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Modifikacija alginata, celuloze i ksilana iz éelijskog zida biljaka,

fenolnim jedinjenjima i aminima, za dobijanje hidrogelova

IZVOD

Polisaharidi biljnog ¢elijskog zida nalaze se u prirodi u velikim koli¢inama,
relativno su jeftini i lako dostupni i stoga predstavljaju odli¢an polazni izvor za
sintezu novih materijala i proizvodnju hidrogelova za imobilizaciju enzima i

lekova.

U prvom delu ove teze upotrebljen je alginat za imobilizaciju peroksidaze
(HRP) i dehidrogenatnih polimera (DHP) koniferil alkohola. Za enzimsku
imobilizaciju testirane su razli¢ite kombinacije nativnog, oksidovanog i
aminovanog alginata i enzima. Kao najbolja pokazala se aminovana HRP
kovalentno vezana za oksidovani alginat, sa poveanom termostabilnos¢u i
stabilnos¢u u organskim rastvara¢ima. DHP je sintetisan enzimskom
polimerizacijom, zatim je meSan sa alginatom i sve je gelirano jonima Ca?*. DHP—
alginatni gel pokazao se kao efikasno antimikrobno sredstvo na razli¢itim Gram

(+) i Gram (-) bakterijama.

U drugom delu teze izolovan je ksilan iz ¢okova kukuruza, uvedene su mu
karboksilne grupe dvostrukom karboksimetilacijom, a onda je dalja modifikacija
nastavljena oksidacijom sa perjodatom (u razli¢itim molskim odnosima) i
reduktivnom aminacijom sa tiraminom. Dobijeni polimeri razli¢itih stepena
modifikacije (5-20%) koristeni su za dobijanje mikrokuglica hidrogela,

polimerizacijom u emulziji. Kao model enzim imobilizovana je amiloglukozidaza i



na osnovu najvise specificne i vezane aktivnosti, kao najbolji nosa¢ pokazao se 10%

tiramin-ksilan.

U tre¢em delu teze sintetisana tiramin—celuloza upotrebljena je kao nosac za
dostavljanje (drug delivery) ketoprofena. Otpustanje ketoprofena na pH 1,5
iznosilo je 8-11%, a na pH 7,4 78-79% nakon 4 sata pracenja. Dostavljanjem
ketoprofena na ovaj na¢in omogucava potencijalno izbegavanje nezeljenih efekata
leka na sluznicu Zeluca i njegovo ciljano otpustanje u crevima na visim pH

vrednostima.

Kljuc¢ne reci: alginat, celuloza, ksilan, perjodatna oksidacija, reduktivna aminacija,

tiramin, hidrogel, imobilizacija

Naucna oblast: Hemija
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UDK: 577.114



Modification of alginate, cellulose and xylan from plant cell wall,

with phenolic compounds and amines, for obtaining hydrogels

ABSTRACT

Polysaccharides from plant cell wall are found in nature in large quantities,
they are relatively cheap and readily available, and therefore present an excellent
source of starting material for the synthesis and production of new hydrogels for

immobilization of enzymes and drugs.

In the first part of this thesis alginate has been used for immobilization of
peroxidase (HRP) and dehydrogenated polymers (DHP) of coniferyl alcohol.
Different combinations of native, oxidized and aminated alginate and HRP were
tested for the enzyme immobilization. Aminated HRP covalently bound to the
oxidized alginate proved to be the best combination, with increased thermal and
stability in organic solvents. DHP was synthesized by enzymatic polymerization,
and then mixed with alginate and Ca?* ions to obtain gel. DHP—-alginate gel
showed effective antimicrobial activity against a variety of Gram (+) and Gram (-)

bacteria.

In the second part, xylan from corn cobs was isolated by alkaline extraction,
carboxymethylated twice, then further modified by oxidation with periodate (in
different molar ratios) and coupling with tyramine. The resultant polymers
varying in degrees of modification (5-20%) were used to obtain hydrogel

microspheres, by the emulsion polymerization. Amyloglucosidase was used as a



model compound for enzyme immobilization and 10% modified tyramine-xylan

has proved to be the best carrier.

In the third part, tyramine-cellulose was used as a carrier for drug delivery
of Ketoprofen. After 4 hours of monitoring release of ketoprofen at pH 1,5 was 8-
11 %, and at pH 7,4 was 78-79%. In this way, by controlled release of the drug at
different pH values, it could be possible to avoid side effects of the drug on the

stomach mucosa and its targeted release in the intestines, at higher pH.

Keywords: alginate, cellulose, xylan, periodate oxidation, reductive amination,

tyramine, hydrogel, immobilization

Academic Expertise: Chemistry
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Lista skracenica

HRP - peroksidaza iz rena

M - manuronska kiselina

G - guluronska kiselina

EDTA - etilendiamin tetra sirc¢etna kiselina

CD - ciklodekstrin

CN - cijanogen

EDC - 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
Alg - alginat

DMACc - N, N-dimetilacetamid

NMMO - N-metilmorfolin-N-oksid monohidrat
DMSO - dimetilsulfoksid

DMF - dimetilformamid

TPP - tripolifosfat

PEG - polietilen glikol

PLLA — poli(L-mle¢na kiselina)

PEO - polietilen oksid

PPO - polipropilen oksid

PAA - poliakrilna kiselina

PMA - polimetakrilna kiselina

PVA - polivinil alkohol

HEPES - 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-etanesulfonska kiselina
DHP - dehidrogenatni polimer

MIC - minimalna inhibitorna koncentracija

MBC - minimalna baktericidna koncentracija



INT - 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolijum hlorid
SMCA - Na-monohloroacetat

CMX - karboksimetilksilan

UV - ultraljubicasto

FT-IR - Furijeova transformacijska infracrvena
SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija
Tris - tris(hidroksimetil)aminometan

Gox - glukoza oksidaza

DNS - 3,5-dinitrosalicilna kiselina

Tyr - Cel - tiramin-celuloza

Sp - specifi¢na aktivnost

Tyr - Xyl - tiramin-ksilan

KP - ketoprofen
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1. UVOD

Poslednjih godina u nau¢nim krugovima, a posebno u oblasti nauke o
materijalima, u ZiZu interesovanja dospeli su biopolimeri. Glavne karakteristike
ovih materijala, koje su doprinele njihovoj povecanoj popularnosti, jesu jeftino
dobijanje iz obnovljivih izvora i biorazgradivost. Polisaharidi su klasa biopolimera
koji su 8iroko zastupljeni u prirodi, posebno u celijskom zidu biljaka. Tri glavne
organske komponente celijskog zida kopnenih biljaka su celuloza, hemiceluloza i
lignin, dok se glavni morski polisaharid, kako ¢esto nazivaju alginat, nalazi u

¢elijskom zidu mrkih algi [1].

Zahvaljujuéi postojanju brojnih funkcionalnih grupa, polisaharidi su
pogodan polazni materijal za razli¢ite vrste hemijskih modifikacija, a pored toga
jonizabilne grupe doprinose njihovoj hidrofilnosti i vezivanju suprotno
naelektrisanih molekula i jona, sto ih ¢ini odlicnim kandidatima za pravljenje
hidrogela [2]. Imobilizacija u hidrogelovima omogucava blage uslove imobilizacije
i zaStitu imobilisanog enzima ili leka od $tetnih uticaja iz spoljasnje sredine [3]. Za
enzime je prednost to Sto ostaju zarobljeni unutar pora gela i mogu da se koriste
vise puta u ponavljajuéim ciklusima, dok je kod fizioloski aktivnih supstanci
najveéa prednost upotrebe hidrogela tzv. kontrolisano otpustanje. “Pametni”
hidrogelovi reaguju na spoljasnje stimulise, i omogucavaju otpustanje supstanci u

zavisnosti od pH, temperature, elektri¢nog ili magnetnog polja i sl. [4].

Cilj ovog doktorata bio je koriséenje jeftinih prirodnih polimera iz
obnovljivih izvora kao nosaca za imobilizaciju enzima koji bi se mogli koristiti u

prehrambenoj, poljoprivrednoj i farmaceutskoj industriji, i lekovitih supstanci, koji



bi nasli primenu u medicini i farmaciji. U tu svrhu su koriSteni nativni i
modifikovani alginat, izolovan je i modifikovan ksilan iz ¢okova kukuruza,
modifikovana je komercijalna celuloza i pravljeni su hidrogelovi od ovih polimera.
Kao model sistemi za imobilizaciju enzima upotrebljene su peroksidaza iz rena
Armoracia rusticana (HRP) i amiloglukozidaza iz gljive Aspergillus niger, a za
imobilizaciju lekovitih supstanci upotrebljen je ketoprofen i sintetisan je
dehidrogenatni polimer koniferil alkohola. Optimizovani su uslovi imobilizacije,
nacin i stepen modifikacije, koli¢ina imobilizovanih supstanci i ostali parametri,

kako bi se dobile najbolje karakteristike Zeljenih imobilizata.



2. PREGLED LITERATURE

21. Alginat

Alginat je prirodni polisaharid, zastupljen u celijskom zidu braon morskih
algi (Phaeophyceae) i kapsulama zemljisnih bakterija (Pseudomonas i Azotobacter) [5-
7]. Njegova bioloska uloga u algama je strukturna, pruZzaju¢i im istovremeno
mehani¢ku ¢vrstinu i fleksibilnost. Kod bakterija bioloska funkcija alginata je
manje poznata. Zna se da je znacajan za formiranje cisti kod vrste Azotobacter
vinelandii, Stite¢i na taj nacin Celije od isusivanja i mehanickog stresa [8]. 1z braon

algi na svetskom nivou proizvede se 38.000 tona alginata godisnje [9].

OH
OH o) OH
_.|-0 O 0 -0
HO%\ HO nO'
O OHJ
G M

Slika 1. Deo polisaharidnog lanca alginata. G - guluronska kiselina, M -

manuronska kiselina

Molekulska masa komercijalno dostupnih alginata varira u Sirokom opsegu
od 32.000 - 400.000 g/mol. Viskozitet rastvora zavisan je od pH vrednosti i dostize
najvisu vrednost pri pH oko 3 - 3.5 [10]. Po strukturi alginati predstavljaju linearne
nerazgranate dvokomponentne kopolimere uronskih kiselina. p-D-manuronska
(M) i a-L-guluronska kiselina (G) povezane 1,4 glikozidnom vezom, organizovane

su u blokove ponavljaju¢ih sekvenci ¢isto manuronske (MMMM...) ili disto



guluronske kiseline (GGGG...) ili nauzmeni¢no povezane (MGMG...).
Zastupljenost ovih blokova razlikuje se u zavisnosti od vrste alge iz koje je alginat

izolovan i odreduje njegove fizicke karakteristike [11-13].

Jedna od najznacajnijih osobina alginata jeste da u prisustvu multivalentnih
katjona (Ca?*, Ba?*, Sr?*, Zn?*, Cu?*, Mn?*...) prelazi iz te¢nog stanja u stanje gela.
Ovaj proces jonotropskog geliranja, pri kom dolazi do zamene Na* jona iz alginata,
sa nekim od dvovalentnih katjona, je nezavistan od temperature. Do umrezavanja
dolazi interakcijom katjona sa karboksilnim grupama susednih polimernih lanaca
[11, 13, 14]. Vecina katjona, medu kojima i Ca?* joni, koji su najcesce koriSteni za
geliranje alginata, vezuju se preferencijalno za G ostatke lanca, dok joni Cu?* imaju
podjednak afinitet prema M i G ostacima. [15] Heliranjem Ca?* sa G ostacima
nastaje takozvana , egg-box” struktura, nazvana tako zbog karakteristi¢nog izgleda

koji podseca na kutiju sa jajima (slika 2). [16]

Slika 2. Jonotropsko geliranje alginata sa jonima Ca?*



Sposobnost geliranja i osobine nastalog gela u velikoj meri zavise od broja i
rasporeda G i M ostataka, molekulske mase i koncentracije polimera i prirode i
koncentracije katjona. Tako na primer, alginati sa vise G ostataka i vedom
molekulskom masom formiraju ¢vréée gelove. Sto se ti¢e uticaja katjona, dodatak
Ba?* umesto Ca?* dace ¢vrsci gel, dok recimo Mg?* uopste ne dovodi do geliranja

[17-19].

Dva su nacina na koji se formiraju alginatni gelovi sa kalcijumom:
spoljasnjim i unutradnjim geliranjem. Spoljasnje (eksterno ili difuziono) geliranje
odigrava se difuzijom Ca?* jona u rastvor alginata. To se najceSce izvodi
ukapavanjem rastvora alginata u rezervoar kalcijuma. Unutrasnje (interno ili in
situ) geliranje se razlikuje po tome Sto se joni Ca?* otpustaju kroz ceo sistem na
kontrolisan nacin. U tu svrhu se najceS¢e koriste slabo rastvorne soli (CaSOs,
CaCO3;, CaHPOy) ili kompleksiranje (sa EDTA ili limunskom kiselinom), odakle se

kalcijum oslobada poveéanjem kiselosti rastvora [8, 20].

Glavni nedostatak kalcijum - alginatnih gelova jeste njihova nestabilnost u
pojedinim rastvorima koji poseduju suprotne jone ili supstance sposobne da
heliraju dvovalentne katjone, menjajuc¢i poroznost gela i na kraju dovodeci do
njegovog rastvaranja [21]. Osim toga, veli¢ina pora alginatnih hidrogelova iznosi
oko 5 nm, $to dovodi do toga da mali molekuli slobodno i brzo difunduju iz gela
[17]. Zbog toga se cesto rade hemijske modifikacije alginata ili imobilizovanih
molekula koje ¢e dovesti do jacih interakcija ili se primenjuje kovalentna

imobilizacija.



2.1.1. Modifikacije alginata

Modifikacije alginata uglavnom podrazumevaju modifikacije hidroksilnih
grupa alginata na C2 i C3 ugljenicima, u koje spadaju: oksidacija, reduktivna
aminacija, sulfonovanje, kopolimerizacija i kuplovanje ciklodekstrinskih jedinica i
modifikacije karboksilnih grupa na C6 atomu, koje ukljucuju: esterifikaciju,

amidaciju i Ugi reakciju [22].

Oksidacijom alginata povecava se njegova reaktivnost prevodenjem 2
vicinalne alkoholne grupe u aldehidne i istovremenim raskidanje C - C veze, ¢ime
dolazi do vece rotacione slobode. Zato se oksidacija ovog polimera cesto izvodi,
uglavnom pomoc¢u Na - perjodata (slika 3) ili K - permanganata. Oksidaciju
perjodatom bitno je izvoditi u mraku, kako bi se eliminisale sporedne reakcije, a
stepen oksidacije moguce je varirati upotrebom razli¢ite koncentracije perjodata

[23, 24].

NaOOoC NaOOoC NaOOC
o) NalOy 0 0
O — O O
n >}-H m n-m
OH OH 0 0 OH OH
NaAlg oksidovani-NaAlg

Slika 3. Perjodatna oksidacija Na - alginata

Perjodatnu oksidaciju alginata vrlo cesto prati reduktivha aminacija.
Reduktivna aminacija izvodi se u 2 koraka: prvi je formiranje Sifove baze reakcijom
aldehida i amina, a drugi njena redukcija u stabilni sekundarni amin. Kao

reduktivno sredstvo najcesce se koristi Na - cijanoborhidrid (NaBH3CN), a mogu



se koristiti jo§ i Na - borhidrid i 2 - metilpiridin boran [25]. Sema reakcije

prikazana je na slici 4.

OONa COONa COONa
0 NH,R 0 NaCNBH; 0
T AT R a
CH CH CH CH CHa CH,
O O *NH HN* NH HN
s ™ 7 AN
R R R R

Slika 4. Reduktivna aminacija oksidovanog alginata

Sulfonovanje alginata moze se izvesti sumpornom kiselinom uz dodatak
karbodiimida (DCC) [26], SOs/piridin kompleksom u dimetilformamidu [27],
hlorsumpornom kiselinom u formamidu (slika 5) [24]. Znacaj ove reakcije lezi u
tome 5to je sulfonovani alginat po strukturi slican hondroitinu i moZe da ispolji
slicnu bioaktivnost, kada se primeni kao antikoagulaciono sredstvo. Osim toga,
hidrogelovi sulfonovanog alginata imaju potencijalnu primenu u enkapsulaciji

Celija za terapijsku primenu, pokazujuci heparinu sli¢ne antiinflamatorne osobine.

[28]

NaQOC COOMNa
Q CISO4H 0
L8] > O
formamid
OH OH OH 0OS04Na

Slika 5. Sulfonovanje alginata hlorsumpornom kiselinom u formamidu

Kopolimerizacija alginata radena je sa raznovrsnim supstratima i primenom
razli¢itih inicijatora polimerizacije: poliakrilamidom sa jonima cerijuma ili

amonijum persulfatom kao inicijatorom, metil akrilatom i etil akrilatom sa



cerijumom, itakonskom  kiselinom pomocu benzoil peroksida, N-
izopropilakrilamidom uz y - zracenje ®Co, vinilsulfonskom kiselinom pomocu
peroksidifosfat/tiourea redoks sistema i mnogim drugim. Glavne prednosti
kopolimera su vedi procenat bubrenja i tzv. superapsorpcija, bolje vezivanje i
zadrzavanje jona metala, kontrolisanije otpustanje lekova, smanjena

biodegradabilnost i sl. [1, 29].
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Slika 6. Primer kopolimerizacione reakcije alginata sa akrilatom

Kovalentnim vezivanjem a-ciklodekstrina (a-CD) za alginat dobijen je
kopolimer sa izuzetnom inkluzionom sposobnoséu, uz zadrzanu sposobnost
formiranja gela. Ovo je iskoris¢éeno na polju bioremedijacije i enkapsulacije
bakterijskih celija. Reakcija se odvija uz dodatak cijanogen bromida, pri ¢emu
nastaje CN - alginat, koji onda reaguje sa a-ciklodekstrinom daju¢i CD - alginat

(slika 7) [24].
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Slika 7. Sinteza ciklodekstrin - alginata

Esterifikacijom karboksilnih grupa alginata alkil grupama, povecava se
njegova hidrofobnost i dobija se polimer amfifilne prirode. Komercijalno
najznacajniji estar alginata, propilen glikolni estar, koji se koristi u industriji hrane,
dobijen je esterifikacionom reakcijom alginata sa propilenoksidom, u reaktoru pod
pritiskom i na temperaturi iznad 65 °C (slika 8). Reakcijama odgovarajucih
haloalkana sa alginatom dobijeni su delimi¢no ili potpuno esterifikovani estri etil,

metil, butil ili benzil alginata [30, 31].

HOOC C OO CHzCHOHCH:
}‘ CH2CHCH20 © o%
6585°C
OH OH OH OH

Slika 8. Esterifikacija alginata propilenoksidom

Amidacione reakcije sa alginatom zahtevaju kuplujuci reagens: 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrohlorid (EDC-HCIl) ili 2-hloro-1-
metilpiridinijum jodid (CMPI). Nakon reakcije sa kupluju¢im reagensom, alginat
reaguje sa alkilaminom (oktilaminom, dodecilaminom i sl.), ili cisteinom, N-(3-

aminopropil) pirolom i drugim aminima [24, 32].
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Slika 9. Amidacija alginata 1-oktilaminom uz kuplovanje sa EDC -om

Ugijeva ¢etvorokomponentna reakcija odigrava se u prisustvu aldehidne ili
keto grupe, amina, karboksilne kiseline i izocijanida, uz formiranje bis-amida. Kao
rezultat ove kondenzacione reakcije nastaje hidrofobno modifikovani alginat, Ugi -

Alg, a jedan primer modifikacije dat je na slici 9 [24].

A~ N7
K\w" 'D-:_—_&QH
oA 0-8

Slika 9. Ugijeva reakcija alginata sa cikloheksil izocijanidom, formamidom i

n-oktilaminom

2.1.2. Upotreba alginata

Komercijalna wupotreba alginata, zasnovana pre svega na njegovoj

sposobnosti geliranja, je veoma &iroka. Sto se ti¢e tehnologke primene alginat se
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koristi u prehrambenoj industriji u proizvodnji marmelada, kremova, sladoleda,
voénih sokova kao sredstvo za zgusnjavanje i kao stabilizator (u formi soli sa Ca?*,
K+, Na* i propilenglikol alginata), u papirnoj industriji za impregnaciju papira, u
tekstilnoj industriji za Stampanje na materijalu, u proizvodnji elektroda za
zavarivanje, u masinama za zaptivanje konzervi i kesa i u mnogim drugim
aspektima [7, 33]. U farmaceutskoj industriji i medicini alginat je nasao svoje mesto
u proizvodnji brojnih preparata, a i mnogobrojna su istrazivanja koja se vrse u cilju
njegove dalje potencijalne primene. Alginat u formi sundera, vlakana i hidrogela
sa Ca?* uz dodatak hitozana i cestica srebra (za antibakterijsku aktivnost), ili
Zelatina i boraksa uz oksidovanu formu alginata, koristi se u proizvodnji kompresa
za rane. Formulacije za sprecavanje Zeludacnog refluksa i gorusice takode se prave
na bazi alginata, kao i masa za uzimanje dentalnih otisaka u stomatologiji.
Potencijalna primena alginata zasnovana na njegovoj sposobnosti imobilizacije
zivih ¢celija leZi u transplataciji celija za le¢enje nekih bolesti kao $to su dijabetes ili
Parkinsonova bolest. Alginatni hidrogel koristi se u tkivhom inZinjeringu za
reparaciju hrskavice, regeneraciju kostiju, za enkapsulaciju lekova, bioaktivnih

jedinjenja i proteina [13, 34].

2.2. Celuloza

Celuloza predstavlja najzastupljenjiji organski obnovljivi polimer na svetu
[35]. Glavni je konstituent celijskog zida visih biljaka, a takode se nalazi kod
bakterija, ameba, algi, gljiva, pa ¢ak i morskih Zivotinja [36]. Bioloska funkcija joj je
zastita celija, definisanje njihovog oblika i pozicije [35]. Koli¢ina celuloze u
¢elijskom zidu biljaka varira uglavnom od 35 do 50%, dok kod pamuka njen udeo
doseze cak i do 97%. Koli¢ina celuloze koja nastaje na godisSnjem nivou iznosi

nekoliko milijardi tona, sto dovoljno govori o njenom ekonomskom znacaju [37].
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Slika 10. Molekulska struktura celuloznog lanca

Celuloza se sastoji od glukoznih jedinica povezanih p - 1, 4 glikozidnom
vezom (slika 10), a njihov broj varira u zavisnosti da se celuloza nalazi u
primarnom (oko 8.000) ili sekundarnom celijskom zidu (oko 15.000 glukoznih
jedinica). Ove jedinice formiraju nerastvoran polimer rigidne linearne strukture. U
prirodi se celuloza nalazi u dve kristalne forme, oznacene kao celuloza I i II. Kod
celuloze I (koja je najzastupljeniji prirodni oblik) linearni lanci postavljaju se
paralelno jedni drugima, formiraju intra— i inter—lancane vodoni¢ne veze i
obrazuju kristalne mikrofibrile. Kod celuloze II (koja se dosta rede zastupljena i
sreCe se samo kod nekih algi i bakterija) lanci su orijentisani antiparalelno,
omogucujuéi formiranje dodatne vodoni¢ne veze po glukozom ostatku. Svaki
mikrofibril celuloze sadrzi u proseku 36 polimernih lanaca [38, 39]. Mikrofibrili se
dalje organizuju u fibrile i ovakva struktura celulozu ¢ini ¢vrséom od celi¢ne Zice

iste debljine [37].

Zbog toga sto je celuloza nerastvorna ili vrlo malo rastvorna u vodi [40],
gelovi nativne celuloze se rede prave, jer zahtevaju specifi¢ne rastvarace kao sto su
LiCl/DMAc (litijumhlorid/N,N-dimetilacetamid), NMMO/HxO system (N-
metilmorfolin-N-oksid =~ monohidrat), =~ NaOH/(tio)jurea  vodeni  system,
dvokomponentni rastvaraci koji sadrze DMSO (npr. DMSO/formaldehid) ili

jonske tecnosti (organske soli amonijuma, imidazolijuma, piridijuma, sa niskom
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tackom topljenja) [41-43]. Svojstva celuloze menjaju se njenom hemijskom
modifikacijom. Uglavhom se izvode reakcije esterifikacije i eterifikacije na
hidroksilnim grupama glukoznih jedinica, daju¢u derivate (celulozo - acetat,
celulozo - nitrat, karboksimetil celulozu, etil celulozu i sl.) povecane rastvorljivosti,

koji onda mogu dati gelove hemijskim ili fizickim umrezavanjem [37, 42].

2.2.1. Hemijske modifikacije celuloze

Prilikom eterifikacije nativna celuloza dobijena izolovanjem i
precis¢avanjem iz biljnog materijala se prvo prevodi u “alkalocelulozu” u
prisustvu NaOH ili KOH, koja zatim reaguje sa alkil grupom. Kako postoje 3
moguca mesta eterifikacije (2 sekundarne hidroksilne grupe na ugljenicima C2 i C3
i jedna primarna na C6), moguce je dobiti proizvode razli¢itog stepena supstitucije
(DS) i moguce je ponavljati reakciju modifikacije, kako bi se dobio vedi stepen
supstitucije. Najc¢es¢éi etri celuloze su: karboksimetilceluloza (koja nastaje
eterifikacijom sa hlorsiréetnom kiselinom), metil i etilceluloza (koja nastaje
dodatkom metilen ili etilen hlorida), hidroksietil i hidroksipropil celuloza
(dodatkom etilen ili propilen oksida). Moguce je sintetisati i meSovite etre celuloze,

kao npr. etilhidroksietilcelulozu, reakcijom sa etilhloridom i etilenoksidom,

dodatim jedan za drugim ili istovremeno u smesi [44].

CH:OH CleGH IC.|‘H:OCH3
—0 CHCl 0 CH:Cl 0
0 - o+ ———» o
NaOH NaOH
OH OH OH OQCHs OH QCH=

Slika 11. Reakcija metilacije celuloze
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Acetatni estar celuloze jedan je od prvih sintetisanih polimera na bio bazi.
Pojavljuje se u literaturi jo§ 1865. godine, kada je dobijen zagrevanjem celuloze i
anhidrida siréetne kiseline u staklenoj tubi na 180 °C [45]. Od tada do danas to je
postao komercijalno najznacajniji estar celuloze, s' tim da se sada uglavnom
sintetiSe upotrebom sumporne ili perhlorne kiseline kao katalizatora ili
rastvaranjem u jonskim tecnostima (slika 12) [46, 47]. Od organskih estara celuloze
proizvode se jos i celulozo-propionat, celulozo-butirat, celulozo-ksantat, kao i
mesoviti estri organskih kiselina (npr. acetato-ftalatni estar celuloze). Komercijalno
najznacajniji neorganski estar celuloze je celulozo-nitrat, a pored njega sintetisu se

jos i celulozo-sulfat, celulozo-sulfonat i celulozo-fosfat [48, 49].

CHzOH COCOCHs
—0 (CHzCO)z0 o
O - O
Hz50a
OH OH CH:0CO0  OCOCHs

Slika 12. Acetilacija celuloze

Jo$ jedna znacajna klasa modifikata celuloze jesu njeni kalemljeni (graft)
kopolimeri, nastali kovalentnim vezivanjem boc¢nih lanaca po povrsini celuloznog
lanca. Graft kopolimerizacija se izvodi na 2 nacina: kalemljenje na (grafting to) -
reakcijom celuloze preko hidroksidne grupe ili njenog acetata sa preaktiviranim
polimerom, ili kalemljenjem od (grafting from) - generisanjem aktivne vrste
(slobodnog radikala ili jona) na celuloznom lancu, koji ce zapoceti polimerizaciju
monomer [50]. U zavisnosti od toga Sta se Zeli posti¢i modifikacijom, na celulozu
se kaleme razli¢ite grupe: ako je cilj povecati apsorptivitet, kaleme se hidrofilne
grupe, kao sto su akrilna kiselina ili akrilamid, ako je cilj adhezija hidrofobnih

molekula, kaleme se metakrilat, acetonitril, stiren i sl. [51].
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Slika 13. Kalemljenje akrilamida na celulozu, slobodnoradikalskom reakcijom

iniciranom Ce** jonima

2.2.2. Upotreba celuloze i njenih modifikata

Sto se tice upotrebe celuloze, intaktna celuloza se vekovima koristi u
gradevinarstvu kao osnovni gradevinski materijal, u tekstilnoj industriji u formi
pamuka i lana, kao i u industriji papira i kartona. Regenerisana celulozna vlakna
koriste se za proizvodnju viskoze, hidrolizom celuloze proizvodi se bioetanol, od
nanofibrila i mikrokristalne celuloze proizvode se aerogelovi koji se koriste i u
NASI [35, 43]. Sa druge strane, celulozni derivati su nasli svoje mesto u skoro svim
granama industrije i u domadinstvima. Tako se mna primer -celulozni
superapsorbenti (kao Sto su derivati karboksimetilceluloze, hidroksietilceluloze,
zatim graft modifikati sa akrilnom kiselinom) koriste kao sredstava za licnu
higijenu Zena, pelene za bebe, ili kao rezervoari vode u poljoprivredi. U
farmaceutskoj industriji modifikati celuloze se koriste kao stabilizatori, komprese
za rane, za enkapsulaciju Celija, a posebno se koriste etri celuloze ( metilceluloza,
etilceluloza, hidroksipropilceluloza) u proizvodnji tableta, kapsula, kao
stabilizatori emulzija, losiona i masti i sl. Estri celuloze (acetat, hidrosipropilmetil
ftalat) se koriste kao membrane za precis¢avanje vode, za separaciju gasova, kao

fotografski filmovi, razli¢iti kompoziti i sl. [43, 52].
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23. Ksilan

Ksilan (zajedno sa ksiloglukanima, mananima i f - glukanima) pripada
klasi polisaharida celijskog zida biljaka nazvanih hemiceluloze, koje predstavljaju
drugi najzastupljeniji biopolimer u prirodi [53, 54]. Sac¢injava do 30% biomase
drvenastih i zeljastih biljaka i do 50% biomase trava i Zitarica. Njegov udeo u

ukupnim obnovljivim izvorima ugljenika na zemlji je 1/3 [55].

Glavni lanac, odnosno ki¢ma polimera izgradena ol - (1—4) povezanih
ksilopiranoznih jedinica. Ovakav linearni homopolimer naden je samo u malom
broju slucajeva (kod jedne vrste trava, stabljike duvana i semena guar gume) [56-
58]. Kod najveceg broja kopnenih biljaka ksilan se javlja u obliku heteropolimera,
kod koga su glavni lanci supstituisani na C2 i C3 atomima ksiloze (slika 14).
Najces¢i supstituenti su acetil grupa, arabinoza, glukuronska kiselina i njen 4-O-
metilestar, a rede i feruli¢na i kumarinska kiselina [59-61]. Kod drvenastih biljaka
dominantan  oblik  ksilana  je  metilglukuronoksilan  (O-acetil-4-O-
metilglukuronoksilan), a kod trava arabinoglukuronoksilan (arabino-4-O-

metilglukuronoksilan) [55, 62].

“00C

H,CO 0
HO
OH
0
|Feae emos
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Slika 14. Struktura molekula ksilana sa razli¢itim supstituentima
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U Celijskom zidu ksilan interaguje sa drugim komponentama koje ulaze u
sastav zida. Za lignin se vezuje kovalentno, estarskim i aril - etarskim vezama,
pomocu feruli¢nih i glukuronskih supstituenata ili preko ksilozil i arabinozil
jedinica. Kovalentne veze gradi i sa pektinom i proteinima celijskog zida, ali se
ta¢na priroda ovih veza jos uvek sa sigurnoséu ne zna [54, 60]. Sa celulozom, ksilan
interaguje velikim brojem vodoni¢nih veza (za koje su znacajni acetilni ostaci) i
hidrofilnim i hidrofobnim interakcijama, koje ostvaruje uvijajuci se kao dvostruki
heliks oko celuloznih vlakana. Pretpostavlja se da ksilan sluZi kao fleksibilni most
izmedu komponenata celijskog zida i da kao omotac obavija celulozna vlakna [63,

64].

2.3.1. Moditikacije ksilana

Kao i celuloza i alginat, i ksilan je podlozan brojnim hemijskim
modifikacijama, kako bi dobio odgovaraju¢a svojstva u zavisnosti od Zeljene
primene. Ove modifikacije zasnivaju se uglavnom na reaktivnosti hidroksilnih

grupa i zbog toga su to uglavnom reakcije eterifikacije i esterifikacije [65].

Eterifikacija hemiceluloza izvodi se radi povecanja rastvorljivosti, smanjenja
viskoznosti, povecane otpornosti prema dejstvu mikroorganizama i poboljsanja
sposobnosti formiranja filmova. NajceS¢e se izvode reakcije karboksimetilacije,
metilacije, benzilacije i sulfoalkilacije. Kao reaktanti se uglavnom upotrebljavaju
halogeni ili epoksidi [66]. Karbokismetilacija ksilana radi se u homogenim
uslovima (u vodi), ili u gustoj suspenziji (u izopropanolu ili etanol/toluen smesi)
uz dodatak baze (NaOH) i monohlorsiréetne kiseline ili njene natrijumove soli
(slika 15) [67]. Stepen modifikacije moguce je povecati ponavljanjem reakcija

karboksimetilacije [68].
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Slika 15. Reakcija karboksimetilacije ksilana

Esterifikacija hemiceluloza se u poslednje vreme posebno ¢esto izvodi, jer se
na taj nacin dobijaju termoplasticne mase. Esterifikacijom ksilana povecava se
njegova hidrofobnost. Osim toga estri ksilana imaju povecanu biorazgradivost i
ostale osobine bitne za principe zelene hemije. NajceS¢e se reakcije esterifikacije
rade sa karboksilnom kiselinom i njenim derivatima. Razlikuju se homogeni i
heterogeni uslovi reakcije. Homogeni uslovi podrazumevaju rastvaranje ksilana
bilo u organskim ili alkalnim rastvarac¢ima, dok u heterogenim uslovima nije

neophodno prethodno rastvaranje ksilana [67, 69].

Acetilacija ksilana radena je u homogenim uslovima sa DMF/LiCl sistemom
rastvaraca, i heterogenim uslovima bez organskih rastvaraca, suspendovanjem
ksilana u anhidridu siréetne kiseline i sa metansulfonskom kiselinom kao
katalizatorom. Na isti na¢in mogu se dobiti i estri ksilana i propionske ili buterne
kiseline [67, 70]. Kao Kkatalizatori koriste se sumporna kiselina, piridin, 4-
dimetilaminopiridin, N-bromosukcinimid i sl. [66]. Reakcija lauroil-hlorida sa
ksilanom u jonskim te¢nostima, aktivirana je mikrotalasima u mikrotalasnoj
pecnici [71]. Sulfacija, tozilacija, nitracija i ksantacija ksilana takode su moguce, ali

jos uvek nisu toliko ispitivane [66].
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Slika 16. Acetilacija ksilana u jonskim te¢nostima

2.3.2. Upotrebe ksilana

Dobar, a jeftin izvor ksilana, predstavljaju ostaci iz poljoprivredne
proizvodnje, drvne i papirne industrije (slama, stabljike i ¢okovi kukuruza, Sec¢erna
trska, ljuspe pri proizvodnji skroba, piljevina drveta i dr.) [72]. Kako se u Srbiji
proizvodi, u proseku, preko 6 miliona tona kukuruza godisnje, a u svetu skoro 800
miliona tona, jasno je da su ostaci kukuruza lako dostupan materijal za izolovanje
velike koli¢ine ksilana [73]. Ksilan je u ¢okovima kukuruza zastupljen u dva
strukturna tipa: prvi je u vodi rastvoran, gusto razgranati heteroksilan, a drugi
arabinoglukuronoksilan, koji ima manje bo¢nih lanaca i nerastvoran je u vodi [74,
75]. Arabinoglukuronoksilan se izoluje alkalnom ekstrakcijom i sadrzi
arabinofuranozil i acetatne ostatke zakacene na ksilanoznu ki¢mu. Ova vrsta

ksilana posebno je znacajna kao polazna sirovina za proizvodnju biogoriva [76].

Hidrolizom ksilana, osim dobijanja bioetanola, koji se koristi kao biogorivo,
dobija se i ksilitol, koji se koristi u Zvaka¢im gumama, pastama za zube i slicnim
proizvodima, kao niskokalori¢ni zasladiva¢, koji sprecava nastanak karijesa.
Ksilooligosaharidi koriste se kao prebiotici, a pokazano je da imaju i
imunostimulatorno i antioksidativno dejstvo. Modifikati ksilana, uvodenjem

sulfonatnih i 2-hidroksi sulfonatnih grupa, upotrebljavaju se za proizvodnju
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tilmova za pakovanje hrane, a sulfonati ksilana koriste se i kao antikoagulansi zbog
slicnosti sa heparinom. N-alkil i n-alkanoil ksilani i ksilooligosaharidi koriste se
kao surfaktanti, dok se karboksimetilksilan i drugi katjonski derivati
upotrebljavaju u papirnoj industriji. Hidrogelovi ksilana, modifikovani
(karboksimetilovani, oktadecilovani, sukcinovani...) i kroslinkovani ili meSani sa
drugim polimerima (poli(2-hidroksietilmetakrilatom), celulozom, karaginanom...),
imaju potencijalnu primenu u kozmetickoj industriji, tkivhom inZinjeringu,

dostavljanju lekova, izolaciji i skladiStenju gasova [64].

2.4. Hidrogel

Gel se moze definisati kao meka struktura sastavljena od dve ili vise
komponenti, od kojih je jedna uvek te¢na i ona se nalazi u visku [77]. Hidrogel
predstavlja trodimenzionalnu mrezu polimernih lanaca izmedu kojih je voda [78].
Nastaje fizickim, jonskim ili kovalentnim interakcijama izmedu polimera u

rastvoru i odlikuje se visokom sposobnos¢u apsorpcije [79].

Covecanstvo se prvi put susrelo sa hidrogelom 1955. godine, kada su &eski
profesori (Lim i Wichterle) sintetisali poli-2-hidroksietil metakrilat, koji je ubrzo
potom upotrebljen u proizvodnji kontaktnih soc¢iva. Medutim, tek 80—ih godina

hidrogelovi su poceli da se modifikuju i za druge primene [80].

2.4.1. Podela hidrogelova

Podelu hidrogelova moguce je izvr§iti na osnovu razli¢itih kriterijuma. Dalje
su navedene samo neke od njih koje se naj¢es¢e pominju u literaturi. Po nac¢inu na
koji su umrezeni dele se na fizicke ili reverzibilne i hemijske ili trajne hidrogelove.

Kod fizi¢cki umreZenih hidrogelova boc¢ni lanci su povezani vodoni¢nim vezama,
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jonskim ili hidrofobnim interakcijama, a kod hemijski umreZenih - kovalentnim
vezama [81]. Druga podela je na osnovu porekla polimera, na prirodne i
sintetetske. Od prirodnih izvora za hidrogelove naj¢es¢e se koriste polisaharidi
(kao Sto su agaroza ili alginat) i proteini (Zelatin, kolagen). Od sintetskih
hidrogelova najzastupljeniji su poliakrilati, poliakrilamidi, polietilen—glikoli i sl.
[78, 82]. Na osnovu naelektrisanja bo¢nih ostataka razlukujemo: neutralne, jonske
(anjonske ili katjonske), cviterjonske (sa pozitivnim i negativnim naelektrisanjima)
i amfolitne (sa kiselim i baznim ostacima) [83]. Na osnovu toga da li hidrogelovi
prilikom bubrenja pokazuju promene u zavisnosti od faktora sredine, imamo
podelu na konvencionalne (kod kojih ne dolazi do promena) i hidrogelove koji

odgovaraju na spoljasnje faktore (kao sto su temperatura, pH, jonska sila) [84].

2.4.2. Osobine hidrogela

Voda, koja se zadrzava izmedu polimernih lanaca, zahvaljujuci hidrofilnim
funkcionalnim grupama koje poseduju, omogucava slobodnu difuziju rastvornih
supstanci unutar hidrogela [85]. Na taj nac¢in, ne samo da je omogucéeno punjenje
hidrogelova razli¢itim aktivnim supstancama i otpustanje tih supstanci, nego je i
olaksano ispiranje od ostataka hemikalija i nusproizvoda u procesu same sinteze

hidrogela [86, 87].

Kada dodu u kontakt sa hidrodinamicki kompatibilnim rastvorom,
hidrogelovi pokazuju sposobnost bubrenja. Sam proces bubrenja nije kontinualan
proces. Kada se uspostavi ravnoteza izmedu sila elasticiteta (koje omogucavaju
rastezanje hidrogela) i osmotskih sila (koje dovode do prodiranje molekula
rastvora unutar strukture gela) bubrenje se zaustavlja [88]. Nabubreli hidrogelovi
imaju meku i elasti¢cnu strukturu nalik bioloskom tkivu, na ¢emu se zasniva jo$

jedna znacajna osobina hidrogela, a to je bioloska kompatibilnost [89].
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Biokompatibilnost podrazumeva da hidrogel treba da bude netoksican,
nekancerogen, nemutagen, da ne izaziva alergije i ne utice na plodnost [90]. Ove
osobine omogucile su upotrebu hidrogelova u medicini i farmaciji. U sustini,
biokompatibilnost je determinisana kontaktom hidrogela sa celijama i tkivom
domacina [91]. Prvi korak u odredivanje biokompatibilnosti jeste test
citotoksi¢nosti in vitro, koji se radi na celijama u kulturi, a nakon toga mogu da se

rade animalna testiranja in vivo i klinicke studije [90, 92].

2.4.3. Nacini pravljenja hidrogela

Za dobijanje hidrogelova koriste se metode fizicke i hemijska polimerizacije,

a moguce su i kombinacije ovih metoda [93, 94].

Fizi¢ka polimerizacija:

Glavna prednost fizicke u odnosu na hemijsku polimerizaciju je u tome sto
nema potrebe za dodavanjem umreZivaca, ve¢ do polimerizacije dolazi jonskim i
hidrofobnim interakcijama, vodoni¢nim vezama, kristalizacijom, formiranjem

stereokompleksa ili interakcijom sa supramolekulima [82, 94].

Najpoznatiji primer jonske polimerizacije je geliranje alginata jonima Ca?*.
Ovo se postize u blagim uslovima, na sobnoj temperaturi i fizioloSkom pH. Osim
alginata i neki drugi polimeri, kao §to su akrilni polimeri, pektin, karboksimetil
celuloza ili gelan guma, mogu formirati gelove u prisustvu multivalentnih katjona
(Ba2*, Mg?*, Fe2*, AI3*) [95, 96]. U primere jonske polimerizacije spada i geliranje
hitozana pomocu tripolifosfata (TPP) [97, 98].

22



Amfifilni polimeri u vodenom rastvoru sa povedanjem temperature
formiraju  hidrogel zahvaljuju¢i hidrofobnim interakcijama. Na nizim
temperaturama ovi polimeri su rastvorni u vodi. Sa povecanjem temperature
dolazi do agregacije hidrofobnih delova (gelatora), kako bi se minimizovala
hidrofobna povrsina u dodiru sa vodom i prelaska u stanje gela [99]. Polisaharidi
koji mogu formirati hidrogel ovim putem su hitozan, dekstran i pululan, a od
sintetskih polimera koriste se kopolimeri PEG i poli(L-mle¢ne kiseline) (PLLA),
polietilen oksida (PEO) i polipropilen oksida (PPO) i sli¢ni [94, 99].

Agarozni gelovi, koji se masovno koriste za elektroforeze, nastaju intra- i
intermolekulskim formiranjem vodoni¢nih veza molekula agaroze u vodenom

rastvoru (slika 17) [100].
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Slika 17. Model nastanka agaroznog gela u rastvoru. Vodonic¢ne veze su

predstavljene crvenim tackicama (Tako at all. 2014.)

Karboksilne grupe poliakrilne (PAA) i polimetakrilne kiseline (PMA) formiraju
vodonicne veze sa kiseonicima na polietilen glikolu (PEG), sto dovodi do bubrenja

na nizim pH vrednostima i prelaska u gel [94].
Primer umreZavanja kristalizacijom su polimeri polivinil alkohola (PVA),

koji u procesu zamrzavanja i odmrzavanja daju jake i elasti¢ne gelove.

Homopolimeri L—- i D— enantiomera mle¢ne kiseline formiraju hidrogel procesom
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stereokompleksacije, dok se proteini dobijeni genetickim inZinjeringom (sa
ponavljajué¢im blokovima nalik elastinu i svili ili leucin-ziper motivima) i antitelo-

antigen interakcije najc¢esce koriste u supramolekulskoj polimerizaciji [101].

Hemijska polimerizacija:

Hidrogelovi nastali hemijskom polimerizacijom, odnosno povezivanjem
kovalentnim vezama, su mehanicki stabilni i to je njihova glavna prednost [82]. U
ovu metodu spadaju hidrogelovi nastali: radikalskom polimerizacijom, hemijskim
reakcijama komplementarnih grupa, zracenjem visoke energije i enzimskom

polimerizacijom [101].

Radikalska polimerizacija podrazumeva prisustvo bifunkcionalnog agensa
koji sluzi za umrezavanje polimera ili monomera, takozvanog kroslinkera. Postoji
veliki broj kroslinkera koji se koriste u ovu svrhu, a najces¢i su: metilen
bisakrilamid (akrilamidni gelovi), etilen glikol dimetakrilat (metakrilatni gelovi)

dialdehid ili formaldehid (zelatinski i albuminski gelovi) [49, 102].

Hidrofilni polimeri mogu formirati hidrogelove hemijskim reakcijama
komplementarnih grupa. Hidroksil, karboksil i amino grupe ucestvuju u

reakcijama formiranja amidne veze, Sifove baze ili poliuree i poliuretana [103].

Hidrogelovi mogu nastati radijacionim zracenjem visoke energije, kao sto je
zracenje snopom elektrona, y—zracima ili x—zracima [81, 104]. Na taj nacin direktno
nastaju slobodni radikali polimernih lanaca u rastvoru, koji se onda medusobno
umrezavaju, ili pak dolazi do radiolize vode i nastanka hidroksil radikala, pa
preko njega indirektno nastaju makroradikali na lancima [83, 105]. Glavna

prednost ovog nacina je sto se dobijaju ¢isti hidrogelovi, jer se ne dodaju nikakve
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supstance kao inicijatori i to $to su gelovi ujedno i sterilisani zrac¢enjem, $to je od
posebnog znacaja za direktnu biomedicinsku primenu [104]. Najcesce se koristi za

pravljenje hidrogelova polivinil alkohola, polietilen glikola i poliakrilne kiseline

[83].

Upotreba enzima u sintezi hidrogela omogudila je da se predvidi i
kontrolise kinetika geliranja, da se poveca stepen umreZzavanja u zavisnosti od
koli¢ine dodatog enzima i da se izbegnu neZeljene sekundarne reakcije
polimerizacije, zahvaljuju¢i njihovoj visokoj specifi¢nosti. Tipi¢ni primeri enzima
koji se najcesce koriste u reakcijama umreZavanja polimera su transglutaminaza i

peroksidaza iz rena (HRP) [106].

2.4.4. Prednosti i mane hidrogela

Glavne prednosti hidrogela su:

* Biokompatibilnost

* Biorazgradivost i apsorptivnost
» Lako se modifikuju

* Imaju dobre transportne osobine

* Vremensko oslobadanje supstanci (time release)

Nedostaci:

» Visoka cena
» Slabe mehanicke osobine
* Mogu biti nezgodni za rukovanje i oblikovanje

=  Neadherentnost
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* Neki od njih mogu biti nezgodni za punjenje i sterilizaciju [107]

2.4.5. Upotreba hidrogelova

Hidrogelovi su svoju primenu najviSe nasli u farmaceutskoj industriji i
biomedicini, kao i u poljoprivredi i zastiti Zivotne sredine, ali i u gotovo svim

poljima svakodnevnog Zivota (slika 18) [81].

Slika 18. Neke od brojnih upotreba hidrogela

Kontaktna sociva, koja se prave od hidrogelova, mogu biti tvrda, meka i
gasno propusna. Tvrda se izraduju od poli(metakril metakrilata), meka od 2-

hidroksietill metakrilata, polidimetilsiloksana ili silikona, a gasno propusna od
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kopilimera akrilata, silikon akrilata i fluorsilikon akrilata. Tkivni ekspanderi, koji
se koriste u rekonstruktivnoj hirurgiji, prave se na bazi silikonskih guma, dok u
plasti¢noj hirurgiji silikonske gelove sve ¢eS¢e zamenjuju oni na bazi hijaluronske
kiseline. Brojne maske za lice, koje se prodaju u kozmetickoj industriji, napravljene
su na bazi hidrogelova kolagena, hijaluronske kiseline i polivinilpirolidona.
Neorganski silikonski hidrogelovi i organski od Zelatina, poliakrilata ili polivinil
alkohola koriste se kao matriksi u elektronici [96, 108]. U industriji hrane, materijali
za pakovanje, boje, punila, lubrikanti se prave od celuloze, ksilana, skroba,
polilakti¢ne kiseline, prirodne gume i sl. [109]. Pelene, sanitarni peskiri i maramice
prave se na bazi gelova poliakrilamida, polivinil alkohola, modifikata celuloze ili
alginata. Najsavremenija sredstva za tretman rana bazirana su upravo na
hidrogelovima. Njihova prednost je §to apsorbuju visak ekshudata, ali omogucuju
da rana ostaje vlazna, da postoji protok gasova, odrzavaju ranu sterilnom,
zadrZzavaju neprijatne mirise i bakterije, koje mogu i unistiti dodatkom
antimikrobnih supstanci kao Sto su srebro ili jod. Najces¢e su napravljeni od
alginata, karboksimetil celuloze, Zelatina, pektina, poliuretana, polietilen i

polipropilen glikola [110].

Uklanjanje jona teskih metala i boja moZe da se obavlja pomoc¢u savremenih
hidrogelova. Gelovi polisaharida sa ili bez magnetnih osobina mogu se koristiti za
precis¢avanje voda. Tako se, na primer, gelovi hitozana mogu koristiti za
uklanjanje jona Zn?*, sa dodatkom akrilne kiseline, metilen-bisakrilamida i
magnetnih cestica za uklanjanje Cd?* i Pb?*, joni se iz vodenih rastvora mogu
ukloniti kompozitnim hidrogelom na bazi polietilen, poliakrilnog hidrogela skroba
i sl. Katjonske boje mogu se adsorbovati na hidrogelove guar gume sa akrilnom
kiselinom, graft gelove celuloze sa metakrilnom kiselinom ili hitozana sa akrilnom.
Hidrogelovi se mogu koristiti kao matriks i drza¢ za mikrorganizme koju

preciséavaju vodu, pre svega algi roda Chlorella i Spirulina. Ovi mikroorganizmi
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inkapsuliraju se unutar hidrogelova alginata, agra ili karaginana i uklanjaju
zagadivate iz vode. Sto se tide upotrebe u poljoprivredi, hidrogelovi
poliakrilamida, polivinil alkohola, alginata, karboksimetilceluloze i pektina se
najviSe koriste za oslobadanje dubriva i pesticida (kojima se prethodno

impregniraju) u zemljiste [108, 109].

Uloga hidrogela u tkivnom inZenjeringu moze biti trostruka: kao materijal
za popunjavanje prostora tzv. bioloski lepak, kao sredstvo za dostavljanje
bioaktivnih supstanci i kao trodimenzionalna struktura koja organizuje celije i
prenosi stimuluse omogucujuéi razvitak tkiva. Alginat, agaroza, kolagen, fibrin,
zelatin, hitozan, hijaluronska kiselina su biomaterijali koji se koriste u ovoj vaznoj
oblasti. Alginat se na primer, koristi za regeneraciju i proizvodnju kostiju i
hrskavica. Porozna struktura hidrogela omogucava da oni budu napunjeni
lekovima, koje ¢e zatim otpustiti na kontinuiran i kontrolisan na¢in. Mnogi od njih
mogu menjati svoje osobine i odgovor na spoljasnji stimulus, i zato se nazivaju
pametni hidrogelovi. [82] Dostavljanje lekova moze biti oralno, transdermalno,
nazalno i okularnim putem, a hidrogelovi koje se koriste u ove svrhe su alginatni
(modifikovan ili kompleksiran sa drugim polimerima, npr. Zelatinom),
hijaluronska kiselina (i njeni derivati sa poveéanim brojem karboksilnih grupa),
hitozan (i njegovi karboksimetil i tiol derivati, ili u kompleksu sa alginatom),

celuloza (hidroksietil i hidroksipropil) [111, 112].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Imobilizacije u alginatnim hidrogelovima

3.1.1. Imobilizacija nativne peroksidaze u kuglicama nativnog alginata

Napravljen je 2% (w/v) rastvora alginata (Na - alginat, niskog viskoziteta,
Sigma) u destilovanoj vodi, i u njega dodat rastvor peroksidaze iz rena (HRP tip II)
(1 mg/ml) do finalne koncentracije od 0,01 mg/ml. Ovaj rastvor je nasut u
medicinski Spric sa iglom, koji je pri¢vri¢en iznad vodenog rastvora CaClz (5.5 %)
u casi. Kuglice nastaju tako $to alginat iz Sprica kaplje u rastvor CaCly, koji se
konstantnom brzinom meSa na magnetnoj mesalici. Nakon sat vremena me3anja
(da kuglice o¢vrsnu), kuglice se procede i isperu, a zatim ¢uvaju u HEPES puferu

(10 mM, pH 7,0) sa 5 mM CaClz na temperaturi od 4 °C.
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Slika 19. Izgled aparature za pravljenje kuglica

3.1.2. Aktivacija alginata oksidacijom

1 g Na—alginata je sipan u 100 ml 50 mM rastvora Na—perjodata i ostavljen
na mrac¢no i hladno (4 °C) mesto preko né i. Nakon 24 sata reakcija se stopira
dodatkom ekvimolarne koli¢ine glicerola. Zatim se rastvor precipitira trostrukom
zapreminom etanola, uz dodatak NaCl (2 g), kako bi se poboljsalo talozenje.
Precipitat se rastvori u 10 ml destilovane vode i dijalizuje 24 h, radi kompletnog
uklanjanja perjodata i ostataka hemikalija. Nakon toga, polimer je ponovo
precipitiran etanolom (apsolutnim) i ispran njime tri puta. Na kraju, polimer se

osusi ispiranjem acetonom i suSenjem na vazduhu na sobnoj temperaturi.
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3.1.3. Imobilizacija nativne peroksidaze u kuglicama oksidovanog alginata

U 0,2 M bikarbonatnom puferu pH 8,0 rastvori se, meSajuci, oksidovani
alginat do koncentracije od 2% (w/v). U njega se doda HRP (tip II, 181 U/mg) do
finalne koncentracije 0,01 mg/ml i ostavi 24 h na 4 °C. Na kraju se dodaje, kap po
kap, 50 mM Tris puffer (pH 7,0) da bi se neutralisale eventualno zaostale
nekuplovane karbonilne grupe (do ¥ finalne zapremine). Ovaj rastvor se mesa sa
nativnim alginatom (2% w/v) u odnosu 1:1, kako bi mu se poboljsala mehanic¢ka

svojstva. Dalje se kuglice prave na isti nac¢in kao $to je opisano za nativni alginat.

3.1.4. Modifikacija peroksidaze etilendiaminom i njena imobilizacija

1 mg HRP se rastvori u 2 ml 50 mM bikarbonatnog pufera (pH 8,0) i u to se
doda 200 pL 50 mM Na—perjodata. Rastvor se ostavi na tamno i hladno (4 °C)
mesto, uz povremeno mesanje tokom 6 sati. Nakon toga, doda se 10 pl glicerola i
nastavi sa meSanjem jos pola sata. Na kraju, rastvor se dijalizuje naspram

destilovane vode.

Perjodatom oksidovana HRP se dalje mesSa sa etilendiaminom (finalne
koncentracije 50 mM, na pH 8,0) i nakon 2 sata dodaje se NaBHi (do finalne
koncentracije 1 mg/ml) u 0,1 M rastvoru NaOH. Posle sat vremena stajanja u
frizideru (na 4 °C), neizreagovani etilendiamin se uklanja dijalizom najpre naspram
0,1 M fosfatnog pufera pH 7,0, pa naspram destilovane vode. Modifikovana

peroksidaza ¢uva se u zamrzivacu na -20 °C.

Imobilizacija aminovane peroksidaze u kuglicama oksidovanog alginata

izvodi se po istom postupku opisanom za nativni enzim.
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3.1.5. Aminacija perjodatno oksidovanog alginata

0,4 g oksidovanog alginata se rastvori u 10 ml bikarbonatnog pufera (pH
8,0) i pomesa sa 10 ml 0,1 M etilendiamina. Smesa se ostavi na tamnom pola sata, a
potom se doda 0,05 g NaBH3(CN) i ostavi preko noci u kapeli. Nakon toga rastvor

se dijalizuje naspram destilovane vode i koncentruje na vakuum uparivacu.

Modifikovan enzim se imobilizuje u aminovanom alginatu po veé

navedenoj proceduri.

3.1.6. Enzimska aktivnost

Za odredivanje aktivnosti peroksidaze, pripremljen je rastvor pirogalola (13
mM) u 10 mM HEPES puferu, pH 7,0. U 3 ml ovog rastvora dodaju se kuglice sa
imobilizovanim enzimom (50-80 mg) i 30 pl 0,97 M H>Os. Smesa se konstantno
mesSa na magnetnoj mesalici, a alikvoti se uzimaju na 0, 5, 10 i 15 minuta i meri im
se apsorbanca na spektrofotometru na 420 nm. Jedna jedinica enzimske aktivnosti
HRP (U) je definisana kao ona koli¢ina enzima koja nagradi 1 mg purpurogalina

od pirogalola u 20 sekundi na pH 7,01 20 °C.

Nevezana aktivnost je merena u rastvoru CaCl> u koji su ukapavane
kuglice. Curenje enzima je mereno u puferu u kom su ¢uvane kuglice (HEPES
pufer sa 5 mM CaClp, pH 7,0) nakon dan, dva i pet dana, a zadrzana aktivnost u

kuglicama je merena posle pet dana.

Specifi¢na aktivnost imobilizata je mera njegove aktivnosti i predstavlja broj

mikromolova supstrata koje ¢e jedinica mase imobilizovanog enzima sa nosacem

33



transformisati u jednom minutu. Prinos imobilizacije predstavlja odnos specifi¢ne
aktivnosti imobilizata i koli¢ine vezanih enzimskih jedinica po jedinici mase

nosaca.

3.1.7. Sinteza dehidrogenatnih polimera (DHP)

DHP je sintetisan iz koniferil-alkohola enzimskom polimerizacijom pomoc¢u
peroksidaze iz rena. U 50 mM fosfatni pufer pH 7,3 dodato je 5 mM koniferil-
alkohola, 5 mM HxO:2 i 25 pM HRP, i mesano 48 h na temperaturi od 25 °C.
Dobijena suspenzija je centrifugirana na 5000 rpm, a talog je ispran 2 puta puferom
i 2 puta dejonizovanom vodom. Dobijeni polimer je osuSen na vazduhu i ¢uvan na

sobnoj temperaturi.

3.1.8. Mesanje DHP sa alginatom i pravljenje gela

Napravljen je rastvor alginata, rastvaranjem 0,2 g Na-alginata u 9,5 ml
destilovane vode i rastvor DHP u dimetilsulfoksidu, rastvaranjem 10 mg DHP u
0,5 ml DMSO. Rastvori se pome3aju, daju¢i mle¢nu suspenziju koncentracije 1%
(w/v) DHP i 2% (w/v) alginata. Ovaj rastvor je koristen kao stok rastvor, od kog
su razblaZivanjem pravljene razli¢ite koncentracije, pri ¢emu je za dobijanje

hidrogela dodavan rastvor CaCl, u finalnoj koncentraciji 0,5 % (w/v).

3.1.9. Mikroorganizmi

Gram negativni (Enterobacter cloacae humani izolat, Escherichia coli ATCC

35210, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 i Salmonella enterica serovar
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Typhimurium ATCC 13311) i Gram pozitivni bakterijski sojevi (Bacillus cereus
klini¢ki izolat, Listeria monocytogenes NCTC 7973, Micrococcus flavus ATCC 10240 i
Staphylococcus aureus ATCC 6538) su dobijeni u Laboratoriji za mikologiju,
Odeljenja za fiziologiju biljaka, Instituta za Bioloska istraZivanja SiniSa Stankovic,

Beograd. Sve bakterije su kultivisane na Mueller - Hinton agaru, na 37 °C, 24 h.

3.1.10. Antibakterijska aktivnost

Antibakterijski testovi radeni su mikrodilucionom metodom u mikrotitar
ploc¢icama [113, 114], sa koncentracijom bakterija od 1,0 x 105 ¢elija/ml. Najpre je
testirana dozna zavisnost DHP u 5% rastvoru DMSO, a potom $tok rastvor DHP u
alginatu, uz dodatak Ca?*. Eksperiment je raden dodavanjem odgovarajuce
zapremine rastvora u Triptic Soy broth (TSB) medijum (100 pl) sa bakterijskim
inokulumom. Mikroplocice se inkubiraju na rotacionom Sejkeru (160 rpm) 24 sata

na 37 °C.

Najmanja koncentracija DHP koja dovodi do toga da nema vidljivog rasta
bakterija (posmatrano na binokularnom mikroskopu), se definise kao koncentracija
koja potpuno inhibira rast bakterija (minimalna inhibitorna koncentracija - MIC).
MIC su takode potvrdene i kolorimetrijskim testom vijabilnosti zasnovanim na
redukciji INT (2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolijum hlorid) boje u
poredenju sa pozitivnom kontrolom za svaki soj [113, 114]. Minimalna
baktericidna koncentracija (MBC) definisana je kao najmanja koncentracija koja
ubija 99,5% pocetnog inokuluma, i odreduje se serijom subkultivadija 2
pocetnog inokuluma u 100pL medijuma, i inkubacije od 24 sata. Opéka gustina
suspenzije u bunari¢ima na 655 nm pracena je pomocu uredaja Microplate

ManagerR 4.0 (Bio-Rad Laboratories). Antibiotici streptomicin (Sigma P 7794) i
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ampicilin (Panfarma, Beograd) u sterilnom fizioloSkom rastvoru bili su pozitivna

kontrola.

Svi eksperimentu su radeni u duplikatu, a rezultati analizirani pomocu
jednostepene analize varijanse (ANOVA) i Tukijevog (Tukey) HSD testa (sa a =

0,05) i izraZeni su kao srednja vrednost i standardna greska.

3.2.  Imobilizacija amiloglukozidaze u tiramin-ksilanskim hidrogelovima

3.2.1. Izolovanje ksilana alkalnom ekstrakcijom

U 400 ml 1,8 M rastvora NaOH, doda se 20 g osuSenih i samlevenih ¢okova i
sve se stavi da se meSa na magnetnu mesalicu na 60 °C 2 sata. Rastvor se procedi,
pa neutraliS$e hlorovodoni¢nim kiselinom. Zatim se doda trostruka zapremina
etanola (96-99%) i ostavi u frizider preko no¢i (na #C). Talog se procedi, sakupi i

ispere 3 puta etanolom. Na kraju se ispere acetonom i osusi na vazduhu.

3.2.2. Karboksimetilacija ksilana

5 g ksilana se rastvori u 25 ml 25% rastvora NaOH. Doda se 35 ml 2-
propanola i meSa na magnetnoj mesalici pola sata. Zatim se doda 4.39 g SMCA
(Na-monohloroacetat) i nastavi meSanje jos 70 minuta na temperaturi od 65 °C.
Rastvor se neutraliSe razblazenom siréetnom kiselinom i precipitira etanolom.
Precipitat (CMX - karboksimetilksilan) se ispere prvo 65% etanolom, a onda jos 3

puta apsolutnim etanolom i osusi na vazduhu.
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Za drugu karboksimetilaciju ovaj postupak se ponavlja sa molarnim

odnosom CMX: SMCA: NaOH =1:4:4,1.

3.2.3. Perjodatna oksidacija karboksimetilksilana

0,14 g polisaharida se rastvori u 10 ml destilovane vode i doda se 2,5 ml
rastvora Na-perjodata, tako da odnosi perjodata i polisaharida budu: 5% (3 mM),
10% (6 mM), 15% (9 mM) i 20% (12 mM). Sve se ostavi na tamno preko no¢i u
frizider na 4 °C. Reakcija se prekida dodatkom 0,7 ml glicerola i mesa pola sata, a
zatim se doda 0,07 g NaCl da se pospesi taloZenje etanolom. TaloZenje se izvodi
dodatkom 20 ml 96% etanola i talog se odvoji centrifugiranjem. Talog se rastvori u
10 ml destilovane vode, zatim se ponovo doda 0,02 g NaCl i 20 ml etanola i talog
centrifugira. Postupak rastvaranja i taloZenja se ponovi jo$ jednom (uz dodatak

0,01 g NaCl), zatim se talog ispere apsolutnim etanolom i osusi na vazduhu.

3.2.4. Kuplovanje oksidovanih polisaharida sa tiraminom

Oksidovani polisaharidi se rastvore u 10 ml fosfatnog pufera pH 6,0 uz
dodatak 0,15 g tiramin - HCI. Rastvori se me$aju pola sata, a zatim im se doda 0,05
g NaBH3CN i ostave u kapeli preko noci. Ujutru se u rastvore doda NaCl do
koncentracije od 1 M i 20 ml etanola. Talog se odvoji centrifugiranjem, zatim
rastvori u vodi i ponovo stalozi uz dodatak NaCl i etanola. Na kraju se talog ispere
etanolom i osu$i na vazduhu. OsuSeni modifikovani polimeri se c¢uvaju u

zamrzivacu na -20 °C.
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3.2.5. UV - spektri modifikovanih polimera i koncentracija fenolnih grupa

Pripreme se 0,1% rastvori modifikovanih polimera razli¢itih stepena
oksidacije i nemodifikovani polimeri u destilovanoj vodi. Svim rastvorima se snimi
spektar u UV oblasti od 200-380 nm na UV-Vis spektrofotometru (Shimadzu
Corporation UV-2501PC, Japan). Rastvoru 0,01 % tiramina u vodi se takode snimi
spektar i na osnovu apsorbance za tiramin izracuna se koncentracija fenolnih

grupa u svakom polimeru, kao i njihov broj po jedinicama glukoznih monomera.

3.2.6. Titracija jonizabilnih grupa

Napravljeni su 1% rastvori polisaharida u 50 mM rastvoru KCl. Svim
rastvorima se pomoc¢u HCl podesi pocetno pH na vrednost oko 2, a zatim se
rastvori titruju 0,5 M NaOH do pH 10, i utroSene zapremine zabeleze. Zapremina
NaOH utroSena za titraciju rastvora KCl se oduzme od dobijenih vrednosti, i
ubacuje u formulu:

Ciitranta X Viitranta = Canalita X Vanalita

gde iz koncentracije i zapremine titranta (rastvora NaOH) i zapremine analita,

odredujemo njegovu koncentraciju, odnosno koncentraciju jonizabilnih grupa.

3.2.7. FT-IR (Furijeova transformacijska infracrvena) spektroskopija

Za FT-IR analizu koris¢en je wuredaj Nicolet 6700 Thermoscientific
spektrometar sa ATR (priguSenom totalnom refleksijom) metodom. Snimljeni su
spektri nativnog, karboksimetilovanog i tiramin - modifikovanog ksilana u oblasti

od 400 do 4000 cm?, na 25 °C i sa 4 cm! rezolucije.
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3.2.8. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Osuseni praskasti karboksimetilksilan i modifikovani ksilan koji je 20%
oksidovan, su prekriveni zlatnom prasinom pomocu uredaja za rasprsivanje,
model LEICA SCDO005. Nakon toga su posmatrani i snimljeni na skenirajuéem

elektronskom mikroskopu model JEOL JSM-6610LV.

3.2.9. Pravljenje kuglica u emulziji

60 mg modifikovanog polimera se rastvori u 150 pl 50 mM Tris pufera pH
7,0. Po rastvaranju dodaju se 0,5 U HRP i 1 U glukoza oksidaze (GOx) i razlicite
koncentracije amiloglukozidaze. Na kraju se dodaje glukoza (finalne koncentracije
0,133 M) tako da ukupna zapremina smese iznosi 0,3 ml, sve se brzo prome$a i sipa
u 3% rastvor Span-a 80 u lakom mineralnom ulju (Light Mineral Oil). Kuglice se
dobijaju mesanjem 15 minuta na magnetnoj mesalici, a zatim se reakcija prekida
dodatkom 1 ml 0,5% rastvora Triton X-100 u 5% CaCl.. Kuglice se meSaju jos 5
minuta, a zatim se odvoje centrifugiranjem i ispiraju dok ispirak ne postane bistar
(3 puta sa po 1 ml 0,5% rastvora Triton X-100 u 5% CaCl,, pa 3 puta sa po 1 ml 5%

CaClz u destilovanoj vodi).
Rastvori za ispiranje se prikupe za odredivanje koli¢ine enzima koja se nije

vezala, a zapremine rastvora i zapremina kuglica se zabeleze. Isprane kuglice

¢uvaju se u 0,1 M acetatnom puferu pH 4,75 u frizideru (na 4 °C).
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3.2.10. Opticka mikroskopija

Napravljene kuglice modifikovanih polimera posmatrane su pod optickim
mikroskopom Carl Zeiss Axio Observer.Z1. Kuglice su slikane pri uveli¢anju od 50

puta i odredena je prosec¢na velic¢ina kuglica u jednom vidnom polju (na uzorku od

oko 50 kuglica).

3.2.11. Merenje aktivnosti amiloglukozidaze

0,25 ml uzoraka (ispiraka ili kuglica u suspenziji (gde je koncentracija
kuglica 40-60%)) se doda u 1 ml 0,5% skroba u acetatnom puferu, uz mesanje.
Nakon 20 i 40 minuta uzima se 0,5 ml reakcione smese i sipa u 0,5 ml stop reagensa
(DNS - 3,5-dinitrosalicilna kiselina) i kuva u klju¢alom vodenom kupatilu 5
minuta. Nastali redukujuc¢i Seceri kvantifikuju se Bernfeld-ovom metodom

(spektrofotometrijski na 540 nm) [115].

1 U amiloglukozidaze se definiSe kao ona koli¢ina enzima koja iz rastvornog
skroba za 1 minut na pH 4,75 i temperaturi od 25 °C oslobodi redukujuce Secere

ekvivalentne 1 pmol glukoze.

3.2.12. Temperaturna stabilnost

Termostabilnost za slobodan (rastvoran) i imobilizovan enzim je odredivana
inkubiranjem rastvornog enzima i imobilizata u acetatnom puferu (pH 4,75) na
temperaturi od 60 °C (u termobloku model Grant QBD21). Nakon odredenih
vremenskih intervala uzimani su alikvoti, preinkubirani na 25 °C, a zatim im je

merena rezidualna aktivnost.
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3.2.13. pH optimum

pH optimum za slobodnu i imobilizovanu amiloglukozidazu odreden je
merenjem enzimske aktivnosti u 0,5% rastvoru skroba u 50 mM citratno -

fosfatnom puferu pH opsega 3—7.

3.2.14. Kineti¢ke konstante

Rastvori skroba u koncentracijama 0,28-11 mmol/1 koriSteni su za
odredivanje kinetickih konstanti Km i Vmax, slobodne i imobilizovane
amiloglukozidaze. Konstante su odredene pomocu Michaelis - Menten-ovog

kineti¢ckog modela, primenom nelinearne regresione analize u Origin softveru.

3.2.15. Operativna stabilnost

Operativna stabilnost imobilizata testirana je repetitivnom upotrebom u bac
reaktoru sa meSanjem. U 1 ml acetatnog pufera (pH 4,75) i 1 ml 0,5% skroba se
doda 0,5 ml kuglica. Najpre na svakih 15 minuta, a potom na pola sata, uzima se
alikvot od po 0,05 ml, razblazi 10 puta puferom i sipa u 0,5 ml DNS reagensa.
Apsorbanca se meri na 540 nm. Svaki ciklus je trajao 3 sata, nakon ¢ega su kuglice

ispirane puferom i ponovo koristene.

3.3. Imobilizacija ketoprofena u tiramin-karboksimetil-celuloznom hidrogelu

Karboksimetil-celuloza (proizvodaca Sigma - Aldrich) modifikovana je

perjodatom i tiraminom po istom protokolu kao karboksimetilksilan. 0,14 g CMC
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se rastvori u 10 ml destilovane vode i doda se 2,5 ml rastvora Na-perjodata, tako
da odnosi perjodata i CMC budu: 5% (3 mM), 10% (6 mM), 15% (9 mM) i 20% (12
mM). Reakcija se odvija preko no¢i na tamnom u frizider na 4 °C. Nakon toga se
prekida dodatkom 0,7 ml glicerola i mesa 30 minuta, a zatim se doda 0,07 g NaCl i
20 ml 96% etanola i talog se odvoji centrifugiranjem. Talog se rastvori u 10 ml
destilovane vode, zatim se ponovo doda 0,02 g NaCl i 20 ml etanola i talog
centrifugira. Postupak rastvaranja i taloZenja se ponovi jo$ jednom (uz dodatak
0,01 g NaCl). Oksidovani polimeri se isperu apsolutnim etanolom i osuSe na

vazduhu.

Oksidovani polisaharidi rastvore se u 10 ml fosfatnog pufera pH 6,0, pa se
doda 0,15 g tiramin - HCI. Rastvori se mesaju pola sata, a zatim se sipa 0,05 g
NaBH3CN i ostavi u kapeli preko nodi. Ujutru se u rastvore doda NaCl do
koncentracije od 1 M i 20 ml etanola. Talog se odvoji centrifugiranjem, zatim
rastvori u vodi i ponovo stalozi uz dodatak NaCl i etanola. Na kraju se talog ispere
etanolom i osu$i na vazduhu. OsuSeni modifikovani polimeri se c¢uvaju u

zamrzivacu na -20 °C.

3.3.1. UV - spektroskopija i titracija modifikata Tyr - Cel

0,1 % (w/v) vodenim rastvorima CMC i dobijenih modifikata Tyr - Cel (koji
su perjodatno oksidovani 5, 10, 15 i 20%) snimljeni su spektri u UV oblasti.
Poredenjem sa spektrom tiramina odredene su koncentracije uvedenih fenolnih
grupa za svaki stepen modifikacije. 1% rastvori CMC i modifikata u 50 mM KCl-u,
titrovani su 0,5 M rastvorom NaOH i na osnovu utroSenih titracionih zapremina

odredena im je koncentracija jonizabilnih grupa.
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3.3.2. Imobilizacija ketoprofena

Isprobana su dva nac¢ina imobilizacije ketoprofena u celulozni hidrogel, prvi
u kome je ketoprofen dodat prilikom pravljenja gela i drugi u kome je gel prvo
napravljen, a onda potopljen u rastvor ketoprofena, kako bi se njime napunio. U
oba slucaja napravi se 7% rastvor modifikata Tyr-Cel (20% oksidovanog) u
fosfatnom puferu pH 7,0 i njemu se dodaju enzimi i glukoza do finalnih

koncentracija: 0,5 U HRP, 4,5 U GOx i 0,133 M glukoza.

U prvom slucaju se pre dodatka glukoze, u rastvor polimera doda 0,6 mg
ketoprofena. Po dodatku glukoze, rastvor se izlije u kalupe u kojima se ostavi
nekoliko sati da se gel formira i stegne. Nakon toga gel se ise¢e na komade

priblizne veli¢ine 2 x 2 mm i debljine oko 1 mm.

U drugom slucaju, ketoprofen se ne dodaje prilikom pravljenja gela, nego se
iseckan gel stavi u 10 ml rastvora ketoprofena u fosfathom puferu (0,03 mg/ml) i
ostavi preko no¢i, uz meSanje na Sejkeru. Rastvoru ketoprofena se izmeri
apsorbanca na 258 nm pre stavljanja hidrogela i nakon punjenja, posle njegovog
vadjenja, i iz razlike u apsorbanci i zapremini rastvora izracuna se koli¢ina

apsorbovanog leka u gel.

3.3.3. pH - zavisno otpustanje ketoprofena

pH vrednost unutar Zeluca kod ljudi se krece u opsegu 1 — 2,5, dok u
tankom crevu pH vrednost raste i u njegovom srednjem i zavrsnom delu iznosi 7,4
- 7,5 1 zato se vrednosti od 1,5 i 7,4, naj¢es¢e uzimaju za simulaciju pH vrednosti

Zeludacnog i intestinalnog lumena [116].
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Formirani komadic¢i gela sa lekom (mase oko 1 g) stave se u 20 ml HCI - KCl
pufera pH 1,5 i 20 ml fosfatnog pufera pH 7,4 pri temperaturi od 37 °C i
konstantnom Sejkovanju na 150 rpm. Pri istim uslovima postavi se i gel bez leka u
oba pufera, koji ¢e sluziti kao kontrola. U odgovarajué¢im vremenskim intervalima
uzima se po 1 ml rastvora, kome se izmeri apsorbanca na 258 nm i koji se zatim
vrati u rastvor za otpustanje, kako bi se zadrzala konstantna zapremina. Procenat

oslobadanje ketoprofena rac¢una se po sledecoj formuli:

Oslobadanje (%) = (Rk / Ix) x 100%

pri ¢emu je Rk oslobodena koli¢ina ketoprofena u datom vremenu, a Ik pocetna

koli¢ina ketoprofena u gelu.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

41. Imobilizacija peroksidaze u alginatu

U cilju pronalaZenja najefikasnijeg nac¢ina za imobilizaciju HRP unutar
alginatnih kuglica, isprobani su razli¢iti metodi imobilizacije. KoriStena su tri tipa
alginata i tri tipa enzima (nativni i dva modifikovana) i napravljene Ccetiri
kombinacije imobilizata (nativni enzim imobilisan na nativni alginat, zatim na
oksidovani alginat, oksidovani enzim na aminovani alginat i aminovani enzim na
oksidovani alginat). Koncentracija enzima bila je u svim eksperimentima 0,01 mg, a
alginata 2% (w/v) (s’ tim $to je modifikovani alginat me$an sa nativnim u odnosu
1:1, tako da je 2% ukupna koncentracija alginata). Jonotropnim geliranjem u

rastvoru CaClz dobijene su kuglice reda veli¢ine 1,5 mm (slika 20).

Slika 20. Izgled alginatnih kuglica sa imobilizovanim enzimom
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Parametri imobilizacije dati su u tabeli 1. MoZe se videti da svi modifikovani
imobilizati imaju veéu vezanu aktivnost i veéi procenat zadrZzane specificne
aktivnosti (Sp) nakon 5 dana u odnosu na kombinaciju nemodifikovanog alginata i
enzima. Imobilizat aminovane peroksidaze na oksidovanom alginatu ima najvec¢u
specificnu aktivnost (0,43 U/g), najveéi procenat vezivanja (81%) i najviSe
zadrzane aktivnosti (96%). Ovaj procenat ukazuje na to da je enzim kovalentno
povezan sa alginatom preko aldehidnih grupa uvedenih oksidacijom, a ne samo
tizicki zarobljen u njemu. Posto je pokazao najvecu aktivnost ovaj imobilizat je
izabran za dalju karakterizaciju (odredivanje pH optimuma, kinetickih konstanti i

stabilnost u organskom rastvaracu).

Tabela 1. Specifi¢na i vezana aktivnost, procenat vezivanja i prinos imobilizacije.

S vezana o prinos Sp posle %
Imobilizat: (U}Dg) aktivnost vezi\:anja imobilizacije =~ 5dana  zadrZzane
(U/g) % (U/8) Sp
alginat+HRP 0,15 0,80 9,69 18,43 0,06 42,6
oks.alginat+HRP 0,13 1,11 9,69 11,73 0,08 62,3
am.alginat+oks. HRP 0,15 1,73 14,10 8,92 0,07 48,0
oks.alginattam.HRP 0,43 5,76 81,38 7,43 0,41 95,6

41.1. pH optimum

Za odredivanje pH optimuma koriséeni su acetatni, HEPES i glicinski pufer

u opsegu od 4 do 9 pH jedinica. U odnosu na nativni enzim, imobilizat ima pH
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optimum pomeren ka visim pH vrednostima (slika 21). U poredenju sa
literaturnim podacima peroksidaze imobilizovane na nemodifikovani alginat, gde
ne dolazi do promene pH optimuma [117], u ovom slu¢aju promene u pH
optimumu su najverovatnije rezultat uvodenja naelektrisanih grupa modifikacijom
alginata. Siri pH optimum i ve¢a aktivnost na baznijim pH vrednostima, ¢ini ovaj
imobilizat vrlo pogodnim za industrijsku promenu, obzirom da je manje osetljiv na

promene u pH vrednostima.

== imobhilizovana HRP
100 -

90 -
80 A
70 A
60 -
50 +
40 -
30
20
10 -

=fl=rastvorna HRP

Relativna aktivnost (%)

Slika 21. pH optimum rastvornog i imobilizovanog enzima

4.1.2. Stabilnost u organskom rastvaracu

Kako se peroksidaza cesto koristi za sintezu polimera u organskim
rastvarac¢ima, stabilnost u nevodenoj sredini je od velikoj znacaja za njenu primenu
u ove svrhe. Stabilnost rastvornog i imobilizovanog enzima merena je u 80%

dioksanu (v/v) na sobnoj temperaturi (25 °C). Nakon inkubacije u rastvaracu, u
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vremenu od 2, 24 i 48 sati, imobilizat se ispere i rezidualna aktivnost odredi u

vodenom rastvoru.

U poredenju sa nativnim, stabilnost imobilizovanog enzima je znacajno
povecana (slika 22). Dok nativni enzim izgubi 90% aktivnosti nakon 24 sata,

aktivnost imobilizata nakon 2 dana iznosi oko 75%.

100 =4—|mobilizovan enzim
== rastvoran enzim
g 75 - —
b
o]
c
=
£ 50 -
]
Z
w
£
N 25 4
)
QG
=1
O T T T T 1
0 10 20 30 40 50
vreme (h)

Slika 22. Uticaj vremena inkubacije u 80% dioksanu na aktivnost slobodnog (HRP)

i imobilizovanog enzima (IME)

4.1.3. Odredivanje kinetickih konstanti
Km vrednost sa pirogalolom kao supstratom i zasi¢uju¢om koncentracijom

H>O», odredena je koriste¢i Michaelis — Menten-ov kineticki model. Km za

imobilizat iznosi 4,86 mM (slika 23), dok je za rastvoran enzim 2,24 mM. Ovaj
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rezultat je u saglasnosti sa literaturnim podacima za enzim imobilisan u gelu [118,

119] i posledica je difuzionih ogranicenja do kojih dolazi prilikom imobilizacije.

0.8 5

0.7 5

0.5
0.4 1

0.3 1

aktivnost (U/g)

0.2 5

0.1

0.0

0 0 2 30 40 50
pirogalol (mM)

Slika 23. Michaelis — Menten-ova kriva za imobilizovan enzim

4.1.4. Kontinuirana upotreba u bac reaktoru

Nakon karakterizacije, imobilizat je testiran u bac reaktoru za kontinuiranu
upotrebu tokom oksidacije pirogalola. Svaki ciklus je trajao 6 sati, tokom kojih je
koncentracija oksidovanog pirogalola odredivana spektrofotometrijski, i nakon

svakog ciklusa kuglice su isprane i ponovo koristene.

Posle prvog ciklusa aktivnost imobilizovanog enzima je nesto smanjena, ali
nakon toga ostaje nepromenjena tokom ostalih ciklusa, i nakon 5 ciklusa iznosi oko

70%, kao Sto je prikazano na slici 24. Ovaj rezultat je bolji nego ranije opisani
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rezultat za enzim imobilisan na nativnom alginatu, gde aktivnost nakon 5 ciklusa
padne ispod 40% pocetne vrednosti [120]. To ¢ini ovako imobilizovanu
aminovanu peroksidazu na oksidovanom alginatu pogodnim kandidatom za
upotrebu u industriji, gde je operativna stabilnost jedan od glavnih kriterijuma

koje imobilizat treba da zadovolji.

100
90
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50
40
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20
10

% konverzije supstrata

1 2 3 4 5
broj ciklusa

Slika 24. Aktivnost imobilizovane peroksidaze tokom ponovljenih ciklusa u ba¢

reaktoru

4.2.  Antibakterijska aktivnost DHP u alginatnom hidrogelu

Kako rezistencija na bakterijske sojeve postaje sve veci problem, ispitivanje
novih supstanci koje poseduju antibakterijsku aktivnost je veoma aktuelno. Prvo je
testirano nekoliko koncentracija rastvora DHP polimera u 5% vodenom rastvoru
DMSO na razli¢itim bakterijskim sojevima, kako bi se pronasla delotvorna doza

(tabela 2). Na osnovu ovih rezultata izabrana je koncentracija od 10 mg/ml DHP
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(tabela 3.) kao pocetna stok koncentracija i ona je stavljena u 2% alginat, za dalja

testiranja.

Tabela 2. Dozna zavisnost rastvora DHP u 5% DMSO izrazena kao pl rastvora po

bunari¢u mikrotitar plocice

DHP (mg/mL)
Beldzzn] 10 1 01 0.02
MIC/MBC MIC/MBC MIC/MBC  MIC/MBC

Bacillus cereus 50/90 12/25 50/ - 50/ -
Micrococcus flavus 50/90 50/ - -/- -/-
Staphylococcus aureus 50/90 25/50 50/ - 50/ -
Listeria monocytogenes 25/50 50/ - -/~ -/ -
Escherichia coli 45/90 50/ - -/~ -/-
Pseudomonas aeruginosa 12/25 25/50 -/- 50/ -
Enterobacter cloacae 12/25 50/ - 50/ - 50/ -
Salmonella Typhimurium 12/50 50/ - 50/ - 50/ -

51



Tabela 3. Antibakterijska aktivnost DHP-a

Bakterija DII;I/II; C(:r/nl\g/I/BIEL)
Bacillus cereus 0,50/0,90
Micrococcus flavus 0,50/0,90
Staphylococcus aureus 0,50/0,90
Listeria monocytogenes 0,25/0,50
Escherichia coli 0,45/0,90
Pseudomonas aeruginosa 0,12/0,25
Enterobacter cloacae 0,12/0,25
Salmonella Typhimurium 0,12/0,50

Hidrogel alginata sa DHP-om (dobijen dodatkom Ca?* jona u mikrotitar
binarice), pokazao se efikasnim protiv svih testiranih bakterijskih sojeva, sa
minimalnim inhibitornim koncentracijama u opsegu 0,002-0.7 mg/mL i
minimalnim baktericidnim od 0,004-0,9 mg/mL. DHP je u kombinaciji sa
alginatom pokazao bolju efikasnost nego sam (tabela 3). Ovo se moze pripisati
¢injenici da alginat stvara trodimenzionalnu mreZu koja najverovatnije zarobljava
bakterije, dovode¢i ih na taj nacin u bliski kontakt sa supstancom koja ispoljava

baktericidan efekat.

dok su E. coli i Staphylococcus aureus ATCC 6538 bili najrezistentniji sa MBC od 0,90
mg/mL. DHP-Alg je pokazao efikasnije antibiotsko dejstvo od antibiotika
streptomicina i ampicilina na bakterije L. monocytogenes, P. aeruginosa i S.
typhimurium. Za streptomycin, MIC su se kretale u opsegu 0,05-0,25 mg/mL, a
MBC od 0,1-0,50 mg/mL, a za ampicillin vrednosti su iznosile 0,1-0,3 mg/mL za
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MIC i 0,15-0,50 mg/mL za MBC. Rezultati antibakterijske aktivnosti prikazani su u

tabeli 4.

Tabela 4. Antibakterijska aktivnost DHP-Alg hidrogela. MIC i MBC su izraZene u

odnosu na koncentraciju (mg/ml) DHP u alginatu.

MIC/MBC (mg/mL)

Bakterija

DHP-Alg Streptomycin Ampicillin

0,23+0,002 0,05+0,0032 0,10+0,02>
B. cereus

0,45+0,00¢ 0,1+0,00a 0,15+0,01

0,45+0,014 0,13+0,012 0,10+0,002
M. flavus

0,90+0,01f 0,25+0,01¢ 0,150,012

0,450,024 0,250,002 0,10+0,02>

S.aureus ATCC 6538
0,90+0,006> 0,50+0,07¢ 0,150,012
0,002+0,002 0,15+0,0072 0,15+0,007®
L. monocytogenes
0,004+0,00a 0,30+0,002 0,30+0,012
0,700,022 0,10+0,012 0,30+0,012
E. coli
0,90+0,01f 0,50+0,012 0,50+0,022
0,02+0,00a 0,050,012 0,10+0,03v
P. aeruginosa  ATCC 27853

0,03+0,00ab 0,10+0,012 0,20+0,09¢

0,13+0,002> 0,050,022 0,150,012
E. cloacae

0,25+0,01¢ 0,10+0,002 0,20+0,022

0,03+0,002 0,05+0,0072 0,150,000

S. Typhimurium
0,060,000 0,10+0,0072 0,20+0,012

*razli¢ita slova u kolonama, oznacavaju znacajnu razliku medu uzorcima (P < 0,05)



Kako su testirani bakterijski sojevi vrlo ¢esto prisutni kod pacijenata koji
imaju hronic¢ne rane i dekubituse, gel DHP-Alg mogao bi naci prakti¢nu primenu

u farmaciji i tretmanu takvih tipova pacijenata.

43. Imobilizacija amiloglukozidaze u tiramin-ksilanskim hidrogelovima

Ksilanu izolovanom iz ¢okova uvedene su funkcionalne grupe najpre
dvostrukom karboksimetilacijom, a potom oksidacijom prstena Na-perjodatom i
kacenjem tiraminskih ostataka (slika 25). Stepen modifikacije odreden je

upotrebom UV-VIS spektroskopije, FTIR spektara i kiselo baznom titracijom.
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Slika 25. Sematski prikaz reakcija uvodenja funkcionalnih grupa na ksilanu iz

¢okova. Reakcije karboksimetilacije, perjodatne oksidacije i reduktivne aminacije
4.3.1. UV spektri i koncentracija fenolnih grupa

Tiramin ima apsorpcioni maksimum na 274 nm [22], i taj maksimum moZze
da se uoci i kod modifikovanih polimera kod kojih su uvedene tiraminske grupe
(slika 26). Vrednost apsorbance na 274 nm raste sa porastom stepena oksidacije i na
osnovu njenih vrednosti na toj talasnoj duZzini izra¢unata je koncentracija
tiraminskih grupa na ksilanu u odnosu na koncentraciju glikozidnih jedinica.

Odnos je prikazan u tabeli 5, u kojoj se vidi da se broj glikozidnih jedinica izmedu
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2 tiraminske grupe smanjuje sa povecanjem stepena modifikacije, odnosno

povecava se broj uvedenih tiraminskih grupa.

Tabela 5. Gustina modifikacije tiraminom, izraZena kao prosecan broj glikozidnih

jedinica ksilanskog lanca izmedu 2 novouvedene tiraminske grupe

Molarni odnos
0% 5% 10% 15% 20%
perjodata (%)

Br. gl. jedinica
56 35 27 22 21
izmedu 2 tiramina

2 -
| w— CMX
16 1 1§

5% Tyr-Xyl
© 1.2 - 10% Tyr-Xyl
o
2 e 15% Tyr-Xyl
o _

8 0.8 —20% Tyr-Xyl
<
0.4 -
0 rr 1 1 1 1 1111 T T 1T 1T T 17T T 1T 17 T T T T T T T T T T T71
220 245 270 295 320 345 370

tal.duzina (nm)

Slika 26. UV spektri karboksimetilksilana (CMX) i tiramin modifikovanih ksilana
razlicitih stepena modifikacije (5% do 20% Tyr-Xyl)
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4.3.2. FTIR spektri

FTIR spektri, prikazani na slici 27, pokazuju da se nakon karboksimetilacije
ksilana, pojavljuje jaka traka na 1596,8 cm’, koja odgovara karbonilnoj C=0O
stre¢ing vibraciji, kao i povecanje intenziteta O-H trake na 1417,4 cml. Prisustvo
tiraminskog prstena uvedenog modifikacijom polimera, potvrdeno je pikom na
1518,3 cm, (nastalim od stre¢ing C-C vibracije u aromati¢cnom prstenu) koji se

uocava na spektru Tyr—CMX [121].

“'Slr:fﬁm\ / ] ’l‘fm . NU{\W\‘
- L Y
\\ /\/
% 1. Tyr-cmx
£ !‘”(U“”IW\ ™\ . /
& q«b\ﬂ\ //‘\l‘\/\‘ \\ :L\
i

2500 2000
Wavenumbers (cm-1)

Slika 27. FTIR spektri nativnog (XYL), karboksimetilovanog (CMX) i tiramin -
modifikovanog ksilana (Tyr—CMX)
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4.3.3. Titracija jonizabilnih grupa

Standardni rastvor NaOH je koriSc¢en za titraciju polimera i izrac¢unavanje
koncentracije jonizabilnih grupa. Na grafiku titracionih krivih (slika 28) mozZe se
primetiti da karboksimetilksilan ima samo jedan plato na pH oko 3 (koji potice od
karboksilnih grupa), dok tiramin modifikovani ksilani imaju jo$ jedan plato na pH
oko 7, Sto ukazuje na postojanje jos jedne jonizabilne grupe i potvrduje
modifikaciju. Ovi platoi produZavaju se sa povecanjem stepena modifikacije, sto
odgovara veéem broju uvedenih baznijih grupa. U tabeli 6 date su koncentracije

jonizabilnih grupa u mmol/g polimera za svaki stepen oksidacije.

12 4

==CMX

== 5%

10%

== 15%

e ) 0%

zapremina NaOH (mL)

Slika 28. Titracione krive karboksimetilksilana (CMX) i tiramin modifikovanih

ksilana razlic¢itih stepena modifikacije (5% do 20% Tyr-Xyl)
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Tabela 6. Koncentracija jonizabilnih grupa po gramu suvog polimera. CMX je

oznacen kao 0% molski odnos perjodata

Molarni odnos
0% 5% 10% 15% 20%
perjodata (%)

Jonizabilne grupe
1,5 3,5 4,0 4,2 54
(mmol/g)

4.3.4. Skenirajuca elektronska mikroskopija

Karboksimetilksilan i 20% oksidovan tiramin—-ksilan posmatrani su
skeniraju¢im elektronskim mikroskopom pri uvelicanju od 3.500 puta. Na

mikrografijama (slika 29) se vidi razlika u spoljasnjoj morfologiji polimera.
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SCl 20KV
U3-ACF

Slika 29. SEM fotografije CMX (gore) i Tyr-Xyl (dole) pri uveli¢anju 3500x

Modifikovani ksilan (donja slika) pokazuje rastresitiju povrsinu u odnosu
na nemodifikovan (gornja slika), sto moze biti posledica hemijskih modifikacija

koje su uvedene.
4.3.5. Pravljenje mikrokuglica tiramin-ksilana

Mikrokuglice hidrogela ksilana modifikovanih tiraminom dobijene su
polimerizacijom u emulziji (voda u ulju), kuplovanom enzimskom reakcijom

peroksidaze i glukoza oksidaze. Reakcijom GOx sa glukozom nastaje H2O, koji

dalje sluzi kao supstrat za HRP u reakciji polimerizacije. Na taj nacin postize se
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kontinuiran izvor niskih koli¢cina H»O> i sprecava inhibicija peroksidaze
supstratom. Kao model jedinjenje za imobilizaciju upotrebljena je
amiloglukozidaza. Polimeri sva 4 stepena oksidacije (5%, 10%, 15% i 20%) pokazali

su sposobnost formiranja hidrogelova.

Slika 30. Amiloglukozidaza imobilizovana u mikrokuglicama tiramin—ksilana

dobijenim emulzionom polimerizacijom

4.3.6. Opticka mikroskopija

Napravljene kuglice hidrogela tiramin—ksilana posmatrane su i

fotografisane pod optickim mikroskopom. Na mikrografiji (slika 31.) se uocavaju
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providne kuglice pravilnog sferi¢cnog oblika. Prosecna veli¢ina kuglica iznosi 52 +

25 pm.

Slika 31. Mikrografija kuglica pri uveli¢anju od 50 puta. Veli¢ina skale 100 pm

4.3.7. Enzimska aktivnost mikrokuglica

Za svaki stepen oksidacije gela (5%, 10%, 15% i 20%), napravljene su kuglice
sa imobilizovanom amiloglukozidazom i merena je enzimska aktivnost, kako u
kuglicama tako i u supernatantima. Preracunate su specificna i vezana aktivnost,

prinos imobilizacije i rezidualna aktivnost, i te vrednosti su prikazane u tabeli 7.
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Tabela 7. Parametri imobilizacije za svaki stepen modifikacije polimera izraZeni

kao srednja vrednost i standardna devijacija (M+SD)

Procenat oksidacije 5% 10% 15% 20%

Sp kuglica (U/ml) 0,55+0,07 0,7+0,2 0,55+0,05 0,610,2

Nevez. jedinice (U) 0,9+0,4 0,5+0,2 1,2+0,8 0,7+0,2

Vez. jedinice (U) 1,9+0,4 2,3%0,2 1,6+0,8 2,0£0,2
Procenat vezivanja(%) 69413 8349 58+27 757

Vez. aktiv. (U/ml) 2,1+£0,5 2,940,5 1,9+0,9 2,610,1

Prinos imobilizacije

(%) 2819 2418 35120 237

Sp posle 24h (U/ml) 0,320,1 0,54+0,07 0,4+0,2 0,47+0,02

Procenat zadrz. Sp (%) 50420 82+13 69429 80+19

Najbolje vrednosti parametara imobilizacije dobijene su za tiraminski ksilan

oksidovan 10% (specifi¢na aktivnost od 0,7 U/ml i 83% procenat vezivanja), tako

da je on selektovan za dalja ispitivanja. Specificna aktivnost imobilizata

zavisnosti od stepena modifikacije polimera prikazana je na slici 32.

u

63



0.8

0.6 -
0.4 -
0.2 -
0 - : : :
5 10 15 20

% modifikacije polimera

Specificna aktivnost
(U/ml kuglica)

Slika 32. Zavisnost specifi¢ne aktivnosti od procenta modifikacije Tyr—Xyl

Uticaj koli¢ine dodatog enzima na vrednosti imobilizacije je sledece sto je
ispitivano. Dodavane su 2, 4, 6, 10 i 20 puta vecée koli¢ine enzima u odnosu na
pocetnu i sa tim povedanjem linearno se povecava vezana aktivnost, a opada
prinos imobilizacije. Smanjenje prinosa je u skladu sa studijama u kojima je
pokazano da usled difuzionih ogranicenja dolazi do smanjenje dostupnosti
supstrata molekulima enzima imobilizovanim u unutrasnjosti kuglica [119]. Kako
bi prinos imobilizacije bio zadrZan iznad 20%, kao optimalna koli¢ina enzima
uzeta je ona od 10,96 U. Specifi¢na i vezana aktivnost za ovu koli¢inu enzima

iznose 2,1 U/ ml gelai7,5 U, datim redom (slika 33).
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Slika 33. Zavisnost specifi¢ne i vezane aktivnosti od koli¢ine dodatog enzima

Za ispitivanje uticaja koncentracije polimera na imobilizaciju, ispitane su
koncentracije tiramin—ksilana od 5%, 10%, 15%, 20% i 25% (w/v). Kako nisu
uocene nikakve posebne regularnosti u parametrima imobilizacije u zavisnosti od
koli¢ine polimera, uzeta je koncentracija od 5% (w/v), kao najekonomicnija.

Na osnovu prethodnih eksperimenata, kao optimalan izabran je imobilizat
sa 10,96 U amiloglukozidaze u kuglicama 5% tiramin—ksilana, koji je bio oksidovan
10% molskim odnosom perjodata u odnosu na glikozidne jedinice, i on je dalje

karakterisan.

4.3.8. Termostabilnost imobilizata amiloglukozidaze

Temperaturna stabilnost imobilizovanog enzima je viSestruko povecana u

odnosu na rastvorni. Nakon pola sata na temperaturi od 60 °C rastvorna
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amiloglukozidaza je izgubila preko 98% polazne aktivnosti, dok je imobilizovani
enzim zadrzao vise od 50% aktivnosti (slika 34.) Vreme poluzivota na temperaturi
od 60 °C je 10 puta duZe za imobilizovan nego za rastvoran enzim (t 2 iznosi 49,5

minuta za imobilizat, a 4,8 minuta za slobodan enzim).

100
80
=—&=—rastv.enzim
% 60 - —=—imobilizat
=
=2
x
© 40 -
=
20 -
0 T —’ T * ]
0 50 100 150 minuti

Slika 34. Procenat zadrZane aktivnosti imobilizovanog i slobodnog enzima u

zavisnosti od vremena inkubiranja na 60 °C

4.3.9. Uticaj pH vrednosti na aktivnost slobodnog i vezanog enzima

Uticaj pH vrednosti na aktivnost slobodnog i vezanog enzima pracdena je u
opsegu vrednosti 3 - 7 i prikazana je na slici 35. U oba slucaja optimalna vrednost
pH je 5, sto implicira da nije doslo do veéih konformacionih promena enzima

tokom procesa imobilizacije.
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Slika 35. Zavisnost aktivnosti slobodne i vezane amiloglukozidaze od pH

4.3.10. Kineticke konstante, Km i Vmax

Kineticke konstante za slobodnu i imobilizovanu amiloglukozidazu sa

rastvornim skrobom kao supstratom, odredene su primenom Michaelis - Menten-

ovog kinetickog modela (slika 36).

67



10+

aktivnost (U/ml)
N

— T T ' T T T T T " T T 1
6 8 10 12 14

¢ skroba (mM)

o4
N
IN

3.5+

3.0

N
(&)l
1

[ ]

aktivnost (U/ml)
N
o

[
[&)]
1

10

30 40 50 60 70
¢ skroba (mM)

o+
=
o
n
o

Slika 36. Zavisnost specifi¢ne aktivnosti za rastvornu (gore) i imobilizovanu (dole)

amiloglukozidazu od koncentracije (c) skroba

Vrednost Kn, za slobodan enzim iznosi 1,54 mM, a za imobilizovan 1,03 mM.

Ove vrednosti ukazuju da je nakon imobilizacije doslo do povecanja afiniteta
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enzima prema supstratu. Vmax za imobilizovan enzim je 3,3 puta manja od
vrednosti za enzim u rastvoru (3,14 za imobilizovan i 10,51 za slobodan), sto

ukazuje na postojanje difuzionih ogranicenja.

4.3.11. Operativna stabilnost

Operativna stabilnost amiloglukozidaze imobilizovane na tiramin-ksilanu
posmatrana je tokom uzastopnih repetitivnih ciklusa u ba¢ reaktoru. Trajanje
svakog ciklusa bilo je 3 sata, a koli¢ina hidrolizovanog skroba je pracena
spektrofotometrijski i izrazena kao procenat konverzije (slika 37). Nakon petog
ciklusa imobilizat je zadrzao 68% pocetne aktivnosti, i imobilizovani enzim se
pokazao otpornim na ispiranje, sto ukazuje na postojanje kovalentih veza molekula

enzima sa tiramin-ksilanom.

100 -

% konverzije skroba
~
o

1 2 3 4 5

broj ciklusa

Slika 37. Aktivnost imobilizovane amiloglukozidaze tokom ponavljajué¢e upotrebe

u bac reaktoru
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44.

4.4.1. Hemijska modifikacija karboksimetil-celuloze

Karboksimetilceluloza (Sigma Aldrich)

je kao

Imobilizacija ketoprofena u tiramin-karboksimetil-celuloznom hidrogelu

i ksilan perjodatno

oksidovana u molskim odnosima 5 - 20%, a zatim su joj uvedene fenolne grupe,

reduktivnom aminacijom sa tiramin—-HCl-om. Ove modifikacije potvrdene su UV -

spektroskopijom (slika 38) i kiselo — baznom titracijom (slika 38).

1
09 |
0.8 - —CMC
. 0.7 - — 5% Tyr-Cel
=]
s 067 10% Tyr-Cel
E 05 -
‘?’L 5% Tyr-Cel
< 047 = 20%Tyr-Cel
0.3 -
0.2 -
0.1 -
0 T T —— T
200 225 250 275 300 325 350 375 400 tal duzina(nm)

Slika 38. UV-Vis spektri karboksimetilceluloze (CMC) i tiramin modifikovanih

celuloza (Tyr—Cel) razli¢itih stepena modifikacije

Na spektrima CMC i Tyr- Cel vidi se da sa modifikacijom dolazi do pojave

pika na 274 nm, $to potvrduje da su uvedene fenolne grupe i da je intenzitet

pikova vedi sa povecanjem stepena oksidacije celuloze. Ipak, intenzitet pikova je
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slabiji nego kod ksilana, i broj uvedeneh fenolnih grupa na celuloznom polimeru je

manji nego na ksilanskom (tabela 8).

Tabela 8. Gustina uvedenih fenolnih grupa za razlicite stepene oksidacije polimera,

izrazena kao prosecan broj glikozidnih jedinica izmedu 2 fenolne grupe

Molarni odnos
0% 5% 10% 15% 20%
perjodata (%)

Br. gl. jedinica
0 149 87 85 59
izmedu 2 tiramina

Titracione krive karboksimetilceluloze i Tyr Cel pokazuju da je doslo do
uvodenja dodatnih jonizabilnih grupa na celuloznim polimerima (pojavljuje se
dodatni plato na krivama na pH oko 7) i potvrduju modifikaciju tiraminom (slika

39).

12
10
8
e CITIC
I 6 o,
o y = 5% tyr-cel
Wy 10% tyr-cel
1
=@ 1 5% tyr-cel
2 el 2 0% tyr-cel

0 02040608 1 141618 2 22242628 3 3.2

zapremina NaOH (ml)

Slika 39. Titracione krive CMCi5 - 20% oksidovane Tyr—Cel
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Takode se moze videti da sa povecanjem stepena oksidacije raste i duzina
platoa, sto ukazuje na prisustvo veceg broja jonizabilnih grupa Sto je stepen

oksidacije vedi.

Rastvori svih modifikata Tyr—Cel su presli u stanje gela kada su im dodati

HRP (3 U), GOx (13 U) i glukoza (0,133 M) (slika 40).

Slika 40. Izgled Tyr—Cel gela, dobijenog dodatkom enzima HRP, GOx i glukoze

4.4.2. pH - zavisno dostavljanje ketoprofena u Tyr—Cel hidrogelu

Kako je broj fenolnih grupa koji je uveden na celulozne polimere bio manji
nego kod ksilana, izabrana je 20 % oksidovana Tyr—Cel, kao najvise modifikovani
polimer za eksperiment sa dostavljanjem leka. Kao model malog molekula leka,
koristili smo ketoprofen (slika 41) i ispitivali da 1i Tyr—-Cel ima odgovarajuce
osobine, koje bi omogucila njenu upotrebu kao “pametnog” hidrogela za

specifi¢no dostavljanje terapeutskih sredstava.
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Slika 41. Hemijska struktura ketoprofena

Kao 3sto se na slici 42 moZe videti, oslobadanje ketoprofena iz gela je
znacajno veée na pH 7,4 nego na pH 1,5 za oba nacina punjenja gela lekom
(potapanjem gela u rastvor ketoprofena, ili njegovim dodavanjem prilikom
pravljenja gela). Prisustvo jonizabilnih karboksilnih grupa Tyr—Cel dovodi do toga
da je gel pri nizim pH vrednostima potpuno protonovan i kontrahovan. Pri
prelasku u vise pH vrednosti, dolazi do deprotonacije, odbijanja polimernih
lanaca, povecane hidrofilnosti i ulaska vode u gel, i sve to dovodi do toga da
ketoprofen iz gela difunduje u okolni bazni rastvor. Za 4 sata na pH 1,5 oslobodi se
9-11 % ketoprofena sadrzanog u gelu, dok se za isto vreme na pH 7,4 oslobodi 78 -
79 % leka. Takode, moze se primetiti da kod oslobadanja imamo pocetno naglo
oslobadanje leka, prac¢eno daljim konstantnim oslobadanjem manjih koli¢ina. Ovo
pocetno oslobadanje se javlja usled brze difuzije leka sa spoljasnje povrsine gelaiu

skladu je sa ranijim istrazivanjima [122, 123].
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Slika 42. Otpustanje ketoprofena (KP) na pH 1,51 7,4 pri temperaturi od 37 °C
Dostavljanjem ketoprofena u Tyel gelu omogu cava da se izbegnu

nezeljeni efekti leka, kao Sto su iritacija zeluca i gornjeg dela gastrointestinalnog

trakta i da se lek ciljano otpusti na vis§im pH vrednostima u tankom crevu.
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5. ZAKLJUCCI

Testirane su cetiri metode za imobilizaciju peroksidaze unutar alginatnih
kuglica i razvijen je efikasan metod imobilizacije aminovane peroksidaze na
perjodatno oksidovani alginat. Zahvaljuju¢i kovalentnom vezivanju enzima za
matriks, dobijen je imobilizat povecane stabilnosti u prisustvu organskih
rastvaraca i proSirenog pH optimuma, koji se moZe koristiti u ba¢ reaktorima
tokom vise ciklusa bez znacajnijeg gubitka aktivnosti. Na ovaj nacin pripremljen
imobilizat HRP je pogodan kandidat za industrijsku primenu u uklanjanju fenola

ili sintezu polimera u organskim rastvaracima i vodenim rastvorima.

Alginat je testiran i kao nosa¢ u cilju antibakterijskog tretmana rana.
Sintetisani DHP polimer u kombinaciji sa alginatnim hidrogelom pokazao je
antimikrobnu aktivnost na sve testirane Gram (-) i Gram (+) sojeve, koja se moze
porediti sa antibioticima streptomicinom i ampicilinom, a u nekim slucajevima je i
bolja od pomenutih antibiotika. Alginatni gel je pojacao baktericidno dejstvo DHP,
verovatno praveéi mreZzu koja opkoljava i zarobljava bakterije. Poseban znacaj
ovog antimikrobnog hidrogela je njegova potencijalna primena na sojeve bakterija

rezistentne na postojece antibiotike.

Ksilanu izolovanom iz ¢okova kukuruza uvedene su funkcinalne grupe
najpre dvostrukom karboksimetilacijom, a potom perjodatnom oksidacijom, pa
reduktivnom aminacijom sa tiraminom. Na taj na¢in uvedene su i pozitivne i
negativne Sarze i ovako modifikovan ksilan gelirao je u prisustvu enzima
peroksidaze i glukoza oksidaze dodatkom glukoze. U zavisnosti od molskog

odnosa perjodata, dobijeni su modifikati razli¢itog stepena oksidacije (5%, 10%,
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15% i 20%). Enzim amiloglukozidaza koriS¢en je kao model makromolekula za
imobilizaciju. Polimer koji je oksidovan 10 mol % perjodatom pokazao je najvecu
sposobnost vezivanja enzima i vezani enzim je imao najvecu specifi¢nu aktivnost.
Optimalna koli¢ina enzima je iznosila oko 10 U, a koncentracija polimera 5%.
Imobilizovani enzim pokazao je povecanu termostabilnost i afinitet prema
supstratu i nakon 5 ciklusa ponovljene upotrebe zadrzao je skoro 70% pocetne

aktivnosti.

Karboksimetilceluloza je takode perjodatno oksidovana, a zatim
modifikovana uvodenjem fenolnih i amino grupa tiramina, $to je omogucilo njeno
geliranje peroksidazom. U 20 mol % oksidovanu Tyr—Cel imobilizovan je
ketoprofen kao model malog molekula leka, bilo direktno dodatkom prilikom
pravljenja gela, ili punjenjem gela u rastvoru leka. Otpustanje ketoprofena iz
celuloznog gela pri pH 1,5 (Sto odgovara pH vrednosti Zeluda¢nog soka) tokom 4
sata iznosilo je do 11%, a pri pH 7,4 (Sto odgovara pH vrednosti lumena tankog
creva) iznosilo je do 79% sadrZine leka. Na taj na¢in pokazano je da Tyr-Cel mozZe
da se koristi kao pH - osetljiv nosa¢ za oralnu administraciju leka, omogucujuci

njegovo kontrolisano i ciljano otpustanje u crevima.
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