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Elektrohemijska sinteza i karakterizacija nanokompozita polivinil-alkohola,

grafena i nanocestica srebra

REZIME:

Cilj ove doktorske disertacije je dobijanje srebro/polivinil-alkohol (Ag/PVA) i
srebro/polivinil-alkohol/grafen  (Ag/PVA/Gr) nanokompozita elektrohemijskom
sintezom nanocestica srebra u PVA rastvoru, odnosno PVA/Gr koloidnoj disperziji.
Elektrohemijska reakcija izvodi se pri galvanostatskim uslovima, pri ¢emu je koli€inu,
oblik i veli¢inu nanocestica srebra (AgNPs) moguée kontrolisati izborom vrednosti
gustine struje i vremena sinteze, te je medusobna zavisnost ovih parametara detaljno
ispitana u ovom radu. Svojstva nanokompozita dobijenih u vidu koloidnih disperzija,
filmova 1 hidrogelova ispitane su u cilju potencijalne biomedicinske primene.

Za karakterizaciju sintetisanih srebro/polivinil-alkohol 1 srebro/polivinil-
alkohol/grafen koloidnih disperzija koris¢ena je ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija
(UV-Vis) za dokazivanje prisustva, prinosa i pracenja stabilizacije nanocestica srebra u
koloidnim disperzijama dobijenim pri razli¢itim parametrima sinteze, transmisiona
elektronska mikroskopija (TEM) za odredivanje veli¢ine 1 morfologije nanocestica
srebra 1 cikli¢na voltametrija (CV) za utvrdivanje vrste interakcija izmedu nanocestica
srebra, grafena i polivinil-alkohola. Utvrdeno je da su optimalni parametri sinteze za
dobijanje nanoGestica srebra u 10 mas. % PV A rastvoru pri gustini struje od 40 mA cm™
1 vremenu sinteze od 30 min. Takode, utvdeno je da Ag/PVA/Gr koloidna disperzija
ima nanocestice srebra manjih dimenzija u odnosu na Ag/PVA koloidnu disperziju $to
pokazuje da listovi grafena smeSteni izmedu polimernog lanca spreCavaju rast,
agregaciju i aglomeraciju nanocestica srebra.

Analiza filmova Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr dobijenih izlivanjem koloidnih
disperzija u tankom sloju i suSenjem na temperaturi od 60 °C vrSena je metodom
difrakcije X-zraka (XRD) za odredivanje tipa kristalne reSetke i1 veliine kristalita
nanocestica srebra, infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)
za odredivanje vrste veze izmedu nanocCestica srebra, grafena i polimera, Ramanska

spektroskopija za dokazivanje prisustva 1 strukture grafena, skenirajuca elektronska



mikroskopija (FE-SEM) za odredivanje mikrostrukture 1 morfologije filmova,
fotoelektronska spektroskopija X-zracima (XPS) za indentifikaciju sastava povrSine
filmova, test istezanja za odredivanje mehanickih svojstava filmova i
termogravimetrijska analiza (TGA) za odredivanje termicke stabilnosti filmova.
Potvrdeno je prisustvo srebra u kristalnom obliku, semikristalni oblik PVA kao i da
prisustvo nanocestica srebra i listova grafena ne naruSava semikristalnu strukturu PVA.
Potvrdeno je da postoje interakcije izmedu PV A polimernih lanaca i nanocCestica sreba u
slucaju Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova, kao i interakcija listova grafena smestenih
izmedu polimernih lanaca kod PVA/Gr i Ag/PVA/Gr filmova. Nanocestice srebra u
Ag/PVA/Gr filmu u odnosu na Ag/PVA su manjih dimenzija i/ili imaju manju
agregaciju usled prisustva listova grafena smeStenih izmedu polimernih lanaca.
Pokazano je poboljSanje mehanickih svojstava prisustvom grafena i nanocestica srebra
u polimernoj matrici PVA, gde je znacajno povecanje zatezne ¢vstoce od 56 % za
PVA/Gr, 23,8 % za Ag/PVA/Gri 6,3 % za Ag/PVA u odnosu na PVA polimerni film.
Zatezna Cvrstoca je takode povecana ~20 % kod PVA/Gr i Ag/PVA/Gr filmova u
odnosu na PVA film. Termogravimetrijska analiza je pokazala poboljSanje termicke
stabilnosti u prisustvu grafena kod PVA/Gr 1 Ag/PVA/Gr filmova.

Hidrogelovi PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr dobijeni su metodom
uzastopnog zamrzavanja na -18° C 1 odmrzavanja na 4° C odgovarajucih koloidnih
disperzija. Kao metode karakterizacije dobijenih hidrogelova koriS¢ena je atomska
apsorpciona spektroskopija (AAS) za pracenje kinetike otpusStanja srebra, MTT test
citotoksi¢nosti za odredivanje stepena citotoksicnosti i agar difuzioni test i1 test u
bakterijskoj suspenziji za odredivanje antibakterijskih svojstava hidrogelova. Kinetika
otpuStanja srebra iz Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr nanokompozitnih hidrogelova u rastvoru
SBF-a na 37 °C pokazala je naglo otpustanje srebra tokom prva 3 dana tj. 16 mas % kod
Ag/PVA 1 19 mas % srebra kod Ag/PVA/Gr hidrogela. Nakon 28 dana, oba hidrogela
Ag/PVA i Ag/PVA/Gr zadrzala su ~75 % pocetne koncentracije srebra $to je posledica
stabilnosti nanocCestica srebra u visokoumrezenom PVA hidrogelu i pokazuje da
zaostala koli€ina srebra mozZe da sacuva sterilnost uzorka tokom vremena. Dokazana su
antibakterijska svojstva Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogelova prema sojevima
Escherichia coli (ATCC-25922) i Staphylococcus aureus TL, kao 1 za PVA/Gr hidrogel
prema soju E. coli (ATCC-25922). MTT test citotoksicnosti je pokazao da se PVA i



PVA/Gr filmovi mogu klasifikovati kao blago citotoksi¢ni, takode i PVA/Gr hidrogel,
dok se PVA hidrogel moze klasifikovati kao netoksi¢an prema zdravim
imunokompetentnim mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (PBMC) i prema PBMC
¢elijama stimulisanih na proliferaciju mitogenom (PBMC+PHA).

Eksperimenti su obavljeni na Katedri za fizicku hemiju i elektrohemiju
Tehnolosko-metalurskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, dok su antibakterijska
ispitivanja vrSena u laboratoriji za mikrobiologiju na Katedri za biohemijsko
inZenjerstvo 1 biotehnologiju. Testovi citotoksi¢nosti su radeni na Institutu za

onkologiju i radiologiju, Beograd, Srbija.
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ELECTROCHEMICAL SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF
POLY(VINYL ALCOHOL)/GRAPHENE NANOCOMPOSITES WITH SILVER
NANOPARTICLES

SUMMARY

The goal of this doctoral dissertation is to obtain silver/poly(vinyl alcohol)
(Ag/PVA) and silver/poly(vinyl alcohol)/graphene (Ag/PVA/Gr) nanocomposites by
electrochemical synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) in the PVA solution, or
PVA/Gr colloidal dispersion. The electrochemical reaction is performed under
galvanostatic conditions, whereby the quantity, shape and size of the silver
nanoparticles can be controlled by selecting the value of the current density and the time
of the synthesis, and the relation between these parameters is thoroughly examined in
this paper. The properties of the nanocomposites obtained in the form of colloidal
dispersions, films and hydrogels were examined for potential biomedical application.

For the characterization of synthesized silver/poly(vinyl alcohol) and
silver/poly(vinyl alcohol)/graphene colloidal dispersions, ultraviolet and visible
spectroscopy (UV-Vis) was used to verify the presence, yield and monitoring of the
silver particle stabilization in colloidal dispersions obtained under different synthesis
conditions, transmission electron microscopy (TEM) for determining the size and
morphology of silver nanoparticles and cyclic voltammetry (CV) for determining the
type of interactions between nanoparticulate silver, graphene and poly(vinyl alcohol). It
was determined that the optimal parameters for the silver nanoparticles synthesis were
in 10 wt. % PVA solution at a current density of 40 mA c¢m™ and a synthesis time of 30
min. It was also found that the Ag/PVA/Gr colloidal dispersion had smaller dimensions
AgNPs than those in Ag/PVA colloidal dispersion due to the presence of graphene
sheets placed in-between the polymer-PVA chains that inhibited the growth,
aggregation and agglomeration of silver nanoparticles.

The Ag/PVA and Ag/PVA/Gr films obtained by pouring colloidal dispersions
in a thin layer and drying at a temperature of 60 ° C were analyzed by X-ray diffraction

method (XRD) for determining the type of crystal lattice and silver crystal size, Fourier



transform infrared spectroscopy (FTIR) to determine the type of bond between silver
nanoparticles, graphene and polymers, Raman spectroscopy to demonstrate the presence
and structure of graphene, field-emission scanning electron microscopy (FE-SEM) for
determining the microstructure and morphology of films, X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS) for identification of film surface composition, tensile test for
determining mechanical properties of films and thermogravimetric analysis (TGA) for
determining the thermal stability of films. The presence of silver in the crystalline form,
as well as, the semicrystalline form of PVA were confirmed, nevertheless presence of
silver nanoparticles and graphene sheets does not impair the semicrystalline structure of
the PVA. Interactions between PV A polymer chains and silver nanoparticles in the case
of Ag/PVA and Ag/PVA/Gr films were proved and also the interactions of Gr sheets
situated between polymer chains in PVA/Gr and Ag/PVA/Gr films. The silver
nanoparticles in the Ag/PVA/Gr film relative to the Ag/PVA are of smaller dimensions
and/or are less aggregated due to the presence of Gr sheets placed between the polymer
chains. An improvement of the mechanical properties by the presence of graphene and
silver nanoparticles in a polymer matrix of PVA was demonstrated, where a significant
increase in the tensile strength of 56 % for PVA/Gr, 23.8 % for Ag/PVA/Gr and 6.3%
for Ag/PVA in comparison to a PVA polymer film were achieved. Tensile strength was
also increased approx. for 20 % in PVA/Gr and Ag/PVA/Gr films in respect to PVA
film. Thermogravimetric analysis showed an improvement in thermal stability in the
presence of graphene in PVA/Gr and Ag/PVA/Gr films.

Hydrogel PVA, PVA/Gr, Ag/PVA and Ag/PVA/Gr were obtained by
sequential freezing at -18 °C and thawing at 4 °C of the corresponding colloidal
dispersions. Various methods of characterization of the obtained hydrogels were
employed, atomic absorption spectroscopy (AAS) was used to monitor the release of
silver, the MTT cytotoxicity test for determining the degree of cytotoxicity and the agar
diffusion test and test in suspension to determine the antibacterial properties of the
hydrogels. Silver release kinetics from Ag/PVA and Ag/PVA/Gr nanocomposite
hydrogels in SBF solution at 37 °C showed rapid release of silver during the first 3
days, 1.e. 16 wt. % for Ag/PVA and 19 wt. % of silver in Ag/PVA/Gr hydrogel. After 28
days, both Ag/PVA and Ag/PVA/Gr hydrogels retained 76 % of the initial silver

concentration as a result of the silver nanoparticles stability in the PVA matrix and
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indicates that the residual amount of silver can preserve the sample sterility over time.
The antibacterial properties of Ag/PVA and Ag/PVA/Gr hydrogels against bacterial
strains Escherichia coli (ATCC-25922) and Staphylococcus aureus TL, as well as
PVA/Gr hydrogel effect against E. coli (ATCC-25922), have been demonstrated. The
MTT test of cytotoxicity showed that PVA and PVA/Gr films can be classified as
mildly cytotoxic, which was also shown for PVA/Gr hydrogel, while the PVA hydrogel
can be classified as non-toxic when tested against healthy immunocompetent
mononuclear peripheral blood cells (PBMCs) and also when PBMC cells were
stimulated for proliferation by mitogen (PBMC + PHA).

The experiments were performed at the Department of Physical chemistry and
Electrochemistry, Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, while
the antibacterial activity experiments were performed in the microbiology laboratory at
the Department of Biochemical Engineering and Biotechnology. Cytotoxicity tests were

performed in the Institute of Oncology and Radiology, Belgrade, Serbia.

Keywords: electrochemical synthesis, nanocomposites, silver nanoparticles, poly(vinyl
alcohol), graphene

Scientific area: Technological Engineering

Scientific sub-area: Chemical Engineering

UDC number:

vii



1. UVODuc e eeieceeerensencscssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss 1
2. TEORIJSKI DEQ.....c.oecureeireeecrcreenssesssessesssssssesssssssssssssssssaes 3
2.1. POLIVINIL-ALKOHOL.........ouovooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e, 3
2.1.1. POLIVINIL-ALKOHOL HIDROGELOVL.....c.ooueeterreeeeeeeerennn 5
2.2. SREBRO I NANOCESTICE SREBRA........cooveteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeerenees 15
2.2.1. ELEKTROHEMIJSKA SINTEZA NANOCESTICA SREBRA......... 16
2.2.2. KOMPOZITI POLIMERA I NANOCESTICA SREBRA.................. 19
2.2.3. MEHANIZAM ANTIMIKROBNOG DEJSTVA I
CITOTOKSICNOST SREBRA ......coeeveeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeseeeeenes 22
2.3. GRAFEN T OBLICI GAFENA ......otereeteeeeeeeeee e eeeeeeeeeee s eee e s eeeeeeens 26
2.3.1. ANTIBAKTERIJSKA SVOJSTVA GRAFENA......cocoovveieerererennn 29
3. CILJ ISTRAZIVANJ A...uuerecrcrrncnencsesssesessssessssssssssessssssens 32
4. EKSPERIMENTALNI DEO 34
A1 MATERITALL ..ottt es et e ees e ees e eeseeaeresaees 34
4.2. PRIPREMA UZORAKA ..o teeeeeeeeeeeeeeeeee et eeseeeeseeeseeseeeseeee s sesesenes 35
4.2.1. ELEKTROHEMIJSKA SINTEZA Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr
KOLOIDNTIH DISPERZITA ...ttt seeseeee e 35
4.2.2. PRIPREMA FILMOVA .....ootieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eese s eeeeeen. 36
4.2.3. PRIPREMA HIDROGELOVA....c..oeeveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeenas 36
4.3. METODE KARAKTERIZACIE.......oeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeesenns 37
4.3.1. UV-VIDLIIVA SPEKTROSKOPIJA ....c.ovoeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeen, 37
4.3.2. TRANSMISIONA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA................... 37
4.3.3. CIKLICNA VOLTAMETRITA. ..o oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 37
4.3.4. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA SA FURIJEOVOM
TRANSFORMACITOM. ..ot 37
4.3.5. DIFRAKCITA X-ZRAKA ....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 38
4.3.6. RAMANSKA SPEKTROSKOPIJA ...t 38
4.3.7. SKENIRAJUCA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA........couu....... 38
4.3.8. FOTOELEKTRONSKA SPEKTROSKOPIJA X-ZRACIMA............ 38
4.3.9. MEHANICKA SVOJSTVA (TEST ISTEZANJA). ....ccoeeireeeerennn 39
4.3.10. TERMOGRAVIMETRIJSKA ANALIZA .......ooeeeeeeeeeeeeeeereeens 39
4.3.11. ATOMSKA APSORPCIONA SPEKTROSKOPIA........cccooveuec 39
4.3.12. MTT TEST CITOTOKSICNOSTL...co.eeveeeeeeeeeeeeeeeee e 39
4.3.13. ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST .....cooeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeerees 40

viii



5. REZULTATI I DISKUSIJA........ccceeuveuueee 42

5.1. Ag/PVA i Ag/PVA/Gr NANOKOMPOZITNE KOLOIDNE DISPERZIJE....... 42
5.1.1. UTICAJ KONCENTRACUE PVA U Ag/PVA KOLOIDNOJ DISPERZIJI

NA SINTEZU NANOCESTICA SREBRA ......ooeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeenn. 42
5.1.2. UTICAJ GUSTINE STRUJE I VREMENA NA SINTEZU NANOCESTICA
SREBRA U Ag/PVA KOLOIDNOJ DISPERZIIL......ocovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 45
5.1.3 UTICAJ GRAFENA NA SINTEZU NANOCESTICA SREBRA U
Ag/PVA/Gr KOLOIDNOJ DISPERZIL.......o.ooiuieieeeeeeeeeeeeeeeeseeee oo 47
5.1.4. CIKLICNA VOLTAMETRITA.....covioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e sees e 52
5.2. NANOKOMPOZITNI FILMOWVL....ouiueooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeseee s eeesenns 56
5.2.1. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA SA FURIJEOVOM
TRANSFORMACITOM. ....ccooiueeee et ee et e eeeeeeeeee e e eeseseseeeeeeeseeeeeeeans 57
5.2.2. DIFRAKCITA X-ZRAKA ... oeeeoeeeeeeeeeeeeeee oo et e et e s eeese e eeseneeae 60
5.2.3. RAMANSKA SPEKTROSKOPIJA ..o eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 62
5.2.4. FOTOELEKTRONSKA SPEKTROSKOPIJA X-ZRACIMA..................... 64
5.2.5. MEHANICKA SVOJISTVA ..ottt erese e, 66
5.2.6. TERMICKA STABILNOST ..o teeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeereeeeeseseeees 69
5.2.7.MTT TEST CITOTOKSICNOSTL...co.eeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeesesesressees 72
5.3. NANOKOMPOZITNI HIDROGELOV........ouoviiiemeeeeeeseeeeeeeeeeeeee s, 74
5.3.1. OTPUSTANIE SREBRA ..ot eeeeeeeeeeeee e ee e eeeee e eaeeeeeeesenes 74
5.3.2. MTT TEST CITOTOKSICNOSTL ... oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeees 76
5.3.3. ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST ....oeovoeeueeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene 79
6. ZAKLIUCC L uueeveincrseesessessssassssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssassosssssssssssssssssssssssssasss 82

7. LITERATURA.....couutrtentennnennensnenssensnesssessssessssssssssssssssssnns 84




1. UVOD

Materijali, prirodnog ili sintetiCkog porekla, koji se koriste za interakciju sa
bioloSkim sistemima nazivaju se biomaterijali [1-3]. Biomaterijali za leCenje bolesti i
povreda kod ljudi koriste jo§ od starog veka, ipak rapidna upotrebu biomaterijala
pocinje sredinom XIX veka kada se koriste prvi metalni dodaci kod fraktura kostiju.
1938. godine izvedena je prva zamena kuka, dok se 50-tih i 60-tih godina XX veka
polimeri prvi put koriste kao zamena kod krvnih sudova i roznjace [4].

Podele biomaterijala su brojne i1 raznovrsne po razli¢itim kriterijumima. Ipak,
najcesca je podela biomaterijala na metalne, keramicke, polimerne i kompozitne [2,5—
7]. Zajednicko svojstvo svih biomaterijala bez obzira na njihove razliCitosti je
biokompatibilnost, Sto znaci da je potrebno da se izbegne svaki negativan imunoloski
odgovor organizma [4,8,9]. Pri sintezi i dizajnu biomaterijala potrebno je da budu
zadovoljena odgovaraju¢a mehanicka svojstva slicna svojstvima zamenjenih tkiva, bioloska
nertnost 1 biokompatibilnost [10,11].

Polimerni hidrogelovi spadaju u grupu materijala koja se brzo razvija sa
Sirokom primenom u mnogim oblastima posebno u farmaceutskoj industriji 1 medicini
[12—14]. Biokompatibilni polimeri predstavljaju veliku grupu jedinjenja, stoga postoji
viSe klasifikacija. NajceS¢a je podela makromolekula prema njihovom poreklu na
prirodne 1ili sinteticke, nacinu razgradnje na biodegradibilne ili nebiodegradibilne,
prema fizicko-hemijskim svojstvima i oblasti primene [13,15-17]. Brojne su oblasti
medicine u kojima se koriste hidrogelovi, u oftamologiji kao kontaktna sociva, vesStacke
roznjace, u hirurgiji kao Savovi koji se absorbuju, pri povredama na kozi kao obloge za
rane, kao 1 u mnogim drugim podru¢jima klini¢ke prakse. Takode, koriste se u veoma
naprednim aplikacijama, inZenjerstvu mekih tkiva i u regenerativhoj medicini kao
zamena za zglobnu hrskavicu, medjuprsljenske diskove, ligamente, tetive, kozu. Mogu
se koristiti u prevenciji tromboze, kao sistemi za otpusStanje lekova, za oblaganje

biosenzora 1 za transplantaciju ¢elija [13,15,18-22].



Sinteza nanocestica metala kao S§to su zlato, srebro, bakar i cink privlacna je
Sirokom istrazivatkom polju zbog moguénosti prakticne primene u mnogim oblastima
kao sto je mikroelektronika, optika, medicina i farmacija. U oblasti medicine 1 farmacije
naroCito su nanocestice srebra predmet istrazivanja zbog svojih antibakterijskih,
antivirusnih 1 antifungicidnih svojstva. Upravo je ovaj fenomen privukao paznju
istrazivaca zbog povecane rezistencije na antibiotike koja je pruzrokovana njihovim
prekomernim kori$¢enjem, gde koriS¢enje nanocCestica srebra za razliku od antibiotika
ne stvara rezistentnost prema mikroorganizmima [23-26]. Pri upotrebi nanocestica
srebra veoma je vazno kontrolisati tj. stabilizovati njihovu veli¢inu i oblik. Jedan od
nacina stabilizacije je uvodenje nanocestica u polimernu matricu [27]. Izbor polimerne
matrice je veoma vazan, posebno kod primene u oblasti medicine. Polivinil-alkohol
(PVA) je jedan od cesto koriS¢enih polimera zbog svoje biokompatibilnosti i dobrih
hemijskih 1 fizickih svojstava. PVA je rastvorljiv u vodi, poseduje dobru
termostabilnost, sposobnost da formira hidrogelove, nisku citotoksi¢nost, lako se
obraduje 1 poseduje visoku propustljivost prilikom formiranja filmova [28,29].
Inkorporacija nanocestica srebra u PVA polimernoj matrici moZe pruZiti antibakterijsku
aktivnost §to je pozeljno prilikom korS¢enja u oblastima medicine 1 famacije [30].

Grafen je izolovana dvodimenzionalna kristalna struktura sacinjena od atomski
pojedina¢nih slojeva grafita, gde su sp® hibridizovani atomi ugljenika rasporedeni kao
ravan pcelinjeg saca [31,32]. Zbog svog specificnog prostornog rasporeda, grafen
poseduje jedinstvena svojstva kao §to su, izuzetna toplotna provodljivost, visok Jungov
moduo elastiCnosti, velika specificna povrSina 1 visoka elektricna provodljivost
[31,33,34]. Kompoziti polimer/grafen poslednjih godina privlace veliku paznju jer se
dodatakom grafena u malim koncentracijama od 1, ¢ak i1 0,1 % znacajno, cak i
viSestruko poboljSavaju termicka, elektri¢na i mehanicka svojstva polimera [31,34,35].
Grafen se zbog svoje biokompatibilnosti koristi u biomedicini kao biosenzor u
dijagnostici, kao deo nosaca lekova, u fototermalnoj terapiji. Takode novija istrazivanja
pokazuju antibakterijsku aktivnost grafena §to ga ¢ini veoma poZeljnim za upotrebu u

biomedicinskim primenama [36—40].



2. TEORIJSKI DEO

2.1. POLIVINIL-ALKOHOL

Polimeri kao velika grupa jedinjenja zbog svojih raznovrsnih svojstava su
veoma pogodni za primenu u biomedicini. U zavisnosti od izbora, polimeri mogu biti
fleksibilni ili kruti, mogu imati visoku ili nisku ¢vrsto¢u, mogu biti otporni na vezivanje
proteina, a takode mogu i podsticati vezivanje proteina. Razli¢itim metodama moguce
ih je oblikovati u veoma slozene oblike. Takode, jedno od veoma bitnih svojstava je da
mogu biti  nebiodegradibilni  (biostabilni, nerazgradivi) ili biodegradibilni
(biorazgradivi) [4,18,41-43]. Stoga, Cesta je podela polimernih biomaterija, pored
podele na prirodne i sinteticke, na nedegradibilne i biodegradibilne.

Termin nedegradibilni se koristi da bi sugerisao da su polimeri otporni na
degradaciju hidrolitickim, enzimskim 1 drugim hemijskim mehanizmima u bioloSkom
okruzenju [44,45]. Polietilen ultra visoke molekulske mase (UHMWPE) i polietilen
visoke gustine (HDPE) se najceS¢e primenjuju u medicinskoj praksi. UHMWPE se
primenjuje kod implanta kuka 1 kolena kao 1 veStackog zgloba [46,47].

Biodegradacija, uze definisana za oblast biomedicine predstavlja proces, koji
se odvija kroz enzimske reakcije i1/ili hemijsko razlaganje, 1 koji je povezan sa Zivim
organizmima ili njihovim produktima lucenja [48,49]. Biodegradibilni polimeri po
osnovu porekla mogu biti prirodnog porekla kao §to su skrob, derivati celuloze, hitozan,
alginat, kolagen, Zelatin, kazein 1 sinteticki kao §to su glikol, polilaktidi, polilaktoni,
polivinil-alkohol, polikarbonati, aromati¢ni poliestri [48,50-52].

Polivinil-alkohol (PVA) sinteticki, biokompatibilni i biodegradibilni polimer
ima relativno jednostavnu hemijsku strukturu (—[CH,—~CH-OH],—). Vinil alkohol
(CH,=CH-OH), kao monomer, ne moze se izolovati ili dobiti u visokim
koncentracijama tj. ne postoji u stabilnom ve¢ u svom tautomernom obliku acetaldehidu

(CH3—CH=0) [53]. U praksi PVA se naj¢eS¢e dobija hidrolizom polivinil-acetata



(PVAc). Reakcija hidrolize PV Ac nikada nije potpuna ve¢ uvek postoji odredeni ostatak
acetatnih grupa u polimeru PVA. Stoga, moze se re¢i da je PVA kopolimer PVA i
PVAc. Stepen hidrolize se odreduje na osnovu molarnog procenta zamene acetatnih
grupa hidroksilnim. Za stepen hidrolize od 85-90 mol % smatra se da je hidroliza
parcijalna, 93-97 mol % srednja i1 ukoliko je stepen hidrolize 98-99 mol % moze se reci
da je hidroliza potpuna [54]. Stepen polimerizacije (odnos relativne molekulske mase
polimera prema masi monomera) krece se od ispod 300 do preko 4000.

Svojstva  PVA polimera zavise od nacina dobijanja, molarne mase,
stehiometrijskog rasporeda jedinica u polimernom lancu, stepena polimerizacije i
stepena hidrolize. Svojstva kao Sto su viskoznost, otpornost na rastvarace, ¢vrstoca
prianjanja, zatezna ¢vrstoca, formiranje filma su veca 1 poboljSana sa porastom molarne
mase i stepena hidrolize. Temperatura ostakljivanja krece se u rasponu 75-85 °C, dok se
temperatura topljenja kre¢e u rasponu 180-228 °C i primarno zavise od stepena
hidrolize i1 stehiometrijskog rasporeda jedinica u polimernom lancu. Sa porastom
stepena hidrolize raste 1 kristali€nost polimera §to je u vezi sa rastom medumolekulskih
sila, a takode dolazi do porasta temperature ostakljivanja i topljenja [53,55,56]. S druge
strane, smanjenjem stepena hidrolize 1 molarne mase raste rastvorljivost PVA u vodi,
takode 1 adhezija na hidrofobnijim povrSinama kao i elasti¢nost [53,54,57]. PVA se
osim u vodi moze rastvoriti u polarnim i hidrofilnim rastvara¢ima ili smeSama
rastvaraca, kao $to su dimetil sulfoksid (DMSO), etilen glikol, N-metil pirolidon,
acetanamid, dimetilformamid. Vodenim rastvorima PVA stajanjem tj. starenjem
povecava se viskoznost i pri dovoljno visokim koncentracijama polimera dolazi do
formiranja gela. Stepen geliranja je ve¢i na nizim temperaturama i1 pri vecim
koncentracijama polimera kao i kod polimera sa ve¢im stepenom hidrolize [54].

PVA filmovi kao i osuSena vlakna poseduju polu-kristalnu strukturu. Voda ima
veliki uticaj na kristalna svojstva PVA. PVA filmovi ili osuSena vlakna dobijeni iz
vodenih rastvora sadrze veoma malo zaostale vode u (100) ravni; zaostala voda nalazi
se u hidratisanom obliku i ne moZe se istisnuti iz reSetke Sto doprinosi stvaranju vise
vodoni¢nih veza izmedu PVA molekula. Dodavanjem vode, vodoni¢ne veze se ne mogu
raskinuti na sobnoj pa €ak 1 na poviSenim temperaturama. PVA kao tipi¢an polivalentni
alkohol podleze karakteristicnim reakcijama za alkohole, acetilaciji, esterifikaciji,

gradenju kompleksa sa neorganskim komponentama [55].



Uprava za hranu i lekove SAD (eng. Food and Drug Administration FDA ili
USFDA) dozvolila je upotrebu PVA u raznim medicinskim i farmaceutskim primenama
kao Sto su transdermalni flasteri, zelei za nanoSenje na kozu, umrezene mikrosfere za
kontrolisano otpustanje lekova za oralnu upotrebu, kao komponenta vestackih suza zbog
dobre disperzije i prekrivanja [58].

PVA spada u nekoliko vinilnih polimera koji mogu imati vecu stopu
biorazgradljivosti. Birazgradljivost se moze pripisati prisustvu hidroksilnih grupa kao 1
hidrofilnoj prirodi PVA polimera. Razgradnja gljivama 1 bakterijama proucavana je u
otpadnim vodama, zemlji$tu, kompostima, pod anaerobnim i aerobnim uslovima [59—

63].

2.1.1. POLIVINIL-ALKOHOL HIDROGELOVI

Primena PVA u raznim oblastima, posebno medicine i farmacije ¢esto zahteva
njegovo umrezavanje, tj. PVA u obliku hidrogela. Hidrogelovi na bazi PVA postali su
posebno privlacni na poljima inZenjerstva tkiva i regenerativne medicine kao matrica za
zamenu 1 regeneraciju Sirokog spektra tkiva 1 organa zbog svoje netoksi¢nost, nisu
kancerogeni 1 imaju bioadhezivne karakteristike [64,65].

Dobijanje hidrogelova na bazi PVA moze se posti¢i hemijskim umreZavanjem
pri ¢emu se koriste najcesce gluteraldehid, glioksal, borati, kao i radijaciono-hemijskim
metodama y-zracenjem [64,66-69]. Medutim ove metode, naroCito hemijsko
umrezavanje mogu dovesti do neZeljenih efekta pri krajnjoj upotrebi, naroCito u
medicinske i1 farmaceutske svrhe zbog zaostatka hemijskih supstanci koje su koriS¢ene
prilikom umreZavanja i uglavnom su toksi¢ne. Iz tog razloga dosta Cesto se koristi
fizicka metoda koja podrazumeva cikli¢no ponavljanje zamrzavanja i odmrzavanja (eng.
freezing-thawing) polimernog rastvora [70-73], koja podrazumeva ciklicno
zamrzavanje PVA rastvora na temperaturama ispod 0 °C i odmrzavanje na
temperaturama iznad 0 °C. Gel sintetisan na ovaj nacin naziva se kriogel (grcki Kploc -
krios — sa znaenjem mraz ili led) [74-76].

Struktura hidrogela (kriogela) PVA dobijena metodom zamrzavanja/

odmrzavanja sastoji se iz tri faze: vodena faza (sa niskom koncentracijom PVA),



amorfna faza i kristalna faza koja delimi¢no ograni¢ava kretanje amorfnih PVA lanaca
[70].

Dobijanje PVA hidrogelova (kriogelova) po€inje zamrzavanjem rastvora PVA
na temperaturama ispod temperature mrznjenja rastvaraca (u slucaju vodenog rastvora
ispod 0 °C) kada dolazi do zamrzavanja rastvaraca tj. stvaranja kristala leda. Kristali
rastu tokom zamrzavanja i spajaju se okolnim kristalima. Nakon postepenog
odmrzavanja na mestima odmrznutih kristala nastaju makropore u hidrogelu i polja
obogacena polimerom tzv. mikrofaze. Prilikom postepenog zamrzavanja i stvaranja
kristala rastvaraa dolazi do potiskivanja tj. grupisanja polimenrih lanca koji
medusobno reaguju stvaranjem intermolekulskih vodoni¢nih veza izmedu bo¢nih —OH
grupa polimernog lanca stvaraju¢i umrezena polja (tacke) u hidrogelu (slika 2.1)
[75,77-79]. Broj umrezenih polja raste sa poveéanjem brojem ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja, a samim tim i stepen umreZenosti hidrogela (slika 2.2) [80—
82]. Osim broja ciklusa, stepen umrezenosti hidrogela zavisi 1 od koncentracije PVA u
rastvoru, gde je stepen umrezavanja vec¢i ukoliko je i koncentracija rastvora veca.
Takode, stepen umrezenosti zavisi i od duzine polimernog PVA lanca, kao i od stepena
hidrolize samog PVA molekula, gde ukoliko je veci stepen hidrolize ve¢i je 1 stepen

umrezavanja [53,73].
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Slika 2.1 Sematski prikaz procesa zamrzavanja/odmrzavanja PVA hidrogela.
1:makromolekuli u rastvoru, 2:rastvarac; 3:kristali zamrznutog rastvaraca,

4:nezamrznuta tecna mikrofaza; 5:polimerna mreza; 6:makropore, 7:rastvarac [74].
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Slika 2.2 Sematski prikaz PVA lanca pre i posle ciklusa
zamrzavanja/odmrzavanja: a) PVA rastvor pre prvog ciklusa , b) PVA hidrogel nakon

prvog ciklusa i c) nakon n ciklusa zanrzavanja/odmrzavanja [79].

Karakteristike koje je potrebno da PVA hidrogel poseduje zavise od mesta
krajnje upotrebe. U medicini i farmaciji ukoliko je potrebno da PVA hidrogel poseduje
dobra mehanicka svojstva (npr. vestacka hrskavica) bi¢e podvrgnut ve¢em broju ciklusa
prilikom sinteze. Ukoliko se PVA hidrogel koristi kao nosac lekova ili ¢elija gde je
adhezivnost od veceg znacaja u odnosu na mehanicka svojstva bi¢e podrvgnut manjem
broju ciklusa prilikom sinteze jer je pokazano da se najbolja adhezivnost postize posle 2
ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja [53,73,76].

PVA hidrogelovi poseduju elasticnost 1 sposobnost bubrenja u vodi ili
bioloSkom fluidu [83]. Stoga, PVA moZe da simulira prirodno tkivo koje se lako
prihvata u telu. PVA hidrogelovi su pokazali da imaju potencijal za zamenu mekih
tkiva, veStacku hrskavicu, vesStacku kozu, katetere, vestacki pankreas i membrane za
hemodijalizu [65,83-85].

Obimna su istrazivanja primene hidrogelova na bazi PVA kao zamene zglobne
hrskavice zbog sposobnosti da oponasa ljudsko tkivo. Da bi se poboljSala mehanicka
svojsta kao 1 druge karakteristike ¢esto se PVA kombinuje sa drugim biomaterijalima.
Holloway 1 saradnici [86] su dodavanjem polietilena ultra visoke molekulske mase
(UHMWPE) 1 vlakna polipropilena (PP) prilikom sinteze hidrogelova znatno poboljsali
mehanicka svojstva hidrogelova PVA. Modul elasti¢nosti 20 mas. % PVA iznosio je
0,23 = 0.02 MPa, dodavanjem 10 vol. % PP modul se povecao do 8,3 + 0.6 MPa, dok je
dodatkom 29 vol. % UHMWPE modul elasti¢nosti pove¢an do 258 + 40.1 MPa. Modul
elasti¢nosti ljudske hrskavice se kre¢e 2-295 MPa. PoboljSanje implanta vesStacke

zglobne hrskavice moze se posti¢i i dodavanjem hidroksiapatita (HA) ¢ime se znacajno



poboljsavaju mehanic¢ka svojstva, tj. bolja raspodela sila deformacije i prigusenje
optere¢enja Sto je naroCito bitno pri opterecenju hrskavice na okolno tkivo tokom
kretanja. Osim mehanickih svojstva, nanocestice HA inkorporisane u PVA polimernu
matricu podsticu bolje vezivanje za kost 1 diferencijaciju mezenhimskih maticnih celija
do osteoblasta [10,29,87,88].

Huang i saradnici [89] su dodatkom od 2 mas. % PVP polimera i 1 mas. %
viSeslojnih ugljeni¢nih nanocevi (MWCNT) dobili poboljSanje od 133 % zatezne
¢vstoce MWCNT-PVP/PVA hidrogela tj. 4.20 = 0.13 MPa u odnosu na ¢ist PVA
hidrogel 1.80 + 0.05 MPa, kao i smanjeni koeficijent trenja koji se pripisuje uticaju PVP
polimera. Istrazivanja su takode pokazala moguéu primenu PVA hidrogela u
kombinaciji sa PVP kao zamenu za jezgro fibroznog prstena ki¢me koje usled
poremecaja (hernijacije) moze izazvati velike bolove u ledima usled pritiska na nerv.
Mehanicka ispitivanja su pokazala da hidrogel PVA/PVP (10 mas. %/1-5 mas.%)
poseduje mehanicka svojstva humanog jezgra i da je dobar kandidat za zamenu jezgra
zdravog fibroznog prstena [90]. Bichara i1 saradnici [91] su uspes$no konstruisali
vesStacku hrskavicu u vidu skafolda pomocu fleksibilnog PVA/Alginat hidrogela koji bi
se koristio kao zamena facijalne hrskavice (nosa 1 u$iju). Izolovali su humane celije
hondrocita nosne pregrade, ekspandirali 1 pomesali sa 2% hidrogelom alginata koju su
ubrzgali u porozni PVA hidrogel. PonaSanje implanta je praceno u bioreaktoru 1 in vivo
kod miSeva. HistoloSka analiza je pokazala sulfatni glikozaminoglikan i deponovanje
kolagena tipa II kod obe grupe koje su pracene, kao i1 rast sadrzaja DNK i
hidroksiprolina §to pokazuje da je ova vrsta hidrogela dobar kandidat za zamenu
hrskavice. Na slici 2.3 vidi se primer veStackog uva dobijenog od PVA hidrogela u

kome je moguce zasejati ¢elije hondrocita u porama hidrogela.



Slika 2.3. Vestacko uvo dobijeno oblikovanjem poroznog, fleksibilnog PVA hidrogela
[91].

Transplatacija Langerhansovih ostrvca (podrucja pankreasa koja sadrze
endokrine celije) uspostavljaju normalan metabolizam glukoze kod dijabeticara.
Medutim, usled imunog odgovora dolazi do oboljevanja i smrti transplantiranih celija.
Vestacki pankreas nastoji da zastiti transplantirana ostrvca od imunog odgovora §to se
postize enkapsulacijom ¢elija. PVA hidrogel je uspesno koris¢en u tu svrhu jer upravo
pore hidrogela omoguéavaju dobru enkapsulaciju celija ostrvca pankreasa, $to je i
dokazano studijama na pacovima gde se tokom vremena nivo glukoze odrzavao na
normalnom nivou u odnosu na kontrolnu grupu [85,92,93].

PVA hidrogelovi zbog svojih mehanickih svojstava mogu se koristiti za meka
kontaktna sociva. Kombinacijom broja ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja i izborom
PVA odredenog stepena hidrolize mogu se posti¢i dobra opticka kao i mehanicka
svojstva kontaktnih sociva. Kod odredenih vrsta kontaktnih sociva koja sadrze PVA,
tokom nosenja se sam PV A postepeno oslobada i tako obezbeduje neophodnu vlaznost
zbog svoje hidrofilnosti simulirajué¢i vestacke suze ¢ime se obezbeduje udobnost
nosenja sociva tokom dana i eliminiSu deformacije samog sociva [73,94].

Imobilizacija enzima kao bioloskih katalizatora za odvajanje i preciS¢avanje

proizvoda iz reakcionog medijuma je kljucna jer ukoliko je enzim direktno hemijski



umrezen moze do¢i do nerastvaranja enzima, takode je teSko kontrolisati njegovo
vezivanje 1 Cesto dolazi do denaturacije samog enzima [33]. Imobilizacija enzima u
polimernoj matrici kao §to je PVA ili PVA u kombinaciji sa nekim kopolimerom
(alginat, celuloza) daje dobre rezultate u pogledu poboljSanja stabilnosti 1 smanjenju
denaturacije u Sirokom opsegu pH vrednosti, temperature i raznim organskim
rastvara¢ima. U zavisnosti od nacina formiranja polimerne matrice i metoda koje se tom
prilikom koriste (hemijsko umrezavanje, ekstruzija) mogu se dobiti vlakna ili
mikroCestice sa inkapsuliranim enzimima koje nalaze primenu u Sirokoj oblasti

enzimske tehnologije [95-97].

PV A/kopolimer hidrogelovi — istraZivanje primene kod obloga za rane

Zaceljenje rana predstavlja kompleksan niz procesa koji traju od trenutka
povrede do isceljenja, a koji mogu trajati mesecima, pa i godinama. Rane uglavnom
proizvode eksudat koji se sastoji od tecnosti, Celija ili drugih supstanci koje se
postepeno luce ili ispustaju iz Celije ili krvnih sudova preko malih pora ili oStecenja na
¢elijskim membranama. Suve rane obi¢no imaju vece stope infekcija u odnosu na
vlaZzne koje stvaraju okruzenje koje stimuliSe leCenje iz razloga Sto sastav eksudata
sadrzi lizozomalne enzime, bela krvna zrnca, limfokine i faktore rasta. Idealna obloga
za rane je obloga koja odrzava vlaznim okruZenje rane, absorbuje viSak eksudata,
eliminiSe Supljine u ranama, ne Steti rani, daje toplotnu izolaciju i obezbeduje barijeru
protiv bakterija. Hidrogelovi na bazi PVA su odli¢ni materijali 1 poseduju sva svojstva u
pogledu zahteva obloga za rane. Poseduju sposobnost da absorbuju kontaminirane
eksudate i bezbedno ih zadrze u strukturi gela, koja obezbeduje mikroklimu koja
stimuliSe 1 reguliSe sve Celijske aktivnosti 1 nutricione procese kroz faze izleCenja rane.
Hidrogelovi na bazi PVA lako se uklanjaju sa rane bez bola i rizika od iritacije rane
[12,30,69].

Da bi se poboljsala razli¢ita svojstva i zahtevi prilikom procesa izlecenja rana,
cesto se PVA hidrogelu dodaje kopolimer, bilo prirodnog ili sintetickog porekla.
Hitozan (CS) je polimer prirodnog porekla koji se ¢esto kombinuje sa PVA prilikom

izrade obloga za rane [98-100]. Sung i saradnici [99] su sintetisali hidrogel koji je
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sadrzao 5 % PVA, 0,75 % hitozana i 0.25 % minociklina. lako je dodatak hitozana s
jedne strane uticao na smanjenje mehanic¢kih i termickih svojstava, s druge strane
povecao je sposobnost bubrenja hidrogela, bolji protok vodene pare, elastiCnost i
poroznost hidrogela, kao 1 otpustanje leka 1 adsorpciju proteina §to su bitni faktori kod
obloga za rane. Inkorporacija minociklina nije imala uticaja na promenu svojstva
hidrogela, dok je proces izleCenja rana kod ispitivanja na pacovima bio ubrzan
njegovom upotrebom. Osim hitozana, od prirodnih polimera Cesto se koriste alginat,
skrob, dekstran, zelatin, hijaluronska kiselina [101-105]. Pregled uticaja kopolimera

koji se koriste prilikom sinteze hidrogela na bazi PVA za obloge rana dat je u Tabeli 1.

Tabela 2.1. Pregled uticaja kopolimera na svojstva PVA/kopolimer hidrogela

Kopolimer Uticaj kopolimera na svojstva hidrogela

hitozan [99,106] Smanjena mehanickih i termickih svojstava,
poboljsanje bubrenja gela, elasti¢nosti, poroznost,
protok vodene pare

zelatin [106] Smanjena mehanicka svojstva, poboljsan koagulacijski
efekat
glina [105] PoboljSava mehanicka svojstva, stepen umrezavanja

hidrogela. Smanjen stepen bubrenja hidrogela

glukan [107] Smanjena mehanicka svojstva (osim veceg istezanja),
ubrava zarastanje rana

alginat [108,109] Smanjena mehanicka svojstva (osim veceg istezanja),
veci stepen bubrenja hidrogela

PVP [69,110] Veci stepen bubrenja, istezanje 1 adhezivnost

Fan 1 saradnici [106] su sintetisali hitozan/Zelatin/polivinil-alkohol
(CS/Gel/PVA) hidrogel metodom y-zracenja sa ciljem upotrebe kao obloge za rane, gde
su rastvori CS/Gel razli¢itih masenih odnosa (1:3, 1:2, 1:1, 2:1 i 3:1) pomeSani sa 5
mas. % rastvorom PVA. IstraZivanja mehanickih svojstava 1 stepena bubrenja dobijenih
hidrogelova pokazuju da hidrogelovi sa manjim sadrZajem Zelatina 1 ve¢im sadrzajem
hitozana imaju bolja mehani¢ka svojstva (zatezna cvrsto¢a 0,9-2,2 MPa) i stepen

bubrenja (20-40 %). Takode, ispitivanjem indeksa koagulacije krvi (eng. blood clotting
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index BCI) pokazan je dobar koagulacioni efekat kod svih hidrogelova, dok je najnizi
kod CS/Gel 1:1 hidrogela Sto pokazuje da ima najbolji koagulacioni efekat koji je
pozeljan prilikom procesa izleCenja rana. Pomenuta svojstva ¢ine CS/Gel/PVA dobrim
kandidatom za primenu obloga za rane.

Kokabi 1 saradnici [105] da bi poboljsali svojstva PVA hidrogela dodali su
monmorionitsku glinu. PVA/glina hidrogel dobijen  je metodom
zamrzavanja/odmrzavanja (3 ciklusa 24 h na -20 °C i 24 h na 23 °C). Koristili su 15
mas. % ratvor PVA u koji su dodavali glinu (2, 5, 7 1 10 mas. % u odnosu na masu
PVA). Uoceno je da sa vecim sadrZajem gline linerano raste i udeo gela tj. veéi je
stepen umrezavanja Sto se pripisuje interakcijama funkcionalnih grupa gline 1
polimernog lanca PVA. S druge strane uocen je linerni pad stepena bubrenja i1 sadrzaja
vode §to je posledica veceg udela gela, tj. veceg stepena umrezavanja. Uticaj gline se
ogleda i u poboljSanju mehanickih karakteristika gela gde je utvrdeno da dodatak od 10
mas. % gline 3,2 puta povecava istezanje dok je Jungov modul povecan za 27%.
Poboljsanje mehanickih karakteristika je povoljno kod rana koje su izlozene
mehanic¢kim naprezanjima.

Da bi se ubrzao proces izleCenja rane, bidegradibilni B-glukan je joS jedan od
polimera koji je ispitivan sa ciljem dobijanja Sto bolje obloge za rane. Huang i Yang
[107] su iz PVA/glukan vodenih rastvora izlivali polimerne filmove i susili na 110 °C
bez prethodnog hemijskog umrezavanja. Sadrzaj glukana u polimenrom filmu je variran
od 7-50 mas. %. Proces izleenja rana pracen je na pacovima. Pokazano je brze
zarastanje rana prilikom primene PVA/glukan filmova, tj. zarastanje rana kod
PV A/glukan filmova 11. dana je isto kao 21. dana prilikom upotrebe pamucne gaze Sto
je pokazuje 48 % vecu efikasnost. Brze zarastanje rana moZe se pripisati lakom
otpuStanju glukana usled slabih veza sa PVA polimenim lancem. S druge strane
povecano otpustanje glukana u pocetnim fazama izleCenja moze usporiti zarastanje
rane. PVA/glukan filmovi pokazuju slabije mehanicke karakteristike u odnosu na PVA
film, sa poveanjem sadrzaja glukana smanjuje se zatezna Cvrstoca filma i Jungov
modul, dok s druge strane istezanje je vece sa veCim sadrzajem glukana. Moze se
zakljuciti da pogodnim izborom koncentracije glukana, PVA/glukan film mozZe biti
potencijalno dobra obloga za rane, narocito kod rana koje nisu izlozene mehanickim

opterecenjima.

12



Xie 1 saradnici [108] su sintetisali PV A/natrijum-alginat hidrogel mesaju¢i 5
mas. % PVA i1 5 mas. % natrijum alginat rastvore u odnosima 75/25, 50/50 i 25/75.
Gelove su dobili umrezavanjem PVA metodom zamrzavanja/odmrzavanja 22 h na -18
°C i 2 h na sobnoj temperaturi ispitijuéi uticaj broja ciklusa (1-6) i naknadnim
potapanjem u vodeni rastvor CaCl, sa ciljem umrezavanja alginata. Udeo gela u
dobijenim uzorcima sa manjim sadrzajem alginata (0 i 25 %) viSe zavise od broja
primenjenih ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja dok kod uzoraka hidrogelova koji imaju
veci udeo alginata (50 1 75 %) uticaj broja ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja je neznatan
na udeo gela u dobijenim uzorcima jer se umrezavanje alginata vrsi pod uticajem CaCls.
Uticaj alginata na mehaniCka svojstva je takode ispitivan. Sa porastom koncentracije
alginata zatezna ¢vrstoca opada, za sadrzaj alginata od 0, 25, 50 1 75 % iznosi 263, 192,
102 1 50 kPa, redom, dok istezanje najpre raste za 0, 25, 50 %, 1 iznosi 275, 309, 380 %,
redom, i za 75 % opada 1 iznosi 106%. Jungov moduo prati obrnuti trend u odnosu na
istezanje, najpre opada i zatim za sadrzaj alginata od 75 % ponovo raste. Ispitivanjem
uticaja stepena bubrenja u odnosu na udeo alginata pri pH=1,2 i fizioloSkim
vrednostima pH=7,4 Xie i saradnici su zakljucili da pri pH=1,2 udeo alginata ne utice
na stepen bubrenja dok pri pH=7,4 stepen bubrenja raste sa ve¢im sadrzajem alginata
Sto je posledica elektrostatickog odbijanja negativno naelektrisanih —COO™ grupa
alginata ¢ime dolazi do istezanja mreze hidrogela, dok pri pH=1,2 nema
elektrostatiCkog odbijanja karboksilne —COOH grupe posSto nije u svom jonskom
obliku.

Tarun 1 Gobi [109] su metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrospininga
dobili vlakna polivinil-alkohola i alginata. Za dobijanje vlakna koristili su rastvore PVA
7 mas. % 1 natrijum-alginata 4 mas. % koje su mesali u odnosima 90:10, 80:20 i 70:30
(PVA/natrijum-alginat). Prilikom procesa izleCenja rana bitan faktor je odrzavanje
vlazne sredine kako bi se izleCenje ubrzalo. Sa porastom sadrzaja alginata difuzija
vodene pare kroz gel opada ¢ime se vlazna sredina rane moze odrzati kroz duzi period.
Ispitivanja antibakterijske aktivnosti agar difuzionom metodom prema bakteriji
Staphylococcus aureus pokazuje da se zona inhibicije povecava kod PVA/alginat
vlakna u odnosu na kontrolni uzorak 1 to najviSe kod vlakna koja su dobijena meSanjem
u odnosu 70:30. Takode, ispitivanjem procesa izleCenja rana na pacovima PV A/alginat

vlakna pokazuju brZzi proces izlecenja tj. nakon 5 dana ubrzano zarastanje reza je ~30 %
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dok je nakon 8 dana povecan rast ¢elija epitela na povrsini rane u odnosu na kontrolni
uzorak.

Od sintetickih polimera, polivinil-pirolidon (PVP) je Cesto izucavani polimeri
za primenu kod obloga za rane. PVP poboljsSava mehanicka svojstva kao Sto su
elasti¢nost 1 fleksibilnost, doprinosi boljoj stabilnost nabubrelog hidrogela kao i
smanjenju permeabilnosti prema bakterijama [69,111,112].

Singh 1 Pal [69] sintetisali su strekulia guma (eng. streculia gum - prirodni
polisaharid)/PVA/PVP hidrogel. Prilikom izbora optimalnih parametara sadrzaj
strekulia gume variran je od 0,025 do 0,125 g, PVA od 0,050 do 0,250 g, N-vinil
pirolidon (NVP) od 0,94 od 4,69 mmol, doza zracenja y-zracima od 8,42 do 50,54 kGy i
sadrzaj vode 10-15 mL. Kao optimalni parameti izabrani su strekulia guma 0,125 g,
PVA 0,250 g, NVP 4,69 mmol, doza gama zrac¢enja 25,17 kGy i 13 mL vode. Sa
povacenjem koncentracije PVA i PVP polimera u hidrogelu raste i stepen bubrenja s tim
Sto je stepen bubrenja veci sa povecanjem PVP polimera posto je hidrofilniji u odnosu
na PVA. S druge strane, povecanjem doze zracenja bubrenje hidrogela najpre raste, a
zatim daljim povecanjem opada, $to se povezuje sa dostizanjem optimalne veli¢ine pore
hidrogela sposobne da primi vecu koli¢inu tecnosti iako povecanje doze zracenja
izaziva vece umrezavanje hidrogela.

Razzak 1 saradnici [110] su sintetisali PVA/PVP hidrogel meSaju¢i vodene
rastvore PVA (20 mas. %) 1 PVP (8 mas. %) u odnosu PVA/PVP 40:60 dobijajuci
hidrogel y-zraenjem (varirane doze zraenja 0-60kGy) sa ciljem ispitivanja uticaja na
mehanic¢ka svojstva. Zatezna ¢vrstoca 1 istezanje, u zavisnosti od primenjene doze
zraCenja najpre rastu, a zatim opadaju. Maksimum dostiZu pri dozi zracenja od 20 kGy.
Prilikom ispitivanja bubrenja hidrogela, adhezivnosti i difuzije vodene pare u hidrogelu
je varirana koncentracija PVP od 2,4 do 7,2 mas. %. Ispitivanja pokazuju da sa
porastom koncentracije PVP u hidrogelu raste 1 stepen bubrenja kao i adhezivnost dok
difuzija vodene pare opada tj. kreée se u rasponu 80-200 g/m*/h §to je idealan raspon
prilikom procesa izleCenja rana, jer vec¢e vrednosti mogu izazvati naglo isuSivanje rane
dok nize vrednosti mogu izazvati akumulaciju eksudata 1 potencijalno ubrzati

bakterijske infekcije.
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Osim polimera, kao deo kompozita obloga za rane mogu se naéi oksidi metal,
kao sto je ZnO koji pokazuje antikaterijska svojstva, kao i AgNOs, srebro sulfadiazin i

srebrne nanocestice sa takode antimikrobnim svojstvima [30,103].

2.2. SREBRO I NANOCESTICE SREBRA

Iako je upotreba srebra u medicinske svrhe poznata od davnih vremena, najvise
za leCenja rana i Cireva na kozi, u godinama oko II svetskog rata, sve Sirom upotrebom
antibiotika zainteresovanost za srebro u medicinske svrhe prestaje. Upotreba antibiotika
je 1 dalje veoma znacajna, medutim, njihova prekomerena upotreba izaziva povecanu
rezistentnost bakterija. Stoga, upotreba srebra dobija ponovo na znacaju prilikom
upotrebe u medicinske svrhe, narocito kod lecenja rana i opekotina na kozi.

Poslednjih decenija srebro se intenzivno koristi u obliku nanocestica,
strukturama veli¢ine 1-100 nm. Zbog male veli¢ine, nanocestice poseduju veliku
specificnu povrsinu, tj. veliki odnos povrSina/zapremina ¢ime se svojstva nanocestica
znatno razlikuju od metala ve¢eg volumena i zbog toga imaju Sirok spektar upotreba
[113-116].

Nanocestice se mogu sintetisati iz metalnog oblika gde se fizickim metodama
dobija srebro u obliku nanocestica. Metoda kondenzacije para metala spada u Siroko
koris¢enu fizicku metodu, medutim nedostaci su velika potro$nja energije 1 vremena.
Poznata je i upotreba lasera (laserska ablacija) u rastvoru vode u kome se nalazi metalno
srebro gde se delovanjem lasera na metal dobija vodeni rastvor koloidnog srebra [117—
119]. Tehnika gama-zracenjem u vodenim rastvorima soli srebra takode je koriS¢ena
fizicka metoda gde upotreba gama-zraka dovodi do redukcuje jona srebra [120].

Sinteza nanocestica srebra moze se takode, izvesti hemijskom [117,118],
fotohemijskom [121] i1 elektrohemijskom redukcijom [122—-126] u rastvorima soli

srebra.l
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2.2.1. ELEKTROHEMIJSKA SINTEZA NANOCESTICA SREBRA

Elektrohemijska sinteza nanocestica srebra podrazumeva elektrohemijsku
redukciju jednovalentnih jona srebra pomocu elektricne struje u rastvoru i moze se

predstaviti slede¢om jednaCinom:

nAg +ne — (Ag), (1)

Elektrohemijskim putem nanocestice srebra se mogu dobiti koriS¢enjem
zrtvujuée anode od srebra kao rastvorne elektrode putem elektrolize [127-130] ili
elektrohemijskom redukcijom jona srebra koji se nalaze u elektrolitickom rastvoru
[124,131].

Kada se elektrohemijska sinteza nanoc¢estica metala vr$i u vodenim rastvorima
dolazi do talozenje jona plemenitih metala na katodi. Naime, taloZenje metalnog filma
na povrsini katode je termodinamicki stabilan proces [130], tokom kog se odigravaju

reakcije na elektrodama prikazane jednacinama (2) — (5) [127,132].

Reakcije na katodi:
redukcija vode 2H,0+2¢ — H, +20H (2)
talozenje (jednovalentnog) metala nM +ne — M), 3)
Reakcija na anodi:
oksidacija vode 2H,0 > 4H + O, +4e  (4)

rastvaranje metala (u slu¢aju Zrtvujuée anode) (M), > nM  +ne ®))

Elektrohemijska redukcija srebra uklju¢uje dva kompetitivna procesa na
povrsini katode. Jedan je formiranje nanocestica srebra i drugi taloZenje metalnog filma
na katodi. U vecini slucajeva, drugi proces dominira u odnosu na prvi, tako da je
rezultat elektrohemijske redukcije jona srebra talozenje srebra na povrSini katode.
Dakle, klju¢ni problem prilikom sinteze nanocestica je minimiziranje taloZenja srebra

na katodi posto dovodi do smanjenja prinosa nancestica, a ukoliko se povrsina katode
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prekrije slojem metala srebra proces formiranja nanocesica prestaje i dolazi samo do
daljeg talozenja srebra na katodi [130,133].

U cilju sprecavanja taloZzenja metala na katodi, ubrzavanja formiranja i
stabilnosti nanocestica uvode se agensi stabilizacije, kao §to su tetralkil-amonijumove
soli, tioglikolna kiselina, polimeri (PVP, PVA, derivati PEG) [128,131,133-136].
Takode, upotreba platinske elektrode kao katode umesto srebrne smanjuje tendenciju
talozenja srebra 1 favorizuje formiranje nanocCestica usled razlike parametara metalne
reSetke ova dva metala [133].

Stabilizacija kompleksa polimer/nanoCestica se ostvaruje elektronskom
interakcijom izmedu funkcionalnih grupa polimera i nanocestica metala. Prilikom
elektrohemisjke sinteze stabilizacija i zaStita nanocestica srebra polimerom zavisi od
same strukture polimera. Za polimere koji kao osnovu sadrze polivinilni skelet sa
polarnim grupama, kao §to su PVP i PVA mogu se pretpostaviti 3 stupnja prilikom
elektrohemijske sinteze [131]:

1. Formiranje koordinativne veze izmedu polimera i srebrnih jona pri ¢emu se
dobija Ag,™ -polimer kompleks (m-broj jona srebra).

2. Elektrohemijska redukcija Ag,™ -polimer kompleksa na katodi pri ¢emu se
dobija Agy -polimer kompleks. Ag,™ -polimer kompleks se lak3e redukuje u odnosu na
Ag"-H,0 kompleks ¢ime se smanjuje moguénost taloZenja srebra na katodi.

3. Sprecavanje agregacije i aglomeracije sintetisanih nanocestica srebra koje se
pripisuje sternim efektima dugog polivinilnom lanca koji se nalazi na povrSini Cestice.

Istrazivanja su pokazala da stepen =zaStite nanoCestica od agregacije 1
aglomeracije u slucaju PVA zavise od duzine polivinilnog lanca. Kiri¢enko 1 saradnici
[137] su istrazivali vrste veza molekula PVA, nanocestica srebra i vode (Slika 2.4), kao
1 zavisnost stepen pokrivenosti nanocestica srebra PVA molekulima u zavisnosti od
duZine polivinilnog lanca. Pokazan je veci stepen pokrivenosti (~90 %) PVA molekula
sa 1540 jedinica u lancu u odnosu na molekule sa manje jedinica u lancu (220 jedinica

~40 % pokrivenosti).
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1-Ag-voda

2 - Ag-PVA

3 - PVA-voda
4 - PVA-PVA

5 - voda-voda

Slika 2.4. Sematski prikaz interakcija izmedu molekula PVA, nanocestica srebra i vode

[137].

Prednost elektrohemijske sinteze nanocestica srebra u odnosu na hemijske
metode je mogucnost dobijanja nanocCestica velike Cisto¢e bez hemijskih ostataka
redukcionog sredstva kao $to je slucaj prilikom hemijske sinteze, $to je velika prednost
naro¢ito pri upotreni u medicinske 1 farmaceutske svrhe. Takode, prednost
elektrohemijske sinteze je moguénost kontrole veli¢ine sintetisanih nanocestica koja se
postize definisanjem uslova elektrohemijske sinteze, tj. izborom potencijala ili gustine

struje sinteze [131].
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2.2.2. KOMPOZITI POLIMERA I NANOCESTICA SREBRA

Problem prilikom kori$¢enja nanocestica srebra je njihova nestabilnost narocito
u vodenim rastvorima gde posle kratkog vremena dolazi do aglomeracije. Ovaj problem
se prevalizilazi njihovom stabilizacijom, naj¢esc¢e u polimernim rastvorima i to alginatu,
polivinil-alkoholi, polivinil-pirolidinu, hitozanu, ¢ime osim S$to se speCava agregacija
nanocestica, postize i kontrolisano otpustanje, citotoksi¢nost smanjuje, a dejstvo same
obloge produzava [138-140].

Swaroop i saradnici [141] su sintetisali nanocCesticni Ag/PVA hidrogel y-
zraCenjem (25kGy) 5 mas. % PVA rastvora i 1 mmol AgNOs. Prisustvo nanocestica je
potvrdeno UV-Vis spektroskopijom (423 nm) i XRD analizom. Ispitivanjem stepena
bubrenja i udela gela vrsili su poredenje PVA 1 Ag/PVA hidrogela gde je pokazano da
hidrogel koji sadrzi nanoCestice srebra ima veci stepen bubrenja (850 %) u odnosu na
¢ist PVA hidrogel (530 %) kao i manji udeo gela (72 %) u odnosu na ¢ist PVA hidrogel
(84 %). Antibakterijska aktivnost potvrdena je agar difuzionim testom gde je pokazana
zona ihnibicije prema E. coli (21.8 = 0.83) kao i neSto manju prema S. aureus (16,6 £
2,60).

Abdelgawad 1 saradnici [142] su sintetisali nanovlakna hitozan/nanocestice
srebra/polivinil-alkohol (CS/AgNP/PVA). Rastvor AgNOs (0,045-0,72 g) je dodavan u
rastvor hitozana (0,5-3 %), da bi se naknadnim dodavanjem glukoze kao redukujeg
agensa dobile nanocCestice srebra. Rastvor CS/AgNP je meSan u razli¢itim odnosima sa
8 mas. % vodenim PVA rasrtvorom sa ciljem dobijanja nanovlakna elektrospining
metodom. Ispitivanja antibakterijske aktivnosti dobijenih nanovlakna dilucionom
metodom pokazuju pad broja kolonija E. coli (inicijalne koncentraciije 7-10° i 7-10
CFU ml™) sa porastom koncentracije hitozana u PVA/CS vlaknima, dok kod vlakna
koja su sadrzala nanocestice srebra nisu uocene kolonije.

El-Mohdy [143] je sintetisao Ag/polivinil-alkohol/acetat celuloza/Zelatin
(AgNP/ PVA/AC/ZEL) hidrogel. U prethodno umrezen PVA/AC/ZEL hidrogel
bubrenjem u rastvoru AgNO; (varirana koncentracija 5, 10 1 20 mM) i1 naknadnim y-
zra¢enjem (varirane doze 15, 20 i 25 kGy) dobijene su nanocestice srebra inkorporirane
u hidrogelu. UV-Vis spektroskopijom je potvrdeno prisustvo nanocestica kao i veci

prinos nanocestica dobijenih iz koncentrovanijih rastvora AgNQOs. Ispitivanjem uticajem
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na mehanicka svojstva pokazano je da iz koncentrovanijih rastvora AgNOs, kao i pri
veé¢im dozama zraCenja prilikom sinteze nanocCestica raste 1 zatezna CcCvrstoca
(maksimalna 34 MPa pri 20 mM AgNO; i 25 kGy) §to je posledica bolje umrezZenosti
hidrogela kao 1 interakcija nanocCestica u mrezi hidrogela pri ve¢im dozama zraCenja.
Ispitivana su antimikrobna svojstva agar-difuzionom metodom prema Gram-pozitivnim
Staphylococcus aureus 1 Bacillis subtilis, kao 1 Gram-negativnim Pseudomonas
aeruginosa 1 Escherichia coli bakterijskim ¢elijama. Pokazano je da zona inhibicije
raste sa koncentracijom nanocestica srebra i priblizava se zonama inhibicije antibiotika
Penicilin G 1 Streptomicin koji su koris¢eni kao referentni. Takode, ispitivana je
antifungalna aktivnost prema Aspergillus fumigatus, Geotrichum candidum, Candida
albicans 1 Syncephalastrum racemosum gde takode Sirina zone inhibicije raste sa
porastom koncentracije nanocCestica srebra 1 priblizava se Sirini zone inhibicije
Klotrimazola 1 Itrakonazola koji su koriS¢eni kao referentni antifungicidi.

Narayanan i Han [144] sintetisali su nanokompozit PVA/alginat/AgNP. U
vodeni rastvor 5 mas. % PVA/Alg razli¢itih masenih odnosa polimera (90:10, 70:30,
50:50, 30:70 1 10:90) dodat je AgNOs (5 mM). Sa ciljem umreZavanja alginata dodat je
CaCl,, dok je sinteza nanocestica vrSena hemijski uz pomo¢ borata (NaBH,4). Dalje je u
svthu umrezavanja polimernih lanaca PVA vrSeno viSeciklicno zamrzavanju 1
odmrzavanje. UV-Vis analizom je potvrdeno prisustvo nanocestica (~400 nm) kao i
kristalna struktura XRD analizom. Termogravietrijska analiza je pokazala bolju
termicku stabilnost u prisustvu nanocestica u odnosu na kompozit hidrogelova bez
nanocestica. Antibakterijska aktivnost prema vrsti bakterije E. coli odredena je
dilucionom metodom nakon inkubacije od 6, 12 1 24 h 1 pokazano je da je neznatno
smanjena vijabilnost ¢elijja nakon 6 h, dok je nakon 12 1 24 h vijabilnost celija bila
znacajno smanjena, s tim §to je uoceno da sa povecanjem koncentracije alginata u
nanokompozitu raste i antibakterijska aktivnost, $to se pripisuje boljoj imobilizaciji
nanocestica u polimernoj mrezi.

PVA/Alg/Ag kompozitne filmove uspesno su sintetisali Eghbalifam 1 saradnici
[145]. Razlicite koncentracije AgNOs; su dodavane u PVA vodeni rastvor koji je
naknadno izloZen razli¢itim dozama y-zracenja (5, 10 1 15 kGy) sa ciljem umreZavanja
PVA i sintetisanja nanocestica. U tako dobijeni rastvor dodat je alginat sa krajnjim

masenim odnosom PVA:Alg od 90:10. Maseni udeo srebra iznosio je 0,45, 0,89 1 1,33
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mas. %. Pokazano je da sa povecanjem pocetne koncentracije AgNOs kao 1 pove¢anjem
doze zraCenja raste 1 prinos nanocestica srebra. Sa povecanjem koncentracije
nanocestica srebra poboljSavaju se mehaniCke karakteristike, tj. raste zatezna Cvrstoca i
Jungov moduo, dok istezanje opada. Agar difuzionom metodom ispitivana je
antibakterijska efikasnost kompozitnih filmova prema vrstama bakterijama E. coli i S.
aureus gde je pokazano da sa porastom pocetne koncentracije AgNO; i pri vecim
dozama zracenja raste i Sirina zone inhibicije prema bakterijama, u slucaju E. coli (1,5-
3,2 mm) dok je u slucaju S. aureus (1-2,1 mm).

Nanocestice srebra su uspe$no sintetisane elektrohemijskom metodom u
matrici PVP hidrogela [125] i alginatu [124]. U prethodno umrezenom y-zra¢enjem 10
mas. % rastvoru PVP koji je podvrgnut bubrenju u rastvoru AgNO; (3,9 mM) izvedena
je sinteza nanocestica srebra postavljanjem hidrogela izmedu katode i anode. Tako
postavljen podvrgnut je konstantnom naponu (variran 15-300 V). UV-Vis analiza je
potvrdila prisustvo nanocestica srebra (~416 nm). Takode, antibakterijska svojstva su
potvrdena agar difuzionom metodom prema bakteriji S. aureus gde je pokazana zona
inhibicije od 1 mm [125]. Elektorohemijska sinteza nanocestica srebra uspesno je
izvrSena 1 u rastvoru alginata (2 mas. %) koji je sadrzao AgNOs (variran 0,5-3,9 mM)
pri konstantnoj gustini struje (varirana 5-50 mA-cm™). Vreme sinteze je varirano (0,5-
10 min). Prisustvo nanocestica je potvrdeno UV-Vis analizom gde je prinos nanocestica
rastao sa porastom gustine struje 1 vremenom sinteze. Antibakterijska ispitivanja
Ag/alginat mikrocestica dobijenih elektrostatiCkom ekstruzijom pokazuju baktericidni
efekat prema vrsti bakterije S. aureus. Od inicijalne koncentracije bakterija od 5,0-10°
CFU'ml", 24 h nakon inkubacije koncentracija bakterija u prisustvu Ag/alginat
mikroestica je iznosila 1,33-10° u odnosu na kontrolni uzorak gde je koncentracija
bakterija iznosila 9,9-10° CFU-ml’, $to pokazuje inhibitorno dejstvo Ag/alginat
mikrocCestica [124].

Prikazani rezultati [124,141-145] pokazuju da se nanocestice srebra uspesno
mogu sintetisati redukcijom jona srebra hemijskim 1 elektrohemijskim putem kao 1 y-
zra¢enjem u polimernoj mrezi hidrogela. Nanocestice srebra mogu doprineti poboljSanju
mehanickih kao 1 termiCkih svojstava. Takode, pokazuju dobro antibakterijsko 1

antifungalno dejstvo protiv razli¢itih sojeva mikroba. Navedena svojstva su veoma
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pozeljna prilikom upotrebe obloga za rane $to nanocestice srebra ¢ine dobrim

kandidatom prilikom dizajna obloga na bazi polimenih hidrogelova.

2.2.3. MEHANIZAM ANTIMIKROBNOG DEJSTVA I CITOTOKSICNOST
SREBRA

Moze se slobodno reé¢i da je antimikrobno dejstvo srebra poznato vise
milenijuma, ali sam mehanizam delovanja nije u potpunosti i danas poznat. Ipak,
poslednje decenije, nainjen je veliki pomak u objas$njenju mehanizma delovanja srebra
u jonskom ili nanoCesticnom obliku na Celije mikroorganizama. Glavni fokus
proucavanja ukljucuje otpustanje srebrnih nanocestica i jona, oste¢enje citoplazmaticne
membrane, interakcije sa DNK, generisanje reaktivnih oblika kiseonika, otpornost
bakterija i odnos otpornosti prema jonima srebra u odnosu na nanocestice srebra [146—
148].

Marambio-Dzons i Houk [147] na osnovu proucavanja literature predlozili su
tri moguca mehanizma antibakterijske aktivnosti nanocestica srebra (slika 2.5):

1) nanodestice srebra otpu$taju Ag' jone, po slede¢im pretpostavljenim
mehanizmima in vivo:

2Ag+2H,0,+2H" — 2Ag +2H,0 (6)ili

4Ag+ 0, +2H,0 <> 4Ag +40H (7)

Joni srebra stupaju u interakciju sa enzimima respiratornog lanca kao Sto je
nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) dehidrogenaza onemogucavaju¢i njeno
ucestvovanje u lancu disanja 1 sintezi adenozin-trifosfata (ATP). Takode, joni srebra se
mogu vezati za transportne proteine, Sto rezultira “curenjem” protona i dolazi do
prekida procesa hemiosmoze. Joni srebra mogu inhibirati resorpciju fosfata i time
izazvati otpuStanje intracelularnih fosfata iz celije. Uzrok ove interakcije sa
respiratornim kao 1 transportnim proteinima moze se objasniti velikim afinitetom jona
srebra prema tiolnim grupama boc¢nog lanca cisteina [147,149]. Uoceno je da joni srebra
mogu povecati 1 ucestalost mutacija u procesu replikacije DNK lanca [140,150].

2) generisanje reaktivnih oblika kiseonika (eng. Reactive Oxygen Species)
tj. slobodnih radikala, koji su u malim koli¢inama prisutni u celiji kao produkti

metabolizma 1 koji se kontroliSu antioksidansima u c¢eliji. Dodatno generisanje
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slobodnih radikala moze uzrokovati njihovo vezivanje za lipide membrane i dovesti do
ostecenja same membrane, mitohondrijalnih funkcija kao i oSte¢enja DNK. Nanocestice
srebra imaju ulogu katalizatora u prisustvu rastvorenog kiseonika ¢ime pospeSuju
stvaranje viska radikala [147,151].

3) direktno osStecenje citoplazmati¢ne membrane — nanocestice srebra mogu
da reaguju sa ¢elijskim zidom i takode da prodru unutar ¢elije. Detaljni mehanizam nije
sasvim potvrden i objasnjen, ali postoji hipoteza da je interakcija nanocCestica srebra i
¢elijskog zida posledica elektrostatiCkog privlacenja izmedu negativno naelektrisane
povrsine Celije bakterije 1 pozitivno naelektrisane nanocestice srebra. Druga hipoteza,
pretpostavlja da je kljuna interakcija nanocestica srebra sa proteinima koji sadrze
sumpor u citoplazmati¢noj mebrani ¢ime se ometa njihova normalna funkcija, dolazi do
stvaranja nepravilnih oblika i pukotina na samoj membrani, smanjuje se njena

permeabilnost i ubrzava odvajanje lipopolisaharida i proteina membrane [147].

R @ P _. Ag* joni

_ proteini membrane

Slika 2.5. Sematski prikaz delovanja nanocestica srebra na bakterijsku celiju [147].

Poredenjem antibakterijske efikasnosti nanocestica sreba u odnosu na jone
srebra pokazana je veCa efikasnost nanocestica srebra tj. minimalna inhibitorna
koncentracija je manja ukoliko se srebro koristi u obliku nanocestica. lako se smatra da
je princip delovanja na Celijski zid isti, vezivanje nanocCestica srebra za Celijski zid je

efikasnije, samim tim olaks$an je prodor u ¢eliju ¢ime se ubrzava njena smrt [146,148].
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Pokazano je da veli¢ina Cestica srebra ima uticaja na antibakterijska svojstva,
kako veli¢ina Cestice raste tako specificna povrSina opada. Zapazeno je da pri istim
koncentracijama srebra, manje nanocestice srebra generiSu veci stepen stvaranja
slobodnih radikala (koji ubrzavaju smrt ¢elije) u odnosu na vece nanocestice [152].

Iako retko, otpornost vrsta bakterija prema srebru je uocena kako kod sojeva
bakterija u klini¢koj praksi koje su tretirane rastvorom srebro-nitrata, tako i kod sojeva
bakterija koje se nalaze u prirodnom okruzenju koje je bogato jonima srebra. Ipak,
zakljuCeno je da je otpornost veoma mala prema nanocCesticama srebra, gotovo
nepostojeca ukoliko su nanoCestice srebra izolovane na nekom nosacu (staklenom,
polimernom) jer je moguénost agregacije i aglomeracije u tom sluc¢aju znac¢ajno manja i

delovanje nanocestica efikasnije [146].

Citotoksi¢nost srebra

Citotoksic¢nost srebra, sli¢no kao 1 kod antibakterijskog dejstva, objasnjava se
putem nekoliko mehanizama. Citotoksi¢nost nanocCestica srebra povezuje se sa
oslobadanjem jona srebra ¢ija meta mogu biti mitohondrije i naruSavanje njenih
normalnih funkcija. Takode, joni srebra se mogu vezati za DNK ili RNK komplekse
¢ime sprecavaju njihovu replikaciju 1 transkripciju 1 na taj nacin uticu na ¢elijski cikus
izazivaju¢i genotoksi¢nost. IzloZenost nanoCesticama srebra uzrokuje generisanje
reaktivnih oblika kiseonika (ROS) i1 ukoliko se nivo u ¢elijama poveca dolazi do
oksidativnog stresa ¢elija [140].

Nanocestice srebra mogu dospeti u ljudsko telo udisanjem, gastrointestinalno,
kroz kozu, preko implanata u telu koji sadrze srebro [118,148]. Eksperimentalna i
klini¢ka istraZivanja ukazuju da je teSko ukloniti srebro u potpunosti nakon deponovanja
u telu. Argirija je Sire poznata pojava koja se manifestuje plavo-sivim obojenjem koze
izazvanim talozenjem srebra u tkivu koze i javlja se nakon dugoro¢ne izloZenosti
organizma velikim koncentracijama srebra. Argirija ne predstavlja opasnost po zivot
coveka, ali je svakako kozmeticki problem [151,153,154].

Studijom koja je obuhvatala 30 pacijenata sa relativno malom povr§inom
opekotina koje zahtevaju presadivanje koze vrSeno je ispitivanje sadrzaja srebra u
krvnom serumu pre, tokom i nakon upotrebe Acticoat'™ obloga za rane. Takode,

dodatno, 3 i 6 meseci nakon zavrSetka tretmana (terapije) ispitivan je sadrzaj srebra u
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krvnom serumu. Maksimalan sadrzaj srebra u krvnom serumu 56,8 ug/l izmeren je 9
dana nakon upotrebe obloge kada je i zavrSen tretman. Sadrzaj srebra je rastao sa
vremenom upotrebe obloge tj. tretmanom. Medutim, 6 meseci nakon tretmana iznosio je
0,8 ug/l. Povecan sadrzaj srebra u krvnom serumu nije bio povezan sa klinickim,
biohemijskim ili hematoloskim znacima toksi¢nosti, Sto pokazuje da nuzno ne dovodi
do talozZenja srebra u tkivima i moze se bezbedno koristiti prilikom tretmana povreda 1

opekotina na kozi [154].
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2.3. GRAFEN I OBLICI GRAFENA

Grafen (slika 2.6) predstavlja monosloj sp” hibridizovanih atoma ugljenika
rasporedenih u dvodimenzionalnu kristalnu reSetku. Prostorni raspored grafena privukao
je veliku paznju i pokrenuo mnoga istrazivanja zbog svojih jedinstvenih svojstva, kao
Sto su dobra mehanicka svojstva (npr. zatezna ¢vrstoca ~130 GPa i Jungov modul
elastiGnosti 0,5-1 TPa), termi¢ka provodljivost (5000 W m™ K7), elektri¢na
provodljivost, velika mobilnost kao nosioca naelektrisanja jer u svojoj strukturi ne
sadrzi defekte Sto je karakteristika dobrih provodnika, veoma velika specificna povrSina
(do 2630 m* g') i zavidni fenomeni transporta kao §to je kvantni Holov efekat. Ova
posebna svojstva daju veliki potencijal za primenu na mnogim poljima, kao §to su
solarne Celije, senzori, baterije, superkondenzatori, senzori, nanokompoziti

[31,32,34,155].

(a)

Slika 2.6. Struktura grafena i razliciti oblici grafena a) fuleren, b) nanocevi i c)

nanolistovi [155].
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Grafen, kao 1 oblici grafena (grafen-oksid, redukovani grafen-oksid i nanocevi)
na poljima biotehnologije i medicine se intenzivno proucavaju i moze se re¢i da
pripadaju slede¢oj generaciji biomatrijala sa rastu¢om biomedicinskom primenljivoséu
[156]. Grafen-oksid se u pocetnim istrazivanjima na poljima biomedicine izu¢avao kao
nosac lekova koji selektivno ubija Celije raka. Grafen poseduje veliku tanku povrSinu,
dobru mehanicku ¢vrstocu i elektricnu provodljivost $to ga ¢ini dobrom osnovom za
novu DNK tehnologiju sekvencioniranja, biosenzora za glukozu, hemoglobin i nivo
holesterola. Vise istrazivanja je vrSeno sa ciljem da se grafen 1 njegovi oblici koriste kao
nosaci za isporuku lekova.

Visoka elasti¢nost, fleksibilnost i prilagodljivost grafena ravnim i nepravilnim
povrSinama pogoduju strukturnim ojac¢anjima biokompatibilnih filmova, hidrogelova,
skafolda 1 drugih materijala u inzenjerstvu tkiva [157]. Svojstva 1 uticaj grafena se
ispituju na poljima kosStanog tkiva i aplikacijama implanata koStanog tkiva. Grafen-
oksid ima blagotvorno dejstvo na proliferaciju i diferencijaciju ¢elija. Ispitivanja na 3D
grafen skafoldima od pene koji su sadrzali mezenhimalne mati¢ne ¢elijama iz koStane
srzi pokazala su povoljan uticaj na zarastanje rana na kozi [158,159].

Kompozitni hidrogelovi sinteti¢kih polimera kao $to su PMMA i PVA koriste
se u inzenjerstvu tkiva kao zamena hrskavice, tetiva, meniskusa. Medutim, ¢est problem
prilikom dizajna ovih aplikacija je niska elsti€nost i mehanicka ¢vrstoca.

Dodatak grafena i grafen-oksida znac¢ajno moze poboljSati mehanicka svojstva
¢ak 1 u malim koncentracijama. Liang 1 saradnici [160] su sintetisali PVA/grafen film
izlivanjem rastvora koji je sadrzao 10 mas. % PVA 10,7 mas. % grafen-oksida susenjem
na 60 °C. Ispitivanja termickih svojstava pokazuju na temepraturnom piku DTG krive
pri maksimalnom gubitku mase povecanje temeperature od 5,5 °C PVA/grafen filma
(316,5 °C) u odnosu na ¢ist PVA film (311 °C). Rezultati ispitivanja mehanickih
svojstava pokazuju povecanje od 76 % zatezne Cvstoce, sa 49,9 MPa ¢istog PVA filma
na 87,6 MPa za PVA/grafen film i povecanje od 62 % modula elasti¢nosti tj. od 2,13
GPa za PVA film na 87,6 MPa za PVA/grafen film Sto je znaCajno poboljSanje
mehanickih svojstava.

Pandele i saradnici [161] su sintetisali hitozan/polivinil-alkohol/grafen-oksid

(CS-PVA/GO) nanokompozitne filmove meSanjem rastvora 1 mas. % PVA i 1 mas. %
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hitozana u odnosu 1:1 u koji je dodat grafen-oksid razlic¢itih koncentracija do postizanja
krajnje koncentracije od 0,5, 1,0, 2,5 i 6 mas. %. CS-PVA/GO rastvori izlivani u Petri
Soljama 1 suSeni na sobnoj, a zatim i na poviSenoj temperaturi sa ciljem dobijanja
filmova. Ispitivanja termicke stabilnosti filmova pri gubitku mase od 3 % pokazuju na
termogravimetrijskoj (TGA) krivoj najpre rast temperature za koncentracije 0,5 mas. %
GO (115 °C), 1 mas. % GO (110 °C), 2,5 mas. % GO (104 °C) 1 pad za 6 mas. % GO
(101 °C) u odnosu na CS-PVA film (103 °C). Veca stabilnost polimernih filmova koji
sadrze manju koncentraciju GO pripisuje se dobrim interakcijama tj. vodoni¢nim
vezama sa CS-PVA polimernim lancima, dok kod filmova sa ve¢om koncentracijom
GO dolazi do slabije interakcije GO sa CS-PVA polimernim lancima usled agregacije
GO. Ispitivanja mehanickih svojstava, Jungovog modula, pokazuju da sa povecanjem
koncentracije GO raste Jungov moduo, pri koncentraciji GO od 6 mas. % u CS-
PVA/GO filmu za 200 % u odnosu na ¢ist CS-PVA film §to se pripisuje vecoj
kristali¢nosti filma usled prisustva GO. Istrazivanja Qian-a i1 saradnika [162] pokazuju
da dodatak od 0,1 mas. % redukovanog GO (rGO) u polidimetilsiloksan (PDMS)
polimernu matricu poveéava zateznu ¢vrstocu sa 1,50 MPa za ¢ist PDMS na 2,03 MPa
za rGO-PDMS $to je ~35 % viSe. Takode, dolazi do povecanja Jungovog modula sa
0,32 MPa za PDMS na 0,43 MPa za rGO-PDMS, §to je povecanje od ~34 %.
Grafen-oksid kao deo kompozita pored poboljSanja mehanickih svojstava
skafolda 1 hidrogelova, moze da poveca vreme degradacije kompozitnih materijala,
zadrzi stabilan oblik pri fizioloSkim 1 ekstremnim pH vrednostima, poboljSa celijsku
adheziju, proliferaciju i diferencijaciju Sto ga ¢ini dobrim kandidatom prilikom dizajna

aplikacija u inZenjerstvu tkiva [157,163].
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2.3.1. ANTIBAKTERIJSKA SVOJSTVA GRAFENA

Novija istrazivanja grafena i njegovih modifikacija (grafen-oksid, redukovani
grafen-oksid 1 nanocevi grafena) kao antimikrobnog agensa daju obecavajuce rezultate.

Antibakterijska aktivnost PVA/CS 1 PVA/CS/GO vlakna pokazana je prema
vrsti bakterije E. coli agar difuzionom metodom pra¢enjem Sirine zone inhibicije nakon
24 h inkubacije. Sadrzaj GO u PVA/CS/GO nanokompozitnim vlaknima je variran u
koncentracijama 0,05; 0,2; 0,4 1 0,6 mas. %. Najvecu Sirinu zone inhibicije od 8,6 mm
pokazuje PVA/CS/GO nanokompozit koji sadrzi 0,4 mas. %, tj. za 33 % vecu od
PVA/CS gde je Sirina zone inhibicije 6,5 mm [164].

Inkorporacijom redukovanog grafen-oksida u matricu polidimetilsiloksana
rGO-PDMS u koncentracijama od 0,1; 0,2 i 0,5 mas. % istrazivana je antibakterijska
aktivnost prema vrstama S. aureus 1 E. coli praéenjem vijabilnosti ¢elija bakterija. Sa
porastom koncentracije rGO veci je gubitak vijabilnosti ¢elija bakterija 1 dostize za
rGO-PDMS (0,5 mas. % rGO) 63.44 £ 1.72 % za S. aureus 1 58.41 + 1.86 % za E. coliu
odnosu na kontrolni uzorak (uzorak bakterija zasejan na hranljivoj podlozi) [162].

Liu 1 saradnici [165] su istrazivali antibakterijska svojstva GO na polimernom
supstratu (silikonu) prema vrstama bakterija S. aureus 1 E. coli pra¢enjem vijabilnosti
¢elija bakterija. Metodom brojanja prezivelih ¢elija bakterija, u odnosu na kontrolni
uzorak (uzorak bakterija zasejan na hranljivoj podlozi) GO prevlaka na silikonu
pokazuje znacajan gubitak vijabilnosti i to 85.8 % za E. coli172.4 % za S. aureus, pa se
moze zakljuciti da GO pokazuje intenzivnu inhibiciju rasta celija bakterija 24 h nakon
inkubacije.

Antibakterijska aktivnost nanokompozitnih vlakna GO/PVA dobijenih
metodom elektrospininga, koncentracije PVA od 14 mas. % 1 variranim
koncentracijama GO od 0,3, 0,5, 1 1 2 mas. % ispitivana su dilucionom metodom prema
vrstama bakterija S. aureus 1 E. coli. Inhibicija bakterijskog rasta je efikasnija sa
porastom koncentracije GO 1 dostize za S. aureus 1 E. coli 90 % i 84 %, redom, u

odnosu na kontrolni uzorak koji je sadrzao ¢ista PVA vlakna [166].
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Istrazivanja pokazuju da su antimikrobna svojstva uzrokovana hemijskim i
fizickim interakcijama nakon diretnog kontakta listova grafena sa celijskim zidom
bakterija. Pretpostavljena su tri osnovna mehanizama kojima grafen i1 njegove
modifikacije deluje na bakterijsku ¢eliju [167,168]:

1. Pritisak na citoplazmati¢nu membranu — oStrim ivicama listovi grafena
mogu fizicki da oStete citoplazmaticnu membranu Sto dovodi do inaktivacije celije
bakterije. SEM snimci pokazuju prekide u citoplazmaticnoj membrani listovima
grafena, gde se kroz prekide (otvore) mogu osloboditi razni enzimi i elektroliti Sto
dovodi do smrti ¢elije. Bitan faktor antibakterijske aktivnosti listova grafena je broj
listova koje mogu ostetiti ¢elijski zid. Takode, istrazivanja pokazuju da listovi grafena
na tri nafina deluju na Ccelijski zid, isecanjem, ubacivanjem i destruktivhom
ekstrakcijom lipidnih molekula $to sve zajedno doprinosi uniStavanju bakterijske celije
[167].

2. Oksidativni stres — moze ostetiti bakterijsku ¢eliju generisanjem reaktivnih
oblika kiseonika koji mogu ostetiti ¢elijske komponente kao Sto su lipidi, protein i
DNK.

3. Izolovanje éelije prekrivanjem — kada se nade u blizini ¢elije, grafen moze
prekriti Celiju tj. ,,upakuje® celiju ¢ime sprecava kontakt celije sa okolinom tj.
nutritijentima $to dovodi do smrti ¢elije. Mikroskopija atomskih sila (eng. Atomic force
microscopy - AFM) je pokazala da listovi grafen-oksida mogu da stvore interakciju sa
bakterijskom ¢elijom 1 prekriju njenu povrSinu, gde vec¢i listovi grafen-oksida lakSe
mogu prekriti bakterijsku celiju u potpunosti, dok manji listovi takode pokazuju
adheziju ali 1 manji stepen pokrivenosti samim tim 1 slabiju antibakterisjku aktivnost.

U prva dva navedena slucaja, pritiska na citoplazmaticnu membranu i
oksidativnog stresa, dolazi do smrti ¢elije, dok u treCem slucaju izolovanja celija
prekrivanjem dolazi do inaktivacije Ccelije. Prilikom pracenja potroSnje glukoze,
utvrdeno je da bakterije prekrivene listovima grafena ne pokazuju bioloSku aktivnost,
dok nakon uklanjanja listova grafena pomocu ultrazvuka celije bakterija se reaktiviraju
[169].

OgraniCena znanja 1 razli¢ita tumacenja antibakterijskih svojstva grafena mogu
se pripisati varijacijama fizicko-hemijskih svojstava grafena i njegovih modifikacija kao

Sto su debljina nanolistova, disperzibilnost 1 oksidacioni kapacitet koji zavise od metoda
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pripreme (oksidacija, eksfolijacija). Stoga, potrebna je precizna procena antibakterijskih
aktivnosti u odnosu na razlicite oblike materijala baziranih na grafenu (grafen-oksid,
redukovani grafen-oksid, nanocevi grafena) [167].

Iako su grafen i njegovi oblici relativno bezbedni u pogledu elementarnog
sastava po ljudski organizam, potvrda in vivo kao i in vitro prema pojedinaénim
¢elijama je svakako vazna. Studije Cesto pokazuju blago smanjenje prezivljavanja éelija
sisara koje su izloZzene materijalima baziranim na grafenu jer izazivaju oksidativni stres
1 apoptozu. Pokazano je da su hidrofilnije forme grafena (grafen-oksid i redukovani
grafen-oksid) iako lakSe mogu penetrirati kroz citoplazmaticnu membranu, manje
toksi¢ne u odnosu na hidrofobnije oblike (grafen, fuleren, nanocevi grafena) koji se
mogu akumulirati na povr§ini membrane. Za upotrebu u biomedicinske svrhe potrebno
je jasno definisati uticaje razli¢itih oblika grafena, metode njihovog dobijanja,

ponasanje u in vivo uslovima ¢ime ¢e se povecati bezbednost upotrebe [156].
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada je elektrohemijsko dobijanje srebro/polivinil-alkohol (Ag/PVA)
1 srebro/polivinil-alkohol/grafen (Ag/PVA/Gr) nanokompozita elektrohemijskom
sintezom nanocestica srebra u PVA rastvoru odnosno PVA/Gr koloidnoj suspenziji.
Svojstva nanokompozita dobijenih u vidu koloidnih disperzija, filmova i hidrogelova
bice ispitani u cilju potencijalne biomedicinske primene.

Metode karakterizacije koje ¢e biti primenjene na dobijenim materijalima su:

e UV-VIDLJIVA SPEKTROSKOPIJA (UV-Vis) za dokazivanje prisustva,
pracdenje prinosa i stabilizacije nanocestica srebra u koloidnim disperzijama
dobijenim pri razliitim parametrima sinteze,

e TRANSMISIONA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA (TEM) za odredivanje
veli¢ine 1 morfologije nanocestica srebra,

e CIKLICNA VOLTAMETRIJA (CV) za dokazivanje medusobnog uticaja
nanocCestica srebra, grafena i PVA,

e INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA SA FURIJEOVOM
TRANSFORMACIJOM (FTIR) za odredivanje vrste veze izmedu nanocestica
srebra, grafena i PVA,

e DIFRAKCIJA X-ZRAKA (XRD) za odredivanje tipa kristalne resetke 1 velicine
kristalita nanocestica srebra,

e RAMANSKA SPEKTROSKOPIJA za dokazivanje prisustva i strukture grafena,

e SKENIRAJUCA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA (FE-SEM) za
odredivanje mikrostrukture i morfologije

e FOTOELEKTRONSKA SPEKTROSKOPIA X-ZRACIMA (XPS) =za
indentifikaciju prisutnih elemenata,

e MEHANICKA SVOJSTVA (TEST ISTEZANIJA) za odredivanje mehani¢kih
svojstava PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova,
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TERMOGRAVIMETRIJSKA ANALIZA (TGA) za odredivanje termicke
stabilnosti PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmova,

ATOMSKA APSORPCIONA SPEKTROSKOPIJA (AAS) za pracenje kinetike
otpustanja srebra iz Ag/PVA i Ag/PVA/Gr hidrogelova,

MTT TEST CITOTOKSICNOSTI za odredivanje stepena citotoksi¢nosti PVA,
PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmova i hidrogelova,

AGAR DIFUZIONI TEST I TEST U SUSPENZII =za odredivanje
antibakterijskih svojstava PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr hidrogelova.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1. MATERIJALI

Za elektrohemijsku sintezu Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr koloidnih disperzija
koris¢eni su: PVA (Mw = 70 000 - 100 000, Sigma, St. Louis, MO, SAD), AgNOs
(M.P. Hemija d.o.o., Beograd, Srbija), KNO; (Centrohem, Stara Pazova, Srbija), prah
grafena (Graphene Supermarket, Calverton, NY, USA) i azot visokog stepena Cistoce
(99,5 %, Messer Tehnogas a.d., Beograd, Srbija).

Za pripremu rastvora za odredivanje koncentracije otpusStenog srebra koris¢eni
su K;HPO,4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska) i KH,PO4 (Centrohem, Stara Pazova, Srbija).

Za ispitivanje antibakterijske aktivnosti nanokompozitnih hidrogelova
koriS¢eni su: Gram-pozitivni Staphylococcus aureus TL (TMF — Beograd) i Gram-
negativni Escherichia coli ATCC 25922 (eng. ATCC - American Type Culture
Collection) bakterijski sojevi.

Za in vitro ispitivanje citotoksi¢nosti PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr
filmova 1 hidrogelova kori$¢ene su sledece supstance: hranljivi medijum RPMI 1640, L-
glutamin, HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina), MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) reagens (Sigma, St. Louis, MO, SAD),
govedi serum (PAA Laboratories, Pasching, Austrija), streptomicin (Galenika, Beograd,
Srbija), 1 penicilin (Panfarma, Beograd, Srbija). Mononuklearne celije periferne krvi
(eng. Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC)) su dobijene izolacijom iz
heparinizovane periferne krvi zdravih dobrovoljaca (Institut za onkologiju i radiologiju
Srbije, Beograd, Srbija).

U svim eksperimentima je koriS¢ena demineralizovana voda iz Milli-Q sistema

(Millipore, Billerica, MA, SAD).
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4.2. PRIPREMA UZORAKA

4.2.1. ELEKTROHEMIJSKA SINTEZA Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr KOLOIDNIH
DISPERZIJA

Za sintezu Ag/PVA koloidne disperzije, najpre je PVA prah rastvoren u vodi
na poviSenoj temperaturi (~90 °C) uz konstantno meSanje na magnetnoj mesalici.
Nakon hladenja rastvora do sobne temperature dodati su KNO3; i AgNOs, do postizanja
konac¢nih koncentracija od 10 mas. % PVA, 0,1 M KNOs i 3,9-10'3 mM AgNO;.

Za sintezu Ag/PVA/Gr koloidne disperzije, u 10 mas. % vodeni rastvor PVA
(~60 °C) dodat je grafen uz mesanje na magnetnoj mesalici. Nakon hladenja rastvora do
sobne temperature dodati su KNO3; 1 AgNOs, do postizanja kona¢nih koncentracija od
10 mas. % PVA, 0,01 mas. % grafena, 0,1 M KNOs 1 3,9-10’3 mM AgNO;.

Elektrohemijska redukcija jona srebra izvedena je galvanostatski koriS¢enjem
uredaja Reference 600 Potentiostat/Galvanostat/ZRA (Gamry Instruments, Warminster,
PA, SAD) u elektrohemijskoj ¢eliji, koja se sastojala od tri elektrode: dve Pt plocice (9
mm x 9 mm) kao radne 1 kontra elektrode dok je zasi¢ena kalomelove elektrode (ZKE)
koriS¢ena kao referentna elektroda (Slika 4.1). Gustina struje, j, je varirana izmedu 10 i
40 mA cm?, pri vremenu sinteze koje je takode varirano izmedu 10 i 75 min. Pre sinteze
iz rastvora je uklonjen kiseonik produvavanjem azota tokom 20 min koje je nastavljeno

1 tokom sinteze. Sinteza je izvodena uz kontinualno meSanje rastvora.
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POTENTIOSTAT/
GALVANOSTAT

Ref.E

v
RE PE

Slika 4.1. Shema elektrohemijske celije koriscene za sintezu Ag/PVA i Ag/PVA/Gr
koloidnih disperzija (RE-radna elektroda, PE-pomocna elektroda, Ref.E-referentna
elektroda).

4.2.2. PRIPREMA FILMOVA

Priprema PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmova vrsena je izlivanjem
rastvora PVA 1 PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr koloidnih disperzija u teflonskim
posudama. Izliveni rastvori su zatim suSeni na sobnoj temperaturi 3 dana, a nakon toga

2 dana na temperaturi od 60° C. Prosecna debljina filmova iznosila je 70 um.

4.2.3. PRIPREMA HIDROGELOVA

Priprema PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogelova vrSena je
izlivanjem rastvora PVA 1 koloidnih disperzija PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr u Petri
Solje (precnika ~90 mm 1 visine 5 mm) koje su podvrgnute ciklusima zamrzavanja 1
odmrzavanja. Ukupno je izvedeno pet sukcesivnih ciklusa. Ciklus se sastojao od
zamrzavanja 16 h na -18° C 1 odmrzavanja 8 h na 4° C.

U slucaju Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr koloidnih disperzija, najpre su rastvori nakon
sinteze 8 dana stajali na sobnoj temperaturi zasticeni od svetlosti i nakon toga razblaZeni
10 mas. % rastvorom PV A da bi se koncentracija srebra smanjila sa 3,9 mM na 1 mM.

Svi dobijeni hidrogelovi isecani su na male diskove precnika 10 mm 1 visine 5
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4.3. METODE KARAKTERIZACIJE

4.3.1. UV-VIDLJIVA SPEKTROSKOPIJA

Za snimanje UV vidljivog (eng. UV-Vis) spektra PVA rastvora i PVA/Gr
koloidne disperzije, kao i1 za detekciju nanocestica srebra u Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr
koloidnim disperzijama, koris¢en je UV-3100 spektrofotometar (Shanghai Mapada

Instruments, Shanghai, Kina) u opsegu talasnih duzina izmedu 200 nm i 1000 nm.

4.3.2. TRANSMISIONA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM) Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr
koloidnih disperzija vrSena je na elektronskom mikroskopu 100 CX Electron
Microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan). Uzorci za TEM analizu razblazeni su
destilovanom vodom (1:4) 1 postavljeni na bakarnu mreZicu prekrivenu ugljenikom (SP/

Supplies/Structure Probe Inc.,West Chester, PA, SAD).

4.3.3. CIKLICNA VOLTAMETRIJA

Cikli¢na voltametrija (CV) Pt elektrode u 10 mas. % rastvoru PVA, koloidnim
disperzijama Ag/PVA i Ag/PVA/Gr izvedena je koriS¢enjem dve Pt elektrode (9 mm x
10 mm) kao radne 1 pomocne elektrode, 1 zasi¢ene kalomelove elektrode (ZKE) kao
referentne. Cikli¢na voltametrija je 1zvedena na instrumentu Reference 600
potentiostat/galvanostat/ZRA (Gamry Instruments, Warminster, PA, SAD). Snimljena
merenja vrsena su u opsegu potencijala izmedu -1 1 1 V vs. ZKE, brzinom skeniranja od
50 mV s, pogevii od potencijala otvorenog kola, Epok. Prikazani potencijali su u

odnosu na ZKE.

43.4. INFRACRVENA  SPEKTROSKOPIJA SA  FURIJEOVOM
TRANSFORMACIJOM
Infracrveni (eng. 1IR) spektri PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova

dobijenih uparavanjem rastvaraca iz odgovaraju¢ih koloidnih disperzija, snimljeni su
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spektrofotometrom Spectrum One (Perkin Elmer, Shelton, CT, SAD), u opsegu
vrednosti talasnog broja od 4000 cm™ do 450 cm™ sa spektralnom rezolucijom od 0,5

-1
cm .

4.3.5. DIFRAKCIJA X-ZRAKA

Philips PW 1051 difraktometar sa Cu K, zradenjem (A = 1,5418 A) koriséen je
za ispitivanje PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova difrakcijom X-zraka (eng.
XRD). Stepen difrakcije je meren tehnikom skeniranja u rasponu uglova 26 = 8—80° uz
interval merenja od 0,05° i vreme snimanja od 50 s za svaku tacku. Fazna analiza je
uradena koriS¢enjem podataka PDF-2 (Powder Diffraction File) komercijalnog
kompjuterskog programa EVA V.9.0. Srednja vrednost veli¢ine kristalita, D, je
izradunata pomoc¢u Sererove jednacine (8) za (002) kristalnu ravan koriste¢i §irinu XRD
pika na poluvisini, f:

Kl

D=—"
? B, ,cosf

(&)

gde je koeficjent K = 0,9, A talasna duzina X-zraka i 8 ugao difrakcije.

4.3.6. RAMANSKA SPEKTROSKOPIJA

HR-Raman analiza PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova izvSena je
koriS¢enjem Reinshaw Invia Raman spektrofotometra sa 514 nm argonskim laserom.
Intenzitet je bio 10% od ukupne snage (50mW), u opsegu spektra od 4000 cm™ do 450
cm™.

4.3.7. SKENIRAJUCA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Morfologija povrSina Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova analizirana je visoko-
rezolucionom skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (eng. FE-SEM) na uredaju

LEO SUPRA 55 (Carl Zeiss, Germany).
4.3.8. FOTOELEKTRONSKA SPEKTROSKOPIJA X-ZRACIMA

Za merenja fotoelektronske spektroskopije X-zracima (eng. XPS) Ag/PVA 1
Ag/PVA/Gr filmova koris¢en je spektrometar K-Alpha System (Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, MA, USA) sa monohromatskim Al K, zracenjem (1486,6 eV) u
sirokom opsegu 0 — 1100 eV u visokom vakuumu 5-107"° Torr. Ugao emitovanog snopa

fotoelektrona je podesen na 30° u odnosu na normalnu povrSinu uzorka.

4.3.9. MEHANICKA SVOJSTVA (TEST ISTEZANJA)
Instron 8871 uredaj koriS¢en je za test istezanja uzoraka PVA, PVA/Gr,
Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova, na osnovu ASTM D638 standarda.

4.3.10. TERMOGRAVIMETRIJSKA ANALIZA

Termicka stabilnost PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmova ispitana je
termogravimetrijskom metodom na wuredaju 7GA Q5000 IR/SDT  Q600.
Termogravimetrijska merenja su vr§ena u opsegu od 30 do 600 °C u dinami¢nom modu

. .. . .| .
pri brzini zagrevanja od 20 °C min™ u atmosferi azota.

4.3.11. ATOMSKA APSORPCIONA SPEKTROSKOPIJA

Otpustanje srebra iz Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogelova ispitivano je na
temperaturi 37 °C u fosfatnom puferu (pH = 7,4) koji je sadrzao 0,39 mM KH,POy 1
0,61 mM K,;HPOj 1 nije sadrzao CI” jone da bi se izbeglo talozenje AgCl. Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr diskovi hidrogela (precnika d = 10 mm 1 debljine h = 5 mm) su potopljeni u
10 cm® fosfatnog pufera koji je menjan periodi¢no, do 7. dana na svaka 24 h, a zatim 10,
14, 24 1 28 dana. Ukupni sadrzaj srebra unutar hidrogelova je odreden nakon potapanja
hidrogelova u HNOj; (1:1 v/v), u cilju oksidacije zaostalih nanoCestica srebra u Ag"

jone. Svi eskperimenti su radeni u triplikatu.

4.3.12. MTT TEST CITOTOKSICNOSTI

Izolovane humane mononuklearne celije periferne krvi (eng. PBMC,
peripheral blood mononuclear cells) u prisustvu PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/lPVA/Gr
filmova 1 hidrogelova koriS¢ene su za ispitivanje preZivljavanja humanih Ccelija
standardnim MTT testom. Boja koja se koristi u testu je MTT (3-(4,5-dimetiltiazolil-2-
il)-2,5-difenil tetrazolijum bromid) koju mogu metabolisati samo zive ¢elije. MTT je
zuta tetrazolijumska so koju u zivim, biohemijski aktivnim celijama redukuju

mitohondrijske dehidrogenaze. Metabolisana MTT boja se naziva formazan, kristal
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ljubicaste boje, koji ima maksimum apsorpcije na 570 nm. Koliina rastvorenog
formazana proporcionalna je broju zivih ¢elija. Za procenu broja prisutnih zivih ciljnih
¢elija u uzorcima koristi se intenzitet apsorbancije na 570 nm odreden pomocu UV-
spektrofotometra. Vijabilnost ¢elija se racuna na osnovu sledece jednacine:
S (%)= A/Ax x 100 9)

gde je S - vijabilnost ¢elija, 4, - apsorbancija uzorka ¢elija tretiranih MTT bojom, koje
su rasle u prisustvu PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filma ili hidrogela i podloge,
Ay - apsorbancija Celija tretiranih MTT bojom raslih u kontrolnom uzorku — hranljivi
medijum.

Tri nezavisna eksperimenta se izvode u duplikatu, tako da se vijabilnost

predstavlja kao srednja vrednost + standardna devijacija.

4.3.13. ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST

Antibakterijska aktivnost PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr hidrogelova
koji su sadrzali 1 mM nanocestica srebra ispitana je agar difuzionom metodom. Za
odredivanje antibakterijske aktivnosti koriS¢ene su dve vrste bakterija, Gram-pozitivni
Staphylococcus aureus TL (TMF — Beograd) 1 Gram-negativni Escherichia coli ATCC
25922 bakterijski soj. Prilikom eksperimenta koriS¢ene su dve Petri Solje sa hranljivim
agarom (1,8 % agara) kao osnovnom podlogom preko koje je nanet sloj od 15 ml
otopljenog hranljivog top agara (0,7 % agara) temperature 55 °C, koji je sadrzao 200 ul
ispitivanog soja bakterije (ne starije od 18 sati). Nakon ocvrS¢avanja top agara
postavljeni su diskovi PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogela koji su
prethodno tretirani UV zracima (sa svake strane po 20 minuta). Petri Solje su inkubirane
na 37° C tokom 24 h.

Takode, kinetika antibakterijske aktivnosti usitnjenih (kocke stranice ~2 mm)
PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogelova ispitana je u fosfatnom puferu na
ve¢ pomenute patogene bakterijske sojeve. Pre izvodenja eksperimenta usitnjeni
hidrogelovi su tretirani UV zracima u trajanju od 20 minuta. Kori§¢eni bakterijski sojevi
su aktivirani u LB bujonu sledeéeg sastava (ekstrakt kvasca 5 gl™', tripton 10 gl™', NaCl
5 gI™") i inkubirani na 37 °C tokom no¢i (ne duze od 18 h).

Pocetni broj ¢elija bakterija u svakoj suspenziji je podesen da bude izmedu 10°-

10° CFU ml”. Uzorci su inkubirani u vodenom kupatilu tokom 24 h na 37 °C, uz
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mesSanje. Kao kontrolni uzorak koris¢en je rastvor fosfatnog pufera bez hidrogelova.
Ukupan broj ¢elija odredivan je na pocetku eksperimenta i nakon 1, 3 i 24 h inkubacije.
U posmatranim vremenskim intervalima, uzorci su uzimani i decimalno razblazivani u
fizioloskom rastvoru (0,85 % rastvor NaCl), nakon cega je 100 ul odgovarajuceg
razblaZzenja uzorka pomesSano u Petri Solji sa 20 ml rastopljenog LB agara, temperature
55 °C. Petri Solje su inkubirane 24 h na 37 °C nakon cega su izbrojane formirane
kolonije na agarnoj podlozi. Ukupan broj prezivelih ¢elija bakterija predstavljen je kao

CFU ml™.
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S. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. Ag/PVA i Ag/PVA/Gr NANOKOMPOZITNE
KOLOIDNE DISPERZIJE

Prisustvo i stabilnost nanocestica srebra kao i1 uticaj koncentracije PVA u
Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr koloidnim disperzija praceni su UV-Vis spektroskopijom.
Poznato je da nanocestice srebra apsorbuju elektromagnetno zrac¢enje u uskom intervalu
talasnih duzina UV-Vis spektra usled kolektivnog oscilovanja provodnih elektrona kada
su pobudeni odgovarajuéim zracenjem. Ovaj fenomen poznat je kao lokalizovana
rezonanca povrsinskog plazmona (eng. localized surface plasmon resonance - LSPR) i

zavisi od veli¢ine, oblika i drugih svojstava nanocestica [170].

5.1.1. UTICAJ KONCENTRACIJE PVA U Ag/PVA KOLOIDNOJ DISPERZI1JI
NA SINTEZU NANOCESTICA SREBRA

U cilju utvrdivanja uticaja koncentracije PVA na formiranje, rast i stabilnost
nanocestica srebra elektrohemijska sinteza vr§ena je u PVA rastvorima koncentracije 5 1
10 mas. % PVA. Gustina struje, j, iznosila je 25 mA ¢cm™ pri vremenu sinteze od 10
min. Poznato je da se u opesegu talasnih duzina 405-420 nm moZe potvrditi prisustvo
nanocestica srebra [124,125]. Na slici 5.1 prikazan su apsorpcioni spektri Ag/PVA
koloidnih disperzija sa 5 1 10 mas. % PVA, kao i 10 mas. % rastvora PVA (kao
referentnog). U prikazanom opsegu talasnih duzina 10 mas. % PVA rastvor ne pokazuje
nijedan apsorpcioni pik, dok su kod obe Ag/PVA koloidne disperzije uocljiva dva
apsorpciona pika oko 400 nm i 650 nm. Prvi apsorpcioni pik na ~400 nm potvrduje da

je doSlo do formiranja nanocestica srebra, dok drugi apsorpcioni pik na talasnoj duZini
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~650 nm pokazuje da je doSlo do agregacije i aglomeracije nanocCestica srebra prisutnih

u koloidnim disperzijama [171,172].
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Slika 5.1. Apsorpcioni spektri Ag/PVA koloidnih disperzija sa 5 i 10 mas. % PVA i 10

mas. % PVA rastvora.

Razlika koja se uocava u apsorpcionim spektrima Ag/PVA koloidnih disperzija
sa 51 10 mas. % PVA je u intenzitetu apsorbancije, gde je intenzitet apsorbancije veci
kod Ag/PVA disperzije sa 10 mas. % PVA §to pokazuje ve¢i prinos nanocestica srebra
posto je koncentracija nanocestica srebra proporcionalna intenzitetu apsorbancije [172].

Takode, pracen je uticaj koncentracije PVA na prinos i veli¢inu nanocestica
kroz vremensku zavinost apsorpcionog maksimuma, 4Amax, 1 talasne duzine apsorpcionog
maksimuma, Am., Slika 5.2 1 slika 5.3, redom. Na slici 5.2 uocCava se da se sa
povecanjem koncentracije PVA povecava i apsorpcioni maksimum §to ukazuje na veci
prinos nanocestica srebra u Ag/PVA koloidnoj disperziji sa 10 mas. % PVA. Za obe
Ag/PVA koloidne disperzije, apsorpcioni maksimum raste do 20. dana, zatim ostaje
konstantan do 30. i dalji rast 4m.x nakon 30 dana koji se uocava je posledica geliranja
koloidnih disperzija. MoZe se zakljuciti da se apsorpcioni maksimum dostize 20. dana
nakon sinteze kada rast nanocestica prestaje. Sa slike 5.3 uocava se rast talasne duzine
apsorpciong maksimuma, Ay., do 20. dana koja nadalje ostaje skoro konstantna, $to je

takode pokazatelj da rast nanocestica prestaje 20 dana nakon sinteze. Slika 5.3 pokazuje
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da koncentracija PVA nema uticaja na veli¢inu sintetisanih nanocestica srebra, jer je za

obe koncentracije PVA talasna duzina maksimuma apsorbance, An,y, priblizno ista.
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Slika 5.2. Zavisnost apsorpcionog maksimuma, Amax, od viemena starenja Ag/PVA

koloidnih disperzija sa 51 10 mas. % PVA.
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Slika 5.3. Zavisnost talasne duZine apsorpcionog maksimuma, Amax, 0d vremena

starenja Ag/PVA koloidnih disperzija sa 5 i 10 mas. % PVA.

44



5.1.2. UTICAJ GUSTINE STRUJE I VREMENA NA SINTEZU NANOCESTICA
SREBRA U Ag/PVA KOLOIDNOJ DISPERZIJI

U cilju odredivanja optimalnih parametara elektrohemijske sinteze nanocestica
srebra u PVA rastvoru varirana je gustina struje i vreme sinteze. Gustina struje je
varirana izmedu 10 i 40 mA cm?, dok je vreme sinteze varirano izmedu 10 i 75 min.

Na slici 5.4a prikazani su spektri 10 mas. % PVA rastvora i Ag/PVA koloidnih
disperzija dobijenih pri razli¢itim vrednostima gustine struje od 10, 15, 25, 40 mA cm™
1 vremenu sinteze od 10 min. Sve Ag/PVA koloidne disperzije pokazuju dva
apsorpciona pika oko 400 nm i 650 nm. Apsorpcioni pikovi na 423, 422, 427, 423 nm
za 10, 15, 25, 40 mA c¢cm?, redom, potvrduju formiranje nanocestica srebra. Uocava se
da sa porastom vrednosti gustine struje raste i intenzitet apsorpcionog pika na ~400 nm
Sto navodi na zakljuCak da se pri ve¢im vrednostima gustine struje formira viSe
nanocestica srebra posto je koncentracija nanocestica srebra proporcionalna intenzitetu
apsorbancije [172,173].

Slika 5.4b prikazuje spektre 10 mas. % PVA rastvora 1 Ag/PVA koloidnih
disperzija dobijenih pri razli¢itim vremenima sinteze od 10, 30, 45 1 75 min pri gustini
struje od 40 mA cm™. Produzavanjem vremena sinteze (10, 30, 45 min) raste i
maksimum apsorpcionog pika na ~420 nm ¢ime je i prinos nanocestica srebra veci, dok
pri vremenu sinteze od 75 min maksimum apsorpcionog pika opada. Takode,
apsorpcioni pik na ~650 nm takode raste sa duzim vremenima sinteze $to navodi na
zakljucak da je agregacija 1 aglomeracija nanoCestica srebra izraZenija pri duzim
vremenima sinteze.

Na osnovu prethodne analize moze se izvesti zaklju¢ak da su optimalni
parametri sinteze za dobijanje nanoCestica srebra 10 mas. % PVA pri gustini struje od
40 mA cm™ i vremenu sinteze od 30 min, jer se pri gustini struje od 40 mA cm™ dobija
maksimalan prinos nanocestica srebra, dok se pri vremenu sinteze od 30 min dobijaju
nanoCestice srebra sa manjim udelom agregacije 1 aglomeracije (najmanji intenzitet

apsorpcionog pika na ~650 nm).
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Slika 5.4. UV-Vis spektri PVA rastvora i Ag/PVA koloidnih disperzija sa 10 mas. %
PVA pri: a) razlicitim vrednostima gustine struje i vremenu sunteze od 10 min, b)

v . . . .. . -2
razlicitim vremenima sinteze i gustini struje od 40 mA cm™.
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5.1.3. UTICAJ GRAFENA NA SINTEZU NANOCESTICA SREBRA U
Ag/PVA/Gr KOLOIDNOJ DISPERZIJI

Za sintezu Ag/PVA/Gr koloidne disperzije, u 10 mas. % vodeni rastvor PVA
(~60 °C) dodato je 0,01 mas. % grafena uz meSanje na magnetnoj mesalici. Nakon
hladenja rastvora do sobne temperature dodati su 0,1 M KNO;3 i 3,9 mM AgNOs.
Sinteza nanodestica srebra je vriena pri gustini struje, j, od 40 mA cm™ i vremenu
sinteze od 30 min.

Prisurtvo grafena u PVA/Gr koloidnoj disperziji sa 10 mas. % PVA potvrdeno
je UV-vidljivom spektroskopijom. Na slici 5.5. prikazani su apsorpcioni spektri
PVA/Gr koloidne disperzije i PVA rastvora (kao referentnog). PVA spektar pokazuje
rame na talasnoj duZini ~270 nm §to je posledica karbonilne funkcionalne grupe [174],
dok se na apsorpcionom spektru PVA/Gr koloidne disperzije moZe se videti pik na ~270
nm kao posledica pobudivanja m-plazmona grafitne strukture S$to potvrduje prisustvo

grafena u koloidnoj disperziji [175,176].
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Slika 5.5. Apsorpcioni spektri PVA/Gr koloidne disperzije sa 10 mas. % PVA i 10 mas.
% PVA rastvora.
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Apsorpcioni spektar PVA rastvora, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr koloidnih disperzija
sa 10 mas. % PVA prikazan je na slici 5.6. PVA rastvor ne pokazuje pik u prikazanom
opsegu, dok absopcioni spektri obe Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr koloidne disperzije pokazuju
pikove na ~400 nm i oko 650 nm. Prvi apsorpcioni pik na ~400 nm potvrduje da su
formirane nanocestice srebra, dok drugi apsorpcioni pik blizu 650 nm ukazuje na

agregaciju i aglomeraciju nanocestica srebra [171,172].

0.5
— PVA 10 mas. %
—— Ag/PVA, 10 mas. % PVA
oad V| /N e Ag/PVA/Gr, 10 mas. % PVA
o]
2,
?&j 0.3
.5,
S 4 W N\
c
(]
2 024
(o]
[72]
o
< L
oad NN T
0.0

200 I SCI}O I 460 ' 5[IJO ' 660 ' TCI]O ' S(IJO ' 9(I)0 ‘ 1000
A/ nm
Slika 5.6. Apsorpcioni spektri Ag/PVA i Ag/PVA/Gr koloidnih disperzija sa 10 mas. %
PVAi 10 mas. % PVA rastvora, 14. dana nakon sinteze.

Analiza UV-vidljive spektroskopije kori§¢ena je i za utvrdivanje efekta starenja
na prinos 1 veli¢inu nanocestica srebra. Vremenska zavisnost apsorpcionog maksimuma,
Amax, 1 talasne duzine, Amax, prikazana je na slici 5.7a 1 b, redom. U prisustvu grafena
manje vrednosti Am,x ukazuju na manji prinos nanocestica srebra u Ag/PVA/Gr
koloidnoj disperziji (Slika 5.7a). Za obe koloidne disperzije, Amax raste do ~15. dana
nakon sinteze. Apsorpcioni maksimum se dakle postize 15 dana nakon sinteze kada se
rast nanocestica zaustavlja.

Za obe Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr koloine disperzije, Am.x raste sa vremenom
(Slika 5.7b), dostizu¢i vrednost od 407 nm za Ag/PVA/Gr i1 410 nm za Ag/PVA 15.

dana nakon sinteze. Manja vrednost Am.x podrazumeva i manje dimenzije nanocestica
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srebra [177], $to pokazuje da Ag/PVA/Gr ima nanocestice manjih dimenzija u odnosu
na Ag/PVA koloidnu disperziju, navodeéi na zakljuak da listovi grafena smeSteni
izmedu polimernog lanca PVA sprecavaju rast, agregaciju i aglomeraciju srebrnih

nanocestica srebra.
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Slika 5.7. Zavisnost apsorpcionog maksimuma, Amax (@) i talasne duzine apsorpcionog
maksimuma, Amax (b) od vremena starenja Ag/PVA i Ag/PVA/Gr koloidnih disperzija sa
10 mas. % PVA.
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Slika 5.8 prikazuje TEM mikrofotografije elektrohemijski dobijenih naocestica
srebra u Ag/PVA koloidnim disperzijama sa 10 mas. % PVA pri parametrima sinteze od
j =15 mA cm?, = 10 min (slika 5.8a); j = 40 mA cm? ¢ = 30 min (slika 5.8b) i
Ag/PVA/Gr koloidnoj disperziji sa 10 mas. % PVA pri parametrima sinteze j = 40 mA
cm™, ¢ = 30 min (slika 5.8¢). Sa slike 5.8 moZe se zaklju¢iti da su dobijene nanodestice
srebra u svim koloidnim disperzijama sfernog oblika sa precnikom 10-40 nm. Medutim,
pri manjim vrednostima gustine struje, j = 15 mA cm™ (slika 5.8a), nanodestice srebra
pokazuju vecu tendenciju ka agregaciji i aglomeraciji u odnosu na nanocestice dobijene
pri veéim vrednostima gustine struje, j = 40 mA cm™ (slika 5.8b i ¢), §to potvrduje da je
optimalna vrednost gustine struje 40 mA cm™.

Takode, manje dimenzije 1 manja agregacija nanocestica u Ag/PVA/Gr
koloidnoj disperziji sa 10 mas. % PVA (slika 5.8c) moze se pripisati listovima grafena
smeStenim izmedu polimernih lanaca koje spreCavaju dalji rast, agregaciju ili
aglomeraciju nanocestica srebra. Ova tvrdnja je u saglasnosti sa prethodnim rezultatima

dobijenim UV-vidljivom spektroskopijom.
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Slika 5.8. TEM mikrofotografije elektrohemijski sintetisanih nanocestica srebra u
Ag/PVA koloidnim disperzijama sa 10 mas. % PVA na (a) j = 15 mA em™, t = 10 min;
(b) j =40 mA em™, t = 30 min i (c) Ag/PVA/Gr koloidnoj disperziji sa 10 mas. % PVA

na j =40mA cm'z, t = 30 min.
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5.1.4. CIKLICNA VOLTAMETRIJA

Pri ispitivanju uticaja koncentracije PVA 1 elektrohemijskih parametara na
sintezu nanocestica kao i uticaja vremena starenja na Ag/PVA i Ag/PVA/Gr koloidne
disperzije koriS¢ena je cikli¢na voltametrija.

Slika 5.9 prikazuje ciklicne voltamograme Pt elektrode u Ag/PVA koloidnim
disperzijama sa 5 1 10 mas. % PVA, 24 h nakon sinteze. U cilju boljeg uvida u oksido-
redukcione procese porediée se pomenuti voltamogrami sa voltamogramom za Pt
elektrodom u rastvoru koji sadrzi 3,9 mM AgNO; i 0.1 M KNO; kao referentnim (insert
na slici 5.9) [125]. Ukratko, u pomenutom rastvoru ciklicni voltamogram za Pt
elektrodu pokazuje glavni anodni (oksidacioni) pik na ~600 mV usled oksidacije srebra
1 manyji Siri pik na ~850 mV koji odgovara oksidaciji platine. Redukcija na Pt elektrodi
pokazuje glavni katodni (redukcioni) pik na ~160 mV (odgovara anodnom piku na ~600
mV) koji se javlja kao posledica redukcije srebra, i manji katodni $iri pik na —250 mV
usled redukcije Pt oksida (odgovara anodnom piku na ~850 mV).

Kod Ag/PVA koloidne disperzije dobijene iz PVA rastvora koji je sadrzao 5
mas. % PVA, Pt elektroda pokazuje anodni pik na 611 mV, koji je posledica oksidacije
nanocestica srebra, kao 1 katodni pik na 165 mV, koji je posledica redukcije srebra.
Takode, za Ag/PVA koloidnu disperziju sa 10 mas. % PVA, Pt elektroda pokazuje tri
anodna pika na 595, 667 1 871 mV. Na 160 mV moze se uociti jedan katodni pik. Prva
dva anodna pika odgovaraju razli¢itim oksidacionim procesima srebra, dok se pik na
871 mV odgovara oksidaciji platine. Dva anodna pika (595 1 667 mV) ukazuju na
razlike izmedu nanocestica srebra tj. na one podloznije oksidaciji pojavom pika na 595
mV 1 one manje podlozne oksidaciji pojavom pika na 667 mV. Ova pojava se moze
objasniti imajuci u vidu jace ili slabije koordinativne veze izmedu srebra i hidroksilnih
grupa PVA lanca, koje su potvrdene infracrvenom spektroskopijom o ¢emu e biti vise

reci u poglavlju 5.2.1.
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Slika 5.9. Ciklicni voltamogrami Pt elektrode u Ag/PVA koloidnim disperzijama sa 5 i
10 mas. % PVA, 24 h nakon sinteze. Insert: Ciklicni voltamogram Pt elektrode u 3.9
mM AgNO3;+0.1 M KNO; rastvoru [125]

Cikli€ni voltamogrami su snimljeni i za Pt elektrodu u 10 mas. % rastvora PVA
1u Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr koloidnim disperzijama sa 10 mas. % PVA (slika 5.10) 10
dana nakon sinteze, kao 1 za Pt elektrodu u 10 mas % PV A rastvoru (insert slika 5.10).

Cikli¢ni voltamogram za Pt elektrodu u 10 mas % PVA rastvoru (insert slika
5.10) pokazuje Sirok katodni pik na oko —100 mV koji potice od redukcije Pt oksida
formiranog tokom snimanja u anodnom smeru. Anodni kontrapik pomenutog pika je na
~850 mV, odgovara formiranju Pt oksida slabo je vidljiv zbog preklapanja
oksidacionom strujom na potencijalima ve¢im od 400 mV. Pomeraj katodnog pika sa —
250 mV na —100 mV, kao i slabo vidljivog anodnog pika na 850 mV u odnosu na
referentni 3,9 mM AgNO; + 0.1 M KNOs rastvor (insert slika 5.9) pripisuje se prisustvu
PVA polimernih lanaca koji ometaju oksido-redukcione procese na Pt elektrodi.

Cikli¢ni voltamogram za Pt elektrodu u Ag/PVA koloidnoj disperziji sa 10
mas. % PVA (slika 5.10) pokazuje dva anodna pika: glavni pik na ~680 mV koji potice

od oksidacije nanoCestica srebra, kao i manji, slabije izraZzen anodni pik na ~870 mV
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usled oksidacije Pt i formiranja Pt oksida. Njihovi odgovarajuci katodni pikovi su: pik
na oko 180 mV koji odgovara redukciji nanocestica srebra i pik na =300 mV koji potice
od redukcije Pt oksida. Pomeraj anodnog i katodnog pika na pozitivnije potencijale (680
1 180 mV, redom) u poredenju sa referentnim 3,9 mM AgNO; + 0.1 M KNO; rastvorom
(600 1 160 mV, redom, insert slika 5.9) je posledica prisustva nanocestica srebra u
odnosu na jonsko srebro u referentnom rastvoru kao i PVA polimenrih lanaca koji

ometaju oksido-redukcione procese na Pt elektrodi.
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Slika 5.10. Ciklcni voltamogrami Pt elektrode u Ag/PVA i Ag/PVA/Gr koloidnim

disperzijama sa 10 mas. % PVA, 10 dana nakon sinteze. Insert: Ciklicni voltamogram

Pt elektrode u 10 mas. % rastvoru PVA

Na cikli¢nom voltamogramu za Pt elektrodu u Ag/PVA/Gr koloidnoj disperziji
sa 10 mas. % PVA (slika 5.10), uo€ena su dva anodna pika, jedan na ~650 mV usled
oksidacije nanocestica srebra 1 drugi na ~950 mV koji potice od formiranja Pt oksida.
Dva odgovaraju¢a katodna pika su: pik na ~130 mV, koji odgovara redukciji
nanocestica srebra i pik na —370 mV usled redukcije Pt oksida. Pomeranje oksido-
redukcionih pikova nanocestica srebra ka negativnijim potencijalima (650 mV i 130
mV, redom) u odnosu na Ag/PVA koloidnu disperziju sa 10 mas. % PVA (680 mV i

180 mV, redom) ukazuje da su nanocCestice srebra u Ag/PVA/Gr koloidnoj disperziji sa
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10 mas. % PVA manjih dimenzija, sa manjom agregacijom usled prisustva listova
grafena smesStenih izmedu polimernih lanaca §to dovodi do spreCavanja agregacije i
aglomeracije nanocestica srebra. Ovo je u saglasnostisa rezultatima dobijenim UV-
vidljivom spektroskopijom (slika 5.7b) 1 TEM analizom (slika 5.8).

U tabeli 5.1 sumirane su vrednosti anodnih i katodnih pikova cikli¢nih
voltamograma Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr koloidnih disperzija pri razliCitim
koncentracijama PVA 1 razli¢itim parametrima elektrohemijske sinteze nanocestica

srebra kao i razli¢itim vremenima nakon sinteze tj. starenja koloidnih disperzija.

Tabela 5.1. Parametri sinteze i vrednosti pikova ciklicnih voltamograma Ag/PVA i

Ag/PVA/Gr koloidnih disperzija sa 10 mas. % PVA.

Koloid Parametri :{:;elzﬁ Anodnipik  Katodni pik
sinteze p E,/ mV E,/mV
menta
: 24 h
Ag/PVA j=25mA cm?, '
(5 mas. % PVA) t=10 min nakon 611; 870 165
sinteze
: 24 h
Ag/PVA /=25 mA cm?,
(10 mas. % PVA) 7210 min nakon  595; 667; 871 160
' sinteze
- 10 dana
Ag/PVA j =40 mA cm?,
(10 mas. % PVA)  £=30min nakon 680; 870 180; -300
' sinteze
10 dana
Ag/PVA/Gr /=40 mA cm?,
(10 mas. % PVA) ’ ¢t =30 min nakon 650; 950 130; -370
' sinteze

Iz prikazanih cikli¢nih voltamograma moze se izvesti zakljucak da pri vec¢im
koncentracijama PV A nanocestice srebra ostvaruju veci broj koordinativnih veza sa
hidroksilnim grupama lanca PVA §to se manifestuje i pojavom dva anodna pika kod
Ag/PVA koloidne disperzije sa 10 mas. % PVA u odnosu na jedan anodni pik kod
Ag/PVA koloidne disperzije sa 5 mas. % PVA. Takode, cikli¢ni voltamogrami Ag/PVA
1 Ag/PVA/Gr koloidnih disperzija sa 10 mas. % PVA pokazuju da 10 nakon sinteze
dolazi do stabilizacije nanoCestica srebra u koloidnim disperzijama tj. pojave jednog
anodnog pika u odnosu na dva anodna pika kod koloidnih disperzija 24 h nakon sinteze
Sto je u saglasnosti 1 sa UV-Vis analizom koja pokazuje prestanak rasta nanocestica

srebra u periodu oko 10-15 dana nakon sinteze.
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5.2. NANOKOMPOZITNI FILMOVI

PVA film, kao i nanokompozitni PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmovi
dobijeni su izlivanjem rastvora 1 koloidnih disperzija u teflonskim posudama. Izliveni
PVA rastvor sadrzao je 10 mas. % PVA, koloidna PVA/Gr disperzija sadrzala je 10
mas. % PVA i 0,01 mas. % grafena. Izlivene Ag/PVA kao i Ag/PVA/Gr koloidne
disperzije sadrzale su 10 mas. % PVA i dobijene su elektrohemijskom redukcijom jona
srebra pri gustini struje j = 40 mA cm™ i vremenu sinteze od 30 min.

Izliveni rastvor 1 koloidne disperzije su zatim suSene na sobnoj temperaturi 3
dana, a nakon toga na temperaturi od 60° C 2 dana. Prose¢na debljina filmova iznosila
je 70 pum.

FE-SEM mikrofotografije (slika 5.11) pokazuju da su nanocestice srebra u
Ag/PVA/Gr filmu (Slika 5.11b) manjih dimenzija i/ili imaju manju agregaciju od
nanocestica srebra u Ag/PVA filmu (slika 5.11a) usled listova grafena smesStenih
izmedu polimernih lanaca ¢ime je spreCen rast, agregacija i aglomeracija nanocestica

srebra u Ag/PVA/Gr filmu. Moguéi nacin vezivanja bi¢e diskutovan kod FTIR i XRD

rezultata u daljem tekstu.

i o g
1 pm EHT = 10.00 kv Signal A = InLens ntrast = 28.0 % Kyung Hee 1pm EHT = 10.00 kV Signal A= InLens  Contrast = 28.0% K Hee
H Mag= 500 KX WO = 38mm fyung fee H Mag= 500 KX WD = 53 mm g fee

Slika 5.11. FE-SEM mikrofotografije a) Ag/PVA i b) Ag/PVA/Gr filmova.
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5.2.1. INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA SA FURIJEOVOM
TRANSFORMACIJOM

FTIR spektroskopijom ispitani su PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr
filmovi u cilju utvrdivanja interakcija izmedu PVA molekula, nanocestica srebra i
grafena.

Spektri PVA (kao referentni), PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr pokazuju
karakteristi¢ne trake (slika 5.12, slika 5.13, Tabela 5.2), za —OH istezanje na 3251,
3250, 3229 i 3231 cm’ [178], redom, kao i trake koje poticu od istezanja C—H alkil
grupe koja se nalazi na talasnim duZinama 845, 835, 824 i 833 cm™' za PVA, PVA/Gr,
Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr, redom [179]. Traka koja poti¢e od simetricnog C—C istezanja
potvrdena je na talasnim duzinama 1142, 1141, 1139 1 1139 cm’ za PVA, PVA/Gr,
Ag/PVA i Ag/PVA/Gr, redom, dok je traka koja potice od istezanja C—O iz sekundarnih
alkohola potvrdena na talasnim duzinama 1086, 1085, 1084 i 1084 cm™, redom.
Vibraciona traka u oblasti izmedu 1090 i 1150 cm™ pripisuje se kristalicnosti PVA s
obzirom da je PVA polu-kristalni sinteticki polimer [179].

Traka na 1578 cm™ kod Ag/PVA/Gr spektra (slika 5.12, tabela 5.2), kao i traka
na 1576 cm” kod PVA/Gr spektra (slika 5.13, tabela 5.2) odgovara skeletnim
vibracijama grafena, S§to potvrduje prisustvo grafena u Ag/PVA/Gr 1 PVA/Gr
filmovima, dok kod PVA spektra, traka na 1581 cm™ oznagava sp® hibridizovane C=C
vibracije u polimernom PVA lancu. Ocekivano, ova traka nije prisutna kod Ag/PVA

spektra.
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FTIR-spektri Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova pokazuju nekoliko razlika u

poredenju sa PVA spektrom (slika 5.12). Vazne razlike uocene su kod traka na 1418 i

1323 cm™ PVA spektra koje odgovaraju udruZenim vibracijama u ravni —OH grupe sa
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klanjanjem C—H. Pomeranje trake sa 1418 cm™ kod PVA, na 1371 cm™ kod Ag/PVA i
1353 cm™ kod Ag/PVA/Gr spektra, kao i nepostojanje traka na 1323 cm™ kod Ag/PVA
1 Ag/PVA/Gr spektra nakon inkorporacije nanocestica srebra, ukazuje u oba slucaja na
interakcije izmedu nanocCestica srebra 1 hidroksilnih grupa PVA molekula posto je doslo
do razdvajanja pomenutih (vibracija u ravni —OH grupe sa klanjanjem C—H) udruZenih
vibracija [180]. Veée pomeranje trake sa 1418 cm™, kod Ag/PVA/Gr na 1353 cm™, a
kod Ag/PVA na 1371 c¢m™ ukazuje na pojavu dodatnih vodoni¢nih veza izmedu OH
grupa prisutnih u PVA 1 grupa koje sadrze kiseonik u listovima grafena smesStenih
izmedu polimernih lanaca u Ag/PVA/Gr filmu §to moze speciti dalji rast i agregacija ili

aglomeracija nanocCestica srebra.

Tabela 5.2. Vrednosti talasnog broja na kojima se pojavijuju maksimumi na

infracrvenim spektrima PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmova.

Talasni broj (cm ) Grupa [178,179,181,182]
PvA PYA AgPVA  AgPVA/GE
3251 3250 3229 3231 —OH vibracije istezanja
2905 2905 2902 2908 asimetricne CH, V1b.rac.1! e istezanja i
istezanje C—H alifati¢ne grupe
1581 1576 1578 C=C vibracije istezanja
1418 1417 1371 1353 vibracije u ravni —OH grupe kuplovane sa
1323 1324 klanjanjem C—H
1234 1234 1235 C—C vibracije istezanja
1142 1141 1139 1139 simetriéno C—C istezanje
1086 1085 1084 1084 C—O0 vibracije istezanja sekundarnih alkohola
916 916 916 916 simetricno C—C istezanje
845 835 824 833 C—H klackanje u ravni
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5.2.2. DIFRAKCIJA X-ZRAKA

XRD difraktogrami PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmova prikazani
su na slici 5.14. 1 5.15, redom. Na difraktogramima za PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr, pikovi na 26 = 19,3°, 19,65°, 19,65° i 19,45°, redom, odgovaraju ravni
(002) $to je u vezi sa karakteristicnim pikom za PVA koji dokazuje da PVA poseduje
polu-kristalnu strukturu [23,183,184] usled inter 1 intramolekulskih vodoni¢nih veza
PVA polimernog lanca [185,186]. Vrednosti uglova kod svih analiziranih uzoraka su 26
< 20° §to pokazuje da prisustvo nanocCestica srebra i listova grafena ne narusava
polukristalnu strukturu PVA [186].

Pet difrakcionih pikova za Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr (slika 5.15) na 26 na 38,2°,
44.4°, 64,6°, 77,4° 1 81,5° sto odgovara Bragovim refleksijama (111), (200), (220),
(311) 1 (222) kristalnih ravni srebra je u dobroj saglasnosti sa dostupnim podacima
[128,186—188]. Slabije izraZen pik na oko 20 =25° za PVA/Gr (slika 5.14) 1 Ag/PVA/Gr
(slika 5.15) difraktogramima potvrduje prisustvo grafena u PVA/Gr i Ag/PVA/Gr
filmovima [31,189].

Srednja vrednost veliCine kristalita, D,, za PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1
Ag/PVA/Grna 260 =19,3°, 19,65°, 19,65° 1 19,45°, redom, izracunate pomocu Sererove
jednacine (8) iznosi 2,782, 2,880, 2,880 1 2,602 nm, redom. Nanocestice srebra i grafena
ne pokazuju veliki uticaj na srednju vrednost veli¢ine kristalita kod svih analiziranih

filmova.
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5.2.3. RAMANSKA SPEKTROSKOPIJA

Ramanska spektroskopija (spektri prikazani na slici 5.16), koriS¢ena je da bi se
potvrdila inkorporacija grafena u PVA/Gr i Ag/PVA/Gr kompozitnim filmovima.

Ramanski spektar grafena karakteriSu dva pika: G-pik, potice iz prvog reda
rasejanja Ey, fotona sp” orbitale ugljenikovog atoma (u oblasti 1500-1600 cm™), i D-pik
(u oblasti 1200-1500 cm™), koji potite od RBM (eng. radial breathing mode) k-tacke
fotona A, simetrije. MoZze se re¢i da D-pik predstavlja ivice i druge defekte,
delokalizovane sp’ orbitale ugljenikovog atoma, kao i negisto¢e, dok G-pik odgovara
sp*-orbitali ugljenikovog atoma [191-193]. Takode, karakteristi¢an je i 2D pik u oblasti
~2600-2700 cm™ koji se koristi za identifikaciju prisustva jedno ili videslojnih listova
grafena. U 2D opsegu ukoliko je prisutno vise pikova zbog razdvajanja elektronskih
traka radi se o strukturi viSeslojnog grafena [194].

Na slici 5.16a prikazani su Ramanski spektri PVA i PVA/Gr filmova. Na PVA
spektru se ne uocavaju karakteristicni pikovi za grafen, dok se na PVA/Gr spektru
uotava D-pik na 1388 cm™ i G-pik PVA/Gr na 1620 cm™. Slika 5.16b prikazuje
Ramanske spektre za Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmove. Na Ag/PVA spektru se ne
uocavaju karakteristicni pikovi za grafen, dok se na Ag/PVA/Gr spektru uo¢ava D-pik
na 1379 cm™, G-pik na 1618 cm™, kao 2D pik na 2605 cm™. Slab intenzitet D i G pika
na spektrima je posledica male koncentracije grafena u PVA/Gr i Ag/PVA/Gr
kompozitnih filmova.

Odnos intenziteta D 1 G pika (Ip/lg) je joS jedna karakteristika Ramanskog
spektra grafena koji prikazuje nivo defekta (nepravilnosti) reSetke grafena 1 prisustvo
necisto¢a [191,195]. Odnos intenziteta za PVA/Gr iznosi Ip/lg = 1,08, dok za
Ag/PVA/Gr Ip/lg = 1,03. Vece vrednosti intenziteta Ip/Ig pokazuju i vece nepravilnosti
u reSetci grafena [191]. Medutim, u slu¢aju PVA/Gr i Ag/PVA/Gr, nepravilnosti se
mogu tumaciti dobrom inkorporacijom listova grafena sa polimernim PVA lancem 1
nanoGesticama srebra koje se ostvaruju sa delokalizovanim sp® orbitalama ugljenikovih

atoma grafena.
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5.2.4. FOTOELEKTRONSKA SPEKTROSKOPIJA X-ZRACIMA

Elementarni sastav  Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova odreden je
fotoelektronskom spektroskopijom X-zracima i rezultati su prikazani na slici 5.17a 1 b,
redom i Tabeli 5.3.

XPS spektri oba filma pokazuje prisustvo ugljenika (Cls), kiseonika (Ols) i
srebra (Ag3d), Sto je prikazano u Tabeli 5.3. Cls pik poti¢e od PVA (energija vezivanja
(EV) 285,02 eV) ili od dodatog grafena koji ima EV 284,95 eV jer se Cls pik kome
odgovara EV od 285,0 eV moze pripisati C=C (sp®) grafitnoj mrezi. Energija vezivanja
Ag3d;, pika je 373,1 eV, a Ag3ds,; pika 367,1 eV, za oba Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filma,
Sto je u dobroj saglasnosti sa podacima iz literature 1 ukazuje na formirane nanocestice
srebra [196]. Ols pik poti¢e od samog PVA sa energijom vezivanja od 533,0 ili od
dodatog grafena EV 532,9 eV usled C—O veza, koje su karakteristika C—O istezanja
listova grafena [197]. XPS spektar Ag/PVA/Gr filma nesporno dokazuje inkorporaciju

grafena kroz rast Cls 1 Ols sadrZaja.

Tabela 5.3. Atomski udeli elemenata Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmova.

sastav (at. %) energija vezivanja (eV)
Ag/PVA
Cls 56,54 285,0
Ols 41,36 533,0
Ag3d;p 2.10 373,1
Ag3dsp, 367,1
Ag/PVA/Gr
Cls 77,38 2849
Ols 22,30 5329
Ag3d;p 0.32 373,1
Ag3dsp, 367,1
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5.2.5. MEHANICKA SVOJSTVA

Test istezanja izveden je da bi se odredila mehanicka svojstva PVA, PVA/Gr,
Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova. Dijagrami napon-deformacija prikazani su na slici
5.18a i b, dok su vrednosti zatezne Cvrstoce, Jungovog modula i istezanje navedeni u
Tabeli 5.4. Slika 5.18a prikazuje dijagrame napon-deformacija PVA i PVA/Gr filmova.
Dodatak grafena od 0,01 mas. % povecava zateznu ¢vrstocu sa 114,0 MPa za PVA film
na 177,9 MPa za PVA/Gr film S§to je povecanje od 56 %, dok je modul elasti¢nosti
povecan za 20,6 %. Takode, pored uticaja grafena, ispitivan je i uticaj nanocestica
srebra na mehani¢ka svojstva polimernih filmova. Slika 5.18b prikazuje dijagrame
napon-deformacija Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova. U odnosu na PVA film zatezne
¢vsrtoce 114,0 MPa, zatezna ¢vrsto¢a za Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr je 121,2 1 141,1 MPa,
redom, tj. 6,3 % 1 23,8 % veca u odnosu na PVA film. Jungov modul elasti¢nosti za
Ag/PVA film je 45,4 % manji u odnosu na PVA film, dok je za Ag/PVA/Gr film 23,8
% veci.

IstraZivanja i drugih autora takode pokazuju poboljSanja mehanickih svojstava
dodatkom malih koncentracija grafena u PVA matricu. PoboljSanje se moze objasniti
stvaranjem vodoni¢nih veza izmedu grafena i hidroksilnih grupa PVA lanca koje se
nalaze van kristalnih podru¢ja samog PVA ¢ime se dodatno povecava kristalinost 1
¢vrstoca filma [160,198-200]. Primeceno je da sa povecanjem koncentracije grafena
proporcionalno ne dolazi do poboljSanja mehanickih svojstava tj. pri odredenim
koncentracijama koje pokazuju znafajne promene mehanickih svojstava, daljim
povecanjem koncentracije nema znacajnijih promena mehanickih svojstava. Na osnovu
toga, istrazivanjem se doSlo do postavljanja modela interakcija grafena i hidroksilnih
grupa PVA lanca: (1) pri nizim koncentracijama pojedinacni listovi grafena ostvaruju
interakcije sa PVA lancem, (2) povecanjem koncentracije grafena moze do¢i do bo¢nih
interakcija listova grafena Cime dolazi do spajanja ivica listova koji tako spojeni
interaguju sa PVA lancem, (3) daljim povecanjem koncentracije grafena listovi se
delimic¢no preklapaju i (4) pri veéim koncentracijama dolazi do preklapanja viSe listova
grafena koji su medusobno povezani Van der Valsovim vezama. Moze se zakljuciti da
je efikasnost pri vezivanju grafena sa PVA lancem veca u slucaju (1) 1 (2) u odnosu na

(3) 1 (4) tj. kada ne dolazi do medusobnih interakcija listova grafena [34,84].

66



(a)

Naprezanje / MPa

(b)

Naprezanje / MPa

SO

e,
R S LT
ey et s o

160

140 -

120

100

80

60

40

20

----PVA
— PVA/Gr
I L I L I J I
40 60 80 100
Istezanje / %
i YN
e S
—— Ag/PVA
- - --Ag/PVA/Gr
T ¥ T ¥ T "
40 60 80

Istezanje / %

100

Slika 5.18. Dijagrami istezanja za a) PVA i PVA/Gri b) Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmove.

67



Istrazivanja uticaja nanoCestica srebra na mehanicka svojstva PVA
nanokompozitnih pokazuju da polimerni lanci formiraju vodoni¢ne veze sa
nanocesticama srebra ¢ime se kristali¢nost polimernog filma povecava, Sto se odrazava
na poboljSanje mehanickih svojstava. [180,201,202].

Rezultati testa istezanja nedvosmisleno pokazuju poboljSanje mehanickih
svojstava prisustvom grafena u PVA/Gr i Ag/PVA/Gr filmovima i nanocCestica srebra u
Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmovima. Takode, moze se zakljuciti da postoji dobra
inkorporacijom grafena i nanoCestica srebra ostvarivanjem veza sa hidroksilnim
grupama PV A molekula $to su pokazale i prethodne analize infracrvene spektroskopije,

difrakcije X-zraka i ramanske spektroskopije.

Tabela 5.4 Vrednosti zatezne ¢vrstoce, Jungovog modula i istezanja PVA, PVA/Gr,
Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmova

Zatezna tvrstoca Jungov modul (GPa) Istezanje (%)

(MPa)

PVA 114,0+0,4 0,566 + 0.095 91,1 + 8,45
PVA/Gr 177,9 + 4,8 0,683 + 0.038 83,5+ 0,01
Ag/PVA 121,2+2,5 0,309 £ 0.059 83,4+ 0,02
Ag/PVA/Gr 141,1 £ 0,4 0,701 £ 0.039 83,5+ 0.04
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5.2.6. TERMICKA STABILNOST

Termogravimetrijska (TGA) 1 diferencijalna termogravimetrijska analiza
(DTG) izvedene su da bi se istrazio efekat inkorporacije listova grafena na termicku
stabilnost polimernih filmova. Na slici 5.19 prikazane su TGA i DTG kriva za Ag/PVA
i Ag/PVA/Gr filmove, dok su na slici 5.20 prikazane TGA i DTG krive za PVA i
PVA/Gr filmove.

Kao Sto pokazuje slika 5.19a, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmovi pokazuju tri
karakteristi¢na stupnja gubitka mase: prvi u oblasti 70-120 °C koji se odnosi se na
gubitak apsorbovane vode iz filmova, drugi u oblasti 230-320 °C u kom se pojavljuje
znaajan gubitak mase tj. degradacija PVA (u Ag/PVA filmu) i PVA 1 grafena (u
Ag/PVA/Gr filmu), 1 tre¢i u oblasti 350-600 °C gde dolazi do dalje degradacije zaostalih
komponenti. DTG kriva (slika 5.19b) pokazuje pikove temperature na kojima dolazi do
maksimuma gubitka mase. Temperaturni pik za Ag/PVA/Gr film je 282 °C, za 8 °C visi
u odnosu na Ag/PVA film $to potvrduje postojanje veza izmedu PVA molekula i
grafena [199,203,204]. Takode, manji gubitak mase na 450 °C (Slika 5.19a) za
Ag/PVA/Gr (77,26 mas. %) u odnosu na Ag/PVA (80,21 mas. %) pokazuje vecu
stabilnost Ag/PVA/Gr filma zbog ve¢ pomenutih ja¢ih medumolekulskih interakcija.

Sa slike 5.20 koja prikazuje TGA 1 DTG krive za PVA 1 PVA/Gr filmove
mogu se takode kao 1 u prethodnoj analizi uociti tri karakteristi€na stupnja gubitka
mase. Sa DTG krive (slika 5.20b) temperaturni pik na kome dolazi do maksimalnog
gubitka mase za PVA film je 282 °C, dok je za PVA/Gr 285 °C tj. za 3 °C visi u odnosu
na PVA film ¢ime se potvrduje uticaj listova grafena na povecanje termicke stabilnosti
filma. Gubitak mase na 450 °C (slika 5.20a) u sluc¢aju PVA filma iznosi je 85,11 mas.
%, dok je za PVA/Gr film iznosio 88,56 mas. %.

Na osnovu termogravimetrijske analize, moze se zakljuciti da prisustvo grafena
povecava termicku stabilnost polimernih filmova. Prisustvo srebra iako pokazuje nesto
nize temperaturne pikove na kojima dolazi do maksimuma gubitka mase u odnosu na
filmove koji ne sadrze srebro, pokazuje manji gubitak mase na 450 °C. Nanocestice

srebra svojim vezama sa —OH grupama PVA lanca povecavaju potrebnu energiju za
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reakcije eliminacije koje dovode do stvaranja poliena i kidanja polimernog lanca §to za

posledicu ima i manji gubitak mase [184], Sto prethodna analiza jasno pokazuje.
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5.2.7. MTT TEST CITOTOKSICNOSTI

Citotoksicnost PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova dobijenih iz
disperzija sa 3,9 mM AgNO; je odredena MTT testom sa zdravim mononuklearnim
¢elijama periferne krvi (PBMC) i PBMC ¢elijama stimulisanih na proliferaciju
fitohemaglutininom (eng. PHA). PBMC C¢elije se sastoje od limfocita i monocita i
predstavljaju jednu od glavnih populacija humanih ¢elija imunog sistema [205]. Ispitani
efekti filmova na PBMC i PBMC+PHA ¢elijje kao prvu odbranu imunog sistema u telu
coveka su veoma bitni jer je potrebno razviti biomaterijal koji nece pokazati
citotoksi¢nost na okolnom tkivu.

Prezivljavanje PBMC 1 PBMC+PHA ¢elija, izracunato pomocu jednacine (9),
prikazano je na slici 5.21 1 Tabeli 5.5.
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Slika 5.21. Prezivljavanje, S, PBMC nestimulisanih i PBMC stimulisanih na
proliferaciju fitohemaglutininom (PBMC+PHA) u prisustvu PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr filmova dobijenih iz disperzija sa 3,9 mM AgNOj3.

Prema literaturi citotoksi¢nost uzoraka (PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr
filma) odredena na osnovu prezivljavanja ¢elija u odnosu na kontrolni uzorak (uzorak
bez polimernog filma) se moze klasifikovati kao: netoksican, ukoliko je prezivljavanje

¢elija vece od 90 %, blago toksican, ukoliko je prezivljavanje ¢elija od 60 % do 90 %,
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umereno toksic¢an, ukoliko je prezivljavanje ¢elija od 30 % do 59 % i znatno toksi¢an
ukoliko je prezivljavanje ¢elija manje od 30 % [206].

Rezultati MTT testa (Tabela 5.5) pokazuju u slu¢aju PVA filma prezivljavanje
PBMC i PBMC+PHA c¢elija od 98,55 + 19,91 % i 91,27 + 3,26 %, redom, §to ga
svrstava u red netoksi¢nih biomaterijala. PVA/Gr film pokazuje prezivljavanje PBMC i
PBMC+PHA ¢elija od 84,87 + 4,45 % 1 88,60 £+ 2,72 %, redom, §to ga svrstava u red
blago toksicnih biomaterijala. Prezivljavanje PBMC i PBMC+PHA c¢elija u slucaju
Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova je ispod 30 %, Sto ih svrstava u red znatno toksi¢nih

biomaterijala.

Tabela 5.5. Prezivljavanje PBMC celija u prisustvu PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr (dobijenih iz disperzija sa 3,9 mM AgNOj3) filmova

Tip celije Humane monuklearne ¢elije periferne krvi (PBMC)
Materijal PVA PVA/Gr Ag/PVA Ag/PVA/Gr
Prezivljavanje

celije (S), % 98,55+ 19,91 84,87+445 3,04+146 082+0.21
celije (S), %

. .. N blago znatno znatno
Klasifikacija [206] netoksican . N N
toksican toksican toksic¢an

PHA-stimulisane humane mononuklearne Celije periferne
krvi (PBMC+PHA)
Materijal PVA PVA/Gr Ag/PVA Ag/PVA/Gr
Prezivljavanje
celije (S), %

Tip celije

91,27+3,26 88,60+2,72 1,58+1,08 0,96 +0,87

. . N blago znatno znatno
Klasifikacija [206] netoksian ~ N N
toksican toksican toksican
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5.3. NANOKOMPOZITNI HIDROGELOVI

PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogelovi dobijeni su izlivanjem
rastvora, odnosno odgovarajuc¢ih koloidnih disperzija, sastava: 10 mas. % PVA, 0,01
mas. % Gri 1 mM AgNO; (u cilju smanjenja citotoksi¢nosti smanjena je koncentracija
rastvora AgNO; u odnosu na prethodni koncentracije 3,9 mM) 1 pri istim parametrima

sinteze: j = 40 mA cm™

, t = 30 min. Izlivene koloidne dipserzije u Petri Soljama
podvrgnute su ciklusima zamrzavanja i odmrzavanja. Ukupno je izvedeno pet
sukcesivnih ciklusa. Ciklus se sastojao od zamrzavanja 16 h na -18° C i odmrzavanja 8
h na 4° C. U slucaju Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr, najpre su koloidne disperzije nakon sinteze
8 dana stajali na sobnoj temperaturi zaSticeni od svetlosti u cilju stabilizacije

nanocestica.

5.3.1. OTPUSTANJE SREBRA

Kinetika otpuStanja srebra iz Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr nanokompozitnih
hidrogelova u fosfatnom puferu (eng. PB) na 37 °C prikazana je na slici 5.22.

Koncentracija srebra u Ag/PVA i1 Ag/PVA/Gr hidrogelovima na pocetku naglo
opada sa vremenom i 3 dana nakon otpustanja 16 mas % i 19 mas %, redom, pocetne
koncentracije srebra dostize se plato koji narednih dana pokazuje znacajano manju
brzinu otpustanja srebra. Takode, moze se zapaziti da su nakon 28 dana, oba Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr hidrogela zadrzala ~75 % pocetne koncentracije srebra Sto je posledica
stabilnosti nanocestica srebra u visokoumrezenom PVA hidrogelu. Ovo zapazanje je
veoma bitno jer zaostala koli¢ina srebra moze da sacuva sterilnost hidrogela tokom

vréemena.
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Slika 5.22. Vremenska zavisnost koncentracije srebra u Ag/PVA i Ag/PVA/Gr
hidrogelovima tokom otpustanja srebra u fosfatnom puferu na 37 °C (podaci

predstavljaju srednju vrednost tri merenja).



5.3.2. MTT TEST CITOTOKSICNOSTI

Citotoksi¢nost PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogelova dobijenih iz
disperzija sa 1 mM AgNO; je odredena MTT testom sa zdravim mononuklearnim
¢elijama periferne krvi (PBMC) i PBMC ¢elijama stimulisanih na proliferaciju
fitohemaglutininom (eng. PHA). Prezivljavanje PBMC i PBMC+PHA ¢elija, izracunato

pomocu jednacine (9), prikazano je na slici 5.23 1 Tabeli 5.6.

120

m PBMC

100 -7 ¥ PBMC+PHA

20 A

PVA PVA/Gr Ag/PVA Ag/PVA/Gr
Slika 5.23. Prezivljavanje, S, PBMC nestimulisanih i PBMC stimulisanih na
proliferaciju fitohemaglutininom (PBMC+PHA) u prisustvu PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr (dobijenih iz disperzija sa 1 mM AgNQO3) hidrogelova.

Ve¢ pomenuto u poglavlju 5.2.7, prema literaturi uzorak kome je odredena
citotoksi¢nost na osnovu preZivljavanja ¢elija u odnosu na kontrolni uzorak, moze se
klasifikovati kao: netoksican, ukoliko je preZivljavanje celija vece od 90 %, blago
toksican, ukoliko je preZivljavanje ¢elija od 60 % do 90 %, umereno toksican, ukoliko
je prezivljavanje ¢elija od 30 % do 59 % 1 znatno toksic¢an, ukoliko je prezivljavanje

¢elija manje od 30 % [206].

76



Rezultati MTT testa (Tabela 5.6) pokazuju u slu¢aju PVA hidrogela
prezivljavanje PBMC i PBMC+PHA ¢elija od 85,94 = 1,57 % 1 86,64 = 5,59 %, redom,
Sto ga svrstava u red blago toksi¢nih biomaterijala. PVA/Gr film pokazuje
prezivljavanje PBMC 1 PBMC+PHA c¢elija od 81,83 £ 6,62 % 1 81,86 = 2,79, redom, $to
ga svrstava u red blago toksi¢nih biomaterijala. Prezivljavanje PBMC i PBMC+PHA
¢elija u slucaju Ag/PVA i Ag/PVA/Gr hidrogelova je ispod 30 %, $to ih svrstava u red

znatno toksi¢nih biomaterijala.

Tabela 5.6. Prezivlijavanje PBMC Celija u prisustvu PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr (dobijenih iz disperzija sa 1 mM AgNQO3) hidrogelova

Tip Celije Humane monuklearne ¢elije periferne krvi (PBMC)
Materijal PVA PVA/Gr Ag/PVA Ag/PVA/Gr
Prezivljavanje

celije (S), % 85,94+ 1,57 81,83+6,62 426+1,10 4,12+2,63
celije (S), %

. .. blago blago znatno znatno
Klasifikacija [206] -~ . . .
toksi¢an toksi¢an toksic¢an toksic¢an

PHA-stimulisane humane mononuklearne ¢elije periferne
krvi (PBMC+PHA)
Materijal PVA PVA/Gr Ag/PVA Ag/PVA/Gr
Prezivljavanje
celije (S), %

Tip celije

86,64 +5,59 81,86+2,79 5,14+2,41 4,43+4,49

. .. blago blago znatno znatno
Klasifikacija [206] - - N .
toksi¢an toksi¢an toksican toksican

Na osnovu rezultata citotoksi¢nosti Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova (Tabela
5.5) dobijenih iz koloidnih disperzija koje su sadrzale 3,9 mM AgNO; i rezultata
citotoksi¢nosti Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogelova (Tabela 5.6) dobijenih iz koloidnih
disperzija koje su sadrzale 1 mM AgNO;, mozZe se zakljuciti da je citotoksi¢nost
hidrogelova manja 3-4 puta u odnosu na filmove. Ipak, filmovi, kao i hidrogelovi koji
sadrze srebro sintetisani u ovom radu prema literaturi klasifikuju se kao znatno
citotoksicni [206-208].

Istrazivanja Ag/PVA i Ag/PVA/Gr hidrogelova dobijenih bubrenjem u rastvoru
AgNO; razlicitih koncentracija (0,25, 0,5, 1,0 i 3.9 mM) i naknadnom sintezom
nanocestica [126], pokazuju blagu citotoksi¢nost u slu¢aju Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr
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hidrogelova dobijenih bubrenjem u 0,25 mM rastvoru AgNOs;, dok u ostalim

slu¢ajevima uzorci pokazuju vecu citotoksi¢nost.
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5.3.3. ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST

Kvalitativni antibakterisjki agar difuzioni test uraden je za PVA, PVA/Gr,
Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogelove (slika 5.24) na dve vrste bakterija (Escherichia coli i
Staphylococcus aureus). Uzorci hidrogelova u obliku diska pre¢nika 9 mm testirani su
prema S. aureus TL. Zone inhibicije nisu uo¢ene za PVA 1 PVA/Gr hidrogleove, dok je
za Ag/PVA precnik zone inhibicije oko diska hidrogela iznosio 11 mm, a za
Ag/PVA/Gr je bio nesto §iri 1 iznosio je 13 mm. U slucaju E. coli ATCC 25922 testirani
su uzorci precnika 10 mm. Pre¢nik zona inhibicije je manje izraZen, i iznosio je za

Ag/PVA 11 mm, a za Ag/PVA/Gr je nesto Siri 12 mm.

Slika 5.24. Antibakterijska aktivnost PVA (1), PVA/Gr (2), Ag/PVA (3) i Ag/PVA/Gr (4)
hidrogelova prema (a) S. aureus TL i (b) E. coli ATCC 25922 ispitivana agar-

difuzionom metodom.

Kinetika antibakterijske aktivnost ispitana je 1 kvantitativno praéenjem
ukupnog broja prezivelih bakterijskih ¢elija u suspenziji. Kontrolni uzorak je bakterijska
suspenzija. Slika 5.25 prikazuje kinetiku antibakterijske aktivnosti u fosfatnom puferu
PVA, PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr hidrogelova prema dve vrste bakterija
Escherichia coli ATCC 25922 (slika 5.25a) 1 Staphylococcus aureus TL (slika 5.25b).
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(@)

9,00
8,00
7,00
76,00
E m Kontrola
§ 5,00 m PVA
S 4,00 m PVA/Gr
g m Ag/PVA
T 3,00 m Ag/PVA/Gr
2,00
1,00
0,00
(b)
5,00
4,50
4,00
350
E B H Kontrola
T 250 = PVA
Q w PVA/Gr
o 2,00
S m Ag/PVA
1,50 = Ag/PVA/Gr
1,00
0,50
0,00

Slika 5.25. Promena ukupnog broja bakterijskih celija nakon kontakta sa PVA, PVA/Gr,
Ag/PVA i Ag/PVA/Gr hidrogelovima u poredenju sa kontrolom a) za E. coli ATCC
25922 i b) S. aureus TL, u fosfatnom puferu posle 0, 1, 3 i 24 h.
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Sa slike 5.25 uocava se da PVA hidrogel ne pokazuje antibakterijska svojstva
prema obe vrste bakterije koje su koriS¢ene za ispitivanje. Medutim, PVA/Gr hidrogel
prema E.coli (slika 5.25a) ne pokazuje antibakterijsku aktivnost dok u slucaju S. aureus
(slika 5.25b) se uocava pad ukupnog broja celija bakterija za 1 logaritamsku jedinicu
ve¢ nakon 1 h inkubacije, dok se nakon 3 h i 24 h postize baktericidni efekat Sto
pokazuje da grafen poseduje antibakterijska svojstva.

Takode, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr hidrogelovi u slucaju E. coli (slika 5.25a),
nakon 1 h inkubacije znatno redukuju ukupan broj ¢elija bakterija, za 2 1 4 logaritamske
jedinice, redom. Nakon 3 h i 24 h uocen je baktericidni efekat. Ispitivanjem
antibakterijske aktivnosti istih hidrogelova prema S. aureus (slika 5.25b), primeéeno je
da ve¢ nakon 1 h ukupan broj prezivelih ¢elija bakterija redukovan kod uzorka Ag/PVA
(dve logaritamske jedinice), dok je Ag/PVA/Gr hidrogel pokazao baktericidni efekat.
Kod oba uzorka hidrogela, nakon 3 h i 24 h nisu pronadene Zive celije bakterija S.
aureus. Veca antibakterijska aktivnost Ag/PVA/Gr, u odnosu na Ag/PVA, hidrogel
moze biti posledica manjih dimenzija nanoneCestica srebra i prisustva grafena u

hidrogelu.
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6. ZAKLJUCCI

Nanocestice srebra uspesno su sintetisane elektrohemijskom metodom pri
galvanostatskim uslovima u rastvoru polivinil-alkohola, kao 1 koloidnoj
disperziji polivinil-alkohol/grafen.

Rezultati UV-Vis spektroskopije, TEM analize i cikli¢ne voltametrije pokazuju
da su sintetisane nanocCestice srebra sfernog oblika pre¢nika 10-40 nm 1 da je
vedi prinos nanocestica srebra iz 10 mas. % PV A rastvora u odnosu na 5 mas. %
PVA. Utvrdeni su optimalni parametri sinteze za dobijanje nanocestica srebra u
10 mas. % PVA rastvoru pri gustini struje od 40 mA cm™ i vremenu sinteze od
30 min. Manje dimenzije i manja agregacija nanocestica srebra potvrdene su kod
Ag/PVA/Gr koloidne disperzije u odnosu na Ag/PVA koloidnu disperziju, §to se
moze pripisati listovima grafena smeStenim izmedu polimernih lanaca koji
sprecavaju dalji rast, agregaciju ili aglomeraciju nanocestica srebra.

Analiza PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova dobijenih izlivanjem
koloidnih disperzija u tankom sloju i suSenjem na temperaturi od 60 °C izvrSena
je metodom difrakcije X-zraka, infracrvenom spektroskopijom sa furijeovom
transformacijom, Ramanskom spektroskopijom, skenirajuom elektronskom
mikroskopijom 1 fotoelektronskom spektroskopijom X-zracima. Potvrdeno je
prisustvo srebra u kristalnom obliku, polukristalni oblik PVA, kao 1 da
nanocestica srebra 1 listova grafena ne narusSavaju polukristalnu strukturu PVA.
Takode je potvrdeno je postoje interakcije izmedu PVA polimernih lanaca i
nanocestica sreba u slu¢aju Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova, kao i interakcija
listova grafena smeStenih izmedu polimernih lanaca kod PVA/Gr 1 Ag/PVA/Gr
filmova.

Test istezanja za  odredivanje  mehanickih  svojstava  filmova i
termogravimetrijska analiza za odredivanje termicke stabilnosti filmova pokazali
su da nanokompozitni PVA filmovi dodatkom grafena i nanoCestica srebra u

polimernoj matrici PVA poboljSavaju mehanicka 1 termicka svojstva
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ostvarivanjem veza sa hidroksilnim grupama PVA molekula. Test istezanja
pokazuje da je zatezna ¢vrstoc¢a za PVA/Gr, Ag/PVA i Ag/PVA/Gr filmove veéa
za 56 %, 6,3 % 1 23,8 %, redom, u odnosu na PVA film. Pokazana je veca
termiCka stabilnost PVA/Gr u odnosu na PVA film. Takode, poredenjem
Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmova pokazana je veca termiCka stabilnost
Ag/PVA/Gr filma u odnosu na Ag/PVA film kao i manji gubitak mase na 450 °C
Ag/PVA/Gr (77,26 mas. %) u odnosu na Ag/PVA film (80,21 mas. %).
Hidrogelovi PVA, PVA/Gr, Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr dobijeni metodom
uzastopnog zamrzavanja i odmrzavanja odgovarajuc¢ih koloidnih disperzija
karakterisani su atomskom apsorpcionom spektroskopijom, MTT testom
citotoksi¢nosti, agar difuzionim testom i testom u bakterijskoj suspenziji.
Kinetika otpusStanja srebra iz Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr nanokompozitnih
hidrogelova u fosfatnom puferu na 37 °C pokazala je naglo otpuStanje srebra
tokom prva 3 dana, tj. 16 mas % kod Ag/PVA i 19 mas % srebra kod
Ag/PVA/Gr hidrogela i1 kasnije postepeno otpustanje, gde su nakon 28 dana oba
Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogela zadrzala ~75 % pocetne koncentracije srebra
Sto je posledica stabilnosti nanocestica srebra u visokoumreZzenom PVA
hidrogelu. To ukazuje da zaostala koli¢ina srebra moze da sacuva sterilnost
uzorka tokom vremena.

Dokazana su antibakterijska svojstva Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogelova prema
sojevima E. coli ATCC 25922 1 S. aureus TL, kao 1 za PVA/Gr hidrogel prema
soju E. coli ATCC 25922. MTT test citotoksi¢nosti je pokazao da PVA film
netoksi¢an, dok su PVA hidrogel i PVA/Gr film 1 hidrogel blago toksi¢ni.
Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr filmovi dobijeni iz disperzija sa 3,9 mM AgNO; kao 1
Ag/PVA 1 Ag/PVA/Gr hidrogelovi dobijeni iz disperzija sa 1 mM AgNO;,
pokazuju znatnu citotoksi¢nost zbog ¢ega je potrebno za potencijalnu primenu u
biomedicinske 1 farmaceutske svrhe koristiti manje koncentracije AgNOs;

prilikom sinteze.
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1z oblasti istrazivanja kojoj pripada predlozena tema doktorske disertacije Rade
Surudzi¢ je autor jednog rada u medunarodnom casopisu izuzetnih vrednosti (M21a),
jednog rada u vrhunskom medunarodnom casopisu (M21), dva rada u casopisu
medunarodnog znacaja (M23), dva saopStenja sa medunarodnog skupa Stampanih u
izvodu (M34) i1 jednog saopStenja sa skupa nacionalnog znacaja Stampanog u izvodu

(M64).

Spisak objavljenih radova i saopStenja:

1. Radovi objavljeni u nau¢nim ¢asopisima medunarodnog znacaja — M20

1.1. Rad u medunarodnom ¢asopisu izuzetnih vrednosti - M21a

1. R. Surudzi¢, A. Jankovi¢, N. Bibi¢, M. VukaSinovi¢-Sekuli¢, A. Peri¢-Gruji¢, V.
Miskovi¢-Stankovié, A.J. Park, K.Y. Rhee, Physico-chemical and mechanical properties
and antibacterial activity of silver/poly(vinyl alcohol)/graphene nanocomposites
obtained by electrochemical method, Composites Part B: Engineering, 85 (2016) 102-
112. ISSN: 1359-8368, IF (2015) = 3.850.
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1.2. Rad u vrhunskom medunarodnom ¢asopisu — M21

1. R. SurudZié, A. Jankovi¢, M. Mitri¢, I. Mati¢, Z.D. Juranié, Lj. Zivkovi¢, V.
Miskovi¢-Stankovi¢, K.Y. Rhee, S.J. Park, D. Hui, The effect of graphene loading on
mechanical, thermal and biological properties of poly(vinyl alcohol)/graphene
nanocomposites, Journal of Industrial and Engineering Chemistry, 34 (2016) 250-257.
ISSN: 1226-086X, IF (2015) =4.179.

1.3. Rad u medunarodnom casopisu — M23

1. R. Surudzié¢, Z. Jovanovi¢, N. Bibi¢, B. Nikoli¢, V. Miskovi¢-Stankovié,
Electrochemical synthesis of silver nanoparticles in poly(vinyl alcohol) solution,
Journal of the Serbian Chemical Society, 78 (2013) 2087-2098. ISSN: 1820-7421, IF
(2013) =0.95.

2. R. Surudzié, A. Jankovi¢, M. Vukasinovi¢-Sekuli¢, A. Peri¢-Gruji¢, K.Y. Rhee, V.
Miskovi¢-Stankovi¢, Optimization of the electrochemical synthesis of silver
nanoparticles in poly(vinyl alcohol) colloid solutions, Bulgarian Chemical

Communications, 49 (2017) 186-193. ISSN: 0324-1130, IF (2015) = 0.229.

2. Zbornici medunarodnih nauc¢nih skupova — M30

2.1. SaopStenje sa medunarodnog skupa Stampano u izvodu — M34

1. R. Surudzi¢, Z. Jovanovi¢, V. Miskovi¢ Stankovi¢, Electrochemical synthesis and
characterization of silver nanoparticles in poly(vinyl alcohol) solution, The Eleventh
Young Researchers’ Conference: Materials Science and Engineering, Belgrade,
December 3 — 5, 2012, Serbia, Book of Abstracts, TM 9, p. 51. ISBN: 9788673061221.
2. R. SurudZi¢, Z. Jovanovi¢, V. Miskovi¢ Stankovi¢, Formation of Silver
Nanoparticles in Poly(vinyl alcohol) Solution by Electrochemical Synthesis, The
Twelfth Young Researchers’ Conference: Materials Science and Engineering, Belgrade,
December 11 — 13, 2013, Serbia, Book of Abstracts, IX/4, p. 32. ISBN:
9788680321288.
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3. Zbornici skupova nacionalnog znacaja — M60

3.1. SaopStenje sa skupa nacionalnog znacaja Stampano u izvodu — M64

I. R. Surudzic, Z. Jovanovic, V. Miskovic-Stankovic, Optimizacija uslova
elektrohemijske sinteze nanocestica srebra u rastvoru poli(vinil alkohola), Prva
konferencija mladih hemicara Srbije, 19-20 Oktobar, Beograd, 2012, Zbornik radova
(CD Rom) NM P17, str. 105. ISBN: 978-86-7132-050-4.
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Mpwurnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucanHn Papge Cypyuuh

bpoj nHaoekca [C -4003/2011

UsjaBroyjem

a je [OKTOpCKa gucepTaumja nog HacnoBoMm

EnekTpoxemujcka CUHTe3a U KapaKTepu3auuja HaHOKOMMO3UTa NOMMBUHUIT-
ankoxona, rpad)eHa u HaHo4yecTuua cpebpa

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBAYKOr paaa;

e [a avcepTauMja y UENVHU HU Y AenoBMMa Huje buna npeanoxeHa 3a cTulamke
Apyre AvniioMe npema CTyaAWjCKMM nporpamuMa  OpyruxX BMCOKOLLIKONICKUX
yCTaHOBa;

e [a cy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHN U

e [a HMCaM KpluMo/Nna ayTopcka npaBa M KOPUCTUO/NAa WMHTENEeKTyarnHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay,
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Mpwurnor 2.

M3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3unje
OOKTOpPCKOr paga

Mme n npesume aytopa Page Cypyuuh
bpoj nHaekca OC - 4003/2011
CTtyavjcku nporpam XeMUjCKO NHXEHEPCTBO

Hacnos paga

EnekTtpoxemujcka CMHTe3a U KapakTepu3auvja HAaHOKOMMNO3uTa NOSIMBUHUN -
ankoxona, rpaceHa n HaHo4yecTuua cpebpa

MeHTtop gp BecHa Muwkosuh-CtaHkoBuh

U3sjaBrbyjem Oa je witamnaHa Bepsvja MOr JOKTOPCKOr pajia UCTOBETHAa eneKTPOHCKO]
BEP3WjM KOjy cam npegao/na pagu noxpaweHa y AurutanHom penosvtopujymy
YHuBep3uTteTa y Beorpany.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nojauM Be3aHu 3a gobujarbe akagemckor
Ha3vBa AOKTOpa HayKa, kao LITO Cy MMe U npes3nme, roamMHa U Mecto pohewa n gatym
oabGpaHe paga.

OBu nuyHM nogaunm Mory ce o06jaButm Ha MpEXHUMM CTpaHuuama AurutanHe
ombnunoTeke, y enekTpoHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay,
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Mpwurnor 3.

UsjaBa o kopuwhekwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,CseTtosap Mapkosvh® ga y Ourutantiu
penosvtopmnjym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTaunjy nog
HacrnoBoOM:

EnekTpoxemujcka CUHTe3a M KapaKTepu3auuja HaHOKOMMO3UTa NOMMBUHUIT-
ankoxona, rpaceHa u HaHo4YecTUUa cpebpa

Koja je Moje ayTopcKo geno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomMm dopmMaTty norogHom
3a TpajHO apxMBupaHE.

Mojy AOOKTOpCKy Auceptauujy noxpaweHy y [OurMtanHoMm  penosutopujymy
YHuBep3uTeta y beorpagy n JocTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOpucTe CBU
Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4duo/na.

1. Aytopctso (CC BY)

2. AyTtopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3. AytopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMepUuujanHo — genutn nog nctum ycrosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopctBo — agenutu nog uctum ycnosmma (CC BY-SA)

(Monumo faa 3aoKpyxute camo jefHy oA WecT NoHyReHnx nuueHLm.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu 4eo OBe u3jaBe).

MoTtnuc aytopa

Y Beorpaay,
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1. AytopctBoO. [l03BOrbaBate yMHOXaBahe, OUCTPUOYLM)y U jaBHO caornwTaBahe
Jena, v npepaje, ako ce HaBede UMe aytopa Ha HauyuH oapeheH of cTpaHe ayTopa
unu gaesaoua nuueHue, Yak u 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja og CBUX
nUeHUMW.

2. AytopctBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpUbyunjy u
jaBHO caonwiTaBawe Aerna, u npepaje, ako ce HaBeae MMe aytopa Ha HaduH oapeheH
o[, CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nvueHua He J03BOrbaBa KoMepumjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOopCcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
anctpubyumnjy 1M jaBHO caonwiTaBake pgena, 6e3 npomeHa, npeobrvkoBara Wnu
ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HayduH ogpefheH of
CTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM NULEHLOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o61m npaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEeKOMepLuujanHo — AenMTu nog UCTUM ycrioBuMma. [lo3BosbaBaTte
YMHOXaBare, AUCTpMbyLmnjy 1 jaBHO caonwitaBawe gena, u npepage, ako ce HaBede
nMme aytopa Ha HayuH ofdpefeH oA CTpaHe ayTopa unu Jasaoua NnuueHLEe U ako ce
npepaga auctpubympa nog WUCTOM UMM CAnMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTBO — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBate yMHOXaBakwe, OUCTPMOYyLUMnjy 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa nnu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaudvH ofapefeH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua 403BOrbaBa komepuumjandy ynotpeby gena.

6. AytopcTtBO — pOenutu nog MUCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
AncTpmnbyumnjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBege ume aytopa Ha
HauMH oppenfeH o4 cCTpaHe ayTopa wunvM faBaoua IvueHUe M ako ce npepaga
anctpmbympa nog UCTOM WM crivMyHOM  nuudeHuoM. OBa nuueHua [03BoSbaBa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBEepckMM nuueHuama,
OLHOCHO Nnu1LeHuamMma OTBOPEHOr Koaa.
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