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Rezime

Nanokompozitni hidrogelovi imaju potencijal primene u biomedicini za kontrolisano
oslobadanje bioaktivnih komponenata. Razvoj koncepta hidrogel nanokompozita
podrazumeva unapredenje fizickohemijskih, mehanickih i antibakterijskih svojstava u

cilju reSavanja aktulenog problema rezistencije na antibiotike.

Za sintezu hidrogel nanokompozita odabrani su poli(vinil alkohol) (PVA) i
antibakterijske komponente: nanocesticno srebro (Ag) i vodorastvorni hitozan (vr-CS).
U ovoj doktorskoj disertaciji tezilo se ka unapredenju antibakterijske efikasnosti
hidrogel nanokompozita uvodenjem vodorastvornog derivata prirodnog polimera CS
dobijenog redukovanjem molarne mase y-zraCenjem. U istrazivanju se poslo od
pretpostavke da se pored adekvatnog odabira metode sinteze, poboljSanje
farmakokinetickog odgovora moze posti¢i i poveéanjem biodostupnosti Ag -jona
smanjenjem veli¢ine nanocCestica, tj. poveéanjem efikasne povrSine oksidacije bez
povecanja ukupne koncentracije srebra. Najveci uticaj na efikasnost oslobadanja
antibakterijske komponente tj. na antibakterijsku snagu bi na osnovu ovog koncepta
imao potencijal oksidacije odn. Gibsova slobodna energija metalnih nanocestica na

granici faza sa bioloskim fluidom unutar pora nabubrele polimerne mreZze.

U prvoj fazi istrazivanja hidrogel nanokompoziti na bazi PVA 1 Ag-nanocestica
sintetisani su kao model sistemi radijaciono-hemijskom metodom, upotrebom
y-zracenja. Primenjen je dvostepeni proces radioliticke sinteze za inkorporaciju
Ag-nanoCestica unutar prethodno sintetisane polimerne mreZe. Ispitan je uticaj
koncentracije 1 veli¢ine Ag-nanocestica, kao 1 transportnih svojstava matrice na kinetiku
oslobadanja Ag'-jona iz hidrogel nanokompozita. Ispitan je potencijal oksidacije
promenom ukupne specificne povrSine Ag-nanocestica i in vitro antibakterijske snage
na dve vrste bakterija Staphylococcus aureus 1 Escherichia coli (postignuta je
maksimalna Gibsova slobodna energija nanocestica od -234 kJ/mol/g). Ovladano je
parametrima projektovanja antibakterijske funkcije u okviru terapeutskog prozora za

primene u obliku antibakterijskih zavoja za zarastanje rana ili mekotkivnih implanata.



U drugom delu istrazivanja akcenat je stavljen na unapredenje polimerne matrice
uvodenjem CS 1 ispitivanje mogucnosti kontrolisanja veli¢ine Ag-nanocestica

promenom masenog odnosa PVA/CS blende.

Treci deo istrazivanja se sastojao u radijaciono-hemijskoj modifikaciji CS y-zraCenjem.
Akcenat je stavljen na povecéanje rastvorljivosti CS u fizioloskim uslovima y-zracenjem,
redukovanjem molarne mase raskidanjem glukozidnih veza i Majarovom reakcijom.

Molarna masa CS je redukovana sa (95 £ 9) kDa na (22 + 1) kDa.

U poslednjoj fazi istrazivanja sintetisani su hidrogel nanokompoziti na bazi PVA, vr-CS
1 Ag-nanocCestica. Prvo su sintetisani hidrogel nanokompoziti u dvostepenom procesu
ozracivanja koji je pracen post-radijacionim ciklusima zamrzavanja/odmrzavanja
(Ag/PVA/vr-CS-Z/O). Potom je postupak sveden na jednostepeni proces in sifu sinteze
y-zraCenjem (Ag/PVA/vr-CS-in situ). Ispitana su struktura, kao i mehanicka svojstva
Ag/PVA/vr-CS-Z/O u statickom i1 dinamickom modu. U statickom modu, dvostruko
povecanje udela vr-CS kao komponente matrice hidrogel nanokompozita dovodi do
porasta modula kompresibilnosti 1 Jangovog modula elasticnosti za 6 % 1 ¢vrstoce za
9 %. U dinamickom modu je ispitivan uticaj vr-CS 1 Ag-nanocestica na gustinu
umrezenja i1 viskoelasti¢na svojstva hidrogel nanokompozita. Ispitana su transportna
svojstva matrica, odnosno tip difuzije fluida u fizioloskim uslovima, kao i specifi¢na
povrsina Ag-nanocestica, njihov uticaj na brzinu oksidacije odn. antibakterijsku snagu
(pri ¢emu je maksimalna postignuta Gibsova slobodna energija nanocestica
-229 kJ/mol/g), kao i na oslobadanje Ag'-jona. Ispitana je moguénost unapredenja
antibakterijske  aktivnosti  sinergijom Ag-nanocestica sa vr-CS, kako u
Ag/PVA/vr-CS-Z/O sistemima, tako 1 u in sifu sistemima sintetisanim optimizacijom

radijaciono-hemijske metode (Ag/PVA/vr-CS-in situ).

Kljuéne reci: nanokompozitni hidrogelovi, nanocestice, biomedicinska primena,
sistemi za kontrolisano oslobadanje antibakterijskih agenasa, y-zracenje
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Radiolytically synthesized nanocomposites based on poly(vinyl
alcohol), chitosan and silver nanoparticles designed for

biomedical applications

Abstract

Nanocomposite hydrogels have the potential for biomedical applications for the
controlled release of bioactive components. The development of the concept of hydrogel
nanocomposites involves improving the physicochemical, mechanical and antibacterial

properties in order to solve the problem of antibiotic resistance.

Materials that were chosen for the synthesis of the hydrogel nanocomposites are
poly(vinyl alcohol) (PVA) and antibacterial components: silver (Ag) nanoparticles and
a water-soluble chitosan (ws-CS). This doctoral dissertation was attempted to improve
the antibacterial efficacy of hydrogel nanocomposites by introducing a water-soluble
derivative of natural polymer CS, obtained by reducing its molar mass by y-irradiation.
The study is based on the assumption that beside the adequate method of synthesis,
improving the pharmacokinetic response can be reached by increasing the
bioavailability of Ag'-ions by reducing the nanoparticles size, increasing the their
oxidation effective surface area instead of increasing the overall concentration of silver.
Based on this concept, the oxidation potential of the metal nanoparticles, ie. the Gibbs
free energy, have the greatest influence on the antibacterial release efficiency, ie. on the
antibacterial power at the interface with the biological fluid inside the pores of the

swollen polymer networks.

In the first phase of research, hydrogel nanocomposites based on PVA and
Ag-nanoparticles were synthesized as model systems by radiation-chemical method
using y-radiation. The two-step radiolytic synthesis was applied for the incorporation of
Ag-nanoparticles within the previously synthesized polymer network. The effects of the
Ag-nanoparticles concentration and the size as the transport characteristics of the
matrices on the Ag -ions release kinetics were investigated. Subsequently, the oxidation
potential was investigated by changing the Ag-nanoparticles specific surface area and in

vitro antibacterial power against Staphylococcus aureus and Escherichia coli (the



maximum Gibbs free energy of nanoparticles was achieved -234 kJ/mol/g). It was
overmastered the designing of antibacterial function for wound care dressings or soft

tissue implants by placing the parameters within the therapeutic window.

In the second phase, the emphasis was placed on improving the polymer matrix by
introducing CS and examination the possibility for controlling Ag-nanoparticles size by

changing the weight ratio of PVA/CS blends.

The third part of the research included radiation-chemical modification of CS by
y-irradiation with emphasis on increasing the CS solubility in physiological conditions.
Molar mass of CS was reduced from (95 + 9) kDa to (22 £+ 1) kDa, by y-irradiation

induced glycoside bond cleavage combined with Maillard reaction.

In the last phase, hydrogel nanocomposites based on PVA, ws-CS and
Ag-nanoparticles, were synthesized. The first, hydrogel nanocomposites were
synthesized in a two-stage process of irradiation, followed by freeze/thawing cycles
(Ag/PVA/ws-CS-F/T). Then the procedure was reduced to the one-step in situ synthesis
by y-irradiation (Ag/PVA/ws-CS-in situ). The structure and mechanical properties of
Ag/PVA/ws-CS-F/T were investigated. In the static mode, double increasing of the
ws-CS as a component leads to an increase the compressibility and Young's modulus of
elasticity for 6% and mechanical strength for 9 %. In the dynamic mode, the influence
of ws-CS and Ag-nanoparticles on the crosslinking density and viscoelastic properties
were investigated. The matrix transport properties in physiological conditions and the
nanoparticle specific surface areas, their influence on the oxidation rate (whereby the
maximal attained Gibbs free energy of nanoparticles was -229 kJ/mol/g), and on the
Ag'-ions release, were determined. The improving of antibacterial activity by synergy
effect of Ag-nanoparticles and ws-CS for the Ag/PVA/ws-CS-F/T and the
Ag/PVA/ws-CS-in situ systems, was investigated.

Keywords: nanocomposite hydrogels; nanoparticles; biomedical applications; drug
delivery systems, y-irradiation

Scientific field: Physical chemistry

Field of Academic Expertise: Physical chemistry of materials - Physical chemistry of
macromolecules

UDC Number: 544.23
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1. UVOD

Savremena istrazivanja na polju sinteze nanomaterijala kompozitne strukture su
veoma aktuelna tematika usmerena ka unapredenju fizickohemijskih svojstava,
biodostupnosti i farmakoloskog odgovora inteligentnih sistema za biomedicinsku
primenu. Mogucnost dizajniranja materijala sa atomskom precizno$¢u prvi je zapazio
fiziCar Ri¢ard Fajnman (R. Feynman, 1959) uz predvidanje da "Postoji dosta prostora
na dnu” 1 time otvorio novu oblast istrazivanja multifunkcionalnih materijala. Napredak
u sintezi nanocestica u proteklih nekoliko godina otvorio je vrata brojnim primenama u
inZenjerstvu novih materijala 1 biomedicini. Ag-nanocCestice se sve viSe koriste u
medicinskoj praksi u oblasti biofarmaceutike 1 implantologije zbog svojih
antibakterijskih svojstava. Jedna od korisnih posledica funkcionalnog povezivanja
nanocestica sa polimerima je upravo Cinjenica da se zeljena svojstva mogu kontrolisati
na predvidiv nacin i kao takva uklopiti u Zeljene zahteve za specificnu primenu.

Inkorporacija farmakoloski aktivnih Ag-nanocestica u hidrogelove omogucava
postizanje izuzetnog svojstva produzene antibakterijske aktivnosti, a velika sli¢nost
hidrogelova sa mekim tkivima, njihova biodegradabilnost i biokompatibilnost daju
Siroku moguénost primene hidrogel nanokompozita u biomedicini. Potrebe za razvojem
novih antibakterijskih lekova postaju sve vece usled cinjenice da mnoge infekcije
postaju rezistentne na antibiotike, medutim sinteza novih antibakterijskih lekova je
skupa 1 dugotrajna. Razvoj sistema za kontrolisano oslobadanje bioaktivnih
komponenata sa antibakterijskim svojstvima zahteva jednostavnu sintezu i optimizaciju
farmakokineti¢kog mehanizma oslobadanja.

Ovim radom su obuhvadena istrazivanja koja su imala za cilj ispitivanje
mogucnosti radijaciono-hemijske sinteze nanokompozitnih hidrogelova na bazi
Ag-nanocestica, poli(vinil alkohola) i vodorastvornog derivata hitozana dobijenog
y-zracenjem, kao sistema za kontrolisano i odrZivo oslobadanje inkorporiranih i
imoblisanih antibakterijskih agenasa 1 ovladavanje parametrima projektovanja njihove
antibakterijske funkcije. Definisanje termodinamickih i farmakokinetickih parametara
omogucilo je uvid u mehanizam procesa oslobadanja bioaktivne komponente, u cilju
dostave bioaktivne supstance kontrolisanom brzinom, u koncentraciji koja je ispod

granice toksi¢nosti, sa specificnim svojstvom produzene aktivnosti.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Znacaj nanotehnologije u biomedicini

Poslednjih nekoliko decenija, promena ekologije bakterija i Sirenje rezistencije

prema postoje¢im antibioticima postavila je, i pored napretka moderne medicine,

sloZenije zahteve u pogledu
istrazivanja novih
formulacija antibakterijskog
potencijala (G. Franci et al.,
2015). U tom pogledu, razvoj
nanotehnologije kompozitnih
materijala ima veliki znacaj u

kod

infekcija, pre

biomedicini lecenja
bakterijskih
svega zbog kontrolisanog
antibakterijskog potencijala
nanostrukturnih kompozitnih
hidrogelova u duzem
vremenskom periodu (Zhao
et al., 2015).

Svetski  centar  za
kontrolu 1 prevenciju bolesti
(Center for Disease
Dynamics, Economics &
Policy) analizom podataka iz
49 zemalja navodi da je broj
multirezistentnih infekcija na
antibiotike znacajno porastao

u periodu od 1999. do 2015.

(a) Rezistencija Staphylococcus Aureus na antibiotike
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Slika 1. Rezistencija S. aureus (a) i E. coli (b) na
razlicite vrste antibiotika na svetskom nivou u
poslednjih 15 godina. Koris¢eni su podaci Svetskog
centra za kontrolu i prevenciju bolesti

(http://www.cddep.org, pristupljeno oktobra 2016.).
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godine (slika 1) (http://www.cddep.org, pristupljeno oktobra 2016.), pri ¢emu je broj
smrtnih slucajeva samo u Evropi oko 25 000 godisnje. Troskovi le¢enja i borbe sa
multirezistentnim S. aureus (MRSA) mikrobima su visoki i u Evropi premasuju 1,5
milijardu evra. Sinteza novih antibakterijskih lekova je skupa 1 dugotrajna, te je iz
navedenih razloga neophodan potpuno novi pristup koji bi mogao da prati stalne
promene rezistencije bakterija na antibiotike. U tom smislu, razvoj sistema za
kontrolisano oslobadanje bioaktivnih komponenata sa antibakterijskim svojstvima
postavlja nove zahteve koji ukljuCuju jednostavnu sintezu 1 optimizovan

farmakokineti¢ki mehanizam oslobadanja antibakterijskog agensa.

Rasprostranjenost multirezistentnih bakterija se pre svega pripisuje ucestaloj i
neadekvatnoj upotrebi antibiotika. S druge strane, bakterije sa svojom velikom
populacijom i kratkim vremenom reprodukcije, ubrzano razvijaju mehanizme otpornosti
na antibiotike. Iz navedenih razloga, neophodan je potpuno novi pristup pomocu
nanotehnologije koji bi mogao da prati stalne promene rezistencije bakterija na
antibiotike. Razli¢iti specificni mehanizmi antibakterijske aktivnosti nanocestica u
odnosu na tradicionalne antibiotike daju ubedljivu prednost razvoju novih

antibakterijskih kompozita (Zhao et al., 2015).

Upotreba srebra kao antibakterijskog agensa je nakon otkri¢a antibiotika znacajno
smanjena zbog neZeljenih efekata izazvanih proizvoljnim doziranjem. Osim argirije,
nepovratnog tamnjenja koze i sluzokoze, kod akumuliranja velikih koli¢ina srebra u telu
dolazi do poremecaja ¢ula ukusa, mirisa 1 cerebralnih gréeva. Neadekvatno doziranje
koloidnog srebra je ponovo doslo u fokus javnosti jer 1 jako niske koncentracije, zavisno
od nacina upotrebe, mogu pokazati citotoksican efekat. Prema podacima Americke
agencije za za$titu zivotne sredine (EPA, US Environmental Protection Agency), oralno
uzeta koli¢ina srebra < 2 ug/ml dnevno po kilogramu telesne mase nema citotoksi¢ni
efekat, dok koliCina srebra > 5 ug/ml predstavlja opasnost po zdravlje coveka
(U. S. EPA, 2012, https://cfpub.epa.gov/ncea/risk/recordisplay.cfm?deid=241665,
pristupljeno oktobra 2016.).

Istrazivanja vezana za parenteralnu primenu srebra doprinose sve veem razvoju
sistema za leCenje rana. Razvoj tzv. profilakticke primene ima za cilj da smanji
inokulum bakterija u hirurSkim ranama 1 izvrsi prevenciju eventualne infekcije. Primena

kod lecenja akutnih i hroni¢nih rana je takode znacajna jer sprecava aktiviranje imunog
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sistema bakterija i oSteCenja tkiva. Srebro unutar obloga za rane je sastavni deo
“visokoupijaju¢ih” materijala, hidrogelova, te u prisustvu vlage, kao §to je sekret iz
rane, lako oksiduje prelazeci u oblik koji se lakSe vezuje za proteine na povrSini Celija
mikroba. Iako se u prirodi moze na¢i u tri razliita oksidaciona stanja, samo je
Ag" oblik rastvoran u vodi, te srebro u ovakvom oksidacionom stanju pokazuje
baktericidno dejstvo na Sirok spektar bakterija, ukljucujuéi i antibiotik-rezistentne
sojeve. Specifitna mesta antimikrobnog delovanja Ag'-jona su raznovrsna, a
antibakterijska aktivnost se javlja ve¢ pri vrlo niskim koncentracijama i time smanjuje

rizik od razvoja rezistentnih sojeva bakterija (Ferreira et al., 2011).

Obloge za rane na bazi srebra, pored toga $to Stite ranu od prodora bakterija,
obezbeduju ujednacenu vlaznost, temperaturu 1 odgovaraju¢u pH vrednost. Srebro je u
oblogama za rane prisutno u oblicima koji se razlikuju po mehanizmu oslobadanja
zavisno od svojstava i strukture srebra, ali i strukture i stepena propustljivosti polimerne
matrice prema okruzuju¢em fluidu, koji je osnovni preduslov za zarastanje, jer se svi
fizicki 1 hemijski procesi odvijaju uz pomo¢ enzima koji su aktivni samo u vlaznoj
sredini. lako je pocCetna cena relativno visoka, previjanje oblogama na bazi srebra

smanjuje ukupne troskove leenja (Ferreira et al., 2011).

S obzirom da su Ag-nanocestice ¢esto mnogo toksi¢nije u poredenju sa
ekvivalentnom koncentracijom Ag'-jona, posebna paZnja se posveéuje ispitivanju
potencijala oksidacije Ag-nanocestica ugradenih u hidrogelove. Oksidovano srebro na
povrsini nanocestica lakSe vezuje ligande (hloride, sulfide, fosfate i dr.) prisutne u
bioloSkom fluidu te se talozenjem srebrnih soli moZe smanjiti citotoksicno dejstvo
Ag-nanocestica (Ma et al., 2012). S obzirom da je osnovni nedostatak parenteralne
administracije brzo resorbovanje bioaktivne supstance, a oralna administracija nije
uspesna zbog brze degradacije bioaktivne komponente putem gastrointestinalnog trakta,
u slu¢aju kada isporuka nije lokalizovana, za terapeutski efekat su potrebne visoke doze
bioaktivne supstance koje su Cesto toksi¢ne. U tom pogledu, administracija terapeutika
bi se mogla zna¢ajano unaprediti primenom sistema za kontrolisanu dostavu. Za razliku
od konvencionalnih metoda, primena hidrogelova omogucéava kontinualno i
lokalizovano oslobadanje bioaktivne supstance za koju je dovoljno da bude prisutna u
malim koncentracijama, te se ovakvi sistemi ¢esto nazivaju “inteligentni nosaci”

(Subbiah et al., 2010; Knetsch et al., 2011; Gaharwar et al., 2014). Literaturni podaci



ispitivane antibakterijske aktivnosti za Ag-nanocestice razlicitih veli¢ina prikazane su u
tabeli 1 (G. Franci et al., 2015). Jain je sa saradnicima odredio da su minimalna
inhibitorna koncentracija (MIK) i minimalna baktericidna koncentracija (MBK) protiv
standardnih referentnih kultura kao i multirezistentnih organizama u granici od
0,78-6,25 pg/ml i 12,5 pg/ml, redom, za lokalnu primenu kod ledenja rana
(Jain et al., 2009).

Tabela 1. Pregled literature antibakterijske aktivnosti Ag-nanocestica

(G. Franci et al., 2015).

Bakterije Precnik (nm) Antibakterijski Efekat
S. aureus 5,5 MIK 0,2-4 ppm
E. coli 720 MIK 4 ppm
S. aureus MIK 19 ppm
E. coli 10-15 MIK 25 ppm
S. aureus MIK 10 ppm
E. coli 21 MIK 75 ppm

Skorija istraZzivanja ukazuju da Ag-nanocestice ne ispoljavaju antibakterijski
efekat direktnom specificnom interakcijom, ve¢ oksidovano srebro koje se oslobada sa
povrSine nanocCestica zapravo dovodi do inhibicije rasta bakterija 1 drugih
mikroorganizama u posmatranom medijumu (Liu et al., 2010; Xiu et al., 2012;
Santos et al., 2014). Uz ¢injenicu da je rezistencija bakterija na srebro izuzetno retka,
treba istaci da je antibakterijska aktivnost Ag-nanocCestica rezultat viSe mehanizama koji
deluju istovremeno. Ag'-joni se vezuju za negativno naelektrisane proteine i nukleinske
kiseline, dovode¢i do strukturnih promena 1 deformacija na celijskom zidu,
membranama i nukleinskim kiselinama éelija bakterija. Naime, Ag -joni interaguju sa
razli¢itim elektron-donor funkcionalnim grupama, kao Sto su tioli, fosfati, hidroksili,
imidazoli 1 indoli. Santos i saradnici (Santos et al., 2014) su ispitivali razliite ¢elijske
odgovore uzrokovane prisustvom Ag-nanocestica in vivo. Mnoge studije su potvrdile da
Ag-nanocestice smanjuju celijsku vijabilnost (ukupnu aktivnost populacije celija)
uzrokujuéi oSte¢enja na Celijskoj membrani, ali i unutarcelijsko formiranje reaktivnih
oksiduju¢ih vrsta koje pojacavaju antimikrobno dejstvo (slika 2). Povecanjem

mitohondrijalne permeabilnosti membrana, ali 1 oSte¢enjem intracelijskih struktura



dolazi do inhibicije sinteze proteina, denaturacije ribozoma i blokiranja translacije i
transkripcije vezivanjem za genetski materijal ¢elija bakterija (Knetsch et al., 2011;

Santos et al., 2014; Zhao et al., 2015).
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Slika 2. Mehanizam antibakterijskog delovanja srebra (a) (slika preuzeta iz reference

(Knetsch et al., 2011)) i koncept hidrogel nanokompozita (b).

Treba ista¢i da bi razvoj koncepta termodinamickog i1 farmakokinetickog
modelovanja prilikom sinteze sistema za kontrolisanu dostavu antibakterijskih agenasa
znaCajno skratio vreme i obezbedio detaljan uvid u mehanizam nelinearne kinetike
oslobadanja antibakterijskih agenasa za potencijalnu biomedicinsku primenu. Ovim
konceptom bi Ag-nanocestice uskoro mogle da budu adekvatna zamena antibioticima u

prevazilazenju problema rezistencije (Knetsch et al., 2011).



2.2. Hidrogel nanokompoziti

Nanokompozitnu strukturu poseduje Sirok spektar materijala u kojima je bar jedna
komponenta submikronskih dimenzija. Prema restriktivnijoj definiciji, nanokompozitne
strukture su izgradene od ponavljajucih jedinica nanometarskih dimenzija (0,1-100 nm)
koje ¢ine posebnu fazu dispegovanu unutar kontinualne faze sa kojom se ne mesaju, niti
se u njoj rastvaraju. Homogena raspodela dispergovane faze (punioca) Cije fragmente
okruzuje i zajedno drzi kontinualna faza (matrica) daje nove sisteme sa unapredenim

svojstvima koja ne poseduju Ciste komponente pojedinacno (Zhao et al., 2015).

Hidrogel nanokompoziti predstavljaju posebnu grupu nanomaterijala sa slozenom
strukturom umreZzenih polimernih lanaca sposobnih da stabiliSu metalne Cestice
nanometarskih dimenzija i apsorbuju i zadrze velike koli¢ine fluida u duzem

vremenskom periodu (Gaharwar et al., 2014).

Sinteza metalnih nanocestica i efikasnost polimernih stabilizatora. Prilikom
sinteze metalnih nanocestica, za finu kontrolu nanokristalne morfologije neophodno je
prisustvo funkcionalnih molekula koji putem hemijske ili fizicke interakcije odrzavaju
Cestice na rastojanjima dovoljno velikim da ne dode do njihove agregacije

(Subbiah et al., 2010).

Funkcionalni molekuli odn. stabilizatori (hvataju¢i agensi, graviraju¢i agensi,
polimerni stabilizatori 1 pojedini surfaktanti) stupaju u interakciju sa odgovaraju¢im
kristalografskim ravnima 1 zavisno od poloZaja atoma na povrSini nanocestica dolazi do
formiranja razli¢itih makroskopskih trodimenzionih struktura. Kori§¢enjem stabilizatora
postize se adekvatno kontrolisanje morfologije nanokristala, pri ¢emu redukovanjem
povrsinske energije dolazi do formiranja termodinamicki stabilnih struktura putem
hemisorpcije. Brzina procesa formiranja redukuju¢ih agenasa ima znacajnu ulogu u
kontroli nukleacije i rasta nanokristala. Kada se reakcija redukcije odigrava dovoljno
velikom brzinom, krajnji produkt nema drugu mogucénost, ve¢ da uspostavi

termodinamicki favorizovan oblik (Xia et al., 2012).



2.2.1. Hidrogelovi

Hidrogelovi (lat. gelu - smrzavanje, led; gelatus - smrznuto, nepokretljivo) su
trodimenzione, hidrofilne polimerne mreze sposobne da apsorbuju i zadrze velike
kolicine vode ili fizioloskog fluida, pri cemu njihova struktura ostaje nepromenjena.
Kao takvi, poseduju kohezivna svojstva Cvrstih tela i difuzivno-transportna svojstva

teCnosti (Ganji et al., 2010).

Klasifikacija hidrogelova. Hidrogelovi se u zavisnosti od na¢ina umrezenja mogu
klasifikovati na fizicke (pseudogelove) i hemijske (permanentne) gelove. Fizicki gelovi
nastaju pri blagim eksperimentalnim uslovima, nepostojani su i mehanicki nestabilni, te
se promenom spoljasnjih faktora (pH, temperature i jonske jacine) mogu prevesti u
neumrezene sisteme. Hemijski gelovi nastaju kovalentnim vezivanjem polimernih
lanaca, kada dolazi do formiranja permanentne trodimenzione strukture hidrogelova.
Sruktura mreze kod hemijskih gelova je izuzetno postojana

(Ganji et al., 2010).

Na osnovu strukture mreze, hidrogelovi se dele na jednostavne mreze, semi-
interpenetriraju¢e (semi-IPM), interpenetriraju¢e (IPM) 1 hibridne polimerne mreze
(HPM). Semi-IPM nastaju preplitanjem lanaca polimerne mreZe i neumrezenog
polimera, interpenetriraju¢e polimerne mreze (IPM) nastaju preplitanjem dva umreZena
polimera, a hibridne polimerne mreze (HPM) nastaju umrezavanjem strukturnih jedinica

dva razlicita polimerna lanca (Hoffman et al., 2012).

Na osnovu polarnosti bo¢nih grupa hidrogelovi mogu biti jonski i neutralni.
Jonski hidrogelovi sadrze naelektrisane bo¢ne grupe i1 u zavisnosti od njihovog
naelektrisanja mogu biti: anjonski, katjonski 1 amfifilni. Neutralni hidrogelovi ne sadrze
naelektrisane grupe u svojoj strukturi. Fizickohemijska 1 mehanicka svojstva
hidrogelova se u zavisnosti od polarnosti bo¢nih grupa mogu kontrolisati promenama
fizioloSkih uslova kao Sto su pH vrednost, temperatura, jonska jacina, promena

koncentracije bioloski aktivnih supstanci, itd (Hoffman et al., 2012).

Struktura mreZe hidrogelova. Osnovni strukturni parametri mreze hidrogela su:
srednja molarna masa polimernih lanaca izmedu dve susedne tacke umreZenja, M., udeo

zapremine polimera u nabubrelom gelu, v,,, efektivna gustina umrezenja, v,, 1 srednja



veli¢ina pora (korelaciona duzina), £. Hidrogelovi nemaju homogenu strukturu. Oni
poseduju podrucja koja su gusée umrezena i upijaju manje koli¢ine fluida, u vidu
klastera ili grozdova, koji su dispergovani unutar podruc¢ja koja imaju manju gustinu
umrezenja i apsorbuju veliku koli¢inu fluida. Kakvi ¢e umrezeni nadmolekulski oblici
nastati zavisi od primarne strukture makromolekula, konfiguracije, konformacije i

uslova polimerizacije (Ganji et al., 2010; Hoffman et al., 2012).

Hidrogelovi se na osnovu veli¢ine pora mogu podeliti na superporozne (pore vece
od 100 pm), makroporozne (pore od 0,1-1 um), mikroporozne (pore od
0,01-0,1 pm) i neporozne (pore od 0,001-0,01 pm) (Ganji et al., 2010;
Hoffman et al., 2012).

Postupci za dobijanje hidrogelova. Fizickim umrezenjem nastaju gelovi kod kojih
se vezivanje polimernih lanaca ostvaruje putem lako raskidivih fizickih interakcija
(elektrostaticke, hidrofobne interakcije, Van der Valsove (eng. Van der Waals) sile.
Fizicko umrezenje se postize procesima asocijacije, agregacije, kristalizacije,
kompleksacije, pri ¢emu nastaju gelovi razlicite krutosti, pocevsi od sol stanja ka

lepljivom, Zeliranom 1 gel stanju (Hoffman et al., 2012).

Hemijski postupci dobijanja hidrogelova (reakcije radikalne polimerizacije,
polikondenzacije 1 reakcije sa enzimima), dovode do vezivanja polimernih lanaca teSko
raskidivim kovalentnim vezama u prisustvu toksi¢nih hemijskih agenasa (inicijatora,
aktivatora 1 umreZivaca) koje je teSko ukloniti iz sistema, ¢ak 1 pri malim

koncentracijama (Hoffman et al., 2012).

Radijaciono-hemijsko umrezavanje za razliku od klasi¢énih hemijskih metoda kao
inicijator koristi zracenje. Procesom lancane radikalske polimerizacije dobijaju se
hemijski umreZeni hidrogelovi. U zavisnosti od oblasti spektra primenjenog zrac¢enja
hidrogelovi se mogu dobiti fotopolimerizacijom upotrebom zracenja iz ULj/Vid oblasti
spektra ili visoko-energijskim zra¢enjem kada se kao inicijator koriste a-, B-Cestice, y-

ili X- zracenje (Hennink et al., 2012).

Bubrenje hidrogelova. Najvaznije svojstvo hidrogelova je njihova hidrofilnost
odn. svojstvo sorpcije vode ili bioloskih fluida zavisno od wudela hidrofilnih
funkcionalnih grupa (-OH, -COOH, —-CONH,, -CONH, —SOsH), kapilarnih oblasti i

razlika u osmotskom pritisku, pri ¢emu dolazi do kontrolisane promene njithove



zapremine sa vremenom. Sile koje Cine hidrogel nerastvornim u vodi ili bioloSkom
fluidu su direktna posledica formiranja kovalentnih veza izmedu polimernih lanaca

(Ganji et al., 2010).

Hidrogelovi za biomedicinsku primenu. Zahvaljuju¢i specificnom svojstvu
difuzije molekula aktivnih supstanci unutar i izvan hidrogelova, sve je vece
interesovanje za njihovu primenu u biomedicini, posebno za kontrolisano oslobadanje
lekovitih supstanci (peroralno, nazalno, transdermalno, oftalmolosko ili parenteralno)
(Buwalda et al., 2014). Visok sadrzaj vode adsorbovan na polimernim lancima duzi
vremenski period i gumolika priroda ¢ine hidrogelove kompatibilnim sa tkivima i
proteinima u zivim organizmima. Takode, zahtevi za dizajniranje hidrogelova za
biomedicinsku primenu podrazumevaju eliminisanje imuno/inflamantornog odgovora i

pojavu citotoksi¢nosti (Zhu et al., 2011; Hennink et al., 2012).

Prirodni i sintetski polimeri se podjednako koriste za sintezu hidrogelova za
biomedicinsku primenu. Prirodni, biodegradabilni polimeri imaju svojstvo inherentne
biokompatibilnosti za razliku od sintetskih polimera, koji pak imaju mnogo Siri opseg
mehanickih 1 hemijskih svojstava. NajceS¢e koriS¢eni sintetski hidrogelovi
(PVA (poli(vinil alkohol)) i PEG (poli(etilen glikol)), zahvaljujuéi izrazitoj hidrofilnosti
ispoljavaju slabu interakciju sa proteinima, a iz organizma se mogu odstraniti putem
urina. Za sintezu amfifilnih blok kopolimera uvode se hidrofobna PLA (mlecna
kiselina) 1 PGA  (poliglikolna  kiselina). Termoosetljivi ~ PNIPAAm
(poli(N-izopropilakrilamid)) hidrogelovi imaju donju kriticnu temperaturu faznog
prelaza (eng. lower critical solution temperature, LCST), te ve¢ pri telesnoj temperaturi
dolazi do smanjenja njihove zapremine kontrakcijom (Spasojevi¢ et al., 2015a;
Spasojevi¢ et al., 2015b). Kako bi se postigla brZza degradacija hidrogelova na bazi
sintetskih polimera (PVA, PEG i PNIPAAm), biodegradabilne sekvence prirodnih
polimera se moraju inkorporirati u mrezu sintetskih hidrogelova. Prirodni polimeri
(hijaluronska kiselina, fibrin, kolagen, Zelatin, alginat, dekstran, hitozan) imaju svojstvo
inherentne biokompatibilnosti 1 biodegradabilnosti, ali njihov osnovni nedostatak
predstavljaju loSa mehanicka svojstva i velika brzina degradacije. Prednosti i nedostaci
hidrogelova na bazi prirodnih ili sintetskih polimera se mogu nadomestiti sintezom

hibridnih hidrogelova baziranih na konstitutivnim jedinicama prirodnih ili sintetskih
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polimera, uz moguénost precizne kontrole svojstava za biomedicinsku primenu

(Kamoun et al., 2015; Spasojevi¢ et al., 2015a; Spasojevi¢ et al., 2015b).

Hidrogelovi kao matrice za kontrolisanu dostavu bioaktivnih supstanci.
Hidrogelovi predstavljaju odlicne matrice za inkorporaciju metalnih, oksidnih 1
poluprovodnickih nanocestica, koje sa druge strane pokazuju izrazito dobra opticka,
elektricna 1 magnetna svojstva. Agregaciona stabilnost ovih sistema odredena je
adsorpcijom polimera na metalnim Cesticama, koje imaju tendenciju da smanje

slobodnu povrsinsku energiju (Buwalda et al., 2014).

Hidrogelovi u tkivnom inzenjerstvu se primenjuju kao novi pristup u lecenju
ostecenja/disfunkcije tkiva ili organa, dizajniranjem funkcionalnih trodimenzionih tkiva.
Glavni cilj je kreiranje novih tkiva bilo direktno putem transplatacije ¢elija iz zdravog

tkiva ili rastom tkiva izvan tela (Buwalda et al., 2014).

2.3. Sinteza hidrogel nanokompozita y-zracenjem

2.3.1. Radijaciono-hemijska modifikacija materijala y-zracenjem

Radijaciono-hemijska metoda se najCesce koristi za dobijanje nanokompozitnih
materijala sa unapredenim fizickohemijskim svojstvima. BioloSko/mikrobicidno
delovanje jonizujucih zracenja osnova je radijacione sterilizacije medicinske opreme i
predmeta za  jednokratnu  upotrebu  kao 1 farmaceutskih  preparata

(Mostafavi et al., 2008).

y — zracenje. Radioaktivni izvor y - zratenja ®°Coy; se najéesce koristi u
radijacionoj hemiji koja se primenjuje kao sofisticirana tehnologija sinteze materijala za
industrijsku i biomedicinsku primenu. p-raspad *°Co (¢, = 5,27 godina) do stabilnog
izotopa ®*Niys je praten emisijom 2 fotona energije 1,173 MeV i 1,333 MeV. Pored
%Co, u manjoj meri koriste se i drugi radionuklidi kao izvori y - zradenja: *’Cs
(t1> = 30,17 godina i energijom y - zratenja od 662 keV) i "*Ir (1;, = 73,83 dana i
maksimalnom energijom v - zracenja od 1,378 MeV) (Mostafavi et al., 2008).
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Umrezavanje, degradacija polimernih lanaca, polimerizacija Cistih monomera i
polimernih blendi, kalemljenje polimera kao i hemijska aktivacija oksidacijom, samo su
neki od hemijskih procesa koji se odigravaju ukoliko se polimerni materijal izlozi

dejstvu jonizujuceg zracenja (Mostafavi et al., 2008).

Generisanje metalnih nanocestica u prisustvu polimera kao stabilizatora rasta
klastera, uspesno se postize primenom radioliticke “bottom-up” metode. Radioliticki
generisane vrste, solvatisani elektroni, primarni i sekundarni radikali ispoljavaju jako
redukuju¢e dejstvo, te metalni joni bivaju redukovani pri svakoj interakciji sa
redukuju¢im vrstama. Konac¢no, formirani atomi zauzimaju homogenu raspodelu kroz
¢itavu zapreminu rastvora, dok njihova sudarna interakcija postaje ogranicena usled
prisustva polimernih molekula. Veli¢ina i oblik formiranih klastera u najvecoj meri
zavise od vrste polimera 1 masenog odnosa polimera i metala (Belloni et al., 2006;

Saion et al., 2013).

Uopsteno, trajna promena u strukturi polaznih supstanci je posledica specifi¢ne
interakcije izuzetno reaktivnih slobodnih radikala, jona i1 ekscitovanih molekula u
sistemu. Veli¢ina promene u materijalu pod dejstvom jonizujuceg zracenja zavisi od
apsorbovane doze, D, i jacine apsorbovane doze (brzine doze). Apsorbovana doza je
koli¢ina energije koju apsorbuje jedinicna masa ozra¢enog materijala. U SI sistemu
osnovna jedinica za apsorbovanu dozu je grej (Gy = J/kg), ali je u upotrebi 1 rad
[I Gy = 100 rad]. Koli¢ina energije koja se apsorbuje po jedinici mase ozracenog
materijala u jedinici vremena predstavlja jac¢inu apsorbovane doze (brzinu doze).

Osnovna SI jedinica za jac¢inu apsorbovane doze je Gy/h (Mostafavi et al., 2008).

G-vrednost ili radijaciono-hemijski prinos je veli¢ina koja daje kvantitativnu meru
hemijskih promena koje se odigravaju u reakcionom sistemu pod uticajem
y-zracenja. Ova velicina predstavlja broj nastalih produkata u sistemu pri apsorbovanoj
energiji zracenja od 100 eV. Povecanje vrednosti radijaciono-hemijskog prinosa se
moze posti¢i ukoliko se u reakcioni sistem dodaje supstanca koja imaju sposobnost da
hemijski reaguje sa nepozeljnim vrstama i na taj nacin ih ukloni iz sistema, ucini
neaktivnim ili ih prevede u odgovarajuce pozeljne radikale. Ove supstance su zbog
efikasnog dejstva sa nepozeljim vrstama u sistemu dobile naziv ‘“hvatala® radikala

(skevendzeri) (Mostafavi et al., 2008).
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2.3.2. Sinteza hidrogel nanokompozita y-zracenjem

Istrazivanja su pokazala da je radijaciono-hemijska metoda sinteze veoma
pogodna za istovremenu modifikaciju i integrisanje polimer/metal konstituenata, te
omoguc¢ava fino dizajniranje Zeljenih inherentnih svojstava hidrogel nanokompozita,
naroCito kada je re¢ o primenama u biomedicini. Poseban izazov u ovoj oblasti
istrazivanja vezan je za sintezu i karakterizaciju nanocestica u unapredenim strukturama
polimernih smeSa u kojima je bar jedna komponenta prirodni polimer nastao
biosintezom u zivim organizmima. U cilju dobijanja biomimetickih materijala, zahtevi
nanotehnologije nisu viSe usmereni samo na formulisanje terapeutskih agenasa
nanokompozita, nego i na istrazivanja aspekata njihove funkcionalnije primene
(Kamoun et al., 2015). Sinteza hidrogel nanokompozita y-zratenjem se moze izvoditi u
dvostepenom procesu, najpre sintezom polimerne matrice hidrogela, a potom sintezom
metalnih nanocestica u hidrogelu (Krklje§ et al., 2007a) ili sintezom hidrogel

nanokompozita u jednostepenom procesu (Juby et al., 2012).

Sinteza hidrogelova y-zradenjem. Pocetni stupanj sinteze hidrogelova,
ozraCivanjem vodenog rastvora polimera y-zraCenjem je radioliza vode. Jonizujuce
zraCenje u vodenim rastvorima izaziva niz fizi¢kih i1 hemijskih procesa koji se mogu
podeliti u tri grupe: fizicki, fizickohemijski 1 hemijski stadijum. U procesu radiolize

vode nastaje nekoliko primarnih produkata medu kojima najveéi prinos imaju

hidratisani elektroni, e, , H;O" joni i OH® radikalski produkti. H® radikali i molekulski

aq ?
produkti, vodonik, H,, 1 vodonik-peroksid, H,O,, nastaju u manjem prinosu. Stanje u
vodi 10” s po prolasku zragenja moze se predstaviti jednacinom (1) u kojoj su vrednosti
radijaciono-hemijskih prinosa primarnih produkata radiolize vode date u jedinicama

umol/J (Mostafavi et al., 2008).

e_ (0,28 pmol/J); H(0,062 umeol/J); OH(0,28 nmol/J);
FATAYAY, 0 y : g
H20 H, (0,047 pmol/J): H,O, (0,073 pmol/d); H;O (0,28 pmol/J) ey

Nastali produkti mogu biti redukujuce vrste (e, sa standardnim redukcionim

potencijalom (E’ (HO/e,, ) = -2,87 V u odnosu na standardnu vodonikovu elektrodu

(SHE)) 1 H; sa standardnim redukcionim potencijalom (E" (H'/H) = -2,3 V (SHE)) ili
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oksiduju¢e vrste (OH® radikali sa standardnim redukcionim potencijalom
(° (OHOH) = 19 V (SHE) u neutralnom rastvoru i
E’ (H, OH*/H,0) = 2,72 V (SHE) u kiselim rastvorima) i H,O,. H* radikali nemaju
znaCajnu ulogu u neutralnim ili alkalnim rastvorima, ali postaju znacajne redukujuce

vrste u kiselim rastvorima (E” (H'/H") = -2,31 V (SHE)) (Mostafavi et al., 2008).

Primarni oksiduju¢i radikali nastali procesom radiolize vode, dovode do
formiranja makroradikala koji direktno ucestvuju u reakciji umrezavanja polimera. U
cilju povecanja efikasnosti dobijanja hidrogelova, ozraCivanje polimernih rastvora se
vrsi u inertnoj atmosferi. Ovaj eksperimentalni uslov sprecava formiranje peroksidnih
radikala koji imaju inhibitorni uticaj na proces umrezavanja. Formiranje trodimenzione
polimerne mreze pod uticajem y-zraenja je sloZzen proces intermolekulskog
povezivanja dugackih linearnih lanaca koji dovodi do povecanja molekulske mase
polimera s jedne strane, ali i intramolekulskog povezivanja koje nema uticaja na
molarnu masu polimera 1 formiranje hidrogela. Kriticna tacka pri kojoj dolazi do
organizacije makromolekula u beskonacnu trodimenzionu umrezenu strukturu se naziva
“tacka gela”. U ovoj tacki dolazi do formiranja posebnog tipa umrezenih sistema,
hidrogelova. Hidrogelovi sintetisani y-zracenjem se uglavnom dobijaju iz sintetskih
polimera koji zavisno od strukture i1 konformacije imaju svojstvo grananja i
umrezavanja u €itavoj reakcionoj zapremini, Sto rezultuje smanjivanjem rastvorljivosti i

povecanjem broja poprecnih veza (Mostafavi et al., 2008).

Radijaciono-umreZavajuéi polimer - poli(vinil alkohol). U ovoj doktorskoj
disertaciji, poli(vinil alkohol) (PVA) je odabran kao sintetski polimer za sintezu
hidrogel nanokompozita, zato §to ima Siroku primenu u medicini i farmaciji, zbog
svojih biokompatibilnih svojstava. Veoma je pogodan za sintezu predvidenih
nanokompozita jer je vodorastvoran i radijaciono-umreZavajuci polimer, opticki je
transparentan i ima strukturu makromolekula koja moze da bude donor elektrona pri

redukciji metalnih jona (Baker et al., 2012; Buwalda et al., 2014).

Poli(vinil alkohol) je polimer vinilnog tipa koji nastaje slobodnoradikalskom vinil
polimerizacijom monomera vinil acetata. Na slici 3 prikazana je hemijska struktura

PVA. Zahvaljuju¢i velikom broju hidroksilnih grupa, PVA se rastvara u vodi, na
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povisenoj temperaturi iznad 70 °C, pri ¢emu se njegova rastvorljivost povecava sa

povecanjem stepena hidrolize.

HaC CH,

OH OH

Slika 3. Hemijska struktura PVA sa visokim stepenom hidrolize.

PVA hidrogelovi se radijaciono-hemijskom metodom dobijaju uglavnom
ozracivanjem razblaZenih vodenih rastvora (c < 0,1 M). Proces umreZavanje se odigrava
pri interakciji sa primarnim produktima radiolize vode (OH®/H®) koji formiraju radikale
na polimernom lancu (slika 4) (Sakurada et al., 1961; Sakurada et al.,1964). OH*/H’
radikali u najve¢oj meri vrse izdvajanje vodonika u a-poziciji u odnosu na —OH grupu,
pri ¢emu nastaje oko 70 % tercijernih radikala. Veca vrednost energije disocijacije
vodonika iz —CH, grupe doprinosi nastajanju svega 30 % sekundarnih radikala koji
nakon prenosa radikalske aktivnosti prelaze u tercijerne radikale. Paralelno umreZavanju
polimernih radikala odigravaju se reakcije disproporcionisanja i kidanja lanaca.
Degradacija PVA do krajnjih produkata CO, 1 H,O postaje izraZenija u prisustvu

kiseonika.
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H,O ~» H/OH" + HC " "CHy

OH OH
s
H OH OH OH
o i T
umreZavanje PVA kidanjePVA lanca
N ey OoH
TN —» CO,+H,0

Slika 4. Mehanizam radijaciono-hemijskog formiranja PVA' radikala pod uticajem

y-zracenja i njihova dekompozicija u rastvoru.

Interakcijom PVA® radikala odigrava se proces umreZavanja (PVA-PVA). Ovi
polimerni radikali delom nastaju u interakciji polimernih molekula sa primarnim
produktima radiolize vode (OH® i H® radikalima) (jednacina (2)), a delom direktnim
raskidanjem C-H veza y-zraCenjem (jednaCina (3)) (Krklje§ et al., 2007a;
Kacarevi¢-Popovic et al., 2010). U zavisnosti od moguée pokretljivosti PVA® radikala,
proces umrezavanja prikazan jednac¢inom (4) svodi se ili na indirektni efekat koji je
dominantan pri niZim koncentracijama polimera (jednacina (2)), ili na direktan efekat
dominantan u  izuzetno  koncentrovanim  rastvorima  (jedna¢ina  (3))

(Sakurada et al., 1961; Sakurada et al.,1964).

Y
PVA +OH* /H" —>PVA® + H,0/H, 2)
PVA—>PVA" 3)
Y
PVA® + PVA® —>PVA — PVA “)
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Pregled literature ukazuje da je poli(vinil alkohol) jedan od cesto koriséenih
sintetskih polimera, koji se u obliku hidrogela primenjuje u biomedicini. Obloge za rane
(eng. wound dressings), sistemi za kontrolisano oslobadanje terapeutski aktivnih
agenasa (eng. drug delivery systems), sistemi za regeneraciju i1 rekonstrukciju tkiva i
organa, mekotkivnih implanata, kontaktnih so¢iva su samo neke od aktuelnih primena u
biomedicini. Sintetisani PVA hidrogelovi spadaju u krute membrane sa izuzetno dobrim
mehanickim svojstvima. Velika gustina —OH grupa doprinosi visokoj hidrofilnosti,
biokompatibilnosti i1 biodegradabilnosti. Medutim, primena PVA hidrogelova u
biomedicini je uglavnom ogranic¢ena kruto$¢u, kao i potencijalnim razmnozavanjem
mikroorganizama u fizioloSkim uslovima, te je znaCajan pristup razvoju primene
hidrogelova unapredenje koje se Cesto postize meSanjem sintetskih sa prirodnim,
biokompatibilnim  polisaharidima 1  inkorporacijom  metalnih  nanocestica

(Kamoun et al., 2015).

Degradacija prirodnih polimera y-zracenjem. Poslednjih nekoliko decenija
intenzivno se istraZzuju razli€iti pristupi radijaciono-hemijske modifikacije prirodnih
polimera kako bi se njihova svojstva prilagodila biomedicinskoj primeni. Radioliticke
metode bazirane na primeni jonizujuéih zracenja (y-zracenje, elektronski snopovi) ili
nejonizujuc¢ih zracenja (ULj/Vid-zradenje) su se pokazale kao posebno pogodne za
sintezu vodorastvornih derivata. Radijaciona procesibilnost se ogleda u mogucnosti da
se redukovanjem molarne mase 1 stepena deacetilacije, kao 1 potencijalnim
pridruzivanjem funkcionalnih grupa prirodni polimeri prilagode razli¢itim primenama u

biomedicini (Chmielewski et al., 2010).

Radijaciono-degradabilni polimer - hitozan. U ovoj doktorskoj disertaciji,
hitozan je odabran kao prirodni polimer za sintezu hidrogel nanokompozita.
Redukovanjem molarne mase hitozana povecava mu se rastvorljivost u vodi, te kao
takav ima Siroku primenu u medicini 1 farmaciji, zbog svojih biokompatibilnih
svojstava. Veoma je pogodan za sintezu predvidenih nanokompozita jer je radijaciono-
degradabilni polimer. S druge strane, zahvaljujuéi svojoj strukturi, polimerni molekuli
hitozana kao donori elektrona imaju sposobnost da redukuju jone metala putem

kompleksirajuce oksidoredukcione reakcije (Choi et al., 2002).
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Hitozan je linearan, binaran kopolisaharid, dobijen parcijalnom deacetilacijom
hitina ekstrahovanog iz gljiva i oklopa ljuskara. Kao katjonski polisaharid ima veliki
potencijal za primenu u razli¢itim oblastima biomedicine i farmacije jer je netoksican,
biokompatibilan i1 bioaktivan (Jayakumar et al., 2011). Na slici 5 prikazana je hemijska
struktura hitozana, kopolimera koji se sastoji od nasumicno rasporedenih
glukozaminskih 1 N-acetoglukozaminskih ~ jedinica  medusobno  povezanih

B-(1-4)-glukozidnim vezama.

CHs
OH O=<
NHz 5 NH
--..om%‘g\% OHO%O
NH2
OH OH

Slika 5. Hemijska struktura hitozana.

Rastvorljivost hitozana zavisi od pH vrednosti rastvora i njegove koncentracije, te
se lako rastvara u specificnim organskim kiselinama (mravlja, siréetna, propionska,
mlecna, limunska i ¢ilibarna kiselina), kao i u veoma malo neorganskih rastvaraca
(hlorovodoni¢na, fosforna i azotna kiselina), dok je u neutralnoj ili baznoj sredini slabo
rastvoran. Niska rastvorljivost hitozana pri pH vrednostima iznad kiselinske konstante
kao 1 velika viskoznost ¢ak 1 pri niskim koncentracijama osnovni su faktori koji

ograni¢avaju njegovu primenu.

Mehanizam degradacije hitozana pod uticajem y-zraCenja prikazan je na slici 6
(Gryczka et al., 2009). Primarni produkti radiolize vode (OH® i H® radikali) napadaju
B-(1-4)-glukozidne  veze  hitozana  redukuju¢i njegovu  molarnu  masu.
Radijaciono-hemijski produkti (ketoni, aldehidi i karboksilni derivati) se uglavnom
formiraju kao posledica nestabilnosti radikalske aktivnosti centrirane na C1, C4 1 C5
polozaje na piranoznom prstenu. Ove vrste dalje dovode do raskidanja
B-(1-4)-glukozidne veze sa otvaranjem prstena (C5 radikal) i kidanju lanca (C1 1 C4) pri

¢emu nastaju sekundarni radikali 1 karbonilne strukture koje aktiviraju —CH veze.
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Nadalje reakcije sa H atomima dovode do formiranja stabilnih o-radikala sa

karbonilnim grupama na krajevima lanca (Gryczka et al., 2009).

CHZDH HEDH
‘x S i
CH,OH
H
NH, CH,OH CH,0H
- »@mj
—0 +
H; NH,
H
CH,0 CH,OH
+ H‘ e
H;
H,OH
NH,
H,OH
oH j—H
NH,

Slika 6. Mehanizam radijaciono-hemijskog formiranja CS’ radikala pod uticajem

y-zracenja i njihova dekompozicija u rastvoru (Gryczka et al., 2009).

Efikasnost degradacije hitozana je veca u rastvorima manje viskoznosti, kada je
pokretljivost OH® radikala veca. Takode, udaljenost izmedu dva makroradikala je u
ovakvim rastvorima veca, S§to znaajno smanjuje mogucénost njihove

rekombinacije (Gryczka et al.,, 2009). Degradacija hitozana y-zraCenjem je pored
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raskidanja B-(1-4)-glukozidne veze pracena i formiranjem redukuju¢ih saharida sa
slobodnim aldehidnim ili keto-grupama. Posledica strukturnog “otvaranja®“ prstena
hitozana pod uticajem fy-zracenja, dovodi do odigravanja karakteristicne Majarove
(franc. Maillard) reakcije izmedu karbonilnih grupa redukujucih Secera i amino grupa
hitozana, pri ¢emu dolazi do formiranja niskomolarnih vodorastvornih glukozilaminskih

produkata braon boje (slika 7) (Zainol et al., 2009).

Ll
]

| 10kGy | | 25kGy | S0kGy |
Slika 7. Efekat y-zracenja na fizicko obojenje rastvora hitozana. Slika preuzeta iz

reference (Zainol et al., 2009).

Specifi¢na polikatjonska priroda biopolimera hitozana odgovorna je za njegova
brojna bioloska svojstva poput mukoadhezivnosti, hemostaticnog, antimikrobnog i
hipoholesterolemi¢nog delovanja. CS i njihovi derivati ulaze u sastav komercijalno
dostupnih sredstava za zarastanje rana zahvaljuju¢i stimulaciji proliferacije Celija 1
obnavljanju tkiva, homeostatskom i blagom lokalnom analgetickom delovanju. Posebnu
paznju CS privla¢i u oblasti tkivnog inzinjerstva zbog moguénosti formiranja
biokompatibilnih poroznih trodimenzionih mreza ¢iju je poroznost i brzinu degradacije
moguce kontrolisati (Jayakumar et al., 2011). Antibakterijska svojstva CS su izuzetno
znacajna kada je re¢ o unapredenju hidrogelova na bazi sintetskih polimera koji nalaze
primenu u biomedicini. U protonovanom obliku CS ima veliku gustinu naelektrisanja, te
je vrlo efikasan u interakciji sa negativno naelektrisanim biomolekulima i povrSinama.
U literaturi su opisani brojni mehanizmi na kojima se zasniva antimikrobno delovanje
CS, zavisno od grade mikroorganizama. Jedan od najbolje istrazenih mehanizama je
zasnovan na interakciji CS sa negativno naelektrisanim grupama strukturnih molekula
lociranih na povrsini ¢elija mikroorganizama (lipopolisaharidi 1 proteini). Na taj na¢in

dolazi do formiranja omotaca koji otezava ulazak supstanci iz okruzenja u celiju.
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Antibakterijsko delovanje se moZze pripisati heliranju jona metala koji su neophodni za

normalan ¢elijski rast (Strand et al., 2003; Jayakumar et al., 2011).

UmreZavanje blende poli(vinil alkohol)/vodorastvorni hitozan y-zracenjem.
Blende polimera za biomedicinsku primenu se naj¢es¢e definiSu kao sistemi Cija je
osnovna uloga povezivanje sa bioloSkim tkivima u cilju poboljSanja njihove osnovne
funkcije ili zamena tkiva ili organa. Danas se biorazgradive hidrogel matrice intenzivno
proizvode za medicinsko trziSte, zbog svojstva biokompatibilnosti. U poslednjih
nekoliko decenija, potreba proizvodnje polisaharida se intenzivno povecava, posebno u
biomedicinske svrhe, jer su polisaharidi bioloski polimeri koji se mogu dobiti iz
nekoliko prirodnih izvora, kao $to su mikrobioloski (npr. dekstran, glukan i alginat),
zivotinjski (npr. hitozan i Zelatin) i biljni izvori (npr. skrob i1 celuloza). Za sintezu
hidrogelova za leCenje rana izuzetno je vazno posti¢i svojstvo biodegradabilnosti,
biokompatibilnosti i unaprediti antibakterijsku efikasnost $to je moguce vise bez
upotrebe hemijskih i toksi¢nih agenasa. Strand i saradnici su ispitivali adsorpciju CS na
¢elije E. Coli 1 zakljucili da se adsorpcija povecava sa porastom pH vrednosti i sa
smanjenjem molarne mase, te je za sintezu blende hidrogela potrebno CS prevesti u

vodorastvorni oblik (vr-CS) (Strand et al., 2003; Qin et al., 2006; Goy et al., 2009).
Vecina autora sugeriSe da je polimerne blende PVA/vr-CS hidrogela moguce

dobiti radijaciono-hemijski, upotrebom y-zraenja, pri ¢emu su najbolja mehanicka

svojstva za Dbiomedicinsku primenu dobijena u kombinaciji sa ciklusima

zamrzavanja/odmrzavanja (slika 8) (Yang et al., 2008).
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Slika 8. Sematski prikaz vrste umrezenja PVA/vr-CS hidrogela metodama y-zracenja i

y-zracenja koje je praceno ciklusima zamrzavanja/odmrzavanja.

Sinteza nanocestica srebra y-zracenjem. Formiranje nanocCestica prelaznih metala
pod dejstvom jonizujuceg zracenja se odigrava putem redukcije metalnih jona pomocu
hidratisanih elektrona (jednacina (5)) i sekundarnih redukujucih vrsta nastalih procesom
radiolize vode (jednacina (6)). Brze reakcije sjedinjavanja jona sa atomima metala imaju
znaajnu ulogu u mehanizmu rasta klastera. Brzina nukleacije i1 rasta metalnih
nanocestica je kontrolisana brzinom nastanka redukuju¢ih vrsta. Poznato je da se
veli¢ina nanocCestica smanjuje sa povecanjem brzine doze zrafenja. Pri velikim
brzinama doza zracenja, kada je broj dogadaja nukleacije mnogo ve¢i od broja
neredukovanih jona, radiolitickom metodom se dobijaju manje Cestice. S druge strane,
pri manjim brzinama doza zraCenja, kada je koncentracija nukleusa manja od
koncentracije neredukovanih jona, redukcijom jona adsorbovanih na aglomeratima
nastaju vece Cestice (Saion et al., 2013). Brzina formiranja redukujucih vrsta odreduje
brzinu redukcije kako slobodnih metalnih jona tako i jona adsorbovanih na povrSini
nanocestica. Takode, formiranje klastera direktnom redukcijom je dominantno pri
veéim brzinama doze zracenja kada se kao produkti dobijaju klasteri manjih dimenzija

(Belloni et al., 2006; Saion et al., 2013).
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Inkorporacija antibakterijskih agenasa nanometarskih dimenzija (srebro,
titanijum-dioksid, zlato, cink-oksid, magnezijum-oksid ili bakar) u jako malim, gotovo
pikomolarnim (~10"%) koncentracijama, u poslednje vreme nalazi $iroku primenu u
biomedicini. Medu navedenim nanomaterijalima, nanokristalno srebro se pokazalo kao
najefikasniji antimikrobni agens sa Sirokim biocidnim inhibitornim efektom na mikrobe

in vitro 1 in vivo (Saion et al., 2013).

Vec¢ina autora ukazuje da je radioliticki metod veoma pogodan za sintezu
Ag-nanoCestica u prisustvu polimernih molekula (Belloni et al., 2006;
Saion et al., 2013). U reakcioni sistem se naj¢eS¢e dodaju polimerni molekuli sa
funkcionalnim grupama koje imaju veliki afinitet prema metalima koji sprecavaju
sudarnu interakciju klastera 1 njihov dalji rast. S druge strane, za efikasniju redukciju
metalnih jona 1 pomeranje ravnoteze reakcije u cilju favorizovanja formiranja
nanocestica u sistem se dodaju ogranske supstance koje imaju veliki afinitet prema

oksidujué¢im vrstama.

Proces formiranja Ag-nanocestica radiolitickom metodom se sastoji iz dva
stupnja. Nakon prvog stupnja - nukleacije, sledi proces agregacije koji dovodi do

formiranja nanocestica (Belloni et al., 2006; Saion et al., 2013).

Atomi srebra nastali procesom redukcije predstavljaju centre nukleacije 1
katalizatore za redukciju preostalih jona metala prisutnih u rastvoru. Ovaj stupanj
redukcije ima autokataliticku prirodu. Sudari atoma dovode do formiranja metalnih
klastera koji se mogu efikasno stabilisati ligandima, surfaktantima ili polimerima.
Homogena raspodela redukovanih vrsta u prisustvu razli¢itih organskih radikala u
najvecoj meri zavisi od redukcionih potencijala radikala 1 klastera. Oksido-redukciona
ravnoteZza formiranih nanocestica se moze razmatrati po analogiji uspostavljanja
ravnoteze na mikroelektrodama za razliCite vrednosti broja atoma aglomeracionog
broja n. Redukcioni potencijal Ag postaje mnogo pozitivniji sa povecanjem broja
atoma. Za n = 1, E’=-1,8 V dok je zan — oo, E’=0,799 V. Formiranje atoma iz
metalnih jona je relativno oteZzano zbog velikog elektropozitivnog redukcionog
potencijala Ag'—Ag” u vodi (E” = 0,799 V), te je uspostavljanje ravnoteze Ag'/Ag "
kompleksnih metalnih jona mnogo verovatniji proces (jednacina (7)). Vezivna energija

izmedu dva atoma metala jaca je od atom-rastvarac ili atom-ligand vezujuce energije, te
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nastali atomi interaguju formiraju¢i dimere, a takode mogu da reaguju sa kompleksnim
metalnim Cesticama 1 konsekutivnim reakcionim mehanizmom prerastaju u vece
metalne klastere. Eksperimenti pulsne i y-radiolize ukazuju da redukcija Ag'-jona
hidratisanim elektronima vodi ka formiranju dugoZivué¢ih Ag,* -jona (jedna&ina (7)). Iz
literature (Linnert et al., 1990) je poznato da 2-propanol radikali nemaju potencijal
dovoljan za redukciju Ag'-jona, ali mogu da redukuju Ag;*'-jone (jednacina (8)).
Ag,'-joni formiraju trimere srebra (jednadina (9)) i nadalje veéi klasteri reagujuéi sa

+ . . .. row :
Ag -jonima formiraju sve vece Cestice.

Ag, +Ag +e, ©Ag,, (5)
Ag +Ag"' +ROH—>Ag  +R=0+H" (6)
Ag, +xAg" © Ag, ()
Ag; +ROH - Ag; +R=0+H" (8)
Ag, © Ag, +Ag’ ©)
Ag +PVA'(H) > Ag"+ PVA + H” (10)
Ag +[C,H,0,N] —[CH,O,N] Ag", (11)
[C{H,,0.N], Ag" + e, — [C.H, O,N] Ag" a2)
[CoH, 0.N], A" + Ag" —[CiH, 0,N] Agy a3)
[CH,,0,N] Ag’ + Ag" — [C,H,,0,N] Ag; (14
[c,H,0,N] Ag; + Ag’ - [CH,,0,N] Ag], 15)
[c,H,0,N] Ag’, + [CH,,O0,N] [C,H,ON] -

- [CH,,0,N] Ag’., +[C,H, O,N] [C,H,0,N]+H* 16)
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U bilo kom stupnju sudarne interakcije, joni adsorbovani na klasterima mogu biti
redukovani ¢, (jednadina (5)), (CH3),C°OH (jednacina (6)) i PVA® radikalima
(jednac¢ina (10)), ali 1 stupiti u kompleksirajue reakcije u prisustvu polisaharida
(jednacine (11)-(16)). Ag'-joni zbog prisustva velikog broja —OH grupa na molekulima
polisaharida stupaju u kompleksirajuce reakcije, te dolazi do formiraju kompleksnih
[C6H1 1O4N]n Ag'-jona (jednagina (11)). Nadalje, ovi kompleksni joni bivaju
redukovani hidratisanim elektronima (jednacina (12)) 1 radikalima polisaharida
(jednacina (16)) pri Cemu nastaju kompleksni [C6H1104N]n Ag’  atomi
(Huang et al., 2009).
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3. PREDMET I CILJ RADA

Zbog sve vece rezistencije bakterija na antibiotike veoma je vazno razviti
materijale koji bi svojim unapredenim mehanizmom kontrolisane dostave
antibakterijskih agenasa mogli da budu funkcionalnija zamena antibioticima. lako je
razvoj hidrogel nanokompozita koji koriste antibakterijski potencijal nanocesti¢nog
srebra  sve ve¢i, do sada nisu dovoljno ispitane specificne prednosti
radijaciono-hemijske metode bazirane na biokompatibilnim i ekoloski prihvatljivim
radiolitickim produktima vode za prilagodavanje svojstava hitozana biomedicinskoj
primeni i sintezu Ag-nanocestica unutar kompleksnih hidrogelova na bazi poli(vinil
alkohola) i vodorastvornog hitozana. Bitno je da se biomaterijali sintetiSu metodama

koje ne zahtevaju toksi¢ne agense.

Predmet istrazivanja ove disertacije je bio sinteza nanokompozita na bazi
poli(vinil alkohola), hitozana i nanocestica srebra, kao 1 modifikacija rastvorljivosti
ovog biopolimera u fizioloskim uslovima, primenom radijaciono-hemijske “bottom up “
metode u_cilju dobijanja efikasnijeg antibakterijskog terapeutskog sredstva za

potencijalnu primenu u kontrolisanoj dostavi antibakterijskih agenasa u biomedicini.

U tom smislu je vazno optimizovati parametre y-zrac¢enja za radijaciono-hemijsku
sintezu hidrogel nanokompozita, ispitati njihov antibakterijski potencijal, ulogu srebra u
nanocesti¢noj formi, kao 1 sinergijski antibakterijski efekat hitozan/srebro. Sorpciona
svojstva hidrogel nanokompozita u fizioloSkim uslovima 1 kinetic¢ki 1 termodinamicki
parametri se definiSu kako bi se usaglasili sa nac¢inom primene, u formi antibakterijskih
obloga za rane. Tezilo se ka uskladivanju strukturnih svojstava i mehanicke ¢vrstoce
zahtevima biomedicinske primene. Kako bi se skratilo vreme optimizacije sinteze i
obezbedio detaljan uvid u mehanizam nelinearne kinetike oslobadanja antibakterijskog
srebra primenjuje se po prvi put koncept farmakokinetickog modelovanja. Vazno je
sagledati doprinos matrice, svojstava nanoCesticnog srebra i termodinamickih
parametara njihove oksidacije kao primarnog mehanizma oslobadanja Ag -jona, da bi

se utvrdili parametri projektovanja sistema sa antibakterijskom funkcijom.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

Radijaciona tehnologija sinteze materijala na nanometarskoj skali u okviru fizicke
hemije polimera ¢ini posebnu oblast nanotehnologije koja proucava skup operacija i
procesa kojima se polimeri planirano izlazu delovanju jonizujuéeg zracenja radi
postizanja novih kvaliteta. Zavisno od vrste polimera, nov kvalitet je posledica
odredenog hemijskog ili bioloskog dejstva zracenja radi postizanja nekoliko ciljeva -
umrezavanja polimera, sinteze nanocCestica, radijacione sterilizacije (efektivnog
bioloskog 1 mikrobicidnog delovanja jonizuju¢ih zrafenja). Nerastvorljivost i
postojanost hidrogela potice od kovalentne trodimenzione mreze polimernih lanaca koja
deluje kao “kavez* za molekule vode 1 druge rastvorene molekule i jone. Nabubrelo
stanje hidrogela je rezultat ravnoteze izmedu disperzionih sila koje deluju na hidratisane
lance i kohezivnih sila koje ne ometaju prodiranje fluida unutar mreze. Dosadasnja
metodologija sinteze hidrogel nanokompozita je uglavhom bila bazirana na
viSestepenom procesu sinteze, upotrebom zracenja visoke energije (elektronski snopovi,
y-, X- ili ULj-zracenje). Unapredenje radijacione tehnologije u okviru fizicke hemije
polimera bi u cilju prevazilazenja jednog od glavnih izazova u ovoj oblasti, istovremene
sinteze 1 sterilizacije nanokompozita, podrazumevalo ispitivanje mogucnosti
jednostepenog procesa umreZavanja polimera, redukcije metalnih jona 1 sterilizacije,

bez upotrebe toksi¢nih umrezivaca i pomoc¢nih agenasa u sistemu.

4.1. Materijali

4.1.1. Materijali za sintezu

Sve koriS¢ene hemikalije su najviSe dostupne cCisto¢e 1 upotrebljavane su bez
daljeg precis¢avanja. Poli(vinil alkohol), PVA (srednje molarne mase, M,, = 72 kDa i
stepena hidrolize min. 99 %), srebro nitrat, AgNOs, 2-propanol, (CH;3),CHOH, su
proizvodi Merck-a, Nemacka. Hitozan, CS, niske molarne mase (95 £ 9) kDa 1 stepena
deacetilacije 75-85 % je proizvod Sigma-Aldrich-a, SAD. Sir¢etna kiselina, CH;COOH,

je proizvod Zorka Pharma-e, Srbija. Hlorovodoni¢na kiselina, HCI, je proizvod J. T.
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Baker-a, SAD. Argon, Ar, visoke Cistoce (99,5 %) je proizvod Messer Tehnogas-a,
Srbija. Destilovana voda je dobijena precis¢avanjem destilovane vode pomocu Milli-Q

Water sistema sa Cetiri jonoizmenjivacke kolone.

4.1.2. Materijali za pracenje oslobadanja antibakterijske komponente

Simuliranje fizioloskih uslova za pracenje oslobadanja Ag'-jona vrieno je
pomocu simulirane telesne tecnosti (eng. simulated body fluid, SBF), sastava i
koncentracije neorganskih jona skoro identi¢ne ljudskoj plazmi. SBF (pH = 7.,4) je
pripreman po Kokubo protokolu (Marques et al., 2011). Kalcijum hlorid dihidrat,
CaCl,x2H;0, 1 tris(hidroksimetil)aminometan, (CH,OH);CNH,, su proizvodi Merck-a,
Nemacka. Kalijum dihidrogenfosfat, KH,PO,, i dikalijum hidrogenfosfat, K,HPO,, su
proizvodi Kemike, Hrvatska. Natrijum hlorid, NaCl, natrijum sulfat, Na,SQOy, 1 natrijum
hidrogen karbonat, NaHCOj3, su proizvodi Zorka Pharma-e, Srbija. Magnezijum hlorid
dihidrat, MgCl,%2H,0, je proizvod Centrohema, Srbija. Hlorovodoni¢na kiselina, HCI,
i azotna kiselina, HNOs, su proizvodi J. T. Baker-a, SAD.

4.1.3. Materijali za in vitro test antibakterijske aktivnosti

Diskovi hidrogel nanokompozita (d < 6 mm i 6 = 4 mm) su postavljani na ¢vrstu
hranljivu podlogu (2 % agar) na kojoj su prethodno zasejane suspenzije bakterija E. coli

(ATTC 25922) 1 S. aureus (ATTC 25923).
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4.2. Metode

4.2.1. Radijaciono-hemijske sinteze nanokompozita y-ozracivanjem

Svi napravljeni rastvori su radi uklanjanja kiseonika zasi¢eni argonom (Ar) u
trajanju od 30 min, a zatim razliveni u posebno pripremljene kalupe. Kalupi su
sastavljeni od dve staklene ploce koje su medusobno razdvojene gumenim distancerom.
Svi sistemi su na sobnoj temperaturi, u zatvorenim ¢elijama, izlagani dejstvu y-zracenja

(izvor °Co).

Sinteza Ag/PVA hidrogel nanokompozita y-zracenjem. PV A rastvor (5 mas. %) je
izloZen dejstvu y-zracenja pri brzini apsorbovane doze od 0,33 kGy/h, do apsorbovane
doze od 25 kGy. Nakon umreZavanja, dobijeni PVA hidrogelovi su osuSeni do
konstantne mase, na sobnoj temperaturi, a potom ekstrahovani u vodi kako bi se uklonio
neizreagovali tj. neumreZeni deo polimera. Ekstrakcija je izvedena izmenom destilovane
vode svaki dan u toku 7 dana. Dobijeni PVA hidrogel diskovi (d = 10 mm i 6 =4 mm)
su osuSeni do konstantne mase kserogela, a zatim ostavljeni da bubre 48 h u smesi
vodenog rastvora AgNO; 1 2-propanola (ukupne zapremine 20 ml). Koncentracija
AgNOs je varirana (4, 8, 16, 30, 75 1 100 mM), dok je koncentracija 2-propanola
konstantna (0,2 M). Nakon uspostavljanja ravnoteze, uzorci su dodatno izloZeni dejstvu
y-zracenja, pri brzini apsorbovane doze od 10 kGy/h, do apsorbovane doze dovoljne da
se izvrSi kompletna redukcija metalnih jona (7, 14, 28, 53, 133 i 177 kGy, redom).
Dobijeni hidrogel nanokompoziti su obelezeni oznakama hgl-NKI1, hgl-NK2,
hg1-NK3, hgl-NK4, hgl-NK5 1 hgl-NK6, dok je ¢ist PVA hidrogel obeleZzen oznakom
hgl.

Sinteza neumrezenih Ag/PVA/CS NK y-zracenjem. Rastvor CS u 1 M siréetnoj
kiselini (2,5 mas. %) 1 vodeni rastvor PVA (5 mas. %) su kori§¢eni za pripremanje
smesa sa razli¢itim masenim odnosima PVA/CS (0/100, 20/80, 40/60, 60/40, 80/20 i
100/0). Nanokompoziti su obelezeni oznakama od S1 do S6, redom. U pripremljene
rastvore, dodata je ista koncentracija AgNOs; (5 mM) 1 2-propanola

(0,2 M), a zatim su izloZeni dejstvu y-zracenja, pri brzini apsorbovane doze od 6 kGy/h,
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do apsorbovane doze od 8,5 kGy dovoljne da se izvr$i kompletna redukcija metalnih
jona. Nakon isparavanja rastvaraca, dobijeni su neumrezZeni nanokompozitni filmovi

Ag/PVA/CS (debljine, 6 = 10-30 um).

Sinteza vr-CS y-zracenjem. Rastvor CS (5 mas. %) je dobijen rastvaranjem CS,
niske molarne mase, M,, (95 + 9) kDa, u 1 M siréetnoj kiselini, uz stalno mesanje 3 h.
Rastvor je izlozen dejstvu y-zracenja, pri brzini apsorbovane doze od 20 kGy/h, do
apsorbovane doze od 100 kGy, pri ¢emu je pomenutom dozom molarna masa
redukovana na (22 £+ 1) kDa. Nakon neutralizacije rastvora polimera 1 M rastvorom
NaOH, dobijen je supernatant (vr-CS) (1,43 mas. %) u prinosu 29 %. Treba napomenuti
da je precis¢avanje rastvora od acetata izvrSeno pomocu polupropustljive celulozne
membrane za dijalizu sa veli¢inom pora od 3,5 kDa u vremenskom periodu od sedam
dana. Na ovaj na€in dobijen vr-CS je koriS¢en za sintezu Ag/PVA/vr-CS hidrogel

nanokompozita.

Sinteza Ag/PVA/r-CS-Z/O  hidrogel nanokompozita y-zracenjem praceno
metodom zamrzavanje/odmrzavanje (Z/0). MeSanjem rastvora PVA 1 vr-CS (30 min)
dobijena je homogena smeSa. Koncentracija PVA u smesi je bila konstantna 8 mas. %,
dok je koncentracija vr-CS varirana (2 mas. % i 4 mas. %). Rastvori su izlozeni dejstvu
y-zracenja, pri brzini apsorbovane doze od 0,33 kGy/h. Hidrogel nanokompoziti
obelezeni oznakama hgl-Z/O 1 hg2-Z/O (8 mas. % PVA/2 mas. % vr-CS 1 8 mas. %
PVA/4 mas. % vr-CS) ozraceni su dozom do 75 kGy. Sintetisan je 1 kontrolni uzorak
obeleZen oznakom hg0-Z/O (8 mas. % PVA do 25 kGy). Rastvori su izloZeni dejstvu
y-zraenja, a nakon toga su naizmeni¢no zamrzavani 1 odmrzavani primenom
4 uzastopna Z/O-ciklusa (2 h na temperaturi -20 °C i 1 h na temperaturi 25 °C). Dobijeni
hidrogelovi su nabubreni smeSom rastvora AgNOs3 (8 mM) 1 0,2 M 2-propanola, a
potom izloZeni dejstvu y-zraCenja, pri brzini apsorbovane doze od 14,6 kGy/h, do
apsorbovane doze od 14 kGy, dovoljne za redukciju Ag -jona. Hidrogel nanokompoziti

su obeleZeni oznakama hg0-NK1-Z/0O, hg1-NK1-Z/O, hg2-NK1-Z/O, redom.

Sinteza Ag/PVA/vr-CS hidrogel nanokompozita-in situ y-zracenjem. Istovremeno
umrezavanje polimera i1 sinteza Ag-nanocCestica je izvedena izlaganjem rastvora
AgNO3/PVA/vr-CS (8mM/8 mas. %/2 mas. % 1 8mM/8 mas. %/4 mas. %, obeleZzenih

oznakama hgl-NKl1-in situ 1 hg2-NKl-in situ, redom) dejstvu y-zraCenja do
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200 kGy (pri brzini apsorbovane doze od 12,2 kGy/h), podeljenih u nekoliko
apsorbovanih porcija (50+40+40+40+30) kGy. Sintetisan je i kontrolni uzorak Ag/PVA,
izlaganjem rastvora AgNOs/PVA (8 mM/8 mas. %, obeleZen oznakom hg0-NK1), na

isti nacin 1 pri istim uslovima.

4.2.2. Metode za karakterizaciju hidrogel nanokompozita

U eksperimentalnom radu kori$¢ene su slede¢e metode karakterizacije nanokompozita:

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIC). Spreavanje rasta
metalnih nanocestica uspesno se postize dodavanjem polimernih molekula u reakcionu
smesu. FTIC spektroskopija omogucava dobijanje informacija o interakciji nanopunioca
i polimerne matrice, kao i strukture vr-CS. FTIC spektri umreZenih sistema su snimani
na spektrofotometru Thermo Electron Corporation Nicolet 380 FTIC sa dodatkom za
rad u ATR modu (Attenuated Total Reflection Mode).

Spektroskopija u ultraljubicastoj i vidljivoj oblasti spektra (ULj/Vid). U cilju
odredivanja optickih svojstava uzoraka uradena su ULj/Vid spektrofotometrijska
merenja. ULj/Vid apsorpcioni spektri hidrogel nanokompozita su snimani na
spektrofotometru Thermo Fisher Scientific Evolution 600 UV/Vis u oblasti talasnih
duzina, A od 300-800 nm. Teorijska izraCunavanja veli¢ina
Ag-nanocestica su radena koriS¢enjem softvera “MiePlot v.3.4”

(http://www.philiplaven.com/mieplot.htm, preuzeto oktobra 2015.).

Difrakcija rendgenskih zraka (XRD). Mikrostrukturna analiza uzoraka izvrSena je
metodom difrakcije rendgenskih zraka (Cu K,; zrafenje, 4 = 0,1541 nm) na

difraktometru Bruker D8 Advance.
Veli¢ina kristalita je data Sererovom (franc. Scherrer) formulom (Huang et al., 2009):

KA

e Pcost

(18)

pri ¢emu je Dy debljina kristalita odn. prosecna dimenzija kristalita u pravcu

normalnom na niz ravni sa kojih difraktuju rendgenski zraci; K je konstanta kubne
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strukture (0,9); 4 je talasna duZzina upotrebljenog rendgenskog zraCenja; £ je Sirina
difrakcione linije na poluvisini nastala samo usled strukturnih faktora (veli¢ine kristalita
1 mikronaprezanja); € je Bragov ugao refleksije. Opsti izraz za kubnu kristalnu resetku,
koji povezuje Bragov ugao refleksije, 6, i Milerove indekse, hkl, predstavljen je
jednac¢inom 19 (Huang et al., 2009).

sin’0 A

= (19)

W +k2+1°  44°

pri cemu je a parametar reSetke. Na osnovu ove jednacine moze se odrediti oblik i1
veli¢ina elementarne Celije kristala. Meduravansko rastojanje, d, za kubne kristalne
sisteme se moze izracunati iz izraza koji povezuje parametar resetke, a, i Milerove
indekse, Akl (jednacina 20) (Huang et al., 2009):
1 W+ 40

P 20)
Fotoelekronska spektroskopija (XPS). Potvrda da je izvrSena redukcija Ag'-jona i
inkorporacija Ag-nanocestica u metalnom stanju, izvedena je analizom XPS spektara
snimljenih na instrumentu SPECS Systems, sa XP50M izvorom X-zracenja za Focus

5001 PHOIBOS 100/150 analizatorom.

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM). U cilju ispitivanja morfologije
hidrogelova 1 hidrogel nanokompozita SEM mikrografi su dobijeni snimanjem na
JEOL JSM-6610LV instrumentu, pri radnom naponu od 20 kV. Pre snimanja uzorci su
ostavljeni da bubre u vodi na 25 °C do ravnoteze, a potom zamrznuti na -20 °C u
trajanju od dva dana. Liofilizacija je radena na temperaturi od -32 °C, pri vakuumu od
0,310 mbar, u trajanju od 48 h na uredaju Martin Christ Freeze-dryer Alpha 1-2
LDplus. Uzorci su zatim naparavani tankim slojem zlata (debljine oko 15 nm) u LEICA

SCDO00S5 naparivacu.

Rendgenska trodimenziona mikro-kompjuterizovana tomografija (XR 3D u-KT). U
cilju ispitivanja trodimenzione morfologije, 3D mikrografi su dobijeni snimanjem
hidrogelova i hidrogel nanokompozita na brzo-skeniraju¢em SkyScanlil72 Bruker
micro-CT instrumentu visoke rezolucije ~ 0,5 pm. Softverska obrada rezultata
omogucava dobjanje 3D kvantitativne 1 kvalitativne analize uzoraka koji su pripremljeni

na isti nac¢in kao za SEM analizu.
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Studija bubrenja. Bubrenje PVA, PVA/vr-CS, Ag/PVA i Ag/PVA/vr-CS hidrogelova
je izvedeno u SBF-u na temperaturi (37 £ 1)°C. Kserogel diskovi (dijametra, d = 3,83 +
0,18 mm 1 debljine, 6 = 1,37 £ 0,13 mm) su dobijeni susenjem hidrogel diskova do
konstantne mase. Proces bubrenja je pra¢en gravimetrijski, merenjem mase nabubrelog

gela, sve do postizanja ravnoteznog stepena bubrenja (eng. equilibrium swelling degree,

SD,) (Ganji et al., 2010).

Gravimetrijska metoda (GM) za odredivanje masenog udela gela. Hidrogelovi su
osuSeni do konstantne mase, a zatim u trajanju od 7 dana ekstrahovani u vodi, na sobnoj
temperaturi, uz svakodnevnu izmenu vode. Za PVA/vr-CS -Z/O hidrogelove sintetisane
post-radijacionim postupkom zamrzavanja/odmrzavanja, ekstrakcija je radena do
vremenskog intervala koje je potrebno za dostizanje ravnoteznog stepena bubrenja
(2 dana) i duZeg vremenskog intervala (7 dana), uz svakodnevnu izmenu vode, kako bi
se pratio eventualni gubitak vr-CS. Maseni udeo gela, W, (Krkljes et al., 2007a) je

izracunat upotrebom jednacine (21):

0 _ mk?g .
W(%)= 100 Q1)

Misgg
gde je mys, masa kserogela nakon ekstrakcije, a myy poCetna masa kserogela.

Metoda statickog rasejanja laserskih snopova. Molarna masa CS 1 vr-CS je odredena
pomoc¢u metode statiCkog (elasticnog) rasejanja snimanjem na instrumentu Zetasizer
Nano ZS. Na osnovu Debajeve (holand. Debye) fluktuacione teorije koja prilagodava
Rejlijevu (eng. Rayleigh) teoriju na rastvore, jednacina rasejanja svetlosti ima sledeci

oblik (Schatz et al., 2003):

Kc 1
R_ :(ﬂ+2A2c) (22)

0
pri ¢emu je Ry Rejlijev odnos intenziteta rasejanog 1 upadnog zracenja, M molarna masa
uzorka, A, drugi virijalni koeficijent, ¢ koncentracija i K opticka konstanta. Molarna
masa je jednaka recipro€noj vrednosti odsecka na ordinati grafika Kc/Rg = f(c). Nagib
prave Kc/Ry = f(c) predstavlja dvostruku vrednost drugog virijalnog koeficijenta A».
Velic¢ina A4, opisuje jacinu interakcije izmedu Cestice i rastvaraca ili odgovarajuceg

disperzionog sredstva. Za uzorke kod kojih je 4, > 0, Cestice imaju ve¢i afinitet prema
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rastvaracu i nastojaée da ostanu u obliku stabilnog rastvora. Kada je 4, < 0, Cestice
imaju manji afinitet prema rastvaracu usled ¢ega dolazi do agregacije. Kada je 4, = 0
jaCina interakcije izmedu CcCestica i1 rastvaraca je priblizna jacini medumolekulske
interakcije. Za dobijanje Debajevog dijagrama, 3-5 razlicitih razblazenja u 1 M siréetnoj
kiselini (u opsegu od 0,25-2,0 g/L), su napravljene za svaki analizirani uzorak. Rezultati
su korigovani koriSéenjem srednje vrednosti parametra veliCine, Z;, prethodno
dobijenog u dinamiC¢kom (neelastichom) modu, i1 uzimaju¢i za svaki uzorak
karakteristiCan oblik klupka polimernih lanaca. Toluen je koriS¢en kao standard.
Merenje velic¢ina Cestica polimera vrSeno je metodom dinamickog rasejanja svetlosti

(eng. Dinamic Light Scattering).

Fluorescentna spektroskopija (FS). Fluorescentni ekscitacioni i emisioni spektri su
dobijeni pomocu spektrometra Perkin Elmer LS45 Fluorescence. Ekscitacioni izvor je

ksenonska lampa, a detektor fotomultiplikatorska cev Hamamatsu R928.

In vitro oslobadanje Ag'-jona iz hidrogela. Oslobadanje Ag'-jona iz Ag/PVA i
Ag/PVA/vt-CS hidrogel nanokompozita je ispitivano na temperaturi od (37 £ 1)°C u
fosfatnom puferu (pH = 7) koji sadrzi 0,039 M KH,PO4 1 0,061 M K,HPO,4. Ag/PVA i
Ag/PVA/vr-CS diskovi (d =4,43 £ 0,18 mm i 6 = 1,31 + 0,08 mm) su uronjeni u 10 ml
fosfatnog pufera, koji je periodicno menjan nakon 1, 3, 5, 7 1 9 dana, kako bi se
obezbedio rad u uslovima maksimalnog gradijenta koncentracije tj. minimalne
entropije. U rastvore sa oslobodenim Ag'-jonima su dodate po 2 kapi HNO; (1:1 v/v),
kako bi se reakcija oksidacije Ag-nanocCestica odigrala u potpunosti. Philips PYU
UNICAM SP9 atomski apsorpcioni spektrometar je koriS¢en za merenje oslobodenih
Ag'-jona iz Ag/PVA hidrogel nanokompozita. Odredena je i totalna koncentracija

srebra u umreZenim nanokompozitima, nakon tretiranja rastvorom HNOs (1:1 v/v).

Antibakterijska aktivnost. Antibakterijski potencijal Ag/PVA 1 Ag/PVA/vr-CS hidrogel
nanokompozita je ispitivan pomoc¢u disk difuzione metode antibiograma. Diskovi
hidrogel nanokompozita (d < 6 mm i 6 = 4 mm) su postavljani na ¢vrstu hranljivu
podlogu (2 % agar) na kojoj su prethodno zasejane suspenzije bakterija E. coli (ATTC
25922) 1 S. aureus (ATTC 25923). Inkubacija je izvrSena u termostatu na 37 °C, u

trajanju od 24 h. Pracena je pojava zone inhibicije, pri ¢emu su uzorci sa vecom

34



inicijalnom koncentracijom srebra ispitivani nakon 2 nedelje i 2 meseca starenja u

puferovanom rastvoru (nakon manjeg ili veceg gubitka srebra), na sobnoj temperaturi.

Mehanicka svojstva. Mehanicka svojstva PVA/vr-CS hg-Z/O 1 Ag/PVA/vr-CS-Z/O
hidrogel nanokompozita sintetisanih post-radijacionim postupkom
zamrzavanja/odmrzavanja, su ispitana na termomehani¢kom analizatoru 74 Instruments
Thermomechanical —Analyzer TMA Q400EM, pri kompresiji u statickom
(napon/deformacija) i dinamickom modu na uzorcima u ravnotezno nabubrelom stanju.
Modul kompresibilnosti, Ej;, i maksimalna staticka ¢vrstoc¢a hidrogelova i hidrogel
nanokompozita odredeni su primenom linearnog povecanja sile od 0,005-1 N brzinom
od 0,1 N/min i uravnotezavanjem temperature na 37 °C. Kvantifikacija sacuvane
energije pri kompresiji u statickom modu odredena je izraCunavanjem vrednosti
Jangovog (eng. Young) modula elastiCnosti (£;) pomocu slede¢e jednacine

(Jovanovi¢ et al., 2007):
E, =3E(1-2u) (23)

pri ¢emu je u Poasonov (franc. Poisson) koeficijent odn. mera poprecnog
(transferzalnog) skupljanja i uzduznog (aksijalnog) izduzenja (u = 0,3 za hidrogel
(Greaves et al, 2011)). Dinamicko-mehanicka analiza je izvedena primenom
modulisane sile od 0,05 N pri frekvenciji od 0,1 Hz, u temperaturskom opsegu od
-20-45 °C, sa linearnim povecanjem temperature od 3 °C/min. Odredeni su moduli
saCuvane, E’, 1 izgubljene energije, £, kao 1 tangens gubitaka, tand = E”/E’, u funkciji
temperature. Gustina umrezenja, V,, broj centara umreZenja po jedinici zapremine, je
izraCunat pomocu jednacine (Jiang et al., 1999):
E
Y T 3RT

24

pri ¢emu je £’ vrednost modula sacuvane energije u oblasti platoa, T je temperatura koja

odgovara vrednosti modula saCuvane energije, a R je univerzalna gasna konstanta.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

U ovom radu, osnovni plan istrazivanja je baziran na sintezi hidrogel
nanokompozita, hg-NK, na bazi nanocestica srebra, Ag, poli(vinil alkohola), PVA i
vodorastvornog hitozana, vr-CS, y-zracenjem za potencijalnu primenu u kontrolisanoj
dostavi antibakterijskih supstanci u biomedicini (slika 9). U prvoj fazi ispitana je
mogucnost radijaciono-hemijske sinteze hidrogel nanokompozita, u dvostepenom
procesu, najpre sintezom polimerne matrice hidrogela, a potom redukcijom Ag'-jona u
hidrogelovima koji su apsorbovali rastvore razli¢itth koncentracija AgNOs; do
ravnoteznog stanja. Sintetisani su Ag/PVA, kao model sistemi, i Ag/PVA/vr-CS nakon
modifikacije CS y-zrafenjem 1 redukovanja molarne mase ovog prirodnog polimera, sa
ciljem prilagodavanja rastvorljivosti fizioloskim uslovima (pH=7). U drugom delu
istrazivanja akcenat je stavljen na ispitivanje moguénosti radijaciono-hemijske in situ

sinteze hidrogel nanokompozita u jednostepenom procesu.

V-zracenje

depolimerizacijo

modifikacija CS e L
CS— vr-CS Lﬁ' ' Lﬁ_ "

hg-NK

~on
| e O
4 r o MM B = +
Dvostepeni proces _____ /’\ﬁ ik, in situ

Sintetisani hg-NK Sintetisani NK
Ag/PVA hg-NK ~ Ag/PVA/CS blende
Ag,-’!ﬁ"-.":fh.-"'-.'r €5-Z/0 hg-NK ' _AE.IPVNEB hg-NK
Ag/PVASvr-CS hg-NK

Slika 9. Sematski prikaz osnovnog plana istrazivanja: postupci radioliticke sinteze

hidrogel nanokompozita.
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5.1. Sinteza, karakterizacija i primena Ag/PVA hidrogel

nanokompozita

5.1.1. Sinteza Ag/PVA hidrogel nanokompozita

Radioliticka sinteza Ag/PVA hidrogel nanokompozita zapocinje pripremom
vodenog rastvora poli(vinil alkohola). Nakon ozrafivanja pripremljenog rastvora
y-zraCenjem, dobijena je struktura nabubrene trodimenzione mreze hidrogela.
Hidrogelovi su nakon $to su osusSeni do konstantne mase ekstrahovani u vodi 7 dana na
sobnoj temperaturi, uz svakodnevnu izmenu vode. Maseni udelo gela od 90 % je

odreden gravimetrijskom metodom primenom jednacine (21).

Morfoloska svojstva PVA hidrogela ispitana su skeniraju¢om elektronskom
mikroskopijom i rendgenskom 3D mikro-kompjuterizovanom tomografijom.
Mikroskopskim ispitivanjem (slika 10 (a)) je pokazana porozna morfologija PVA

hidrogela sa mikrometarskom veli¢inom pora.

Slika 10. SEM mikrograf (a) i XR 3D-uKT mikrograf (b) PVA hidrogela.

Poroznost PVA hidrogela od 85 % odredena je rendgenskom 3D
mikro-kompjuterizovanom tomografijom (slika 10 (b)), pri ¢emu je ovom metodom

dobijena raspodela veli¢ina pora u opsegu od 2-22 pum.
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Svojstvo bubrenja PVA hidrogela je iskoris¢eno za sintezu Ag-nanocestica, pri
¢emu su hidrogelovi ostavljeni da bubre 48 h u smesi rastvora AgNO; (razliitih
pocetnih koncentracija od 4, 8, 16, 30, 75 1 100 mM) i 2-propanola (0,2 M). Organski
“hvata¢“ 2-propanol je dodat u cilju favorizovanja procesa redukcije Ag'-jona u
prisustvu polimera. Nakon dostizanja ravnoteze, nabubreni hidrogelovi su izloZeni
dejstvu y-zrac¢enja do apsorbovane doze potrebne da se izvrsi kompletna redukcija jona
(7, 14, 28, 53, 133 1 177 kGy, redom). Po zavrSetku procesa ozracivanja, dobijeni su
transparentni Ag/PVA hidrogel nanokompoziti Zuto-braon boje (slika 11).

Ag/PVA
hidrogel nanokompoziti

PVA hidrogel

Slika 11. Fotografije PVA hidrogela i Ag/PVA hidrogel nanokompozita.

5.1.2. Stabilizacija nanocestica srebra u PVA hidrogelu

Stabilizacija Ag-nanocestica u PVA hidrogelu prac¢ena je spektroskopijom u
infracrvenoj oblasti spektra sa Furijeovom transformacijom. FTIC spektri

PVA kserogela i Ag/PVA kserogel-nanokompozita su prikazani na slici 12.
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Slika 12. FTIC spektri PVA kserogela i Ag/PVA kserogel-nanokompozita.

Karakteristicne trake za PVA poticu od vibracija slede¢ih grupa:
O-H, C-H, C-C 1 C=0 grupa, i prisutne su u svim sistemima. Najintenzivniji pikovi se
nalaze na 3253 cm” (O-H istezuée vibracije), 2940 cm” i 2908 cm™ (C—H isteZuée
simetriéne 1 asimetricne vibracije, redom), 1710 cm’ (C=0 istezuce vibracije),

1416 cm™ (O—H deformacione vibracije), 1325 cm™ (kuplovanje O—H vibracija u ravni

.....

Simetri¢na C—C istezanja daju traku na oko 1141 cm™, &iji intenzitet je mera stepena
kristalne faze PVA, odnosno uredenosti u sistemu. Prisustvo trake na oko 916 cm’!
poti¢e od C—C istezanja, dok traka na 835 cm” najverovatnije potice od istezucih

modova —CH, vibracija (Krkljes et al., 2007a; Chaturvedi et al., 2015).

Poredenjem spektara PVA 1 Ag/PVA, mogu se uociti promene nakon sinteze
Ag-nanocestica u PVA matrici. Najintenzivniji pik u spektru na 3253 cm’ potice od
O-H grupa koje omoguéavaju stabilizaciju Ag-nanodestica. Sirina pikova na 2940 cm’
i 2908 cm™ (C—H istezuée simetri¢ne i asimetri¢ne vibracije, redom) se smanjuje u

spektrima  Ag/PVA  kserogel nanokompozita sa povefanjem koncentracije
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Ag-nanocestica, Sto bi ukazivalo na smanjenje fleksibilnosti polimernih lanaca kserogel
nanokompozita. U prisustvu Ag, atomi kiseonika iz —OH grupa interaguju sa
klasterima, S§to dovodi do suzenja traka na 3253 cm” i 1086 cm koje se moze pripisati
formiranju koordinacione veze izmedu Ag-nanocestica 1 elektron-donorskih

—OH grupa (Krkljes et al., 2007a; Chaturvedi et al., 2015).

Takode se u spektrima Ag/PVA kserogel nanokompozita zapaza nestanak trake
na oko 1592 cm™. Naime, PVA moZe da sadrzi C=0 grupe unutar lanca, koje su
pripisane B-diketon grupi, i upravo vibracije unutar ove grupe daju pomenutu traku. U
prilog ovome ide i pojava trake na oko 1710 cm™, koja odgovara istezué¢im vibracijma
C=0 grupa, koje poti¢u od zaostalih vinil acetatnih grupa. Uzimajuci u obzir nestanak
trake na oko 1592 cm’, za inhibiciju rasta Ag-nanodestica odgovorno formiranje
Ag..OH veza izmedu —OH grupa iz p-diketonske grupe zaostalog PVAc i
Ag-nanocestica, $to je u saglasnosti sa ranije dobijenim rezultatima u literaturi (Krkljes$

et al., 2007a; Chaturvedi et al., 2015).

5.1.3. Odredivanje veli¢ine nanocestica srebra ispitivanjem optickih i

strukturnih svojstava Ag/PVA hidrogel nanokompozita

ULj/Vid spektroskopska analiza omogucéava odredivanje veli¢ina Ag-nanocestica
1 ispitivanje njihove stabilizacije pomoc¢u PVA hidrogela zavisno od povecanja pocetne
koncentracije Ag -jona bez pojave aglomeracije. U literaturi je poznato da nanocestice
plemenitih metala ispoljavaju karakteristi¢na opticka svojstva u vidljivoj oblasti spektra.
Pojava intenzivne apsorpcije je posledica pobudivanja kolektivnog oscilovanja
elektronskih oblaka nanocestica ¢iji je pre¢nik manji od talasne duZine upadne svetlosti.
Ova pojava je u literaturi poznata kao plazmonska rezonancija (apsorpcija) (eng. surface

plasmon resonance, SPR) (slika 13) (Rycenga et al., 2011).
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Manosfera srebra

Slika 13. Sematski prikaz polarizacije slobodnih elektrona pod uticajem elektricnog
polja upadnog zracenja u odnosu na ostatak katjonske resetke metanih nanocestica

sfernog oblika. Slika preuzeta iz reference (Rycenga et al., 2011).

Specifi¢na svojstva dipolne plazmonske rezonance Ag-nanocestica se ispoljavaju
pobudivanjem elektrona iz provodne trake (5S') u vidljivoj i bliskoj infracrvenoj oblasti
od (300-1200) nm. U poredenju sa drugim metalima nanometarskih dimenzija (Au, Cu,
Li i Al), srebro ima najbolja opticka svojstva. lako je transmisiona elektronska
mikroskopija (TEM) jedna od najboljih metoda za karakterizaciju metalnih nanocestica
(Rauwel et al., 2015), kada je re¢ o nanocesticama koje su stabilisane polimernim
molekulima, neophodno je primeniti neke druge, manje invazivne metode, koje ne

dovode do degradacije nanokompozita.

U poslednjih nekoliko decenija razvijeni su sofisticirani modeli, teorije 1 metode
kako bi se jasnije opisala interakcija svetlosnih talasa sa metalnim nanostrukturama.
Uklapanjem (eng. fitting) eksperimentalnih apsorpcionih spektara sa teorijski
izraCunatim spektrima koji uzimaju u razmatranje razli¢ite oblike nanocestica, moze se

pomocu teorijskih modela odrediti veli¢ina metalnih nanocestica (Rycenga et al., 2011).

Metalne nanostrukture, €iji je pre¢nik manji od talasne duZine upadne svetlosti,
konvertuju svetlost u lokalizovana elektri¢na polja na povrsini Cestica, vodeci svetlosne
talase do Zeljenih oblasti u spektru, sa nanometarskom precizno$¢u (eng. localized
surface plasmon resonance, LSPR), u zavisnosti od sastava, veliine, geometrije,
dielektri¢nog okruZenja i medusobne udaljenosti Cestica. Ukupni efekat, razdvajanje
naelektrisanja se indukuje isklju¢ivo na povrSini metalnih nanocestica uzrokujuéi
dipolne oscilacije elektronskog oblaka. Kada je frekvencija upadnog zracenja u

rezonanci sa koherentnim oscilovanjem elektrona iz provodne zone, dolazi do pojave
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gasenja (eng. extinction) odn. istovremene apsorpcije i rasejanja upadnog zracenja, koja
se u spektru zapaza kao intenzivna povrsinska plazmonska traka (Rycenga et al., 2011;
Xia et al., 2012). Broj apsorpcionih maksimuma je odreden brojem modova u kojima

data Cestica moze biti polarizovana.

Mieva teorija se svodi na izraCunavanje koeficijenta poprecnog preseka
ekstinkcije, odn. zbirnog efekta apsorpcije i rasejanja svetlosti u zavisnosti od
poluprecnika  metalnih  nanosfera u razliCitim  dielektricnim  medijumima
(Pena et al., 2006; Veenas et al., 2009). Frekvenca oscilovanja tj. talasna duZina
maksimuma apsorpcije i Sirina apsorpcione trake zavise od veli¢ine i oblika metalnih
nanocestica, koncentracije slobodnih elektrona, distribucije naelektrisanja u kristalu,
dielektricne konstante metala i sredine u kojoj su Cestice dispergovane. Pored dipolnih
oscilacija, mogu se javiti 1 vis§i (multipolni) modovi plazmonskih ekscitacija. Za vece
nanocestice (precnika > 20 nm) apsorpcioni spektar se sastoji od moda apsorpcije i
rasejanja, pri cemu doprinos svakog zavisi od veli¢ine Cestica. Dipolna aproksimacija se
u ovom slucaju ne moZze primeniti. Modovi viSeg reda postaju dominantni u slucaju
kada cCestice usled morfoloskih transformacija formiraju razlicite oblike (trouglaste,
plocaste, Stapicaste strukture). Fizicko objasnjenje ove pojave je zasnovano na ¢injenici
da svetlost ne polarizuje vece Cestice homogeno i povratni efekat dovodi do ekscitacije
modova viSeg reda. Kod metalnih sfera precnika manjih od talasne duZine upadne
svetlosti (< 20 nm) 1 slucajno rasporedenih u izotropnoj sredini odredene dieletricne
konstante, koja ne apsorbuje, samo dipolne oscilacije daju doprinos u Mievoj jednacini
koeficijenta gaSenja (eng. extinction) (Pefa et al., 2006; Krkljes et al., 2009;
Veenas et al., 2009).

U ULj/Vid apsorpcionom spektru Ag/PVA hidrogel nanokompozita sa razli¢itom
molarnom koncentracijom Ag-nanoCestica (slika 14) zapaza se karakteristicna
intenzivna traka povrSinskog plazmona srebra u oblasti od 392-406 nm, koja je saglasno

literaturi karakteristicna za sferne Cestice (Krkljes et al., 2009; Jovanovi¢ et al., 2011).
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Slika 14. UL;j/Vid apsorpcioni spektri Ag/PVA hidrogel nanokompozita-model sistema

sa razlicitom molarnom koncentracijom Ag-nanocestica.

Objavljeni rezlultati veéine autora ukazuju da se za Ag-nanocestice
polupreénika » od 1-10 nm, polozaj maksimuma LSPR javlja na priblizno istim talasnim
duzinama, te je teSko odrediti veli¢inu Cestica na ovaj nacin. Elektronske oscilacije u
metalima koje nastaju pod uticajem elektri¢nog polja upadnog zracenja najbolje opisuje

Drude-ov model (jednacina 25) (Pefia et al., 2006; Veenas et al., 2009):

U

wy r

(25)

gde je vy je gustina elektrona na Fermi-jevom novou, a /" je srednji slobodni put

elektrona.

Uvodenjem dielektricne konstante dobijene pomoc¢u Drudeovog modela u Mievu
formulaciju 1 uzimaju¢i u razmatranje veoma male Cestice, moguce je Sirinu rezonantne
ekstinkcije, Aw;,» (eng. full width at half maximum, FWHM), aproksimirati priguSenjem
plazmonskih oscilacija, w,, a srednji slobodni put elektrona, /', veli¢inom poluprecnika
metalne Cestice, . U navedenom opsegu veliina vaZzi kvazi-staticka aproksimacija
Mieve teorije (jednacina 26), na osnovu koje se moZe izraCunati veliCina Cestica
(Pena et al., 2006; Veenas et al., 2009):

v
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Promena obojenja usled moguc¢ih morfoloskih transformacija Ag-nanocestica
manifestuje se pomeranjem polozaja LSPR apsorpcionih maksimuma za sferni oblik
(zuta, na = 405 nm), za dodekahedron (narandzasta, na = 455 nm), za nanoplocCaste
strukture (Sestougao, roza, na = 505 nm; trougao, plava, na = 590 nm/627 nm) i za

nanoStapicaste strukture (zelena, na = 720 nm) (Rycenga et al., 2011).

Odredivanje molarne koncentracije Ag-nanocestica je pored odredivanja veliCine,
izuzetno znacajno za biomedicinsku primenu. Uzimaju¢i u obzir atomsku gustinu Ag
(5,86x10** atom/cm’) moguée je odrediti srednji broj Ag-atoma koji pripadaju sfernim
nanocesticama u metalnoj fazi, N i gustinu klastera u nanokompozitu, pa,. Molarne
koncentracije Ag-nanocestica (tabela 2) u Ag/PVA hidrogel nanokompozitima su
odredene pomocu sledece jednacine (Liu et al., 2007):

B Nztroﬂm\lfA @7
gde je N, srednji broj atoma po sfernoj cCestici (proizvod elektronske gustine srebra,
Ne.= 5,86><1028 m> i zapremine sferne CcCestice, V = 4/3r37r), Niw je pocetna
koncentracija Ag'-jona u hidrogel nanokompozitu, ¥ je zapremina fluida koji je

apsorbovan i N je Avogadrova konstanta, Nyo..//Ns, je gustina Ag-nanocestica, p .

Tabela 2. Vrednosti masene koncentracije, Cyys, Sirine apsorpcione trake na poluvisini,
FWHM, poluprecnika, r, molarne koncentracije, Cyg.nk, specificne povrsine, S.A., i

rastvorljivosti, S,, Ag-nanocestica u PVA hidrogelu.

CAASX106 FWHM r Chg_NKXIOH S.A. S,
Uzorak 5 5 5 5
(g/cm’) (nm) (nm) (mol/cm’) (m°/g)  (mg/cm’)
hgl-NK1 117,2 55,9 4,1 6,3 69,4 67,3
hg1-NK2 97,2 44,7 33 10,1 86,6 110,9
hgl-NK3 201,1 54,2 4,0 11,8 71,4 71,5
hgl1-NK4 2169.,4 56,9 4,2 110,4 68,0 64,8
hg1-NKS5 5409,7 56,9 4,2 275,6 68,0 64,8
hgl-NK6 5524,5 49,9 3,7 419,3 77,6 85,6
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Istrazivanja su pokazala da mnoga svojstva nanokompozita vezana za njihovu
primenu zavise kako od veli¢ine poluprecnika nanocestica, tako i od specifi¢ne povrsine
(eng. specific surface area, S.A.). Naime, male nanocestice imaju vecu frakciju atoma
na ivicama i rogljevima u poredenju sa ve¢im Ag-nanocesticama, Sto ih €ini povrsinski
reaktivnijim. Na osnovu srednjih vrednosti poluprecnika, moze se izracunati specifi¢na
povrsina Ag-nanocCestica, pomocu slede¢e jednacine (Liu et al., 2007; Wani et al.,

2011):

6

S4=——-
2r X p .

(28)
Na osnovu Ostvald-Frojndlihove (nem. Ostwald-Freundlich) relacije, dobijene
modifikovanjem Kelvinove (eng. Kelvin) jednaCine pokazano je da je rastvorljivost

nanoCestica  direktno  srazmerna njihovom  poluprecniku  (jednacina  (29))

(Ma et al., 2012):

2w
Sr - Sbulk xep ( RT Xr] 29)

gde je S, rastvorljivost Ag-nanocestica, Sy je rastvorljivost srebra, y je povrSinski
napon nanoestica (J/m?), V,, je molarna zapremina nanocestica (m’/mol), R je
univerzalna gasna konstanta 1 7 je temperatura (K). Parametar rastvorljivosti
Ag-nanocestica je prikazan u tabeli 2. Na osnovu dobijenih rezultata pokazano je da
manje Ag-nanocestice imaju vecu rastvorljivost. Dobijeni rezultati na osnovu ULj/Vid
spektroskopije ukazuju da su sintetisane nanocestice veli¢ina u opsegu od 6,5-8,5 nm. U
poredenju sa vrednostima koje su do sada zabelezZene u literaturi, (Krkljes et al., 2007a;
Kacarevi¢-Popovic et al., 2010; Swaroop et al., 2016) moze se zakljuciti da su dobijene
manje veli¢ine Cestica koje leze u uZzem opsegu veli¢ina. Najmanja srednja vrednost
poluprec¢nika Ag-nanocestica dobijena je za nanokompozit hgl-NK2, §to je verovatno
posledica najbolje uspostavljene ravnoteze polimer-rastvarac 1 gubitka konfiguracione
entropije usled ogranicenja pokretljivosti lanaca na povrsini nanocestica tokom procesa

adsorpcije (Krkljes et al., 2009).

Mikrostrukturna analiza ispitivanih sistema izvrSena je metodom difrakcije
X-zracenja (slika 15). Na umetnutoj slici je radi poredenja prikazan i difraktogram

X-zraCenja umrezene polimerne matrice koji ukazuje na semikristalnu strukturu, pri
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¢emu relativno Siroki difrakcioni maksimumi na oko 19° i 41° odgovaraju kristalnim

oblastima PVA (Krkljes et al., 2009).

| [Il :W ,
J"MJ ‘k “:“qznm qu_pc'llJ ek

| M 'T 2200 1D 222y
| Hlovit
W%W

10 20 30 40 50 60 70 80 90
20 (stepen)

Intenzitet tn:l. |\:d}

Intenzitet (rel. jed.)

Slika 15. Difraktogram X-zracenja Ag/PVA kserogel nanokompozita.

Umetnuta slika: Difraktogram X-zracenja PVA kserogela.

Difraktogram Ag/PVA kserogel nanokompozita je prikazan na slici 15.
Maksimumi difrakcije su pozicionirani na vrednostima ugla 26 od 38°; 44,2°; 64,4°;
77,6° 1 81,6° koje odgovaraju Bragovim (eng. Bragg) refleksijama sa kristalnih ravni
(111), (200), (220), (311) 1 (222). Ovako indeksirane kristalne ravni odgovaraju
povrsinski centriranoj kubnoj (face-centred cubic, fcc) kristalnoj strukturi Ag (baza
podataka JCPDS Kkartica br. 04-0783) (Krklje§ et al., 2007c). Primenom Sererove
jednacine (jednacina (18)) izracunata veli¢ina kristalita Ag-nanocestica iznosi oko 9 nm,

Sto je u saglasnosti sa veliCinama Cestica koje su dobijene ULj/Vid spektroskopijom.

Dobijeni rezultati potvrduju da su kristalni domeni Ag-nanocestica u opsegu od
1-10 nm, za koji vazi kvazi-staticka aproksimacija Mieve teorije, te da se ULj/Vid

spektroskopija pored kvalitativne karakterizacije moze primeniti i kao metoda za
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kvantifikaciju veli¢ine nanocestica (Pefa et al., 2006; Rance et al, 2008;

Veenas et al., 2009).

IzvrSena analiza veli¢ina &estica u funkciji podetne koncentracije Ag -jona je
pokazala da je koriS¢enjem kvazi-staticke aproksimacije Mieve teorije moguce izvrsiti
pouzdanu procenu veli¢ine Cestica. Pored toga, pokazalo se da radijaciono-hemijski
umrezene PVA matrice imaju svojstvo stabilizacije nanometarskih veli¢ina Cestica, bez

. v .o + .
obzira na pocetnu koncentraciju Ag -jona.

5.1.4. Kineticki aspekti i difuzioni modeli procesa bubrenja Ag/PVA hidrogel

nanokompozita u fizioloskim uslovima

U ovom delu istraZivanja ispitana je promena stepena bubrenja, SD, umreZenih
polimera i polimernih nanokompozita sa vremenom, za koje je predvideno da dolaze u
kontakt sa fizioloskim fluidom. Pored toga, ova ispitivanja su izvedena kako bi se
odredio ravnotezni stepen bubrenja i izvrSila kvantifikacija kinetickih parametara na
osnovu kojih je moguce odrediti mehanizam in vitro procesa bubrenja u SBF-u. In vitro
ispitivanja interakcije hidrogel nanokompozita sa fizioloskim fluidom pruzaju uvid u

promene koje izaziva jonski sastav krvne plazme coveka (Jovanovié et al., 2011).

Promena stepena bubrenja je pracena gravimetrijskom metodom potapanjem
kserogelova u SBF na temperaturi (37£1) °C. Procenat odnosa mase polimerom
apsorbovanog fluida i poCetne mase polimera prac¢en je u funkciji vremena ¢, do
dostizanja ravnoteznog stanja pomocu sledece jednacine

(Kacarevi¢-Popovic et al., 2010):

SD(%)="2""0 199 (30)
m,
gde je m, masa hidrogela u vremenu ¢, a m) masa kserogela. U trenutku kada masa
hidrogela dostigne konstantnu vrednost tj. kada m, = m, " sistem postize ravnotezni
stepen bubrenja, SD,. Na slici 16 prikazane su krive bubrenja PVA i Ag/PVA na osnovu
kojih se moze zakljuciti da se kod svih sistema ravnotezni stepen bubrenja postize

nakon = 30 h.
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Slika 16. Krive bubrenja u SBF-u na 37 °C PVA hidrogela i Ag/PVA hidrogel

nanokompozita.

Ispitivanje mehanizma i kvantifikacija kinetickih parametara bubrenja izvrSena je
primenom tri matemati¢ka modela: Stepenog modela (linearizacijom pocetnog dela
krive za SD/SD, < 0,6), Modela reakcije prvog reda (nelinearnim modelovanjem
celokupnog intervala bubrenja) 1 Modela reakcije drugog reda (linearizacijom

celokupnog intervala bubrenja) (Mullarney et al., 2006):
1.  Stepeni model,

SD

s, 6D

gde je k kineticka konstanta koja zavisi od strukture polimerne mreze i fluida koji
difunduje, a n je difuzioni eksponent. Za odredivanje difuzionog modela, jednacina 31
se primenjuje u inicijalnom stupnju bubrenja, odnosno u slucaju kada je (SD/SD, < 0,6).
Vrednosti kinetickih parametara k i n odredene su iz zavisnosti /n(SD/SD,) = f(Int),

linearnim fitovanjem tacaka koje odgovaraju inicijalnom stupnju bubrenja.
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2.  Model reakcije prvog reda,

%ﬂ—exp(—kr) (32)

r

3.  Model reakcije drugog reda,

t
—=A+ Bt
SD 33)

gde je B=1/SD, recipro¢na vrednost ravnoteznog stepena bubrenja, 4=1/v je recipro¢na

vrednost pocetne brzine bubrenja hidrogela, vy.

Mehanizam procesa bubrenja se u zavisnosti od vrednosti difuzionog eksponenta
kao osnovnog kineti¢kog parametra moZe klasifikovati na: (a) Slucaj I: Fikova (eng
Fickian) difuzija (n < 0,5). Polimerni lanci imaju vecu pokretljivost, te omogucavaju
lako prodiranje molekula vode unutar Supljina polimerne mreze. U ovom slucaju je
brzina difuzije fluida, v4 znacajno manja od brzine relaksacije, v, polimernih lanaca,
tako da je proces bubrenja kontrolisan brzinom difuzije. (b) Slucaj II: (n = 1) difuzija
koja se odigrava kada polimerni lanci nisu dovoljno pokretljivi tako da je prodiranje
molekula vode unutar Supljina polimerne mreze znacajno manje, pa je Vay >> Ve,
odnosno proces bubrenja je kontrolisan brzinom relaksacije polimernih lanaca. (c)
Grani¢ni slucaj izmedu sluCaja I i1 slucaja II: ne-Fikova ili anomalna difuzija
(0,5 <n <1) koja se deSava kada je v4r = v,y polimernih lanaca, tako da je proces
bubrenja istovremeno kontrolisan 1 brzinom difuzije 1 brzinom relaksacije polimernih

lanaca (Ganji et al., 2010).

Vrednosti kinetickih parametara & 1 n su prikazane se u tabeli 3. Primenom
Stepenog modela na krive bubrenja u SBF-u na 37 °C za SD/SD, < 60 % dobijen je
linearni trend za sve ispitivane sisteme. Vrednosti kinetickih parametara su odredeni

linearizacijom eksperimentalnih vrednosti /n (SD/SD,) u funkciji /nt (slika 17).

49



Tabela 3. Vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja, SD,, kineticke konstante, k, i

difuzionog eksponenta, n, dobijene primenom tri kineticka modela.

Pepasov model Model I-reda
SDreksp
Uzorak SD,"¢ kprx10"
(%) k(W)  n R o R
(%0) (1/s)
hgl 576 0,299 0,55 0,98 518 0,67 0,99
hgl-NK1 737 0,283 0,56 0,98 654 0,63 0,99
hgl-NK2 811 0,263 0,57 0,99 730 0,59 0,99
hgl-NK3 867 0,285 0,54 0,99 766 0,60 0,99
hgl-NK4 317 0,758 0,35 0,98 300 2,12 0,90
hgl-NK5 165 0,671 0,46 0,99 155 2,26 0,98
hgl-NK6 135 0,733 0,40 0,96 123 1,38 0,79
Skotov model
SDrmé " ,
(%) (Yo/min)
595 4,97 0,99
769 5,74 0,99
855 5,42 0,99
909 6,37 0,99
318 5,14 0,99
167 7,79 0,99
136 5,91 0,99
0.2
0.2
- 4] 'd
04 : Y gh n hg?'
06 )5 o o hg1-NK1
4 084 : 4 2 'd & hg1-NK2
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Slika 17. Primena Pepasovog modela na krive bubrenja u SBF-u na 37 °C.
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Na osnovu rezultata dobijenih nelinearnim modelovanjem celokupnog intervala
bubrenja primenom Modela reakcije prvog reda dobijene su neSto nize teorijski

izradunate vrednosti SD,” (slika 18).
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Slika 18. Primena modela reakcije I reda na krive bubrenja u SBF-u na 37°C.

Za proces bubrenja u duzim vremenskim intervalima (slika 19), dobijene
vrednosti pocetnih brzina bubrenja, vy za sve Ag/PVA hidrogel nanokompozite
hgl-(NK1-NK6), su ve¢e u poredenju sa PVA hidrogelom (hgl). Najveca vrednost
pocetne brzine bubrenja dobijena je za hgl-(NK3) sa molarnom koncentracijom srebra

12 mol/cm’.

Vrednosti difuzionih eksponenata, n su priblizno konstantne za PVA hidrogel
(hgl) 1 Ag/PVA hidrogel nanokompozite hgl-(NK1-NK3) u SBF-u na 37 °C, a dobijeni
mehanizam bubrenja je ne-Fikova ili anomalna difuzija. Za Ag/PVA hidrogel
nanokompozite hgl-(NK4-NK6), dobijene vrednosti difuzionog eksponenta ukazuju da
se proces bubrenja za ove sisteme odigrava po zakonu Fikove difuzije. Vrednosti
konstante k& za Ag/PVA hidrogel nanokompozite, hgl-(NK1-NK3) su priblizno

konstantne $to ukazuje na ¢injenicu da se energija y-zracenja kod ovih sistema najve¢im
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v .. + . . v . . .
delom trosi na proces redukcije Ag -jona i nema znacajnog uticaja na promenu strukture

mreze u smislu dodatnog umrezavanje ili degradacije polimernih lanaca.
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Slika 19. Primena Skotovog modela na krive bubrenja u SBF-u na 37°C.

Za redukciju manjih koncentracija Ag'-jona, potrebna je manja ukupna
apsorbovana doza y-zraCenja, ali je generalno apsorbovana doza podeSavana prema
koncentraciji Ag'-jona. Vrednosti konstante k za Ag/PVA hidrogel nanokompozite
hg1-(NK4-NK6), su ve¢e u poredenju sa PVA hidrogelom (hgl), Sto ukazuje na dve
stvari: ili je doSlo do promena strukture mreze pod uticajem vecih apsorbovanih doza
potrebnih za redukciju veéih koncentracija Ag'-jona; ili je ve¢a molarna koncentracija
nanocestica uticala na pokretljivost polimernih lanaca. Moglo bi se zakljuciti da je
proces bubrenja osetljiv na promenu mehanizma difuzije fluida. Prelaz sistema od
ne-Fikove ka Fikovoj difuziji je najverovatnije posledica promena nastalih pod
dejstvom vec¢ih doza y-zraCenja, ali 1 povecanja koncentracije Ag-nanocestica iznad
kritiéne vrednosti koja se nalazi negde izmedu (12-110)x10"" mol/cm’ (tabela 2), kada

ravnotezni stepen bubrenja krene da opada.

Poredenjem dobijenih rezultata prikazanih u tabelama 2 1 3, zapazeno je da sa

povecanjem molarne koncentracije Ag-nanocestica iznad kriticne vrednosti koja se
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nalazi negde izmedu (12-1 10)x10™"" mol/ecm’ (tabela 2) dolazi do promene mehanizma
procesa bubrenja koji prolaze¢i kroz prevojnu tacku utice na sve vece smanjenje SD,
(tabela 3). Mogu¢nost povecanja SD, je naroCito vazna za biomedicinsku primenu, kada
je re¢ o unapredenju antibakterijske aktivnosti i ubrzanom zarastanju rana. Izotermni
kapaciteti bubrenja za Ag/PVA hidrogel nanokompozite (hgl-(NK1-NK3)) su ve¢i u
poredenju sa PVA hidrogelom (hgl) i najverovatnije su posledica prisustva male
koli¢ine rastvorenih Ag'-jona, koja dovodi do promene hemijskog okruZenja mreZe.
Difuzija H;O -jona u hidrogel indukuje odbojne sile unutar polimerne mreZe, koje
dovode do relaksacije polimernih lanaca i sorpcije veceg broja molekula vode. S druge
strane, manji SD, kod hgl-(NK4-NK6) u poredenju sa ¢istim PVA hidrogelom je
najverovatnije posledica ograni¢ene pokretljivosti polimernih lanaca (Can et al., 2005;

Chaturvedi et al., 2015).

Difuzioni koeficijenti, D, se teorijski odreduju primenom nekoliko modela koji se
baziraju na Fikovom zakonu. Za slucaj jednodimenzione difuzije sa konstantnim

grani¢nim uslovima, primenjuju se tri aproksimacije (Mullarney et al., 2006):

1.  Difuzija medijuma u inicijalnom stupnju bubrenja (SD/SD, < 60 %),

SD 4[ Dt }z (34)

SD |75
pri ¢emu je o debljina kserogela.

2. Difuzija medijuma u duZem vremenskom intervalu bubrenja (SD/SD, > 60 %),

SD 8 Dt
22 1= - 35
s, x? eXp( 52 j 33)

pri ¢emu je o debljina kserogela.

3. Eterova aproksimacija (0 < SD/SD, < 100 %),

sD . | (DY

r

S| =

pri ¢emu je o debljina kserogela, a a 1 b su empirijske konstante.
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Vrednosti difuzionih koeficijenata primenom tri aproksimacije Fikovog zakona su
prikazane u tabeli 4. Brzina difuzije medijuma u inicijalnom stupnju bubrenja (SD/SD,
<60 %) 1 brzina difuzije medijuma u duzem vremenskom intervalu (SD/SD, > 60 %) za
PVA hidrogel hgl i Ag/PVA hidrogel nanokompozite hgl-(NK1-NK3) je manja u
poredenju sa hgl-(NK4-NK6) hidrogel nanokompozitima. Ova cinjenica potvrduje da
je doprinos difuzionog mehanizma brzini dotoka fluida manji u slucaju kada je
koncentracija Ag-nanoCestica manja od kriticne vrednosti koja se nalazi izmedu
(12-110)x10"" mol/em®. Najveéa vrednost difuzionog koeficijenta primenom ove dve
aproksimacije dobijena je za hgl-NK4. U ovom slucaju verovatno je doslo do finog
balansa izmedju efekata koji umanjuju pokretljivost lanaca i prisustva nanocestica ¢ija
koncentracija nije u tom obimu da umanjuje difuziju. Pokazano je da najvece
ograniCenje pokretljivosti polimernih lanaca kod ovog sistema dovodi do najbrzeg
dostizanja ravnoteznog stanja. To ukazuje da y-zraenje u ovom slucaju uti¢e na
promenu strukture mreze efektom dodatnog umrezavanja, koja zajedno sa velikom
koncentracijom Ag-nanocestica gubi konfiguracionu entropiju. Dalje smanjenje
koeficijenata difuzije sa povecanjem koncentracije Ag-nanocestica je najverovatnije
posledica dodatnog efekta koje ima y-zraenje na polimernu mrezu, ali i velike molarne

koncentracije nanocestica.

Tabela 4. Difuzioni koeficijenti SBF-a dobijeni primenom tri aproksimacije Fikovog

zakona.

SD/SD, <60 % SD/SD, > 60 % 0<SD/SD, <100 %

Uzorak — px ¢’ Dx10’ Dx10°

R R’ 2

(cm’/s) (cm®/s) (cm’/s)
hgl 1,49 0,99 1,41 0,99 5,24 0,99
hgl-NK1 1,40 0,98 1,32 0,99 4,66 0,99
hg1-NK2 1,16 0,99 1,19 0,99 7,32 0,99
hg1-NK3 1,25 0,99 1,25 0,99 5,46 0,99
hg1-NK4 8,51 0,98 8,14 0,98 5,33 0,99
hg1-NK5 4,26 0,99 4,49 0,98 4,78 0,99
hg1-NK6 4,81 0,98 5,17 0,85 0,12 0,98
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Primenom Eterove (eng. Etter) aproksimacije (0 < SD/SD, < 100 %) prikazane na
slici 20, najveca vrednost difuzionog koeficijenta dobijena za hgl-NK2 sa najmanjom
veli¢inom Ag-nanoCestica. Velika brzina difuzije H;O'-jona usled veée koli¢ine
rastvorenih Ag -jona uzrokuje jade odbojne sile koje dovode do Sirenja polimernih
lanaca. Medutim, iako se u ovom istrazivanju poslo od ¢injenice da je PVA hidrogel
dobar stabilizator za sve ispitane pocetne koncentracije Ag'-jona, treba istaéi da je
doprinos u karakterizaciji nanokompozitnih sistema koji su namenjeni da budu u
stalnom kontaktu sa fizioloSkim fluidima sagledavanje uloge molarnih koncentracija
nanocestica u hidrogelovima koja utice na kineticke aspekte i model difuzije procesa

bubrenja.
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Slika 20. Primena Eter modela na krive bubrenja u SBF-u na 37°C.

5.1.5. Kvantifikacija in vitro oslobadanja jona srebra iz Ag/PVA hidrogel

nanokompozita u fizioloSkim uslovima

Kompleksan mehanizam oslobadanja bioaktivne komponente iz sistema za

kontrolisanu dostavu u vedini sluc¢ajeva zahteva adekvatnu kvantifikaciju kako bi se
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svojstva ovih sistema prilagodila biomedicinskoj primeni. Poslednjih nekoliko decenija,
farmakokineticka analiza oslobadanja bioaktivne komponente svodi se na primenu
odgovaraju¢ih matematickih modela kako bi se S§to preciznije opisala kontrolisana
dostava u fizioloSkim uslovima. Matematicki modeli kojima se moze predvideti koli¢ina
oslobodene bioaktivne komponente sa vremenom znacajno olakSavaju dizajniranje
novih sistema za specificnu primenu u biomedicini (Lee et al, 2012;
Redmond et al., 2005; Jamuna-Thevi et al., 2011; Aydin et al, 2012;
Khamanga et al., 2012).

S obzirom da je osnovni cilj ovog dela istrazivanja kvantifikacija in vitro stepena
oslobadanja Ag'-jona iz Ag/PVA hidrogel nanokompozita i predvidanje performansi
ovih sistema tj. ovladavanje parametrima projektovanja njihove antibakterijske funkcije
za bezbednu primenu u biomedicini, primenom atomske apsorpcione spektrometrije
odredeni su kumulativni profili oslobadanja Ag'-jona iz umreZenih nanokompozita u
vremenu optimalnom za primenu u klinickoj praksi (oko 9 dana) (tabela 5). Treba
napomenuti da optimizacija stepena oslobodanja Ag'-jona iz Ag/PVA hidrogel
nanokompozita upotrebom farmakokinetickih modela do sada nije zabelezena u

literaturi.

Rezultati in vitro kumulativhog stepena oslobadanja Ag'-jona iz hidrogel

nanokompozita (potpoglavlje 4.2.2.) prikazani su u tabeli 5.

Tabela 5. Kumulativno in vitro oslobadanje Ag -jona iz Ag/PVA hidrogel

nanokompozita.

Kumulativno oslobodeni Ag"-joni / masa hg-NK (ppm/g)

t (dani) hgl-NKI1  hgl-NK2  hgl-NK3  hgl-NK4  hgl-NK5  hgl-NK6

1 5,8 6,6 5.4 29,8 95,0 212,1
3 9,5 10,0 11,1 47,6 183,7 336,9
5 12,4 12,5 15,1 59,1 193,6 356,3
7 15,5 15,4 18,7 70,6 199,6 364,8
9 18,9 18,5 223 80,4 206,1 377.9

%/g 16 19 11 4 4 7
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Za predvidanje antibakterijske efikasnosti i potencijalnu primenu u klinickoj
praksi, interesantno je prikazati kako stepen oslobodanja Ag'-jona izrazen u ppm varira
za ispitivane sisteme prosec¢ne mase oko 0,113 g posle 24 h: 0,66 (hgl-NK1), 0,74 (hgl-
NK2), 0,61 (hgl-NK3), 3,37 (hgl-NK4), 10,74 (hgl-NKS5), i 23,96 (hgl-NK6). Na
osnovu dobijenih rezultata pokazano je da se hidrogel nanokompoziti hgl-(NK1-NK3)
nalaze na donjoj teorijskoj granici MIK, dok su hgl-(NK4 i NKS5) ispod teorijske
granice MBK. Predvidena su antibakterijska svojstva, Sto je osnovni element
projektovanja antibakterijske funkcije, kao 1 njihovog potencijalno bezbednog

koriS¢enja bez pojave citotoksicnog efekta (Jamuna-Thevi et al., 2011).

Iako se na pocetku ovog istrazivanja posSlo od pretpostavke da je stepen
oslobadanja vezan samo za ukupnu koncentraciju Ag-nanocestica, poredenjem koli¢ina
oslobodenih jona iz hidrogel nanokompozita hgl-(NK1-NK3) u toku 24 h moze se
zakljuéiti da na veéu brzinu oslobadanja Ag -jona uti¢e i smanjenje veli¢ina &estica, §to
se vidi iz tabele 5 za uzorak hgl-NK2 u poredjenju sa uzorkom hgl-NK3. Za vece
pocetne koncentracije Ag-nanocestica kod hidrogel nanokompozita hgl-(NK4-NK6)
dobijena je veca brzina oslobadanja i pored toga S§to ovi sistemi imaju manji stepen
bubrenja u poredenju sa hidrogel nanokompozitima hgl-(NK1-NK3), $to je u skladu sa

porastom molarnih koncentracija nanocestica.

Da bi se ispitala zavisnost stepena oslobadanja Ag'-jona od velidine
Ag-nanoCestica poSlo se od pretpostavke da bi se antibakterijska snaga ovih
nanosistema mogla predvideti primenom unapredenog pristupa odredivanja elektrodnog
potencijala 1 Gibsove (eng. Gibbs) slobodne energije, za slucaj kada su dimenzije
Cestica nanometarske (Brainina et al., 2012). Treba napomenuti da u literaturi nije
zabelezen ovakav pristup ispitivanja  antibakterijskog potencijala  hidrogel

nanokompozita.

Poznato je da Ag-nanocestice u fizioloskim uslovima menjaju naelektrisanje 1
postaju nestabilne usled prisustva jona razliCitog naelektrisanja. Medutim, posto su u
hidrogelovima Ag-nanocestice u stalnom kontaktu sa rastvorenim kiseonikom, studije
pokazuju da veéina Ag -jona nastaje oksidacijom metalnih nanodestica u okruzujuéem
medijumu usled prenosa naelektrisanja (Liu et al.,, 2010; Lee et al., 2012;

Xiu et al., 2012). Ag-nanocestice podlezu redoks reakciji (jednacina 37):
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2Ag,, +1/20,, +2H" —2Ag., +H,0 (37)

2(aq) (aq)

Na ovaj nac¢in nastali Ag'-joni usled delovanja odbojnih sila unutar hidrogela, Sire
mrezu polimernih lanaca, Sto rezultuje pove¢anjem brzine difuzije fizioloskog fluida i

brzine oslobadanja Ag'-jona iz hidrogela.

S obzirom da su eksperimenti vrSeni u fizioloSkim uslovima, to je omogucilo
predvidanje antibakterijske snage izracunavanjem elektrodnog potencijala 1 Gibsove

slobodne energije saglasno Nernst-ovoj jednacini (jednacina (38)):

2
. RT Ag™| -|H,O
5-5, , -5, )ALy L0 (38)
? nk 2 L P
[4g] -[0,]: -[1"]
ede je E, . =E =13V i E,  =E =-079V: E.=E,  —Ep,:
E’ =E;Z o~ —Ey:: R je univerzalna gasna konstanta; T je temperatura (K); n je broj

elektrona; F' je Faradejeva (eng. Faraday) konstanta. Standardni elektrodni potencijal za
reakciju oksidacije nanolestica je dat izrazom: E}O?lieth =2y, /zFr | pri ¢emu je
y povrSinski napon, vy, je molarna zapremina srebra, z je najniZze valentno stanje, r je
polupre¢nik nanocestica (Redmond et al., 2005). Parametar rastvorljivosti kiseonika u
jednacini  (38) je dobijen primenom Henrijevog (eng Henry) zakona,
[H,01/([0,]"*[H']?) = ky = 3,181x10% Kada se koncentracije oslobodenih Ag’-jona,
[Ag'], predstave kao kumulativne vrednosti, a odgovarajuée ukupne koncentracije Ag-
nanocestica, [Ag], svedu na ukupne koncentracije u posmatranim vremenskim
intervalima, mogucée je predvideti promenu potencijala oksidacije sa povecanjem

pocetne koncentracije Ag-nanocestica 1 ispitati kako veli¢ina Cestica utiCe na ovu

promenu (slika 21 (a)) (Krsti¢ et al., 2014b).

Pliet (eng. Plieth) je predvideo negativnho pomeranje standardnog elektrodnog
potencijala kao 1 smanjenje radne funkcije za metalne nanocestice precnika manjeg od

25 nm (slika 21 (b)) (Redmond et al., 2005).
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Slika 21. (a) Elektrodni potencijal hidrogel nanokompozita, E; Dodatak: Elektrodni

potencijal hidrogel nanokompozita pri normiranoj jedinicnoj koncentraciji
makroskopske faze srebra, [Ag]=1, (b) Plietov standardni elektrodni potencijal i

odgovarajuci standardni elektrodni potencijal Ag-nanocestica, E, i (c) Gibsova

slobodna energija, AG.
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Ova cinjenica ukazuje da metalne nanocestice manjih dimenzija mnogo lakse
oksiduju u poredenju sa makroskopskom fazom metala. Razlika u standardnom
elektrodnom potencijalu uzrokuje razlike u ravnoteznoj koncentraciji Ag'-jona oko
svake Cestice (slika 21 (b)). Dobijeni rezultati Gibsove slobodne energije (slika 21 (c))
ukazuju da se pokretacka sila oksidacije povecava sa porastom pocetne koncentracije
Ag-nanocCestica i povecanjem brzine difuzije fluida (tabele 2 i 4). Najveca vrednost
Gibsove slobodne energije je dobijena za hidrogel nanokompozit hgl-NK4, za koji je
izraCunat i najveci koeficijent difuzije (tabela 4). Ovim rezultatom je pokazano da manji
ravnotezni stepen bubrenja ovog sistema, u poredenju sa hidrogel nanokompozitima
hg1-(NK1-NK3), nema uticaja na brzinu oslobadanja ve¢ da glavnu ulogu preuzima

brzina difuzije fluida u kome je rastvoren kiseonik.

Studija in vitro oslobadanja Ag'-jona praéena u duzem vremenskom intervalu,
ukazuje da procenat oslobodenih Ag'-jona opada sa porastom pocetne koncentracije
Ag-nanodestica (tabela 5). Oslobadanje Ag'-jona iz Ag/PVA hidrogel nanokompozita je
najverovatnije inhibirano potro$njom kiseonika ili ve¢om koncentracijom slobodnih
Ag'-jona koji se vezuju za povrSinu Ag-nanolestica i tako inhibiraju heterogenu
oksidaciju (Liu et al., 2010; Krsti¢ et al., 2014b).

Nadalje je utvrdeno je da su in vitro profili oslobadanja Ag'-jona sliéni profilima
oslobadanja lekova, te je bilo moguce primeniti farmakokineticke modele za analizu

mehanizma oslobadanja (Aydin et al., 2012; Khamanga et al., 2012).

5.1.6. Kineticki modeli in vitro oslobadanja jona srebra iz Ag/PVA hidrogel

nanokompozita

Za opisivanje kinetike oslobadanja Ag'-jona iz Ag/PVA hidrogel nanokompozita
u vremenu optimalnom za  biomedicinsku  primenu (oko 9  dana)
(slika 22 (a)), po prvi put su primenjeni farmakokineti¢ki modeli pomoc¢u kojih se mogu
opisati dobijene sloZene nelinearne zavisnosti: Korsmejer-Pepas
(eng. Korsmeyer-Peppas), Hinu¢i (jap. Higuchi), Hikson-Krovel (eng. Hixson-Crowell),
Kopc¢a (eng. Kopcha) 1 Makoid-Banakar (eng. Makoid-Banakar) (slika 22 (b)-(f))
(Aydin et al., 2012; Khamanga et al., 2012).
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Slika 22. Matematicko modelovanje oslobadanja Ag -jona iz Ag/PVA hidrogel
nanokompozita: (a) kumulativno oslobodeni Ag -joni, (b) Korsmejer-Pepas, (c) Hinudi,

(d) Hikson-Krovel, (e) Kopca, (f) Makoid-Banakar.

1.  Korsmejer-Pepas model:

Mt

= kypt" (39)

[ee]
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opisuje oslobadanje bioaktivne komponente iz polimernog sistema pomocu jednostavne
relacije u kojoj je M, koli¢ina oslobodene komponente u vremenu ¢, M., je ukupna masa
bioaktivne komponente u sistemu u ravnoteznom stanju, kxp je Korsmejer-Pepasova
konstanta brzine oslobadanja bioaktivhe komponente, a n je parametar koji opisuje

transportni mehanizam oslobadanja iz hidrogela cilindri¢nog oblika.

2. Hinudi model opisuje oslobadanje bioaktivne komponente iz nerastvorne matrice kao

kvadratni koren vremenske zavisnosti procesa baziranog na Fikovoj difuziji:

t 1/2
M ks 40
M. (40)

0

gde je ky Hinudijeva konstanta koja za planarne heterogene sisteme matrica zavisi od
poroznosti matrice 1 difuzionog koeficijenta bioaktivhe komponente. Ovaj model se
primenjuje na sisteme u slucajevima kada je: koncentracija bioaktivnhe komponente u
matrici mnogo veéa od njene rastvorljivosti; za proces difuzije po jednoj dimenziji, pri
¢emu se efekti ivica mogu zanemariti; veliina Cestica zanemarljiva u odnosu na
debljinu matrice; efekat bubrenja i1 rastvaranja matrice zanemarljiv, a difuziona svojstva
bioaktivne komponente konstantna; zapremina medijuma dovoljna za potpuno

rastvaranje bioaktivne komponente.

3. Hikson-Krovel model opisuje oslobadanje bioaktivne komponente iz sistema
rastvaranjem. Ovaj model opisuje zavisnost oslobadanja bioaktivne komponente od

specificne povrsine inkorporiranih ¢estica srazmerno tre¢em korenu njihove zapremine:
1/3
(M, =M )" =kyet (41)
gde je kyc Hikson-Krovelova konstanta koja zavisi od odnosa povrSina/zapremina
inkorporiranih nanocestica.

4. Kopcéa model opisuje mogucnost kvantifikacije doprinosa difuzije bioaktivne

komponente 1 relaksacije polimernih lanaca:

M
—L = 4""* 4+ Bt (42)
M

0

pri ¢emu su 4 i B konstante.
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5. Makoid-Banakar farmakokineticki model rastvaranja:

Mt

0

gde je k) Makoid-Banakarova konstanta.

_ n _—ct

(43)

Primenom Korsmejer-Pepasovog modela, odreden je tip difuzije jona iz hidrogel

nanokompozita i klasifikacija procesa oslobadanja bioaktivne komponente iz polimerne

matrice (slika 22 (b)). Dobijene vrednosti Korsmejer-Pepasovog eksponenta (n < 0,5) za

hgl-(NK2 i NK4-NK6) (tabela 6) ukazuju da se oslobadanje Ag -jona odigrava prema

mehanizmu Fikove difuzije. Visoke vrednosti koeficijenata korelacije (R> = 0,85-0,99)

dobijene primenom Hinuéijevog modela (slika 22 (c)), potvrduju da se oslobadanje

Ag'-jona odigrava prema mehanizmu Fikove difuzije. Hikson-Krovel model (slika 22

(d)) opisuje zavisnost brzine oslobadanja Ag'-jona od specifiéne povriine Ag-

nanocestica, a eksperimentalno dobijene vrednosti imaju visok koeficijent korelacije.

Tabela 6. Kineticki parametri dobijeni modelovanjem oslobadanja Ag -jona.

Korsmejer-Pepas Hinudi Hikson-Krovel
Uzorak kxp ; ky 5 kuc 2
n N 12 13
(%0/5") (%0/s"7) (%o/s™”)
hgl-NK1 0,071 0,53 0,98 0,106 0,99 0,942 0,93
hgl1-NK2 0,189 0,46 0,98 0,109 0,99 0,969 0,96
hgl1-NK3 0,018 0,64 0,99 0,107 0,98 0,943 0,91
hgl-NK4 0,231 0,45 0,99 0,114 0,99 1,014 0,98
hg1-NK5 0,975 0,35 0,83 0,132 0,89 1,183 0,96
hg1-NK6 3,099 0,26 0,86 0,133 0,85 1,199 0,96
Kopca Makoid-Banakar
Uzorak A BxI0° , kv , ,
1 n cx10 R
(%/s”) (%/s) (%/s)

hgl-NK1 0,083 3,09 0,99 0,597 0,34 -6,22 0,99
hg1-NK2 0,104 0,68 0,99 1,899 0,25 -6,71 0,99
hg1-NK3 0,072 4,63 0,99 0,022 0,62 -0,55 0,99
hgl-NK4 0,123 -1,24 0,99 0,483 0,38 -2,20 0,99
hg1-NK5 0,222 -12,2 0,98 0,023 0,68 11,50 0,99
hg1-NK6 0,243 -14,8 0,99 0,245 0,49 7,71 0,99
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Modeli koji najbolje opisuju kinetiku oslobadanja Ag'-jona (koeficijent korelacije
(R = 0,99)) su Kopca i Makoid-Banakar modeli (slika 22 (e) i (f) i tabela 6). Rezultate
dobijene primenom prethodnih modela potvrduje 1 Kopca model na osnovu kojeg je
moguce izvrsiti kvantifikaciju odnosa konstanti 4 1 B, odn. doprinosa difuzije

bioaktivne komponente i relaksacije polimernih lanaca.

Primenom Kopca modela, za sve ispitivane hidrogel nanokompozite, parametar A
ima daleko vecu vrednost u odnosu na parametar B, $§to ukazuje na Cinjenicu da je
proces oslobadanja Ag'-jona iz Ag/PVA hidrogel nanokompozita difuziono kontrolisan
(tabela 6) (Aydin et al., 2012; Khamanga et al., 2012). Takode je primenom ovog
modela pretpostavljeno da ¢e sistemi kod kojih je razlika izmedu vrednosti parametara

A 1 B izrazenija (hgl-(NK4-NK6)) pokazati antimikrobnu efikasnost.

Poredenjem vrednosti Makoid-Banakar parametara nyp za  hidrogel
nanokompozite hgl-(NK1-NK3) sa nizom koncentracijom Ag-nanocestica dobijeno je
da hgl-NK2 ima najmanju vrednost, Sto ukazuje na brzi porast Makoid-Banakar
funkcije za sistem sa najmanjom veli¢inom Ag-nanocestica. Medutim, na osnovu
prethodnog ispitivanja za ovaj sistem je pretpostavljeno da ne bi pokazao antibakterijska
svojstva jer se koncentracija oslobodenih jona nalazi na donjoj granici MIK.
Poredenjem vrednosti istog parametra za hidrogel nanokompozite hgl-(NK4-NK6) sa
vecom koncentracijom Ag-nanocestica dobijeno je da Makoid-Banakar parametar nyp
ima najmanju vrednost za hidrogel nanokompozit sa najvecim koeficijentom difuzije
fluida hgl-NK4 (tabela 6) Kod ovih sistema je uticaj veli¢ine Cestica maskiran
pocetnom koncentracijom Ag-nanocestica, te difuzija preuzima dominantan uticaj na
brzinu oslobadanja bioaktivne komponente. Primenom ovog modela pretpostavljeno je
da ¢e sistemi za koje Makoid-Banakar parametri nyp imaju malu vrednost
(hgl-(NK4-NK6)) pokazati izraZzeniju antimikrobnu efikasnost. Oslobodene
koncentracije Ag'-jona za (hgl-(NK4 i NKS5)) su ispod granice MBK ¢ime je

omoguceno njihovo bezbedno koris¢enje bez pojave citotoksicnog efekta.

S obzirom da je oslobadanje jona putem povrSinske oksidacije nanocestica
mehanizam kojim se obezbeduju antibakterijski Ag'-agensi, on zavisi kako od veli¢ine i

koncentacije = Ag-nanoCestica, tj njihove ukupne povrSine, kao rezervoara
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antibakterijskih Ag'-jona, tako i od transportnih svojstava matrice koje odreduju brzinu

dotoka kiseonika potrebnog za povrsinsku oksidaciju.

Predvidanje efikasnosti ispitivanih sistema za biomedicinsku primenu.
Farmakokineticki modeli se pored odredivanja faktora koji uticu na kinetiku
oslobadanja bioaktivne komponente mogu primeniti i za predvidanje oslobadanja
bioaktivne komponente u duzem vremenskom intervalu za razliCite primene u
biomedicini. Osim primene za zarastanje rana, Ag/hidrogel nanokompoziti se mogu
primeniti 1 kao ortopedski implanti (veStacke hrskavice ili vesStacki meniskus)

(Kobayashi et al., 2010; Baker et al., 2012).

Iz literature je poznato da Ag -joni pokazuju antibakterijsku aktivnost ve¢ pri
koncentracijama 0,035 ppm, bez pojave citotoksi¢nih efektata na celije sisara
(Hardes et al., 2007). Takode vecéina autora sugeriSe da koncentracije iznad 1,2 ppm ne
pokazuju citotoksican efekat na fibroblaste koji igraju znac¢ajnu ulogu u zarastanju rana
(Jovanovi¢ et al., 2013), dok je maksimalna toksi¢na koncentracija za ljudske ¢elije oko
10 ppm (Jamuna-Thevi et al., 2011). Neki autori sugerisu da Ag'-joni indukuju
apoptozu pri koncentracijama ve¢im od 250 ppm (Jain et al., 2009). Ovi literaturni
podaci su narodito znadajni za optimizaciju stepena oslobodene koncentracije Ag'-jona
iz Ag/PV A hidrogel nanokompozita u cilju dobijanja terapeutske doze koja se ogleda u

postizanju efikasnog antibakterijskog efekta bez pojave citotoksi¢nosti.

Za primenu Ag/PVA hidrogel nanokompozita kao antibakterijskih agenasa,
moraju se uzeti u razmatranje i literaturni podaci antibakterijske efikasnosti Ag'-jona na
standardne bakterijske kulture (E. coli 1 S. aureus) kao 1 ve€inu rezistentnih organizama.
Ovi podaci ukazuju da se MIK za Ag -jone nalazi u opsegu od 0,78-6,25 ppm, dok
MBK iznosi oko 12,5 ppm (Jain et al., 2009).

U tabeli 7 prikazane su korelirane vrednosti kumulativno oslobodenih Ag'-jona
po jedini¢noj masi hidrogel nanokompozita ukoliko bi se oni koristili kao zavoji za
zarastanje rana ili kao mekotkivni implanti. U klini¢koj praksi antibakterijski zavoji za
rane se menjaju najceS¢e u toku prve dve nedelje, na svakih 48 h ili 72 h
(Li et al., 2010; Jamuna-Thevi et al., 2011). Koncentracija oslobodenih Ag -jona, nakon
48 h, iz wuzoraka hidrogel nanokompozita srednje mase (mg, = 0,0819 g)

(hgl-(NK1-NK3) ulazi u opseg MIK, dok je za uzorke hidrogel nanokompozita iste
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srednje mase hgl-(NK4-NK6) u oblasti MBK. Nakon 72 h svi ispitivani sistemi su
pokazali MBK aktivnost. U skladu sa rezultatima oslobadanja, utvrdeno je da se
hidrogel nanokompoziti hgl-(NK1-NK3) mogu bezebedno koristiti kao antibakterijski
zavoji u trajanju od 15 dana. lako uzorak hgl-NK4 ima znafajno vecu pocetnu
koncentraciju Ag-nanoéestica, mehanizam i nelinearna brzina oslobadanja Ag'-jona

zadovoljava uslove bezbednog koris¢enja kod zarastanja rana.

Farmakokineticko ~ modelovanje  koncentracionih  profila  oslobodenih
Ag -jona u fiziologkim uslovima omoguéilo je da se izvrsi projektovanje materijala za
primene u obliku zavoja za zarastanje rana ili mekotkivnih implanata (meniskusa (/at.
meniscus articularis)). Primenom Makoid-Banakar modela koji daje najbolje slaganje
sa eksperimentalnim vrednostima izvrSeno je projektovanje oslobadanja Ag'-jona iz
Ag/PVA hidrogel nanokompozita u srednjoj zapremini sinovijalne tecnosti kolena od
3,048 ml (Kraus et al., 2007), posle 48 h, 72 h ukoliko bi se koristili kao antibakterijski

zavoji za rane ili posle 2 h ukoliko bi se koristili kao mekotkivni implanti (tabela 7).

Tabela 7. Korelacija izmedu vrednosti kumulativno oslobodenih Ag'-jona po jedinicnoj

masi hidrogel nanokompozita za biomedicinsku primenu.

Kumulativno oslobodeni Ag" joni / masa hg-NK (ppm/g)

Uzorak Antibakterijski zavoji za rane Mekotkivni implanti
Posle 48 h Posle 72 h Posle 2 h
hgl-NK1 7,7 9,5 3.4
hgl1-NK2 8,4 10,0 4,6
hgl-NK3 8,5 10,9 1,9
hgl-NK4 39,7 47,5 16,8
hg1-NK5 144,6 172,6 33,0
hg1-NK6 284.,0 3243 107,0

Dobijeni rezultati (Krsti¢ et al., 2014b) ukazuju da bi koli¢ina oslobodenih
Ag'-jona iz hidrogel nanokompozita hgl-(NK1-NK3) srednje mase (m, = 0,0819 g) u
pomenutoj zapremini fluida, nakon potpune izmene kroz limfne sudove (oko 2 h i

manje), bila dovoljna da odrZi post-operacionu sterilnost implanata ispod maksimalne
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toksi¢ne koncentracije (oko 10 ppm) (Jamuna-Thevi et al., 2011). Ovakva analiza
potencijalne primene sintetisanih nanosistema kao mekotkivnih implantata koji

odrzavaju postoperativnu sterilnost do sada nije zabelezena u litraturi.

5.1.7. Antibakterijska aktivnost in vitro oslobodenih jona srebra iz Ag/PVA

hidrogel nanokompozita

Antibakterijski potencijal Ag/PVA hidrogel nanokompozita je ispitan na gram-
pozitivne S. aureus 1 gram-negativne E. coli bakterije (slika 23). Na slici 23 strelicama
su oznaceni longitudinalno seceni diskovi za koje je takode dobijena antibakterijska
aktivnost. U ovom slu¢aju neSto manje zone inhibicije potvrduju pretpostavku da
antibakterijska aktivnost zavisi 1 od pocetne mase hidrogel nanokompozita, te se za

dobijenje potrebne terapeutske doze mogu varirati oba parametra.

Dobijeni rezultati ukazuju da koncentracioni nivo i uslovi za postizanje
antibakterijske aktivnosti nisu dobijeni u izvedenom ispitivanju u toku 24 h za hidrogel
nanokompozite hgl-(NK1-NK3) sa nizom koncentracijom Ag-nanocestica u opsegu od
(6-12)x10™"" mol/cm’ koje u posmatranom vremenu oslobode koncentraciju Ag'-jona
od 0,61-0,74 ppm. Antibakterijska aktivnost je dobijena za hidrogel nanokompozite
hgl-(NK4-NK6) sa ve¢om koncentracijom Ag-nanoCestica u opsegu od
(110-419)x10™"" mol/cm’ koje u posmatranom vremenu oslobode koncentraciju Ag'-
jona od 3,37-23,96 ppm. Za ove sisteme u obliku diskova pre¢nika 4 mm je zapazena
pojava zona inhibicije na E. coli bakterije od oko 5 mm 1 neSto veca zona inhibicije na
S. aureus bakterije od oko 8§ mm. Promenom pocetne koncentracije Ag-nanocestica
(110-419)x10™"" mol/cm® sa veli¢inom u opsegu od 6,5-8,5 nm dobijena je in vitro
antibakterijska aktivnost na S. aureus i1 E. coli bakterije, u saglasnosti sa literaturom

(G. Franci et al., 2015).

Skorija istrazivanja antibakterijske efikasnosti Ag/PVA hidrogel nanokompozita
sintetisanih y-zraenjem (Swarrop et al., 2016) su pokazala ve¢u zonu inhibicije na
gram-negativne E. coli bakterije. Unapredenje Ag/PVA nanosistema u ovoj doktorskoj

studiji je postignuto obezbedivanjem veée brzine difuzije Ag -jona kroz PVA hidrogel,
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pa je bolja antibakterijska aktivnost postignuta na S. aureus bakterije. Ovo je veoma
znacajno posto su S. Aureus bakterije najceséi uzrocnik infekcija koze. Takode treba
napomenuti da se kod ovih bakterija ¢elijski zid sastoji iz debelog sloja peptidoglikana,

pa je samim tim teze postici antibakterijsku efikasnost.

U cilju ispitivanja stabilnosti antibakterijskih hidrogel nanokompozita
hg1-(NK4-NK6), test antibakterijske aktivnosti je uraden nakon starenja sistema u
puferovanom rastvoru u trajanju od dve nedelje 1 dva meseca. Dobijeni rezultati su
pokazali da i1 pored manjeg gubitka srebra ovi sistemi zadrzavaju antibakterijska

svojstva.

(a) Escherichia coli (b) Staphylococcus aureus

(c¢) Escherichia coli (d) Staphylococcus aureus

Slika 23. Test antibakterijske aktivnosti na bakterije: E. coli (a), (c) i S. aureus (b), (d).

Longitudinalno seceni diskovi hidrogel nanokompozita su oznaceni strelicama.
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Saglasno dobijenim rezultatima, utvrdeno je da se matematicki modeli mogu
rutinski primeniti kako bi potpomogli optimizaciju novih Ag/hidrogel nanokompozita u
pogledu odredivanja mase hidrogel nanokompozita 1 pocetne koncentracije
Ag-nanocestica koje ¢e zavisno od mehanizma oslobadanja ispoljiti antibakterijsku

aktivnost u granicama terapeutske doze bez pojave citotoksicnosti.

5.2. Sinteza i karakterizacija neumreZenih blendi Ag/PVA/CS

nanokompozita

U ovom delu rada su prikazani rezultati vezani za unapredenje Ag/PVA
nanokompozita uvodenjem prirodnog polimera hitozana, CS, koji je rastvoran u kiseloj
sredini. Ispitana je moguénosti kontrolisanja veli¢ine Ag-nanocCestica neumreZenim
PVA/CS blendama u kojima je variran maseni odnos PVA i CS. Detaljna analiza
veli¢ina Cestica je izvrSena primenom ULj/Vid spektroskopije, modelovanjem dobijenih
spektara primenom Mieve (eng. Gustav Mie) teorije kao 1 njene kvazi-statiCke
aproksimacije, 1 difrakcijom X-zrafenja, a raspodela veli¢ina cestica je dobijena
skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom. Pretpostavlja se da su Ag-nanocestice u
neumreZenim PVA/CS polimernim blendama stabilisane elektrostati¢kim interakcijama
sa —OH 1 —NH; funkcionalnim grupama (Ag...OH 1 Ag...NH>) (Elbarbary et al., 2016)
(slika 24 (a)).

OH
%) ) on
OH ¢ o
° o]
OH NH,
HN, N 0 7 N,
. b U ,'
HO._ . o

Slika 24. Stabilizacija Ag-nanocestica u neumrezenoj polimernoj blendi PVA/CS (a),
Ag/PVA/CS koloidni rastvor (b), Ag/PVA/CS nanokompozitni film (c).
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Radijaciono-hemijska sinteza Ag-nanocestica u prisustvu PVA/CS polimernog
rastvora je omogucila da se ispita potencijal polimerne smeSe za stabilizaciju
Ag-nanocestica konstantne pocetne koncentracije AgNO; (5 mM), variranjem masenih
odnosa PVA i CS (0/100 (S1); 20/80 (S2); 40/60 (S3); 60/40 (S4); 80/20 (S5) i
100/0 (S6)). Nakon izlaganja y-zracenju do apsorbovane doze potrebne da se izvrsi
kompletna redukcija jona (8,5 kGy), dobijeni su transparentni Ag/PVA/CS koloidni
rastvori intenzivno zute boje (slika 24 (b)). Treba napomenuti da je nakon uparavanja
rastvaraca zapazeno da su filmovi zadrzali intenzivno zutu boju Sto je saglasno literaturi
(Pacioni et al., 2005; Krkljes et al., 2009; Jovanovi¢ et al., 2011) ukazivalo da su

Ag-nanocestice zadrzale nanometarske dimenzije(slika 24 (¢)).

5.2.1. Stabilizacija nanocestica srebra u PVA/CS blendama

Iz literature (Subbiah et al., 2010; Abedini et al., 2013) je poznato da je za finu
kontrolu nanokristalne morfologije neophodno prisustvo funkcionalnih molekula koji
putem hemijske ili fizicke interakcije odrzavaju cCestice na rastojanjima koja su
odredena uspostavljenom ravnotezom izmedu privlaénih Van der Valsovih (eng. Van
der Waals), odbojnih sila elektrostaticke prirode 1 sternih faktora. Funkcionalni
molekuli (stabilizatori) stupaju u interakciju sa odgovaraju¢im kristalografskim
ravnima, te zavisno od poloZaja atoma na povrSini nanocestica dolazi do formiranja

razli¢itih makroskopskih struktura.

Interakcija polimernih molekula sa Ag-nanocesticama je ispitana na Ag/PVA/CS
nanokompozitnim filmovima infracrvenom spektroskopijom sa  Furijeovom
transformacijom. FTIC spektri sistema u kojima je uparavanjem rastvaraca favorizovana
interakcija polimera i metalnih nanocestica su prikazani na slici 25. Za sve ispitivane
sisteme, u infracrvenom spektru nije uocena pojava novih traka, $to ukazuje da nije
doslo do strukturnih promena polimerne blende nakon vezivanja Ag-nanocestica. U
spektrima se zapazaju trake karakteristicne za PVA 1 CS koje odgovaraju podacima iz
literature (Qian et al., 2001; Mansur et al., 2008; Kumar et al., 2010). U oblasti od
3000-3600 cm™ trake koje poticu od CS: 3445-3455 cm™ —OH istezuée vibracije u

vodoni¢noj vezi; 3380-3420 cm’! intermolekulske OH...3 i CH,OH vodoni¢ne veze;
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3250-3260 cm™ intermolekulske C(2;)NH...0=C(73) vodoni&ne veze; 3140-3150 cm’
intermolekulske C(6,)OH...HOC(6,) vodoni¢ne veze; 3270-3290 cm' N-H istezuée
vibracije. U istoj oblasti se nalazi i traka koja poti¢e od PVA: 3250 cm™ isteZuée
vibracije ~OH grupa vezanih vodoni¢nim vezama. Sirenje apsorpcione trake u ovoj
oblasti ukazuje da Ag-nanocestice dovode do delimi¢nog raskidanja vodoni¢nih veza
tokom formiranja nanokompozita. S obzirom da je Sirenje posmatrane trake vece za
sastav blende S4 u odnosu na S3, moze se zakljuciti da je interakcija polimera sa
metalnim nanocesticama u tom slucaju intenzivnija. Na osnovu dobijenih spektara
potvrdeno je da se sa povecanjem udela PVA u blendi postize bolja stabilizacija
Ag-nanocCestica, kao 1 da stabilizacija nanoCestica u najvecoj meri poti¢e od
elektrostaticke Ag...OH interakcije (Krklje$ et al., 2007c). Ovakva zapaZanja su u
skladu sa ranijim istraZzivanjima u kojima je utvrdeno da interakcija izmedu polimernog
stabilizatora 1 nanoCestica raste sa smanjenjem dimenzija nanocestica

(Krkljes et al., 2007b).

Transmisija (rel. jed)

| — 1) S1
----12)83
- 3) s4
——= 4) S6

I !;f;

d | ] s I
3500 3000 1500 1000
Talasni broj (cm™)

Slika 25. FTIC spektri Ag/PVA/CS razlicitog masenog udela PVA/CS blende.
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Da bi se ispitalo u kojoj meri maseni odnos PVA i CS utie na veli¢inu
Ag-nanocCestica, pomoc¢u ULj/Vid spektroskopske analize, primenom kvazi-staticke
aproksimacije Mieve teorije, po analogiji sa Ag/PVA hidrogel nanokompozitom kao
model sistemom (poglavlje 5.1.3., tabela 2), odredena je veli¢ina Ag-nanocestica i
potencijal PVA/CS blende za njihovu stabilizaciju bez pojave aglomeracije. U ULj/Vid
spektrima Ag/PVA/CS koloidnih rastvora (slika 26) uo€ena je intenzivna apsorpciona
traka povrSinskog plazmona sa polozajem maksimumima na oko 410 nm koja prema
literaturi (Pacioni et al., 2005; Krkljes et al., 2009; Jovanovi¢ et al., 2011) potice od
Ag-nanocestica sfernog oblika. U tabeli 8 prikazane su dobijene vrednosti poluprecnika
Ag-nanocestica, r, srednji broj atoma, N,,, gustina nanocestica, pag, njthova molarna
koncentracija, C, i efektivna specifi¢na povrsina, S.4.. Na osnovu dobijenih vrednosti
polupre¢nika Ag-nanocestica moze se zakljuciti da su manje Cestice dobijene u slucaju
kada je maseni udeo PVA ve¢i od 50%, te se veli¢ina Ag-nanocestica moze kontrolisati

promenom masenog odnosa PVA i CS.
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Slika 26. UL;j/Vid apsorpcioni spektri Ag/PVA/CS koloidnih rastvora.
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Tabela 8. Vrednosti parametara Ag-nanocestica stabilisanih PVA/CS blendama:
poluprecnik, r, srednji broj atoma, N,,, gustina nanocestica, p, molarna koncentracija u

koloidu, C, i teorijska efektivna specificna povrsina, S.A..

FWHM  r px107" Cx10° S.A.
Uzorak N, o 5 5 5

(nm) (nm) (nanocestica/cm’)  (mol/dm’) (m°/g)

S1 91,3 6,7 74961 4,0 6,7 42,4
S2 91,2 6,7 74666 4,0 6,7 42,4
S3 90,8 6,7 73858 4,1 6,8 42,6
S4 83,8 6,2 58024 52 8,6 46,2
S5 80,1 5,9 50694 5,9 9,9 48,3
S6 74,8 5,5 41203 7,3 12,1 51,8

U literaturi je poznato da polozaj, intenzitet i Sirina trake povrSinskog plazmona
metalnih nanocestica zavise od velikog broja faktora: veli¢ine i oblika nanocestica,
njihove povrsinske strukture, dielektri¢ne konstante metala i sredine u kojoj su Cestice
dispergovane, indeksa refrakcije i dr. (Pacioni et al., 2005; Krkljes et al., 2009;
Jovanovi¢ et al., 2011). U slucaju ¢&vrstih kompozita, Cestice se mogu naci na
medusobnim rastojanjima pri kojima njihova interakcija viSe nije zanemarljiva.
Medusobna interakcija bliskih cestica menja opticka svojstva nanocesti¢nih
kompozitnih filmova, Sto se u ULj/Vid spektru manifestuje batohromnim pomerajem
maksimuma apsorpcije. Uticaj medusobne interakcija nanocestica na opticka svojstva
kompozita moze se objasniti Maksvel-Garnetovom (eng. Maxwell-Garnett) teorijom.
Prema ovoj teoriji, kompozit se posmatra kao homogen materijal u kojem su

nanocestice izolovane jedna od druge dielektricnim slojem.

Da bi se ispitalo da li 1 u kojoj meri promene indeksa refrakcije 1 dielektri¢ne
konstante sredine uti¢u na stabilizaciju Ag-nanocestica u PVA/CS blendama, snimljeni
su ULj/Vid apsorpcioni spektri koloidnih rastvora, filmova dobijenih uparavanjem

rastvaraca i filmova rastvorenih u vodi (slika 27).
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Slika 27. ULj/Vid apsorpcioni spektri nanokompozita (S3): koloidnog rastvora,

nanokompozitnog filma i koloidnog rastvora nakon rastvaranja nanokompozita.

U ULj/Vid apsorpcionim spektrima, za sve ispitivane sisteme je uocen
batohromni pomeraj apsorpcionih maksimuma koji je u literaturi opisan kao posledica
promene dielektricne konstante sredine u kojoj su Cestice dispergovane
(Krkljes et al, 2007c). Takode, povecanje indeksa refrakcije sredine direktno uti¢e na
pomeranje poloZaja maksimuma ka ve¢im talasnim duzinama (Krkljes et al, 2007c). U
slu¢aju koloidnog rastvora, Ag-nanocestice su dispergovane u vodi (nz0 = 1,33), dok
su nakon uparavanja rastvaraca Cestice dispergovane u polimernom filmu PVA/CS
(mpya = 1,53; ncs = 1,55). Nakon rastvaranja filma u vodi polozaji apsorpcionih
maksimuma se vracaju na priblizno istu vrednost od oko 410 nm, Sto potvrduje
¢injenicu da nije doSlo do povecanja dimenzija Ag-nanocestica i njithovog spajanja u
vece aglomerate (Pacioni et al., 2005; Krkljes et al, 2007¢c; Krkljes et al., 2009;
Jovanovi¢ et al., 2011). Treba napomenuti da je u ovom delu istrazivanja zapaZzeno

povecanje rastvorljivosti CS u vodi primenom y-zra€enja, kao $to je poznato iz literature
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(Qin et al., 2006). Nadalje ¢e u ovoj doktorskoj disertaciji biti ispitana mogucnost

unapredenja antibakterijskih svojstava CS u fizioloSkim uslovima y-zra¢enjem.

Provera stabilnosti ovih sistema u duzem vremenskom periodu ispitana je
UL;j/Vid apsorpcionom spektroskopijom. Dobijeni rezultati su pokazali da su sintetisane
Ag-nanocestice stabilne u vremenskom periodu do 9 meseci, $to nedvosmisleno ukazuje

da Ag-nanocestice do ovog perioda ne podlezu procesu aglomeracije.

U literaturi (Jawalkar et al., 2007) je pokazano da je kompatibilnost PVA/CS
blende veéa u sistemima sa udelom PVA manjim od 50 %. Verovatno je nesto bolja
povezanost konstituenata blende u slucaju veée kompatibilnosti prouzrokovala slabiju
stabilizaciju Ag-nanocestica u toku sinteze i ve¢u aglomeraciju klastera. Uzimaju¢i u
obzir izraCunate vrednosti za polupre¢nik Ag-nanocestica, odgovarajuci teorijski opticki
ekstinkcioni spektri su izracunati koriS¢enjem raCunskog programa “MiePlot v.3.4”
(http://www.philiplaven.com/mieplot.htm, preuzeto oktobra 2015.), ¢iji je algoritam
baziran na Mievoj teoriji apsorpcije 1 rasejanja svetlosti sa sfernih nanocestica koje
medusobno ne interaguju. Na slici 28 su uporedno prikazani eksperimentalno dobijeni
(puna linija) i simulirani (isprekidana linija) opticki ekstinkcioni spektri za koje je
postignuto najbolje slaganje. Na spektrima su dati i poluprecnici Ag-nanocestica
izraCunati iz simulacija, koriS¢enjem Mievog modela, kao provera rezultata dobijenih
njegovom kvazi-staticCkom aproksimacijom (tabela 8). Generalno, prikazani spektri
pokazuju dobro slaganje izmedu ekperimenta i teorije, pri ¢emu je bolje slaganje
postignuto za neSto vece Cestice. Crveni pomeraj ka ve¢im talasnim duZinama tj.
manjim energijama eksperimentalnih u odnosu na teorijske spektre (Pefia et al., 2006)
(veli¢ina pomeraja od 7 do 15 nm), su najverovatnije posledica rasta koncentracije tj.
gustine nanolestica (p) sa smanjenjem dimenzija estica, od 4,02-10'* nanoéestica/cm’
za Cestice u nanokompozitu S1 (» = 6,7 nm) do 7,31-10'? nanoGestica/cm’ za &estice u
naokompozitu S6 (r = 5,5 nm) (tabela 8). Na pomeranje polozaja apsorpcionih
maksimuma mogu da uticu 1 promene atomskih parametara u slu¢aju kada se dimenzije
Cestica smanjuju na nanometarske veli¢ine, koje u ovim proraCunima nisu uzete u
razmatranje. Osim toga, proracuni bazirani na Mievoj teoriji zavise kako od
poluprec¢nika Cestica i njihovih atomskih parametara tako i od indeksa refrakcije matrice
1 promene dielektricne konstante sredine u kojoj su cCestice dispergovane

(Petia et al., 2006).
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Slika 28. Eksperimentalno dobijeni (puna linija) i simulirani (isprekidana linija)
apsorpcioni spektri Ag/PVA/CS koloidnih rastvora.

Iako je za vrlo male Cestice apsorpcija znatno veca u odnosu na rasejanje, na
osnovu dobijenih rezultata simulacije prikazanih na slici 29 se vidi kako rasejanje raste

sa porastom dimenzija Cestica 1 povecava koeficijent ekstinkcije, Ceys.
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Slika 29. Udeo apsorpcije (plava linija) i rasejanja (crvena linija) na simuliranim

optickim ekstinkcionim spektrima Ag/PVA/CS koloidnih rastvora.

Rendgenskom analizom Ag/PVA/CS nanokompozita, dobijeni difraktogram za
uzorak S4 prikazan je na slici 30 (a). Maksimumi difrakcije na vrednostima ugla 26 od
38°; 44,2°; 64,4° 1 77,6° odgovaraju Bragovim refleksijama sa kristalnih ravni (111),
(200), (220) 1 (311), a karakteristika su povrSinski centrirane kubne kristalne strukture
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Ag (baza podataka JCPDS kartica br. 04-0783). Sirina na poluvisini najintenzivnijeg
pika (111) (FWHM = 0,72°) ukazuje da su veli¢ine domena uredenosti kristalita srebra
nanometarskih dimenzija. Na osnovu Sererove formule dobijena veli¢ina kristalnih
domena od 11,7 nm je u saglasnosti sa srednjom vrednos¢u poluprecnika
Ag-nanocestica dobijenih analizom apsorpcionih ULj/Vid spektara
(Krsti¢ et al., 2014a). Konstanta reSetke, a izraCunata za meduravansko rastojanje d;;;
na osnovu jednacine (20) (a = 0,4079 nm) je u saglasnosti sa literaturnom vrednoscu

aji; = 0,4086 nm (Huang et al., 2009).

Morfoloska svojstva Ag/PVA/CS nanokompozita ispitana su metodom
skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM). Mikrograf Ag/PVA/CS nanokompozita
S4 1 dobijeni histogram raspodele veliina Ag-nanocestica prikazani su na slici 30 (b).
Sintetisane Ag-nanocestice imaju priblizno sferni oblik sa prose¢nom veli¢inom od oko

13 nm (veli¢ina dobijena oduzimanjem sloja zlata od 15 nm) (Krsti¢ et al., 2014a).
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Slika 30. Difraktogram X-zracenja (a) i SEM mikrograf (b) S4 nanokompozita.

Dobijeni rezultati ukazuju da su Ag-nanocestice sfernog oblika, sa povrSinski
centriranom kubnom reSetkom precnika (2 = 11-14 nm) tj. da su u tzv. unutra$njem

opsegu dimenzija ispod 20 nm (Pefia et al., 2006; Veenas et al., 2009).
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5.3. Optimizacija antibakterijskih svojstava hidrogel nanokompozita

Nakon uspesne sinteze Ag-nanocestica stabilisanih PVA/CS blendama, sledec¢i
korak u istrazivanju imao je za cilj ispitivanje mogucnosti radijaciono-hemijske sinteze
Ag/PVA/CS hidrogel nanokompozita vy-zracenjem. El-Salmawi 1 saradnici
(ElI-Salmawi et al., 2007) ukazuju da PVA/CS gelovi stepena bubrenja do 60 %,
sintetisani y-zraCenjem imaju antibakterijska svojstva. Rezultati pokazuju da se gel

frakcija povecava sa porastom koncentracije PVA i doze zraCenja.

Kako bi se ispitala moguénost umrezavanja PVA/CS hidrogelova y-zracenjem,
napravljeni su razli¢iti maseni odnosi PVA 1 CS (0/100; 3/97; 5/95; 7/93 i 10/90).
UmreZavanje ispitivanih sistema je postignuto u odredenoj meri usled prisustva PVA,
medutim mehanic¢ka svojstva koja su preduslov za njihovu predvidenu antibakterijsku
primenu nisu bila zadovoljavajuca, te je ovakav tip sistema iskljuéen iz daljeg
istrazivanja.

U ovom delu istrazivanja krajnji cilj je bio unapredenje antibakterijskih svojstava
Ag/PVA hidrogel nanokompozita uvodenjem vodorastvornog derivata CS koji je
dobijen redukovanjem molarne mase CS radijaciono-hemijskom metodom, zato Sto CS
rastvoran u kiseloj sredini nije dao zadovoljavajuce rezultate u procesu radijaciono-

hemijskog umreZavanja.

Iz literature (Qin et al., 2006; Kong et al., 2010) je poznato da CS pokazuje
antibakterijsko dejstvo samo u kiseloj sredini, S§to se obicno pripisuje slaboj
rastvorljivosti hitozana na visokom pH vrednostima. CS na niskim pH vrednostima,
zavisno od molarne mase ubrzava zarastanje rana (80 kDa), sprecava progresiju
dijabetesa (20 kDa) 1 pokazuje antibakterijsku aktivnost (5-10 kDa)
(Pasanphan et al., 2010). Do sada je u literaturi antibakterijsko delovanje oligomera
uglavnom ispitivano u kiseloj sredini, a samo je nekoliko radova objavljeno na temu
korelacije rastvorljivosti CS u vodi i antimikrobne aktivnosti. Teorijska predvidanja
jake interakcije izmedu mikrobioloskih proteina 1 CS na niskim pH vrednostima se
uglavnom ne podudaraju sa eksperimentalnim ispitivanjima u literaturi. Naime, Strand
je eksperimentalno pokazao da se adsorpcija hitozana na celije E. coli bakterija

povecava sa porastom pH vrednosti. lako poseduju nisku gustinu naelektrisanja,
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polimerni lanci hitozana sa nizim stepenom deacetilacije se u vecoj meri adsorbuju i
efikasno menjaju povrsinsko naelektrisanje ¢elija. Hitozan sa niskom molarnom masom
se adsorbuje u vecoj meri (Strand et al., 2003). Medutim, mnogi rezultati istrazivanja
pokazuju da oligomeri hitozana imaju slabo ili uopste ne pokazuju antimikrobno dejstvo
iako se dobro rastvaraju u vodi. S druge strane, zahtevi biomedicinske primene su
okrenuti ka sintezi hitozana rastvornog pri fizioloskoj pH vrednosti u ¢eliji, dovoljno
velike molarne mase da spreci transport esencijalnih supstanci i time destabilizuje
¢elijski zid Dbakterija, uzrokujuéi curenje sastojaka 1 na kraju celijsku smrt

(Kim et al., 2011).

5.3.1. Radijaciono-hemijska modifikacija hitozana

Radijaciono-hemijska modifikacija CS pod uticajem fy-zracenja izvedena je
izlaganjem rastvora CS u siréetnoj kiselini y-zracenju pri apsorbovanoj dozi od 100 kGy
(Ulanski et al., 2000). Da bi se ispitala promena molarne mase CS, dobijeni vodeni
rastvor CS u siréetnoj kiselini je analiziran metodom rasejanja svetlosti
(Schatz et al., 2003; Zainol et al., 2009), pre i posle ozracivanja. Na osnovu rezultata
opticke heterogenosti rastvora, prvo je isptana srednja vrednost molarne mase polaznog
CS za koji je bilo poznato da ima nisku molarnu masu 1 stepen deacetilacije 75-85 %.
Potom su ispitane i srednje vrednosti molarnih masa CS nakon ozracivanja i nakon
neutralizacije sa natrijum-hidroksidom. U tabeli 9 su prikazane izmerene srednje
vrednosti molarnih masa, M,,, 1 virijalnih koeficijenata, 4,, sa greSkama merenja, kao 1
vrednosti srednjih pre¢nika, Z,,., i koeficijenata korelacije, R’. Dobijeno je da je nakon
ozracivanja molarna masa CS od (95 + 9) kDa redukovana na (22 £+ 1) kDa. Optimalna
svojstva za primenu su dobijena neutralizacijom rastvora CS natrijum hidroksidom

nakon ozracivanja.
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Tabela 9. Eksperimentalno dobijene vrednosti molarne mase, M,,, i drugi virijalni
koeficijent, A,, sa greskama merenja, vrednost srednjeg precnika, Zs,, i koeficijent

korelacije, R

A, AA; 5
Uzorak Z, (nm) M, (kDa)  AM,, (kDa) R
(mlxmol/g)  (mlxmol/g)
cS 426 95 9 0,00129 0,00044 0,745
vr-Cs 246 22 1 0,00540 0,00112 0,959

Razmatranjem literature koja se bavi uticajem y-zracenja na degradaciju CS, moze
se zakljuciti da je potencijalni mehanizam degradacije baziran na raskidanju glukozidne
veze osnovnog lanca polisaharida koja je pracena Majarovom reakcijom sa produktima
braon boje (Ulanski et al., 2000; Szymanska et al., 2015). Naime, CS u svojoj strukturi
poseduje amino grupe (-NH;) koje pod uticajem y-zraCenja mogu reagovati sa
karbonilnim grupama (C=0) redukujucih Secera nastalim u toku procesa ozraivanja, a
koje dovode do formiranja niskomolarnih produkata Majarove reakcije koji doprinose
povecanju njegove rastvorljivosti u vodi i antibakterijske aktivnosti. Dobijeni proizvod
je istovremeno Cist i sterilisan, bez prisustva toksi¢nih hemikalija koje je tesko ukloniti
iz sistema (Pasanphan et al., 2010). Da bi se ispitao pretpostavljeni mehanizam
degradacije, izvrSena je karakterizacija raspodele veli¢ina cestica pre 1 posle

modifikacije CS y-zracenjem (slika 31 1 32, redom), po intenzitetu i po zapremini ((a) i
(b), redom).

25 25
(a) (b)
] 20 § 20
o ©
ot
E 15 £ 15
= 5
G 10 S 10
£ N
5 5
0 ; . - 0 - :
0.1 1 10 100 1000 10000 0.1 il 10 100 1000 10000
Prec¢nik (nm) Prec¢nik (nm)

Slika 31. Raspodela velicina cestica CS po intenzitetu (a) i po zapremini (b).
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Slika 32. Raspodela velicina cestica vr-CS po intenzitetu (a) i po zapremini (b).

Analizom dobijenih intenziteta raspodele veli¢ina cestica nakon degradacije
y-zraenjem, pokazano je da je u najvecoj meri doSlo do degradacije polimernih lanaca
kidanjem glukozidne veze sa srednjom veli¢inom lanca iznad 100 nm, a manjim delom i
do odigravanja Majarove reakcije i formiranja niskomolarnih derivata CS sa Cesticama
ispod 100 nm. Dobijene vrednosti A, kod radijaciono modifikovanog vr-CS su
pozitivne, Sto potvrduje da Cestice imaju veci afinitet prema rastvaracu, te nastoje da
ostanu u obliku stabilnog rastvora u vodi bez taloZenja (Schatz et al., 2003).

Raspodela veli¢ina Gestica po zapremini (~4/3z7) (slike 31 (b) i 32 (b)) je
pogodnija za posmatranje polidisperznih sistema. U slucaju vodorastvornog derivata
CS, na osnovu dijagrama raspodele po zapremini uocava se veci udeo Cestica pre¢nika
27 < 10 nm, dok su u slucaju vodonerastvornog CS sve Cestice > 100 nm. Zbog velike
vrednosti indeksa polidisperznosti ispitivanih sistema (/P ~ 0,5), odredivanje raspodele
molarnih masa primenom parametara Mark-Houvnik-Sakurada
(eng. Mark-Houwink-Sakurada) jednacine na dijagram raspodele veli¢ina Cestica daje
izuzetno sloZenu zavisnost, te nije dalje razmatrana (Taskin et al., 2014).

Kako bi se ispitalo u kojoj meri modifikacija CS pod uticajem apsorbovane doze
y-zracenja od 100 kGy uti¢e na njegova strukturna svojstva, uradena je infracrvena
spektroskopska analiza CS pre 1 posle modifikacije (slika 33 (a) i (b)), redom. U
infracrvenim spektrima nemodifikovanog 1 modifikovanog CS zapaZza se karakteristi¢na
traka na oko 3440 cm™ koja poti¢e od vibracija —OH grupa na ugljenikovim atomima

C3—OH i C6—CH,OH, kao 1 jakih inter- i intramolekulskih interakcija. Pojava Sirenja
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trake na oko 3260-3270 cm™ poti¢e od vibracija -NH grupa i njihovog kuplovanja sa

—~OH grupama. Trake na oko 2924 i 2856 cm™' poti¢u od simetriénih i asimetriénih

vibracija —CH, grupa u prstenu polisaharida, redom (Gullon et al.,

Modrzejewska et al., 2009).

—_—
)

Transparencija (rel. jed.)

L

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Talasni broj (cm™)

_—
Z

Transparencija (rel. jed.)

3443

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Talasni broj {(cm™)

Slika 33. FTIC spektri: CS (a) i vi-CS (b).
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Poredenjem oba spektra jasno se uo¢ava da je pomeranje trake sa 1651 cm™ ka
manjoj vrednosti talasnog broja na oko 1646 cm™, a koja poti¢e od primarne amino
grupe, praceno suzenjem pika Sto ukazuje da je doSlo do formiranja karbonilne ili
karboksilne grupe kod radijaciono degradiranog CS (Kang et al., 2007). Uzimajuci u
razmatranje literaturne podatke karakteristicnih traka koje se javljaju kod radijaciono
degradiranog CS (Kang et al., 2007), kao posledica odigravanja Majarove reakcije,
prisustvo trake na 1646 cm™ potvrduje pobudivanje C=N vibracija Sifove baze (eng.
Schiff) (Gullon et al.,, 2016). Ova traka se preklapa sa trakama koje nastaju
pobudivanjem primarne amino i C=0O grupe. Amino grupe CS se tokom odigravanja
Majarove reakcije delimi¢no raskidaju, pri ¢emu dolazi do formiranja sekundarnih i
tercijernih amina. Sirenje trake na 1557 cm™ se moze pripisati formiranju sekundarnih
amina ili amidne II grupe. Traka na 1388 cm™ poti¢e od metil grupe tj. C-CH;

deformacije u amidnoj grupi (Modrzejewska et al., 2009; Gullén et al., 2016).

Raskidanje glukozidne veze tokom degradacije osnovnog lanca polisaharida se
moZe pratiti razmatranjem traka na 1157 cm™ i 1082 cm™ koje poti¢u od rigidne
strukture polisaharida, ukljucujuéi vibracije glukozidne veze, C-O 1 C-O-C
asimetri¢nog istezanja. Takode, trake na 1082 cm™ i 1027 cm™ poti¢u od C—C i C-O
skeletnih vibracija karakteristicnih za polisaharide. Iako se intenziteti ovih traka
smanjuju, njihovo prisustvo ukazuje da se degradacija CS y-zraCenjem u najvecoj meri
bazira na raskidanju glukozidnih veza, pri ¢emu monomerne jedinice ostaju
nepromenjene. Literaturni podaci ukazuju da pri interakciji polisaharida CS sa
D-glukozamin-oligosaharidima (GIcN) dolazi do promene poloZaja i Sirine ovih traka
(suzavanje i pomeranje trake na 1082 cm ' i posledi¢no pomeranje trake na 1029 cm™'

(koje odgovara C—O istezanju). Traka na 892 cm™ se odnosi na B-D-konfiguraciju CS

(Umemura et al., 2008; Yue et al., 2014).

5.3.2. Sinteza Ag/PVA/vr-CS-Z/0O hidrogelova

Iako je iz literature (Mathews et al., 2008; Chmielewski et al., 2010) poznato da je
pod dejstvom y-zracenja moguce izvrsiti modifikaciju CS u cilju poboljSanja njegovih

svojstava za biomedicinsku primenu, do sada je objavljen mali broj radova u kojima su
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radena ispitivanja vezana za sintezu metalnih nanocestica u hidrogelovima na bazi vr-

CS za biomedicinsku primenu.

U cilju ispitivanja moguénosti dobijanja  hidrogela sa unapredenim
antibakterijskim svojstvima za biomedicinsku primenu, najpre se pristupilo sintezi
PVA/vr-CS hidrogelova sa razliitim masenim udelima vr-CS. Nakon ozracivanja
pripremljenih  rastvora y-zraCenjem, primenom  post-radijacionog  postupka
zamrzavanja/odmrzavanja sa 4 uzastopna ciklusa (2 h na temperaturi -20 °C 1 1 h na

temperaturi 25 °C) dobijene su trodimenzione nabubrene mreZe hidrogelova (slika 34).

Slika 34. Fotografije PVA/vr-CS-Z/O hidrogelova:(a) hgl-Z/0O i (b) hg2-Z/0.

Nakon ekstrakcije hidrogelova u vodi u trajanju od 7 dana na sobnoj temperaturi
uz svakodnevnu izmenu vode, maseni udeli gelova su ispitivani gravimetrijskom

metodom primenom jednacine (21) (tabela 10).

Tabela 10. Vrednosti masenog udela gela PVA/vr-CS-Z/O hidrogelova.

Udeo gela (%)

Uzorak 3 dana 5 dana
ekstrakcije ekstrakcije

hg0-Z/O 94 94
hgl-ZIO0 54 52
hg2-Z/O 55 53

85



Na osnovu dobijenih rezultata, zapazeno je da sa uvodenjem vr-CS dolazi do
smanjenja udela gela sa 94 % na 52 %, pri ¢emu sa povecanjem masenog udela vr-CS

dolazi do neznatnog povecanja udela gela saglasno literaturi (Nho et al., 2001).

Nadalje je ispitana porozna morfologija PVA/vr-CS-Z/O liofiliziranih gelova
skenirajuéom  elektronskom  mikroskopijom 1 rendgenskom 3D  mikro-
kompjuterizovanom tomografijom (slika 35). Na slici 35 (a) 1 (b) prikazani su
reprezentativni SEM mikrografi PVA/vr-CS, sa mikrometarskom veli¢inom pora, dok je
na slici 35 (c¢) prikazana reprezentativna 3D rekonstrukcija porozne strukture hg2-7Z/0.
Rendgenska 3D mikro-kompjuterizovana tomografija daje uvid u promenu poroznosti
gelova i1 veli¢ine pora. Zapazeno je da poroznost opada sa porastom masenog udela
vr-CS sa 98 % na 89 %, dok veliina pora ulazi u opseg od 2-27 pm. Na osnovu
dobijenih rezultata potvrdena je pretpostavka od koje se poslo, da je modifikacija CS do
vodorastvornog derivata vr-CS omogucila sintezu trodimenzione polimerne mreze

hidrogela.

Slika 35. SEM (a) hgl-Z/O i (b) hg2-Z/O i (c) XR 3D u-KT hg2-7/0 mikrografi.
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Iz literature (Mostafavi et al., 2008; Yang et al., 2008) je poznato da pod dejstvom
v-zracenja u vodenom rastvoru polimera najpre dolazi do stvaranja primarnih produkata
radiolize vode koji svoju radikalsku aktivnost prenose na polimerne radikale, koji se
nadalje zavisno od njihove pokretljivosti rekombinuju na razli¢ite nac¢ine formirajuci
hemijske ili fizicke veze. Kada je re¢ o sinergijskom efektu y-zracenja i
post-radijacionom postupku zamrzavanja/odmrzavanja, moze se re¢i da delom dolazi do
formiranja hemijskih veza izmedu polimernih molekula, a delom se vrSi dodatno
umrezavanje povezivanjem vodoni¢nim vezama. Kako bi se ispitala stabilnost
sintetisanih hidrogelova, fluorescentnom spekrtroskopijom je pra¢eno prisustvo vr-CS
(Xu et al., 2010; Rao et al., 2011) nakon ekstrakcije neumrezenih polimernih molekula.
Na fluorescentnim spektrima (slika 36) je zapazeno da sa povecanjem masenog udela
vr-CS dolazi do povecanja intenziteta emisije karakteristicnih fluorofora i pomeranja
polozaja maksimuma ka veéim talasnim duzinama od 412 nm na 428 nm usled razlicite

gustine amidnih i amino grupa (Meunier et al., 2002) duz polimernog lanca.
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Slika 36. Fluorescentna emisija vr-CS u PVA/vr-CS-Z/O hidrogelovima.

Nakon §to je ustanovljeno da su sintetisani hidrogelovi stabilni, pristupljeno je
analizi antibakterijskih svojstava. Test antibakterijske aktivnosti prikazan na slici 37

pokazuje da hg2-7Z/0 hidrogel, oblika diska pre¢nika 12 mm, ima zonu inhibicije od oko
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18 mm na E. coli i S. aureus bakterije tj. blagu antibakterijsku aktivnost. Na osnovu
dobijenih rezultata moze se zakljuciti da biokompatibilni i ekoloski prihvatljivi
radioliti¢ki produkti vode mogu da izvrSe ne samo modifikaciju hitozana ve¢ i sintezu
antibakterijskih hidrogelova za biomedicinsku primenu. Treba naglasiti da ovakav

rezultat do sada nije zabelezen u literaturi.

Slika 37. Test antibakterijske aktivnosti na bakterije: E. coli i S. aureus za hg2-Z/O.

Nakon uspesne sinteze antibakterijskih PVA/vr-CS-Z/O hidrogelova, pristupilo se
sintezi Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel nanokompozita. PVA/vr-CS-Z/O hidrogelovi su
ostavljeni da bubre 48 h u smesi rastvora AgNOj; (iste pocetne koncentracije od 8 mM) i
2-propanola (0,2 M). Nakon dostizanja ravnoteZe, nabubreni hidrogelovi su izloZeni
dejstvu y-zradenja do apsorbovane doze potrebne da se izvrsi kompletna redukcija Ag'-
jona (14 kGy). Po zavrSetku procesa ozracivanja, dobijeni su Ag/PVA/vr-CS-Z/O

hidrogel nanokompoziti tamno braon boje.
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5.3.3. Odredivanje veli¢ine nanocCestica srebra ispitivanjem optickih svojstava

Ag/PVA/vr-CS-Z/0 hidrogel nanokompozita

Da bi se ispitao uticaj povecanja masenog udela vr-CS u PVA/vr-CS-Z/O
hidrogelu na stabilizaciju i moguénost kontrolisanja veli¢ine Ag-nanocestica bez pojave
aglomeracija, sintetisani hidrogelovi su analizirani ULj/Vid spektroskopijom. Na slici
38 prikazani su dobijeni UL;j/Vid apsorpcioni spektri Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel
nanokompozita. U spektrima se zapaza pojava apsorpcione trake povrsinskog plazmona
srebra na oko 410 nm $to saglasno literaturi (Pacioni et al., 2005; Krkljes et al., 2009;
Jovanovi¢ et al., 2011) ukazuje da su dobijene Ag-nanocestice sfernog oblika. Za
odredivanje njihove veli¢ine pomoc¢u ULj/Vid spektroskopije primenjena je teorijska
simulacija optickih ekstinkcionih spektara pomocéu programa “MiePlot v.3.4”
(http://www.philiplaven.com/mieplot.htm, preuzeto oktobra 2015.) i dobijanja najboljeg
poklapanja racunski dobijenih spektara (isprekidane linije) sa eksperimentalnim
spektrima (pune linije). Dobijene srednje veli¢ine poluprec¢nika ukazuju da su
PVA/vr-CS-Z/O hidrogelovi dobri stabilizatori 1 u slucaju dvostrukog povecanja
masenog udela vr-CS. Za procenu uticaja udela vr-CS na stabilizaciju Cestica, srednje
vrednosti polupre¢nika Ag-nanocestica su izracunate i1 primenom kvazi-staticke
aproksimacije Mieve teorije koja je adekvatnija jer primena vrednosti Sirine na
poluvisni, FWHM, eksperimentalno dobijenih spektara po analogiji sa Ag/PVA model
sistemom (poglavlje 5.1.3., tabela 2) ima bolju osetljivost za proraun veli¢ina Cestica
(Penia et al., 2006; Veenas et al., 2009). Dobijene srednje vrednosti poluprecnika
prikazane su u tabeli 11. Moze se zakljuciti da su manje nanoCestice dobijene u
hidrogelu sa manjim masenim udelom vr-CS. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
diskutovanim rezultatima za neumrezene blende Ag/PVA/CS nanokompozita da bolja
kompatibilnost  polimerne blende dovodi do formiranja vecih  Cestica
(Jawalkar et al., 2007). Takode treba napomenuti da sa smanjenjem veli¢ine Ag-
nanocestica dolazi do povecanja njihove molarne koncentracije, specificne povrsine i

rastvorljivosti (tabela 11).
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Slika 38. UL;j/Vid spektri Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel nanokompozita: (a) hgl-NKI-
Z/0, (c) hg2-NK1-Z/O.

Tabela 11. Vrednosti masene koncentracije, Cyus, Sirine apsorpcione trake na
poluvisini, FWHM, poluprecnika, r, molarne koncentracije, Cyy.nk, Specificne povrsine,

S.A., i rastvorljivosti, S,, Ag-nanocestica u PVA/vr-CS hidrogelu.

Cuasx10°  FWHM r Chgnxx10" S.A. S,
Uzorak 5 5 p 5
(g/cm’) (nm) (nm) (mol/cm’) (m°/g)  (mg/cm’)
hgl-NK1-Z/O 846,9 78,8 5,8 16,3 49,2 37,5
hgl-NK2-Z/O  1036,2 87,2 6,4 14,7 444 32,6

U cilju odredivanja veli¢ine Cestica, ispitana je morfologija Ag/PVA/vr-CS-Z/O
hidrogel nanokompozita skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM).
Reprezentativni SEM  mikrograf 1 histogram raspodele veliCina cestica za
hg1-NK1-Z/O, prikazani su na slici 39 (a) i (b), redom. Dobijeni rezultati potvrduju da
su sintetisane Ag-nanocestice sfernog oblika, pri ¢emu su najzastupljenije Cestice sa

srednjom vredno$¢u prec¢nika oko 10 nm.
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Slika 39. SEM mikrograf hidrogel nanokompozita (a) i odgovarajuci histogram
raspodele velicina Cestica (b) za hgl-NK1-Z/0.

5.3.4. Kineticki aspekti i difuzioni modeli procesa bubrenja PVA/vr-CS-Z/O
hidrogelova i Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel nanokompozita u fizioloSkim

uslovima

Da bi Ag/hidrogel nanokompoziti imali Sto efikasnija svojstva za biomedicinsku
primenu, neophodno je ispitati uticaj vr-CS na bubrenje hidrogelova i hidrogel
nanokompozita u fizioloSkom fluidu, kao 1 wuticaj post-radijacionoih ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja. U tom smislu, optimizacija sastava i strukture hidrogel
nanokompozita podrazumeva da se maksimalnim smanjenjem koncentracije
Ag-nanoCestica, smanjenjem njihove veli¢ine, zajedno sa povecanjem udela
antibakterijskog biopolimera u hidrogel nanokompozitu postigne veci kapacitet

bubrenja u odnosu na prethodno sintetisane Ag/PVA model sisteme.

Do sada u literaturi postoji samo jedan podatak o radijacio-hemijskoj sintezi
hidrogelova koji sadrze vr-CS pracenoj postupkom zamrzavanja/odmrzavanja. Nho i
saradnici (Nho et al., 2001) su ispitivali apsorpciona svojstva PVA/PVP/vr-CS
hidrogelova u vodi. Pokazano je da stepen bubrenja njihovih hidrogelova opada sa
povec¢anjem doze zracenja od 25-70 kGy 1 sa povecanjem broja ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja od 1-4. Iako bi ovi rezultati mogli da ukazu na ponaSanje
njihovih hidrogelova u fizioloSkim uslovima, neophodno je ispitati proces bubrenja u

fizioloskim wuslovima, u slu¢aju biomedicinske primene. Naime, za razliku od
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razmatranja bubrenja u vodi, simuliranje fizioloskih uslova ukljucuje razmatranje
doprinosa negativnih jona prisutnih u simuliranoj telesnoj te¢nosti, koji usled odbojnih
sila doprinose drugacijoj sorpciji fluida u odnosu na sorpciju vode. Ispitivanje procesa
bubrenja PVA/vr-CS-Z/O hidrogelova i Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel nanokompozita

znacajna za primenu u biomedicini nisu do sada zabeleZena u literaturi.

U ovom delu istrazivanja, ispitana je kinetika bubrenja PVA/vr-CS hidrogelova i
Ag/PVA/vr-CS hidrogel nanokompozita u SBF-u, na temperaturi (37 + 1) °C. Masa
fluida apsorbovana kserogelom pracena je u vremenskom periodu od ~ 80 h

(slika 40 (a) 1 (b)), za koje je predvideno da budu u kontaktu sa fizioloskim fluidom.
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Slika 40. Krive bubrenja u SBF-u na 37 °C (a) PVA/r-CS-Z/0 hidrogela i (b)
Ag/PVA/Nr-CS-Z/O hidrogel nanokompozita.

Ravnotezni stepen bubrenja hidrogelova opada sa povecanjem masenog udela vr-
CS S§to je verovatno posledica manje poroznosti hg2-Z/O u odnosu na hgl-Z/O za oko
10 %. Nadalje, uvodenjem Ag-nanocestica zapaZeno je da niske molarne koncentracije
Ag-nanodestica u opsegu od (15 i 16)x10™"" mol/cm’® dovode do povecanja ravnoteznog
stepena bubrenja. Naime, dobijene vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja hidrogel
nanokompozita (hgl-hg2)-NK1-Z/O su u poredenju sa hidrogelovima (hgl-hg2) vece za
oko 5 % usled prisustva male koli¢ine rastvorenih Ag'-jona. Doprinos ovog istrazivanja
je ocigledan ukoliko se ovi rezultati uporede sa prethodno sintetisanim Ag/PVA model

sistemima (hgl-(NK4-NK6)) koji su pokazali antibakterijsku aktivnost. Stepen bubrenja
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je kod hidrogel naokompozita sa ve¢im udelom biopolimera i koncentracijom
Ag-nanoCestica (15x10"" mol/em®) (tabela 11) i pored post-radijacionih ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja Cak Cetiri puta ve¢i nego kog Ag/PVA model sistema, za
hidrogel nanokompozit sa najvecom koncentracijom Ag-nanocestica
(110x10™"" mol/cm’) (tabela 2). Antibakterijski sistemi sa boljim sorpcionim svojstvima
su bolji za bimedicinsku praksu razmatranu u ovoj doktorskoj disertaciji, pa ovaj sistem
predstavlja unapredenje u odnosu na pomenuti model sistem. Naime, izloZzenost manjih
koncentracija nanocestica vecoj kolicini fluida obezbeduje njihovu bolju biodostupnost i

vecu sorpciju eksudata iz rana.

Teorijske vredosti ravnoteznog stepena bubrenja (tabela 12) dobijene su
primenom stepenog modela na krive bubrenja u SBF-u na 37 °C, u inicijalnom stupnju
bubrenja (SD/SD, < 60 %) (slika 41), a zatim 1 primenom modela reakcije prvog
(0 <SD/SD, <100 %) (slika 42) i drugog reda (0 < SD/SD, < 100 %) (slika 43).
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Slika 41. Primena stepenog modela na krive bubrenja u SBF-u na 37°C:
(a) PVA/Nr-CS-Z/O hidrogelova (b) Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel nanokompozita.

Detaljnija analiza kinetike bubrenja primenom modela reakcije prvog reda
(slika 42) ukazuje da sa uvodenjem vr-CS, vrednosti konstante & (tabela 12) opadaju
zbog manje poroznosti sistema sa vr-CS. Uvodenjem Ag-nanocestica vrednosti
konstante k rastu, pri ¢emu ovi rezultati ukazuju na cinjenicu da se kod hidrogel

. .. v . , . v .. + . .
nanokompozita energija y-zracenja veéim delom troS$i na redukciju Ag -jona, i
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verovatno delimi¢no na umrezavanje polimernih lanaca PVA/vr-CS unutar mreze, pri
¢emu je ovaj efekat jo§ izraZeniji zbog primene postupka zamrzavanja/odmrzavanja. Za
ispitivane sisteme sa vr-CS, uoceno je da za odgovarajuée parove hidrogelova i hidrogel
nanokompozita, uvodenje Ag-nanocCestica povecava vrednost parametra »n (tabela 12) 1
samim tim dovodi do promene mehanizma procesa bubrenja u pocetnom stupnju od

Fikove ka ne-Fikovoj difuziji fluida.

400+ (@) 5 400 (D)
oy - .":' = E .-."
= 300 " . 300 ol o
= ’ - Ak . ] !
o e £ e
g | 2
- 200 E_ 200 4
=
2 150 5
g & 1004
Z . hg0-2i0 N hONKI-ZIO
o hgi-Zi0 ® hgl-NKI-Z/O
o A hg2-Z/0 0 A g2 NKI-Z0
000 005 010 015 020 025 030 000 005 010 015 020 025 030
t=10° (s) tx10° (s)

Slika 42. Primena modela reakcije prvog reda na krive bubrenja u SBF-u na 37°C: (a)
PVANr-CS-Z/0 hidrogelova (b) Ag/PVA/vr-CS hg-Z/0 hidrogel nanokompozita.

Kinetika bubrenja u duzem vremenskom intervalu ostaje nepromenjena i odigrava
se po zakonu reakcije drugog reda. S druge strane, jednake vrednosti konstante k za
odgovarajue parove hidrogelova 1 hidrogel nanokompozita dobijene primenom
Pepasovog modela ukazuju da se energija y-zracenja kod ovih sistema najve¢im delom
tro§i na proces redukcije Ag'-jona. Vrednosti konstante k za (hg2 i hg2-NK1)-Z/O su

manje u poredenju sa (hgl 1 hgl-NK1)-Z/O, verovatno zbog razli¢ite poroznosti.
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Slika 43. Primena modela reakcije drugog reda na krive bubrenja u SBF-u na 37 °C:
(a) PVA/Nr-CS-Z/0 hidrogelova (b) Ag/PVA/vr-CS hg-Z/0 hidrogel nanokompozita.

Difuzioni koeficijenti hidrogelova 1 hidrogel nanokompozita su dobijeni
primenom tri aproksimacije Fikovog zakona (za SD/SD, < 60 %, SD/SD, > 60 % i
0 <SD/SD, <100 %) (tabela 13). Na slici 44 prikazano je modelovanje difuzije SBF-a,
pri ¢emu su u razmatranje uzete eksperimentalno dobijene vrednosti duz celog
vremenskog intervala (Eter model, 0 < SD/SD, < 100 %) u kojem je praden proces

bubrenja.

Primenom sve tri aproksimacije difuzije medijuma zapaza se da je prisustvo
vr-CS u matrici kao 1 post-radijacioni postupak zamrzavanja/odmrzavanja doveo do
umanjenja difuzionih koeficijenata za red veli¢ine u poredenju sa Ag/PVA model
sistemima, iako je bilo oc¢ekivano da budu veéi s obzirom da je udeo gela posmatranih

sistema za 37 % manji (tabela 10).

Vrednosti difuzionih koeficijenata fluida rastu sa uvodenjem vr-CS, dok se sa
uvodenjem Ag-nanocestica u ove sisteme oni umanjuju (tabela 13). Difuzija fluida za
celokupni posmatrani vremenski interval bubrenja (0 < SD/SDr < 100 %) daje najbolje
slaganje sa eksperimentalnim vrednostima (R* = 0,99). Primenom sve tri aproksimacije
Fikovog zakona na hidrogel nanokompozite sa vr-CS (Ag/PVA/vr-CS-Z/O) veca
vrednost difuzionog koeficijenta dobijena je za hgl-NK1-Z/O sa manjom veli¢inom

Ag-nanocestica.
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Tabela 12. Vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja, SD,, kineticke konstante, k, i

difuzionog eksponenta, n, dobijene primenom tri kineticka modela.

Pepasov model Model I-reda
SDreksp
Uzorak SD," kprx10°
(%) KaAW)  n R - R
(70) (1/s)
hg0-Z/0 523 0,554 0,55 0,99 275 4,67 0,99
hgl-Z/O 525 0,508 0,47 097 393 4,49 0,93
hg2-7/0 421 0,448 0,39 0,97 369 3,85 0,89
hg0-NK1-Z/O 548 0,554 0,56 0,99 295 5,01 0,99
hg1-NK1-Z/O 540 0,508 0,57 0,99 370 6,56 0,97
hg2-NK1-Z/0O 440 0,448 0,54 0,99 379 6,38 0,95
Model ll-reda
Uzorak SD,"“ Vo .
(%) (Yo/min)
hg0-Z/0 543 3,16 0,99
hgl-Z/0O 538 4,03 0,99
hg2-7/0 429 3,11 0,99
hg0-NK1-Z/O 571 3,15 0,99
hgl-NK1-Z/O 556 4,70 0,99
hg2-NK1-Z/0O 450 4,22 0,99
1.0 (a) = 2amh 1.0 (b) R —-=
= -
0.8 Z 0.8
{",3} 0.6 fg} 0.6
[a
v o4 D o4
- B Hg0-Z0 " B hgO-NKT-Z0
0.2 e hgi-Z/O 0.2 o hgl-NK1-Z/O
- A hg2 20 . A hgl-NK1.Z/0
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00 05 10 15 20 25 30 60 05 10 15 20 25 30
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Slika 44. Primena Eter modela na krive bubrenja u SBF-u na 37°C: (a) PVA/vr-CS-Z/0O
hidrogelove i (b) Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel nanokompozite.
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Tabela 13. Difuzioni koeficijenti SBF-a dobijeni primenom tri aproksimacije Fikovog

zakona.
SD/SD, <60 % SD/SD, > 60 % 0 <SD/SD, <100 %
Uzorak Dx10° Dx10° Dx10’
R 2 2

(cm’/s) (cm?’/s) (cm’/s)
hg0-Z/0 9,63 0,99 9,54 0,99 5,66 0,99
hgl-Z/0O 14,45 0,99 10,85 0,90 9,89 0,99
hg2-7/0 14,50 0,98 9,37 0,87 6,44 0,99
hg0-NK1-Z/O 9,63 0,99 8,30 0,92 3,59 0,99
hgl-NK1-Z/0 1,09 0,99 9,56 0,96 3,96 0,99
hg2-NK1-Z/0 1,01 0,99 9,26 0,97 3,70 0,98

Za sisteme koji su namenjeni da budu u stalnom kontaktu sa fizioloskim fluidom
vazno je unaprediti sorpciona svojstva, S§to je postignuto u ovoj doktorskoj disertaciji
uvodenjem vr-CS. Analizom kinetickih aspekata i1 difuzionih modela bubrenja
ispitivanih nanosistema sagledan je uticaj masenog udela vr-CS kao i1 molane
koncentracije 1 veli¢ine nanocCestica. Kod sistema bez Cestica mehanizam difuzije je
Fikov, a vrednosti difuzionih koeficijenata rastu sa uvodenjem vr-CS. U sistemima sa
nanocesticama, mehanizam difuzije je ne-Fikov (za prvih 60 %), a vrednosti difuzionih

koeficijenata su manje sa uvodenjem vr-CS u matricu (tabela 13).

5.3.5. Mehani¢ka svojstva PVA/vr-CS-Z/O hidrogelova i Ag/PVA/vr-CS-Z/O

hidrogel nanokompozita

Primena hidrogelova na bazi biopolimera je uglavnom ogranic¢ena njihovim loSim
mehanic¢kim svojstvima. Pored strukture, na¢in umreZenja polimernih lanaca u najvecoj
meri odreduje njihova mehanicka svojstva. Iz literature je poznato da PVA hidrogelovi
spadaju u krute membrane sa izuzetno dobrim mehanickim svojstvima, pa se

prilagodavanje svojstava potencijalnoj primeni za leCenje rana, svodi na postupak
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mesanja sa prirodnim polimerima pri ¢emu se postize veca elasti¢nost nakon njihovog

umrezavanja (Kamoun et al., 2015).

Iz literature (Lee et al., 2009) je poznato da ispitivanje mehanickih svojstava pri
kompresiji hidrogelova i hidrogel nanokompozita na temperaturi od 37 °C omogucava
pracenje stepena deformacije sa linearnim povecanjem sile. Na slici 45 prikazane su
dobijene napon/deformacija krive za PVA/vr-CS-Z/O hidrogelove (pune linije) i
Ag/PVA/vr-CS-Z/0 hidrogel nanokompozite (isprekidane linije) na kojima su zapazene
tri karakteristicne oblasti. Zavisnost deformacije od napona u pocetnom stupnju je tzv.
Toe-ova oblast u kojoj ispitivani sistemi ispoljavaju najvecu deformaciju za najmanju
primenjenu silu. U ovoj oblasti svi ispitivani sistemi trpe deformaciju u opsegu od
2-5 %. Nadalje, usled ujednacenog trenja pri intramolekulskom klizanju polimernih
lanaca dolazi do deformacije ispitivanih sistema na linearan nacin do oko 15 %
deformacije. Vrednosti modula kompresibilnosti su izra¢unate iz nagiba linearnog dela
napon/deformacija krivih za vrednosti do 15 % deformacije. U ovoj oblasti po prestanku
delovanja sile ispitivani sistemi dobijajuju ponovo svoje pocetne dimenzije, pa se ova
oblast naziva oblast elasti¢nih deformacija. Nelinearni deo krive sa izraZzenim brzim
porastom naprezanja je oblast plasti¢nih deformacija. U ovoj oblasti dolazi do trajne
deformacije koja definiSe statiCku ¢vrstocu, a u primenjenoj mehanic¢koj analizi je
odredena kao poslednja tacka napon/deformacija krive pri dostignutoj sili od 1 N. U
tabeli 14 prikazan je uticaj masenog udela vr-CS na vrednost modula kompresibilnosti,
¢vrstoce 1 Jangovog modula elasti¢nosti za sve ispitivane sisteme na 37 °C. Na osnovu
dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da dvostruko povecanje udela vr-CS kao
komponente matrice hidrogela hg2-7/O u poredenju sa hgl-Z/O dovodi do povecanja:
modula kompresibilnosti za 93 %, Jangovog modula elasti¢nosti za 37 % 1 Cvrstoce za
94 %; dok se kod hidrogel nanokompozita hg2-NK-Z/O u poredenju sa hgl-NK-Z/O
modul kompresibilnosti i Jangov modul elasticnosti povecavaju za 6 %, a Cvrstoca za

9 %.
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Slika 45. Napon/deformacija krive PVA/vr-CS-Z/O hidrogelova i Ag/PVA/vr-CS-Z/O
hidrogel nanokompozita na 37 °C.

Tabela 14. Modul kompresibilnosti, cvrstoca i Jangov modul za PVA/vr-CS-Z/0O
hidrogelove i Ag/PVA/vr-CS-Z/0 hidrogel nanokompozite.

Modul Cvrstoca Jangov modul
Uzorak o .

kompresibilnosti (kPa) (kPa) (kPa)
hg0-Z/0 12,53 9,98 7,52
hgl-Z/O 2,24 8,41 1,34
hg2-7/0 4,33 11,52 2,60
hg0-NK1-Z/O 7,65 10,95 4,59
hgl1-NK1-Z/O 3,85 9,13 2,31
hg2-NK1-Z/O 4,10 9,96 2,46

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da svi ispitivani Ag/PVA/vr-CS-Z/O
hidrogel nanokompoziti imaju zadovoljavajucu staticku C¢vrsto¢u za biomedicinsku
primenu koja je, u poredenju sa vrednostima iz literature (Lee et al., 2009), cak za Cetiri
reda veli¢ine veca nakon sorpcije fluida u fizioloskim uslovima u trajanju od nedelju
dana.

Dinamicka merenja (slika 46 (a) 1 (b)) su izvedena za PVA/vr-CS-Z/O
hidrogelove primenom modulisane sile od 0,05 N pri frekvenciji od 0,1 Hz, uz

povecanje temperature od -20 °C do 45 °C, brzinom od 3 °C/min.

99



1)

— hg0-Z/0
— hg1-Z/0
—— hg2-Z/O

Modul saCuvane energije (kPa)

0 ——

'I’I‘I‘I'I‘l'.-l-..-___"'_T_""'_l
-15-10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Temperatura (°C)
25
© (b)
% 1 —_— 11g0-Z/0
‘“ﬂ'; 20 4 —_— hg1-2/0
’5 e g 2-2/0
2 154
o
®
sy
g 104
3
L]
3
ERA
© N 3
g —— —— = =
0

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Temperatura (°C)
Slika 46. Temperaturska zavisnost modula sacuvane energije tokom zagrevanja

PVANr-CS-Z/0 hidrogelova (a) i oblast platoa modula sacuvane energije pri
fizioloSkim uslovima (25-37 °C) (b).

Ova merenja omogucavaju ispitivanje faznog prelaza vode i stepena umreZenja
PVA/vr-CS-Z/O hidrogelova. Iz literature je poznato da su viskoelasticna svojstva
hidrogelova usko povezana sa stanjem vode 1 pokretljivos¢u polimernih lanaca
(Jiang et al., 1999). Na osnovu dijagrama zavisnosti modula sacuvane energije od
temperature (slika 46 (a)) utvrdeno je da moduli sacuvane energije imaju veée vrednosti

za hidrogelove sa ve¢im stepenom umrezenja.

Nakon uvodenja vr-CS, vecu vrednost modula sacuvane energije pokazuje

hidrogel (hgl-Z/O). Za sve ispitivane sisteme na temperaturama iznad 0 °C koja
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odgovara temperaturi topljenja leda, 77;, dolazi do izrazite relaksacije polimernih lanaca

1 faznog prelaza vode.
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Slika 47. Temperaturska zavisnost tangensa gubitka energije PVA/vr-CS-Z/0

hidrogelova.

Vrednosti modula sauvane energije se za hidrogelove naglo smanjuju sa
vrednosti od 13,5 kPa na 2,7 kPa, koje su karakteristi¢éne za meke, nabubrele polimerne
mreZze. Za hidrogel nanokompozite, temperatura topljenja kristalnih domena vode se

povecava zbog prisustva Cestica (tabela 15).

Tabela 15. Gustina umrezenja, v,, modul sacuvane energije, E’, tangens gubitka
energije za fazni prelaz vode, tan o, i temperature topljenja leda, T, za

PVANr-CS-Z/0 hidrogelove i Ag-PVA/vr-CS-Z/0 hidrogel nanokompozite.

Uzorak Vex 1077 (mol/em’) E’ (kPa) tan o Tr (°C)
hg0-Z/0 17,40 13,49 0,76 3,91
hgl1-Z/0O 5,42 4,19 5,02 4,14
hg2-7/0 3,49 2,70 5,08 5,47

hg0-NK1-Z/O 5,18 4,01 7,88 5,18
hg1-NK1-Z/O 4,96 3,84 7,19 8,41
hg2-NK1-Z/0O 7,42 5,74 0,80 8,29
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S druge strane, stanje vode u matrici bez Cestica zavisi od gustine umreZenja, $to
direktno uti¢e na modul sacuvane energije (Jiang et al., 1999). Na slici 47 prikazana je
temperaturska zavisnost tangensa gubitka, tano = E"/E’ za PVA/vr-CS-Z/O
hidrogelove. Najintenzivniji pik je dobijen za uzorak sa najmanjim stepenom umrezenja

hg2-7/0 (tan 6 = 5,08).

Dobijene vrednosti gustine umreZenja ulaze u opseg od 17,40x10” mol/cm® za
veoma umreZen PVA hidrogel (hg0-Z/O) do 3,49x10”7 mol/cm® za veoma slabo
umrezen PVA/vr-CS hidrogel (hg2-Z/0O).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da dvostruko povecanje udela
vr-CS kao komponente matrice hidrogela hg2-Z/O u poredenju sa hgl-Z/O dovodi do
smanjenja stepena umreZenja i modula sacuvane energije za 36 %, dok se tg & povecava
za 1 %. Kod hidrogel nanokompozita hg2-NK-Z/O u poredenju sa
hg1-NK-Z/O zapazeno je da stepen umrezenja i modul sacuvane energije rastu za 50 %,
dok se tg O smanjuje za 90 %. Ovaj rezultat ukazuje na znacajno poboljSanje
mehanickih svojstava hidrogel nanokompozita sa dvostrukim povecanjem udela vr-CS

(Jiang et al., 1999).

5.3.6. Kvantifikacija in vitro oslobadanja jona srebra Ag/PVA/vr-CS-Z/O

hidrogel nanokompozita u fizioloSkim uslovima

S obzirom da je na osnovu prethodnih ispitivanja u ovom radu pokazano da su
PVA/vr-CS-Z/O hidrogelovi dobri stabilizatori Ag-nanocestica, 1 da dobijeni hidrogel
nanokompoziti 1 pored prisustva vr-CS imaju zadovoljavaju¢a mehanic¢ka svojstva za
biomedicinsku primenu, ispitana je kinetika oslobadanja Ag'-jona u fiziologkim
uslovima. Primenom atomske apsorpcione spektrometrije dobijene su kumulativne
koli¢ine oslobodenih Ag'-jona (tabela 16) u vremenu optimalnom za primenu u
klinickoj praksi (oko 9 dana). Aspekt kvantifikacije Ag'-jona osobodenih iz
Ag/PVA/vr-CS-Z/O  hidrogel = nanokompozita  sintetisanth  y-zraenjem i
post-radijacionim ciklusima zamrzavanja/odmrzavanja do sada nije zabelezen u

literaturi. Za koncentracije Ag-nanodestica (15 i 16)x10™"" mol/cm’ i veli¢ine Cestica u
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opsegu od 5,8-6,4 nm je pokazano da je uspesno postignuta veca brzina oslobadanje
Ag'-jona iz Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel nanokompozita u odnosu na Ag/PVA model
sistem. Procenat oslobodenih jona posle 9 dana je oko 14 puta ve¢i u poredenju sa
prethodno sintetisanim Ag/PVA hidrogel nanokompozitima (hgl-(NK4-NK6)) koji su
pokazali antibakterijska svojstva. Moze se zakljuciti da dodatak vr-CS utice na kinetiku

oslobadanja i znacajno povecéava efikasnost procesa u fizioloskim uslovima.

Tabela 16. Kumulativno in vitro oslobadanje Ag " -jona iz Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel

nanokompozita.

Kumulativno oslobodeni Ag"-joni / masa hg-NK (ppm/g)

t (dani) hgl-NK1 hg2-NK1
1 174,8 182,5
3 290,4 374,7
5 3644 415,5
7 425,8 471,8
9 497,3 553,5
%/g 59 53

Kako bi se izvrSila procena antibakterijske snage u funkciji masenog udela vr-CS
izraCunate su vrednosti elektrodnog potencijala (slika 48 (a)) 1 Gibsove slobodne
energije (slika 48 (c)) za sluCaj kada se veli¢ine metalnih Cestica nanometarskih
dimenzija (Brainina et al., 2012). Kod hidrogel nanokompozita sa ve¢im udelom vr-CS
(hg2-NK1-Z/O) u toku prva 2 dana dobijena je veca vrednost elektrodnog potencijala,
Sto je najverovatnije rezultat dominantnog uticaja smanjenja veliCine Cestica da bi
nadalje do 9-og dana ova vrednost bila nesto niza u poredenju sa hgl-NK1-Z/O. Na slici
48 (b) nakon normalizacije ukupne koncentracije Ag-nanocestica na jedini¢nu vrednost
([Ag]=1), veca vrednost elektrodnog potencijala dobijena je za hgl-NKI-Z/O u

posmatranom vremenskom intervalu oslobadanja.
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Slika 48. Elektrodni potencijal (E) (a); Elektrodni potencijal pri [Ag]=1 (b) i Gibsova

slobodna energija (AG) (c).
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Poredenjem dobijenih vrednosti difuzionih koeficijenta fluida iz studije bubrenja
hidrogel nanokomozita primenom aproksimacije za ceo vremenski interval
(0 < SD/SD, < 100 %) (poglavlje 5.3.4., tabela 13) moze se zakljuciti da je veca
vrednost elektrodnog potencijala za hgl-NK1-Z/O hidrogel nanokompozit verovatno
posledica vec¢e vrednosti difuzionog koeficijenta fuida u kojem je rastvoren kiseonik.
IzraCunate vrednosti Gibsove slobodne energije (slika 48 (c)) potvrduju da brzina
reakcije oksidacije u inicijalnom stupnju ima nagli porast koji je izrazeniji kod sistema
sa manjom veli¢inom Cestica, te se moze zakljuciti da je ovaj efekat tj. uticaj veli¢ine
povrsine dostupne za oksidaciju, dominantan u inicijalnom stupnju. Potencijal
oksidacije u duzem vremenskom intervalu zavisi i od brzine difuzije fluida te srazmerno
smanjenju brzine difuzije opada 1 potencijal oksidacije. Veca vrednost Gibsove
slobodne energije je dobijena za hg2-NK1-Z/O hidrogel nanokompozit nakon drugog
dana oslobadanja (slika 48).

5.3.7. Kineticki modeli in vitro oslobadanja jona srebra iz Ag/PVA/vr-CS-Z/O

hidrogel nanokompozita

Primenom farmakokinetickih modela izvrSena je klasifikacija procesa oslobadanja
bioaktivne komponente iz hidrogel nanokompozita. Parametri in vitro oslobadanja Ag -
jona iz Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel nanokompozita (hgl- i hg2-)NK1-Z/O prikazani su
u tabeli 17. Na slici 49 (a) eksperimentalno dobijena nelinearna zavisnost oslobodenih
Ag'-jona je analizirana primenom odgovarajuéih farmakokineti¢kih modela. Na osnovu
ovih modela moguce je odrediti uticaj veli¢ine Ag-nanocestica, potvrditi tip difuzije

bioaktivnih jona kao i doprinos difuzije u odnosu na relaksaciju polimernih lanaca.

Korsmejer-Pepasov model prikazan na slici 49 (b), potvrduje da sa uvodenjem
vr-CS dolazi do promene kinetike oslobadanja Ag'-jona. Na osnovu vrednosti
Korsmejer-Pepasovog eksponenta (n > 0,5) (tabela 17) za (hgl- i hg2-)NK1-Z/O
uoceno je da je proces oslobadanja slozen jer je istovremeno kontrolisan i brzinom
difuzije 1 brzinom relaksacije polimernih lanaca. Hinu¢i model (slika 49 (c)) za hidrogel
nanokompozite sa vr-CS daje neSto manje slaganje sa eksperimentano dobijenim

vrednostima (R° = 0,97) u poredenju sa Ag/PVA model sistemima (R’ = 0,99), na

105



osnovu Cega proisti¢e da brzina difuzije fluida kroz hidrogel nanokompozit, kao i
relaksacija polimernih lanaca nisu zanemarljive. Ovaj vremenski zavisni doprinos
rezultuje ¢injenicom da difuzija bioaktivne komponente u posmatranom vremenskom

intervalu ima sloZenu nelinearnu zavisnost.
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Slika 49. Matematicko modelovanje oslobadanja Ag -jona iz Ag/PVA/vr-CS-Z/0
hidrogel nanokompozita: (a) kumulativno oslobodeni Ag -joni, (b) Korsmejer-Pepas,

(c) Hinu¢i, (d) Hikson-Krovel, (e) Kopca, (f) Makoid-Banakar.
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Dobijene vrednosti &z za oba sistema sa vr-CS su konstantne i nalaze se na granici
vrednosti ky dobijenih za Ag/PVA model sisteme izmedu manjih hgl-(NKI1-NK3) i
vecih koncentracija Ag-nanocestica hgl-(NK4-NK6). Ovaj rezultat ukazuje na Cinjenicu
da inicijalno ve¢a masena koncentracija Ag-nanocestica u hidrogel nanokompozitima
(hgl- i hg2-)NK1-Z/O daje veci koeficijent difuzije bioaktivne komponente u poredenju
sa Ag/PVA model sistemima.

Tabela 17. Rezultati modelovanja oslobadanja Ag " -jona.

Uzorak Korsmejer-Pepas Hinuci Hikson-Krovel
k, k, k
y n R Hl/z R Hf/3 ’
(%/s") (%0/s7) (%0/s")
hgl-NK1-Z/O 10,98 0,51 0,94 0,115 0,97 0,975 0,96
hg2-NK2-Z/O 5,95 0,56 0,95 0,115 0,97 0,967 0,94
Uzorak Kopca Makoid-Banakar
A Bx10° 5 ks 7 2
1 R n cx10 R
(%/s"7)  (%/s) (%0/s)
hgl-NK1-Z/O 0,140  -3,52 0,98 0,234 0,45 0,75 0,98
hg2-NK2-7Z/0 0,132 -249 098 0,114 0,51 2,00 0,98

Hikson-Krovel model (slika 49 (d)) opisuje zavisnost brzine oslobadanja Ag"-jona
od specifitne povrSine Ag-nanocestica. Dobijene vrednosti koeficijenata korelacije
(R* = 0,94 i 0,96) su relativno niske u poredenju sa ostalim modelima, te potvrduju
¢injenicu da je ova zavisnost izraZena u inicijalnom stupnju, a da u duZem vremenskom

intervalu dominantan uticaj imaju difuzija fluida i relaksacija polimernih lanaca.

Kopca 1 Makoid-Banakar modeli (slika 49 (e) i (f)) daju najbolje slaganje sa
eksperimentalno dobijenim vrednostima (R’ = 0,98). Rezultati dobijeni primenom
Kopca modela, za sve ispitivane hidrogel nanokompozite, ukazuju da je parametar
A >> B, odn. da je proces oslobadanja Ag'-jona iz Ag/PVA/vr-CS hidrogel
nanokompozita difuziono kontrolisan. Kopca modelom je takode potvrdena prethodno
izraCunata zavisnost potencijala oksidacije od brzine dotoka kiseonika fluidom, kojim se

uspostavlja veéi gradijent koncentracije Ag'-jona. Vrednost Makoid-Banakar parametra
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nyp manja je za uzorak hgl-NK1-Z/O. Ovako dobijena vrednost parametra n,; daje
brzi porast Makoid-Banakar funkcije i samim tim brze oslobadanje Ag'-jona. Ovo je u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim primenom Eterove aproksimacije Fikovog zakona
na ceo interval procesa bubrenja hidrogel nanokompozita (tabela 13) koji sadrze vr-CS
(Ag/PVA/vr-CS-Z/O) na osnovu kojih je veéa vrednost difuzionog koeficijenta dobijena
za hgl-NK1-Z/O.

U tabeli 18 prikazane su korelirane vrednosti kumulativno oslobodenih Ag'-jona
po jedinicnoj masi hidrogel nanokompozita za biomedicinsku primenu, koji bi se

koristili kao zavoji za zarastanje rana ili kao mekotkivni implanti.

Tabela 18. Korelacija vrednosti kumulativno oslobodenih Ag -jona po jedinicnoj masi

hidrogel nanokompozita sa primenom u klinickoj praksi.

Kumulativno oslobodeni Ag"-joni / masa hg-NK

(ppm/g)
Uzorak Antibakterijski zavoji za rane Mekmklw?l
implanti
Posle 48h Posle 72h Posle 2h
hgl-NK1 249,5 331,0 57,3
hg2-NK1 2724 372,5 44,5

Izracunavanje potencijala oksidacije Ag-nanocestica u sistemima sa vr-CS
(Ag/PVA/Nr-CS) pokazala su da je kinetika oslobadanja Ag'-jona u fizioloskim
uslovima povezana sa velicinom Ag-nanocestica u toku prva 2 dana. Ova ispitivanja
daju mogucénost uspostavljanja korelacije dobijenih vrednosti kumulativno oslobodenih
Ag'-jona po masi hidrogel nanokompozita sa vremenskim intervalom primene u

klinickoj praksi (na svakih 48 h ili 72 h (Jamuna-Thevi et al., 2011)).
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5.3.8. Antibakterijska aktivnost in vitro oslobodenih jona srebra iz

Ag/PVA/vr-CS-Z/0 hidrogel nanokompozita

Test antibakterijske aktivnosti na bakterije E. coli 1 S. aureus za
Ag/PVA/vr-CS-Z/O hidrogel nanokompozit (hg2-NK1-Z/O) prikazan je na slici 50.
Hidrogel nanokompozit (hg2-NK1-Z/O) ima antibakterijska svojstva koja su izraZenija
na bakterije S. aureus pri ¢emu je dobijena primetna zona inhibicije od oko 14 mm za

veli¢inu diska pre¢nika 6 mm.

Slika 50. Test antibakterijske aktivnosti na E. coli i S. aureus bakterije za

hg2-NK1-Z/O.
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5.4. Optimizacija radijaciono-hemijske metode za in situ sintezu

Ag/PVA/vr-CS hidrogel nanokompozita

5.4.1. Sinteza i karakterizacija Ag/PVA/vr-CS-in situ hidrogel nanokompozita

Ispitivanje mogucnosti sinteze Ag/PVA/vr-CS-in situ hidrogel nanokompozita
odnosi se na optimizaciju radijaciono-hemijske metode za dobijanje hidrogel
nanokompozita u jednostepenom tehnoloskom koraku. Ovaj napredan nacin sinteze
omogucava istovremeno formiranje polimerne mreze i inkorporaciju Ag-nanocestica, ali
1 sterilizaciju dobijenog materijala, S§to je veoma bitno sa stanoviSta njegove

potencijalne biomedicinske primene.

ULj/Vid spektroskopskom analizom je pracena sinteza Ag-nanocestica
jednostepenim procesom (slika 51). Za kontrolni uzorak bez vr-CS (hg0-NK1-in situ)
(crna kriva) zapaza se karakteristicna intenzivna traka povrSinskog plazmona srebra u
oblasti od 392-406 nm, koja je saglasno literaturi karakteristicno za sferne Cestice, pri
¢emu povecéanje apsorbovane doze indukuje povecanje intenziteta apsorpcije tj suzava
raspodelu veli¢ina Cestica (Pacioni et al.,, 2005; KrkljeS et al, 2009;

Jovanovi¢ et al., 2011).
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Slika 51. ULj/Vid spektri Ag/PVA/vr-CS-in situ hidrogel nanokompozita, dobijeni
simultanim umrezavanjem polimera i sintezom Ag-nanocestica, nakon apsorbovane

doze od: (a) DI = 130, (b) D2 = 170 i (b) D3 = 200 kGy.
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U prisustvu vr-CS (hgl-NK1-in situ (crvena kriva) i
hg2-NK1-in situ (plava kriva)) moze se primetiti veoma slaba apsorpcija u oblasti od
400-500 nm. Zbog cCinjenice da svi uzorci imaju istu pocetnu koncentraciju srebra,
saglasno literaturi je pretpostavljeno da prisustvo vr-CS dovodi do kompleksiranja
manjih klastera srebra, kao Sto je pokazano jednacinama ((11)-(16)) (poglavlje 2.3.2.),
koji se ne mogu pratiti apsorpcijom u ULj/Vid oblasti spektra (Wang et al., 2011).

Hidrogel nanokompoziti su analizirani fluorescentnom 1 fotoelekronskom
spektroskopijom X-zracima (XPS). Intenzivna emisija na fluorescentnim spektrima
(slika 52 (a)) je najverovatnije posledica kuplovanja emisije Ag-klastera i vr-CS u istoj
oblasti spektra, te se na osnovu samo ovih ispitivanja ne moze nedvosmisleno utvrditi
prisustvo Cestica manjih od 2 nm (Wang et al., 2011). S druge strane, XPS analiza (slika
52 (b)) jasno ukazuje da su inkorporirani klasteri srebra u metalnom stanju, sa
karakteristiénim energijama vezivanja dubleta na 368 eV i 374 eV za Ag 3ds; i

Ag 3ds,, redom.
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Slika 52. Fluorescentni spektri Ag/PVA/vr-CS-in situ hidrogel nanokompozita (a) i
visoko rezolucioni XPS spektri Ag 3d;,; i 3ds;; nivoa za hgl-NKI-in situ (b).
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5.4.2. Antibakterijska aktivnost in vitro oslobodenih jona srebra iz

Ag/PVA/vr-CS-in situ hidrogel nanokompozita

Na slici 53 prikazan je reprezentativni test antibakterijske aktivnosti
Ag/PVA-in  situ  (kontrolni uzorak br. 11) 1 Ag/PVA/Nr-CS-in situ
(hg2-NK1-in situ br. 12) na gram-pozitivne S. aureus 1 gram-negativne E. coli bakterije.
Za hidrogel nanokompozit sa ve¢im udelom vr-CS (disk pre¢nika 12 mm) zapaza se
pojava zone inhibicije na E. coli bakterije od oko 22 mm i nesto veca zona inhibicije na
S. aureus bakterije od oko 31 mm. Smanjenjem veli¢ine Ag-nanocestica do klastera
ispod 2 nm, ali i ve¢im antibakterijskim dejstvom vr-CS, dobijen je srebro/hitozan
sinergijski efekat in vitro antibakterijske aktivnosti na S. aureus 1 E. coli bakterije,

saglasno literaturi (Strand et al., 2003).

Slika 53. Test antibakterijske aktivnosti na bakterije E. coli i S. aureus: hg0-NK1-in situ
(br. 11) i hg2-NK-in situ (br. 12).

Ovi obecavaju¢i rezultati pruzaju mogucnost razvoja i1 optimizacije kako
jednostavnog jednostepenog radijaciono-tehnoloskog procesa sinteze, tako i svojstava
Ag/PVA/vr-CS hidrogel nanokompozita kao biomaterijala za isporuku antibakterijskih

agenasa unutar bezbednih terapeutskih doza.
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6. ZAKLJUCAK

Razvijena je jednostavna metoda sinteze koriS¢enjem prednosti radijaciono-hemijske
nanotehnologije i ovladano je elementima projektovanja antibakterijske funkcije. U tom
smislu su prvo sintetisani Ag/PVA hidrogel nanokompoziti kao model sistemi koji su
omogu¢ili da se stekne uvid u kontrolu i odrzivost oslobadanja Ag -jona u vremenu i
koncentraciji koja je optimalna za primenu u medicinskoj praksi. Utvrdeno je da su
in vitro profili oslobadanja Ag'-jona sli¢ni profilima oslobadanja lekova, te je bilo
moguce primeniti farmakokineticke modele za analizu kinetike oslobadanja. Utvrdeno
je da je apsolutna vrednost koncentracije Ag -jona oslobodena iz model sistema u
opsegu antibakterijskih terapeutskih ppm koncentracija, kao 1 da je odrziva u vremenu
potrebnom u biomedicinskoj praksi. Modeli koji daju najbolja poklapanja sa
eksperimentalno dobijenim vrednostima su farmakokineticki modeli Kopca i Makoid-
Banakar. Iz odnosa parametara dobijenih primenom modela Kopca, utvrdeno je da je
oslobadanje 4g -jona difuziono kontrolisan proces (Fikova difuzija), i zavisi ne samo
od molarne koncentracije vec i od veli¢ine Ag-nanocCestica, dobijenih pre¢nika u opsegu
od 6,5-8,5 nm. Ovaj rezultat je u skladu sa ve¢om specificnom povr§inom oksidacije i
vecom rastvorljivoséu manjih Ag-nanocestica dobijenom primenom
Ostvald-Frojndlihove jednacine. Medutim, pokazalo se da oksidacioni potencijal Ag-
nanocestica zavisi 1 od difuzionih svojstava fizioloSkog fluida, dobijenih analizom
kinetickih aspekata bubrenja. Sa povecanjem difuzionog koeficijenta brzi je dotok
rastvorenog kiseonika potrebnog za oksidaciju. Test antibakterijske aktivnosti na gram-
pozitivne S. aureus 1 gram-negativne E. coli bakterije je pokazao da koncentracija
oslobodenih Ag"-jona mora da bude iznad minimalne inhibitorne koncentracije koja se
za Ag -jone (MIKa.) nalazi u opsegu od 0,78-6,25 ppm. Model sistemi sa
koncentracijama oslobodenih jona iznad MIK .+ vrednosti su pokazali antibakterijska
svojstva na S. aureus 1 E. coli. Na osnovu analize model sistema utvrdeno je da se pri
projektovanju antibakterijske funkcije Ag/hidrogel nanokompozita mora ovladati
parametrima koji je odreduju, a to su veliCina Cestica, njthova molarna koncentracija, ali

1 difuzionim svojstvima fluida.
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Prelaskom sa model sistema na sisteme koji sadrze CS utvrdeno je da se uvodenjem CS
i variranjem odnosa polimera u PVA/CS blendama dobijaju nanocestice manjih
dimenzija u sluc¢aju kada je sadrzaj PVA u blendi ve¢i od 50 %, te da je moguce
kontrolisati veli¢inu Cestica variranjem odnosa PVA/CS komponenti. S druge strane,
radijaciono-hemijska metoda degradacije CS se pokazala kao adekvatna i jednostavna
metoda za povecanje rastvorljivosti CS do fizioloskih pH vrednosti (pH=7,4),
raskidanjem glukozidnih veza i iniciranjem Majarove reakcije €iji produkti doprinose

povecanju antibakterijskih svojstava.

Potvrdeno je da je modifikacija CS do vodorastvornog derivata (vr-CS) omogucila
sintezu trodimenzione polimerne mreze hidrogela. Kombinovanje radijaciono-hemijske
metode  umrezavanja PVA 1 vr-CS sa  post-radijacionim  postupkom
zamrzavanja/odmrzavanja je dalo dobre rezultate u smislu stabilnosti matrice u kojoj je
CS inkorporiran putem kovalentnog i vodoni¢nog vezivanja u kristalnim domenima.
PVA/vr-CS-Z/O matrica je adekvatna za sintezu i stabilizaciju nanocestica sfernog
oblika, sa pre¢nikom od oko 10 nm. Rezultati mehanicke karakterizacije pokazali su da
Ag/PVA/vr-CS-Z/O imaju zadovoljavajuéu mehani¢ku ¢&vrstoéu za biomedicinsku
primenu. Dvostruko povecéanje udela vr-CS kao komponente matrice hidrogela dovodi
do porasta modula kompresibilnosti za 93 %, Jangovog modula elasti¢nosti za 37 %,
kao 1 ¢vrstoce za 94 %, dok se kod hidrogel nanokompozita modul kompresibilnosti 1
Jangov modul elasti¢nosti povecavaju za 6 %, a ¢vrstoca za 9 %, dobijeno analizom u
statiCkom modu. Potvrdeno je da su viskoelasti¢na svojstva hidrogelova i1 hidrogel
nanokompozita usko povezana sa stanjem vode 1 pokretljivos¢u polimernih lanaca, Sto
je dobijeno analizom u dinami¢kom modu. Dvostruko povecanje udela vr-CS kao
komponente matrice hidrogel nanokompozita dovodi do porasta stepena umreZenja i
modula sacuvane energije za 50 %, dok se #g 6 smanjuje za 90 %. Dobijeni rezultati su
pokazali znacajno poboljSanje mehanickih svojstava hidrogel nanokompozita,
namenjenih za primenu u obliku antibakterijskih obloga za leCenje rana. Transportna
svojstva matrica bez prisustva Cestica imaju Fikov tip difuzije fluida i1 rastu sa
uvodenjem vr-CS u matricu. Sa uvodenjem nanocestica, tip difuzije je ne-Fikov, a
vrednosti difuzionih koeficijenata su manje sa uvodenjem vr-CS u matricu.
Farmakokineticki modeli oslobadanja Ag'-jona su pokazali da je brzina oslobadanja

jona kontrolisana difuzijom jona i brzinom relaksacije polimernih lanaca (ne-Fikova
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difuzija) za razliku od Ag/PVA model sistema, a da oslobadanje Ag'-jona ne zavisi
samo od ukupne molarne koncentracije, ve¢ je rezultat i veli¢ine Ag-nanocestica.
Utvrdeno je da oksidacioni elektrodni potencijal i Gibsova slobodna energija odn.,
antibakterijska snaga ovih sistema zavise kako od veli¢ine Ag-nanocestica, tako i od
difuzionih svojstava fluida utvrdenih analizom kinetickih aspekata bubrenja.
Ustanovljeno je da se Ag/PVA model sistem pokazao adekvatnim za analizu elemenata
potrebnih za projektovanje antibakterijske funkcije, s obzirom da su 1 u
Ag/PVA/Nt-CS-Z/O sistemima uoéene zavisnosti oslobadanja Ag'-jona od veli¢ine

Cestica i difuzionih svojstava fluida.

Unapredenje antibakterijske aktivnosti Ag/PVA/vr-CS-Z/O postignuto je sinergijom
Ag-nanoCestica sa vr-CS, pa su se za red veliine niZe molarne koncentracije
Ag-nanoCestica u poredenju sa Ag/PVA hidrogel nanokompozitima pokazale
efikasnijim na S. aureus bakterije. Ovaj efekat je jo§ izraZeniji kod sistema koji su
sintetisani u jednostepenom procesu radijaciono-hemijske sinteze
(Ag/PVA/vr-CS-in situ). Potvrdeno je da je putem uvodenja radijaciono-modifikovanog
prirodnog polimera CS, kao 1 optimizacijom radijaciono-hemijske metode, moguce
posti¢i  jednostavan postupak sinteze terapeutskog sredstva sa efikasnijom

antibakterijskom funkcijom.

Na kraju se moZe zakljuditi da zavisnosti oslobadanja antibakterijskih Ag'-jona od
molarne koncentracije Cestica i1 njihove veli¢ine odn. specifi¢ne povrSine, kao i1 od
njihovih fizi€¢kohemijskih 1 termodinamickih svojstava, ali 1 od difuzionih svojstava
fluida, ¢ine elemente koji su neophodni za adekvatno projektovanje odrzive i
kontrolisane antibakterijske funkcije hidrogel nanokompozita. Koncept projektovanja
antibakterijske funkcije na osnovu utvrdenih elemenata do sada nije zabeleZzen u
literaturi. Antibakterijska sredstva na bazi Ag-nanocestica i biopolimera CS, sa ve¢om
biodostupnoséu koja je obezbedena adekvatnim projektovanjem materijala, kao 1
inovativno kombinovanje ovih komponenata jednostavnim postupkom sinteze,
primenjeno u ovoj doktorskoj disertaciji, moze doprineti reSavanju aktulenog problema

rezistencije u odnosu na antibiotike.
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MNoTnucaxsu-a Jenena Kpctuh

Bpoj uHoekca 311110

W3jasreyjem
Aa je NoKTopCKa AucepTauuja rnoj Hacrosom

Pagnonuiuykl CUHTETUCaHW HAHOKOMNOIUTHH MaTepuiany Ha Baau
NOAW{BAHKN AMNKOXona), XMTo3aHa W HaHoJYecTuua EEEEQ& HQDiBKTEBEIHH 3d

DromMeanUMHCKY NPUMEHY

= [Ee3YNTaT CONCTBEHOr UCTpaXUBAuKDr paga,

e fanpeanoxeHa avcepTauMja y UenuHu i y genosuma Huje Buna npegnoxena
3a nobujarke GUNO KOje QMNNOME NpPeMa cTYAM|CKMM NporpamMumMa Apyrux
BMCOKOLLKONCKUX YCTaHOBa,

e /13 Cy peayntarty KOPeKTHD HaBEdEeHW 1

e [a HMGam Kpluwuo/na ayTopcka npasa v KOpUcTUO MHTENeKTYanHy CBOojuHY
Apyrink nuua.

MoTnuc QokTopaHaa

Y Beorpaay, 01.12.2016.

@aﬁa\‘ Frena

Jeneuxa Kpctuh
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTM LUTAMMaHe U ereKTPOoHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Vime 1 npesnmve aytopa JeneHa Kpcruh

Bpoj nHoekca 311/10

Cryaumjckn nporpam

HacnoBpaga___Paguonutuyky CUHTETUCAHW HAHOKOMMO3UTHI MaTepwjany Ha 6asu
nonv(BUHWI ankoxona), XutosaHa U HaHoYecTuua cpebpa
npojekToBaHu 3a BUOMEANLIMHCKY NPUMEHY

MeHTOp npod. Ap Bepa OoHayp u ap Anekcangpa Pagocasrbesuh

MoTnucaHwu/a Jenexa Kpctuh

W3jaBrbyjem Oa je wWramnaHa Bepauja Mor JOKTOPCKOr paja WCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
Bepauju Kojy cam npegao/na 3a objaBreuBare Ha noprany [OurutanHor
penosuTopujyma YHuBepzuteTta y Beorpagy.

[o3sorbaBam ga ce objaBe Moju NMUYHM nogauu BesaHu 3a fobujarse akagemckor
3Bakba [OKTOpa Hayka, Kao WTO Cy MMe U npesume, roavuHa U MecTo pohewa 1 gatym
onbpaHe papga.

OBM nuyHM nogaum mory ce o06jaBuTM Ha MpexHuM cTpaHuuaMa aurutanHe
BUBNMoTEKe, Y eNneKTPOHCKOM KaTarnory 1 y nybnvkauujama YHusepauteta y beorpagy.

MoTtnuc goktopaHaa

Y beorpagy, 01.12.2016.

Kot Jorete

JeneHavacmh
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Mpwunor 3.

WUzjaea o kopuwhery

Osnawhyjem YuueepaureTcky Gubnuotexy .Ceertosap Maprosuh® na y Jururandu
penoavTopujym YHueepauteta y Beorpagy ywece mojy QOKTOpCKY Auceprauujy nog
HACNOBOM:

POAMOAMTMYKM CHHTETUCOHM HOHOKOMIMO3WTHK Mareprjaam Ha Haan
MoAM{BMHMA OAKOXOAQ), XMTOIQHA W HOHOYECTMLG cpebpa NPojeKTaBaHK
10 BUOMEAMUMHCKY NpWMEHY

KDja je Moje ayTopcko aeno.

[ucepTauunjy ca cBWM NpMNosMma npegac/na cam y enskTpoHCKoM (PopMary norogHom
34 TpajHO apXuBMpaHse.

Mojy AokTopoky AMcepTauujy noxparseHy y [durutantu penoautopujym YHusepauTeta
y Beorpany Mory Aa Kopucte cew koju nowTyjy oapeabe cagpwase y onabpaHom Tany
nuueHle KpeatnanHe aajeaHuie (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTOpPCTBO
2. AYTOPCTBO = HBKOMEDUMWjaNHD
@"—\y’TGpETEﬂ — HekoMmepumnjanHo — Gea npepage
4. AYyTOPCTBO — HEKOMEPLM]ANHO — ABNWTH NOL MCTUM YCNoBMMA
5. Aytopcreo — Bea npepage
6. AyTOPCTBO — A@NUTH NOL UCTUM YCNOBUME

(MonWMo Aa 380KpYMMTE camo jenHy Of wWecT noHyhedux NUUeHUW, kpatak onuc
NULEHLM AT je Ha nonefjuHia nucra),

MoTnwc aoxkTopaHga

Y Beorpagy, 01.12.2016.

o o )

" Jenewa Kpctuh
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1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMmHOXaBawe, AUCTPUBYUMjy U jaBHO caoniiTaBahe
Aena, n npepajge, ako ce HaBefe nMMme aytopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
uUnu gaesaoua nuueHue, Yak u 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX
nUeHUMN.

2. AyTopCcTBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake, QUCTPUBbYLMjy 1 jaBHO
caornwTasawe fena, v npepage, ako ce HaBe[e MMe aytopa Ha HayuH oapeheH of
CTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahE,
ANCcTpmnbyunjy n jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka WUIu
ynoTpebe gena y CBOM ferny, ako Ce HaBede ume aytopa Ha HadvH ogpeheH opf
cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM NULEHLOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuujanHo — Jenutn nog Uctum ycrosuma. [JosBorbaBaTte
YMHOXaBare, AMCTpMbyLmjy 1 jaBHO caonwitaBawe fena, u npepage, ako ce HaBene
MMe aytopa Ha HayuH ofdpefNeH oA CcTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHLe W ako ce
npepaga Auctpubympa nog WCTOM MMM CAMYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBake, OUCTPUOYLM)y U jaBHO
caonwTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBara nnu ynotpebe genay cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wvnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Jo3BoSbaBa koMepumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO - Oenutu nog WCTUM ycrioBuma. [Jo3BorbaBate YMHOXaBake,
ANCTpnbyumjy 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBege nMe aytopa Ha
HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa WM JaBaoua nuueHue W ako ce npepaga
anctpubympa nog WUCTOM MM cnudHOM nvueHuom. OBa nuueHua [03BOSbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBEpCKUM nuueHuama,
O[HOCHO INnLEeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.
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