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DOBIJANJE BIOAKTIVNIH NANOSTRUKTURNIH MATERIJALA NA BAZI CELULOZE |
HITOZANA

REZIME

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

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

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

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

ABSTRACT

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

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

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

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

Scientific field: Technological engineering

Scientific subfield: Textile engineering



Nomenklatura

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

AFM- mikroskopija atomskh sila

BC- bakterijska celuloza

BSA- govedi serumski albumin

CS- hitozan

engl.- engleski

FTIR- infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

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

NCS- nanocestice hitozana

NCS+Zn- nanocestice hitozana sa inkorporiranim jonima cinka

NFC- nanofibrilisana celuloza

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

ROS- reaktivne kiseonicne vrste

SEM- skenirajuca elektronska mikroskopija

SP- stepen polimerizovanja

TEM- transmisiona elektronska mikroskopija

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

TOCN- TEMPO oksidisani celulozni nanofibrili

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.1. Molekulska struktura celuloze

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

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



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

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

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

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

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

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

Slika 6. Intra-molekulske veze u celulozi*®

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

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



1.2. Nadmolekulska struktura celuloze

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

1.3. Celuloza kao nosac¢ bioaktivne supstance

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

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

1.3.1. Metode imobilizacije bioaktivnih supstanci na celulozne nosace

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

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

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

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

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

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

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

Hemijske metode omoguéavaju ¢vrsto, stabilno i trajno vezivanje bioaktivnih supstanci na nosace.
Medutim, ove metode obi¢no zahtevaju aktivaciju ili modifikovanje kako bioaktivnih supstanci tako i
nosaca, Sto moZe izazvati njihove strukturne promene kao i delimi¢ni gubitak aktivnosti bioaktivnih
supstanci  blokiranjem njihovih aktivnih mesta ukoliko, kao funkcionalne grupe, ucestvuju u
vezivanju®. Nikoli¢ i sar.*® oksidisali su pamuénu predu sa natrijum-perjodatom kako bi u nju uveli
aldehidne grupe i na taj nacin dobili nosa¢ za hemijsko vezivanje tripsina kovalentnom vezom izmedu
aldehidnih grupa pamuénih vlakana i amino grupa tripsina. Primenjenom metodom postignuta je
maksimalna koli¢ina imobilisanog tripsina od 6,1 mg/g suve pamucne oksidisane prede, a imobilisan
tripsin na oksidisanoj pamucnoj predi zadrzao je, nakon viSe od 60 dana skladistenja u fizioloSkom
rastvoru na 4 °C i 25 °C, 90% i 72% svoje podetne aktivnosti, respektivno. Chen i sar.*” imobilisali su
siloksan sulfopropilbetain na pamu¢nu tkaninu uspostavljanjem kovalentnih veza izmedu silanolskih
grupa siloksan sulfopropilbetaina i hidroksilnih grupa pamuc¢nih vlakana. Pamué¢na tkanina nakon
imobilizacije siloksan sulfopropilbetaina pokazala je dobra antimikrobna svojstva prema S.aureus,
E.coli i Candida albicans, koja su zadrzana &ak i nakon 50 ciklusa pranja. Chun i sar.*® modifikovali su
trimetoprim i sulfametoksazol tako da mogu da ostvare reakcije karakteristicne za reaktivne boje i na
taj nacin ih kovalentno vezali za pamuénu tkaninu. Dobijene tkanine pokazale su dobra antibakterijska
svojstva prema S.aureus i Klebsiella pneumoniae, postojana i do 10 ciklusa pranja. Nogueira i sar.*
modifikovali su pamuc¢nu tkaninu sa N,N-karbonildiimidazolom kako bi njene hidroksilne grupe preveli
u imidazol-karbamatne grupe i time omogucili kovalentno vezivanje izmedu imidazol-karbamatnih
grupa pamuka i amino grupa L-cisteina. Nakon imobilizacije L-cisteina, dobijena tkanina pokazala je
dobra antibakterijska svojstva prema K.pneumoniae i S.aureus. Durand i sar.*° su na membrane od
nanofibrilisane celuloze pred-tretirane enzimima kovalentno vezali ciprofloksacin i na taj nacin postigli
njihovu efikasnu antibakterijsku aktivnost postojanu tokom nekoliko dana.

Hemijske metode imobilizacije bioaktivnih supstanci na celulozu se mogu podeliti na tri grupe (Slika
9.):

° umrezavanjem,
e  direktnim kovalentnim vezivanjem i
e vezivanjem na naslojenu celulozu®®,
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Slika 9. Hemijski pristup imobilizacije bioaktivnih supstanci na celulozu: umrezavanjem, direktnim
kovalentnim vezivanjem, vezivanjem na naslojenu celulozu®®

Od pomenutih metoda hemijske imobilizacije umrezavanje je prili¢no atraktivno zbog jednostavnosti
izvodenja. Podrazumeva jednostepeni postupak koji se sastoji od ostvarivanja veze izmedu celuloze i
bioaktivnih supstanci preko sredstava za umrezavanje. Glutaraldehid je trenutno najpoznatiji
bifunkcionalni umrezivag™ > %343,

Ova metoda ima prednost u imobilizaciji velike koli¢ine bioaktivnih molekula. Bi- ili
multifunkcionalni umrezivaci kovalentno vezuju bioaktivne supstance kako za celulozu tako i
medusobno, §to dovodi do formiranja velike trodimenzionalne strukture. PoSto se bioaktivne supstance
nasumi¢no vezuju jedne za druge, koli¢ina imobilisanih bioaktivnih supstanci varira i proces vezivanja
nije reproduktivan. Raspodela i orijentacija imobilisanih bioaktivnih supstanci je takode nasumic¢na,
kao 1 broj 1 lokacija vezuju¢ih mesta unutar bioaktivnih supstanci. Sve ovo moze ukrutiti strukturu, pa
Cak 1 blokirati aktivna mesta bioaktivne supstance, $to na kraju moze da rezultira velikim gubitkom
njene aktivnosti®" >® ",

Direktno kovalentno vezivanje je najpostojanija metoda imobilizacije. Funkcionalne grupe bioaktivnih
supstanci i celuloze se povezuju kovalentnim vezama®®. Medutim, ukoliko u vezivanju ucestvuje vise
mesta jednog bioaktivnog molekula njegova fleksibilnost i aktivnost moze biti smanjena ** °% .
Aktivnost bioaktivne supstance moze biti smanjena i ako njeno bioaktivho mesto ucestvuje u
vezivanju®®. Hidroksilne grupe glukozidnih jedinica su nosioci hemijske aktivnosti celuloze, pri emu
primarna hidroksilna grupa na C6 atomu predstavlja najreaktivnije mesto, daleko reaktivnije od
sekundarnih na C2 i C3?'. Medutim, hidroksilne grupe ne mogu da formiraju kovelentne veze sa svim
grupama, kao $to su npr. amino grupe, pa je u nekim sluc¢ajevima neophodna aktivacija ili modifikacija
celuloze kako bi se ostvarila moguénost za uspostavljanje kovalentne veze sa odredenim grupama
bioaktivnih supstanci'®,

Imobilizacija bioaktivnih supstanci na naslojenu celulozu se moZe smatrati varijantom direktnog
kovalentnog vezivanja i moZe biti opisana kao polikovalentna. Bioaktivne supstance se kovalentno
vezuju za celulozu, ali preko sredstva za naslojavanje. Na ovaj nacin se na povrSinu celuloze uvode
velike koli¢ine funkcionalnih grupa neophodnih za kovalentno vezivanje bioaktivnih supstanci. S
obzirom na moguénost desorpcije sredstva za naslojavanje sa celuloze, vezivanje nakon naslojavanja
celuloze je do sada manje koris¢ena metoda od klasicnog kovalentnog Vezivanjalg. Za naslojavanje
celuloze mogu se koristiti razli¢iti polimeri, pri ¢emu su do sada uglavnom koris¢eni polisaharidi poput
hitozana i karboksimetil celuloze koji za vezivanje bioaktivnih supstanci obezbeduju amino i
karboksilne grupe, respektivno >* %% >4,
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Imajuc¢i u vidu da veliki potencijal celuloze kao nosaca bioaktivne supstance i dobijanje bioaktivnih
materijala poti¢e od njene strukture koja pruza odlicne moguénosti za dizajn biokompatibilnih,
bioaktivnih i materijala visokih performansi, ali i predmet rada i cilj ove doktorske disertacije, u
narednim poglavljima posebno ¢e biti obradena TEMPO oksidacija celuloze u cilju uvodenja novih
funkcionalnih grupa i imobilizacije bioaktivnih supstanci, u ovom radu konkretno hitozana, ali i kao
pred-tretman u procesu dobijanja nanofibrilisane celuloze.

1.3.2. TEMPO oksidacija celuloze u cilju imobilizacije bioaktivnih supstanci

U poslednje vreme oksidacija katalizovana nitroksil radikalima poput 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-
oksil (TEMPO) radikala postala je veoma znacajna metoda za prevodenje primarnih alkoholnih grupa u
odgovarajuce aldehidne i karboksilne grupe materijala na bazi celuloze. Uobicajeni naziv za oksidaciju
katalizovanu TEMPO radikalom je TEMPO oksidacija’’. TEMPO oksidisani materijali na bazi
celuloze, koji se odlikuju pove¢anim sadrzajem karboksilnih i aldehidnih grupa, pokazali su se kao

veoma pogodni nosaci za imobilizaciju bioaktivnih supstanci u cilju dobijanja bioaktivnih materijala®®
62, 63, 64

TEMPO oksidacija alkohola u aldehide i ketone prvi put je predstavljena 1983. godine od strane
Semmelhack i sar.®. 1995 godine de Nooy i sar.®® prvi su sproveli TEMPO oksidaciju na
polisaharidima, u alkalnoj sredini (pH 10), sobnoj temperaturi i u prisustvu NaBr i NaClO, primenjenih
kao ko-katalizatora i primarnog oksidansa, respektivno. U navedenoj studiji pokazali su da tokom
TEMPO oksidacije dolazi do selektivne oksidacije C6 primarnih hidroksilnih grupa skroba, pulana i
dekstrana do C6 natrijum-karboksilatnih grupa.

Saito i Isogai objavili su seriju radova o TEMPO oksidaciji nativne celuloze. U njihovim istrazivanjima
pokazano je da se TEMPO oksidacijom sprovodenom u sistemu TEMPO/NaCIO/NaBr u alkalnoj
sredini (pH 10,5) uvode znacajne koli¢ine aldehidnih i karboksilnih grupa u celulozu, uz ocuvanje
morfologije i kristalnosti celuloznih uzoraka® °’.

TEMPO oksidacija celuloze radena je u alkalnoj sredini jer je utvrdeno da:

o pri nizim vrednostima pH hipohlorit postaje isuviSe agresivan,
. pri nizim vrednostima pH postoji mogucnost da dode i do neselektivne oksidacije i
o pri nizim vrednostima pH opada reaktivnost TEMPO radikala®.

Mehanizam TEMPO oksidacije u alkalnoj sredini prikazan je na Slici 10.
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Slika 10. Mehanizam oksidacije C6 primarnih hidroksilnih grupa celuloze u sistemu
TEMPO/NaClO/NaBr u alkalnim uslovima pri pH 102

Ispitivanja uradena nuklearnom magnetnom rezonancom pokazala su da se TEMPO oksidacijom ne
narusavaju kristalna podrucja celuloze, odnosno da se uvedene karboksilne grupe TEMPO oksidisane
celuloze uglavnom nalaze na povrsini kristalnih i u amorfnim podrugjima®’.

Kada su razliciti izvori native celuloze, koji imaju razli¢ite Sirine mikrofibrila, tretirani sa NaClO u
visku tokom TEMPO oksidacije, formiran maksimalni sadrzaj C6 oksidovanih grupa (karboksilnih i
aldehidnih) zavisio je od debljine kristala/mikrofibrila celuloze 1*°

Odnos izmedu debljine mikrofibrila razli¢itih izvora nativne celuloze i izradunatog sadrzaja C6
primarnih hidroksilnih grupa prisutnin na povrSini mikrofibrila ili eksperimentalno dobijenog
maksimalnog sadrzaja C6 oksidovanih grupa je graficki prikazani na Slici 11. Isprekidana linija
prikazuje odnos izmedu debljine mikrofibrila i sadrZzaja C6 primarnih hidroksilnih grupa prisutnih na
povrsSini kristala celuloze 1, a izracunata je iz vrednosti Sirine kristala celuloze I odredene metodom
difrakcije X-zraka™.
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Slika 11. Odnos izmedu debljine mikrofibrila razlicitih nativnih celuloza i ukupnog sadrzaja

karboksilnih i aldehidnih grupa®®

Rezultati prikazani na Slici 11. pokazuju da su izraCunate koli¢ine povrSinskih C6 primarnih
hidroksilnih grupa u dobroj saglasnosti sa eksperimentalno odredenim ukupnim sadrzajem C6
oksidovanih grupa; manje Sirine mikrofibrila nativne celuloze rezultiraju ve¢im sadrzajem oksidisanih
grupa formiranih na povrsini mikrofibrila tokom TEMPO oksidacije. S tim u vezi, TEMPO oksidacija
selektivno konvertuje C6 primarne hidroksilne grupe prisutne na povrsini kristala celuloznih
mikrofibrila u natrijum-karboksilatne grupe preko aldehidnih intermedijara pri ¢emu se svaka druga
glukozidna jedinica celuloznog lanca na povrSini mikrofibrila konvertuje u C6 natrijum-karboksilatne
grupe (Slika 12.). Stoga, mozZe se re¢i da je TEMPO oksidacija vrsta regioselektivne modifikacije
povrsSine kristala mikrofibrila nativne celuloze i da omogucava formiranje anjonskih karboksilnih grupa
na povrsini mikrofibrila pri veoma velikoj gustini®®.
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Slika 12. Sematski prikaz oksidacije C6 primarnih hidroksilnih grupa prisutnih na povrsini
mikrofibrila nativne celuloze u C6 karboksilne grupe upotrebom TEMPO/NaCIO/NaBr sistema™

TEMPO oksidacija izvodena u sistemu TEMPO/NaBr/NaClO u vodi na sobnoj temperaturi i pH 10
dovodi do znacajne depolimerizacije molekula celuloze®. Alternativni pristup izvodenja TEMPO
oksidacije podrazumeva sistem TEMPO/NaCIO/NaClO;, u vodi na poviSenim temperaturama i slabo
kiselim ili neutralim uslovima. U ovom sistemu, izbegnuta je depolimerizacija celuloze reakcijom -
eliminacije koja se odvija u alkalnoj sredini*?.

Mehanizam TEMPO oksidacije u sistemu TEMPO/NaCIO/NaClO, u slabo kiseloj ili neutralnoj sredini
prikazan je na Slici 13.
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Slika 13. Mehanizam oksidacije C6 primarnih hidroksilnih grupa celuloze u sistemu
TEMPO/NaClO/NaClO, u puferu na pH 4,8-6,8"

1.3.3. Naslojavanje celuloze sa TEMPO oksidisanim celuloznim nanofibrilima u
cilju imobilizacije bioaktivnih supstanci

Najnovija istrazivanja ukazuju na veliki potencijal naslojavanja materijala sa TEMPO oksidisanim
celuloznim nanofibrilima za inovativne primene® ™. Do sada TEMPO oksidisani celulozni nanofibrili
nisu koris¢eni za naslojavanje materijala na bazi celuloze, a u cilju efikasne imobilizacije bioaktivnih
supstanci. S obzirom da je u ovoj doktorskoj disertaciji radeno na dobijanju TEMPO oksidisanih
celuloznih nanofibrila i njihovom naslojavanju na materijale na bazi celuloze radi poboljSane
imobilizacije bioaktivnih supstanci, uvodenjem velike koli¢ine funkcionalnih grupa na njihovu
povrSinu, u narednom poglavlju ¢e posebna paznja biti posveéena dosadasnjim dostignu¢ima u
dobijanju i primeni TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila.



2. Nanofibrilisana celuloza

Nanotehnologije su od velikog znacaja u skoro svim savremenim industrijama koje su orijentisane na
postizanje visokog kvaliteta, efikasnosti i unapredenja trziSnog potencijala. Veliko interesovanje za
nanomaterijale lezi u ¢injenici da oni imaju poboljSana svojstva u poredenju sa istim materijalima vecih
dimenzija Cestica Sto je posledica njithove povecane specificne povrSine 1 novih kvantnih efekata koje
materijal stice ukoliko je nanometarskih dimenzija. Ocekuje se da ¢e u bliskoj buducnosti
nanotehnologija biti pokretac globalnog ekonomskog rasta i razvoja. Ve¢ danas ovo Siroko i
multidisciplinarno polje nagovestava nove, interesantne mogucnosti, kao i materijale, uredaje i sisteme
koji mogu biti, projektovani, proizvedeni i ispitani u nano dimenzijama’*.

Povecana potraznja za materijalima visokih performansi sa prilagodljivim mehani¢kim 1 fizickim
svojstvima ¢ini nanofibrilisanu celulozu najatraktivnijim obnovljivim materijalom za napredne
primene. Na jedinstven nacin, nanofibrilisana celuloza kombinuje vazna svojstva celuloze kao §to su
hidrofilnost, razli¢ite moguénosti hemijskog modifikovanja i formiranje semikristalne vlaknaste
strukture sa specificnim karakteristikama nanodimenzionih materijala koje su uglavnom posledica
njihove velike specifiéne povrsine®.

Postoji duga istorija koris¢enja hemijski i mehanicki modifikovane celuloze kao i celuloznih vlakana u
razli¢itim oblastima, od proizvodnje papira i tekstila, pa sve do “high-tech” materijala poput “flat
panel” komponenata u ekranima sa te¢nim kristalima, Supljih vlakana za hemodijalizu, komponenata
lekova 1 aditiva. Trenutno je velika paznja posvecena izolaciji, karakterizaciji, 1 pronalaZzenju primena
celuloze u obliku nanofibrila. Nove metode za njihovo dobijanje se kre¢u od enzimskih, hemijskih i
fizickih tretmana kako bi se izolovali iz drveta i1 drugih izvora celuloze, pa do proizvodnje celuloznih
nanofibrila iz glukoze od strane bakterija® ' " 2. Tako izolovani celulozni materijali pre¢nika 5-30
nm i odnosa duzina/Sirina > 50 generalno se nazivaju nanofibrilisana celuloza, dok se celulozni
materijali pre¢nika 10-100 nm i duZine 0,5-50 pm nazivaju mikrofibrilisana celuloza’. Ranije su u
literaturi za ovakve celulozne nanomaterijale bili, ravnopravno i bez jasne definicije, upotrebljavani
razliciti termini poput nanofibrilisana celuloza (NFC), mikrofibrilisana celuloza (MFC), nanofibrili i
mikrofibrili’, $to je, nazalost, dovodilo do nejasno¢a i nesporazuma. Ovaj problem resen je u skorije
vreme tako Sto je Tehnicko udruzenje celulozne i papirne industrije (TAPPI) jasno definisalo
standardne termine i dalo definicije za celulozne nanomaterijale na osnovu njihovih dimenzija (TAPPI
WI 3021)". Da bi se izbegli dodatni nesporazumi, u daljem tekstu biée preuzimani termini onako kao
su navedeni u kori$¢enoj literaturi.

Celuloza je proizvod biosinteze biljaka, Zivotinja ili bakterija, dok se opsti pojam “nanofibrilisana
celuloza” (NFC) odnosi na izolovane ili obradene celulozne materijale koji su definisani nano
dimenzijama strukturnih elemenata'. Smatra se da se 36 pojedinagnih molekula celuloze u biomasi
spaja u vece jedinice poznate kao elementarni fibrili ili mikrofibrili, koji se pakuju u vece jedinice koje
se nakon fibrilacije vlakana nazivaju nanofibrilisana celuloza. Nanofibrilisana celuloza se sastoji od
agregata celuloznih mikrofibrila (Slika 14.) i moze da se posmatra kao celulozni materijal poveéanog
udela celuloze, koji je umereno degradiran i kojem je zna¢ajno povecana specifi¢éna povrsina, dobijen
homogenizacionim procesima’.
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Kristalna sekvenca Amorfna sekvenca Hanofibrilisana celuloza

1

(d)

Celulozno vlakno

Celulozni molekul

Slika 14. Od izvora celuloze do molekula celuloze, sa naglaskom na nanofibrilisanu celulozu:
celulozno vlakno (a), nanofibrilisana celuloza (b), elementarni fibril (c), celulozni molekul (d)™

Nanofibrilisana celuloza se, za razliku od celuloznih nanokristala, sastoji kako od kristalnih tako i od
amorfnih delova, $to uz veoma veliki odnos duZina/Sirina nanofibrilisane celuloze omogucava
preplitanje nanofibrila i formiranje mrezZastih struktura. Nanofibrilisana celuloza se moZe dobiti
mehanitkom dezintegracijom celuloznih materijala bez koriiéenja procesa hidrolize”".

Turbak i sar.”® prvi su patentirali postupak proizvodnje mikrofibrilisane celuloze mehanickom
dezintegracijom. U tom procesu, suspenzija vlakana izolovanih iz drveta prolazi nekoliko puta kroz
uski otvor pod visokim pritiskom formirajuéi viskozni gel. Ova jeftina i nova vrsta celuloze vec¢ je
iskoriS¢ena za primene kao $to su veziva za papir i modifikatori viskoznosti.

Pomenuti patent podstakao je mnoge znacajne istrazivacke studije sa fokusom kako na optimizaciju
mehanickog épostupka, tako 1 na analizu novostecenih svojstava celuloznog materijala i njegovu
primenu’® %81,

Prva sirovina koriséena za proizvodnju MFC je bila drvo, $to su objavili Herik i sar.?2. Drvena masa se
dezintegriSe viSe puta u homogenizatoru pod visokim pritiskom u cilju dobijanja viskoznog vodenog
gela pri veoma niskim koncentracijama MFC (izmedu 2 i 7%), $to je jedna od dve glavne karakteristike
takvog nanomaterijala. Druga karakteristika se odnosi na sposobnost MFC da formira transparentni
film kada se osusi. Oba ova klju¢na svojstva povezana su sa njegovom velikom specificnom povr§inom
(koja je najmanje deset puta veca nego kod celuloznih vlakana) i izraZenom sposobnos$c¢u vezivanja
vodoni¢nim vezama®®.
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2.1. Dobijanje nano- i mikrofibrilisane celuloze

Celuloza je prisutna u drvetu ili biljkama u kombinaciji sa hemicelulozom i ligninom koji se uglavnom
uklanjaju razli¢itim metodama kuvanja i beljenja pre proizvodnje nano- i mikrofibrilisane celuloze.
Postupci za njihovo dobijanje obi¢no ukljucuju nekoliko operacija, npr. sukcesivnu rafinaciju,
enzimsku hidrolizu, ponovnu rafinaciju i na kraju homogenizaciju; TEMPO oksidaciju, zatim
blendiranje ili homogenizaciju, karboksimetilovanje ili kvaternizaciju, i zatim homogenizaciju™.

Siro i Plackett” su objavili pregled postupaka proizvodnje i svojstava MFC, u kom su Kkoris¢ene
tretmane generalno podelili na:

. ¢isto mehanicke tretmane 1
. I postupke sa pred-tretmanima.

Proizvodni proces je kombinacija razli¢itih operacija, ¢ijim variranjem se dobijaju razliCite vrste
fibrilisane celuloze koje se razlikuju u morfologiji (naroCito u dimenzijama nanofibrila i koli¢ini
zaostalih mikroskopskih fragmenata vlakana), hemiji povrsine, kristalnosti, stepenu polimerizovanja,
itd %,

Upotrebom samo mehanickih tretmana se proizvodi materijal koji je nehomogen i koji moze da sadrZi
veliki udeo slabo fibrilisanih frakcija, dok proizvodnja fibrila homogenih dimenzija moze da zahteva
velike troSkove, ukljucuju¢i troskove koji se odnose na pred-tretman i veliku potroSnju energije
neophodnu za mehanicke tretmane*.

Mehanicki tretmani

Suva celulozna pulpa moZe da se dezintegriSe do sitnih fragmenata koriS¢enjem mehanickih tretmana.
Ipak, oni obi¢no dovode do secenja vlakana, umesto njihovog razdvajanja do elementarnih fibrila.
Shodno tome, dobija se fibrilisana celuloza niskog stepena polimerizovanja, kristalnosti i odnosa
duzina/Sirina, §to dalje rezultira relativno slabim mehani¢kim svojstvima nanomaterijala koji su od nje
izgradeni. Cilj ovih tretmana je da se premasi energija interfibrilarnih vodoni¢nih veza kako bi se
razdvojili nanofibrili. 1z tog razloga, fibrilisana celuloza se obi¢no proizvodi u vodenom medijumu, §to
doprinosi slabljenju sistema interfibliralnih vodoni¢nih veza™'.

Rafinacija, homogenizacija (uz upotrebu homogenizatora i mikrofluidizera) i mlevenje su najéesce
tehnike koje se koriste za mehani¢ku proizvodnju MFC. Ove tehnike su najefikasnije za razdvajanje
¢elijskog zida vlakna i izolaciju MFC. Stoga, one se danas koriste za industrijsku proizvodnju MFC. U
meduvremenu, prou¢avane su i druge metode kako bi se pronasla bolja resenja za proizvodnju MFC**,

Rafinacija

Proces rafinacije, uobicajen u industriji papira, poznat je po bubrenju i razdvajanju ¢elijskih zidova
vlakna u vodenom mediumu. Rafinacijom se povecava specificna povrSina i zapremina vlakna tj.
povecava se dostupnost mikrofibrila za dalje bioloske ili hemijske tretmane zbog Cega se ovaj tretman
obi¢no koristi kao pred-tretman u proizvodnji NFC. Medutim, postoje i negativni aspekti rafinacije koji
se odnose na smanjenje duZine vlakana seenjem i povecanje njihove fino¢e™.

Proucavana je i proizvodnja NFC primenom samo rafinacije. Karande i sar.®* su objavili upotrebu
mlina sa diskovima za dezintegraciju osuSenih beljenih pamuénih vlakana suspendovanih u vodi pri
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koncentraciji od 0,5 mas%. Prosecni precnik vlakna smanjen je sa oko 25 um na 242 nm nakon 30
prolaza kroz mlin. Dezintegracioni proces je pra¢en smanjenjem stepena polimerizovanja od 2720 do
740, kao i smanjenjem Kkristalnosti. Uprkos pokuSajima da se koristi samo proces rafinacije u
proizvodnji NFC, ova rasprostranjena tehnika obi¢no omogucava dobijanje veoma heterogenog
celuloznog materijala tako da se obi¢no upotrebljava u prvim fazama prizvodnje NFC.

Homogenizacija

Homogenizacija pod visokim pritiskom se koristi za mehani¢ku dezintegraciju celuloznih vlakana do
NFC. U te svrhe, koriste se dva tipa opreme: homogenizatori i mikrofluidizeri %.

Turbak i sar.% su prvi primenili ovaj mehanicki tretman, izveden uz koris¢enje Gaulin homogenizatora
koji se i dalje Cesto koristi za proizvodnju svih vrsta mikrofibrilisane celuloze, a kao rezultat dobijeni
su nanofibrili pre¢nika ispod 100 nm. U ovom tretmanu, celulozna suspenzija se pumpa pod visokim
pritiskom i propusta kroz sklop ventila. Ventili se otvaraju i zatvaraju velikom brzinom, tako da su
vlakna izlozena velikom padu pritiska pri visokim silama smicanja. Ova kombinacija sila omogucava
visok stepen fibrilacije celuloznih vlakana.

Homogenizatori su u §irokoj upotrebi od strane mnogih istrazivaca za 8plroizvodnju NFC/MFC bez pred-
tretmana® ili sa pred-tretmanom enzimske hidrolize®’, karboksilacije®, itd.

Alternativa Gaulin homogenizatoru je mikrofluidizer u kojem celuloza prolazi kroz tanke komore z-
oblika (sa dimenzijama kanala koji su obi¢no 200-400 um) pod visokim pritiskom. Primenjena stopa
smicanja je stoga izuzetno visoka Sto rezultira formiranjem veoma tankih celuloznih nanovlakana. Ova
oprema se sve vise koristi s obzirom da omogucava dobijanje vlakana ravnomernijih dimenzija''.

Mikrofluidizeri su koris¢eni za izdvajanje celuloznih nanofibrila bez biohemijskih pred-tretmana * ili
nakon enzimske hidrolize®, karboksimetilovanja®, itd.

Ve¢ dugo vremena glavna prepreka za komercijalni uspeh procesa homogenizacije je velika potrosnja
energije koja moze da dostigne 70 MWh-t* %, Medutim, sa razvojem metoda pred-tretmana (npr.
enzimskih ili oksidacionih) ova vrednost je drastino smanjena na oko 2 MWh-t* %, Jo§ jedan
nedostatak homogenizacije (uglavnom sa mikrofluidizerima) se ogleda u zacepljenju Sistema pri
koriS¢enju dugackih vlakana, Sto ostaje glavni izazov za poboljSanje tog procesa™ .

Mlevenje

Druga kategorija opreme se zasniva na postupku mlevenja. Masuko© je prvi konstruisao i prodao
aparat koji koristi ovaj pristup i koji se obi¢no naziva mlin. Princip se sastoji u degradaciji strukture
¢elijskog zida usled smicajnih sila generisanih od strane brusnog kamena. Pulpa prolazi izmedu
statikog i rotirajuéeg kamena sa brzinom obrtaja oko 1500 o-min™*. Nanovlakna koja izgraduju ¢elijski
zid viseslojne strukture se tako individualizuju iz pulpe™.

Za razliku od procesa homogenizacije, mlevenje zahteva manje prolaza za dobijanje MFC. Medutim,
ovaj proces moze da degradira vlakna iz pulpe i smanji njihovu duZzinu, Sto kasnije moze da uti¢e na
fizicka svojstva MFC™.

Blendiranje

Uetani i Yano®™ su predstavili uspesnu primenu blendera velike brzine u proizvodnji NFC sa

uniformnim precnikom od 15-20 nm od nesusene beljene celuloze iz Cetinarskog drveta. Analizirano je

blendiranje suspenzija celuloze razli¢itih koncentracija, razli¢itim brzinama i u toku razli¢itog vremena
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pri ¢emu je pokazano da obrada suspenzije celulozne pulpe koncentracije od 0,7 mas% na 37000
o-min predstavlja optimalne uslove za proizvodnju NFC kori$éenjem ove metode. Chaker i sar.*® su
pokazali da je blendiranjem suspenzije celuloze koncentrcije 2 mas% tokom 20 min moguce proizvesti
NFC sli¢nog prinosa u odnosu na suspenziju dobijenu uz upotrebu homogenizatora na 600 bar pri 10
prolaza.

Kriogeno drobljenje

Kriogeno drobljenje je metoda koja se retko koristi, predloZena od strane Dufresne i sar.®’ koji su izveli
kriogeno drobljenje Secerne repe u cilju dobijanja celuloznih mikrofibrila. Kriogeno drobljenje se
zasniva na drobljenju, jakim smicajnim silama, pulpe zamrznute te¢nim azotom. Formirani kristali leda
unutar Celija tokom mehanicke prerade olakSavaju cepanje celijskih zidova i1 izdvajanje celijskih
fragmenata*.

Ultrazvucna dezintegracija

Ultrazvu¢na dezintegracija se sastoji u izlaganju tecnosti ultrazvuénim talasima (> 20 kHz) tj.
naizmeni¢noj smeni talasa niskog i visokog pritiska §to dovodi do stvaranja i raspada kavitacionih

mehuriéa®.

Ovaj tretman stvara jake hidrodinamicke sile smicanja koje razdvajaju Celijski zid vlakna. Neki
istrazivadi su koristili ovu metodu za proizvodnju NFC bez pred-tretmana® ili posle TEMPO

oksidacije®. Celulozne suspenzije se nakon ultrazvuéne dezintegracije najéesée centrifugiraju kako bi
se uklonile slabo fibrilisane frakcije iz NFC®.

Pred-tretmani

Proizvodnja NFC/MFC samo uz upotrebu mehanickih tretmana zahteva visoku potro$nju energije $to
objasSnjava odsustvo znacajnijeg interesovanja za patentiranje pronalazaka baziranih na nano- |
mikrofibrilisanoj celulozi ¢ak i nekoliko decenija nakon uvodenja ove vrste materijala ranih 1980-ih.
Medutim, sprovedena su intenzivna istrazivanja kako bi se poboljsala fibrilacija i smanjila potreba za
energijom®. U tom cilju, novije metode proizvodnje fibrilisane celuloze ukljuuju razli¢ite hemijske i
bioloske pred-tretmane™.

PredloZeno je nekoliko strategija kako bi se dobila manje kruta i manje kohezivna vlakna §to bi
smanjilo energiju potrebnu za fibrilaciju:

. limitiranje vodoni¢nih veza,
. uvodenje odbojnog naelektrisanja i
. smanjenje stepena polimerizovanja ili amorfnih oblasti izmedu pojedina¢nih fibrila celuloze™.

Enzimska hidroliza

Poznato je da neki enzimi katalizuju hidrolizu celuloze i pobolj$avaju njenu fibrilaciju. Bolaski i sar.**
su patentirali upotrebu celulaze u cilju poboljsanja fibrilacije celuloze u procesu proizvodnje papira. Od
tada su sprovedena obimna istraZivanja, od blage enzimske hidrolize, kako bi se olakSao proces
prerade, do jake enzimske hidrolize radi pretvaranja celuloze u glukozu za dalju proizvodnju
bioetanola '%.
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Gljivice su glavni mikroorganizmi koji proizvode celulaze. Generalno, celulaze se mogu podeliti u tri
Klase:

e endoglukanaze (endocelulaze), koje hidrolizuju amorfna podrucja celuloze,

e celobiohidrolaze (egzoglukanaze), koje postepeno cepaju krajeve kristalnih ili amorfnih
podrucja celuloze do disaharida (celobioze) i tetrasaharida, 1

o B-gluk028i3daze (celobiaze), koje hidrolizuju di- i tetrasaharide do glukoze, Sto je prikazano na
Slici 15.%°.

U prirodnim celulazama se mogu na¢i najmanje dve celobiohidrolaze: celobiohidrolaze | i

celobiohidrolaze 11, koje napadaju redukujuée i neredukujuée krajeve celuloznog lanca, respektivno®.

U procesu enzimske hidrolize, celulaze se mogu ireverzibilno vezati za lignin, stoga ga je neophodno
ukloniti pre hidrolize'®.
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Slika 15. Sematski prikaz uticaja razlicitih celulaza na celulozu®

U skladu sa aktuelnim strategijama, Paakko i sar.”® su dobili MFC dobro kontrolisanog pre¢nika u
nanometarskom opsegu i visokog odnosa duzina/Sirina kombinovanjem enzimske hidrolize sa
mehanic¢kim secenjem i homogenizacijom pri visokom pritisku. Izmedu dve mehanicke faze prerade,
primenili su enzimski tretman koris¢enjem endoglukanaze. Enzimska hidroliza je manje agresivna nego
kisela hidroliza i omogucava selektivnhu hidrolizu amorfnih oblasti Sto olakSava mehanicku
dezintegraciju. Dodavanje enzima takode podsti¢e delaminaciju ¢elijskog zida i1 na taj nain sprecava
blokadu komore z-oblika mikrofluidizatora.

Pred-tretman endoglukanazama olaksava dezintegraciju celuloznih vlakana iz drveta povecavajuéi im
bubrenje u vodi. Osim toga, ovaj ekoloski pred-tretman u odnosu na pred-tretman hidrolize kiselinom
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deluje povoljnije na strukturu MFC smanjuju¢i duzinu vlakana i povecavajuéi stepen finoce
materijala®’.

Engstrém i sar.'® su proucavali mehanizam dejstva endoglukanaze i njen uticaj na reaktivnost

celuloznih vlakana. Njihovi rezultati su pokazali da enzimski pred-tretman predstavlja veoma
obecavajucu metodu za industrijsku primenu.

Acetilovanje

Kalemljenje acetil grupa ima za cilj da smanji hidrofilnost fibrilisane celuloze i poboljsa hemijski
afinitet izmedu fibrilisane celuloze i nepolarnog rastvaraga. Tingaut i sar.'® su razvili biokompozite na
bazi acetilovane MFC i polilaktidne kiseline. Acetilovanje MFC sprovedeno je s ciljem poboljSanja
njene kompatibilnosti sa matricom od polilaktidne kiseline. Utvrdeno je da sadrZaj acetil grupa iznad
4,5% uti¢e na znaCajne promene u kristalnoj strukturi MFC (acetil grupe su kalemljene unutar
kristalnih podruc¢ja MFC) i da sprec¢ava njihovu agregaciju nakon susenja. Nakalemljene acetil grupe na
MFC smanjuju medufibrilarno vezivanje vodoni¢nim vezama i na taj nacin omogucavaju bolju
disperzibilnost MFC u nepolarnom polimernom matriksu.

Karboksimetilovanje

Karboksimetilovanjem se povecava anjonsko naelekrisanje usled formiranja karboksilnih grupa na
povrdini MFC™. Aulin i sar.'® su proizveli karboksimetilovanu MFC i njene dimenzije uporedili sa
MFC koja nije podvrgnuta ovom pred-tretmanu i ustanovili da se karboksimetilovanjem uvodi velika
koli¢ina naelektrisanja na povrsinu fibrila ¢ime se postiZe njihovo lakse oslobadanje. Taipale i sar.2’ su
utvrdili da posle karboksimetilovanja potrebna energija fluidizacije iznosi 2,2 MWh-t* po prolazu kroz
mikrofluidizer kako bi se dobila MFC, dok bez pred-tretmana potrebna energija fluidizacije iznosi 5,5
MWh-t™ za postizanje istog efekta.

Karboksilovanje posredstvom TEMPO oksidacije

TEMPO oksidacija je trenutno najcesc¢e koriséen pred-tretman za dobijanje NFC/MFC. S tim u vezi,
moze se re¢i da TEMPO oksidisani celulozni nanofibrili (TOCN) predstavljaju posebnu kategoriju
nanofibrilisane celuloze ****.

TEMPO oksidacija je veoma perspektivna metoda modifikacije povrSine nativne celuloze gde
karboksilne i aldehidne funkcionalne grupe mogu biti uvedene u ¢vrstu nativnu celulozu pri blagim
uslovima i u vodenom medijumu °. Pored toga, utvrdeno je da se potro3nja energije uz TEMPO
oksidativni pred-tretman u poredenju sa potro$njom energije ponovljenih ciklusa homogenizacije pod
visokim pritiskom (700-1400 MJ-kg™) drasti¢no smanjuje na vrednosti manje od 7 MJ-kg™ *°.

Osnovni princip ovog pred-tretmana zasniva se na oksidaciji celuloznih vlakana NaClO u prisustvu
2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPO) radikala i NaBr, na pH 10-11, u uslovima sobne
temperature, pri ¢emu se C6 primarne hidroksilne grupe celuloze selektivno konvertuju u karboksilne

grupe preko aldehidnih intermedijera®®”.

Kao rezultat toga, nanofibrili unutar vlakna se bolje razdvajaju jedni od drugih zahvaljuju¢i odbojnim
silama medu jonizovanim karboksilnim grupama koje premasuju privlatne vodoni¢ne veze koje ih drze
zajedno. Sa povecanjem dodatog NaClO i vremena oksidacije, povecava se i sadrzaj karboksilnih grupa
formiranih na povrsini NFC*®,
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Saito i sar.”® su primenili ovaj pred-tretman na celulozi razligitog porekla: drvnoj pulpi, pamuénom
lintersu, plastaSima, bakterijskoj celulozi, ramiji, pa ¢ak i na holocelulozi iz omorike.

Oni su definisali oksidativnu efikasnost njihovog pred-tretmana slede¢om jednacinom®”:

{(CT—Cp)+(AT—A0)} 1)

Mpacio

Oksidativna aktivnost = 100 X

gde je:

My acio- koli¢ina dodatog NaClO (mmol-g™ celuloze),

C,- sadrzaj karboksilnih grupa pre oksidacije (mmol-g™ celuloze),
Cr- sadrzaj karboksilnih grupa posle oksidacije (mmol-g™ celuloze),
A,- sadrzaj aldehidnih grupa pre oksidacije (mmol-g™ celuloze),
Ap- sadrZaj aldehidnih grupa posle oksidacije (mmol-g™ celuloze).

TEMPO oksidativni pred-tretman uglavnom je pra¢en mehani¢kim tretmanom, koji moze biti izveden
koris¢enjem kuhinjskog blendera ili ULTRA-TURRAX® sistema. Uklanjanje nepotpuno fibrilisane
NFC se postize centrifugiranjem §to je za sada ograni¢eno na laboratorijski nivo™.

U drugim pristupima, poput onih koje su predloZili Eichorn i sar.!®®, Johnson i sar.!®®, umesto

blendiranja koristi se ultrazvucni tretman u cilju dobijanja TOCN. Ovi istrazivaci su primetili da vreme
ultrazvucnog tretmana uti¢e na prinos nanofibrila. Prema TEM merenjima, nakon 20 min ultrazvu¢nog
tretmana 97,5% suspenzije vlakana je prevedeno u NFC $irine 3-5 nm. Li i Renneckar®® su u svojoj
studiji, koriS¢enjem AFM, ustanovili da nakon 30 min ultrazvu¢nog tretmana prosecna debljina
nanofibrila iznosi 1,38 nm, a duzina 580 nm. Duze vreme ultrazvucnog tretmana (4 h) je imalo
znacajan uticaj na dimenzije nanofibrila, tj.debljina se smanjila na 0,74 nm, a duzina na 260 nm.

S obzirom da je u ovoj doktorskoj disertaciji radeno na dobijanju TEMPO oksidisanih celuloznih
nanofibrila i njihovoj daljoj primeni u dobijanju bioaktivnih nanostrukturnih materijala na bazi celuloze
i hitozana, u narednom poglavlju ¢e biti posvecena paznja literaturnom pregledu rezultata dobijenih iz
dosadasnjih istrazivanja svojstava TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila.

Kvaternizacija

U poredenju sa karboksimetilovanjem ili karboksilovanjem, kojima se uvodi anjonsko naelektrisanje na
povrsinu celuloze, kvaternizacijom se vrsi katjonizacija celuloze'*!. Karande i sar.** su primenili ovaj
pristup kako bi se olaksSala proizvodnja NFC tokom dalje mehanicke dezintegracije. Nakon
kvaternizacije, proces dezintegracije pulpe postaje lakSi zbog elektrostatickog odbijanja izmedu
kvaternarnih amonijum katjona na povrsini nanofibrila.
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2.2. TEMPO oksidisani celulozni nanofibrili

NFC inicijalno je nastala u obliku vodenih disperzija. One zadrzavaju veliku koli¢inu vode zbog veoma
hidrofilne prirode celuloze. NFC disperzije poznate su po tome §to se odlikuju svojstvima gela ¢ak i pri
niskim koncentracijama celuloze, npr. 0,125 mas%, Sto se deSava kada se prekoraci kriti¢na
koncentracija nanofibrila. U tom slucaju dolazi do formiranja mrezne strukture, koja je u vezi sa
odnosom duzina/Sirina mikrofibrila, pri ¢emu se jac¢ina ove mreze progresivno povecava sa povecam
koncentracije celuloze®™.

U zavisnosti od proizvodnog procesa dobijene NFC vodene disperzije imaju razli¢ita svojstva. Bez
obzira na proizvodne metode, kao i bioloske ili hemijske pred-tretmane, sve one pokazuju gelasto,
pseudoplasti¢no i tiksotropno ponaSanje pri niskom sadrzaju Cvrste supstance. Takode, ove disperzije
se mogu dalje konvertovati u druge NFC oblike: hidrogelove, aerogelove, prahove ili filmove®.

Kada se TEMPO oksidacija primeni na nemodifikovana celulozna vlakna, njihova defibrilacija postaje
lak$a i posledi¢no mehanicki tretmani zahtevaju manju potroSnju energije. Sadrzaj karboksilnih grupa
od oko 300 umol-g™ omoguéava smanjenje broja prolaza na homogenizatoru potrebnih za dobijanje
gela MFC. Generalno, gel se moze dobiti nakon 5-60 prolaza, bilo da se radi o homogenizatoru ili
mlinu sa kuglama, a sve u zavisnosti od izvora celuloze i primenjenog pred-tretmana’.

Prinos nanofibrila, propustljivost svetlosti i viskoznost TOCN vodenih disperzija zavise od
upotrebljene aparature i primenjenih uslova tokom mehanickog tretmana. U laboratorijskim uslovima
za mehanicku dezintegraciju TEMPO oksidisane celuloze moZze se primeniti jedan ili kombinacija vise
slede¢ih metoda: magnetno mesSanje, blendiranje, homogenizacija homogenizatorom dvocilindricnog
tipa 1 ultrazvu¢na homogenizacija. Svakom od navedenih dezintegracionih metoda moguce je posti¢i
prinos nanofibrila od preko 95% za TEMPO oksidisane celuloze sa sadrzajem karboksilnih grupa
veéim od 0,8 mmol-g™. Medutim, razli¢iti uredaji za mehani¢ku dezintegraciju zahtevaju razli¢ito
vreme kako bi se njihovom upotrebom postigao maksimalan prinos nanofibrila™.

TOCN vodene disperzije imaju slicno pseudoplastiéno ponaSanje bez obzira na koriS¢ene metode
mehanicke dezintegracije. Medutim, viskoznosti dobijenih disperzija su razliCite u zavisnosti od
dezintegracionih metoda i prate slede¢i trend: magnetno meSanje > blendiranje > ultrazvucna
homogenizacija. Vreme mehanicke dezintegracije potrebno za prinos preko 95% je razliCito uz
koriS¢enje razlicite aparature (magnetno mesanje > blendiranje > ultrazvu¢na homogenizacija). Najveci
prinos TOCN se postize upotrebom ultrazvu¢nog homogenizatora, ali tako dobijene TOCN disperzije
imaju relativno nisku viskoznost'*# 13,

Prec¢nik i duzina nanofibrila u TOCN disperzijama mogu se utvrditi mikroskopskim tehnikama, a kao
indikator da se disperzije sastoje iz pojedina¢nih nanofibrila (pre¢nika 3-4 nm) veoma Cesto se Koristi
fenomen dvojnog prelamanja svetlosti (Slika 16.)°.
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Slika 16. TEM fotografije osuSene disperzije TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila iz listopadnog
drveta sa sadrzajem karboksilnih i aldehidnih grupa od 0,8 i 0,0 mmol-g™, respektivno (a-c), tipican
izgled TOCN disperzije (d); izgled TOCN disperzije posmatrane u polarizovanoj svetlosti (e)™°

Propustljivost svetlosti kroz TOCN vodene dispezije pripremljene uz iste uslove mehanicke
dezintegracije, sa sadrzajem karboksilnih grupa od 1,0 i 1,5 mmol-g™* celuloze, varira od delimi¢ne do
visoke transparencije, respektivno (Slika 17.). UV-vis transmisioni spektar na Slici 17. pokazuje da je
propustljivost svetlosti zavisna od talasne duZine kao i da je povezana sa debljinom nanofibrila. Dakle,
sadrzaj karboksilnih grupa je kljuéni faktor koji uti¢e na stepen fibrilacije TEMPO oksidisane

celuloze*?.

100 T T T T

TEMPO oksidisana celuloza

b o o
=] o (=]

Transmitansa, %

]
(=]

Sadrzaj karboksilnih grupa, mmol-g! 300 400 500 600 700

Talasna duzina, nm

Slika 17. Izgled disperzija i UV-vis transmisija TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila iz
listopadnog drveta sa razlicitim sadrzajem karboksilnih grupa, modifikovano iz**?
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Na Slici 18. su prikazane SEM fotografije TOCN, dobijene iz listopadnog drveta, sa sadrZajem
karboksilnih grupa od 1,0 i 1,5 mmol-g* celuloze. Jasno se moze uociti da celulozni nanofibrili sa
sadrzajem karboksilnih grupa od 1,0 mmol-g™ celuloze formiraju agregate $to rezultuje u slabijoj
propustljivosti svetlosti kroz disperziju. S druge strane, celulozni nanofibrili sa sadrZzajem karboksilnih
grupa od 1,5 mmol-g™ celuloze ne formiraju agregate; njihova debljina od 3-4 nm je manja od talasne
duZine vidljive svetlosti, a anjonsko naelektrisanje na povrsini je dovoljno veliko da izazove
medusobno odbijanje $to sveukupno dovodi do toga da je njihova disperzija gotovo transparentna™.

Sadrzaj karboksilnih grupa = 1,0 mmol-g? celuloze Sadriaj karboksilnih grupa = 1.5 mmol-g! celuloze

v Tt e - 7 5 T
b ardid 8, = | \ .||. o

Slika 18. SEM fotografije osuSenih TOCN disperzija sa sadrzajem karboksilnih grupa
1,0 1,5 mmol-g™ celuloze i vizuelni izgled TOCN disperzija, modifikovano iz**2

SuSenjem NFC disperzija mogu se dobiti NFC filmovi ¢ija svojstva variraju u zavisnosti od vrste
upotrebljene NFC i kori$¢enog postupka za njegovo formiranje. Nakon uklanjanja vode iz NFC
disperzije formira se mreza nanofibrila uspostavljanjem interfibrilarnih vodoni¢nih veza. Postoji
nekoliko metoda koje se trenutno Kkoriste za proizvodnju takvih filmova, kao npr. sudenje vazduhom,
filtracija pod pritiskom, termopresovanje, sprej tehnika, 3D S$tampa ili metoda rotiraju¢eg diska®® ***

Mikroskopijom atomskih sila (AFM) je pokazano da se TOCN film sastoji iz nasumi¢no udruzenih
nanofibrila, $to je prikazano na Slici 19.*°.

Slika 19. AFM fotografija TOCN filma dobijenog od TEMPO oksidisane celuloze iz cetinarskog
drveta'™®

NFC filmovi obi¢no poseduju visok nivo transparentnosti (80-90%) u vidljivom spektru talasnih duzina
jer male dimenzije nanovlakana i njihovo gusto pakovanje znadajno smanjuju rasipanje svetlosti®,
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U slu¢aju TOCN filmova, COONa grupe prisutne na povrsini TOCN ne mogu da formiraju vodoni¢ne
veze pa je njihova mehanic¢ka svojstva moguce poboljsati prevodenjem COONa grupa u COOH grupe,
npr. izlaganjem parama kiselina™.

TOCN filmovi dobijeni od celuloze oksidisane u sistemu TEMPO/NaCIO/NaClO, u vodi na pH 6,8
imaju vecu otpornost na istezanje, verovatno zbog veceg stepena polimerizovanja celuloze, u odnosu
na one Kkoji su dobijeni u sistemu TEMPO/NaBr/NaClO u vodi na pH 10. Medutim, njihovi elasti¢ni
moduli su sli¢ni bez obzira na vrstu upotrebljenog sistema za TEMPO oksidaciju'’.

Visoka hidrofilnost TOCN filmova ¢ini ih osetljivim na dejstvo vode. Ugao kvasenja TOCN filma u
interakciji njegove povrSine sa kapi vode iznosi 47° i vremenom se sniZzava. Njihova hidrofobizacija se
obi¢no postize metodom kvaSenja uz upotrebu katjonske alkil keten dimer (AKD) disperzije.
Karboksilatne grupe na povrSini TOCN filma verovatno predstavljaju adsorpciona mesta za katjonske
AKD dispergovane ¢estice. TOCN film tretiran sa 0,05% AKD disperzijom ima ugao kvasenja od 94°
koji ostaje nepromenjen i nakon 10 s'°. Pored toga, utvrdeno je da se hidrofilna svojstva TOCN
filmova mogu kontrolisati i jonskom izmenom natrijuma iz karboksilatnih grupa sa drugim jonima
metala®. Dobijanje hidrofobnih TOCN postignuto je i jonskom izmenom TEMPO oksidisane celuloze
sa tetra-n-butilamonijum jonima uz njenu naknadnu mehani¢ku dezintegraciju u vodi i N,N-
dimetilformamidu, respektivno. Disperzije TOCN sa tetra-n-butilamonijum kontrajonima (u vodi i
N,N-dimetilformamidu) upotrebljene su za dobijanje kompozitnih filmova na bazi gume (kao matriksa)
i hidrofobizovanog TOCN (kao punioca). Oba kompozitna filma pokazala su visoke Young-ove module
od ~45 MPa i niske koeficijente termi¢kog Sirenja od ~20 ppm-K™, pri masenom odnosu
hidrofobizovanog TOCN/guma = 5/100, bez obzira da li je za njihovo koriS¢enje bila upotrebljena
disperzija hidrofobizovanog TOCN u vodi ili N,N-dimetilformamidu. Medutim, zatezna ¢vrstoca i
prekidno izduZenje ovih kompozitnih filmova su se razlikovale, $to je posledica razli¢ite homogenosti
raspodele hidrofobizovanih TOCN u gumi u zavisnosti od toga da li je za njihovo dobijanje bila
kori§¢ena disperzija hidrofobizovanog TOCN u vodi ili N,N-dimetilformamidu®®,

TOCN filmovi imaju manju termicku stabilnost od nativne celuloze usled formiranja natrijum-
karboksilatnih grupa na povrsini mikrofibrila celuloze i promena u sistemu vodoni¢nih veza. Tako
termic¢ka degradacija TOCN filmova, dobijenih od celuloze iz Cetinara, poc¢inje na oko 200 °C u
atmosferi azota, a kod nativne celuloze na oko 300 °C. Termicko Sirenje TOCN filmova je veoma
malo; koeficijent termi¢kog Sirenja TOCN filma je priblizno 2,7 ppm-K™, to je znatno nize nego
stakla (oko 9 ppm-K™). Tzuzetno nizak koeficijent termickog Sirenja je posledica visoke kristalnosti

nanofibrila od kojih se sastoji TOCN film**®,

Zbog izuzetnih svojstava TOCN koji se mogu dispergovati do potpuno individualnih fibrila precnika 3-
4 nm i odnosa duzina/Sirina>50, a koji na svojoj povrSini imaju veliku gustinu karboksilatnih grupa,
dobijeni filmovi su visokotransparentni, superiornih mehanickih i barijernih svojstava. U cilju daljeg
unapredenja svojstava filmova na bazi TOCN, kao Sto su hidrofilnost/hidrofobnosti, transparentnost,
fleksibilnost, savitljivost, lakoc¢a oblikovanja u filmove i sl. razvijani su 1 razli¢iti kompozitni filmovi
na bazi TOCN i alginata, polivinilalkohola, SiO,, polipirola i dr''®. IstraZivanja o primeni
nanofibrilisane celuloze kao sredstva za naslojavanje pocela su tek nedavno, pri ¢emu je naslojavanje
nanofibrilisane celuloze uglavnom vrSeno na papiru. Utvrdeno je da debljina i formulacija nanesenog
sloja imaju klju¢nu ulogu u rezultiraju¢im svojstvima naslojenog papira. Do sada je primenjeno
nekoliko metoda za naslojavanje kao $to su nanoSenje filma metodom pokretnog noZa, naslojavanje
rasprSivanjem, naslojavanje presovanjem i naslojavanje valjcima, pri ¢emu je pokazano da pomenute
metode omogucavaju variranje gustine i efikasnosti naslojavanja. Na primer, naslojavanje metodom
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pokretnog noza, koja je najceS¢e upotrebljivana metoda, pokazalo se da omogucava veéu gustinu
naslojavanja MFC u odnosu na naslojavanje presovanjem*%.

Ultra-tanki filmovi (debljina<100 nm) predstavljaju vaznu kategoriju savremenih materijala. Osnovni
problem sa deponovanjem ultra-tankih filmova na bazi nanofibrilisane celuloze je njena sklonost da
formira gel ¢ak i pri vrlo niskim (~1 mas.%) koncentracijama, jer gelovi generalno nisu pogodni za
deponovanje ultra-tankih filmova. Na primer, podeSavanje debljine ultra-tankih filmova na bazi
nanofibrilisane celuloze metodom rotirajuceg diska nije izvodljivo ukoliko se ne moze primeniti veca
koncentracija njene disperzije usled geliranja odnosno povecanja viskoznosti. Dobijanje ultra-tankog
filma sa potpunim prekrivanjem metodom rotirajuc¢eg diska nije jednostavno ¢ak ni primenom vrlo
razblazenih disperzija. Wilson i sar.*?* su elektroforetskom depozicijom postigli dobijanje ultra-tankih
filmova na bazi TOCN ¢ija je debljina uspesno podeSavana u Sirokom opsegu. Pored problema
podeSavanja debljine ultra-tankih filmova na bazi nanofibrilisane celuloze, TOCN nisu popularni za
izradu ultra-tankih filmova i zbog njihove nestabilnosti nakon depozicije: TOCN imaju tendenciju da
se otpustaju usled velike gustine naelektrisanja'*. Stoga, dobijanje ultra-tankih filmova na bazi TOCN
povezano je uglavnom sa slucajevima koji nisu ukljucivali njihovo izlaganje te¢nostima, kao na primer
u radu Hakalahti i sar.*?? koji su ispitivali reakcije ultra-tankih filmova na bazi TOCN sa vodenom
parom.
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3. Hitozan

Hitin je 1811. godine otkrio francuski hemicar i farmaceut Henri Braconnot prilikom izucavanja
gljiva’®® *, Hitin je najrasprostranjeniji prirodni aminopolisaharid i drugi po rasprostranjenosti medu
polisaharidima, odmah posle celuloze. Poreklo naziva hitin (engl. chitin) vodi od grcke re¢i hiton
(chiton) koja znaci ogrta¢, oklop, jer hitin ima funkciju zastitnog oklopa za beski¢menjake. Hitin,
osnovni izvor za dobijanje hitozana, nastaje biosintezom pri ¢emu Se monomeri N-acetil-D-
glukozamina medusobno povezuju u enzimatski katalisanoj reakciji. NajviSe ga ima u egzoskeletu
ljuskara i insekata. U vrlo maloj koli¢ini sre¢e se kod niZih biljaka'®. Njegova proizvodnja u prirodi
iznosi oko 10 tona godidnje®. lako se u literaturi mogu naéi brojni postupci za izdvajanje hitina iz
oklopa ljuskara, uobicajeni postupak podrazumeva demineralizaciju, deproteinizaciju i dekolorizaciju.
Minerali se rastvaraju upotrebom kiseline, proteini se hidrolizuju alkalijom, a pigmenti se uklanjaju
rastvarac¢ima 1/ili oksidansima, gde se najceS¢e vrsi ekstrakcija sa acetonom nakon Cega sledi beljenje

sa natrijum-hipohloritom (Slika 20.)'%.

Hitozan je otkrio Rouget 1859. godine tokom kuvanja hitina u koncentrovanom rastvoru kalijum-
hidroksida, $to je rezultovalo deacetilovanjem hitina**® **. Hitozan se uglavnom dobija industrijskim
putem (alkalnim deacetilovanjem hitina), jer se u prirodi javlja u vrlo malim koli¢inima™®. lako je dugo

vremena bio zanemaren, uglavnom zbog ograni¢ene reaktivnosti i preradivosti, njegova primena je u

poslednje vreme drasti¢no porasla s obzirom da se odlikuje Sirokim spektrom bioloskih aktivnosti*
123,125,126, 127, 128, 129, 130
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IZVOR HITINA
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Slika 20. Sema dobijanja hitina i hitozana, modifikovano iz***

Specifi¢na polikatjonska priroda hitozana odgovorna je za njegova brojna bioloSka svojstva poput
mukoadhezivnosti, hemostati¢nog, antimikrobnog i hipoholesterolemi¢nog delovanja'®’. Hitozan ulazi
u sastav komercijalno dostupnih preparata/sredstava za terapiju rana zahvaljuju¢i stimulaciji
proliferacije celija i obnavljanja tkiva, antimikrobnom, hemostatskom i blagom analgetickom
delovanju. U odnosu na sinteti¢ke bioloski aktivne supstance koje se danas masovno Koriste, prirodne
bioloski aktivne supstance kao Sto je hitozan imaju prednost zbog biokompatibilnosti,
biodegradabilnosti, bioaktivnosti i netoksi¢nosti*?® 32133,
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3.1. Molekulska struktura hitozana

Hitozan je linearni heteropolisaharid, sastavljen iz 2-acetamido-2-deoksi-B—D-glukopiranoze i 2-
amino-2-deoksi-p-D-glukopiranoze povezanih B-1,4-glikozidnim vezama, koji se, kao $to je veé
reCeno, dobija parcijalnim deacetilovanjem hitina*?®. Strukturna formula hitozana predstavljena je na
Slici 21.

Hitin je po strukturi sli¢an celulozi (Slika 21.), uz tu razliku Sto je OH grupa na C2 atomu svake
glukozidne jedinice hitina zamenjena acetilovanom amino grupom. Sli¢no celulozi, hitin je hemijski
inertan, ¢ak i inertniji od celuloze. Za razliku od hitina koji je hemijski inertan, amino grupa u hitozanu
je sposobna za veliki broj reakcija. Medutim, potpuno deacetilovanje hitina uobicajenim procedurama
nije moguée tako da komercijalni hitozan sadrzi obi¢no 15-25% acetilovanih amino grupa'®®

N~
HO |~
MHH
- D::< -
a} CH3
= MH.
HO .
10
b) - OH -n

Slika 21. Struktura hitina (a) i hitozana (b)**

Sistem intravodoni¢nih veza u kristalnoj strukturi hitina (Slika 22.) povecava njegovu krutost. Svaka
jedinica hitina uspostavlja dve intramolekulske vodoni¢ne veze:

e izmedu susednih prstenova vezivanjem karbonilne grupe za hidroksilnu grupu na C6
ugljenikovom atomu i
e izmedu OH grupe na C3 ugljenikovom atomu i kiseonikovog atoma na susednom prstenu'?®

""" H\D Hac 0 I-L_ 0....

R A D% ;ﬁr\/ %xj@

HaC O-r---H |-|3(; 0.,H HC

Slika 22. Hemijska struktura hitina sa intramolekulskim vodonicnim vezama*®
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Nadmolekulska struktura hitina i hitozana vrlo je slicna nadmolekulskoj strukturi celuloze. S obzirom
da je pakovanje makromolekula hitina u kristalnu reSetku sli¢no kao kod celuloze, i kod hitina se,
zavisno od rasporeda makromolekula unutar kristalnih podruéja, javljaju tri kristalne forme: a, i vy
hitin (Slika 23.). Za razliku od celuloze koja se u prirodi javlja samo kao celuloza I, hitin se u prirodi
javlja u tri oblika, ponekad ¢ak i u istom organizmu

a-hitin B-hitin y-hitin

Slika 23. Raspored makromolekula u tri kristalne forme hitina®

3.2. Fizicko-hemijska svojstva hitozana

Fizicka svojstva hitozana zavise od brojnih parametara kao $to su molekulska masa, stepen

deacetilovanja, raspored amino i acetamido grupa i ¢isto¢a dobijenog hitozana ***.

U &vrstom stanju, hitozan je semikristalni polimer*?’

razgraduje Se pre nego Sto pocne da se topi, Sto je posledica razvijenog sistema vodoni¢nih veza
¢emu njegova termicka razgradnja posebno dolazi do izrazaja na temperaturama visim od 200
Nije termoreaktivan, ali vezivanjem odredenih hidroksilnih ili amfilfilnih polimera moze se uticati na
njegovo termoreaktivno ponasanje*®.

. Kao i ve¢ina polisaharida, prilikom zagrevanja

126, prl
OC135.

Slabo je rastvorljiv u organskim rastvara¢ima i vodi na fizioloSkom pH, $to znacajno ogranicava
njegovu primenu. Medutim, modifikacijama poput karboksimetilovanja, kvaternizacije i sulfonacije
moguée je poboljsati njegovu rastvorljivost u vodi**’. Lako je rastvorljiv u razblaZenim rastvorima
Kiselina s obzirom da predstavlja jaku bazu usled prisustva primarnih amino grupa. Promene pH
direktno uticu na promenu naelektrisanja amino grupa, a time i rastvorljivost hitozana. Sa snizavanjem
tome, sa povecavanjem pH vrednosti amino grupe postaju deprotonovane u vecoj meri, ¢ine¢i hitozan

""" 134 Eksperimentalno odredena vrednost pK; hitozana krece se izmedu 6 i 6,5134,
odnosno 6,2 i 7**". Navedene razligite vrednosti mogu se objasniti Einjenicom da pK, vrednost u
velikoj meri zavisi od broja slobodnih amino grupa, odnosno stepena deacetilovanja hitozana. Samim
tim rastvorljivost hitozana je zavisna od stepena deacetilovanja, pri cemu ne treba zanemariti ni uticaj
primenjene metode za deacetilovanje'*®. Generalno, hitozani sa stepenom deacetilovanja visim od 50%
smatraju se rastvorljivim u razblaZenim rastvorima kiselina'?*.

Pored rastvorljivosti, viskoznost rastvora hitozana je veoma bitna karakteristika, posebno imajucu i
vidu njegovu primenu za izradu filmova i naslojavanje razli¢itih materijala. Na viskoznost rastvora
hitozana uti¢u kako molekulska masa, stepen deacetilovanja i koncentracija hitozana u rastvoru, tako i
jonska jaCina, pH vrednost i temperatura rastvora. Sa porastom molekulske mase |1 stepena
deacetilovanja hitozana, kao i sa porastom njegove koncentracije u rastvoru, raste i viskoznost njegovih
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rastvora, dok povecanje temperature i pH vrednosti rastvora hitozana dovodi do smanjenja viskoznosti
njegovih rastvora. Zbog bolje rastvorljivosti u vodi i niZe viskoznosti rastvora, za neke oblasti primene,
hitozani manje molekulske mase imaju prednost u odnosu na hitozane velike molekulske mase'**. Kod
vrlo razblaZenih rastvora hitozana dolazi do abnormalnog porasta viskoznosti u odsustvu soli. Ova
pojava se moze objasniti ¢injenicom da suprotno naelektrisani joni mogu lako da napuste neposrednu
okolinu molekula hitozana u vrlo razblazenom rastvoru, $to dovodi do rasta efektivnog naelektrisanja
sklup&anih molekula hitozana koje omogucava njihovo opruzanje’®.

Na kraju vazno je istaéi i da, usled prisustva slobodnih NH, grupa na C2 atomu 2-amino-2-deoksi-p—
D-glukopiranozne jedinice, hitozan poseduje izrazenu sposobnost kompleksiranja sa jonima metala,
koja pak zavisi kako od fizickog stanja, stepena deacetilovanja i rasporeda slobodnih NH, grupa
hitozana, tako i od pH vrednosti okolnog medijuma, vrste i sadrZaja katjona. Sposobnost
kompleksiranja jona metala raste sa povec¢anjem stepena deacetilovanja, odnosno sa povecanjem broja
slobodnih NH; grupa. Cak i oligosaharidni hitozani sa najmanje 6 monomernih ostataka poseduju ovo
svojstvo'?’. Opste je prihvaéeno da se mehanizam kompleksiranja hitozana sa jonima metala zasniva na
inerakcijama izmedu jona metala i slobodnih elektronskih parova atoma azota koji se nalaze na
molekulu hitozana, pri ¢emu jedan jon metala moZe da se veZe samo za jedan atom azota'*. Afinitet
hitozana nije isti za sve jone metala, Sto se moZe videti na primeru niza dobijenog za dvo- i trovalentne
jone metala iz njihovih hloridnih soli: Cu?*>>Hg**> Zn?*> Cd**> Ni?*> Co*" ~ Ca’*> Eu®*"> Nd**>
Cr3+ - PI’3+127.

Takode, hitozan moze da stupa u elektrostaticke interakcije i sa drugim jedinjenjima gradeci
elektrostatiCke kompleksem. Zahvaljujuéi postojanju slobodnih/protonovanih amino grupa hitozan se
moze posmatrati kao polikatjon koji ima sposobnost da stupa u interakciju sa negativno naelektrisanim
jedinjenjima poput polianjona, pri ¢emu je ovo svojstvo u direktnoj zavisnosti od pH vrednosti, od koje

zavisi da li ¢e amino grupe biti protonovane u vecoj ili manjoj meri'*’.

Kao §to je ve¢ pomenuto, hitozan je nerastvorljiv u vodi, ali se rastvara u razblazenim organskim
kiselinama pri pH<6,5 $to je od velikog znacaja za funkcionalizaciju razli¢itih materijala, ukljucujuéi i
tekstilne materijale, sa hitozanom. Imaju¢i ovo u vidu i predmet same disertacije, posebno ¢e biti
razmatrano ponasanje hitozana u vodenom rastvoru i moguce interakcije.

Specifi¢na struktura hitozana omogucava mu prakticno sve vrste interakcija poznate u hemiji.
Interakcije hitozana zavise kako od njegovih svojstava, brojnih parametara vezanih za njegovu
strukturu ili kristalografiju, tako i od medijuma u kome se nalazi. U smislu ponaSanja u vodenom
rastvoru i mogucih interakcija, u najvaznije fizicko-hemijske parametre medijuma u kom se nalazi
hitozan spadaju: dielektricna konstanta medijuma, pH, jonska jacina i temperatura. Ukoliko se svi ovi
parametri uzmu uobzir i dobro reguliSu, onda se moze pretpostaviti ponasanje hitozana u vodenom

rastvoru, njegove moguée interakcije i eventualno razmotriti moguénosti njegove primene*®,

Hitozan se rastvara kada odgovarajuce elektrostaticko odbijanje katjonskih grupa postane jaceg
intenziteta u odnosu na privlacne sile niskoenergetskih interakcija, kao $to su vodoni¢ne veze ili
hidrofobne interakcije'®®. Rastvorljivost je, takode, favorizovana hidratacijom razli¢itih, uglavnom
naelektrisanih, aktivnih mesta pa je veoma vazan odnos NH3;'/NH, koji je direktno povezan sa

gustinom naelektrisanja i zavisi od pH sredine i stepena neutralizacije protonovanih amino grupa Sto je
ilustrovano jedna¢inom koju je postavio Katchalsky*:

log(1—a) €A
pK, = pH + 2222 = pi, — 24D (2

gde je:
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pK, - prividna konstanta kiselosti,
a - stepen neutralizacije -NH3 ™ grupa,

pK, - je stvarna pK jedne katjonske grupe i —— & w( )

naelektrlsanja polimera, tj. od broja katjonsklh grupa po jedinici duzine duz ose makromolekulskog
lanca.

- je elektrostaticki parametar koji bitno zavisi od

Gustina naelektrisanja je u neposrednoj vezi sa stepenom acetilovanja i ne utice samo na elektrostaticke
interakcije, ve¢ i na rastvorljivost hitozana u vodenim rastvorima, iz kojih se hitozan najcesce i
upotrebljava. Pored njihove uzajamne povezanosti, ova dva parametra uticu na molekulsku
pokretljivost hitozana koja je osnova kinetickog aspekta interakcija i kvantitativnih ogranic¢enja koje su
posledica kineti¢kog aspekta™®

Potenciometrijsko-titracionim studijama je pokazano da stepen acetilovanja i stepen neutralizacije -
NHs" grupa (o) imaju najveéi uticaj na pK vrednost slobodnih amino grupa. Za stepen acetilovanja
ispod 30% i za malu vrednost a, ponaSanje polimera je u skladu sa onim za relativno slabe katjonske
polielektrolite sa vaznom ulogom elektrostatickih interakcija u odnosu na gustinu naelektrisanja. Za
vecée vrednosti a, smanjenje gustine naelektrisanja je povezano sa poveé¢anjem hidrofobnih interakcija i
formiranjem vodoni¢nih veza §to doprinosi povecanju uticaja ovih parametara. Sa povecanjem Stepena
acetilovanja (> 50%), u opsegu niskog stepena disocijacije, favorizovano je formiranje hidrofobnih
interakcija. Sa povecanjem a, postepeno slabi hidratacija sistema 1 favorizuje se vezivanje vodoni¢nim
vezama Sto sigurno zamenjuje vazan deo hidrofobnih interakcija. Stoga, stepen acetilovanja i o imaju
veliki uticaj na dimenzije lanca i parametre interakcija polimer/rastvara¢ u odnosu na samoudruZivanje
polimernih lanaca koje dovodi do deplecije, agregacije i precipitacije**.

Jonska jacina takode uti¢e na rastvorljivost menjaju¢i pKg vrednost ili efektivnu gustinu naelektrisanja.
Uticaj jonske jacine na rastvorljivost hitozana jasno je ilustrovan talozenjem hitozana u obliku soli, npr.
hlorovodoni¢nom kiselinom pri pH<2, usled zaklanjanja naelektrisanja na polimernim lancima
prouzrokovanog visokom koncentracijom protona (>10°M) i samim polielektrolitom'®. Takode,
dodatak molekula soli sprecava odbojne interakcije izmedu polimernih lanaca $to omogucava da lanci
dodu na kra¢e medusobno rastojanje. Sto je blizi kontakt izmedu lanaca to je izvesnije formiranje
intermolekulskih vodoni¢nih veza koje efektivno oteZavaju pokretljivost lanaca u rastvoru $to se ogleda
kroz porast viskoznosti'*®

Interakcije koje obuhvataju vodoni¢ne veze, Van der Waals-ove i hidrofobne interakcije su veoma
znacajne 1 U situacijama kada molekulski lanci hitozana dodu u kontakt sa hemijskim jedinjenjima sa
kojima su ove interakcije moguée™®. S obzirom da je identifikacija i kvantifikacija ovih interakcija
izuzetno teSka i kompleksa, posebno imajuc¢i u vidu da u mnogim slucajevima ove interakcije ne
iskljuuju jedna drugu, ovoj problematici do sada nije bilo posve¢eno mnogo istrazivanja.***

S obzirom da je hitozan polielektrolit, tacnije polikatjon, ima sposobnost formiranja
polianjon/polikatjon (PA/PK) kompleksa u kiseloj sredini***. Interakcije polianjona i polikatjona zavise
od gustine naelektrisanja polimera i pKo vrednosti naelektrisanih funkcionalnih grupa koja ucestvuju u
interakciji. Predstavljajuéi hitozan preko —NHs" grupa, optimalni uslovi za formiranje PA/PK
kompleksa mogu se Sematski prikazati pomocu jednacine (3), pri ¢emu se i ostale dve reakcije
(jednacine 4 i 5) moraju uzeti u obzir:

—P~K* 4+ —NHfA™ & —PNH; + K*A~ (3)
gde su:
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K*i A~ suprotni joni polianjona odnosno polikatjona™.
—PNH; + H* & —PH + —NH$ (4)
PNH; + OH™ & —P~ + —NH, + H,0 (5)

Iz prikazanih jednacina jasno je da je formiranje kompleksa maksimalno u slucaju maksimalne gustine
naelektrisanja, a potpuno formiranje kompleksa postiZze se neutralizacijom ukupne koli¢ine negativnog
naelektrisanja istom koli¢inom protonovanih amino grupa, sto je praceno oslobadanjem stehiometrijske
koli¢ine KA soli, jednacina (3). Formirani polielekrolitni kompleks je neutralan i nerastvoran u vodi‘*,

Stabilnost polielektrolitnog kompleksa, kao i njegovo formiranje, u velikoj meri zavisi od pH vrednosti
sredine u kojoj se nalazi. Kada je pH > pKa hitozana dolazi do nagle destabilizacije kompleksa, usled
deprotonovanja NH; grupa, a time i slabljenja interakcije izmedu dva polimera. 1z ovoga se moze
zakljuciti da je polielektrolitni kompleks izuzetno pH osetljiv, tj. njegova stabilnost zavisi od pKg
vrednosti anjonskih i katjonskih mesta'*’. S tim u vezi, polielektrolitni kompleks se lako raspada sa
snizenjem pH vrednosti kada anjonska mesta poti¢u od slabih kiselina, dok je stabilan za sve vrednosti
pH < 6,5 kada anjonska mesta poti¢u od jakih kiselina™*.

Vecdina istrazivanih polielektrolitnin kompleksa hitozana formirana je sa drugim polisaharidima i naSla
je Sirok spektar primena®*. Polielektrolitni kompleksi hitozana formirani sa DNA do sada su uglavnom
primenjeni u farmaciji'¥’, dok su kompleksi formirani sa polianjonima uglavnom primenjeni kao
biosenzori, u inZenjerstvu tkiva, za pre¢is¢avanje voda i kao nosaci lekova®®,

Vazno je ista¢i da hitozan, kao primarni amin, moze da formira Shiff-ove baze sa aldehidima i
ketonima. Sifova baza je azotni analog aldehida ili ketona u kome je C=0 grupa zamenjena sa C=N-R
grupom, a obi¢no se formira kondenzacijom aldehida ili ketona sa primarnim aminom, kao Sto je
Sematski prikazano na Slici 24.

R R’
R—NH, + {]:< —— = R—N + H,0
i

RH
1° amin aldehid ili keton Schiff-ova baza
RI
@
protonovana Schiff-ova baza H-—H
Rﬂ

Slika 24.0snovna $ema formiranja Schiff-ove baze'*°
Na kraju treba naglasiti da sli¢nosti izmedu hemijske i molekulske strukture celuloze i hitozana
omogucava visok afinitet izmedu ova dva polimera. Intermolekulske interakcije izmedu celuloze i

hitozana zasnivaju se na uspostavljanju vodoni¢nih veza i dejstvu Van der Waals-ovih sila" *.
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Karboksilne i aldehidne grupe uvedene u celulozu doprinose intenzivnijem i irevezibilnijem vezivanju
izmedu celuloze i hitozana® *°. Karboksilne grupe celuloze mogu obezbediti jonske veze izmedu njih i
hitozana kao adsorbenta, dok su aldehidne grupe najprikladnije za kovalentno vezivanje hitozana
formiranjem Schiff-ove baze *.

3.3. Bioloska svojstva hitozana

Hitozan je biokompatibilan i biodegradabilan polimer u ¢ijoj razgradnji u organizmu ucéestvuju enzimi
poput lizozima, di-N-acetilhitobiaze, N-acetil-B-D-glukozaminidaze i hitiotrizidaze. Brzina degradacije
hitozana u organizmu smanjuje se sa porastom stepena njegovog deacetilovanja. Degradacijom
hitozana nastaju netoksi¢ni oligosaharidni produkti koji dalje mogu da ucestvuju u odredenim

metabolickim procesima organizma ili da se iz njega izlu¢e preko bubrega™".

Smatra se netoksi¢nim polimerom sa smrtonosnom dozom (LDso)>16 g-kg™ telesne mase mi$a nakon
peroralnog unosenja, §to je, veéa vrednost ¢ak i u odnosu na saharozu™'. Toksikolo$ka ispitivanja
pokazala su da toksi¢nost hitozana zavisi od puta primene. Nakon subkutane primene prvi znaci
citotoksi¢nosti kod ze¢eva i pasa javljaju se nakon primene doza u opsegu 5-50 mg-kg™ dnevno, dok se
nakon oralne primene prvi klinicki znaci trovanja kod miSeva i pacova javljaju tek nakon unosenja 5-15
g-kg™ dnevno. Kod zdravih dobrovoljaca peroralno uno$enje dnevne doze hitozana od 6,75 g nije
dovelo do vidljivih znakova intoksikacije. Primena hitozana na kozi ne izaziva iritaciju, ¢ak ni ukoliko
je ostecena, niti alergijske reakcije'”. Ameritka agencija za hranu i lekove (FDA) odobrila je primenu
dodataka ishrani i medicinskih sredstva na bazi hitozana namenjenih za ubrzano zarastanje rana. Od
2002. godine so hitozana, hitozan-hidrohlorid u zemljama Evropske unije ima farmakopejski status,
iako sam hitozan joS uvek nema dodeljen GRAS (generalno prihvatljivi kao bezbedni) status. Imajuéi u
vidu da njegova strukturna raznolikost razli¢ito utice na njegovu biodistribuciju, in vivo i in vitro
toksicnost, sve su ucestaliji zahtevi da studije toksi¢nosti prate detaljni podaci o strukturi hitozana na
koji se odnose®®2.

Jedan od glavnih razloga za komercijalizaciju hitozana na globalnom trZistu je njegovo
hipoholesteremi¢no svojstvo, koje je prvi put potvrdeno 1993. godine™:. Hipoholesterolemi¢no
delovanje hitozana objasnjeno je preko nekoliko mehanizama, od kojih je najznacajniji medu njima
zasnovan na interakcijama hitozana sa zu¢nim kiselinama i spontanom formiranju nerastvornih soli

koje se hidrofobnim interakcijima vezuju za holesterol i lipide ¢ime se oteZava njihovo varenje'*,

Veoma vazno biolosko svojstvo hitozana je i mukoadhezivnost, tj. sposobnost vezivanja za bioloske
membrane prekrivene mukusom. Zahvaljujuéi polikatjonskoj prirodi, hitozan je u kiseloj sredini (npr.
zeludac) pozitivno naelektrisan i stupa u interakciju sa negativno naelektrisanim mukoznim
membranama™*. He i sar." prou¢ili su interakciju izmedu mucina i hitozana pre vi$e od dve decenije.
Izrazenu interakciju izmedu pozitivno naelektrisanog hitozana i negativno naelektrisane sijalinske
kiseline pokazali Dhavan i sar.'*®. Sa porastom stepena deacetilovanja raste i broj slobodnih NH, grupa
¢ijim protonovanjem se poboljSava mukoadhezivnosti hitozana. Takode, sa povecanjem molekulske
mase poboljSava se mukoadhezivnost, sto se objasnjava Cinjenicom da hitozani ve¢e molekulske mase
formiraju viskoznije rastvore koji usled bolje adhezije na sluzokozu imaju duZe vreme zadrzavanja'>*.

Hemostati¢no delovanje hitozana zasniva se na njegovoj sposobnosti da ostvari interakcije sa negativno

naelektrisanim trombocitima i eritrocitima, to rezultira formiranjem krvnog ugruska™’. Medutim,

zbog slabe rastvorljivosti, hitozan nije najprikladnije sredstvo za terapiju rana koje obilno krvare. 1z tog
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razloga tj. kako bi se proSirilo polje njegove klinicke primene, hitozan se cesto upotrebljava u
kombinaciji sa nekim drugim hemostati¢kim supstancama ili se hemijski modifikuje*®®. Protonovane
amino grupe hitozana mogu da stupe u elektrostaticke interakcije sa anjonima prisutnim na povrsini
crvenih krvnih zrnaca Sto dovodi do intenzivne agregacije crvenih krvnih zrnaca oko rane pri ¢emu se
formiraju krvni ugrusci koji brzo zaustavljaju krvarenje™. Stoga, jasno je da stepen protonovanja
amino grupa hitozana ima vaznu ulogu u njegovoj adsorpciji na crvena krvna zrnca. Studije su
pokazale da je sposobnost hitozana da pokrene koagulaciju povezana sa stepenom deacetilovanja, ali i
da zavisi od broja protonovanih amino grupa*® ***. Sagnella i sar.*®* pokazali su da neutralisanje
pozitivnog naelektrisanja hitozana rezultira smanjenjem broja adhezovanih i agregiranih trombocita
kao i da nema znacajnog efekta na aktivaciju koagulacije, $to ukazuje da je neophodna velika gustina
pozitivnog naelektrisanja u hitozanu kako bi se izazvalo povecéanje adhezije | agregacije trombocita.
Neka istraZivanja pokazala su da hitozan moze pojacati aktivaciju trombocita i ubrzati adheziju i
agregaciju trombocita'®®. Fischer i sar."®* ustanovili su da hitozan ima niz biohemijskih reakcija in vivo
sa uglavnom svim proteinima plazme i nekim vaznim koagulacionim faktorima krvi, Sto dodatno utice
na poboljSano stvaranje krvnih ugrusaka. S obzirom na molekulsku strukturu, hitozan moze lako da
formira mrezne strukture i da na taj na¢in dode do poboljsanja ngegovih interakcija sa komponentama
krvi odnosno do intenzivnog zgrusavanja krvi. Dovling i sar.*® predloZili su geliraju¢i hemostatski
mehanizam baziran na samoorganizovanju molekula hidrofobno modifikovanog hitozana (HM-CS) sa
¢elijama krvi. Nakon sto hidrofobni HM-CS stupe u kontakt sa ¢elijama krvi, dolazi do njihovog
vezivanja za hidrofobna mesta membrana celija krvi usled hidrofobnih interakcija i formiranja
trodimenzionalne mreze gela koja potencijalno moze zaustaviti krvarenje.

Utvrdeno je da hitozan poseduje Sirok spektar antimikrobnog delovanja prema gljivicama, Gram-
pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama, ali tatni mehanizmi antimikrobnog dejstva hitozana nisu
joS uvek u potpunosti razjasnjeni. Najprihvacenija hipoteza se zasniva na remecéenju celijske
membrane/Celijskog zida mikroorganizama usled interakcija izmedu pozitivno naelektrisanog hitozana
i negativno naelektrisane membrane mikroorganizama*®.

Opste prihvaceni mehanizmi antimikrobnog delovanja hitozana zasnivaju se na:

remecenju ¢elijske membrane/¢elijskog zida,

interakcijama sa DNA mikroorganizama,

helaciji nutrijena neophodnih za opstanak mikroorganizama, i
formiranju gustog polimernog filma na povrsini mikroorganizama'®’.

Protonovane amino grupe hitozana imaju klju¢nu ulogu u remecenjenju ¢elijske membrane/éelijskog
zida mikroorganizama'®®. Kada je pH vrednost okoline hitozana niza od njegove pK, vrednosti, amino
grupe se protonuju dajuéi hitozanu pozitivno naelektrisanje. Celijski zid Gram-pozitivnih bakterija je
negativno naelektrisan usled prisustva teihoinske kiseline koja se nalazi u tankom peptidoglikanskom
sloju, dok je ¢elijski zid Gram-negativnih bakterija izuzetno negativno naelektrisan usled prisustva
lipopolisaharida koji se nalaze u spoljasnjem sloju membrane. Takode, i u slucaju gljivica ¢elijski zid
sadrzi komponente koje ga Cine negativno naelektrisanim™®. Elektrostaticke interakcije izmedu
pozitivno naelektrisanih molekula hitozana i negativno naelektrisanih komponenata celijskog zida
mikroorganizama mogu dovesti do blokiranja intra/ekstracelularne razmene ili ¢ak do pucanja ¢elijskog
zida i, na kraju, curenja citoplazmatskog sadrzaja'®®. Fu i sar.}™ su pokazali da teihoinske kiseline koje
se nalaze u ¢elijskom zidu S.aureus ostvaruju interakcije sa derivatima hitozana i tako inhibiraju rast
bakterija, u nekim slu¢ajevima &ak i do skoro 100%. Li i sar.*"* su upotrebom elektronske mikroskopije
zabeleZili oStecenja celijske membrane i curenje citoplazmatskog sadrZaja E.coli u prisustvu hitozana.
Interakcije hitozana sa DNA mikroorganizama posebno se odnose na hitozane niske molekulske mase.
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Proizvodi hidrolize hitozana niske molekulske mogu da uspostave interakcije sa DNA
mikroorganizama $to utice na sintezu proteina i inhibiciju MRNA mikroorganizama'?®. Ovaj
mehanizam antimikrobnog delovanja hitozana potvrdili su Liu i sar.!” prema E.coli, a Sebti i sar.'"”
prema Aspergillus niger. Helacija nutrijenata neophodnih za opstanak mikroorganizama zasnovana je
na sposobnosti kompleksiranja hitozana sa jonima metala*’. Komponente éelijskog zida kako Gram-
pozitivnih tako i Gram-negativnih bakterija privlate dvovalentne jone metala koji su neophodni za
njihov opstanak. Fosfatne grupe teihoinske kiseline koja se nalazi u peptidoglikanskom sloju Gram-
pozitivnih bakterija posebno privlace jone Mg?* i Ca* koji ugestvuju u odrzavanju enzimskih funkcija i
integriteta membrana. Lipopolisaharidi, komponente spoljasnjeg sloja membrane Gram-negativnih
bakterija, usled negativnog naelektrisanja takode imaju jak afinitet prema dvovalentnim jonima
metala’®. S tim u vezi, hitozan heliranjem jona metala i nutrijena koji su neophodni za rast
mikrooorganizama negativno uti¢e na njihov opstanak'™®. Formiranje gustog polimernog filma na
povrSini mikrooorganizama karakeristi¢no je za hitozane visoke molekulske mase koji mogu da se
deponuju na povrsini mikroorganizama i na taj nacin sprece unos hranljivinh materija i kiseonika u njih,
$to posebno negativno uti¢e na opstanak aerobnih bakterija*®’. Deponovanje hitozana na spolja$nju
membranu E.coli zabeleZili su Helander i sar.'” primenom elektronske mikroskopije.

Hitozan pokazuje i lokalno analgeticko delovanje, $to se objaSnjava njegovom baznom prirodom i
sposobnos¢u da vezuje protone koji se oslobadaju u podru¢jima zahvacenim inflamatornim
procesima’’®. S obzirom na lokalni analgeti¢ki, umirujuéi i efekat hladenja nakon primene hitozana na
kozu zahvacenu ulceracijama, opekotinama i mehani¢kim ostecenjima, hitozan je nasao Siroku primenu
u terapiji rana'’’.

Takode, hitozan i njegovi derivati pokazuju antitumorsko delovanje koje je ispitivano kako in vivo tako
i in vitro metodama'’® *"* ¥ Antitumorsko delovanje hitozana generalno je povezano sa njegovim
uticajem na normalno funkcionisanje celijskog ciklusa, kljuéne elemente bioloskih sistema (poput
DNA i RNA) koji u€estvuju u sintezi proteina ili enzima i hormonske procese biosinteze koji inhibiraju
rast ¢elija tumora'™®,

Poslednjih godina mnogo paznje posveéeno je i proucavanju antioksidativne aktivnosti hitozana i
njegovih derivata™” '*'. Hitozan ima sposobnost da aktivira antioksidanativne mehanizme u ljudskim
¢elijama koji sprecavaju oksidativni stres odgovoran za stvaranje reaktivnih kKiseoni¢nih vrsta (ROS) na
obolelim mestima u organizmu'®. Hitozan kao sredstvo za uklanjanje ROS ima svojstvenu
antioksidativnu aktivnost koja moze da spreci peroksidaciju i degradaciju ¢elijskih membrana, lipida,
proteina i genoma. Ova jedinstvena karakteristika rezultat je reakcija ROS sa slobodnim amino i
hidroksilnim grupama hitozana $to dovodi do povecanja stabilnosti ROS*™. Sun i sar."®* objavili su da
hitozan i njegovi derivati deluju kao donori vodonika za neutralisanje ROS. U novijim istrazivanjima
radeno je na modifikacijama hitozana sa poznatim ROS-responzivnim supstancama u cilju poboljSanja
njegove antioksidativne aktivnosti. Pu i sar.'®® pokazali su da hitozan u kombinaciji sa kurkumom, a
Wang i sar.'®® da hitozan u kombinaciji sa hijaluronskom kiselinom pokazije bolju antioksidativnu
aktivnosti u odnosu na ¢ist hitozan.

Imajuéi u vidu Sirok spektar navedenih bioloskih svojstava hitozana nije iznenadujuce da je naSao
primenu u brojnim komercijalno dostupnim medicinskim proizvodima za terapiju rana, najcesce u
obliku fibroznih i1 sunderastih materijala, hidrogelova, membrana i filmova (Tabela 1). Najvaznije
uloge hitozana kao bioaktivne supstance u medicinskim sredstvima za prevenciju i terapiju rana
ogledaju se u stimulaciji proliferacije ¢elija i obnavljanja tkiva, hemostatickom delovanju,
zaustavljanju krvarenja i blokiranju nervnih zavrSetaka ublazavajuéi osecaj bola. Hitozan se postepeno
razgraduje stvaraju¢i N-acetil-B-D-glukozamin koji stimuliSe proliferaciju fibroblasta, sintezu
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hijaluronske kiseline na mestu oste¢enja i pomaze u nakupljanju kolagena. Zahvaljuju¢i navedenim
svojstvima, hitozan ubrzava zarastanje rane i spreava pojavu 0Zi ljaka'*%.

Tabela 1. Pregled komercijalno dostupnih proizvoda za terapiju rana sa hitozanom/ derivatima
hitozana kao bioaktivnom supstancom®*? ¢/

Zasti¢eno ime proizvoda Proizvodad
Chitoderm® plus Trusetal
Opticell® Medline
ChitoGauze® PRO Tricol Biomedical

HemCon® Bandage PRO
Chitodine®

Celox™

ChitoFlex® Hemostatic dressing
ChitoPack® C

Tricol Biomedical

IMS

MedTrade

HemCon Medical Technologies
Eisai Co.

ChitoSeal® Abbott Vasdcular Devices
Clo-Sur® PAD Scion Cardio-Vascular
Axiostat® Axio

ExcelArrest® XT Hemostasis

PosiSep® Hemostasis

3.4. NanocCestice hitozana

Prema standardu ASTM E2456-06 nanocestice su definisane kao ultra-fine cestice sa najmanje jednom
dimenzijom u opsegu izmedu 1 i 100 nm*®. Medutim, u radovima se mogu pronaéi podaci gde se i
Cestice ve¢ih dimenzija Svrstavaju u nanocestice hitozana. Primera radi, ¢estice hitozana dimenzija od
334 nm u radu Nguyen i sar.*®’, 187 nm u radu Shambayati i sar.'®®, 600 nm u radu Madureira i sar'®°, i
800 nm u radu Paomephan i sar.®® nazvane su nanolesticama hitozana. Razlike u dimenzijama
dobijenih nanocestica hitozana generalno zavise od metode njihovog dobijanja, kao i molekulske mase
i stepena acetilovanja hitozana upotrebljenog za njihovo dobijanje*. Nano&estice hitozana mogu se
dobiti emulzifikacionim metodama, metodama samoudruZivanja, jonotropnim geliranjem, itd.
Jonotropno geliranje je jednostavna i ¢esto koris¢ena metoda koja se koristi za dobijanje nanocestica
hitozana. Bazira se na interakcijama makromolekula hitozana sa molekulima suprotnog naelektrisanja
kao Sto je natrijum-tripolifosfat (TPP). TPP se Cesto koristi za dobijanje nanocestice hitozana s obzirom
da je TPP netoksican, multivalentan i sposoban da stvara gelove jonskim interakcijama. Interakcije
makromolekula hitozana sa molekulima TPP mogu biti kontrolisane njihovom gustinom naelektrisanja
koja je zavisna od pH rastvora*®. Najnovija istrazivanja pokazala su da nanocestice hitozana pokazuju
odlicnu propustljivost, antimikrobna svojstva i imunoloSku modulaciju, pri ¢emu su istovremeno
netoksi¢ne za humane éelije'®, kao i pobolj$ana antimikrobna svojstva u poredenju sa hitozanom u
masi'®®. U poslednje vreme, zahvaljuju¢i nanometarskim dimenzijama, manje ili vi§e pravilnom
sfericnom obliku i velikom odnosu povrSine i zapremine, nanocestice hitozana privlace interesovanje
brojnih istrazivaca kao pogodni nosaci bioaktivnih supstanci i jedan su od najznacajnijih sistema za
kontrolisano otpustanje bioaktivnih supstanci*.
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Otpustanje inkorporirane bioaktivne supstance iz nanocestica hitozana je slozen proces koji moze da se
odvija preko: bubrenja polimera, difuzije inkorporirane bioaktivne supstance sa povrSine polimernog
matriksa, difuzije inkorporirane bioaktivne supstance kroz polimerni matriks, erozije ili degradacije
polimera i kombinacije erozije i razgradnje polimera, Slika 25.%.

Difuzija

Polimerni matriks g
Bubrenje

Erozija

Slika 25.Moguci mehanizmi otpustanja inkorporirane bioaktivne supstance difuzijom, bubrenjem i
erozijom polimernog (hitozan) matriksa**

Imaju¢i u vidu moguée mehanizme, kao i njihovo kombinovano odvijanje, jasno je da postizanje
kontrolisanog otpusStanja inkorporirane bioaktivne supstance sa/iz nanocestica hitozana predstavlja
veliki izazov'*. Osim za kontrolisano otpustanje, nosa&i na bazi nanocestica hitozana koriste se u cilju
postizanja zastite inkorporirane bioaktivne supstance od nepovoljnih uticaja okruzenja u in vivo
uslovima i poveéanja bioloske raspolozivosti zahvaljuju¢i mukoadhezivnosti hitozana, poboljSanju
transmukozne resorpcije*®*.

Medu najispitivanijim nosa¢ima na bazi nanocestica hitozana su alginat-hitozan, hitozan-tripolifosfat,
hitozan-genipinihitozan-glutaraldehid nanocestice. Ovi nosa¢i namenjeni su za razli¢ite puteve primene
poput per oralne, transdermalne, oftalmoloske, vaginalne, nazalne, bukalne/sublingvalne i parenteralne.
Brojna istrazivanja sprovedena su sa ciljem da se ispitaju moguénost i prednosti inkapsulacije
citotoksi¢nih lekova, antigena, gena, proteina i peptida u nanogestice na bazi hitozana®®% % 1%,

Nanocestice hitozana naSle su primenu kao nosa¢i kurkume radi poboljSanja njene rastvorljivosti i
stabilnosti u gastrointestinalnom traktu'’. Postignuta je olakSana transmukozna resorpcija dva
hidrofobna leka, triklozana i furosemida, njihovim inkorporiranjem u nanodestice hitozana'®®. Heparin
niske molekulske mase inkorporiran je u nanocestice hitozana ¢ime je poboljSana njegova oralna
adsorpcija i relativna bioloSka raspoloZivost, u poredenju sa rastvorom heparina niske molekulske
mase’®. U oblasti onkologije, nanogestice hitozana privlate veliku paZnju kao nosaéi lekovitih
supstanci radi poboljSanog targetiranja tumora, sposobnosti inkorporiranja razlic¢itih hidrofobnih
lekova, kao i kontrolisanog otpustanja lekovite supstance’®® *°'. Nano&estice na bazi hitozana i

heparina pokazale su se kao pogodni nosaéi za poboljSano otpustanje oligonukleotida u epitelne
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éelije’®. Rezultati ispitivanja genetske imunizacije upotrebom nanogestica hitozana sa inkorporiranim
plazmidom DNK, su pokazali merljive i kvantitativne nivoe ekspresije gena i znaajnog titra
antigena®®. Istrazivan je i potencijal upotrebe nanogestica hitozana kao nosa¢a antigena. Nanodestice
hitozana pokazale su se kao stabilne nakon inkorporiranja sa rekombinantnim povrSinskim antigenima
hepatitisa B, sposobne za efikasno povezivanje sa pomenutim antigenom (60%), pogodne za
zadrZavanje njegovog epitopa netaknutim i njegovo kontrolisano otpustanje®®*. Uspesno su formulisane
i nanocestice hitozana za oralnu primenu insulina koje su pokazale pobolj$anu interakciju sa crevnim
epitelom, adsorpciju, in vitro i in vivo, kao i prihvatljivu biolosku raspoloZivost insulina®®.

U novije vreme nanocestice hitozana pronasle su primenu i u oblasti terapije rana. Nanocestice
hitozana sa inkorporiranim insulinom naslojene su na tekstilni material dobijen elekroispredanjem poli
(e-kaprolaktama) i kolagena. Posle 14 dana primene dobijene obloge postignuto je skoro potpuno
zarastanje rane, dok je primenom sterilne gaze postignuto oko 45% smanjenja veliine rane*®®.
Nanocestice hitozana sa inkorporiranim srebro-sulfadiazinom naslojene su na gazu kako bi se dobila
obloga sa kontrolisanim otpuStanjem srebro-sulfadiazina za terapiju opekotina u cilju sprecavanja
njihovog inficiranja. Dobijena obloga za ranu pokazala se kao efikasna u inhibiciji rasta Bacillus
subtilis, S.aureus, E.coli, P.aeruginosa i C.albicans®®”. Nanodestice hitozana sa inkorporiranim
srebrom naslojene su na poliestarsku tkaninu, tako dobijena obloga za rane pokazala je antibakterijsko
delovanje prema S.aureus®®. Nanodestice na bazi hitozana i lecitina sa inkorporiranim melatoninom u
obliku suspenzija dobijene su sa ciljem poboljSanja epitelizacije rana, a rezultati in vitro ispitivanja
pokazali su da se primenom ove suspenzije postize pobolj$ana epitelizacija rana’®. Pobolj3ana
regeneracija dijabetskih rana postignuta je primenom nanocestica hitozana i kurkume inkorporiranih u
porozni nosa¢ na bazi kolegena; in vivo ispitivanja su pokazala da se rana kontrahuje znatno brze od
rana tretiranih kontrolnim i placebo poroznim nosa¢ima®®. Takode, za terapiju dijabetskih rana
formulisane su i nanoCestice na bazi hitozana i esencijalnog ulja Homalomena pineodora koje su
pokazale odlicna antimikrobna svojstva prema Bacillus cereus, B.subtilis, S.aureus, meticilin
rezistentnoj S.aureus, E.coli, Proteus mirabilis, Yersinia sp., K.pneumoniae, Shigella boydii,
Salmonella typhimurium, Acientobacter anitratus, P.aeruginosa, C.albicans i Candida utilis®**, dok su
se nanocCestice hitozana sa inkorporiranom kurkukom, takode, pokazale kao odli¢ne u sprecavanju
formiranja mono- i polimikrobnog biofilma C.albicans i S.aureus®?. Nanolestice hitozana sa
inkorporiranom elaginskom kiselinom dobijene su sa ciljem primene u zaustavljanju krvarenja rana. U
odnosu na samu elaginsku Kiselinu, primenom ovih nanocestica smanjeno je vreme koagulacije za 34%
i vreme razgradnje ugruska za 16,4% ***,

S obzirom da su u ovoj doktorskoj disertaciji sintentizovane nanocestice hitozana sa inkorporiranim
jonima cinka radi funkcionalizacije celuloznih filmova i tkanina, a u cilju dobijanja materijala za
prevenciju i terapiju rana, u narednom poglavlju ¢e biti posveéena paznja najznaéajnijim literaturnim
podacima o potencijalu primene cinka i njegovih kompleksa sa hitozanom u prevenciji i terapiji rana.

3.5. Potencijal cinka i njegovih kompleksa sa hitozanom u prevenciji i terapiji
rana

Joni metala ¢ine esencijalne komponente bioloskih sistema. Njihova uloga u bioloSkim sistemima
ogleda se u ucestvovanju u formiranju aktivnog mesta i stabilizaciji strukture enzima, regulaciji genske
ekspresije, aktiviranju signalnih puteva u ¢eliji kao i odrZavanju osmotskog i vodnog balansa
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organizma. Smatra se da je prisustvo metalnog kofaktora neophodno za normalno funkcionisanje

tre¢ine svih do sada poznatih vrsta proteina®.

Uloga jona metala u normalnim i patoloskim fizioloSkim procesima, ukazala je na njihovu potencijalnu
primenu za raznovrsne terapeutske svrhe?® 216217, 218,219

Cink na biohemijskom nivou deluje kao strukturna, kataliticka i1 regulatorna komponenta. Specificna
hemijska struktura cinka pruza mu Sirok spektar bioloskih svojstava. Kada se nalazi u formi jona
(Zn*"), usled popunjene d-orbitale stabilan je u bioloskim sistemima i ne udestvuje u oksido-
redukcionim procesima, zbog ¢ega ne dovodi do formiranja slobodnih radikala odnosno oksidativnog
stresa. Na nivou celog organizma, cink je neophodan za njegov rast. Pored toga, neophodan je i za
razvoj i funkcionisanje nervnog, imunog i reproduktivnog sistema, kao i odrzavanje antioksidativnih
sistema. Nedostatak cinka primarno se manifestuje kroz inhibiciju rasta i oteZzano funkcionisanje
visokoproliferativnih tkiva?'* 2%

Cink je posebno vazan za kozu. Koza sadrzi relativno visok sadrzaj cinka (oko 5% telesnog sadrzaja),
posebno u epidermisu (50-70 pg/g suve mase). Zbog njegovog velikog sadrZaja u epidermisu, blagi
nedostatak cinka dovodi do promena na kozi (suva i gruba koza) i do produzetka vremena potrebnog za
zarastanje rana**®. Kao fizioloki odgovor organizma, u ranama dolazi do promene koncentracije cinka
sa vremenom. Utvrdeno je da tokom prva 24 h dolazi do porasta od 20% u odnosu na normalne
fizioloSke vrednosti. Nakon toga, u fazi granulacije i intenzivne proliferacije epitelnih ¢elija, porast se
nastavlja do dodatnih 30%. U kasnijim fazama zarastanja rana (10.-21. dan), usled smanjene deobe
¢elija i maturacije oZiljaka, dolazi do postepenog pada i vracanje na normalne vrednosti*®. Lokalno
povecanje koncentracije cinka u ranama uti¢e na zaustavljanje krvarenja, uklanjanje mikroorganizama,
zatvaranje rane, remodelovanje tkiva i restauraciju normalne morfologije i funkcije koze?'*.
Suplementacija cinkom pokazala se kao korisna kod teskih povreda koZe izazvanih opekotinama* %2,

potkoZnih apscesa, manjih operacija®®® i dekubitusa®* %,

Dobro je poznato da je oksidativno oStecenje glavni uzrok povreda tkiva, a da redoks regulacija igra
vaznu ulogu u sanaciji rana®®®. S tim u vezi, od posebnog znacaja je uloga cinka u zatiti biomolekula
od oksidativnog stresa s obzirom da:

e cink predstavlja strukturnu komponentu enzima koji su direktno uklju¢eni u uklanjanje
kiseoni¢nih slobodnih radikala,

e cink indukuje sintezu metalotioneina koji inaktiviraju slobodne radikale i reguliSu nivo teskih
metala i

e se vezivanjem cinka za tiolne grupe strukturnih ili regulatornih proteina obezbeduje njihova

zadtita od oksidativnog dejstva®’.

Pored oksidativnog oStecenja, infekcije rana su jedan od najvecih problema u njihovoj terapiji i mogu
dovesti do niza komplikacija?®®. lako predstavljaju esencijalni element za mikroorganizme, pri
superfiziolodkim koncentracijama, joni cinka deluju kao snazan antimikrobni agens®”. Postoje dva
mehanizma antimikrobnog dejstva jona cinka: 1) generisanjem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) i
deplecijom antioksidanata i 2) naruavanjem Fe-S klastera enzima®**.

U prvom slucaju, ukoliko je pristutan u visku, iako ne spada u redoks aktivne metale i stabilan je u
bioloskim uslovima, cink moze dovesti do indirektnog posredovanja u oksidativnom stresu odnosno
generisanju slobodnih radikala. Kod aerobnih organizama, kao sporedni produkti respiracije nastaju
vodonik-peroksid (H,0>) i superoksidni anjon (O3"). U procesu koji je oznac¢en kao Fentonova reakcija
(jednacina (6)), nastali H,O, moZe dalje da oksiduje redoks aktivne metale pri ¢emu nastaju hidroksilni
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anjon (OH) i izuzetno reaktivni hidroksil radikal (OH’). Nastali OH" napada biomolekule pri ¢emu
dolazi do nastanka i propagacije novih radikala i daljeg oksidativnog ostecenja biomolekula. U
narednom koraku oksidovani metal reaguje sa O;’, pri ¢emu se redukuje i regenerise (jednacina (7)).
Zbirna reakcija nastanka reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, polaze¢i od sporednih produkata reaspiracije, u
kojoj prelazni redoks aktivni metali deluju kao katalizatori, poznata je pod nazivom Haber-Weiss-ova

reakcija (jednaina (8)) %,

Fe?*+H,0,—Fe* +OH+OH’ (6)
F63++Oz_—> F62++02 (7)
0, +H,0,— 02++OH-+OH- (8)

Nastali slobodni radikali se neutraliSu ¢elijskim antioksidativnim sistemima koji ih redukuju, a redoks
aktivni metali se vezuju u helatne komplekse i prevode u neaktivan oblik®*,

U drugom slucaju, pri visokim koncentracijama, Zn(ll) reaguje sa enzimima koji sadrze Fe-S grupu u
katalitickom centru, istiskuju Fe(II) i koordinativno se vezuju za sumpor, naruSavajuc¢i njihovu
aktivnost. Ovi enzimi su, najceS¢e, evolutivno konzervirani i ucestvuju u katalizi esencijalnih
metaboli¢kih puteva. U Fentonovu reakciju mogu uci istisnuti Fe(ll) pa oste¢enje Fe-S katalitiCkog
centra cinkom moZe indirektno dovesti i do generisanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta®™.

Topikalna primena cinka u formi cink-sulfata (ZnSO,), obi¢no optimalne koncentracije od 3%, Siroko
se koristi u terapiji rana zbog svog antioksidativnog dejstva®®’. Druge forme u kojima se &esto
primenjuje cink ukljuéuju 1% cink-hlorid (ZnCl,) i cink-oksid (ZnO) koji je gotovo nerastvorljiv u
vodi, pri ¢emu ZnO obezbeduje dugotrajno snabdevanje rane cinkom i pojac¢ava njegovu lekovitu
sposobnost. Pored toga, ZnO povecava degradaciju kolagena kod nekroti¢nih rana®!. Aksoy i sar.* su
u in vivo istrazivanju na modelu opekotina kod zeCeva pokazali da topikalna primena ZnO na mestu
ostecenja koze, ubrzava proces kontrakcije i zarastanja rana. Emri i sar.?® su utvrdili da tretman zn(11)
dovodi do intenzivne proliferacije humanih keratinocita u kulturi, a Agren?®! povecéane aktivnosti
metaloproteinaza matriksa u in vitro modelu nekroticnog tkiva. Attia i sar.** sproveli su studiju na
pacijentima sa nekomplikovanim ranama i pokazali da se grupama pacijenata Cije su rane tretirane sa
teCnostima koje sadrZe cink znacajno poboljsalo zarastanje rana u odnosu na grupu pacijenta Cije su
rane tretirane sa fizioloskim rastvorom.

Kao i u slucaju hitozana, potencijal cinka u terapiji rana iskoris¢en je u medicinske svrhe razvijanjem
niza proizvoda. U Tabeli 2. prikazan je pregled nekih komercijalno dostupnih proizvoda za terapiju
rana sa cinkom kao bioaktivnom supstancom.
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Tabela 2. Pregled komercijalno dostupnih proizvoda za terapiju rana sa cinkom kao bioaktivnom

supstancom®® 214
Zasticeno ime proizvoda Proizvoda¢
Mezinc® Abigo Medical
Gelocast™ Smith&Nephew
Viscopaste™ Smith&Nephew
Steripaste® MélInlycke
Varolast Hartmann
Dermagran® Derma Sciences
Calaband® Molnlycke Health Care
Trionic Johnson&Johnson

Bioaktivna svojstva kompleksa hitozana i cinka do sada nisu masovno proucavana, pri ¢emu su
sprovedene studije uglavnom bazirane na proucavanju njihove antimikrobne aktivnosti. Utvrdeno je da
kompleksi hitozana i cinka mogu imati izuzetnu antimikrobnu aktivnost. Wang i sar.”** ispitivali su
antimikrobnu aktivnost kompleksa hitozana i cinka na 11 razli¢itih vrsta bakterija i 3 razliite vrste
gljivica i pokazali da kompleksi ispoljavaju Sirok spektar antimikrobnih aktivnosti, ¢ak do 2-8 i 4-16
puta vece od onih koje ispoljava sam hitozan ili cink-sulfat, respektivno. Pri tome, ispitivani kompleksi
pokazali su bolju antibakterijsku nego antifungalnu aktivnost. Prema podacima ovih autora, kompleksi
hitozana i cinka narocito su efikasni protiv E.coli i Corynebacterium. Oluwasina i sar.?*® prou¢avali su
i poredili antimikrobnu aktivnost karboksimetil hitozana i kompleksa karboksimetil hitozana i cinka. U
njihovom istrazivanju antibakterijska aktivnost kompleksa karboksimetil hitozana i cinka postignuta je
prema S.aureus, B.cereus, Pseudomonas siringae, P.aeruginosa i E.coli, dok je antibakterijska
aktivnost karboksimetil hitozana postignuta samo prema S.aureus. Antifungalna aktivnost postignuta je
kako u slucaju karboksimetil hitozana tako i kompleksa karboksimetil hitozana i cinka prema
Collectotrichum falcritum, Rhzoctonia solani, Colletotrihum lindematianum, i Trichhoderum rubrum,
pri cemu je kompleks karboksimetil hitozana i cinka pokazao veci intenzitet antifugalne aktivnosti.
Zhai i sar.”®" proucavali su antibakterijska svojstva prevlake cinka i prevlaka kompleksa cinka i
hitozana elektrodeponovanih na c¢elik. Prevlake cinka dobijene iz rastvora ZnSQO4, a previake
komplekasa cinka i hitozana dobijene su iz smeSe rastvora ZnSQO, i rastvora hitozana razli¢itih
koncentracija (0,2, 0,6 i 1 g-1I"). Poboljsana antibakterijska aktivnost prevlaka komplekasa cinka i
hitozana postignuta je prema E.coli, P.aeruginosa i Shevanella oneidensis, pri ¢emu su najbolji
rezultati postignuti u slucaju prevlake dobijene iz smeSe rastvora ZnSO, i rastvora hitozana
koncentracije 0,6 g-1"". Patale i sar.”® sintentizovali su kompleks O,N-karboksimetil hitozana i cinka i
kompleks hitozana i cinka, u obliku praha. U njihovoj studiji kompleks O,N-karboksimetil hitozana i
cinka pokazao je bolju antibakterijsku aktivnost prema S.aureus i E.coli u odnosu na kompleks
hitozana i cinka. Dobijeni rezultati objaSnjeni su boljom rastvorljivos¢u kompleksa O,N-karboksimetil
hitozana i cinka u vodenom rastvoru $to je omogucilo njihovu bolju difuziju i veéu koncentraciju na
mestu dejstva.
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4. Bioaktivni materijali na bazi celuloze i hitozana za prevenciju i
terapiju rana

Koza pokriva povrsinu tela i predstavlja najveéi organ koji je od izuzetnog znacaja za ceo organizam
infekcije koze i mekih tkiva dolazi ukoliko se narusi integritet i odbrambena funkcija koze. Rane
nastaju prekidom kontinuiteta povrSine koze i sluzokoZe pri ¢emu se stvara pogodna sredina za prodor
mikroorganizama i nastanak infekcije?*.

Prema istrazivanjima, patogena bakterija koja najceSce izaziva infekcije rana je S.aureus (28,2%).
Pored nje, Cesti uzro¢nici su i P.aeruginosa (25,2%), E.coli (7,8%), Staphylococcus epidermidis (7,1%)
i Enterococcus faecalis (5,6%)%.

Normalna mikroflora koZe ima moguénost sprecavanja kolonizacije patogenih bakterija. Medutim, pod
odredenim uticajima genetskih i faktora okoline i mikroorganizmi koji ¢ine normalnu mikrofloru koze
postaju patogeni i uzrokuju oportunisticke infekcije. Ve¢ina mikroorganizama normalne mikroflore
zivi u povrsinskim slojevima koze i na delovima folikula, ali postoje i oni koji su stanovnici dubljih
slojeva i predstavljaju rezervoar za rekolonizaciju nakon unistavanja povrsinskih bakterija pod uticajem
spoljasnih faktora. 2.

Imajuéi u vidu navedeno, medu savremenim bioaktivnim materijalima za prevenciju i terapiju rana
veliko interesovanje privlace oni sa antimikrobnim dejstvom tj. oni koji imaju sposobnost da
sprecavaju rast i razvoj patogenih mikroorganizama. Osnovni Kriterijumi pri njihovom dizajniranju su
kontrolisano i prolongirano otpustanje antimikrobne supstance, stabilnost na dejstvo inaktivirajucih
faktora, kao i jednostavna i laka primena®® 242,

Antimikrobno dejstvo podrazumeva negativan uticaj na vitalnost mikroorganizama. Stepen aktivnosti
bioaktivnih materijala sa antimikrobnim dejstvom odreden je terminom "cidno" koji podrazumeva
destrukciju mikroba i "staticno" koji podrazumeva inhibiciju rasta mikroba bez destrukcije. Da bi imali
zaStitnu namenu neophodno je da ovi materijali imaju biocidnu funkciju, naro€ito brzu i efikasnu
inaktivaciju mikroorganizama $irokog spektra dejstva’.

Danas su u upotrebi brojna jedinjenja sa razli¢itim antimikrobnim dejstvom. Izbor antimikrobnog
sredstva zavisi od krajnje upotrebe bioaktivnog materijala i patogena kojima su oni izlozeni. Medutim,
veliki problem u prevenciji i terapiji rana predstavlja pojava sve veceg broja multirezistentnih sojeva.
Jedan od razloga je nekritiCna i prekomerna upotreba antibiotika u lecenju razli¢itih infekcija. Osim
antimikrobnog dejstva koje podrazumeva sistemsku terapiju, izuzetno vaznu ulogu imaju i
antimikrobne supstance sa preventivnim dejstvom, koje spre¢avaju razmnozavanje bakterija i smanjuju
mogucénost da dode do infekcije, antiseptici. Zbog toga, alternativne i do sada manje koriS¢ene prirodne
supstance sa antimikrobnim dejstvom poput hitozana privlace sve veéu paznju’® **,

U izradi bioaktivnih materijala za prevenciju i terapiju rana, pored onih sa antimikrobnim, sve vece je
interesovanje i za one sa antioksidativnim dejstvom tj. one koji mogu zastititi ljudsko telo od slobodnih
radikala i usporiti napredak mnogih hroni¢nih bolesti primenom prirodnih antioksidanasa®. Smatra se
da je oksidativni stres, indukovan slobodnim radikalima, glavni uzro¢nik razli¢itih degenerativnih
bolesti, kao i normalnog procesa starenja. Slobodni radikali nastaju normalnim metabolickim

procesima ili iz egzogenih faktora i agenasa i mogu lako pokrenuti peroksidaciju membranskih lipida,
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§to dovodi do nakupljanja lipidnih peroksida i o$tecenja Sirokog spektra esencijalnih biomolekula®*®,

Zastititu ljudskog tela od slobodnih radikala i usporavanje napredka mnogih hroni¢nih bolesti
antioksidansi obezbeduju na tri razli¢ita nadina: sniZenjem energije slobodnih radikala, sprecavanja
njihovog nastajanja ili prekida lanc¢ane reakcije oksidacijeZ44.

Antioksidans je svaki molekul koji se sam oksiduje i na taj nacin §titi od oksidativnih ostecenja Celije i
tkiva u organizmu, pri ¢emu antioksidativna aktivnost podrazumeva neutralizaciju slobodnog radikala
predajom svog elektrona, ¢ime slobodni radikal postaje stabilan. Sematski prikaz neutralizacije
slobodnog radikala antioksidansom prikazan je na Slici 26. Na ovaj nacin antioksidans prekida lan¢anu
reakciju oksidacije, koja viSe ne predstavlja opasnost za Celije i tkiva. Kada antioksidans preda elektron
on istovremeno i sam postaje slobodni radikal. Medutim, antioksidans u ovom stanju ima sposobnost
da se prilagodi promeni broja elektrona §to mu omoguc¢ava da ne postane reaktivan i opasan po celije i
tkiva u organizmu®**,

ANTIOKSIDANS
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Slika 26. Sematski prikaz neutralizacije slobodnog radikala antioksidansom?**

Idealan materijal namenjen za terapiju rana trebalo bi da obezbedi: kontrolu vlaznosti okoline rane,
odli¢nu propustljivost gasova, uklanjanje viska eksudata, zastititu rane od infekcije i mikroorganizama,
smanjenje povrsinske nekroze rana, mehani¢ku zastitu, lako menjanje i uklanjanje, biokompatibilnost,
biorazgradivost, elasti¢nost i netoksi¢nost, uklanjanje bola u rani i ekonomsku prihvatljivost®*.

Razvoj bioaktivnih materijala napreduje zadivljujuéom brzinom poslednjih decenija, Sto je dovelo do
dizajniranja materijala visokih performansi koji mogu izazvati Zeljene i specifiéne reakcije cCelija i
tkiva®®. Trenutno u biomedicinskom inZenjerstvu vlada posebno interesovanje za bioaktivnim
materijalima na bazi biodegradabilnih polimera iz jednostavnog razloga Sto ih nije neophodno
naknadno uklanjati iz organizma. Razlazu se pod dejstvom enzima prisutnih u organizmu ili drugih
hemijskih jedinjenja u telesnim tecnostima. Njihove osnovne prednosti u odnosu na nebiodegradabilne
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polimere su pre svega Sto ne izazivaju reakciju organizma na strano telo i to Sto neki od njih imaju
sposobnost da regeneridu tkivo kroz interakciju sa imunoloskim ¢elijama?*® 247 248 249,

Prirodni polimeri su po pravilu biodegradabilni, a veliku primenu u biomedicini, kao savremeni
materijali za prevenciju i terapiju rana, nasli su celuloza i hitozan™> 12 132 160. 250

Celulozni tekstilni materijali tradicionalno se primenjuju u biomedicini, pre svega zbog
biokompatibilnosti, netoksi¢nosti i velike sposobnosti zadrzavanja vode'. Sterilna gaza koristi se za
apsorpciju eksudata rane. Medutim, njen veliki nedostatak ogleda se u potrebi njenog ¢estog menjanja
kako bi se izbegla maceracija zdravog tkiva®. Pored toga, sterilna gaza titi ranu od bakterija samo
dok ne postane vlazna zbog eksudata rane ili usled spoljasnjeg kvaSenja. Njeno prijanjanje za ranu i
uklanjanje izaziva traumu®*. Nedostaci gaze ogledaju se i u tome §to obezbeduje slabu zastitu rane od
spoljasnjih povreda i prljavstine i omoguc¢ava evaporaciju vlage dovodeci do dehidratacije rane. Treba
naglasiti da se tradicionalni materijali za terapiju rana mogu koristiti za neinficirane rane, zatim za

tretman suvih rana ili kao sekundarne obloge da apsorbuju eksudat rane®".

Biomedicinskim istrazivanjima potvrdeno je da hitozan i njegovi derivati poseduju Sirok spektar
bioloskih aktivnosti pogodnih za prevenciju i tretman rana pa nije iznenadujuce veliko interesovanje za
unapredenjem postojecih i razvojem novih tehnologizja za dobijanje bioloSki aktivnih proizvoda za
prevenciju i terapiju rana na bazi celuloze i hitozana> *.

Prvo istrazivanje o upotrebi hitozana za dobijanje bioaktivnog tekstilnog materijala sa antimikrobnim
svojstvima sprovedeno je 1998 godine kada su Kim i sar.”®* pokazali da je moguéa uspesna
funkcionalizacija pamuka sa hitozanom uz visoku antimikrobnu aktivnost dobijene tkanine prema
S.aureus. S obzirom da Stetni efekti na Celije ljudske koze nisu uoceni, funkcionalizacija tekstilnih
materijala sa hitozanom generalno je prihvaéena kao bezbedna®®> ** ', Od patogenih
mikroorganizama koZze, u dosadasnjim istrazivanjima masovno je proucavana antimikrobna aktivnost
tekstilnih materijala funkcionalizovanih hitozanom prema S.aureus, E.coli, i K.pneumonia®® 2% 260. 261

Kada su u pitanju vlakna, treba ista¢i da su u Japanu komercijalno dostupna dva kompozitna vlakna na
bazi celuloze i hitozana pod nazivom Chitopoly® odnosno celuloze i hitina pod nazivom Crabyon®.
Chitopoly® (Fuji Spinning Co.) ispoljava antimikrobna i dezodoriraju¢a svojstva. Dobija se mokrim
ispredanjem viskoze koja sadrzi mikroGestice hitozana srednje veliine ispod 5 pm. Crabyon®
(Ohmikenshi Co.) pored antimikrobnih i dezodoriraju¢ih svojstva ispoljava veliku sposobnost
adsorpcije metalnih jona. Dobija se mokrim ispredanjem smese rastvora hitina i rastvora viskoze?®.
Risti¢ i sar.®® istrazivali su adsorpciju molekula 1 nanocestica hitozana na viskozna vlakna pri
razli¢itim pH vrednostima. U okviru njihovog istrazivanja postignuta je antimikrobna aktivnost prema
S.aureus, C.albicans i E.coli.

U literaturi se moze naci dosta radova posvecenih funkcionalizaciji pamuc¢nih tkanina hitozanom, pri
¢emu su tako dobijeni materijali pokazivali razliCite nivoe antimikrobne aktivnosti i postojanosti na
pranje. Dhiman i Chakraborty®® funkcionalizovali su pamu¢nu tkaninu rastvorom hitozana
koncentracije 5 g-I"*. Antimikrobna aktivnost funkcionalizovanih tkanina je odredena pre i nakon
pranja. Dobijeni uzorci su pokazali antimikrobnu aktivnost prema S.aureus pre pranja, ali ne i prema
E.coli. Tavaria i sar.”® proucavali su antimikrobnu aktivnost pamuénih tkanina funkcionalizovanih
rastvorima hitozana razli¢itih koncentracija (0,1 i 1% wi/v) prema stafilokokama prisutnim na ljudskoj
kozi. Pored uticaja koncentracije, ispitivan je i uticaj molekulske mase rastvorenog hitozna. Dobijeni
uzorci su pokazali antimikrobnu aktivnost prema odredenim vrstama stafilokoka. Takode, uoceno je da
antibakterijska aktivnost zavisi od koncentracije upotrebljenog hitozana, dok njegova molekulska masa
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nije imala znaGajan uticaj. Do sliénog zakljudka su dosli Rahman Bhuiyan i sar.’®® koji su za
funkcionalizaciju pamu¢ne tkanine, takode, koristili rastvor hitozana razli¢itih koncentracija (0,25, 0,5,
1,0 1,5 % wl/v). Pre funkcionalizacije tkanina je modifikovana pranjem i beljenjem. Dobijeni rezultati
su pokazali da je, za razliku od nemodifikovane, modifikovana pamuéna tkanina pokazala
antimikrobnu aktivnost prema S.aureus i E.coli pri svim upotrebljenim koncentracijama rastvora
hitozana. Pored toga, uoceno je da je povecanje koncentracije rastvora hitozana doprinelo poboljSanju
antimikrobne aktivnosti funkcionalizovanih tkanina.

Sa druge strane Sadeghi-Kiakhani i sar.?®® su vezali hitozan za pamu¢nu tkaninu umreZavanjem.

Rezultati su pokazali veoma dobru antimikrobnu aktivnost prema S.aureus i E.coli. Pored toga, ova
procedura imobilizacije hitozana na celulozni supstrat se pokazala kao izuzetno postojana na pranje.

Lopes i sar.?®” su otisli korak dalje u in vivo eksperimentu na pacijentima sa atopijskim dermatitisom i
pokazali da je pidzama na bazi pamuka funkcionalizovanog hitozanom izmenila profil stafilokoka koze
povecanjem koagulaze negativnih stafilokoka uz istovremeno smanjenje koli¢ine S.aureus.

Fras Zemljic i sar.®® funkcionalizovali su viskozu sa 1% rastvorom hitozana razligitim metodama radi
njene potencijalne primene u formi tampona. Od 5 razli¢itih uzoraka, samo jedan je pokazao
antimikrobnu aktivnost prema S.aureus (79%), dok ni jedan nije prema E.coli. Takode, Fras Zemljic i
sar.?%® primenili su plazma tretman u cilju poboljsanja adsorpcije hitozana na viskoznu tkaninu. Uzorak
tretiran plazmom i naknadno impregniran sa 1% rastvorom hitozana tokom 24 h je pokazao
antimikrobnu aktivnost prema S.aureus, ali ne prema E.coli. U daljim istrazivanjima Fras Zemljic¢ i
sar.? proucavali su adsorpciju hitozana, nanodestica hitozana i nanoCestica hitozana sa inkorporiranim
jodom na nemodifikovanoj i oksidisanoj viskoznoj tkanini kako bi se postigla zadovoljavajuca
antimikrobna i antioksidativna svojstva. U cilju poboljSanja adsorpcije hitozana, nanocestica hitozana i
nanocestica hitozana sa inkorporiranim jodom na viskozu, viskozna tkanina je hemijski modifikovana
perjodatnom oksidacijom kako bi se uvele karboksilne i aldehidne grupe kao potencijalna vezujucéa
mesta za amino grupe hitozana. Oksidisana viskozna tkanina je pokazala povecan sadrzaj karboksilnih
(0,969 mmol-g™) i aldehidnih (0,0912 mmol-g™) grupa u poredenju sa nemodifikovanom (0,0902
mmol-g* COOH i 0,0090 mmol-g* CHO). Za oksidisane i neoksidisane uzorke funkcionalizovane
nanocesticama hitozana sa inkorporiranim jodom postignuta je zadovoljavajuca antimikrobna aktivnost
prema S.aureus, E.coli i C.albicans.

Ardila i sar.?®® dobili su netkane podloge na bazi hitozana i bakterijske nanoceluloze elektropredenjem
koriste¢i dva razli¢ita pristupa: (1) istovremenim ispredanjem rastvora hitozana i1 bakterijske
nanoceluloze upotrebom dva odvojena Sprica usmerena ka istom mestu i (2) koaksijalnim
elektropredenjem, gde su hitozan i bakterijska nanoceluloza istovremeno ispredani kroz jedinicu
sastavljenu od dve koncentriéne igle za proizvodnju strukture kora-jezgro. Podloge dobijene
koaksijalnim pristupom su pokazale snaznu antimikrobnu aktivnost od 99,9% prema E coli.

Odredeni broj istrazivaca fokusirao se na razvoj membrana na bazi celuloze i hitozana. Cao i sar.”™®
napravili su porozne kompozitne membrane sa sendvic¢ strukturom naslojavanjem povr$ine membrane
na bazi regenerisane celuloze sa hitozanom metodom izlivanja. Antimikrobna aktivnost kompozitnih
membrana potvrdena je merenjem precnika zone inhibicije. Sa povecanjem koli¢ine hitozana na
membrani, odgovarajuca zona inhibicije proSirena je prema S.aureus i E.coli. Na ovim membranama
ispitana je i adsorpcija govedeg serumskog albumina (BSA). Rezultati ukazuju na izrazenu sklonost ka
adsorpciji proteina iz krvi, sto moze predstavljati veliki problem pri njihovom kontaktu sa ranom. Na
povrsinu nenaslojene membrane adsorbovano je 101,75 mg-g™* BSA proteina, a na naslojene do 152,65
mg-g” BSA. Sa druge strane, Lin i sar.?”* dobili su membrane na bazi bakterijske celuloze i hitozana
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(BC/CS) uranjanjem bakterijske celuloze u rastvor hitozana i susenjem zamrzavanjem (liofilizacijom).
BC/CS membrane su pokazale znacajnu bakterijsku inhibiciju prema E.coli (99%) i S.aureus (99%).
Wu i sar.?’? su se, takode, bavili dobijanjem membrana na bazi celuloze i hitozana uz upotrebu
trifluorosiréetne kiseline kao korastvaraa. Smanjeno isparavanje vodene pare kroz membrane
celuloza/hitozan je dovelo do zakljucka da se one mogu koristiti kao materijal za previjanje koji
spreCava preterano isuSivanje rana. Takode, ove membrane su pokazale antimikrobnu aktivnost prema
E.coli i S.aureus.

Vikhoreva i sar.?”® su pokazali da hidrofilni filmovi na bazi celuloze i hitozana mogu biti novi

materijali za medicinske primene, posebno za tretman opekotina, transdermalnu terapiju i druge
primene. S obzirom na biokompatibilnost i visoku apsorpciju ovi filmovi bi se mogli koristiti kao
bioaktivni materijali sa antimikrobnim i dodatnim terapeutskim dejstvom. Savitskaya i sar.?”* su
ispitivali nanokompozitne filmove na bazi bakterijske celuloze i hitozana (BC/CS) dobijene uranjanjem
bakterijske celuloze sintetizovane od Komagataeibacter kilinus u 1% rastvor hitozana u siréetnoj
kiselini. Dobijeni BC/CS kompozit je pokazao znac¢ajnu bakterijsku inhibiciju prema S.aureus (99%) i

E.coli (98%).

S obzirom da hitozan (pK;=6,8) pokazuje antibakterijsku aktivnost samo u kiseloj sredini zbog njegove
lose rastvorljivosti iznad pH 6,5, Li i sar.?®? su proucavali dobijanje i svojstva filmova na bazi derivata
hitozana rastvornih u vodi, a koji se rastvaraju i u kiselim i u baznim fizioloskim uslovima tako da
predstavljaju potencijalne polikatjonske biocide. Filmovi na bazi O-karboksimetil hitozana (O-CMCYS)
i celuloze formirani su iz rastvora ova dva polimera u razli¢itim rastvara¢ima. Utvrdeno je da
antibakterijska aktivnost hitozana postaje mnogo ja¢a uvodenjem -CH,COOH na —OH grupe duz
molekulskog lanca hitozana tj. prevodenjem hitozana u O-CMCS. Osim toga, kako je O-CMCS
rastvorljiv u Sirokom opsegu pH vrednosti (od 3 do 11), on ima daleko Siru primenu kao antibakterijsko
sredstvo nego hitozan.

Za vec¢inu navedenih radova karakteristicno je da dobijeni materijali na bazi celuloze i hitozana,
nezavisno od oblika materijala (vlakna, tkanine, membrane, filmovi), pokazuju manju aktivnost ili
odsustvo aktivnosti prema Gram-negativnim bakterijama. Takode, postojanost na pranje je ili
nezadovoljavajuca ili nije bila ispitivana. Isti slucaj je i sa protein-odbijaju¢im i antioksidativnim
svojstvima, Sto su i razlozi zaSto je u okviru ove disertacije posebna paznja posveéena pobolj$anju i
karakterizaciji ovih svojstava.
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Il EKSPERIMENTALNI DEO



5. Eksperimentalni materijal

5.1. Celulozni supstrati

U ovoj doktorskoj disertaciji kao supstrati za dobijanje TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila
koris¢ena su pamucna vlakna, a za dobijanje bioaktivnih tkanina koriS¢ena je viskozna tkanina.
Osnovni parametri koris¢enih pamucnih vlakna i viskozne tkanine dati su u Tabelama 3. i 4.

Tabela 3. Osnovni parametri pamucnih vlakana

DuZina, mm SadrZaj vlage, % COOH grupe, mmol-g™ CHO grupe, mmol-g™

32-33 5,81 0,093 0,022

Tabela 4. Osnovni parametri viskozne tkanine

Vrsta Finoca prede, tex Gustina tkanine, dm™ Povrdinska Debljina,
prepletaja upravcu upravcu upravcu Upravcu masa, g-m? mm
osnove potke osnove potke
platno 9,6 9,9 400 350 82 0,17
5.2. Hemikalije

ABTS radikal: 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), p.a. ¢istoca, ,,Sigma-
Aldrich”, Be¢, Austrija
Azot, gas — 99,995 % cistoca, ,,Messer Tehnogas”, Beograd, Srbija
BSA: govedi serumski albumin, p.a. ¢istoca, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
Cink-acetat dihidrat, Zn(CH3COO); x 2H,0 — p.a. ¢istoca, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
Fenolftalein indikator, C;0H1404 — p.a. Cistoca, ,,Kemika”, Zagreb, Hrvatska
Hitozan niske molekulske mase (Aldrich, 448869), 75%-85% deacetilovan, ,,Sigma-Aldrich”,
Bec, Austrija
Hlorovodonic¢na kiselina, HCI — 37% rastvor, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
Hlorovodonic¢na kiselina, HCI - 0,1 M titrival, ,,Mol d.0.0.”, Stara Pazova, Srbija
Kalijum-dihidrogen fosfat, KH,PO, — kristalna so, p.a. Cisto¢a, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
Kalijum-hlorid, KCI — kristalna so, p.a. Cistoca, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
Natrijum-bromid, NaBr — kristalna so, p.a. Cisto¢a, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
Natrijum-hidroksid, NaOH - 0,1 N titrival, ,,Mol d.0.0.”, Stara Pazova, Srbija
Natrijum-hidroksid, NaOH — p.a. Cistoca, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
Natrijum-hidrogenfosfat, Na,HPO, — p.a. Cistoca, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
Natrijum-hipohlorit, NaClO — rastvor sa 13% aktivnog hlora, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
Natrijum-hlorid, NaCl — kristalna so, p.a. Cisto¢a, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
Natrijum-hlorit, NaClO; — kristalna so, p.a. ¢istoca, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija

53



Natrijum-tiosulfat, Na,S,03 - titrival, 0,1 M, ,,Alfapanon”, Novi Sad, Srbija

QCM-D senzori naslojeni zlatom, “LOT-Oriel”, Darmstadt, Nemacka

Rastvorljivi skrob, (CeH1005s)n — ,,Alkaloid”, Skopje, Severna Makedonija

Standardni sapun ,,SDC enterprises limited”, Velika Britanija

Tablete za pripremu 0,1 M fosfatnog pufera pH 7, p.a. Cistoca, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢, Austrija
TEMPO radikal: 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil radikal, CoH1gNO, 98 %, ,,Sigma-Aldrich”,
Bec¢, Austrija

TPP: Natrijum-tripolifosfat, NasP3;010 — kristalna so, p.a. Cistoca, ,,Sigma-Aldrich”, Be¢,
Austrija

Trimetilsilil celuloza, TMSC, sa stepenom supstitucije 2,55 proizvedena je na Thiringisches
Institut fur Textil- und Kunststoff-Forschunge.V., Rudolstadt, Nemacka

5.3. Indikatorski mikroorganizmi i hranljive podloge

Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 25922

Tripton soja bujon (TSB), Torlak, Srbija
Kvascev ekstrakt, Torlak, Srbija

Agar, Torlak, Srbija
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6. Postupci dobijanja nanostrukturnih materijala na bazi celuloze i
hitozana

6.1. Dobijanje disperzija na bazi TOCN

Postupak dobijanja disperzije TOCN: Pamu¢na vlakna su TEMPO oksidisana prema ranije opisanom
postupku °. Ukratko, 10 g pamuénih vlakna suspendovano je u vodi (750 ml u kojoj su prethodno
rastvoreni TEMPO (0,0250 g) i natrijum-bromid (0,250 g). Odredena zapremina rastvora NaClO (13
mas. %), koja odgovara koli¢ini 15 mmol-g™* celuloze, je polako dodavana u celuloznu suspenziju uz
neprekidno meSanje. pH vrednost suspenzije odrzavana je na 10,5 dodavanjem 0,5 M NaOH tokom 3 h
na sobnoj temperaturi. Nakon 3h oksidacija je prekinuta dodatkom etanola (oko 5 ml). Oksidisana
celuloza je temeljno isprana vodom, zatim etanolom i na kraju vodom, preko filter papira postavljenog
na bihnerovom levku.

Kako bi se dobili TEMPO oksidisani celulozni nanofibrili sa natrijum-karboksilatnim grupama
(TOCN-COONa) dispergovani u vodi, suspenzije TEMPO oksidisanih pamuénih vlakana (0,1, 0,51 1
mas. %) i vode (100 ml) su tretirane na homogenizatoru sa dvostrukim cilindrom (T 25 digital
ULTRA-TURRAX, IKA, Staufen, Germany) tokom 5 min na 1000 o-min™, i nakon toga 15 min na
ultrazvu¢nom homogenizatoru (WCX 750, SONICS, Newtown, Australia) sa sondom pre¢nika 19 mm
na 20 kHz i 750 W izlazne snage.

Postupak dobijanja amfoterne smeSe na bazi TOCN i hitozana: 1% (w/v) amfoterna TOCN+CS
smeSa (TOCN+CS) dobijena je meSanjem 50 ml 2% (w/v) disperzije TOCN (pH 8,0), 22 ml 0,5% (v/v)
rastvora CS (pH 2,5), i 39 ml Milli-Q (MQ) vode (pH 5,5) i njihovom naknadnom homogenizacijom
tokom 1 min na ultrazvu¢nom homogenizatoru (VCKS 750, SONICS, USA) sa sondom pre¢nika 9 mm
na 20 kHz i 500 W izlazne snage.

6.2. Postupci dobijanja disperzija nanocestica hitozana sa i bez inkorporiranih
jona cinka

Dobijanje disperzije nanocestica hitozana: Nanocestice hitozana (NCS) su dobijene jonotropnim
geliranjem prema modifikovanoj metodi opisanoj od strane Gan i sar.”. 0,5% suspenzija hitozana i
destilovane vode, ¢iji je pH podesen na pH 2,5 dodatkom 1 M HCI, meSana je 24 h upotrebom
magnetne meSalice na sobnoj temperaturi tj. do potpunog rastvaranja hitozana. Natrijum-tripolifosfat
(TPP) je rastvoren u destilovanoj vodi pri koncentraciji 1 mg-ml™. Rastvor TPP, u formi kapljica, je
dodat u rastvor hitozana pri odnosu 1:1 (w/w). Disperzija nanoCestica hitozana je dobijena meSanjem
ova dva rastvora tokom 1 h primenom laboratorijske magnetne mesalice pri ¢emu su nanocestice
hitozana spontano formirane. Konacni pH disperzije nanocestica hitozana je podeSen na pH 5.5

dodatkom 0,5 M NaOH.

Dobijanje disperzije nanocestica hitozana sa inkorporiranim jonima cinka: Disperzija nanocestica
hitozana sa inkorporiranim jonima cinka je dobijena dodatkom 3% rastvora cink-acetata dihidrata u
formi kapljica disperziji nanocestica hitozana, pripremljenoj prema prethodno opisanom postupku, pri
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odnosu 10:1 (w/w). Konaéni pH disperzije nanocestica hitozana je podesen na pH 5,5 dodatkom 0,5 M
NaOH.

6.3. Postupci dobijanja ultra-tankih filmova na bazi celuloze, TOCN i hitozana

Pre pripreme ultra-tankih filmova metodom rotiraju¢eg diska QCM-D senzori su potopljeni u smeSu
H,0/H,0, (30%)/NH,OH (25%; 5:1:1; v/viv) tokom 10 min na 70 °C, nakon toga uronjeni u
"piranha™ rastvor koji sadrzi H,O; (30%)/H,SO4 (98%; 1:3; v/v) tokom 60 s, zatim isprani sa MQ
vodom i na kraju osu$eni sa gasom N.

Pet razli¢itih metodaje primenjeno za dobijanje ultra-tankih filmova:

Metoda I, jednoslojni RC film: Za naslojavanje metodom rotirajuéeg diska trimetilsililceluloza
(TMSC), 100 pl rastvora TMSC (1% w/v), rastvorenog u heksametildisiloksanu (HMDSO) i
isfiltriranog preko 5 um PTFE Spric filtera, naneta je na QCM-D senzore, zatim rotirana 60 s pri brzini
rotiranja 4000 o-min™ i ubrzanju 2500 o-min™-s™'. Radi pretvaranja TMSC u ¢&istu celulozu, TMSC
naslojeni senzori su postavljeni u polistirensku Petri posudu (5 cm @) sa 3 ml 10% HCI. Posuda je bila
poklopljena sa poklopcem tokom 15 min radi izlaganja TMSC parama HCI.

Metoda Il, dvoslojni RC/TOCN filmovi: Prvi sloj je pripremljen prema metodi I. Nakon toga, za
naslojavanje metodom rotiraju¢eg diska TOCN, 50 pl disperzije TOCN (0,1%, 0,5% i 1% w/v) je
naneto na sloj RC, rotirano 60 s na 4000 o-min™ pri ubrzanju od 2500 o-min™-s™",

Metoda Ill, dvoslojni RC/amfoterni TOCN+CS film: Prvi sloj je pripremljen prema metodi I. Nakon

toga, za naslojavanje metodom rotirajuceg diska amfoterne smese na bazi CS i TOCN, 50 pl amfoterne

sme$e CS+TOCN (1% wi/v) je naneto na RC sloj, rotirano 60 s na 4000 o-min™ pri ubrzanju od 2500
11

o-min—-s .

Metoda 1V, dvoslojni RC/CS film: nakon dobijanja ultra-tankog filma prema metodi I, primenom
QCM-D tehnike preko njegove povrsine propumpavan je 0,1 % rastvor CS, a zatim MQ voda.

Koris¢eni 0,1 % rastvor CS dobijen je rastvaranjem hitozana (0,1 mas%) u MQ vodi sa prethodno
podesenim pH na 2,5 dodatkom 37% HCI. Rastvor je meSan preko no¢i na sobnoj temperaturi i nakon
toga isfiltriran kroz 5 um PTFE filter (Kinesis, Cheshire, Velika Britanija).

Metoda V, troslojni RC/TOCN/CS filmovi: nakon dobijanja ultra-tankih filmova prema metodi II,
primenom QCM-D tehnike preko njihove povrsine propumpavan je 0,1% rastvor CS (¢ija priprema je
opisana u metodi V), a zatim MQ voda.

Oznake uzoraka sa opisom su prikazane u Tabeli 5.
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Tabela 5. Oznake i opisi uzoraka ultra-tankih filmova

Oznaka uzorka Opis uzorka

RC RC ultra-tanki film (metoda I)

RC/0,1% TOCN RC ultra-tanki film naslojen sa 0,1% TOCN disperzijom (metoda II)

RC/0,5% TOCN RC ultra-tanki film naslojen sa 0,5% TOCN disperzijom (metoda II)

RC/1% TOCN RC ultra-tanki film naslojen sa 1% TOCN disperzijom (metoda Il)

RC/1% TOCN+CS  RC ultra-tanki film naslojen sa 1% amfoternom TOCN+CS smeSom
(metoda I11)

RC/CS RC ultra-tanki film (metoda 1) nakon adsorpcije/desorpcije CS

RC/0,1% TOCN/CS RC ultra-tanki film naslojen sa 0,1% TOCN disperzijom (metoda II)
nakon adsorpcije/desorpcije CS

RC/0,5% TOCN/CS RC ultra-tanki film naslojen sa 0,5% TOCN disperzijom (metoda II)
nakon adsorpcije/desorpcije CS

RC/1% TOCN/CS RC ultra-tanki film naslojen sa 1% TOCN disperzijom (metoda II)
nakon adsorpcije/desorpcije CS

Radi odredivanja antibakterijske aktivnosti, izabrani ultra-tanki filmovi pripremljeni su u makro obliku,
metodom izlivanja, prema cetiri metode:

Metoda VI, jednoslojni Cs film: Cs film je pripremljen izlivanjem 8 ml 0,5% (mas) rastvora CS u
plastiénu Petri posudu (35 mm @, Sam-Plast, Cagak, Srbija) i suSenjem na sobnoj temperaturi do
konstantne mase.

Koriséeni 0,5 % rastvor CS dobijen je rastvaranjem hitozana (0,5 mas%) u MQ vodi sa prethodno
podesenim pH na 2,5 dodatkom 37% HCI. Rastvor je meSan preko noci na sobnoj temperaturi i nakon
toga isfiltriran kroz 5 um PTFE filter (Kinesis, Cheshire, Velika Britanija). Nakon toga, pH rastvora CS
je podeSen na 5,5 dodatkom 0,5M NaOH.

Metoda VII, dvoslojni RC-TOCN film: prvi sloj je napravljen izlivanjem 2 ml 1% (mas) TMSC
rastvorenog u HMDSO u plasti¢nu Petri posudu (35 mm @), uz naknadnu konverziju TMSC u cistu
celulozu izlaganjem parama 10% HCI, dok je drugi sloj napravljen izlivanjem 2 ml 1% (mas) disperzije
TOCN preko RC sloja i suSenjem na sobnoj temperaturi do konstantne mase.

Metoda VIII, dvoslojni RC-(1% TOCN+CS) film: prvi sloj je napravljen kao Sto je prethodno opisano u
metodi VII, dok je drugi sloj napravljen izlivanjem 2 ml 1% (mas) amfoterne TOCN+CS smeSe preko
RC sloja i suSenjem na sobnoj temperaturi.

Metoda 1IX, troslojni RC-TOCN-CS film: 5 ml 0,1% (mas) rastvora CS (pH 5,5) izliveno je preko
prethodno napravljenog RC/TOCN dvoslojnog filma prema metodi VII. Reverzibilno vezan CS je
uklonjen neprekidnim ispiranjem filma sa 20 ml MQ vode tokom 240 min, u porcijama od 5 ml tokom
60 min. Troslojni RC/TOCN/CS film je osuSen na sobnoj temperaturi.

Koris¢eni 0,1 % (mas) rastvor CS dobijen je rastvaranjem hitozana (0,1 mas%) u MQ vodi sa
prethodno podeSenim pH na 2,5 dodatkom 37% HCI. Rastvor je meSan preko noc¢i na sobnoj
temperaturi i nakon toga isfiltriran kroz 5 um PTFE filter (Kinesis, Cheshire, Velika Britanija). Nakon
toga, pH rastvora CS je dodatkom 0,5M NaOH podeSen na 5,5.
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Oznake uzoraka sa opisom su prikazane u Tabeli 6.

Tabela 6. Oznake i opisi uzoraka makro filmova

Oznaka uzorka Opis uzorka

RC-TOCN Dvoslojni film na bazi RC i CS

RC-(1% TOCN+CS)  Dvoslojni film na bazi RC i 1% amfoterne TOCN+CS smese
Cs Jednoslojni film na bazi CS

RC-TOCN-CS Troslojni film na bazi RC i TOCN nakon adsorpcije CS

6.4. Pred-tretmani viskoznih tkanina

Kako bi se poboljSala adsorpcija CS, NCS i NCS+Zn na viskozu, primenjena su dva razli¢ita pred-
tretmana viskoze radi uvodenja karboksilnih i aldehidnih grupa kao vezujuéih mesta za amino grupe
hitozana:

TEMPO oksidacija pri neutralnim uslovima (pH 7): TEMPO oksidacija izvrSena je prema ranije
opisanom postupku ***°. Viskozna tkanina (10 g) potopljena je u 0,05 M natrijum-fosfatni pufer pH
vrednosti 7 (50 ml rastvora fosfatnog pufera/g viskozne tkanine) u kojem je prethodno rastvoren
TEMPO (20 mg TEMPO/g viskozne tkanine). Zatim je dodat natrijum-hlorit (50 mg NaClO,/g
viskozne tkanine) i rastvor natrijum-hipohlorita (2,5 mmol NaClO/g viskozne tkanine). MeSanje svih
navedenih komponenti vrSeno je na temperaturi od 60 °C tokom 5 min upotrebom laboratorijske
meSalice pri brzini meanja 200 o-min™*. Nakon 5 min, oksidacija je prekinuta dodatkom etanola (oko 5
ml). Oksidisana viskozna tkanina temeljno je isprana vodom, zatim etanolom i osuSena na sobnoj
temperaturi.

Naslojavanje viskozne tkanine sa 0,5 mas. % disperzijom TOCN: Naslojavanje je trajalo 30 min na
sobnoj temperaturi pri odnosu kupatila 1:50 i 100% upijanju. Uzorci su zatim iscedeni na
laboratorijskom fulardu (Rapid, Istanbul, Turkey) pod pritiskom od 2 bara. Nakon §to je viSak tecnosti
uklonjen, tkanina je suSena na 40°C tokom 30 min u laboratorijskoj susnici (Instrumentaria, Zagreb,
Croatia).

Iscrpljenje  TOCN iz disperzije tokom impregnacije viskozne tkanine odredeno je pH-
potenciometrijskim titracijama (metoda opisana u poglavlju 7.3.) vrSenim na disperzijama TOCN, pre i
posle impregnacije viskozne tkanine. Uzorci za titraciju su pripremljeni dodavanjem 10 ml MQ vode u
20 ml prethodno izdijalizirane disperzije. Iz razlike u ukupnoj koli¢ini naelektrisanja 0,5% disperzije
TOCN pre i posle impregnacije viskozne tkanine izra¢unata je koli¢ina TOCN adsorbovanih na
viskoznoj tkanini tokom impregnacije.

Pred-tretirani uzorci su kondicionirani prema SRPS EN 1SO 139:2007 (T=20£2 °C; RV=65+4%) pre
funkcionalizacije sa hitozanom.
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6.5. Funkcionalizovanje viskoznih tkanina hitozanom i nanocesticama hitozana

Funkcionalizovanje viskoznih tkanina hitozanom: 0,5% rastvor hitozana je dobijen potapanjem
hitozana u destilovanu vodu, nakon ¢ega je pH podesen na 2,5 uz upotrebu hlorovodoniéne kiseline (1
M HCI). Dobijena suspenzija je zatim meSana 24 h upotrebom laboratorijske magnetne mesalice na
sobnoj temperaturi do potpunog rastvaranja hitozana. Kona¢na pH vrednost rastvora hitozana je
podeSena na 5,5 dodavanjem 0,5 M NaOH.

Nakon toga, nemodifikovana i pred-tretirane viskozne tkanine potopljene su u 0,5 % vodeni rastvor
hitozana. Funkcionalizacija je trajala 30 min na sobnoj temperaturi pri odnosu kupatila 1:50 i 100%
upijanju. Uzorci su zatim iscedeni na laboratorijskom fulardu (Rapid, Istanbul, Turkey) pod pritiskom
od 2 bara. Nakon uklanjanja viSka tecnosti, tkanine su suSene na 40°C u laboratorijskoj susnici
(Instrumentaria, Zagreb, Croatia) tokom 30 min. Nakon toga uzorci su dovedeni u standardno stanje
prema SRPS EN ISO 139:2007 (T=20+2 °C; RV=65+4%) pre daljih analiza.

Funkcionalizovanje viskoznih tkanina nanocesticama hitozana: Nemodifikovana i pred-tretirane
viskozne tkanine potopljene su u disperziju: nanoCestica hitozana 1 nanocCestica hitozana sa
inkorporiranim jonima cinka.

Funkcionalizacija je trajala 30 min na sobnoj temperaturi pri odnosu kupatila 1:50 i 100% upijanju.
Uzorci su zatim iscedeni na laboratorijskom fulardu (Rapid, Istanbul, Turkey) pod pritiskom od 2 bara.
Nakon uklanjanja viska te¢nosti, tkanine su susene na 40 °C u laboratorijskoj susnici (Instrumentaria,
Zagreb, Croatia) tokom 30 min. Nakon toga uzorci su dovedeni u standardno stanje prema SRPS EN
ISO 139:2007 (T=20+2 °C; RV=65+4%) pre daljih analiza.

Kako bi se stekao uvid u postojanost funkcionalizacije sa hitozanom i nanoc¢esticama hitozana, izvrseno
je pranje viskoznih tkanina prema standardu ISO 105-C10, tokom 30 minuta sa 0,5 % rastvorom
standardnog sapuna na temperaturi od 40 °C. Nakon toga, uzorci su ispirani 1 min destilovanom, a
zatim jo$ 1 min teku¢om vodom. Nakon ispiranja uzorci su osuseni u susnici na 40 °C (Instrumentaria,
Zagreb, Croatia).

Oznake uzoraka pre i posle pranja prikazane su u Tabeli 7.
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Tabela 7. Oznake uzoraka viskoznih tkanina pre i posle pranja

Opis uzoraka

Ciklus pranja

0 1 3 5
Nemodifikovana CvVv - - -
viskoza
TEMPO oksidisana TEMPO CV - - -
viskoza
Viskoza naslojena sa TOCN CV - - -
TOCN
CV+rastvor hitozana CVICS CV/CS-1 CVI/CS-3 CV/CS-5
TEMPO CV+ rastvor TEMPO TEMPO TEMPO TEMPO
hitozana CVICS CV/CS-1 CVI/CS-3 CVI/CS-5
TOCN CV+ rastvor TOCN TOCN CV/CS-1 TOCN CV/CS-3 TOCN CV/CS-5
hitozana CVICS
CV+ nanodestice CV/INCS CV/NCS-1 CV/NCS-3 CV/NCS-5
hitozana
TEMPO CV+ TEMPO TEMPO TEMPO TEMPO
nanocdestice hitozana CV/NCS CV/NCS-1 CV/NCS-3 CV/NCS-5
TOCN CV+ TOCN TOCN TOCN TOCN
nanodestice hitozana CV/NCS CV/NCS-1 CV/NCS-3 CV/NCS-5
CV+ nanodestice CVINCS+Zn CVINCS+Zn-1 CV/NCS+Zn-3  CV/NCS+Zn-5
hitozana sa
inkorporiranim jonima
cinka
TEMPO CV+ TEMPO TEMPO TEMPO TEMPO
nanoCestice hitozana sa CV/NCS+Zn CV/NCS+Zn-1 CV/NCS+Zn-3  CV/NCS+Zn-5
inkorporiranim jonima
cinka
TOCN CV+ TOCN TOCN TOCN TOCN
nanodestice hitozanasa CV/NCS+Zn CV/NCS+Zn-1 CV/NCS+Zn-3  CV/NCS+Zn-5

inkorporiranim jonima
cinka
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7. Metode karakterizacije

7.1. Odredivanje molekulske mase TEMPO oksidisanih pamucnih vlakana i
TOCN

Gel propusna hromatografija (GPC) je koriS¢ena za karakterisanje celuloze sa aspekta molekulske mase
i raspodele molekulskih masa. Uzorci celuloze rastvarani su u rastvarac¢u dimetilacetamid/litijum-hlorid
(DMAC/LICI) (9 % w/v) primenjujuéi standardnu proceduru opisanu u radu®’®. Elementi i parametri
koriS¢eni za GPC analizu su: rastvara¢ (pokretna faza) - DMAC/LICI (0,9% wi/v) filtriran pomoc¢u 0,02
um filtera Anodisc (Whatman); protok 1,0 ml-min™; zapremina ubrizgavanja - 100 pl; GPC kolone 4x
PL-gel Mixed A AS 7,5 x 300 mm, Polymer Laboratories; temperatura 25 °C; detektori: RI detektor,
Shodex RI-71, MALLS detektor, Wyatt Dawn DSP sa argonskim laserom (Ao= 488nm); vreme po
uzorku - 45 min. Obrada dobijenih podataka je radena pomoc¢u programa Astra i GRAMS/32,

7.2. Odredivanje sadrzaja karboksilnih i karbonilnih grupa u celulozi

Karboksilne grupe celuloze reaguju sa solima slabijih kiselina kao sto je kalcijum-acetat, formirajuéi so
celuloze 1 oslobadaju¢i ekvivalentnu koli¢inu slabije kiseline. Na osnovu toga i modifikacije kalcijum-
acetatne metode *’’ za odredivanje sadrzaja karboksilnih grupa u TEMPO oksidisanim celuloznim
vlaknima/viskoznoj tkanini, primenjen je slede¢i postupak. Uzorci mase 0,5 g tretirani su sa 100 ml
0,01 M HCl u trajanju 1 h, a potom isprani destilovanom vodom. Nakon toga, uzorci su potopljeni u 30
ml 0,25 M kalcijum-acetata i 50 ml destilovane vode i meSani 2 h u tom rastvoru. Od ukupnih 80 ml
uzeto je po 30 ml za titraciju sa 0,01 M NaOH uz fenolftalein kao indikator. Sadrzaj COOH grupa
izracunat je po formuli:

250,01V (NaOH)

m(1--2)

COOH = ,mmol - g~1 celuloze 9)

gde je:

0,01 molaritet rastvora NaOH korisc¢enog za titraciju,
V zapremina rastvora NaOH utro$ena za titraciju (ml),
m masa uzorka koji se tretira (g),

w sadrzaj vlage uzorka (%).

Za odredivanje sadrzaja karbonilnih grupa upotrebljena je Parks i Hebert-ova metoda %" 2™

Karbonilne grupe su prevedene u karboksilne tako $to je u 50 ml destilovane vode dodato 10 ml 5 M
CH3COOH, uzorci mase 1 g i 0,905 g NaClO,. Uzorci su meSani 48 h u drmalici na sobnoj
temperaturi, a potom ispirani destilovanom vodom i acetonom i osuSeni na vazduhu do konstantne
mase. Dalje je primenjena prethodno opisana metoda za odredivanje sadrzaja COOH grupa.
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Od ovako dobijenih vrednosti, koje predstavljaju sadrzaj karboksilnih grupa nastao prevodenjem svih
karbonilnih grupa u karboksilne, oduzete su vrednosti za sadrZzaj karboksilnih grupa prisutnih u
uzorcima pre oksidacije hloritom u cilju dobijanja vrednosti sadrzaja karbonilnih grupa.

7.3. Odredivanje naelektrisanja TOCN, hitozana i njihove amfoterne smese u
zavisnosti od pH

PonaSanje naelektrisanja TOCN, hitozana i njihove amfoterne smeSe u zavisnosti od pH odredeno je
pH-potenciometrijskim titracijama vrSenim u direktnom (iz kiselog u bazno) i povratnom smeru (iz
baznog u kiselo) upotrebom 0,1 M HCI i 0,1 M NaOH. Titrant je dodavan u sistem po dinamickom
modu upotrebom duple birete Mettler Toledo T70 (Kolambus, Sjedinjene Americke Drzave)
automatske titracione jedinice (Mettler Toledo, Kolambus, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). pH vrednost
je merena upotrebom Mettler Toledo DG-111-SC kombinovane staklene elektrode (Kolambus,
Sjedinjene Americke DrZzave). Titracija je izvrSena na prethodno izdijaliziranoj 0,1 % TOCN disperziji.
Uzorak je pripremljen tako sto je odmereno 20 ml 0,1 % TOCN disperzije i u nju dodato 10 ml MQ
vode.

Isti postupak, primenjen je i na 0,1% rastvoru hitozana, kao i na 1% amfoternoj smeSi TOCN i
hitozana.

7.4. Odredivanje mutnoé¢e TOCN disperzija

Mutnoc¢a 0,1%, 0,5%, 1% 1 2% disperzije je odredena nefelometrijskom metodom upotrebom terenskog
turbidimetra TB 1 (VELP scientifica, Usmate Velate, Italija).

7.5. Odredivanje zeta potencijala, veli¢ine ¢estica i indeksa polidisperznosti
TOCN, NCS sa i bez inkorporiranih jona cinka

Zeta potencijal, indeks polidisperznosti i veli¢ina ¢estica TOCN, NCS sa i bez inkorporiranih jona
cinka, odredeni su u intervalu pH vrednosti od 2 do 12. Uzorci su pripremljeni tako Sto je odmereno 2
ml disperzije, ¢emu je dodato 18 ml vode. Merenja su izvrSena na uredaju Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., London, Velika Britanija) koji istovremeno meri potencijal strujanja, primenjen
pritisak, specifi¢nu provodljivost, pH vrednost i temperaturu rastvora.
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7.6. FTIR analiza

ATR-FTIR spektri CS i svih uzoraka viskoznih tkanina snimljeni su kori§¢enjem Shimadzu IRA
Infinity-1 (FT-IR) spektrofotometra (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) opremljenog sa priborom
za priguSenu totalnu refleksiju upotrebom dijamant/ZnSe kristala u opsegu talasnih brojeva od 600 do
4000 cm™, sa rezolucijom od 2 cm™ i pri modu skeniranja 20. Pre ATR-FTIR merenja, uzorci su suseni
preko noci na 40 °C i ¢uvani u eksikatoru do merenja.

7.7. Elementalna analiza

Sadrzaj azota u funkcionalizovanim viskoznim tkaninama izraCunat je iz procenta azota odredenog
elementalnom analizom koris¢enjem uredaja Vario EL III C,H,N,S/O (Elementar Analysensysteme
GmbH, Langenselbold, Nemacka) i termoprovodljivog detektora (TCD, thermal conductivity detector).
Uzorak je sagorevan na 1150 °C u struji kiseonika i prisustvu katalizatora, a noseci gas bio je helijum.

Radni opseg aparata je sledeci:
C:0,03-20 mg

H: 0,03-3 mg

N: 0,03-2 mg

S:0,03-6 mg

7.8. ICP-OES analiza

Sadrzaj cinka u NCS+Zn funkcionalizovanim tkaninama odreden je tako §to je prvo poznata masa
uzorka tkanine totalno mineralizovana postupkom mikrotalasne digestije. Digestija je uradena u
sistemu za digestiju upotrebom HPR-1000/10S rotora pod visokim pritiskom. Oko 0,25 g uzorka je
stavljeno u meSavinu 8 ml HNO3 (65%) i 1 ml H,O, (30%) i zagrevano tokom 20 minuta u
mikrotalasnom sistemu na 180 °C. Nakon hladenja uzorci rastvora su razblazeni u normalnom sudu do
25 ml.

Za odredivanje koncentracije jona cinka u te¢nim uzorcima koji su dobijeni posle mineralizacije
uzoraka tkanine koris¢ena je analitiCka tehnika induktivno kuplovana plazma sa optickom emisionom
spektrometrijom (ICP-OES). Analiza je radena na instrumentu Thermo Scientific iCAP 6500 Duo ICP
(Kembridz, Velika Britanija). U ovom instrumentu se koristi poboljSani CID (engl. charge injection
device detector) koji omogucava bolju rezoluciju i nizi Sum signala u odnosu na predhodnu generaciju
detektora. Opticki sistem je bio ispran sa argonom, a Echelle polihromator je termostatiran na 38 °C.

Kalibracija je radena koriste¢i standardnu seriju rastvora u ocekivanom opsegu koncentracija
ispitivanog metala. Kvantifikacija je radena na emisionoj liniji: Zn 1 213,856 nm.
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7.9. Merenje zeta potencijala

Zeta potencijal viskoznih tkanina odreden je metodom potencijala strujanja pomoéu SurPASS
elektrokinetickog analizatora (Anton Paar GmbH, Grac, Austrija). Pravougaoni uzorak tkanine (8 cm x
2 cm) je montiran u cilindri¢nu ¢eliju, tako da formira propusni ¢ep. Reproduktivna gustina pakovanja
propusnog cepa odrzavana je pracenjem veli¢ine 1 mase uzorka, kao i kontrolisanjem kompresije
uzorka u mernoj Celiji. Za svaki uzorak su izvrSena Cetiri merenja, a standardna devijacija je bila do
5%.

Merenja zeta potencijala u zavisnosti od pH izvrSena su kako bi se ispitala elektrokineti¢ka svojstva
viskoznih tkanina na razli¢itim pH vrednostima. Da bi se izbegao uticaj bubrenja supstrata na zeta
potencijal, uzorci su potopljeni u dejonizovanu vodu 30 minuta pre merenja. Kao elektrolit je korisS¢en
0,001 M rastvor KCl, a pocetni pH je podesen na pH 10 dodatkom NaOH, dok su, tokom automatskih
titracija, promene u pH (od oko pH 10 do pH 3) postignute dodavanjem 0,05 M HCI. Posto jonska
ja¢ina rastvora elektrolita tokom merenja u regionu niskog pH mozZe uticati na zeta potencijal 2™
merenja su vrSena do pH 3. Izoelektricne tacke (IET) nize od 3 su odredene ekstrapolacijom
eksperimentalnih podataka.

Merenje zeta potencijala u zavisnosti od vremena izvrSeno je kako bi se stekao uvid u stabilnost
TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila na viskoznoj tkanini. Eventualne promene zeta potencijala,
merenog pri istom pH, tokom napredovanja vremena izlozenosti viskozne tkanine naslojene TOCN
teCnosti su indikator promena u elektrokinetickim svojstvima njene povrSine odnosno otpusStanja
TOCN sa njene povrsine. Kao elektrolit koriséen je 0,001 M rastvor KCI, pri ¢emu je pH rastvora
iznosio 5,5. Merenja zeta potencijala na pomenutom pH vr8ena su tokom 150 min u vremenskim
intervalima od 6,5 min.

7.10.SEM analiza

Carl Zeiss (FE-SEM SUPRA 35 VP, Nemacka) skeniraju¢i elektronski mikroskop koris¢en je za
proucavanje morfologije povrsine TEMPO oksidisanih pamuénih vlakana. Uzorci Su pre snimanja
podvrgnuti naparavanju zlatom. Slike su snimljene sa radnim naponom od 1 KV na radnom rastojanju
od 4,5 mm.

JEOL JSM-5300 skenirajuci elektronski mikroskop (JEOL, Tokijo, Japan) kori$¢en je za proucavanje
morfologije povrSine nanocestica hitozana sa i bez inkorporiranih jona cinka kao i viskoznih vlakana.
Disperzije nanocCestica hitozana sa i bez inkorporiranih jona cinka su pre snimanja izlivene na ¢vrstu
podlogu i osuSene. Nakon toga, osusene disperzije tj. nanocestice hitozana sa i bez inkorporiranih jona
cinka kao i viskozna vlakna su pre snimanja naparavani zlatom na uredaju za naparavanje ION
SPUTTER, JEOL, model JFC-1100E (JEOL, Tokijo, Japan).
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7.11.AFM analiza

Morfologija povrSine TOCN, NCS, NCS+Zn i filmova napravljenih prema metodama I i 1l (pre i posle
adsorpcije hitozana primenom QCM-D tehnike) okarakterisana je sa mikroskopom Agilent 5500 AFM,
u tapkaju¢em rezimu i uz upotrebu sonde sa viSestrukim skeniranjem (Digital Instruments, Santa
Barbara, CA). Za potrebe snimanja morfologije povrsine, 100 ul 1% disperzije TOCN naneto je na
metalnu plo&icu i metodom rotirajuéeg diska rotirano 60 s pri brzini rotiranja 4000 o-min™ i ubrzanju
2500 o-min™t-s™!, dok je 100 pl 0,1% disperzija NCS i NCS+Zn naneto na silikonske ploice u obliku
kapi i osuSeno na sobnoj temperaturi. PovrSine filmova su skenirane silicijumskom konzolom
(ATECNC-20, Nanosensors, Nemacka) sa rezonantnom frekvencijom od 210-490 kHz i konstantom
silom od 12-110 N-m™. Veli¢ina skenirane slike bila je 1 pm x 1 pm. Sva merenja izvriena su na
sobnoj temperaturi.

7.12.Kvarc-Kkristal mikrovaga sa pracenjem disipacije (QCM-D)

U ovoj doktorskoj disertaciji, kvarc-kristal mikrovaga sa pracenjem disipacije (model E4, Q-Sense,
Gothenburg, Svedska) koridé¢ena je za ispitivanje sadrzaja vode, kao i adsorpcije hitozana i proteina na
celulozne filmove. QCM-D uredaj registruje promene u frekvenciji (f) oscilujuceg kristala kvarca
prouzrokovane promenom mase, pri ¢emu negativne promene frekvencije (4f) ukazuju na povecanje
mase.

Promena frekvencije moze biti direktno povezana sa adsorbovanom masom upotrebom Sauerbrey-ove

jednaéinezso:

Af =—CT (10)
gde je:

Af promena frekvencije,

Am promena mase,

C Sauerbrey-ova konstanta (C = 17,7 ng-cm™-Hz™* na frekvenciji od 5 MHz), a

n broj overtona (n =1, 3, 5, itd.) oscilacije.

Sauerbrey-ova jednacina je primenljiva samo za tanke i krute filmove koji u potpunosti osciluju sa
kvarcnim senzorom. U sluéaju viskoelasti¢nih filmova koji ne osciluju u potpunosti sa kvarcnim
senzorom, Sauerbrey-ova jednacina postaje nevazeca usled rasipanja energije u filmu. Ovo rasipanje tj.
disipacija (D) je definisana kao:

— Egiss (11)

2mEstor
gde je:
E.iss rasuta energija, a

65



Eswor je ukupna energija uskladistena u oscilatoru tokom jednog ciklusa oscilovanja®®°.

Filmovi ispitivani u ovoj doktorskoj disertaciji tretirani su kao kruti produzetak kvarcnog kristala
nakon izvrSenih procena koris¢enjem Sauerbrey-ove jednacine.

Za analizu podataka koris¢ena je promena u trecoj frekvenciji (f3). Za sve QCM-D eksperimente,
izmerena je pocetna rezonantna frekvencija senzora naslojenih filmovima u QCM-D proto¢noj ¢eliji.
Nakon toga, filmovi su zasi¢eni sa MQ vodom posle ¢ega su ispirani sa pozadinskim rastvorom (MQ
voda je koriS¢ena za odredivanje sadrzaja vode i1 eksperimente adsorpcije sa hitozanom, dok je PBS
pufer koriS¢en za eksperimente adsorpcije proteina) dok se nije uspostavila konstantna frekvencija.

7.12.1.0dredivanje sadrzaja vode

Da bi se odredio ravnotezni sadrZaj vode, filmovi su podvrgnuti bubrenju u H,O i D,0. Sadrzaj vode je
odreden pomo¢u QCM-D uredaja metodom zamene rastvaraca H,O/D,0 kao $to je opisano u radu
Kittle i sar.?®!. Razlike u viskoznosti/gustini H,O i DO uti¢u na rezonantnu frekvenciju odgovarajuée

frakcije rastvaraCa, a promene frakcije rastvara¢a Afsonent MoOgu Se izraziti Kanazawa—Gordon-ovom

: oo 282,
jednacinom™:

Af solvent — 3/2 / N1P1 12
n fo TtPplp ( )

Gde je:

n broj overtona,

fo osnovna frekvencija kristala (5 MHz),

p1 gustina tenosti (0,9982 g-cm™ za H,0 i 1,1050 g-cm™ za D,0 pri 20 °C, respektivno),
n1 viskoznost te¢nosti (1,002 cP za H,O i 1,25 cP za D,0 na 20 °C, respektivno),

pp gustina kvarca i

W, modul smicanja kvarca®,

Frekvencija podloge, Afpare, se moze izracunati oduzimanjem Afpp0 0d Afpyo, @ promena frekvencije

.. v .. . oo 284,
usled adsorpcije vode moZe se odrediti prema jedna&ini®®*;

Affilm_Afbare

AfHz0 _ " n (13)
n pD_ZO_l
PH,0

Ukupni sadrZaj vode ['waer (takode nazivan i povrSinska koncentracija) moze se izraCunati prema

- y: .281,
jednadini™:

_ _CAfHZO (14)

N
water n
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gde je:

C Sauerbrey-ova konstanta, a eksperimentalno utvrdena razlika u frekvenciji Afpare Ciste zlatne podloge
(QCM-D senzori) izmedu H,0 i D,O iznosi oko 68 Hz*®.

U ovoj doktorskoj disertaciji, nakon postavljanja filmova pripremljenih prema metodama I i 11 u QCM-
D proto¢nu ¢eliju, MQ voda je propustana kroz proto¢nu celiju tokom 30 minuta. Nakon toga, MQ
voda je zamenjena sa D,0 tokom 60 min, potom je D,O zamenjen sa MQ vodom tokom 30 min nakon
¢ega je dobijena pocCetna frekvencija.

7.12.2.0dredivanje adsorpcije hitozana

Radi odredivanja adsorpcije hitozana pripremljen je 0,1 % rastvor hitozana rastvaranjem hitozana (0,1
mas%) u MQ vodi sa prethodno podeSenim pH na 2,5 dodatkom 37% HCI. Rastvor je meSan preko
no¢i na sobnoj temperaturi i nakon toga isfiltriran kroz 5 um PTFE filter (Kinesis, Cheshire, Velika
Britanija).

0,1 % rastvor hitozana napravljen je najmanje 24 sata pre njegove upotrebe.

U svakom QCM-D eksperimentu, Au senzori naslojeni celuloznim filmovima napravljenim prema
metodama | i 1l su montirani u QCM-D proto¢nu ¢eliju i zasi¢avani sa MQ vodom sve dok nije dobijen
konstantan signal frekvencije. Nakon toga, sve frekvencije su podeSene na nulu i merenje je pokrenuto.
Pet minuta nakon protoka MQ vode, rastvor CS (0,1%, w/v) je uveden u sistem tokom 240 min radi
adsorbcije na celulozne povrsSine, a zatim su filmovi ispirani sa MQ vodom 60 min. Merenje je
prekinuto u ovoj fazi. Brzina protoka te¢nosti kroz proto¢nu éeliju je odrzavana na 0,1 ml-min™ tokom
svih eksperimenata. Sva merenja su izvrSena na 21+0,1 °C. Koli¢ina adsorbovanog CS je odredena
preko ukupne promene trece frekvencije oscilacije (f3) nakon desorpcione faze sa vodom. Za svaki
eksperiment adsorpcije koriS¢ena su tri nezavisna senzora naslojena celuloznim filmovima, a
frekvencija je izrazena kao srednja vrednost.

Eksperimenti su izvedeni pri pH vrednostima 2 i 5,5. pH MQ vode i CS rastvora je podeSen na pH 2
dodatkom 0,1 M HCI i na 5,5 dodatkom 0,1 M NaOH.

7.12.3.0dredivanje adsorpcije proteina

Radi odredivanja adsorpcije proteina pripremljen je rastvor BSA proteina rastvaranjem 5 g BSA u 100
ml prethodno pripremljenog fosfatnog pufera (PBS). Fosfatni pufer pripremljen je tako Sto je 8,0 g
NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na;HPO, H,0 i 0,24 g KH,P0, rastvoreno u 900 ml MQ vode, a zatim njegov
pH podesen na 7,4 dodatkom 0,1 M NaOH. Nakon toga, dobijeni rastvor je dopunjen MQ vodom do
zapremine od 1000 ml.

Rastvor BSA proteina napravljen je najmanje 24 sata pre njegove upotrebe.

Adsorpcija proteina je ispitana na filmovima napravljenim prema metodi 1l (RC/1% TOCN), pre i
posle QCM-D eksperimenta adsorpcije hitozana, i prema metodi 1l1 (RC/1% TOCN+CS). U svakom
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QCM-D eksperimentu, pre propustanja rastvora proteina kroz proto¢nu ¢eliju filmovi su zasiceni sa
MQ vodom sve dok nije dobijen konstantan signal frekvencije. Nakon toga, sve frekvencije su
podeSene na nulu i merenje je pokrenuto. 5 min nakon protoka MQ vode, PBS-pufer je uvoden u sistem
narednih 10 min, a zatim BSA rastvor koncentracije 50 mg-ml™ narednih 15 min. Na kraju, filmovi su
ispirani sa PBS-puferom tokom 10 min radi desorpcije reverzibilno vezanih molekula proteina.
Merenje je prekinuto u ovoj fazi. Brzina protoka je odrzavana na 0,1 ml-min® tokom svih
eksperimenata. Sva merenja su izvrSena na 21+01 °C i fizioloSkom pH 7,4. Koli¢ina adsorbovanih
proteina je odredena kao ukupna promena trece frekvencije oscilovanja (f3) nakon desorpcione faze sa
PBS-puferom. Za svaki eksperiment adsorpcije koris¢ena su tri nezavisna senzora naslojena celuloznim
filmovima, a frekvencija je izrazena kao srednja vrednost.

7.13.0dredivanje sorpcionih svojstava

7.13.1.0dredivanje mase sorbovane te¢nosti i ugla kvasenja metodom
kapilarnosti

Eksperimentalne metode zasnovane na merenjima kapilarnosti Siroko se koriste za karakterizaciju
sorpcionih svojstava tekstilnih materijala. Medu njima, merenje mase Sorbovane te¢nosti tokom
vremena i1 odredivanje kontaktnog ugla te¢nosti na ¢vrstoj povrsini (tzv. ugla kvasenja) jedne su od

najéeééihm. Najjednostavniji nacin analize rezultata dobijenih ovom tehnikom je preko Washburn-ove
jednacine®”:
h2 — rycosO ¢ (15)
2n
gde je:

h visina (mm) koju te¢nost dostize za vreme t (S),
r precnik kapilare (mm),
y povrsinski napon tecnosti (N-m™),

n viskoznost te¢nosti (Pa s), i

O ugao kvasenja (°)%'.
Washburn-ova jednacina predstavlja linearnu zavisnost kvadrata visine penjanja tec¢nosti uz uzorak i
vremena. U slucaju tekstilnih materijala, smatraju¢i th kao model snopa cilindri¢nih kapilara,
primenjuje se modifikovana Washburn-ova jednagina®:
K2 = (ct)ycosOt (16)

2n

Jednacina (16) upotrebljena je za analizu rezultata dobijenih metodom kapilarnosti. Ukoliko se priraStaj
visine te¢nosti zameni sa priraStajem mase te¢nosti m (g) tokom njenog penjanja kroz snop od n
kapilara, Washburn-ova jednacina postaje jednostavnija®®®:
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m_2 _ cpycos6 (17

t n
u kojoj
c= %nzrm%z (18)
gde je:
m masa adsorbovane te¢nosti (Q),
p gustina tecnosti (g-cm™),
n broj kapilara,
T faktor tortuoznosti,
¢ koeficijent difuzije povezan sa uzorkom i fiziko-hemijskim svojstvima te¢nosti (cm®), i
7 srednji pre¢nik kapilara u celoj ispitivanoj zapremini materijala (mm)?.

U jednacini (17) figuriSu dva nepoznata parametra, ¢ i ©. Uobi¢ajeni nacin za reSavanje ovog problema
je da se definiSe ¢ upotrebom te¢nosti koja u potpunosti kvasi ¢vrstu supstancu (O = 0). U tu svrhu, za
tkanine ispitavane u ovoj doktorskoj disertaciji, koris¢en je n-heptan. Uzorci tkanina iseeni su na
komade pravougaonog oblika (2 cm x 5 ¢cm) i pricvrS¢eni u drza¢ tenziometra Kriiss K12 (Hamburg,
Nemacka).

Nakon $to je odredena konstanta ¢, metoda kapilarnosti je primenjena na tkaninama upotrebom MQ
vode uz merenje prirastaja mase tokom penjanja te¢nosti i izraGunavanje ugla kvasenja.

IzvrSeno je najmanje 10 merenja za svaki uzorak kako bi se dobili statistiCki znacajni rezultati.

7.13.2.0dredivanje sadrzaja vlage

U ovoj doktorskoj disertaciji, sadrzaj vlage odreden je gravimetrijskom metodom pomocu uredaja za
odredivanje vlage marke Sartorius — Infrared Moisture Analyzer MA35 (Goettingen, Nemacka) pri
rezimu rada koji podrazumeva susenje uzoraka na 105 °C do konstantne mase.

IzraCunavanje sadrzaja vlage (w) izvrSeno je prema slede¢oj formuli:

mp—mk

w =—L—=-100 (%) (19)

gde je:
mp masa uzorka pre susenja (), i

my masa uzorka posle susenja do konstantne mase (g).
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7.14.0dredivanje prekidne sile

Prekidna sila viskoznih tkanina odredena je prema standardu SRPS EN ISO 13934-1:2008 kori$¢enjem
dinamometra Textest (Schwerzenbach, Svajcarska), sa razmakom izmedu stega 200 mm i brzini
istezanja 150 mm-min™’. Sirina uzoraka bila je 50 mm + 0,5 mm (iskljudujuéi ivice). Prema standardu
SRPS EN ISO 139:2007 pre merenja uzorci su kondicionirani u relaksiranom stanju, i ispitivani u
uslovima standarne atmosfere (T = 20 =+ 2 °C; RH = 65% + 4%).

7.15.0dredivanje antibakterijske aktivnosti

Antibakterijska aktivnost filmova i tkanina je ispitivana prema Gram-negativnoj bakteriji E.coli ATCC
25922 (E.coli) i Gram-pozitivnoj bakteriji S.aureus ATCC 25923 (S.aureus) primenom standardne test
metode za odredivanje antimikrobne aktivnosti imobilisanih antimikrobnih agenasa pod dinamickim
uslovima kontakta prema standardu ASTM E 2149-01 (2001). Pre istrazivanja, uzorci su UV
sterilizovani. Kao inokulum, kori$¢ena je prekonoéna kultura patogenih sojeva (S. aureus i E.coli,
pojedinacno), gajena u TSB obogacenom 0,6% kvas¢evim ekstraktom u termostatu pri temperaturi od
37 °C. Podloga za rast mikroorganizama (TSB) je prethodno sterilisana u autoklavu (120 °C, 30 min,
1,1 bar) a zatim inokulisana prekono¢nom kulturom i inkubirana u termostatu na 37 °C.

Ispitivani uzorci (0,2 g) su iseCeni na male delove, preneti u erlenmajere od po 100 ml u koje je dodato
po 9 ml fizioloSkog rastvora. Nakon sterilizacije u autoklavu (15 min, 120 °C, 1,1 bar), u svaki
erlenmajer dodato je po 1 ml prethodno pripremljene bakterijske prekonoéne kulture (ispitivani
patogeni soj) obezbedujuéi po&etnu koncentraciju od ~10° jedinica bakterijskih kolonija (CFU/mI) po
ml. Uzorci su inkubirani 24 h pri temperaturi od 37 °C u vodenom kupatilu sa meSanjem. Nakon
inkubacije, uzorci se vade iz vodenog kupatila i odreduje se broj celija standardnom metodom
decimalnog razblaZenja. Petri Solje se zatim inkubiraju u termostatu pri temperaturi od 37 °C 24 h.
Nakon toga, odreduje se broj prezivelih Celija.

Procenat bakterijske redukcije (R,%) je izracunat upotrebom sledece jednacine:

Co—C
R==

x 100 (20)

0
gde je:

Co pocetni broj ¢elija ili kolonja u kontrolnom uzorku, (CFU/ml); za filmove kontrolni uzorak je
dvoslojni film RC-TOCN, a za tkanine nemodifikovana viskozna tkanina, C broj ¢elija ili kolonija u
ispitivanom uzorku (CFU/ml).

7.16.0dredivanje antioksidativne aktivnosti (ABTS metoda)

Antioksidativna aktivnost odredena je koriS¢enjem biohemijskog reagensa, ABTS (2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiseline)). Metoda je zasnovana na redukciji ABTS™ radikala koji je
odreden spektrofotometrijski na Cary 60 UV-Vis spektrofotometru Agilent (Santa Clara, Sjedinjene
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Americke Drzave) na talasnoj duzini od 734 nm. Katjonski ABTS™ radikal dobijen je reakcijom
izmedu 7 mM ABTS u vodi i 2,45 mM kalijum-persulfata, cuvanih u mraku na sobnoj temperaturi
tokom 12 h. Pre upotrebe, rastvor ABTS™ je razblazen fosfatnim puferom (0,1 M, pH 7,4) da bi se
postigla apsorbancija od 0,700 + 0,025 na 734 nm. Zatim je 3,9 ml rastvora ABTS™ preliveno preko
0,1 g ispitivanog uzorka. Nakon 0 min, 15 min, 60 min, 4h, 8 h, 24 h, 48 h i 72 h sposobnost redukcije
ABTS™ na 734 nm izraZena je kao inhibicija koris¢enjem jednacine:

InhlblCl]a — Akontrolna—Auzorka * 100% (21)

Akontroina
gde je:
Avontrolna @psorbancija izmerena na pocetnoj koncentraciji ABTS™, i

Azorka apsorbancija izmerena na smanjenoj koncentraciji ABTS™ u prisustvu ispitivanog uzorka.
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8. Dobijanje ultra-tankih filmova na bazi celuloze, TOCN i hitozana

Tanki filmovi debljine ispod 100 nm predstavljaju dobar model za celulozne supstrate sa homogenom
morfologijom povrsine®®®, pri emu se QCM-D, koja predstavlja vrstu nanogramski osetljive vage,
pokazala veoma pogodnom za proucavanje adsorpcije polimera na tanke filmove. Do sada su se
celulozni tanki filmovi uglavnom Koristili kao modeli za regenerisanu celulozu (RC), pri ¢emu se
upotreba trimetilsilil celuloze (TMSC) kao polaznog materijala pokazala veoma efikasnom?.

Primenom QCM-D proucavane su interakcije RC i hitozana (CS)*® **® kao i hidrofilnost RC?®" 28> 291

U okviru ove doktorske disertacije radeno je na dobijanju ultra-tankih celuloznih filmova sa
poboljSanom adsorpcijom CS, visoke hidrofilnosti i zadovoljavajuc¢ih mehanickih svojstva. Dvoslojni
ultra-tanki filmovi dobijeni su regeneracijom TMSC uz njihovo naknadno naslojavanje metodom
rotirajuceg diska sa disperzijama TOCN, koje su dobijene fibrilacijom TEMPO oksidisanih pamu¢nih
vlakana. Imajuéi u vidu da interakcije dvoslojnih RC/TOCN filmova sa vodom i hitozanom do sada
nisu proucavane, ovi filmovi su ispitivani in situ primenom QCM-D, kako radi boljeg razumevanja
interakcija ovih filmova sa hitozanom tako i sa te¢nostima s obzirom na potencijalnu primenu ovih
filmova kao obloge za rane. Pored kapaciteta sorpcije vode, kao pokazatelja pasivnog upijanja eksudata
rane, ispitana su i protein-odbijajuca svojstva novog materijala imajué¢i u vidu probleme sa
nekontrolisanom adsorpcijom proteina iz eksudata rane na povrsinu obloga za rane. Kao model protein
u QCM-D ispitivanjima kori$éen je govedi serumski aloumin (BSA).

8.1. Strukturne i hemijske karakteristike TEMPO oksidisanih vlakana pamuka
I TOCN

8.1.1. Molekulska masa i sadrzaj funkcionalnih grupa TEMPO oksidisanih
vlakana pamuka i TOCN

U okviru ove doktorske disertacije, polaze¢i od ¢injenice da se vodene suspenzije TEMPO oksidisane
celuloze sa sadrzajem karboksilnih grupa veé¢im od 0,8 mmol-g* celuloze mogu konvertovati
primenom mehanickih dezintegracionih tretmana u transparentne i viskozne disperzije nanofibrilisane
celuloze, vlakna pamuka su oksidisana u sistemu TEMPO/NaBr/NaClO. Njihovom naknadnom
ultrazvuénom dezintegracijom dobijeni su TEMPO oksidisani celulozni nanofibrili (TOCN). Imajuci u
vidu da TEMPO oksidacija izvodena u sistemu TEMPO/NaBr/NaClO u vodi, na sobnoj temperaturi i
pH 10, dovodi do zna¢ajne depolimerizacije molekula celuloze®®, kao i da ultrazvuéni tretmani celuloze
u heterogenim sistemima dovode do neznatne depolimerizacije?®®, GPC analiza je korii¢ena za
pracenje promena nastalih usled depolimerizacije celuloze, kako u procesu TEMPO oksidacije, tako i
ultrazvuéne dezintegracije. Dobijeni rezultati (Slika 27.) su potvrdili znacajnu depolimerizaciju
celuloze u sluéaju TEMPO oksidisanog pamuka, smanjenje molekulske mase sa 1437 kg-mol™,
vrednost za polazni pamuk, na 102 kg-mol* za TEMPO oksidisan pamuk, uz poveéanje indeksa
polidisperznosti. Ultrazvu¢na dezintegracija TEMPO oksidisanog pamuka dovela je tek do neznatnih
promena u molekulskoj masi, sa 102 kg-mol™® na 82,73 kg-mol™ (preklapanje krivih raspodele
molekulskih masa, Slika 27.), koje je prac¢eno smanjenjem indeksa polidisperznosti.
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Mw, Mn, Mz

14 — co Uzorak kg-mol*  kg-mol*  kg-mol™ PDI
1 —— TEMPO oksidisan Co
1»2'_ ——TOCN
107 Pamuk (Co) 1437 338,8 2335 4,243
§ 0,8
= ]
o 0,6 -
© 04 TEMPO 1) 1562 3489 6,532
os oksidisan Co
o,o—-
-0,2 ] T T T
? ¢ ° TOCN 82,73 21 226.3 3,939

logMw

Slika 27. Rezultati odredivanja molarnih masa polaznih i TEMPO oksidisanih vlakana pamuka i
TOCN (Mw - srednja masena molarna masa; Mn - srednja brojna molarna masa; Mz - srednja z-
vrednost molarna masa; PDI - indeks polidisperznosti)

Kalcijum-acetatnom metodom utvrdeno je da su znadajne koli¢ine karboksilnih (0,83 mmol g’
celuloze) i aldehidnih grupa (0,09 mmol g ' celuloze) formirane u pamuénim vlaknima tokom TEMPO
oksidacije. Uvedene karboksilne grupe neophodne su radi lak3e fibrilacije i dobijanja nanofibrila iz
pamuc¢nih vlakana usled odbojnih sila izmedu jonizovanih karboksilnih grupa, koje prevazilaze
intenzitet privla¢nih sila intermolekulskih vodoniénih veza'. Takode, kao posledica velikog sadzaja
karboksilnih grupa u TEMPO oksidisanim vlaknima pamuka, njihovom ultrazvu¢nom dezintegracijom
dobijen je TOCN sa velikim sadrzajem funkcionalnih grupa na povrsini fibrila.

Sadrzaj karboksilnih grupa i ponaSanje naelektrisanja TOCN u zavisnosti od pH utvrdeno je pH-
potenciometrijskom titracijom. Sa Slike 28. moZe se uociti povecanje negativnog povrSinskog
naelektrisanja TOCN sa povec¢anjem pH vrednosti. Sve karboksilne grupe su nenaelektrisane tj.
potpuno protonovane ispod pH 2, dok se najviSe povrsinsko naelektrisanje tj. potpuna deprotonizacija
karboksilnih grupa postize pri pH 7. Potenciometrijski odreden sadrzaj karboksilnih grupa za TOCN
iznosi 0,83 mmol-g* celuloze i u skladu je sa vrednogéu dobijenom za TEMPO oksidisana pamu¢na
vlakna.
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Slika 28. Vrednosti naelektrisanja TOCN disperzije, CS rastvora i TOCN+CS amfoterne smeSe u
funkciji od pH, publikovano u*?

8.1.2. Morfologija povrsine TEMPO oksidisanih vlakana pamuka i TOCN

Morfologija povrsine polaznih i TEMPO oksidisanih pamuénih vlakana okarakterisana je pomocu
skenirajuce elektronske mikroskopije (Slika 29.).

Polazna pamuc¢na vlakna imaju glatku povrSinu, bez prisustva strukturnih detalja (Slika 29. (a)).
Poznato je da su pamucna vlakna heterogena po poprecnom preseku, razlikuju se Cetiri karakteristi¢na
sloja: kutikula, vrlo tanki primarni zid i sekundarni zid koji su koaksijalno rasporedeni oko lumena
(unutraSnje Supljine) vlakna. Ovi slojevi se medusobno razlikuju po strukturnoj organizaciji,
pristupacnosti za reagense i bubrenju®®. Kutikulu ¢ini veoma tanak spoljasnji sloj koji sadrzi kutin i
bogat je ¢vrsto povezanim voskovima i pektinom. Debljina primarnog zida od 0,1-0,2 um je mala u
poredenju sa celokupnom Sirinom vlakana od 20 pm. Primarni zid sadrzi oko 50% celuloze i znacajne
koli¢ine gektina (10%), voskova (8%), proteina (13%) i u manjoj koliini veéi broj neispitanih
supstanci®®. Necelulozne komponente ¢elijskog zida (kutikula-primarni zid) su te koje daju povrsini
vlakna gladak izgled (Slika 29. (a)), za razliku od TEMPO oksidisanih pamuénih vlakana na ¢ijoj
povrsini se jasno uocavaju fibrili (Slika 29. (b)). Unutar primarnog zida, tanki sloj, koji je poznat kao
prelazni sloj, sastoji se od fibrila koje formiraju mrezu koja povezuje primarni zid sa sekundarnim
zidom. Tokom fibrilacije vlakna, prelazni sloj uglavnom se odvaja zajedno sa primarnim zidom. MreZa
fibrila primarnog zida i prelaznog sloja dozvoljava samo ograni¢eno bubrenje unutar sekundarnog zida
Stiteci na taj nacin fibrile unutar njega od bo¢nog razdvajanja tokom bubrenja. Sve dok je primarni zid,
zajedno za prelaznim slojem, neosteéen, unutrasnji deo vlakna je manje dostupan bubrenju, a samim
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tim i fibrilaciji®®*. Sekundarni zid &ini oko 90% ukupne mase vlakana. Po hemijskom sastavu i strukturi
znacajno se razlikuje od primarnog zida. Sastoji se od oko 95% celuloze, dok ostatak Cine pratece
supstance. Idu¢i od periferije ka centru, makromolekuli celuloze u sekundarnom zidu vlakna slazu se
gusce i obrazuju bolje orijentisane fibrile u odnosu na osu vlakna. Fibrili u sekundarnom zidu
organizovani su u slojevima ili lamelama koje se spiralno uvijaju oko ose vlakna. Sekundarni zid se
sastoji iz tri podsloja: spoljasnjeg, centralnog i unutrasnjeg, koji se jo$ naziva se i tercijarni sloj. Fibrili
spoljasnjeg sloja orijentisani su pod uglom od 40 ° do 60 ° prema osi vlakna obrazujuéi S zavojnicu
(desna spirala), dok su fibrili centralnog sloja orijentisani pod uglom od 10 ° do 30 ° prema osi vlakna
obrazujuéi Z zavojnicu (leva spirala)®®. Fibrili unutar TEMPO oksidisanih pamuénih vlakana mogu se
jasno uo€iti na Slici 29. (b). Fibrili formiraju ugao od oko 30 ° prema osi vlakna obrazujuci Z zavojnicu
Sto ukazuje da je tokom TEMPO oksidacije doslo do uklanjanja kutikule, primarnog zida i spoljasnjeg
sloja sekundarnog zida kao i neceluloznih komponenata, Sto je neophodno za poboljSano bubrenje,
odnosno fibrilaciju pamuénih vlakana, u cilju dobijanja TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila®.

Slika 29. SEM fotografija nemodifikovanog (a) i TEMPO oksidisanog (b) pamucnog viakna

Sa AFM fotografije (Slika 30.) mozZe se uociti da je zbog svega navedenog postignuta fibrilacija
TEMPO oksidisanih pamu¢nih vlakana odnosno dobijanje TOCN prosecne Sirine oko 20 nm. Usled
nasumi¢nog rasporeda i medusobnog umrezavanja TOCN, njihovu duZinu nije bilo moguce jasno
uociti.

—
Ul im

Slika 30. AFM fotografija TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila. Velicina slike I x 1 um®.
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8.1.3. Zeta potencijal, veli¢ina ¢estica i indeks polidisperznosti TOCN

U cesti¢nim suspenzijama i tecnost-teCnost emulzijama, zeta potencijal odreduje stabilnost disperzija.
Po pravilu, zeta potencijal ve¢i od £25 mV odreduje stabilnu disperziju. Na svim pH vrednostima,
vrednosti zeta potencijala za TOCN imaju negativan predznak (Slika 31.) Sto ukazuje na negativno
naelektrisanje povrsine TOCN u vodenom rastvoru koje poti¢e od grupa kiselog karaktera. Sa Slike 31.
moze se uociti da je iznad pH 3,5 zeta potencijal za TOCN nizi od -25 mV odnosno da je njegova
disperzija stabilna na pH vrednostima vi§im od 3,5. Pored toga, na osnovu sniZenja vrednosti zeta
potencijala sa povecanjem vrednosti pH moze se zakljuciti da se disocijacija grupa Kiselog karaktera
TOCN intenzivira sa povec¢anjem vrednosti pH.
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Slika 31. Zeta potencijal TOCN u zavisnosti od pH

U opsegu pH vrednosti od 3,5 do 11,5 izmerena veli¢ina solvatovanih ¢estica TOCN je oko 230 nm
(Slika 32.). Sa Slike 32. moze se videti da na pH vrednostima nizim od 3,5 dolazi do nagle agregacije
TOCN usled potisnute disocijacije grupa Kkiselog karaktera odnosno smanjenja povrSinskog
naelektrisanja TOCN koje je neophodno za njihovo medusobno odbijanje. S obzirom da su Cestice
TOCN fibrilnog oblika, izmerene dimenzije treba uzeti uslovno jer se primenjenom metodom meri
prec¢nik Cestica, koji u slu¢aju TOCN zavisi od njihove orijentacije u disperziji.
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Slika 32. Velicina cestica TOCN u Slika 33. Indeks polidisperznosti TOCN u

zavisnosti od pH zavisnosti od pH

Indeks polidisperznosti pruza informacije o raspodeli dimenzija Cestica u ispitivanom uzorku. Za
uzorak sa indeksom polidisperznosti ve¢im od 0,7 smatra se da ima veoma Siroku raspodelu dimenzija
Cestica. Na pH vrednostima viSim od 3,5 TOCN ima indeks polidisperznosti izmedu 0,4 i 0,55 odnosno
usku raspodelu dimenzija, dok na nizim pH naglo prelazi u podruéje Siroke raspodele (Slika 33.) usled
agregacije TOCN.

Disperzije TOCN, razli¢itih koncentracija, okarakterisane su sa aspekta mutnoc¢e. Mutnoca je svojstvo
fluida koje opisuje prisustvo suspendovanih ili koloidnih Cestica. Na mutnoc¢u uti¢e: koncentracija
Cestica, odnos indeksa prelamanja svetlosti Cestica i okolne sredine, talasna duzina upadnog zracenja,
veli¢ina, oblik i raspodela Cestica kao i orijentacija Cestica ukoliko nisu sfernog oblika. U Tabeli 8. su
prikazane vrednosti za mutnoc¢u 0,1%, 0,5%, 1% 1 2% disperzija TOCN na osnovu kojih se moze uociti
da se sa povecanjem koncentracije TOCN povecava i mutnoca.

Tabela 8. Mutnocéa 0,1%, 0,5%, 1% i 2% disperzija TOCN

Mutnoca, NTU
0,1% TOCN 0,5% TOCN 1% TOCN 2% TOCN
35,4 58,4 107,0 242,0

8.1.4. Sadrzaj funkcionalnih grupa i naelektrisanje amfoterne smese na bazi
TOCN i hitozana u zavisnosti od pH

Radi dobijanja 1% amfoterne smeSe na bazi TOCN i hitozana uradene su potenciometrijske titracije

TOCN i CS (Slika 28.) kako bi se izracunale zapremine 2% (w/v) disperzije TOCN i 0,5% (w/v)

rastvora CS u kojima se nalazi isti sadrZaj funkcionalnih grupa koje medusobno stupaju u interakcije,

Sto je neophodan uslov za formiranje njihove smeSe amfoternog karaktera. Uzimajuci u obzir da je

gradenje polielektrolitnog kompleksa TOCN-CS zasnovano na elektrostatickom privlacenju dva
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suprotno naelektrisana polielektrolita, odnosno slabe kiseline i slabe baze, pH vrednost reakcionog
medijuma bila je od klju¢nog znacaja za njegovo formiranje. [zuzetno niske pH vrednosti reakcionog
medijuma imaju za posledicu potpuno protonovanje amino grupa CS (Slika 28.), ali se u protonovanoj
formi nalaze i karboksilne grupe TOCN (Slika 28.), pa u takvoj sredini ne postoje uslovi za formiranje
kompleksa TOCN-CS. Sa druge strane, pri visokim pH vrednostima karboksilne grupe TOCN nalaze
se u -COO™ obliku (Slika 28.), ali se i amino grupe CS (Slika 28.) nalaze u svom osnhovnom,
deprotonovanom obliku. Opseg pH vrednosti koje su optimalne za formiranje polielektrolitnog
kompleksa zavisi od strukture i svojstava TOCN 1 CS koji stupaju u interakciju, a nalazi se izmedu pKa
vrednosti TOCN (3,5) i CS (6,5). 1z tog razloga, u ovoj doktorskoj disertaciji, 1% (w/v) polielektrolitni
kompleks TOCN-CS amfoternog karaktera dobijen je na pH 5,5 meSanjem 50 ml 2% (w/v) disperzije
TOCN izvornog pH 8, 22 ml 0,5% (w/v) rastvora CS sa pH podeSenim na 2,5 i 39 ml MQ vode.

pH-potenciometrijskim titracijama potvrden je predefinisan sadrzaj karboksilnih grupa TOCN (0,45
mmol-g™) i amino grupa CS (0,45 mmol-g™) koje stupaju u jonske interakcije u 1% amfoternoj smesi
na bazi TOCN i CS. Vazno je istaci da je prilikom dizajniranja ove smese pored koli¢ine amino grupa
CS (0,45 mmol-g™) potrebnih za jonske interakcije sa karboksilnim grupama TOCN uzeta u obzir i
koli¢ina amino grupa CS (0,09 mmol-g™) potrebnih za formiranje Schiff-ove baze sa istom koli¢inom
aldehidnih grupa TOCN (0,09 mmol-g™) prisutnih u upotrebljenoj zapremini disperzije. pH-
potenciometrijskom titracijom utvrdeno je i ponaSanje naelektrisanja ove smeSe. Sa Slike 28. jasno se
moze uociti da 1% amfoterna smeSa na bazi TOCN i CS pokazuje tipi¢nu amfoternu krivu sa nultim
naelektrisanjem pri pH 7.

8.2. Sorpciona svojstva ultra-tankih filmovi na bazi celuloze i TOCN

8.2.1. Kapacitet sorpcije vode ultra-tankih celuloznih filmova

Kapacitet sorpcije vode ultra-tankih celuloznih filmova je veoma znacajno svojstvo koje u velikoj meri
odreduje njihovu buduc¢u primenu i ponaSanje u ekspoataciji. S obzirom na njihov potencijal i mogucu
primenu u oblasti sredstava za tretman rana moze biti pokazatelj pasivnog upijanja eksudata rane.
Ukupni sadrZaj vode je odreden koris¢enjem QCM-D tehnike i metode zamene rastvara¢a H,O/D,0.
Slika 34. prikazuje reprezentativne krive Afs u zavisnosti od vremena, za RC i RC/TOCN filmove.
Kroz proto¢nu ¢eliju sa filmovima prvo je propustana H,0O, zatim D0, i na kraju H,O. Generalno,
TOCN sloj na povrsini RC (RC/TOCN) poboljsava kapacitet upijanja vode RC tankih filmova. Af; je
generalno ve¢a za RC/TOCN filmove (-203 Hz za RC/1% TOCN film) u odnosu na RC film (-81 Hz).
Porede¢i mase adsorbovane vode (Tabela 9.), ravnotezni sadrzaj vode RC/TOCN tankih filmova je

znaajno veéi (do 7457,1 ng-cm™) u odnosu na RC tanki film (702 ng-cm™)*=.
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Slika 34. QCM-D promene u frekvenciji pri zameni rastvaraca H,0/D,0 za RC i RC/TOCN filmove,
publikovano u*?

Sadrzaj vode je takode izraCunat kao procenat suve mase filma (Tabela 9.). Sadrzaj vode RC filma
(20,0%) je manji u odnosu na RC/TOCN tanke filmove, ¢ije se vrednosti kre¢u od 25,5% do 85,9%.
Pored toga, registrovano je da je sadrzaj vode RC/1% TOCN tankog filma veéi u odnosu na druge
filmove. Naime, povecanjem koli¢ine TOCN u RC/TOCN filmovima povecava se i koli¢ina OH i
COOH grupa na povrsini filma, $to povecava sadrzaj vode?®. Rezultati dobijeni za RC/0,5% TOCN i
RC/1% TOCN tanke filmove su sli¢ni onima za komercijalno dostupne celulozne filmove &iji je sadrzaj
vode od 40% do 80%. Osim toga, sadrzaj vode RC/1% TOCN tankih filmova je uporediv sa sadrzajem
vode od 74% za nanokristalne celulozne filmove koje su dobili Kittle i sar.®’. Sadrzaj vode RC/1%
TOCN tankog filma (85,9%) je znatno viSi u odnosu na do sada postignute rezultate za sli¢ne
materijale. S tim u vezi, Aulin i sar.® dobili su filmove na bazi mikrofibrilisane celuloze sa malom
koli¢inom naclektrisanja koji se odlikuju sadrzajem vode (24%) koji je viSe od tri puta manji u odnosu
na RC/1% TOCN tanki film dobijen u okviru ove doktorske disertacije.

Tabela 9. RavnoteZni sadr7aj vode za RC i RC/TOCN filmove, publikovano u?*

Film T'water, NG-CM™ SV, %*
RC 702,0 20,0
RC/0,1% TOCN 928,1 25,5
RC/0,5% TOCN 2205,8 52,7
RC/1% TOCN 7457,1 85,9

*Sadrzaj vode (%) je izracunat u odnosu na masu suvog filma
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8.2.2. Kapacitet adsorpcije hitozana ultra-tankih celuloznih filmova

CS je rastvorljiv ispod pH 6,5% pa je njegova primena u obliku rastvora ograni¢ena na kisele uslove. Za
proucavanje i uporedivanje interakcija CS sa povrS§inama RC i RC/TOCN filmova, adsorpcija CS na
RC i RC/TOCN tanke filmove je izvedena pri jako i srednje kiselim uslovima, tj. na pH 2 i pH 5,5,
respektivno. Ovi uslovi su izabrani zbog Cinjenice da su na pH 2 lanci hitozana u rastvoru ispruzeni
usled potpune protonizacije amino grupa (Slika 28.), dok su na pH 5,5 lanci hitozana delimi¢no
sklupc¢ani usled negotpune protonizacije amino grupa. Pored toga, na pH 5,5 je favorizovano formiranja
Schiff-ovih baza®” &to je veoma vaZno za postizanje ireverzibilnog vezivanja CS na RC/TOCN
filmove. Promene frekvencije, Afs;, na pH 2 (Slika 35. (a)), ka niZzim vrednostima, ukazuju da
poveéanje koli¢ine TOCN na povrSini RC dovodi do vece depozicije CS usled intenzifikacije
specifiénih i niskoenergetskih interakcija. Osim toga, zanemarljive promene vrednosti Af; tokom
ispiranja indikuju potpunu i ireverzibilnu depoziciju CS na povrSinu RC naslojenu TOCN, Sto nije
sludaj za RC film®. Pri pH 2, povrsina RC je prakti¢no nenaelektrisana®®, COOH grupe TOCN su
potpuno nedisosovane i amino grupe CS su potpuno protonovane, Slika 28. Imajuc¢i ovo u vidu,
elektrostati¢ke interakcije (jonsko vezivanje) izmedu ucesnika reakcije ne bi trebalo ocekivati, mada
treba ista¢i da pri ovim uslovima (potpuno protonovane amino grupe) molekuli hitozana zauzimaju
ispruzenu konformaciju. Takode, pri ovim uslovima nije moguée ni formiranje Schiff-ove baze jer
ukoliko je CS potpuno protonovan nalazi se u ispruzenoj konformaciji i postaje nenukleofilan®®.
Drugim re¢ima, kovalentno vezivanje izmedu aldehidnih grupa celuloze i amino grupa CS nije moguce
pri pH 2. Rezultati prikazani na Slici 35. (a) ukazuju na specifi¢ne interakcije izmedu CS i povrsina
filmova, koje su tipa vodoni¢nih veza, Van der Waals-ovih i hidrofobnih interakcija®*. Kvantifikacija
ovih interakcija je teska i uglavnom ne iskljuuju jedna drugu'®. Imajuéi u vidu da je u sludaju
ksiloglukana, u odsustvu elektrostatickog privlacenja, adsorpcioni mehanizam na celulozu objasnjen
vodoni¢nim vezama®’, 2%, sli¢ni adsorpcioni mehanizmi se mogu o&ekivati izmedu CS i celuloze.
Hosokawa i sar.*® su opisali adsorpcione mehanizme CS na linearne B-1,4-glukane kao posledicu
strukturnih sli¢nosti izmedu ovih molekula. Izrazenije interakcije u slu¢aju RC/TOCN filmova i veca
koli¢ina vezanog hitozana u poredenju sa RC filmom (Tabela 10.) su verovatno posledica veceg
bubrenja i time manje kompaktne strukture ovih filmova (Tabela 9).
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Slika 35. QCM-D promene u frekvenciji (a) i disipaciji (b) pri adsorpciji CS na RC i RC/TOCN filmove
na pH 2, publikovano u
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Pri pH 5,5, povrSina RC filma je delimi¢no naelektrisana, oko 28% karboksilnih grupa TOCN je
disosovano, a oko 74% amino grupa CS je protonovano (Slika 28.). Pri ovim uslovima, izmedu RC i/ili
karboksilnih grupa TOCN i amino grupa CS omoguceno je uspostavljanje elektrostati¢kih interakcija
(jonsko vezivanje) kao i formiranje Schiff-ove baze, s obzirom da se njihova sinteza najbolje odvija u
blago kiseloj sredini®®®. U odnosu na promene frekvencija pri pH 2 (Slika 35. (a)), vece promene
frekvencija pri pH 5,5 (Slika 36. (a)) jasno ukazuju na jake jonske interakcije. Konformacija CS je
sklup¢ana pri pH 5,5, zbog delimi¢nog deprotonovanja amino grupa usled njihove manje rastvorljivosti
u vodi, Sto dodatno povecava sposobnost adsorpcije CS. Za sve ispitivane filmove ispiranje filmova sa
vodom dovodi do delimi¢ne desorpcije adsorbovanog CS Sto ukazuje na to da pri ovim uslovima dolazi
i do reverzibilnog vezivanja CS na celuloznu povrsinu. Bez obzira na uklanjanje izvesne koli¢ine CS
tokom ispiranja filmova, ravnotezni sadrzaj CS na povrsini svih RC/TOCN filmova ve¢i je kod filmova
kod kojih je adsorpcija izvedena na pH 5,5 (Tabela 10.). Adsorbovani sloj, takode, pored molekula CS
sadrzi i izvesnu koli¢inu inkorporiranih molekula vode.
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Slika 36. QCM-D promene u frekvenciji (a) i disipaciji (b) pri adsorpciji CS na RC i RC/TOCN filmove
na pH 5,5, publikovano u?*?

Promena disipacije, ADs, je uvek povezana sa adsorbovanim polimerom i inkorporiranom vodom®®.
Sa smanjenjem krutosti filmova disipacije rastu (Slike 34. (b) i 35. (b)), pri ¢emu je slian trend uocen i
pri pH 2 i pri pH 5,5. Za obe pH vrednosti, koli¢nik AD3 i Af; raste sa poveéanjem koli¢ine TOCN
deponovane na povrsinu RC (Slike 34. i 35.). Koli¢nik AD3 i Af; je veci pri pH 5,5 nego pri pH 2, $to
je verovatno posledica vece koli¢ine adsorbovanog CS i inkorporirane vode, kao i sklupcane
konformacije CS pri pH 5,5. To znaci da ¢e se u prakti¢noj primeni suvih RC/TOCN/CS filmova CS
sloj brzo hidratisati adsorpcijom eksudata i formirati CS hidrogel na povrSini rane, Sto je posebno
efikasno u slu¢aju RC/TOCN/CS filmova dobijenih na pH 5,5%%,
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Tabelal0. Kolicina adsorbovanog CS na povrsini ispitivanih filmova, publikovano u**

Film Adsorbovan CS (+ inkorporirani molekuli vode), ng-cm™
pH 2 pH 5,5

RC 0,76 0,12

RC/0,1% TOCN 1,38 1,80

RC/0,5% TOCN 3,45 6,29

RC/1% TOCN 3,52 6,47

8.3. Struktura povrsine ultra-tankih filmova na bazi celuloze, TOCN, hitozana i
amfoterne smesSe na bazi TOCN i hitozana

Na Slici 37. je prikazana morfologija povrsine ispitivanih filmova. Prisustvo TOCN na RC povrSinama
jasno je uocljivo. 0,1% TOCN disperzija samo delimi¢no pokriva povrSinu RC filma, dok je u slucaju
1% TOCN disperzije pokrivenost potpuna (Slika 37 (a)). Sva AFM merenja potvrduju stabilnost TOCN
slojeva tokom QCM merenja. Hrapavost povrsine pre i posle adsorpcije CS (Tabela 11.) ukazuje na
blagi porast hrapavosti sa pove¢anjem koli¢ine upotrebljenog TOCN. Adsorpcija CS generalno dovodi
do smanjenja hrapavosti povrsine, narocito pri pH 5,5. Odstupanje od ovog trenda je primeéeno za
RC/1% TOCN film, Sto se moze objasniti vecom koli¢inom adsorbovanog CS (Tabela 10.). Pri pH 5,5,
manje amino grupa je naelektrisano nego pri pH 2 Sto dovodi do toga da su lanci CS sklupcani pa se
postize “gusca adsorpcija” i veca hrapavost povrSine u poredenju sa glatkijom povrSinom RC/1%
TOCN filma®*,

Tabela 11. Povrinska hrapavost RC i RC/TOCN filmova pre i posle adsorpcije CS, publikovano u*?

Povrsinska hrapavost, nm

Film Pre adsorpcije CS Posle adsorpcije Posle adsorpcije

CSnapH 2 CSnapHS5,5
RC 4,82 1,67 2,43
RC/0,1% TOCN 4,85 4,69 2,53
RC/0,5% TOCN 5,19 4,65 5,17
RC/1% TOCN 5,15 5,85 6,27
RC/1% TOCN+CS 7,60 - -
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c)
Slika 37. AFM fotografije RC i RC/TOCN povrsina pre (a) i posle adsorfcije CSnapH2 (b)ipH5,5
(c). Velicina slike je 11 um?, publikovano u**

8.4. Bioaktivnost ultra-tankih filmova na bazi celuloze, TOCN i hitozana

Bioaktivnost dobijenih filmova na bazi RC, TOCN 1 CS okarakterisana je odredivanjem njihovih
protein-odbijaju¢ih svojstava in situ u kontinualnom toku govedeg serumskom albumina (BSA)
primenom QCM-D i odredivanjem njihovih antibakterijskih svojstava in vitro prema Staphylococcus
aureus i Escherichia coli.

8.4.1. Protein-odbijajuca svojstva

Poznato je da kada proteini dodu u kontakt sa ¢vrstom povrSinom, najverovatnije je da ¢e se na nju
adsorbovati, tj. vrlo je te$ko izbe¢i adsorpciju proteina®'. Adsorpcija proteina moZe doprineti
povecanoj adheziji Cestica, bakterija ili Celija §to podstiCe upalne procese tkiva i/ili dovodi do
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zaprljanja povrsine materijala®?, tako da je veoma vaZno da materijal namenjen za terapiju rana

poseduje protein-odbijajuc¢a svojstva.

BSA se, kao model protein, cesto koristi za istrazivanje adsorpcije proteina na polimerne povrsine.
Razumevanje i kontrola adsorpcije proteina na povrsine je veliki izazov. Adsorpcija BSA se moze
ostvariti preko razli¢itih mehanizama, kao $to su hidrofobne interakcije, jonske sile, vodoni¢ne veze ®
specifi¢ne interakcije*®. U ovoj doktorskoj disertaciji, adsorpcija i desorpcija BSA na povrine RC/1%
TOCN i RC/1% TOCNY/CS filmova je uporedena upotrebom QCM-D tehnike (Slika 38.). S obzirom na
&injenicu da adhezija proteina zavisi od naelektrisanja povriine®®™, 1% amfoterna disperzija na bazi
TOCN 1 CS sa niskom gustinom naelektrisanja na pH 7,4 (Slika 28.) je, takode, upotrebljena za
naslojavanje RC povrsina (metoda I11 za dobijanje RC/1% TOCN+CS filma) i ispitana adsorpcija BSA
na tako dobijene filmove. Slika 38. prikazuje reprezentativne krive Af3 u zavisnosti od vremema za ova
tri filma izlozena kontinualnom toku H,0, PBS pufera, rastvora BSA i na kraju PBS pufera. Koli¢ine
adsorbovanog BSA su prikazane u Tabeli 12.

Promena frekvencije od -33 Hz izmedu adsorpcije BSA i ispiranja PBS puferom (Slika 38.) jasno
ukazuje na adsorpciju proteina na povrsini RC/1% TOCN filma. Izoelektri¢na tacka BSA je oko 4,7—
4,9 ** tako da je u uslovima visih pH BSA negativno naelektrisan. Na pH 7,4 povrsinsko
naelektrisanje BSA 1 TOCN je negativno, pa je elektrostaticko odbijanje izmedu njih moguce. Prema
tome, moze se zakljuciti da interakcije izmedu BSA 1 TOCN mogu biti veoma specifi¢ne, u skladu sa
anjonskim grupama polisaharida®®. U slugaju RC/1% TOCN/CS filma, amino grupe CS su delimi¢no
protonovane na pH 7,4 (Slika 28.), pa je elektrostati¢ko privlac¢enje izmedu njih i BSA moguce. Slika
38. prikazuje ve¢u promenu frekvencije od -39 Hz za RC/1% TOCN/CS film izmedu adsorpcije BSA i
ispiranja PBS puferom u odnosu na -33 Hz za RC/1% TOCN film. Ovo jasno ukazuje da deponovan
CS doprinosi pogorsanju protein-odbijajucih svojstava. Imajuc¢i u vidu da povrsSinsko naelektrisanje
TOCN i CS pri pH 7,4 iznosi -0,8 mmol-g™ i +0,23 mmol-g ™' (Slika 28.), respektivno, jasno je da se
koli¢ina adsorbovanog BSA povecala usled smanjenja negativnog naelektrisanja i elektrostatickog
odbijanja. Znacajan deo karboksilnih grupa iz TOCN sloja RC/1% TOCN/CS filma je prekriven sa
molekulima CS i nedostupan za elektrostaticko odbijanje molekula BSA. Sa druge strane, deponovani
molekuli CS su doprineli elektrostatickom privlagenju negativno naelektrisanih molekula BSA?*.
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0' —8— RC/1% TOCNI/CS
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50 H:0
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200+
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Slika 38. QCM-D promene u frekvenciji pri adsorpciji BSA na RC/1%TOCN, RC/1%TOCN/CS i
RC/1%TOCN+CS filmove, publikovano u®*?
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S obzirom da je registrovana znac¢ajna adsorpcija BSA (Tabela 12.) kako za RC/1% TOCN tako i za
RC/1% TOCN/CS film, napravljen je, primenom amfoterne disperzije na bazi TOCN i CS (tj.
polianjon/polikatjon kompleksa), i film sa amfoternim karakterom povrsSine i niskim povrsinskim
naelektrisanjem na pH 7,4. AFM fotografija RC povrSine naslojene ovim kompleksom (Slika 39.)
pokazuje povrsinu u potpunosti pokrivenu sa TOCN+CS kompleksom, uz blago povecanje povrsinske
hrapavosti (7,6 nm), Tabela 11.

50.0 nm

Slika 39. AFM fotografija RC povrSine naslojene sa amfoternom smesom TOCN+CS. Velicina slike je
1 x 1 um?, publikovano u **

Veoma intenzivne interakcije uspostavljene izmedu TOCN i CS, rezultirale su izuzetno niskim
anjonskim naelektrisanjem od -0,04 mmol g™’ na pH 7,4 (Slika 28.). Kao §to je o&ekivano, promena
frekvencije od 7 Hz za adsorpciju BSA na RC/1% TOCN+CS film je znac¢ajno manja u odnosu na
druga dva filma (Slika 38.) i potvrduje slabu adsorpciju BSA na RC/1% TOCN+CS film (Tabela 12.).

Tabelal2. Kolicina adsorbovanog BSA na povrsini ispitivanih filmova, publikovano u?*

Film Koli¢ina adsorbovanog BSA
(+inkorporirani molekuli vode), ng-cm™

RC/1% TOCN 5,63

RC/1% TOCN/CS 6,63

RC/1% TOCN+CS 1,17

Ispiranje sa PBS puferom je podiglo frekvenciju zbog reverzibilne adsorpcije proteina, koja se javlja
uglavnom na krajnjem gornjem sloju nabubrelog filma. Rezultati se ne mogu tumaciti na jednostavan
naéin zato $to efektivni adsorpcioni mehanizmi jos uvek nisu potpuno razjasnjeni*®®. U svakom slucaju,
u poredenju sa tankim celuloznim filmovima modifikovanim sa lizinom koje su dobili Elschner i sar.*”’
(50-100 ng-cm 2 BSA je adsorbovano pri neutralnom pH i koncentraciji BSA od 1 mg-ml™), u okviru
ove doktorske disertacije postignuta je adsorpcija niza za jedan red veli¢ine sa RC/1% TOCN+CS
filmom, ¢ak i na mnogo visoj koncentraciji upotrebljenog rastvora BSA (50 mg-ml™).
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8.4.2. Antibakterijska svojstva

Antibakterijska aktivnost filmova na bazi celuloze, TOCN i hitozana ispitivana je prema E.coli i
S.aureus kao Gram-negativnoj i Gram-pozitivnoj bakteriji (Tabela 13.). CS film je ostvario
maksimalnu bakterijsku redukciju (99,9%) prema oba bakterijska soja. Kao $to je ve¢ receno, smatra se
da je protonovana amino grupa (NH3") kao aktivna funkcionalna grupa od sustinskog znacaja za
antibakterijsku aktivnost CS jer uestvuje u najdominantnijem mehanizamu njegove antibakterijske
aktivnosti zasnovanom na remeéenju ¢elijske membrane/éelijskog zida bakterija™®’. Dvoslojni RC-(1%
TOCN+CS) film nije ostvario redukciju bakterija. Broj bakterijskih kolonija je pove¢an u njegovom
prisustvu, verovatno kao rezultat jakih interakcija izmedu CS i TOCN, tako da preostale dostupne
amino grupe CS nisu bile dovoljne za antibakterijsku aktivnost.

Dvoslojni RC-TOCN film sa adsorbovanim CS (RC-TOCN-CS) je ostvario veoma visoku redukciju
bakterija 99,8-99,6% prema obe bakterije. U ovom slucaju postignuto je ireverzibilno vezivanje CS na
povrsini celuloze, uz dovoljnu koli¢inu slobodnih amino grupa hitozana za efikasnu redukciju bakterija.
Ovo je vazno istaci s obzirom da u prethodnim istrazivanjima materijali dobijeni na bazi celuloze i CS
(viskozna vlakna naslojena sa CS?%, film celuloza/CS™ kao i bakterijska celuloza impregnirana CS*%)
nisu ostvarili zadovoljavaju¢u redukciju prema E.coli.

Tabelal3. Antibakterijska aktivnost CS i TOCN/CS naslojenih celuloznih filmova, publikovano u?*
Broj bakterijskih kolonija (CFU) i redukcija (%0)

Film E.coli (CFU/ml) E.coli (%) S.aureus (CFU/ml) S.aureus (%)
kontrolni RC-TOCN 1,18 x 10° 0 1,12 x 10° 0
RC-TOCN-CS 2,02 x 10° 99,8 4,28 x 10° 99,6
RC-(1% TOCN+CS) 1,82 x 10° 0 1,54 x 10° 0

CS <10 99,9 <10 99,9

Iz svega izloZzenog proizilazi da je naslojavanje TOCN na povrSinu RC dovelo do poboljsanja
hidrofilnost filma i adsorpcije CS. Ravnotezni sadrzaj vode povecava se sa povecanjem koliCine
naslojenog TOCN kao rezultat interakcija izmedu hidrofilnih karboksilnih grupa na povrsini RC/TOCN
filma. Koli¢ina adsorbovanog CS na ultra-tankim RC/TOCN filmovima visa je pri pH 5,5. Pri pH 2
ireverzibilno vezanje CS posledica je specifi¢nih i niskoenergetskih interakcija, dok su pri pH 5,5
jonske i kovalentne veze odgovorne za vezivanje CS. Filmovi superiornih protein-odbijajucih svojstava
dobijeni su primenom amfoterne smeSe na bazi TOCN i CS koja ima skoro nulto ukupno naelektrisanje
(-0,04 mmol-g™ pri pH 7,4), s obzirom da proteini imaju veéi adsorpcioni afinitet ka naelektrisanim
povrSinama. Koli¢ina adsorbovanog BSA na povrsini RC/1% TOCN+CS znatno je niZza nego na
ostalim povrSinama. Sa druge strane, RC-(1% TOCN+CS) film nije ostvario antibakterijsku aktivnost,
verovatno usled interakcija izmedu CS i TOCN, tj. njihovih vodonik donirajuc¢ih grupa. Troslojni RC-
TOCN-CS film pokazao je najbolju antibakterijsku aktivnost, dok je dvoslojni RC/1% TOCN+CS film
pokazao najbolja protein-odbijaju¢a svojstva. Zahvaljujuc¢i protein-odbijaju¢im i antibakterijskim
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svojstvima, dobijeni polisaharidni viSeslojni tanki filmovi imaju veoma velik potencijal da budu
primenjeni kao obloge za rane.
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9. Dobijanje bioaktivnih nanostrukturnih materijala na bazi viskoze i
hitozana

U cilju poboljsanja antibakterijskih i antioksidativnih svojstava kao i postojanosti na pranje viskoznih
tkanina funkcionalizovanih CS, NCS i NCS+Zn, dva razli¢ita pred-tretmana, TEMPO oksidacija i
naslojavanje sa TOCN dobijenim fibrilacijom TEMPO oksidisanih pamu¢nih vlakana, primenjena su
radi uvodenja karboksilnih i aldehidnih grupa koje su neophodne za ireverzibilno vezivanje hitozana
kako iz rastvora tako i iz disperzja nanocestica. Uticaji ovih pred-tretmana na hemijska,
elektrokineticka, morfoloska, sorpciona, mehanicka, antibakterijska i antioksidativna svojstva pred-
tertiranih i CS, NCS i NCS+Zn funkcionalizovanih viskoznih tkanina su ispitani i uporedeni. Tkanine
su okarakterisane primenom infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (FTIR),
elementalnom analizom, induktivno kuplovanom plazmom sa optickom emisionom spektrometrijom
(ICP-OES), skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM), kao i merenjima sadrzaja karboksilnih
i aldehidnih grupa, zeta potencijala, kapilarnosti, sadrzaja vlage, prekidne sile, antibakterijske i
antioksidativne aktivnosti. Postojanost na pranje viskoznih tkanina funkcionalizovanih CS, NCS i
NCS+Zn pracena je kroz promene u sadrzaju hitozana i cinka, elektrokinetickim, antibakterijskim i
antioksidativnim svojstvima nakon 1, 3 i 5 ciklusa pranja.

9.1. Karakterizacija pred-tretiranih viskoznih tkanina

9.1.1. Hemijska i elektrokineti¢ka svojstva pred-tretiranih viskoznih tkanina

Kao $to je ve¢ receno u poglavlju 1.3.2., konverzija primarnih hidroksilnih grupa glukopiranoznih
jedinica u karboksilne grupe preko aldehidnih intermedijera tokom TEMPO oksidacije dovodi do
povecanja sadrzaja funkcionalnih grupa TEMPO oksidisane viskoze kao i TOCN (Tabela 14.). U oba
slucaja ukupan sadrzaj uvedenih grupa je slican s tim $to je kod TEMPO oksidisane viskoze uvedena
pribliZzno ista koli¢ina aldehidnih (440 mmol-kg™) i karboksilnih grupa (438 mmol-kg™) dok u slugaju
TOCN dominiraju karboksilne grupe (830 mmol-kg™) u odnosu na aldehidne grupe (90 mmol-kg™).
Naslojavanje nemodifikovane viskozne tkanine sa TOCN, na ¢ijoj povrSini je prisutan visok sadrZaj
funkcionalnih grupa, omoguéava uvodenje karboksilnih i aldehidnih grupa na povrSinu materijala i
doprinosi blagom povecanju sadrzaja obe funkcionalne grupe u viskoznoj tkanini. U poredenju sa
nemodifikovanom, povecanje funkcionalnih grupa (karboksilnih + aldehidnih) od 10,7 puta je
postignuto za TEMPO oksidisanu tkaninu, a 1,4 puta za TOCN naslojenu viskoznu tkaninu. Takode,
moze se uociti da je u slucaju TEMPO oksidisane viskozne tkanine uvedena priblizno ista koli¢ina
karboksilnih i aldehidnih grupa, dok u slucaju TOCN naslojene viskozne tkanine dominiraju
karboksilne grupe (86 mmol-kg™) u odnosu na aldehidne grupe (27 mmol-kg™).
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Tabela 14. SadrZaj funkcionalnih grupa TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila (TOCN),
nemodifikovane i predtretiranih viskoznih tkanina, publikovano u

Uzorak COOH, mmol-kg© CHO, mmol-kg©  COOH+CHO, mmol-kg*
Ccv 64 18 82
TEMPO CV 438 440 878
TOCN 830 90 920
TOCN CV 86 27 113

Ovo, relativno malo povecanje sadrZaja funkcionalnih grupa za TOCN naslojenu viskoznu tkaninu,
moze se objasniti koli¢inom adsorbovanog TOCN. Procenat adsorbovanog TOCN na viskoznu tkaninu
izraCunat je pomoc¢u potenciometrijskih titracija (Slika 40.), tj. na osnovu sadrZaja karboksilnih grupa
0,5 % disperzije TOCN pre (1,20 mmol-g™) i posle (0,96 mmol-g™) impregnacije. Razlika u sadrzaju
karboksilnih grupa u disperziji TOCN pre i posle impregnacije od 20,0% ujedno predstavlja i koli¢inu
TOCN koja se iz 0,5% disperzije TOCN adsorbovala na viskoznu tkaninu. Drugim re¢ima, tokom
procedure impregnacije dolazi do adsorpcije 0,05 g TOCN na 1 g viskozne tkanine, $to znaci da ovako
pred-tretirana viskozna tkanina sadzi 4,76% TOCN.

-’—I" 1 O 0,5 % TOCN pre impregnacije, direktan smer
o0 0.00 - _ m 0,5 % TOCN pre impregnacije, povratan smer
i) 4 ok A 0,5 % TOCN posle impregnacije, direktan smer
= 1 .J‘ A 0,5 % TOCN posle impregnacije, povratan smer
E -0,25- _
- ] A
% o

4 ]
g -0,50 .
o ]

m A

2 0,75 A
(7] A
) 4 [ ] A
c A 4.
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Slika 40. Vrednosti naelektrisanja 0,5 % disperzije TOCN, pre i posle impregnacije viskozne tkanine, u
funkciji od pH

Stabilnost adsorbovanog TOCN na viskoznoj tkanini ispitana je praéenjem promena zeta potencijala sa
vremenom izlozenosti TOCN naslojene viskozne tkanine vodenom rastvoru (Slika 41.). Ispitivanje
stabilnosti TOCN na viskoznoj tkanini vrSeno je na pH 5,5, s obzirom da su na tom pH vrsene
funkcionalizacije svih viskoznih tkanina imajuéi u vidu istrazivanja sprovedena na modelu ultra-tankog
filma u kojima je utvrdeno da je blago kisela pH vrednost najpogodnija s aspekta poboljSane adsorpcije
i ireverzibilnog vezivanja hitozana na povrsine na bazi regenerisane celuloze i TOCN (8.2.2.). Dobijeni
rezultati pokazuju da tokom 150 min izloZenosti TOCN CV vodenom rastvoru na pH 5,5 nije doSlo do
promena zeta potencijala koje bi mogle indikovati otpustanje TOCN. Drugim rec¢ima, dobijeni rezultati
ukazuju da je tokom impregnacije viskoze sa TOCN ostvarena izuzetno jaka veza izmedu viskoze |
TOCN, zasnovana na sistemu vodoni¢nih i Van derWaals-ovih veza.
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Slika 41. Promene zeta potencijala TOCN naslojene viskozne tkanine tokom vremena

ATR-FTIR tehnika upotrebljena je kao pouzdana metoda za karakterizaciju povrSine viskoznih tkanina
pre i posle razli¢itih pred-tretmana. U FTIR spektrima nemodifikovane i razli¢ito pred-tretiranih
viskoznih tkanina (Slika 42.), mogu se uo&iti karakteristi¢ni pikovi za celulozu: pik na 892-896 cm'
(C-O—C valencione vibracije B-glikozidne veze ili deformacije na C1 u celulozi 1), pik na 996 cm™
(C-O valencione vibracije na C6), pikovi na 1024 i 1067 cm™ (C-O skeletne valencione vibracije), pik
na 1158 cm™ (C-O-C asimetri¢ne valencione vibracije p-glikozidne veze u celulozi 1), pikovi na 1200
i 1336cm™ (OH deformacione vibracije), pikovi na 1225-1235 cm ™' (OH deformacione vibracije na
C6), pik na 1316 cm™ (CH, deformacione vibracije klanjanja), pik na 1372 cm™ (C-H deformacione
vibracije u celulozi 1), pik na 1418 cm™ (CH, deformacione vibracije seckanja na C6 u celulozi I1),
Siroki pik na 1636 cm™ (adsorbovana voda), pik na 2893 cm™ (C-H valencione vibracije u celulozi Il i
CH,, CH,OH u celulozi na C6, i siroki pik izmedu 3000-3600 cm! (vodoni¢no vezane OH grupe)gog’
319 Nakon TEMPO oksidacije pojavljivanje novih pikova u spektru TEMPO CV na 1600 cm™,
povezano sa C=0 valencionim vibracijama, potvrduje da su hidroksilne grupe na C6 polozaju molekula
celuloze konvertovane u natrijum-karboksilatne ** 32, Odsustvo pika na 1600 cm™ u spektru TOCN
CV moze biti objaSnjeno niskim sadrZajem karboksilnih grupa u ovom uzorku (Tabela 14.), ali i
¢injenicom da se ovaj pik nalazi u delu spektra gde Siroki pik adsorbovane vode moze maskirati njegov
signal. Pored toga, detektovanje aldehidnih grupa je veoma teSko jer su ove grupe delimi¢no ili ¢ak
potpuno hidratisane, a dobijene hemiacetalne ili hemialdolne strukture ne pokazuju klasi¢nu adsorpciju
karbonilne grupe u FTIR spektru®?. U ovim uslovima, aldehidne grupe koje poti¢u od TEMPO
oksidacije se vrlo tesko mogu detektovati pomo¢u FTIR analize. Medutim, u slu¢aju TEMPO CV i
TOCN CV moZe biti uo&eno blago smanjenje intenziteta pikova na 996, 1225-1235 i 1418 cm™", koji
odgovaraju C-O valencionim vibracijama na C6, OH deformacionim vibracijama na C6, CH;
deformacionim vibracijama seckanja na C6 u celulozi II, respektivno. Pored pikova karakteristi¢nih za
celulozu, kod CV i TOCN CV je uo&en §irok pik na 1645 cm ' koji ukazuje na nepoZeljnu absorbanciju
neuklonjene vode vezane za celulozu®.
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Slika 42. FTIR spektri nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina

Uspesnost funkcionalizacije tekstilnih materijala zavisi, u velikoj meri, od hemije povrSine polaznog
materijala, koja odreduje da 1li je neki tekstilni materijal pogodan za odredeni postupak
funkcionalizacije. Takode, ako se poznaje hemija povrSine supstrata, u cilju uspeSne funkcionalizacije,
moguce je i prilagodavanje samog postupka funkcionalizacije svojstvima tekstilnih materijala. S tim u
vezi, povrsinsko naelektrisanje je kljuCan parametar za pospesivanje ili spre¢avanje interakcije izmedu
vodenih rastvora razli¢itih jedinjenja i povrSine ¢vrstog materijala. Zeta potencijal ({), primarno
koriS¢en kao indikator naelektrisanja Cvrste povrSine, je koristan parametar za poredenje povrSina
materijala pre i nakon povrsinskih modifikacija/funkcionalizacija, kao i ponaSanja njihovog
naelektrisanja u vodenom rastvoru®®,

Na Slici 43. su prikazane krive zavisnosti zeta potencijala od pH za nemodifikovanu i pred-tretirane
viskozne tkanine. Nemodifikovana i obe pred-tretirane tkanine pokazuju negativan zeta potencijal u
¢itavom podruéju pH zbog prisustva karboksilnih i hidroksilnih grupa u celuloznom polimeru.
Pomeranje izoelektriéne tacke (IET) sa 2,94 za nemodifikovanu na 1,74 za TEMPO oksidisanu i na
1,81 za TOCN naslojenu viskoznu tkaninu je posledica pove¢anog sadrzaja kiselih (karboksilnih) grupa
na povrsini tkanine. lako je ukupni sadrzaj karboksilnih grupa znacajno visi za TEMPO oksidisanu
nego za TOCN naslojenu viskozu (Tabela 14.), njena IET je samo neznatno niZza $to ukazuje da su u
TEMPO oksidisanoj viskozi uvedene funkcionalne grupe wuniformno rasporedene u/na
vlaknima/tkanini, dok su u slu¢aju TOCN naslojene viskoze te funkcionalne grupe rasporedene samo
na njenoj povrsini. Pored toga, imajuéi u vidu ¢injenicu da bi vrednost platoa na baznom pH morala biti
negativnija u sluc¢aju vece gustine karboksilnih grupa na povrsini tkanine, dobijena manje negativna
vrednost platoa zeta potencijala za TEMPO oksidisanu viskoznu tkaninu (koja ima veéi sadrzaj
karboksilnih grupa od nemodifikovane i TOCN naslojene viskoze) moze se objasniti ¢injenicom da
naelektrisane grupe na povrsini vlakna (tj. deprotonovane karboksilne grupe) mogu spreciti disocijaciju
susednih (karboksilnih) grupa elektrostatickim odbijanjem, kao i povecanom hidrofilno$éu i
bubrenjem. Sa povecanjem bubrenja, odnos izmedu maksimalno negativnog zeta potencijala (pri blago
kiselom pH) i vrednosti platoa (pri visokom pH), ,.../Cplateau, se povecava®’’. Za razliku od
nemodifikovane i TOCN naslojene viskoze, smanjenje negativnsti zeta potencijala pri visokom pH i
povecanje (max/Cpiatequ 0dnosa za TEMPO oksidisanu viskozu ukazuje na povecanje hidrofilnosti i
bubrenja usled promena u hemijskom sastavu i strukturi prouzrokovanim TEMPO oksidacijom. Takve
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promene dovode do povecane pristupacnosti unutrasnje povrsine vlakana, kao 1 do povecanja ukupne
povrsine vlakana, posebno u nabubrelom stanju, povecavajuci kapacitet za vezivanje razli¢itih jona,
bioaktivnih molekula ili estica” *.
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Slika 43. Zeta potencijal nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina, publikovano u®?

9.1.2. MorfoloSke karakteristike pred-tretiranih viskoznih tkanina

Morfologija povrSine nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih vlakana/tkanina je ispitana
skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM). SEM fotografije nemodifikovane i pred-tretiranih
viskoznih tkanina prikazane su na Slici 44. Za razliku od nemodifikovane (uzorak CV), TEMPO
oksidisana viskozna vlakna (uzorak TEMPO CV) imaju otvoreniju povrSinu zbog oStecenja koja se na
povrsini vlakana manifestuju kao pukotine vece ili manje dubine. Uocena oStec¢enja na povrsini vlakna
koja su posledica procesa oksidacije®, doprinece efikasnijoj imobilizaciji molekula CS s obzirom na
razvijeniju povrsinu i ve¢u dostupnost aktivnih mesta za njegovo vezivanje. U slu¢aju TOCN naslojene
viskoze (uzorak TOCN CV), TOCN formira tanak polimerni film koji obavija vlakna, kao $to je to ve¢
diskutovano u poglavlju 8. Takode, jasno se uoc¢avaju i delovi polimernog filma koji su se odvojili od
povrsine vlakana.

20kU X5,080 @ 5. ai i 20kU KS,000 Skm 180101

/i
Slika 44. SEM fotografije nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina, publikovano u”
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9.1.3. Sorpciona i mehanicka svojstva pred-tretiranih viskoznih tkanina

Sorpciona i mehanicka svojstva pred-tretiranih viskoznih tkanina su veoma vazna, jer od sorpcionih
svojstava zavisi kako ¢e se tkanine dalje ponaSati u procesima funkcionalizacije sa CS, NCS i
NCS+Zn, s obzirom da se navedene funkcionalizacije izvode iz rastvora/disperzija, kao i u kasnijoj
eksplataciji, dok mehanicka svojstva odreduju potencijalnu primenu ovih materijala.

Sorpciona svojstva nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina okarakterisana su merenjima
kapilarnosti, ugla kvaSenja i sadrzaja vlage. lako su sorpciona svojstva viskoze mnogo bolja u
poredenju sa sli¢nim materijalima (npr. hemijskim celuloznim vlaknima kao $to su modal i liocel), ipak
nisu dovoljna u slutajevima kada je neophodna izuzetno visoka sorpciona mo¢®*. Poznato je da se
uvodenjem hidrofilnih funkcionalinih grupa u celulozne materijale, samim tim i one na bazi viskoze,
znaGajno moZe uticati na poboljsanje njihovih sorpcionih svojstava®** 31> 316317318 'K gnkretno u ovom
radu, TEMPO oksidacija i naslojavenje TOCN dovelo je do promena u fizicko-hemijskim, o ¢emu je
ranije diskutovano, i posledi¢no u sorpcionim svojstvima pred-tretiranih viskoznih tkanina.

Kapilarna svojstva tekstilnih materijala mogu imati veliki uticaj na njihovu primenu, kako prilikom
obrade tako i prilikom upotrebe. Dobra kapilarna svojstva tekstilnih materijala pruzaju im dobar
apsorpcioni kapacitet i/ili brzinu apsorpcije, Sto je potrebno pri apsorpciji vlage, te¢nosti, kao i
sredstava za funkcionalizaciju®®. Kapilarnost obuhvata nekoliko fenomena koji se istovremeno
odvijaju prilikom penjanja tecnosti uz vertikalno postavljen tekstilni materijal. Kapilarnost je
uslovljena hemijskom strukturom tekstilnog materijala, sistemom kapilara u tekstilnom materijalu i
poroznodéu samih vlakana®”. Krive kvasenja, dobijene merenjima kapilarnosti, za nemodifikovanu i
pred-tretirane viskozne tkanine predstavljne su kao brzina apsorpcije na Slici 45., na kojoj se jasno
uocava da je brzina apsorpcije drasticno ve¢a za TEMPO oksidisanu i TOCN naslojenu viskoznu
tkaninu u odnosu na nemodifikovanu.
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Slika 45. Krive kvaSenja za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine

Sa dobijenih krivih kvaSenja odreden je i kapacitet sorpcije, koji predstavlja koli¢inu upijene te¢nosti u

stanju ravnoteze. Kapacitet sorpcije za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine prikazan je u

Tabeli 15. Nemodifikovana viskozna tkanina uspostavila je ravnotezno stanje nakon 144 s pri ¢emu je

sorbovala 0,52 g te¢nosti/g tkanine. Za obe pred-tretirane viskozne tkanine koli¢ina sorbovane te¢nosti
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bila je veca. Ravnotezno stanje za TEMPO oksidisanu viskoznu tkaninu uspostavljeno je brze, dok je
za TOCN naslojenu tkaninu sporije. TEMPO oksidisana viskozna tkanina uspostavila je ravnotezno
stanje nakon 25 s uz sorpciju 0,65 g te¢nosti/g tkanine, dok je TOCN naslojena viskozna tkanina
uspostavila ravnotezno stanje nakon 190 s uz sorpciju 0,64 g te¢nosti/g tkanine.

Tabela 15. Kolicina sorbovane tecnosti, ugao kvasenja, sadrzaj vlage u ravnoteznom stanju i prekidna
sila nemodifikovane i pred-tretirane viskoznih tkanina

Uzorak Koli¢ina sorbovane Ugao Sadrzaj Prekidna sila, N
te¢nosti, kvasenja, ° vlage, %

g teCnosti/g tkanine osnova potka
cVv 0,52+0,04 81+4,72 8,29+0,23  225+1,52 191+3,06
TEMPO CV 0,65+0,12 40+9,34 10,65+0,48  200+5,13 155+2,89
TOCN CV 0,64+0,05 82+1,11 9,13+0,55 2574351 2154252

U Tabeli 15. prikazane su i vrednosti ugla kvaSenja za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne
tkanine, s obzirom da je on indikator hidrofilnosti povrSine. Ugao kvasenja nemodifikovane viskozne
tkanine je 81 °, TEMPO oksidisane 40 °, a TOCN naslojene 82 °. Smanjenje ugla kvaSenja viskozne
tkanine nakon TEMPO oksidacije ukazuje na povecanje hidrofilnosti njene povrsine usled uvodenja
funkcionalnih grupa. Ugao kvaSenja viskozne tkanine nakon naslojavanja sa TOCN ve¢i je u odnosu na
ugao kvasenja nemodifikovane viskozne tkanine i ukazuje na smanjenje hidrofilnosti njene povrsine.
Dobijeni rezultat nije u skladu sa merenjima zeta potencijala (Slika 43.) kojima je pokazano da
povrSina viskozne tkanine nakon naslojavanja TOCN ima veéu gustinu ukupnog negativnog
naelektrisanja usled uvodenja funkcionalnih grupa kiselog karaktera. Do povecanja ugla kvaSenja
viskozne tkanine nakon naslojavanja TOCN doSlo je verovatno zbog toga §to su se izmedu
funkcionalnih grupa TOCN uspostavile izuzetno jake interakcije koje nisu mogle da se raskinu za
vreme izvodenja merenja i omoguce ucestvovanje funkcionalnih grupa TOCN u interakcijama sa
molekulima vode.

Pored kapilarnosti i ugla kvaSenja, ispitana je i vlaznost odnosno sadrZaj vlage nemodifikovane i pred-
tretiranih viskoznih tkanina. Na osnovu eksperimentalno dobijenih rezultata (Tabela 15.) utvrdeno je da
su vrednosti sadrZaja vlage TEMPO oksidisane (10,65 %), kao i TOCN naslojene (9,13 %) viskozne
tkanine vece u odnosu na nemodifikovanu viskoznu tkaninu (8,29 %) $to se moze objasniti uvodenjem
hidrofilnih funkcionalnih grupa u strukturu viskoze tokom pred-tretmana.

U Tabeli 15. takode je prikazan uticaj primenjenih pred-tretmana na prekidnu silu viskozne tkanine. U
slucaju TEMPO oksidacije, uz promene na molekulskom nivou u vidu razli¢itih tipova i1 koli¢ine
funkcionalnih grupa, kompleksna struktura celuloznih vlakana je promenjena, uz ve¢ diskutovana
ostecenja viskoznih vlakana, Sto je dovelo do smanjenja prekidne sile za 11% u pravcu osnove i za 19%
u pravcu potke. Sa druge strane, naslojavanje TOCN nije dovelo do promena u nadmolekulskoj
strukturi celuloze; efekat ojacanja TOCN na povrsini vlakana jasno je uocljiv, tj. prekidna sila TOCN
CV uzorka povecana je za 14% u pravcu osnove i za 13% u pravcu potke.
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9.2. Dobijanje viskoznih tkanina funkcionalizovanih hitozanom

U vecini slucajeva potrebno je da tekstilni materijali koji se primenjuju u prevenciji i terapiji rana budu
na bazi prirodnih polimera i da se odlikuju postojanom bioaktivnos¢u 1 dobrim mehani¢kim
svojstvima®?.  Antibakterijska i antioksidativna svojstva neka su od najvaZnijih bioaktivnih
karakteristika ovih materijala; s obzirom da bakterijske infekcije mogu da odloZe ili produze zarastanje
rana’®, a da slobodni radikali izazivaju oksidativni stres u ljudskom telu i ubrzavaju napredak mnogih
hroni¢nih bolesti®®. S povecanjem svesti o infektivnim bolestima i rezistenciji na antibiotike, mnoge
studije posvecéene su funkcionalizaciji tekstilnih materijala radi postizanja njihovog antibakterijskog
dejstva upotrebom prirodnih reagensa koji ukljuCuju alternativne i do sada manje koriS¢ene
polisaharide i njihove derivate kao $to je hitozan® **!. U cilju dobijanja viskoznih tkanina sa
antibakterijskim i antioksidativnim svojstvima postojanim na pranje, viskozne tkanine pred-tretirane na
dva razli¢ita nac¢ina (TEMPO oksidacijom i naslojavanjem TOCN), §to je dataljno objasnjeno u
prehodnom poglavlju, funkcionalizovane su sa: CS, NCS i NCS+Zn.

9.2.1. Hemijska i elektrokineticka svojstva viskoznih tkanina
funkcionalizovanih hitozanom

Promene u hemiji povrSine viskoznih tkanina funkcionalizovanih hitozanom okarakterisane su FTIR
spektoskopijom. FTIR spektri Cistog CS i razli¢ito pred-tretiranih viskoznih tkanina, pre i posle
funkcionalizacije sa CS, prikazani su na Slici 46.
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Slika 46. FTIR spektri viskoznih tkanina pre i posle funkcionalizacije sa hitozanom, publikovano u®

Na FTIR spektru CS jasno se mogu uociti svi pikovi karakteristi¢ni za CS: pikovi na 894 i 1153 cm™
koji odgovaraju strukturi polisaharida, sli¢noj kao kod celuloze; pikovi na 1025 i 1062 cm™ odnose se
na C-O valencione vibracije; pik na 1315 cm ' karakteristi¢an za amide I11; pikovi na 1373 i 1420 cm™
povezani sa C-Hx deformacionim vibracijama; pik na 1560 cm™ povezan sa valencionim vibracijama
amino grupe hitozana; pik na 1590 cm™ koji se odnosi na N-H deformacione vibracije amida I1; pik na

95



1651 cm™ karakteristiGan za amide | i koji se preklapa sa pikom za adsorbovanu vodu; pikovi na 2870 i
2921 cm™ za C-H asimetri¢ne i simetri¢ne valencione vibracije, respektivno; i siroki pik od 3000 do
3600 cm™ povezan sa O-H valencionim vibracijama, preklopljen sa pikom NH, valencionih vibracija u
istom regionu®?, 3, FTIR spektri viskoze/celuloze 1 CS su prilicno sli¢ni zbog strukturnih sli¢nosti
ova dva polimera. Spektri razli¢ito pred-tretiranih viskoznih tkanina funkcionalizovanih sa hitozanom
pokazuju pikove karakteristiCne za oba polimera sa malim modifikacijama. Osnovni pikovi CS na
1560, 1590 i 1651 cm' koji odgovaraju valencionim vibracijama amino grupe, N-H deformacionim
vibracijama i karbonilnim valencionim vibracijama acetil grupa, respektivno, su skoro nestali §to se
moze objasniti ¢injenicom da su ovi pikovi u regionu spektra gde Siroki pik adsorbovane vode maskira
njihov signal, ali i formiranjem vodoni¢nih veza izmedu viskoze/celuloze i CS. Pored toga, Siroki pik u
opsegu 3000-3600 cm ™', koji odgovara O-H i NH, valencionim vibracijama, blago je pomeren prema
vi§im talasnim brojevima i pokazuje nizi intenzitet pika, $to potvrduje formiranje intermolekulskih
vodoni¢nih veza izmedu viskoze i CS**. U slutaju TEMPO CV/CS uzorka, pik koji se odnosi na C=0
valencione vibracije karboksilnih anjona, blago je pomeren ka visim talasnim brojevima, od 1600 do
1610 cm™, i ima niZi intenzitet, $to ukazuje na jake interakcije izmedu pozitivno naelektrisanih
protonovanih amino grupa CS i negativno naelektrisanih karboksilnih grupa TEMPO CV**. Medutim,
FTIR analizom nije potvrdena interakcija izmedu aldehidnih grupa viskoze i amino grupa CS, s
obzirom da se pik karakteristi¢an za kovalentno vezivanje CS za celulozu formiranjem Schiff-ove baze
nalazi u oblasti spektra gde absorbancija vode vezane za oba polimera moze maskirati njegov signal.
Dobijeni rezultati ukazuju da je CS fizicki vezan za nemodifikovanu i razli¢ito pred-tretirane viskozne
tkanine, dok su u slucaju TEMPO CV/CS potvrdene i elektrostaticke interakcije (jonsko vezivanje)
izmedu CS i TEMPO CV®,

SadrZaj hitozana u funkcionalizovanim nemodifikovanim i pred-tretiranim viskoznim tkaninama
odreden je elementalnom analizom, a na osnovu procenta azota koji poti¢e od hitozana (Tabela 16.). U
poredenju sa nemodifikovanom viskoznom tkaninom, pred-tretmani su povecali sposobnost viskozne
tkanine da veze CS, tj. sadrzaj CS se povecao za 131% u slu¢aju TEMPO oksidisane viskozne tkanine,
odnosno za 47% u slu¢aju TOCN naslojene viskozne tkanine. Dobijeni rezultati mogu se objasniti
novim vezujuéim mestima za CS koja se uvode na povrsinu vlakana/tkanine upotrebom oba pred-
tretmana (Tabela 14.).

Tabela 16. Sadrzaj hitozana u viskoznim tkaninama funkcionalizovanim sa hitozanom

Uzorak Sadrzaj hitozana, g/100 g celuloze
CVICS 0,77
TEMPO CV/CS 1,78
TOCN CVICS 1,13

Pored rezultata dobijenih pomoc¢u FTIR spektroskopije i elementalne analize, uspeSna funkcionalizacija
viskoznih tkanina sa CS uocljiva je i iz promena vrednosti zeta potencijala u zavisnosti od pH za
nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine nakon adsorpcije hitozana iz rastvora (Slika 47.).

96



10

8-
] i
2' %
%‘ 2; ..0 '\‘\“é
= ol * v Lt —
I L NI il SO
e 1 TS B4
g -4—_ ‘.Q AN A A A Ay paa
5 6] At —=CV
- .8 f * TEMPO CV
2 40 o 4 TOCN CV
N ] NoTe v CV/ICS
-124 " +  TEMPO CV/CS
-14 . <+ TOCN CV/CS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Slika 47. Zeta potencijal nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina pre i posle
funkcionalizacije sa hitozanom

Krive zavisnosti zeta potencijala od pH za nemodifikovanu i TOCN naslojenu viskoznu tkaninu nakon
funkcionalizacije sa CS ukazuju na tipi¢no amfoterno ponaSanje ovih tkanina zbog prisustva amino
grupa CS na njihovoj povrsini. Takode, IET su pomerene ka visim pH vrednostima (oko pH 7), a same
krive zavisnosti zeta potencijala od pH pomerene su ka manje negativnim vrednostima u podru¢jima
viSih pH vrednosti, dok u podrucjima nizih pH pokazuju pozitivne vrednosti. Uo¢ene, manje negativne
vrednosti platoa zeta potencijala ukazuju na manji broj slobodnih karboksilnih grupa na povrSini
vlakana/tkanine. Koli¢ina slobodnih karboksilnih grupa na hitozanom funkcionalizovanim viskoznim
tkaninama zavisi od intenziteta jonskih interakcija ovih grupa sa amino grupama. Pri nizim pH
vrednostima, povrsina hitozanom funkcionalizovanih viskoznih tkanina je pozitivno naelektrisana zbog
potisnute disocijacije slobodnih kiselih grupa celuloze i izraZzene protonizacije slobodnih amino grupa
hitozana. U slucaju TEMPO oksidisane viskoze, funkcionalizacija sa CS dovodi do pomeranja njene
IET ka visim pH (pH 4,0), dok je citava kriva zavisnosti zeta potencijala od pH pomerena ka viSim
vrednostima zbog manjeg broja dostupnih kiselih grupa na povrSini vlakana/tkanine. Tacnije, kriva
zavisnosti zeta potencijala od pH pomerena je ka pozitivnim vrednostima u regionu viseg pH, ali i ka
manje negativnim vrednostima u regionu nizeg pH. Manje negativne vrednosti zeta potencijala ukazuju
da povrSsina TEMPO oksidisane viskozne tkanine nakon funkcionalizacije sa CS nije potpuno
prekrivena sa CS, tj., na povrsini viskozne tkanine, pored amino grupa CS, takode postoje slobodne
kisele grupe celuloze, koje su dostupne za disocijaciju na kiselom pH. S druge strane, u g)odméju
alkalnog pH protonizacija amino grupa CS bi trebalo da bude potisnuta (IET CS je oko 6,8*%), pa je
negativni zeta potencijal TEMPO oksidisane viskozne tkanine nakon funkcionalizacije sa CS bio
o¢ekivan. Blago pozitivne vrednosti zeta potencijala dobijene na visSim pH vrednostima mogu biti
objadnjene, prema literaturi**’, inverzijom naelektiranja na povrsini tkanine usled adsorpcije jona
natrijuma prisutnih u rastvoru hitozana koris¢enom za funkcionalizaciju, ali i kao kontrajona
karboksilnih grupa u TEMPO oksidisanoj viskozi.
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9.2.2. MorfoloSke karakteristike viskoznih tkanina funkcionalizovanih
hitozanom

Morfologija povrSine nemodifikovane i pred-tretiranih  viskoznih  vlakana/tkanina posle
funkcionalizacije sa CS ispitana je skenirajucom elektronskom mikroskopijom. Uticaj hemije povrsine
i topografije nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina na stepen adsorpcije i strukturu
formiranog sloja CS, moZze biti uo¢en kroz promene u morfologiji povrsine vlakana naslojenih sa CS
(tj. hrapavosti povrsine vlakana, veli¢ini i gustini raspodele ¢estica CS), kao $to je prikazano na Slici
48.. Molekuli CS formiraju plocaste Cestice na povrsini nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih
vlakana. PovrSine pred-tretiranih viskoznih vlakana uslovljavaju efikasniju adsorpciju, koja je u slu¢aju
TEMPO oksidisanog uzorka rezultirala najgus¢im rasporedom cestica.

Skm_188189

Slika 48. SEM fotografije nemodifikovane i pred-trétiranih viskoznih tkanina posle funkcionalizacije sa
CS, publikovano u ®

9.2.3. Sorpciona i mehanicka svojstva viskoznih tkanina funkcionalizovanih
hitozanom

Sorpciona svojstva nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina odredena su i nakon njihove
funkcionalizacije sa hitozanom. Krive kvaSenja za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine
pre i posle funkcionalizacije sa hitozanom predstavljne su na Slici 49., sa koje se moze uociti da se
brzina apsorpcije smanjuje nakon funkcionalizacije sa hitozanom kako za nemodifikovanu tako i za
obe pred-tretirane viskozne tkanine. Smanjenje brzine apsorpcije moze biti objaSnjeno smanjenjem
razvijenosti sistema kapilara tkanina i smanjenja poroznosti vlakana usled adsorpcije hitozana na
njihovu povrsinu. Najdrasti¢nije smanjenje brzine apsorpcije zabelezeno je za TEMPO CV/CS Sto se
moZe objasniti kako najvecom koli¢inom adsorbovanog hitozana (Tabela 16.), tako i njegovom
adsorpcijom u pukotine karakteristicne za povrSinu TEMPO oksidisanih viskoznih vlakna (Slika 44.)
¢ime je smanjena njihova poroznost.
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Slika 49. Krive kvaSenja za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine pre i posle
funkcionalizacije sa hitozanom nakon 500 s (a) i 2000 s (b)

Funkcionalizacija hitozanom nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina odrazila se, takode, i
na njihov kapacitet sorpcije (Tabele 15. i 17.), kao i na vreme potrebno za uspostavljanje stanja
ravnoteze prilikom sorpcije tecnosti. Kapacitet sorpcije generalno se smanjio nakon funkcionalizacije
sa hitozanom: 7,70% za nemodifikovanu, 58,46% za TEMPO oksidisanu i 9,38% za TOCN naslojenu
viskoznu tkaninu. Ovakav trend moze biti objasnjen deponovanjem hitozana u spoljasnje pore/pukotine
vlakana Sto je doprinelo smanjenju moguénosti penetracije molekula te¢nosti u amorfna podrucja
vlakana. Nakon funkcionalizacije sa hitozanom, ravnotezno stanje prilikom sorpcije te¢nosti
uspostavilo se 7 s brze za nemodifikovanu, 26 s brze za TOCN naslojenu, a preko 2000 s sporije za
TEMPO oksidisanu viskoznu tkaninu (Slika 49.).

Tabela 17. Kolicina sorbovane tecnosti u ravnoteznom stanju, ugao kvasenja, sadrzaj vlage i prekidna
sila viskoznih tkanina funkcionalizovanih hitozanom

Uzorak Koli¢ina sorbovane Ugao Sadrzaj Prekidna sila, N
tecnosti, kvasenja, °  vlage, %
g teCnosti/g tkanine osnova potka
CVICS 0,48+0,08 48+20,92 8,46+0,16 221+2,65 147+1,53
TEMPO CVICS 0,27+0,08 89+0,24 10,37+0,50 182+5,69 14540
TOCN CVICS 0,58+0,03 29+8,20 9,61+0,32 230+5,00 148+7,22

Poredenjem vrednosti uglova kvasenja za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine pre (Tabela
15.) i posle (Tabela 17.) funkcionalizacije sa hitozanom uocava se da je nakon funkcionalizacije sa
hitozanom, ugao kvaSenja nemodifikovane viskozne tkanine sa 81 ° smanjen na 48 °, TEMPO
okidisane sa 40 ° povecan na 89 °, a TOCN naslojene sa 82 ° smanjen na 29 °. Poznato je da je hitozan
izuzetno hidrofilan molekul 2%, pa je smanjenje uglova kvasenja odnosno povecanje hidrofilnosti
povrSina nemodifikovane i TOCN naslojene viskozne tkanine nakon adsorpcije hitozana bilo
ocekivano. Medutim, u slu¢aju TEMPO oksidisane viskozne tkanine doSlo je do povecanja ugla
kvaSenja odnosno smanjenja hidrofilnosti njene povrSine nakon adsorpcije hitozana najverovatnije
99



usled uspostavljenih interakcija izmedu TEMPO oksidisane viskozne tkanine i molekula hitozana koje
su istovremeno smanjile broj slobodnih hidrofilnih grupa, kako TEMPO oksidisane viskozne tkanine,
tako i molekula hitozana.

Za razliku od brzine apsorpcije, kapaciteta sorpcije i ugla kvaSenja, sadrZzaj vlage nemodifikovane i
pred-tretiranih viskoznih tkanina nakon funkcionalizacije sa hitozanom nije se znacajno promenio §to
se mozZe videti poredenjem rezultata dobijenim pre (Tabela 15.) i posle (Tabela 17.) funkcionalizacije
sa hitozanom.

Funkcionalizacige sa CS na kiselom pH znacajno pogorSavaju mehanicka svojstva celuloznih
materijala®® %% % $to se direktno odraZava na njihova upotreba svojstva. Poredenjem rezultata
dobijenim za prekidnu silu nemodifikovane i pred-tretiraninh viskoznih tkanina (Tabela 15.) i
funkcionalizovanih sa CS (Tabela 17.) vidi se da je funkcionalizacija sa CS pra¢ena smanjenjem
prekidne sile. Ovo moze biti objasnjeno interakcijama CS sa celulozom, koje se oc¢igledno desavaju i u
unutrasnjosti vlakana Sto utice na njihovu fibrilarnu strukturu, ali i sa uticajem Kiselih uslova kojima su
molekuli celuloze izloZeni tokom funkcionalizacije sa CS*".

9.2.4. Antibakterijska svojstva viskoznih tkanina funkcionalizovanih hitozanom

Antibakterijska svojstva funkcionalizovanih viskoznih tkanina odredena su prema Gram-pozitivnoj
(S.aureus) i Gram-negativnoj (E.coli) bakteriji. Prema koris¢enom standardu ASTM E2149-01, uzorak
pokazuje antibakterijsku aktivnost ako je bakterijska redukcija ve¢a od 75%. Rezultati pokazani u
Tabeli 18. ukazuju na efikasnu antimikrobnu redukciju sa tkaninama funkcionalizovanim sa CS.
Maksimalna redukcija S.aureus je ustanovljena za sve ispitivane uzorke. U slucaju E.coli, samo je
TEMPO CV/CS uzorak obezbedio maksimalnu redukciju, dok su nemodifikovana i TOCN naslojena
tkanina funkcionalizovane CS obezbedile sli¢nu, izuzetnu antimikrobnu aktivnost. Rezultati bakterijske
redukcije su vrlo sli¢ni, a male razlike mogu se objasniti razlikama u sadrzaju CS, najveéi sadrzaj
vezanog CS u slu¢aju TEMPO CV/CS uzorka (Tabela 16.), kao 1 pristupacnoS¢u amino grupa (Slika
46.). Naime, kao §to je veé¢ receno, antibakterijska aktivnost CS zasniva se na vise razliitih
mehanizmima (remecenje ¢elijske membrane/Celijskog zida bakterija, interakcija sa DNA bakterija,
helacija nutrijenata neophodnih za opstanak bakterija, i formiranje gustog polimernog filma na povrsini
bakterija) koji se odvijaju istovremeno, ali u razli¢itim intenzitetima, pri ¢emu je najdominantniji
mehanizam zasnovan na mehanizmima remecenja Celijske membrane/Celijskog zida bakterija u kome
protonovane amino grupe CS imaju klju¢nu ulogu167.

Tabela 18. Redukcija bakterija sa viskoznim tkaninama funkcionalizovanim hitozanom, publikovano
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Uzorak Redukcija bakterija, %
S.aureus E.coli
CVICS 99,9 97,9
TEMPO CVICS 99,9 99,9
TOCN CVICS 99,9 99,3
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9.2.5. Antioksidativna svojstva viskoznih tkanina funkcionalizovanih hitozanom

Slobodni radikali predstavljaju toksi¢ne vrste za organizam. Imaju jedan ili vise nesparenih elektrona u
svojoj strukturi $to im omogucava da lako reaguju sa drugim molekulima. Reakcijom slobodnih
radikala sa drugim molekulima nastaju novi slobodni radikali. Sa druge strane, jedinjenja koja
smanjuju Stetan uticaj slobodnih radikala, njihove reakcije sa drugim molekulima i stvaranje novih
slobodnih radikala su antioksidansi. Uloga antioksidansa je u 'neutralizaciji' slobodnih radikala, pri
Gemu sami antioksidansi postaju oksidovani®**. Na Slici 50. prikazani su rezultati antioksidativne
aktivnosti nemodifikovane i pred-tretiranih tkanina pre i posle funkcionalizacije hitozanom. Za sve
ispitane uzorke, uocen je rast inhibicije ABTS radikala prvih 24 h nakon ¢ega se postize maksimum, u
intervalu od 90 do 99% (Slika 50. (b)). S obzirom na hemijsku strukturu odnosno prisustvo
hidroksilnih, karboksilnih i aldehidnih grupa, celuloza je supstrat koji ima potencijal za doniranje
vodonika kojim bi mogao da redukuje slobodne radikale. Medutim, mehanizam njene antioksidativne
aktivnosti jo§ uvek nije poznat. Sa Slike 50. (a) se vidi da nemodifikovana i pred-tretirane viskozne
tkanine postizu znacajnu inhibiciju ABTS radikala ve¢ nakon 60 min: 47% za CV, 64% za TOCN CV i
97% za TEMPO CV. Inhibicija ABTS radikala za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine je
u korelaciji sa sadrzajem njihovih karboksilnih grupa: 0,064 mmol-g™ celuloze za CV, 0,086 mmol-g™
celuloze za TOCN CV i 0,438 mmol-g™ celuloze za TEMPO CV. Imaju¢i u vidu da su joni natrijuma
iz natrijum-karboksilatnih grupa pred-tretiranih tkanina podlozniji disocijaciji od jona vodonika iz
hidroksilnih, karboksilnih i aldehidnih grupa nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina,
verovatno je da su oni imali dodatnu ulogu u poboljSanju redukcije ABTS radikala pred-tretiranim
tkaninama. Mnoge studije su pokazale da CS redukuje slobodne radikale doniranjem vodonika iz
hidroksilnih i amino grupa®® **°. Medutim, sve tkanine nakon funkcionalizacije sa CS su pokazale
nesto niZzu inhibiciju (Slika 50.) Sto moZe biti objaSnjeno uspostavljenim interakcijama izmedu
vodonik/natrijum donirajucih grupa viskoznih tkanina i CS tokom funkcionalizacije.
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Slika 50. Antioksidativna aktivnost nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina pre i posle
funkcionalizacije sa hitozanom tokom 1 h (a) i 72 h (b); legenda je ista za obe slike

101



9.2.6. Postojanost na pranje viskoznih tkanina funkcionalizovanih hitozanom

Postojanost na pranje viskoznih tkanina funkcionalizovanih CS prac¢ena je kroz promene u njihovim
elektrokinetickim svojstvima, sadrzaju hitozana, antibakterijskim i antioksidativnim svojstvima nakon
visestrukih ciklusa pranja tj. 1, 3 1 5 ciklusa pranja.

Promene elektrokinetickih  svojstava nemodifikovane i pred-tretiraih  viskoznih  tkanina
funkcionalizovanih CS pre i posle viSe ciklusa pranja se mogu videti sa Slike 51. Za sve uzorke, nakon
svakog ciklusa pranja krive zavisnosti zeta potencijala od pH su se fazno pomerile ka nizem pH,
odnosno nizim IET, §to ukazuje na oslobadanje reverzibilno vezanih molekula CS tokom pranja.
Uporedujuci krive zavisnosti zeta potencijala od pH nemodifikovanih i pred-retiranih viskoznih tkanina
pre funkcionalizacije sa CS i tkanina funkcionalizovanih sa CS nakon 5 ciklusa pranja, jasno je da je
CS joS uvek prisutan na povrsini tkanina.
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Slika 51. Zeta potencijal nemodifikovanih (a), TEMPO oksidisanih (b) i TOCN naslojenih (c) viskoznih
tkanina funkcionalizovanih hitozanom pre i posle 1, 3 i 5 ciklusa pranja, publikovano u®
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U poredenju sa nemodifikovanom, pred-tretmani su povecali stabilnost vezanog CS tokom pranja, i
samim tim njegov sadrzaj u tkaninama nakon 5 ciklusa pranja. Uzimajuéi u obzir sadrzaj CS odreden
nakon 1, 3 i 5 ciklusa pranja (Slika 52.), smanjenje zabelezeno nakon 1 ciklusa pranja je 27,27% za
nemodifikovanu, 30,34% za TEMPO oksidisanu i 47,79% za TOCN naslojenu viskozu. Dodatno
smanjenje sadrzaja CS zabelezeno je nakon 3 ciklusa pranja za sve uzorke, od kojih je najizrazenije
(oko 57%) za CS nemodifikovanu viskozu funkcionalizovanu sa CS (CV/CS-3). Nakon 5 ciklusa
pranja ponovo je zabelezeno najvece smanjenje sadrzaja CS, od oko 29%, za nemodifikovanu viskozu
funkcionalizovanu sa CS pokazuju¢i najslabiju postojanost na pranje sa ukupnim smanjenjem sadrzaja
CS od oko 78%, posle 5 ciklusa pranja, i ujedno najnizim sadrzajem CS (0,17 g/100 g celuloze). TOCN
CVICS je pokazao bolju postojanost na pranje, sa ukupnim smanjenjem sadrzaja CS od oko 57% i
veé¢im sadrzajem CS (0,48 g/100 g celuloze) nekon 5 ciklusa pranja. Najbolju postojanost na pranje
pokazao je TEMPO CV/CS uzorak; nakon 3 ciklusa pranja ukupno smanjenje sadrzaja CS je bilo oko
48%, odnosno 0,92 g hitozana/100 g celuloze, bez promena tokom daljeg pranja. Nevedeno smanjenje
sadrZaja hitozana moZe se objasniti ¢injenicom da je odredena koli¢ina hitozana reverzibilno vezana na

povrsini celuloze®®,

2,0
1'3_. 1,78
1,6 1
1,4 1
1,2 1
Ly | 092
084 077 ' |

me
e
o

0,6
0,4
0,2 -

Masa hitozana (g/100 g celuloze)

0,0-

Slika 52. Sadrzaj hitozana u viskoznim tkaninama funkcionalizovanim hitozanom posle 1, 3 i 5 ciklusa
pranja, publikovano u®

Uprkos Cinjenici da se sadrzaj hitozana na viskoznim tkaninama smanjuje nakon viSekratnih ciklusa
pranja, antibakterijska aktivnost viskoznih tkanina funkcionalizovanih sa CS prema Gram-pozitivnim
(S.aureus) bakterijama je potvrdena za sve uzorke nakon 1, 3 i 5 ciklusa pranja, sa izuzetkom uzorka
CVICS-5 (Slika 53. (a)), dok se u slu¢aju Gram-negativnih (E.coli) bakterija, antibakterijska aktivnost
smanjuje sa povecanjem broja ciklusa pranja (Slika 53. (b)). Imaju¢i u vidu navedeno, bolja aktivnost
viskoze funkcionalizovane sa CS prema Gram-pozitivnim (S.aureus) u odnosu na Gram-negativne
bakterije (E.coli), verovatno je posledica prisustva spoljaSnje membrane u Gram-negativnim

bakterijama, koja deluje kao barijera prema spoljasnjim uticajima, $to je ve¢ detaljno objasnjeno®®.
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Slika 53. Redukcija bakterija nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina funkcionalizovanih
hitozanom pre i posle 1, 3 i 5 ciklusa pranja prema S.aureus (a) i E.coli (b), publikovano u®?

Uporedna analiza koli¢ine vezanog CS (Tabela 16.) i antibakterijska aktivnost nakon pranja (Slika 53.)
ukazuje da je postizanje antimikrobne aktivnosti postojane na pranje za viskozu funkcionalizovanu CS
bio veliki izazov zbog dva suprotstavljena uslova, koja treba da budu ispunjena: 1) dovoljna koli¢ina
mesta za vezivanje u/na viskozi, na koju potrebna koli¢ina CS moze biti ireverzibilno vezana, i, U isto
vreme 2) potrebna koli¢ina slobodnih amino grupa CS, koje su odgovorne za antibakterijsku aktivnost.
Nemodifikovana viskozna tkanina funkcionalizovana CS je ostvarila efikasnu bakterijsku redukciju
prema S.aureus do 3 ciklusa pranja, a prema E.coli samo pre pranja. Ovo sugerise da fizicke interakcije
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izmedu viskoze i CS ostvaruju dovoljno jak aditivan efekat, obezbedujuci istovremeno potrebnu
koli¢inu vezanog CS i potrebnu koli¢inu slobodnih amino grupa CS, koji omogucava antibakterijsku
aktivnost pre pranja i antibakterijsku aktivnost postojanu na pranje prema S.aureus. TOCN naslojena
viskozna tkanina funkcionalizovana CS je ostvarila efikasnu bakterijsku redukciju prema S.aureus do 5
ciklusa pranja, dok je prema E.coli efekat bio prisutan samo pre pranja, sliéno nemodifikovanoj
viskozi. U poredenju sa nemodifikovanom, TOCN naslojena viskoza pokazala je neSto nizZu
antibakterijsku aktivnost prema S.aureus nakon 1 i 3 ciklusa pranja, bez obzira na visi sadrzaj hitozana
u TOCN naslojenoj viskozi nakon odgovarajuéih ciklusa pranja (Slika 52.). Ovo se moZe objasniti
ve¢om gustinom povrsinskog naelektrisanja nemodifikovane viskoze funkcionalizovane CS u kiselom
pH podrucju (Slika 51.) usled vece koli¢ine slobodnih amino grupa. Upredujuéi rezultate dobijene za
sve ispitivane uzorke, ocigledno je da je TEMPO oksidisana viskozna tkanina funkcionalizovana sa CS
pokazala najefikasniju i najpostojaniju antibakterijsku aktivnost prema oba tipa bakterija tj. efikasnu
bakterijsku redukciju prema S.aureus do 5 ciklusa pranja i prema E.coli do 3 ciklusa pranja. Generalno,
TEMPO oksidacija i naslojavanje sa TOCN je rezultiralo ve¢im stepenom adsorpcije CS u/na
tkaninama, njegovom boljom stabilnos¢u tokom pranja i posledi¢no ve¢om koli¢inom CS nakon pranja
(Slika 52.). Pored toga, nakon funkcionalizacije sa CS, pred-tretirane tkanine su pokazale efikasniju i
postojaniju antibakterijsku aktivnost u poredenju sa nemodifikovanom viskoznom tkaninom (Slika
53.), §to moze biti objasnjeno vec¢om koli¢inom slobodnih amino grupa CS (Slika 51.).

S obzirom da su dobijene sli¢ne vrednosti za antioksidativnu aktivnost viskoznih tkanina pre i posle
funkcionalizacije sa CS (Slika 50.), zabelezeno otpustanje CS (Slika 52.) se nije znacajno odrazilo na
antioksidativnu aktivnost viskoznih tkanina funkcionalizovanih CS nakon viSestrukih ciklusa pranja
(Slika 54.).
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Slika 54. Antioksidativna aktivnost nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina
funkcionalizovanih hitozanom pre i posle 1, 3 i 5 ciklusa pranja nakon (a, ¢c,e) L hi (b, d,f) 72 h
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Iz svega navedenog proizilazi da su TEMPO oksidacija i naslojavanje TOCN omogucili poboljSanu
funkcionalizaciju viskozne tkanine CS, uvodenjem karboksilnih i aldehidnih grupa u/na viskoznu
tkaninu za ireverzibilno vezivanje CS. Oba pred-tretmana doprinela su povecanju sadrzaja karboksilnih
i aldehidnih grupa, a time i sposobnosti viskozne tkanine da adsorbuje CS. Kao posledica povecane
koli¢ine ireverzibilno vezanog CS, antibakterijska aktivnost pred-tretiranih viskoznih tkanina pokazala
se kao efikasnija i postojanija na pranje. TEMPO oksidisana viskozna tkanina funkcionalizovana CS
ostvarila je na pranje najpostojaniju antibakterijsku aktivnost prema obe ispitivane bakterije (S.aureus i
E.coli). Sve viskozne tkanine funkcionalizovane CS pokazale su dobra antioksidativna svojstva, bez
znacajnog pogorsanja nakon viSestrukih ciklusa pranja. 1z dobijenih rezultata utvrdeno je da TEMPO
oksidacija naruSava mehanicka svojstva viskozne tkanine, a da ih naslojavanje TOCN poboljSava.
Imajuci to u vidu, viskozna tkanina naslojena TOCN i naknadno funkcionalizovana CS je materijal
visoke dodatne vrednosti zbog istovremenog poboljSanja bioaktivnih i mehanickih svojstava, i
predstavlja dobru polaznu osnovu za unapredenje ovog nanostrukturnog matrijala u cilju intenzivnijeg
istovremenog poboljSanja pomenutih svojstva. Zahvaljujué¢i odli¢nim bioaktivnim svojstvima, sve
tkanine funkcionalizovane CS imaju veliki potencijal da budu primenjene kao medicinski tekstilni
materijali postojani na pranje.

S obzirom na literaturne podatke o prednostima kori$¢enja hitozana u formi nanocestica kao i njegovih
kompleksa sa cinkom, prikazane u teorijskom delu ove doktorske disertacije, u narednom poglavlju
predstavljeno je unapredenje funkcionalizacije nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina
primenom hitozana u formi nanocestica sa i bez inkorporiranih jona cinka.

9.3. Karakterizacija viskoznih tkanina funkcionalizovanih NCS sa i bez
inkorporiranih jona cinka

Imajuéi u vidu da su najnovija istrazivanja™* pokazala da se NCS odlikuju odli¢nom propustljivoscu,
imunoloskom modulacijom i netoksi¢no$¢u za humane celije, antimikrobnim svojstvima (NCS
poseduje poboljsana antibakterijska svojstva u poredenju sa hitozanom u masi'®®), kao i rezultate
postignute u razvoju hibrida na bazi NCS i jona metala, u cilju povezivanja helacionih svojstava
hitozana sa antibakterijskim svojstvima jona metala (helacija jona metala od strane NCS trebalo bi da
dovede do povecane gustine pozitivnog naelektrisanja NCS a time i do njihove pobojSane adsorpcije na
negativno naelektrisane povrsine bakterija, uzrokujuéi inhibiciju rasta bakterija™), funkcionalizacija
nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina unapredena je funkcionalizacijom NCS sa i bez
inkorporianih jona cinka. Cink je izabran s obzirom da pored odli¢nih antibakterijskih svojstava??’

istovremeno pokazuje odli¢na antioksidativna svojstva®’ i ubrzava zarastanje rana®**.

9.3.1. Zeta potencijal i veli¢ina ¢estica NCS sa i bez inkorporiranih jona cinka

PovrSinsko naelektiranje 1 veli¢ina Cestica NCS sa 1 bez inkorporiranih jona cinka su parametri koji
uti¢u na stabilnost samih disperzija, interakciju nanocestica i viskoznih tkanina u procesima njihovih
funkcionalizacija, ali i na svojstva funkcionalizovanih viskoznih materijala.
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Sa Slike 55. moze se uociti da je na pH vrednostima nizim od 6 zeta potencijal NCS i NCS+Zn visi od
25 mV §to ukazuje da su njihove disperzije stabilne na pH vrednostima nizim od 6 odnosno da je
njihova primena moguca na tim uslovima. U poredenju sa hitozanom, NCS i NCS+Zn pokazale su
vecu ukupnu gustinu pozitivnog naelektrisanja tj. doslo je do pomeranja IET sa 6,8326 za CS na 8,02
za NCS i na 8,86 za NCS+Zn (Slika 55.). Do poveéanja vrednosti IET za NCS verovatno je doslo usled
inkorporiranja jona natrijuma u njihovu strukturu iz rastvora natrijum-tripolifosfata, koris¢enog za
njihovo dobijanje. Jo§ veca vrednost IET za NCS+Zn posledica je inkorporiranja i jona cinka u
strukturu NCS iz rastvora cink-acetata, dodatno koris¢enog za njihovo dobijanje. Poredenjem vrednosti
IET za NCS i NCS+Zn jasno je da je helacijom cinka sa NCS postignuto poveéanje ukupne gustine
pozitivnog naelektrisanja NCS+Zn (Slika 55.).

U podrucju kiselog pH, usled protonovanja amino grupa i potisnute disocijacije hidroksilnih grupa
hitozana dobijene su pozitivne vrednosti zeta potencijala za NCS i NCS+Zn (Slika 55.) Sto ukazuje na
pozitivno naelektrisanje povrSina NCS 1 NCS+Zn u tim uslovima. S druge strane, u podrucju alkalnog
pH, usled disocijacije hidroksilnih grupa i potisnutog protonovanja amino grupa dobijene su negativne
vrednosti zeta potencijala za NCS i NCS+Zn (Slika 55.) §to ukazuje na negativno naelektrisanje
povrSina NCS i NCS+Zn u tim uslovima. Na dobijene negativne vrednosti zeta potencijala verovatno je
uticalo i vezivanje negativnih jona tripolifosfata iz rastvora natrijum-tripolifosfata za NCS i dodatno
negativnih jona acetata iz rastvora cink-acetata za NCS+Zn tokom procedure njihovog dobijanja.
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Slika 55. Zeta potencijal NCS (a) i NCS sa inkorporiranim jonima cinka (b) u zavisnosti od pH

Izmerena veli¢ina Cestica za NCS je izmedu 600 i 700 nm, dok je za NCS+Zn imedu 250 i 1500 nm, u
opsegu pH vrednosti od 3,5 do 6,8 (Slika 56.). Sa Slike 56. moZe se videti da na pH vrednostima viSim
od 6,8 dolazi do nagle agregacije NCS i NCS+Zn usled potisnutog protonovanja amino grupa hitozana
odnosno smanjenog povrsinskog naelektrisanja nanocestica koje je neophodno za njihovo medusobno
odbijanje.
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Slika 56. Velicina cestica NCS (a) i NCS sa inkorporiranim jonima cinka (b) u zavisnosti od pH

Sa Slike 56. moze se videti da je na pH 5,5, na kojem su radene funkcionalizacije viskoznih tkanina sa
NCS 1 NCS+Zn, veliCina Cestica NCS+Zn (753 nm) veca u odnosu na NCS (615 nm) Sto, pored
merenja zeta potencijala, ukazuje na inkorporaciju cinka u NCS tokom postupka dobijanja NCS+Zn. S
obzirom na izrazenu sklonost hitozana ka hidrataciji u kontaktu sa te¢nostima®® i da je primenjenom
metodom izmerena veli¢ina Cestica NCS 1 NCS+Zn u hidratisanom obliku, upotrebljena je AFM
analiza za utvrdivanje njihovih dimenzija u suvom stanju (Slika 57.). Sa Slike 57. se moZe videti da su
dimenzije Cestica NCS i NCS+Zn oko 30 nm u suvom stanju tj. vise od 20 puta manje nego u
hidratisanom. Ovako velika razlika u dimenzijama NCS i NCS+Zn u hidratisanom i suvom stanju

ukazuje na njihovu sklonost ka hidratisanju ali i agregaciji.

Now B oo @ N @ ©

o
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Slika 57. AFM fotografija NCS (a) i NCS sa inkorporiranim jonima cinka (b). Velicina slike 1 x I um®.

Za NCS i NCS+Zn moze se re¢i da imaju veoma §iroku raspodelu dimenzija Cestica s obzirom da im je
indeks polidisperznosti na pH vrednostima na kojima nisu u agregiranom stanju (imedu pH 3,5 i 6,8)

veci od 0,7 (Slika 58.).
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9.3.2. Hemijska i elektrokineticka svojstva viskoznih tkanina

funkcionalizovanih NCS sa i bez inkorporiranih jona cinka

Za karakterizaciju hemijskih i elektrokinetickih svojstava viskoznih tkanina funkcionalizovanih NCS sa
i bez inkorporiranih jona cinka primenjene su FTIR tehnika, elementalna i ICP-OES analiza, kao i
merenja zeta potencijala.

FTIR spektri ¢istog CS, nemodifikovane viskozne tkanine i razli¢ito pred-tretiranih viskoznih tkanina,

pre i posle funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn, su prikazani na Slici 59.
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Slika 59. FTIR spektri viskoznih tkanina pre i posle funkcionalizacije sa (a) NCS i (b) NCS+Zn

FTIR spektri nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina posle funkcionalizacije sa
NCS/NCS+Zn pokazuju pikove karakteristicne za celulozu i CS sa malim modifikacijama. Osnhovni
pikovi hitozana u FTIR spektrima nemodifikovane i pred-tretiranin viskoznih tkanina posle
funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn (na 1560, 1590 i 1651 cm ' koji odgovaraju valencionim
vibracijama amino grupe, N-H deformacionim vibracijama i karbonilnim valencionim vibracijama
acetil grupe, respektivno) su skoro nestali. To moze biti objasnjeno ¢injenicom da su ovi pikovi u
regionu spektra gde Siroki pik adsorbovane vode maskira njihov signal, kao i formiranjem vodoni¢nih
veza izmedu viskoze i NCS/NCS+Zn. Intermolekulske vodoni¢ne veze izmedu viskoznih tkanina i
NCS/NCS+Zn su potvrdene blagim pomeranjem pika prema viSim talasnim brojevima i nizim
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intenzitetom Sirokog pika izmedu 3000-3600 cm', koji odgovara O-H NH, valencionim
vibracijama®®*. Jake interakcije izmedu pozitivno naelektrisanih amonijum grupa NCS/NCS+Zn i
negativno naelektrisanih karboksilnih grupa TEMPO CV su potvrdene za TEMPO CV/NCS i TEMPO
CV/INCS+Zn blagim pomeranjem pika na vise talasne brojeve (od 1600 do 1610 cm™) i znagajnim
smanjenjem intenziteta pika koji se odnosi na C=O valencione vibracije karboksilnih anjona®*.
Reakcija izmedu aldehidnih grupa viskoznih tkanina i amino grupa NCS/NCS+Zn nije zabelezena.
Naime, karakteristican pik za kovalentno vezivanje NCS/NCS+Zn i viskoze formiranjem Schiff-ove
baze je u oblasti spektra gde absorbancija vode vezane za celulozu i hitozan moZe maskirati njegov
signal. Generalno, dobijeni rezultati su potvrdili da su NCS/NCS+Zn fizic¢ki vezane za nemodifikovanu
i pred-tretirane viskozne tkanine. Pored toga, potvrdene su i elektrostaticke interakcije (jonsko

vezivanje) izmedu TEMPO CV i NCS/NCS+Zn.

Sadrzaj hitozana i1 cinka u viskoznim tkaninama nakon funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn su
kvantifikovani (Tabela 19.). U poredenju sa nemodifikovanom, pred-tretirane viskozne tkanine su
vezale ve¢i sadrzaj hitozana (2,74, 1,47, 1,65 i 1,59 puta za TEMPO CV/NCS, TOCN CV/NCS,
TEMPO CV/NCS+Zn i TOCN CV/NCS+Zn, respektivno) usled povecanog sadrzaja fukcionalnih
grupa. Posledi¢no, u poredenju sa nemodifikovanom, u pred-tretiranim viskoznim tkaninama nakon
funkcionalizacije sa NCS+Zn je prisutan i povecan sadrzaj cinka (1,83 i 1,10 puta za TEMPO
CV/NCS+Zn i TOCN CV/NCS+Zn, respektivno). Na osnovu Ccinjenice da je odnos sadrzaj
cinka/sadrZaj hitozana razli¢it za sve NCS+Zn funkcionalizovane tkanine moZze biti zakljueno da
ukupan sadrzaj cinka u tkaninama ne poti¢e samo od cinka iz NCS+Zn, ve¢ se odredena koli¢ina
disosovanih jona cinka iz NCS+Zn disperzije vezuje direktno na viskozne tkanine tokom procesa
funkcionalizacije.

Tabela 19. SadrzZaj hitozana i cinka posle funkcionalizacije viskoznih tkanina sa NCS/NCS+Zn

Uzorak CS, g/100 g cel Zn, g/100 g cel
CV/NCS 0,43

TEMPO CV/INCS 1,18

TOCN CV/NCS 0,63

CVINCS+Zn 0,63 1,86
TEMPO CV/NCS+Zn 1,04 3,40
TOCN CV/NCS+Zn 1,00 2,05

Promene u hemijskom sastavu i hemiji povrsSine viskoznih tkanina funkcionalizovanih NCS/NCS+Zn
uticu 1 na povrSinsko naelektrisanje odnosno njihova elektrokineticka svojstva. Nakon
funkcionalizacije nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina sa NCS/NCS+Zn njihove IET su
pomerene na vise pH vrednosti, a cele krive zavisnosti zeta potencijala od pH su pomerene ka visim
vrednostima (Slika 60.). U podrucju alkalnog pH viSe vrednosti zeta potencijala funkcionalizovanih
tkanina ukazuju na manji broj slobodnih karboksilnih grupa usled depozicije NCS/NCS+Zn i jona
cinka (u slu¢aju NCS+Zn funkcionalizovanih uzoraka) na povrsini vlakana/tkanine. U regionu alkalnog
pH protonizacija amino grupa hitozana je potisnuta (IET hitozana je oko 6,8°%°) pa je dobijeni
negativan zeta potencijal za nemodifikovanu i TOCN naslojenu viskoznu tkaninu nakon
funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn bio o¢ekivan. Medutim, za TEMPO oksidisanu viskoznu tkaninu
funkcionalizovanu sa NCS/NCS+Zn su dobijene blago pozitivne vrednosti zeta potencijala u regionu
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alkalnog pH. Ova inverzija naelektrisanja je verovatno povezana sa adsorbovanim jonima natrijuma®’
u slu¢aju TEMPO CV/NCS i dodatno jonima cinka u slu¢aju TEMPO CV/NCS+Zn. Joni natrijuma su
prisutni u NCS/NCS+Zn disperzijama i verovatno su se adsorbovali na TEMPO CV tokom procesa
funkcionalizacije. Pored toga, oni su takode prisutni i kao kontrajoni karboksilnih grupa u TEMPO CV.
Na nizim pH vrednostima povrsSine funkcionalizovanih tkanina su pozitivno naelektrisane zbog
potisnute disocijacije slobodnih kiselih grupa celuloze i izraZzene protonizacije amino grupa hitozana.
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Slika 60. Zeta potencijal nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina pre i posle
funkcionalizacije sa NCS (a) i NCS+Zn (b)

U citavom opsegu pH NCS+Zn funkcionalizovane tkanine pokazuju visi zeta potencijal u poredenju sa
NCS funkcionalizovanim tkaninama, usled prisustva jona cinka na povrsini tkanina i ¢injenice da joni
cinka povecavaju gustinu pozitivnog naelektrisanja NCS, pomak IET od 8,02 za NCS na 8,86 za
NCS+Zn (Slika 55.) je potvrdio da helacija cinka sa hitozanom povecava pozitivno naelektrisanje NCS.

9.3.3. Morfoloske karakteristike viskoznih tkanina funkcionalizovanih NCS sa i
bez inkorporiranih jona cinka

Morfologija povrSina vlakana/tkanina nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina posle
funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn je prikazana na Slici 61. Sa Jasno se moze uoditi da veli¢ina
NCS/NCS+Zn na funkcionalizovanim viskoznim tkaninama iznosi oko 200 nm, kao i uticaj hemije
povrSine i topografije nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina na stepen adsorpcije
NCS/NCS+Zn. SEM fotografije su potvrdile da povrsSine pred-tretiranih viskoznih tkanina diktiraju
efikasniju adsorpciju NCS/NCS+Zn, pri ¢emu TEMPO oksidisana viskozna vlakna usled strukturnih
ostecenja u formi pukotina (Slika 44.) predstavljaju najefikasniju povrsinu za vezivanje NCS/NCS+Zn
(Tabela 19.).
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Slika 61. SEM fotografije nemodifikovahe i pred-tretiranih viskoznih tkanina posle funkcionizacije sa
NCS i NCS+Zn

9.3.4. Sorpciona i mehanicka svojstva viskoznih tkanina funkcionalizovanihNCS
sa i bez inkorporiranih jona cinka

Brzina apsorcije, kapacitet sorpcije, ugao kvaSenja i sadrZaj vlage nemodifikovane i pred-tretiranih
viskoznih tkanina odredeni su i nakon njihove funkcionalizacije kako sa NCS tako i sa NCS+Zn.

Na Slici 62. predstavljene su krive kvaSenja za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine pre i
posle funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn. Nakon funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn smanjenja je
brzina apsorpcije nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina. Funkcionalizacije sa
NCS/NCS+Zn verovatno su uticale na smanjenje razvijenosti sistema kapilara tkanina i smanjenje
poroznosti vlakana usled adsorpcije nanocestica na njihovu povrsinu. Najdrasti¢nije smanjenje brzine
apsorpcije uoteno je za TEMPO oksidisanu viskoznu tkaninu. Cinjenica da TEMPO oksidisana
viskozna vlakna na povrsSini imaju oSte¢enja u formi pukotina koja predstavljaju pogodna mesta za
poboljsanu sorpciju NCS/NCS+Zn (Slika 44. (b)) pri ¢emu se smanjuje njihova povrSinska poroznost
verovatno je, pored smanjenja razvijenosti sistema kapilara, znacajno uticala na smanjenje brzine
apsorpcije TEMPO oksidisane viskozne tkanine nakon funkcionalizacija sa NCS/NCS+Zn.
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Slika 62. Krive kvaSenja za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine pre i posle
funkcionalizacija sa NCS i NCS+Zn nakon 500 s (a, ¢) i 1000 s (b, d)

Kapacitet sorpcije nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina generalno se smanjio nakon
funkcionalizacija sa NCS/NCS+Zn (Tabela 20.) $to moZe biti objaSnjeno deponovanjem nanocestica u
pore/pukotine, ali i na povrSinu vlakana §to je smanjilo moguénost penetracije molekula tec¢nosti u
amorfna podruc¢ja vlakana. Nakon funkcionalizacije sa NCS kapacitet sorpcije smanjio se: 3,85% za
nemodifikovanu, 12,31% za TEMPO oksidisanu i 21,88% za TOCN naslojenu viskoznu tkaninu, a
nakon funkcionalizacije sa NCS+Zn kapacitet sorpcije smanjio se: 1,93% za nemodifikovanu, 67,70%
za TEMPO oksidisanu i 64,07% za TOCN naslojenu viskoznu tkaninu.

Funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina, takode, su se
odrazile i na vreme potrebno za uspostavljanje stanja ravnoteze prilikom sorpcije te¢nosti (Slika 62.).
Nakon funkcionalizacija sa NCS/NCS+Zn ravnotezno stanje uspostavilo se sporije, kako za
nemodifikovanu, tako i za pred-tretirane viskozne tkanine. U sluc¢aju funkcionalizacije sa NCS: 46 s
sporije za nemodifikovanu, 10 s sporije za TOCN naslojenu, a preko 1000 s sporije za TEMPO
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oksidisanu viskoznu tkaninu, a u sluc¢aju funkcionalizacije sa NCS+Zn: 218 s sporije za
nemodifikovanu, 4 s sporije za TOCN naslojenu, a preko 1000 s sporije za TEMPO oksidisanu
viskoznu tkaninu.

Tabela 20. Kolicina sorbovane tecnosti u ravnoteznom stanju, ugao kvasenja, sadrzaj vlage, i prekidna
sila viskoznih tkanina funkcionalizovanih NCS sa i bez inkorporiranih jona cinka

Uzorak Koli¢ina sorbovane Ugao Sadrzaj Prekidna sila, N
tecnosti, kvaSenja, °  vlage, %

g teCnosti/g tkanine osnova potka
CV/INCS 0,50+0,02 379,53 8,95+0,43 217+3,44 17042,32
TEMPO CV/INCS 0,57+0,05 83+1,48 10,20+0,17 191+3,47 137+2,31
TOCN CV/NCS 0,50+0,02 239,27 9,65+0,38 243+5,02 201+7,22
CV/NCS+Zn 0,51+0,05 61+8,67 9,15+0,42 205+3,11 171+2,36
TEMPO CV/NCS+Zn 0,21+0,07 89+0,34 9,63+0,40 178+4,45 1394451
TOCN CV/NCS+Zn 0,23+0,04 83+2,51 9,85+0,15 235+2,47 16045,62

Nakon funkcionalizacija sa NCS/NCS+Zn, ugao kvaSenja za nemodifikovanu i TOCN naslojenu
viskoznu tkaninu se smanjio, a za TEMPO oksidisanu viskoznu tkaninu se povecao. Vrednosti uglova
kvaSenja za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine posle funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn
prikazane su u Tabeli 20. Smanjenje ugla kvasenja za nemodifikovanu i TOCN naslojenu viskoznu
tkaninu ukazuje na povecanje hidrofilnosti usled prisustva NCS/NCS+Zn na njihovoj povrsini, $to je i
oc¢ekivano s obzirom da je poznato da je hitozan izuzetno hidrofilan moleklul (Tabela 17.). Medutim, u
slu¢aju TEMPO oksidisane viskozne tkaninu doslo je do povec¢anja ugla kvasenja odnosno smanjenja
hidrofilnosti usled prisustva NCS/NCS+Zn na njenoj povrSini, kao §to je to bio slucaj i1 pri
funkcionalizaciji TEMPO oksidisane viskozne tkanine CS (Tabela 17.). Poslednje moZe biti objaSnjeno
time da su uspostavljene interakcije izmedu TEMPO oksidisane viskozne tkanine i NCS/NCS+Zn
istovremeno smanjile broj slobodnih hidrofilnih grupa kako TEMPO oksidisane viskozne tkanine tako i
NCS/NCS+Zn.

Rezultati prikazani u Tabeli 20. ukazuju da se sadrzaj vlage nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih
tkanina nakon funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn nije znac¢ajno promenio, kao $to je bio slucaj i nakon
funkcionalizacije sa CS (Tabela 17.).

Funkcionalizacije nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina sa NCS i NCS+Zn na kiselom
pH, kao i u slucaju funkcionalizacije CS, dovele su do pogorSanja njihovih mehanic¢kih svojstava
(Tabela 20.). Smanjenje prekidne sile svih uzoraka nakon funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn moze biti
objasSnjeno hidrolizom B-1,4-glikozidne veze celuloze za koju je poznato da se deSava u uslovima
kiselog pH'’. Najmanje smanjenje prekidne sile u pracu osnove zabeleZzeno je za viskozne tkanine
funkcionalizovane sa NCS, neSto vece za viskozne tkanine funkcionalizovane sa CS 1 najvece za
viskozne tkanine funkcionalizovane sa NCS+Zn.
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9.3.5. Antibakterijska svojstva viskoznih tkanina funkcionalizovanih NCS sa i
bez inkorporiranih jona cinka

Bakterijska redukcija NCS i NCS+Zn funkcionalizovanih viskoznih tkanina odredena je prema Gram-
pozitivnoj (S.aureus) i Gram-negativnoj (E.coli) bakteriji. 1z rezultata prikazanih u Tabeli 21. moze se
videti maksimalna bakterijska redukcija S.aureus i E.coli od strane svih fukcionalizovanih tkanina.
Izuzetak od ovog trenda evidentiran je za CV/NCS tj. tkaninu sa najnizim sadrzajem hitozana, koja je
ostvarila nesto nizu bakterijsku redukciju E.coli. Bolja bakterijska redukcija S.aureus u odnosu na
E.coli od strane CV/NCS moze biti objasnjena kompleksnijom strukturom celije bakterije E.coli tj.
prisustvom spolja$nje membrane u E.coli, koja deluje kao barijera prema spoljasnjim uticajima®®, sto
je ranije detaljno objasnjeno. Uporedivanjem bakterijske redukcije E.coli od strane CV/NCS i
CVINCS+Zn moze se zakljuciti da povecanje pozitivnog naelektrisanja NCS+2Zn funkcionalizovanih
tkanina usled dodatka jona cinka (Slika 60.) dovodi do intenzivnijih elektrostati¢kih interakcija izmedu
NCS+Zn funkcionalizovanih tkanina, u odnosu na NCS funkcionalizovane tkanine, i negativno
naelektrisanih komponenata celijskog zida bakterija, a time i inhibicije ¢elijskog rasta bakterija.

Tabela 21. Redukcija bakterija sa viskoznim tkaninama funkcionalizovanim sa NCS/NCS+Zn

Uzorak Redukcija bakterija, %
S.aureus E.coli

CVINCS 99,9 98,83
TEMPO CV/INCS 99,9 99,9
TOCN CVINCS 99,9 99,9
CVINCS+Zn 99,9 99,9
TEMPO CV/NCS+Zn 99,9 99,9
TOCN CV/NCS+Zn 99,9 99,9

9.3.6. Antioksidativna svojstva viskoznih tkanina funkcionalizovanih NCS sa i
bez inkorporiranih jona cinka

Rezultati antioksidativne aktivnosti nemodifikovane i pred-tretiranih tkanina pre i posle
funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn prikazani su na Slikama 63. i 64. Nakon 24 h dostignut je
maksimum inhibicije ABTS radikala za sve ispitivane tkanine, u intervalu od 90% do 99% (Slika 63.
(b) i 64 (b)). Kao sto je ve¢ receno, hitozan redukuje slobodne radikale doniranjem vodonika iz
hidroksilnih i amino grupa®® 32°. Medutim, sve tkanine nakon funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn, kao
i u slucaju funkcionalizacije sa CS, pokazale su neSto nizu inhibiciju (Slika 63. i 64.) sto moze biti
objasnjeno uspostavljenim interakcijama izmedu vodonik/natrijum doniraju¢ih grupa viskoznih tkanina
i NCS/NCS+Zn tokom funkcionalizacije. U poredenju sa NCS funkcionalizovanim, NCS+Zn
funkcionalizovane viskozne tkanine su pokazale niZzu inhibiciju ABTS radikala. S obzirom da cink
poseduje antioksidativna svojsta ?**, ovakav trend je verovatno posledica dva istovremena efekta: 1)
uspostavljene interakcije cinka sa NCS i viskozom su onemogucile njegovu antioksidativnu aktivnost i
2) uspostavljene interakcije cinka sa NCS i viskozom su smanjile koli¢inu njihovih vodonik/natrijum
doniraju¢ih grupa odgovornih za redukciju ABTS radikala. Kako u slu¢aju NCS tako i u slucaju
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NCS+Zn funkcionalizovanih viskoznih tkanina generalno je postignuta niza inhibicija ABTS radikala u

odnosu na CS funkcionalizovane viskozne tkanine.
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Slika 63. Antioksidativna aktivnost nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina pre i posle
funkcionalizacije sa NCS tokom 1 h (a) i 72 h (b); legenda je ista za obe slike
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Slika 64. Antioksidativna aktivnost nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina pre i posle
funkcionalizacije sa NCS+Zn tokom 1 h (a) i 72 h (b); legenda je ista za obe slike
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9.3.7. Postojanost na pranje viskoznih tkanina funkcionalizovanih NCS sa i bez
inkorporiranih jona cinka

Postojanost na pranje viskoznih tkanina funkcionalizovanih sa NCS/NCS+Zn pracena je kroz promene
u njihovim elektrokineti¢kim svojstvima povrsine, sadrzaju hitozana, sadrzaju cinka, antibakterijskim i
antioksidativnim svojstvima nakon visestrukih ciklusa pranja tj. 1, 3 i 5 ciklusa pranja.

Slika 65. pokazuje promene u elektrokineti¢kim svojstvima nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih
tkanina funkcionalizovanih sa NCS/NCS+Zn pre i posle viSe ciklusa pranja. Za sve uzorke, nakon
svakog ciklusa pranja IET su pomerene na nize pH vrednosti ukazuju¢i na otpustanje reverzibilno
vezanog NCS/NCS+Zn i jona cinka (za NCS+Zn funkcionalizovane uzorke) tokom pranja.
Uporedujuci krive zavisnosti zeta potencijala od pH nemodifikovanih i pred-tretiranih viskoznih
tkanina pre funkcionalizacije i funkcionalizovanih tkanina nakon 5 ciklusa pranja, jasno je da su
NCS/NCS+Zn i joni cinka (za NCS+Zn funkcionalizovane uzorke) joS uvek prisutni na povrsini
tkanina.

Za sve uzorke, nakon svakog ciklusa pranja krive zavisnosti zeta potencijala od pH su se fazno
pomerile ka nizem pH, tj. pokazujuci nize IET, $to ukazuje na oslobadanje reverzibilno vezanih NCS i
molekula CS tokom pranja. Uporedujuéi krive zavisnosti zeta potencijala od pH nemodifikovanih i
pred-retiranih viskoznih tkanina pre funkcionalizacije sa NCS i tkanina funkcionalizovanih sa NCS
nakon 5 ciklusa pranja, jasno je da su NCS jos uvek prisutne na povrsini tkanina.
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Slika 65. Zeta potencijal nemodifikovanih i pred-tretiranih viskoznih tkanina funkcionalizovanih sa
NCS (a-c) i NCS+2Zn (d-f) pre i posle 1, 3 i 5 ciklusa pranja



Sadrzaj hitozana u NCS funkcionalizovanim uzorcima odreden nakon 1, 3 i 5 ciklusa pranja prikazan je
na Slici 66. Nakon 1 ciklusa pranja zabeleZzeno je smanjenje u sadrZaju hitozana od oko 2% za
CVINCS, 47% za TEMPO CV/NCS i 10% za TOCN CV/NCS. Dodatno smanjenje zabelezeno je i
nakon 3 ciklusa pranja za TEMPO CV/NCS (oko 10%) i TOCN CV/NCS (oko 14%), dok za CV/NCS
sadrzaj hitozana nije promenjen. Nakon 5 ciklusa pranja, dodatno smanjenje u sadrzaju hitozana se
nastavilo: oko 31% za CV/NCS, 2% za TEMPO CV/NCS i 14% za TOCN CV/NCS. Nakon 5 ciklusa
pranja CV/NCS i TOCN CV/NCS su pokazali sli¢nu postojanost na pranje sa ukupnim smanjenjem u
sadrZaju hitozana od oko 33%, pri ¢emu je TOCN CV/NCS pokazao veci sadrzaj hitozana (0,42 g/100
g celuloze) u odnosu na CV/NCS (0,29 ¢/100 g celuloze). TEMPO CV/NCS je pokazao slabiju
postojanost na pranje sa ukupnim smanjenjem u sadrzaju hitozana od oko 53%, ali i najve¢i sadrZaj
hitozana (0,56 g/100 g celuloze) nakon 5 ciklusa pranja.
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Slika 66. Sadrzaj hitozana u NCS funkcionalizovanim viskoznim tkaninama nakon 1, 3 i 5 ciklusa
pranja

Sa Slike 67. moze se videti da se sadrzaj hitozana i cinka u NCS+Zn funkcionalizovanim tkaninama
odreden nakon 1, 3 i 5 ciklusa pranja smanjuje. Smanjenje u sadrZaju hitozana (Slika 67. (a)) nakon 1
ciklusa pranja bilo je oko 10% za CV/NCS+Zn, 29% za TEMPO CV/NCS+Zn i 70% za TOCN
CVINCS+Zn. Dodatno smanjenje u sadrZzaju hitozana nastavilo se i nakon 3 ciklusa pranja za sve
uzorke, pri ¢emu je najizrazenije (oko 92%) bilo za TEMPO CV/NCS+Zn. Nakon 5 ciklusa pranja
najmanje dodatno smanjenje u sadrZaju hitozana od oko 30% zabeleZzeno je za CV/NCS+Zn koji je
pokazao najbolju postojanost na pranje sa ukupnim smanjenjem u sadrzaju hitozana od oko 49% i
istovremeno najve¢im sadrzajem hitozana (0,32 g/100 g celuloze). TOCN CV/NCS+Zn je pokazao
slabiju postojanost na pranje sa ukupnim smanjenjem u sadrzaju hitozana od oko 87% i nizi sadrzaj
hitozana (0,13 g/100 g celuloze). TEMPO CV/NCS+Zn je pokazao najslabiju postojanost na pranje sa
ukupnim smanjenjem u sadrzaju hitozana od oko 96% i najnizi sadrzaj hitozana (0,04 g/100 g
celuloze).
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Slika 67. Sadrzaj hitozana (a) i cinka (b) u NCS+Zn funkcionalizovanim viskoznim tkaninama nakon 1,
3 i 5 ciklusa pranja

Najvece smanjenje u sadrzaju cinka (Slika 67. (b)) je zabelezno nakon 1 ciklusa pranja (oko 90% za
CVINCS+Zn, 90% za TEMPO CV/NCS+Zn i 85% za TOCN CV/NCS+Zn). Dodatno smanjenje u
sadrZaju cinka se nastavilo nakon 3 ciklusa pranja: oko 82% za CV/NCS+Zn, 89% za TEMPO
CV/INCS+Zn i 88% za TOCN CV/NCS+Zn, kao nakon i 5 ciklusa pranja: oko 39% za CV/NCS+Zn,
17% za TEMPO CV/NCS+Zn i 24% za TOCN CV/NCS+Zn. Razlika u ukupnom samanjenju za
sadrzaj cinka i sadrzaj hitozana nakon 5 ciklusa pranja za sve NCS+Zn funkcionalizovane tkanine:
CVINCS+Zn (oko 99% i 49%, respektivno), TEMPO CV/NCS+Zn (oko 99% i 96%, respektivno) i
TOCN CV/NCS+Zn (oko 99% i 87%, respektivno) je potvrdila da se odredena koli¢ina disosovanih
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jona cinka, prisutnih u NCS+Zn disperziji, vezala direktno za tkanine tokom postupka
funkcionalizacije.

Smanjenje sadrzaja hitozana za NCS i NCS+Zn funkcionalizovane viskozne tkanine moze se objasniti
¢injenicom da je odredena kolicina NCS/NCS+Zn i jona cinka reverzibilno vezana na povrsini viskoze.
U poredenju sa NCS, za NCS+Zn funkcionalizovane tkanine zabelezeno je generalno vece smanjenje
sadrzaja hitozana, verovatno usled manje koli¢ine dostupnih slobodnih amino grupa hitozana
odgovornih za ireverzibilno vezivanje NCS+Zn i viskoze elektrostatskim privlacenjem i formiranjem
Schiff-ove baze. Naime, za razliku od NCS, u NCS+Zn odredena koli¢ina dostupnih slobodnih amino
grupa hitozana helirana je jonima cinka. U poredenju sa CS funkcionalizovanim, NCS i NCS+Zn
funkcionalizovane viskozne tkanine su generalno pokazale slabiju postojanost na pranje, odnosno vecée
smanjenje u sadrzaju hitozana, $to se mozZe objasniti manjom koli¢inom dostupnih slobodnih amino
grupa za ireverzibilno vezivanje. Naime, za razliku od hitozana u masi, kod hitozana u formi NCS
izvesna koli¢ina amino grupa ostvaruje interakcije medu pojedinaénim molekulima hitozana, a u formi
NCS+Zn dodatno i sa jonima cinka.

Nakon funkcionalizacije sa NCS, nemodifikovana viskozna tkanina ostvarila je efikasnu
antibakterijsku aktivnost prema S.aureus do 3 ciklusa pranja, dok su pred-tretirane viskozne tkanine
ocuvale antibakterijsku aktivnost ¢ak i posle 5 ciklusa pranja (Slika 68. (a)). U slu¢aju E.coli ovaj
efekat je postojao samo pre pranja, za sve NCS funkcionalizovane tkanine (Slika 68. (b)). U poredenju
sa NCS, NCS+Zn funkcionalizovane viskozne tkanine su pokazale antibakterijsku aktivnost postojaniju
na pranje: prema S.aureus za nemodifikovanu, i prema E.coli za pred-tretirane viskozne tkanine (Slike
68. i 69.). NCS+Zn funkcionalizovane viskozne tkanine su pokazale antibakterijsku aktivnost prema
S.aureus do 5 ciklusa pranja, a u slucaju E.coli do 1 ciklusa pranja (Slika 69.). Porede¢i rezultate
dobijene za nemodifikovanu i pred-tretirane viskozne tkanine funkcionalizovane bilo sa NCS ili
NCS+Zn, ocigledno je da su pred-tretirane tkanine pokazale efikasniju i postojaniju antibakterijsku
aktivnost pri ¢emu je TEMPO oksidisana viskoza pokazala najefikasniju 1 najpostojaniju
antibakterijsku aktivnost prema oba tipa bakterija. U poredenju sa CS funkcionalizovanim tkaninama,
funkcionalizacija sa NCS pokazala se efikasnijom, dok je funkcionalizacija sa NCS+Zn dovela do
znacajnijeg poboljSanja antibakterijskih svojstava i njihove postojanosti na pranje. U odnosu na
CVICS, CV/NCS+Zn se karakterise boljom postojano$¢u antibakterijske aktivnosti na pranje koja je u
slu¢aju S.aureus produzena sa 3 na 5 ciklusa pranja, dok je u odnosu na TOCN CV/CS, za TOCN
CVINCS+Zn antibakterijsku aktivnost produzena prema E.coli sa 1 na 3 ciklusa pranja. Ista postojanost
antibakterijske aktivnosti na pranje prema S.aureus (5 ciklusa) postignuta je sa TEMPO CVI/CS i
TEMPO CV/NCS+Zn , dok je prema E.coli smanjena sa 3 na 1 ciklus pranja za TEMPO CVI/CS i
TEMPO CV/NCS+Zn, respektivno.
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Slika 68. Redukcija bakterija nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina
funkcionalizovanih sa NCS nakon 1, 3 i 5 ciklusa pranja prema S.aureus (a) i E.coli (b)
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Slika 69. Redukcija bakterija nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina
funkcionalizovanih sa NCS+Zn nakon 1, 3 i 5 ciklusa pranja prema S.aureus (a) i E.coli (b).

Antioksidativna aktivnost nemodifikovane i pred-tretiranih viskoznih tkanina funkcionalizovanih sa
NCS/NCS+Zn pre i posle 1, 3 i 5 ciklusa pranja prikazana je na Slikama 70. i 71.
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Slika 70. Antioksidativna aktivnost nemodifikovane i pred-tertiranih viskoznih tkanina
funkcionalizovanih sa NCS pre i posle 1, 31 5 ciklusa pranja nakon (a, c,e) 1 hi (b, d,f) 72 h
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Slika 71. Antioksidativna aktivnost nemodifikovane i pred-tertiranih viskoznih tkanina

funkcionalizovanih sa NCS+Zn pre i posle 1, 3 i 5 ciklusa pranja nakon (a, c,e) 1 hi (b, d, f) 72 h
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Zabelezeno smanjenje sadrzaja NCS u/na funkcionalizovanim tkaninama, odnosno NCS+Zn i jona
cinka u sluc¢aju NCS+Zn funkcionalizovanih tkanina, nakon visestrukih ciklusa pranja nije se zna¢ajno
odrazilo na njihovu antioksidativnu aktivnost (Slike 70. i 71.), s obzirom da su dobijene sli¢ne
vrednosti za antioksidativnu aktivnost viskoznih tkanina pre i posle funkcionalizacije sa NCS/NCS+Zn
(Slike 70. 1 71.). Vrlo sli¢ni rezultati antioksidativne aktivnosti nakon viSestrukih ciklusa pranja takode
su postignuti i sa CS funkcionalizovanim tkaninama.

Iz svega navedenog proizilazi da su TEMPO oksidacija i TOCN naslojavanje viskozne tkanine
doprineli ireverzibilnom vezivanju NCS i NCS+Zn (udruZzenih sa disosovanim jonima cinka iz
disperzije NCS+Zn upotrebljene tokom procesa funkcionalizacije). Kao posledica povecane koliine
ireverzibilno vezanih NCS i NCS+Zn, oba pred-tretmana doprinela su efikasnijoj i na pranje
postojanijoj antibakterijskoj aktivnosti ovako funkcionalizovanih viskoznih tkanina. U poredenju sa
pred-tretiranim viskoznim tkaninama funkcionalizovanim CS iz rastvora, pred-tretirane viskozne
tkanine funkcionalizovane NCS nisu pokazale povecenje antibakterijske aktivnosti niti bolju
postojanost na pranje, dok su pred-tretirane viskozne tkanine funkcionalizovane NCS+Zn pokazale
bolju postojanost antibakterijske aktivnosti na pranje. Viskozne tkanine funkcionalizovane NCS i
NCS+Zn pokazale su dobra antioksidativna svojstva, bez znafajnog pogorSanja nakon visestrukih
ciklusa pranja. Kako u slu¢aju NCS tako i u slu¢aju NCS+Zn, u odnosu na CS funkcionalizovane
viskozne tkanine generalno je postignuta niza antioksidativna aktivnost. Medutim, vrlo sli¢ni rezultati
antioksidativne aktivnosti su postignuti sa NCS, NCS+Zn i CS funkcionalizovanim tkaninama nakon
viSestrukih ciklusa pranja. Sve funkcionalizovane tkanine, zahvaljuju¢i odliénim bioaktivnim
svojstvima, imaju veliki potencijal da budu primenjene kao medicinski tekstilni materijali postojani na
pranje.
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10. Zakljucak

U okviru ove doktorske disertacije ispitane su mogucénosti dobijanja bioaktivnih nanostrukturnih
materijala na bazi regenerisane celuloze (RC), TEMPO oksidisanih celuloznih nanofibrila (TOCN) i
hitozana (CS)/nanocestica hitozana (NCS)/ nanocCestica hitozana sa inkorporiranim jonima cinka
(NCS+Zn). Na osnovu teorijskih razmatranja i rezultata eksperimentalnih istrazivanja, proistekli su
sledec¢i zakljucci:

Naslojavanjem TOCN na povrSine RC filmova dolazi do poboljsanja njihove hidrofilnosti i
adsorpcije CS. Ukupni sadrzaj vode poveCava se s povecavanjem koli¢ine TOCN na
povrSinama RC filmova kao rezultat intenziviranja interakcija izmedu molekula vode i
hidrofilnih karboksilnih grupa na njihovim povrSinama. Takode, sadrzaj adsorbovanog CS
povecava se s povecavanjem koli¢ine TOCN na povrSinama RC filmova naslojenih TOCN, pri
¢emu je to povecanje vece U uslovima srednje kiselog pH (pH 5,5) u odnosu na jako kiseli pH
(pH 2). Ireverzibilno vezanje CS u uslovima jako kiselog pH (pH 2) posledica je specifi¢nih i
niskoenergetskih interakcija, dok je u uslovima srednje kiselog pH (pH 5,5) posledica
uspostavljanja jonskih i kovalentnih veza.

Film sa odli¢nim antibakterijskim svojstvima prema S.aureus i E.coli dobijen je deponovanjem
CS na povrsinu RC filma naslojenog TOCN u uslovima srednje kiselog pH (pH 5,5). S obzirom
da su proteini skloniji adsorpciji na naelektrisane nego na nenaelektrisane povrsine, film sa
superiornim protein-odbijaju¢im svojstvima dobijen je naslojavanjem 1% amfoterne smeSe na
bazi TOCN i CS koja ima ukupno nulto naelektrisanje u uslovima fizioloskog pH (-0,04
mmol-g™* pri pH 7,4) na povriinu RC filma. Medutim, usled interakcija izmedu TOCN i CS
amfoterne mesavine tj. njihovih vodonik donirajucih grupa, ovaj film nije istovremeno pokazao
i zadovoljavajucu antimikrobnu aktivnost.

S obzirom na odli¢na antibakterijska i protein-odbijaju¢a svojstva, dobijeni filmovi na bazi RC,
TOCN i CS imaju veliki potencijal za primenu u oblasti medicinskog tekstila tj. kao obloge za
rane.

Tekstilni materijali sa antibakterijskim i antioksidativnim svojstvima dobijeni su
funkcionalizacijom viskozne tkanine sa: 1) CS, 2) NCS i 3) NCS+Zn. PoboljSanje navedenih
svojstava kao i njihove postojanosti na pranje postignuto je primenom dva razli¢ita pred-
tretmana: naslojavanjem sa TOCN i TEMPO oksidacijom viskozne tkanine kojim su u strukturu
viskozne tkanine uvedene karboksilne i aldehidne grupe kao pogodna mesta za ireverzibilno
vezivanje CS, NCS i NCS+Zn.

Oba pred-tretmana dovela su do povecanja sadrzaja karboksilnih i aldehidnih grupa, kao i do
poboljSanja sorpcionih svojstava viskozne tkanine. Poveéan sadrzaj karboksilnih i aldehidnih
grupa je doprineo sposobnosti viskoznih tkanina za poboljSanu adsorpciju CS (sadrZaj hitozana
ve¢i 2,31 puta za TEMPO oksidisanu i 1,48 puta za TOCN naslojenu, u odnosu na
nemodifikovanu viskoznu tkaninu), NCS (sadrzaj hitozana veéi 2,74 puta za TEMPO
oksidisanu i 1,47 puta za TOCN naslojenu, u odnosu na nemodifikovanu viskoznu tkaninu), kao
i NCS+Zn (sadrzaj hitozana ve¢i 1,65 puta za TEMPO oksidisanu i 1,59 puta za TOCN
naslojenu, u odnosu na nemodifikovanu tkaninu). Medutim, dok je naslojavanje sa TOCN
dovelo do poboljsanja, TEMPO oksidacija je dovela do pogorSanja mehanickih svojstava (tj.
prekidne sile) viskozne tkanine.
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Nakon funkcionalizacije sa CS/NCS/NCS+Zn doslo je do pogorSanja sorpcionih svojstava
(smanjenje koli¢ine sorbovane te¢nosti od 1,92 do 67,69%) i prekidne sile (smanjenje od 1,77
do 31,16%) kako nemodifikovane tako i obe pred-tretirane viskozne tkanine.

Sve viskozne tkanine, nemodifikovana i pred-tretirane, kao i funkcionalizovane sa
CS/NCS/NCS+Zn pokazale su maksimalnu antibakterijsku aktivnost prema S.aureus i E.coli
pre pranja. Kao posledica vece koli¢ine ireverzibilno vezanog CS/NCS/NCS+Zn, pred-tretmani
su doprineli efikasnijoj i na pranje postojanijoj antibakterijskoj aktivnosti prema S.aureus i
E.coli.

Viskozne tkanine dobijene TEMPO oksidacijom i naknadnom funkcionalizacijom sa
CS/NCS/NCS+Zn pokazale su najefikasniju i na pranje najpostojaniju antibakterijsku aktivnost
prema S.aureus i E.coli.

Inkorporiranje jona cinka u NCS dovelo je do povecanja gustine pozitivnog naelektrisanja
NCS+Zn. S tim u vezi, viskozne tkanine nakon funkcionalizacije sa NCS+Zn, u odnosu na
NCS, pokazale su vecu gustinu pozitivnog naelektrisanja kako pre tako i posle pranja. Veca
gustina pozitivnog naelektrisanja na povrsini NCS+Zn funkcionalizovanih tkanina verovatno je
doprinela poboljSanoj adsorpciji bakterija S.aureus i E.coli, ¢ija je povrSina negativno
naelektrisana, i inhibiciji njihovog rasta tj. efikasnijoj i na pranje postojanijoj antibakterijskoj
aktivnosti.

Sve viskozne tkanine funkcionalizovane sa CS/NCS/NCS+Zn pokazale su dobra
antioksidativna svojstva, bez znacajnog pogorsanja nakon viSestrukih ciklusa pranja.

S obzirom na postignuta antibakterijska i antioksidativna svojstva, sve viskozne tkanine,
nemodifikovana i pred-tretirane, funkcionalizovane sa CS/NCS/NCS+Zn su proizvodi visoke
dodatne vrednosti, i mogu naci primenu kao medicinski tekstilni materijali za primenu u
prevenciji i terapiji rana kao i za primenu u higijeni, zaStiti i sigurnosti osoblja i pacijenata u
operacionim salama ili u bolni¢kim odeljenjima.

Na osnovu rezultata dobijenih u okviru ove doktorke disertacije, moguée je uspostavljanje
korelacija izmedu parametara procesa dobijanja bioaktivnih nanostrukturnih filmova i tkanina
na bazi RC, TOCN i CS/NCS/NCS+Zn, dobijene strukture i njihovih svojstava. Uspostavljanje
pomenutih korelacija omogucava dobijanje bioaktivnih nanostrukturnih filmova i tkanina na
bazi RC, TOCN i CS/NCS/NCS+Zn unapred definisanih svojstava, a za ciljanu primenu u
terapiji razliCitth vrsta rana, rana u odredenim stadijumima lecenja ili za izradu
visokofunkcionalne odece prema razli¢itim bioloskim potrebama.
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