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lečenja zavisi od rane dijagnostike i neinvazivnog tretmana. 

Luminescentne nanočestice mogu uneti inovativnu 

paradigmu u lečenje kancera kombinovanjem biosnimanja, 

dijagnostike i tretmana. Za studije fluorescentnih 

biosnimanja nanokristali fluorapatita dopirani retkim 

zemljama kao kontrastni agenti pružaju značajne prednosti u 

vidu velikih kontrasta i dugotrajnosti luminescencije, i što je 

još važnije visoke biokompatibilnosti, netoksičnosti i 

bioaktivnosti. Glavni ciljevi ove doktorske disertacije su 

sinteza novih luminescentnih multifotonskih 

bionanomaterijala na bazi fluorapatita dopiranih jonima 

prazeodimijuma (Pr3+), njihova karakterizacija i evaluacija  

primene za fluorescentna biosnimanja kancera. Sintezom 

nanoprahova u umerenim uslovima metodom ko-

precipitacije, a potom sušenjem na 110 oC i kalcinacijom na 

temperaturama od 700 i 1000 oC očekuje se pronalaženje 

najboljih uslova za dobijanje novih nanofosfora koji bi našli i 

različite bio-medicinske primene u oblasti fluorescentnih 

biosnimanja. Proučavane su tri vrste PrFAP nanokristala, sa 

0,1%, 0,5% i 1% atomskih procenta Pr3+, zajedno sa 

nedopiranim FAP kontrolnim uzorkom. Nivoi energije 

aktivator jona Pr3+ sadrže metastabilna multipletna stanja 

koja nude mogućnosti efikasnih emisionih linija u više boja u 

FAP nanokristalima, kao i u infracrvenoj i ultravioletnoj 

oblasti spektra. Metodom ko-precipitacije na sobnoj 

temperaturi (25 oC), a potom sušenjem na 110 oC, sintetisani 

su monofazni heksagonalni nanokristali PrFAPs nepravilnog 

sfernog oblika. Termičkom analizom sintetisanih uzoraka, na 

osnovu detektovanih temperaturnih opsega procesa 

dekarbonacije i dehidroksilacije, utvrđene su temperature 



kalcinacije od 700 i 1000 oC. Termička analiza i 

karakterizacija uzoraka su pokazale da Pr3+ joni dovode do 

stabilizacije FAP strukture na višim temperaturama, što je 

pripisano unosu lantanoidnih jona sa specifičnim magnetnim 

osobinama u sistem i stvaranju jačih privlačnih sila sa O2- 

anjonima. Nanokristali sušeni na 100 oC i kalcinisani na 1000 
oC, zbog prisustva defekata kristalne rešetke koji zadržavaju 

emisiju Pr3+ jona, nisu pokazali luminescentne karakteristike 

od značaja za primene u medicinskim fluorescentnim 

biosnimanjima. Kalcinacijom uzoraka na 700 oC izrađen je 

novi tip aktiviranih fluorapatitnih nanokristala dopiranih 

prazeodimijumom (PrFAPa) sa ekscitaciono-emisionim 

profilima u vidljivom delu spektra. Fizičko-hemijska 

karakterizacija potvrdila je sferne kristale heksagonalne 

strukture do nanometrske veličine od oko 20 nm. Kvantno-

hemijske kalkulacije predvidele su da se joni Pr3+ ugrađuju u 

kristalnu rešetku FAP nanokristala na položaju Ca2 (6h), što 

je praćeno deformacijama pozicije F- jona. Pretpostavljeni 

mehanizam supstitucije je jedan jon Pr3+ za jedan Ca2+, s 

delimičnom supstitucijom anjona F– sa O2– i OH– i 

stvaranjem vakansi usled postizanja neutralnosti sistema. 

Rezultati in vitro biokompatibilnosti i hemokompatibilnosti 

pokazali su da nanokristali PrFAPa nisu toksični za žive 

ćelije. Pored toga, internalizacija PrFAPa nanokristala od 

strane ćelija kancera kože (A431) i pluća (A549) je 

proučavana korišćenjem konfokalne mikroskopije i 

mikroskopije širokog polja zasnovane na fluorescenciji. 

Nanokristali pokazuju karakterističnu zelenu emisiju na 545 

nm (3P0→
3H5 tranzicija Pr3+ jona) i narandžastu emisiju na 

600 nm (1D2→
3H4), koje su korišćene za razlikovanje od 

pozadinske autofluorescencije ćelije. Studije dobijenih slika 

konfokalnom mikroskopijom u plavom, zelenom i crvenom 

kanalu su otkrile da nanokristali mogu da prepoznaju ćelijsku 

površinu i da se lepe za nju, ali nisu potvrdile ulazak 

nanokristala u ćelije. Mikroskopija širokog polja je 

detektovala emisione prelaze u zelenoj i narandžastoj boji i 

potvrdila da luminescentni signal dolazi iz unutrašnjosti 

ćelija. Korišćenjem rezonantne ekscitacije od 488 nm i 

emisije od 600 nm PrFAPa nanokristala, konfokalnom 

mikroskopijom ekstrahovan je signal fluorescencije iz 

unutrašnjosti ćelija kancera. Ortogonalne projekcije u 3D 

konfokalnim ravnima pokazuju da su nanokristali u stanju da 

uđu u ćelije kancera i da se raspoređuju po citoplazmi. 

Sveukupno, ovako dobijeni nanokristali PrFAPa su 

biokompatibilni i od testiranih uzoraka, aktivirani 

nanokristali dopirani sa 0,5% Pr3+ pokazuju najviše 

potencijala za primenu u medicinskim fluorescentnim 

biosnimanjima kao kontrastni agenti. 
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Abstract:  

AB  

Luminescent nanocrystals (nanophosphorus) based on 

fluorapatite (FAP) doped with rare earth elements are ideal 

contrast agents for biomedical applications such as cancer 

cell detection, imaging, tracking and therapy. Cancer is one 

of the most common diseases of the modern times whose 

success of the cure depends on early diagnosis and non-

invasive treatment. Luminescent nanoparticles can bring an 

innovative paradigm into the treatment of cancer by 

combining bioimaging, diagnostics and treatment. Rare earth 

doped fluorapatite nanocrystals as contrast agents for studies 

of fluorescence bioimaging, offer significant advantages in 

terms of high contrasts and long-term luminescence, and 

more importantly high biocompatibility, non-toxicity and 

bioactivity. The main objectives of this doctoral dissertation 

are the synthesis of novel luminescent multiphoton 

bionanomaterials based on fluorapatites doped with 

praseodymium ions (Pr3+), their characterization and 

evaluation of their application for cancer fluorescence 

bioimaging. Synthesis of nanopowders under moderate 

conditions by the co-precipitation method, followed by dried 

at 110 °C and calcination at 700 and 1000 °C, is expected to 

find the best conditions for obtaining new nanophosphors 

that would find different bio- 

medical applications in the field of fluorescence bioimaging. 

Three types of PrFAP nanocrystals were studied, with 0,1%, 

0,5%, and 1% atomic percentages of Pr3+, together with an 

undoped FAP control sample. Energy levels of the Pr3+ ion 

activator contain metastable multiplet states that offer the 

possibility of efficient multi-color emission lines in FAP 

nanocrystals as well as in the infrared and ultraviolet regions 

of the spectrum. Single-phase hexagonal nanocrystals 

PrFAPs of irregular spherical shape were synthesized by the 

method of co-precipitation at room temperature (25 oC) and 

then drying at 110 oC. Thermal analysis of the synthesized 

samples, based on the detected temperature ranges of the 

decarbonation and dehydroxylation processes, determined 

calcination temperatures of 700 and 1000 oC. Thermal 



analysis with characterization showed that Pr3+ ions lead to 

stabilization of the FAP structure at higher temperatures, 

which was attributed to the entry of lanthanoid ions with 

specific magnetic properties into the system and the creation 

of stronger attractive forces with O2- anions. Nanocrystals 

dried at 100 oC and calcined at 1000 oC, due to the presence 

of crystal lattice defects that quench the emission of Pr3+ 

ions, did not show luminescent characteristics of significance 

for applications in medical fluorescence imaging. Calcination 

of the samples at 700 oC produced a new type of activated 

praseodymium doped fluorapatite nanocrystals (PrFAPa) 

with excitation-emission profiles in the visible part of the 

spectrum. Physicochemical characterization confirmed 

spherical crystals of hexagonal structure up to a nanometer 

size of about 20 nm. Quantum-chemical calculations 

predicted that Pr3+ ions would be embedded in the crystal 

lattice of FAP nanocrystals at the Ca2 position (6h), which 

was followed by deformations of the F- ion position. The 

assumed substitution mechanism is one Pr3+ ion for one Ca2+, 

with partial substitution of F– anions with O2– and OH– and 

creation of vacancies due to achieving system neutrality. The 

results of in vitro biocompatibility and hemocompatibility 

showed that PrFAP nanocrystals were not toxic to living 

cells. In addition, the internalization of PrFAPa nanocrystals 

by skin (A431) and lung (A549) cancer cells was studied 

using fluorescence-based confocal microscopy and wide-

field microscopy. The nanocrystals show characteristic green 

emission at 545 nm (3P0→
3H5 transition of Pr3+ ion) and 

orange emission at 600 nm (1D2→
3H4), which we use to 

discriminate from cell autofluorescence. Studies of the 

images obtained by confocal microscopy in the blue, green, 

and red channels revealed that nanocrystals could recognize 

the cell surface and adhere to it, but they did not confirm the 

entry of nanocrystals into the cells. The wide-field 

microscopy detected emission transitions in green and orange 

color, and confirmed that the luminescent signal was coming 

from inside the cells. Using resonant excitation of PrFAP 

nanocrystals at 488 nm and emission of 600 nm, confocal 

microscopy extracted the fluorescence signal from inside the 

cancer cells. Orthogonal projections across 3D confocal 

stacks show that the nanocrystals are able to enter the cells 

positioning themselves within the cytoplasm. Overall, the 

obtained PrFAPa nanocrystals are biocompatible and of the 

tested types, the 0,5% Pr3+ doped nanocrystals show the 

highest promise as a tracking nanoparticle probe for 

bioimaging applications. 
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 3.6.1. Ćelijska kultura ……………………………………………………….……………..40 

 3.6.2. Studije vijabilnosti ćelija ………………………………………………….…………40 

    3.7. Studije biosnimanja fluorescentnim mikroskopima …………………………………….41 

 3.7.1. Priprema uzoraka za snimanje ……………………………………………………….42 

 3.7.2. Fluorescentna mikroskopija širokog polja …………………………………………...42 

 3.7.3. Konfokalna mikroskopija ……………………………………………………………43 

 3.7.4. Analiza slike ………………………………………………………………………….44 

 

4. Rezultati i diskusija …………………………………………………………………………….45 

    4.1. Fizičko-hemijska karakterizacija dobijenih nanofosfora ……………………………….45 

 4.1.1. Sintetisani uzorci sušeni na 110 0C …………………………………………………..45 

 4.1.2. Termički tretirani uzorci na 700 0C i 1000 0C …………………………………...…..56 

   4.2. Evaluacija strukturnih promena dopiranjem Pr3+ u FAP kristalnom sistemu pomoću 
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Izvod 

 
 Luminescentni nanokristali (nanofosfori) na bazi fluorapatita (FAP-a) dopirani elementima 

retkih zemalja idealni su kontrastni agenti za bio-medicinske primene, kao što su detekcije, 

snimanja, praćenja i terapije ćelija kancera. Kancer je jedna od najčešćih bolesti modernog doba čiji 

uspeh lečenja zavisi od rane dijagnostike i neinvazivnog tretmana. Luminescentne nanočestice 

mogu uneti inovativnu paradigmu u lečenje kancera kombinovanjem biosnimanja, dijagnostike i 

tretmana. Za studije fluorescentnih biosnimanja nanokristali fluorapatita dopirani retkim zemljama 

kao kontrastni agenti pružaju značajne prednosti u vidu velikih kontrasta i dugotrajnosti 

luminescencije, i što je još važnije visoke biokompatibilnosti, netoksičnosti i bioaktivnosti. 

 

 Glavni ciljevi ove doktorske disertacije su sinteza novih luminescentnih multifotonskih 

bionanomaterijala na bazi fluorapatita dopiranih jonima prazeodimijuma (Pr3+), njihova 

karakterizacija i evaluacija  primene za fluorescentna biosnimanja kancera. Sintezom nanoprahova 

u umerenim uslovima metodom ko-precipitacije, a potom sušenjem na 110 oC i kalcinacijom na 

temperaturama od 700 i 1000 oC očekuje se pronalaženje najboljih uslova za dobijanje novih 

nanofosfora koji bi našli i različite bio-medicinske primene u oblasti fluorescentnih biosnimanja. 

Proučavane su tri vrste PrFAP nanokristala, sa 0,1%, 0,5% i 1% atomskih procenta Pr3+, zajedno sa 

nedopiranim FAP kontrolnim uzorkom. Nivoi energije aktivator jona Pr3+ sadrže metastabilna 

multipletna stanja koja nude mogućnosti efikasnih emisionih linija u više boja u FAP 

nanokristalima, kao i u infracrvenoj i ultravioletnoj oblasti spektra. 
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 Metodom ko-precipitacije na sobnoj temperaturi (25 oC), a potom sušenjem na 110 oC, 

sintetisani su monofazni heksagonalni nanokristali PrFAPs nepravilnog sfernog oblika. Termičkom 

analizom sintetisanih uzoraka, na osnovu detektovanih temperaturnih opsega procesa dekarbonacije 

i dehidroksilacije, utvrđene su temperature kalcinacije od 700 i 1000 oC. Termička analiza i 

karakterizacija uzoraka su pokazale da Pr3+ joni dovode do stabilizacije FAP strukture na višim 

temperaturama, što je pripisano unosu lantanoidnih jona sa specifičnim magnetnim osobinama u 

sistem i stvaranju jačih privlačnih sila sa O2- anjonima. Nanokristali sušeni na 100 oC i kalcinisani 

na 1000 oC, zbog prisustva defekata kristalne rešetke koji zadržavaju emisiju Pr3+ jona, nisu 

pokazali luminescentne karakteristike od značaja za primene u medicinskim fluorescentnim 

biosnimanjima. Kalcinacijom uzoraka na 700 oC izrađen je novi tip aktiviranih fluorapatitnih 

nanokristala dopiranih prazeodimijumom (PrFAPa) sa ekscitaciono-emisionim profilima u 

vidljivom delu spektra. Fizičko-hemijska karakterizacija potvrdila je sferne kristale heksagonalne 

strukture do nanometrske veličine od oko 20 nm. Kvantno-hemijske kalkulacije predvidele su da se 

joni Pr3+ ugrađuju u kristalnu rešetku FAP nanokristala na položaju Ca2 (6h), što je praćeno 

deformacijama pozicije F- jona. Pretpostavljeni mehanizam supstitucije je jedan jon Pr3+ za jedan 

Ca2+, s delimičnom supstitucijom anjona F– sa O2– i OH– i stvaranjem vakansi usled postizanja 

neutralnosti sistema. Rezultati in vitro biokompatibilnosti i hemokompatibilnosti pokazali su da 

nanokristali PrFAPa nisu toksični za žive ćelije. Pored toga, internalizacija PrFAPa nanokristala od 

strane ćelija kancera kože (A431) i pluća (A549) je proučavana korišćenjem konfokalne 

mikroskopije i mikroskopije širokog polja zasnovane na fluorescenciji. Nanokristali pokazuju 

karakterističnu zelenu emisiju na 545 nm (3P0→
3H5 tranzicija Pr3+ jona) i narandžastu emisiju na 

600 nm (1D2→
3H4), koje su korišćene za razlikovanje od pozadinske autofluorescencije ćelije. 

Studije dobijenih slika konfokalnom mikroskopijom u plavom, zelenom i crvenom kanalu su otkrile 

da nanokristali mogu da prepoznaju ćelijsku površinu i da se lepe za nju, ali nisu potvrdile ulazak 

nanokristala u ćelije. Mikroskopija širokog polja je detektovala emisione prelaze u zelenoj i 

narandžastoj boji i potvrdila da luminescentni signal dolazi iz unutrašnjosti ćelija. Korišćenjem 

rezonantne ekscitacije od 488 nm i emisije od 600 nm PrFAPa nanokristala, konfokalnom 

mikroskopijom ekstrahovan je signal fluorescencije iz unutrašnjosti ćelija kancera. Ortogonalne 

projekcije u 3D konfokalnim ravnima pokazuju da su nanokristali u stanju da uđu u ćelije kancera i 

da se raspoređuju po citoplazmi. Sveukupno, ovako dobijeni nanokristali PrFAPa su 

biokompatibilni i od testiranih uzoraka, aktivirani nanokristali dopirani sa 0,5% Pr3+ pokazuju 

najviše potencijala za primenu u medicinskim fluorescentnim biosnimanjima kao kontrastni agenti. 

 

Ključne reči: nanofosfori; fluorapatitni nanokristali; prazeodimijum; sinteza 

precipitacija/kalcinacija;   fluorescentna biosnimanja; ćelije kancera. 
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Abstract 

 
 Luminescent nanocrystals (nanophosphorus) based on fluorapatite (FAP) doped with rare 

earth elements are ideal contrast agents for biomedical applications such as cancer cell detection, 

imaging, tracking and therapy. Cancer is one of the most common diseases of the modern times 

whose success of the cure depends on early diagnosis and non-invasive treatment. Luminescent 

nanoparticles can bring an innovative paradigm into the treatment of cancer by combining 

bioimaging, diagnostics and treatment. Rare earth doped fluorapatite nanocrystals as contrast agents 

for studies of fluorescence bioimaging, offer significant advantages in terms of high contrasts and 

long-term luminescence, and more importantly high biocompatibility, non-toxicity and bioactivity. 

 

 The main objectives of this doctoral dissertation are the synthesis of novel luminescent 

multiphoton bionanomaterials based on fluorapatites doped with praseodymium ions (Pr3+), their 

characterization and evaluation of their application for cancer fluorescence bioimaging. Synthesis of 

nanopowders under moderate conditions by the co-precipitation method, followed by dried at 110 

°C and calcination at 700 and 1000 °C, is expected to find the best conditions for obtaining new 

nanophosphors that would find different bio-medical applications in the field of fluorescence 

bioimaging. Three types of PrFAP nanocrystals were studied, with 0,1%, 0,5%, and 1% atomic 

percentages of Pr3+, together with an undoped FAP control sample. Energy levels of the Pr3+ ion 

activator contain metastable multiplet states that offer the possibility of efficient multi-color 

emission lines in FAP nanocrystals as well as in the infrared and ultraviolet regions of the spectrum. 



 

X
 

 Single-phase hexagonal nanocrystals PrFAPs of irregular spherical shape were synthesized 

by the method of co-precipitation at room temperature (25 oC) and then drying at 110 oC. Thermal 

analysis of the synthesized samples, based on the detected temperature ranges of the decarbonation 

and dehydroxylation processes, determined calcination temperatures of 700 and 1000 oC. Thermal 

analysis with characterization showed that Pr3+ ions lead to stabilization of the FAP structure at 

higher temperatures, which was attributed to the entry of lanthanoid ions with specific magnetic 

properties into the system and the creation of stronger attractive forces with O2- anions. 

Nanocrystals dried at 100 oC and calcined at 1000 oC, due to the presence of crystal lattice defects 

that quench the emission of Pr3+ ions, did not show luminescent characteristics of significance for 

applications in medical fluorescence imaging. Calcination of the samples at 700 oC produced a new 

type of activated praseodymium doped fluorapatite nanocrystals (PrFAPa) with excitation-emission 

profiles in the visible part of the spectrum. Physicochemical characterization confirmed spherical 

crystals of hexagonal structure up to a nanometer size of about 20 nm. Quantum-chemical 

calculations predicted that Pr3+ ions would be embedded in the crystal lattice of FAP nanocrystals at 

the Ca2 position (6h), which was followed by deformations of the F- ion position. The assumed 

substitution mechanism is one Pr3+ ion for one Ca2+, with partial substitution of F– anions with O2– 

and OH– and creation of vacancies due to achieving system neutrality. The results of in vitro 

biocompatibility and hemocompatibility showed that PrFAP nanocrystals were not toxic to living 

cells. In addition, the internalization of PrFAPa nanocrystals by skin (A431) and lung (A549) cancer 

cells was studied using fluorescence-based confocal microscopy and wide-field microscopy. The 

nanocrystals show characteristic green emission at 545 nm (3P0→
3H5 transition of Pr3+ ion) and 

orange emission at 600 nm (1D2→
3H4), which we use to discriminate from cell autofluorescence. 

Studies of the images obtained by confocal microscopy in the blue, green, and red channels 

revealed that nanocrystals could recognize the cell surface and adhere to it, but they did not confirm 

the entry of nanocrystals into the cells. The wide-field microscopy detected emission transitions in 

green and orange color, and confirmed that the luminescent signal was coming from inside the cells. 

Using resonant excitation of PrFAP nanocrystals at 488 nm and emission of 600 nm, confocal 

microscopy extracted the fluorescence signal from inside the cancer cells. Orthogonal projections 

across 3D confocal stacks show that the nanocrystals are able to enter the cells positioning 

themselves within the cytoplasm. Overall, the obtained PrFAPa nanocrystals are biocompatible and 

of the tested types, the 0,5% Pr3+ doped nanocrystals show the highest promise as a tracking 

nanoparticle probe for bioimaging applications. 

 

Keywords: nanophosphorus; fluorapatite nanocrystals; praseodimium; synthesis 

precipitation/calcination; fluorescence bioimaging; cancer cells. 
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        1. Uvod 

 
 Luminescentni nanomaterijali na bazi fluorapatita [(Ca10(PO4)5F2), (FAP)] dopirani jonima 

retkih zemalja se poslednjih deset godina intenzivno ispituju kao nanofosfori za širok spektar bio-

medicinskih primena kao što su nanokristali za bioobeležavanja, dostavu lekova i multimodalna 

snimanja ćelija i tkiva, biomaterijali za reparaciju koštanog tkiva, i nanoprahovi za fluorescentne 

lampe i diode za fototerapije i senzore [1-5]. Fluorapatitna heksagonalna kristalna struktura se 

pokazala kao izrazito hemijski stabilna, netoksična i kao odlična matrica za dopiranje jona retkih 

zemalja i dizajniranje inovativnih kontrastnih agenata za fluorescentna biosnimanja [1-5]. Fluoridni 

joni u kristalnoj rešetki apatita doprinose formiranju stabilnih i biokompatibilnih luminescentnih 

materijala sa niskim energijama vibracija, kao i fononskih energija [2, 3]. Ovakav energetski profil 

kristalne rešetke fluorapatita podržava fluorescentne oštre prelaze u atomima retkih zemalja, 

uključujući i up-konverzionu i down-konverzionu luminescenciju. Ukoliko se porede sa 

luminescentnim organskim jedinjenjima i kvantnim tačkama, nanokristali na bazi fluorapatita 

dopirani jonima retkih zemalja pokazuju niz prednosti kao što su fotostabilnost luminescencije, 

oštre emisione prelaze u vidljivom delu spektra i netoksičnost [1-5]. U kristalnoj rešetki FAP-a 

najveća elektronegativnost F- jona takođe doprinosi njegovoj biokompatibilnosti i složenim 

interakcijama tkiva i nanomaterijala, što su sve važne osobine za dugoročne studije biosnimanja [6, 

7]. Pored toga, površina nanočestica FAP-a može da se funkcionalizuje sa različitim grupama i tako 

postane korisna za lečenje mnogih bolesti, kao što su kliničko lečenje bolesti muskuloskeletnog 

sistema, kancera i neurodegenerativnih bolesti [8-10]. Fluorescentno snimanje je tehnika od velikog 

značaja za biološke studije i kliničke aplikacije zbog visokih temporalnih i prostornih rezolucija, 

koje u mnogome zavisi od razvoja inovativnih kontrastnih agenata [11]. Pogotovo se očekuje da će 

luminescentne nanočestice uvesti revoluciju u ranom dijgnostikovanju i lečenju kancera [12-16]. 
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Za sada se FAP već prilično često koristi kao kontrastni agent za biosnimanja, ali u većini 

objavljenih studija opisan je samo ograničen broj jona dopanta, poput Ib3+/Ho3+ sistema za up-

konverzionu luminescenciju sa ekscitacijom u infra-crvenoj (IR) oblasti spektra [2-5], i Eu3+ kao 

važan down-konverzioni emiter crvene luminescencije u vidljivoj oblasti [9, 10]. Nedavno je 

razvijena nanočestica fluorpatita ko-dopirana Ib3+/Er3+ kao snažni emiter blizu-infracrvene (NIR) 

oblasti, koji može biti potencijalno efikasniji od Ib3+/Ho3+ za detekciju dubokih tkivnih struktura, 

koristeći prednosti blizu-infracrvenog biološkog prozora [2-4, 17]. FAP dopiran jonima 

prazeodimijuma (Pr3+) za down-konverzionu luminescenciju, koja se može pobuditi u ultravioletnoj 

(UV) i vidljivoj oblasti spektra, nije još uvek korišćen kao kontrast u studijama biosnimanja. Jon 

Pr3+ je izabran za trenutnu studiju uzimajući u obzir njegova jedinstvena optička svojstva, koja se 

ogledaju u podešavajućim talasnim dužinama emisija u rasponu od UV do infracrvenog područja 

spektra [18]. Pored toga, Pr3+ poseduje dobre antibakterijske i antifungalne karakteristike, i smatra 

se lakom retkom zemaljom i netoksičnom u odgovarajućim koncentracijama [19, 20]. Takođe, Pr3+ 

je zajedno sa drugim elementima iz grupe retkih zemlji privukao interesovanje poslednjih godina 

kao antikancerogeno sredstvo, jer pokazuje efekat supresije proliferacije različitih ćelijskih linija 

kancera [20-22]. Nanočestice FAP-a takođe su pokazale antikancerogena svojstva u studijama 

lečenja leukemije [23]. Kombinacija različitih ekscitaciono-emisionih profila sa odličnom 

biokompatibilnošću i potencijalnim antikancerogenim svojstvima omogućava dizajniranje 

multifunkcionalnih kontrastnih agenta FAP-a dopiranih Pr3+ jonima namenjenih bio-medicinskim 

primenama. 

 

 Luminescentni materijali na bazi FAP-a obično se sintetišu na visokim temperaturama 

metodom reakcije u čvrstom stanju za primene u laserima i luminescentnim cevima [24-26]. Visoke 

performanse nanomaterijala za bio-medicinsku primenu zahtevaju jedinstvene strukturne 

karakteristike, kao što su nanometarska veličina kristalita, uniformna morfologija, dobra disperzija i 

specifična površina [27]. Poslednjih godina različite klase stabilnih, netoksičnih i samoaktiviranih 

luminescentnih materijala na bazi FAP-a, sa emisijama indukovanim jonima dopanta ili defektima 

kristalne rešetke, dobijene su različitim putevima sinteze [28]. Fluorescentne fluorapatitne 

nanočestice za primenu u biosnimanjima, generalno, se sintetišu u vodenom rastvoru i obično imaju 

lošu kristaličnost, neuniformne distribucije veličine i sklonost ka lakom formiranju aglomerata [29-

32]. Jedan od načina prevazilaženja ovih problema je termička aktivacija nanočestica nakon sinteze 

iz vodenog rastvora [33-36]. Cilj ove doktorske disertacije je dobijanje novih luminescentnih 

nanokristala FAP-a dopiranih Pr3+ jonima, sintetisanih u vodenom rastvoru na sobnoj temperaturi i 

zatim aktiviranih termičkim tretmanom, čime se uspostavlja hemijska metoda sinteze na niskoj 

temperaturi. Obično se za izradu FAP-a dopiranih Pr3+ jonima koriste metode visoke temperature 
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(iznad 980 oC) [25,26], ali u ovoj doktorskoj disertaciji pokazano je da je moguće koristiti 

precipitaciju na sobnoj temperaturi praćenu kratkom aktivacijom na 700 oC sa produženim 

vremenom reakcije i dobiti takav materijal. Pomoću ovog postupka sintetisani su biokompatibilni i 

luminescentni nanokristali za fluorescentna biosnimanja. Pored toga, proučavana su strukturna i 

optička svojstva nanokristala i urađene su in vitro studije biokompatibilnosti i hemokompatibilnosti 

kako bi se procenila njihova pogodnost za primenu u biosnimanjima. Nakon ovakve karakterizacije, 

urađene su studije in vitro i ex vivo biosnimanja sa ćelijama kancera fluorescentnom konfokalnom 

mikroskopijom i mikroskopijom širokog polja. 
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   2. Teorijski deo 

 

 Luminescentni neorganski nanomaterijali, nanofosfori, su kristalne nanostrukture koje 

emituju zračenje u vidljivom, infracrvenom ili/i ultraljubičastom delu spektra nakon ekscitacije 

spoljašnjim izvorom energije u vidu elektrona ili fotona [37]. Nanofosfori se sastoje od matrice, 

jednog hemijskog jedinjenja domaćina, u kojoj su dopirani luminescentni centri u vidu jona retkih 

zemalja ili prelaznih metala. Prvi fosfori bili su sintetisani na bazi binarnih jedinjenja sulfida i 

oksida, kao što su cink-sulfid (ZnS), kadmijum-sulfid (CdS), olovo-sulfid (PbS), cink-oksid (ZnO), 

kadmijum-oksid (CdO) ili kalcijum-volframat (CaWO4) [38, 39]. Međutim, glavni nedostatak ovih 

fosfora bila je sinteza na visokim temperaturama iz toksičnih jedinjenja, ali i hemijska nestabilnost i 

emisija otrovnih gasova tokom rada. U potrazi za hemijski i termički stabilnijim materijalima, 

prešlo se na razvoj novih tipova fosfora na bazi ternarnih jedinjenja, aluminata, silikata i fosfata, 

kao što su cink-aluminat (ZnAl2O4), magnezijum-silkat (MgSiO3) i kalcijum-fosfat (Cax(PO4)2) [38, 

39]. Posebno, kalcijum-fosfati su se pokazali kao izrazito hemijski stabilni, netoksični i kao odlične 

matrice za dopiranje jona retkih zemalja i prelaznih metala [1]. Pored ovih pogodnih hemijskih i 

strukturnih osobina, u oblasti bio-medicine posebno interesantne osobine kalcijum-fosfata su 

izražena biokompatibilnost, bioaktivnost i osteokonduktivnost [1].  

 

 Luminescentni materijali na bazi fluorapatita poslednjih decenija su privukli veliku pažnju 

istraživača zbog mogućnosti širokog spektra aplikacija [40-43]. Sintetički haloapatiti, komercijalno 

nazvani fluorapatit i hlorapatit, ko-aktivirani Sn3+ i Mn2+ bili su jedan od prvih fosfora primenjenih 

u fluorescentnim lampama [40, 41]. Jedna od glavnih karakteristika kristala apatita jeste kapacitet 

strukture da podnese mnoge jonske supstitucije. Kristalna struktura fluorapatita je potencijalno bitan 

matriks za optički aktivne trovalentne jone retkih zemalja, zbog jako izraženog kristalnog polja koje 

omogućava luminescentne prelaze elektronima iz f orbitala [40]. Zbog svih ovih osobina fluorapatit 
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dopiran jonima retkih zemalja je našao primenu u UV lampama, LED diodama u displej i plazma 

televizorima i laserima [40-43].  

 

 Fluorapatit, zajedno sa hidroksiapatitom, se primenjuje kao biomaterijal za reparaciju 

koštanog tkiva jer ima sličnu strukturu kao neorganska komponenta kostiju i zuba kod živih 

organizama [44, 45]. U odnosu na hidroksiapatit ima bolje fizičko-hemijske osobine, kao što su 

visoka temperatura topljenja, slaba rastvorljivost u kiselinama, otpornost na koroziju [9]. 

Zahvaljujući prisustvu F- jona fluorapatit pokazuje veću stabilnost u odnosu na hodroksiapatit, ali i 

antibakterijska svojstva [44, 45]. Fluorapatit dopiran jonima retkih zemalja i prelaznih metala se 

poslednjih godina intenzivno ispituje kao nanomaterijal za primenu u bio-medicini za 

bioobeležavanja, biosnimanja i terapije mnogih bolesti [1-5]. Dosta je istraživanja koja kao matrice 

za izgradnju nanofosfora za biosnimanja i dopiranje retkih zemalja, ispituju jedinjenja NaYF4, 

NaGdF4 i LaPO4, ali kako nisu slična biološkom tkivu kao fluorapatit, njihova biološka primena je 

upitna [46, 47]. Fluorapatit je zato izuzetno značajan kao domaćin za dopiranje retkih zemalja i 

izgradnju multifunkcionalnih kontrastnih agenata koji se mogu primeniti u bio-medicini za ranu 

dijagnostiku, praćenje progresije bolesti i tretman. Pogotovo rana dijagnostika je od krucijalnog 

značaja u lečenju kancera, kako bi tretman bio više efektivan, manje invazivan i sa značajno 

redukovanim štetnim efektima. Tradicionalnim tehnikama medicinskih biosnimanja za postavljanje 

tačne dijagnoze potrebno je više od milion malignih ćelija, dok se od idealnog molekulskog 

biosnimanja očekuje pravilna dijagnoza ranog stadijuma tumora u proseku sa 100 do 1000 ćelija 

[12]. 

 

 Tehnike za biosnimanja su esencijalni alat u bio-medicinskim istraživanjima bioloških 

fenomena in vitro i in vivo. Medicinska biosnimanja se standardno vrše metodama kao što su 

rendgenski kompjuterizovana tomografija (eng. X-ray computed tomography, CT), pozitronska 

emisiona tomografija (eng. positron emission tomography, PET), jedno-fotonska emisiona 

kompjuterizovana tomografija (eng. single photon emission computed tomography, SPECT), kao i 

magnetna rezonanca (eng. magnetic resonance imaging, MRI). Dok CT, PET i SPECT spadaju u 

radio-dijagnostičke tehnike koje za stvaranje slike koriste radiofarmaceutike, za MRI je potrebna 

velika koncentracija kontrastnih agenata kako bi se dostigao željeni nivo rezolucije snimka [48]. 

Fluorescentna mikroskopija je metoda koja se do sada najčešće koristila za in vitro studije i ex vivo 

verifikacije, a poslednjih godina i za in vivo biosnimanja [48]. Glavnu ulogu u obeležavanju ćelija i 

amplifikaciji fluorescentnog signala kod fluorescentne mikroskopije imaju luminescentne 

nanočestice. Razvoj nanotehnologije doveo je do mogućnosti sinteze novih luminescentnih 

multifunkcionalnih materijala, koji mogu zameniti tradicionalne fosfore i unaprediti tehnike koje se 
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primenjuju u oblasti bioloških i medicinskih biosnimanja. Kako su se fluorescentni mikroskopi i 

laseri koji se koriste za biološka ispitivanja vremenom razvijali, došlo je do potrebe i za razvojem 

novih kontrastnih agenata od standardno primenjenih organskih boja i kvantnih tačaka. Pre svega, 

razlog za njihovu zamenu su nedostaci. Tradicionalne organske fluorofore imaju malu stabilnost, 

loše kontraste i kratko vreme trajanja luminescencije, dok kvantne tačke koje su ih nasledile su vrlo 

toksične, podložne fotooksidaciji i tzv. treperavoj luminescenciji, što sve ograničava njihovu 

biološku primenu. Poslednjih deset godina fluorapatiti dopirani lantanoidnim jonima sa down-

konverzionom (Eu3+) i up-konverzionom (Yb3+/Ho3+) luminescencijom su privukli veliku pažnju u 

oblasti bio-medicine s obzirom na njihovu fotostabilnost, velike kontraste i nisku toksičnost. 

Takođe, dopiranja drugih jona retkih zemalja, pogotovo onih koji će imati i ekscitaciju i emisiju u 

vidljivom delu spektra, kao što je Pr3+, još uvek je neistraženo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2.1. (a) Šematski prikaz penetracije svetlosti različitih talasnih dužina (od UV do IR oblasti) 

kroz kožu i tkivo. (b) Transfer energije kod različitih modela luminescencije down-konverziona 

(DC) pod dejstvom UV svetlosti, multifotonska down-konverziona (MDC) ekscitovana u vidljivoj 

oblasti spektra i up-konverziona (UC) ekscitovana u IR oblasti (modifikovano u odnosu na [48]). 
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 Down-konverziona (DC) luminescencija je nelinearna optička pojava tokom koje se 

apsorbuje visokoenergetski foton (iz UV oblasti), a emituju se dva fotona niske energije uključujući 

Stokesova pomeranja (Slika 2.1.b). Kada je ekscitacija u UV oblasti, ćelije i tkiva mogu imati 

mnogo svojih fluorescentnih komponenti, što rezultira neželjenom fluorescencijom u pozadini 

poznatom kao auto-fluorescencija. Takođe moguće je i fatalno oštećenje ćelija pod dejstvom UV 

svetlosti. Pobuđivanje nanočestica up-konverzije sa infracrvenim laserom omogućava duboku 

penetraciju u tkiva (Slika 2.1.a), sposobnost multiplikovanja i izbegavanje auto-fluorescencije tkiva 

i moguće oštećenje ćelija [48]. Up-konverzija uključuje anti-Stokesovo pomeranje pretvaranjem 

fotona niske energije u fotone visoke energije (Slika 2.1.b). Zbog toga su i nanočestice up-

konverzije korišćene u biosnimanjima reparacije koštanog tkiva i praćenja regeneracije kostiju. 

Jedan od ciiljeva ove disertacije je da pokaže da je moguće i u vidljivoj oblasti spektra postići 

neinvazivne multifotonske emisije za biosnimanja, ukoliko se koriste ultra brzi laseri za 

ekscitovanja u vidljivoj oblasti spektra i detektori za oštru kvantifikaciju dobijene emisije. Kao 

modeli za testiranje dobijenih multifotonskih nanokristala PrFAP-a odabrane su ćelije kancera kože 

i pluća. 

 

2.1. Kristalna struktura fluorapatita 

 

 Apatiti imaju opštu formulu jedinične ćelije Ca10(PO4)6X2, gde obično komponentu X 

predstavljaju anjoni fluora (F-), hlora (Cl-) i hidroksilne grupe (OH-). Vrsta prisutnog anjona i 

pozicija koju zauzima u kristalnoj rešetki određuje tip apatita. Tako da su fluorapatit [Ca5(PO4)3F], 

hlorapatit [Ca5(PO4)3Cl] i hidroksiapatit [Ca5(PO4)3OH] (svaki sa z = 2 (dve molekulske formule)) 

tri faze ovih minerala koje se javljaju u prirodi. Najzastupljenija faza u prirodi je fluorapatit i čini 

oko 95% apatitnih stena [49]. Apatiti su podložni različitim izomorfnim supstitucijama, pa se 

kompozicija apatita u prirodi razlikuje od ovih idealnih kompozicija. Rešetka apatita je tolerantna 

na supstitucije u kojima mogu biti zamenjeni i anjoni X- i katjon Ca2+ i PO4
2-

 grupa [49].  

 

 Kao što su mnogi autori pokazali, zaključno sa Hughes-om i saradnicima, struktura apatita 

može da se opiše kao heksagonalna mreža sastavljena od PO4 tetraedara sa kalcijumom u 

intersticijalnim položajima i kolonama X anjona orjentisanim duž kristalografske ose c (Slika 

2.1.1.) [49-55]. Mesto u kolonama kod fluorapatita zauzimaju anjoni fluora (F-). Podaci dobijeni 

rendgenskom difrakcionom analizom su pokazali da pored toga što apatiti kristališu heksagonalno 

(prostorne grupe P63/m, P63, P6) mogu da kristališu i triklinično (prostorna grupa P1), 

monoklinično (prostorne grupe P21, P21/m) kao i romboedarski (prostorna grupa P3) [50]. 
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Slika 2.1.1. (a) Heksagonalna jedinična ćelija FAP-a. (b) Pogled odozgo na centralni F atom u 

trouglovima formiranim od Ca2 atoma [51]. 

 

 Fluorapatit (FAP), Ca5(PO4)3F, je najstabilnija apatitna faza, najmanje rastvorana i najtvrđa 

od svih apatitskih struktura. Na skali po Mosu tvrdoća je 5. FAP kristališe heksagonalno u 

prostornoj grupi P63/m (broj 176) sa parametrima jedinične ćelije a = 9,367(1) Å, c = 6,884(1) Å, z 

= 2 [50]. Ovi parametri jedinične ćelije u mnogome zavise od postupka sinteze. Strukturu FAP-a 

izgrađuje deset atoma kalcijuma rospoređena u dva simetrijski različita kristalografska položaja 

Ca1(4f) i Ca2(6h) [50]. U položaju Ca1(4f) svaki atom kalcijuma je okružen sa devet atoma 

kiseonika koji potiču od PO4 grupa, a pritom se sami Ca joni međusobno povezuju u kolone 

paralelne kristalografskoj c-osi (Slika 2.1.1.a). Preostalih šest atoma kalcijuma se nalaze u položaju 
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Ca2(6h) i grade jednakostranične trouglove oko ose na z = 1/4 i z = 3/4 u okviru ogledalskih ravni. 

Za razliku od položaja Ca1, atomi kalcijuma u položaju Ca2 su okruženi sa šest atoma kiseonika 

koji potiču od PO4 grupa iz okruženja i sa jedanim F atomom smeštenim u kanalu. Ovi F- joni su 

smešteni u centru Ca2 trougla (6h položaj) u ogledalskim ravnima na z = 1/4 i z = ¾ (Slika 2.1.1.b). 

 

Kristalna rešetka apatita je formirana od tri vrste poliedra, u kojima dolazi do promena onda 

kada se promene anjonski članovi u kolonama. Ova tri poliedra su prikazana na Slici 2.1.2. a, b, c. 

Fosfor se u apatitu javlja u tetraedarskoj koordinaciji sa centralnim P atomom u 6h specijalnom 

položaju (Slika 2.1.2.a) [49]. Atom fosfora (naelektrisanje: +5) kao centar gravitacije je povezan sa 

4 atoma kiseonika (naelektrisanje: -2). Različiti anjoni koji mogu biti u kolonama, imaju bitan uticaj 

na ovaj rigidni poliedar. To se pre svega odnosi na supstituciju anjona F- sa anjonima tipa OH-, Cl-, 

CO3
2-. 

 

 Deset kalcijumovih jona se u jediničnoj ćeliji javlja u obliku dva različita poliedra Ca1O9 i 

Ca2O6F. Ca1O9 poliedar sa centralnim katjonom u 4f (1/3, 2/3, z) položaju je koordinisan sa devet 

atoma kiseonika u rasporedu u trokapoj trigonalnoj prizmi [49]. Ca1 sa vrednošću z blizu 0 i ½ 

vezan je za šest ovih kiseonikovih atoma (3xO1, 3xO2) u ravnima ½ jedinične ćelije iznad i ispod 

centralnog katjona formirajući trigonalnu prizmu. Preostala tri kiseonikova atoma (3xO3), 

koplanarna sa Ca1, su povezana kroz prizmu formirajući trokapu trigonalnu prizmu. Slika 2.1.2.b 

prikazuje superpoziciju poliedra Ca1 i njegovih liganada za sve tri faze apatita. Ca1 poliedar 

pokazuje mali odgovor na prisustvo različitih anjona u koloni ove tri faze apatita.  

 

 U Ca2O6X poliedaru, Ca2 u specijalnom položaju 6h u prostornoj grupi P63/m vezuje šest 

kiseonikovih atoma (O1, O2 i 4xO3) i jedan anjon u koloni X [49]. Glavni odgovor strukture na 

supstitucije tri anjona u koloni javlja se u ovom poliedru. Slika 2.1.2.c prikazuje superpoziciju Ca2 

poliedra za fluorapatitnu fazu. U poliedru Ca2 katjoni formiraju jednakostranične trouglove u 

okviru ravni na z = 1/4 i z = 3/4. Svaki od ova tri kalcijumova atoma u uglovima trogla je povezan 

sa centralnim anjonom u (00z) koloni. Fluor, najmanji od sva tri anjona, leži u ravni na z = 1/4, 3/4 

(u 0,0,1/4 i 0,0,3/4) sa Ca2-F vezama u (001).  

 

 Joni F- se povezuju jedni sa drugima u koloni (d(F-F) = 3.44 Å), i okruženi su međusobno sa 

3 Ca2 katjona (d(F-Ca2) = 2.463 Å) koji formiraju trougao u istoj ogledalskoj ravni [52, 53]. Ova 

pozicija F- jona daje stabilnost apatitnoj strukturi i čini je pogodnom matricom za dopiranje 

luminescentnih jona. 
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Slika 2.1.2. (a) Tetraedar PO4 sa okruženjem u apatitnoj kristalnoj rešetki. (b, c) Ca1O9 i Ca2O6F 

poliedri za fluorapatitnu strukturu. (d) Povezivanje F atoma u koloni okruženih Ca2 atomima [54]. 

 

 Kombinovanjem tri poliedra formira se apatitna mreža (Slika 2.1.3.) kada se prethodno 

atomi Ca1 povezuju duž c-ose u koloni i to tako što se povezuju iznad i ispod preko tri kiseonikova 

atoma koja leže u ogledalskim ravnima. Sa jedne strane nalaze se tri atoma kiseonika Ol na 2.397(1) 

Å, a sa druge strane tri O2 atoma na 2.453(1) Å. Ove kolone formirane od Ca jona i njihovi 

koordinacioni atomi kiseonika se povezuju međusobno sa PO4 tetraedrima, tako da tri atoma 

kiseonika (dva O3 i jedan Ol ili O2) dolaze od jedne kolone, a četvrti (O2 ili Ol, redom) iz susedne 

kolone.  

 

 Rezultat ovakvog povezivanja sa atomom fluora na položaju (00z) jeste formiranje mreže 

fluorapatita koja je predstavljena na Slici 2.1.3. 

 

 Jedinična ćelija FAP-a se sastoji od 7 neekvivalentnih atoma: F, Ca1, Ca1, P, O1, O2 i O3. 

Prema Internacionalnm kristalografskim tablicama simetrijski položaji neekvivalentnih atoma 

prikazani su u Tabeli 2.1.1. 
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Slika 2.1.3.  Raspored atoma u kristalu fluorapatita projekcija na (001) (2x2 ćelije - pogled [0001]). 

P atom je žuto obojen, O atomi su crveni, Ca1 plave boje, Ca2 bele boje i F atom zelene boje [54]. 

  

 

Tabela 2.1.1. Simetrijski položaji neekvivalentnih atoma u FAP-u u prostornoj grupi P63/m [54]. 

 

Atom Multiplicitet i Wyckoff 

 simbol 

Kristalografski podaci 

F 2a (0;0;¼)   (0;0; ¾) 

Ca1 4f (1/3;2/3;z) (2/3;1/3;z) (2/3;1/3;z+1/2) (1/3;2/3;1/2-z) 

Ca2 

P 

O1 

O2 

 

6h 

 

(x;y;1/4)  (1-y;x-y;1/4)  (y-x;1-x;1/4) 

(1-x;1-y;3/4)  (y;y-x;3/4)  (x-y;x;3/4) 

 

O3 

 

12i 

(x;y;z)  (1-x;1-y;1-z)  (1-x;1-y;1/2+z)  (x;y;1/2-z) 

(1-y;x-y;z)  (y;y-x;1-z)  (y;Y-x;1/2+z)  (1-y;x-y;1/2-z) 

(y-x;1-x:z)  (x-y;x;1-z)  (x-y;x;1/2+z)  (y-x;1-x;1/2-z) 

 

  

Prostorna grupa fluorapatita P63/m (ili C6h
2 prema Schöenflies-ovom obeležavanju koje se 

koristi u spektroskopiji) opisuje opšte pozicije atoma unutar jedinične ćelije i stoga omogućava 

izgradnju položaja atoma jedinične ćelije polazeći samo od četiri jona: F-, Ca12+, Ca22+ i PO4
3-. 

Poznavanje ovakve simetrije nije samo korisno za razumevanje same strukture fluorapatita, već i za 

detekciju apatitnih faza, strukturnih modifikacija indukovanih supstitucijama, te tako i razumevanje 

ponašanja biološkog i sintetičkog kalcijum fosfata.  
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2.2. Supstitucije u kristalnom matriksu fluorapatita 

 

 Kristalna rešetka fluorapatita je tolerantna na različite izomorfne supstitucije, pa se 

kompozicije minerala fluorapatita u prirodi razlikuju od ovih idealnih kompozicija razmatranih u 

prethodnom poglavlju. Najčešći oblik supstitucije koji se sreće naziva se Tip-A supstitucija. Ovakav 

tip supstitucije se odnosi na supstituisanje pozicije F- anjona sa drugim jednovalentnim ili 

dvovalentnim anjonoma (tipa Cl-, OH-, CO3
2-…), ali i neutralnim molekulima (H2O, O2). Takođe, 

Tip-A supstitucija se odnosi i na supstitucije pozicije Ca2+ jona u FAP strukturi sa jednovalentnim, 

dvovalentnim i trovalentnim  katjonima (Na+, Cu2+, Eu3+...). Druga vrsta supstitucije FAP rešetke je 

Tip-B supstitucije i odnosi se na supstituisanje pozicije PO4
3- grupe najčešće CO3

2- grupama, ali i  

kompleksnim anjonima tipa MO4
3-. Konačno, neki dopanti, kao što su Sb3+ i Mn2+, ne vrše 

supstituciju FAP strukture u određenom položaju već se javljaju u specijalnim pozicijama koje 

modifikuju kristalnu strukturu.  

 

 Vrlo često se kod apatita javlja i tzv. spregnuta supstitucija koja podrazumeva zamenu jona 

istog naelektrisanja (pozitivnog ili negativnog), ali različitog oksidacionog stanja, pri čemu se 

elektroneutralnost postiže formiranjem vakansi ili zamenom jona suprotnog naelektrisanja [50]. Sve 

ove supstitucije apatita postoje u prirodi i većina njih se može reprodukovati i u laboratorijskim 

uslovima.  

 

2.2.1 Tip A-supstitucija 

 

 Tip-A supstitucija je u prirodi najčešći vid supstitucije i podrazumeva pre svega zamenu F- 

anjona drugim jednovalentnim anjonima kao što su OH- ili Cl-. Ovi anjoni pošto su veći od F- ne 

mogu da leže u rigidnoj ogledalskoj ravni definisanoj od strane Ca2 atoma, već su povezani sa Ca2 

atomima ispod ili iznad ogledalske ravni. Supstituent X- neće biti baš u centru jednakostraničnog 

trougla od Ca2 atoma, na z = ¼ ili z = ¾, već se podvrgava pomeranju sa ovog položaja duž kolone 

anjona. Ovakvo pomeranje narušava lokalnu P63/m simetriju i smatra se da su ova ogledalski-

simetrična položaja ispod ili iznad ustvari polu-zauzeta, što hlorapatitu i hidroksiapatitu daje u 

proseku heksagonalnu P63/m simetriju. Ovo pomeranje varira prema vrsti supstituenta. Pa će tako u 

OHAP atom kiseonika iz hidroksilne grupe biti ispod ili iznad mesta položaja F- u trouglu Ca2 na 

0,3 Å (0;0;0.196), što dovodi do lokalnog poremećaja u rešetki. Kada je kompozicija OHAP 

približna stehiometrijskoj, hidroksilni joni su uvek u ovim pozicijama, a prostorna grupa postaje 

P21/b sa pseudo-heksagonalnom strukturom (b = 2a,  = 120o) kao što je ilustrovano na Slici 2.2.1. 

[53, 54]. 
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Slika 2.2.1. Prikaz mogućih položaja anjona u heksagonalnoj apatitnoj strukturi u sve tri apatitne 

faze. (a) Ravni predstavljaju ogledalske ravni na z = 1/4 i 3/4, od kojih svaka sadrži trougao od Ca2 

atoma (povezanih "vezama"). (b) F atom je u sredini trougla na (0,0,1/4). Cl atom je pomeren ispod 

ravni ogledala na z = 3/4, a O atom (iz OH) pomeren je iznad te ravni [55]. 

 

 U stehiometrijskom hlorapatitu (ClAP) na isti način će Cl- joni izvršiti supstituciju F- u 

položaju (0,0,0.444), a pritom dolazi do stvaranja vakansi na c-osi i prostorna grupa postaje P21/b. 

U zavisnosti od stepena supstitucije F- dolazi do lokalnih poremećaja sa mogućim transformacijama 

heksagonalne strukture (prostorne grupe P63/m) u monokliničnu (prostorne grupe P21/b) [53, 54]. 

Okruženje položaja anjona će pretrpeti izvesne poremećaje u zavisnosti od stepena supstitucije, pa 

će doći do porasta parametra a i smanjenje parametra c. Tada ne dolazi do gubitka PO4
3- grupa ili 

Ca2+ jona, ali dolazi do promene njihovih kristalografskih pozicija ne bi li se sačuvale Ca-X veze i 

kompenzovao disbalans zbog supstitucije. 

 

 Kada se F- supstituiše anjonima tipa Y2- (Y = O, CO3), u jediničnoj ćeliji će biti 

supstituisana dva F- jona sa jednim ili više Y2- jona [53]. Ova supstitucija može da dovede do 

narušavanja balansa naelektrisanja, što će biti kompenzovano sa nastankom vakansi na položaju F- 

jona ili u nekom slučaju sa gubitkom ose rotacije 63 (eng. screw-axis 63). Ove vakanse na položaju 
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F- jona mogu se pojaviti i kako bi kompenzovale gubitak jednog ili više Ca2+ jona. 

 

 Zamena F- anjona neutralnim molekulima (H2O, O2, Ar, CO2) takođe je moguća [56]. 

Ukoliko dođe do supstitucije F- anjona neutralnim molekulima, to onda podrazumeva i malo 

povećanje vrednosti parametra na a-osi. Međutim, supstitucija neutralnim molekulima (npr. H2O ili 

O2) postoji samo u nekoliko posebnih uslova, kao što je na primer kod hidratacije gleđi [56, 57]. 

 

 Supstitucije Ca2+ jona su najčešće prisutne u industrijskim aplikacijama, kada se fluorapatiti 

dopirani jonima prelaznih metala ili retkih zemalja koriste kod izrade fluorescentnih lampi. U 

zavisnosti od položaja u kom je izvršena supstitucija Ca2+, pronađena su tri tipa supstitucije 

kalcijumovog jona. Tako Ca2+ može biti supstituisan u položaju Ca1 ili Ca2, ili u oba položaja. 

Generalno, ukoliko supstituent nema naelektrisanje ekvivalentno 2+, doći će do pomeranja u 

položaju Ca2 čime će ova pozicija biti narušena. Ako je supstituent u obliku M2+, tada supstitucija 

zavisi od relativne veličine supstituenta i Ca2+ jona. Prema Kreidler-u, radijus jona koji vrši 

supstituciju Ca2+ jona može biti između 0.95 i 1.35 Å [58]. 

 

 Supstitucija Ca2+ jednovalentnim katjonima (K+, Na+) dešava se često na položaju Ca1, 

stvarajući vakansu na položaju F- i ponekad na položaju Ca1. Generalno veći katjoni imaju veći 

afinitet prema položaju Ca1 [59]. 

 

 Ako je supstituent dvovalentni katjon (npr. Sr2+, Pb2+, Mg2+), prvenstvo supstitucije će imati 

položaj Ca2 [60]. Pritom, primećeno je da ne dolazi do gubitka PO4
3- jona i stepen izmene je 

generalno mali. Prisustvo dopanta izaziva kontrakcije c-ose i povećanje parametara a-ose, kao i 

mala pomeranja različitih atoma. Ako je stepen supstitucije 1/1, kristalna struktura neće biti 

narušena sa mogućim poremećajima u naelektrisanju, već je primećeno povećanje rastojanja Ca2-O 

veza. 

 

 Na isti način, ukoliko su supstituisana oba položaja Ca2+ (Ca1 i Ca2) sa Pb2+ ili sa Cd2+ 

kristalna rešetka neće pretrpeti nikakvu veliku strukturnu promenu [61, 62]. Jedino je primećeno 

povećanje parametara jedinične ćelije i rastojanja M-O. Sa druge strane, supstitucija dvovalentnih 

katjona samo u položaju Ca1 ima mnogo konsekvenci po kristalnu strukturu. Substitucija Ca1 

položaja sa Mn2+ isključuje bilo koje druge Mn2+ jone iz ćelije u Ca2 položaju, izazivajući nastanak 

vakanse u položaju F- jona. Određeni broj atoma kiseonika O3 će biti pomeren sa njihovih položaja, 

uz gubitak ogledalske ravani. Kristalna simetrija će biti narušena, a prostorna grupa postaje P63. 
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Zato se smatra da Mn2+ katjoni vrše supstitucije FAP rešetke u specijalnim pozicijama. 

 

 Supstitucija Ca2+ sa trovalentnim katjonima (Sb3+, Nd3+) se relativno retko sreće u prirodi, 

ali se zato ova vrsta supstitucije često koristi u industriji za izradu fluorescentnih lampi [63, 64]. 

Ukoliko je stepen supstitucije veoma mali (<2%), prvenstveno će biti supstituisani položaji Ca2 a 

kristalna rešetka će gubitkom PO4
3- jona kompenzovati disbalans naelektrisanja. Dopiranje 

trovalentnih katjona uzrokuje smanjenje vrednosti parametara c-ose, i povećanja na a-osi. Međutim, 

kada je stepen izmene veći, zamena Ca2+ sa trovalentnim katjonima je praćena i supstitucijom F- sa 

dvovalentnim anjonima i/ili supstitucija Ca2+ sa jednovalentnim katjonom. Konkretno, mehanizam 

izmene je 2Sb3+ za 3 susedna Ca2+ na položaju Ca1. Kako bi se kompenzovao disbalans dolazi do 

raseljavanja položaja Ca1 jona i rotacija, ili gubitka PO4
3- grupa. Pa se kaze da Sb3+ katjoni vrše 

supstituciju u specijalnim pozicijama. 

 

 Joni retkih zemalja (REE3+) mogu izvršiti supstitucije u oba katjonska položaja Ca1 i Ca2. 

Kompenzacija naelektrisanja koja je neophodna kod ove supstitucije nije još uvek dobro shvaćena i 

još uvek je predmet istraživanja. Dosadašnja istraživanja su pokazala da kompenzacija 

naelektrisanja pri supstituciji Ca2+ sa trovalentnim katjonima retkih zemalja se može predstaviti 

sumirano u sledećim jednačinama [65]: 

 

REE3+ + Si4+ = Ca2+ + P5+; 

                                   Ca10-xREEx(P1-xSixO4)6A2                                (1) 

 

REE3+ + Na+ = 2Ca2+; 

                                    Ca10-2yNayREEy(PO4)6A2                                 (2) 

   

REE3+ + O2- = Ca2+ + A2-; 

                                    Ca10-zREEz(PO4)6A2-zO2                                  (3) 

 

2REE3+ + vakansa = 3Ca2+; 

                                  Ca10-3wREE2w vakansaw(PO4)6A2                         (4) 
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 Generalno, najčešće ispitivani Eu3+ katjon će supstituisati FAP rešetku u Ca2 položaju sa 

supstitucijama F- sa O2- anjonima zbog balansa naelektrisanja, ali i mogućim stvaranjem vakanse 

(F2n)- [66]. Spektroskopska studija Eu3+ u prirodnom apatitu je pokazala da će Eu3+ katjon okupirati 

Ca1 poziciju, a da će kompenzacija naelektrisanja biti postignuta supstitucijom Ca2 pozicije sa Na+ 

jonom kao nečistoćom. Menhanizam supstitucije će biti 2Ca2+ = Eu3+ + Na+. Postoje i studije koje 

su pokazale da afinitet supstitucije Eu3+ za određenu poziciju zavisi i od metode dobijanja 

materijala [67].  

 

 U slučaju ko-dopiranog FAP-a, sistemom katjona Yb3+/Ho3+, pretpostavljeno je da se u 10 

jediničnih ćelija nalazi po 13 Yb3+ i 2 Ho3+ [3]. Pritom, svaka sadrži bar jedan Yb3+, a samo dve 

sadrže i Yb3+ i Ho3+. Balans naelektrisanja se postiže formiranjem vakanse na Ca2+ poziciji, kao i 

supstitucijom F- sa O2-. Može biti i prisutan mali broj Na+ katjona da kompenzuje disbalans 

naelektrisanja nastao unosom trovalentnih katjona. 

 

2.2.2. Tip-B supstitucija 

 

 Supstitucija PO4
3- grupe supstituentima kao što su anjonski kompleksi tipa AsO4

3-, SiO4
2-, 

SO4
2- ili CO3

2- se naziva Tip-B supstitucija.  

 

 Kada je supstituent tipa MO4
3- (M = V, As, Mn, Cr...), supstitucija može biti parcijalna ili 

kompletna, kada dolazi do malog povećanja parametra a-ose i c-ose, kao i opadanja vrednosti 

odnosa c/a [58, 59]. Da bi se očuvala heksagonalna P63/m struktura, prema Kreidler-u, radijus 

atoma M mora biti između 0.29 i 0.6 Å [58]. Međutim, supstitucija PO4
3- često podrazumeva i neke 

nepravilnosti u kristalnoj strukturi, što dovodi do gubitka heksagonalne simetrije i nastanka tzv. 

pseudo-heksagonalne strukture. 

 

  Iako je mineralna komponenta kostiju primarno apatit supstituisan karbonatnim jonima, 

mehanizam supstitucije karbonatnih jona u apatitu je i dalje nerazjašnjen. Karbonatni joni mogu 

supstituisati u apatitnoj rešetki PO4
3- pozicije (B-tip karbonatnog apatita) i F- jone koji se nalaze u 

kolonama duž c-ose (A-tip karbonatnog apatita). Karbonat u mineralima kostiju je primarno B-tipa, 

sa veoma malim količinama A-tipa. Za sintezu A-tipa karbonatnog apatita su potrebne metode na 

visokim temperaturama, dok B-tip karbonatne supstitucije apatita nastaje na niskim temperaturama 

[68]. 

 

Zamena PO4
3- sa CO3

2- je uglavnom praćena sa gubitkom jednog F- jona i jednim ili 
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nekoliko Ca2+ u položaju Ca2, kako bi se kompenzovao disbalans naelekstrisanja [59]. Ovo je 

praćeno povećanjem parametara c, i kontrakcijama parametara a rešetke. Čak je i način supstitucije 

nejasan, jer se prvo mislilo da CO3
2- zauzima položaj PO4

3-. Ova teorija je odbačena, jer se smatralo 

da anjoni CO3
2- ne mogu da zauzimaju poziciju na osi rotacije 6, zbog njenog sternog prostora. 

Kasnije, zbog veza P-O, druga studija je tvradila da CO3
2- joni naginju c-osi i da zauzimaju jedno 

od tetraedarskog položaja PO4
3-. Drugi autori su predložili supstituciju, na primer 3PO4

3- jona sa 

4CO3
2-, ali ni ova zamena još uvek nije u potpunosti dokazana [59].  

 

2.3. Fenomen luminescencije fluorapatita dopiranog retkim zemljama 

 

 Luminescencija minerala fluorapatita privukla je veliku pažnju minerologa od kada je 

detektovano da pod dejstvom UV zračenja emituju “hladnu“ svetlost. Luminescencija je objašnjena 

kao posledica prisustva defekata i pre svega elemenata aktivatora u kristalnoj rešetki minerala 

fluorapatita. Osnovno razumevanje fenomena luminescencije može dati objašnjenja o nastanku 

minerala, kao i detalje o strukturnim i hemijskim osobinama. 

 

 Luminescencija je emisija elektromagnetnog zračenja od strane materijala, mahom vidljive 

svetlosti, koja sledi posle prethodne apsorpcije energije fotona ili elektrona [37]. Glavni mehanizam 

za većinu tipova luminescencije je u osnovi isti, to je interakcija spoljašnje energije sa elektronima 

u materijalu. Jedano od najvećih naučnih otkrića prošlog veka je da energetski nivoi u atomu mogu 

imati samo diskretne, specifične vrednosti, jer su u stvari kvantovani. Pošto ovi energetski nivoi 

imaju diskretne vrednosti, energetska razlika između nivoa, je takođe kvantovana, što daje osnovu 

na kojoj se bazira objašnjenje mehanizama luminescencije u mineralima. U zavisnosti od načina 

pobuđivanja materijala, razlikujemo nekoliko vrsta luminescencije: fotoluminescencija (izvor 

ekscitacije UV i vidljiva svetlost), katodoluminscencija (elektroni), jonoluminescencija (joni), 

rendgenoluminescencija (X-zraci), hemiluminescencija (hemijske reakcije), termoluminescencija 

(toplota posle dejstva radioaktivnosti), bioluminescencija (hemijske reakcije u živim organizmima) 

i elektroluminescencija (struja). U samom nazivu fenomena luminescencije, prefiks (foto, jono, 

rendgeno itd.) označava metod kojim je izazvano pobuđivanje. 

 

 Luminescencija minerala uključuje elektronske procese fotofizičkih prelaza koji se dešavaju 

u strukturi minerala kada joni, atomi i molekuli apsorpcijom kvanta svetlosne energije prelaze u 

pobuđeno stanje. Ekscitovani molekuli mogu da se vrate u osnovno stanje putem neradijacionih 

prelaza, kada se u vidu fonona svetlost predaje drugim molekulima u rešetki. Drugi način predaje 

energije i povratak u osnovno stanje je putem radijacionih prelaza, kada se absorbovana energija 
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emituju u vidu svetlosti. Ova pojava se zove fotoluminescencija, i na osnovu vremena koje protekne 

od pobuđenog stanja do vraćanja u osnovno stanje deli se na fluorescenciju i fosforescenciju. Tačna 

definicija ova dva procesa se vrši preko selekcionih pravila, dozvoljenih i nedozvoljenih prelaza. U 

osnovnom stanju, upareni elektron ima dva moguća ekscitaciona nivoa. Elektron u pobuđenom 

stanju je uparen sa drugim elektronom u osnovnom stanju i on se putem fluorescencije vrlo brzo 

vraća (~10−8 s) u osnovno stanje prelazom dozvoljenim po spinu [69]. Kada elektron u pobuđenom 

stanju ima isti spin kao elektron u osnovnom stanju, tada se njegov prelaz u osnovno stanje dešava 

relativno sporo (od 1 ms do 1 s) putem fosforescencije. Kada molekul ima paran broj elektrona 

nalazi se u osnovnom singletnom stanju (S0). U ekscitovanom stanju elektron može da menja spin i 

tada je molekul u tripletnom stanju (T1). Pobuđena stanja se označavaju sa S1, S2, … (Slika 2.3.1.). 

 

 

Slika 2.3.1. Prelazi iz osnovnog singletnog i moguća pobuđena singletna ili tripletna elektronska 

stanja 

 

 Poljski fizičar Aleksandar Jablonsk je predložio dijagram pomoću kog se često objašnjava 

mehanizam fotoluminescencije, tzv. dijagrama Jablonskog. Na dijagramu (Slika 2.3.2.) su prikazana 

elektronska i vibraciona stanja molekula, kao i prelazi između njih. Apsorpcijom fotona iz UV-VIS 

opsega elektromagnetnog spektra od strane elektrona, molekul prelazi iz osnovnog stanja u jedno 

pobuđeno stanje S1 ili S2. Ukoliko se molekul ekscitovao do stanja S2, posle veoma brzih procesa 

interne konverzije i vibracione relaksacije (~10−12 s) prelazi u prvi vibracioni nivo prvog pobuđenog 

stanja S1. Tokom ovih procesa energija se predaje okolini. Usled sudara sa molekulima iz okoline 

dolazi do procesa vibracione relaksacije i prelaska na nulti vibracioni nivo prvog pobuđenog stanja 

S1. Na ovaj način postaje prvi vibracioni nivo singleta S1 najnaseljeniji i molekul može preći u 

osnovno elektronsko stanje fluorescencijom (radijacioni proces dozvoljen po spinu i traje 10-9 s) ili 

singletnim gašenjem (neradijacionim procesom). Ekscitacioni i emisioni spektar se odnose kao 
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predmet i lik u ogledalu. Ukoliko dođe do neradijacionog prelaza, emisioni spektar će biti pomeren 

ka većim talasnim dužinama kada dolazi do Stokesovog pomeranja. Takođe, luminescencija može 

da nastane i anti-Stokesovim mehanizmom, kada elektron sa već pobuđenog nivoa posle ekscitacije 

se dodatno pobuđuje (obično termalno) i prelazi na neki viši energetski nivo. 

 

 

Slika 2.3.2. Jablonski dijagram procesa fluorescencije i fosforescencije. Kada se ekscituju molekuli 

prelaze iz osnovnog stanja So u pobuđeno stanje S1 ili S2. Relaksacijom iz S1 stanja dolazi do 

fluorescencije, a relaksacijom iz T1 stanja dolazi do fosforescencije. 

 

 Molekul može unutrasistemskim prelazom da pređe u pobuđeno tripletno stanje T1, posle 

čega sledi brzi proces vibracione relaksacije na najniži nivo tripletnog stanja. Ukoliko pređe na 

osnovni nivo So radijacionim prelazom, elektron emituje foton u vidu fosforescencije, a vreme  

trajanja prelaza (~10−3 s) je obrnuto proporcionalno njegovoj verovatnoći. I u ovom slučaju je 

moguće da se vraćanje u So stanje odvija neradijacionim procesom tripletnog gašenja.  

 

 Fotoluminescencija koja se javlja kod nanofosfora na bazi neorganskih materijala se može 

podeliti na unutrašnju i na spoljašnju fotoluminescenciju [70]. Unutrašnja fotoluminescencija je 
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rezultat elektronskih prelaza unutar samog materijala (matrice) i može biti međuzonska 

fotoluminescencija, ekscitonska fotoluminescencija i rekombinaciona fotoluminescencija. 

Spoljašnja fotoluminescencija je rezultat elektronskih prelaza u materijalima u kojima postoje 

defekti ili unesene nečistoće u vidu jona aktivatora. Spoljašnja fotoluminescencija neorganskih 

materijala može se podeliti na nelokalizovanu (ekscitaciono-emisioni procesi se odvijaju preko 

elektrona i šupljina matrice) i na lokalizovanu (ekscitaciono-emisioni procesi su vezani za 

lokalizovan luminescentni centar u vidu unete nečistoće (dopant jon) ili neke vrste kreiranog 

defekata) [70]. 

 

 Nanofosfori na bazi neorganskih materijala u osnovi se sastoje od materijala domaćina 

(matrice) (eng. host material) i luminescentnog centra u vidu jona aktivatora (eng. activator). Na taj 

način joni aktivatora su okruženi jonima kristala matrice i formiraju luminescentne centre na kojima 

se dešavaju ekscitaciono-emisioni procesi [70]. Elektronska struktura atoma, koja je razlika između 

energetskih nivoa, upravlja njegovom sposobnošću da služi kao aktivator. Za postizanje što bolje 

efikasnosti luminescencije obično se dopira mala količina aktivatora u materijal matrice, reda 

veličine nekoliko atomskih procenata (mada može da ide i do 10 procenata). U nekim slučajevima 

aktivatori mogu biti i glavni konstituenti fosfornih materijala (npr. u mineralima). U najznačajnije 

aktivatore spadaju joni prelaznih metala (Mn2+, Fe3+, Cr3+ itd.) i joni retkih zemalja (Eu3+, Dy3+, 

Sm3+, Ce3+, Tm3+, Tb3+ itd.). Slika 2.3.3. prikazuje Dieke-ov dijagram energetskih nivoa 

trovalentnih jona retkih zemalja. Ovi energetski nivoi obuhvataju ultraljubičastu, vidljivu i 

infracrvenu oblast spektra. Talasna dužina emitovana od strane luminescentnog centra zavisi pre 

svega od vrste atoma aktivatora, njegove elektronske strukture, i od okruženja koje pruža kristalna 

matrica. Pored jona aktivatora nekada se fosforima dodaju i joni senzibilizatori (eng. sensitizer) 

kako bi se izvršio transfer energije. Dejstvom svetlosti na fosforni materijal, jon koji se prvi pobudi 

naziva se senzibilizator, a jon na koji se vrši transfer energije i koji potom emituje luminescenciju se 

naziva aktivator. Ukoliko se želi povećanje intenziteta anti-Stoksove emisije, mogu se dodati i 

različiti joni alkalnih metala (kao što je Li+ joni) pored aktivatora i senzibilizatora. 

 

Emisioni spektri fosfora koji su dopirani jonima retkih zemalja sastoje se od uskih, oštrih 

traka, dok fosfori dopirani jonima prelaznih metala daju spektre širokih emisionih traka [70]. Joni 

retkih zemalja koji popunjavaju 4f orbitale, koje su malog radijusa, zaštićeni su od spoljašnjeg 

uticaja atoma matrice i zbog toga zadržavaju slične optičke karakteristike u kristalnim rešetkama 

različitih matrica. Nasuprot njima, joni prelaznih metala popunjavanju 3d orbitale koje su velikog 

radijusa i izloženi su uticaju okolnih atoma matrice, tako da im optičke karakteristike u velikoj meri 

zavise od kristalne strukture matrice i značajno se razlikuju u odnosu na slobodne jone. 



 

St
ra

n
a2

1
 

 

 

 

Slika 2.3.3. Dieke-ov dijagram energetskih nivoa trovalentnih jona retkih zemalja 

 

 Kako bi se ispoljili luminescentni prelazi koje poseduju dopanti u vidu retkih zemalja, 

materijal domaćin treba da se pre svega odlikuje dobrim provodnim karakteristikama. Energija koja 

je potrebna za prelazak elektrona iz valentne u provodnu zonu mora biti veća od energije fotona 

koja se emituje sa luminescentnog centra. Dielektrični potencijal matrice domaćina treba da bude 
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reda veličine većeg od 1 MeVcm-1. Na taj način se onemogućava apsorpcija vidljive svetlosti i 

smanjuje intenzitet luminescencije usled rasejanja elektrona [71]. Takođe, materijal domaćin treba 

da bude termički stabilan, da se odlikuje velikom čvrstoćom i niskom rastvorljivošću u vodi, što su 

sve odlike fluorapatita koje su opisane u prethodnom poglavlju. 

 

2.3.1. Prazeodimijum jon (Pr3+) kao dopant 

 

Prazeodimijum spada u grupu retkih metala iz serije lantanoida, i uvek se u prirodi javlja u 

mineralima zajedno sa drugim metalima retkih zemalja [72]. To je duktilni metal sa tvrdoćom 

uporedivom sa srebrom, kao i bojom i veoma je cenjen zbog svojih hemijskih, magnetnih, 

električnih i optičkih svojstava. Veoma je reaktivan da bi se našao u elementarnom obliku, tako da 

se u prisustvu vazduha prevlači slojem zelenog oksida. Najlakše formira oksidaciono stanje +3, koje 

je jedino stabilno u vodenom rastvoru. Sa hladnom vodom reaguje vrlo sporo, a sa toplom vodom 

reakcija je brza pri čemu nastaje prazeodimijum-hidroksid. U čvrstim jedinjenjima može biti u 

oksidacionom stanju +4, a u nekim posebnim uslovima i +5. Vodeni joni Pr3+ su žuto-zelene boje, 

ali takođe istu boju daje staklima i keramici kada se koristi kao pigment za bojenje [73]. U 

industrijskim aplikacijama se koristi zbog njegove sposobnosti da filtrira žutu svetlost iz izvora 

svetlosti. Dopiranje Pr3+ u fluoridno staklo omogućava mu da se koristi kao jednomodalno optičko 

vlakno [74]. Silikatni kristali dopirani Pr3+ jonima korišćeni su za usporavanje svetlosnog pulsa od 

nekoliko stotina metara u sekundi [75]. Prazeodimijum kao sastojak dimidijum stakla absorbije UV 

zračenje pa se koristi za izradu naočara za zavarivače [73]. 

 

 Prazeodimijum je treći član serije lantanoida, i nalazi se između cerijuma i neodijuma u 

periodnom sistemu. Ima 59 elektrona koji su raspoređeni u konfiguraciji [Xe]4f36S2. Teoretski svih 

5 spoljnih elektrona mogu da se ponašaju kao valentni elektroni, ali aktivnost svih pet zahteva 

ekstremne uslove, tako da uglavnom ima tri valentna elektrona (retko u nekim jedinjenjima četiri). 

On je prvi lantanoid kod kog 4f orbitale imaju niži nivo energije od 5d orbitala. Prazeodimijum je 

paramagnetan na sobnoj temperaturi i za razliku od drugih lantanoida on je paramagnetan na svim 

temperaturama iznad 1 K [76]. Legure prazeodimijuma sa kobaltom i gvožđem su snažni stalni 

magneti koji se koriste za vetroturbine, pa se smatra veoma bitnim elementom u obnovljivim 

izvorima energije. 

 

Joni Pr3+ se često koriste kao aktivatori u crvenim, zelenim, plavim i ultraljubičastim 

fosforima. Luminescencija prazeodimijuma se sastoji od nekoliko multipleta kao što su 400-410 nm 

(1S0-
1I6), 480-500 (3P0-

3H4), 610-630 (1D2-
3H6), 650-670 (3P0-

3F2), 750-770 (3P0-
3F4) i UV prelazi 
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(5d-4f) [1, 77]. Boja emisije Pr3+ jona zavisi mnogo od kristalne matrice domaćina, koncentracije 

jona aktivatora i uslova ekscitacije [78]. Slika 2.3.4. prikazuje dijagram energetskih nivoa u Pr3+ sa 

skalom energija od 60 000 cm-1, koja se sastoji od velikog broja energetskih prelaza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2.3.4. Dijagram energetskih nivoa u Pr3+ jonu [77]. 

 

 Prazeodimijum spada u lake retke zemlje i nije previše toksičan. Otkriveno je da lake retke 

zemlje su od presudnog značaja za neke metanotrofne bakterije koje žive u vulkanima, kao što je 

Methylacidiphilum fumariolicium [79]. Međutim još uvek nije otkrivena njegova biološka uloga u 

nekom složenijem živom organizmu. Poslednjih godina mnoga istraživanja se bave ispitivanjem 

nanočestica na bazi retkih zemalja za bio-medicinske primene [80]. Utvrđeno je da toksičnost ovih 

nanočestica pre svega zavisi od njihovih hemijskih osobina, površine i veličine čestica. Zbog toga 
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postoji potreba za stavljanje ovih elemenata u matriks hemijskog jedinjenja koje će biti 

biokompatibilno, kao što je fluorapatit. 

 

2.4. Sinteze nanofosfora na bazi fluorapatita za bio-medicinske primene 

 

 Kontrolisana sinteza luminescentnih nanočestica definisanog oblika, veličine i 

kristaliničnosti je važna za proučavanje korelacija između strukture i luminescentnih osobina, kako 

sa fundamentalnog tako i sa praktičnog stanovišta. 

 

 Nanomaterijali na bazi fluorapatita su prvobitno sintetisani reakcijama u čvrstom stanju na 

visokim temperaturama, kao i mehanohemijskom metodom sinteze [81]. Dobijanje finijih 

nanostruktura fluorapatita je moguće kontrolisanim reakcijama iz rastvora u koje spadaju metode 

kao što su precipitacija, neutralizacija, hidrotermalni postupak, sol-gel postupak i sinteza u rastvoru 

podržana mikrotalasima. Od ovih metoda, luminescentni nanomaterijali na bazi fluorapatita 

dopirani retkim zemljama koji bi se primenjivali u bio-medicini su do sada najčešće sintetisani 

hidrotermalnim postupcima koji su bili praćeni nekim tipom obrade kao što je kalcinacija ili 

sušenje. U ovoj disertaciji je prikazano dobijanje takvih nanofosfora najednostavnijim postupakom 

precipitacije, koji je praćen kratkom aktivacijom na povišenoj temperaturi. Svaki od ovih postupaka 

ima i prednosti i mane, kao i parametre koji utiču na osobine dobijenih luminescentnih 

nanomaterijala fluorapatita, a koje treba kontrolisati. 

 

2.2.1. Sinteza u čvrstoj fazi 

 

 Obično su do sada fosfori na bazi dopiranih fluorapatita sintetisani reakcijom u čvrstoj fazi. 

Reakcije u čvrstoj faze se odvijaju na visokim temperaturama, pa su glavni nedostaci ove metode 

formiranje velikih zrna i male hemijske homogenosti [81]. Takođe, zbog slabe kontrole procesa 

može doći i do formiranja neželjenih faza tokom reakcije. Kao krajnji proizvod se dobijaju čestice 

mikrometarske veličine. Najveći nedostaci ove sinteze su velika potrošnja energije i velike 

investicije u opremu. 

 

 Pojedinačni kristali fluorapatita dopirani Pr3+ jonima su sintetisani standardnom Czochralski 

metodom na temperaturi od oko 1500 oC [82]. Postupak sinteze se sastoji od zagrevanja reaktanata 

u komori preciznom kontrolom temperature. Kada se reaktanti potpuno rastope, mali semenski 

kristal montiran na kraju rotirajuće osovine polako se spušta u rastop, a potom veoma sporo povlači 

prema gore i izvlači monokristalni PrFAP. Osovina se okreće u smeru suprotnom kazaljci na satu, a 
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komora u smeru kazaljke na satu. Postupak se obično izvodi u inertnoj atmosferi argona (Ar). Na 

ovaj način dobijaju se monokristali mikrometarske veličine, koji se potom primenjuju u laserima. 

 

2.2.2. Sinteza iz rastvora 

 

 Hidrotermalna metoda 

 Nanokristali fluorapatita dopirani retkim zemljama koji su do sada primenjivani kao 

kontrasti za biosnimanja su sintetisani hidrotermalnom metodom [3, 10]. Hidrotermalna sinteza se 

zasniva na prethodnoj pripremi perkusora, polaznih suspenzija ili rastvora i njihovom izlaganju 

visokim temperatutrama (obično 400 oC) i pritiscima (100 MPa) u zatvorenom sistemu [81]. Pritom 

može da dođe do rastvaranja i reakcije između jedinjenja koji pri normalnim uslovima sinteze ne 

reaguju. Ovom metodom su dobijene čestice visoke čistoće, kontrolisane stehiometrije i veličine, 

uske raspodele veličine čestica, kontrolisane morfologije i mikrostrukture, visoke kristaliničnosti i 

tako dalje [81, 83]. Dobijanje čestica željene veličine i morfologije u hidrotermalnoj sintezi zahteva 

pažljivu kontrolu raznih termodinamičkih i netermodinamičkih parametara - temerature, pH, 

vremena sinteze i brzine mešanja, ali i vrste perkusora, njihova hemijska čistoća i veličina čestica 

perkursora [83]. 

 

 Down-konverzione nanaočestice FAP-a dopirane Eu3+ jonima su sintetisane hidrotermalnom 

metodom na 160 oC [10]. Prvo je oktadecilamin rastvoren u oleinskoj kiselini uz zagrevanje, a 

potom su dodati etanol i vodeni rastvor Ca(NO3)2 uz mešanje. Nakon toga su dodavani NaF, 

Eu(NO3)3 i Na3PO4 uz mešanje i zatim je suspenzija zagrevana na 160 oC 16 h. Dobijene 

nanočestice su odvojene centrifugiranjem iz suspenzije i osušene. Sintetisane nanočestice su 

štapićastog oblika veličine do oko 200 nm i pokazuju karakterističnu emisiju koja potiče od 

dopiranog Eu3+ jona na 591 i 619 nm pod UV ekscitacijom od 405 nm (Slika 2.4.1.). Potom su 

ćelije kancera A375 inkubirane sa luminescentnim nanočesticama Eu-FAP i posmatrane pod laser 

skenirajućim konfokalnim mikroskopom (LSM780, Carl Zeiss), u kontrastu sa ćelijama obojenim 

sa DAPI (4,,6-diamidino-2-fenilindol). Crveni signal koji potiče od luminescencije Eu-FAP kristala 

je posmatran u citoplazmi, ali i u nukleusu koji je bio obojen u plavo sa DAPI. 

 

 

 

 

 



 

St
ra

n
a2

6
 

 

Slika 2.4.1. (a) TEM mikrograf pokazuje Eu-FAP nanokristale štapićaste morfologije. (b) Crvena 

emisija Eu-FAP nanoprahova pod UV ekscitacijom. (c) Plava fluorescencija od DAPI i crvena 

fluorescencija od Eu-FAP nanočestica posmatrane u citoplazmi i nukleusu [10]. 

 

 Up-konverzione nanočestice FAP-a dopirane sistemom Yb3+/Ho3+ su takođe sintetisane 

hidrotermalnom metodom na 160 oC, koja je praćena kratkom aktivacijom na 700 oC [3]. Kao i kod 

FAP-a dopiranog Eu3+, sličan postupak je korišćen i u ovom slučaju. Oktadecilamin je rastvoren u 

oleinskoj kiselini i etanolu uz zagrevanje u autoklavu. Nakon toga su dodavani vodeni rastvori 

Ca(NO3)2, Yb(NO3)3, Ho(NO3)3, Na3PO4 i NaF uz mešanje. Suspenzija je zagrevana na 160 oC u 

trajanju od 16 h, nakon čega je ohlađena na sobnoj temperature, a nanočestice su odvojene 

centrifugiranjem i isprane. Dobijene nanočestice su aktivirane kalcinacijom na 700 oC, 2h u 

prisustvu vazduha.  

 

 Luminescentne nanočestice FAP:Yb/Ho su štapićastog oblika veličine od 16 do 286 nm. 

Ekscitacijom na 980 nm u NIR oblasti dobija se emisija na 543 i 654 nm. Ovakav profil 

luminescencije omogućava multifotonska snimanja na konfokalnom mikroskopu (Slika 2.4.2.). 
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Slika 2.4.2. (a) TEM mikrograf FAP:Yb/Ho nanokristala posle hidrotermalne sinteze na 160 oC. (b) 

Up-konverziona emisija kristala sa (puna linija) i bez (isprekidana linija) aktivacije na 700 oC, sa 

gore ubačenim slikama emisije od konfokalnog lasera. (c) Slike multifotonske konfokalne 

luminescencije (ekscitovane sa 980 nm) [3]. 

 

 Precipitaciona metoda 

 

 Sinteza ultračistih fluorapatitnih prahova sa nanometarskom veličinom monodisperznih 

čestica je moguća dobro kontrolisanim procesom taloženja. Proces taloženja uključuje mešanje dva 

ili više reaktanta, kada se hemijskom reakcijom između jona formira i taloži nerastvorno jedinjenje 

(precipitat), čija je koncentracija veća od proizvoda rastvorljivosti [81]. Sintetisani talog se izdvaja 

filtracijom, ispira, suši i na kraju obično kalciniše da bi se formirala željena kristalna faza. Uz veliki 

gradijent koncentracije i velike brzine reakcije teško se može kontrolisati dobijanje čestica 

uniformne veličine. Zato je potrebno obezbediti blago i kontinualno narušavanje koncentracione 

ravnoteže u perkursorskim rastvorima. Ako se novi nukleusi stvaraju u toku rasta kristala neće se 

kao krajni proizvod dobiti monodisperzni prah. 

 

 Nedavno su sintetisane nanočestice FAP-a dopirane Yb3+/Er3+ sistemom metodom 

precipitacije podržanom mikrotalasima [17]. Prvo su odgovarajuće molarne koncentracije Yb3+ i 

Er3+ jona rastvorene u rastvor Ca(NO3)2
.4H2O, pa su pomešane sa natrijum citratom Na3C6H5O7. 
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Zatim su smeši u kapima dodavani (NH4)2HPO4 i NH4F. Ovako dobijena smeša je mešana 1h, a 

potom tretirana mikrotalasima 25 min (2.45 GHz, 600 W, 105±5 oC). Dobijeni precipitati su 

termički tretirani na 1300 oC, 2 h. Dobijene nanočestice su bile štapićastog oblika veličine između 

13 i 20 nm. Nanočestice su pokazivale emisiju u NIR oblasti na 1532 nm, koja se dobija 

ekscitacijom na 980 nm. Visoka biokompatibilnost dobijenih luminescentnih nanočestica u IR 

oblasti spektra, obećava moguće primene u biosnimanjima dobokih tkivnih struktura. 

 

 Nanokristali fluorapatita dopirani Pr3+ jonima su u ovoj disertaciji sintetisani 

najjednostavnijom metodom hemijskog taloženja tzv. ko-precipitacijom. Hemijska precipitacija se 

zasniva na činjenici, da je pri sobnoj temperaturi i u baznoj sredini (pH 10) fluorapatit najmanje 

rastvorljiv i obično najstabilnija faza kalcijum-fosfata u vodenom rastvoru [44]. Sa druge strane, 

hidroksiapatit je najstabilniji i najmanje rastvorljiv pri sobnoj temperaturi i u kiseloj sredini na pH 

4,2 [45, 84, 85]. Kako bi se dobili nanokristali FAP-a dopirani Pr3+ jonima, kao izvori katjona Ca2+ i 

Pr3+ upotrebljene su soli nitrata, a kao izvori anjona soli fosfata i fluorida. Tipičan postupak 

precipitacije uključuje dodavanje kap po kap jednog reagensa u drugi pod kontinuiranim i 

umerenim mešanjem, dok se održava molarni odnos elemenata Ca/P u stehiometrijskom odnosu u 

FAP-u od 1,67.  Kao poslednji korak, rezultirajuća suspenzija se podvrgava starenju, filtrira, ispira i 

suši, i na kraju usitni u prah. 

 

 Morfologija, stepen kristaličnosti i raspodela veličine sintetisanih nanočestica apatita dosta 

zavise od metoda sinteze i vremena starenja precipitata. Prah koji se dobija jednostavnim procesom 

taloženja na sobnoj temperaturi je obično nestehiometrijski i slabo iskristalisan sa česticama bez 

nekog definisanog oblika. Mnogi faktori uzrokuju ove poteškoće, ali se smatra da primenjena pH 

vrednost i temperatura tokom reakcije taloženja i/ili koraka starenja su faktori od najvećeg uticaja. 

Nestehiometrijska karakteristika se može javiti kao rezultat defekata kristalne rešetke u vidu 

vakansi, zatim supstitucije različitih jona (kao sto su karbonati, natrijum i hlorid) ili prisustva 

dodatne faze itd. Pored pH vrednosti i temperature pokazano je da i brzina mešanja i ukapavanja 

rastvora takođe utiču na dobijanje stehiometrijskog fluorapatita. Ukapavanje rastvora anjona u 

rastvor katjona treba da je sporo uz umereno mešanje, kako bi se izbeglo stvaranje lokalnih 

nehomogenosti i dobio čist proizvod. Stoga, precizna kontrola procesnih parametara tokom sinteze 

je neophodna kako bi se dobili prahovi sa minimalnim defektima. Povećanje stepena kristaličnosti 

čestica je u direktnoj vezi sa porastom temperature tokom sinteze. U ovoj disertaciji nedostaci 

procesa taloženja na sobnoj temeraturi su otklonjeni naknadnim procesom termičke obrade 

dobijenih nanokristala u kratkom vremenu, kojim se postiže povećanje i kristaličnosti i intenziteta 

luminescencije. 
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    3. Eksperimentalni deo 

 

 Dobijanje novih kontrastnih agenata za biosnimanja obuhvatalo je istraživanja iz nekoliko 

naučnih disciplina, pa je eksperimentalni deo ove disertacije podeljen u sedam celina. Prvo su 

sintetisani nanofosfori po jednostavnom i ekonomičnom postupku iz rastvora, koji je praćen 

termičkom aktivacijom u kratkom vremenu. Zatim se u drugoj fazi pristupilo fizičko-hemijskoj 

karakterizaciji dobijenih nanofosfora. U trećoj fazi detaljno su ispitane luminescentne osobine, i 

analizirani su podaci dobijeni fluorescentnom spektroskopijom primenom multivariacione analize. 

DFT kalkulacije su u četvrtoj fazi predvidele strukturne promene koje nastaju dopiranjem Pr3+ jona 

u FAP kristalnom sistemu u poređenju sa dobijenim eksperimentalnim podacima. U petoj i šestoj 

fazi su urađene studije hemokompatibilnosti i biokompatibilnosti. Na kraju u sedmoj fazi 

istraživanja urađena su in vitro i ex vivo biosnimanja dobijenih nanofosfora i ćelija kancera na 

fluorescentnim mikroskopima. 

 

3.1. Sinteza luminescentnih nanokristala čistog FAP-a i FAP-a dopiranih Pr3+ jonima 

 

 Luminescentni nanokristali čistog FAP-a i FAP-a dopiranih Pr3+ jonima su sintetisani 

hemijskom metodom ko-precipitacije na sobnoj temperaturi (25 oC), nakon čega je usledila 

termička obrada na 110, 700, i 1000 °C.  Za sintezu nanokristala korišćene su hemikalije p.a. čistoće 

i njihova lista je data u Tabeli 3.1.1. Sinteza nanofosfora je urađena u Laboratoriji za zaštitu od 

zračenja i zaštitu životne sredine Instituta za nuklearne nauke „Vinča“ Univerziteta u Beogradu. 
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Tabela 3.1.1. Lista hemikalija korišćenih za sintezu FAP i PrFAP nanokristala 

 Hemikalija Hemijska formula Čistoća 

Kalcijm-nitrat tetrahidrat 

Prazeodimijum-nitrat heksahidrat 

Diamonijum-fosfat 

Amonijum-fluorid 

Amonijum-hidroksid 

Ca(NO3)2
.4H20 

Pr(NO3)3·6H20 

(NH4)2HPO4 

(NH4)F 

NH4OH 

98,50% 

98,00% 

99,00% 

96,00% 

99,99% 

 

Pomoću hemikalija analitičke čistoće pripremljeno je nekoliko vodenih rastvora, tako što su 

Ca(NO3)2
.4H20, Pr(NO3)3·6H20, (NH4)2HPO4 i (NH4)F rastvoreni odvojeno u bidestilovanoj vodi. 

Kako bi se dobila stehiometrijska FAP jedinjenja, atomski odnos [Pr/(Pr+Ca)]·100% bio je 0, 0,1, 

0,5 i 1% sa konstantnim molskim odnosom (Pr+Ca)/P koji je iznosio 1,67. Uzorci dopirani Pr3+ 

jonima su sintetisani sa količinom katjona od (Pr+Ca)=0,125 mol. Rastvor anjona je dodavan 

postepeno u kapima u rastvor katjona uz neprestano mešanje suspenzije (500 rpm). Na taj način je 

postignuto homogeno presićenje uz sprečavanje pojave lokalnih nehomogenosti. Na kraju je pH 

vrednost suspenzije podešena na 10±0,5 dodavanjem NH4OH, pošto je ranije pokazano da je 

fluorapatit stabilan u baznoj sredini. Kako bi fluorapatit što bolje iskristalisao, suspenzija je 

podvrgnuta starenju u matičnom rastvoru 16 h na sobnoj temperaturi (25°C) uz konstantno mešanje 

(500 rpm). Posle 16 h starenja, suspenzija je filtrirana pomoću vakuumskog filtracionog seta, a 

nastali talog je zatim tri puta ispiran bidestilovanom vodom. Filtriran i ispran talog zaostao na filter 

papiru je sušen u sušnici na 110 °C tokom 12 h. Dobijeni amorfni nanomaterijali su dalje aktivirani 

kalcinacijom na 700 i na 1000 °C u atmosferi vazduha tokom 1 h. Konačno, nakon kalcinacije, 

dobijeni nanomaterijali su usitnjeni u prah. Nomenklatura prahova je prikazana u Tabeli 3.1.2.  

 

Tabela 3.1.2. Nomenklatura sintetisanih uzoraka na osnovu atomskog udela Pr3+ i temperature 

obrade 

Atomski udeo Pr3+ [%] Oznaka uzorka 

 [Pr/(Pr+Ca)]·100% Sintetisani uzorci 

sušeni na 110 oC 

Aktivirani uzorci na  

700 oC 

Kalcinisani uzorci na 

1000 oC 

     

0%  

0,1% 

0,5% 

1% 

FAPs 

PrFAP0.1s 

PrFAP0.5s 

PrFAP1s 

FAPa 

PrFAP0.1a 

PrFAP0.5a 

PrFAP1a 

FAPk 

PrFAP0.1k 

PrFAP0.5k 

PrFAP1k 

     

 



 

St
ra

n
a3

1
 

3.2. Metode fizičko-hemijske karakterizacije nanokristala 

 

 Na osnovu fizičko-hemijske karakterizacije nanomaterijala proučavaju se njihova svojstva,  

dobijaju uvidi o postignutim željenim karakteristikama i potencijalnim primenama. Za 

karakterizaciju sintetisanih nanoprahova korišćene su uobičajne eksperimentalne metode za 

određivanje njihovog sastava, kristalne strukture, veličine čestica i morfologije. Kako je termička 

aktivacija bitan faktor u dobijanju željenih luminescentnih karakteristika, urađena je i termijska 

analiza sintetisanih uzoraka. 

 

3.2.1. Rendgenska difrakcija praha (XRD) 

 

 Rendgenska strukturna analiza je fizička metoda pomoću koje se dobijaju osnovni 

parametari o kristalnoj strukturi ispitivanog materijala, tako što se vrši difrakcija X-zraka sa 

kristalografskih ravni. Prvenstveno se ovom metodom vrši kvalitativna analiza supstance 

dobijanjem karakterističnog difraktograma (svaki mineral ima svoj jedinstven otisak), ali se može 

uraditi i kvantitativna analiza daljom primenom matematičkih modela, kao što je Ritveld-ova 

analiza. 

 

 Rendgenska difrakcija praha (XRPD) snimljena je pomoću difraktometra Rigaku Ultima IV 

Japan u oblasti 2θ od 10 ° do 80 ° pri koraku od 0,02 ° koristeći Cu Kα zračenje (λ = 1.540 A). 

Snimanja su vršena u Laboratoriji za materijale na Fizičkom fakultetu Univerziteta u Beogradu. 

 

 Za određivanje parametara jedinične ćelije a, c i V dobijenih nanomaterijala korišćen je 

program „Fullprof“ i podprogram „Le Bail fit“ koji se nalazi u paketu. Fitovanje je vršeno u odnosu 

na standard sintetičkog fluorapatita. 

 

 Prosečna veličina kristalita d (nm) izračunata je korišćenjem Scherrer-ove formule (1):  

 

 d = 0,9λ / βcosθ           (1)  

 

gde su:  

λ - talasna dužina rendgenskih zraka,  

θ - je Bragov ugao difrakcije,  

β - je širina difrakcionog maksimuma na polovini visine najintenzivnijeg pika. 
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3.2.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR) 

 

 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR) je pre svega kvalitativna 

analiza na osnovu koje je izvršena identifikacija karakterističnih apatitnih funkcionalnih grupa 

prema položaju apsorpcionih traka u infra-crvenom spektru. Pored glavnih funkcionalnih grupa 

FTIR analizom mogu biti detektovane i nečistoće. Snimanja dobijenih uzoraka su vršena u srednjoj 

oblasti infracrvnog spetra (MID-IR od 400-4000 cm-1) i u dalekoj oblasti (FAR-IR od 200-400 cm-

1). Dok se srednja oblast IR spektra koristi za identifikaciju osnovnih vibracija supstance, daleka 

oblast IR spektra se koristi za detekciju teških atoma neorganskih supstanci čije se vibracije ne 

pojavljuju u srednjoj oblasti. 

 

 Infracrveni spektri (FTIR) snimljeni su spektrofotometrom Nicolet 6700 FTIR, Thermo 

Scientific i ATR tehnikom na Hemijskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Na istom uređaju su 

snimljeni i FAR spektri pomoću ekstenzije za FAR infracrvenu spektralnu oblast. 

 

3.2.3. Skenirajuća elektronska mikroskopija (SEM) sa elementalnom analizom (EDX) 

 

 Morfologija i veličina čestica nanofosfornih materijala su bitni faktori koji određuju njihove 

luminescentne osobine, kao što je intenzitet fluorescencije, pa samim tim i primene. Za osnovnu 

karakterizaciju morfoloških osobina sintetisanih uzoraka odabrana je skenirajuća elektronska 

mikroskopija (SEM). Skenirajuća elektronska mikroskopija zasniva se na interakciji materijala sa 

visokoenergetskim usmerenim snopom elektrona koji emituje katoda. Usled ovih interakcija dolazi 

do formiranja slike na osnovu detekcija sekundarnih elektrona čiju emisiju uzrokuje ekscitovanje 

usmerenim snopom elektrona. 

 

 Skenirajuća elektronska mikroskopija (SEM) uzoraka je urađena na Poljoprivrednom 

fakultetu Univerziteta u Beogradu na skenirajućem elektronskom mikroskopu SEM, JEOL JSM–

6390LV na sobnoj temperaturi sa pogonskim naponom 30 kV u atmosferi azota. Mapiranje 

hemijskog sastava uzoraka je dobijeno sa energetski disperzionom rendgenskom spektroskopijom 

(EDS, Oxford Aztec X–max) koja radi u sklopu SEM uređaja. Pre analize, površina uzorka je 

prevučena slojem zlata.  

 

3.2.4. Skenirajuća elektronska mikroskopija sa emisijom polja (FE-SEM) 

 

 Morfološka karakterizacija aktiviranih uzoraka na nanometarskom nivou izvršena je 
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skenirajućom elektronskom mikroskopijom sa emisijom polja (FE-SEM), kod koje se emisija 

elektrona umesto katodom postiže pomoću jakih polja (eng. Field Emision). FE-SEM može da 

postigne uvećanja i do milion puta i da se pored analize površine nanomaterijala koristi za analizu 

veličine i raspodele čestica. 

 

 Skenirajuća elektronska mikroskopija sa emisijom polja (FE-SEM) izvedena je na 

Tehnološko-metalurškom fakultetu Univerziteta u Beogradu, pomoću skenirajućeg elektronskog 

mikroskopa TESCAN Mira3 KSMU koji radi na 20 kV na sobnoj temperaturi. Pre analize na FE-

SEM-u uzorci su naparavani metodom katodnog spaterovanja na uređaju Polaron SC 7610 i 

prevučeni tankim slojem zlata. 

 

3.2.5. Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM) sa elementalnom analizom (EDX) 

 

 Morfologija i veličina primarnih nanočestica aktiviranih uzoraka su detaljnije analizirani 

transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM). Princip rada TEM mikroskopa je isti kao kod 

SEM mikroskopa, ali je mehanizam formiranja slike drugačiji. Pored sekundarnih elektrona koji se 

detektuju i formiraju sliku kod SEM, postoje i povratno rasejani elektroni i X-zraci. Kao što i samo 

ime kaže TEM formira sliku na osnovu propuštenih elektrona u unutrašnjosti uzorka. Prema tome 

TEM analiza uzoraka se vrši u tankom i transparentnom sloju. Današnji TEM mikroskopi dostižu 

uvećanje i do 1,5 milion puta, čime se omogućava izučavanje molekulske strukture materijala, 

rasporeda kristala pa čak i detekcija atoma u kristalima. 

 

 TEM analiza rađena je u Laboratoriji za atomsku fiziku Instituta za nuklearne nauke „Vinča“ 

Univerziteta u Beogradu pomoću mikroskopa FEI Talos F200X koji radi pri naponu od 200 keV. 

Mikrografi su napravljeni u konvencionalnom i skenirajućem TEM (STEM) modu i snimljeni CCD 

kamerom sa rezolucijom od 4096×4096 piksela pomoću User Interface softverskog paketa. Sistem 

energetski disperzione rendgenske spektroskopije (EDX) spojen sa TEM-om, koji radi u STEM 

modu, je korišćen za analiziranje hemijske kompozicije uzoraka. HAADF (eng. High-angle annular 

dark-field) slike su dobijene u nanoprobe-TEM modu sa kamerom dužine od ~200 mm. Uzorci koji 

su ispitivani pomoću TEM-a su pripremljeni prema standardnoj proceduri, po kojoj su prvo čvrsti 

prahovi dispergovani u etanolu, a potom je uzeta kap rastvora i naneta na bakarnu mrežicu 

prevučenu ugljenikom i ostavljena da se osuši na vazduhu. 

 

3.2.6. Difrakcija laserske svetlosti (DLS) 
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 Difrakcija laserske svetlosti (DLS) je tehnika kojom se in situ vrši karakterizacija veličine 

nanočestica u suspenziji na osnovu merenja njihovog koeficijenta difuzije (D) i određivanja 

hidrodinamičkog prečnika po formuli (2): 

 

 D=kBT/6πηR                                                       (2) 

 

gde su: 

kB- Bolcmanova konstanta 

T- temperatura 

η- viskoznost sredine 

R- hidrodinamički prečnik sfernih čestica 

 

 Difrakcija laserske svetlosti (DLS) uzoraka je urađena na Katedri za inženjerstvo materijala 

na Tehnološkom fakultetu Univerziteta u Novom Sadu. Raspodela veličine čestica je određena 

pomoću dinamičkog rasejanje svetlosti, a zeta potencijal čestica određen je faznom analizom 

rasejanja svetlosti i mešovitim modom merenim pomoću instrumenta Zetasizer Nano ZS sa MPT-2 

Autotitrator Malvern Instruments, Malvern, U. K. Kod DLS merenja pretpostavljen je sferni oblik 

nanočestica. 

 

3.2.7. Termijske metode analize (TG-DSC) 

 

 Za dobijanje nanofosfora na bazi dopiranih fluorapatita potrebno je dobro poznavanje 

termičke stabilnosti i faznih prelaza tokom termičkih tretmana. Termičko ponašanje uzoraka je 

ispitivano termogravimetrijskom analizom (TG), a promena faza i dekompozicija fluorapatita su 

praćene diferencijalnom skanirajućom kalorimetrijom (DSC). TG analiza je metoda kojom se prati 

promena mase ispitivanog uzorka u funkciji temperature. DSC metoda prati promenu entalpije 

(endotermne i egzotermne prelaze) u funkciji temperature koja se dešava istovremenim 

zagrevanjem ispitivnog uzorka i referentnog materijala (standarda). 

 

 Termička analiza je urađena pomoću SDT Q–600 simultanog TGA-DSC instrumenta u 

Laboratoriji za termičku analizu na Prirodno-matematičkom fakultetu Univerziteta u Novom Sadu. 

Merenja su sprovedena sa stopom zagrevanjem 20 K/min u N2 atmosferi (protok je bio 50.0 

ml/min) u temperaturnom opsegu od 30–1200 °C. Za eksperimente su korišćni uzorci od po 3 mg, 

zajedno sa standardom Al2O3. 
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3.3. Ispitivanja nanokristala fluorescentnom spektroskopijom i analiza spektara 

 

 Primena spektroskopskih metoda u naučnim istraživanjima u oblasti materijala, ali i 

medicine, ima značajni porast poslednjih decenija jer su brze i neinvazivne. Do ovog porasta 

primene spektroskopskih metoda je došlo i zbog primenjene matematike koja je uvećala opšta 

znanja iz oblasti analiziranja spektroskopskih podataka. Tako se danas spektroskopijom može 

uraditi i kvalitativna i kvantitativna analiza uzoraka, i izvesti zaključci o fizičkim i hemijskim 

osobinama. Veći deo ove disertacije je baziran na primeni fluorescentne spektroskopije, koja je vrlo 

osetljiva metoda jer može da detektuje i nekoliko fotona istovremeno. Izlaganjem uzorka seriji 

ekscitacija određenih talasnih dužina sa detektovanjem emisije na takođe više talasnih dužina, 

dobijeni podaci se mogu prikazati u vidu ekscitaciono-emisione matrice. Kao primer formiranja 

ekscitaciono-emisionih matrica su uzeti uzorci nanokristala ZnS i dopirani ZnSMn (Slika 3.2.1.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3.3.1. Grafički prikaz ekscitaciono-emisionih matrica sa kontur mapom (a) nanokristala ZnS i 

(b) dopiranih ZnSMn nanokristala. Emisija pokazuje jasan crveni pomeraj dopiranjem Mn [69]. 
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 Multivarijaciona rezolucija krivih je hemometrijski metod koji se pomoću bilinearne 

dekompozicije eksperimentalne matrice uspešno koristi za ekstrahovanje relevantnih informacija o 

čistim komponentama u višekomponentnim sistemima [69]. U slučaju fluorescentne spektroskopije, 

svaki red matrice podataka korespondira broju ekscitacionih talasnih dužina, a svaka kolona 

predstavlja odgovarajuću emisionu talasnu dužinu. Rešenje matrice se može dobiti metodom 

naizmeničnih najmanjih kvadrata i ekstrahovanjem komponenata sistema (Slika 3.2.2.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3.3.2. Grafički prikaz ekstrahovanih komponenata MRC-ALS metodom iz ekscitaciono-

emisione mape (a) nanokristala ZnS i (b) dopiranih nanokristala ZnSMn. Dopiranjem Mn ostaju 

komponente sa maksimumom na oko 450 i 550 nm, a formiraju se nove komponente na 600 i 650 

nm zbog nastanka novih hemijskih veza [69]. 
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 Spektrofluorimetar Horiba Jovin Ivon Fluoromax 4 TCSPC, koji se nalazi na Departmanu za 

žive sisteme na Institutu za multidisciplinarna istraživanja Univerziteta u Beogradu, korišćen je za 

ispitivanje fluorescentnih svojstava uzoraka. Za sve ekscitacije korišćena je Xe lampa jačine 450 W. 

Mape fluorescencije uzoraka dobijene su u opsegu od 350-650 nm, a spektri su mereni uz 

integraciono vreme od 0,1 s i 1 nm za ekscitacione i emisione slitove. Sva merenja su izvršena na 

sobnoj temperaturi. Za svaki uzorak prikupljen je niz emisionih spektara ekscitovani variranjem 

talasnih dužina sa korakom od 3 nm u opsegu 320-350 nm za sintetisane i kalcinisane uzorke i 400-

500 nm za aktivirane dopirane uzorke. Na ovaj način se formira matrica ekscitacija i emisija sa 

dimenzijom 11x251 za svaki uzorak, koja je analizirana pomoću multivarijacione rezolucije krivih-

naizmeničnih najmanjih kvadrata (MCR–ALS). Sve MCR–ALS analize su izvršene korišćenjem 

softverskog paketa (Camo ASA), kao i metodama koje su razvijene na istom Departmanu za žive 

sisteme Instituta za multidisciplinarna istraživanja. 

 

 Na osnovu ekstrahovanih fluorofora od interesa, takođe je merena fluorescencija 

nanokristala korišćenjem ekscitacija na talasnim dužinama koje su jednake onima koje su korišćene 

za fluorescentnu mikroskopiju (405 nm/488 nm).  

 

3.4. Predviđanje strukturnih promena kvantno-hemijskim proračunima 

 

 Molekulsko modelovanje u računarskoj hemiji se vrši različitim pristupima i nivoima 

teorije, u zavisnosti od tipa problema koji se rešava. Za ovu studiju je izabrana DFT metoda koja 

opisuje elektronska stanja materijala preko raspodele elektronske gustine sistema. Teorija 

funkcionala gustine (eng. Density Functional Theory (DFT)) je računarski kvantno mehanički 

metod modelovanja, koji može odrediti osobine elektronskog sistema korišćenjem funkcije gustine 

elektrona. Najviše primenjivan je hibridni funkcional B3LYP (eng. Becke, 3-parameter, Lee–Yang–

Parr) metod [86]. To je hibridni funkcional koji sadrži i DFT izmenske korelacione energije i 

izmensku energiju Hartree-Fock-a (popravka energije za klasično kulonovsko odbijanje), kako bi se 

poboljšale performanse proračuna. Pored odabira nivoa teorije kojom se vrši modelovanje, bitan je i 

odabir bazičnog skupa, vektora koji definiše prostor u kome se rešava dati problem [87]. 

 

 Kvantno-hemijski proračuni su rađeni u cilju ispitivanja uticaja zamene Ca2+ jona Pr3+ 

jonom na supramolekularnu strukturu dopiranog fluorapatita. Početna struktura FAP-a 

optimizovana je metodom hibridnog funkcionala B3LYP, a izmenjene strukture Pr3+ dopirane FAP-a 

optimizovane su metodom nerestriktivnog B3LYP (UB3LYP). Ovaj hibridni funklcional u 

kombinaciji sa bazisnim skupom 6-31G (d) ili 6-31G (d,p) je standardan za molekulsko 
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modelovanje. Svi proračuni su izvršeni u softverskom paketu Gaussian09 (verzija D.01) [88], a 

greška BSSE (eng. Basis Set Superposition Error) je uklonjena „conterpoise“ komandom (CP) [89]. 

Proračuni su rađeni na Institututu za hemiju, tehnologiju i metalurgiju Univerziteta u Beogradu. 

Numeričke simulacije su rađene korišćenjem PARADOX superkompjutera Instituta za fiziku 

Univerziteta u Beogradu. 

 

 Preliminarna analiza kristalnih struktura FAP-a dobijenih iz baze kristalnih struktura 

časopisa „American Mineralogist“ rađena je u cilju kreiranja model sistema za kvantno-hemijske 

proračune koji mogu da reprodukuju fluorescentne spektre dopiranih FAP-a [90]. Ab initio 

proračuni fluorescentnih spektara su urađeni za tri geometrije, sa jonima metala u položajima I i II, 

dok treći model sistem sadrži tri katjona matala, tri PO4
3− jona i F− jon u centru (luminescentni 

centar (slika 3.4.1)). Treći model sistem pokazao je najbolje slaganje sa eksperimentalnim 

podacima.  

 

 

 

Slika 3.4.1. Model sistem za kvantno-hemijske proračune za reprodukciju  

fluorescentnih spektara dopiranih fluorapatita [90]. 

 

 

3.5. Studije hemokompatibilnosti 

 

 Hemokompatibilnost ispitivanog nanomaterijala se može definisati kao sposobnost 

materijala da u kontaktu sa ljudskom krvlju u određenom vremenskom periodu ispitivanja ne 

uzrokuje promene krvi, tj. njenog sastava [91]. Krv po sastavu čine 50-60% krvna plazma i od 50-

40% krvne ćelije (eritrociti, leukociti i trombociti) [83]. Kada je krv u kontaktu sa nanomaterijalima 

može doći do liziranja eritrocita i do oslobađanja hemoglobina u krvnu plazmu, što u organizmu 

može izazvati oštećenja jetre i renalne funkcije. Slobodni hemoglobin ima karakterističnu 

absorbanciju na 540 nm, pa je to iskorišćeno u ispitivanju hemolitičkih osobina ispitivanog 
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nanomaterijala. 

  

 Hemolitički in vitro testovi su neophodni kako bi se izvršila evaluacija biokompatibilnosti i 

toksičnosti nanokristala koji su u kontaktu sa ćelijama ljudske krvi. Hemolitička aktivnost dobijenih 

uzoraka je ispitivana metodom koja je opisana u literaturi [92, 93], a testovi hemolize su izvedeni 

po protokolima u Laboratoriji za fizičku hemiju Instituta za nuklearne nauke „Vinča“ Univerziteta u 

Beogradu. U posebne plastične kivete je dodano po 100 mg svakog sterilnog uzorka nanokristala, 

zajedno sa 10 ml sterilnog fiziološkog rastvora (Hemofarm, Srbija). Uzorci sveže krvi korišćeni u 

testovima su dobijeni od zdravih ljudi volontera u ambulanti Instituta za nuklearne nauke „Vinča“ 

Univerziteta u Beogradu. Uzorak sveže krvi od 8 mL je razblažena sa 10 ml sterilnog fiziološkog 

rastvora i po 0,2 ml ove razblažene krvi je dodano u svaku kivetu sa uzorcima nanokristala. Kivete 

sa smešom su stabilizovane na 37 °C u trajanju od 30 min, a potom su inkubirane na istoj 

temperaturi u vodenom kupatilu sa šejkerom u trajanju od 60 minuta. Posle inkubacije kivete sa 

smešom su centrifugirane sa 700 rpm u trajanju od 10 minuta. Iz tečnosti koja se nalazi iznad 

čvrstog ostatka nakon centrifugiranja (supernatant) količina slobodnog hemoglobina je određivana 

spektrofotometrijski. Za analizu slobodnog hemoglobina u supernatantu na 540 nm korišćen je 

Perkin Elmer Lambda 35 UV–VIS spektrofotometar. Pored ovih uzoraka bile su uključene i 

pozitivna kontrola (destilovana voda) i negativna kontrola (sterilni fiziološki rastvor). Stepen 

hemolize (HR) ja računat prema jednačini (1): 

 

 HR = (Dt – Dnc)/(Dpc – Dnc) × 100%                                                                             (3) 

 

gde su: 

Dt – absorbanca uzoraka, 

Dnc – absorbanca negativne kontrole i  

Dpc – absorbanca pozitivne kontrole. 

 

 Svi eksperimenti hemolize su ponovljeni tri puta, a prikazani rezultati se odnose na srednje 

vrednosti. 

 

3.6. Studije biokompatibilnosti 

 

 Procena tolerancije živog tkiva na nanomaterijale može se izvršiti na osnovu in vitro testova 

njegove biokompatibilnosti. Stvarna procena biokompatibilnosti se može dobiti samo u in vivo 

testovima na eksperimentalnim životinjama, a potom kroz sveobuhvatna klinička ispitivanja. Pored 
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biokompatibilnosti nanočestica sa ljudskom krvlju, ispitivana je i biokompatibilnost sa ćelijama 

kancera. Studija biokompatibilnosti nanokristala je izvedena na Departmentu za Nanofotoniku 

Internacionalne laboratorije za nanotehnologije (INL) u Bragi u Portugaliji. 

 

3.6.1. Ćelijska kultura 

 

 Za studiju vijabilnosti ćelija (broj zdravih ćelija u totalnom ćelijskom uzorku) i eksperiment 

biosnimanja, kultivisane su dve različite linije ćelija kancera. Ćelijske linije ljudskog karcinoma 

pluća A549 i karcinoma kože A431 su održavane u posudama za kultivaciju tkiva T75 (eng. Flasks) 

na 37 °C u 5% CO2 atmosferi. Ćelije su bile kultivisane u DMEM (eng. Dulbecco Modified Eagle 

Medium) ćelijskom medijumu (Lonza BioWhittaker) sa 4.5 g/l glukoze i sa dodatkom 10 %v/v 

HyClone Fetal Clone III Serum (GE Healthcare) i 1 %v/v Penicillin/Streptomicin rastvora. 

 

3.6.2. Studije vijabilnosti ćelija 

 

 Kako bi se ispitala biokompatibilnost ćelija kancera i nanokristala, ćelije su kultivisane u 96  

odeljaka na pločici sa 5×103 ćelija/odeljku sa 100 µl DMEM ćelijskog medijuma tokom 24 h. Zatim 

su u svaki odeljak sa ćelijama dodavani kontrolni FAP i PrFAP nanokristali u koncentracijama 0.5, 

1, 2, 4, 8, 16, 31, 63, 125 i 250 mg/ml i inkubirani tokom 72 h. Za kvantifikaciju vijabilnosti ćelija 

je u svaki odeljak sa 100 µl ćelijskog medijuma dodano 10 ml rastvora Resazurin 42 (koji se 

komercijalno naziva Alamar Blue) [94] razblaženog do 0,05 mg/ml u PBS-u, a zatim je usledila 

inkubacija 4 h na 37 °C. Fluorescencija je očitana na čitaču Microplate (SinergiH1, BioTek) sa 

ekscitacijom na 560 nm i emisijom na 590 nm (ilustracija na Slici 3.6.1.). Rezultati su analizirani u 

odnosu na kontrolne ćelije koje su kultivisane bez dodavanja nanokristala. Svi eksperimenti su 

izvedeni u tri primerka i izvedena su tri nezavisna eksperimenta.  

 

 Morfološka analiza ćelijskih linija izvedena je na optičkom mikroskopu (SMZ 745, Nikon) 

pre i posle 72 h inkubacije sa nanokristalima.  
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  Slika 3.6.1. Studije vijabilnosti ćelija pomoću AlmarBlue reagensa 

 

3.7. Studije biosnimanja fluorescentnim mikroskopima 

 

 Studije biosnimanja su izvedene pomoću fluorescentne mikroskopije širokog polja i 

konfokalne mikroskopije na Departmentu za Nanofotoniku Internacionalne laboratorije za 

nanotehnologiju u Bragi u Portugaliji. U klasičnoj fluorescentnoj mikroskopiji širokog polja se 

istovremeno ekscituje celo vidno polje izvorom svetlosti, dok se kod konfokalne selektivno 

ekscituju fluorofore u horizontalnoj ravni i tako detektuje fluorescencija po dubini uzorka [95]. U 

konfokalnoj mikroskopiji se koriste laseri određene talasne dužine koji ekscituju pojedinačne 

fluorofore, tako se ne može videti osvetljeno celo vidno polje kao kod klasične, nego se naknadno 
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softverima formira ukupna slika.  

 

3.7.1. Priprema uzoraka za snimanje 

 

 Ćelije kancera A431 i A549 su kultivisane u 8 odeljaka na μ-slajdovima (Ibidi GmbH, slika 

3.7.1.) sa 100 ml DMEM u toku 24 h. Nakon toga, ćelijama su dodani kontrolni FAP i PrFAP  

nanokristali u koncentraciji od 125 µg/ml i zajedno su inkubirani tokom 48 h. Posle inkubacije, 

odeljci sa ćelijama su isprani tri puta fiziološkim rastvorom fosfatnog pufera (PBS) da bi se uklonili 

suvišni nanokristali, a zatim su ćelije fiksirane sa 4% paraformaldehidom (PFA). Na kraju je dodan 

PBS u svaki odeljak i ćelije su snimane na mikroskopima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Slika 3.7.1. Pločica sa μ-slajdovima (Ibidi GmbH) za pripremu ćelija za biosnimanja na 

luminescentnom konfokalnom i mikroskopu širokog polja [96]. 

 

3.7.2. Fluorescentna mikroskopija širokog polja 

 

 Ćelije inkubirane sa PrFAP nanokristalima posmatrane su fluorescentnim mikroskopom 

širokog polja (NikonTi-E), slika 3.7.2, upotrebom laserskih ekscitacija od 488 nm i 405 nm 

(Agilent). Fluorescentni mikroskop širokog polja je opremljen odgovarajućim setom filtera za 

emisiju (Semrock) kako bi se blokirala sva neželjena svetlost izvan opsega emisije (uklonila 

autofluorescencija ćelija). Ovo je značajno u situacijama kada je nivo signala koji dolazi iz uzorka 

nizak, jer tada setovi filtera sa širokim opsezima omogućavaju maksimalnu efikasnost prikupljanja 

signala. Mikroskop je opremljen i ultra osetljivom EM-CCD kamerom (iXon 897, Andor) 

dizajniranom za detekcije u sistemima sa niskim nivoom signala emisije, pružajući izuzetnu brzinu 

frejmova i osetljivost od jednog fotona. 
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Slika 3.7.2. Fluorescentni mikroskop širokog polja (NikonTi-E) [97]. 

 

3.7.3. Konfokalna mikroskopija 

 

 Osnovna prednost konfokalne fluorescentne mikroskopije u odnosu na klasičnu je 

detektovanje emisije iz veoma malog volumena u uzorku. Pored toga, konfokalnom mikroskopijom 

se selektivno detektuje emitovana fluorescencija iz tankog sloja po dubini iz samo jedne fokalne 

ravni, pri čemu svetlost od drugih ravni ostaje blokirana zaslonom uređaja. Ovo omogućava 

proučavanje pojedinačnih delova u ćeliji, pa i samih organela. 

 

 Ćelijska internalizacija PrFAP nanokristala i njihova lokalizacija u citoplazmi okarakterisane 

su snimanjem fluorescencije pomoću konfokalnog mikroskopa (LSM780, Zeiss), slika 3.7.3, sa 

laserskim ekscitacijama na 488 nm. Emisija luminescencije sakupljena je u rasponu od 499 do 692 

nm.  
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   Slika 3.7.3.  Konfokalni mikroskop Zeiss LSM 780 [98]. 

 

3.7.4. Analiza slike 

 

 Slike dobijene kod mikroskopije širokim poljem analizirane su sa Fiji-ImageJ softverom. 

Konfokalne slike z-preseka i ortogonalni prikaz kreirani su pomoću softvera Zen2010, (Zeiss). 
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4. Rezultati i diskusija 

 

 

 Dobijanje nove vrste nanofosfora sa multikolornim osobinama koji bi se primenjivali kao 

kontrastni agenti za bio-medicinske aplikacije zahteva multidisciplinaran pristup istraživanju. 

Fluorapatitni nanomaterijali dopirani sa 0,1, 0,5 i 1 % Pr3+ su sintetisani metodom ko-precipitacije 

pri uslovima obrade na sobnoj temperaturi, a dobijeni slabokristalni materijali su kalcinisani na 700 

i 1000 oC kako bi se povećala kristaličnost i intenzitet luminescentnih prelaza. Temperature od 700 

oC su dovoljno visoke da se dobiju čestice dobre kristaličnosti, dobre disperzije i očekivane emisije 

[3, 35, 36]. Termički tretmani na 750 oC i višim temperaturama umesto toga dovode do 

aglomeracije čestica uz pojavu sekundarnih faza u posmatranom keramičkom sistemu. Nakon 

sinteze nanofosfora izvršena je fizičko-hemijska karakterizacija kako bi se definisale strukturne, 

morfološke i luminescentne osobine i kako bi se odabrala temperatura obrade koja daje nanokristale 

pogodne za bio-medicinske primene. U sledećem koraku je urađena kvantno-hemijska analiza 

uticaja dopiranja Pr3+ jona na fluorapatitni kristalni sistem i uspostavljene su korelacije sa 

parametrima dobijenim za sintetisane nanokristale s ciljem definisanja mehanizma supstitucije. Na 

kraju su ispitane biokompatibilnost i hemokompatibilnost aktiviranih nanokristala i analizirana je 

njihova podobnost kao kontrasta za in vitro i ex vivo biosnimanja ćelija kancera pomoću 

luminescentne konfokalne mikroskopije i mikroskopije širokog polja. 

 

4.1. Fizičko-hemijska karakterizacija dobijenih nanofosfora 

 

4.1.1. Sintetisani uzorci sušeni na 110 0C 

 

 Sintetisane nanostrukture podvrgnute su XRD analizi u cilju definisanja strukture, sastava i 

fazne čistoće. XRD difraktogrami FAPs i Pr3+ dopiranih FAPs uzoraka prikazani su na slici 4.1.1. 
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Intenziteti i položaji svih difrakcionih pikova su u skladu sa odgovarajućim standardnim 

difraktogramom čiste heksagonalne faze FAP [ICSD br. 56314] (prostorne grupe P63/m) [99]. Nisu 

detektovane dodatne kristalne faze i nečistoće, što ukazije na to da su Pr3+ joni uspešno supstituisani 

u kristalnu rešetku FAP-a. Široki pikovi i mali intenziteti ukazuju na malu veličinu kristalita i nizak 

stepen kristaličnosti.  

 

 

Slika 4.1.1. Strukturna analiza nanokristala FAPs i PrFAPs na osnovu rendgenske difrakcije praha. 

 

 Kako bi se ispitao uticaj dopiranja Pr3+ na FAP kristalit, određeni su parametri rešetke, 

upoređeni i prikazani u tabeli 4.1.1. Parametri rešetke a i c i zapremina jedinične ćelije smanjuju se 

za sve uzorke kada se koncentracija dopanta povećava, osim za uzorak PrFAP0.1s. Ova skupljanja 

su mala i rezultat su zamene većih jona Ca2+ (1,13 Å) manjim jonima Pr3+ (1,12 Å), zbog razlike u 

radijusu između jona [100]. Takođe, veličina kristalita se smanjuje s povećanjem koncentracije 

dopant jona za sve uzorke. Veličine kristalita izračunate po Scherrer-ovoj formuli su d(FAPa)=20 

nm, d(PrFAP0,1a)=21 nm, d(PrFAP0,5a)=19 nm i d(PrFAP1a)=15 nm. Ovo smanjenje veličine 

kristalita apatita sa povećanjem koncentracije dopant jona je u saglasnosti sa literaturnim podacima 

o supstituciji manjih jona retkih zemalja u FAP rešetki [29, 101]. Kako su joni retkih zemalja slični 

jonima Ca2+ po radijusu, u prirodnim apatitima supstituišu njihove obe pozicije u rešetki (Ca1 i 

Ca2) [59]. Takođe je postojala mogućnost da joni Pr3+ ne supstituišu isključivo položaje Ca2+, već 

se dopant joni pojavljuju u posebnim položajima u kristalnoj strukturi koji modifikuju kristalno 
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okruženje [54]. To bi mogao biti razlog malog povećanja parametara u uzorku PrFAP0.1s. Odnos 

parametara rešetke c/a za sve uzorke iznosi 0,73. Ovaj konstantan odnos parametara potvrđuje da 

heksagonalna apatitna struktura nije narušena dopiranjem Pr3+ jona. Male varijacije u parametrima 

kristalne rešetke ukazuju da postoje izvesne deformacije u kristalnoj strukturi.  

 

Tabela 4.1.1. Parametri jediničnih ćelija i veličina kristalita FAPs i PrFAPs uzoraka. 

 

 

 

 

 

 

 Spektri infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (FTIR) FAPs i Pr3+ 

dopiranih FAPs uzoraka prikazani su na slici 4.1.2. FTIR spektri svakog uzorka sadrže 

karakteristične trake apatitnih jedinjenja. Trake koje se pojavljuju na 565–603 cm-1 pripadaju (ν4) 

simetričnim vibracijama istezanja PO4
3− grupa, dok trake na 1032–1095 cm−1 potiču od asimetričnih 

vibracija istezanja (ν3). Kada se koncentracija dopanta povećava u uzorcima se pojavljuje pikovi 

malog inteziteta na oko 866, 1427 i 1456 cm−1 (za ν3 vibracije) što se pripisuje CO3
−2 jonima [102, 

103].  Trake na 866, 1427 i 1456 cm−1 ukazuju na supstituciju PO4
3− grupa i F- jona sa CO3

−2, 

poznatu kao karbonatni-fluorapatit AB-tipa [104, 45]. Kada se sinteza fluorapatita vrši iz vodenog 

rastvora u baznim uslovima u otvorenom sistemu, favorizuje se ugradnja CO2 iz atmosfere [59]. Ovi 

joni se pojavljuju zbog potrebe sistema za kompenzacijom naelektrisanja, zato što su dvovalentni 

katjoni kalcijuma zamenjeni trovalentnim jonima prazeodimijuma. Neka istraživanja, trake na 867, 

1420 i 1450 cm–1 ne pripisuju karbonatnom apatitu, jer mogu poticati iz karbonata adsorbovanog na 

površini kristala apatita ili od odvojene karbonatne faze sa apatitnim kristalima [105]. Ovi 

negativno naelektrisani joni adsorbovani na površini apatita mogu se ukloniti ako se rezultirajući 

talog ispere etanolom [32]. Mali pik od oko 1650 cm-1 pripada vibracijama OH- grupa. Kod sinteze 

FAP iz vodenog rastvora uvek će se mala kolicina F- jona zameniti OH- jonima [45]. Široki 

apsorpcioni opseg na 2500–3700 cm-1 povezan je sa absorbovanom vodom još uvek prisutnom u 

osušenim uzorcima.  

 

 

Uzorak Parametri jediničnih ćelija Veličina 

kristalita  

a (Å) c (Å) V (Å3) d (nm) 

FAPs 

PrFAP0.1s 

PrFAP0.5s 

PrFAP1s 

9.328 (4) 

9.339 (4) 

9.317 (4) 

9.305 (4) 

6.837 (4) 

6.825 (4) 

6.825 (4) 

6.813 (4) 

515.213 

515.602 

513.072 

510.905 

20 

21 

19 

15 
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Slika 4.1.2. Frekvencije vibracionih traka na FTIR spektrima FAPs i PrFAPs uzoraka. 

 

Tabela 4.1.2. Dodeljivanje FTIR vibracionih traka za FAPs i PrFAPs uzorke. 

 

Uzorak 

  

Vibracione trake (cm−1) 

PO4
3− (ν4) CO3

2− PO4
3− (ν1) PO4

3− (ν3) CO3
2− OH − 

FAPs 

PrFAP0.1s 

PrFAP0.5s 

PrFAP1s 

565.4   603.8 

566.0   604.4 

565.6   603.9 

565.2   603.5 

 

 

866.6 

864.0 

966.4 

966.8 

966.3 

964.3 

1032.1   1095.7 

1032.1   1095.8 

1031.8   1094.4 

1031.3   1094.1 

1427.3                

1427.4                

1428.6                

1427.1 1455.1    

1643.7 

1637.0 

1636.2 

1646.2 

 

 FAR transmisioni infracrveni spektri u opsegu od 200 do 600 cm-1, prikazani na slici 4.1.3., 

odgovaraju vibraciji savijanja P-O veza fosfatne grupe zajedno sa vibracijama kontakata između 

metala i kiseonika M-O i O-M-O [106]. Ove FAR-infracrvene frekvencije prvenstveno zavise od 

M-O veza i menjaće se kako se katjoni u strukturi menjaju. Uzorci čistih FAPs i PrFAP0.1s imaju 

sličnu distribuciju pikova. Naime, postoji naglašen opseg od vibracija P-O veza na 560 cm–1 i na 

470 cm–1, kuplovane sa makazastom deformacionom vibracijom u ravni O-M-O (m) na 331cm–1, 

ljuljajućom deformacionom vibracijom u ravni O-M-O(w) na 267 cm–1 i savijajućom 

deformacionom vibracijom van ravni M-O(νw) na 223 cm–1. U uzorcima PrFAP0.5s i PrFAP1s su 

prisutne isto ove vibracije, ali pored njih postoje i novi pikovi u opsegu od 400 do 320 cm–1 koji 

verovatno potiču od vezanih Pr3+ jona. Apsorpcioni intenziteti traka rastu sa porastom koncentracije 
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dopanta, za uzorke PrFAP0.5s i PrFAP1s, jer intenzitet trake zavisi od veličine promene dipolnog 

momenta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4.1.3. Frekvencije vibracionih traka na FAR IR spektrima FAPs i PrFAPs uzoraka. 

 

Tabela 4.1.3. Dodeljivanje FAR IR vibracionih traka za FAPs i PrFAPs uzorke. 

 

Uzorak 

  

 

Vibracione trake (cm−1) 

PO4
3− (ν4)   PO4

3− (ν2)  Pr-O  O-M-O (m) O-M-O(w)  M-O(νw) 

FAPs 

PrFAP0.1s 

PrFAP0.5s 

PrFAP1s 

565.4         477.6 

562.8         474.1 

565.1         473.5 

563.8         673.1 

 

 

400.1 

400 

 

 

  360.6 

  360    340.2 

331.4 

326.0 

325.6 

318.5 

267.9 

267.7 

268.4 

268.5 

223.1 

225.6 

221.6 

218.1 

 

 Morfologija čestica praha ispitana skenirajućom elektronskom mikroskopijom zajedno sa 

elementnim mapiranjem FAPs i dopiranih PrFAPs uzoraka prikazana je na slici 4.1.4. 
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Slika 4.1.4. Morfološka analiza sintetisanih nanoprahova na bazi SEM mikrografa (a) FAPs, (b) Pr 

FAP0.1s, (c) PrFAP0.5s i (d) PrFAP1s uzorka. (e) EDS elementarna analiza PrFAP1s uzorka. 

 

 SEM mikrografi (Slika 4.1.4 a,b,c,d) pokazuju da su FAPs i PrFAPs dopirani uzorci 

sastavljeni od čestica nano veličine nepravilnog sfernog oblika koje lako formiraju neravnomerno 

raspoređene aglomerate. Takođe, merenja raspodele veličine čestica metodom difrakcije laserske 

svetlosti (DLS) nisu dala validne rezultate, zbog nepravilnog sfernog oblika čestica koji dovodi do 
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rasejanja svetlost [107, 108]. EDS mapiranje uzorka PrFAP1s sa prostornom raspodelom elemenata 

u uzorku s najvećom koncentracijom Pr3+ prikazano je na Slici 4.1.4.e. Može se videti da su joni 

Pr3+ raspoređeni relativno uniformno po uzorku, verovatno umesto Ca2+ jona. 

 

 Ekscitaciono-emisione mape uzoraka FAPs i PrFAPs zajedno sa komponentama 

fluorescentnih spektara prikazane su na slici 4.1.5. Svi uzorci imaju široki opseg ekscitacija u UV 

oblasti sa maksimumom na oko 350 nm. Ova apsorpcija UV svetlosti je verovatno rezultat prenosa 

naelektrisanja u kristalnoj rešetki sa najelektronegativnijeg atoma F-–Ca2+ (CT) [27]. Uobičajeni 

luminescentini f–f prelazni Pr3+ jona nisu vidljivi u području veće talasne dužine zbog njihovog 

značajno nižeg intenziteta emisije u poređenju sa intenzitetom emisije FAP domaćina. Čisti FAPs 

uzorak je pokazao jak široki opseg emisije domaćina u rasponu 390-500 nm sa maksimumom 

emisije u ljubičastom području vidljivog dela spektra na oko 420 nm. Nakon što je Pr3+ substituisan 

u rešetku domaćina, uzorci su još uvek pokazivali intenzivan široki opseg emisije domaćina, ali sa 

pojavom re-apsorpcionih prelaza Pr3+ jona u plavo-zelenom regionu. Ovi pikovi re-apsorpcije 

emisije između 440 i 500 nm dodeljeni su tipičnim ekscitacionim prelazima Pr3+ unutar 

konfiguracije 4f2–4f2 (što se može i videti na ekscitacinom spektru na slici 4.3.4. a) [26, 109]. 

Dodatni minimumi u spektru emisije na 448, 473 i 487 nm odgovaraju ekscitacionim prelazima 

3P2–
3H4, 

3P1–
3H4, 

1I6 i 
3P0–

3H4 [26, 109]. Može se primetiti da nedostaje maksimum emisije na oko 

595 nm povezan sa transferom 3H4 na 1D2 nivo koji je karakterističan za FAP mikrokristal dopiran 

Pr3+ [26, 109]. To je posledica prisustva anojonskih vrsta koje zadržavaju (eng. quenching) 

luminescenciju i visoke efikasnosti prenosa energije između nano-FAP matrice domaćina i dopant 

jona. Zadržavanje luminescencije sa 3Ρ0 nivoa u karbonatnom-fluoropatitu ranije istraživanje 

opisuje kao posledicu transfera ekscitacione energije na vibracije rešetke [110]. Za retke zemlje 

značajno zadržavanje se dešava kada je razlika u energijama između elektronskih nivoa 

aproksimativno jednaka energiji četiri fonona [110, 111]. Energetska razlika između 3Ρ0 i nižeg 1D2 

nivoa je aproksimativno 3580 cm-1, što je partikularno ekvivalentno četiri fonona ν2 vibracije 

karbonatnih grupa (870-880 cm-1) [110, 111]. Ovo je u saglasnosti sa karbonatnim grupama koje je 

pokazao FTIR spektar (Slika 4.1.2). 
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Slika 4.1.5. Ekscitaciono-emisione mape (levo) i dominantne komponente fluorescentnih spektara 

K1, K2 i K3 identifikovane MCR-ALS analizom (desno). (a) FAPs, (b) PrFAP0.1s (c) PrFAP0.5s i 

(d) PrFAP1s uzorak. 

 

Table 4.1.4. Vrednosti maksimuma komponenata MCR-ALS analize. 

Uzorak Maksimumi komponenata 

K1 K2 K3 

FAPs 

PrFAP0.1s 

PrFAP0.5s 

PrFAP1s 

377 

384 

372 

384 

388 

397 

396 

- 

435 

434 

430 

423 
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 Za dekompoziciju dobijenih spektara korišćena je metoda multivarijacione rezolucija krivih 

– naizmeničnih najmanjih kvadrata (MCR–ALS), koja je prikazana na desnoj strani slike 4.1.5. Ova 

metoda se koristi za ekstrakciju broja komponenti fluorescencije koje uzorak emituje. 

Trokomponentna analiza bila je adekvatna za sve uzorke, osim za uzorak PrFAP1s. Dobijene 

vrednosti za maksimume komponenata fluorescencije navedene su u Tabeli 4.1.4. MCR-ALS 

analiza pokazuje da je položaj prve komponente K1 (plave linije na desnom grafiku na slici 4.1.5.) 

nešto niži za uzorke FAPs i PrFAP0.5s, ali dolazi i do crvenog pomeraja od FAPs do PrFAP1s. 

Komponenta K2 (crvene linije na desnom grafiku na slici 4.1.5.) takođe pokazuje crveni pomeraj 

koji ide od FAPs do uzorka PrFAP0.1s i PrFAP1s, dok uzorak PrFAP0.5s malo odstupa od ovog 

trenda. Komponenta K3 (zelene linije na desnom grafiku na slici 4.1.5.) pokazuje plavi pomeraj koji 

ide od uzorka FAPs do PrFAP0.1s i PrFAP0.5s. Za PrFAP1s uzorak komponenta K3 se stapa sa 

komponentom K2 i gasi, kao posledica stvaranja vakansi u strukturi usled supstitucije Ca2+ sa Pr3+ 

jonima. Takođe, stvaranje vakansi je uočeno pri supstituciji Ca2+ sa Eu3+ za apatit dobijen u 

uslovima obrade na niskim temperaturama [32]. Analiza emisionih spektara zajedno sa rezultatima 

XRD i FTIR analize dovodi do zaključka da u sistemu postoji zamena Ca2+ sa Pr3+ jonima koja je 

praćena kompenzacijom naelektrisanja u vidu ugradnje anjonskih vrsta HO- i CO3
2- koje zadržavaju 

luminescenciju dopanta. 

 

 Termička obrada nanoapatita na visokim temperaturama je obično neophodna kako bi se 

dobile nanočestice visokog stepena kristaličnosti i odgovarajuće veličine pogodne za pripremu 

biomaterijala, nanofosfora, katalizatora i adsorbenata [112]. Na Slici 4.1.6. ilustrovana je termička 

analiza uzoraka FAPs i PrFAP1s. Prvo su analizirani termogrami uzoraka (slika 4.1.6. (a)) kako bi 

se dobile informacije o procentu gubitka mase na različitim temperaturama i izveo zaključak o 

termičkoj stabilnosti nanoprahova. TGA krive pokazuju dva različita stepena promene mase u 

funkciji temperature. U prvom stepenu uniformnim zagrevanjem uzoraka od sobne temperature do 

800 oC dolazi do kontinualnog gubitka mase od 7,3 % za FAPs, i od 9,5 % za PrFAP1s. Ovaj 

gubitak mase može se povezati sa gubitkom adsorbovane i hemijski vezane vode iz uzoraka. Po 

karakterističnim TGA krivama za FAP, do 600 0C pored vode odlaze i adsorbovani i okludovani 

molekuli karbonata u dva stepena, a na većim temperaturama u trećem stepenu dolazi do njihove 

dekompozicije i daljeg smanjenja mase [45, 112, 113]. Ovo navodi na zaključak da su se karbonati 

u našem slučaju ugradili u strukturu, usled kompenzacije nalelektrisanja, što su i potvrdile trake na 

FTIR spektrima. Iznad temperature od 800 oC sve do 1000 oC u drugom stepenu dolazi do 

povećanja mase uzoraka usled dehidroksilacije apatita i to za FAPs 0,80 % [112, 113]. Uzorak 

PrFAP1s u opsegu temperatura 800-1000 oC ne pokazuje promenu mase, već se povećanje mase 

dešava u intervalu od 1000-1200 oC i to od 0,62%. Ovo navodi na zaključak da dopiranje Pr3+ 
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stabilizuje strukturu FAPa, što su i pokazala ranija istraživanja termičke analize fluorapatita 

dopiranih retkim zemljama koje stvaraju vakanse u strukturi [114]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4.1.6.  Termička analiza sintetisanih uzoraka. TG krive FAPs i PrFAP1s uzorka (a). DSC krive 

FAPs i PrFAP1s uzorka (b). 

 

 DSC krive (Slika 4.1.6. (b)) i endotermni pikovi na njima potvrđuju odlazak vode iz 

uzoraka. Adsorbovana voda koja nije otišla sa sušenjem uzorka na 110 oC odlazi do 173 oC za FAP i 

do 158 oC za PrFAP1. Hemijski vezana voda odlazi na 523 oC za FAP i 504 oC za PrFAP1. 

Temperatura dekarbonacije FAP-a se smanjuje sa povećanjem sadržaja karbonata [45]. Prirodni 
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karbonatni-fluorapatiti počinju sa otpuštanjem CO2 na nekih 800 oC za uzorke sa niskim sadržajem 

karbonata, dok za FAP sa visokim sadržajem karbonata odlazak počinje na nižim temperatutrama od 

oko 520 oC [45]. Vrlo mala egzotermna reakcija na 858 oC kod uzorka FAPs i na 985 oC za PrFAP1s 

eventualno se može pripisati promeni kristalne strukture, no kriva bi trebala biti mnogo oštrija za 

takvu promenu. Ova egzotermna reakcija može biti u vezi sa degradacijom OH- grupa u strukturi. U 

ovom temperaturnom opsegu započela je dehidroksilacija A mesta apatita sa odlaskom vode i 

nastankom oksi-fluorapatita. Tokom dehidroksilacije dolazi do spajanja dva OH- jona, nastaje voda 

koja isparava i ostaju O2- joni i vakansa od vodonika u strukturi (reakcija (5)). Takođe, odlaskom 

CO2 ostaju O2- joni u strukturi [112, 113]. Kako bi se očuvala neutralnost PrFAP strukture usled 

zamene katjona i kompenzacije naelektrisanja, nastaje oksi-fluorapatit.  

 

    2OH- → H2O + O2-                                                                                            (5) 

 

 Takođe, na 1001 oC kod oba uzorka se javlja izražen endotermni pik, koji u ovom slučaju 

može biti u vezi sa degradacijom oksi-apatitne faze u fluoroapatitnoj strukturi i povećanjem mase 

usled nastanka produkata. Posebno kod uzorka FAPs postoji još jedan izražen endotermni pik na 

1042 oC, koji dodatno potvrđuje degradaciju ove oksi-apatitne faze u strukturi. Ovaj pik na 1042 oC 

se ne pojavljuje za dopirani uzorak PrFAP1, što ide u prilog povećanju stabilnosti FAP strukture 

dopiranjem Pr3+ jona u odnosu na čist FAP. Prema literaturnim podacima stabilnost oksi-apatitne 

strukture (OAP) se može očekivati u oblasti 800–1050 °C [112]. Postoje dva moguća pravca 

dekompozicije OAP na oko 1050 °C, po kojima može nastati smeša tetrakalcijumfosfata (TTCP) i 

trikalcijumfosfata (TCP), ili može nastati smeša TCP i CaO [112]. Nakon ove temperaturne oblasti 

po literaturnim podacima može doći do dekompozicije FAP-a na temperatutrama od 1170 do 1200 

oC po reakciji (6). 

 

  3Ca10(PO4)6F2 → 2POF3 + 2Ca3(PO4)2 + 6Ca4(PO4)2O                           (6) 

 

 Iz ovih merenja može se izvesti zaključak da dodatkom Pr3+ jona FAP postaje termički 

stabilnija struktura, što se vidi na višim temperaturama. Razlog za ovu veću termičku stabilnost leži 

u specifičnim magnetnim osobinama koje imaju atomi lantanoida zbog postojanja f orbitala i 

slobodnih elektrona u njima, a čijim unosom u apatitnu matricu se stvaraju jače privlačne sile putem 

formiranja oksi-fluorapatita [114]. 

 

 Na osnovu rezultata TGA-DSC analize sintetisani uzorci su kalcinisani na 700 i 1000 oC 

kako bi se uklonile nečistoće, i povećali kristaličnost i intenzitet luminescentnih prelaza. 
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Kalcinacijom na 700 oC se uklanjanjaju voda i karbonati iz materijala, postižu se dobra disperzija i  

kristaličnost čestica sa željenom emisijom. Kalcinacija sintetisanih nanokristala na 1000 oC  

izvršena je kako bi se utvrdilo da li je kristalna struktura sintetisanog FAP-a očuvana nakon 

tretmana na visokim temperaturama, da li je pretrpela fazne transformacije i koji su uticaji na 

luminescentne osobine nanokristala. 

 

4.1.2. Termički tretirani uzorci na 700 0C i 1000 0C 

 

 Tokom procesa kalcinacije sintetisanih uzoraka dolazi do fizičkih i hemijskih promena, što 

utiče na strukturne osobine dobijenih kristala. Kako bi se odredio uticaj temperatura kalcinacije od 

700 0C i 1000 0C na veličinu i oblik kristala, stepena kristaličnosti i luminescentne osobine, izvršena 

je fizičko-hemijska karakterizacija termički tretiranih uzoraka. 

 

 Rezultati karakterizacije aktiviranih uzoraka na 700 0C su većim delom objavljeni u radu 

[115]. Rendgenske difrakcije aktiviranih nanoprahova na 700 0C upoređene su sa standardnom FAP 

referencom [ICSD br. 56314] i prikazane na slici 4.1.7. Svi difrakcioni maksimumi potiču od 

sintetičkog fluorapatita, što ukazuje na formirane jednofazne kristale visoke kristaličnosti kod svih 

uzoraka aktiviranih na 700 0C. Oštri karakteristični pikovi heksagonalne FAP strukture pripadaju 

prostornoj P63/m grupi porodice apatita. Ova heksagonalna kristalna struktura apatita ima dobru 

stabilnost i podržava stabilne fluorescentne prelaze ugrađenih jona retke zemlje [1-3]. Položaj 

difrakcionih pikova u regionu od 31° do 35° pomera se ka većim vrednostima ugla za Pr3+ dopirane 

uzorke. Štaviše, promene parametara kristalne rešetke su potvrđene i izražene kao smanjivanje 

zapremine jedinične ćelije za uzorke PrFAP0.1a (523,6 (2) Å3) i PrFAP0.5a (523,446 (3) Å3) i malo 

širenje za PrFAP1a (525.185 (3) Å3) u poređenju sa čistim FAP-om (524.779 (3) Å3) (prikazano u 

Tabeli 4.1.5.). Vrednosti prosečne veličine kristalita za aktivirane uzorke izračunate po Scherrer-

ovoj formuli zaokružene su na: d(FAPa) = 32 nm, d(PrFAP0.1a) = 27 nm, d(PrFAP0.5a) = 20 nm i 

d(PrFAP1a) = 12 nm. Smanjenje veličine kristalita sa porastom koncentracije dopanta je u skladu sa 

manjim radijusom Pr3+ jona (1,13 Å) u poređenju sa jonima Ca2+ (1,14 Å), koji su supstituisani u 

kristalnoj rešetki FAP-a [100]. Što se tiče opadanja intenziteta refleksija i vrednosti prosečne 

veličine kristalita sa povećanjem koncentracije Pr3+, može se pretpostaviti da je kristaličnost 

nanočestica malo narušena jer supstitucija Pr3+ stvara defekte u strukturi. To pokazuje i odnos 

parametara c/a koji je konstantan za sve uzorke i iznosi 0,73, kao i u slučaju sintetisanih uzoraka. 
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Slika 4.1.7. Strukturna analiza aktiviranih nanokristala FAPa i PrFAPa na 700 oC na osnovu 

rendgenske difrakcije praha [115]. 

 

Table 4.1.5. Parametri jediničnih ćelija i veličina kristalita FAPa i PrFAPa uzoraka nanokristala 

aktiviranih na 700 oC [115]. 

 
Uzorak Parametri jediničnih ćelija Veličina 

kristalita  

a (Å) c (Å) V (Å3) d (nm) 

FAPa 

PrFAP0.1a 

PrFAP0.5a 

PrFAP1a 

9.3775(3) 

9.370(2) 

9.36902(3) 

9.38533(3) 

6.8910(2) 

6.886(2) 

6.85577(2) 

6.88465(3) 

524.779(3) 

523.6(2) 

523.446(3) 

525.185(3) 

32 

27 

20 

12 

 

 
 Rendgenski difraktogrami kristalnih nanoprahova FAPk i Pr3+ dopiranih PrFAPk uzoraka 

kalcinisanih na 1000 oC prikazani su na slici 4.1.8. Intenziteti i položaji svih difrakcionih pikova su 

u skladu sa odgovarajućim standardnim difraktogramom čiste heksagonalne faze FAP [ICSD br. 

56314] prostorne grupe P63/m. Nisu uočene dodatne kristalne faze i nečistoće. Porastom 

temperature difrakcioni maksimumi se sužavaju i postaju oštriji, a intenziteti rastu što ukazuje na 

uređenje kristalne strukture i povećanje veličine kristalita u odnosu na sintetisane i aktivirane 

uzorke.  
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Slika 4.1.8. Strukturna analiza nanokristala FAPk i PrFAPk kalcinisanih na 1000 oC na osnovu 

rendgenske difrakcije praha. 

 
Table 4.1.6. Parametri jediničnih ćelija i veličina kristalita FAPk i PrFAPk uzoraka kalcinisanih na 

1000 oC. 

Uzorak Parametri jediničnih ćelija Veličina 

kristalita 

a (Å) c (Å) V (Å3) d (nm) 

FAPk 

PrFAP0.1k 

PrFAP0.5k 

PrFAP1k 

9.366 (2) 

9.366 (4) 

9.365 (4) 

9.382 (2) 

6.881 (2) 

6.881 (4) 

6.881 (4) 

6.978 (2) 

522.81 (3) 

522.82 (3) 

526.837(3) 

532.06 (2) 

109 

93 

72 

58 

 

 
 Parametri rešetke, zapremina jedinične ćelije i veličina kistalita za uzorke FAPk i PrFAPk 

kalcinisane na 1000 oC prikazani su u Tabeli 4.1.6. Vrednosti za parametre rešetke a i c i zapreminu 

jedinične ćelije se povećavaju za sve uzorke kako se koncentracija dopanta povećava. Ova 

povećanja zapremine jedinične ćelije su mala za uzorke FAPk (522.81(3) Å3), PrFAP0.1k 

(522.82(3) Å3), PrFAP0.5k (526.837(3) Å3) i malo veća za PrFAP1k (532.06(2) Å3, i u skladu su sa 

širenjima koja su pokazali termogrami na temperaturama od 800 oC za FAP i oko 1000 oC za 

PrFAP1. Takođe, veličina kristalita se smanjuje s povećanjem koncentracije dopant jona za sve 
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uzorke, od 105 nm za čist prah FAPk do 93 nm za PrFAP0.1k, 72 nm za PrFAP0.5k i 58 nm za 

PrFAP1k. Ako se porede sa  aktiviranim uzorcima, veličine kristalita su tri puta veće u proseku, a u 

poređenju sa sintetisanim uzorcima i do pet puta veće. Dejstvo visoke temperature obezbeđuje 

povoljne uslove da se fini kristali kombinuju jedni sa drugima i formiraju veće kristale. Porast u 

veličini kristalita u odnosu na aktivirane i sintetisane uzorke može biti posledica re-kristalizacije na 

visokim temperaturama i rasta novih kristala [116]. Odnos parametara rešetke c/a za uzorke iznosi 

0,73, osim za PrFAP1k za koji je 0,74. Ovo malo povećanje može biti u vezi sa stvaranjem faze 

oksi-fluorapatita. 

 

 Spektri infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (FTIR) FAPa i PrFAPa 

nanoprahova aktiviranih na 700 oC prikazani su na Slici 4.1.9., zajedno sa karakterističnim 

vibracijama strukture apatita prikazane u Tabeli 4.1.7.  

 

 

Slika 4.1.9. Frekvencije vibracionih traka na FTIR spektrima FAPa i PrFAPa uzoraka aktiviranih na 

700 oC [115]. 

 

U FTIR spektrima trake koje se pojavljuju na 1032–1095 cm−1 pripadaju asimetričnoj 

vibraciji istezanja PO4
3− grupa (ν3), trake na 966 cm−1 pripadaju vibraciji PO4

3− grupa (ν1), dok 
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trake na 565–603 cm−1 potiču od simetričnih vibracija istezanja PO4
3− grupa (ν4). Vibracije na 752,1 

i 749,0 cm-1 karakteristične su za ugrađene F- jone u apatitnu rešetku, i dokaz da su dizajnirane 

količine fluorida supstituisane u strukturi apatita [117-119]. Za uzorak PrFAP1a formiranje dodatnih 

traka na 667,4 i 1265 cm-1 karakteristično je za zamene F- jona OH- jonima i nastanak fluoro-

hidroksiapatita [118, 119]. Takođe je vibraciona traka na 1265 cm−1 u nekim izveštajima dodeljena 

HPO4
2 - grupi, koja tokom sinteze lako može da zameni fosfate u strukturi apatita [119]. S obzirom 

da je tokom sinteze odnos Ca+Pr/P bio fiksan i iznosio 1,67, kako bi se dobila stehiometrijska 

fluorapatitna jedinjenja, anjonske vrste neutrališu disbalans naelektrisanja nastao zamenom Ca2+ sa 

Pr3+ u FAP rešetki. Uočljivo je odsustvo CO3
2- traka i kako su termogrami pokazali (vidi Sliku 

4.1.6.) karbonatne grupe napuštaju strukturu u obliku CO2 ostavljajući O2- i vakansu u rešetki. 

Povećavanje sadržaja Pr3+ i formiranje O-H trake pomera vibracije PO4
3− grupa na manje vrednosti 

u slučaju uzorka PrFAP1a (Tabela 4.1.7.). 

 

Tabela 4.1.7. Dodeljivanje FTIR vibracionih traka za FAPa i PrFAPa uzorke aktivirane na 700 oC 

[115]. 

Uzorak 

  

Vibracione trake (cm−1) 

PO4
3− (ν4) 

 

OH-(νL) F- (ν) PO4
3− (ν1) PO4

3− (ν3) HPO4
2- (OH-) 

FAPa 

PrFAP0.1a 

PrFAP0.5a 

PrFAP1a 

571.2   603.6 

572.3   603.9 

571.6   603.7 

568.7   603.3 

 

 

 

667.4 

 

 

752.1 

749.0 

966.4 

966.8 

966.3 

964.3 

1036.0   1096.0 

1036.0   1095.7 

1036.1   1095.7 

1033.3   1094.3 

 

 

 

1275.0 

 

 

 FAR transmisioni infracrveni spektri u opsegu od 200 do 600 cm-1, prikazani na Slici 

4.1.10., odgovaraju vibraciji savijanja P-O veza fosfatne grupe kuplovane sa vibracijama kontakata 

između metala i kiseonika M-O i O-M-O [106]. Naglašen je opseg vibracija P-O veza na 560 cm–1 i 

na 470 cm–1, kuplovane sa makazastom deformacionom vibracijom u ravni O-M-O (dm) na 331 cm–

1, ljuljajućom deformacionom vibracijom u ravni O-M-O(dw) na 267 cm–1 i savijajućom 

deformacionom vibracijom van ravni M-O(νw) na 223 cm–1. U uzorcima PrFAP0.5a i PrFAPa pored 

ovih vibracija postoje i mali pikovi od 440 do 360 cm–1 koji verovatno potiču od vezanih Pr3+ jona 

(Tabela 4.1.8.). Uočljivo je da najveći apsorpcioni intenziteti u ovom opsegu frekvencija ima 

spektar PrFAP0.5a uzorka.  
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Slika 4.1.10. Frekvencije vibracionih traka na FAR IR spektrima FAPa i PrFAPa uzoraka 

aktiviranih na 700 oC. 

 

Tabela 4.1.8. Dodeljivanje FAR IR vibracionih traka za FAPa i PrFAPa uzorke aktivirane  

na 700 oC. 

Uzorak Vibrationa traka (cm−1)  

PO4
3− (ν4)  PO4

3− (ν2)  Pr-O  O-M-O (m) O-M-O(w)  M-O(νw) 

FAPa 

PrFAP0.1a 

PrFAP0.5a 

PrFAP1a 

568.7         473.5 

568.7         472.4 

568.7         472.6 

565.5         476.5 

 

                      409.2 

           410.2  409.3 

441.4  429.5  408.8 

 

 

 

360.4   

318.9 

318.6 

318.6 

308.9 

267.9 

271.5 

267.4 

271.9 

244.8   

244.4      

244.1   

241.9  

 

 Spektri infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (FTIR) FAPk i Pr3+ 

dopiranih FAPk uzoraka kalcinisani na 1000 oC prikazani su na slici 4.1.11. FTIR spektri od svakog 

uzorka sadrže karakteristične trake apatitnih jedinjenja kao i u prethodnim uzorcima. Trake koje se 

pojavljuju na 565–603 cm-1 pripadaju (ν4) simetričnoj vibraciji istezanja PO4
3− grupa, dok trake na 

1032–1095 cm−1 potiču od asimetrične vibracije istezanja (ν3). Uočljivo je da nema pikova od CO3
2- 

i OH- grupa koje su usled dejstva visoke temperature napustile uzorak, što su pokazali i termogrami 

(vidi Sliku 4.1.6). Zbog toga je došao i do izražaja mali pik na 760 cm−1 koji potiče od ugrađenih F- 
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jona u apatitnu rešetku [106]. Poređenjem absorpcionih traka iz Tabele 4.1.9. se može zaključiti da 

se vrednosti za sve vibracije pomeraju ka nižim vrednostima frekvencija kako koncentracija Pr3+ 

raste. 

 

Slika 4.1.11. Frekvencije vibracionih traka na FTIR spektrima FAPk i PrFAPk uzoraka kalcinisanih 

na 1000 oC. 

 

Table 4.1.9. Dodeljivanje FTIR vibracionih traka za FAPk i PrFAPk uzorke kalcinisane na 1000 oC. 

 

Uzorak 

 

Vibracione trake (cm−1)  

PO4
3− (ν4)  F- (ν) PO4

3− (ν1) PO4
3− (ν3)  

FAPk 

PrFAP0.1k 

PrFAP0.5k 

PrFAP1k 

572.0   602.4 

571.5   602.3 

572.0   602.6 

569.4   600.4 

 

 

 

 

760.5 

760.0 

750.6 

747.2 

966.4 

966.8 

969.6 

964.6 

1037.2   1095.0 

1035.7   1094.7 

1036.8   1094.9 

1034.3   1094.0 

 

 

 

 

 

 FAR transmisioni infracrveni spektri u opsegu od 200 do 600 cm-1, prikazani na slici 4.1.9., 

odgovaraju vibraciji savijanja P-O veza fosfatne grupe kuplovane sa vibracijama kontakata između 

metala i kiseonika M-O i O-M-O kao i kod prethodnih uzoraka [106]. Uzorci FAPk i PrFAP0.1k 

imaju sličnu distribuciju pikova. Naglašen je opseg vibracija P-O veza na 560 cm–1 i na 470 cm–1, 

kuplovane sa makazastom deformacionom vibracijom u ravni O-M-O (dm) na 331 cm–1, ljuljajućom 

deformacionom vibracijom u ravni O-M-O (dw) na 267 cm–1 i savijajućom deformacionom 

vibracijom van ravni M-O (νw) na 223 cm–1. U uzorcima PrFAP0.5k i PrFAP1k pored ovih vibracija 
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postoje i novi pikovi u oblasti od 430 do 359 cm–1 koji verovatno potiču od vezanih Pr3+ jona. 

Apsorpcioni intenziteti traka rastu ravnomerno sa porastom koncentracje dopanta, jer intenzitet 

trake zavisi od veličine promene dipolnog momenta. Pikovi su mnogo izraženiji po intezitetu kako 

se povećava koncentracija dopanta nego kod sintetisanih uzoraka, što je posledica veće 

kristaličnosti uzoraka. 

 

Slika 4.1.12. Frekvencije vibracionih traka na FAR IC spektrima FAPk i PrFAPk uzoraka 

kalcinisanih na 1000 oC. 

 

Table 4.1.10. Dodeljivanje FAR IC vibracionih traka za FAPk i PrFAPk uzorke kalcinisane na 

1000 oC. 

 

Uzorak Vibracione trake (cm−1)  

PO4
3−(ν4)  PO4

3− (ν2) Pr-O  O-M-O (m) O-M-O(w)  M-O(νw) 

FAPk 

PrFAP0.1k 

PrFAP0.5k 

PrFAP1k 

570.2        475.4 

585.3        485.6 

569.7        472.8 

564.1        473.1 

 

 

431.2  410.1 

428.1  410.0 

 

 

359.9 

364.1   

317.9 

320.3 

318.6 

318.8 

269.3 

281.6 

269.2 

270.1 

239.2      218.4 

246.1      228.2 

242.1      221.2 

239.1      219.8 

 

Mikrografi uzoraka FAPa i PrFAPa aktiviranih na 700 oC, dobijeni skenirajućom 

elektronskom mikroskopijom sa emisijom elektrona polja (FE-SEM) prikazani su na slici 4.1.13.  
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Slika 4.1.13. Morfološka analiza aktiviranih nanokristala na bazi FESEM mikrografa (a) FAPa, (b) 

Pr FAP0.1a (c) PrFAP0.5a i (d) PrFAP1a uzorka. (e) TEM i EDS elementarna analiza PrFAP0.5a 

uzorka [115]. 

 

Aktivirane čestice na 700 oC su relativno ujednačene, sferične i visoko aglomerisane. 

Sklonost čestica aglomeraciji najverovatnije je rezultat njihovih nanometarskih dimenzija. 

Morfologija i veličina čestica PrFAP0.5a nanokristala analizirani su transmisionom elektronskom 

mikroskopijom (TEM) i prikazani su na slici 4.1.13 e. Slika pokazuje čestice sfernog oblika od oko 

20 nm, što je u saglasnosti sa veličinom kristalita koja je dobijena XRD analizom. Takođe, DLS 
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analiza je potvrdila nanometarsku veličinu čestica, o čemu će detaljnije biti reči u poglavlju 4.3. u 

kontekstu predviđanja interakcija nanokristala i ćelija. Mapiranje elemenata sa prostornom 

raspodelom u uzorku nanokristala PrFAP0.5a rađeno EDS metodom, pokazuje da su joni Pr3+ 

raspoređeni uniformno po kristalima.  

 

Analiza morfologije kalcinisanih uzoraka na 1000 oC pomoću skenirajuće elektronske 

mikroskopije, zajedno sa mapiranjem elementnog sastava za uzorak PrFAP1k, prikazana je na Slici 

4.1.14. Na mikrografima je uočljivo prisustvo aglomerisanih čestica, sa veličinama aglomerata od 

par stotina nanometara. DLS analiza je potvrdila postajanje čestica čiji su prečnici nešto veći od 

nanometarskih veličina, od oko 150 nm, kao i postojanje aglomerata od oko 500 nm. EDS analiza 

potvrdila je prisustvo svih elemenata u strukturi, dok su mape elemenata pokazale da dolazi do 

većeg koncentrisanja Pr3+ jona u pojedinim zonama, kao posledica dejstva visoke temperature i 

koalescencije čestica. 
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Slika 4.1.14. Morfološka analiza kalcinisanih nanokristala na bazi SEM mikrografa (a) FAPk, (b) 

PrFAP0.1k (c) PrFAP0.5k i (d) PrFAP1k uzorka. (e) EDS elementarna analiza PrFAP1k uzorka. 

 

Slika 4.1.15. prikazuje ekscitaciono-emisione profile uzoraka aktiviranih na 700 oC (levo), 

zajedno sa njihovom multivarijantnom analizom (desno).  
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Slika 4.1.15. Ekscitaciono-emisione mape (levo) i dominantne komponente fluorescentnih spektara 

K1 i K2 identifikovane MCR-ALS analizom (desno). (a) FAPa, (b) Pr FAP0.1a (c) PrFAP0.5a i (d) 

PrFAP1a uzorka aktiviranih na 700 oC [115]. 

 

Dobijeni luminescentni nanokristali čistog FAP-a imaju maksimum fluorescencije u 

ljubičastom području (oko 425 nm) pod UV ekscitacijom (videti Sliku 4.1.15. a (levo)). Ranije 
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studije su pokazale da je samo-luminescencija FAP-a rezultat defekata u strukturi ili prenosa 

naelektrisanja (C-T) sa najelektronegativniijih F- jona u strukturi [27]. Pošto ekscitacija u području 

UV oblasti nije pogodna za bio-medicinsku primenu i biosnimanja, primenom jona Pr3+ omogućeno 

je pomeranje i ekscitacije i emisije u vidljivi deo spektra, što je i ostvareno nakon aktivacije uzoraka 

na 700 0C. Ekscitaciono-emisione mape FAP kristala sa dopiranim Pr3+ snimane su u rasponu od 

420 nm do 500 nm sa regionom posmatranja talasne dužine od 520 do 680 nm (vidi Sliku 4.1.15. b, 

c, d (levo)). Dopiranje jonima Pr3+ rezultira jasnim pomerajem ukupne emisije luminescencije 

nanokristala sa UV na vidljivi opseg, sa dva glavna maksimuma koncentrisana na 545 nm i 600 nm. 

Ova dva maksimuma su u skladu sa prelazima u Pr3+ jonima u zelenoj (3P0→
3H4) i narandžastoj 

(1D2→
3H4) boji vidljivog spektra [109, 110]. 

 

Tabela 4.1.11. Vrednosti maksimuma komponenata MCR-ALS analize. 

Uzorak Maksimumi komponenata  

K1 K2  

FAPa 

PrFAP0.1a 

PrFAP0.5a 

PrFAP1a 

386 

544 

- 

542 

434 

600 

600 

600 

 

 

Dobijene matrice ekscitaciono-emisionih mapa analizirane su korišćenjem metoda 

multivarijacione rezolucija krivih–naizmeničnih najmanjih kvadrata (MCR-ALS). U slučaju čistog 

uzorka FAPa, emisija je sastavljena od dve komponente fluorescencije (prikazane plavim i crvenim 

spektrom na slici 4.1.15. a (desno)). Poreklo ovih komponenata može biti posledica dve vrste 

defekata u kristalnoj rešetki, kao što su zamena hidroksilne grupe i stvaranje vakansi ili prelaz 

naelektrisanja sa najelektronegativnijeg jona F- [27]. Emisije aktiviranih FAP uzoraka sa 0.1% i 1% 

Pr3+ takođe pokazuje dve spektralne komponente (Slika 4.1.15. b i d (desno)). Ovde se spektar 

prikazan plavom bojom može povezati sa luminescencijom rešetke kristala FAP-a, dok crveni 

spektar potiče od Pr3+ prelaza. Samo spektar uzorka PrFAP0.5a sa 0,5% Pr3+ dopanta, pokazuje 

jedanu dominantnu komponentu fluorescencije prikazanu plavom bojom, koja se može povezati sa 

Pr3+ prelazom 1D2→
3H4 (slika 4.1.15. c (desno)). Kako su dobijeni karakteristični luminescentni 

prelazi Pr3+ jona u ovim nanokristalima aktiviranim na 700 oC, izvršena su detaljnija ispitivanja u 

pogledu luminescencije, biokompatibilnosti i potencijalnih aplikacija u biosnimanjima. 
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Slika 4.1.16. Ekscitaciono-emisione mape (levo) i dominantne komponente fluorescentnih spektara 

K1, K2 i K3 identifikovane MCR-ALS analizom (desno). (a) FAPk, (b) PrFAP0.1k (c) PrFAP0.5k i 

(d) PrFAP1k uzorka kalcinisanih na 1000 oC. 

 

Table 4.1.12. Vrednosti maksimuma komponenata MCR-ALS analize. 

Uzorak Maksimumi komponenata 

K1 K2 K3 

FAPk 

PrFAP0.1k 

PrFAP0.5k 

PrFAP1k 

365 

365 

368 

- 

395 

400 

395 

390 

438 

430 

430 

420 
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          Fluorescentni spektri FAPk i PrFAPk uzoraka kalcinisanih na 1000 oC, a dobijenih pri 

ekscitacijama u opsegu između 320–350 nm u vidu ekscitaciono-emisionih mapa prikazani su na 

Slici 4.1.16 (levo). Kao i kod sintetisanih uzoraka, svi kalcinisani uzorci imaju maksimalnu 

vrednost ekscitacije na oko 350 nm, nastalu kao rezultat prenosa naelektrisanja sa 

najelektronegativnijeg atoma F-–Ca2+(CT) kristalne rešetke. Uobičajeni luminescentni f–f prelazni 

Pr3+ jona nisu vidljivi u području veće talasne dužine zbog njihovog značajno nižeg intenziteta 

emisije u poređenju sa intenzitetom emisije FAP domaćina, kao i u slučaju sintetisanih uzoraka. 

Čisti FAPk uzorak je pokazao jak široki opseg emisije domaćina od 390-500 nm sa maksimumom 

emisije u ljubičastom području vidljivog dela spektra na oko 420 nm. Nakon što je Pr3+ substituisan 

u rešetku domaćina, uzorci su još uvek pokazivali intenzivan široki opseg emisije domaćina sa re-

absopcionim prelazima slabog inteziteta od strane Pr3+ jona u plavo-zelenom regionu. Takođe, na 

mapama se može primetiti smanjenje inteziteta emisije domaćina sa povećanjem koncentracije Pr3+ 

jona (Slika 4.1.16. (levo)). Pikovi re-absorpcije emisije domaćina između 440 i 500 nm dodeljeni su 

tipičnim ekscitacionim prelazima Pr3+ unutar konfiguracije 4f2–4f2 kao i u slučaju sintetisanih 

uzoraka [109]. Uočljivo je da i ovde nedostaje maksimum emisije na oko 595 nm povezan sa 

prelazom sa 3H4 na 1D2 nivo, kao i u slučaju sintetisanih uzoraka [26, 109]. Tokom kalcinacije 

sintetisanih uzoraka na 1000 oC dolazi do stvaranja velikog broja vakansi u strukturi, usled procesa 

dekarbonacije i dehidroksilacije, koje i utiču na smanjenje inteziteta luminescencije domaćina i 

zadržavanje Pr3+ emisionih prelaza. 

 

Za dekompoziciju dobijenih ekscitaciono-emisionih matrica korišćena je metoda 

multivarijacione rezolucije krivih–naizmeničnih najmanjih kvadrata (MCR–ALS) i rezultati su 

prikazani na desnoj strani Slike 4.1.16. Trokomponentna analiza bila je adekvatna za sve uzorke, 

osim za uzorak PrFAP1k. Dobijene vrednosti za maksimume komponenata fluorescencije navedene 

su u Tabeli 4.1.12. MCR-ALS analiza pokazuje da komponenta K1 (plave linije na desnom grafiku 

na Slici 4.1.16.) ima crveni pomeraj od FAPk do PrFAP0.5k uzorka. Za uzorak PrFAP1k 

komponenta K1 se stapa sa komponentom K2 i gasi. To je posledica stvaranja vakansi u strukturi i 

nastanka faze oksi-fluorapatita, naročito u uzorku PrFAP1k sa najvećom koncentracijom dopanta 

[114]. Komponente K2 (crvene linije na desnom grafiku na Slici 4.1.11.) i K3 (zelene linije na 

desnom grafiku na Slici 4.1.11.) imaju plavi pomeraj koji ide od uzorka FAPk do uzorka PrFAP1k. 

Analiza emisionih spektara zajedno sa rezultatima analiza XRD, FTIR i TG-DSC dovodi do 

zaključka da je u slučaju kalcinisanih uzoraka zamena Ca2+ sa Pr3+ praćena kompenzacijom 

naelekstrisanja u vidu nastanka anjonskih vrsta O2- i vakansi na mesto vodonika koje zadržavaju 

luminescenciju dopanta. Takođe, stvaranje velikog broja vakansi u strukturi dodatno smanjuje 

luminescenciju domaćina. Ovi defekti ustvari apsorbuju ekscitacionu energiju, obično je raspršujući 
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u obliku vibracija rešetke [120]. 

 

Na kraju ove karakterizacije potrebno je razjasniti zbog čega uzorci aktivirani na 700 oC 

pokazuju karakteristične emisione prelaze Pr3+ jona, a uzorci kalcinisani na 1000 oC, kao i sušeni na 

110 oC, ne pokazuju ove prelaze već samo luminescenciju kristalne rešetke. Generalno 

luminescentne osobine dopiranih nanočestica, ali i krajnje funkcionalne karakteristike suštinski 

zavise od kristaličnosti, koncentracije jona aktivatora, kao i od stehiometrije jedinjenja i 

eventualnog prisustva drugih jonskih vrsta [85]. Takođe, kada su u pitanju nanočestice ne treba 

zanemariti ni efekat koji imaju veličina i oblik na luminescenciju.  

 

Sintetisane slabokristalne nanočestice PrFAP-a sastoje se od aglomerisanih čestica 

nepravilnog sfernog oblika i pokazuju jaku samo-luminescenciju kristalne rešetke sa dodatnom re-

apsorpcijom od strane Pr3+ jona. U ovom slučaju joni Pr3+ se ponašaju kao apsorberi luminescencije 

domaćina, što bi trebalo da dovede do re-emisije apsorbovane luminescencije. Odsustvo dodatnih 

emisionih prelaza Pr3+ jona je posledica prisustva nečistoća u kristalnoj rešetki u vidu CO3
2- jona i 

zaostale vode. Joni CO3
2- i molekuli H2O povećavaju fononsku energiju kristalne rešetke i 

zadržavaju energetske prelaze u Pr3+ jonima [3, 110, 111]. 

 

 Aktivacijom sintetisanih nanoprahova na 700 oC dobijene su nanočestice sfernog oblika i 

dobre disperzije, kod kojih je veličina kristalita bliska veličini nanočestice kristala. Ovakav profil 

kristalne matrice podržava luminescentne 4f2-4f2 prelaze u Pr3+ jonu. Kod aktiviranih nanokristala 

na 700 oC pokazano je istovremeno prisustvo pored fluoridnih i hidroksilnih jona unutar kristalne 

rešetke, što dovodi do smanjene difuzije i na taj način do smanjenog zgušnjavanja i rasta zrna 

tokom kalcinacije [85]. Porast koncentracija OH- jona u kristalnoj rešetki, dovodi do smanjenja 

inteziteta luminescencije Pr3+ jona. Ukoliko su OH- joni na površini kristala, onda će se ponašati i 

kao akceptori ekscitacije, tako da mogu potpuno da gase luminescenciju [106, 121]. Tokom 

kalcinacije na 700 oC ne dolzi do fazne transformacije, osim što molekuli H2O i CO2 napuštaju 

strukturu. 

 

Kalcinacijom uzoraka do 1000 oC dolazi do procesa dekarbonacije i dehidroksilacije bez 

razgradnje osnovne kristalne strukture, što je praćeno koalescencijom čestica i stvaranjem većih 

aglomerata. U kristalnoj strukturi nastaju vakanse na mestima OH- i CO3
2- jona i formiraju se O2- 

joni, radi očuvanja neutralnosti rešetke. Prisustvo vakansi u kristalnoj rešetki nestehiometrijskog 

materijala, zadržava emisiju dopanta i smanjuje intenzitet emisije domaćina [114]. Elektronski 

prelaz u Pr3+ jonu može biti ometen bilo jonom nečistoće kao što je O2− ili strukturnim 
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deformacijama, što može rezultirati suzbijanjem emisije. Potpuno gašenje luminescencije u 

dopiranom FAP sistemu nastaje zbog postojanja centra za hvatanje ekscitacije na površini čestica 

(OH akceptori) ili zbog narušene simetrije luminescentnog centra u kristalnoj rešetki FAP-a [121]. 

 

4.2. Evaluacija strukturnih promena dopiranjem Pr3+ u FAP kristalnom sistemu pomoću 

kvantno-hemijskih proračuna 

 

 Evaluacija efekata dopiranja Pr3+ jona na strukturu i luminescenciju FAP-a izvršena je 

teorijskim proračunima u odnosu na eksperimentalne podatke dobijene za nanokristale PrFAP-a 

aktivirane na 700 oC.  

 

 U FAP kristalima Ca2+ joni su smešteni u dva simetrijski različita kristalografska položaja, 

Ca1 (4f) i Ca2 (6h), i oba su dostupna za zamenu sa Pr3+ jonima [106]. Devetostruko koordinisano 

mesto Ca1, sa C3 lokalnom simetrijom, povezano je sa šest fosfatnih grupa. Sedmostruko 

koordinisano mesto Ca2, sa Cs lokalnom simetrijom, povezano je sa pet fosfatnih grupa i jednim 

fluoridnim anjonom [106]. 

 

 Koeficijenti zauzetosti pozicija Ca1 i Ca2 (REE–Ca2/REE–Ca1) pojedinim elementima 

retkih zemalja (REE) za prirodne minerale fluorapatita prethodno su izračunati korišćenjem 

izmerenih i interpoliranih podataka za mono-REE supstituisani uzorak fluorapatita [122]. 

Procenjena vrednost koeficijenta zauzetosti mesta sa prazeodimijumom je 3,22, i ukazuje na 

dominantnu prednost za poziciju Ca2. Ranija studija preferencija elemenata retkih zemalja za 

pozicije u fluorapatitu istih autora [40] takođe je pokazala da je Pr3+ supstituisao Ca2+ u Ca2 

poziciji. Na osnovu ovih ranijih istraživanja izvedeni su kvantno-hemijski proračuni kako bi se 

istražio efekat zamene Ca2+ sa Pr3+ jonom u mestu Ca2 na supramolekularnu strukturu dopiranog 

fluorapatita. Početna struktura za proračun, koja odgovara bliskom okruženju jona fluorida, uzeta je 

iz kristalne strukture fluorapatita [123]. Struktura sadrži fluorid jon, tri jona Ca2+ (smeštena na 

mestu Ca2) i tri fosfatna jona. Radi jednostavnosti, ovaj sistem je označen kao FAP fragment. 

Početna struktura je optimizovana B3LIP metodom, sa bazisnim skupom SDD za jone Ca2+ i 6–31G 

bazisom za ostale elemente. Geometrija optimizovanog FAP fragmenta (Slika 4.2.1. a) pokazuje 

dobro slaganje sa geometrijom fragmenta koji se nalazi u kristalnoj strukturi (fluoridni joni su 

smešteni u ravni koju formiraju joni Ca2+, na udaljenosti od 2,31 Å od svakog od njih; Ca2+ joni su 

razdvojeni na rastojanju od 4,00 Å). Ovaj nivo slaganja ukazuje na pouzdan nivo teorije. 

Optimizovani FAP fragment koristi se kao početna struktura u kojoj su joni Ca2+ zamenjeni Pr3+ 
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jonima. Promenjene strukture su dodatno optimizovane metodom nerestriktivan B3LIP (UB3LIP), 

sa bazisnim skupom SDD za jone metala i 6–31G bazisom za ostale atome. Nerestriktivan B3LIP 

metod je izabran jer Pr3+ sadrži nesparene elektrone. Zamena Ca2+ sa Pr3+ jonima dovodi do 

deformacije strukture dopiranih fluorapatitnih nPr–FAP sistema, gde je n broj Ca jona zamenjen Pr 

jonima i upoređen sa strukturom optimizovanog FAP fragmenta (Slika 4.2.1.a). Deformacija je 

opisana parametrima koji opisuju udaljenosti između odgovarajućih atoma i ravni kao što je 

prikazano na slici 4.2.1.b, dok su određene vrednosti ovih parametara date u Tabeli 4.2.1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4.2.1. Teorijska strukturna analiza. (a) Optimizovana struktura FAP fragmenta, ekstrahovana 

iz kristalne strukture korišćenjem B3LIP metode. Fluoridni jon se nalazi u ravni formiranoj sa Ca2+ 

jonima, jednako udaljenim od svakog od njih (rastojanje od 2,25 Å). Ca2+ ioni su razdvojeni na 

udaljenosti od 3.89 Å. Fosfatni joni istovremeno stupaju u interakciju sa dva Ca2+ jona, pri čemu 

prvi interaguje preko dva atoma kiseonika (bifurkirana interakcija), dok je sa drugim preko jednog 

atoma kiseonika (monofurkirana interakcija). (b) Ilustracija parametara koji se koriste za opisivanje 

strukture nPr–FAP sistema (optimizovanom metodom UB3LIP), gde M1 do M3 predstavljaju Ca2+ 

lokacije koje treba delimično zameniti Pr3+ jonima [115]. 

 

 Uvođenje Pr3+ jona u FAP-sistem dovodi do povećanja odbojnih sila između jona metala i 

do povećanja M-M rastojanja (od 3,89 Å u FAP-u do 4,02 Å u sistemu 3Pr-FAP). Ove promene su 

praćene povećanjem rastojanja M-O (od 2,25 Å u FAP-u do 2,48 Å u sistemu 3Pr-FAP) i 

odstupanjem F- jona od ravni koju formiraju joni metala (R parametar). Na osnovu rezultata 

proračuna trebalo bi očekivati porast parametara jediničnih ćelija dopiranih uzoraka (naročito 

zapremine, V), što se može potvrditi podacima dobijenim iz XRD analize za aktivirane uzorke. 
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Naime, dolazi do povećanja parametara jedinične ćelije za dopirane uzorke (na primer za 1% 

dopiranog uzorka a=9,38533 (3) Å, c=6,888465 (3) Å, i V=525,185 (3) Å3) u poređenju sa 

parametrima za FAP (a=9.3775 (3) Å, c=6.8910 (2) Å i V=524.779 (3) Å3). Sve veći broj Pr3+ jona 

u nPr–FAP sistemu dovodi do neznatnog smanjenja R odstupanja (0,97 Å u Pr-FAP, 0,95 Å u 2Pr-

FAP i 0,88 Å u sistemu 3Pr–FAP) i do povećanja privlačnih sila između pozitivno naelektrisanih 

jona metala i negativno naelektrisanih fosfatnih i fluoridnih jona. Smanjenje zapremine sistema 

rezultat je ovih promena (485,88 Å3 za Pr-FAP, 479,29 Å3 za 2Pr-FAP i 472,79 Å3 za 3Pr-FAP 

sistem), što je u skladu sa rezultatima za smanjenje zapremina dobijenih iz XRD difrakcione analize 

prahova za uzorke FAPa, PrFAP0.1a i PrFAP0.5a. Za uzorak PrFAP1a treba očekivati smanjenje 

intenziteta luminescencije [115]. 

 

Tabela 4.2.1. Vrednosti parametara koji se koriste za opisivanje geometrije Pr3+-FAP sistema, 

izražene u Å (M-O, M-M, i R rastojanju) i Å3 (izračunate zapremine) [115]. 
 

 

Parametri 

Pr-FAP 2Pr-FAP 3Pr-FAP 

M1=Ca2+ M1=Ca2+ M1=Pr3+ 

M2=Ca2+ M2=Pr3+ M2=Pr3+ 

M3=Pr3+ M3=Pr3+ M3=Pr3+ 

M1-O 2.26 2.34 2.48 

M2-O 2.30 2.40 2.48 

M3-O 2.44 2.53 2.48 

M1-M2 3.52 3.70 4.02 

M2-M3 3.71 4.04 4.02 

M1-M3 3.80 3.82 4.02 

R  0.97 0.95 0.88 

Zapremina 485.88 479.29 472.79 

 

 Na osnovu analize, predviđanje strukturalnih promena kvantno-hemijskim proračunima, 

zamena Ca2+ jona Pr3+ jonima dovodi do deformacije u strukturi dopiranog fluorapatita. Ove 

promene su praćene povećanjem rastojanja M-O i odstupanjem F- jona od ravni koju formiraju joni 

metala. FTIR spektar (Slika 4.1.13) pokazuje da sa porastom Pr3+ koncentracije nastaju O-H 

vibracije, ali se u XRD difraktogramima detektuju samo čiste faze fluorapatita (Slika 4.1.12). 

Povećavanjem koncentracije jona Pr3+ povećava se količina OH- jona, što je praćeno prenošenjem 

protona iz OH– grupa u PO4
2- grupu (stvaraju se HPO4

2- joni (Slika 4.1.13.)). Na ovaj način se 

povećava negativan naboj (OH grupa je naelektrisana -1, a O jon -2), a samim tim i elektrostatička 

sila između Pr i O atoma, što dodatno stabilizuje strukturu. Sveukupno, na osnovu izvršene 

strukturne analize, pretpostavljeni mehanizam supstitucije je jedan Pr3+ za jedan Ca2+, s delimičnom 

supstitucijom F– sa O2– i OH– i stvaranjem vakansi usled postizanja neutralnosti sistema. Povećanje 

koncentracije Pr3+ u FAP-u, praćeno pojavom OH–, O2– i vakansi, dovodi do gašenja luminescence. 
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4.3. Evaluacija aktiviranih nanokristala kao kontrastnih agenata za biosnimanje ćelija 

kancera 

 

 Rezultati fizičko-hemijske karakterizacije sintetisanih nanokristala su pokazali da 

nanokristali aktivirani na 700 oC mogu biti pogodni kandidati za kontrastne agente za studije 

biosnimanja. U narednom koraku rađeni su testovi sa ćelijama i ispitane su biokompatibilnost i 

hemokompatibilnost nanokristala. Na kraju su urađene in vitro i ex vivo studije biosnimanja na 

ćelijama kancera kože i pluća pomoću konfokalnog mikroskopa i mikroskopa širokog polja. Veći 

deo ovih analiza je objavljen u radu [115]. 

 

4.3.1. Predviđanje interakcija ćelija i nanokristala na osnovu njihove hidrodinamičke veličine i 

površinskog naboja 

 

Aktivirani nanokristali uzoraka FAPa i PrFAPa su resuspendovani u vodi i analizirane su 

raspodele veličine čestica i zeta-potencijala pomoću metode dinamičkog rasejanja svetlosti (DLS) 

(Slika 4.3.1). Eksperimentalno utvrđene vrednosti zeta-potencijala nanokristala su blago negativne 

u rasponu od -5 do -10 mV, a veličine hidrodinamičkog prečnika čestica se kreću između 58 i 106 

nm (videti Tabelu 4.3.1).  

 

 

Slika 4.3.1. Karakterizacija veličine i površinskog napona aktiviranih nanokristala. (a) DLS 

distribucija veličine hidrodinamičkog prečnika čestica i (b) zeta-potencijal FAPa i PrFAPa uzoraka 

[115]. 
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Table 4.3.1. Vrednosti hidrodinamičkog prečnika čestice i zeta potencijala aktiviranih nanokristala  

 

Uzorak  Veličina (nm) 

 

Zeta potencijal (mV) 

FAPa 

PrFAP0.1a 

PrFAP0.5a 

PrFAP1a 

105,7 

58,77 

78,82 

105,7 

-5,56 

-7,27 

-7,96 

-9,57 

 

 

Rezultati DLS analize FAPa i PrFAPa čestica potvrđuju hidrodinamičku veličinu kristala na 

nanometarskom nivou, ali i prisustvo agregata. Veličine nanokristala dobijene pomoću DLS analize 

ukazuju na hidrodinamički prečnik nanokristala i zato imaju nešto veće vrednosti u poređenju sa 

određenim veličinama nanokristala TEM metodom. Pored toga, može se primetiti  određeni stepen 

agregacije koji ukazuje na nisku stabilnost suspenzija. Zeta-potencijal čestica koristi se za 

određivanje stabilnosti suspenzija, kao i za predviđanje interakcija sa ćelijama. Površina FAP-a je 

blago negativno naelektrisana, što čini da vodena suspenzija čestica više bude nestabilna. 

Dodavanjem jona dopanta povećava se negativnost, što je u skladu sa supstitucijom Ca2+ sa Pr3+ i 

verovatno vezivanjem anjonskih vrsta na površini kristala radi kompenzacije naelektrisanja. Na 

osnovu literaturnih podataka o interakcijama nanokristala apatita sa ćelijama osteoblasta koje se 

nalaze na površini koštanog tkiva [124, 125], očekuje se da će nanokristali PrFAPa na osnovu 

dobijenih eksperimentalnih vrednosti za zeta-potencijal i veličine biti pogodni za in vitro studije i da 

će ih ćelije internalizovati. 

 

4.3.2. Biokompatibilnost i hemokompatibilnost aktiviranih nanokristala 

 

 Nanočestice koje su kandidati za kontrastne agente za primene u biosnimanjima treba da 

budu visoko biokompatibilne i netoksične. Za ispitivanje biokompatibilnosti upoređena je 

citotoksičnost tri tipa PrFAPa nanomaterijala sa 0,1%, 0,5%, 1% Pr3+ pored kontrolnog FAPa 

uzorka. Proliferacija dve ćelijske linije kancera A549 i A431, inkubirane različitim koncentracijama 

nanokristala FAPa i PrFAPa tokom 72 h, procenjena je korišćenjem Resazurin testa vijabilnosti 

(preživljavanja) ćelija [94]. Grafici sa Slike 4.3.3 a i b pokazuju da proliferacija ćelija za obe 

ćelijske linije sa različitim grupama doziranih nanokristala pokazuje normalan trend rasta, čak i pri 

velikoj dozi nanokristala od 240 g/ml. Sve eksperimentalne grupe ćelija sa nanokristalima 

pokazuju preživljavanje uporedivo sa kontrolnom grupom samo sa ćelijama. Ovaj rezultat ukazuje 

na očiglednu necitotoksičnost PrFAP nanokristala u testiranim uslovima, što omogućava dalje 

studije biosnimanja živih ćelija. Pored toga, posmatranje morfologije ćelija izvršeno je na optičkom 

mikroskopu pre i posle inkubacije od 72 h sa nanokristalima. Slika 4.3.3 c prikazuje morfologiju 
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ćelija linije A549 bez nanokristala i nakon što su inkubirane sa 125 g/ml PrFAP05a u toku 72 h. 

Takođe, isto je i za ćelije linije A431, slika 4.3.3 d samo sa ćelijama i ćelijama sa 250 g/ml 

PrFAP1a. U oba slučaja se vidi da su sve ćelije zadržale normalnu morfologiju. 

 

 

Slika 4.3.3. In vitro ispitivanje citotoksičnosti FAPa i PrFAPa uzoraka sa 0,1, 0,5 i 1% Pr3+. Ćelije 

su inkubirane sa nanočesticama tokom 72h na 37 0C, ispitan je Resazurin test vijabilnosti i rezultati 

su normalizovani u odnosu na netretirane kontrolne ćelije. (a) Vijabilnost ćelija za linije A549 ćelije 

i (b) A431 ćelije inkubirane sa različitim koncentracijama FAPa i PrFAPa nanokristala. 

Transmisione slike koje pokazuju morfologije (c) ćelija A549 bez nanokristala (gore) i ćelije 

inkubirane sa 125 g/mL PrFAP0.5a (dole); (d) A431 ćelije bez nanokristala (gore) i ćelije 

inkubirane sa 250 g/mL of PrFAP1a (dole) [115]. 

 

Analiza biokompatibilnosti i rezultati ispitivanja morfologije ćelija ukazuju na to da su 

nanokristali PrFAPa sa različitim količinama dopiranih Pr3+ jona biokompatibilni i netoksični za 

žive ćelije, stoga su obećavajući kandidati za biološku upotrebu. Ovi rezultati su u saglasnosti sa 
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istraživanjima citotoksičnosti nanočestica FAP-a dopiranog različitim jonima retkih zemalja, sa 

prijavljenim preživljavanjima ćelija i do 90% [33]. Kao što je već spomenuto, Pr3+ spada u lake 

elemente grupe retkih zemalja i ranija istraživanja su pokazala njegovu dobru biokompatibilnost, a 

to je bilo povezano sa niskom rastvorljivošću [20].  

 

 Test hemolize eritrocita je urađen u cilju utvrđivanja hemokompatibilnosti dobijenih 

luminescentnih nanočestica. Niža stopa hemolize je u korelaciji sa većim stepenom kompatibilnosti 

nanokristala i krvi. Stepen hemolize indukovan FAPa i Pr3+ dopiranim FAPa nanočesticama je bio 

između 3,5 i 10%. Čisti uzorak FAP-a pokazao je najniži nivo hemolize. Povećanje sadržaja Pr3+ u 

FAP-u uzrokovalo je povećanje stepena hemolize, što je u korelaciji i sa smanjenjem veličine 

čestica. Ovo blago hemolitičko ponašanje uzoraka može biti posledica mehaničkog stresa 

membrana ćelije u interakciji sa nanočesticama, kao i efekta toksičnosti rastvorenih Pr3+ jona iz 

FAP rešetke. Lantanoidni joni u ljudskoj krvi mogu da stupaju u interakciju sa hemoglobinom i da 

utiču na vezivanje kiseonika, a takođe mogu da izazovu i reverzibilnu deformaciju ćelija krvi. 

Toksični efekat lantanoidnih jona zavisi od radijusa i koncentracije jona [126, 127]. U ranijim 

studijama ni čisti HAP ni FAP u kontaktu s krvlju nisu pokazali citotoksične efekte na eritrocite 

[128]. Ali u drugom izveštaju koji istražuje citotoksičnost različitih tipova kalcijum-fosfatne 

keramike, FAP je pokazao visoku citotoksičnost [129]. Zbog ovih rezultata ispitivana je i toksičnost 

FAP i FHAP keramike na ćelije leukemije [130]. Rezultati su pokazali da FAP i FHAP inhibiraju 

rast ćelija leukemije i izazivaju programiranu ćelijsku smrt, apoptozu putem zavisnim od 

mitohondrija/kaspaze–9/kaspaze–3 [130]. 

 

4.3.3. Studija usvajanja nanokristala od strane ćelija pomoću luminescentne konfokalne i 

mikroskopije širokog polja 

 

 Luminescentni mikroskopski sistemi za studije biosnimanja imaju lasere koji rade sa 

određenim opsezima ekscitaciono-emisionih talasnih dužina, pa je izvršena dodatna optička 

karakterizacija aktiviranih nanokristala luminescentnom spektroskopijom. Ekscitacioni profili, 

energetski prelazi u Pr3+ jonu i dobijeni emisioni spektri PrFAPa uzoraka pod rezonantnom (488 

nm) i nerezonantnom (500 nm) ekscitacijom prikazani su na Slici 4.3.4. Za maksimalni nivo emisije 

oko 600 nm (prelaz 1D2→
3H4) dobijeni su ekscitacioni spektri Pr3+ u rešetki domaćina FAPa. 

Ekscitacija za nedopirani FAPa uzorak dobijena je za maksimum samo-luminescencije (prenos 

naboja (C-T)) od oko 425 nm (Slika 4.3.4a). Ekscitacioni pikovi za uzorke PrFAPa predstavljaju 

tipične 4f2→4f2 zabranjene intrakonfiguracijske prelaze Pr3+ jona. Prazeodimijum je veoma 

zanimljiv kao aktivator jon, jer njegovi energetski nivoi imaju višestruko metastabilna stanja koja 
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omogućavaju emisije u crvenoj, zelenoj, plavoj i ultraljubičastoj oblasti spektra [77, 131]. Ovi 

luminescentni prelazi prikazani su na dijagramu energetskih nivoa Pr3+ jona na slici 4.3.4b. Može se 

zaključiti da pikovi na ekscitacionim spektrima između 440 i 500 nm odgovaraju 3H4→
3P2, 

3H4→
3P1, 

1I6, 
3H4→

3P0 prelazima (Slika 4.3.4a). Najveći intenzitet ekscitacije ima uzorak 

PrFAP0.5a. 

 

 

Slika 4.3.4. Optička karakterizacija aktiviranih nanokristala. (a) Spektar ekscitacije za FAPa 

kontrolu (detektovan na maksimalnoj emisiji od 450 nm) i za PrFAPa uzorke (detektovane kod 

emisije max. 600 nm). (b) Dijagram energetskih nivoa Pr3+ jona sa karakterističnim prelazima, (c) 

Emisioni spektri PrFAPa uzoraka pod rezonantnom ekscitacijom na 488 nm i (d) pod 

nerezonantnom ekscitacijom na 500 nm. Prelazi u Pr3+ jonu 1D2→
3H4 i narandžaste emisione trake 

na oko 600 nm su dominantne [115]. 

 

 Luminescencija dopiranih Pr3+ jona zavisi od kristalne rešetke domaćina, koncentracije jona 

i talasne dužine ekscitacija, zbog čega su i korišćene rezonantne ekscitacije na 488 nm i 

nerezonantne na 500 nm. Kada su ekscitovani talasnom dužinom od 488 nm, dopirani PrFAPa 

kristali pokazuju jedan dominantan maksimum fluorescentne emisije na oko 600 nm (vidi Sliku 
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4.3.4 c), povezan sa prelazom 1D2→
3H4 Pr3+ jona i praćenim drugim prelazima 3P0→

3H5, 
3P0→

3H6 i 

3P0→
3F2 [132-134]. Rezonantna ekscitacija od 488 nm pobudila je samo elektrone od 3H4 do 3P0 i 

praćena je brzim neradijativnim relaksacijama do metastabilnih stanja 1D2. S obzirom na to da 

prelaz (3P0→
3H4) leži isto na 488 nm kao i ekscitacija (vidi sliku 4.3.4.b), emisija može da se opusti 

samo od 1D2 do 3H4. Kao posledica toga, emisija pri 600 nm (1D2→
3H4) je najvećeg inteziteta. U 

prethodnom istraživanju optičkih svojstava Pr3+ u prirodnim mineralima fluorapatita iz španskih 

depozita i sintetskih fosfatnih stakala, nađen je najintenzivniji opseg emisije od oko 599 i 605 nm 

(prelaz 1D2→
3H4) za ekscitaciju na 446 nm [132]. Štaviše, u istraživanjima spektroskopskih 

svojstava Pr3+ dopiranih u LaF3 nanokristali/staklo kompozitima dobijena su ista dva vrha koja 

predstavljaju dva moguća prelaza 1D2→
3H4 + 3P0→

3H6 koja se preklapaju [134]. Tranzicija 

1D2→
3H4 dominira u staklenom okruženju kao rezultat jakih neradijativnih procesa relaksacije 

stanja 3P0. Moguće je da emisijom 1D2→
3H4 (Slika 4.3.4.c) dominira snažno deformisana Ca2 

lokacija nastala supstitucijom Pr3+ u kristalnoj rešetki. Ova dominantna emisija narandžaste 

svetlosti od 600 nm najintenzivnija je za uzorak PrFAP0.5a i najmanja za PrFAP1a. Ranija 

istraživanja pokazala su da je emisija iz stanja 1D2 u stanje 3H4 veoma osetljiva na koncentraciju 

dopiranih jona, njihov raspored u strukturi, kao i na fononsku energiju kristalne rešetke [133, 135]. 

Intenzitet emisije naglo opada kako se povećava koncentracija Pr3+, a ova pojava se pripisuje 

unakrsnim relaksacijama između susednih Pr3+ jona [134, 135]. To je u korelaciji sa najmanjim 

intenzitetom emisije za uzorak PrFAP1a sa najvišom koncentracijom dopanta. Udaljenost između 

Pr3+ jona opada kako njihova koncentracija raste, tako da unakrsna relaksacija postaje učestalija. Da 

bi se povećao intenzitet luminescencije materijala, potrebno je dodati drugi dopantni jon i kreirati 

prenos naelektrisanja između njih [1-4, 33]. Ranija istraživanja pokazala su da pojavljivanje OH- 

jona u kristalnoj rešetki FAP-a dovodi do smanjenja intenziteta luminescencije, što je jedan od 

razloga zašto uzorak FAP sa 0,5% Pr ima najveću luminescenciju [135, 106].  Sveukupno, rezultati 

optičke karakterizacije aktiviranih nanokristala pokazuju da emisija zavisi od koncentracije 

dopanta, a efikasnost luminescencije je maksimalna za uzorak PrFAP0.5a. 

 

 Na osnovu urađenih biokompatibilnih i optičkih svojstava PrFAPa nanokristala, vršene su 

studije biosnimanja ćelija kako bi se procenio njihov potencijal za bio-medicinske primene. 

Nanokristali su inkubirani 48 h sa ćelijama kancera, a potom je ispitivan njihov unos u ćelije, kao i 

luminescencija nanokristala unutar ćelija pomoću fluorescentne konfokalne mikroskopija i 

mikroskopije širokog polja. Korišćenjem konfokalnog mikroskopa i izvora laserske ekscitacije pri 

405, 488 i 561 nm napravljene su fluorescentne slike ćelija inkubiranih sa nanokristalima, kao i 

samih ćelija bez nanokristala (Slika 4.3.5.). Emisije plave, zelene i crvene luminescencije 

sakupljane su u rasponima počevši od manjih talasnih dužina od 410, 499, 569 nm do većih talasnih 
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dužina od 700, 692 i 692 nm (vidi sliku 4.3.5.). 

 

 

Slika 4.3.5. Konfokalne slike luminescencije ćelija A431 sa i bez dodatih FAPa nanokristala, 

merene u identičnim eksperimentalnim uslovima sa ekscitacijama na 405, 488 i 561 nm; (prvi red) 

samo ćelije (autofluorescencija), (drugi red) ćelije A431 inkubirane 48h sa 240 g/ml FAPa i (treći 

red) ćelije inkubirane 48h na 37 °C sa 240 g /ml PrFAP0.5a kristala. 

 

 Kao što je prikazano na Slici 4.3.5. (prvi red) ćelije A431 su pokazale jarko plavu i zelenu 

auto-fluorescenciju, dok ćelije nisu imale očiglednu crvenu auto-fluorescenciju. U vezi s tim, bilo je 

teško otkriti i odvojiti luminescenciju koja potiče od nanokristala. Studije dobijenih slika su otkrile 

da nanokristali mogu da prepoznaju ćelijsku površinu i da se lepe za nju, ali nisu potvrdile ulazak 

nanokristala u ćelije. 

 

 Da bi se uporedila i odvojila fluorescencija nanokristala od auto-fluorescentne ćelije, 

snimanje fluorescencije je sprovedeno korišćenjem konfokalnog mikroskopa pri ekscitacijama od 

405 i 488 nm za iste opsege detekcije emisije od 410-505 nm (plavi kanal), 516-586 nm (zeleni 

kanal) i 588-730 nm (crveni kanal). Izabrani rasponi talasnih dužina odgovaraju maksimumima 
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emisije PrFAPa nanokristala dobijenih spektroskopijom (vidi sliku 4.3.6 a). Konačno, slike dobijene 

u zelenom i crvenom kanalu pod ekscitacijom od 488 nm oduzete su od slika dobijenih za 

ekscitaciju na 405 nm kako bi se dobile slike delimično korigovane fluorescencije (slika 4.3.6. b). 

Autofluorescencija je najintenzivnija pod ekscitacijom od 405 nm, a ekscitacija pri 488 nm efikasno 

ekscituje energetske nivoe Pr3+ u FAP nanokristalima.  

 

 

Slika 4.3.6. a) Opsezi detekcije korišćeni za studiju konfokalnog biosnimanja. Aktivirani 

nanokristali FAPa sa različitim koncentracijama Pr3+ dopanta imaju karakteristični odnos pikova u 

zelenoj i crvenoj oblasti. b) Konfokalne slike luminescencije nanokristala sa uklonjenom 

autofluorescencijom ćelija. Pregled svih razlika slika dobijenih ekscitacijama (405 nm minus 488 

nm) u talasnom opsegu 516-586 nm (zelena) i 588-730 nm (crvena) (skala 20 m). 
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 Kvalitativno poređenje razlika slika (Slika 4.3.6. b) pokazuje povećani signal luminescencije 

za aktivirane uzorke PrFA0.5a i PrFAP0.1a. U poređenju sa podacima fluorescentne spektroskopije 

nanokristala (vidi sliku 4.3.6 a) najveći intenzitet fluorescencije ima aktivirani uzorak PrFAP0.5a, 

zatim PrFAP0.1a, a potom slede FAPa i PrFAP1a. Izvršena je kvantitativna analiza poređenjem 

relativnog intenziteta fluorescencije u zelenom i crvenom kanalu. Upoređujući trend relativnih 

intenziteta (3P0→
3H5) u zelenom kanalu u odnosu na crveni kanal (1D2→

3H4 tranzicija Pr3+ jona), 

postoji slično ponašanje u poređenju sa spektrom. 

 

 Za potpuno uklanjanje autofluorescencije i potvrdu luminescencije koja potiče od 

nanokristala iz ćelije, vršeno je biosnimanje pomoću fluorescentne mikroskopije širokog polja. Na 

Slici 4.3.7. prikazane su slike fluorescencije širokog polja za ćelije A431 inkubirane sa PrFAP0.5a 

nanokristalima, u poređenju sa kontrolnim ćelijama bez dodatih nanočestica. Promatrane tačke 

intenziteta fluorescencije nakon ekscitacije od 405 i 488 nm ukazuju na to da se nanokristali 

PrFAP0.5a nalaze u ćelijama. Dobijena luminescencija na 488 nm bila je stabilna nekoliko sati, što 

je omogućavalo celodnevne studije biosnimanja. 

 

 

Slika 4.3.7. Slike fluorescentne mikroskopije širokog polja A431 ćelija dobijene pod 405 i 488 nm 

laserskom ekscitacijom (prvi i drugi red) i odgovarajućim transmisionim slikama (treći red) nakon 

48h inkubacije sa 240 g/ml PrFAP0.5a (gore) i kontrolnim ćelijama bez nanokristala (dole) [115]. 
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 Na osnovu rezultata dobijenih konfokalnom i mikroskopijom širokog polja može se 

zaključiti da značajan deo fluorescentnog signala detektovanog u ćelijama inkubiranim sa 

PrFAP0.5a nanokrisalima potiče iz nanočestica. Internalizacija nanočestica je detaljnije ispitivana 

korišćenjem konfokalnih optičkih preseka. Da bi se potvrdilo da li je fluorescentni PrFAP0.5a 

nanomaterijal zaista internalizovan od strane ćelija, prikupljeni su i analizirani konfokalni preseci 

na z-visinama kroz ćelije. Na Slici 4.3.8 (levo) prikazani su pojedinačni preseci kroz ćelije sa 

separacijom od 2 μm u aksijalnom smeru zajedno sa ortogonalnom projekcijom (desno). 

 

 

Slika 4.3.8. Analiza internalizacije nanokristala od strane ćelija bazirana na konfokalnim optičkim 

presecima na odabranim z-visinama (levo) i ortogonalne projekcije na visini od 6 m (desno) za 

A431 ćelije inkubirane 48h sa PrFAP0.5a [115]. 

 

 Optičko sekcionisanje na konfokalnom mikroskopu omogućava detektovanje elipsoidnih 

zapreminskih elemenata (eng. voxels) veličine oko 500 nm × 500 nm x 1 μm, zapremine koja je 

mnogo manja u odnosu na ćelijske ekstenzije i omogućava detektovanje ćelijske unutrašnjosti bez 

signala sa ćelijskog zida ili ćelijske spoljašnjosti. Rez od 2 µm uzima se od površine µ-slajdove 

pločice i na slikama se vidi da su nanokristali dispergovani na površini (Slika 4.3.8. levo). 

Pomerajući fokus prema rezu od 4/6/8/10/12 i 14 μm iznad pločice µ-slajda, posmatrani signal 

potiče od nanokristala koji su ušli u ćeliju i koji su smešteni unutar citoplazme. Ovo je potvrđeno 
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odgovarajućim ortogonalnim prikazima poprečnog preseka (predstavljeni na slici 4.3.8 desno), gde 

se može videti da se signal od nanokristala distribuira duž z-aksijalnog smera u ćelijskoj citoplazmi. 

Nanokristali imaju tendenciju koncentrisanja oko ćelijskog jedra. 

 

 Podaci dobijeni ovim ex vivo biosnimanjima prate prethodne nalaze usvajanja i 

internalizacije različitih tipova nanočestica od strane ćelija, koji takođe pokazuju pretežno dostavu 

nanočestica sfernog oblika u ćelijsku citoplazmu [136]. Dominantni mehanizmi za usvajanje 

nanočestica od strane ćelije uključuju mehanizme zavisne od endocitoze posredovane receptorima, 

makropinocitoze i fagocitoze [137].  

 

 Sve u svemu, dobijeni rezultati pokazuju da nanokristali PrFAP0.5a mogu da se internalizuju 

od strane ćelija i da budu detektovani biosnimanjima, iako je intenzitet luminescentnog signala 

nizak. Ipak, materijal je obećavajući za obeležavanje i praćenje ćelija u in vitro i ex vivo  

biosnimanjima tkiva. Talasne dužine ekscitacije i emisije PrFAP0.5a nanokristala široko su 

dostupne na većini mikroskopskih sistema. Pored toga, emisija od 600 nm predstavlja prednost, jer 

je izvan zelenog prozora autofluorescencije tkiva, što omogućava niže nivoe signala pozadine. 

Takođe, imajući u vidu da je Pr poznat po paramagnetnim osobinama, dobijeni PrFAP nanokristali 

mogu biti potencijalni kontrasti za MRI slikanja [138]. U poređenju sa agentima na bazi Gd, koji se 

trenutno koriste, visoka biokompatibilnost PrFAP nanokristala je velika prednost [139]. 

Multimodalna biosnimanja u kombinaciji fluorescentnih i magnetnih modaliteta mogu obezbediti 

sinergetske prednosti neinvazivne medicinske dijagnostike. 
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5. Zaključci 

 
 U okviru ove doktorske teze sintetisani su novi monofazni luminescentni nanokristali FAP-a 

dopirani Pr3+ jonima metodom ko-precipitacije na sobnoj temperaturi praćene kalcinacijom. Za ova 

istraživanja pripremljeni su nanoprahovi FAP-a sa 0,1, 0,5 i 1 % atomskih procenata Pr3+ jona u 

baznoj sredini. Nakon sinteze izvršen je termički tretman pripremljenih nanomaterijala na 

temperaturama od 700 i 1000 °C u cilju pronalaženja optimalnih uslova za dobijanje željenih faza 

nanokristala sa pogodnim luminescentnim osobinama za bio-medicinske primene u fluorescentnim 

biosnimanjima. Razvijena je pojednostavljena metoda sinteze za dobijanje novih multifotonskih 

nanofosfora heksagonalne strukture precipitacijom na sobnoj temperaturi uz kratko vreme termičke 

aktivacije. Pored temperature, pH vrednosti i čistoće polaznih reaktanata, proces hemijske 

precipitacije je kontrolisan brzinom mešanja i ukapavanja rastvora, kao i vremenom starenja 

precipitata. 

 

 Karakterizacija dobijenih nanomaterijala izvršena je klasičnim fizičko-hemijskim 

metodama, u cilju proučavanja strukture, veličine čestica, njihove morfologije i sastava. 

Rendgenostrukturna karakterizacija uzoraka je pokazala da su sintetisani materijali čiste 

heksagonalne faze FAP-a prostorne grupe P63/m. Porastom koncentracije Pr3+ jona kod sintetisanih 

i aktiviranih uzoraka dolazi do smanjenja veličine kristalita, dok kod kalcinisanih dolazi do porasta 

veličine. Odnos c/a kod svih uzoraka bio je 0,73, osim kod kalcinisanog uzorka PrFAP1k kod koga 

je odnos iznosio 0,74, što govori da je heksagonalna struktura očuvana, ali da u strukturi postoje 

deformacije usled zamene Ca2+ jona Pr3+ jonom. FTIR analiza detektovala je frekvencije svih 

molekulskih vrsta karakterističnih za fluorapatitnu strukturu, kao i nečistoća u vidu karbonatnih i 

hidroksilnih jona koji se javljaju sa porastom koncentracije Pr3+ jona. Takođe, sa porastom 
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temperature kalcinacije ove nečistoće napuštaju kristalnu rešetku preko procesa dekarbonacije i 

dehidroksilacije koji su potvrđeni termičkom analizom uzoraka. Odlaskom H2O i CO2 iz rešetke 

FAP-a ostaju O2- joni i vakanse u strukturi. FAR spektri su potvrdili prisustvo Pr3+ jona u uzorcima 

preko formiranja Pr-O interakcija u oblasti između 400-300 cm1-. Joni Pr3+ dovode do stabilizacije 

strukture FAP-a putem formiranja jačih privlačnih sila sa O2- jonima i stvaranja faze oksi-

fluoroapatita. 

 

 Morfološke karakteristike, sastav i homogenost distribucije elemenata u dobijenim 

nanomaterijalima detektovani su metodama elektronske mikroskopije (SEM, FE-SEM) i 

energetsko-disperzionom spektroskopijom X-zraka (EDX) zajedno sa tehnikom elementarnih mapa. 

Pokazano je da su sintetisani uzorci sastavljeni od aglomerata nanočestica sfernog oblika i da se 

joni Pr3+ relativno ravnomerno raspoređuju po uzorku. Termičkim tretmanom uzoraka na 1000 oC 

dolazi do koalescencije čestica i formiranja većih aglomerata, dok su mape elemenata pokazale da 

dolazi do većeg koncentrisanja Pr3+ jona u pojedinim zonama. Tretmanom uzoraka na temperaturi 

od 700 oC su dobijene čestice dobre disperzije, relativno ujednačene, sferične i visoko 

aglomerisane. Ispitivanja morfologije i strukture aktiviranih nanokristala na nanometarskom nivou 

transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM) potvrdila su sferni oblik čestice veličine od 

oko 20 nm, što je u saglasnosti sa veličinom kristalita koja je dobijena XRD analizom. Mapiranje 

elemenata sa prostornom raspodelom urađeno EDX metodom pokazalo je da su joni Pr3+ 

raspoređeni uniformno po kristalima. Rezultati DLS analize aktiviranih čestica potvrdili su 

hidrodinamičku veličinu kristala na nanometarskom nivou između 58 i 106 nm, ali i prisustvo 

agregata. Određeni stepen agregacije ukazuje na nisku stabilnost suspenzija, što su i potvrdile blago 

negativne vrednosti zeta-potencijala u rasponu od -5 do -10 mV. Na osnovu dobijenih 

eksperimentalnih vrednosti za zeta-potencijal i veličinu čestica aktiviranih nanokristala, utvrđeno je  

da su pogodni za in vitro studije i da će ih ćelije internalizovati. 

 

 Luminescentne karakteristike dobijenih uzoraka su proučavane fluorescentnom 

spektroskopijom u kombinaciji sa multivarijacionom analizom spektara. Luminescentne osobine 

dopiranih nanočestica, ali i krajnje funkcionalne karakteristike suštinski zavise od kristaličnosti, 

koncentracije jona aktivatora, kao i od stehiometrije jedinjenja i eventualnog prisustva drugih 

jonskih vrsta. Kada su u pitanju nanočestice ne treba zanemariti ni efekat koji imaju veličina i oblik 

na luminescenciju.  

 

Sintetisane slabokristalne aglomerisane nanočestice nepravilnog sfernog oblika pokazuju 

jaku samo-luminescenciju kristalne rešetkene širokog opsega od 390-500 nm sa dodatnim re-



 

St
ra

n
a8

8
 

apsorpcionim prelazima od strane Pr3+ jona (3P2–
3H4, 

3P1–
3H4, 

1I6 i 
3P0–

3H4). U ovom slučaju joni 

Pr3+ se ponašaju kao apsorberi luminescencije domaćina, što bi trebalo da dovede do re-emisije 

apsorbovane luminescencije. Odsustvo dodatnih emisionih Pr3+ prelaza je posledica prisustva 

nečistoća u kristalnoj rešetki u vidu CO3
2- jona i zaostale vode. Joni CO3

2- i molekuli H2O 

povećavaju fononsku energiju kristalne rešetke i zadržavaju energetske prelaze u Pr3+ jonima. 

 

 Aktivacijom sintetisanih nanoprahova na 700 oC dobijene su nanočestice sfernog oblika i 

dobre disperzije, kod kojih je veličina kristalita bliska veličini nanočestice kristala. Ovakav profil 

kristalne matrice podržava emisione 4f2→4f2 prelaze u Pr3+ jonu. Kod aktiviranih nanokristala na 

700 oC  pokazano je istovremeno prisustvo pored fluoridnih i hidroksilnih jona unutar kristalne 

rešetke, što dovodi do smanjene difuzije i na taj način do smanjenog zgušnjavanja i rasta zrna 

tokom kalcinacije. Porast koncentracija OH- jona u kristalnoj rešetki, dovodi do smanjenja inteziteta 

luminescencije kristalnog matriksa, ali i do gašenja luminescencije Pr3+ jona. Ukoliko su OH- joni 

na površini kristala, onda se mogu ponašati i kao akceptori ekscitacije i da tako gase luminescenciju 

potpuno. Tokom kalcinacije na 700 oC ne dolazi do fazne transformacije, osim što molekuli H2O i 

CO2 napuštaju strukturu. 

 

Kalcinacijom uzoraka do 1000 oC dolazi do procesa dekarbonacije i dehidroksilacije bez 

razgradnje osnovne kristalne strukture, što je praćeno koalescencijom čestica i stvaranjem većih 

aglomerata. U kristalnoj strukturi nastaju vakanse na mesto OH- i CO3
2- jona i formiraju se O2- joni, 

radi očuvanja neutralnosti rešetke. Prisustvo vakansi u kristalnoj rešetki nestehiometrijskog 

materijala, zadržava emisiju dopanta i smanjuje intenzitet emisije domaćina. Elektronski prelaz u 

Pr3+ jonu može biti ometen bilo jonom nečistoće kao što je O2− ili strukturnim deformacijama, što 

može rezultirati suzbijanjem emisije. Potpuno gašenje luminescencije u dopiranom FAP sistemu 

nastaje zbog postojanja centra za hvatanje ekscitacije na površini čestica (OH akceptori) ili zbog 

narušene simetrije luminescentnog centra u kristalnoj rešetki FAP-a.  

 

Kako bi se razjasnile strukturne promene nastale dopiranjem Pr3+ jona u FAP strukturu, i 

povezale sa luminescentnim karakteristikama, urađeni su kvantno-hemijski proračuni i izvedena 

teorijska objašnjenja. Na osnovu teorijske analize, predviđanje strukturnih promena kvantno-

hemijskim proračunima, zamena Ca2+ jona Pr3+ jonima dovodi do deformacije u strukturi dopiranog 

fluorapatita. Ove promene su praćene povećanjem rastojanja M-O i odstupanjem F- jona od ravni 

koju formiraju joni metala. Povećavanjem koncentracije jona Pr3+ povećava se količina OH- jona, 

što je praćeno prenošenjem protona iz OH– grupa u PO4
2- grupu (stvaraju se HPO4

2- joni). Na ovaj 

način se povećava negativan naboj (OH grupa je naelektrisana -1, a O jon -2), a samim tim i 
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elektrostatička sila između Pr i O atoma, što dodatno stabilizuje strukturu. Sveukupno, na osnovu 

izvršene strukturne analize, pretpostavljeni mehanizam supstitucije je jedan Pr3+ jon za jedan Ca2+, s 

delimičnom supstitucijom anjona F– sa O2– i OH– i stvaranjem vakansi usled postizanja neutralnosti 

sistema. Povećanje koncentracije Pr3+ u FAP-u, praćeno pojavom OH–, O2– i vakansi, dovodi do 

gašenja luminescence. 

 

 Proliferacija dve ćelijske linije kancera A549 i A431, inkubirane različitim koncentracijama 

aktiviranih nanokristala FAPa i PrFAPa tokom 72 h, procenjena je korišćenjem Resazurin testa 

vijabilnosti (preživljavanja) ćelija. Sve eksperimentalne grupe ćelija sa nanokristalima pokazale su 

preživljavanje uporedivo sa kontrolnom grupom samo sa ćelijama. Ovaj rezultat ukazuje na 

očiglednu necitotoksičnost PrFAPa nanokristala u testiranim uslovima, što omogućava dalje studije 

biosnimanja živih ćelija. Posmatranje morfologije ćelija izvršeno je na optičkom mikroskopu pre i 

posle inkubacije od 72 h sa nanokristalima. U oba slučaja se vidi da su sve ćelije zadržale normalnu 

morfologiju. Analiza biokompatibilnosti i rezultati ispitivanja morfologije ćelija ukazuju na to da su 

nanokristali PrFAPa sa različitim količinama dopiranih Pr3+ jona biokompatibilni i netoksični za 

žive ćelije, stoga su obećavajući kandidati za biološku upotrebu. Test hemolize eritrocita je urađen u 

cilju utvrđivanja hemokompatibilnosti dobijenih luminescentnih nanočestica. Stepen hemolize 

indukovan nanočesticama FAPa i Pr3+ dopiranim FAPa je bio između 3,5 i 10%. Čisti uzorak FAPa 

pokazao je najniži nivo hemolize. Povećanje sadržaja Pr3+ u aktiviranim PrFAPa uzorcima 

uzrokovao je povećanje stepena hemolize, što je u korelaciji i sa smanjenjem veličine čestica. Ovo 

blago hemolitičko ponašanje uzoraka može biti posledica mehaničkog stresa membrana ćelija krvi u 

interakciji sa nanočesticama, kao i efekta toksičnosti rastvorenih Pr3+ jona iz FAP rešetke. 

 

 Pomoću fluorescentne konfokalne mikroskopija i mikroskopije širokog polja, nakon 

inkubacije nanokristala sa ćelijama kancera od 48 h, ispitivan je njihov unos u ćelije, kao i 

luminescencija nanokristala unutar ćelija. Kada su ekscitovani talasnom dužinom od 488 nm, 

dopirani PrFAPa kristali pokazuju jedan dominantan maksimum fluorescentne emisije na oko 600 

nm, povezan sa prelazom 1D2→
3H4 Pr3+ jona i praćenim drugim prelazima 3P0→

3H5, 
3P0→

3H6 i 

3P0→
3F2. Studije dobijenih slika konfokalnom mikroskopijom u plavom, zelenom i crvenom kanalu 

su otkrile da nanokristali mogu da prepoznaju ćelijsku površinu i da se lepe za nju, ali nisu potvrdile 

ulazak nanokristala u ćelije. Delimičnim uklanjanjem autofluorescencije izvršena je separacija 

luminescencije kvalitativno i kvantitativno u zelenom i crvenom kanalu. Potpuno uklanjanje 

autofluorescencije je izvršeno mikroskopijom širokog polja, i potvrđeno da luminescentni signal od 

nanokristala dopire iz unutrašnjosti ćelija. 
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 Rezonantna ekscitacija od 488 nm pobuđuje samo elektrone od 3H4 do 3P0 i praćena je brzim 

neradijativnim relaksacijama do metastabilnih stanja 1D2. S obzirom na to da prelaz (3P0→
3H4) leži 

isto na 488 nm kao i ekscitacija, emisija može da se opusti samo od 1D2 do 3H4. Kao posledica toga, 

emisija pri 600 nm (1D2→
3H4) je najvećeg inteziteta. Zahvaljujući rezonantnoj ekscitaciji od 488 

nm, izolovana je luminescencija od 600 nm koja potiče od nanokristala u konfokalnim ravnima kroz 

unitrašnjost ćelije. 

 

 Sveukupno, rezultati snimanja fluorescentnom mikroskopijom širokog polja i konfokalnom 

detektuju signal luminescencije iz ćelija, potvrđujući da su nanokristali ušli u ćelije i da su 

raspoređeni u citoplazmi. Kao kontrastno sredstvo u biosnimanjima, intenzitet nanokristala treba 

povećati da bi se postigla laka detekcija pogodna za ulazak u translacijska bio-medicinska 

istraživanja i/ili kliničke primene. Kako je sintetisani materijal obećavajući, moglo bi se pojaviti 

nekoliko potencijalnih upotreba ovih nanočestica, uključujući detekcije, praćenje, isporuku lekova i 

terapije povezane sa kancerom i bolestima mišićno-koštanog sistema. 
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______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

 

3.3 Стратегија и стандарди за чување података 

3.3.1. До ког периода ће подаци  бити чувани у репозиторијуму? _______________________ 

3.3.2. Да ли ће подаци бити депоновани под шифром? Да   Не 

3.3.3. Да ли ће шифра бити доступна одређеном кругу истраживача? Да   Не 

3.3.4. Да ли се подаци морају уклонити из отвореног приступа после извесног времена?  
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Да   Не 

Образложити 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

4. Безбедност података и заштита поверљивих информација 

 

Овај одељак МОРА бити попуњен ако ваши подаци  укључују личне податке који се односе на 

учеснике у истраживању. За друга истраживања треба такође размотрити заштиту и сигурност 

података.  

4.1 Формални стандарди за сигурност информација/података 

Истраживачи који спроводе испитивања с људима морају да се придржавају Закона о заштити 

података о личности (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) и 

одговарајућег институционалног кодекса о академском интегритету.   

 

 

4.1.2. Да ли је истраживање одобрено од стране етичке комисије? Да Не 

Ако је одговор Да, навести датум и назив етичке комисије која је одобрила истраживање 

______________________________________________________________________________ 

 

4.1.2. Да ли подаци укључују личне податке учесника у истраживању? Да Не 

Ако је одговор да, наведите на који начин сте осигурали поверљивост и сигурност информација 

везаних за испитанике: 

а) Подаци нису у отвореном приступу 

б) Подаци су анонимизирани 

ц) Остало, навести шта 

______________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________________ 

 

5. Доступност података 

 

5.1. Подаци ће бити  

а) јавно доступни √ 

б) доступни само уском кругу истраживача у одређеној научној области   

ц) затворени 

 

https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html
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Ако су подаци доступни само уском кругу истраживача, навести под којим условима могу да их 

користе: 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

Ако су подаци доступни само уском кругу истраживача, навести на који начин могу 

приступити подацима: 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

5.4. Навести лиценцу под којом ће прикупљени подаци бити архивирани. 

________Ауторство – некомерцијално – без прераде_______________________________ 

 

6. Улоге и одговорност 

 

6.1. Навести име и презиме и мејл адресу власника (аутора) података 

 

___Душан Милојков d.v.milojkov@gmail.com ______________________________________ 

 

 

6.2. Навести име и презиме и мејл адресу особе која одржава матрицу с подацимa 

 

______________________________________________________________________________ 

 

 

6.3. Навести име и презиме и мејл адресу особе која омогућује приступ подацима другим 

истраживачима 

 

______________________________________________________________________________ 

 

 

 

 

mailto:d.v.milojkov@gmail.com

