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SAZETAK

Hidrogelovi predstavljaju polimerne mreze sa hidrofilnim osobinama, sposobne da
apsorbuju velike koli¢ine vode, uz povecanje svoje zapremine. Geliranje se moze izvesti fizickim
ili hemijskim tipovima umrezavanja polimernih lanaca, koji mogu da vode poreklo od prirodnih i
sinteti¢kih polimera. U oblastima biomedicine, najzastupljeniji su hidrogelovi dobijeni od

prirodnih polimera, kao $to su polisaharidi i njihovi derivati.

Cilj ovog rada je bio modifikovati razli¢ite polisaharide (alginat, pektin,
karboksimetilceluloza) fenolnim jedinjenjima (tiramin, tirozin, dopamin, L-DOPA), sa ciljem
dobijanja polimera sposobnih da grade hidrogelove. Uspesnost modifikacije je okarakterisana UV-
Vis, FTIR i *H NMR spektroskopskim metodama. Ispitana je njihova sposobnost geliranja, nakon

¢ega su oni sa najpogodnijim karakteristikama primenjeni u razli¢itim oblastima.

Dopaminski derivati alginata su koriS¢eni za enkapsulaciju ¢elijskih zidova sa enzimom
lakazom, dobijenih lizom c¢elija Saccharomyces cerevisiae sa prethodno eksprimiranom lakazom
na povrsini Celije. Dobijeni celijski zidovi sa lakazom su pokazali 300 puta vec¢u enzimsku
aktivnost u odnosu na nelizirane ¢elije. Uspesno je uradena imobilizacija u kalcijum-dopamin-
alginatnim kuglicama, koje su pokazale prednost u odnosu na kuglice sa nativnim alginatom.
Ovako dobijeni biokatalizatori su koriS¢eni za dekolorizaciju tekstilnih boja Amido Black 10B,
Reactive Black 5, Evans Blue, i Remazol Brilliant Blue. Nakon 10 ciklusa dekolorizacije od po 48
sati, efikasnost dekolorizacije za boje Evans Blue i Amido Black 10 B je iznosila 90 % i 61 %,

navedenim redom.

Lakaza iz Streptomyces cyaneus je takode eksprimirana u E. coli, izolovana i pre¢is¢ena.
Izolovana lakaza je imobilizovana u dopamin-pektinskim mikrokuglicama, metodom enzimske
polimerizacije u emulziji. Imobilizovana lakaza je pokazala povecanu termalnu i pH stabilnost u
odnosu na slobodan enzim, kao i sposobnost dekolorizacije boja Amido Black 10B, Reactive Black
5 i Evans Blue. U uzastopnim ciklusima dekolorizacije boja je ovaj biokatalizator pokazao najvise

potencijala za degradaciju boja Amido Black 10B i Reactive Black 5.



Sintetisani dopaminski derivati karboksimetilceluloze i alginata su koriS¢eni za
proizvodnju nanovlakana elektrospining metodom. Dobijena nanovlakna su dodatno umrezavana
I koris¢ena kao podloga za gajenje celija fibroblasta (MRC-5). Dopamin-alginatna nanovlakna su
se pokazala kao dobar materijal za gajenje Celija, Sto je pokazano snimanjem SEM-a i MTT
esejem, iz Cega bi moglo da se zakljuci da su adhezija i proliferacija ¢elija moguce na ovim

nanovlaknima i da su ona potencijalno dobar materijal za tkivni inzenjering.

Kljuéne redi:
Hidrogel, imobilizacija, lakaza, degradacija boja, elektrospining, alginat, pektin.
Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Biohemija



ABSTRACT

Hydrogels are polymer networks, which have hydrophilic properties and could absorb large
amount of water, increasing their volume. They could form gels either by physical or chemical
cross-linking of polymer chains and could be derived from natural and synthetic polymers.

The aim of this study was to modificate diverse polysaccharides (alginate, pectin, and
carboxymethylcellulose) with phenol compounds (tyramine, tyrosine, dopamine, L-DOPA), in
order to obtain polymers which could form hydrogels. The success of modification was confirmed
by UV-Vis, FTIR and *H NMR spectroscopy. Their gelling ability was investigated, afterward

polymers with the most suitable characteristics were applied in different areas.

Dopamine alginate derivatives were used to encapsulate cell walls with the enzyme laccase,
obtained by lysing cells of Saccharomyces cerevisiae, with previously expressed laccase on the
cell surface. The obtained cell wall laccase has shown 300 times higher enzyme activity, compared
to the whole cells. Immobilization was successfully performed in calcium-dopamine-alginate
beads, which showed an advantage compared to beads with native alginate. Thus obtained
biocatalyst were used for decolorization of textile dyes Amido Black 10B, Reactive Black 5, Evans
Blue, and Remazol Brilliant Blue. After ten cycles of repeated use, decolourization efficiency for

dyes Evans Blue and Amido Black 10B was 90 % and 61 %, respectively.

Laccase from Streptomyces cyaneus was also expressed in E. coli, isolated and purified.
The isolated laccase was immobilized in dopamine-pectin microbeads, using emulsion-based
enzymatic crosslinking polymerization. The immobilized laccase showed improved thermal and
pH stability in comparison to the free enzyme, and ability of decolorization dyes Amido Black
10B, Reactive Black 5 and Evans Blue. In successive cycles of dyes decolorization, this biocatalyst

showed the greatest potential for degradation of Amido Black 10B and Reactive Black 5.

The synthesized dopamine derivatives of carboxymethylcellulose and alginate were used
for the production of nanofibers by the method of electrospinning. The obtained nanofibers were
additionaly crosslinked and used as a scaffold for fibroblast cells (MRC-5) cultivation. Dopamin-
alginate nanofibers have been shown as a good material for cell cultivation, as shown by SEM



imaging and MTT assay. It could be concluded that cell adhesion and proliferation are possible on

these nanofibers and they are potentially good material for tissue engineering.

Key words:
Hydrogel, immobilization, laccase, dye degradation, electrospinning, alginate, pectin
Scientific field: Chemisty

Scientific subfield: Biochemisty



Lista skracenica

AA - akrilamid

ABTS - 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina)
ADA - hidrazid adipinske kiseline

APS - amonijum persulfat

BBR - Bismark Brown R

BSA - albumin iz govedeg seruma (od engl. Bovine Serum Albumin)
CBB - od engl. Coomassie Brilliant Blue

CAA - eng. casamino acids

CBB - od engl. Coomassie Brilliant Blue

CMC - karboksimetilceluloza

DMEM - Dulbekov modifikovan “Eagle” medijum

DMSO - dimetilsulfoksid

EDTA — etilendiamin-tetrasir¢etna kiselina

FDA - Food and Drug Administration

Gal — galaktoza

Glc — glukoza

HBT - 1-hidroksibenzotriazol

HMDI - heksametilen-diizocijanat

HPLC - teéna hromatografija visokih performansi (od engl. High Performance Liquid
Chromatography)

IMAC — afinitetna hromatografija sa imobilizovanim metalom (od engl. Immobilized metal
affinity chromatography)

LB — Luria-Bertani

LG - Lanaset Grey G

MTP — mikrotitar ploca sa 96 bunara

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid

PAGE — poliakrilamidna gel elektroforeza



PAHS - policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (od eng. polycyclic aromatic hydrocarbons)
PBS - fosfatom puferisan fizioloski ratsvor (od engl. Phosphate-Buffered Saline)
PEG — polietilenglikol

PEO - polietilenoksid

PGA — poliglikolna kiselina

PLA — polilaktonska kiselina

PVA - polivinil-alkohol

RB5 - Reactive Black 5

RBBR — Remazol Brilliant Blue R

SDS — natrijum-dodecil-sulfat

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija

TEMED - 1,2-bis(dimetilamino)etan

TRIS — tris(hidroksimetil)aminometan

YNB - eng. yeast nitrogen base
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1.Uvod

Hidrogelovi su trodimenzionalne, hidrofilne, polimerne mreze, kojima je glavna
karakteristika da mogu da vezu velike koli¢ine vode, povecavajuci svoju zapreminu. Od kada su
prvi put primenjeni, Sezdesetih godina proslog veka, pa do danas kada su postali vazan deo raznih
industrijskih primena, hidrogelovi se iznova istrazuju, modifikuju, optimizuju i komercijalizuju.
[1] Hidrogelovi mogu da imaju poreklo od prirodnih ili sintetickih polimera, pri ¢emu i jedni i
drugi imaju svoje prednosti i mane, pa se u zavisnosti od Zeljene primene odreduje tip materijala
za sintetisanje hidrogela. U oblastima biomedicinskih nauka prednost imaju hidrogelovi izgradeni
iz biomaterijala, koji poseduju osobine kao S$to su biodegradabilnost, biokompatibilnost,
netoksi¢nost, itd. Razni prirodni polisaharidi, kao $to su: alginat, hitozan, hijaluronska kiselina,
pektin, gumiarabika, ksilan, poseduju navedene karakteristike i ¢ine dobar materijal za sintezu
hidrogelova. [2] Sa ciljem optimizacije uslova umrezavanja hidrogelova i njihovih karakteristika,
prirodni polimeri se ¢esto modifikuju, uvodenjem novih funkcionalnih grupa koje obezbeduju

nove karakteristike ili omogucavaju umrezavanje. [3]

Alginat, pektin i karbokstimetilceluloza predstavljaju prirodne polisaharide, dobijene iz
obnovljivih izvora, koji danas pronalaze primenu u raznovrsnim oblastima. Alginat je polisaharid
algi, koji se sastoji od uronskih kiselina (od B-D-manuronske kiseline i a-L-guluronske kiseline)
povezanih 1—4 glikozidnim vezama, usled ¢ega poseduje sposobnost geliranja u prisustvu
dvovalentnih katjona. Zbog sposobnosti gradenja gela, alginat se koristi kao sredstvo za

zgrusavanje i geliranje, kao stabilizator u prehrambenoj, farmaceutskoj i tekstilnoj industriji. [4]

Bitnu primenu u navedenim oblastima imaju i drugi prirodni polimeri, kao $to su pektin i
karboksimetilceluloza (CMC). Pektin spade u heteropolisaharide koji grade ¢elijski zid biljaka i
sastoji se u najvec¢oj meri od homogalakturonana povezanih a (1—4) glikozidnim vezama, od kojih
je odreden broj metil-esterifikovan. [5] Karboksimetilceluloza je jedan od glavnih derivata
celuloze, koji ima siru primenu od same celuloze zbog svoje bolje rastvorljivosti. Ona moze da se

koristi kao stabilizator, za pravljenje suspenzija, zgusnjavanje, formiranje filmova, itd. [6]

Danas se hidrogelovi koriste u raznim granama primene, prehrambenoj, kozmetickoj,

farmaceutskoj industriji, itd., ali najveéi znacaj predstavlja njihova primena u biomedicinskim



oblastima, kao Sto su tkivni inZenjering, dostava lekova, za zarastanje rana, za proizvodnju

biosenzora, itd. [1, 7]

Tkivni inZenjering predstavlja veoma bitnu granu biomedicine, koja se zasniva na
istrazivanju razlicitih materijala sa ulogom skela (“scaffolds”) za gajenje Celija, pri ¢emu taj
materijal imitira ekstracelularni matriks i omoguéava pravilan rast ¢elija, kao i njegovu dalju
diferencijaciju, proliferaciju i formiranje zeljenog tkiva. [8] Hidrogelovi su pronasli ulogu u ovoj
oblasti zbog svoje biokompatibilnosti, biodegradabilnosti, netoksi¢nosti, itd. Struktura samog
materijala ima veliki uticaj na adheziju ¢elije, proliferaciju, biohemijsku aktivnost, itd., i pokazalo
se da matriks za gajenje celija sa nanostrukturom pruza bolju c¢elijsku potporu, adheziju i
proliferaciju, u odnosu na matriks sa mikrostrukturom. Zbog toga je u ovoj oblasti primenu
pronasla elektrospining metoda, kojom se pod dejstvom visokog elektriénog napona proizvode

nanovlakna polimera, koja omoguéavaju rast ¢elija i formiranje tkiva u tri dimenzije. [9]

Jedna od glavnih primena polimera u biotehnologiji je imobilizacija enzima i ¢elija. Na
ovaj nacin se obezbeduje strukturna potpora i imobilizovani biokatalizator se §titi od spoljasnjih
uticaja, pri ¢emu moze da dode do poboljsanih katalitickih osobina u odnosu na slobodan enzim.
[10] Pored toga, imobilizovani biokatalizatori se mogu jednostavno ukloniti iz reakcione smese i
ponovo upotrebljavati. Do sada su istraZzene razne tehnike imobilizacije, a takode 1 sintetisani

mnogobrojni matriksi za imobilizaciju. [11]

Lakaze su enzimi koji spadaju u grupu oksidoreduktaza i predstavljaju monomerne
glikoproteine koji u svom sastavu imaju viSe atoma bakra. Ovi enzimi mogu da vode poreklo iz
razli¢itih bakterija, gljiva, a katalizuju oksidaciju raznovrsnih supstra, kao §to su orto- i para-
difenoli, diamini, benzentioli, fenolne komponente lignina, itd. Posto koriste molekulski kiseonik
kao elektron akceptor, jedini sporedni proizvod njihove katalize je voda, Sto €ini lakazu ekoloski
prihvatljivom. [12] Lakaze su danas veoma primenjive u raznim oblastima jer imaju sposobnost
umrezavanja monomera, degradacije polimera, tekstilnih boja, otvaranja aromati¢nih prstenova,

sinteze organskih komponenti, itd. [13]

Jedna od oblasti gde su lakaze Siroko pronasle svoju primenu je bioremedijacija, prilikom
prec€iS¢avanja otpadnih voda od razli¢itih zagadivaca koji imaju negativan uticaj na Zivotnu
sredinu. Tekstilna industrija je jedna od najveéih zagadivaca danasnjice, pa je degradacija boja

otpadnih voda ove industrije veliki izazov. Lakaze iz razli¢itih izvora, imobilizovane u
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raznovrsnim materijalima, su ispitivane u ove svrhe i pokazale su se kao dobri biokatalizatori. [14-
16]



2. Teorijski deo
2.1. Hidrogelovi

Hidrogelovi su trodimenzionalne mreze hidrofilnih polimera, koje imaju sposobnost vezivanja
velike koli¢ine vode. Mogu jo$ i da se definiSu kao polimerni materijali koji poseduju sposobnost
vezivanja i zadrzavanja velike koli¢ine vode, a da se pritom ne rastvaraju u vodi. Njihova
sposobnost da vezuju veliku koli¢inu vode poti¢e od prisustva velikog broja hidrofilnih
funkcionalnih grupa, a otpornost na rastvaranje u vodi poti¢e od umrezenja koja postoje izmedu
lanaca polimera. [17] Zbog svoje strukture i velikog postotka vode imaju visok stepen
fleksibilnost, koji moze da se uporedi sa fleksibilnos¢u tkiva. Ve¢ dugi niz godina privlace paznju
naucnika, zbog svog velikog potencijala za biomedicinske svrhe, pa se danas hidrogelovi
primenjuju u tkivnom inZenjeringu, dostavi lekova, kao materijali za poboljSano zarastanje,

biosenzori, itd. [18]

2.1.1. Podela hidrogelova

Hidrogelovi se mogu podeliti na osnovu razli¢itih kategorija, a to su: na osnovu njihovog
porekla (prirodni i sinteti¢ki), na osnovu sastava polimera koji ih sa¢injavaju (homopolimerni,
kopolimerni, multipolimer-interpretiraju¢i hidrogelovi), na osnovu fizicke i hemijske strukture
(amorfni, semikristalni, kristalni), na osnovu tipa umrezenja (hemijski i fizicki umrezeni
hidrogelovi), na osnovu fizickog izgleda (oblik matriksa, filma ili mikrosfere) i na osnovu

naelektrisanja veze (neutralni, jonski, amfoteriéni, cviter-joni). [17]

2.1.2. Sinteza hidrogelova

Hidrogelovi mogu da budu sacinjeni od prirodnih ili sintetickih polimera. Hidrogelovi su
generalno sacinjeni od hidrofilnih monomera, koji mogu da vezuje veliku koli¢inu vode, ali se
Cesto kombinuju sa sintetickim polimerima, koji su hidrofobni, u cilju regulacije karakteristika
samog hidrogela. [17] Sinteti¢ki polimeri su hemijski i mehanicki stabilniji od prirodnih polimera,
anjihova mehanicka stabilnost obezbeduje sporiju brzinu degradacije, pa samim tim i duze trajanje
hidrogela. Naravno, hidrogelovi mogu biti izgradeni samo od prirodnih polimera, ukoliko oni
imaju odgovarajuce funkcionalne grupe, ili su optimizovani sa grupama koje mogu da
polimerizuju. Zato danas postoji veliki broj modifikacija polimera, sa ciljem uvodenja novih

funkcionalnig grupa, pogodnih za umrezavanje, ili kombinovanja sa drugim polimerima, Sve u



cilju dobijanja hidrogelova. Mehanizmi gradenja hidrogelova mogu biti razliéiti, a neki od njih su:
1. Fizi¢ko umrezavanje [19], 2. Hemijsko umrezavanje [20], 3. Polimerizacioni grafting [21], 4.
Fotopolimerizacija [22-24]. Glavna podela na tipove sinteze hidrogelova je na fizicko umrezavanje

i hemijsko umrezavanje, a oni se dalje mogu klasifikovati. (Slika 1)

Tipovi sinteze hidrogelova

Hemijsko umrezavanje Fizicko umreZavanje
1. Umrezavanje sa "crosslinking" molekulima 1. Hidrofobnim interakcijama
(primer: glutaraldehid za umrezavanje PVA) (primer: alkilovana celuloza koja gradi

hidrogel na vi§im temperaturama)

2. Polimer-Polimer/Hibridni polimer tip umrezavanja 2. Jonskim interakcijama

(primer: hitozan/alginat hidrogelovi) (primer: kalcijum-alginatni hidrogel)
3. Formiranje hidrogela sa fotosenzitivnim agensom 3. Vodonicnim vezama
(primer; modifikovana CMC sa metakrilatom, koji (primer: PVA/DNK hidrogel)

se umrezava pod dejstvom UV svetla)

4. Enzimsko umreZavanje 4. Kristalizacijom
(primer: HRP/H,0, dovode do umrezavanja (primer: hidrogelovi dekstrana)
fenolnih derivata polimera)

Slika 1: Tipovi sinteze hidrogelova

2.1.2.1. Dobijanje hidrogelova fizickim umreZavanjem

Ovaj mehanizam sinteze hidrogelova ima prednost u odnosu na ostale jer ne zahteva upotrebu
umrezivaca, ve¢ do stvaranja hidrogela dolazi prilikom menjanja uslova, npr. zagrevanja ili
hladenja rastvora polimera [25, 26], stvaranjem jonskih interakcija [27], vodoni¢nih veza [28], itd.
Ovakvi hidrogelovi Cesto imaju manju stabilnost od hidrogelova koji nastaju kovalentnim
umrezavanjem, zbog relativno slabih interakcija koje se stvaraju izmedu polimernih lanaca
(vodoni¢ne veze, hidrofobne ili jonske interakcije), pa samim tim promenom uslova njihova
struktura moze da bude narusena. [29]

Umrezavanje zasnovano na hidrofobnim interakcijama je uoceno kod alkilovanih celuloznih

derivata (metil, etil, hidroksietil i hidroksipropil metil-celuloze) gde se formiraju hidrogelovi



prilikom zagrevanja iznad odredene temperature (koja zavisi od stepena alkilacije). Ovo se
objasnjava tim Sto su celulozni lanci hidratisani na nizim temperaturama, dok na povecanoj
temperaturi dolazi do otpustanja vode i alkilovane hidroksilne grupe interaguju medusobno
hidrofobnim interakcijama, gradeéi hidrogel. [18]

Jonsko umrezavanje se vr$i dodatkom dvovalentnih ili trovalentnih katjona u rastvor
jonizovanih polimera. Najpoznatiji primer ovakve vrste umrezavanja je geliranje alginata u
prisustvu dvovalentnih katjona, od kojih se najeSée upotrebljava kalcijum, pri ¢emu se
karboksilne grupe manuronskih i glukuronskih kiselina umrezavaju sa kalcijumovim jonima. Ne
moraju samo katjoni da budu umreZzivaci, uoc¢eno je da do jonskog umrezavanja i dolazi izmedu
dva prirodna, naelektrisana polisaharida, kao $to su hitozan i ksantan. [30] Prednost jonskog
umrezavanje je $to se ovakvo umrezavanje vrsi pri blagim uslovima, kao $to su sobna temperatura
i fizioloski pH, §to je pozeljno za biomedicinske primene kao Sto su zarastanje rana, dostava lekova
ili tkivni inZenjering.

Neki hidrogelovi nastaju formiranjem vodoni¢nih veza izmedu hidroksilnih grupa na
polimernim lancima. Formiranje hidrogela u ovom slucaju zavisi od koncentracije polimera,
molarnog odnosa polimera, tipa rastvaraca, temperature, itd. [31] Na ovaj nacéin je dobijen
polivinalkohol (PVA)/dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) hidrogel. [32]

U hidrogelove koji nastaju fizickim interakcijama spadaju i hidrogelovi koji nastaju
kristalizacijom. Tako na primer nastaju hidrogelovi dekstrana, gde dolazi do kristalizacije usled
stvaranja vodoni¢nih veza izmedu lanaca dekstrana, indukovano velikim odnosom polimer/voda.
Kristalna struktura je potvrdena IR spektroskopijom 1 diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom (DSC). [33]

2.1.2.2. Dobijanje hidrogelova hemijskim umreZavanjem

Dobijanje hidrogelova se vr$i i hemijskim mehanizmima, pri ¢emu dolazi do stvaranja
kovaletnih veza izmedu lanaca polimera. Jedna od metoda je radikalska polimerizacija monomera
male molekulske mase u prisustvu umrezavajuceg agensa. Pa je tako jedan od prvih sintetisanih
hidrogelova ovom procedurom poli(2-hidroksietil metakrilat) (pHEMA), koji se dobija
polimerizacijom HEMA u prisustvu odgovaraju¢eg umrezavajuceg agensa (npr. etilenglikol
metakrilat). [34] Kasnije je sliénim principom sintetisana velika koli¢ina hidrogelova.

Stvaranjem hidrogelova pomocu polimerizacije lananog rasta, stvaraju se heterogene mrezne

strukture. Ovaj proces sadrzi korake kao Sto su inicijacija, propagacija i terminacija. Inicijatori

6



dovode do proizvodenje aktivnih radikalskih centara, i formiraju se slobodni radikali kao proizvodi
homoliticke disocijacije slabih veza ili redoks reakcija. Kada se formiraju aktivna mesta, ona se
brzo umnozavaju preko dvostrukih veza izmedu ugljenika monomera i formiraju polimerni lanac.
[35] Do formiranja hidrogela dolazi brzim Sirenjem aktivnih mesta, kada mreza dostigne kriticnu
tacku geliranja.

Polimeri koji su rastvorni u vodi sadrze neke od hidrofilnih grupa, naj¢esce su to hidroksilna,
karboksilna i amino grupa, koje mogu da se koriste za formiranje hidrogelova. Reakcijama izmedu
odgovaraju¢ih grupa moze da dode do stvaranja kovalentnih veza izmedu lanaca polimera i da se
na taj na¢in formira hidrogel. Pa tako npr. u vodi rastvorni polimer sa hidroksilnim grupama
(polivinilalkohol, PVA) se umreZava u prisustvu aldehida, glutaraldehida [36], a sa istim ovim
umreZivaéem reaguju i amino-polimeri, gde dolazi do formiranja Sifovih baza. Ova reakcija je
primenjivana i na proteine (albumin [37], Zelatin [38]) i polisaharide koji sadrze amino grupe [39],
ali je mana bila kori$¢enje toksi¢nog glutaraldehida, $to bi bio problem za kasniju biomedicinsku
primenu ovih hidrogelova. Kasnije su pronadeni sigurniji nacini za formiranje hidrogelova, pa je
tako zelatin umrezavan sa parcijalno oksidovanim dekstranima, i ovaj hidrogel je koris¢en u
tretmanima zarastanja rana. [40] U cilju formiranja stabilnijih hidrogelova alginata, u odnosu na
one jonske umrezene, alginat je kovalentno umrezavan sa N,N-(3-dimetilaminopropil)-N-etil
karbodiimidom (EDC), metodom kojom se polimeri rastvorni u vodi umrezavaju formiranjem
amidnih veza. [41]

Polimerizacija u suspenziji je jos jedan nacin sintetisanja hidrogelova, pri ¢emu se na ovaj
nacin formiraju porozni, polimerni hidrogelovi. Oni nastaju polimerizacijom u prisustvu inertnih
rastvaraca koji imaju funkciju porogena, tj. agenasa za formiranje pora. Prvo se formira vodena
suspenzija, dispergovanjem mikrokapsula porogena u vodenu fazu koja sadrzi monomere i
umrezivace. Dobijen kompozitni hidrogel sadrzi u sebi mikrokapsule nakon Sto je doslo do
geliranja vodene faze, a zatim se vr$i razbijanje strukture mirkokapsula u hidrogelu, hemijskim
tretmanom. [42] Na ovaj nac¢in mogu da se sintetiSu makroporozni gelovi sa tacno definisanim
veli¢inama pora, kao i stepenom zastupljenosti pora u gelu. Ovakvi hidrogelovi pronalaze primenu

u imobilizaciji biokatalizatora, koji se zarobljavaju u porama hidrogela. [42]

Enzimski katalizovano umreZavanje polimera je metoda najmanje Stetna po Zivotnu
sredinu, s’obzirom da se vrSi pri veoma blagim uslovima, sa biokatalizatorima. [43] Ovom

metodom dolazi do formiranja medumolekulskih kovaletnih veza, pri reakciji koja je visoko
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selektivna 1 blagih uslova. Enzimsko umrezavanje moze da se vr$i preko 2 glavna mehanizma: u
prvom dolazi do direktnog formiranja kovaletne veze izmedu molekula (ovakav tip umrezavanja
katalizuju hidrolaze i transferaze); dok u drugom enzim diriguje stvaranje reaktivnih vrsta, koje
naknadno reaguju sa molekulom i dovode do stvaranja kovaletne veze (ovakav tip umrezavanja

katalizuju oksidoreduktaze). [44]

Fotopolimerizacija je jedan od in situ na¢ina formiranja hidrogelova i ona je najcesce
inicirana ultraljubic¢astim (100-400 nm), vidljivim (400-700 nm) ili infracrvenim (780-20,000
nm) zraenjem. Na ovaj na¢in se rastvor monomera pretvara u hidrogel, slobodno-radikalskom
polimerizacijom, gde formirani slobodni radikali iniciraju reakcije kojima dolazi do umrezenja
polimera [45]. Do sada je sintetisan veliki broj derivata prirodnih polimera koji imaju sposobnost
geliranja pod dejstvom odredene svetlosti, pa je tako npr. sintetisana karboksimetilceluloza-

metakrilat, koja se fotoumrezava pod dejstvom UV svetlosti i gradi hidrogel. [46]

2.1.3. Polisaharidi kao materijali za dobijanje hidrogelova

Polisaharidi su jedan od glavnih materijala za dobijanje hidrogelova. Najcesce su to prirodni
polimeri, koji mogu da vode poreklo iz Zivotinja, biljaka, mikrobioloskih organizama, itd. Da bi
polimer bio dobar materijal za hidrogelove, on treba da ima karakteristike kao §to su sposobnost
bubrenja, permeabilnost, sposobnost apsorpcije, biodegradabilnost, biokompatibilnost,
necitotoksi¢nost, a sve ove kriterijume ispunjavaju prirodni polisaharidi. Svojstva polimernog
lanca, kao njihova umrezena struktura, imaju bitan uticaj na svojstvo samog hidrogela. Iz ovog
razloga su mnogobrojni polisaharidi okarakterisani za ovu oblast primene, a takode su i mnogi
modifikovani, ne bi li se dobile $to bolje sposobnosti hidrogela. Do danas su u hemiji hidrogelova
pronasli primenu razni prirodni polisaharidi, kao Sto su: alginat, hitozan, hijaluron, pektin,

gumiarabika, ksilan, itd. [2]

2.1.4. Alginat

Polisaharid algi, alginat je prirodni, hidrofilan, anjonski polisaharid, koji danas predstavlja
znacajan polimer za razli¢ite sfere primene. Alginat se sastoji od f-D-manuronske kiseline (M) i
a-L-guluronske kiseline (G) koje su povezane 1—4 glikozidnim vezama. [47] U osnovi je linearni
blok kopolimer kojeg ¢ine sekvence M subjedinica (M blokovi) i G subjedinica (G blokovi), kao

i naizmeni¢ne MG sekvence (MG blokovi). [3] (Slika 2) Alginat moze biti izolovan iz razli¢itih



algi i bakterija, pa tako njegov sastav, odnos M i G subjedinica, kao i duzina polimera, zavisi od
samog izvora izolovanja. [3, 47] Danas se komercijalni alginati uglavnom dobijaju
alkalnomekstrakcijom iz algi [48], a kao najcesc¢i izvor se koriste braon alge (Phaeophyceae),
ukljucujuci sojeve Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum
nodosumi Macrocystis pyrifera.