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RAZVOJ NOVIH ANTIMIKROBNIH BIOAKTIVNIH KOMPOZITA ZA

MEDICINSKU PRIMENU U TERAPIJI RANA
REZIME

Danas, razvoj novih kompozitnih biomaterijala za medicinsku primenu u terapiji rana
bazira se na poznavanju razli¢itih faktora povezanih sa procesom zarastanja i podrazumeva
reSavanje specifiénih problema koji prate hroni¢ne rane. Cilj ove doktorske disertacije bio je
razvoj novih kompozitnih hidrogelova na bazi alginata i Cestica aktivnog uglja (AU) koji ¢e u
potencijalnoj primeni u tretmanu rana ispoljiti vise povoljnih efekata. Naime, cilj je bio razvoj
kompozita iz koga se, u dodiru sa bioloskim fluidima, ¢estice AU kontrolisano i efikasno
otpustaju tokom duzeg perioda. Pri tome, ¢estice AU mogu biti nosaci razli¢itih aktivnih
agenasa, dok bi alginatni hidrogel efikasno upijao vlagu. Kao model aktivne supstance izabrani
su povidon-jod (PVP-I) i lignin model jedinjenja (LMJ) kao agensi koji ispoljavaju antimikrobno

dejstvo.

Rezultati istrazivanje su pokazali da su metodom ekstruzije uspesno dobijene kompozitne
Ca-alginatne Cestice (CaA/AU) i to iz smeSa alginata koncentracija u opsegu od 0,5 - 2 mas. % i
AU u opsegu od 1-20 mas. %. Ispitivanjem kinetike otpusStanja AU iz suvih CaA/AU Ccestica u
fizioloskom rastvoru utvrdeno je da je sastav optimalne smese 0,5 mas. % alginata i 20 mas. %
AU. Kinetika otpustanja AU je uspesno opisana modelom unutrasnje difuzije osim u slucaju
Cestica dobijenih iz smeSe optimalnog sastava gde je otpustanje uzrokovano i erozijom cestica
Sto je opisano Korsmejer-Pepasovim modelom Ekstruzijom smese optimalnog sastava u rastvor
za geliranje koji je sadrzao jone cinka uspe$no su dobjene i Zn0,5/V kompozitne Gestice. Cestice

na bazi Ca- i Zn-alginata dobijene iz smeSe optimalnog sastava (Ca- i Zn0,5/V ¢estice) Su u



fizioloskom rastvoru otpustile oko 50 - 60 % ukupnog sadrzaja AU tokom perioda od 5 dana Koji
je relevantan za tretman hroni¢nih rana. Ove Cestice su zatim uspe$no impregnirane prvom
model supstancom (PVP-1), a u ispitivanjima desorpcije utvrdeno je da je PVP-I ¢vrsto vezan za
Cestice AU 1 da je stepen desorpcije u okolni alginatni matriks, kao i u fizioloski rastvor
zanemarljiv. Na cestice AU je takode uspes$no adsorbovana i druga model supstanca (LMJ) i
pokazano je da ne dolazi ni u ovom slucaju ne dolazi do desorpcije U fizioloSkom rastvoru.
Kompozitne Ca- i Zn-alginatne ¢estice impregnirane sa PVP-1 su pokazale izrazitu antimikrobnu
aktivnost u suspenzijama svih ispitivanih, standardnih i klini¢kih sojeva mikroorganizama.
Antimikrobni efekat adsorbovanog joda se moze pripisati direktnom kontaktu sa celijskom
membranom mikroorganizama §to je u slucaju ispitivanih Gram pozitivnih i Gram negativnih
bakterija bilo dovoljno za baktericidni efekat, za razliku od gljivice C. albicans koja se pokazala
najotpornijom. Sa druge strane ¢estice AU sa adsorbovanim LMJ nisu pokazale antimikrobne
efekte u ispitivanim suspenzijama Sto zahteva dalja istrazivanja mehanizma adsorpcije ovih
jedinjenja, kao i mehanizma njihovog antimikrobnog dejstva. Kompozitni Ca- i Zn-alginatni
hidrogelovi sa sadrzanim ¢esticama AU na kojima je adsorbovan PVP-I su pokazali potencijal
za primenu u oblogama za rane zbog efikasnosti, dostupnosti i Sirokog spektra dejstva joda, kao i
potencijalnog sinergistickog dejstva sa otpustenim katjonima koji imaju pozitivan efekat na

zarastanje oSte¢enog tkiva.

Kljuéne reci: aktivni ugalj, alginat, cink, kompozitni hidrogelovi, otpustanje aktivne supstance,

povidon-jod, lignin model jedinjenja, antimikrobna aktivnost, obloge za rane.

Nauéna oblast: BIOMEDICINSKO INZENJERSTVO



DEVELOPMENT OF NEW ANTIMICROBIAL BIOACTIVE COMPOSITES FOR

MEDICAL APPLICATION IN WOUND TREATMENT

ABSTRACT

Today, the development of new composite biomaterials for wound treatment application
is based on knowledge of different factors which affects the process of wound healing in order to
identify solutions for specific problems related to chronic wounds. The aim of this thesis was to
develop new composite hydrogels based on alginate and activated charcoal particles (AC) which
would show beneficial effects in potential wound treatment application. Specifically, the aim was
to develop composites which would during contact with biological fluids, release AC particles in
a controlled and efficient manner during a prolonged period of time. Simultaneously, AC
particles could be carriers of different active agents while alginate hydrogel would efficiently
absorb the fluids. Povidone-iodine (PVP-I) and lignin model compounds (LMC) were chosen as

model substances of active agents with antimicrobial activity.

The results showed that the composite Ca-alginate beads (CaA/AC) were successfully
obtained by extrusion method using mixtures of alginate in concentration range of 0.5-2 % w/w
and AC in a concentration range of 1-20 % w/w. The diffusion model was successfully applied
on the release kinetics experimental data of all groups of A/AC beads, except in the case of the
beads obtained from the mixture with the optimal composition. In this case, the release of AC
particles was a result of diffusion as well as erosion and the Korsmeyer-Peppas model was
successfully applied. Zn0.5/H composite beads were successfully obtained by extrusion of
optimal mixture in the gelling bath that contained Zn ions. The beads based on Ca- and Zn-

alginate obtained from the optimal mixture (Ca- and Zn0.5/H beads) released around 50-60 % of



the total AC content during a 5 day period, which is a period relevant for chronic wound
treatment. These beads were successfully impregnated with the first model substance (PVP-I).
The desorption studies established that PVP-I was firmly adsorbed onto AC particles and that the
level of desorption into alginate matrix as well as saline solution was below the detection level.
The second model substance (LMC) was successfully absorbed and the level of desorption in
saline solution was below the detection level as well. Both composite Ca- and Zn-alginate beads
impregnated with PVP-1 showed high antimicrobial activity in the suspensions of all examined
ATCC and clinical strains as well. The antimicrobial effect of adsorbed iodine can be explained
by direct contact with the cell membrane of microorganisms which was enough to establish
bactericidal effect in case of Gram positive and Gram negative bacteria while the yeast Candida
albicans was the most resistant. On the contrary, AC particles with adsorbed LMC did not
exhibit antimicrobial effect in any of the examined suspensions which demands a further
investigation of adsorption mechanism and antimicrobial activity of LMC as well. Composite
Ca- and Zn-alginate hydrogels with incorporated AC particles with adsorbed PVP-I showed
potential for wound dressing application because of its high efficiency, availability and broth
antimicrobial spectrum of iodine as well as its potential synergistic effect with released cations

that exhibit wound healing effect.

Keywords: chronic wounds, activated charcoal, alginate, zinc, composite hydrogels, release of
active substance, povidone-iodine, lignin model compounds, antimicrobial activity,

multifunctional wound dressings

Scientific Field: BIOMEDICAL ENGINEERING
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1. Uvod

Rane su oduvek predstavljale veliki problem. Jedan od
najranijih zapisa predstavlja crtez ,,Coveka sa ranama® (slika 1.1)
naden u peéinama u Spaniji star oko 20000-30000 godina (Gottrup
i Leaper, 2004). Prvi pisani zapisi nalaze se u zapisima Asiraca i
Egipéana u kojima se opisuju i prakticni nacini leCenja rana
ukljucujuéi i Sivanje rane (Gottrup i Leaper, 2004). Oduvek su

postojali pokusaji da se rane izle¢e razli¢itim materijalima biljnog,

zivotinjskog i mineralnog porekla. Kao sredstva za zarastanje rana,

Slika 1.1 Crtez

kroz istoriju su koriS¢eni blato, mahovina, zivotinjska mast, smola,
,,covek sa ranama“

razna ulja i voskovi pa sve do vlakana konoplje, koja je bila veoma (Gottrup i Leaper,
2004)
popularna u 19. veku (Boateng i sar., 2008).

Napredak u efikasnosti materijala koji se koriste za zarastanje rana pocinje od 1960. god.
sa otkriCem znacaja vlaznog previjanja rane. Do tada su koriSc¢eni isklju¢ivo pasivni prirodni
materijali (gaza, vata, zavoji i dr.), a primenjivan je i princip suvog zarastanja, koji je
podrazumevao aktivno podsticanje isusivanja rane pa se ¢ak preporucivalo i da se rane ostavljaju
otvorene. Kod proizvoda novije generacije u potpunosti je odbacen ovaj tradicionalni pristup
le¢enju rana. Razvoj novih materijala bazira se na poznavanju humoralnih i celularnih faktora
povezanih sa procesom zarastanja, kao i na shvatanju da je kontrolisanje mikrookoline rane

neophodno da bi se proces zarastanja podigao na optimalan nivo (Drobac i sar., 2013).



Danas, razvoj novih topikalnih preparata za tretman hroni¢nih rana podrazumeva
reSavanje specifiénih problema koji se Cesto javljaju kao $to su pojac¢ano vlaZenje, prisustvo
infekcije, neprijatnog mirisa, itd. U fokusu razvoja su materijali koji vrSe kontrolisano i efikasno
otpustanje aktivnih supstanci u sam predeo rane tokom perioda od nekoliko dana (do 7 dana) u
cilju omogucavanja delovanja aktivnih komponenti, a uz izbegavanje traume rane usled Cestih
(uobiéajeno 1-2 dana) promena obloga. Hidrogelovi kao $to je npr. alginat su se pokazali veoma
pogodni kao sistemi za kontrolisano otpustanje aktivne supstance. Prilikom kontakta sa
bioloskim fluidima, hidrogelovi bubre pri ¢emu dolazi do oslobadanja aktivne supstance. Treba
napomenuti da npr. alginatni hidrogel moze da veze oko 20 puta vecu koli¢inu tecnosti u odnosu
na svoju pocetnu masu Sto ga €ini veoma atraktivnim za tretman umereno do jako eksudirajucih

rana.

Cilj ove disertacije je bio razvoj novih multifunkcionalnih kompozita na bazi alginatnih
hidrogelova i ¢estica aktivnog uglja (AU) namenjenih potencijalnoj primeni kao obloge za rane.
S obzirom, na sve ¢eSc¢u izolaciju multirezistentnih sojeva mikroorganizama, izmedu ostalog 1
zbog neadekvatne upotrebe antibiotika, i sve veci terapeutski problem koji se zbog toga javlja,
cilj je bio razvijanje antimikrobnog sistema bez upotrebe antibiotika. Konkretno, ¢estice AU bi
bile nosaci za razliCite terapeutski aktivne supstance kao $to su antimikrobni agensi, a u dodiru sa
bioloskim fluidima kontrolisano bi se otpustale tokom vremena, dok bi alginatni hidrogel

efikasno upijao vlagu.



2. TEORIJSKI DEO

2.1 Koza-grada, sastav i funkcije

Koza je najveci organ ¢ovekovog tela ¢ija ukupna povrsina kod odraslog ¢oveka iznosi
oko 1,5-2 m? i &ni oko 15-20 % ukupne telesne tezine (Lalevié-Vasi¢ i sar., 1997). Vrlo je
kompleksne strukture i sastoji se iz tri sloja epiderma (epidermis), derma (dermis) i hipoderma

(hypodermis) (slika 2.1).

epidermis

dermis

hypodermis

Slika 2.1. Sematski prikaz popreénog preseka koze (https://lcsdanatomyphysiology.com)



Epiderm predstavlja najpovr$niji deo koze. Ektodermalnog je porekla i u Sesnaestoj
nedelji fetalnog Zivota ve¢ ima karakteristike adultne koze. Njegova debljina zavisi od podrugja i
iznosi od 0,4-1,5 mm (Lalevi¢-Vasié i sar., 1997). Izgraden je od nekoliko tipova ¢éelija. Glavni
deo mase (80 %) predstavljaju keratinociti, ¢elije Ciji je zadatak stvaranje keratina. Pored njih, u
epidermu se nalaze i druge celije, koje ne ucestvuju u procesu keratinizacije i imaju druge
specifiéne funkcije, kao §to su melanociti, Langerhansove i Merkelove ¢elije. U zavisnosti od
morfoloskih i funkcionalnih karakteristika keratinocita, epiderm se sastoji od nekoliko slojeva:
bazalni (stratum basale), spinozni (stratum spinosum), granulozni (stratum granulosum) i rozasti
sloj (stratum corneum). lduci od bazalnog ka rozastom sloju odvija se diferentovanje keratinocita
ka visoko specijalizovanim korneocitima. Epidermalni sloj se regenerise svake 2-3 nedelje.

Derm je mezodermalnog porekla i nalazi se izmedu epiderma i hipoderma. Sastoji se iz
dve faze: fibrozne i amorfne. Fibroznu komponentu ¢ine kolagena, retikulinska i elasti¢na
vlakna. Vlakna su okruzena amorfnom supstancom koja se sastoji od glikozaminoglikana i
zajedno sa serumskim proteinima i drugim mukoproteinima, vodom i elektrolitima obrazuje
viskozni gel. Prema izgledu i organizaciji vlakana, derm se deli na dva dela: papilarni, povrsni
deo koji se karakteriSe neznim kolagenim, retikulinskim i elastiénim vlaknima, i retikularni,
donji deo koji je znatno §iri, a vlakna su deblja i grublja (Lalevi¢-Vasié i sar., 1997; Andelkovicé i
sar., 2001). Pod normalnim okolnostima, u dermu postoji manji broj ¢elija, a najvazniji su
fibroblasti, koji proizvode i degradiraju fibroznu i amorfnu komponentu derma. Prisutni su jos i
histiociti, mastociti i krvne ¢elije koje se pretezno nalaze u papilarnom delu derma i imaju ¢itav

niz znacajnih funkcija.



Hipoderm je mezodermalnog porekla i sastoji se pretezno od masnih ¢elija i vezivno-
tkivnih pregrada. Hipoderm predstavlja rezervoar energetskih materija (triglicerida), amortizuje

mehanicke traume i uéestvuje u termoregulaciji kao izolator.

Koza je organ koji obavlja niz veoma vaznih funkcija (Lalevié-Vasié i sar., 1997):

@ omotava ¢ovekovo telo i obezbeduje integritet organizma u celini;

(b) predstavlja barijeru prema spoljasnjem svetu koja deluje u dva smera: sprecava
apsorpciju hemikalija i invaziju mikroorganizama iz spoljasnjeg sveta, a onemogucava
gubitak vode i drugih materija iz organizma;

(© ucestvuje u termoregulaciji kao izolator;

(d) predstavlja neuroreceptorni organ (dodir, pritisak, vibracije, toplo/hladno, bol);

(e) deo je opsteg imunoloskog sistema;

)] ucestvuje u sintezi vitamina D pod dejstvom UV zraenja;

(9) specijalizovane strukture koze (kosa i nokti) i zlezde (lojne i znojne) takode ucestvuju u

ukupnoj zastitnoj funkciji koze;

(h) ima vazan estetsko-kozmeticki znacaj.

2.2 Rane-definicija, podela i faze zarastanja

Rana predstavlja ozledu sa prekidom kontinuiteta koze ili sluzokoze pri ¢emu su ¢esto
ozledena i dublja tkiva (fascije, nervi, kosti, krvni sudovi). Nastaju kao posledica (Deli¢ i sar.,

2013):

. spoljasnje traume koja moze biti mehanicka, hemijska, fizicka, itd,



. unutrasnje traume odnosno vaskularnog, metabolickog, neuroloskog ili drugog

patoloskog procesa.

2.2.1 Podelarana

Rane se mogu podeliti prema (Stevovi¢ i sar., 2000; Deli¢ i sar., 2013):
o vremenu zarastanja: akutne i hronic¢ne;
. dubini defekta: povrsinske (defekt epiderma i/ili derma) i duboke (zahvataju i dublja

tkiva kao §to su miSi¢no, nervno, periost i kostano);

. etiologiji: vaskularne i nevaskularne;

o nacinu nastanka: akcidentalne i arteficijalne (operativne);

. tome da li je otvorena telesna supljina: penetrantne i nepenetrantne;

o tome da li je otvoren lumen unutrasnjeg organa: perforantne i neperforantne;

. stepenu kontaminiranosti: Ciste hirurSke rane, Ciste kontaminirane rane, kontaminirane

rane i inficirane rane.

2.2.2 Faze zarastanja rana

Zarastanje rana predstavlja slozen proces supstitucije oste¢enog tkiva novim tkivnim
elementima. To je kontinuirani proces tokom kojeg se odvija slozena signalizacija dogadaja i
ucestvuju razli¢iti tipovi Celija i brojni medijatori (faktori rasta, citokini, hemokini) tj. proteini ili
polipeptidi koji se sintetiSu i oslobadaju lokalno u predelu rane i imaju parakrino dejstvo na same

¢elije rane. Radi lakSeg izuCavanja, proces zarastanja se moze podeliti na Cetiri faze koje se



medusobno preplicu (slika 2.2): faza koagulacije, faza inflamacije, faza proliferacije i faza
maturacije i remodelovanja oziljka (Schultz i sar., 2003; Baum i Arpey, 2005). Sam defekt koze
epitelizuje nakon nekoliko nedelja, medutim Citav proces zarastanja, ukljucujuci remodelovanje

oziljka, moze trajati i duze od godinu dana.
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Slika 2.2. Faze zarastanja rane
1. Faza koagulacije je inicijalna faza koja zapocinje povredom tkiva nakon ¢ega se pokrece

intrinzicka i ekstrinzicka koagulacijska kaskada koja je rezultat tri odvojena procesa-kontrakcije
krvnog suda, stvaranja trombocitnog ¢epa i koagulacije. Ova faza traje 1-5 minuta od ozledivanja
(Huljev, 2011). Formirani krvni ugrusak sluzi za popunjavanje praznine u prekinutom krvnom
sudu i sprecava/usporava dalje krvarenje. Trombociti zapoc¢inju proces zaceljivanja nastalog
defekta i putem oslobadanja brojnih faktora rasta (trombocitni faktor rasta, engl. platelet-derived
growth factor-PDGF, insulinu slican faktor rasta, engl. insulin-like growth factor-IGF,

epidermalni faktor rasta, engl. epidermal growth factor-EGF, fibroblastni faktor rasta, engl.



fibroblast growth factor-FGF i transformacioni faktor rasta [ superfamilije, engl. transforming
growth factor-TGF-B) (Schultz i sar., 2003; Baum i Arpey, 2005; Stojanovi¢ i sar., 2015)
Oslobodeni faktori rasta brzo difunduju u okolno tkivo, privlace leukocite u predeo rane i
stimuliSu proliferaciju c¢elija rane 0dnosno epitelijalnih celija, fibroblasta i1 vaskularnih
endotelijalnih ¢elija (Schultz i sar., 2003; Baum i Arpey, 2005).
2. Faza inflamacije je druga faza koja prakti¢no pocinje u trenutku o$tecenja tkiva (Huljev,
2013). Dolazi do znacajne vazodilatacije, §to se vidi kao crvenilo u predelu rane, poveéava se
propustiljivost kapilara i migracija leukocita u predeo rane. Neutrofili i makrofagi fagocituju i
uniStavaju bakterije, ali takode oslobadaju i enzime proteaze (npr. elastazu i kolagenazu) koji
razgraduju oSte¢ene komponente ekstracelularnog matriksa (Baum i Arpey, 2005). Oni takode
sekretuju i dodatne faktore rasta, uklju¢ujuc¢i TGF-B, TGF-a, heparin-vezujuéi epidermalni faktor
rasta (engl. heparin-binding epidermal growth factor-HB-EGF) i bazni fibroblastni faktor rasta
(engl. basic fibroblast growth factor-bFGF) (Baum i Arpey, 2005; Stojanovié i sar., 2015). Ovi
faktori rasta stimuliSu migraciju ¢elija rane (fibroblasti, epitelne Celije i vaskularne endotelijalne
¢elije) u sam predeo rane (Schultz i sar., 2003). Takode makrofagi privlace druge makrofage u
predeo rane.
3. Faza proliferacije je tre¢a faza u toku koje broj inflamatornih ¢elija po¢inje da opada, a
fibroblasti, keratinociti i endotelijalne Celije preuzimaju funkciju sinteze faktora rasta. Ova faza
sastoji se od nekoliko procesa koji se medusobno preplicu, i to su stvaranje granulacionog tkiva,
neoangiogeneza, epitelizacija i kontrakcija rane (Huljev, 2013).

Proces stvaranja granulacionog tkiva predstavlja klinicku manifestaciju proliferacije
fibroblasta, a naziv je dobio zbog ruzi¢aste boje i izgleda poput granula (Martin, 1997). Sastoji

se od mezenhimalne i nemezenhimalne c¢elija ,,ugradenih® u mekani ekstracelularni matriks



(ECM) (Huljev, 2013). Postoje dva osnovna tipa proteina u ECM: fibrozni proteini (kolagen i
elastin) i adhezivni proteini (fibronektin i laminin). Kolagen, najzastupljeniji od svih proteina
matriksa, ima funkciju osiguravanja strukturnog integriteta i ¢vrstoce. Medutim, pre integracije
novoformiranog tkiva sa postoje¢im dermalnim matriksom, prvo se moraju odstraniti Svi
oSteceni proteini. Razgradnja proteina regulisana je sa jedne strane enzimima zvanim proteinaze
(serinske, cisteinske i metaloproteinaze) koje sekretuju neutrofili, makrofagi, fibroblasti, epitelne
i endotelijalne Celije, a sa druge inhibitorima proteinaza, kao sto je TIMP-1 (engl. tissue inhibitor
of metalloproteinases) (Tarnuzzer i Schultz, 1996). Sve u svemu, u slu¢aju normalnog zarastanja
postoji ravnoteza izmedu lucenja proteinaza i njihovih inhibitora (Huljev, 2013).

Neoangiogeneza predstavlja stvaranje novih krvnih sudova i javlja se kao odgovor na
metabolicko o$teéenje u rani (Huljev, 2013). Hipoksija, koja je posledica povrede i/ili
neadekvatnog lokalnog krvotoka je glavni stimulator neoangiogeneze koja je neophodna da bi se
mogla ponovo uspostaviti adekvatna krvna perfuzija povredene regije (Huljev, 2013). Novi krvni
sudovi formiraju se iz postojecih krvnih sudova sa ivica rane, medusobno stvaraju anastomoze i
formiraju novu kapilarnu mrezu (Martenez-Hernandez, 1994; Whaley i Burt, 1995).

Epitelizacija je proces u kome epitelne celije proliferiSu i migriraju preko granulacionog
tkiva sa ciljem rekonstrukcije zastitne barijere koze, a smatra se da samim procesom upravlja
keratinocitni faktor rasta (engl, keratinocyte growth factor-KFR) (Slavin, 1996).

Proces kontrakcije predstavlja vazan korak toka zarastanja ¢iji ta¢an mehanizam nije
poznat. Pretpostavlja se da su u proces ukljuc¢eni miofibroblasti tj. fibroblasti sa visokim
koncentracijama aktinomiozina, ¢ija kontraktilna aktivnost dovodi do pomeranja ivica rane
prema srediStu ozlede Cime se smanjuje veli¢ina rane Sto ima pozitivan efekat na vreme

zarastanja (Germain, 1994).



4. Faza maturacije i remodelovanja oZiljka je poslednja faza i po¢inje kada rana zaraste,
obi¢no oko 3 nedelje nakon povrede i traje mesecima ili godinama. U ovoj fazi nastavlja se
sinteza novih ECM molekula, a nezreli oziljak je ¢esto veoma crven i izdignut iznad nivoa koze.
Tokom perioda od nekoliko meseci izgled oziljka se obi¢no pobolj$a, postane manje izbocen i
crven. Na celularnom i molekularnom nivou, oziljno tkivo se menja, oziljak ,,sazreva‘“ i postize
se nova ravnoteza izmedu sinteze i degradacije komponenata ECM. Postepeno tokom vremena
rana povecava svoju ¢vrstinu, ali dostigne maksimalno 80 % inicijalne ¢vrstine tkiva (Welch i

sar., 1990; Clark i sar., 1995).

2.2.3 Uloga eksudata u zarastanju rane

Eksudat se moze definisati kao te¢nost koja se luci iz rane. Ta te¢nost ima centralnu
ulogu u procesu zarastanja. Sastoji se uglavhom od vode, ali sadrzi i elektrolite, nutrijente,
proteine, inflamatorne medijatore, proteoliticke enzime (npr. metaloproteinaze), faktore rasta,
raspadne produkte, kao i razne tipove ¢elija (neutrofile, makrofage i trombocite) (Stevovic i sar.,
2000). Eksudat je uglavnom bistar, svetao, vodenast i bez mirisa (Schultz i sar., 2003). Njegova
funkcija je da obezbedi vlaznu sredinu rane i potpomogne zarastanje tako $to olakSava difuziju
molekularnih medijatora (faktora rasta, citokina, hemokina), ali i migraciju ¢elija preko povrsine
rane (Schultz i sar., 2003). Takode, olaksava proliferaciju Celija, obezbeduje nutrijente i pomaze
autolizu nekroticnog i devitalizovanog tkiva. Kako zarastanje rane napreduje smanjuje se
koli¢ina proizvedenog eksudata (Schultz i sar., 2003). Vazno je naglasiti da je zapremina
»proizvedenog® eksudata proporcionalna veli¢ini rane i samim tim velike rane proizvode vece

koli¢ine eksudata (Schultz i sar., 2003).
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2.3 Hroniéne rane

Hroni¢na rana je svaka rana Koja ne zarasta u predvidenom vremenskom periodu za taj
tip rane i lokalizaciju uprkos standardnom medicinskom postupku, a pritom je period u kome
nije doslo do zarastanja duzi od 6 nedelja (Stevovié i sar., 2000; Huljev, 2011).

Danas, hroni¢ne rane predstavljaju jedan od glavnih uzroka morbiditeta i smanjenog
kvaliteta zivota koji pogada oko 2 % svetske populacije, a terapija ovih rana iziskuje velika
novéana sredstva i predstavlja znacajan medicinski problem. S obzirom da ljudska populacija sve
viSe stari projekcije kazu da ¢e prevalencija rana znacajno porasti u slede¢ih 20-tak godina
zahvaljuju¢i brojnim faktorima kao $to su produZen Zivotni vek, promene u Zivotnom stilu,
povecana prevalencija hroni¢nih bolesti i povecano prezivljavanje nakon velikih trauma i

operacija (Deli¢ i sar., 2013).

2.3.1 Vrste hroniénih rana

Hroni¢ne rane se mogu podeliti u nekoliko osnovnih grupa (slika 2.3) (Stevovi¢ i sar.,
2000; Deli¢ i sar., 2013).

Venske ulceracije su rane lokalizovane na potkolenicama, a u najve¢em broju slucajeva
su posledica bolesti vena. One ¢ine 70-80 % svih ulceracija na donjim ekstremitetima.

Dekubitalne ulceracije nastaju kao posledica pritiska na odredeni deo tela usled
dugotrajnog lezanja ili sedenja. Kod nepokretnih osoba dolazi do prekida cirkulacije i dotoka
kiseonika usled stalnog pritiska na odredeni deo tela, Sto predstavlja pogodno tlo za nastanak i

razvoj rane.
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Slika 2.3. Sematski prikaz podele hroni¢nih rana (http://ordinacija.lekarinfo.com)

Arterijske ulceracije nastaju usled smanjenja dotoka arterijske krvi u donjim

ekstremitetima. Najée$¢i uzrok je ateroskleroza srednjih i velikih arterija, kao i dijabetes,

tromboza i sl.
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Dijabetesne ulceracije (dijabetesno stopalo) predstavljaju jednu od brojnih komplikacija
Secerne bolesti i predstavljaju skup koStanih i meko-tkivnih promena na stopalu dijabetesnih
bolesnika. Nastaju kao posledica neuropatije i obliteracije malih krvnih sudova.

Maligne rane nastaju kao posledica malignih oboljenja pacijenata i terapija najcesce
zavisi od lokalizacije primarne bolesti.

Najzad, hroni¢ne rane mogu nastati i usled drugih uzroka (npr. posttraumatske,

postoperativne i druge rane).

2.3.2 Karakteristike hroni¢nih rana

Hroni¢ne rane odlikuje nekoliko karakteristika po kojima se razlikuju od ostalih rana.
ProduZeno vreme zarastanja je glavna karakteristika hroni¢nih rana i ono moze trajati vise
meseci pa i godina. Poremeéen je normalni obrazac zarastanja i vremenski okvir celularnih i
biohemijskih dogadaja, tako da su ove rane ,,zaglavljene* u odredenoj fazi tj. onemogucene da
udu u slede¢u fazu zastanja. Produzeno trajanje inflamatorne i/ili proliferativne faze zarastanja,
defektno remodelovanje ECM i nemogucnost reepitelizacije su samo neke od odlika hroni¢nih
rana (Schultz i sar., 2003).

Ove odlike su posledica i poremecenog celularnog metabolizma. Fibroblasti izolovani iz
hroni¢nih rana pokazuju smanjeni odgovor na primenu faktora rasta kao $to su PGDF-p i TGF-$
(Hasan i sar., 1997; Agren i sar., 1999) verovatno kao posledica nekog oblika starenja (Mendez i
sar., 1998; Vande Berg i sar., 1998). Takode, pokazano je da dermalni fibroblasti izolovani sa
ivica hroni¢nih venskih ulkusa rastu sporije nego fibroblasti izolovani iz zdrave koze istih

pacijenata (Stanley i sar., 1997). Celije izolovane sa ivica rane su izgledale staro tj. izgubile su
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sposobnost proliferacije, bile su veée i manje osetljive na faktore rasta. To govori u prilog tome
da se u hroni¢nim ranama akumuliraju ¢elije koje nisu sposobne da odgovore na normalne
molekularne signale tako da ni topikalna primena faktora rasta verovatno ne bi imala nekog
znacajnijeg efekta.

Eksudat prisutan u hroni¢noj rani se biohemijski razlikuje od eksudata prisutnog u
akutnoj rani. Eksudat prisutan u hroni¢nim ranama usporava pa ¢ak i blokira proliferaciju Celija
tj. keratinocita, fibroblasta i endotelijalnih ¢elija, i ima Stetan uticaj na sam proces zarastanja za
razliku od eksudata prisutnog u akutnim ranama koji podsti¢e njihovo zarastanje (Schultz i sar.,
2003). Proliferacija zdravih neonatalnih fibroblasta je bila veoma smanjena nakon izlaganja
eksudatu iz hroni¢nog venskog ulkusa (Raffetto i sar., 2001). Takode, eksudat iz hroni¢nih rana
sadrzi znacajnu koli¢inu fibronektina i vitronektina, proteina matriksa koji sprec¢avaju adheziju
¢elija. Jo§ jedna znacajna razlika jeste nivo inflamatornih citokina prisutnih u eksudatu akutnih i
hroni¢nih rana. Kod zarastanja akutnih rana, nivoi faktora nekroze tumora-alfa (engl. tumor
necrosis factor-TNFa) i interleukina-1 (IL-1) su najvisi nakon prvih nekoliko dana i u odsustvu
infekcije se vracaju na pocetni nizak nivo (Schultz i sar., 2003). Nasuprot tome, koncentracije
ovih citokina u nezarastaju¢im ranama Su stalno povecane, a po¢inju da opadaju kada hroni¢ne
rane po¢nu da zarastaju (Ovington, 2002). Takode, u eksudatu hroni¢nih rana je veoma nizak
nivo glukoze, zatim sekrecija proteinaza je poveéana dok je sekrecija njihovih inhibitora
smanjena, $to govori u prilog pojac¢ane proteoliti¢ke aktivnosti koja uti¢e na otezanu epitelizaciju
i zarastanje (Ovington, 2007). Sto su ve¢e koncentracije tkivnih proteinaza to je veéa razgradnja
proteina matriksa, faktora rasta i citokina neophodnih za reepitelizaciju i proces zarastanja rane
(Ovington, 2007). Takode, visok nivo eksudacije utie $tetno lokalno na okolnu zdravu kozu.

Naime, usled dugotrajnog vlazenja dolazi do maceracije odnosno razmeksavanja koze i daljeg
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Sirenja rane. Treba napomenuti da hroni¢ni venski ulkusi, koji spadaju u tip rana sa pove¢anom
eksudacijom, sekretuju oko 0,5 ml / cm? / 24 h eksudata (Thomas i sar., 1996) sto zna¢i da se
moze oc¢ekivati da rana povrsine od 10 cm? »proizvede® oko 5 ml eksudata na dan.

Jo§ jedan od faktora koji moze da utiCe na brzinu zarastanja rana je prisutnost
mikroorganizama. Mikroorganizmi su prisutni u svim hroni¢nim ranama, medutim to ne znaci da
¢e nuzno do¢i do ,,nazadovanja“ rane niti razvoja infekcije (Kerstein, 1997; Dow i sar., 1999)
Cak je pokazano da mali broj bakterija prisutan u rani stimuli$e zarastanje (De Haan i sar., 1974;
Pollack, 1984) Konkretno, ¢elije bakterija proizvode proteoliticke enzime (npr. hijaluronidazu)
koji potpomazu debridman rane i stimuliSsu neutrofile da oslobode proteinaze (Stone, 1980). U
pocetku preovladuje normalna saprofitna mikroflora koze (Staphylococcus epidermidis i
Staphylococcus saprophyticus) koja ne zahteva poseban antibiotski tretman. Medutim,
bakterijska mikroflora se u hroni¢nim ranama menja tokom vremena (Dow i sar., 1999) sto
zahteva primenu potpornih metoda leCenja u cilju prevencije i leCenja infekcije. Konkretno,
dolazi do kolonizacije uslovno patogenim vrstama bakterija kao Sto su Staphylococcus aureus i
beta-hemoliticki streptokok, a nakon otprilike Cetiri nedelje, ranu kolonizuju Gram negativne
StapiCaste bakterije, aerobi i fakultativni anaerobi (Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp., E.
coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.). Kako se rana produbljuje postaju pogodene dublje
subkutane strukture (mi$iéi, nervi, periost, kost), a dominantna mikroflora postaju striktni
anaerobi s tim da su naj¢esce polimikrobne infekcije.

Najzad, karakteristika koja posebno pogada pacijente sa hroni¢nim ranama, posebno
malignim ranama, je neprijatan miris. Pacijenti ¢esto kazu da se osecaju potpuno socijalno
izolovani upravo zbog stalnog prisustva tog neprijatnog mirisa (Probst i sar., 2009). Takode

navode da od svih simptoma rane, neprijatan miris ih najviSe uznemirava i uzrokuje socijalnu
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izolaciju, depresiju i osecaj odvratnosti (Chase i sar., 2000; Grocott, 2007; Probst i sar., 2009).
Posebno treba naglasiti znacaj adekvatne terapije neprijathog mirisa povezanog sa palijativnim
ranama s obzirom na ¢injenicu da su ti pacijenti uglavnom svesni da ¢e ih on pratiti do kraja
zivota. Neprijatan miris nastaje kao posledica veceg broja faktora ukljucujuéi proteoliticke vrste
bakterija (anaerobi, Pseudomonas aeruginosa), nekroti¢no tkivo, visok nivo eksudacije i slabu

vaskularizaciju tkiva (Gethin, 2010).

2.4  Holisticki pristup leCenju rana

Holisti¢ki pristup leGenju rana podrazumeva da se uvek leci ,,pacijent sa ranom®, a ne
»rana na pacijentu (Deli¢, 2013). 1z tog razloga je, pre odluke o lokalnom tretmanu, veoma
vazno uzeti u obzir mogucée spoljasnje i unutrasnje uzroke nezarastanja rana i, ako je moguce,
korigovati ih. U tom procesu se polazi od evaluacije opSteg zdravstvenog stanja bolesnika,
procene prokrvljenosti tkiva rana i najzad, bolesnik i njegova porodica se adekvatno edukuju.

Ukupni zdravstveni status samog pacijenta ima veoma znaCajnu ulogu na proces
zarastanja. Detaljna anamneza je u tom smislu dragocena radi identifikacije uzroka koji uticu na
zarastanje rane. Oralna terapija steroidima, imunosupresivima, nesteroidnim antiinflamatornim
lekovima, antikoagulansima itd. ¢e otezati zarastanje, kao i prisustvo nekih bolesti (npr.
reumatoidni artritis, sistemski lupus erythematosus, itd). Neadekvatna i loSa ishrana, posebno
ako pacijent unosi nedovoljne koli¢ine proteina, ¢e takode uticati nepovoljno na proces
zarastanja (Guo i DiPietro, 2010).

Adekvatna prokrvljenost i oksigenacija tkiva je od vitalnog znacaja za proces zarastanja.

Rane na donjim ekstremitetima su posebno pogodene loSom perfuzijom tkiva. Spoljasnji faktori
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kao Sto su hipotermija, stres ili bol povecavaju aktivnost simpatikusa i na taj nain smanjuju
tkivnu prokrvljenost. Pusenje usporava mikrocirkulaciju dok je neki lekovi ubrzavaju. Kiseonik
se ¢elijama putem krvi doprema u dve forme: vezan za hemoglobin ili rastvoren u plazmi. U
hroni¢nim ranama i kozi, za razliku od misi¢a, kiseonik rastvoren u plazmi moze biti dovoljan za
zarastanje pod uslovom da je perfuzija tkiva zadovoljavajuca. Zagrevanje tkiva i hiperbaricna
komora poboljsavaju perfuziju tkiva (Boykin, 1996; Tibbles i sar., 1996) dok elektri¢na
stimulacija povecava mikrocirkulaciju (Gilcreast i sar., 1998).

Najzad, ako je rana rekurentna, edukacija bolesnika moze biti znacajan korak u pravcu
zarastanja rane. Bolesnika treba informisati kako napreduje zarastanje, koliko ¢e verovatno
trajati leCenje, 0 adekvatnoj ishrani i znacaju unoSenja teCnosti i vitamina, o savremenim
oblogama za rane i zasto ih treba koristiti. Takode, vazno je edukovati i porodicu bolesnika u
smislu pravilne nege rane, ali i 0 moguc¢im propratnim pojavama kao $to su depresija, socijalna
izolacija, redukcija svakodnevnih aktivnosti pa i znacajno finansijsko optere¢enje vezano za

lecenje ovih rana.

2.5 Lokalni tretman hroni¢ne rane

Cilj lecenja hroni¢ne rane je pretvoriti hroni¢nu ranu u ranu koja ima potencijal za
zarastanje (Huljev, 2013). Taj postupak se naziva i priprema dna rane (,,wound bed preparation®)
(Schultz, 2003).

Danas se primenjuju principi koji osiguravaju sistematski pristup lokalnom tretmanu rane

poznati pod engleskim akronimom TIME koncept (Deli¢, 2013).
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T (tissue) = tkivo mora biti vitalno tj. mora se odstraniti devitalizovano i nekroti¢no tkivo
postupkom debridmana odnosno nekrektomije;

I (infection ili inflammation) = infekcija ili upala, potrebna je kontrola broja ¢éelija bakterija u
rani i lecenje infekcije;

M (moisture) = vlaznost, potrebna je balansirana razina vlaznosti rane;

E (epidermal margin) = ivice rane moraju omogucavati epitelizaciju.

U hroni¢noj rani mogu se razlikovati tri vrste tkiva: nekroti¢no, fibrinsko (fibrinske
naslage) i granulaciono tkivo (slika 2.4). Od navedenih tkiva, jedino granulaciono tkivo
omogucava progresiju epitelizacije tako da je glavni cilj lokalnog tretmana rane uspostavljanje
uslova za formiranje zdravog granulacionog tkiva i samim tim iniciranje zarastanja rane (Huljev,

2011).

Slika 2.4. Potkoleniéni ulkus u kome su zastupljena sve tri vrste tkiva (granulaciono-crvene boje,

fibrin i fibrinske naslage-belicaste i Zute boje, i nekroti¢no tkivo-crne boje) (Huljev, 2011)
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2.5.1 Debridman (nekrektomija)

Debridman je postupak kojim se odstranjuje devitalizovano tkivo (nekroti¢no tkivo i
fibrinske naslage) koje predstavlja dobro staniSte za bakterije kao i mehanicku barijeru koja
ogranicava fagocitnu aktivnost leukocita. Debridman predstavlja ,,zlatni standard” u leCenju
hroni¢nih rana i opste je prihvaéena Cinjenica da je oStri debridman ,.klju¢ koji ¢e preokrenuti
hroni¢nu ranu u akutnu i tako stvoriti uslove za njeno zarastanje (Kirshen i sar., 2006).
Primenom debridmana otvara se terapijski ,,prozor za delovanje antimikrobnih lekova
(antiseptika i1 antibiotika) tokom 72 h (Kucisec-Tepes, 2016). Postoji nekoliko vrsta debridmana:

hirurski, enzimski, autoliti¢ki, hemijski, bioloski i mehanicki (Delié, 2013).

2.5.2 Prevencija i leCenje infekcije

Mikrobioloski status rane se moze definisati kao kontaminacija, kolonizacija, kriti¢na
kolonizacija i infekcija (slika 2.5).

Kontaminacija zna¢i da su prisutni mikroorganizmi koji se ne razmnozavaju, a U ranu
dospevaju iz organizma samog bolesnika ili iz okoline.

Kolonizacija znaci da su u rani prisutni mikroorganizmi koji se razmnozavaju, ali koji ne
pri¢injavaju Stetu samom domacinu (Dow i sar., 1999). U ovoj fazi nema klini¢kih znakova
infekcije, a primenjuju se potporne metode ledenja kao §to su antiseptici i obloge za rane.
Pokazano je da kada se hroni¢ne rane koje nemaju klinicke znake infekcije tretiraju
antimikrobnom oblogom za rane koja sadrzi srebro dolazi do klinickog poboljSanja, smanjenja
eksudacije kod mnogih pacijenata, kao i boljih rezultata briseva uzetih sa rana (Sibbald et al,

2001).
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Do kriti¢ne kolonizacije dolazi kada se kolonizacija pove¢a odnosno bakterije po¢nu da
se ,,takmice* sa domacinom za nutrijente i dolazi do njihovog prodora sa povrsine u dublje tkivo.
To dovodi do oslobadanja toksina, javljaju se lokalni nespecifi¢ni znaci upale (rubor-crvenilo,
dolor-bol, calor-toplina, tumor-otok) koji dovode do odlaganja zarastanja rane (Browne i sar.,
2001; Sibbald et al, 2001). U ovoj fazi primenjuje se peroralno ciljano lecenje sa antibioticima

uz primenu potpornog lec¢enja.

kontaminacija

\

kolonizacija

kriti¢na
kolonizacija

INFEKCIJA

Slika 2.5. Sematski prikaz mikrobioloskog statusa rane

Infekcija znaci da su prisutni mikroorganizmi koji se razmnozavaju i pri¢injavaju Stetu
samom domacinu odnosno ravnoteza izmedu domacina, mikroorganizma i1 okoline je naruSena.
U ovoj fazi javlja se sistemski odgovor uz lokalne znake infekcije (Kucisec-Tepes, 2010). Treba
naglasiti da je infekcija rane klinicka, a ne mikrobioloska dijagnoza (Deli¢ 1 sar., 2013).

Medutim, pokazano je da postoji visoka korelacija izmedu prisustva velikog broja ¢éelija bakterija
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u rani (> 10° CFU/gr tkiva) i simptoma kao §to su bol, poveéanje veli¢ine rane i prisustvo
neprijatnog mirisa (Gardner i sar., 2001). Kod inficiranih rana, takode su ¢este komplikacije kao
Sto su celulitis, fasciitis, sepsa, krvarenje, osteomijelitis i rede, maligna alteracija (Deli¢ i sar.,
2013).

Takode, poseban problem predstavlja Sto bakterijska populacija u oko 90 % hroni¢nih
rana formira biofilm koji interaguje sa okolnim tkivom na parazitski na¢in (Edwards i Harding,
2004; Leaper i sar., 2012). Biofilm predstavlja zajednicu mikroorganizama koji su adherirani na
povrsine rana i koje produkuju ekstracelularne polimerne supstance koje ih Stite, a pri tome,
pokazuju izmenjene osobine (fenotip) u poredenju sa korespondiraju¢im planktonskim celijama.
Unutar biofilma, celije bakterija se nalaze u smanjenom metabolickom stanju, §to otezava
delovanje antibiotika s obzirom da je njihovo delovanje najefikasnije u eksponencijalnoj fazi
rasta bakterija (Kucisec-Tepes, 2016).

Poseban problem u bolni¢koj, a u novije vreme i u vanbolnickoj sredini, sve Cesce
predstavljaju multirezistentni patogeni sojevi koji ozbiljno ugrozavaju i otezavaju proces lecenja
razli¢itih infekcija. Sirenje rezistencije prema antibioticima medu patogenim vrstama bakterija je
evolutivni proces podstaknut selektivnim antimikrobnim pritiskom od strane ¢oveka i danas je
sve viSe prisutna svest 0 potrebi restriktivnije upotrebe antibiotika. U tom smislu, najnovije
smernice SZO (Svetske zdravstvene organizacije) preporucuju preoperativno koriséenje
kvalitetnih antiseptika u odnosu na kori$éenje sistemskih antibiotika (WHO, 2016; Allegranzi i
sar., 2016). Antiseptici su supstance koje ubijaju mikroorganizme ili spreavaju njihovo
razmnozavanje, a primenjuju se samo na zivo tkivo (Varagic¢ | Milosevi¢, 1999). U odredenim
slu¢ajevima, antiseptici mogu biti dobra alternativa antibioticima s obzirom da imaju $iri spektar

antimikrobne aktivnosti (Lachapelle i sar., 2013), a istovremeno je manja verovatnoca pojave
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rezistencije s obzirom da obi¢no ispoljavaju viSe mehanizama delovanja na bakterijske Celije
(Leaper i Durani., 2008).

,Idealan* antiseptik bi trebalo da ima sledece karakteristike (Konig i sar., 1997; Lipsky i
Hoey, 2009; Leaper i Durani., 2008; Jayaraja Kumar i sar., 2009; Lachapelle i sar., 2013):
o Sirok spektar dejstva,
. sposobnost da penetrira u biofilm, nekroticno tkivo i eshare (kraste nastale dejstvom

visoke temperature, korozivne ili kausti¢ne supstance),

. da ima mali potencijal za razvoj rezistencije,
. da potpomaze zarastanje rane smanjujuéi jaku inflamaciju, i
. da ga okolno tkivo dobro tolerise.

Preporuka Evropskog udruzenja za leCenje rana (European Wound Management
Association-EWMA) i Americkog medicinskog udruzenja (American Medical Association-AMA)
je da se u prevenciji i tretmanu infekcija hroni¢nih rana koriste sledeéi antiseptici: povidon-jod,
kadeksomer jod, oktenidin dihidrohlorid, poliheksanidin, srebro i manuka-tip meda (Kucisec-
Tepes, 2016). Uz to, traga se i za novim antimikrobnim agensima koji su lako dostupni i jeftini

kao $to su npr. derivati na bazi lignina (Spasojevic i sar., 2016).

2.5.2.1 Povidon-jod

Povidon-jod (PVP-1) je najznacajniji predstavnik jodofora, ,nose¢ih" jedinjenja koja
mogu vezati jod. U medicinskoj upotrebi je ve¢ duzi vremenski period. PVP-I je kompleks joda
sa sintetskim polimernim nosa¢em poli-vinil-pirolidonom (povidonom), koji sam po sebi nema

mikrobicidnu aktivnost (Ripa i sar., 2002). Kompleks PVP-I predstavlja ,,rezervoar” joda.
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Aktivna komponenta kompleksa je molekul joda (I,) koji se, u vodenom rastvoru otpusta iz
kompleksa do uspostavljanja ravnoteze. Prilikom delovanja na mikroorganizme, I, se deaktivira
prelaskom u jodide (I'), dolazi do disbalansa ravnoteze usled cega se otpustaju novi molekuli
joda iz kompleksa u rastvor i ravnoteza se ponovo uspostavlja (Rackur, 1985; Fleischer i
Reimer, 1997). PVP-l ima S$irok antimikrobni spektar dejstva, efikasan je protiv bakterija,
nekoliko virusa, gljivica, spora, protozoa i cista ameba (Fleischer i Reimer, 1997; Ripa i sar.,
2002; Cooper, 2007; Jayaraja Kumar i sar., 2009; Lachapelle i sar., 2013). Pokazano je da
PVP-I ubija éelije bakterija koje su uzro¢nici bolni¢kih infekcija, izmedu ostalog meticilin-
rezistentan Staphylococcus aureus (MRSA) i ostale rezistentne sojeve u toku 20-30 sekundi

(Kunisada i sar., 1997; Yasuda i sar., 1997).

' - I
PVP-I q < -2
kompleks \\ ‘\ deaktivican T
[ \ / fosfolipidi

grocl

membranski proteini % $ solubilni proteini
DNA/RNA , V¥~ J

Slika 2.6. Mehanizam delovanja PVVP-1 (Bigliardi i sar., 2017)
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Mikrobicidna aktivnost joda ukljucuje inhibitorno delovanje na razliite vitalne
bakterijske strukture i c¢elijske mehanizme (slika 2.6). Precizan redosled dogadaja na
molekulskom nivou jo§ uvek nije dovoljno jasan (Rackur, 1985; Fleischer i Reimer, 1997;
Schreier i sar., 1997; Mangram i sar., 1999; Lachapelle i sar., 2013). Na nivou celijske
membrane 1, vrsi oksidaciju masnih i aminokiselina, a unutar Celije deaktivira i denaturiSe
enzime respiratornog lanca, vrsi oksidaciju nukleinskih kiselina i na taj nacin inaktivira proteine,
kao i DNK i RNK ¢elija bakterija (Kanagalingam i sar., 2015) (slika 2.6).

lako je u upotrebi vise od 150 godina, do danas nije dokumentovana pojava steCene niti
ukrstene rezistencije u slucaju PVP-1 (Fleischer i Reimer, 1997; Kunisada i sar., 1997;Yasuda i
sar., 1997; Leaper i Durani., 2008, Lachapelle i sar., 2013). Sa druge strane, postoje podaci 0
pojavi rezistentnih klini¢ckih sojeva prema antisepticima i dezinficijensima kao $to su
hlorheksidin, kvarterne amonijumske soli, srebro i triklosan (Kunisada i sar., 1997; Yasuda i
sar., 1997; Leaper i Durani., 2008; Lachapelle i sar., 2013; Lanjri i sar., 2017). Takode,
dokumentovana je i ukrstena rezistencija izmedu nekih antiseptika i antibiotika (Chuanchuen i
sar., 2001; Leaper i Durani., 2008). Razlog ne razvijanja rezistencije prema PVP-I nije poznat,
ali se smatra da je najverovatnije posledica Cinjenice da I, ima brojne mehanizme delovanja
prema mikroorganizmima.

Medutim, primena PVP-I, posebno u slucaju aplikacije na o$te¢enu kozu, sluzokozu,
velike povrsine intaktne koze kao i na kozu dece (Dela Cruz i sar., 1987; Findik i sar., 2010;
Erdogan i sar., 2013) nosi rizik od sistemske apsorpcije joda koja direktno zavisi od duzine
primene (Nesvodbova, 2015). Prilikom pracenja pacijenata sa opekotinama drugog i treCeg
stepena koje su zahvatile vise od 25 % povrsine tela koji su bili tretirani rastvorom PVP-I,

uoceno je da je doslo do znacajnog povecanja nivoa joda u serumu (Nesvodbova, 2015). U
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zavisnosti od koncentracije PVP-I kao i veli¢ine rane pokazano je da se oko 0,3-4,5 % joda
apsorbuje preko koze (Below i sar., 2006). Prilikom pracenja pacijenata sa normalnom
funkcijom bubrega, takode je primeceno povecanje nivoa joda u serumu tokom primene PVP-I,
kao i da je nakon poslednje primene bilo potrebno duze od nedelju dana da se nivo joda vrati na

normalni nivo (Steen, 1993).

2.5.2.2 Lignini

Lignini su kompleksni polimeri aromati¢nih alkohola. Naj¢eS¢e se dobijaju iz drveta i
sastavni su deo ¢elijskog zida biljaka i nekih algi (Vanhome i sar., 2010). Svajcarski botanidar de
Kandol (de Candolle) je 1813. godine prvi opisao lignin kao vlaknasti materijal bez ukusa
nerastvoran u vodi i alkoholu i nazvao ga je prema latinskoj re¢i lignum koja znaci drvo.

Lignini nastaju polimerizacijom lignana, dimera koji se u prirodi uglavnom nalaze u
obliku glikozida. Pored celuloze i hemiceluloze glavni su sastojci lignoceluloznog materijala, a
ujedno predstavljaju i drugi najzastupljeniji prirodni polimer na svetu, odmah iza celuloze.
Lignin ima veoma vaznu ulogu u c¢elijskom zidu biljaka koja se ogleda u tome da pruza
mehanicku ¢vrstocu biljkama, reguliSe transport vode, sluzi za skladiStenje energije, zasluzan je
za otpornost biljaka na razne bolesti i razli¢ite vrste stresa, itd (Radoti¢ i sar., 1998).

Lignini su trodimenzionalni, visoko umrezeni makromolekuli, koji su nastali enzimskom
polimerizacijom tri vrste substituisanih fenola, koji ukljucuju: koniferil-, sinapil- i p-kumaril-

alkohol (slika 2.7), daju¢i ogroman broj funkcionalnih grupa i veza (Radotic i sar., 2005).
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Slika 2.7 Strukturni prikaz osnovnih gradivnih jedinica lignina: p-kumaril-, koniferil- i sinapil-

alkohola (Watkins i sar., 2015)

Lignini sadrze metoksi-, acetoksi-, formil- i druge funkcionalne grupe, a wu
lignoceluloznom materijalu vezan je za polisaharide, tj. celulozu, poluacetalnim i acetalnim

vezama (Watkins i sar., 2015). Sematski prikaz lignina dat je na slici 2.8 (Watkins i sar., 2015).

Zbog visokog stepena povezanosti sa ostalim gradivnim jedinicama ¢elijskog zida, lignin
do sada nije izolovan u prirodnom neizmenjenom obliku tako da se sve informacije o strukturi
lignina zasnivaju na ispitivanjima sintetisanih polimera nalik ligninu, kao i izolovanih
fragmenata prirodnog polimera. Enzimskom sintezom dehidrogenatnog polimera (DPH) iz
koniferil-alkohola dobija se najbolji supstituent lignina koji predstavlja lignin model jedinjenja

(LMJ) siroko koris¢enog u eksperimentalne svrhe (Spasojevié, 2017).
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Slika 2.8 Sematski prikaz strukture fragmenta lignina (Watkins i sar., 2015)

U razli¢itim eksperimentima je pokazano da fragmenti lignina kao i LMJ pokazuju odreden nivo
antimikrobne aktivnosti (Radoti¢, 1998, Spasojevié, 2016). Takode je pokazano da LMIJ u
alginatnom hidrogelu pokazuju antimikrobnu aktivnost prema vise razli¢itih kolekcijskih

klinickih sojeva Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija, i to jace izrazenu u odnosu na
slobodne LMJ (Spasojevié, 2016). S obzirom da alginatni hidrogel nema antimikrobna svojstva,

ovaj rezultat se moze pripisati Cinjenici da alginat stvara trodimenzionalnu mrezu koja
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najverovatnije zarobljava celije bakterija, dovode¢i ih na taj nacin u bliski kontakt sa supstancom

koja ispoljava baktericidan efekat (Spasojevié, 2017).

2.5.3 Potporne obloge za rane

Nakon ukazivanja na znacaj sterilnosti od strane Semelvajza (Semmelweis) i Pastera (Pasteur) u
19. veku, jedna od najvelih prekretnica u terapiji rana jeste bilo otkriCe znafaja vlaznog
previjanja pocetkom 60-tih godina 20. veka (Ovington, 2007). Prelomnu tacku predstavlja
objavljivanje dva Clanka 1962. i 1963. godine u ¢asopisu ,,Nature* u kojima je pokazano na
svinjama (Winter, 1962) i ljudima (Hinnman i Maibach, 1963) da akutne ekscizione rane
znacajno brze reepitelizuju ako se odrzava fizioloski vlazna sredina uz pomo¢ semiokluzivnog
polietilenskog filma u odnosu na rane koje su bile nepokrivene i1 suSile su se na vazduhu.
Koncept vlaznog previjanja rana odnosi se na odrzavanje optimalne hidratacije tkiva rane. Do
tada se u leCenju rana primenjivalo tzv. suvo previjanje pri ¢emu ne samo da se dozvoljavalo ve¢
se 1 podsticalo susenje tkiva rane. Sam princip vlaznog previjanja rana ne podrazumeva da rana
treba da bude pokrivena te¢nos¢u ve¢ da tkivo rane bude fizioloski vlazno, §to znaci ni suvo ni
vlazno (Lalevi¢-Vasié i sar., 1997).

Na osnovu tih spoznaja zapocela je proizvodnja specificnih obloga za rane kojima se
delovalo na lokalno okruzenje u rani. Vec¢ina obloga za rane se moze prema tipu rane svrstati u
jednu od sledece tri kategorije (Ovington, 2007; Abdelrahman i Newton, 2011):

. obloge koje apsorbuju visak eksudata — ako rana preterano vlazi obloga bi trebalo da
apsorbuje taj viSak i da uspostavi optimalan nivo vlaznosti; u ove obloge spadaju alginatne

obloge;
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. obloge koje odrzavaju postojeci nivo vlaznosti — ako je tkivo rane adekvatno vlazno sa
minimalnom eksudacijom, obloga bi trebalo da odrzava optimalnu hidrataciju tkiva bez vece
apsorpcije koja bi dovela do susenja rane; u ove obloge spadaju hidrokoloidi i filmovi;
. obloge koje vlaze ranu — u slucaju ako je rana suva, obloga bi trebalo da vrati tecnost
rani i da na taj nacin obezbedi optimalnu hidrataciju; u ove obloge spadaju hidrogelovi.

Takode, obloge za rane se mogu podeliti, prema svojoj primeni, na:
o primarne — obloge koje dolaze u direktan kontakt sa ranom; ove obloge se razlikuju po
svojoj strukturi i sastavu kao i po svojoj sposobnosti da apsorbuju visak eksudata;
. sekundarne — obloge koje se postavljaju na primarnu oblogu, a ispod zavoja, i
dizajnirane su tako da budu drugi sloj, ne dolaze u direktan kontakt sa ranom, a imaju funkciju
da apsorbuju visak eksudata i/ili neprijatne mirise.

Smatra se da bi ,,idealna“ obloga za rane trebalo da ima sledece karakteristike (Selig i
sar., 2012; Moura i sar., 2013):
) da reguliSe nivo vlaznosti,
o da obezbedi termoregulaciju i razmenu gasova, pomogne pri drenazi i otklanjanju debrisa

1 na taj nacin podstakne regeneraciju tkiva,

o da je biokompatibilna i da ne izaziva alergijsku ili imunu reakciju organizma,
) da stiti ranu od sekundarne infekcije,
. da se lagano skida bez dodatnog osteéenja tkiva.
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2.6  Alginat

2.6.1 Hemijska struktura i mehanizam formiranja gela

Alginat je visokomolekularni linearni polisaharid koji se sastoji od nerazgranatih binarnih
kopolimera f-D-manuronske (M) i a-L-guluronske kiseline (G) koji su medusobno povezani 1,4-
glikozidnim vezama (slika 2.9) (Martinsen i sar., 1989, Moe i sar., 1995, Gombotz i sar., 1998).
U prirodi se moze na¢i u celijskom zidu mrkih morskih algi (Phaeophycae, uglavnom
Laminaria), a komercijalno je dostupan kao natrijumova so, odnosno kao natrijum alginat. G i M
jedinice alginata su povezane u homopolimerne (GG i MM) i heteropolimerne (MG) blokove.
Koli¢ina i distribucija blokova u sastavu alginata zavisi od vrste, lokacije i starosti alge iz koje je
izolovan (Drury i Mooney, 2003) tako da se komercijalni alginati veoma razlikuju po svom
sastavu i karakteristikama, pa ¢ak mogu postojati i velike varijacije u G/M odnosu kod alginata

dobijenog iz istog izvora.

Slika 2.9 Strukturna formula jedinice lanca alginata (G-guluronska kiselina; M-manuronska

kiselina)
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Alginat pokazuje veoma veliki afinitet prema dvovalentnim katjonima i to prema

slede¢em redosledu:

Pb2+> Cu2+ - Ba2+ S Sr2+ S Cd2+ > Ca2+ > Zn2+ > C02+ > Ni2+

U prisustvu visevalentnih katjona dolazi do izmene jona natrijuma, povezivanja lanaca
alginata i formiranja hidrogela. Struktura hidrogela je zasnovana na jonskim vezama i
termostabilna je u opsegu od 0 do 100 °C, pa zagrevanje nece uciniti hidrogel te¢nim. Od svih
dvovalentnih katjona, najcesce koriséen katjon za geliranje je kalcijum. Do formiranja kalcijum-
alginatnih hidrogelova dolazi kada se G blokovi uz pomo¢ jona kalcijuma vezuju za druge G
blokove (Wong i sar., 2004) $to znaci da kapacitet obrazovanja gela u prisustvu jona kalcijuma
direktno zavisi od prose¢ne duzine lanca G blokova. Prema tome, alginati koji sadrze najveéi
procenat GG frakcija imaju najveéu sposobnost da formiraju kalcijum-alginatne hidrogelove, i to

prema sledecoj reakciji:

2Na(alginat) + Ca** — Ca(alginat), + 2Na*

Za opisivanje mehanizma formiranja gela, pre viSe od dve decenije je predlozen ,,egg-
box“ model (model ,.kutije za jaja“, slika 2.10) (Grant i sar., 1973). Prema ovom modelu, Ca*
joni se u alginatu vezuju najpre samo za G blokove, sve dok ne dode do zasi¢enja, odnosno dok
sva slobodna mesta na guluronskim ostacima ne budu popunjena. Dva ili vise poliuronatnih
lanaca medusobno se vezuje stvarajuci Supljine poput onih u kutiji za jaja za smeStanje

dvovalentnog kalcijuma. Daljim dodavanjem, Ca** jone pocinju da vezuju i manuronski ostaci.
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Proces vezivanja lanaca se zaustavlja nastajanjem mreze. Kalcijum-alginatni hidrogel se moze
formirati pod izuzetno blagim uslovima, kao $to su sobna ili telesna temperatura, fizioloski pH i
izotoni¢ni rastvori (de Vos i sar., 2006). Za razliku od jona kalcijuma, smatra se da su joni cinka
manje selektivni odnosno da se pored guluronskih ostataka vezuju i za manuronske (McDowell,

1978).

Slika 2.10 ,,Egg-box‘* model (model kutije za jaja) vezivanja jona kalcijuma u Supljine izmedu

GG segmenata (Bajpai i Sharma, 2004)

Alginatni hidrogelovi se mogu ponovo rastvoriti uranjanjem u rastvor sa visokom
koncentracijom jona natrijuma, kalijuma ili magnezijuma, a rastvaraju se i u prisustvu
antigeliraju¢ih agenasa kao Sto su citrati, laktati i fosfati. U in vivo uslovima, ovaj proces je
nekontrolisan i spor (Smidrod i Skjak-Braek, 1990, Forster i sar, 2010). Sam mehanizam
rastvaranja nije do kraja ispitan, ali generalno, hidrogelovi prvo bubre, a zatim dolazi i do
razaranja njihove strukture. Ispitivanje mehanizma degradacije alginatnih Cestica u 0,1 M
rastvoru fosfatno puferisanog rastvora natrijum-hlorida pokazalo je da se u prisustvu vece
koncentracije jona natrijuma prvo zamenjuju joni kalcijuma vezani za manuronske ostatke pri

¢emu se povecava elektrostaticko odbijanje karboksilnih grupa i relaksacija polimernih lanaca, a
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samim tim dolazi do bubrenja hidrogela (Bajpai i sar., 2008). Takode, isti mehanizam razgradnje
alginatnih mikrocestica pokazan je i u medijumu za kulture celija u prisustvu niskih
koncentracija natrijum-citrata (Mitrovi¢ i sar., 2010). Nakon bubrenja dolazi do raspadanja
hidrogela na deli¢e koji najverovatnije predstavljaju GG blokove (Mitrovic i sar, 2010) i koji u in
vivo uslovima mogu biti prisutni i vise meseci.

Na-alginat je zbog svojih karakteristika nasao Siroku primenu u razli¢itim industrijskim
granama. Koristi se kao sredstvo za zgu$njavanje, sredstvo za geliranje, stabilizator i emulgator,
a primenu je naSao U prehrambenoj industriji, tekstilnoj industriji, proizvodnji papira, proizvodnji
kozmetike, farmaceutskoj industriji, medicini (npr. obloge za rane), itd. Takode, alginat se
pokazao veoma pogodnim za imobilizaciju razli¢itih bioaktivnih molekula (lekova, faktora rasta,
hormona, enzima itd.) i ¢elija razli¢itog porekla kao $to su celije mikroorganizama (bakterija,
kvasaca, plesni, algi), biljaka i Zivotinja, ali i za imobilizaciju humanih ¢elija (Smidsrod i sar.,
1990, Nedovi¢, 1999). Takode, uspesno su izvedene imobilizacije razli¢itih lekova (Yang i sar.,
2013, Martin i sar., 2015), enzima (Tagieddin i Amiji, 2004, Rahim i sar., 2013), faktora rasta
(Choi i sar., 2010, Kolambkar i sar., 2011) i hormona (Lucas i sar., 2015) unutar matrice

alginata.

2.6.2 Modelovanje otpustanja aktivne supstance

U poslednjih nekoliko decenija razvijen je veliki broj sistema sa kontrolisanim
otpustanjem aktivne supstance za primenu u farmaciji i medicini. Takode, razvijeni su i brojni
kineticki modeli ¢ija funkcija je da objasne mehanizam i predvide kinetiku otpustanja aktivne

supstance koris¢enjem eksperimentalnih podataka dobijenih prilikom in vitro ispitivanja.
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Informacija 0 mehanizmu otpustanja aktivne supstance je veoma znacajna sa tacke razvoja novih
sistema, s obzirom da bilo kakva promena u sistemu bilo kvalitativne bilo kvantitativne prirode
moze da utie na stepen i brzinu otpustanja aktivne supstance i samim tim na potencijalni efekat
in vivo. Neki od najéesée koris¢enih modela za opisivanje kinetike otpustanja aktivne supstance
su kinetika nultog reda, model unutrasnje difuzije i Korsmejer-Pepasov (Korsmayer-Pepas)

model.

2.6.2.1 Kinetika nultog reda

Kinetika nultog reda predstavlja teorijski izveden model koji opisuje sisteme u kojima
otpustanje aktivne supstance iz matriksa ne zavisi od njene koncentracije. Sistemi ¢iji profil
otpustanja aktivne supstance odgovara kinetici nultog reda otpustaju konstantnu koli¢inu aktivne

supstance po jedinici vremena, $to je idealan model otpusStanja za postiznje produzenog efekta

aktivne supstance. Kinetika nultog reda se opisuje slede¢om jednacinom:

d/de = —ko (2.1)

gde su: m — koli¢ina aktivne supstance preostale u sistemu; ko — konstanta brzine otpustanja

aktivne supstance za kinetiku nultog reda.
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Integraljenjem od pocetnog trenutka (t=0) i pocetne koli¢ine aktivne supstance, my, do

trenutka t dobija se izraz za odredivanje preostale kolicine aktivne supstance,m;:
m; = mp— Kot (2.2)
Otpustena koli¢ina, Mt se izracunava kao:
M = mp — m¢= Kot (2.3)
2.6.2.2 Model unutrasnje difuzije

Model unutrasnje difuzije se bazira na prvom i drugom Fikovom (Fick) zakonu difuzije.
Ovaj model opisuje sisteme u kojima je otpustanje aktivne supstance iz sistema u direktnoj

zavisnosti od gradijenta koncentracije aktivne supstance (Siepmann i Siepmann, 2012):

© 272t/ R2
My 6 exp( Dnzrt t/R*) (2.4)
n=1 n

Sledeca jednacina opisuje otpustanje iz sfere za pocetni period u kome se otpusti do 40 %

aktivne supstance (M/M., < 0.4) (Siepmann i Siepmann, 2012):

A’:’—t = 6./D/mR% — 3D /R? (2.5)
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gde su: M; i M, — koli¢ina otpustene aktivne supstance nakon vremena t i posle beskona¢nog

vremena, redom; D —koeficijent difuzije supstance unutar sfere; R — polupre¢nik sfere.

2.6.2.3 Korsmejer-Pepasov model

Korsmejer (Korsmeyer) i Pepas (Peppas) su 1983 god. razvili empirijski model za analizu
polimernih sistema sa kontrolisanim otpustanjem aktivne supstance (Korsmeyer i Peppas, 1983).
Slede¢a jednacina opisuje otpusStanje aktivne supstance iz sfere za pocetni period u kome se

otpusti do 60 % aktivne supstance (M¢/M., < 0.6):

M;/My, = kt" (2.6)

gde su: k — konstanta brzine otpustanja koja zavisi od strukturnih i geometrijskih karakteristika

matriksa sistema; n — eksponent brzine otpustanja za Korsmejer-Pepasov model.

Eksponent n se koristi za opisivanje razli¢itih mehanizama otpustanja aktivne supstance
i za sfere, u slu¢aju Fikove difuzije iznosi 0,5, a ako mehanizam otpustanja aktivne supstance ne

prati Fikovu difuziju onda se n nalazi u opsegu od 0,5-1.

2.6.3 Obloge za rane na bazi alginata

Postoje brojne komercijalne obloge za rane na bazi kalcijum- i cink-alginata koje su u

standardnoj klini¢koj upotrebi (npr. Algisite M, Smith & Nephew, SAD; Curasorb, Medline Int.,
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Holandija; Trionic, Systagenix, Velika Britanija; itd.). S obzirom da alginat moze da veze oko 20
puta vecu koli¢inu eksudata u odnosu na svoju pocetnu masu, ove obloge su indikovane za
koris¢enje kod umereno do jako eksudirajucih rana (Skorkowska-Telichowska, 2013). Prilikom
kontakta sa eksudatom rane, koji je izvor jona natrijuma, dolazi do proste zamene dvovalentnih
katjona sa jonima Na' i pretvaranja hidrogela u Zelatinozni gel. Zelatinozni gel &isti ranu,
odrzava vlaznu sredinu i podstice granulaciju i epitelizaciju (Paul i Sharma, 2004, Queen i sar,
2004). Apsorbujuéi te¢nost, alginat veze i bakterije i nekroti¢ni debris imobilisuci ih u gel i na taj
nacin Cisti ranu. Pokazano je da neke alginatne obloge aktiviraju makrofage koji su neophodni u
fazi inflamacije i na taj nacin stimuli$u proces ozdravljenja rane (Thomas i sar., 2000). Alginatne
obloge se mogu Kkoristiti i u slu¢aju dubokih rana i fistula, a uklanjanje je bezbolno $to ih ¢ini
veoma konformnim za samog pacijenta (Paul i Sharma, 2004).

Ove obloge imaju i neke nedostatke i to da ne obezbeduju termoregulaciju, a u slucaju
primene kod dubokih rana moze doc¢i do preterane stimulacije fibroblasta sto moze dovesti do
sporijeg zarastanja rana. Pored toga, cesto je potrebna sekundarna obloga i ne preporucuje se
koris¢enje alginatnih obloga kod prisustva anaerobnih infekcija, a prisustvo zelatinoznog gela u

rani moze Se pomesati sa prisutnim gnojem (Skorkowska-Telichowska, 2013).

2.7 Katjoni metala kao bioaktivni agensi

2.7.1 Joni kalcijuma

Kalcijum je veoma rasprostranjen metal u organizmu i kao takav vrlo znacajan za

aktivnost svih celija. Od ukupne kolic¢ine kalcijuma, 99% se nalazi u kostima i zubima
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prvenstveno kao hidroksiapatit. Na koli¢inu kalcijuma u organizmu uti¢e lucenje hormona
paratireoidne Zlezde i koncentracija vitamina D (Manojlovié i sar., 1998). Funkcije ovog
metala su brojne: daje strukturnu &vrstinu kostima i zubima, a joni Ca®* udestvuju u
intercelijskom prenosu signala u miSi¢ima 1 nervima, zatim u procesu koagulacije, a i
kofaktori su za neke enzime, itd (Manojlovi¢ i sar., 1998).

Joni kalcijuma imaju znaCajnu ulogu i u homeostazi koze sisara. Konkretno, za
odrzavanje homeostaze epidermisa veoma je vazan gradijent koncentracije ca®*, od 0,5 mMu
bazalnom sloju do > 1,4 mM u granuloznom sloju, koji omogu¢ava normalnu tranziciju
keratinocita od faze mitoze u donjim slojevima (bazalni sloj) do njihove keratinizacije i ¢elijske
apoptoze u gornjim slojevima epidermisa (granulozni sloj) (Lansdown, 2002).

Nakon povrede ovaj gradijent se remeti, usled C¢ega dolazi do pojaane mitotiCke
aktivnosti ¢elija u bazalnom sloju. Uloga jona kalcijuma je najjasnija u pocetnoj fazi zarastanja
rane tokom koje se kroz aktivaciju protrombina podstice hemostaza $to dovodi do brzeg
zaustavljanja krvarenja (Riddel i sar., 2007, Boateng i sar., 2008). Sa druge strane, uloga Ca** u
fazi inflamacije i proliferacije, jos uvek nije dovoljno jasno definisana. Eksperimentalne studije
su pokazale da nakon povredivanja tokom 24 h dolazi do znaajnog poveéanja koncentracije
jona kalcijuma koja raste tokom sledec¢ih 5 dana §to se poklapa sa periodom najvecée inflamacije i
visokom proliferativnom aktivnosti u epidermisu i dermisu (Lansdown, 2002). In vitro studije sa
humanim neutrofilima kultivisanim na podlozi sa vitronektinom su nedvosmisleno pokazale da
povecana koncentracija kalcijuma uti¢e na migraciju ovih ¢elija (Lansdown, 2002). Makrofagi,
monociti i fibroblasti migriraju vrlo brzo nakon neutrofila u predeo povrede, medutim jo$ uvek
nije jasno da li joni kalcijuma imaju isti efekat i na njih. In vivo studije na pacovima su pokazale

da su opekotine drugog stepena tretirane oblogama na bazi Ca-alginata brze zarastale u odnosu
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na opekotine tretirane koloidnim rastvorom na bazi Na-alginata $to se pripisalo pozitivnom
efektu jona kalcijuma (Stojkovska i sar., 2018). Medutim, treba imati na umu da velike
koncentracije Ca** mogu biti uzrok i otezanog zarastanja usled stimulacije prerane keratinizacije
keratinocita, kao i inhibicije njihove migracije koja je neophodna da bi doslo do reepitelizacije
rane (Lansdown, 2002). U svakom slu¢aju, moze se re¢i da svaka faza u zarastanju rana zavisi u
odredenoj meri od koncentracije ekstracelularnog kalcijuma, ali sam proces jo§ uvek nije

dovoljno poznat.

2.7.2 Joni cinka

Cink je identifikovan kao esencijalni mikroelement jos davne 1934. godine, ali je njegov
pravi klini¢ki zna¢aj shva¢en mnogo kasnije (Lansdown i sar., 2007). U organizmu odraslog
¢oveka ima oko 0,8 — 3 g cinka (Scrimshaw i Young, 1976) i po koli¢ini se nalazi odmah iza
gvozda, koji je najzastupljeniji od svih mikroelemenata. Najveéi deo cinka (oko 85 %) se nalazi
je neophodan za normalan rast i razvoj, funkcionisanje nervnog i imunog sistema, a posreduje i u
procesu zarastanje rana. Pored bioaktivnog dejstva, cink poseduje i izrazeno antimikrobno
dejstvo.

Ispitivanjem procesa zarastanja rana, utvrdeno je da u ranama dolazi do promene
koncentracije jona cinka sa vremenom: tokom prva 24 h, detektuje se porast od 20 % u odnosu
na normalne fizioloske vrednosti, zatim sledi dalji porast do 30 % u fazi granulacije i intenzivne
proliferacije epitelnih ¢elija, a zatim u kasnijim fazama zarastanja rana (10-21 dan) dolazi do

postepenog pada i vracanja na normalne vrednosti usled smanjene deobe cCelija i maturacije
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oziljka (Lansdown i sar., 2007). Uloga jona cinka je veoma zna¢ajna u pocetnoj fazi zarastanja
rane. Da bi doslo do agregacije trombocita i formiranja krvnog ugruska, neophodno je da se joni
kalcijuma iz spoljasnje sredine transportuje u unutrasnjost trombocita kroz jonske kanale za ¢iju
je adekvatnu strukturu i funkciju neophodno prisustvo jona cinka. U slu¢aju deficijencije Zn*",
otezan je transport Ca** ka unutrasnjosti trombocita, $to dovodi do produZenog vremena
krvarenja (Tubek i sar., 2008). Joni cinka imaju znacajnu ulogu i u ostalim fazama zarastanja.
Oni vrSe aktivaciju makrofaga i ¢elija ubica (engl. natural killer cells-NK c¢elije), a stimulisu i
proliferaciju limfocita. Takode, joni cinka stimuli$u proliferaciju keratinocita i fibroblasta i na taj
nadin podsti¢u restauraciju epitela kao i sintezu komponenata ECM. Pored toga, enzimi
matriksne metaloproteinaze (MMPs) koji su odgovorni za remodelovanje i degradaciju
komponenta ECM, kao i uklanjanje oste¢enog tkiva spadaju u familiju cink zavisnih enzima.
lako je cink esencijalni mikroelement i za prokariote, kao i za eukariote, u
koncentracijama ve¢im od fizioloskih, cink vr$i inhibiciju rasta mikroorganizama (Lansdown i
sar., 2007). Antibakterijska i antifungalna svojstva cinka (Miller i McCallan, 1957; Atmaca i
Gul, 1998; Padmavathy i Vijayaraghavan, 2008; Cicek Zhang i sar., 2010) su poznata ve¢ duze
vreme. Takode, pokazano je da su Gram pozitivne bakterije osetljivije na dejstvo jona cinka u
odnosu na Gram negativne bakterije (Soderberg i sar., 1989). Mehanizmi antimikrobnog dejstva
jona cinka su putem generisanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta odnosno ROS (engl. reacive
oxygen species), utroSka antioksidanata i narusavanjem Fe-S klastera enzima. lako je cink
stabilan u bioloskim uslovima, ukoliko je prisutan u visku, moze dovesti do indirektnog
posredovanja u oksidativnom stresu generisanjem reaktivnih vrsta odnosno slobodnih radikala
(Trevisan i sar., 2014). Generisani slobodni radikali reaguju sa biomolekulima indukujuci

nastanak i propagaciju novih slobodnih radikala i na taj nac¢in dovode do oksidativnog stresa
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odnosno osteéenja ¢éelijskih struktura putem denaturacije lipida, proteina i DNK molekula (slika

2.11).

- ROS

Oksidacija

Lipidna Oksidacija
peroksidacija proteina DNK
*0Ostecenjamembrane * Gubitak funkcije * Mutacije

* Gubitak selektivne
propustljivosti

*Fragmentacija
* Degradacija

*Prekidilanca
*Unakrsno povezivanje

Slika 2.11 Oksidativna oSte¢enja biomolekula (ROS — reaktivne kiseoniéne vrste) (Nikolic, 2017)

Kako bi se smanjili ili izbegli Stetni efekti reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, organizmi su
razvili mehanizme za njihovo uklanjanje koji predstavljaju antioksidativni sistem zastite. Ovaj
sistem se sastoji od enzimskih i neenzimskih komponenti koje su funkcionalno povezane u jednu
celinu. Medutim, u sluc¢ajevima kada u ¢eliji postoji velika koncentracija jona cinka, dolazi do
heliranja sa proteinima kao $to je metalotionein, §to ima za posledicu smanjenje ukupne koli¢ine
dostupnih antioksidanasa. Joni metala, oksidativni stres i inflamacija dovode do sinteze

metalotioneina koji reaguju¢i sa katjonima metala mogu da predstavljaju rezervoar kao i da
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transportuju esencijalne metalne katjone ili pak da uklone toksi¢ne metalne katjone (slika 2.12).
Metalotioneini takode ucestvuju u antioksidativnoj zastiti i regulaciji apoptoze. Takode, u
uslovima velike koncentracije, joni cinka reaguju sa enzimima koji sadrze Fe-S grupu u
katalitickom centru, istiskuju gvozde i vezuju se za sumpor, narusavaju¢i na taj nacin aktivnost

ovih enzima (Xu i Imlay, 2012).

Skladistenjei transport
esencijalnih
metalnih jona

Joni metala

Detoksikacija toksiénih
- B metalnihjona
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Slika 2.12 Uloge metalotioneina (Nikoli¢, 2017)

2.8  Aktivni ugalj

2.8.1 Dobijanje i karakteristike aktivnog uglja

Upotreba ugljeni¢nih materijala se proteze daleko u proslost. Prvi zabelezen slucaj datira
iz starog Egipta iz 3750 godine pne kada je drvo ¢umur kori§éeno u proizvodnji bronze. Prvi

dokaz lekovite upotrebe ugljeni¢nih materijala datira iz 1550 godine pne i poti¢e takode iz starog
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Egipta. Otac medicine Hipokrat je koristio ugalj u leCenju brojnih bolesti ukljuéujuéi epilepsiju i
vertigo dok je Galen proizveo skoro 500 razli¢itih lekova na bazi uglja. Oko 1820. godine
napravljen je aktivni ugljeni¢ni materijal odnosno aktivni ugalj (AU) kakav danas poznajemo.
Francuski hemicar Gabriel Bertrand je 1883. godine, da bi dokazao efikasnost AU u tretmanu
trovanja, pred publikom progutao arsen pomesan sa ugljem i preziveo. Pocetkom 20-tog veka
pocela je industrijska proizvodnja AU. Danas, AU je nasao Siroku primenu u brojnim
industrijskim granama (nanotehnologija, elektronska industrija, farmaceutska industrija,
metalurgija, itd.), a masovno se koristi i za preci§¢avanje pijacih i otpadnih voda. U Sirokoj je
medicinskoj upotrebi kao glavno sredstvo za detoksikaciju kod trovanja na nivou gastro-
intestinalnog trakta i prema FDA (engl. American Food and Drug Administration) kao lek koji
se moze kupiti bez recepta (engl. over-the-counter-OTC) nalazi se u kategoriji 1 (,,siguran i
efikasan®) za tretman akutnih trovanja.

AU se dobija u dvofaznom procesu pirolize ugljeni¢nog prekursora uz prisustvo
aktivacionog sredstva. U prvoj fazi odvija se karbonizacija sirovine uz raskidanje strukturnih
veza i eliminaciju vode i oksida azota, sumpora i fosfora. U drugoj fazi vrsi se aktivacija koja
moze biti fizicka, pomoc¢u ugljen-dioksida ili vodene pare pri temperaturi od priblizno 1000 °C,
ili hemijska, uz pomo¢ kiselina ili baza (Marsh i Rodriguez Reinoso, 2006). U fazi aktivacije,
aromati¢ni prstenovi ugljenika se pravilnije rasporeduju, Stvaraju se povrsinske funkcionalne
grupe i dolazi do razvijanja pora (Marsh i Rodriguez Reinoso, 2006) usled ¢ega ugalj dobija
veliku adsorpcionu povrsinu koja mu omogucava jedinstvene adsorpcione karakteristike. Treba
napomenuti da samo jedan gram AU ima aktivnu povrinu od minimum 500 m? (radi poredenja
teniski teren je veli¢ine oko 260 m?) (Marsh i Rodriguez Reinoso, 2006). U komercijalnoj

proizvodnji se kao prekursori naj¢esée koriste drvo, ugalj, kokosova ljuska i treset. Medutim,
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intenzivno se ispituju i razne druge sirovine biljnog porekla kao §to su kostice raznog voéa i

povrca, korenje nekih biljaka, ljuska Kikirikija, badema, le$nika, ploda palme i platana, srz ploda

kukuruza, itd. u cilju dobijanja jeftinijih AU sa razvijenijom specificnom povr$inom i veéim

adsorpcionim kapacitetom (Momcilovi¢, 2012, Dodevski, 2017).

Osnovna jedinica grade AU su mikrokristaliti koji se sastoje iz ravni spojenih Sesto¢lanih

ugljeni¢nih prstenova, kao i mnogih Supljina i defekata izmedu njih (Dodevski, 2017).

Funkcionalne grupe heteroatoma na ivicama aromati¢nih Slojeva narusavaju paralelnu

orijentaciju ravni koja je svojstvena grafitu i obezbeduju tzv. turbostrati¢énu strukturu, koja je

svojstvena AU (slika 2.13).
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Slika 2.13 Prikaz turbostrati¢ne strukture prisutne u AU i grafitne strukture (Dodevski, 2017)
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Najcesci heteroatomi u strukturi AU su vodonik i kiseonik, a funkcionalne grupe koje oni
grade odreduju reaktivnost u adsorpcionim procesima (Marsh i Rodriguez Reinoso, 2006).
Koncentracija, vrsta i distribucija funkcionalnih grupa na povr$ini mogu znatno Vvarirati u
zavisnosti od tipa koris¢enog prekursora, aktivacionog sredstva, kao i samog postupka dobijanja
AU. Kiseoni¢ne funkcionalne grupe (karboksilne, hidroksilne, laktonske, etarske, itd) koje se
mogu javiti na povrsini AU su najodgovornije za njegovu hemijsku reaktivnost, a njihova ciljana
modifikacija daje moguc¢nost ,,podesavanja“ povrSine radi dobijanja specifi¢nih adsorpcionih
svojstava (Marsh i Rodriguez Reinoso, 2006).
Prema IUPAC klasifikaciji, pore unutar AU se mogu podeliti na (slika 2.14):
e submikropore - pre¢nik < 0,4 nm,
e mikropore - pre¢nik od 0,4 - 2,0 nm,
e mezopore - precnik od 2 - 50 nm,

e makropore - pre¢nik > 50 nm.

koristi za adsorpciju velikog broja organskih i neorganskih supstanci iz vode, zatim za uklanjanje

neprijatnog mirisa i ukusa kao i mikroorganizama i produkata njihove aktivnosti.
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AKTIVNI UGALJ

Slika 2.14 Sematski prikaz strukture AU: mikropore, mezopore i makropore

2.8.2 Adsorpcija

Adsorpcija predstavlja koncentrisanje odnosno akumulaciju supstance na grani¢noj
povrsini dve faze. NajceSce je jedna faza Cvrsta pa se pod adsorpcijom uobicajeno podrazumeva
koncentrisanje komponenata iz rastvora (te¢ne faze) ili iz smeSe gasova (gasne faze) na ¢vrstoj
povrsini. Supstanca koja se adsorbuje naziva se adsorbat, a materijal na kome se vrsi adsorpcija
adsorbent. Proces suprotan adsorpciji naziva se desorpcija.

Prema vezama koje se stvaraju izmedu molekula adsorbata i adsorbenta razlikuju se dva

tipa adsorpcije, i to fizicka i hemijska adsorpcija (Cecen i Aktas, 2011).
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Fizic¢ka adsorpcija (fizisorpcija) se bazira na slabim medumolekulskim silama odnosno
Van der Valsovim (Van der Waals) vezama Cesto obrazujuéi vise slojeva §to se oznacava kao
viSeslojna adsorpcija. Fizisorpcija ima nizak stepen specificnosti, a adsorbovane Ccestice
zadrzavaju svoju hemijsku strukturu tako da se desorpcijom mogu vratiti u svoje prvobitno
stanje. Fizisorpcija se odvija na nizim temperaturama (< 150 °C) i karakteriSe je niska entalpija
adsorpcije (10 do 20 KJ/mol) (Cecen i Aktas, 2011).

Hemijska adsorpcija (hemisorpcija) se bazira na hemijskoj reakciji izmedu adsorbenta 1
adsorbata. Moze se re¢i da je hemisorpcija nepovratan proces s obzirom da hemisorbovane
Cestice gube svoj hemijski identitet jer su pretrpele hemijsku promenu i ne mogu se izdvojiti
prostom desorpcijom. Hemisorpcija se karakteriSe visokim vrednostima entalpije adsorpcije (40
do 400 KJ/mol), obi¢no je monoslojna i odvija se na svim temperaturama, ali pretezno na
visokim usled brze hemijske reakcije na visim temperaturama (Cecen i Aktas, 2011).

Ne postoji ostra granica izmedu fizisorpcije i hemisorpcije. Generalno je tesko razlikovati
ova dva tipa adsorpcije jer vrsta uspostavljene veze zavisi od priroda adsorbenta i adsorbata. U
slucaju reverzibilne adsorpcije, posle izvesnog vremena, uspostavlja se stanje adsorpcione
ravnoteze koja ima dinamicki karakter odnosno brzina adsorpcije se izjednaCava sa brzinom
desorpcije. Adsorpciona izoterma predstavlja zavisnost koncentracije adsorbata na adsorbentu od
koncentracije adsorbata u rastvoru na datoj temperaturi i karakteristicna je za svaki dati sistem.

Adsorpcija na AU zavisi od prisustva funkcionalnih grupa koje mu daju amfotermni
karakter i u zavisnosti od prirode adsorbata, pH vrednosti rastvora i mehanizma adsorpcije, moze
se bazirati na dipol-dipol interakcijama, kovalentnom vezivanju, vodoni¢nim vezama ili jonskoj

izmeni (Chingombe i sar., 2006).
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2.8.3 Obloge za rane na bazi aktivnog uglja

U novije vreme u primeni su sve viSe prisutne obloge za rane koje u svom sastavu imaju
AU kao jednu od svojih aktivnih komponenti (npr. Carboflex, Convatec; Carbonet,
Smith&Nephew; Clinisorb, Clinimed Ltd; Actisorb Silver 220, Systagenix; itd.). Konkretno, radi
se o formi AU u obliku karbonizovane i aktivisane tkanine ¢ija je osnovna funkcija uklanjanje
neprijatnih mirisa rane. Karbonizovana tkanina se dobija karbonizacijom viskozne (celulozne)
tkanine na visokoj temperaturi pod strogo kontrolisanim uslovima. Na taj nacin dobija se tkanina
koja se sastoji od 95-98 % ugljenika u kojoj dolazi do razvijanja pora ¢ime Se povecava njena
efektivna adsorpciona povrsina.

Medutim, pokazano je da se karbonizovana tkanina strukturno i funkcionalno razlikuje od
Cestica AU. Dok se u slucaju AU veli¢ina pora moze podeSavati, karbonizovana tkanina
uglavnom sadrzi mikropore (Starek i sar., 1994). To prakti¢éno zna¢i da molekuli pre¢nika > 2
nm ne mogu uéi u unutra$nje pore karbonizovane tkanine veé¢ se samo vezuju za spoljasnju
povr$inu $to znatno smanjuje raspolozivu efektivnu adsorpcionu povrsinu. Radi poredenja, treba
napomenuti da su najmanji virusi veli¢ine oko 10 nm, a pre¢nik prose¢ne prokariotske Celije
(bakterija) varira izmedu 11 10 um.

Takode, karbonizovana tkanina u komercijalnim oblogama za rane se uvek nalazi u
»sendvicu“ odnosno izmedu drugih slojeva obloge. S obzirom da nikada ne dolazi u direktan
kontakt sa povrSinom rane, njena funkcija je svedena samo na adsorpciju malih molekula
odgovornih za pojavu neprijatnog mirisa. Medutim, brojne in vitro i in vivo studije su pokazale
da AU vrlo uspesno adsorbuje bakterije, viruse, uklanja endo- i egzotoksine iz te¢nosti, kao i

proizvode degradacije rane (Nolan i sar., 1975; Drucker i sar., 1977; Naka i sar., 2001; Cole,
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2002; Howell i sar., 2006; Sandeman i sar., 2008; Kerihuel i sar., 2010, Osmokrovic¢ i sar.,
2018). U medijumu bogatom E. coli, primenom AU otklonjeno je 90-95% toksina ove vrste
bakterija (Nolan i sar., 1975). U in vivo eksperimentima kori$¢enjem modela endotoksemije
uzrokovane resorpcijom endotoksina preko gastrointestinalnog trakta kod misa, pokazano je da
je AU uspesno vezivao endotoksine (Ditter i sar., 1983). Takode je pokazano da AU, ex vivo i in
vitro, filtrira inflamatorne medijatore kao §to su IL-8 ili TNF-a iz krvi (Cole, 2002; Howell i

sar., 2006; Sandeman i sar., 2008).
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2.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ove disertacije je razvoj novih kompozitnih hidrogelova na bazi alginata i Cestica

aktivnog uglja (AU) za potencijalnu primenu u tretmanu rana tako da se, u dodiru sa bioloskim

fluidima, Cestice AU kontrolisano otpustaju. Pri tome, ¢estice AU mogu biti impregnirane sa

antimikrobnim supstancama ili supstancama koje podsti¢u zarastanje rana dok alginatni hidrogel

efikasno upija vlagu. Posebno se mogu izdvojiti sledeci ciljevi:

odredivanje sastava i uslova geliranja za dobijanje slabo umrezenih hidrogelova Ca- i Zn-
alginata sa sadrzanim Cesticama AU tako da se ove cestice u bioloskim fluidima
kontrolisano otpustaju tokom vremena;

odredivanje kinetike otpustanja ¢estica AU iz odabranih kompozitnih Ca- i Zn-alginatnih
hidrogelova;

odredivanje kinetike otpustanja Zn®" iz odabranih kompozitnih Zn-alginatnih hidrogelova
u fizioloSkom rastvoru;

odredivanje moguénosti adsorpcije PVP-1 i LMJ kao dve model supstance na cestice AU
sadrzane u alginatnom hidrogelu;

odredivanje funkcionalnosti odabranih kompozitnih alginatnih hidrogelova sa ¢esticama
AU u potencijalnom tretmanu rana i to u pogledu utvrdivanja antimikrobnog dejstva u

suspenzijama odabranih kultura mikroorganizama.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1  Materijali

U ovom radu kori$¢en je Na-alginat srednjeg viskoziteta (A-2033), Ca-hlorid dihidrat
I Zn-nitrat heksahidrat, svi nabavljeni od kompanije Sigma (St. Luis, SAD), zatim aktivni
ugalj u prahu MEKS 95 kupljen od kompanije Trayal (Krusevac, Srbija), Na-citrat dihidrat
kupljen od kompanije Himedia (Bombaj, Indija), Na-hlorid kupljen od kompanije Centrohem
(Stara Pazova, Srbija) i azotna kiselina (65 %) kupljena od kompanije Zorka Pharma (Sabac,
Srbija).

U eksperimentima adsorpcije koris¢eni su povidon-jod (PVP-1) u prahu koji je
dobijen na poklon od kompanije Hemofarm (Sabac, Srbija) i lignin model jedinjenja (LMJ)
koja su sintetisana na Institutu za multidisciplinarna istrazivanja (Beograd, Srbija).

U eksperimentima ispitivanja antimikrobne aktivnosti koris¢ene su kolekcijske
bakterijske kulture Staphilococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922 i
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 poreklom iz americke kolekcije kultura (American
Type Culture Collection -ATCC) kao i klinicki sojevi meticilin-rezistentnog Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis
i Candida albicans izolovani iz rana koji su dobijeni od Gradskog zavoda za javno zdravlje
(Beograd, Srbija). Rezultati antibiograma Klini¢kih sojeva su prikazani u tabeli 4.1. Tripton je
kupljen od Instituta za virusologiju, vakcine i serume Torlak (Beograd, Srbija), a ekstrakt
kvasca od kompanije BioMerie (BioMerieus, Madrid, Spanija). Korii¢ene su sledeée
podloge: tripton soja (TS) bujon i agar, Miler Hinton (Mueller Hinton, MH) bujon i agar, sve

kupljene od Instituta za virusologiju, vakcine i serume Torlak (Beograd, Srbija).
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Tabela 4.1. Rezultati antibiograma klinickih sojeva koris¢enih u ovom radu.

Klini¢ki sojevi izolovani

iz rana

Rezultati rezistencije prema antibiogramu

meticilin-rezistentan
Staphylococcus aureus

(MRSA)*

Escherichia coli

(ESBL-EC**)

Pseudomonas
aeruginosa
Enterococcus faecalis

Proteus mirabilis

benzilpenicilin, oksacilin, imipenem, gentamicin,
ciprofloksacin, moksifloksacin, eritromicin, klindamicin,

tetraciklin, fuzidinska kiselina, rifampicin

svi cefalosporini, ampicilin, amoksicilin sa klavulanskom
kiselinom, piperacilin, ciprofloksacin,
sulfametoksazol/trimetoprim

ceftazidim, piperacilin, gentamicin, ciprofloksacin

ampicilin
cefaleksin, ceftazidim, ceftriakson, ampicilin, amoksicilin sa
klavulanskom kiselinom, piperacilin, amikacin, gentamicin,

ciprofloksacin, sulfametoksazol/trimetoprim

* potvrdeno je prisustvo mecA gena

** peta-laktamaza proSirenog spektra delovanja Escherichia coli
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4.2 Dobijanje kalcijum-alginatnih hidrogelova sa sadrzanim cesticama

aktivnog uglja
4.2.1 Dobijanje kalcijum-alginatnih kompozitnih ¢estica metodom ekstruzije

Ca-alginatni hidrogelovi sa sadrzanim ¢esticama aktivnog uglja (CaA/AU) u obliku ¢estica su

dobijeni iz serije smeSa Na-alginatnih rastvora i AU metodom ekstruzije (slika 4.1).

smese A/AU ..
A:0,52mas. % . |
AU: 1-20 mas. %

rastvor za geliranje

"
L
.
"
.,
.
N,
v,

Slika 4.1. Sematski prikaz aparature za izvodenje ekstruzije i dobijanje A/AU &estica

Konkretno, fino usitnjeni prah AU je suspendovan u vodenom rastvoru Na-alginata uz
pomo¢ mesalice Ultra-Turrax® T25 (Janke and Kunkel Ika-Labortechnik, Staufen, Nemacka)
na 20000 obrtaja/min tokom perioda od 5 minuta. Napravljena je serija sme$a sa finalnim
koncentracijama alginata, u opsegu 0,5-2 mas. %, i AU, u opsegu 1-20 mas. %. Dobijene

smeSe su potiskivane uz pomo¢ Sprica ili peristalticke pumpe (Berh Labor-Technik,
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Dizeldorf, Nemacka) konstantnim protokom od oko 2,5-5 ml/min kroz iglu od nerdajuceg
¢elika sa ravnim vrhom (16 G, Small Parts, Inc., SAD) u rastvor za geliranje. Kao rastvor za
geliranje koris¢en je CaCl, « 2H,0, u opsegu koncentracija 0,9-1,5 mas. %. Kapljice smese su
sakupljane u rastvoru za geliranje meSanom na magnetnoj mesalici, pri ¢emu je dolazilo do
razmene jona Na* i Ca®" i o&vri¢avanja kapi u obliku sferiénih &estica. CaA/AU &estice su
nakon formiranja ostavljane da geliraju (30 min), uz mesanje. Nakon toga, Cestice su
nekoliko puta isprane sa dH,O, kako bi se uklonili zaostali Ca** i dalje su koris¢ene u
eksperimentalnim istrazivanjima.

Ukupno je napravljeno 12 smesa, razli¢itih koncentracija alginata i AU, iz kojih su
pravljene CaA/AU ¢estice. Cestice su grupisane, prema koncentraciji alginata (mas. %) u
pocetnoj smesi, u Cetiri grupe: 0,5, 1, 1,5 i 2, a zatim su unutar svake grupe, prema
koncentraciji AU (mas. %) u pocetnoj smesi, dobijale oznaku: M (5 mas. %), S (10 mas. %)

ili V (20 mas. %) (tabela 4.2).

Tabela 4.2. Sastavi pocetnih smesa alginata i AU, i odgovarajuce Sifre dobijenih CaA/AU

éestica

AU (mas. %)
alginat (mas. %)
mala (5) srednja (10) velika (20)

0.5 0.5/M* 0.5/S 0.5/V
1 1M 1/S Y
1.5 1.5/M 1.5/S 1.5/V
2 2/M 2/S 2IV**

*0.5/M — koncentracija AU je 1 mas. %

**2/\V — koncentracija AU je 15 mas. %
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Izuzetak su predstavljale dve formulacije, 0,5/M koja je imala koncentraciju AU od 1
mas. % i1 2/V koja je imala koncentraciju AU od 15 mas. %. Manja koncentracija AU u
Cesticama 0,5/M je izabrana sa pretpostavkom da ¢e se najviSe Cestica AU osloboditi iz
Cestica sa najmanjom koncentracijom alginata i AU, a u Cesticama 2/V koncentracija AU je
morala da se smanji na 15 mas. % u cilju dobijanja sferi¢nih Cestica.

Kontrolne Ca-alginatne cestice (CaA) su pravljene pod istim uslovima pri ¢emu su, u
rastvor za geliranje, ukapavani vodeni rastvori Na-alginata razlic¢itih koncentracija (0,5-2

mas. %).

4.2.2 Dobijanje kalcijum-alginatnih kompozitnih hidrogelova u obliku diskova

CaA/AU diskovi su dobijeni razlivanjem svih 12 smes$a alginata i AU (tabela 4.2) u
posude sa 12 bunari¢a. U svaki bunari¢ je prethodno postavljen filter papir natopljen
rastvorom za geliranje (0,9 mas. % CaCl, « 2H,0), a nakon razlivanja, drugi filter papir
takode natopljen rastvorom za geliranje je pazljivo postavljen na povrSinu razlivene smese.
Zatim je niz zid bunari¢a pazljivo dodato 1-2 ml rastvora za geliranje, koji je promenjen
nakon 24 h. Formirani diskovi su iz bunari¢a izvadjeni nakon 48 h, a zatim nekoliko puta
isprani sa dH,0, i dalje su koris¢eni u eksperimentima konstrukcije kalibracione prave za

odredivanje koncentracije AU.

4.2.3 Ispitivanje bubrenja i rehidratacije suvih kompozitnih ¢estica

Mogucénost rehidratacije suvih kompozitnih CaA/AU cestica je ispitivana u
fizioloskom rastvoru (0,9 mas. % NaCl) u dinami¢kim uslovima sa meSanjem. Konkretno,

vlazne CaA/AU kompozitne Cestice iz svih 12 grupa (po 2 g vlazne mase) su suSene na
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vazduhu do konstantne mase na sobnoj temperaturi, a zatim su potopljene u fizioloski rastvor
(20 ml) i stavljene u vodeno kupatilo na 37 °C uz mesanje od 120 obrtaja/min u periodu od 5
dana. U unapred odredenim vremenskim intervalima, nakon 1, 3, 5, 24, 48 i 120 h inkubacije,
Cestice su uzorkovane, slikane pod mikroskopom, a zatim vracane nazad u sistem.

Eksperimenti su radeni u triplikatu.

Zapreminski stepen bubrenja, gy, je raCunat na osnovu merenja pre¢nika Cestica prema

jednadini:

Q@ = (d/do)? (4.1)

gde su d i dp precnici Cestica izmereni U nekom vremenskom trenutku i na pocetku

eksperimenta, redom.

4.2.4 Ispitivanje Kinetike otpusStanja ¢estica aktivnog uglja u fizioloSkom rastvoru

Kinetika otpustanja Cestica AU je ispitivana za CaA/AU (Cestice iz svih
eksperimentalnih grupa datih u tabeli 4.2. Kompozitne ¢estice mase 2 g su suSene na vazduhu
na sobnoj temperaturi do konstantne mase, a zatim su stavljene u fizioloski rastvor (20 ml) u
vodeno kupatilo na 37 °C uz meSanje od 120 obrtaja/min tokom perioda od 5 dana. U
unapred odredenim vremenskim intervalima, nakon 1, 3, 5, 24, 48 i 120 h inkubacije, uzimani
su uzorci rastvora (0,4 ml) dok je ista koli¢ina svezeg fizioloSkog rastvora vrac¢ana u sistem.
Kinetika otpustanja Cestica AU praéena je uz pomo¢ UV-vidljive spektroskopije na talasnoj

duzini od 600 nm. Eksperimenti su radeni u triplikatu.
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4.3 Dobijanje cink-alginatnih hidrogelova sa sadrZanim cesticama

aktivnog uglja

4.3.1 Dobijanje cink-alginatnih kompozitnih ¢estica metodom ekstruzije

Cink-alginatne Cestice sa sadrzanim Cesticama aktivnog uglja (ZnA/AU) su dobijene
na isti na¢in kao i CaA/AU cestice. Ukratko, odabrana smesa koncentracije 0,5 mas. %
alginata i 20 mas. % AU je potiskivana uz pomoc¢ $prica ili peristalticke pumpe (Berh Labor-
Technik, Dizeldorf, Nemacka) konstantnim protokom od oko 3 ml/min kroz iglu sa ravnim
vrhom (16 G) u rastvor za geliranje 1,8 mas. % Zn(NOj); * 6H,0. Cestice su nakon
formiranja ostavljene da geliraju jo§ 30 min, uz meSanje. Nakon toga dobijene Cestice
oznagene kao Zn0,5/V su nekoliko puta isprane sa dH,O kako bi se uklonili zaostali Zn** i
dalje su koriS¢ene u eksperimentalnim istrazivanjima.

Kontrolne Zn-alginatne ¢estice (ZnA) su pravljene pod istim uslovima pri ¢emu je u

rastvor za geliranje ukapavan 0,5 mas. % rastvor Na-alginata.

4.3.2 Ispitivanje Kkinetike otpustanja Cestica aktivnog uglja u fizioloSkom rastvoru

Kinetika otpustanja Cestica AU iz kompozitnih Zn0,5/V cestica je ispitivana u
fizioloskom rastvoru na isti na¢in kao §to je to opisano u poglavlju 4.2.4. Ukratko, vlazne
kompozitne Cestice mase 2 g su suSene na vVazduhu na sobnoj temperaturi do konstantne
mase, a zatim su stavljene u fizioloski rastvor (20 ml) u vodeno kupatilo na 37 °C uz mesanje
od 120 obrtaja/min tokom perioda od 5 dana. U unapred odredenim vremenskim intervalima,
nakon 1, 3, 7, 33, 48 i 120 h inkubacije, uzimani su uzorci rastvora (0,4 ml) dok je ista

koli¢ina svezeg fizioloskog rastvora vracana u sistem. Kinetika otpusStanja Cestica AU
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pracena je pomocu UV-vidljive spektroskopije na talasnoj duzini od 600 nm. Takode, u isto
vreme uzorkovane su i Cestice koje su slikane pod mikroskopom, a zatim vracane nazad u

sistem.

4.3.3 Ispitivanje kinetike otpusStanja jona cinka u fizioloSkom rastvoru i TS bujonu

Radi odredivanja ukupnog sadrzaja Zn®* suve ZnA i Zn0,5/V &estice (0,1 g) su
rastvorene u rastvoru 2 mas. % Na-citrata (9,9 ml). Uzorci su zatim centrifugirani na 5000 xg
5 min da bi se iz rastvora odstranile ¢estice AU. U slucaju rastvorenih ZnA Cestica, ispitan je
uticaj centrifugiranja na preciznost merenja koncentracije Zn?* tako §to su uporedene
vrednosti za osnovni i centrifugirani uzorak. Ukupni sadrzaja Zn®* je odreden uz pomoé¢
plamene atomske apsorpcione spektrofotometrije (FAAS).

Kinetika otpuitanja Zn®* iz ZnA i Zn0,5/H &estica pracena je u dve eksperimentalne
serije. U prvoj seriji, kinetika otpustanja Zn®* je pracena u fizioloskom rastvoru pod istim
uslovima kao i kinetika otpustanja Cestica AU. Konkretno, ZnA i Zn0,5/H Cestice, vlazne
mase 2 g, su suSene na sobnoj temperaturi do konstantne mase, a zatim su stavljene u
fizioloSki rastvor (20 ml) u vodeno kupatilo na 37 °C uz meSanje od 120 obrtaja/min tokom
perioda od 5 dana. U unapred odredenim vremenskim intervalima uzimani su uzorci (0,4 ml)
dok je ista koli¢ina novog fizioloskog rastvora vracana nazad u sistem. Uzorci su zatim
razblazeni 15 puta tj. dodavano im je 5,6 ml dH,0 pa su centrifugirani na 5000 xg 5 min da
bi se iz rastvora odstranile estice AU. Koncentracija Zn** u uzorcima odredena je direktno
uz pomo¢ plamene atomske apsorpcione spektroforometrije (FAAS). Takode, Cestice su
tokom vremena uzorkovane, slikane pod mikroskopom, a zatim vracane nazad u sistem.

U drugoj seriji, kinetika otpustanja Zn** iz ZnA i Zn0,5/V &estica ispitivana je u TS

bujonu. Konkretno, ZnA i Zn0,5/VV cestice, mase 4 ¢, su suSene na vazduhu na sobnoj
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temperaturi do konstantne mase, a zatim su stavljene u TS bujon (10 ml) i inkubirane na 37
°C tokom perioda od 24 h u stati¢kim uslovima. Nakon 1 i 24 h uzimani su uzorci (1 ml) dok
je ista koli¢ina novog bujona vra¢ana nazad u sistam. Uzorci su zatim razblazeni 10 puta tj.
dodavano im je 9 ml dH,O, zatim su centrifugirani na 5000 xg 5 min da bi se iz rastvora
odstranile Gestice AU. Koncentracija Zn** u uzorcima odredena je direktno uz pomoc
plamene atomske apsorpcione spektroforometrije (FAAS). Takode, Cestice su tokom vremena

uzorkovane, slikane pod mikroskopom, a zatim vracane nazad u sistem.

4.4  Imobilizacija prve model supstance: povidon-jod (PVP-I)

4.4.1 Dobijanje kompozitnih alginatnih ¢estica sa imobilisanim PVP-I

PVP-I je imobilisan u kompozitne 0,5/V Cestice u dve eksperimentalne serije. U prvoj
eksperimentalnoj seriji koris¢ene su Ca0,5/V, a u drugoj Zn0,5/V kompozitne Cestice.
Konkretno, kompozitne ¢estice su napravljene pod sterilnim uslovima u laminarnoj komori, a
zatim su vlazne Cestice (4 g) potopljene u 10 mas. % vodeni rastvor PVP-1 (4 ml) i ostavljene
tokom 24 h u mraku. Dobijene ¢estice sa imobilisanim PVP-I (0,5/VV/PVP-1) su zatim isprane
nekoliko puta sa dH,O i suSene u sterilnim uslovima u laminarnoj komori na vazduhu na
sobnoj temperaturi do konstantne mase.

Prisustvo joda u vodenom rastvoru nakon adsorpcije je ispitivano uz pomo¢ UV-

vidljive spektroskopije na talasnoj duzini od 351 nm.
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4.4.2 Ispitivanje otpusStanja PVP-1 u fizioloSkom rastvoru

Moguc¢nost desorpcije PVP-I iz kompozitnih 0,5/\VV/PVP-I estica ispitivana je u dve
eksperimentalne serije. U prvoj seriji koris¢ene su suve Ca0,5/V/PVP-I, a u drugoj suve
Zn0,5/V/IPVP-I kompozitne Cestice. Konkretno, kompozitne Cestice sa imobilisanim PVP-1 (2
g) su susene na vazduhu na sobnoj temperaturi do konstantne mase, a zatim su potopljene u
fizioloski rastvor (20 ml) i stavljene u vodeno kupatilo na 37 °C uz meSanje od 120
obrtaja/min. Nakon perioda od 72 h Cestice su odvojene od fizioloskog rastvora i rastvorene u
rastvoru 2 mas. % Na-citrata. I fizioloSki rastvor i rastvorene Cestice su centrifugirane na 600
Xg 10 minuta, da bi se odstranile Cestice AU, a zatim je, uz pomo¢ UV-vidljive
spektroskopije, ispitivano prisustvo joda u oba supernatanta na talasnoj duzini od 351 nm.

Eksperimenti su radeni u triplikatu.

4.4.3 Ispitivanje Kinetike otpustanja Cestica aktivnog uglja u fizioloSkom rastvoru

Kinetika otpuStanja Cestica AU iz Zn-alginatnih cestica impregniranih sa PVP-I

(Zn0,5/V/IPVP-I) je ispitivana u fizioloSkom rastvoru na isti na¢in kao i iz kompozitnih

Zn0,5/H cestica po proceduri opisanoj u poglavlju 4.3.2.

4.4.4 Ispitivanje kinetike otpusStanja jona cinka u fizioloSkom rastvoru i TS bujonu

Ukupni sadrzaj Zn®" kao i kinetika otpustanja iz Zn0,5/V/PVP-I &estica je ispitivana u

fizioloskom rastvoru i TS bujonu na isti nacin kao i iz kompozitnih Zn0,5/V ¢estica po

proceduri opisanoj u poglavlju 4.3.3.
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4.5 Imobilizacija druge model supstance: lignin model jedinjenja (LMJ)

45.1 Imobilizacija LMJ na Cestice aktivnog uglja

Imobilizacija LMJ na cCestice AU je ispitivana u dve eksperimentalne serije. U prvoj
eksperimentalnoj seriji, koris¢eni su rastvori LMJ u 5 mas. % dimetil sulfoksidu (DMSO)
koncentracije LMJ od 1 mg/ml, 5 mg/ml i 10 mg/ml, a adsorpcija je ispitivana u plo¢ama sa 6
bunari¢a. Konkretno, u svaki bunari¢ je stavljeno po 0,5 g AU, a zatim je dodato po 6 ml
rastvora LMJ u DMSO. U drugoj eksperimentalnoj seriji, koris¢eni su rastvori LMJ/DMSO
koncentracije LMJ od 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml i 1 mg/ml. U svaki balon od 250 ml za
ispitivanje adsorpcije LMJ na ¢estice AU, stavljeno je po 0,5 g AU, a zatim je dodato po 100
ml rastvora LMJ/DMSO. U obe eksperimentalne serije imobilizacija LMJ je ispitivana na
sobnoj temperaturi uz stalno mesanje od 120 obrtaja/min tokom perioda od 72 h. U unapred
odredenim vremenskim intervalima uzimani su uzorci rastvora (1 ml u prvoj i 1,5 ml u drugoj
seriji) koji su zatim centrifugirani na 1000 xg 10 min da bi se izdvojile cestice AU.
Koncentracija LMIJ je odredivana iz supernatanta uz pomo¢ UV-vidljive spektroskopije na
talasnoj duzini od 272 nm. Nakon 72 h, rastvori LMJ/DMSO su centrifugirani na 1000 xg 10
min da bi se izdvojile cestice AU, a zatim i liofilizovani radi ispitivanja prisustva LMJ
primenom FT-IR analize. Takode, izdvojene Cestice AU sa adsorbovanim LMJ su isprane
vise puta sa destilovanom vodom i takode liofilizovane radi daljeg koriStenja u
eksperimentima.

Adsorbovana koli¢ina LMJ na cCestice AU, @, je raCunata na osnovu izmerenih

koncentracija LMJ u rastvoru, poznate zapremine rastvora i mase AU:

q=V(C—Cy)/m (4.2)
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gde su Cp i C pocetna i izmerena koncentracija LMJ u rastvoru u odredenom

vremenskom trenutku, redom; V je zapremina rastvora; m je masa AU.

4.5.2 Ispitivanje otpuStanja LMJ u fizioloSkom rastvoru

Liofilizovane Cestice AU sa adsorbovanim LMJ (0,5 g) su potopljene u fizioloski
rastvor (20 ml) i stavljene u vodeno kupatilo na 37 °C uz meSanje od 120 obrtaja/min. Nakon
72 h fizioloski rastvor je centrifugiran na 1000 xg 10 min da bi se Cestice AU oborile i
odstranile iz rastvora. Zatim je, uz pomo¢ UV-vidljive spektroskopije odredivano prisustvo
LMJ u fizioloskom rastvoru na talasnoj duzini od 272 nm. Eksperimenti su radeni u

duplikatu.

4.6 Antimikrobna aktivnost

4.6.1 Optimizacija procedure odredivanja antimikrobne aktivnosti

U ispitivanjima antimikrobne aktivnosti koriS¢ene su kompozitne A/AU cestice koje
najbolje otpustaju AU u rastvor da bi se na taj nacin postigla adsorpcija mikroorganizama, a
zatim i dejstvo imobilisane supstance. U prvom koraku je stoga bilo potrebno odrediti broj
obrtaja centrifuge koji bi istovremeno oborio Cestice AU, a ne bi imao uticaj na celije
mikroorganizama u suspenziji. Uticaj broja obrtaja od 600 xg, predloZen u literaturi (Naka et
al., 2001), ispitivan je na ukupan broj bakterijskih ¢elija u suspenziji i na ukupan broj
bakterijskih ¢elija u suspenziji u prisustvu cestica AU. Koris¢ena je Gram negativna vrsta

bakterije Escherichia coli ATCC 25922.

62



Bakterijski soj je aktiviran tokom dva uzastopna presejavanja u Lurija-Bertani (Luria-
Bertani, LB) medijumu (1 mas. % NaCl, 1 mas. % tripton i 0,5 mas. % ekstrakt kvasca) i
inkubiran na 37 "C tokom no¢i u aerobnim uslovima. Prekonoéne kulture, ne starije od 18 h,
su razblazene fizioloSkim rastvorom tako da finalna koncentracija ¢elija bakterija u rastvoru
bude ~10% CFU/mI (engl., colony-forming unit).

U erlenmajer od 500 ml je sipano 30 ml sterilnog LB bujona i zatim je dodato 0,3 ml
prekonoc¢ne bakterijske suspenzije u fizioloskom rastvoru, a u drugi erlenmajer je prvo
sterilno odmereno 2,4 g praha AU, a zatim dodato 30 ml sterilnog LB bujona i 0,3 ml
prekonocne bakterijske suspenzije. Pocetna koncentracija ¢elija bakterija u oba erlenmajera je
iznosila oko 10° CFU/mI. Erlenmajeri su zatim inkubirani na 37 °C u toku 24 h i u odredenim
vremenskim intervalima (0, 1, 3 i 24 h) medijum je sterilno uzorkovan dva puta. Prvi uzorak
(2 ml) je centrifugiran na 600 xg 10 min, da bi se odstranile ¢estice AU, i zasejavanje je
vr$eno iz supernatanta (0,1 ml), dok drugi uzorak (0,1 ml), koji je predstavljao kontrolu nije
centrifugiran. Oba su zatim serijski razblazena do Zeljene koncentracije iz kojih je po 0,1 ml
pomesan sa 20 ml rastopljenog LB agara (temperatura 55 °C) i zatim razliven u Petrijeve
Solje koje su inkubirane naredna 24 h na 37 °C. Nakon toga su prebrojane formirane kolonije
koriséenjem brojaca kolonija kako bi se odredio broj zivih ¢elija u suspenziji. Eksperimenti
su radeni u duplikatu 1 rezultati su izraZzeni u CFU/ml S§to predstavlja broj ¢elija ispitivanog

soja po ml.

4.6.2 Odredivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBK) CaA/AU destica sa

imobilisanim PVP-I

Minimalna baktericidna koncentracija je odredena za Ca0,5/\VV/PVP-I estice u kulturi

Gram negativne vrste bakterije Escherichia coli ATCC 25922.
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Aktivna bakterijska kultura je pripremljena tako $to je odabrano nekoliko izolovanih
kolonija, poraslih nakon 18-24 h inkubacije, i napravljena je suspenzija u fizioloskom
rastvoru (10 ml) turbidnosti 0,5 prema Mek Farlandovoj (McFarland) skali koja odgovara
koncentraciji éelija bakterija od 1,5 x 10° CFU/ml iz koga su dalje pravljena razblaZenja.

Kompozitne Ca0,5/V Cestice sa adsorbovanim PVP-1 su dobijene sterilno na
prethodno opisan nacin (odeljak 2.3.1). Ostavljene su da se suse na vazduhu u laminarnoj
komori do konstantne mase. U svaki erlenmajer od 100 ml stavljeno je po 0,363 g, 0,726 g,
1,089 g i 1,452 g suvih Cestica, dobijene susenjem 1 g, 2 g, 3 g i 4 g vlazne mase Cestica,
redom. U erlenmajere je zatim dodato 10 ml sterilnog TS bujona i 0,1 ml prekonoéne
bakterijske suspenzije u fizioloSkom rastvoru tako da je broj bakterija u svakom iznosio oko
10°> CFU/ml. Erlenmajeri su zatim inkubirani na 37 °C u toku 24 h nakon &ega je medijum
sterilno uzorkovan (1 ml), centrifugiran na 600 xg 10 min da bi se odstranile Cestice AU, a
zatim je supernatant (0,01 ml) direktno zasejan na TS agar ploce. Plo¢e su zatim inkubirane
24 h na 37 °C nakon cega su kolonije prebrojane kako bi se odredio broj zivih ¢elija u

suspenziji. Eksperiment je raden u duplikatu.

4.6.3 Ispitivanje antimikrobne aktivnosti kompozitnih A/AU ¢estica

Antimikrobna aktivnost suvih  kompozitnih  A/AU Cestica je ispitivana
makrodilucionim metodom u Sest eksperimentalnih serija. U prve Cetiri eksperimentalne
serije koris¢ene su Ca0,5/V/PVP-I, a u petoj i Sestoj Zn0,5/V/PVP-I kompozitne Cestice. U
prvoj seriji, antimikrobna aktivnost je ispitivana prema dva kolekcijska bakterijska soja
(Staphylococcus aureus ATCC 6538 i Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853), a u drugoj,
trecoj 1 Cetvrtoj seriji prema klinickim sojevima izolovanim iz rana pacijenata i to u drugoj

seriji prema MRSA, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,

64



Enterococcus faecalis i Candida albicans, u tre¢oj prema Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa i Enterococcus faecalis, a u ¢etvrtoj prema bakterijskom soju MRSA. U petoj
eksperimentalnoj seriji, antimikrobna aktivnosti je ispitivana prema jednom standardnom
bakterijskom soju (Escherichia coli ATCC 25922), a u Sestoj seriji prema 6 klinickih sojeva
(MRSA, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Enterococcus
faecalis i Candida albicans) izolovanim iz rana pacijenata.

Aktivne kulture mikroorganizama su pripremljene tako Sto je odabrano nekoliko
izolovanih kolonija, poraslih nakon 18 — 24 h inkubacije od kojih je napravljena suspenzija u
fizioloskom rastvoru (10 ml) turbidnosti 0,5 prema Mek Farland skali koja odgovara
koncentraciji ¢elija bakterija od 1,5 x 10® CFU/ml iz koje su dalje pravljena razblazenja.

Kompozitne 0,5/V Cestice su sterilno dobijene i deo Cestica je ostavljen preko noci u
PVP-1 dok je drugi deo ostavljen u istoj koli¢ini dH,O pod istim uslovima. Cestice su zatim
isprane nekoliko puta sa dH,O i ostavljene da se suSe na vazduhu u laminarnoj komori pod
sterilnim uslovima na sobnoj temperaturi do konstantne mase.

U svaki erlenmajer od 100 ml za ispitivanje antimikrobne aktivnosti je stavljeno po
1,452 g suvih 0,5/VV/PVP-I ¢estica, dobijenih susenjem 4 g vlaznih ¢estica. U prvoj, drugoj,
petoj i Sestoj eksperimentalnoj seriji, u erlenmajere je zatim dodato po 10 ml sterilnog TS
bujona i 0,1 ml prekonoéne bakterijske suspenzije u fizioloskom rastvoru tako da je
koncentracija éelija mikroorganizama u svakom balonu iznosila oko 10°> CFU/ml za bakterije
i oko 10° CFU/mI za kvasca Candida albicans. U treéoj i etvrtoj eksperimentalnoj seriji, u
erlenmajere je dodato po 30 ml sterilnog TS bujona i 0,3 ml prekonoc¢ne bakterijske
suspenzije u fizioloSkom rastvoru tako da je koncentracija celija bakterija u svakom
erlenmajeru u tre¢oj seriji iznosila oko 10° CFU/ml, a u &etvrtoj oko 10° CFU/mI. Kao
kontrola koris¢ene su CaA odnosno ZnA cestice (0,12 g) dobijene geliranjem 0,5 mas. %

rastvora alginatai i Ca- odnosno Zn0,5/V kompozitne Cestice (1,240 g) dobijene suSenjem
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rezultujucih Cestica (4 g) do konstantne mase. Kao kontrola koris¢en je i AU u prahu (1,2 g)
dok je suspenzija mikroorganizama bila pozitivna kontrola, a sam bujon negativna kontrola.
Erlenmajeri su inkubirani na 37 °C u toku 24 h. U odredenim vremenskim intervalima, i to
nakon 1 124 hu prvoj i drugoj seriji, a nakon 1, 3, 6 i 24 h u trecoj i Cetvrtoj seriji medijum je
sterilno uzorkovan (1 ml), centrifugiran na 600 xg 10 min da bi se odstranile Cestice AU, a
zatim je supernatant (0,01 ml) zasejan na TS agar ploce koje su inkubirane naredna 24 h na
37 °C. Kolonije su zatim prebrojane kako bi se odredio broj zivih ¢elija u suspenziji.

Eksperimenti su radeni u duplikatu i rezultati su izrazeni u CFU/ml.

4.6.4 Ispitivanje antimikrobne aktivnosti aktivnog uglja sa adsorbovanim LMJ

Antimikrobna aktivnost AU sa adsorbovanim LMJ (AU/LMJ) je ispitivana prema pet
rezistentnih  klinickih bakterijskih sojeva (MRSA, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis i Enterococcus faecalis) i jednom kliniCkom soju kvasca
(Candida albicans) izolovanim iz rana.

Aktivne kulture mikroorganizama su pripremljene tako Sto je odabrano nekoliko
izolovanih kolonija, poraslih nakon 18 — 24 h inkubacije od kojih je napravljena suspenzija u
fizioloskom rastvoru (10 ml) turbidnosti 0,5 prema Mek Farland skali koja odgovara
koncentraciji ¢elija bakterija od 1,5 x 10® CFU/ml iz koje su pravljena razblaZenja.

U epruvete od 2 ml, koje su kori§¢ene za ispitivanje antimikrobne aktivnosti, je
stavljeno po 0,12 g AU sa adsorbovanim LMJ iz rastvora koncentracije 1 mg/ml, a zatim je
dodato 0,8 ml sterilnog TS bujona i 0,1 ml prekono¢ne bakterijske suspenzije u fizioloskom
rastvoru tako da je koncentracija mikroorganizama u svakoj epruveti iznosila oko 10°
CFU/mI za bakterije i oko 10® CFU/mI za kvasac. Kao kontrola je kori§¢en sam prah AU

(0,12 @), pozitivna kontrola je bila sama suspenzija mikroorganizama, dok je bujon bio
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negativna kontrola. Epruvete su inkubirane na 37 °C u toku 24 h nakon ¢ega su centrifugirane
na 600 xg 10 min da bi se odstranile ¢estice AU. Supernatant (0,01 ml) je zasejan na TS agar
ploce koje su inkubirane naredna 24 h na 37 °C, a zatim su prebrojane kolonije kako bi se
odredio broj zivih ¢elija u suspenziji. Eksperimenti su radeni u duplikatima 1 rezultati su

izrazeni u CFU/ml.

4.7 Metode karakterizacije A/AU kompozitnih ¢estica

4.7.1 UV-vidljiva spektroskopija

Koncentracija AU u pocetnim smeSama, kompozitnim ¢esticama nakon rastvaranja u
2 mas. % rastvoru Na-citrata dihidrata kao i u fizioloSkom rastvoru i u TS bujonu je
ispitivana UV-vidljivom spektroskopijom, pomoéu UV 3100 Mapada (Sangaj, Kina) na
talasnoj duzini od 600 nm. S obzirom da suspenzije AU u opsegu talasnih duzina od 200-
1000 nm nisu pokazale specifi¢an apsorpcioni maksimim, izabrana je talasna duzina od 600
nm da bi se napravile reprezentativne kalibracione prave.

U cilju ispitivanja uticaja razli¢itih medijuma na odredivanje koncentraciju AU,
kalibracione prave su konstruisane koriS¢enjem suspenzija AU poznatih koncentracija u
razli¢itim medijima, i to u dH,0, fizioloskom rastvoru i TS bujonu.

U cilju ispitivanja uticaja Na-alginata u poc¢etnim smeSama kao i uticaja geliranja i
rastvaranja kompozitnih hidrogelova u rastvoru 2 mas. % Na-citrata dihidrata na
koncentraciju AU, ispitane su smese finalnih A/AU koncentracija 0,5/1, 0,5/20, 2/1 i 2/20 kao
I suspenzije rastvorenih kompozitnih diskova u 2 mas.% rastvoru Na-citrata dihidrata
dobijenih iz tih navedenih smesa. Takode, ispitane su suspenzije AU poznatih koncentracija u

2 mas. % rastvoru Na-citrata dihidrata.
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Kalibracione prave su u svim slu¢ajevima konstruisane na isti nacin tj. napravljene su
suspenzije koncentracije 0,1 mas.% AU (engl. stock, radna suspenzija). Konkretno, AU u
prahu je suspendovan u odgovaraju¢em medijumu (dH,0O, fizioloski rastvor, TS bujon, Na-
citrat dihidrat), a takode su napravljena razblazenja pocetnih smesa poznatih koncentracija
odnosno suspenzija rastvorenih diskova dobijenih iz tih smesa. Iz radnih suspenzija su zatim
pravljena dvostruka razblazenja ¢ije su apsorbance ocitavane spektrofotometrijski na 600 nm,
s tim §to je od svake vrednosti apsorbance oduzeta vrednost apsorbance dobijene za slepu
probu tj dH,O, fizioloski rastvor, TS bujon, 2 mas. % rastvor Na-citrata dihidrata, Na-
alginatne rastvore odgovaraju¢ih koncentracija kao i rastvorene alginatne hidrogelove
odgovarajucih koncentracija u 2 mas. % rastvoru Na-citrata dihidrata.

UV-vidljivom spektroskopijom je takode ispitivana koncentracija PVP-1I na talasnoj
duzini od 351 nm kao i koncentracija LMJ na talasnoj duzini od 272 nm u rastvoru nakon

adsorpcije, kao i u fizioloSkom rastvoru.

4.7.2 Plamena atomska apsorpciona spektrofotometrija (FAAS)

Koncentracija slobodnih Zn?* u fiziologkom rastvoru i TS bujonu je odredena
direktnim merenjem, dok je ukupni sadrzaj Zn** u Gesticama (ZnA, Zn0,5/V i Zn0,5/VIPVP-
I) odreden nakon njihovog rastvaranja u 2 mas. % rastvoru Na-citrata dihidrata pomocu
uredaja Perkin Elmer 3100 (Perkin Elmer, SAD). Neposredno pre odredivanja koncentracije
Zn?* primenom FAAS, svaki uzorak je dodatno razblazen sa destilovanom vodom i dodata je
koncentrovana azotna kiselina (65 mas.%) tako da u finalnom razblazenju koncentracija bude

2 mas. %.
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4.7.3 Optic¢ka mikroskopija i odredivanje pre¢nika Cestica

Mikroskopske slike ¢estica su napravljene pomocu opti¢kog mikroskopa (Olympus
CX41RF, Tokio, Japan). Pre¢nik Cestica je odreden pomocu kamere HDR-CX210 (Sony,
Japan). Konkretno, cestice su fotografisane u Petri Solji koja je bila postavljena na
milimetarski papir. Srednji pre¢nik je zatim izraCunat na osnovu merenja najmanje 20

mikroc¢estica pomocu programa za analizu slike ,,Cell4” (Olympus, Tokio, Japan).

4.7.4 Skenirajuca elektronska mikroskopija sa emisijom polja elektrona (FE-SEM)

Morfologija suvih kompozitnih CaA/AU (1,5/M, 0,5/V i 0,5/VIPVP-1) i ZnA/AU
Cestica (0,5/V i 0,5/V/IPVP-I) ispitivana je kvalitativnom metodom FE-SEM. Pored toga,
analizirane su i CaA (1,5 mas.%) i ZnA (0,5 mas.%) &estice kao i AU u prahu. Cestice su
preseCene na pola, a zatim su preseci kao i ¢estice AU, naparavani u vakumu tj. prekriveni
tankim slojem (15 — 25 nm) zlata i ispitivani pomoc¢u uredaja MIRA 3 XMU (Tescan USA

Inc., SAD).

4.7.5 Skenirajuéa  elektronska  mikroskopija sa  energetsko  disperznom

spektroskopijom (SEM/EDS)

Ispitivanje hemijskog sastava suvih prese¢enih kompozitnin Ca0,5/H/PVP-1 i

Zn0,5/H/PVP-1 (Cestica je izvrSeno pomoc¢u Jeol JSM 5800 (Tokio, Japan) sa EDS

detektorom.
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4.7.6 Odredivanje specifi¢ne povrSine i poroznosti

Specifiéna povrSina uzoraka odredivana je pomocu instrumenta ASAP 2020
(Micromeritics, SAD). Ispitane su suve kompozitne CaA/AU (0,5/M, 0,5/V, 1,5/M i 1,5/V) i
ZnAJ/AU (0,5/V i 0,5/VIPVP-I) ¢estice, kao i ZnA (0,5 mas. %) cestice i AU u prahu.

Pre ispitivanja, uzorci su degasirani na 105 °C, 10 h pod snizenim pritiskom.
Specificna povrSina uzoraka je izraCunata prema Bruner-Emet-Teler (Brunauer-Emmet-
Teller, BET) metodi iz linearnog dela adsorpcionih izotermi. Iz desorpcionog dela izotermi,
prema Baret-Dzojner-Halendovoj (Barrett-Joyner-Halenda) metodi izraCunata je zapremina
mezopora (Vmez), dok je zapremina mikropora (Vmiko), izraCunata iz o-S dela. Ukupna
zapremina pora (Vi) je izracunata pri uslovima p/p® = 0.998, gde p i p° predstavljaju

ravnotezni i saturacioni pritisak gasa na temperaturi adsorpcije.

4.7.7 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR)

Spektri kompozitnih CaA/AU (0,5/M, 0,5/V, 0,5/VIPVP-I, 1,5/M i 1,5/V) i ZnA/AU
(0,5/V i 0,5/VIPVP-I) Cestica, zatim Ca-alginatnih ¢estica (0,5 mas. % i 1,5 mas. %) i Zn-
alginatnih Cestica (0,5 mas. %), kao i prahova AU i PVP-1 odredeni su na FT-IR spektrometru
BOMEM (Hartmann & Braun, Frankfurt, Nemacka) u opsegu od 400 — 4000 cm™* sa
rezolucijom od 4 cm™ na sobnoj temperaturi. Uzorci su spraseni sa suvim KBr do
maksimalne veli¢ine Cestica od 0,25 um. Sprasena smesSa je presovana ru¢nom presom u

trajanju od najmanje 15 s, kako bi se dobila tableta pre¢nika 7 mm.
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5. REZULTATI

Istrazivanja u ovom radu su obuhvatala razvoj novih kompozita na bazi Ca- i Zn-
alginatnih hidrogelova sa sadrzanim cesticama AU. Pri tome, ¢estice AU treba da imaju
dvojaku funkciju, predstavljaju aktivnu supstancu koja se oslobada iz alginatnog matriksa
prilikom kontakta sa fizioloskim fluidima, a i potencijalni nosa¢ za terapeutski aktivne
supstance adsorbovane na njih. Istrazivanja su obuhvatala optimizaciju procesa dobijanja
kompozita u cilju identifikacije kompozita sa najboljim profilom kinetike otpustanja Cestica
AU, ispitivanje moguénosti adsorpcije dve razli¢ite terapeutski aktivne supstance i
sveobuhvatnu karakterizaciju dobijenih kompozita uklju¢ujuéi i in vitro ispitivanje

funkcionalnosti u pogledu antimikrobne aktivnosti.

5.1 Dobijanje kalcijum-alginatnih hidrogelova sa sadrZanim cesticama

aktivnog uglja

5.1.1 Optimizacija sastava poc¢etnih smeSa

Smese Na-alginata i AU razli¢itih koncentracija su, metodom ekstruzije, ukapavane u

rastvor za geliranje (1,5 mas. % CaCl, « 2H,0) sa ciljem identifikacije opsega koncentracija

radi dobijanja kompozitnih ¢estica sferi¢nog oblika (slika 5.1).
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Slika 5.1 Razliciti oblici kompozitnih Cestica dobijeni iz smesa A/AU sa povecanjem

koncentracija alginata i/ili AU

S obzirom da su smese A/AU, sa porastom koncentracije i AU i alginata, bile sve
guS¢e 1 viskoznije, za ukapavanje je izabrana igla pre¢nika 16 G. Gornja granica
koncentracije alginata je odredena kao 2 mas. % posto su smese veéih koncentracija alginata
ve¢ 1 pri dodavanju male koli¢ine AU bile veoma guste i nije ih bilo moguce potisnuti kroz
iglu. Donja granica koncentracije alginata u smeSama je odredena kao 0,5 mas. % posto su se
Cestice, pravljene iz smes$a manjih koncentracija, raspadale u rastvoru za geliranje. Gornja
koncentracija AU je odredena kao 20 mas. % s obzirom da je prilikom ekstruzije i geliranja
smesa alginata koncentracije 0,5 mas. % i koncentracija AU vecih od 20 mas. % dolazilo do
znacajnih gubitaka sadrzaja AU ispustanjem u rastvor za geliranje. Izuzetak je predstavljala
smesa sa 2 mas. % alginata u kojoj je gornja koncentracija AU morala da se smanji na 15
mas. % u cilju dobijanja sferi¢nih Cestica. Donja koncentracija AU nije bila limitirajuéi faktor

ni u pogledu dobijanja sferi¢nih Cestica niti u pogledu geliranja i postavljena je na 1 mas. %.
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5.1.2 Konstrukcija kalibaracione prave za odredivanje koncentracije aktivnog uglja

UV-vidljivi spektri suspenzija AU nisu pokazali apsorpcioni maksimum na talasnim
duzinama od 200-900 nm (slika 5.2) pa je za spektrofotometrijsko odredivanje koncentracija

AU uzeta talasna duzina od 600 nm.
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Slika 5.2. Apsorpcioni spektar AU

Radi pouzdanog odredivanja koncentracija AU u razli¢itim rastvorima kao i u
alginatnim smeSama i rastvorima konstruisane su kalibracione prave u datim medijumima
(dH0, fizioloski rastvor, TS bujon, 2 mas. % rastvor Na-citrata dihidrata kao i smese Na-

alginata).
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5.1.2.1 Konstrukcija kalibracione prave za odredivanje koncentracije aktivnog uglja u

smeSama sa Na-alginatom

Za konstrukciju kalibracione prave koris¢ene su smese koncentracija: a) 0,5 mas. % A
i 1 mas. % AU, b) 0,5 mas. % A i 20 mas. % AU, c) 2 mas. % A i1 mas. % AU, d) 2 mas. %
A'120 mas. % AU.

Sve Cetiri smeSe su prvo razblazene destilovanom vodom do koncentracije od 0,1
mas. % AU (radna suspenzija), iz koje su zatim pravljena razblazenja ¢ije su vrednosti
apsorbanci ocitavane spektrofotometrijski na 600 nm, s tim Sto je od svake vrednosti
apsorbance oduzeta vrednost slepe probe tj. Na-alginatne rastvore odgovarajucih
koncentracija. Crtanjem zavisnosti apsorbance od koncentracije AU konstruisane su
kalibracione prave za sve Cetiri smeSe. S obzirom da su standardne devijacije apsorbanci za
navedene smeSe u svim tatkama bile manje od 5 %, odredene su srednje vrednosti i
konstruisana je zajednicka kalibraciona prava prikazana na slici 5.3.

Na osnovu dobijene linearne zavisnosti (R?> = 0,999), izvedena je jednadina za
izraCunavanje nepoznate koncentracije AU u smeSama sa Na-alginatom (AU;) u zavisnosti

od ocitane apsorbance na talasnoj duzini od 600 nm (Abs).

AC1 =3,63 X 1072 X Abs (5.1)

74



1.6

1.4 y =27.524x

R*=0.999

1.2

Apsorbanca

0.0

0 001 002 003 004 005 006
AU, (%)

Slika 5.3. Kalibraciona prava zavisnosti apsorbance na 600 nm od koncentracije AU u
smeSama sa Na-alginatom razli¢itih koncentracija (0,5 — 2 mas. %), AU;; eksperimentalni

podaci su srednje vrednosti minimum 12 merenja

5.1.2.2 Konstrukcija kalibracionih pravih za odredivanje koncentracije aktivnog uglja u

fizioloSkom rastvoru, TS bujonu i rastvorima kompozitnih hidrogelova

Za konstrukciju kalibracionih pravih u razli¢itim vodenim medijumima kori§¢ene su
suspenzije AU poznatih koncentracija. U prvoj seriji, koris¢ene su suspenzije AU u dH,0, u
drugoj u fizioloskom rastvoru, u tre¢oj u TS bujonu, a u Cetvrtoj u 2 mas. % rastvoru Na-
citrata dihidrata. U petoj seriji, koris¢ene su suspenzije rastvorenih kompozitnih diskova
razli¢itih koncentracija u 2 mas. % rastvoru Na-citrata dihidrata, i to diskova dobijenih iz

smesa A/AU koncentracija (mas. %): 0,5/1, 0,5/20, 2/1 i 2/20.
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Napravljene su suspenzije koncentracije 0,1 mas. % AU (radne suspenzije) u
razli¢itim medijumima, iz kojih su zatim pravljena razblazenja ¢ije su vrednosti apsorbanci
oCitavane spektrofotometrijski na 600 nm, s tim Sto je od svake vrednosti apsorbance oduzeta
vrednost apsorbance odgovarajuce slepe probe. U petoj eksperimentalnoj seriji slepa proba su
bili rastvoreni Na-alginatni diskovi odgovaraju¢ih koncentracija u 2 mas. % rastvoru Na-
citrata dihidrata. Crtanjem zavisnosti apsorbance od koncentracije AU konstruisane su
kalibracione prave za sve navedene suspenzije. S obzirom da su standardne devijacije
apsorbanci za navedene serije bile zanemarljive (SD < 5 %), konstruisana je zajednicka

kalibraciona prava prikazana na slici 5.4.

1.2

Apsorbanca
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0 001 002 003 004 005 006
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Slika 5.4. Kalibraciona prava zavisnosti apsorbance na 600 nm od koncentracije AU u
razli¢itim vodenim medijumima, AU,; eksperimentalni podaci su srednje vrednosti minimum

24 merenja
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Na osnovu dobijene linearne zavisnosti (R®> = 0,998), izvedena je jednadina za
izraCunavanje nepoznate Koncentracije aktivnog uglja u razli¢itim vodenim medijumima

(AU,) u zavisnosti od ocitane apsorbance (Abs) na talasnoj duzini od 600 nm:

ACy = 4,62 X 1072 x Abs (5.2)

5.1.3 Optimizacija koncentracije kalcijumovih katjona u rastvoru za geliranje

U cilju dobijanja kompozitnih ¢estica koje su slabo gelirane, ali iz kojih se ¢estice AU
prilikom procesa geliranja ne otpustaju u vecoj meri odredena je donja granica koncentracije
kalcijumovih katjona u rastvoru za geliranje. Ispitivane su ¢etiri koncentracije CaCl, « 2H,0 i
to 1,5 mas. %, 0,9 mas. %, 0,2 mas. % i 0,09 mas. %. Cestice su pravljene iz smese A/AU
koncentracije 2 mas. % alginata i 1 mas. % AU. U svaki pojedinacni rastvor za geliranje
istisnuto je po 10 ml smese kroz iglu 16 G, a Cestice su zatim ostavljene da geliraju jo§ 30
min. Nakon toga su ocedene, blago osuSene filter papirom, izmerene, a zatim i rastvorene u 2
mas. % rastvoru Na-citrata dihidrata nakon cega je odredivana koncentracija AU u dobijenim
Cesticama (AU;) spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 600 nm primenom jednacine
(5.2). Rezultati su prikazani u tabeli 5.1.

Dobijeni rezultati koncentracije AU u cesticama su bili u skladu i sa vizuelnim
zapazanjima tj. rastvor za geliranje koncentracije 0,09 mas. % je bio izrazito crn dok su
rastvori 1,5 mas. % 1 0,9 mas. % ostali providni. Iz tabele 4.1 mozZe se takode zapaziti da je
doslo do povecanja koncentracija AU u Cesticama tokom geliranja u ovim rastvorima §to je
ofekivano usled sinerezisa odnosno skupljanja hidrogela tokom geliranja (Velings i

Mestdagh, 1995). Sli¢ne koncentracije u Cesticama dobijenih iz rastvora 1,5 i 0,9 mas. %
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CaCl; « 2H,0 ukazuje na isti procenat zadrzavanja AU unutar Cestica tako da je za dalji rad

izabran rastvor 0,9 mas. % CaCl, « 2H,0.

Tabela 5.1. Koncentracije AU u cesticama (AU;) dobijenih geliranjem u rastvorima CaCl; ¢

2H,0 razlic¢itih koncentracija

CaCl, « 2H,0 AU

(mas. %) (mas. %)

1,5 31+0,2
0,9 29+01
0,2 22%0,1
0,09 1,1+0,0

5.1.4 Dobijanje kompozitnih kalcijum-alginatnih hidrogelova u obliku Cestica

Kompozitne CaA/AU c¢estice su uspes$no dobijene procesom ekstruzije serije smesa
Na-alginatnih rastvora i AU razlic¢itih koncentracija datih u tabeli 4.2. Dobijene Cestice su
bile sferi¢nog oblika (pre¢nik u opsegu 2,5 — 4 mm), Kkoji su zadrzale i nakon susenja

(pre¢nik u opsegu 1 — 3,5 mm) (tabela 5.2).
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Tabela 5.2. Vrednosti pre¢nika vlaznih (dy) i suvih (ds) kompozitnih CaA/AU cestica

CaA/AL vlazne Cestice | suve Cestice | ds/dy
dy (mm) ds (mm) | (%)

M 28+0,1 1,3+0,2 | 459

05/ | S 33+0,1 26+02 | 769
\% 39+0,1 34+03 |870

M 34+0,2 22+02 |641

1/ | S 36+0,1 2602 | 726
\% 36+0,1 32+0,1 |883

M 33+0,1 20+0,1 |613

15/ | S 35+0,1 25+01 | 734
\% 36+0,1 28+0,1 | 786

M 33+0,1 21+0,1 | 634

2l |'S 34+0.1 25+0,1 | 735
\% 35+0,2 28+0,1 | 788

Moze se uociti da koncentracija alginata nema uticaja na prec¢nik vlaznih Cestica dok
sa porastom koncentracije AU dolazi do povecanja precnika vlaznih, a zatim i suvih Cestica.
Pored toga, koncentracija AU ima znacajan uticaj na kontrakciju tokom susenja i §to je veca
precniku vlaznih Cestica.

Pomoc¢u UV-vidljive spektroskopije je, nakon rastvaranja u rastvoru Na-citrata
odredivana koncentracija AU u dobijenim ¢esticama (Slika 5.5). Dobijene Cestice su sadrzale
nekoliko puta (1,5 - 3) ve¢u koncentraciju AU u poredenju sa inicijalnim sme$ama. Ovi
rezultati su, takode, potvrdili da koncentracija AU ima znacajan uticaj na kontrakciju gela pri

¢emu je kontrakcija gela u toku geliranja bila obrnuto proporcionalna koncentraciji AU.
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Slika 5.5. Koncentracije AU u Cesticama, AU¢, kao funkcija nominalne koncentracije AU u
odgovaraju¢im pocetnim A/AU smeSama, AUs; A/AU cestice su prikazane u Cetiri grupe
(0,5, 1, 1,51 2) u odnosu na sadrzaj alginata (mas. %); eksperimentalni podaci su srednje

vrednosti najmanje 6 merenja, SD (< 10 %) su izostavljene kako bi podaci bili uo¢ljiviji

Cetiri reprezentativne grupe &estica (0,5/M, 0,5/V, 1,5/M i 1,5/V, tabela 4.2) su dalje
ispitane primenom FE-SEM, BET i FT-IR analiza. Ove grupe Cestica su izabrane da bi se
ispitao uticaj najnizih i najvisih koncentracija AU (1 i 5 vs. 20, tabela 4.2) mas. % na
teksturalne, hemijske i strukturne karakteristike kompozitnih CaA/AU cestica.

Na slici 5.6 prikazane su morfologije spoljasnjih povrsina i popre¢nih preseka 0,5/V i
1,5/M kompozitnin CaA/AU cestica kao i CaA cestica (1,5 mas. %) i morfologija AU u
prahu. Spoljasnje povrsine ispitivanih kompozitnih ¢estica (0,5/V i1 1,5/M) izgledaju grubo i
neravno za razliku od potpuno glatke spoljasnje povrSine CaA cestice (slika 5.6, insert a, b, d,

redom). Poprec¢ni preseci kompozitnih Cestica su po izgledu sli¢ni (slika 5.6 a i b) i mogu se
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uociti Cestice AU razliite veli¢ine slicne inicijalnim Cesticama AU u prahu prikazanim na
slici 5.6 c. Za razliku od njih, na popre¢nom preseku CaA Cestice se vidi uniforman alginatni

matriks (slika 5.6d).

I

SEM HV: 10 kV WD: 7.90 mm | MIRA3 TESCAN| SEM HV: 10 kV WD: 10.11 mm

View field: 43.3 um Det: SE 10 pm View field: 43.3 ym Det: SE 10 pm
SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/dly): 05/09/17 SEM MAG: 5.00 kx | Date(m/dly): 06/24/15

)

SEM HV: 4.5 kV WD: 10.64 mm | l MIRA3 TESCAN| SEM HV: 10 kV WD: 10.65 mm =

View field: 43.3 pm Det: InBeam 10 pm View field: 43.4 pym Det: SE 10 ym
SEM MAG: 5.00 kx Date(m/dly): 1211417 SEM MAG: 4.99 kx Date{m/dly): 06/24/15

Slika 5.6. FE-SEM mikrofotografije spoljasnjih povrsina (inserti) i popre¢nih preseka suvih
Cestica: (a) 0.5/V; (b) 1.5/M; (c) AU; (d) 1,5 mas. % CaA; (razmernik: 500 um (inserti) i 10

um)
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Teksturalne karakteristike odabranih ¢estica su odredene pomocu BET metode (tabela

5.3), a kao kontrola je koris¢en AU u prahu.

Tabela 5.3. Teksturalne karakteristike 0,5/M, 0,5/V, 1,5/M i 1,5/V CaA/AU CG¢estica, i AU

praha

Sp Vot Vimezo | Vmikio | Dsr
(m’/g) | (em®g) | (cm®g) | (cm*/g) | (nm)
AU prah | 1109.05 | 0.6303 | 0.2779 | 0.5194 | 3.01

0,5/M 645.68 | 0.3644 | 0.1536 | 0.3028 | 2.96
0,5/V | 1058.64 | 0.6064 | 0.2651 | 0.4979 | 2.29
1,5/M 826.48 | 0.4710 | 0.2932 | 0.4126 | 2.63

1,5/VV | 1040.78 | 0.5919 | 0.2595 | 0.4905 | 2.97

Sp-ukupna specificna povrsina; Vigr-ukupna zapremina pora; Vmezo-zapremina mezopora,

V mikro-Zapremina mikropora; Dg-srednji pre¢nik pora

Rezultati su pokazali da AU u prahu ima najvecu ukupnu specificnu povrsinu (Sp), §to
je 1 o¢ekivano. Iz dobijenih rezultata se moze uociti da kompozitne Cestice sa velikom (0,5/V
i 1,5/V) i malom (0,5/M i 1,5/M) koncentracijom AU prate isti trend. Konkretno, specifi¢na
povrsina (Sp) 1 zapremina (Vio) su u slu¢aju kompozitnih cestica sa velikom koncentracijom
AU blago redukovane (oko 5 % u oba slucaja) u poredenju sa prahom AU, dok je u slucaju
Cestica sa malom koncentracijom AU redukcija znacajnija i iznosi oko 40 % i 20 %, redom u
odnosu na prah AU. Ovi rezultati govore u prilog da dolazi do blokiranja pora AU unutar
kompozitnih ¢estica usled taloZenja alginatnih lanaca, koje je najizraZenije u slu¢aju Cestica
sa malom koncentracijom AU, i to posebno u slu¢aju 0,5/M dok je kod Cestica sa vecom
koncentracijom alginata (1,5/M) taj efekat manje izraZen najverovatnije zbog viskoznije

pocetne smese koja teze ulazi u pore AU. U slucaju Cestica sa velikom koncentracijom AU,
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0,5/V i 15/V, taj efekat postaje zanemarljiv, $to je i oCekivano S obzirom na ogromnu
specificnu povrSinu samih Cestica AU, tako da se moze zakljuciti da je poroznost AU unutar
kompozitnih ¢estica sa velikom koncentracijom AU u potpunosti o¢uvana.

Na slici 5.7 su prikazani FT-IR spektri odabranih kompozitnih ¢estica, CaA Cestica i

AU.

AU

transmitanca (%)

T T T T ¥ T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

(a) talasni broj (cm'i)

transmitanca (%)

T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

(b) talasni broj (cm?)

Slika 5.7. FT-IR spektri (a) AU, CaA i kompozitnih 0,5/M i 0,5/V CaA/AU ¢estica; (b) AU,

CaA i kompozitnih 1,5/M i 1,5/VV CaA/AU cestica
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FT-IR spektri AU kao i alginata pokazuju odgovarajuée karakteristi¢ne pikove. Siroka
traka na ~3440 cm™, u oba uzorka, odgovara O-H vibracijama savijanja, koje poticu
uglavnom od alkoholnih (kod alginata) ili fenolnih (kod AU) grupa kao i od karboksilnih
grupa, dok dupla traka na 2925 cm™ i 2850 cm™ potice od C-H grupa. Slaba traka na 1740
cm, u spektru AU, odgovara karbonilnim grupama ketona i aldehida, karboksilnim grupama
ili njihovim anhidridima (koje sve mogu biti prisutne na AU) dok trake na 1630 cm™ i 1600
cm™ mogu biti povezane sa aromati¢nim C=C vezama ili anjonskom formom karboksilnih
grupa. U spektru alginata postoji samo jedna traka na 1628 cm™, koja poti¢e od asimetri¢nih
vibracija savijanja karboksilnih anjona. Vibracije savijanja karboksilnih kiselina se, kod
alginata, vide kao slabo ,,rame* trake na 1743 cm™ (asimetri¢ne vibracije) i kao trake blizu
1400 cm™ (simetri¢ne vibracije), koje se preklapaju sa trakom na 1418 cm™ (C-O-H
savijanje). Kod AU postoji, takode, relativno slaba, ali dobro razvijena traka na 1465 cm™
karakteristi¢na za aromati¢ne C=C veze. U regionu ,,otiska prsta“ (fingerprint region, ~1200
cm™ — 800 cm™) i AU i alginat imaju ne-karakteristi¢ne trake koje poticu uglavnom od C-O
vibracija, ali njihov intenzitet se razlikuje. Naime, najizrazenija traka u spektru AU u ovom
regionu nalazi se na 1120 cm™, dok se u spektru alginata pojavljuje na 1030 cm™.

U spektrima ispitivanin CaA/AU cestica, relativni odnos intenziteta ove dve trake
odgovara koncentracijama alginata i AU. Konkretno, spektar 0,5/M uglavnom li¢i na spektar
alginata, dok na prisustvo AU pokazuju trake na 1600 cm™ (prisutna kao ,,rame* trake na
1628 cm™) i 1465 cm™ (poreklom od C=C aromati¢nih veza), kao i blago povecanje
intenziteta trake na 1120 cm™. U spektru 0.5/V &estica, navedene trake su jo§ izraZenije tako

.....

1.5/M i 1.5/V CaA/C ¢estica.
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5.1.5 Dobijanje kalcijum-alginatnih kompozita u obliku diskova

Kompozitni Ca-alginatni diskovi su uspesno dobijeni razlivanjem smesa alginata i AU
razli¢itih koncentracija (tabeli 4.2) u posude sa 12 bunarica, a zatim su rastvarani u rastvoru

Na-citrata 1 dalje kori§¢eni za odredivanje kalibracionih pravih.

5.1.6 Ispitivanje bubrenja i rehidratacije suvih kompozitnih éestica

Ispitivano je bubrenje i rehidratacija suvih CaA/AU cestica iz svih 12 grupa (tabela
4.2) u fizioloskom rastvoru na 37 °C tokom perioda od 5 dana u uslovima sa meSanjem.
Zapreminski stepeni bubrenja, gy, izracunati na osnovu jednaine (4.1) su prikazani na

slikama 5.8-5.11.

A 0,5/M m 0,5/S 0,5/V
30
20
2 N 4
=10
201 "l ow & »
> 00 2l4_48 72 2 1.&0
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A
109 A
S -
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0 1 2 3 4 5 6
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Slika 5.8. Zapreminski stepeni bubrenja, gy, suvih 0.5/M, 0.5/S i 0.5/V CaA/AU c¢estica

tokom perioda od 5 dana (insert) i tokom inicijalnih 6 h
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Slika 5.9. Zapreminski stepeni bubrenja, qy, suvih 1/M, 1/S i 1/V CaA/AU ¢estica tokom

perioda od 5 dana (insert) i tokom inicijalnih 6 h
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Slika 5.10. Zapreminski stepeni bubrenja, gy, suvih 1,5/M, 1,5/S i 1,5/VV CaA/AU cestica

tokom perioda od 5 dana (insert) i tokom inicijalnih 6 h
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Slika 5.11. Zapreminski stepeni bubrenja, qy, suvih 2/M, 2/S i 2/V CaA/AU cestica tokom

perioda od 5 dana (insert) i tokom inicijalnih 6 h

Sve Cestice su nabubrele i povecéale svoje precnike, a ekvilibrijum su dostigle u roku
od prva 3 h. Ako se posmatraju Cestice sa istom koncentracijom alginata, oc¢igledno je da
postoji isti trend tj. najvise bubre Cestice sa najmanjim sadrzajem AU dok najmanje bubre
one sa najve¢im sadrzajem AU (slike 5.8-5.11). Uporedujuci sve Cestice ukupno, najvise su
nabubrile one koje imaju najmanji sadrzaj AU 1 mas. % i najmanju koncentraciju alginata 0,5
mas. % (0,5/M). Uporedujuci Cestice sa najvec¢im sadrzajem AU (oznacene V) najslabije su

nabubrile 0,5/V, sto je i o¢ekivano, s obzirom da imaju najmanji procenat alginata.
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5.1.7 Ispitivanje kinetike otpuStanja Cestica aktivnog uglja u fizioloSkom rastvoru

Kinetika otpustanja Cestica AU iz CaA/AU cestica je pracena u fizioloskom rastvoru

tokom 5 dana pomocu UV-vidljive spektroskopije (slike 5.12-5.15).

< 0,5/M W 0,5/S A 0,5/V

60

otpustanje AU u fiz. rastvoru (%)

0 v v v ! ! I
0 24 48 72 96 120

t (h)

Slika 5.12. Otpustanje AU iz kompozitnih 0.5/M, 0.5/S, 0.5/V CaA/AU cestica
normalizovano u odnosu na pocetni sadrzaj AU tokom perioda od 5 dana u fizioloSkom
rastvoru; prikazani su eksperimentalni podaci (simboli) i predvidanja modela unutra$nje
difuzije osim za Ca0.5/V cestice kod kojih su prikazana predvidanja Korsmejer-Pepasovog

model (linije); eksperimentalni podaci su prikazani kao srednje vrednosti 3 merenja £ SD
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Slika 5.13. Otpustanje AU iz kompozitnih 1/M, 1/S, 1/V CaA/AU ¢estica normalizovano u
odnosu na pocetni sadrzaj AU tokom perioda od 5 dana u fizioloSkom rastvoru; prikazani su
eksperimentalni podaci (simboli) i predvidanja modela unutra$nje difuzije (linije);

eksperimentalni podaci su prikazani kao srednje vrednosti 3 merenja £ SD
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Slika 5.14. Otpustanje AU iz kompozitnih 1,5/M, 1,5/S, 1,5/V CaA/AU (Cestica
normalizovano u odnosu na pocetni sadrzaj AU tokom perioda od 5 dana u fizioloSkom
rastvoru; prikazani su eksperimentalni podaci (simboli) i predvidanja modela unutrasnje

difuzije (linije); eksperimentalni podaci su prikazani kao srednje vrednosti 3 merenja = SD
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Slika 5.15. Otpustanje AU iz kompozitnih 2/M, 2/S, 2/V CaA/AU ¢estica normalizovano u
odnosu na pocetni sadrzaj AU tokom perioda od 5 dana u fizioloSkom rastvoru; prikazani su
eksperimentalni podaci (simboli) i predvidanja modela unutra$nje difuzije (linije);

eksperimentalni podaci su prikazani kao srednje vrednosti 3 merenja £ SD

Moze se uociti da su cestice 0,5/V pokazale najbolji profil otpustanja AU u
fizioloskom rastvoru s obzirom da su tokom perioda od pet dana otpustile oko 50 % ukupnog
sadrzaja AU (slika 5.12). Cestice 0,5/S su tokom istog perioda otpustile oko 15 % AU dok je
otpustanje svih ostalih formulacija prakticno zanemarljivo 1 iznosi < 3 % ukupnog sadrzaja
AU. Rezultati kinetike otpustanja su u skladu sa izgledom povrsina Cestica slikanim tokom

trajanja eksperimenta (slika 5.16-5-18).
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0,5/M

0,5/S

0,5/'V

Oh 24 h 120 h

Slika 5.16. Opticke mikrofotografije povrsina 0,5/M, 0,5/S i 0,5/V CaA/AU cestica tokom

trajanja eksperimenta (razmernik: 0.5 mm)

1/M
1/S

\,

1/V

Oh 24 h 120 h

Slika 5.17. Opticke mikrofotografije povrsina 1/M, 1/S i 1/V CaA/AU Ccestica tokom trajanja

eksperimenta (razmernik: 0.5 mm)
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1,5’M

1,5/S

1,5/V

Oh 24 h 120 h

Slika 5.18. Opticke mikrofotografije povrsina 1,5/M, 1,5/S i 1,5/V CaA/AU Ccestica tokom

trajanja eksperimenta (razmernik: 0.5 mm)
2/M l
2/S

2/V

Oh 24 h 120 h

Slika 5.19. Opticke mikrofotografije povrsina 2/M, 2/S i 2/V CaA/AU Cestica tokom trajanja

eksperimenta (razmernik: 0.5 mm)
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Podaci dobijeni na osnovu pracenja otpustanja AU iz kompozitnih CaA/AU cCestica
analizirani su primenom kinetickih modela u cilju definisanja mehanizma otpustanja AU.
Primenjeni su slede¢i matematicki modeli, i to kinetika nultog reda, model unutrasnje difuzije
I Korsmejer-Pepasov model, ¢iji su matematicki izrazi dati u poglavlju 2.6.2. Model kinetike
nultog reda nije uspe$sno opisao podatke otpustanja AU. Korsmejer-Pepasov model je
uspesno opisao kinetiku otpustanja AU iz Cestica dobijenih iz smeSe sa 0,5 mas. % alginata
(slika 5-11). Pri tome su eksponenti n u ovom modelu iznosili 0,53 i 0,51 za 0,5/M i 0,5/S
Cestice, redom, §to govori u prilog da je mehanizam otpustanja iz ovih Cestica Fikova
difuzija. Za formulaciju 0,5/V, eksponent otpustanja je iznosio 0,63, Sto govori u prilog da je
u sluc¢aju ovih cestica mehanizam otpustanja AU iz alginatnog matriksa ukljucuje pored
difuzije i eroziju §to je potvrdeno i vizuelno (slika 5.16). Takode, merenjem vrednosti
precnika, utvrdeno je da je jedino u slucaju ove grupe Cestica precnik varirao tokom pet dana
u fizioloskom rastvoru. Konkretno, tokom prvog sata Cestice su malo nabubrile (sa 3.4 £ 0.1
mm na 3.6 £ 0.1 mm u precniku), ali je pre¢nik, nakon nekoliko sati usled otpustanja AU,
poceo da se smanjuje 1 nakon 5 dana je iznosio oko 2,6 mm. Sve ostale formulacije Cestica su
nabubrile u toku prva 3 h i pre¢nik je ostao konstantan tokom svih 5 dana. U slucaju ostalih
grupa Cestica eksponent Korsmejer-Pepasovog modela je bio van granica (n < 0,5 za sfere)
stoga je na rezultate otpustanja AU na te grupe CaA/AU cCestica primenjen difuzioni model
koji je pokazao visok stepen korelacije (slika 5.13-5.15). Prividni koeficijenti difuzije AU se
kreéu u opsegu od 10™-10"* m%s (tabela 5.4) i opadaju sa poveéanjem koncentracije

alginata dok rastu sa povecanjem koncentracije AU $to je i oekivano.
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Tabela 5.4. Vrednosti prividnog koeficijenata difuzije, D

D D
) formulacije )
(m</s) (m?/s)
0.5/M 3.80E-13 1.5/M 7.55E-14
0.5/S 3.98E-11 1.5/S 4.02E-14
0.5/V - 1.5/V 1.33E-13
1M 1.09E-13 2/M 4.72E-14
1/S 3.67E-13 2/S 4.99E-14
v 1.68E-12 2IV 3.88E-14

formulacije

5.2 Dobijanje cink-alginatnih hidrogelova sa sadrZanim c{esticama

aktivnog uglja

5.2.1 Dobijanje kompozitnih cink-alginatnih hidrogelova u obliku Cestica

Kompozitne ZnA/AU cestice su uspesno dobijene procesom ekstruzije smese 0,5 mas.
% rastvora Na-alginata i 20 mas. % AU. Dobijene Cestice su bile sferi¢ne precnika 3.9 = 0.1
mm, a nakon susenja na vazduhu na sobnoj temperaturi do konstantne mase cestice su
zadrzale priblizno sferi¢an oblik sa pre¢nikom 3.4 £ 0.1 mm.

U dobijenim Cesticama je uz pomo¢ UV-vidljive spektroskopije, nakon rastvaranja u
Na-citratu, odredena koncentracija AU od 30,0 £ 1,9 mas. %. Povecanje koncentracije AU
tokom geliranja alginata je ocekivano kao i u sluaju CaA/AU cCestica gde je za istu grupu
Cestica 0,5/V dobijena sli¢na koncentracija AU (30 + 2,5 %, slika 5.5)

Na slikama 5.20 i 5.21 su prikazane FE-SEM mikrofotografije i FT-IR spektri, redom,

ZnA'i Zn0,5/V cestica, kao i AU u prahu.
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, ™
SEM HV: 10 kV WD: 10.64 mm MIRA3 TESCAN SEMHV: 4.5 kV WD: 10.93 mm

View field: 8.67 pym Det: SE View field: 21.7 pm Det: SE
SEM MAG: 25.0 kx Date(m/dly): 06/24/15 SEM MAG: 10.0 kx Date(m/dly): 12/14/17

™.

Slika 5.20. FE-SEM mikrofotografije poprecnih preseka suvih Cestica: (a) ZnA,; (b) Zn0,5/V;

(razmernik: 5 pm)

Morfologija poprecnog preseka kompozitnih Zn0,5/V cestica je sli¢na kao i kod
ispitivanih CaA/AU Ccestica, Sto je 1 ocekivano. Konkretno, vidi se gruba struktura (slika
5.20b) sa vidljivim AU cesticama slicnim AU u prahu (slika 5.6¢) za razliku od uniformnog
alginatnog matriksa ZnA Cestica (slika 5.20a).

FT-IR spektri AU i alginata imaju najjade izraZzene apsorpcione trake sli¢no
pozicionirane iako su hemijski veoma razliciti, 1 ve¢ su detaljno opisani u poglavlju 5.1.4.
Kao i u sluéaju CaA/AU cEestica sa visokom koncentracijom AU (0,5/V i 1,5/V), spektar
Zn0,5/V c&estica uglavnom li¢i na spektar AU, Sto je 1 ocekivano. Prisustvo alginata u
Gesticama, vidi se samo u regionu ,,otiska prsta“ na osnovu trake na 1030 cm™ koja je
izraZenija u kompozitnim ¢esticama nego u samom AU. Kod Zn0,5/V ¢estica, intenziteti ove
trake i trake na 1120 cm™ su skoro potpuno isti dok je njihov relativni odnos razligit i u

spektru alginata i u spektru AU.
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Slika 5.21. FT-IR spektri ZnA cestica, AU i Zn0,5/V kompozitnih Cestica

Teksturalne karakteristike kompozitnih Zn0,5/V ¢estica odredene su BET metodom

(tabela 5.5).

Tabela 5.5. Teksturalne karakteristike kompozitnih Zn0,5/V cestica i AU u prahu

Sp

(m*/g)

Vtot Vmezo Vmikro Dsr

(cm®/g) | (em™g) | (cm™/g) | (nm)

AU prah | 1109,05

0,6303 | 0,2779 | 0,5194 | 3,01

Zn0,5/V | 1009,6

0,5687 | 0,2446 | 0,4738 | 2,94

-ukupna specifi¢na povrsina; Vot i ; Vimezo~ [ ;
Sp-ukupna specifi¢na p Viot-ukupna zapremina pora; V zapremina mezopora

Vmikro-Zapremina mikropora; Dg-srednji pre¢nik pora.
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Teksturalne karakteristike kompozitnih Zn0,5/V ¢estica su sliéne kao i kod 0,5/V i
1,5/V CaA/AU Ccestica. Konkretno, ukupna specifi¢na povrsina (Sp) kao i ukupna zapremina
pora (Vi) su blago snizene u poredenju sa samim AU (za oko 10 %). lzmereni srednji
pre¢nik pora Dy govori u prilog da je, i u slu¢aju Zn0,5/V kao i CaA/AU Ccestica sa visokom
koncentracijom AU, poroznost AU unutar samih ¢estica o¢uvana (2,94 nm u Cesticama vs.

3,01 nm u AU u prahu).

5.2.2 Ispitivanje Kkinetike otpuStanja ¢estica aktivnog uglja u fizioloSkom rastvoru

Kinetika otpustanja ¢estica AU iz Zn0,5/V Cestica je pracena u fizioloSkom rastvoru
pomoc¢u UV-vidljive spektroskopije. Pre¢nik Cestica je varirao tokom vremena, ali su one
zadrzale sferi¢ni oblik. Konkretno, tokom prvog sata u fizioloSkom rastvoru doslo je do
blagog bubrenja (sa 3.4 £ 0.1 mm na 3.6 £ 0.1 mm u pre¢niku), ali nakon 7 h pre¢nik Cestica
je poceo da se smanjuje usled otpuStanja AU i nakon 5 dana je iznosio oko 2,6 mm. Ipak
povrsina Cestica je ostala priliéno oCuvana bez vidljivih erozija (slika 5.22) za razliku od
Ca0,5/V kod kojih su erozije bile vidljive ve¢ nakon 24 h (slika 5.16). Ipak i u ovom slucaju

je povrsina Cestica bila vidljivo grublja u odnosu na povrSinu suvih ¢estica (slika 5.22).

Slika 5.22. Opticke mikrofotografije povr§ina kompozitnih Zn0,5/V cestica slikane u

fizioloskom rastvoru: (a) pocetni trenutak; (b) 24 h; (c) 48 h; (d) 5 dana; (razmernik: 0.5 mm)

97



Cestice su tokom perioda od pet dana otpustile oko 60 % ukupnog sadrzaja AU, a

rezultati otpustanja su prikazani na slici 5.23.

y =0.0667x
R*=0.999

72 96 120
t(h)
Slika 5.23. Otpustena masa AU u fizioloskom rastvoru iz Zn0,5/V kompozitnih ¢estica (M)
normalizovana u odnosu na pocetni sadrzaj AU u ¢esticama (M.,) tokom perioda od 5 dana u
fizioloskom rastvoru: prikazani su eksperimentalni podaci (simboli) i predvidanja modela
unutrasnje difuzije tokom perioda od 48 h (linije); insert: primena modela unutrasnje difuzije
u pocetnom periodu otpustanja (Md/M,, < 0,4) kao funkcija My/M., od t"0.5; eksperimentalni

podaci su prikazani kao srednje vrednosti 3 merenja = SD

U cilju definisanja mehanizma otpusStanja AU, podaci dobijeni na osnovu pracenja
otpustanja AU iz kompozitnih Zn0,5/V ¢estica su modelovani na isti na¢in kao i u slu¢aju
CaA/AU cestica (poglavlje 5.1.7). Na eksperimentalne podatke su primenjeni modeli kinetika
nultog reda, Korsmejer-Pepasov model i model unutrasnje difuzije, ¢iji su matematicki izrazi
dati u poglavlju 2.6.2. T u ovom slu¢aju kinetika nultog reda nije bila primenjiva dok je
Korsmejer-Pepasov model predvideo eksponent otpustanja n od 0,48 §to je ukazalo na Fikovu
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difuziju. Iako je pre¢nik Cestica blago varirao tokom vremena, tokom poc¢etnog perioda od 24
h precnik Cestica je bio u opsegu 3 — 3,6 mm tako da je usvojen konstantan precnik i
primenjen model unutraSnje difuzije. Ovaj model je dao najbolje slaganje sa
eksperimentalnim podacima (slika 5.23) pri ¢emu je prividni koeficijent difuzije predviden

kao D = 3 x 107" m?/s.

5.2.3 Ispitivanje Kinetike otpuStanja jona cinka u fizioloSkom rastvoru

Ukupan sadrzaj Zn®* u ZnA i Zn0,5/V je odreden primenom FAAS. Nije bio
statisticki znacajno razli¢it i iznosio je 64.3 + 2.9 i1 63.6 £ 1.7 umol/g vlazne mase alginata,
redom. Ovaj rezultat ukazuje da AU nije interferirao sa vezivanjem jona cinka.

Kinetika otpustanja Zn?* iz ZnA i Zn0,5/V &estica je pra¢ena u fizioloskom rastvoru
tokom 5 dana. U ovom periodu su obe vrste Cestica otpustile slidnu koli¢inu Zn** na isti
nac¢in. Konkretno, i ZnA i Zn0,5/V Cestice su tokom prvog sata otpustile oko 75 % od
ukupnog sadrZaja Zn®* i nakon toga se izmerene koncentracije Zn?* u rastvoru nisu zna¢ajno
menjale (321.9 £ 10.3 mg/l i 310.3 = 3.1 mg/l, redom, slika 5.24). Ovi rezultati ukazuju da je
u toku prvog sata doslo do brze zamene Zn** sa Na' iz fizioloskog rastvora tako da je

uspostavljena ravnoteza.
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Slika 5.24. Otpustena koli¢ina Zn** u fizioloskom rastvoru iz ZnA i Zn0,5/V &estica (M)
normalizovana u odnosu na vlaznu masu alginata u Cesticama i po&etnu koli¢inu Zn** (Mo);
insert: otpustena koli¢ina Mi/Mg Zn** tokom podetnog perioda od 8 h (eksperimentalni podaci

su prikazani kao srednje vrednosti 3 merenja + SD; SD < 5%)

Na slici 5.25 su prikazane povrSine ZnA Cestica slikane pod opti¢kim mikroskopom

nakon razli¢itih vremenskih perioda u fizioloSkom rastvoru.

Slika 5.25. Opticke mikrofotografije povrsina ZnA cestica slikane u fizioloskom rastvoru: (a)

pocetni trenutak; (b) 24 h; (c) 48 h; (d) 5 dana; (razmernik: 0.5 mm)
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Moze se uociti da su ZnA Cestice nabubrile, ali se ni nakon 5 dana nisu raspale i nema
vidljivih erozija na povrsini. Kao i u slu¢aju Zn0,5/V cCestica (slika 5.22), njihova povrsina je

ve¢ nakon 24 h vidno grublja u odnosu na povrsinu suvih ¢estica.

5.3 Imobilizacija prve model supstance: povidon-jod (PVP-I)

5.3.1 Dobijanje kompozitnih alginatnih Cestica sa imobilisanim PVP-I

Kompozitne Ca- i Zn-alginatne ¢estice sa imobilisanim PVP-I su uspesno dobijene
jednostavnom metodom potapanja Ca0,5/V i Zn0,5/V Cestica u 10 mas. % vodeni rastvor
PVP-1 tokom 24 h u mra¢nim uslovima. Nakon impregnacije, u slu¢aju obe vrste Cestica nije
doslo do promene pre¢nika vlaznih ¢estica (3,9 £ 0,1 mm), dok se njihova masa povecala za
oko 1 mas. %. Nakon susenja, ¢estice su zadrzale priblizno sferi¢ni oblik sa pre¢nikom od 3,4
+ 0,3 mm.

UspesSna impregnacija Cestica je potvrdena na viSe nacina, vizuelno, UV-vidljivom
spektroskopijom, SEM/EDS i FT-IR analizom. Vizuelnom metodom je primecéeno da je doslo
do dekolorizacije rastvora PVP-I, ¢ija izrazito crveno-braon boja vodi poreklo od prisutnog
joda. Nakon 24 h rastvor je postao providan. Dekolorizacija rastvora govori u prilog
pretpostavci da se jod vise nije nalazio u visokoj koncentraciji u vodenom rastvoru. VVodeni
rastvor PVP-1 nakon imobilizacije na Cestice je analiziran UV-vidljivom spektroskopijom
kojom je pokazano da je koncentracija joda bila ispod nivoa detekcije s obzirom da nije

utvrdeno prisustvo karakteristicnog pika na talasnoj duzini od 351 nm (slika 5.26).
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Slika 5.26. UV-vidljivi spektar (200-500 nm) 10 mas. % vodenog rastvora PVP-I pre i nakon

imobilizacije na Cestice Ca0,5/V

Kompozitne ¢estice su analizirane primenom SEM/EDS analize. Elementarna analiza

je potvrdila prisustvo joda u ¢esticama (tabela 5.6). Treba napomenuti da prikazani atomski

udeli nisu kvantitativni odnosno ne predstavljaju realne udele detektovanih elemenata ve¢ su

to njihove relativne koncentracije merene u odnosu na atom kiseonika.

Tabela 5.6. Elementarna analiza kompozitnih ¢estica Ca0,5/V/PVP-1 i Zn0,5/VV/PVP-I

pomoc¢u SEM/EDS tehnike

Elementi %
Ca0,5/VIPVP-I | Zn0,5/V/PVP-I
O 825+25 80,0 £ 3,7
Zn - 21+0,1
I 175+21 179+3,7
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Na slici 5.27 su prikazani reprezentativni FT-IR spektri kompozitnih Ca-alginatnih
Cestica sa I bez PVP-1 i samog PVP-I praha. Treba napomenuti da spektri kompozitnih Zn-

alginatnih Cestica sa 1 bez PVP-I nisu prikazani s obzirom da su identi¢ni prikazanim

spektrima.
Ca0,5/V
&
X
S
= PVP-I
<
=
=
=
=
=
s Cal0,5/V/PVP-1
~
T Y T i T ) T Y T X T Y T
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Slika 5.27. FT-IR spektri kompozitnih Ca-alginatnih ¢estica (Ca0,5/V), PVP-I i kompozitnih

Ca-alginatnih cestica impregniranih sa PVVP-1 (Ca0,5/VV/PVP-I)

FT-IR spektar PVP-I je prili¢no sloZen i veéina traka se preklapa sa trakama prisutnim
u spektrima alginata i AU. NajizraZenija traka prisutna u spektru PVP-I (osim trake na 3420
cm™ poreklom od hidroksilnih grupa) poti¢e od amidnih grupa pirolidona i pojavljuje se na
1660 cm™. Ona je takode prisutna i u spektru 0,5/V//PVP-1 &estica kao ,,rame* trake na 1630
cm™. lako PVP izrazito apsorbuje/transmituje u regionu od 1500-1200 cm™, ove trake se
preklapaju sa trakama prisutnim u spektru 0,5/V Cestica, i daju nove trake. U regionu ,,otiska

prsta®, u spektru PVP se javlja traka na 1154 cm™, koja je takode prisutna u 0,5/\V/PVP-|
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Cesticama dok je nema ili je veoma slaba u spektru 0,5/V Cestica. U spektru PVP se, takode,
nalazi izraZena traka na 1030 cm™, kao i kod alginata, koja se, u spektru 0,5/\V/PVP-I &estica,
izrazito pojacava. Svi ovi rezultati ukazuju da FT-IR analiza potvrduje prisustvo PVP u
0,5/V/PVP-I gesticama.

Morfologija spoljasnjih povrsina kao i poprecnih preseka cestica sa imobilisanim

PVP-I ispitivana je pomoc¢u FE-SEM analize (slika 5.28).

500 pm 500 pum

(b)

SEM HV: 10 kV WD: 7.15 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 10 kV WD: 6.67 mm I | MIRA3 TESCAN

View field: 43.3 ym Det: SE 10 pm View field: 43.3 pm Det: SE 10 ym
SEM MAG: 5.00 kx Date(m/dly): 05/09/17 SEM MAG: 5.00 kx Date(m/dly): 05/09/17

Slika 5.28. FE-SEM mikrofotografije spoljasnjih povrsina (inserti) i poprecnih preseka suvih

Cestica: (a) Ca0.5/V/PVP-I; (b) Zn0.5/VIPVP-I1; (razmernik: 500 pum (inserti) i 10 um).

Spoljasnje povrsine (slika 5.28 inserti) kao i popre¢ni preseci (slika 5.28) kompozitnih
Ca- i Zn-alginatnih Cestica impregniranih sa PVP-I se ne razlikuju od kompozitnih ¢estica
bez PVP-1 (slike 5.6a i 5.20b). Moze se uoditi gruba i hrapava struktura sa vidljivim

éesticama AU.
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5.3.2 Ispitivanje otpuStanja povodon-joda u fizioloSki rastvor

Desorpcija joda sa Ca0,5/V/PVP-I i Zn0,5/V/PVP-I ¢estica je ispitivana tokom
perioda od 48 h na 37 °C u uslovima sa meSanjem. Analiza rastvora posle tog perioda UV-
vidljivom spektroskopijom je pokazala da je otpustanje joda sa Cestica AU zanemarljivo tj
ispod nivoa detekcije s obzirom da u snimljenom spektru nije utvrdeno postojanje
karakteristicnog pika na 351 nm (slika 5.29a).

Istom metodom su zatim analizirane rastvorene Ca0,5/V/PVP-I i Zn0,5/V/PVP-I
Gestice u rastvoru Na-citrata. Cestice AU su prethodno uklonjene centrifugiranjem, a spektri

dobijenih rastvora nisu pokazali prisustvo karakteristicnog pika na 351 nm (slika 5.29b).
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Slika 5.29. UV-vidljivi spektri u eksperimentu desorpcije joda nakon 48 h: (a) fizioloski

rastvor; (b) rastvorene Cestice
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5.3.3 Ispitivanje kinetike otpuStanja Cestica aktivnog uglja u fizioloSkom rastvoru

Kinetika otpustanja cCestica AU iz Zn0,5/VV/PVP-I ¢estica je prac¢ena u fizioloskom
rastvoru pomoc¢u UV-vidljive spektroskopije. Rezultati otpustanja su uporedeni sa rezultatima

otpustanja AU iz odgovaraju¢ih kompozitnih ¢estica bez PVP-1 (slika 5.30).

% Zn0,5/V ¢ Zn0,5/V/PVP-1

70

M/M,

0 1 1 1 1 1
0 24 48 72 96 120

t (h)

Slika 5.30. Otpustena koli¢ina AU u fizioloskom rastvoru iz kompozitnih Zn0,5/VV/PVP-I i
Zn0,5/V cestica (M;) normalizovana u odnosu na pocetni sadrzaj AU u ¢esticama (Mg) tokom

perioda od pet dana u fizioloSkom rastvoru

Moze se uociti da su obe vrste Cestica, Zn0,5/V sa i bez PVP-I tokom 5 dana u
fizioloskom rastvoru otpustile sli¢nu koli¢inu AU (oko 60 %), ali da su ¢estice impregnirane
sa PVP-I otpustile AU vidljivo brze. Takode, povrSine Zn0,5/V cestica sa i bez PVP-I,

slikane pod optickim mikroskopom u razli¢itim vremenskim trenucima tokom eksperimenta,
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su se bitno razlikovale. Povrsina kompozitnih Zn0,5/V Cestica je i nakon pet dana provedenih
u fizioloskom rastvoru bila bez vidljivih erozija (slika 5.22) za razliku od Cestica sa PVP-1 na
kojima su erozije bile vidljive ve¢ nakon 24 h (slika 5.31b). Pre¢nik Cestica je bio vidno
smanjen ve¢ nakon 48 h (slika 5.31c), a nakon 5 dana u rastvoru su se uglavnom nalazili

ostaci tj. manji i veci delovi raspadnutih Cestica (Slika 5.31d).

i % oo
N ¢, ‘
(d) 700 a0 9

Slika 5.31. Opticke mikrofotografije povr§ina kompozitnih Zn0,5/V/PVP-I ¢estica U

0,5 mm

(c)

fizioloskom rastvoru: (a) pocetni trenutak; (b) 24 h; (c) 48 h; (d) 5 dana; (razmernik: 0.5 mm)

5.3.4 Ispitivanje kinetike otpuStanja jona cinka u fizioloSkom rastovoru

Ukupan sadrzaj Zn?* u Zn0,5/V//PVP-| &esticama odreden uz pomo¢ FAAS je iznosio
14.4 £ 0.8 pumol/g vlazne mase alginata. Ova vrednost je zna¢ajno niza (oko 80 %) u odnosu
na vrednosti dobijene za Zn0,5/V i ZnA c¢estice, kod kojih nije bilo statisti¢ki znacajne razlike
u ukupnom sadrzaju Zn®* (63.6 + 1.7 i 64.3 = 2.9 pmol/g, redom). Dobijeni rezultat nije
logitan i moZe se objasniti afinitetom PVP prema Zn®* (Wang i sar, 2006). Najverovatnije su
se Zn®*, nakon rastvaranja Gestica u rastvoru Na-citrata, vezali za PVP, a zatim su
centrifugiranjem i odstaranjeni iz rastvora. Uzevsi u obzir izmerene koncentracije Zn** u
rastvoru tokom praéenja kinetike otpustanja Zn** ova vrednost dalje nije uzimana u obzir, a
kao ukupni sadrzaj Zn®* u Zn0,5/V/PVP-| Gesticama je uzeta srednja vrednost dobijena za
Zn0,5/V i ZnA d&estice.

Kinetika otpustanja Zn?* iz Zn0,5/V/PVP-1 &estica je pracena u fizioloskom rastvoru

pomoc¢u FAAS tokom perioda od pet dana (slika 5.32). I u ovom slu¢aju kao i kod ZnA i
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Zn0,5/V cCestica je u toku prvog sata postignuta ravnoteza pri ¢emu je ukupno otpusStena
koligina Zn** iznosila 40 % od pocetne koli¢ine Zn”* u &esticama. Koncentracija Zn** u
fizioloskom rastvoru je prakti¢no bila konstantna nakon prvog sata (166,1 + 10,0 mg/l).
Znadajno manje otpustanje Zn”* u ovom slu¢aju u odnosu na ZnA i Zn0,5/V estice je

verovatno posledica interakcija sa PVP.

60.0
50.0 %
¢ § .
40.0 -
= 60.0
= 300 -
EH 50.0 - % s %
20.0 A s
= 400
10.0 -
Y I —
01234567 89101112
t (h)
0.0 ] ] ] ) )
0 24 48 72 96 120
t (h)

Slika 5.32. Otpustena koli¢ina Zn** u fizioloskom rastvoru iz Zn0,5/\V/PVP-1 estica (M)
normalizovana u odnosu na vlaZznu masu alginata u ¢esticama 1 pocetnu koli¢inu Zn®* (Mo);
insert: otpustena koli¢ina Mi/Mg Zn** tokom pocetnog perioda od 8 h (eksperimentalni podaci

su prikazani kao srednje vrednosti 3 merenja £ SD)
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5.4 Imobilizacija druge model supstance: lignin model jedinjenja (LMJ)

5.4.1 Konstrukcija kalibracione prave

LMIJ koriS¢ena u ovom radu su sintetisana prema proceduri opisanoj u literaturi
(Spasojevié, 2016). Apsorpcioni spektar LMJ u 5 mas. % rastvoru DMSO je prikazan na slici
5.33a, na kojoj se moze uociti apsorpcioni maksimum na talasnoj duzini od 272 nm.
Kalibraciona prava (slika 5.33b) je konstruisana merenjem maksimalne apsorbance rastvora
sa razli¢itim koncentracijama LMJ u 5 mas. % rastvoru DMSO.

Na osnovu dobijene linearne zavisnosti, izvedena je jednacina za izraCunavanje
nepoznate koncentracije LMJ u rastvoru (C) od ocitane apsorbance na talasnoj duzini od 272

nm (Abs).

C =3,08% 1072 x Abs (5.3)
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Slika 5.33. Rezultati UV-vidljive spektroskopije: (a) apsorpcioni spektar rastvora LMJ u 5
mas. % rastvoru DMSO; (b) kalibraciona prava zavisnosti maksimalne apsorbance na 272 nm
od koncentracije LMJ u 5 mas. % rastvoru DMSO; eksperimentalni podaci su srednje

vrednosti 3 merenja
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5.4.2 Kinetika adsorpcije LMJ na Cestice aktivnog uglja

Kinetika adsorpcije LMJ na cestice AU je ispitivana u dve eksperimentalne serije. U
prvoj seriji, kinetika adsorpcije LMJ na cestice AU je pracena iz rastvora LMJ/DMSO
pocetnih koncentracija 1, 5 i 10 mg/ml. Medutim, pocetni rastvori LMJ/DMSO su bili
prili¢no viskozni tako da cestice AU nisu mogle da se izdvoje centrifugiranjem i nije bilo
moguce primeniti UV-vidljivu spektroskopiju na ove rastvore. U drugoj seriji, kinetika
adsorpcije je pracena iz rastvora LMJ/DMSO pocetnih koncentracija 0,1, 0,5 i 1 mg/ml. U
ovom slucaju su Cestice AU izdvajane centrifugiranjem uzoraka, a zatim su merene
apsorbance supernatanta na 272 nm, pomoc¢u UV-vidljivog spektrofotometra. Na slici 5.34 su
prikazane izracunate vrednosti adsorbovanih koli¢ina LMJ na AU u toku vremena.

Sa slike 5.34 se moze uociti da se ravnotezna koncentracija u rastvoru najnize
koncentracije, 0,1 mg/ml, uspostavila ve¢ nakon 2 h dok se u rastvoru najvise koncentracije,

1 mg/ml, uspostavila tek nakon 72 h.
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Slika 5.34. Kinetika adsorbovane koli¢ine LMJ na Cestice AU (0e) za tri razliite pocetne
koncentracije LMJ u 5 mas. % rastvoru DMSO tokom: (a) 72 h; (b) prvih 6 h;

eksperimentalni podaci su srednja vrednost 3 merenja + SD
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Adsorpcija LMJ na Cestice AU potvrdena je i FT-IR analizom. Na slici 5.35 prikazani
su transmisioni spektri AU, suvog polimera LMJ i ¢estica AU sa adsorbovanim LMJ iz

rastvora pocetnih koncentracija 0,1 i 1 mg/ml.
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Slika 5.35. FT-IR spektri AU u prahu, LMJ, ¢estica AU sa adsorbovanim LMJ iz rastvora
koncentarcije 0,1 mg/ml i Cestica AU sa adsorbovanim LMJ iz rastvora koncentarcije 1

mg/ml

FT-IR spektri alginata i AU su detaljno opisani u poglavlju 5.1.4. Na FT-IR spektru
LMJ moZe se uoditi Siroka traka sa pikom na 3420 cm™ koja potice od vodoni¢nih veza
unutar ligninskih lanaca. Slede duple trake na 2938 i 2877 cm™ koje poti¢u od C-H veza.
Traka na 1655 cm™ moZe da se poveze sa C=C vezama (pre svega alifati¢nim), kao i
najizrazenija traka na 1509 cm™ (aromati¢nim). Traka na 1600 cm™ potice od karboksilnih

grupa sa perifernih monomera. Traka na 1327 cm™ potice od skeletnih vibracija S-prstena
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(siringil-monomeri), dok bi traka na 1266 cm™ mogla da se poveZe sa skeletnim vibracijama
G-prstena (gvajacil-monomeri). Ostale preklapajuée trake u regionu od 1500 do 1250 cm™
uglavnom poti¢u od raznih C-H vibracija, a u regionu od 1250 — 800 cm™ od C-O vibracija,
sli¢cno kao kod AU.

FT-IR spektri kompleksa AU i LMJ imaju najvise sli¢nosti sa spektrom AU, ¢iji je
maseni udeo u kompleksu daleko veci od udela LMJ. Ipak, odredene trake LMJ vidljive su u
oba tipa ispitivanih uzoraka. Traka na 1509 cm™, koja je najintenzivnija u spektru LMJ,
vidljiva je u kompleksima AU i LMJ pri obe ispitivane koncentracije, ali je bolje i jasnije
definisana u Cesticama sa ve¢om koncentracijom LMJ. Takode, u oba slu¢aja vidljiva je traka
na 1215 cm™, koja poti¢e od LMJ, a u regionu C-O vibracija, u kompleksima sa ve¢om
koncentracijom LMJ dolazi do spajanja traka na 1040 cm1, koja poti¢e od AU, i 1030 cm™,
koja potice od LMJ, u novu traku sa pikom na 1033 cm™. Ova traka nije vidljiva u spektru
kompleksa AU sa adsorbovanom nizom koncentracijom LMJ. Ostale trake potic¢u ili od AU
ili su prisutne i kod AU i LMJ pa je njihov znacaj u interpretaciji daleko nepouzdaniji.
Takode, u kompleksima se javlja i intenzivna traka na 1383 cm™ koja verovatno potice od

neorganskih anjona (hlorida) adsorbovanih iz fizioloskog rastvora na cestice AU. Sve u

svemu, dobijeni spektri jasno ukazuju na adsorpciju LMJ na estice AU.
5.4.3 Ispitivanje otpustanja LMJ u fizioloSkom rastvoru

Otpustanje LMJ sa cestica AU u fizioloskom rastvoru je ispitivano u toku 72 h sa
Cestica AU sa adsorbovanim LMJ dobijenih iz sva tri rastvora. UV-vidljivi spektar

fizioloskog rastvora nakon tog perioda, u kome su se nalazile ¢estice AU sa adsorbovanom

LMJ iz rastvora pocetne koncentracije 1 mg/ml, prikazan je na slici 5.36.
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Slika 5.36. UV-vidljivi spektri rastvora LMJ/DMSO pre adsorpcije i fizioloskog rastvora
nakon 72 h desorpcije LMJ sa Cestica AU sa adsorbovanom LMJ iz rastvora pocetne

koncentracije 1 mg/ml

Na UV-vidljivom spektru fizioloskog rastvora se moze uociti odsustvo pika na
karakteristi¢noj talasnoj duzini za LMJ od 272 nm, §to ukazuje da nema otpusStanja LMJ sa
Cestica AU u fizioloSkom rastvoru ili je ono zanemarljivo tako da se ne moze odrediti UV-

vidljivom spektroskopijom.
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5.5 Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

5.5.1 Optimizacija procedure odredivanja antimikrobne aktivnosti

U cilju optimizacije procedure ispitivanja antimikrobne aktivnosti, ispitan je uticaj
centrifugiranja na ukupan broj bakterijskih ¢elija u bakterijskoj suspenziji Escherichia coli
ATCC 25922 kao i u bakterijskoj suspenziji u prisustvu AU u prahu. Rezultati su prikazani

na slici 5.37.

4E.coli- ®E.coli+ AU- ©® AU+
10.00

9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00 -
0.00 I I I I I I I I

0 3 6 9 12 15 18 21 24

t (h)

Log10 CFU/ml

Slika 5.37. Ukupan broj ¢elija bakterije E. coli ATCC 25922 u suspenziji i u suspenziji u
prisustvu AU u prahu; (-) oznacava kontrolno zasejavanje na plo¢e direktno iz suspenzija bez
prethodnog centrifugiranja uzoraka; (+) oznaCava zasejavanje na plofe iz supernatanta
centrifugiranih uzoraka na 600 xg tokom 10 min; rezultati su prikazani kao log;o CFU/mI i

predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja = SD
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Moze se uociti da nakon 10 min centrifugiranja nema statisticki znacajne razlike
izmedu ukupnog broja celija bakterije zasejanih pre i nakon centrifugiranja. Medutim, u
slu¢aju prisustva AU, ploce zasejane pre centrifugiranja su imale znacajno veci broj ¢elija u
odnosu na ploc¢e koje su zasejane iz supernatanta, najverovatnije jer su u prvom slucaju

»zasejane* i Cestice AU sa adsorbovanim ¢elijama bakterija.

5.5.2 Odredivanje minimalne baktericidne koncentracije (MBK) CaA/AU C¢estica sa

imobilisanim PVP-I

Minimalna baktericidna koncentracija (MBK) za kompozitne Ca0,5/V/PVP-I Cestice
je ispitivana u suspenziji E. coli ATCC 25922 u opsegu koncentracija ¢estica od 0,1-0,4 g/ml.
TS agar ploc¢e sa zasejanim uzorcima suspenzija su prikazane na slici 5.37. Koncentracije 0,2
i 0,3 g/ml su dovele do znac¢ajne redukcije broja bakterija u suspenzijama (slika 5.37b i c),
dok koncentracija 0,1 g/ml nije imala negativan efekat na rast bakterijskih ¢éelija (> 10°

CFU/ml). Kao MBK odredena je koncentracija ¢estica od 0,4 g/ml.

Slika 5.38. Odredivanje MBK za kompozitne Ca0,5/\VV/PVP-I Cestice u suspenziji E. coli

ATCC 25922: (a) 0,1 g/ml; (b) 0,2 g/ml; (c) 0,3 g/ml; (d) 0,4 g/ml
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5.5.3 Ispitivanje antimikrobne aktivnosti kompozitnih kalcijum-alginatnih ¢estica sa

imobilisanim PVP-I

Antibakterijska aktivnost Ca0,5/V Cestica sa PVP-I je u prvoj eksperimentalnoj seriji
ispitana u suspenziji dva kolekcijska soja, Gram pozitivne Staphylococcus aureus ATCC
6538 i Gram negativne Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pri koncentraciji od 0,4 g/ml.
Rezultati su prikazani na slici 5.39.

Rezultati pokazuju da kompozitne Ca0,5/V cCestice, AU u prahu i CaA cestice imaju
negativan efekat na rast Gram pozitivne vrste bakterije S. aureus i Gram negativne vrste
bakterije P. aeruginosa, ali da je za baktericidni efekat neophodno prisustvo antimikrobne
supstance. Iako su i CaA cCestice i kompozitne Ca0,5/V Cestice usporile rast ¢elija bakterija,
taj efekat je bio mnogo izrazeniji kod AU u prahu koji je, nakon perioda od 24 h, redukovao
broj bakterijskih celija za 3—4 logaritamske jedinice u poredenju sa pozitivnom kontrolom.
Medutim, impregnirane Cestice sa PVP-1, Ca0,5/V/PVP-I, su kod obe vrste bakterijske
suspenzije postigle izrazit baktericidni efekat i to nakon svega 3 h (slika 5.39).

U drugoj eksperimentalnoj seriji, za ispitivanje antimikrobne aktivnosti korisc¢eni su
rezistentni klinic¢ki sojevi izolovani iz rana pacijenata (MRSA, E. coli, P. aeruginosa, E.
faecalis, P. mirabilis i C. albicans) pri koncentraciji od 10° CFU/mI za bakterije i 10°
CFU/ml za kvasac, kao i koncentraciji ¢estica od 0,4 g/ml. Ovi rezultati prate slican trend kao

I rezultati dobijeni u prvoj eksperimentalnoj seriji (slika 5.40).

119



—+ kontrola -+-CaA & AU -4 Ca0,5V e Ca0,5/V/PVP-1

9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0 ~
000 I I I I I I .-

0 3 6 9 12 15 18 21 24

t (h)

-

Log,, (CFU/ml)

—
o™
N’

9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0-0 I I I I I I .-

0 3 6 9 12 15 18 21 24

(b) t (h)

Log,, (CFU/ml)

Slika 5.39. Antibakterijska aktivnost Ca0,5/V cestica sa PVP-1 u suspenziji: (a)
Staphylococcus aureus ATCC 6538 i (b) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; kontrole su
bile bakterijske suspenzije (+ kontrola), AU u prahu, Ca-alginatne ¢estice (CaA) i Ca0,5/V
Gestice; podetni broj éelija bakterija je bio 10° CFU/mI; rezultati su prikazani kao logio

CFU/ml i predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja + SD
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Slika 5.40. Antimikrobna aktivnost Ca0,5/V ¢estica sa PVP-I ispitivana u suspenzijama: (a)
MRSA, (b) E. coli, (c) P. aeruginosa, (d) E. faecalis, (¢) P. mirabilis, (f) C. albicans;
kontrole su bile suspenzije mikroorganizama (+ kontrola), AU u prahu i Ca0,5/V &estice;
pocetni broj ¢elija je bio 10° CFU/mI za vrste bakterija i 10° CFU/mI za ispitivanu vrstu
kvasca; rezultati su prikazani kao logip CFU/mI i predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja +

SD
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AU u prahu i kompozitne Ca0,5/V cestice su i ovde dovele do redukcije broja ¢elija
bakterija nakon 1 h. Medutim, nakon 24 h u slucaju Ca0,5/V ¢estica u vecini suspenzija broj
¢elija bakterija je bio istog reda veli¢ine kao i pozitivna kontrola dok je u slucaju praha AU
broj bakterija za 3 — 4 logaritamske jedinice ostao nizi nego pozitivna kontrola. lzuzetak
predstavljaju suspenzije E. coli i E. faecalis. Nakon 24 h, u suspenziji E. coli nije doslo do
redukcije broja ¢elija bakterija ni kod AU niti kod kompozitnih Ca0,5/V cestica tj. broj ¢éelija
bakterija je istog reda veli¢ine kao i pozitivna kontrola. S druge strane, u suspenziji E.
faecalis, nakon 24 h, i AU i kompozitne Ca0,5/V ¢estice su u potpunosti uklonile bakterijske
¢elije iz bujona, najverovatnije putem adsorpcije. Medutim, Cestica Ca0,5/V/PVP-I su
postigle baktericidan efekat u svim bakterijskim suspenzijama nakon 24 h (slika 5.40a-¢). U
slu¢aju kvasca Candida albicans, Ca0,5/VV/PVP-I ¢estice kao i AU su znacajno snizili broj
vijabilnih ¢elija u suspenziji, ali fungicidni efekat nije postignut ni nakon 24 h. U poredenju
sa Ca0,5/V Cesticama, Ca0,5/V/PVP-I ¢estice su nakon 24 h snizile broj ¢elija kvasaca za 4
logaritamske jedinice $to pokazuje da imobilisani PVP-I ima negativan efekat na celije C.
albicans, ali ocigledno ne dovoljan da bi doveo do potpunog uklanjanja ovih ¢elija iz
suspenzije.

U tre¢oj eksperimentalnoj seriji ispitana je antibakterijska aktivnost Ca0,5/V cCestica
sa PVP-1 u suspenzijama tri klini¢ka soja izolovana iz rana pacijenata (E. coli, E. faecalis i
P. mirabilis) pri veéoj pocetnoj koncentraciji od oko 10° — 10" CFU/ml. Pri tome je
koncentracija cestica bila 0,13 g/ml, $to je tri puta manje U odnosu na MBK odredenu za
Ca0,5/V/PVP-I estice u suspenziji E. coli koncentracije 10° CFU/mI. Rezultati su prikazani

naslici 5.41.
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Slika 5.41. Uticaj kompozitnih ¢estica Ca0,5/V sa PVP-I na rast vrsta bakterija u
suspenzijama: (a) E. coli, (b) E. faecalis, (c) P. mirabilis. Kao kontrole su koris¢ene Ca-
alginatne Cestice (CaA), Ca0,5/V cestice, AU u prahu i bakterijska suspenzija (pozitivha
kontrola); pocetni broj ¢éelija bakterija je bio 10°-10" CFU/mI; rezultati su prikazani kao logso

CFU/ml i predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja + SD
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I u slucaju vrlo velikog pogetnog broja éelija bakterija od 10° — 10’ CFU/m, i tri puta
nize koncentracije, AU prah je tokom prvog sata redukovao broj ¢elija bakterija za 2,5-3
logaritamske jedinice kod E. coli i za ¢ak 5 logaritamskih jedinica kod ostale dve vrste
bakterija. Medutim, ni u jednom slu¢aju nije bilo dugorocnog negativnog efekta, $to je i
oc¢ekivano. Sli¢an trend su pokazale i Ca0,5/V cestice, uz manju redukciju broja celija
bakterija nakon prvog sata (2-3 logaritamske jedinice) nego u slucaju AU.

Impregnirane kompozitne cestice Ca0,5/V/IPVP-l su i u ovom sluéaju pokazale
antibakterijski efekat. Naime, u sve tri suspenzije Cestice su, u toku prvog sata, snizile broj
bakterijskih Celija za 2-3 logaritamske jedinice, a tokom 24 h, je u u suspenzijama E. faecalis
i P. mirabilis taj broj i odrzan (oko 10° CFU/ml, slika 5.41b i c). U slu¢aju E. coli, broj Zivih
bakterijskih ¢elija u suspenziji, nakon 24 h, je bio nesto visi i iznosio je 10°-10° CFU/m, $to
je jos uvek 2-3 logaritamske jedinice nize nego u kontrolnoj suspenziji (slika 5.41a).

Najzad u Cetvrtoj eksperimentalnoj seriji, ispitan je uticaj Ca0,5/V cestica sa PVP-I na
soj MRSA pri maloj koncentraciji ¢elija u suspenziji od 10 CFU/mI i istoj koncentraciji
Cestica od 0,13 g/ml kao u tre¢oj eksperimentalnoj seriji. Rezultati su prikazani na slici 5.42.
Kao $to je i ocekivano, ¢elija bakterija su u potpunosti odstranjene iz rastvora, i to za tri sata
u slucaju kompozitnih ¢estica, Ca0,5/V i Ca0,5/V/PVP-I, a za samo jedan sat u slucaju AU.
Medutim, jedino u suspenziji sa impregniranim ¢esticama Ca0,5/V/PVP-I, nakon 24 h nisu
pronadene zive cCelije bakterija dok su se, u sluc¢aju praha AU i Ca0,5/V cestica, Celije

bakterija ponovo nadene u bujonu, i to u broju 10°-10° CFU/m.
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Slika 5.42. Uticaj kompozitnih Cestica Ca0,5/V sa PVP-l na rast bakterija u suspenziji
MRSA. Kao kontrole su koris¢ene Ca-alginatne Cestice (CaA), Ca0,5/V cestice, AU u prahu i
bakterijska suspenzija (pozitivna kontrola); podetni broj ¢elija bakterije je bio 10° CFU/mI;

rezultati su prikazani kao logig CFU/ml i predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja = SD

5.5.4 Ispitivanje antimikrobne aktivnosti kompozitnih cink-alginatnih cestica sa

imobilisanim PVP-I

Antibakterijska aktivnost Zn0,5/V Cestica sa PVP-I je prvo ispitana u suspenziji E.coli

ATCC 25922 koncentracije 10° CFU/ml i koncentraciji Gestica od 0,4 g/ml (slika 5.43).
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Slika 5.43. Antibakterijska aktivnost Zn0,5/V ¢estica sa PVP-I ispitivana u suspenziji E. coli
ATCC 25922; kontrole su bile suspenzije mikroorganizama (+ kontrola), AU u prahu, ZnA i
Zn0,5/V &estice; pocetni broj ¢elija bakterija je bio 10° CFU/mI; rezultati su prikazani kao

logio CFU/mI i predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja + SD

Rezultati su pokazali baktericidan efekat Zn0,5/V/PVP-I1 ¢estica, ali i Zn0,5/V i ZnA
Cestica. Pri tome su Zn0,5/VV/PVP-I ¢estice postigle baktericidni efekat nakon svega 1 h. Prah
AU je nakon prvog sata snizio broj ¢elija bakterija za 3 logaritamske jedinice, ali nakon 24 h
nije imao antibakterijski efekat.

Zatim, antimikrobna aktivnost Zn0,5/V cestica sa PVP-I je ispitivana u suspenzijama
klini¢kih sojeva izolovanih iz rana pacijenata (MRSA, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, P.
mirabilis i C. albicans) pri koncentraciji od 10° CFU/ml za bakterije i 10° CFU/ml za kvasac,

kao i koncentraciji ¢estica od 0,4 g/ml. Rezultati su prikazani na slici 5.43.
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Zn0,5/VIPVP-1 ¢Cestice su pokazale mikrobicidni efekat u svim suspenzijama, a
posebno u suspenzijama MRSA, E. coli, P. mirabilis i C. albicans gde su u potpunosti
redukovale broj celija ve¢ nakon prvog sata. Takode, u suspenzijama te cetiri Vvrste
mikroorganizama su i kontrolne ZnA cestice pokazale jak antimikrobni efekat, i to C.
albicans je eliminisana iz rastvora nakon prvog sata, a ostale tri vrste bakterija nakon 24 h.
Kompozitne Zn0,5/V Cestice su imale najslabiju aktivnost i delovale su antimikrobno samo
na vrstu bakterije MRSA i vrstu kvasca C. albicans, i to na prvu inhibitorno, a na drugu
mikrobicidno nakon 24 h. Moze se zakljuciti da su ove vrste mikroorganizama, MRSA i
posebno C. albicans pokazale najveéu osetljivost na Zn?* u odnosu na ostale ispitivane
klinicke sojeve posto su jedino na njih sve tri vrste ispitivanih Cestica imale antimikrobni
efekat. Sa druge strane, najotpornije na Zn** su se pokazale vrste bakterija P. mirabilis i E.
faecalis. ZnA Cestice su na P. mirabilis delovale inhibitorno odnosno broj ¢elija je nakon 24
h ostao na promenjen (10%-10° CFU/mlI), dok Zn0,5/V nisu ispoljile antibakterijski efekat.
Nasuprot tome, u slu¢aju vrste bakterije E. faecalis, ZnA Cestice nisu ispoljile antibakterijski
efekat dok su Zn0,5/V u potpunosti uklonile bakterijske ¢elije iz suspenzije. Medutim, ovaj
efekat se najverovatnije moze pripisati adsorpciji bakterija na Cestice AU kao i1 u slucaju
Ca0,5/V Gestica, a ne antibakterijskom delovanju Zn** jona. Posebno je interesantan rezultat
prema kolekcijskom i klinickom soju E. coli. Naime, Zn0,5/V cestice su, nakon 24 h, u
potpunosti eliminisale kolekcijski soj iz rastvora (slika 5.43), dok na klini¢ki soj nisu

pokazale antibakterijski efekat (slika 5.44).
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Slika 5.44. Antimikrobna aktivnost Zn0,5/V cCestica sa PVP-I ispitivana u suspenzijama (a)
MRSA, (b) E. coli, (c) P. aeruginosa, (d) E. faecalis, (e) P. mirabilis, (f) C. albicans;
kontrole su bile suspenzije mikroorganizama (+ kontrola), AU u prahu, ZnA i Zn0,5/V
Gestice; poetni broj éelija je bio 10° CFU/mI za vrste bakterija i 10° CFU/ml za ispitivanu

vrstu kvasca; rezultati su prikazani kao logio CFU/mI i predstavljaju srednje vrednosti 2

merenja = SD
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5.5.5 Ispitivanje otpuStanja jona cinka u TS bujonu

Otpustanje Zn®* iz ZnA, Zn0,5/V i Zn0,5/V/PVP-1 &estica je praceno u TS bujonu
nakon 1 i 24 h. Rezultati su prikazani na slici 5.45.

Dobijeni rezultati prate slican trend kao i u slucaju otpustanja Zn*" u fizioloskom
rastvoru, odnosno najveée je otpuitanje Zn’* na samom podetku tj. u prvom satu nakon dega
se postiZe ravnoteza. ZnA &estice su otpustile najveéi procenat Zn®*, i to do 80 % tokom
prvog sata. Nakon 24 h, Cestice su nabubrile 1 upile skoro svu te¢nost, §to je veoma otezalo
uzorkovanje, tako da je dobijen rezultat od skoro 100 % ukupnog sadrzaja Zn*, jer su Cestice
i okolni medijum postali jedna te ista masa. Sa druge strane, kompozitne Cestice Zn0,5/V i
Zn0,5/V/PVP-1 su u TS bujonu otpustile mnogo manje koli¢ine Zn** u odnosu na ZnA, i to
oko 10 i 20 %, redom, tokom 24 h. Medutim, otpusStene koncentracije iz kompozitnih ¢estica
(u opsegu od 1,8-5,2 mM, slika 5.45b) su, prema podacima iz literature, u opsegu MIK za
Zn** za vrste Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija (Aarestrup 7 Hasman, 2004) koje
se Cesto izoluju iz rana pacijenata. PovrSine Cestica slikane optickim mikroskopom su
prikazane na slici 5.46. U slucaju Zn0,5/V/PVP-I estica, erozije su vidljive ve¢ nakon prvog
sata, dok Zn0,5/V cestice i nakon 24 h zadrzavaju sferi¢an oblik bez dubokih erozija iako je

njihova povrsina vidljivo grublja.
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Slika 5.45. Otpustanje Zn** u TS bujonu iz ZnA, Zn0,5/V i Zn0,5/V/IPVP-1 &estica: (a)
otpustena koli¢ina Zn®* (M;) normalizovana u odnosu na vlaznu masu alginata i po&etnu
koli¢inu Zn** u Cesticama (Mg), u toku vremena; (b) koncentracija Zn** u TS bujonu;

eksperimentalni podaci su prikazani kao srednje vrednosti 3 merenja + SD
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Slika 5.46. Opticke mikrofotografije povrs§ina ZnA, Zn0,5/V i Zn0,5/V/PVP-I ¢esticau TS
bujonu: u pocetnom trenutku (a, d, g redom); nakon 1 h (b, e, h redom); nakon 24 h (c, f, i

redom); (razmernik: 0.5 mm)

5.5.6 Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ¢estica aktivnog uglja sa adsorbovanim LMJ

Antimikrobna aktivnost liofilizovanih cestica AU sa adsorbovanim LMJ iz rastvora
pocetne koncentracije 1 mg/ml ispitivana je u Sest suspenzija Klini¢kih sojeva izolovanih iz
rana pacijenata (MRSA, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, P. mirabilis i C. albicans) pri
pocetnom broju ¢elija od 10° CFU/mI za vrste bakterija i 10° CFU/mI za ispitivanu vrstu
kvasca. U obe eksperimentalne serije koncentracija ¢estica AU/LM]J je iznosila 0,12 g/ml.
Nakon 24 h nije bilo razlike u broju bakterijskih ¢elija u odnosu na pozitivnu kontrolu niti u
jednoj suspenziji, $to ukazuje da cestice AU sa adsorbovnim LMJ nisu ispoljile antimikrobnu
aktivnost ni prema jednom ispitivanom klini¢kom soju. (slika 5.47).

131



Slika 5.47. Antimikrobna aktivnost cestica AU sa adsorbovanim LMJ ispitivana u
suspenzijama: (a) E. coli; (b) C. albicans; (c) MRSA; (e) E. faecalis; (f) P. aeruginosa; (g) P.

mirabilis
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S. DISKUSIJA

Cilj ove disertacije je bio razvoj novih kompozita na bazi Ca- i Zn-alginatnih hidrogelova
i Cestica aktivnog uglja (AU) namenjenih potencijalnoj primeni kao obloge za rane. Pri tome,
Cestice AU mogu biti impregnirane razli¢itim terapeutski aktivnim supstancama koje se u dodiru
sa bioloskim fluidima kontrolisano otpustaju tokom vremena, dok alginatni hidrogel efikasno
upija vlagu. Takode, cilj ove disertacije je bio i karakterizacija dobijenih kompozita, kao i in

vitro ispitivanje njihove funkcionalnosti u pogledu antimikrobne aktivnosti.

U ovoj tezi, prvi korak je bio optimizacija sastava i uslova geliranja za dobijanje slabo
umrezenih kompozitnih alginatnih hidrogelova sa sadrzanim cesticama AU kako bi se u
bioloskim fluidima kontrolisano otpustale tokom vremena. U literaturi su opisani razliciti sistemi
bazirani na alginatu i AU. Ovi sistemi su razvijani sa ciljem potencijalne primene u tretmanu
pijacih i otpadnih voda, i njihova glavna funkcija je bila efikasna adsorpcija boja, teskih metala,
toksi¢nih organskih i neorganskih jedinjenja, itd (Park i sar., 2007; Hassan i sar., 2014; Lloyd i
sar., 2015). Takode, kombinacija ove dve komponente je pokazala sinergisticki efekat, i to u
smislu vece ukupne adsorpcije neorganskih (alginat) i organskih jedinjenja (AU), u odnosu na
pojedina¢nu primenu svake od njih (Park i sar., 2007). Medutim, funkcionalnost ovih sistema u
navedenim primerima je direktno zavisila od toga da Cestice AU ostanu zarobljene u alginatnom
hidrogelu. Sa druge strane, sistem u ovoj tezi je razvijan sa ciljem kori$¢enja za biomedicinsku

primenu, konkretno za primenu u tretmanu hroni¢nih rana i njegova funkcionalnost, upravo
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suprotno, zavisi od kontrolisanog, kontinuiranog i efikasnog oslobadanje Cestica AU iz
alginatnog matriksa tokom vremena. Na taj nacin, otpustene Cestice AU bi bile dovedene u
direktan kontakt sa povr§inom rane, ¢ime bi bila omoguéena in situ adsorpcija mikroorganizama,
toksina i proizvoda degradacije rane, i u isto vreme predstavljale bi i nosace aktivnih supstanci
koje bi ispoljavale bioaktivni efekat u samoj rani. U komercijalnoj upotrebi nalaze se brojne
obloge za rane koje u svom sastavu imaju sloj aktivisane karbonizovane tkanine. S obzirom da
karbonizovana tkanina ima skoro isklju¢ivo mikroporoznu strukturu (Starek i sar., 1994),), njena
jedina funkcija je uklanjanje malih molekula odgovornih za pojavu neprijatnog mirisa. U ovom
radu koriséen je AU u prahu posto se njegova struktura moze razliCitim metodama pripreme
,,krojiti prema potrebama (Marsh i Rodriguez Reinoso, 2006). Tako se mogu dobiti AU sa
dominantno mezo- i makroporoznom strukturom koja samim tim omogucava bolju adsorpciju

veéih molekula pa i samih ¢éelija mikroorganizama.

Napravljeno je 12 razli¢itih formulacija smesa alginata i AU (tabela 4.2) od kojih su i
uspesno dobijeni kompozitni hidrogelovi sa sadrzanim ¢esticama AU u obliku Cestica i diskova.
Izmerene koncentracije AU u hidrogelovima, merene pomoc¢u UV-vidljive spektrometrije, su
bile znacajno vece nego u inicijalnim smeSama najverovatnije usled kontrakcije alginatnog gela
tokom geliranja kao sto je to navedeno u literaturi (Velings i Mestdagh, 1995). Ovi podaci su u
skladu sa rezultatima prethodnih ispitivanja gde je pokazano da je koncentracija srebra bila
znatno veca u alginatnim mikro¢esticama nego u pocetnom koloidnom rastvoru (Stojkovska,
2015). Sledec¢i korak je bio dobijanje slabo geliranih hidrogelova u cilju obezbedivanja $to
efikasnijeg otpustanja Cestica AU. U tom smislu, bilo je potrebno optimizovati koncentraciju

dvovalentnih katjona u rastvoru za geliranje. Konkretno, odredeno je da optimalna koncentracija
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rastvora za geliranje iznosi 60 mM tako da su u daljem radu koris¢eni 0,9 mas. % rastvor Ca-

hlorida dihidrata i 1,8 mas. % rastvor Zn-nitrata heksahidrata.

Lokalni tretman rana (takozvani ,,TIME®“ koncept) podrazumeva koris¢enje obloga za
rane koje reguliSu nivo vlaznosti U rani i samim tim spre¢avaju maceraciju okolne koze. 1z tog
razloga se kao obloge za rane veoma ¢esto koriste hidrogelovi, a jedan od najzastupljenijih je Ca-
alginat. S obzirom da se obloge za rane koriste u suvom obliku, slede¢i logi¢an korak u ovoj tezi
bio je ispitivanje mogucénosti suSenja, kao i rehidratacije kompozitnih hidrogelova. Susenjem
vlaznih CaA/AU Ccestica na vazduhu na sobnoj temperaturi dobijene su suve Cestice sa istom
koncentracijom AU. Mogu¢nost rehidratacije alginatnog gela je ispitivana u fizioloskom rastvoru
na 37 °C kako bi se imitirali uslovi u rani sa sekrecijom. Eksperimentalno dobijeni rezultati su
ukazali da prisustvo AU u alginatnom hidrogelu ojacava alginatnu mreZu i otezava bubrenje.
Konkretno, moze se uociti da najslabije bubre one Cestice koje imaju najvecu koncentraciju AU,
a najbolje bubre Cestice sa najmanjom koncentracijom AU (slike 5.8-5.11). Takode, od svih 12
grupa Cestica najbolje su bubrile ¢estice sa apsolutno najmanjom koli¢inom AU odnosno 0,5/M
S§to je potvrdeno i mikrofotografijama (slika 5.16). Prema podacima iz literature, kompozitni
alginatni hidrogelovi sa sadrzanim ¢esticama AU koji su bili umrezeni pomocu glutaraldehida su
pokazali bolje bubrenje u odnosu na sam alginatni hidrogel umrezen na isti nac¢in (Aminabhavi i
sar., 2009). Razlika u odnosu na dobijene rezultate u ovoj tezi bi mogla da se objasni ¢injenicom
da AU adsorbuje glutaraldehid (Lloyd i sar., 2015) za razliku od jona metala kao $to su K*, Na®,
Mg®* i Ca®* (Park i sar., 2007) i da je samim tim, kompozitni alginatni hidrogel bio slabije
umrezen glutaraldehidom u odnosu na sam alginat geliran na isti nacin. S obzirom da se prema
navodima iz literature moZe pretpostaviti da AU ne uti¢e na koncentraciju Ca?* u gelirajuéem

rastvoru, a da su ekperimentalni podaci pokazali da je stepen bubrenja manji Sto je veca
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koncentracija AU, moze se zakljuciti da u slucaju CaA/AU kompozitnih ¢estica AU sprecava
Sirenje alginatne mreZze, i to najverovatnije usled adsorpcije algintnih lanaca. Takode, teksturalna
karakterizacija kompozitnih hidrogelova je pokazala da je u slucaju kompozitnih gestica sa
malim sadrzajem AU (115 mas. %, tabela 5.3) u poredenju sa prahom AU doslo do smanjenja
ukupne specifiéne povrsine $to govori u prilog da je unutar pora AU doslo do depozicije alginata.
Ovi podaci su u skladu sa podacima iz literature gde je takode, teksturalnom karakterizacijom
kompozitnih A/AU Cestica (0,7 mas. % AU) namenjenih adsorpciji metilen plave boje iz
otpadnih voda, pokazano da je doslo do znacajne redukcije specificne povrSine i ukupne
zapremine u odnosu na prah AU (Hassan i sar., 2014). Ipak, u sluc¢aju cestica sa velikim
sadrzajem AU (20 mas. %, tabele 5.3 i 5.5) rezultati su pokazali da je uprkos depoziciji
alginatnih lanaca ukupna specifi¢na povr§ina AU unutar Cestica ostala oCuvana. Ovaj rezultat se
moze objasniti velikom koncentracijom AU i raspolozivom povrS§inom u odnosu na malu

koncentraciju alginata u hidrogelu (0,5 i 1,5 mas. %).

Slede¢i korak bio je ispitivanje mehanizma i kinetike otpustanja Cestica AU iz
kompozitnih A/AU hidrogelova u sredini relevantnoj za biomedicinsku primenu. Kompozitne
CaA/AU iz svih 12 grupa su ispitivane u fizioloSkom rastvoru kao modelu bioloskih fluida sa
ciljem identifikacije formulacije sa najboljim profilom otpustanja. Iako su Cestice dobijene iz
smese sa najmanjim koncentracijama alginata i AU (0,5/M) najvise bubrile, u slucaju otpustanja
AU, otpustena koli¢ina AU je bila zanemarljiva. Konkretno, otpustanje AU iz kompozitnih
Cestica je pratilo suprotni trend u odnosu na bubrenje i bilo je najvece iz Cestica koje su imale
najveéu koncentraciju AU. Od svih 12 grupa, najvecu koli¢inu AU su otpustile ¢estice Ca0,5/V, i
to oko 50 % tokom 5 dana (slika 5.12), dok je iz svih ostalih formulacija otpustanje nakon 5 dana

bilo premalo da bi bilo relevantno za potencijalnu medicinsku primenu (< 15 %). Kao zakljucak,
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smesa koncentracije 0,5 mas. % alginata i 20 mas. % AU je identifikovana kao optimalna
formulacija za dobijanje kompozitnih A/AU ¢estica za potencijalnu primenu u terapiji hroni¢nih

rana.

Na eksperimentalne podatke otpustanja AU iz kompozitnih Cestica primenjena Su tri
kineticka modela u cilju definisanja mehanizma procesa. Kinetika nultog reda opisuje sisteme sa
konstantnom brzinom otpustanja suspstance i predstavlja ideal kome se tezi prilikom formulacije
sistema sa kontrolisanim otpustanjem aktivne supstance. Medutim, alginatni matriks nije inertan
i nije realno ocekivati da se Cestice AU u toku celokupnog vremenskog perioda otpustaju
konstantnom brzinom S§to je primena ovog modela i potvrdila ne dajuéi slaganje sa
eksperimentalnim rezultatima. Sa druge strane, primenom modela unutrasnje difuzije i
Korsmejer-Pepasovog modela, dobijeni su visoki stepeni korelacije (R? > 0,9) u oba slucaja u
svih 12 grupa Cestica. Medutim, u slu¢aju Korsmejer-Pepasovog modela parametar n eksponent
je bio van realnog opsega (< 0,5) Sto je pokazalo da se ovaj model moze primeniti samo u slucaju
Ca0,5/V cestica (n=0,63). U tom slucaju je mehanizam otpustanja ukljucio i eroziju. Takode, u
sluc¢aju ovih Cestica doslo je i do redukcije pre¢nika za 30 % (sa 3,6 mm na 2,6 mm nakon 5
dana), dok se precnici kompozitnih Cestica iz ostalih grupa u istom vremenskom periodu nisu
statisticki bitno promenili. U ostalim grupama, model unutra$nje difuzije je uspesno opisao
otpustanje Cestica AU pri ¢emu je i povrSina ostala glatka $to je potvrdeno i mikrofotografijama

povrSina Cestica (slike 5.16-5.19).

Odabrana smesa (0,5 mas. % alginata i 20 mas. % AU) je primenjena i za dobijanje
kompozitnih Zn-alginatnih ¢estica. Te kompozitne Cestice (Zn0,5/V) su otpustile i vecu koli¢inu

AU u odnosu na Ca0,5/V cestice, i to 0ko 60 % od ukupnog sadrzaja AU nakon 5 dana (slika
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5.23). 1 u ovom slucaju se pokazalo da kinetika nultog reda nije bila adekvatan model za
opisivanje eksperimentalnih rezultata, Sto je bilo i o¢ekivano. Medutim, kao i u slu¢aju CaA/AU
kompozitnih Cestica, model unutrasnje difuzije i Korsmejer-Pepasov model su pokazali visok
stepen korelacije (R? > 0,9) i odredeno je da je mehanizam otpustanja bio Fikova difuzija (n =
0,48). To je potvrdeno i mikrofotografijama povrsina Zn0,5/V Cestica (slika 5.22) na kojima se,
za razliku od Ca0,5/V c¢estica (slika 5.16), nisu mogle uoc¢iti duboke erozije ni nakon 5 dana u
fizioloskom rastvoru. Ovi razli¢iti mehanizmi otpustanja u slué¢aju Ca- i Zn0,5/V kompozitnih
Zestica se mogu objasniti razliitim mestima vezivanja Ca®* i Zn** odnosno &injenicom da su
Ca’* selektivniji i vezuju se prvenstveno za G ostatke alginatnih lanaca (Wong i sar., 2004) dok
su Zn®* joni manje selektivni i vezuju se ravnomerno i za G i za M ostatke (McDowell, 1978) pa

je samim tim i otpustanje AU iz Zn0,5/V kompozitnih Cestica ravhomernije.

Kompozitne ZnA/AU c¢estice imaju i tu funkciju da pored otpusStanja Cestica AU
otpustaju i jone cinka koji imaju antimikrobnu ulogu. Ukupna koli¢ina Zn?* u ZnA i Zn0,5/V
Cesticama bila je ista i iznosila je ~ 64 pumol/g. Ova vrednost je u skladu sa podacima iz
literature, gde je pokazano da je ukupna koli¢ina Zn** u Zn-alginatnim mikrogesticama sa
znacajno ve¢om koncentracijom alginata (1,9 mas. % vs. 0,5 mas. % u ovom radu) iznosila 159
+ 7 pmol/g (Malagurski i sar., 2017). Ovi ekperimentalni rezultati govore u prilog da AU nije
adsorbovao Zn*". U literaturi postoje razli¢iti podaci vezano za adsorpciju Zn** od strane AU.
(Madhava i sar., 2008; Kouakou i sar., 2013) dok su druge pokazale da AU ima veoma mali
afinitet prema Zn®* (Gyu i sar., 2007). Treba naglasiti da efikasnost adsorpcije razli¢itih
supstanci na AU, pa tako i teSkih metala, zavisi pre svega od prisustva funkcionalnih grupa na

povrsini AU. Koje ée funkcionalne grupe na povrsini biti prisutne, direktno zavisi od uslova
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aktiviranja i koriS¢ene temperature prilikom dobijanja AU. Pokazano je da je stepen adsorpcije
jona metala pa tako i Zn?* u direktnoj zavisnosti od prisustava sumpornih funkcionalnih grupa na
povrsini AU (Bandosz, 2006; Madhava i sar., 2008). Medutim, u ovom radu kori$éen je AU za
medicinsku upotrebu dobijen aktivacijom sa vodenom parom i FT-IR analizom je potvrdeno da
na njegovoj povrsini nema funkcionalnih grupa koje sadrze sumpor (slika 5.7). Eksperimentalna
ispitivanja otpustanja Zn®* su pokazala da su se ovi joni, za razliku od &estica AU, otpustili brzo i
da je ve¢ nakon prvog sata postignuta ravnoteza i u slu¢aju ZnA i Zn0,5/V Cestica. Otpustena
koncentracija u medijumu je iznosila 321,9 + 10,3 i 310,3 + 3,1 mg/l, redom. Treba napomenuti
da ée otpustena koncentracija Zn®* u realnoj primeni zavisiti od koli¢ine i brzine izmene
eksudata u rani. U svakom slucaju moze se ocekivati brzo uspostavljanje ravnoteze, a postizanje
terapeutski aktivnih koncentracija ¢e zavisiti od uslova tokom primene (veli¢ina obloge, koli¢ina

eksudata, uCestalost zamene obloge 1 sl.).

U ovoj tezi je ispitana i hipoteza o mogucnosti imobilizacije terapeutski aktivne
supstance i to, u ovom slucaju sa antimikrobnim dejstvom, adsorpcijom na Cestice AU. Globalno
javno zdravlje danas je ugrozeno pojavom multirezistentnih sojeva mikroorganizama i sve je vise
prisutna svest o potrebi racionalnije upotrebe antibiotika. 1z bolnickog, a sve ce$ée i iz
vanbolni¢kog okruzenja se izoluju sojevi ,,super-bakterija“ koji predstavljaju veliki terapeutski
problem (Spellberg i sar., 2008). S obzirom na tu ¢injenicu, jedan od glavnih ciljeva ove
disertacije bio je da se razvije antimikrobni sistem koji bi izbegao upotrebu antibiotika. U tom
smislu odabrane su dve model supstance, PVP-I i LMJ, za impregnaciju odabranih kompozitnih
cestica Ca0,5/V 1 Zn0,5/V. PVP-I je odabran kao efikasan antiseptik koji je u standardnoj
medicinskoj upotrebi u celom svetu ve¢ preko 150 godina (Bigliardi i sar., 2017), koji ima $irok

spektar antimikrobnog delovanja i jedna je od retkih antimikrobnih supstanci za koju do danas

139



nije dokumentovana pojava steCene niti ukrstene rezistencije. Medutim, problem primene PVP-I
je opasnost od sistemske apsorpcije joda Sto moze dovesti do nezeljenih efekata, posebno u
slucaju dugotrajne upotrebe npr. kod opekotina, zatim rana velike povrsine kao i kod dece (Dela
Cruz i sar., 1987; Findik i sar., 2010; Erdogan i sar., 2013). Sa druge strane, veoma je aktuelno i
ispitivanje i razvoj novih antimikrobnih supstanci kao $to su lignin i LMJ ¢&ija je antimikrobna
aktivnost pokazana prema razli¢itim kolekcijskim i klinickim sojevima. (Slavikova i Kosikova,

1994; Nelson i sar., 1994, Spasojevié¢ i sar., 2016).

PVP-I je uspesno adsorbovan metodom potapanja kompozitnih Ca0,5/V i Zn0,5/V cestica
u 10 mas. % rastvor PVP-l. Prisustvo joda u kompozitnim cesticama je, zatim, potvrdeno
pomoc¢u EDS analize (tabela 5.6), dok je prisustvo PVP potvrdeno FT-IR analizom (slika 5.27).
Takode, nakon adsorpcije, u pocetnom rastvoru nije vise bilo moguce detektovati jod UV-
vidljivom spektroskopijom (slika 5.26). Ovi rezultati nesumnjivo potvrduju da je jod u
potpunosti adsorbovan na Cestice AU, §to je i o¢ekivano s obzirom na veliki afinitet AU prema
jodu (Marsh i Rodriguez Reinoso, 2006). Studije desorpcije su, zatim, pokazale da je jod ¢vrsto
vezan za Cestice AU i da se nije otpustio ni u okolni alginatni matriks niti u fizioloski rastvor u
periodu od 48 h odnosno karakteristi¢an pik nije detektovan UV-vidljivom spektroskopijom niti
u jednom od ova dva sluc¢aju. Medutim, adsorpcija PVP-I je imala uticaj na otpustanje Cestica
AU iz Zn0,5/V/PVP-1 kompozitnih estica. lako nije bilo statisticki znacajne razlike u ukupno
otpustenoj koli¢ini AU nakon 5 dana u fizioloskom rastvoru (oko 60 %), pocetna brzina
otpustanja Cestica AU je bila mnogo brza u slu¢aju impregniranih ¢estica u odnosu na Zn0,5/V
Cestice. Ovaj rezultat ukazuje da su veze izmedu alginata i AU, nakon adsorpcije PVVP-I, oslabile
i samim tim AU se brze i lak3e otpustao iz kompozitnih estica. U pogledu otpustanja Zn**, i u

ovom slucaju kao i1 kod ZnA i Zn0,5/V cestica, ravnoteza je postignuta u toku prvog sata i nakon
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toga se nije znacajnije menjala u toku 5 dana. Medutim, izmerene vrednosti koncentracija su bile
dosta manje u odnosu na vrednosti otpustenih koncentracija Zn** iz ZnA i Zn0,5/V &estica (321,9
+ 10,3 i 310,3 = 3,1 mg/l, redom vs. 166,1 + 10,0 mg/l). Ovaj rezultat se moze objasniti
afinitetom PVP prema Zn”" usled snaznog afiniteta piridil-grupe ka metalima (Wang i sar, 2006).
Zn*" je zatim najverovatnije centrifugiranjem odstranjen iz rastvora sa Eesticama AU pre merenja

koncentracije Zn®* u rastvoru.

Druga model supstanca koris¢ena u ovom radu bila su LMJ. LMJ su, takode, uspe$no
adsorbovana na Cestice AU, i1 t0 iz tri rastvora razli¢itih koncentracija (Slika 5.34), $to je
potvrdeno i FT-IR analizom (slika 5.35) liofilizovanog AU nakon adsorpcije. Takode, i u ovom
sluc¢aju je pokazano da se LMJ ¢vrsto vezuju za Cestice AU i da ne dolazi do desorpcije ovih

jedinjenja u fizioloskom rastvoru nakon perioda od 72 h (slika 5.36).

Dobijene impregnirane Ca- i Zn-kompozitne Cestice sa PVP-1, kao i AU sa adsorbovanim
LMJ su, zatim ispitane u pogledu funkcionalnosti i to u odnosu na antimkrobnu aktivnost. Prvi
korak bio je optimizacija procedure ispitivanja antimikrobne aktivnosti. U literaturi je predlozen
broj obrtaja od 600 xg za izdvajanje Cestica AU iz bakterijskih suspenzija (Naka i sar., 2001). 1 u
ovoj tezi taj broj obrtaja se pokazao optimalan za efikasno uklanjanje cestica AU sa
adsorbovanim bakterijama bez uticaja na broj slobodnih bakterija u suspenziji. Za ispitivanje
antimikrobne aktivnosti koris¢eni su kolekcijski bakterijski sojevi (S. aureus ATCC 6538, P.
aeruginosa ATCC 27853 i E. coli ATCC 25922), kao i klini¢ki rezistentni sojevi izolovani iz
rana pacijenata (MRSA, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, E. faecalis i C. albicans). Ove vrste
mikroorganizama spadaju medu naj¢esc¢e izolovane predstavnike iz humanih rana, a konkretni

sojevi su odabrani na osnovu antibiograma odnosno dokazane rezistencije prema barem jednom
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realnim uslovima u rani.

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti Ca0,5/V/PVP-1 cestica prema dva
kolekcijska soja S. aureus i P. aeruginosa su pokazali da sve komponente ovog sistema, i alginat
i AU i jod adsorbovan na AU, imaju antibakterijski efekat na rast Gram pozitivnih i Gram
negativnih vrsta bakterija. Najslabiji efekat su ispoljile CaA Cestice, $to je i ocekivano. CaA
Cestice su blago redukovale broj ¢elija bakterija za red veli¢ine 1-1,5 logaritamske jedinice,
najverovatnije putem imobilizacije bakterija u alginatni matriks (Qin, 2007). Mnogo znacajnijim
se pokazao antibakterijski efekat AU u prahu, $to je i o¢ekivano. Naime, poznato je da AU moze
veoma brzo da smanji broj ¢éelija bakterija, i to ve¢ tokom prvog sata (Muller i sar., 2003; Naka
et al., 2001), sto su eksperimentalni rezultati u ovoj tezi i potvrdili. Medutim, u literaturi nema
mnogo podataka o uticaju AU na broj ¢elija bakterija nakon duzeg vremenskog perioda (npr.
nakon 24 h), a sa taCke tretmana hroni¢nih rana ti podaci bi bili mnogo relevantniji.
Eksperimentalni podaci dobijeni u ovom radu su pokazali da je AU u prahu, nakon 24 h,
znacajno redukovao broj bakterija u vecini suspenzija, i to za 3-4 logaritamske jedinice u odnosu
na pozitivnu kontrolu. Sa druge strane, Ca0,5/V Cestice su antibakterijski efekat ispoljile jedino u
supenziji E. faecalis, dok na druge vrste mikroorganizama nisu imale nikakav antibakterijski
efekat. Ovi razli¢iti rezultati izmedu praha AU i Ca0,5/V Cestica se mogu objasniti sporim
otpustanjem Cestica AU iz kompozitnih Ca0,5/V. Naime, u slu¢aju AU u prahu, cela koli¢ina je
odmah na raspolaganju za adsorpciju, $to se u konkretnom slucaju pokazalo presudnim, S
obzirom da je adsorpcija ¢elija bakterija na AU dozno-zavisna odnosno zavisna od njegove

koli¢ine (Naka et al. 2001).
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U ovom radu, eksperimentalno dobijeni rezultati za suspenzije Gram pozitivne vrste
bakterije E. faecalis i Gram negativne vrste bakterije E. coli predstavljaju izuzetak i zasluzuju
poseban osvrt. Naime, nakon 24 h, ni AU ni Ca0,5/V cestice nisu pokazale antibakterijski efekat
u suspenziji E. coli (slika 5.40b), dok su ¢elije E. faecalis u istom vremenskom periodu u
potpunosti eliminisane iz suspenzije (slika 5.40d), najverovatnije putem adsorpcije. Ovi rezultati
pokazuju da na dugorocan efekat AU na broj ¢elija bakterija, pored njihovog pocetnog broja,
presudan uticaj mogu imati i njihove druge specificne karakteristike. Rezultati dobijeni u ovoj
tezi su pokazali da AU ima ve¢i afinitet prema Gram pozitivnim nego prema Gram negativnim
vrstama bakterija. Takode, karakteristika E. coli da se veoma brzo razmnozava, pri ¢emu njeno
generacijsko vreme pod optimalnim uslovima iznosi svega oko 15-20 min, moze biti bitan faktor
koji presudno utice na brzinu popunjavanja unutras$nje i spoljas$nje povr§ine AU. Kada se sva
raspoloZiva povrsina popuni, adsorbovane bakterijske ¢elije se odvajaju sa povrsine AU i ponovo
vrac¢aju nazad u bujon (slika 5.42). Sve u svemu, moze se zakljuciti da iako AU uglavnom u
znacajnoj meri redukuje bakterijske celije putem adsorpcije, za antimikrobni efekat u realnoj

primeni je presudno prisustvo antimikrobne supstance.

Ca-kompozitne Cestice impregnirane sa PVP-I su ispoljile snazan antimikrobni efekat u
svim suspenzijama. lzuzetak je predstavljala suspenzija C. albicans, u kojoj Ca0,5/VV/PVP-I
Cestice nisu postigle antifungalni efekat, ali su, nakon 24 h, u znacajnoj meri redukovale broj
¢elija kvasaca. Antimikrobno dejstvo slobodnog joda ukljucuje vise mehanizama delovanja na
bakterijske ¢elije kao $to su deaktivacija proteina, DNK i RNK, kao i inhibiciju funkcije vitalnih
struktura kao $to je ¢elijska membrana putem oksidacije masnih i aminokiselina (Bigliardi i sar.,
2017). Rezultati dobijeni u ovom radu su pokazali da je antimikrobni efekat adsorbovanog joda

na cesticama AU postignut putem direktnog kontakta sa citoplazmaticnom membranom
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bakterijske Celije bez otpustanja joda u okolni rastvor, sto se ispostavilo dovoljnim za postizanje
efikasnog baktericidnog efekta. Cak i u slu¢aju veoma velikog pocetnog broja éelija bakterija
(oko 10" CFU/ml) i tri puta niZe koncentracije impregniranih &estica, adsorbovani jod se pokazao
kao efikasan antibakterijski agens. lako nakon 24 h nije postignut baktericidni efekat, celije
bakterija su u znacajnoj meri redukovane, i to za 3-5 logaritamskih jedinica u odnosu na

pozitivnu kontrolu (slika 5.41).

Zn-kompozitne Cestice impregnirane sa PVP-I su postigle jo§S brzi efekat nego
Ca0,5/V/PVP-1. U vecini ispitivanih suspenzija, bakterije su bile eliminisane ve¢ nakon prvog
sata (slike 5.43 i 5.44), dok je u suspenzijama sa Ca0,5/VV/PVP-I ¢esticama bilo potrebno oko 3 h
da bi se eliminisale ¢elije bakterija S. aureus i P. aeruginosa (slika 5.39). Eksperimentalno
dobijeni podaci su pokazali da je otpustanje Cestica AU brze iz Zn-kompozitnih Cestica (slika
5.23) u odnosu na Ca-kompozitne Cestice (Slika 5.12). Sa druge strane, ZnA Cestice iako su
otpustile 6 puta veéu koli¢inu Zn?* u TS bujonu u odnosu na Zn0,5/V//PVP-I tako da su
koncentracije Zn®* u rastvorima iznosile 19,8 vs. 3,2 mM, redom (slika 5.45b), tokom prvog sata
nisu postigle baktericidni efekat niti u jednoj bakterijskoj suspenziji. Takode, nakon prvog sata
nije postojala statistiCki znacajna razlika u rezultatima izmedu ZnA i kompozitnih Zn0,5/V
Gestica, iako su ZnA &estice u TS bujonu otpustile 11 puta ve¢u koli¢inu Zn®* (19,8 vs. 1,8 mM,
redom, slika 5.45b). Medutim, nakon 24 h, iako otpustena koli¢ina Zn** u TS bujonu nije bila
znacajno visa u odnosu na prvi sat (~ 24,4 mM), ZnA Cestice su postigle baktericidni efekat u
suspenzijama MRSA, E. coli i P. aeruginosa (slika 5.44). 1z ovih rezultata se moze zakljuciti da
je jonima Zn?* potrebno duze vreme za ispoljavanje antibakterijskog efekta u odnosu na
adsorbovani jod koji deluje vrlo brzo direktnim kontaktom sa citoplazmatiénom membranom

bakterije. Brzi antimikrobni efekat Zn0,5/\VV/PVP-I Eestica u odnosu na Ca0,5/VV/PVP-I Cestice je
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stoga najverovatnije posledica brzeg otpustanja ¢estica AU i samim tim adsorbovanog joda u
rastvor, a ne delovanja Zn®*. Sa druge strane, otpusteni Zn’* joni mogu imati u rani odloZeno

dejstvo Sto takode moze biti povoljno.

Prema eksperimentalno dobijenim rezultatima, najveéu osetljivost na delovanje Zn? je
pokazala vrsta kvasca C. albicans. Konkretno, od svih ispitivanih sojeva jedino su prema njoj
sve tri vrste ispitivanih Cestica Zn-alginata (ZnA, Zn0,5/V i Zn0,5/V/IPVP-I) ispoljile
antifungalni efekat. ZnA i Zn0,5/V/PVP-I ¢estice su postigle antifungalni efekat ve¢ nakon prvog
sata, pri ¢emu su koncentracije u bujonu iznosile ~ 19,8 i 3,2 mM Zn?*, redom, dok je Zn0,5/V
Cesticama za postizanje istog efekta bilo potrebno 24 h (slika 5.44f), a koncentracija otpustenog
zn? je iznosila ~ 2,3 mM. Sa druge strane, Ca0,5/VV/PVP-I ¢estice, iako su znacajno redukovale
broj ¢elija C. albicans, nisu postigle antifungalni efekat ni nakon 24 h (slika 5.40f) odnosno
adsorbovani jod je prema C. albicans pokazao najslabije delovanje u poredenju sa svim ostalim
klini¢kim sojevima. Cak je i AU u prahu redukovao broj ¢éelija C. albicans za 0,5-1 logaritamsku
jedinicu vise u odnosu na Ca0,5/V/PVP-I Cestice (slika 5.40f). S obzirom da prema podacima iz
literature Candida spp. spada u mikroorganizme koji imaju viSu toleranciju prema teskim
metalima (Harrison i sar., 2007), moze se zaklju¢iti da je brzo antifungalno dejstvo
Zn0,5/V/PVP-1 cCestica najverovatnije posledica sinergistickog delovanja cestica AU,

adsorbovanog joda i Zn*".

Od ispitivanih bakterija, MRSA se pokazala najosetljivijom na delovanje Zn*'.
Antibakterijski efekat je u slucaju Zn0,5/V/PVP-I Cestice postignut ve¢ nakon prvog sata, dok je
ZnA Cesticama bilo potrebno 24 h (slika 5.44a). Zn0,5/V kompozitne Cestice su tokom 24 h

otpustile najmanju koli¢inu Zn®* tako da je koncentracija iznosila ~ 2,3 mM Zn®* §to je bilo
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dovoljno za inhibitorni efekat, sto je u skladu sa podacima iz literature gde je pokazano da se
vrednosti MIK za stafilokoke kreéu u opsegu od 0,25-2 mM Zn?* (Van Alen i sar., 2018). Treba
napomenuti da se sojevi kod kojih je vrednost MIK > 2 mM smatraju rezistentnim na Zn** (Van
Alen i sar., 2018). U slucaju MRSA humanog porekla koje su izolovane iz bolni¢kog okruzenja
rezistencija na Zn’* je veoma retka pojava odnosno pokazano je da je svega oko 2 % sojeva
rezistentno na Zn** (Van Alen i sar., 2018). Medutim, tokom poslednje decenije epidemioloska
ispitivanja su detektovala pojavu sojeva MRSA zivotinjskog porekla koje izazivaju zoonoze
odnosno mogu se preneti sa zivotinje na ¢oveka (Van Alen i sar., 2018). Cak $tavise, odredeni
sojevi kao $to je MRSA CC398 se nakon toga mogu prenositi i interhumano odnosno sa coveka
na ¢oveka. Ono S$to je zabrinjavajuce je da su humani izolati MRSA zivotinjskog porekla
rezistentni na Zn?* u preko 50 % slu¢ajeva (Van Alen i sar., 2018). Dodavanje Zn-oksida kao
antimikrobnog agensa u hranu domacih zivotinja u cilju njihovog boljeg rasta i prevencije
gastrointestinalnih poremecaja (Van Paemel i sar., 2010; Lazarus i sar., 2015; Angeles Argudin i
Butaye, 2016) je postala veoma rasprostranjena pojava, posebno nakon zabrane koriS¢enja
antibiotika prilikom uzgoja zivotinja. Medutim, pored evidentnih pozitivnih efekata, smatra se da
je siroka upotreba ovog teSkog metala prilikom uzgoja stoke istovremeno proizvela selektivni
pritisak za razvijanje sojeva S. aureus koji su rezistentni i na cink i na meticilin. Konkretno, teski
metali vr$e selektivni pritisak usled koga dolazi do razvoja rezistencije prema metalima, ali i do
razvoja rezistencije prema antibioticima, posto su ove dve vrste rezistencije genetski i fizioloski
povezane (Poole, 2017). Takode, selektivni pritisak Zn** na prezivljavanje rezistentnih sojeva je
dokumentovan i u slutaju vrste bakterije E. coli. Pokazano je da Zn** selektuje sojeve koji su
rezistentni na sulfametoksazol, ciprofloksacin ili imaju steGenu multi-rezistentnost (Becerra-

Castro i sar., 2015). U ovoj tezi ispitivano je delovanje Zn®* na kolekcijski soj E. coli ATCC
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25922 i soj E. coli koji je, pored ostalih, bio otporan i na dva navedena antimikrobna leka (tabela
4.1). Eksperimentalno dobijeni rezultati su pokazali da su Zn0,5/V kompozitne Cestice, nakon 24
h, postigle baktericidni efekat u suspenziji kolekcijskog soja (slika 5.43) dok na klinicki soj nisu
imale antibakterijski efekat (slika 5.44b), §to potvrduje tezu da Zn** mogu da selektuju

rezistentne sojeve bakterija.

Neke vrste bakterija imaju urodeno vecéu toleranciju na Zn®* (Teitzel i Parsek, 2003), a P.
aeruginosa je jedna od njih. Eksperimentalno dobijeni rezultati su pokazali da koncentracija ~
2,3 mM Zn?* koja je postignuta primenom Zn0,5/V &estica za 24 h nema antibakterijski efekat
prema ovoj vrsti bakterija, sto je u skladu sa podacima iz literature za vrednost MIK koja iznosi 8
mM Zn®* (Teitzel i Parsek, 2003). Medutim, rezultati dobijeni u ovoj tezi su pokazali da su se jo§
otpornijim na Zn** pokazali sojevi vrsta P. mirabilis i E. faecalis. ZnA &estice koje su nakon 24
h oslobodile vrlo visoku koncentraciju od 24,4 mM Zn?* su prema P. aeruginosa delovale
baktericidno, dok su na P. mirabilis delovale inhibitorno, a prema E. faecalis nisu pokazale
antibakterijski efekat. Prema podacima iz literature, rezistencija na antibiotik ampicilin moze biti
povezana sa povisenom tolerancijom na Zn**. Konkretno, pokazano je da su ampicilin rezistentni
sojevi u 50 % slu¢ajeva tolerantni i na Zn** (Sabry i sar., 1997). S obzirom da su ispitivani sojevi
P. mirabilis i E. faecalis rezistentni na ampicilin (tabela 4.1) to bi moglo objasniti njihovu
toleranciju prema ovako visokim koncentracijama Zn?*. Takode, prema literaturi MIK vrednosti
odredene za E. faecalis su se kretale u Sirokom opsegu od 2-12 mM Zn?*, s tim $to je za najveéi
broj izolata (24/26) bila u opsegu 8-12 mM (Aarestrup i Hasman, 2004). Ovi podaci govore u
prilog prirodno visokoj toleranciji vrste bakterije E. faecalis na Zn?*. Medutim, za razliku od
Zn?* koji ni u visokim koncentracijama nije imao antibakterijski efekat na E. faecalis, AU se

pokazao veoma efikasnim. Konkretno, Zn0,5/V cestice i AU u prahu (slika 5.44d) su sli¢no kao i
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Ca0,5/V cestice (slika 5.40d) nakon 24 h u potpunosti odstranile E. faecalis iz suspenzije, i to

najverovatnije putem adsorpcije.

Najzad, ispitana je antimikrobna aktivnost i druge model supstance adsorbovane na
Cestice AU. Primenjene su suspenzije Sest rezistentnih klinickih sojeva izolovanih iz rana
pacijenata i to MRSA, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, E. faecalis i C. albicans (tabela 4.1).
Prema literaturi, LMJ su pokazala antimikrobnu aktivnost prema vise kolekcijskih i klinickih
sojeva, a vrednosti MIK su se kretale u opsegu od 0,12-0,5 mg/ml, dok su se vrednosti MBK
kretale u opsegu 0,25-0,9 mg/ml (Spasojevi¢ i sar., 2016). Koncentracija adsorbovanih LMJ
primenjena u suspenzijama mikroorganizama u ovoj tezi je bila znatno veca i iznosila je 16,8
mg/ml. | pored toga, adsorbovana LMJ nisu pokazala antimikrobni efekat niti prema jednom od
ispitivanih sojeva (slika 5.47). Tatan mehanizam antimikrobnog dejstva LMJ jo§ uvek nije
utvrden (Spasojevi¢ i sar., 2016). Prilikom adsorpcije na AU, pokazano je da se LMJ ¢vrsto
vezuju na ¢estice AU i da ne dolazi do desorpcije u fizioloski rastvor §to znaci da je za postizanje
antimikrobnog efekta, slicno kao u slu¢aju adsorbovanog joda, neophodno da LMIJ deluju
direktno na citoplazmati¢énu membranu mikroorganizma. Medutim, nije poznato da li LMJ imaju
ovakvo dejstvo, a takode moguce je da je prilikom adsorpcije doslo do promene konformacije
aktivne komponente LMJ koja je nakon toga izgubila sposobnost vezivanja za celije
mikroorganizama. Takode, treba napomenuti da je tokom centrifugiranja rastvora LMJ razli¢itih
koncentracija sa ¢esticama AU uoceno da se Cestice AU mnogo lakSe izdvajaju iz rastvora u
pocetnom periodu (prvih 6 h) nego nakon 24 h, a posebno nakon 48 h §to bi moglo znaditi da se
ne adsorbuju sve komponente LMJ ravnomerno tokom vremena. Takode, u nasem radu LMJ su
prvi put testirana prema rezistentnim sojevima pa je i to faktor koji bi mogao imati uticaja na

odsustvo antimikrobne aktivnosti s obzirom na dosta ¢estu pojavu ukrstene rezistencije izmedu
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antibiotika i drugih biocida (Wales i Davies, 2015). U svakom slucaju, potrebna su dalja

istrazivanja u pravcu utvrdivanja mehanizma delovanja LMJ.
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(. Zakljucéak

Predmet istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je dobijanje i karakterizacija slabo
umrezenih kompozitnih alginatnih hidrogelova sa sadrzanim cCesticama AU koje se prilikom
kontakta sa bioloskim fluidima kontrolisano otpustaju u okolnu sredinu i vrSe adsorpciju
bakterija, toksina i metabolickih proizvoda rane, a istovremeno predstavljaju i nosale za
terapeutski aktivne supstance kao Sto su antimikrobni agensi. U ovoj disertaciji je ispitivana
adsorpcija dve model antimikrobne supstance, i to PVP-I i LMJ. Funkcionalnost ovih kompozita
direktno zavisi od stepena efikasnosti otpustanja Cestica AU iz alginatnog hidrogela pa je samim
tim veoma znacajno poznavanje mehanizma i kinetike njihovog otpustanja. U ovoj disertaciji
poseban fokus je bio stavljen na ispitivanje funkcionalnosti ovih kompozita odnosno njihove
antimikrobne aktivnosti i to prema veéem broju relevantnih vrsta mikroorganizama kako

kolekcijskih, tako i rezistentnih klini¢kih sojeva izolovanih iz rana pacijenata.
Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

o Iz smesa alginata koncentracija u opsegu od 0,5 - 2 mas. % i AU u opsegu od 1-
20 mas. % uspeSno su metodom ekstruzije dobijene sferiéne kompozitne Ca-
alginatne Cestice (CaA/AU) precnika u opsegu od 3 - 4 mm. Dobijene Cestice su
sadrzale nekoliko puta (1,5 - 3) veéu koncentraciju AU u poredenju sa inicijalnim
smeSama S§to se moze objasniti kontrakcijom gela u toku geliranja pri ¢emu je

kontrakcija gela bila obrnuto proporcionalna koncentraciji AU.
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Ispitivanjem teksturalnih karakteristika kompozitnih ¢estica pokazano je da dolazi
do depozicije alginatnih lanaca unutar pora AU i ta pojava je najizraZenija pri
maloj koncentraciji AU. Sa porastom koncentracije AU, a samim tim i ukupne
specifiéne povrSine, smanjenje veli¢ine pora i poroznosti usled depozicije

alginatnih lanaca postaje zanemarljivo.

Ispitivanjem kinetike otpustanja AU iz suvih CaA/AU dcestica u fizioloSkom
rastvoru utvrdeno je da je optimalna smesa sastava 0,5 mas. % alginata i 20 mas.
% AU. Cestice dobijene iz te smeste (0,5/V) su otpustile oko 50 % ukupnog
sadrzaja AU u fizioloSkom rastvoru tokom perioda od 5 dana odnosno periodu

relevantnom za tretman hroni¢nih rana.

Model unutrasnje difuzije je uspesSno opisao kinetiku otpustanja AU iz CaA/AU
Cestica osim u sluc¢aju optimalnih Ca0,5/V cestica kod kojih dolazi do erozije

povrsine tako da je primena Korsmejer-Pepasovog modela dala najbolje rezultate.

Ekstruzijom smeSe optimalnog sastava u rastvor koji je sadrzao jone cinka
uspes$no su dobjene Zn0,5/V kompozitne Cestice pre¢nika oko 4 mm. U toku 5
dana u fizioloskom rastvoru ove Cestice su otpustile oko 60 % ukupnog sadrzaja

AU.

Kompozitne Cestice Ca- i Zn0,5/V su uspe$no impregnirane sa prvom model
supstancom tj. PVP-1 i to metodom jednostavnog potapanja u 10 mas. % vodeni
rastvor. PVP-I je adsorbovan na ¢estice AU unutar kompozitnih hidrogelova §to je

potvrdeno UV-vidljivom spektroskopijom, EDS i FT-IR analizama.
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Ispitivanjem desorpcije PVP-I sa Cestica AU utvrdeno je da je PVP-I ¢vrsto vezan
za Cestice AU 1 da je stepen desorpcije u okolni alginatni matriks, kao i u
fizioloSki rastvor tokom perioda od 48 h beznacajan odnosno ispod nivoa

detekcije pomoc¢u UV-vidljive spektroskopije.

Cestice AU su uspe$no impregnirane sa drugom model supstancom tj. LMJ i to iz
rastvora LMJ/DMSO pocetnih koncentracija 0,1, 0,5 i 1 mg/ml. Ravnoteza je u
slu¢aju rastvora najmanje koncentracije postignuta ve¢ nakon 3 h, dok je u slucaju

rastvora najvece koncentracije bilo potrebno 72 h.

Ispitivanjem desorpcije LMJ sa cestica AU utvrdeno je da su LMJ ¢vrsto vezana
za Cestice AU i da je stepen desorpcije u okolni fizioloski rastvor tokom perioda
od 48 h beznacajan odnosno ispod nivoa detekcije pomocu UV-vidljive

spektroskopije.

Kompozitne Ca0,5/V/PVP-1 cestice su pokazale antimikrobnu aktivnost u
suspenzijama svih ispitivanih vrsta mikroorganizama. Baktericidni efekat je
postignut i kod kolekcijskih (S. aureua ATCC 6538 i P. aeruginosa ATCC
27853) i kod rezistentnih klinickih bakterijskih sojeva (S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, E. faecalis i P. mirabilis), dok je broj ¢elija kvasaca C. albicans
znacajno redukovan, ali ne u potpunosti. Antimikrobni efekat adsorbovanog joda
se moze pripisati direktnom kontaktu sa citoplazmaticnom membranom celija
mikroorganizama $to je u sluc¢aju 1 Gram pozitivnih 1 Gram negativnih vrsta
bakterija bilo dovoljno za baktericidno dejstvo, za razliku od vrste kvasca C.

albicans koja se pokazala najotpornijom.
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o Kompozitne Zn0,5/V/PVP-I ¢estice su ispoljile odli¢nu antimikrobnu aktivnost u
suspenzijama svih ispitivanih vrsta mikroorganizama. Antimikrobni efekat je
postignut i u bakterijskim suspenzijama kolekcijskog soja (E. coli ATCC 25922) i
kod rezistentnih klini¢kih sojeva (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis i P.
mirabilis), kao i u slucaju vrste kvasca C. albicans. Antimikrobni efekat je
postignut ve¢ nakon 1 h izuzev kod dve suspenzije klinickih sojeva P. aeruginosa
i E. faecalis. S obzirom da su ovi klini¢ki sojevi pokazali razli¢itu osetljivost
prema Zn*, brz antibakterijski efekat je najverovatnije posledica brzog otpustanja
AU sa adsorbovanim jodom, dok se u sluc¢aju C. albicans pokazao sinergisticki

efekat Zn**, AU i adsorbovanog joda.

o Joni Zn®* otpusteni iz kompozitnih Zn0,5/V &estica su ispoljili potpuno razlicit
efekat u suspenzijama kolekcijskog soja i multirezistentnog klinickog soja E. coli.
Konkretno, utvrden je antibakterijski efekat prema kolekcijskom soju dok prema
multirezistentnom klini¢kom soju E. coli nisu pokazali antibakterijski efekat $to

ukazuje na postojanje ukrstene rezistencije izmedu metalnih jona i antibiotika.

o Cestice AU sa adsorbovanim LMJ nisu ispoljile antimikrobnu aktivnost u
ispitivanim suspenzijama S$to zahteva dalja istrazivanja mehanizma adsorpcije

ovih jedinjenja, kao i mehanizma njihovog antimikrobnog dejstva.

Rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije su pokazali potencijal novih
kompozita na bazi alginata i aktivnog uglja (AU) za primenu u medicini i, posebno, terapiji rana.
Pokazano je da Cestice AU mogu biti efikasni nosaci za razlicite terapeutski aktivne supstance

koje iako adsorbovane mogu zadrzati svoju aktivnost ¢ime se obezbeduje njihovo lokalno
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dejstvo, a onemogucava sistemska resorpcija 1 samim tim nezeljeni efekti. Takode, pokazano je
da je prilikom ispitivanja novih biomaterijala sa antimikrobnom aktivno$¢u potrebno koristiti
pored kolekcijskih i rezistentne klinicke sojeve mikroorganizama da bi se dobila realna slika o
njihovom potencijalnom dejstvu. Kompozitni Ca- i Zn-alginatni hidrogelovi sa sadrzanim
Cesticama AU na kojima je adsorbovan PVP-1 su posebno atraktivni za primenu u oblogama za
rane zbog efikasnosti, dostupnosti i1 Sirokog spektra dejstva joda, kao 1 potencijalnog
sinergistickog dejstva sa otpuStenim katjonima koji imaju pozitivan efekat na zarastanje

oStecenog tkiva.
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koncentracije LMJ u 5 mas. % rastvoru DMSO; eksperimentalni podaci su srednje vrednosti 3

merenja

Slika 5.34. Kinetika adsorbovane koli¢éine LMJ na cestice AU (qe) za tri razliite pocetne
koncentracije LMJ u 5 mas. % rastvoru DMSO tokom: (a) 72 h; (b) prvih 6 h; eksperimentalni

podaci su srednja vrednost 3 merenja + SD
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Slika 5.35. FT-IR spektri AU u prahu, LMJ, Cestica AU sa adsorbovanim LMJ iz rastvora

koncentarcije 0,1 mg/ml i ¢estica AU sa adsorbovanim LM] iz rastvora koncentarcije 1 mg/ml

Slika 5.36. UV-vidljivi spektri rastvora LMJ/DMSO pre adsorpcije i fizioloskog rastvora nakon
72 h desorpcije LMJ sa Cestica AU sa adsorbovanom LMJ iz rastvora pocetne koncentracije 1

mg/ml

Slika 5.37. Ukupan broj celija bakterije E. coli ATCC 25922 u suspenziji i u suspenziji u
prisustvu AU u prahu; (-) oznacava kontrolno zasejavanje na plo¢e direktno iz suspenzija bez
prethodnog centrifugiranja uzoraka; (+) oznaCava zasejavanje na ploCe iz supernatanta
centrifugiranih uzoraka na 600 xg tokom 10 min; rezultati su prikazani kao log;o CFU/mI i

predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja £ SD

Slika 5.38. Odredivanje MBK za kompozitne Ca0,5/V/PVP-I Cestice u suspenziji E. coli ATCC

25922: (a) 0,1 g/ml; (b) 0,2 g/ml; (c) 0,3 g/ml; (d) 0,4 g/ml

Slika 5.39. Antibakterijska aktivnost Ca0,5/V ¢estica sa PVP-I u suspenziji: (a) Staphylococcus
aureus ATCC 6538 i (b) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; kontrole su bile bakterijske
suspenzije (+ kontrola), AU u prahu, Ca-alginatne Cestice (CaA) i Ca0,5/V cestice; pocetni broj
Gelija bakterija je bio 10° CFU/mI; rezultati su prikazani kao logio CFU/mI i predstavljaju srednje

vrednosti 2 merenja + SD

Slika 5.40. Antimikrobna aktivnost Ca0,5/V Cestica sa PVP-I ispitivana u suspenzijama: (a)
MRSA, (b) E. coli, (c) P. aeruginosa, (d) E. faecalis, (e) P. mirabilis, (f) C. albicans; kontrole su

bile suspenzije mikroorganizama (+ kontrola), AU u prahu i Ca0,5/V &estice; pocetni broj éelija
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je bio 10° CFU/mI za vrste bakterija i 10° CFU/mI za ispitivanu vrstu kvasca; rezultati su

prikazani kao log;g CFU/ml i predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja = SD

Slika 5.41. Uticaj kompozitnih ¢estica Ca0,5/V sa PVP-I na rast vrsta bakterija u suspenzijama:
(@) E. coli, (b) E. faecalis, (c) P. mirabilis. Kao kontrole su kori§¢ene Ca-alginatne Cestice (CaA),
Ca0,5/V cestice, AU u prahu i bakterijska suspenzija (pozitivna kontrola); pocetni broj celija
bakterija je bio 10°-10” CFU/mI; rezultati su prikazani kao logio CFU/mI i predstavljaju srednje

vrednosti 2 merenja + SD

Slika 5.42. Uticaj kompozitnih Cestica Ca0,5/V sa PVP-I na rast bakterija u suspenziji MRSA.
Kao kontrole su koris¢ene Ca-alginatne Cestice (CaA), Ca0,5/V Cestice, AU u prahu i bakterijska
suspenzija (pozitivna kontrola); pocetni broj ¢elija bakterije je bio 10° CFU/mI; rezultati su

prikazani kao logio CFU/ml i predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja £ SD

Slika 5.43. Antibakterijska aktivnost Zn0,5/V Cestica sa PVP-I ispitivana u suspenziji E. coli
ATCC 25922; kontrole su bile suspenzije mikroorganizama (+ kontrola), AU u prahu, ZnA i
Zn0,5/V &estice; poetni broj ¢elija bakterija je bio 10° CFU/mI; rezultati su prikazani kao logso

CFU/ml i predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja + SD

Slika 5.44. Antimikrobna aktivnost Zn0,5/V cCestica sa PVP-I ispitivana u suspenzijama (a)
MRSA, (b) E. coli, (c) P. aeruginosa, (d) E. faecalis, (e) P. mirabilis, (f) C. albicans; kontrole su
bile suspenzije mikroorganizama (+ kontrola), AU u prahu, ZnA i Zn0,5/V cestice; pocetni broj
éelija je bio 10° CFU/mI za vrste bakterija i 10° CFU/mI za ispitivanu vrstu kvasca; rezultati su

prikazani kao log;o CFU/ml i predstavljaju srednje vrednosti 2 merenja + SD
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Slika 5.45. Otpustanje Zn> u TS bujonu iz ZnA, Zn0,5/V i Zn0,5/VVIPVP-I Cestica: (a) otpustena
koli¢ina Zn?* (M,) normalizovana u odnosu na vlaZnu masu alginata i pocetnu koli¢inu Zn** u
Sesticama (M), u toku vremena; (b) koncentracija Zn®* u TS bujonu; eksperimentalni podaci su

prikazani kao srednje vrednosti 3 merenja + SD;

Slika 5.46. Opticke mikrofotografije povrSina ZnA, Zn0,5/V i Zn0,5/V/PVP-I gestica u TS
bujonu: u pocetnom trenutku (a, d, g redom); nakon 1 h (b, e, h redom); nakon 24 h (c, f, i

redom); (razmernik = 0.5 mm)

Slika 5.47. Antimikrobna aktivnost ¢estica AU sa adsorbovanim LM]J ispitivana u suspenzijama:

(@) E. coli; (b) C. albicans; (c) MRSA,; (e) E. faecalis; (f) P. aeruginosa; (g) P. mirabilis
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UsjaBa o ayTopcTBY

Mme v npesnme aytopa Andrea Osmokrovié

Bbpoj nHagekca

UsjaBrbyjem
Aa je 4OKTOpCKa AvcepTaumja noa HacrnosoM

RAZVOJ NOVIH ANTIMIKROBNIH BIOAKTIVNIH KOMPOZITA ZA MEDICINSKU
PRIMENU U TERAPIJI RANA

e pe3ynTtaTt CoONnCTBEHOr UCTpa*XmnBa4dkor paaa,

e [a avcepTauuja y LEnuHM HU Y AernoBuMma Huje Guna npeanoxeHa 3a cTuuare
Apyre avnrnome npema CTyamjckKMM nporpamuma ApYrux BUCOKOLLKOJICKMX
yCTaHOBa;

e [a cy pes3ynTaTh KOPEKTHO HaBeAEHU U

e [a HMCaM KpLUMO/Na ayTopcka npaBa MU KOPUCTUO/Na WHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

Motnuc aytopa

Y Beorpagy,
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UsjaBa 0 NICTOBETHOCTU LWUITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa: Andrea Osmokrovi¢
Bbpoj nHaekca:
Cryaumjckun nporpam: Biomedicinsko inZenjerstvo i tehnologije

Hacrnos paga: RAZVOJ NOVIH ANTIMIKROBNIH BIOAKTIVNIH KOMPOZITA ZA
MEDICINSKU PRIMENU U TERAPIJI RANA

MeHTop: Prof. Dr Bojana Obradovi¢

MsjaBrbyjeM fa je wtamnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr pajia UCTOBETHAa eneKTPOHCKO]
BEP3uju KOjy cam npepao/na pagu noxpaweHa y [AuWrutanHoM peno3utopujymy
YHuBep3uTteta y bBeorpaay.

[osBosbaBam ga ce objaBe Moju nNuyHM nojaum Be3aHW 3a gobujakse akagemckor
Ha3nBa AOKTOpa HaykKa, Kao LUTO Cy MMe 1 nNpe3nMe, roavMHa u MecTto poherwa n gatym
oabpaHe paga.

OBM nuM4yHM nojauM Mory ce 006jaBUTU Ha MPEeXHUM CTpaHuuama AaurutanHe
6ubnnoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTarory v y nybnvkaunjama YHueep3auTeTa y beorpaay.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy,
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U3sjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnumoteky ,CseTtosap Mapkosuh® ga y OurutantHu
penosntopujym YHuBepauteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HaCrnoBoM:

RAZVOJ NOVIH ANTIMIKROBNIH BIOAKTIVNIH KOMPOZITA ZA MEDICINSKU
PRIMENU U TERAPIJI RANA
Koja je Moje ayTopcKo aerno.

OucepTaumnjy ca csum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckom gopmMaTty norogHom
3a TpajHO apxMBMpaHE.

Mojy OOKTOpcKy AaucepTtauujy noxpaweHy y [durMtanHoMm  penosntopujymy
YHuBepauTeta y beorpagy v OOCTYNHY y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOpucTe CBU
Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4ymo/na.

1. AytopctBo (CC BY)
2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — aenutu nog nctum ycriosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTtBo — genutu nog nctum ycrnosmma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aoKpyXunte camo jegHy of LWeCT NoHyHeHnX nuueHun.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu 4eo OBE u3jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy,
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1. AyTtopcTBo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPMOYyUMjy M jaBHO caonwiTaBake
Jena, n npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayduH ogpeheH of cTpaHe aytopa
Unu gaBaoua nuueHue, Yak u 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX
nuueHuw.

2. AytopcTBO — HekomepuwujanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahe, AUCTPUMOyuujy u
jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH
o4 CcTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOSbaBa KoMepLmjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopCcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapa. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBahe,
anctpmbyuunjy n jaBHO caonwitaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa wnu
ynotpebe gena y CBOM ferny, ako Ce HaBede ume aytopa Ha HadvH ogpeheH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOrbaBa KoMepuujanHy
ynoTtpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM JMLEHLOM Ce orpaHuMyaBsa
Hajsehn 061MMm npaBa kopuwhera gena.

4. AyTopcTBO — HEKOMepLuMjanHo — AeNnUTU nop UCTUM ycrnoBuMa. [lo3BorbaBaTe
yMHOXaBah€e, AUCTPMOYLMjy U jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepaje, ako ce HaBeae
“MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa unv JaBaoua NULEHLE U ako ce
npepaga AWCTpuOyuMpa MoA WCTOM WM CRMYHOM nuueHuoM. OBa nuueHua He
[l03BOSbaBa koMepuujandy ynotpeby gena v npepaaa.

5. AyTopcTtBO — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBate yMHOXaBakwe, OUCTpMOyLnjy 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka unm ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa MnvM Adaeaoua
nuueHue. OBa nvueHua [o3BorbaBa KomepLmjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO — Aenutu nog UCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
anctpmbyuujy 1 jaBHO caonwiTaBarwe Aena, n npepage, ako ce Hasege uMme aytopa Ha
HayMH oapefeH of cTpaHe ayTopa WY JaBaoua nuueHue W ako ce npepaga
anctpubympa nog UCTOM MK cnuyHOM  nuvueHuom. OBa nuvueHua [Jo03BOrbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CrnnyHa je COpTBEPCKMM nuueHuama,
O[HOCHO NuueHuama OTBOPEHOr Koaa.
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