polilaktidi (PLA), poliglikolidi
(PGA) kao i njihovi kopolimeri (PLGA). Oni pripadaju grupi novih sintetickih
biodegradabilnih polimera  sa kontrolisanom biodegradabilnoS¢u, odlicnom
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biokompatibilnoS¢u i visokom sigurnoS¢u (netoksi¢noSéu). Jedini nedostatak ovih polimera,
kada je re¢ o odredenim primenama, je izrazena hidrofobnost koja se reSava sintezom PLGA-
PEG trimera.

Tabela 1.2: Svojstva i primena PLA, PLG i PLGA polimera

Polimer Kristaliniénost Ty (°) Brzina degradacije® Tipiéna primena

Visokokristalan ) .
PGA 35~40 2-3 meseca hirurski konac
(Tm=225-230°C)

Semikristalan ) fiksacija preloma, augmentacija
I-PLA 60~65 > 2 godine )

(Ty=173-178°) ligamenata
d,I-PLA Amorfan 55~60 12-16 meseci kontrolisana dostava lekova

hirurski konac, zubni impanti,
PLGA Amorfan 45~55 1-6 meseci® fiksacija fraktura, sfere za

kontrolisanu dostavu lekova

Brzina zavisi od molekulskih masa polimera

® Brzina se moze menjati zavisno od odnosa razlicitih monomera

Za razliku od PLA i PGA, koji su homomeri, PLGA je heteromer i ima prili¢cno razlicite
osobine (Tabela 1.2). Neke od razlika odnose se na kristalini¢nost, rastvorljivost, temperaturu
faznog prelaza (temperaturu ostakljivanja), degradaciju i primenu. Naime, svi PLGA polimeri
imaju veoma nisku kristalinicnost. Temperatura ostakljivanja im je na 45-55°C i rastvorni su u
mnogim ratvara¢ima poput acetona, etil-acetata, tetrahidrofurana i hlorisanih organskih
rastvaraca.

Poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA) je kopolimer koji se dobija u procesu kopolimerizacije
laktidne (hidroksi-propanonske) i glikolidne (hidroksi-acetatne) kiseline mehanizmom
otvaranja prstena. NajceSc¢i katalizatori ovog procesa su olovo(ll) 2-etilenheksanoat, olovo (I1)
alkoksid ili aluminijum izopropoksid. Laktidna kiselina ima asimetri¢ni C-atom (slika 1.13a) i
zato moZe imati dva opticka izomera: L (+)-laktidnu (slika 1.13b) i D (-)-laktidnu kiselinu
(slika 1.13c). Vrsta izomera laktidne kiseline koji grade PLGA nekada moze da bude
naznacena u imenu ovog polimera. Ukoliko PLGA grade oba izomera, on ¢e nositi naziv
poli(d,I-laktid-ko-glikolid) (DLPLG), dok ¢e prisustvo samo jednog od izomera u nazivu ovog
polimera biti nazna¢eno kao poli(l-laktid-ko-glikolid) (LPLG) ili pak poli(d-laktid-ko-glikolid)
(DPLG). U skladu sa tim DLPLG, DPLG i LPLG pripadaju grupi PLGA polimera, Sto i jeste
najces¢i nacin za njihovo obelezavanje. U toku polimerizacije, uspeSno povezane monomerne
jedinice vezane su estarskom vezom Sto rezultuje nastankom linearnog alifaticnog poliestra.

Struktura lanca ovako dobijenog polimera predstavljena je na slici 1.14.
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Slika 1.14: Hemijska struktura poliglikolida (PGA), polilaktida (PLA)
i poli(laktid-ko-glikolida) (PLGA) [

Degradacija PLGA se deSava procesom hidrolize u vodi i produkti degradacije su
odgovarajuce kiseline (mlecna i glikolna) koje su inace prirodni produkti metabolizma
ljudskog organizma i mogu biti ukljuc¢ene u prirodne metabolicke procese koje ¢e omogucditi
njihovo izbacivanje iz organizma. Ova osobina ga ¢&ini sigurnim za “in vivo" primenu.l*#?
Degradacija PLGA se u organizmu menja zavisno od monomernog sastava. Kada sastav
monomera odgovara odnosu 50:50 kinetika degradacije je najbrza, pri ¢emu se ova brzina sa

povecanjem koli¢ine glikolidnog ili laktidnog monomera znac¢ajno usporava (slika 1.15).
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Poluvreme zivota (mesec)

0

0 L'faktildna kilseliﬁa 100
100 Glikolidna kiselina 0

Udeo monomera u polimeru

Slika 1.15: Poluvreme Zivota PLGA kopolimera sa razlicitim sastavom laktidnih i

glikolidnih monomera implantiranih u tkivo pacova.l*®!

Primer koji potvrduje Kkinetiku degradacije PLGA je kapacitet otpustanja
mikroinkapsuliranog tireotropsin otpustajuceg hormona (TRH). Na slici 1.16a je jasnho
pokazano da je kolicina zaostalog hormona inkapsuliranog u polimerima sa razli¢itim odnosom
monomera nakon jednakih vremenskih intervala razli¢ita, odnosno da je brzina otpusStanja

ovog hormona najveca u slu¢aju PLGA 50:50.
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Slika 1.16: Krive otpustanja TRH hormona iz PLGA mikrosfera sa razli¢itim monomernim sastavom
(a). Uticaj raspodele molekulskih masa na krive otpustanja TRH hormona
iz mikrosfera PLGA 75:25 (b) [*#%

Brzina degradacije PLGA je pored sastava usko vezana i za raspodelu molekulskih masa.

Na slici 1.16b je pokazan primer brzine otpustanja TRH hormona inkapsuliranog u PLGA
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razlic¢itih raspodela molekulskih masa. Jasno se moze videti da su najveca brzina degradacije i
najveca efikasnost otpustanja hormona prisutni kod polimera niZih molekulskih masa.™

Metode za formiranje nanocestica PLGA

Metode koje se koriste za procesiranje polimera mogu znacajno da uticu na morfologiju
dobijenih cestica. Polimerni materijali mogu graditi mikro/nano sfere, filmove, cilindre, Stapice
itd. Morfologija polimera je veoma znacajna, jer odreduje mogucnost njegove primene.
Pokazano je da je za materijale koji imaju primenu u kontrolisanoj dostavi lekova i reparaciji i
rekonstrukciji koStanog tkiva najpozeljnija sferna morfologija cestica. Kada je re¢ o formiranju
materijala za reparaciju i rekonstrukciju kosStanog tkiva sferan oblik cestica omogucava
najgus¢e pakovanja i formiranja gustih, c¢vrstih struktura Sto doprinosi mehani¢kim
karakteristikama. Osim toga, kod kontrolisane dostave lekova morfologija cestica uti¢e na
kinetiku otpusStanja inkapsuliranog leka. Primeceno je da je najefektivnija u sluc¢aju otpusStanja
leka iz polimernih sfernih cestica nanometarskih dimenzija zbog njihove brze degradacije u
poredenju sa ve¢im sfernim cesticamal™®® kao i velike i pravilne slobodne povrsine sfera koja
omogucava ravnomerno otpustanje medikamenata.

Postoji zaista veliki broj tehnika koji se danas koristi za dobijanje mikro- ili nano- sfera
PLGA. Neke od njih su: metoda spontane emulzifikacije difuzijom rastvaraca™®! '8 metoda
preletne filtracije %8, nanoprecipitacija %, metoda isoljavanja **, emulziono- evaporacioni
postupak™@™, metoda povrsinskog rasprsivanja tegnosti %2,

Zanimljiv primer je formiranje PLGA-PEG-PLGA polimernih micela. Ovaj ambifilni
triblok kopolimer sagraden je iz hidrofobnog-PLGA i hidrofilnog-PEG dela. Zahvaljuju¢i ovoj
veoma dobroj osobini on je u stanju da izgradi tzv. "core-shell” strukturne micele kod kojih se
PEG nalazi na povrsini, a PLGA u unutraSnjosti micela. Na ovaj nacin se postizu u vodi
rastvorni, biokompatibilni nano- nosac¢i velicine od 10-100 nm za koje je pokazano da su

veoma efikasni za dostavu hidrofobnih lekova.[**?!

PLGA u polju ultrazvuka

Emulzifikacija i homogenizacija su esencijalne operacije u mnogim granama industrije
poput farmaceutske, kozmeticke, hemijske, prehrambene itd. Pokazano je da one imaju veoma
veliki znac¢aj i u procesiranju polimera. Obzirom na to da one predstavljaju osnovne fizicke
efekte koji nastaju u interakciji ultrazvuka sa te¢nim medijumom, razvijen je novi koncept

tretiranja PLGA ¢ija je primarna ideja podrazumevala unapredenje ve¢ dobro poznate metode
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ekstrakcije/evaporacije rastvaraca tretiranjem u polju ultrazvuka™®*"*%]. Sustina ove metode je
emulzifikacija rastvora polimera i organskog rastvaraca u, obi¢no, vodenom nerastvaracu koji
predstavlja protocnu ekstrakcionu fazu. Pokazano je da velic¢ina ovako dobijenih ¢estica dosta
zavisi od uslova emulzifikacije. Sustina koriS¢enja ultrazvuka je u formiranju Sto finijih
emulzija, odnosno formiranju Sto sitnijih kapljica rastvora polimera u nerastvaracu kako bi se
dobile cestice manjih dimenzija. Primenjena ultrazvu¢na metoda podrazumevala je
beskontaktno meSanje tecnosti u polju ultrazvuka. Ultrazvucni talasi prenosili su se indirektno
sa ultrazvu¢nog prenosnika preko teénog medijuma na preletnu cev kroz koju je proticao
tretirani rastvor polimera. Kao rastvara¢ polimera koriS¢en je dihlormetan, kao stabilizator
poli(vinil-alkohol), a kona¢no dobijene ¢estice su odvojene od supernatanta metodom susenja
zamrzavanjem. Snaga ultrazvuénog polja koja je u ovim eksperimentima koriS¢ena bila je
veoma niska kako bi se postigao primarno Zeljeni efekat emulzifikacije i homogenizacije bez
hemijskih i mehanickih efekata koji bi eventualno narusili sistem. Koris¢ene su vrednosti
snage ultrazvucnog polja od 32 i 25 W. Prosec¢na velicina cestica dobijenih u ultrazvu¢nom
polju snage 25 W bila je 0.7 um i raspodela veli¢ina ¢estica bila je prili¢no Siroka. Sa druge
strane, u polju ultrazvuka snage 32 W primeceno je znac¢ajno smanjenje veli¢ina cestica ciji je
prosek bio 0.49 um (slika 1.17). Vremene tretiranja rastvora polimera ultrazvukom je bilo 7 i
14 s i primecena je samo neznatna promena u veli¢ini ¢estica. Korisc¢eni su 2 i 5 % rastvori
PLGA, pri ¢emu su se iz razblazenijih rastvora dobijale manje cestice. Za razliku od pravilnih
sfera glatkih povrSina dobijenih iz razblaZenih rastvora, iz koncentrovanijih rastvora su

dobijene sfere deformisanog oblika i hrapavih povrsina.**

Diferencijalna zapreminska frakcija (%)

Slika 1.17: Raspodela velicina sfernih cestica PLGA formiranih u polju ultrazvuka.

Bar na SEM mikrografijama je 1 um. %
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Dalja primena ultrazvucne metode u procesu formiranja mikro-/nano- sfernih cestica
nastavljena je inkapsulacijom razli¢itih medikamenata i proteina u PLGA polimernim nano-
sfernim matricama za koje je ve¢ dobro poznato da su odli¢ni nosaci za kontrolisanu dostavu
lekova. Jedan od primera je inkapsulacija albumina (BSA) u PLGA upotrebom preletne
ultrazvuéne emulzifikacije. Metoda inkapsulacije je podrazumevala koris¢enje PLGA rastvora
u dihlormetanu i BSA rastvora u fosfatnom puferu (PBS-u) (koji je za PLGA nerastvarac).
Dobijene su sferne cestice PLGA-BSA velicine 15-40 pm sa odlicnom efikasnoS¢u
inkapsulacije BSA od ¢ak 70 %.1*°"! Takode treba navesti i inkapsulaciju jednog oblika
stafilokinaze (DGR) u PLGA nanosfernim matricnim nosac¢ima za kontrolisanu dostavu.
Primenjena je emulziono/ekstrakciona metoda u polju ultrazvuka. KoriSéeni su rastvor PLGA
u metilen-hloridu, rastvor DGR u fosfatnom puferu i PVA kao stabilizator. NaCl i Mg(OH), su
dodati u cilju efikasnije inkapsulacije. Za razliku od prethodne metode, u ovom sluc¢aju izvor
ultrazvuka bila je ultrazvu¢na sonda. Parametri ultrazvu¢nog polja su bili snaga ultrazvu¢nog
polja od 80 W i vreme ultrazvucnog tretiranja od 40 i 30 s. PLGA-DGR sfere bile su
mikronskih dimenzija sa dijametrom od 75-98 um i efikasnoS¢u inkapsuliranog DGR od 7 do
¢ak 85 %. Pokazano je da PVA pored NaCl-a takode ima odredenu ulogu u efikasnosti
inkapsulacije.'*®!

Nesto drugaciji pristup ultrazvucnog tretiranja PLGA i inkapsulacije u polju ultrazvuka
koristi metoda ultrazvuénog rasprSivanja. Ova metoda zapravo predstavlja modifikaciju
"spray-dry" metode. Oprema je tako konstruisana da atomizer poseduje nastavak kroz koji se
tecnost ultrazvu¢éno intenzivno rasprsSuje iz unutraSnje cevi i na taj nacin se omogucava
formiranje veoma sitnih kapljica ¢ijim suSenjem se dobijaju veoma fine sferne cestice.
Prvenstvena namena ove metode bila je u inkapsulaciji proteina i peptida unutar polimera.
Veli¢ina dobijenih mikrosfera bila je od 0.1 do 100 um i mogla je biti dobro kontrolisana preko
viskoznosti tecnosti u atomizeru.**® Rezultati su pokazali da se primenom ove metode u
procesu inkapsulacije aloumina (BSA) u PLGA dobijaju dosta sitnije cestice veli¢ine od 13-24
pum, ali nize efikasnosti inkapsulacije (60 %) i sa prilicno velikim gubicima prinosa.?”!

Spoj poslednje dve navedene metode je nova metoda ekstrakciono/evaporaciona
mikroinkapsulacija u ultrazvu¢nom atomizeru. Princip metode podrazumeva rasprsivanje
rastvora polimera u organskom rastvaracu (PLGA) i vodenog rastvora komponente koja ¢e biti
inkapsulirana (lizozoma). Sudarom ovako rasprsenih, finih kapljica dolazi do njihovog
sjedinjavanja i formiranja mikro- reakcionog rezervoara. Na ovaj nacin dobijene cestice PLGA

sa inkapsuliranim lizozomima su sfere velicina od 40 do 100 pm. %%
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1.4.3 Materijali za rekonstrukciju koStanog tkiva

Poli(laktid-ko-glikolid)-hidroksiapatit biokompozit

Trenutno postoji veoma veliki broj materijala koji su posledica dugogodisnjeg rada na
ispunjavanju svih potrebnih zahteva kako bi materijal bio podesan za reparaciju i
rekonstrukciju prirodnog koStanog tkiva. Pored ve¢ navedenih svojstava biokompatibilnosti,
bioaktivnosti i netoksi¢nosti, ovaj materijal bi trebalo da ispunjava veoma stroge zahteve koji
se ticu mehanickih osobina kako bi izdrzao sva opterec¢enja i bio odgovaraju¢a potpora

organizmu isto tako dobro kao i prirodne kosti (slika 1.18).

Slika 1.18: llustracija svojstava i primene biokompozita za

rekonstrukciju kostanog tkiva®?

Svi materijali koji su do danas razvijeni za ovu namenu mogu se podeliti na keramicke,
polimerne, metalne i kompozitne. Grupa materijala koja najvise obe¢ava zbog svojih osobina
su organsko-neorganski kompoziti, hibridni i nanokompozitni materijali koji ukljucuju
kombinaciju polilaktida, poliglikolida, poli(laktid-ko-glikolida) i drugih bioresorbilnih
polimera sa biokeramickim materijalima poput hidroksiapatita (HAp), 3-kalcijum-fosfata
(TCP) ili bioaktivnog stakla. Klasifikacija ovih materijala sa nekoliko najvaznijih primera data

je u tabeli 1.3.
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Tabela 1.3: Klasifikacija biomaterijala za reparaciju kostanog tkiva
®polilaktid, poliglikolid, poli(laktid-ko-glikolid, polikaprolakton, poli(metil-metakrilat), poli(etilen-tereftalat)
metal ili legura keramika polimer kompozit nanokompozit
Young-ov modul Young-ov modul
110-210 GPa 80-390 GPa
zatezna ¢vrtoca zatezna ¢vrstoca
Young-ov modul
o | 300-1274 MPa 0.05-0.4 MPa .
g ) ) 0.4-2.85 GPa i zavise od
8 | kompresivna kompresivna zavise od
3 zatezna évrstoca . vrste
o | évrstoca ¢vrstoca vrste kompozita )
=5 16-61 MPa nanokompozita
[ 550-860 MPa 0.4-3.9 MPa
é zamor materijala zamor materijala
2 | 200-600 MPa 0.7-12 MPa
&
=)
] velika slobodna
otporni kada su o o
Lo . L o povrsina, reaktivni,
obloZeni bioinertni fleksibilni, jaki, L
. o relativno jakih
o . (Al,03, Zr0O), elastiéni, dizajnirano o
jaki, ¢vrsti i ) o o . o medupovrsinskih
o bioaktivni povrsinski promenljivi, | fleksibilni, o
elasti¢ni ) o o veza, dizajnirane
(HAp, Bio- promenljivih hemijskih | mehanicki o .
= . . fleksibilnosti,
2 keramika), grupa pouzdani . .
= . o pruZaju mehanicku
b bioresorbilni (TCP)
s pouzdanost
o . nema dovoljno
lomljivi, . osobine mogu o
. slabi, L optimizovane
gusti, mogu da slabe ) . biti razlicite .
o . L toksiénost nekih . tehnike za
korodiraju istegljivosti, . zavisno od o
@ ) . produkata degradacije . procesiranje
S meki, neotporni sintetske metode .
= materijala
o L. . y porozni deo
y . vestacki kuk i srz porozni deo kostanog y ) o
koStane plocice, B L . ; ) koStanog tkiva, veliki deo
y . kostiju, kostani filer, tkiva, koStana veziva, y . .
vestacka srZ za o . . . .. | kostane ortopedije, tkivno
y . orbitalni i alveolarni | kosStane plocice, koStani ) L
koStane implante, . . o regenerativne inZenjerstvo,
. . implant, i zubni fileri, .
dentalni mostovi, ) B ) membrane, kontrolisana
o maksilofacijalna kontrolisana dostava .
2 zubne proteze N kontrolisana dostava lekova
= rekonstrukcija lekova
S dostava lekova
AlLO,, 2% HAp/kolagen®?°
Ti, 20312041 200 kolagen!®*®!, zelatin (214!, : 3 g- o1 n-HAp/kolagen!??¥
_ 05 Zr0,, 2% " " IHAp/zelatin(?? oo
Ti legure!® ) 10 PLARYI pgal?el - n-HAp/zelatin[??!
oo | biostaklo?), . )is HAp/PLGAZ -
= | nerdajuci celik®®, a1 PLGAR, pCL, 2o | N-HAP/PLLAZ
@ s07 TCp ato HAp/PLLAP?2 -
E | co-Cr legure®” i PMMA[ 1rs n-HApP/PLGAR?!
= HAp?2 HAp/PE%!

Biodegradabilni polimer/biokeramika kompoziti su perspektivha grupa materijala i iz tog
razloga se intenzivno proucavaju. Glavna ideja za formiranje ovakvih materijala je da se u

procesu sinteze, po ugledu na prirodne materijale i nacine njihove primene, formiraju
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nanostrukturni keramic¢ki materijali, poput TCP-a i HAp-a, koji ¢e biti uniformno dispergovani
unutar polimerne matrice i tako graditi nano- biokompozite.

Utvrdeno da je nanometarska dimenzija neorganske komponente unutar prirodnog
koStanog tkiva veoma vaZzna jer unapreduje njegove mehani¢ke osobine. Postignuta
neorganskom delu kostiju. Pokazana je znacajno bolja adsorpcija proteina i adhezija
osteoblasti na nanostrukturnim kerami¢kim materijalima. Ove prednosti su svakako mnogo
bolje kod organsko/neorganskih nanokompozita.

Kada je re¢ o PL(G)A/HAp kompozitu, koriste se razlic¢ite metode pripreme zavisno od
zeljenih karakteristika koje zahteva njegova potencijalna primena. Kada je re¢ o poroznom
materijalu za veStacko kostano tkivo (*“'scaffolds™), jedna od metoda je termicki indukovano
razdvajanje faza (TIPS). Ona podrazumeva nekoliko koraka: sintezu HAp-a procesom
precipitacije, formiranje sfernih cestica NaCl-a odgovarajuc¢ih dimenzija procesom mlevenja i
njihovo presovanje, meSanje ultrazvucno napravljene suspenzije HAp-a u etanolu sa
presovanim NaCl-om, suSenje ovako dobijene smeSe i na kraju dodavanje rastvora PLLA u
meSavinu prahova HAp/NaCl uz uparavanje rastvaraca pri sobnim uslovima. Ovako dobijeni
kompozit se ispira u destilovanoj vodi kako bi se rastvorio NaCl i formirala porozna
struktura.”®® Ista metoda koris¢ena je i za dobijanje PLGA/HAp poroznog materijala i
postignuta je 95 % poroznost. ?*"! Dalja ispitivanja su pokazala moguénost primene ovako
formiranih poroznih struktura za kontrolisanu dostavu medikamenata.

Zanimljiva morfologija PLGA/HAp kompozita postignuta je primenom nove metode za
dobijanje vlaknastih struktura polimernih ili kompozitnih materijala u elektricnom polju.
Princip metode je da jedna elektroda ima ulogu kapilare u kojoj se nalazi suspenzija polimera
ili kompozita, dok druga ima ulogu kolektora formiranih niti. Zavisno od viskoznosti
suspenzije, u trenutku uspostavljanja elektricnog polja mogu se formirati kapi (elektro-
rasprsivanje) ili niti («electrospining»). Dobijene niti su ravnhomernih dimenzija jer njihova
Sirina zavisi od dijametra kapilare, a duzina od viskoznosti suspenzije. Primena ove metode
omogucila je formiranje PLGA/HAp materijala sa inkapsuliranim faktorom rasta kostiju-
BMP-2plazmid DNK. Obzirom na veliku slobodnu povrsinu nastalih vlaknastih struktura,
napravljen je sistem koji je bio pogodan za kontrolisanu dostavu medikamenata, Sto je in vitro
potvrdeno i uzorci su pokazivali pozitivan odgovor ljudskih maticnih ¢elija 1 vezivanje
proteina.[??®) Ispitivanja su nastavljena in vivo i radena su na misevima. Rezultati su pokazali

veoma dobar odgovor organizma na kontrolisanu dostavu ovog faktora rasta iz PLGA/HAp
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kompozita Sto najbolje pokazuje novooformljeno kostano tkivo i izlecenje koStanih defekata.
Ovi rezultati ukazuju na materijal koji ¢e se potencijalno koristiti za lecenje bolesti kostiju. %%

Jedna od tipi¢nih metoda koja se Koristi, u manje ili vise modifikovanom obliku, za
formiranje PLGA-HAp kompozitnog materijala je emulziona metoda. Ova metoda omogucava
sintezu mikro-/nano- strukturnog PLGA-HAp kompozita. Metoda se zasniva na dispergovanju
precipitacijom sintetisanog hidroksiapatita u etanolu kome se u kapima dodaju rastvor
polimera i vodeni rastvor PVA koji ima ulogu stabilizatora. (22012311 [232].(233]

Kompozitni materijal izgraden iz poli(propilen-fumarata) (PPF) unutar PLGA i sa
hidroksiapatitom kao neorganskim punilom bio je materijal formiran u procesu precipitacije i
presovanja ovako formiranog materijala sa mehanickim osobinama koje su omogucavale
formiranje biodegradabilnih kostanih plogica koje se koriste za fiksaciju fraktura.

Znatno poboljSanje mehani¢kih osobina postignuto je metodom koja se zasnivala na
transformaciji trikalcijum fosfata (TCP) u Ca-nezasi¢eni HAp hidrolizom iz presovanog TCP-
PLGA-NaCl prekompozita. Mehani¢ke osobine ovako dobijenog HAp-PLGA kompozita su:
zatezna ¢vrstoca- 13.3 MPa, Young-ov modul- 2.8 GPa i savitljivost- 24.8 MPa. Ovako
dobijene vrednosti mehani¢kih osobina bile su skoro dvostruko bolje u poredenju sa
prekompozitnim materijalom i imale su znatno poboljSanu vrednost zatezne ¢vrstoce dok je
Young-ov modul bio mali. Ova svojstva su zavisila od temperature hidrolize i sastava
kompozita. Sve mehanicke promene povezane su sa mikrostrukturom kompozita koja je
odredena morfoloSkim promenama strukture polimera na temperaturi staklastog prelaza i

stepenom hidrolize TCP-a u HAp.?*!
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CILJ RADA



Rekonstruktivna medicina se ve¢ godinama razvija sintezom novih i usavrSavanjem
postojecih biomaterijala koje ova grana medicine koristi. Do sada je primenom razlicitih

metoda sintetisan niz kompozitnih materijala ¢iji je primarni cilj da se u procesu aplikacije
najveci procenat neorganske faze koStanog tkiva cini hidroksiapatit, upravo ovaj materijal je
najpogodniji za njegovo oponaSanje. Ovaj materijal je do sada sintetisan brojnim metodama i
zavisno od primenjene metode i uslova sinteze pokazuje veoma razli¢ite strukturne i

morfoloSke karakteristike. Njegova primenljivost usko je vezana za uredenost strukture.
Cilj ovog rada je:

(1) Homogena sonohemijska precipitacija hidroksiapatita i karakterizacija ovako

dobijene keramike.

U okviru toga je bilo potrebno:

o,

% Ispitati uticaj uree, kao agensa homogene precipitacije, na proces formiranja
monofaznog hidroksiapatita u polju ultrazvuka.
«» Ispitati strukturu sonohemijski dobijenih kristala hidroksiapatita i mehanizam

njihovog rasta i objasniti doprinos ultrazvuka nastaloj morfologiji.

(2) Ispitivanje  moguénosti  formiranja  kompozita sonohemijski  sintetisanog
hidroksiapatita sa  poli(d,I-laktid-ko-glikolid)-om  (DLPLG/HAp) primenom

ultrazvuénog procesiranja i karakterizacija tako dobijenog kompozitnog materijala.
U okviru toga bilo je potrebno:

« Ispitati morfologiju hidroksiapatita nakon deaglomeracije ultrazvucnim poljem
visokog intenziteta.

% Ispitati mogucnost procesiranja DLPLG polimera ultrazvucnim poljem veceg
intenziteta.

+« Optimizovati eksperimentalne parametre pri procesiranju DLPLG/HAp kompozita
u polju ultrazvuka i pratiti njihov uticaj na morfologiju finalnog DLPLG/HAp

kompozitnog materijala.

Ovaj magistarski rad je imao za cilj da se primenom ultrazvuka dobiju visoko uredene

strukture DLPLG/HAp kompozita- jednog od najpogodnijih sintetickih materijala za
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rekonstrukciju kosStanog tkiva i objasni mehanizam njihovog formiranja, o ¢emu ne postoje

nikakvi podaci u literaturi i u osnovi predstavlja potpunu istrazivacku novinu.
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EKSPERIMENTALNI DEO



3.1 Izbor eksperimentalne metode

Metoda koja je koriS¢ena u procesu sinteze hidroksiapatita i njegovog daljeg oblaganja
polimerom u cilju formiranja DLPLG/HAp kompozita je sonohemijska sinteza. Kao Sto je ve¢
pomenuto, ovo je nova sintetska metoda koja je omogucila dobijanje velikog broja razlicitih
nanostrukturnih materijala, medu kojima su i brojni kompoziti. Ovako sintetisani materijali
imali su veoma specificne morfoloSke karakteristike. Otuda i ideja o primeni ove metode u
sintezi hidroksiapatita i njegovom oblaganju polimerom.

Primarne osobine ove metode su ekstremni eksperimentalni uslovi kao Sto su veoma visoka
lokalna temperatura (do 5000 °C) i visok pritisak (oko 500 bara) u kombinaciji sa kratkim
vremenom Zivota intermedijernih jedinjenja i izrazito velikom brzinom hladenja (>10° K/s)
koji obezbeduju jedinstvene uslove za odvijanje hemijskih reakcija. Kao takva, ova metoda
ima veliki uticaj na strukturu i morfologiju formiranog jedinjenja.

U sintezi uzoraka koriS¢ena je Sonics Vibra Cell ultrazvuéna sonda visokog intenziteta
(Ultrasonic Processors for High Volume Applications VCX 750, Newtown, Connecticut,

USA). Shematski prikaz aparature predstavljen je na slici 3.1.

Ultrazvuéna sonda

BTN InEaei i Kapa“ca
Srpeiiig m-:mig ;

| Ultasonics |

Ultrazvuéni procesor

112 3 Temp

| 4 3 6] Time e

7 8] 8l onaff Reakcioni balon
__:/ R 0 E Enuigy Vrh sonde
l'a Hladenje

Slika 3.1: Shematski prikaz aparature koja je koriS¢ena u procesu sonohemijske sinteze hidroksiapatita

i njegovog oblaganja polimerom u cilju formiranja DLPLG/HAp kompozita

56



Aparatura je sastavljena iz slede¢ih komponenti:

(1) Suslikov reakcioni balon sa tri bo¢na ulaza ili staklena ¢aSa

(2) Kapalica zapremine 100 ml

(3) Kondenzator trbusastog tipa

(4) Ultrazvucéna sonda (P = 750 W)

(5) Vrhsonde (9 =13 mm)

(6) Termopar

(7) Ultrazvuéni procesor

(8) Regulator temperature

Ultrazvu¢na sonda sadrzZi generator koji konvertuje elektri¢nu energiju naizmenicne struje
frekvencije 50 Hz u elektri¢nu energiju ultrazvucne frekvencije.

Piezoelektricni prenosnik konvertuje naizmeni¢nu elektricnu energiju u mehanic¢ku
koriS¢enjem piezoelektricnog efekta koji podrazumeva da odredeni materijali (piezomaterijali)
menjaju dimenzije kada se nadu pod naponom. Posledica vibriranja piezomaterijala je

formiranje ultrazvuka (Slika 3.2).

elektricno piezo disk
punjenje (piezoelektrik)

Supljina

Slika 3.2: Shematski prikaz piezoelementa (¢!

Puls se podeSava na procesoru i predstavlja brzinu ukljucivanja i iskljucivanja ultrazvu¢nog
polja, odnosno smenjivanje radnog rezima i pauze.

Suslikov reakcioni balon koriS¢en je za sintezu apatita zbog neophodnosti da sistem bude
zatvoren zbog zadrZavanja neophodnog amonijaka, dok je u procesu oblaganja apatita
polimerom koriS¢ena staklena ¢asa. Pored toga, ugljen-dioksid koji se oslobadao pri razgradnji
uree odvoden je iz reakcionog balona preko kondenzatora koji je takode bio neophodan samo

za sintezu apatita.
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3.2 Materijal

Homogena sonohemijska precipitacija hidroksiapatita vrSena je pomocu sledecih
prekursora: kalcijum-nitrat tetra-hidrata (Ca (NOs)2-4H,0) i amonijum-dihidrogenfosfata
(NH4H,PO,) proizvodaca "Zorka" Sabac. Kao agens homogene precipitacije koris¢ena je urea
(NH3CONHj3) prozvodaca "Kemika" Zagreb.

U procesu oblaganja keramike polimerom koris¢eni su sledeé¢i reagensi: komercijalne
granule poli(d,I-laktid-ko-glikolid)-a (DLPLG) sa molarnim udelom laktidne i glikolidne
kopolimerne komponente 50 : 50, srednje molarne mase 38400 Da i specifi¢ne gustine 0.37
dl/g proizvodaca »Absorbable Polymers International« SAD, aceton (CH3COCH3) kao
rastvarac i etanol (CH3;CH,OH) kao nerastvara¢ polimera nabavljaca »Superlab« Beograd i
stabilizatori poli(vinil-alkohol) (PVA) srednje molarne mase 72000 Da i stepena hidrolize 98
% proizvodaca "Merck™ Nemacka i poli(vinil-pirolidon) (PVP) srednje molarne mase 29000
Da i stepena hidrolize 98 % proizvodaca "Sigma™ Nemacka.

Primenjeni DLPLG polimer komercijalno je sintetisan iz laktidne (hidroksi-propanonske) i
glikolidne (hidroksi-acetatne) kiseline. Prilikom sinteze DLPLG-a koriS¢ena su oba izomera,
tako da ovaj polimer sadrzi i d- i I- laktidne monomerne jedinice- Sto je u okviru njegovog

naziva i naglaseno.
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3.3 Homogena sonohemijska precipitacija hidroksiapatita (HAp) i
formiranje poli(laktid-ko-glikolid)/hidroksiapatit (DLPLG/HAp) kompozita

U okviru ove magistarske teze eksperimentalni rad se sastojao iz tri dela. U prvom delu
uradena je sonohemijska sinteza hidroksiapatita i njegova karakterizacija. Ovako formirani
hidroksiapatit koris¢en je u daljem radu za formiranja kompozita. Druga faza eksperimenta
bilo je sitnjenje sintetisanih cestica keramike u polju ultrazvuka visokog intenziteta, dok je u
trecoj fazi, ovako tretirani apatit, iskoris¢en za formiranje DLPLG/HAp kompozitnog

materijala.

3.3.1 Homogena sonohemijska precipitacija hidroksiapatita (HAp)- Cas(PO,):0H

Postupak sinteze hidroksiapatita pocinje rastvaranjem Ca(NO3)2-4H,0 i NH4H,PO,4 u po 50
ml destilovane vode uz meSanje na meSalici pri 1200 rpm-a do postizanja homogenih rastvora.
Vodeni rastvor Ca(NOs), je imao koncentraciju 2-:10°M, dok je koncentracija NHsH,PO,
izabrana tako da molarni odnos reakcionih prekursora bude Ca : P = 2 : 1. Koncentracije su
izabrane tako da izvor kalcijuma bude razblazeni rastvor i da molarni odnos prekursora bude
veci od stehiometrijske vrednosti (koja iznosi Ca : P = 1.67 : 1) kako bi jedan od prekursora
bio u viSku. Ovako pripremljeni rastvori izme8ani su u reakcionom balonu i zagrevani dok
termopar nije pokazao temperaturu od 88 °C. Grejanjem se postize preduslov za termicko
razlaganje uree koja ¢e biti dodata u sledecem koraku. Nakon postizanja zZeljene temperature,
uspostavljeno je ultrazvucno polje u kome je poceo proces homogene precipitacije.

Razlaganje uree, kao agensa homogene precipitacije, predstavljeno je reakcijom 1:

NH,CONH; + H,0 8¢, 2NH; + CO,! (1)

Dodavanjem 12% rastvora uree zapremine 5, 6, 8, 10 i 15 ml u kapima i njenom
postepenom razgradnjom, koja je odredena brzinom razlaganja uree u polju ultrazvuka na datoj
temperaturi (reakcija(l)), obezbedivali su se OH" joni koji su neophodni za homogenu

precipitaciju, odnosno kontrolisana je regulacija pH vrednosti u sistemu.

! Oznaka * oznacava razgradnju uree u polju ultrazvuka.
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U cilju praéenja procesa sinteze, koncentracija uree u reakcionom sudu (jedan od kljué¢nih
parametara u sistemu) je postepeno poveéavana uz detektovanje nastalih faza, identifikovanja
intermedijerne, metastabilne faze i pracenja njenog postepenog smanjivanja do finalnog
jednofaznog sistema ¢iji sadrZaj je ¢inio samo apatit (Tabela 3.1).

Svi uzorci su imali period starenja od 12 h nakon ¢ega su centrifugiranjem na 4000 rpm-a

odvojeni od supernatanta i suseni pri atmosferskim uslovima.

Tabela 3.1: Parametri ultrazvu¢nog polja i koncentracije rastvora uree u toku procesa sinteze hidroksiapatita

Uzorak Curee (M) 107 T (°C) t (min) Amp (%)
1 1.0 60 - 90 120 80
2 1.2 82-90 180 80
3 1.6 80 -90 180 80
4 2.0 80-90 180 80
5 3.0 80 - 90 180 85

3.3.2 Ultrazvuéno usitnjavanje €estica hidroksiapatita

Nakon sonohemijske sinteze i perioda starenja od 12 h, hidroksiapatit je tretiran poljem
ultrazvuka visokog intenziteta u cilju sitnjenja dobijenih kristala. Sitnjenje je radeno na sobnoj
temperaturi pri slede¢im parametrima ultrazvuka: amplituda Amp = 80%, snaga P = 600 W,
period radnog i relaksacionog rezima 02 : 01 s, vreme tretiranja t = 10, 20 i 30 min. Medijum u

kome je radeno ultrazvuéno usitnjavanje bio je etanol i koriS¢ena je zapremina od 15 ml.

3.3.3. Ultrazvuéno procesiranje DLPLG polimerai formiranje DLPLG/HAp kompozita

U trecem delu eksperimentalnog rada formiran je kompozit ¢ija je keramicka faza
hidroksiapatit, dok polimernu fazu gradi poli(d,l-laktid-ko-glikolid). Za deo eksperimenata koji
su radeni sa ultrazvu¢nom sondom koris¢ena je ista aparatura kao u procesu sinteze keramike,
dok je za drugi deo eksperimenata koris¢eno ultrazvuéno kupatilo.

Proces oblaganja keramike polimerom sumiran je u tabeli 3.2 i imao je sledeci tok:

Komercijalno dobijene granule poli(laktid-ko-glikolida), sa udelom laktidne i glikolidne
kopolimerne komponente u odnosu 50 : 50, rastvorene su u acetonu. Proces rastvaranja trajao
je do formiranja homogenog rastvora u toku 120 min. Koris¢en je 2 % rastvor DLPLG-a u

acetonu. Kao talozno sredstvo koriséen je etanol koji je dodavan u visSku u odnosu na aceton u
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cilju potpunog istiskivanja rastvaraca i talozenja polimera. U cilju stabilizacije dobijenih
cestica koris¢ena su dva stabilizatora: poli(vinil-alkohol)- PVA i poli(vinil-pirolidon)- PVP.
Sonohemijski usitnjene ¢estice hidroksiapatita bile su pripremljene za oblaganje
polimerom. Dodate su rastvoru polimera i ultrazvu¢no dispergovane u njemu do postizanja
fine, homogene i stabilne disperzije. Svaka cestica disperzije apatita trebala je da bude
nukleaciono mesto za talozenje polimera po dodatku etanola. Dodatkom etanola kao
nerastvaraca, postepeno je uklonjen rastvarac iz rastvora polimera Sto je uz prisustvo cvrste,
dispergovane faze stvorilo uslove za izdvajanje ¢vrste faze polimera. Obzirom na oc¢ekivano
veliko povrsinsko naelektrisanje dobijenih cestica usled kog bi stepen aglomeracije bio
izuzetno visok, disperzija, ¢iju je cvrstu fazu gradio kompozit keramike i polimera, je
ukapavana u rastvor stabilizatora (PVA ili PVP) uz ultrazvu¢no meSanje. Parametri ultrazvuka
tokom polimernog oblaganja apatita su: amplituda A = 19%, snaga P = 142.5 W, period radnog
rezima i pauze (01 : 04) s, vreme tretiranja t = 10 min. U jednoj grupi eksperimenata oblaganje
apatita polimerom je radeno na sobnoj dok je u drugoj, hladenjem reaktora pomocu leda,
postignuta temperatura od 8 °C. Centrifugiranjem na 4000 rpm-a u toku jednog sata i

dekantovanjem odvojen je talog od supernatanta. Talog je, dalje, suSen na sobnoj temperaturi.

Tabela 3.2: Eksperimentalni uslovi u procesu formiranja DLPLG/HAp kompozita

Uzorak  Cprpig DLPLG:HAp Vrsta Cistabiliz, Phizaara . »
(%) (%) stabilizatora (%) Tec) (W) Vrsta disperzije
1 2 90: 10 PVP 2107 8 142.5 DLPLG/HAp
2 2 75:25 PVP 2107 8 1425 DLPLG/HAp
3 2 90:10 PVA 2107 ~25 142.5 DLPLG/HAp
4 2 90:10 PVP 2107 ~25 1425 DLPLG/HAp
5 2 75:25 PVP 2107 ~25 142.5 DLPLG/HAp
6 2 75:25 PVP 2107 ~25 50.0 DLPLG/HAp
7 2 90:10 PVP 2107 ~25 142.5 Etanol/HAp
8 2 100:0 PVA 2107 ~25 1425 -
9 2 100:0 PVP 2107 ~25 50.0 -
10 2 100:0 PVP 2107 ~25 1425 -

Kako bi se ispitao uticaj intenziteta ultrazvuka na proces formiranja kompozita, jedan deo
eksperimenata raden je u ultrazvuc¢nom polju niskog intenziteta. Parametri ultrazvuka bili su:
amplituda A = 100 %, snaga P = 50 W, kontinualno radni rezim, vreme tretiranja t = 10 min po

koraku.
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Slika 3.3: Sematski prikaz toka eksperimenta sa naznacenim koracima u ultrazvu¢nom procesiranju u kojima se

dobijaju meduprodukti na putu do kompozitnog materijala?

S druge strane, radi ispitivanja vaznosti postepenog uklanjanja rastvaraca iz polimernog
rastvora prilikom izdvajanja njegove ¢vrste faze i uticaja na morfologiju dobijenih cestica, u
jednom delu eksperimenata promenjen je redosled tako da je umesto postepenog dodavanja
etanola suspenziji apatita u rastvoru polimera, polimerni rastvor dodavan suspenziji apatita u
etanolu (Tabela 3.2).

2 Eksperimentalni parametri ultrazvucnog polja odnose se na uzorak 1 iz tabele 3.2 i varirani su u skladu sa njom.
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Ukupan eksperimentalni tok homogene sonohemijske sinteze hidroksiapatita, ultrazvuc¢nog
sitnjenja i formiranja DLPLG/HAp kompozitnog materijala (1) iz tabele 3.2 sumiran je u Semi

na slici 3.3.

3.4 Metode karakterizacije

3.4.1 Karakterizacija hidroksiapatita

Karakterizacija hidroksiapatita vrSena je primenom slede¢ih metoda:
(@ Rendgeno-strukturne analize (XRD)
(b) Infracrvene spektroskopije (IC)
(c) Skanirajuce elektronske mikroskopije (SEM)
(d) Transmisione elektronske mikroskopije (TEM, HRTEM i SAED)

(a) Rendgeno-strukturna analiza (XRD)

Metoda difrakcije x-zraka je u karakterizaciji sintetisanih prahova imala viSestruku ulogu.
Najpre je to bila metoda kvalitativne analize koja je omogucila identifikaciju komponenti
cvrste faze pri  postepenom odredivanju sadrzaja uree do kona¢no dobijenog
jednokomponentnog sistema koji je sadrzao ¢ist apatit. U ovom procesu ona je omogucila
identifikaciju i pracenje sadrZaja metastabilnog intermedijera na osnovu koga je pretpostavljen
mehanizam sinteze apatita u polju ultrazvuka. Onog trenutka kada se doSlo do kona¢nog
jednokomponentnog sistema, metoda je iskoriSéena za njegovu strukturnu analizu. Uradeno je
utadnjavanje strukture u programskom paketu “FoolProof'™" uz primenu Ritveldove
metode®®!. Na ovaj nacin dobijeni su strukturni parametri kristalne resetke. U cilju analize
veli¢ine kristalnih domena sintetisanih kristala, koris¢enjem iste metode, radeno je fitovanje
difrakcionih pikova pomocu Thompson- Cox-Hastings (THC) modifikovane pseudo-Voigt
funkcije™. Na ovaj nacin je procesom dekonvolucije uklonjeno instrumentalno $irenje linija.
Primenom Ritveldove procedure na LaBs standard, uz Kkoris¢enje iste THC funkcije,
omoguceno je izdvajanje Lorencovog (BLs) 1 Gausovog (Bgs) integralnog Sirenja
instrumentalnog profila. Vrednosti komponenti integralnog Sirenja iskoriS¢ene su za dobijanje
integralnog Sirenja profila uzorka. Konac¢no, dobijene vrednosti omoguc¢avaju racunanje
ukupnog integralnog Sirenja celokupne posmatrane TCP modifikovane pseudo-Voigt funkcije
(Bev). Ovo Sirenje je iskoriS¢eno za izracunavanje prosecnih vrednosti velic¢ina kristalnih

domena za svaku pojedinac¢nu refleksiju.
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U rac¢unu je koriS¢ena sledeca proporcionalnost:

(D) ~ 11 (Bv) (2)

Svi difraktogrami snimljeni su na diftraktometru Philips PW-1050 tipa sa Ni filtrom CuK,
zracenja. Podaci su snimani u opsegu 26 od 10 do 120° , sa korakom od 0.02° i vremenom od

10 s po koraku.

(b) Infracrvena spektroskopija (IC)

Slede¢i korak u karakterizaciji finalno dobijenog jednokomponentnog uzorka
hidroksiapatita bila je metoda infracrvene spektroskopije. Ova metoda je koriS¢ena radi
potvrdivanja identifikacije kona¢no sintetisanog praha cistog apatita primenom dve uporedne
kvalitativne metode. I1C spektri su dobijeni primenom KBr tehnike. Uzorak je izmeSan sa KBr
u molarnom odnosu 1 : 1 i presovan u vidu tablete. Simanje je radeno u opsegu od 450 do 4000
cm sa rezolucijom od 4 cm™. Snimljeni spektar je rezultat usrednjavanja 64 skaniranja.

IC analiza je uradena na MIDAC M 2000 FTIR spektrometru sa duplim mehanickim
lezitem, linearnim motorom, rezolucijom 0.5-32 cm™, spektralnom obla$¢u za KBr od 7.8 do

400 cm™ i tagno$éu nizom od 0.01 cm™.

(c) Skanirajuéa elektronska mikroskopija (SEM)

Mikroskopska analiza uzorka sa cistim sadrzajem hidroksiapatita najpre je radena
skaniraju¢com elektronskom mikroskopijom. Ova metoda je uradena u cilju odredivanja
veli¢ine i oblika sintetisanih ¢estica.

Pripremanje uzorka pre snimanja podrazumevalo je dispergovanje praha u vodi uz
upotrebu ultrazvucnog kupatila. Uzorak je snimljen na JEOL JXA 840 skanirajucem

elektronskom mikroskopu.

(d) Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM i HRTEM)

U cilju dalje strukturne analize cistog apatita posmatranjem na nizoj skali dimenzija,
uzorak je snimljen metodom transmisione elektronske mikroskopije kako bi se posmatrala
njegova unutraSnja struktura. S druge strane, snimanjem na visokorezolucionom
transmisionom elektronskom mikroskopu omogu¢ilo je posmatranje i analizu kristalne

strukture.
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Uzorak je pripremljen za snimanje dispergovanjem praha u acetonu u ultrazvu¢nom
kupatilu. Za snimanje je koriS¢ena metoda postepenog ukapavanja disperzije na trakasti
karbonski film sa bakarnom mrezicom od 300 Mesh-a. Snimanje je radeno na JEM-2010F tipu

visokorezolucionog transmisionog elektronskog mikroskopa.

3.4.2 Karakterizacija DLPLG/HAp kompozita

DLPLG/HAp kompozit karakterisan je primenom sledec¢ih metoda:
(@) Infracrvenom spektroskopijom (1C)
(b) Difrakcijom x-zraka
(c) Gel propusnom hromatografijom (GPH)
(d) Nuklearnom magnetnom rezonantnom spektroskopijom (C**- NMR)
(e) Skaniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM i FE SEM)
()  Metodom rasejanja laserskog snopa

(g) Transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM)

(@) Infracrvena spektroskopija (1C)

Metoda infracrvene spektroskopije primenjena je kao kvalitativna metoda kojom je na
osnovu polozaja, intenziteta i Sirine traka izvrSena identifikacija vibracija grupa. Ovom
metodom analizirani su svi ultrazvuéno sintetisani kompozitni sistemi kao i sistemi sa ¢istim
sadrzajem polimera tretiranog ultrazvukom.

Uslovi snimanja uzorka i karakteristike uredaja su identi¢ni kao i u prethodno navedenom

slu¢aju IC snimanja ¢istog hidroksiapatita (3.4.1).

(b) Difrakcija x-zraka

Metoda difrakcije x-zraka uradena je kao potvrdna identifikaciona metoda, s jedne strane, i
kao metoda koja bi mogla da pokaze veli¢inu kristalita sintetisanih ¢estica, sa druge strane, cije
je poznavanje od velikog znac¢aja za dalja mikroskopska merenja.

Primenom ove metode snimljeni su difraktogrami kompozitnih materijala sa razlicitim
masenim udelom polimerne i keramicke komponente kompozita (DLPLG : HAp = 90:10 i
75:25).

Tip difraktometra i uslovi snimanja, tj. opseg vrednosti 20 odgovaju prethodno navedenim

uslovima snimanja ¢istog hidroksiapatita (3.4.1).
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(c) Gel-propusna hromatografija (GPH)
Metoda gel-propustne hromatografije primenjena je u cilju odredivanja raspodela

molekulskih masa, srednje brojne vrednosti molekulskih masa (M » ), srednje masene vrednosti
molekulskih masa (M) i indeksa polidisperznosti (Mw/M ). Na ovaj nadin trebalo je
odrediti eventualnu pojavu degradacije polimera u polju ultrazvuka i kvantifikovati je.
Analizirani su sledeci uzorci: ¢ist DLPLG tretiran poljem ultrazvuka pri temperaturi medijuma
od 8 i 25 °C, kao i kompozit sa udelom DLPLG:HAp 90:10 i 75:25 procesirani poljem

ultrazvuka na istim temperaturama (8 i 25°C).

Tabela 3.3: Kalibraciona tabela koriS¢ena u GPH metodi

Molarna Zapremina ) L
Uzorak standarda . Nagib Devijacija (%)
masa (kD) eluiranja (ml)

PSS

1.260.000 7.81 -0.75 9.51
1260000, 370000, 2100
PSS

670.000 8.32 -0.58 -5.86
670000, 200000, 51000
PSS

390.000 8.76 -0.47 -4.73
1260000, 370000, 2100
PSS

200.000 9.52 -0.35 -8.37
670000, 200000, 51000
PSS

51.000 11.07 -0.38 8.58
670000, 200000, 51000
PS

30.000 11.54 -0.47 17.24
30000, toluene
PSS

2.100 13.33 -1.11 -23.36
1260000, 370000, 2100
PS

0.092 14.20 -1.61 13.92
30000, toluene

GPH merenja su uradena na Hewlett Packard 1100 Series hromatografu sa Rl Agilent 1100
detektorom. Koris¢ene su AM GPC Gel Linear (American Polymers Standards Corporation)
kolona i predkolona dimenzija 300x7.5 mm. Analiza je radena na temperaturi od 30°C
koriS¢enjem tetrahidrofurana (THF) kao eluenta sa brzinom protoka od 1 mL/min. Zapremina
uzorka je bila 100 pL. Standardi koji su omogucili formiranje kalibracione krive pomocu koje
su odredene relativne vrednosti srednjih molekulskih masa i raspodele molekulskih masa bili
su PSS (polistirenski standardi) 1260000, 670000, 390000, 200000, 51000, 30000, 2100 u
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toluenu. Tabela 3.3 predstavlja kalibracionu tabelu, dok je odgovaraju¢a kalibraciona kriva

prikazana na slici 3.4.

> PSS WinGPC Unity, L-07-PCB4, Instance #1 - [Calibration]

% Fle Calbration Table Options Window Help -8 x
DX SR |t ew BELO AZTE | EVIM O04A%

View 1 [F5] x: 13156% | Frday Sample:  |odpobe, 400C. Hme P4 Comment @ _"].!]Q’].'-]!l Curves : _ % % fiee
Aggent 1100 711 N % 2B g:?;“g Calibration : [cigopareTHF CAL options:  [acl npet com1: [IENEREERERRE o e

.Fl'|l21._ﬂ_13rua}E"IIC.CAL j Fit ; |Polynom 3 =| Compare; [none j Method ; [molar mass  v|

Molar Mass [D]
s
|

I'TlT'l[l[l'[T'lH'[l

TITITITT ITTT[TIrT
80 B3 S0

95

Elution Volume [ml]

13

]

135

LA A AR LR R R R R LA R A LN AR AR AR R RN RN RN RARRY |
100 105 1o 13 120 125

140

Ention Volume [mi]  Molar Mass [D]  Stat.Weight | Viscosity [miig] Sample Name Slope IMIIMI(‘-] &4
1| 78107 | 126000000 | 100 | 00000 PSS 1.260.000, 370,000, 2100 | o] 95058 |
2 8327 | £7000000 | 100 00000 |PSS 670.000+200.000+51 000 2por 05630 | 58649
3 87607 3000000 | 100 | 00000 PSS 1.260.000, 370,000, 2100 2414 | ATM7
4 9527 | 200000 00 | 100 [ 0.0000 .PSS 670.000+200 000+51 000 2 par 03455 | B34
5 1ot | S100000 | 100 | 0,000 PSS 670.000+200.000451 000 2poe 038 | 85763
6 | 11,5378 000000 | 100 0,000 |PS 30000+tchuen .uassei 17.2359
7 | 133273 | 210000 | 100 | 0.0000 PSS 1.260.000, 370,000, 2100 A1128 | 23,3587
] 142045 | s200 | 100 | 00000 [PS 30000+tchuen A7 | 139174
k] | | b
f | B lwomatorgami- .. 1 Inbox - Mcrosof,,, | 3% Unbitled - Messa... | % FW: SECPLGAD...

Slika 3.4: Kalibraciona kriva koriS¢ena u GPH metodi

(d) Nuklearna magnetna rezonantna spektroskopija (C**-NMR spektroskopija)

C-NMR spektroskopija je radena u cilju odredivanja udela laktidnih i glikolidnih
monomernih jedinica u polimeru/polimernom delu kompozita nakon ultrazvu¢nog procesiranja
na dvema razli¢itim temperaturama (8°C i 25°C).

CB-NMR spektri su snimani na Varian Unity Inova 300 MHz NMR spektrometru.
Snimanja su radena u s2 pulsnom modu. Pre snimanja masa uzoraka od 0.04585 g rastvorena
je u acetonu zapremine 400 upl. Integracija pikova radena je pomocu VNMRJ rev. 1.1D

programskog paketa.

Racunanje udela monomernih jedinica u DLPLG kopolimeru radeno je pomocu sledecih

jednacina:
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I
R =—"— ®3)

IIak + Iglik
Iglik
R (4)

glik = Ilak N Ig“k

U jednaginama (3) i (4) Ria i Rgiik su udeli laktidnih odnosno glikolidnih komonomernih
jedinica u DLPLG kopolimeru. lia i lgik su integrali dobijeni integracijom pikova laktidnih
odnosno glikolidnih  monomernih jedinica u DLPLG kopolimeru. Udeli komonomernih
jedinica su racunati pomocu integrala pikova grupa bez protona (integral C=0 grupa laktidnih
monomera-1(C=0) i integral C=0 grupa glikolidnih monomera-1(C=0)gix), kao i pomocu
integrala pikova grupa sa protonima (integral CH grupe laktidnih monomera- I(CH)u 1 integral
CH, grupa glikolidnih monomera- 1(CH,)gi[**”! Poredenjem vrednosti Ry i Ryix izracunatih
na osnovu grupa sa i bez protona bilo je moguce proveriti eventualnu razliku u rezultatima

usled pomeraja koji mogu nastati prilikom sprezanja C** sa okolnim protonima.

(e) Skanirajuéa elektronska mikroskopija (SEM i FE SEM)

Skaniraju¢a elektronska mikroskopija je koriS¢ena za analizu velic¢ine i1 oblika kako
ultrazvuéno procesiranog HAp-a tako i DLPLG polimera i DLPLG/HAp kompozitnog
materijala pri razli¢itim parametrima koji su varirani u toku dizajniranja morfologije.

SEM mikrografije su snimljene na JEOL JSM 5300 skaniraju¢cem elektronskom
mikroskopu. Za ova snimanja uzorak je pripremljen nanoSenjem praha na nosace i
naparavanjem zlatom.

Obzirom na veli¢inu cestica i osetljivost DLPLG-a na skaniranje elektronskim snopom,
neki od uzoraka snimljeni su pomoc¢u FE SEM-a kako bi se postigla bolja rezolucija i izbegla
deformacija morfologije polimera u toku skaniranja. Uzorci su najpre dispergovani u etanolu
ili su uzimani delovi uzoraka odmah nakon sinteze i filtrirani na polikarbonatnim membranama
sa velicinom pora od 50 do 100 nm. Ovako pripremljeni uzorci naparavani su ugljenikom.
Snimanje je radeno na SUPRA 35 VP Carl Zeiss modelu visokorezolucionog skanirajuceg
elektronskog mikroskopa.

(f) Metoda rasejanja laserskog snopa
U cilju odredivanja raspodela velicina c¢estica u uzorcima kompozitnin materijala sa
razlicitim sadrzajem keramic¢ke i polimerne komponente, koriS¢ena je metoda rasejanja

laserskog snopa. Za tu namenu uzoci su dispergovani u etanolu blagim ultrazvukom. Za
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odredivanje raspodela velic¢ina cestica koris¢en je 1109001 referentni indeks refrakcije.
Raspodela je odredivana po zapremini. Model uredaja koji je sluzio za odredivanje ovih
raspodela je CILAS 1180 sa opsegom merenja 0.04-2.5 pum.

(9) Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

U cilju analize morfologije hidroksiapatita nakon sitnjenja visoko-intenzitetskim poljem
ultrazvuka kao i morfologije apatite u kompozitnom materijalu, uzorci su snimljeni na
transmisionom elektronskom mikroskopu.

Za snimanje je koriS¢ena metoda postepenog ukapavanja disperzije na polikarbonatnu
membranu sa bakarnom mrezicom od 300 mesh-a. Snimanje je radeno na JEM-2010F tipu

visokorezolucionog transmisionog elektronskog mikroskopa.
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4.1 Homogena sonohemijska precipitacija hidroksiapatita

Karakterizacija hidroksiapatita dala je dve vrste podataka. Prvi se odnose na uticaj uree,
kao jednog od klju¢nih faktora za precipitaciju, na proces sinteze hidroksiapatita preko
intermedijera do ¢istog produkta, dok se drugi odnose na strukturnu analizu kona¢nog produkta

posmatranog na Sirokoj skali veli¢ina.

4.1.1 Uticaj uree kao precipitacionog agensa homogene precipitacije

U cilju analize uticaja uree na homogenu sonohemijsku precipitaciju hidroksiapatita,
sintetisana je serija uzoraka u kojima je koncentracija uree postepeno poveé¢avana od 1-3-10M

(Tabela 3.1). Nakon sinteze uradena je karakterizacija dobijenih prahova.

(a) Difrakcija x-zraka i analiza rezultata

Difraktogrami uzoraka 1-5 sintetisanih u prisustvu (1.0, 1.2, 1.6, 2.0 i 3.0)-102 M rastvora
uree (videti tabelu 3.1) predstavljeni su na slici 4.1a,b,c,d,e respektivno. Na ovoj slici
naznakom "*" obelezeni su difrakcioni pikovi hidroksiapatita, dok su sa "0" oznaceni pikovi
oktakalcijum fosfata. Identifikacija hidroksiapatita radena je na osnovu poredenja pikova sa
ICPDS (Kkartica broj 240033).

Kvalitativna analiza jasno pokazuje prisustvo dve faze u uzorcima 1-3. Ove faze su
identifikovane kao hidroksiapatit (HAp) i oktakalcijum-fosfat (OCP). S druge strane, uzorci 4 i
5 su monofazni i njihovom identifikacijom je utvrdeno prisustvo samo hidroksiapatita.
Procenom sadrZaja sistema utvrdeno je da se sa povecanjem koncentracije uree u sistemu
sadrzaj HAp-a povecava, a OCP-a smanjuje. 1z predstavljenih rezultata odredena je minimalna
koncentracija uree (2:102 M) neophodna za sintezu &istog hidroksiapatita u datim uslovima.
Nakon postizanja ove koncentracije precipitacionog agensa, odnosno donje granice pH na
kojoj je HAp najstabilnija faza, sistem je ostajao jednofazan. Ova vrednost pH iznosila je 7.4 i

odgovara fizioloskoj vrednosti.
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Slika 4.1: Difraktogrami uzoraka 1-5 (Tabela 3.1) sintetisanih u prisustvu razlicitih koncentracija
uree: (a) 1.0 10% M, (b) 1.2 10% M, (c) 1.6 10 M, (d) 2.0 10° M, (e) 3.0 10° M

Obzirom na ¢injenicu da su uzorak 4 i 5 monofazni, pri cemu je u sintezi prvog koris¢ena
minimalna potrebna, a u drugom nesto vec¢a koncentracija uree, proveren je uticaj ove promene
na veli¢inu kristalita. Procena je radena na osnovu analize pika na 20 = 10.7° koji odgovara
(010) Milerovoj familiji ravni. Fitovanje ovog pika radeno je pomocu pVoigt funkcije u
programu Peak Fit. Ovo je omogucilo odredivanje Sirine pika na polovini maksimalnog
intenziteta (FWHM) i izracunavanje odgovarajuce velicine kristalita (Dgip) uz upotrebu
Scherrer-ove formule. Dobijene vrednosti su sumirane u tabeli 4.1 i graficki predstavljene na
slici 4.2.

Tabela 4.1: Promena veli¢ine kristalita sa porastom koncentracije uree

Uzorak Curee (M) 107 FWHM (%) Dowo (A)
4 2.0 0.33 244
5 3.0 0.31 246
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Slika 4.2: Graficki prikaz eksperimentalnih i fitovanjem izracunatih vrednosti difrakcionog pika sa

Milerovim indeksima (010) za uzorke 5 i 4 sa razlicitim sadrZzajem uree.

(b) Skanirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Skanirajuca elektronska mikroskopija iskoris¢ena je za analizu morfologije uzoraka 5 i 4
koji su u toku homogene sonohemijske precipitacije u prisustvu koncentracije uree od 3-107 i
2-10% M proizveli sisteme za koje je identifikacijom, primenom metode difrakcije x-zraka,

pokazano da sadrze ¢isti hidroksiapatit.

’ L

1S N Tt WEET

Slika 4.3: SEM mikrografije monofaznih apatitnih cestica sintetisanih u prisustvu razlicite

koncentracije uree koja je iznosila : (a) 3102 M (uzorak 5) i (b )2-10 M (uzorak 4).
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SEM mikrografije ovih uzoraka predstavljene su na slici 4.3. Slika 4.3a predstavlja
morfologiju &estica hidroksiapata sintetisanog u prisustvu veée koncentracije uree od 3-102 M
dok slika 4.3b predstavlja morfologiju cestica sintetisanih u prisustvu manje koncentracije uree
od 2102 M. Na osnovu ovih slika moZe se primetiti ploasta morfologija Cestica
hidroksiapatita. Ove plocice su u oba slucaja mikronskih dimenzija. Oblik dobijenih plocastih
struktura je dosta pravilniji u slucaju uzorka sintetisanog u prisustvu niZze koncentracije uree
(slika 4.3 b). Ovi rezultati dodatno upucuju na povezanost koncentracije uree kori¢ene u

procesu homogene sonohemijske precipitacije hidroksiapatita sa veli¢inom dobijenih kristala.

Prikazani rezultati omogucili su usmeravanje daljeg toka eksperimentalnog rada ka
detaljnijoj analizi sistema sintetisanog u prisustvu koncentracije uree za koju je odredeno da
predstavlja minimalnu koncentraciju (2:10% M) koja je pri koriséenim uslovima bila
neophodna za dobijanje monofaznog hidroksiapatita i ¢ija morfologija je izgradena iz cestica

manjih dimenzija i sa manjom veli¢inom kristalita.
(b) Infracrvena spektroskopija (IC)

Uzorak sintetisan u prisustvu minimalne granicne koncentracije uree dalje je karakterisan
metodom infracrvene spektroskopije. Odgovarajuci IC spektar predstavljen je na slici 4.4.
Primecena je pojava PO,* Kkarakteristicnih traka na poloZajima: 472, 583, 601, 961, 1032 i
1108 cm™.[?*] Traka na 472 cm™ odgovara v, savijajucoj vibraciji. Trostruko degenerisana vs
savijajuca vibracija pripisana je trakama na 583 i 601 cm™. Traka na 961 cm™ odgovara v, a
trake na 1032 i 1108 cm™ v; vibracijama PO,* grupe. Traka slabog intenziteta na 874 cm™ (v,)
i bimodalni pikovi na 1415 (v5) i 1455 cm™ (vs) odgovaraju vibracijama COs> grupe.[?*?
Pojava ovih traka ukazuju na supstituciju POs> grupe apatita COs> grupama, odnosno na
formiranje hidroksiapatita sa karbonatima (tip B). Siroka traka veoma velikog intenziteta u
opsegu od 2500 do 3600 cm™ potice od vs i v; isteZu¢eg moda molekula vode, dok traka na
1642 cm™ potice od v, savijajuceg moda ovog molekula.””® Sa druge strane, ostar pik na 3573
cm™ odgovara istezu¢im vibracijama OH™ grupe, dok traka na 632 cm™ odgovara ometenoj
rotaciji O-H grupe. **! PoloZaji svih detektovanih traka kao i njihova asignacija sumirani su u
tabeli 4.2.
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Slika 4.4: 1C spektar uzorka 5 sintetisanog u prisustvu granicne koncentracije uree od 2-10% M na

kome su naznacene identifikovane trake hidroksiapatita

Tabela 4.2: Asignacija traka detektovanih u IC spektru hidroksiapatita

Grupa Talasni broj vibracije (cm™)
PO 472 (vo) 601 (v4) 1032 (v3)
583 (v4) 961 (v1) 1108 (v3)
OH 3573 632
H,O 2500-3600 (v1),(va) 1642 (v,)
CO5> 874 (v,) 1415 (v3) 1455 (v3)

4.1.2 Strukturna analiza sonohemijski sintetisanog hidroksiapatita

Rezultuju¢i difraktogram hidroksiapatita sintetisanog primenom homogene sonohemijske
precipitacije u prisustvu minimalne potrebne koncentracije agensa homogene precipitacije
(2-10% M), pokazao je da je uzorak monofazan, odnosno da nema drugih difrakcionih
maksimuma izuzev onih koji odgovaraju strukturi hidroksiapatita (videti prethodno poglavlje,
slika 3.3d). Dalja analiza ovako dobijenog hidroksiapatita uradena je Ritveldovim

utacnjavanjem strukture i mikroskopskom analizom (TEM).
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(a) Ritveldova analiza

Struktura sonohemijski sintetisanog hidroksiapatita uta¢njena je, primenom Ritveldove
metode, u prostornoj grupi Pem (176. grupa simetrije) (slika 4.5) sa slede¢om pozicijom jona:
OH" jonu je odgovarala 4e [0,0,z] kristalografska pozicija sa 3m lokalnom simetrijom; P°* je

lokalizovan na 6h [x,y, ¥ ] kristalografskoj poziciji sa lokalnom simetrijom m; Ca®* jonu su

odgovarale dve kristalografske pozicije- jedna na 6h [x,y, %, ] sa lokalnom simetrijom m i druga
na poziciji 4f [%,%,z] sa 4f lokalnom simetrijom; O” je lociran na dvema razligitim 6h
[x,y, % ] pozicijama sa lokalnom simetrijom m, i na opstoj kristalografskoj poziciji 12i [x,y,z]

sa lokalnom simetrijom 1. Atomski parametri, fiksne i utac¢njene atomske koordinate
predstavljeni su u tabeli 4.3. Bragov Rg faktor iz ove tabele potvrduje kvalitet utac¢njenih
vrednosti obzirom na dobijenu vrednost koja je ispod 10%. Ternalni B faktori pokazuju
uobicajene vrednosti. One su u skladu sa jonskim/atomskim dijametrima, odnosno imaju vece

vrednosti za lakSe i manje za teze jone).

Tabela 4.3: Pozicije jona i utaénjeni parametri sonohemijski sintetisanog hidroksiapatita (uzorak 5).

X y z B (A%
Ca®* (4f) JA % 0.0137(6) 0.78(3)
ca?* (6h) 0.2369(2) 0.9840(3) u 0.78(3)
P%* (6h) 0.3885(1) 0.3671(1) u 0.91(1)
0% (2) (6h) 0.3989(2) 0.5097(3) u 2.78(8)
0% (1) (6h) 0.6674(3) 0.4896(2) u 2.78(8)
0% (3) (12i) 0.3488(2) 0.2791(2) 0.0576(2) 2.78(8)
OH " (3m) 0.00000 0.00000 0.1928 (8) 2.78(8)

Rs=8.2%

Utac¢njene vrednosti strukturnih parametara jedinicne ¢elije reSetke su a = 0.94330(4) nm,
c=0.68765(3), dok je izratunata vrednost zapremine jedini¢ne celije 0.5304(4) nm’.
Poredenjem ovih podataka sa ekvivalentnim vrednostima u standardnim, visoko cistim
materijalima [2*M24L2471 moguce je primetiti manje povecanje parametra resetke u pravcu c-
ose | smanjenje parametra u pravcu a-ose Sto je pregledno dato u tabeli 4.4. Ove promene

prouzrokuju povecanje zapremine jedini¢ne celije. Parametri reSetke HAp-a dobijenog iz
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razli¢itih prirodnih izvora i sintetskih metoda u poredenju sa ultrazvuéno sintetisanim pokazuju

povecanje oba parametra. (24®!
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Slika 4.5: Graficki prikaz rezultata Ritveldove metode: eksperimentalni (— % Yposm.), izracunat (—-— %

Y izrac) 1 rezultati (—% Yposm-Yirac) razlike difrakcionih podataka (/ % Bragove pozicije).

Tabela 4.4: Strukturni parametri jedinicne celije reSetke odgovarajué¢ih standarda i sonohemijski sintetisanog

hidroksiapatita

Uzorak a (nm) ¢ (nm)
HAp-SRM? 0.94238(9) 0.68854(6)
HAp-SRM* 0.94244(2) 0.68854(2)
HAp-SRM?® 0.94174(2) 0.68853(2)

HAp® 0.94330(4) 0.68765(3)

3 Ref. [249]
4 Ref. [246]
5 Ref 12471

® Rezultati utachjavanja strukture sonohemijski sintetisanog hidroksiapatita (uzoraks)
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Mikrostrukturna analiza bazirana na uta¢njenim strukturnim parametrima kao ulaznim
podacima dala je vrednosti veli¢ine kristalita za svaku pojedinacnu refleksiju sa ciljem da se
radi vece preciznosti uzme u obzir vrednost anizotropnog Sirenja pikova. Neke od

najznacajnijih izracunatih vrednosti predstavljene su u tabeli 4.5.

Tabela 4.5: Mikrostrukturni parametri utacnjeni primenom Ritveldove metode

20 (°) Dra’ (M) hki
10.8172 11.6 010
16.8274 6.4 101
18.7922 10.5 110
21.7322 13.5 200
22.8325 9.8 111
25.3279 8.1 021
25.8682 15.7 002
28.8818 12.8 210
28.1117 15.0 012
35.4097 7.0 031
39.1571 9.6 212
41.9307 7.3 131

Najveca prosecna vrednost veli¢ine kristalita odgovara pravcu duz c-ose i ima vrednost
Doo2 = 15.7 nm dok vrednost veli¢ine kristalita u pravcu normalnom na pravac c-ose. Diig
iznosi 10.2 nm. Odnos vrednosti velicine kristalita duz c-ose (Dggz) | U pravcu a-b ravni
(pravcu normalnom na c-osu) (Dgoz) ima sledec¢u vrednost: R (Dhki) = Dooz / D110 = 1.5. Ovaj
odnos je manji u poredenju sa standardimal®**. Obzirom na to da je vrednost R (Dy«) manja od
2, moze se re¢i da su cestice sonohemijski sintetisanog hidroksiapatita cilindricnog
(Stapicastog) oblika. Ovaj rezultat je kasnije potvrden i mikroskopskom analizom. Prose¢na
vrednost veli¢ine kristalita i standardna devijacija (anizotropija) su takode izracunate. Dobijena
srednja vrednost veli¢ine kristalita je oko 10 nm, dok je izracunata vrednost anizotropije 3 nm.
IzraGunata vrednost veli¢ine Kristalita u pravcu preferentnog kristalnog rasta, tj. duz c-ose, je
16 nm.

" Velicina kristalita individualnih refleksija
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(b) Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

Dalja analiza cestica hidroksiapatita dobijenog homogenom sonohemijskom precipitacijom
uradena je pomocu transmisione elektronske mikroskopije (TEM). Ova analiza je uradena u
cilju ispitivanja veli¢ine i morfologije sonohemijski sintetisanih cestica hidroksiapatita sa jedne
strane, kao i prostorne organizacije ovih cestica sa druge strane. U skladu sa tim, prikazane su
TEM mikrografije uzorka hidroksiapatita sa razlicitim uvecanjem kako bi omogucila
posmatranje i analizu morfologije cestica od vece ka manjoj skali veli¢ina.

TEM mikrografija sonohemijski sintetisanog hidroksiapatita predstavljena je na slici 4.6.
Ova slika je snimljena na nesto manjem uvecanju kako bi predstavila morfologiju veceg dela
uzorka. Insert na ovoj slici predstavlja deo iste mikrografije koji se odnosi na uvecani segment
slike koji predstavlja ivicu strukture koja se sa ove slike mozZe videti. Ovaj insert je dodat u
cilju lakSeg zapazanja i isticanja primecéene prostorne organizacije cestica.

Na slici 4.6 uocena je najpre velicina i oblik detektovanih cestica apatita. Kao Sto je
moguce primetiti, najvec¢i deo uzorka izgraden je iz nanocestica Stapicaste forme. Sintetisani
nanostapi¢i hidroksiapatita imaju prosec¢nu Sirinu od oko 100 i duZinu od oko 500 nm. Ovi
kristali su prilicno homogene Sirine i geometrijski pravilnog oblika. Nakon toga, uocena je
prostorna organizacija Stapi¢a. Primecen je zanimljiv vid pravilnosti u uzajamnom polozaju
ovih Stapi¢a. Ova pravilnost ogleda se u tome da je ve¢ina ovih nanoStapi¢a orijentisana u
istom pravcu, usko bo¢no povezana i gradi plocaste strukture (videti insert na slici 4.6) koje
podsecaju na plocaste suprastrukture koje je bilo moguce videti na SEM mikrografijama

(videti prethodno poglavlje, slika. 4.3).
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Slika 4.6: TEM mikrografija sonohemijski sintetisanih Stapicastih kristala hidroksiapatita.

Umetnuti insert predstavlja uvecani segment ivice strukture koji je na slici zaokruzen.

Strukturna analiza sonohemijski sintetisanog hidroksiapatita uradena je elektronskom
difrakcijom u slu¢ajno izabranoj tacki. Elektronska difrakcija uradena je u nekoliko razlicitih
slucajno izabranih tacaka duz jednog Stapica apatita. Slika 4.7 predstavlja TEM mikrografiju
pojedinac¢nog Stapica hidroksiapatita (a) i grafik elektronske difrakcije koja je na njemu radena
(b). Sa grafika elektronske difrakcije identifikovane su [001] i [200] kristalografske
orijentacije ravni koje odgovaraju strukturi hidroksiapatita. Kristalografski pravac [001] je
paralelan pravcu c-ose i normalan na [200] pravac koji lezi u ravni a-b osa heksagonalnog
hidroksiapatita. Dakle, nanoStapi¢i imaju heksagonalnu strukturu hidroksiapatita, prema
pozicijama i recipro¢nim interplanarnim rastojanjima, kao i anizotropan rast sa preferentnim
pravcem rasta duz c-ose. Na slici 4.7 ovaj preferentni pravac rasta naznacen je strelicom.
Grafik elektonske difrakcije pokazuje ostre difrakcione tacke bez difuznih zamucenja Sto je
indikacija dobro uredene monokristalne strukture hidroksiapatita.
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Slika 4.7: TEM mikrografija (a) i grafik elektronske difrakcije (b) pojedinachog nanostapica

hidroksiapatita sintetisanog homogenom sonohemijskom precipitacijom.

Dobro uredena kristalna struktura sonohemijski sintetisanog hidroksiapatita dalje je
potvrdena visokorezolucionom elektronskom mikroskopijom (HRTEM) koja je omogucila
blizi uvid u mikrostrukturu nanoStapica hidroksiapatita. Slika 4.8 predstavlja TEM
mikrografiju pojedinacnog nanokristala (a) sa markiranim segmentom koji odgovara HRTEM
mikrografijama snimljenim na ve¢im uvec¢anjima od 500 i 800 hiljada (b i ¢). Na ovaj nacin
snimljen je veliki broj segmenata duz predstavljenog Stapi¢a. Rezultati dobijeni HRTEM-om
pokazuju visok stepen uniformnosti, odnosno prilicno pravilnu teksturu duz citavog Stapica.
Najpre se primecuje veoma dobra organizacija kristalne reSetke i odsustvo defekata. U svim
slu¢ajevima d-rastojanja su merena sa ciljem da se identifikuju kristalografske orijentacije
detektovanih domena i pravac kristalnog rasta. Interplanarna rastojanja merena na segmentima
ovih HRTEM mikrografija bila su 0.47 i 0.34 nm Sto odgovara interplanarnim rastojanjima
[200] i [002] ravni heksagonalnog hidroksiapatita. Imajuc¢i u vidu da su u svim segmentima
analiziranog Stapica detektovana ista intarplanarna rastojanja, moze se pouzdano potvrditi da
su ovi nanoStapic¢i monokristali heksagonalne strukture hidroksiapatita.

Pravac rasta ovih nanostapica je paralelan [001] i normalan na [100] kristalografski pravac
strukture hidroksiapatita. Radi boljeg razumevanja primecene strukture i kristalnog rasta
apatita na slici 4.9 data je ilustracija koja sadrzi TEM mikrografiju nanoStapica hidroksiapatita
(@) i simuliranu strukturu i pravac kristalnog rasta (b).
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Slika 4.8: TEM mikrografija sonohemijski sintetisanog nanostapic¢astog monokristala hidroksiapatita

anjem sa

¢

(a), HRTEM mikrografije segmenta monokristala sa 500 (b) i 800 (c) hiljada uve

identifikovanim kristalografskim ravnima strukture hidroksiapatita
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Slika 4.9: Shematska ilustracija strukture monokristala hidroksiapatita. Sive sfere oznacavaju Ca, bele

H,

crvene O i roze P atome. Slika predstavlja dvodimenzionu strukturu duz /100/pravca. Nanostapici

rastu preko /001 /kristalne povrSine heksagonalnog hidroksiapatita.
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4.2 Ultrazvuéno usitnjavanje €estica hidroksiapatita

U prethodnom poglavlju je pokazano da se nakon sonohemijske sinteze hidroksiapatita,

koji inace ima visoko adhezivnu prirodu, pored preferentnog rasta duz [001] kristalografskog

pravca javlja i lateralno povezivanje Stapica i formiranje plocastih struktura. 1z tog razloga u

narednom delu eksperimenata pokusano je da se tretmanom u prisustvu visoko-intenzitetskog

ultrazvuc¢nog polja (600W, 80% amplitude, radni i relaksacioni rezimi= 02:01 s) i male

zapremine inertnog te¢nog medijuma smanji stepen aglomeracije nanoStapica apatita.

Struktura ovako tretiranih ¢estica predstavljena je
na slici 4.10. Na ovoj slici predstavljene su cestice
hidroksiapatita tretiranog poljem ultrazvuka u trajanju
od (a) 10, (b) 20 i (c) 30 minuta. Sa slika se jasno
moze primetiti postepena promena morfologije sa
duzinom tretiranja ultrazvu¢nim poljem.

Naime, vidi se da se nakon plocastih struktura
vec¢ih, mikronskih dimenzija predstavljenih na slici
4.3 (videti poglavlje 4.1.1), ultrazvu¢nim tretiranjem
uzorka u trajanju od 10 minuta prelazi na plocaste
strukture manjih dimenzija (Sirine u intervalu od ~200
do 400 nm i duzine od ~400 do 600 nm) i
geometrijski pravilnijeg oblika (slika 4.10a). Ova
struktura se zatim nakon tretiranja ultrazvucnim
poljem u trajanju od dodatnih 10 minuta drasti¢nije
menja i prelazi u Stapic¢astu formu. Glavna promena
ogleda se u smanjenju Sirine sintetisanih Stapi¢a (~do
100 nm) (slika 4.10b). Dodatno tretiranje poljem
ultrazvuka do ukupnih 30 minuta dalje menja
morfologiju do iglic¢astih formacija krace duZzine (~do
300 nm) i manje Sirine (do ~50 nm) (slika 4.10c).

Slika 4.10: SEM mikrografije ultrazvucno sitnjenih cestica hidroksiapatita poljem snage 600 W.

amplitudom od 80 %, on : off reZimom u trajanju od 02 : 01 s i vremenom tretiranja (a) 10 min., (b) 20

min. i (¢) 30 min u inertnom etanolnom medijumu zapremine 10 ml.
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Slika 4.11: FE SEM mikrografije HAp-a: nakon (a)10 min. i (b) 20 min. sitnjenja; TEM mikrografije
HAp-a: nakon 10 min. sitnjenja (c) i (d) u visoko-intenzitetskom polju ultrazvuka.

Uocene promene dimenzija suprastruktura hidroksiapatita daleko je jasnije moguce
primetiti na uzorcima koji su pripremani na polikarbonatnim membranama (videti odeljak
3.4.2 e) i predstavljeni FE SEM mikrografijama snimljenim na duplo ve¢em uvecanju i sa
mnogo boljom rezolucijom (slike 4.11a,b). Na ovim slikama predstavljena je morfologija
Cestica hidroksiapatita nakon sitnjenja poljem ultrazvuka visokog intenziteta u trajanju od 10
min. (slika 4.11a) i 20 min. (slika 4.11b). Ove slike pokazuju promenu morfologija od
ploc¢astih struktura, Sirine od 200 do 400 nm i duZine od 400 do 600 nm (slika 4.11a), do
Stapicastih struktura duzine 400 do 600 nm i Sirine do 100 nm (4.11b).

Struktura ploc¢astih formacija koje se dobijaju nakon ultrazvuc¢nog sitnjenja apatita u
trajanju od 10 min .dalje je analizirana transmisionom mikroskopijom (slike 4.11 ¢ i d). Sa
ovih slika je moguce primetiti da su i Stapic¢i koji grade plo¢aste strukture znatno manjih
dimenzija koje se kre¢u od 200 do 600 nm duzine i ¢ak 10 do 60 nm Sirine, kao i ¢injenicu da
su Stapici vecih dimenzija i dalje bo¢no spojeni.
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4.3 Ultrazvuéno procesiranje poli(d,l-laktid-ko-glikolida)

Obzirom na ¢injenicu da je poli(d,I-laktid-ko-glikolid), koji je koriS¢en za dobijanje
kompozita, veoma osetljiv i podlozan degradaciji pod uticajem razli¢itih faktora kao Sto je na
primer poviSena temperatura, bilo je vrlo vaZzno ispitati njegovo ponaSanje pri dejstvu
koriS¢enih snaga ultrazvu¢nog polja. Glavni razlog za to je i taj Sto je, prema literaturnim
podacima, do sada u svim eksperimentima u kojima je ovaj polimer ultrazvu¢no procesiran
koriS¢ena dosta niZa snhaga ultrazvucnog polja (32 W) uz nagoveStaje da ¢e se eventualna
moguénost njegovog tretiranja jacim poljem naknadno ispitati. !

Poli(d,I-laktid-ko-glikolid) je u par eksperimenata dalje procesiran poljem visokog
intenziteta (50 i 142.5 W) kako bi se najpre proverila moguénost ovakvog vida procesiranja
ovog termic¢ki nestabilnog polimera i ustanovila postignuta morfologija cestica. Karakterizacija
ultrazvuéno  procesiranog  poli(d,l-laktid-ko-glikolid)-a  radena  je  infracrvenom

spektroskopijom (IC) i skaniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM).

(a) Identifikacija

Identifikacija materijala dobijenih nakon procesiranja poli(d,l-laktid-ko-glikolid)-a u polju
ultrazvuka visokog intenziteta radena je primenom infracrvene spektroskopije. Na slici 4.12
predstavljeni su IC spektri poli(d,I-laktid-ko-glikolid)-a tretiranog snagom ultrazvu¢nog polja
od (a) 50 W i (b) 142.5 W. U prvom sluc¢aju koris¢en je kontinualni rezim rada polja, dok je u
drugom koris¢en pulsni rezim sa periodom rada od 1 s i relaksacije od 4 s. Ovi spektri
pokazuju prisustvo svih karakteristi¢nih traka vibracija grupa poli(d,l-laktid-ko-glikolid)-a.
Trake na 2998, 2950 i 2853 cm™ odgovaraju v; istezu¢im vibracijama C-H grupe, dok se trake
na 751 i 710 cm™ odnose na v , savijajuce vibracije iste grupe. Intenzivna, ostra traka na 1762
cm™* odgovara vibracijama C=0 grupe. Trake na 1455, 1423 i 1397 cm™ pripadaju vibracijama
CHs grupe. Apsorpcione trake istezuc¢ih vibracija C-O grupe koje se nalaze na talasnim
brojevima: 1273, 1174, 1130 i 1094 cm™.B*% Dodatne trake grupa koje pripadaju PVP-u koji
je koris¢en kao stabilizator, kao ni trake koje bi ukazivale na dodatne produkte koji su mogli
nastati u toku ultrazvu¢nog procesiranja nisu registrovane, Sto je indikacija da je stabilizator
ostao u supernatantu i na taj nacin bio iskljucen iz sistema nakon sinteze, kao i da je poli(d,I-

laktid-ko-glikolid) ostao hemijski stabilan. Detektovane trake sumirane su u tabeli 4.6.
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Slika 4.12: Infracrveni spektri c¢istog polimera tretiranog ultrazvucnim poljem snage
(@) 50 Wi (b) 1425 W

Tabela 4.6: Asignacija traka u IC spektru DLPLG kompozita

Grupa Talasni broj vibracije (cm™)
. 2998 (v1) 2950 (v1) 2853 (v1)
751 (vp) 710 (v2)
CH, 1455 1423 1397
C=0 1762
1273 1173
C-0
1130 1099

(b) Morfoloska analiza

Obzirom da je identifikacija poli(d,I-laktid-ko-glikolid)-a procesiranog poljem ultrazvuka
potvrdena, slede¢i korak je bilo ispitivanje morfologije sintetisanih ¢estica. SEM mikrografije
ovih uzoraka predstavljene su na slici 4.13. Slika 4.13(a) predstavlja poli(d,l-laktid-ko-
glikolid) tretiran poljem snage 50 W, dok je u slu¢aju (b) kopolimer tretiran poljem snage
142.5 W. Rezultati pokazuju da je u oba slucaja postignut sferan oblik sintetisanih ¢estica. Ove

sfere su pravilnog oblika i bez znakova morfoloskih o$te¢enja. Kada je u pitanju njihova
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veli¢ina, moZe se primetiti da su veoma malih dimenzija koje se kre¢u od 100 do 200 nm.
Glavna razlika je u tome Sto je u slu¢aju vece primenjene snage polja postignuta uza raspodela

velicine ¢estica, ali pomerena ka ve¢im velicinama cestica.

Slika 4.13: SEM mikrografije poli(d,I-laktid-ko-glikolid)-a ultrazvucno procesiranog u polju snage
(@) 50 Wi (b) 1425 W

4.4 Formiranje DLPLG/HAp kompozita u polju ultrazvuka

U poglavlju 4.3 pokazana je morfologija cestica hidroksiapatita nakon deaglomeracije u
visoko-intenzitetskom polju ultrazvuka, dok je u poglavlju 4.4 pokazana mogucnost
procesiranja DLPLG polimera visoko-intenzitetskim poljem ultrazvuka bez hemijske
razgradnje, formiranja nezeljenih produkata i bez morfoloskih oStecenja. Cilj narednog bloka
eksperimenata bio je ispitivanje mogucnost primene ultrazvu¢nog polja za oblaganje ovako
usitnjenih cestica hidroksiapatita polimerom (DLPLG) radi ocuvanja njihovih dimenzija kao i
za formiranje sfernih cestica kompozitnog materijala (DLPLG/HAp) nanometarskih dimenzija.
U okviru toga uradena je optimizacije razli¢itin eksperimentalnin parametara kako bi se
postigla Zeljena morfologija. Analizirani su sledeci parametri:

= Uticaj snage ultrazvu¢nog polja

= Uticaj udela polimerne i kerami¢ke komponente u kompozitu
= Uticaj temperature medijuma

= Uticaj stabilizatora

= Uticaj redosleda koraka pri formiranju kompozita
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4.4.1 DLPLG/HAp kompozitni materijal sa razli€itim sadrZzajem polimerne i keramiéke
faze

Kompozitni materijal poli(d,I-laktid-ko-glikolid)/hidroksiapatit (DLPLG/HAp) je formiran
u dva kljucna koraka: (a) ultrazvuénim sitnjenjem hidroksiapatita sintetisang metodom
homogene sonohemijske precipitacije i (b) oblaganjem tako usitnjenog apatita polimerom u
polju ultrazvuka. Na ovaj nacin sintetisan je kompozit sa dva razlicita sadrzaja polimerne i
kompozitne faze (uzorci 1 i 2 u tabeli 3.2) i njihova identifikacija je uradena primenom

infracrvene spektroskopije i difrakcije x-zraka.

(a) Infracrvena spektroskopija

Identifikacija ovih materijala, ¢iji je cilj bio potvrdivanje prisustva organske i neorganske
faze, tj. poli(d,I-laktid-ko-glikolid)-a i hidroksiapatita uradena je najpre pomocu infracrvene
spektroskopije. Odgovarajuci IC spektri dati su na slici 4.14: slika 4.14a predstavlja IC spektar
¢istog apatita (dodat radi lakSeg poredenja spektara i jasnije identifikacije), 4.14b IC spektar
kompozita sa odnosom DLPLG : HAp = 90 : 10 i 4.14c IC spektar kompozita sa odnosom
DLPLG : HAp = 75 : 25. Ovi spektri jasno pokazuju karakteristi¢ne trake poli(d,I-laktid-ko-
glikolid)-a na 2998, 2950, 2853, 1762, 1455, 1423, 1397, 1273, 1174, 1130, 1094, 751 i 710
cm™, sa jedne strane, i karakteristicne trake HAp-a na 1036, 961, 632, 601, 563 i 472 cm™, sa
druge strane. Trake na 2998, 2950 i 2853 cm™ odgovaraju v; isteZu¢im vibracijama C-H grupe,
dok se trake na 751 i 710 cm™ odnose na v, savijajuée vibracije iste grupe. Intenzivna, ostra
traka na 1762 cm™ odgovara vibracijama C=O grupe. Trake na 1455, 1423 i 1397 cm™
pripadaju vibracijama CHs; grupe. Apsorpcioni pikovi istezucih vibracija C-O grupe
lokalizovani su na 1273, 1174, 1130 i 1094 cm™.B4) Karakteristicne trake PO,> grupe (§to
je moguce jasnije videti na spektru cistog apatita na slici 4.14a) javljaju se na 472, 563, 601,
961 i 1032 cm™. *Y Traka na 472 cm™ odgovara v,, dok trake na 563 i 601 cm™ odgovaraju vs
savijaju¢im vibracijama ove grupe. Traka na 961 naznacena je kao vi Simetricna istezuca
vibracija, dok traka na 1032 cm™1 odgovara v vibraciji P-O grupe. Siroka, jaka traka koja se
proteZe od 3100 do 3700 cm™ i traka na 1623 cm™ odgovaraju vibracijama OH grupe vode.!?**!
Sa druge strane, ostra traka na 3573 cm™ odgovara istezucoj vibraciji OH™ jona resetke dok
slaba traka na 632 cm™ odgovara ometenoj rotaciji O-H grupe.’?*’!
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Slika 4.14: I1C spektar c¢istog hidroksiapatita (a), DLPLG/HAp kompozita sa odnosom DLPLG :
HAp =90 . 10 (b) i kompozita sa odnosom DLPLG : HAp = 75 : 25 (c)

(b) Metoda difrakcije x-zraka

Dalja identifikaciona analiza DLPLG/HAp kompozita formiranog u polju ultrazvuka

radena je na osnovu XRD rezultata. Difraktogrami kompozita i ¢istog apatita prikazani su na
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slici 4.15: kompozit sa masenim odnosom DLPLG : HAp jednakim 75 : 25 (a) i sa masenim
odnosom 90 : 10 (b) kao i ¢istog hidroksiapatita (c). Rezultuju¢i difraktogrami kompozitnih
materijala pokazuju prisustvo dve razlicite faze. Polimerni deo ovog nanostrukturnog
kompozita je ve¢inom amorfna faza i ima vrlo nisku kristalinicnos¢u sa karakteristicnim,
Sirokim difrakcionim maksimumom na 26 oko 20° 241250051 g3 druge strane, svi ostali ostri
pikovi, koji ukazuju na fazu sa mnogo boljom kristalnos¢u, identifikovani su kao difrakcioni
maksimumi hidroksiapatita. Identifikacija hidroksiapatita radena je na osnovu poredenja sa
ICPDS bazom podataka (kartica broj 240033) i postignuto je veoma dobro slaganje. Poredenje
velicina kristalita, dobijenih pomocu Sirine na polovisini pika (002) (slika 4.15), uz primenu
Scherrer-ove formule za sva tri difraktograma, pokazalo je razli¢ite vrednosti. Na Zalost, na
ovaj nacin nije moguce precizno odrediti veli¢inu kristalita HAp-a u kompozitu (zbog
preciznosti odredivanja bazne linije), ali se procenjene vrednosti mogu medusobno porediti.
Ove vrednosti ukazuju na najvecu veli¢inu kristalita u ¢istom apatitu, neSto manju vrednost u

kompozitu sa nizim i najmanju vrednost u kompozitu sa visim sadrzajem polimera.

1200 1 (002)
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600 ] DLPLG : HAp=75:25
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0 T T T T T T T T T T T T T
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600 (b)
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Slika 4.15: Difraktogrami kompozita sa odnosom DLPLG : HAp = 75:25 (a) i 90:10 (b)

i ¢istog hidroksiapatita (c)
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(c) Gel-propusna hromatografija (GPH)

Primena prethodnih metoda omogucila je identifikaciju kompozitnog materijala. U daljem
radu bilo je neophodno ispitati da li i u kojoj meri primenjeno visoko-intenzitetsko polje
ultrazvuka uzrokuje promenu srednjih molekulskih masa kopolimera kako u ¢istom DLPLG
polimeru tretiranom poljem ultrazvuka na razli¢itim temperaturama (8 i 25 °C), tako i u
DLPLG/HAp kompozitnom materijalu sa udelom polimera i keramike (90:10) dobijenim na
razli¢itim temperaturama (8 i 25 °C). Krive raspodela molekulskih masa ovih uzoraka
predstavljene su na slici 4.16. Rezultati srednjih vrednosti molekulskih masa i polidisperznosti

sumirani su u tabeli 4.7.

-
N

Wi(log M)
o o o =
E (0] [+-] (=]

e
N

o
o

T T T T ||||||| T T T T T T T L
110 3 1#10 4 1*10

Molekulska masa

Slika 4.16: Rezultati vrednosti raspodela molekulskih masa i njihovih srednjih vrednosti GPH metodom: DLPLG
(komercijalni) (—), DLPLG (ultrazvuk, 8 °C) (—), DLPLG (ultrazvuk, 25 °C) (—), DLPLG/HAp=90:10
(ultrazvuk, 25 °C) (—), DLPLG/HAp=90:10 (ultrazvuk, 8 °C) (—).

Tabela 4.7: Vrednosti srednjih molekulskih masa i polidisperznost dobijene GPH metodom

Uzorak M, -10* My -10* Muw/Mh
DLPLG (komercijalni) 4.2032 1.7929 2.18
DLPLG (ultrazvuk, 8 °C) 4.0325 1.8821 2.14
DLPLG (ultrazvuk, 25 °C) 3.9549 1.7570 2.25
DLPLG:HAp 90:10 (ultrazvuk, 25 °C) 3.9024 1.1390 3.43
DLPLG:HAp 90:10 (ultrazvuk, 8 °C) 4.0494 2.0728 1.95

(d) Nuklearna magnetna rezonantna spektroskopija (NMR C*%)

Druga metoda koja je koris¢ena za ispitivanje osobina polimera nakon procesiranja visoko-

intenzitetskim poljem ultrazvuka bila je nuklearna magnetna rezonanca (C**-NMR). Obzirom
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na to da je prethodna metoda koriS¢éena za odredivanja degradacije polimera/polimernog dela
kompozita i njenog kvantifikovanja, naredna metoda je trebala da odredi odnos laktidnih i
glikolidnih monomernih jedinica u DLPLG polimernim lancima nakon ove degradacije.
C™-NMR spektri ispitivanih uzoraka predstavljeni su na slici 4.17: (a) C**-NMR spektar
komercijalnog DLPLG, (b) i (c) C**-NMR spektri DLPLG-a procesiranog ultrazvucnim poljem
na temperaturi medijuma od 8°C i 25°C, (d) i (e) C**-NMR spektri DLPLG:HAp=90:10
kompozitnog materijala procesiranog poljem ultrazvuka na temperaturi medijuma od 25°C i
8°C.

Detektovani signali identifikovani su na sledec¢i nacin: signali koji odgovaraju hemijskim
pomerajima od 170 ppm i 167 ppm poticu od rezonance u C=0 grupama laktidnih i glikolidnih
monomernih jedinica, respektivno. Signali na poloZajima 69 ppm i 30 ppm odgovaraju CH i
CH3; grupama laktidnih, dok signali na 61 ppm odgovaraju CH, grupama glikolidnih
monomernih jedinica. Integrali pikova koji odgovaraju CH grupama laktidnih (I(CH)a) 1 CH;
grupama glikolidnih (1(CH2)giik) monomernih jedinica i integrali pikova C=0 grupa laktidnih i
glikolidnih monomernih jedinica (1(C=0)ja i I(C=0)gqii) kao i, na osnovu njih, izracunati udeli
laktidnih (Ria) i glikolidnih (Rgi) monomernih jedinica (primenom jednacina (3) i (4)) u
polimerima/polimernim delovima kompozita i njihovi odnosi (Ria:Rgik) predstavljeni su u
tabeli 4.8.

Tabela 4.8: Rezultati integracije NMR pikova i izracunatih procentualnih udela laktidnih i glikolidnih

monomernih jedinica (C**- NMR)

DVPLG:HAp DLPLG:HAp

Hemlj§k| DLPLG DLPLG DLPLG 90:10 90:10
pomeraj () . ultrazvuk ultrazvuk

(ppm) (komercijalni) (8°C) (25°C) ultrazvuk ultrazvuk

e (25°C) (8°C)
I(C=0)« 170 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
I(C=O)qix 167 0.94 0.96 0.93 0.97 0.86
Riak 0.52 0.51 0.52 0.51 0.53
Rgiik 0.48 0.49 0.48 0.49 0.47
Riak:Rgii 52:48 51:49 52:48 51:49 53:47
I(CH)jax 69 3.1 3.61 3.56 3.77 3.61
I(CHy)gik 61 2.87 3.32 3.25 3.48 3.53
Riax 0.52 0.52 0.52 0.52 0.51
Rygiik 0.48 0.48 0.58 0.48 0.49
Riak:Ryiik 52:48 52:48 52:48 52:48 51:49
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Slika 4.17: C**-NMR spektar: (a) komercijalnog DLPLG, (b) DLPLG (ultrazvuk, 8°C), (c) DLPLG
(ultrazvuk 25°C), (d) DLPLG/HAp=90:10 (ultrazvuk, 25°C) i (¢) DLPLG/HAp=90:10 (ultrazvuk, 8°C).
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4.4.1 Uticaj snage ultrazvu€énog polja

Nakon ispitivanja morfologije cistog polimera, slede¢i korak bio je ispitivanje morfoloskih
promena koje ¢e nastati nakon formiranja kompozitnog materijala u polju ultrazvuka iste
snage. Na slici 4.18 predstavljene su SEM mikrografije  poli(d,I-laktid-ko-
glikolid)/hidroksiapatit kompozita sa maseni odnosom DLPLG : HAp = 75 : 25 sintetisanog na
sobnoj temperaturi (T ~25 °C) u polju snage 50 W na slici (a) i snage 142.5 W na slici (b). Na
ovim slikama kompozita procesiranog razli¢itim snagama ultrazvu¢nog polja najjasnije se
primecuje razlika u morfologiji formiranih cestica kao posledica jacine ultrazvué¢nog polja. U
oba slucaja stabilizator je bio polivinilpirolidon (PVP).

U slucaju kompozita formiranog u polju nize snage (slika 4.18a) moze se primetiti da su
sintetisane savijene ljuspicaste cestice kao i formacije koje podsecaju na sfere izuzetno
nepravilnog oblika. Veli¢ina ovako formiranih ¢estica bila je par mikrona. Sa druge strane, na
slici 4.18b predstavljene su cestice istog kompozita sintetisane u ultrazvu¢nom polju vece
snage i primetno je da je njihova morfologija potpuno razlicita, jer su u ovom sluc¢aju
formirane sfere daleko pravilnijeg oblika. Ove sfere poli(d,l-laktid-ko-glikolid)/hidroksiapatit

kompozita su dosta Siroke raspodele veli¢ina od oko 1.5-8.2 um.

e, 688 S rirn

Slika 4.18: SEM mikrografije kompozita sa DLPLG:HAp=75:25 masenim odnosom formiranog na
T~25°C u polju ultrazvuka snage (a) 50 W i (b) 142.5 W.
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4.4.2 Uticaj udela polimerne i keramiéke faze na morfologiju DLPLG/HAp kompozita

Sledec¢i parametar Kkoji je variran u cilju analiza morfologije DLPLG/HAp kompozita bio je
udeo keramicke i polimerne komponente u kompozitu. Kao $to je ve¢ pomenuto u polju
ultrazvuka formirani su poli(d,l-laktid-ko-glikolid)/hidroksiapatit (DLPLG/HAp) kompozitni
materijali sa dva razlicita masena odnosa DLPLG:HAp= 90:10 i 75:25. Morfologija dobijenih
Cestica analizirana je pomoc¢u skanirajuce elektronske mikroskopije, dok je analiza raspodele
veli¢ina ¢estica radena pomoc¢u metode rasejanja laserskog snopa.

SEM mikrografije i odgovarajuce raspodele velic¢ina cestica ovih uzoraka date su na slici
4.19: na slikama 4.19 a i b predstavljene su kompozitne ¢estice sa odnosom DLPLG : HAp =
90 : 10, kao i njihove raspodele veli¢ina (4.19 c i d), dok je na slici 4.19 e data raspodela
veli¢ina kompozitnih ¢estica sa odnosom DLPLG : HAp = 75 : 25 c¢ija je morfologija
prikazana na slikama 4.19 fi g.

U slucaju kompozitnih cestica sa ve¢im sadrzajem polimera (90 mas. %), postignute su
skoro savrSene sfere, veoma pravilnog oblika (slika 4.19a) i sa karakteristichom planarnom
prostornom organizacijom sfera. Ove sfere karakteriSe i prosecna vrednost dijametra od oko
330 nm (slika 4.19 d) i (tabela 4.9) kao i visok stepen uniformnosti veli¢ina cestica (slika
4.19a). Sa druge strane, kompozitne ¢estice sa manjim sadrzajem polimera (75 mas. %), (slika
4.19 f) su takode sfernog ne tako pravilnog oblika i bez pomenute pravilnosti u prostornoj
organizaciji. Veli¢inu ovih cestica odlikuju mikronski dijametri koji u proseku iznosi 2.39 pm
(tabela 4.9) i prilicno mala uniformnost raspodele veli¢ina (slika 4.19 e).

I u jednom i u drugom slucaju moguce je primetiti prisustvo "vratova™ koji medusobno
spajaju dve ili viSe sfera (slike 4.19 b i g). Ovaj fenomen je i ranije detektovan pri
ultrazvuénom tretiranju materijala i posledica je sinterujuceg efekta koji nastaje usled
medusobnih sudara cestica koje su ubrzane udarnim talasom koji nastaje nakon eksplozije
kavitacionih mehuri¢a i povec¢ane plasti¢nosti materijala na mestu sudara.™

Treba primetiti i dvostruku raspodelu ¢estica dobijenu u slu¢aju cestica sa ve¢im sadrzajem
polimerne komponente (slika 4.19 c) usled cinjenice da su pojedinacne sfere ovog kompozita
nanometarskih dimenzija tako da je njihova raspodela odvojena od raspodele ¢estica koje su
ostale povezane vratovima i detektovane kao vece. U slu¢aju kompozitnih cestica sa manjim
sadrzajem polimernog dela ovakva pojava nije registrovana i dobijena je jedna raspodela

velicina ¢estica koja odgovara velicinama detektovanim na SEM mikrografijama.
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Slika 4.19: FE SEM mikrografije kompozita procesiranog u polju ultrazvuka na T=8°C sa odnosom
DLPLG:HAp=90:10 (a, b) sa raspodelama velic¢ina cestica (c, d) i raspodela velicina cestica
kompozita sa odnosom DLPLG:HAp=75:25 (e) cija je morfologija prikazana na slikama (f, g).
Raspodela velic¢ina cestica prikazana na slici d predstavlja uvecanu raspodelu koja se na slici ¢ nalazi

na manjim dijametrima.
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Tabela 4.9: Srednje vrednosti veli¢ina ¢estica DLPLG/HAp kompozita i vrednosti njihovih dijametara u

odredenom procentu merene zapremine.

DLPLG:HAp DLPLG:HAp DLPLG:HAp
Srednji dijametri
(90:10) (sl. 33 e) (90:10) (sl. 33 f) (75:25) (sl. 33g)
10% 10.3857 0.2227 1.4141
20% 13.3742 0.2526 1.7209
30% 15.6323 0.2802 1.9456
40% 17.6715 0.3071 2.1620
50% 21.9834 0.3605 2.6049
50% 24.5414 0.3901 2.8861
70% 27.9361 0.4299 3.2618
90% 33.0428 0.4832 3.8701
ukupan 19.8957 0.3332 2.5467

4.4.3 Uticaj temperature na proces oblaganja hidroksiapatita polimerom

Obzirom na ¢injenicu da je temperatura medijuma u kojoj se vrsi sinteza materijala jedan
od vrlo vaznih parametara sistema koji intenzivno uti¢e na produkte, njen uticaj na morfologiju
poli(d,l-laktid-ko-glikolid)/hidroksiapatit kompozita, posebno zbog polimerne faze, je bilo
neophodno ispitati. U tom cilju, formiranje kompozita je radeno na dve rezlicite temperature i
morfoloSka analiza je uradena SEM-om.

Na slici 4.20 predstavljene su SEM mikrografije DLPLG/HAp kompozita: na slikama (a) i
(c) predstavljena je morfologija cestica sintetisanih na niskoj temperaturi (T = 8 °C), dok su na
slikama (b) i (d) cestice sintetisane na sobnoj temperaturi (T~25 °C). Maseni udeo polimera i
keramike je za (a) i (b) 90 : 10, dok je za (c) i (d) 75 : 25.

Na osnovu prikazanih rezultata vidi se uticaj temperature na morfologiju sintetisanih
Cestica. Najpre se moze primetiti promena u veli¢ini. U slucaju sistema koji su sintetisani na
niZzoj temperaturi ¢estice su manjih dimenzija.

U slucaju uzorka sa odnosom DLPLG/HAp jednakim 90 : 10 sintetisanim na nizoj
temperaturi (sl. 40 a) cestice su veoma malih dimenzija (od 150-320 nm) i imaju veoma visok
stepen uniformnosti. Za razliku od njih, isti sistem sintetisan na sobnoj temperaturi (slika 4.20
b) sastoji se iz dve vrste sfernih ¢estica. Sa jedne strane prisutne su sferne ¢estice veoma malih
dimenzija i velikog stepena uniformnosti velicina, dok su sa druge strane prisutne sfere

prilicno vecih dimenzija i Siroke raspodele veli¢ina. Na ovim sistemima je moguce primetiti i
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odsustvo aglomeracije za uzorak sintetisan pri niZoj temperaturi, dok se u sluc¢aju uzorka

sintetisanog na visoj temperaturi izrazena aglomeracija vidi kod sfera vecih dimenzija.

Slika 4.20: SEM mikrografije DLPLG/HAp kompozita sintetisanogna (a) T=8°Ci (b) T ~25 € sa
masenim odnosom DLPLG : HAp=90:10ina(c) T=8°Ci (d) T ~25 T sa masenim odnosom
DLPLG:HAp=75:25

Slika 4.21: Planarna samoorganizacija sfernih cestica DLPLG/HAp kompozita sa maseni odnosom
DLPLG : HAp = 90 : 10 sintetisanog na T = 8 <C: (a) izgled preseka ravni i (b) povrSina ravni

izgradena iz pravilno rasporedenih sfernih cestica.
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Zanimljivo je i to da sistem sintetisan na niZoj temperaturi ima odredenu vrstu planarne
prostorne samoorganizacije sfera. Ovu tvrdnju narocito potvrduju slike 4.21 a i b. Na njima je
u krupnijem planu predstavljena ravan koju ove sfere formiraju pri ¢emu je na slici 4.21a
predstavljena struktura preseka ove ravni, dok se na slici 4.21 b moZe zapaziti njena povrsina
izgradena iz veoma pravilno rasporedenih sfera nanometarskih dimenzija.

Odredeni vid prostorne organizacije, mada ne tako pravilan kao u prethodnom slucaju ali
ipak zanimljiv, moZe se primetiti i u uzorku sintetisanom na sobnoj temperaturi. Vec je re¢eno
da su detektovane dve vrste sfera koje se znacajno razlikuju u veli¢ini, ali i po tome da su
manje sfere aglomerisane i grade "grozdastu strukturu™ tipicnu za ove aglomerate, dok su sa
druge strane sitnije sfere potpuno drugacije organizovane i na njima se moze zapaziti odredeni
vid planarne organizacije. Ipak, ova organizacija nije u istoj meri geometrijski pravilno
uredena kao u sistemu predstavljenom na slici 4.21 a i b. Na slici 4.22 moguce je jasno zapaziti
ove dve vrste sfera i njihovu razli¢itu prostornu organizaciju.

U slucaju uzorka sa ve¢im sadrzajem keramike (DLPLG : HAp = 75 : 25) prethodno
pomenuta pravilnost strukture se potpuno gubi. Pored razlike u veli¢ini sintetisanih cestica,
moZe se primetiti da je raspodela veli¢ina cestica Siroka u oba slucaja, ali da je neSto uza u
slu¢aju uzorka sintetisanog na nizoj temperaturi. Ono $to iznenaduje je da je oblik sfera

pravilniji u uzorku sintetisanom na sobnoj temperaturi.

Slika 4.22: "Grozdasta" prostorna organizacija sfernih cestica vecih dimenzija i planarna organizacija
manjih sfera u uzorku sa masenim odnosom DLPLG : HAp = 90 : 10 sintetisanom na sobnoj

temperaturi.
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4.4.4 Uticaj razli€itih stabilizatora

Na putu ka nalaZenju optimalnih uslova za sintezu DLPLG/HAp kompozitnog materijala
Zeljenih morfoloskih karakteristika slede¢i parametar koji je ispitan bio je stabilizator-

povrsinski aktivna supstanca ciji je cilj kompenzovanje povrsinskog naelektrisanja sintetisanih
Cestica kako bi se sprecila samostalna medusobna kompenzacija naelektrisanja ciji je rezultat
aglomeracija. U narednoj seriji eksperimenata koriS¢ene su dve vrste stabilizatora: poli(vinil-
alkohol) (PVA) i poli(vinil-pirolidon) (PVP).

Analiza morfologije sintetisanih cestica radena je na osnovu SEM mikrografija ovih
uzoraka predstavljenih na slici 4.23: na slici 4.23 a predstavljena je morfologija kompozitnih
Cestica stabilisanih pomoc¢u PVA, dok su na slikama 4.23 b .predstavljene cestice stabilisane uz
upotrebu PVP-a. Sistemi su sintetisani na istoj temperaturi (T~25°C) i sa maseni odnosom
DLPLG : HAp =90 : 10, kako bi se uticaj ovih faktora eliminisao.

Na osnovu ovih slika jasno se moZe uogiti razlika u morfologiji. Cestice sintetisane u
prisustvu PVP-a (4.23b ) su daleko manjih dimenzija, ve¢e su uniformnosti veli¢ina,
pravilnijeg su oblika i daleko manje aglomerisane. Medusobna slepljenost ¢estica je posledica
ve¢ pomenutog efekta "vrata”. Za razliku od njih, morfologija ¢estica sintetisanih u prisustvu
PVA je potpuno drugacija. Sintetisane sfere imaju izbrazdanu povrSinu i izrazito su
nepravilnog oblika. Osim toga, cestice su u proseku mnogo vecih dimenzija i prilicno

aglomerisane.

Slika 4.23: SEM mikrografije uzoraka DLPLG/HAp kompozitnog materijala formiranog u prisustvu
PVA (a) i PVP (b) kao stabilizatora
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4.4.5 Uticaj redosleda koraka u procesu formiranja DLPLG/HAp kompozita

U toku sinteze prikazane serije uzoraka uraden je i jedan kontrolni eksperiment u kome je
promenjen redosled koraka kako bi se utvrdio eventualni uticaj na morfologiju sintetisanih
cestica. Na ovaj nacin bilo je potrebno ispitati par stvari koje se ti¢u uticaja rastvaraca,
taloZznog reagensa kao i homogenosti u procesu precipitacije i formiranja cestica kompozita.

SEM mikrografije ovih uzoraka predstavljene su na slici 4.24: na slici 4.24a predstavljena
je slika uzorka sintetisanog dispergovanjem hidroksiapatita u etanolu pri ¢emu je disperzija
dodata rastvoru polimera u cilju njegovog talozenja i formiranja kompozita, dok je na slici
4.24b predstavljena morfologija uzorka u ¢ijoj sintezi je koriS¢ena disperzija apatita u polimeru
kojoj je dodat etanol u cilju taloZenja. Uzorci su kompozitni materijali sa masenim udelom
DLPLG : HAp =90 : 10 sintetisani na snizenoj temperaturi i pri snazi polja od 142.5W.

Sa ovih slika je moguce primetiti da su cestice uzorka sintetisanog dispergovanjem apatita
u etanolu najpre daleko vecih dimenzija, izrazito Siroke raspodele velicina, veoma
aglomerisane i sa grozdastom prostornom organizacijom sfera (slika 4.24a). U poredenju sa
njima predstavljen je uzorak o kome je ve¢ bilo reci (slika 4.24b) cija morfologija je izuzetno
pravilna, cestice su veoma male, raspodela veli¢ina cestica je izuzetno uska i postoji zanimljiva

planarna prostorna organizacija.

X18, Baa 1 0

Slika 4.24: SEM mikrografije uzoraka kompozita sa masenim odnosom DLPLG : HAp =90 : 10
sintetisanim na sniZenoj temperaturi uz koriscéenje (a) disperzija hidroksiapatita u

etanolu i (b) apatita u polimeru.
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Ovim eksperimentom je pokazana neophodnost uspostavljanja homogenosti izmedu ¢vrstih
cestica apatita i rastvora polimera u momentu pre njegovog taloZzenja kako bi se nakon

postignutog taloZenja obezbedila pravilna morfologija ¢estica kompozitnog materijala.

4.4.6 Morfologija hidroksiapatita u kompozitu

U dosadasnjem radu optimizacijom parametara modelovana je morfologija polimernog
dela kompozitnog materijala koja je analizirana skaniraju¢om elektronskom mikroskopijom.
Obzirom na to da su rezultati pokazivali sferne oblike bez prisustva Stapicastih formacija
hidroksiapatita, primenom transmisione elektronske mikroskopije, analizirana je morfologija

keramickog dela ovog kompozita.

Slika 4.25: TEM mikrografije Stapic¢a hidroksiapatita koji je nakon ultrazvucnog sitnjenja

bio obloZen polimerom

Morfologija cestica hidroksiapatita koji je odmah nakon procesiranja poljem ultrazvuka
visokog intenziteta u cilju sitnjenja obloZzen polimerom predstavljena je na slikama 4.25

a,b,c,d. Sa ovih slika se moze primetiti Siroka raspodela veli¢ina dobijenih Stapi¢a. Sa jedne
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strane jasno je moguce videti vece Stapice dimenzija od 100 do 400 nm duzine i od 10 do 30
nm Sirine (slika 4.25 a), dok su sa druge strane prisutni izuzetni mali Stapici ¢ije su dimenzije
bile do 100 nm duZzine i od 5 do 10 nm Sirine (slika 4.25 b). MoZe se primetiti da su ovi Stapici
i nakon tretmana visoko-intenzitetskim poljem ultrazvuka u cilju sitnjenja i deaglomeracije i
kasnijeg procesiranja u cilju formiranja kompozita zadrzali izuzetno pravilan Stapi¢asti oblik.
Ovo se najbolje moze primetiti na slici 4.25 ¢ na kojoj je predstavljen jedan Stapi¢
hidroksiapatita duzine 125 i Sirine 25 nm. MozZe se primetiti da je za razliku od visoko uredene
strukture pojedinac¢nih Stapica velikih dimenzija koji su dobijeni nakon sinteze apatita (videti
poglavlje 4.1.2), u ovom slucaju ova dobro uredena kristalna struktura naruSena usled prisustva
defekata (slika 4.25 d) koji su neminovno nastali u toku prosesa ultrazvu¢nog rusenja
suprastruktura i smanjenja dimenzija Stapi¢a hidroksiapatita.

Dati primer ilustruje znac¢ajnu promenu morfologije i smanjenje dimenzija sintetisanih
cestica hidroksiapatita pod dejstvom intenzivnog ultrazvucnog polja i male zapremine etanola,
inertnog medijuma u kome je radeno sitnjenje, koja je na najbolji nac¢in bila ocuvana u slucaju

kada su Stapi¢i odmah nakon ultrazvuénog procesiranja obloZeni polimerom.
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5.1 Homogena sonohemijska precipitacija hidroksiapatita

Koris¢enjem metode homogene precipitacije u polju ultrazvuka, u prvom delu ovog rada,
sintetisan je hidroksiapatit. Obzirom na primenjenu metodu u kojoj je urea agens homogene
precipitacije, njena koncentracija u sistemu je jedan od klju¢nih parametara tako da je najpre
ispitan njen uticaj na krajnje produkte sinteze. Postepenim povecavanjem koncentracije uree,
dobijeni dvofazni sistem koji su gradili hidroksiapatit i oktakalcijum-fosfat, pomerao se ka
povecanju sadrzaja hidroksiapatita i smanjenju oktakalcijum-fosfata. U trenutku postizanja
grani¢ne koncentracije uree, hidroksiapatit postaje najstabilnija faza u sistemu i dobija se
jednofazni sistem.*”] Dobijeni rezultati ukazivali su na ranije predlozen mehanizam sinteze
hidroksiapatita preko ACP-OCP-HApM?8INST  transformacija u  kome je OCP
intermedijerna faza cije je prisustvo u sistemu tesno povezano sa koncentracijom OH" jona.

Dejstvo ultrazvuka pospe$uje hidroliza uree. **°) Na taj nagin ubrzan je proces njene
razgradnje i postizanja neophodne koncentracije OH™ jona. Takvi uslovi omogudili su da se
tokom homogene sonohemijske precipitacije finalni monofazni HAp dobije posle svega 12 h
starenja na sobnoj temperaturi.™ To je znacajno skracenje sintetskog vremena u poredenju sa
klasicnom homogenom precipitacijom kod koje je minimalno vreme starenja koje je
neophodno za dobijanje monofaznog hidroksiapatita 48-120 h zavisno od temperature (82-90
°C), dok krac¢a vremena starenja daju viSefazne sisteme u kojima sintetska reakcija joS uvek
nije zavréena.['*¥

Utvrdeno je da daljim povecanjem koncentracije uree, u meri u kojoj se i dalje ostaje u
uzem opsegu pH oko fizioloSke vrednosti, ona viSe ne utice na sastav ve¢ na veli¢inu i
strukturu sintetisanih &estica. Cestice apatita sintetisane u polju ultrazvuka imale su plogastu
formu pri ¢emu su ove plocaste formacije bile vec¢ih dimenzija u slucaju uzoraka sintetisanih u
prisustvu vece koncentracije uree. To je bilo u skladu sa izracunatim velicinama kristalita na
osnovu fitovanja pika u pravcu (002).274

Mikrostrukturna analiza koja je radena pomocu Rietveld-ove metode, dala je izotropne
velicine kristalnih domena na osnovu kojih je utvrden Stapicasti oblik nano- ¢estica apatita sa
preferentnim pravcem rasta duz c-ose. Analiza TEM mikrografija istog uzorka dala je rezultate

koji su pokazali prisustvo ovih Stapic¢astih formacija i potvrdili rezultate utacnjavanja strukture.
[255]
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Strukturna analiza ovih plocastih formacija, posmatrana od vece ka manjoj skali veli¢ina,
pokazala je da su one zapravo suprastrukture izgradene iz nanoStapica. Prostornu organizaciju
ovih suprastruktura grade medusobno paralelni i lateralno povezani nanoStapic¢i. Na osnovu
analize grafika elektronske difrakcije i veoma pravilne teksture dobijene na HRTEM
mikrografijama, utvrdeno je da su ovi nano- Stapi¢i monokristalni sa veoma dobrim uredenjem
redetke i odsustvom defekata.[>*!

Kristalna struktura sonohemijski sintetisanih produkata moze pruZziti odredene podatke o
sintetskom procesu ¢ime bi bilo moguce proSiriti mehanizam sinteze sa hemijskog na
strukturni aspekt. Prema Suslick-u i saradnicima®®, postoje dva mesta sonohemijske
aktivnosti: prvo je unutar mehuri¢a koji ¢e u odredenom momentu eksplodirati dok je drugo u
prostoru izmedu ovih mehuri¢a i okruzujuéeg medijuma. Ukoliko se reakcija deSava unutar
mehuri¢a, produkti su obi¢no amorfni, a ako je re¢ o prostoru izmedu mehuri¢a i okolnog
medijuma produkti su nanokristalni. U ovom slu¢aju, obzirom na to da je dobijen apatit visoke
kristalnosti i sa veoma dobro uredenom reSetkom, moZe se oc¢ekivati da se reakcija u kojoj se
on formira deSava upravo u regionu izmedu mehurica i okolnog medijuma. I u polju ultrazvuka
hidroksiapatit ima svoj prirodni preferentni pravac rasta duz c-ose, medutim, lateralna
povezanost ovih Stapi¢a ukazuje na moguce posledice sinterujuceg efekta mikro mlazeva koji
nastaje prilikom eksplozija mehuri¢a u toku sonohemijskog procesa®”.. Plogaste formacije
izgradene iz nanoStapica verovatno nastaju kao rezultat njihovih sudara. Slican efekat je
detektovan i kod drugih sonohemijski sintetisanih materijala kao Sto je, na primer, antimon
sulfid.”*® U prilog tome ide i injenica da su za razliku od ovako dobijenih nanostrukturnih
plocica, strukturu apatita dobijenog klasicnom homogenom precipitacijom gradile vlaknaste
strukture veoma velikih dimenzija (50-150 um) 2% ili pak trakaste strukture monokristala
duZina 20-60 um, duZine 0.8-3.6 um i debljine 100-300 nm™®!. Drugacija struktura kristala
dobijenih u prisustvu i odsusustvu ultrazvuka ukazuje na razlicit mehanizam kristalnog rasta i
doprinos ultrazvuka ovom procesu.!?*!

U IC spektrima uogene su trake slabog intenziteta koje odgovaraju COs* grupama &ije
pozicije ukazuju na supstituciju PO,> grupe apatita, odnosno na formiranje hidroksiapatita sa
karbonatima (tip B). Obzirom na to da je apatit u ovom sluc¢aju bio sintetisan iz prekursora koji
su sadrzali veéu koncentraciji Ca®* jona od stehiometrijske (Ca/P=2) u prisustvu organskog
precipitacionog agensa, pojava apsorpcione trake karbonata je potpuno odekivana.l®®?
Medutim, karbonati su veoma ceste necistoce u apatitima i lako se adsorbuju na njihovoj

povrsini tako da je tesko govoriti o udelu ovih jona unutar resetke apatita.’>
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5.2 Procesiranje DLPLG/HAp u polju ultrazvuka

U toku optimizacije parametara u cilju formiranja poli(d,I-laktid-ko-glikolid)/hidroksiapatit
(DLPLG/HAp) kompozita i postizanja Sto bolje morfologije nakon ultrazvu¢nog procesiranja,
utvrdena je veoma velika povezanost izmedu eksperimentalnih uslova i morfologije

kompozitnih ¢estica.

Uticaj snage ultrazvuénog polja

Kada je re¢ o uticaju snage ultrazvuc¢nog polja, obzirom na ¢injenicu da je do sada ova
vrsta polimera tretirana samo poljem nize snage (P = 32 W), najpre je ispitan uticaj ovog
parametra na cist polimer kako bi se proverilo koliko je on u ultrazvu¢nom polju stabilan i da li
postoji mogu¢nost njegovog procesiranja. Nakon ultrazvu¢nog tretmana polimera snagom od
50 i 142.5 W identifikacija dobijenih prahova potvrdila je prisustvo ¢istog polimera bez pojave
dodatnih produkata. Na ovaj nacin je potvrdeno da ultrazvucno polje vece snage nije hemijski
razgradilo analizirani sistem. Ispitivanjem oblika i velicine polimernih cestica ultrazvu¢no
tretiranih uzoraka pokazalo je prisustvo sfernih cestica, veoma pravilnog oblika, priliéno dobre
uniformnosti veli¢ina koje su se kretale u opsegu od 100 do 200 nm i nije bilo tragova
destruktivnog dejstva polja na morfologiju polimernih ¢estica. Postignuta veli¢ina sfernih
cestica poli(d,I-laktid-ko-glikolid)-a je manja od velicine sfera koje su dobijene ultrazvucnim
procesiranjem u polju manje snage (32 W) ¢ija je prosecna vrednost dijametara bila 490
nm[196].

Znacajan uticaj snage ultrazvucnog polja moguce je primetiti tek pri formiranju
kompozitnog materijala gde se jasno moze videti razlika u morfologiji cestica oblozenih
polimerom pri visoj i pri nizoj snazi polja. SEM mikrografije pokazuju oblike zakrivljenih
ljuspica za kompozitne cestice sintetisane u polju niZe snage, dok su u polju veée shage
postignute sferne cestice. Fizicki efekti ultrazvuénog polja koji su u ovom slucaju izrazeni
omogucili su iskoris¢enje prostiranja ultrazvucnog talasa kroz medijum za intenzivnu
emulzifikaciju i homogenizaciju sistema ¢iji rezultat je dobijena pravilnost u morfologiji. U
oba slucaja radikali formirani kao produkti sonolize pri hemijskim efektima ultrazvuc¢nog polja
54 svakako su uticali na modifikaciju povrsina polimera kako bi povecali kontaktni ugao
izmedu faza Sto bi povecalo njegovu adhezivnost i omogucilo vezivanje za povrSinu cestica
apatita u trenutku prelaska iz rastvora u ¢vrsto stanje. Obzirom da se u polju vece snage moze

ocekivati veca koncentracija ovih radikala, modifikacija povrSine polimera pri tretiranju ja¢im
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poljem pored povecanja adhezivnosti uti¢e i na oblik polimernog sloja ¢estica koji se vise ne
prilagodava obliku ¢estica apatita ve¢ dobija pravilan sferni oblik.

DLPLG/HAp kompozitni materijali sa razli¢itim sadrzajem polimerne i keramic¢ke faze

U polju ultrazvuka formiran je poli(d,I-laktid-ko-glikolid)/hidroksiapatit kompozit sa dva
razli¢ita masena udela polimera i keramike DLPLG:HAp 90:10 i 75:25. Njihova identifikacija
je najpre izvrsena infracrvenom spektroskopijom ¢ime je potvrdena aplikativnost sonohemije,
kao nove metode, u procesu formiranja DLPLG/HAp kompozita.

Rezultate kvalitativne IC analize potvrdila je i difrakcija x-zraka. Na difraktogramima su
identifikovani ostri pikovi kristalnog hidroksiapatita i Sirok pik amorfnog polimera. Pored
identifikacije celokupnog kompozita, difraktogrami su omoguc¢ili i pojedinacnu analizu
komponenti Sto je za keramicki deo kompozita bio veoma vazan podatak. Naime, primecéena je
promena Sirine pika koji odgovara preferentnom pravcu rasta nano- Stapicastih kristala duz c-
ose. Sirina ovog pika se poveéava pocev od ¢istog apatita, preko kompozita sastava
DLPLG:HAp 75:25 do sastava 90:10. Ovo Sirenje ukazuje na smanjenje dimenzija Stapi¢a u
kompozitu. Dakle, ova procenjena veli¢ina nano-Stapi¢a ukazuje da se sa povecanjem udela
polimerne komponente kompozita, dobijaju sitnije cestice apatita. Preciznije receno, veci
sadrzaj polimera doprinosi boljem odrzanju veli¢ina cestica i efikasnije sprecava njihovu
aglomeraciju. Ovi rezultati su ocekivani obzirom na c¢injenicu da se sa povecanjem
koncentracije polimernih lanaca koji imaju ulogu matrice znacajno smanjuje dalji rast i
aglomeracija sonohemijski tretiranih cestica apatita uprkos visoko adhezivnoj prirodi ove
keramike.

SEM mikrografije su pokazale da je i u jednom i u drugom kompozithom materijalu
postignut sferan oblik cestica. U kompozitu sa ve¢im sadrzajem apatita cestice su vecih,
mikronskih, dimenzija, Siroke raspodele veli¢ina i imaju proizvoljnu prostornu orjentaciju
tipicnu za aglomerate polimernih sfernih cestica. Medutim, kompozit sa nizim sadrZajem
hidroksiapatita pokazuje izrazenu pravilnost skoro savrSenih sfernih ¢estica, visokog stepena
uniformnosti veli¢ina ¢ija je srednja vrednost znac¢ajno smanjena i iznosi oko 330 nm.

Za razliku od jedne krive raspodele veli¢ina cestica kompozita 75:25, za kompozit 90:10 su
dobijene dve raspodele. Poredenjem velicina cestica sa SEM mikrografija sa krivama
raspodele za kompozit 90:10, moZe se zakljuciti da raspodela koja se nalazi na manjim

dijametrima pokazuje veli¢inu pojedinacnih cestica, dok druga pokazuje medusobno vezane
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cestice. Kriva raspodele kompozita sa ve¢im sadrzajem keramike odgovara veli¢inama cestica
sa SEM mikrografija.

Kompozit sa sastavom 90:10 pokazuje veoma zanimljivu planarnu samoorganizovanost i
gusto pakovanje sfera koje su medusobno povezane vratovima u ravni. Za razliku od njih, sfere
kompozita 75:25 nemaju tako pravilnu, ve¢ sluc¢ajnu prostornu rasporedenost i povezanost
vratovima.

Krive raspodela veli¢ina cestica i veoma pravilna prostorna organizovanost sfernih cestica
kompozita sa sastavom 90:10, ukazuju na to da su ove nano- ¢estice bile dosta jace vezane tako
da pri istom ultrazvu¢nom dispergovanju nisu mogle biti potpuno razdvojene.

Sva poboljSanja u morfologiji kompozitnih cestica sa nizim sadrzajem apatita moguce je
objasniti upravo ¢injenicom da je "plasti¢nost™ polimernih materijala u polju ultrazvuka veoma
velika Sto i omogucava formiranje prili¢cno pravilnih struktura. U skladu sa tim, svako gradenje
kompozitnih materijala u kome je udeo keramicke faze znatniji doprinosi vec¢oj rigidnosti i
tezem formiranju pravilnih oblika. Postizanjem optimalnih ultrazvu¢nih parametara svakako je
moguce formirati uniformne, sferne DLPLG/HAp cestice Cija je moguc¢a gustina pakovanja
najbolja. Na taj nacin se omogucuju veoma dobre mehani¢ke osobine ovog materijala $to i
jeste jedan od zahteva za neke od njegovih primena. Ova c¢injenica isti¢e znacaj primene ove

metode za dobijanje ovog materijala.

Uticaj temperature medijuma

U cilju analize uticaja temperature medijuma na morfologiju kompozitnih ¢estica uradena
je mikroskopska analiza ovih materijala formiranih na sobnoj (25°C) i snizenoj (8°C)
temperaturi.

Poredenjem morfologije ¢estica dobijenih na razli¢itim temperaturama medijuma moze se
primetiti da su na nizoj temperaturi dobijene sferne cestice vece uniformnosti velicina i manjih
dimenzija. U sistemu Kkoji je sintetisan na niZoj temperaturi medijuma primeéena je planarna
prostorna organizacija sfernih ¢estica i odsustvo aglomeracije. Sa druge strane, sistem koji je
sintetisan na visoj temperaturi pokazuje dva tipa prostorne organizacije sfernih cestica: sferne
cestice vecih dimenzija grade grozdaste aglomerate, dok cestice manjih dimenzija grade manje
pravilnu planarnu prostornu organizaciju sfera.

Kontrola temperature medijuma predstavlja izuzetno vaZzan parametar sistema Kkoji
omogucava hemijsku i morfolosku stabilnost kompozita. Ova stabilnost polimernog dela

kompozita u ultrazvu¢nom polju moze biti objasnjena ¢injenicom da se materijal nalazio u

109



sredini u kojoj je mogao biti izlozen samo sekundarnim uticajima ultrazvu¢nog polja. Da
temperatura medijuma nije bila kontrolisana polimer bi se razgradio na svoje isparljive
produkte koji bi se nasli unutar kavitacionih mehuri¢a u kojima bi bili izloZzeni primarnim
ultrazvuénim efektima (izuzetno visokoj temperaturi i visokom pritisku) usled kojih bi
formirali potpuno nove produkte. Kontrolisana temperatura medijuma onemogucila je ovu
termic¢ku razgradnju i polimer je, obzirom na to da kao makromolekul nema gasovitu fazu,
ostao u oblasti izvan kavitacionih mehuri¢a u kojoj je mogao biti izloZzen samo sekundarnim
efektima. Ovi sekundarni efekti odnose se na fizicke efekte polja kao dominantne i na

sekundarni uticaj primarno stvorenih radikala kao hemijskih efekata ultrazvué¢nog polja.

Uticaj vrste stabilizatora

U cilju ispitivanja uticaja stabilizatora na morfologiju sintetisanih cestica poli(d,l-laktid-ko-
glikolid)/hidroksiapatit kompozita, analizirani su sistemi koji su stabilizovani pomoc¢u dve
vrste polimernih stabilizatora- poli(vinil-pirolidon)-a (PVP) i poli(vinil-alkohol)-a (PVA).
Analiza sintetisanih cestica je radena na osnovu SEM mikrografije i pokazala je da sistemi koji
su sintetisani pri jednakim uslovima i stabilizovani razli¢itim stabilizatorima pokazuju razlicitu
morfologiju i prostornu organizovanost cestica. Kompozit koji je stabilisan PVP-om ima
izuzetno pravilnu prostornu organizaciju sfera koja je u slu¢aju stabilizacije sa PVA potpuno
naruSena i prelazi u aglomerate. Pored promene u prostornoj organizaciji ¢estica moguce je
primetiti da su cestice stabilisane sa PVA veoma Siroke raspodele veli¢ina i daleko
nepravilnijeg oblika.

Rezultati ukazuju na cinjenicu da modifikacija povrSina polimernog dela kompozita
izazvana spregom hemijskih sekundarnih efekata ultrazvu¢nog polja preko formiranih radikala
i pravilan izbor dodatih polimernih stabilizatora koji svoje polarne grupe Kkoriste za
"vandervalsovski™ tip stabilizacije intenzivno uticu na morfologiju i prostornu organizaciju
DLPLG/HAp kompozitnih ¢estica.

Uticaj redosleda koraka u procesu formiranja DLPLG/HAp kompozita

Kako bi se utvrdila vaZznost postavljenih koraka u procesu formiranja kompozita sa
predstavljenom pravilnos¢u morfologije, analiziran je sistem u kom je redosled koraka
promenjen. Promena redosleda koraka u procesu formiranja DLPLG/HAp kompozita dala je

vidne promene u morfologiji sintetisanih ¢estica. SEM mikrografije pokazuju da su cestice
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sintetisane dispergovanjem apatita u rastvoru polimera mnogo pravilnijeg oblika, manjih
dimenzija i uredenije strukture u poredenju sa istim sistemom sintetisanim u suprotnom
procesu dispergovanja apatita u etanolu.

Koris¢enjem fizickih efekta emulzifikacije i homogenizacije ultrazvu¢nim talasima, dobija
se homogena disperzija ¢vrstih cestica apatita u rastvoru polimera. Formiranjem ove disperzije
svaka cestica apatita okruzena je polimernim lancima koji se joS uvek nalaze u rastvoru. U
toku postepenog dodavanja etanola, koji je precipitacioni agens DLPLG-a, dolazi do
kontinualnog istiskivanja molekula polimernog rastvaraca molekulima nerastvaraca koji je iz
tog razloga dodat u visku. U toku tog procesa polimer menja svoju strukturnu prostornu
organizaciju od izduzenog lanca u razblazenom rastvoru rastvaraca sa ¢ijim molekulima
uspostavlja privlacne sile do klupcaste strukture u prisustvu molekula nerastvaraca sa kojima
interaguje odbojnim silama. U prisustvu dovoljno velike koncentracije nerastvaraca dolazi do
talozenja polimera koji koristi ¢vrste cestice apatita kao klice na kojima ¢e otpoceti proces
talozenja. U slucaju u kom je apatit dispergovan u etanolu pri dodatku rastvora polimera on
takode koristi cestice apatita kao klice za taloZenje, ali u ovom slu¢aju nema pomenute
homogenosti raspodele polimerne i keramicke komponente u momentu pre taloZenja kao ni

postepenog talozenja polimera, rezultat ¢ega su navedene razlike u morfologiji.
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Slika 5.1: Sematski prikaz ustanovljenih zavisnosti izmedu eksperimentalnih parametara i strukture, oblika i

velicine cestica DLPLG/HAp kompozita u toku ultrazvuénog procesiranja

Na slici 5.1 Sematski su predstavljeni sumirani efekti koji su primecéeni u toku ispitivanja
uticaja sintetskih parametara u toku formiranja poli(d,l-laktid-ko-glikolid)/hidroksiapatit
kompozitnog materijala u polju ultrazvuka. Na osnovu njih je moguce primetiti da morfologija

kompozitnih cestica najpre zavisi od snage ultrazvu¢nog polja koja utice na oblik cestica.
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Zavisno od ovog parametra oblik cestica moze biti nepravilno plocast ili sferan. Veli¢ina
sfernih cestica dalje je dizanirana promenom sastava kompozita. Utvrdeno je da promenom
sastava kompozita, odnosno povecanjem udela polimerne i smanjenjem udela keramicke
komponente, dolazi do smanjenja veli¢ine ¢estica od mikronskih do nanometarskih dimenzija.
Uticaj temperature je pokazao promenu u strukturi, odnosno prostornoj organizaciji, sfernih
cestica. Primeceno je da se sa smanjenjem temperature medijuma struktura menja od grozdaste
preko meSovite grozdasto-planarne do planarne. Prelazi izmedu ovako dobijenih morfolologija

moguci su promenom kako stabilizatora, tako i vrste suspenzije.
DLPLG polimerni lanci u visoko-intenzitetskom polju ultrazvuka

Ispitivanjem polimera/polimernog dela kompozita procesiranog poljem ultrazvuka visokog
intenziteta radeno je pomoé¢u C** nuklearne magnetne rezonantne spektroskopije (NMR) i gel
propusne hromatografije (GPC).

GPC metoda je omogucila dobijanje raspodela molekulskih masa polimera/polimernog
dela kompozita kao i njihovih srednjih vrednosti (MW i Mn). Rezultati, prikazani u tabeli 4.7,
su pokazali da razlika u Mw i My izmedu komercijalnog i ultrazvugno procesiranih uzoraka
postoji. Sa poveéanjem temperature medijuma Mw i My su se smanjivale i kod polimera i

kod kompozita. Ove razlike (AMw i AMn) su kod polimera iznosile 776 Da i 1251 Da, dok su

kod kompozita bile 147 Da i 9338 Da. Sa druge strane, pri konstantnoj temperaturi, razlike

Muwi Mn, izmedu polimera i kompozita na 8°C bile su -169 Da i -1907 Da, dok je su na 25°C

bile 525 Da i 618 Da. Obzirom na ¢injenicu da je utvrdeno da se promena molekulskih masa

polimera u polju ultrazvuka dedava do granicne vrednosti od M ~30000 Da nakon &ega
prestaje’®” ove promene DLPLG-a u visoko-intenzitetskom polju ultrazvuka nisu velike. Sa
druge strane, uprkos ¢injenici da je kod nekih polimera degradacija polimera intenzivnija sa
smanjenjem temperature i u prisustvu manje isparljivih rastvaraca (jer se pri tim uslovima
postiZe intenzivnija kavitacija i agresivnija sredina),®® predstavljeni rezultati ukazuju na brzu
degradaciju na visoj temperaturi u lako isparljivom medijumu (alkoholu) Sto se moze pripisati
visokom intenzitetu polja (koji obezbeduje potrebnu agresivnost sredine). Primetna je ¢injenica
da su srednje brojcane molekulske mase polimera/polimernih delova kompozita procesiranih
na nizoj temperaturi (8°C) vece u odnosu na komercijalni polimer. Ovo jeste neobi¢na pojava,
medutim, poznato je da ultrazvuc¢no polje moze da uzrokuje i degradaciju ali i polimerizaciju

prvobitnih polimernih lanaca.’® U skladu sa tim moguce je pretpostaviti da nastale promene u
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srednjim vrednostima brojcanih molekulskih masa zapravo predstavljaju proizvod ravnoteze
izmedu istovremene degradacije polimernih lanaca (pri ¢emu nastaju reaktivni radikali) i

njihovog reorganizovanja u duze lance. Treba pomenuti i ¢injenicu da je najvec¢i indeks
polidisperznosti (M w/M n=3.43) imao kompozit procesiran na vi$oj temperaturi, dok je

najmanju (M /M »=1.95) imao kompozit procesiran na nizoj temperaturi medijuma (tabela
4.7) kao i cinjenicu da kompozit sa najmanjim polidisperznoS¢u ima i najpravilniju
morfologiju cestica (slika 4.19a). Ovo je u skladu sa mogué¢nos¢u optimizovanja osobina, kao
Sto je morfologija, promenom molekulskih masa i smanjenjem polidisperznosti polimera u
polju ultrazvuka. %

Sa druge strane, u skladu sa C**-NMR spektrima i odgovaraju¢im izracunatim udelom
laktidnih i glikolidnih monomernih jedinica (tabela 4.8), moguce je primetiti da ovaj odnos
ostaje konstantan u toku procesa promene raspodela molekulskih masa ultrazvuéno tretiranih
polimernih, odnosno kompozitnih materijala. Na taj nacin, u toku procesiranja polimera u polju
ultrazvuka deSavala se ravnomerna promena brojcanih molekulskih masa bez dominantne

promene mikrostrukture segmenata lanaca ni laktidnih ni glikolidnih monomernih jedinica.
5.4 Morfologija hidroksiapatita nakon ultrazvuénog procesiranja i formiranja kompozita

Obzirom da je u okviru strukturne analize ustanovljeno da su nakon sonohemijske sinteze
dobijene mikronske plocaste strukture hidroksiapatita izgradene iz nanometarskih Stapica,
uradena je njihova deaglomeracija intenzivnim poljem ultrazvuka u inertnom medijumu male
zapremine (15 ml). Na osnovu SEM mikrografija moZe se primetiti da se nakon ultrazvu¢nog
tretmana morfologija ovih sistema postepeno menja sa vremenom od plocaste preko Stapicaste
do iglicaste. U trenutku kada se degradacija strukture svede na nivo Stapic¢a jasno se zapaza
njihova, prethodno pomenuta, paralelna orijentacija uo¢ena na osnovu TEM mikrografija.
Pored promene morfologije i dimenzija aglomerata, primec¢ena je i promena dimenzija Stapic¢a
koje ove aglomerate grade. Ova faza analize hidroksiapatita u jednom obrnutom procesu
razgradnje ultrazvuéno formiranih suprastruktura pored toga Sto potvrduje prethodno navedene
tvrdnje o njihovoj strukturi, ukazuje i na moguénost redukcije dimenzija ultrazvu¢no
sintetisanih ¢estica. Njihovim daljim templiranjem u odgovaraju¢oj matrici, u ovom slucaju
polimernoj, bilo bi moguce dobiti veoma sitne cestice kompozitnog materijala. Unutar
kompozita bi se odrzale nano- dimenzije apatita bez aglomeracije ovog izuzetno adhezivnog

materijala Sto je daljom analizom morfologije keramickog dela kompozita i potvrdeno.
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Zapravo, morfoloska analiza keramic¢kog dela DLPLG/HAp kompozitnog materijala kod koga
su cestice apatita odmah nakon ultrazvuénog sitnjenja obloZene polimerom, pokazuje najbolje
ocuvanje njegovih nano-dimenzija.

Poznato je da pravilan izbor ultrazvu¢nih parametara, kao $to su snaga, amplituda, preneta
energija polja, geometrija aparature i zapremina te¢nog medijuma, omogucava dizajniranje
oblika i velicine cestica materijala u toku procesa sonokristalizacije.*I"M® Dobijeni rezultati
pokazuju reverzibinost izmedu formiranja i ruSenja plocastih i Stapicastih struktura
hidroksiapatita i potvrduju mogu¢nost dizajniranja njegovih strukturnih osobina u polju

ultrazvuka.
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U ovom magistarskom radu opisana je primena ultrazvuka najpre za sintezu hidroksiapatita

metodom homogene sonohemijske precipitacije, zatim i za formiranje DLPLG/HAp kompozita

metodom visoko-intenzitetskog ultrazvu¢nog procesiranja. Na osnovu prikazanih rezultata

moze se zakljugciti sledece:

R/
A X4

X/

K/
L4

%

Optimizacijom koncentracije uree utvrdena je vrednost od 2-:10 M koja je neophodna
da se pri sonohemijskim parametrima: T=88°C, periodu radnog i relaksacionog rezima
02:01 s, Amp.=80% i P=600 W metodom sonohemijske homogene precipitacije dobije
monofazni hidroksiapatit. Utvrdeno je da koncentracija uree utice na kona¢no dobijene
produkte (od nje zavisi stepen transformacije smeSe OCP-a u HAp), kao i na
morfologiju i veli¢inu sintetisanih kristala (sa povec¢anjem koncentracije uree plocaste

cestice HAp-a su vecih dimenzija).

Morfologiju cestica sonohemijski dobijenog hidroksiapatita gradile su plocaste
suprastruktura mikronskih dimenzija izgradene iz paralelno orijentisanih i boc¢no
spojenih nano -Stapi¢a. Ovi nano-Stapic¢i su monokristali sa preferentnim pravcem rasta
duz c-ose. U skladu sa tim, moze se predloziti kristalni rast ovih plocastih struktura koji
bi mogao da se odvija kroz rast nano-Stapica u preferentnom pravcu i njihovo bo¢no

vezivanje do mikronskih struktura.

Prednosti sonohemijske u odnosu na klasi¢cnu homogenu precipitaciju su: 1. vreme
starenja, u toku koga se deSava reakcija u ¢vrstom stanju, je trajalo 12 h i znatno je
krac¢e u odnosu na klasi¢nu homogenu precipitaciju u toku koje ovo vreme traje 48-100
h zavisno od temperature i 2. za razliku od Stapi¢a duzine 600 i Sirine 400 nm,

klasi¢nom metodom su dobijene cestice veli¢ine nekoliko mikrona.

Deaglomeracijom HAp-a u polju ultrazvuka visokog intenziteta, koja u dosadasnjoj
literaturi nije opisana, postignuta je promena morfologije (od plocaste do Stapicaste)
kao i smanjenje dimenzija prvobitnih ploc¢astih struktura mikronskih dimenzija do
manjih plocica Sirine 200-400 nm i duzine 400-600 nm nakon ultrazvuénog tretmana u
trajanju od 10 minuta, preko Stapica iste duzine i 100 nm Sirine nakon 20 minuta do

iglica duzine 300 nm i Sirine 50 nm nakon 30 minuta.
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Po dosadasnjoj literaturi DLPLG je tretiran ultrazvuénim poljem nize snage. Nakon
tretmana ultrazvukom vece snage (142.5 W) on je ostao hemijski stabilan i postignuto
je poboljSanje morfologije sfernih cestica uz smanjenje njihovih dimenzija (100 do 200

nm) u poredenju sa dosadasnjim rezultatima.

DLPLG/HAp kompozitni materijal je sintetisan primenom metode visoko-
intenzitetskog ultrazvuc¢nog procesiranja, koja do sad nije koriS¢ena za dobijanje ovog
materijala. Morfologiju kompozita su gradile nanometarske sferne cestice, veoma
pravilnog oblika, glatkih povrsina, uske raspodele velicina i srednjeg dijametra sfera od
330 nm. Sferne cestice kompozita su imale karakteristicnu planarnu prostornu

organizaciju. Unutar ovih polimernih sfera nalazili su se nanometarski Stapi¢i HAp-a.

Utvrdeni su optimalni parametri za dobijanje visoko-uredenih struktura izgradenih iz
nano-sfera DLPLG/HAp kompozita: DLPLG:HAp= 90:10 (mas.%), Poija= 142.5 W,
T(medijuma)= 8°C, PVP kao stabilizator i neophodna homogenost pre i u momentu
precipitacije polimera koja se postize formiranjem fine suspenzije cestica apatita u

rastvoru polimera.

Postignuta pravilnost morfologije i nanometarska velic¢ina cestica DLPLG/HAp
kompozita unapreduje ovaj materijal sa stanoviSta potencijalne primene u
biomedicinskom inzenjerstvu. Obzirom na veliku slobodnu povrSinu i posledi¢no
veliku adhezivnost DLPLG/HAp sfernih nano-c¢estica, ovaj materijal bi mogao da se
iskoristi za izgradnju viSeslojnog biomaterijala sa znatno unapredenim funkcionalnim
osobinama U skladu sa tim on bi, uz pretpostavljeno poboljSanje i drugih osobina koje
zavise od morfologije, bio ozbiljan kandidat kao materijal za primenu u
rekonstruktivnoj medicini. Sa druge strane, veliki udeo polimerne komponente
(DLPLG:HAp=90:10) povlaci sa sobom i veliki kapacitet za inkapsulaciju leka Sto
otvara moguc¢nost primene ovog materijala za izradu biodegradabilnih implantata-
nosaca medikamenata koji se ugraduju unutar namenski formiranih malih koStanih
defekata i na taj nacin otpustaju lek bez protoka kroz krvotok i opasnosti od smanjenja

prohodnosti krvnih sudova.
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Slika 1.14: Hemijska struktura poliglikolida (PGA), polilaktida (PLA) i poli(laktid-ko-glikolida) (PLGA) 84

Slika 1.15: Poluvreme Zivota PLGA kopolimera sa razli¢itim sastavom laktidnih i glikolidnih monomera

implantiranih u tkivo pacova.['®!

Slika 1.16: Krive otpuStanja TRH hormona iz PLGA mikrosfera sa razli¢itim monomernim sastavom (a).
Uticaj raspodele molekulskih masa na krive otpustanja TRH hormona iz mikrosfera PLGA 75:25
(b) [183]

Slika 1.17: Raspodela velicina sfernih cestica PLGA formiranih u polju ultrazvuka. Bar na SEM

mikrografijama je 1 um. 1%

Slika 1.18: lustracija svojstava i primene biokompozita za rekonstrukciju kostanog tkival?!
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Slika 3.1: Shematski prikaz aparature koja je koriS¢ena u procesu sonohemijske sinteze hidroksiapatita i

njegovog oblaganja polimerom u cilju formiranja DLPLG/HAp kompozita
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Slika 3.2: Shematski prikaz piezoelementa (%%

Slika 3.3: Shematski prikaz toka eksperimenta sa naznac¢enim koracima u ultrazvu¢nom procesiranju u

kojima se dobijaju meduprodukti na putu do kompozitnog materijala.

Slika 3.4: Kalibraciona kriva koriSéena u GPH metodi.

IV REZULTATI

Slika 4.1: Difraktogrami uzoraka 1-6 (Tabela 3.1s) sintetisanih u prisustvu razli¢itih koncentracija uree:1.0
10% M, (b) 1.2 102 M, (c) 1.6 102 M, (d) 2.0 10° M, (e) 3.0 10° M
Slika 4.2: Graficki prikaz eksperimentalnih i fitovanjem izracunatih vrednosti difrakcionog pika sa

Milerovim indeksima (010) za uzorke 4 i 5 sa razli¢itim sadrzajem uree.

Slika 4.3: SEM mikrografije monofaznih apatitnih ¢estica sintetisanih u prisustvu razlicite koncentracije uree
koja je iznosila : (a) 3-10° M i (b) 2-10° M.

Slika 4.4: IC spektar uzorka 5 sintetisanog u prisustvu grani¢ne koncentracije uree od 210 M na kome su

naznacene identifikovane trake hidroksiapatita

Slika 4.5: Graficki prikaz rezultata Ritveldove metode: eksperimentalni (— % Ygosm), izracunat (—— %

Yizrac) 1 rezultati (— % Y posm-Yizrac) razlike difrakcionih podataka (| % Bragove pozicije).

Slika 4.6: TEM mikrografija sonohemijski sintetisanih Stapicastih kristala hidroksiapatita. Umetnuti insert

predstavlja uvecani segment ivice strukture koji je na slici zaokruzen.

Slika 4.7: TEM mikrografija (a) i grafik elektronske difrakcije (b) pojedina¢nog nanoStapic¢a hidroksiapatita

sintetisanog homogenom sonohemijskom precipitacijom.

Slika 4.8: TEM mikrografija sonohemijski sintetisanog nano$tapi¢astog monokristala hidroksiapatita (a),
HRTEM mikrografije segmenta monokristala sa 500 (b) i 800 (c) hiljada uve¢anjem (desno)sa

identifikovanim kristalografskim ravnima strukture hidroksiapatita

Slika 4.9: Shematska ilustracija strukture monokristala hidroksiapatita. Sive sfere oznacavaju Ca, bele H,
crvene O i roze P atome. Slika predstavlja dvodimenzionu strukturu duz [100] pravca. Nanostapici

rastu preko [001] kristalne povrSine heksagonalnog hidroksiapatita.

Slika 4.10: SEM mikrografije ultrazvucno sitnjenih Cestica hidroksiapatita poljem snage 600 W, amplitudom
od 80 %, on : off rezimom u trajanju od 02 : 01 s i vremenom tretiranja (a) 10 min., (b) 20 min. i
(c) 30 min u inertnom etanolnom medijumu zapremine 10 ml.

Slika 4.11: FE SEM mikrografije HAp-a: nakon (2)10 min. i (b) 20 min. sitnjenja; TEM mikrografije HAp-a:

nakon 10 min. sitnjenja (c) i (d) u visoko-intenzitetskom polju ultrazvuka.
Slika 4.12: Infracrveni spektri ¢istog polimera tretiranog ultrazvu¢nim poljem snage (a)50 W i (b) 142.5 W

Slika 4.13: SEM mikrografije DLPLG polimera ultrazvu¢no procesiranog u polju snage (a) 50W i (b)
142.5W

Slika 4.14: IC spektar ¢istog hidroksiapatita (a), DLPLG/HAp kompozita sa odnosom DLPLG : HAp = 90:10
(b) i kompozita sa odnosom DLPLG : HAp =75: 25 (¢)
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Slika 4.15: Difraktogrami kompozita sa odnosom DLPLG : HAp =75 : 25 (@) i 75 : 25 (b) i cistog
hidroksiapatita (c).

Slika 4.16: Rezultati vrednosti raspodela molekulskih masa i njihovih srednjih vrednosti GPH metodom:
DLPLG (komercijalni) (—), DLPLG (ultrazvuk, 8 °C) (—), DLPLG (ultrazvuk, 25 °C) (—),
DLPLG/HAp=90:10 (ultrazvuk, 25 °C) (—), DLPLG/HAp=90:10 (ultrazvuk, 8 °C) (—).

Slika 4.17: C®-NMR spektar: (a) komercijalnog DLPLG, (b) DLPLG (ultrazvuk, 8°C), (c) DLPLG
(ultrazvuk 25°C), (d) DLPLG/HAp=90:10 (ultrazvuk, 25°C) i (e) DLPLG/HAp=90:10
(ultrazvuk, 8°C).

Slika 4.18: SEM mikrografije kompozita sa DLPLG:HAp=75:25 masenim odnosom formiranog na T~25°C
u polju ultrazvuka snage (a) 50 W i (b) 142.5 W.

Slika 4.19: FE SEM mikrografije kompozita procesiranog u polju ultrazvuka na T=8°C sa odnosom
DLPLG:HAp=90:10 (a, b) sa raspodelama veli¢ina cestica (c, d) i raspodela veli¢ina cestica
kompozita sa odnosom DLPLG:HAp=75:25 (e) ¢ija je morfologija prikazana na slikama f i g.
Raspodela veli¢ina ¢estica prikazana na slici d predstavlja uvec¢anu raspodelu koja se na slici ¢

nalazi na manjim dijametrima.

Slika 4.20: SEM mikrografije DLPLG/HAp kompozita sintetisanog na (&) T =8 °C i (b) T ~25 °C sa
masenim odnosom DLPLG : HAp =90 :10ina (c) T=8° i (d) T ~25 °C sa masenim
odnosom DLPLG:HAp =75 : 25.

Slika 4.21: Planarna samoorganizacija sfernih ¢estica DLPLG/HAp kompozita sa maseni odnosom DLPLG :
HAp =90 : 10 sintetisanog na T = 8 °C: (a) izgled preseka ravni i (b) povrSina ravni izgradena

iz pravilno rasporedenih sfernih ¢estica.

Slika 4.22: «Grozdasta» prostorna organizacija sfernih ¢estica vecih dimenzija i planarna organizacija manjih
sfera u uzorku sa masenim odnosom DLPLG : HAp = 90 : 10 sintetisanom na sobnoj

temperaturi.

Slika 4.23: SEM mikrografije uzoraka DLPLG/HAp kompozitnog materijala formiranog u prisustvu PVA (a)
i PVP) (b) kao stabilizatora

Slika 4.24: SEM mikrografije uzoraka kompozita sa masenim odnosom DLPLG : HAp = 90 : 10 sintetisanim
na snizenoj temperaturi uz koriS¢éenje (a) disperzija hidroksiapatita u etanolu i (b) apatita u
polimeru.

Slika 4.25: TEM mikrografije Stapi¢a hidroksiapatita koji je nakon ultrazvuénog sitnjenja bio obloZen

polimerom

V DISKUSIJA

Slika 5.1: Shematski prikaz ustanovljenih zavisnosti izmedu eksperimentalnih parametara i strukture, oblika i

veli¢ine cestica DLPLG/HAp kompozita u toku ultrazvu¢nog procesiranja
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Sadrzaj tabela

| TEORIJSKI DEO
Tabela 1.1: Kvantitativna analiza sonohemije pojedinacnog kavitacionog mehuri¢a na 52 kHz.1*®!
Tabela 1.2: Osobine i primena PLA, PLG i PLGA polimera

Tabela 1.3: Klasifikacija biomaterijala za reparaciju kostanog tkiva

111 EKSPERIMENTALNI DEO
Tabela 3.1: Parametri ultrazvuénog polja i koncentracije rastvora uree u toku procesa sinteze
Tabela 3.2: Eksperimentalni uslovi u procesu formiranja DLPLG/HAp komozita

Tabela 3.3: Kalibraciona tabela koriS¢ena u GPH metodi

IV REZULTATI

Tabela 4.1: Promena veli¢ine kristalita sa porastom koncentracije uree

Tabela 4.2: Asignacija traka detektovanih u IC spektru hidroksiapatita

Tabela 4.3: Pozicije jona i utacnjeni parametri sonohemijski sintetisanog hidroksiapatita (uzorak 5).

Tabela 4.4: Strukturni parametri jedini¢ne celije reSetke odgovarajué¢ih standarda i sonohemijski sintetisanog

hidroksiapatita.
Tabela 4.5: Mikrostrukturni parametri utacnjeni primenom Ritveldove metode

Tabela 4.6: Asignacija traka u IC spektru DLPLG kompozita

Tabela 4.7: Vrednosti srednjih molekulskih masa i polidisperznost dobijenih iz GPH merenja

Tabela 4.8: Rezultati integracije NMR pikova i izrac¢unatih procentualnih udela laktidnih i glikolidnih
monomernih jedinica (C*- NMR)

Tabela 4.9: Srednje vrednosti velicina cestica DLPLG/HAp kompozita i vrednosti njihovih dijametara u

odredenom procentu merene zapramine.
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