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Sinteza i karakterizacija alternativnih dezinficijenasa na bazi zeolita

REZIME

Cilj ove teze bio je da se ispita dobijanje novih dezinficijenasa na bazi dve vrste
zeolita: prirodnog klinoptilolita i zeolita A koji predstavljaju prihvatljive sirovine sa
ekoloskog i ekonomskog stanovista. Ovi zeoliti su obogaceni katjonima Ni, Cu, Zn i Ag
u razli¢itim koncentracijama i antibakterijska aktivnost dobijenih proizvoda ispitana je u
odnosu na Gram-negativne (Escherichia coli 1 Acinetobacter baumannii) i Gram-
pozitivne vrste bakterije (Staphylococcus aureus).

U cilju odredivanja optimalne koncentracije metala u zeolitu kojom zeolit
postize antibakterijsku aktivnost, ispitani su kinetika i mehanizam vezivanja Cu(Il) za
klinoptilolit kao i jona Ag za klinoptilolit i zeolit A. U ispitivanim slu¢ajevima utvrdeno
je da kinetika adsorpcije prati Lagergrenov model pseudo-drugog reda, dok se
adsorpcione izoterme mogu prikazati razli¢itim modelima u zavisnosti od vrste katjona
metala i vrste zeolita. U svim slucajevima, mehanizam adsorpcije se zasnivao na jonskoj
izmeni izmedu jona natrijuma u resetki zeolita i katjona metala u rastvoru.

Prirodni klinoptilolit i zeolit A obogaceni jonima Ni, Cu, Zn i Ag ispoljavaju
antibakterijsku aktivnost prema E. coli i multirezistentnim sojevima A. baumannii, kao i
Gram-pozitivnoj vrsti S. aureus. Baktericidnu aktivnost prema E. coli ispoljavaju obe
vrste zeolita obogacene katjonima Cu i Ag. Klinoptilolit obogaéen katjonima Ni(II) ne
ispoljava antibakterijsku aktivnost kao ni klinoptilolit ni zeolit A kada su obogaceni
katjonima Zn. Takode, baktericidni efekat ispoljavaju klinoptilolit obogacen katjonima
Ag i Cu(ll) prema A. baumannii, dok prema S. aureus u ispitivanim sistemima nije
postignut baktericidni efekat. Kada klinoptilolit sadrzi okside Ni, Cu i Zn, klinoptilolit
sa Cesticama bakar-oksida i cink-oksida pokazuje znacajnu antibakterijsku aktivnost
prema E. coli i S. aureus, dok klinoptilolit sa Cesticama nikal-oksida pokazuje
zanemarljivu aktivnost prema pomenutim vrstama bakterijama.

Mehanizam baktericidnog delovanja katjona metala ispitan je na primeru katjona
srebra prema A. baumannii metodama proSirene rendgenske apsorpcione spektroskopije
za detalje strukture (EXAFS/XANES). Utvrdeno je da se katjoni srebra za bakterijsku

biomasu vezuju preko -SH, -OH i -NH grupa pri ¢emu je dominantno vezivanje srebra
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za -OH i -NH grupe. Ovo je ukazalo na Cinjenicu da je mehanizam baktericidnog
dejstva srebra na A. baumannii zasnovan prvenstveno na vezivanju srebra za DNK
molekul.

Klinoptilolit obogacen katjonima srebra pokazuje antibakterijsku aktivnost i
kada se imobiliSe u termoplasti¢nom polimeru poput poli(vinil-hlorida). Kompozit koji
sadrzi 1 mas.% zeolita smanjuje broj bakterija A. baumannii za 4,7 log CFU cm™, dok
impregniran D-tirozinom ispoljava baktericidni efekat prema imobilisanim A.
baumannii.

Dobijeni rezultati ukazuju da se ispitivani zeoliti obogaceni katjonima Cu, Zn i
Ag mogu kao takvi koristiti za pripremu dezinficijensa, ali i za pripremu kompozita na

bazi termoplasti¢nih polimera sa antibakterijskim dejstvom.

Kljuéne reci: zeoliti, antibakterijska aktivnost, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Acinetobacter baumannii, nikal, bakar, cink, srebro, kinetika adsorpcije.

Naucna oblast: Hemijske nauke
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Synthesis and characterization of alternative disinfectants based on

zeolites

ABSTRACT

The aim of this thesis was to study preparation of novel disinfectants based on
two types of zeolite: natural clinoptilolite and synthetic zeolite A which both present
environmental as well as cost efficient materials. These zeolites were enriched with
cations of Ni, Cu, Zn and Ag in different concentrations, and their antibacterial activity
was investigated toward Gram-negative (Escherichia coli 1 Acinetobacter baumannii)
and Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus).

In order to determine the optimal concentration of studied metals inside zeolite
lattice considering antibacterial activity, adsorption kinetics as well as the mechanism of
adsorption of Cu(Il) into the clinoptilolite as well as of Ag(I) into the clinoptilolite and
zeolite A was investigated in detail. It was concluded that the adsorption kinetics
follows the Lagergren pseudo-second order kinetics model. The adsorption isotherms
can be presented by different models depending on the type of cations and type of
zeolites. For all investigated systems, the adsorption mechanism corresponded to an
ionic exchange reaction between sodium cations from zeolite lattice and the studied
metal cations present in the solution.

Natural clinoptilolite and zeolite A enriched with Ni, Cu, Zn and Ag ions
exhibited the antibacterial activity toward E. coli and multiresistant 4. baumannii as
well as toward S. aureus. The zeolites enriched with except Cu and Ag exhibited
bactericidal activity toward E. coli. Ni-containing clinoptilolite as well as Zn-containing
zeolite A did not show the antibacterial effect toward E. coli. Bactericidal effect was
achieved for Ag- and Cu-containing clinoptilolite toward A. baumannii, while no
bactericidal activity toward S. aureus was achieved in the investigated systems. When
the clinoptilolite was enriched with Ni, Cu and Zn oxide nanoparticles, the clinoptilolite
with copper-oxide and zinc-oxide shows significant antibacterial activity toward E. coli
and S. aureus, whereas the clinoptilolite with nickel oxide nanoparticle shows negligible

antibacterial activity toward examined bacteria.
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Mechanism of the bactericidal activity was examined for silver and A.
baumannii. The bactericidal activity was studied by X-ray absorption spectroscopy for
near edge structure and extended X-ray absorption for fine structure (XANES/EXAFS).
It was found that the silver cations are bound via —SH, —OH and —NH group of 4.
baumannii, and that the bonding via —OH and —NH group are dominant. This indicated
that the mechanism of bactericidal activity is based mainly on the silver bonding to
DNA chains.

Ag-containing clinoptilolite immobilized into a thermoplastic polymer
(polyvinyl-chloride) also exhibits the antibacterial activity toward A. baumannii.
Composite with 1wz. % of Ag-containing clinoptilolite reduced the number of A.
baumannii bacteria for 4,7 log CFU whereas impregnation of the composite with D-
tyrosine led to the bactericidal activity.

The results obtained in this thesis indicated that the studied zeolites enriched
with cations of Cu, Zn and Ag can be used not only for the preparation of disinfectants
but also for the preparation of antibacterial composites based on thermoplastic

polymers.

Keywords: zeolites, antibacterial activity, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumannii, nickel, copper, zinc, silver, adsorption kinetic.

Scientific field: Chemistry sciences
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Slika 3.21. Antibakterijska aktivnost sintetisanih kompozita prema vrsti bakteriji
A. baumannii bez (a) i sa impregnacijom D-Tyr (b). Koncentracija zeolita u
kompozitu prikazana je brojem u oznakama kompozita.

to (log CFU cm™)=7,79+0,2. Smanjenje broja bakterija radunato je kao razlika u
odnosu na kontrolu.

Slika 3.22. Kinetika izluzianja srebra iz kompozita PVC-Ag-SZ. Simboli —
eksperimentalni podaci, linija - Krosmajers-Pepasov model.

Slika 3.23. SEM fotografije nakon 24 h kontakta ¢elija i kompozita sa 15 mas.%
Ag-SZ bez (a) i sa impergnacijom D-Tyr (b).

Slika 3.24. Zavisnost modula saCuvane (G’) i izgubljene energije (G’’) od
frekvencije na 0,1-100 rad s za uzorke PVC, SZ15 i Ag-SZ15 u stanju rastopa na
200 °C.

Slika 3.25. Zavisnost viskoziteta kompleksa (n*) u opsegu od frekvencije na 0,1-

100 rad s za uzorke PVC, SZ15 i Ag-SZ15 u stanju rastopa na 200 °C.
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Jedan od problema danasnjice predstavlja veliki broj razli¢itih vrsta patogenih
mikroorganizama koji izazivaju bolesti i infekcije kod ljudi i zivotinja. Pored
savremenih tehnologija i pronalaska lekova i terapija, ozbiljan problem predstavlja
Sirenje otpornosti bakterija na brojne antibakterijske agense. Pojava otpornosti bakterija
prema antibioticima je sve vise rasirena, i to ne samo na jedan antibiotik ve¢ na vise
grupa antibiotika istovremeno, §to je posledica nekontrolisane i nepravilne upotrebe
lekova. Otpornost bakterija na antibiotike dovodi do neuspeSnog lecenja kao i do
povecanja njihovih troSkova i stope smrtnosti, ali i drugih ozbiljnih problema koji
ukljuéuju i globalno Sirenje infekcije, prenoSenje otpornosti medu bakterijskim
sojevima, i sl.

Sa pojavom otpornosti bakterija na razli¢ite grupe antibiotika, bakterijska
zagadenja sve su prisutnija u razli¢itim sredinama, kako u vodama i hrani, tako i u
bolnickim uslovima. Bolnicke infekcije izazvane su razli¢itim vrstama
mikroorganizama, pri ¢emu je DrusStvo za infektivne bolesti Amerike (engl. Infectious
Diseases Society of America-IDSA) posebnu paznju usmerilo na grupu patogenih vrsta
bakterija koja je nazvana ,,ESKAPE* (engl. escape-pobe¢i) (Rice, 2008; Bush i Jacoby,
2010). Vrste bakterija koje spadaju u ovu grupu su: Enterococcus faecium,
Staphylococcus  aureus, Klebsiella  pneumoniae,  Acinetobacter  baumannii,
Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp. Bakterija A. baumannii je poslednje tri
decenije prihvacena kao oportuni patogen koji vrlo lako postaje patogen kada oslabi
organizam domacina. Infekcije i epidemije izazvane multirezistentnim vrstama bakterija
iz roda Acinetobacter se sve vise registruju u razli¢itim klinikama i bolnicama Sirom
sveta. Tako se Cesto pojavljuju infekcije krvi i zapaljenja pluca koje su povezane sa
primenom mehanicke ventilacije 1 predstavljaju klinicke manifestacije bolnickih
infekcija izazvanih ovim vrstama bakterija. Ove infekcije se najceSCe registruju u
jedinicama intenzivne nege kao i hematoloskim i hirurskim jedinicama. Lecenje ovih
infekcija je komplikovano i zahtevno, a imajuci u vidu da se infekcije obic¢no javljaju
kod starijih osoba i osoba sa oslabljenim imunitetom, ¢esto za posledicu imaju smrtni
ishod. U Srbiji do danas nisu registrovane niti sprovedene studije vezane za infekcije
izazvane ovom vrstom bakterije. Pored 4. baumannii 1 Gram-pozitivna bakterija
Staphylococcus aureus koja je otporna na antibiotik meticilin iz grupe B-laktamskih

antibiotika (engl. methicillin-resistant Staphylococcus aureus - S. aureus MRSA)
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decenijama se razmatra kao prototip vrste bakterije koja uzrokuje bolnicke infekcije.

Pored klinickih infekcija, mikrobiolosko zagadenje voda predstavlja veliki rizik po

zdravlje ljudi. Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World health

organization-WHO) u zemljama u razvoju, oko 80% svih bolesti povezano je sa
mikrobioloskim zagadenjem vode, dok je ¢ak 85% bolesti kod dece u Africi izazvano
mikroorganizmima iz voda (Cabral, 2010). Najc¢es¢im uzrocnikom infekcija smatra se

Gram-negativna vrsta bakterije, indikator fekalnog zagadenja Escherichia coli.

S obzirom na c¢injenicu da bakterijske vrste razvijaju sve vecu otpornost prema
dostupnim antibakterijskim agensima, razvoj novih, nekonvencionalnih antibakterijskih
agenasa je sve viSe predmet interesovanja. U novije vreme se, kao potencijalni
antimikrobni agensi istrazuju nanoporozni (materijali sa porama prec¢nika od 0,2 do
100 nm) i nano-materijali. Zbog jedinstvenih fizicko-hemijskih svojstava, sve veci broj
materijala se proizvodi u obliku nanocestica, dimenzija do 100 nm. Nanocestice metala
su dobri antibakterijski agensi ali je njihova Siroka primena jos uvek predmet rasprava.
Tako, nanocestice bakra, cinka, titanijuma, magnezijuma i srebra pokazuju aktivnost
prema velikom broju mikroorganizama. Medutim, pored dobrih antibakterijskih osobina
neophodno je da se razviju materijali koji ne bi izluzivali nanocestice u spoljasnju
sredinu, kako ne bi doslo do zagadenja metalima. Kao pogodni, ekonomski i ekoloski
isplativi materijali koji bi sluZzili kao nosaci, poslednjih godina se intenzivno proucavaju
prirodni i sinteticki zeoliti, nanoporozni alumosilikatni minerali.

Cilj ove doktorske disertacije bio je:

1. sinteza, karakterizacija i modifikacija prirodnih i sintetickih zeolita koji bi imali
primenu kao alternativni dezinficijensi;

2. odredivanje antibakterijske aktivnosti prirodnih i sintetickih zeolita prema
patogenim Gram-pozitivnim i Gram-negativnim vrstama bakterija u razli¢itim
vodenim medijumima;

3. ispitivanje mogucnosti ugradnje metal-modifikovanih zeolita kao punioca u
polimerima koji se upotrebljavaju za pravljenje potrosnog medicinskog materijala;

4. ispitivanje antibakterijske aktivnosti polimernih kompozita;

5. utvrdivanje mehanizma antibakterijskog delovanja modifikovanih prirodnih i

sinteti¢kih zeolita.
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1.1. Grada bakterijske éelije

Celija bakterije ima prokariotsku gradu koju &ine funkcionalno i morfoloski
razli¢iti delovi (slika 1.1.). Uglavnom sve bakterijske ¢elije poseduju ¢elijski zid, zatim
¢elijsku tj. citoplazmaticnu membranu koja obavija citoplazmu. Te strukture Stite
bakteriju od nepovoljnih uticaja kao $to su ekstremna osmolarnost, Stetne hemikalije ili
antibiotici. Geneticki materijal bakterijskih ¢elija smesten je u nukleoidu, dok se sinteza
proteina obavlja na ribozomima. Pored ovih delova, prokariotske ¢elije mogu da sadrze

jos i inkluzije, endospore, pile, flagele, kapsulu, fimbrije (Tortora et al., 2010).

FLAGELA

) KAPSULA LI
SLUTAWI OMOTAL

CELISKI ZID

CITOPLAZMA  CELIJSKA

PLAZMID MEMBRANA

Slika 1.1. Grada prokariotske ¢elije (web 9).

1.1.1. Grada ¢elijskog zida

Celijski zid bakterija je kompleksne, prilagodljive strukture koja je odgovorna za
Bakterijski celijski zid je izgraden od peptidoglikana (mureina) (slika 1.2.) koji se u
strukturi nalazi sam ili sa jo§ nekim supstancama kao Sto su alkoholi, lipidi i

polisaharidi.
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Slika 1.2. Gradivni segment kod peptidoglikana (mureina) (Acharya, 2013).

Peptidoglikan je slozeni polimer koji se sastoji od molekula disaharida koji je
izgraden od dve monosaharidne jedinice: N-acetilglukozamina (NAG) i1 N-
acetilmuraminske kiseline (NAM) (slika 1.3.). Na slici 1.3. je prikazan jedan deo
peptidoglikana S. aureus. Kao $to se sa slike uocava, osnovu polimera ¢ine naizmeni¢no
povezane podjedinice NAG i NAM koje su povezane Bl—4 glikozidnim vezama.
Delovi muraminske kiseline vezani su za kratke peptide ¢iji je sastav razlicit i zavisi od
bakterijske vrste. Tako, kod nekih wvrsta L-lizin moze biti zamenjen sa
diaminopimelinskom kiselinom koja je u prirodi prisutna jedino u celiji prokariota

(Tonki¢ et al., 2015).

Lizozim raskida

B-1,4 vezu
Peptid Peptid
M-acetimuraming ke M-acetilmuranminske
M-acetilglukozamin kiseling M-acetilglukozamin kizeline

ECH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

H NH—COCH; H [ NH—COCH; H NH—COCH; H [ NH—COCH,
-Ioc-tI-JI-: -joc-rlwll-:
L-Alanin L-Alanin
D—Izugiutamin D—Imgiunamin
L—Lizin L—I_Iizin
D-Alanin  0.-CO0H) D-Alanin (2-COOH)

Slika 1.3. Deo peptidoglikana kod S. aureus (Tonki¢ et al., 2015).

Lanci peptidoglikana povezani su medusobno peptidnim mostovima. Kod Gram-
pozitivnih bakterija postoji oko 40 slojeva peptidoglikana koji ¢ine oko 50% suve
materije ¢elije. Kod Gram-negativnih ¢elija sloj peptidoglikana je tanji i sastoji se od

svega jednog ili dva sloja Sto ¢ini od 5 do 10 % materijala celije. Struktura celije daje
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bakterijama oblik koji je karakteristiCan za pojedinacnu vrstu (Tonki¢ et al., 2015). Na
slici 1.4. je prikazana grada ¢elijskog zida Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija.
a)

Lipotethoinska kiselina g

= Teihoinska kiselina

Peptidoglikan

Periplazmaticni
prostor

b)

Lipopolisaharidni sloj
Porini

Spoljadmja ©

membrana &Xﬁcﬁ&@x

Periplazmati¢ni L
. . Lipoprotein
prostor

Peptidoglikan & & & & & &

Periplazmati¢ni |
prostor

Celijska membrana

pe

Slika 1.4. Grada ¢elijskog zida Gram-pozitivnih (a) i Gram-negativnih (b)
bakterija (Brown et al., 2015).

Celijski zid Gram-pozitivnih bakterija, pored peptidoglikana ¢&ija je debljina oko
30 nm (Shockman i Barrett, 1983), sadrzi fosfate i teihoinsku kiselinu, koja je izgradena
od alkohola (glicerola ili ribitola). Teihoinska kiselina je vezana direktno za
peptidoglikanski sloj. Zbog negativnog naelektrisanja celijskog zida koje potice od
fosfatnih grupa, za teihoinsku kiselinu se mogu vezivati katjoni. Teihoinska kiselina ima
ulogu u rastu celija, spreCavanju oSte¢enja zida i zastiti ¢elija od nepovoljnih uticaja

spoljasnje sredine (lize ¢elija) (Tortora et al., 2010).
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Celijski zid Gram-negativnih bakterija se sastoji od tankog sloja peptidoglikana u
periplazmati¢nom prostoru i spoljasnje membrane. Peptidoglikanski sloj je povezan sa
lipoproteinskim slojem iz spoljaSne membrane, dok je sam peptidoglikan smesten u
periplazmati¢nom prostoru. S obzirom da ¢elijski zid Gram-negativnih bakterija sadrzi
samo tanak sloj peptidoglikana, debljine svega 2 do 3 nm, ove bakterije su podloznije
mehanickom lomu (Murray et al., 1965). Spoljasnja membrana Gram-negativnih
bakterija sadrzi lipopolisaharide, lipoproteine i fosfolipide. Ova membrana ima zastitnu
ulogu jer moze da §titi bakterije od odredenih antibiotika, deterdZenata, teskih metala i
nekih soli (Rai et al., 2012). Zahvaljuju¢i porinima koji se nalaze u njenoj strukturi,
spoljasnja membrana je polupropustljiva i u bakterijsku celiju propusta hranljive
materije iz spoljasnje sredine. Lipopolisaharidni sloj spoljasnje membrane sastoji se od
jedne lipidne (Lipid A) i dve polisaharidne komponente (gradivnog i ,,0* polisaharida).
Lipid A je vezan za gornji deo spoljne membrane. Ovaj lipidni sloj je odgovoran za
infekcije Gram- negativnim bakterijama. Kada Gram-negativna bakterija ugine, lipid se
otpusta sa povrsine i ponasa se kao endotoksin. Gradivni polisaharid je vezan za lipid A
i njegova uloga je u stabilnosti celijskog zida. ,,O0 polisaharidna komponenta
lipopolisaharidnog sloja se nalazi ispod gradivne polisaharidne komponente i na osnovu
ovog sloja se Gram-negativne bakterije mogu podeliti na serotipove (Tortora et al.,

2010).

1.1.2. Sastav bakterijske ¢elije ispod celijskog zida

Unutar celijskog zida bakterija smeStene su citoplazmaticna membrana,
citoplazma, nukleoid, ribozomi i inkluzije. Citoplazmati¢na membrana predstavlja tanak
sloj koji se nalazi odmah ispod periplazmati¢nog prostora i Celijskog zida (slika 1.5.).
Ova membrana se kod prokariota sastoji od dva sloja fosfolipida i od vise od 200
razli¢itih proteina (Tonki¢ et al., 2015). Proteini ¢ine ¢ak 70 % suve materije Sto je
znatno vise nego kod citoplazmati¢ne membrane sisara. Fosfolipidni dvosloj sastoji se
od polarnih, hidrofilnih glava i nepolarnih, hidrofobnih repova koji se spajaju Cine¢i
dvoslojnu strukturu u kojoj su repovi okrenuti jedan prema drugom dok su glave
usmerene prema ekstracelularnom, odnosno, intracelularnom prostoru. U fosfolipidnom

sloju se nalaze proteini Cija je uloga u premoscavanju fosfolipidnog sloja za koji je
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vezan (integralni proteini) i periferni proteini koji su samo prikaceni za spoljasnji ili
unutra$nji sloj fosfolipida (slika 1.5.).
Oligosahatid—,, 5,.:.‘“

Hidrofobni
O-heliks _ &

I~
Petiferni Fosfolinid
protein

Slika 1.5. Grada citoplazmati¢ne membrane bakterijske ¢elije (Tonki¢ ef al.,
2015).

Uloga citoplazmati¢ne membrane je viSestruka: 1) selektivna propustljivost i
prenos materija; 2) prenos elektrona i oksidativna fosforilacija kod aerobnih vrsta; 3)
izluZivanje hidrolitickih enzima; 4) uloga nosaca enzima i prenosa molekula koji imaju
ulogu u biosintezi DNK, ¢elije i membranskih lipida kao i 5) nosac receptora i drugih
proteina hemotaksije. U citoplazmati¢noj membrani su smestene pumpe koje ucestvuju
u transportu materija kroz membranu (engl. efflux pumps). Citplazmati¢na membrana
predstavlja nepropusnu hidrofobnu barijeru za ve¢inu hidrofilnih molekula, medutim,
mehanizmi prenosa omogucavaju unos hranljivih materija i izbacivanje otpadnih
produkata iz ¢elije. Tri opSta mehanizma prenosa su: - pasivni koji se odvija po principu
difuzije;

- aktivni pri cemu dolazi do koncentrisanja nutrijenata ¢ak vise od hiljadu
puta;
- grupna translokacija, bitna za metablizam Secera kod nekih bakterija.

Svi organizmi koji koriste makromolekularne organske polimere kao izvor
hranljivih materija izluCuju hirdoliticke enzime koji imaju ulogu u razgradnji polimera
na manje molekule koji mogu da prolaze kroz citoplazmaticnu membranu. Gram-
pozitivne bakterije izlu€uju enzime u spoljasnju sredinu dok Gram-negativne bakterije
ove enzime izluéuju u periplazmaticni prostor izmedu peptidoglikana i spoljasnje

membrane ¢elije (Tonkic et al., 2015).
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Slika 1.6. Skica sistema izlucivanja hidrolitickih egzoenzima i patogenih proteina kod

Gram-negativnih bakterija (Tonki¢ et al., 2015).

Kod bakterijskih ¢elija pronadeno je Sest tipova sistema za izlu¢ivanje proteina
(slika 1.6.). Tipovi 1 i 4 nalaze se i kod Gram-pozitivnih i kod Gram-negativnih
bakterija, dok su ostali (tipovi 2, 3, 5 i 6) prisutni samo kod Gram-negativnih bakterija.
Sistemi izlu¢ivanja kod Gram-pozitivnih bakterija funkcioniSu tako da proteini prolaze i
kroz unutrasnju i kroz spoljasnju membranu u jednom koraku, dok se kod sistema 2 i 4
ovaj prolaz obavlja odvojeno. Proteini koji se luCe sistemima 2 i 5 se sintetiSu zajedno
sa ribozomima citoplazme.

Ispod citoplazmaticne membrane nalazi se citoplazma koju ¢ine voda (oko 80 %
zapremineg) 1 enzimi, ugljeni hidrati, masti i neorganske soli. U citoplazmi je smeSten i
nukleoid u kome se nalazi DNK, kao i ribozomi i ,rezervoari® hranljivih materija
(inkluzije). U nukleoidu bakterijskih celija smesSten je geneticki materijal koji se nalazi
u obliku jedne kruzne molekule dvoclane DNK (bakterijski hromozom). Pored
hromozoma, u bakterijskoj c¢eliji se kao nosioci nasledenih informacija nalaze i
plazmidi. Plazmidi predstavljaju ekstrahromozomalne delove DNK koji se dele
nezavisno od hromozomske DNK (Tortora et al., 2010). Odredene Gram-pozitivne
bakterije mogu da obrazuju endospore, koje im omogucavaju prezivljavanje u

nepovoljnim Zivotnim uslovima (visoke temperature, nedostatak vode i izloZenost
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toksi¢nim jonima i zracenju). Endospore predstavljaju dehidratisane celije sa vrlo
debelim viseslojnim zidovima. Spore u centralnom delu sadrze DNK, RNK i
termostabilne enzime, a njihova enzimska i metabolicka aktivnost svedena je na

minimum ili potpuno odsutna.

1.1.3. Spoljasnja grada bakterijske celije

Na povrsini bakterijske ¢elije mogu se naci bicevi ili flagele za pokretanje, pili
ili fimbrije za vezivanje na ¢vrste povrsine kao i neki ekstracelularni polimeri kao §to su
kapsula i sluzavi sloj. Flagele se nalaze na krajevima bakterija ili na celoj ¢eliji i sluze
bakterijama pri kretanju u vodi. Fimbrije su kra¢e od flagela i rasporedene su na celoj
¢eliji. Ukljucene su u obrazovanje zastitnog sloja koji je sacinjen od polimerne matrice
(biofilma) i imaju ulogu u pricvrs¢ivanju celija za spoljne povrSine (Tortora et al.,
2010).

Glikokaliks predstavlja omota¢ bakterijske ¢elije koji Cine polisaharidi ili/i
polipeptidi i moZe biti u obliku kapsule (organizovano rasporedeni slojevi glikokaluksa,
tacno definisani sloj, pricvrSéeni za celijski zid) ili tankog, sluzavog filma
(neorganizovano rasporedeni slojevi glikokaliksa, slabim silama vezani za Celijski zid).
vrsta bakterija, jer ima zastitnu ulogu od uticaja spoljne sredine.

Neke bakterije mogu da produkuju biofilm koji predstavlja skup bakterijskih
¢elija povezan u polimernom matriksu, obrazovan na nekoj povrsini (Costerton, 1978).
Po svom sastavu biofilm pretezno sadrzi vodu (85-90 %), zatim polisaharide, proteine,
fosfolipide, teihoinsku i nukleinske kiseline kao i druge polimere. Od Seéera najcesSée su
prisutni glukoza, galaktoza, manoza, fruktoza, ramnoza i drugi (web 7). Formiranje
biofilma je sloZen proces koji se sastoji od nekoliko faza (slika 1.7.). U prvoj fazi
bakterije se uz pomo¢ fimbrija pricvrste za odgovarajucu podlogu (1) i nakon nekog
vremena pocinju da formiraju mikrokolonije (2). Zatim, bakterije rastu, razmnoZavaju
se i medusobno povezuju (3 i 4). Na kraju, dolazi do sazrevanja biofilma i odvajanja

bakterija od biofilma i povrSine (Stoodley et al., 2002).
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Slika 1.7. Faze formiranja biofilma 1. Reverzibilno vezivanje bakterijskih
kolonija za povrsinu; 2. Ireverzibilno vezivanje i produkcija ekstracelularne polimerne
supstance; 3. RazmnoZavanje bakterija; 4. Sazrevanje biofilma; 5. Odvajanje delova

biofilma (Stoodley et al., 2002).

Celije bakterija koje Zive u biofilmu zasti¢ene su od antibiotika i dezinficijenasa i
pokazuju 10-1000 puta vecu otpornost prema antimikrobnim agensima kao $to su
antiobitici i dezinficijensi (Mah i Toole, 2001). Takode, ¢elije bakterija zastiCene
biofilmom pokazuju otpornost i prema teskim metalima kao $§to su srebro i bakar
(Donlan i Costerton, 2002). Produkcija biofilma pojedinih bakterija odgovorna je i za
nastanak nekih bolesti kao Sto su mastitis izazivan vrstom bakterija S. aureus
(Vaseduvan et al., 2003), upalu pluca, infekcije rana (S. aureus, P. aeruginosa).
Takode, bakterijski biofilmovi su nadeni na mnogim medicinskim uredajima:
endotrahijalnim tubusima, kateterima, medicinskim implantima, kontaktnim soc¢ivima,
materijalu za Sivenje i drugim potrosnim medicinskim materijalima (Costerton, 2001).

Neke D-aminokiseline pokazuju sposobnost da spreCavaju obrazovanje
bakterijskog biofilma tako Sto ometaju obrazovanje peptidnog mosta kojim se
peptidoglikan vezuje za celijski zid (Lam et al., 2009; Cava et al., 2011a; Cava et al.,
2011b). Tako D-tirozin, D-leucin, D—triptofan i D—metionin inhibiraju nastajanje
biofilma B. subtilis dok D—fenilalanin ne pokazuje ovaj efekat (Kolodkin-Gal et al.,
2011). Medutim, D—tirozin, D—fenilalanin i D—prolin sprecavaju nastanak biofilma kod
S. aureus (Hochbaum et al., 2011). Najbolji efekat sprecavanja produkcije biofilma kod
razli¢itih vrsta bakterija pokazuje D—tirozin (Xu i Lui, 2011; Si et al., 2014).
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1.1.4. RazmnoZavanje i rast bakterija

Bakterije se dele prostom, binarnom deobom. Pre pocetka deobe ¢elije, dolazi do
replikacije (dupliranja) DNK materijala. Bakterijska ¢elija zatim kontinuirano raste,
dolazi do formiranja pregrade i na kraju se celija deli na dve identi¢ne ¢erke celije. Neke
bakterije mogu razmenjivati geneticki materijal. Razmena genetickog materijala se
moze obaviti na tri nacina:

1. Konjugacijom koja podrazumeva spajanje dve bakterije pilusima preko koga jedan
deo DNK jedne bakterije (davalac) prelazi u drugu (primalac). Kako se primalac
dalje razmnozava, potomstvo ¢e imati geneticki materijal i davaoca i primaoca.

2. Transformacijom gde dolazi do ulaska strane (egzogene) DNK u ¢eliju primaoca i
»kopiranja“ novoprimljenih gena u celije primaoca. Donori DNK su najcesce
lizirane-mrtve bakterije ili bakteriofagi (Quinn et al., 2002; Watanabe, 1963).

3. Transdukcijom pri kojoj bakteriofagi (specificni bakterijski virusi) prenose DNK
materijal iz jedne u drugu ¢eliju (Tortora et al., 2010).

Promena broja celija bakterija prikazuje se krivom rasta (slika 1.8.). U lag fazi
bakterije se prilagodavaju na uslove spoljne sredine i u ovoj fazi ne dolazi do
razmnozavanja bakterijskih ¢elija. Dalje, u log fazi dolazi do eksponencijalnog rasta
bakterija. Kada faktori okruzenja, kao S$to su dostupnost nutrijenata i temperatura
postanu ogranicavajuci, faza rasta se usporava i broj celija u populaciji postaje
maksimalan. Razmnozavanje postaje relativno konstantno, Sto dovodi do stacionarne
faze. Nedostatak nutrijenata i metaboliti koje celija stvara dovode do smrti bakterija

(faza odumiranja) (Tortora et al., 2010).

| Stacionarna faza a
| . .

L Faza ocumiranja [
1
U

)

j23

i Log faza

Broj bakterya (lo

Lagfaza

Vreme

Slika 1.8. Kriva rasta bakterija (web 8).
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1.2. Patogene vrste bakterija

Patogene bakterije u vodama

Infekcije i bolesti koje se prenose putem vode nazivaju se hidricke infekcije i
mogu se prenositi putem konzumacije, kontakta ili u vidu aerosola. Svetska zdravstvena
organizacija (engl. World Health Organization-WHO) procenjuje da je polovina svetske
populacije ugrozena od zaraznih bolesti koje izazivaju patogeni mikroorganizmi i od tih
infekcija godiSnje strada oko 17 miliona ljudi (web 5). Uz pomo¢ novih metoda za
posmatranje, epidemioloskih studija i stalnog usavrSavanja dijagnostickih metoda nove
patogene vrste mogu biti detektovane. Tako je 2001. godine identifikovano Cak 1415
vrsta mikroorganizama koji izazivaju infekcije (Taylor ef al., 2001). Priroda i stepen
zagadenja vode bakterijama odreduju se bioloskim i saprobioloskim ispitivanjima.
Mikrobiolosko ispitivanje vode se sastoji u odredivanju broja koliformnih indikatorskih
mikroorganizama i virusa. Zagadene vode sadrze 5000-10000 celija patogenih bakterija
u 100,0 cm® dok voda za pi¢e ne sme da sadrzi patogene bakterije (Pukié ef al., 2000).
U tabeli 1.1. prikazan je Pravilnik o mikrobiloskoj ispravnosti vode za pice objavljen u

Sluzbenom glasniku pod brojem br. 42/98 1 44/99 (web 6).
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Tabela 1.1. Pravilnik o mikrobilo$koj ispravnosti vode za pice objavljen u Sluzbenom

glasniku pod brojem br. 42/98 1 44/99 (web 6).

PreciS¢ena i Prirodna voda
dezinfikovana
Vrsta mikroorganizama voda i Zatvorena  Otvorena
flasirana voda  izvoriSta 1zvoriSta
na izvoru

Vrste roda Salmonella, Shigella, Proteus,
Vibrio i Pseudomonas aeruginosa kao i
drugi patogeni mikroorganizmi, koliformne

bakterije i streptokoke fekalnog porekla

Crevne protozoe, crevni helminti i njihovi )
C Ne sme da sadrzi
razvojni oblici

Vibrioni

Bakteriofagi

Alge i drugi organizmi koji mogu da

izmene izgled, miris i ukus vode

Aerobne mezofilne bakterije na agaru posle

) . 3 do 10 do 100  do 300
inkubacije od 48 hna 37 °Cu 1 cm” vode
Ukupne koliformne bakterije odredene kao

_ o ; 0 do 10  do 100
najverovatnji broj u 100 cm” vode
Ukupne koliformne bakterije odredene
metodom membranske filtracije u 100 cm’ 0 do5 do 10
vode
Sulfitoredukujuée klostridije u 100 cm’

0 do 1 do 10

vode

S obzirom da se u vodama moze naci veliki broj mikrobiloskih vrsta, prilikom
ispitivanja kvaliteta vode u realnim uslovima nije moguée identifikovati sve
mikroorganizme. Zato su definisane vrste mikroorganizama koje predstavljaju
indikatore zagadenja. Da bi odredena vrsta bakterija bila indikator zagadenja neophodno
je da:

1. 1ima zajedniCku zivotnu sredinu sa patogenim bakterijama i da se izdvaja u

spoljasnju sredinu u velikoj kolicini;
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2.u spoljasnjoj sredini bude ravnomerno rasporedena i otpornija u odnosu na
patogene vrste. Neophodno je da duze vreme opstaje u vodi, da se prakticno ne
razmnozava, bude otporna na dejstvo razliitih nepovoljnih agenasa;

3. metode odredivanja budu jednostavne, brze i dovoljno pouzdane (Puki¢ et al.,

2000).

Najtipi¢niji predstavnici ljudske mikroflore su bifidobakterije, enterokoke i crevne
Stapicaste bakterije, tako da je prihvaceno da se kao indikatori zagadenja koriste grupe
bakterija sa slicnim svojstvima, a ne jedna pojedina¢na vrsta ili rod. Najcesce,
mikrobioloska analiza vode obuhvata odredivanje koliformnih bakterija i Escherichia
coli (ili fekalnih koliforma). U grupu sanitarnih pokazatelja kvaliteta voda spadaju:
patogene bakterije (Campylobacter, Legionella, Leptospira, Yersinia), zatim bakterije
koje iyayivaju dijareju (Salmonela, Shigella, Escherichia, Proteus, Vibrio) kao i
bakterije koje su wuzrocnici infekcija (Pseudomonas, Enterococcus, Clostridium,
Citrobacter, Acinetobacter, Klebsiella, Serratia, Aeromonas). Kao glavni indikator

zagadenja voda smatra se koliformna bakterija Esherichia coli (Puki¢ et al., 2000).

Esherichia coli. Porodica Enterobacteriaceae ukljucuje rodove kao sto su Escherichia i
Salmonella (Garrity et al., 2005). Pored vrste E. coli u rodu Escherichia nalaze se jos i
E. adecarboxylata, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii i E. vulneris. Vrsta bakterija E.
coli prvi put je izolovana 1885 (Welch, 2006). E. coli je Gram-negativna bakterija,
Stapicastog oblika. Neki sojevi ove vrste imaju kapsulu koja se sastoji od jednog od 80
seroloski 1 hemijski razli¢itih polisaharida (Jann i Jann, 1992). Veéina na povrsini ima
flagele koje ih Cine pokretnim. E. coli je aerobna i fakultativno anaerobna i za vecinu
njenih serotipova optimalna temperatura za rast iznosi 37-42 °C (Ingraham i Marr,
1996) dok se optimalnom vrednos¢u pH za rast smatra pH~ 7. Neki patogeni sojevi E.
coli mogu da rastu c¢ak i pri vrlo niskim vrednostima pH (oko 2) (Waterman i Small,
1996). Ove vrste bakterija se nalaze u crevnoj mikroflori sisara i njihovo prisustvo je
neophodno za pravilno varenje hrane i rad crevne flore. Medutim, patogeni sojevi E.
coli izazivaju brojna oboljenja (dijareja, povra¢anje, mucnina, groznica). Na osnovu
toksina koje produkuju i bolesti koje izazivaju do sada je definisano 6 crevnih i 2
prirodne grupe koje se smatraju izaziva¢ima bolesti. Crevne patogene E. coli oznacene

su kao ETEC (engl. Enterotoxigenic E. coli), EPEC (engl. Enteropahtogenic E. coli),
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EHEC (engl. Enterohemoragic E. coli), EAEC (engl. Entreroaggregative E. coli),
DAEC (engl. diffusely adherent E. coli) i EIEC (engl. Enteroinvasive E. coli), dok su
prirodni izolati podeljeni na one koji su izaziva¢i meningitisa (MAEC) i izazivaCe
bolesti urinarnog trakta (UPEC) (Garrity et al., 2005).

Najces¢im izazivacem dijareje smatra se E. coli ETEC koja je prema procenama
Svetske zdravstvene organizacije odgovorna za 600 miliona infekcija godisnje, dok za
800 000 ljudi, uglavnom dece mlade od 5 godina, ova infekcija ima fatalan ishod
(WHO, 1999). Smatra se da je za ove infekcije odgovoran enterotoksin LT, koji je po
hemijskom sastavu i funkciji slican toksinu koji produkuje V. cholerae (Sixma et al.,
1991, Sixma et al.,, 1993). EPEC i EHEC izazivaju bolesti kod beba stvaranjem
takozvanog ,,Shiga“ toksina, s tim da su EHEC izolovane u klini¢ckim uslovima. EAEC
ne obrazuju LT ni ,,Shiga“ toksin, ve¢ stvaraju agregate bakterijskih celija (engl.
,stacked bricks“-slozene cigle) (Nataro et al., 1987). DAEC infekcije nisu dovoljno
proucene, ali je poznato da izazivaju bolesti kod dece mlade od godinu dana (Scaletsky
et al., 2002). EIEC najviSe podsecaju na vrste roda Shigella vrstu jer je ovaj soj ne
fermentiSe laktozu i nepokretne su, medutim za razliku od vrste roda Shigella ne
produkuju gas iz glukoze.

E. coli je jedna od najotpornijih mikroorganizama u zivotnoj sredini, i1 za leCenje
infekcija koje su izazvane bakterijama otpornim na veliki broj antibiotika (engl.
multidrug resisant bacteria) najcesce se koriste antibiotici iz grupe karbapenema. U cilju
odredivanja profila antibiotske otpornosti, ispitivana je antibakterijska aktivnost 11
razli¢itih antibiotika prema 137 klinickih izolata E. coli. Zakljueno je da najvecu
otpornost izolati E. coli pokazuju na nitrofurantoin, dok su najosetljivi prema
tetraciklinu (Olorunmola et al., 2013). Takode i izolati iz hrane pokazali su veliku
otpornost prema 12 od 19 antibiotika, pri ¢emu se otpornost pripisuje B-laktamazi
(Rasheed et al., 2014). SteCena rezistencija prema antibioticima nastaje jednim od cetiri
mehanizma i to: promenom ciljanog mesta, enzimskom detoksifikacijom antibiotika,
smanjenim nagomilavanjem kao i preskakanjem aktivne faze leka. Prva tri mehanizma
dovode se u vezu sa hromozomskim mutacijama ili sa prisustvom plazmida koji imaju
gene koji kodiraju otpornost prema nekim antibioticima. Cetvrti mehanizam se zasniva
na horizontalnom prenosu gena koji kodiraju enzime koji daju otpornost na antibiotike,

a nalaze se na plazmidima (Garrity et al., 2005). Ispitivanja mehanizma otpornosti E.
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coli prema vecini uobicajenih antibiotika ukazuju na mutacije na molekulu DNK (eng!.

multiple antibiotic resistance locus-Mar locus) (Saenz et al., 2004).

Klinicki izolati patogenih bakterija

Infekcije u bolnicama izazvane su razli¢itim vrstama mikroorganizama, pri cemu
je Drustvo za infektivne bolesti Amerike (engl. Infectious Diseases Society of America-
IDSA) poslednjih godina posebno izdvojilo infekcije izazvane patogenim vrstama
bakterija koje je nazvalo ,,ESKAPE* (engl. escape-pobe¢i) (Rice, 2008; Bush i Jacoby,
2010). Vrste bakterija koje spadaju u ovu grupu su: Enterococcus faecium,
Staphylococcus  aureus, Klebsiella  pneumoniae,  Acinetobacter  baumannii,
Pseudomonas aeruginosa i Enterobacter spp. Tokom godina, ove vrste bakterija su
uspele da razviju otpornost na veliki broj antibiotika i dezinfekcionih sredstava i na taj

nacin uslovno receno ,,beze od dejstva antibiotika.

Enterococcus faecium pripada rodu Enterococcus koji se do skoro svrstavao u rod
Streptococcus. Ova vrsta bakterija pripada Gram-pozitivnim kokama, pri cemu se celije
uglavnom grupisu u diplokoke. Neki od sojeva ove vrste bakterija od skora se koriste i
kao probiotici (Sisson et al., 2014). E. faecium je uzrocnih 5-10% infekcija koje
izazivaju enterokoke, koje su najCe$¢i uzrocnici bolnickih infekcija, narocito u
jedinicama intenzivne nege. Za vrste roda Enterococcus je karakteristina otpornost
prema cefalosporinima, penicilinaza-otpornim  penicilinima, monobaktamima,

vankomicinima i aminoglikozidima (steptomicin ili gentamicin) (Tonki¢ ef al., 2015).

Staphylococcus aureus. U rodu Staphylococcus nalaze se vrste bakterije koje su
loptastog oblika, mogu se naci same (mikrokoke), u paru (diplokoke), tetradama ili
grupisane u grozdove. Mlade ¢elije bakterija su izrazito Gram-pozitivne dok starenjem
mogu da postanu Gram-negativne (Tonki¢ et al., 2015). Celije bakterija ove vrste su
nepokretne, ne obrazuju endospore i obicno ne poseduju kapsulu. Pod dejstvom
penicilina moze da dode do lize ¢elije. Uglavnom su fakultativni anaerobi i katalaza
pozitivne. Enterotoksini ovog roda su jako otporni na poviSenu temperaturu i mogu da
izazovu infekcije hranom. Celije bakterije ove vrste su sveprisutne u prirodi, mogu se

naci u svim staniStima, kao i na kozi ljudi i Zivotinja. Stafilokoke pokazuju otpornost

18



Doktorska disertacija Teorijski deo

prema susenju i visokim temperaturama (mogu da podnesu temperaturu od 50 °C tokom
30 minuta) kao i prema fizioloSkom rastvoru i raznim antibioticima. Definisani su
razli¢iti mehanizmi otpornosti stafilokoka prema antibioticima. Tako, jedan od
mehanizama podrazumeva stvaranje [-laktamaze koja uslovljava rezistenciju na
antibiotike iz grupe penicilina. Otpornost stafilokoka na nafticin (metacilin i oksacilin)
je kodirana i regulisana genima koji su smeSteni na hromozomima. Intermedijarna
otpornost pojedinih sojeva stafilokoka na vankomicin je takode pronadena, i ovi sojevi
su poznati kao VISA (engl Vancomycin Intermediate S. aureus). Smatra se da je
mehanizam rezistencije prema vankomicinu povezan sa pojacanom sintezom celije i
promenama u njoj. Sojevi koji su intermedijarno otporni na vankomicin obavezno su
osetljivi 1 na meticilin/naftacilin, dok su ponekad osetljivi i na oksazolidinone i
kvinupristin-dalfopristin. Pored intermedijarno otpornih sojeva, postoje i sojevi koji su
potpuno otporni na vankomicin (engl. Vancomycin-resistant S. aureus, VRSA). Ovi
sojevi poseduju gen za otpornost koji je prvobitno pronaden kod enterokoka.
Stafilokoke takode poseduju i otpornost na tetracikline, eritromicin i aminoglikozide
koja je plazmidom posredovana. Neki sojevi stafilokoka mogu posedovati toleranciju
prema odredenom leku, koja moze da uslovi produzetak kliniCkog leCenja infekcije.
Tolerancija se moze pripisati nedostatku aktivacije autolitickih enzima u ¢eliji (Tonki¢
etal., 2015).

Do 1970. u ovom rodu su se nalazile samo tri vrste bakterija: S. aureus, S.
epidermidis i S. saprofiticus, dok danas ovaj rod sa¢injava preko 40 razlicitih serotipova
(Tong et al., 2015). Medu njima, najve¢im izaziva¢em bolesti smatra se S. aureus koja
je patogena, izlucuje razne toksine- alfa toksin, enterotoksine, leukocidin, egzotoksine i
svojim direktnim ulaskom u organizam moze da izazove razne infekcije (Gotz et al.,
2006). Posebna grupa ovih stafilokoka je S. aureus MRSA koja je proglasena za najveci
klinicki i epidemioloski problem u bolnicama osamdesetih godina proslog veka. MRSA
je otporna na veliki broj antibiotika poput onih iz grupe penicilina i cefalosporina
(Chambers i DeLeo, 2009). Infekcije ovom vrstom bakterija najceS¢e se javljaju u
bolnickim uslovima, kod pacijenata sa oslabljenim imunim sistemom. Procenjuje se da
je 2005. godine bilo 94 360 infekcija ovom bakterijom, i da u Americi oko 18 000 ljudi

godi$nje umre od ovih infekcija. Takode, procenjeno je da ova bakterija izaziva vise
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infekcija nego virusi hepatitisa, side i tuberkuloze, dok je broj preminulih od ovih

infekcija duplo veci u odnosu na broj preminulih od side (Green et al., 2012).

Klebsiella pneumoniae pripada porodici Enterobacteriaceae. Ova bakterija je Gram-
negativna, Stapicasta, obi¢no obrazuje kapsulu, fakultativno anaerobna i ima sposobnost
da fermentiSe laktozu, dok je oksidaza negativna (Garrity et al., 2005). Za razliku od E.
coli, ova vrsta bakterija je nepokretna i nalazi se u disajnim putevima i fesesu u oko 5 %
zdravih ljudi. Moze da uzorkuje bakterijska zapaljenja plu¢a kao i hemoragi¢nu
nekrotizirajuu konsolidaciju pluc¢a. Takode, izaziva i infekcije mokra¢nih puteva.

Osetljiva je na dejstvo ampicilina i tetraciklina (Tonki¢ et al., 2015).

Acinetobacter baumannii. Vrste bakterija roda Acinetobacter su saprofiti, Gram
negativne, aerobne, Stapicaste, nefermentativne, nepokretne i katalaza pozitivne.
Optimalna temperatura za rast ovih vrsta patogena je u opsegu 35-45 °C i pH 5,5-6,0.
Mogu se naéi u tlu, vodi, kanalizaciji ili hrani. Prisutne su i u bolnicama gde se mogu
klinicki izolovati iz pacijenata ili sa bolnickog osoblja. Ove bakterije mogu da
produkuju biofilm 1 otporne su na veliki broj antibiotika (Towner, 2006). Danas se u
ovom rodu nalazi 57 vrsta, pri ¢emu neke od njih nisu patogene (web 1).

A. baumannii je poslednjih godina jedna od najotpornijih vrsta bakterija koja
se Cesto javlja u jedinicama intenzivne nege, lako se prilagodava uslovima Zivotne
sredine i moZe da izazove bolnicke epidemije (Maragakis i Perl, 2008). Celije bakterije
ove vrste su otporne na veliki broj izuzetno delotvornih antibiotika (iz grupe
karbapenema i cefalosporina). Mehanizam otpornosti zasniva se pre svega na hidrolizi
antibiotika koja se desava pod dejstvom B-laktamaze, povecanoj aktivnosti pumpe koja
se nalazi u citoplazmaticnoj membrani (engl. efflux pump), manjoj propustljivosti
spoljasnje membrane, kao i produkcijom enzima koji inaktiviraju aminoglikozide
(Giamarellou et al. 2008; Karageorgopoulos i Falagas, 2008). Ova vrsta bakterija ima
sposobnost da obrazuje biofilm na pacijentima i na medicinskoj opremi, narocito na
aparatima za mehanicku ventilaciju pacijenata (Wang et al., 2013). Preko fimbrija se
moze vezati za epitelne celije Coveka, ili obrazovati biofilm na plasti¢nim ili staklenim
povrsinama (Lee et al., 2008). Specifi¢ni Internacionalni klonovi, od kojih je trenutno 8

poznato i identifikovano, se smatraju uzrocnicima epidemija izazvanih ovom vrstom
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bakterija (Higgins et al., 2010). Nedavno su izolati A. baumannii izdvojeni iz voda reke
Save, Sto predstavlja upozorenje na Sirenje ove patogene vrste u prirodu (Hrenovic et

al., 2016; Seruga Musi¢ et al., 2017).

Pseudomonas aeruginosa je nefermentativana, striktno aerobna, Gram-negativna,
Stapicasta, pokretna vrsta bakterija koja spada u porodicu Pseudomondaceae. Pojavljuju
se pojedinacno, u parovima ili ponekad u kra¢im lancima. Veoma je otporna na razne
uslove spoljasnje sredine iako ne stvara endospore ni kapsule (Gatrrity et al., 2005). Ova
vrsta bakterija nema moguénost da koriste ugljene hidrate kao izvore ugljenika, aerobne
su i stvaraju specifiéne pigmente koji olak3avaju njihovu identifikaciju. Siroko su
rasprostranjene u prirodi, naj¢es¢e se mogu nac¢i u zemljistu i vodi, na vlaznim mestima,
a cak 10% stanovniStva ih ima kao sastavni deo crevne mikroflore (Tonki¢ ef al., 2015).
P. aeruginosa je prvenstveno bolnicki patogen i ima sposobnost rasta u vlaznom
okruzenju. Kod lecCenja infekcija izazvanih ovom vrstom bakterija preporucuje se
kombinacija antibiotika. P. aeruginosa je osetljiva na dejstvo penicilina sa proSirenim
delovanjem (npr. piperacilin) naroc¢ito ukoliko je u kombinaciji sa aminoglikozidom
(najcesce tobramicinom). Takode, kao efikasni antibiotici za leCenje infekcija izazvanih
P. aeruginosa su i aztreonam (karbapenemi kao §to su imipenem ili meropenem),
fluorokuinoloni i neki cefalosporini (ceftazidim, cefoperazon 1 cefepim).
Multiplorezistentni izolati postali su znacajan problem kao uzrocnici bolnickih infekcija
a nastaju brojnim mehanizmima rezistencije prisutnim u P. aeruginosa kao $to su
sticanje hromozomske a-laktamaze, a-laktamaza proSirenog spektra, mutacijama unutar

porinskih kanala i delovanjem efluks pumpi (Tonki¢ et al., 2015).

Enterobacter spp. pripada porodici Enterobacteriaceae, pri ¢emu tri vrste roda (E.
aerogenes, E. cloacae i E. sakazaki) izazivaju vecinu infekcija. Vrste roda Enterobacter
su Gram-negativne, StapiCaste bakterije, koje fermentiSu laktozu i mogu da imaju
kapsulu zbog Cega stvaraju sluzave kolonije. Poseduju flagele koje su peritrihijalno
rasporedene, dok kapsulu sintetiSe samo jedan deo ovih vrsta bakterija. Vecina sojeva
poseduje B-laktamazu zbog Cega su otporni na ampicilin i prvu i drugu generaciju
cefalosporina. Kod mutanata se moze javiti hiperprodukcija ovog enzima, pri cemu oni

mogu biti otporni i na trecu generaciju cefalosporina. Sve vrste bakterije iz ovog roda su
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fakultativni anaerobi i lako se gaje na jednostavnim hranljivim podlogama (Tonkié¢ et

al., 2015).

1.3. Postupci dezinfekcije
BioloSka zagadenja posledica su prisustva mikroorganizama, prirodnih
organskih materija i bioloskih toksina, dok su mikrobioloska zagadenja prouzrokovana
mikroorganizmima, medu kojima su i ljudski patogeni. Broj mikroorganizama (virusa,
bakterija i parazita) moZe se znacajno smanjiti postupcima dezinfekcije. Dezinfekcija se
moze izvoditi na razliCite nacine. MehaniCka dezinfekcija vremenski nije zahtevan
postupak 1 podrazumeva uklanjanje bakterija mehanickim putem, medutim ova
dezinfekcija nije narocito delotvorna. Postupak fizicke dezinfekcije se najcesce izvodi
pod dejstvom toplote, ultraljubicastog zracenja ili koriS¢enjem membranskih postupaka
kao sto su ultrafiltacija ili reverzna osmoza. Ovaj postupak zahteva duze vreme kontakta
(Somani i Ingole, 2011). U praksi se naj¢eS¢e primenjuje hemijska dezinfekcija
prilikom koje se koriste dezinfekciona i antisepticka sredstva na bazi hlora ili ozona
(Baras et al., 2009). Dejstvo dezinficijenasa koji sadrze hlor zasniva se na inaktivaciji
enzima koji su esencijalni za zivot mikroorganizama. Medutim, primena preparata na
bazi hlora ima neZeljene efekte jer se kao sporedni proizvodi obrazuju kancerogene
materije (engl. disinfection by-products DBP). Ozonizacija vode, osim §to je skup
proces, takode dovodi do stvaranja nezeljenih organskih materija (Baras et al., 2009).
Danasnja istrazivanja usmerena su ka ispitivanju novih, efikasnih, lako dostupnih
dezinficijenasa koji su ekonomski isplativi i1 ekoloski prihvatljivi. Pojava
multirezistentnih bakterija prema komercijalnim dezinfekcionim sredstvima sve je
izrazenija s obzirom na njihovu sposobnost da se lako prilagodavaju uslovima i
promenama u spoljasnjoj sredini. Poslednjih godina se, kao potencijalni dezinficijensi,
razmatraju nanomaterijali na bazi TiO,, MgO, Ag, Al,Os3, ZnO, CuO kao i ugljeni¢ne
nanocevi, hitozan, razli¢ite vrste glina, prirodni i sinteticki zeoliti (Hossain et al., 2014;
Beyth et al., 2015). U novije vreme nanomaterijali se ¢esto primenjuju i imaju veliku
prednost u odnosu na dosadasnje antimikrobne agense, s obzirom na njihovu veliku
dodirnu povr§inu u odnosu na dimenzije. Cestice nanodimenzija imaju veliku
antibakterijsku aktivnost ¢ak i u malim dozama, pa se mogu koristiti i kao zamena za

antibiotike. Do oSteCenja citoplazmaticne membrane celije bakterija dolazi kada se
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nanocestice elektrostaticki vezu za celijski zid ili neku od membrana. Usled vezivanja
nanocestica za ¢eliju bakteriju dolazi do problema sa transportom hranljivih materija i
ostecenja procesa disanja $to za krajnji ishod ima lizu i smrt ¢elije. Mehanizam dejstva
nanocestica uglavnom se zasniva na obrazovanju slobodnih radikala (engl. reactive
oxigen species-ROS) koji zatim ispoljavaju toksicno dejstvo na mikroorganizme ili
ometaju metabolicke procese u ¢eliji (Beyth et al., 2015).

Pre nego S§to bude prikazan pregled do sada najceSc¢e ispitivanih novih
dezinficijenasa, u daljem tekstu bice prikazane relevantne Cinjenice u vezi sa
mehanizmom antimikrobnog delovanja nekih metala i njihovih katjona koji su glavne

komponente novih dezinficijenasa.

1.4. Mehanizam antibakterijskog delovanja metala

Antibakterijski efekat razlicitih metala, poput srebra, bakra, cinka, Zzive,
kadmijuma, hroma i olova prema razlicitim vrstama bakterija opisan je u literaturi (Jung
et al., 2008; Rani et al., 2010; Raghupathi et al., 2011; Hong et al., 2012; Navarro et al.,
2013). Joni srebra i materijali na bazi srebra pokazuju najizrazeniju aktivnost prema
bakterijama (Slawson et al., 1992; Zhao i Stevens, 1998) kao i prema 16 bakterijskih
vrsta, medu kojima je i E. coli (Spadaro et al., 1974). Medu metalima srebro pokazuje
najizrazeniju antibakterijsku aktivnost. Do sada poznati mehanizmi delovanja srebra

prikazani su na slici 1.9. (Rai et al., 2012).
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Slika 1.9. Potencijalni mehanizmi delovanja jona srebra na bakterijsku ¢eliju (Rai

etal.,2012).
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U poredenju sa drugim metalima srebro ima izrazeniju aktivnost prema
mikroorganizmima dok prema celijama sisara ispoljava slabiju aktivnost (Zhao i
Stevens, 1998), sto je bitno ukoliko se preparati srebra primenjuju in vivo. Srebro deluje
baktericidno prema E. coli pri koncentraciji od 0,1 mg dm™ (Matsumura et al., 2003)
§to je oko 1000 puta manja vrednost od doze Cu®* i Zn>" jona potrebne za isti efekat
(Navarro et al., 2013). Izrazena toksicnost srebra objaSnjava se Cinjenicom da srebro
nije esencijalni element, pa i u malim dozama deluje baktericidno (Demirci et al.,
2014), kao i time da nanoCestice srebra imaju veliku dodirnu povrSinu, Cime se
obezbeduje bolji kontakt sa ¢elijama bakterija (Rai et al., 2009).

Metode proSirene rendgenske  spektroskopije za detalje  strukture
EXAFS/XANES su nedestruktivne metode i1 omogucavaju uvid u ne samo
naelektrisanje elementa ve¢ i1 u lokalnu strukturu ispitivanog prelaznog elementa.
Tokom snimanja dobija se spektar koji predstavlja jedinstven ,otisak prsta” (engl.
fingerprint analysis) svake veze. Najizrazeniji pik na spektru, koji pokazuje zavisnost
apsorbance od energije, naziva se ,,bela linija“ (engl. white line). Poredenjem spektra
standarda u kojima je poznata priroda veze katjona i spektra uzorka dobija se uvid u
prirodu veze. Bovenkamp i saradnici (Bovemkamp et al., 2013b) ispitivali su detaljno
uticaj katjona srebra na bakterijsku biomasu E. coli, S. aureus 1 L. monocytogenes.
Najpre je snimljeni spektar uzoraka poreden sa spektrima AgNOs i AgCl, medutim ovi
spektri nisu pokazali dobro slaganje sa matematickim modelom linearnog fitovanja
(linear combination fitting, LCF) c¢ime bi se odredio udeo veze. Na osnovu ovih
podataka je zakljueno da se neorganski standardi ne mogu koristiti za ovakva merenja
(Bovenkamp, 2013a).

Za dalje potrebe analize, sintetisani su kompleksi srebra sa aminokiselinama i
bakterijska biomasa tretirana srebrom je isprana od viska srebra. Poredenjem dobijenih
spektara doslo se do zakljucka da postoje male razlike u spektrima tretiranih biomasa E.
coli i S. aureus, dok se spektar L. monocytogenes poklapa sa spektrom S. aureus. ,,Bela
linijia®“ bakterijskih biomasa pomerena je na vece vrednosti energija u odnosu na
AgNOs (za 1eV). Koris¢enjem LCF metode poredeni su spektri uzoraka srebrom
tretirane biomase sa spektrima Ag-histidina, Ag- cisteina, Ag-alanina i Ag-D,L-

asparaginske kiseline. U Ag-histidinu postoji veza Ag-N, u Ag-cisteinu Ag-S, veza Ag-
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O zastupljena u Ag- D,L-asparaginskoj kiselini, dok je veza sa kiseonikom i azotom

zastupljena u Ag-alaninu. Rezultati analize dati su u tabeli 1.2.

Tabela 1.2. Udeo veza dobijen matematickim modelom linearnog fitovanja (LCF
metoda) za Ag-tretirane biomase bakterija u poredenju sa referentnim standardima.
Udeo aminokiselina dat je u procentima, greSka LCF metode iznosila je +£10 %

(Bovenkamp, 2013a).

Ag-D,L-
Uzorak Ag-cistein ~ Ag-histidin ~ Ag-alanin  asparaginska
kiselina
Ag-E. coli 24 10 37 29
Ag-S. aureus 10 47 40 3
Ag- L. monocytogenes 14 47 26 13

Na osnovu prikazanih vrednosti u tabeli 1.2. uoCavaju se jasne razlike u
aktivnosti jona srebra prema vrstama bakterija. Tako, na E. coli najizrazeniji udeo veza
srebra je sa azotom i kiseonikom (37 %), nesto je manji procenat veza Ag-O (29 %) i
Ag-S (24 %), dok je najmanji udeo veza Ag-N (10 %). Kod Gram-pozitivnih vrsta
bakterija, S. aureus i L. monocytogenes, najveci procenat veza ostvaruje se preko Ag-N
(47 %) pri cemu veze Ag-O gotovo danema (3113 % za S. aureus i L. monocytogenes,
redom). Kod ovih vrsta bakterija i veza Ag-S je zastupljena u malom procentu (10 i
14 % za S. aureus 1 L. monocytogenes, redom). Veza srebra sa azotom i kiseonikom je
razli¢itog udela (40 126 % za S. aureus i L. monocytogenes, redom).

Na osnovu prikazanih rezultata moze se izvesti zaklju¢ak da antibakterijska
aktivnost srebra prema bakterijama zavisi od strukture ¢elijskog zida Gram-negativnih i
Gram-pozitivnih bakterija. Deblji peptidoglikanski sloj ¢elijskog zida Gram-pozitivnih
bakterija sadrzi azotne grupe, pa se moze zakljuciti da srebro utice na ostecenje funkcije
membrane. S druge strane, kod E. coli najzastupljenija je veza sa kiseonikom i azotom
S$to navodi na zakljucak da srebro izaziva oStecenje funkcije spoljne membrane i izaziva

genotoksi¢nost vezujuci se za DNK molekul (Bovenkamp, 2013a).
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Mehanizam delovanja teSkih metala na bakterijske celije nije tacno definisan.

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da metali na mikroorganizme deluju po jednom od

navedenih mehanizama (Lemire ef al., 2013):

1.

2
3
4.
5

Nastanak reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS)
Disfunkcija proteina i gubitak enzimske aktivnosti
Ostecenje funkcije citoplazmaticne membrane
Ometanje unosa hranljivih materija

Genotoksi¢nost.

Na slici 1.10. su Sematski prikazani pomenuti mehanizmi delovanja jona teskih

metala na bakterijsku ¢eliju (Lemire et al., 2013) koji ¢e biti opisani u nastavku.
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Slika 1.10. Mehanizam antibakterijske aktivnosti metala: 1. disfunkcija proteina; 2.
ometanje unosa hranljivih materija; 3. produkcija ROS i troSenje antioksidanasa;
4. ostecenje funkcije citoplazmaticne membrane; 5. genotoksicnost (Lemire et al.,

2013).

1.4.1. Nastanak reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS)

Prema dosadas$njim rezultatima istrazivanja, prisustvo teskih metala moze da
dovede do nastajanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta unutar Celije (engl. reactive oxygen
species-ROS). Prisustvo toksi¢nih doza metala kao $to su Cr(VI), As(Ill), Fe(Il) ili
Cu(Il) povecava moguénost nastajanja ROS unutar bakterijske ¢elije (Imlay et al., 1988;
Touati et al., 1995; Nunoshiba et al., 1999; Macomber et al., 2007; Harrison et al.,
2009; Warnes i Keevil, 2011; Warnes et al., 2012). ROS-vrstama se smatraju slede¢i
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radikali:  superoksid-radikal (O;), vodonik-peroksid, hidroksil-radikal (OH"),
perhidroksil-radikal (OOH"), alkoksil-radikal (RO), peroksil-radikal (ROQ"). Nastajanje
hidroksil-radikala, koji se smatra najreaktivnijom ROS-vrstom, vezano je za Haber-
Vajsovu (Haber-Weiss) reakciju u kojoj reaguju H,O, i1 O, kao i za Fentonovu reakciju
koja se odnosi na razgradnju H,O, u prisustvu metala koji se javljaju u vise razlicitih
oksidacionih stanja (npr. Fe*’/Fe’™ i Cu’/Cu®"). Joni Cu i Fe uglavnom su vezani za
funkcionalne proteine koji imaju ulogu transportera. Kada se poveca koncentracija Cu i
Fe dolazi do reakcije sa vodonik peroksidom i nastaje peroksil radikal. Fentonova i
Haber-Vajsova (Haber-Weiss) jednacine mogu se prikazati na slede¢i nacin (Lemire et
al.,2013):
Fentonova reakcija:
Fe*" + H,0, — Fe’* + OH™ + OHe
Fe’' + 0 — Fe* + 0,
Haber-Vajsova (Haber-Weiss) jednacina:
O, + H,0, —» O, + OH + OH*
Nastajanje peroksil-radikala:
Fe’™ + redukovani antioksidans — Fe*" + oksidovani antioksidans
OH+ + RSH — H,0 + RS-
OH- + (R);CH — H,0 + (R);Ce
(R)3Ce + O, — (R);COO-

U fizioloskim uslovima Haber-Vajsova reakcija je spora, ali se u prisustvu metala
odvija kao Fentonova reakcija uz nastanak reaktivnog peroksil-radikala koji je toksican
za ¢eliju. ROS-vrste dovode do oste¢enja DNK i do inhibicije enzima (Matsumura et
al., 2003). Pretpostavlja se da postoje tri mehanizma delovanja jona teSkih metala u
kojima nastaju ROS-vrste:

1. kataliticka aktivnost jona prelaznih elemenata (Cu, Cr, Co, V, Ni) u Fentonovoj
reakciji;

2. ometanje nastajanja kompleksa izmedu atom-donora u zidu celije i jona
gvozda;

3. redukcija Fe(Ill), Cu(Il), Cr(VI), As(Ill) i Te(IV) tiol grupama u uslovima in

vitro (Lemire et al., 2013).
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Srebro, takode moze da dovede do nastajanja slobodnih radikala (slika 1.9.)
(Danilczuk et al., 2006). Na osnovu rezultata merenja elektronske spinske rezonance
(eng. electron spin resonance-ESP) kao i istrazivanja sa antioksidansima potvrdeo je da
su Ag-nanocestice odgovorne za nastajanje slobodnih radikala (Kim ez al., 2007; Prabhu
i Poulose, 2012) koji dalje mogu da prouzrokuju oSteenje membrane i smrt Celije.
Srebro i vodonik-peroksid zajednickim delovanjem mogu da dovedu do oStecenja

proteina u ¢eliji (Feng et al., 2000).

1.4.2. Disfunkcija proteina i gubitak enzimske aktivnosti

Oksidacija aminokiselina moze da dovede do gubitka kataliticke aktivnosti
enzima (Stadtman, 1993). S obzirom da ova reakcija moze biti katalizovana jonima
metala ovo se smatra razlogom njihove toksi¢nosti prema mikroorganizmima. U toku
nekoliko minuta visoke toksicne doze Cr(VI) mogu da dovedu do nastajanja slobodnih
radikala koji zatim dovode do disfunkcije proteina kod S. aureus (Sumner et al., 2005).
Fe-S dehidrataze su naroCito osetljive na dejstvo metala (Macomber et al., 2009;
Calderon et al., 2009; Xu i Imlay, 2012). Bakar moze da utiCe na aktivnost
izopropilmalat izomeraze Sto dovodi do inaktivacije fumaraze A 1 6-fosfoglukonat
dehidrataze, dva enzima koja zavise od Fe-S klastera (Macomber et al, 2009).
Supstitucija metala koji je u sastavu enzima takode moZze biti razlog inhibicije enzima.
Na primer, Zn se nalazi na aktivnom mestu d-aminolevulinske kiselinske dehidrataze.
Ukoliko se cink zameni olovom dolazi do inhibicije enzima i do uginuca (Erskine et al.,
1997; Ogunseitan et al., 2000). Srebro takode moze da obrazuje veze sa tiolnim
grupama prisutnim u nekim aminokiselinama (cistein) pri ¢emu dovodi do disfunkcije
proteina i gubitka enzimske aktivnosti (Fuhrmann i Rothstein, 1968; Bragg i Rainnie,
1974; Belly i Kydd, 1982; Furr et al., 1994). Ag" jon moze da zameni gradivni metal u

strukturi enzima i da na taj nacin dovede do disfunkcije (Ghandour ef al., 1988).

1.4.3. OStecenje funkcije membrane

Bakterijska membrana se sastoji od polimera sa elektronegativnim hemijskim
grupama za koje mogu da se vezu katjoni metala (Zhang i Rock, 2008). Zbog svojstva
da lako vezuju metale, citoplazmaticna membrana se smatra mestom na kom teski

metali najceS¢e ispoljavaju toksi¢nost. Elektronskim mikroskopom ispitivane su
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citoplazmaticne membrane E. coli i S. aureus koje su bile izlozene dejstvu Ag (Feng et
al., 2000; Jung et al., 2008; Li et al., 2010) i vrsta bakterije Erwinia carotovora Koja je
bila izlozena dejstvu Al (Yaganza et al., 2004). Rezultati ukazuju da se smrt celije ne
moze dovesti u direktnu vezu sa oSte¢enjem citoplazmati¢éne membrane ili sa potpunim
odvajanjem celijskog zida. Lipidna peroksidacija je povezana sa toksi¢nos¢u Cu(Il) i
Cd(Il) kod bakterija i kvasaca (Grass et al., 2011; Hong et al, 2012). Na osnovu
istrazivanja zakljuceno je da povecanje koncentracija ovih metala dovodi do nastanka
kiselih, reaktivnih tiobarbiturnih kiselina (TBARS). Povezanost jona teskih metala sa
lipidnom peroksidacijom se uzima sa rezervom jer je lipidna peroksidacija povezana sa
citoplazmaticnim membranama eukariotskih organizama. Citoplazmati¢na membrana
sadrzi polinezasi¢ene masne kiseline, medutim, bakterijska citolazmaticna membrana
sadrzi uglavnom mononezasicene masne kiseline koje su u in vitro uslovima
nereaktivne.

Srebro moze da se vezuje za celijski zid 1 da dovede do ometanja procesa
disanja, a samim tim i do smrti ¢elije (Rai et al., 2009). Joni srebra mogu da izazovu
pojavu ,,jama“ nepravilnog oblika na membranama, pri ¢emu dolazi do otpustanja
proteina iz Celije, koje dovodi do curenja genetskog materijala, poremecaja
metabolickih funkcija i smrti ¢elije (Sondi i1 Salopek Sondi, 2004; Pal et al., 2007; Jung
et al., 2008; Li et al., 2010). Pod dejstvom srebra dolazi i do odvajanja citoplazmaticne
membrane od celijskog zida, pri ¢emu se otpusSta dolazi do otpustanja celijskog
materijala (Jung et al., 2008). Vezivanje srebra za ¢elijsku membranu moZze da dovede i
do gubitka K" jona koji je neophodan za normalan transport kroz citoplazmati¢nu

membranu (Na-K pumpa) (Ghandour et al., 1988; Lok et al., 2006; Duran et al., 2015 ).

1.4.4. Ometanje unosa hranljivih materija

Toksicnost nekih metala dovodi se u vezu i sa spreCavanjem unosa hranljivih
materija. Kod kvasca S. cerevisiae hromat-jon i sulfat-grupe pokazuju sli¢an afinitet. S
obzirom da hromat-jon ometa akumulaciju sulfata, izlaganje hromatu je u vezi sa
kompetitivnom inhibicijom unosa sulfata (Fauchon ef al., 2002; Pereira et al., 2008).
Takode, kod E. coli primeéeno je da srebro utiCe na usvajanje fosfata i oslobadanje

manitola, sukcinata, prolina i glutamina iz celija E. coli (Bragg i Rainnie, 1974;
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Schreurs i Rosenberg, 1982; Haefili et al., 1984; Yamanaka et al., 2005; Rai et al.,
2009).

1.4.5. Genotoksi¢nost

Istrazivanja ukazuju da osSte¢enje u DNK molekulu moze biti katalizovano
gvozdem iz Fentonove reakcije. Mutacije mogu da dovedu do povecanja kolicine
Fenton-aktivnog gvozda koje izaziva smrt celije (Linley et al., 2012). Ova pojava nije
uocena kod drugih metala. Toksicni efekti Ni(I), Cu(Il), Te(IV), Pb(I), Ag(Il) i AI(III)
nisu dovedeni u vezu sa povec¢anjem mutacija (Nishioka, 1975; Green et al., 1976;
Wong et al. 1988; Asakura et al., 2009). Cu(Il) moze da ima zastitno dejstvo kod E. coli
od vodonik-peroksida iako je ovaj metal Fenton-aktivan i dovodi do nastanka hidroksil-
radikala u in vivo uslovima (Macomber et al., 2007). Isto tako, pored Cinjenice da je
Cr(VI) jedan od jona sa najizraZenijim mutagenim svojstvima (Nishioka, 1975; Green et
al., 1976; Wong et al. 1988), S. cerevisiae sa oStecenim DNK molekulom ne pokazuju
osetljivost prema Cr(VI) (Sumner et al., 2005). Medutim, iako svi metali pri in vitro
uslovima izazivaju oSte¢enje DNK, u uslovima in vivo ne dolazi uvek do letalnog
ishoda.

Takode, 1 joni srebra mogu da izazovu mutacije u DNK molekulu i da dovedu do
letalnog ishoda za bakterijske ¢elije. Pod dejstvom jona srebra DNK molekul obrazuje
aglomerate i gubi mogu¢nost replikacije (Feng et al., 2000). Srebro se ponasa kao slaba
kiselina i u DNK molekulu reaguje sa azotnim bazama pri ¢emu dolazi do smrti ¢elije
(Yakabe et al., 1980; Hatchett i Henry, 1996). Takode, na osnovu analize veza koje
srebro obrazuje sa bakterijskom biomasom, zakljuceno je da se srebro vezuje za azot
kod S. aureus 1 azot i kiseonik kod E. coli. Smatra da se veze uspostavljaju sa
nukleinskim kiselinama u DNK molekulu, $to je dokazano EXAFS/XANES metodom
(Bovenkamp et al., 2013Db).

31



Doktorska disertacija Teorijski deo

1.5. Nove vrste dezinficijenasa
1.5.1. Dezinficijensi na bazi srebra

Joni i jedinjenja srebra ispoljavaju slabu toksi¢nost prema humanim celijama,
dok sa druge strane, za kratko vreme ispoljava baktericidni efekat prema velikom broju
bakterija. Uticaj jona srebra na E. coli i S. aureus ispitivan je u hranljivom te¢nom
medijumu. U slucaju E. coli primecene su znacajne morfoloSske promene kao Sto je
velika praznina izmedu citoplazmati¢ne membrane i ¢éelijskog zida i prisustvo velike
koli¢ine srebra i sumpora, pri ¢emu se predpostavlja da se srebro u bakterijskoj ¢eliji
vezuje za sumpor. Kod S. aureus takode je citolazmaticna membrana odvojena od
¢elijskog zida, dok je u nekim delovima celije prisutna velika koliCina srebra sa
fosfatima. Mehanizam delovanja jona srebra pripisuje se Cinjenici da joni srebra prolaze
kroz ¢elijski zid i dovode do smrti ¢elije (Feng et al., 2000).

Nanocestice srebra ispoljavaju izraZeniju antibakterijsku aktivnost od jona srebra
zbog veée dodirne povrSine. Antibakterijska aktivnost zavisi od veli¢ine i oblika
nanocestica srebra. Tako su Cestice Ag manjih dimenzija (8 nm) i trouglastog oblika
efikasnije prema E. coli od ve¢ih (11-23 nm) i sfernih (Pal ef al., 2007). Masa sfernih
nanocestica potrebna za inhibiciju rasta bakterijskih ¢elija iznosila je 12,5 pg dok je
svega 1 ug trouglastih nanocCestica potreban za inhibiciju. Nanocestice srebra
ispoljavaju baktericidni efekat prema E. coli na suvim povrSinama, dok u tecnom
medijumu trenutno inhibiraju rast ovih bakterija, pri ¢emu je primeceno da i vece
koncentracije nisu dovoljne za baktericidni efekat u te¢nom medijumu (Salopek i
Salopek-Sondi, 2004). E. coli je osetljivija na dejstvo nanocestica srebra od B. subtilis.
Minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) nanocestica srebra iznosi 0,0622 i
0,0236 ug em” za B. subtilis i E. coli, redom (Yoon et al., 2007). Na osnovu SEM
analize bakterijskih Celija izlozenih dejstvu Ag nanocestica zakljuceno je da Ag reaguje
sa gradivnim elementima citoplazmaticne membrane i izazivaju oStec¢enje celija ili
mogu da izazovu denaturaciju proteina zamenom funkcionalnog elementa sa Ag'

(Salopek i Salopek-Sondi, 2004).

32



Doktorska disertacija Teorijski deo

1.5.2. Dezinficijensi na bazi oksida metala

Bakar-oksid. CuO nanocestice generalno imaju manju antibakterijsku aktivnost
od nanocestica srebra, medutim to nije uvek pravilo. Tako su E. coli i S. aureus
osetljivije na dejstvo nanocestica srebra, dok je aktivnost CuO nanocCestica izrazenija
prema B. subtilis i B. anthracis (Ruparelia et al., 2008; Pey et al., 2014). Nanocestice
CuO ispoljavaju izraZeniju antibakterijsku aktivnost od nanocestica NiO, ZnO i Sb,0;
prema E. coli, B. subtilis 1 S. aureus (Baek i An, 2011). Mehanizam antibakterijskog
dejstva ovih nanocestica zasniva se na oStecenju citoplazmati¢ne membrane kao i na

nastajanju ROS vrsta (Pelgrift i Friedman, 2013).

Titan(IV)-oksid. Najces¢e se primenjuju u vidu nanocestica koje ispoljavaju
antibakterijsku aktivnost prema velikom broju bakterija. Antimikrobni efekat prema
razli¢itim mikroorganizmima prisutnim u vodi poput protozoa, E. coli i Pseudomonas
aeruginosa ispoljava se ve¢ nakon 8 h kontakta. TiO, modifikovan jonima srebra ili
bakra ispoljava baktericidni efekat prema E. coli kao i prema parazitima Leishmania
tropica i Leishmania infantum. Antibakterijska aktivnost TiO, zavisi od niza parametara
kao Sto su koncentracija, vrsta mikroorganizama, pH vrednost i temperatura (Hossain et
al., 2014). Mehanizam antibakterijskog delovanja zasniva se na obrazovanju slobodnih
radikala kiseonika (engl. reactive oxigen species-ROS) poput hidroksil- (‘OH) i
superoksid-radikala (O,*") kao i vodonik-peroksida (H,O;) koji nastaju prema veé

prikazanoj Fentonovoj reakciji (Cho et al., 2005; Li et al., 2008).

Magnezijum-oksid. Nanocestice MgO ispoljavaju antibakterijsku aktivnost
prema Gram-negativnim (E. coli) i Gram-pozitivnim bakterijama koje obrazuje spore
(Bacillus megaterium, Bacillus subtilis) (Stoimenov et al. 2002). Pokazano je da
antibakterijska aktivnost MgO prema Bacillus subtilis zavisi od veliCine Cestica ovog
oksida. Tako, MgO ¢ije Cestice imaju dimenzije oko 70 nm pokazuje efikasnost oko
92 %, dok cestice dimenzija 20 nm pokazuju efikasnost oko 98 % (Huang et al., 2005).
Cestice MgO imaju baktericidni efekat prema E. coli i B. megaterium veé nakon
20 minuta kontakta (Stoimenov et al., 2002). Mehanizam antibakterijskog dejstva
objasnjava se obrazovanjem superoksid-radikala (O,*") (Huang et al., 2005). Pokazano

je da efikasnost MgO nanocestica zavisi od vremena kontakta, njihove specificne
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povrsine i sposobnosti da produkuju kiseoni¢ne radikale. Tako, MgO nanocestice
manjih dimenzija mogu da produkuju vecu koli¢inu superoksida i da ubrzaju unistenje

bakterija (Shi et al., 2010).

Cink-oksid. ZnO nanocestice ispoljavaju znacajan antibakterijski efekat prema
velikom broju bakterija. Na primer, mogu da inhibiraju rast S. aureus MRSA i
meticilin-osetljivog soja S. aureus (engl. Methicillin-sensitive S. aureus-MSSA) kao i
meticilin-otpornog soja S. epidermidis (engl. Methicillin-resistant S. epidermidis —
MRSE) (Ansari et al., 2012; Malka et al., 2013). Isto tako, antibakterijska aktivnost
ovih Cestica zapaza se i prema K. pneumoniae (Reddy et al., 2014), Listeria
monocytogenes, Salmonela enteritidis (Jin et al., 2009), Streptococcus mutans,
Lactobacillus (Kasraei et al., 2014) i E. coli (Zhang i Rock, 2008; Jin et al., 2009; Liu et
al., 2009). Na primer, baktericidni efekat prema E. coli zapaza se nakon 24 h, pri ¢emu
je koncentracija nanocestica 2,0 g dm™ na pH 7,0 (Zhang i Rock, 2008). Nanogestice
ZnO ispoljavaju vecu aktivnost prema Gram-pozitivnim nego prema Gram-negativnim
vrstama bakterija (Shi et al., 2010). S obzirom da su ove nanocestice bele bolje,
blokiraju prolazak UV-svetlosti i imaju sposobnost da sprecavaju produkciju biofilma
mogu se upotrebljavati kao prevlake za materijale i staklo, koji se dalje koriste u
medicinske ili neke druge svrhe (Dastjerdi i Montazer, 2011; Applerot et al., 2012).
Mehanizam delovanja se zasniva na formiranju ROS, koji zatim ispoljavaju
antibakterijski efekat prema razli¢itim delovima bakterijske celije kao Sto su
citoplazmaticna membrana i ¢elijski zid ili vezivanjem za DNK molekul pri ¢emu dolazi
do mutacija (Jin et al., 2009; Liu et al., 2009; Hossain ef al., 2014). Prema propisima
svetske organizacije za lekove i1 hranu (engl. Food and Drug Administration-FDA) Zn
se moze koristiti 1 kao dodatak hrani (Blecher ef al., 2011). Znacajno je da se efikasnost
ZnO nanocestica kao antibakterijskog agensa ne umanjuje ni na visokim temperaturama
(Hossain et al., 2014) i da je cena ZnO nanocestica relativno niska (Huh i Kwon, 2011).
Pokazano je da efikasnost nanocestica ZnO zavisi od veli¢ine Cestica, pH vrednosti i

temperature (Hossain et al., 2014).
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Aluminijum-oksid. Vec¢e koncentracije nanocestica aluminijum-oksida poznate
su po svojim antibakterijskim svojstvima. Tako, ove nanocestice u koncentraciji od
500 mg dm™ zna¢ajno smanjuju broj éelija vrste bakterija E. coli, za razliku od soja
Cupriavidus metallidurans CH34 na koje ne deluje (Deckers et al., 2009). Mehanizam
dejstva ovih nanocestica zasniva se na smanjenju funkcije i nagomilavanju nanocestica
unutar celije, pri ¢emu dolazi do obrazovanja ,,jama“ i reorganizaciji citoplazmati¢ne

membrane, §to na kraju dovodi do smrti ¢elije (Ansari et al., 2014).

1.5.3. Dezinficijensi na bazi hitozana

Hitozan (slika 1.11.) je biokompatibilan i biodegradabilan polimer u ¢ijoj
biodegradaciji ucestvuju brojni enzimi poput lizozima 1 hititrizidaze, koji su prisutni u
fizioloSkim te¢nostima (Garcia-Fuentes et al., 2012). Poslednjih godina se ovaj polimer
izucava u razlicite svrhe pre svega, zbog svoje biorazgradljivosti. Tako je hitozan nasao
primenu kao hemostatik, lokalni analgetik, u industriji hrane, biohemijskom
inzenjerstvu ali i kao antimikrobni agens (Chung et al., 2003; Qi et al., 2004; Raafat et
al., 2008; Kong et al., 2010).

OH OH OH
HO % ,O/ﬁ/o O
Hg&/ HO HO OH
NH, NH, NH,
- “n

Slika 1.11. Hemijska struktura hitozana (web 10).

Hitozan poseduje Sirok spektar antimikrobnog dejstva, pri ¢emu ima nesSto
izrazenije antifungalno od antibakterijskog dejstva. Antifungalno dejstvo hitozana
zasniva se na sprecavanju nastanka spora (Hernandez-Lauzardo et al., 2008). Hitozan
ispoljava izrazeniju antibakterijsku aktivnost prema Gram-pozitivnim nego prema
Gram-negativnim bakterijama, pri ¢emu se aktivnost hitozana prema Gram-negativnim
bakterijama povecava kada se upotrebljava hitozan sa malom molarnom masom (No et
al., 2002). Zapazeno je da se antibakterijska aktivnost hitozana prema Gram-negativnim
bakterijama povecava u prisustvu EDTA. Smatra se da je razlog za ovakvu aktivnost
formiranje helatnih kompleksa EDTA sa Ca’" i Mg®" koji se nalaze u spoljainjoj

membrani Gram-negativnih bakterija, u lipopolisaharidnom sloju (Chung et al., 2003)
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pri ¢emu dolazi do povecanja propustljivosti membrane i otezanog rasta ¢elija. Takode,
prime¢eno je da katjoni metala, posebno Zn®', mogu da ometaju antibakterijsku
aktivnost hitozana jer reaguju sa hitozanom, stvarajuc¢i helatne komplekse (Chung et al.,
2003). Antibakterijska aktivnost hitozana zavisi od njegove molekulske mase, pH
sredine, pK,, naelektrisanja povrSine hitozana, koncentracije hitozana, vremena
kontakta, kao i vrste bakterija prema kojoj se ispituje aktivnost (Rabae et al., 2003;
Chung et al., 2003; Holappa et al., 2006). Antibakterijski mehanizam dejstva hitozana
zasniva se na interakciji hitozana sa negativno naelektrisanim grupama strukturnih
molekula lociranih na povrSini Celija bakterija, pri ¢emu dolazi do ometanja unosa
supstanci iz spoljasnje sredine u celiju (Kong et al., 2010). Takode, hitozan moze
delovati na bakterije tako Sto dovodi do inhibicije sinteze proteina i RNK ili usled

heliranja jona metala koji su neophodni za normalan ¢elijski rast (Rabae et al., 2003).

1.5.4. Dezinficijensi na bazi ugljeni¢nih nanotuba

Ugljeni¢ne nanotube poseduju jedinstvena fizicka, hemijska i mehanicka
svojstva kao Sto su velika Cvrsto¢a i toplotna provodljivost. Zbog ovih osobina,
nanotube su naSle primenu u razliitim industrijskim procesima poput tekstilne
industrije, biotehnologija, procesima precis¢avanja voda, u solarnim ¢elijama ali 1 kao
antimikrobni agensi (Hossain et al., 2014; Kang et al., 2007). Ugljeni¢ne nanotube
postoje u dva oblika: jednoslojnom i viSeslojnom. Vecina jednoslojnih nanotuba ima
precnik blizu jednog nanometra i duzinu nekoliko miliona puta vecu dok se viSeslojne
nanotube sastoje od vise uvijenih slojeva grafita. Prema E. coli jednoslojne nanotube
ispoljavaju vecu antibakterijsku aktivnost od viSeslojnih zbog manjih dimenzija i
izrazenijeg oblika cilindra. Jednoslojne nanotube ispoljavaju izraZzen efekat na viruse
koji izazivaju infekcije kod E. coli (MS2 bakteriofage) (Brady-Estevez et al., 2008), dok
viSeslojne manjih dimenzija pokazuju antibakterijski efekat prema Salmonella
typhimurium (Yang et al., 2010). Antibakterijska aktivnost nanotuba zavisi od njihove
grade, vremena kontakta i koncentracije (Kang et al., 2007; Kang et al., 2008; Dong et
al., 2012). Mehanizam dejstva ugljeni¢nih nanotuba na bakterije se zasniva na oStecenju
membrane usled oksidativnog stresa koje ove tube izazivaju, koje kasnije dovodi do

smrti ¢elije (Kang et al., 2007).
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1.5.5. Dezinficijensi na bazi zeolita i glina

Prirodni 1 sinteticki zeoliti, kao i gline, predstavljaju lako dostupne i jeftine
sirovine, sa poroznom strukturom i velikim adsorpcionim svojstvima prema molekulima
1 jonima iz spoljasnje sredine. Poslednjih godina ispituju se kao nosaci antimikrobnih
agenasa. S obzirom da ulogu nosaCa ostvaruju na osnovu specificnih strukturnih
svojstava, u daljem tekstu ¢e biti ukratko opisana njihova grada.

Zeoliti su kristalni mikroporozni aluminosilikati. Struktura zeolita predstavlja
trodimenzionalnu mrezu, nastalu povezivanjem tetraedarskih (SiO4)" i (AlO4)™

gradivnih jedinica preko zajednickog kiseonikovog atoma (slika 1.12.).

N ~ .:“.
@

Slika 1.12. Povezivanje primarnih gradivnih jedinica preko zajednickih atoma
kiseonika u zeolitnoj reSetci. Crvenom bojom prikazani su O-atomi, ljubi¢astom-Si dok

su Al-atomi prikazani plavom bojom.

Medusobnim povezivanjem tetracdara dobijaju se sekundarne gradivne jedinice
(engl. secundar building unit, SBU), dok se njihovim daljim povezivanjem dobijaju
poliedri. Spajanjem poliedara dobija se konacna zeolitna struktura — pravilna,
beskonacna, trodimenzionalna, kristalna reSetka zeolita. Kristalna struktura reSetke
zeolita zavisi upravo od sekundarnih gradivnih jedinica nizeg reda, kao i od
kombinacija u kojima one ucestvuju. Tetraedri mogu biti umrezeni na razlicite nacine
daju¢i kao rezultat vise od 200 strukturnih tipova prirodnih i sinteti¢kih zeolita opisanih
u Atlasu zeolitnih struktura (Baerlocher et al., 2007). Alumosilikatna mreza zeolita je
negativno naelektrisana. FElektroneutralnost se postize katjonima alkalnih 1

zemnoalkalnih metala koji se smestaju u kanale i Supljine zeolitske resetke.
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Hemijski sastav zeolita moze se prikazati opStom formulom (Breck, 1974):

(M', M*)- {(AlOy), (Si0,),} - wH,0

gde je:

M- katjon alkalnog ili zemnoalkalnog metala, odnos celih brojeva y/x > 1 (s obzirom da
nisu moguce veze Al-O-Al prema Lowenstein-ovom pravilu) i w - broj molekula vode u

svakoj jedinicnoj ¢eliji.

Prirodni zeoliti

Do danas je okarakterisano i opisano oko 50 prirodnih zeolita, medutim, samo je
sedam (mordenit, klinoptilolit, kabazit, erionit, ferierit, filipsit i analcim) prisutno u
prirodi u dovoljnoj koli¢ini da se mogu eksploatisati (Yang, 2003). Jedan od
najrasprostranjenijih prirodnih zeolita je klinoptilolit koji je ispitivan u ovom radu.

Opsta hemijska formula kojom se moze prikazati sastav klinoptilolita je (Breck,
1974):

(Na,K,Ca)»3Al3(Al,S1),S113036 12H,0
Aluminosilikatna reSetka klinoptilolita sadrzi tri vrste kanala. Dve vrste kanala se

pruzaju duZ c-ose i izgradeni su od osmoé¢lanih (4,6 x 3,6 L) i deseto¢lanih prstenova
(7,5 x 3,1 L). Treca vrsta kanala se pruza duZ a-ose i izgradena je od osmo¢lanih
prstenova (4,7 x 2,8 A) (Godelitsas i Armbruster, 2003). Na slici 1.13a dat je $ematski
prikaz strukture klinoptilolita. Na rogljevima se nalaze atomi kiseonika (prikazani
sferama) preko kojih se povezuju atomi silicijuma i aluminijuma. Slika 1.13 b prikazuje

sistem kanala i Supljina unutar kojih su smesteni hidratisani katjoni i molekuli vode.
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Slika 1.13. a) Sematski prikaz reetke klinoptilolita koja se sastoji iz osmog&lanih
1 desetoclanih kanala. Kanali su paralelni sa c-osom i normalni sa osmo¢lanim prstenom
koji je dijagonalan sa a-osom. Poliedri predstavljaju atome silicijuma ili aluminijuma
dok su atomi kiseonika prikazani malim sferama; b) Kanali i Supljine u resetki
klinoptilolita u kojima se nalaze molekuli vode (vece, tamnije kuglice) i hidratisani

katjoni (manje, svetlije kuglice) (Ockwig et al., 2008).

Sinteticki zeoliti

Do danas je okarakterisano oko 200 razli¢itih sintetickih zeolita, od kojih se samo
manji broj industrijski proizvodi i ima prakticnu primenu (Baerlocher et al., 2007). U
ovom radu ispitivan je zeolit A pa ¢e u daljem tekstu biti prikazana osnovna strukturna

svojstva samo ovog sintetickog zeolita.

&

LT

Slika 1.14. Struktura zeolita A (web 4).
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Zeolit A je prvi sintetisani zeolit. Jedini¢na ¢elija zeolita A prikazana je na slici
1.14. Sacinjava je osam manjih f-kaveza koji su smeSteni na rogljevima kocke, €iji je
pre¢nik 0,41 nm. U sredistu kocke je najveca Supljina (a-kavez) precnika 1,14 nm. U
obe vrste Supljina nalaze se katjoni natrijuma i molekuli vode (Baerlocher et al., 2007).
Zeolit A je nasao primenu u industrijskoj proizvodnji deterdZenata kao jono-izmenjivac,

molekulsko sito u razdvajanju smesa gasova kao i sredstvo za susenje.

Gline

Gline su hidratisani alumosilikati sa slojevitom strukturom, pri ¢emu debljina
slojeva iznosi oko 1 nm. KarakteriSe ih velika specifi¢na povrsSina kao i sposobnost da
bubre i da se raslojavaju. Slojevi kod glina nastaju povezivanjem tetraedarskih, odnosno
oktaedarskih gradivnih jedinica preko rogljeva na kojima se nalaze atomi kiseonika. U
srediStu tetraedarskih gradivnih jedinica nalaze se atomi silicijuma, a u sredistu
oktaedarskih gradivnih jedinica nalaze se atomi aluminijuma, magnezijuma ili gvozda
(slika 1.15.). Povezivanjem oktaedarskih gradivnih jedinica sa Al ili Mg mogu nastati
slojevi gipsitnog (dioktaedarski), Al,(OH)s, ili brucitnog (trioktaedarski) tipa,
Mg3(OH)s.

0 Kiseonik @ silicijum Tetraedarske gradivne jedinice

. Kisconik . Magnezijum ili Oktaedarske gradivane jedinice
aluminijum

Slika 1.15. Tetraedarske i oktaedarske gradivne jedinice glina (web 11).

Raspodela, broj i hemijski sastav slojeva izgradenih od tetraedarskih (T) i

oktaedarskih gradivnih jedinica (O) u slojevima odreduju vrstu minerala gline, odnosno
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njihova fizicka i hemijska svojstva. U zavisnosti od broja i raspodele tetraedarskog i
oktaedarskog sloja razlikujemo tri tipa strukture slojeva: tip 1:1 (1 Ti1 O),tip2:1 2 T
1i10)itip2:1:1 (20, 1T 11 brucitni medusloj) (Bergaya et al., 2006). Razlike u
hemijskom sastavu izmedu minerala gline u okviru jedne grupe Cesto mogu biti
posledica zamene jona metala u slojevima, Sto dalje moze dovesti do stvaranja
pozitivnog ili negativnog naelektrisanja na slojevima. Proces izmene katjona u
tetraedarskim ili oktaedarskim gradivnim jedinicama katjonima sli¢ne veliCine se naziva

izomorfna supstitucija (Velde, 1992).

1.5.5.1. Antibakterijska svojstva zeolita i glina

Ispitivanja su pokazala da gline i1 zeoliti ne ispoljavaju antimikrobnu aktivnost
(Hrenovi¢ et al., 2003; Top i Ulku, 2004; Malachova et al., 2011; Jiraroj et al., 2014).
Medutim, ukoliko se modifikuju jonima metala pokazuju znacajnu antimikrobnu
aktivnost prema velikom broju mikroorganizama. Silikatni mineral paligorskit obogacen
jonima srebra i bakra pokazuje antibakterijska svojstva prema E. coli 1 S. aureus (Zhao
et al., 2006). Ag-paligorskit pokazuje baktericidni efekat prema E. coli nakon 6 h i
prema S. aureus nakon 12 h. Cu-paligorskit postize baktericidni efekat za 12 odnosno
24 h prema E. coli odnosno S. aureus, redom. Razlike u antibakterijskoj aktivnosti
pripisane su razli¢itoj gradi celijskog zida ovih vrsta bakterija i izrazenijoj aktivnosti
Ag’. Tako, Gram-pozitivne bakterije (u ovom slucaju S. aureus) imaju deblji
peptidoglikanski sloj od Gram-negativnih ¢elija. Ovaj sloj stiti ¢eliju od negativnih
uticaja spoljne sredine, pa je iz tog razloga izrazenija aktivnost jona teskih metala prema
Gram-negativnim bakterijama. Takode, montmorilonit modifikovan jonima Ag, Cu i Zn
pokazuje antibakterijsku i antifungalnu aktivnost prema Gram-negativnoj bakteriji E.
coli 1 gljivama Pycnoporus cinnabarinus 1 Pleurotus ostreatus. Aktivnost
modifikovanog montmorilonita (MT) prema E. coli opada u slede¢em redu: Ag-
MT>Cu-MT=Zn-MT, dok prema obe ispitivane gljive Ag-MT pokazuje najslabiju
aktivnost. Antibakterijska aktivnost se objasnjava interakcijama katjona sa bakterijskom
¢elijom, gde reaguju sa tiolnim grupama u citoplazmi. S obzirom da ovih grupa nema
kod gljiva, time se objaSnjava najmanja antifungalna aktivnost pomenutih katjona

(Malachova et al., 2011).
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Aktivnost razli¢itih metal-modifikovanih prirodnih zeolita ispitivana je prema
velikom broju mikroorganizama, pri ¢emu najizrazeniju aktivnost ispoljava Ag-
modifikovani zeolit. Tako na primer, Ag-klinoptilolit pokazuje izrazeniju aktivnost
prema P. aeruginosa i E. coli od Cu- i Zn- modifikovanog zeolita. ReSetka Ag-
obogacenog zeolita otpusta jone srebra u malim koncentracijama (oko 1 %) pri ¢emu
ovi zeoliti ispoljavaju antibakterijsku aktivnost prema E. coli i P. aeruginosa. Ovaj
klinoptilolit turskog nalazista Gordes sa 43,4 mg Ag g zeolita pokazuje baktericidnu
aktivnost prema E. coli za veoma kratak vremenski period (15-30 minuta) (Top i Ulku,
2004). Takode, Ag-modifikovan zeolit ne samo da je dobar dezinficijens ve¢ i adsorbent
za uklanjanje teskih metala (Pb, Cd i Zn) (Akhigbe et al., 2014). Antibakterijska
aktivnost Ag-modifikovanog meksickog zeolita ¢ija je veliina zrna iznosila oko 2 mm
ispitana je prema indikatorima fekalne zagadenosti voda, E. coli i Streptococcus faecalis
(ova vrsta bakterija danas pripada rodu FEnterococcus). Prema ovim bakterijama
postignut je baktericidni efekat nakon 2, odnosno, 6 h za E. coli i S. faecalis, redom
(Rivera-Garza, et al., 2000). Meksicki Ag-modifikovani zeolit takode ispoljava i dobar
antibakterijski efekat prema ukupnim koliformima u vodama (De la Rosa Gomez ef al.,
2008a, 2008b, 2010). Poredenjem antimikrobne aktivnosti Cu i Ag modifikovanih
prirodnih zeolita uoCava se da Ag-modifikovani zeolit za krace vreme postize
mikrobicidni efekat prema E. coli i Candida albicans (Rossainz-Castro et al., 2016).
Ispitana je i moguc¢nost primene klinoptilolita kao nosaca nanocestica srebra i njegova
antibakterijska aktivnost prema E. coli i Salmonella typhi. U kratkom vremenskom
intervalu dolazi do smanjenja ukupnog broja Celija bakterija E. coli (za manje od
60 minuta). U slucaju S. #yphi zakljuceno je da zeolit mora da sadrzi vecu koli¢inu
srebra da bi ispoljio baktericidno dejstvo (Guerra et al, 2012). Takode, i rumunski
zeolit obogaden jonima srebra ispoljava znaCajan antibakterijski efekat 99,8 1 93,5 %
smanjenja broja celija bakterija S. aureus i E. coli; redom, dok je antifungalni efekat
prema C. albicans neSto manji (24,5 %) (Doli¢ et al., 2015). 1 sinteticki zeoliti
obogaéeni jonima Ag ispoljavaju antibakterijski efekat. Tako, 0,15 g dm™ srebro-
modifikovanog zeolita X ve¢ nakon 45 minuta ispoljava baktericidni efekat prema E.
coli dok je potrebno nesto duze vreme da bi se ovaj efekat ispoljio prema P. aeruginosa
1 S. aureus (Kwakye-Awuah et al., 2008). Ag-A ispoljava baktericidni efekat prema E.

coli, S. aureus 1 B. subtilis, pri Cemu je minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) za
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sve ispitivane sojeve manja od 50 pg ml”! Ag-zeolita, odnosno manja od 100 ug ml!
kada su na zeolitu prisutne nanocestice elementarnog srebra (Zhang et al., 2009).
Antibakterijska aktivnost srebro-modifikovanih zeolita pripisuje se jonima srebra
izluzenom iz alumosilikatne reSetke u vodeni medijum (Poli¢ et al., 2015), nakon Cega
joni srebra deluju na bakterijsku ¢eliju kako je ve¢ objasnjeno u poglavlju 1.2.2.1.

Antibakterijska aktivnost sintetickih zeolita X i A modifikovanih jonima Ag, Cu i
Zn ispitana je prema Cetiri razlicite vrste bakterija (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa i
Bacillus cereus), dva kvasca (Candida albicans 1 Candida glabrata) i dve plesni
(Aspergillus niger 1 Penicillium vinaceum). MIK vrednosti za Ag—, Cu— i Zn—zeolit X
prema E. coli iznose 64, 256 i 512 ug cm”, redom, i moZe se zakljuciti da srebro-
modifikovani zeoliti ispoljava najizraZeniji antibakterijski efekat. Isto tako, Ag—zeolit A
ispoljavaju i najizraZeniju antifungalnu aktivnost prema Candida albicans, pri ¢emu
MIK vrednosti iznose 128, 1024 1 2048 ugcm’3, redom, za Ag—, Cu— i Zn-zeolit A. Ovi
rezultati se mogu objasniti Cinjenicom da su bakar i cink esencijalni elementi za
funkcionisanje mikroorganizama, pa se deo ovih jona iskoristi prvo za potrebe
metabolizma mikroorganizama (Demirci et al., 2014). Pored sintetickog, i prirodni
zeolit koji je sadrzao oko 0,9 mas.% Zn2+—j0na pokazao je skoro baktericidni efekat
prema fosfor akumulirajucoj bakteriji Acinetobacter junii (99 % smanjenje broja celija
bakterija) (Stojakovi¢, 2011b). Tokom ovih eksperimenata, izmerena koli¢ina izluZenih
metala iznosila je 0,67 mgdm™, §to je u granicama maksimalno dozvoljenih
koncentracija u vodi. Na osnovu prikazane vrednosti moze se =zakljuciti da
antibakterijsku aktivnost ispoljava sam Zn-zeolit, i da je mehanizam dejstva produkcija
ROS vrsta.

Pored metal-modifikovanih zeolita, u literaturi je opisano i antibakterijsko
dejstvo zeolita modifikovanih surfaktantima (povrSinski aktivnim materijama). Zeoliti
obogaceni heksadeciltrimetilamonijum-bromidom (HDTMA) ispoljavaju znacajan
efekat najpre u adsorpciji fosfat-jona, a zatim i u imobilizaciji fosfat akumulirajuce A.
junii (Hrenovi¢ et al., 2008). Bitno je napomenuti da je biolosko uklanjanje fosfata iz
otpadnih voda zasnovano na metabolizmu fosfor-uklanjaju¢ih bakterija prisutnih u
aktivnom mulju. Imobilizacija P-uklanjaju¢ih bakterija na materijale koji sluze kao
nosaci bakterija predstavlja moguénost unapredenja ovog procesa jer se imobilizacijom

postize veca koncentracija bakterija kao i pojacana metabolicka aktivnost. Prirodni
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zeolit-klinoptilolit tretiran rastvorom benzalkonijum-hlorida (8,5 mas.% g ') i rastvorom
acetil-salicilne kiseline (1,9 mas.% AC g), pokazao je antibakterijsku aktivnost prema
E. coli 1 S. aureus. Sintetisani materijali pokazali su baktericidnu aktivnost prema obe
vrste bakterija nakon 24 h u koncentraciji od 0,1 g u 100,0 cm 3. Ukoliko su u rastvoru
prisutne koncentracije modifikovanih zeolita od 0,5 i 1,0 g u 100,0 cm® baktericidni
efekat se postize ve¢ nakon 1 h (Jevti¢ et al., 2012). Mehanizam dejstva ovih materijala

pripisuje se izluzenom benzalkonijumu koji zatim ispoljava baktericidni efekat.

1.6. Novi polimerni materijali sa antimikrobnim svojstvima

Polimerni materijali su zbog svojih dobrih mehanickih osobina nasli primenu u
proizvodnji potrosnog medicinskog materijala kao i u pripremi materijala za pakovanje i
Cuvanje hrane. Tako su endotrahijalni tubusi i kateteri napravljeni najceS¢e od
poli(vinil-hlorida) (PVC), Spricevi i posude za pakovanje lekova i uredaja, kao i posude
za Cuvanje hrane od poliolefina-polipropilena (PP) i polietilena (PE). Medutim, ovi
meterijali posle odredenog vremena predstavljaju rezervoare za razne vrste bakterija. 1z
tog razloga, ovi polimeri se obogacuju agensima kako bi se poboljsala njihova
antimikrobna svojstva, a da se pri tome ne utiCe na reoloska svojstva polimera.
Poslednjih godina, zeoliti su nasli primenu i kao punioci polimernih matrica, pri ¢emu
pozitivno uticu na polimerna svojstva ovih materijala.

Kompoziti poli(vinil-hlorid) (PVC)/sintetski zeolit sa srebrom pokazali su dobru
antibakterijsku aktivnost prema E. coli i S. epidermidis. Najizrazeniju antibakterijsku
aktivnost prema obe vrste bakterije ispoljili su kompoziti koji su sadrzali 20 mas. % Ag-
zeolita. Prisustvo zeolita u polimernoj matrici ne utice na reoloska svojstva polimera $to
je vazan zakljucak sa gledista potencijalne ponovne obrade kompozita (Zampino et al.,
2011).

Antimikrobna svojstva komercijalnog Ag-zeolita (ZEOMIC AJ10D) kao punioca
u poliestru, poliuretanu (PP) i silikonskoj gumi (SG) ispitivane su prema vrstama
bakterija S. aureus i P. aeroguinosa i prema kvascu Candida tropicalis. Kompozit na
bazi PP sa 5% Ag-zeolita pokazuje izrazenu antifungalnu aktivnost prema C. tropicalis,
dok kompozit na bazi SG sa 5% Ag-zeolita pokazuje baktericidnu i fungicidnu aktivnost

iprema C. tropicalis i P. aeroguinosa (Kaali et al., 2010).
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Pored polimernih matrica, zeolit je ispitivan i kao dodatak zelatinu, kako bi se
takvi kompoziti primenjivali u potencijalne medicinske svrhe. Kompoziti zelatin/fozasit
modifikovan bakrom (Cu-X) pokazuju baktericidni efekat prema E. coli, a takode je
dobro pomoc¢no sredstvo u zarastanju in vivo uslovima (Ninan et al., 2015). Na slici
1.16 su prikazani rezultati antibakterijske aktivnosti kompozita sa razliitim sadrzajem

Cu-X.
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Slika 1.16. Celije bakterije E. coli pod konfokalnim mikroskopom na uzorcima sa Cu-X
(mas. %) (a) 0,5% (b) 2,5; (c) 5%. Zive éelije bakterije su prikazane zelenom a mrtve
crvenom bojom. Otpustanje bakra na uzorcima sa Cu-X (mas. %) (d) - 0,5; (e) - 2,5; (f)-
5 % (Ninan et al., 2014) .

Sa slike 1.16. se jasno uocCava da je broj mrtvih Celija veci Sto je veca koli¢ina Cu-
X u kompozitu. Tokom eksperimenta merena je i izluzena koli¢ina bakra sa kompozita,
koja nakon 48 h dostiZe konstantnu vrednost. Sa uzorka na kome se nalazi 0,5 % Cu-X
otpusteno je oko 1,440,015 pg cm™ bakra nakon 6 dana, dok su veée koli¢ine otpustene
sa kompozita koji sadrze vecu koli¢inu Cu-X. Medutim, ve¢e doze Cu su se pokazale
kao letalne po celije u ljudskom organizmu tako da je kao optimum za koriS¢enje

preporucen kompozit sa 0,5% Cu-X (Ninan et al., 2014).
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2.1. Koris¢eni sojevi i izolati bakterija

U radu su kori$¢eni sledeci sojevi i izolati Gram-negativnih 1 Gram-pozitivnih bakterija:

0 Escherichia coli:
» Soj DSM 498 iz Nemacke banke mikroorganizama Deutsche Sammlung von
Microorganismen und Zellkulturen GmbH;
» lzolati E. coli izolovani iz vodenih sredina u Republici Srbiji, dobijeni od
Instituta za javno zdravlje Republike Srbije "Milan Jovanovi¢ Batut".

0 Acinetobacter baumannii
» lzolati A. baumannii izolovani u Splitskoj Univerzitetskoj bolnici
(Internacionalni klon I i II i ST145). Internacionalni klonovi I i II prikupljani su
tokom dva razicita vremenska intervala, prvo od 2002 do 2007 (IC I) i od 2009 do
2010 (IC II) u Klinicko bolnickom centru u Splitu (Hrvatska) (Goi¢ Barisi¢ et al.,
2009; Goic¢ Barisi¢ et al., 2011). Soj ST145 izolovan je u Klini¢ko bolnickom centru
u Splitu 2009 godine (Goi¢ Barisi¢ et al., 2011).
» Soj RUH 134 izolovan 1982. god. u Roterdamu, Holandija. Ovaj soj predstavlja
prototip za Internacionalni klon II (Nigro i Hall, 2011).

0 Soj Staphylococcus aureus DSM 799 iz Nemacke banke mikroorganizama Deutsche

Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH.

2.2. Materijali i reagensi
U eksperimentima su koris¢eni prirodni i sinteticki zeoliti:
1) Zeolitski tufovi - iz rudnika Zlatokop (Vranjska Banja) — SZ
- iz oblasti Semnan (Iran) - 1Z.
U oba slucaja koris¢ene su frakcije zrna od 63 do 125 pum.

2) Sinteticki zeolit A (Linde Type A, Ventron, Italija).

U radu su koris¢eni slede¢i reagensi:
- Natrijum-hlorid (NaCl, p.a., Carlo Erba);
- Bakar-sulfat-pentahidrat (CuSO4-5H,0, p.a., Carlo Erba);
- Srebro-nitrat (AgNOs, p.a., Lachner);
- Cink-sulfat-heptahidrat (ZnSO4 - 7H,0, p.a, Carlo Erba);
- Nikal-hlorid-heksahidrat (NiCl,- 6H,0, p.a, Carlo Erba);
- Magnezijum-sulfat (MgSOy4 p.a, Carlo Erba);
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- Kalcijum-hlorid (CaCl,, p.a, Carlo Erba);

- Kalijum-hlorid (KClI, p.a, Carlo Erba);

- Kalijum-dihidrogen-fosfat (KH,PO4, p.a, Carlo Erba);
- Natrijum-propionat (C3HsNaO; p.a, Carlo Erba);
- Tetrahidrofuran, (THF, p.a., Sigma Aldrich);

- D-Tirozin (D-Tyr, p.a., Sigma Aldrich);

- Amonijum-acetat (CH3COOH, p.a, Carlo Erba);
- Kiistal violet (Carlo Erba);

- Saftranin(Carlo Erba);

- Lugolov rastvor (Carlo Erba);

- Bazi¢ni fuksin (Carlo Erba);

- Alcian blue (Sigma Aldrich);

- Hranljivi agar (Torlak, Srbija);

- Krvni agar (Biolife, Italija);

- MacConkey agar (Biolife, Italija);

- Fosfatni pufer (p.a., Sigma Aldrich);

- Baktotripton (Torlak, Srbija);

- Ekstrakt kvasca (Torlak, Srbija);

- Agar (Torlak, Srbija);

- Pepton (Torlak, Srbija).

2.3. Postupci
2.3.1. Modifikacija zeolitskog tufa

Uzorci tufova najpre su tretirani rastvorom NaCl koncentracije 2 mol dm™ kako
bi se obogatili jonima natrijuma. Uzorak SZ ili IZ suspendovan je u rastvor NaCl tako
da maseni odnos ¢vrste i tecne faze bude 1:100. Suspenzija je meSana na magnetnoj
mesalici tokom 48 h na sobnoj temperaturi, a ¢vrsti proizvodi su odvojeni filtracijom
pomoc¢u vodene vakuum pumpe, kroz filter hartiju srednje poroznosti. Uzorci oznaceni

sa Na-SZ i Na-IZ ostavljeni su da se suSe tokom 24 h na temperaturi od 60 °C.
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2.3.2. Ispitivanje kinetike vezivanja Cu(IlI) i Ag za klinoptilolit (SZ i IZ) i zeolit A
Uzorci Na-SZ ili zeolita A suspendovani su u rastvore Cu(Il)- ili Ag-soli razlicitih
koncentracija (100-400 mg M"/M?" dm™; M=Ag, Cu) tako da je maseni odnos &vrste i
teCne faze 1:100. Suspenzije su meSane u vodenom kupatilu (Memmert, WNB 22) pri
brzini od 105 obrtaja/min na razli¢itim temperaturama (25, 35, 45 1 55 °C). Razdvajanje
suspenzija nakon odredenih vremenskih intervala vrSeno je filtriranjem kroz filter papir

srednje poroznosti, uz pomo¢ vodene vakuum pumpe.

2.3.3. Dobijanje M-SZ, M-1Z i M-A (M- Ni, Cu, Zn i Ag)

Uzorci zeolita SZ, 1Z 1 A koji su sadrzali 5-26 mg Cu, Zn ili Ni, dobijeni su
tretiranjem SZ (ili 1Z) u rastvoru MSO4 (M=konc. Cu, Zn ili Ni) koncentracije 400-
600 mg M*"dm™. Suspenzije su mesane u vodenom kupatilu (Memmert, WNB 22) na
45 °C tokom 24 h. Uzorci zeolita SZ, I1Z i A koji su sadrzavali od 27 do 51 mg Ag g’
zeolita meSani su u vodenom kupatilu na 25 °C tokom 6 h. Odnos ¢vrste i tecne faze
iznosio je 1:100. Cvrsta faza je iz suspenzije izdvojena filtracijom, isprana destilovanom

vodom do negativne reakcije na SO4*-jone i osuSena u susnici na 80 °C.

2.3.4. Dobijanje SZ sa nanocesticama NiO, CuO i ZnO

Uzorci SZ sa nanocesticama NiO, CuO i ZnO dobijeni su Zarenjem Ni-SZ, Cu-
SZ i Zn-SZ na 600°C prema postupku opisanom u literaturi (Raji¢ et al, 2011).
Ukratko, oksid-modifikovani zeoliti dobijeni su zarenjem metal modifikovanih zeolita
(Cu-SZ, Zn-SZ i Ni-SZ) u peci za zarenje (Nabertherm B150, Nemacka) na temperaturi
550 °C sa zadrzavanjem od 1 h pri ¢emu je brzina zagrevanja iznosila 10 °C min™.

Zareni uzorci oznaéeni su kao NiO-SZ, CuO-SZ i ZnO-SZ redom.

2.3.5. Priprema kompozita poli(vinil-hlorid)/M-SZ

Ag-SZ 1 Cu-SZ sa 0,5 mmol M po gramu zeolita (M = Ag ili Cu) dodati su u
razli¢itim masenim procentima (1, 3, 5, 10, 15 mas. %) u rastvor u kome je 1,0 g
komercijalnog endotrahijalnog tubusa (Risch, Teleflex Medical, Malezija) rastvoren u
20 cm’ tetrahidrofurana (THF). Suspenzije su meSane na magnetnoj mesalici 2 h na
150 obr min™', nakon &ega su jo§ 10 minuta meSane na 8000 obr min” (Ultra turrex,

IKA T18, Nemacka). Nakon toga, suspenzije su izlivene u Petri Solje precnika 55 mm,
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ostavljene da se suse na vazduhu 72 h i zatim u vakuum susnici tokom 6 h (Duo-vac
oven, Labline Instruments, Koci, Indija). Dobijeni kompoziti (debljine oko 350 um) su
zatim odvojeni i iseeni na ploice kvadratnog oblika povriine 1 cm? (mase oko 0,05 g).
Kompoziti su oznaceni kao SZ5, SZ10, SZ15, Cu-SZ5, Cu-SZ10, Cu-SZ15 i Ag-SZ1,
Ag-SZ3, Ag-SZ5, Ag-SZ10, Ag-SZ15, gde broj oznacava procenat SZ, Ag-SZ ili Cu-
SZ u kompozitu. Svi kompoziti su, pre ispitivanja antibakterijskih svojstava, sterilisani
u 70 vol.% etanolu tokom 10 min i osuSeni na 37 °C kako bi se izbeglo eventualno
mikrobiolosko zagadenje. Jedan deo svih sintetisanih, prethodno sterilisanih kompozita
impregniran je rastvorom D-Tirozina (D-Tyr) tako Sto su suspendovani u rastvor D-Tyr
koncentracije 100 mg dm™. Suspenzije su ostavljene tokom 16 h na temperaturi 37 °C
uz mesanje od 150 obr min"'. Nakon toga, kompoziti su isprani fosfatnim puferom

(PBS), ¢ija je pH vrednost iznosila 7,2.

2.3.6. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti

Pre svakog eksperimenta bakterijske kulture uzgajane su na ¢vrstoj hranljivoj
podlozi (16 h, na 37 °C) kako bi dostigle /og-fazu rasta, a zatim je sveza bakterijska
biomasa suspendovana u 9,0 cm’ sterilnog fizioloskog rastvora (0,85 mas.% NaCl).
Bakterijska suspenzija je zatim homogenizovana na vorteksu (Kartell TK3S, Krakov,
Poljska) tokom 3 min i koriS¢ena u daljim eksperimentima. Broj vijabilnih ¢elija
bakterija u svim eksperimentima odredivan je na samom pocetku eksperimenta, kao i
nakon odredenog vremenskog intervala. Mikroskopskim pregledom (svetlosni
mikroskop Olympus, CX21, SAD) Gram bojenih bakterija utvrdeno je razredenje
bakterijske suspenzije. Bojenje po Gramu izvodeno je standardnim postupkom
(Stilinovi¢ i Hrenovi¢, 2009, Prilog 3).

Suspenzije su razblaZzivane do 10~ éelija bakterija cm™ u sterilnom fizioloskom
rastvoru nakon &ega je zapremina od 0,1 cm® suspenzije zasejavana na &vrstu hranljivu
podlogu (hranljivi agar dobijen meanjem 41,3 g hranljivog agara i 1,0 dm’ destilovane
vode, Luria Bertani (LB), ¢iji je sastav prikazan u tabeli 2.1., ili MacConkey agar: 50 g
MacConkey agara i 1,0 dm™ destilovane vode). Kod uzoraka gde pregledom na
svetlosnom mikroskopu nije utvrden znacajniji rast bakterija, suspenzije su filtrirane
membranskom filtracijom kroz nitrocelulozne filtere (pre¢nik pora 0,20 um), nakon

Cega su filteri ostavljeni na ¢vrstom hranljivom agaru. Zasejane ploCe su termostatirane
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tokom 24 h na 37 °C i potom su bakterijske kolonije prebrojane pomocéu brojaca
kolonija (Stuart Colony Counter SC6, SAD). Broj celija bakterija je izrazavan kao
CFU cm™, odnosno CFU ¢m™ (CFU-colony forming units).

Tabela 2.1. Sastav hranljivih medijuma.

Medijum
Reagens .
Tecni LB Cvrsti LB

Baktotripton 10,0 g 10,0 g

Ekstrakt kvasca 50¢g 50¢g

NaCl 10,0 g 50¢g

Agar / 150¢g
Destilovana voda 1,0 dm’ 1,0 dm’

pH vrednost te¢nog medijuma iznosila je 7,2.

2.3.6.1. Antibakterijska aktivnost prema E. coli DSM 498 i S. aureus DSM 799

E. coli DSM 498 i S. aureus DSM 799 najpre su uzgajane na ¢vrstom LB agaru
a zatim suspendovane u sterilni fizioloski rastvor koji je homogenizovan na vorteksu.
Antibakterijska aktivnost ispitivana je u tri razlic¢ita vodena medijuma:

- Tec¢ni LB- medijum;

- Sinteticka voda (1,0 g Na-propionata, 0,1 g peptona, 0,01 g MgSQy,
0,006 g CaCl,, 0,03 g KCIl, 0,03 g ekstrakta kvasca i 0,02 g KH,PO4 u
destilovanoj vodi, do zapremine od 1,0 dm3)

- Realni efluent iz sekundarnog taloZznika za preciS¢avanje otpadnih voda
grada Zagreba (efluent je pre upotrebe profiltriran kroz tehnicki filter, a zatim
kroz Sartorius filtere pre¢nika pora 0,45 pum 1 0,20 um).

Vrednost pH svih medijuma podesana je na 7,0. U Sotove boce zapremine
250,0 cm® odmereno je po 50,0 cm® svakog medijuma nakon &ega su boce sterilisane u
autoklavu (121°C, 20 min). Zatim je u boce dodato po 1,0 g prethodno sterilisanog Cu-,
Zn- ili Ni-SZ (ili 1 ili 5 g CuO-, ZnO-, NiO-SZ) 1 1,0 cm’ pripremljene bakterijske
suspenzije koje su potom ostavljane u vodenom kupatilu (Memmert, WNB22) tokom 1 i

24 h, pri mesanju od 105 obr min™. Kontrolne boce sadrzavale su 1,0 g SZ.
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2.3.6.2. Antibakterijska aktivnost prema soju E. coli DSM 498 i izolatima E. coli

Sveze pripremljene bakterijske suspenzije E. coli DSM 498 kao i izolata E. coli
dodate su u slede¢e vodene medijume:

1. Peptonska voda (10,0 peptona-4 i 5,0 g NaCl rastvoreno je u 1,0 dm’

destilovane vode) - PV

2. Voda iz Savskog jezera u Beogradu (profiltrirana kroz tehnicki filter, a zatim

kroz Sartorius filtere pre¢nika pora 0,45 pm1i 0,20 um) - SV

3. Komercijano dostupna voda (Jana, izvor Jamnica u Hrvatskoj) - JV

Antibakterijska aktivnost M-1Z i M-A (M=Cu, Zn, Ag) u realnim vodama (SV 1 JV)
ispitana je na sli¢an nacin kao §to je opisano u 2.3.6., suspendovanjem 0,1 g M-IZ ili M-
A u 100 cm’ vodenog medijuma. Suspenzije su ostavljene na mesanju tokom odredenih
vremenskih intervala (1, 3, 6 i 24 h) pri brzini od 105 obr min™.

Kriva rasta E. coli DSM 498 i izolata E. coli kao i antibakterijska aktivnost M-IZ i
M-A (M-Cu, Zn i Ag) u PV odredena je merenjem opticke gustine suspenzije na
630 nm (ODg30, engl. Optical Density-OD), koriS¢enjem Microplate reader-a (EIx808,
BioTek Instruments, Inc., USA) sa softverskim programom Gen5'". Najpre su
bakterijski sojevi ostavljeni preko no¢i u hranljivom bujonu. Zatim su od tih
prekonoénih kultura napravljene bakterijske suspenzije koje su sadrzale oko 10° do 10°
CFU cm™. U otvore na sterilnoj mikrotitarskoj plo¢i dodata je suspenzija M-IZ ili M-A
u PV (50 cm™®) i 50 cm™® prethodno pripremljene bakterijske suspenzije. Za kontrolne
sisteme (negativne probe) koriS¢ena je samo PV dok su kao pozitivne kontrole
koris¢ene bakterijske suspenzije ispitivanih izolata i soja.

Opticka gustina suspenzija merena je na svakih sat vremena tokom 24 h, uz meSanje
pre svakog merenja. Rezultati su prikazani kao zavisnost ODg3p od vremena. Sva

merenja radena su u triplikatu.

2.3.6.3. Antibakterijska aktivnost prema klinickim izolatima 4. baumannii IC 1 i
ICII

U ovim eksperimentima odredivana je minimalna inhibitorna (MIK) i minimalna
baktericidna koncentracija (MBK) zeolita.

Sveze pripremljena bakterijska suspenzija (1,0 cm3) dodata je u 100,0 cm’

sterilnog fizioloskog rastvora. U ovako pripremljenu suspenziju dodati su uzorci zeolita
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u koncentraciji 1000 mg dm™. U sterilne epruvete dodato je po 15,0 cm® pripremljene
suspenzije i napravljeno 7 razblazenja u fosfatnom puferu kako je prikazano na slici 2.1.
Uzorci su razblazeni standardnim postupkom razblazenja (Clinical and Laboratory

Standards Institute, 2007).

15 cm®
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Slika 2.1. Sematski prikaz ekperimenta. Koncentracija zeolita u epruvetama iznosila je:
1- 1000 mg dm™; 2- 500 mg dm™; 3-250 mg dm™; 4-125 mg dm™; 5-62,5 mg dm™; 6-

31,2 mg dm™; 7-15,6 mg dm”.

Epruvete su ostavljene u inkubatoru tokom 1 i 24 h, na temperaturi od 36 °C, na
magnetnoj mesalici pri 120 obr min”'. Kontrolne epruvete su postavljene samo sa
uzorcima SZ (konc. 1000 mg dm™). Broj vijabilnih éelija bakterija odreden je na
pocetku eksperimenta, nakon 1 1 24h standardnim postupkom. Prisustvo
ekstracelularnih polisaharida, tj. biofilma potvrdeno je bojenjem kultura nakon 24 h sa

Alcian blue bojom, standardnim postupkom (Stilinovi¢ i Hrenovi¢, 2009).

2.3.6.4. Antibakterijske aktivnosti kompozita PVC/M-SZ prema klinickom izolatu
A. baumannii ST145

Bakterijska biomasa uzgajana je na krvnom agaru (16 h, 37 °C) dok je
bakterijska suspenzija napravljena suspendovanjem bakterijske biomase u PBS-puferu.
U sterilne epruvete dodato je po 5 cm’ bakterijske suspenzije i oko 0,05 g PVC/M-SZ
(M = Ag ili Cu). U boce koje su odredene kao kontrola dodat je samo PVC. Broj
planktonskih vijabilnih ¢elija bakterija odreden je na pocCetku eksperimenta i nakon 24 h
kontakta bakterijske suspenzije i kompozita. Broj ¢elija imobilisanih na kompozitima

odreden je nakon 24 h zasejavanjem na hranljivom agaru, dok su imobilisane ¢elije
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odvojene od kompozita tako S§to je kompozit suspendovan u PBS-puferu i tretiran
vorteksom tokom 5 minuta na 45 Hz.
Imobilisane bakterije su zatim zasejavane na ¢vrste hranljive podloge opisanim

postupkom i broj ¢elija bakterija predstavljen je kao CFU cm™.

2.4. Metode i postupci
2.4.1. Odredivanje koncentracije metala u rastvoru

Koncentracije jona bakra, cinka, nikla i srebra u rastvoru odredivane su pomocu
atomskog apsorpcionog spektrofotometra (SpectrAA Varian 55B, Australija). Tacnost
merenja iznosila je = 2%. Vrednost je odredena kao srednja vrednost tri merenja. Masa

vezanih metala odredena je prema formuli:

_Vv(e,-¢,)
‘ M

gde su:

¢: - koli¢ina Cu(Il) na zeolitu;

V - zapremina rastvora;

Cy- pocetna Cu(II) koncentracija u rastvoru;

C. - ravnotezna Cu(II) koncentracija u rastvoru;

M - masa zeolit.

2.4.2. Odredivanje kapaciteta katjonske izmene zeolita (KKI)

Vrednost KKI je odredena standardnim postupkom jonske izmene u rastvoru
amonijum-acetata konc. 1,0 mol dm™ (Schollenberger i Simon, 1945). U filtratu je
nakon razdvajanja suspenzije izmerena koncentracija jona Na, K, Ca i Mg metodom
AAS (SpectrAA 55B, Varian, Australija). Vrednost KKI izrazena je koli¢inom
jednovalentnih jona u 100,0 g uzorka {mmol M'/100 g SZ (1Z)}.

2.4.3. Identifikacija bakterijskih izolata
Bakterijske kulture su najpre uzgajane na MacConcey-evom agaru tokom noci
na 37 °C. Identifikacija bakterijskih sojeva odredena je na uredaju VITEK-MS

(Bioremediex, Francuska) prema uputstvu proizvodaca, upotrebom specifi¢nih matriksa.

54



Doktorska disertacija Eksperimentalni deo

2.4.4. Odredivanje antibiotske rezistencije bakterijskih sojeva

Otpornost ispitivanih bakterijskih sojeva prema antibioticima ispitana je na
Institutu dr Milan Jovanovi¢ Batut, u Beogradu, na uredaju VITEK 2 Compact 15. Kako
je vec opisano u Milenkovi¢ i saradnici (Milenkovi¢ et al., 2017) bakterijske ¢elije su
uzgajane na MacConkey-evom agaru, tokom 16h na 37°C. Za odredivanje
antibiograma koriS¢ene su kartice AST-N204 kojima se utvrduje antibiotska osetljivost
Gram-negativnih sojeva. Antibiotska rezistencija odredena je prema uputstvu

proizvodaca, u skladu sa EUCAST kriterijumima za klini¢ke sojeve bakterija (web 3).

2.4.5. Analiza oslobodenog ¢elijskog materijala

Koli¢ina oslobodenog ekstracelijskog materijala odredena je merenjem
apsorbance na 260 nm (Carson et al., 2002). Ukratko, bakterijske suspenzije koje su
sadrzale 10>-10° CFU cm™ razblazene su u odnosu 1:100 i profiltrirane kroz filter &ija
veli¢ina pora iznosi 0,22 um. U dobijene suspenzije dodat je M-1Z (M = Cu, Zn ili Ag)
u koncentraciji 0,1 g M-IZ/100 cm®. Svi uzorci ostavljani su u inkubatoru na 37 °C
tokom 1, 31 6 h (Cu- i Zn-17), ili 10, 20, 30 i 60 min (Ag-IZ). Apsorbance su izmerene
upotrebom Shimadzu UV-1800 UV-VIS spektrofotometra. Sva merenja su radena u
triplikatu.

2.4.6. Statisticka obrada rezulatata

Rezultati dobijeni ispitivanjem antibakterijske aktivnosti, obradeni su u
programu Statistica Software 8.0 (StatSoft, Tulsa USA). Broj ¢elija bakterija CFU cm™
ili CFUcm™ je, pre obrade podataka, prvo logaritmovan. Uporedivanje dobijenih
podataka je radeno jednosmernom analizom varijanse (ANOVA) nakon Cega je uraden
Dankanov test da bi se uporedili odgovarajuc¢i parovi medijuma ili adsorbenata. Kao

statisticki znacajni podaci uzeti su oni za koje je p<0,05.

2.5. Karakterizacija uzoraka zeolita
2.5.1. Rendgenska difrakcija praha (XRD)

Rendgenska analiza uzoraka zeolita vrSena je na sobnoj temperaturi kori§éenjem
difraktometra za praskaste uzorke, Ital Structure APD2000 (CuK, zraéenje 1,54178 A).

Svi difraktogrami su snimljeni u opsegu 26 od 3 do 50° sa korakom 0,02° u sekundi.
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2.5.2. Termogravimetrijska analiza (TG/DSC)
Za termicku analizu uzoraka zeolita koris¢en je SDT Q600, TA Instruments.
Analiza je izvedena u struji azota, ili vazduha, pri protoku od 100 cm® min™, sa brzinom

zagrevanja od 10 °C min™".

2.5.3. Skenirajuca elektronska mikroskopija spregnuta sa X-zraénom energetsko-
disperzivnom spektroskopijom (SEM/EDS)

Morfologija uzoraka ispitana je metodom SEM, dok je elementni sastav utvrden
EDS-analizom. PovrSina uzoraka zeolita sa imobilisanim bakterijama kao i elementni
sastav uzoraka zeolita ispitani su pomocu elektronskog mikroskopa, JEOL JSM-
6610 LV. PovrSina uzorka je pre analize, radi bolje provodnosti, naparena zlatom
(LEICA SCDO005).

Uzorci zeolita su pripremljeni tako Sto su zatapani u epoksidnu smolu nakon
Cega su ispolirani dijamantskom pastom i tankim slojem grafita. Na osnovu razlike u
osvetljenosti povrSine uocava se prisustvo pojedinih mineralnih faza u zeolitskom tufu.
Mikrobioloski preparati su pripremljeni tako S$to su tretirani rastvorima NaCl
(0,1 mas.%) u etanolu (30, 50, 70, 96 vol. %, apsolutni etanol) tokom 2-5 min (Prilog
4). Osuseni materijal je asepticki prenet u sterilnu Petri Solju i ostavljen u eksikatoru do

SEM-analize.

2.5.4. Analiza uzoraka biomase metodom prosirene rendgenske spektroskopije za
detalje strukture (EXAFS i XANES)

EXAFS i XANES analize uzorka biomase i standarda radene su u laboratoriji
ELETTRA u Trstu, Italija. Kao standardi kori$¢eni su spektri prethodno sintetisanih
kompleksa srebra: Ag-alanina (Ag-Ala), Ag-imidazola (Ag-Imid) i Ag-cisteina (Ag-
Cys) koji su sintetisani postupkom opisanim u literaturi (Gmelin, 1975) kao i Ag-citrat
koji je sintetisan poznatim postupkom (Poki¢, 2008). U svim sintezama je kao izvor
srebra koriS¢en AgNO;. Kompleksi su nakon sinteze ¢uvani u mraku, zaSticeni od
svetlosti. Analiza je obavljena po proceduri objavljenoj u Bavenkamp i saradnici
(Bavenkamp et al., 2013b) uz koris¢enje Si(111) monohromatora. Snimljeni spektri su

analizirani IFEFFIT programom (Ravel i Newville, 2005). Hemijski sastav kompleksa
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proveren je infracrvenom spektroskopijom. Biomasa bakterijskih ¢elija pripremana je

postupkom opisanim u Prilogu 5.

2.5.5. Karakterizacija uzoraka kompozita

Dinamicki reoloski parametri kompozita mereni su upotrebom reometra
Discovery Hybrid HR2 (TA Instruments, USA). Merena su reolosSka svojstva rastopa
kao i dinamicko-mehani¢ka svojstva cvrstih uzoraka kako je opisano u referenci
Milenkovi¢ 1 saradnici (Milenkovi¢ et al., 2014). Reoloska svojstva rastopa na
temperaturama 180, 190 i 200 °C analizirana su koriste¢i periodi¢ne oglede izmedu
paralelnih ploca (precnik: 25 mm; rastojanje 500 um), u opsegu frekvencija 0,1-
100 rad s i pri deformaciji 0,5%.

Dinamicko-mehanicka svojstva Cvrstih uzoraka pri uvijanju analizirana su u
opsegu temperatura 25-120 °C, pri deformaciji 0,5 % 1 ugaonoj frekvenciji od 1 Hz.
Uzorci u obliku epruveta (veli¢ina epruveta 50 x 12 x 1 mm) pripremljeni su topljenjem
PVC i1 PVC/NZ tankih filmova u metalnom kalupu na 180 °C tokom 1h, i dalje
kompresijom pri 1,5 MPa tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi.

Kompleksna dinamicka viskoznost uzoraka u obliku rastopa, dobijena na
razli¢itim temperaturama, koriS¢ena je za izraCunavanje energije aktivacije teCenja (£,).
Energija aktivacije teCenja (E,) je izraCunata koriste¢i Arenijusovu jednacinu:

7% (T) = A BT
gde je n#* kompleksna dinamicka viskoznost, 7' temperatura, R univerzalna gasna

konstanta i1 4 konstanta vezana za polimer.
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3.1. Karakterizacija uzoraka zeolita

3.1.1. Mineroloska analiza zeolitskih tufova

U radu su koriS¢ena dva zeolitska tufa - iz rudnika Zlatokop u Vranjskoj Banji
(SZ) i iz oblasti Semnan u Iranu (IZ) kao i sinteticki, komercijalno dostupan zeolit A.

Sadrzaj zeolitske faze u tufovima odreden je kvantitativnom rendgenskom
analizom (metoda Rietveld-ovog uta¢njavanja). Na slici 3.1. prikazan je difraktogram
praha uzorka tufa iz rudnika Zlatokop. Uocava se da je uzorak kristalinian sa
difrakcijama koje odgovaraju prisustvu klinoptilolita (2@, °: 9,87; 11,2; 17,40; 22,46;
22,89; 26,47; 30,05; 32,03; 32,7; 36,71; 37,10) feldspata-plagioklasa (20, °: 20,4; 28,2)
i kvarca (22,03; 27,87; 28,55; 30,62; 31,21; 35,51) (web 2). Uzorak sadrzi 72,6 mas.%
klinoptilolita, 14,6 mas.% feldspata-plagioklasa i 12,8 mas.% kvarca.

g
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Intenzitet difrakcije, arb. jedinice

g

<

Slika 3.1. Difraktogram praha zeolitnog tufa SZ (znacenje simbola: * - klinoptilolit; +-

feldspat; * - kvarc).

Na slici 3.2 prikazan je difraktogram uzorka 1Z. Sadrzaj klinoptilolita u ovom
tufu iznosi oko 60 mas.%, dok su prate¢e mineralne faze pored kvarca (22,8 mas.%),
kalcit (8,48 mas.%; 20, °: 23,07; 29,42; 31,45 i 36,00) i anortit (14,8 mas.%; 20, °:
13,57; 14,18; 15,31; 20,35; 21,99; 24,59; 24,70, 27,80; 29,35; 35,04).
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Slika 3.2. Difraktogram praha zeolitnog tufa IZ (znacenje simbola: *-klinoptilolit; "-

kvarc; +-kalcit; [-anortit).

3.1.2. Termogravimetrijska analiza

Termijska analiza uzorka SZ (slika 3.3) pokazala je da zagrevanjem uzorka u
temperaturnom intervalu od 25 do 620 °C gubitak mase iznosi 11,0 mas.%. Na DTG-
krivoj zapazaju se maksimumi na 90, 340, 470 i 620 °C §to upucuje na nekontinualan

proces dehidratacije.
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Slika 3.3. TG-DTG-krive uzorka SZ (TG kriva ozna¢ena je crnom a DTG kriva

crvenom linijom).

Uzorak 1Z zagrevanjem do 800 °C gubi oko 8 mas.% (slika 3.4.). Proces
dehidratacije se razlikuje u odnosu na uzorak SZ. Na DTG-krivoj zapazaju se samo dva
maksimuma na 90 i 120 °C. Proces dehidratacije je najve¢im delom zavrSen na 400 °C

kada je uzorak izgubio oko 8 mas.%.
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Slika 3.4. TG-DTG-krive uzorka IZ (TG kriva oznacena je crnom a DTG kriva

crvenom linijom).
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Poredenja radi, na slici 3.5. prikazan je termogram zeolita A. Uzorak do 250 °C
izgubi oko 20 mas.%. Dalje promene mase, zagrevanjem do 600 °C, se ne deSavaju.

Maksimum na DTG-krivoj je na 145 °C.
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Slika 3.5. TG-DTG-krive zeolita A (TG kriva oznacena je crnom a DTG kriva crvenom

linijom).

3.1.3. SEM i EDS-analiza

Morfologija i elementni sastav uzoraka SZ i IZ ispitani su metodom kuplovane
SEM/EDS. Na slici 3.6. prikazana je povrSina zrna uzorka SZ i I1Z koji su pripremljeni
za metalografsku analizu. Zapazaju se razli¢ito osvetljene mineralne faze. Iz vrednosti
molskog odnosa Si/Al koji je odreden EDS-analizom, zakljuceno je da podrucja sa
glatkom povrSinom pripadaju feldspatu, dok nehomogena povrSina pripada

klinoptilolitu.
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b) : — 3D|.|m .
Slika 3.6. SEM fotografije a) uzorak SZ i b) IZ. Tamnije sive povrSine
predstavljaju klinoptilolit, dok svetlije sive povrSine predstavljaju kvarc.

Hemijski sastav uzoraka SZ i IZ prikazan je u tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Elementni sastav uzoraka SZ i 1Z.

at.% Al Si Na Mg K Ca Fe
Sz 3,20 14,7 0,32 0,37 0,26 1,00 0,04
V4 2,95 14,9 1,75 0,00 1,48 0,01 -

Molski odnos Si/Al u analiziranoj fazi uzorka SZ iznosi 4,60 dok je kod uzorka
IZ ova vrednost 5,0. S obzirom da je molski odnos Si/Al kod klinoptilolita u opsegu
4,5-5,5 (Godelistas i Armbruster, 2003) mozemo zakljuciti da je EDS-metodom
analizirana povrsina klinoptilolita.

Takode, eksperimentalno su odredene vrednosti katjonskog kapaciteta izmene

(KKI). Vrednosti prikazane u tabeli 3.2. pokazuju trend koji nije u skladu sa odredenim
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molskim odnosom Si/Al i sadrzajem klinoptilolita u uzorcima tufa. Naime, veca
vrednost KKI ocekivala bi se za uzorak sa veéim sadrzajem Al tj. kod uzorka SZ u

kome je i ve¢i sadrzaj klinoptilolita.

Tabela 3.2. Katjonski kapacitet izmene (KKI) zeolitskih tufova SZ i 1Z.

Koncentracija (mmol M'/100g)

Ze()lit ar ar 2+ 2+
Na K Ca Mg by
SZ 20,9 14,5 44,0 19,1 142,5
1z 161,7 15,4 45,2 3,6 2259

Na osnovu prikazanih koncentracija u tabeli 3.2. uocava se da je koncentracija
natrijuma u uzorku IZ ¢ak osam puta veca nego kod uzorka SZ. Koncentracije kalijuma
i kalcijuma su slicne, dok je koncentracija magnezijuma pet puta veca u uzorku SZ.
Navedeno potvrduje Cinjenicu da vrednost KKI tufova zavisi u velikoj meri od nalazista

kao 1 od prisustva drugih faza (Godelistas i Armbruster, 2003).

3.1.4. Ispitivanje Kkinetike i termodinamike adsorpcije katjona metala za
klinoptilolit

U prethodnim istrazivanjima detaljno je ispitan afinitet prirodnog klinoptilolita
(uzorak SZ) prema jonima nikla i cinka (Raji¢ et al., 2010; Stojakovi¢ et al., 2011b). Na
25°C, klinoptilolit pokazuje razli¢it afinitet prema ispitivanim katjonima. Za pocetnu
koncentraciju rastvora od 100 mg dm™ vezuje se 1,9 odnosno 5,5 mg M g zeolita (M=
Ni i Zn, redom), dok se iz rastvora koncentracije 400 mg dm™ na istoj temperaturi
vezuje 2,8 odnosno 9,5 mg Ni(II) odnosno Zn(Il), redom. Sa porastom temperature raste
i adsorbovana masa katjona metala za zeolit, pa se tako, na 45°C, pri pocetnoj
koncentraciji rastvora od 400 mg dm™ vezuje oko 8,5 odnosno 14 mg Ni odnosno Zn,
redom. Masa vezanih katjona raste i sa porastom vremena kontakta zeolita i1 rastvora.
Na primer, na temperaturi od 25 °C, iz rastvora koncentracije 100 mg dm™ tokom dva
sata vezuje se oko 0,6 i 2 mg Ni(Il) odnosno Zn(Il), dok se za iste uslove nakon 24 h
vezuje 1,9 odnosno 5,5 mg M g'zeolita (M= Ni i Zn, redom). Na osnovu rezultata,
moze se izvesti zakljuCak da adsorbovana masa katjona metala za zeolit raste sa

porastom pocetne koncentracije rastvora i temperature kao i sa viemenom kontakta.
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U ovom radu bic¢e prikazana detaljna kinetika i termodinamika vezivanja jona

Cu(II) za prirodni zeolit SZ, kao i kinetika vezivanja Ag(I) za uzorak zeolita IZ i A.

3.1.4.1. Ispitivanje kinetike adsorpcije Cu(II) na SZ
Kao i u slucaju Ni(Il) i Zn(Il) jona, i adsorpcija Cu(lIl) ispitana je na razliitim
temperaturama i za razliCite pocetne koncentracije Cu(Il) u rastvoru, u razli¢itim

vremenskim intervalima (slika 3.7.).
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Slika 3.7. Koncentracija Cu(Il) na uzorku SZ u zavisnosti od po€etne koncentracije

rastvora i temperature tokom vremena (g; - koncentracija Cu(Il) u vremenu t, u

mg Cug’'; —— 100, —=— 200, 3001 400 mg Cu(Il) dm™).

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da uzorak SZ pokazuje dobru
efikasnost u uklanjanju Cu(Il)—jona iz vodenog rastvora. Masa vezanog Cu(Il) na SZ
raste sa porastom temperature i pocetne koncentracije rastvora. Na 25 °C iz rastvora ¢ija
je podetna koncentracija 400 mg Cudm” veze se 16,8 mgCug' dok se, za istu
koncentraciju na 55 °C veze 22,69 mg Cu g'. Takode, na 25 °C, koncentracija Cu(II) na
SZ, kada je pocetna koncentracija 400 mg Cu dm™>, skoro je dva puta veca nego kada je
rastvor koncentracije 100 mg Cu dm>. Koncentracija Cu(Il) na SZ raste sa vremenom
za sve ispitivane pocetne koncentracije rastvora, kao i za sve ispitivane temperature

(slika 3.7.).
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Efikasnost uklanjanja jona dvovalentnih metala prirodnim zeolitom SZ opada u
sledeéem nizu: Cu®™> Zn*"> Ni*" (Raji¢ ef al., 2010; Stojakovi¢ et al., 2011b). Afinitet
zeolita srazmeran je jonskom radijusu pa tako, na primer, jonski radijusi Cu®*, Zn*" i
NiZ* jona iznose 73, 74 1 69 pm, redom, ¢ime se objasSnjava izrazeniji kapacitet zeolita
prema jonima bakra (Shannon, 1976). S obzirom na ne veliku razliku u dimenzijama
jonskih radijusa Cu®" i Zn*", efikasnost adsorpcije bi se veé¢im delom mogla pripisati
uticaju geometrije hidratisanih katjona. U vodenom rastvoru, Zn(II) su uglavnom
tetraedarski koordinisani, dok se Ni(Il) nalazi u obliku heksaakva katjona koji je vecih
dimenzija u odnosu na tetraedarske jone (Huheey et al, 1993). Za Cu(Il) koji ima
elektronsku konfiguraciju d’ karakteristi¢an je Jan-Telerov efekat. Naime, oktaedarsko
ligandno polje oko ovog jona je deformisano i moze se ocekivati da hidratisani Cu(II)
lako gubi ligande u aksijalnom polozaju, tj. prilagodava se lako novoj, manjoj
koordinacionoj sferi (Cotton ef al., 1995). Prema navodima literature, pretpostavlja se
da su dva molekula vode u [Cu(HQO)é]2+ vezana slabim vezama i lako se izgube iz
strukture, pri cemu Cu(Il) onda obrazuje kompleks kvadratne geometrije (Stojakovi¢ et
al., 2011a). Ovo ukazuje na to da ovaj jon pri ulazu u resetku klinoptilolita smanjuje
svoje dimenzije i lakSe difunduje.

Dobijeni rezultati obradeni su razli¢itim kinetickim modelima koji su opisani u
Prilogu 1. Najbolje slaganje dobijeno je za primenu Lagergrenovog modela pseudo

drugog reda (slika 3.8.).
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Slika 3.8. Primena Lagergrenovog modela pseudo-drugog reda na eksperimentalne

podatke za razliCite pocCetne koncentracije rastvora Cu(Il) na temperaturama od 25 do

55 °C.
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vrednosti ranoteznih koncentracija bakra na SZ.

U tabeli 3.3. prikazane su vrednosti konstanti za kineti¢ki model pseudo-drugog reda (k), vrednosti korelacionog faktora (R%), kao i

razliite temperature i poCetne koncentracije rastvora.

Tabela 3.3. Vrednosti konstanti k za Lagergrenov model pseudo-drugog reda, korelacioni faktor R’ i ravnotezna koncentracija Cu(Il), g. za

25°C 35°C
Co,
k, e, €, k, e, e,
mg dm’” -1q.-1 R’ ! -1 R® ! -1 141 ! =il ! =il
gmg h mg g mg g gmg h mg g mg g

100 0,2899 1 8,4602 0,9998  9,6339 0,3586 9,9800 9,9701

200 0,1503  0,9996 12,453 0,9996 16,026 0,0917 16,892 17,182

300 0,1920  0,9998 15,385 0,9992 18,484 0,0589 21,367 20,790

400 0,0564 0,998 17,361 0,9984 21,053 0,0698 21,186 23,474

Na osnovu vrednosti korelacionog faktora R koji odreduje pouzdanost modela moZe se zakljugiti da Lagergrenov model pseudo-

pokazuju relativno dobro slaganje sa vrednostima ¢, dobijenim modelovanjem.

drugog reda dobro opisuje kinetiku apsorpcije Cu(Il) iz vodenog rastvora za SZ. Takode, eksperimentalno odredene vrednosti ¢; nakon 24 h
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3.1.4.2. Ispitivanje termodinamike adsorpcije Cu(Il)

Termodinamika adsorpcije bakra za SZ analizirana je pomocu razlicitih
termodinamickih modela (Prilog 2). U daljem tekstu prikazani su rezultati analizirani
Frojndlihovom adsorpcionom izotermom za koju je dobijeno najbolje slaganje.

Na slici 3.9. su prikazane nelinearne Frojndlihove krive za razliCite pocetne

koncentracije rastvora (100-400 mg dm™) i za razligite temperature (25-55 °C).
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Slika 3.9. Frojndlihove adsorpcione izoterme na razli¢itim temperaturama za

sve ispitivane koncentracije: a) 25 °C; b) 35 °C; ¢) 45 °C; d) 55 °C.

Frojndlihov koeficijent (n) se moze smatrati parametrom koji zavisi od stepena
heterogenosti sistema i predstavlja meru linearnosti izoterme (Kinniburgh, 1986, Weber
et al., 1992). Na osnovu vrednosti # moze se izvesti zakljuc¢ak o linearnosti - §to je ovaj
koeficijent blize 1 to je izoterma linearnija. Ravnotezna raspodela adsorbata izmedu
tecne i Cvrste faze je Cesto linearna zavisnost, narocito ako je u te¢noj fazi koncentacija

metala mala.
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Tabela 3.4. Parametri Frojndlihove adsorpcione izoterme

Parametri Frojndihove izoterme

T,K

b

K, dm’ g’ n, dm’ mg” R’
298 3,94 0,267 0,993
308 6,83 0,203 0,992
318 10,9 0,122 0,996
328 11,2 0,129 0,954

Na osnovu prikazanih rezultata (tabela 3.4) moZe se zakljuciti da u ispitivanom
sistemu postoji nelinearna ravnotezna raspodela. Stepen nelinearnosti raste sa

kapacitetom adsorbcije Kr (koji raste sa porastom temperature).

3.1.4.2. Ispitivanje kinetike adsorpcije Ag-jona za IZ i zeolit A

S obzirom da joni srebra pokazuju dobru antibakterijsku aktivnost a da je jedan
od ciljeva ove teze bio sinteza dezinficijenasa na bazi zeolita, posebna paznja u ovom
radu bila je usmerena i ka ispitivanju kinetike vezivanja jona srebra za klinoptilolit i
zeolit A.

Na slici 3.10. prikazana je promena koncentracije jona srebra na IZ i zeolit A
tokom vremena, iz rastvora razli¢itih pocetnih koncentracija (300 i 600 mg dm'3).
Eksperimenti su izvodeni samo na 25°C, u mraku, s obzirom na osetljivost srebra prema

svetlosti.
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Slika 3.10. Kinetika vezivanja Ag" za IZ i A (znaGenje simbola: —— zeolit A, 300 mg
Ag(l) dm™, —— zeolit A, 600 mg Ag(I) dm™,  1Z, 300 mg Ag(l) dm™ i 1Z,
600 mg Ag(I) dm™).

Celokupna koli¢ina srebra koja je prisutna u rastvoru adsorbuje se za zeolit A
veé u prvih 30 minuta (31157 mg Ag” g™, iz rastvora &ije su pocetne koncentracije 300
i 600 mg Ag" dm™, redom).

Kod 1Z, iz rastvora ¢ija je podetna koncentracija 600 mg Ag" dm™ tokom 6 h
veze se za zeolit celokupna koli¢ina srebra koja je prisutna u rastvoru. Za koncentraciju
600 mg Ag" dm™ dolazi do uspostavljanja ravnoteze. Tokom 6 h za zeolit se veze 45
mg Ag’ g'l.

Na osnovu prikazanih rezultata, moze se zakljuciti da oba zeolita pokazuju dobar
afinitet prema jonima srebra i da se kinetika adsorpcije odigrava relativno brzo.

Dobijeni rezultati obradeni su razli¢itim kinetickim modelima koji su opisani u
Prilogu 1. S obzirom da se sva koli¢ina srebra iz rastvora za zeolit A veze u prvih
30 minuta, za ispitivanje kinetike koriS¢eni su rezultati adsorpcije u prvih 30 minuta
(uzorci su uzimani na svakih 5 minuta).

Kao i u slucaju kinetike vezivanja bakra za zeolit, najbolje slaganje dobijeno je

primenom Lagergrenovog modela pseudo drugog reda (slika 3.11.).
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Slika 3.11. Primena Lagergrenovog modela pseudo-drugog reda na eksperimentalne
podatke za poetne koncentracije rastvora Ag(I) 300 i 600 mg dm™ na temperaturi od
25 °C.
U tabeli 3.5. su prikazane vrednosti konstanti k, korelacionog faktora i ravnotezne

koncentracije q., dobijene modelovanjem rezultata.

Tabela 3.5. Vrednosti konstanti £ za Lagergrenov model pseudo-drugog reda,
korelacioni faktor R’ i ravnotezna koncentracija Ag(I), g. za 25 °C i poetne

koncentracije 300 i 600 mg Ag dm™.

1z Zeolit A
Co, 25°C
mg dm? Kk, & k, &
gmg b’ R m: g'  gmg ' min’ R m: g
300 0,25 1 30,21 0,26 1 31,84
600 0,26 1 44,84 0,37 1 57,14

Na osnovu vrednosti korelacionog faktora R* moZe se zakljuciti da Lagergrenov
model pseudo-drugog reda dobro opisuje kinetiku adsorpcije Ag-jona iz vodenog

rastvora za [Z i zeolit A. Iz tabele 3.5. se takode moZze uociti da eksperimentalno
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odredene vrednosti g, nakon 24 h pokazuju dobro slaganje sa vrednostima ¢, dobijenim
modelovanjem §to ukazuje na uspostavljenu ranotezu.

Detaljnom termijskom analizom uzoraka M-SZ (M= Ni, Cu i Zn, Raji¢ et al.,
2011) utrvrdeno da na oko 500 °C, usled potpune dehidratacije, na povrsini SZ dolazi do
obrazovanja finih nanocestica oksida pre¢nika 2-10 nm. U ovom radu je, pored uzoraka

M-SZ, odredena i antibakterijska aktivnost uzoraka MO-SZ (M= Ni, Cu i Zn).

3.2. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti
3.2.1. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti M-SZ (M= Ni, Cu, Zn) prema
Escherichia coli DSM 498 i Staphylococcus aureus DSM 799

Uzorci SZ u kojima je sadrzaj katjona prelaznih metala iznosio priblizno 0,1-
0,4 mmol M** g'l (0,5 mas.% Ni*"; 2,6 mas.% Cu®" i 1,5 mas.% Zn2+) ispitani su kao
antibakterijski agensi. Antibakterijska aktivnost uzoraka Ni-, Cu- i Zn-SZ ispitana je
prema reprezentativnim sojevima Gram-negativne Escherichia coli DSM 498 1 Gram-
pozitivne bakterije Staphylococcus aureus DSM 799, u razli¢itim vodenim medijumima
(LB medijum, sinteticka i realna voda).

U ispitivanjima, kao kontrolni uzorci koriséeni su uzorci koji su sadrzavali pored
medijuma 1 Cestice SZ. Dobijeni rezultati prikazani su u tabelama 3.6-3.8. gde je
antibakterijska aktivnost izraZena kao smanjenje broja éelija bakterija u log CFU cm™
(engl. CFU-colony forming units) u odnosu na kontrolne uzorke. Pored uzoraka M-SZ,
ispitana je i antibakterijska aktivnost katjona M>" u rastvoru &ija je koncentracija
odgovarala koncentraciji ovih metala u M-SZ u cilju poredenja antibakterijske
aktivnosti slobodnih katjona i katjona imobilisanih na zeolitu.

Nakon jednog sata, ni u jednom od kontrolnih uzoraka sa bilo kojim medijumom
nije zabelezena znaCajna promena broja Celija bakterija. Nakon 24 h uocava se
progresivni rast broja ¢elija bakterija u hranljivom LB medijumu gde broj ¢elija raste za
oko 2,61 3,1 log CFU em™ za E. coli i S. aureus, redom. Ovo je u skladu sa literaturnim
podacima i ¢injenicom da SZ ne pokazuje antibakterijsku aktivnost (Hrenovi¢ et al.,
2012).

Kada je kao medijum koriS¢ena sinteticka voda, broj celija u kontrolnim
uzorcima je takode porastao nakon 24 h za 1,84 i 0,81 log CFU cm™ za E. coli i S.
aureus, redom. U kontrolnim uzorcima u kojima je kao medijum koris¢en realni efluent
primeceno je skoro beznacajno smanjenje broja ¢elija u odnosu na pocetni broj ¢elija E.

coli (za 0,44 log CFU cm™), dok broj éelija S. aureus znadajno opada (za 1,05 log
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CFU cm™). Smanjenje broja ovih éelija moze se objasniti Ginjenicom da S. aureus ne
moze da se razmnozava u otpadnim vodama c¢ija je vrednost HPK relativno mala.
Vrednost HPK efluenta iznosila je 1,206 mg dm”™.

U tabeli 3.6. prikazana je antibakterijska aktivnost Cu-SZ u razliitim
medijumima kao i aktivnost Cu(II) u efluentu pri koncentraciji koja je bila slicna onoj u
Cu-SZ. Smanjenje broja celija se zapaZa ve¢ nakon jednog sata, i taj trend se nastavlja i
nakon 24 h. NajizraZenije smanjenje uocava se u realnom efluentu gde je broj ¢elija E.
coli nakon 1h smanjen za 2,68, a nakon 24 h za 5,83 log CFU cm™. Broj S. aureus
smanjio se za 3,77 i 4,97 log CFU cm™ za 1 i 24 h, redom. Najmanju antibakterijsku
aktivnost Cu-SZ ispoljava u hranljivom LB medijumu gde je broj ¢elija E. coli nakon
1 h smanjen za samo 0,37, i za 0,50 log CFU nakon 24 h. Broj ¢elija S. aureus je
smanjen za 1,1 log CFU ¢cm™ nakon 24 h.

Iz tabele 3.6. se uoc¢ava da Cu-SZ pokazuje vecu aktivnost prema E. coli nego
prema S. aureus u svim ispitivanim medijumima. Takode, uocava se i da je u
eksperimentima sa jonima Cu, antibakterijska aktivnost slobodnog Cu(Il) izraZenija

nego kada je imobilisan u Cu-SZ.
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Tabela 3.6. Broj celija E. coliiS. aureus u razli¢itim medijumima (Luira
Bertani — LB, sinteticka voda i realni efluent) u kontrolnim uzorcima, smanjenje broja

bakterija nakon 1 i 24 h i pH-vrednost na kraju eksperimenta.

Kontrola, Smanjanje broja ¢elija,
Medijum log CFU cm” log CFU cm” pH
lh  24h 1h 24 h
E. coli
LB + Cu-SZ 6,72 9,28 037" 0,50 6,74%
Sinteticka voda + Cu-SZ 6,56 8,40 1,274F 7,978 5,89
Efluent +Cu-SZ 6,68 624 2,68 4PC 5,83 4BC 7,14 4BC
Efluent +Cu 6,28 6,68 4,73 HBCP 6,68 45D 787 ABCD
S. aureus
LB + Cu-SZ 722 10,28 0,03 1,10% 6,76
Sintetitka voda + Cu-SZ 7,19 8,00 3,07%° 6,99 *° 59547
Efluent +Cu-SZ 6,77 5,72 3,77 48C 4,97%P 6,8545C
Efluent +Cu 702 6,18 5,10ABCD 6,1748CP 7 464BCP

to E. coli (10° CFU cm™)= 3,49+1,02; t, S. aureus(10’” CFU cm™) =1,51+0,26;

znaGajno razli¢ite vrednosti u poredenju sa * - kontrolom; ®-LB medijumom +Cu-SZ; -
sintetickom vodom + Cu-SZ; P-efluentom + Cu-SZ. Prikazane su srednje vrednosti za tri
probe. Smanjenje broja éelija radunato je kao razlika log CFU cm™ u odnosu na

kontrolu.

Antibakterijska aktivnost Zn-SZ u razliitim vodenim medijumima kao i
antibakterijska aktivnost Zn>" u efluentu u koli¢ini koja je ekvivalentna koli¢ini u SZ
prikazana je u tabeli 3.7. Nakon jednog sata u svim ispitivanim medijumima uocava se
skoro beznacCajna antibakterijska aktivnost. Nakon 24 h u svim sistemima Zn-SZ
ispoljava se slican antibakterijski efekat kao i u slucaju Cu-SZ. Zn-SZ takode ne
pokazuje znacajnu antibakterijsku aktivnost u hranljivom LB medijumu (nakon 24 h
broj ¢elija je redukovan za 0,47 i 1,1 log CFU cm™ za E. coli i S. aureus, redom).
Antibakterijska aktivnost Zn-SZ prema E. coli u sintetickoj vodi i realnom efluentu se
znacajno razlikuje od antibakterijske aktivnosti u LB medijumu. S. aureus je otporniji

na delovanje Zn-SZ od E. coli u efluentu.
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Tabela 3.7. Broj ¢elija E. coli i S. aureus u razli¢itim medijumima (Luira Bertani — LB,

sintetiCka voda i realni efluent) u kontrolnim uzorcima, smanjenje broja ¢elija nakon 1 i

24 h i pH-vrednost na kraju eksperimenta.

Kontrola, Smanjanje broja ¢elija,
Medijum log CFU ¢cm™ log CFU ¢cm™ pH
lh  24h 1h 24h
E. coli
LB medijum + Zn-SZ 6,72 9,28 033" 0,474 6,77
Sinteticka voda + Zn-SZ 6,56 8,40 0,41 4P 7,89 4P 6,70 %
Efluent +Zn-SZ 6,68 624 0,54 ~PC 5,93 4BC 7,16 4PC
Efluent +Zn 6,28 6,68 1,82 4BCD 6,68 48D 781 ABLD
S. aureus
LB medijum + Zn-SZ 7,22 10,28 0,03 1,10% 6,74
Sinteticka voda + Zn-SZ 7,19 8,00 0,24 %" 6,59 4" 6,62*
Efluent +Zn-SZ 6,77 5,72 0,197 4,70 P 7,11 48C
Efluent +Zn 702 6,18 1,1548CP 6,1748CP g 7ABCD

to E. coli (10° CFU cm™)= 3,49+1,02;

to S. aureus(10' CFU cm™) =1,51+0,26;

znacajno razligite vrednosti u poredenju sa * - kontrolom; ®-LB medijumom +Zn-SZ; ©-

sintetitkom vodom + Zn-SZ; P-efluentom + Zn-SZ. Prikazane su srednje vrednosti za tri

probe. Smanjenje broja celija racunato je kao razlika log CFU cm”® u odnosu na

kontrolu.

Uticaj Ni-SZ u ispitivanim medijumima prema E. coli i S. aureus nakon 1124 h

prikazan je u tabeli 3.8. Nakon jednog sata ne dolazi do znacajnog smanjenja broja

¢elija ni E. coli ni S. aureus. Smanjenje broja celija E. coli 1 S. aureus u svim

ispitivanim medijumima nakon 24 h je nesSto vece, medutim ne prelazi 20 %. Ni-SZ

pokazuje najmanju antibakterijsku aktivnost u LB medijumu. U ovom medijumu,

aktivnost Ni(Il) je znatno ve¢a u odnosu na Ni-SZ, gde je prema E. coli postignut skoro

baktericidni efekat. Prema S. aureus smanjenje broja éelija iznosi 0,56 log CFU cm™.
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Tabela 3.8. Broj ¢elija E. coli i S. aureus u razli¢itim medijumima (Luira Bertani — LB,
sintetiCka voda i realni efluent) u kontrolnim uzorcima, smanjenje broja ¢elija nakon 1 i

24 h i pH-vrednost na kraju eksperimenta.

Kontrola, Smanjanje broja ¢elija,
Medijum log CFU cm” log CFU cm” pH
lh  24h 1h 24 h
E. coli
LB medijum + Ni-SZ 6,72 9,28 0,09* 0,304 6,934
Sintetitka voda + Ni-SZ 6,56 8,40 0,09 1,624° 7,828
Efluent +Ni-SZ 6,68 624 0,127 1,1548 7,95 4BC
Efluent +Ni 6,28 6,68 0,77 48P 6,294BCP g 29 ABED
S. aureus
LB medijum + Ni-SZ 7,22 10,28 0,02 0,454 6,914
Sintetitka voda + Ni-SZ 7,19 8,00 0,09 0,81%° 7,738
Efluent +Ni-SZ 6,77 5,72 0,08 0,56 " 7,88 4BC
Efluent +Ni 702 6,18 0,43 324ABCD g 5ABCD

to E. coli (10° CFU cm™)= 3,49+1,02; ty S. aureus(10’ CFU cm™) =1,51+0,26;
znacajno razligite vrednosti u poredenju sa * - kontrolom; ®-LB medijumom +Ni-SZ; ©-
sintetickom vodom + Ni-SZ; P-efluentom + Ni-SZ. Prikazane su srednje vrednosti tri
probe. Smanjenje broja celija racunato je kao razlika log CFU cm”® u odnosu na

kontrolu.

Rezultati ispitivanja antibakterijske aktivnosti Ni-, Cu- 1 Zn-SZ pokazuju da su
ovi uzorci aktivniji u sintetickoj vodi i efluentu nego u hranljivom LB medijumu. Kao
objasnjenje mogla bi se ponuditi ¢injenica da hranljivi medijumi generalno imaju veliku
vrednost HPK §to upucuje na visok sadrzaj organskih materija pri ¢emu katjoni
ispitivanih metala obrazuju komplekse sa komponentama prisutnim u hranljivom
medijumu $to onda smanjuje njihovu antibakterijsku aktivnost.

Katjoni ispitivanih metala u rastvoru pokazuju vecu antibakterijsku aktivnost u
odnosu na uzorke M-SZ §to bi se moglo pripisati njihovoj imobilizaciji u reSetki SZ.

Na slici 3.12. prikazani su uzorci SZ iz kontrolnih sistema sa LB hranljivim

medijumom nakon 24 h. Zapaza se da dolazi do imobilizacije bakterija na povrSini SZ.
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Ovaj rezultat ukazuje da povrSina zeolita moze da posluzi i kao nosac¢ bakterija. Rezultat

je znacajan sa glediSta primene bakterija u bioreaktorima.

N " ¢ o
5 .

b)
Slika 3.12. SEM fotografija povrSine SZ iz kontrolnih sistema: a) E. coli i b) S. aureus.

Vrednosti pH se tokom eksperimenata nisu znacajno menjale i bile su u opsegu
koji je optimalan za rast ispitivanih bakterija (Garrity ef al, 2005) Sto ukazuje na
¢injenicu da antibakterijska aktivnost nije u vezi sa promenom pH-vrednosti, veé je
posledica aktivnosti uzoraka zeolita.

Kako bi se stekao $to bolji uvid u mehanizam antibakterijskog dejstva, nakon
svih eksperimenata odredivana je koncentracija metala u efluentu. Izmerene

koncentracije prikazane su u tabeli 3.9.
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Tabela 3.9. Koncentracije i procenti izluzenih katjona metala u efluentu.

Koncentracija (mg M 100 cm™) % izluzenog M
Uzorak
E. coli S. aureus E. coli S. aureus
Cu-SZ - - - -
Zn-SZ 0,2 0,2 1,6 1,1
Ni-SZ 0,2 0,5 3.4 9,1

Uocava se da koncentracija izluZenih metala opada u skladu sa slede¢im
redosledom: Ni*">Zn*">Cu*". Ovaj trend se moze objasniti time §to selektivnost zeolita
prema svim katjonima nije ista i upravo opada u nizu Cu*"> Zn*"> Ni*" (Raji¢ et al,
2010; Stojakovi¢ et al. 2011a; Stojakovi¢ et al. 2011b). Medutim, znacajno je naglasiti
da su koncentracije izluzenih katjona uglavnom u granicama maksimalno dozvoljenih
koncentracija (MDK) za pija¢u vodu u R. Srbiji (web 6) sem za nikal. S obzirom da Ni-
SZ nije pokazao znacajnu antibakterijsku aktivnost, ovaj rezultat nema veci znacaj.

Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da se antibakterijska aktivnost
Cu-SZ 1 Zn-SZ ne bi mogla pripisati izluzenim katjonima metala ve¢ upravo ispitivanim

uzorcima zeolita.

3.2.2. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti MO-SZ prema E.coli DSM 498 i S.
aureus DSM 799
Antibakterijska aktivnost MO-SZ (M= NiZ*, cu*" i Zn2+) ispitana je u realnom

efluentu nakon 1 i 24 h. Rezultati su prikazani u tabeli 3.10.
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Tabela 3.10. Smanjenje broja ¢elija E. coli ili S. aureus u realnom efluentu i

kontrolnim uzorcima, nakon 1124 h.

R . Smanjenje broja celija Smanjenje broja ¢elija,
" Kontrola Kontrola
CuO-SZ ZnO-SZ NiO-SZ CuO-SZ ZnO-SZ NiO-SZ
E. coli S. aureus
1 6,68 0,45 0,14 0,07° 6,77 2,774 0,198 0,114B¢
24 6,24 5,44" 3,358 0,16"PC 572 5,374 3,908 0,385¢

to E. coli (10° CFU cm™)= 3,49+1,02; t, S. aureus(10’ CFU cm™) =1,5140,26; znadajno
razli¢ite vrednosti u poredenju sa * - kontrolom; ®- CuO- SZ; ©-ZnO-SZ. Prikazane su
srednje vrednosti tri probe. Vrednosti kontrolnih uzoraka i smanjenja broja celija
prikazane su u jedinicama log CFU cm’™. Smanjenje broja bakterija rac¢unato je kao

razlika u odnosu na kontrolu.

Kao §to se moze uociti, nakon 1 h svi MO-SZ pokazuju uglavnom slabu
antibakterijsku aktivnost prema oba ispitivana soja, osim CuO-SZ, kod koga je doslo do
smanjenja broja ¢elija S. aureus za 2,77 log CFU cm™. Smanjenje je o¢igledno nakon
24 h. Broj ¢éelija E. coli smanjuje se za 5,44 (CuO-SZ) i 3,35 log CFU cm™za ZnO-SZ.
Do sli¢nog smanjenja broja ¢elija dolazi i kod S. aureus (5,37 kod CuO-SZ i 3,90 log
CFU cm™ za Zn0O-S7).

NiO-SZ ne pokazuje znacCajno smanjenje broja ¢elija nakon 24 h (smanjenje
broja ¢elija iznosi 0,16 odnosno 0,38 log CFU c¢m™ za E. coli i S. aureus, redom). Usled
tako malog smanjenja broja ¢elija odreden je i broj imobilisanih ¢elija na NiO-SZ za E.
coli 1 S. aureus. Broj imobilisanih ¢elija je slian broju imobilisanih ¢elija na SZ §to
potvrduje da NiO-SZ ne ispoljava znacajan antibakterijski efekat na ispitivane sojeve.

Ispitivana je i1 antibakterijska aktivnost MO-SZ prema E. coli u nesterilnom
realnom efluentu kao medijumu pri koncentraciji suspenzije od 1 i 5g MO-SZ u
100,0 cm™ (tabela 3.11.). Nakon 1 h CuO- i ZnO-SZ postigli su baktericidnu aktivnost
prema ispitivanoj bakteriji u nizoj ispitivanoj koncentraciji. Nakon kontakta 1 g NiO-SZ
u 100,0 cm™ tokom 24 h nije postignuta baktericidan efekat prema ispitivanoj bakteriji.
Kada je kori§¢ena koncentracija od 5 g NiO-SZ u 100,0 cm™ baktericidni efekat je
postignut ve¢ u prvom satu (tabela 3.11.). Antibakterijska aktivnost NiO-SZ se
znacajnije nije menjala sa promenom koncentracije. Na osnovu prikazanih rezultata

mozZe se izvesti zakljuCak da antibakterijska aktivnost zavisi od tipa metala na zeolitu.
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Tabela 3.11. Broj ¢elija E. coli u nesterilnom realnom efluentu i kontrolnim

uzorcima, tokom 24 h.

Smanjenje broja bakterija,

Smanjenje broja bakterija,

Vreme, Kontrola  konc. 1 g MO-SZ 100 cm™ Kontrola  konc. 5 g MO-SZ 100 cm™

CuO-SZ ZnO-SZ NiO-SZ CuO-SZ ZnO-SZ NiO-SZ
1 2,23 2,23% 223%  0,36™%C 223 2,23% 2.23%  2,23%BC
2 2,22 2,204 2,228 0,83MBC 222 2,204 2,228 2 20ABC
3 2,23 2,234 2,234 0,69MPC 223 2,234 2,238 223ABC
4 2,84 2,84 2,84% 0,74 284 2,844 2,84%  0,914B€
5 3,04 3,04" 3,044 0,14%°C 304 3,04" 3,044 1,39%°C
24 3,57 3,57% 3,57 1,91%°C 357 3,57% 3,57 2,007

to E. coli (10° CFU cm™)= 1,55+0,22; znacajno razli¢ite vrednosti u poredenju sa * -
kontrolom; B- CuO- SZ; ©-ZnO-SZ. Prikazane su srednje vrednosti tri probe. Vrednosti
kontrolnih uzoraka i smanjenja broja ¢elija prikazano je u jedinicama log CFU cm™.

Smanjenje broja bakterija racunato je kao razlika u odnosu na kontrolu.

Vrednost pH se tokom izvodenja eksperimenata nije znacajno menjala (0,2-0,8
pH jedinica) $to pokazuje da antibakterijska aktivnost nije posledica promene pH.
U efluentu je, nakon 24 h eksperimenta, odredena i koncentracija izluzenih

katjona (tabela 3.12.) kako bi se imao §to jasniji uvid u mehanizam delovanja MO-SZ.

Tabela 3.12. Koncentracije i procenti izluzenih metala sa MO-SZ nakon

eksperimenta.

Koncentracija (mg M 100 cm'3) % izluzenog metala

Uzorak  E. coli S. aureus E. coli S. aureus
CuO-SZ - - - -
ZnO-SZ 0,04 0,14 0,25 0,95
NiO-SZ 0,03 0,04 0,51 0,65

Koncentracije izluzenih katjona su u granicama MDK (web 6) i moglo bi se
zakljuciti da se antibakterijska aktivnost moze pripisati MO-SZ a ne izluzenim

katjonima.
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Uocava se da je antibakterijska aktivnost M-SZ (M=Cu, Zn) tokom 11 24 h
kontakta izrazenija od aktivnosti MO-SZ.

3.2.3. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti M-IZ i M-A prema izolatima E. coli

U ovom radu su, osim E. coli DSM 498, za ispitivanje antibakterijske aktivnosti
koriS¢ena i dva izolata ove vrste koji su izolovani iz prirodnih voda u R. Srbiji. Ispitana
je antibakterijska aktivnost uzoraka M-IZ i M-A (M — Cu, Zn, Ag). U svim uzorcima
zeolita koncentracija katjona M iznosila je 0,25 mmol g™

Vitek-MS metodom potvrdeno je da su izolati (izolat I i izolat II) iz realnih voda
zaista sojevi E. coli. Profil antibiotske otpornosti izolata odreden je VITEK-metodom i

prikazan je u tabeli 3.13.
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Tabela 3.13. Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) u mg dm™ ispitivanih

antibiotika prema izolatima E. coli.

DSM 498 Izolat I Izolat 11
Antibiotik
MIC Profil MIC Profil MIC Profil
Ampicilin 4 S >16 R <2 S
Amoksicilin/
S 8 S <2 S

Klavulanska kiselina
Piperacilin/

<4 S <4 S <4 S
Tazobactam
Cefotaksim <1 S <1 S <1 S
Ceftazidim <1 S <1 S <1 S
Cefepim <1 S <1 S <1 S
Ertapenem <0,5 S <0,5 S <0,5 S
Imipenem <0,25 S <0,25 S <0,25 S
Meropenem <0,25 S <0,25 S <0,25 S
Amikacin <2 S <2 S <2 S
Gentamicin <1 S <1 S <1 S
Ciprofloksacin <0,25 S > R <0,25 S
Norfloksacin <0,5 S >8 R <0,5 S
Fosfomicin <16 S <16 S <16 S
Nitrofurantoin <16 S <16 S <16 S
Sulfametoksazol /

<20 S <160 R <20 S

Trimetoprim

*S- osetljiv; R- otporan.

Na osnovu profila antibiotske otpornosti utvrdeno je da su DSM 498 i izolat II
osetljivi na sve ispitivane antibiotike, dok je izolat I otporan na 4 vrste antibiotika
(ampicilin, ciprofloksacin, norfloksacin i sulfametoksazol/trimetoprim).

Antibakterijska aktivnost uzoraka zeolita prvo je ispitana u hranljivom

medijumu —peptonskoj vodi. Rezultati su prikazani na slici 3.13.
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Slika 3.13. Antibakterijska aktivnost uzoraka zeolita u peptonskoj vodi prema E. coli:
a) DSM 498; b) Izolat I; ¢) Izolat II.
*(Znacenje simbola: == Pozitivna kontrola; -~ Negativna kontrola; = Cu-1Z;
== Cu-A; = Zn-17; -8~ Zn-A; —— Ag-1Z; — Ag-A (linije koje pokazuju

antibakterijsku aktivnost Ag-1Z i Ag-A paralelne su sa negativnom kontrolom)).

Ag-1Z i Ag-A u peptonskoj vodi ispoljavaju baktericidni efekat ve¢ nakon pola

sata prema sva tri izolata (slika 3.13.). S obzirom na ¢injenicu da ovi uzorci pokazuju
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baktericidni efekat za kratko vreme u medijumu bogatom hranljivim materijama

(HPK=17900 mg O, dm™), antibakterijska aktivnost nije ispitivana u realnoj vodi u

kojoj je vrednost HPK znacajno manja. Antibakterijska aktivnost Cu- i Zn-Z u

peptonskoj vodi je mala, ispod 50 % za sve ispitivane sojeve bakterija.

Antibakterijska aktivnost M-1Z i M-A (M=Cu, Zn) ispitana je prema sva tri

izolata i u realnim vodama-vodi iz Savskog jezera u Beogradu (SV) i jednoj

komercijalno dostupnoj vodi (JV). Rezultati su prikazani u tabelama 3.14.-3.16.

Tabela 3.14. Smanjenje broja ¢éelija E. coli DSM 498 u odnosu na kontrolu tokom 24 h
izrazeno kao redukcija log CFU u realnim vodama za: a) IZ, Cu- i Zn-1Z; b) zeolit A,
Cu- i Zn-A i vrednosti pH na kraju eksperimenta.

a)
Smanjenje broja Celija
Zeolit 1h 3h 6 h 24 h pH
Voda iz Savskog jezera (SV)
Kontrola* 6,84 6,73 6,74 6,73 7,74
1Z 0,00 -0,09 0,02 -0,07 7,89
Cu-IZ 2934 552% 674" 673" 6,77
Zn-IZ 088" 467" 674" 673" 6,69
Komercijalno dostupna voda (JV)
Kontrola* 7,36 7,30 7,41 7,14 7,76
17 0,04 0,02 0,17 -0,02 6,89
Cu-1Z 496% 730" 741" 714" 678
Zn-1Z 081"% 362" 410" 422" 681
to (log CFU cm™) = 7,1+0,3.
b)
Smanjenje broja ¢elija
Zeolit 1h 3h 6h 24h pH
Voda iz Savskog jezera (SV)
Kontrola* 7,22 7,17 7,24 7,24 7,69
A 0,05 0,06 0,13 0,13 9,25
Cu-A 345% 717" 724" 724" 888
Zn —-A 0,19 0,06 0,05 0,11 8,69
Komercijalno dostupna voda (JV)
Kontrola* 7,36 7,30 7,41 7,14 7,76
A 0,09 -0,01 0,19 0,15 9,89
Cu-A 445%  528"% 639" 714" 878
Zn-A -0,04 0,01 0,20 -0,02 8,81

to (log CFU cm™) = 7,3+0,2.

Prikazane su srednje vrednosti tri merenja. NajniZi nivo osetljivosti je 10 CFU ecm™. * —
znacajno razlicito u poredenju sa pozitivnom kontrolom. Vrednosti kontrolnih uzoraka i

smanjenja broja éelija prikazano je u jedinicama log CFU cm™. Smanjenje broja bakterija

racunato je kao razlika u odnosu na kontrolu.
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Cu-1Z pokazuje baktericidni efekat prema E. coli DSM 498 u SV nakon 6 h dok
se u JV baktericidni efekat ostvaruje nakon 3 h. Zn-IZ takode ispoljava baktericidni
efekat prema izolatu DSM 498 u SV, dok se u JV uocava smanjenje broja celija za oko
3 log CFU. Cu-A ispoljava baktericidni efekat prema ispitivanom soju nakon 3 h u SV,
odnosno nakon 24 hu JV (tabela 3.14).

Tabela 3.15. Smanjenje broja bakterija . coli 1zolat I u odnosu na kontrolu
tokom 24 h izrazeno kao redukcija log CFU u realnim vodama za: a) IZ, Cu- i Zn-1Z; b)

zeolit A, Cu- i Zn-A i vrednosti pH na kraju eksperimenta.

a)
Smanjenje broja ¢elija
Zeolit 1h 3h 6h 24h pH
Voda iz Savskog jezera (SV)
Kontrola* 7,31 7,14 7,23 7,02 7,43
1Z 0,01 0,07 0,06 0,11 6,39
Cu-1Z 5384 7,14 7237 7.02% 6,80
Zn-1Z 2,954 7,142 7237 7.02% 685
Komercijalno dostupna voda, JV
Kontrola* 7,10 7,07 6,87 6,65 7,76
1Z 0,02 0,14 -0,16 0,12 6,87
Cu-1Z 6,004 7,07 687% 665% 6,78
Zn-1Z 584  6,67% 687" 665" 689
to (log CFU cm™) = 7,2+0,1.
b)
Smanjenje broja celija
Zeolit 1h 3h 6h 24h pH
Voda iz Savskog jezera (SV)
Kontrola* 7,31 7,14 7,23 7,02 7,43
A 0,05 -0,03 0,06 -0,10 9,92
Cu-A 444" 7147 72374 7022 9,08
Zn-A 0,10 -0,08 0,06 0,12 9,30
Komercijalno dostupna voda (JV)

Kontrola* 7,10 7,07 6,87 6,66 7,76
A 0,03 0,34 0,18 0,64 9,59
Cu-A 594% 707  687% 666" 887
Zn-A -0,02 0,29 0,21 1,76 8,88

to (log CFU cm™) = 7,240,1.
*Broj bakterija u kontroli izraZen je kao log CFU c¢m™. Prikazane su srednje vrednosti tri
merenja. Najnizi nivo osetljivosti je 10 CFU cm™. * — znadajno razli¢ito u poredenju sa
pozitivnom kontrolom. Vrednosti kontrolnih uzoraka i smanjenja broja celija prikazano je u
jedinicama log CFU cm™. Smanjenje broja bakterija radunato je kao razlika u odnosu na

kontrolu.
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Cu-IZ 1 Cu-A nakon 3 h pokazuju baktericidni efekat prema izolatu I (tabela

3.15.) u oba ispitivana medijuma. Zn-IZ ispoljava baktericidni efekat nakon 3 h u SV i

nakon 6 hu JV.

Tabela 3.16. Smanjenje broja bakterija E. coli 1zolat I u odnosu na kontrolu tokom

24 h izrazeno kao redukcija log CFU u realnim vodama za: a) 1Z, Cu- i Zn-1Z; b) zeolit

A, Cu- 1 Zn-A i vrednosti pH na kraju eksperimenta.

a)
Smanjenje broja ¢elija
Zeolit 1h 3h 6h 24h pH
Voda iz Savskog jezera (SV)
Kontrola* 7,34 7,44 7,45 7,47 7,50
1Z -0,13 0,11 0,22 0,14 6,79
Cu-1Z 442°%  443% 745" 7477 6,78
Zn-1Z 0,73 371% 580" 747" 684
Komercijalno dostupna voda (JV)
Kontrola* 7,05 6,85 6,92 6,79 7,52
Z 0,07 0,02 -0,22 -0,01 6,70
Cu-1Z 451 685% 692" 679" 6487
Zn-17 1,88"  358% 692"  679% 682
to (log CFU cm”) = 7,2+0,2.
b)
Smanjenje broja ¢elija
Zeolit 1h 3h 6h 24h pH
Voda iz Savskog jezera (SV)
Kontrola* 7,34 7,44 7,45 7,47 7,50
A 0,02 0,06 0,14 0,30 9,95
Cu-A 3,75% 744" 745" 747" 882
Zn-A 0,23 0,69 0,53 0,52 8,81
Komercijalno dostupna voda (JV)

Kontrola* 7,05 6,85 6,92 6,79 7,52
A 0,12 0,09 0,00 0,41 9,92
Cu-A 437" 685" 69" 679" 880
Zn-A 0,14 0,19 0,35 0,95 8,97

to (log CFU cm™) = 7,240,2.

*Broj bakterija u kontroli izraZen je kao log CFU cm™. Prikazane su srednje vrednosti tri

merenja. NajniZi nivo osetljivosti je 10 CFU cm™. * — zna¢ajno razligito u poredenju sa

pozitivnom kontrolom. Vrednosti kontrolnih uzoraka i smanjenja broja ¢elija prikazano je u

jedinicama log CFU c¢m™. Smanjenje broja bakterija ra¢unato je kao razlika u odnosu na

kontrolu.
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Izolat II je pokazao vecu otpornost od izolata [ prema Cu-1Z. Baktericidni efekat
se u SV postize nakon 6 h, dok se u JV postize za 3 h (tabela 3.16.). Takode, ovaj izolat
je od izolata I otporniji i na dejstvo Zn-I1Z, gde se tek nakon 24 h postize baktericidni
efekat u SV dok u JV baktericidno dejstvo Zn-IZ ispoljava nakon 6 h. Cu-AiuSViu
JV ispoljava baktericidni efekat prema ovom izolatu za 3 h.

Zn-A ne ispoljava baktericidne efekte ni prema jednom od ispitivanih izolata
(tabele 3.13.-3.15). Prema izolatima I i IT u SV nakon 24 h ispoljava se antibakterijski
efekat, pri Gemu se broj ¢elija smanjuje za 1,76 i 0,95 log CFU ecm™ za izolat I odnosno
I1, redom, u JV dok ne ispoljava nikakav efekat prema DSM 498 (tabela 3.14).

Na osnovu prikazanih rezultata moze se izvesti zakljucak da antibakterijska
aktivnost M-Z u sva tri ispitivana vodena medijuma opada u slede¢em nizu: Ag-1Z~Ag-
A>Cu-1Z=Cu-A>Zn-1Z>>>7n-A. 1z prilozenog niza moze se pretpostaviti da
antibakterijska aktivnost uglavnom zavisi od metala a ne od tipa zeolita.

U tabelama 3.13-3.15. prikazane su i pH-vrednosti na kraju eksperimenta. Kao
Sto se moze primetiti iz tabela, pH-vrednost je u granicama 6,70-9,92, Sto je iznad
gornje granice za normalan rast E. coli (Garrity et al., 2005). Medutim, razlika u pH-
vrednostima na kraju eksperimenta se ne smatra razlogom antibakterijske aktivnosti M-
1Z 1 M-A, jer se ova razlika uoCava i kod nemodifikovanih zeolita (IZ i A) koji ne
ispoljavaju antibakterijski efekat. Poznato je da ni prirodni, ni sinteticki zeoliti, ne
pokazuju antibakterijski efekat ukoliko nisu obogaceni teSkim metalima (Hrenovi¢ et
al., 2012; Jiraroj et al., 2014).

Nakon 1 h, koncentracija srebra izluZzena u peptonsku vodu sa Ag-A iznosila je
4,17 mg Agdm™. Sa Ag-IZ izluzeno je 0,81 mg Agdm™. Koncentracija izluZenog
srebra sa Ag-A je neito veéa nego MIK vrednost za E. coli (3,996 mg Ag"dm™, Mulley
et al., 2014) dok je u sluaju Ag-1Z znacajno manja. Ova Cinjenica ukazuje da se
antibakterijska aktivnost moze pripisati ne samo uzorcima zeolita ve¢ i slobodnim
jonima srebra. Koncentracije izluzenog Ag su vece od vrednosti MDK, pa se upotreba
Ag-A i Ag-Z ne bi mogla preporuciti u procesima dezinfekcije voda.

Sa ciljem definisanja antibakterijskog mehanizma delovanja M-I1Z i M-A
izmerena je koliCina bakra i cinka izluzenih sa Cu- i Zn-1Z i A u realnim vodama kao i
opticka gustina oslobodenog ¢elijskog materijala (ODg).

Na osnovu prikazanih rezultata u tabeli 3.17. uoCava se da je koncentracija
izluzenih metala manja od MDK vrednosti za vode (WHO, 2003a, i b) kao i da su

izluZene vrednosti znacajno manje od MIK vrednosti ovih metala za E. coli (1mM;
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Navarro, 2013). Ovi rezultati upucuju na zakljucak da antibakterijski efekat ispoljavaju

uzorci zeolita a ne slobodni katjoni metala.

Tabela 3.17. Izluzene koli¢ine Cu i1 Zn sa metal-modifikovanih zeolita.

Koli¢ina izluzenih metala (mg M dm'3)

DSM 498 Izolat 1 Izolat 2

Uzorak SV

Cu-A 0,17 0,06 0,33

Cu-1Z 0,19 0,30 0,08

Zn-A 0,01 0,01 0,01

Zn-1Z 0,39 0,36 0,47
1A%

Cu-A 0,22 0,24 0,17

Cu-1Z 0,30 0,25 0,33

Zn-A 0,01 0,01 0,07

Zn-1Z 0,28 0,26 0,17

Sa ciljem ispitivanja da 1i M-IZ i M-A izazivaju oStecenje citoplazmati¢ne
membrane i oslobadanje ¢elijskog materijala kroz membranu, merena je opticka gustina
na 260 nm (Cox et al., 2001; Carson et al., 2002; de Souza et al., 2010). Prilikom
merenja ni u jednom od ispitivanih sistema nije uocena promena vrednosti ODgp. Ovo
upucuje na zaklju¢ak da primarni mehanizam antibakterijskog delovanja M-Z nije
oStecenje citoplazmaticne membrane E. coli.

Imajuéi u vidu ispoljenu antibakterijsku aktivnost ispitivanih uzoraka zeolita,
promene vrednosti pH, kao i izluZzene koncentracije katjona metala, moze se zakljuciti

da bi Cu-1Z, Cu-A, Zn-1Z mogli na¢i primenu u postupku dezinfekcije vode.

3.2.4. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti M-SZ prema Kklinickom izolatu A.
baumannii

S obzirom na antibakterijsku aktivnost uzoraka zeolita prema E. coli i S. aureus,
ispitana je i aktivnost M-SZ (M= Ni, Cu, Zn, Ag) prema multirezistentnoj vrsti bakterija

------

izolovanim iz Splitske Univerzitetske bolnice. Rezultati ispitivanja antibakterijske
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aktivnosti prikazani su na slikama 3.14 i 3.15. Prema IC I i II ispitivana je i
antibakterijska aktivnost Ni- i Zn —SZ. Ovi uzorci nisu pokazali aktivnost ni prema

jednom od klonova u ispitivanom opsegu (15,6-1000 mg M-SZ g™).
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Slika 3.14. Antibakterijska aktivnost razli¢itih koncentracija Cu-SZ nakon 1 (plava
linija) i 24 h (crvena linija) prema klinickom izolatu Acinetobacter baumannii a) IC I; b)
IC klon II. Prikazane su srednje vrednosti tri merenja. PocCetni broj ¢elija iznosio je ty IC

I (10 ®* CFU cm™)=8,80+0,17; to IC II (10’ CFU cm™)=1,40+0,17.
Kao Sto se sa grafika moze zapaziti, antibakterijska aktivnost Cu-SZ raste sa

porastom koncentracije Cu-SZ u suspenziji kao i sa porastom vremena kontakta (slika

3.14.). IC I je otporniji od klona II i minimalna baktericidna koncentracija (MBK) Cu-
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SZ prema klonu I iznosi 250 mg dm™ dok za klon IT 125 mg dm™. Vrednost za MIK su

za jedan red veli¢ine manje od MBK vrednosti.
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Slika 3.15. Antibakterijska aktivnost razlicitih koncentracija Ag-SZ 1 (plava linija) i
24 h (crvena linija) prema klinickom izolatu Acinetobacter baumannii a) IC 1; b) IC
klon II. Prikazane su srednje vrednosti tri merenja. PoCetni broj ¢elija iznosio je

toIC I (10 * CFU cm™)=8,80+0,17; to IC I1 (10" CFU cm™)=1,40+0,17.

Antibakterijska aktivnost Ag-SZ raste sa porastom vremena i koncentracije Ag-
SZ u suspenziji (slika 3.15). MBK Ag-SZ prema klonu I iznosi 250 mg dm™ dok je
prema klonu II znaGajno manja - 31,2 mg dm™ 3to ukazuje da je klon I otporniji od
klona II prema Ag-SZ. MIK vrednosti Ag-SZ za klon I iznose 62,5 mgdm™i
15,6 mg dm™ za klon I i I, redom.
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Takode, i u ovim eksperimentima odredena je koncentracija Cu i Ag izluZenih sa

Cu- 1 Ag-SZ i rezultati su prikazani u tabeli 3.18.

Tabela 3.18. Koncentracije izluZenih katjona u suspenzijama za koje su
utvrdene vrednosti MBK 1 MIK. Pored koncentracije katjona, prikazan je i procenat

izluZivanja.

3 . o . 3 . = .
Konc. mg dm % izluzivanja  Konc. mg dm™ % izluzivanja

Cu Ag
Klon I
MBK 0,40 7,9 0,09 0,7
MIK 0,52 20,3 0,06 1,9
Klon IT
MBK 0,10 4,1 0,13 8,2
MIK 0,12 9,5 0,08 10,6

Izluzene koncentracije su u granicama vrednosti MDK propisanih za R. Srbiju
(web 6). Ovi rezultati ukazuju da se katjoni imobilisani na zeolitu izluzuju od 4 do 20 %
Sto bi moglo da ukaze na antibakterijsku aktivnost kako katjona, tako i samih zeolita.

Bojenjem celija dokazano je postojanje tankog sloja ekstracelularne te¢nosti kod
oba klona A. baumannii (slika 3.16.). Ekstracelularna te¢nost ima znacajnu ulogu u
detoksikaciji teSkih metala tako Sto sprecava da katjoni teSkih metala dospeju do same
bakterijske celije (Jayasankar et al., 2008). S obzirom da se infekcije izazvane
bakterijom A. baumannii vrlo tesko kontroliSu i da je ovaj soj poznat kao
multirezistentan, razvoj novih antimikrobnih agenasa jedan je od prioritetnih zadataka u
mikrobiologiji. Prikazani rezultati ukazuju da ispitivani zeoliti mogu da budu osnova za

iznalazenje reSenja u ovoj oblasti.
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Slika 3.16. Tanak sloj ekstracelularne tecnosti (plava boja) bakterijskih izolata 4.

baumannii a) IC I; b) IC klon II. Celije 4. baumannii obojene su crveno.

3.3. Mehanizam antibakterijskog delovanja

Podaci u vezi sa mehanizmom antibakterijskog dejstva, narocito kada je u
pitanju multirezistentan 4. baumannii, u literaturi su vrlo oskudni. Kako je u ovom radu
pokazano da Ag-SZ pokazuje baktericidni efekat prema A. baumannii pri c¢emu se sa
Ag-SZ izluzi oko 10 % Ag, ispitana je priroda veze koju srebro ostvaruje sa biomasom
A. baumannii. Za ove eksperimente odabran je soj RUH 134 koji je usvojen kao
referentni za Internacionalni klon IT (Nigro i1 Hall, 2012).

EDAX metodom najpre je ispitan koncentracioni profil srebra na povrSini
biomase i pokazano je da se srebro ravnomerno rasporeduje (slika 3.17b). Kao Sto se

moze uociti sa slike 3.17a, bakterijske ¢elije su gusto rasporedene i nisu ostecene.
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N
Slika 3.17. a)SEM fotografija bakterijske biomase i b) koncentracija Ag i C na

povrsini biomase.

Priroda veze izmedu srebra i biomase ispitana je EXAFS/XANES metodom. Za
potrebe analize sintetisani su kompleksi srebra sa razli¢itim aminokiselinama kao i Ag-
citrat. Kod ovih kompleksa atomi Ag ostvaruju koordinacione veze sa atomima N, O
i/ili S. Sintetisani kompleksi su koriS¢eni kao referentni uzorci - standardi. Prostorni

raspored atoma u Cetiri sintetisana standarda prikazan je na slici 3.18.
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Slika 3.18. Prostorni raspored atoma u standardima a) Ag-imidazola; b) Ag-

cisteina; ¢) Ag-alanina; d) Ag-citrata.

Poredenjem spektara standarda i uzorka dobija se tatan uvid u prirodu
koordinacione veze (Bovenkamp et al., 2013b; Vogel-Mikus et al., 2012). Na slici 3.19.
su prikazani dobijeni XANES-spektri. Najizrazeniji pik u snimljenom spektru naziva se
,bela linija“ (engl.white line) 1 kod srebro-oksida se javlja na oko 3350 eV. U slucaju
Ag(I) ovaj pik se pripisuje kovalentnoj vezi izmedu Ag i liganda, a intenzitet apsorpcije
se povecava sa ,,5s—4d" hibridizacijom (Behrens et al., 1999). U odnosu na AgNOs,
polozaj ,bele liniije* tretirane biomase se pomera za oko 1eV S$to je u skladu sa
rezultatima objavljenom u radu Bovenkamp i saradnici (Bovenkamp et al., 2013b).

Najbolje slaganje zapaZza se u slucaju Ag-citrata i Ag-imidazola i tretirane biomase.
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Slika 3.19. XANES-spektri biomase 4. baumannii tretirane srebrom kao i spektri

standarda.

Slaganje spektara dalje je matematicki obradeno metodom lineranog fitovanja
(engl. linear combination fitting, LCF). Dobijeni rezultati ukazali su da se spektar
tretirane biomase moze razmatrati kao kombinacija spektara kompleksa, i to: Ag-citrata
(34 %), Ag-imidazol (25 %), Ag-alanin (21 %) i Ag-cistein (20 %). Greska LCF metode
iznosila je +10 %, Sto je u skladu sarezultatima sli¢ne analize za E. coli 1 S. aureus
(Bovemkamp et al., 2013b).

U kompleksu Ag-cisteina (slika 3.18b) srebro je u donorsko-akceptorskoj vezi sa
atomima sumpora, dok se kod Ag-alanina veza ostvaruje preko dva donorska atoma:
kiseonika i azota (slika 3.18c). Kod Ag-imidazola koordinaciona veza se ostvaruje
preko azota (slika 3.18a). Rezultati LCF metode upucuju na zakljuc¢ak da je celokupna

koli¢ina srebra vezana i da nema slobodnih jona srebra u uzorku biomase.
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Slika 3.20. XANES spektar A. baumannii tretiranog srebrom (puna linija) i najbolje

slaganje sa referentnim standardima. Udeo standarda dat je u procentima.

Sa slike 3.20. se uocava da je u tretiranoj biomasi udeo veza Ag-S najmanji
(20 %). Ovo je donekle neocekivan rezultat s obzirom da su atomi sumpora (,,meke
baze*) dobri donori elektrona za ,,meke kiseline*. Medutim, kako su —SH grupe prisutne
u samo dve aminokiseline - cisteinu i metioninu (Bovenkamp et al., 2013b) logi¢no je
pretpostaviti da je ovo razlog maloj zastupljenosti ,,Ag-S* veze.

U tretiranoj biomasi najzastupljenije su veze Ag-O (34 %) i Ag-N (25 %) kao i
Ag-(O,N) (21 %). Na osnovu prikazanih rezultata, moze se izvesti zaklju¢ak da joni
srebra sa biomasom ostvaruju veze preko -NH i —OH grupa, i u manjem procentu preko
-SH. Vezivanje srebra za amino (-NH) 1 hidroksi (-OH) grupe upucuje da se mehanizam
antibakterijskog delovanja mozZe dovesti u vezu sa vezivanjem srebra za molekule DNK
izazivajuci genotoksicnost, ali i za spoljasnju membranu uzrokujuéi oste¢enje funkcija

membrane.
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3.4. Sinteza novih materijala sa antibakterijskim dejstvom

S obzirom da endotrahijalni tubusi i kateteri (koji su izradeni od razli¢itih
termoplasticnih polimera) predstavljaju rezervoare za patogene bakterije, u ovom radu
je ispitano i da li je moguée modifikacijom jednog komercijalnog termoplasti¢nog
polimera dobiti materijal sa antibakterijskim delovanjem. U tu svrhu, uzorak
komercijalnog tubusa rastvoren je u tetrahidrofuranu (THF) i u rastvor je dodat M-SZ
(M=Cu, Ag) u razli¢itoj koncentraciji. Nakon suSenja dobijenih suspenzija, ispitana je
antibakterijska aktivnost dobijenih kompozita, kao i to da li dodatak zeolita utice na
preradljivost i obradu polimerne matrice (poli(vinil-hlorid), PVC).

Antibakterijska aktivnost kompozita koji su sadrzavali 1-15 mas % SZ ili M-SZ,
ispitana je prema A. baumannii ST 145. S obzirom na Cinjenicu da D-aminokiseline
ometaju obrazovanje biofilma, (Kolodkin-Gal et al., 2010; Hochbaum ef al., 2011; Xu i
Lui, 2011) dobijeni kompoziti su bili i dodatno modifikovani tj. impregnirani D-

tirozinom (D-Tyr). Rezultati su prikazani na slici 3.21.
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Slika 3.21. Antibakterijska aktivnost sintetisanih kompozita prema vrsti bakterije 4.
baumannii bez (a) i sa impregnacijom D-Tyr (b). Koncentracija zeolita u kompozitu
prikazana je brojem u oznakama kompozita. ty (log CFU cm™)=7,79+0,2. Smanjenje

broja bakterija ra¢unato je kao razlika log CFU u odnosu na kontrolu.

Rezultati na slici 3.21. pokazuju da kompoziti sa SZ ne pokazuju antibakterijska

svojsta. U poredenju sa kontrolnim uzorcima, kompoziti sa Ag-SZ pokazuju znacajnu
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antibakterijsku aktivnost. Antibakterijska aktivnost blago raste sa porastom koli¢ine Ag-
SZ u kompozitima, pa se broj planktonskih ¢elija smanjuje za 4,7 odnosno 5,5 log
CFUcm™ za kompozite koji sadrze 1 i 15 mas.% Ag-SZ, redom. Smanjenje broja
imobilisanih c¢elija beznaCajno varira u zavisnosti od koncentracije Ag-SZ u
kompozitima (broj imobilisanih ¢elija se smanjuje za 4,1 odnosno 4,4 log CFU za
kompozite sa 1 1 15 mas.% Ag-SZ, redom). Kompozit sa 15 mas.% Cu-SZ pokazao je
antibakterijsku aktivnost od 5 % smanjenja broja imobilisanih ¢elija, dok kompoziti sa
manjim sadrzajem Cu-SZ ne pokazuju antibakterijski efekat.

Impregnacija kompozita SZ sa D-tirozinom nije imala uticaj na antibakterijsku
aktivnost (slika 3.21b). Takode, impregnacija kompozita sa Ag-SZ nije znacajnije
uticala na antibakterijsku aktivnost prema planktonskim celijama (slika 3.21b). Broj
planktonskih éelija je smanjen za 4,6 odnosno za 5,3 log CFU cm™ za kompozite sa 1,
odnosno 15 mas. % Ag-SZ. Impregnacija kompozita Ag-SZ sa D-Tyr povecala je
aktivnost. Postignut je baktericidni efekat prema imobilisanim c¢elijama za sve
koncentracije Ag-SZ. Kod Cu-SZ impregnacijom je postignuta antibakterijska aktivnost
prema imobilisanim ¢elijama od 10, odnosno 14 % za kompozite sa 5 i 15 mas. % Cu-
SZ, redom.

Na osnovu rezultata prikazanih na slici 3.21. moZe se izvesti zakljuak da
kompoziti sa Cu-SZ ne pokazuju znacajan antibakterijski efekat prema ispitivanoj vrsti
bakterije. S druge strane, kompoziti sa 1mas. % Ag-SZ pokazuju znacajan
antibakterijski efekat, a impregnacijom sa D-Tyr se postize baktericidni efekat. Ovo
ukazuje na to da kompoziti, po prvi put sintetisani u ovom radu, mogu naci primenu kao
potros$ni medicinski materijal. Poredenja radi, upotreba hidrogelova na bazi polivinil
alkohola koji sadrZe nanocestice srebra smanjuje broj P. aeruginosa za 2 log CFU cm™ i
S. aureus za 1 log CFU cm™ nakon 24 h (Loo et al., 2014). Takode, poliuretan sa
Cesticama srebra pokazuje smanjenje broja S. epidermidis za 2,5-3,8 log CFU (Dowling
et al., 2001). U skorije vreme, objavljeno je i da PVC sa 10 mas.% Ag smanjuje broj E.
coli 1 8. epidermis za 4 do 6 log CFU (Zampino et al., 2011).

Takode, ispitana je 1 antibakterijska aktivnost D-Tyr u koncentraciji od
100 mg dm™ kako bi se utvrdilo da li se antibakterijska aktivnost pripisuje
sinergistickom dejstvu D-Tyr i kompozita, ili samo D-Tyr. D-Tyr ne pokazuje
antibakterijsku aktivnost (smanjenje broja éelija je 0,04 log CFU cm™).

S obzirom da je sa glediSta potencijalne primene kompozita znacajno da li

izluZzuju katjone metala, izmerena je koncentracija Ag i Cu nakon 24 h kontakta kod

103



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

kompozita sa najve¢im sadrzajem M-SZ (15 mas.%). Nakon 24 h, iz kompozita je
izluzeno oko 1 % Cu ili Ag.

U slucaju kompozita sa Ag-SZ ispitana je i kinetika izluzivanja srebra (slika
3.22.). Kineti¢ki podaci prate Krosmajers-Pepasov model, F = k- ' (F — procenat
izluzivanja Ag sa povrSine kompozita, £ — kinetiCka konstanta, n — eksponent koji
opisuje mehanizam izluzivanja). Na osnovu vrednosti eksponenta n = 0,36, zakljuCeno

je da je kinetika izluzivanja limitirana procesom difuzije (Costa i Sousa Lobo, 2001).

0,8 u

0,6

Procenat izluzenog srebra (%)

0.4 -

0,2

0,0

T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Vreme (h)

Slika 3.22. Kinetika izluZianja srebra iz kompozita PVC-Ag-SZ. Simboli —

eksperimentalni podaci, linija - Krosmajers-Pepasov model.
Slika 3.23. pokazuje da se ¢elije A. baumannii vezuju za povrsinu Ag-SZ15 (slika

a), dok impregnacija D-Tyr spre¢ava vezivanje (slika b). Ovo potvrduje da D-Tyr

spreCava nastajanje biofilma.
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Slika 3.23. SEM fotografije nakon 24 h kontakta ¢elija 1 kompozita sa 15 mas.% Ag-SZ

bez (a) i sa impergnacijom D-Tyr (b).

Vrednosti pH na pocetku i na kraju eksperimenta nisu se znacajno razlikovale
(razlike nisu bile vec¢e od 0,5 jedinica pH). Najmanja i najveca izmerena vrednost pH
iznosila je 6,8 i 7,5, redom. S obzirom da je optimalna vrednost pH za rast soja
Acinetobacter 5-8 (Garrity et al., 2005), moze se zakljuciti da antibakterijska aktivnost
kompozita nije vezana za promenu pH.

Uticaj zeolita na preradljivost PVC ispitana je analizom reoloskih svojstava
kompozita (slike 3.24. 1 3.25.) iz rastopa, koriste¢i periodicna reoloska merenja. Modul
sacuvane energije (G’), modul izgubljene energije (G’’) i dinami¢ka kompleksna
viskoznost (n *) PVC kao i kompozita sa 15 mas.% SZ ili Ag-SZ merena su u oblasti
frekvencija od 0,1-100 rad s na 180, 190 i 200 °C. Moduli satuvane i izgubljene
energije predstavljaju meru elasticnog i viskoznog ponaSanja materijala pod dejstvom

deformacija.
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Dodatak SZ povecéava vrednost G* PVC-a, dok Ag-SZ utice na G’ samo na
visokim frekvencijama. Vrednost G’’ poboljsana je dodatkom kako SZ tako i Ag-SZ,
nezavisno od frekvencije. Tabela 3.19. prikazuje vrednosti modula i dinamicke
viskoznosti pri niskim i visokim frekvencijama. Primecuje se da je dinamicka
viskoznost veca od viskoznosti referentnog uzorka (PVC) nezavisno od frekvencije, kao
i da kompozit sa SZ15 ima najvecu vrednost viskoznosti. Sli¢an trend se zapaza i za

zavisnost modula sacuvane i izgubljene energije od frekvencije (slika 3.24.).

——(G'zaPVC
——G'zaSZ15
—— G'za Ag-SZ15

10"

Modul sacuvane energije, G' (Pa)
Modul izgubljene energije, G" (Pa)

—o—G"zaPVC
10’ ) —o—G"zaSZ15
] Nagib =2 —o—G"7a Ag-SZI5
Illl I I IIII”I(] I I IIIIIIIl I I IIII”IZ =0
10 10 10 10

Frekvencija, o (rad s'l)

Slika 3.24. Zavisnost modula sacuvane (G’) i izgubljene energije (G’’) od frekvencije

na 0,1-100 rad s za uzorke PVC, SZ15 i Ag-SZ15 u stanju rastopa na 200 °C.

Zavisnost modula od frekvencija pokazuju da G’ 1 G* za PVC i kompozite rastu
sa porastom frekvencije. Na osnovu zavisnosti kompleksne viskoznosti od frekvencije
primecuje sa da PVC i kompoziti pokazuju nenjutnovsko ponasanje, tj. da n* opada sa
porastom frekvencije povezano sa postojanjem prepletaja makromolekulskih lanaca
(slika 3.25.). Za razliku od kompozita, kod PVC-a je prisutan plato na niskim
frekvencijama.

Vrednosti nagiba (m, n, p) zavisnosti G’(®), G’(®) 1 #*(®w) pri niskim
frekvencijama su prikazane u tabeli 3.19. Zeolit utice na smanjenje vrednosti nagiba §to

se moze pripisati efektu ojacavanja polimerne matrice, kao i interakcijama izmedu
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PVC-a i Cestica zeolita. Treba napomenuti da su vrednosti m (0,89), n (0,81) za PVC
manje od vrednosti nagiba karakteristi¢ne za rastope polimera u potpuno relaksiranom
stanju (m=2, n=1), $to se moze pripisati interakciji plastifikatora sa PVC-om (Persico et
al., 2009). Vrednost energije aktivacije, E,, kod kompozita ve¢a je od vrednosti E, za

PVC sto ukazuje da dodatak zeolita smanjuje teCljivost PVC-a pod dejstvom

deformacije.
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Slika 3.25. Zavisnost viskoziteta kompleksa (n*) u opsegu od frekvencije na 0,1-

100 rad s za uzorke PVC, SZ15 i Ag-SZ15 u stanju rastopa na 200 °C.

Dinamicko-mehanicka svojstva kompozita ispitivana su na ¢vrstim uzorcima u
temperaturnom opsegu od 25 do 120 °C (rezultati nisu prikazani) pri deformaciji 0,1 % i
frekvenciji 1 Hz. Dodatak SZ15 ili Ag-SZ15 povetava modul sauvane energije

polimerne matrice u oblasti gumolikog ponasanja (T > 60 °C), kao i na 25 °C.
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Tabela 3.19. Parametri mehani¢ko-dinamicke analize za PVC i kompozite.

Uzorak u ¢vrstom stanju Rastopi
Uzorak G’ na 25 °C, G’ na 100 °C, n " kPas, . Emergija aktivacije,
~ _p G’ ~ (Dm G’, ~®
q h~o q
(MPa) (MPa) na 0.1 rad s (kJ mol ™)
SZ0 24.0 4,14 9,9 0,077 0,889 0,808 38,5
SZ15 75,0 8,40 20,1 0,415 0,603 0,575 75,5
Ag-S7Z15 58,0 7,40 12,6 0,342 0,685 0,647 82,0

*G” modul sacuvane energije; n * viskozitet kompleksa; o frekvencija; G’’modul izgubljene energije;

Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da, dodatak Ag-SZ dovodi do malog porasta dinamickih reoloskih parametara rastopa
PVC, medutim, ova promena nema bitnijeg uticaja na preradljivost PVC-a, §to je u skladu sa do sada objavljenim literaturnim rezultatima
(Zampino et al., 2011). Porast reoloskih parametara i pojava nenjutnovskog ponasanja na niskim frekvencijama kod rastopa kompozita se
mogu pripisati dipol-dipol interakcijama izmedu PVC lanaca i Cestica zeolita (Wan et al., 2003) s obzirom da elektronegativni atomi hlora
u PVC lancima omogucavaju da PVC bude izrazito polaran. Zeoliti takode imaju elektronegativnu povrsinu, §to ukazuje na to da je i zeolit
polaran, pa se zeolit moZe smatrati fizickim umrezivac¢em u PVC-u (Sodeifian et al., 2012).

S obzirom da dodatak Ag-SZ u malom procentu (1 %) znatno poboljSava antibakterijsku aktivnost komercijalnog tubusa, a da sa
druge strane dodatak zeolita ne uti¢e na preradljivost i ponovnu obradu polimerne matrice, ovako sintetisani materijali mogu se smatrati

veoma znacajnim sa glediSta primene u proizvodnji potroSnog medicinskog materijala.
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Na osnovu rezultata prikazanih u ovom radu, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Prirodni klinoptilolit i zeolit A moguce je obogatiti katjonima Ni, Cu, Zni Agu
zeljenoj koncentraciji, polaze¢i od definisane pocetne koncentracije vodenog
rastvora soli ispitivanih metala, temperature i vremena kontakta pri odnosu
cvrste 1 tecne faze 1:100. Ispitivani metali vezuju se za zeolite po mehanizmu
jonske izmene, prema reakciji:

M""(aq) + Na-Z(s) <> nNa'(aq) + M-Z(s).
Kinetika vezivanja bakra za prirodni zeolit kao i kinetika vezivanja srebra za
klinoptilolit i zeolit A prati Lagergrenov model pseudo-drugog reda, pri cemu
promena konstante brzine ne pokazuje jasan trend.
Termodinamika procesa vezivanja bakra za klinoptilolit najbolje se opisuje
Frojndlihovom izotermom.
U slucaju svih postignutih koncentracija metala u zeolitima, kristalinicnost

uzoraka ostaje nepromenjena.

2. Prirodni klinoptilolit i zeolit A obogaceni katjonima Ni, Cu, Zn i Ag pokazuju
antibakterijsku aktivnost prema ispitivanim Gram-negativnim (E. coli, A.
baumannii) 1 Gram-pozitivnoj bakteriji — S. aureus. Antibakterijska aktivnost
zavisi od:

e HPK vrednosti medijuma - $to je vrednost HPK veca, antibakterijska
aktivnost je manja. Aktivnost ispitivanih zeolita je vefa u realnim
vodama nego u hranljivim medijumima.

e Vrste metala — Antibakterijska aktivnost zeolita prati slede¢i trend:

Escherichia coli: klinoptilolit (Z): Ag-Z>Cu-Z>Zn-Z>>>Ni-Z

zeolit A: Ag-A>Cu-A>>>>7Zn-A.
Acinetobacter baumannii: klinoptilolit (Z2): Ag-Z>Cu-Z>>>7Zn-7Z>>>Ni-Z.
Staphylococcus aureus: klinoptilolit (Z): Cu-Z>Zn-Z>>>Ni-Z.
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3. Za ispitivane vrste bakterija, baktericidna aktivnost utvrdena je pri slede¢im

uslovima:
e Escherichia coli:
Ag-Z i Ag-A (0,25 mmol Ag" g ") u koncentraciji od 0,1 g dm™ u peptonskoj
vodi nakon 30 minuta;
Cu-Z i Cu- A (0,25 mmol Cu”" g™) u koncentraciji od 0,1 g dm™ u realnoj
vodi nakon 3 h.
Zn-Z (0,25 mmol Zn** g") u koncentraciji od 0,1 gdm™ u realnoj vodi
nakon 6 h.
e Acinetobacter baumannii
Internacionalni klon I- Ag-Z i Cu-Z u koncentraciji od 0,25 g dm™ nakon
24 h.
Internacionalni klon II- Ag-Z i Cu-Z u koncentraciji od 0,0312 odnosno
0,125g dm™ za Ag-Z i Cu-Z, redom.
Koncentracija jona iznosila je 0,47 odnosno 0,32 mmol Ag odnosno Cu*" g

zeolita, redom.

4. Antibakterijska aktivnost klinoptilolita oboga¢enog nanocesticama oksida Ni,

5.

Cu i Zn zavisi od hemijske prirode nanocestica. Prema E. coli i S. aureus
aktivnost opada u nizu: CuO-Z>ZnO-Z>>NiO-Z, pri ¢emu najizrazeniju
aktivnost (gotovo baktericidnu) ima CuO-Z dok ZnO-Z ispoljava znacajnu
antibakterijsku aktivnost prema obe ispitivane vrste bakterija u realnim vodama.
U nesterilnom medijumu, prema E. coli CuO- i ZnO-Z pokazuju baktericidnu
aktivnost. NiO-Z ne pokazuje znaCajnu antibakterijsku aktivnost prema

ispitivanim sojevima.

Nakon 24 h, u bakterijskim suspenzijama dolazi do izluzivanja katjona metala.
Koncentracije izluzenih katjona metala zavise od vrste katjona i vrste zeolita.

e U slucaju Ni(Il), koncentracija izluzenih katjona je ve¢a od MDK Sto nije
od posebnog znacaja jer Ni-Z kao ni NiO-Z ne pokazuju znacajniji
antibakterijski efekat.

e Katjoni Cu(Il) i Zn(Il) izluzuju se u koncentraciji koja je u granicama

MDK.
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e Katjoni Ag izluzuju se sa Ag-Z u realnoj vodi u koncentraciji manjoj od

MDK.

6. Mehanizam baktericidnog dejstva katjona Ag prema A. baumannii ispitan je
metodama EXAFS/XANES. Za bakterijsku biomasu Ag se vezuje uglavnom
preko —OH i1 —NH grupa, i u manjem stepenu preko —SH grupe. Ovo navodi na
zakljuc¢ak da Ag-joni imaju genotoksi¢an efekat usled vezivanja za DNK i

izazivaju oSte¢enje funkcije membrane vezujuéi se za spoljasnju membranu.

7. Ag-Z moze se dodati termoplasticnim polimerima (poput poli(vinil-hlorida)) u
cilju dobijanja antibakterijskih materijala. Polimeri zadrzavaju preradljivost i
reoloska svojstva kada im se doda Ag-Z (0,4 mmol Ag g) u koncentracijama 1-
15 mas.%. Kompozit sa 1 mas.% zeolita smanjuje broj Ccelija za
4,71og CFU cm™.  Antibakterijska  aktivnost znadajno se  povecava
impregnacijom kompozita sa D-tirozinom. Ovaj kompozit ispoljava baktericidni
efekat prema imobilisanim c¢elijama A. baumannii tokom 24 h. Baktericidni

efekat pripisuje se sinergistickoj aktivnosti D-tirozina i zeolita.

Rezultati istrazivanja prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da se
prirodni zeolit — klinoptilolit i zeolit A, kao sirovine prihvatljive sa ekolosSkog i
ekonomskog stanovista, mogu koristiti za dobijanje dezinficijenasa koji bi nasli
primenu kako u postupcima obrade vode, tako 1 za pripremu novih vrsta materijala sa

antibakterijskim delovanjem.
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Prilog 1
Kinetika jonske izmene

Kinetika vezivanja jona za zeolit ispituje se razliCitim kinetickim modelima.
Najcesc¢e koris¢eni modeli koji opisuju kinetiku jonske izmene su Lagergrenovi modeli
pseudo-prvog i pseudo-drugog reda kao i model meducesti¢ne difuzije, pri ¢emu u
veéini slucajeva kinetika prati Lagergrenov model pseudo-drugog reda. Najcesce

koris¢eni kineticki modeli i njihove jednacine su (Qiu et al., 2009):

1.  Lagergrenov model pseudo-prvog reda (6157, =k, (q, - q,) (Lagergren, 1898);
14 5

2. Lagergrenov model pseudo-drugog reda (% =k,(q,—q,)° (Lagergren, 1898);
t

b

3. Model meducesti¢ne difuzije (q; = kit'*, Weber, 1992);
4. Model medufazne difuzije (In(1-F) = kg ¢ gde je F=q/q.4, Boyd et al., 1945)

Lagergrenov model pseudo-prvog reda
Lagergrenov model pseudo-prvog reda se moze prikazati jednacinom
(Lagergren, 1898):

dq
t— _
dr (q.—49,) (1)

gde je:

¢. — ravnotezna koli¢ina adsorbovanih jona na zeolitu;

¢: — koli¢ina adsorbovanih jona na zeolitu u odredenom vremenskom trenutku ¢

k; — Lagergrenova konstanta brzine reakcije prvog reda.

Ako se prethodna jednacina integrali u granicama =0 do =t i od ¢=0 do g=¢., dobija

se sledeéi oblik:

h{qe]:h
9.4, )

Jednacina (2) se dalje moze prevesti u linearan oblik koji je pogodan za primenu

na eksperimentalnim podacima:

k
log(q, —¢q,)=logq, ———t
2,303 (3)

Ukoliko je eksperimentalna zavisnost log(q.-g,) od ¢ linearna, moze se govoriti o
primenljivosti ovog modela. Vrednosti g. 1 k; se mogu dobiti kao odseCak i nagib

linearne funkcije zavisnosti log(q.-q,) 1 t.
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Lagergrenov model pseudo-drugog reda
Lagergrenov model pseudo-drugog reda moze se prikazati jednacinom

(Lagergren, 1898):

dq 2
[ _
dt Z(qe qt) (4)

gde je k, — konstanta brzine drugog reda.

Integraljenjem ove jednacine u granicama: =0 do =t i g=0 do g=¢. dobija se:

q. k.t

q, =
1+ qekzt (5)

Jednacina (5) se dalje moze prevesti u linearan oblik, pogodan za primenu na
eksperimentalnim podacima:
t 1 1

et
9, kg, 4. (6)

I ovde se vrednosti g, 1 k» mogu odrediti iz odsecaka i nagiba linearne funkcije

zavisnosti ¢/q; 1 t.

Model meducesti¢ne difuzije
Kada difuzija Cestica adsorbata kroz adsorbent ogranicava brzinu adsorpcije,
kinetika se opisuje modelom meducesticne difuzije ili Veber-Morisovim modelom
(Weber-Morris) koji se prikazuje jednacinom (Weber i Morris, 1963):
qr= kit (7)

-172

gde k; oznatava konstantu brzine medudestiéne difuzije (mg g"' min™"?) koji se

dobija iz zavisnosti ¢; od ",
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Prilog 2

Odredivanje termodinamickih parametara

Afinitet zeolita prema nekom jonu u vodenom rastvoru mozZe se prikazati
adsorpcionim izotermama na konstantnim temperaturama. Adsorpciona izoterma
prikazuje zavisnost koncentracije jona iz vodenog rastvora koji je vezan za zeolit (y-
osa) od ravnotezne koncentracije jona u rastvoru (x-osa). U literaturi se moze naci veliki
broj modela izotermi, pri ¢emu su za uklanjanje teSkih metala iz vodenih rastvora
najcesc¢e koristi Frojndlihova, Lengmirova i Sipsova (Lengmir-Frojndlihova) izoterma

(Ho, 2001).

Frojndlihova adsorpciona izoterma

Prvi oblik jednacine za adsorpcionu izotermu, izlozio je Frojndlih (Freundlich,
1906). Ovaj empirijski model se primenjuje kod neidealne sorpcije na heterogenim
povrsinama, kao i kod viSeslojne sorpcije i izraZzava se slede¢om jednacinom:

qe= KrC.' €))

gde ¢. (mg g ravnotezna masa, Kr (dm’> g") je Frojndlihova konstanta, C, (mg dm™)
je ravnotezna koncentracija rastvora, n je eksponent Frojndlihovog modela. K7 i n su
karakteristike sistema i oni su indikatori kapacitivnosti adsorbenta (ili afiniteta prema

adsorbatu), odnosno jaCine adsorpcije.

Lengmirova adsorpciona izoterma

Lengmirova (Langmuir) adsorpciona izoterma koristi se kako za adsorpciju iz
gasovitih, tako i iz te¢nih rastvora (Langmuir, 1916). Lengmirov model je verovatno
najpoznatiji 1 najsire primenjivan model adsorpcione izoterme. Ovaj model pruza dobra
slaganja sa raznovrsnim eksperimentalnim podacima i moZze se predstaviti sledeCom
jednacinom:

g = b (10)

¢ l1+4a,C,
gde g. predstavlja ravnoteznu koncentraciju jona na adsorbentu (mg g™),
C, —ravnoteznu koncentraciju jona u rastvoru (mg dm™)

K;-Lengmirova ravnotezna konstanta (dm’ g)

a;-Lengmirova konstanta (dm’mg™)
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Maksimalni kapacitet se oznatava sa ¢,, (mg g”') i dobija se iz odnosa K/a;.

Treba napomenuti da se pri adsorpciji iz gasovitih rastvora, koncentracija
adsorbata u rastvoru, u jednacini (10) izrazava preko parcijalnog pritiska. Takode, moze
se primetiti da se pri niskim koncentracijama adsorbata jednaCine svode na linearan
oblik, koji se stoga svodi na Henrijev zakon. Alternativno, pri visokim koncentracijama
adsorbata, moze se pretpostaviti da je doslo do zasi¢enja, odnosno stvaranja monosloja

adsorbata.

Sipsova izoterma (Lengmir-Frojndlihova izoterma)

Lengmir je takode razmatrao slucaj kada adsorbat zauzima dva mesta na
adsorbentu. U takvim sluCajevima, originalna Lengmirova izoterma prikazana
jednacinom (11) menja oblik i odreduje se uz pretpostavku da su brzine adsorpcije i
desorpcije proporcionalne vrednostima (1-6)° i &, respektivno, gde je 6 udeo povrine

pokrivene adsorbatom. Stoga, jednacina brzine adsorpcije postaje:
%:kaca—e)z—kda2 (11)

Uopstavanjem za broj mesta m i pretpostavljanjem ravnoteze, dobija se Sipsova

sorpciona izoterma (Sips, 1948):

ez qm(asce) ’ (12)
1+(a,C,)"
Odnosno , u Lengmir-Frojndlihovoj formi:
K CLF
q, = Len (13)
1+(a,.C,)"™

Pri niskim koncentracijama sorbenta ova izoterma se svodi na Frojndlihovu
izotermu i usled toga ne sledi Henrijev zakon. Pri visokim koncentracijama sorbata,

pretpostavlja se jednoslojni sorpcioni kapacitet karakteristican za Lengmirovu izotermu.
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Prilog 3

Bojenje bakterija po Gram-u

Prilog

Metoda bojenja po Gram-u je standardna metoda koja se koristi u mikrobiologiji. Na

pocetku pripreme preparata predmetnica se odmasti i ocisti provlacenjem kroz plamen.

Zatim se, sterilnom bakterioloSkom ezom stavi 2-3 kapi obi¢ne vode. Uz pomo¢ eze se

dalje, sa hranljivog agara, nanese mala koli¢ina ¢elija i razvuce po povrSini predmetnice

u Sto tanjem sloju. Tako pripremljen preparat ostavi se da se osuSi na sobnoj

temperaturi, a zatim se preparat fiksira provla¢enjem iznad plamena tri puta. Priprema

reagenasa koji su potrebni za metodu bojenja po Gramu opisana je u nastavku.

Reagens Sastav
Kristal violet Rastvor A
Kristal violet 20g
Etanol 96% 20,0 cm’
Rastvor B
Amonijum-oksalat 0,8 ¢g
Destilovana voda 80,0 cm’

Nakon pripreme rastvori A i B se pomeSaju

Lugolov rastvor

Jod 1,0g
Kalijum-jodid 20¢g
Destilovana voda 300,0 cm®
Karbol fuksin Rastvor A
Bazi¢ni fuksin 03g
Etanol (96%) 10,0 cm®
Rastvor B
Fenol 50¢g
Destilovana voda 95,0 cm®

Nakon pripreme rastvori A i B se pomesaju.
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Obojeni 1 osuseni preparat ostavlja se u kadici za bojenje:

Kristal violet 3 minuta
Ispiranje vodom

Lugol 1 minut
Ispiranje etanolom (96%)

Ispiranje vodom

Karbol fuksin 20 sekundi

Ispiranje vodom

Prilog

Gram-pozitivne bakterije boje se u plavo ljubicastu, dok se Gram-negativne bakterije

boje u ruzicastu boju.
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Prilog 4

Priprema uzoraka za SEM analizu
SusSenje bakterijskih preparata obavlja se tretiranjem materijala rastvorima alkohola

slede¢im redosledom:

o 30 vol.% etanol + 0,1% NaCl 2 minuta
o 50 vol.% etanol + 0,1% NaCl 2 minuta
o 70 vol.% etanol + 0,1% NaCl 5 minuta
o 96 vol.% etanol + 0,1% NaCl 5 minuta
o 100 vol.% etanol + 0,1% NaCl 5 minuta
o 100 vol.% etanol + 0,1% NaCl 5 minuta

Osuseni materijal se asepticki prenosi u sterilnu Petri Solju i ostavlja u eksikatoru do

SEM analize.
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Prilog 5

Priprema biomase za EXAFS-analizu

EXAFS analiza radena je na biomasi ¢elija bakterija A. baumannii RUH 134.
Biomasa je uzgajana u 300 cm’ te¢nog hranljivog medijuma tokom 16 h na temperaturi
od 37 °C. Nakon toga, biomasa ¢elija je odvojena centrifugiranjem i isprana sterilnom
destilovanom vodom u cilju uklanjanja hranljivih materija. Biomasa je zatim
suspendovana u 1 cm’ rastvora AgNOj; koncentracije 0,5 g dm™ i ostavljena na sobnoj
temperaturi tokom 2 h uz mesanje od 150 obr min™. Sadrzaj epruvete je zatim razdvojen
centrifugiranjem, u talog je dodata voda kako bi se isprao viSak jona srebra. Suspenzija
je opet centrifugirana na 10000 obr min” tokom 5 minuta. Biomasa je ostavljena da se

susi u suvom sterilizatoru na 50 °C tokom 2 h.
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H3jaa o ayTopcTBY

Nwme u npe3ume aytopa Jenena Munenkopuh

Bpoj unnexca 4047/2011

HN3jaBbyjem

Jla je JOKTOpCKa JucepTaliyja 1noj HacaIoBOM

“CuHTe3a 1 KapakTepu3allija aiTepHaTUBHUX Jie3uHdunmjeHaca Ha 0a3u 3eonura’

® PE3YJTaT COIICTBECHOI UCTPAKMBAYKOI paaa,

® Ja JucepTanyja y LEJIUHU HU Yy JAeJOBHMa HUje Ouia MpeuloskeHa 3a CTULAlke
Apyre OUIUIOME MpeMa CTYAMJCKUM HporpaMuMa JIpYTHX BHCOKOLIKOJICKUX

YCTaHOBA;
® Ja Cy pe3yiTaTH KOPEKTHO HaBEeICHH U

® 12 HUCAM KpIIMO/Ja ayTOpCKa MpaBa M KOPHCTHO/JIa MHTEIECKTYaIHy CBOjJUHY

JIpYTUX JIALA.
IMornuc ayropa

VY beorpany, 20.11.2017.
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N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje

JTOKTOPCKOT pajaa

Nwme u mpe3ume ayTopa JeneHa MusieHKOBUD

Bbpoj unnexca 4047/2011

Cryaujcku nmporpaM Xemuja

Hacnos pana “CunTe3a 1 KapakTepu3aluja alTepHaTUBHUX Je3uHpUIIMjeHaca Ha 6a3u

3eoyura’’

Mentop IIpod. np Hesenka Pajuh

U3jaBbyjeM na je mramraHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA E€JIEKTPOHCKO]
BEp3MjU KOjy caM Npeaao/la paad MOXpameHa y JIMrHTaaTHOM PpPemno3uTopujymy
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Jia ce 00jaBe MOjH JIMYHU TIOJIAIM BE3aHH 3a JIOOMjamhe akaJIeMCKOT Ha3UBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Tpe3uMe, TOAMHA U MecTo polema u gatym ogOpaHe
pana.

OBM JMYHU TOJAIM MOTy ce€ 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHUIAMa JUTHTAIHE
O6ubnuoTeke, y €IEKTPOHCKOM Karajory M Yy myOiaukanujaMa YHUBEp3UTeTa Yy

beorpany.

Hotnmc ayTopa

V¥ beorpany, 20.11.2017.
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N3jaBa 0 kopuimhemy

Ognamthyjem YHuBep3utTercky O6ubmmoreky ,,CBerozap MapkoBuh™ mga y Jururannu
periozuTopujymM YHUBep3utera y beorpamy yHece MOjy JOKTOPCKY TUCEPTALHjy IOJ

HaCJI0OBOM:

“CuHTe3a U KapakTepusallija alTepHATUBHUX JiesnH(HIMjeHaca Ha 0a3u 3e0ynTa’ Koja

j€ Moje ayTOpCKO JIeIO.

Jucepramnujy ca CBUM MPHUIIO3UMA TIPEao/ia caM y eIeKTPOHCKOM (hopMaTy MmOroHOM

3a TPajHO apXHUBUPAE.

Mojy IOKTOpCKy JAuCepTanujy TMoXpameHy Yy JIurutamiHoM —peno3uTopujymy
VuuBepsutera y beorpagy u 10CTynHy y OTBOPEHOM HPUCTYITy MOTY J1a KOPUCTE CBU
KOjU TIOIITYjy oJpende caapikaHe y oaadpaHoM TUMy nuleHIle KpeatuBHe 3ajeqHuiie

(Creative Commons) 3a K0jy caM ce 0JuIy4no/Ja.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjATHO
@AyTopCTBo — HEKOMepIIHjaTHo — 0e3 Tpepaja
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMJAITHO — JETUTH MOJT HCTUM YCIIOBHMA
5. AytopctBo — 6e3 mpepajna

6. AyTOpCTBO — JEIUTH MO UCTUM YCIIOBHUMA

(MonuMo /1a 320Kpy»KHUTE caMo jeJTHY O IIeCT MOHYHeHUX JTUICHIIH.

Kparak onmc nuiieHny je cacTaBHA €0 OBE H3jaBe).

IMoTnuc aytopa

VY beorpany, 20.11.2017.
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1. AytopcTBo - J[o3BOJbaBaTEe YMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIHjY U jaBHO CAOIIITaBakE Jieia,
W Tpepajie, ako Cce HaBeAC MME ayTopa Ha HauuwH ojpeheH o]l cTpaHe ayTopa WIH
JlaBaolia JUIEHIe, Yak U y KoMmepuujainHe cBpxe. OBO je Hajciao0o0IHUja OJ CBUX
JIMIICHIIH.

2. AytopcTBO — HeKoMeplrjanHO. J[03BoJbaBaTe YMHOXKaBame, TUCTPUOYIIH]Y U jaBHO
caominTaBame JieNia, U Ipepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HadyuH onpeheH on
CTpaHe ayTopa WM AaBaona JuieHrie. OBa JIMIICHIIAa HE JO3BOJhABA KOMEPIIHjAITHY
ynotpeOy nena.

3. AyTopcTBO - HekomeprujaaHo — 0e3 mpepazae. Jlo3BojbaBare YMHOXKaBambe,
JUCTPUOYIIMjy W jaBHO CaolINTaBame Jeia, 0e3 MpoMeHa, NPeoOIMKOBama WITH
ynotpebe /iena y CBOM Jiely, ako ce HaBe/e MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on crpaHe
ayTopa WM JaBaora JmieHne. OBa JIUIIEHIIa HE J03BOJbaBa KOMEPIHjallHy yMoTpeOy
Jiena. Y OJIHOCY Ha CBe OCTalle JIMIICHIIE, OBOM JIMIICHIIOM C€ OTpaHn4aBa HajBehu oOuM
npasa Kopuinhema Jena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIMjAIHO — JCIWTH TOJ| WCTUM YycioBuMa. Jlo3BosbaBaTe
YMHOXaBame, TUCTPUOYIIU]Y U jaBHO CAONIITaBame Jeia, U Mpepajie, ako ce HaBeae
UMe ayTopa Ha HauyuH ojapeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIICHIIC U aKO Ce
npepaga AUCTpUOyWpa TOJ WCTOM WM CIUYHOM JuieHioM. OBa IMICHIA He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjalIHy yIIOTpeOy Niena u mpepasa.

5. AyrtopctBo — 0e3 mpepane. [lo3BojbaBare yYMHOXaBame, NUCTPUOYIH]Y W jaBHO
caominTaBame jena, 6e3 mpoMeHa, NpeoOIrKoBama KM yHnoTrpede Jena y cBoM Jeny,
aKo ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HauuH ojJpel)eH 0J] CTpaHe ayTopa WM JIaBaolla JIUIEHIIE.
OBa nuIIeHIa 103B0JbaBa KOMEPLIMjAIHy yHOTpeOy zena.

6. AyTOopcTBO - [IENUTH TOX HUCTHM YycioBuMa. Jlo3BoJjpaBaTe yMHOXKaBame,
JUCTPUOYIIMjy M jaBHO CaOMIITaBarke Jea, U Mpepajie, ako ¢ HaBeJe MME ayTopa Ha
HauuMH ojpelheH O CTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JIMICHIIE W aKo ce mpepana
JUCTpHOyHpa TOJ HWCTOM WM CIWYHOM JuieHoM. OBa JHIIEHIIA J103BOJbaBa
KOMepIujanHy ymnoTtpedy Jnemna u npepana. CindHa je COPTBEpCKHM JIHIlEHIaMa,

OJIHOCHO JIMIIEHI]aMa OTBOPEHOT KOJIa.
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