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Procesiranje i karakterizacija polimernih nanovlakana sa antimikrobnim efektom za
prevenciju infekcija izazvanih kateterizacijom urinarnog trakta

REZIME

U ovoj doktorskoj disertaciji razvijeni su polimerni materijali, nosa¢i bioloski aktivnih
supstanci namenjeni za oblaganje urinarnih katetera. Poli(e-kaprolakton) (PCL) nanovlakna sa
antibiotikom cefazolinom su procesirana pomocéu tri metode elektropredenja. Dobijeni
nanovlakanasti matovi su otpustali lek razli¢itom dinamikom 1 za 30 dana oslobodeno je ~68 %,
~43 % i ~5 % iz nanovlaknastih matova dobijenih elektropredenjem iz rastvora, koaksijalnim i
emulzionim elektropredenjem, redom. Nanovlakna sa cefazolinom su pokazala antibakterijsko
dejstvo prema S. aureus i E. coli. Razvijeni su i PCL nanovlaknasti matovi kori§¢enjem metode
elektropredenja iz rastvora sa Cetiri koncentracije ekstrakta hajducke trave. Koris¢enjem statisticki
planiranog eksperimenta optimizovani su uslovi suSenja rasprSivanjem za dobijanje suvog ekstrakta
podesnog za inkorporaciju u polimerni materijal. SuSenje je izvedeno na temperaturi od 130 °C, pri
brzini protoka tecnog ekstrakta od 7,5 ml/min sa 1,2% sadrzaja suve materije. Do 98 %
inkorporiranih polifenola hajducke trave oslobodeno je iz PCL nanovlakana tokom pet dana.
Nanovlaknasti matovi su pokazali antioksidativnu i antibakterijsku aktivnost prema S. aureus.
Dodatak ekstrakta hajducke trave poboljSao je mehanicka svojstva PCL nanovlaknastih matova,
evidentno kroz povecanje Jungovog modula elasti¢nosti (do 5,7 puta), zatezne ¢vrstoce (do 5,5 puta)
i prekidne deformacije (do 1,45 puta).

Silikonski i gumeni kateteri oblozeni PCL nanovlaknastim matovima sa cefazolinom ili
ekstraktom hajducke trave uz adheziv n-butil-2-cijanoakrilat pokazali su dobru mehanicku stabilnost
i antibakterijsku aktivnost. U disertaciju su razvijeni materijali pogodni za dobijenje oblozenih
katetera koji mogu da sprece razvoj bakterija i infekcije urinarnog trakta.

Kljué¢ne reci: poli(e-kaprolakton); elektropredenje; cefazolin, hajducka trava; polifenoli; oslobadanje
leka; kinetika oslobadanja leka; antibakterijska aktivnost; antioksidativna aktivnost; mehanicka
svojstva

Naucna oblast: TehnoloSko inZenjerstvo
UZa naucna oblast: InZenjerstvo materijala
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Processing and characterization of polymer nanofibers with antimicrobial activity for the
prevention of infections caused by catheterization of the urinary tract

ABSTRACT

Polymeric materials, carriers of biologically active substances, intended for the production of
urinary catheter coatings were developed in this doctoral thesis. Poly(e-caprolactone) (PCL)
nanofibers with antibiotic cefazolin were produced by using three electrospinning methods. The
obtained nanofiber mats showed different dynamics of drug release. After a period of 30 days ~68%,
~43% and ~5% of the drug was released from the nanofiber mats obtained by blend electrospinning,
co-axial and emulsion electrospinning, respectively. PCL nanofibers with cefazolin suppressed the
growth of S.aureus and E. coli. Moreover, PCL nanofiber mats containing four different
concentrations of yarrow extract were processed by using blend electrospinning. Spray drying
parameters for obtaining dry yarrow extract, which is suitable for incorporation in a polymeric
material, were optimized in a statistically planned experiment. The drying was performed at 130 °C,
with a liquid extract (1.2 % of dry matter content) flow rate of 7.5 ml/min. Up to 98 % of the total
polyphenols were released from the electrospun PCL nanofibers after a period of five days. Nanofiber
mats showed antioxidant and antibacterial activity against S. aureus. The addition of yarrow extract
improved mechanical properties of PCL nanofibers, evident by an increase in Young’s modulus of
elasticity (up to 5.7 fold), the tensile strength (up to 5.5 fold), and the strain at break (up to 1.45 fold).

Silicone and rubber catheters were coated wtih PCL nanofiber mats with cefazolin or yarrow
by using adhesive n-butyl-2-cyanoacrylate. The coated catheters showed good mechanical stability
and antibacterial activity. The materials are suitable for production of coated catheters that could
prevent urinary tract infections.

Keywords: poly(e-caprolactone); electrospinning; cefazolin; yarrow; polyphenols; drug release; drug
release kinetics; antibacterial activity; antioxidant activity; mechanical properties

Scientific field: Technological Engineering
Scientific subfield: Material Engineering
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1. UvVOD

Antimikrobni polimeri su materijali koji spre¢avaju rast mikroorganizama i pogodni su za
razli¢ite primene, od pakovanja hrane i filtera u tretmanu vode do medicinske i zdravstvene zastite.
Posebna paZnja posvecena je ovim materijalima jer bi mogli da igraju vaznu ulogu u prevenciji i
redukciji prenosa bolesti (Mufioz-Bonilla i dr., 2013). Funkcionalizovani polimerni materijali sadrze
bioloski aktivne komponente u polimernoj matrici i mogu se koristiti kao nosaci lekova u razli¢itim
aplikacijama ukljucujuci antibakterijske flastere i gaze, za tretmane rana u cilju sprec¢avanja infekcija,
kao i za regeneraciju tkiva ili kostiju (Ruckh i dr., 2012; Xue i dr., 2014). I dok veliki broj nosaca
lekova nalazi Siroku primenu u praksi, problem infekcija usled urinarne kateterizacije je i dalje
aktuelan u klini¢koj praksi a poseban problem predstavlja Cinjenica da odredene medicinske
indikacije zahtevaju dugoro¢nu primenu katetera (Feneley i dr., 2015). Prepoznajuci ovaj problem
definisan je cilj doktorata — razvoj novih polimernih materijala kao nosaca lekova namenjenih za
spreCavanje infekcija izazvanih urinarnom kateterizacijom.

Najcesc¢a komplikacija vezana za urinarnu kateterizaciju je kolonizacija bakterija i formiranje
biofilma na kateteru. Kateter na kom je formiran biofilm predstavlja vrlo relevantan izvor lokalnih
infekcija urinarnog trakta (Donlan, 2001). Kada se javi lokalna infekcija pacijenti se obi¢no lece
sistemskim antibioticima. Sistemskom isporukom, céesto se ne postize dovoljna koncentracija
antibiotika na zeljenoj lokaciji. U cilju postizanja dovoljne koli¢ine antibiotika na ciljanoj lokaciji,
pozeljna je kontrolisana lokalna isporuka leka Sto se moze posti¢i primenom materijala koji
obezbeduje kontrolisano otpustanje antibiotskog leka (Kowalczuk i dr., 2010; Xue i dr., 2014).
Kontrolisanom isporukom aktivna supstanca se zadrzava u terapijskoj dozi duze vreme na ciljanom
mestu, ¢ime Se znacajno smanjuje mogucnost Sirenja infekcije i drugih nezeljenih reakcija (Katti i
dr., 2004).

Predmet istrazivanja ove teze predstavlja procesiranje nanovlakana iz polimernog rastvora
metodom elektropredenja. Dobijena polimerna nanovlakna su iskoris¢ena kao nosaci bioloski
aktivnih supstanci, koji omogucavaju spreavanje rasta mikroorganizama a time i infekcija prilikom
aplikacije. Prednost primene ovakvih sistema jeste mogucnost dostave visoko kontrolisanih doza
lekova na ta¢nu lokaciju neophodne aplikacije.

Nanovlakna ¢ine grupu materijala ¢ije su prednosti velika specifi¢na povrsina u odnosu na
zapreminu, visoka poroznost, odli¢na strukturna mehanicka svojstva, ekstremna fleksibilnost i
ekonomicnost, izmedu ostalog (Son i dr., 2014). Nanovlakna dobijena elektropredenjem imaju manji
pre¢nik i vecu specifiénu povrsinu u poredenju sa vlaknima dobijenim konvencionalnim metodama
predenja. Elektropredenje je jedinstven pristup koji koristi elektrostati¢ke sile za proizvodnju
kontinualnih vlakana nanodimenzija iz razli¢itih polimernih rastvora ili rastopa. Nanovlakna dobijena
procesom elektropredenja mogu se primeniti u inZenjerstvu tkiva, kao nosaci lekova, antibakterijske
gaze, materijali za zavoje rana itd. (Madhaiyan i dr., 2013; Katti i dr., 2004). Razliciti profili
otpustanja lekova kroz nanovlaknaste materijale mogu se postici razli¢itim metodama procesiranja
nanovlakana i to koaksijalnim rezimom, emulzionim elekropredenjem i elekropredenjem iz rastvora
(Madhaiyan i dr., 2013).

Polimeri koji se koriste u oblasti medicine moraju posedovati posebna svojstva kao §to su
biokompatibilnost, biorazgradivost i niska imunogenost. Najvise koris¢eni polimeri u istrazivanjima
za bioloske aplikacije su poli(laktid) (PLA), poli(glikolid) (PLG), poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA),
poli(e-kaprolakton) (PCL), poli(etilen oksid) (PEO), zelatin i njihove blende (Lee i dr., 2003). U ovoj
doktorskoj disertaciji koris¢en je PCL, koji u porodici poliestara ima posebno mesto jer je
biorazgradiv, ima visoku permeabilnost za male molekule, nije toksi¢an, ne smanjuje pH vrednost
sredine tokom razgradnje (za razliku od PLA i PLG), ima dobru rastvorljivost, nisku temperaturu
topljenja (59-64 °C) i izuzetnu kompatibilnost kada se pomesa sa drugim polimerima (Chandra i
Rustgi, 1998; Okada, 2002; Nair i Laurencin, 2007). PCL je pogodan za elektropredenje, i do sada je
ispitan veliki broj sistema na bazi PCL nanovlakana kao nosaca aktivnih supstanci za razlicite
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medicinske primene, ali nije ispitana primena PCL nanovlakana kao potencijalnog materijala za
oblaganje urinarnih katetera.

Klini¢ki je ispitano nekoliko vrsta agensa/materijala za prevlake urinarnih katetera sa
antimikrobnim svojstvima, uklju¢ujuci srebro i komercijalne antibiotike. Dokazano je da su previlake
sa antibioticima efikasnije od prevlaka legura srebra protiv infekcija izazvanih vecinom Gram-
pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (Johnson i dr., 2012). Ovaj podatak je bio motivacija da za
pocetna istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji kao aktivna supstanca bude koris¢en komercijalni
antibiotik Sirokog spektra dejstva - cefazolin. Cefazolin je inkorporiran u sadrzaju od 20 % (u odnosu
na masu polimera) u PCL nanovlakna procesirana razli¢itim metodama elektropredenja ukljucujuci
koaksijalni rezim, emulziono i elektropredenje iz rastvora. Sva dobijena nanovlakna su pokazala
antibakterijsku aktivnost ali sa razli¢itom dinamikom oslobadanja aktivne supstance. Razli¢ita
dinamika oslobadanja antibiotskog leka pogodna je jer se i Kkateteri primenjuju u razliitim
vremenskim periodima (mogu biti kratkoro¢ni i dugoro¢ni).

U kasnijim fazama istrazivanja kori$¢ena je i prirodna smesa bioloski aktivnih supstanci
prisutna u ekstraktu hajducke trave za koju je naucno dokazano da poseduje antimikrobno i
antioksidativno dejstvo a tradicionalno se koristi za tretman povrSinskih povreda jer pomaze
zarastanje rana (Benedek i Kopp, 2007; Lakshmi i dr., 2011). Da bi se omoguc¢ila inkorporacija
dovoljne koli¢ine suve materije ekstrakta proizveden je suvi ekstrakt hajducke trave metodom susenja
rasprSivanjem. Uslovi pod kojima je potrebno izvesti susenje da bi se ostvario najveci prinos procesa
I maksimalna oc¢uvanost polifenola, kao nosioca bioloske aktivnosti hajducke trave, definisani su u
okviru statisti¢ki planiranog eskperimenta (Radisavljevi¢ i dr., 2022). Dobijeni suvi ekstrakt
inkoroporiran je u PCL nanovlakna procesirana metodom elektropredenja iz rastvora u
koncentracijama od 5 %, 10 %, 15 % i 20 % u odnosu na masu polimera. Ispitana je antibakterijska i
antioksidativna aktivnost ovih materijala, kao i mehanicka svojstva.

U poslednjoj fazi, ispitana je adhezija izmedu nanovlaknastih matova najboljih karakteristika
sa cefazolinom ili suvim ekstraktom hajducke trave kao bioaktivnim materijama i komercijalno
dostupnih katetera. Dobijeni materijali su vezani pomoc¢u adheziva na bioloski inertne polimerne
materijale tako da su dobijeni kateteri koji spre¢avaju rast patogenih mikroorganizama. Primena
ovako modifikovanih katetera mogla bi znacajno smanjiti rizik za razvoj komplikacija izazvanih
infekcijama kod pacijenata koji zahtevaju urinarnu kateterizaciju.

U okviru Teorijskog dela doktorske disertacije detaljnim pregledom literature predstavljena
su dosadasnja istrazivanja u oblasti biomaterijala sli¢nih namena, primene metode elektropredenja za
dobijanje nanovlakana, kao i njihova primena u oblasti medicine. Takode, dat je uvid u dosadasnja
istrazivanja vezana za primenu elektropredenih polimernih nanovlakana i njihovim razli¢itim
aplikacijama, kao i nacini modifikacije povrsine komercijalno dostupnih katetera kao metode
pripreme za dalje modifikacije u cilju funkionalizacije.

U okviru Eksperimentalnog dela, dat je prikaz materijala i metoda koji su koriseni za dobijanje
nanovlaknastih bioloski aktivnih matova u skladu sa predmetom istrazivanja ove doktorske
disertacije. Zatim je dat opis postupka pripreme suvog ekstrakta hajducke trave i nanovlaknastih
matova, kao i uredaja na kojima su vrsena procesiranja i eksperimentalna merenja.

U poglavlju Rezultati i diskusija, prikazani su i diskutovani eksperimentalni rezultati dobijeni
primenom razli¢itih metoda karakterizacije materijala.

U poglavlju Zakljucak su sumirani svi dobijeni rezultati na osnovu izvedenih istrazivanja.

Svi citirani navodi, kao i radovi koji su nastali u toku istrazivanja i rada na ovoj doktorskoj
disertaciji, nalaze se u poglavlju Literatura.



2. TEORIJSKA RAZMATRANJA

2.1. Nanotehnologija i bionanotehnologija

2.1.1. Definicija nanonauke i nanotehnologije

Prefiks ,,nano* poti¢e od grcke re¢i koja znaci ,,patuljak® ili neSto veoma malo i prikazuje
milijarditi deo merne jedinice (107°). IstraZivanjima u oblasti nanometarskih dimenzija bave se
nanonauka i nanotehnologija. Nanonauka se bavi proucavanjem materije 1 molekula na
nanometarskoj skali, tj. u rasponu od 1 do 100 nm, a tehnologija koja koristi rezultate nanonauke u
prakti¢nim primenama kao $to su npr. uredaji naziva se nanotehnologija (Mansoori i Soelaiman,
2005). llustracije radi, ljudska kosa je debljine 60 000 nm (dakle 60 um) i ne spada u nanomaterijale,
a dvostruka spirala dezoksiribonukleinske kiseline ima pre¢nik od 1 nm i molekul je u oblasti
nanonauke (Gnach i dr., 2015).

Iako prisutna od antickih vremena i nanonauka i nanotehnologija dobile su na znacaju sa
razvojem metoda kojima su omogucena istrazivanja u ovoj oblasti dimenzija. Nanotehnologija je
jedna od najperspektivnijih tehnologija 21. veka i zasnovana je na koris¢enju teorije nanonauke kroz
posmatranje, merenje, manipulisanje, sklapanje, kontrolu i proizvodnju materije nanometarskih
dimenzija. Nacionalna inicijativa za nanotehnologiju (eng. National Nanotechnology Initiative, NNI)
u Sjedinjenim Americkim Drzavama definiSe nanotehnologiju kao ,,nauku, inZenjering i tehnologiju
koja se sprovodi na nanorazmeri (od 1 do 100 nm), gde jedinstveni fenomeni omogucavaju nove
primene u Sirokom spektru oblasti, od hemije, fizike i biologije, do medicine, inZenjerstva i
elektronike” (National Nanotechnology Initiative (NNI)).

2.1.2. Kratak istorijat nanotehnologije

Nanostrukturne materijale su ljudi ispitivali i dobijali jednostavnim procesima proizvodnje
jo§ u anti¢ko doba iskoriS¢avajuéi superiorna svojstva nanomaterijala, ni ne slute¢i da je re¢ 0
strukturama nano razmere. Tek kasnijih godina, sa razvojem nanotehnologije, nau¢nici su se osvrnuli
na ispitivanje tih materijala savremenim uredajima i1 analizama utvrdili da je re¢ o nanostrukturnim
materijalima.

Tako su na primer nanocestice kori$éene jo$ u Cetvrtom veku nove ere, od strane Rimljana, za
dobijanje Likurgove Solje. Likurgova $olja predstavlja jedno od najistaknutijih dostignuca u anti¢koj
industriji stakla i napravljena je od dihroi¢nog stakla. Dihroi¢no staklo menja boju u odredenim
uslovima osvetljenja. Tako, Likurogva $olja ima dve razliCite boje: staklo izgleda zeleno na direktnom
svetlu, a crveno-ljubicasto kada svetlost sija kroz staklo (slika 2.1.) (Bayda i dr., 2019).

Slika 2.1. Likurgova ¢asa: Staklo izgleda (a) zeleno u reflektovanoj svetlosti i (b) crveno-ljubicasto
u propustenoj svetlosti (preuzeto iz Bayda i dr., 2019)



Naucnici su tek 1990. godine, razvojem savremenih uredaja za identifikaciju nanostruktura,
analizirali Solju koristeci transmisionu elektronsku mikroskopiju (eng. Transmission electron
microscopy, TEM) da bi objasnili fenomen dihroizma (Barber i Freestone, 1990). Uoc¢eni dihroizam
(dve boje) je posledica prisustva nanocestica pre¢nika 50-100 nm. Rendgenska analiza je pokazala
da su ove nanocestice legura srebra i zlata (Ag-Au), sa odnosom Ag:Au od oko 7:3, koja dodatno
sadrzi oko 10 % bakra (Cu) dispergovanog u staklenoj matrici (Freestone i dr., 2007; Wagner i dr.,
2000). Nanocestice zlata proizvode crvenu boju kao rezultat apsorpcije svetlosti na talasnoj duzini od
oko 520 nm. Crveno-ljubi¢asta boja nastaje usled apsorpcije svetlosti od strane vecih Cestica, dok se
zelena boja pripisuje rasejanju svetlosti koloidnim disperzijama nanocestica srebra ve¢ih od 50 nm.
Likurgova Solja je prepoznata kao jedan od najstarijih sintetskih nanomaterijala (Mansoori i
Soelaiman, 2005).

Tokom IX-XVII veka, blistave keramicke glazure koriscene u islamskom svetu, a kasnije i u
Evropi, sadrzale su nanocestice srebra, bakra i drugih metala (Pradell i dr., 2007). Italijani su takode
koristili nanocestice u stvaranju renesansne keramike tokom 16. veka (Poole i Owens, 2003). Na njih
su uticale otomanske tehnike: tokom XII-XVIII veka, za proizvodnju se€iva sablji ,,Damask®,
kori$¢ene su cementitne nanozice i ugljeni¢ne nanocevi da bi se obezbedila snaga, otpornost i
sposobnost odrzanja ostrine (Reibold i dr., 2006).

Danas nanotehnologija predstavlja jednu od brzorastucih nauénih disciplina za proucavanje i
razvoj uredaja i materijala u razli¢itim oblastima. Nanotehnologije doprinose skoro svakoj oblasti
nauke, ukljucujué¢i fiziku, nauku o materijalima, hemiju, biologiju, racunarstvo i inzenjerstvo.
Nanotehnologija se koristi u zastiti zivotne sredine i za efikasniju proizvodnju energije.
Nanotehnologija omogucava stvaranje manjeg zagadenja tokom proizvodnje materijala, proizvodnju
solarnih c¢elija za proizvodnju elektri¢ne energije, ¢iSc¢enje organskih hemikalija koje zagaduju
podzemne vode i ¢iscenje isparljivih organskih jedinjenja iz vazduha. Zatim, potreba za ra¢unarskim
primenama na nanorazmeri je stvorila oblast nanoinformatike. Posebnu oblast zauzima primena
nanotehnologije u medicinske svrhe i primetno je da su poslednjih godina nanotehnologije
primenjene na ljudsko zdravlje sa obecavajucim rezultatima, posebno u oblasti leCenja kancera
(Baydai dr., 2019).

2.1.3. Pioniri u nanotehnologiji

Americki fizi¢ar 1 dobitnik Nobelove nagrade Ri¢ard Fajnman (Richard Feynman) predstavio
je koncept nanotehnologije 1959. godine (Feynman, 1960). Posle petnaest godina, Norio Taniguci
(Norio Taniguchi), japanski nauc¢nik, prvi je upotrebio i definisao termin ,,nanotehnologija” 1974.
godine na sledeci nacin: ,,nanotehnologija se uglavnom sastoji od obrade, razdvajanja, konsolidacije
i deformacije materijala jednim atomom ili jednim molekulom” (Taniguchi i dr., 1974). Godine 1986.
Erik Dreksler (K. Eric Drexler) objavio je prvu knjigu o nanotehnologiji ,,Motori stvaranja: Dolazeca
era nanotehnologije”, Sto je dovelo do toga da teorija ,,molekularnog inzenjeringa” postane
popularnija (Drexler, 1986). Kasnije, 1991., Dreksler, Peterson i Pergamit (Drexler, Peterson i
Pergamit) su objavili jo§ jednu knjigu pod naslovom ,,Neograni¢ena buducnost: nanotehnoloska
revolucija® u kojoj koriste termine ,,nanobotovi‘ ili ,,sastavlja¢i za nano procese u medicinskim
aplikacijama, a ¢uveni izraz ,,nanomedicina“ je u pomenutoj knjizi prvi put iskoriscen (Drexler,
1991).

2.1.4. Bionanotehnologija

Bionanotehnologija je razvijena kao posebna disciplina u okviru nanotehnologija koja se bavi
razvojem materijala namenjenih za primenu u zivom organizmu. U cilju postizanja svojstava
materijala koji su pogodni za primenu u Zivom organizmu, bionanotehnologija je orijentisana ka
usavrSavanju osnovnih svojstava materijala, kao §to su sastav, struktura i morfologija. Primenom
tehnologije moguce je upravljati veli¢inom Cestica, a sa ciljem dobijanja nanostrukturnih materijala
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(Sanvicens i Marco, 2008). Kod nanostrukturnih materijala primenljivih u Zivom organizmu vazno je
istaci da su njihove dimenzije uporedive sa veli¢inom c¢elijskih komponenti (nukleinskih kiselina ili
proteina) ili virusa, §to pruza mogucnost njihove medusobne interakcije na molekulskom nivou
(Goodsell, 2004). Primena bionanotehnologije u mnogim oblastima, kao §to su rana dijagnostika ili
isporuka lekova, intenzivno se istrazuje i pokazuje odli¢ne rezultate. Pozitivni primeri ukljucuju
nanomaterijale za isporuku lekova i regenerativhu medicinu, kao i nanocestice sa antibakterijskim
dejstvom ili funkcionalne nanostrukture koje se koriste za detekciju biomarkera kao S$to su
nanobiocipovi, nanoelektrode ili nanobiosenzori (Weissig i dr., 2014).

Nakon visegodisnjih istrazivanja i napretka u oblasti nanotehnologija, pokazan je ogroman
potencijal koji nanotehnologije imaju u biologiji i medicini kako za dijagnozu tako i za terapiju
mnogih ljudskih bolesti (Kinnear i dr., 2017). Bionanotehnologiju mnogi stru¢njaci smatraju jednom
od najintrigantnijih oblasti primene nanonauka.

2.2. Polimerni materijali

Konvencionalni polimeri, poli(etilen), poli(propilen), poli(vinil hlorid) ili poli(stiren), su
materijali koji se koriste u svakodnevnom zivotu, u formi plastike, vestackih vlakana, gume i premaza
boja. Sa razvojem savremenog drustva, pokazalo se da konvencionalni polimeri ne mogu da zadovolje
sve potrebe, zbog Cega se javila potreba za razvojem novih polimera sa specifi¢nim funkcijama -
naprednih funkcionalizovanih polimera. Pored unapredenih mehanickih svojstava konvencionalnih
polimernih materijala, napredni funkcionalizovani polimerni materijali mogu posedovati hemijsku
reaktivnost, fotoosetljivost, elektricnu provodljivost, kataliticCka svojstva, biokompatibilnost,
bioloSku aktivnost, farmakoloska svojstva, selektivno odvajanje i pretvaranje energije. Takvi
polimeri imaju primenu u mnogim oblastima kao Sto su prikupljanje i skladiStenje energije, bezi¢ne
komunikacije, biomedicina, odvajanje nafte/vode ili gasa i inteligentne i bioni¢ke industrije (Zhao i
dr.,, 2017; Zhang i dr., 2017). Nauka o funkcionalizovanim polimerima, razvijena 1960-ih, je
interdisciplinarna oblast koja obuhvata hemiju i fiziku polimera, nauku o materijalima, biologiju,
energiju, nanonauku i zivotnu sredinu (Anderson i dr., 1981). Funkcionalizovani polimeri su jedan
od vaznih osnova moderne industrije i napredne tehnologije, pa je velika usmerenost posvecena
razvoju novih funkcionalizovanih polimera kako bi se zadovoljile nove potrebe savremenog drustva.

Brojni pregledni radovi ukazuju na moguénost primene naprednih funcionalizovanih polimera
u razli¢itim oblastima. Postoji Sirok opseg funkcija naprednih funkcionalizovanih polimera, kao §to
su polimerne micele ili vezikule za isporuku lekova i gena, polimerni gelovi, biomedicinski polimeri,
polimeri sa memorijom oblika, polimeri koji reaguju na stimulanse, luminiscentni polimeri, polimeri
kovalentnog organskog okvira i supramolekularni polimeri (Wang i dr., 2020). Napredni
funkcionalizovani polimeri obuhvataju jako puno nesrodnih tema, pa su u ovoj doktorskoj disertaciji
predstavljena istraZivanja koja su vezana za biomedicinske polimere materijale, odnosno polimerne
biomaterijale.

2.2.1. Biomaterijali

Biomaterijal se moze definisati kao materijal namenjen za povezivanje sa bioloskim
sistemima u cilju procene, leCenja, povecanja ili zamene bilo kog tkiva, organa ili funkcije tela
(Piskin, 1995). Globalno trziste implantabilnih biomaterijala vredelo je skoro 75,1 milijardu dolara u
2013. Ovo trziste je raslo sa kombinovanom godiSnjom stopom rasta od 6,7 % izmedu 2014. 1 2019.
godine, sto je rezultiralo globalnim trzistem od 109,5 milijardi dolara u 2019. godini. Ocekuje se da
¢ce globalno trziste dostici 161,2 milijarde dolara u 2025. godini uz godisnju stopu rasta od 9 %. U
okviru globalnog trziSta biomaterijala za implantaciju, ocekuje se da ce sektor polimernih
biomaterijala pokazati najveci rast, sa godi$njom stopom rasta od 22,1 %, zbog moguénosti primene
u Sirokom spektru biomedicinskih aplikacija (BCC Research advanced-materials; PR Newswire).



Veliki broj klasa materijala je obuhvacen pojmom “biomaterijali”, a neke od njih su: metalni
biomaterijali, keramicki i staklasti biomaterijali, sinteticki nedegradabilni i degradabilni polimeri,
kompozitni biomaterijali, bioderivatni polimeri i tkiva, kao i pasivne i bioaktivne prevlake (Tianidr.,
2012). Sintetic¢ki polimeri su veoma atraktivni i korisni u oblasti biomaterijala, zbog svoje hemijske
strukture i fizickih svojstava. Pored toga $to se mogu spajati sa drugim polimerima, polimerni
biomaterijali se mogu kombinovati u sistemima zajedno sa prirodnim materijalima ili neorganskim
nanocesticama, radi dobijanja novih, unikatnih, sinergijskih svojstava i bolje primene (Wang i dr.,
2011).

Polimerni materijali nalaze primenu u dijagnostici i leCenju bolesti kao Sto su kancer,
kardiovaskularne, cerebrovaskularne i zarazne bolesti. Veliki broj funkcionalizovanih polimera, kao
Sto su micele, gelovi, kompoziti ili vlakna nalaze biomedicinsku primenu. Regulisanjem strukturnih
parametara polimera i njegove morfologije, termicke i hemijske stabilnosti, oblika, dimenzije i
mehani¢kih svojstava kori§¢enjem odredenih strategija postizu se kontrolisana svojstva polimera za
postizanje ciljanih funkcionalnosti koje mogu da zadovolje zahteve specifi¢nih biomedicinskih
aplikacija (Park i dr., 2005; Wang i dr., 2020).

2.2.2. Biorazgradivi polimerni biomaterijali

Da bi bili biorazgradivi, polimeri moraju da sadrze hemijske veze u glavhom polimernom
lancu koje se mogu hidrolizovati u bioloskim uslovima. Biorazgradivi biomaterijali imaju prednost u
odnosu na biostabilne materijale u smislu dugoro¢ne biokompatibilnosti. Istrazivanja o primeni
biorazgradivih biomaterijala umesto trajnih protetskih uredaja za pomoc¢ u oporavku i regeneraciji
tkiva, uz tehnicka i eti¢ka pitanja koja prate revizijske operacije, u poslednje vreme budi veliko
interesovanje (Langer i Vacanti, 1993; Vacanti i Langer, 1999; Dvir i dr., 2011). Zbog toga,
biorazgradivi polimerni biomaterijali brzo zamenjuju druge klase materijala, kao $to su metali, legure
I keramika (Barbucci, 2002; Langer i Vacanti, 1993; Vacanti i Langer, 1999).

S obzirom na slozenost ljudskog tela i razli¢itosti pojedina¢nih podrucja primene polimernih
biomaterijala, nijedan polimerni sistem se ne moze smatrati idealnim biomaterijalom za sve
medicinske primene. Biorazgradivi polimerni materijali se primenjuju kao terapeutski uredaji,
uklju¢ujuci privremene implantate i trodimenzionalne nosae u inZenjerstvu tkiva, ali i za
farmakoloSke primene kao nosaci za kontrolisano ili kontinualno oslobadanje leka. Za svaku od
namena potrebna su posebna fizicko-hemijska, bioloska 1 degradaciona svojstva materijala.
Proucavanja se vrse na Sirokom spektru prirodnih ili sintetickih polimera koji mogu da se podvrgnu
hidroliti¢koj ili enzimskoj degradaciji za biomedicinske primene (Song i dr., 2018). Stoga su
istrazivanja u sintezi biorazgradivih biomaterijala usmerena ka razvoju i sintezi polimera sa
svojstvima prilagodenim specifiénim biomedicinskim primenama. Trenutni razvoj koji ukljucuje
multifunkcionalne i kombinatorne pristupe u dizajnu ubrzao je inovacije biorazgradivih biomaterijala
(Song i dr., 2018).

Svojstvo od sustinskog znacaja za biomaterijal je biokompatibilnost - sposobnost materijala
da funkcioni$e sa odgovarajucim odgovorom domacina u specifi¢noj primeni (Piskin, 1995). Mnoga
fizicko-hemijska svojstva materijala uzrokuju odgovor tkiva domacina na materijal. Na
biokompatibilnost materijala uticu molekulska masa, rastvorljivost, hidrofilnost/hidrofobnost,
povrsinska energija, hemijski sastav materijala, mehanizam degradacije i/ili erozije, mazivost i oblik
1 struktura (Kohane i Langer, 2008). Vazno je napomenuti da je potrebno da biorazgradivi
biomaterijali odrze adekvatnu biokompatibilnost tokom vremena jer se fizicko-hemijska i mehanicka
svojstva biorazgradivog biomaterijala vremenom mogu razlikovati i, prema tome, rezultujuci
proizvodi razgradnje mogu imati razlicite nivoe kompatibilnosti sa tkivom u poredenju sa pocetnim
materijalom. Idealan biorazgradivi biomaterijal treba da ima proizvode razgradnje koji su netoksic¢ni
I koji se lako metabolisu i uklanjaju iz tela.



Pored biokompatibilnosti, nekoliko drugih vaznih svojstava se mora uzeti u obzir prilikom
izbora biorazgradivog biomaterijala. Npr. u inZenjerstvu tkiva vreme degradacije biomaterijala treba
da se usaglasi sa procesom regeneracije i/ili zarastanja kako bi se obezbedilo pravilno remodelovanje
tkiva. Ukoliko se koristi za kontrolisano otpustanje lekova, biomaterijal mora odrzavati odgovarajucu
permeabilnost tokom perioda primene. Kona¢no, mehanicka svojstva biomaterijala treba da budu
adekvatna da ne ometaju normalno funkcionisanje organizma, a ukoliko se koriste u regenerativnoj
medicini, pozeljno je da biomaterijali podsti¢u regeneraciju tokom svakodnevne aktivnosti pacijenta,
I da svaka promena mehaniCkih svojstava biomaterijala usled degradacije treba da zadrzi
kompatibilnost sa procesom zarastanja ili regeneracije (Song i dr., 2018).

Zbog interesovanja u oblastima koje zahtevaju biorazgradive biomaterijale, ukljucujuci
regenerativnu medicinu, inzenjerstvo tkiva, kontrolisanu dostavu lekova, gensku terapiju, doslo je do
ekspanzije biomedicinske primene sintetickih biorazgradivih polimera i1 analognih prirodnih
polimera. Iako su neki prirodni polimeri pokazali prednost u smislu podrzavanja celijske funkcije i
adhezije, postoji nekoliko ograni¢enja u pogledu njihove upotrebe. Na primer, teSko je kontrolisati
mehanic¢ka svojstva i stepen degradacije prirodnih polimera, a prirodni polimeri ¢eSée izazivaju
imunski odgovor (Lee i dr., 2001; Schmidt i Baier, 2000). Sinteti¢ki polimeri se mogu modifikovati
da poseduju mnogo Siri spektar mehanickih 1 hemijskih svojstava od prirodnih polimera. Sintetic¢ki
polimeri se mogu procesirati pod kontrolisanim uslovima tako da pokazuju predvidiva i ponovljiva
mehanicka i fizicka svojstva kao $to su zatezna ¢vrstoca, modul elasti¢nosti i brzina degradacije (Seal
i dr., 2001). Kod sintetickih polimera je takode lakse kontrolisati sastav a time i prisustvo necistoca
u materijalu. Zbog svega navedenog primena ¢istih sinteti¢kih polimera sa definisanom strukturom
nosi manje rizike u pogledu toksi¢nosti, imunogenosti i infekcija u odnosu na prirodne polimere
(Song i dr., 2018).

Biomedicinska primena prirodnih polimera datira hiljadama godina unazad (npr. kori§éenje
pamuc¢nih gaza, koje su safinjene prvenstveno od celuloznih vlakana), dok je primena sinteti¢kih
biorazgradivih polimera pocela tek u drugoj polovini 1960-ih (Barbucci, 2002). Biorazgradivi
sinteticki polimeri se primenjuju u vise klini¢kih sistema, ukljucujuéi izradu resorptivnih konaca za
hiruske Savove, sistemima za kontrolisanu dostavu lekova, ortopedskih fiksacionih uredaja i u
inZenjerstvu tkiva. Njihova uloga moze biti:

v’ da zamene tkiva, koja su obolela ili na drugi nacin postala nefunkcionalna, npr. zamena
zgloba, sréanih zalizaka i arterija, rekonstrukcije zuba, o¢na sociva;

v’ da potpomognu obnovu tkiva, ukljucujuci konce za hiruske Savove, ali i plo¢e za potporu pri
lomu kostiju i implantate za tetive i ligamente;

v’ za kontrolisanu dostavu lekova na odredena mesta u telu, tj. na ciljana mesta (npr. tkivo
tumora ili inficirano tkivo) ili kao sistemi za dostavu leka na duzi vremenski period (npr. u
slu¢aju insulina, pilokarpina, kontraceptiva) (Chandra i Rustgi, 1998).

Kao §to je ve¢ napomenuto, polimeri moraju da sadrze hemijske veze u glavhom polimernom
lancu koje se mogu hidrolizovati u bioloskim uslovima da bi se definisali kao biorazgradivi. Poliestri
su klasa polimera koji sadrze estarske veze koje su podlozne hidrolizi. Hidroliza poliestara moze se
odvijati uz pomoc¢ enzima koje proizvode odredeni organizmi; medutim, oni se takode mogu
razgraditi abiotski, barem delimi¢no, bez katalitickog delovanja enzima spontano, u prisustvu vode.
Poliestri koji podlezu abiotskoj hidrolizi takode se nazivaju biorazgradivi, posto se razgradnja desava
u bioloSkom okruzenju. U slu¢aju medicinske primene biorazgradivih polimera, takode je vazno da
se proizvodi razgradnje polimera potpuno eliminisu iz tela, i u tom slucaju polimer se moze smatrati
i bioresorbujucim (Li i Vert, 2002).

Analogno klasifikaciji svih polimera postoji klasifikacija biorazgradivih poliestara prema
njihovom poreklu pa se razlikuju poliestri prirodnog porekla i hemijski sintetizovani poliestri.
Podgrupa hemijski sintetizovanih poliestara sadrzi poliestre dobijene iz obnovljivih izvora, kao §to je
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PLA i one dobijene iz petrohemikalija, kao $to je PCL i poli(butilen sukcinat) (slika 2.2.). Hemijski
sintetisani poliestri se mogu dobiti na dva osnovna nacina: direktnom reakcijom esterifikacije
hidroksi kiselina ili dikiselina i diola, ili polimerizacijom otvaranja prstena laktona ili cikli¢nih
diestara.

~

‘I BIORAZGRADIVI POLIESTRI

s 4

U U

' PRIRODNOG POREKLA |

=

‘ HEMIJSKI SINTETIZOVANI

~ - b -

‘ poli(hidroksi \‘ @ N
alkanoati) -
< 4 [ OBNOVLIIVIRESURSI | [ PETROHEMUSKI |

| PLA |

PCL ‘ poli(butilen ‘

sukcinat)

Slika 2.2. Klasifikacija biorazgradivih poliestara prema poreklu sa odabranim primerima:
poli(hidroksi alkanoati); PLA; PCL; poli(butilen sukcinat)

U stvaranju biorazgradivog poliestra neophodno je razumeti i kontrolisati na¢in degradacije.
Abiotska hidroliza estarskih veza glavnog lanca obic¢no je karakteristina za proces biorazgradnje
alifati¢nih poliestara i od primarne je vaznosti u medicinskoj primeni. Brzina cepanja poliesterskog
lanca moze se kontrolisati ili svojstvima materijala ili spoljnim faktorima koji uti¢u na reakciju
hidrolize kao §to su pH ili temperatura. Erozija poliestarskog materijala, kao posledica degradacije,
moze biti povrSinska ili zapreminska. Prilikom povrsinske erozije, poliestri gube svoju masu sa
povrSine, §to je praceno smanjenjem debljine uzorka. Molekulska masa se ne menja pri ovoj vrsti
erozije, poSto se oligomeri formirani na povrSini mogu rastvoriti u spoljasnjem medijumu.
Zapreminska erozija se deSava kroz celu masu uzorka, i ne uti¢e na oblik i veli¢inu uzorka, dok se
molekulska masa smanjuje. Za odredene primene, vazno je da se erozija polimera odvija na poseban
nacin; a tipi¢an primer je kontrolisano oslobadanje aktivnih supstanci iz polimerne matrice, za koju
je povrsinska erozija pozeljnija. Povrsinska ili zapreminska erozija su samo dva grani¢na slucaja i na
nacin erozije moze uticati niz faktora, kao $to su difuzivnost vode i malih oligomera kroz polimernu
matricu, morfologija i veli¢ina uzorka i brzina degradacije (GOpferich, 1996; Burkersrodai dr., 2002).

Pored abiotske hidrolize, u bioloskoj sredini hidroliza estarske veze moze biti enzimski
katalizovana. Ekstracelularni enzimi koji katalizuju hidroliticku degradaciju poliestara su preveliki
da bi prodrli u polimerni matriks i njithovo delovanje je ograniceno samo na povrSinu. Hidroliticke
enzime moze proizvoditi domacin na kom je primenjen biomaterijal ali i mikroorganizmi.
Mikroorganizmi vrse razgradnju poliestara na hemijski (dejstvom metabolita, npr. promenom pH
sredine) ili na enzimski nacin. U slucaju potpune mikrobioloske razgradnje, polimerni materijal se
prvo ekstracelularno fragmentise na supstance koje mogu uci u celije mikroorganizama, gde se
kona¢no metabolisu. Delovanje mikroorganizama zavisi od sastava i strukture polimera i od
spoljasnjih uslova, kao §to su temperatura, pH i vlaznost (Lucas i dr., 2008).



2.2.3. Alifati¢ni biorazgradivi poliestri

Alifati¢ni poliestri, zbog pogodnih svojstava biorazgradivosti i1 biokompatibilnosti,
predstavljaju jednu od veoma vaznih klasa sintetickih biorazgradivih polimera i danas su
komercijalno dostupni u razli¢itim oblicima. Ovi materijali su se primenjivali kao hiruski konci jos
1960-ih godina. Poliestri pruzaju mnoge mogucénosti u dizajniranju polimera kombinacijama
razli¢itth monomera u cilju postizanja svojstava koja zadovoljavaju kriterijjume za primenu u
biomedicini (Gunatillake i Adhikari, 2003).

Alifati¢ni poliestri su klasa polimera koji sadrze alifati¢nu estarsku grupu u svom glavnom
lancu i jedna od osnovnih podela ovih poliestara je na poli(a-hidroksi Kiseline), poli(w-hidroksi
kiseline), poli(hidroksialkanoate) i poli(alkilen dikarboksilate) (tabela 2.1.). 1z grupe poli(a-hidroksi
kiselina) komercijalno su dostupne poli(glikolna kiselina) (PGA) i poli(mle¢na kiselina) (PLA).
Poli(e-kaprolakton) (PCL) je najzastupljeniji medu poli(w-hidroksi kiselinama) zbog svoje niske
temperature topljenja i kompatibilnosti pri mesanju sa drugim polimerima. Poli(hidroksialkanoati) su
poliestri koje u prirodi proizvode brojni mikroorganizmi i medu glavnim predstavnikom moze se
smatrati poli(3-hidroksibutirat). Medu poli(alkilen dikarboksilatima) komercijalno je dostupan
poli(butilensukciat) i predstavlja dobru alternativu konvencionalnim polimerima (Djonlagic i Nikolic,
2011).

Tabela 2.1. Strukturne formule i primeri osnovnih klasa alifaticnih biorazgradivih poliestara

Polimer Jedinica koja se ponavlja Primer (Akronim)

R O R = H, poli(glikolna

o e kiselina), PGA

poli(a-hidroksi kiselina) o (!‘,H {l_L’ | R = CHs. poli(mlecna
] kiselina), PLA

1

x = 3, poli(y-butirolakton),
PBL
x = 4, poli(d-valerolakton),

poli(w-hidroksi kiselina) | PVL
O+CH23;(C X = 5, poli(e-kaprolakton),

PCL

R = CHs, x = 1, poli(3-
hidroksibutirat), P(3HB)

tisosarn - o—cufonol  LoaEm

X=2,y=2,
poli(etilensukciat), PES
poli(alkilen X=2,y=4,

0 0
I [ oY .
dikarboksilat) +C%CH2};C—0J(CH2};0+ poli(butilensukciat), PBS

X=4,y=4,
poli(butilenadipat), PBA




2.2.4. Poli(e-kaprolakton) (PCL)

PCL, koji se sastoji od heksanoatnih ponavljajucih jedinica, je jedan od najzastupljenijih
sinteti¢kih biorazgradivih alifati¢nih poliestara medu poli(w-hidroksi kiselinama) (tabela 2.1). PCL
je jedan od najranije sintetizovanih polimera ¢ije dobijanje datira jo§ od ranih 1930-ih godina (Van
Natta i dr., 1934). Ve¢ 1970-ih i 1980-ih, PCL i njegovi kopolimeri su koriS¢eni kao sistemi za
dostavljanje lekova. Rana primena PCL, posledica je mnogobrojnih prednosti ovog materijala u
odnosu na prirodne polimere, poput kontrolisane kinetike degradacije, dobrih mehanicka svojstava,
lakoce oblikovanja, mogucnosti dobijanja porozne strukture i kontrolisanja otpustanja lekova iz
unutra$njosti polimerne matrice. Iako je ovaj sintetski polimer inicijalno izazvao interesovanje, vrlo
brzo je paznja preusmena na polimere koji degradiraju u kra¢em roku, pa PCL kao biomaterijal
ponovo dobija na aktuelnosti tek sa razvojem nanotehnologija. Dobra rastvorljivost PCL, njegova
niska temperatura topljenja i izuzetna kompatibilnost pri mesanju sa drugim polimerima su zasluzni
za ponovnu aktuelizaciju primene PCL u medicinske svrhe (Chandra i Rustgi, 1998; Okada, 2002;
Nair i Laurencin, 2007).

2.2.4.1. Sinteza PCL

PCL se uglavhom proizvodi polimerizacijom otvaranja prstena (eng. Ring-opening
polymerization, ROP) cikli¢cnog monomera g-kaprolaktona. Ovaj monomer se proizvodi oksidacijom
cikloheksanona sa persircetnom kiselinom (slika 2.3.).

0 0
@] O
CH3_C_O_OH + _— + CH3_C_OH

Slika 2.3. Sinteza e-kaprolaktona iz cikloheksanona (preuzeto iz Djonlagic i Nikolic, 2011)

U zavisnosti od kori§cenog sistema inicijator/katalizator, polimerizacija otvaranja prstena e-
kaprolaktona moze da se odvija preko katjonskih, anjonskih ili koordinaciono-insercionih
mehanizama (slika 2.4.) (Stridsberg i dr., 2002). PCL se moze sintetizovati i polikondenzacijom
odgovarajuce hidroksi kiseline: 6-hidroksikaproi¢na (6-hidroksiheksanska) kiselina. Medutim, ovaj
metod sinteze je manje istrazen za proizvodnju PCL zbog svih nedostataka svojstvenih direktnoj
reakciji polikondenzacije.
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Slika 2.4. Polimerizacija otvaranja prstena g-kaprolaktona preko (a) katjonskih, (b) anjonskih ili (c)
koordinaciono-insercionih mehanizama (preuzeto iz Djonlagic i Nikolic, 2011)

2.2.4.2. Svojstva i degradacija PCL

Hemijska formula PCL je (CeH1002)n a gustina 1,145 g/cm®. IUPAC ime mu je (1,7)-
polioksepan-2-on, dok je strukturna formula prikazana na slici 2.5.

0
||
0

n

Slika 2.5. Strukturna formula PCL

PCL je hidrofoban, polukristalni polimer sa temperaturom topljenja u opsegu 59-64 °C.
Stepen kristalini¢nosti se povecava sa smanjenjem molekulske mase i moze dostici 80 % za PCL
molekulske mase od 5.000 g/mol, i 40 % za PCL sa molekulskom masom od 100.000 g/mol.
Temperatura staklastog prelaza PCL je znatno ispod sobne temperature i iznosi oko —60 °C. PCL ima
nisku zateznu ¢vrstocu, ispod 20 MPa, ali izuzetno veliko izduzenje pri lomu, koje moze biti i do
1000 % (Nair i Laurencin, 2007; Labet i Thielemans, 2009). Veoma vazno svojstvo PCL je njegova
sposobnost da formira blende sa nizom drugih polimera. Blende PCL sa drugim biorazgradivim
polimerima, kao $to su PLA, poli(D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA) i skrob, su ispitivane u cilju boljeg
kontrolisanja brzine razgradnje ili poboljsanja performansi materijala (Avérous, 2004, Pitt, 1990). U
blendama sa nerazgradivim polimerima, kao $to je poli(vinil-hlorid), hlorovani polietilen i bisfenol
A polikarbonat, PCL sluzi uglavnom kao plastifikator (Pitt, 1990). PCL je rastvorljiv u hloroformu,
dihlormetanu, ugljen-tetrahloridu, benzenu, toluenu, cikloheksanonu i 2-nitropropanu. Slabo je
rastvorljiv u acetonu, 2-butanonu, etilacetatu, dimetilformamidu i acetonitrilu i nerastvorljiv je u
alkoholima, petroletru i dietil etru.

PCL je sklon abiotskoj hidrolitickoj degradaciji, medutim, pri mnogo sporijoj stopi razgradnje
u poredenju sa PLA i PGA. Zbog svoje spore degradacije in vivo, u poredenju sa drugim poliestrima,
PCL je pogodniji za dugotrajne implantate (Woodruff i Hutmacher, 2010). Mehanizam hidroliticke
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degradacije odvija se nasumi¢nim cepanjem estarske veze. To je masovni proces pracen smanjenjem
molekulske mase tokom hidrolize i brzina kojom se smanjuje molekulska masa je nezavisna od oblika
uzorka (odnos povrSina/zapremina) (Pitt, 1990; Chen i dr., 2000). Hidrolizu estarskih veza
autokatalizuju krajnje karboksilne grupe (Antheunis i dr., 2010; Antheunis i dr., 2009). Degradacija
pocinje u amorfnim delovima i kristalini¢nost se povecava tokom razgradnje. Unakrsno povezivanje,
koje smanjuje kristalini¢nost, olakSava abiotsku hidroliti¢ku degradaciju, zbog lakseg prodiranja vode
u amorfnu fazu (H6glund i dr., 2007). Na brzinu hidrolize uti¢u pH i temperatura, a hidroliza je brza
u baznim rastvorima i na povisenim temperaturama (Ye i dr., 1997). Dugotrajna istrazivanja
hidroliti¢ke degradacije PCL filmova u fluidima koji podsecaju na bioloske medijume, kao $to je
modifikovani Eagle medijum, pokazali su da se razgradnja PCL odvija brze u takvim medijumima u
poredenju sa hidrolizom u rastvoru fosfatnog pufera (Pena i dr., 2006).

PCL je sklon razgradnji i u prisustvu enzima, posebno enzima iz grupe lipaza (Li i Vert, 2002;
Tokiwa i Suzuki, 1977). Enzimska hidroliticka degradacija PCL je ispitivana za niz lipaza, i pokazano
je da lipaze iz bakterija roda Pseudomonas i gljivica Rhizopus arrhizus i Rhizopus delemer znac¢ajno
povecavaju stopu hidroliticke degradacije ovog poliestra (Li i dr., 2003; lwamoto i Tokiwa, 1994;
Antipova i dr., 2018). Na razgradnju PCL lipazama uti¢e niz faktora, kao §to su molekulska masa i
kristalini¢nost PCL, kao i veli¢ina i poroznost uzorka (Tsuji i Ishizaka, 2001; Mochizuki i dr., 1995).
Posto se erozija polimera u enzimskoj degradaciji odvija na povrsini uzorka, oblik i veli¢ina uzorka
uti¢u na brzinu enzimske degradacije (Funabashi i dr., 2007). Enzimski katalizovana degradacija, kao
povrsinski proces, Se usporava pri unakrsnom povezivanju polimera jer formirane mrezne strukture
smanjuju pristup enzima polimeru (Darwis i dr., 1998).

PCL sa prosecnom molekulskom masom od 50.000 g/mol potrebno je oko tri godine za
potpunu degradaciju in vitro (Gunatillake i Adhikari, 2003). Razgradnja PCL in vivo se u najvecoj
meri odvija abiotskom hidrolizom estarskih grupa koja je pracena smanjenjem molekulske mase.
Istrazivanja PCL nosaca su pokazala da degradaciona putanja, pod in vitro simuliranim fizioloskim
uslovima i in vivo, prati opsti trend zapreminske hemijske degradacije (Lam i dr., 2009; Lam i dr.,
2008). U ranim fazama degradacije ne dolazi do gubitka mase, $to, zajedno sa smanjenjem
molekulske mase, ukazuje na zapreminsku, a ne na povrsinsku eroziju. U drugoj fazi degradacije PCL
dolazi do gubitka mase, Sto je praceno usporavanjem smanjenja molekulske mase (brzina kidanja
lanca) zbog povecane kristalini¢nosti uzorka (Pitt, 1990). Kada molekulska masa PCL padne na oko
3.000 g/mol, mali komadi PCL mogu biti intracelularno degradirani u fagozomima makrofaga,
dzinovskim imunskim celijama ili fibroblastima za manje od 13 dana na nekim mestima implantata
(Woodward i dr., 1985). Jedini metabolit koji nastaje od PLC usled fagocitoze pored vode je 6-
hidroksikaproi¢na kiselina. Proizvod hidrolize PCL, 6-hidroksikaproi¢na kiselina moze uci u ciklus
limunske kiseline i biti potpuno metabolisan. Studije su pokazale da se proizvodi hidrolize PCL
potpuno metabolisu i PCL se ne akumulira ni u jednom organu u telu (Sun i dr., 2006).

2.2.4.3. PCL u nanotehnologiji

PCL poseduje odli¢na reoloska i viskoelasti¢na svojstva u odnosu na ostale resorptivne
polimere, §to ga ¢ini pogodnim za proizvodnju nanomaterijala razli¢itih namena (Luciani i dr., 2008;
Lee i dr., 2003; Marrazzo i dr., 2008; Huang i dr., 2007; Zein i dr., 2002). Najcesce primenjivane
forme PCL u nanotehnologiji uklju¢uju nanosfere, nanovlakna i nanopene (slika 2.6.).
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Slika 2.6. Razli¢ite strukture od PCL: (a) nanosfere, (b) nanovlakna i (c) pene (adaptirano iz
Tshweu i dr., 2014; Woodruff i Hutmacher, 2010)

Nanosfere su uniformne sferne strukture u rasponu veli¢ine od 10 do 1000 nm namenjene za
isporuku lekova (McMillan i dr., 2011). Cestice leka mogu biti enkapsulirane u nanosferama,
dispergovane ili apsorbovane na nanosferama. Veli¢ina nanosfera omogucava im da se primenjuju
intravenozno putem injekcije, za razliku od mnogih drugih koloidnih sistema, koji zacepljuju i igle 1
kapilare. Sistem nanocCestica ima znacajnu prednost prilikom isporuke lekova jer mozZe povecati
terapijski indeks pomocu nekoliko mehanizama kao §to su produzeno oslobadanje leka, povecanje
njegove stabilnosti u bioloskoj sredini, poboljsanje celijske i tkivne apsorpcije i smanjenje ukupne
toksi¢nosti (Woodruff i Hutmacher, 2010). Istrazivanja su pokazala da se razli¢iti lekovi ali i enzimi,
odnosno vise klasa bioaktivnih molekula mogu inkapsulirati u PCL nanosfere i koristiti u razli¢itim
medicinskim aplikacijama (Singh i dr., 2013; Lukasiewicz i dr., 2021).

Nanovlakna su ¢vrsta vlakna preé¢nika od nekoliko nanometara do 1000 nm (Rosic i dr., 2013)
1 poseduju jedinstvene karakteristike, kao $to su velika specifi¢na povr§ina u odnosu na zapreminu,
visoka poroznost, odli¢na strukturna mehanic¢ka svojstva, ekstremna fleksibilnost i ekonomic¢nost,
izmedu ostalog (Son i dr., 2014). Mogu se dobiti razli¢itim metodama procesiranja, pri ¢emu je
elektropredenje najzastupljenija metoda za procesiranje netkanih nanovlaknastih matova (Kajdi¢ i
dr., 2019). Nanovlakna pruzaju velike mogucnosti za dobijanje materijala sa novim svojstvima kroz
razlic¢ite fizicke i hemijske modifikacije tokom ili nakon procesiranja. Razli¢itim metodama
elektropredenja, moguce je procesirati nanovlakna zeljenih karakteristika (Madhaiyan i dr., 2013).
Nanovlakna predstavljaju jedan od obecavajucih nanomaterijala za brojne primene u biomedicini, pri
¢emu su vec¢ pokazali znacajnu primenljivost u oblasti tkivnog inZenjerstva, zarastanja rana kao i
isporuke lekova putem transdermalnih flastera za isporuku lekova, stentova, ali i kao zamena za krvne
sudove (Madhaiyan i dr., 2013).

Pene se Siroko koriste u mnogim inzenjerskim aplikacijama, kao $to su medicinski uredaji,
elektronika, biotehnologija, pakovanje itd. (Wang i dr., 2015). U zavisnosti od tehnike pravljenja pena
moze se odrediti ponasanje pene i, kona¢no, uticati na karakteristike strukture, kao §to su poroznost,
prosecni preénik, oblik pora i medusobna povezanost izmedu njih. Ispitano je pravljenje PCL pena
pod nadkriticnim uslovima pri ¢emu je proucen uticaj parametara procesa (pritisak i temperatura) na
kona¢nu morfologiju uzoraka. Formiranje PCL pena variranjem operativnih parametara tokom
procesiranja moze se optimizovati kako bi se dobile polimerne pene sa zeljenim morfoloskim
karakteristikama koje su pogodne za specificne biomedicinske aplikacije (Baldino i dr., 2020).
Ispitane su i pene na bazi PLA-PCL pogodne za primenu kao skafoldi u inzenjerstvu tkiva (Lv i dr.,
2018; Sartore i dr., 2019).

13



2.3. Sistemi za isporuku lekova

Sistem za isporuku leka omogucava oslobadanje aktivnog farmaceutskog sastojka da bi se
unapredio terapijski odgovor. Kod konvencionalnih sistema za isporuku lekova (tablete, kapsule,
sirupi, masti, kreme itd.) ne moze da se ostvari produzeno oslobadanje aktivne supstance a ograni¢ena
je mogucénost isporuke aktivne supstance definisanim delovima tela. Bez efikasnog mehanizma
isporuke, ceo terapijski proces moze biti kompromitovan. Teorijski, proces se unapreduje ukoliko se
lek isporuci kontinulano (odredenom kontrolisanom brzinom) i na ciljano mesto. Ovakvom
isporukom postize se maksimalna efikasnost i bezbednost. Sistemi sa kontrolisanom isporukom
lekova razvijeni su kako bi se resili problemi vezani za konvencionalnu isporuku lekova. U poslednje
dve decenije doslo je do znacajnog napretka u sistemima sa kontrolisanom isporukom lekova, od
makro i nano skale do ciljane isporuke na mesto aplikacije (Adepu i Ramakrishna, 2021).

Lek je supstanca (priznata u zvani¢noj farmakopeji) namenjena za upotrebu u lecenju,
ublazavanju ili prevenciji bolesti. Isporuka leka je tehnika isporuke leka pacijentu na takav nacin da
narocito povecava koncentraciju leka u nekim delovima tela u poredenju sa drugim (Langer, 1998).
Krajnji cilj bilo kog sistema za isporuku je da produzi, ograni¢i i usmeri lek u obolelo tkivo uz
zasticenu interakciju. Cest problem vezan za konvencionalne sisteme za isporuku leka per os (tablete,
kapsule, sirupi, itd.) je da se lek brzo elimini$e iz tela, $to za posledicu moze da ima situaciju da se
doza ne odrzava u okviru terapijskog okvira. Nakon uzimanja jedne konvencionalne doze, ukoliko se
lek brzo metabolise, koncentracija leka je nakon isporuke visoka, ali je pracena eksponencijalnim
smanjenjem. Vremenski okvir izloZenosti leku moze da bude nedovoljan da proizvede znacajan
terapijski efekat Sto dovodi do subterapijskog odgovora (Adepu i Ramakrishna, 2021). Takode,
isporukom leka konvencionalnim sistemima isporuke, lek ulazi i u zdrava tkiva gde njegovo dejstvo
nije potrebno. Na primer, upotreba antibiotika ako se isporucuje per o0s, vodi ka stvaranju rezistencije
jer su bakterije ljudskog tela, npr. crevne mikrobiote, izloZene antibiotiku kojim se leci infekcija.

Slika 2.7. ilustruje fluktuacije farmakokineticke krive koncentracije leka u sistemskoj
cirkulaciji (krvnoj plazmi) do kojih dolazi pri konvencionalnoj isporuci leka per o0s. Postoje razliciti
pristupi isporuci leka sa ciljem da se koncentracija leka u krvnoj plazmi odrzava iznad minimalne
efektivne koncentracije 1 ispod toksi¢ne koncentracije. Primena viSe doza u redovnim vremenskim
intervalima je alternativa primeni jedne doze, koja dovodi do fluktuacija nivoa leka u krvnoj plazmi
i Cesto pada ispod efektivnih nivoa (slika 2.7. (a) i (b)). Isporuka povecane jedne konvencionalne
doze moze povecati sistemsku koncentraciju leka iznad toksi¢nih nivoa (slika 2.7. (c)).
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Slika 2.7. Nepovoljni profili koncentracije leka u krvnoj plazmi sa vremenom do kojih moze doc¢i
primenom konvencionalnih isporuka leka i to nakon primene: (a) pojedina¢ne konvencionalne doze,
(b) visestruke doze i (C) povecane pojedinacne doze (adaptirano iz Adepu i Ramakrishna, 2021)

Sistem sa kontrolisanom isporukom leka je alternativa koja moze da omoguéi konstantnu
koncentraciju leka unutar terapijskog okvira u zeljenom delu tela (Hardenia i dr., 2019). Adekvatnom
isporukom lekovite supstance smanjuje se vreme i povecava efikasnost procesa lecenja.

2.3.1. Sistem sa kontrolisanom isporukom lekova

Sistem za isporuku leka pomoc¢u koga se odrzava konstantan nivo leka u krvi ili tkivu tokom
duzeg perioda se smatra sistemom za kontrolisanu isporuku. Farmakokineticke krive koncentracije
leka u krvnoj plazmi u zavisnosti od vremena za dva tipa sistema isporuke, konvencionalnog i
kontrolisanog, predstavljene su na slici 2.8. U konvencionalnom sistemu isporuke, postoji doziranje
posebne koli¢ine oralnih tableta ili injekcija u odredenom vremenu da bi se koncentracija leka u
krvnoj plazmi podigla na efikasan nivo, pri ¢emu nivo leka fluktuira iznad i1 ispod minimalne
efektivne koncentracije. Sistem kontrolisane isporuke, s druge strane, pokazuje farmakokineticku
krivu nultog reda sa samo jednom dozom kontrolisane isporuke leka iz odredene formulacije.
Teorijski, nivoi leka se konstantno odrzavaju unutar terapijskog okvira (Park, 2014).
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Slika 2.8. Doziranje leka za: (a) konvencionalni sistem za isporuku lekova i (b) sistem sa
kontrolisanom isporukom lekova (adaptirano iz Adepu i Ramakrishna, 2021)

Ukoliko je brzina metabolisanja leka usaglaSena sa brzinom oslobadanja leka iz sistema,
sistem sa kontrolisanom isporukom leka omogucava odrzavnaje konstantnog nivoa leka u krvnoj
plazmi ili tkivu. Sistemi za kontrolisanu isporuku omogucéavaju da se smanji ukupna doza leka i
ucestalost isporuke terapije, Sto povoljno uti¢e na lagodnost osecaja pacijenata. Manja koncentracija
leka u bioloskoj sredini smanjuje toksi¢nost leka i nezeljene efekte, dok je ukupna efikasnost leCenja
povecana (Hardenia i dr., 2019). Neke od navedenih prednosti sistema sa kontrolisanom isporukom
lekova su Sematski predstavljene na slici 2.9.
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Slika 2.9. Prednosti sistema sa kontrolisanom isporukom lekova

Nanovlakna kao nosaci lekovite supstance predstavljaju jedan od potencijalnih sistema sa
kontrolisanom isporukom lekova koji se intenzivno proucavaju u oblasti medicine. Prednost ovakvih
sistema jeste mogucnost dostave visoko kontrolisanih doza lekova na ta¢nu lokaciju neophodne
aplikacije. Istrazivaci Sirom sveta su, izmedu ostalog, proucavali nanovlakna kao sredstvo za
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transdermalnu isporuku razli¢itih terapeutskih agensa. Transdermalni put dostave terapeutskih agensa
je pozeljniji u odnosu na oralni put zbog razli¢itih prednosti kao §to su neinvazivnost i visoka
lagodnost osecaja pacijenata. Ipak, tehnicki je dosta zahtevno razvijanje Sistema nosaca koji
omogucava efikasan prolazak leka kroz dermalnu barijeru. Nanovlakna kao transdermalni sistemi sa
kontrolisanom isporukom lekova su dizajnirana da u sebi imaju visoku koncentraciju terapeutskih
agensa koji promovisu njihov protok kroz razli¢ite slojeve koze pri ¢emu je mogucée kontrolisati
brzinu oslobadanja terapeutskih agensa na duze vreme. Razli¢ite vrste lekova kao Sto su antibiotici
ili antimikrobni lekovi, antifungalni lekovi, anti-inflamatorni lekovi ili lekovi protiv kancera, mogu
se isporucivati transdermalnim putem pomocu nanovlakana. lako polimerna nanovlakna imaju
ogroman potencijal za primenu u transdermalnoj isporuci lekova, sva dosadasnja istrazivanja
dostupna u literaturi opisuju ili in-vitro ili in-vivo (na razli¢itim zivotinjskim modelima) efikasnost
transdermalnih nanovlakana. Klini¢ka evaluacija nanovlakana kao sistema za transdermalnu isporuku
i dalje predstavlja izazov (Kumar i dr., 2021).

Infekcija koznih rana moze biti odgovorna za produzeno trajanje zarastanja rana, duzi period
hospitalizacije, pa ¢ak i smrt pacijenata (Thakkar i Misra, 2017). Infekcije koZze mogu se efikasno
leciti upotrebom antibiotika/antimikrobnih lekova koji se primenjuju lokalno. Pored konvencionalnih
antibiotskih masti i krema istrazivanja su ukazala na moguc¢nost upotrebe nanovlakana u ove svrhe.
Tako je inkorporiranjem antibiotika cefadroksil monohidrata u hitozan/poli(vinil alkohol) nanovlakna
postignuta visoka in vitro antimikrobna aktivnost prema S. aureus sa niskom toksi¢no$c¢u na
epidermalne keratinocite (Igbal i dr., 2020). Visoka efikasnost nanovlakana kao transdermalnih
sistema za lokalnu dostavu lekova i leCenje rana kod zeCeva, pokazana je u slucaju inkorporiranja
antibiotika ciprofloksacina u polivinil alkohol i natrijum alginatna nanovlakna (Kataria i dr., 2014).

Generalno, nanovlakna su vrlo atraktivna u istrazivanjima kao sredstva za kontrolisanu
dostavu lekova jer ovaj metod dostave uglavnom ukljucuje lokalnu primenu i moze spreciti
nespecifiénu isporuku u tkiva koja nisu ciljana lekom. S tim u vezi, u ovoj dokorskoj disertaciji
procesirana su PCL nanovlakna kao nosaci lekovitih supstanci sa ciljanom dostavom, namenjena za
oblaganje komercijalno dostupnih katetera. Ovi sistemi su razvijeni sa ciljem da sprece infekcije i
potencijalno ubrzaju zarastanje mikro oStecenja tkiva koja mogu nastati prilikom kateterizacije
urinarnog trakta.

2.3.1.1. Klasifikacija sistema za isporuku lekova sa kontrolisanim oslobadanjem

Sistemi za isporuku leka sa kontrolisanim oslobadanjem se klasifikuju na osnovu mehanizma
oslobadanja leka iz doznog oblika u sisteme sa kontrolisanim rastvaranjem, kontrolisanom difuzijom,
kontrolisanim prodiranjem vode (kontrolisanim osmotskim pritiskom i kontrolisanim bubrenjem) i
hemijski kontrolisane sisteme (Gupta i dr., 2010).

U sistemima za oslobadanje sa kontrolisanim rastvaranjem, lekovi su ili obloZeni polimernom
membranom (sistemi rezervoara) ili inkapsulirani u matrici (monolitni sistemi) koje se sporo
rastvaraju. U sistemima rezervoara, lekovi su zaSticeni unutar polimernih membrana sa malom
rastvorljivoscu. Koriscenjem ovog sistema, oslobadanje leka je odredeno debljinom i brzinom
rastvaranja polimerne membrane koja okruzuje jezgro leka. U monolitnim sistemima, lek je
homogeno rasporeden kroz polimernu matricu. Kako se polimerna matrica rastvara (obi¢no putem
erozije), molekuli leka se oslobadaju u spoljasnju sredinu (Adepu i Ramakrishna, 2021).

U sistemima za oslobadanje koji su kontrolisani difuzijom, lekovi takode mogu biti zarobljeni
u matrici inertne polimerne membrane (sistemi rezervoara) ili polimerne matrice (monolitni sistemi)
i oslobadaju se difuzijom. Oslobadanje leka je regulisano Fikovim zakonima difuzije (Siepmann i dr.,
2012; Siepmann J. i Siepmann F., 2012). U sistemima kontrolisanim membranom, lek se nalazi u
jezgru kao rezervoar i prekriven je tankom polimernom membranom. Oslobadanje lekova se odvija
difuzijom kroz membranu a brzina oslobadanja je regulisana debljinom membrane, poroznoscu i
fizicko-hemijskim karakteristikama lekova. Sistemi za isporuku tipa rezervoara se proizvode
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kori$¢enjem nebiorazgradivih polimera, $to omogucéava sporu difuziju leka iz sistema. Uobicajene
metode za proizvodnju sistema rezervoara kontrolisanih membranom ukljucuju inkapsulaciju i
oblaganje tableta. U monolitnim ili matriksom kontrolisanim sistemima za isporuku, lek se ili rastvori
ili disperguje homogeno kroz polimernu matricu. Sloj polimerne matrice upija medijum za
rastvaranje, pri ¢emu se lek rastvara i difunduje iz sistema (Siepmann i dr., 2012).

Sistemi sa kontrolisanim prodiranjem vode se dele na sisteme za isporuku lekova
kontrolisanih osmotskim pritiskom i sistemi za isporuku leka sa kontrolisanim bubrenjem. Kontrola
brzine isporuke leka svakako zavisi od brzine prodiranja vode u sistem (Patil i dr., 2018; Siepmann
J. 1 Siepmann F., 2012). Kod sistema za isporuku lekova koji su kontrolisani osmotskim pritiskom
isporuka leka je regulisana razlikom u osmotskom pritisku u sistemu za isporuku i okolnom tkivu.
Kada sistem dode u kontakt sa vodenim okruzenjem, voda difunduje u jezgro sistema kroz
polupropusnu membranu. Komponenta rastvorljiva u vodi se rastvara u sistemu i nastaje gradijent
osmotskog pritiska zbog kog se lek transportuje kroz fine perforacije na polimernom materijalu
sistema za kontrolisanu dostavu leka. U sistemima za isporuku leka sa kontrolisanim bubrenjem, lek
se disperguje ili rastvara u hidrofilnom polimeru kada je u staklastom (tvrdom i krutom) stanju. U
vodenom rastvoru, voda prodire u matriks i temperatura staklastog prelaza polimera se snizava ispod
temperature okoline. Ovo dovodi do bubrenja i gumolikog stanja matriksa, $to rezultira sporom
difuzijom leka iz nabubrele gumene polimerne matrice.

Hemijski kontrolisani sistemi za isporuku lekova menjaju svoju hemijsku strukturu kada su
izlozeni bioloSkom medijumu. Oni su napravljeni od biorazgradivih polimera koji se razgraduju u
telu kao rezultat prirodnih bioloSkih procesa, elimini$uci potrebu za uklanjanjem sistema za isporuku
nakon isporucenog aktivnog agensa iz sistema. Oni su klasifikovani u dva tipa: sistem disperzije
polimer-lek i sistem konjugata polimer-lek. U sistemima disperzije polimer-lek, lek je homogeno
dispergovan ili rastvoren u biorazgradivom polimeru i oslobada se degradacijom polimera u
fizioloskim uslovima. Postoje dve vrste biodegradacije: zapreminska erozija, koja nastaje
zapreminskom razgradnjom polimera i povrSinska erozija koja je posledica razgradnje polimera sa
povrsine ili rastvaranja polimera sa povrSine. Razliciti faktori koji uti€u na degradaciju ukljucuju
hemijsku strukturu i sastav, konfiguraciju i molekulsku masu polimera (Kopecek, 2013). U sistemima
konjugata polimer-lek, lek je vezan sa polimerom hemijskim (npr. kovalentnim) vezama ili
adsorbovan na povrsinu polimera. Lek se oslobada usled raskidanja veza polimer-lek u fizioloskim
uslovima.

2.3.2. Biomaterijali kao nanonosaci u kontrolisanoj isporuci lekova

Biomaterijali u sistemima za isporuku lekova omoguc¢avaju da se podeSava farmakokinetika
leka. Biomaterijal je materijal koji je napravljen za interakciju sa bioloskim sistemima i moze se
koristiti u medicinske svrhe, bilo terapijske ili dijagnosti¢ke. Izbor polimera ili biomaterijala igra
vaznu ulogu u dizajniranju sistema za dostavu lekova sa definisanim fizi¢ko-hemijskim svojstvima i
profilima oslobadanja leka. Razliciti tipovi biomaterijala kao §to su polimeri, polisaharidi, proteini,
biorazgradiv, netoksi¢an i zadovoljavaju¢ih mehanickih svojstava. U kontrolisanoj isporuci lekova se
koriste i nerazgradivi i biorazgradivi biomaterijali, pri ¢emu su pozeljniji biorazgradivi polimeri,
posto se svojom razgradnjom uklanjaju iz tela, ¢ime se sprecava eventualno nakupljanje toksi¢nih
materija (Fenton i dr., 2018).

Postoje razli¢iti nosaci lekova ¢ije su dimenzije na nano nivou tzv. nanonosaci, a koji se
koriste u sistemima za kontrolisanu isporuku lekova. Nanonosaci lekova ukljucuju lipozome,
dendrimere, nanocestice, nanosfere ili nanokapsule, nanotube i nanovlakna koja su u fokusu ove
doktorske disertacije.

Nanovlakna su ¢vrsta vlakna preénika od nekoliko nanometara do 1000 nm koja imaju veci
odnos povrsine prema zapremini $to ih ¢ini dobrim kandidatom za nosace lekova (RoSic 1 dr., 2013).
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Svojstva nanovlakana, poput prec¢nika, morfologije i poroznosti, mogu se podeSavati tokom
procesiranja, kako bi se dobio Sirok spektar kinetike oslobadanja leka (Kajdi¢ i dr., 2019). Sistemi za
isporuku lekova zasnovani na nanovlaknima su Siroko primenljivi za specifi¢no oslobadanje leka, u
skladu sa ciljanom lokacijom i vremenom, kako bi se postigli Zeljeni terapijski efekti. Visoka
efikasnost punjenja lekom i prostorna distribucija lekova mogu se posti¢i koris¢enjem nanovlakana
kao sistema za isporuku lekova (Zare i Ramakrishna, 2020). Nanovlakna dizajnirana za trenutno
oslobadanje leka imaju generalno jednostavne strukture. Odgovarajuci polimer, veliki odnos povrsine
I zapremine 1 visoka poroznost nanovlaknastih matova se koriste da bi se postiglo trenutno
oslobadanje leka. Oslobadanje leka iz nanovlakana moze se modifikovati kako bi bilo produzeno,
aktivirano stimulacijom ili dvofazno (Torres-Martinez i dr., 2018). Uglavnom se za modifikovanje
oslobadanja leka koriste biorazgradivi ili polimeri koji bubre. Fizi¢ko-hemijska svojstva polimera,
parametri procesa i uslovi medijuma mogu znacajno uticati na kinetiku oslobadanja leka iz
nanovlakana. Formulacija nanovlakana je veoma slozena i podlozna je mnogim varijablama, dok u
isto vreme pomaze da se postigne Zeljena kinetika oslobadanja leka na ciljanom mestu (Kajdi¢ i dr.,
2019). Nanovlakna se mogu procesirati metodom elektropredenja pri cemu se moze podesavati
struktura i morfologija nanovlakana (Adepu i dr., 2017).

2.4. Geneza i razvoj elektropredenja kao metode procesiranja nanovlakana

Dzon Kuli (John Francis Cooley), prvi autor patenata o elektropredenju, prijavio je tri patenta
1900., 1902. i 1903. godine (Tucker i dr., 2012). Vilijam Morton (William James Morton) je opisao
i 1902. godine patentirao metodu pripreme vlakana koja se mogu Koristiti u tekstilnoj industriji ili u
druge svrhe (Morton, 1902). Godine 1934. Antonin Formhals (Antonin Formhals) je izumeo postupak
za izradu tekstilnih vlakana od celuloznog acetata (Formhals, 1934). U narednih nekoliko godina
Formhals dalje unapreduje oblast elektropredenja, uvodec¢i postupak pripreme vlakana uvlacenjem
rastvora za predenje kroz mlaznicu koris¢enjem visokog napona elektri¢ne struje (Formhals, 1937).
Ovim postupkom omogucen je uticaj na duzinu nanovlakna, a time i proces pripreme kontinualnog
vlakna i postupak pripreme kompozitnog vlakna (Formhals, 1940). Godine 1936. Carls Norton
(Charles L. Norton) je izumeo proces predenja iz rastopa uz pomoc¢ elektri¢ne struje i strujanja
vazduha za proizvodnju vlakana iz viskoznog rastvora (Norton, 1936). Godine 1952. Dzefri Tejlor
(Geoffrey Ingram Taylor) je 1964. predlozio matematicko modelovanje kapljice te¢nosti oblika
konusa koja nastaje tokom procesa elektropredenja pri uticaju elektricnog polja (Taylor, 1964) 1 1969.
godine ispitao oblik polimerne kapljice koja se formira tokom procesa elektropredenja na vrhu igle
uredaja (Taylor, 1969). Piter Baumgarten (Peter K. Baumgarten) je 1971. godine osmislio postupak
proizvodnje akrilnih vlakana elektropredenjem rastvora akrilne smole u dimetilformamidu
(Baumgarten, 1971). Godine 1987. pokazano je da provodljivost te¢nosti U kojoj je rastvoren polimer
znaajno uti¢e na postupak elektropredenja jer se relativno stabilan mlaz dobija koris¢enjem
poluprovodnih i izolatorskih te¢nosti u odnosu na visoko provodne te¢nosti (Hayati i dr., 1987). Na
osnovu ovih saznanja definisani su postpuci za izvodenje procesa elektropredenja koje se od kraja 20.
veka primenjuje u istrazivanjima kao jednostavna i atraktivna metoda za procesiranje nanovlakana.
Danas veliki broj univerziteta i istrazivackih instituta Sirom sveta proucava proces elektropredenja i
svake godine se povecava broj istrazivackih radova o procesu elektropredenja. Rezultati pretrazivanja
PubMed baze nau¢nih publikacija sa kljuénom re¢i “elecrospinning”, ukazuje na rastuce
interesovanje za izu¢avanjem elektropredenja, jer je broj nau¢nih publikacija povecan sa samo dve
objavljene publikacije u 2001. godini na vise od 1700 objavljenih u 2021. godini (slika 2.10.)
(PubMed).
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Slika 2.10. Rezultati pretrazivanja broja nau¢nih publikacija sa klju¢nom reéi “electrospinning” u
PubMed bazi u periodu 2001-2021.

Na aktuelnoast elektropredenja za proizvodnju nanovlakana, ukazuje i procena da bi globalno
trziSte nanovlakana trebalo da poraste sa 2,2 milijarde dolara u 2021. na 6,7 milijardi dolara do 2026.
godine sa kombinovanom godisnjom stopom rasta od 25,1 % za period 2021-2026. godine (BCC
Research nanotechnology).

2.4.1. Osnove i vrste procesa elektropredenja

Tipi¢na postavka uredaja za elektropredenje sastoji se od Cetiri komponente- Sprica koji sadrzi
rastvor polimera, metalne igle, napajanja i uzemljenog metalnog kolektora. Sam proces
elektropredenja odvija se uvodenjem polimernog rastvora u elektrostaticko polje visokog napona.
Pumpa se koristi za pokretanje rastvora koji se nalazi u $pricu do metalne igle. Jedna visoko naponska
elektroda se povezuje na metalnu iglu za predenje, dok se druga elektroda prikljucuje na uzemljeni
metalni kolektor za prikupljanje nanovlakana. Dok mlaz fluida putuje od metalne igle do uzemljenog
kolektora, rastvarac isparava i pod dejstvom elektricnog polja dolazi do formiranja nanovlakana na
kolektoru. Najvise zastupljene metode elektropredenja koje se koriste za procesiranje nanovlakana u
naucnim istrazivanjima su elektropredenje iz rastvora, koaksijalno i emulziono elektropredenje
(Abdullah i dr., 2019).

2.4.1.1. Elektropredenje iz rastvora

Proces elektropredenja iz rastvora zapocinje kada se elektricni napon primeni na rastvor
polimera (ili rastvor polimera koji sadrzi aktivnu supstancu) preko metalne igle. Pumpa pokrece
rastvor do metalne igle, §to dovodi do formiranja kapljica na vrhu igle. Primenjeni elektri¢ni napon
uzrokuje nestabilnost u polimernom rastvoru usled indukcije naelektrisanja na polimernoj kapljici.
Istovremeno, recipro¢no odbijanje naelektrisanja proizvodi silu koja se suprotstavlja povrSinskom
naponu, zbog Cega rastvor polimera teGe u pravcu elektriénog polja. Dalje povecanje napona
elektricnog polja uzrokuje da se sferna kapljica deformiSe i poprimi konusni oblik. U ovoj fazi,
ultrafina nanovlakna izlaze iz konusne polimerne kapljice (tzv. Tejlorov konus), i sakupljaju se na
metalnom uzemljenom kolektoru koji se drzi na optimizovanoj udaljenosti. Tokom procesa,
unutrasnje i spoljasnje sile naclektrisanja izazivaju pomeranje mlaza te¢nosti u pravcu kolektora. Ovo
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kretanje omogucava da se polimerni lanci unutar rastvora rastezu i klize jedan pored drugog, pri ¢emu
rastvarac isparava, Sto rezultira stvaranjem vlakana pre¢nika dovoljno malih da se nazovu nanovlakna
(Haider i dr., 2015). Ukoliko se u rastvoru polimera nalaze i aktivne supstance, u nanovlaknima
dobijenim elektropredenjem iz rastvora uspostavljena je homogena distribucija aktivne supstance u
nanovlaknu. Slika 2.11. prikazuje tipi¢nu vertikalnu postavku uredaja za elektropredenje iz rastvora
I izgled dobijenog nanovlakna sa aktivnom supstancom.

‘rl cmon
o
te

Slika 2.11. Sematski prikaz uredaja za elektropredenje iz rastvora i izgleda dobijenog nanovlakna
(sivi cilindri¢ni oblik predstavlja nanovlakno sa homogenom distribucijom aktivne supstance duz
nanovlakna koja je predstavljena kao zelena sfera)

2.4.1.2. Koaksijalno elektropredenje

Koaksijanim elektropredenjem se dobijaju nanovlakna koja imaju strukturu jezgro-omotac,
gde se hemijski sastav jezgra i omota¢a medusobno razlikuju. Koaksijalno elektropredenje je
razvijeno 2003. godine (Sun i dr., 2003), i pokazano je da je moguée dobijanje nanovlakna jezgro-
omota¢ u kojima su kombinovani isti ili razli¢iti polimerni materijali u jezgru i omotacu. Koaksijalno
elektropredenje je Siroko primenjivano zbog njegovog relativno jednostavnog podeSavanja, niske
cene, fleksibilnosti dizajna i mogucnosti da se formiraju jezgro-omota¢ nanovlakna od Sirokog
spektra materijala (Wang i dr., 2018; Xu i dr., 2017; Cheng, Ma i dr., 2018).

Ova tehnika koristi specijalnu mlaznicu, tzv. koaksijalnu diznu. Ova dizna se sastoji od dve
mlaznice rasporedene u koncentri¢noj orijentaciji. Dve pumpe se koriste za pokretanje dva razli¢ita
rastvora, uobicajeno rastvora polimera i rastvora polimera koji sadrzi aktivnu supstancu, do
koaksijalne dizne koja je povezana sa iglom na koju se primenjuje napon. Ovo dovodi do formiranja
kapljica jezgra/omotaca na vrhu igle. Kada je visoki napon povezan na iglu i uzemljen na kolektor,
kapljica je povucena elektri¢nim poljem i deformisana u mlaz rastvora. Nakon toga, mlaz se dodatno
isteze i stanjuje zbog nestabilnosti savijanja. Kako mlaz fluida putuje od igle do uzemljenog
kolektora, rastvara¢ isparava i to na kraju dovodi do formiranja vlakana sa jezgrom i omotacem na
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uzemljenom metalnom kolektoru (Sun i dr., 2019). Kao $to je napomenuto, koaksijalnim
elektropredenjem dobijaju se nanovlakna strukture jezgro-omota¢, pri ¢emu je obi¢no aktivna
supstanca homogeno distribuirana u jezgru nanovlakna i obavijena inertnim polimernim omota¢em.
Struktura nanovlakna jezgro-omota¢ omogucava prolongirano otpustanje inkorporirane aktivne
supstance iz nanovlakana. Slika 2.12. prikazuje postavku uredaja za koaksijalno elektropredenje i
izgled dobijenog nanovlakna sa aktivnom supstancom.

Slika 2.12. Sematski prikaz uredaja za koaksijalno elektropredenje i izgled dobijenog nanovlakna

(sivi cilindri¢ni oblik predstavlja ,,jezgro-omotac* nanovlakno sa inkorporiranom aktivnom
supstancom u jezgru koja je predstavljena kao zelena sfera)

2.4.1.3. Emulziono elektropredenje

Emulziono elektropredenje je tehnicki manje zahtena alternativa koaksijalnom
elektropredenju za proizvodnju vlakana jezgro-omotac, jer se izvodi uz pomo¢ konvencionalne
metalne igle za elektropredenje. Emulzija tipa voda u ulju (V/U) se priprema dispergovanjem kapljica
vodenog rastvora koji sadrzi aktivnu supstancu (vodena faza ili dispergovana faza) u mesavini
rastvora polimera (uljna faza ili kontinualna faza) i surfaktanta (npr. Span-80, Tween-80, Pluronic F-
68, itd.), uz mesanje tokom duzeg vremenskog perioda ili tretmanom ultrazvukom da bi se dobila
ujednacena V/U emulzija. Emulzija tipa ulje u vodi (U/V) se priprema analogno suspendovanjem
kapljica ulja (dispergovana faza) u rastvoru vodene faze (kontinualna faza). Izbor sistema emulzije
(V/U ili U/V) uglavnom zavisi od karakteristika aktivnih molekula koji se inkorporiraju u nanovlakno
(hidrofobnih ili hidrofilnih). V/U emulzija se koristi za dispergovanje hidrofilnih molekula, dok se
U/V emulzija koristi za suspendovanje hidrofobnih molekula ili lekova.

Surfaktant igra vaznu ulogu u emulzionom elektropredenju. Surfaktant je amfifilna supstanca
koja sadrzi hidrofilni deo molekula koji je usmeren ka polarnoj ili vodenoj fazi i hidrofobni deo
molekula (ugljovodonik ili fluorougljenik) koji je usmeren ka uljnoj fazi i u primenjenom sistemu
ima ulogu emulgatora (Vaidya i Ganguli, 2019). Surfaktant poboljsava stabilnost emulzije
smanjenjem povrsinskog napona izmedu vodene i uljne faze (Nikmaram i dr., 2017). Odgovarajuci
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izbor surfaktanta i njegove koncentracije je od znacCaja za dobijanje Zeljene veliCine kapljica u
emulziji (makroemulzija, mikroemulzija ili nanoemulzija) a time i pre¢nika nanovlakana Koji se
dobija iz tako pripremljene emulzije. Izbor surfakanta tj. emulgatora uz izbor elektri¢nog napona od
kritiénog su znacaja za kvalitet dobijenog jezgro-omotac¢ vlakna (Cheng i dr., 2018; Pelipenko i dr.,
2015).

Elektropredenje iz emulzije se odvija na nacin identican elektropredenju iz rastvora, a
formiranje strukture jezgro-omota¢ tokom emulzionog elektropredenja Se inicira brzim isparavanjem
kontinualne faze (uljane faze na primeru V/U emulzije). Ovo dovodi do povecanja viskoziteta
kontinualne faze, $to podsti¢e dispergovanu fazu (vodene kapljice) da migriraju ka centru mlaza
rastvora. Pod uticajem elektriénog polja, mlaz se rasteze od metalne igle prema uzemljenom
kolektoru, a vlakna jezgro-omota¢ se sakupljaju kada ispare oba rastvaraca. Pri emulzionom
elektropredenju omotac nastaje od rastvora kontinualne faze a jezgro od rastvora dispergovane faze.
Slika 2.13. prikazuje postavku uredaja za emulziono elektropredenje i izgled dobijenog nanovlakna
sa aktivnom supstancom.

Slika 2.13. Sematski prikaz uredaja za emulziono elektropredenje i izgled dobijenog nanovlakna
(sivi cilindriéni oblik predstavlja nanovlakno sa aktivnom supstancom nazna¢enom zelenom bojom
u jezgru koja je obavijena surfaktantom u tankom sloju, na slici predstavljeno narandzastom bojom)
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2.4.2. Faktori koji uti¢u na proces elektropredenja

Struktura i morfologija nanovlakana u velikoj meri zavise od parametara pri kojima se izvodi
elektropredenje. Na morfologiju nanovlakana uti¢u parametri rastvora, procesni parametri i
ambijentalni parametri (Li i Xia, 2004). Elektropredena nanovlakna ¢esto nisu potpuno glatka vec
sadrze nakupine sfernog ili sliénog oblika (tzv. perle), koje nastaju kao posledica primene
neadekvatnih parametara u procesu elektropredenja. Ustanovljeno je da su vodeéi faktori koji uticu
na formiranje perli tokom procesa elektropredenja viskoznost rastvora, gustina naelektrisanja koju
nosi mlaz rastvora i povrSinski napon rastvora. Veci viskozitet rastvora favorizuje formiranje
nanovlakana bez perli. Veca gustina naelektrisanja ne samo da favorizuje formiranje nanovlakana bez
perli, vec takode favorizuje formiranje tanjih nanovlakana. Veci povrsinski napon rastvora vodi ka
formiranju perli, dok manji povrsinski napon favorizuje formiranje nanovlakana bez perli (Fong i dr.,
1999). Takode, moze do¢i do prekida u nanovlaknu ili stvaranja kapljica tokom procesa
elektropredenja. Tako npr. pri niskoj koncentraciji rastvora zbog niskog viskoziteta i visokog
povrsinskog napona, u naelektrisanim mlazovima se gube medumolekularna privlacenja polimera i
izdvajaju se u kapljice iz Tejlorovog konusa (Greiner i Wendorf, 2007). 1z svega navedenog moze se
zakljuciti da na formiranje glatkih neprekidnih nanovlakana bez perli, utice vise faktora, te ¢e u
narednim pasusima biti diskutovani efekti razli¢itih parametara na proces elektropredenja i na
karakteristike dobijenih nanovlakana.

2.4.2.1. Uticaj karakteristika rastvora na proces elektropredenja nanovlakana

Dielektricna svojstva rastvaraca se odnose na dielektriénu konstantu rastvaraca koja
predstavlja meru njegove polarnosti. Sto je rastvaraé polarniji, veca je dielektri¢na konstanta
rastvaraca. Tokom elektropredenja tendencija za formiranje perli i pre¢nik proizvedenog vlakna se
smanjuju Kori§¢enjem rastvora koji ima veca dielektricna svojstva (Son i dr., 2004). Da bi se
poboljsala dielektri¢na svojstva rastvora za elektropredenje, koriste se polarni rastvaraci kao $to su:
acetonitril, sircetna kiselina, m-krezol, tetrahidrofuran, toluen, aceton, hloroform, etil acetat,
dihlormetan, dimetilformamid, etanol, itd. (Berkland i dr., 2004; Yang i dr., 2004). Visa dielektri¢na
konstanta rastvaraéa dovodi do vece nestabilnosti savijanja elektropredenog mlaza, §to uzrokuje
povecanje povrSine na kojoj se vlakna deponuju. Zbog povecane putanje mlaza, dobijaju se vlakna
manjih dimenzija (Hsu i Shivkumar, 2004). Rastvarac¢ koji ima visoku dielektri¢énu konstantu obi¢no
poseduje vecu gustinu naelektrisanja u elektricnom polju pa tokom elektropredenja vece sile
elongacije se primenjuju na naelektrisani mlaz $to je dodatni faktor zbog kog dolazi do smanjenja
stvaranja perli i stvaranja nanovlakana manjeg pre¢nika (Son i dr., 2004).

Povrsinska gustina naelektrisanja je koli¢ina naelektrisanja po jedinici dvodimenzionalne
povrsine, odnosno mera koli¢ine elektri¢nog naboja koja je akumulirana na povrsini. Veca povrSinska
gustina naelektrisanja uti¢e na to da elektropredeni mlaz nosi viSe naelektrisanja, $to dovodi do
stvaranja tanjih vlakana. Do formiranja perli u nanovlaknima dolazi kada mlaz rastvora ima malu
povrsinsku gustinu naelektrisanja jer ima manju pokretljivost (Hayati i dr., 1987), a vlakna se uopste
ne formiraju ukoliko se koristi rastvor sa nultom povr$inskom gustinom naelektrisanja jer nema
nikakav dipolni momenat za formiranje mlaza (Angammana i Jayaram, 2011; Jarusuwannapoom i
dr., 2005). Pored koriS¢enja rastvaraca sa velikom dialektrichom konstantnom, poveéanje gustine
naelektrisanja moze se posti¢i dodavanjem jona u rastvor polimera (Bhardwaj i Kundu, 2010). Ispitan
je efekat dodatka soli NaCl, NaH2PO4 i KH2PO4 na morfologiju vlakana poli(D, L-laktidne) kiseline
I utvrdeno je da su vlakna proizvedena pri dodatku NaCl u rastvor imala najmanji pre¢nik, dok je
dodavanje KH2POs rezultiralo vlaknima najveceg preénika. Ovo je objasnjeno ¢injenicom da
natrijum i hloridni joni poseduju manji atomski poluprecnik od jona kalijuma i fosfatnih jona, zbog
Cega imaju vecu pokretljivost pod primenjenim naponom $to povecava silu istezanja tokom
elektropredenja zbog ¢ega nastaju nanovlakna smanjenog prec¢nika (Zong i dr., 2002).
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Povrsinski napon se moze definisati kao svojstvo povrSine te¢nosti koje joj omogucava da se
odupre spoljasnjoj sili. Da bi otpoceo proces elektropredenja potrebno je prevazici povrSinski napon
rastvora za elektropredenje. Pri niskom povrsinskom naponu postoji veca interakcija izmedu polimera
i molekula rastvaraca i, kao rezultat toga, molekuli rastvaraca pokusavaju da se rasire preko upletenih
molekula polimera $to dovodi do formiranja nanovlakana bez perli, a pri vecem povrSinskom naponu
molekuli rastvaraca teze da se sklapaju u sferni oblik pa je formiranje perli o¢ekivano. Da bi se
smanjio povrsinski napon, moze se koristiti rastvarac sa niskim povrsinskim naponom ili se u rastvor
moze dodati surfaktant (Haghi i Akbari, 2007; Zeng i dr., 2003).

Za uspeSan postupak elektropredenja, izbor odgovarajuce viskoznosti rastvora je jedan od
najvaznijih uslova, jer se pri veoma niskoj viskoznosti rastvora ne formiraju kontinualna vlakna, a pri
veoma visokoj viskoznosti rastvora teSko je pokrenuti rastvor polimera (Pillay i dr., 2013).
Viskoznost rastvora polimera je proporcionalna koncentraciji polimera. Pri nizoj viskoznosti rastvora,
mobilnost polimernih lanaca se povecava $to dovodi do formiranja nanovlakana malog preénika koji
imaju visok stepen orijentacije, kristalini¢nosti i ¢vrstoce. Polimeri visoke koncentracije i veceg
viskoziteta formiraju glatka elektropredena nanovlakna, ¢ak i pri nizim vrednostima primenjenog
napona (Ibrahim i Klingner, 2020).

Rastvor polimera za elektropredenje mora imati odgovarajucu molekulsku masu (Fujihara i
dr., 2005). Molekulska masa uti¢e na druge faktore od znacaja za proces elektropredenja kao §to su
viskoznost, povrSinski napon, povrSinska gustina naelektrisanja i dielektri¢na svojstva rastvora
(Haghi i Akbari, 2007). U principu, ve¢a molekulska masa omogucava dobijanje glatkih nanovlakana
dok male molekulske mase indukuju stvaranje perli (Gupta i dr., 2005).

Formiranje vlakana tokom procesa elektropredenja nastaje rastezanjem naelektrisanih
mlazova u jednoosnim pravcima (Pillay i dr., 2013). Pri niskoj koncentraciji rastvora zbog niskog
viskoziteta i visokog povrSinskog napona, naelektrisani mlazovi gube svoja medumolekularna
privlacenja i tako se diskretno izdvajaju u kapljice iz Tejlorovog konusa (Greiner 1 Wendorf, 2007).
Pri ve¢im koncentracijama rastvora, dobijaju se vlakna sa perlama. Najpozeljnija glatka vlakna se
mogu dobiti kada se koristi optimalna koncentracija rastvora (Yang i dr., 2004).

2.4.2.2. Uticaj procesnih parametara elektropredenja na karakteristike nanovlakana

Elektropredenje je proces koji je direktno pod uticajem jaCine elektricnog polja tj.
primenjenog elektricnog napona. Generalno, za pokretanje mlaza rastvora polimera preko vrha
metalne igle tokom procesa elektropredenja potrebno je primeniti napon visi od 6 kV (Taylor, 1964).
Primenom previsokog napona postoji mogucnost izbacivanja veée zapremine polimernog rastvora
(Demir i dr., 2002) i zbog vece elektrostati¢ke interakcije u naelektrisanom rastvoru dolazi do veceg
istezanja i stvaranja vece odbojne sile u mlazu fluida $to dovodi do stvaranja vlakana malog pre¢nika
(Buchko i dr., 1999). Primenjeni napon takode uti¢e na raspored molekula polimera unutar
nanovlakana. Pri visokom naponu, zbog elektrostatickog slabljenja molekula polimera, oni postaju
uredeniji 1 tako poboljSavaju kristalinicnost vlakana, medutim nakon odredenog indukovanog napona
zbog kraceg vremena ,,putovanja“ mlaza kristalini¢nost se moze smanjiti (Zhao i dr., 2004).

Precnik, poroznost i geometrija elektropredenih nanovlakna u velikoj meri zavise od brzine
protoka rastvora za elektropredenje. Procesiranju glatkih nanovlakana dobrih karakteristika i bez perli
pogoduje spora brzina protoka polimernog rastvora (Yuan i dr., 2004). Povecana brzina protoka utice
na povecanje precnika i veli¢ine pora u nanovlaknastom matu, dok se daljim povecanjem brzine
protoka povecava verovatnoca za formiranje perli u nanovlaknima (Taylor, 1969).

U uobicajenim postavkama za elektropredenje, provodna uzemljena kolektorska ploca se
koristi kao kolektor za nanovlaknaste matove. Zi¢ana mreza, plo¢a sa izbo¢inama, niz paralelnih
brazda, resetki, paralelne Sipke ili rotirajuci tocak su neki od oblika kolektora koji se koriste u
procesiranju nanovlakana namenjenih za razli¢ite primene (Ki i dr., 2007). U slu¢aju manje
provodnog kolektora, mlaz se brzo kupi na kolektoru i koli¢ina deponovanih vlakana se smanjuje uz
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stvaranje vlakana sa perlama (Wang i dr., 2005). Rotirajuci kolektor favorizuje dobijanje suvih
vlakana jer tokom procesa elektropredenja ima vi§e vremena da rastvarac ispari. Rotirajuci kolektori
takode pomazu u formiranju jednoosno orijentisanih vlakana (Deitzel i dr., 2001). Kako naelektrisani
mlaz putuje velikom brzinom tokom trajanja procesa, kolektor treba da se okrece odredenom brzinom
koja je poznata kao brzina orijentacije. Ako je brzina kolektora niza od te specifi¢ne vrednosti onda
se vise vlakana skuplja na kolektoru gde sastavljanje naelektrisanja moze da odbije dolazna vlakna
Sto rezultira dobijanjem vlakana koja su manje orijentisana.

Variranjem rastojanja izmedu vrha metalne igle i kolektora moze se uticati na veli¢inu i
morfologiju vlakana. Medutim, uticaj nije tako znacajan kao drugi diskutovani parametri. Kratko
rastojanje izmedu vrha igle i kolektora ne pogoduje formiranju uniformnih, glatkih nanovlakana.
Zbog krace udaljenosti koju mora da prede naelektrisani mlaz, formiraju se neke meduslojne i
unutarslojne veze izmedu vlakana na njihovim spojevima, $to dovodi do formiranja perli u vlaknima
(Buchko i dr., 1999). Sa druge strane, prose¢ni pre¢nik vlakana moze biti smanjen sa povecanjem
udaljenosti izmedu vrha igle i kolektora (Doshi i Reneker, 1993). Medutim, postoje izuzeci, pa je
pokazano da se primenom manje elektrostaticke sile i vece udaljenosti dobijaju PVA nanovlakna
veceg pre¢nika (Lee i dr., 2004). Stoga je razumljivo da je za procesiranje vlakana bez perli
elektropredenjem neophodno primeniti optimalnu udaljenost izmedu vrha igle i kolektora (Ki i dr.,
2005).

2.4.2.3. Uticaj ambijentalnih parametara pri izvodenju elektropredenja na karakteristike
nanovlakana

Ambijentalni uslovi u kojima se izvodi proces elektropredenja moraju biti kontrolisani jer i
oni uticu na karakteristike i kvalitet dobijenih nanovlakana. Visa temperatura sredine tokom procesa
elektropredenja dovodi do nize stope isparavanja rastvaraca, tako da ce mlazu za elektropredenje tada
biti potrebno duze vreme da o¢vrsne. Takode, pri viSoj temeperaturi Smanjuje se i viskozitet rastvora
polimera, a usled manjeg viskoziteta dolazi do veceg rastezanja vlakana, $to dovodi do stvaranja
tanjih vlakana (De Vrieze i dr., 2009). Ukoliko se kao aktivne supstance u nanovlaknima koriste
termicki osetljive bioloske supstance poput enzima i proteina na vi§im temperaturama ovi molekuli
mogu izgubiti svoju funkciju (Fujihara i dr., 2005).

Varijacije u vilaznosti vazduha tokom elektropredenja uti¢u na morfologiju elektropredenih
vlakana. Povecanje vlaznosti vazduha tokom elektropredenja dovodi do stvaranja malih kruznih pora
na povrsini vlakana. One se formiraju kao rezultat hladenja rastvaraca isparavanjem koje nastaje
tokom puta mlaza rastvora polimera od vrha metalne igle do kolektora. Dalje povecanje vlaznosti
vazduha moze dovesti do stvaranja vlakana sa neujednac¢enom strukturom (Casper i dr., 2004). Pri
visokoj vlaznosti vazduha, vlakna procesirana iz polimera rastvorenih u isparljivim rastvara¢ima,
mogu imati kondenzovanu vodu na povrsini (Megelski i dr., 2002). S druge strane, pri niskoj vlaznosti
vazduha brzina protoka rastvora sa vrha igle moze biti sporija od brzine isparavanja rastvaraca, §to
moze dovesti do zaCepljenja vrha igle i zaustavljanja procesa elektropredenja (Baumgarten, 1971).

2.4.3. Karakterizacija elektropredenih nanovlakna

Geometrijska karakterizacija nanovlakana podrazumeva karakterizaciju geometrijskih
svojstava kao $to su precnik vlakana, raspodela precnika, orijentacija vlakana i morfologija vlakana.
Za karakterizaciju ovih geometrijskih svojstava koriste se skenirajuca elektronska mikroskopija
(SEM), skenirajuca elektronska mikroskopija sa emisiom polja (FESEM), transmisiona elektronska
mikroskopija (TEM) i mikroskopija atomske sile (AFM) (Demir i dr., 2002). Geometrijska
karaktarizacija je vazna jer Se na 0snovu nje mogu prouciti svojstva dobijenih nanovlakana u smislu
poroznosti ili pre¢nika nanovlakana, te shodno tome optimizovati uslovi elektropredenja u cilju
dobijanja nanovlakana Zeljenih karakteristika. Hemijski sastav elektropredenih nanovlakana moze se
odrediti tehnikama infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (FTIR) i nuklearne
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magnetne rezonance (NMR) (Huang i dr., 2000). Hemijska karakterizacija nanovlakana daje
informacije o sastavu nanovlakana i analizira eventualne hemijske reakcije izmedu polimerne matrice
i aktivne supstance koja je inkorporirana u nanovlakna. Fizicka karakterizacija nanovlakana
podrazumeva odredivanje svih fizickih svojstava materijala kao $to su termicka stabilnost, tacka
topljenja, upijanje vode itd. Moguce je izmeriti termicka svojstva kao $to su tacka topljenja, tacka
kristalizacije i staklasti prelaz materijala, koris¢enjem diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (DSC).
Mehanic¢ka karakterizacija elektropredenih vlaknastih matova moze se ispitati koriscenjem
konvencionalnih tehnika mehani¢kog ispitivanja (Matthews i dr., 2002; Huang i dr., 2001). Jungov
modul elasti¢nosti, zatezna ¢vrstoca i prekidna deformacija se mogu odrediti izvodenjem testova
zatezanja sa polimernim nanovlaknima. Jungov modul elasti¢nosti daje meru krutosti materijala,
zatezna Cvrstoéa materijala predstavlja maksimalan napon kojim se materijal moze opteretiti
zatezanjem a da pritom ne dode do loma, dok prekidna deformacija daje informaciju o tome koliko
se materijal moze istezati pre loma, kao procenat promene njegovih originalnih dimenzija. Takode
postoje i sofisticiranije metode za karakterizaciju nanovlakana kao Sto su dinami¢ko-mehanicka
analiza (DMA\) i termo-mehanic¢ka analiza (TMA) kod kojih se simultano dobijaju mehanic¢ka i
termicka svojstva nanovlakana u funkciji temperature, frekvencije ili vremena.

2.4.4. PCL nanovlakna u biomedicini — kratak pregled dosadasnjih istrazivanja

Elektropredena nanovlakna se intenzivno koriste u isporuci brojnih bioaktivnih supstanci,
ukljucujuci antibiotike, lekove protiv kancera, proteine i DNK. Aktivne supstance, tj. lekoviti agensi
se mogu zarobiti ili meSanjem leka sa polimerima i njihovom elektropredenjem iz rastvora formirajuci
tako vlakna sa inkorporiranim lekom ili stvaranjem strukture jezgro/omota¢ koris¢enjem metode
koaksijalnog ili emulzionog elektropredenja (Yang i dr., 2009). Kako bi se odrzao integritet i
aktivnost inkorporiranog molekula, lekovito sredstvo se inkorporira unutar elektropredenih
nanovlakana, koje se otpusta iz matrice. Kao i bilo koji drugi sistem sa kontrolisanim otpustanjem
lekova, ovakvi sistemi mogu znacajno da smanje sistemsku apsorpciju leka i smanje bilo kakve
nezeljene efekte zahvaljujuéi lokalnoj 1 kontrolisanoj isporuci lekova (Cui i dr., 2010).

PCL nanovlakna takode nalaze svoju primenu u biomedicini kao nosaci aktivnih supstanci.
PCL poseduje odli¢na reoloska i viskoelasticna svojstva, Sto ga ¢ini dobrim kandidatom za
proizvodnju nosaca za razliite primene u oblasti biomaterijala (Woodruff i Hutmacher, 2010).
Postoji vise primera primene PCL nanovlaknastih matova kao nosaca bioaktivnih molekula. Tako je
npr. heparin (antikoagulant) inkorporiran u elektropredena PCL nanovlakna kako bi se postigla
lokalna kontinualna isporuka heparina na povrSinu presadenih krvnih sudova tj. grafta. Ovako
kontrolisanom isporukom heparina cilj je bio da se spreéi proliferacija vaskularnih glatkih misicnih
celija koja moze dovesti do okluzije i zapuSenja grafta. In vitro testom je pokazano da nanovlaknasti
mat ne izaziva inflamatorni odgovor u celijama makrofaga a da oslobodeni heparin efikasano
sprec¢ava proliferaciju vaskularnih glatkih misicnih celija u kulturi (Luong-Van i dr., 2006). Sa ciljem
dobijanja potencijalnih vaskularnih implantata, procesirana su PCL nanovlakna sa cilostazolom
(vazodilator - lek koji opusta misice u krvnim sudovima kako bi im pomogao da se prosire) metodom
elektropredenja sa rotirajucim kolektorom. Dobijena su vlakna pre¢nika adekvatnog za
kardiovaskularnu primenu (precnik vlakana u rasponu od 0,81 do 2,48 um). Sprovedenim studijama
oslobadanja leka in vitro pokazano je da je mehanizam oslobadanja cilostazola iz polimerne matrice
rastvaranje leka u kombinaciji sa difuzijom i relaksacijom polimera i zaklju¢eno da ovaj materijal
predstavlja efikasan sistem isporuke za primenu vaskularnih implantata (Rychter i dr., 2018).

Takode, ispitana je i mogucnost primene PCL nanovlaknastih matova za isporuku
antimikrobnih lekova. Nosac¢i na bazi elektropredenih PCL nanovlakana sa 10 % i 20 % (v/v)
inkorporiranog antibiotika rifampicina, pokazali su brzo oslobadanje antibiotika tokom prvog sata, a
u narednih 7 sati se iz obe formulacije otpustilo ~50 % ukupnog sadrzaja rifampicina. Oba nosaca
koja su sadrzala rifampicin potpuno su inhibirala rast bakterija P. aeruginosa i Staphylococcus
epidermidis i sprecila formiranje biofilma na nosacima tokom prvih 6 h. Ovo ukazuje da bi dobijeni
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biomaterijali mogli imati primenu za oblaganje ortopedskih implantata sa ciljem sprecavanja
infekcija (Ruckh i dr., 2012). U drugoj studiji je analizirano kontrolisano i kontinualno oslobadanje
antibiotika metronidazola inkorporiranog u razli¢itim koncentracijama u elektropredena PCL
nanovlakna tokom dve nedelje. Pokazano je da je antibakterijska aktivnost oslobodenog antibiotika
zadrzana tokom procesa elektropredenja a analizom potkoznih implantata u eksperimentu na
zivotinjskom modelu pokazano je da PCL nanovlaknasti matovi sa metronidazolom izazivaju manji
inflamatorni odgovor od PCL nanovlakna bez inkorporiranog antibiotika. Ovi rezultati pokazuju da
dobijena PCL nanovlakna sa antibiotikom imaju potencijalnu primenu kao membrane za regeneraciju
tkiva sa antibakterijskom i antiinflamatornom funkcijom za $iroku biomedicinsku primenu (Xue i dr.,
2014). Analogno, elektropredena nanovlakna mogu biti nosaci i za isporuku antifungalnih sredstava,
pa su PCL nanovlakna funkcionalizovana dodatkom ketokonazola (antimikotik). Funkcionalizovana
nanovlakna su pokazala antifungalnu aktivnost prema nekoliko sojeva patogenih gljivica iz roda
Aspergillus, Fusarium i Penicillium (Veras i dr., 2016).

PCL nanovlakna mogu se iskoristiti za dobijanje sistema za efikasniju isporuku lekova slabo
rastvorljivih u vodi. U jednom radu, procesirana su elektropredena PCL nanovlakna sa ibuprofenom
(nesteroidni antiinflamatorni lek) ili karvedilolom (beta blokator) i uporedena je njihova efikasnost
pri otpustanju ovih lekova naspram procesiranih PCL filmova sa istim lekovima. Dobijeni rezultati
jasno su pokazali prednosti novog sistema za isporuku jer se za 4 h skoro 100 % inkorporiranog
ibuprofena oslobodilo iz PCL nanovlakna, dok se do 77 % karvedilola otpustilo tokom istog
vremenskog perioda. Nasuprot tome, procenat otpustanja ibuprofena i karvedilola iz PCL filmova je
iznosio ~83 % i ~43 %, redom, pa dobijeni rezultati ukazuju na to da je dodavanjem oba leka u PCL
nanovlakna znacajno poboljSana njihova stopa rastvaranja evidentna kroz poveéan procenat
otpustanja aktivnih supstanci (Potr¢ i dr., 2015).

Takode, postoji primer razvoja materijala na bazi PCL nanovlanaka sa inkorporiranim
bioaktivnim molekulima koja potpomaZu zarastanje rana. Tako su procesirana PCL nanovlakna sa
ugradenim bioaktivnim molekulima dobijenim iz placente koji sadrze faktore rasta adekvatne za
primenu za zarastanje koznih rana. Fizi¢ko-hemijska svojstva i bioloski sastav dobijenih nanovlakana
pokazala su se netoksi¢na. In vitro testom je utvrdeno da ovako dobijeni matovi znacajno
poboljsavaju adheziju, infiltraciju i proliferaciju ljudskih fibroblasta i keratinocita. Medijumi
ekstrahovani iz nanovlakana poboljSali su migracioni potencijal celija (fibroblasta i keratinocita)
uklju¢enih u zarastanje rana usled oslobadanja faktora rasta koji su inkorporirani u nanovlakna
(Rameshbabu i dr., 2018).

Razli¢ite metode procesiranja PCL nanovlakana se mogu razmatrati za specifi¢cne namene
nanovlaknastih matova. Tako se npr. naglo oslobadanje leka iz nanovlakana moZze posti¢i metodom
elektropredenja iz rastvora, dok se koaksijalno i emulziono elektropredenje koristi za kontrolisano i
prolongirano oslobadanje leka. Prilikom emulzionog elektropredenja, na karakteritike dobijenog
materijala pri oslobadanju aktivne supstance uticaj ima proces pripreme i sastav emulzije
(polimer/lek/surfaktant). Tako su npr. nanovlaknasti nosaci dobijeni emulzionim elektropredenjem
PCL sa dodatkom metoprolol tartrata (beta blokator) i surfaktanta Span-80 pokazali da emulziona
elektropredena nanovlakna znacajno ublazavaju naglo oslobadanje leka i omogucéavaju produzeno
oslobadanje lekova u poredenju sa vlaknima dobijenim metodom elektropredenja iz rastvora.
Rezultati in vitro testa citotoksi¢nosti su pokazali da emulziono elektropreden PCL nosa¢ sa
metoprolol tartratom favorizuje rast humanih mati¢nih celija u poredenju sa drugim testiranim
nosacima. Ova studija sugeriSe da je tehnologija emulzionog elektropredenja obecavajuca metoda za
procesiranje jezgro/omota¢ nanovlakana za dizajn sistema za isporuku lekova sa kontrolisanim
oslobadanjem i da se brzina oslobadanja leka moze modifikovati podesavanjem uljane i vodene faze
(Hu i dr., 2015).

Sli¢ne karakteristike se mogu dobiti i koaksijalnim elektropredenjem materijala. Tako su npr.
dobijeni vlaknasti matovi osetljivi na pH iz blende dva polimera polivinil alkohola i PCL. Vlakna su
procesirana metodom koaksijalnog elektropredenja, u kojoj je polivinil alkohol formirao jezgro a
PCL omota¢ vlakna. Dobijena vlakna se mogu koristiti kao nosa¢ za produzeno oslobadanje leka u
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zavisnosti od pH vrednosti, $to je u konkretnoj studiji pokazano za antikancerogeno sredstvo
doksorubicin. In vitro testom je pokazano da su dobijeni matovi sa doksorubicinom efikasni u
suzbijanju vezivanja i proliferacije Hela celija raka grli¢a materice (Yan i dr., 2020).

Modulacija inicijalnog brzog otpustanja i dugotrajno oslobadanje leka iz elektropredenih
nanovlakana moze se postici i stavljanjem sloja vlakana sa lekom izmedu slojeva vlaknastog PCL
bez leka. Procesiran je PCL vlaknasti mat sa ibuprofenom (nesteroidni antiinflamatorni lek) bez i u
sendvi¢ sloju vlaknastog PCL, variranjem koncentracije polimera i zapremine premaza. PCL
nanovlakna sa ibuprofenom bez sendvi¢ sloja pokazala su naglo oslobadanje od 66,43 % prvog dana
i kumulativno oslobadanje do 86,08 %, dok su sendvi¢ grupe pokazale kontrolisano pocetno
oslobadanje 1 kumulativno oslobadanje nakon 62 dana. Analizom citotoksi¢nosti pokazano je da
sendvi¢ nanovlakna nisu citotoksi¢na (Kamath i dr., 2020). Citotoksin 6-merkaptopurin je
potencijalno sredstvo protiv karcinoma c¢ija je primenljivost u terapiji ograni¢ena zbog visoke
toksi¢nosti. Inkorporiranje 6-merkaptopurina u troslojni sendvi¢ nanovlaknastog nosaca (gornji sloj
sastavljen od poli(metilmetakrilata) (PMMA)/PCL, srednji sloj je bio PCL/PMMA/6-merkaptopurin,
a donji sloj je bio PCL/IPMMA) omogucio je prilagodavanje brzine oslobadanja i smanjenje
toksic¢nosti bioaktivne supstance. Proizvedeni PCL/PMMA nosaci sa 6-merkaptopurinom su pokazali
antimikrobna svojstva na bakterije i gljivice, bez citotoksi¢nosti prema humanim celijama, ¢ak i pri
relativno visokim oslobodenim koncentracijama. Antikancerogena aktivnost proizvedenih nosaca je
takode ispitana koris¢enjem razli¢itih celijskih linija kancera (npr. Caco-2, MDA i HepG-2) i rezultati
su pokazali da nanovlaknasti matovi sa 6-merkaptopurinom imaju dejstvo na celije kancera, sa
visokim selektivnim indeksom za kancer dojke (Salim i dr., 2021).

PCL matovi takode imaju prihvatljiva mehani¢ka svojstva za tehnologiju celijske kulture i
inzenjerstvo tkiva. Tako su u jednoj nedavno objavljenoj studiji variranjem koncentracije PCL
rastvora, kori§¢enog rastvaraca i primenjenog napona tokom procesa elektropredenja, dobijeni 2D
mikro- i nanovlaknasti PCL nosaci ujednacenog pre¢nika vlakana u rasponu od 200 nm do 1,4 pum
Cija poroznost dostize 66 %. Na ovako dobijene matove celije su i pri¢vrscene i integrisane, $to je
krajnji cilj i benefit kori§cenja ovih vrsta materijala na bazi PCL u inzenjerstvu tkiva (Al Rez i dr.,
2015). Svojstva materijala se dodatno mogu unaprediti tehnikom ko-elektropredenja kombinovanjem
razli¢itih polimera, koji se medusobno dopunjuju svojim komplementarnim svojstvima. Metoda ko-
elektropredenja se zasniva na procesiranju vlakana iz dva polimerna rastvora koja pokre¢u dve
pumpe, koris¢enjem jednog kolektora. U jednom istrazivanju dobijeni su PCL/Zelatin nanovlakanasti
matovi procesirani ko-elektropredenjem za primenu u regeneraciji kostiju. U dobijenim matovima
zelatin je znacajno poboljsao adheziju i diferencijaciju ¢elija kosti, dok je PCL znacajno poboljsao
mehanicka svojstva dobijenog materijala (Al-Baadani i dr., 2021). U drugoj studiji su
biokompatibilna i biorazgradiva nanovlakna na bazi PCL/polietilen oksida sa inkorporiranim
antibiotikom vankomicinom pokazala kontrolisano 1 kontinualno oslobadanje vankomicina iz
nanovlakana. In vitro ispitivanjem je zakljuceno da je dobijeni nanovlaknasti mat moze da spreci
stvaranje biofilma izuzetno rezistentnog soja patogene bakterije S. aureus (multi resistant S. aureus
— MRSA) na povrsini ugradenog implantata (Jang i dr., 2015).

Na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da se izborom adekvatnih rastvaraca,
koncentracije rastvora PCL, kao i odabirom optimalnih parametara tokom procesa elektropredenja
mogu procesirati kontinualna, glatka PCL nanovlakna. Takode, otpustanje lekovitih agensa
razli¢itom dinamikom iz PCL nanovlakana moguée je posti¢i primenom razli¢itth metoda
elektropredenja. Dostupna literatura i pregledni radovi ukazuju na veliku upotrebu PCL
nanovlaknastih matova kao nosaca razlicitih biomolekula sa potencijalnom primenom u razli¢itim
oblastima medicine.
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2.4.5. Primena lekovitog bilja u nanovlaknima

Lekovito bilje nalazi primenu u tradicionalnoj ali sve vise i u konvencionalnoj medicini. Pored
uobicajenih farmaceutskih formi poput tinktura, kapsula i krema lekovito bilje se u poslednje vreme
koristi i u kombinaciji sa modernim materijalima kakva su nanovlakna. Lekovite biljke pokazuju
veliki potencijal za uspeSnu primenu u biomaterijalima zbog svoje netoksi¢nosti i visoke
kompatibilnosti u fizioloskim i bioloskim sredinama (Ramalingam i dr., 2019). Veliki broj studija
analizirao je moguc¢nost dodatka biljnih ekstrakata u razliCite polimere (Fatehi i Abbasi, 2020).
Nanovlakna se koriste za dobijanje biomaterijala u kojima su kombinovana sa lekovima kao ¢istim
supstancama ali i lekovitim biljnim proizvodima ili ekstraktima, kao alternativi sintetickim lekovima
(Fallah i dr., 2016). Postoji viSe uspesnih primera kombinacija preparata od lekovitog bilja sa
nanovlaknima za razli¢ite medicinske namene koji su objavljeni u naucnoj literaturi. Interesantno je
da dodatak lekovitog bilja u nanovlakna pored bioloske aktivnosti doprinosi i poboljsanju mehanickih
svojstava materijala. Tako je npr. dodatak metanolnog ekstrakta Inula graveolens L. u elektropredena
nanovlakna na bazi PCL omogucio dobijanje materijala povoljnih mehanickih svojstava, koji nije
citotoksic¢an i moze biti primenjen za regeneraciju tkiva i primenu za zarastanje rana (Al-Kaabi i dr.,
2021). Veliki broj radova se bavio razvojem materijala na bazi nanovlakana u kombinaciji sa
lekovitim biljem koje ima antimikrobno dejstvo i potpomaZe zarastanje rana. ViSe razli¢itih
kombinacija polimernih materijala i preparata lekovitog bilja je razvijeno u ovu namenu. Jedan od
primera ovakvih materijala dobijen je inkorporiranjem sirovog ekstrakta kore Tecomella undulata u
PCL/poli(vinilpirolidon) nanovlakna. Dobijeni materijal je inhibirao rast S. aureus, E. coli i P.
aeruginosa $to ukazuje na to da moze delovati ne samo kao sistem za isporuku leka, ve¢ i u leCenju
zarastanja rana ili dermalnih bakterijskih infekcija, ¢ime se dokazuje potencijalna primena za
upotrebu kao zavoj za ranu (Suganya i dr., 2011). Takode, razvijeni su i nanovlaknasti matovi na bazi
PCL/polistirena koji sadrze 15 % ekstrakt kamilice, lekovite biljke sa antibakterijskim dejstvom. |
ovaj materijal je imao povoljan efektat na zarastanje rana testiran u in vivo sistemu na ranama pacova
(Motealleh i dr., 2014).

Nanovlakna na bazi svilenog fibroina-kurkumina u kombinaciji sa PCL i polivinil alkoholom
su procesirana u cilju poboljSanja svojstva zaceljivanja rana nanovlaknima. Primena ovih
nanovlakana u in vivo testu zarastanja rana kod miSeva sa dijabetesom pokazala su brze zarastanje u
poredenju sa konvencionalnim lekom. Ovakav biomaterijal je omogucio obnavljanje normalne
strukture koze i histolo$kog stanja tkiva. Stoga je zakljuc¢eno da nanovlakna na bazi svilenog fibroina
sa kurkuminom imaju veliki potencijal kod =zarastanja dijabetiCkih rana, jer se kombinuju
antioksidativna i antiinflamatorna svojstva kurkumina (Agarwal i dr., 2021). Kurkumin je sa sli¢nom
namenom kombinovan i sa elektropredenim PCL nanovlaknima. Pored smanjenja indukcije
zapaljenjenskog procesa zavoja za ranu, razvijena elektropredena PCL nanovlakna su pokazala
poboljsanja mehanickih svojstava (Merrell i dr., 2009).

Iako je najceS¢e koriS¢eno u biomaterijalima za stimulaciju zarastanja rana, pored ove
indikacije lekovito bilje se moze koristiti u biomaterijalima namenjenom tretmanu 1 drugih patologija.
Tako je npr. analizirana efikasnost PCL nanovlakana dobijenih elektropredenjem kao nosaca biljnog
leka koji omogucava terapiju kancera. Kao aktivne komponente kori$¢eni su biljni polifenoli (—)-
epigalokatehin-3-O-galat, najzastupljeniji polifenol zelenog ¢aja i kafeinska kiselina. Oslobodeni
biljni polifenoli su mogli da generisu H20-, zahvaljuju¢i ¢emu su pokazali citotoksi¢nost, a generisani
H20> je stimulisao i apoptozu celija raka Zeluca (Kim i dr., 2012). Karakteristike i performanse
elektropredenih nanovlakana PLA sa ekstraktom Achillea licaonica ispitane su za primenu u
inZenjerstvu tkiva koze. Ova nanovlakna su pokazala odlicnu kompatibilnost sa celijama koze i
povecale prezivljavanje celija NIH/3T3 (fibroblast embriona misa) u roku od 72 sata (Cam i dr.,
2019).

S obzirom da veliki broj lekovitih biljaka ima antimikrobna svojstva i ova karakteristika je
iskori$¢ena za pravljenje novih funcionalnih biomaterijala. Tako je npr. nanovlaknasti-porozni zavoj
za ranu sa antibakterijskim dejstvom napravljen od rastvora PCL koji sadrzi sirovi ekstrakt Biophitum
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sensitivum kao antibakterijski biljni lek. Antibakterijska aktivnost membrane je testirana na patogene
bakterije S. aureus i E. coli i inhibirala je rast bakterijskih sojeva, §to je ukazivalo da ova
nanovlaknasta-porozna membrana moze delovati kao zavoj koji sprecava infekciju razli¢itih rana
(Namboodiri i Parameswaran, 2013).

Na osnovu svih dostupnih studija moze se zakljuciti da lekoviti biljni proizvodi ili ekstrakti
pokazuju veliki potencijal za uspesnu primenu u biomaterijalima zbog svoje netoksicnosti i visoke
kompatibilnosti u fiziolo§kim i bioloskim sredinama, a naro¢ito u tretmanima zarastanja rana. Sve
ovo ukazuje da bi ovakvi sistemi, odnosno nanovlaknasti matovi sa inkorporiranim biljnim
ekstraktom koji poseduje antibakterijska i antioksidativna svojstva, mogli na¢i primenu u oblaganju
urinarnih katetera, pri ¢emu takav nacin zastite od infekcija prilikom urinarne kateterizacije do sada
niko nije istrazivao. Dodatni benefit ovakvog sistema je da bi potencijalno mogli da ubrzaju zarastanje
mikro oStecenja tkiva koja nastaju prilikom kateterizacije urinarnog trakta.

2.5. Lekovito bilje

2.5.1. Upotreba lekovitog bilja

Lekovite biljke se koriste u medicini, kozmetici i ishrani ljudi. Prema definiciji Svetske
zdravstvene organizacije (SZO) u lekovito bilje spadaju biljne vrste ¢iji jedan ili viSe biljnih delova
sadrze bioloski aktivnu materiju koja se moze koristiti u terapeutske svrhe. SZO procenjuje da 65 do
80 % svetske populacije koristi lekovito bilje kao primarni oblik zdravstvene zastite (Palhares i dr.,
2015). Brojna pisana dokumenta potvrduju upotrebu lekovitog bilja u lecenju razlicitih oboljenja
(Petrovska, 2012). Pozitivno dejstvo lekovitog bilja obja$njava se prisustvom bioaktivnih jedinjenja,
sekundarnih metabolita u biljkama, koji mogu da ispolje razli¢ite bioloske aktivnosti, kao §to su
antimikrobna, antioksidativna, antiinflamatorna, citotoksi¢na, diureticka, spazmoliticka i mnoga
druga (Popovic i dr., 2016). Pored viSestrukog delovanja biljnih preparata jos jedna vazna prednost
je to $to su Stetni neZeljeni efekti znac¢ajno manji u poredenju sa sintetickim lekovima (Algahtani i
dr., 2021). Biljni organizmi sadrze farmakoloski aktivna jedinjenja koja se pacijentu dostavljaju u
razli¢itim formama biljnih preparata ukljucujuéi etarska ulja, tinkture, cajeve, tabletirane ili
kapsulirane suve ekstrakte itd. Efikasnost razlicitih biljnih preparata zavisi od na¢ina pripreme i moze
dramati¢no uticati na kvalitet finalnog proizvoda. Zbog velike varijabilnosti u sastavu, ¢esto se biljni
preparati standardizuju prema kolicini bioaktivne supstance od znacaja za terapijsku indikaciju. Na
trziStu retko postoje preparati Cistih aktivnih supstanci iz biljaka zbog dva razloga: prvi je da
izolovanje Ciste supstance znacajno usloznjava i poskupljuje tehnoloski postupak dobijanja ekstrakta
a drugi 1 verovatno vazniji je taj da aktivne komponente u biljnim ekstraktima cesto deluju
sinergisticki, pa je bioloska aktivnost ekstrakta veca od aktivnosti izolovanih komponenata (Guil-
Guerrero i dr., 2016).

2.5.2. Hajduc¢ka trava (Achillea millefolium L.)

Achillea millefolium L. (hajducka trava) spada medu najcesce koriscene lekovite biljke iz
porodice Asteraceae. Hajducka trava raste u Evropi, Severnoj Africi, Severnoj Americi i Aziji
(Lakshmi i dr., 2011) i razli¢iti narodi je tradicionalno koriste u medicinske svrhe stotinama godina
(Hemmati i dr., 2002). Biljka se koristi u narodnoj medicini za leCenje infekcija respiratornog trakta,
dijabetesa, poremecaja rada bubrega, za pobolj$anje varenja i za povecanje apetita (Lakshmi i dr.,
2011; Cavalcanti i dr., 2006). Koristi se i za le€enje posekotina i rana, reumatizma i bolova u misi¢ima
(Lakshmi i dr., 2011). Hajducka trava ima dokazana antimikrobna, antitumorska, antioksidativna i
antiinflamatorna svojstva zbog prisustva bioaktivnih jedinjenja koja prvenstveno pripadaju grupi
polifenola (Benedek i Kopp, 2007; Saeidnia i dr., 2011; Othman i dr., 2019). Najzastupljeniji
polifenoli hajducke trave su fenolne kiseline 1 flavonoidi (Benedek 1 Kopp, 2007; Milutinovic 1 dr.,
2015).
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Hajducka trava je viSegodiSnja aromati¢na zeljasta biljka, visine 20-100 cm, sa uspravnom
¢vrstom stabljikom. Listovi su ravnomerno rasporedeni duz stabljike i perasto su deljeni, a mogu da
budu veli¢ine od 5 do 20 cm. Glavice su u stitolikim cvastima, uglavnom sa prljavo belim centralnim
I belim obodnim cvetovima (slika 2.14.), a postoje tipovi i sa ruzi¢astim, svetlo ljubicastim ili zutim
cvetovima u planinskim krajevima. Raste na toplim i sunCanim staniStima, na livadama, poljima, uz
puteve i na suvim osuncanim padinama (Milutinovic, 2017).

Slika 2.14. Izgled biljne vrste Achillea millefolium L. (preuzeto iz Basta Balkana)

Hajducka trava je svrstana u sledeCe taksonomske Kkategorije - carstvo: Plantae, razdeo:
Magnoliophyta, klasa: Magnoliopsida, potklasa: Asteridae, red: Asterales, porodica: Asteraceae, rod:
Achillea, vrsta: Achillea millefolium L.

U hajduckoj travi je zastupljeno viSe vrsta bioaktivnih jedinjenja, a ispitivanjem cetrdeset
komercijalno dostupnih uzoraka hajducke trave se pokazalo da je sadrzaj polifenola visok 1 da u
proseku u hajduc¢koj travi ima 0,60 % flavonoida i 1,48 % fenolnih Kiselina (Benedek i Kopp, 2007).
Glavni predstavnici bioaktivnih jedinjenja su:

= Fenolne kiseline, od kojih su najzastupljenije hlorogenska i 3,5-O-dikafeoilhinska kiselina
(eng. 3,5- dicaffeoylquinic acid3,5-DCQA), a prisutni su i 1,3-DCQA, 1,4-DCQA, 3,4-
DCQA,

= Flavonoidi, od kojih su najprisutniji apigenin-7-O-glukozid, luteolin-7-O-glukozid i rutin. U
manjim koncentracijama su prisutni apigenin, luteolin, apigenin-4’-O-glukozid, luteolin-4’-
O-glukozid,

= Alkaloidi betonicin, stahidrin i trigonelin,

= Kumarini, salicilna kiselina, seskviterpeni (ahilin i ahilicin), poliacetileni, triterpeni, tanini i
steroli (Lakshmi i dr., 2011; Benedek i dr., 2007).

Veliki broj publikacija pokazuje da preparati u vidu ekstrakata dobijenih pomocu razli¢itih
rastvaraca 1 etarsko ulje hajducke trave imaju znacajno bioloSko dejstvo. Etarsko ulje 1 metanolni
ekstrakt hajducke trave poseduju antioksidativnu aktivnost (Candan i dr., 2003), dok metanolni
ekstrakt deluje i na Helicobacter pylori, bakteriju koja moze da izazove gastritis i Cir na Zelucu i
dvanaestopala¢nom crevu i koja je prepoznata kao kancerogen I reda (Applequist i Moerman, 2011).
Antimikrobna aktivnost ekstrakta hajducke trave zavisi od hemijskog sastava same biljke, koji
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varirira usled klimatksih uslova, ali prvenstveno zavisi od uslova ekstrakcije i od odabranog
rastvaraca. Ekstrakti dobijeni ekstrakcijom heksanom, etrom i metanolom (v:v:iv=1:1:1), deluju
antimikrobno na Escherichia coli, Klebsiela pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa i Salmonela
enteritidis (Stojanovi¢ i dr., 2005). Antiinflamatorno dejstvo hajducka trava ispoljava zahvaljujuéi
flavonoidima i azulenu, a antispazmoliti¢ku aktivnost ima zbog prisustva kvercetina, luteolina i
apigenina (Benedek i Kopp, 2007). Hajducka trava pokazuje i antikancerogenu aktivnost zahvaljujuci
prisustvu flavonoida i seskviterpena (Lakshmi i dr., 2011). Povoljni rezultati istrazivanja ukazuju da
se hajducka trava ili polifenolne komponente hajducke trave sa antiradikalskom aktivnoscu mogu
smatrati potencijalnim izvorom prirodnih antioksidanasa za medicinsku i prehrambenu primenu
(Trumbeckaite i dr., 2011).

2.5.2.1. Primena hajducke trave u tretmanu zarastanja rana

Evropska medicinska agencija prepoznaje hajducku travu kao biljku kojom se mogu leciti
male rane (European medicines agency, 2020). Proucavan je efekat alkoholnih i vodenih ekstrakata
listova Achillea millefolium L. na zarastanje rana kod eksperimentalnih pacova. Alkoholni i vodeni
ekstrakti pokazali su pozitivan efekat na zarastanje rana sa zna¢ajnim povecanjem brzine kontrakcije
rane, jacine lomljenja koze, suve mase granulacionog tkiva i sadrzaja vlazne mase. Moguce je
zakljuciti da ova biljka ima dejstvo zaceljivanja rana i time opravdava tradicionalnu upotrebu u ovu
namenu (Nirmala i Karthiyayini, 2011). Takode, nau¢no je dokazano da ekstrakt hajducke trave u
bazi eucerina moze da ubrza zarastanje rana ispitivano na ze¢evima (Hemmati i dr., 2002). Nekoliko
preparata koji sadrze ekstrakt A. millefolium prili¢no su uspesno zale¢ili rane i oziljke. Patentiran je
preparat kombinacije ulja hiperizina i ekstrakta A. millefolium koji ubrzava zarastanje rana i smanjuje
vidljive oziljke. Aktivnost najverovatnije poti¢e od sinergistickog dejstva jedinjenja prisutnih u
ekstraktu i aditivnog dejstva hiperizina (Akkol i dr., 2011). Cvetni vrhovi hajducke trave mogu biti
veoma korisni za proces zarastanja rana, konkretno kada se primene na rane nastale usled opekotina,
gde dolazi do pojacane kontrakcije, granulacije, epitelizacije i rasporeda kolagenih vlakana. Ovo je
ilustrovano u studiji sprovedenoj na ze¢evima kojima je tretirana manja opekotina na lednoj strani.
Rane na kontrolnoj grupi ze¢eva su svakodnevno ispirane fizioloskim rastvorom, dok su rane ostalih
zeCeva svakodnevno ispirane vodenim ekstraktom hajducke trave. Histopatoloskom evaluacijom i
softverskom analizom utvrdeno je da su granulacija i epitelizacija o¢iglednije i da su kolagena vlakna
bolje rasporedena kod rana tretiranih vodenim ekstraktom hajducke trave (Sanchez i Watson, 2016).
Nijedna ranija studija nije analizirala primenu hajducke trave u biomaterijalima, iako ova biljka ima
znacajne zdravstvene efekte ukljucujuci pozitivan efekat na zarastanje rana (Akkol i dr., 2011).

2.5.3. Postupak prerade i dobijanja suvih biljnih ekstrakata

Za pripremu biljnih proizvoda, lekovito bilje se podvrgava razli¢itim procesima ukljucujuci
susSenje, mehanicku obradu (mlevenje, prosejavanje 1 odvajanje), destilaciju i ekstrakciju u razli¢itim
rastvara¢ima. Ekstrakcija predstavlja izdvajanje i koncentrisanje odredenih sastojaka iz biljnih tkiva
pomocu selektivnih rastvarac¢a primenom standardnih procedura (Savi¢, 2014). Biljni ekstrakti sadrze
smesu aktivnih jedinjenja, za razliku od sintetickih lekova, koji uglavnom sadrze jednu aktivnu
komponentu. Tradicionalnim tehnikama ekstrakcije postizu se dobri prinosi bioaktivnih supstanci, ali
se prinosi kao i kvalitet dobijenih ekstrakata moze unaprediti primenom modernih metoda ekstrakcije,
poput ultrazvuéne i mikrotalasne ekstrakcije. Primenom ovakvih metoda smanjuje se vreme potrebno
za ekstrakciju aktivnih jedinjenja, koli¢ina potrebnog rastvaraca, a postize se bolji prinos i kvalitet
ekstrakta. Ekstrakcija farmakoloSki 1 bioloski aktivnih sastojaka iz biljnog materijala daje tecne
ekstrakte, koji se susenjem mogu prevesti U polucvrste ili ¢vrste preparate (Zhang i dr., 2018;
Sasidharan i dr., 2011). Prah osuSenog biljnog ekstrakta je naj¢e$ci i najsire korisceni oblik lekovitih
biljnih proizvoda, jer Evrsti oblik nudi vecu fizi¢ko-hemijsku i mikrobiolosku stabilnost od
odgovarajuceg teénog oblika, dok transport i skladistenje postaju laksi (Oliveira i dr., 2006; Rocha i
dr., 2012). Nekoliko tehnika, ukljucujuci suSenje raspr§ivanjem, suSenje zamrzavanjem, susenje u
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fluidizovanom sloju, moze se koristiti za dobijanje suvog ekstrakta (Souza i dr., 2006; Cortes-Rojas
I Oliveira, 2012). I danas su aktuelna istrazivanja kojima se omogucava unapredenje kvaliteta biljnih
proizvoda primenom razli¢itih metoda ekstrakcije, upotrebe razli¢itih rastvaraca i uslova suSenja
(Pham i dr., 2015; Azmin i dr., 2016; Zhang i dr., 2018).

SuSenje rasprSivanjem je Siroko primenjivana tehnika koja se koristi za suSenje bioloskih
materijala i tipi¢an je tehnoloski postupak kojim se npr. dobija mleko u prahu. Ova metoda se moze
koristiti i za suSenje te¢nih preparata lekovitog bilja ¢ime je omogucena proizvodnja finih prahova sa
vecim koncentracijama i stabilnoscu aktivnih supstanci (Amaro i dr., 2011; Nedovic i dr., 2013). Ova
tehnologija nudi visoke stope proizvodnje i nize operativne troSkove u poredenju sa alternativama U
kojoj se proces susenja odvija u jednom koraku kroz tri faze susenja (Chegini i Ghobadian, 2007;
Patel i dr., 2009). Prva faza susenja rasprSivanjem je atomizacija i to je proces kojim se te¢nost
rasprSuje/dezintegriSe u veliki broj finih kapljica. Obrazovanje rasprSene tecnosti sa visokim
odnosom povrSina/masa (velikom specificnom povrSinom) je klju¢no za brzo isparavanje te¢nosti, a
odatle 1 za postizanje Zeljenih svojstava konacnog proizvoda. U idealnom slucaju, veli¢ina svih
kapljica trebalo bi da bude jednaka, dok je u prakti¢nim uslovima prisutno odredeno odstupanje u
raspodeli veli¢ine manjeg broja kapljica. U drugoj fazi rasprSena (atomizirana) te¢nost se dovodi u
blizak kontakt sa strujom zagrejanog gasa, da bi te€nost jednako isparavala sa povrSine svih kapljica.
Ovaj kontakt ostvaruje se u posudi koja se naziva komora za susenje. Zagrejani gas uvodi se u komoru
kroz raspodeljiva¢ vazduha i suve Cestice nastaju isparavanjem tecnosti sa kapljica. ZavrSna faza
podrazumeva odvajanje (separaciju) suvog praha iz struje gasa i sakupljanje praha u komori za
sakupljanje. Gotovo sve komore su$nica raspr§ivanjem imaju konusno dno, $to pomaze sakupljanje
osusenog praha (slika 2.15.) (Amaro i dr., 2011; Andrea i dr., 2016).

Atomizacija

Separacija

Susenje

Slika 2.15. Uredaj za susenje rasprsivanjem sa naznac¢enim pozicijama u kojima sa odvijaju faze
susenja rasprsivanjem (adaptirano iz Seville i dr., 2007)

Da bi se unapredio proces suSenja raspr$ivanjem i izbegli problemi kao §to su mali prinosi,
lepljenje i visok sadrzaj vlage u dobijenom suvom prahu, za razliite vrste materijala koji se susi
potrebno je da se optimizuju uslovi suSenja (temperatura ulaznog vazduha, brzina protoka gasa za
suSenje 1 brzina protoka tecnosti, kao i1 uslovi atomizacije) (Chegini i Ghobadian, 2007; Ozmen i
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Langrish, 2003; Kudra 2003). Proces susenja treba voditi tako da se uz visok prinos i efikasno susenje
tokom procesa spreci degradacija bioaktivnih jedinjenja.

2.5.4. Optimizacija procesnih promenljivih metodom odzivnih povrsina

Optimizacija procesa omogucava racionalno koriS¢enje resursa sa ciljem dobijanja proizvoda
zeljenih karakteristika. Uobicajen pristup optimizaciji odvija se pracenjem odgovora sistema na
promene pojedinacnih parametara procesa, ali ovakav pristup onemogucava uvid u slozene
medusobne interakcije razli¢itih parametara. Zbog toga je planiranje eksperimenta koje omogucava
simultano variranje procesnih promenljivih i dobijanje velikog broja informacija o ispitivanom
procesu uz relativno mali broj eksperimentalnih pokusaja, pozeljno prilikom optimizacije procesa.

Metoda odzivnih povrsina (eng. Responce surface methodology, RSM) je najéesce koriscena
matemati¢ka i statisticka metoda za modelovanje i analizu procesa kojom se prati uticaj vise
promenjivih tj. varijabli na odgovor od interesa. Cilj metode je da sagleda pojedinac¢ne i medusobne
uticaje fazli¢itih faktora na proces i da ih opiSe matematickom jednac¢inom koja omogucava da se
optimizuje proces (Montgomery, 2005). Prednosti koje nudi RSM mogu se sumirati kao odredivanje
interakcije izmedu nezavisnih varijabli, matematicko modelovanje procesa i usteda vremena i
troSkova smanjenjem broja eksperimenata (Boyaci, 2005). Parametri koji uti¢u na proces se tretiraju
kao nezavisne varijable, dok se odgovori tretiraju kao zavisne varijable (Ko¢ i Kaymak-Ertekin,
2010). Pomoc¢u RSM se ispituje/aproksimira odnos izmedu ulaznih i izlaznih varijabli koris¢enjem
matemati¢kih modela koji omoguéavaju identifikaciju optimalnih uslova rada za sistem koji se
proucava (Farooq i dr., 2013; Pishgar-Komleh i dr., 2012). Box-Behnken dizajn (BBD) i centralni
kompozitni dizajn (CCD) su dva najcesce koris¢ena eksperimentalna dizajna koja u metodi odzivnih
povrsina (Kog i Kaymak-Ertekin, 2010). Kod centralnog kompozitnog dizajna, u model se ukljucuju
i tacke koje se nalaze van eksperimentalnog prostora koju formiraju ugaone tacke potpunog
faktorijalnog dizajna sa tri promenljive (Del Castillo, 2007). CCD se sastoji iz punog faktorijalnog
dizajna sa 2 eksperimenata, aksijalnog (zvezdastog) dizajna sa 2k eksperimenata i ponavljanja u
centralnoj tacki, gde je k broj procesnih promenljivih. Aksijalne tacke se nalaze na rastojanju a (+a =
+vk) od centralne tatke. U CCD se procesne promenljive ispituju na pet nivoa: -a, -1, 0, +1 i +a.
Ponavljanjem centralne tacke omogucava se procena eksperimentalne greske. Ukupni broj
eksperimentalnih ponavljanja kod CCD iznosi

N = 2% + 2k + n,
gde je N ukupan broj eksperimenata, k je broj promenljivih, a no je broj ponavljanja u centralnoj tacki.

Eksperimentalni podaci dobijeni variranjem procesnih varijabli u skladu sa odabranim
eksperimentalnim dizajnom se procenjuju tako da se odnos izmedu zavisnih i nezavisnih varijabli
opiSe odgovarajuéim matematickim modelom (linearni, kvadratni, kubni ili interakcijom dva
faktora). Grafickim prikazivanjem jednacina se dobijaju odzivne povrsine po kojima je metoda i
dobila ime. Pored trodimenzionalnih odzivnih povrS§ina matematicki modeli se mogu prikazati i
konturnim dvodimenzionalnim dijagramima. Kada se posmatra uticaj vise procesnih promenljivih
odzivne povrSine se prikazuju u zavisnosti od dve procesne promenljive, dok ostale promenljive
imaju konstantne vrednosti (Milutinovic, 2017).

U razvijenim matemati¢kim jednac¢inama definiSu se koeficijenti modela, tj. konstantni ¢lan,
linearni koeficijenti za nezavisne varijable, interaktivni koeficijenti, i ako je potrebno kvadratni i
kubni koeficijenti. Adekvatnost modela se odreduje na osnovu koeficijenta determinacije, nedostatka
fitovanja i vrednosti adekvatne preciznosti; poredenjem modelom predvidenih vrednosti i
eksperimentalno dobijenih vrednosti za zavisne varijable. Adekvatnost modela se tumaci na osnovu
koeficijenta determinacije (r?), koji je mera odstupanja odzivne funkcije od eksperimentalno
dobijenih rezultata. Nedostatak fitovanja poredi rezidualnu gresku (gresku ostatka) sa
eksperimentalnom greskom izrac¢unatom na osnovu ponavljanja eksperimenata u centralnoj tacki.
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Znacajan nedostatak fitovanja ukazuje na neadekvatan model. Adekvatna preciznost meri odnos
signala 1 Suma. Razvijeni matemati¢ki model se moze smatrati adekvatnim kada je vrednost
koeficijenta determinacije r> > 0,9 i adekvatna preciznost veéa od 4. Razlike izmedu modelom
predvidenih i eksperimentalnih vrednosti mogu se testirati na statisticku znacajnost koriscenjem
analize varijanse (ANOVA) (Aydar i dr., 2017).

Validnost modela, pored matematic¢kih procena vrsi se u validacionom eksperimentu u kom
se proces izvodi pri uslovima definisanim modelom tako da daju odgovaraju¢u vrednost izlazne
promenljive. Nakon validacije dobijeni rezultati, tj. vrednosti zavisnih varijabli dobijenih u
eksperimentu se porede sa vrednostima zavisnih varijabli (izlaznih promenljivih) koje su predvidene
modelom i potrebno je da se uklapaju 95 % interval predvidanja. Jednom razvijen matematicki model
moze se koristiti za razli¢ito predvidanje izlaza sistema (vrednosti zavisno promenljivih) variranjem
nezavisno promenljivih u okviru ispitivanog opsega (tzv. faktorsko polje).

Dizajn eksperimenata je najvazniji aspekt RSM. On ima za cilj odabir najpogodnijih tacaka
tj. vrednosti ispitivanih nezavisno promenljivih gde odgovor, tj. zavisno promenljive procesa treba
precizno ispitati. 1zbor dizajna eksperimenta ima veliki efekat u odredivanju ispravnosti konstrukcije
odzivnih povrsina. U ovoj doktorskoj disertaciji u cilju odredivanja optimalnih uslova za suSenje
raspr§ivanjem te¢nog ekstrakta hajducke trave korisceni su RSM i CCD pomocu softverskog paketa
Design Expert. Ispitan je uticaj procesnih parametara susenja raspr$ivanjem (temperatura, brzina
protoka te¢nog ekstrakta i sadrZaj suve materije u te€nom ekstraktu) na prinos susenja, ukupni sadrzaj
polifenola i antioksidativnu aktivnost suvog ekstrakta hajducke trave.

2.5.5. Polifenoli

Polifenoli su heterogena grupa bioloskih molekula koja spada u sekundarne metabolite
biljaka. Ovi metaboliti su uklju¢eni u odbranu biljaka; imaju inherentnu sklonost da doniraju vodonik
i/ili elektrone i da deluju kao akceptori slobodnih radikala. Polifenoli stite biljke od patogena i
ultraljubiCastog zracenja a zbog znacajnih razlika u strukturi biolosku aktivnost ostvaruju preko vise
mehanizama delovanja (Moctezuma i dr., 2014). Zdravstveni efekti polifenola su veoma varijabilni i
zavise od njihovog unosa i bioraspolozivosti (Han i dr., 2007; Scalbert i Williamson, 2000). Polifenoli
pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti - antioksidativnu, antimikrobnu, antiinflamatornu,
antifungalnu, anti-alergenu i druge (Bravo, 1998). Polifenoli u svojoj strukturi imaju barem jedan
fenol (aromati¢an prsten sa hidroksilnom grupom) i prema broju fenolnih jedinica se dele na
jednostavne fenole, u koje spadaju fenolne kiseline i slozene polifenole, koji se dele na kumarine,
flavonoide, stilbene i lignane. Polimerizacijom daju sloZene polifenole, kao $to su tanini i lignini. Dve
osnovne strukture fenolnih kiselina ili fenolkarboksilnih kiselina su hidroksibenzoeva kiselina i
hidroksicimetna kiselina i fenolne kiseline najé¢esce predstavljaju derivate ove dve kiseline. Kumarini
su derivati benzopirona i Siroko su rasprostranjeni u prirodi. Flavonoidi su jedinjenja male molekulske
mase izgradeni od dva aromati¢na prstena koji su povezani sa tri ugljenikova atoma koji Cine
heterociklican prsten. Razli¢itim derivatima na heterociklicnom prstenu nastaju osnovne klase
flavonoida: flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavanoni, antocijanidini i flavanoli. U okviru svake klase
flavonoida postoje razli¢ita jedinjenja koja se dobijaju supstitucijama na nekoj od poizicija u dva
aromati¢na prstena. Te supstitucije su najcesce alkilovanje, glikozilacija, sulfonovanje ili acilovanje.
Stilbeni imaju opstu formulu sli¢nu flavonoidima, s tim §to su aromati¢ni prstenovi povezani nizom
od dva ugljenikova atoma. Lignani su bifenolna jedinjenja koja nastaju oksidativnim kuplovanjem
dve jedinice monolignola (hidroksicimetnog alkohola) (Hano i Tungmunnithum, 2020).

Antioksidativna aktivnost polifenola je jedna od najznacajnijih bioloSkih aktivnosti za njihovu
primenu u hrani i medicinskim sredstvima. Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni koji su veoma
nestabilni i visoko reaktivni prema drugim molekulima, jer imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona
u spoljasnjoj orbitali. Slobodni radikali mogu da preuzmu ili daju svoj nespareni elektron drugom
molekulu koji tada postaje slobodan radikal (Halliwell, 1989). Na taj nacin otpocinju lancanu
reakciju, koja moze da se zaustavi kada se slobodni radikali neutraliSu antioksidansima ili kada se
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slobodni radikal spari sa drugim slobodnim radikalom (Halliwell, 2006). Slobodni radikali se
konstantno proizvode u ¢elijama tokom normalnih fizioloskih procesa i nastaju tokom celijskog
disanja i kao posledica odbrane organizma od virusa i bakterija. Ako se ne neutraliSu, slobodni
radikali ostecuju lipide, nukleinske kiseline, proteine, ugljene hidrate i enzime i tako ostecuju celije,
pa dolazi do razvoja mnogih bolesti, kao $to su kancer, kardiovaskularne bolesti, Alchajmerova,
Parkinsonova bolest, inflamatorne bolesti, dijabetes i druge (Carocho i Ferreira, 2013; Fang i dr.,
2002). Najznacajniju klasu slobodnih radikalskih vrsta u zivim sistemima predstavljaju reaktivne
kiseoni¢ne vrste, od kojih su najreaktivniji hidroksil radikal (*OH) i alkoksil radikal (RO¢).

Antioksidansi su supstance koje neutraliSu slobodne radikale, ali u isto vreme ne postaju
nestabilni, tako da zaustavljaju lancane radikalske reakcije, jer nakon interakcije sa slobodnim
radikalom nisu skloni redukciji. Antioksidansi su veoma znacajni za odrzavanje fizioloSkih redoks
sistema i u ¢oveku mogu biti endogenog porekla (ljudsko telo ih samo sintetiSe i mogu biti enzimski
i neenzimski antioksidansi) i egzogenog porekla (uzimaju se preko hrane i to su npr. vitamin C,
vitamin E i polifenoli).

Polifenoli kao antioksidansi deluju na slobodne radikale, doniranjem elektrona ili
vodonikovog atoma, a princip delovanja moze biti sledeci: polifenoli (PPH) doniraju vodonikov atom
slobodnom radikalu (ROO- ili RO¢) i pri tome sami postaju radikali (fenoksil radikal PPe). Ovaj
radikal je stabilan, pa se prekida lan¢ana reakcija oksidacije.

ROO® + PPH — ROOH + PP*
RO" + PPH - ROH + PP*

Nastali fenoksil radikal moze da reaguje sa drugim radikalom i da ga na taj nacin neutraliSe
(Bravo, 1998).

RO® + PP* - ROPP

Pored toga $to mogu biti dobri antioksidansi, polifenolna jedinjenja pokazuju i antimikrobnu
aktivnost. TaCan mehanizam dejstva polifenolnih jedinjenja kao antimikrobnih agensa nije u
potpunosti razjas$njen. Jedno od mogucih objaSnjenja bi bilo da polifenoli uti¢u na propustljivost
citoplazmati¢ne membrane ¢elije, pa dolazi do gubitka molekula iz unutra$njosti ¢elije (Hayek i dr.,
2013). Drugi mogu¢i mehanizam delovanja polifenolnih jedinjenja je interakcija sa membranskim
proteinima, pri ¢emu se narusava struktura ovih proteina, a posledi¢no i funkcionalnost ¢elije. Efekat
polifenolnih jedinjenja zavisi od koncentracije, tako da pri malim koncentracijama oni utiu na
aktivnost enzima, dok pri ve¢im koncentracijama izazivaju denaturaciju proteina (Hayek i dr., 2013).
Gram-pozitivne bakterije su osetljivije na delovanje fenolnih kiselina, $to je objaSnjeno naruSavanjem
potencijala ¢elijske membrane, ¢ime se povecava njena propustljivost. Medutim, Gram-negativne
bakterije imaju spoljasnju membranu koja onemogucéava difuziju fenolnih kiselina, §to ih cini
otpornijim od Gram-pozitivnih bakterija (Cueva i dr., 2010).

2.6. Kateterizacija urinarnog trakta

2.6.1. Urinarni kateteri

Urinarni kateteri se koriste za uklanjanje urina iz tela, odnosno u tretmanu urinarne
inkontinencije, tj. zadrzavanja mokrace i/ili tokom hospitalizacije posle medicinskih intervencija
poput hirurskih zahvata. Primitivni urinarni kateteri su korisceni jo§ od treceg veka pre nove ere, od
strane Grka, Egipcana i Kineza, ali prvi zabeleZeni savitljivi urinarni kateter napravio je zlatar
Bernard tek 1779. godine (Lawrence i Turner, 2005). Za izradu primitivnih urinarnih katetera
kori$¢eni su bakar, kalaj, bronza, zlato, olovo, papirus, stabljike luka, osuSena trska i palmino lisce.
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U novije vreme, materijali kao Sto su elasticna guma, plasti¢ni (poli(vinilhlorid), poliuretani,
silikonske i lateks gume) su korisceni zbog svojih pogodnih svojstava (Nacey i Delahijnt, 1993;
Johnson i dr., 2006). Ovi materijali poseduju karakteristike pozeljne za Kkateter: visoku zateznu
¢vrstocu, mekocu i savitljivost, inherentnu otpornost na hemikalije, kao i biokompatibilnost. Lateks
je prvi sinteticki polimer koji se koristio za izradu katetera ili sam ili modifikovan sa hidrogelom ili
teflonskim premazima. Ipak, njegova relativno losa UV i hemijska otpornost, slabo prijanjanje i
moguce alergijske reakcije ¢ine ga nepozeljnim materijalom za izradu katetera (Lawrence i Turner,
2005). Analizom skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM) je primeceno da hrapava povrSina
lateksa moze da podstakne formiranje biofilma $to povecava rizik od infekcije pri aplikaciji ovakvog
katetera (Siddiq i Darouiche, 2012). Danas se najcesce koriste gumeni i silikonski kateteri jer nemaju
nijednu od nepovoljnih karakteristika lateks katetera. U poredenju sa lateks kateterima, silikonski
kateteri izazivaju manje povreda prilikom aplikacije i znac¢ajno smanjuju iritaciju urinarne sluzokoze,
pa se kod pacijenata kojima je potreban dugotrajan urinarni kateter predlaze upotreba silikonskog
katetera (Huang i dr., 2005).

Pored materijala za izradu, i dizajn katetera se menjao tokom godina. Promene u dizajnu
ukljucuju i npr. balon koji se koristi za drzanje katetera na mokracnoj beSici i razvoj modernog
unutrasnjeg katetera, takode nazvanog ,,Foley* kateter, koji je dizajnirao dr Frederik Folij (Frederick
B. Foley) sredinom 1930-ih (Lawrence i Turner, 2005). Ova evolucija materijala i dizajna je
uslovljena potrebom za boljom efikasnoscu i udobnoscu koju kateter moze da pruzi pacijentu, zajedno
sa dostupnos$cu materijala i tehnologije.

Trenutno postoji nekoliko vrsta dizajna katetera koji sluze u razli¢ite svrhe. U zavisnosti od
klinicke indikacije, trajanje kateterizacije moze biti kratkotrajno ili dugotrajno. Kateteri za
jednokratnu upotrebu se menjaju svakodnevno, kateteri povremene ili kratkotrajne upotrebe koriste
se nekoliko nedelja, dok se dugotrajni urinarni kateter definise kao onaj koji se koristi duze od 30
dana (Feneley i dr., 2015). Najveci problem vezan za urinarnu kateterizaciju su infekcije. Uprkos
naporima osoblja koji rukuje kateterom da se izbegne kontaminacija i naknadne infekcije, kateteri su
i dalje podlozni akumulaciji mikroorganizama. Na urinarnim kateterima, mikroorganizmi se mogu
akumulirati i formirati biofilmove. Pojedine mikrobne vrste se toliko brzo razmnozavaju da njihovi
biofilmovi mogu pokriti ¢ak i kratkoro¢ne katetere u periodu od samo 24 sata. Ukoliko se na kateteru
razvije biofilm to predstavlja ozbiljan hazard za razvoj infekcije. Infekcija se javlja kod 10-50 %
pacijenata koji su podvrgnuti kratkotrajnoj urinarnoj kateterizaciji (7 dana), ali prakti¢no svi pacijenti
podvrgnuti dugotrajnoj kateterizaciji u nekom trenutku budu inficirani (Donlan, 2001).

Infekcije urinarnog trakta povezane sa kateterizacijom imaju godi$nju ucestalost od milion
slucajeva samo u SAD (Tambyah i Maki, 2000), dok je skoro 80 % bolnickih infekcija Sirom sveta
nastalo usled kateterizacije urinarnog trakta (Lo i dr., 2014). Ovako velika incidenca infekcije u vezi
sa upotrebom urinarnih katetera je povezana sa c¢injenicom da 15-25 % svih hospitalizovanih
pacijenata koristi urinarne katetere (Warren, 1997). Infekcija urinarnog trakta se definiSe kao invazija
bilo kog dela urinarnog sistema bakterijskim ili gljiviénim patogenom (Wagenlehner i Naber, 2006).
Infekcija urinarnog trakta se moZe razviti nezavisno od kateterizacije, a termin ,,infekcija urinarnog
trakta povezana sa kateterizacijom* se koristi za infekcije nastale kod pacijenata koji su kateterizovani
duze od 24 sata i kod kojih simptomi infekcije urinarnog trakta nastanu u roku od 48 sati od
kateterizacije. Infekcija urinarnog trakta povezana sa kateterizacijom, kada se ne le¢i, moze izazvati
infekcije u bubrezima i krvotoku (Bursle i dr., 2015), sto moze dovesti do sepse i, u ekstremnim
slu¢ajevima, do smrti. Urinarni kateter, delimi¢no implantirani uredaj, poveéava sklonost pacijenta
infekcijama, uglavnom zbog unakrsne kontaminacije iz drenazne kese i bogate mikrobiote koze. Ova
osetljivost se dodatno povecava sa vremenom trajanja kateterizacije, jer omogucava bakterijama da
se razmnozavaju i stvaraju biofilm na povrsini katetera. Neke od najcescih bakterija koje izazivaju
infekciju urinarnog trakta povezanu sa kateterizacijom su Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis i Klebsiella
pneumoniae (Donlan, 2001).
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Infekcija urinarnog trakta povezana sa kateterizacijom je vrlo rasprostranjena i stimulisala je
razvoj antimikrobnih materijala pogodnih za proizvodnju ili oblaganje urinarnih katetera. Razliciti
pristupi mogu pomoci da se spreci infekcija urinarnog trakta povezana sa kateterizacijom, kao §to je
sterilno rukovanje kateterima, izrada obloga za urinarne katetere, poboljSanje dizajna katetera i
naglaSavanje kratkoro¢ne upotrebe. Takode, materijali koji kombinuju poznate i nove antimikrobne
agense sa povecanjem efikasnosti omogucili su ogroman napredak. Primeri u istrazivanjima i/ili
klini¢koj praksi uklju¢uju implementaciju legure srebra, najée$c¢e koriscenog antimikrobnog
materijala, modifikovanog plazmom i srebro-nitratom i upotrebu antibiotika kao $to su rifampin i
sparfloksacin u kombinaciji sa antisepticima kao §to je triklosan u materijalu od kog je izraden kateter
(Singha i dr., 2017). Dok lista antimikrobnih agensa zajedno sa novim formulacijama nastavlja da se
Siri u cilju borbe protiv infekcije urinarnog trakta povezane sa kateterizacijom znac¢ajan potencijal
imaju i premazi za katetere kao i materijali za oblaganje urinarnih katetera.

2.6.2. Materijali za oblaganje urinarnih katetera

Infekcija urinarnog trakta povezana sa kateterizacijom je vrlo rasprostranjena i najcesce
nastaje kolonizacijom bakterija i formiranjem biofilma na kateteru. Primena modifikovanih katetera
sa antibakterijskim agensima mogla bi zna¢ajno smanjiti rizik za razvoj komplikacija izazvanih
infekcijama kod pacijenata koji zahtevaju urinarnu kateterizaciju. Nekoliko agensa/materijala za
oblaganje urinarnih katetera sa antimikrobnim svojstvima ukljucujuci nanocestice srebra i
komercijalne antibiotike je klini¢ki testirano. Pokazano je da su premazi sa antibioticima efikasniji
od premaza legura srebra protiv infekcija uzrokovanih vecinom Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
bakterija (Johnson i dr., 2012). Modifikacije poliuretanskih katetera (poliuretanski akrilatni polimer
koji oslobada salicilnu kiselinu iz obloge na unutrasnjem delu katetera) pokazale su supresiju rasta
patogenih bakterija P. aeruginosa i E. coli (Nowatzki i dr., 2012). Efikasnost premaza napravljenih
od antimikrobnih peptida, enzima i modifikacija polimernih prevlaka testirana je samo u
laboratorijskim uslovima (Singha i dr., 2017). Oblaganjem komercijalnog urinarnog katetera slojem
samopolimerizovanog polidopamina koji deluje kao aktivha platforma za in situ formiranje
nanocestica Srebra na povrsini katetera, dobijen je oblozeni kateter koji ima potencijal da kontinualno
oslobada jone srebra. Stoga ovako oblozen kateter ima znacajan baktericidni potencijal na Gram-
pozitivne i Gram-negativne bakterije, pri ¢emu je on izrazeniji prema Gram-pozitivnim bakterijama.
Za razliku od komercijalnih katetera, kateter oblozen nancesticama srebra sprecio je prijanjanje
bakterijskih celija i stvaranje biofilma na povrsini (Yassim i dr., 2019). Superhidrofobna prevlaka za
katetere je pripremljena tehnikom kontinualnog taloZenja ,,sl0j-po-sloj* polidopamina i nanocestica
srebra na povrSinu katetera, nakon ¢ega je usledila hidrofobna modifikacija sa 1H,1H,2H,2H-
perfluorodekalin etiolom. Koristeci sinergisticki efekat hijerarhijskih mikro/nanostruktura i
antibakterijskih nanocestica srebra, pripremljeni kateteri su pokazali izrazitu superhidrofobnost i
produzenu antibakterijsku aktivnost na E. coli i Proteus mirabilis. U poredenju sa komercijalnim
silikonskim i hidrogelnim kateterima od legure srebra, superhidrofobni kateter je pokazao
najizrazeniji efekat protiv stvaranja biofilma i u statickim i u dinamickim modelima. U in vitro
modelu beSike, migracija bakterija duz povrSine katetera je bila efikasno odloZena, smanjujuci
akumulaciju mikrobine biomase do 55 i 90 % u poredenju sa silikonskim i hidrogelnim kateterima
od legure srebra. Superhidrofobni kateter je takode pokazao dobru biokompatibilnost sa fibroblastima
misa, ukazujuéi na mogucénost primene ovakvih urinarnih katetera (Zhang i dr., 2020).
Novodizajnirani antimikrobni peptid ,,Chain201D* je proucavan u kontekstu spre¢avanja infekcija
povezanih sa urinarnom kateterizacijom. ,,Chain201D* je pokazao odli¢nu antimikrobnu aktivnost
protiv relevantnih sojeva bakterija i kvasca i pokazao visoku stabilnost u Sirokom opsegu temperatura,
pH i koncentracija soli. Baktericidna aktivnost peptida ,,Chain201D* imobilizovanog na povrsini
urinarnog katetera ispitana je na vise vrsta patogenih bakterija i gljivica iz roda Candida a rezultati
su pokazali Sirok spektar aktivnosti ovog peptida na Gram-negativne i Gram-pozitivne bakterije i
gljivice, ukazujuci na odli¢an potencijal ovog bioaktivnog peptida za razvoj antimikrobnih urinarnih
katetera (Monteiro i dr., 2019). Polidimetilsiloksan pomeSan sa prahom srebra i cinka se lako
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primenjuje kao premaz na postojece silikonske katetere i efikasan je u inhibiciji stvaranja biofilma.
U ovom ispitanom sistemu pokazano je da jedinstvena formulacija premaza od cinka i srebra inhibira
biofilm i rast E. coli tokom 6 dana, $to je verovatno povezano sa oslobadanjem jona teskih metala
(Gotlib i dr., 2021).

Do sada jo$ uvek nije ispitano oblaganje komercijalno dostupnih katetera nanovlaknastim
matovima sa bioloski aktivnim sustpancama ni U kontekstu adhezije izmedu povrsine katetera i
materijala prevlake, kao ni eventualno biolosko dejstvo ovakvih sistema. Imajuci u vidu veliki broj
prednosti nanovlaknastih matova kao nosaca bioloski aktivnih materija, u ovoj doktorskoj disertaciji
ispitana je mogucénost procesiranja nanovlaknastih materijala metodom elektropredenja pogodnih za
oblaganje komercijalno dostupnih katetera. Kako postoje dve vrste katetera: kratkoro¢ni kateteri Koji
se koriste izmedu 1 i 14 dana i dugoroc¢ni kateteri koji se obi¢no menjaju svakih 4-8 nedelja (Fisher i
dr., 2015), procesiranjem nanovlaknastih struktura cilj je bio da se obezbedi oslobadanje leka za oba
zahtevana perioda. U ovoj doktorskoj disertaciji koris¢en je komercijalni antibiotik i tri razli¢ite
strategije elektropredenja i ispitana je antibakterijska aktivnost nanovlaknastih matova sa razli¢itom
dinamikom oslobadanja leka. Pored komercijalnog antibiotika testirana je mogucnost inkorporacije
prirodnog agensa, osusenog ekstrakta hajducke trave, sa antibakterijskom, ali i antioksidativnom
aktivno$cu, u cilju dobijanja multifunkcionalnog biomaterijala. Kao polimerni materijal koriscen je
PCL, a testirana je mogucnost primene dobijenih nanovlaknastih matova sa antibakterijskim dejstvom
za oblaganje bioloski inertnih polimernih urinarnih katetera.
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3. CILJEVI RADA

Cilj ove doktorske disertacije je razvoj novih multifunkcionalnih biomaterijala kao nosaca
lekova pogodnih za oblaganje urinarnih katetera.

Specifi¢ni ciljevi se mogu podeliti na Cetiri grupe:

e procesiranje nanovlakana na bazi PCL sa inkorporiranim komercijalnim antibiotikom
cefazolinom, koriS¢enjem razliCitih metoda elektropredenja, ukljucujuéi elektropredenje iz
rastvora, emulziono i koaksijalno elektropredenje;

e Optimizacija uslova susenja rasprSivanjem tecnog ekstrakta hajducke trave pomocu statisticke
metode odzivne povrsine, sa ciljem dobijanja ekstrakta sa o¢uvanim bioloskim svojstvima
pogodnog za inkorporaciju u biomaterijal,

e procesiranje PCL nanovlakana sa dodatkom suvog ekstrakta hajducke trave u cilju dobijanja
materijala pogodnog za oblaganje katetera sa viSestrukom bioloskom aktivnoséu i
poboljSanim mehanickim svojstvima;

e ispitivanje mogucnosti oblaganja komercijalnih katetera novim multifunkcionalnim

biomaterijalima uz evaluaciju ocuvanja bioloske aktivnosti nanovlakana, kao mere
pogodnosti materijala za sprecavanje infekcija izazvanih urinarnom kateterizacijom.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo doktorske disertacije obuhvata opis procesiranja i karakterizacije
biomaterijala na bazi PCL kao i proces optimizacije suSenja ekstrakta hajducke trave.
Eksperimentalna istrazivanja izvedena su na Katedri za Konstrukcione i specijalne materijale i na
Katedri za Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologiju na Tehnolosko-metalurSkom fakultetu,
Univerziteta u Beogradu.

4.1. Materijali i oprema

4.1.1. Materijali

Hemikalije i reagensi:

e Poli(e-kaprolakton) (PCL), ((CeéH1002)n, Mn = 80000 g/mol), granule ,,Sigma-Aldrich*, Sent
Luis, Misuri, SAD

N, N- dimetilformamid (DMF), (C3sH7NO), ,,Sigma-Aldrich“, Sent Luis, Misuri, SAD
Dihlormetan (DCM), (CH2Cl>), ,,Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD

2, 2, 2-trifluoroetanol (TFE), ,,Sigma-Aldrich®, Sent Luis, Misuri, SAD

Hloroform (CHCls), ,,Sigma-Aldrich®, Sent Luis, Misuri, SAD

Metanol (CH3OH), ,,Sigma-Aldrich®, Sent Luis, Misuri, SAD, ,,Zorka farma*, Sabac, Srbija
Etanol 96 % (C2HsOH), ,,Zorka farma®, Sabac, Srbija

Fosfatni pufer (PBS) tablete, vodeni rastvor soli: dinatrijum fosfat (NazHPO4), natrijum hlorid
(NaCl), kalijum hlorid (KCI) i kalijum dihidrogen fosfat ( KH2POjs) ,,Fisher Scientific*, SAD
Cefazolin (C14H14NgO4S3), ,,Pharmanova®, Beograd, Srbija

Otpadni prah hajducke trave, Institut za proucavanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Pancic¢®,
Beograd, Srbija

Resazurin (C12H7NO4, Mn = 229,188 g/mol), ,,Acros Organics®, Geel, Belgija
Folin-Ciocalteus reagens, ,,Merck*, Darmstadt, Nemacka

Galna kiselina (C7HsOs), ,,Sigma-Aldrich®, Stajnhajm, Nemacka

Natrijum-karbonat (Na2COs), ,,Lach-Ner*, Neratovice, Ceska Republika
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH, C1sH12N50g), ,,Sigma-Aldrich®, Stajnhajm, Nemacka
Adheziv n-butil-2-cijanoakrilat, CgH11NOg, ,,GluStitch* Kanada

Sve navedene hemikalije i reagensi su upotrebljeni u obliku dobijenom od proizvodaca, bez dodatnog
preciS¢avanja.

Mikrobioloske podloge:

e Tripton soja bujon (TSB), ,,Torlak*, Beograd, Srbija
e Agar, , Torlak®, Beograd, Srbija
e Kvascev ekstrakt, ,, Torlak®, Beograd, Srbija

Da bi se dobila TSB hranljiva podloga, 30 g gotove podloge je rastvoreno u 1 | destilovane vode
I dodato je 6 g kvascevog ekstrakta (kona¢na koncentracija je bila 0,6 %). Tripton soja agar (TSA)
hranljiva podloga je sadrzala 30 g gotove TSB podloge rastvorene u 1 | destilovane vode uz dodatak
6 g kvascevog ekstrakta (konacna koncentracija 0,6 %) i 15 g agara. Top TSA je pripremljen na isti
nacin kao TSA uz manji procenat agara (0,6 %). Podloge su kuvane 15 minuta, a zatim sterilisane u
autoklavu 30 minuta na 120 °C.
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Mikroorganizmi:

Patogeni indikatorski mikroorganizmi: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922 i Pseudomonas aeruginosa PAO1

4.1.2. Oprema

Analiticka vaga, Kern ABS, Nemacka

Magnetna mesalica, Heidolph MR3001, Nemacka

Uredaj za elektropredenje CH-01, Linari Engineering, Italija

Skenirajuéi elektronski mikroskop JSM 5800, Tescan Mira 3, Brno-Kohoutovice, Ceska
Republika

Infracrveni spektroskop sa Furijeovom transformacijom BOMEM Michelson, MB-Series,
Ontario, Kanada

Diferencijalni skeniraju¢i kalorimetar Q10 TA Instruments, Kroli, Velika Britanija

Uredaj za ispitivanje mehanickih svojstava, Texture Analyzer Shimadzu EZ Test LX, Kyoto,
Japan

UV/Vis spektrofotometar ultrospec 3300 pro, Amersharm Bioscience, Svedska

Rotirajuéi Sejker PSU-10i, Grant-bio, Grant Instruments Ltd., Kembridz, Velika Britanija
Termostatski inkubator MBINS0 mikrobioloski inkubator, Colo Lab Experts, Novo Mesto,
Slovenija

UV sterilizator, Captair Bio, Erlab, Keln, Nemacka

Denzitometar, DEN-1B, Biosan, Letonija

Vortex, ,,JKA“, Nemacka

Mikrotalasna pe¢, Samsung Electronics Euro QA Lab, Velika Britanija

Vakuum pumpa V-700, Biichi, Fanil, Svajcarska

Vakuum uparivaé, Biichi, Fanil, Svajcarska

Uredaj za susenje raspriivanjem, Blichi Mini Spray Dryer B-290, Svajcarska

Vlagomer, Kern DBS, Balingen, Nemacka

Automatska mikropipeta (10-100 pl), LLG, Nemacka

Automatska mikropipeta (100-1000 ul), LLG, Nemacka

Automatska mikropipeta (1-10 ml), Thermo Scientific, Vanta, Finska
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4.2. Metode procesiranja nanovlakana

Nanovlaknasti matovi sa i bez cefazolina dobijeni su koriS¢enjem tri razliCite metode
elektropredenja (tabela 4.1.). Rastvor PCL1 napravljen je rastvaranjem PCL granula u smesi
rastvarata DMF/DCM (1:4) i procesiran metodom elektropredenja iz rastvora. Tokom procesa
elektropredenja, primenjen je napon od 20 kV, dok je protok rastvora bio 2 ml/h. Emulzioni rastvor
PCL2 je pripremljen rastvaranjem PCL u smesi rastvaraca hloroform/metanol (4:1) sa dodatkom
surfakanta Span-80 (1% v/v) i procesiran elektropredenjem iz rastvora sa primenjenim naponom od
16 kV i protokom rastvora od 8 ml/h. Nanovlakana dobijena koaksijalnim elektropredenjem su
napravljena koriS¢enjem dva rastvora PCL. PCL je rastvoren u TFE (4 mas%) za dobijanje rastvora
,omotaca“ i PCL rastvoren u TFE (8 mas%) za dobijanje rastvora ,,jezgra® koji su procesirani pri
koris¢enu napona od 30 kV 1 protoku rastvora ,,jezgra* od 0,6 ml/h i protoku rastvora ,,omotaca‘“ od
1 ml/h. Rastvori PCL su pripremani, nezavisno od vrste rastvaraa, meSanjem tokom 24 h na
magnetnoj mesalici pri 200 o/min na sobnoj temperaturi pre procesa elektropredenja.

Pod istim uslovima pod kojima su dobijena PCL nanovlakna pomoéu tri metode
elektropredenja proizvedena su nanovlakana sa dodatkom 20 % cefazolina. S1 nanovlaknasti mat je
dobijen rastvaranjem PCL u smesi rastvarata DMF/DCM (1:4) uz dodatak antibiotika koji je direktno
rastvoren u smesi rastvarata DMF/DCM i procesiran metodom elektropredenja iz rastvora pod istim
uslovima kao i materijal PCL1. S2 nanovlaknasti mat je dobijen rastvaranjem PCL u smeSi rastvaraca
hloroform/metanol (4:1) sa dodatkom surfakanta Span-80 (1 % v/v). Ovaj rastvor je meSan na
magnetnoj mesalici pri 200 o/min na sobnoj temperaturi tokom 24 h. U ovaj polimerni rastvor je
polako ukapan vodeni rastvor anibiotika, kako bi se formirala v/u emulzija i smesa je dodatno meSana
2 h, nakon ¢ega je usledilo elektropredenje. S3 nanovlaknasti mat je dobijen koaksijalnim
elektropredenjem, pri ¢emu je rastvor za omota¢ dobijen rastvaranjem PCL u TFE (4 mas%), a rastvor
za jezgro rastvaranjem PCL u TFE (8 mas%) uz dodatak antibiotika (prethodno rastvorenog u vodi).

Tabela 4.1. Formulacije, karakteristike i uslovi elektropredenja PCL nanovlakana sa cefazolinom

Formulacija PCL
nanovlakana sa PCL1/S1 PCL2/S2 PCL3/S3
cefazolinom

SadrzZaj cefazolina prema
polimeru (mas%)

20

hloroform/metanol

Rastvaraci DMF/DCM (1:4) (4:1) TFE
Vrsta procesa Elektropredenje iz Emulziono Koaksijalno
rastvora elektropredenje elektropredenje
Protok (ml/h) 2 8 0,6/1
Napon (kV) 20 16 30
Rastojanje (cm) 10 10 10

PCL nanovlakna sa ekstraktom hajducke trave su procesirana metodom elektropredenja iz
rastvora sa primenjenim naponom od 29 kV i protocima rastvora od 3 ml/h (tabela 4.2.). Rastvor PCL
(8 mas%) je pripremljen rastvaranjem PCL granula u TFE i meSan na magnetnoj mesalici pri
200 o/min na sobnoj temperaturi tokom 24 h. Rastvori suvog ekstrakta hajducke trave u TFE su
pripremljeni odvojeno i mesani na magnetnoj mesalici pri 200 o/min 24 h, na sobnoj temperaturi. Pre
mesanja sa rastvorom PCL, rastvor suvog ekstrakta hajducke trave u TFE je tretiran ultrazvukom u
ultrazvu¢nom kupatilu. Rastvor PCL je pomesan sa rastvorom hajducke trave u razli¢itim odnosima
1 dodatno mesSan 2 h da bi doSlo do homogenizacije rastvora. Suvi ekstrakt hajducke trave je dodat u
PCL rastvor u Cetiri razlicite koncentracije: 5 mas%, 10 mas%, 15 mas% i 20 mas% (oznaceni kao
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PCL/HTS, PCL/HT10, PCL/HT15 1 PCL/HT20, redom). Procenat suvog ekstrakta hajducke trave je
izracunat kao sadrzaj suve materije u odnosu na masu polimera.

Tabela 4.2. Formulacije, karakteristike i uslovi elektropredenja PCL nanovlakana sa ekstraktom
hajducke trave

Formulacija PCL nanovlakana sa suvim
ekstraktom hajducke trave

Sadrzaj suvog ekstrakta hajducke trave

PCL/HT5 PCL/HT10 PCL/HT15 PCL/HT20

prema polimeru (mas%) 5 10 15 20
Rastvarac TEE

Vrsta procesa Elektropredenje iz rastvora

Protok (ml/h) 3

Napon (kV) 29

Rastojanje (cm) 10

Tokom svih eksperimenata, polimerni rastvori sa ili bez cefazolina i suvog ekstrakta hajducke
trave su injektovani iz plasti¢nog $prica zapremine 20 ml u metalnu iglu (unutrasnjeg preé¢nika 1 mm)
pri udaljenosti 10 cm od vrha igle do kolektora. Nakon procesiranja, nanovlaknasti matovi su
ostavljeni da se osuse 24 h na 25 °C u vakuum susnici. Svi eksperimenti su izvedeni u zatvorenom
digestoru, na sobnoj temperaturi i relativnoj vlaznosti vazduha ispod 40 %.

4.3. Metode dobijanja ekstrakta hajducke trave

4.3.1. Priprema te¢nog ekstrakta hajducke trave

Eksperimentalni materijal je bio fini prah (veli¢ina cestica u opsegu od 0,3 do 1,0 mm)
odbacen nakon proizvodnje ¢aja hajducke trave (Achillea millefolium L.) u Institutu za proizvodnju i
ispitivanje lekovitog bilja ,,Dr Josif Panci¢*. Prah hajducke trave cuvan je u mraku, na sobnoj
temperaturi u papirnim kesama.

Tecni ekstrakt hajducke trave je dobijen metodom mikrotalasne ekstrakcije (eng. Microwave-
assisted extraction, MAE) koriscenjem uslova koji su prethodno optimizovani u cilju dobijanja
maksimalnog sadrzaja ukupnih polifenola i bioloske aktivnosti ekstrakta A. millefolium L.
(Milutinovic i dr., 2015). Ukratko, otpadni prah hajducke trave pomesan je sa 70 % etanolom u
odnosu te¢na/Cvrsta faza 40 ml/g u ukupnoj zapremini od 420 ml. Ekstrakcija je izvedena u
mikrotalasnoj pecnici u trajanju od 30 s pri snazi od 600 W. Dobijeni te¢ni ekstrakt je odvojen od
¢vrste faze filtriranjem pomocu vakuum pumpe i koncentrovan u rotacionom uparivacu pri
vakuumskom pritisku od 150 mbar i temperaturi 60 °C. Nakon procesa isparavanja, sadrzaj suve
materije u ekstraktima je odreden pomocu analizatora vlage (vlagomer). Te¢ni ekstrakt je ¢uvan u
frizideru (4 °C) 1 koriS¢en dalje u eksperimentalnom procesu susenja rasprsivanjem. Proces dobijanja
tecnog ekstrakta prikazan je Sematki na slici 4.1.
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Slika 4.1. Sema procesa dobijanja teénog ekstrakta hajducke trave
4.3.2. SuSenje rasprSivanjem te¢nog ekstrakta hajducke trave

Susenje ekstrakta hajducke trave vrSeno je sprej rasprSivanjem te¢nih ekstrakata (200 ml)
razli¢itog sadrzaja suve materije. Te¢ni ekstrakt hajducke trave je dovoden u komoru za susenje
peristaltiCkom pumpom povezanom rasprSivacem sa dva fluida koji je povezan sa vazduSnim
kompresorom. Kompresor potiskuje vazduh u spoljnu cev mlaznice §to dovodi do toga da tecnost
izlazi kao fini, rasprseni sprej koji se pod dejstvom zagrejanog vazduha susi. Sistem za dovod gasa
za susenje se sastojao od kompresora i vazdusnog filtera. Osuseni proizvod je sakupljen u ciklonu i
cuvan u frizideru na 4 °C za dalje koriS¢enje.

4.3.3. Optimizacija uslova suSenja rasprsivanjem

Da bi se odredili optimalni uslovi suSenja rasprSivanjem te¢nog ekstrakta hajducke trave, u
cilju dobijanja maksimalnog prinosa, maksimalnog sadrzaja polifenola i antioksidativne aktivnosti,
koris¢ena je metoda odzivnih povrsina i CCD dizajn.

Prema eksperimentalnom dizajnu, suSenje rasprSivanjem je izvedeno pri promenljivim
temperaturama ulaznog vazduha (95-195 °C), brzinama protoka (3-21 ml/min) i sadrzaju suve
materije u teCnim ekstraktima (0,3-1,5 %) (tabela 4.3.). lzvedeno je 23 eksperimenta suSenja
rasprsivanjem i pracen je uticaj ovih procesnih promenljivih na tri odziva sistema - prinos, ukupan
sadrzaj polifenola 1 antioksidativna aktivnost u osuSenom ekstraktu hajducke trave.

Tabela 4.3. Stvarne i kodirane vrednosti procesnih promenljivih

Grani¢ne vrednosti
1 0 +1 Aksijalne Aksijalne

Procesna promenljiva

(o) (to)
A: Tempertura (°C) 120 145 170 95 195
B: Brzina protoka 75 12 16.5 3 21
(ml/min) ’ '
C: Sadrzaj suve materije
(%) 0,6 0,9 1,2 0,3 1,5

Za analizu eksperimentalnih podataka koriscen je statisticki paket Design-Expert (Verzija 8,
Stat-Ease, Inc., Minneapolis, SAD). Eksperimentalni podaci su modelovani kubnom jedna¢inom.
Analizom varijanse (ANOVA) ocenjena je adekvatnost i statisti¢ka znacajnost svih predloZenih
matematickih modela. Prilikom analize koriSc¢ena je ,,backward* regresija, pomocu koje su iz modela
eliminisani ¢lanovi koji nisu zna¢ajno uticali na odziv (p > 0,1) a validnost modela u redukovanom
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obliku je validirana na osnovu eksperimentalnih podataka. Na kraju je izvrSena validacija modela
izvodenjem dodatnog eksperimenta koristeci optimalne uslove za dobijanje maksimalnog prinosa i
maksimalne antioksidativne aktivnosti ekstrakta predvidene metodom odzivnih povrSina. Suvi
ekstrakt hajducke trave dobijen pod optimalnim uslovima susenja koris¢en je u ovoj doktorskoj
disertaciji za dalje procesiranje materijala.

4.3.3.1. Prinos osuSenog ekstrakta

Prinos susenja ekstrakta hajducke trave je izraGunat kao odnos mase suve materije u osusenom
ekstraktu i mase suve materije u te€nom ekstraktu i izrazen u procentima U skladu sa jednac¢inom 4.1:

Prinos suSenja = % * 100 % (4.1)

pri cemu je smee sadrzaj suve materije u osuSenom ekstraktu, Mse masa suvog ekstrakta, smee sadrzaj
suve materije u te¢nom ekstraktu hajducke trave i Vi zapremina teénog ekstrakta. Sadrzaj suve
materije u ekstraktima je odreden pomocu analizatora vlage tj. vlagomera.

4.4. Oblaganje komercijalno dostupnih katetera nanovlaknastim matom

Gumeni 1 silikonski kateteri iseceni su u cilindri¢ne oblike duzine 6 mm i precnika 7 mm 1
sterilisani u 70 % etanolu. Oko svakog katetera nanet je tanak sloj adheziva n-butil-2-cijanoakrilat i
preko njih pri¢vrs¢eni PCL nanovlaknasti mat sa cefazolinom ili PCL nanovlankasti mat sa suvim
ekstraktom hajducke trave, koji je prethodno UV sterilisan osvetljavanjem na 10 minuta sa obe strane.
Na katetere su naneti nanovlaknasti matovi bez aktivne supstance, sa 20 mas% cefazolina i sa
10 mas% suvog ekstratka hajducke trave dobijeni elektropredenjem iz rastvora pod uslovima
definisanim u odeljku 4.2. ObloZeni kateteri su ostavljeni tokom no¢i, na sobnoj temperaturi, U cilju
Sto potpunije adhezije izmedu katetera i nanovlaknastih matova.

4.5. Metode karakterizacije materijala

4.5.1. Morfoloska karakterizacija materijala

Mikroskopi kod kojih postoji moguénost programiranog pomeranja elektronskog snopa
(skeniranja) po povrsini posmatranog objekta i koji formiraju lik objekta na bazi reflektovanog snopa
elektrona, nazivaju se skenirajuci elektronski mikroskopi sa emisiom polja (eng. Field Emission
Scanning Electron Microscope, FE-SEM). Da bi bili posmatrani pomoéu FE-SEM, uzorci se
uparavaju u inertnnoj atmosferi zlatom ili legurom zlato-paladijum. Elektroni se oslobadaju iz izvora
emisije polja i ubrzavaju u elektricnom polju velikog gradijenta. Unutar kolone visokog vakuuma
primarni elektroni se fokusiraju i odbijaju elektronskim so¢ivima kako bi se proizveo uski snop
skeniranja koji ,,bombarduje‘ objekat. Posledi¢no, sekundarni elektroni se emituju sa svake tacke na
objektu. Pravac i brzina kretanja sekundarnih elektrona zavise od oblika i isptivanog objekta. Detektor
hvata sekundarne elektrone 1 proizvodi elektronski signal. Ovaj signal se pojacava i transformiSe u
video skeniranu sliku koja se moze videti na monitoru ili u formi digitalne slike koja se moze sacuvati
i dalje obraditi.

Skenirajuca elektronska mikroskopija sa emisiom polja je koris¢ena kao metoda za vizuelnu
evaluaciju kvaliteta nanovlaknastih matova dobijenih u okviru ove doktorske disertacije. Pet FE-SEM
slika svakog uzorka je kori§ceno za odredivanje proseénog pre¢nika nanovlakana. Pomocu softvera
Image-Pro Plus izmereno je oko sto nasumi¢no odabranih nanovlakana sa svake slike i na osnovu
merenja je odreden srednji precnik i standardna devijacija precnika nanovlakana.
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4.5.2. Ispitivanje hemijskih interakcija u materijalima

Metoda za identifikaciju hemijskih veza prisutnih u razli¢itim supstancama i materijalima
koristi se infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (eng. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy, FTIR). Tokom procesiranja materijala, ovom metodom ispituje se stabilnost
polaznih komponenata kao i eventualno nastajanje novih hemijskih veza u materijalu. Kada se kroz
prostor ispunjen nekom supstancom (u bilo kom agregatnom stanju) propusti snop infracrvenog (IC)
zracenja, koji se zatim optickom prizmom (ili reSetkom) razlozi na monohromatske komponente,
primecuje se, pomoc¢u odgovarajuceg detektora, da na pojedinim frekvencijama dolazi do veceg ili
manjeg slabljenja jacine svetlosti zbog selektivne apsorpcije IC zracenja od strane molekula koji sa
tim zracenjem dolaze u dodir. KoriS¢enjem ove metode, moze se iz malih pomaka traka u spektru
zakljucivati o postojanju odredenog tipa hemijskih veza.

Hemijske strukture cefazolina, suvog ekstrakta hajducke trave, PCL nanovlakna, kao i njihove
eventualne hemijske interakcije u netkanim nanovlaknastim matovima PCL sa cefazolinom i sa suvim
ekstraktom hajducke trave proucavane su FTIR spektroskopijom. Spektri su snimljeni u opsegu 4000-
400 cm sa rezolucijom od 4 cm™, na sobnoj temperaturi i predstavljeni su u transmisionom obliku.
Obrada i dalja analiza spektara izvedena je u softverskom paketu Origin Lab 9.0.

4.5.3. Ispitivanje termickih svojstava materijala

Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija (eng. Differential Scanning Calorimetry, DSC) je
metoda ispitivanja termickih svojstava supstanci koja se bazira na merenju razlike toplotnog fluksa
ka uzorku 1 ka termicki inertnom etalonu pri njihovom istovremenom zagrevanju. Pomenute razlike
toplotnih flukseva nastaju kao posledica razlic¢itih fizi¢kih i hemijskih procesa koji se odvijaju tokom
zagrevanja i hladenja i praceni Su promenom entalpije, kao $to su fazne transformacije (topljenje,
kljuCanje, promena kristalne strukture), desorpcija gasova ili para, razli¢ite piroloticke hemijske
reakcije, itd.

Termicka svojstva cefazolina, suvog ekstrakta hajducke trave, PCL nanovlaknastih matova
bez dodataka i sa dodatkom cefazolina ili suvog ekstrakta hajducke trave odredena su DSC metodom.
Uzorci nanovlaknastih matova PCL sa cefazolinom zagrevani su od sobne temperature do 200 °C,
dok su uzorci nanovlaknastih matova PCL sa suvim ekstraktom hajducke trave zagrevani od sobne
temperature do 140 °C, brzinom zagrevanja od 10 °C/min. Merenja su izvrSena u atmosferi azota pri
brzini protoka od 50 ml/min. Toplotni prelazi su detektovani iz prvog ciklusa zagrevanja. Analiza je
uradena u triplikatu, za sve uzorke. Stepen kristalini¢nosti (ym) nanovlaknastih matova sa i bez
dodatka bioaktivne supstance odreden je na osnovu jednacine 4.2 (Ruckh i dr., 2012):

AHm,uzorka

XmPCL (%) = “apempcr * 100 (4.2)

gde je AHm, yzorka €ntalpija topljenja nanovlaknastog mata, dok je AH°m, pcL entalpija topljenja 100 %
kristalnog PCL (139,5 J/g) za molekulsku masu PCL od 80000 g/mol (Gupta i dr., 2011; Kuzelova
Kostakova i dr., 2017).

4.5.4. Ispitivanje mehanickih svojstava materijala

Jedno od osnovnih svojstava materijala koje treba obezbediti je adekvatan otpor spoljasnjim
silama. Sprovedeno je ispitivanje na zatezanje PCL nanovlaknastih matova sa i bez dodatka suvog
ekstrakta hajducke trave da bi se odredila zatezna ¢vrstoca, prekidna deformacija i Jungov modul
elasticnosti.

Za mehani¢ka merenja materijala koriscen je univerzalni instrument opremljen sa mernom
¢elijom od 500 N. Jungov modul elasti¢nosti je izraGunat kao nagib krive napon-deformacija u
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regionu elastiéne deformacije, koji je eksplicitno odreden za svaku krivu, koris¢enjem softvera
Trapeziumx verzija 1.5.2 Shimadzu Corporation, Japan. Za potrebe mehanickog testa ispitivanja
zatezne Cvrstoce, prekidne deformacije i Jungovog modula elasti¢nosti, nanovlaknasti matovi iseceni
su u pravougaone oblike i postavljeni izmedu drzaca na rastojanju od priblizno 10 mm. PovrSina
popre¢nog preseka i aktivna duzina svakog uzorka su precizno odredeni pre ispitivanja. Ispitivanje
na zatezanje je sprovedeno brzinom od 10 mm/min na sobnoj temperaturi (25 °C). Odredene su
proseéne vrednosti tri nezavisna merenja zatezne ¢vrstoce, prekidne deformacije i Jungovog modula
elasti¢nosti i izraZzene kao srednje vrednosti sa standardnim devijacijama.

45.4.1.,,Peel“ test

,,Peel test je tehnika koja se koristi za procenu stepena adhezije izmedu dva materijala tj. za
odredivanje koliko je adheziv efikasan pri spajanju odredenih vrsta materijala. Prilikom ,,peel® testa,
fleksibilan materijal se odvaja od podloge primenom sile. Rezultati ,,peel testa se daju kao funkcija
jacine adhezije (eng. peel strength) koja predstavlja odnos proseéne sile potrebne za razdvajanje
materijala i Sirine linije vezivanja na koju sila deluje, pri konstantnoj brzini odvajanja. Postoje
razliite tehnike ,,peel” testa ukljuc¢ujuci odvajanje pod uglom odvajanja od 0° 90° i 180° ili u
konfiguraciji T-odvajanje, kao §to je prikazano na slici 4.2. (Ashter, 2014; Morris 2017).

T

| =

“peel” test pod “peel” test pod
uglom od 90° T uglom od 1807
“pell” T-test

Slika 4.2. Sematska ilustracija primene sile pri razli¢itim tehnikama ,,peel testa (adaptirano iz
Ashter, 2014)

U ovoj doktorskoj disertaciji primenjen je ,,peel* test pod uglom od 180°. U cilju ispitivanja
adhezije nanovlakana na komercijalno dostupne katetere, iseCeni su gumeni i silikonski kateteri
duzine 4 cm i uzorci PCL nanovlaknastih matova sa cefazolinom ili suvim ekstraktom hajducke trave
duzine 4,5 cm. Vrhovi katetera na duzini od 1 cm su premazani u tankom sloju komercijalnim
adhezivom - n-butil-2-cijanoakrilatom koji se koristi kao adheziv u bioloskim sistemima. Na kateter
je nanesen nanovlaknasti mat, tako da je deo nanovlaknastog mata duzine 1 cm bio spojen a deo ostao
slobodan za potrebe ,peel“ testa. Sirina linije vezivanja svakog uzorka je precizno odredena pre
ispitivanja. ,,Peel” test je sproveden u cilju procene adhezije izmedu komercijalno dostupnih gumenih
i silikonskih katetera i obloga od PCL nanovlakanastih matova bez dodataka ili sa dodatkom 20 mas%
cefazolina i 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave. Primenjena je brzina odvajanja od 5 mm/min
na sobnoj temperaturi (25 °C). Jacina adhezije je prikazana kao odnos srednje sile odvajanja i Sirine
linije vezivanja uzorka (Liu i dr., 2017). Dijagrami sile adhezije u zavisnosti od pomeraja (duzine
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odvajanja) izracunati su koris¢enjem softvera Trapeziumx verzija 1.5.2 Shimadzu Corporation, Japan.
Ispitivanja su vr$ena na uredaju za ispitivanje mehanickih svojstava, kao $to je prikazano za slici 4.3.

Slika 4.3. Fotografija postavljenog uzorka za ,,peel* test: gumeni kateter sa oblozenim PCL
nanovlakanastim matom pred pocetak testa (levo) i silikonski kateter sa oblozenim PCL
nanovlakanastim matom tokom ,,peel” testa (desno)

4.5.5. Odredivanje ukupnog sadrzaja polifenola

Ukupni sadrzaj polifenola je kvantifikovan kolorimetrijski koriscenjem modifikovane Folin-
Ciocalteu metode (Singleton i Rossi, 1965) i galne kiseline kao referentnog standarda. Metoda se
zasniva na redukovanju Folin-Ciocalteu reagensa (smesa fosfovolframove (H3PW12040) i
fosfomolibdenske kiseline (HsPMo012040)) u blago alkalnim uslovima u prisustvu polifenolnih
jedinjenja. Tada nastaje smeSa volfram-oksida (WgO23) i molibden-oksida (MogO23), koja je
intenzivne plave boje, a intenzitet se odreduje spektrofotometrijski na 750 nm.

Ukupan sadrzaj polifenola odreden je za ekstrakte hajducke trave i za uzorke pufera u koji su
bili potopljeni PCL/hajducka trava nanovlaknasti matovi. U tecnim ekstraktima je podeSena
koncentracija od 10 mg/ml, dok je osusen ekstrakt rastvoren u 70 % etanolu u konacnoj koncentraciji
od 10 mg/ml. Svi eksperimenti sa nanovlaknastim matovima su izvedeni u epruvetama koje su
sadrzale 7 ml PBS pufera i 150 mg ispitivanog uzorka PCL sa i bez dodatka suvog ekstrakta hajducke
trave. U unapred odredenim vremenskim intervalima, uzorkovano je 100 pl rastvora pufera i
zamenjeno istom zapreminom sveZeg pufera.

Za odredivanje sadrzaja polifenola, 100 ul ispitivanog uzorka pomesano je sa 500 pl Folin-
Ciocalteu reagensa i 6 ml destilovane vode. Smesa je snazno promuckana 60 s, a zatim je dodato 2 ml
15 % Na>COs i dodatno promuckana jos 30 s. Na kraju je dodata destilovana voda da bi se postigla
konacna zapremina od 10 ml. Nakon 2 h inkubacije u mraku na sobnoj temperaturi, apsorbancija je
merena na 750 nm na spektrofotometru. Slepa proba je pripremljena istovremeno sa uzorcima,
koriscenjem 70 % etanola umesto uzorka ekstrakata hajducke trave, dok je za praenje sadrzaja
oslobodenih polifenola iz PCL nanovlakana kao slepa proba kor$¢en uzorak pufera u koji su
potopljeni PCL nanovlaknasti matovi bez dodatka suvog ekstrakta hajducke trave. Rezultati su
izraunati pomocu standardne prave i izrazeni su kao miligrami ekvivalenta galne kiseline (eng.
Gallic acid equivalents, GAE) po gramu suve materije ekstrakta.
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Priprema standardne prave

Za pripremu standardne prave kori$éen je rastvor galne kiseline (od 0,0156 do 1 mg/ml), koji
je kori$¢en na isti nacin kao i1 uzorci u opisanoj Folin-Ciocalteu metodi. Iz odredenih vrednosti
apsorbanicije merene na 750 nm konstruisana je prava, pomocu softvera Origin Lab 9.0 (slika 4.4.).
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Slika 4.4. Standardna prava za odredivanje sadrzaja polifenola u ekstraktima

Za proracun koncentracije polifenola U ispitivanim uzorcima koris¢ena je jednacina standardne prave:
Y =1,03X 4.3)

pri cemu je Y- apsorbancija uzorka (merena na 750 nm), a X- koncentracija polifenola u mgGAE/ml.
Jednacina standardne prave je adekvatno predstavljala eksperimentalno dobijene rezultate, na Sta
ukazuje visoka vrednost koeficijenta determinacije (r? = 0,99).

4.5.6. In vitro studije oslobadanja bioaktivne supstance

Oslobadanje bioaktivne supstance je praceno merenjem koncentracije bioaktivne supstance
oslobodene iz nanovlaknastih matova uronjenih u fosfatni pufer. Svi eksperimenti su izvedeni u
epruvetama koje su sadrzale 150 ml PBS pufera i 25 mg ispitivanog uzorka za PCL nanovlaknaste
matove sa cefazolinom, odnosno 7 ml PBS pufera i 150 mg ispitivanog uzorka za PCL nanovlaknaste
matove sa suvim ekstraktom hajducke trave. Kao referentni uzorak kori§¢en je rastvor bioaktivne
supstance koji ogovara ukupnoj masi bioaktivne supstance koja je prisutna u 25 mg procesiranog PCL
nanovlaknastog mata sa cefazolinom, odnosno 150 mg procesiranog PCL nanovlaknastog mata sa
suvim ekstraktom hajducke trave. Kinetika oslobadanja cefazolina pracena je u stacionarnim
uslovima, a kinetika oslobadanja polifenola hajducke trave u dinamic¢kim uslovima pri brzini meSanja
od 120 o/min. Tokom eksperimenata sa kontrolisanim oslobadanjem uziman je uzorak od 2 ml za
eksperimente sa PCL nanovlaknastim matovima sa cefazolinom odnosno 100 pl za eksperimente sa
PCL nanovlaknastim matovima sa suvim ekstraktom hajducke trave. Odredena je apsorbanca
testiranih uzoraka (At) i referentnog uzorka koji je sadrzao samo rastvorenu bioaktivnu supstancu
(Ac). Procenat oslobodene bioaktivne supstance izracunat je koriScenjem date jednacine (4.4). Iako
je posle svakog merenja uzorkovana odredena zapremina rastvora i zamenjena Cistim PBS puferom,
u ovoj jednacini nije uzeta u obzir koli¢ina uklonjene bioaktivne supstance s obzirom da je identi¢an
postupak primenjen na referentnom uzorku. Primenjenim postupkom anuliran je efekat degradacije
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bioaktivne supstance (koja je pokazana za cefazolin u ranijim istrazivanjima Vercaigne i dr., 2000).
Sli¢no, poznato je da fenolna jedinjenja mogu biti nestabilna u neutralnim i alkalnim vodenim
rastvorima (Latos-Brozio i Masek, 2020). Merenje koncentracije oslobodenog cefazolina vrSeno je
direktnim merenjem apsorbancije na 272 nm. Sadrzaj polifenola hajducke trave osloboden u
medijumu je kvantifikovan kolorimetrijski modifikovanom Folin-Ciocalteu metodom po protokolu
opisanom u tacki 4.5.5. ovog poglavlja. Procenat oslobodenog cefazolina, odnosno polifenola
izracunat je koriS¢enjem jednacine:

Kumulativni procenat oslobadanja leka (%) = % * 100 4.9

gde je At vrednost apsorbancije u ispitivanim uzorcima u vremenu t i Ac je vrednost apsorbancije
referentnog uzorka u istom vremenu. Pracenje kinetike oslobadanja bioaktivne supstance iz uzoraka
je mereno u duplikatu i prikazani rezultati su srednje vrednosti sa naznacenim standardnim
devijacijama.

4.5.6.1. Kineticke studije oslobadanja bioaktivne supstance

U cilju proucavanja kinetike i mehanizma oslobadanja bioaktivne supstance iz nanovlaknastih
materijala, rezultati in vitro testova su modelovani kinetickim jednadinama ukljucujuci Kinetiku
nultog reda (jednacina 4.5), kinetiku prvog reda (jednacina 4.6), Higu¢i (Higuchi) model (jednacina
4.7) i Korsmejer-Pepas (Korsmeyer-Peppas) model (jednacina 4.8) (Sahoo i dr., 2012; Paarakh i dr.,
2018).

Model nultog reda:
Qt=Qo+ Kot (4.5)

gde je Qtkoli¢ina bioaktivne supstance oslobodena u vremenu t, Qo je pocetna koli¢ina bioaktivne
supstance u rastvoru, a Ko je konstanta oslobadanja.

Model prvog reda:
log Qt = log Qo — K1 /2,303 (4.6)

gde je Qtkoli¢ina bioaktivne supstance rastvorene u vremenu t, Qo je pocetna koli¢ina bioaktivne
supstance u rastvoru, a K je konstanta oslobadanja prvog reda.

Higucijev model:

Qi = Ky t12 (4.7)
gde je Qtkoli¢ina bioaktivne supstance rastvorene u vremenu t, a Ky je konstanta oslobadanja.
Korsmejer-Pepasov model:

Qv/Qo = Kkp t" (4.8)
gde je Qv/Qo frakcija bioaktivne supstance koja se oslobada u trenutku t, Kkp je konstanta oslobadanja,
a n je eksponent oslobadanja, koji ukazuje na mehanizam otpustanja bioaktivne supstance Kroz

polimernu matricu. Tumacenje eksponenta oslobadanja i mehanizma otpustanja bioaktivne supstance
prikazano je u tabeli 4.4. (Korsmeyer i dr., 1983).
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Tabela 4.4. Tumacenje mehanizama difuzionog oslobadanja leka

Eksponent oslobadanja (n) Mehanizam transporta leka
n<0,5(0,45) Pseudo-Fikova difuzija
n=0,5(0,45) Fikova difuzija (tip 1)

0,5<n<1(0,89) Fikova difuzija i erozija
n=1 Transport tipa 2 (otpustanje nultog reda)
n>1(0,89) Super transport tipa 2 (erozija ili relaksacija)

Npr. za cilindriéne strukture koje odgovaraju morfologiji nanovlakana vrednost eksponenta
oslobadanja je ispod 0,5, Sto ukazuje na Pseudo-Fikovu difuziju bioaktivne supstance (Grkovic i dr.,
2017). Fikova difuzija (tip I) se Cesto primecuje u polimernim sistemima kada je eksperimentalna
temperatura znatno iznad temperature staklastog prelaza polimera (Tg). Tada se ocekuje da je odnos
Qt/Qo proporcionalan kvadratnom korenu vremena odnosno n = 0,5. Difuzija tip II je drugi najvazniji
mehanizam difuzije za polimerne strukture. Ovo je proces pomeranja granica i linearne kinetike
sorpcije, koji je suprotan Fikovoj difuziji. Detaljnije karakteristike procesa, kao §to su period
indukcije i frontalno ubrzanje u poslednjoj fazi, dokumentovane su u literaturi. VVrednost eksponenta
n izmedu 0,5 i 1 oznacava Fikovu difuziju i eroziju (anomalnu difuziju). Difuzija tipa Il i anomalna
difuzija se obi¢no primeCuju kod polimera ¢ija je temperatura staklastog prelaza visa od
eksperimentalne temperature. Glavna razlika izmedu ova dva nacina difuzije tice se brzine difuzije
rastvaraca (Karimi, 2011).

4.5.7. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Sposobnost neutralizacije DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikala je odredena po
prethodno opisanoj metodi (Lee i1 dr., 1998). DPPH je stabilni azotni radikal, koji ima nesparen
valentni elektron na jednom azotovom atomu. DPPH radikal se prilikom reakcije sa donorom
vodonika redukuje do DPPH-H s$to dovodi do promene boje iz ljubicaste u zutu (slika 4.5.). Intenzitet
promene boje se odreduje spektrofotometrijski na 517 nm. Rezultati u ovoj metodi se izrazavaju kao
procenat inhibicije DPPH radikala.
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Slika 4.5. Redukcija DPPH stabilnog radikala sa donorom vodonikovog atoma do DPPH-H
(preuzeto od Milutinovic, 2017)

DPPH rastvor (0,2 mM) je pripremljen rastvaranjem 0,0078 g DPPH (M = 349,32 g/mol) u
100 ml metanola. Antioksidativna sposobnost je merena za ekstrakte hajducke trave i za uzorke
pufera u koji su bili potopljeni PCL nanovlaknasti matovi sa suvim ekstraktom hajducke trave. U
tecnim ekstraktima je podeSen sadrzaj suve materije na 1 mg/ml, dok je osusen ekstrakt rastvoren u
70 % etanolu u kona¢noj koncentraciji od 1 mg/ml. Svi eksperimenti sa uzorcima pufera u koje su
potopljeni nanovlaknasti matovi su izvedeni u epruvetama koje su sadrzale 200 pl PBS pufera i 4 mg
ispitivanog uzorka PCL sa 1 bez dodatka suvog ekstrakta hajducke trave. U unapred odredenim
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vremenskim intervalima, uzorkovano je 50 pl rastvora pufera i zamenjeno istom zapreminom svezeg
pufera.

Da bi se izmerio kapacitet neutralizacije DPPH, ukupno 50 pl uzorka pomesano je sa 3,95 ml
metanola i 1 ml rastvora DPPH koncentracije 0,2 mM u metanolu i reakcione smeSe su snazno
promuckane. Nakon 30 min inkubacije u mraku, na sobnoj temperaturi, izmerena je apsorbancija na
517 nm uz ¢ist metanol kao slepu probu. Kontrolni uzorak je pripremljen koriscenjem 70 % etanola
umesto uzorka ekstrakata hajducke trave, odnosno koris¢en je uzorak pufera u koje su bila potopljena
PCL nanovlakna bez dodatka suvog ekstrakta hajducke trave. Rezultati su izraZeni kao procenat
inhibicije, odnosno kao procenat neutralizacije slobodnih DPPH radikala u odnosu na kontrolni
uzorak i izracunati su prema sledecoj jednacini:

Inhibicija (%) = 2= 100 (4.9)
k

gde su Ax - apsorbancija kontrolnog uzorka i Ay - apsorbancija uzorka.

Test je uraden u tri ponavljanja i rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost sa standardnom
devijacijom.

4.5.8. Odredivanje antibakterijske aktivnosti

Antibakterijska aktivnost materijala analizirana je prema indikatorskim sojevima patogenih
mikroorganizama kori§¢enjem nekoliko razlicitih metoda, i to: odredivanjem minimalne inhibitorne
koncentracije mikrodilucionom metodom, metodom razblaZenja tj. brojanja poraslih kolonija i
metodom zone inhibicije.

4.5.8.1. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije mikrodilucionom metodom sa
resazurinom kao indikatorom

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) je koncentracija ispitivanog uzorka koja je
dovoljna da inhibira rast ispitivanog mikroorganizma. Metoda odredivanja MIK sa resazurinom kao
indikatorom se zasniva na promeni boje iz ljubi€aste u roze ili bezbojnu. Promena boje se desava jer
resazurin, koji je ljubicasto obojen, redukuje u prisustvu metabolicki aktivnih ¢elija do resorufina,
koji je roze boje. Dalje resorufin moze da se redukuje do hidroresorufina koji je bezbojan. Svaka
promena boje iz ljubicaste u roze ili bezbojnu ukazuje na rast testiranog mikroorganizma. Najniza
koncentracija pri kojoj ne dolazi do promene boje uzima se za MIK vrednost (Sarker i dr., 2007). Ova
metoda je primenjena za odredivanje MIK te¢nih i suvih ekstrakata hajducke trave. Kao patogeni
mikroorganizmi korisceni su S. aureus i P. aeruginosa.

Resazurin rastvor je napravljen rastvaranjem 270 mg resazurina u 40 ml destilovane vode,
vorteksiran i profiltriran kroz 0,45 pum sterilni membranski filter. Osu$eni ekstrakt hajducke trave je
rastvoren u kona¢noj koncentraciji od 40 mg/ml u 20 % etanolu.

U bunarci¢e mikrotitarske ploce je sipano 100 pl hranljive podloge (TSB), a zatim je u prvu
kolonu dodato 100 pl ispitivanog uzorka. Serija dvostrukih razblazenja je postignuta prenoSenjem
100 pl smes$e podloge i ekstrakta hajducke trave u sledecu kolonu, tako da je kona¢na zapremina u
svakom bunarci¢u bila 100 pl. Napravljeno je osam serija razblazenja tako da je koncentracija
hajducke trave varirala u opsegu od 0,16 do 20 mg s.m./ml. U svaki bunarci¢ je dodato 10 pl
bakterijske suspenzije, tako da kona¢na koncentracija bude 5 x 10® CFU/mI. Nakon toga je dodato
10 ul rastvora resazurina. Kontrole su pripremane paralelno sa uzorcima. Jedna kontrola je sadrzala
100 pl TSB podloge, 10 pl resazurina i 10 pl bakterijske suspenzije, druga kontrola je sadrzala 50 pl
TSB podloge, 50 pl ekstrakta i 10 pl resazurina i tre¢a kontrola je sadrzala 50 pul TSB podloge, 50 pl
20 % etanola, 10 pl resazurina i 10 pl bakterijske suspenzije. Mikrotitarske ploce su inkubirane 24 h
na 37 °C. Nakon inkubacije, vizuelno na osnovu boje, odreden je MIK.
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4.5.8.2. Odredivanje antibakterijske aktivnosti metodom razblaZenja

Metoda brojanja poraslih kolonija metodom razblazenja je Siroko primenjivana metoda za
analizu uticaja materijala na vijabinost mikroorganizama (Korica i dr., 2019), a u ovoj disertaciji je
primenjena za ispitivanje antibakterijskog delovanja nanovlaknastin PCL matova sa ekstraktom
hajducke trave. Kao patogeni mikroorganizmi kori$¢eni su S. aureus i P. aeruginosa.

Sveza kultura S. aureus ili P. aeruginosa je razblazena u sterilnom fizioloskom rastvoru
(rastvor 9 g NaCl u 1 L destilovane vode) do kona¢ne koncentracije bakterija od 5 x 107 éelija/ml.
Dobijena suspenzija bakterija (200 pl) je prenesena u 2 ml rastvora PBS u koji je dodat uzorak PCL
nanovlaknastog mata sa suvim ekstraktom hajducke trave, prethodno sterilisan UV osvetljavanjem
15 minuta sa obe strane. Posle inkubacije na 37 °C, u toku 24 h, 1 ml pufera koji je bio u interakciji
sa ispitivanim materijalom je razblazen u 9 ml fizioloSkog rastvora, a zatim je napravljena serija
decimalnih razblazenja od 10> do 10% Iz svakog razblazenja, 10 ul uzorka je zasejano na TSA
podlogu i inkubirano 24 h na 37 °C. Efekat ispitivanog materijala na rast mikroorganizama, odreden
je poredenjem broja formiranih kolonija (eng. colony forming units, CFU) u uzorcima u odnosu na
kontrolu koju je predstavljao uzorak pufera u koji je dodat PCL nanovlaknasti mat bez suvog ekstrakta
hajducke trave. Stepen redukcije, R (%), izracunat je prema jednacini:

R= C°C—‘C 100 % (4.10)

0

gde je Co broj kolonija mikroorganizama na kontrolnoj plo¢i, a C broj kolonija mikroorganizama na
plo¢i sa uzorcima. Test za oba bakterijska soja je ponovljen dva puta i rezultati su predstavljeni kao
srednje vrednosti sa standardnom devijacijom.

4.5.8.3. Odredivanje antibakterijske aktivnosti metodom zone ihnibicije

Antibakterijska aktivnost nanovlaknastih matova sa i bez dodatka cefazolina, kao i
komercijalnih katetera obloZzenih PCL nanovlaknastim matovima sa 20 mas% cefazolina ili 10 mas%
suvog ekstrakta hajducke trave ispitana je metodom zone inhibicije. Kao patogeni mikroorganizmi
kori$¢eni su S. aureus i E. coli.

Ispitivani uzorci (nanovlaknasti matovi sa i bez dodatka cefazolina kruZznog oblika pre¢nika
12 mm i oblozeni kateteri kruznog oblika pre¢nika 8 mm) su UV sterilisani osvetljavanjem na 10 min
sa obe strane. Sveze kulture testiranih mikroorganizama su razblazene u sterilnom fizioloSkom
rastvoru da bi se dobio pocetni broj éelija od ~108 ¢elija/ml. U Petri $olje je razliveno ~15 ml TSA
podloge inokulisane sa 1 ml bakterijske suspenzije kod uzoraka PCL nanovlaknastih matova sa i bez
dodatog cefazolina. TSA ploce su ostavljene da se osuse oko 15 min, nakon Cega su uzorci
nanovlaknastih matova rasporedeni preko inokulisanih Petri Solja. Za ispitivanje antibakterijske
aktivnosti oblozenih katetera koris¢eno je 32 ml podloge top TSA koja je inokulisana sa 1,1 ml
bakterijske suspenzije, tako da je krajnji broj ¢elija bio ~10° éelija/ml u koju su uronjeni uzorci
obloZenih katetera. PloCe su inkubirane na 37 °C tokom 24 h. Nakon perioda inkubacije, zona
inhibicije je odredena za svaki uzorak merenjem prec¢nika bistre zone koja se formirala oko svakog
uzorka (Baranovska-Korczic i dr., 2016). Veli¢ina uzoraka je uzeta u obzir prilikom merenja zone
inhibicije. Za svaki uzorak, s obzirom na odstupanje oblika zone inhibicije rasta od savrSenog kruga,
obavljeno je pet merenja i rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti sa standardnom
devijacijom.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

U ovoj doktorskoj disertaciji razvijeni su postupci za dobijanje novih funkcionalizovanih
nanovlaknastih materijala na bazi PCL. Novi materijali su analizirani ispitivanjem morfoloskih,
termickih i mehanic¢kih svojstava, kao i bioloske aktivnosti. U ovom poglavlju disertacije su
predstavljeni i prodiskutovani rezultati u okviru cetiri odeljka.

U potpoglavlju 5.1. su predstavljeni rezultati dobijeni karakterizacijom PCL nanovlakana sa
antibiotikom cefazolinom kao aktivnom supstancom. Koris¢enjem razli¢itih metoda procesiranja,
ukljuc¢uju¢i emulziono, koaksijalno i elektropredenje iz rastvora, dobijena su elektropredena
nanovlakna. Analizirana je morfologija uzoraka, hemijska interakcija izmedu polimera i cefazolina,
termicka stabilnost dobijenog materijala, kinetika otpustanja leka kao i antibakterijska aktivnost
dobijenih materijala. U tekstu su diskutovana svojstva materijala sa osvrtom na njihovu potencijalnu
primenu.

Potpoglavlje 5.2. obuhvata rezultate dobijene u procesu optimizacije uslova suSenja
rasprsivanjem te¢nog ekstrakta hajducke trave pomoc¢u metode statisticki planiranog eksperimenta.
Primenjena je metoda odzivnih povrsina, pomoc¢u Design Expert softvera i centralni kompozitni
dizajn. Nakon uspostavljanja matematickog modela izmedu variranih parametara procesa i dobijenih
izlaznih promenljivih, uslovi susenja su optimizovani sa ciljem dobijanja sto veceg prinosa ekstrakta
sa o¢uvanim bioloskim svojstvima. Karakterizacija ekstrakta ukljucila je odredivanje sadrzaja suve
materije, sadrzaja ukupnih polifenola, kao osnovnih bioaktivnih supstanci hajducke trave,
antioksidativne i antibakterijske aktivnosti suvog ekstrakta.

U potpoglavlju 5.3. su predstavljeni rezultati dobijeni karakterizacijom PCL nanovlakana sa
suvim ekstraktom hajducke trave. Ekstrakt hajducke trave pokazuje antimikrobna i antioksidativna
svojstva §to ga ¢ini pogodnim izvorom bioloski aktivnih supstanci na prirodnoj bazi za dobijanje
funcionalizovanih biomaterijala. Koris¢enjem metode elektropredenja iz rastvora, dobijena su
elektropredena nanovlakna na bazi PCL sa inkorporiranim suvim ekstraktom hajducke trave koji je
dobijen pod optimalnim uslovima susenja. Analizirani su morfologija uzoraka, hemijska interakcija
izmedu polimera i suvog ekstrakta, termicka i mehanicka svojstva dobijenog materijala, kinetika
otpustanja polifenola kao i bioloska aktivnost dobijenih materijala.

Potpoglavlje 5.4. predstavlja karakterizaciju materijala dobijenih adhezijom obloga od PCL
nanovlaknastih matova sa 20 mas% cefazolina odnosno 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave na
komercijalno dostupne gumene i silikonske katetere. U ovom potpoglavlju je analizirana efikasnost
adhezije i adekvatnost primene obloga od novorazvijenih nanovlaknastih materijala kao obloga za
katetere u cilju postizanja bioloske aktivnosti, konkretno sprecavanja infekcije povezane sa
urinarnom kateterizacijom.

5.1. Karakterizacija PCL nanovlakana sa cefazolinom

U cilju dobijanja nanovlakana sa antibakterijskim dejstvom ispitana je mogucnost
inkorporacije 20 mas% antibiotika cefazolina u PCL nanovlakna procesirana metodom
elektropredenja. Uporedene su karakteristike materijala dobijenih elektropredenjem iz rastvora,
emulzionim i koaksijalnim elektropredenjem. Dobijena nanovlakna su okarakterisana u smislu
morfologije, hemijske interakcije izmedu leka i polimera, termickih svojstava materijala, profila
oslobadanja leka iz nosaca, kao i antibakterijske aktivnosti materijala.
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5.1.1. Morfoloske karakteristike PCL nanovlakana sa cefazolinom

Za odredivanje morfoloskih karakteristika elektropredenih nanovlakana, koris¢ena je
skenirajuc¢a elektronska mikroskopija sa emisiom polja (FE-SEM). Inicijalno je ispitan uticaj
razli¢itih rastvaraca i metoda procesiranja na karakteristike PCL nanovlakana bez dodatka aktivne
supstance. Rastvor PCL1 napravljen je rastvaranjem PCL granula u smesi rastvarata DMF/DCM
(1:4) i procesiran metodom elektropredenja iz rastvora. Tokom procesa elektropredenja, primenjen
je napon od 20 kV, dok je protok bio 2 mi/h. Analizom FE-SEM mikrografija ovako dobijenih PCL1
nanovlakana (slika 5.1. (a)) moze se zakljuciti da su dobijena nanovlakna uglavnom bila razdvojena
bez znacajnih kontakta povrs$ina. Emulzioni rastvor PCL2 je pripremljen rastvaranjem PCL u smesi
rastvaraca hloroform/metanol (4:1) sa dodatkom Span-80 (1% v/v) i procesiran elektropredenjem iz
rastvora sa primenjenim naponom od 16 kV i protokom od 8 ml/h. Prilikom emulzionog
elektropredenja dobijena su donekle slepljena nanovlakna (slika 5.1. (b)). U cilju procesiranja
nanovlakana sa strukturom jezgro-omota¢, primenjena je metoda koaksijalnog elektropredenja i
napravljena su dva rastvora PCL. PCL je rastvoren u TFE (4 mas%) za dobijanje rastvora ,,omotaca‘
i PCL rastvoren u TFE (8 mas%) za dobijanje rastvora ,,jezgra®, procesiran pri koris¢enu napona od
30 kV i protoku rastvora ,,jezgra“ od 0,6 ml/h i protoku rastvora ,,omotac¢a“ od 1 mi/h. Jezgro-omotac
nanovlakna dobijena iz TFE rastvaraca, izgradila su mreze tokom elektropredenja (slika 5.1. (c)).

Slika 5.1. FE-SEM mikrografije nanovlakana: (a) PCL1 (PCL elektropreden iz rastvora smese
rastvarata DMF/DCM (1:4)), (b) PCL2 (PCL elektropreden iz emulzionog rastvora smese
rastvaraca hloroform/metanol (4:1) uz dodatak surfaktanta Span-80 (1% v/v)) i (c) PCL3 (PCL
elektropreden koaksijalnom metodom iz rastvarac¢a TFE)

Analiza FE-SEM mikrografija obavljena u Image-Pro Plus softverskom paketu pokazala je
da su procesirana nanovlakna imala razli¢ite pre¢nike sa relativno Sirokom distribucijom dimenzija
koja prati normalnu krivu raspodele za sva tri ispitivana tipa PCL nanovlakana (slika 5.2.).
Procesirana PCL nanovlakna dobijena elektropredenjem iz rastvora (PCL1), emulzionog (PCL2) i
koaksijalnog elektropredenja (PCL3) imala su srednje pre¢nike od 0,717 + 0,227 um, 0,277 +
0,085 um i 0,102 + 0,028 um, redom. Raspodela prec¢nika nanovlakana na osnovu FE-SEM
mikrografija, za sva nnaovlakna, prikazana je naslici 5.2. (a,b,c).
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Slika 5.2. Raspodela pre¢nika nanovlakana: (a) PCL1 (PCL elektropreden iz rastvora smese
rastvaraca DMF/DCM (1:4)), (b) PCL2 (PCL elektropreden iz emulzionog rastvora smese
rastvaraca hloroform/metanol (4:1) uz dodatak surfaktanta Span-80 (1% v/v)) i (c) PCL3 (PCL
elektropreden koaksijalnom metodom iz rastvaraca TFE)

Najveci pre¢nik dobijen je u nanovlaknima elektropredenim iz rastvora pri koriséenju
rastvarata DMF/DCM (PCL1). Pre¢nik nanovlakana se smanjio pri kori§¢enju smese rastvaraca
hloroform/metanol (4:1) uz dodatak surfaktanta (Span-80) kod PCL2 nanovlakana. Smanjenje
pre¢nika moze se pripisati uticaju dodatka surfakanta, koju su prijavili i drugi istrazivaci (Johnson i
dr., 2021). Takode, s obzirom da je najvisi napon primenjen pri dobijanju PCL3 nanovlakana, moze
se uoditi da je primenjeni napon imao uticaj na formiranje tanjih nanovlakana. Naime, pri visokom
naponu zbog vece elektrostaticke interakcije u naelektrisanom rastvoru dolazi do veceg istezanja i
stvaranja vece odbojne sile u mlazu fluida pri ¢emu se stvaraju vlakna malog pre¢nika (Buchko i dr.,
1999). Ovaj efekat moze se primetiti kod elektropredenih PCL nanovlakana, jer je najmanji pre¢nik
nanovlakana dobijen pri uslovima kada je primenjen najveci napon tokom procesa (PCL3 - 30 kV),
u odnosu na ostala dva sistema (PCL2 - 16kV i PCL1- 20 kV).

Poznato je da brzina protoka rastvora ima uticaj na veli¢inu prec¢nika vlakana, pri ¢emu se sa
povecanjem brzine protoka povecava i pre¢nik vlakana (Taylor, 1969). Najmanja brzina protoka je
primenjena pri procesiranju PCL3 nanovlakana, pri ¢emu ona i imaju najmanji precnik. Mogla bi se
uociti kontradiktornost analizom uticaja brzine protoka na pre¢nik PCL1 i PCL2 nanovlakana, jer je
primenjena manja brzina protoka kod PCL1 nanovlakana, a dobijena je veca vrednost srednjeg
preénika u poredenju sa PCL2 nanovlaknima koja su elektropredena pri vecoj brzini protoka. O¢ito
je u ovom slucaju na debljinu nanovlakana vec¢i uticaj ostvario primenjeni napon, koji je pri
procesiranju PCL1 nanovlakana bio vec¢i u odnosu na napon primenjen pri elektroptedenju PCL2
nanovlakana (20 kV naspram 16 kV).

Pod istim uslovima pod kojima su dobijena PCL nanovlakna proizvedena su nanovlakna sa
dodatkom 20 mas% cefazolina. Naime, procesirana su tri tipa nanovlakana - S1 nanovlakna su
dobijena rastvaranjem PCL u smesSi rastvarata DMF/DCM (1:4) uz dodatak antibiotika koji je
direktno rastvoren u smesi rastvaraca DMF/DCM i procesirana metodom elektropredenja iz rastvora.
S2 nanovlakna su dobijena rastvaranjem PCL u smesi rastvaraca hloroform/metanol (4:1) sa
dodatkom Span-80 (1% v/v) i antibiotika (prethodno rastvorenog u vodi) i procesirana metodom
elektropredenja iz rastvora. S3 nanovlakna su dobijena koaksijalnim elektropredenjem, pri ¢emu je
rastvor za ,,omotac* dobijen rastvaranjem PCL u TFE (4 mas%), a rastvor ,,jezgra“ rastvaranjem PCL
u TFE (8 mas%) uz dodatak antibiotika (prethodno rastvorenog u vodi). FE-SEM mikrografije
dobijenih nanovlakana za uzorke sa inkorporiranim cefazolinom: S1, S2 i S3 prikazane su na slici
5.3. (a,b,c), redom. Nanovlakna iz S1, S2 i S3 su pokazala slicne obrasce formiranja i slicne
morfoloske karakteristike kao PCL nanovlakna, sto pokazuje da dodatak cefazolina nije ugrozio
formiranje nanovlakana tokom procesa elektropredenja.
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Slika 5.3. FE-SEM mikrografije nanovlakana: (a) S1 (dobijena rastvaranjem PCL u smesi
rastvaraca DMF/DCM (1:4) uz dodatak antibiotika i procesirana metodom elektropredenja iz
rastvora), (b) S2 (dobijena rastvaranjem PCL u smesi rastvaraca hloroform/metanol (4:1) sa
dodatkom Span-80 (1% v/v) i antibiotika procesirana metodom elektropredenja iz rastvora) i (c) S3
(dobijena koaksijalnim elektropredenjem, rastvor za ,,omota¢* dobijen rastvaranjem PCL u TFE,
rastvor ,,jezgra“ rastvaranjem PCL u TFE uz dodatak antibiotika)

FE-SEM analiza je pokazala da su nanovlakna ujednacena po izgledu, bez kapljica i perli, i
da je cefazolin uspesno ugraden u nanovlakna bez vidljivih kristala na povrsini nanovlakana u svim
ispitivanim uzorcima.

Analizom FE-SEM mikrografija pomocu Image-Pro Plus softverskog paketa, utvrdeno je da
su srednji pre¢nici uzoraka nanovlakana S1, S2 i S3 iznosili 0,434 £ 0,112 pm, 0,205 £ 0,076 pm i
0,090 £ 0,034 um, redom (slika 5.4.). Uticaj dodatka cefazolina na pre¢nik dobijenih PCL
nanovlakana analiziran je poredenjem preénika PCL nanovlakana sa i bez dodatka cefazolina
procesiranim pod istim uslovima. Za utvrdivanje statisticke znacajnosti koris¢en je Studentov t-test
(Grech, 2018), a razlika se smatrala statisti¢ki zna¢ajnom sa p vrednoscu manjom od 0,05. Dodavanje
leka je uzrokovalo statisticki znacajno smanjenje preénika svih ispitivanih nanovlakana (p < 0,01).
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Slika 5.4. Raspodela pre¢nika nanovlakana: (a) S1 (dobijena rastvaranjem PCL u smesi rastvaraca
DMF/DCM (1:4) uz dodatak antibiotika i procesirana metodom elektropredenja iz rastvora), (b) S2
(dobijena rastvaranjem PCL u smesi rastvarac¢a hloroform/metanol (4:1) sa dodatkom Span-80 (1%
v/Vv) i antibiotika procesirana metodom elektropredenja iz rastvora) i (c) S3 (dobijena koaksijalnim

elektropredenjem, rastvor za ,,omota¢* dobijen rastvaranjem PCL u TFE, rastvor ,,jezgra“
rastvaranjem PCL u TFE uz dodatak antibiotika)

Postoji vise razloga zbog kojih je dodatak cefazolina u rastvor uslovio smanjenje pre¢nika
elektropredenih nanovlakana. Provodljivost rastvora utice na preénik vlakana; jer povecanje
provodljivosti rastvora povecava gustinu naelektrisanja na povrsini kapljice i uzrokuje smanjenje
pre¢nika vlakna. Provodljivost rastvora polimera moze se povecati dodavanjem elektrolita, poput
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jonskih soli ali i lekova u rastvor. Povecana gustina naelektrisanja uzrokuje smanjenje sila koje deluju
na mlaz dok putuje kroz elektri¢no polje, sto rezultira dobijanju vlakana manjeg pre¢nika, kao sto je
objavljeno i u drugim studijama (Luong-Van i dr., 2006; Zong i dr., 2002; Kim i dr., 2004). Dodavanje
visokog sadrzaja cefazolina (20 mas%, u obliku Na* soli) rastvoru za elektropredenje u ovoj
disertaciji je dovelo do povecanja gustine naelektrisanja, koje je uslovilo statisti¢ki znac¢ajno
smanjenje pre¢nika nanovlakana u svim ispitivanim sistemima.

5.1.2. Hemijske interakcije u PCL nanovlaknima sa cefazolinom

Hemijske strukture cefazolina, PCL nanovlakana, kao i njihove eventualne hemijske
interakcije u PCL nanovlaknima sa inkorporiranim cefazolinom analizirane su metodom infracrvene
spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (FTIR). Analizom spektara nije primecena znacajna
razlika izmedu FTIR spektara ¢istih komponenti i PCL elektropredenih nanovlakana u razli¢itim
rastvara¢ima sa dodatkom cefazolina (u uzorcima S1, S2 i S3). Slika 5.5. prikazuje FTIR spektar
Cistog antibiotika, PCL nanovlakana i PCL nanovlakana koja sadrze cefazolin (S1 kao primer).

FTIR spektar cefazolina pokazuje pik na oko 3300 cm™ koji potice od N—H istezajucih
vibracija. Pikovi na 1761 cm™ i 1605 cm™ se pripisuju C=0 vibracijama istezanja iz p-laktamskog
prstena i ciklicnog amida, redom (Gurkan i dr., 2012). N—H savijanje amida izvan prstena uslovljava
apsorpciju zraéenja na 1542 cm™ koje je karakteristiéno za Kristalni oblik cefazolina. Pik na 742 cm™
poti¢e od N—H vibracija istezanja i savijanja van ravni tetrazolnog prstena.

Spektar PCL nanovlakana pokazuje karakteristicke apsorpcione trake na 2935 cm™ i 2867 cm
usled asimetri¢nog i simetri¢nog rastezanja —CHp, redom. Istezanje karakteristi¢no za karbonilnu grupu
se pojaviljuje na 1727 cm™, dok je za C—O i C—C veze iz kristalne faze zabelezen pik na 1294 cm™. Pikovi
na 1240 cm™ i 1170 cm? potic¢u od asimetri¢nog i simetritnog C—O—C istezanja, redom (Veras i dr.,
2016).
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Slika 5.5. FTIR spektri cefazolina, PCL nanovlakana (PCL elektropreden iz rastvora smese
rastvaraca DMF/DCM (1:4)) i S1 (dobijen rastvaranjem PCL u smesi rastvarata DMF/DCM (1:4)
uz dodatak antibiotika procesiran metodom elektropredenja iz rastvora)

Poredenjem FTIR spektara PCL nanovlakana sa i bez cefazolina moze se zakljuciti da je lek
zadrzan u svim ispitivanim nanovlaknima, nezavisno od primenjene metode elektropredenja. Spektar
PCL nanovlakana sa cefazolinom pokazuje pikove na 2935 cm™ i 2867 cm™, koji poti¢u od asimetriénog
i simetriénog rastezanja —CHy, koji su karakteristi¢ni za PCL nanovlakna. Oko 1730 cm™, u FTIR spektru
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sva tri uzorka sa cefazolinom postojao je intenzivan pik koji potice od karbonilne veze (C=0) koja postoji
u PCL nanovlaknima. Pik karakteristi¢an za karbonilnu vezu se ne moze Koristiti za identifikaciju leka jer
ovu grupu sadrzi i PCL, a pikovi koji identifikuju cefazolin u nanovlaknastim matovima S1, S2 i S3 poti¢u
od C=0 vibracija istezanja ciklicnog amida na 1605 cm™ i N-H savijanja amida izvan prstena na
1542 cm™ (Gurkan i dr., 2012; Rath i dr., 2016). Ovi identifikacioni pikovi dokazuju da cefazolin nije
reagovao sa polimerom, niti se razgradio tokom procesa elektropredenja.

5.1.3. Termicka svojstva PCL nanovlakana sa cefazolinom

DSC je uraden u cilju proucavanja termickih svojstava PCL nanovlaknastih matova sa i bez
inkorporiranog cefazolina. Odredeni su temperatura topljenja (Tm), entalpija topljenja (AHm) i stepen
kristalini¢nosti (ym) nanovlaknastih matova (tabela 5.1.). Koris¢enjem dobijene entalpije topljenja i
entalpije topljenja 100 % kristalini¢cnog PCL, odreden je stepen kristalini¢nosti PCL nanovlaknastih
matova kori$cenjem jednacine 4.2.

Tabela 5.1. Termicka svojstva PCL nanovlaknastih matova sa i bez dodataka cefazolina

Uzorak  Temperatura topljenja Entalpija topljenja Stepen kristalini¢nosti
Tm, °C AHm, J/g 1m, %
PCL1 60,7 52,4 37.6
PCL2 59,5 55,1 39,5
PCL3 62,1 68,6 49,2
s1 59,3 50,4 36,1
S2 58,4 53,5 38,3
S3 61,9 62,5 44.8

DSC termogrami PCL nanovlakana su prikazani na slici 5.6. i pokazuju da se temperatura
topljenja (Tm) dobijenih nanovlakana nalazi u opsegu 59-62 °C, sto je u skladu sa podacima iz
literature (Estelles i dr., 2008; Woodruff i Hutmacher, 2010). Na slici se moze primetiti da su
vrednosti Tm za PCL nanovlakna dobijena elektropredenjem iz rastvora i koaksijalnim
elektropredenjem (PCL1 i PCL3) 60,7 °C i 62,1 °C, redom. U slu¢aju emulzionog elektropredenja
(PCL2), usled dodavanja Span-80, koji deluje kao plastifikator, zabelezena je nesto niza vrednost Tm
(59,5 °C).
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Slika 5.6. DSC termogram zagrevanja za PCL1 (PCL elektropreden iz rastvora smese rastvaraca
DMF/DCM (1:4)), PCL2 (PCL elektropreden iz emulzionog rastvora smese rastvaraca
hloroform/metanol (4:1) uz dodatak surfaktanta Span-80) i i PCL3 (PCL elektropreden

koaksijalnom metodom iz rastvaraca TFE)

DSC termogrami nanovlakana sa inkorporiranim cefazolinom prikazani na slici 5.7. pokazuju
da su Tm za S1, S2 i S3 (59,3 °C, 58,4 °C i 61,9 °C, redom) nize od Tm za PCL1, PCL2 i PCL3
nanovlakana (60,7 °C, 59,5 °C i 62,1 °C, redom). Snizenje temperature topljenja (Tm) i entalpije
topljenja (AHm) PCL nanovlakana sa cefazolinom moze se objasniti ¢injenicom da je 20 mas%
inkorporiranog leka smanjilo kristalini¢nost PCL nanovlakana (Ruckh i dr., 2012; Potr¢ i dr., 2015).
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Slika 5.7. DSC termogram zagrevanja za S1 (nanovlakna dobijena rastvaranjem PCL u smesi
rastvaraca DMF/DCM (1:4) uz dodatak antibiotika procesirana metodom elektropredenja iz
rastvora), S2 (nanovlakna dobijena rastvaranjem PCL u smesi rastvaraca hloroform/metanol (4:1) sa
dodatkom Span-80 (1% v/v) i antibiotika procesirana metodom elektropredenja iz rastvora) i S3

(nanovlakna dobijena koaksijalnim elektropredenjem, rastvor za ,,omotac* dobijen rastvaranjem
PCL u TFE, rastvor ,,jezgra“ rastvaranjem PCL u TFE uz dodatak antibiotika)
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Ponovljenim DSC merenjem PCL nanovlakana sa inkorporiranim cefazolinom, utvrdeno je
da u nanovlaknastom matu koje je dobijeno elektropredenjem iz rastvora (S1) lek nije u amorfnom
stanju, ve¢ zaostaje u kristalnom obliku, o0 ¢emu svedodi prisustvo endotermnog pika karakteristi¢nog
za tacku topljenja cefazolina na 176,1 °C (slika 5.8.). U objavljenoj literaturi, Trm cefazolina nalazi se
u opsegu 169-196 °C (Maleki i dr., 2016; Rath i dr., 2016). Cefazolin inkorporiran u PCL nanovlakna
bio je u amorfnom stanju u uzorcima nanovlaknastog mata S2 i S3, 0 ¢emu svedoci odsustvo
karakteristi¢nog endotermnog pika na termogramima S2 i S3 nanovlaknastih materijala (slika 5.8.).
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Slika 5.8. DSC termogram zagrevanja za cefazolin, S1 (nanovlakna dobijena rastvaranjem PCL u
smesi rastvarata DMF/DCM (1:4) uz dodatak antibiotika procesirana metodom elektropredenja iz
rastvora), S2 (nanovlakna dobijena rastvaranjem PCL u smesi rastvarac¢a hloroform/metanol (4:1) sa
dodatkom Span-80 (1% v/v) i antibiotika procesirana metodom elektropredenja iz rastvora) i S3
(nanovlakna dobijena koaksijalnim elektropredenjem, rastvor za ,,omota¢* dobijen rastvaranjem
PCL u TFE, rastvor ,,jezgra“ rastvaranjem PCL u TFE uz dodatak antibiotika)

Tokom DSC analize moguce su promene polimorfnog oblika cefazolina usled zagrevanja, na
osnovu cega se moze zakljuciti da DSC nije apsolutno pouzdana tehnika za identifikaciju stanja
polimorfnih supstanci poput cefazolina prisutnog u uzorku (Kajdi¢ i dr., 2018). DSC studije su
sprovedene da bi se ustanovile termicke karakteristike elektropredenih nanovlakana pripremljenih u
razli¢itim smeSama rastvaraca i procesiranim razli¢itim metodama elektropredenja. Na osnovu DSC
rezultata, zakljuceno je da je cefazolin inkorporiran u PCL nanovlakna prisutan kao amorfna
molekularna ¢vrsta disperzija (uzorci S2 i S3) i u kristalnoj formi (uzorak S1). Kristalni oblik je
potvrden i FTIR rezultatima cefazolina i uzorka S1. Karakteristi¢na traka na 1542 cm™ (amid 11 traka)
identifikovana je samo kod kristalnih oblika cefazolina u elektropredenim nanovlaknima u uzorku S1
(Kamat i dr., 1988).

Proces pripreme razli¢itih nanovlakana direktno je odgovoran za prisustvo kristalne forme
cefazolina u S1 nanovlaknastom matu i amorfne forme u nanovlaknastim matovima S2 i S3. Naime,
za pripremu nanovlakana, koris¢en je PCL u razli¢itim rastvaraéima: DMF/DCM (S1),
hloroform/metanol (S2) i TFE (S3), jer je PCL dobro rastvorljiv u ovim rastvara¢ima i dobijena
nanovlakna su bila uniformna, bez kapljica i perli u ovoj disertaciji kao i u studijama drugih (Jang i
dr., 2015; Hu i dr., 2015; Sultanova i dr., 2016; Al Rez i dr., 2015; Qin i Wu, 2012). U uzorku S1,
polimer i lek su rastvoreni u smesi organskih rastvaraca DMF/DCM u odnosu 1:4. Cefazolin je
prakti¢no nerastvorljiv u DCM (Pedroso i Salgado, 2013), ali se rastvara u DMF (Wu i dr., 2005) i
slaba rastvorljivost u jednom od rastvaraca koris¢enom za dobijanje nanovlaknastog mata S1 moze
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da objasni prisustvo zaostale kristalne strukture leka u nanovlaknima. Medutim, u strukturi jezgro-
omota¢ (S3) i u nanovlaknima elektropredenim iz rastvora sa surfakantom (S2), lek je najpre bio
rastvoren u vodi, a zatim u organskim rastvara¢ima zajedno sa polimerom. U ovim uzorcima cefazolin
je bio u amorfnom stanju i potpuno rastvoren i kao takav je detektovan u nanovlaknima DSC i FTIR
metodom. lako je bio prisutan u kristalini¢noj formi, cefazolin je bio potpuno inkorporiran i u S1
nanovlakna, sto je pokazano na FE-SEM mikrografijama.

5.1.4. Kinetika oslobadanja leka iz PCL nanovlakana sa cefazolinom

PCL ima veoma sporu stopu razgradnje, u odnosu na druge biorazgradive poliestre, kao sto
su npr. PLA i PLGA, i ne bubri kada je uronjen u PBS. Stoga je mehanizam oslobadanja leka iz PCL
nanovlakana prvenstveno kontrolisan difuzijom (Sultanova i dr., 2016). U ovoj doktorskoj sisertaciji,
ispitana je kinetika oslobadanja cefazolina iz elektropredenih PCL nanovlaknastih matova dobijenih
razli¢itim metodama elektropredenja (S1, S2 i S3) u toku 30 dana. Kumulativno oslobadanje
cefazolina u odnosu na vreme pokazuje znacajne razlike u Kinetici otpustanja leka iz tri ispitivana
uzorka (slika 5.9.).

Kinetika oslobadanja zavisi od vrste leka, njegove kristalini¢nosti, rastvorljivosti, veli¢ine
Cestica I koli¢ine farmaceutskih doza. Lekovi rastvorljivi u vodi se uglavnom oslobadaju difuzijom,
dok se lekovi slabo rastvorljivi u vodi oslobadaju prilikom razgradnje matrice polimera (Costa i Sousa
Lobo, 2001). Lek koji je koris¢en u ovom ispitivanju je rastvorljiv u vodi, pa se o¢ekuje da je
oslobadanje leka uslovljeno difuzijom i zbog hemijske prirode primenjenog leka i zbog hemijske
prirode polimera. Faktori koji uticu na kinetiku oslobadanja leka a koji zavise od svojstva polimera
ukljucuju molekulsku masu, distribuciju molekulske mase i kristalini¢nost. Na primer, PCL sa
standardnom molekulskom masom (80 kDa) se razgraduje vecom brzinom od PCL sa ultra visokom
molekulskom masom (500 kDa) (Leong i dr., 2016). U ovoj disertaciji korisé¢en je PCL standardne
molekulske mase od 80000 g/mol da bi se obezbedilo relativno brzo oslobadanje leka, sto je pogodno
za primenu u urinarnim kateterima. Na Kinetiku oslobadanja leka iz nanovlaknastih matova u najvecoj
meri uticu karakteristike nanovlakana koje su i bile odreduju¢e za postizanje znacajno razlicitih
kineti¢kih profila otpustanja cefazolina iz tri ispitivana nanovlaknasta mata.

U pocetnoj fazi primeceno je izuzetno brzo oslobadanje leka iz uzoraka S1 i S3, nakon cega
je usledilo postepeno kontrolisano oslobadanje u periodu od 30 dana. Ovakva dinamika otpustanja
leka moze se objasniti ¢injenicom da se tokom procesa elektropredenja, deo cefazolina u obliku
njegove natrijumove soli zadrzava na povrsini ili blizu povr$ine nanovlakana, i ova koli¢ina leka se
izuzetno brzo otpusta iz nanovlakana. Uz to, brzo oslobadanje prvog dana iz uzoraka S1 i S3 moze
se pripisati slabijim interakcijama izmedu frakcije cefazolina i PCL, kao $to je objavljeno i u drugoj
studiji (Maleki i dr., 2016).

Na inkorporiranje leka u nanovlakna i oslobadanje iz nanovlakana mogla je uticati
temperatura staklastog prelaza (Tg) PCL koja je relativno niska i iznosi —60 °C. Staklasto stanje
polimera sa visim Tq minimalizuje prodiranje vode u nanopore u pojedina¢nim nanovlaknima i unutar
nanovlaknastog mata. Takvi polimeri uspesno ugraduju lek u matricu, za razliku od polimera sa
nizom Tg, kao $to je PCL. PCL se na ispitivanoj temperaturi (37 °C) nalazi u gumolikom stanju i
pokazuje izrazeniji efekat naglog oslobadanja leka, kao sto je ranije objavljeno za naglo otpustanje
antibiotika ciprofloksacina iz PCL nanovlakana (Zupanci¢ i dr., 2016).

Uprva24h,33+2,7%i17 +1,1 % leka je otpusteno iz uzoraka S1 i S3, redom (slika 5.9.).
Posle dve nedelje ukupno 52 + 2,8 % cefazolina je oslobodeno iz S1 130 £ 1,1 % iz S3. Posle 30
dana, skoro 68 4,7 % i 43 = 3,1 % leka je otpusteno iz S1 i S3, redom. Na osnovu dobijenih profila
oslobadanja leka, moze se zakljuciti da, nakon naglog oslobadanja leka iz S1, otpustanje leka je
usporeno, ali je procent oslobodenog leka rastao tokom vremena ispitivanja. Uzorak S3, nakon
pocetnog naglog oslobadanja jedne kolic¢ine leka, pokazao je konstantno kontrolisano oslobadanje,
Sto se moze pripisati strukturi nanovlakana jezgro-omota¢. Moze se zakljuciti da je sloj PCL
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nanovlakana koji ¢ini strukturu ,,omotac¢a“ odgovoran za sporiju difuziju leka u odnosu na
nanovlaknasi mat uzorka S1 u kom ne postoji omotac.

Uzorak S2 je pokazao znacajno sporiji profil otpustanja od druga dva analizirana uzorka
nanovlaknastog mata tokom celog ispitivanog perioda od 30 dana. Da bi se sprecila sklonost
hidrofilnih lekova da budu zarobljeni na povrsini vlakana $to dovodi do izuzetno brzog oslobadanja
leka, kao metoda procesiranja vlakana koristi se emulziono elektropredenje (Kenawy i dr., 2009). U
ovoj doktorskoj disertaciji za dobijanje nanovlaknastog mata S2 primenjeno je elektropredenje iz
rastvora uz dodatak surfaktanta Span-80, u organski rastvarac. Molekuli cefazolina su u ovakvom
sistemu ,,obmotani surfaktantom i polimerom, i formirana je struktura ,,jezgro-omotac* tokom
procesa elektropredenja. Posto je vecina leka inkorporirana u jezgru, hidrofobni polimerni omotac¢
odvaja lek od vodenog rastvora u koji je uronjen polimerni nosa¢ leka sto dovodi do sporijeg
oslobadanja leka iz emulziono elektropredenih nanovlakana (Hu i dr., 2015). Kao sto je prikazano na
slici 5.9. tokom prva 24 h nije detektovano oslobadanje leka iz uzorka S2. Drugog dana zabeleZeno
je minimalno oslobadanje od 0,8 £ 0,17 % ukupne koli¢ine inkorporiranog cefazolina, dok je posle
dve nedelje taj procenat bio oko 3 + 0,17 %. U periodu od 30 dana, samo 5 + 0,21 % leka je otpusteno
iz nanovlaknastog mata S2.

Kumulativno oslobadanje leka (%)
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Slika 5.9. Kumulativno oslobadanje cefazolina iz S1 (nanovlakna dobijena rastvaranjem PCL u
smesi rastvarata DMF/DCM (1:4) uz dodatak antibiotika procesirana metodom elektropredenja iz
rastvora), S2 (nanovlakna dobijena rastvaranjem PCL u smesi rastvara¢a hloroform/metanol (4:1) sa
dodatkom Span-80 (1% v/v) i antibiotika procesirana metodom elektropredenja iz rastvora) i S3
(nanovlakna dobijena koaksijalnim elektropredenjem, rastvor za ,,omotac* dobijen rastvaranjem
PCL u TFE, rastvor ,,jezgra“ rastvaranjem PCL u TFE uz dodatak antibiotika) (adaptirano iz
Radisavljevic i dr.,2018)

Rezultati in vitro testa oslobadanja cefazolina su fitovani matemati¢ckim modelima- modelima
nultog i prvog reda, kao i Higuci (Higuchi) i Korsmejer-Pepas (Korsmeyer-Peppas) modelima, kako
bi se ustanovio model oslobadanja cefazolina iz nanovlakana. Koeficijent korelacije (r?) izmedu
modelom predvidenih i eksperimentalno dobijenih vrednosti, dobijen regresionom analizom
podataka, bio je kriterijum za odabir kinetickog modela koji najbolje odgovara kinetici oslobadanja
leka. Za sve modele, skoro svi sistemi su pokazali relativno dobre koeficijente korelacije, u rasponu
od 0,850 do 0,973. Higu¢ijev model je pokazao najvecu vrednost r? za uzorke S1, S2 i S3, to ukazuje
da se difuzija cefazolina iz svih sistema odvija prema Higuc¢ijevom modelu. Regresirana jednacina za
Higucijev model je imala oblik:
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Q: = 13,07 t*2 (r> = 0,98, uzorak S1) (5.1)
Q:=0,69 t2 (r? = 0,99, uzorak S2) (5.2)
Q:=8,18 t*2(r? = 0,97, uzorak S3) (5.3)

pri ¢emu u navedenim jednacinama Q: predstavlja koli¢inu cefazolina rastvorenog u vremenu t, a Ky
konstantu oslobadanja za svaki uzorak S1, S2 i S3. Primena Higuc¢ijevog modela moze se koristiti za
opisivanje rastvaranja leka iz matriks tableta sa lekovima rastvorljivim u vodi, $to je bio slu¢aj u ovoj
disertaciji (Dash i dr., 2010).

Da bi se ispitao nac¢in mehanizma transporta leka iz nanovlaknastih matova, eksperimentalni
rezultati oslobadanja leka su takode fitovani Korsmejer-Pepas (Korsmeyer-Peppas) modelom. U
ovom modelu, vrednost n (eksponent otpustanja) koristi se za karakterizaciju razli¢itog mehanizma
oslobadanja leka iz cilindri¢énih matrica. Razli¢iti opsezi vrednosti eksponenta otpustanja ukazuju na
razli¢itu difuziju leka kroz polimernu matricu. Vrednost n za uzorke nanovlaknastih matova S1, S2 i
S3 bila je 0,224, 0,490 i 0,204, redom. Ove vrednosti su nize od 0,5, $to na osnovu analiza vrednosti
eksponenta otpustanja ukazuje na Pseudo-Fikovu difuziju, koja je u skladu sa cilindri¢nom
strukturom nanovlaknastih matova (tabela 4.3.) (Grkovic i dr.,2017).

5.1.5. Antibakterijska aktivnost PCL nanovlakana sa cefazolinom

Antibakterijski efekat elektropredenih PCL nanovlakana sa cefazolinom ispitan je prema dve
dr., 2015; Li i dr., 2014). Medicinska sredstava ¢ija primena je povezana sa infekcijom bakterijom S.
aureus mogu biti intravaskularni kateteri (linijska sepsa), ortopedski uredaji, respiratori, protetski
zalisci, vaskularni transplantati i uroloski instrumenti (Wasserman i Taljaard, 2011). Ozbiljne
stafilokokne infekcije mogu biti endokarditis ili infekcije kostiju i zglobova, dok su manje teske
stafilokokne infekcije koze i mekih tkiva (Rayner i Munckhof, 2005). S. aureus je vodeci uzro¢nik
bakteriemije, sepse, peritonitisa, pneumonije i endokarditisa, dok se E. coli najcesce povezuje sa
infekcijama urinarnog trakta (Kim i dr., 2014; Fisher i dr., 2015).

Antibakterijsko dejstvo nanovlaknastih matova ispitano je in vitro disk metodom merenjem
pre¢nika zone inhibicije rasta patogenih bakterija. Zona inhibicije je posmatrana kao jasna kruzna
povrSina oko ispitivanog uzorka. PCL nanovlakna bez cefazolina su koriscena kao kontrole.
Ispitivanja su pokazala da ne dolazi do inhibicije rasta patogenih bakterija oko kontrolnih uzoraka
(slike 5.10-5.12.). Stoga se moze zaklju¢iti da PCL nanovlakna bez cefazolina nemaju antibakterijski
efekat, sto je u skladu sa prethodnim izvestajem (Lim i Sultana, 2016).

Kao sto je ocekivano, PCL nanovlakna sa cefazolinom za svaki od ispitivanih uzoraka (S1,
S2 i S3), za obe bakterije, pokazala su antibakterijsku aktivnost (slike 5.10-5.12.). Velike zone
inhibicije dokazale su da je cefazolin u nanovlaknima ostao u aktivnhom obliku, $to sugerise da je
njegovo inkorporiranje u polimerna nanovlakna bilo uspesno.

Zona inhibicije oko uzorka S1 bila je 3,7 + 0,1 cm u pre¢niku za E. coli i 4,9 + 0,3 cm za S.
aureus (slika 5.10.). PCL nanovlaknasti matovi sa cefazolinom u S1, pokazali su veée zone inhibicije
u odnosu na druga dva ispitivana uzorka (S2 i S3). Ovo je ocekivan rezultat imajuci u vidu da je u
prva 24 h, 33 = 2,7 % leka otpusteno iz uzorka S1, dok je procenat otpustenog leka za druga dva
uzorka (S2 i S3) bio maniji.
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Slika 5.10. Mikrobioloske ploce ispitivanja uticaja nanovlaknastog mata S1 (nanovlakna dobijena
rastvaranjem PCL u smesi rastvarata DMF/DCM (1:4) uz dodatak antibiotika procesirana metodom
elektropredenja iz rastvora) na rast patogene Gram-negativne bakterije E. coli i Gram-pozitivne
bakterije S. Aureus sa histogramom pre¢nika zone inhibicije

Za S2, zona inhibicije oko ispitivanog uzorka je bila2 £ 0,4 cm zaE. colii 2,5+ 0,6 cm za S.
aureus (slika 5.11.). Uzorak S2 je pokazao znac¢ajno sporiji profil otpustanja od druga dva analizirana
uzorka (S1 i S3), pa se manja zona inhibicije moze objasniti sporim oslobadanjem cefazolina iz
nanovlaknastog mata S2. Emulziono elektropredenje je koris¢ena metoda za dobijanje uzorka S2, gde
su molekuli cefazolina ,,obmotani surfaktantom i polimerom, i formirana je struktura ,,jezgro-
omota¢“ tokom procesa elektropredenja. Posto je vecina leka inkorporirana u jezgru, hidrofobni
polimerni omota¢ odvaja lek od medijuma u koji je uronjen polimerni nosa¢ leka $to dovodi do
sporijeg oslobadanja leka iz emulziono elektropredenih nanovlakana S2, samim tim i njegove manje
aktivnosti na ispitivane patogene mikroorganizme.

E. coli S. aur;u:'\\m

PCL2 S2 v PCL2
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S2 E.coli S2 S.aureus

Slika 5.11. Mikrobioloske ploce ispitivanja uticaja nanovlaknastog mata S2 (nanovlakna dobijena
rastvaranjem PCL u smesi rastvaraca hloroform/metanol (4:1) sa dodatkom Span-80 (1% v/v) i
antibiotika procesirana metodom elektropredenja iz rastvora) na rast patogene Gram-negativne
bakterije E. coli i Gram-pozitivne bakterije S. Aureus sa histogramom pre¢nika zone inhibicije

Konaéno, pre¢nik zone inhibicije je bio 3,4 £ 0,3cm za E. colii 4,7 £ 0,6 cm za S. aureus za
uzorak S3 (slika 5.12.). Neznatno manja zona inhibicije je uoc¢ena za uzorak S3 u odnosu na uzorak
S1, koji su dobijeni metodom koaksijalnog elektropredenja i metodom elektropredenja iz rastvora,
redom. Prilikom koaksijalnog elektropredenja formira se struktura nanovlakana ,,jezgro-omotac*, pri
¢emu je cefazolin inkorporiran u ,,jezgro* nanovlakna, a sloj PCL nanovlakana koji ¢ini strukturu
,,omotaca“ odgovoran je za sporiju difuziju leka u odnosu na nanovlaknasi mat uzorka S1 u kom ne
postoji omota¢, Sto rezultira neSto manjom vredno$¢u zone inhibicije rasta patogenih
mikroorganizama.
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Slika 5.12. Mikrobioloske ploce ispitivanja uticaja nanovlaknastog mata S3 (nanovlakna dobijena
koaksijalnim elektropredenjem, rastvor za ,,omotac* dobijen rastvaranjem PCL u TFE, rastvor
,Jjezgra® rastvaranjem PCL u TFE uz dodatak antibiotika) na rast patogene Gram-negativne
bakterije E. coli i Gram-pozitivne bakterije S. aureus sa histogramom precnika zone inhibicije

Cefazolin- antibiotik iz grupe cefalosporina prve generacije se obi¢no Koristi za lecenje
infekcija i u sistemima za isporuku lekova. Generalno, cefalosporini imaju jaku antibakterijsku
aktivnost na Gram-pozitivne bakterije osim na pripadnike roda Enterococcus, pri ¢emu je S. aureus
osetljivi na cefalosporine od Gram-pozitivnih koka (Hsieh i Ho, 1975). Takode je utvrdeno da je
S. aureus umereno otporna, dok su E. coli i P. aeruginosa visoko otporne na dejstvo cefazolina
(Munir i dr., 2019). Stepen inhibicije (evidentan kroz veci pre¢nik zone inhibicije) u ispitivanjima
izvedenim u ovoj disertaciji je pokazao da su sva nanovlakna sa cefazolinom u vecoj meri ihibirala
rast S. aureus u poredenju sa inhibicijom rasta E. coli. Ovaj rezultat posledica je Cinjenice da je
cefazolin zadrzao tipi¢an nacin delovanja i nakon inkorporacije u PCL nanovlakna.

Na osnovu dobijenih rezultata zakljucuje se da proizvedeni PCL nanovlaknasti matovi sa
cefazolinom mogu biti koris¢eni kao biomaterijali koji se mogu kombinovati sa kateterima u cilju
spre¢avanja urinarnih infekcija. Razli¢itim metodama procesiranja PCL nanovlaknastih matova sa
cefazolinom, obezbedena je razli¢ita dinamika otpustanja lekova iz polimerne matrice.
Elekropredenjem iz rastvora dobijena su nanovlakna sa naglim otpustanjem leka, dok su nanovlakna
dobijena koaksijalnim elektropredenjem imala nesto nizu stopu otpustanja, zahvaljujuci formiranoj
strukturi nanovlakana ,,jezgro-omota¢“. Emulzionim elektropredenjem, dodatkom surfaktanta,
postignuto je znacajno usporeno oslobadanje. Razli¢ita dinamika oslobadanja cefazolina pogodna je
jer se i kateteri primenjuju u razli¢itim vremenskim periodima. Postoje dve vrste katetera: kratkoro¢ni
kateteri koji se koriste izmedu 1 i 14 dana i dugoro¢ni Kateteri koji se obi¢éno moraju menjati svakih
4-8 nedelja (Fisher i dr., 2015). Zbog toga bi nanovlaknasti matovi sa inkorporiranim cefazolinom u
uzorcima S1 i S3 zbog brzog oslobadanja leka u prvih nekoliko dana bili pogodni za kratkoro¢ne
katetere, dok bi dobijeni nanovlaknasti matovi u sistemu S2 bili pogodni za dugoro¢ne katetere, jer
pokazuju prolongirano otpustanje leka.

68



5.2. Optimizacija procesa dobijanja i karakterizacija suvog ekstrakta hajducke trave

U cilju dobijanja nanovlakana sa sirim spektrom dejstva analizirana je mogucnost
inkorporacije prirodnog ekstrakta lekovite biljke - hajducke trave, koja je od strane Evropske
medicinske agencije prepoznata kao lekovita biljka koja pospeSuje zarastanje rana (European
medicines agency, 2020). Uz to, hajducka trava pokazuje antimikrobna i antioksidativna svojstva sto
je ¢ini pogodnim izvorom bioloski aktivnih supstanci na prirodnoj bazi, za inkorporiranje u PCL
nanovlakna. U okviru rada na ovoj disertaciji optimizovani su uslovi susenja rasprSivanjem te¢nog
ekstrakta hajducke trave pomoc¢u metode planiranog eksperimenta, da bi se omogucilo inkorporiranje
adekvatne kolic¢ine ekstrakta u polimerna nanovlakna. Primenjena je metoda odzivnih povrsina,
pomoc¢u Design Expert softvera sa ciljem dobijanja Sto veceg prinosa ekstrakta sa ocuvanim
bioloskim svojstvima. Karakterizacija ekstrakta ukljuéila je odredivanje sadrzaja suve materije,
sadrzaja ukupnih polifenola, kao osnovnih bioaktivnih supstanci hajducke trave, antioksidativne i
antibakterijske aktivnosti suvog ekstrakta.

5.2.1. Postavljanje modela

Da bi se utvrdili optimalni uslovi zaizvodenje procesa susenja rasprSivanjem te¢nog ekstrakta
hajducke trave i dobijanja suvog ekstrakta sa maksimalnim prinosom i maksimalnom
antioksidativnom aktivnoscu, kori$é¢ena je metoda odzivnih povrsina (RSM) i centralni kompozitni
dizajn (CCD). Izabrane su tri procesne promenljive koje mogu da uti¢u na proces suSenja te¢nih
ekstrakta, a to su: temperatura, brzina protoka tecnog ekstrakta i sadrzaj suve materije u teCnom
ekstraktu. Prema eksperimentalnom dizajnu, suSenje rasprSivanjem je izvedeno pri promenljivim
temperaturama ulaznog vazduha (95-195 °C), brzinama protoka te¢nog ekstrakta (3-21 ml/min) i
sadrzaju suve materije u teénim ekstraktima (0,3-1,5%). Nakon izvodenja 23 predvidena
eksperimenta suSenja rasprSivanjem, 8 serija eksperimenata dalo je proizvod loseg kvaliteta (pri
niskim temperaturama i malim brzinama protoka dobijen je nedovoljno osusen materijal). Ove
eksperimentalne tacke su eliminisane iz prora¢una u modelu, a dizajn istorijskih podataka sa 15
eksperimentalnih serija je izabran za modelovanje i analizu odnosa izmedu ulaznih parametara i
odgovora. Kao rezultat toga, analizirane su procesne promenljive sa smanjenim opsezima, i to:
temperatura, 120-195 °C (A); protok, 3-16,5 ml/min (B) i sadrzaj suve materije, 0,3-1,5% (C).
Pracen je uticaj ovih procesnih promenljivih na tri odziva sistema (prinos susenja (Y1), ukupan
sadrzaj polifenola (Y2) i antioksidativna aktivnost (Y3) u osusenom ekstraktu hajducke trave (tabela
5.2.). Na osnovu eksperimentalno dobijenih vrednosti za izlazne promenljive postavljeni su
matematicki modeli kubnog stepena kojima je opisana zavisnost izmedu tri ispitivane procesne
promenljive i tri odziva sistema.

Uticaj procesnih parametara (temperatura, brzina protoka tecnog ekstrakta i sadrzaj suve
materije u teénom ekstraktu) na odzive je prikazan u daljem tekstu prilikom analize ponasanja svakog
od odziva redom.
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Tabela 5.2. Vrednosti procesnih promenljivin i odziva u eksperimentalnom dizajnu modela
optimizacije susenja raspr$ivanjem

Procesne promenljive Odzivi
Proba

A B C Y1 Y2 Y3

(°C) (ml/min) (%) (%) (MgGAE/g) (%)
1 120 75 0,6 62 145 41,5
2 120 75 1,2 65 137 53
3 145 3 0,9 41 148 47
4 145 3 0,9 27 141 54
5 145 12 0,3 20 140 61
6 145 12 0,3 25 137 59
7 145 12 0,9 38 155 57
8 145 12 0,9 40 157 58
9 145 12 0,9 37 149 59
10 145 12 1,5 8 131 47
11 145 12 1,5 11 137 49
12 170 75 0,6 39 145 64
13 170 75 1,2 75 135 41
14 170 16,5 0,6 45 141 42
15 195 12 0,9 65 154 62

5.2.2. Uticaj procesnih parametara na prinos osusenog ekstrakta

Visok prinos je jedan od ciljeva procesa suSenja rasprsivanjem. U ispitivanim uslovima
susenja prinos je varirao od 8 do 75 % (tabela 5.2.). Najveci prinos proizvoda od 75 % ostvaren je pri
temperaturi ulaznog vazduha od 170 °C, brzini protoka tecnog ekstrakta od 7,5 ml/min i sadrzaju
suve materije u te¢nom ekstraktu od 1,2 % (tabela 5.2., proba 13.). Najnizi prinos dobijen je pri
temperaturi ulaznog vazduha od 145 °C, brzini protoka te¢nog ekstrakta od 12 ml/min i sadrzaju suve
materije u te¢nom ekstraktu od 1,5 % (tabela 5.2., proba 10.) sto je ukazalo na to da su odabrani
procesni parametri u velikoj meri uticali na ispitivani odgovor. Primenom visestruke regresione
analize dobijena je zavisnost izmedu prinosa susenja i tri nezavisne promenljive (temperatura, brzina
protoka tecnog ekstrakta i sadrzaj suve materije u tenom ekstraktu), koja se opisuje sledecom
jednacinom:

Y1 = 22.75- 24.50A - 38.42B- 28.83C- 128.25AB- 67.00AC-113.17BC +
66.75 A% - 22.33 C? - 183.50 ABC (5.1)

70



gde je Y1 (prinos susenja) odziv, a procesne promenljive su A (temperatura), B (brzina protoka te¢nog
ekstrakta) i C (sadrzaj suve materije u te¢nom ekstraktu). Prilikom postavljanja modela koriséena je
,,backward* regresija, pomoc¢u koje su iz modela eliminisani ¢lanovi koji nisu znacajno uticali na
odziv (p >0,1).

Analizom varijanse (ANOVA) ocenjena je adekvatnost i statistiCka znacajnost modela na
osnovu koeficijenta determinacije (r?). Vrednost koeficijenta determinacije za matematic¢ki model
prinosa susenja je iznosio 0,98, Sto pokazuje da postoji dobra korelacija modelom predvidenih i
eksperimentalno dobijenih rezultata (slika 5.13.). ,,Adekvatna preciznost* koja meri odnos signala i
Suma, imala je vrednost od 16,40 (znacajno veci od 4), §to ukazuje na to da je postavljen model dao
adekvatan signal. Nedostatak fitovanja za model nije bio znacajan, tako da se model moze smatrati
adekvatnim.
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Slika 5.13. Slaganje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti prinosa u
eksperimentalnom dizajnu susenja rasprsivanjem te¢nog ekstrakta hajducke trave

Visestruka regresiona analiza podataka ukazala je na to da su znacajan uticaj na prinos
osusenog ekstrakta imala tri linearna ¢lana (A, B i C), tri parametra interakcije (AB, AC i BC), dva
kvadratna ¢lana (A2 i C?) i jedan kubni parametar interakcije (ABC). Pozitivan predznak kvadratnog
¢lana temperature (A?, jednacina (5.1)) ukazivao je na prisustvo minimuma funkcije, dok je negativan
predznak kvadratnog ¢lana u odnosu na sadrzaj suve materije u tenom ekstraktu (C?) ukazivao na
postojanje maksimuma funkcije. Interakcije izmedu temperature i brzine protoka te¢nog ekstrakta,
izmedu temperature i sadrzaja suve materije u tecnom ekstraktu i izmedu brzine protoka tecnog
ekstrakta i sadrzaja suve materije u tecnom ekstraktu imale su antagonisticki efekat na prinos
osuSenog ekstrakta.

Prinos osusenog ekstrakta se povecavao kada je sadrzaj suve materije u te¢nom ekstraktu bio
u opsegu 0,9-1,2 % i dostigao je najvisu vrednost sa 1,2 % sadrzaja suve materije u te¢nom ekstraktu
(slika 5.14.). U literaturi je dokumentovano da kada se koncentracija polazne te¢nosti povecava,
koli¢ina vlage se smanjuje zajedno sa energijom potrebnom za isparavanje vode (Tontul i Topuz,
2017). Sa vecom koncentracijom polazne te¢nosti, potpunije suSenje sprecava lepljenje i dolazi do
boljeg odvajanja proizvoda a time i veceg prinosa susenja (Billon i dr., 2000; Nguyen i dr., 2017).
Dodatna prednost je sto koncentrisaniji rastvori obezbeduju vece Cestice sa boljim odvajanjem u
ciklonu (Prinn i dr., 2002; Poozesh i dr., 2020). Medutim, prekomerno povecanje koncentracije
polazne tecnosti (U ovoj disertaciji to su bile vrednosti do 1,5 % sadrzaja suve materije u tecnom
ekstraktu) moze da dovede do formiranja prevelikih cestica koje se suSe sporije od manjih. Ova
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pojava povecava talozenje u komori za suSenje i samim tim smanjuje prinos susenja (Maurya i dr.,
2005).
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Slika 5.14. Odzivne povrsine medusobnih uticaja temperature i sadrzaja suve materije u tecnom
ekstraktu (AC) na prinos osusenog ekstrakta hajducke trave (Y1) (Radisavljevic i dr., 2020)

Maksimalni prinos susenja je dobijen pri brzini protoka te¢nog ekstrakta od 7,5 ml/min (slika
5.15.). Postojanje maksimuma funkcije moze se objasniti vremenom zadrzavanja tecnosti.
Konkretno, kako se brzina protoka te¢nosti Smanjuje, vreme zadrzavanja te¢nosti Se povecava dajuci
kapljicama $ansu za suSenje. Shodno tome, kako se povecava protok, vreme zadrzavanja se Smanjuje
Sto rezultira nepotpunim susenjem i slabijim prinosom. Isti trend koji je primecen u okviru rada na
ovoj disertaciji objavili su i drugi (Gallo idr., 2011; Telang i Thorat, 2010). | prethodna istrazivanja
su favorizovala nize brzine protoka koje su omogucile potpunije isparavanje vode i smanjile
verovatnocu disperzije i kondenzacije na zidovima komore, $to je posledi¢no dalo bolje prinose
procesa suSenja. Takode, u jednoj studiji je pokazano da brzina protoka moze da izazove negativan
efekat na prinos susenja jer vece brzine protoka mogu da izazovu zacepljenje mlaznice za rasprsivanje
(Toneli i dr., 2010). Negativan uticaj vecih protoka na prinos mogao bi se objasniti i smanjenjem
temperature izlaznog vazduha, a posledi¢no nizim snabdevanjem toplotnom energijom koja moze biti
nedovoljna za potpuno susenje. Kada su u okviru ispitivanja primenjeni visoki protoci, doslo je do
lepljenja u komori za susenje, $to je smanjilo prinos i povecalo sadrzaj vlage, u skladu sa radom
Mihajlovic i dr., 2011.
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Slika 5.15. Odzivne povrsine medusobnih uticaja brzine protoka te¢nog ekstrakta i sadrzaja suve
materije u te¢nom ekstraktu (BC) na prinos osusenog ekstrakta hajducke trave (Y1) (Radisavljevié i
dr., 2020)

Temperatura je razli¢ito uticala na prinos procesa susenja u okviru ispitivanog temperaturnog
opsega (od 120 do 195 °C). Visok prinos postignut je u dva slucaja: 1) kada su kombinovane niska
temperatura, nizi protok te¢nog ekstrakta i visok sadrzaj suve materije u teénom ekstraktu, ili 2) kada
su pri suSenju kombinovane visoka temperatura, mali protok te¢nog ekstrakta i visok sadrzaj suve
materije u te¢nom ekstraktu. Generalno, na temperaturi od 170 °C prinos je dostigao maksimalnu
vrednost, dok je nesto nizi prinos primecen na temperaturi od 120 °C sa istim sadrzajem suve materije
u te¢nom ekstraktu (slika 5.16.).
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Slika 5.16. Odzivne povrsine medusobnih uticaja temperature i brzine protoka te¢nog ekstrakta
(AB) na prinos osusenog ekstrakta hajducke trave (Y1) (Radisavljevic i dr., 2020)

lako bi u teoriji efikasnost suSenja pri nizim temperaturama i veoma visokim protocima
trebalo da bude olakSana, u ovoj disertaciji su se u ovim uslovima cestice lepile, sto je u skladu sa
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zapazanjima drugih (Mihajlovic i dr., 2011; Tee i dr., 2012). Kada se koriste vise temperature ulaznog
vazduha, veca je efikasnost prenosa toplote i mase i smanjuje se verovatnoca udara neadekvatnih
Cestica 0 zid komore za suSenje (Goula i Adamopoulos, 2005a; Tonon i dr., 2008; Ramos i dr., 2016).
Takode, nizi sadrzaj vlage u prahu na visoj temperaturi, smanjuje talozenje vlaznih Cestica na
zidovima rasprsivaca, a time se povecava prinos procesa suSenja (Jafari i dr., 2017; Pinon-Balderrama
i dr., 2020).

5.2.3. Uticaj procesnih parametara na ukupan sadrzaj polifenola u osuSenom ekstraktu

Primenom viSestruke regresione analize nije dobijena zavisnost izmedu ukupnog sadrzaja
polifenola i analiziranih nezavisnih promenljivih, tako da se moze zakljuciti da uslovi susenja nisu
znaCajno uticali na ukupan sadrzaj polifenola u suvim ekstraktima. Ukupan sadrzaj polifenola u
osuSenim ekstraktima dobijenim u ispitivanim uslovima susenja rasprsivanjem bio je u rasponu od
131-157 mg GAE/g suve materije, sto je bilo uporedivo sa vredno$cu ukupnog sadrzaja polifenola u
polaznom te¢nom ekstraktu, koji je iznosio 152 mg GAE/g suve materije. lako je tipi¢no da se primeti
blagi pad sadrzaja polifenola u osusenim ekstraktima kao rezultat njihovog izlaganja visokoj
temperaturi (Eldridge i dr., 2014; Bastias-Montes i dr., 2019), izbor relativno blagih uslova susenja u
ovoj disertaciji o¢igledno je sprecio bilo kakvu degradaciju polifenola.

5.2.4. Uticaj procesnih parametara na antioksidativnu aktivnost osuSenog ekstrakta

Primenom visestruke regresione analize dobijena je zavisnhost izmedu antioksidativne
aktivnosti suvog ekstrakta i tri nezavisne promenljive (temperatura, brzina protoka te¢nog ekstrakta
i sadrzaj suve materije u tecnom ekstraktu), koja se opisuje sledecom jedna¢inom:

Y3 = 56.54 + 438A + 6.37B + 18.72AC + 30.20 BC + 90.64 ABC (5.2)

gde je Y3 (antioksidativna aktivnost) odziv, a procesne promenljive su A (temperatura), B (brzina
protoka te¢nog ekstrakta) i C (sadrzaj suve materije u teénom ekstraktu).

Analizom varijanse (ANOVA) ocenjena je adekvatnost i statisticka znacajnost modela na
osnovu koeficijenta determinacije (r?). Vrednost koeficijenta determinacije za jedna¢inu kojom je
modelovana antioksidativna aktivnost polifenola u ekstraktima iznosila je 0,96, sto pokazuje da
postoji dobra korelacija izmedu modelom predvidenih i eksperimentalno dobijenih rezultata (slika
5.17.). ,,Adekvatna preciznost“ meri odnos signala i Suma, a pozeljan je odnos veci od 4. Odnos 12,21
za antioksidativnu aktivnost ukazuje na to da je postavljen model dao adekvatan signal. Nedostatak
fitovanja za model nije bio znac¢ajan, tako da se moze smatrati adekvatnim.
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Slika 5.17. Slaganje eksperimentalno dobijenih i modelom predvidenih vrednosti antioksidativne
aktivnosti u eksperimentalnom dizajnu susenja rasprsivanjem te¢nog ekstrakta hajducke trave

Na antioksidativnu aktivnost suvih ekstrakata znacajno su uticala dva linearna (A, B), dva
parametra interakcije (AC, BC) i jedan kubni parametar interakcije (ABC). Jednacina (5.2) pokazuje
da su oba linearna parametra (temperatura i brzina protoka te¢nog ekstrakta) pozitivno uticala na
antioksidativnu aktivnost, sto ukazuje da se povecanjem ovih faktora postize veca antioksidativna
aktivnost osuSenog ekstrakta. Interakcije izmedu temperature i sadrzaja suve materije u teCnom
ekstraktu, izmedu brzine protoka te¢nog ekstrakta i sadrzaja suve materije u te¢nom ekstraktu i
izmedu svih ispitivanih parametara (ABC) imale su sinergijski i pozitivan efekat na antioksidativnu
aktivnost.

lako je postojao znacajan uticaj procesnih parametara na antioksidativnu aktivnost osusenih
ekstrakata, treba naglasiti da u poredenju sa antioksidativnom aktivnoscu te¢nog ekstrakta (64 %),
neznatna promena antioksidativne aktivnosti primecena je nakon procesa suSenja. Temperatura je
razli¢ito uticala na antioksidativnu aktivnost suvih ekstrakata u okviru ispitivanog temperaturnog
opsega (od 120 do 195 °C). Minimalna vrednost antioksidativne aktivnosti suvog ekstrakta je
dobijena pri temperaturi od 120 °C (41,5 %), dok je maksimalna antioksidativna aktivnost suvog
ekstrakta dobijena pri temperaturi od 170 °C (64 %), pri istoj brzini protoka te¢nog ekstrakta od
7,5 ml/min i sadrzaju suve materije u te¢nom ekstraktu od 0,6 % (slika 5.18.).
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Slika 5.18. Odzivne povrsine medusobnih uticaja temperature i i sadrzaja suve materije u tecnom
ekstraktu (AC) na antioksidativnu aktivnost osusenog ekstrakta hajducke trave (Y3) (Radisavljevi¢
i dr., 2020)

Antioksidativna aktivnost dobijenih prahova je u pozitivnoj korelaciji sa ukupnim sadrzajem
polifenola, koji nisu termo stabilna jedinjenja. lako u ovom radu nije primeéen znacajan pad ukupnog
sadrzaja polifenola, uslovi susenja su uticali na njihovu antioksidativnu aktivnost. Ranija istrazivanja
su pokazala da pri visokim temperaturama dolazi do veceg isparavanje vode; stoga je suSenje brze,
vreme kontakta izmedu komponenti i vruceg vazduha je krace, pa je i gubitak labilnih jedinjenja
manji (Souza i dr., 2015). Postoje i primeri povecanja ukupnog sadrzaja polifenola nakon termicke
obrade razli¢itih prehrambenih proizvoda nakon susenja: zelene paprike, boranije, spanaca (Turkmen
i dr., 2005) ili crnog luka (Sharma i dr., 2015). Ovo povecanje se pripisuje oslobadanju fenolnih
jedinjenja cepanjem esterifikovane i glikozilovane veze (Sharma i dr., 2015). Dok u ovoj disertaciji
nije uocen nikakav uticaj uslova susenja na ukupan sadrzaj polifenola, blagi pad antioksidativne
aktivnosti se moze pripisati suptilnim promenama u hemijskoj prirodi polifenola. Sli¢ni rezultati
blagog smanjenja antioksidativne aktivnosti nakon susenja zabelezili su i drugi (Fang i Bhandari,
2011; Edrisi i Langrish, 2016).

5.2.5. Validacija modela

Primenom metode Zeljene funkcije (eng. Desirability function) definisani su optimalni uslovi
susenja rasprSivanjem za dobijanje maksimalnog prinosa susenja ekstrakata hajducke trave sa
maksimalnom antioksidativnom aktivnoscu. Postupkom numericke optimizacije dobijeni su slede¢i
uslovi susenja rasprsivanjem: temperatura od 130 °C; brzina protoka tecnog ekstrakta od 7,5 ml/min
I sadrzaj suve materije u te¢nom ekstraktu od 1,2 %. Pri navedenim uslovima predvidene vrednosti
izlaznih promenljivih su iznosile: za prinos susenja 61 %, a za antioksidativnu aktivnost 57 %.
Izvodenjem procesa suSenja rasprSivanjem pod predlozenim optimalnim uslovima dobijene su
sledec¢e vrednosti izlaznih promenljivih: prinos osusenog ekstrakta 66 % i antioksidativna aktivnost
58 %. Dobijene vrednosti izlaznih promenljivih se uklapaju u 95 % interval predvidanja (PI), ¢ime je
izvrSena validacija modela, na osnovu koje se moze zakljuciti da su razvijeni matematicki modeli
adekvatni.

Antioksidativna aktivnost suvog ekstrakta dobijenog pod optimalnim uslovima susenja
iznosila je 58 %, sto je oznacilo blagi pad aktivnosti uklanjanja radikala te¢nog ekstrakta koji je
iznosio 64 %. U poredenju sa ukupnim sadrzajem polifenola u te¢nom ekstraktu (152 mg GAE/g),
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doslo je do blagog smanjenja ukupnog sadrzaja polifenola nakon susenja ekstrakta (145 mg GAE/qg).
Ovaj rezultat ukazuje na znacajnije smanjenje antioksidativnog kapaciteta u poredenju sa smanjenjem
ukupnog sadrzaja polifenola. Oko 91 % antioksidativnog kapaciteta je zadrzano nakon procesa
susenja, dok je 95 % ukupnog sadrzaja polifenola sa¢uvano u osusenom ekstraktu.

5.2.6. Antibakterijska aktivnost te€nog i suvog ekstrakta

Antibakterijska aktivnost lekovitih biljaka je rezultat kombinovanog dejstva razlicitih
jedinjenja, uglavnom polifenola. U ovoj studiji procenjena je antibakterijska aktivnost osuSenog
ekstrakta hajducke trave dobijenog pri optimalnim uslovima susenja, na dve vrste patogena. Rezultati
su pokazali da je antibakterijska aktivnost ekstrakta hajducke trave na S. aureus i P. aeruginosa
ocuvana nakon procesa suSenja. Dok je osetljivost P. aeruginosa bila slicna kod te¢nog i suvog
ekstrakta (MIK vrednost 20 mg/ml), u skladu sa blagim smanjenjem antioksidativne aktivnosti,
osuSeni ekstrakt je bio nesto manje efikasan u suzbijanju rasta S. aureus (MIK vrednost te¢nog
ekstrakta bila je 5 mg/ml, dok je za suvi ekstrakt iznosila 10 mg/ml).

Opste je poznato da su biljni polifenoli efikasni u suzbijanju rasta posebno Gram-pozitivnih
bakterija (Frey i Meyers, 2010), sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj doktorskoj disertaciji.
Slaba antibakterijska aktivnost na Gram-negativne bakterije generalno je uobicajena pojava za biljne
ekstrakte bogate polifenolima. Otpornost Gram-negativnih bakterija moze se pripisati strukturi
njihovog celijskog zida. Naime, celijski zid ovih bakterija sadrzi lipopolisaharid, koji je nepropustan
za polifenole (Nostro i dr., 2000; Li i dr., 2019). Zapazanje da su Gram-negativne bakterije manje
osetljive na antibakterijsku aktivnost A. millefolium od Gram-pozitivnih takode su pokazali i drugi
(Tajik i dr., 2008).
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5.3. Karakterizacija PCL nanovlakana sa suvim ekstraktom hajducke trave

U cilju dobijanja biomaterijala na bazi nanovlakana sa Sirom bioloskom aktivnos¢u od
antibakterijske, ispitana je moguc¢nost inkorporacije 5 mas%, 10 mas%, 15 mas% i 20 mas% suvog
ekstrakta hajducke trave u PCL nanovlakna procesirana metodom elektropredenja iz rastvora. Ova
nanovlakna su karakterisana u smislu morfologije, eventulalne hemijske interakcije izmedu suvog
ekstrakta i polimera, termickih 1 mehanickih svojstava materijala, profila oslobadanja polifenola iz
nanovlakana, kao i antibakterijske i antioksidativne aktivnosti nanovlakana.

5.3.1. Morfoloske karakteristike PCL nanovlakana sa suvim ekstraktom hajducke trave

Morfologija uzoraka PCL nanovlaknastih matova sa i bez dodatka suvog ekstrakta hajducke
trave utvrdena je skenirajucom elektronskom mikroskopijom sa emisiom polja. Rastvor PCL
napravljen je rastvaranjem PCL granula u TFE i procesiran metodom elektropredenja iz rastvora.
Proces elektropredenja je izveden za nanovlakna sa i bez dodatka suvog ekstrakta hajducke trave pod
istim uslovima - pri brzini protoka polimernog rastvora od 3 ml/h, naponu od 29 kV i rastojanju 10 cm
od igle do kolektora, da bi se smanjio broj perli na nanovlaknima i sa ciljem procesiranja ultra tankih
nanovlakana. Analiza FE-SEM mikrografija PCL nanovlakana pokazala je nasumi¢nu orijentaciju
vlakana, glatke cilindri¢ne morfologije (slika 5.19. (a)).

PCL nanovlakna sa dodatkom suvog ekstrakta hajducke trave su imala slicnu morfologiju kao
i PCL nanovlakna (slika 5.19. (b-e)). Ovo ukazuje da dodatak suvog ekstrakta hajducke trave nije
imao nepovoljan uticaj na formiranje nanovlakana tokom procesa elektropredenja. Dobijeni su dobro
oblikovani nanovlaknasti matovi sa razli¢itim sadrzajima suvog ekstrakta hajducke trave. Glatka,
uniformna PCL nanovlakna sa dodatkom ekstrakta hajducke trave su dobijena sa svim testiranim
koncentracijama (5-20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave) i formirani su kontinualni netkani
nanovlaknasti matovi. FE-SEM analizom nije primeceno prisustvo ¢estica suvog ekstrakta hajducke
trave na spoljasnjosti nanovlakana (slika 5.19. (b-e)). Medutim, dok su nanovlaknasti matovi PCL i
PCL sa dodatkom 5 mas% , 10 mas% i 15 mas% suvog ekstrakta hajducke trave bili homogeni po
izgledu, kod PCL nanovlaknastog mata sa dodatkom 20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave javile
su se tamnozelene tacke sporadi¢no rasporedene na povrsini nanovlaknastog mata. Tacke su imale
priblizan precnik od 1 mm i mogu da ukazu na prisustvo aglomerata suvog ekstrakta hajducke trave
u materijalu.
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Slika 5.19. FE-SEM mikrografije nanovlakana PCL rastvorenog u TFE i procesiranog metodom
elektropredenja iz rastvora i to (a) PCL, (b) PCL/HT5 (PCL sa dodatkom 5 mas% suvog ekstrakta
hajducke trave, (¢) PCL/HT10 (PCL sa dodatkom 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave), (d)
PCL/HT15 (PCL sa dodatkom 15 mas% suvog ekstrakta hajducke trave) i (€) PCL/HT20 (PCL sa
dodatkom 20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave)

Analizom FE-SEM mikrografija pomocu Image-Pro Plus softverskog paketa, utvrdeno je da
su prosecne vrednosti preénika nanovlakana bez dodatka i sa dodatkom suvog ekstrakta hajducke
trave sa masenim udelom od 5 %, 10 %, 15 % i 20 % iznosile 0,151 £ 0,075 pm, 0,134 £ 0,051 pum,
0,133 £ 0,056 pm, 0,128 + 0,054 um i 0,121 + 0,037 um, redom (slika 5.20. (a-e)). Uticaj dodatka
ekstrakta hajducke trave na prec¢nik dobijenih PLC nanovlakana procenjen je Studentovim t-testom,
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a razlika se smatrala statisti¢ki znac¢ajnom sa p vrednos$cu manjom od 0,05 (Grech, 2018). Pokazano
je da je dodatak suvog ekstrakta hajducke trave u svim koncentracijama doveo do blagog, ali
statisti¢ki znaCajnog smanjenja prec¢nika nanovlakana (p <0,01). Sli¢ni rezultati su dobijeni i u
drugom istrazivanju gde su lekovite biljke inkorporirane u nanovlakna (Salevic i dr., 2019). Jedan od
mehanizama koji je doveo do smanjenja pre¢nika nanovlakana mogao bi se pripisati uticaju dodatka
ekstrakta hajducke trave na gustinu naelektrisanja rastvora za elektropredenje. Naime, prisustvo
fenolnih jedinjenja u suvom ekstraktu hajducke trave doprinosi ve¢oj provodljivosti rastvora i samim
tim razli¢itom ponasanju rastvora tokom procesa elektropredenja, sto je u skladu sa istrazivanjima
uticaja dodatka ekstrakta Gymnema sylvestre na elektropredena PCL/Zelatin nanovlakna
(Ramalingam i dr., 2019). Dodavanje suvog ekstrakta hajducke trave, kao prirodnog surfaktanta,
takode bi moglo da izazove smanjenje povrsinskog napona PCL rastvora (Mao i dr., 2021; Coverdale
I dr., 2017). Manji povrsinski napon smanjuje otpor primenjenoj elektri¢noj sili, Sto uzrokuje da se
mlaz vise rasteze, Sto rezultira tanjim pre¢nikom vlakana (Icoglu i Ogulata, 2017).
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Slika 5.20. Raspodela pre¢nika nanovlakana PCL rastvorenog u TFE i procesiranog metodom
elektropredenja iz rastvora i to (a) PCL, (b) PCL/HT5 (PCL sa dodatkom 5 mas% suvog ekstrakta
hajducke trave, (c) PCL/HT10 (PCL sa dodatkom 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave), (d)
PCL/HT15 (PCL sa dodatkom 15 mas% suvog ekstrakta hajducke trave) i (€) PCL/HT20 (PCL sa
dodatkom 20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave)

5.3.2. Hemijske interakcije u PCL nanovlaknima sa suvim ekstraktom hajducke trave

Hemijski sastav cistth komponenti i njihove eventualne hemijske interakcije u PCL
nanovlaknastim matovima sa suvim ekstraktom hajducke trave analizirane su FTIR metodom. Spektri
PCL nanovlakana, suvog ekstrakta hajducke trave i dva uzorka nanovlakana PCL sa 5 mas% i
20 mas% suvog ekstrakta, kao primeri, predstavljeni su na slici 5.21. Kao §to je ilustrovano na slici
5.21., pikovi koji odgovaraju PCL nanovlaknima i suvom ekstraktu hajducke trave uoceni Su u
spektrima PCL nanovlakana sa suvim ekstraktom hajducke trave, $to je sugerisalo na uspesnu
inkorporaciju ekstrakta u polimerna nanovlakna.

PCL nanovlakna su pokazala karakteristi¢ne pikove na 1721 cm™? (istezanje karakteristi¢no
za karbonilnu grupu), 1293 cm (istezanje C-O i C—C veze iz kristalne faze), 1238 cm™ (asimetri¢no
C-O-C istezanje) i 1163 cm™ (simetriéno C—O—C istezanje). Dva pika koja su se pojavila na 2944
cm™i 2866 cm™ odgovarala su asimetri¢nom i simetriénom —CH istezanju, redom (Veras i dr., 2016;
Veras i dr., 2020).

Spektar suvog ekstrakta hajducke trave pokazao je pik na 2851 cm™ koji potice od vibracija
istezanja simetri¢nih i asimetri¢nih alifati¢nih grupa koje su prisutne u sloZenoj smesi razli¢itih
biomolekula u ekstraktu hajducke trave. Pikovi na 1600 cm™ i 1513 cm™ su pripisani C=0
vibracijama istezanja i N-H vibracijama savijanja. Pikovi na 1447 cm™, 1258 cm™ i 1031 cm™ poti¢u
od C-C rastezanja fenil grupa, karbonil C-O vibracija istezanja i apsorpcije vibracija istezanja C-O
koje je karakteristi¢no za mono- i oligosaharide odnosno, ugljene hidrate, redom. Pik na 810 cm™
poti¢e od C—H vibracija savijanja van ravni (Topala i dr., 2017; Werner i dr., 2006).
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Slika 5.21. FTIR spektri: suvog ekstrakta hajudcke trave i PCL nanovlaknastih matova dobijenih
metodom elektropredenja iz rastvora, i to PCL i PCL sa 5 mas% suvog ekstrakta hajducke trave
(PCL/HTS) i PCL sa 20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave (PCL/HT20)

FTIR spektri nanovlaknastin matova sa suvim ekstraktom hajducke trave u svim
koncentracijama su pokazali identifikacione pikove na 1600 cm™ i 810 cm™, koji su karakteristi¢ni
za C=0 vibracije istezanja i C—H vibracije savijanja van ravni, koji su prisutni na spektru suvog
ekstrakta hajducke trave. Tipi¢ni karbonilni pik na 1721 cm™ i drugi pikovi koji odgovaraju
polimernoj matrici PCL su o¢uvani i na spektrima PCL nanovlakana sa suvim ekstraktom hajducke
trave (za dva nanovlaknasta materijala to je prikazano i na slici 5.21.). U odsustvu novih pikova na
spektru PCL nanovlakana sa suvim ekstraktom hajducke trave, zakljucili smo da nema novih
formiranih hemijskih veza izmedu polimera i suvog ekstrakta hajducke trave.

5.3.3. Termic¢ka svojstva PCL nanovlakana sa suvim ekstraktom hajducke trave

Termicka svojstva PCL nanovlakanastih matova sa i bez dodatka suvog ekstrakta hajducke
trave su okarakterisana DSC analizom. Odredeni su temperatura topljenja (Tm), entalpija topljenja
(AHm) i stepen kristalini¢nosti (ym) (tabela 5.3.). Utvrdeno je da su temperature topljenja (Tm) svih
ispitivanih uzoraka u opsegu 56-59 °C, sto je u skladu sa literaturnim podacima za temperaturu
topljenja PCL (Woodruff i Hutmacher, 2010). Uocen je blagi pad vrednosti Tm sa povecanjem
sadrzaja suvog ekstrakta hajducke trave u nanovlaknima sa suvim ekstraktom hajducke trave u
poredenju sa PCL nanovlaknima (slika 5.22., tabela 5.3.). Entalpija topljenja (AHm) i stepen
kristalini¢nosti (ym) elektropredenih PCL nanovlakana sa dodatkom suvog ekstrakta hajducke trave
bili su nizi u odnosu na PCL nanovlakna, sto ukazuje da je dodatak suvog ekstrakta hajducke trave
smanjio kristalini¢nost PCL nanovlakana.
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Tabela 5.3. Termicka svojstva PCL nanovlaknastih matova bez dodataka (PCL) i sa 5 mas%
(PCL/HT5), 10 mas% (PCL/HT10), 15 mas% PCL/HT15) i 20 mas% (PCL/HT20) suvog ekstrakta
hajducke trave

Uzorak Temperatura topljenja Entalpija topljenja Stepen kristalini¢nosti ym,
T, %6 AHm, J/g %
PCL 58,2 70,3 50,4
PCL/HT5 57,0 70,0 50,1
PCL/HT10 56,3 69,9 50,1
PCL/HT15 56,8 67,3 48,2
PCL/HT20 58,3 52,0 37,2

Slika 5.22. prikazuje DSC termograme za uzorke elektropredenih PCL nanovlakana sa i bez
dodatka suvog ekstrakta hajducke trave.
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Slika 5.22. DSC termogram zagrevanja za PCL nanovlaknaste matove dobijene metodom
elektropredenja iz rastvora i to za PCL, PCL/HT5 (PCL sa 5 mas% suvog ekstrakta hajducke trave),
PCL/HT10 (PCL sa 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave), PCL/HT15 (PCL sa 15 mas% suvog

ekstrakta hajducke trave) i PCL/HT20 (PCL sa 20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave)

Polukristalni polimeri kao sto je PCL sastoje se od tvrdih (kristalnih) i mekih (amorfnih) faza.
Elektropredena PCL nanovlakna sa suvim ekstraktom hajducke trave varirala su po svojoj strukturi i
morfologiji, kao i po stepenu prisustva amorfne faze. Suvi ekstrakt hajducke trave je u amorfnom
stanju i inkorporiran je, takode, u amorfnom stanju, sto se moze zakljuciti odsustvom bilo kakvog
endotermnog pika na DSC termogramima u nanovlaknima PCL sa dodatkom ekstrakta hajducke
trave. Dodavanje suvog ekstrakta hajducke trave u rastvor polimera dovelo je do smanjenja
kristalini¢nosti polimernih nanovlakana i, posledi¢no, do smanjenja temperature topljenja i entalpije
funkcionalizovanih nanovlaknastih matova. Suvi ekstrakt hajducke trave je delovao kao plastifikator,
I verovatno je uticao na redosled izmedu pojedinacnih polimernih lanaca dovodec¢i do smanjenja
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viskoziteta rastvora za elektropredenje. Pored toga, dodatak suvog ekstrakta hajducke trave povecao
je provodljivost rastvora, sto je smanjilo pre¢nik nanovlakana kao sto je evidentno u ovoj disertaciji,
a Sto je pokazano za dodatak drugih lekovitih biljaka u PCL nanovlakna (Salevic i dr., 2019).
Analizom DSC termograma moze se primetiti da je sa povecanjem masenog udela suvog ekstrakta
hajducke trave doslo do sve veéeg smanjejna tacke topljenja nanovlaknastin matova, ali ovaj trend je
vazio samo do koncentracije od 15 mas%. Dodatak 20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave u PCL
nanovlakna je dodatno izazvalo blago povecanje tacke topljenja uzorka u odnosu na ostale
nanovlaknaste matove sa dodatkom suvog ekstrakta hajducke trave (58,3 °C, naspram 57,0 °C,
56,3 °C i 56,8 °C). Stoga je vazno naglasiti da se 15 mas% suvog ekstrakta hajducke trave moze
smatrati grani¢nim sadrzajem suvog ekstrakta hajducke trave u PCL polimernoj matrici za prakti¢ne
biomedicinske primene, na osnovu analize termickih svojstava nanovlakana.

5.3.4. Mehanicka svojstva PCL nanovlakana sa suvim ekstraktkom hajducke trave

Jedno od osnovnih svojstava bimaterijala razli¢itih namena je da obezbedi adekvatan otpor
spoljasnjim silama (mehanicki integritet). Isto tako, od velike je vaznosti obezbediti dovoljnu
elasti¢nost, koja zavisi od namene biomaterijala i koja treba da omoguci da se izbegnu deformiteti
usled pokreta tokom aplikacije (Augustine i dr., 2017; Al-Kaabi i dr., 2021). Da bi se okarakterisao
uticaj dodatka suvog ekstrakta hajducke trave na mehanicka svojstva PCL nanovlaknastih matova
sprovedeno je ispitivanje na zatezanje PCL nanovlaknastih matova sa i bez dodatka suvog ekstrakta
hajducke trave i odredena je zatezna ¢vrstoca, prekidna deformacija i Jungov modul elasti¢nosti.

Dobijene krive napon-deformacija pokazuju da su zatezna svojstva PCL nanovlaknastih
matova sa dodatkom suvog ekstrakta hajducke trave veca u odnosu na PCL nanovlakna (slika 5.23.).
Isti trend je uocen za zateznu ¢&vrstocu i prekidnu deformaciju i za mat PCL/hidroksiapatitnih
nanovlakna u poredenju sa PCL nanovlaknima (Li i dr., 2018).
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Slika 5.23. Krive napon-deformacija elektropredenih PCL nanovlanknastih matova dobijenih
metodom elektropredenja iz rastvora TFE i to za PCL, PCL/HT5 (PCL sa 5 mas% suvog ekstrakta
hajducke trave), PCL/HT10 (PCL sa 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave), PCL/HT15 (PCL sa
15 mas% suvog ekstrakta hajducke trave) i PCL/HT20 (PCL sa 20 mas% suvog ekstrakta hajducke
trave)

Srednja vrednost Jungovog modula elasti¢nosti PCL nanovlakana bila je 3,8 + 1,1 MPa, sto
je uporedivo sa literaturnim podacima za nosace netkanih PCL nanovlaknastih matova sli¢nog opsega
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pre¢nika nanovlakana (Bolgen i dr., 2005). Vrednost Jungovog modula elasti¢nosti statiti¢ki je
znacajno povecana U svim nanovlaknastim matovima sa dodatkom suvog ekstrakta hajducke trave
(p <0,05) (slika 5.24.).

Jungov modul elasti¢nosti (MPa)

PCL PCL/HTS  PCL/HTIO PCL/HTIS PCL/HT20

Slika 5.24. Jungov modul elasti¢nosti PCL nanovlanknastih matova dobijenih metodom
elektropredenja iz rastvora TFE i to za PCL, PCL/HT5 (PCL sa 5 mas% suvog ekstrakta hajducke
trave), PCL/HT10 (PCL sa 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave), PCL/HT15 (PCL sa 15 mas%
suvog ekstrakta hajducke trave) i PCL/HT20 (PCL sa 20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave)

Dodatak suvog ektrakta hajducke trave uticao je na promenu prekidne deformacije, samo pri
relativno manjem sadrzaju suvog ekstrakta. Ustavnovljeno je statisti¢ki znacajno povecanje prekidne
deformacije u nanovlaknastim matovima sa 5 mas% i 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave
(p <0,05). Daljim povecanjem udela suvog ekstrakta hajducke trave nije postignuta statisticki
znacajna razlika u prekidnoj deformaciji, iako se moze primetiti da je ona nominalno bila veca za
nanovlaknasti mat sa 15 mas% i manja za nanovlaknasti mat sa 20 mas% suvog ekstrakta hajducke
trave u odnosu na PCL nanovlakanasti mat bez dodataka (slika 5.25.).
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Prekidna deformacija (%)

PCL PCL/HTS PCL/HT10 PCL/HT1S PCL/HT20

Slika 5.25. Prekidna deformacija PCL nanovlanknastih matova dobijenih metodom elektropredenja
iz rastvora TFE i to za PCL, PCL/HT5 (PCL sa 5 mas% suvog ekstrakta hajducke trave),
PCL/HT10 (PCL sa 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave), PCL/HT15 (PCL sa 15 mas% suvog
ekstrakta hajducke trave) i PCL/HT20 (PCL sa 20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave)
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Dodatak suvog ekstrakta hajducke trave u PCL nanovlakna imao je statisticki znacajan uticaj
na zateznu ¢vrstocu dobijenih nanovlaknastih matova u svim ispitivanim koncentracijama (p < 0,01).
I drugi su proucavali uticaj dodatka ekstrakta na zateznu ¢vrsto¢u PCL elektropredenih nanovlakana,
I pokazano je npr. da je dodatkom ekstrakta Inula graveolens kao i suvog ekstrakta hajducke trave,
zatezna ¢vrstoca PCL nanovlaknastih matova imala ve¢u vrednost (Al-Kaabi i dr., 2021). Zatezna
¢vrstoca je povecana za uzorke PCL/HT5 i PCL/HT10, a zatim je primecen pad vrednosti zatezne
¢vrstoce, pri ¢emu je ona i dalje bila ve¢a u odnosu na PCL nanovlakna bez dodataka (slika 5.26.).
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Slika 5.26. Zatezna ¢vrstoca PCL nanovlanknastih matova dobijenih metodom elektropredenja iz

rastvora TFE i to za PCL, PCL/HT5 (PCL sa 5 mas% suvog ekstrakta hajducke trave), PCL/HT10

(PCL sa 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave), PCL/HT15 (PCL sa 15 mas% suvog ekstrakta
hajducke trave) i PCL/HT20 (PCL sa 20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave)

Najnize izmerene vrednosti Jungovog modula elasti¢nosti, prekidne deformacije i zatezne
¢vrstoce (3,8 £ 1,1 Mpa, 54,0 £ 4,0 % i 1,9 £ 0,6 Mpa, redom) su dobijene za PCL nanovlaknaste
matove (slike 5.24.-5.26.). Inkorporiranje suvog ekstrakta hajducke trave u PCL nanovlaknaste
matove dovodi do poboljsanja mehanickih svojstva PCL nanovlaknastih matova. Dodatak suvog
ekstrakta hajducke trave u sadrzaju od 5 mas% doveo je do statisticki znaCajnog povecanja je
Jungovog modula elasti¢nosti (10,4 £ 2,2 MPa), prekidne deformacije (78,3 + 5,9 %) i zatezne
¢vrstoce (8,7 = 2,3 MPa). Unapredena mehanicka svojstva uocena su i za PCL nanovlaknaste matove
sa inkorporiranim suvim ekstraktom hajducke trave u sadrzaju od 10 mas% suvog ekstrakta hajducke
trave (slika 5.23.). U obe ove koncentracije, dodatak suvog ekstrakta hajducke trave doprineo je tome
da su procesuirani nanovlaknasti matovi bili manje skloni lomu/kidanju i imali vecu elasti¢nost.
Daljim povecanjem sadrzaja suvog ekstrakta hajducke trave na 15 mas% i 20 mas%, primeceno je
smanjenje vrednosti za prekidnu deformaciju i zateznu ¢vrstocu u odnosu na karakteristike materijala
sa 5 mas% i 10 mas%, $to ukazuje na relativno uvecanu krutost materijala i smanjenu ¢vrstocu. Sa
povecanjem sadrzaja suvog ekstrakta hajducke trave vise od 10 mas% nije zapazeno dalje
unapredenje mehanickih svojstava, iako su nanovlaknasti matovi sa svim ispitivanim
koncentracijama suvog ekstrakta hajducke trave doveli do poboljsanja u odnosu na PCL
nanovlaknasti mat.

Posto je primeceno da dodatak suvog ekstrakta hajducke trave dovodi do smanjenja pre¢nika
nanovlakana (slika 5.20.), moglo bi se spekulisati da je zatezna ¢vrstoca PCL nanovlakanastih matova
sa suvim ekstraktom hajducke trave varirala u zavisnosti od pre¢nika nanovlakana, pri cemu su vlakna
manje vrednosti pre¢nika imala nize vrednosti ¢vrstoce. Ovo ponasanje kod vlakana malog pre¢nika
moze biti posledica slabijih spojeva medusobno povezanih vlakana ili takode moze biti posledica
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defekata u pojedina¢nim vlaknima. Sli¢no, smanjenje zatezne ¢vrstoce sa smanjenjem prec¢nika
vlakana primetili su Han i saradnici za poliuretanski nosa¢ na bazi PCL (Han i dr., 2011).

Pored toga, u nanovlaknima sa najvisim sadrzajem suvog ekstrakta hajducke trave vizuelnom
inspekcijom uocena je aglomeracija nerastvorenih cestica ekstrakta hajducke trave. Takvi aglomerati
mogu da deluju kao centri koncentracije napona koji sprecavaju efikasan prenos naprezanja sa
polimerne matrice na punioce, i posledi¢no dovode do slabijih mehanickih svojstava. Na osnovu svih
dobijenih rezultata zakljuceno je da su najbolja mehanic¢ka svojstva posedovali uzorci PCL/HTS i
PCL/HT10 i da dodatak suvog ekstrakta hajducke trave do 10 mas% dovodi do vece rastegljivosti
elektropredenih nanovlakana, omogucavajuci proizvodnju nanovlaknastog mata sa poboljsanom
zateznom ¢vrstocom i vecom prekidnom deformacijom.

Ispitana je i promena mehanickih svojstava nanovlaknastih matova u simuliranim uslovima
upotrebe materijala. Naime, odredena su mehanicka svojstva PCL nanovlaknastih matova nakon
petodnevnog potapanja u PBS na 37 °C. Mehanicka svojstva, evidentna kroz vrednosti Jungovog
modula elasti¢nosti, prekidne deformacije i zatezne ¢vrstoce PCL nanovlaknastih matova sa suvim
ekstraktom hajducke trave pokazala su slican trend kao i za materijale pre potapanja. Sve izmerene
vrednosti bile su vece za nanovlaknaste matove sa dodatkom suvog ekstrakta hajducke trave u
poredenju sa PCL nanovlaknastim matom (slika 5.27.).
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Slika 5.27. Jungov modul elasti¢nosti, prekidna deformacija i zatezna ¢vrstoca PCL
nanovlanknastih matova dobijenih metodom elektropredenja iz rastvora TFE i to za PCL, PCL/HT5
(PCL sa 5 mas% suvog ekstrakta hajducke trave), PCL/HT10 (PCL sa 10 mas% suvog ekstrakta
hajducke trave), PCL/HT15 (PCL sa 15 mas% suvog ekstrakta hajducke trave) i PCL/HT20 (PCL
sa 20 mas% suvog ekstrakta hajducke trave) pre i posle potapanja u PBS rastvor

U poredenju sa uzorcima pre potapanja u PBS, vrednost Jungovog modula elasti¢nosti je
pokazala opadajuci trend nakon potapanja. Vrednost zatezne ¢vrstoce svih nanovlaknastih matova je
smanjena nakon simulirane upotrebe materijala. Efekat ojacanja materijala do kog je doslo usled
dodatka suvog ekstrakta hajducke trave u PCL nanovlaknaste matove opao je usled potapanja u
rastvor PBS, §to se moze objasniti gubitkom suvog ekstrakta hajducke trave, koji je osloboden iz
polimerne matrice u ovom periodu. U prethodnoj studiji takode je primeéeno Smanjenje vrednosti
Jungovog modula i zatezne ¢vrstoce usled oslobadanja ekstrakta iz PCL-aloe vera vlaknastog mata,
Sto je u saglasnosti sa rezulatima dobijenim u okviru rada na ovoj disertaciji (Agnes Mari i Giri Dev,
2015).

5.3.5. Kinetika oslobadanja polifenola iz PCL nanovlakana sa suvim ekstraktkom hajducke
trave

Kinetika oslobadanja polifenola hajducke trave iz PCL nanovlaknastih matova sa dodatkom
suvog ekstrakta hajducke trave pracena je tokom pet dana. Nanovlaknasti matovi su bili potopljeni u
PBS (pH 7,4) na 37 °C, u cilju simulacije fizioloskih uslova ljudskog tela. Profili otpustanja polifenola
iz nanovlaknastih matova su pokazali pocetno naglo otpustanje i kasnije sporo oslobadanje (slika
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5.28.). Pocetno naglo oslobadanje i kasnije produzeno oslobadanje primeceno je u drugim studijama
sa ekstraktima lekovitih biljaka inkorporiranim u razli¢ita polimerna nanovlakna (Suganya i dr.,
2011.; Maver i dr., 2020; Pulicharla i dr., 2016).

Mala koli¢ina ukupno inkorporiranih polifenola hajducke trave je oslobodena neposredno
nakon potapanja nanovlaknastih matova u PBS. Ukupno 5,5 + 2,1 %, 6,4 + 0,1 %, 4,4 £ 0,0 %, 2,9 +
0,3 % polifenola otpusteno je nakon potapanja iz nanovlaknastih matova PCL/HT5, PCL/HT10,
PCL/HT15 i PCL/HT20, redom. U narednih sat vremena zabeleZen je znacajno veci procenat
oslobodenih polifenola i u prvih 24 h, otpusteno je ukupno 75,2 + 3,8 % iz PCL/HT5, 82,3 + 3,9 %
iz PCL/HT10, 84 £ 2,9 % iz PCL/HT15 1 92 £ 3,1 % iz PCL/HT20 od ukupno inkorporiranih
polifenola. Kasnije je otpustanje bilo sporo, a nakon pet dana, 79,7 £ 0,7 %, 89,2 + 4,8 %, 98,2+ 2,0
% i 97 = 2,9 % polifenola iz hajducke trave je otpusteno iz PCL/HT5, PCL/HT10, PCL/HT15 i
PCL/HT20, redom.
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Slika 5.28. Kumulativno oslobadanje polifenola iz hajducke trave iz PCL nanovlanknastih matova

dobijenih metodom elektropredenja iz rastvora TFE za PCL/HT5 (PCL sa 5 mas% suvog ekstrakta

hajducke trave), PCL/HT10 (PCL sa 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave), PCL/HT15 (PCL sa

15 mas% suvog ekstrakta hajducke trave) i PCL/HT20 (PCL sa 20 mas% suvog ekstrakta hajducke
trave)

Sli¢ne rezultate objavili su Namboodiri i Parameswaran, 2013, gde je procenat polifenola iz
sirovog ekstrakta Biophitum sensitivum (L.) imao isti trend oslobadanja iz PCL vlaknaste membrane
pri ¢emu je u prvih 24 h oslobodeno priblizno 40 % polifenola, a zatim je usledilo sporije otpustanje
polifenola u narednim satima. Za sve uzorke PCL nanovlaknastih matova sa suvim ekstraktom
hajducke trave uocen je bimodalni profil oslobadanja i kinetika oslobadanja se razlikuje za prvi sat i
kasniji period - od 1. do 96. sata pracenja otpustanja (Karami i dr., 2013). Dovoljna apsorpcija
rastvora fosfatnog pufera u nanovlaknima i brza difuzija komponenti hajducke trave koja se nalazi
blizu povrsine nanovlakana u medijum rezultirala je brzim oslobadanjem polifenola. Pored toga, ovo
rapidno oslobadanje polifenola moze se pripisati slabim vodoni¢nim vezama izmedu estarskih
karbonilnih grupa PCL i fenolnih hidroksilnih grupa biljnih polifenola (Kim i dr., 2012). Konacno,
naglo oslobadanje polifenola moze nastati i rastvaranjem eventualno prisutnih aglomerata ekstrakta
hajducke trave, koji su bili vizuelno identifikovani u nanovlaknastim matovima sa visokim sadrzajem
suvog ekstrakta hajducke trave. Bimodalni obrazac oslobadanja moze imati vaznu ulogu u postizanju
optimalnog terapijskog odgovora u mnogim tretmanima. Brzo oslobadanje polifenola iz nanovlakana
pomaze U postizanju minimalne efektivne koncentracije u pocetnim satima, nakon cega sledi
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produzeno oslobadanje koje moze biti dovoljno za odrzavanje adekvatnog terapijskog odgovora
tokom duzeg vremenskog perioda (Agarwal i dr., 2021; Xie i dr., 2013).

Rezultati in vitro testa oslobadanja polifenola iz PCL nanovlaknastih matova sa dodatkom
suvog ekstrakta hajducke trave su fitovani matematickim modelima- nultog i prvog reda, Higuci
(Higuchi) i Korsmejer-Pepas (Korsmeyer-Peppas) modelima. Higu¢i model pokazao je najvecu
vrednost koeficijenta korelacije za sve ispitivane nanovlaknaste matove, sto ukazuje da se difuzija
polifenola iz nanovlaknastih matova odvija prema Higu¢ijevom modelu. Pojednostavljeno, Higuéijev
model opisuje oslobadanje lekova iz nerastvorljivih matrica kao kumulativni procenat oslobodenog
leka u odnosu na kvadratni koren vremena. Jednacine za Higuéijev model bile su:

¢ = 10,76 t¥2 (r> = 0,78 za PCL/HT5) (5.4)
Q= 12,08 t*2(r> = 0,78 za PCL/HT10) (5.5)
Q:=12,75tY2(r* = 0,78 za PCL/HT15) (5.6)
Q: = 13,31 t2(r> = 0,75 za PCL/HT20) (5.7)

pri ¢emu u navedenim jednac¢inama Q: predstavlja koli¢inu polifenola rastvorenog u vremenu t, a Ky
konstantu oslobadanja za svaki uzorak PCL/HT5, PCL/HT10, PCL/HT15 i PCL/HT20. Higu¢i model
oslobadanja aktivne supstance pogodan je za primenu za transdermalne flastere sa kontrolisanim
oslobadanjem ili za filmove za oralnu kontrolisanu isporuku leka (Paarakh i dr., 2018; Dash i dr.,
2010).

Podaci o oslobadanju polifenola iz PCL nanovlaknastih matova sa suvim ekstraktom hajducke
trave su takode fitovani Korsmejer Pepas (Korsmeyer-Peppas) modelom. U ovom modelu, vrednost
n (eksponent otpustanja) se koristi za karakterizaciju razli¢itog oslobadanja za cilindri¢éne matrice.
Vrednost n za PCL/HT5, PCL/HT10, PCL/HT15 i PCL/HT20 bila je 0,07, 0,06, 0,06 i 0,03, redom.
Vrednost parametra n ispod 0,45 ukazuje na Pseudo-Fikovu difuziju, $to je u skladu sa cilindriénom
strukturom ispitivanih nanovlakana (Grkovic i dr.,2017).

5.3.6. Antioksidativna aktivnost PCL nanovlakana sa suvim ekstraktkom hajducke trave

Da bi se ispitalo da li se bioloska aktivnost hajducke trave odrzala inkorporiranjem suvog
ekstrakta hajducke trave u PCL nanovlaknaste matove, odredena je antioksidativna aktivnost
dobijenih materijala. Antioksidativna aktivnost merena je kao sposobnost neutralizacije DPPH
radikala pufera u koji su bili uronjeni nanovlaknasti matovi. Postojao je trend povecanja
antioksidativne aktivnosti sa vremenom interakcije izmedu pufera i nanovlaknastih matova (tabela
5.4.), sto je u skladu sa nalazima drugih istrazivaca (Ahmed i dr., 2018).

Tabela 5.4. Antioksidativna aktivnost PBS pufera u koji su potopljeni PCL nanovlaknasti matovi sa
dodatkom suvog ekstrakta hajducke trave u tri vremenska intervala

Inhibicija DPPH radikala (%)

Vreme inkubacije (h)
PCL/HT5 PCL/HT10 PCL/HT15 PCL/HT20

0 17,1+23 21,9+3,2 61,3+29 54,6 +4,8
1 48,1+4,1 751+3,7 90,4+0,8 91,2+0,9
24 56,7+4,7 76,1+41 91,7+14 91,9+0,6

Antioksidativna aktivnost je takode, bila zavisna od doze, tj. koncentracije suvog ekstrakta hajducke
trave u nanovlaknastim matovima. Inhibicija DPPH radikala pufera u kom su bili potopoljeni
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nanovlaknasti matovi tokom 24 h ispitivanja bila je u rasponu od 17,1-56,7 % za PCL/HT5, 21,9-
76,1 % za PCL/HT10, 61,3-91,7 % za PCL/HT15 i 54,6-91,9 %, za PCL/HT20. Na osnovu dobijenih
rezultata zakljuéeno je da je pufer posedovao vecu antioksidativnu aktivnost ukoliko su u pufer
potopljeni nanovlaknasti matovi sa vecim sadrzajem suvog ekstrakta hajducke trave. Sa duzim
vremenom inkubacije oslobadala se veca koli¢ina polifenola iz hajducke trave, $to je dovelo do
povecanja efikasnosti ihnibicije DPPH radikala.

Poznato je da su polifenoli jedan od glavnih nosioca antioksidativne aktivnosti biljnog
materijala (Ju 1 dr., 2016, Lim i dr., 2019). U prethodnoj studiji pokazano je da je sposobnost
neutralizacije DPPH radikala te¢nih ekstrakata hajducke trave direktno proporcionalna ukupnom
sadrzaju polifenola (Milutinovic i dr., 2015). U okviru rada na ovoj disertaciji uocen je trend
korelacije izmedu ukupnog sadrzaja polifenola i antioksidativne aktivnosti (p < 0,1). Korelacija
izmedu ukupnog sadrzaja polifenola i antioksidativnog kapaciteta za testirane materijale izracunata
je kao Pirsonov koeficijent korelacije (Schober i dr., 2018). Poredenjem antioksidativne aktivnosti
ekstrakta hajducke trave (Milutinovic i dr., 2015) i aktivnosti polifenola oslobodenih iz ispitivanih
materijala (PCL/HT5, PCL/HT10, PCL/HT15 i PCL/HT20) dolazi se do zakljuc¢ka da je ova aktivnost
U potpunosti sacuvana u svim ispitivanim nanovlaknastim matovima.

5.3.7. Antibakterijska aktivnost PCL nanovlakana sa suvim ekstraktkom hajducke trave

Antibakterijski efekat PCL elektropredenih nanovlaknastin matova sa dodatkom suvog
ekstrakta hajducke trave ispitan je prema dve bakterije, predstavnika Gram pozitivnih (S. aureus) i
Gram negativnih (P. aeruginosa) bakterija. Odabrane vrste su uobicajeni patogeni prisutni kod
hospitalizovanih pacijenata i ¢esto su povezani sa urinarnim infekcijama (Wasserman i Taljaard,
2011; Rayner i Munckhof, 2005; Lamas Ferreiro i dr., 2017). Rezultati su pokazali da je
antibakterijska aktivnost PCL nanovlaknstih matova sa suvim ekstraktom hajducke trave na S. aureus
o¢uvana tokom procesa elektropredenja i rast ove bakterije je inhibiran u eksperimentima interakcije
sa ispitivanim nanovlaknastim matovima. Stepen redukcije rasta S. aureus bio je 69,1 %, 85,7 % i
92,9 % za uzorke PCL/HT10, PCL/HT15 i PCL/HT20, redom. Trend povecanja antibakterijske
aktivnosti sugerise da se i ova bioloska aktivnost menja na dozno zavisan nacin, tj. da je najvecéa za
materijal sa najve¢im sadrzajem suvog ekstrakta. Uoceno je da se sa povecanjem sadrzaja Suvog
ekstrakta hajducke trave u nanovlaknima povecava njegova antioksidativna i antibakterijska
aktivnost. Treba napomenuti da uzorak PCL/HT5 nije imao uticaja na rast bakterija, zbog
nedovoljnog sadrzaja suvog ekstrakta hajducke trave potrebnog za inhibiciju rasta bakterija. Svi
ispitivani uzorci nisu pokazali efekat na rast P. aeruginosa.

Antibakterijska aktivnost ispitivanih PCL nanovlaknastih matova sa suvim ekstraktom
hajducke trave rezultat je kombinovanog dejstva jedinjenja hajducke trave, uglavnom polifenola
(Sowa i dr., 2020; Milutinovic i dr., 2021). Utvrdeno je da ekstrakti hajducke trave pokazuju
antibakterijsku aktivnost na Gram-pozitivne bakterijske vrste, dok su rezultati isapitivanja na Gram-
negativne vrste manje ocigledni, §to je u skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj disertaciji (Frey i
Meyers, 2010; Tajik i dr., 2008). Polifenoli prisutni u hajduckoj travi razaraju membranu bakterija,
Sto je pretpostavljeni mehanizam kojim je ostvarena antibakterijska aktivnost ispitivanih uzoraka.
Ispitivana Gram-pozitivna bakterija S. aureus je bila osetljiva za razliku od ispitivane Gram-negativne
vrste. Ovakav rezulat nije iznenadujuc¢i s obzirom da je poznato da Gram-negativne bakterije
pokazuju veci stepen otpornosti na antibakterijska jedinjenja poput onih prisutninh u ekstraktu
hajducke trave (Liidr., 2019; Tajik i dr., 2008). Gram-pozitivne bakterije imaju debeli spoljasnji sloj
peptidoglikana koji nije otporan na aktivnost polifenola (Nostro i dr., 2000). Rezultati pokazuju da
PCL nanovlaknasti matovi sa dodatkom suvog ekstrakta hajducke trave poseduju antibakterijsku
aktivnost prema S. aureus i mogu se koristiti u materijalima koji mogu da sprece bakterijske infekcije.
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5.4. Evaluacija primenjivosti PCL nanovlaknastih matova sa dodatkom cefazolina ili suvog
ekstrakta hajducke trave za oblaganje komercijalnih urinarnih katetera

U okviru ove disertacije razvijeno je vise multifunkcionalih biomaterijala ¢ija bi svojstva
mogla da omoguce sprecavanje infekcija izazvanih urinarnom Kkateterizacijom, pa je ispitana
mogucnost oblaganja komercijalnih katetera razvijenim materijalima. Za ova ispitivanja odabran je
jedan PCL nanovlaknasti mat sa cefazolinom i jedan nanovlaknasti mat sa suvim ekstraktom hajducke
trave. Metodom elektropredenja iz rastvora, procesirana su nanovlakna na bazi PCL rastvorenog u
TFE sa inkorporiranih 20 mas% cefazolina i sa inkorporiranih 10 mas% suvog ekstrakta hajducke
trave. Ispitana je adhezija izmedu novorazvijenih PCL nanovlaknastin matova i komercijalnih
katetera uz evaluaciju antibakterijske aktivnosti dobijenih obloZenih katetera. Kao adheziv koris¢en
je n-butil-2-cijanoakrilat, hemijske formule CsH1:NO., koji se kao adheziv u tkivnom inzenjerstvu
koristi ve¢ duze vreme (Amiel i dr., 1999).

5.4.1. Adhezija izmedu novorazvijenih PCL nanovlaknastih matova i komercijalnih katetera

Za procenu stepena adhezije izmedu dva materijala primenjuje se ,,peel* test, koji se zatim
koristi za odredivanje efikasnosti adheziva pri spajanju odredenih vrsta materijala. Na slici 5.29.
prikazan je karakteristican dijagram sila-pomeraj, dobijen nakon ,,peel* testa PCL nanovlaknastog
mata oblozenog na gumeni kateter, kao primer. Pocetni deo krive odgovara inicijalnom ispravljanju
nanovlakana do uspostavljanja ugla od 180 °, nakon ¢ega se rezultati ,,peel testa smatraju validnim.
Za proracun maksimalne sile koju je potrebno primeniti da bi doslo do odvajanja, uzeta je srednja
vrednost u intervalu trajanja testa. Nagli pad sile na krivoj, ukazuje da je doslo do odvajanja
fleksibilnog nanovlaknastog mata sa krute podloge, odnosno ispitivanog katetera.
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Slika 5.29. Dijagram sila-pomeraj za ispitivanje adhezije izmedu gumenog katetera i PCL
nanovlaknastog mata oblozenog pomocu adheziva n-butil-2-cijanoakrilata

Jac¢ina adhezije predstavlja meru spajanja dva ili vise materijala koji su medusobno povezani
i prikazana je kao odnos srednje sile odvajanja i $irine linije vezivanja uzorka. Sto je veéa vrednost
jacine adhezije veca je adhezija izmedu materijala. Na osnovu vrednosti jacine adhezije, mozemo
zakljuciti da je u svim ispitivanim uzorcima postignuta adhezija izmedu katetera i ispitivanih
nanovlakana (slika 5.30.). Izrazenija adhezija uspostavljena je izmedu nanovlaknastih matova i
silikonskog katetera u odnosu na adheziju izmedu nanovlaknastih matova i gumenog katetera, koja
nije bila statisticki znacajna (p = 0,07). Vazno je napomenuti da dodatak aktivne supstance nije

89



nepovoljno uticao na adheziona svojsva sa kateterom. Naprotiv, jac¢ina adhezije je povecana za
nanovlaknaste matove sa suvim ekstraktom hajducke trave.

0.030

0.025

0.020

0.015

Ja¢ina adhezije (N/mm)

0.010

0.005

0.000

I T I ' [ T I T I ! I
PCL PCL/cef PCL/HT PCL PCL/cel PCL/H1

Slika 5.30. Histogram jac¢ine adhezije PCL nanovlaknastih matova bez dodatka (PCL) i sa
dodatkom 20 mas% cefazolina (PCL/cef) i sa dodatkom 10 mas% suvog ekstrakta hajducke trave
(PCL/HT) na gumeni kateter (zuto obojeni barovi) i silikonski kateter (sivo obojeni barovi)

Novorazvijeni sistemi u kojima je nanovlaknasti mat nanesen na kateter predstavljaju novi
sistem koji do sada nije opisan. U prethodnim studijama, ispitana je npr. adhezija T-testom izmedu
PCL nano i mikro vlakana, nakon spajanja termickom obradom dva nanovlaknasta mata i dva
mikrovlaknasta mata. Za nanovlaknasti mat pre¢nika nanovlakana od oko 500 nm dobijena je jacina
adhezije oko 0,0095 N/mm, dok je za vlakna vecih dimenzija pre¢nika od oko 3,7 um dobijena jacina
adhezije od priblizno 0, 065 N/mm. Ovaj rezultat sugerise da je pre¢nik vlakana imao veliki uticaj na
adheziju, verovatno zbog povecane povrsine kontakta izmedu vlakana (Bouchet i dr., 2021). Adhezija
dvoslojnih  membrana  dobijenin  procesom  elektropredenja  najlon  6/najlon 6,
poliakrilonitril/poliakrilonitril i poliviniliden fluorid/poliviniliden fluorid ispitana je ,,peel* testom
pod uglom od 180 °. Rezultati ,,peel” testa pokazuju jacinu adhezije u opsegu od 0,002 N/mm do
0,012 N/mm. Niza ja¢ina adhezije je primecena kod polimera koji brzo o¢vrscavaju, kao $to je najlon
6, tokom procesa elektropredenja materijala ,,sloj na sloj* $to dovodi do loSeg prijanjanja izmedu
slojeva (Affandi i dr., 2019).

U okviru ove disertacije ispitana je adhezija nanovlaknastog mata na kateter adhezivom n-
butil-2-cijanoakrilatom. Tokom ,,peel* testa primeceno je da je do odvajanja nanovlaknastog mata sa
katetera doslo ,,raslojavanjem® nanovlaknastog mata, tako da ne dolazi do sustinskog odvajanja
nanovlaknastog mata od katetera. Dobijene vrednosti jac¢ine adhezije nakon ispitivanja adhezije
,peel* testom pod uglom od 180 ° su u opsegu od 0,013 N/mm do 0,030 N/mm. Na osnovu dostupnog
literaturnog pregleda vrednosti jacine adhezije dobijenih nakon ,,peel testa nanovlaknastih matova,
moze Se zakljuciti da su u ovoj disertaciji dobijene veée vrednosti jacine adhezije u odnosu na
predstavljene literaturne (Bouchet i dr., 2021; Affandi i dr., 2019).

5.4.2. Antibakterijska aktivnost katetera obloZenih novorazvijenim PCL nanovlaknastim
matovima

Simuliranjem infekcije u laboratorijskim uslovima, ispitano je oc¢uvanje antibakterijske
aktivnosti nanovlaknastih matova nakon njihove adhezije na komercijalne katetere. Ovim
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eksperimentom je izvrSena evaluacija mogucnosti oblaganja polimernih inertnih materijala za
dobijanje funkcionalizovanih urinarnih katetera koji mogu da sprece infekcije izazvane urinarnom
kateterizacijom.

Eksperiment je izveden uranjanjem oblozenog katetera u mikrobiolosku podlogu zasejanu
predstavnicima Gram-pozitivnih i Gram-negativnih patogenih bakterija. Nakon inkubacije, pre¢nik
zone inhibicije je koriscen kao mera in vitro antibakterijskih svojstava gumenih i silikonskih urinarnih
katetera oblozenih PCL nanovlaknastim matovima bez dodatka i sa 20 mas% cefazolina ili 10 mas%
suvog ekstrakta hajducke trave. Zona inhibicije posmatrana je kao jasna kruzna povrsina oko uzoraka.
PCL nanovlaknasti matovi bez dodatog antibakterijskog agensa su korisceni kao kontrole i rezultat
je pokazao da ne dolazi do inhibicije rasta bakterija oko kontrolnih uzoraka (slike 5.31. i 5.32.).
Gumeni i silikonski urinarni kateteri na koje su naneti PCL nanovlaknasti matovi sa cefazolinom i
suvim ekstraktom hajducke trave za obe bakterije, pokazali su antibakterijsku aktivnost (slike 5.31. i
5.32.). Zone inhibicije dokazale su da su cefazolin i suvi ekstrakt hajducke trave u nanovlaknima
ostali u aktivnom obliku, u dovoljnoj koncentraciji da inhibiraju rast patogenih mikroorganizma. Ovo
sugeriSe da je inkorporiranje ovih antibakterijskih agensa u polimerna nanovlakna bilo uspesno i
zadrzano nakon njihove adhezije na katetere. Kateteri oblozeni PCL nanovlaknastim matovima sa
cefazolinom, pokazali su vece zone inhibicije za sve uzorke na obe bakterije. Ovo je o¢ekivan rezultat
imajudi u vidu da je u nanovlaknastim matovima sa suvim ekstraktom hajducke trave dodatak bioloski
aktivne supstance manji u odnosu na nanovlaknasti mat sa cefazolinom (10 mas% u odnosu na
20 mas%). Takode, samo neke komponente ekstrakta hajducke trave poseduju antibakterijsku
aktivnost jer je u pitanju smesa bioloski aktivnih komponenti. Znacajno je da se primenom katetera
oblozenih nanovlaknastim matovima sa ekstraktom hajducke trave mogu ocekivati i druga povoljna
dejstva. Naime, hajducka trava moze da pospesi zarastanje malih rana koje mogu da se formiraju u
procesu kateterizacije (European medicines agency, 2020). Antioksidativna aktivnost ekstrakta
hajducke trave koja je dokazano oc¢uvana nakon inkorporacije u PCL nanovlaknaste matove moze
povoljno da utice na sluzokozu na mestu interakcije, jer smanjuje oksidativni stres celija.

Zona inhibicije rasta bakterija oko uzorka gumenog katetera sa prevlakom PCL
nanovlaknastog mata sa cefazolinom bila je 4,7 + 0,3 cm u pre¢niku za S. aureus i 3,7 + 0,1 cm za E.
coli (slika 5.31.), dok su zone inhibicije sa prevlakom PCL nanovlaknastog mata sa ekstraktom
hajducke trave iznosile 2,1 £ 0,1 cm u prec¢niku za S. aureus i 1,6 £ 0,05 cm za E. coli (slika 5.31.).

s _i’CL'

PCL/cef :

Slika 5.31. Mikrobioloske ploce ispitivanja uticaja prevlaka PCL nanovlaknastog mata sa
cefazolinom i PCL nanovlaknastog mata sa ekstraktom hajducke trave na gumenom kateteru na rast
patogene Gram-pozitivne bakterije S. aureus i Gram-negativne bakterije E. coli

Zona inhibicije oko uzorka silikonskog katetera sa prevlakom PCL nanovlaknastog mata sa

cefazolinom bila je priblizno ista kao i u slucaju uzorka gumenog katetera i iznosila je 4,8 + 0,3 cm
u prec¢niku za S. aureus i 4,0 £ 0,1 cm za E. coli (slika 5.32.). Sli¢no kao i kod uzorka gumenog
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katetera, zona inhibicije sa prevlakom PCL nanovlaknastog mata sa ekstraktom hajducke trave
iznosila je 1,8 £ 0,2 cm u precniku za S. aureus i 1,8 £ 0,08 cm za E. coli (slika 5.32.). Na osnovu
ovoga je zakljuéeno da priroda katetera nije uticala na biolosku aktivnost jer ova, o¢ekivano, zavisi
samo od vrste nanovlaknstog mata kojim je inertni kateter oblozen.

Slika 5.32. Mikrobioloske ploce ispitivanja uticaja prevlaka PCL nanovlaknastog mata sa
cefazolinom i PCL nanovlaknastog mata sa ekstraktom hajducke trave na silikonskom kateteru na
rast patogene Gram-pozitivne bakterije S. aureus i Gram-negativne bakterije E. coli

Kao sto je ranije diskutovano, utvrden je jak antibakterijski efekat cefazolina na Gram-
pozitivne bakterije, ¢iji je predstavnik S. aureus, pa ne ¢udi §to je precnik inihbicije prema ovoj
bakteriji bio izrazeniji u odnosu na Gram-negativhu E. coli, koja je manje osetljiva na dejstvo
cefazolina (Munir i dr., 2019). Sa druge strane, utvrdeno je da ekstrakti hajducke trave pokazuju
antibakterijsku aktivnost na Gram-pozitivne bakterijske vrste, dok su rezultati ispitivanja na Gram-
negativne vrste manje ocigledni, Sto je u skladu sa nalazima dobijenim u ovoj disertaciji za
procesirane PCL nanovlaknaste matove sa suvim ekstraktom hajducke trave, ¢ija je antibakterijska
aktivnost ispitana metodom razblazenja. U ovom testu nije evidentirana inhibicija E. coli $to je u
skladu sa rezultatima koje su dobili i drugi istrazivaci ispitujuci efekat hajducke trave prema ovom
patogenu (Frey i Meyers, 2010). Medutim, simuliranjem infekcije u laboratorijskim uslovima i
primenom metode zone inhibicije za evaluaciju antibakterijske aktivnosti obloZenih katetera sa PCL
nanovlaknastim matom sa suvim ekstraktom hajducke trave zabelezena je inhibicija rasta E. coli.
Ovaj pozitivan rezultat sugerise da je primenjeni sistem adekvatan ciljanoj nameni, ¢ime se potvrduje
da su procesirane obloge na bazi PCL sa cefazolinom ili suvim ekstraktom hajducke trave zadrzale
svoja bioloska svojstva prilikom aplikacije na komercijalno dostupnim kateterima i tako mogu
sprecavati infekcije izazvane kateterizacijom urinarnog trakta. Postoje sistemi oblaganja urinarnih
katetera razli¢itim prevlakama, modifikacijama povrsine uglavnom nanocestica srebra ili antibiotika
ili antimikrobnih peptida imobilizovanih na povrsini katetera, sa antibakterijskim dejstvom na Gram-
pozitivne i Gram-negativne bakterije, ali sistem kakav je razvijen u ovoj doktorskoj disertaciji do
sada nije publikovan u literaturi. Imajuéi u vidu izuzetnu efikasnost i adhezije i o¢uvanu biolosku
aktivnost, rezultati dobijeni u ovoj disertaciji mogli bi se koristiti za razvoj novih funcionalizovanih
katetera sa efikasnim antibakterijskim efektom i potencijalnim efektom na zarastanje malih rana.
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6. ZAKLJUCAK

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije predstavlja procesiranje nanovlakana iz
polimernog rastvora metodom elektropredenja. Cilj istrazivanja bio je razvoj multifunkcionalnih
biomaterijala kao nosac¢a lekova pogodnih za oblaganje urinarnih katetera.

PCL nanovlaknasti matovi sa cefazolinom su procesirani koriscenjem tri metode:
elektropredenja iz rastvora, emulzionog i koaksijalnog elektropredenja. Dobijena nanovlakna su
imala ujednacenu strukturu, dok je inkorporiranje cefazolina izazvalo formiranje nanovlakana manjeg
pre¢nika u odnosu na PCL nanovlakna. Cefazolin nije reagovao sa PCL, niti se razgradio tokom
procesa elektropredenja. Dodatak leka je smanjio kristaliniénost PCL nanovlakana i temperaturu
topljenja polimera. Naglo oslobadanje leka je primeceno iz nanovlakana procesiranih
elektropredenjem iz rastvora (S1) i koaksijalnim elektropredenjem (S3), dok je nanovlaknasti mat S2
(emulziono elekropredenje) pokazao znac¢ajno sporiji profil oslobadanja. Oslobadanje leka iz PCL
nanovlakana dostiglo je skoro 68 %, 5 % i 43 % iz S1, S2 i S3, redom, tokom perioda od 30 dana.
Difuzija cefazolina iz svih sistema sledila je Higucijev model i Pseudo-Fikovu difuziju leka. U
nanovlaknastim matovima ocuvana je antibakterijska aktivnost cefazolina pa su materijali inhibirali
rast ispitivanih predstavnika i Gram-pozitivnih (S. aureus) i Gram-negativnih bakterija (E. coli).
Rezultati in vitro oslobadanja leka i antibakterijskih eksperimenata sugerisu da su PCL nanovlakna
sa cefazolinom pogodna za efikasnu dostavu leka na kontrolisan nacin i inhibiciju rasta bakterija.
Imajuci u vidu svojstva proizvedenih materijala, nanovlaknasti matovi sa cefazolinom- sistemi S1 i
S3 pogodni su za relativno brzo otpustanje leka, dok dobijeni nanovlaknasti mat u sistemu S2 vrlo
sporo otpusta cefazolin i mogao bi se koristiti za dugotrajno otpustanje leka.

U cilju dobijanja PCL nanovlakana sa Sirom bioloskom aktivno$¢u, ispitana je mogucnost
inkorporacije ekstrakta hajducke trave u PCL nanovlakna. Otimizovani su uslovi susSenja
raspr§ivanjem te¢nog ekstrakta hajducke trave pomocu metode planiranog eksperimenta, da bi se
omogucilo inkorporiranje adekvatne koli¢ine ekstrakta u polimerna nanovlakna. Metoda odzivnih
povrsina je uspe$no primenjena za modelovanje uticaja temperature, brzine protoka te¢nog ekstrakta
hajducke trave i sadrzaja suve materije u te¢nom ekstraktu hajducke trave na prinos, ukupni sadrzaj
polifenola i antioksidativnu aktivnost suvog ekstrakta hajducke trave. Optimalni uslovi suSenja za
dobijanje maksimalnog prinosa i maksimalne antioksidativne aktivnosti osusenog ekstrakta hajducke
trave bili su sledeci: temperatura od 130 °C, brzina protoka te¢nog ekstrakta od 7,5 ml/min i sadrzaj
suve materije u tecnom ekstraktu od 1,2 %. Pri optimalnim uslovima susenja prinos je bio 66 %,
ukupni sadrzaj polifenola 145 mg ekvivalenata galne kiseline [GAE] po g ukupne suve materije i
antioksidativna aktivnost 58 %. Osuseni ekstrakt hajducke trave zadrzao je antibakterijsku aktivnost
na predstavnika Gram-pozitivnih bakterija S. aureus i predstavnika Gram-negativnih bakterija P.
aeruginosa.

Razli¢iti sadrzaji suvog ekstrakta hajducke trave dobijeni pri optimalnim uslovima susenja
(5 mas%, 10 mas%, 15 mas% i 20 mas%) uspesno su inkorporirani u PCL nanovlaknaste matove
metodom elektropredenja iz rastvora. Povecanjem sadrzaja ekstrakta hajducke trave smanjio se
prec¢nik nanovlakana u poredenju sa PCL nanovlaknima. Komponente ekstrakta hajducke trave nisu
reagovale sa PCL, niti su se njene komponente razgradile tokom procesa elektropredenja. Suvi
ekstrakt hajducke trave delovao je kao plastifikator, a povecanje njegovog sadrzaja smanjilo je
kristalini¢nost PCL nanovlakana. Dodatkom ekstrakta hajducke trave u PCL nanovlakna poboljsana
su mehani¢ka svojstva PCL nanovlakana $to je evidentno kroz povecanje Jungovog modula
elasti¢nosti (do 5,7 puta), zatezne ¢vrstoce (do 5,5 puta) i prekidne deformacije (do 1,45 puta). Profili
oslobadanja polifenola hajducke trave iz nanovlaknastih matova pokazali su pocetno brzo i kasnije
sporo oslobadanje. Tokom pet dana skoro 79,7 £ 0,7 %, 89,2 + 48 %, 98,2 £ 20% i 97 £ 29%
polifenola je otpusteno iz PCL/HT5, PCL/HT10, PCL/HT15 i PCL/HT20, redom, pri ¢emu je
bimodalno oslobadanje polifenola sledilo Higucijev model. Antioksidativna aktivnost svih uzoraka
povecavala se sa sadrzajem ekstrakta u nanovlaknima. Rezultati antibakterijskih eksperimenata
pokazali su da su PCL nanovlaknasti matovi sa ekstrakom hajducke trave inhibirali rast S. aureus ako
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je sadrzaj ekstrakta hajducke trave 10 mas% i vise. Od ispitivanih materijala najbolju biolosku
aktivnost pokazao je uzorak sa 20 mas% ekstrakta hajducke trave, ali su vrednosti parametara
mehanic¢kih svojstava ovog materijala pokazale nize vrednosti (naruSeni mehanicki integritet). S
druge strane, 5 mas% ekstrakta hajducke trave u materijalu bilo je nedovoljno za postizanje relevantne
bioloske aktivnosti, pa je zaklju¢eno da PCL nanovlaknasti mat sa 10 mas% suvog ekstrakta hajducke
trave postize zeljenu biolosku aktivnost i mehanicka svojstva.

Ispitana je adhezija izmedu novorazvijenih PCL nanovlaknastih matova sa inkorporiranih
20 mas% cefazolina i sa inkorporiranih 10 mas% ekstrakta hajducke trave i komercijalnih gumenih i
silikonskih urinarnih katetera uz evaluaciju jac¢ine adhezije i antibakterijske aktivnosti. Komercijalni
gumeni i silikonski urinarni kateteri oblozeni PCL nanovlaknastim matovima koris¢enjem adheziva
n-butil-2-cijanoakrilat pokazali su dobru mehanic¢ku stabilnost, sto je evidentno kroz vrednosi jacine
adhezije koja je u opsegu 0,015-0,030 N/mm. Oblozeni Kateteri pokazali su antibakterijsku aktivnost
prema S. aureus i E. coli. Zone inhibicije ukazale su da je inkorporiranje ovih bioloski aktivnih agensa
u polimerna nanovlakna bilo uspesno i da je relevantna bioloska aktivnost zadrzana i nakon adhezije
nanovlaknastih matova na katetere.

Na osnovu analize svih dobijenih rezultata u ovoj doktorskoj disertaciji, zakljuceno je da bi
se nanovlaknasti nosaci na bazi PCL sa kontinualnim oslobadanjem cefazolina mogli primeniti kao
obloge za urinarne katetere sa izrazitom antibakterijskom aktivno$¢u, dok bi se nosac¢i na bazi PCL
sa ekstraktom hajducke trave sa kontinualnim oslobadanjem polifenola mogli koristiti kao bezbedan
I efikasan izvor prirodnih antioksidanasa i antibakterijskih agensa i samim tim kao novi materijal za
oblaganje urinarnih katetera.
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