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Dobijanje bioloski aktivnih vlakana na bazi selektivno oksidisane celuloze

APSTRAKT

U radu je protiena oksidacija pandaih i viskoznih vlakana natrijum-perjodatom pri
razlicitim uslovima u cilju dobijanja informacija o utijcaperjodatne oksidacije na svojstva
prirodnih i regenerisanih celuloznih vlakana. D&jsperjodatne oksidacije na hemijska i
fizicka svojstva pamimne i viskozne prde ocenjeno je oddevanjem sadrzaja aldehidnih
grupa, fin@e i prekidne jaine prele. Promene u sorpcionim svojstvima pa&maii viskozne
prede okarakterisane su odreanjem sorpcije vlage, sposobnosti zadrzavanja veodepcije
joda. Takde, ispitane su promene povrSine oksidisanih cetitozlakana primenom SEM
tehnike.

Perjodatna oksidacija je omagla uvodenje zndajnih koli¢ina aldehidnih grupa u
celulozna vlakna (maksimalne kohe aldehidnih grupa iznose 99,2 umol/g i 1284,®|gn
za oksidisana vlakna pamuka i viskoze, respektivipp) ¢emu se kotiina uvedenih
funkcionalnih grupa moze kontrolisati izborom uslomodifikovanja. Perjodatna oksidacija
nema zné&jan uticaj na gubitak mase modifikovane celulopngle i izaziva minimalno
poveanje finae oksidisane pde. Prekidna @na oksidisane pantue i viskozne prde se
ne menja zn&@jno za vreme oksidacije u periodu 0-180 minutadiien, sa produZzenjem
vremena reakcije iznad 180 minuta, prekidnan@ se zn&jno smanjuje. U podenju sa
nemodifikovanim vlaknima, oksidisana patna i viskozna vlakna pokazuju paamje
sorpcije vlage i smanjenje vrednosti sposobnostizzavanja vode i sorpcije joda.

Oksidisana celulozna vlakna sa raitim sadrzajem aldehidnih grupa kdeha su
kao nosa& za imobilizaciju tripsina, enzima sa anti-inflafoaim svojstvom. U ovom
procesu amino grupe tripsina reaguju sa aldehidyrippama oksidisanih celuloznih vlakana
uz obrazovanje odgovargjh Schiff-ovih baza. Za imobilizaciju tripsina n&sidisanim
vlaknima primenjene su dve procedure: direktna manyku i indirektna na viskozi,
uvodenjem proteina BSA i glutaraldehida. Dobijena amtnl viakna sa imobilisanim
tripsinom okarakterisana su sa aspekta sadrzajeeipao aktivnosti enzima i njegove
stabilnosti pri lagerovanju.

Oksidisana viskozna vlakna vezujuéeekolicine proteina u odnosu na oksidisana
pamuna vlakna: maksimalna koélha imobilisanog tripsina iznosi 8,35 mg/g viskozede
i 6,1 mg/g paméne prele. Meiutim, oksidisana viskozna vlakna ispoljavaju nizednosti
imobilisane aktivnosti (do 0,78 U/g) u pdenju sa oksidisanim parim vlaknima (do 1,22
U/g). Stabilnost imobilisanog tripsina zZf@no je poboljSana u patenju sa slobodnim
enzimom pri skladiStenju tokom duzeg vremenskogogdari ukazuje na potencijal sistema
tripsin — selektivno oksidisana celuloza za primemaedicini.

U radu je pokazana efikasnost primene perjodatrsgdakije na prirodna i hemijska
celulozna vlakna u cilju dobijanja dialdehid celldpkao i mogénost dobijanja bioloski
aktivnih pamudnih i viskoznih vlakana sa imobilisanim tripsinom Inazi dialdehid celuloze
kao polazne osnove.

Klju éne regi: celulozna vlakna, pamuk, viskoza, oksidacija patriperjodatom, dialdehid
celuloza, fizéko-hemijska svojstva, tripsin, imobilizacija, stisoist pri lagerovaniju



Obtaining of biologically active fibers on the basis of selectively oxidized cellulose

ABSTRACT

In this thesis, sodium periodate oxidation of cottnd viscose fibers under various
conditions was studied in order to obtain informatabout influence of periodate oxidation
on properties of natural and man-made cellulosedibehe effect of periodate oxidation on
the chemical and physical properties of cotton asmstose yarns was evaluated by
determining aldehyde group content, fineness ansiléestrength of yarns. The changes in
sorption properties of cotton and viscose yarnevexaluated by determination of moisture
sorption, water retention power and iodine sorptrafue. Also, changes on the surface of
oxidized cellulose fibers were examined by SEM teghe.

By the periodate oxidation, significant amountsalofehyde groups can be introduced
into cellulose fibers (the maximum amounts of aldkhgroups are 99.2 umol/g and 1284.0
pumol/g for oxidized cotton and viscose fibers, extpwely) and the amount of introduced
functionalities is controllable by selecting thadation conditions. Periodate oxidation has no
significant influence on weight loss of the modifieellulose yarns, and causes minimal
increase in the oxidized yarn fineness. The terssikngth of the oxidized cotton and viscose
yarns does not change remarkably for the oxidatiiole up to 180 min. However, tensile
strength strongly decreases when the time of oxidas over 180 min. Compared to the
untreated fibers, oxidized cotton and viscose fibexhibit higher moisture sorption, while
water retention values and iodine sorption valuesxafized fibers are lower.

Obtained oxidized cellulose fibers with differenldehyde group contents are
employed as carriers for subsequent immobilizatadntrypsin, an enzyme with anti-
inflammatory properties. The aldehyde groups ondileulose fibers are able to react with
amino groups of trypsin to form the correspondiryiff base, and result in cellulose yarn
immobilized trypsin. The enzyme is covalently immie@id on oxidized fibers by two
procedures: directly on cotton fibers and indinecth viscose fibers through bovine serum
albumin as a spacer and glutaraldehyde as a lilkeasurements of protein load from
Bradford assay and catalytic activity in hydrolysisN-a-benzoylbL-argininep-nitroanilide
were made for the immobilized enzyme.

The protein content in the modified viscose yarhigher than that in the cotton yarn:
the maximum amount of immobilized trypsin is 8.3§/gwiscose yarn and 6.1 mg/g cotton
yarn. However, immobilized activity is higher footton fiber (up to 1.22 U/g) than viscose
fiber (up to 0.78 U/g). The storage stability oé tinypsin immobilized on selectively oxidized
cellulose yarn is significantly improved comparedthwthe free enzyme. The resulting
composition of trypsin with cellulose has potental medical applications.

This study demonstrates the potential of the pat®axidation towards natural and
regenerated cellulose fibers in order to obtairddiayde cellulose fibers, as well as the
possibility of obtaining biologically active celhge fibers with immobilized trypsin using
dialdehyde cellulose cotton and viscose fibers.

Key words: cellulose fibers, cotton, viscose, sodium periedaiidation, dialdehyde
cellulose, physico-chemical properties, trypsinmiatbilization, storage stability



Nomenklatura

A apsorbancija

Asp asparaginska kiselina

AFM mikroskopija atomskih sila
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m masa uzorka, g
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PVA polivinilalkohol
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TEMPO 2,2',6,6'-tetrametilpiperidin-1-oksil radikal
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Uvod

Celuloza je najrasprostranjeniji bioobnovljivi m@ni polimer i zbog toga se moze
smatrati izuzetno vaznom sirovinom za dobijanj@armmizvoda raztite namene. Nedavno je
ovaj biopolimer privukao paznju javnosti zbog njegomogue upotrebe u proizvodnji
biogoriva. Melutim, celuloza se \evekovima koristi kao materijal i pokazala je svoju
raznovrsnost u brojnim primenama. DruStvena zasteranost za odrzive ekoloSke
proizvode podste efikasnu eksploataciju celuloze, a time i daf&azivanja u oblasti
biosinteze, strukture, hemijskog modifikovanja, jstewva, novih postupaka i tehnologija i
novih primena ovog polisaharida.

Celulozni materijali se, generalno, odlikuju kaeakgtikama kao Sto su: gma,
hidrofilnost, nerastvorljivost u vodi, stabilnostepra hemikalijama, biokompatibilnost,
netoksénost, reproducibilnost, biodegradabilnost i méamst recikliranja. | pored ovih
specifénih i preimuéstvenih karakteristika celuloze, istrazeni su @ jovek se istrazuju)
postupci modifikovanja kojima se mogu poboljSati awgginalna svojstva ili dodati nove
funkcionalnosti celulozi. Na polju modifikovanja lgkwze centralno mesto zauzimaju
hemijski tretmani, mé&u kojima se posebno izdvaja hemijsko modifikovameuloze
upotrebom oksidacionih agenasa. Tokom oksidacijelaze, aldehidne, keto i karboksilne
grupe mogu biti formirane u celulozi, u zavisnasdi prirode oksidacionog sredstva i uslova
procesa oksidacije. Zahvaljdjutrima hidroksilnim grupama dostupnim za oksidacy
okviru jedne anhidroglukozne jedinice i polimernddarakteru celuloze, moze se poésti
izuzetna raznovrsnost strukturin modifikacija i Kamacija.

Oksidacijom celuloze nastaje oksidisana celulozasicekuloza, koja predstavija
zna&ajnu klasu biokompatibilnih i bioresorptivnih pokma. Bioapsorpcija oksiceluloze
vivo deSava se hemijskim depolimerizovanjem i enzimskiinolizom. Uprkos tome Sto je
oksiceluloza dokazana kao hemostatagens i Siroko se koristi u klitkoj praksi, ona i dalje
privlaci veliku paznju i ispituju se njene potencijalno Bqwimene.

Za razliku od véine reakcija oksidacije koje karakteriSe niskaldelaost, perjodatna
oksidacija je jedan od retkih primera visoko seleldg modifikovanja celuloze. Oksidacijom
celuloze perjodatima dolazi do istovremene oksjdagbe sekundarne hidroksilne grupe do
aldehidnih, uz otvaranje oksidisanog dela piranozsrstena makromolekula celuloze. Na taj
nain dobijena dialdehid celuloza predstavlja polazsmovu za dobijanje Sirokog spektra
vlakana specijalne namene. Jedna odané prednosti perjodata nad ostalim oksidacionim
sredstvima je u tome Sto minimizuju degradaciju bezbeuju ocuvanje mehagkih i
morfoloSkih svojstava polaznog materijala. Parojah perjodatnom oksidacijom celuloze
nastali polimeri, koji pored primarnih i sekunddrridroksilnih grupa sadrze i aldehidne
grupe, prosiruju opseg primena celuloze.

Prema raspolozivim literaturnim podacima, dosadafsifazivanja uticaja perjodatne
oksidacije na svojstva celuloznih materijala ug@wnsu fokusirana na ragiie vrste tehrike
celuloze.

Predmet rada ove doktorske disertacije je gawanje uticaja visoko selektivnog
oksidacionog sredstva natrijum-perjodata na svajptirodnih (pamuk) i hemijskih (viskoza)
celuloznih vlakana, kao i préavanje dobijanja i svojstava bioloSki aktivnih \dala
dobijenih imobilizacijom tripsina na oksidisanimldeznim vlaknima. U radu su istrazeni
uzajamni odnosi i uticaji strukture i svojstavalréiih celuloznih vlakana, uslova oksidacije i
parametara imobilizacije tripsina i postignutinkefta bioaktivhog dejstva celuloznih vlakana



sa imobilisanim tripsinom. Takie, odreeni su optimalni uslovi modifikovanja u zavisnosti
od mogue dalje upotrebe bioaktivnih celuloznih viakana.

Za modifikovanje natrijum-perjodatom i dobijanjeolmski aktivnih viakana odabrana
su pamdna i viskozna vlakna zbog toga Sto predstavljajznaajnija celulozna vlakna za
primenu u medicini, zahvaljujuizuzetnim karakteristikama koje ih odlikuju: sojpovlage i
tecnosti, mekoa, afinitet prema kozi, antistéitio ponasSanje, visoka mehékea stabilnost i
lako pranje i/ili sterilizacija. lzuzetan potentija@eluloznih vlakana lezi u njihovoj
molekulskoj strukturi, koja daje odhe moguénosti kao matriks za dizajniranje bioaktivnih,
biokompatibilnih i inteligentnih materijala.

Uticaj promene parametara oksidacije na struktuswajstva prirodnih i hemijskih
celuloznih vlakana pt&n je standardnim metodama za karakterisanje tiviapje viakana,
ukljucéujué¢i i instrumentalne metode analize. Polazna i mkdifana paména i viskozna
vlakna okarakterisana su sa aspekta sadrzaja didetgrupa (Ca-acetatna metoda), dko-
mehantkih svojstava (finéa i prekidna j&ina), sorpcionih svojstava (sorpcija vlage,
sposobnost zadrZzavanja vode i sorpcija joda), iralekstepena kristalnosti (preko jodnog
broja) i mikromorfoloSkih karakteristika (skeniragu elektronska mikroskopija). Dobijena
celulozna vlakna sa imobilisanim tripsinom okaraktma su odivanjem koltine vezanih
proteina, katalitike aktivnosti i stabilnosti enzima pri lagerovanspektrofotometrijske
metode).

U radu je pokazano da selektivna oksidacija prifodrinemijskih celuloznih viakana
natrijum-perjodatom, pri ragiitim uslovima, omogéava dobijanje dialdehid celuloze
razlicitog stepena oksidacije. Zahvaljgjuvisokoj reaktivnosti aldehidne grupe, dialdehid
celuloza moZze da se koristiti kao polazna osnovadaaijanje Sirokog spektra vlakana
specijalne namene. Dialdehid celuloza moze da seraipokao podloga za kovalentno
vezivanje proteina, aminopolisaharida ili boja re@ka sa njihovim amino grupama, kao
materijal za izmenu jona nakon dalje oksidacijeodigovarajdih karboksilnih kiselina, ili
nepromenjena za specifie primene. Dialdehid celuloza je prepmma kao pogodan
biokompatibilni i biodegradabilni matriks za imabdciju i kontrolisano otpustanje lekova i
hormona, dok sama dialdehid celuloza u nerastvornofriiku inhibira razvoj
mikroorganizama. U ovom radu dialdehid celulozaugpeSno iskoréena kao nosaza
imobilizaciju tripsina, enzima koji nalazi primenuretmanima rana.

U skladu sa ciljevima ovog rada, uteni su parametri procesa modifikovanja
razlicitih celuloznih vlakana natrijum-perjodatom i os»ojje postupak dobijanja bioloski
aktivnih vlakana imobilizacijom tripsina na oksidism celuloznim vlaknima. Utdena je
korelacija izmdu uslova oksidacije, uvedenih aldehidnih grupa ijste@a modifikovanih
pamuwnih i viskoznih vlakana, sa jedne strane, i &ak i aktivnosti tripsina imobilisanog na
oksidisanim celuloznim vlaknima, sa druge strarmjakva zavisnost do sada nije zabelezena
u literaturi. Time je omogieno da se izborom uslova oksidacije dobiju p&mau viskozna
vlakna sa odrenim sadrzajem aldehidnih grupa, a time i konkmetarednostima kotine i
aktivnosti imobilisanog tripsina, meh&kim i sorpcionim svojstvima, 5to omogava
njihovo prilagaavanje zeljenoj nameni finalnog proizvoda. Proizyadivlakana sa
imobilisanim enzimima predstavlja al@vajlti pravac razvoja u oblasti bioloSki aktivnih
vlakana i bud¢i rad na ovom polju bi bio od izuzetnog pré&kig zn&aja.

IstraZzivanja vezana za predmet ovog rada uklapaju svetske trendove i po obimu i
po nagnim dostigndima u svetu predstavljaju ztegan opus u oblasti polimernih materijala,
tekstilnog i biohemijskog inZenjerstva.
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1. Struktura i svojstva celuloze

Celuloza je najrasprostranjeniji organski polimkoji doprinosi ukupnoj godisnjoj
proizvodniji biomase sa oko 1,5 x'f@ona i smatra se gotovo neiscrpnim izvorom sirovog
materijala [1]. Celuloza je osnovna gradivna supsdelijskih zidova biljnog sveta i vazna
obnovljiva sirovina za dobijanje niza proizvodalréize namene. Ona je vazna industrijska
sirovina za proizvodnju hartije, tekstila, hemijskilakana i celuloznih derivata. Zbog svog
ogromnog industrijskog zdaja celuloza je u pogledu svojih fikih i hemijskih svojstava
vrlo temeljno prodavana.

Najveli sadrzaj i najistija celuloza potie iz pamuka, u kome je ona u ska@istom
obliku (95-98 %). Ona se u biljkama nalazi u smeai hemicelulozama, ligninom,
pentozanima i drugim praten supstancama. Poznavanje principa biosintezefusek rasta i
morfologije prirodnih celuloznih vlakana i traheideveta, u kojima se fibrili celuloze u toku
rasta na razit n&iin orijentiSu u pojedinim slojevimaelijskog zida, u odnosu na
elementarne fibrile, predstavlja osnovu za razumgvademijskog i fizikog ponasanja
celuloznih vlakanaéelija drveta [2].

Biosinteza celuloze podrazumeva
formiranje celuloznih lanaca iz monomera
glukoze, formiranje fibrila iz celuloznih lanaca i
orijentaciju fibrila ucéelijskom zidu. U nastajanju
celuloze glavnu ulogu igra kompleks enzime
celuloza-sintetaza, tzv. terminalni kompleks ili
rozeta. Ovaj enzim katalizuje vezivanje glukoze
za neredukujéi kraj molekula i na taj nan
produzava lanac celuloze. Svaki terminaln
kompleks ima 6 subjedinica, a svaka se sastoji (
6 enzima koji proizvode 6 glukoznih lanaca [3, 4]
Kompleks se nalazi unutar spoljnéelijske == g

. . . L
membrane, tako da su celulozni lanci direktne ||| FE
naslagani u celijskom zidu. Svi enzimi SZgldtg
terminalnog kompleksa istovremeno sintetizujt '
paralelne celulozne lance koji, izvan terminalnog
kompleksa, spontano kristaliSu u paralelnu
strukturu celuloze | [5] (slika 1.1).

Celuloza kao materijal je vekovima Siroko
koris¢ena u raznim prakinim primenama. Mé&utim, njen hemijski sastav, struktura i
morfologija su takde vekovima bile nepoznate. Moderna istorija herogkiloze je zapravo
pocela 1838. godine kada je francuski &isik Anselme Payen [6] otkrio da selijski zidovi
skoro svih biljaka izgrdeni od iste supstance, kojoj je dao nazuloza Od tada suinjeni
brojni pokuSaji da se utvrdi njena hemijska idka struktura. Mnogi naunici su verovali da
je celuloza izgréena od nekoliko malih molekula glukoze ili celol®pza samo mali broj
nawnika je prihvatao premisu da je celuloza polimgr Medutim, tek u 20-tom veku, pet
godina nakon Haworth-ovog otka strukture celobioze [8], predloZzena je molekulska
struktura od strane Sponsler-a i Dore-a [9], 198@ime. U njihovom radu su zanemarene
neke esencijalne ¢ke diskusije, kao Sto je prostorni aranZman lanalcge, bez obzira na to,
taj rad bio osnova za pradtio svaki model celuloze postavljen od tada.

Posmatrano
odozgo

/' Posmatrano
o 34 strane

Slika 1.1 Model kompleksa enzima
celuloza-sintetaza iz koga nastaje
kristalna celuloza | [4]
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1.1. Molekulska struktura celuloze

Celuloza se moze definisati kao polidisperzni Imeg@olimer poli(1,4)-D-glukoze
sa sindiotaktnom konfiguracijom [7]. Empirijska foula celuloze je (§H100s),, a njena
opSta formula moze se prikazati kao na slici 1.8veRivanje molekula D-glukoz@-
glikozidnom vezom izméu C1 i C4 omogéava linearno prostiranje makromolekula celuloze
I odreiuje njena svojstva i konfiguraciju. Svaki drugi kihzidni ostatak u celuloznom lancu
je zarotiran za 180° u ravni. Na ovagimg dve susedne strukturne jedinice definiSu disdha
celobiozu. S obzirom na to da se hidroksilne gropeSestom ugljenikovom atomu dva
susedna glukopiranozna prstena nalazeans polozZaju, celuloza je svrstana u sindiotaktne
stereoregularne polimere.

CH,OH CH,OH
o
H OH
OH H
H
H OH

Slika 1.20psta formula celuloze [2]

Svaka jedinica glukoze ¢8100s) u celulozi sadrZi tri slobodne hidroksilne grugee
sekundarne, na drugom i ¢sm C-atomu, i jednu primarnu na Sestom C-atomuuisikne
hidroksilne grupe ispoljavaju kiseli karakter i watnom stepenu disosuju, néto
hidroksilne grupe na drugom C-atomu. Prema polar(tgeaktivnosti) u vodi, one se mogu
poreiati u sledéi niz: C2-OH > C6-OH > C3-OH [10]. Bez obzira navésne razlike u
karakteru, sve tri hidroksilne grupe glukozidnihabaka sposobne su za tipeé reakcije OH
grupa, kao Sto su eterifikovanje i esterifikovanje.

Svaki molekul celuloze sadrzi dve r&#i krajnje grupe, zbogega se moze govoriti
o usmerenosti lanaca (slika 1.3). Na jednom krancé nalazi se D-glukozidna jedinica sa
slobodnom C4-OH grupom (neredukéijkraj), a na drugom, ostatak glukoze sa slobodnom
C1-OH grupom, koja je u ravnotezi sa aldehidnomkstirom (redukuijti kraj) [11, 12].

U celulozi koja se koristi kao industrijska siro&inivek se nalazi i izvesna koihia
keto, karboksilnih i metoksilnih grupa, u zavismast izvora i postupka izolovanja celuloze
[1, 2]. Smatra se da se makromolekul celuloze pagt®9 % glukozidnih monomernih
jedinica, a da se pored glukoze mogtii lstaci ksiloze, manoze i glukuronskih kiselin [2

Monomerne jedinice celuloze imaju strukturu pirammg prstena, Sto su pokazala
ispitivanja pomou difrakcije X-zraka i IC i NMR spektroskopije. Gdopiranozni prsten
moze da zauzme osam energetski povoljnih konfoionétioblika "stolice” i "kade", koji
mogu da utiu na reakcionu sposobnost hidroksilnih grupa [13& ipredodrede polikristalnu
strukturu celuloze. Utdeno je da ostaci D-glukoze usvajaju konformaé{u stolice, oblik
sa najnizom slobodnom energijom za molekul.

Zahvaljujii ekvatorijalnoj orijentaciji hidroksilnih grupa injihovoj linearnoj
strukturi, molekuli celuloze pokazuju izrazitu tendgu da obrazuju intra- i intermolekulske
vodonine veze (slika 1.3). Smatra se da celuloza ima joolj@m sliaju dve razhite
intramolekulske vodogine veze, jednu izndet OH-3 i O-5' susednog prstena (duzine 2,75 A)
i drugu izme@u OH-6 i OH-2' (duzine 2,87 A) kada je hidroksirhgtupa na poziciji C-6 gy
konformaciji [10, 14].
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Eedulkujuci kraj

<
Polimerizovanje Celobioza
lanca

Slika 1.3Struktura i intra (---) i intermolekulske (---) vatkne veze u celulozi | [2]

Konformacija hidroksimetil grupe je definisana salova, od kojih se prvo odnosi
na torzioni ugao (O5-C5-C6-06), a drugo na torziagao (C4-C5-C6-0O6). Na primer,
idealnagt konformacija bi mogla biti definisana kao set ag digla, 60° i 180°. Na slici 1.4
prikazana su tri najverovatnija konformaciona pajazhidroksimetil grupa na C-6 atomu
piranoznog prstena, kao i torzioni ugloyii v uz glikozidnu vezu. U celuloznom lancu
konformacione varijacije uglavnom zavise od rotaoiko glikozidne veze.

g T; g2 gg gt g

06 HéproR HoproS
Cd 05 C4 05 C4d 05
- HéproR
HéproR HéproS  Hb6proS 06 06 pro
a) H5 HS HS

Slika 1.4a) Sematski prikaz konformacija hidroksimetil grueC-6,g i t su skréenice za
gos i trans; b) torzioni uglovi oko glikozidne vgd®]
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Kao posledic4C; konformacije i (1-4) glikozidne vezZ@D-glukopiranoznih ostataka,
struktura celuloznog lanca odgovara spirali druggmta simetrije, sa periodom idemosti od
10,36 A (1,03 nm) [15]. Na slici 1.5 prikazan jevijeni" prostorni oblik makromolekula
celuloze, u kome torzioni uglovi i v uz svaku glikozidnu vezu (C1-O1 i O1-C4) iznose —
25°, odnosno + 146°. Ovakva orijentisanost glukomenih ostataka omoémva stvaranje
intramolekulske vodotine veze izméu OH grupe u polozaju 3 i kiseonika u polozaju 5'
drugog ostatka, koja deluje tako da omé@ya uvijanje makromolekula celuloze [2]. Ova
veza obezhi#uje dodatnu stabilizaciju @--Q: 2,75 A) i standardna je u celuloznim lancima
sa simetrijom drugog reda, ali izostaje kada swemnanje stabilne konformacije dobijene
pod razl€itim spoljnim uslovima [15].

|

CHOH

Slika 1.5Uvijeni prostorni raspored molekula celuloze pordans-u [13]

U saglasnosti sa shvatanjem spiralne struktureemog makromolekula celuloze
ustanovljeno je postojanje zavojne ose simetrijgdg reda (2. Zavojna osa povezuje svaki
sled€i glukozni ostatak u lancu sa njegovim prethodnikootacijom za 180° oko ose
molekula i translacijom za Y duZzine perioda iderdsti duz ose molekula [16], kao Sto je
prikazano na slici 1.6. Prema tome, za svaki at@mksordinatama (x, y, z) postoji
ekvivalentni atom sa koordinatama (-x, -y, z + Zhog 2 simetrije molekul celuloze ima
oblik pljosnate trake.

X 1.03 nm
r.)s
/“ \ v /“\
.-.‘_III : - - ,.\ v > 7
Y 1 ' \h\/
06

Slika 1.6 Fragment celulozne spirale drugog reda, sa prit@nd'spiralnom niti" koja spaja
O-6 atome. H-atomi nisu prikazani [16]
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Istrazivanja su pokazala da se Stmetriji pokoravaju kristalne strukture celulolze
[17], celuloze 11 [18], celuloze WjI[19] i celuloze II|, [20]. Jedino celuloza,l[21] ima
prostornu grupu sa jednostavnijom simetrijom, Rkotda je J jedini poznati oblik celuloze
bez egzaktne spiralne simetrije. lako je za ostdlbke kristalne celuloze ;2simetrija
univerzalno prihvéena, joS uvek je otvoreno pitanje da li je metrija verovatan oblik
izolovanog molekula celuloze (tj. konformacija vemiske energije), ili je ta simetrija
nametnuta na &an napona indukovanih u pojedémém molekulima kada se lanac pridruzuje
kristalnoj reSetki.

Pored toga Sto su odgovorne za zavojnu osu drugphay tramolekulske vodatme
veze su osnovni uzrok relativne krutosti makromolelaeluloze. Krutosti lanca doprinosi i
B-glikozidna veza, koja oddeje linearnu prirodu lanca, i konformacija stolipganoznog
prstena [22]. Lanac celuloze zapravo nije tako;ste je sam molekul polusavitljiv i moze se
smatrati relativno mobilnim. Molekuli ndeisobno reaguju i util jedni na druge, ptiemu su
moguta dva naina stabilizacije za svaki molekul: po jednontina, pojedin&ni molekul
reaguje sa drugim molekulima, a zatim svaki moléarmpenzuje potencijalnu energiju radi
stabilizacije, dok po drugom, najpre je potencijadémergija svakog molekula minimizovana,
a nakon minimizovanja molekuli pmju da reaguju jedan sa drugim preko vodaiti veza,
van der Waals-ovih sila i interakcija dipolnog mantze[10].

Celuloza se, kao i drugi polimeri, sastoji iz limda makromolekula razalitog stepena
polimerizovanja i razéite molekulske mase. Broj monosaharidnih jedinicaelulozi joS
uvek nije sa sigurnéd utviden. Problem utdivanja t&ne duzine molekula paég od niza
faktora: vrste izvora, njegove starosticima izdvajanja, metode odiwanja molekulske
mase i sl.

Eksperimentalno oddena molekulska masa celulozedaese od 300000-2500000 za
nativnu celulozu iz pamuka, lana i ramije, i oko @0@10000 za regenerisanu celulozu u
hemijskim celuloznim vlaknima. Prema Staudingewtednost stepena polimerizovanja u
bilinim vlaknima (pamuku, lanu, konoplji i ramijilznosi 2000-3000, a u regenerisanim
celuloznim vlaknima, zavisno od postupka proizved200-600 [2].

Verovatno je da nativne celuloze imaju srednji stepelimerizovanja v& od 10000
ili srednju molekulsku masu blizu 2000000. Lan istapen polimerizovanja 36000, pamuk
10800, sulfitna celuloza 2-3000 i viskozni rejon 4@4@]. Delimicnom degradacijom lanca
dobijaju se celulozni supstrati tipa mikrokristalneeluloze sa vrednostima stepena
polimerizovanja izméu 150 i 300.

Dejstvom kiselina i celulazom katalizovanom hidzolin, celuloza se moze
kvantitativno razgraditi do D-glukoze. 1zihe monomera glukoze i celuloze postoji Kipa
razlika. Glukoza je u vodi rastvorljivi ugljeni halr sa mutarotacijom hidroksilne grupe na
anomernom C-atomu [23], dok je celuloza nerastworipolimer sa rigidnom mrezom
vodoninih veza. U sustini, sva svojstva glukoze se raplilod onih kod celuloze. Meatim,
ve¢ celoheksoza, koja se sastoji od Sest monomerazp@k nerastvorljivost u vodi, a njen
13C NMR spektar je blizak spektru celuloze [24]. GloksaB(1,4)-vezama koji se sastoji od
20-30 anhidroglukoznih jedinica koje se ponavljapkgwuje sva svojstva celuloze [1].

Karakteristtna svojstva celuloze koja p&ti od molekulske strukture su: hidrofilnost,
hiralnost, degradabilnost i Siroka hemijska razeoest koju inicira visoka donorska
reaktivnost OH grupa. Molekulska struktura je td&msnova za prostrane mreze vodoiti
veza, koje celulozi omogavaju da formira razlite elemente strukture. Svojstva celuloze su,
prema tome, oddena hijerarhijom u nadmolekulskoj strukturi i orgaatiji.



Struktura i svojstva celuloze

1.2. Nadmolekulska struktura celuloze

Intermolekulske vodorine veze, koje u velikom broju postoje iztunepojedinih OH
grupa koje pripadaju ostacima glukoze r&th celuloznih lanaca, doprinose efikasnom
pakovanju spiralno formiranin makromolekulskihn niap Sto vodi obrazovanju
karakteristénih pravilnih kristalnih struktura. Ovakvo efikaspakovanjece izostati ukoliko
u jednom ili viSe polisaharidnih nizova d®do promene pravca niza, tako da géormljena
spirala izmeni karakteristike u jednom svom dela bvaj ndin se objasSnjava pojava
amorfnih sekvenci u vlaknima celuloze [13]. Daklecelulozi se mogu razlikovati podija
vece srelenosti koja imaju kristalnu (ili blisku kristalnogtrukturu i manje stene oblasti
koje se smatraju amorfnim. Prisustvo kristalnih noo@ direktno je dokazano
rentgenografskim metodama. Razlikuju¢séiri glavna kristalna polimorfa celuloze: celuloza
LTIV,

Celuloza | je nativha i sée se u prirodnim viaknima, kao Sto su pamuk, lamija,
juta i druga likina vlakna, algama, bakterijamanaze biti konvertovana u druge polimorfe
razlicitim obradama. U okviru nativne celuloze koegzagtirdva razliita kristalna oblika, i
Is. Oba oblika celuloze | imaju istu konformaciju mkiilskih lanaca [25], ali razite sisteme
vodoninih veza [26]. Kristalni alomorf,lje dominantan u celulozi algi i bakterija, dok u
celulozi viSih biljaka i celulozi animalnog porektominira } oblik [27]. Celuloza | je
metastabilna i moze biti ireverzibilno konvertovand oblik primenom visokih temperatura
[28-30]. Svaki od alomorfa celuloze | moze bitinséormisan u celulozu Il, bilo obradom
alkalijama ili regenerisanjem iz rastvora [31, 3@kim toga, celuloza Il se nalazi u prirodi
kao proizvod sinteze nekih algi i bakterija [33].

Bubrenjem celuloze I ili celuloze 1l ud@om amonijaku na — 80 °C ili nekim aminima
kao Sto je etilendiamin i razlaganjem nastalog kaksd, dobija se celuloza lll. U zavisnosti
od polazne celuloze, nastaje aibrei tip celuloze I, celuloza Ilili celuloza Iy,
respektivno [34-36]. Na osnovu difrakcije X-zrakakfuceno je da su ova dva tipa
medusobno veoma gina. Takade, svaki tip celuloze Il pokazuje strukturnucelbst sa
polimorfom celuloze iz koga je nastao. Konverzijaalulozu Il je reverzibilna, tako da se
polazni polimorf moze dobiti obradom sa kiglom vodom ili hlorovodognom kiselinom.
Takade je mogde dobiti celulozu 11 iz celuloze i Il obradom alkalijama, p&emu je
konverzija iz celuloze l]lireverzibilna.

Obradom celuloze il odnosno il u glicerolu na 260 °C nastaje celuloza, IV
odnosno I\ [34, 37], ali je u véni slu¢ajeva ova transformacija samo delima [38]. Ova
dva tipa celuloze 1V, kao i polimorfi celuloze Ilimaju skoro identine jedinéne ¢elije.
Difrakcijom X-zraka otkriveno je da celuloza l@ostoji u primarnom zidu parsaih viakana
I nekih drugih vrsta sa primarnim zidom [39] i veruge da je celuloza |\zapravo slabo
sreieni oblik celuloze I.

Na slici 1.7 dat je zbirni prikaz interkonverzipmeiu razlcitih polimorfa celuloze.

Merenjem modula elastosti F kristalnih oblasti polimorfa celuloze u pravcu
paralelnom sa osom lanca, dobijene su vrednostid8q 88, 87, 58 i 75 GPa za celulozu I, II,
[, 1y i 1V, respektivno, koje ukazuju na thesobnu potpunu razitost ovih polimorfa u
mehantkom smislu [40].
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Slika 1.7 Razlkiti polimorfi celuloze i njihove transformacije [14]

Pre otkréa kristalnog dimorfizma celuloze, éiea kristalografskih pratavanja bila je
usmerena na odiwanje osnovne jeditine ¢elije. Kontroverze u vezi sa dimenzijama
jedinicnecelije celuloze | i prostornom grupom (za koju seov@lo da je jedinstvena), trajale
su dugi niz godina uprkos zapazanjima od stramaZisiga da postoje ziajne varijacije u
intenzitetu difrakcija u zavisnosti od porekla wkanrlz tog razloga, u literaturi se &eeveliki
broj protivur&nih eksperimentalnih podataka i strukturnih modela.

Prvi objavljeni izveStaj o nadmolekulskoj struktumativne celuloze (celuloze 1) [41]
prethodio je odrdivanju molekulske strukture, samo godinu dana nak&ri¢a difrakcije X-
zraka [42] i iste godine kada je ona prvi put pmjeea od strane Bragg-a [43], tj. 1913
godine. Rasvetljavanje kristalne strukture celulppeelo je radovima Sponsler-a i Dore-a
(1926. godine), koji su predlozili jedimu c¢eliju sa jednim lancem. Prema ovom modelu, duz
lanca se naizmetno smenjuju (1-1) i (4-4) veze [9].

Prvi podesan model za nativnu celulozu predlozilMeyer i Mark 1928. godine [44]
na osnovu rentgenograma celuloze iz ramije. Ompredlozili monoklinénu jediniénu ¢eliju
(@=8,35A, b=7,0Aic=10,3 A (0sa vlaknp) 84°) koja je dugo sluZila kao referentna
tacka. Elementi simetrije u prostornoj grupi ;P& u saglasnosti sa spiralnom simetrijom
drugog reda celuloznog lanca, tako da je predlcteukturni model u kome su lanci bili
antiparalelno orijentisani. Model celuloze | saggmim izmenama objavili su Meyer i Misch
1937. godine [45]. Jedikmacelija proizaSla iz ovih istrazivanja (slika 1.8%javek se koristi
u edukacione i prakine svrhe.

103 A —

b=

—— a=B.35A —

Slika 1.8 Meyer i Misch-ov model celuloze | (b-osa vlakfaygao kristalne reSetke) [45]
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Ispitivanja kristalne strukture celuloze sredinomtifOgodina proslog veka dovela su
do modifikacije ovog modela, pre svega u orijentdanaca u kristalnoj reSetki, za koju je
zakljweno da je paralelna [46, 47], tj. da su lanci anskristalu orijentisani u istom smeru.
Sa druge strane, ispitivanja strukture celuloze "lgoniasu ukazala na prostornu grupu P1 i
triklini ¢nu jedintnu ¢eliju [46, 48].

Nakon otkréa Atalla i VanderHart-a 1984. godine da se natigelloza sastoji od
dve razltite kristalne faze,li Ig, na osnovu*C-CP/MAS NMR spektroskopskih ispitivanja
[49, 50], usledio je niz istrazivkih projekata sa ciljem oddezanja kristalne strukture i
svojstava pojediraih alomorfa, kao i procedure za njihovu interkamvje [51, 52].

Razmatranjem prostornih grupa i organizacije lanaekljuweno je da celulozigl
odgovara triklinEna jedinéna ¢elija sa jednim lancem, a da celulozairha monoklinénu
jedinicnu ¢eliju koja sadrzi dva paralelna lanca [53, 54]. dfooni aranzman molekula u
jedinicnim ¢elijama prikazan je na slici 1.9. Postoje dva tiparalelnog prostornog
aranzmana, "parallel-up” i "parallel-down". U jedimm celijama celuloze i I lanci su
upakovani na “"parallel-up” te [55], Sto zn& da atom kiseonika u glukopiranoznom
prstenu (O5) ima @ vrednost koordinate u odnosu na njemu najblizi atom ugkar(iC5),
tj. da je redukujéi kraj u pravcuc ose.

<

Slika 1.9 Sematski prikaz na pakovanja lanaca u jedinbj ¢eliji celuloze. Levo:
triklini ¢na jedintnacelija celuloze J; desno: monokligina jedinénacelija celuloze | [55]

Triklini ¢na jedinéna ¢elija ima jednoladanu P1 strukturu, sa susednim molekulima
koji su pomereni za 1/4 veéine jedintnecelije uc pravcu [54]. U monoklidinom sistemu sa
dva lanca po jeditnoj ¢eliji, ugaoni lanac je pomeren z&4 u odnosu na centralni lanac,
tako da celokupna konfiguracija pokazuje nepoduskirsusednih lanaca.

Razvoj novih metoda i tehnika, kao Sto je sinhrofraeutron difrakcija, omogiio je
da se razjasne kristalna struktura i sistem vashimiveza u celuloziI[21] i Iz [17]. U tabeli
1.1 dati su parametri jediime celije celuloze | i Ig, a na slici 1.10 njihove razlte projekcije.

Tabela 1.1Parametri jedirdinecelije celuloze J [21] i I [17]

_ Prostorna | Broj Dimenzije jedini¢ne éelije (A, °)
Tip grupa lanaca a b c o B ¥
I, Triklini¢na P1 1 6,717 5,962 10,400 | 118,08  114,80| 80,37
[s Monoklini¢cna P2 2 7,784 | 8,201 10,380 90 90 96,5
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Slika 1.10Jedinénecelije celuloze | (levo) i Iy (desno) u razditim projekcijama: a) duz
ose lanca, b) vertikalno na osu lanca i ¢) ventikaia slojeve [21]

U celulozi §, dva lanceije se konformacije neznatno razlikuju su u monukhoj
jedini¢noj resetki. Svaki lanac lezi na osi simetrijg R@ja zahteva da susedni glukozni ostaci
u istom lancu budu iderni. U celulozi |, postoji jedan lanac u triklitnoj jediniEnoj celiji.
Sve hidroksimetil grupe usvajajutg konformaciju, Sto omodgava obrazovanje
intramolekulskih vodorinih veza u koje su ukliigne O2 i O6 grupe, koje interaguju na vise
naina. Dakle, pored intramolekulske vodeme veze O3-H---O5, oba alomorfa celuloze |
poseduju intramolekulsku vezu O2-H---O6, ali je drata u celulozi & [17]. Kada je u
pitanju intermolekulska vodoina veza O6-H---O3, koja lezi u ravni molekulskogjal
celuloze, kod oba alomorfa postoji izvesna némmest sa ovom vezom. Naime, O6 moze da
deluje kao akceptor i, u nekim 8hjevima, postoji sklonost ka obrazovanju O2-H---O6
intermolekulske vodotine veze [17, 21]. Na slici 1.11 prikazani su sistendoniEnih veza u
celulozi |, i 1, dobijeni na osnovu kristalnih struktura koje slremlili Nishiyama i saradnici
[17, 21].

Slika 1.11Sistemi vodorinih veza u celulozig(A) i I (B). Oznake atoma: ugljenile,
kiseonik Q) i deuterijum §) [56]
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Konformacija anhidroglukoznih ostatakg3(1,4)-veze su molekulske karakteristike
koje prave razliku izm#u celuloze | i Ig [57]. Kao Sto je réeno, atomi O2 i O6 pokazuju
viSestruke mogtnosti obrazovanja vodatnih veza. To moZe biti razlog sto su 02 i O6
najreaktivniji od hidroksilnih grupa na povrSinigtala celuloze. Sa druge strane, atomi O3 su
prakticno nereaktivni zbog f@gne intramolekulske O3-H---O5 veze [58].

Intermolekulske vodotine veze u celulozi su odgovorne za slojevitu priradtivne
celuloze. Celulozni lanci su organizovani u sloj&eo@i su upakovani na "parallel-up” ¢ia.
Kako izmelu makromolekula susednih slojeva (paralelnih rawvrejna vodorinih veza,
stabilnost strukture kristalne reSetke celulozeripipuje se van der Waals-ovim silama.
Struktura celuloze |, koju karakteriSu jake vodme veze u ravni lanaca, a slabe ptinka
sile izmetu njih, idealna je za ulogu koju celuloza ima uozidna biljnih ¢elija [2].

Celuloza |} je termodinamiki manje stabilna od celulozg, Is obzirom na to da ima
manju gustinu [54] i da zagrevanjem prelazi u $tabk fazu. Energija "pakovanja” fazgje
veca u odnosu nag fazu,cime se objasnjava ireverzibilnost transformacjje ll. Rezultati
FTIR analize su pokazali da su neke vodoei veze paralelne sa osom lanca celuloze
reorganizovane tokom transformacije [54].

U bifaznim celuloznim sistemima koji sadrze &ajae koltine i I, i I3 faze, postavlja
se pitanje preciznog ultrastrukturnog lociranjakevéaze. U celulozi iZelijskog zida zelene
alge Microdictyon 1, i Iz domeni se naizmetno smenjuju, na kratkim rastojanjima, duz
svakog mikrofibrila [54]. U sléaju algeValonia, |, i I3 domeni se smenjuju i popreko i duz
mikrofibrila [59, 60].

U prirodi nije pronden ¢ist oblik celuloze J. Udeo ovog oblika celuloze varira od 64
% u algiValoniai bakterijskoj celulozi, do 20 % u celulozi ramijpamuka [61]. Sa druge
strane, tunicin poseduje jedino oblikgl Odnos dva razlita kristalna alomorfa,li Ig u
nativnoj celulozi zavisi od porekla celuloze, aéi otce na kristalnost. Na primer, celuloza
alge Valonia, koja je izuzetno visokog stepena kristalnostilrgiaoblike |, i Ig u odnosu od
oko 60 % prema 40 % [62], dok celuloza animalnogekla iz Halocynthig priblizno istog
stepena kristalnosti kagalonia, sadrzi ne vise od 10 % celulozd63].

Postojanje J i 1 alomorfa u uzorcima celuloze moze uticati na rigakist nativne
celuloze s obzirom na to da jerhetastabilna, a time i reaktivnija gddblika. Dakle, njihova
razlicita stabilnost moZze dovesti do toga da je oblik centar inicijalne reakcije u
mikrofibrilima [64].

Preliminarni rad na celulozi 1l od strane Andres$929. godine [65], predstavio je
jedini¢nu ¢eliju sa dva molekula. Mitim, rezultati difrakcije X-zraka za celulozu liliksu
manje pouzdani od onih za celulozu | zbog velikogja difrakcionih intenziteta koji su se
medusobno preklapali [66]. Ispitivanja poio difrakcije neutrona usmerila su paznju na
vecu jediniénu ¢eliju koja sadrzi osam molekula i simetriju koja pga bliska P2 [67].
JedinEne ¢elije celuloze 1l dobijene mercerizovanjem i regesanjem su méusobno veoma
slicne, ali postoje i izvesne razlike. Tako, paramataa regenerisanu celulozu ramije iznosi
8,662 A, a za mercerizovanu 8,588 A ¢B4, mercerizovana celuloza imatuevrednost ugla
vy od veine regenerisanih uzoraka [68]. Treba naglasitvaznu ulogu ima stepetistoce
koris&¢enih uzoraka i da regeneracija daje viSi nivo konye celuloze | u celulozu Il [31].

Prouwavanja molekulske i kristalne strukture celulozeldvela su do modela koje su
nezavisno objavili Kolpak i Blackwell [31] i Stipamic i Sarko [69] 1976. godine. Oba
modela definiSu celulozu 1l kao monokknu jedintnu ¢eliju sa dva antiparalelna celulozna
lanca. Zn&ajna karakteristika ove dve strukture je da dvadgedinéne ¢elije imaju razléite
konformacije hidroksimetil grupa. Prema Kolpak-Blackwell-u, sve hidroksimetil grupe
"up” lanca lociranog u uglu jeditne ¢elije bile su orijentisane bliskgt polozaju, dok su
hidroksimetil grupe "down" centralnog lanca bilézbltg polozaja. Ovakva situacija ukazuje

10



Struktura i svojstva celuloze

na zakljwak da duz ugaonog lanca postoji samo jedan tiprmitekulske vodogine veze, a
da se dva razlita tipa ove veze javljaju duz centralnog lancg[70

Celuloza Il pripada prostornoj grupi P8a parametrima jedifne ¢elije a = 8,10 A,b
=9,03 A,c = 10,31 A i monoklininim uglomy = 117,10° [18]. Molekulskim modelovanjem
odreleno je da energija pakovanja celuloze Il iznosi 142kcal/mol, upotrebom "ring"
metode [71]. Ovaj metod je tak® predvideogt konformaciju hidroksimetil grupe, u
saglasnosti s©C NMR rezultatima i tehnikama difrakcije elektrof&®2, 71-73]. Primenom
neutron difrakcione tehnike, Langan i saradnicizausili reviziju modela i ukazali da bi se
mali deotg konformacije mogao @au centralnom lancu [32]. Na slici 1.12 dat je &¢sRi
prikaz vodontnih veza u celulozi Il.

Ugaoni lanac Centralni lanac Ugaoni lanac

Slika 1.12Vodonine veze u celulozi Il [32]. Labilni atomi vodonikamenjeni su atomima
deuterijuma (D)

Za navodne intramolekulske vodéne veze je proreno da su razgranate, sa
izrazenom komponentom izahe O3 i O5, a neznatnom izae O3 | O6. Atom O6 ugaonog
lanca i za njega vezan H atom su u poziciji dag®paju kao donori prema trima mogu
akceptorskim atomima centralnog lanca (glavnha koraptan O6---O6 i dve minorne
komponente, 06---0O5 i O6---0O3). Jedno objasSnjeaj@wakav sistem vodaimih veza je u
vezi sa neskenogu hidroksimetil grupa. Smatra se da je ovakva dmgaia pre statistki
efekat (zbog mogie i gt i tg konformacije O6) nego sistem vezivanja koji zaigtetoji u
celulozi Il [74].

Razmatranjem rezultata analize struktura regemexisa mercerizovane celuloze,
uocene su male razlike izrde njihovih struktura, koje mogu biti u vezi sa kai razlikama
u koli¢ini nesretenih hidroksimetil grupa na centralnom lancu: ~ %@0za regenerisanu
celulozu i ~ 10 % za mercerizovanu celulozu [74].

Da u celulozi Il postoji kompleksniji sistem vodonih veza od onog u celulozi |,
dokazuje véa termodinantika stabilnost celuloze Il i ireverzibilnost promeoeuloze | u
celulozu 1l [2]. Razlika izméu celuloze | i Il nazngena je na slici 1.13. Intramolekulska
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vodonina veza O3-H---O5 postoji kod oba polimorfa i odgma je za rigidni, linearni oblik
pojedin&nog lanca celuloze. Razlika se javlja kod interrkolskih vodonénih veza: O6-H--
-O3 veza je dominantna u celulozi I, dok je O6-B2-glavna intermolekulska vod@nia
veza u celulozi Il. Zapravo, O6-H---O2 vezu obrazupaoni lanci, dok centralni celulozni
lanci formiraju O6-H---O3 intermolekulsku vodénu vezu. Dodatna razlika u celulozi Il je
interakcija izméu susednih slojeva O2-H (ugaoni lanac)---O2 (cémtrkanac), koja ne
postoji u nativnoj celulozi [64]. Prema Fengel-saradnicima [75], transformacija celuloze |
u celulozu 1l odrédena je raskidanjem i ponovnim formiranjem intermkalskih i
intramolekulskih vodornih veza.

o
o)
o
D"&;—'— 0-:5) Dﬂh

Slika 1.13Razlika u vodorinim vezama izméu celuloze | (levo) i celuloze 1l (desno) [64]

Celuloza II, nastala putem rekristalisanja, biloramlom celuloze | alkalijama ili
regenerisanjem iz rastvora, termodin&knje stabilnija od nativne celuloze zbog oslddaja
energije u procesu njenog nastajanja, koje jégma porastom entropije. Porast entropije
ukazuje na manju stenost strukture celuloze Il u odnosu na struktugluloze 1, Sto je
posledica antiparalelne orijentisanosti makromdkekwji se nalaze u susednim paralelnim
ravnima [2].

Alkalizacija celuloze je od velikog ztaja za komercijalnu proizvodnju celuloze kao
metod za pow@nje reaktivnosti (aktivacije) celuloze za naredreakcije, kao i za
mercerizaciju pamuka. Celulozu | je mégukonvertovati u razne kristalne alkalne forme
koje imaju razkite kristalne strukture i promenljiv sadrzaj NaOkbide. Sve forme prelaze u
kristalnu hidratcelulozu tokom ispiranja i u celzoll putem suSenja. JoS uvek je nejasno
kako paralelno upakovani lanci celuloze | prelazantiparalelnu orijentaciju celuloze Il bez
intermedijarne disperzije molekula celuloze [1].

Pri obradi celuloze alkalijama, kristalografséalija celuloze se menja zbog toga Sto
piranozni prstenovi u makromolekulu prelaze iz sk vertikalnog cik-cak rasporeda
(celuloza 1) u strukturu sa vertikalno-horizontatnirasporedom cik-cak konformacije
(celuloza Il). Razlika izm#&u navedenih strukturnih modifikacija celuloze, pr&aa na slici
1.14, sastoji se u pomeranju nekih susednih slofpaéekulskih nizova poptmo na osu
vlakna u toku obrade alkalijama [2].
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a) b)

Slika 1.14Sema raspodele celobioznih ostataka u molekuldozsd i I1: a) vertikalni
raspored u celulozi I; b) kombinovani raspored lulogi 11 [2]

Prema predlozenom mehanizmu konverzije celulozecklulozu 11 [69], prilikom
bubrenja agens rusSi jedému ¢eliju celuloze | razdvajaji slojeve lanaca orijentisanih u
istom smeru. Nakon uklanjanja agensa, posmatrasa r&loj) ne moze da se rekombinuje sa
prethodnim susedima, &esa slojevima susednih elementarnih fibrila. Ktizteija
antiparalelnih slojeva odigrava se znatno brZeeddistalizacije paralelnih, s obzirom na to
da je struktura celuloze Il energetski stabilnijacetuloze I.

Istrazivanjem mogtih konformacija segmenta celuloznog lanca, pokajarda dva
pravolagana segmenta od deset disaharidnih jedinica, aalghao upakovana, obezhgu
dovoljno privlanih interakcija kako bi indukovali oStro savijamjeluloze 1, Sto moze stvoriti
moguenost za prelaz iz paralelne celuloze | u antipéraleelulozu Il [64, 76]. Na slici 1.15
prikazana je Sema sukcesivnih koraka u transfoijmparalelne celuloze | u antiparalelnu
celulozu 1.

Celulozal

£

=

P S——

? . =

’ > Celuloza II

Slika 1.15Sematski prikaz sukcesivnih faza transformacijépanalelne celuloze Il iz
paralelne celuloze | [64]

i

Vlakna iz nativne i regenerisane celuloze sadrd&koaicee sretenih podrdja.
Odnos we&a kristalnih podr&ja prema ukupnoj masi supstance, tj. stepen knigsai,
odreiuje svojstva prirodnih celuloznih vliakana, polatelencke celuloze i gotovih hemijskih
vlakana.

Prema rentgenografskim podacima, stepen kristalruatnuka je vé& od 0,70,
pamunog lintersa oko 0,73, koji posle mercerizovanjdgaa 0,40. Stepen kristalnosti lana
se krée od 0,80-0,85, a viskoznih vlakana od 0,31-0,50krdkristalna celuloza zbog
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udaljavanja amorfnih podéa ima stepen kristalnosti do 0,9, a stepen poizoganja
izmedu 150-200, Sto odgovara duzini od 70-90 nm [2].

O obliku i velgini kristala postoje mnoge informacije. Pretpogtavée da su
plo¢astog oblika, a ispitivanjem njihove v@hie dobijene su progee vrednosti dimenzija
kristala, koje za celulozu | iznose 60 x 10 x 3 ranza celulozu I, 30 x 10 x 3 nm.
Poznavanje dimenzija kristala oma@gua da se izvedu zakéci o pristupé@nosti hidroksilnih
grupa na povrsini kristala i elementarnih fibrilada se razjasni obim reakcije izmene
vodonika iz hidroksilne grupe sa deuterijumom ibrgcija vode. Takée, odrdivanje
orijentisanosti i duzine kristalita omogava da se dobiju podaci o srednjoj ¥l pora i
Supljina u celuloznim vlaknim&jme se mogu i objasniti razlike u pristépasti za hemijske
agense [2].

Gustina celuloznih kristala je u vezi sa struktursopstance. Gustina kristalne
celuloze, odréena u pojedinmom kristalu, iznosi 1,59 g/cindok gustina celulozeistih
prirodnih vlakana dostize samo 1,55 gldifi7]. Manja gustina rena u prirodnim vlaknima
moze se pripisati prisustvu amorfne ili manjedsree celuloze [64].

Amorfna celuloza se razlikuje od kristalne celulqoestrukturi i svojstvima. Lanci u
amorfnoj celulozi se drze zajedno paiuoizotropnih intermolekulskih vodaimih veza,
ostvarenih preko hidroksilnih grupa u polozajim& €-C-3, Sto kao rezultat daje nasumice
raspordene domene [78]. Na osnovu NMR i difrakcije X-zraskriveno je da lanci u
amorfnim podrdjima nisu pravi i da nemaju odtenu orijentaciju kao u kristalnoj celulozi.
Umesto toga, oni imaju savijen i uvijen skelet, aleRuli imaju konformaciju nasurmog
klupka [73, 79, 80].

Kristalna i amorfna podtja se naizmekino smenjuju duz fibrila (slika 1.16).

Za razliku od kristalnih podtya koja su sréena, rigidna, inertna i relativno
nepropusna za vodu, amorfna pagausu nasundna, fleksibilna i pristupaa za vodu [81].
Dok su kristalne oblasti nosioci postojanosti nabhkolske strukture i oddeiju njenu
stabilnost prema temperaturi i drugim uticajima, stdukture amorfnih podtja zavise
deformacione karakteristike, ¢jJaa proizvoda, vrsta i brzina odigravanja destmurkh
procesa, ponasanje pri bubrenju i druga svojstva.

Kristalno podméje Amorfno podrucije

%"""'—-—-—._._ E E .

T

Slika 1.16Detalj fibrila sa kristalnim i amorfnim podgjima

Celulozni lanci su organizovani u elementarne lighdije popr&ne dimenzije iznose
3-20 nm, u zavisnosti od izvora celuloze, a duzig® hiljada nanometara i oni su skup
elementarnih kristalita koji su ri@sobno povezani molekulima celuloze u jednom istom
fibrilu [2].

Nedavno je predlozen strukturni model elementarfibgla na osnovu direktne
vizuelizacije primarnogéelijskog zidacelija parenhima kukuruza, primenom AFM-a [3].
Prema ovom modelu, 36 lanaca glukana formira HKnista subkristalne strukture, a
rasporéeni su u tri grupe na osnovu njihove lokacije @lik17). Prva grupa, koja predstavlja
centralno, pravo kristalno jezgro, sastoji se ddraca (Ch1-6) koji formiraju heksagonalni
popre&ni presek. Za ovu grupu se smatra da je potpursteknia. Druga grupa ukiuje lance
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koji su direktno povezani sa kristalnim jezgromiine je 12 subkristalnih lanaca (Ch7-18).
Konano, tre&a grupa ukljduje 18 subkristalnih ili nekristalnih lanaca locifia na povrsini
kristala (Ch19-36). Druga i tta grupa formiraju zastitu i prelazne faze izZimekristalnog
jezgra i naknadno naslaganih nekristalnih polimera.

Slika 1.17Popreéni presek elementarnog fibrila sa 36 lanaca. Langiumerisani od Chl do
Ch36 i kategorizovani u tri grupe: grupa C1 (Chk&)rzi 6 kristalnih lanaca, grupa C2
(Ch7-18) sadrzi 12 subkristalnih lanaca i grupa(Ci819-36) sadrzi 18 subkristalnih ili

nekristalnih lanaca [3]

Elementarni fibrili nastaju koordinisanom sintezagluloznih lanaca koja se deSava
na specitnim mestima u plazmé&toj membrani, gde enzimski kompleks celuloza-sazet
sintetizuje glukozne lance jedan pored drugog, mego Sto nastupi kristalizacija. Svaki
kompleks celuloza-sintetaze (poznat i kao terminkdmpleks ili rozeta), koji se sastoji od 6
subjedinica, a svaka subjedinica od 6 celulozaetmat izoforma, proizvodi ukupno 36
glukoznih lanaca [3, 4] (slika 1.18). Ovaj proces \isoko organizovan i omogava
formiranje celuloze | umesto celuloze Il. Poredaogahvaljujdi ovako organizovanom
procesu, izbegnuto je formiranje nekristalne celelbiB2].
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Slika 1.18Kompleks enzima celuloza-sintetaza [83]: 36 izofareluloza-sintetaze,
organizovani u 6 subjedinica, sintetizuju 36 glukibZanaca koji izgrduju elementarni fibril
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Vise ili manje srdenim slaganjem elementarnih fibrila nastaje milkooft |
makrofibril i najzad "resasti fibril" iz koga krajemolekula Stée kao rese, kojini osnovu
strukture prirodnih i hemijskih celuloznih viakaf2]. Model resastog fibrila sa kristalnim
oblastima razéitih dimenzija (kristaliti) i nekristalnim oblastiampokazao se uspesnim za
opisivanje strukture mikrofibrila i delimine kristalne strukture celuloze koja je u vezi sa
reaktivnogu ovog polimera [84] (slika 1.19).

[ T TTTTITTT

o}
=]
3
11

LTI TTT

]

|

|
I O

0 7 e
—e

3.5 nm
pojedinacni uniformni (3,5 nm x 3,5 nm) model resastog
kristal elementarni fibril fibrila

Slika 1.19Modeli nadmolekulske strukture mikrofibrila celutf]

Fibrili u vlaknu su méusobno povezani ndeamolekulskim vezama prohodnih
molekula i obrazuju novi strukturni nivo koji sezmaa morfologijom vlakna. Morfologija
vlakana zavisi od fibrilne strukture i uopSte odrukturne organizovanosti na
nadmolekulskom nivou, od geometrije vlakana i odlows njegovog nastanka.
Nadmolekulska struktura vlakana dagtina reaktivnost celuloze, pristdpast celuloze za
hemijske agense, pristufpst celuloze za mikroorganizme i tekstilna svojstvar@ito
celuloznih hemijskih vlakana. Navedena svojstvautliko jace izrazena ukoliko je va
poroznost i prénik pora u vlaknima.

'Celulozni mikrofibril moZe se razmatrati kao pojeatian tanak i dug celulozni entitet
sa izuzetno anizotropnim fiim svojstvima. In&e, sam termin "mikrofibril" moze nekada
izazvati zabunu, zbog toga Sto raitiiautori koriste termin na razite na&ine sa srodnim
terminima kao Sto je "elementarni fibril", "protbfil" ili "nanovlakna". lako se radi o objektu
koji ima nanometarske boe dimenzije, termin "celulozni mikrofibril* obuhtza pojmove
koji nisu ogranieni na njegovu velinu [85].
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1.3. Morfoloska struktura celuloze

Pored nadmolekulskog (fibrilnog) nivoa, u &koj strukturi celuloze se razlikuje i
morfoloSki nivo koji odrazava ndeisobni raspored fibrila i gda samih vlakana, tj. njihov
geometrijski oblik i prisustvo slojevite struktur@va dva nivoa strukture su neraskidivo
medusobno povezana i verovatno je da se njihovo oleage javlja istovremeno.

Morfologija prirodnih i regenerisanih vlakana serddderiSe raztitim vidovima
strukture. U prirodnim vlaknima postoje relativnatgeaazlike u gustini slaganja strukturnih
elemenata i njihovoj orijentisanosti po pojedinilojevima koji leze upravno na osu vilakna,
dok je u celuloznim hemijskim vlaknima veoma izna@deterogenost po poprem preseku
poznata kao struktura pokorica-kora-jezgro [2]. fdlmgija vlakna zavisi od procesa
njegovog dobijanja, tako da je u prirodnim vilakniorza odrdena uslovima rastéelije, a u
hemijskim vlaknima uslovima i parametrima procesaniranja.

Kao osnovna gradivha komponenta svih biljaka, ozllje organizovana ¢elijsku
hijerarhijsku strukturu (slika 1.20). U kombinacg§a pratéim supstancama (hemiceluloze,
lignin, pektin), ova struktura daje izuzetna swa@sprirodnim materijalima, kao Sto je drvo,
pamuk, lan i konoplja. Molekuli celuloze organizavau celijskim zidovima u obliku
mikrofibrila imaju karakteristine orijentacije, koje se razlikuju u zavisnostistoja ¢elijskog
zida i tipa biljke.

Membrafa

Celijski zid

Mikrofibrili
celuloze

ek

|50 3

Lt

L Lt
!

10 A

Slojevi pa raleln.ih\ﬁ
lanaca celuloze

Slika 1.20Strukturni nivoi organizacije celulozecelijskom zidu biljaka [15]
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Celuloza izgrduje celijske zidove koji se sastoje iz dva sloja, printay i
sekundarnog, i lumena. Na slici 1.21 dat je Semaigkaz rasporeda slojeva delijskom
zidu, kao i orijentacije mikrofibrila u njima. Orgaaciju celuloznih mikrofibrila unutar
¢elijskog zida biljaka jasno pokazuju fotografije sieci 1.22. U primarnongelijskom zidu,
fibrili celuloze se nalaze u slajnom rasporedu, bez nekog posebnog reda. Primane
meducelijskom supstancom povezan sa susedighjama i on je u manjoj meri pristugen
za agense koji se koriste pri izdvajanju celul&ekundarni zid je osnovni izvor celuloze. U
svim bilijkama princip grde ¢elije je takav da fibrili u obliku traka obavijajumenc¢elije. U
sekundarnondelijskom zidu nalazi se mnogodidoroj takvih traka koje sdesto sloZzene u tri
sloja razl¢ite gustine i raznog smera uvijanja. U spoljasSngoju sekundarnog zida, fibrili se
medusobno ukrStaju pod skoro pravim uglom, u sredrgju, koji predstavlja glavnu masu
¢elijskog zida, orijentisani su paralelno sa oséalje, dok su u unutrasnjem sloju dosta
nagnuti u odnosu na oséelije. Uvrtanje spirala, odnosno promena njihovages,
poboljSava jainu biljnih viakana [2, 13].

sekundarm z1d

sekundarm z1d srednji sloj

unutragnji sloj

sekundarni zid
spoljagni sloj

meduceljska

primarm zid
supstanca

Slika 1.22Fotografije organizacije celuloznih mikrofibrilaay primarnom [86] i b)
sekundarnongelijskom zidu [87]
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Morfologija regenerisanih celuloznih viakana i fona je generalno okarakterisana
fibrilnim mrezama koje se razlikuju u gustini slaga Struktura kora-jezgro je veonasto
tipicna za morfologiju ovih regenerisanih celuloznih pvoida (slika 1.23) [2, 24].

Slika 1.23Kora-jezgro morfologija viskoznog korda [24]

Elektronskom mikroskopijom, rasipanjem X-zraka irgometrijom celuloznih
vlakana jasno je pokazano prisustvo neuniformnihap@apilara, Supljina i pukotina na
povrSini vlakana [88]. Sistem pora, kapilara, Soglji pukotina je komplementaran sa
fibrilnom arhitekturoméelijskog zida vlakana. Ove pore nisu uniformne pmehzijama i
obliku, tako da je za kompletno opisivanje sistgmoea, koji ima odlgujuc¢u ulogu u svim
heterogenim hemijskim reakcijama celuloze, potretaspolagati informacijama o ukupnoj
zapremini pora, srednjoj vrednosti dimenzija patiafribuciji dimenzija, kao i obliku pora.
Zbog postojanja sistema pora i Supljina, ukupnarfoa celuloznih vlakana u velikom
stepenu prevazilazi geometrijsku spoljnu povrsigdy].[ Struktura pora oddeje unutrasnju
pristup&nu oblast povrSine celuloze, a timetati na njenu reaktivnost.

Na osnovu merenja gustine, odieao je da zapremina Supljina nativne celuloze iznos
3-4 % [89]. Sto se & dimenzija pora celuloznih vlakana, nativha celalogeneralno, ima
vece pore, dok su Supljine koloidnih dimenzija domim&ntu regenerisanim celuloznim
vlaknima [90].

Morfologija celuloznih prirodnih (pamuk) i hemijgkiviskoza) vliakana be detaljno
obraiena u narednom poglavlju.
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2. Struktura i svojstva prirodnih i hemijskih celuloznih
vlakana

Veza izméu strukture i svojstava vlakana je oduvek pkiléa paznju istrazivéa,
kako radi postavljanja teorijskin osnova proizvadnpemijskih vlakana, tako i radi
predvidanja njihovog ponasanja u eksploataciji.

Svojstva vlakana zavise, pre svega, od parametgrasiupaka sinteze polimera
(biosintezom ili sintezom u industriji) i postupkparametara procesa njihovog nastanka, bilo
rastom u zivogeliji i naknadnim izolovanjem iz biljaka, ili oblik@njem polimera u vlakna u
industriji. Na ovaj n&in ostvaren hemijski sastav i struktura vlakanai rkenstantni, vé se
menjaju u toku njihove prerade u razne poluproizviquteizvode.

Struktura pamuka i drugih prirodnih celuloznih viakase formira u procesu
biosinteze polimera i rasteelija, pa vlakna stu niz svojstava spectinih za datu bioloSku
vrstu. Kao osnovna sirovina za dobijanje hemijsietuloznih vlakana sluzi tehtka celuloza
iz drveta. Tehrika celuloza, okina ili oplemenjena, hemijski se oltge i rastvara u
odgovarajdim rastvardima (specifénim za svaku vrstu celuloznih vlakana) i po mokrom
postupku oblikuje u viskozno ili bakrovo vlakno, pavom postupku u acetatna vlakna, ili po
suvo-mokrom postupku u liocel vlakna.

Svojstva vlakana zavise od molekulske strukturenpera (hemijski sastav, struktura,
konfiguracija i konformacija) miisobnog rasporeda makromolekula i oblika njihovog
agregiranja (nadmolekulska struktura), morfologgeergetskih karakteristika.

Celulozna vlakna, kako prirodna tako i regenerisamaaju kristalno/amorfnu
mikrofibrilnu strukturu. Elementarni fibrili se dage od nizova kristalita i manje sienih
intermedijarnih amorfnih regiona sa lateralnim mdhim molekulima koji povezuju susedna
amorfna podrja [24]. Razlike izméu prirodnih i razkitih tipova regenerisanih celuloznih
vlakana leze primarno u veéini i orijentaciji kristalnih i amorfnih faza, dinmzijama i obliku
Supljina, broju interfibrilarnin veza i prirodi distoca [22, 91]. Navedene ragliosti su
odgovorne za razlike u adsorpcionom karakteru ktremosti u celuloznom materijalu.
Zn&ajan uticaj na adsorpciona svojstva vlakana imacika pristup&nih hidroksilnih i
karboksilnih grupa, kao i udeo amorfnih oblastiajirtka se odvijaju procesi adsorpcije [92], s
obzirom na to da ni voda ni vodeni rastvori eleki@o boja ili povrSinski aktivnih sredstava
ne mogu da prodru u kristalna po¢jeuvlakna.

Poznavanje sadrzaja préte supstanci u celuloznim vlaknima zagno je za
definisanje njihovog kvaliteta. Poznavanje sadrzageluloze u tehikoj celulozi je veoma
vazno, kako za kvalitet vlakana, tako i za izbostppka njenog pretvaranja u vlakna i druge
proizvode. Osim togag-celuloza se koristi kao model supstanca za daeanje uticaja
fizickih i hemijskih agenasa, na osnovu kojih se moguetiarakljuici o ponaSanju raznih
prirodnih i hemijskih celuloznih vlakana prema ojom dejstvu. Razlog je taj Sto prége
supstance prirodnih celuloznih vlakana mogu znadaouttu na tok dejstva fizkih i
hemijskih agenasa i da time stvore utisak o stvarnmghanizmu odigravanja préavanih
procesa [2].

Necistoce u regenerisanim vlaknima, kao Sto su ulja, voskanmtistattki agensi,
lubrikanti i drugo, potiu iz procesa proizvodnje. One mogu biti amfifilhehidrofobne,
snizavajdi hidrofilnost i adsorptivnost vlakana, $to su &gaa svojstva za dalje procesiranje
vlakana.
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2.1. Struktura i svojstva prirodnih celuloznih vlakana

Od raznih biljnih vrsta koje u nekim svojim deloankori, ligu, plodu ili na semenu
sadrze vlakna, relativno mali broj se koristi kadlustrijska sirovina. Od preko 50 biljnih
vrsta ucijoj se kori (liki) nalaze prediva vlakna dobrihggstava, véi trziSni zn&aj imaju lan,
konoplja, juta i ramija. Stha je situacija i sa vlaknima iz ¢& koja se potencijalno mogu
dobiti iz preko 28 raznih biljaka, ali je u prak&jveiu primenu nasao sisal koji p&iiz li&a
agave. Od vlakana sa ploda najpoznatije je kokostakno koje potie sa ploda kokosove
palme. Sva pomenuta vlakna pripadaju éesigskim biljnim vlaknima. Od jedneelijskih,
elementarnih vlakana, najrasprostranjeniji i u najwekolicinama se proizvodi pamuk koji
raste na semenu biljke pamukovac [2]. Bez obzirparaklo vlakana i njihove morfoloske
karakteristike, zajeddko za sva biljna vlakna je da su izgeaa iz celuloze.

Jedno celulozno vlakno je izduzena bilg#ija, pri cemu vlakna raznih biljnih vrsta
imaju razltite oblike i dimenzije (slika 2.1). Vlakna pamukkkina vliakna imaju duzinu koja
se meri centrimetrima, dok su vlakna drveta kratia¢no 1-3 mm u duzini [93]. Panina
vlakna su uvijena, dok su vlakna iz drveta, trahaiéneralno neuvijena i pljosnata nakon
delignifikacije. Vlakna iz like (lan, konoplja, raja, itd.) su prava i poligonalnog pogreg
preseka.

50 micron

Slika 2.1a) Uvijena pamtina vlakna; b) prava vlakna konoplje; c) traheidiata [94]

Celulozna vlakna sadrze razne defekte ili dislgkagore, pukotine, zglobove, slaba
mesta i druge centre o8émja [95], koje predstavljaju slabecka za hemijski napad i
mehantke sile.

Sirina raznih biljnih vlakana iznosi 15-30 um, wkljjuéi lumen. Lumen se proteze
skoro celom duzinom vlakan@elijski zid tipicnog biljnog vlakna ima debljinu od 4-6 pm i
sastoji se od primarnog, sekundarnog i tercijarxidg. Primarni i tercijarni zidovi vliakana su
tanki, oko 100 nm. Tigni primarni biljni ¢elijski zidovi se sastoje od celuloznih mikrofilaril
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(9-25 %) i interpenetrirajieg matriksa hemiceluloza (25-50 %), pektina (10435 proteina
(10 %) [96-98]. Snopovi mikrofibrila primarnog irtgarnog zida formiraju nesdéene mreze.
Sekundarntelijski zidovi biljaka sadrze celulozu (40-80 %)nteelulozu (10-40 %) i lignin
(5-25 %) [97, 99]. Sekundarni zid ima debljinu 6& gm i sastoji se od tri sloja, S1, S2 i S3.
Dominantni sloj welijskom zidu je S2-sloj i njegova debljina izn@# um. S2-sloj sadrZi
fibrilne snopove i lamele ndeisobno paralelno locirane i orijentisane pod oStughom u
odnosu na osu vlakna [100, 101]. Ovakva orijersacdmoggdava celuloznim viaknima
poveana mehakka svojstva.

Razlika izméu pojedinih slojeva elementarnih biljnih vlakanayeuglu i pravcu
nagiba fibrila (slika 2.2). Kod pamuka i lana, fiou sekundarnom zidu obrazuju desne
spirale sa uglom nagiba prema osi vlakna 40-60amuyku i 8-12° u lanu, dok u konoplji
fibrili obrazuju leve spirale sa uglom 28-30°. Uradnji sloj sekundarnog zida je izdes od
fibrila koji su bolje orijentisani u pravcu ose kie, sa uglom orijentisanosti od 10-30° kod
pamuka, oko 5° kod lana i oko 2° kod konoplje. @renjaju pravac u odnosu na pravac
spirale u prethodnom sloju, od desne na levu spkad pamuka i lana, dok se u konoplji
zadrzava leva spirala fibrila u oba sloja. Uvrtasperala, odnosno promena njihovog smera,
poboljSava jainu biljnih vlakana, a takie je i razlog pov&anja j&ine pamuka i lana u
mokrom stanju. Ogganju u mokrom stanju doprinosi i odstupanje uglgilvea spirala [2].

tercijarni zid

o |
5" na bm Uﬂufra{qﬂ'— 20 na {el"a
10-30° ng levo r
10° na desno sekundarné zid
28° na levo
40-80° spoljadnji
na desno .
primarni zid
pamuk ) lan konoplja

Slika 2.2Uporedni izgled elementarndelija biljnih viakana [2]

Snopovi i lamelecelijskog zida se sastoje od elementarnih nancdibsé bonim
dimenzijama 3-15 nm i duzinom oko 1 um. Svaki ovakhbril sadrzi srgene kristalite i
nesrgene domene koji imaju otprilike iste e dimenzije kao elementarni nanofibrili. U
celuloznim materijalima razlitog porekla, duzina kristalita je u opsegu 50-1&f, a
nesrgenih domena 25-50 nm [102].

Kristalizacija celuloze u nezrelom pamuku je dinektpovezana sa formiranjem
intermolekulskih vodornih veza [103], 5to je verovatno posleditajenice da se molekuli
celuloze organizuju u mikrofibrile tokom kristalape. Pamuk, ramija, drvo i druge fibrilne
celuloze, srednje kristalnosti, u saglasnosti swhsaartanom monoklininom jedinénom
¢elijom. Razlike u kristalnoj strukturi iznde pojedinih vrsta (npr. pamuk, ramija, drvo) mogu
poticati od sréenog ili nesréenog slaganja dve vrste slojeva, "up” i "down" [[LGlika 2.3).
Za kristalite celuloze drveta je odeno da imaju Sirinu u opsegu 3,5-4,0 nm, dok sstarti
pamwnog lintersa i celuloze lana Sirine 5-7 nm [64].menzije kristalnih jedinica u
pamwnim vlaknima iznose priblizno 2-3 nm sa 15 landb].
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Slika 2.3Sematski prikaz slaganja strukture "up" i "dowrgjeva [64]

U prirodnim biljnim vlaknima, elementarni fibrili fibrilni snopovi razdvojeni su
amorfnim ligno-hemiceluloznim matriksom. Na primeadrzaj lignina varira iznde 23 % i
34 % u drvetu, 1,5 % i 14 % u vlaknima iz likemaiu 6 % i 8 % u vlaknima iz & kao Sto
je sisal [106]. Pamina vlakna ne sadrze lignin, ali manje kile ove pratée supstance
celuloze mogu da p@til iz ostataka semeaure, lig€a, gradica i stabljike [2].

Pamuk je elementarno biljno vlakno koje za vrem&arama cilindrdan oblik. U
njegovoj unutrasnjosti nalazi se protoplazma izkeg sintetizuju molekuli celuloze koji se
slazu u vlaknu od periferije ka centru, obraZujprstenove rasta. Broj prstenova rasta
odreluje zrelost vlakana, odnosno debljinu sekundarndg znjenim porastom povava se
poduzna gustina i prekidnatjaa vlakana [2]. Utwteno je da u toku rasta vlakana dolazi do
spiralnog pomeranja plazmaleraije pamuka u smeru njenog rasta [107].

Nakon sazrevanja, kada saura pamuka otvori, dolazi do suSenja vlakana, Sto
podrazumeva uklanjanje ¢eosti iz lumena i intermolekulske vode u celulo@ubitak
tecnosti iz lumena izaziva kolaps cilindnog vlakna, dok gubitak intermolekulske vode
omoguava celuloznim lancima da se dusobno priblize i formiraju intermolekulske
vodonine veze. Kolapgelijskog zida i formiranje vodotinih veza izaziva ireverzibilne
morfoloSke promene, ukKujuci strukturnu heterogenost, smanjenje poroznostrp&onog
kapaciteta u vlaknima [108].

Zrela vlakna pamuka susenjem dobijaju oblik pljasnavijene trake (slika 2.1 a), pri
¢emu se pravac uvojgesto menja duz vlakna. Broj uvoja u pamom viaknu varira izmiu
3,91 6,5 po milimetru, dok se promena smera kjatapirale deSava 1 do 3 puta po milimetru
duzine. Promene smera u pamun viaknima u vezi su sa orijentacijom mikrofilaril
sekundarnog zid#jja je organizacija od presudnog Zag za jdinu vliakna [108].

Smatra se da gustina pakovanja molekula duz vlakarga, posebno u blizini
promene pravca spirale. Pri tome, slaganje filpglgu€e na mestima uvijanja [109], dok su
susedne fibrilne strukture manje gustine pakovadgsto imaju razéite dimenzije (fingu).
Zbog toga se veruje da su ti susedni regioni statlee na vlaknu, pre nego li sama mesta
uvijanja.

Posmatrano poduzno, vlakno pamuka ima oblik pljesneake razlitog stepena i
smera uvijanja, sa jednim otvorenim krajem (kojiggao na semenu) i drugim zatvorenim i
ostrim.

Popré&ni presek zrelog osuSenog pamog vlakna je pasuljastog oblika, Sto je
posledica bilateralne strukture pamuka (slika 3.4dlasti poprénog preseka nieisobno se
razlikuju po strukturnoj organizaciji, pristup@osti za reagense i bubrenju. Fibrili su @us
sloZeni u zoni B preseka nego u zoni A, zbega je zona B otpornija na prodiranje agenasa i
na bubrenje. Oblasti zona N i C su manje gustiot/@renije su za agense, ali je oblast N
pristup&nija od oblasti C [2].
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Lumen —f—¢&— 3 N
22
11

Sekundarni zid :
sa nekoliko — !
slojeva

Prelazni :
sloj —1
Primarni zid
(prvi slaj)
Primarni zid | | | |
(drugi sloj) | !
Kutikula

................

b)

Slika 2.4Sema strukturnih elemenata pamuka: a) bilateraioitara poprénog preseka sa
prikazom raspodele meh&hkih napona (puna linija) i deformacija pri suseigprekidana
linija) vlakana [2]; b) model morfologije [110]

Sirova pamuna vlakna se sastoje igetiri glavna dela koji formiraju njegovu
centralnu povrSinu i to su: kutikula, primarni zgtkundarni zid i lumen [111, 112] (slike 2.2
i 2.4 b). Sekundarni zid se sastoji iz tri podslgjaoljasnjeg, centralnog i unutrasnjeg koji se
¢esto naziva tercijarni sloj. Svi slojevi su koaébip rasporéeni oko lumena ili unutrasnje
Supljine vlakna.

Kutikula pam@nog vlakna je veoma tanak sloyrsto vezan za spoljasnji sloj
primarnog zida. Ténije, pam@no vliakno je obavijeno kutikulom koja ga Stiti odznih
mehanékih i hemijskih oStéenja. Kutikula sadrzi voskove, pektine i kutin. R&m vosak
koji postoji u kutikuli je kompleksna smeSa mastiskova i ulja [113]. Hemijskom analizom
povrSine sirovih paminih vlakana utwieno je da prisutne necelulozne materije predsiavlja
kompleksnu smeSu masnih kiselina, alkohola, alkesi@ra i glicerida [114].

Primarni zid je veoma tanak, debljine oko 0,1-0j2, u poréenju sa prénikom
vlakna koji je reda 15-20 um [113]. Sadrzi oko 50c#uloze, a ostatakine: oko 8 %
voskova, 10 % pektinskih materija, 13 % protein@56% azota, 3 % pepela i oko 16 %
neispitanih supstanci [2]. Na povrSini, molekulékinci u primarnom zidu su u sajnom
rasporedu, bez odtene orijentacije i reda. Metim, celuloza prisutna unutar primarnog zida
je u obliku finih fibrila i oni nisu paralelni sssom vlakna, vé& spiralni pod uglom od oko 70°
oko ose vlakna. Spirale ne menjaju pravac; ugalspje veéi pri vrhu, a maniji pri osnovi
vlakna [113].

Ispod primarnog zida je zavojiti sloj koji ima jedasloj ili fibrilne snopove
mikrofibrila koji su pod uglom od oko 70° oko oskakna. Ovaj zavaijiti ili prelazni sloj je
takade i sloj sekundarnog zida [115].

Sekundarni zidtini najveti deo mase pantnog vlakna (tipino 90 % masenih), ima
debljinu od 3-5 pum [101] i sastoji se uglavhom @tutoze (oko 95 %). Kao i primarni zid,
sastoji se od koncentriih slojeva fibrila u spiralnoj formaciji. U sekundam zidu
makromolekuli celuloze su gée slozeni iddi od periferije ka centru vlakna i obrazuju bolje
orijentisane fibrile u odnosu na osu vlakna. U g@nljem sloju sekundarnog zida d&gaost
celuloznih lanaca je ¥a nego u primarnom zidu. Fibrili su orijentisandpaglom od 40-60°
prema osi vlakna i obrazuju S zavojnicu (desnaakir[2]. Centralni sloj je dominantan u
sekundarnom zidu, njegova debljina iznosi 2-4 pgadrzi mnostvo tankih lamela izgemnih
od nanofibrilnih snopova, koji imaju ra&iiu orijentaciju prema osi vlakna. Ovi snopovi se
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sastoje od elementarnih fibrila lateralnih dimeaz}8 nm [101]. Fibrili u centralnom sloju
sekundarnog zida obrazuju ugao od 10-30° premavlakna u Z pravcu (leva spirala).
Tercijarni zid vlakna nije dovoljno préen, ali bi takde trebalo da ima spiralno raspdeee
fibrile natopljene ostacima protoplazme [2] (slika2). Gustina slaganja celuloze u
sekundarnom zidu neosusenih p&nih vlakana je uvek ista, bez obzira na genotiplowe
rasta billke. Za uzorke neosuSenih vlakana sa damudnjom duzinom, srenja debljina
sekundarnog zida je precizni indikator kole celuloze proizvedene u tim viaknima [116].

Lumen je sredisSnji deo vlakna, ispunjen protoplaznawok je vlakno u razvoju, koji
ostaje kao cilindtina Supljina kod zrelog vlakna. Zauzima oko 30-35ubtipne oblasti
popr&nog preseka. Sadrzaj lumena isparava nakon oteafanie i nakon susenja i kolapsa
vlakna oblast lumena se smanjuje na oko 5 % ukyaveSine. U osuSenom stanju lumen
sadrzi obojene materije, pored drugiltisxta, koje odréuju boju viakna [113].

Razlkiti nivoi strukture u pamuku prikazani su u talsll.

Tabela 2.1Strukturna hijerarhija u pamigim viaknima [117]

PovrSina popretnog Broj celuloznih lanaca po

Strukturni nivo preseka, nnf popreénom preseku
Pamuno vlakno 314 000 000 1x 10
Makrofibril 160 000 5x 10
Mikrofibril 625 2 x 10
Elementarni fibril 30 1x 10
Molekul celuloze 0,32 1

2.1.1. Pratece supstance u vlaknima pamuka

Nativni pamuk je nd&jstiji oblik prirodne celuloze. Méutim, on sadrzi uobajene
konstituente biljn€elije kao Sto su proteini, ulja i voskovi, pektimjneralne materije i druge
supstance. Necelulozne materije su locirane ngagpgilm slojevima i unutar lumena vlakna.
Hemijski sastav pamuka varira u zavisnosti od perelfl tipa pamuka, uslova rasta, kao i
zrelosti vlakna. Generalno, nezreo pamuk ima viggstoca od zrelog pamuka [108, 113].
Priblizan sastav suvog zrelog patnag vlakna prikazan je u tabeli 2.2. Poznavanjezsgal
prateih supstanci u celuloznim vlaknima ziagno je za definisanje njihovog kvaliteta.

Tabela 2.2Hemijski sastav suvog pamuka [113]

Hemijski konstituent Sadrzaj, %
Celuloza 88,0-97,0
Proteini 1,0-2,0
Ulja i voskovi 0,4-1,5
Pektini 04-15
Minerali 0,7-1,6
Ostalo 0,5-8,0
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Nativni pamuk sadrzi maksimalnu ksihu celuloze u svom n&gtijem obliku.
Celuloza pamuka sadrzi oko 12000 do 18000 glukdzidstataka u svom makromolekulu.
Molekulska masa celuloze prisutne u pamuku je gnbl 2 miliona.

U vlaknu pamuka proteini su uglavnom koncentrisamrimarnom zidu i u lumenu
kao ostaci protoplazme, a njihova ukupna &oh varira izmdu 1-2 %. Sadrzaj proteina u
vlaknu moze uticati na boju pamuka [113]. Protemimogu udaljiti sa vlakna posle obrade sa
toplim rastvorima alkalija ili obradom rastvorimatmjame- ili kalijum-hipohlorita. Nastale
natrijumove i amonijumove soli hloraminske kiselifako se rastvaraju u vodi i lako se
udaljavaju sa vlakana ispiranjem [2].

Voskovi su hidrofobne supstance koje deluju kaotitras previaka na povrSini
vlakana. To su u sustini veoma kompleksne supstaiso&omolekulskih glicerida i masnih
kiselina koje su prisutne kako u slobodnom statakio i u obliku estara. U slobodnom stanju
se sréu palmitinska GsH3;COOH, oleinska &H33COOH i stearinska GH3sCOOH kiselina.
Ove kiseline dospevaju u vlakna iz delova semena kaostaju iz operacije egreniranja. U
alkalnim sredinama sve ove kiseline se osapunjppetivaraju u rastvorljive sapune. Od svih
alkohola, u pamuku je najviSe zastuplien gosipibHg;OH, montanil GgHs;OH, ceril
CoeHs30H i karnaubil G4H49OH. Ovi alkoholi su nerastvorljivi u vodi, u alkolnan
rastvorima i kiselinama i mogu se ekstrahovati nsgan rastvaréma. Takale su prisutni i
¢vrsti ugljovodonici sastavaggHs, | Cz1 Hes [2, 113].

Voskovi su uglavnom lokalizovani u kutikuli i primeom zidu vlakna i otezavaju
kvasSenje pamuka. Biljni voskovi se tope na temperaid 60-80 °C i u takvom stanju se
emulguju u alkalnim vodenim rastvorima ¢&ge NaOH i povrSinski aktivnih supstanci. Ovo
svojstvo voskova se koristi za njihovo udaljavesgepovrsine viakana.

Pamuna vlakna sadrze oko 0,4-1,5 % pektina, odnosnoilvaderivata pektinske
kiseline. To su pre svega kalcijum- i magnezijurktp8, ali su takde prisutni i slobodna
pektinska kiselina i metilpektati. Pod pektinskiopstancama se zapravo podrazumeva smesa
jedinjenja u kojoj je najviSe zastupljen metilegpatigalakturonske (pektinske) kiseline, koji
ima sledéi sastav:

COOH H  OH COOH
0 0

0 WO\ o "M
OH COOCHg H OH

U njemu se sadrzaj metoksi grupade®d 9-12 %. Deo karboksilnih grupa pektinske
kiseline se sk& u obliku kalcijumovih i magnezijumovih soli. S&p polimerizovanja
poligalakturonske kiseline se keeod 150-200.

To su ugljeni hidrati stini celulozi i njihovi esterifikovani oblici su rasirljivi u vodi.
Slobodna pektinska kiselina i njene kalcijumove agmezijumove soli nisu rastvorljive u
vodi, ali se pod dejstvom alkalnih hidroksida ilarkonata mogu prevesti u produkte
rastvorljive u vodigime je omogdeno njihovo uklanjanje iz paminog materijala [2, 113].

Pamuk sadrzi oko 0,7-1,6 % mineralnih materija kogaju kao pepeo posle
sagorevanja pamuka. Priroda i Kola mineralnih materija koje se nalaze u pamukuszeavi
od uslova rasta biljke, njenog stepena zrelostlimatskih uslova, a nattto od sastava
zemljiSta na kome se gaji pamukovac. Zbogisteca prisutnih u zemljiStu i atmosferi i u
trenutku pucanja&aure mineralne primese su dodate€istecama na spoljasnjoj povrsini
pamwnog vlakna. Od mineralnih supstanci najviSe suugdigni hloridi, karbonati i sulfati
kalijuma, kalcijuma i magnezijuma. Ukupna Katia mineralnih supstanci prisutnih u viaknu
se moze smanijiti jednostavnim ispiranjem ¢éammn vodom [2, 113]. Méutim, potpuno
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udaljavanje mineralnih primesa nije tako jednostazhog toga Sto se neke od njih nalaze u
vlaknu u nerastvornom stanju ili su jakim vezamagzane sa celulozom. Velike kohe
zemnoalkalnih metala u sirovom pamuku mogu da humiok smetnji u procesu pripreme
pamuka za oplemenjivanje. Tal@ prisustvo tesSkih metala moze da dovede do zgatno
oStetenja, pa i do potpunog razaranja celuloze [2].

Od ostalih prat&h supstanci, u vlaknima pamuka mogu sé& neganske kiseline (soli
limunske iL-maleinske kiseline), geri (glukoza, galaktoza, fruktoza) i pigmenti.

Pigmenti su prisutni samo u tragovima i njihov aasjps uvek nije sa sigurnas
utvrden. Pretpostavlja se da obojenje pamukac¢potid boja flavonskog niza kvercitina,
morina i gosipetina [2]:

HO
OH HO OH
| OH HO 0
|
H
OH 0
KVERCITIN MORIN GOSIPETIN

Ovi prirodni nosioci obojenja mogu se efikasno ukiarksidacijom vlakana pamuka.

Pored opisanih pratdn supstanci, sirova partma prefa i tkanine sadrze i druge
nesistoce iz prethodnih operacija prerade, npr. sredst\&ilzenje i ostatke masinskog ulja.

PonaSanje pamuka u toku oplemenjivanja zavisi oghijakog sastava njegovih
prate&ih supstanci. Da bi sirovi pari proizvodi mogli da se oplemenjuju u zeljenom
pravcu, oni se moraju pripremiti udaljavanjem pfgitesupstanci otkuvavanjem ili uopste
tretiranjem toplim rastvorima alkalija.

2.1.2. Kvalitet i svojstva pamuka

Od oko 50 poznatih vrsta pamukovca, privrednic¢anamaju samocetiri vrste
jednogodisnje biljke pamukovc&ossypium hirsutum, Gossypium barbadense, Gossypium
arboreumi Gossypium herbaceynod kojih se uglavnom kultiviSu prve dve vrste g&ju
dobar prinos i kvalitetna viakna [118]. Odmah nalkmrbe pamuk se razvrstava na klase,
¢ime se predodreije njegova upotrebna vrednost.&fa zemalja proizvéaca pamuka ima
svoje standarde za razvrstavanje pamuka na kveditgtase, ali je najviSe u upotrebi
"Universal Standards" definisan od strane atheg sektora za agrikulturu (USDA), koji je
generalno prihvgen kao svetski standard za kvalitet pami vlakana [119]. Prema
"Universal Standards"-u, Upland pamuk se razvrstewasedam klasa: 1 — vrlo dobar, 2 —
dobar, 3-5 — sredn;ji i 6 i 7 — zadovoljavdjiuvalitet [2].

U prosSlosti je razvrstavanje pamuka na kvalitetnes&l vrSeno na osnovu
organolepitkog ispitivanja iskusnog klasera. Od 1991. godswe klasifikacije se izvode
savremenim instrumentima, tzv. "HVI" (High Volumestrumentation) klasifikacija [120].

Klasifikacija pamuka se odnosi na primenu standardinih procedura, razvijenih od
strane USDA, za merenje onih fikih atributa sirovog pamuka koiji ti na kvalitet krajnjeg
proizvoda i/ili efikasnost proizvodnje. USDA klagkdcija podrazumeva odivanje duzine
vlakna, ravnomernosti duzine¢jae, mikronera (mera fir@ i zrelosti vlakna), boje, stepena
glatkate egreniranog panioog vlakna, sadrZzaja & i stranih materijala (pod kojim se
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podrazumeva bilo koja supstanca u pamuku kojawgkno ili list, npr. kora drveta, delovi
semena, trava, praSina, ulje i¢alb). Nastavlja se istrazivanje i razvoj postupakabzzo
merenje drugih zri@jnih karakteristika vlakana, kao Sto su zrelagtljivost i sadrZzaj kratkih
vlakana [121].

Pamuna vlakna spadaju u kratka Stapelna vlakna velikecé. Njihova duzina se
krece u opsegu od 8 do 42 mm, dok duzina pojediimapredivih vlakana moze iznositi
izmedu 10 i 66 mm [2]. Duzina pamuka je vaZzna karaktié&askvaliteta i sluzi za njegovo
razvrstavanje u kvalitetne klase. Kako je duzinakaha pamuka neujedi@ma, ona se
izrazava srednjom pro&gom duzinom, kao i pokazateljima ravnomernosti deZsvih
vlakana u masi pamuka.

Prema srednjoj duzini Stapela pamuk se razvrstavatiteklase [122]:

» kratkovlasi, duzine ispod 25,4 mm,

» srednjevlasi, 25,4-27,8 mm,

» dugovlasi, 28,6-34,9 mm,

» ekstra dugovlasi, 36,5 mm i viSe.

Preko 90 % svetske proizvodrgj@i srednjevlasi pamuk [118].

Duzina predivog pamuka se keeod 10 do 56 mm, dok je duzina lintersa ispod 10
mm i ne moze se presti. Duzina vlakana je uglavrammeiena vrstom, ali izlozenost
pamukovca ekstremnim temperaturama ili nedostatakenata moze dovesti do skemja
duzine vlakana. Smanjenje duzine moze izazvagk@mernctisé¢enje i/ili suSenje vlakana.

Upotrebna vrednost pamuka zavisi u prvom redu epesta ravnomernosti duzine. S
obzirom na prirodnu varijaciju u duzini patmih vlakana, ravnomernost duzite uvek biti
manja od 100 (tabela 2.3). Ravnomernost duzine uta ujedn&nost i j&inu prele, pa se
ova karakteristika ocenjuje prema tzv. bazi i kagfntu varijacije duzine, koji je kod pamuka
vrlo dobrog kvaliteta manji od 40 %, kod dobrog liteda 50-60 %, kod upotrebljivog
kvaliteta 60-70 %, a kod pamuka slabog kvaliteta8@0% [2]. Ona je takde u vezi sa
sadrzajem kratkih vlakana (vlakna &saod Y% iga). Procenat vlakana kia od %2 ita ima
veliki uticaj na ndin prerade pamuka, dau preie, broj greSaka manih u prdi i
ujedna&enost prde. Ovacetiri svojstva su od izuzetnog Zega za performanse pie u
procesu tkanja ili pletenja i za kvalitet finalnpgoizvoda [123]. Kratka vlakna teze da se
agregiraju i izazivaju zadebljanja na giteTakva préa nije uniformna i ne moze da se koristi
za visoko kvalitetne proizvode. Pamuk sa niskineksbm ravnomernosti ima visok procenat
kratkih vlakana, tako da takav pamuk moze biti ngfjan za dalju preradu i oo daje
predu niskog kvaliteta [119, 124].

Tabela 2.3Klasifikacija pamuka po stepenu ravhomernosti nefil21]

Stepen ravhomernosti Indeks ravnomernosti duzine, %
Veoma visok iznad 85

Visok 83 -85

Srednji 80 —-82

Nizak 77-179

Veoma nizak ispod 77

Za razvrstavanje pamuka u kvalitetne klase, pordihdu ravnomernosti duzine, kao
pokazatelji se uzimaju u obzir i fida (izrazena preko mikroner vrednosti ili deciteksa)
jacina i stepen zrelosti.
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Fino¢a paminih vlakana je u korelaciji sa duzinom vlakana. Sioslakna duza, to su
I finija i obratno. Poduzna masa (fike) pamuka se kée od 1-4 dtex Sto odgovara srednjoj
debljini od 12-22 pm. Sirina vlakna na uzoj straamosi 10-40 um, a na $iroj strani 10-60
pm. Ova karakteristika vlakana ima os#llju¢i uticaj pri odrelivanju minimalne poduzne
mase prée. Finda pamuka varira ne samo izdoepojedinih sorti vé i unutar jedne sorte.
Neravnomernost poduzne mase pamuka jedne sotie &eeod 40-60 % pri neravhomernosti
duzine od oko 20-30 % [2]. Rie izraiena od finijih vlakana ima ¥e broj vlakana u
popr&nom preseku, Sto kao rezultat dajgujpreiu.

Finoca vlakana se iskazuje i relativnim pokazateljimar, preko mikroner vrednosti,
pa se prema njima tate vrSi kategorizacija. Prema mikroner vrednosti (M¥zlikuju se:
vrlo fini pamuk MV < 3 (do 1,3 dtex), fini pamuk M¥ 3-3,9, srednje fini ili progan pamuk
MV = 4-4,9 (1,59-1,95 dtex), grubi pamuk MV = 5-§4,96-2,35 dtex) i vrlo grubi pamuk
MV > 5,4 (preko 2,38 dtex) [122].

Jaina pamdnih vlakana varira u zavisnosti od vrste pamukapeta zrelosti i
oSte&enosti vlakana. Prekidna¢jaa pamuka u normalnom stanju sec¢kreod 15 do 50
cN/tex, a j@ina u mokrom stanju iznosi 100 do 110 % ove vretindbog toga se pantai
proizvodi relativno malo osteju pri ve&éem broju pranja. Neravnomernost po apsolutnoj
prekidnoj j&ini iznosi kod zrelog pamuka 38-42 % pri neravnamosti stepena zrelosti 26-
28 %, a kod manje zrelog pamuka, pri neravhomernsigpena zrelosti 47-49 %,
neravnomernost §ae dostize 55-65 % [2].

Za izraZzavanje jane pamuka, pored cN/tex ili cN/dtex, koristi se.tPressley (Prisli)
jedinica. Ukoliko su vlakna §& utoliko je Pressley vrednostéaei iznosi za pamuk srednje
jacine 75-80, za jak pamuk 81-87 i za vrlo jak Staped5. Iznad 93 Pl (Pressley indeks) je
jak pamuk, od 70-74 zadovoljavagijaine, a ispod 70 slab pamuk. Egipatski pamuk spada u
izuzetno jak, prevazilazi ¢ine ostalih vrsta pamuka i iznosi za Delta pamulx d81 PI (53,6
cN/tex), a za Mako pamuk 90 PI (48,2 cN/tex) [2].

Pamuk ima malo prekidno izduZenje koje pod normalaslovima iznosi 6-10 %, dok
je izduzenje u mokrom stanju 100-110 % ove vredr|@%t Stepen elastnosti pamuka je
takade mali i razlog je velikog guzvanja patmih proizvoda, koje se mozZe smanijiti njihovom
obradom sredstvima protiv guzvanja. Vlakna u pamypreti imaju veliku neravnomernost
jacine, ali i veliku neravnomernost izduzenja, pa seagpter€enju najpre kidaju vlakna
manjeg prekidnog izduzenja, a zatimgavlaknacije je prekidno izduzenje ve.

Kao pokazatelj kvaliteta mozZe se uzeti i uvijenmatuka koja se karakteriSe brojem
uvoja na 1 cm i zavisi od porekla pamuka i njegaxe&osti (slika 2.5). Zrelost pamuka je
veoma vazno svojstvo od koga zavisi sadrzaj cedlppomer lumena, debljina zidova, oblik
popr&nog preseka, {@na, finata, elasinost i druga svojstva. Zrelost vlakana pamuka se
izrazava stepenom zrelosti, koja karakteriSe ketagitmuka. Prema stepenu zrelosti pamuk se
razvrstava u pet grupa (tabela 2.4).

Tabela 2.4Klasifikacija pamuka po stepenu zrelosti [2]

Stepen zrelosti Sadrzaj zrelih vlakana, %
Vrlo zreo preko 84

Zreo 77 -84

Pros€no zreo 66 — 76
Nedozreo 60 — 67

Nezreo manje od 60
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Stepen zrelosti pamuka se kvalitativno adije poma@u "Crveno-zelenog” testa ili
GSB (Goldweit, Smith i Barnett) testa bojenjemest bojama koje zrela vlakna boje crveno,
a poluzrela i mrtva vlakna zeleno. Kvantitativho stepen zrelosti oddeje na Mikroner
uredaju. Od ostalih postupaka, moze se koristiti mikopsko préenje boje vlakana u
polarizacionoj svetlosti, u kojoj je zreo pamuk Hat Zuto-zelen, nedozreo Zut sa primesama
plave boje, a nezreo ljulast ili sasvim prozaan [2].

=
2

=
15

Slika 2.5 Sematski prikaz izgleda pagnih vlakana sa oznakom koeficijenta zrelosti: mrtvo
vlakno (0), potpuno nezrelo (0,5), nezrelo (1),rekeedozrelo (1,5), nedozrelo (2), jedva
zrelo (2,5), zrelo (3), potpuno zrelo (3,5), jeqdwazrelo (4), prezrelo (4,5) i jako prezrelo (5)

[125]

Stepen zrelosti se moZe izraziti preko odnosa Srideva i Sirine lumena, na osnovu
koga se razvrstava u 11 grupa (slika 2.5). U siroygamunom vlaknu visokog stepena
zrelosti, kontinuirano slaganje celuloze u sekundar zidu moze biti tako gusto da ostavlja
veoma mali lumen. Takvo vlakno u osuSenom stanja ingled Stapa pre nego pljosnate
tratice. Sa druge strane, nezrelo vlakno mozZe imatiovagho naslaganu celulozu u
sekundarnom zidu, ostavlj@urelativno Sirok i prazan kanal ili lumen [106]rda stepenu
zrelosti pamuka mogu se razlikovati [2]:

» zrela vlaknagija debljina zidova iznosi 1/3-2/3 pgneika vlakna, sa izuzetnodoo

savijenim krajevima,

» poluzrela vlakna, koja imaju nepotpuno razvijen walarni zid i nesavijene

krajeve,

» nezrela (zelena) vlakna, koja imaju tanke zidoveo(@ pm) i najeke su bez

uvoja i

» mrtva vlakna, u kojima postoji samo primarni zicdbliee 0,5-0,6 um, jer su ova

vlakna uginula pre p®tka perioda sazrevanja.

Jako prezrela vlakna nisu dovoljno gipka i grubapaukao takva ne zadovoljavaju
zahteve tekstilne industrije. Tak® ne zadovoljavaju vlakna sa niskim stepenom Ziglmsa
su slabo ili neravnhomerno uvijena, imaju manji gagrceluloze i slabijeg su kvaliteta.
Predivost pamuka i ravnomernost obojenja pamfuproizvoda rastu sa polanjem sadrZzaja
zrelih vlakana, a naglo opadaju sa porastée®a nezrelih ili mrtvih viakana [125].

Stepen mercerizovanja pamuka je kana&ajan pokazatel] kvaliteta i izrazava se
preko ocene sjaja od vrlo dobrog (stepen mercerigavee 90 %), dobrog (stepen
mercerizovanja 75-90 %), zadovoljavegg (stepen mercerizovanja 60-75 %) i slabog (stepen
mercerizovanja < 60 %) [122].
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Boja pamuka odidena je pre svega vrstom pamukovca, ali moZe biteigena pod
uticajem kiSe, mraza, insektata i gljivica, kongaka zemljom, travom ili &&m pamukovca.
Osnovna boja pamuka koju poseduje u trenutku atyargaure moZze biti izmenjena do
trenutka prerade. Na primer, ukoliko beo pamuk biztkegan duze vremena nevremenu i
dejstvu mikroorganizama, postanesto tamniji. Ukoliko je razée pamuka bilo zaustavljeno
susSom ili drugim uticajem, zaddie Zutu boju raztite dubine. Pod uticajem insekata, plesni,
zaprljanja od zemlje ili drugih materija, pamuk gaisnovnu boju i postaje mrljav. Uopste,
pamuk svih boja pod uticajem atmosferilija postegéto tamniji [125].

Prema "Universal Standards"-u, Upland pamuk se @rdmji razvrstava na 25
zvaninih klasa. Boja pamuka se odoge na osnovu stepena refleksije, koji ukazujema t
koliko je neki uzorak svetao ili taman i na osnastepena pigmentacije, tj. kéine Zute
obojenosti uzorka. Boja pamuka je rangirana od deléwkaste i klasifikovana je u sleéke
grupe, po opadafem redosledu kvaliteta: bela, slabo pegava, pedielava i Zikasta
[119, 124, 126].

Veoma vazne karakteristike kvaliteta pamuka&istoca (sadrZzaj primesa i tistoca),
kolicina i vrsta defekata i lepljivost vlakana. di&toce su mera nevlaknastih materijala u
pamuku. PovrSina uzorka pamuka se skenira videcek@ami izr&unava procenat povrsine
prekrivenecesticama n&stoca. Neorganske kestoce kao Sto su zemlja, pesak i praSina,
nalaze se u sirovom pamuku i pamuku posle egrenir&je se uglavnom odstranjuju za
vreme primarne prerade sirovog pamuka, ali se deéanja tek u predionici, odnosno u
cistionici. Organske nstoce, delovi gratica, li&a i semena, takie se najvém delom
udaljavaju u primarnoj preradi. Matim, delovi suvog li& (zbog krtosti) kao i delovi
semena delindho se odstranjuju istionici, ali jedan njihov deo zaostaje u siroyogdi i
tkaninama [2]. Na osnovu ocene Ralie cestica lisa pamukovca u Upland pamuku postoji
sedam klasa, koje su ozieme kao "Leaf Grade 1" do "Leaf Grade 7", déree na osnovu
fizickinh standarda. Oddevanje neistoca i klasifikovanje prema sadrzaju d& nisu iste
kategorije, ali méu njima postoji odréena korelacija [119, 126].

Defekte pamukaiine mrtva vlakna, vlakna anomalne ili neravhomedabljine,
gnezda i smotuljci. Mrtva vlakna su sklona obrazgu@vori¢a i zamrSenih mesta (gnezda) i
vrlo se slabo obojavaju pri bojenju tekstilnih pnadda. Gnezda nastaju ¢drsto slepljenih
vlakanaciji krajevi Strke u stranu i zaostaju u pamuku posle primarne geegrali mogu
nastati i u toku grebenanjacis¢enja. Smotuljci vlakana nastaju njihovim preplitmj i
obi¢no se otvaraju grebenanjeresljanjem [2].

Gnezda su mali zamrSenvorovi vlakana koji se ne mogu razmrsiti i mogui bit
mehanékog ili bioloSkog porekla. Mehatka gnezda sadrze samo vlakna i foiz prerade
tih viakana [127] (slika 2.6 a), dok bioloSka gneadkljucuju strani materijal, kao Sto su
delovi semena, l& ili stabljike [128]. Tréi veoma vazan tip gnezda su srasla gnezda, koja se
sastoje samo od vlakana, ali su bioloski produkieks$tiinom materijalu gnezda se pojavljuju
kao mrlje, koje su u bojenom materijalu @ svetlije od pozadine. Meh&ha i bioloSka
gnezda koja sadrZze nezrela vlakna stvaraju neobojgsta na gotovom materijalu. Srasla
gnezda, koja se sastoje iskipp od nezrelih vlakana, uvek se pojavljuju kaoebeirlje na
obojenom materijalu (slika 2.6 b). Vise od 90 % zgreeu krajnjem proizvodu sadrze nezrela
vlakna [128]. Ova nebojiva mesta su poznata kae belje. Nisu sva gnezda bele mrlje, ali
sve bele mrlje jesu gnezda i sadrZze nezrela vlakna.

Lepljivost pamuka (tzv. medna rosa) se ispoljaveerbi, a naréito dolazi do izrazaja
pri egreniranju i predenju. To je sloZzena karaktéa koja zavisi od velikog broja faktora,
pre svega od stepena @&&erosti pamukovca insektima, gljivicama i bakterigara zatim i od
oblika lista i stabla biljke, vrste i sastava mgnoligo- i polisaharida u biljci, uslova rasta
pamukovca, primene agrotebkih mera, vremenskih uslova, kvaliteta egrenirangaugo.
Medna ros&ini ozbiljne smetnje preradi, a @& izraiena od lepljivog pamuka je slabija,
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neravnomernija sa vise zadebljanja, loSeg izglestaara dosta teSka pri tkanju. Smanjenje
otpadaka u preradi i poboljSanje kvaliteta ovakwae@moze se posiipredenjem u zimskim
periodima i pri snizenoj vlaznosti vazduha (ispdsl %) u predionicama, kao i meSanjem
lepljivog pamuka sa kvalitetnijim pamukom ili dragivlaknima [2, 123].

Slika 2.6a) Gnezdo mehatkog porekla — zamrSena zrela i nezrela vlakna &ejpojavljuju
kao bele mrlje na obojenom materijalu; b) Sraslazgongbela mrlja) na povrSini materijala
— sastoji se od izuzetno nezrelih vlakana koja edusobno srasla [129]

Gustina pamuka iznosi 1,54 g/i&#to odgovara spedifioj zapremini od 0,64 cify
[113].

Opip pamuka je mek i svilast, a zavisi od steperedogti, ¢istoce i vrste samog
pamuka. Ukoliko je pamuk boljeg kvaliteta, utolié® opip biti prijatnije izrazen.

Sjaj paminog vlakna zavisi od strukture kutikule, sadrzajak& odnosno kutina u
njoj i od uvijenosti vlakna. Po pravilu finiji parkima umeren sjaj, dok je grublji pamuk bez
sjaja. Pamuk sa prijatno izrazenim sjajem je cenpeajutim, sjaj pamuka ne moze biti
presudan za kvalitet, jer postoji pamuk dobrog ket koji je bez sjaja. U toku dorade
tkanina i drugih proizvoda sjaj se moze znatno patrepr. mercerizovanjem [2, 125].

Pamuk je jedno od najzéegnijih prirodnih vlakana koje se Siroko koristbag svojih
izvanrednih svojstava koja uktuju regeneraciju, biodegradaciju, meékp bioloSku
kompatibilnost i higroskopnost. Zahvaljdjusvojim veoma dobrim svojstvima, kao Sto su
zatezne karakteristike (spada dgavlakna), otpornost na habanje i klizanje Zicauvos i
mokrom stanju, postojanost prema kjlim alkalnim rastvorima, velika sorpciona
sposobnost, propustljivost vazduha i dobra higijeost, pamuk je joS uvek prakto
nezamenljiv u izradi svih vrsta rublja. Pamuk imgliku primenu u izradi raznih odevnih
predmeta za svakodnevnu upotrebu, kao i tddog tekstila i razliitin vrsta higijenskog i
medicinskog tekstila.
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2.2. Struktura i svojstva hemijskih celuloznih vlakana

Hemijska celulozna vlakna su komercijalno najstahgmijska vlakna iz prirodnih
polimera. Razlikuju se tri grupe ovih vlakana: negsana celulozna vlakna u koja spadaju
viskozna, bakrova i liocel vlakna, vlakna tipa Fzah koja se dobijaju saponifikovanjem
acetilceluloznih vlakana i acetatna i triacetatrekmbh [122]. Sirovina iz koje se dobijaju ova
vlakna je tehrika celuloza, okina ili oplemenjena, koja se dobija iz drveta i heki
jednogodisnjih biljaka.

Od svih tekstilnih vlakana, celulozna vlakna imagiraznovrsniji opseg struktura i
svojstava.Cak nezavisno od raznolikosti prirodnih celulozniakana, sa njihovim visoko
kristalnim fibrilnim strukturama, manje sfena regenerisana celulozna vlakna imaju mnogo
razlicitih struktura, koje dovode do raglih svojstava i primena.

Proizvodnju celuloznih vlakana kontroliSu dva ili faktora: rastvar& i nain
odvajanja od rastvata i, u nekim metodama, hemijska reakcija. Izbor zu@ilnih uslova
izmedu velikog broja parametara dovodi do raznovrsretstikture i svojstava [130]. U tabeli
2.5 dat je sumarni pregled raznih¢ma formiranja celuloznih vlakana koji @ti na
rezultujwtu strukturu.

Tabela 2.5Hemijska celulozna vlakna [130]

Tip vlakna Proces i faktori koji odreduju strukturu

Rastvor u bakar-amonijum-hidroksidu; formiranje lwakrg
kompleksa celuloze; koagulisanje u vodi

Natrijum-celulozni ksantogenat, rastvoren u natrjum
hidroksidu, koagulisanje i regenerisanje u kis&t)znoj
kupki

Cinkovi joni dodati u kiselu taloznu kupku, déjstrukturu
kora-jezgro

Regenerisan iz visoko istegnutih celuloznih acetatni
vlakana

Visok sadrzaj cinka u taloznoj kupki i modifikatari
viskoznom rastvoru, struktura "samo kora"

Modalno, Stapél Modifikacije u viskozi i slabo kisela talozna kupka

Visoka viskoznost viskoze, modifikovana talozna kap
omoguavajwi formiranje gela

Viskozno, kovrdzavi Stapel,  Modifikacija viskoznoggbopka koja izaziva pucanje korgz
Cordenka EHM HT Dodavanje formaldehida viskoznowcpsu

Rastvor u amino oksidu; koagulisanje u slabom voden
rastvoru amino oksida

Sekundarni celulozni acetat suvo preden iz rastuora
acetonu

Triacetatno Celulozni triacetat suvo preden izvast u metilen-hloridu

®Nije komercijalan.’(Koagulisanje + regenerisanje) istezanje.%(Koagulisanje + istezanje}>
regenerisanje.

Bakrovo

Prvo viskozno ispredeno
u laboratoriji

Viskozno obénad”
Fortizarf

Ojasano (HTY

Polinoznd

Liocel (Tencel)

Acetatno
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Regenerisana celulozna vlakna (viskozna, bakrdioael) se sastoje otiste celuloze
Ciji je stepen polimerizovanja znatno manji nego nbn vlaknima i iznosi 220-800. To je
posledica dejstva koncentrovanih rastvora &ditli reagenasa koji se koriste u procesu
dobijanja tehnike celuloze i njene pripreme za oblikovanje u vigkitomiranje viakana i
njihove dorade.

Po svojoj fiztkoj strukturi celuloza u regenerisanim celuloznimakvlima odgovara
strukturi celuloze I1l. Makromolekuli u regenerisanivlaknima obrazuju nadmolekulske
strukture koje se sastoje iz mikrofibrila i fibril®o njihovoj duzini smenjuju se podja
razlicite gustine slaganja makromolekula i raiztig stepena kristalnosti, koji u viskoznim
vlaknima, na primer, iznosi oko 40-50 %. Kristalhodrugi parametri strukture ovih vlakana
(stepen orijentisanosti i dimenzije kristala) mog& menjati izmenom nekih parametara
procesa formiranja vlakana, inkorporisanjem nepefimh ili polimernih aditiva i hemijskim
modifikovanjem osnovnog polimera putem supstituitijealemljenja [2].

Regenerisana celulozna vlakna poseduju slojevitiktstru sa slabo ili vrlo izrazenom
strukturom "kora-jezgro" i prisustvom pora i praznikoje nastaju u toku koagulisanja
vlakana. Snopovi fibrila kojéine vlakno su izgr@eni od velikog broja elementarnih fibrila.
Znxajna strukturna karakteristika regenerisanih cehilo viakana je oblik njihovog
popre&nog preseka, koji moze biti ragl, npr. okrugao, nepravilan, u obliku slova Y,E, T
i ravan. Model strukture viskoznih i drugih hemijskilakana prikazan je na slici 2.7. Kora
sadrzi brojne male kristalite dok jezgro ima madmoj ali velih kristalita. U pordenju sa
jezgrom, kora je jga i manje rastegljiva. Ona tak® manje bubri od jezgra; zadrZzavanje vode
je manje u kori nego u jezgru, mada je vlaznosawekori. Ovo se moze objasniti pégaaim
brojem hidroksilnih grupa koje su dostupne za vazje sa molekulima vode kao rezultat
vece ukupne povrsine mnogobrojnih malih kristalitaJlL3

elementarni kora
fibril Vi S
Jezgro
praznine
fibrila

Slika 2.7Model strukture viskoznih i drugih hemijskih viakaji2g

Sva regenerisana celulozna vlakna se mogu proitavicald kontinualne filamentne
niti, koje sadrze i do nekoliko hiljada filamenaitakao tezi kablovi sa milionima filamenata,
koji se seku na Stapel vlakna pogodne duzine zgamhpd kratkog ili dugog Stapela. Tima
fino¢a vlakna bi bila u opsegu 0,1-0,5 tex (10-20 pumaetrpku), mada su dostupna i razna
finija kao i grublja vlakna, do oko 5 tex (60 pmpp].
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Regenerisana celulozna vlakna su vrlo hidrofilmgiiova standardna vlaznost iznosi
12-13 %. U vodi brzo bubre p¢éemu im se prnik poveava do 50 %, a duzina za 2-5 %.
Ova vlakna zadrzavaju priblizno dva putaéwekolicinu vode nego pantna vlakna.
Regenerisana celulozna vlakna imaju cwehemijsku aktivnost od prirodnih celuloznih
vlakana. PoviSena higroskopnost regenerisanih aaiih vlakana i njihova velika hemijska
aktivnost su posledica manjeg ukupnog dejstva va@ddniveza izméu makromolekula,
manjeg stepena orijentisanosti i relativno manjstige slaganja njihovih makromolekula.
Zbog svega navedenog, kao i zbog manjeg stepemmgu@ovanija, jéina regenerisanih
celuloznih vlakana je znatno manja octife prirodnih celuloznih viakana, n&to u
mokrom stanju, kada im Jaa opada i do 50 % kao posledica ptarga mé@umolekulskog
rastojanja usled bubrenja [2].

Viskozna vlakna se proizvode u Sirokom asortimdahwzavisnosti od finée, j&ine i
duzine proizvode se kao tekstilni i tetkiifilament (rejon ili viskozna svila i viskozni kdy,
Stapel vlakna pantmog, vunenog i tepih tipa, celofanskea®e niti i razkita specijalna
viskozna vlakna. 1z potrebe da se diiin viskoznim vlaknima poboljSa daa, modul
elasténosti (nardito u mokrom stanju) i otpornost prema hemikalijanmastala su tzv.
ojatana viskozna vlakna (HT-tipovi) i modalna viskozviakna visokog mokrog modula
HWM i polinozna vlakna. Viskozna vlakna mogu dgpseizvode kao sjajna, mat, polumat ili
obojena u masi, talasava ili kovrdZzava, Suplja pljitava vlakna, diferencijalno obojiva,
vlakna smanjene zapaljivosti, vlakna smanjen&inupijanja vlage ili uvéanog stepena
upijanja i zadrZzavanja vlage Kkteosti, jonoizmenjivéka, elektroprovodljiva, antifrikciona itd.

Viskozni proces su otkrili britanski hesairi Cross, Bevan i Beadle istrazéiju
promene na celulozi koje nastaju pri mercerizova@ui su 1891. godine dokazali da se
celuloza u prisustvu alkalija rastvara u ugljentlidu i prelazi u ksantogenat celuloze koji se
rastvara u razblazenom rastvoru NaOH stv@rajastvor viskozu (u pgetku nazvan
"viskozni celulozni rastvor"). Ovaj rastvor se mdaenvertovati ucistu celulozu dodatkom
razblazene sumporne kiseline [132].

Hemija viskoznog procesa se sastoji prvo u razayajianaca celuloze | u amorfnim i
kristalnim podrdjima bubrenjem u prisustvu hidrata NaOH, ksantogan@m nekih od
hidroksilnih grupa tako da se dobijeni derivat moggtvarati u vodi ili razblazenom NaOH, a
zatim u preokretanju procesa pri ispredanju uklgeja solventne vode, Najona i
ksantogenskih grupa, tako da hidroksilne grupelaedumogu privdi lance méusobno,
najpre preko van der Waals-ovih sila, a zatim prgkdontnih veza kako bi se dobila
struktura celuloze Il [133].

Tehnoloski postupak izrade viskoznih vliakana obtdngéedée operacije [2]:

» alkalizovanje celuloze,

» prevalenje alkaliceluloze u rastvorno stanje putem obraa@v ksantogenata

rastvorljivog u alkalijama,

» ciS¢enje i degaziranje dobijenog predivog rastvora,

» formiranje niti potiskivanjem rastvora kroz mlazeic koagulisanje u kupki za

taloZzenje viskoze uz razlaganje ksantogenata,

» ispiranje vlakna od soli i sumpornih jedinjenja, ai& avivaznim sredstvima i

susenje.

Od navedenih stadijuma postupka najvazniji je gtadiformiranja vlakana. Kada se
viskozni rastvor uvede u taloznu kupku, atinei broj zndajnih hemijskih i fizékih procesa
pocinje da se simultano odvija. Brzina, interakcij@lazvoljeni stepen mehanizama ovih
procesa odidju plasténost, istegljivost i orijentisanost obrazovane gél Od njih zavisi |
morfoloSka sréenost tako da se moze dobiti Siroki spektar sulmekaopske skéenosti, od
visoko amorfne do visoko kristalne. lako je hemiiskoznog procesa u osnovi jednostavna,
sukcesivnost hemijskih reakcija je veoma kompleksako da n&n njihovog valenja
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odreluje fine strukturne parametre viskoznih vlakanding i njihova fiztka svojstva. U
tabeli 2.6 prikazan je tok reakcija u viskoznomaasu.

Tabela 2.6Tok reakcija u viskoznom procesu

1. Alkalizovanje CsHoO40OH + NaOH— CgHyO4,ONa + HO
celuloza alkaliceluloza
2. | Ksantogenovanje CsHoO4,ONa + CS — CgHyO,OCSSNa
Na-celulozni ksantogenat

3. | Rastvaranje CsHoO4,OCSSNa + NaOH-~ Viskozni rastvor
4. | Sazrevanje CsHsO4,0OCSSNa + HO — CgHgO4,0H + CS + NaOH
5. | Ispredanje CsHoO4,OCSSNa + SOy — CsHgO40H + CS + NagSOy

Osnovna sirovina za proizvodnju viskoznih vlakaaatghnéka celuloza iz koje su
uklonjene neistoce, pri¢emu se posebna paznja pasye uklanjanju tragova metala kao Sto
su mangan i gvate, od kojih prvi narusava proizvodni proces, a duige na boju finalnog
produkta. Priprema celuloze obuhvata diasti hemijsko delovanje na poviSenim
temperaturama koje dovodi do smanjenja molekulsksenpolazne celuloze. Deo nerastvoran
u 17-18 % rastvoru NaOHy-celuloza, zaostaje dok se niskomolekulgke vy frakcije
rastvaraju i udaljavaju [134]. Sadraageluloze (koji u sulfitnoj celulozi iznosi 92-93,% u
sulfatnoj 96-98 %) u celulozi je osnovni pokazatelpliteta koji karakteriSe prinos procesa
proizvodnje vlakana kao i njenu polidisperznosistiocu. Ukoliko je viSi sadrZzag-celuloze,
viSi je prinos vlakana i manji je unos niskomoledih produkata alkalizovanja [2].

Potapanjem u rastvor natrijum-hidroksidaceluloza prelazi u alkalicelulozu, a
istovremeno, kao Sto je #g¢pomenuto, dolazi do uklanjanjadeg dela hemiceluloza. an
hemijski sastav alkaliceluloze nije poznat,duigm postoji dokaz da se jedan molekul NaOH
povezuje sa dve anhidroglukozne jedinice u polimerfancu [134].

Nakon usitnjavanja, alkaliceluloza se podvrgavadprenju, odnosno oksidativnoj
destrukciji koja se mora paZljivo kontrolisati kakbi se dobio Zzeljeni stepen
depolimerizovanja. Kiseonik iz vazduha obeflje uniformno predzrenje koje je pemo
smanjenjem molekulske mase i péasjem broja prisutnin karboksilnih grupa. Cil;
predzrenja je postizanje srednje molekulske maga j@ dovoljno velika da obezbedi
zadovoljavajadu jacinu finalnog vlakna, ali i dovoljno mala tako dask®znost rastvora ne
bude previsoka pri Zeljenoj koncentraciji za isprgdaSvaki od raznih krajnjih produkata
ima svoj optimalni stepen polimerizovanja. Stadijyredzrenja se moze izbeukoliko
postoji zahtev za visokim stepenom polimerizovangprimer u sléaju polinoznih viakana
[2, 133, 134].

Alkaliceluloza se prevodi u rastvorno stanje ksgatmvanjem, pod kojim se
podrazumeva kompleks hemijskih i fikb-hemijskin procesa koji se ispoljavaju pod
dejstvom ugljendisulfida na alkalicelulozu. Najvadrod hemijskih reakcija je obrazovanje
ksantogenata celuloze, ali se uporedo sa ovom ijeakenatan deo GStroSi na stvaranje
sporednih produkata reakcije sa slobodnim NaOH,koph su najvazniji tritiokarbonat
(N&CSs), sulfid (NaS) i polisulfidi (NaSy), karbonat (NgCOs), pertiokarbonat (N£LS),
sulfit (N&SQ;) i hiposulfit (N&S(0,). Ksantogenovanije je pgfano strukturnim pretvaranjem
na morfoloSkom i nadmolekulskom nivou, pamu se menja stepen kristalnosti i parametri
kristalne reSetke [2].

Ksantogenat celuloze se rastvara u razblazenonmvorastnatrijum-hidroksida,
stvarajiéi rastvor viskozu, i ovo svojstv@ini ispredanje viakana modun. Konverzija
rastvora viskoze u vlakna zadovoljav@ajukarakteristika nije bila moga sve do otktia da
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ovaj rastvor zahteva sazrevanje. U toku sazrevanjasantogenat celuloze i sporedni produkiti
hemijski i fizicko-hemijski transformiSu, kako bi se postigao dére nivo postojanosti
viskoze prema sredstvima za koagulisanje, odnossrmargtabilnost pri taloZenju. Najvaznija
promena u ovom stadijumu je spontana dekompozeij@oznog ksantogenata koja, ukoliko
se odvija neometano, rezultuje u geliranju viskozragjvora. Ova promena je povezana sa
promenama u distribuciji ksantogenskih grupa unutaluloznog lanca kao i iznde
celuloznih lanaca. U tabeli 2.7 prikazan je slozesstav viskoze pre njenog oblikovanja u
vlakna, kao i sastav suvog vlakna. Priprema viskoaeoblikovanje u vlakno uklfwje i
filtriranje | degaziranje viskoze u toku kojih ssktde odigravaju hemijska i fizko-hemijska
pretvaranja. Degaziranje viskoze, tj. udaljavamigtvorenog i mehatki zadrzanog vazduha
je vazna tehnoloSka operacija s obzirom na to deopniranju vlakana dispergovani vazduh
dovodi do obrazovanja defekata u njima [2, 133134

Tabela 2.7Sastav viskoze pre oblikovanja u vlakna i sastaogwlakna [2]

Sastav viskoze % Sastav suvog vlakna %
Celuloza 7 a- celuloza 80,0
Ksantogenske grupe 2,26 Hemiceluloze 15,0
NaOH 2,72 Pentoze 3,5
Karbonatni natrijum 1,70 Smole 0,5
Tiokarbonatni natrijum 0,92 Sapuni ili ulja 0,570
Natrijum-sulfid 0,45 Sumpor 0,1
Natrijum-pertiokarbonat 0,32 Pepeo 0,4-05
Tiosulfat, natrijum-tiosulfat 0,15 Lignin 0,3

Voda 85

Pri oblikovanju viskoze u vlakna, predivi rastva gotiskuje kroz mlaznice koje su
uronjene u taloZznu kupku takvog sastava da nastalgice @vr&tavaju. U ovom stadijumu
formirane niti imaju najmanju §#nu, tako da treba obezbediti uslove da ne dolazijthovog
prekidanja ili obrazovanja defekata koji dovodendstanka zadebljanja, slepljenih vlakana i
izdvajanjacestica polimera [2]. U trenutku kontakta strujngzerastvorom kupke za talozenje
pacinju kompleksne promene koje konvertuju rastvoprap gel strukturu, a zatim u vliakno.
Na granénoj povrsSini talozna kupka — viskoza vlada jako sgienje u kome prakino
trenutno nastaju nukleusi strukture oko kojiltipge rast fibrilne strukture gela. Koagulisanje
organskog materijala nastupa sa neutralisanjemumathidroksida u viskoznom rastvoru pod
dejstvom sumporne kiseline iz talozne kupke. Ismeno, kiselina difunduje u koagulisanu
nit i izaziva razlaganje natrijum-celuloznog ksaygoata, regeneriéu celulozu [134].
Paralelno se vrSi istezanje viskoznog vlakna kaksebmolekuli celuloze orijentisali u pravcu
ose vlakna.

Oblici strukturnih elemenata u viskoznim vlaknimamnogome zavise od sastava
talozne kupke. Konvencionalna kupka za standarthiaa sadrzi slede sastojke:

» isoljavajli agens, npr. N&O;,

» regenerisdi agens, npr. k50,

» agens koji obrazuje jedinjenja, npr. ZnsSO

Vrsta i kol¢ina komponenata u kupki zavise od vrste vlakna &ejeeli proizvesti. Pri
formiranju polinoznih vlakana koristi se kupka koja sadrzi cink, dok se za ispredanje preko
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95 % vlakana koristi kupka sa Zn jonima. Uloga eink regulaciji strukture viskoznih
vlakana je od izuzetnog ztega. U procesima ispredanja bez cinka pod normairslovima
koncentracije kiseline u taloznoj kupki, ksantogeoeluloze je konvertovan u celulozno-
ksantogensku kiselinu a zatim u celulozu. Procesdsga brzo i do regenerisanja dolazi pre
postizanja odgovaraje orijentacije molekula celuloze. Krajnji rezultg slaba kristalna
organizacija, a time i vlakno maletjae. U prisustvu cinka, nd@tim, dolazi do obrazovanja
intermedijarnog kompleksa Zn-ksantogenata Kkoji jebifniji prema regenerisanju
indukovanom kiselinom, tako da je regenerisanjailogé sporije. Pored toga, cink, kao
dvovalentni jon, formira poptee veze izméu susednih ksantogenskih grupa. Zahvadjuju
takvom dejstvu cinka, nastali gel se moze istedatvisokog stepena pre regenerisanja, Sto
kao rezultat daje visoko orijentisanu strukturu refativno veéim brojem kristala malih
dimenzija [133].

Regenerisana nit se dalje podvrgava ispiranju ulfle=sciji, tj. tretiranju rastvorom
natrijum-sulfida kako bi se uklonio sumpor sa powsniti. Sveze formirane niti se bele
hipohloritom radi poboljSanja beline. Na opranu $gt nanosi avivaza sa ciliem smanjenja
trenja, poboljSanja opipa i preradivosti, a zatenngt susi i namotava na kalem. U ¢&ju
Stapel vlakana, kabl nastao spajanjem pojédihasnopova niti se isteZze do Zeljenog stepena
| sete, a dobijena vlakna se nakon dorade presuju Ubals4].

Viskozno vlakno u svojoj gda nije homogeno. Ono se sastoji od celuloze, alr&a
ostatke prai@h materija upotrebljene celuloze. Talky ako su vlakna matirana sadrze
sredstvo za matiranje (a@io TiO,), a ako su obojena sadr@estice boje. Pored toga, vlakna
mogu sadrzavati i izvesne elemente hemikalija kog u potpunosti isprane pri izradi
vlakana.

Uslovi ispredanja, sastav talozne kupke i aditivji ls@ dodaju viskoznom rastvoru
odreluju fizicko-mehantke karakteristike vlakana — njihovu prekidnw@ifu i izduZenje,
modul, otpornost prema bubrenju u vodi i karaktigsu mokrom stanju [134]. Povanje
plastEnosti gela zajedno sa usporavanjem regenerisanjg@wiava ispravljanje molekulskih
lanaca u pravcu ose vlakna putem orijentacionaegastja. PoboljSanje plastiosti gela je
osnovni korak u proizvodnji regenerisanih celulbznilakana velike j@ne. Postoje ftri
prakticna n&ina da se poboljSa pla&tiost gela prtemu nastaju odgovardja vliakna, i to su
[133]:

1. dodavanje hemijskih modifikatora viskoznom rastvoru:

» tehniki filament
» HWM vlakna (modifikovana)
2. upotreba taloZzne kupke sa niskim sadrzajem kisediolei niskom temperaturom:
» polinozna vlakna (Toramomen proces)
3. dodavanje formaldehida kupki za talozenje:
» Super HWM ili Ten X filament.

Uslovi formiranja viskoznih viakana dovode do olmeanja vlakana strukturno
nehomogenog poptrog preseka. Na povrsini vlakna se nalazi membdsmidjine oko 1-2
nm, a ispod nje se nalazi kora koja zauzima ok® 246povrSine preseka, ispod koje lezi
jezgro [2]. Varijacije hemijskih komponenata, njileokoncentracije i temperature taloZzne
kupke odrduju brzine koagulisanja i regenerisanja i time trefee kolicine kore i jezgra u
popr&nom preseku vlakna. Tabela 2.8 prikazuje razlikevajstvima kore i jezgra. Kora
poseduje viSi stepen sienosti i bolja mehatka svojstva od jezgra, tako da se u proizvodnji
vlakana poboljSanih performansi tezi péaeju njenog udela, u nekim ghjevima do te mere
da se paitavom poprénom preseku ostvari struktura kore [134]. Struktls@amo kora" se
moze dobiti jedino u prisustvu modifikatora.

Morfologije poprénog preseka nekih hemijskih celuloznih vlakanatimsane su na
slici 2.8, a poduzni izgled aimog viskoznog vlakna na slici 2.9.
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Tabela 2.8Karakteristike kore i jezgra viskoznog vlakna [133]

Karakteristike Kora Jezgro
Duzina kristala (A) 104 206
Bubrenje u vodi (%) 55 - 65 75 -85
Higroskopnost (%) 13-14 11-12
Gubitak j&ine u mokrom stanju (%) 20 50

Slika 2.80blici popre&nog preseka nekih hemijskih celuloznih vlakang&jM,
b) konvencionalna viskozna, c) kovrdzava HWM, d)Igy e) bakrova, f) trilobalna [135]

Slika 2.9Poduzni izgled konvencionalnog viskoznog vlakngg]13
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Kao 5to je réeno, postoji vise tipova viskoznih viakana réiedi finoce i duzine kao i
fizicko-mehantkih karakteristika. Viskozna vlakna su dizajnirani@a poseduju opseg
svojstava kako bi odgovorila zahtevima raznovrgménjih primena.

Viskozna vlakna u obliku Stapela obuhvataju viSe 5&d % svih vrsta viskoznih
vlakana i proizvode se tafte u razléitim tipovima [2]. U tabeli 2.9 dat je uporedni gied
svojstava osnovnih tipova viskoznog vlakna i pamuka

Tabela 2.9Uporedni pregled vaznijih karakteristika raznipotia viskoznih (CV) vlakana i
pamuka [2]

Tipovi obi¢nih CV-vlakana Modalna vlakna | Pamuk
Karakteristike pamuni vuneni | ojacani | HWM olinozna raznog
tip tip tip tip P porekla

Prekidna jaina:
kondicionirana, cN/tex 22-28 16-20 34-36 40 40-48 25-40

mokra, cN/tex 12-18 8-10 24-26 28 30-38 29-46

relativna mokra*, % 55-65 53-57 70 70 70-80 | 110-120

u onti, cN/tex 6-9 5-6 8 8 6-7 20-22
Prekidno izduzenje:

kondicionirano, % 15-19 21-23 19-23 15 8-12 7-10

mokro, % 19-23 24-28 25-29 16 10-15 10-14
Mokro izduZzenje pri 5 i
cN/tex 12 15 10 4 1,5-3 6
Mokri modul, cN/tex 40-50 20-30 50-70| 80-100 120-150 80-110
Buburenje u vodi, % 90 110-120 70 65 60 46
Rastvorljivost u 6 % 2022 | 2022 810 48 = 153 .

NaOH, %
Stepen polimerizovanja 300 280-320 350 350 450-500 2000
*Odnos prekidne jgne vlakna u mokrom i suvom stanju.

Viskozna vlakna su visoko apsorptivha, meka, udpkmeaodlikuju se i dobrom
higijenicno&u. Pored toga, zahvaljujuniskoj ceni i moganostima da se u preradi mogu
upotrebiti sama ili u meSavini sa drugim vlaknimelaze veliku primenu u tekstilnoj
industriji.

Saglasno Sirokom asortimanu, upotreba viskoznibkavla je veoma Siroka i
raznovrsna. Koriste se za izradu rublja, posteljinde€e, dekorativhog tekstila, kao i
industrijskih, netkanih, medicinskih hirurskih iugdyih proizvoda.

U preradi viskoznih vlakana se mora imati u vidihoya smanjena §gna u mokrom
stanju, kao i véa osetljivost na dejstvo hemikalija. Zbog toga seigzzadi meSavina biraju
druge komponente kojée svojim prisustvom u optimalnim kéihama doprineti da se
negativna svojstva viskoznih vlakana priguSe, atpwoa daiu do izrazaja.
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3. Reaktivnost celuloze

Celulozna vlakna razlitog porekla, stepena polimerizovanja i stepenatimosti
zahtevaju raztite uslove reakcije, Sto je posledica njihove ddinadmolekulske strukture
koja jako utée na pristup&nost hidroksilnih grupa, centara napada na celub3ud].

Kao Sto je poznato, svaka anhidroglukopiranoznaniea celuloze sadrzi tri
hidroksilne grupe, jednu primarnu i dve sekunda@ee grupe su sposobne za hemijske
reakcije (npr. esterifikovanje i eterifikovanjepitine za hidroksilne grupe. Meatim, situacija
je kompleksnija zbog mikrostrukture nativne cel@dwja ima visok stepen kristalnosti, Sto
limitira pristupa&nost hidroksilnih grupa reagensima.

Pristup&nost hidroksilnih grupa za reagense zavisi od &nsisti celuloze [138].
Hidroksilne grupe u amorfnim podijima su veoma pristugae i reaktivne. Za razliku od
njih, hidroksilne grupe koje se nalaze u gusto opakim kristalnim podrijima sa jakim
intermolekulskim vezama mogu biti potpuno nepristine [139].

Izmedu sustinske reaktivnosti hidroksilnih grupa cel@azhidroksilnih grupa malih
molekula ne postoji razlika, ali u slju celuloze kristalnost i nerastvorljivost ometgjistup
hidroksilnih grupa reagensima [14].

Reaktivnost celuloze je dakle usko povezana sa mjgmestup&nosu, pod kojom se
podrazumeva relativna laéa sa kojom reagensi mogu dospeti do hidroksilnipgr[139].
Izmedu pristup&nosti i reaktivnosti celuloze postoji veza koja @ueava da se na osnovu
pristupa&nosti celuloze predvidi njena reaktivhost prema meteagensima [140]. Tako, mali
molekuli vode imaju potpuni pristup nekristalnim demma celuloze. Molekuli polarnih
organskih tenosti (metanol, etanol i mravlja kiselina) imajulide¢ni pristup, dok sa
poveanjem prénika organskih molekula opada njihova pristtmzst strukturi celuloze.

Za merenje pristugaosti celuloze, a time i njene reaktivnosti, mogu keristiti
razlicite metode: sorpcija vodene pare, sposobnost 2aia vode, sorpcija joda i boja,
hidroliza kiselinama i druge metode [24, 90, 1442]1

Prema Krassing-u [90], pristufr@ost celuloze uglavnom zavisi od broja i dimenzija
pora u strukturi celuloze, dimenzija i tipa ras&ar ili reagensa, unutrasnje pristdpa
povrSine i strukture molekula celuloze, @@ha zavisi kojée hidroksilne grupe biti dostupne.
Prema tome, da bi se p@data pristupanost celuloze, pore moraju biti otvorene, a fibrilni
agregati i kristalne oblasti izmenjene.

Struktura pora se moZe otvoriti adsorpcijom pargpnmaer, etanola, sietne kiseline
i vode [143]. Tako, praik pora koji u suvim biljnim vlaknima iznosi 0,5¢#n, bubrenjem se
poveava na 3-7 nm, dok se pri tome aktivna povrsin&kana povéava od 10-20 fig na
100-200 Mg [2].

Sve reakcije celuloze mogu se klasifikovati u dvepg. Prvu grupéine reakcije u
koje su ukljgene hidroksilne grupe. Prema kiselosti, hidroksimnepe se mogu paiati u
sled€i niz: C2-OH > C3-OH > C6-OH. Kada su hidroksilneuge na drugom C-atomu
jonizovane ili supstituisane, kiselost C3-OH se e i hidroksilne grupe na C-6 mogu
ispoljiti ve¢i stepen Kkiselosti. Druga grupa obuhvata reakcij@¢gme destrukcijom
molekulskih lanaca [113].

Kao posledica nadmolekulske strukture, celulozangeastvorljiva u vodi i vé@ni
organskih rastvata, cak i na poviSenim temperaturama.
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3.1. Dejstvo vode na celulozu

Zbog velikog sadrzaja hidroksilnih grupa (31,48 %senih), celuloza se ponaSa kao
hidrofilna supstanca koja sa vodom obrazuje vatieniveze. Kako hidroksilne grupe
ostataka glukoze, uspostavljanjem intermolekulsliodoninih veza, destvuju u izgradnji
kristalne strukture vlakana celuloze, vodom veze sa molekulima vode mogu da uspostave
samo one OH grupe koje se nalaze u amorfnim @para celuloze [13, 24]. M&utim, to
nije dovoljno da makromolekuli nativnhe celuloze budastvorni u vodi. Prema tome,
nerastvorljivost celuloze u vodi posledica je vispkstepena kristaihosti (73 % kod
pamunog vlakna i oko 60 % kod celuloze iz drveta) [1845].

Interakcije izméu celuloze i vode veoma zavise od nadmolekulskekistre datog
uzorka, koltine ve prisutne vode u polimeru i od faktora kao Stogmperatura, koja ute
na strukturu vode [24]. Prodiranjem vode u celubbzviakna dolazi do ograrenog
anizotropnog bubrenja i zapreminske kontrakcijéate, koja se objasnjava dipolnim poljem
u kome negativno naelektrisane OH grupe celuloddage pozitivno naelektrisanu stranu
molekula vode [2]. Anizotropno bubrenje ozawa izrazito bubrenje po gmku vlakna, a
javlja se kao posledica usmerenosti makromolekdilbrila u pravcu ose vlakna [24]. Slika
3.1 prikazuje amorfno podtje celuloze u kome adsorbovani molekuli vode vesamicanije
makromolekulskih lanaca, Sto dovodi do péaga zapremine, a time i bubrenja celuloze.
Voda moze da prouzrokuje jedino interkristalno lempe celuloze, tj. samo unutar amorfnih
regiona.

Slika 3.1Detalj amorfnog podrtja celuloze koji prikazuje adsorpciju vode [81]

Ispitivanja su pokazala da se u amorfnim pépima celuloze mogu obrazovati dva
tipa hidrata u kojima su makromolekuli povezanjesinim ili sa dva molekula vode. Pored
hidratne vode, u celuloznim vlaknima je prisutredsorpciona i kapilarna voda. Na primer,
od 45 % upijene vode u pamuku, 15 % je adsorpc@idd, % kapilarno vezana voda [2].

Celuloza raztiitog porekla, zbog razlite strukturne grde, pokazuje razlito izrazenu
higroskopnost. Hemijska celulozna vlakna imajuressstiju strukturu i véi sadrzaj slobodnih
vodoninih veza, tako da je stepen zamene ovih veza vodwano véi nego u biljnim
vlaknima, Sto za posledicu ima smanjenj&éna ovih vlakana u mokrom stanju. Vezivanje
vode u celuloznim vlaknima dovodi do promene ne camihovih mehartkih, ved i
hemijskih i elektrénih svojstava.

Bubrenje nativne i regenerisane celuloze i njihaehvata u vodi je vrlo razlito: za
pamuk iznosi 18 %, viskoznu svilu 74 %, bakrovakmka 86 %, celulozni triacetat 10 %,
celulozni tripropionat 2-3 % i celulozni tributirat8 % [2].
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3.2. Dejstvo alkalija na celulozu

Dugo vremena je poznato da jaki vodeni rastvoralgik deluju na celulozu. Jos u 19-
tom veku Mercer je otkrio da celulozna vlakna bulrevodenim rastvorima natrijum-
hidroksida i da dolazi do drastih promena svojstava vlakana. Pri obradi celuloze
alkalijama, najese rastvorima natrijum-hidroksida, celuloza bubriv@g@va se debljina
vlakana i smanjuje njihova duzina, menja se nadkutd&a i morfoloSka struktura i
rastvaraju se i udaljavaju iz celuloze niskomolskalfrakcije, hemiceluloze. Uticaj alkalija
na celulozu zavisi od vrste alkalija, njihove komiracije, temperature rastvora i vremena
delovanja.

Hladni alkalni rastvori ne dovode do destrukcijdutmeze, ali izazivaju strukturna
pretvaranja i razne hemijske i #kio-hemijske promene. Razblazeni rastvori NaOH, na
sobnoj temperaturi, ne izazivaju a&aje celuloze. Na temperaturama od 130-140 °Cradkal
sredina ubrzava delovanje kiseonika iz vazduhaehadazu. Tople alkalije oSteiju celulozu
tako Sto izazivaju gubitak njene mase, verovatoprgevitom degradacijom od redukagg
kraja celuloznog lanca. Stabilnost celuloze pretkali|mma moze se povati oksidisanjem
aldehidnih grupa do karboksilnih, redukovanjem bkola@olnih ili blokiranjem nagrdivanjem
metilglukozida [2].

lzucavajlti dejstvo rastvora NaOH na celulozu, Mercer [146hapravio listu uticaja
koncentracija natrijum-hidroksida na bubrenje agtuabg vlakna:

» 3,2 % NaOH je bez dejstva,

» 6,5 % NaOH deluje neznatno i na veoma niskim teatpesma,

» 10 % NaOH povéava efekat koji ostaje izrazeniji na najnizim temaperama,

» 18,8 % NaOH veoma povava delovanje na celulozu.

Dejstvom koncentrovanih rastvora alkalija na celulmbrazuje se novo jedinjenje
alkaliceluloza, koja moze da sadrzi i do tri malleahja po molu celuloze. Kada je u pitanju
njena struktura, postoje radta misljenja. Prema jednom, u reakcijama sa giala celuloza
se ponasSa kao alkohol, pa dolazi do zamene jonamka u hidroksilnoj grupi jonom
natrijuma uz obrazovanje alkoholata, odnosno neatrgelulozata. Alkaliceluloza je vrlo
reaktivna i u mnogim reakcijama se ponasa kaojuatava so celuloze, po Semi:

[C6H702(OH)3]n + nNaOH & [C5H702(OH)2ONa]n + nHO

Prema miSljenju druge grupe istraziga dejstvom alkalija na celulozu obrazuju se
molekulska ili adiciona jedinjenja, alkalicelulozay Semi:

[C6H702(OH)3]n + nNaOH &= [C5H702(OH)2OH . NaOHﬂ.

Preovladava miSljenje da pri dejstvu natrijum-hidida koncentracije 12-18 %
nastaje alkaliceluloza sastavaglfzOs), - NaOH ili (CsH100s) - CsHoO4ONa, a da se pri
poveanju koncentracije natrijum-hidroksida na 20-40 %igojedinjenje GH1005 - NaOH
ili CeH100 - ONa [2]

Pretpostavlja se da natrijum-hidroksid reaguje deoksilnim grupama koje se nalaze
na drugom ugljenikovom atomu, zbog njihovog najiersjeg kiselog karaktera, pre svega uz
obrazovanje alkoholata celuloze, a da ostale hgilmk grupe reaguju na e koji dovodi
do molekulskog prisajedinjenja molekula natrijundiioiksida [2]. Na slici 3.2 dat je Sematski
prikaz moguih interakcija izméu celuloznih lanaca i Najona. Prakéino svi autori [147-
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151] se slazu da Naraskida intermolekulske vodame veze 0O2-H---O6' i da je
najverovatnija lokacija Ngjona na C2-OH. Ugljenik u poloZaju 3 pokazujéweezistentnost
prema formiranju kompleksa sa natrijum-hidroksidom.

Slika 3.2Interakcije izméu N& i celuloznog lanca [150]

Fizicko-hemijski procesi koji se odigravaju u alkalnmgdini posledica su intenzivnog
bubrenja i deliminog rastvaranja niskomolekulskih frakcija celulozZ@snovni uzrok
bubrenja je hemijska reakcija, kao i promena héwmgspotencijala usled razlike energetskih
stanja celuloze i alkaliceluloze. Energetske proengezane su za promenu u kristalnoj
reSetki, a toplota hidratacije ima odeai uticaj na taj proces.

Osim hemijske reakcije, pri bubrenju celuloze uabjama veoma je vazna keéina
tecnosti koju ona upije kapilarnim putem. Uloga kapild sila u tom procesu se moze
proceniti ako se ima u vidu da je u alkalicelulbemijski vezano 58 % supstance u obliku
CeH100s - NaOH- 3H,0. Cak i ako se uzme da se zajedno sa molekulima unatfijidroksida
zadrzava i 10 molekula hidratne vode, tada bi b&a kapilarno vezane vode stepen
bubrenja imao maksimalnu vrednost oko 170 %. Kapilausisavanje je odieno
povrsinskim naponom i dimenzijama pora. Pore rpstdejstvu rastvora natrijum-hidroksida
uséled ¢ega se unutradnja povrsina mercerizovane celulozet@ea od 8 rfig na 300-400
m</g [2].

Alkaliceluloza je nepostojano jedinjenje koje prirath vodom lako hidrolizuje uz
obrazovanje celuloznog hidrata. Ova celuloza séktgeg od polazne celuloze po fiko-
hemijskim svojstvima i strukturi. RuSenje strukturativne celuloze i nastajanje celuloznog
hidrata posledica je prodiranja disosovanih molekuétrijum-hidroksida najpre u amorfna
podritja, a sa porastom koncentracije i u kristalna pgdr[2]. Naime, alkalije se u rastvoru
nalaze u odgovarajem hidratisanom oblikgiji pre¢nik iznosi 0,5-2 nm, u zavisnosti od
koncentracije alkalnog rastvora (slika 3.3). Owrhti su sposobni da prodru unutar amorfnih
i kristalnih podrgja, pri ¢emu nivo penetracije zavisi od koncentracije upmfeaog
hidroksida. Solvatisani dipolni hidrati i hidratrggjonski parovi mogu da prodru samo u
amorfne oblasti, dok su dipolni hidrati sposobnipé@aetriraju u kristalne regione zbog svojih
manjih dimenzija [113]. Ispitivanja su pokazalas#gapod dejstvom alkalija koncentracije do
10 % odigrava intermicelarno bubrenje, pri koncaritama NaOH do oko 18 % dolazi do
intramicelarnog bubrenja, dok pri koncentracijarmaad 30 % dolazi do skupljanja vlakna

2].
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Slika 3.3Razlkiti oblici i odgovarajéi hidrodinaméki prenici hidrata kao funkcija
koncentracije jona [152]

Alkalizacija celuloze je od velikog ztaja za komercijalnu proizvodnju celuloze kao
metod za powanje reaktivnosti (aktivacije) celuloze za naredreakcije, kao i za
mercerizaciju pamuka. Celulozu | je m@égukonvertovati u razne kristalne alkalne forme,
koje imaju razlkéite kristalne strukture i promenljiv sadrzaj NaOkbide. Sve forme prelaze u
kristalnu hidratcelulozu tokom ispiranja i u celulidt putem suSenja [1].

Slika 3.4 pokazuje prisustvo pet r&#ih oblika alkaliceluloze: Na-celuloza I, II, IlI,
IV ili Q i V. Formiranje ovih Na-celuloznih jedinfga zavisi od temperature (od — 20 °C do
100 °C) i koncentracije NaOH (od 0 % do 45 %, mégerali su granice raznih regiona
definisane viSe ili manje razlto. Na primer, ispod 0 °C i na koncentraciji Na©H oko 8 %
je lokacija alkaliceluloze koju autori nazivaju Maluloza Q, Q od Quellung (bubrenje na
nema&kom). Njen patern difrakcije X-zraka je veoma kaeaistican i otkriva stanje visoke

nesrgenosti i bubrenje u slojevima [153].

Temperatura (°C)

100 ' = - =
RSSO n e et
-:\_E—CE'].. -[[ —“‘”‘E -
80 R == —
{“'L‘L ; —
Na-CEI.HéF:
60 e T s —L=—
nativona Celuloza Na-Cel. I F =

40 = J0=0—0—0F—[i0=—0=—=0

20 -
(=) ]
2y
Led =&

10
NaOH - Koncentracija (maseni %)

Slika 3.4 Fazni dijagram sistema celuloza/NaOH/voda; celujeza vlakna ramije. Grafik
otkriva zone razéitih Na-celuloza u funkciji od koncentracije NaOltemperature [153]
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Od pet modifikacija alkaliceluloze, prafti zna&aj ima alkaliceluloza koja se dobija
pri koncentraciji natrijum-hidroksida od 10-12 %emperaturi od 0-30 °C. Ona ima sastav
CsH1005 - NaOH - 3H,0, a njena elementarrzlija zauzima zapreminu od 27,9 Hnij. za
68,5 % je véa od nativne celuloze [2].

Ispitivanjem sastava alkaliceluloza korelacijom dwetode, analizondvrste faze i
odretivanjem zapremine, dobijeni su rezultati prikazamabeli 3.1.

Tabela 3.1Najverovatniji sastavi Na-celuloza i njihove molé&e mase i gustine [153]

, Molekulska Gustina,
Na-celuloza Najverovatniji sastav 3
masa, g/mol g/cm
Na-celuloza | GH1c0s - NaOH- 3 H,O 256 1,51
Na-celuloza Il GH1¢0s - NaOH- 2 H,0O 238 1,51
Na-celuloza GH1¢Os - NaOH- H,O 220 1,60
Na-celuloza V GH1¢0s - NaOH- 4,5-5 HO 283-292 1,41-1,46
Na-celuloza IV | GH1¢0s - HO 180 1,48

Kako bi se bolje shvatile pomenute transformadgejtivane su promene koje se
deSavaju u celulozi tokom obrade alkalijama [38,, 164, 155]. Prema rezultatima koje su
dobili Okano i Sarko [156], pet jedinstvenih alkaluloza se mozZe generisati reproducibilno i
mogu se podeliti u dva tipa na osnovu njihovih tlatisgrafskih perioda idergmnosti [157].
Na-celuloza I, lll i IV su pokazale period idefmtosti od 1,0 nm, dok je kod Na-celuloze IIA i
IIB pronaien period identinosti od 1,5 nm i konformacija lanca koja odgovaostrukom
heliksu (spirali tréeg reda), koja ne postoji u kristalnim celulozar8ae alkaliceluloze su
imale umeren stepen kristalnosti i visok stepenmilfib orijentacije. Kako Na-celuloza | ne
moze biti konvertovana u celulozu |, zakumo je da Na-celuloza | poseduje antiparalelan
prostorni aranzman, tj. istu polarnost lanaca za kejveruje da postoji u celulozi II.

Na osnovu kristalografskih préavanja Na-celuloze | [147], pripisana joj je jedma
¢elija sacetiri lanca, sa prostornom grupom;Ha = 0,883 nmp = 2,528 nmc = 1,029 nm
(period identtnosti); svi uglovi su 90°). Antiparalelna orijenifaclanaca je favorizovana u
odnosu na paralelnu, dok su konformacije hidroksilgeupatg u "+ z' lancima, agt u "—z"
lancima.

Strukturne promene Na-celuloze su ispitivane tokatupnjevitih promena
koncentracije natrijum-hidroksida. Na-celuloza Nh-celuloza 1l su dobijene u zavisnosti od
pocetne koncentracije NaOH. Nakon formiranja, obekstne su bile stabilne i nije dolazilo
do konverzije jedne u drugu sa promenom koncemrdaOH. Takva stabilnost ukazuje da
se konverzija paralelno-u-antiparalelno verovateoodigrava u kristalnim podgjima Na-
celuloze. Mehanizam mercerizacije je predlozen [158i ¢emu geometrija celuloznih
molekula dozvoljava blisko slaganje hidrofobnitast samo u antiparalelnom aranzmanu, na
taj nain dovodeéi do formiranja antiparalelne strukture celuloze Il

Za objasSnjenje promene polarnosti celuloznih kiaste paralelne celuloze | u
antiparalelnu celulozu Il tokom mercerizovanja pgstdve glavne ideje [5]:

1. Fibrili celuloze | razkite polarnosti leze blizu jedan do drugog (slik® 3).
Ovakva situacija je moga na primer u raalitim slojevimacelijskog zida, gde se
moze pretpostaviti da su celulozni fibrili biositz@vani u razkitom "smeru".
Tokom mercerizovanja, celuloza se aluj@ alkalijama kako bi se dobila
alkaliceluloza, oblik celuloze visokog stepena nabldsti. Dva fibrila raziite
polarnosti mogu zatim bubrenjem prodirati jedan nugd Nakon uklanjanja

46



Reaktivnost celuloze

alkalije, materijal je manjeg stepena nabubreladtisa lancima koji su usvaojili
antiparalelnu orijentaciju.

2. Antiparalelni n&in pakovanja lanaca u celulozi Il je rezultat sanja lanaca (slika
3.5 b). Konformacione analize su pokazale da siyasga u celuloznim lancima

teoretski mogea.
NaOH 385y Ispiranje I“ H
—_— —_—

Celulozal Alkaliceluloza Celuloza I

’ ==
H ﬂ-— s IS[:I-i.I‘ﬁIle= —_—

a)

==

Slika 3.5Predlozena konverzija paralelne celuloze | u arsipénu celulozu Il (dve teorije):
a) Fibrili razlite polarnosti bubre dajuNa-celulozu i difunduju jedan u drugi. Nakon
ispiranja alkalije nastaje antiparalelna celuldz®&) Paralelni celulozni lanci bubre u NaOH
formiraju¢i Na-celulozu. Nakon ispiranja alkalije nastaje cék antiparalelna celulozna

struktura [5]

Pored opisanih procesa i pojava, u rastvorima joatrhidroksida rastvara se i jedan
deo celuloze. Njihova rastvorljivost zavisi od kentracije NaOH; na primer, maksimum
rastvorljivosti sulfitne i sulfatne celuloze dostiZe pri koncentraciji natrijum-hidroksida od
10-15 %. Osim toga, rastvorljivost celuloze u ajkata jako zavisi od njihove temperature,
pri ¢emu je ta zavisnost negativha pri koncentraciji Na®@d 14-16 % i pozitivha za
koncentrovanije rastvore ove alkalije [2]. Podvrggeaceluloze mehatkim dejstvima moze
pove&ati njenu rastvorljivost u rastvorima NaOH, kao Ilpdgca smanjenja stepena
polimerizovanja, a istovremeno i zbog raskidanjanmilekulskih vodornih veza [13].

Dejstvom alkalija, ne menja se samo struktura paazeluloze vé se javljaju i
promene u vlaknu. JoS 1851. godine Mercer je utvidA obrada pamuka alkalijama uz
naknadno ispiranje izaziva skupljanje vlakana ntka, povéanje njihove jaine, adsorpciju
boja i povéanje fizikke kompaktnosti materijala, pféemu se powsava sjaj vlakana i tkanina.
Mercerizovanje se izvodi u zategnutom stanjugutien ako se vrsi bez zatezanja, skupljanje
je znatno vée, sjaj manji i vlakna i pan¢dna preta se mogu trajno deformisati.
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3.3. Dejstvo Kiselina na celulozu

Vodeni rastvori kiselina i kiselih soli deluju halizujuée na glikozidne veze u
makromolekulu celuloze. Zapravo, kiseline u ovirak@jama imaju ulogu katalizatora posto
bi samo pod dejstvom vode hidroliza tekla veomap@odeSavanjem uslova reakcije mogu
se dobiti razkiti produkti. Energtnom hidrolizom (dugo kuvanje sa mineralnim kisetirzg,
celuloza daje glukozu, dok se pod blazim uslovimilaijdju i razltiti oligosaharidi [159].

Dejstvo kiselina na celulozu zavisi od njihove pde, koncentracije, temperature i
vremena obrade. Prema intenzitetu hidrgkei aktivnosti kiseline se mogu pdegi u sledéi
niz: borna < sifetna < mravlja < oksalna < fosforna < sumporna ctrez < hlorovodorina
kiselina. Brzina hidrolize raste sa poviSenjem terajpee, povéanjem koncentracije i
vremena dejstva kiseline na celulozu. Kiseline sllozom obrazuju adiciona jedinjenja
"kiselu celulozu” vezuj¢i na taj néin 0,5-1 mol kiselina po molu celuloze [2, 160].

U prvom stadijumu dejstva kiselina na celulozu dotko raskidanja m&imolekulskih
veza, a zatim do razgradnje makromolekula u ammrfgodréjima uz obrazovanje
oligosaharida. Krajnji produkt hidrolize je glukoza

Hidroliticka destrukcija celuloze pmje protonovanjem kiseonika glikozidne veze uz
obrazovanje oksonijum jona, Sto se moze prikazamtiain [2]:

CH,OH CHOH OH

0, _m + it
H 0 ) OH H, OH
1
OH H
HO 0

OH CH,0H CH;OH

Nastali oksonijum jon disosuje, glikozidna vezaragkida i glukozil obrazuje katjon,
po Semi:

CH,OH CH,OH
0, H
0
+ + H o+
OH
CH CH;OH CH,OH

U sledéem stadijumu glukozil katjon reaguje sa vodom, @mi$

CHOH CHLOH
Q\ 0, oOH
* 1
o
OH -H* - OH H
COH COH
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Svi stadijumi reakcije hidrolize ne odigravaju stom brzinom. Reakcija iznde
protona i celuloze odigrava se vrlo brzo, dok jeira razgradnje nastalog glukozil katjona
vrlo spora i odréuje brzinu hidrolize [2, 14].

Razlkita podrija celuloznih vlakana nisu izlozena dejstvu kiselinstom stepenu,
jer se reakcija hidrolize odigrava u heterogendji.f&?0 svom karakteru to je tima
topohemijska reakcija, u kojoj kiseline prvo deluja povrSinske slojeve vlakana, zatim na
unutrasnje i to prvenstveno u amorfnim pagima. Kao rezultat takve reakcije dobija se
smesSa slozenog sastava koja se sastoji iz nepreneeogluloze i produkata ratog stepena
destrukcije — hidroceluloza [2].

Naziv hidroceluloza primenjuje se za celulozu Kej@amo delimino hidrolizovana i
koja nije izgubila svoju fibrilnu strukturu. Genéra se definiSe kao bilo koji preparat
celuloze, izuzev estardija su svojstva u W&m ili manjem stepenu promenjena dejstvom
kiselina, ali u kome celuloza joS uvek zadrzava wvidprilnu strukturu [113, 160]. U
poreienju sa neoStenom celulozom, hidroceluloza pokazuje:

» povisSenu rastvorljivost u alkalijama,

» poviSenu redukcionu sposobnost,

» manju prekidnu j&inu,

» snizenu viskoznost njenih bakar-amodnjdn rastvora,

» pove&anu osetljivost prema toploti.

Kiseline mogu da izazovu veliki stepen @&i®a, zbogéega vlakna postaju krta i
posle suSenja se lako pretvaraju u prah [2].

Organske kiseline imaju znatno slabije dejstvo @lalozna vlakna, ali ipak mogu da
dovedu do znatnih promena u vlaknu. Uglavnom sésteu procesima neutralisanja posle
oplemenijivanja celuloze i u procesu bojenja.

U reakcijama hidrolize celuloze, kidanjem glikozedveze formira se nova redukégu
grupa, pa se promena njenog sadrzaja, deti@ preko bakrovog broja, moze Koristiti za
odrelivanje stepena ostenja, kao uostalom i promena viskoznosticina vlakana. Bakrov
broj je broj grama redukovanog bakra izdvojenognetmanu 100 g celuloze Fehling-ovim
rastvorom. Vrednost kdline redukovanog bakra je mera stepena degradagijdoze u
sliéajevima kada dolazi do stvaranja aldehidnih griqoge imaju redukcionu ni Stepen
oStetenja celuloze odden merenjem viskoznosti rastvora celuloze uglavisenkoristi kod
vecih oSte&enja celuloze, tj. kada su makromolekuli celulozexajno skréeni, pa je i
viskoznost tog rastvora niza [2].
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3.4. Dejstvo oksidacionih sredstava na celulozu

Hemijska modifikacija celuloze upotrebom oksidadmragenasa je veoméesta
procedura u hemiji celuloze. Afinitet celuloze peeroksidacionim sredstvima pé&gi od
osetljivosti njenih alkoholnih grupa prema ovoj tvreagenasa. U zavisnosti od vrste
oksidacionog sredstva i uslova u kojima se prodesdacije odvija, u reakciji destvuju
razlicite funkcionalne grupe celuloze, gemu mogu nastati jedinjenja koja sadrze aldehidne,
keto ili karboksilne grupe (slika 3.6). Hidroksilgeupe mogu biti oksidisane do odgovacdaju
karbonilne strukture, tj. aldehidne u polozaju Ck&to u polozaju C-2 i C-3, ili karboksilne u
polozZaju C-6. Oksidacija moze biti gema i raskidanjem ugljenik-ugljenik veze izineC-2 i
C-3 i uvaienjem aldehidnih ili karboksilnih struktura u ovpuolozajima.

Proces oksidacije celuloze je, kao i proces hidepltipina topohemijska reakcija.
Mehanizam oksidacije celuloze se sastoji u napaduojeree funkcionalne grupe locirane na
povrSini vlakna, Sto dovodi do progresivnhe pendiaw jezgro vlakna. Zbog ve
pristupa&nosti, oksidaciona sredstva najpre napadaju amoefyiene, a zatim kristalne.

H [ &)
Pl ple OH H
HNH s
[u]

Pl pls ple
Q7 H H
Q)
: CH;OH CH;OH
COOH COOH COOH COOH
H H
-0 s0
HMSH 07 HMNH Q4
|8 Q
CHOH CHOH

Slika 3.6 Sema procesa oksidacije celuloze [2]

Oksidacija jecesto préena degradacijom celuloze (raskidanjem glikozidvelza i
depolimerizovanjem makromolekula), koja je zapr@aazvana naknadnim reakcijama, a ne
samom oksidacijom. Cepanju glikozidne veze pretlpoegrupisavanje vodonikovih atoma u
piranoznom prstenu uz obrazovanje aldehidnih i getipa po Semi:

Fie
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Obrazovana dvostruka veza izitoeetvrtog i petog C-atoma u piranoznom prstenu, u
susedstvu glikozidne veze, izaziva kidanje ove \|2ke

Neka oksidaciona sredstva deluju na celulozu selekttako da oksiduju hidroksilne
grupe na odienim ugljenikovim atomima uz obrazovanje produkaktaidacije koji sadrze
samo jedan tip funkcionalnih grupa. Pregled selekti oksidacionih reakcija koje se koriste
za hemijsko modifikovanje celuloze prikazan je ha 8.7. Selektivno oksidisanje celuloze
se dosta koristi u istrazivkoj praksi i za dobijanje nekih specijalnih prepara celuloze.

b

':'DH]z OH)z
@ NalQ, ili K10, | i; > 1:
o’/ OH
Ez

CH,0H COOH
Q.
OH > £ OH
N,O, u CHC,
OH H
CH,OH COOH
o pH 10-11 0
OH — H
TEMPO-NaBr-NaCIO
OH OH
Cel-CHO HOO. pH 45 » (Cel-COOH

Slika 3.7 Selektivna oksidacija celuloze [161]
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Oksidacija celuloze perjodatima (Nal@i KIO,4) je visoko selektivna reakcija koja
dovodi do istovremene oksidacije obe sekundarneoksine grupe do aldehidnih, uz
otvaranje piranoznog prstena oksidisanog dela madiekula celuloze. Aldehidne grupe
novonastale dialdehid celuloze (DAC) se mogu oksidi do karboksilnih naknadnom
obradom bromom ili natrijum-hloritom, ili redukovato hidroksilnih obradom borhidridom
[2, 161]. Jedna od znajnih prednosti perjodata u odnosu na druga okgidacsredstva je u
tome Sto minimizuju degradaciju i obedb@ ccuvanje mehawkih i morfoloskih svojstava
polaznog materijala [162]. Dialdehid celuloza ptedfa polaznu osnovu za dobijanje
Sirokog spektra vlakana specijalne namene.

Isti efekti oksidacije se dobijaju dejstvom rastvavlovo-tetraacetata na celulozu.
Alkalni perjodati i olovo-tetraacetat su komplenani, s tim Sto se perjodat koristi u
vodenom rastvoru, a olovo-tetraacetat u organséstvargima [163].

Selektivna oksidacija celuloze moze se obaviti tggmmim NO, u hloroformu, koji
oksiduje hidroksilne grupe u polozaju C-6 anhidubgizne jedinice do karboksilnih.
Medutim, ovo oksidaciono sredstvo inicira i brojne smbre reakcije koje je teSko
kontrolisati i koje mogu imati zgajan uticaj na svojstva produkta [161, 162].

Primarne hidroksilne grupe celuloze mogu biti kotweane u odgovaraje
aldehidne i karboksilne grupe TEMPO-oksidacijom, fpomcu sistema 2,2',6,6'-
tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPO)/NaCIO/NaBr. Q#acija p@inje dejstvom nitroksil
radikala koji konvertuje hidroksilne grupe u ald#ie, dok dalju oksidaciju aldehidnih do
karboksilnih grupa izaziva hipobromit generisansitu iz hipohlorita i bromida. TEMPO-
oksidacijom nativne celuloze [164, 165] uvode datino male kokéine karboksilnih grupa
u celulozu. Kada se kao polazni materijal korisfienerisana celuloza [166, 167], skoro sve
primarne hidroksilne grupe su selektivno oksidisaoe karboksilnih. Oksidacija jéesto
praéena drastinim promenama molekulske mase, a do deéhmg depolimerizovanja
celuloznih lanaca dolazi zbdizeliminacije u alkalnim uslovima. Reakcija se @im izvodi
pri pH 10-11, s obzirom na to da je na nizim pHivrestima povéana agresivnost i smanjena
selektivnost hipohlorita i da dolazi do opadanjakta/nosti TEMPO-radikala [161, 168].
Nedavno je razvijen novi e TEMPO-oksidacije sa katakikim kolicinama TEMPO-
radikala i NaClO, i NaCl@kao primarnog oksidacionog agensa, koji se izuoslabo kiseloj
ili neutralnoj sredini, pri pH 3,5-6,8. Pri ovim lagima izvaienja oksidacije sptava se
depolimerizovanje celuloze usled reakcfjeeliminacije, koja se ing odvija u alkalnim
uslovima. Oksidacija je primenjena za modifikovarjemijske strukture regenerisane
celuloze [169].

Selektivna oksidacija celuloze natrijum-hloritompesebno interesantna zato Sto ovaj
agens u celulozi oksiduje samo krajnje aldehidngeyra ne deluje na hidroksilne grupe i
glikozidnu vezu [2, 170]. Variranjem uslova oksiga¢koncentracije oksidacionog sredstva,
vremena reakcije i modula kupatila) mogu se datstulozna vlakna sa ragiiim sadrzajem
karboksilnih grupa (0,08 do 0,645 mmol/g p&mt vlakana i 0,11 do 1,37 mmol/g
viskoznih vlakana) [136].

Dejstvom neselektivnih oksidacionih sredstava nal@ezu dolazi do istovremene
oksidacije i primarnih i sekundarnih hidroksilnilnuga, uz obrazovanje aldehidnih, keto i
karboksilnih grupa na raznim atomima piranoznogtgm® duz makromolekula. Uslovi
izvodenja procesa, pre svega pH sredine, temperatwsta oksidacionog sredstva i njegova
koncentracija, odduju odnos karboksilnih i karbonilnih grupa u protima oksidacije
celuloze [2].

Najceke kori¥ena neselektivha oksidaciona sredstva su KMmH,O, [168].
Neutralni rastvori permanganata deluju na celulsgoro, tako da se mogu uspesno koristiti
kao agensi za beljenje. Oksidacija je znatno dwaii u prisustvu alkalija, piemu stepen
oksidacije zavisi od uslova tretmana [171];Gx se moze Koristiti u Sirokom opsegu
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reakcionih uslova. U reakciji se raspada na kideomiodu, dajdi reakcione produkte koji
nisu tokséni ni Stetni. Pri beljenju pamuka, vodonik-perokdaje stabilna, bela i hidrofilna
vlakna [106, 170].

Krajnji produkt dejstva oksidacionih sredstava reulozu je oksiceluloza [160],
heterogena kompleksna smeSa makromolekula oksidiganrazltitog stepena, pdemu su
u najve&em stepenu oksidisana pofjaina povrsini vlakana. Razlika izahe hidroceluloze i
oksiceluloze je u tome Sto poslednja sadrzi karbksgrupe. U poréenju sa polaznom
celulozom, oksiceluloza ima manji stepen polimeraga, a samim tim i manju Jau |
manja je viskoznost njenih rastvora. Sa druge strasksiceluloza pokazuje paau
redukcionu sposobnost i rastvorljivost u alkalnirastvorima. Kao i hidroceluloza i
oksiceluloza ima povanu osetljivost prema toploti [2].

Dejstvom razkitin oksidacionih agenasa mogu nastati dva tipaicekdoze.
Oksidacijom u neutralnim ili kiselim rastvorima teje oksiceluloza redukueg tipa, dok u
alkalnim uslovima prvenstveno nastaje oksiceluldkaaboksilnog tipa, koje se mogu
kvantitativno odrediti preko bakrovog broja, odnodiroja metilenskog plavog. Osim toga,
sadrzaj odréenog tipa oksiceluloze moze se odrediti i prekagtdirueakcija na aldehidnu i
karboksilnu grupu [2, 113, 160].

Generalno, postoje tri tipa oksiceluloze u zavisnosl njene osetljivosti prema
alkalijama [113]. To su:

» Oksiceluloza pristupgga alkalijama: Ovaj tip oksiceluloze sadrzi glulchri

strukturu skénu polaznoj celulozi. Ali u ovom staju, oksiceluloza je rastvorljiva
u alkalijama kao Sto je natrijum-hidroksid, zahwualgi duzini njenih kratkih
lanaca.

» Oksiceluloza rastvorljiva u alkalijama: Kod ovogpdi oksiceluloze, stepen
polimerizovanja se moze porediti sa polaznom cebro, ali je sadrzaj COOH
grupa visok.

» Oksiceluloza osetljiva prema alkalijama: Ovaj tipsickluloze se rastvara u
alkalijama kao Sto je natrijum-hidroksid, zbog fmaentacije izazvane alkalnom
dekompozicijom glukoznih jedinica i izmenjene sturktusled oksidacije.
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3.5. Oksidacija celuloze perjodatima

Oksidacija perjodatnim jonom je jedna od najSiradenih reakcija u hemiji ugljenih
hidrata. Od njenog otkia od strane Malaprade-a, perjodatna reakcija ge fimimenjena na
raznovrsne probleme na svim poljima organske hen@jea reakcija je natito bila
koris¢ena u protiavanju ugljenih hidrata zbog njihove polihidroksilpeirode. Umereni
uslovi reakcije su posebno dobro prildgai osetljivoj strukturi ugljenih hidrata. Razvoj i
Siroka primena reakcije su bile prouzrokovane bnojfaktorima, od kojih je najvazniji visok
stepen selektivnosti koju perjodatna reakcija pajeazada se izvodi u odgovaréion
uslovima. JoS jedna karakteristika koja doprinosok®j upotrebi perjodatne oksidacije je
njena jednostavna primena [172, 173].

Prva dokumentovana upotreba perjodatnih jedinjbitgaje otkrice Malaprade-a [174,
175] 1928. godine da perjodna kiselina brzo raskid&siduje a-glikolne grupe manitola.
Cetiri godine kasnije Fleury i Lange [176] su objada je perjodatna reakcija selektivna za
hidroksilne grupe vezane za susedne ugljenikovenataJackson i Hudson [177] su 1937.
godine prvi put primenili Malaprade-ovu reakciju $adaciju a-glikolnih grupa perjodnom
kiselinom) na celulozu. Id&, dugi niz godina se smatralo da se oksidativpadana celulozu
deSava na primarnim hidroksilnim grupama, ali j¢ dackson-a i Hudson-a pokazao da to
nije slutaj sa oksidacijom perjodnom kiselinom.

Hidrolizom perjodatom oksidisane celuloze nastai@kgal i D-eritroza koja je
potvidena kaoD-eritronska kiselina [178]. Ovo otke je dokaz da je perjodatna oksidacija
bila izazvana raskidanjem ugljenik-ugljenik vezgakeadrzi vicinalne hidroksilne grupe na
C2 i C3 anhidroglukopiranoznih jedinica. Ovaj dokgez takale doprineo potwivanju
generalno prihuwgene strukture drugih polisaharida oksidisanih pextjoch.

Perjodatna oksidacija celuloze okarakterisana geifipnim raskidanjem C2-C3 veze
glukopiranoznog prstena i formiranjem dve aldehidyepe po monomernoj jedinici.
Reakcija se odvija preko intermedijarnog kompleks#dicnog diestra perjodne kiseline ¢a
hidroksilnim grupama celuloze [179].

Pri oksidaciji glukozed-glikola) nastaju intermedijarne supstance kojetsibilnije u
alkalnoj nego u kiseloj sredini [180]. Stepen farmnmja kompleksa-glikola i perjodata raste
sa poveéanjem pH vrednosti, ali se ireverzibilno razlazdig@ kompleksi koje obrazuju
jednovalentni joni, koji su prisutni u visokoj karatraciji u kiselim rastvorima [181]. Na slici
3.8 prikazan je mehanizam oksidacije celuloze ptjona, koji generalno vazi zaglikole.

RCHO

>ID4H" + H*
10 + 21,0 R CH 0
) (I1I)

[

R-CH-OH bo. ReCH-O brzo R- CHO
| + HIO;, —= | >IO4H2_ >ID3 + H0

R-CH-OH R-CH-O R- CH O
D (ID)
+ 2H,0 l

sporo

2R-CHO + 105
Slika 3.8 Mehanizam oksidacije celuloze perjodatima [179]
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U umereno alkalnim rastvorima kompleks se uglavnuatazi u obliku dvostruko
naelektrisanog jona (1), koji ne moze dehidrgtami da prée u strukturu analognu () i ne
raspada se na jodat i oksicelulozu. Navedeni prodekmogu nastati direktnim raspadanjem
struktura (1) 1 (lll). Oksidacioni produkti nastajuz strukture (II) koja podleze
intramolekulskom redoks procesu ¢@waom raskidanjem C-C veze. Brzina razlaganja
intermedijarnog kompleksa na produkte je znatnojaad brzine njegovog nastajanja [179].

Veruje se da se ova reakcija odvija preko ¢&ikh intermedijara, npr. dodavanjem
hidroksilnih grupa 1-O vezama jona JOnastaje struktura (1), a njenom dehidratacijom
struktura (ll), od kojih je prva oktahedralna, agh trigonalna bipiramida:

OH | 0
-TH—D\|I 0 -TH—D\L_D
cE—0” | o cH—0” |

OH 0

(1 (I

Zbog duzine I-O veze, O—-I-0O ugao u g&aom prstenu ima veoma nisku vrednost,
blizu 75°, Sto nesumnjivo @k na reakciju. Ako je tako, dehidratacija, kao ptukazuje
jedinjenje sa strukturom (1), ima fundamentalnogu. U jako alkalnoj sredini, jedinjenje sa
strukturom (I) gubi proton, tako da dehidratacij&evinije mogéa i reakcija se usporava
[163].

U nekim sl¢ajevima perjodatne oksidacije, sterni efekti mogeati na povéanje
teznje dve hidroksilne grupe da se udalje i timesmanjenje modunosti stvaranja cikéinog
kompleksa tipa (1) ili (Il), tako da je brzina redje odrelena brzinom formiranja kompleksa.
lako sekundarne hidroksilne grupe u molekulu celelaisu u najpovoljnijem polozaju za
formiranje kompleksa, one su dovoljno blizu da magmazovati kompleks sa perjodatnim
jonima [179].

Oksidacija celuloze perjodatima se odvija bez¢amah sporednih reakcija [182] u
kontrolisanim uslovima temperature, pH, svetldatipcentracije oksidacionog agensa, itd.

Oksidacija je mnogo sporija pri niskim pH vrednost kada dominira nedisosovana
kiselina, i pri visokim pH vrednostima, kada je dat®ntni jon u visokoj koncentraciji, nego
u pH opsegu 2,9-6,8, kada je perjodat uglavhomlikwpednovalentnog jona [179]. U ovom
opsegu pH vrednosti nema zame promene u reaktivnosti celuloze sa perjodaf{ih7®,
183].

Svetlost ubrzava perjodatnu oksidaciju celulozeenNuticaj na glavnu reakciju
(Malaprade-ovu oksidaciju) nije poznat, ali se zda se brzine sporednih reakcija
(prekomerna oksidacija) znatno poéaeaju. Sporedne reakcije se ne mogu kompletno
eliminisati ni u odsustvu svetlosti, ali se mogesv na minimum ukoliko se koristi umereni
viSak perjodata, iznad kdlne potrebne za kompletnu Malaprade-ovu oksidacipdrzava
Sto je mogude nizim [184]. 1zmdu selektivne oksidacije perjodatima i opSte okgjdadzv.
"over-oxidation") teSko je napraviti jasnu razliksl,obzirom na to da bi oduju¢i faktor
mogao biti primenjeni precizni eksperimentalni usldv3].

Vecina ispitivanja perjodatne oksidacije celulozeamde na temperaturi od 55 °C ili
nizoj. Na 55 °C i viSim temperaturama perjodat gstabilan i razlaze se nakon izvesnog
vremena uz osloldanje joda, Sto otezavatteo odrelivanje kolicine utroSenog perjodata. Na
sobnoj temperaturi (< 35 °C) reakcija oksidacijecsrija veoma sporo [183]. Oksidacija
celuloze perjodatom se moze efikasno izvesti iiBarvtemperaturama (i do 85 °C) ukoliko
je vreme oksidacije dovoljno kratko. Pdaaje efikasnosti oksidacije moze se posti
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koris¢enjem litijum-hlorida i drugih soli metala, kao §® kalcijum-hlorid. Ovakvi uslovi
omoguavaju da se upotrebom manjih RKalia perjodata dobije visok sadrzaj aldehidnih
grupa u dialdehid celulozi [185].

Pove&anje koncentracije perjodata dr&sb poveéava brzinu oksidacije [183], tako da
se stepen oksidacije celuloze moze kontrolisattkwm dodatog perjodata.

Neki literaturni podaci [186] jasno ukazuju da jeiba perjodatne oksidacije veoma
osetljiva prema nadmolekulskoj strukturi celuloze.

Pored pomenute specifiosti perjodata u reakciji oksidacije, perjodatiraelikuju od
vedine ostalih oksidacionih agenasa po svojstvu datpgeaja i reaguju sa kristalnim kao i sa
amorfnim regionima celuloze i da pri tome ne izagivanaajnu degradaciju u kontrolisanim
uslovima [187]. Sa uobajenim vrstama oksidacionih agenasa, reakcija j@migena na
amorfna podr&gja i povrSine kristalita, a produkti su izlozenispecifénoj oksidaciji. S
obzirom na to da celuloza nije rastvorljiva u vaghpicajena perjodatna oksidacija celuloze u
vodenoj sredini je heterogena reakcija. Ispitivasyapokazala da nema zamih efekata
homogenih u odnosu na heterogene reakcije [183].

Perjodatna oksidacija celuloze je kompleksan prdags se odvija postepeno, od
amorfne do kristalne faze [188], @emu su kristalne oblasti celuloze napadnute petijnda
ved pri niskom stepenu oksidacije [182, 189, 190].dRsidaciji perjodatima, kristalni regioni
u celulozi ispoljavaju posebnu reaktivnost, tj.k@pm se odvija na krajnje heterogertima uz
obrazovanje izolovanih oksidisanih domena [182,]18tema predlozenom modelu (slika
3.9), oksidacijom hidroksilnih grupa glukopiranoznpgstena na povrsini, susedne grupe
postaju osetljivije prema dejstvu oksidacionog snejszbog lokalnog gubitka stenosti
kristalnih oblasti, tako da se oksidacija nastanlgusedstvu postdijé oksidisanih centara.

Kristalnost oksidisane celuloze, odema na osnovu difrakcije X-zraka, smanjuje se u
saglasnosti sa nivoom oksidacije. Smatra se daufgtak kristalnosti rezultat otvaranja
glukopiranoznih prstenova i narusavanja njihovagenog pakovanja [182].

oksidisani domen

Slika 3.9Model delovanja perjodata na kristalne oblasti loziel [182]

Poznato je da su (originalne) glikozidne veze diaildeeluloze osetljive i u kiselim i
u alkalnim uslovima. U izvesnom stepenu moZé&i dio hidrolitickog cepanja, verovatno
izazvano kisela& rastvora [192]. Oksiceluloze dobijene dejstvontjqume kiseline ili
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alkalnih perjodata pripadaju ekstremnom redu&ein tipu oksiceluloze i ispoljavaju veoma

visok stepen osetljivosti prema alkalijama. Kadaobeade razblazenim rastvorima alkalija

njihova j&ina se veoma smanjuje; npr., pama preta oksidisana perjodnom kiselinom, koja

je zadrzala 30 % od svoje qmine prekidne jane, potpuno se dezintegriSe u kontaktu sa
decinormalnim rastvorom NaOH na 20 °C [160].

Dialdehid celuloza moze postojati u delsmo ili potpuno hidratisanom obliku, kao
hemiacetal ili kao hemialdal [182, 193] (slika 3.1Ryazita karakteristika dialdehid celuloze
je njena nerastvorljivost u vodi i u udhjenim organskim rastvafima, ¢ak i nakon
kompletne oksidacije. Ova nerastvorljivost se pupe obrazovanju hemiacetalnih veza
izmedu aldehidnih grupa i preostalih hidroksilnin grupaluloze [194, 195]. Stabilne,
kovalentne hemiacetalne veze mogu biti formiranatamiste anhidroglukozne jedinice i
izmedu susednih anhidroglukoznih jedinica, ili intermaléski izmetu susednih lanaca [190,
195]. Rastvorljivost u vodi se postize tek nakotutecije aldehidnih grupa dialdehid celuloze
do primarnih hidroksilnih [196] ili njihove oksidge do karboksilnih grupa [197, 198]. Pored
toga, potpuno oksidisana dialdehid celuloza se faktvara u vreloj vodi [194].

CH20H CHz0H
Q Q
OH + [04_ EE— j
HO O
OH
I
I postoji u sledeéim oblicima:
CHz0H CHzOH
:—Q :—0
HC H? IH H?
(oH), (OH), (OH),
IT I11
delimi¢no hidratisani oblik hidratisani oblik
H2 CH20H
0 Q
2 od {
H ] H CH
PN N
L!m HO o OH
IV Vv
hemiacetal hemialdal

Slika 3.10Razlkiti oblici oksidisane glukopiranozne jedinice kojogu postojati u dialdehid
celulozi
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Postoje dokazi da dialdehid celuloza hidrolizujegh 7,4 dajéi glikolnu kiselinu i
2,4-dihidroksibuternu kiselinu. To su prirodni maécki produkti koji postoje u sistemima
sisara i mogu biti bezbedno iZkni iz tela [74, 199]. Perjodatom oksidisana celaloespada
se na male molekule kada se implantira potkoznosepenoze koristiti kao biodegradabilni
nosa lekova [200].

Dialdehid celuloza je prepatena kao pogodan biokompatibilni i biodegradabilni
matriks za imobilizaciju i kontrolisano otpuStamhg&ova i hormona. Za ovu podlogu uspesno
su vezani insulin i antibiotici streptomicin i tatiklin [201]. Sama dialdehid celuloza u
nerastvornom obliku inhibira razvoj mikroorganizamava aktivnost pokazuje otpornost
prema toploti i pranju [202].

Perjodatna oksidacija je iztena na nekoliko tipova celuloze uldjyu¢i pamuni
linters [74], mikrokristalnu celulozu [194], celuloas prahu dobijenu iz pamuka i bukovog
drveta [203] i kristalnu celulozu izolovanu iz alGéadophora sp[182]. Regenerisana biljna
celuloza je takae bila oksidisana upotrebom perjodatnog reagertsa 199].

Zahvaljujiei visokoj reaktivnosti aldehidne grupe, dialdeh@utoza se moze Koristiti
kao intermedijar u derivatizaciji celuloze. Dialdeéhteluloza razéitog stepena oksidacije
moze se koristiti za kovalentno vezivanje (imolaitgu) enzima [204, 205] ili
aminopolisaharida [206, 207], reakcijom sa njiho\amino grupama, kao jonoizmenjika
materijal nakon oksidacije do odgovaraju karboksilnih kiselina [203, 208], ili kao takva
(nepromenjena) za specifie primene [194, 209].
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4. Imobilizacija enzima na tekstilnim materijalima

Dobijanje imobilisanih enzima i proizvodnja vlakarsa imobilisanim enzimima
predstavljaju ob&vajti pravac razvoja na polju bioloski aktivnih viakanKada su
imobilisani natvrstom nosé&u, enzimi postaju zgajno stabilniji i mogu se koristiti viSe puta
I u duzim vremenskim periodima.

Prowavanje imobilisanih enzima za biomedicinske primgmelo je Sezdesetih
godina proslog veka, sa ciljiem da se reSe nekan@grga u vezi sa primenom enzima u
klini¢koj praksi, da sedne stabilnijim, manje imunogenim i toksikogeninada se produzi
njihovo vreme cirkulacijen vivo. Od tada je nekoliko pristupa kai@ho kada je u pitanju
biomedicinska primena enzima, bilo za detekcijuakivnih supstanci u dijagnostici, ili sa
ciliem tretiranja obolelih stanja [210].

Za dobijanje enzim-aktivnih vlakana mogu se karistede€e metode [211]:

» dodavanje enzima rastvoru za ispredanje,

» uvodenje enzima u Suplja vlakna i

» fiksiranje enzima za vlakna hemijskim vezama.

Metod uvalenja enzima u strukturu vlakna njegovim dodavanjerastvor (ilicak u
rastop) polimera je ogratene primene zbog niske tetike stabilnosti enzima u njihovom
prirodnom obliku. Ovaj metod je uspesSno kéeis samo u sliaju rastvora celuloznih acetata.
Nedostaci druge metode su niska stabilnost krajpjedukta i to Sto je produkt aktivan samo
sa niskomolekulskim supstratima.

Upotreba gotovih vlakana kao n¢aaimobilisanih enzima ukljtuje prednosti prve
dve metode i omogava proSirenje opsega ne samo polimernih d@msae i metoda
vezivanja enzima (uklgujué¢i hemijske metode). Praktio svaki enzim sa adekvatnom
aktivno®u i pristup&noku za razkite tipove supstrata moZze biti imobilisan na
modifikovanim vlaknima. Ovaj metod daje maksimalmegunosti za variranje svojstava
imobilisanih enzima [211]. Modmosti modifikovanja vlakana koje pruza ova metoda s
uveliko koriste i budéi rad na ovom polju bi bio od izuzetnog pré&kthg zn&aja.

Veliki broj polimera se moze razmatrati za imolakju enzima, méutim ovaj broj
zna&ajno ograniavaju striktni biomedicinski kriterijumi, kao Sta:s
biokompatibilnost,
hidrofilnost,
netoksénost,
postojanost prema mikroorganizmima,
niska cena i
jednostavna proizvodnja.

Karakteristike koje nosatreba da ima kako bi se koristio za imobiliza@jpzima u
potpunosti ispunjavaju vlakna dobijena iz polivatidohola, soli alginske kiseline, kolagen i
celuloza. Vlakna na bazi alginske kiseline i kolsme pored toga Sto odgovaraju
specifikacijama materijala za imobilizaciju enzinmateresantna su i zbog svoje sposobnosti
resorpcije u okviru kontrolisanog vremenskog inteai1].

Osvojena je Siroka paleta vlaknastih materijalaradicitim aktivnostima: fenol-
oksidirajutcom, proteolittkom, peroksidirajtom, trombolittkom, hidrolittkom i drugim
vidovima aktivnosti.

VVVVYYY
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4.1. Celulozni materijali sa imobilisanim enzimima

Celulozni materijali se Siroko koriste kao n&isaa imobilisane enzime. Njihove
prednosti su laka dostupnost, niska cena, hididkdrakter i zn&ajan broj hidroksilnih grupa
na povrsini, pogodne za hemijsku reakciju. Enzimgon biti imobilisani na celulozi i njenim
derivatima razliitim putevima, kao Sto su adsorpcija na celulozjonoizmenjiv&ima, npr.
dietilaminoetil (DEAE)-celulozi [212], vezivanje fem obrazovanja helata na povrSini
celuloze aktivirane solima prelaznih metala i kevaiho vezivanje [213]. Primeri kovalentnog
vezivanja enzima uklguju vezivanje za celulozu aktiviranu cijanogen-bidom [214],
natrijum-perjodatom ili karbodiimidom [204], vezij@ pom&u glutaraldehida za
aminoetilcelulozu [215], vezivanje upotrebom hlazina [216], vezivanje azidnim metodom
za karboksimetilcelulozu [217].

Naslojavanjem pamuka polietileniminom dobijena syomizmenjivé&ka vlakna za
koja se mogu vezati enzimi, kao Sto su glukozoksid218], ureaza [219] i invertaza [220],
jonskom adsorpcijom, uz naknadno fiksiranje enzitnetiranjem sa glutaraldehidom.
Celulozna vlakna kalemljena poliakrilnom kiselindakode se mogu koristiti kao podloga za
imobilizaciju enzima adsorpcijom; na ovajciradobijena su vlakna sa imobilisanom lipazom
[221].

Pamuni tekstilni materijali sa antimikrobnom aktivriieSdobijeni su imobilizacijom
enzima a-amilaze, alkalne pektinaze i lakaze na pamuku rputemrezavanja, kao i
obrazovanja Cu-helata [222]. Metodom umreZavanj@aosno je i vezivanje antibakterijskog
enzima lizozima za pamine materijale [223].

Kovalentna imobilizacija obezbaje najjade veze, a time i najstabilnije komplekse
enzim — nosa Kovalentno vezivanje enzima se veotesto ostvaruje direktnom reakcijom
sa reaktivnim funkcionalnim grupama na povrSini, gbsredstvom vezufih reagenasa
(medijatora) koji omogtavaju kalemljenje enzima na funkcionalnim gruparekstilnih
materijala.

Celulozna (pamina) vlakna mogu biti aktivirana raznovrsnim reag@assa ciljem
kovalentnog vezivanja enzima. Tako, protedhitienzimi pepsin i tripsin kovalentno su
imobilisani na paménim vlaknima koja su prethodno aktivirana tosilidom.
Imobilizaciona procedura je obuhvatila mercerizggampamuka natrijum-hidroksidom,
predtretman sa piridinom, aktivaciju pamuka tosittdlom i vezivanje enzima za patma
vlakna. Hloridp-toluensulfonil (tosilhlorid) jedan je od najjeftjii reagenasa koji se moze
koristiti za aktiviranje hidroksilnin grupa u umamn uslovima. Materijali aktivirani
tosilhloridom su stabilni u slabo kiseloj sredinikobvalentne veze obrazovane nakon
uklanjanja tosila mogu biti veoma jake i stabil@24].

Kovalentna imobilizacija glukoamilaze na celuloznimaknima ostvarena je
reakcijom amino grupa enzima sa aldehidnim grupeehaoze, koje su uvedene oksidacijom
vlakana perjodnom kiselinom (natrijum-perjodat i ma kiselina) [205].

Imobilizacija enzima moze se ostvariti i kaefjem razkitih medijatora koji su
kovalentno vezani za vlakna. Wenjem polietilenglikola reakcijom celuloze sa
polietilenglikol diacilhloridom, dobijena su aktrana celulozna vlakna koja su mogla da vezu
enzim lipazu amidnom vezom obrazovanom idméarboksilne grupe polietilenglikola i
amino grupe enzima [221].

Pored pomenutih, razvijene su i druge metode zailmmabiju enzima, kao Sto je sol-
gel metoda kojom je ostvarena imobilizacija enzipgpaina na pantaom tekstilnom
materijalu [225].
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4.2. Ostali vlaknasti materijali sa imobilisanim enzimima

Kao podloga za imobilizaciju enzima moze se kdrigtakno svile na koje je fiksiran
sericin, u ulozi spejsera, upotrebom glutaraldelkda fiksacionog agensa. Ovako dobijena
podloga korigena je za imobilizaciju tripsinad-himotripsina [226]. Postoje brojni primeri
upotrebe fibroina svile, u raznim oblicima, kao mm# za imobilizaciju razlitih enzima.
Fibroinske membrane sa vezanim enzimima su uspasm&ene u nekoliko bioreaktora za
odrelivanje glukoze, vodonik-peroksida i mokre kiseline, pokazufii sposobnost brze
analize raztitih bioloSkih uzoraka, ukljéujuéi ljudsku krv ili samo serum [227].

Tekstilni materijali sa antibakterijskim svojstvintgbijeni su aktiviranjem vunenih
vlakana glutaraldehidom i naknadnom kovalentnom iitealzijom lizozima. Dobijeni
materijal je ispoljio bakteriost&ko delovanje prem&taphylococcus aureli228].

Testirane su razlite metode za kovalentnu imobilizaciju enzima naigmidnim
vlaknima, ucijoj su osnovi bile dve posebne strategije: komgeota, delimina hidroliza
polimera préena vezivanjem enzima za osldbae amino i karboksilne grupe i vezivanje
reaktivnih grupa direktno za poliamid bez naruSgvgolimerne strukture(-alkilacija). U
oba sl¢aja su korieni razltiti spejseri za kovalentno vezivanje enzima termioé.
Imobilizacija enzima preko osloenih amino grupa izviena je upotrebom glutaraldehida, a
preko oslobdenih karboksilnih grupa, upotrebom dicikloheksilb@diimida. Od
funkcionalnih grupa osloki@nih hidrolizom, amino grupe su se pokazale kacogoge za
imobilizaciju, tj. dobijeni su viSi nivoi aktivnastmobilisanog enzima. Direktno vezivanje
enzima za poliamid, bez delitme hidrolize, moze se ostvariti elektrofilnom ajptim
reaktivnih grupa na slobodne elektronske parovedkika ili azota u polimeru. Najbolji
rezultati se mogu posti aktiviranjem amino grupa poliamida trietiloksamyj-
tetrafluoroboratom, modifikovanjem aktiviranog poéra 1,6-heksandiaminom i vezivanjem
termolizina preko glutaraldehida [229].

Aktivacione i imobilizacione tehnike, primenjenesiutaju poliamidnih vliakana, u
principu je mogue primeniti i na poliestarska vlakna, ali je neogno koristiti odgovarajte
spejsere, s obzirom na hidrofobnu povrSinu ovoginpeia (koja izaziva inaktivaciju
imobilisanog enzima). Delimnom kiselom hidrolizom poliestarskih vlakana, s#eni
stvaranja slobodnih karboksilnih i hidroksilnih gaupao reaktivnih centara, i naknadnom
obradom sa N-hidroksisukcinimidom i N,N'-diciklols#karbodiimidom, dobijena je
aktivirana povrsina koja moZze biti modifikovanalréitim reakcijama. Na ovaj k& dobijeni
su poliestarski netkani materijali sa molekulimigdina koji su vezani za povrSinu direktno,
kao i preko raztitih spejsera: polietilenglikol (PEG)-diamina, dhig dekstrana, amino
dekstrana i albumina iz seruma goe® (BSA) (slika 4.1). Imobilizacijom tripsina preko
spejsera postignuti su bolji rezultati aktivhosstabilnosti u odnosu na direktno vezivanje
enzima, Sto se moze pripisati minimizovanju stesntetnji i uticaja okruzenja uslovljenog
povrsinskim svojstvima polimernog nésg230].

Brojni su dokazi da direktna imobilizacija enzima nekim aktiviranim nosama
moze dovesti do nize efikasnosti imobilizacije. Razmogu biti [231]:
sterne smetnje,
uticaj povrsine (hidrofobne povrSingesto izazivaju inaktivaciju imobilisanog
enzima),
svojstva matrice,
nepozeljne interakcije molekula enzima sa tesg
neodgovarajéa orijentacija enzima na nasa kao Sto je &eke aktivnog centra u
vezivanju,
nekompatibilno mikrookruzenje,

Y VYVVV VYV
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» preveliki broj veza izmé&u jednog molekula enzima i nésa
» uticaj mobilnosti ili konformacione fleksibilnosgtnzima.

(a) (b) (©

Slika 4.1 Sematski prikaz raziitih strategija imobilizacije tripsina na povr3iRES [230]:
a) direktno vezivanje na povrsini, b) imobilizaqggeeko relativno kratkih linearnih
spejsera, npr. PEG-diamin, c) imobilizacija p@ondugolaganih hidrofilnih spejsera, npr.
aldehid dekstran ili d) amino dekstran, e) imolaitiga pomau velikih, globularnih

spejsera, npr. BSA. Izuzev PEG-diamina, ostalisggeposeduju nekoliko vezujin
centara i omogtavaju uspostavljanje veg broja veza sa jednim molekulom enzima

(d)

Uvodenje spejsera iznde enzima i noss ¢esto poboljSava performanse imobilisanog
enzima, npr. stabilnost enzima, ¢s@anu aktivnost i spectfhu aktivnost. Prisustvo
odgovarajdeg spejsera moze oslabiti uticaj povrSine nasabezbediti fleksibilnost enzimu
I promenu njegovog mikrookruzenja.

Generalno, spejseri mogu biti okarakterisani slgdesvojstvima:

» duzinai veltina,

» struktura,

» oblik (linearan ili globularan),

» hidrofobnost/hidrofilnost,

» nhaelektrisanje.

Svojstva spejsera kao Sto su duzina, hidrofobndstfiinost i naelektrisanje mogu
zn&ajno uticati na sposobnost vezivanjatuwanje aktivnosti, stabilnost i katatikie
performanse. U principu, mnoga jedinjenja¢@o od malih molekula do makromolekula,
mogu se Koristiti kao spejseri [231]:

» razna bifunkcionalna jedinjenja, npr. glutaraldehid,

» linearni polimeri kao Sto je PEG-diamin, dekstraoolietilenimin,

» funkcionalni polisaharidi kao Sto je aldehid de&str amino dekstran,

» proteini kao Sto je albumin iz seruma géea (BSA),

» polietar.

Fotohemijski tretmani omogavaju trajno modifikovanje povrSine nekoliko
sintetikih vlakana kao Sto su poliestarska, poliamidnaaliolefinska poméu UV svetlosti
u prisustvu raztitih reaktivnih sredina. Ovi procesi su bazirani mamolitickom cepanju
veze koje je inicirano apsorpcijom energije fotodavodi do stvaranja radikala na ozeaim
polimernim povrSinama. Time su omagume raznovrsne naknadne reakcije kao Sto su foto-
oksidacija, kalemljenje i umrezavanje. Fotohemijskaobilizacija je iskoriéena za
kovalentno vezivanje enzima katalaze za tekstilatemjal od polietilentereftalatnih vlakana
[232].

Modifikovano poliakrilonitriino vliakno se moze kstiti kao matrica za vezivanje
nekih enzima, kao Sto su tripsin, himotripsin, papadr. Veza enzima sa PAN vlaknom
modifikovanim poliepoksidiaminom najverovatnije sstvaruje obrazovanjem kompleksa
izmedu enzima i nosa, pravéi helate, kao i jonskom vezom izche amino i karboksilnih
grupa prisutnih u strukturi i enzima i ndaa[233]. Reverzibilna imobilizacija enzima
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invertaze na PAN vlaknima ostvarena je nakon nggowmodifikovanja, kalemljenjem
polianilina [234].

Polivinilalkoholna vlakna koja sadrze enzime mogudsbiti uvalenjem halogenskih
ili aldehidnih grupa u njihovu strukturu, koje omudgvaju da se tripsin ili papain vezu za
vlakno kovalentnim vezama. Za istu svrhu moze sasto PVA vlakno acetalizovano
maleinaldehidom i modifikovano naknadnim kalemlgmjmaleinskom kiselinom [235].

Enzim glukoamilaza kovalentno je imobilisan na nfi@dvanim polipropilenskim
vlaknima upotrebom karbodiimida kao vezigg agensa. Podloga za imobilizaciju je
pripremljena kalemljenjem polipropilenskih vlakaakrilamidom i akrilnom kiselinom, koje
je indukovano zr&enjem [236].

4.3. Vlakna sa kompleksnom (kombinovanom) aktivno$cu

U praksi secesto javlja potreba za kombinovanom primenom ¢&aitli bioloSki
aktivnih supstanci. Vlakna sa kombinovanom biolegkaktivnogu se mogu dobiti ili
meSanjem razlitih bioloski aktivnih vlakana koja sadrze po jedod supstanci (preparata)
koje se kombinuju ili vezivanjem dve ili viSe sugsti na isto vlakno. Osnovni uslov za
vezivanje razliitih bioloSki aktivnih supstanci na isti viaknastiaterijal je da méu njima
nema antagonisiog dejstva.

Dobijanje vlakana sa kompleksnom bioloSkom akti¢éno$ioze da se ostvari kako u
stadijumu formiranja vlakana, tako i metodom hekaug modifikovanja raztitih vrsta
vlakana, pricemu se preparati vezuju istim ili ragtim vrstama veza. Prakta realizacija
ovih mog«énosti zavisi od hemijske strukture i vlakana i @Enegta.

Veoma interesantna za medicinsku praksu su vla&nigombinovanim (enzimskim)
proteolitékim i antimikrobnim dejstvom, koja bi mogla efikasda reSe problem skianja
vremena léenja rana. Materijali sa kombinovanom enzimskoraiktiobonom aktivho&u
dobijeni su na bazi celuloznih i poliestarskih dak i sadrzali su imobilisanu proteazu C i
visokomolekulski antimikrobni poliheksametilengudini hidrohlorid [237].

Razvijeni su materijali sa imobilisanim raatim enzimima Kkoji ispoljavaju
kompleksnu terapeutsku aktivnost. Dalcex-tripsaodim je hirurSka gaza sa imobilisanim
proteolitékim enzimom tripsinom i bakteriolitkim enzimom lizozimom, koja ima ne samo
nekroliticku, vet i bakteriolitiku aktivnost. Dalcex-kolitin je vrsta gaze na kggjmobilisan
proteolitéki polienzimski preparat Kkolitin, koji poseduje Bktosti slicne tripsinu,
himotripsinu i elastazi [238].
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4.4. Celulozna vlakna sa imobilisanim tripsinom

Literaturni podaci [239] ukazuju da postoji indivadna zavisnost fizko-hemijskih
svojstava, aktivnosti i stabilnosti svakog pojedmag enzima od tipa polimernog matriksa i
metode imobilizacije.

U praksi je ostvarena imobilizacija tripsina ratim metodama, kao Sto su adsorpcija
[240], ukljwcivanje u ogrardieni prostor [241] i kovalentno vezivanje [242-244a
imobilizaciju tripsina kori&eni su razhkiti nosai, na primer silika gel naslojen hitozanom
[245], poliestarski netkani materijal [230], hitoza celuloza [246]. Izbor podloge za
imobilizaciju enzima u velikoj meri zavisi od namepr@izvoda.

Medicinski zahtevi znsmjno ograniavaju broj nos& koji se mogu koristiti za
imobilizaciju enzima za terapeutske svrhe. Takvisaio treba da su netoksii,
nekancerogeni, biokompatibilni i da ni na kojicmane ugrozavaju bioloSko okruzenje.
Uglavhom se za imobilizaciju proteodikih enzima (za terapeutske svrhe) koriste polimerni
nosd&i, nage&e na bazi celuloznih materijala (tabela 4.1).

Malo je informacija u literaturi o pripremi heteegh biokatalizatora na bazi
celuloznih vlaknastih materijala i tripsina, enzirkaji (zajedno sau-himotripsinom) ima
klju¢nu poziciju u sistemu digestivnih enzima. Primerikovalentno imobilisani tripsin na
pamwnim viaknima koja su prethodno aktivirana tosilidom [224] i na perjodatom
oksidisanoj pamtnoj gazi [247] i tripsin imobilisan uklgivanjem u polisaharidni film,
upotrebom celuloze (gaze) kao podloge [241].

Tabela 4.1Imobilisane proteaze kao lekoviti preparati za gppoupotrebu [248]

Aktivna komponenta = Nosa& Metod imobilizacije
Tripsin, Celulozni triacetat i sekundarni Uklju¢ivanje u strukturu
himotripsin, acetat, estar karboksimetilceluloze, vlakna tokom formiranjea
protosubtilin, polivinilalkohol
terilitin
Tripsin,
Aktivirana pamgna vata i gaza Kovalentno vezivanje

protosubtilin

Tripsin Karboksimetilceluloza Kovalentno vezivanje
Protosubtilin Aminoetilceluloza Adsorpcija
Papain Vlakna na bazi polivinilalkohola, | Aktivacija praena

polikaproamida, celuloznog hidrata adsorpcijom
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4.4.1. Struktura i svojstva tripsina

Tripsin nastaje u crevhom traktu od neaktivnog presxa tripsinogena, koga stvaraju
¢elije pankreasa. Proenzim se prevodi u aktivnikobliteropeptidazom kao i autokatakii
dejstvom samog tripsina. Aktivacija se sastoji wajdnju heksapeptida sa N-terminalnog
kraja tripsinogeng&ime je omogdena promena konformacije, tako da reaktivne grupgum
izgraditi aktivni centar enzima. Tripsin sadrziktianom centru histidinski i serinski ostatak
zbog ¢ega je svrstan u podgrupu serinskih proteaza. Meaanidejstva ovog enzima u
potpunosti je razjasSnjen [249, 250].

Postoje tri oblika tripsina koji ispoljavaju enzikosaktivnost. Nativni oblik tripsina,
ozna&en kaop-tripsin, sastoji se od jednog polipeptidnog larkatolizom B-tripsina (izmeu
lizina-131 i serina-132) nastagetripsin ¢iji se delovi lanca drze zajedno disulfidnim vezama
Dodatnim cepanjem lanca izthe lizina-176 i asparaginske kiseline-177 nastgjgipsin.
Ovaj oblik ispoljava zngjno manju katalitiku aktivnost [251]. Polipeptidni lanac tripsina,
izgraden od 223 aminokiselinska ostatka, skkp je tako da obrazuje dva r&ih
globularna domena. Svaki domen je iztgna od antiparalelniB segmenata koji formirajf
barel [251, 252]. Struktura molekula tripsina diabvana je sa ukupno Sest disulfidnih veza
[252]. Tripsin sadrZi jedan jon €apo molekulu enzima koji ga &titi od autolize i dasracije
[253].

Kristalni tripsin ima relativnu molekulsku masu 280M@eluje optimalno u slabo
alkalnoj sredini, pri pH 7 do 9 [249], a njegovaerektrina taka iznosi 10,6 [240]. Tripsin
ispoljava najvéu stabilnost na pH 3, dok pri visokim pH vrednostifiznad 11) dolazi do
njegove reverzibilne denaturacije [250, 254].

Tripsin deluje na sve proteine raskidajpeptidne veze i to iskljtivo sa karboksilne
strane ostataka lizina i arginina [255]. Td&ohidrolizuje estarske i amidne veze nekoliko
sintetckih supstrata. Jedan od takvih supstrata jer-enzoilbL-argininf-nitroanilid
(BAPNA), ¢iju amidnu vezu tripsin hidrolizuje oslod@uci p-nitroanilin, proizvod koji
intenzivno apsorbuje u vidljivoj oblasti spektranZtinska hidroliza ovog supstrata odigrava
se prema Semi prikazanoj na slici 4.2.

A
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Slika 4.2 Hidroliza supstrata N-benzoilbL-arginin{-nitroanilid. Tripsin hidrolizuje
BAPNA oslobaajuci p-nitroanilin
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Tripsin, kao i ostale proteaze, Siroko se koristndustriji i biomedicini. M@utim,
nestabilnost i brz gubitak bioloSke aktivnosti ogéavaju prakitnu primenu nativnih
enzima. Osetljivost tripsina na autolizu [254] jengli faktor odgovoran za inaktivaciju ovog
enzima koja se deSava tokom njegove upotrebe diSkéanja.

Aktivni tripsin kovalentno vezan za nerastvornirinenos, u porelenju sa enzimom
u rastvoru, ne podleze autolizi jer su pojedmamolekuli imobilisani na matriksu i ne dolazi
do njihove agregacije-Amino grupe ostataka lizina nisu esencijalne zalkatku aktivnost
tripsina i mogu se Koristiti za obrazovanje vezansmastvornim nosama. Rezultujdi
kataliticki kapacitet zavisi od dva parametra, od relativeadrZaja tripsina vezanog za nosa
I od gubitka specifine aktivnosti koji je izazvan hemijskim modifikoyam nativhog enzima
ili relativnom orijentacijom molekula enzima u niksu [250].

4.4.2. Uloga tripsina u leCenju

FizioloSka funkcija tripsina i ostalih proteotikih enzima u digestiji proteina je dobro
poznata, zbogtega su dugo bili oralno administrirani u svrhu dige u sl¢ajevima
deficijencije pankreasa. Protealki enzimi su se pokazali kao efikasni terapeutioedukciji
inflamacije i edema kada se pravilno doziraju. Verge da tripsin funkcioniSe kao
depolimeraza u inflamiranom centru, da preoé&réibrinogen-fibrin reakciju odgovornu za
inflamaciju. Sa pow&anjem poroznosti sloja nastalog umrezavanjem prateneucelijska
tecnost se oslolta, hidrostatiki pritisak smanjuje, kapilari otvaraju i cirkulgeiu lokalnoj
oblasti se obnavlja. Dakle, anti-inflamatorno degstripsina je direktan rezultat olakSavanja
drenaze iz inflamirane oblasti usled lize fibrinskzaepljenja u limfnim sudovima i
kapilarima oko inflamirane lezije [256].

Dokumentovan je i terapeutski efekat intramuskuladministriranog tripsina [257].

Moguénost intravenskog, intramuskularnog i u mnogimcéajevima i1 lokalnog
administriranja je niska zbog iritirajag efekta proteaza, njihovih imunogenih i alergenih
svojstava, hemolitkog dejstva pri intravenskom administriranju, sldio@oSke dostupnosti i
drugih faktora koji se manifestuju zajedno ili odsp, ali relativnaesto. Klinika upotreba
je ogranéena zbog visoke cene, male dostupnosti, brze diteiz tela i nemoginosti
postizanja visoke lokalne koncentracije preparaigz lpovéanja njegove sistemske
koncentracije.

Proteolittki enzimi imaju Siroku primenu u hirurgiji, posebrza I&enje rana.
Preparati nativnih proteaza ¢bo su u formi gela, praha ili deosti. Melutim, upotreba
nativnih enzima u kenju rana ogratena je brojnim nedostacima: nativni enzimi se brzo
inaktiviraju inhibitorima, nestabilni su u vodeniastvorima, ispoljavaju antigena i pirogena
svojstva, mogu dospeti u krvotok i izazvati aleskjij reakciju, mogu ih isprati iztevine rane
I, pored toga, imaju visoku cenu [258]. Upotrebomobilisanih proteaza ztajno se
smanjuje utroSak enzima (zbog produzenog dejspa)ava efikasnost terapije i smanjuju
alergijske reakcije. Analiza morfoloSkih promenaeksperimentalnim gnojnim ranama i
vremena potrebnog z@s¢enje rane i potpuno zarastanje, pokazala je densebilisani oblici
enzima efikasniji od odgovardiin nativnih preparata [238, 259].

U tabeli 4.2 prikazane su karakteristike nativnogmobilisanog tripsina koji su
kori&eni za I€enje rana.
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Tabela 4.2Uporedne karakteristike nativnog i imobilisanogg$ina u léenju rana [260]

Nativni tripsin Imobilisani tripsin

Brza inaktivacija inhibitorima krvi i tkiva | Stabilisb prema inhibitorima krvi i tkiva

Visoka osetljivost prema toploti, promeni Stabilnost prema toploti, promeni pH,
pH, inhibitorima krvi i tkiva, jonizujgem | inhibitorima krvi i tkiva, jonizujéem
zratenju zratenju

Brzo ispiranje sa rane Ostaje na rosa

Dugotrajno dejstvo, sa postepenim

Kratkotrajno dejstvo . : i
smanjenjem aktivnosti preparata

Cesta promena zavoja (nekoliko puta
dnevno)

Visoka antigenost Niska antigena aktivnost

Retka promena zavoja (jednom u 2-3 danél)
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4.5. Enzimi i metode za odredivanje koncentracije proteina i
aktivnosti enzima

.....

aminokiselina povezanih peptidnim vezama. Brojnifaktori po kojima se enzimi mogu
medusobno razlikovati, kao Sto su aminokiselinski @astredosled njihovog ndesobnog
povezivanja, prisustvo ili odsustvo metalnih jokag i, mnogo bitnije, konformacija ili oblik
strukture proteina. Kod enzima koji su rastvorljivvodi, aminokiselinski lanci su sklégni

na takav n&n da su hidrofobni ostaci orijentisani ka unutjash, a hidrofilni ka
spoljasnosti, omogavajlti maksimalno povezivanje vodamim vezama intramolekulski,
kao i sa vodom i drugim molekulima. Beg voda je esencijalna sredina za pravilno
funkcionisanje véine enzima.

Enzimi su izuzetno efikasni katalizatori koji omdguaju da reakcije, koje se pod
normalnim uslovima ne bi odigravale, teku i to sdikeen brzinom. Njihova izuzetna
efikasnost kao bioloskih katalizatora ogleda s&njenici da se enzimske reakcije odvijaju
brzinom koja je 1%10” puta véa od brzine nekatalizovanih reakcija [253]. Oviatiagatori
se ne troSe tokom reakcije, ali obedlge niskoenergetski put za njeno odvijanje i mogu
katalizovati naknadne reakcije. Enzimi &esto visoko specifni u pogledu vrste i broja
supstrata; od velikog broja veomasslh supstanci, enzimi sa visokom speecib&u reaguju
samo sa jednom od njih. Pri tome, enzim sa datinstsafpm katalizuje samo jednu reakciju,
tako da nema sporednih proizvoda.

Proteoliteki enzimi (proteaze) katalizuju raskidanje peptidieze (slika 4.3). Neke
proteaze (egzopeptidaze) deluju samo sa krajevadpept lanca odvajajii pojedin&ne
krajnje aminokiseline. Druge (endopeptidaze) ragkigeptidne veze unutar lanca i stvaraju
peptidne fragmente. Ovoj grupi pripadaju poznatimnvarenja, tripsin, himotripsin i pepsin.
Suprotno mnogim drugim enzimima, proteaze nisu ifgee za odréene supstrate (tj.
odreiene proteine) Weza odrdene strukturne karakteristike peptidnog lanca. Rréome,
navedeni enzimi deluju na sve proteine, gmmu denaturisane proteine hidrolizuju lakSe od
nativnih. Unutar peptidnog lanca dolazi do hidrelsamo na oddenim mestima, tj. ispred ili
iza odrelenih aminokiselina. Posebno je izrazena spgw8t tripsina, koji raskida lanac
samo na mestima gde se nalazi ostatak lizina ginara i to tako da peptidi nastali
delovanjem tripsina imaju lizin ili arginin kao @rtminalnu aminokiselinu. Himotripsin
raskida peptidni lanac pre svega iza hidrofobnihinakiselina (aromatske aminokiseline,
leucin), ali nije tako strogo spediéin kao tripsin. Specifnost pepsina jos je manje izraZzena;
pretezno se raskidaju veze kod aromatskih ili kisaminokiselina, ali prisustvo ostalih
aminokiselina u susedstvu taleutice [224, 249]. Ovakve razlike u speéifosti delovanja
uslovljene su prirodom aminokiselinskih ostatakaktivnom centru proteaza koje se vezuju
za svoje supstrate.

Imobilizacija enzima predstavlja proces uklpanja molekula enzima u odfenu
izolovanu fazu koja je odvojena od slobodnog rastyali je sposobna da reaguje sa u njemu
prisutnim molekulima liganada. U procesu imobilipaenzim se prevodi u oblik koji je
nerastvoran u vodi i od homogenog postaje hetefodextalizator. Karakteristike
imobilisanog enzima oddene su pravilnim izborom tri osnovne komponenteiraa, nos&éa
I metode vezivanja enzima za nésaEnzimi mogu biti imobilisani na razltim nosa&ima
metodama koje se zasnivaju na adsorpciji (hidrofplporeska), kovalentnom vezivanju ili
ukljucivanju enzima u ograééni prostor, mikrokapsule ili matrice polimera [22861].

Svojstva imobilisanih enzima razlikuju se od onddlenzima u rastvoru, najvise zbog
uticaja mikrookruzenja uslovljenog matricom n&sai zbog uticaja samog procesa
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imobilizacije, preko sternih efekata i promene kwnfacije i stabilnosti imobilisanog enzima.
Intenzitet uticaja ovih faktora na svojstva enzirasisi od upotrebljene metode.

tripeptid
peptidne veze

Ri Rz Rz

HgN—(l:—CCICIH + HgN—(E—CODH + HgN—(l:—CCICIH

H H H
aminokiseline (R ;. R; iR ;- bocni lanci)

Slika 4.3Hidroliza peptidne veze

Imobilizacija enzima kovalentnim vezivanjem &ho daje veoma stabilne preparate u
porelenju sa drugim imobilizacionim procedurama. Kovatanveza se ostvaruje reakcijom
nos&a koji je prethodno aktiviran nekom od brojnih ralegzivih metoda [231, 261, 262], sa
aktivnom grupom enzima. Ng&e primenjivane reakcije ukljuju aktivne grupe ostataka
lizina (e-amino grupa), cisteina (sulfhidrilna grupa) i asganske i glutaminske kiseline
(karboksilna grupa).

Na performanse kovalentno imobilisanih enzima madgrati sledéa svojstva [231]:
fizicka priroda nosa, na primer vetina pora, poroznost, oblik i dr.,
hemijska priroda nosa (hemijski sastav glavnog lanca, aktivhe grupe),
priroda hemije vezivanja,
konformacija enzima u trenutku imobilizacije iliken imobilizacije,
orijentacija enzima,
priroda i duzina spejsera (ukoliko su kégai),
svojstva medijuma kori&nog za vezivanje enzima,
broj veza obrazovanih izrde enzima i nosa,
raspodela enzima na nésali unutar noséa.

Kovalentne metode su veoma efikasne u zadrzavanzune i njima se mogu poéti
visoke vrednosti aktivnosti nakon imobilizacijealiko u kovalentnom vezivanju za nésae
ucestvuju aminokiselinski ostaci esencijalni za katddu aktivnost. Kovalentno imobilisan
enzim se ne gubi tokom upotrebe zliwgste veze sa nosam, moze lako da ostvari kontakt
sa supstratom s obzirom da je lokalizovan na powvmdps&a i cesto pokazuje povanu
termicku stabilnost zbog jakih interakcija sa ntsa.

Enzimi postaju sve zwiajniji zbog svoje primene u medicini, analitici,n®zi
organskih jedinjenja, sistemima za konverziju ejperngmnogim granama industrije. Mnogi
problemi koji se javljaju kod primene enzima u pBjia kao Sto su labilnost u fizioloSkim
uslovima, razgradnja pod dejstvom proteaza, anbigfeanzima kao stranih tela, kao i mala

YVVVVVVVVY
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dostupnost i visoka cendistin preparata, mogu se u znatnoj meri reSiti priom
imobilisanih enzima.

Izbor tehnike i podloge za imobilizaciju enzima, &gu danas dostupne u velikom
broju, zavisi od prirode enzima, prirode supstrdiajnje primene. Prema tome, nije mégu
predloziti neki univerzalan &a imobilizacije. Matrice treba da obezbede jedaast i
sigurnu imobilizaciju i treba da odgovaraju oblikomelicinom, gustinom i drugim
svojstvima namenjenoj upotrebi. Posebna paZnja seyosvetiti izboru podloge i reagenasa
za imobilizaciju, koji bi trebalo da imaju GRAS sts, ukoliko su namenjeni za upotrebu u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.

4.5.1. Odredivanje aktivnosti enzima

Aktivnost enzima, kao merilo kdline prisuthog enzima, uglavnhom se atlje
merenjem brzine reakcije koju dati enzim katalizufa t&nost ovih odrdivanja treba
obezbediti linearnu zavisnost izthekolicine enzima i brzine reakcije. Metim, kako kod
vecine enzima dolazi do smanjenja brzine reakcije reanenom, kinetka odrelivanja se
vrSe na osnovu getne brzine reakcije, koja je konstantna sve dokékal izreagovalog
supstrata ne pde 20 % od svoje getne koncentracije.

Sve metode za oditwvanje aktivnosti enzima mogu se podeliti u tri ggd@51, 253]:

» Periodtne metode — enzim se inkubira sa supstratom uddkeienog vremena, a

zatim se reakcija zaustavlja i meri kKaia stvorenog proizvoda.

» Neprekidne metode — omogavaju kontinualno merenje i registraciju parametara

reakcije bez njenog prekidanja.

» Konjugovane metode — supstanca, koju nije ndegneposredno registrovati,

prevodi se u jedinjenjdji se sadrzaj moze direktno meriti.

Da bi se odredila aktivhost enzima, neophodne swwalgjite metode za merenje
koli¢ine obrazovanog proizvoda ili kélhe utroSenog supstrata. Za ovu svrhu na raspglagan
su brojne metode, kao Sto su: spektrofotometrijskaprimetrijske, gasometrijske,
polarimetrijske, viskozimetrijske, hemijske, rademhijske, hromatografske i dr. [253, 263].

Spektrofotometrijski postupci [264] se&esto koriste u praksi zbog svoje
jednostavnosti, brzine i velike &aosti. Mnogi supstrati i proizvodi enzimskih regkci
apsorbuju svetlost u vidljivoj ili UV oblasti spe&ti retko se deSava da imaju idéngé
apsorpcione spektre, tako da nije teSkai nalasnu duzinu na kojoj dolazi do zage
promene apsorpcije u toku reakcije. Merenje ¢uedi takve promene omogava
kvantitativno prodavanje toka enzimske reakcije. Kod nekih enzimapsktrofotometrijske
metode mogu primeniti ako se umesto daj@nih supstrata koriste tzv. hromogeni supstrati,
koji daju proizvode koji apsorbuju na odemoj talasnoj duzini, ili ako se proizvodi enzimske
reakcije prevedu u jedinjenja koja apsorbuju, péunposebnog reagensa, ili dodatog drugog
enzima ili viSe dopunskih enzima. Sint&li supstrati secesto koriste za odderanje
aktivnosti proteolittkin enzima [265]. Najjednostavniji supstrati su qmbpane
aminokiseline povezane preko svo@rCOOH grupa sa hromogenim aminima, kao Sto su 4-
nitroanilin ili 2-naftilamin. Kako je intenzitet apgpcije direktno proporcionalan koncentraciji
ispitivane supstance, deljenjem registrovane ¢wadi apsorpcije sa veélnom molarnog
koeficijenta apsorpcije lako se nalazi molarna lemtiacija rastvora. Ukoliko koeficijent
apsorpcije nije dostupan, radi se kalibracionigtigan ispitivane supstance.

Da bi se mogla porediti efikasnost ¢éij@a pojedinih enzimskih preparata definisane su
jedinice aktivnosti, od kojih se najviSe koristivizinternacionalna jedinica. Pod jednom
internacionalnom jedinicom podrazumeva se on&kaienzima koja pod strogo odemim
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uslovima (temperatura, pH sredine i dr.) za vrehgednog minuta katalizuje transformaciju
jednog mikromola supstrata. Broj jedinica aktivmopb jednom miligramu proteina
predstavlja specidnu aktivnost enzima u ispitivanom uzorku. fdespeciftna aktivnost se
dobija kada je enzim potpuno aktivan i bez stragmdteina [266].

4.5.2. Odredivanje sadrzaja proteina

Brz i ta&tan metod za oddévanje koncentracije proteina je esencijalan u nimog
oblastima protavanja proteina. Najprecizniji metod je verovatrisela hidroliza proteina
praena analizom aminokiselina. Skoro sve ostale mesud®@setljive na aminokiselinski
sastav proteina i ne mogu se dobiti apsolutne kuradje.

Za odrgivanje koncentracije proteina u rastvoru uglavnom Isoriste cetiri
spektroskopske metode [267, 268]. One uklju merenje apsorpcije proteina u UV oblasti
spektra i tri metode koje generiSu promenu bojediskezivanja proteina: metod po Lowry-ju,
BCA metod i Bradford-ov metod. Svaka od proceduna odréiene prednosti i nedostatke
(tabela 4.3) i ni za jednu se ne mozéi rda je potpuno zadovoljavaja. Izbor metode
zavisie od prirode proteina, prirode ostalih komponenat&orku proteina, Zeljene brzine,
osetljivosti i preciznosti ispitivanja.

4.5.2.1. Odredivanje proteina UV apsorpcijom

Koncentracija proteina moze se odrediti merenjenor@ege u bliskoj i dalekoj UV
oblasti spektra [269]. Apsorpcija Zenja u bliskoj UV oblasti (280 nm) zavisi od sagaza
aromaténih aminokiselina u proteinima, pre svega tirozirtaiptofana, a u veoma malom
stepenu i od katine fenilalanina i disulfidnih veza. Vrednostig uglavhom se kial u
opsegu 0,5-1,5, ali mogu i znatno da variraju kadiditin proteina, na primer za rastvor
koncentracije 1 mg/ml dobijene su vrednosti od 04d@a neke tirozinom bogate proteine
vune). ViSi nivoi strukture proteina take mogu da apsorbuju u UV oblasti, ili da menjaju
molarne koeficijente apsorpcije tirozina i triptoéa tako da je UV detekcija veoma osetljiva
na pH i jonsku jéinu na kojima se merenje izvodi. Pored toga, mndggge ¢elijske
komponente, posebno nukleinske kiseline, apsorbuj svetlost. Generalno, svaka
neproteinska komponenta rastvora koja apsorbujesu#ost unosi gresku u ispitivanje. lako
razliciti proteini imaju razléite aminokiselinske sastave, a samim tim i t#t#i molarne
koeficijente apsorpcije, ovaj metod moze biti vegonacizan kada se porede raiirastvori
istog proteina.

Ovaj metod ima najmanju osetljivost od ostalih matodli se osetljivost moze
pove&ati ukoliko se apsorpcija meri u dalekoj UV oblag@05 nm). U ovoj oblasti peptidne
veze proteina intenzivno apsorbuju i varijacijedgovoru izméu razlcitih proteina su male.
Medutim, mnogi puferi i druge komponente, kao Sto smhili piridoksal grupe, takie
intenzivno apsorbuju u ovoj oblasti.

Prednosti ove metode odreanja koncentracije proteina su jednostavnostinarz
¢injenica da ispitivani uzorak ostaje nepromenjeajcé&e se upotrebljava u hromatografiji
ili kada brzina ima prioritet u odnosu na preciznodrelivanja koncentracije proteina. Ovaj
metod moze biti dobra polaznaka kada se radi sa nepoznatim uzorkom proteéesto se
koristi za procenu koncentracije proteina pre uglmdr neke osetljivije metode. UV
spektrofotometrija se prepaije za kalibrisanje rastvora BSA ili drugstih proteina koji
se koriste kao standardi u drugim metodama.
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Tabela 4.3Metode za odrivanje koncentracije proteina [268]

Metod Osnovne prednosti Osnovni nedostaci

Uv- Brzina Osetljivost na prisustvo pufera,
spektrofoto- | Jednostavnost bioloSkih materijala i soli

metrija Uzorak je séuvan Aminokiselinski sastav proteina je

Korisna za procenu proteina preizuzetno vazan, Sto otezava izbor
upotrebe preciznije metode standarda
Apsorpcija jako zavisi od pH i jonskea
jacine rastvora

Metod Osetljivost u Sirokom opsegu | Mnoge supstance ometaju
Lowry-ja Moze se izvoditi na sobnoj odretivanje
temperaturi Potrebno je dosta vremena za
10-20 puta véa osetljivost od | ispitivanje
UV spektrofotometrije Fotosenzitivnost
Obojenost varira kod razltih
proteina
Radni reagens mora biti sveze
pripremljen

BCA metod | Visoka osetljivost i brzina, ako Reakcija ne ide do kraja kada se
se koriste poviSene temperatureizvodi na sobnoj temperaturi ili 37 °C
Kompatibilnost sa mnogim Cesto je neophodno razblazivanje
deterdzentima uzoraka koncentrovanih proteina
Radni reagens je stabilan
Male varijacije u odgovoru
izmedu razlgitih proteina
Sirok linearni radni opseg

Bradford-ov @ Visoka osetljivost Nelinearan kalibracioni dijagram u
metod Brzina i niska cena Sirokom opsegu
Visoka speciitnost za proteine | Odgovor na raztite proteine moze
Kompatibilnost sa mnogim znatno da varira, izbor standarda je
supstancama veoma vazan

Kompleks boja-protein stabilan
je u toku 60 minuta

4.5.2.2. Metod po Lowry-ju

Metod po Lowry-ju se bazira na dve r&ik reakcije. U prvoj reakciji dvovalentni jon
bakra formira kompleks sa peptidnim vezama proteigdkalnim uslovima i redukuje se do
jednovalentnog jona. Druga reakcija je redukcijalirf-Giocalteau reagensa (joS uvek
nedovoljno razjasnjena) porwo bakrom katalizovane oksidacije aromatin aminokiselina.
Redukovani reagens je intenzivno plave boje, kojaniéno zavisi od sadrzaja tirozina i
triptofana, i moze se detektovati spektrofotometrowpsegu od 500 do 750 nm. Metod daje
najbolje rezultate sa rastvorintga je koncentracija u opsegu od 0,01-1,0 mg/mltgina
[270].

Procedura Lowry-ja je relativno osetljiva, ali trazSe vremena u odnosu na druge
metode | ometaju je razna jedinjenja. Qlivanje proteina ometaju sletke supstance:
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deterdzZenti, ugljeni hidrati, glicerol, EDTA, Trigdinjenja kalijuma, sulfhidrilna i disulfidna
jedinjenja, magnezijum i kalcijum. Mnoge od ovihpstanci sucesti sastojci pufera za
pripremu proteina, zbogega je ovo jedno od glavnih ograemja metode.

4.5.2.3. BCA metod

Ova procedura je sha Lowry-jevoj u tome Sto se tak® zasniva na redukciji
dvovalentnog u jednovalentni jon bakra u alkalnisiouima. U sledéem koraku redukovani
bakar reaguje sa BCA reagensom géadk®mpleks koji intenzivho apsorbuje na 562 nm.
Kako je stvaranje Cujona u ovom ispitivanju funkcija koncentracije mioia i vremena
inkubacije, sadrzaj proteina nepoznatih uzoraka emsg odrediti spektrofotometrijski
poreienjem sa poznatim proteinskim standardima. Gidamje koncentracije proteina moze
se izvesti na dva Wdma, standardnim ispitivanjem (0,1-1,0 mg proteimy/ i
mikroispitivanjem (0,5-10 pg proteina/ml) [271].

Metod po Lowry-ju i BCA metod su she osetljivosti, ali s obzirom na to da je BCA
stabilna u alkalnim uslovima, ovo ispitivanje se ma2vesti kao jednostepeni proces Sto mu
daje prednost u odnosu na dvostepeno ispitivanje.gwry-ju. JoS jedna prednost BCA
metode je generalno & tolerantnost na prisustvo jedinjenja koja ometajuaiivanje po
Lowry-ju, posebno deterdZzenata i denatuii$iagenasa. Ispitivanja BCA metodom mogu da
ometaju interakcije sa redukidjm agensima.

4.5.2.4. Bradford-ov metod

Ispitivanje sadrzaja proteina po Bradford-u je vaopopularan metod u mnogim
laboratorijama. U podenju sa metodom Lowry-ja, ova tehnika je jednosjayrbrza,
osetljivija i znatno manje ometana od stranecewg korienih biohemijskih agenasa.
Odredivanje proteina se zasniva na vezivanju boje CosmaBlue G250 za proteine,
verovatno prvenstveno za ostatke arginina i liziva specitnost moze dovesti do
varijacija u odgovoru metode na r&#i proteine i predstavlja njen glavni nedostaBgja
moZze postojati u ragiitim jonskim oblicima koji maksimalno apsorbuju #@0 nm (crvena),
650 nm (zelena) i 590 nm (plava). Proteini se wezg plavi anjonski oblik molekula boje,
pri cemu moze dé do pomeranja apsorpcionog maksimuma sa 590 na®2( obzirom da
je na uohiajenoj pH ispitivanja jedan deo molekula boje temeim katjonskom obliku, koji
ometa merenje apsorpcije kompleksa boja-protei®2a nm, sadrzaj proteina odtge se
merenjem apsorpcije rastvora na 595 nm. Mereng@voatalasnoj duzini predstavlja najbolji
kompromis izmdu favorizovanja apsorpcije od strane kompleksanimizovanja apsorpcije
od strane zelenog oblika slobodnog molekula boje.

Za odrelivanje koncentracije proteina na raspolaganju sa dipa ispitivanja:
standardno ispitivanje, pogodno za merenje tam&0 i 100 pug proteina, i mikroispitivanje,
za detektovanje iznde 1 i 10 pg proteina [272].
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Materijal i metode

5. Materijal i metode

5.1. Materijal

5.1.1. Pamucna preda

Za dobijanje selektivno oksidisanih patnih vlakana, oksidacijom rastvorima
natrijum-perjodata, koré&na je sirova nebeljena patna prela ("Struméanka”, Strumica,
Makedonija), finée 20,85 tex, CV = 3,4 %, upredenosti 755 U/m, C¥,5%, namenjena za
proizvodnju gaze.

5.1.2. Viskozna preda

Za modifikovanje natrijum-perjodatom i dobijanjeolmiski aktivnih vlakana, pored
pamuine prele, kori€ena je i viskozna pda u obliku filamenta ("ITES RILON -
LORISON", Odzaci, Srbija), fine 10,60 tex.

5.1.3. Oksidaciono sredstvo - natrijum-perjodat

Oksidacija celuloze paminih i viskoznih vlakana, u cilju dobijanja dialddhi
celuloze, vrSena je natrijum-perjodatom (NalOvM = 213,9 g/mol, FLUKA, Buchs,
Switzerland). Rastvori natrijum-perjodata u 0,1 &kt@tnom puferu, pH 4,0, pripremljeni su
u koncentracijama od 0,2 % (2,0 mg/ml) i1 0,4 % @g'ml).

5.1.4. Bioloski aktivno sredstvo - tripsin

Za davanje bioloSke aktivnosti oksidisanim celulozwiaknima korigen je tripsin iz
pankreasa goveta (EC 3.4.21.4) u obliku praha bele boje (T9ZDdypsin from bovine
pancreas, "Sigma Aldrich”, St. Louis, SAD). Rasttqpsina za imobilizaciju, koncentracije
0,8 mg/ml, priprema se neposredno pre upotreb&/aramnjem enzima u ohianom (4 °C)
0,1 M Tris-HCI puferu, pH 9,2, koji sadrzi 10 mM Cla.

5.1.5. Supstrat tripsina

Kataliticka aktivnost nativnog i imobilisanog tripsina isypétna je u reakciji sa
supstratomN-a-benzoilbL-argininp-nitroanilid hidrohlorid (B4875, BAPNA, ¢H2:NeO, -
HCI, > 98 %, M = 434,88 g/mol, "Sigma Aldrich ", St. LeuiSAD). Koncentrovani rastvor
BAPNA (0,1 M) u dimetilsulfoksidu priprema se ngdeli ¢uva na 4 °C u frizideru. Radni
rastvor BAPNA, koncentracije 0,5 mM, priprema spasredno pre upotrebe, razblazivanjem
koncentrovanog rastvora BAPNA sa 0,1 M natrijumfdosm puferom, pH 7,0, koji se
prethodno zagreje na 37 °C.
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5.1.6. Pregled i karakteristike ostalih materijala koji se koriste za dobijanje
bioloski aktivnih celuloznih vlakana

Bradford-ov reagenoji se koristi za odvanje sadrZaja proteina, priprema se na
sled€i nacin: 100 mg boje Coomassie brilliant blue G-250 ($#RBlau G, C.I. 42655,
research grade, 4&14sN307;S; - Na, M = 877,0 g/mol, "SERVA FEINBIOCHEMICA",
Heidelberg, Germany) rastvori se u 50 ml 95 % etnpfomeSa sa 100 ml orto-fosforne
kiseline (min. 85 %) i dopuni destilovanom vodom Hd. Reagens se profiltrira kroz filter
papir i¢uva u tamnoj boci na sobnoj temperaturi.

Standardni_rastvor BSAalbumina iz seruma go¥eta) za odrdéivanje sadrzaja
proteina u polaznom rastvoru enzima i supernatpriprema se u koncentraciji od 1 mg/ml
rastvaranjem BSA (Bovine albumin fraction-V, minimassay 96,0 %, HIMEDIA RM 105,
"HiMedia Laboratories Pvt. Limited", Mumbai, India)0,1 M Tris-HCI puferu, pH 9,2, koji
sadrzi 10 mM CaGl Kao standardni rastvor BSA za odiranje sadrzaja proteina u vodama
od ispiranja koristi se 0,1 mg/ml rastvor BSA udlaskom rastvoru (0,91 % NaCl). Rastvori
BSA ¢uvaju se u frizideru (4 °C).

U postupku dobijanja bioloski aktivnih celuloznitakana, pored opisanog, kareh
je i slede€i materijal:

Glacijalna siéetna kiselina, CECOOH, M = 60,05 g/mol, "Kemika", Zagreb
Natrijum-acetat-3-hidrat, C4€OONa - 3 HO, M = 136,08 g/mol, "Kemika",
Zagreb

Kalijum-jodid, KI, M = 166,01 g/mol, "JUGOLEK", Beyrad

Sumporna kiselina, p. a,80;, M = 98,08 g/mol, MRK InZenjering, Beograd
Natrijum-tiosulfat, NaS;03, M = 158,09 g/mol, Fisher Scientific UK limited
Rastvorljivi skrob, p. a. (§H100s)n, "Alkaloid", Skopje

Natrijum-hlorit, NaCIQ, M = 90,45 g/mol, "BETA HEM", Beograd

Hlorovodonténa kiselina, p. a. HCI, M = 36,46 g/mol, "Kemik&Zagreb
Kalcijum-acetat, gHsO,Ca - x HO, M = 158,17 g/mol, "Kemika", Zagreb
Natrijum-hidroksid, NaOH, M = 40,00 g/mol, "Lachetm@eska

Fenolftalein, GH1404, M = 318,33 g/mol, "Kemika", Zagreb

Jod, b, M = 253,80 g/mol, "Alkaloid", Skopje
Tris(hidroksimetil)aminometan, p. a.4ld;;NO3, M
Skopje

Kalcijum-hlorid kristalni, p. a. Cagl- 2 HO, M
Skopje

Natrijum-hlorid, p. a. NaCl, M = 58,45 g/mol, "Z@&Pharma", Sabac
Natrijum-borhidrid, NaBH, M = 37,83 g/mol, "Kemika", Zagreb
Dinatrijum-hidrogenfosfat bezvodni, p. a. 80y, M = 141,96 g/mol, "Kemika",
Zagreb

Natrijum-fosfat monobazni, p. a. NaPO, - HO, M = 138,01 g/mol, "Laphoma”,
Skopje

Glutaraldehid, 25 % vodeni rastvor, Art. 820603H¢D,, M = 100,12 g/mol,
MERCK, Darmstadt, Nent&a

Dimetilsulfoksid, p. a. (Cg)>SO, M = 78,13 g/mol, "Centrohem", Stara Pazova
Etanol, GHsOH, 95 %, M = 46,07 g/mol, "Zorka Pharma", Sabac
Orto-fosforna kiselina, p. a. AQ;, min. 85 %, M = 98,00 g/mol, "Kemika",
Zagreb

121,14 g/mol, "Alkaloid",

147,01 g/mol, "Alkaloid",

YVVV VvV VYV VVV VYV VVVVVVVVVVY VY

75



Materijal i metode

5.2. Metode

5.2.1. Dovodenje uzoraka i epruveta u standardno stanje

Uzorci i epruvete dovode se u standardno stana@i@RPS F.S0.100.

5.2.2. Oksidacija pamucne i viskozne prede natrijum-perjodatom

U cilju odrelivanja optimalnih uslova oksidacije padmih i viskoznih vlakana,
ispitan je uticaj koncentracije oksidacionog sredst vremena modifikovanja na sadrzaj
aldehidnih grupa i ostala svojstva vlakana. ModWéoje pamtne i viskozne préde
rastvorom natrijum-perjodata izseno je pri sled@m uslovima:

» Koncentracija Nal@ 0,2 % i 0,4 %,

» pH rastvora 4,0,

» Vreme oksidacije: 15, 30, 45, 60, 120, 180, 24@, i3®0 min,

» Temperatura sobna (21 °C),

» Modul kupatila 1:50.

Uzorci prete mase 8,00 g modifikuju se rastvorom natrijumguaa u 0,1 M
acetatnom puferu, u odsustvu svetlosti, uz nepnekisheSanje sadrzaja. Po isteku zadatog
vremena obrade, uzorci se obilno ispiraju ledenadidm destilovanom vodom radi
uklanjanja zaostalog oksidacionog sredstva. Od @yalkzorka oksidisane pte izdvaja se
deo koji se, bez prethodnog suSenja, koristi zabilzaciju tripsina, dok se preostali deo
uzorka koristi za karakterizaciju modifikovanog tzo prele nakon njegovog susSenja na
sobnoj temperaturi.

Kinetika reakcije oksidacije parine i viskozne prée natrijum-perjodatom péana je
preko utroSka perjodata u toku reakcije. Polazkmajnje koncentracije perjodata odugu se
jodometrijskom titracijom na slede ntin: u 20 ml razblazenog rastvora perjodata
(koncentracije 0,02 %, odnosno 0,04 %) dodaje smllD0 % kalijum-jodida, 10 ml 0,5 M
H.SO, i oslobateni jod titrisSe sa 0,01 M rastvorom 603 uz skrob kao indikator. Rade se
tri probe i odredi srednja vrednost utroska natmijiosulfata. Smanjenje sadrzaja perjodata u
rastvoru, izrazeno preko broja molekula perjodatd 0@ molekula glukoze, u daljem tekstu
¢e biti nazivano utroSak perjodata [179].

5.2.3. Odredivanje gubitka mase

Gubitak mase, koji nastaje kao posledica modifikjegorele natrijum-perjodatom,
odreluje se na osnovu razlike u masi apsolutno suvogkazore i posle modifikovanja. Za
izratunavanje gubitka mase (GM) koristi se formula:

gde je:
m, — masa uzorka pre modifikovanja, g
mx — masa uzorka posle modifikovanja, g
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5.2.4. Odredivanje sadrzaja aldehidnih grupa

Uzorci nemodifikovane i oksidisane patme i viskozne prée okarakterisani su
odretivanjem sadrzaja aldehidnih grupa, prema metodsaymj u literaturi [164, 273, 274].
Aldehidne grupe se najpre selektivno oksiduju dobdéksilnih grupa pomgu natrijum-
hlorita, pri pH 4-5, na sobnoj temperaturi u tol@ild a zatim se sadrzaj karboksilnih grupa
odretuje modifikovanom kalcijum-acetathom metodom [274].

Uzorci mase 0,5 g tretiraju se 0,01 M rastvorom HCioku 1 h, a zatim ispiraju
destilovanom vodom. U sleélem koraku, uzorcima se dodaje 50 ml destilovane v@&0d ml
0,25 M rastvora kalcijum-acetata. Nakon 2 h reakag meSanje, odmeri se 30 ml rastvora
(od ukupno 80 ml) koji se titriSe sa 0,01 M NaOH fenolftalein kao indikator. Sadrzaj
karboksilnih (COOH) grupa odtaje se prema formuli:

80 po1m [v(NaOH)

COOH=-30 , mmol/g

m 1-&
100

gde je:

0,01M — koncentracija NaOH

V (NaOH) — zapremina rastvora NaOH utroSena za titramju,

m— masa tretiranog uzorka, g

w — sadrzaj vlage, %.

Sadrzaj aldehidnih grupa u oksidisanim uzorcima @@ i viskozne prée
izratunava se tako Sto se od vrednosti sadrzaja kathibkgrupa, koja je oddena za uzorke
prede oksidisane natrijum-hloritom, oduzme vrednost Zgdrkarboksilnih grupa dobijena za
nemodifikovani uzorak pte.

5.2.5. Odredivanje finoce prede

Odredivanje finate (izrazene u tex-ima) nemodifikovane i oksidisganune i
viskozne préde vrSeno je po metodi definisanoj standardom SRS 2060. Ovaj standard
propisuje nain odrelivanja linearne gustine (mase po jedinici duzinegd@ metodom
povesma.

5.2.6. Odredivanje prekidne jacine prede

Odretivanje prekidne j@ne pamgne i viskozne prée vrSeno je na udaju Tex Test
(Svajcarska), sa klemama na rastojanju od 100 rarzinom donje kleme od 150 mm/min,
prema uohliajenoj proceduri opisanoj u literaturi [275]. Pigrka j&ina prele izra&unava se
kao srednja vrednost 20 merenja.

5.2.7. Odredivanje sorpcije vlage
Sadrzaj vlage u polaznim i perjodatom modifikovanizorcima paméne i viskozne

prede odreivan je gravimetriiskom metodom definisanom staddar SRPS F.S3.101.
Gravimetrijska metoda se sastoji u suSenju makenjaspecijalnim urdajima — kondicionir
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aparatima ili laboratorijskim susSnicama i merenjasen materijala pre susenja, posle susenja
do konstantne mase i iZtanavanju sadrzaja vlage. |Zwmavanje sadrzaja vlagew)(
odrelene po gravimetrijskoj metodi, vrSi se prema stegormuli:

m. -
w="2"T 100, 9
mp

gde je:

m, — masa uzorka pre susenja, ¢

mx — masa uzorka posle suSenja do konstantne mase, g

Dobijene vrednosti za svaki uzorak pame i viskozne prée predstavljaju srednju
vrednost tri merenja.

5.2.8. Odredivanje sposobnosti zadrzavanja vode

Sposobnost zadrzavanja vode (SZV) nemodifikovariesidisane pamiune i viskozne
prede odretivana je standardnom metodom, koja se bazira naliednju kolicine vode koju
ispitivani uzorci mogu da apsorbuju i zadrze nakarapanja u destilovanu vodu (1 h) i
centrifugiranja (5 min). Masa uzorka meri se preapahja u vodu i posle centrifugiranja, a
koli¢ina zadrzane vode izlanava se prema formuli:

m, (100

SZV = -100, %

My

gde je:
mx — masa uzorka posle potapanja u vodu i centriéungg, g
m, — masa suvog uzorka, g

5.2.9. Odredivanje vrednosti sorpcije joda i stepena Kkristalnosti

Za odrelivanje sorpcije joda korégna je metoda Schwertassek-a [276-278]. Uzorak
prede mase 0,3 g tretira se sa 2 ml jodnog rastvorg, k)i se priprema meSanjem 5440
g KI'i 50 ml HO. Tretiranje se vrSi 3 minuta, a zatim se dodaj@ 0 zaséenog rastvora
natrijum-sulfata (200 g/l) i ostavi na tamnom mektsat, uz meSanje. Nakon isteka zadatog
vremena, preostali jod u rastvoru (ukupne zaprerh@®ml) odréduje se titracijom sa 0,02 M
natrijum-tiosulfatom uz skrob kao indikator. Rade tsi probe i odredi srednja vrednost
utroSka natrijum-tiosulfata za svaki uzorak, kamaislepu probu. Vrednost sorpcije joda, .
jodni broj (kbro), izrazava se u mg apsorbovanog joda po g ispitigaizorka, a iz&unava na
slede&i natin:

(b-t)d{m 02)f{m 12691) _ (b-t) (204254

, / lul
- - mg b/g celuloze

|broj =

gde je:
b — zapremina rastvora p#&O3 utroSena za slepu probu, mi
t — zapremina rastvora h&0Os; utroSena za titraciju rastvora uzorka, mi
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M — molarnost Ng5,03

m, — masa apsolutno suvog uzorkadereg

Prema Schwertassek-u, sorpcija joda se odigravamarfaim oblastima, tako da se
vrednost jodnog broja moze iskoristiti za ativanje indeksa kristalnosti. Indeks kristalnosti
(Crl) izraunava se prema slestg jedn&ini [276]:

| .
Crl=100-| 2% 100/(, %
412

5.2.10. Imobilizacija tripsina na oksidisanoj pamucnoj i viskoznoj predi

Uzorci modifikovane pamine i viskozne prde, sa raztiitim kolicinama uvedenih
aldehidnih grupa, koré&ni su za kovalentnu imobilizaciju tripsina primendse procedure,
direktne i indirektne preko BSA i glutaraldehidardktna i indirektna imobilizacija tripsina
na oksidisanoj pan@moj i viskoznoj prdi, respektivno, vrSena je iz rastvora enzima pri
slede€im parametrima procesa:

Koncentracija rastvora tripsina 0,8 mg/ml,
pH rastvora 9,2,

Vreme imobilizacije 18 h,

Temperatura 4 °C,

Modul kupatila 1:25.

Direktna imobilizacija tripsina na oksidisanoj painaj preli

YVVVYY

Uzorak oksidisane panine prele mase 0,1 g, bez prethodnog suSenja, inkubira se s
2,5 ml rastvora tripsina (0,8 mg/ml) u 0,1 M Tri€Houferu pH 9,2 sa 10 mM CaCl toku
tretiranja uzorak stoji u frizideru, u zatvorengreveti. Za svaki uzorak rade se dva testa
imobilizacije. Nakon inkubacije, supernatant sevagjla uzorak pre ispira 9 puta sa po 5 ml
ohladenog fizioloSkog rastvora kako bi se uklonio nekemtno vezani tripsin. Broj ispiranja
odreluje se preliminarnim ispitivanjem, odiieanjem aktivnosti u fizioloSkom rastvoru
nakon svakog ispiranja (tzv. voda od ispiranjajptda se ispiranje prekida kada se utvrdi da
u vodi od ispiranja vise nema tripsina. Deo polagmastvora enzima za imobilizaciju,
supernatant i vode od svih ispiranjavaju se za odtvanje sadrzaja proteina u uzorku.
Dobijeni uzorci paméne prele sa imobilisanim tripsinomuvaju se u fizioloSkom rastvoru
do upotrebe, u zatvorenim epruvetama.

Indirektna imobilizacija tripsina na oksidisanogkoznoj prdi

Uzorak oksidisane viskozne ge mase 0,1 g, bez prethodnog suSenja, najpre se
tretira sa 2,5 ml rastvora BSA (koncentracije 0&'mi) u 0,1 M natrijum-fosfatnom puferu
pH 7,0. Nakon 18 h inkubacije na 4 °C, nekovalentapani protein uklanja se ispiranjem
uzorka prde fizioloSkim rastvorom (9 puta), a zatim se uzoja&k jednom ispira 0,1 M
natrijum-fosfatnim puferom pH 7,0. Dobijena gaesa vezanim proteinom BSA u slédm
koraku se inkubira sa 4 ml 2,5 % (v/v) rastvoratajialdehida u 0,1 M natrijum-fosfatnom
puferu pH 7,0. Nakon 2 h stajanja na 25 °C, viSakgoagensa ispira se destilovanom vodom,
a zatim i 0,1 M Tris-HCI puferom sa 10 mM CaCGpH 9,2). Odmah nakon ispiranja,
glutaraldehidom aktivirani uzorci pte sa vezanim BSA inkubiraju se sa 2,5 ml rastvora
tripsina (koncentracije 0,8 mg/ml) u 0,1 M Tris-H&lferu pH 9,2, koji sadrzi 10 mM Cacl
preko na@i na 4 °C. Nakon 18 h imobilizacije, uzorci se rgpi i ¢uvaju na nén kao Sto je
opisano u sléaju direktne procedure.
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5.2.11. Odredivanje sadrzaja proteina - Bradford-ov metod

Koli¢ina tripsina imobilisanog na pte odreiuje se iz bilansa mase, kao razlika
izmedu koli¢ine proteina u rastvoru pre imobilizacije (polammstvor enzima) i sume proteina
u istom rastvoru posle imobilizacije (supernatant)svim vodama od ispiranja. Za merenje
kolic¢ine proteina izméu 10 i 100 pg koristi se standardno ispitivanjeé de za detektovanje
manjih kolina proteina, izméu 1 i 10 pg, koristi mikroispitivanje, koje je zatpebe ovog
eksperimenta modifikovano u cilju dobijanja pregimrezultata.

SadrZaj proteina u polaznom rastvoru enzima i ursgp@ntu odréuje se standardnim
ispitivanjem na slede nacin: 50 pl ispitivanog rastvora dopuni se do 10@l M Tris-HCI
puferom, pH 9,2, koji sadrzi 10 mM CaCldobro promeSa sa 5 ml Bradford-ovog reagensa
na vorteksu, a zatim se meri @it gustina rastvora na 595 nm (UV-VIS spektrofottame
SP6-550 Pye Unicam) u vremenu od 2 do 60 min poslganja rastvora. Za svaki uzorak
rade se najmanje tri probe. Istovremeno se radbregioni dijagram sa standardnim
rastvorom BSA (1 mg/ml) u 0,1 M Tris-HCI puferu, gh2, sa 10 mM Cagl Kalibracioni
dijagram se radi sa 0, 10, 20, 40, 60, 80 i 106tahdardnog rastvora, koji se istim puferom
dopuni do 100 pl. Radi dobijanja Sto preciznijegjldracionog dijagrama, sa koga séitava
sadrzaj proteina u uzorku ispitivanog rastvora,efjop je raditi dve probe za svaku od
navedenih taka kalibracionog dijagrama ili odrediti &rebroj tataka na osnovu kojih se
konstruiSe kalibraciona kriva, kao u &ju prikazanom na slici 5.1.

Odredivanje sadrzaja proteina u vodama od ispiranja \88i modifikovanim
mikroispitivanjem na slede natin: 0,25 ml vode od prvog ispiranja (dopunjeno db il
fizioloSkim rastvorom), odnosno 0,5 ml vode od bitapiranja (ispiranja 2-9), promesa se
sa 5 ml Bradford-ovog reagensa na vorteksu i maitka gustina na 595 nm na prethodno
opisani nain. Za svaki uzorak rade se najmanje tri probe. K@amdardni rastvor koristi se
rastvor BSA u fizioloSkom rastvoru, koncentracij@ fyg/ml. Kalibracioni dijagram se radi sa
0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 i 0,5 ml standardnagviara koji se dopuni do 0,5 ml fizioloSkim
rastvorom. | u ovom staju, radi postizanja ¥e preciznosti, rade se po dve probe sa
navedenim kotiinama ili se kalibracioni dijagram radi sa¢ira brojem uzoraka koji sadrze
izmedu 0 i 0,5 ml standardnog rastvora BSA.

Za svaki set ispitivanja konstruiSe se kalibraci&nga (slika 5.1) na osnovu daka
dobijenih za odgovaragustandardni rastvor BSA. Interpolacijom sa kaldoaog dijagrama
za konkretne vrednosti opkie gustine uzorka na 595 nniitava se sadrzaj proteina u uzorku
I izratunava koltina proteina u ukupnoj zapremini ispitivanog rastivdda osnovu dobijenih
rezultata pravi se bilans proteina i kwaava sadrzaj proteina u mg/g e prema sled®)j
jedn&ini:

i=9
To ~T= 2T
Timob =T':l, mg/g prée

gde je:
Timob — Koli¢ina tripsina imobilisanog na pte mg/g
Tor — kolicina tripsina u polaznom rastvoru enzima, mg
Ts— kolicina tripsina u supernatantu, mg
T; — kolicina tripsina u vodi od ispiranja, mg
m— masa apsolutno suvog uzorkadeey
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Slika 5.1 Odreiivanje sadrzaja proteina interpolacijom sa kalilmacg dijagrama

5.2.12. Odredivanje aktivnosti tripsina

Aktivnost tripsina u rastvoru i u imobilisanom standretivana je na osnovu petne
brzine hidrolize supstrata BAPNA. Enzimskom hidzoln ovog supstrata, koji je bezbojan,
oslobaia se Zuto obojenp-nitroanilin. Koli¢ina obrazovanog proizvoda srazmerna je
pove&anju intenziteta zute boje, koji se na spektrofatm meri kao apsorbancija (afka
gustina) na 410 nm.

Enzimske reakcije izutene su u 0,1 M natrijum-fosfatnom puferu pH 7,0 i na
temperaturi od 37 °C, Sto priblizno odgovara fia&kim uslovima.

Aktivnost tripsina u rastvoru odteje se na slede natin: u 3 ml 0,5 mM rastvora
BAPNA, koji se pripremi neposredno pre izZiemja reakcija i temperira na 37 °C, dodaje se
50 ul rastvora tripsina (0,8 mg/ml) u 0,1 M natmpdosfatnom puferu, pH 7,0 i u istom
trenutku uklj&i Stoperica (radi merenja vremena reakcije) i reakx smeSa prondda na
vorteksu (2-3 sekunde). Homogena reakciona sme&draah naspe u kivetu i meri afia
gustina na 410 nm (UV-VIS spektrofotometar SP6-B$6 Unicam) u jednakim vremenskim
intervalima (10 sekundi) u toku 4 min. Za svaki taorade se tri probe.

Pri odretivanju aktivnosti tripsina imobilisanog na patnoj, odnosno viskoznoj
predi, reakciona smeSa se sastoji od 3 ml 0,5 mM rastwupstrata BAPNA i uzorka
modifikovane prde sa vezanim enzimom, mase priblizno 5 mg. Reakeijavodi u epruveti,
uz neprekidno mikanje sadrzaja. U jednakim vremenskim intervalimd adin, deo rastvora
dobro izmeSane heterogene reakcione smeSe prelivékivetu, meri optka gustina na 410
nm i sadrzaj kivete brzo wa u epruvetu sa preostalim rastvorom i uzorkondgrdlakon 7
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min reakcije, vrsi se ispiranje gie destilovanom vodom radi uklanjanja supstrataizzoda
reakcije, suSenje na sobnoj temperaturi tokom 72phecizno merenje mase ispitivanog
uzorka prde. Za svaki uzorak rade se tri probe.

Iz vrednosti apsorbancija za svaku probu crta sdikgzavisnosti apsorbancije od
vremena reakcije i powtatangenta na p@tni deo krive, kao Sto je prikazano na slici 5a.
grafika se odréuje nagib tangente kao promena apsorbancije u 1(sAift). Aktivhost
tripsina se izrazava u jedinicama aktivnosti poragtvora enzima (U/ml), kada se ispituje
aktivnost slobodnog tripsina, odnosno u jedinicaaktivnosti po g prée (U/g), u sldaju
odrelivanja aktivnosti tripsina imobilisanog rarstom supstratu. Jedinica aktivnosti tripsina
(V) definisana je kao ona koina enzima koja kao rezultat hidrolize supstratedPBIA stvara
1 umol p-nitroanilina u 1 min na 37 °C. Za iZi@navanje aktivnosti tripsina koristi se
formula:

Aktivnost = %‘9, U/ml ili U/g prede

&

gde je:

A — apsorbancija na 410 nm

t — vreme, min

Vsmese- zapremina reakcione smeSe, ml

¢— molarni koeficijent apsorpcije; zanitroaniline = 8800 M*-cmi*

| — rastojanje izmi#u zidova kivete, cm

E — kolicina ispitivanog uzorka: — zapremina rastvora enzimia

— masa pie sa imobilisanim enzimom, g

Aktivnost tripsina izréaunava se kao srednja vrednost tri uzastopnodedeevrednosti

aktivnosti.

apsorpcija

Apsorbancija (410 mm)

apsorpclia

apsorpcija

Vreme (min)

Slika 5.2 Odretivanje p@etne brzine reakcije metodom tangente
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5.2.13. Ispitivanje stabilnosti slobodnog i imobilisanog tripsina pri lagerovanju

Stabilnost tripsina u rastvoru i imobilisanog naidisanoj celuloznoj prk ispitivana
je tokom 60 dana lagerovanja na 4 °C i 25 °C. Uzpamune i viskozne prée sa
imobilisanim tripsinom, koji swuvani u fizioloSkom rastvoru u zatvorenim epruvesam
rastvori tripsina (0,8 mg/ml) pripremljeni u 0,1 Matrijum-fosfathom puferu pH 7,0,
ostavljeni su da stoje na temperaturi od 4 °C P@Q5Tokom 60 dana, njihove aktivhosti su
periodino ispitivane, kao Sto je prethodno opisano (pdglé2.12.). Stabilnost slobodnog i
imobilisanog tripsina pri skladiStenju prikazana Kao relativna aktivnost, tj. u slaju
slobodnog enzima aktivnost lagerovanog rastvopsitra data je u odnosu na aktivnost sveze
pripremljenog rastvora enzima (®ina aktivnost slobodnog tripsina), dok je ucaju
imobilisanog enzima aktivnost uskladiStenederesa vezanim tripsinom data u odnosu na
aktivnost istog uzorka koja je odlena odmah nakon imobilizacije @aina aktivnost
imobilisanog tripsina).

5.2.14. Ispitivanje otpustanja tripsina sa nosaca

U cilju ispitivanja otpuStanja kovalentno vezanoipdina sa prée, po tri uzorka
pamune i viskozne prée (mase 0,1 g) sa imobilisanim tripsinom ostavljsnada stoje 60
dana u fizioloSkom rastvoru (5 ml) u zatvorenimus@tama. Nakon 60 dana lagerovanja,
ispitano je prisustvo proteina u rastvorima &evanje odrdivanjem sadrzaja proteina na
prethodno opisani k& (poglavlje 5.2.11., modifikovano mikroispitivas)j

5.2.15. Skenirajuca elektronska mikroskopija

MorfoloSke karakteristike polazne i modifikovane npgne i viskozne prie
prowavane su skeniragjom elektronskom mikroskopijom porw skening elektronskog
mikroskopa (SEM) marke JEOL JSM-5300 (Japan). Uzaec snimanje pripremani su
standardnom preparativnom tehnikom naparavanjaormlatkojom se stvara provodna
povrSina, na ukiaju za katodno naparavanje, u toku 5 minuta.

Skenirajida elektronska mikroskopija se bazira na jednostavngrincipu
"bombardovanja" povrSine ispitivanog uzorka vrl@@ezno fokusiranim snopom elektrona,
Sto indukuje rasipanje elektrona koji se zatim kkefje. Princip rada SEM, kojim se dobija
izgled povrSine uzorka, prikazan je na slici 5.8. ®udaru primarnih elektrona sa uzorkom
dolazi do elastinog i neelastinog rasipanja elektrona. Povratno rasuti elektsanzapravo
primarni elektroni koji se vkaju iz uzorka nakon sudara sa nukleusima u bombargon
uzorku (elastino rasipanje). Sekundarni elektroni izlaze iz uaokada primarni elektroni
prenesu energiju atomima u ispitivanom uzorku. T@lektroni sa niskom energijom koji se
stvaraju na maloj dubini uzorka zbog njihove nigkeeticke energije (0-50 eV). Primarni
elektroni, fokusirani na uzorak, stvaraju na svakmestu dodira sekundarne elektrotig,
intenzitet uglavnom zavisi od ispitivanog mategjaltopografije povrSine i njihove
orijentisanosti prema primarnom snopu elektrontennitet sekundarnih elektrona predaje se,
pojaan, u video-sistem i gradi na vidnom zaklonu (eljandgovarajtu sliku ispitivane
povrSine kao vremenski analognu procesu dodira gnog snopa. SEM slika (skening
elektron-mikrograf) dobija se detektovanjem bilosgaino rasutih ili sekundarnih elektrona.
Kontrast zavisi od orijentacije, tj.de na povrSini usmerene prema detektoru pojavieju
kao svetlije u odnosu na one okrenute suprotnoetektbra [2, 279].
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Mikroskopi visoke rezolucije podeSeni su na okanb nezolucije, ali je uoldajeno da
se, kao i u ovom radu, SEM primenjuje u mikromeétans rezimu.

snop
primarnih elektrona

detektor povratno rasutih elektrona

detektor
sekundarnih
elektrona

uzorak

Slika 5.3 Princip rada SEM [279]. Snop primarnih elektroadgkusiran na uzorak. Povratno
rasuti elektroni (PRE) nastaju kao posledica divegtsudara primarnih elektrona sa
nukleusima uzorka (elasgtio rasipanje). Sekundarni elektroni (SE) nastaflakarimarni
elektroni prenesu energiju atomima uzorka, kojamligu labavo vezane elektrone
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6. Rezultati i diskusija

6.1. Karakteristike nemodifikovane pamucne i viskozne prede

Karakteristike polazne, nemodifikovane pame i viskozne prée, koje su korigene
u ovom radu, prikazane su u tabelama 6.1 i 6.2ekdvyno. Na slici 6.1 prikazan je izgled
polazne pamtne i viskozne prde, dok se na slikama 6.2 i 6.3 mogu videti morfikéos
karakteristike pojedinaih nemodifikovanih vliakana pamuka i viskoze.

Tabela 6.1Karakteristike nemodifikovane pakne prete

Karakteristika polaznog uzorka pamuéne prede | Odredena vrednost

Sadrzaj vlage, % 6,16
Finoca, tex 20,85
Prekidna jaina, cN/tex 12,38
lzduzenje, % 6,36
Upredenost, U/m 755
Sadrzaj CHO-grupa, pmol/g 26,0
Zadrzana voda, % 30,6

Koli¢ina vezanog tripsina, mg/g

Aktivnost imobilisanog tripsina, U/g

zanemarljiva
~0

Tabela 6.2Karakteristike nemodifikovane viskozne gee

Karakteristika polaznog uzorka viskozne prale

Odredena vrednost

Sadrzaj vlage, % 9,09
Finoca, tex 10,60
Prekidna jaina, cN/tex 17,60
IzduZenje, % 13,5
Sadrzaj CHO-grupa, pmol/g 18,4
Zadrzana voda, % 58,1

Koli¢ina vezanog tripsina, mg/g

Aktivnost imobilisanog tripsina, U/g

zanemarljiva

nije prisutna
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Slika 6.1 Nemodifikovana a) pandna i b) viskozna prda

Nemodifikovano pamtno viakno, slika 6.2 a, karakteriSe se izrazenamijano&u i
mikrorapavodu (detalj povrSine pandnog vlakna uvéan 5000x, slika 6.3). Na povrsini
pamuka vide se sistemi priblizno paralelnih brazdgebova spiralno raspatenih oko ose
vlakna. Fibrilarna struktura povrSine i prisustvaaduti i Zljebova karakterigtno je i za
viskozna vlakna koji su, za razliku kod pamin viakana, paralelno raspdemi sa osom
vlakna (slika 6.2 b). Viskozna vlakna se karaktefddnorodnom povrSinom i izrazenom

periodino&u mikroporozne strukture.

zekU XS Spm 1186

Slika 6.3 Detalj povrSine nemodifikovanog patmog viakna
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6.2. Karakteristike oksidisane pamucne i viskozne prede

6.2.1. Gubitak mase oksidisane pamucne i viskozne prede

Oksidacija paméne i viskozne préde natrijum-perjodatom péana je formiranjem
rastvorljivin fragmenata, Sto se moze odrediti mgen gubitka mase oksidisanih uzoraka
preie. Naime, pri oksidaciji celuloze natrijum-perjodiat, pored konverzije sekundarnih
hidroksilnih grupa u aldehidne grupe, dolazi u &av@ meri i do destrukcije celuloze, tj.
raskidanja glikozidnih veza i depolimerizovanja nmakolekula, koja je zapravo izazvana
naknadnim reakcijama, a ne samom oksidacijom.dametse jedan deo produkata oksidacije
rastvara, Sto za posledicu ima smanjenje mase rkodkdinih uzoraka.

Gubitak mase, kao posledica modifikovanja pameui viskozne prée natrijum-
perjodatom, odmen je iz razlike u masi apsolutno suvog uzorka pngosle reakcije
oksidacije. Rezultati o gubitku mase usled oksijdaczoraka celulozne pte razltitim
koncentracijama perjodata i pri raziim vremenima modifikovanja, dati su u tabeli 6.3.

Tabela 6.3Uticaj uslova oksidacije na gubitak mase paneui viskozne prée

Uslovi oksidacije Gubitak mase, %
Oksidaciono .Vref.“e . Pamuéna preda | Viskozna prala
sredstvo oksidacije, min
15 2,54 4,73
30 2,30 4,93
45 2,38 5,04
60 2,03 4,96
)
Igl’azl o/:: 120 2,30 5,04
180 2,41 4,63
240 2,36 4,96
300 2,41 4,70
360 2,25 4,81
15 2,56 4,69
30 2,42 5,03
45 2,48 4,80
60 2,34 4,98
)
I(\)lfl o/:: 120 2,20 4,86
180 2,25 4,47
240 2,23 4,71
300 2,19 4,71
360 2,33 4,73
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Kao Sto se moZe videti iz eksperimentalnih podafakeazanih u tabeli 6.3 i na slici
6.4, povéanje koncentracije perjodata i produzenje vremea#aije nema ziajan uticaj na
gubitak mase oksidisanih patmih i viskoznih uzoraka pde. Tretiranjem pamiune prele
natrijum-perjodatom nastaju gubici mage se vrednosti ki@ u intervalu od 2,03 % do 2,56
%, pri¢emu su najv@ gubici mase zabelezeni kod uzoraka koji su mkadifani sa 0,2 % i
0,4 % NalQ tokom prvih 15 minuta reakcije. U ovomganom periodu oksidacije dolazi do
uklanjanja neceluloznih materija sa povrSine sirowbeljene pamime prele, koja je
koris¢ena u ovom eksperimentu, tako da ovaj proces dagrigobitku mase oksidisane
pamune prele. Sa produzavanjem vremena modifikovanja iznadnib uciava se blago
smanjenje gubitka mase, posebno kod uzoraka o&sitisa 0,4 % Nalg)a razlog moze biti
vezivanje niskomolekulskih frakcija hemiacetalninzama za celulozne lance u vlaknima,
kada je préa, sa kojom mogu da ostvare kontakt, dovoljno dugastvoru.
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Slika 6.4 Veza izmdu vremena oksidacije, koncentracije Nal@Qubitka mase oksidisane
a) pamune i b) viskozne pae

U slwaju modifikovane viskozne pite takate su zabelezene relativno niske vrednosti
gubitka masegak i pri najrigoroznijim uslovima oksidacije, koje kréu u opsegu od 4,47 %
do 5,04 %. Ipak, ove vrednosti su skoro dvostruéae\od vrednosti za gubitak mase koje su
dobijene za oksidisane uzorke pamuka. Dobijenaikeazinoze se pripisati razlikama u
strukturi prirodnih i hemijskih celuloznih vlakanaglavnom u stepenu polimerizovanja i
kristalnosti, kao i prostornom aranzmanu fibrila.

Prikazani rezultati za gubitak mase celuloznihdpre saglasnosti su sa rezultatima
dobijenim za uzorke Whatman papira oksidisane jnatrperjodatom, kod kojih je zabelezen
zanemarljiv gubitak mase [191], ali su u suprotneat podacima o gubitku mase koji su
dobijeni za liocel vlakna (do 21 %) oksidisana pom&IO4 pod slénim uslovima [206], kao
I za pamuk, koji pri rigoroznim uslovima oksidac{j& h, 0,4 M Nal@) gubi 30 % od svoje
pocetne mase [188].

Na osnovu prikazanih rezultata o gubitku mase mes&eakljgiti da pri tretiranju
celuloznih vlakana, pod uslovima koji su primenjanieksperimentu, natrijum-perjodat
prakticno neznatno osteje celulozu, kao i da efikasno razara primesealnu.
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6.2.2. Sadrzaj aldehidnih grupa u oksidisanim pamuc¢nim i viskoznim
vlaknima

Pri dejstvu visoko selektivnog oksidacionog sredsiatijum-perjodata na celulozu u
pamunim i viskoznim vlaknima dolazi do oksidacije obeksndarne hidroksilne grupe
celuloze do aldehidnih grupa, uz istovremeno rask&aeze izméu ugljenika u polozajima
2 1 3 i otvaranja oksidisanog dela glukopiranozmpogtena makromolekula celuloze. Na taj
nain nastaje jedinjenje 2,3-dialdehid celuloza. Rgakeksidacije se verovatno odvija preko
intermedijarnog kompleksa, cikhog diestra perjodatnog jona aehidroksilnim grupama
celuloze, koji zatim podleze intramolekulskom redgkecesu sa raskidanjem C-C veze
glukozidnih jedinica celuloze. Mehanizam ove repgkprikazan je na slici 6.5, odakle se vidi
da utroSkom jednog molekula perjodata nastaju tblehadne grupe.
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Slika 6.5Mehanizam oksidacije celuloze perjodatima [172]

Oksidacijom celuloze perjodatom uvode se dve reaktialdehidne grupe po
monomernoj jedinici, a nastale oksidisane anhidrioggne jedinice celuloze imaju strukturnu
formulu kao Sto je prikazano na slici 6.6. Pri pdgtnoj oksidaciji, polimerna struktura
celuloze ostaje amvana, zbogega se ova reakcija Siroko koristi u modifikovangi samo
celuloze, vé i drugih polisaharida. Miutim, makromolekuli celuloze koji sadrze oksidisane
glukozne jedinice veoma su osetljivi u alkalnoj dsné i podlozni su reakcijama
depolimerizovanja, koje su @ene obrazovanjem novih krajnjin grupa i rastvodjivi
fragmenata.
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Slika 6.6 Oksidisana jedinica dialdehid celuloze

Oksidacija paméne i viskozne prée izvaiena je pri raztitim koncentracijama
natrijum-perjodata i uz variranje vremena reakqje,cemu je najpre ispitan uticaj uslova
oksidacije na brzinu reakcije i sadrzaj aldehidmitippa u modifikovanim uzorcima pakne i
viskozne prée. S obzirom da, kao Sto je prethodngéer®, utroSkom jednog molekula
perjodata nastaju dve aldehidne grupe, brzina pojoperjodata (tj. smanjenje sadrzaja
perjodata u rastvoru, prema masidaéoja je uronjena u rastvor, izraZzeno kao brojakala
perjodata na 100 molekula glukoze) moze se id&ntifiti sa brzinom reakcije oksidacije.

Slika 6.7 prikazuje utroSak perjodata u toku oksigapamuéne i viskozne prde
pomau 0,2 % i 0,4 % Nal@ U sluiaju oksidacije pamine prele, krive koje ilustruju tok
reakcije za 0,2 % i 0,4 % rastvore natrijum-perjadaogu se podeliti na tri ragiie faze:
brzina utroSka perjodata je relativno visoka tokgmvih 60 minuta reakcije, za obe
koncentracije rastvora, dok sa produZzenjem vrenwksadacije, brzina reakcije se najpre
smanjuje, a iznad 240 minuta postaje skoro konstant

Tok reakcije oksidacije uzoraka viskozne qaekoji je préen merenjem potrosnje
perjodata, takide iz 0,2 % i 0,4 % rastvora NajOpokazuje slian trend promene utroSka
perjodata kao kod parine prete, ali se u ovom séaju mogu uditi dve odvojene faze (slika
6.7 b). Prva faza takle obuhvata pfetnih 60 minuta oksidacije, kada je brzina reakdjje
utroSka perjodata priblizno jednaka vrednostima jéabn za paménu preiu (0,7 i 1,3
molekula perjodata na 100 molekula glukoze za 0,20%4 % rastvore Nalg) respektivno).

U drugoj fazi, potroSnja perjodata nastavlja daksetinualno, skoro linearno pot@&va sa
produzenjem vremena oksidacije do 360 minuta,ealbrzina manja u odnosu nac¢ptnu
fazu. MoZe se zapaziti da vrednosti dobijene zaSak perjodata viskoznom diem iz 0,4 %
NalO, daju neSto w@ nagib u odnosu na vrednosti za 0,2 % rastvor.védajutroSak
perjodata zabelezen je pri oksidaciji pamei i viskozne préde sa 0,4 % NalQu toku 360
minuta i iznosi, respektivno, 1,9 i 2,4 molekulajpdata na 100 molekula glukoze. Krive
koje ilustruju utroSak perjodata patmem i viskoznom prégom, dobijene u ovom radu, &hie
su krivama koje prikazuju potrosSnju perjodata lloekmknima iz 0,2 % i 0,4 % rastvora
kalijum-perjodata (KIQ) [206].

Analizirajuéi kinetiku perjodatne oksidacije, Calvini i saracinil91] podelili su tok
reakcije u tri faze, sugeriduodvijanje tri simultane reakcije tokom oksidacperjodatom:
brzi patetni nasumini napad perjodata koji se deSava u amorfnim regiarceluloze, druga
sporija reakcija koja se pripisuje oksidaciji pomes kristalita i veoma spora ti& reakcija
usled oksidacije kristalnih oblasti. Veruje se @asyi navedeni mehanizmi odigravaju na
krajnje heterogen @@ [182], uz obrazovanje izolovanih oksidisanih doma, pricemu se
oksidacija nastavlja u neposrednom okruzenju pesStopksidisanih centara. Prema Nevell-u
[179], paetna brza reakcija moze se identifikovati sa foamiem ciklcnog kompleksa
perjodatnog jona sa-hidroksilnim grupama celuloze, koji zatim podleagramolekulskom
redoks procesu sa kidanjem C-C veze glukozidniimijes celuloze.

Perjodatna oksidacija celuloze je kompleksan prossobzirom da se odvija
postepeno od amorfne do kristalne fazete@ta nasundna oksidacija deSava se u amorfnim
podrutjima celuloze, a piena je oksidacijom povrSine kristalita. Za oksiglacinutrasnjih
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oblasti celuloze neophodna su duza vremena reakeg@&e koncentracije perjodata. Tale
prema literaturnim podacima [182], perjodatna oksjdaceluloznih vlakana dovodi do
neravnomerne distribucije dialdehidnih grupa.

UtroSak perjodata
(molekula perjodata na 100 molekula glukoze)
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Slika 6.7 Veza izméu vremena oksidacije, koncentracije Nal@troSka perjodata u toku
oksidacije a) pamimne i b) viskozne pie

Uticaj vremena oksidacije i koncentracije natrijperjodata na sadrzaj aldehidnih
grupa u oksidisanim uzorcima pa¢ne i viskozne prée prikazan je na slici 6.8.
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Slika 6.8 Veza izmédu vremena oksidacije, koncentracije Nal@adrzaja aldehidnih grupa u
oksidisanim uzorcima a) parne i b) viskozne pe

Nemodifikovani uzorci pamime i viskozne préde imaju sléan sadrzaj aldehidnih
grupa, koji iznosi 26,0 i 18,4 umol/g celuloze, peltivno. Na osnovu eksperimentalno
dobijenih rezultata za pamuk (slika 6.8 a), mozeviketi da tokom prvih 30 minuta
perjodatne oksidacije parfme prele ne dolazi do povanja sadrzaja aldehidnih grupa.
Nakon toga, sa produzavanjem vremena oksidacijeika aldehidnih grupa u oksidisanom
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pamuku se povava za obe primenjene koncentracije perjodata. kmiaka pamine prete
koji su oksidisani sa 0,4 % NajQabelezeno je ¥e poveéanje sadrzaja aldehidnih grupa (do
282 %) u odnosu na uzorke oksidisane pam®,2 % rastvora Nal(poveanje do 210 %).
Maksimalna kokina aldehidnih grupa od 99,2 umol/g celuloze uvaderu paména vlakna
koja su oksidisana pri najrigoroznijim uslovima4(@% NalQ, 360 min) i ova vrednost je 3,8
puta véa u odnosu na odgovarauvrednost za nemodifikovani pamuk.

Poretenjem sadrzaja aldehidnih grupa sa utroSkom pdagagapaménu pretu (slike
6.8 ai 6.7 a), moze se zaliji da se tokom prvih 30 minuta modifikovanja pegbdrosi
najverovatnije na necelulozne materije u pamukobzarom da je u ovom radu koféegna
sirova nebeljena pamina prea. Ina&e, poznato je da su necelulozne materije prisutne n
povrSini pamgnih viakana i da predstavljaju kompleksnu smeSunihakiselina, alkohola,
alkana, estara i glicerida [114]. Ovakav zasdik je u saglasnosti sa podacima o gubitku mase
oksidisanog pamuka (tabela 6.3 i slika 6.4 a). Naikod uzoraka panioe prele koji su
oksidisani tokom prvih 30 minuta zabelezene su wstirgubitka mase od oko 2,5 %, koje
ostaju priblizno konstantne sa produzenjem vremea&cije i povéanjem koncentracije
natrijum-perjodata. €gledno je da se jedan deo perjodata troSi u rg@akei sa primesama
prisutnim u vlaknima pamuka.

Oksidacijom viskozne pde uvedena je znatno éee kolicina aldehidnih grupa u
oksidisane uzorke (slika 6.8 b) u odnosu na uzpd®uwne prele modifikovane pri istim
uslovima. U toku oksidacije viskoze 0,2 % rastvordlalO,, sadrzaj aldehidnih grupa u
oksidisanim uzorcima se priblizno linearno péaea sa produzavanjem vremena reakcije. Pri
modifikovanju viskozne pre natrijum-perjodatom koncentracije 0,4 %, odstupanmj skoro
linearnog povéanja koltine aldehidnih grupa sa vremenom registrovano g dia uzorka,
oksidisana tokom 60 i 300 minuta. Sadrzaj aldehidmupa u uzorcima viskozne geekoji
su oksidisani sa 0,2 % Naj(krece se u opsegu 74,5-701,2 umol/g celuloze, dok je u
uzorcima oksidisanim sa 0,4 % Nal@ opsegu 107,0-1284,0 umol/g celuloze. Za obe
koncentracije rastvora perjodata, najveadrzaj aldehidnih grupa zabeleZen je kod uzoraka
koji su oksidisani u toku najduzeg primenjenog veem modifikovanja (360 min) i ove
vrednosti su, respektivno, 38,2 i 69,8 put@geved vrednosti dobijene za nemodifikovanu
viskoznu prdu. Poré@enjem sadrzaja aldehidnih grupa u uzorcima gamu viskozne prée
modifikovanim sa 0,2 % i 0,4 % natrijum-perjodatdsiika 6.8), moze se zapaziti znatno
veta razlika u sadrzaju aldehidnih grupa idmeviskoznih vlakana oksidisanih sa 0,4 %
NalO, i sa 0,2 % Nal® pri istim vremenima modifikovanja, nego Sto je uosluwaju
oksidisanih pamtnih vlakana.

Dobijeni rezultati ukazuju na mnogodtereaktivnost regenerisanih viskoznih vlakana
prema perjodatnom reagensu u odnosu na prirodnagpanviakna, koja se uglavhom moze
pripisati manjem stepenu kristalnosti i jednostpyninadmolekulskoj i mikrostrukturi
viskoznih vlakana. Tome doprinosi i dae pristupanost kristalne strukture celuloze I
hemijskih celuloznih vlakana za reagense u ¢emgi sa strukturom celuloze | prirodnih
celuloznih vlakana.

Porelenjem maksimalnih vrednosti sadrzaja aldehidnih @rkpje su dobijene za
uzorak pamuka (99,2 umol/g celuloze) i uzorak vigk¢¥284,0 umol/g celuloze) koji su
oksidisani pri istim uslovima (0,4 % NaJ(B60 min) i vrednosti utroSka perjodata za ova dva
uzorka (1,9 i 2,4 molekula perjodata na 100 molekglukoze, respektivnho), moze se
registrovati 13 puta V& kolicina aldehidnih grupa u uzorku oksidisane viskoze, ikeamo
1,3 puta véa vrednost utroSka perjodata. lako su vrednostiSker perjodata slne za ova
dva uzorka, treba imati u vidu da se kod pamukgogat trosi i na necelulozne materije kojih
nema u viskozi. Osim toga, stajinjenica da su molekuli celuloze koji sadrze oksadie
jedinice podlozni skravanju, tj. raskidanju glikozidnih veza i depolinmavanju, pricemu
nastaju nove krajnje aldehidne grupe. S obziromatfodat ne deluje direktno na glikozidnu
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vezu celuloze, «eraskida iskljgivo C2—C3 vezu piranoznog prstena, pomenutoéskaaje,
odnosno depolimerizovanje celuloznih lanaca verovge posledica kiselosti rastvora [192,
193] i moze se &ekivati da je izraZenije kod viskoznih vlakana, ziaim na navedene
razlike u strukturi prirodnih i regenerisanih celzhih viakana, kao i na ve stepen
oksidacije, odnosno ¥e sadrzaj oksidisanih jedinica u molekulima cel@oxiskoznih
vlakana. Kao posledica ovog procesa dolazi i daratyja niskomolekulskih proizvoda, od
kojih se jedan deo rastvara i ulazi u vrednost tjabmase (4,73 % za razmatrani uzorak
oksidisane viskozne pie), dok najverovatnije ¥edeo ostaje u vlaknu vezan hemiacetalnim
vezama za susedne molekule celuloze. U prilog remed govori mnogo V@ porast
sadrzaja aldehidnih grupa u odnosu na utroSak gpdiobijen za pomenuti uzorak
viskozne prde, koji se moze videti ako se uporede vrednosticka aldehidnih grupa i
utroSka perjodata prikazane na slikama 6.8 b il6.7espektivno. Takie, izuzetno visok
sadrzaj uvedenih aldehidnih grupa éje na izrazeno umrezavanje kod viskoznih vlakana
usled obrazovanja hemiacetalnih veza idmsusednih celuloznih lanaca.

IzraZzenije depolimerizovanje viskoznih u odnosu pamuna viakna u toku
perjodatne oksidacije moze seéekivati s obzirom na dobro poznatmjenice da viskozna
vlakna imaju manji stepen kristalnosti, odnosn@i wedeo amorfnih oblasti u odnosu na
pamwna vlakna, kao i da su celulozni lanci u amorfnindnodjima podlozniji hidrolizi u
odnosu na lance u kristalnim oblastima. Brzina dlide amorfne celuloze je znatnodaeu
odnosu na brzinu hidrolize kristalne celuloze, jgtgosledica razlike u stepenu hidratacije
izmedu ove dve vrste celuloze. Amorfna celuloza je vistkdratisana u vodi i vodenim
rastvorima, tako da ¥ena glikozidnih veza moze biti hidrolizovana. Kodskalne celuloze,
medutim, samo lanci povrsSinskih slojeva su hidratisgrmistup&ni za hidrolizu. Prema tome,
hidroliza kristalne celuloze se odvija sloj po skpj drugi sloj postaje pristupan tek nakon
uklanjanja prvog povrSinskog sloja hidrolizom, dek hidroliza amorfne celuloze moze
(potencijalno) odvijati simultano u celokupnoj $ttwri [280]. Ctigledno je da je brzina
hidrolize ve&a u vlaknima manje kristalnosti, tj. u viskoznimakhima u ovom skaju, s
obzirom da manja kristalnost ztaveci broj lanaca pristuggnih za hidrataciju, a time i za
hidrolizu, Sto za posledicu ima diestepen depolimerizovanja i &iebroj novoformiranih
krajnjih aldehidnih grupa.
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6.2.3. Sorpcija vlage i sposobnost zadrzavanja vode u oksidisanoj pamucnoj
i viskoznoj predi

Sorpciona svojstva vlakana spadaju u najamja prakténa i tehnolosSka svojstva
tokom tekstilnih obrada, s obzirom na to da sénee procesa obrada odigrava u vodenoj
sredini. Radi boljeg razumevanja ponaSanja tekbtitakana tokom procesa mokrih obrada,
poznavanje korelacije izda njihove strukture i njihovih sorpcionih svojstaya od
izuzetnog zn&aja. Za ispitivanje sorpcionih svojstava vlakanaaspolaganju su raznovrsne
metode za odrkvanje: sorpcije vlage, sposobnosti zadrzavanjaey@rpcije joda i boja,
kisele hidrolize i druge metode. U cilju karaktang pristup&nosti celulozeesto se koriste
interakcije sa vodom, koja je sposobna da raskialkijs vodonéne veze, ali ne moze da
penetrira u visoko sdene oblasti. Kotiina apsorbovane vode je veomacdajan indikator za
odrelivanje sorpcionih svojstava vlakana. Test sorpggda je takde cesto korigen,
pogodan empirijski metod za merenje pristuquesti amorfnih oblasti celuloze.

Poznato je da molekulska struktura (hemijska stmakt stepen polimerizovanja,
molekulska masa) i nadmolekulska struktura (steggstalnosti, orijentacija molekula,
amorfna podrga i sistemi Supljina) imaju zkajan uticaj na sorpciona svojstva vlakana.
Perjodatna oksidacija celuloze dovodi do promenatrukturi i kristalnosti rezultujih
molekula i utée, izmeiu ostalog, na njene sorpcione karakteristike. Raali molekulskoj i
nadmolekulskoj strukturi nemodifikovanih i oksidsla pamunih i viskoznih vlakana
uzrokuju razltita sorpciona svojstva ovih vlakana, koja su oa@mjedréivanjem sorpcije
vlage, sposobnosti zadrzavanja vode i sorpcije.joda

Najznaayjniji uticaj na sorpciona svojstva vlakana imajisfupani regioni — delovi
manje sréenih amorfnih oblasti i sistem Supljina. &ea podrtja (kristalna) ne doprinose
zna&ajno procesu sorpcije vode. Zapravo, ispitivanjanpiu X-zraka su pokazala da
molekuli vode ne penetriraju u kristalna pogau[281]. Dakle, sorpcija vlage se deSava
isklju¢ivo u amorfnim regionima i na povrsSini kristala [282

Slobodne hidroksilne grupe koje se nalaze u ammrfppdr@jima celuloze i na
povrSini Kkristala odgovorne su za sorpciju vlagerelativnoj vlaznosti vazduha od 65 % i
temperaturi od 20 °C. Sorpcija vodene pare&ime sa formiranjemévrsto vezanog
monosloja, u kome je jedan molekul vode vezan z&wsyaistup&nu hidroksilnu grupu.
Dalje vezivanje molekula vode ostvaruje se vodioim vezama za posta@jemonomolekulski
sloj, Sto dovodi do obrazovanja dodatnih slojevaevgmultislojeva) [283]. Prema tome,
odrelivanjem sorpcije vlage mogu se dobiti informacijeradic¢ini oblasti u vlaknu koja je
dostupna za vodenu paru.

Rezultati ispitivanja uticaja uslova hemijskog nfodivanja celuloznih viakana
pomau natrijum-perjodata pokazali su da se direktncabavaju na promene sposobnosti
sorpcije vlage ovih vlakana. Vrednosti sorpcije gdadobijene za nemodifikovana i
oksidisana pantuna i viskozna vlakna prikazane su na slici 6.9.

Sorpcija vlage polazne, nemodifikovane p&nmeii viskozne prde iznosi 6,16 % i
9,09 %, respektivno. 1z prikazanih rezultata feégledno da pri svim uslovima oksidacije
dolazi do promene sposobnosti sorpcije vlage miamranih pamanih i viskoznih vlakana,
kao i da oksidisana vlakna ispoljavaju neznatne premsadrZzaja vlage u odnosu na
odgovarajde nemodifikovane uzorke.

U modifikovanim paménim vlaknima sorpcije vlage se pa@ava tokom prvih 30
minuta reakcije do vrednosti od 6,72 % i 6,36 %, kadraka oksidisanih sa 0,2 % i 0,4 %
NalO,, respektivno. Uzorci pamuka oksidisani u toku 6wta pokazuju priblizno iste
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vrednosti sorpcije vlage od oko 6,5 %. Produzavanygemena reakcije preko 60 minuta,
vrednosti sorpcije vlage dobijene za p&mavlakna oksidisana sa 0,2 % Nali3taju vise ili
manje konstantne, dok za vlakna oksidisana sa 0,MN&, najpre opadaju, a zatim
poprimaju priblizno konstantnu vrednost od oko 6%84U pordenju sa nemodifikovanom
pamwnom prelom, najvée poveéanje sorpcije viage (9 %) pokazao je uzorak okardis
tokom 30 minuta pomiw 0,2 % rastvora natrijum-perjodata.
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Slika 6.9 Veza izmédu vremena oksidacije, koncentracije Nai@orpcije vlage oksidisanih
a) pamgnih i b) viskoznih viakana
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Viskozna vlakna koja su oksidisana pamd,2 % i 0,4 % rastvora NajQokom
pocetnin 180 i 120 minuta, respektivno, sorbuju makplicinu vlage u poréenju sa
nemodifikovanim vlaknima, dok se produzavanjem \eeen reakcije oksidacije sorpcija
vlage povéava. Od uzoraka viskoznih vlakana koji su oksidigaprisustvu 0,2 % Nalg)
najnizu vrednost sadrZaja vlage pokazao je uzoradifikovan tokom 30 minuta (8,77 %).
Daljim produzavanjem vremena oksidacije do 360 nainwapaza se postepeno, skoro
linearno povéanje sorpcije vlage do maksimalne vrednosti od 9@ Kriva koja prikazuje
promenu vrednosti sorpcije vlage sa vremenom Zxig vlakna koja su oksidisanatem
koncentracijom natrijum-perjodata moze se podedtiri oblasti: sadrzaj vlage naglo opada u
prvih 15 minuta oksidacije do minimalne vrednodli 64 % (smanjenje 5 %), zatim se
priblizno linearno pow&ava sa produzavanjem vremena modifikacije do 18@taidostiZdi
vrednost od 9,36 %, a pri daljoj oksidaciji popriskoro konstantnu vrednost. Maksimalnu
vrednost sorpcije viage od 9,41 % (péaeje 3,5 %) pokazao je uzorak oksidisan pri
najrigoroznijim uslovima, tj. u toku 360 minuta,rjgelatom koncentracije 0,4 %.

Kao Sto je prethodno naglaseno, za sorpciju viatgmweorne su slobodne hidroksilne
grupe koje se nalaze u amorfnim pagima celuloze i na povrSini kristala. U vlaknima &oj
su oksidisana perjodatom, odemi broj pristupénih hidroksilnih grupa konvertovan je u
aldehidne grupe, koje su verovatno neSto manjenskéorpciji molekula vode u odnosu na
hidroksilne grupe. Dakle, od oksidisanih vlakana&kuje da ispolje niZze vrednosti sorpcije
vlage [284]. Pored toga, perjodatna oksidacija ratvaoguyénost kovalentnog umrezavanja
molekula celuloze u vlaknu, Sto za posledicu imaotjdanje integriteta vlakna i uklanjanje
potencijalnih centara sorpcije vode.

Vedi sadrzaj vlage kod oksidisanih panth vlakana u odnosu na nemodifikovana
vlakna moze se objasniti delitnim uklanjanjem n&stoéa sa povrSine sirovih parénih
vlakana u ranoj fazi oksidacije. Ove ¢rstoce predstavljaju hidrofobnu barijeru, tako da
njihovo delimeéno eliminisanje omogdiava molekulima vode da dopru do celuloznih
materijala na povrsini koji su sposobni da sorbu@agu. U kasnijim fazama oksidacije, tj. pri
rigoroznijim uslovima modifikovanja, moda je da se uspostavlja neka vrsta ravnoteze
izmedu poveanja koltine aldehidnih grupa, odnosno smanjenja broja hglhwk grupa i
poveanja broja hemiacetalnih veza, Sto dovodi do snmgmjsorpcije vlage i ostenja
povrSine vlakana usled dejstva oksidacionog sradgpoglavlje 6.2.6.), koja utl na
poveanje njihove mikroporoznosti i pristufraosti za vodu.

U slwaju oksidisanih viskoznih vlakana, najpre dolazi seanjenja sorpcije vlage,
verovatno kao posledica oksidacije molekula cekllazpovrsinskim slojevima vlakana, tj.
konverzije hidroksilnih u aldehidne grupe i fornmja hemiacetalnih vez&ime se smanjuje
broj hidroksilnih grupa dostupnih za interakcije s®lekulima vode. Sa produzenjem
vremena oksidacije, sorpcija vlage se gawa, Sto se moze objasniti destrukcijom celuloze
koja se odvija u tankom reakcionom povrSinskomuslagkoznih vlakana, a Sto je pokazala i
SEM analiza mikrostrukture vlakana (poglavlje 6.2.6a povéanjem koncentracije NalQ
vremena reakcije dolazi do dubljeg prodiranja reage Sto dovodi do pojave pukotina u
vlaknima i povéanja njihove mikroporoznosti, tj. ¥e otvorenosti ili pristupaosti za vodu
u gasovitom stanju. Pri rigoroznijim uslovima oksige ovaj efekat je verovatno
dominantniji u odnosu na smanjenje broja hidrokkilgrupa usled konverzije u aldehidne
grupe i formiranja hemiacetalnih veza i razlog jevetanja sorpcije vlage pri duzim
vremenima oksidacije.

Interakcije celuloznih vlakana sa vodom anem stanju dovode do bubrenja viakana
koje ukljuituje Sirenje amorfnih podéja. Kada se celulozna vlakna urone u vodu, onajupij
veliku kolicinu vode i znatno bubre. Sposobnost zadrzavanja poedstavlja kotinu vode
koja ostaje u vlaknu nakon njegovog potapanja u vodentrifugiranja. Kokina zadrzane
vode menja se sa promenom nadmolekulske struktakea, s obzirom da predstavlja meru
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njegove sorpcione sposobnosti. Ukupan kapacitetzasdnja vode moZe se okarakterisati
odrelivanjem sposobnosti zadrzavanja vode. Sve povr§akotine i Supljine u vlaknima
koje apsorbuju i zadrZzavaju vodu obuémae su merenjem sposobnosti zadrZzavanja vode.
Uticaj uslova oksidacije, koncentracije natrijunrjpdata i vremena modifikovanja, na

promenu sposobnosti zadrzavanja vode (SZV) gaihu viskoznih vlakana, prikazan je na
slici 6.10.
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Slika 6.10Veza izméu vremena oksidacije, koncentracije Nal@posobnosti zadrzavanja
vode oksidisanih a) pamiaih i b) viskoznih vliakana
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Iz dobijenih rezultata se moze videti da sposobmasirzavanja vode oksidisanih
pamunih vlakana naglo opada tokom prvih 30 minuta mkdifanja, od 30,6 %
(nemodifikovana vlakna) do 22,7 % i 22,4 % za uzavkseidisane pomw 0,2 % i 0,4 %
NalO4, respektivno. Produzavanjem vremena oksidacijggaza se kontinualno, blago
smanjenje sposobnosti zadrzavanja vode vlakanaisksih sa 0,2 % perjodatom, koje
dostize minimalnu vrednost od 19,9 % nakon 360 minU slé¢aju vlakana oksidisanih sa
0,4 % natrijum-perjodatom, sposobnost zadrzavanjie ymprima skoro konstantnu vrednost
od 21,3 %, pricemu je najniza vrednost od 19,0 % (smanjenje 38éhbjjena za uzorak
pamuka koji je oksidisan u toku 180 minuta.

Kao i u sl¢aju pamane prete, svi uzorci oksidisane viskozne geepokazuju nize
vrednosti sposobnosti zadrZzavanja vode u odnoswemmedifikovanu préu (58,1 %). Prema
rezultatima prikazanim na slici 6.10 b, oksidacijemakoznih vlakana natrijum-perjodatom
vec¢e koncentracije, kojom se uvodi iézekolicina aldehidnih grupa, kod skoro svih uzoraka
dolazi do véeg smanjenja sposobnosti zadrzavanja vode u odnasuzorke koji su
oksidisani sa 0,2 % NalOMinimalna vrednost sposobnosti zadrzavanja vode®8 %
(smanjenje 32,4 %) zabelezena je za uzorak viskqzed#e koji je oksidisan natrijum-
perjodatom koncentracije 0,4 % u toku 300 minuta.

Dobijeni rezultati mogu se objasniti pojavom umrezga zahvaljujti reaktivnim
aldehidnim grupama koje su uvedene u vlakna peroda oksidacijom. Nakon formiranja u
celuloznim vlaknima, aldehidne grupe su sposobneéatdia reaguju sa susednim hidroksilnim
grupama u vlaknu i obrazuju hemiacetalne veze,dtage prikazano Semom na slici 6.11.
Aldehidne grupe formiraju stabilne, kovalentne antr intermolekulske hemiacetalne veze u
dialdehid celulozi [190]. Nastale hemiacetalne vesze odgovorne za umrezavanje, tj.
stvaranje umrezene strukture. Efekat umrezavaima molekule kompaktnijim i uklanja
potencijalne centre za vezivanje vode. Prema t@manjenje sposobnosti zadrzavanja vode
oksidisanih pamtnih i viskoznih vlakana verovatno je izazvano smeajgm sposobnosti
bubrenja usled stvaranja umrezenih struktura [28%), i eliminisanjem adsorpcionih centara
pristup&nih za molekule vode.
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Slika 6.11Sematski prikaz mogeg mehanizma reakcije umreZavanja [286]
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Na slici 6.8 moze se videti da postoji primetnalikazu sadrzaju aldehidnih grupa
izmedu uzoraka koji su oksidisani sa 0,2 % i 0,4 % rasivonatrijum-perjodata, ndetim,
priblizno jednake vrednosti sorpcije vlage i sposishnzadrzavanja vode (slike 6.9 i 6.10,
respektivno) mogu se titi izmedu njih, posebno u séaju oksidisanih pammih viakana.
Moguce objasnjenje je da je palanje koltine aldehidnih grupa u petnom periodu
oksidacije préeno obrazovanjem hemiacetalnih veza sve do trenubistizanja zaéenja,
nakoncega aldehidne grupe uvedene u celulozna vlaknacghuenjem reakcije oksidacije
ne westvuju u umrezavanju.

Vrednosti sposobnosti zadrzavanja vode oksidispainnih vlakana menjaju se u
opsegu 25,9-19,0 %, a oksidisanih viskoznih viakamgpsegu 57,7-39,3 %.¢@ledno je da
je sposobnost zadrzavanja vode oksidisanih viskogzldkana u svim stiajevima véa od
sposobnosti zadrzavanja vode oksidisanih pamhuvlakana. Ovakav rezultat ukazuje na
vecu pristup@nost ili otvorenost strukture oksidisanih viskozmiakana za vodu u ¢aom
stanju u odnosu na strukturu oksidisanih pamtuvlakana, Sto je i&@kivano s obzirom na
manju kristalnost i w& zapreminu pora i Supljina, odnosno unutrasnjirasiblviskoznih
vlakana u odnosu na patma vlakna.

Na osnovu iznetih razmatranja moZe se zékljuda smanjenje sposobnosti
zadrzavanja vode oksidisanih celuloznih vlakangapasled uvdenja aldehidnih grupa i
morfoloSkih promena putem perjodatne oksidacije. si@dcija natrijum-perjodatom
omoguava jedinstvene hemijske modifikacije selektivnonasrgenim oblastima i na
povrsSini kristalnih regiona, zajedno sa izvesninrimloSkim promenama celuloznih viakana,
u vodenoj sredini, pri umerenim uslovima.
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6.2.4. Sorpcija joda oksidisanim pamuc¢nim i viskoznim vlaknima

Prowavanje sorpcije joda, koja se odigrava samo u mangenim, amorfnim
podrutjima celuloze, koristi se kao klgsin empirijski metod za odi®vanje sorpcionih
svojstava. Vrednost sorpcije joda je mera pristapati amorfnih oblasti celuloznih vliakana
vodenim rastvorima, a njena inverzna vrednost p@poalna je kristalnim oblastima
vlakana i izrazava se kao indeks kristalnosti [Z87].

Mehanizam sorpcije joda razlikuje se od mehaniziogde vode u celuloznim
vlaknima. Tokom penetracije joda u amorfne obladékna javljaju se elektrostake
interakcije izmdu parcijalno pozitivno naelektrisanog vodonikovdgraa hidroksilne grupe
celuloze i negativno naelektisanog trijodid jonaji knastaje spajanjem molekula joda i
njegovog anjona. Za razliku od vodigom sorpcijom nastaju multimolekulski slojevi, je&
vezuje isklj@¢ivo u monomolekulskom sloju za dostupne hidroksdnepe celuloze. Takie,
jod ne ispunjava u potpunosti slobodnu zapremimljia u vliaknima kao 5to je to slaj sa
vodom [287]. Prema tome, rezultati odiranja vrednosti sorpcije joda mogu biti
interpretirani sa aspekta monoslojne adsorpcij@ ita) n&in iskori¥eni za izr@unavanje
povrSine unutrasnjih oblasti vlakana [288].

Vrednosti za sorpciju joda nemodifikovanih i oksaiih paménih i viskoznih
vlakana prikazane su na slici 6.12. Za polazna gamuviskozna vlakna vrednosti sorpcije
joda iznose 55,6 i 291,1 mg/d celuloze, respektivho. Kao Sto se moZze videtlobijenih
rezultata, raztiti oksidacioni uslovi razliito uticu na pristupé&nost oksidisanih celuloznih
vlakana ispitivanih u ovom radu.

Sorpcija joda vlaknima pamuka koja su modifikova@eanciu 0,4 % NalQ najpre se
smanjuje sa povanjem vremena oksidacije do minimalne vrednosttéd mg/g, zatim se
poveava do maksimalne vrednosti od 61,4 mg/g, dok sdyienjem vremena oksidacionog
procesa preko 60 minuta poprima préhkti konstantnu vrednost od 54,2 mg/g, Sto je 97,5 %
od vrednosti dobijene za nemodifikovana panauvlakna. U sléaju uzoraka pamuka koji su
oksidisani poméu 0,2 % natrijum-perjodata, sorpcije joda se najpneanjuje dostizti
najnizu vrednost od 38,3 mg/g (smanjenje 31 %)jdobiza uzorak koji je oksidisan tokom
120 minuta. Nakon ovog vremena, vrednosti za sprpoda se skoro linearno poisvaju
priblizavajwi se maksimalnoj vrednosti od 57,9 mg/g, koja jeigola za uzorak oksidisan u
toku 360 minuta.

Svi uzorci oksidisanih viskoznih vlakana pokazujanje vrednosti sorpcije joda u
odnosu na nemodifikovana vlakna (291,1 mg/g). U tokah 15 minuta oksidacije, vrednost
sorpcije joda naglo opada na 229,1 i 211,4 mg/gzoake oksidisane poro 0,2 % i 0,4 %
natrijum-perjodata, respektivno. Sa produzenjenmerea oksidacije do 360 minuta, sorpcija
joda viskoznim vlaknima modifikovanim por@o 0,2 % NalQ@ se skoro linearno smanjuje,
dostiziei najnizu vrednost od 135,0 mg/g (smanjenje 53,6 Yollwaju viskoznih vliakana
koja su oksidisana u prisustvu perjodatdevioncentracije, vrednost sorpcije joda nastavlja
da se smanjuje sa produzenjem vremena reakcije @onir@ita (155,0 mg/g), nakamega se
pove&ava, a zatim ponovo smanjuje priblizav@jse vrednosti dobijenoj za uzorak koji je
tretiran sa 0,2 % perjodatom u toku 360 minuta.

Smanjenje sorpcije joda koje pokazuju oksidisananyiaa i viskozna vlakna
posledica je uvdenja aldehidnih grupa tokom oksidativhog tretmaméuloze natrijum-
perjodatom, kao i naknadnog procesa umrezavanja. #a je prethodno &eno, trijodid
anjon se inkorporira u vlakna preko spegiih interakcija sa parcijalno pozitivnim
vodonikom hidroksilne grupe celuloze. U &iju ve&eg stepena kristalnosti, ove grupe su
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ukljucene u kristalne oblasti i na tajdna blokirane, odnosno nepristujee. Prema tome, do
smanjenja vrednosti sorpcije joda dolazi usled gema broja hidroksilnih grupa ili usled
pove&anja stepena kristalnosti [287].
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oksidisanih a) panimih i b) viskoznih vlakana
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Prema eksperimentalnim rezultatima prikazanim ita 8112 a, moze se zakdii da
pamuna vlakna oksidisana sa 0,4 % Nal€adrze vée kolicine speciftnih adsorpcionih
centara koji su pristugai za anjone joda u odnosu na vlakna modifikovan@,8 % NalQ.

S obzirom da uzorci vlakana pamuka koji su modifédka poma@u 0,4 % natrijum-perjodata
imaju vei sadrzaj aldehidnih grupa (tj. manju Katiu hidroksilnih grupa) u podenju sa

vlaknima oksidisanim pondo 0,2 % perjodata (slika 6.8 a), dobijene razlikerednostima

sorpcije joda izmdéu vlakana pamuka oksidisanih sa 0,2 % i sa 0,4 ¥Nposledica su
promene stepena kristalnosti i umrezavanja.

U porelenju sa oksidisanim parnim vlaknima, oksidisana viskozna vlakna
pokazuju véi procenat smanjenja vrednosti sorpcije joda, &toujsaglasnosti sa &im
sadrzajem aldehidnih grupa uvedenih oksidacijonristypane oblasti viskoznih vlakana,
odnosno manjom kalinom preostalih slobodnih hidroksilnih grupa. Vazemeiu sadrzaja
aldehidnih grupa i vrednosti sorpcije joda mozdangaiglednija na primeru uzorka
viskozne préde koji je oksidisan ponta 0,4 % NalQ u toku 300 minuta. Podenjem
vrednosti sadrzaja aldehidnih grupa i sorpcije jkdge su dobijene za pomenuti uzorak
oksidisane viskoze, moze se videti odstupanje wreldnosti u odnosu na vrednosti dobijene
za uzorke oksidisane pod &lim uslovima, tj. naglo smanjenje koihe aldehidnih grupa
(slika 6.8 b) i povéanje vrednosti za sorpciju joda (slika 6.12 b).

Kako je vrednost sorpcije joda mera pristtp@sti amorfnih oblasti celuloznih
vlakana, njena inverzna vrednost proporcionalnaigtalnim oblastima vlakana i izrazava se
kao indeks kristalnosti. Indeks kristalnosti oksadiih celuloznih vlakana, iznanat na bazi
vrednosti za sorpciju joda, predstaviljen je nai 8id3. Nemodifikovana viskozna vlakna
imaju indeks kristalnosti 29,4 %, koji se tokom idkgije lagano pov&ava i to za vlakna
oksidisana sa 0,2 % NaJ@ opsegu 44,4-67,3 %, a za viskozna vlakna oksdigpomaéu
0,4 % NalQ u opsegu 48,7-67,1 %. Tokom oksidacije panitu vlakana, indeks kristalnosti
se poveéava od 86,5 % (nemodifikovani pamuk) do 88,8 %inzatpada do 85,1 %, a nakon
60 minuta oksidacije poprima skoro konstantnu vostiod 86,9 %, za uzorke modifikovane
pomcaiu 0,4 % NalQ. U slwaju vlakana pamuka oksidisanih sa 0,2 % Naliddeks
kristalnosti se najpre povava do najvée zabelezene vrednosti od 90,7 %, a zatim se lagano
smanjuje do vrednosti od 85,9 % (360 min). Dobijeyaultati se mogu objasnitinjenicom
da oksidacija natrijum-perjodatom, posebno pricoyekoncentraciji i duzem vremenu
modifikovanja, naruSava u izvesnom stepenu kristalstuukturu celuloze, kao i
reorganizacijom manje stenih amorfnih frakcija oksidisanih uzoraka usledekéd
umrezavanja.

Eksperimentalno dobijeni rezultati za sorpciju vlagposobnost zadrzavanja vode i
sorpciju joda pokazali su da uvedene aldehidne egiopaju zn&ajan uticaj na sorpciona
svojstva i pristupgost oksidisanih celuloznih vlakana. U pdeeju sa nemodifikovanim
vlaknima, oksidisani uzorci pamuka su ispoljili namo povéanje sorpcije vliage (do 9 %),
smanjenje sposobnosti zadrzavanja vode (do 38s¥hpnjenje vrednosti sorpcije joda (do 31
%). Na osnovu dobijenih rezultata, najueosetljivost na promene u strukturi oksidisanih
pamunih vlakana pokazuje sposobnost zadrzavanja vodstonmanju sorpcija joda, a
najmanju sorpcija vlage. U slaju oksidisanih viskoznih vlakana, ispitivana sdopa
svojstva se prema osetljivosti na promene u strukksidisanih vlakana mogu paia&ti, po
opadajdim vrednostima, na sledienatin: sorpcija joda (smanjenje do 53,6 %), sposobnost
zadrzavanja vode (smanjenje do 32,4 %) i sorpciggevl(smanjenje do 5 %, a zatim
pove&anje do 3,5 %). €gledno je da najmanju osetljivost na promene ukstiri oksidisanih
vlakana pamuka i viskoze pokazuje sorpcija vlage.
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6.2.5. Fizicko-mehanicka svojstva oksidisane pamucne i viskozne prede

Promene u molekulskoj i nadmolekulskoj strukturiuteze, do kojih dolazi u toku
procesa oksidacije natrijum-perjodatomgutna fizEko-mehanike karakteristike oksidisane
prede, kao Sto su fin@ i j&ina, i zn&ajne su sa stanoviSta prakie primene. Fizko-
mehanika svojstva nemodifikovane i oksidisane p&naii viskozne prée odrelene su sa
cillem utvrdivanja korelacije izméu uslova hemijskog modifikovanja i rezultdjh svojstava
ispitivanih uzoraka pre.

Rezultati ispitivanja uticaja vremena delovanja néentracije oksidacionog sredstva
NalO, na promenu finée pamdne i viskozne prée prikazani su u tabeli 6.4. Fiéo
nemodifikovane pamine i viskozne préde iznosi 20,85 i 10,60 tex, respektivno, dok se kod
svih uzoraka oksidisane celulozne dwezapaza povanje finae, odnosno njihovo
profinjavanje pri svim uslovima modifikovanja.

Tabela 6.4Uticaj uslova oksidacije naromenu finéde pamdne i viskozne prée

Uslovi oksidacije Pamuna preda Viskozna prala
Oksidaciono | Vreme oksi- Finog Poveatanje L Povetanje
.. ) inoéa, tex S Finoéa, tex o
sredstvo dacije, min finoée, % finoée, %
0 0 20,85 0,00 10,60 0,00
15 20,30 2,64 10,30 2,83
30 20,10 3,60 10,20 3,77
45 20,45 1,92 10,30 2,83
60 20,12 3,50 10,37 2,17
0,2 %
120 19,75 5,28 10,50 0,94
NaIO4
180 20,60 1,20 10,30 2,83
240 20,60 1,20 10,10 4,72
300 20,30 2,64 10,20 3,77
360 20,40 2,16 10,50 0,94
15 20,45 1,92 10,10 4,72
30 20,45 1,92 10,30 2,83
45 20,25 2,88 10,40 1,89
60 20,65 0,96 10,30 2,83
0,4 %
120 20,50 1,68 10,20 3,77
NalOy
180 19,75 5,28 10,10 4,72
240 20,30 2,64 10,00 5,66
300 20,70 0,72 9,95 6,13
360 20,80 0,24 10,10 4,72
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Finoca oksidisanih pamumih uzoraka menja se u opsegu od 20,80 tex do 18x5
(poveanje finate od 0,24 % do 5,28 %), u zavisnosti od uslova frikmdianja. Nastale
promene u fin@ su najverovatnije posledica uklanjanjaciséoca prisutnin u vlaknima
pamuka. Najvée poveéanje finde od 5,28 % zabelezeno je kod dva uzorka gaeypreie,
oksidisana sa 0,2 % NalQu toku 120 minuta i 0,4 % NalOtokom 180 minuta. Za
modifikovane uzorke viskozne e vrednosti finée kre&éu se u opsegu od 10,50 tex do 9,95
tex, odnosno povanje finde je u opsegu od 0,94 % do 6,13 %. Néjwtepen profinjavanja
od 6,13 % postignut je kod uzorka viskoze koji jesidisan sa 0,4 % NalQu toku 300
minuta. Za promene u fido oksidisane prée odgovorni su gubici mase modifikovanih
uzoraka (tabela 6.3). Kod patme i viskozne prée ispitivane u ovom radu nije registrovano
skupljanje tokom oksidacije, za razliku od pamel i lanene pikie kod kojih je oksidacija
perjodatom dovela do njihovog skupljanja [188], @i ona izvdena sa mnogo ¥em
koncentracijom perjodata (10 i 20 puta) i pri mnagdim vremenima reakcije (do 120 h).

Uslovi hemijskog modifikovanja pamioe i viskozne prde pomdéu NalQ, imaju
zn&ajan uticaj na mehatka svojstva oksidisane pie Vrednosti prekidne §ime za
nemodifikovane i uzorke panine i viskozne prée oksidisane pri raziitim radnim uslovima
prikazane su u tabeli 6.5 i na slici 6.14. Iz prikaih rezultata se moZe videti da se prekidna
jacina modifikovanih uzoraka partme i viskozne préde povéava u pdetnom periodu
oksidacije. U sltaju pamgne prele, do povéanja prekidne jEne dolazi kod uzoraka koji su
oksidisani u periodu 0-120 minuta 0,2 % perjodatkan | kod uzoraka oksidisanih sa 0,4 %
NalO, tokom pd@etnih 30 minuta. Naju® zabeleZeno povanje prekidne gne pamdne
prede iznosi 19,87 %, za uzorak oksidisan pémo0,2 % NalQ@ tokom 30 minuta, odnosno
5,98 %, za uzorak oksidisan sa 0,4 % NalQoku 15 minuta. U odnosu na nemodifikovanu
viskoznu prédu, vete vrednosti prekidne §me pokazali su uzorci viskozne gesoksidisani
sa 0,2 % Nal®u toku 30 minuta (povanje 7,39 %), 45, 60 i 180 minuta, kao i uzorci
oksidisani sa 0,4 % Nalokom 15 minuta (povanje 10,23 %) i 30 minuta. Na osnovu
dobijenih rezultata moze se zakijii da do povéanja prekidne jane dolazi uglavnhom kod
uzoraka koji su oksidisani pri blazim uslovima, pri kratim vremenima modifikovanja
natrijum-perjodatom. U p@tnom periodu oksidacije mo¢e je da dominira efekat
umrezavanja, odnosno hesobno povezivanje susednih celuloznih lanaca reatamim
vezama, Sto za posledicu ima pémgie j&ine prele. Kod pomenutih celuloznih uzoraka,
poveanju prekidne j&ine doprinosi i povénje njihove finode (tabela 6.4).

Ostali uzorci oksidisane parne i viskozne prde imaju manju prekidnu §au u
odnosu na odgovaraju nemodifikovanu prdu i to su uglavnom uzorci modifikovani pri
duzim vremenima reakcije. Smanjenje njihove prekighitne moZe se objasniti oksido-
destruktivnim procesima koji dovode do smanjengpsha polimerizovanja i molekulske
mase. Najvée smanjenje prekidnegdae utvideno je kod uzoraka parmne i viskozne prée
koji su modifikovani pri najrigoroznijim uslovima&60 min, 0,4 % Nalg) i iznosi 51,13 % i
22,73 %, respektivno. Jedan od razloga za pecenat smanjenja prekidne&ijae oksidisane
pamune prete u odnosu na oksidisanu viskoznudorgestecinjenica da je u ovom radu
koris¢ena viskozna pt u obliku filamenta. Takie, u oksidisana viskozna vlakna uveden je
znatno veéi sadrzaj aldehidnih grupa Sto upie na izrazeno umrezavanje kod viskoznih
vlakana usled obrazovanja hemiacetalnih veza. Razloge biti i izrazena fibrilacija na
povrsini pamunih vlakana oksidisanih pri rigoroznijim uslovimaoglavlje 6.2.6, slika 6.18),
pri c¢emu nastala kratka vlakna ne doprinos@jaali u¢estvuju u ukupnoj masi pie.

Generalno, prekidnagdaa oksidisane pandae i viskozne prée se ne menja ztano
za vreme oksidacije u periodu 0-180 minuta. Kod akarpamtine prete koji su oksidisani
pomaiu 0,2 % i 0,4 % rastvora Nal@okom ovog perioda,doivan je visok procenat jae
polazne prée (96,93 % i 84,25 %, respektivno). U &dju oksidisane viskozne pie, kod
uzoraka modifikovanih ponta 0,2 % i 0,4 % Nal@® tokom 180 minuta zabeleZene su
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vrednosti prekidne f@ne koje su iznosile, respektivho, 103,41 % i 87%00d vrednosti
jacine nemodifikovane viskozne e Meiutim, sa produzenjem vremena reakcije oksidacije
iznad 180 minuta dolazi do ztgnog smanjenja prekidnecjae oksidisane pandane i
viskozne préde, koje je posebno izrazeno kod uzoraka koji sudedemni sa 0,4 % Nal©

Tabela 6.5Uticaj uslova oksidacije na prekidnw&iau pamune i viskozne prée

Uslovi oksidacije Prekidna jafina, cN/tex
Oksidaciono _Vreme . Pamucna preda | Viskozna prala
sredstvo oksidacije, min

0 0 12,38 17,60
15 13,04 16,50

30 14,84 18,90

45 12,53 17,90

60 12,74 17,90

ﬁjé’ 120 12,79 16,00
180 12,00 18,20

240 10,38 15,80

300 10,02 15,20

360 8,86 15,90

15 13,12 19,40

30 12,75 18,00

45 12,23 17,50

60 11,48 16,70

l(\)l’:rlgj 120 10,48 16,70
180 10,43 15,40

240 8,41 14,70

300 6,88 15,10

360 6,05 13,60

Dobijeni rezultati mogu se objasnitinjenicom da oksidacija natrijum-perjodatom
narusava u izvesnom stepenu kristalnu strukturwlazt, pri cemu duze vreme
modifikovanja oslabljuje mehatka svojstva oksidisane patne i viskozne prde. Poznato
je iz literature [182, 189, 190] da joni perjodal@uju na kristalne oblasti celulozeévpri
niskim stepenima oksidacije, &fiti na taj n&in na njena hemijska i fizka svojstva. Na
prekidnu j&inu oksidisane prde dodatni uticaj ima efekat umreZavanja. U tokuidddje
natrijum-perjodatom, moge je da kod v@ne uzoraka dolaze istovremeno do izrazaja
oksido-destruktivni procesi, koji dovode do smajgestepena polimerizovanja i efekat
umrezavanja, kojéini molekule kompaktnijim, tako da do paamja ili smanjenja prekidne
jacine oksidisane pde dolazi u zavisnosti od toga koji je od pomenefitkata dominantniji.
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Na osnovu prikazanih rezultata moze se zékljua pri blazim uslovima oksidacije, kada
dolazi do povéanja prekidne jane, efekat umrezavanja dominira u odnosu na utikajdo-
destruktivnih procesa, dok su pri rigoroznijim usio& modifikovanja oksido-destruktivni
procesi dominantniji i uzrokuju smanjenjeijge oksidisane pde.
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Slika 6.14Veza izméu vremena oksidacije, koncentracije Nal@rekidne j&ine oksidisane
a) pamune i b) viskozne pe

Za najbolje rezultatecoivane j&ine pozeljno je vrSiti oksidaciju parfie i viskozne
prede u vremenskom periodu 0-180 minuta, kako sa 0,fak6,i sa 0,4 % Nalg) s obzirom
da promene prekidne gme oksidisane pantne i viskozne préde, nastale pri navedenim
uslovima, ne umanjuju ztajno mogku upotrebnu vrednost dobijenih uzorakadere
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6.2.6. Morfoloske karakteristike oksidisanih pamucnih i viskoznih vlakana

Struktura povrSine vlakana i oblik popr®g preseka zavise od prirode vlakana, kao i
uslova kojima se izlazu pri razitim tretmanima, Sto je veoma&igledno i na proéavanim
uzorcima paménih i viskoznih vlakana. Rezultati uticaja hemijgkmodifikovanja paménih
I viskoznih vlakana reakcijama oksidacije natrijppejodatom na promene u izgledu
povrSine vlakana, prikazani su na skening elekg@iima (slike 6.15-6.19). Take,
razmatrane su i karakterigte promene u mikroporoznoj strukturi ptamanih vlakana i
uzajamnoj vezi pratavanih svojstava i njihovih promena sa promenantaaufologiji i
topografiji vlakana izazvanih hemijskim modifikovan).

Pod dejstvom hemijskih agenasa dolazi, u princig,reakcija sa funkcionalnim
grupama polimera, odnosno sa funkcionalnim grupan@kromolekula. U razmatranom
slwtaju dejstva oksidacionog sredstva natrijum-perjgaet celulozu u paninim i viskoznim
vlaknima dolazi do karakterigtie topohemijske reakcije, a dobijeni krajnji prody&t
oksiceluloza raznog stepena oksidacije. OpSte jengiazinjenica da kod topohemijskih
reakcija na polimernim materijalima hemijska regkanatno prevazilazi brzinu difuzije
reagensa. Usled toga, u&ju dejstva oksidacionih sredstava, prvo dolazokikidacije jedne
ili viSe hidroksilnih grupa na glukopiranoznom s, a u odrenim uslovima i do duboke
destrukcije celuloze, koja se odvija u tankom reakam povrSinskom sloju parimih i
viskoznih vlakana, Sto su izmhe ostalog pokazali i rezultati elektron-mikroskopskelize i
gubitka mase oksidisanih celuloznih vlakana, zgimeetanja finae ili smanjenja prekidne
jacine. Zona reakcije u vlaknima rasprostire se brnimfuzije oksidacionog sredstva u masu
vlakna. U sldaju oksidacije celuloze natrijum-perjodatom odigraeaselektivha oksidacija,
ali i hemodestrukcija koja se odigrava u difuzionoezimu. Siguran pokazatelj reakcije
oksidacije celuloze je kdlina novoformiranih aldehidnih grupa (slika 6.8).

Postepenost reakcije oksidacije, koja se iwmestalog karakteriSe destrukcijom
celuloze u tankom reakcionom povrSinskom sloju, en@® veoma dgledno pokazati
elektron-mikroskopskim snimcima povrSine uzorakaupavanih vliakana. Na slikama 6.15-
6.19 prikazane su promene u izgledu povrSine asaidh paménih i viskoznih vlakana.

Skm 118678 28kU K1.584¢

b)

Slika 6.15SEM fotografije vlakana a) pamuka i b) viskoze disanh pomaiu
0,4 % NalQ tokom 15 min
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Kao Sto se moze videti na SEM snimcima panitu i viskoznih vlakana koja su
modifikovana poméu 0,4 % NalQ u toku 15 min (slika 6.15), blagi uslovi oksida&cij
praktino ne menjaju izgled povrSine ispitivanih vlakateko da je njihova povrSina skoro
identiéna povrSini nemodifikovanih viakana. Wgim, reljef povrSine panimih i viskoznih
vlakana znatno se menja pri rigoroznijim uslovimamijskog modifikovanja reakcijama
oksidacije natrijum-perjodatom.

Na slici 6.16 primetne su razlike u intenzitetuodnja natrijum-perjodata na izgled
povrSine paménih vlakana. @igledno je napadnut kutikularni sloj vlakana, a pi$oj
koncentraciji natrijum-perjodata od 0,4 % izraZzerjg dublje prodiranje reagensa, @ao
pojavom veéih pukotina u vlaknu i pov@njem njihove mikroporoznosti. 8tio je ponaSanje
i viskoznih vlakana, samo je razlika u intenzitptomena u reljefu povrSine manje izrazena,
kao Sto se moze videti na slici 6.17.

K2.888

Slika 6.160ksidisana vlakna pamuka
a) 0,2 % Nal@, 180 min b) 0,2 % Nalg) 180 min
c) 0,4 % NalQ, 180 min d) 0,4 % Nalg) 180 min

Promene u reljefu povrSine oksidisanih p&nih i viskoznih vlakana saglasne su i sa

njihovim gubitkom mase, promenom fif® sorpcionih svojstava i promenom njihovih
prekidnih karakteristika.

110



Rezultati i diskusija

b)
Slika 6.170ksidisana viskozna vlakna
a) 0,4 % Nal@, 180 min b) 0,2 % NalQ, 360 min

Promene u izgledu povrSine najviSe su izraZzenamastenijim uslovima oksidacije
pamunih i viskoznih vlakana, pri modifikovanju u duzememenskom intervalu (360 min),
posebno natrijum-perjodatom koncentracije 0,4 %e<$.18 i 6.19.

250k X5S.000

[

Srm 1186758

Slika 6.180ksidisana vlakna pamuka
a) 0,2 % Nal@, 360 min b) 0,2 % Nal$ 360 min
c) 0,4 % NalQ, 360 min d) 0,4 % Nalg) 360 min
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Sa produzZenjem vremena modifikovanja do 360 mimaagovrsini pamtnih viakana
dolazi do izraZzajnih promena u vidu naprslina, Zraiene fibrilacije i prekida vlakana usled
duboke hemodestrukcije (slika 6.18). Tdkse moZze jasno videti paana brazdavost (slika
6.18 d), Sto dovodi do po¥anja mikroporoznosti vlakana, odnosnoéereotvorenosti ili
pristup&nosti za vodu i hemijske agense.¢Bii efekti, pod istim uslovima oksidacije,
zapazeni su i kod viskoznih vlakana (slika 6.19).

Slika 6.190ksidisana viskoza (0,4 % Naj(B60 min)

Pored karakteristnih promena u strukturi povrSine modifikovanih ¢efnih vlakana,
drasttniji uslovi oksidacije doveli su posebno do izrafemipada prekidne §ane pamune i
viskozne prde za 51,13 % i 22,73 %, respektivno, u odnosu ngowvalaju
nemodifikovanu préu. Smanjenju prekidnedame pamdne prete oksidisane pri rigoroznijim
uslovima nargito doprinosi izraZzena fibrilacija na povrSini viaa, kao i vlakna kod kojih je
doslo do deliminog ili potpunog prekida kao posledica delovanjsiddécionog sredstva.

SEM snimci oksidisanih celuloznih vlakana su potvrda ne dolazi do skupljanja
vlakana pamuka i viskoze usled oksidacije natripenodatom. Takde, elektron-
mikroskopska analiza je pokazala da je strukturadaenih vlakana @vana u visokom
stepenu, Sto je u saglasnosti sa ispitivanim swiapst viakana, odnosno da natrijum-perjodat
dovodi do minimalne degradacije mehsiin i morfoloSkih svojstava polazne celuloze.cde
oSteéenja na povrSini pamiaih i viskoznih vlakana nastaju modifikovanjem pri
najrigoroznijim uslovima i mogu se povezati sa kiei padom prekidne {@ne preie
oksidisane u duzem vremenskom periodu.
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6.3. Karakteristike pamucne i viskozne prede sa imobilisanim
tripsinom

6.3.1. Koli¢ina proteina i aktivnost tripsina imobilisanog na oksidisanoj
pamucnoj i viskoznoj predi

Pamuna i viskozna préa, prethodno aktivirane perjodatnim tretmanom, &erie su
za imobilizaciju tripsina iz pankreasa gogg. U ovom procesu, N-terminalnaamino
grupa, kao is-amino grupe ostataka lizina u tripsinu reaguju addehidnim grupama
oksidisanih celuloznih vlakana uz obrazovanje odgguéh Schiff-ovih baza, prema Semi
prikazanoj na slici 6.20. Tripsin sadrzi 14 ostatakana, a njegov N-terminalni
aminokiselinski ostatak je izoleucin [289]. Ni jedad ovih aminokiselinskih ostataka ne
ucestvuje u aktivnom centru enzima, koji je kéasi Aspl02—His57-Ser195 trijada serinskih
proteaza sisara [290] (slika 6.21).

CH,OH CH,OH
Q O=— O 0—
H )l_ +  HN—Tripsihn —» H E>|_
AV Y X
O/ H I_{\O D/ \H I\‘N—Tripsin

Slika 6.20Sema kovalentnienobilizacije tripsina na perjodatom oksidisandiubezi

Poznato je da molekuli enzima koji se sastoje ddgg polipeptidnog lanca, kao Sto
je tripsin, obéno usvajaju konformaciju blisku globuli, ptiemu se segmenti lanca koji
formiraju katalitéki aktivni centar priblizavaju jedan drugom. U takvkonformaciji,
hidrofobni segmenti makromolekula su uronjeni unu@lobule i formiraju jezgro
stabilizovano poméu hidrofobnih interakcija i vodotinih veza. Za razliku od njih, hidrofilni
bocni lanci, kao Sto su npr. ostaci lizina, teze daznau polozaje na spoljasnjoj povrsini.

Slika 6.21Model tripsina sa prikazanim aktivnim centrom (AspBis57-Ser195) [290]

113



Rezultati i diskusija

Zahvaljujiei velikom broju ostataka lizina i njihovoj locirastb na povrSini molekula
tripsina, postoji mogtnost obrazovanja veg broja veza, tzv. "multipoint attachment”
(MPA), izmeiu jednog molekula oksiceluloze i jednog polipeptignianca enzima [244,
245].

Razlike u strukturi i svojstvima prirodnih (pamukhemijskih (viskoza) celuloznih
vlakana, koja su ispitivana u okviru ove diser@cislovile su primenu razitih procedura
imobilizacije tripsina na oksidisanim vlaknima. Zptoga su rezultati direktne i indirektne
imobilizacije tripsina na oksidisanoj patmoj i viskoznoj prdi, respektivho, zasebno
prikazani i diskutovani. Dobijena celulozna vlaksgimobilisanim tripsinom okarakterisana
su odrdivanjem koltine vezanih proteina, kataliie aktivnosti imobilisanog enzima i
njegove stabilnosti pri lagerovanju u duzem vrerkensperiodu.

Koli¢ina tripsina imobilisanog na celuloznim vlaknimalr&tog stepena oksidacije
odrelena je iz bilansa mase, kao razlika idonekolicine proteina u rastvoru enzima pre
imobilizacije i sume proteina u istom rastvoru gosmobilizacije i u svim vodama od
ispiranja. Slika 6.22 prikazuje uticaj uslova pegbtw oksidacije na kdinu tripsina
kovalentno imobilisanog na modifikovanim vlaknimanpuka. Kao Sto se moze videti iz
dobijenih rezultata, kalina vezanog tripsina se p@ava sa pouwaanjem koncentracije
natrijum-perjodata i vremena oksidacije i dostizaksimalnu vrednost od 6,1 mg/g suve
pamune prele za uzorak oksidisan sa 0,4 % Nat@kom 180 minuta. Dobijena vrednost je
istog reda vetiine kao i vrednosti dobijene za tripsin i drugetpaze kovalentno imobilisane
na drugim materijalima, kao Sto je porozni cirkamj [291] i hitozan u obliku filma [292] i
karakteristtna je za nos# koji imaju slabo razvijenu spedifiu povrSinu. Generalno, &
vrednosti sadrZzaja proteina zabeleZzene su kod kegramgne prete koji su oksidisani sa
0,4 % NalQ u odnosu na uzorke modifikovane pamd,2 % NalQ i ovi rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima odiranja sadrzaja aldehidnih grupa. Prema tome, apdrz
aldehidninh grupa u oksicelulozi je pokazatelj stepeoksidacije celuloznih vlakana
modifikovanih natrijum-perjodatom, ali se odrazavana kolinu kovalentno vezanih
molekula tripsina.

SadrzZaj proteina (mg/g)
w
|

2

—=%—0,2% NalO,
14 ——0,4 % NalO,
04—

— T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Vreme oksidacije (min)

Slika 6.22Veza izmeéu vremena oksidacije, koncentracije Nai®oli¢ine tripsina
imobilisanog na oksidisanoj paknoj predi

114



Rezultati i diskusija

Kod uzoraka modifikovanih natrijum-perjodatom dube 180 minuta, za obe
koncentracije oksidacionog agensa, ddree su manje kaline vezanih proteina u odnosu na
maksimalnu zabelezenu vrednost od 6,1 mg/gepiepored toga Sto su u tim &hjevima
dobijena vlakna sa ¥en sadrzajem aldehidnih grupa. Ovaj fenomen mozeolgasniti
razmatranjem razlike u centrima odvijanja reakolsidacije i formiranja Schiff-ove baze u
celulozi [207]. Naime, tokom oksidacije mali pergdi jon moze da prodre u unutrasnjost
vlakna i da oksiduje jedinice glukoze u unutrasmjdsao i na povrSini vlakna. Sa druge
strane, tripsin je veliki molekul koji ne moze dasge do aldehidnih grupa obrazovanih u
unutrasnjosti vlakna, tako da do njegovog vezivatglzi samo na povrsini vlakna. Pored
toga, molekuli tripsina u velikim kalinama pokrivaju lanac dialdehid celuloze kao
kontinualni monomolekulski sloj i zaklanjaju zZ@gan deo aldehidnih grupa. Navedeni
razlozi uttu na ograrienje koltine vezanog tripsina bez obzira na slobodne, zkcijea
sposobne aldehidne grupe.

Na kolicinu vezanog proteina i performanse imobilisanogirmazmnogo vise uie
dostupna povrSina nosaod njegove ukupne povrsine, emu ona veoma zavisi od Vatie
pora. Veltina pora treba da bude dovoljno velika kako bi on¢dg ulazak enzima, slobodu
kretanja enzima radi promene konformacije i kakoublazila difuziona ograténja. Za
efikasnu imobilizaciju, pore bi morale biti 3-9 puvee od velgine enzima [231]. Kako
preénik pora u suvim biljnim viaknima iznosi 0,5-2 nikgji se bubrenjem povava na 3-7
nm [2], ne postoje uslovi za efikasno ukipanje tripsina (3,8 nm [293]) u mikroporoznu
strukturu vlakna. Ukoliko dolazi do vezivanja enaimx unutraSnjosti vlakna, onda se to
verovatno deSava u pukotinama koje nastaju prream uslovima oksidacije (slike 6.18 i
6.29). Prema tome, oblast dostupna za imobilizadipsina je uglavnom spoljasnja povrSina
vlakna. Tripsin lociran na povrSini vlakna, kao iakh komponenta, ima e kontakt sa
okruZzenjemgime dolaze do izrazaja njegova pozitivha svojskem Sto su nekrolitka, anti-
inflamatorna, anti-tok&na i drenazna svojstva.

Poznato je da proces imobilizacije velikih kolia proteina na noga dovodi do
sternih smetnji koje mogu da ometaju hemijske rigak®eliki molekuli proteina, kao Sto je
tripsin koji ima molekulsku masu oko 24000 Da, sSjmb i odlazu, tj. otezavaju
pozicioniranje funkcionalnih grupa proteina i nésau neposrednoj blizini i time njihove
interakcije, formiranje Schiff-ve baze. Ovo ukazuope potrebu za velikim viskom aldehidnih
grupa u odnosu na amino grupe tokom hemijskog ve@wveelike koltine proteina. Prema
tome, penetracija, odnosno vezivanje velikinh molakaroteina kao Sto je tripsin za oksidisani
nosa& i sazrevanje, tj. imobilizacija i stabilizacija ema je spor proces koji zahteva
respektivno 8-16 sati. Tokom ovog vremena procageesanja, véna molekula proteina je
neravnomerno,éak nasumino kovalentno vezana za oksidisani tekstilni mpgterisa
maksimalnom koncentracijom u gornjem sloju i mininen ispod njega [294].

Odmah nakon procesa imobilizacije otkra je aktivhost pantnih vlakana sa
razlicitim koli¢cinama vezanog enzima. Aktivnost tripsina koji jeolmlisan na pamtnim
vlaknima oksidisanim pri razifitim uslovima prikazana je na slici 6.23. Prema gobm
rezultatima, aktivnost imobilisanog tripsina se @@va sa trajanjem oksidacije do 180
minuta, a zatim poprima skoro konstantnu vrednagireduzetkom vremena modifikovanja.
Kod svih uzoraka oksidisanih sa 0,4 % Naltabelezene su &e vrednosti aktivnosti u
odnosu na uzorke oksidisane sa 0,2 % NaRezultati dobijeni za aktivnost imobilisanog
tripsina u saglasnosti su sa rezultatima d&enja sadrzaja proteina. Maksimalna imobilisana
aktivnost odréena je kod uzorka pamuka oksidisanog sa 0,4 %aastv natrijum-perjodata
u toku 180 minuta i iznosi 1,22 U/g suve pa&mel prele, Sto je 14 % od ukupne dmine
aktivnosti tripsina u rastvoru pre imobilizacijeakiode, treba naglasiti da su inkubacijom
enzima sa neoksidisanim vlaknima pamuka dobijeraknd sa zanemarljivo malom
imobilisanom aktivno&u.

115



Rezultati i diskusija

Speciféna aktivnost tripsina imobilisanog na uzorcima péaneu prele koji su
oksidisani duze od 60 minuta keese u opsegu od 46,03 % do 57,41 %, ili phos&0 % od
vrednosti specitine aktivnosti odréene za enzim u rastvoru (0,4345 U/mg)c¢&ii rezultat
dobijen je za tripsin imobilisan na hitozanu prejlataraldehida [295], dok je specifia
aktivnost tripsina kovalentno imobilisanog na pdgtmm aktiviranom celuloznom
egzopolisaharidu [242], direktno i preko spejse&agsila, respektivno, 37,20 % i 9,16 % od
vrednosti specitine aktivnosti odréene za slobodni enzim.

Proces kovalentne imobilizacije enzima na &asabikno je pr&en izvesnim
gubitkom aktivnosti. Smanjenje speéife aktivnosti posledica je procesa denaturacije
(unfolding-a) enzima, kao i vezivanja enzima zaaiqeeko véeg broja veza. MPA ran
vezivanja moze da smaniji fleksibilnost imobilisaregima i pojéa rigidnost enzima [296],
Sto moze da ute na sternu pristupaost supstrata i kao rezultat da nize vrednosiviadsti.
Pored navedenog, treba imati u vidu da je aktivimasbilisanog enzima odde/ana pri pH
7,0 1 37 °C, Sto su skoro optimalne vrednosti pidmperature slobodnog tripsina. Pri ovim
uslovima, katalitka ma imobilisanog enzima je manja od maksimalne, srobzida proces
imobilizacije obéno dovodi do pomeranja optimalnih vrednosti pHmperature tripsina ka
viSim vrednostima [247].
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Slika 6.23Veza izméu vremena oksidacije, koncentracije Nal@ktivnosti tripsina
imobilisanog na oksidisanoj paimoj predi

Kao Sto je prethodno pokazano, perjodatnom okgmlacuvedene su znatno dee
koli¢ine aldehidnih grupa u uzorke viskoznedaas pordenju sa uzorcima panine prele
(slika 6.8), tako da je, u skladu sa tim rezultatiraekivan i ve&i sadrzaj proteina i @&
aktivnost tripsina imobilisanog na viskoznoj ¢ire Medutim, primenom iste procedure
imobilizacije, oksidisana viskozna vlakna ne sanaosd vezala manju kdélhu enzima u
porelenju sa odgovaragim pamwnim vlaknima (tabela 6.6), ¥esu ispoljila i izuzetno nisku
imobilisanu aktivnost. Na primer, uzorak viskoznedgroksidisan sa 0,2 % Naj@ toku 60
minuta pokazao je aktivnost od samo 0,0852 U/gdgrednosno 7 puta manju aktivnost od
uzorka paméne prele koji je oksidisan pod istim uslovima.
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Tabela 6.6Koli¢ina proteina imobilisanog na uzorcima oksidisarmaygse i viskozne prée
pri istim uslovima imobilizacije

Uslovi oksidacije | 0,2% NalO,4, 1 h |0,2% NalO,, 2 h |0,2% NalO,4, 3 h | 0,4% NalO,4, 3 h

Sadrzaj = Pamuk 3,38 3,99 4,37 6,10
proteina
(mg/g) Viskoza 1,66 2,87 3.49 4.39

Manji sadrzaj proteina na viskoznoj grenoze se objasniti rastresitijom strukturom
viskoznih vlakana, lakSim prodiranjem perjodatndmg u amorfna, a zatim i kristalna
podritja celuloze i prisustvom velikog dela aldehidnitugat u unutrasnjim, za molekule
tripsina nedostupnim delovima vlakna. Osim togaguie je da je jedan deo aldehidnih
grupa u viskoznim vlaknimacestvovao u obrazovanju hemiacetalnih ili hemialdaheza.
Takadie, zbog velikog sadrzaja aldehidnih grupa uvedek#idacijom u viskozna vlakna, a
time i velike gustine vezufih centara, verovatno je broj veza formiranih idonéripsina i
viskoze véi nego u sldaju vezivanja sa pamukom, odnosno¢ivieroj aldehidnih grupa
oksidisane viskoze jetastvovao u vezivanju jednog molekula enzima. Ma&Zetskivati da
molekuli tripsina, koji difuzijom iz mase rastvodospevaju do pora i pukotina, koje su
nastale usled oksidacije, reaguju primarno sa afajim aldehidnim grupama, jednostavno
zbog toga Sto su to grupe na koje enzim prvo naik&imeci ostale aldehidne grupe u
unutrasnjosti vlakna manje prist@jpdm za vezivanje. Na ovaj &ia moze déi do delimine
ili potpune blokade otvora pora i pukotina, Stoski odrazilo na ukupnu koéihu vezanih
molekula tripsina.

Imobilizacija enzima se ofmo posmatra kao proces koji omégua molekulima
enzima da déu u neposredan kontakt sa povrSinom tasglika 6.24). Blizak kontakt i
interakcije koje uslede neizbezno naruSavaju sife kdrzavaju strukturu nativnih enzima,
dovode&i do modifikacije strukture i funkcije enzima u zsvosti od hemijske prirode nasa
I reakcione sredine. Ma kakva da je nova konforpaawiolekula enzima n&rstoj povrsini,
enzim obéno usvaja konformaciju koja je stabilizovana inkeipom izmelu enzima i nosa.
Ukoliko je novoindukovana konformacija&lia strukturi nativnog enzima, imobilisani enzim
moze biti stabilizovan. U suprotnom, dolazi do ithcije enzima [231].

Difuzioni sloj Masa rastvora

Slika 6.24Promena konformacije enzima sa priblizavanjem &iosauticaj hemijske prirode
nosa&a na molekule enzima [231]

Pri imobilizaciji enzima na&vrstim supstratima, i metod imobilizacije i tip péire

mogu imati veliki uticaj na rezultuju bioloSku aktivhost vezanih enzima. Metod
imobilizacije moze uticati na aktivnost enzima prekemijske modifikacije aminokiselina
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koje su uklj¢ene u vezivanje supstrata, posebno kada je cem@wvanja mnogo bliZi

aktivnom centru enzima [245]. S obzirom da je vezjamolekula tripsina za uzorke
oksidisane viskoze vrSeno na istimakao u sldaju pamnih vlakana, metod imobilizacije
se moze iskljtiti kao faktor odgovoran za dobijeni rezultat.

Hidrofobnost povrsine, naelektrisanje i prisustenrikalija na povrSini nosa takale
mogu uticati na aktivnost, stabilnost i orijentaagnzima na povrsSini. Tako, vezivanje tripsina
direktno za povrSinu poliestra daje relativno nisktivnhost imobilisanog enzima, Sto se moze
pripisati direkthom kontaktu enzima sa manje polarnpovrSinom poliestra [230].
Generalno, nosa koji sadrze hidrofobne grupe mogu denaturisatitgine, npr. analogno
denaturaciji hidrofobnim rastvatiana. Pozitivno ili negativno naelektrisanje na bidnom
nos&u moze ili smanijiti ili povéati stabilnost imobilisanog enzima kao rezultatstlg
elektrostatikih interakcija izmdu vezanog proteina i nasa[297].

S obzirom da regenerisana celulozna vlakna mogsadeze na povrSini razna ulja,
voskove, antistatke agense, lubrikante i druge aditive, ispitanonjgovo eventualno
inhibitorno dejstvo na aktivnost tripsina. U sveigremljeni rastvor enzima za imobilizaciju
potopljena je nemodifikovana viskozna ¢aekako bi se izbeglo smanjenje aktivnosti tripsina
u rastvoru usled imobilizacije, a zatim je u abieim vremenskim intervalima merena
zaostala aktivnost u alikvotima uzimanim iz reakeloemeSe (tabela 6.7). Da bi se
konstatovalo postojanje inhibicije, smanjenje akbisti enzima bi trebalo da bude znatno
vece od zabelezenih vrednosti. Dobijeni rezultati lsorg identéni sa rezultatima ispitivanja
stabilnosti tripsina u rastvoru, Sto se moZe vidkt se uporede vrednosttaaane aktivnosti
enzima nakon 5 dana lagerovanja na 4 °C (tabela §like 6.31 i 6.32) i ne ukazuju na
postojanje inhibicije.

Tabela 6.7Rezultati ispitivanja uticaja sastojaka prisutnihpo&rsini viskozne pi@e na
aktivnost tripsina

Vreme
ispitivanja
Saéuvana*
aktivnost , %

" Aktivnost rastvora tripsina u kontaktu sa nemodifitnom viskoznom pd®m u odnosu na aktivnost
sveze pripremljenog rastvora tripsina.

0 min 5 min 10min| 20 min| 30 min| 60 min-~ 5 dana

100 98,58 98,52 96,54 96,320 92,5 72,10

Aktivnost imobilisanih enzima obmo je obrnuto proporcionalna broju veza ostvarenih
sa nos&em [231], tako da sa ¥en brojem veza konformacija molekula enzima postaje
rigidnija i nepristup&na za supstrat. Najverovatnije objaSnjenje za dahijizuzetno nisku
imobilisanu aktivhost jeste da jedreleo molekula tripsina pri vezivanju preSao u neakt
(denaturisani) oblik, pre svega zbog prevelikog &rbjPA veza. Tome mogu doprineti i
(inertne) grupe koje pati od hemikalija prisutnin na povrSini viskoze, ugad tokom
zavrSne obrade. Ove grupe nemaju direktnu ulogeazivaniju, tj. ne formiraju bilo kakve
kovalentne veze sa enzimom, ali mogu da ispolj&kivaticaj na performanse imibilisanog
enzima, kao Sto su &aana aktivnost, efikasnost vezivanja, stabilnosg¢lektivnost [231].
Pri razmatranju smanjene aktivnosti tripsina imishihog na oksidisanoj viskozi treba uzeti u
obzir i moguénost njegovog ukljgivanja u mikroporoznu strukturu ovih vlakana, s iotm
da dimenzije njihovih pora iznose 5-25 nm, kao ledsprisustva pukotina nastalih tokom
oksidacije vlakana. Dalje vezivanje molekula tnyasiza aldehidne grupe na povrSini i u
blizini otvora pora i pukotina dovelo bi do blokija enzima u njihovoj unutrasnjosti u smislu
nepristupanosti za supstrat.
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S obzirom na dobijene rezultate direktne imobiligadripsina na oksidisanoj
viskoznoj prdi, pristupilo se indirektnom kovalentnom vezivangnzima, uvdenjem
proteina BSA u ulozi spejsera i glutaraldehida azulinkera izméu oksidisane viskozne
prede i polipeptidnog lanca enzima. Prisustvo spejseraze da utie na promenu
mikrookruzenja, orijentacije i konformacione fleinosti enzima i na taj & na njegovu
kataliticku aktivnost. Zahvaljujti svojoj visokoj stabilnosti i ne ispoljavanju wija u
mnogim biohemijskim reakcijama, BSA ima ulogu slizbju¢eg agensa u enzimskim
reakcijama. Glutaraldehid se veorfesto koristi u procesima imobilizacije enzima zlsggje
visoke reaktivnosti prema proteinima, kao i relativblagih uslova pod kojima reaguje.
Glutaraldehid koji se koristi za imobilizaciju zapo predstavlja kompleksnu smesSu
jedinjenja sa raztitim molekulskim masama [298].

Indirektna procedura imobilizacije tripsina na @ksanoj viskoznoj pid obuhvatila
je nekoliko koraka, koji su prikazani Semom nai8i5. U prvom koraku, aldehidne grupe
oksidisanih viskoznih vlakana reaguju sa amino gnu@ albumina (BSA) obrazujuSchiff-
ove baze. Viskozna pta sa imobilisanim albuminom se u drugom koraku vaisti
glutaraldehidom, a u narednom Kkoristi za kovalentenivanje molekula tripsina. Rezultati
odrelivanja sadrzaja proteina i aktivnosti tripsina intisanog na uzorcima oksidisane
viskozne préde, aktiviranim na opisani tem, prikazani su na slici 6.26.
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Slika 6.25Redosled hemijskih reakcija pri indirektnoj procedavalentne imobilizacije

tripsina na oksidisanoj viskoznoj giiel) reakcija proteina BSA sa aldehidnim grupama

dialdehid celuloze (DAC), 2) udenje glutaraldehida, 3) vezivanje tripsina obranjem
Schiff-ove baze

Kao Sto se moZze videti iz eksperimentalno dobijeeitultata, kod uzoraka viskozne
prede koji su oksidisani tokom getnih 120 minuta reakcije dolazi do porasta sadrzaj
proteina (slika 6.26 a) koji je pfan povéanjem imobilisane aktivnosti tripsina (slika 6.26 b)
Medutim, produzavanjem vremena modifikovanja iznad a®@uta, kod uzoraka oksidisanih
kako sa 0,2 %, tako i sa 0,4 % rastvorom NaKoli¢cina imobilisanog proteina nastavlja da
se blago powmava, dok katalittka aktivhost péinje da se smanjuje. Kod svih uzoraka
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oksidisanih sa 0,4 % Nal(zabeleZene su ¥e vrednosti sadrZzaja proteina i aktivnosti u
odnosu na uzorke oksidisane sa 0,2 % Nalajvea vrednost sadrzaja proteina od 8,35
mg/g suve viskozne pite odrelena je u sléaju uzorka viskoze koji je oksidisan pri
najrigoroznijim uslovima (0,4 % Nal 360 min). M@utim, maksimalna imobilisana
aktivnost zabelezena je za uzorak koji je oksidsaiodatom koncentracije 0,4 % u toku 120
minuta i iznosi 0,78 Ul/g suve viskozne ¢ee Sto predstavlja 9 % od ukupnecetme
aktivnosti tripsina u rastvoru pre imobilizacije.

Sadrzaj proteina (mg/qg)
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Slika 6.26Veza izmdu vremena oksidacije, koncentracije Nal@) kolicine tripsina,
odnosno, b) aktivnosti tripsina imobilisanog nahakdnoj viskoznoj préi
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Specifiéna aktivnost tripsina imobilisanog na réilm uzorcima viskozne pde kre&te
se u opsegu od 0,08 do 0,11 U/mg, Sto je oko 18626d vrednosti specifne aktivnosti
odrelene za slobodni enzim i najigeje kod uzorka oksidisanog sa 0,2 % perjodatooku t
120 minuta (26,21 %). Indirektnom imobilizacijompBina na uzorcima viskozne gdee
ostvarene su ve vrednosti specifne aktivnosti u odnosu na vrednost dobijenu zaakzor
celuloznog egzopolisaharida (9,16 %), kod kogarigsin takale vezan indirektno, preko
BSA i glutaraldehida [242].

Indirektnom imobilizacijom tripsina na oksidisanagkoznoj préi vezana je véa
koli¢ina proteina u odnosu na direkni put vezivanja, jgtau saglasnosti sa literaturnim
podacima [230, 242]. BSA je veliki globularni primtgmolekulske mase oko 67000 Da,
dimenzija 140 x 40 A) izgden od 585 aminokiselinskih ostataka, od kojih sw$§@ci lizina
[299] koji mu omogdavaju obrazovanje velikog broja veza sa aldehidmgmpama
oksidisane viskozne pie, sa jedne strane i glutaraldehida sa druge stidneodenim
rastvorima glutaraldehid je prisutan uglavnom uirpelnim oblicima razliitih dimenzija.
Pored krajnjih aldehidnih grupa, ovakvi oblici seglpo jednu slobodnu aldehidnu grupu sa
strane svake jedinice polimernog molekula [298] Kt se moze videti na slici 6.27. Sve
slobodne aldehidne grupe sposobne su da reaguamszo grupama proteina sa kojima
dolaze u kontakt, tako da postoji ogroman poteh@@m melusobno povezivanje, Sto se
upravo i deSava (slika 6.2&me se mogu objasniti ¢e vrednosti sadrzaja proteina dobijene
indirektnom imobilizacijom na viskoznoj piieu odnosu na direktno vezivanje za oksidisana
viskozna i paména viakna.

U poreienju sa kollinom proteina koja je vezana za oksidisane uzorkaupe
prede, indirektnom imobilizacijom tripsina na oksidisandskoznoj préi ostvareno je
poveanje sadrzaja proteina do 75,1 % (u proseku 5018&p je oksidacijom viskoznih
vlakana uvedena znatnodaekolicina aldehidnih grupa u odnosu na pa&maiviakna (slika
6.8), povrSina oksidisanih delova viskoznih vlakajga uglavnom pokrivena velikim
molekulima BSA ¢ija je molekulska masa oko tri putac¢aeod mase tripsina), koji prekrivaju
brojne aldehidne grupe, od kojih je verovatno \eekblicina uvedena u unutrasnjost rastresite
strukture viskoznih vlakana i nedostupna za obragv Schiff-ovih baza. Prema tome,
aldehidne grupe koje su na raspolaganju za veawwmpmino grupama tripsina uglavnom su
one koje potiu od glutaraldehida, ptiemu se vezivanje ostvarujeérgom MPA n&inom
zbog velike gustine verovatno neravnomerno disidmnih vezujéih centara. U vezivanju
jednog molekula tripsinacestvuje véi broj aldehidnih grupa koje mogu da g@otisa istog
poliglutaraldehidnog lanca ili sa viSe susednilatan

- 0
) -, = m = 0PN
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Slika 6.27(A) Tri reprezentacije monomera glutaraldehida; R@gkcija polimerizovanja
glutaraldehida, sa prikazanim aldehidningtion lancem na svakoj jedinici polimera [298]
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Slika 6.28Reakcija poliglutaraldehida sa amino grupama pnat§298]

Kada su u pitanju dobijene vrednosti aktivhostpdima indirektno imobilisanog na
oksidisanoj viskoznoj pti, postoji nekoliko mogéih objasSnjenja, koje se najverovatnije
mogu istovremeno primeniti.

Generalno je prihveno da se zrtajno poveéanje stabilnosti tripsina postize ukoliko
se imobilizacija svakog molekula enzima ostvarujekprnekoliko ostataka lizina, odnosno
MPA na&inom vezivanja. Méutim, visoka koncentracija aldehidnih grupa na pomosga
moze rezultovati u prekomernom obrazovanju MPA veézameiu nosga | enzima,
naruSavajti trodimenzionalnu strukturu enzima (tj. konformjaciaktivnog centra). Kao
posledica distorzije strukture, prist@past i smestaj supstrata mogu biti redukovanipgite
na smanjenje aktivnosti enzima. Veruje se da sie w@ncentracije aldehidnih grupa koje
poticu od glutaraldehida i brojne MPA interakcije odgow®rza znatno smanjenje katahkie
aktivnosti i enzima penicilin G acilaze [300] i aze [301].

Smanjenje aktivnosti moze biti posledica nagomitgagprevelike kolline) enzima,
¢ija povrSina postaje nedostupna za sve reggwuste, bilo zbog sternih smetniji ili prenosa
mase i difuzionih ogranenja. Smanjenje imobilisane katalke aktivnosti sa povanjem
koli¢cine enzima, vezanog posredstvom BSA i glutaraldehizhpazeno je i u slaju
imobilizacije enzimd@-galaktozidaze [302].

Dobijene niZze vrednosti katalike aktivnosti tripsina imobilisanog preko
glutaraldehida mogu se pripisati i nepovoljnom ifalornom) uticaju glutaraldehida na
aktivnost enzima [303, 304]. Naime, aldehidne grghearaldehida sposobne su da reaguju
sa hidroksilnom grupom serinskog ostatka u aktivieemiru tripsina i da na taj ¢ia dovedu
do inaktivacije enzima.

Poreienjem rezultata imobilizacije tripsina na oksidisgpamnoj i viskoznoj préi
moze se zaklgiti da su bolji rezultati ostvareni direktnom imbbacijom tripsina na
oksidisanoj pamtnoj predi, koja se ogleda u ¥en vrednostima katalitke aktivnosti
enzima. Kada je u pitanju sadrzaj proteina (slike26i. 6.26 a), ¢igledno je da uzorci
oksidisanih viskoznih vlakana vezuju ¢eekolicine proteina (maksimalno 8,35 mg/g, za
uzorak oksidisan pri najrigoroznijim uslovima, @4 % NalQ u toku 360 minuta) u odnosu
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na oksidisana panina vlakna (najwea vrednost 6,1 mg/g, za uzorak oksidisan sa 0,4 %
NalO, tokom 180 minuta). M#&utim, oksidisana viskozna vlakna su ispoljila nizednosti
imobilisane aktivhosti, maksimalno do 0,78 U/g zarak oksidisan sa 0,4 % Naj@ toku
120 minuta (slika 6.26 b), u paenju sa oksidisanim parfim vlaknima, kod kojih je
najveta aktivnost od 1,22 U/g zabeleZzena za uzorak adesidsa 0,4 % NalOtokom 180
minuta (slika 6.23), koji je taki® vezao i najv@ kolicinu tripsina. Isti uzorak oksidisane
pamune prele pokazao je visoku vrednost prekidn&éna od 10,43 cN/tex, odnosno 84,25 %
od paetne vrednosti prekidnedae, kao i najvée poveéanje finae (5,28 %) u odnosu na
nemodifikovanu paminu preiu (20,85 tex). Prema tome, ukoliko je cilj obezliedibvoljnu
kolicinu vezanog enzima kojée ispoljiti najvéu katalitcku aktivnost, najbolji izbor je
pamwna prela, a optimalni uslovi oksidacije su koncentracigtrijum-perjodata 0,4 % i
vreme reakcije 180 minuta, koji oma@@vaju i @uvanje prekidne jane oksidisane pde. U
situacijama kada manja aktivnost tripsina moze adoxolji predviiene potrebe, a postoji
zahtev za veom prekidnom jainom, ve&om finocom i/ili ve¢com sposobnd@$i sorpcije viage i
zadrZzavanja vode, optimalan izbor moze biti uzatiakozne prée koji je oksidisan sa 0,4 %
NalO; u toku 120 minuta. Navedeni uzorak oksidisane odskima prekidnu janu 16,70
cN/tex, finadu 10,20 tex i zn&jno vee vrednosti sorpcije vlage i sposobnosti zadrzavan;
vode u porédenju sa uzorcima oksidisane pame preie (slike 6.9 i 6.10, respektivno). Pored
opisanih karakteristika dobijenih uzoraka oksidispaenine i viskozne prde sa vezanim
tripsinom, na izbor optimalnog enzim-aktivnog pregpa zndajan uticaj moze imati |
ostvarena stabilnost imobilisanog tripsina, &diti diskutovano u poglavlju 6.3.3.

Dobijeni rezultati pokazuju da se variranjem usloyerjodatne oksidacije
(koncentracije Nal®i vremena modifikovanja) mogu dobiti uzorci pame i viskozne prée
sa razlkitim sadrzajem aldehidnih grupa, a time i régln vrednostima sadrzaja proteina i
aktivnosti imobilisanog tripsina, kao i meh&im i sorpcionim svojstvima, Sto omogava
njihovo prilagaavanje zeljenoj nameni.
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6.3.2. Mikrostruktura pamucnih i viskoznih vlakana sa imobilisanim
tripsinom

Mikrostruktura enzim-aktivnih vlakana dobijenih pgskom imobilizacije molekula
tripsina na oksidisana pafma i viskozna vlakna okarakterisana je skené@gol
elektronskom mikroskopijom. SEM snimci oksidisangamwnih viakana sa direktno
imobilisanim tripsinom prikazani su na slici 6.28, SEM snimci oksidisanih viskoznih
vlakana sa tripsinom vezanim preko BSA i glutarhida prikazani su na slici 6.30.

Dobijena enzim-aktivha pamioa vlakna imaju stnu ili identicnu strukturu povrsine
kao i oksidisana pantna vlakna, slika 6.29, Sto je Kekivano s obzirom na dimenzije
molekula tripsina (3,8 nm) i u saglasnosti je satgstavkom da se molekuli tripsina
uglavhom vezuju tako da obrazuju monomolekulski.sha slici su vidljive posledice
rigoroznih uslova oksidacije u vidu izrazenih ndipes u vlaknu (slika 6.29 c), tako da se
moze pretpostaviti da je izvesna Kola enzima vezana i u unutrasnjosti viakna.

SHem 118647

\ \

Shm li8&d4c

Slika 6.290ksidisana vlakna pamuka sa direktno imobilisamipsinom
a) 0,4 % Nal@, 180 min b) 0,4 % Nalg 180 min
c) 0,4 % NalQ, 360 min
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Za razliku od enzim-aktivnih paminih vliakana, izgled povrSine oksidisanih viskoznih
vlakana sa tripsinom vezanim preko BSA i glutarhida jasno se razlikuje od povrSine
oksidisanih vlakana viskoze. Na slici 6.30, koj&kazuje viskozna vlakna oksidisana 0,4 %
rastvorom Nal@ tokom 360 minuta i sa najg@m kolicinom indirektno imobilisanog
tripsina, vide se mnogobrojn&estice razliitih dimenzija neravnomerno raspdeme na
povrSini vlakana. Ovetestice mikrometarskih razmera verovatno predsfaviggregate
molekula tripsina koji su preko glutaraldehida wvézaa molekule BSA. Obrazovanje
agregata je moge zbog prisustva polimernih oblika glutaraldehidg kadrze veliki broj
aldehidnih grupa, kao i velikog broja amino grupmgekse nalaze na jednom molekulu BSA.
Delujuéi kao umrezavajti agens, polimeri glutaraldehida mogu da vezu vdlrkij molekula
enzima (slika 6.28), kao i da preko njih ostvaregevesa molekulima BSA na bliskom
rastojanju, stvarafui na taj n&in vete agregate. Neki od agregata se verovatno sastfoje o
velikog broja gusto vezanih enziniga povrSina postaje nedostupna za sve reaguwuste,
bilo zbog sternih smetnji ili prenosa mase i difueh ogranienja, Sto za posledicu ima
uoteno smanjenje imobilisane katalke aktivnosti tripsina. Za razliku od njih, manji
agregati i molekuli tripsina vezani preko monomermgbgtaraldehida, koji se zbog svojih
nanometarskih dimenzija ne mogu videti na SEM simmacpovrSine vlakana, doprinose
pove&anju ukupne imobilisane aktivnosti tripsina.

Slika 6.300ksidisana viskozna vlakna sa tripsinom vezanirR@&SA i glutaraldehida
a) 0,4 % Nal@, 360 min, uvéanje 1000x, b) detalj slike 6.30 a, daaje 3500x
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6.3.3. Stabilnost tripsina imobilisanog na oksidisanoj pamuc¢noj i viskoznoj
predi

Stabilnost imobilisanog enzima je zagna karakteristika sa aspekta préaké
primene, s obzirom da Y& stabilnost rezultuje u dugotrajnosti imobilisaregima. Zbog
toga je kreiranje stabilnog katalizatora jedan agzma&ajnijih ciljeva imobilizacije enzima.
Kako bi se ocenila upotrebna vrednost paneui viskozne prée sa imobilisanim tripsinom,
ispitana je njihova stabilnost pri skladiStenju lase videlo da li enzim u imobilisanom
obliku zadrzava svoju kataktu aktivnost u zngajnom vremenskom periodu.

Uzorci pamine i viskozne prée sa imobilisanim tripsinom okarakterisani su na
stabilnost, a rezultati su dati za uzorak paneuprele modifikovan poméu 0,4 % NalQ u
trajanju od 180 minuta i uzorak viskozne ggeksidisan sa 0,4 % Naj@kom 120 minuta,
koji su izabrani na osnovu prikazanih rezultata dcka vezanih proteina i imobilisanoj
aktivnosti, kao i vrednosti dobijenih ispitivanjemehanékih svojstava oksidisanih uzoraka
prede. Treba napomenuti da su rezultati dobijeni igaitjem stabilnosti ostalih uzorakacsli
rezultatima koji su prikazani za odgovaxgguzabrane uzorke parne i viskozne prée.

Kako bi se dobro utila stabilnost imobilisanog enzima, posmatrani ovremeno
izabrani uzorci oksidisane pie sa vezanim tripsinom i kontrolni uzorci slobodnog
(neimobilisanog) enzima. Stabilnost tripsina u vasi i imobilisanog na oksidisanim
celuloznim vlaknima, pricuvanju na 4 °C i sobnoj temperaturi, ocenjena gqmem
njihovih aktivnosti sa vremenom (slike 6.31 i 6.33tabilnost slobodnog i imobilisanog
tripsina pri skladiStenju izrazena je kao relatialdivnost, tj. u sléiaju slobodnog enzima,
aktivnost lagerovanog rastvora tripsina data je mosd na aktivhost sveze pripremljenog
rastvora tripsina (peetna aktivnost slobodnog enzima), dok je @au imobilisanog enzima,
aktivnost uskladiStene pte sa vezanim tripsinom data u odnosu na aktivrsisg iuzorka
koja je odrdena odmah nakon imobilizacije {&ina aktivnost imobilisanog enzima).
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Slika 6.31Stabilnost tripsina u rastvors)(i imobilisanog na oksidisanoj paknoj predi (e)
pri ¢uvanju na 4 °C i 25 °C. Aktivnosti su date relabwnodnosu na aktivnost odenu
odmah nakon pripreme rastvora, odnosno nakon imabije enzima (100 %)
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Slika 6.3z Stabilnost tripsina u rastvors)(i imobilisanog na oksidisanoj viskoznoj grée)
pri ¢uvanju na 4 °C i 25 °C. Aktivnosti su date relabwnodnosu na aktivnost odenu
odmah nakon pripreme rastvora, odnosno nakon imabije enzima (100 %)

Stabilnost tripsina u slobodnom i u imobilisanomikiblispitivana je tokom 60 dana
skladiStenja. Kao 5to se moze videti na slikama 6&32, slobodni enzim je izgubio oko 85
% od svoje peetne aktivnosti nakon 60 dagavanja na 4 °C, dok je na sobnoj temperaturi
uoten gubitak aktivnosti od ~ 92 % nakon samo 10 d&8maoStrog smanjenja aktivnosti
tripsina u rastvoru dolazi uglavhom zbog intermalske autodigestije, odnosno autolize
tripsina. Naime, poznato je da primenu tripsinao(ka ostalih proteolitikin enzima)
ograntavaju problemi vezani za njegovu nestabilnost i dubitak katalittke aktivnosti u
toku upotrebe i perioda skladiStenja, do kojih dblasled njegove sklonosti ka autolizi,
unfolding-u i agregaciji. Imobilizacijom se moguepazti ova ogranienja, S obzirom da
imobilizacija stabilizuje strukturu, a time i aktiost enzima. U prilog ovome govore rezultati
dobijeni za stabilnost tripsina koji je imobilisaxa oksidisanoj pan®moj i viskoznoj préi
(slike 6.31 i 6.32, respektivno). Tripsin imobilisaa pamtnoj preli zadrzao je ~ 90 % od
svoje pd@etne aktivnosti nakon 60 datiavanja na 4 °C, dok je uzorak uskladiSten na sobnoj
temperaturi s&uvao oko 72 % od svoje petne aktivnosti u istom periodu. Pored toga,
uzorakéuvan na 4 °C pokazao je isti procenatusane aktivnosti i nakon dodatnih 30 dana
lagerovanja (slika 6.31). U patenju sa pamtnom prelom, tripsin imobilisan na viskoznoj
predi pokazao je vé stepen stabilnosti (slika 6.32). Nakon 60 darladiktenja na 4 °C i 25
°C, imobilisana aktivnost tripsina iznosila je, pektivho, 97,3 % i 83,8 % od njegove
pocetne aktivnosti, odidene odmah nakon imobilizacije.

Iz prikazanih rezultata jec¢aledno da je stabilnost tripsina koji je imobilsaa
oksidisanoj celuloznoj pde znaajno poboljSana u padenju sa slobodnim enzimom, kao i
da je stabilnost V@ na 4 °C, Sto je posledica manjeg stepena unfplaikoji se deSava
imobilisanom enzimu na nizoj temperaturi. Ucglju tripsina koji je indirektno imobilisan na
oksidisanoj viskoznoj pt, prisustvo BSA dodatno stabilizuje enzitime se mozZe objasniti
veca stabilnost tripsina imobilisanog na viskoznojdpne poreienju sa pamtnom pretom.
Sli¢ni rezultati dobijeni su za stabilnost tripsinaiki@ direktno kovalentno imobilisan na
celuloznom egzopolisaharidu [242] i patnoj gazi [247], kod kojih je savana aktivnost
iznosila, respektivno, 86,5 % nakon 54 dana i 85,8akon 50 dan&uvanja na 4 °C. Prema

127



Rezultati i diskusija

rezultatima koje su objavili Cavalcante i saradj®42], tripsin imobilisan indirektno na
egzopolisaharidu, preko BSA i glutaraldehida, zadre 99,12 % od svoje petne aktivnosti
pri cuvanju tokom 54 dana na 4 °C. Za stabilnost kowatemmobilisanog tripsina na sobnoj
temperaturi, u literaturi se mogudngodaci o vrednostima &avane aktivnosti od 30 %, za
direktno vezani enzim [247] i oko 65-85 % u zavsih@d metode indirektne imobilizacije
[245], nakon 30 dana lagerovanja.

PoboljSana stabilnost tripsina verovatno je rerutteobilizacije koja Stiti enzim od
proteolittkog napada (autolize), kao i od agregacije do Kojazi kada su molekuli tripsina
u rastvoru. Najzngjniju ulogu u stabilizovanju ima MPA &ia vezivanja koji omogéava
vedi broj veza jednog molekula oksiceluloze sa nekolgmino grupa istog polipeptidnog
lanca. MPA nain vezivanja povéava rigidnost enzima i spfava unfolding (gubitak aktivne
konformacije) molekula tripsina. Naime, poznato da je marginalna stabilnost dnee
proteaza posledica prvenstveno njihove ireverzibilmaktivacije usled autoproteolitie
digestije. Ovo dovodi do kompleksnog denaturaciopagesa koji se sastoji od reverzibilne
faze unfolding-a, koji je pien irevezibilnom fazom. Takie je poznato da nativni enzimi u
skluptanom (folded) stanju pokazuju manju sklonost preprateolizi od njihovog
odgovarajgeg deliméno ili potpuno neskluanog (unfolded) oblika. Pored toga,
autoproteoliza se deSava pri blago denattim$uuslovima. Na osnovu iznetibiinjenica,
stabilizacija proteaza moze se ostvariti onenéaganjem reverzibilne faze unfolding-a. To se
upravo postize MPA r&om vezivanja, tj. uvdenjem véeg broja kovalentnih veza koje
stabilizuju skluganu strukturu proteina, sg@v/ajwei unfolding. Pojedini molekuli tripsina su
verovatno vezani SPA ("singlepoint attachment"§imam koji, za razliku od MPA r@na
vezivanja, obezhkije fleksibilnost enzimu, ali i manju zastitu ocoprene konformacije sa
vremenom [296], Sto moze biti razlog blagog smgajestabilnosti imobilisanih enzima
tokom duzeg perioda skladistenja.

Stabilnosti imobilisanih molekula tripsina moze &mao doprineti i obrazovanje
vodoninih veza izméu nos&a i enzima kada su na dovoljno bliskom odstojafjue veze
su mogude zahvaljujdi brojnim hidroksilnim grupama koje sadrze molekediluloze, koje
interaguju sa hidrofilnim grupama na povrsini eraidovodéi do sustinske hidrofilizacije.

Dobijena razlika u stabilnosti, odnosno¢weanoj aktivnosti nakon duzeg perioda
skladistenja, izmdu tripsina vezanog za oksidisana viskozna i parauvlakna, u nekim
slucajevima moze se pokazati kao afillju¢i faktor pri izboru optimalnog nosa i procedure
za imobilizaciju tripsina. Sumirau ostvarene rezultate imobilizacije tripsina naldihid
celulozi, oksidisana viskoza i indirektna procedwizezbduju vetu kolicinu kovalentno
vezanog tripsina i W& vrednosti sauvane Kkatalitke aktivnosti u duZzem periodu
skladistenja, u odnosu na pamuk i direktu procedunbilizacije, kojom se pak postizedze
aktivnost tripsina, ali i dovoljno visoka stabilhosnzima pri lagerovanju. Pored svega
navedenog, treba imati u vidu idesloZzenost indirektne procedure imobilizacije masl na
direktno vezivanje tripsina, kao i udenje medijatora, kao Sto je glutaraldehid, priiektinoj
imobilizaciji enzima.

U cilju prowtavanja otpusStanja vezanog tripsina sa émsaekoliko uzoraka pamne
I viskozne prde sa imobilisanim tripsinorduvano je u fizioloskom rastvoru. Nakon 60 dana
skladiStenja, spektrofotometrijska ispitivanja sakazala da proteini nisu prisutni u rastvoru.
Ovakav rezultat ukazuje rarstu vezu tripsina sa nasan, Sto je karakteristika kovalentne
imobilizacije enzima.

Poznato je da se Schiff-ove baze mogu redukovastdbilnijin sekundarnih amina
odgovarajdim redukuju¢im agensom. U tom cilju izvrSena je dodatna inkijpaazorka
oksidisane pamime prele sa imobilisanim tripsinom sa 100 mM NaBtitoku 2 h na 4 °C.
Medutim, redukcija borhidridom je izazvala gubitak igkbsti vezanog enzima i do 30 %.
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Uoceno zn&ajno smanjenje aktivnosti verovatno je posledicdukeije veza, kao Sto su
disulfidne, koje su neophodne za aktivnost nativelmgima [305].

Veze koje nastaju interakcijom dialdehid celulozetigpsinom su dovoljno stabilne
(energija C=N veze varira od 393 do 583 kJ/mol)ei mogu se raskinuti pod dejstvom
izlucevina rane [294]. Veze formirane reakcijom glutdehlida sa amino grupama pokazuju
izuzetnu stabilnostiak i pri ekstremnim pH vrednostima i temperaturd@88]. S obzirom
na iznetedinjenice, moze se zakljiti da su formirane Schiff-ove baze dovoljno stabii da
nije potrebno, niti pozeljno vrsiti njihovo naknadredukovanje do sekundarnih amina.

Ispitivanja stabilnosti tripsina imobilisanog nanp&noj preli nakon godinu dana
lagerovanja u fizioloSkom rastvoru na 4 °C pokazalada je katalitka aktivhost enzima
sauvana u visokom stepenu (oko 85 % odgine imobilisane aktivnosti). Ovakvi rezultati
su potvrdili da je stabilnost veze tripsin — oksaho celulozno vlakno veoma dobra. Ovo je
od velikog zna&aja jer je nakon duzeg vremenskog periodangana aktivnost imobilisanog
enzima, Sto moze biti korisno u predianju trajnosti enzim-aktivnog dejstva ovih mateaija
proizvoda na njihovoj osnovi.

Dobijena celulozna vlakna sa vezanim tripsinom raodli da posluze kao
biomedicinski tekstilni materijali, u obliku npr.age i zavoja, namenjeni prvenstveno za
tretman rana, s obzirom na dobru biokompatibilmestiloznih materijala, nekrolika, anti-
inflamatorna, anti-tokgna i drenazna svojstva tripsina, kao i ostvarersoku stabilnost
formiranih bioloski aktivnih vlakana.
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7. Zakljucak

Na osnhovu teorijskin razmatranja i rezultata ekispentalnih istrazivanja na
dobijanju selektivno oksidisanih prirodnih (pamuk)emijskih (viskoza) celuloznih viakana
pomaiu natrijum-perjodata, kao polazne osnove za dojeijamloski aktivnih vlakana sa
imobilisanim tripsinom, predstavljenih u okviru odektorske disertacije, mogu se izvesti
sledei zakljucci:

» U skladu sa ciljem ovog rada, dobijena su enzinaltvliakna sa anti-inflamatornim
svojstvom postupkom imobilizacije molekula tripsime celulozna, pantoa i
viskozna, vlakna koja su prethodno aktivirana visadelektivnim oksidacionim
sredstvom natrijum-perjodatom.

» Pri oksidaciji celuloze natrijum-perjodatom dolaziizvesnoj meri do destrukcije
celuloze, pricemu se jedan deo produkata oksidacije rastvarazastoosledicu ima
smanjenje mase modifikovanih uzoraka. Tretiranjenrmygae preie rastvorom
natrijum-perjodata pri razlitim uslovima nastaju gubici masge se vrednosti kiei
u intervalu od 2,03 % do 2,56 %, @emu su najv@ gubici mase zabelezeni kod
uzoraka koji su modifikovani sa 0,2 % i 0,4 % NalGkom prvih 15 minuta reakcije.
U ovom pd@etnom periodu oksidacije dolazi do uklanjanja nalczinih materija sa
povrSine sirove nebeljene patme prele. U slkaju modifikovane viskozne pie,
vrednosti gubitka mase kne se u opsegu od 4,47 % do 5,04 %¢iMubitak mase
zabeleZen u st@aju oksidisanih viskoznih vlakana u odnosu na parawlakna moze
se pripisati razlikama u strukturi prirodnih i hgskih celuloznih vliakana, uglavnom u
stepenu polimerizovanja i kristalnosti, kao i popebm aranzmanu fibrila.

» U toku oksidacije pamime i viskozne prée natrijum-perjodatom dolazi do oksidacije
sekundarnih hidroksilnih grupa celuloze u aldehjdoe istovremeno otvaranje
oksidisanog dela glukopiranoznog prstena celuldgdicina uvedenih aldehidnih
grupa moze se kontrolisati izborom uslova perjoelatoksidacije. Pov&nje
koncentracije i vremena delovanja oksidacionog $vaddalQ, omoguava uvaenje
znaajnih kolicina aldehidnih grupa u oksidisana celulozna vlakog se za panmima
vlakna kréu do 99,2 umol/g celuloze, a za viskozna do 1284bl/g celuloze.
Ocigledno je da se oksidacijom uzoraka viskozneigravodi znatno e sadrzaj
aldehidnih grupa u odnosu na uzorke pameupreie. Maksimalna kotina aldehidnih
grupa koja je uvedena u viskozna vlakna oksidacipoimajrigoroznijim uslovima je
13 puta véa u odnosu na vrednost dobijenu za pamuwlakna oksidisana pri istim
uslovima. Dobijeni rezultati ukazuju na mnogoéweaeaktivnost viskoznih vliakana,
koja se uglavhom moze pripisati manjem stepenutainissti i jednostavnijoj
nadmolekulskoj i mikrostrukturi viskoznih u odnosa pamdna viakna, kao i \j
pristup&nosti za reagense kristalne strukture celulozeegenerisanih celuloznih
vlakana u poréenju sa strukturom celuloze | prirodnih celulozvikkana.

» Perjodatna oksidacija celuloze dovodi do promestaukturi i kristalnosti rezultugih
molekula i utte na njena sorpciona svojstva. Radi boljeg razumjavponaSanja
ispitivanih pamunih i viskoznih vlakana tokom mokrih obrada, pfena je korelacija
izmedu njihove strukture i njihovih sorpcionih svojstavdazlike u molekulskoj i
nadmolekulskoj strukturi nemodifikovanih i oksidmla pamunih i viskoznih vlakana
uzrokuju razltita sorpciona svojstva vlakana, koja su ocenjemadoghnjem sorpcije
vlage, sposobnosti zadrzavanja vode i sorpcije.joda
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» Rezultati ispitivanja uticaja uslova hemijskog nfidivanja pamunih i viskoznih
vlakana poméu natrijum-perjodata su pokazali da se direktn@pavaju na promene
sposobnosti sorpcije vlage ovih vlakana. Kod svitoraka oksidisanih paminih
vlakana zabelezeno je blago péamje sorpcije vlage u odnosu na nemodifikovana
vlakna. Maksimalna vrednost za sorpciju vlage o@ 84/(povéanje 9 %) dobijena je
za vlakna pamuka koja su oksidisana tokom 30 misated,2 % Nal@ Ovakav
rezultat moze se objasniti deliénim uklanjanjem hidrofobnih ®eéstoca sa povrsine
sirovih pamunih vlakana u ranoj fazi oksidacije, Sto oméagwa molekulima vode da
dopru do celuloznih materijala na povrSini koji sposobni da sorbuju vlagu.
Viskozna vlakna oksidisana potwn0,2 % i 0,4 % Nal@tokom pa@etnih 180 i 120
minuta, respektivno, sorbuju manju kahiu viage u poréenju sa nemodifikovanim
vlaknima, dok se produzavanjem vremena oksidaoijec§a vlage poveava. Péetno
smanjenje sorpcije vlage verovatno je posledica ngenga broja pristuganih
hidroksilnih grupa u povrsinskom sloju vlakna uslkgthove konverzije u aldehidne
grupe i formiranja hemiacetalnih veza. Minimalnedmost sorpcije vliage od 8,64 %
(smanjenje 5 %) pokazao je uzorak viskoze oksidisdom 15 minuta sa 0,4 %
NalO,. Sa produzenjem oksidacije iznad pomenutih vremeéngoveanjem
koncentracije perjodata, dolazi do péaeja sorpcije vlage kod oksidisanih viskoznih
vlakana u odnosu na nemodifikovane uzorke, Sto eéenobjasniti destrukcijom
celuloze koja se odvija u tankom reakcionom povksins sloju viskoznih vlakana.
Maksimalna vrednost sorpcije vlage od 9,41 % (pamge 3,5 %) dobijena je za
uzorak viskoze koji je oksidisan pri najrigorozmjiuslovima (360 min i 0,4 %
NalO,). Dobijeni rezultati generalno ukazuju na neznairammene sorpcije vlage kod
oksidisanih vlakana pamuka i viskoze.

» Svi uzorci oksidisanih celuloznih vlakana pokazujize vrednosti sposobnosti
zadrzavanja vode u odnosu na nemodifikovana vlaBpasobnost zadrzavanja vode
oksidisanih pamtnih vlakana dostize najnizu vrednost od 19,0 % (gemge 38 %)
nakon 180 minuta oksidacije sa 0,4 % natrijum-pedoch, dok je u skaju
oksidisanih viskoznih vlakana minimalna vrednost 3%3 % (smanjenje 32,4 %)
zabelezena za uzorak koji je oksidisan u toku 30bwta, takde veom
koncentracijom natrijum-perjodata. Smanjenje sposstirzadrzavanja vode moggl
je objasniti obrazovanjem stabilnih, kovalentnih rant i intermolekulskih
hemiacetalnih veza, reakcijom uvedenih aldehidnilpg sa susednim hidroksilnim
grupama u vilaknu, koje dovode do umrezavanja. Efekaezavanj&ini molekule
kompaktnijim, smanjuje sposobnost bubrenja i eligenipotencijalne centre za
vezivanje vode, Sto za posledicu ima smanjenje adpussti zadrZzavanja vode
oksidisanih pamtnih i viskoznih vlakana. Vrednosti sposobnosti zastanja vode
oksidisanih pamtnih vlakana menjaju se u opsegu 25,9-19,0 %, adsiih
viskoznih vlakana u opsegu 57,7-39,3 %idgledno je sposobnost zadrzavanja vode
oksidisanih viskoznih vlakana u svim &jevima véa od sposobnosti zadrZzavanja
vode oksidisanih pantaih vlakana. Ovakav rezultat ukazuje n&weristup&nost ili
otvorenost strukture oksidisanih viskoznih viakaaavodu u t&nom stanju u odnosu
na strukturu oksidisanih pamnih vlakana, Sto je u saglasnosti sa manjom
kristalnogu i vetom zapreminom pora i Supljina, tj. unutrasnjin shlaviskoznih
vlakana u odnosu na vlakna pamuka.

» Usled uvdenja aldehidnih grupa tokom oksidativnhog tretmae&uloze natrijum-
perjodatom, kao i naknadnog procesa umrezavanjaidiskna celulozna vlakna
pokazuju smanjenje sorpcije joda. Kod uzoraka pankdfasu oksidisani sa 0,2 %
NalQ,, sorpcija joda dostize najnizu vrednost od 38,3gr{gmanjenje 31 %) nakon
120 minuta modifikovanja. Sa produZzenjem vremenaidak§e do 360 minuta,
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vrednosti za sorpciju joda se skoro linearno gavaju priblizavajdi se maksimalnoj
vrednosti od 57,9 mg/g (pot@nje 4 %). Za panima vlakna oksidisana sa 0,4 %
NalO, karakteristino je da nakon 60 minuta oksidacije pokazuju ptaktikonstantnu
vrednost sorpcije joda, koja iznosi oko 97,5 % oeldnosti sorpcije joda dobijene za
nemodifikovana pamiuna viakna. Dobijene razlike u vrednostima sorpgpea
izmedu vlakana pamuka oksidisanih sa 0,2 % i sa 0,4 % Nposledica su promene
stepena kristalnosti i umrezavanja. Sorpcija jodkaznim vlaknima oksidisanim sa
0,2 % i 0,4 % Nal® smanjuje se skoro linearno (uz manja odstupangutaju
uzoraka oksidisanih sa 0,4 % Na)®@a povéanjem vremena modifikovanja, dosttzu
najnizu vrednost od 135,0 mg/g (smanjenje 53,6 ¥®¢i procenat smanjenja
vrednosti sorpcije joda dobijen za oksidisana viskoz/lakna, u pordenju sa
oksidisanim pamtnim vlaknima, u saglasnosti je saceen kolicinom aldehidnih
grupa uvedenih oksidacijom u pristdpa oblasti viskoznih vlakana.

» Vrednost sorpcije joda, kao mera pristtpasti amorfnih oblasti celuloznih vlakana,
moze se iskoristiti za odivanje indeksa kristalnosti. Nemodifikovana viskazn
vlakna imaju indeks kristalnosti 29,4 %, koji s&dm oksidacije lagano povava i
menja u opsegu 44,4-67,3 %. Kod p&mh vlakana modifikovanih ponta 0,4 %
NalO, indeks kristalnosti se povava od 86,5 % (nemodifikovani pamuk) do 88,8 %,
zatim opada do 85,1 %, a nakon 60 minuta oksidatigeskoro konstantnu vrednost
od 86,9 %. U skaju vlakana pamuka oksidisanih sa 0,2 % Nal@deks kristalnosti
se najpre powava do najvée zabeleZzene vrednosti od 90,7 %, a zatim se lagano
smanjuje do vrednosti od 85,9 % (360 min). Dobijegrultati se mogu objasniti
¢injenicom da oksidacija natrijum-perjodatom, poselpro vetoj koncentraciji i
duzem vremenu modifikovanja, naruSava u izvesnoapestu kristalnu strukturu
celuloze, kao i reorganizacijom manjedaeih amorfnih frakcija oksidisanih uzoraka
usled efekta umrezavanja.

» Uvedene aldehidne grupe imaju Zaj@n uticaj na sorpciona svojstva i pristépast
oksidisanih celuloznih vlakana. U pdenju sa nemodifikovanim vlaknima, oksidisani
uzorci pamuka su ispoljili neznatno pdéaeje sorpcije vlage (do 9 %), smanjenje
sposobnosti zadrzavanja vode (do 38 %) i smanjergenosti sorpcije joda (do 31
%). Na osnovu dobijenih rezultata, najueosetljivost na promene u strukturi
oksidisanih paminih vlakana pokazuje sposobnost zadrzavanja voe&tomnmanju
sorpcija joda, dok najmanju osetljivost na promenetrukturi vlakana pokazuje
sorpcija vlage. U sktaju oksidisanih viskoznih vlakana, ispitivana siopa svojstva
se, prema osetljivosti na promene u strukturi dkamih vlakana, mogu patati na
sled€i n&tin: sorpcija joda (smanjenje do 53,6 %), sposobragirzavanja vode
(smanjenje do 32,4 %) i sorpcija vlage (smanjeme&do, a zatim pov@anje do 3,5
%). Oksidacija natrijum-perjodatom omagwa jedinstvene hemijske modifikacije
selektivno u nesteEnim oblastima i na povrSini kristalnih regiona,jetlmo sa
izvesnim morfoloskim promenama celuloznih vlakana, vodenoj sredini, pri
umerenim uslovima.

» Promene u molekulskoj i nadmolekulskoj strukturiutzze, do kojih dolazi u toku
procesa oksidacije natrijjum-perjodatom,cutina fizéko-mehantke karakteristike
oksidisane prée. Finda nemodifikovane pandae i viskozne prée iznosi 20,85 i
10,60 tex, respektivno, dok su kod oksidisanih akarzapazene uglavnom minimalne
promene finde, koje se za paminu preiu kretu u opsegu od 20,80 tex do 19,75 tex, a
za viskoznu préu od 10,50 tex do 9,95 tex, u zavisnosti od usloalifikovanja.
Promene finée, umrezavanje molekula preko hemiacetalnih veaa, iksmanjenje
stepena polimerizovanja usled oksido-destruktivoibcesa do kojih dolazi tokom
oksidacije natrijum-perjodatom, odrazile su se rar@nu prekidne fane oksidisane
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pamune i viskozne prde. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zaitijaa pri
blazim uslovima oksidacije efekat umrezavanja damin odnosu na uticaj oksido-
destruktivnih procesa i dovodi do p@éemja prekidne jne, dok su pri rigoroznijim
uslovima modifikovanja oksido-destruktivni procesiominantniji i uzrokuju
smanjenje prekidne ae oksidisane pre. Generalno, prekidnacdjaa oksidisane
pamuine i viskozne prde se ne menja ztano za vreme oksidacije u periodu 0-180
minuta, ali se izrazito smanjuje kada je vreme fikalianja duze od 180 minuta.
Najvete smanjenje prekidnegae utvideno je kod uzoraka parne i viskozne prée
koji su modifikovani pri najrigoroznijim uslovima360 min, 0,4 % Nalg) i iznosi
51,13 % i 22,73 %, respektivno.

» Promene u izgledu povrSine oksidisanih paniu i viskoznih viakana praene su
SEM tehnikom. Elektron-mikroskopska analiza je mata da se morfoloski izgled
oksidisanih celuloznih vlakana jasno razlikuje odmodifikovanih vlakana. Na
povrSini se udavaju oStéenja nastala kao posledica dejstva oksidacionodstira.
Promene u izgledu povrSine najviSe su izrazenaastEnijim uslovima oksidacije
pamwnih i viskoznih vlakana, pri modifikovanju u duzamemenskom intervalu (360
min), posebno natrijum-perjodatom ¢éee koncentracije, Sto se moZe povezati sa
velikim padom prekidne {@ne pamdne i viskozne prée oksidisane u duzem
vremenskom periodu.

» Pamuna i viskozna préa, prethodno aktivirane perjodatnim tretmanom, megu
koristiti za vezivanje molekula koji sadrze aminamg sposobne da reaguju sa
aldehidnim grupama dialdehid celuloze uz obrazavasggovarajéih Schiff-ovih
baza. U ovom radu izvrSena je imobilizaciju trigsirenzima sa anti-inflamatornim
svojstvima, na oksidisanim celuloznim vlaknima. Ra&z u strukturi i svojstvima
prirodnih (pamuk) i hemijskih (viskoza) celuloznilakana, koja su ispitivana u
okviru ove disertacije, uslovile su primenu réitih metoda imobilizacije tripsina. Za
razliku od direktne imobilizacije tripsina na oksidnoj paménoj predi, u slwaju
viskozne prde bolji rezultati postignuti su indirektnim kovalamh vezivanjem
tripsina, uvdenjem proteina BSA i glutaraldehida izéoeoksidisane pre i enzima.
Dobijena celulozna vlakna sa imobilisanim tripsinokarakterisana su odiiganjem
sadrzaja proteina, aktivnosti enzima i njegove Btabti pri lagerovanju.

» Rezultati pokazuju da se kaina tripsina kovalentno imobilisanog na modifikovani
vlaknima pamuka povava sa pouwmanjem koncentracije perjodata i vremena
oksidacije i dostize maksimalnu vrednost od 6,1gvagyive pamine prete, za uzorak
oksidisan sa 0,4 % NalQokom 180 minuta. Produzavanjem vremena reakzijad
180 minuta, za obe koncentracije oksidacionog ageams dolazi do daljeg posenja
kolicine vezanih proteina i pored toga Sto su u tintagkvima dobijena vlakna sa
ve¢im sadrzajem aldehidnih grupa. Objasnjenje za @mjavo moze se gau cinjenici
da je tripsin veliki molekul koji ne moze da dospeealdehidnih grupa u unutrasnjosti
vlakna, tako da se vezuje samo za oksidisane mielelaupovrSini. Osim toga, jedan
molekul enzima moze da reaguje sa viSe aldehidrnipagi da pri tome zakloni
(blokira) zn&ajan deo preostalih aldehidnih grupa.é¥ekolicine vezanih proteina
zabelezene su kod uzoraka p@&meiprete koji su oksidisani sa 0,4 % Nal© odnosu
na uzorke modifikovane pordo 0,2 % NalQ i ovi rezultati su u saglasnosti sa
podacima o sadrzaju aldehidnih grupa. Aktivnogisina imobilisanog na oksidisanim
pamunim viaknima se pov@va sa trajanjem oksidacije do 180 minuta, a zatim
postaje praktino konstantna sa produzetkom vremena modifikovaKed svih
uzoraka oksidisanih sa 0,4 % NalZabelezene su &e vrednosti aktivnosti u odnosu
na uzorke oksidisane sa 0,2 % Nal®ezultati dobijeni za aktivnost imobilisanog
tripsina u saglasnosti su sa rezultatima ispit@asadrzaja proteina. Maksimalna
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imobilisana aktivhost oddena je kod uzorka oksidisanog perjodatom konceijgrac
0,4 % u toku 180 minuta i iznosi 1,22 U/g suve pameuprete. Inkubacijom tripsina
sa nemodifikovanim pandnim viaknima dobijaju se vlakna sa zanemarljivo onal
imobilisanom aktivno&u.

» Indirektnom imobilizacijom tripsina na oksidisanagkoznoj prei dobijene su vée
vrednosti sadrzaja proteina i aktivnosti enzima wasth na vrednosti dobijene
direknim vezivanjem. Kod uzoraka viskozne dgeoji su oksidisani tokom prvih 120
minuta dolazi do porasta sadrzaja proteina kojpjaen povéanjem imobilisane
aktivnosti. Melutim, sa produzavanjem vremena reakcije, kod uzomlksidisanih
kako sa 0,2 %, tako i sa 0,4 % perjodatom,ckadi imobilisanog proteina nastavlja da
se blago pousava, dok katalitika aktivhost péinje da se smanjuje, verovatno kao
posledica prevelikog broja veza izéneenzima i noss, kao i nagomilavanja enzima,
¢ija povrSina postaje nedostupna za sve reggwuste, bilo zbog sternih smetnji ili
prenosa mase i difuzionih ogréenja. Najvéa vrednost sadrzaja proteina od 8,35
mg/g suve prée odrelena je u sléaju uzorka viskoze koji je oksidisan pri
najrigoroznijim uslovima (0,4 % Nal{)) 360 min), dok je maksimalna imobilisana
aktivnost zabeleZzena za uzorak koji je oksidisarodatom koncentracije 0,4 % u
toku 120 minuta i iznosi 0,78 U/g suve viskoznedprel poréenju sa oksidisanim
pamunim vlaknima, uzorci oksidisanih (i naknadno ak@wiih) viskoznih vlakana
vezuju veée kolicine proteina, ali pokazuju nize vrednosti imobisaaktivnosti.

» SEM analiza je pokazala da dobijena enzim-aktivimaysaa vlakna imaju stnu ili
identiénu strukturu povrSine kao i oksidisana p&ma vlakna, dok se na povrsini
oksidisanih viskoznih vlakana sa tripsinom vezarpneko BSA i glutaraldehida
uocavaju agregati enzima.

» Poreienjem rezultata imobilizacije tripsina na oksidiggoamuwEnoj i viskoznoj préi
moze se zakliti da su bolji rezultati ostvareni direkthom imbpacijom tripsina na
oksidisanoj pamtnoj predi, koja se ogleda u ¥em vrednostima katalitke aktivnosti
enzima. Ukoliko je cilj obezbediti dovoljnu ksinu vezanog enzima kojge ispoljiti
najveu katalittku aktivnost, najbolji izbor je panina preta, a optimalni uslovi
oksidacije su koncentracija perjodata 0,4 % i vrek&dacije 180 minuta. Isti uzorak
oksidisane pamime prele pokazao je visoku vrednost prekidné&rna, 10,43 cN/tex
(84,25 % od peetne vrednosti prekidnegae), kao i najvée poveéanje finae (5,28
%) u odnosu na nemodifikovanu patnu preiu (20,85 tex). U situacijama kada
manja aktivnost tripsina moze da zadovolji prédwe potrebe, a postoji zahtev za
vecom prekidnom jainom, ve&om finocom i/ili vecom sposobnd$ sorpcije vlage i
zadrzavanja vode, optimalan izbor moze biti uzarigkozne prde koji je oksidisan
sa 0,4 % Nal@u toku 120 minuta (aktivnost 0,78 U/g). Navedermnak oksidisane
viskozne prée ima prekidnu jEnu 16,70 cN/tex, finéu 10,20 tex i zn&jno ve&e
vrednosti sorpcije vlage i sposobnosti zadrzavaigde u pordenju sa uzorcima
oksidisane pamiune prele. Dakle, variranjem uslova perjodatne oksidacigguie je
dobiti uzorke paméne i viskozne prde sa raztiitim sadrzajem aldehidnih grupa, a
time i razltitim vrednostima sadrzaja i aktivnosti imobilisartoigsina, mehagkim i
sorpcionim svojstvima i na taj éia ih prilagoditi zeljenoj nameni.

» Rezultati ispitivanja stabilnosti tripsina imobdisog na oksidisanoj parmnoj i
viskoznoj prei tokom 60 dana skladiStenja na 4 °C i sobnoj tenadpe pokazali su
da je stabilnost imobilisanog tripsina 2amo poboljSana u patenju sa slobodnim
enzimom, kao i da je stabilnostézena 4 °C. Tripsin imobilisan na uzorcima p&ma
i viskozne prde zadrzao je, respektivno, 90 % i 97,3 % od svofeime aktivnosti
nakon 60 dana lagerovanja na 4 °C, dok su uzareani na sobnoj temperaturi
satuvali 72 % i 83,8 % od svoje petne aktivnosti, respektivno, u istom periodu.
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PoboljSana stabilnost tripsina verovatno je retuitebilizacije, koja Stiti enzim od
proteolittkog napada i agregacije. Najzamiju ulogu u stabilizovanju ima MPA
n&in vezivanja koji povéava rigidnost enzima i spfava gubitak aktivhe
konformacije molekula tripsina. U glaju indirektne imobilizacije tripsina na
oksidisanoj viskoznoj pt, prisustvo BSA dodatno stabilizuje enzitime se moze
objasniti véa stabilnost tripsina imobilisanog na viskoznoj dore odnosu na
pamunu pretu. Dobijena razlika u stabilnosti izihe tripsina vezanog za oksidisana
viskozna i paména vlakna u nekim stajevima moze se pokazati kao adljuci
faktor pri izboru optimalnog no&a i procedure za imobilizaciju tripsina.

» Rezultati prodavanja otpustanja vezanog tripsina sa &@$@kazuju da protein ostaje
¢vrsto vezan na nod&a, Sto je karakteristika kovalentne imobilizacijezena. Takde,
ispitivanja stabilnosti imobilisanog tripsina su pakla da je katalitka aktivnost
enzima s&vana u visokom stepenu (85 %) i nakon godinu dagarovanja u
fizioloSkom rastvoru na 4 °C. Ovakvi rezultati setyrdili da je stabilnost veze tripsin-
oksidisano celulozno vlakno veoma dobra. Ovo jevelikog zn&aja jer je nakon
duzeg vremenskog periodacgaana aktivnost imobilisanog enzima, Sto moze biti
korisno u predvdanju trajnosti enzim-aktivnog dejstva ovih matdajaproizvoda na
njihovoj osnovi.

» Selektivna oksidacija celuloze natrijum-perjodatori razlicitim uslovima
omogutava dobijanje dialdehid celuloze r&#iog stepena oksidacije, koja moze da se
koristi kao polazna osnova za dobijanje Sirokogkspevlakana specijalne namene.
Dobijena dialdehid celuloza moze da se upotrebi immbilizaciju proteina,
aminopolisaharida ili boja reakcijom sa njihovim iam grupama, kao materijal za
izmenu jona nakon dalje oksidacije do odgovaibjukarboksilnih kiselina, ili
nepromenjena za specifie primene. U ovom radu dialdehid celuloza je uspe$
iskori¥ena kao nosaza imobilizaciju tripsina. Dobijena pafna i viskozna vlakna
sa imobilisanim tripsinom mogla bi da posluze kamntedicinski tekstilni materijali,

u obliku npr. gaze i zavoja, namenjeni prvenstvesmtretman rana s obzirom na dobru
biokompatibilnost celuloznih materijala, nekralka, anti-inflamatorna, anti-toksia

i drenazna svojstva tripsina, kao i ostvarenu vissetabilnost formiranih bioloSki
aktivnih vlakana.
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBy

UsjaBrbyjem Aa je fjokTopcka AucepTtaumja nog Hacrosom

DOBIJANJE BIOLOSKI AKTIVNIH
VLAKANA NA BAZI SELEKTIVNO
OKSIDISANE CELULOZE

* pe3ynTaT COMCTBEHOr UCTPaXuBaYKkor pasa,
® AaHucam KpLu1o/na aytopcka npasa i KOPUCTMO WHTENEKTyarnHy CBOjUHY APYrux nuua.

MoTtnuc
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Mpwnor 2.

Usjasa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,CeeTosap Mapkosuh“ na y Ourutanuu
penosutopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece MOjy NOKTOpPCKY AucepTaumjy nog,
HacnoBowm:

DOBIJANJE BIOLOSKI AKTIVNIH
VLAKANA NA BAZI SELEKTIVNO
OKSIDISANE CELULOZE

Koja je moje ayTopcko geno.

CarnacaH/Ha cam ga enekTpoHcka Bep3nja mMoje amcepTauuje Gyge AocTynHa Yy OTBOPEHOM
npuctyny.

Mojy AokTopcky aucepTauujy noxparseHy y AuvrvtanHu penosutopujym YHuBepauTeTa y
Beorpapy mory aa kopucte cBu koju noLuTyjy oapente cafpxaHe y ogabpaHoMm TUny nuueHLe
KpeaTuBHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuno/na.

1. AytopcTeo
2. AyTOpPCTBO - HekoMepLUjanHo
@Aympc-rso — HeKkomepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOPCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AenUTY Nof UCTUM YCroBUMa
5. AytopcTeo — Ges npepage
6. AyTOpCTBO — AenUTY Nog4 UCTUM YCroBMMa

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jeaHy o LuecT noHyheHux nuueHum. Kpatak onuc nuueHum gat
je Ha cnepehoj cTpaHuum.)
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