UNIVERZITET U BEOGRADU
TEHNOLOSKO-METALURSKI FAKULTET

Matea D. Korica

DOBIJANJE BIOAKTIVNIH
NANOSTRUKTURNIH MATERIJALA NA BAZ]
CELULOZE | HITOZANA

doktorska disertacija

Beograd, 2020.



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF TECHNOLOGY AND METALLURGY

Matea D. Korica

OBTAINING OF BIOACTIVE
NANOSTRUCTURED MATERIALS BASED ON
CELLULOSE AND CHITOSAN

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2020.



Mentor:

dr. Mirjana Kosti¢, red. prof.

Univerzitet u Beogradu, TehnoloSko-metalurski fakultet

Clanovi komisije:

dr. Koviljka Asanovi¢, van. prof.

Univerzitet u Beogradu, TehnoloSko-metalurski fakultet

dr. Biljana Doj¢inovi¢, nau¢ni savetnik
Univerzitet u Beogradu, Institut za hemiju, tehnologiju i metalurgiju,

Institut od nacionalnog znacaja

dr. Katarina Mihajlovski, nau¢ni saradnik

Univerzitet u Beogradu, TehnoloSko-metalurski fakultet

Datum odbrane:




Doktorska disertacija uradena je u laboratorijama Tehnolosko-metalursSkog fakulteta u Beogradu,
Hemijskog fakulteta u Beogradu, Univerziteta za tehnologiju u Gracu, Instituta za hemiju, tehnologiju i
metalurgiju u Beogradu, i Instituta za inZenjerstvo i dizajn materijala Masinskog fakulteta u Mariboru.
Rad na doktorskoj disertaciji proistekao je iz rada na projektu osnovnih istrazivanja pod nazivom
,.Funkcionalizacija, karakterizacija i primena celuloze i derivata celuloze* i rada na projektu
bilateralne saradnje sa Republikom Slovenijom pod nazivom "Dobijanje antimikrobnih vlakana
permanentnim vezivanjem polisaharida na oksidisana celulozna vlakna™ finansiranih od strane
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije, kao i studijskih boravaka na
Institutu za inZenjerstvo i dizajn materijala MaSinskog fakulteta u Mariboru stipendiranih od strane
Srednjeevropskog programa razmene za univerzitetske studije (Central European Exchange
Programme for University Studies).

Posebno se zahvaljujem mentorima, dr Mirjani Kostié, red. prof. Tehnolosko-metalurskog fakulteta u
Beogradu, i dr Zdenki PerSin, doc. MasSinskog fakulteta u Mariboru, na ukazanom poverenju, podrsci,
strucnim savetima, idejama i pomoci tokom svih faza izrade ove doktorske disertacije i mog
sveobuhvatnog naucno-istrazivackog usavrsavanja. Prof. Kosti¢ veliko hvala na Sansi koju mi je
pruZila odabravsi me za svog doktoranta i saradnika na projektu ,,Funkcionalizacija, karakterizacija i
primena celuloze i derivata celuloze® cime mi je otvorila vrata sveta nauke i usmerila moj
profesionalni Zivot u pravcu koji smatram privilegijom. Na Zalost dr Persin nije mogla ostati do samog
kraja izrade ove disertacije jer viSe nije zaposlena na MaSinskom fakultetu Univerziteta u Mariboru.

Zahvaljujem se dr Lidiji Fras Zemljic, prof. Masinskog fakulteta u Mariboru na podrsci, strucnim
savetima, idejama i pomoci tokom faza izrade doktorske disertacije realizovanih u okviru studijskih
boravaka na Institutu za inZenjerstvo i dizajn materijala MasSinskog fakulteta u Mariboru.

Zahvaljujem se dr Koviljki Asanovi¢, van. prof. Tehnolosko-metalurskog fakulteta u Beogradu, na
strucnim savetima prilikom finalizacije doktorske disertacije i uces¢u u Komisiji.

Zahvaljujem se dr Katarini Mihajlovski, naucnom saradniku Tehnolosko-metalurskog fakulteta u
Beogradu, na strucnoj pomoci prilikom analiza antimikrobnosti, Savetima prilikom finalizacije
doktorske disertacije i uceséu u Komisiji.

Zahvaljujem se dr Biljani Dojcinovié¢, naucnom savetniku Instituta za hemiju, tehnologiju i metalurgiju
u Beogradu, na strucnoj pomo¢i prilikom analiza 1CP-OES, savetima prilikom finalizacije doktorske
disertacije i uces¢u u Komisiji.

Zahvaljujem se na strucnoj pomoci prilikom analiza dr Snezani Trifunovié¢, naucnom saradniku
Hemijskog fakulteta u Beogradu (elementalna analiza), dr Tanji Nikoli¢, prof. struk. stud. Akademije
strukovnih studija Juzna Srbija (SEM) i dr Davidu Reishoferu naucnom saradniku Univerziteta za
tehnologiju u Gracu (AFM).

Zahvaljujem se dr Dordu Veljovic¢u, doc. Tehnolosko-metalurskog fakulteta u Beogradu, dr Rupertu
Karglu, doc. Masinskog fakulteta u Mariboru, dr Mateju Bracic¢u, naucnom saradniku Masinskog
fakulteta u Mariboru i dr Stefanu Spirku, van. prof. Univerziteta za tehnologiju u Gracu, na iskrenom
prijateljstvu, podrsci i pomoci oko realizacije pojedinih analiza koje su upotrebljene za izradu
doktorske disertacije.

Zahvaljujem se svim profesorima i kolegama sa Katedre za tekstilno inZenjerstvo Tehnolosko-
metalurskog fakulteta u Beogradu na podrsci tokom izrade doktorske disertacije. Veliko hvala dr
Jovani Milanovié, visem naucnom saradniku Inovacionog centra Tehnolosko-metalurskog fakulteta u



Beogradu, na nesebicno podeljenom iskustvu i pomoéi oko mojih pocetnih izvodenja TEMPO
oksidacije celuloze, kojom sam kasnije zapocela rad na doktorskoj disertaciji.

Neizmernu zahvalnost za bezgranicnu podrsku i razumevanje tokom izrade doktorske disertacije
dugujem svojoj porodici. UspeSnim zavrSetkom ovog rada htela bih na ovaj nacin donekle da im se
oduzim.

Draga mama, posebno tebi koja si bila moja najveca podrska, oslonac i saveznik tokom citavog Zivota.
Hvala ti §to me nisi ucila da verujem da sam najbolja, najlepsa i najpametnija, ve¢ da verujem u sebe,
u svoje snove i da na tom putu ne smem posustati pred izazovima koje nam Zivot svakodnevno nosi.

“Zelite mnogo, tezite smelo i daleko i visoko, jer visoki ciljevi otkrivaju i umnogostrucavaju snage u
nama.

Cesto pomisljajte da je Zivot jaci i svet bogatiji nego Sto mi to u svakom pojedinom trenutku mozemo da
sagledamo,

i ne gubite iz vida da u svakom od nas ima nepoznatih mogucnosti da u hodu sticemo snage.”

(Znakovi pored puta, Ivo Andric)

Matea Korica



DOBIJANJE BIOAKTIVNIH NANOSTRUKTURNIH MATERIJALA NA BAZI CELULOZE |
HITOZANA

REZIME

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je dobijanje bioaktivnih nanostrukturnih materijala na bazi
regenerisane celuloze (RC), TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila (TOCN) i hitozana (CS).

Istrazivanja sorpcionih svojstava ultra-tankih filmova na bazi RC i TOCN, primenom kvarc-kristal
mikrovage sa pra¢enjem disipacije (QCM-D), omogucila su razumevanje njihovih interakcija sa
vodom, CS i proteinima, kao 1 odredivanje parametara procesa za dobijanje bioaktivnih nanostrukturnih
materijala (filmova i tkanina) na bazi RC, TOCN i CS. Dobijeni nanostrukturni ultra-tanki filmovi, s
obzirom na njihovu multifunkcionalnost (visok kapacitet sorpcije vode, protein-odbijajuca i
antibakterijska svojstava), predstavljaju materijale koji mogu naéi primenu kao obloge u terapiji rana.

Tekstilni materijali sa antibakterijskim i antioksidativnim svojstvima dobijeni su funkcionalizacijom
viskozne tkanine CS, nanocesticama hitozana (NCS) i nanoCesticama hitozana sa inkorporiranim
jonima cinka (NCS+Zn). U cilju poboljSanja antibakterijskih, antioksidativnih svojstava, kao i njihove
postojanosti na pranje, viskozne tkanine su pre funkcionalizacije pred-tretirane naslojavanjem sa
TOCN i TEMPO oksidacijom radi uvodenja karboksilnih i aldehidnih grupa pogodnih za ireverzibilno
vezivanje CS, NCS i NCS+Zn. Uticaj pred-tretmana na vezivanje CS, NCS i NCS+Zn, hemijska,
elektrokineticka, morfoloska, sorpciona, mehani¢ka i bioaktivna svojstva pred-tretiranih i hitozanom
funkcionalizovanih tkanina ispitan je primenom FTIR, ICP-OES, SEM i elementalne analize,
merenjima zeta potencijala, kapilarnosti, sadrzaja vlage, prekidne jadine, antibakterijskih i
antioksidativnih svojstava. Postojanost na pranje viskoznih tkanina funkcionalizovanih hitozanom
pracena je kroz promene u sadrzaju hitozana i cinka, elektrokinetickim, antibakterijskim i
antioksidativnim svojstvima nakon viSestrukih ciklusa pranja. Sa oba pred-tretmana postignuto je
poboljSanje adsorpcije CS, NCS i NCS+Zn, kao i antibakterijskih svojstva funkcionalizovanih
materijala koja su postojana na pranje. Sve dobijene tkanine pokazale su dobra antioksidativna
svojstva, bez znacCajnog pogorSanja nakon visSestrukih ciklusa pranja. S obzirom na postignuta
antibakterijska i antioksidativna svojstva, viskozne tkanine funkcionalizovane CS, NCS i NCS+Zn
mogu naci primenu kao medicinski tekstilni materijali u prevenciji i terapiji rana.

Kljucne reci: celuloza, TEMPO oksidisani celulozni nanofibrili, hitozan, nanocestice hitozana,
nanocestice hitozana sa inkorporiranim jonima cinka, ultra-tanki filmovi, viskozna tkanina, TEMPO
oksidacija, naslojavanje sa TEMPO oksidisanim celuloznim nanofibrilima, bioaktivni nanostrukturni
materijali
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OBTAINING OF BIOACTIVE NANOSTRUCTURED MATERIALS BASED ON CELLULOSE
AND CHITOSAN

ABSTRACT

The aim of this doctoral dissertation is obtaining of bioactive nanostructured materials based on
regenerated cellulose (RC), TEMPO oxidized cellulose nanofibrils (TOCN) and chitosan (CS).

The research on the sorption properties of ultra-thin films based on RC coated with TOCN, by using a
quartz crystal microbalance with dissipation (QCM-D), helped us to understand their interactions with
water, CS, and proteins, and to determinate the parameters of the processes for obtaining of bioactive
nanostructured materials (films and fabrics) based on RC, TOCN and CS. Obtained nanostructured
ultra-thin films, thanks to their multifunctionality (high water absorbance capacity, protein-repellence
and antimicrobial properties), represent materials which could be applicable as dressings in wound
therapy.

Textile materials with antibacterial and antioxidative properties were obtained by functionalization of
viscose fabrics with CS, chitosan nanoparticles (NCS) and chitosan nanoparticles with embedded zinc
ions (NCS+Zn). To improve antibacterial, antioxidative properties, as well as their washing durability,
viscose fabrics were pre-treated, before functionalization, by coating with TOCN and TEMPO
oxidation in order to introduce carboxyl and aldehyde groups suitable for irreversible attachment of CS,
NCS and NCS+Zn. The influence of pre-treatments on CS, NCS and NCS+Zn binding, chemical,
electrokinetic, morphological, sorption, mechanical, and bioactive properties of pre-treated and
chitosan functionalized viscose fabrics were evaluated by FTIR, ICP-OES, SEM and elemental
analysis, measurements of zeta potential, capillarity, moisture sorption, breaking strength, antibacterial
and antioxidative properties. The washing durability of chitosan functionalized viscose fabrics was
monitored through changes in the chitosan and zinc content, electrokinetic, antibacterial and
antioxidative properties after multiple washing. With both pre-treatments improved CS, NCS and
NCS+Zn adsorption, as well as washing durable antibacterial properties of functionalized materials,
were achieved. All obtained fabrics have shown good antioxidative properties, without significant
deterioration after multiple washing. Based on achieved antibacterial and antioxidative properties,
viscose fabrics functionalized with CS, NCS and NCS+Zn may find application as medical textile
materials in wound prevention and therapy.

Key words: cellulose, TEMPO oxidized cellulose nanofibrils, chitosan, chitosan nanoparticles,
chitosan nanoparticles with embedded zinc ions, ultra-thin films, viscose fabric, TEMPO oxidation,
coating with TEMPO oxidized cellulose nanofibrils, bioactive nanostructured materials

Scientific field: Technological engineering

Scientific subfield: Textile engineering



Nomenklatura

ABTS- 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)

AFM- mikroskopija atomskh sila

BC- bakterijska celuloza

BSA- govedi serumski albumin

CS- hitozan

engl.- engleski

FTIR- infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

ICP-OES- induktivno kuplovana plazma sa optickom emisionom spektrometrijom
MFC- mikrofibrilisana celuloza

NCS- nanocestice hitozana

NCS+Zn- nanocestice hitozana sa inkorporiranim jonima cinka

NFC- nanofibrilisana celuloza

NTU- nefelometrijska jedinica mutnoce (engl. Nephelometric Turbidity Units)
RC- regenerisana celuloza

ROS- reaktivne kiseonicne vrste

SEM- skenirajuca elektronska mikroskopija

SP- stepen polimerizovanja

TEM- transmisiona elektronska mikroskopija

TEMPO- 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil radikal

TOCN- TEMPO oksidisani celulozni nanofibrili

QCM-D- kvarc-kristal mikrovaga sa prac¢enjem disipacije
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Uvod

Svet se u poslednje vreme orijentiSe ka ekoloSkim 1 odrZivim hemijskim tehnologijama, zbog cega
znaGaj bioobnovljivih resursa, kao §to je celuloza, postaje sve veéil. Brojna podrudja primene
materijala na bazi nativne i/ili regenerisane celuloze, uz odredene modifikacije, mogu se veoma
prosiriti. Veliki potencijal regenerisane celuloze u izradi bioaktivnih materijala lezi u njenoj
molekulskoj strukturi, koja pruza odliéne moguénosti za dizajn biokompatibilnih i bioaktivnih
materijala®>. Dobijanje bioaktivnog materijala je kompleksan proces koji ukljuduje predvidanje
efikasnosti datog proizvoda, kontrolisanje kinetike i difuzije bioaktivne supstance i odredivanje
optimalne koncentracije koja treba da se primeni na lokalnom podrucju. Efikasnost bioaktivnog
materijala zavisi od vrste, forme bioaktivne supstance u njemu, ali i od ostalih svojstava samog
materijala, odnosno nosaga bioaktivne supstance®.

Ireverzibilno vezivanje bioaktivnih supstanci za celulozni nosa¢ je od izuzetne vaznosti za neke
primene, posebno kada bioaktivnost materijala treba da bude trajna ili da postoji samo na grani¢noj
povrsini sa biolodkim medijumom®. Funkcionalne grupe celuloze, kao §to su karboksilne i aldehidne,
doprinose ireverzibilnom vezivanju katjonskih bioaktivnih supstanci. Konvencionalni postupci
modifikovanja celuloze u cilju uvodenja vecée kolic¢ine funkcionalnih grupa, kao potencijalnih mesta za
ireverzibilno vezivanje Kkatjonskih bioaktivnih supstanci, uglavnhom se baziraju na hemijskim
reakcijama oksidacije, esterifikacije i slicnih reakcija gde se menja struktura celuloze S§to neretko
dovodi do znacajnog narusavanja njene nadmolekulske strukture i pogorSanja drugih, posebno fizicko-
mehanickih svojstava krajnjih bioaktivnih materijala®® .

Nanotehnologije su danas implementirane u skoro sve savremene tehnologije koje su orijentisane ka
postizanju visokog kvaliteta, efikasnosti i trziSnog potencijala. U dizajnu i proizvodnji savremenih
bioaktivnih materijala, nanofibrilisana celuloza privlaéi veliku paznju zbog svojih izvanrednih fizi¢kih
svojstava, posebne hemije povrsine i odli¢nih bioloskih svojstava (biokompatibilnost, biorazgradljivost
i niska toksi¢nost)® * 1% ™. Nanofibrilisana celuloza je materijal izolovan iz nativne celuloze, pogodan
za modifikaciju razli¢itih materijala kako bi im se poboljsala postojeca ili dala potpuno nova svojstva’.
Od razli¢itih postupaka koji se koriste za dobijanje nanofibrilisane celuloze, postupak koji se zasniva
na kombinovanju selektivne oksidacije nitroksil radikalima i ultrazvucne dezintegracije spada u
postupke koji najvise obecavaju'® . Oksidacija nitroksil radikalima je veoma efikasna metoda za
uvodenje funkcionalnih grupa u polisaharide velike molekulske mase. 1z serije nitroksil radikala
najveCu primenu ima 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil, poznat kao TEMPO radikal. Za oksidaciju
koja je katalizovana TEMPO radikalom uobigajen je naziv TEMPO oksidacija'’>. TEMPO oksidacijom
celuloznih vlakana i naknadnim mehanic¢kim i/ili ultrazvu¢nim tretmanima dobija se nanofibrilisana
celuloza sa povecanim sadrzajem karboksilnih i aldehidnih grupa, takozvani TEMPO oksidisani
celulozni nanofibrili (TOCN)™. Naslojavanjem TOCN na celulozni supstrat dobija se pogodan
nanostrukturni nosa¢ za ireverzibilno vezivanje katjonskih bioaktivnih supstanci, a bez narusavanja
njegovih mehanickih svojstava prouzrokovanih hemijskim modifikacijama.

U oblasti dobijanja novih bioaktivnih materijala danas su istrazivanja usmerena ka funkcionalizaciji
celuloznih nosac¢a upotrebom netoksic¢nih, biorazgradivih i ekoloski prihvatljivih bioaktivnih supstanci
koje ukljucuju alternativne i do sada manje korii¢ene polisaharide i njihove derivate®. Hitozan je
polikatjon, prirodni amino polisaharid koji ima viSefunkcionalna svojstva i Sirok spektar primena u
zastiti zdravlja i medicini. Sa stanoviSta bioaktivnih materijala namenjenih za primenu u prevenciji i
terapiji rana, hitozan poseduje brojna pozeljna svojstva kao Sto su antimikrobna, antivirusna,
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hemostatska, niska imunogenost, podsticanje proliferacije fibroblasta, sinteze kolagena, angazmana
integrina, ekspresije citokina i faktora rasta koji ubrzavaju zarastanje rana i angiogenezu®.

Nanotehnologije su u poslednje vreme ukljucene i u poboljSanje i proSirenje spektra bioaktivnih
svojstava hitozana kao bioaktivne supstance, a u cilju dobijanja bioaktivnih materijala poboljSanih
svojstava, Sto se ogleda u primeni hitozana u formi nanocestica, kao i u formi nanoCestica sa
inkorporiranim dodatnim bioaktivnim supstancama'®. Novija istraZivanja pokazala su prednost
koriS¢enja nanocestica hitozana u odnosu na hitozan u masi u smislu poboljSanja antibakterijskih
svojstava. Pored toga, trenutno se ulazu napori kako bi se sintentizovali hibridi nanocestica hitozana i
jona metala radi povezivanja helacionog kapaciteta hitozana prema jonima metala i antibakterijskih
svojstava jona metala. Helacijom jona metala povecava se gustina pozitivnog naelektrisanja
nanocCestica hitozana Sto bi trebalo da dovede do njihove poboljSane adsorpcije na negativho
naelektrisane povrsine bakterijskih ¢elija i inhibicije rasta bakterijskih éelija™. Cink je metal &iji joni
pokazuju izuzetna antibakterijska svojstva. Na osnovu klinickih ispitivanja, potvrdeno je i da su
efikasno antisepti¢ko sredstvo koje ne izaziva Stetne efekte niti prolongiranje procesa zarastanja rana,
narogito U slu¢aju hroni¢nih i inficiranih rana, kao i opekotina®.

Predmet rada ove doktorske disertacije bio je dobijanje bioaktivnih nanostrukturnih materijala na bazi
regenerisane celuloze (RC), TOCN i hitozana (CS). U prvom delu doktorske disertacije posebna paznja
je posvecena dobijanju TOCN oksidacijom pamucnih vlakana, kao polazne sirovine, u sistemu
TEMPO/NaBr/NaClO na pH 10,5, uz njihovu naknadnu fibrilaciju ultrazvu¢nom dezintegracijom.
Nakon toga, metodom rotirajuceg diska dobijeni su dvoslojni ultra-tanki filmovi na bazi RC i TOCN.
Primenom kvarc-kristal mikrovage sa pracenjem disipacije (QCM-D), na modelu ultra-tankog filma,
detaljno su istrazena njihova sorpciona svojstva, interakcije sa CS, kao i proteinima kako bi se stekao
uvid u njihove interakcije sa bioloskim medijumom. Morfologija povrsine ultra-tankih filmovi na bazi
RC i TOCN pre i posle adsorpcije CS okarakterisana je mikroskopijom atomskih sila (AFM).
Bioaktivnost dobijenih filmova na bazi RC, TOCN i CS okarakterisana je odredivanjem njihovih
protein-odbijajuc¢ih svojstava in situ u kontinualnom toku govedeg serumskog albumina (BSA)
primenom QCM-D i odredivanjem njihovih antibakterijskih svojstava in vitro prema Staphylococcus
aureus i Escherichia coli. Sprovedena istrazivanja na modelu ultra-tankog filma bila su klju¢na za
razumevanje depozicije CS na povrSine RC naslojene sa TOCN, kao i za naknadno dobijanje
bioaktivnih filmovana bazi RC, TOCN i CS i bioaktivnih tkanina na bazi regenerisanih, odnosno
hemijskih celuloznih vlakana, TOCN i CS, kao i nanocestica hitozana (NCS) i nanocestica hitozana sa
inkorporiranim jonima cinka (NCS+Zn).

Tekstilni materijali sa antibakterijskim i antioksidativnim svojstvima dobijeni su funkcionalizacijom
viskozne tkanine sa: CS, NCS i NCS+Zn. U cilju poboljSanja ovih svojstava kao i njihove postojanosti
na pranje, pre funkcionalizacije sa CS, NCS i NCS+Zn, u strukturu viskozne tkanine uvedene su, sa
dva razli¢ita pred-tretmana: naslojavanjem sa TOCN i TEMPO oksidacijom, karboksilne i aldehidne
grupe kao pogodna mesta za ireverzibilno vezivanje hitozana i nanocestica hitozana.

Uticaj oba pred-tretmana na vezivanje CS, NCS i NCS+Zn, hemijska, elektrokineti¢ka, morfoloska,
sorpciona, i mehanic¢ka svojstva pred-tretiranih i CS, NCS i NCS+Zn funkcionalizovanih tkanina
ispitan je pomocu infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (FTIR), elementalne
analize, induktivno kuplovane plazme sa optickom emisionom spektrometrijom (ICP-OES),
elektronske mikroskopije (SEM), merenjima zeta potencijala, kapilarnosti, sadrzaja vlage i prekidne
jacine. Bioaktivnost nemodifikovane i pred-tretiranih tkanina funkcionalizovanih sa CS, NCS i
NCS+Zn okarakterisana je odredivanjem njihovih antibakterijskih 1 antioksidativnih svojstava.
Antibakterijska svojstava odredena su in vitro prema Staphylococcus aureus i Escherichia coli, a
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antioksidativna svojstava preko inhibicije 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) tzv.
ABTS radikala. Imajuc¢i u vidu da u procesu pranja uglavnom dolazi do otpustanja izvesne koli¢ine
bioaktivne supstance sa tekstilnog materijala i da ukoliko koncentracija bioaktivne supstance padne
ispod odredenog nivoa, dolazi do gubitka bioaktivnosti tekstilnog materijala, postojanost na pranje
bioaktivnog tekstilnog materijala kljucan je parametar za ocenu uspesnosti funkcionalizacije i duzinu
upotrebe bioaktivnog tekstilnog materijala. Postojanost na pranje nemodifikovane i pred-tretiranih
tkanina funkcionalizovanih sa CS, NCS i NCS+Zn pradena je kroz promene u sadrzaju hitozana i
cinka, elektrokinetickim, antibakterijskim i antioksidativnim svojstvima nakon viSestrukih ciklusa
pranja.
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1. Celuloza

Celuloza je najrasprostranjeniji organski polimer koji doprinosi ukupnoj godisnjoj proizvodnji biomase
oko 1,5x10% tona. Hemijski sastav, struktura i morfologija celuloze vekovima su bile nepoznate.
Smatra se da je moderna istorija hemije celuloze pocela 1838. godine kada je francuski naucnik
Anselme Payen otkrio da su ¢elijski zidovi skoro svih biljaka izgradeni od iste supstance, kojoj je dao
naziv celuloza. Zbog svog ogromnog industrijskog znacaja i potencijala za brojne inovativne primene u
buduénosf},lgclegluloza se u pogledu svojih fizickih i hemijskih svojstava 1 danas vrlo temeljno
proucava "'

Smatra se da je celuloza gotovo neiscrpni izvor sirovina, kako za industrije tekstila i papira, tako i za
celokupnu hemijsku industriju. U najvec¢em obimu celuloza se pojavljuje u ¢elijskim zidovima biljaka,
ali moZe se naci i kod nekih ameba, morskih organizama-protohordata (tunicin celuloza), algi (Valonia,
Chladophora, Rizoclonium, Microdictyon), bakterija (Acetobacter xylinum) i gljiva. Celuloza u
biljkama nastaje u procesu fotosinteze od CO; i H,0, pod dejstvom elektromagnetnog zracenja.
Tokom biosinteze celuloze dolazi do formiranja celuloznih lanaca iz monomera glukoze, formiranja
fibrila iz celuloznih lanaca i orijentacije fibrila u ¢elijskom zidu. Kompleks enzima celuloza-sintetaza,
tzv. terminalni kompleks ili rozeta ima glavnu ulogu u biosintezi celuloze. Rozeta katalizuje vezivanje
glukoze za neredukujuéi kraj molekula produzavajuéi lanac celuloze. Svaka rozeta ima 6 subjedinica, a
svaka se sastoji od 6 enzima koji proizvode 6 glukoznih lanaca medusobno povezanih vodoni¢nim
vezama u celulozni mikrofibril, pre¢nika 2-3 nm i duzine nekoliko desetina mikrona. Rozete se nalaze
unutar spoljne ¢elijske membrane, tako da se celulozni lanci formiraju direktno u ¢éelijskom zidu (Slika
1.). Sve rozete istovremeno sintetizuju g)aralelne celulozne lance koji napustajuci rozete spontano
kristali$u u paralelnu strukturu celuloze 1% %,
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Slika 1. Biosinteza celuloze u celijskom zidu biljaka®

Biosintetizovani molekuli celuloze udruzuju se u mikrofibrile duzine nekoliko mikrometara. Svaki
mikrofibril se moZe smatrati fleksibilnim lancem celuloznih kristalita povezanih u pravcu ose
mikrofibrila nesredenim amorfnim oblastima. Uredene oblasti ¢ine celulozni lanci koji su stabilizovani
jakom i kompleksnom mrezom vodoniénih veza i podsecaju na nanokristalne Sipke. Nadalje,
mikrofibrili se udruzuju u fibrile koji formiraju ¢elijski zid ija se debljina povec¢ava sa rastom biljke**
(Slika 2.). Celuloza se u biljkama nalazi u kombinaciji sa ve¢im sadrzajem hemiceluloza, lignina,
pentoza i ostalim prate¢im supstancama. S tim u vezi, vazno je ista¢i da je pamuk biljni izvor najveéeg
sadrzaja, odnosno &istoée celuloze (95-98%)%
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Slika 2.0d biljnog izvora celuloze do celuloznih molekulskih lanaca, modifikovano iz**

1.1. Molekulska struktura celuloze

Celuloza (CsH100s)n je polidisperzni linearni polimer poli-p(1,4)-D-glukoze sa sindiotaktnom
konfiguracijom (Slika 3.). Povezivanje molekula D-glukoze B-glikozidnom vezom izmedu C1 i C4
omogucava linearno prostiranje makromolekula celuloze. Pored toga, B-glikozidna veza odreduje njena
svojstva i konfiguraciju. Svaka druga glukozidna jedinica u celuloznom lancu zarotirana je za 180° u
ravni, a dve susedne glukozidne jedinice ¢ine disaharid celobiozu. S obzirom na to da se hidroksilne
grupe na C6 atomu dve susedne glukozidne jedinice nalaze u trans poloZaju, celuloza je svrstana u
sindiotaktne stereoregularne polimere®,

celobiozna jedinica
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Slika 3. Molekulska struktura celuloze (n - stepen polimerizovanja)*®



Stepen polimerizovanja (n) izrazava se kao broj glukozidnih jedinica koje ¢ine lanac i odreduje duzinu
lanca. Prose¢na vrednost n ne zavisi samo od porekla celuloze, nego i od tretmana koji su koris¢eni za
njeno izolovanje. Na primer, celuloza iz drvne pulpe ima prose¢nu vrednost n izmedu 300 i 1700. U
slu¢aju pamuka 1 drugih biljnih vlakana, vrednosti n se krecu od 800 do 10 000. Sli¢ne vrednosti su
zabeleZene i za bakterijsku celulozu®®,

Celuloza se mozZe kvantitativno razgraditi do D-glukoze dejstvom kiselina i celulazom katalizovanom
hidrolizom. Izmedu monomera glukoze i celuloze postoji klju¢na razlika, koja zavisi od broja
glukozidnih jedinica tj. n, a podrazumeva rastvorljivost. Glukoza je rastvorljiva u vodi, dok je celuloza
nerastvorljivi polimer sa krutom mreZom vodoni¢nih veza®'.

Svaki glukozidni prsten usvaja “C; konformaciju stolice (Slika 4.). Posto su svi supstituenti prstena i
sve glikozidne veze u ekvatorijalnoj ravni, ova konformacija obezbeduje manje Van derWaals-ovih i
sternih smetnji medu njima. To je najstabilnija i termodinami&ki najpoZeljnija konformacija'®.
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Slika 4. Konformacije -D-glukozidnog prstena™

Na glukozidnom ostatku celuloze nalaze se dve sekundarne (na C2 i C3 atomu) i jedna primarna (na C6
atomu) hidroksilna grupa. Sekundarne hidroksilne grupe ispoljavaju kiseli karakter i u znathom stepenu
disosuju, naroc¢ito hidroksilne grupe na C2 atomu. Prema polarnosti (ili reaktivnosti) u vodi, hidroksilne
grupe se mogu poredati u slede¢i niz: C2-OH > C6-OH > C3-OH. Bez obzira na izvesne razlike u
karakteru, sve tri hidroksilne grupe glukozidnih ostataka sposobne su za tipi¢ne reakcije OH grupa kao
§to je eterifikovanije, esterifikovanje, hidroliza, oksidacija i piroliza®'.

Glukozidni ostaci na krajevima razlikuju se od onih unutar lanca $to omogucava njegovo usmeravanje.
Glukozidni ostatak na desnom (redukuju¢em) kraju ima aldehidnu grupu skrivenu u poluacetalnom
obliku (Slika 5.), a glukozidni ostatak na levom (neredukuju¢em) kraju ima cetiri hidroksilne grupe
koje su po reaktivnosti identi¢ne sa hidroksilnim grupama na ostalim glukozidnim ostacima®.



OH OH

celuluzamo 4 OH o — » celuloza -0 4 O
HO =l — HO lw OH
OH OH
aldehidna struktura ciklicna hemiacetalna struktura

Slika 5. Krajnji glukozidni ostatak na redukujucem kraju™

Prisustvo hidroksilnih grupa, zajedno sa atomima kiseonika iz glukopiranoznog prstena, i glikozidne
veze, omogucava formiranje razliitih intra- i inter- molekulskih vodoni¢nih veza Sto je jedan od
najznacajnijih faktora koji utie na svojstva celuloze?®. Dok su intra-molekulske vodonitne veze
delimi¢no odgovorne za linearnost i krutost polimernog lanca, inter-molekulske vodoni¢ne veze
rezultiraju stvaranjem kristalnih sekvenci i drugih oblika nadmolekulske strukture. Smatra se da
celuloza ima dve razliite intra-molekulske vodoni¢éne veze (Slika 6.), jednu izmedu OH-C3 i O-C5
susednog prstena i drugu izmedu OH-C6 i OH-C2 kada je hidroksimetil grupa na poziciji C6 u trans-
gos (tg) konformaciji®®.

Slika 6. Intra-molekulske veze u celulozi*®

Prema prostornom rasporedu, konformaciji i obliku makromolekula, celuloza je polukrut
makromolekul. Cikli¢na struktura glukozidnih jedinica kao i prisustva polarnih hidroksilnih grupa u
njima uzrok su povecane krutosti makromolekula celuloze. Glukozidna jedinica moze da zauzme 8
energetski povoljnih konformacionih polozaja ,stolice” i ,,kade”. Linearno prostiranje, konformacija i
uvijanje makromolekula celuloze oko ose simetrije drugog reda odredeno je B-1,4-glikozidnom vezom.
Svaka glikozidna veza (C1-O1 i O1-C4) karakteriSe se torzionim uglovima ¢ (-25°) i y (146°) Sto
omogucava formiranje intra-molekulske vodoni¢ne veze O-C5---H-O-C3 koja dovodi do uvijanja
makromolekula celuloze®.

Molekulska struktura celuloze ima klju¢an uticaj na njena svojstva poput hidrofilnosti, hiralnosti,
degradabilnosti i Siroke hemijske raznovrsnosti koju inicira visoka donorska reaktivnost OH grupa.
Molekulska struktura celuloze takode je osnova za uspostavljanje mreze intra- i inter- vodoni¢nih veza,
koje celulozi omogucavaju da formira slozenu nadmolekulsku strukturu. Prema tome, svojstva celuloze
su takode odredena i hijerarhijom u nadmolekulskoj strukturi i organizaciji, Sto ¢e u naradnom
poglavlju biti detaljno razmatrano®’.



1.2. Nadmolekulska struktura celuloze

Intermolekulske vodoni¢ne veze doprinose pakovanju spiralno uvijenih celuloznih makromolekula, sto
omogucava obrazovanje kristalnih sekvenci. Makromolekuli su obi¢no duZi od kristalnih sekvenci.
Jedan makromolekul moze da se prostire kroz dve susedne kristalne sekvence, prolazeci kroz amorfne,
i na taj nacin da ih drzi zajedno (Slika 7.). Intermolekulske vodoni¢ne veze u kristalnim sekvencama Su
jake §to celulozu &ini nerastvorljivom u vodi i mnogim rastvaragima®® ',

Pakovanje u sredene sekvence ¢e biti naruseno ukoliko u jednom ili viSe celuloznih nizova dode do
promene pravca niza, pa ve¢ oformljena spirala izmeni karakteristike u jednom svom delu. Na ovaj
na¢in objadnjava se pojava i manje sredenih sekvenci tj. amorfnih sekvenci u celulozi®®. Amorfne
sekvence se nalaze unutar i izmedu fibrila i sastoje se iz savijenih delova i krajeva makromolekula. U
amorfnim sekvencama se zbog velike udaljenosti medu makromolekulima uspostavlja manji broj
intermolekulskih vodoni¢nih veza $to omoguc¢ava makromolekulima da formiraju vodoni¢ne veze sa
drugim molekulima kao Sto je voda i dovodi do bubrenja celuloze. Navedena pojava odgovorna je za
higroskopna i hidrofilna svojstva celuloze?.
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Slika 7. Kristalne i amorfne sekvence celuloze®

Kao 1 kristalne, amorfne sekvence imaju veliki uticaj na skoro sva hemijska 1 fizicka svojstva
celuloznih materijala. Interakcije izmedu Ccvrstih celuloznih materijala i vode, reaktivnih ili
adsorptivnih supstanci deSavaju se prvo u amorfnim podrucjima i na povrSinama kristala. Kako u
hemijskom, tako i u mehanickom pogledu, amorfne sekvence predstavljaju tzv. slaba mesta jer ona
najlakSe bubre i hemijski reagensi u njih najlakSe prodiru. Mnoga svojstva poput gipkosti, ja¢ine i
elasticnosti, kao 1 otpornosti vlakana prema hemikalijama, zavise od procentnog udela amorfnih i
kristalnih sekvenci tj. stepena kristalnosti®®.

Prisustvo kristalnih podruc¢ja dokazano je rentgenografskim metodama. Kristalna struktura celuloze
moze se podeliti na:

e kristalnu strukturu nativne celuloze (celuloza I),
e kristalnu strukturu regenerisane celuloze (celuloza 1) i
9



e kristalne strukture celuloze 111, IV i V, koje se dobijaju modifikovanjem celuloze 1 i 11%.

U prirodi se celuloza nalazi u obliku celuloze I. Celuloza | je najrasprostranjenija kristalna forma
celuloze. Javlja se u dva alomorfna oblika I, i Ig, koja se pojavljuju zajedno pri ¢emu je jedan uvek
dominantniji u zavisnosti od porekla celuloze. Alomorfan oblik 1, javlja se kao skoro Cistokristalna
forma i dominira kod nekih vrsta algi i bakterija, alomorfan oblik 13 javlja se u ¢elijskim zidovima visih
biljaka, kod pamuka, lana, konoplje, ramije i u drveéu®

Mercerizovanjem ili rekristalizacijom celuloze | nastaje celuloza Il, termodinamicki najstabilniji oblik
celuloze. Celuloza 1 i celuloza Il se razlikuju po intra- i inter-molekulskim vodoni¢nim vezama (Slika
8.) sto dovodi do razli¢itog pakovanja makromolekula u kristalnim sekvencama: paralelnog (celuloza I)
i antiparalelnog (celuloza I1). Osnovna intra-molekulska vodoni¢na veza C3-O-H---O-C5, odgovorna
za krutost lanca i uvijen oblik makromolekula celuloze, je prisutna kod oba kristalna oblika. Intra-
molekulska vodoni¢na veza C2-O-H---O-C6 je prisutna samo u celulozi I (I, i Ig). Kod celuloze |
postoji C6-0O-H---O-C3, a kod celuloze 11 C6-O-H---O-C2 inter-molekulska vodoni¢na veza'®

celuloza | celuloza Il
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Slika 8. Razlike u intra- i inter-molekulskim vodonicnim vezama kod celuloze I i celuloze II*®

Celuloza 11l dobija se potapanjem celuloze I ili celuloze II u te¢ni amonijak ili organske amine i
naknadnim uklanjanjem te¢nog amonijaka ili organskog amina. Celuloza IV dobija se termickim
tretmanom celuloze I, 11 ili 1ll. Celuloza V dobija se obradom celuloze sa jakom fosfornom ili
hlorovodoni¢nom 1<1sehnom25

1.3. Celuloza kao nosac¢ bioaktivne supstance

Relativno novi trend u oblasti dobijanja bioaktivnih materijala predstavljaju sistemi nosac¢-bioaktivna
supstanca. Njihova svojstva zavise kako od svojstava nosac¢a tako i od svojstava bioaktivne supstance.
Postizanje zeljenih svojstava ovih sitema je kompleksan proces koji podrazumeva predvidanje njihove
efikasnosti, odredivanje optimalne koncentracije bioaktivne supstance koja treba da se primeni na
lokalnom podrucju i kontrolisanje njene kinetike i difuzije. Velika prednost ovih sistema ogleda se u
mogucénosti regulacije trajnosti bioaktivnog dejstva bioaktivne supstance u Sirokom opsegu, S$to se
postize variranjem koncentracije bioaktivne supstance u/na nosacu, tipom veze-nosac¢-bioaktivna
supstanca 1 koli¢inom prisutne Vlageg.

Polimeri imaju Siroku primenu kao nosaci bioaktivne supstance. U poredenju sa drugim tipovima
nosaca, kao §to su metali i keramika, polimeri obezbeduju veée moguénosti U kreiranju raznovrsnih
kompozicija sa varijacijama strukture i svojstava®. Veliki potencijal celuloze kao nosaca bioaktivne
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supstance lezi u njenoj biokompatibilnosti i strukturi, koji joj pruzaju odlicne moguénosti za dizajn
raznovrsnih bioaktivnih materijala'® *°.

1.3.1. Metode imobilizacije bioaktivnih supstanci na celulozne nosace

Imobilizacijom bioaktivnih supstanci na nosace poboljSava se stabilnost njihovog dejstva,
pojednostavljuju procedure njihovog recikliranja nakon upotrebe, a time i ponovna upotreba®.
Imobilizacija je Cesto preduslov za upotrebu bioaktivnih supstanci u industrijskoj proizvodnji jer
omogucava velike ustede u odnosu na kori§¢enje bioaktivnih supstanci u izvornom obliku'®. S druge
strane, celuloza je prilicno jeftina sirovina $to je i s ekonomskog aspekta ¢ini veoma pogodnim
nosacem za skupe bioaktivne supstance®.

Glavni cilj procesa imobilizacije je kontrola koli¢ine vezanih bioaktivnih supstanci, njihove tercijarne
strukture i orijentacije kako bi u potpunosti zadrzali ili ¢ak poboljsali svoje bioloske aktivnosti®> **.
Tokom imobilizacije dolazi do nasumiéne orijentacije i strukturne deformacije bioaktivnih molekula
§to moZe smanjiti njihovu bioaktivnost®™. Dakle, }gostupak izvodenja imobilizacije znafajno moze
uticati na svojstva gotovih bioaktivnih materijala®™. Prilikom odredivanja parametara imobilizacije
primarno treba uzeti u obzir fizicko-hemijska i hemijska svojstva kako nosaca tako i bioaktivne
supstance®, reproduktivnost, cenu, kao i slozenost procesa imobilizacije posebno ako se planira
industrijska proizvodnja bioaktivnih materijala®’.

Postoji visSe metoda koje se koriste za imobilizaciju bioaktivnih supstanci na celulozu i generalno se
mogu klasifikovati u sledece tri kategorije:

e fizicke metode, gde se bioaktivne supstance vezuju za celulozu uspostavljanjem fizickih
interakcija (npr. Van der Waals-ove, elektrostaticke ili hidrofobne interakcije i vodoni¢ne
interakcije);

e Diolodke ili biohemijske metode, gde se bioaktivne supstance vezuju za celulozu usled
biohemijskog afiniteta izmedu dve komponente; i

e hemijske metode, gde se bioaktivne supstance vezuju za celulozu usled uspostavljanja
kovalentnih veza®™.

Fizicke metode imaju prednost u smislu da nisu potrebne hemijske modifikacije ni bioaktivnih
supstanci ni nosaca, jednostavnosti izvodenja I ekonomi¢nosti. Medutim, veza izmedu bioaktivnih
supstanci i nosaca je slaba i privremena pa bioaktivne supstance imaju tendenciju da se otpustaju sa
nosaca $to rezultira postepenim gubitkom bioaktivnosti materijala®. Fras Zemljic i sar.®® fizi¢ki su
vezali hitozan naprskavanjem njegovog rastvora na viskozna vlakna u formi tampona. Viskozna vlakna
u formi tampona nakon imobilizacije hitozana pokazala su antibakterijsku aktivnost prema S.aureus.
Barbiroli i sar.*® antimikrobne proteine lizozim i laktoferin dodali su smesi celuloznih vlakna i
karboksimetil celuloze, u cilju dobijanja papira sa antimikrobnim svojstvima. U puferovanom
fizioloSkom rastvoru dobijeni papir desorbovao je vise od 60% dodatih proteina, $to ukazuje da su se
proteini fizicki vezali sa celuloznim vlaknima i karboksimetil celulozom. Pored toga, utvrdeno je da su
desorbovani proteini zadrzali svoja strukturna i antimikrobna svojstva odnosno da na njih nije uticao
proces izrade papira. Beekmann i sar.* metodom naprskavanja su na mreznu strukturu na bazi
bakterijske celuloze fizicki vezali natrijum-diklofenak. Ovom metodom postignuto je uniformno
nanosenje natrijum-diklofenaka na mreznu strukturu na bazi bakterijske celuloze kao i njena dobra
antinflamatorna svojstva.
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Prednost metoda kod kojih se imobilizacija bioloSki aktivnih supstanci zasniva na bioafinitetu ogleda
se u mogucénosti kontrolisanja orijentacije bioaktivnih supstanci, ¢ime se omogucava potpuno
zadrzavanje ili ¢ak poboljsanje njihove bioloske aktivnosti u odnosu na onu u izvornom obliku. lako
nekovalentno, vezivanje zasnovano na bioafinitetu je specifi¢no i jako §to omogucava dobijanje
izuzetno efikasnih bioaktivnih materijala. Ovo vezivanje istovremeno je i reverzibilno pa omogucava
recikliranje bioaktivnih supstanci i njihovu ponovnu upotrebu. Nedostatak ovih metoda ogleda se u
slozenosti, jer obi¢no zahtevaju uvodenje pogodnih mesta za vezivanje bioaktivnih supstanci, Sto se
najcesée postize primenom vezujuéih domena koji imaju sposobnost da se spontano veZu na nosade®’.
Ovaj pristup imobilizacije bioaktivnih supstanci, uz upotrebu vezuju¢ih domena, primenili su Cao i
sar.*® za imobilizaciju antitela na magnetne mikrosfere celuloze. Weishaupt i sar.** sintentizovali su
bifunkcionalni peptid kombinovanjem peptida sa antimkrobnim svojstvima i peptida sa bioafinitetom
prema celulozi. Na taj nacin sintentizovanim peptidom istovremeno su ostvarena dva efekta: njegova
imobilizacija na celulozu i efikasna antibakterijska aktivnost tako funkcionalizovane celuloze prema
S.aureus i Pseudomonas aeruginosa.

Hemijske metode omoguéavaju ¢vrsto, stabilno i trajno vezivanje bioaktivnih supstanci na nosace.
Medutim, ove metode obi¢no zahtevaju aktivaciju ili modifikovanje kako bioaktivnih supstanci tako i
nosaca, Sto moZe izazvati njihove strukturne promene kao i delimi¢ni gubitak aktivnosti bioaktivnih
supstanci  blokiranjem njihovih aktivnih mesta ukoliko, kao funkcionalne grupe, ucestvuju u
vezivanju®. Nikoli¢ i sar.*® oksidisali su pamuénu predu sa natrijum-perjodatom kako bi u nju uveli
aldehidne grupe i na 