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REZIME:

Radijaciono-hemijska sinteza termo- i pH-osetljivih antibakterijskih
srebro/poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina)

nanokompozita

U okviru ove doktorske disertacije izvedena je radijaciono-hemijska sinteza
i karakterizacija novih nanokompozita na bazi umrezenih polimernih matrica
N-izopropilakrilamida (NiPAAm) i itakonske kiseline (IK) i nanocestica srebra
(Ag/P(NiPAAm/IK)). Za sintezu nanokompozita je koris¢ena radioliticka
metoda koja omogucava umrezavanje i fino podeSavanje svojstava nosaca t;.
polimerne matrice, ali i formiranje nanocestica srebra Zeljenih svojstava unutar
polimerne matrice (in situ sinteza). Radioliticka metoda sinteze je izvedena pod
dejstvom gama zracenja na kobaltnom (®°Co) izvoru. Sintetisani uzorci su
podvrgnuti detaljnoj fizicko-hemijskoj karakterizaciji u cilju dobijanja
informacija o polimernim matricama kao nosac¢ima i nanocesticama srebra kao
nanopuniocima, ali i u cilju ispitivanja njihovog sinergistickog dejstva u
nanokompozitnim sistemima.

Morfologija umrezenih sistema je ispitana primenom skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM) i mikro kompjuterizovane topografije (mikro-
CT), a studija bubrenja prac¢enjem kinetike bubrenja u medijumima razli¢itih
pH-vrednosti i temperature, pri ¢emu su simulirani fizioloski uslovi. Utvrdeno
je da prisustvo itakonske kiseline i inkorporacija nanocestica srebra uti¢u na
morfologiju nanokompozita, parametre polimerne mreze, kao i na kapacitet
bubrenja.

Opticka svojstva nanokompozita su ispitana metodom spektroskopije u
ultraljubicastoj i vidljivoj oblasti spektra (UV-Vis) i teorijskim modelovanjem
primenom MiePlot 3.4 programskog paketa ¢iji je algoritam zasnovan na Mie-
ovoj teoriji. U apsorpcionim spektrima je zapazena karakteristicna plazmonska

apsorpcija sa maksimumom u opsegu od 390 nm do 412 nm, dok je



modelovanjem odredeno da se vrednost precnika nanocestica srebra krece
izmedu
6,8 nmi16,2 nm.

Strukturna karakterizacija nanocestica srebra izvedena je primenom
metode difrakcije rendgenskog zracenja (XRD), dok su morfoloska ispitivanja
izvsena mikroskopskim metodama (SEM i TEM). Pokazano je da su sintetisane
nanocestice srebra sfernog oblika, veli¢cine oko 16 nm kao i da poseduju
povrsinski centriranu kubnu (eng. face centered cubic - fcc) kristalnu strukturu.
Nanocestice su unutar polimerne matrice stabilisane iskljucivo fizickim
interakcijama, $to je pokazano metodom infracrvene spektroskopije sa Fourier-
ovom transformacijom (FTIR) i fotoelektronskom spektroskopijom rendgenskih
zraka (X-ray photoelectron spectroscopy-XPS).

Mehanicke karakteristike sintetisanih sistema su ispitane na termo-
mehani¢ckom analizatoru TMA Q400EM (u statickim wuslovima) i DMA
Rheometrics 605 analizatoru (u dinamic¢kim uslovima). Utvrdeno je da promena
odnosa komonomernih komponenti uti¢e na mehanicka svojstva sistema, kao i
da nanokompoziti pokazuju znatno bolje mehanicke karakteristike u odnosu na
polimernu matricu, te se moZze smatrati da nanocestice srebra deluju kao
ojacanja u ispitanim nanokompozitima.

Takode, ispitana je mogucnost primene nanokompozitnih sistema za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci prac¢enjem kinetike oslobadanja jona
srebra, a zatim i modelovanjem dobijenih rezultata primenom razli¢itih
tarmakokinetickih modela. Utvrdeno je da ispitivani nanokompoziti mogu biti
koris¢eni kao sistemi za kontrolisano otpustanje jona srebra, a da kinetika
otpustanja zavisi od svojstava polimerne matrice, ali i od oblika i veli¢ine samih
nanocestica srebra. Antibakterijski potencijal je ispitan na Gram-pozitivne i
Gram-negativne bakterije, dok je analiza citotoksi¢nosti izvedena na
keratinocitnim celijama koZe. Dobijeni rezultati ukazuju da se sintetisani sistemi
mogu uspesno Kkoristiti kao terapeutski agens u interakciji sa bakterijama

(Escherichia coli i Staphylococcus aureus) u okviru terapeutskih doza koje se krec¢u



izmedu 0,78-12,5 ppm. Promenom odnosa komonomernih komponenti, kao i
veli¢inom i koncentracijom nanocestica srebra unutar polimerne matrice, svaki
od ispitanih sistema moZe biti sintetisan tako da bude primenljiv kao
terapeutski agens u tretmanu zarastanja rana (npr. u dijabetologiji). Ispitani
sistemi u obliku hidrogelnih obloga pokazali su zadovoljavajuc¢u antibakterijsku

aktivnost ispod granica citotoksi¢nosti i bez Stetnih dejstava po okolno tkivo.

Kljucne reci: N-izopropilakrilamid, itakonska kiselina, nanocestice srebra, gama
zracenje, inteligentni hidrogelovi, nanokompoziti, otpustanje jona srebra,
antimikrobna aktivnost, citotoksi¢nost

Naucna oblast: Tehnolosko inZenjerstvo

UZa naucna oblast: Hemijsko inZenjerstvo

UDK: 542913 :615.281 : 66.017



ABSTRACT:

Radiation-chemical synthesis of thermo- and pH-sensitive
antibacterial silver/poly(N-isopropilacrylamide-co-itaconic acid)

nanocomposites

In this study, radiation-chemical synthesis and characterization of the novel
nanocomposite systems based on silver nanoparticles (AgNPs) and crosslinked
copolymer matrix of N-isopropylacrylamide (NiPAAm) and itaconic acid (IA)
(Ag/P(NiPAAm/IA)) were performed. Radiolytic method, which is used for
synthesis, enables fine tuning of properties of polymer matrix as a carrier, as
well as formation of the silver nanoparticles with desired properties within
polymer matrix (in situ synthesis). The radiolytic synthesis method is carried
out by gamma irradiation at a cobalt (°°Co) radiation facility. Synthesized
samples were undergo to detailed physico-chemical characterization in order to
obtain information about polymer matrix as a carrier and silver nanoparticles as
a nanofillers, but also to examine their synergistic effects in the nanocomposite
systems.

Morphology of the crosslinked systems was performed by scanning
electron microscopy (SEM) and micro computerized topography (micro-CT),
while swelling study was performed by monitoring the swelling kinetics in the
swelling media with different pH and temperature, ie. in simulated
physiological conditions. It has been shown that the addition of itaconic acid
and incorporation of AgNPs have influences on the morphology, network
parameters as well as on the swelling capacity.

The optical properties of the nanocomposites were investigated by
ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) and theoretical modeling using
MiePlot 3.4 software package, with algorithm based on Mie's theory. Obtained

absorption spectra exhibit the characteristic plasmon peak with maxima



between 390 nm and 412 nm, while the modeling has shown that the mean size
of the silver nanoparticles was in the range between 6.8 nm and 16.2 nm.

Structural characterization of the nanoparticles was performed using X-Ray
diffraction (XRD), whereas microscopic methods (SEM and TEM) were used for
morphological investigation. It has been shown that the synthesized silver
nanoparticles are spherical in shape with the size of about 16 nm with the face
centered cubic (fcc) crystal structure. The stabilization of the silver nanoparticles
within the polymer networks occurs only throught the physical interactions,
which was confirmed by infrared spectroscopy with Fourier transform (FTIR)
and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS).

Mechanical properties were examined by thermomechanical analysis on
TMA Q400EM (in static mode) and on DMA 605 rheometrics (in dynamic
mode). It was shown that comonomers ratio has strong influence on mechanical
properties of polymer networks. Moreover, the obtained results indicate that
nanocomposites have much better mechanical properties compared with
polymer network, and hence it can be considered that AgNPs act as additional
reinforcement in the investigated nanocomposites.

The possibility of potential application of these nanocomposite hydrogels in
silver controlled release systems was tested by monitoring of silver ion release
from nanocomposites, and modeling of obtained results using different
pharmacokinetic models. It was found that the investigated systems can be
used as systems for the controlled release of silver ions, and that release kinetics
depends on diffusion characteristics of polymer matrix, as well as on
morphology and size of silver nanoparticles embedded in the matrix.
Antibacterial potential was investigated against Gram-positive and Gram-
negative bacteries, while citotoxicity test was carried out on skin keratinocyte
cells. Obtained results show that nvestigated systems can be successfully used
as a therapeutic agens to interact with bacteria (Escherichia coli and
Staphylococcus aureus) within the therapeutic interval between 0.78-12.5 ppm.

Changing ratio of comonomer components as well as size and concentration of



silver nanoparticles within the polymer matrix, each system can be synthesized
in such way that it can be applicable as a therapeutic agent in the treatment of
wound healing (for example in diabetology). The investigated systems in the
form of hydrogel wound dressing, showed optimal antibacterial activity, below
the cytotoxicity level, and without any harmful effects on the surrounding

tissue.

Key words: N-isopropylacrylamide, itaconic acid, silver nanoparticles, gamma
irradiation, intelligent hydrogels, nanocomposites, silver ion release,
antimicrobial activity, cytotoxicity

Scientific area: Technological engineering

Field: Chemical engineering

UDC: 542913 : 615.281 : 66.017
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SPISAK SKRACENICA I SIMBOLA

I Skraéenice

Ag/PNiPAAm Srebro/ poli(N-izopropilakrilamid)

Ag/P(NiPAAm/IK)  Srebro/poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina)

AFM Mikroskopija atomskih sila
BE Energija veze (eng. Binding energy)
DMA Dinamicko-mehanicka analiza

Agencija za zastitu zivotne sredine (eng. Environmental

EPA .
protection agency)

E.C. Escherichia coli

FBS Fetalni serum (eng. Fetal Bovine Serum)

fec Povrsinski centrirana kubna struktura (eng. Face centered cubic
structure)

FTIR Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom

FWEHM Qirir}a apsorpcione trake na poluvisini (eng. full with at half
maximum,)

HEKSs Keratinocitne celije koze (eng. human epidermal keratinocytes)

HaCaT Celijska linija zdravih humanih keratinocita

IK Itakonska kiselina

LCST Donja kriti¢na temperatura rastvora (eng. Lower critical solution
temperature)

MIC Minimalna inhibitorna koncentracija

MBC Minimalna baktericidna koncentracija

p-CT Mikro kompjuterizovana topografija

NiPAAmM N-izopropilakrilamid

OD metoda Metoda opticke gustine

P(NiPAAm) Poli(N-izopropilakrilamid)

P(NiPAAm/IK) Poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina)

PHEMA Poli(2-hidroksietil metakrilat)



PVA Poli(vinil alkohol)

PVP Poli(vinil pirolidon)
PLGA Poli(mle¢na-ko-glikolna kiselina)
PEG Poli(etilen glikol)
PAA Poli(akril amid)
PEGD Poli(etilen glikol dimetakrilat)
PMMA Poli(metil metakrilat)
RBE Relativna bioloska efikasnost
S.A. Staphylococcus aureus
SEM Skenirajuca elektronska mikroskopija
SBF Simulirana telesna te¢nost (eng. Simulated body fluid)
SPR Povrsinske plazmonske apsorpcije (eng. sutface plasmon
resonance)
Skenirajuci tunelski mikroskop(eng. Scanning Tunnelig
STM ,
Microscopy)
TEM Transmisiona elektronska mikroskopija
TMA Termo-mehanicka analiza
Gornja kriti¢na temperatura rastvora (eng. Upper critical
UCsT ,
solution temperature)
UV-Vis Spektroskopija u ultraljubicastoj i vidljivoj oblasti spektra
Svetska zdravstvena organizacija (eng. World Health
WHO L
Orqanization)
XRD Difrakcija rendgenskih zraka (eng. X-ray difraction)
XPS Fotoelektronska spektroskopija rendgenskih zraka (eng. X-ray

photoelectron spectroscopy)



II Simboli

C
Cn
CHGNC

c(AgAAS)/gHG

Ctot

d

Dy
Dsch
Dwn

Dwnm

D Early

D Late

D Etter
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Uvod

1. Uvod

Tehnoloske potrebe za novim materijalima poslednjih godina dovele su do
kreativnih pristupa sintezi i generisanju struktura, svojstava i funkcija u oblasti
nanokompozitnih sistema na bazi polimernih hidrogelova i nanocestica metala.
Nanocestice predstavljaju posebno vaznu klasu nanomaterijala zahvaljujuci
specifiénim fizi¢ko-hemijskim svojstvima koja poseduju, a koja se znatno
razlikuju od makroskopske faze metala. Karakteristicna svojstva nanocestica,
kao sto su opticka, magnetna, kataliticka, elektri¢na, mehanicka i biohemijska,
uslovila su veliko interesovanje istrazivaca za oblast nanocestica. Ove
karakteristike omogucavaju izuzetno Siroku primenu u optici, katalizi,
mehanici, mikroelektronici itd. Jedna od najvaznijih i u pogledu primene
najinteresantnijih karakteristika nanocestica srebra jeste da sprecavaju rast i
razvoj jednocelijskih organizama i samim tim ispoljavaju znacajna
antimikrobna svojstva, pa se mogu koristiti kao agens protiv Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih bakterija, gljiva ili virusa. To je wuslovilo ekspanziju
istrazivanja u cilju primene u medicini i farmaciji. Naime, Siroka primena
antibiotika, ¢ak i onih novijih generacija, dovela je do pojave rezistentnih sojeva
bakterija i virusa S$to smanjuje uspe$nost saniranja infekcija. Zahvaljujuci
antimikrobnim svojstvima, nanocestice kao $to su cink-oksid (ZnO), titan-
dioksid (TiO2), zlato (Au) i srebro (Ag) su postale dobra alternativa
tradicionalnim antibioticima. Nanocestice srebra pokazale su se kao vrlo
korisno terapijsko sredstvo za prevenciju rasta mikroorganizama i razvoj
infekcija, pa su razvijeni nanokompozitni sistemi sa srebrom za upotrebu u
medicini. Medutim, upotreba obloga za rane sa srebrom je suocena sa
znacajnim izazovima kao $to su nedostatak efikasnosti, njihova isplativost ili
pitanje sigurnosti tj. toksi¢nosti. Stoga, razvoj i optimizacija obloga koje
dostavljaju antimikrobno srebro kao terapeutski agens, u okviru netoksi¢nih
terapeutskih doza u koncentracijama od 0,78-12,5 ppm, moze znacajno da

poveca efikasnost primene.
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S obzirom da svojstva nanocestica zavise od njihove veli¢ine, oblika i okruzenja
u kome se nalaze, od klju¢ne je vaznosti obezbediti odgovarajuc¢e hemijske i
geometrijske karakteristike cestica koje ¢e biti konstantne tokom primene.
Polimerni hidrogelovi pokazali su se kao pogodni nosaci kako za formiranje,
rast i stabilizaciju nanocestica, tako i za kontrolisano otpustanje srebra kao
aktivne supstance u uslovima potencijalne primene (medicini, farmaciji,
bioinzenjerstvu tkiva, itd.).

Zahvaljujuéi poroznoj strukturi, hidrogelovi imaju sposobnost upijanja i
zadrZzavanja bioloskih fluida unutar umreZene polimerne matrice pri ¢emu se
pore ponaSaju kao nanoreaktori u kojima se odigrava nukleacija i rast
nanocestica srebra. PodeSavanjem uslova sinteze hidrogelova dobijaju se
matrice razlic¢itih svojstava ¢ime se utice na morfologiju, veli¢inu i raspodelu
veli¢ina inkorporiranih nanocestica.

S druge strane, za pojedine primene ili specificna mesta dostave aktivnih
supstanci, pozeljno je da hidrogelovi budu osetljivi na spoljne stimulanse. Ono
sto ovu klasu gelova ¢ini unikatnim je njihova sposobnost da promenom svojih
tizickih i hemijskih svojstava odreaguju na promenu fizioloskih uslova sredine
u kojoj se primenjuju (pH-vrednost, temperatura, jonska jac¢ina, promena
koncentracije bioloski aktivnih supstanci, itd.). Najc¢esce koris¢eni, a samim tim i
najinteresantniji, su pH- i temperaturno-osetljivi hidrogelovi, jer su
pH-vrednost i temperatura dva parametra koja se najceS¢e menjaju u
fizioloskim sistemima. Poli(N-izopropilakrilamid) (PNiPAAm) hidrogel je
pogodan za upotrebu u bioloskim sistemima posto nije toksican za tkiva, a
termoosetljiv je u opsegu fizioloski relevantnih temperatura. Uvodenjem
jonizujuc¢ih grupa u hidrogelove na bazi PNiPAAm-a dobijaju se kopolimeri
koji, pored temperaturne, poseduju i pH osetljivost, §to daje veliku mogucénost
podesavanja i kontrole bubrenja, odnosno upijanja i otpustanja aktivnih
supstanci. Kao pH osetljiva komponenta u ovom radu odabrana je itakonska
kiselina (IK) koja ima dve karboksilne grupe, ¢ime se povecava opseg

pH-vrednosti u kojima se kopolimer moZze primenjivati. Variranjem odnosa
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komonomera, NiPAAm-a i IK, mogu se kontrolisati morfologija i strukturne
karakteristike nosaca, ¢ime se uti¢e i na morfologiju, veli¢inu, raspodelu
veli¢ina nanocestica srebra, a samim tim i na mogucnost kontrolisanog
otpustanja srebra.

U dosadasnjim istrazivanjima razvijeno je vise metoda za sintezu Ag/hidrogel
nanokompozita. Medutim, da bi mogli da se primenjuju u medicini i farmaciji,
agensi koji se koriste za sintezu hidrogelova i nanocestica ne bi trebalo da budu
bioloski Stetni. Imajuc¢i u vidu da se principi sinteze radijaciono-hemijskom
metodom pod dejstvom gama zracenja zasnivaju na bioloski neskodljivim i
biokompatibilnim radiolitickim proizvodima vode, to se ova metoda namece
kao metoda izbora jer kombinuje prednosti radioliticke metode, reagenasa
neskodljivih po okolinu uz istovremenu stabilizaciju ¢estica u polimernoj
matrici. Pored toga, to je jednostavan i brz nacin sinteze ¢ije je izvodenje lako
kontrolisati, a kao jednu od najznacajnih prednosti treba izdvojiti mogucénost
sinteze i sterilizacije proizvoda u jednom tehnoloskom koraku, to je izuzetno
vazno za primenu u biomedicinskim tehnologijama.

S obzirom da sintetisani Ag/hidrogel nanokompoziti imaju izuzetno veliki
aplikativni potencijal u medicini i farmaciji, kao i da se radijaciono-tehnoloski
postupak sinteze primenom gama zracenja moZe svrstati u specifi¢ni postupak
nanoinZenjeringa materijala, predmet rada ove disertacije pripada veoma

aktuelnoj obasti nanonauka i nanotehnologija.

1.1. Cilj rada

Cilj ove doktorske disertacije je sinteza i karakterizacija novih termo- i
pH-osetljivih antibakterijskih srebro/poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska
kiselina), (Ag/P(NiPAAm/IK)) hidrogel nanokompozita. Zbog brojnih
prednosti koje nudi, kao metoda sinteze izabrana je radijaciono-hemijska
metoda upotrebom gama zracenja. S obzirom da ova metoda nije do sada

koris¢ena za sintezu pomenutih sistema, znacajan deo istraZivanja je posvecen

3|Strana



Uvod

razvoju i optimizaciji same metode sinteze u cilju poboljsanja karakteristika
dobijenih sistema. Imaju¢i u vidu da su u ovom radu izabrani N-
izopropilakrilamid i itakonska kiselina kao termo- i pH-osetljive komonomerne
komponente, koje mogu imati znacajan uticaj na svojstva nanocestica,
istrazivanja su obuhvatila detaljnu fizi¢ko-hemijsku i mehani¢ku karakterizaciju
polimerne matrice. Analiza dobijenih rezultata pruzila je informacije o
medusobnom uticaju ove dve komponente, kao i sinergetskom dejstvu koje
imaju na svojstva Ag/hidrogel nanokompozita, sto omogucava podesavanje
svojstava polimerne matrice za dobijanje nanokompozita Zeljenih karakterstika.
Takode, posebna paznja je posvecena ispitivanju uticaja prisustva nanocestica
srebra u polimernoj matrici na osnovne karakteristike materijala koje se mogu
fino podesSavati promenom koncentracije, veli¢ine i raspodele nanocestica
unutar polimerne mreZe. Eksperimentalna ispitivanja kinetike otpustanja jona
srebra u fizioloskim uslovima i primena farmakokinetickih modela omogudili
su razvoj i optimizaciju sintetisanih sistema u cilju dobijanja materijala za
primenu u tretmanima zarastanja rana (npr. u dijabetologiji) koji su efikasni
antibakterijski agensi ispod granice toksi¢nosti. Shodno tome, antibakterijska
svojstva su ispitana na Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama, a

citotoksi¢nost na keratinocitnim celijama koZe.
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2. Teorijski deo

2.1. Kompozitni materijali

Kompozitni materijali su materijali koji se sastoje od dva ili viSe razlicitih
materijala koji su razli¢iti po hemijskom sastavu, a medusobno ne reaguju i ne
mesaju se. Na taj nacin dobijaju se materijali sa svojstvima koja se umnogome
razlikuju od svojstava pojedina¢nih komponenti. Upravo je to razlog zbog koga
su kompozitni materijali boljih karakteristika od materijala koris¢enih za
njihovo dobijanje (Hull D. i sar. 1996). Osnovna faza kompozita je matrica koja
okruzuje i drzi fragmente mnogo ja¢eg materijala koji se naziva punilac. Kao
matrica se koriste metalni, keramicki i polimerni materijali, dok punioci mogu
biti cestice ili vlakna (ugljeni¢na, keramicka, staklena, aramidna i oksidna).
Veliki broj materijala koji stoji na raspolaganju kao moguca kombinacija u
izradi kompozita doveo je do porasta interesovanja za razvoj specificnih
proizvoda koji ¢e omogucditi poboljSanje performansi materijala uz istovremeno
smanjenje troskova, to je za potrosaca jedan od najvaznijih ciljeva. Kompozitni
materijali se danas u velikoj meri primenjuju u svakodnevnom Zivotu i
razli¢itim granama industrije. Zahvaljujuci svojim specificnim karakteristikama
potpuno je opravdano ocekivati jo$ brZzi razvoj i primenu ovih materijala jer se
njihovom proizvodnjom i paZljivim odabirom sastavnih komponenti mogu
dobiti materijali koji su laksi, jaci, kvalitetniji i ¢istiji (Hull D. i sar. 1996; Ajayan
P. i sar. 2004; Dzunuzovi¢ E. doktorska disertacija, 2010; Kickelbick G. i sar.
2003).

2.1.1. Nanokompozitni materijali

Pocetkom devedesetih godina proslog veka postignut je maksimum u
razvoju kompozita i javila se potreba za novim materijalima koji ¢e biti u stanju
da isprate sve vece zahteve trZiSta i industrije. Pomak je napravljen

ubacivanjem punila u vidu cestica nanometarskih dimenzija. Tako je stvorena
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nova klasa materijala, nanokompozitni materijali, koji u osnovnoj matrici sadrze
dispergovane cestice reda veli¢ine od 1 do 100 nm. U zavisnosti od vrste
komponenata koje se koriste razlikuju se nanokompoziti tipa
organsko/organski, organsko/neorganski i neorgansko/neorganski. lako su
nanopunioci prisutni u malom masenom procentu sveukupne mase materijala,
zahvaljujudi velikoj specifi¢noj povrsini koju poseduju, kao i moguénosti finog
dispergovanja unutar matrice, doprinose pojavi novih i znac¢ajnom poboljSanju
postoje¢ih svojstava kao Sto su mehanicka, opticka, toplotna, elektri¢na,
magnetna itd.. Nanokompozitni materijali su predmet velikog broja istraZzivanja
u nauci o polimerima, pa su samim tim i mogucnosti primene mnogobrojne.
Koriste se u gradevinskoj, masinskoj, avio i auto industriji, elektronici, optici,
razli¢itim oblastima hemijske industrije, kao i u farmaciji, medicini i
bioinzenjeringu (Ajayan P. i sar. 2004; DZunuzovi¢ E. doktorska disertacija,

2010).

2.1.2. Polimerni nanokompoziti

Polimerni nanokompozitni materijali sve viSe postaju materijali koji se
koriste kao zamena za tradicionalne materijale u razli¢itim granama industrije.
To su viSefazni sistemi u kojima se u matrici polimernog tipa nalaze pravilno
dispergovani nanopunioci. Svojstva polimernih nanokompozita zavise od vrste
polimerne matrice, oblika, veli¢ine i koncentracije nanocestica, kao i od
interakcija izmedu matrice i nanocestica. Pri izboru konstituenata ima se u vidu
krajnja primena materijala, pri ¢emu se komponente biraju tako da deluju
sinergisticki, $to je uslov da se dobije novi materijal poboljsanih svojstava uz
istovremeno eliminisanje nedostataka. Tako ovi materijali imaju sposobnost
zadrzavanja karakteristika nanocestica (opticka, elektriéna, magnetna) i svojstva
matrica (mehanicka, hemijska). Kao matrice koriste se razli¢iti polimerni
materijali, termoplasti¢ni, elastomerni, itd., dok se kao nanopunioci koriste
nanocestice metala (Ag, Au, Cu, Pd, Pt), oksida (TiO», ZnO, SiO») i drugi. Oblast

koja privla¢i mozda i najvec¢u paznju istrazivaca poslednjih godina je primena
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polimernih nanokompozita u medicini i medicinskom bioinZenjeringu. Kao
polimerne matrice u ovim istrazivanjima koriste se biokompatibilni polimerni
materijali (npr. hidrogelovi), dok su od nanocestica posebno interesantne one
koje poseduju antimikrobna svojstva (DZunuzovi¢ E. doktorska disertacija,

2010; Bhattacharya S.i sar. 2008; Schexnailder P. i Schmidt G. 2009).

2.2, Hidrogelovi

2.2.1. Pojam hidrogelova

Hidrogelovi su trodimenzionalne, hidrofilne polimerne mreze sposobne da
upiju i zadrze velike koli¢ine vode ili neke druge bioloske te¢nosti, pri ¢emu
njihova struktura ostaje nepromenjena. Prvu sintezu materijala ove vrste izveo
je ¢eski hemicar Otto Wichterle sa svojim saradnicima, pri ¢emu su sintetisani
hidrogelovi poli(2-hidroksietil metakrilata) (PHEMA) (Wichterle O. i Lim D.
1960). Ovi hidrogelovi su korisceni za izradu kontaktnih sociva, i izazvali su
veliko interesovanje istrazivaca jer su predstavljali novu, zanimljivu i
nedovoljno istrazenu klasu materijala. Usledila je ekspanzija istrazivanja
materijala tipa hidrogelova i samim tim njihova masovna upotreba kroz
razli¢ite komercijalne proizvode. Najinteresantnije, a u pogledu primene
svakako i najvaznije, jeste svojstvo hidrogelova da su nerastvorni i pored
prisustva velike koli¢ine fluida wunutar mreze (Hoffman A. 2012).
Nerastvorljivost je posledica umrezenja koje potice od kovalentnih veza kod
hemijski i od fizi¢kih veza kod fizi¢ki umrezenih polimernih matrica. Na taj
nac¢in dobija se porozna trodimenzionalna struktura, koja im omogucava
bubrenje, ali ne i rastvaranje. Pogonska sila za proces bubrenja je sila osmotskog
pritiska koja naizmeni¢no izaziva istezanje (pri bubrenju) i skupljanje (pri
kontrakciji) polimernih lanaca do postizanja ravnoteznog stanja koje odgovara
maksimalnom stepenu bubrenja, odnosno kontrakcije (Ahmed E. 2015; Kopecek
J. 2009). Hidrogelovi u procesu bubrenja mogu da upiju i do 95 mas.% fluida,

kada po svojim svojstvima postaju sli¢niji zivim tkivima vise nego bilo koja
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druga vrsta sintetskog materijala, zbog ¢ega su interesantni za primenu u
regenerativnoj medicini i bioinZenjeringu (popunjavanje i zamena tkiva i
organa, bioloski lepkovi, matrice za rast celija) (Drury J. i Mooney D. 2003;
Milasinovi¢ i sar. 2010a). Tome doprinosi porozna struktura nastala
umrezavanjem, koja je dovoljno stabilna da materijal poseduje i zadrzava
potreban oblik i formu, a istovremeno omogucava difuziju proizvoda
metabolizma. Na taj nac¢in hidrogelovi su postali znac¢ajna klasa biomaterijala

(Ratner B. i Hoffman A. 1976).

2.2.2. Klasifikacija i metode dobijanja hidrogelova

U zavisnosti od kriterijuma koji se uzima u obzir hidrogelovi se klasifikuju
na vise nacina. Osnovna podela je na osnovu porekla, na hidrogelove koji
poti¢u od prirodnih ili sintetskih polimera, ali i od njihovih kombinacija.
Najces¢e koris¢eni prirodni polimeri su celuloza, pektin, hitozan, alginat,
kolagen i skrob. Sintetski polimeri se dobijaju reakcijama polimerizacije, pri
¢emu je veliki broj monomera koji se u tim reakcijama moze koristiti. I prirodni
i sintetski polimeri imaju i prednosti i mane. Prirodni polimeri se dobijaju iz
obnovljivih izvora, biokompatibilni su i biodegradabilni. Medutim, njih obi¢no
odlikuju losa mehanicka svojstva i mogucénost sadrzaja patogena koji mogu
izazavati imuno reakciju organizma. S druge strane, veliki broj mogucih
kombinacija monomera pri sintezi sintetskih polimera daje mogucénost strogog
kontrolisanja i modifikovanja strukture polimerne mreze kako bi se dobio
materijal Zeljenih svojstava. Ovo je veoma vazno jer razumevanje strukture
hidrogelova znaci i razumevanje ponasanja materijala u razli¢itim uslovima, sto
na kraju odreduje moguénost primene. Za primenu u medicini i farmaciji vazno
je ponasanje hidrogelova pod uticajem promena u spoljasnjoj sredini, pa se
prema tome dele na konvencionalne hidrogelove koji ne pokazuju promene i
hidrogelove osetljive na spoljne stimulanse koji pokazuju znacajne promene
svojstava kao odgovor na promene u spoljasnjoj sredini (Qiu Y. i Park K. 2001;

Cong H. i sar. 2014). Na osnovu broja monomera/polimera koji ulaze u sastav
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hidrogelova dele se na homopolimere, kopolimere i multipolimere. Takode,
prema prirodi bo¢nih grupa u polimernim lancima hidrogelove je moguce
klasifikovati na neutralne i jonske, pri ¢emu jonski mogu biti anjonski, katjonski
ili amfolitni. U zavisnosti od strukture mreze razlikuju se jednostavne, semi-
interpenetrirajuce, interpenetrirajuce i hibridne polimerne mreZze. Vazna podela
se moze izvesti i na osnovu veli¢ine pora, i to na neporozne (1-10 nm),
mikroporozne (10-100 nm), makroporozne (0,1-1 pm) i superporozne (>1 pm)
(Peppas N. i sar. 2000).

Kada se govori o metodama sinteze, postoje dva osnovna nacina umrezavanje
hidrogelova, fizicki i hemijski. Fizi¢ki na¢in umreZavanja podrazumeva
formiranje fizickih interakcija kao $to su vodoni¢ne veze, jonske i hidrofobne
interakcije, formiranjem kalemljenih blok kopolimera, kao i kristalizacijom i
prepletajima polimernih lanaca. Hemijski na¢in umreZavanja, s druge strane,
podrazumeva formiranje hemijskih veza izmedu polimernih lanaca, §to ovim
materijalima daje postojanost u strukturi. Osnovni tipovi reakcija kojima se
mogu dobiti hemijski umreZene polimerne matrice su reakcije polikondenzacije
i reakcije radikalne polimerizacije (Kalagasidis Krusi¢ M. 2007). Najvise
zastupljene su reakcije radikalne polimerizacije koje se obi¢no odigravaju u
vodenim rastvorima uz prisustvo hemijskih agenasa (inicijatori, inhibitori,
umrezivaci). Imajudi u vidu da neke od ovih supstanci, i to obi¢no one koje su
najefikasnije, mogu biti toksi¢ne, poslednjih godina se sve ces¢e pribegava
metodama radikalne polimerizacije koris¢enjem izvora visoke energije
(elektronski snop, ultrazvuk, gama zracenje, mikrotalasno polje) (Hennink W.E.
i van Nostrum C.F. 2002; Gil E.S. i Hudson S.M. 2004). U ovom radu, za sintezu
nanokompozitnih materijala koris¢ena je radijaciono-hemijska metoda pod
dejstvom gama zracenja. Detaljniji prikaz delovanja gama zracenja na materiju,
analiza samog procesa sinteze kao i prednosti koje ova metoda nudi bice

objasnjeni u Poglavlju 2.4.
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2.2.3. Osnovna svojstva i struktura hidrogelova

Osnovna svojstva hidrogelova odreduju se pre svega odabirom monomera,
udela komonomernih komponenti, kao i uslova i nacina sinteze. Svojstva i
karakteristike monomera uti¢u na hemijsku strukturu u pogledu vrste i broja
bo¢nih veza, a samim tim i na ponasanje hidrogelova u razli¢itim uslovima.
Uzimajucdi u obzir potencijalnu primenu, komonomerne komponente se biraju
tako da kranji proizvodi zadovolje sve buduce potrebe. Ukoliko se planira
primena u medicini, komponente koje ulaze u sastav hidrogelova moraju biti
biokompatibilne, ali isto tako i netoksi¢ne, dok je poZeljno ali ne i neophodno
da budu i biodegradabilne. Veliki je broj kako prirodnih tako i sintetskih
monomera koji se u ove svrhe mogu koristiti, a njihovim pazljivim odabirom,
podesavanjem njihovih odnosa i nac¢inom izvodenja sinteze mogu se dobiti
materijali Zeljenih svojstava. Za primenu u biomedicini najces¢e se koriste
poli(vinil  alkohol)  (PVA), poli(N-vinil-2-pirolidon)  (PVP),  poli(N-
izopropilakrilamid) (PNiPAAm). Kada je jedan od zahteva biodegradabilnost
vrlo cesto se koriste kopolimeri mlecne i glikolne kiseline (PLGA), dok se u
nekim slucajevima isto svojstvo moze posti¢i i uvodenjem razli¢itih prirodnih
polimera ili degradabilnih grupa kao Sto su estri, ortoestri, anhidridi, amidi ili
urea u osnovni lanac. Jo$ jedna interesantna grupa hidrogelova, koja je posebno
vazna za primenu u fizioloskim uslovima, jesu hidrogelovi koji poseduju pH- i
temperaturnu-osetljivost. Monomeri koji se koriste za sintezu ovakvih sistema
su monomeri na bazi akrilamida i njegovih derivata, kao i hidrofilni monomeri
na bazi akrilne, metakrilne i itakonske kiseline (Milasinovi¢ N. doktorska
disertacija, 2011).

Bubrenje hidrogelova je jedna od njihovih najvaZnijih karakteristika, a
predstavlja sposobnost upijanja velike koli¢ine vode ili fizioloske te¢nosti, pri
¢emu se polimerna mreza ne rastvara (Hoffman A. 2012). Pogonska sila za
proces bubrenja je sila osmotskog pritiska koja izaziva istezanje polimernih
lanaca i Sirenje polimerne mreze, a sila koja joj se suprotstavlja je sila elasti¢nog

pritiska koja tezi da delove istegnutih makromolekula vrati u prvobitno stanje.
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Kada se ove dve sile izjednace sistem se nalazi u stanju termodinamicke
ravnoteze (Hoffman A. 2012; Kopecek J. 2009). Postoji vise teorijskih modela
kojima se opisuje fenomen bubrenja, i bez obzira na to kojim teorijskim
modelom ¢e se opisati, jasno je da je kapacitet bubrenja svojstvo koje ¢e uticati
na sve ostale parametre kao i na mogucénost primene (Flory P.J. i Rehner J. 1943;
Adnadevi¢ B. i Jovanovi¢ J. 2008). Kapacitet bubrenja se opisuje stepenom

bubrenja koji se defini$e na sledeci nacin:

sp = Mhemmo (2.1)

mg
gde je mn: masa hidrogela u nabubrelom stanju u trenutku f, a mx masa
kserogela.
RavnoteZni stepen bubrenja (SDeq) se takode odreduje prema jednacini (2.1), s
tim $to se umesto mase hidrogela u trenutku f uzima masa na kraju procesa
bubrenja, tj. u ravoteZnom stanju ().
Parametri koji uti¢u na stepen bubrenja su brojni: karakteristike polimerne
mreze (poroznost, stepen umreZenja, hidrofilnost i hidrofobnost, prisustvo
jonskih grupa, fleksibilnost lanaca), karakteristike medijuma za bubrenje
(jonska jac¢ina, uticaj kontra jona), kao i uslovi u kojima se proces bubrenja
izvodi (pH i temperatura).
Struktura polimerne mreze se definiSe preko slede¢ih parametara: udeo
polimera u nabubrelom stanju (v2s), udeo polimera nakon sinteze (vz),
parametar interakcije polimer-rastvara¢ (y), molarna masa izmedu dve tacke
umrezenja (M), efektivna gustina umrezenja (p.) i veli¢ina pora ($). Vrednosti
za vz, U2s 1 ¥ se mogu dobiti koriséenjem sledecih jednacina (Caykara T. i sar.

2004a; Caykara T. i sar. 2006a; Kalagasidis Krusi¢ M. i sar. 2009):

-1

Mhs_1)p,]
v = |14 (’"kp—)z (2.2)
1—1
mhr ),
vy = |1 +(’"k ) (2.3)
P1
X= [ln(l - UZS) + UZS]/U%S (24)
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gde su mps, mx 1 mnr mase hidrogelova nakon sinteze, nakon susenja (kserogel) i
u stanju ravnoteze, dok su p2 and p1 gustine polimerne matrice i medijuma u
kome se odvija proces bubrenja, redom.

U slucaju nejonskih hidrogelova, u koje spadaju hidrogelovi na bazi poli(N-
izopropilakrilamida), vrednost molarne mase izmedu dve ta¢ke umreZenja se
moze odrediti pomocu sledece jednacine (Peppas N. i sar. 2000; Milasinovic i
sar. 2010b):

2 2/3.1/3
(1—$)V1v2r vyl
v[ln(l—v25)+vzs +X”%s]

M, =

(2.5)

dok se u slucaju jonskih hidrogelova sa dve karboksilne grupe koje jonizuju

koristi jednacina (Milasinovi¢ i sar. 2010b):

[ (2Ka1Kaz+107PHK, ;) 2 (Vluﬁsxz)
2((10~PH)24+10"PHK,, +Ka1Kaz) 4]2vy2

2 2/3.1/3
(1—$)V1U2£ Uzé

= In (1 —vyg) + Ups + x5 + -~

(2.6)

Parametri koji figuriSu u ovim jednac¢inama su: ¢-funkcionalnost umreZivaca (u
slu¢aju gama zracenja ¢=4) (Caykara T. 2004b), Vi-molarna zapremina
medijuma za bubrenje, v-specifi¢ha zapremina polimera, Ka1 i Ka2 prva i druga
konstanta jonizacije kiseline, X-maseni udeo jonske komponente i I-jonska
ja¢ina medijuma za bubrenje.

Veli¢ina pora moze se odrediti koris¢enjem jednacine:

—1/3, (Cn2M\Y/?
£ =055 lec (M—r)

u kojoj Gy predstavlja karakteristi¢an Florijev odnos (Cn, 1a = 4,63 i Cn, NiPAAm =

2.7)

11,7), l« je duzina C-C veze, M: molarna masa ponavljajuce jedinice
(Milasinovi¢ i sar. 2010a; Milasinovi¢ i sar. 2010b; Peppas N. i sar. 2000;
Kalagasidis Krusi¢ M. i sar. 2009) dok se stepen umreZenja moZze dobiti iz
sledece relacije:

Pe =M. /M, (2.8)
Pored strukturnih parametara polimerne matrice, za kompletnu karakterizaciju

procesa bubrenja potrebno je odrediti i mehanizam transporta tecnosti u
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polimernu matricu koji se dobija iz kinetike bubrenja. Proces bubrenja se moze
opisati primenom poluempirijske jednacine koja prati promenu mase hidrogela
sa vremenom u toku procesa bubrenja (Liu Y. i sar. 2014; Khare A. i Peppas N.

1995)

SD
SDeq

= tm (2.9)

gde je k kineticka konstanta hidrogela koja predstavlja konstantu brzine ovog
modela, dok je n karakteristi¢an eksponent koji opisuje mehanizam transporta
fluida u polimernu matricu. Logaritamski oblik jednacine (2.9) daje
pravolinijsku zavisnost u pocetnom stupnju bubrenja (SD/SDeq < 0,6) te se
vrednosti k i n dobijaju iz odsecka i nagiba prave, redom. U zavisnosti od
vrednosti eksponenta postoji vise prihvacenih modela difuzije: (i) Fick-ova
difuzija (n < 0,5) gde je dominantan proces relaksacije polimernih lanaca, (ii) ne-
Fick-ova difuzija (0,5 < n < 1) kada su uticaji difuzije i relaksacije polimernih
lanaca izjednaceni i (iii) difuzija tipa II (n > 1) kada je dominantan proces
difuzije medijuma (Milosavljevi¢ i sar. 2011; Can H. i sar. 2005). Pracenjem
kinetike bubrenja i polazec¢i od Fick-ovog zakona, moguce je odrediti koeficijent
difuzije (D), koris¢enjem sledec¢ih aproksimacija: aproksimacija modela u
pocetnom periodu bubrenja (SD/SDeq < 0,6; (jed 2.10)), aproksimacija modela u
zavrs$noj fazi bubrenja (SD/SDeq > 0,6; (jed 2.11)) i Etter model koji opisuje
proces bubrenja u celom intervalu (0 < SD/SDeq < 1; (jed 2.12)) (Mullarney M. i
sar. 2006; Krsti¢ J. i sar. 2014a):

SD Dgariyt 1/2

oe; = 4 () (210
sD_ . 8 _ Dratem’t

Deq 1 = exp( — ) (2.11)
SD _ DEgttert al l/b

o= 1= exp |-k (Pect) | (2.12)

U navedenim jednacinama Degarly, Drate i DEtter su koeficijenti difuzije procesa
bubrenja u odgovarajuéim modelima, 6 debljina kserogela, dok su a" i b

parametri Etter modela.
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2.2.4. Hidrogelovi osetljivi na spoljasnje stimulanse

Poslednjih godina posebna paZnja se poklanja ispitivanju hidrogelova
osetljivih na spoljasnje stimulanse. Spoljasni uticaji se mogu podeliti na fizicke
(temperatura, pritisak, zvuk, elektricno polje, magnetno polje, svetlost),
hemijske (pH-vrednost, jonska jacina, prisustvo specifi¢cnih molekula) i bioloske
(biomolekuli). Ono $to ovu klasu hidrogelova ¢ini jedinstvenim jeste njihova
sposobnost da na promenu fizioloskih uslova sredine u kojoj se nalaze
odreaguju promenom nekog od svojih fizicko-hemijskih svojstava, zbog cega se
nazivaju inteligentnim sistemima. Svojstva koja se naj¢es¢e menjaju su oblik,
zapremina i mehanicka svojstva (Qiu Y. i Park K. 2001; Kumar A. i sar. 2007).
Sistemi koji su najinteresantniji, a samim tim i najcesée ispitivani su termo- i
pH-osetljivi hidrogelovi, jer su temperatura i pH-vrednost dva parametra koja
se u fizioloskim uslovima primene najvise menjaju (Slika 2.1), sto je i razlog
zbog c¢ega su u ovom radu odabrane upravo termo- i pH-osetljive
komonomerne komponente (Galaev I. i sar. 1999; Martins G. i sar. 2011). Ova
klasa hidrogelova je posebno interesantna za primenu u sistemima za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci, kao sto je Sematski prikazano na

Slici 2.1.

\ 1 ?
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Slika 2.1. Sematski prikaz oslobadanja nanocestica iz termo- i pH-osetljivih
hidrogelova.

Temperaturna osetljivost hidrogelova je uslovljena postojanjem hidrofilnih
i hidrofobnih segmenata u polimeru. Hidrogelovi koji su temperaturno osetljivi
imaju kriti¢nu temperaturu rastvora (temperaturu faznog prelaza) i sposobnost

da odreaguju promenom zapremine na promenu temperature okolnog
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medijuma, na osnovu cega se dele na negativno ili pozitivho temperaturno
osetljive i termoreverzibilne hidrogelove. Negativno temperaturno osetljivi
hidrogelovi imaju donju kriticnu temperaturu rastvora (eng. Lower Critical
Solution Temperature - LCST) ispod koje bubre, dok pri porastu temperature
iznad LCST dolazi do njihove kontrakcije. Supotno tome pozitivno
temperaturno osetljivi hidrogelovi imaju gornju kriti¢nu temperaturu rastvora
(eng. Upper Critical Solution Temperature - UCST) i pokazuju suprotno ponasanje
(Xue W. i Hamley I.W. 2002; Cortes J. i sar. 2008). Termoreverzibilni hidrogelovi
predstavljaju klasu termoosetljivih materijala za koje je karakteristicna sol-gel
promena faza u zavisnosti od toga da li poseduju gornju ili donju kriti¢nu
temperaturu rastvora. Treba napomenuti da je vise polimera koji imaju LCST,
oni su vise ispitani, a kao posebno interesantna grupa materijala se izdvajaju
hidrogelovi ¢ija je temperatura prelaza bliska temperaturi tela, $to je osnov za
biomedicinsku primenu. Neki od polimera koji se najc¢es¢e koriste su poli(N-
izopropilakrilamid), poli(N-izopropilmetakrilamid), poli(N,N-dietilakrilamid),
poli(vinil-izobutiroamid), poli(metil viniletar), hidroksipropil celuloza i drugi
(Milasinovi¢ N. doktorska disertacija, 2011). U ovom radu korisc¢en je poli(N-
izopropilakrilamid) koji ima LCST oko 32 °C, i pogodan je za upotrebu u
bioloskim sistemima posto nije toksican za tkiva, a termoosetljiv je u opsegu
fizioloski relevantnih temperatura. Na temperaturama ispod LCST dominantan
proces je apsorpcija vode usled formiranja vodoni¢nih veza izmedu molekula
vode i hidrofilnih delova polimernog lanca. Iznad LCST slabi uticaj vodoni¢nih
veza, pri ¢emu preovladuju interakcije izmedu hidrofobnih segmenata
polimernog lanca i dolazi do kontrakcije (Qiu Y. i Park K. 2001; Schild H.G.
1992; Pelton R. 2000). Na vrednost temperature faznog prelaza ovih sistema
moze se uticati promenom odnosa hidrofobnih i hidrofilnih segmenata lanca, tj.
promenom sastava i odnosa komonomernih komponenti, dok se uvodenjem
slabo kiselih ili baznih grupa u temperaturno osetljiv hidrogel postiZe se i pH
osetljivost. Sposobnost hidrogela da reaguje na promene i pH-vrednosti i

temperature pruza veliku mogucénost kontrole svojstava hidrogelova (Zhang J. i
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Peppas N.A. 2000; Milasinovi¢ N. doktorska disertacija, 2011). Prvi hidrogel na
bazi N-izopropilakrilamida sintetisao je Chibante 1978. godine, nakon cega je
obavljen veliki broj istraZivanja i objavljen znacajan broj radova (Pelton R. i
Chibante P. 1986; Pelton R. 2000). Grupa turskih istrazivaca (Caykara T. i
saradnici) bavila se sintezom i karakterizacijom hidrogelova na bazi N-
izopropilakrilamida. Njihova istrazivanja su pokazala da povecanje
koncentracije monomera nema znacajnog uticaja na vrednost LCST
temperature, ali dovodi do smanjenja kapaciteta bubrenja. Inkorporacijom
poli(etilen glikola) (PEG) u polimernu matricu dobijeni su makroporozni
hidrogelovi manjeg stepena umrezenja, a veceg kapaciteta bubrenja. Znacajan
uticaj na temperaturu faznog prelaza, kapacitet bubrenja i parametre mreze
postignut je kopolimerizacijom sa monomerima hidrofilnog tipa (Caykara T. i
sar. 2006a; Caykara T. i sar. 2004a; Turan E. i sar. 2007).

Hidrogelovi ¢ije ponasanje zavisi od pH okruZenja nazivaju se pH-osetljivi
hidrogelovi. Uslov da hidrogelovi pokazu pH osetljivost jeste postojanje jonskih
grupa u osnovnom ili boénom lancu polimera. Vrste jonskih grupa odreduju i
kojoj grupi pH osetljivih materijala hidrogel pripada, pa se tako razlikuju
anjonski (karboksilne, sulfonske grupe), katjonski (amino grupe) i amfolitni
hidrogelovi. Kada pH osetljiv hidrogel dode u kontakt sa medijumom odredene
pH-vrednosti i jonske jacine, bo¢ne grupe jonizuju i dolazi do stvaranja
odredenih jonskih vrsta. Usled formiranja istoimenog naelektrisanja na
pojedinim delovima lanca dolazi do pojave odbojnih elektrostatickih sila,
polimerna mreZa se $iri §to dovodi do povecanja kapaciteta bubrenja (Brannon-
Peppas L. i Peppas A. 1991; Cortes ]. i sar. 2008). Anjonski i katjonski
hidrogelovi pokazuju suprotno ponasanje, pa tako anjonski hidrogelovi bubre u
baznoj, a katjonski u kiseloj sredini. S obzirom da amfolitni hidrogelovi sadrze i
anjonske i katjonske grupe, njihova pH osetljivost je uslovljena udelom ovih
grupa. Kao pH osetljiva komponenta u radu je koriS¢ena itakonska kiselina (IK),
a razlozi za njen izbor kao komonomera su visestruki (Weiss-Malik R.A. i sar.

2004; Jones M.S. 1999). Itakonska kiselina je nezasicena dikarbonska organska
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kiselina ¢ije su konstante disocijacije pKa1=3,85 i pKa2=5,44 (Weast R.C. 1972).
Prednost IK u odnosu na druge komponente koje bi se mogle primeniti, kao sto
su akrilna ili metakrilna kiselina, jeste postojanje dve karboksilne grupe, ¢ime se
siri opseg pH-vrednosti potencijalne primene hidrogelova u ¢iji sastav kao
komponenta ulazi IK. Takode, velika prednost je i u mogucnosti njenog
dobijanja iz nepetrohemijskih izvora (Caykara T. i sar. 2004a; Ozkahraman B. i
sar. 2011). Mogucénosti primene ove grupe hidrogelova su $iroko
rasprostranjene i to najvise u medicini i farmaciji (Galaev I. i Mattison B. 1999),
gde postoje procesi koji se moraju odvijati na ta¢no odredenim
pH-vrednostima. To je uslovilo primenu pH osetljivih hidrogelova kao nosaca
za kontrolisano otpusanje lekova i lekovitih supstanci, koje su zasticene, t;.
inkapsulirane unutar polimerne matrice, pri ¢emu proces otpustanja krece na
ta¢no odredenoj pH-vrednosti. Prva istraZivanja o kombinaciji temperaturno- i
pH-osetljive komponente objavili su Erbil i Uyanik ispitujudi uticaj udela IK na
kinetiku bubrenja i osnovne parametre mreZze kopolimernih hidrogelova.
Pokazano je da porast udela hidrofilne komponente dovodi do povecanja
vrednosti SDeq i M., smanjenja stepena umreZenja, pri ¢emu se vrednost
temperature faznog prelaza pomera ka visim vrednostima. Do istih zakljucaka
dosao je i Ozkahraman sa svojim saradnicima, koji je takode ispitivao
karakteristike kopolimernih hidrogelova sa razli¢itim udelima IK. Variranjem
pH-vrednosti u procesu bubrenja hidrogelova, pokazano je da sa povecanjem
pH-vrednosti dolazi do porasta ravnoteznog stepena bubrenja do pH=9, nakon
¢ega dolazi do smanjenja vrednosti SDeq (Erbil C. i sar. 2000; Ozkahraman B. i

sar. 2011).

2.2.5. Hidrogelovi kao nosaci nanocestica srebra

Materijali koji su medu prvima koris¢eni kao nosaci aktivnih agenasa bili
su polimerni materijali. Samim tim, oni su i prvi dobili dozvolu za prakti¢nu
primenu iz ¢ega je proizasao veliki broj komercijalnih proizvoda. Veliki je broj

polimera koji se mogu koristiti u ove svrhe, a koji ¢e biti koriSéen zavisi
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prvenstveno od primene. Kao prirodni polimeri najcesce se koriste hitozan,
karboksimetil celuloza i skrob, dok se od sintetskih polimera najvise primenjuju
poli(akril amid) (PAA), poli(vinil alkohol) (PVA), poli(N-vinil-2-pirolidon)
(PVP), poli(N-izopropilakrilamid) (PNiPAAm), poli(etilen glikol dimetakrilat)
(PEGD) i poli(2-hidroksimetil metakrilat). Svaki od ovih polimera poseduje
odredena svojstva, ali ono $to im je zajednicko jeste da su svi biokompatibilni i
toksikoloski bezbedni. Kao rezultat razvoja ove ideje, polimerni materijali se
koriste kao nosaci razlicitih terapeutskih agenasa, izmedu ostalih i nanocestica,
¢ime se ujedno reSava jedan od osnovnih problema u prakticnoj primeni
nanocestica, a to je pojava aglomeracije. U zavisnosti od hemijske strukture
polimera, stabilizacija nanocestica se moZe ostvariti elektrostatickim
interakcijama kao i stvaranjem koordinativnih veza izmedu nanocestica i
odredenih funkcionalnih grupa u polimernim lancima. U slucaju prirodnih
polimera stabilizacija rasta nanocestica se obi¢no odigrava preko amidnih i
hidroksilnih grupa, pa tako postoji znacajan broj istrazivanja koji obuhvata
inkorporaciju nanocestica Ag, Au i Cu u polimerne matrice ovog tipa. Pored
prirodnih, i pojedini sintetski polimeri pokazuju zadovoljavajucu
biokompatibilnost, s§to im omoguéava da se ravnopravno sa prirodnim
polimerima koriste kao mnosaci aktivnih supstanci u biomedicinskim
ispitivanjima. IstraZivanja koja obuhvataju stabilizaciju nanocestica sintetskim
polimerima su brojna, o ¢emu svedo¢i znacajan broj objavljenih radova (Vimala
K. isar. 2009; Karthikeyan B. i sar. 2005; Gaddy G.A. i sar. 2004; Krklje$ A. i sar.
2007a; Jovanovi¢ Z. i sar. 2012).

Kao jedna od grupa polimernih materijala koji su nasli svoju primenu kao
nosa¢i nanocestica, posebno su se izdvojili hidrogelovi. Zahvaljujudi
trodimenzionalnoj umrezenoj strukturi koju poseduju, hidrogelovi
predstavljaju bolje matrice za inkorporaciju aktivnih supstanci u odnosu na
konvencionalne nevodene i polimerne sisteme. Svojim specificnim svojstvima
ova grupa materijala nametnula se narocito u sistemima u kojima je potrebno

obezbediti ciljanu dostavu terapeutskog agensa, pa se tako hidrogelovi koriste
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kao potkozni implanti i kao nosaci aktivnih supstanci za razli¢ite vrste tkiva ili
organa. Razlog tome je formirana polimerna mreza koja zadrzava aktivni agens
unutar matrice, pri ¢emu on ostaje zasticen do trenutka primene, dok u isto
vreme omogucava kontinualno otpustanje u Zeljenom vremenskom periodu i
na Zeljenom mestu. Kontinualno otpustanje je najznacajnije dostignuce i
poboljsanje do koga se doslo primenom umrezenih polimera. Naime, proizvodi
izgradeni od polimera koji ne poseduju umrezenu strukturu vezuju nanocestice
na svojoj povrsini. Prilikom upotrebe dolazi do trenutnog otpustanja, pa se
Cesto deSavalo da koncentracija srebra premasuje dozvoljene granice propisane
EPA  standardom (eng. Environmental  Protection Agency - EPA)
(http:/ /www3.epa.gov/). Primera radi, prema EPA standardu dozvoljena
koli¢ina srebra u vodi za pice iznosi 0,1 mg/ml. Ako se uzme u obzir da se
svojstva polimerne mreze mogu vrlo lako podeSavati (npr. uslovima sinteze ili
kopolimerizacijom), pri ¢emu se varira veli¢ina pora i stepen umreZenja, to
pruza mogucnost inkorporiranja molekula razli¢itih svojstava (izmedu ostalih i
nanocestica metala). Za inkorporaciju nanocestica srebra u hidrogelove
najvaznija je upravo njihova poroznost, jer se te¢nos¢u ispunjene pore koje
postoje u umreZenoj matrici ponasaju kao nanoreaktori u kojima se odigravaju
nukleacija i rast nanocestica (Krsti¢ J. i sar. 2014b; Vimala K. i sar. 2009).
Kontinualno otpustanje srebra (Ag*jona) zavisi kako od karakteristika
polimerne matrice, tako i od svojstava samih nanocestica srebra, njihove
veli¢ine, koncentracije i distribucije u polimernoj matrici. Podesavanjem uslova
sinteze i kombinacijom odgovarajuc¢ih komonomernih komponenti, u zavisnosti
od ciljane primene, dobijaju se matrice razli¢itih stepena umreZenja, stabilnosti i
mehanickih svojstava, (Murthy P.S.K. i sar. 2008), ali i postiZe delovanje aktivne
supstance u duzZem vremenskom periodu pri ¢emu se ne prelazi granica
toksi¢nosti. Mohan i saradnici su utvrdili da hidrogelovi predstavljaju pogodne
nosace za sintezu nanocestica srebra, kao i da se kontrolom svojstava polimerne
mreZe (stepen umreZenja i veli¢ina pora) moZe uticati na morfologiju i veli¢inu

samih nanocestica. Dobijene nanocestice srebra su imale oblik sfera ¢ija veli¢ina
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opada sa porastom stepena umreZenja, a sintetisani nanokompoziti su se
pokazali kao efikasan baktericidni agens (Mohan Y.M. i sar. 2010).
Zadovoljavajuc¢u antibakterijsku aktivnost pokazali su i nanokompoziti semi-
interpenetrirajuc¢ih (SEMI-IPM) hidrogelova poli(akril amida) i ugljenih hidrata
sa nanocesticama srebra, koje su sintetisali i ispitali Vimala i saradnici.
Prisustvo ugljenih hidrata u polimernoj mrezi dovelo je do blagog povecanja
kapaciteta bubrenja, a UV-Vis, XRD i TEM analizama potvrdeno je prisustvo
sfernih nanocestica srebra povrsinski centrirane kubne (fcc) strukture i veli¢ine
u opsegu od 2 nm do 20 nm (Vimala K. i sar. 2009). Da su hidrogelovi pogodni
nosaci i stabilizatori nanocestica srebra pokazali su i Boonkaew i saradnici
objavivsi vise radova u kojima su ispitivali nanokompozite hidrogelova i
nanocestica srebra koji su koris¢eni kao obloge za tretmane koZnih oboljenja. U
svojim istraZivanjima nanocestice srebra, pre¢nika manjeg od 30 nm, su
sintetisali dejstvom zracenja visokih energija (UV i y-zracenje), a dobijeni
nanokompozitni sistemi su bili ispod granice toksi¢nosti za Celije fibroblasta, uz
istovremenu zadovoljavajucu antibakterijsku aktivnost (Boonkaew B. i sar.

2014a; Boonkaew B. i sar. 2014b).

2.2.6. Mehanicka svojstva hidrogelova kao nosaca

Jedno od najvaznijih svojstava hidrogelova koje ih ¢ini tako jedinstvenim
jeste njihova biokompatibilnost., uslovljena velikim sadrzajem vode ili
bioloskog fluida unutar polimerne matrice. Istovremeno veliki procenat vode
znac¢i i loSija mehanicka svojstva, a samim tim i njihova primena postaje
ogranicena. Za primenu u farmaciji i biomedicini mehanicka svojstva su veoma
znacajna, tako da je poboljsanjem mehanickih svojstava moguce prosiriti opseg
primene hidrogelova. Naime, hidrogel koji se koristi kao nosa¢ aktivne
supstance mora imati stabilnu formu i strukturu koja tokom primene mora
ostati nenarusena jer na taj nacin &titi agens do trenutka njegovog ispustanja i
delovanja. Na taj nacin je moguce diktirati profil, odnosno brzinu ispustanja

inkorporiranog agensa, ¢ime se obezbeduje Zeljeni tok terapije. Takode, mreza
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mora ostati netaknuta i kada se hidrogelovi koriste kao obloge za zarastanje
rana, jer se mora omoguciti njihova pravovremena i potpuna zamena novim
materijalom sa novom koli¢inom agensa. Balans izmedu elasti¢nosti, mekoce i
odsustva mehanicke iritacije po okolno tkivo je zahtev koji hidrogelovi moraju
ispuniti kada se koriste za in vivo implantacije (Ahearne M. i sar. 2008;
Rattanaruengsrikul V. i sar. 2009). Sve ovo pokazuje koliki znac¢aj mehanicka
svojstva hidrogelova imaju za njihovu primenu. Mehani¢ka svojstva
hidrogelova se mogu kontrolisati promenom nacina sinteze, sastava ili stepena
umreZenja. Uslovi pod kojima se izvodi reakcija polimerizacije, kao $to su
vreme i temperatura reakcije ili vrsta i koli¢ina rastvaraca, znacajno uti¢u na
mehanicka svojstva hidrogelova. Mehanicka jac¢ina hidrogela opada ukoliko se
koristi velika koli¢ina rastvaraca pri sintezi, jer se na taj nac¢in smanjuje stepen
umreZzenja. U slucaju kopolimernih hidrogelova poboljSanje mehanickih
svojstava se postize povecanjem udela komonomerne komponente koja
poseduje bolja mehanicka svojstva. Isti efekat se postize i dodavanjem manje
hidrofilne komponente jer se na taj nacin smanjuje stepen bubrenja, ili
komponente koja moze da gradi vodoni¢ne veze koje deluju kao dodatno
umreZenje (Baker B. i sar. 2010; Luo Y. i sar. 2009). Za hidrogelove je
karakteristi¢no da povecanje stepena umreZenja poboljsava njihova mehanicka
svojstva, ali smanjuje stepen bubrenja, pa se kao posledica javlja slabija difuzija
medijuma u polimernu mrezu. S obzirom na vaznost difuzije u procesima
otpustanja aktivne supstance, potrebno je naéi optimalno umrezenje kako bi svi
zahtevi bili zadovoljeni i omogucena planirana primena (Anseth K. i sar. 1996).
Jedan od nacina poboljsanja mehanickih svojstava jeste uvodenje neorganskih
punila u polimernu matricu i upravo takva vrsta materijala je ispitana u ovom
radu. Za analizu mehanic¢kih svojstava hidrogelova primenuju se razlicite
metode koje se mogu podeliti u dve grupe, metode ispitivanja u statickom
modu i metode ispitivanja u dinami¢kom modu. Ispitivanja u statickom modu
najc¢es¢e obuhvataju analizu ponasanja hidrogelova pri dejstvu sile istezanja i

kompresije. Merenja se izvode na konstantnoj temperaturi, pri ¢emu se sila
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povecava sa vremenom. Prati se promena deformacije uzorka, a kao rezultat se
dobijaju standardne krive napon deformacija, iz kojih se mogu odrediti Jungov
modul elasti¢nosti i modul kompresibilnosti. Vrednosti modula se odreduju iz
nagiba pocetnog linearnog dela krive u oblasti vaZenja Hukovog zakona
(Jovanovi¢ S. i Jeremi¢ K. 2007, TMF). Ispitivanje u dinami¢kom modu
(dinamicko-mehanicka analiza) podrazumeva dejstvo sile na ispitivani
materijal, pri ¢emu se sila menja po nekoj unapred zadatoj funkciji. (Meyvis T. i
sar. 2002). Kao rezultat dobijaju se moduli sacuvane (G’) i izgubljene energije

(G"), kao i faktor prigusenja (tg 0).

2.3. Nanocestice metala

2.3.1. Pojam i osnovna svojstva nanocestica metala

Nanocestice metala predstavljaju posebno vaznu klasu nanomaterijala
zahvaljujudi specifi¢cnim fizi¢ko-hemijskim svojstvima koja poseduju, a koja se
znatno razlikuju od makroskopske faze metala. Karakteristika nanocestica jeste
da im se dimenzije kre¢u u opsegu od 1 do 100 nm. Ispod 1 nm nanocestice su
blize svojstvima koja poseduju atomi i molekuli, dok se pri veli¢inama preko
100 nm priblizavaju svojstvima koja poseduju makroskopske strukture
(Pomogailo A. i Kestelman V. 2005). Karakteristi¢na svojstva nanocestica, kao
Sto su opticka, magnetna, kataliticka, elektri¢na i mehanicka (Sharma V. i sar.
2009), rezultat su velike specifi¢ne povrsinske energije koju poseduju, a koja je
posledica odnosa specificne povrsine i zapremine. Zbog toga su znacajna
ispitivanja usmerena na razli¢ite vrste nanocestica: ugljeni¢ne nanotube,
nanocestice metala (Au, Ag, Cu, Mg, Bi, Pt, Pd) i oksida metala (TiO2, ZnO,
AlO:3). Usled velike hemijske stabilnosti, kao posebno znac¢ajna grupa izdvajaju
se nanocestice plemenitih metala, a najceSce ispitivane su nanocestice srebra,
zlata, platine i paladijuma. I pored brojnih pogodnosti uslovljenih postojanjem
velikih vrednosti specifi¢ne energije, treba naglasiti i negativne strane ovog

fenomena. Usled malih dimenzija nanocestica znacajan deo atoma se nalazi na
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njihovoj povrsini, pri ¢emu je taj broj vedi sto su dimenzije ¢estica manje. Ovi
atomi se po svojstvima razlikuju od atoma u unutrasnjosti cestica, a kao
posledica postojanja velikog broja povrsinskih atoma dolazi do povecéanja
povrsinske energije. Kako svaki sistem teZi smanjenju energije u cilju prelaska u
stabilnije stanje cestice teZe da se kre¢u (Braunovo kretanje), pri ¢emu dolazi do
njihovog spajanja u vece klastere (Heilmann A. 2003; Mason M.G. 1983; Lee S.T.
i sar. 1981). To neminovno dovodi do gubitka nekog od specifi¢nih svojstava
nanocestica. Imaju¢i sve navedeno u vidu, moze se re¢i da su nanocestice
veoma reaktivne i nestabilne vrste, te da bi se njihova svojstva u potpunosti
iskoristila, potrebno je obezbediti stabilnost nanocestica u uslovima primene.
Kontrola rasta nanocestica se moze posti¢i na vise nacina. Kada se sinteza
izvodi u rastvoru, veoma je bitan izbor i vrsta rastvaraca, tako da na stabilnost
nanocestica veliki uticaj moZe imati jonska jac¢ina i viskoznost rastvora. U
rastvorima niske jonske jac¢ine dolazi do formiranja dvostrukog elektri¢nog sloja
¢ime se zaustavlja aglomeracija, dok e cestice biti stabilnije u viskoznijim
rastvorima zbog smanjene mogucnosti difuzije (Rele M. i sar. 2004). Ipak, u
vedini slucajeva u procesu sinteze nanocestica je neophodna upotreba
stabilizatora. Kao stabilizatori mogu se koristiti povrsinski aktivne materije
(surfaktanti), kao i molekuli polimera sa razli¢itim funkcionalnim grupama. Na
ovaj nacin se moze uticati i na oblik nanocestica, zahvaljuju¢i tome Sto razliciti
ligandi imaju afinitet prema razlic¢itim kristalografskim ravnima nanocestica. U
ovoj disertaciji nanocestice srebra su sintetisane unutar prethodno formirane i
definisane umreZene polimerne matrice (hidrogela). Upravo je postojanje
molekula polimera u trenutku formiranja metalnih klastera odgovorno za
njihovu stabilizaciju. Polimerni lanci se adsorbuju na povrsinu nanocestica,
dolazi do zasiéenja reaktivne povrsine uz istovremeno stvaranje sternih barijera
koje sprecavaju dalji rast (Mohan Y.M. i sar. 2010; Krklje§ A. doktorska
disertacija, 2009; Sidorov S. i sar. 1999).
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Slika 2.2. Vrste adsorpcije polimera na povrsinu metalnih nanocestica:
horizontalna (a), vertikalna (b) i adsorpcija u obliku petlje (c).

Adsorpcija polimernih lanaca na povrsinu nanocestica se moZe odigrati putem
fizicke adsorpcije uspostavljanjem van der Waals-ovih sila, vodoni¢nih veza ili
dipolnih interakcija, kao i procesom hemisorpcije formiranjem hemijskih veza.
Na koji nac¢in ¢e se stabilizacija izvesti zavisi od grupa koje se nalaze na
polimernim lancima, kao i od vrste nanocestica koje se stabilisu. Segmenti
polimernih lanaca se na povr$inu mogu adsorbovati u razli¢itim polozajima, pa
se tako razlikuju horizontalni, vertikalni i polozaj u obliku petlje, kao sto je
prikazano na Slici 2.2.

Specificna svojstva nanocestica uslovljena su, ne samo veli¢cinom ve¢ i
oblikom nanocestica. Oblik koji je najlakSe dobiti je oblik koji je energetski
najstabilniji, a to su sferne cestice. Nanocestice sfernog oblika se dobijaju u
procesima sinteze gde se ne vrsi kontrola rasta, ve¢ se one spontano organizuju
u sfere. Dodatkom odgovarajucih povrsinski aktivnih materija kontrolise se rast
nanoklastera, pa je metalne nanocestice moguce dobiti u velikom broju
razli¢itih oblika. Tako se kao posledica rasta kristala duz odredenog pravca
(preferentne ravni) mogu sintetisati nanocestice u obliku prizme, Stapica, kocki,
poliedra kao i nanocestice nedefinisanih geometrija (Barret C. i Massalski T.,
1980). S obzirom da razlic¢iti oblici cCestica iste zapremine imaju razli¢itu
specificnu povrs$inu, a samim tim i razli¢itu vrednost slobodne povrsinske
energije, moze se reci da, pored velicine, oblik i strukturne karakteristike takode
imaju veliki uticaj na svojstva nanocestica (Slika 2.3) (Heilmann A. 2003;

Banerjee S. i sar. 2014; Navaladian S. i sar. 2009).
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Medu najvaznijim svojstvima nanocestica koja su interesantna i vazna za
primenu, ali i za karakterizaciju, su opticka svojstva. Nanocestice plemenitih
metala ispoljavaju karakteristicna opticka svojstva u vidljivoj oblasti spektra.
Ukoliko se radi o koloidnim disperzijama, ovo svojstvo je moguce i vizuelno
detektovati jer dolazi do pojave intenzivnog obojenja. Svaka promena optickih
svojstava nanocestica metala, bilo da je uzrokovana promenom oblika ili
promenom dimenzija dovodi do promene karakteristicne povrsinske
plazmonske apsorpcije (surface plasmon resonance - SPR). Pojava apsorpcione
trake u vidljivoj oblasti spektra uslovljena je ponasanjem provodnih elektrona
koji pri interakciji sa elektromagnetnim zracenjem podlezu procesu
koherentnog oscilovanja. Naime, kada je frekvencija upadnog zracenja u
rezonanci sa koherentnim oscilovanjem elektrona, dolazi do jakog rasejanja i
apsorpcije zracenja, pri ¢emu se u spektru zapaZa intenzivna traka sa tacno
definisanim poloZajem maksimuma (Karthikeyan B. i sar. 2005; Veenas C. i sar.
2009). Ove kolektivne oscilacije provodnih elektrona se jo$ nazivaju i dipolne
plazmonske rezonance cestica i karakteristicne su za metalne cestice pre¢nika
manjeg od talasne duzine upadne svetlosti. Broj, polozaj i $irina apsorpcionih
traka zavise od veli¢ine, geometrijskih karakteristika, dielektri¢nih konstanti
sredine u kojoj su Cestice dispergovane i okruZenja nanocestica (Kelly K.L. i sar.
2003).

Fizicko objasnjenje apsorpcije zracenja metalnih nanocestica dao je Mie,
proucavajudi uticaj veli¢ine i oblika nanocestica, kao i dielektri¢ne konstante
okruZenja na opticka svojstva nanocestica. Analiza se =zasnivala na
elektrodinamic¢kim proracunima serije multipolnih oscilacija za ekstinkcione
koeficijente sfernih metalnih ¢estica u funkciji njihovog polupre¢nika. Uslov
primene Mie-vih proracuna je da je pre¢nik nanocestica ispod 20 nm, kao i da
¢estice medusobno ne intereaguju (Mie G. 1908). Ukoliko se radi o ¢esticama
vedim od 20 nm dipolna aproksimacija se ne moZe primeniti, jer se u tom
sluc¢aju apsorpcioni spektar sastoji od apsorpcije i rasejanja. Takode, Mie-va

serija proracuna se ne moze upotrebiti ni u sluc¢aju ¢vrstih nanokompozita, jer
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se usled smanjenja slobodnog prostora, meducesti¢ne interakcije ne mogu vise
zanemariti. To se manifestuje promenom poloZaja maksimuma, pri ¢emu dolazi
do Sirenja apsorpcione trake i pomeranja poloZaja apsorpcionog maksimuma ka
visim vrednostima (Krsti¢ J. i sar. 2014b; Krklje$ A. i sar. 2007a; Krklje$ A. i sar.
2007b; Akamatsu K. i sar. 2000). Uticaj interakcija medusobno bliskih
nanocestica u ¢vrstim nanokompozitnim sistemima ispitan je i objasnjen
primenom Maxwell-Garnett-ove teorije, prema kojoj se nanokompoziti
posmatraju kao homogen materijal u kome su inkorporirane nanocestice
izolovane postojenjem dielektri¢nog sloja na svojoj povrsini (Maxwell Garnett
J.C. 1904; Maxwell Garnett J.C. 1906, Krklje§ A. doktorska disertacija, 2009).
Ispitivanje uticaja razli¢itih faktora na opticka svojstva nanocestica metala,
narocito srebra i zlata, predmet je velikog broja istrazivanja, narocito poslednjih
godina. Uticaj veli¢ine nanocestica srebra na Sirinu apsorpcione trake i poloZaj
maksimuma plazmonske apsorpcije ispitivao je Agnihotri S. sa saradnicima, pri
¢emu je pokazano da sa povecanjem veli¢ine sfernih nanocestica srebra dolazi
do Sirenja apsorpcionih traka uz istovremeno pomeranje maksimuma ka veéim
vrednostima talasnih duzina (Slika 2.3 (a)). S druge strane, uticaj oblika
nanocestica na opticka svojstva ispitivao je Hou H. sa saradnicima. U svojim
istrazivanjima sintetisali su nanocestice zlata sfernog i Stapicastog oblika. Sferne
nanocestice su pokazale karakterisican pik plazmonske apsorpcije za zlato na
oko 520 nm, dok je u slucaju Stapica maksimum plazmonske apsorpcije
razdvojen na dve komponente, usled postojanja dve vrste oscilacija,
transferzalnih i longitudinalnih. Takode, pokazano je da sa porastom odnosa
duZine i Sirine Stapi¢a dolazi do crvenog pomeraja na UV-Vis spektru, tj.
vrednost maksimuma plazmonskog pika se nalazi na ve¢im talasnim duZinama

(Slika 2.3 (b)) (Agnihotri S. i sar. 2014; Hou H. i sar. 2015).
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Slika 2.3. Apsorpcioni spektri sfernih Ag nanocestica razlic¢itih veli¢ina (a)
(preuzeto iz Agnihotri S. i sar. 2014) i Au nanocestica razlic¢itog oblika (b)
(preuzeto iz Hou H. i sar. 2015; copyright©2015, Royal Society of Chemistry
Hou H. i sar., Fine-tuning the LSPR response of gold nanorod polyaniline core-
shell nanoparticles with high photothermal efficiency for cancer cell ablation, J.
Mater. Chem. B).

Na osnovu pregleda mnogobrojnih istrazivanja koja su se bavila ispitivanjem
uticaja razlic¢itih faktora na opticka svojstva nanocestica, moze se zakljuciti da se
na oblik i veli¢inu nanocestica metala moze uticati promenom uslova i nac¢ina
sinteze: izborom vrste rastvaraca, nac¢ina redukcije i vrste redukcionog sredstva
i stabilizatora, kao i promenom parametara sinteze (pH-vrednost, temperatura,
koncentracija pocetnih rastvora) (Mulvaney P. 1996; Yang S. i sar. 2007; Yu D. i

Wing-Wah Yam V. 2005; Noguez C. 2007; Wiley B. i sar. 2007; Naghavi K. i sar.
2010).

2.3.2. Metode sinteze nanocestica metala

U dosadasnjim istrazivanjima eksperimentalno je razvijen i teorijski
objasnjen veliki broj metoda koje se koriste za sinezu nanocestica metala.
Najvise zastupljen je hemijski metod sinteze nanocestica, pri ¢emu se kao

prekursori koriste joni metala koji u reakciji sa odredenim hemijskim
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jedinjenjem (redukciono sredstvo) formiraju atome metala. Da bi reakcija bila
termodinamicki moguca, redoks potencijal redukcionog sredstva mora imati za
0,3-0,4 V negativniju vrednost od redoks potencijala srebra (Eag*/ag’=+0,799 V,
za sistem Ag jon/Ag metal) (Vodnik V. doktorska disertacija, 2008). Atomi
metala se dalje medusobno spajaju formirajuéi na taj nac¢in metalne klastere
odredenih oblika i dimenzija. Metoda hemijske redukcije se moZze odigrati u
vodenim i nevodenim rastvorima, a kao redukciona sredstva najcesce se koriste
natrijum-borhidrid (NaBH4), citrati, vodonik, hidrazin ili polisaharidi (Khanna
P.K. i sar. 2005; Pillai Z. i Kamat P. 2004; Vimala K. i sar.2009). Natrijum-
borhidrid je jako redukciono sredstvo i omogucava dobijanje stabilnih
nanocestica manjih dimenzija i uniformne raspodele. S druge strane citrati
predstavljaju slabo redukciono sredstvo, pa se njihovom upotrebom obi¢no
dobija nesto Sira raspodela veli¢ina nanocestica. Ideja da se izbegne upotreba
toksi¢nih hemijskih agenasa dovela je do upotrebe saharida kao redukcionih
sredstava, pa je tako nanocestice moguce dobiti i ukoliko se kao redukciono
sredstvo koriste glukoza, galaktoza, maltoza i laktoza (Panacek A. i sar. 2006).
Takode, nanocestice srebra se mogu dobiti i elektrohemijskom sintezom pri
¢emu se redukcija jona srebra postize koris¢enjem elektri¢ne struje. Prednosti
ove metode u odnosu na hemijske su visoka ¢isto¢a nanocestica i bolja kontrola
veli¢ine §to se postiZe jednostavnim podesavajem jacine struje koja se koristi pri
sintezi (Jovanovi¢ Z. i sar. 2012; Rodriguez Sanchez L. i sar. 2000). Pored ovih,
znacajno je pomenuti i mogucnosti sinteze nanocestica pri kojima se redukcija
moZe izvesti mikrotalasima, ultrazvukom, fotohemijski, biohemijski i
radijaciono-hemijski (Sharma V. i sar. 2009; Zhou Y. i sar. 1999). U ovom radu je
koris¢ena radijaciono-hemijska metoda gde je upotrebom gama =zracenja
izvedena redukcije jona srebra. Ukoliko se u cilju sprecavanja aglomeracije
nanocestica koriste molekuli polimera, moze se re¢i da postoje tri osnovna
na¢ina dobijanja nanokompozita na bazi nanocestica metala i polimerne
matrice. Prvi slucaj se naj¢escée koristi kada nanocestice i polimerna matrica nisu

kompatibilni i podrazumeva inkorporaciju prethodno sintetisanih nanocestica u
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polimernu matricu. Pre inkorporacije, nanocestice se povrsinski modifikuju,
ukoliko postoji potreba za promenom nekog njihovog svojstva, a u cilju
povecanja kompatibilnosti sa matricom. Ovo je ujedno najzastupljeniji i najlaksi
nacin dobijanja nanokompozita. Drugi nacin koji je danas zastupljen jeste
sinteza polimerne matrice u prisustvu nanocestica, koje u ovom slucaju
predstavljaju nosioce inicijatora. Inicijator koji se imobilife na povrsinu
nanocestica moze biti hemijski agens ili radikali nastali iniciranjem pod
dejstvom nekog izvora visoke energije. Najnovija istrazivanja se baziraju na
ispitivanju metoda in situ radioliticke sinteze metalnih nanocestica unutar
trodimenzionalne mreZe hidrogelova. Polimerni molekuli se, hemijski ili
radijaciono-hemijski, prevode u polimerne radikale koji imaju dovoljno veliku
redukuju¢u mo¢ da metal prevedu iz jonskog u atomsko stanje. Na taj nacin,
polimeri proizvode vrste direktno odgovorne za nastanak metalnih nanocestica.
Ovom metodom se wuspeSno sintetiSu i bimetalne nanocestice tipa
jezgro/omotac (Doty R. i sar. 2005; Kim D.]. i sar. 2005; Li D. i sar. 2007; Mallick
K. 1isar. 2007; Kumar M. i sar. 2005; Krklje$ A. i sar. 2007b). Izbor metode sinteze
zavisi od Zeljenih svojstava nanocestica i planirane primene. U ovom radu
koriséen je metod in situ inkorporacije nanocestica srebra u prethodno

sintetisane umreZene polimerne matrice (hidrogelove) metodom gama zracenja.

2.3.3. Nanocestice metala kroz istoriju

Rani primeri nanostrukturnih materijala poti¢u jos iz doba starog Rima i
Egipta, iz radionica tadasnjih majstora koji su, koriste¢i zagrevanje, na visokim
temperaturama uspevali da dobiju predmete neobi¢nih svojstava i izgleda.
Primera je puno, a najpoznatiji je Likurgov pehar (Freestone I. i sar. 2007) iz
rimskog doba, koji zahvaljuju¢i nanocesticama srebra i zlata koje sadrzi
pokazuje razli¢ito obojenje u zavisnosti od polozaja izvora svetlosti.
Interesantni su i keramicki predmeti iz 9. veka oslikani posebnom tehnikom
(eng. Lustreware ceramics) koja je ukljucivala upotrebu nanocestica srebra i bakra

pri ¢emu su dobijani predmeti zlatnog sjaja, a da pri tome nisu sadrzali zlato.
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Mnogobrojni vitrazi u evropskim katedralama svoju lepotu duguju
nanocesticama zlata i oksida drugih metala. Nanocestice su se koristile i u
izradi oruzja, pa je tako poznata takozvana ,damask’” sablja ¢ije se¢ivo sadrzi
ugljeni¢ne nanotube i nanozice cementita, koje su ovom materijalu obezbedile
potrebnu jac¢inu, elasti¢nost i ostrinu ivica (Slika 2.4) (Reibold M. i sar. 2006;

http:/ /www.nano.gov/timeline).

Slika 2.4. Primeri upotrebe nanostrukturnih materijala: Likurgov pehar (a),
Lustreware keramika (b), vitraz (c) i ,damask’ sablja (d) (preuzeto sa
http:/ /www.nano.gov/ timeline).

Sa razvojem nauke svi ovi fenomeni su razjasnjeni, i dok su se razvijali novi
pravci u istrazivanjima uporedo se razvijala jedna nova grana nauke. Majkl
Faradej je 1875. godine otkrio da koloid zlata pod razli¢itim uslovima
osvetljavanja daje razli¢ito obojenje, i nazvao ga koloid Rubi (eng. Ruby coloids).
Viktor La Mer i Robert Dinegar 1950. godine su razvili teoriju i proces za rast
monodisperznih koloida predvidajucéi istovremeno industrijsku upotrebu ovih
materijala. Razvijanje nanostrukturnih materijala pratilo je i istovremeno
razvijanje mnogih uredaja bez kojih se danas ne moze zamisliti karakterizacija
nanocestica, pa su tako Binnig i Heinrich Rohrer, istazivac¢i sa IBM-a (eng.

International Business Machines Corporation - IBM) u Cirihu 1984. godine
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konstruisali prvi skenirajuc¢i tunelski mikroskop (eng. Scanning Tunnelig
Microscopy - STM) i mikroskop atomskih sila (eng. Atomic Force Microscopy -
AFM). Na taj nacin je doslo do razvoja jedne nove grane, kako u nauci, takoiu
industriji - nanotehnologije. Nanotehnologija se danas smatra modernom
tehnologijom ili tehnologijom buduénosti jer omogucava sintezu i razvoj novih
materijala izvanrednih svojstava. Prema proceni americke agencije National
Nanotechnology Initiative, u svetu je u 2005. godini u nanotehnologiju ulozeno
9 milijardi dolara, a planira se da u periodu 2015-2016. ta ulaganja dosegnu 26
milijardi dolara. Osnovna interesovanja nanotehnologije su nanobiotehnologija,
nanosistemi, nanoelektronika i nanostrukturni materijali, od kojih
nanokompoziti zauzimaju znacajno mesto (Thostenson E. i sar., 2005;
http:/ /www.nano.gov). 90-tih godina je zabeleZen veliki broj novih kompanija
koje su poslovale u polju nanotehnologija kao $to su Nanophase Technologies
(1989), Helix Energy Solutions Group (1990), Zyvex (1997), Nano-Tex (1998) i
mnoge druge U sledecoj dekadi se pojavio znacajan broj komercijalnih
proizvoda u ¢iji sastav ulaze nanocestice koje su dovele do poboljsanja

svojstava poznatih materijala.

2.3.4. Nanocestice srebra

Kao $to je ve¢ pomenuto, mnogobrojna jedinjenja se mogu sintetisati u
obliku nanocestica (od metala do oksida metala), pri ¢emu se nanocestice srebra
izdvajaju kao najinteresantnija i najcesée sintetisana vrsta. Svojim specifi¢nim
svojstvima kao Sto su kataliticka, opticka i posebno antimikrobna, nanocestice
srebra svakako taj epitet i zasluzuju. Srebro je plemenit metal koga odlikuje
izrazena hemijska stabilnost. Do danas je razvijen veliki broj hemijskih
procedura za dobijanje nanocestica srebra, uz istovremenu mogucnost variranja
svojstava cestica u Sirokom opsegu. To pruza mogucnost primene u razlic¢itim
granama industrije. Opti¢ka svojstva nanocestica srebra, tj. pojava plazmonske
apsorpcije u vidljivom delu spektra, omogucava koris¢enje nanocestica srebra

za pojacavanje signala u optickoj spektroskopiji (Stamplecoskie K.G. i sar. 2011).
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Znacajna je i primena u razli¢itim dijagnostickim procedurama gde nanocestice
srebra imaju ulogu biosenzora (Ren X. i sar. 2005; Sharma V. i sar. 2009;), kao i u
kompozitima kada je potrebno poboljsati termic¢ku ili elektri¢nu provodljivost.
U industriji se koriste kao katalizatori, dok se nanocestice srebra u obliku
nanozica koriste u elektri¢nim uredajima kao elektrode i konektori (Long Y. i
sar. 2011). Jedna od najvaznijih i u pogledu primene najinteresantnijih
karakteristika nanocestica srebra jeste da sprecavaju rast i razvoj jednocelijskih
organizama i samim tim ispoljavaju znacajna antimikrobna svojstva, pa se
mogu Koristiti kao agens protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija,

gljiva ili virusa (Morones J.R. i sar. 2005; Fauss E. 2008; US-EPA 2010).

2.3.5. Antibakterijski potencijal srebra i primena u medicini

Jo$ od drevnih vremena srebro se koristi kao sredstvo za sprecavanje
razvoja infekcija. Poznata je upotreba srebra za ¢uvanje vode za pice, dok se u
obliku praha koristilo za lecenje raznih bolesti, kao agens koji ubija bakterije
tifusa, kao i za brzu koagulaciju, zarastanje i dezinfekciju rana u I svetskom ratu
(Grier N. 1977; Richard J.W. i sar. 2002). Jedan nemacki lekar je 1881. godine po
prvi put primenio kapi srebro nitrata u koncentraciji od 0,1% za lecenje
neonatalnog konjuktivitisa kod novorodencadi (Rai M. i sar. 2009; Russell A. i
Hugo W. 1994). Nakon otkri¢a penicilina i razvoja velikog broja antibiotika
srebro je izgubilo na znacaju. Medutim, uporedo sa razvojem novih antibiotika
otkrivano je sve vise novih mikroorganizama. Problem je nastao kada su zbog
dugotrajne ili neadekvatne primene antibiotika odredeni mikroorganizmi
poceli da pokazuju rezistentnost na neke vrste antibiotika. Javila se potreba za
kreiranjem novih antibiotskih formula $to podrazumeva dugotrajan i skup
proces ispitivanja na zivim organizmima. Koliko je proces odobravanja novog
antibiotika komplikovan i skup govori i ¢injenica da se nakon 1980. godine nije
pojavila nijedna nova klasa antibiotika. Tek nedavno je prezentovan jedan novi
antibiotik, teiksobaktin, koji se pokazao kao efikasan za odredene Gram-

pozitivne bakterije, inace rezistentne na veliki broj dotadasnjih antibiotika.
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Problem je Sto ¢e komercijalizacija ovog leka nastupiti tek nakon detaljnih
ispitivanja na zivim organizmima, $to je sigurno period od par godina (Kirby T.
2015; Ling L.L. i sar. 2015; Jovanovié¢ 7. doktorska disertacija, 2015). Sve ovo
vratilo je srebro u medicinsku primenu, a jedan od prvih proizvoda na bazi
srebra koji se u tom periodu pojavio jeste srebro-sulfadiazin. Ovaj agens sa
srebrom koristi se i danas kao krema pri lecenju opekotina, a primenjuje se u 1%
koncentraciji (Fox C.L. 1967; Rai M. i sar. 2009). Daljim razvojem nanonauka
srebro je postalo sastavni deo mnogih proizvoda u razli¢itim oblastima

medicine (Tabela 2.1) (US-EPA, 2010; Cheng D. i sar. 2004).

Tabela 2.1. Oblasti primene srebra u medicini.

oblast .
medicine primena
anesteziologija premazivanje maski i endotrahealnih linija
kardiologija premazivanje katetera
oftalmologija premazi na kontaktnim soc¢ivima
hirurgija premazi na hiruskim instrumentima
stomatologija dodaci u dentalnim materijalima
neurohirurgija premazi uredaja za drenazu
ortopedija aditivi u materijalima za kosti i implantima
dermatologija hidrogel obloge za zarastanje rana
farmacija agensi za akne, dermatitis

.. superapsorbujudi hidrogelovi za materijale za
nega pacijenta . G
inkontijenciju

Nanocestice srebra ispoljavaju snaznu antimikrobnu aktivnost prema Sirokom
spektru mikroorganizama: Gram-negativnim bakterijama - Acinetobacter,
Escherichia, Pseudomonas, Salmonella, Vibrio; Gram-pozitivnim bakterijama -
Bacillus,  Clostridium, Enterococcus, Listeria, Staphylococcus, Streptococcus;
gljivicama - Aspergillus, Candida, Saccharomyces; virusima - HIV-1 i HBV
(Wijnhoven SW.P. i sar. 2009; Wright ].B. i sar. 1999; Sun R.W. i sar. 2005).
Wijnhoven i saradnici su pokazali da antibakterijski potencijal penicilina G,

eritromicina, klindamicina, amoksiciklina i vankomicina protiv Staphylococcus
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aureus i Escherichia coli raste u prisustvu nanocestica srebra. Veli¢ina i oblik
nanocestica imaju znacajan uticaj na antibakterijsku aktivnost i to je jedan od
glavnih izazova za istrazivace pri kreiranju novog antimikrobnog agensa.
Mnoge grupe istrazivaca bavile su se proucavanjem antimikrobne aktivnosti
srebra, pa su tako Panacek i saradnici, kao i Morones i saradnici pokazali da
nanocestice manjih dimenzija pokazuju veéi potencijal prema bakterijama
zahvaljujué¢i vecoj specifi¢noj povrsini, ¢ak i pri niskim koncentracijama
(Wijnhoven i sar. 2009; Panacek A. i sar. 2006; Morones J.R. i sar. 2005).
Mehanizam prema kome nanocestice srebra deluje na bakterije nije do kraja
razjasnjen i misljenja nau¢nika o tome koji je mehanizam dominantan su
podeljena. Razlic¢ite vrste bakterija imaju i razlicite strukturne karakteristike, pa
¢e razli¢ito i reagovati na prisustvo srebra. Na otpornost bakterija na dejstvo
baktericidnog agensa najveci uticaj ima struktura i debljina celijskog zida.
Gram-pozitivne bakterije imaju deblji celijski zid (~20-80 nm) kompleksne
grade, sastavljen uglavhom od peptidoglikanskih jedinica sa kovalentno
vezanim ugljenim hidratima i proteinima (npr. teihoinskom kiselinom, koja
sa¢injava 50% suve materije Celijskog zida). S druge strane, Gram-negativne
bakterije imaju jako tanak proteinski sloj ¢elijske membrane (svega 2-3 nm), ali
pored toga sadrZe dodatni membranski sloj sastavljen od gusto pakovanih
fosfolipida i polisaharida koji povecavaju gustinu negativnog naelektrisanja na
povrsini. Povedanje negativnog naboja na celijskom zidu olaksava vezivanje
pozitivno naelektrisanih jona (u ovom slucaju Ag*-jona), sto je u skladu sa
podacima iz literature koji potvrduju da su Gram-negativne bakterije osetljivije
na dejstva baktericidnih agenasa. Najverovatniji mehanizam delovanja jona
srebra na bakterije podrazumeva reakcije sa fosfornim i tiolnim grupama
Celijskog zida, stvaraju se Supljine i dolazi do curenja citoplazme, $to na kraju
dovodi do smrti same celije. Pored toga $to mogu da deluju na odredene grupe
u Celijskom zidu, jedan deo jona ulazi unutar celije i pokazuje viSestruko
dejstvo, inhibira deobu c¢elije, ostecuje DNK i stvara reaktivne kiseoni¢ne vrste

(eng. reactive oxygen species - ROS) koje mogu biti izuzetno toksi¢ne (US-EPA
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2010; Wijnhoven S.W.P. i sar. 2009; Morones J.R. i sar. 2005). Pored jona, prema
nekim autorima i nanocestice srebra dovode do smrti celije. Naime, nanocestice
se vezuju za povrsinu Celije, remete njenu propustljivost i funkciju celijskog
disanja, i na taj nac¢in dovode do ostecenja. Takode, u prisustvu nanocestica
moZe do¢i do formiranja radikala koji mogu dovesti do znacajnih oStecenja
Celijskog zida (Morones J.R. i sar. 2005; Sondi I. i Salopek-Sondi B. 2004; . Kim
J.S. i sar. 2007). Na Slici 2.5 prikazani su razli¢iti mehanizmi prema kojima

nanocestice srebra deluju na celije.

Nanocestice ooo ___, Proizvodnja reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta

Ostecenja
celijskog zida
Otpustanje o] PERERE

jona (o]

Denaturacija proteina fo! O
ORNO G

=4

o

Fizicke interakcije
sa celijskim zidom

Ometanje elektro

transporta o 3 o
( g‘j

Prodiranje u

Q celiju
®e

Slika 2.5. Razli¢iti mehanizmi antimikrobnog delovanja nanocestica srebra
(preuzeto iz Dizaj S.M. i sar. 2014; copyright©2014, Elsevier, Dizaj S.M. i sar.,
Antimicrobial activity of the metals and metal oxide nanoparticles, Mat. Sci.

Eng. C-Bio. S).

Hwang i saradnici su ispitivali delovanje srebra na bioluminescentne bakterije i
pokazali da joni i nanocestice imaju sinergisticko toksi¢no dejstvo na bakterije
(Hwang E.T. i sar. 2008). Mehanizam delovanja srebra na gljive takode nije
razjasnjen, a pretpostavlja se da je slican mehanizmu delovanja na bakterije.
Sun i saradnici su pokazali da su nanocestice srebra efikasni antimikrobni agens
protiv virusa HIV-a tip I. Razli¢ite studije su pokazale da su nanocestice srebra
efikasnije u odnosu na nanocestice zlata, kao i da je efikasnost najveca kada je

pre¢nik ispod 10 nm (Sun R.W. i sar. 2005; Elechiguerra J.L. i sar. 2005).
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Nanocestice srebra pokazuju snazno produZeno antiinflamatorno dejstvo,
suzbijaju zapaljenske procese i formiranje nekroti¢nog tkiva, sprecavajuci
istovremeno i mogucénost infekcije, $to je veoma vazno u ranoj fazi zarastanja
rana (Wijnhoven SW.P. i sar. 2009). Hidrogelovi sa inkorporiranim
nanocesticama srebra se iz tog razloga koriste kao zavoji i obloge za rane (eng.
Wound dressing), i dostupni su na trzistu kroz razlicite proizvode: ALGICELL®
Ag Antimicrobial Alginate Dressing; Acticoat 7 Antimicrobial Silver Dressing;
SILVERCEL Antimicrobial Alginate Dressing - Sterile; SilverSTAT® -
Antibacterial Wound Dressing Gel.

2.3.6. Citotoksi¢nost nanocestica srebra

Svakodnevna upotreba srebra, ne samo u medicini, ve¢ i u mnogim drugim
oblastima, istovremeno znaci i svakodnevni kontakt ljudskog organizma sa
srebrom u nekom obliku. Kako se vremenom upotreba proizvoda koji sadrze
srebro povecavala, a narocito nakon ekspanzije upotrebe u medicini, povelo se
pitanje bezbednosti i mogucih stetnih uticaja, pre svega na ljudski organizam, a
zatim i na okolinu. Kada se govori o ljudskom organizmu, nacini izlaganja su
razli¢iti, pa se tako srebro u organizam moZe uneti oralno (gutanjem),
inhalacijom (udisanjem) ili apsorpcijom (preko koZe). Jedan od naj¢esc¢ih i u
javnosti najpoznatiji zdravstveni problem usled prekomerne izloZenosti srebru
je argirija. Argirija je stanje koje nastaje taloZzenjem srebra u organizmu nakon
dugotrajne izloZzenosti ¢esticama srebra, i ispoljava se kao plavo sivo obojenje
koZe koje se moze vizuelno uociti (White ].M.L. i sar. 2003; Rai M. i sar. 2009).
Zahvaljujuéi nanometarskim dimenzijama, ¢estice imaju sposobnost penetracije
kroz razlic¢ite barijere u ljudskom telu, $to znaci da putem limfe mogu sti¢i do
bilo kog organa, potencijalno ugroziti njegovu funkciju i dovesti do ozbiljnih
oboljenja. Izlaganje izuzetno visokim dozama u vazduhu moze dovesti do
problema sa disanjem i izazvati iritaciju disajnih puteva, dok kod nekih osoba
moze dodi do alergijskih reakcija. Takode, prema istrazivanjima nekih autora,

dugotrajno izlaganje velikim dozama moZze nepovoljno da utice na kostanu srz,
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na funkciju bubrega ili jetre, ili u nekim slucajevima cak i da izazove epilepti¢ni
napad (Takenaka S. i sar. 2001; Oberdorster G. i sar. 2005). Ispitivanjem
baktericidnog potencijala srebra na celije sisara doslo se do podataka da
minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) koja se odnosi na referentnu kulturu
¢elija propisanu standardom iznosi od 0,78-6,25 ppm, dok je minimalna
baktericidna koncentracija (MBC) 12,5 ppm. Takode je pokazano da nema
toksi¢nih efekata na celije fibroblasta pri koncentracijama koje se kre¢u do 1,2
ppm, $to je veoma vazno kada se govori o topikalnoj primeni za zarastanje rana
(Jain J. i sar. 2009; Hardes J. i sar. 2007). Godine istrazivanja i sve viSe
komercijalnih proizvoda na bazi srebra doveli su i do znac¢ajnog broja standarda
i propisa bez kojih bezbedna upotreba ovih proizvoda ne bi bila moguca.
Agencija za zastitu zivotne sredine u Americi (eng. United States Environmental
Protection Agency - US-EPA) je 2003. godine kao granicu toksi¢nosti u slucaju
oralne kontaminacije srebrom propisala koncentraciju od 0,005 mg/kg/dan
(US-EPA 2010; Samberg M.E. i sar. 2010). Treba napomenuti i da aktivnost
nanocestica u in vivo uslovima ne zavisi samo od koncentracije, ve¢ i od
veli¢ine, oblika, specifiéne povrsine i raspodele nanocestica. Postoje brojna
istrazivanja koja obuhvataju ispitivanja toksi¢nosti srebra, a rezultati su razliciti.
Francesca Filon Larese i saradnici ispitivali su sposobnost penetracije
nanocestica kroz kozu u dva grani¢na slucaja, kroz zdravu neostecenu i kroz
osteenu kozu. Sintetisane su sferne nanocestice u opsegu od 10 do 50 nm.
Utvrdeno je da nanocestice imaju sposobnost penetracije koju je, iako nije
znacajna, ipak moguce detektovati, kao i da je izraZenija na delovima koZe koji
su osteceni (Laresea F.F. i sar. 2009). Meghan E. Samberg i saradnici ispitivali su
potencijalnu citotoksi¢nost nanocestica srebra prema keratinocitnim celijama
koze (eng. human epidermal keratinocytes-HEKs). Simulirana je potencijalna
topikalna primena nanocestica srebra pre¢nika u opsegu 20 do 80 nm, u trajanju
od 14 dana. Pokazano je da nema znacajnog opadanja vijabiliteta celija pri
primenjenim koncetracijama koje su iznosile od 0,34 do 1,7 ppm, kao i da ne

dolazi do lokalnih upalnih procesa (Samberg M.E. i sar. 2010). Iz svega
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navedenog se moze zakljuciti da je i te kako moguce kreirati proizvod, bilo
medicinski ili komercijalni, koji ¢e omogucditi maksmalno iskoris¢enje svih
potencijala koje nanocestice srebra nude, a da se pri tome ne prede granica
toksi¢nosti. Potencijal bezbedne primene nanocestica srebra se ogleda u
pravilnom razumevanju njihovog delovanja u zavisnosti od vrste celija sa
kojom dolaze u kontakt, kao i u odredivanju granice toksi¢nosti za pojedine
primene. U tom smislu, veliki potencijal imaju sistemi koji poseduju sposobnost
kontrolisanog otpustanja jona, pri ¢emu cestice sluze kao rezervoari jona, a koje
su u trenutku primene zasti¢ene i nemaju direktan kontakt sa mestom primene.
Hidrogelovi sa inkorporiranim nanocesticama srebra su primer ovih sistema, i
imaju veliki potencijal primene kao obloge za razli¢ite vrste rana, upala ili
infekcija koze. Prednost ovih sistema jeste $to na ovaj nacin vrlo malo srebra
bude sistemski apsorbovano, tj. male koli¢ine srebra ulaze u organizam
(Wilkinson L.J. i sar. 2011). Cak i u slu¢ajevima kada se premasi grani¢na
dozvoljena koncentracija, srebro se nalazi u vidu Ag*-jona koji nemaju Stetan
uticaj na centralni i periferni nervni sistem i ne deponuju se u organizmu, vec se
izlu¢uju najéesée putem urina (Lansdown A.B.G. 2010). Pored $tetnih uticaja na
Zivi svet, posebna paznja se poklanja i ispitivanju uticaja nanocestica srebra na
zivotnu sredinu. Na osnovu brojnih studija i velikog broja istraZivanja svetska
zdravstvena organizacija (eng. World Health Orgnization - WHO) je 2002. godine
izdala zvani¢no saopstenje da je koli¢ina jona srebra u zivotnoj sredini isuvise
mala da bi mogla u skorije vreme da dovede do znacajnog povecanja

sveukupne toksi¢nosti (Wijnhoven S.W.P. i sar. 2009).

2.3.7. Klinicke studije i preporuke za bezbednu upotrebu nanocestica srebra
Decembra 2011. godine odrzan je internacionalni koncenzus ekspertskih
grupa iz celog sveta koji je za cilj imao izdavanje preporuka za bezbednu i
pravilnu upotrebu obloga sa nanocesticama srebra (International concensus,
London, 2012). Dokument je pruZio objasnjenja o delovanju nanocestica srebra

u in vivo i in vitro uslovima zasnovana na iskustvima u klini¢koj praksi i
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rezultatima istrazivanja koji su do tog trenutka objavljeni. U studiji je
ucestvovao veliki broj vodeéih medicinskih i istrazivackih institucija: Excelsior
College School of Nursing, New York (Sjedinjene Ameri¢ke Drzave); Silver
Chain Nursing Association & Curtin University, Pert (Australija); Section of
Wound Healing and Wound Healing Research Unit , Cardiff University
(Engleska); Aging Rehabilitation and Geriatric Care Research Centre, St
Joseph's Parkwood Hospital, Ontario (Kanada); Sophiahemmet University
College, Karolinska University Hospital, Stockholm (Svedska); Diabetic Foot
Unit, Complutense University, Madrid (Spanija); Inkosi Albert Luthuli Central
Hospital, Durban (Juzna Afrika); National Programme for Infection Control,
Directorate General of Health, Lisbon (Portugal); Faculty of Nursing &
Midwifery, Royal College of Surgeons in Ireland, Dublin (Irska). Na osnovu
klini¢kih ispitivanja objasnjeni su razli¢iti fenomeni koji su do tog trenutka
shvatani na pogresan nacin. Kao glavni zakljuéci mogu se izdvojiti slededi:

e Obloge na bazi nanocestica srebra su efikasno sredstvo za zarastanje rana
i sprecavanje razvoja infekcija kada se koriste na odgovarajuci nacin;

e Mala je verovatnoéa da se primenom obloga sa srebrom moze izazvati
sistemsko oboljenje u vidu argirije, jer je uslov za to primena mnogo
manjih koncentracija srebra u mnogo duzem vremenskom periodu;

e Nedostatak odgovora na dejstvo srebra nije posledica rezistencije na
srebro, ve¢ neodgovarajuce primene;

e Iako je teorijski moguce, klini¢ki nije dokazano da prisustvo nanocestica
srebra mozZe izazvati rezistenciju na odredene vrste antibiotika;

e U slucaju kada su pacijenti deca, obloge se mogu koristiti najduze dve
nedelje, uz dodatne mere opreznosti;

e Obloge sa nanocesticama srebra ne iziskuju ulaganja veca nego bilo koje
druge obloge sa antimikrobnim dejstvom.

Medutim, postoje i slucajevi kada upotreba obloga sa nanocesticama srebra nije
neophodna, pa se u tim slucajevima primenjuju antimikrobni agensi drugog

tipa. Kao primeri tih slucajeva se izdvajaju:
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Ciste hirugke rane sa malim rizikom od infekcije;

Povrsinske rane izrazito male povrsine sa malim rizikom od infekcije;
Kod pacijenata koji su osetljivi na srebro ili bilo koju drugu komponentu
sistema;

Tokom perioda trudnoce, dojenja i kod novorodencadi;

Kod pacijenata koji se pripremaju za snimanje metodom magnetne

rezonance.

Na osnovu svega izloZzenog, izdate su preporuke o klini¢ckoj upotrebi obloga sa

nanocesticama srebra, koje ¢e omoguciti efikasnu i u isto vreme bezbednu

primenu:

i.

l.

1ii.

iv.

Pre pocetka tretmana potrebno je izvesti sveobuhvatnu procenu stanja
pacijenta i rane koju je potrebno tretirati;

Odabrati vrstu obloge koja bi se koristila, uzimajuci u obzir vrstu i stepen
infekcije, dubinu rane, lako¢u manipulacije i Stetnost po okolinu;

Nakon pocetka procesa, u zavisnosti od vrste tretmana, izvoditi
pravovremene revizije, na osnovu kojih se terapija prekida, menja ili se
zavrsava;

Posebno obratiti paznju ukoliko se obloge koriste kod dece i ukoliko je
povrsina rane veoma velika. Ovi slucajevi zahtevaju cesce revizije i

kontrole.

2.4. Radijaciono-hemijski aspekti sinteze nanokompozitnih sistema

2.4.1. Visoko energijski izvori zracenja

Zracenje visoke energije ili jonizujuce zracenje predstavlja elektromagnetno

ili cesticno zracenje, energije koja je dovoljno velika da izazove jonizaciju

sredine kroz koju prolazi. Podela visoko energijskih izvora zracenja se moze

izvesti prema razli¢itim kriterjjumima. Prema poreklu, izvori jonizujuéeg

zracenja mogu biti prirodni (kosmicko zracenje, radioaktivni raspad prirodnih

radionuklida) ili vestacki (UV lampe, Rendgenske cevi, jonski izvori,
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akceleratori Cestica, radioaktivni raspad vestackih radionuklida). Prema prirodi
se dele na talasne izvore zracenja u koje spadaju X- i j-zracenje i korpuskularne
izvore zracenja u koje spadaju sve naelektrisane i nenaelektrisane cestice (ai f
Cestice, elektroni (e7), pozitroni (e*), protoni (p), deuteroni (d), ubrzani teski joni
kao i brzi i spori neutroni (n)). Takode, podela se moZe izvesti i prema vrsti
interakcije koju ostvaruju pri prolasku kroz odredenu sredinu, pri ¢emu se
razlikuju neposredno jonizujudi izvori zracenja u koje spadaju sve naelektrisane
Cestice, i posredno jonizujuéi izvori zracenja koji obuhvataju gama (y-) i X-
zracenje (Dragani¢ 1. 1968; Arnikar H. 1992; Mostafavi M. i Douki T. 2008;
Chmielewski A.G. i Haji-Saeid M. 2004). Zahvaljujudi visokim energijama koje
postizu, kao i relativno dugim vremenima poluraspada, najcesce korisceni
izvori gama zracenja visokih energija su kobalt ¢°Co i cezijum 137Cs:

e kobalt-60 (%°Co), E=1,17-1,33 MeV, tpoluraspada=5,27 godina

o cezijum-137 (137Cs), E=0,66 MeV, tpoluraspada=30,1 godina

2.4.2. Osnovni pojmovi u radijacionoj hemiji

Apsorbovana doza se definiSe kao koli¢ina apsorbovane energije po jedinici
mase materije kroz koju zracenje prolazi. Jedinica za apsorbovanu dozu je grej
(Gy), mada se cesto kao jedinica koristi i (rad) [1 Gy = 100 rad]. Vrednost
apsorbovane doze zavisi od ja¢ine radioaktivnog izvora, rastojanja izmedu
izvora i materije, vremena ozracivanja, kao i od sastava samog materijala.

Brzina apsorbovane doze (jacina doze) predstavlja meru uticaja vremena, i
definiSe se kao koli¢ina energije jonizujuceg zracenja koju akumulira jedinica
mase ozra¢enog materijala u jedinici vremena. IzraZava se u jedinici Gy/s ili
Gy/h.

Ekspoziciona doza je ukupna koli¢ina naelektrisanja jona koju jonizujuce
zracenje proizvede u jedini¢noj masi vazduha (1 C/kg = 3,87x103 rendgen (R)).

Ekvivalentna doza (H) je apsorbovana doza normirana na specifi¢ni deo tela
(u bioloskim uzorcima). Pojam ekvivalentne doze je uveden kako bi detaljnije

bili opisani efekti jonizujuceg zracenja u razli¢itim bioloskim sistemima.
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Osnovna jedinica ekvivalentne doze je sivert (1 Sv =1 Gy), a moze se odrediti
koris¢enjem sledece jednacine:

H=D-RBE (2.13)
pri ¢emu je RBE relativna bioloska efikasnost (Spinks J.W.T. i Woods R.J. 1976;
Arnikar H. 1992.; Chmielewski A.G. i Haji-Saeid M. 2004).

Radioliza vode je proces koji se deSava pri izlaganju vodenih sistema dejstvu
gama zracenja. U ovom procesu jonizujue zracenje predaje energiju
molekulima vode i dolazi do njihove jonizacije i pobudivanja (jed. 2.14) (Krkljes
A. doktorska disertacija, 2009; Dragani¢ I.G. i Dragani¢ Z.D. 1971; Acharya A. i
sar. 2003).

H,0 «» H,0" + H,0" + e~ (2.14)
Proizvodi nastali u ovim procesima imaju dovoljno energije da dalje ucestvuju
u reakcijama jonizacije i pobudivanja pri ¢emu nastaju novi proizvodi. Reakcije
se nastavljaju do uspostavljanja termodinamicke ravnoteze.

Prenosom protona sa H>O* jona na molekule vode prvo se stvaraju H3O" joni i
OH’ radikali (jed. 2.15), a zatim dolazi i do hidratacije H3O* jona (jed. 2.16):
H,0* + H,0 w»> H,0* + OH' (2.15)
H3;0* + n H,0 «» H30g, (2.16)
Elektroni koji su nastali u procesu jonizacije se termalizuju i hidratiSu prema
jednacini:

e o ererm T NH;0 - egq (2.17)
Molekuli vode nastali pobudivanjem podlezu procesu disocijacije dajuci pri
tom H* i OH" radikale:

H,0" - H*+ OH* (2.18)
Primarne vrste nastale u procesu radiolize vode (e.q , H3O*, OH*, H*) dalje
difunduju kroz rastvor i medusobno reaguju, pri ¢emu izmedu ostalih nastaju i

molekulski proizvodi radiolize, sve do uspostavljanja ravnoteZe. Svi navedeni

procesi se desavaju u periodu od 1011 do 1019 s od trenutka prolaska zracenja
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kroz sistem. Neke od reakcija koje se odigravaju mogu se prikazati slede¢im

jednacinama:

ez, + OH® — OH~ (2.19)
eqq + H;0% - H* + H,0 (2.20)
eqq + €aq + 2H,0 — H, + 20H™ (2.21)
eqq+ H'+ H,0 — H, + OH™ (2.22)
OH® + OH® - H,0, (2.23)
H'+ H* - H, (2.24)
H*+ OH® - H,0 (2.25)

Prikazane jednacine opisuju citav niz fizi¢kih i hemijskih procesa koji se
desavaju nakon izlaganja vodenih sistema dejstvu gama zracenja, odigravaju se
u periodu do 10 s od pocetka zrac¢enja i zbirno se mogu prikazati sledecom
jednacinom:

H,0 = eg,, OH*,H*,H;0*, Hy, H,0, (2.26)
pri ¢emu se razlikuju radikalski proizvodi (e.q , H3O*, OH*, H*) i molekulski
proizvodi (Hz i H2O»). Nastali proizvodi mogu biti oksidujuc¢e (OH" i H20») ili
redukujuée vrste (eaq 1 H*). Osnovno svojstvo radikalskih vrsta jeste njihova
nestabilnost koja je uslovljena postojanjem nesparenih elektrona, sto ih ¢ini vrlo
reaktivnim. Nespareni elektron odredene radikalske vrste moZe da se upari sa
slicnim elektronom u drugom radikalu, da bude eliminisan u elektron-transfer
reakcijama, kao i da ucestvuje u reakcijama koje ¢e kao proizvode dati
sekundarne radikale koji ¢e biti mnogo stabilniji. Proces radiolize koji se desava
pod dejstvom gama zracenja je prac¢en prenosom velike koli¢ine energije koja se
ne apsorbuje u jednom koraku. Iz tog razloga uveden je pojam radijaciono-
hemijskog prinosa (G-vrednost), koji predstavlja odnos broja nastalih proizvoda
i apsorbovane energije zracenja. G-vrednost je jednaka broju promena (nastanak
radikala, fragmentacija, agregacija) koje nastaju prilikom apsorpcije jonizujuceg
zraCenja energije od 100 eV. Vrednosti radijaciono-hemijskih prinosa za

primarne proizvode radiolize vode iznose: G (eaq ) = G (OH") = 2,80; G (H"*) =
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0,60; G (H2) = 0,45; G (H202) = 0,80 (Dragani¢ I.G. i Dragani¢ Z.D. 1971; Acharya
A. i sar. 2003; Kacarevi¢ Popovi¢ Z. i sar. 2010; Krkljes A. doktorska disertacija
2009). Bez obzira na veliki broj reaktivnih vrsta koje nastaju u procesu radiolize
vode, proces je moguce veoma precizno usmeriti ka dobijanju Zzeljenog
proizvoda. Supstance koje se pri tome koriste nazivaju se hvataci radikala
(skevendzeri). Hvataci radikala su supstance koje imaju sposobnost da hemijski
reaguju sa nepozeljnim vrstama, tako sto ¢e ih prevesti u Zeljene radikalske
vrste, ukloniti ih iz sistema ili ih inaktivirati. Na taj na¢in moguce je sve vrste
prevesti u Zeljene radikale (redukujuce ili oksidujuce), sto olakSava odigravanje
procesa, nema neZeljenih proizvoda i povecava se prinos reakcije. Efikasno
dejstvo hvataca radikala u sistemu je posledica toga sto se njihove reakcije sa
nepozeljnim vrstama daleko brze odigravaju od reakcija u kojima sa
nepoZzeljnim vrstama reaguju ostale komponente sistema (Radosavljevi¢ A. i

sar. 2012; Kacarevi¢ Popovic¢ Z. i sar. 2007; Mostafavi M. i Douki T. 2008).

2.4.3. Uticaj jonizujuceg zracenja na materiju

Jonizujuce zracenje se sastoji od subatomskih cestica ili elektromagnetnih
talasa dovoljno velike energije da odvoje elektron od atoma ili molekula i na taj
nac¢in ga jonizuju. Kao Sto je ve¢ pomenuto postoje razli¢ite vrste zracenja,
radioaktivno zracenje (a, ff i y), naelektrisane cestice velikih energija (elektroni,
protoni, itd.) i rendgensko zracenje (X zraci). Razlic¢ite vrste zrac¢enja poseduju
razli¢ite vrste energija i razli¢itu prodornu mo¢, pa se samim tim i njihovo
delovanje na materiju razlikuje. Kada visokoenergijsko zracenje prolazi kroz
materiju, bilo da se radi o Zivoj ili nezivoj materiji, odigravaju se primarne
reakcije sa elektronima sredine pri ¢emu im se predaje velika koli¢ina energije.
U ovim procesima nastaju nove reaktivne vrste sa $irokim spektrom energija
koje putujuci dalje kroz materiju tu energiju gube ucestvujuéi u razlic¢itim
mehanizmima (pobudivanje i jonizacija). Kada se govori o bioloskom
materijalu, nakon rekombinacije reaktivnih vrsta svi molekuli se ponovo nalaze

u stabilnom stanju uz delimi¢no promenjen hemijski sastav, $to u odredenim
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slucajevima znaci postojanje nekih vrsta oste¢enja. Ukoliko se radi o nezivoj
materiji, nakon zavrSenog procesa radiolize i rekombinacije reaktivnih vrsta
dolazi do formiranja novih ili delimi¢no izmenjenih hemijskih jedinjenja

(Arnikar H. 1992; Mostafavi M. i Douki T. 2008).

2.4.4. Radioliti¢cko umreZavanje polimera

Umrezavanje polimera podrazumeva transformaciju linearnih polimernih
lanaca u trodimenzionalne mreze njihovim medusobnim povezivanjem (Slika
2.6), pri ¢emu se povedava molarna masa polimera. Medutim, dejstvo
jonizujuceg zracenja pored polimerizacije i umreZavanja, moze dovesti i do
degradacije polimerne mreze $to zavisi od strukture samog molekula polimera i
od vrste i jacine zracenja. Umrezavanju teze polimeri koji u osnovnom C-C
lancu sadrZe vise H atoma. S druge strane, prirodni polimeri, kao i polimeri koji
imaju viSe supstituenata u osnovnom lancu teze degradaciji (Wang B. i sar.

2000; Wang B. i sar. 1998; Nagaoka N. i sar. 1997).

o
@)
Q O
OH radikali —
O o
o

o polimerni lanci polimerni radikali

Intramolekulsko
umrezavanje

Intermolekulsko
umrezavanje

Slika 2.6. Sematski prikaz procesa umrezavanja polimera (stvaranje intra- i
intermolekulskih veza).
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U cilju optimizacije procesa umrezavanja radijaciono-hemijskom metodom
jedan od najvaznijih zadataka jeste $to ta¢nija procena kvantitativhog hemijskog
prinosa, tj. stvaranja poprec¢nih veza. Jedan od najpouzdanijih nacina
odredivanja prinosa procesa umrezavanja jeste sol gel analiza koja se zasniva na
gravimetrijskom odredivanju sol i gel frakcije nakon zavrSenog procesa
zracenja. Umrezavanje polimernih lanaca se karakterise gustinom umreZenja (x)
koja se moze odrediti na sledeci nacin:

x=1xoD, (2.27)
gde je xo broj strukturnih jedinica glavnog lanca umrezenih apsorbovanom
dozom, a Dy jedini¢na doza zracenja.

Na sli¢an nacin definiSe se i gustina kidanja lanca (y), koja predstavlja broj
strukturnih jedinica lanca na kojima je doslo do kidanja veze (yo) pod dejstvom
jedini¢ne doze zracenja (Dy):

Yy =Yo'Dy (2.28)
Jedini¢na doza, izrazena u kGy, odgovara apsorpciji energije od 0,624-10'9 eV po
gramu. Pedesetih godina proslog veka znacajan doprinos razumevanju procesa
umrezavanja pod uticajem zracenja visoke energije, kao i mogucnost
odredivanja odnosa sol i gel frakcije, dao je Charlesby (Charlesby A. 1960). On
je rac¢unski re$io problem poprecnog povezivanja polimernih lanaca, a svoju
teoriju je zasnovao na ra¢unu verovatnoce. Charlesby i Pinner su razvili teoriju
umreZavanja polimera sa najverovatnijom raspodelom molarnih masa (Mw/Mn
= 2) kod kojih se istovremeno sa reakcijama umreZavanja odvijaju i reakcije
kidanja makromolekulskih lanaca. Ova teorija povezuje rastvornu frakciju (sol
frakciju) (s) i apsorbovanu dozu zracenja prema izrazu (Chapiro A. 1962;

Ortega A. i sar. 2007):

s sl2= Yo 2 (2.29)

X0 XoP2D
gde yo/xo predstavlja odnos gustine kidanja lanca i umrezavanja i odsecak je na
ordinati dijagrama s+s? u zavisnosti od 1/D, a 2/(xo ‘P2) predstavlja nagib prave.

Parametar P> predstavlja stepen polimerizacije za odgovaraju¢u vrednost
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apsorbovane doze zracenja D. Vrednost gel doze se odreduje ekstrapolacijom
vrednosti s+s2 = 2. Teorijski, sve tacke bi, saglasno ovoj jednacini, trebalo da
leZe na istoj pravoj. Medutim, to nije uvek slucaj. Razlog tome leZi u ¢injenici da
ova teorija ne uzima u obzir intermolekulske popre¢ne veze, kao i da
pretpostavlja da sve jedinice lanca imaju istu verovatnoéu za kidanje i
umrezavanje. I pored ogranicenosti primene Charlesby-Pinner-ove jednacine,
ona predstavlja dobru aproksimaciju i najpouzdaniji nacin za odredjivanje gel
doze. Usledila su brojna istraZivnja koja su za cilj imala objasnjenje odstupanja
koja postoje u Charlesby-Pinner-ovoj teoriji. Inokuti i saradnici razvili su teoriju
u kojoj odnos sol frakcije i apsorbovane doze ne zavisi od pocetne raspodele
molarnih masa, dok je Saito-Kang-Dole teorija zasnovana na pretpostavci da su
ova odstupanja posledica odstupanja funkcije raspodele molarnih masa od
,najverovatnije raspodele” date kao Wesslau-ova raspodela. Njihova teorija
uzima u obzir i efekat apsorbovane doze i temperature na radijacioni prinos
umreZzavanja (Inokuti M. 1963; Saito O. i sar. 1967).

Kao 8to je ve¢ pomenuto, proces umrezavanja zapocinje ozrac¢ivanjem vodenog
rastvora monomera (ili kopolimera), pri ¢emu dolazi do radiolize vode uz
formiranje primarnih radikala (eaq, OH®, H*). U zavisnosti od reakcionih
uslova, svaki od nastalih primarnih radikala moZe da reaguje sa molekulom
monomera i na odredenom mestu formira novi reaktivni centar. Procesu
umrezavanja monomera prethodi proces prenosa aktivnosti duz lanca pri ¢emu
dolazi do formiranja velikog broja sekundarnih radikala (von Sonntag C. i sar.
1999; Baldock C. i sar. 2010). Iako postoje brojna istrazivanja, mehanizam
umrezavanja molekula NiPAAm-a i kopolimera NiPAAm-a i IK radiolitickim
putem nije do kraja razjasnjen. Razlog tome lezi upravo u velikom broju
intermedijera koji nastaju pa su mogucnosti povezivanja delova lanca i
nastajanja novih hemijskih veza velike. Prve rezultate istrazivanja o moguc¢nosti
sinteze polimerne mreze PNiPAAm-a metodom radijacione hemije objavili su
Nagaoka i saradnici, nakon cega je doslo do povecanog interesovanja

istrazivaca za ispitivanjem mogucnosti koje ovaj nacin sinteze nudi. Strauss i
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saradnici ispitivali su radioliticko umreZavanje vodenog rastvora NiPAAm-a.
Ispitivanje se sastojalo u uklanjanju odredenih reaktivnih vrsta dodavanjem
pogodnog hvataca radikala, kako bi se pratio uticaj ta¢no odredene reakcione
vrste. Pretpostavka je da se procesi formiranja razli¢itih radikala odvijaju
simultano (Strauss P. i sar. 1998, Abd El-Mohdy H.L. i Safrany A. 2008;
Nagaoka N. i sar. 1993; Acharya A. i sar. 2003; Chapiro A. 1962). Nastali
polimerni radikali reaguju sa radikalima na istom ili razli¢itom polimernom
lancu, formirajudi tako intra- i intermolekulske veze. Upravo formiranje ovih

veza je odgovorno za umreZavanje polimerne matrice (Slika 2.7).

Ib—CHy—%H—JHﬂ—4F+—CHy—$H' IL—CHT—("—-CHy—ﬁH——CHr—CHg
: - |
O=C 0=C 0=C 1,5 H pomeraj O=C 0=C O=C
l | |
NH T NH H

]l,
1'1 R lk Ik

H NH bllH
I
R

NH NH NH
0:(:]' o:é' o:cL
R—CH, — (I = C'Hz—(|" o CH_,—(l'H
R—CH,— (l — CH_\—(l" = CH:—(l‘H
0= O:Jl‘ o~c||‘

NH NH NH

k S
Slika 2.7. Sematski prikaz formiranja PNiPAAm polimerne mreZe.
U slucaju sinteze kopolimera NiPAAm-a i IK, pored raskidanja dvostruke veze
u molekulu NiPAAm-a dolazi i do raskidanja dvostruke veze u molekulu IK.

Ova dva procesa su dominantna i dalje dolazi do povezivanja monomera, tj. do

polimerizacije i umrezavanja (Slika 2.8.).
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Slika 2.8. Sematski prikaz formiranja P(NiPAAm/IK) polimerne mreZe.

Ispitivanjem moguénosti metode gama zracenja za sintezu hidrogelova na bazi
PNiPAAm-a i IK za kontrolisano otpustanje lekova bavili su se Tasdelen i
saradnici. Sintetisani su kopolimerni hidrogelovi razli¢itth odnosa
komonomernih komponenti (NiPAAm/IK: 100:0, 99:1, 98:2 i 97:3), pri brzini
doze od 3 KGy/h do ukupne doze od 48 kGy. Dobijeni rezultati ukazuju da sa
porastom udela IK dolazi do porasta kapaciteta bubrenja, difuzionog
koeficijenta, dok temperatura faznog prelaza raste od 33 °C za PNiPAAm
hidrogel do 36 °C za uzorak sa najve¢im udelom IK. Ista grupa istrazivaca
ispitala je uticaj pH-vrednosti na kapacitet bubrenja, i pokazala da porast
pH-vrednosti dovodi do porasta ravnoteznog stepena bubrenja (Caykara T. i
sar. 2004a; Tasdelen B. i sar. 2004a; Tasdelen B. i sar. 2004b; Tasdelen B. i sar.
2005; Caykara T. i sar. 2004b; Karadag E. i sar. 2001; Abd El-Mohdy H.L. i
Safrany A. 2008; Safrany A. i Wojnarovits L. 2003).
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2.4.5. Radioliticka sinteza nanokompozitnih sistema

Medu brojnim metodama koje se danas koriste za sintezu nanocestica, kao
vrlo pogodan pokazao se radioliticki nacin sinteze kako u rastvoru, tako i u
nanokompozitnim materijalima tipa polimer/metal. Ideja o upotrebi zracenja
visokih energija (izmedu ostalih i gama zracenja) za sintezu nanocestica i
nanokompozitnih sistema razvila se u cilju lakse modifikacije, poboljSanja
biokompatibilnosti i homogenije raspodele nanocestica unutar materijala
(Krkljes A. doktorska disertacija, 2009). Kacarevié-Popovi¢ i saradnici u svojim
istrazivanjima bavili su se razvojem i optimizacijom radioliticke metode sinteze
za kreiranje nanokompozitnih sistema na bazi hidrogelova i nanocestica srebra i
zlata sintetisanih za biomedicinsku primenu. Kao hidrogelovi koris¢eni su PVP,
PVA, PHEMA, IK, EGDMA i PNiPAAm. Utvrdeno je da je izabrana metoda
sinteze pogodna kako za sintezu polimernih matrica (hidrogelova), tako i za in
situ formiranje nanocestica srebra unutar polimernih mreZa. Sintetisane
nanocestice srebra su stabilne, ocekivanog sfernog oblika sa povrsinski
centriranom kubnom (fcc) strukturom i preénikom izmedu 5 i 10 nm.
Ispitivanjem otpustanja jona srebra u fizioloskim uslovima utvrdeno je da su
sintetisani sistemi pogodni za upotrebu u biomedicini, jer omogucavaju
kontinuirano otpustanje srebra u duZem vremenskom periodu. Pod dejstvom
gama zracenja, Radosavljevi¢ i saradnici uspesno su sintetisali i nanocestice
zlata u prisustvu poli(vinil alkohola). Dobijene sferne nanocestice su stabilne u
duzem vremenskom periodu, sa precnikom u opsegu od 2 do 12 nm, bez
prisustva aglomerata vecih dimenzija (Kacarevi¢ Popovi¢ Z. i sar. 2010;
Kacarevié¢ Popovi¢ Z. i sar. 2007; Radosavljevié A. i sar. 2012).

U ovom radu, radijaciono-hemijskom metodom izvedena je in situ sinteza
nanocestica srebra unutar umrezenih polimernih matrica (hidrogelova), takode
dobijenih pod dejstvom gama zracenja Proces in situ inkorporacije nanocestica
srebra u polimernu matricu zapocinje bubrenjem hidrogelova u rastvoru srebro
nitrata odredene koncentracije do uspostavljanja ravnoteze. Tako nabubreo

sistem se izlaze dejstvu gama zracenja, a s obzirom da se celokupna energija
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zracenja apsorbuje u rastvaracu, to za posledicu ima formiranje primarnih
proizvoda radiolize vode (Belloni J. i sar. 1998; Henglein A. 1993; Henglein A. i
sar. 1998; Naghavi K. i sar. 2010). Formiraju se identi¢ni radikali kao i u procesu
u kome dolazi do formiranja polimerne mreZe. U zavisnosti od sastava
reakcionog sistema i podeSavanjem eksperimentalnih uslova, moguce je
odabrati ta¢no odredene redukujuce vrste, koja e jone metala prevesti u nulto
valentno stanje tj. u atome. Hidratisani elektroni i vodonikovi radikali
predstavljaju redukujuce vrste, dok hidroksilni radikali imaju snaznu
sposobnost oksidacije. Imaju¢i u vidu da je u procesu sinteze nanocestica cilj
redukcija jona, oksidujuce reakcione vrste predstavljaju smetnju koja moze
poremetiti ravnotezu sistema. Iz tog razloga je potrebno ukloniti neZeljene vrste
iz sistema dodatkom pogodnog hvataca radikala. Za uklanjanje oksidujucih
vrsta iz sistema u ovom radu je koris¢en 2-propanol koji OH* radikale prevodi

u radikale alkohola (Krkljes A. doktorska disertacija, 2009):

(CH3),CHOH + OH® — (CHs),C*OH + H,0 (2.30)
(CH3),CHOH + H* — (CHs),C*OH + H, (2.31)
polimer + OH® — polimer* + H,0 (2.32)

Na osnovu toga, moze se zakljuciti da se redukcija jona srebra izvodi preko
slede¢ih redukujuc¢ih vrsta: hidratisanih elektrona, radikala 2-propanola i

polimernih radikala. U tom slucaju, redukcija Ag*-jona se odigrava po slede¢im

reakcijama:

Ag*t + eq; - Ag° (2.33)
Ag* + (CH3),C*OH — Ag®+ (CH5),CO + H* (2.34)
Ag* + polimer® —» Ag°+P+ H* (2.35)

Medu prikazanim reakcijama redukcije jona srebra, najveéi broj neutralnih
atoma srebra nastaje u reakciji sa hidratisanim elektronima, koji imaju najveci
efikasni presek zahvata (jed. 2.33) (Kumar M. i sar. 2005, Mulvaney P. i
Henglein A. 1990). Nastali atomi metala pokazuju tendenciju spajanja u

oligomere koji zatim prerastaju u vece klastere.
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Ag®+ Ag® - Ag, (2.36)
Ag® + Ag*t - AgF (2.37)
Agn+ Ag™ - Agnis (2.38)

Na veli¢inu nanocestica se moZe uticati dodatkom razli¢itih liganada,
surfaktanata ili molekula polimera koji poseduju grupe sa velikim afinitetom
prema metalima. Ove grupe intereaguju sa atomima metala na povrsini
klastera, sprecavajuéi na taj nac¢in njihovo spajanje i dalji rast, sto doprinosi
dobijanju nanocestica odgovarajucih dimenzija. Oblik, veli¢ina i raspodela
veli¢ina nastalih nanocestica zavise od tipa polimera, vrste rastvaraca,
pH-vrednosti rastvora i brzine apsorbovane doze (Belloni J. i Mostafavi M.
2001; Zhang Y. i sar. 2014; Safrany A. i Wojnarovits L. 2003; Krstic J. i sar. 2014b;
Strauss P. i sar. 1998;. Krkljes$ A. i sar. 2007b; Lugao A. i Malmonge S.M. 2001).
Sematski prikaz procesa sinteze Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita prikazan
je na Slici 2.9.

hidrogel
: -zracenj VAR e Whe S
Vodeni rastvor fzracenje s
monomera umreZavanje =

bubrenje u rastvoru
srebro-nitrata
y-zracenje (N =
redukcija jona
srebra
nanocestice srebra ® jonisrebra

Slika 2.9. Sematski prikaz dobijanja nanokompozita metodom gama zracenja.

2.4.6. Prednosti radioliticke metode
Pored brojnih ,klasi¢énih” hemijskih metoda sinteze, novija istrazivanja
bazirana su na ispitivanju potencijala radijaciono-hemijske metode, bilo da se

radi o sintezi polimernih matrica ili nanocestica. Ve¢ od prvog procesa koji se
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desava prilikom izlaganja sistema dejstvu zracenja visoke energije, tj. od
procesa inicijacije, mogu se uociti brojne prednosti koje ovaj metod ima u
odnosu na konvencionalne metode sinteze. S obzirom da je inicijator energija,
smatra se da je stupanj inicijacije homogen proces koji je moguce izvesti u
sirokom opsegu reakcionih uslova. Eksperimentalno je ¢ak pokazano da je kod
nekih monomera u ¢vrstom stanju to i jedini nacin inicijacije koji je moguce
izvesti. Radioliticki metod predstavlja relativno jeftin i brz nacin sinteze cije je
izvodenje lako kontrolisati. Promenom ukupne apsorbovane doze, kao i
promenom brzine doze moguce je kreirati materijal Zeljenih fizi¢ko-hemijskih i
mehanickih karakteristika, jer su uticaji ovih parametara na neka osnovna
svojstva ve¢ teorijski objasnjeni i eksperimentalno ispitani. Uzimajuéi u obzir
sve do sada navedeno, s pravom se moze rec¢i da radijaciono-hemijska metoda
zaista potpada pod ,Ciste” tehnologije (eng. green technologies), (Sharma V. i sar.
2009; Krkljes A. doktorska disertacija, 2009) jer omogucava sintezu bez upotrebe
dodatnih hemijskih agenasa (umreZivaci, inicijatori, inhibitori, katalizatori),
¢ime se elimini$e problem njihovog eventualnog uklanjanja na kraju procesa.
Takode, sve viSe se ispituje i upotreba zracenja visoke energije (narocito gama
zracenja) u cilju sinteze kompozitnih i nanokompozitnih materijala, jer se dobija
homogen materijal uniformnih karakteristika. Kako je to jedan od osnovnih
zahteva koji kompozitni materijali moraju ispuniti kako bi se uocio efekat
poboljsanja svojstava, moze se reci da je radioliticki metod odgovarajuci metod
pri sintezi ovih sistema. Takode je vazno naglasiti da se na osnovna svojstva
nanocestica (veli¢cinu i raspodelu) moZe uticati promenom parametara u
procesu zracenja (ukupna apsorbovana doza i brzina doze). Sa stanovista
biomedicinske primene, moZda i najvaznija prednost ovog nacina sinteze jeste
mogucnost sinteze i sterilizacije mterijala u jednom tehnoloskom koraku

(Krkljes A. doktorska disertacija, 2009).
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2.5. Mogucénosti primene Ag/hidrogel nanokompozita

Nanokompozitni sistemi na bazi nanocestica srebra i polimernih matrica
(hidrogelova), sintetisani u ovom radu, imaju veliku potencijalnu primenu kao
antibakterijski biomaterijali. Upotreba hidrogelova za povrsinsku dostavu
aktivnih supstanci (u ovom slucaju Ag*jona) dovela je do povecanog
interesovanja i ispitivanja mogucnosti njihove primene za dostavu lekova
koznim, oftamoloskim, vaginalnim ili rektalnim putem. Pored spoljasnje
primene, ovi sistemi se mogu primenjivati i u rekonstruktivnoj hirurgiji,
urologiji, i kao ekspanderi tkiva i druge vrste mekotkivnih implanata. Za
uroloske primene posebno su znacajne pH- i temperaturno-osetljive
antibakterijske prevlake hidrogelova sa inkorporiranim aktivnim agensima,
koje su rezistentne na kolonizaciju bakterija (Galaev I. i Mattison B. 1999;
Jovanovic¢ 7. i sar. 2012; Vimala K. i sar.2009; Boonkaew B. i sar. 2014a;
Boonkaew B. i sar. 2014b; Ahearne M. i sar. 2008; Rattanaruengsrikul V. i sar.
2009; Wijnhoven S.W.P. i sar. 2009). Ovo svojstvo daje mogucnost prevencije i
redukovanja infekcija urinarnog trakta koje su ¢est problem prilikom upotrebe
katetera u bolnickim uslovima (Alshehri S.M. i sar. 2016; Safdar M.D.N. i sar.
2016). S druge strane, pH- i temperaturno-osetljivi antibakterijski
nanokompoziti imaju znacajnu potencijalnu primenu i u ginekologiji kao
inteligentni mikrobicidni sistemi osetljivi na promenu okruzenja, za prevenciju
seksualno prenosivih bolesti (ukljuc¢uju¢i i HIV) (Rohan L.C. i sar. 2007;
Stanirowski P.J. i sar. 2015). Pored toga, s obzirom da sintetisani hidrogel
nanokompoziti imaju potencijalno svojstvo prelaska iz bioloski neadhezivnih u
adhezivna stanja, mogu da fizickim odstranjivanjem redukuju sadrzaj bakterija
na inficiranoj kozi daju¢i dodatno antibakterijsko svojstvo oblogama za rane
(Alarcon C.H. i sar. 2005; Shepherd J. i sar. 2010; Zhao T. i sar. 2011). U svetlu
trenutnih poteSkoca reSavanja problema klinickih infekcija, razvoj sistema koji
odgovaraju na bioloske entitete je veoma poZzeljan zadatak i predstavlja izazov
u istrazivackom radu. Pored toga, eskalacija ucestalosti bakterijskih infekcija na

globalnom nivou, posebno u hroni¢nim ranama je problem koji zahteva
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znacajna unapredenja postojecih terapija. Posebnu masovnu grupu hroni¢nih
rana predstavljaju ulceracije dijabetesnih stopala (eng. diabetic foot ulcer - DFU).
Naime, WHO je ustanovila da je u 2014. godini globalna prevalenca Dijabetes
Mellitus-a u Evropi oko 9% medu odraslima starijim od 18 godina. Ljudska i
ekonomska cena ove epidemije je ogromna. Sve ovo rezultuje povecanjem
komplikacija dijabetesa. Medu njima ulceri dijabetesnih stopala (DFU)
obuhvataju 9 miliona dijabetesnih pacijenata u EU i prouzrokuju duze
hospitalizacije u odnosu na druge komplikacije dijabetesa. S druge strane,
pojava bakterija rezistentnih na antibiotike je dovela do potrebe za novim
antimikrobnim vrstama i sredstvima. Zato su nova antimikrobna res$enja, kao
Ssto su sintetisani Ag/poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina)
nanokompoziti, od velikog znacaja kako za pacijente koji boluju od Diabetes
Mellitus-a, tako i za druge biomedicinske primene koje su vezane za pojavu
bakterijskih infekcija, Sto je navelo autora ovog rada da se posveti
istrazivanjima u ovoj oblasti. Imajuci u vidu da ipitivani sistemi do sada nisu
bili predmet istraZivanja, ocekuje se da ¢e rezultati do kojih se doslo u okviru
ove doktorske disertacije doprineti proSirenju znanja i daljem razvoju ispitanih
sistema, sa ciljem da se ubrza put od klinic¢kih i laboratorijskih istrazivanja do

primene u konkretnoj klini¢koj praksi.
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3. Eksperimentalni deo

3.1. Materijali

Za sintezu i karakterizaciju ispitivanih sistema korisc¢eni su slede¢i materijali:
e N-izopropilakrilamid (NiPAAm) (Sigma Aldrich)
o itakonska kiselina (IA) (Across Organic)
e Dbenzen (J.T. Baker)
e n-heksan (].T. Baker)
e srebro-nitrat (Merck)
e 2-propanol (Merck)
e toluen (J.T. Baker)
e kalijum-hidrogenfosfat (Kemika)
¢ Kkalijum-dihidrogenfosfat (Kemika)
e fosforna kiselina (Kemika)
e natrijum-hidroksid (Sigma Aldrich)
e natrijum-acetat (Lachner)
e siréetna kiselina (Zorka Pharma)
e simulirana telesna te¢nost (SBF rastvor)
e argon gas (Messer Tehnogas)
e destilovana voda (4D-iz MiliQ sistema).
N-izopropilakrilamid (NiPAAm) je derivat akrilamida (Slika 3.1). To je bela
kristalna supstanca lako rastvorna u vodi, gde lako i brzo podleze reakcijama
polimerizacije preko slobodnih radikala S$to daje moguénost dobijanja
proizvoda velike molarne mase (Pelton R. 2000). U ovom radu koriséen je
monomer proizvodaca Sigma Aldrich sledecih karakteristika:
- bruto formula: CéH11NO
- molarna masa: 113,16 g/mol
- temperatura topljenja: 33,18 °C

- stepen cistoce: 99%
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HN

Slika 3.1. Strukturna formula N-izopropilakrilamida.

Pre upotrebe NiPAAm je prekristalisan u smesi n-heksan/benzen (75/35), a

zatim osusen u vakuumu do konstantne mase. Prinos monomera bio je 83 + 5%.

Itakonska kiselina (IK) je nezasi¢ena dikarbonska organska kiselina rastvorna
u vodi. Ima dvostruku vezu u konjugovanom polozaju u odnosu na
karboksilnu grupu i metilensku grupu koja se aktivira drugom karboksilnom
grupom (Slika 3.2). Zahvaljujudi specifi¢noj strukturi itakonska kiselina i njeni
derivati mogu da ucestvuju u reakcijama polimerizacije, kopolimerizacije i
polikondenzacije. Dobija se fermentacijom ugljenih hidrata. Prilikom sinteze
koriS¢ena je itakonska kiselina firme Across Organic sledecih karakteristika:

- bruto formula: CsHeO4

- molarna masa: 130,10 g/mol

- temperatura topljenja: 167 °C

- konstante disocijacije: pKa1=3,85 i pKaz= 5,44

- stepen cistoce: p.a.

OH
HO

O

Slika 3.2. Strukturna formula itakonske kiseline.
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Simulirana telesna tecnost (SBF) sadrZzi neorganske jone u koncentraciji koja
odgovara krvnoj plazmi coveka. SBF ili Kokubo rastvor je pripreman od
supstanci koje su date u Tabeli 3.1. Supstance su najpre osusene na temperaturi
od 50 °C, u trajanju od 12 h, a zatim su rastvorene u precis¢enoj destilovanoj
vodi uz stalno mesanje, na temperaturi od 36,5 + 0,5 °C, prema redosledu

datom u Tabeli 3.1. Na samom kraju pripreme rastvora, titracijom 1M HCI,

podesena je pH-vrednost rastvora na 7,40 (Kokubo T. i sar. 1990).

Tabela 3.1. Reagensi za pripremanje SBF rastvora (pH=7,40).
Redni broj Reagens Potrebne kolicine za 250 mL SBF-a

1 4D Voda 187,5 mL
2 NaCl 1,9990 g
3 NaHCO;3 0,0875 g
4 KCl 0,0560 g
5 KoHPO4-3H,O 0,0570 g
6 MgCl'6H.O 0,0762 g
7 1M HCI 10 mL
8 CaCl, 0,0695 g
9 Na»SO4 0,0177 g
10 (CH20H);CNH: 1,5143 g
11 1M HCl

3.2. Sinteza hidrogelova i nanokompozita

U ovom radu sintetisane su homo- i kopolimerne matrice hidrogelova na
bazi N-izopropilakrilamida (NiPAAm) i itakonske kiseline (IK), kao i
nanokompozitni sistemi (hidrogel nanokompoziti) sintetisanih polimernih
matrica i nanocestica srebra. Za pripremu rastvora koris¢ena je voda dobijena
prec¢iséavanjem destilovane vode pomocu Milli-Q Water sistema (Milipore
Corporations) koja po ¢istoéi odgovara cetiri puta destilovanoj vodi. Rastvori
su, radi uklanjanja kiseonika, zasi¢eni argonom (Ar) visoke ¢istoce (99,5%)
proizvodaca Messer Tehnogas. Svi sistemi su izlagani dejstvu gama zracenja na

kobaltnom izvoru ¢°Co.
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3.2.1. Sinteza polimernih matrica (hidrogelova)

Sintetisane su dve serije polimernih matrica (hidrogelova) na bazi N-
izopropilakrilamida (NiPAAm) i itakonske kiseline (IK).

Prva serija je obuhvatila sintezu homopolimernih matrica N-
izopropilakrilamida (NiPAAm) u koncentracijama 5 mas.%, 10 mas.% i 15
mas.%. UmreZavanje polimerne matrice je izvedeno dejstvom gama zracenja pri
brzini doze od 0,5 kGy/h, do ukupno apsorbovane doze koja je iznosila 25 kGy.

Druga serija je obuhvatila sintezu kopolimernih hidrogelova N-
izopropilakrilamida i itakonske kiseline (P(NiPAAm/IK)) u slede¢im masenim
odnosima: 100/0,0; 98,5/1,5; 97,0/3,0 i 95,5/4,5, gde prvi broj predstavlja
maseni udeo NiPAAm-a, a drugi maseni udeo IK. Uzorci su pripremljeni tako
Sto je u 10 mas.% vodeni rastvor NiPAAm-a dodavana odredena masa IK kako
bi se dobili uzorci Zeljenih masenih odnosa. UmreZavanje polimerne matrice je
izvedeno pod dejstvom gama zracenja pri brzini doze od 0,5 kGy/h, do ukupno
apsorbovane doze koja je iznosila 50 kGy. Veca doza zracenja u drugoj seriji
uzoraka je odabrana kako bi se obezbedilo dobijanje polimernih mreza
poboljsanih svojstava, s obzirom da je u ovoj seriji izvedena kopolimerizacija sa
IK, koja svojom hidrofilnos¢u pogorsava mehanicka svojstva.

Sinteza uzoraka se sastojala od pripreme vodenih rastvora monomera
odredene koncentracije ili kopolimernih rastvora Zeljenih masenih odnosa.
Rastvori su, radi uklanjanja kiseonika, produvavani argonom u trajanju od 30
minuta, a zatim izliveni u posebno pripremljene kalupe (dve staklene ploce,
medusobno razdvojene gumenim crevom debljine 4 mm). Ovako pripremljeni
kalupi izloZeni su dejstvu gama zracenja na sobnoj temperaturi. Dobijeni
hidrogelovi su potpuno transparentni, a po zavrsetku reakcije su potopljeni u
vodu radi uklanjanja neproreagovalih materija, pri ¢emu je voda menjana

svakodnevno tokom 7 dana.
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3.2.2. Sinteza nanokompozita

Priprema nanokompozitnih sistema izvedena je in situ metodom redukcije
jona srebra u polimernoj matrici. Kserogelovi, pripremljeni po gore opisanoj
proceduri i osuSeni do konstantne mase, su potopljeni u rastvor srebro nitrata
odredene koncentracije, ostavljeni da bubre do ravnoteznog stanja, a zatim
izloZeni dejstvu gama zracenja. Bubrenje u rastvoru srebro nitrata je izvedeno u
zatvorenim celijama u mraku na sobnoj temperaturi i u trajanju od 48 h. Svaki
od tri sintetisana homopolimerna uzorka (PNiPAAm hidrogel) je koris¢en kao
matrica za sintezu nanokompozita sa tri razli¢ite polazne koncentracije srebro-
nitrata, 5x10-3, 1x10-2 i 5x10-2 mol/dm? (tj. 5 mM, 10 mM i 50 mM). Nakon toga,
sintetisani su i nanokompoziti kopolimernih matrica (P(NiPAAm/IK)) pri ¢emu
je pocetna koncentracija srebro-nitrata iznosila 1x10-2 mol/dm3. Na osnovu
pocetne koncentracije jona srebra izracunate su ukupne doze zracenja potrebne

za kompletnu redukciju Ag*-jona (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Koncentracije srebro nitrata i apsorbovane doze
potrebne za redukciju Ag*-jona.

c(AgNO3)x103, Apsorbovana
mol/dm3 doza, kGy
5 9
10 18
50 90

Dobijeni hidrogel nanokompoziti su transparentni, Zute do braon boje u

zavisnosti od koncentracije nanocestica unutar polimerne matrice.

3.3. Karakterizacija hidrogelova i nanokompozita

Odredivanje mase neproreagovalih materija - U cilju odredivanja neproreagovalih
materija, uzorci sintetisanih hidrogelova su potopljeni u vodu na sobnoj
temperaturi. Zamena i prikupljanje vode je trajalo sedam dana nakon cega su

gelovi izvadeni da se, na sobnoj temperaturi, osuse do konstantne mase.

6l | Strana



Eksperimentalni deo

Prikupljena voda je u erlenmajeru uparena do suva na 60 °C, a sadrzaj
neproreagovalih materija je izra¢unat iz razlike masa erlenmajera pre i posle
uparavanja.

Odredivanje udela gel faze u polimernim matricama - Nakon zavrSenog procesa
sinteze, disk hidrogela pre¢nika 10 mm i debljine 4 mm je isecen i ostavljen da
se osusi na sobnoj temperaturi do konstantne mase. Izmerena mu je masa i
nakon toga je potopljen u destilovanu vodu radi uklanjanja neproreagovalih
materija. Voda je menjanja svakodnevno u periodu od sedam dana, posle cega
su diskovi izvadeni, na isti na¢in osuSeni i izmereni. Maseni udeo gel faze je
odreden prema sledecoj jednacini:

Wy % = "2 % 100 (3.1)

k1

gde su mx2 i mi1 mase kserogelova posle i pre procesa ekstrakcije, redom.
Odredivanje wudela IK u kopolimernim matricama - Elementarna analiza
kopolimernih matrica izvedena je na uredaju LECO Elemental Analyzer CHNS-
628. Uzorci su ispitani u potpuno suvom stanju (kserogel), a kao rezultat
dobijeni su podaci o sadrzaju C i N. Na osnovu procenata sadrzaja ovih
elemenata izra¢unat je udeo svake komonomerne komponente.

Odredivanje gustine sintetisanih uzoraka - Gustina kserogelova je odredena
piknometrom, pri ¢emu je kao nerastvarac¢ koris¢en toluen. Vrednost gustine
kserogelova je izracunata prema sledecoj jednacini:

Pxg = ——RPT 3.2)

T my+m-m,
gde je mx masa kserogela, m1 masa piknometra napunjenog toluenom, m; masa

piknometra sa toluenom i uzorkom, a pr gustina toluena (pr = 0,87 g/cm3).

3.3.1. Fizi¢ko-hemijska karakterizacija hidrogelova i nanokompozita

Kinetika bubrenja - Bubrenje uzoraka je praceno u destilovanoj vodi i rastvoru
SBF-a. Svi procesi bubrenja su izvedeni na isti nacin: uzorci kserogelova su pre
pocetka eksperimenta mereni, potapani u 50 ml medijuma za bubrenje i zatim u

pravilnim vremenskim intervalima vadeni iz medijuma i ponovo mereni.
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Proces je ponavljan do postizanja konstantne mase, tj. do stanja ravnoteze.
Stepen bubrenja (SD) i ravoteZni stepen bubrenja (SDeq) su izracunati
koriS¢enjem jednacine 2.1 date u teorijskom delu. Proces je pracen
gravimetrijski na dve temperature (25 °C i 37 °C). Dobijeni rezultati
predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna merenja.

Temperaturna  osetljivost - Temperatura faznog prelaza, kao osnovna
karakteristika temperaturno osetljivih sistema, je odredena gravimetrijski.
Hidrogelovi su bubreni u vodi u temperaturnom opsegu izmedu 12 i 58 °C, sa
korakom od 3 °C. Uzorci su ostavljeni da bubre do ravnoteze, nakon cega je
koris¢enjem jednacine 2.1 izracunat ravnotezni stepen bubrenja za svaku
temperaturu u merenom opsegu. Diferenciranjem krivih bubrenja dobijena je
tatna vrednost temperature na kojoj dolazi do promene zapremine, odnosno
temperatura faznog prelaza za svaki uzorak.

Kinetika kontrakcije - Kontrakcija sintetisanih sistema pracena je u destilovanoj
vodi na 48 °C. Uzorci koji su prethodno nabubreni do ravnoteze su potopljeni u
destilovanu vodu na temperaturi od 48 °C, a zatim su u odredenim
vremenskim intervalima (na svaka 3 minuta) vadeni i merene su im mase. Na
osnovu ovih podataka izracunat je stepen kontrakcije i kineticka konstanta
kontrakcije.

pH osetljivost - U cilju ispitivanja pH osetljivosti kopolimernih hidrogelova i
odgovaraju¢ih nanokompozita, proces bubrenja je pracen u puferskim
rastvorima razli¢itih pH-vrednosti: pH=2,2 (HsPOs/KH2PO4), pH=4,5
(CHsCOOH/CH3COONa) i pH=6,8 (NaOH/KH:PO4). Proces bubrenja
kserogelova je pracen gravimetrijski na temperaturama od 25 °C i 37 °C, a

dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna merenja.

3.3.2. Morfoloske karakteristike hidrogelova i nanokompozita
Skenirajuca elektronska mikroskopija - Unutrasnja morfologija sintetisanih sistema
je ispitana snimanjem poprecnih preseka uzoraka metodom skenirajuce

elektronske mikroskopije (SEM analiza) na uredaju JEOL JSM-6610LV. U
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procesu pripreme uzorci su nabubreni u vodi na 25 °C do stanja ravnoteze,
zamrznuti na temperaturi od -20 °C u trajanju od dva dana, a zatim liofilizovani
na uredaju Martin Christ Freeze-dryer Alpha 1-2 LDplus. Proces liofilizacije je
izveden na temperaturi od -32 °C, pri vakuumu od 0,310 mbar u trajanju od 48
h. Pre snimanja uzorci su potopljeni u teéni azot, preseceni, nakon cega su
poprecni preseci uzoraka napareni slojem zlata (oko 15 nm) u LEICA SCD005
naparivacu.

Mikro-kompjuterizovana topografija (u-CT) - Ispitivanje poroznosti i unutrasnje
morfologije sintetisanih sistema radeno je na uredaju X-ray Micro-CT SkyScan
1173. Snimana je unutrasnjost uzoraka koji su prethodno nabubreni u vodi na

25 °C, a zatim liofilizovani na nacin opisan u pripremi uzoraka za SEM analizu.

3.3.3. Karakteristike nanocestica srebra

Spektroskopija u ultraljubicastoj i vidljivoj oblasti spektra (UV-Vis) - Apsorpcioni
spektri nanokompozita su snimljeni na Thermo Fisher Scientific Evolution 600 UV -
Vis spektrofotometru, u opsegu talasnih duzina 300-800 nm. Snimanje je izvrSeno
direktnim postavljanjem uzorka (uzorci u nabubrelom stanju, debljine izmedju
0,1 mm - 0,5 mm) na opticki put svetlosnog snopa.

Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM) - Snimanje uzoraka je izvedeno na
instrumentu JEOL 100CX (radni napon 100 kV). Kserogelovi su samleveni u
kugli¢cnom mlinu, nakon ¢ega su dispergovani u vodi i nakapavani na bakarne

gridove prevucene slojem ugljenika.

3.3.4. Interakcije izmedu nanocestica i polimerne matrice

Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom (FTIR) - U ovom radu
uradena je FTIR analiza sintetisanih polimernih matrica i odgovarajucih
nanokompozita. Spraseni uzorci su pomesani sa kalijum bromidom (KBr,
Sigma-Aldrich, Nemacka) u odnosu 1:100, a zatim presovani kako bi se dobile

KBr ploc¢ice. Snimanja su izvedena na instrumentima Bomem MB 100
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Spektrofotometar i Thermo Electron Corporation Nicolet 380 Spektrofotometar.
Obrada i dalja analiza spektara izvedena je u softverskim paketima WinBomem
i Origin Microcal 8.0.

Difrakcija rendgenskih zraka (XRD) - Mikrostrukturna analiza kserogelova za
Ag/PNiPAAm i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozitne sisteme ispitana je
difrakcijom rendgenskih zraka (Cu K, zracenje) na Bruker D8 Advance
difraktometru. Snimanje difraktograma je izvedeno u 20 opsegu od 10°-85°, sa
vremenom ekspozicije od 10 s i korakom od 0,05 °.

Fotoelektronska spektroskopija rendgenskih zraka (XPS) - XPS analiza je izvedena
snimanjem spektara na instrumentu SPECS Systems sa XP50M izvorom X-
zracenja za Focus 500 1 PHOIBOS 100/150 analizatorom. Korisc¢eno je Ko zracenje
aluminijuma energije 1486,74 eV na 12,5 kV i 32 mA. Sva merenja su
sprovedena u opsegu pritiska od 3x10% - 2x10° mbar sa konstantnom PAS
energijom od 40 eV u FAT rezimu rada. Pomeranja spektralnih linija
korigovana su pomocu referentne vrednosti C 1s nivoa od 284,5 eV. Kako bi se
izbegli efekti kontaminacije uzorka u kontaktu sa spoljasnjom sredinom, XPS
analizi prethodilo je izlaganje uzoraka snopu jona Ar energije 2 kV i 76 pA u
trajanju od 10 s. Dobijeni spektri su obradivani pomocu SpecsLab data analysis i
CasaXPS softverskih paketa. Na osnovu polozaja spektralnih maksimuma
identifikovani su elektronski nivoi prisutnih elemenata i moguca jedinjenja koja

ti elementi grade koriste¢i baze podataka NIST.

3.3.5. Mehanicka svojstva hidrogelova i nanokompozita

Mehanicka svojstva sintetisanih sistema su ispitana u statickim i dinamickim
uslovima.

Merenja u statickim uslovima su izvedena na termo-mehani¢kom analizatoru
TMA Q400 EM. Hidrogelovi u ravnoteznom nabubrelom stanju (pre¢nika 6 mm
i debljine 3 mm) su najpre temperirani na 37 °C, a zatim izloZeni dejstvu sile
kompresijom u cilju dobijanja zavisnosti napon-deformacija. Primenjena sila

bila je u opsegu od 0,005 do 0,8 N, sa korakom od 0,04 N/ min.
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Mehani¢ka svojstva hidrogelova u dinamickom modu su pracena na
mehanickom spektrometru Rheometrics 605. Koriséeni su uzorci precnika 25 mm
i debljine 4 mm, prethodno nabubreli do stanja ravnoteze u destilovanoj vodi na
sobnoj temperaturi. Uzorci su izlagani konstantnoj deformaciji na smicanje od

25%, pri promeni frekvencije u intervalu od 0,1 do 100 rad/s.

3.3.6. Biomedicinski potencijal sintetisanih nanokompozita

Otpusanje Ag*-jona u in vitro uslovima - Oslobadanje Ag*-jona iz hidrogel
nanokompozita praceno je u rastvoru fosfatnog pufera (KoHPOs/KH2POy)
pH- vrednosti 7,4 i na temperaturi 37 °C. Uzorci nanokompozita su, nakon
pripreme, u nabubrelom stanju potopljeni u 10 ml rastvora pufera, koji je
periodicno menjan u odredenim vremenskim intervalima u cilju postizanja
maksimalnog gradijenta koncentracije. Vremenski intervali promene rastvora
pufera nisu bili isti svakog dana. U toku prvog dana, kada se ocekuje najvece
oslobadanje jona, promena rastvora pufera je bila na svaka dva sata, dok je
naredna tri dana rastvor menjan nakon cetiri sata. Proces otpustanja je pracen 4
dana. Pre odredivanja koncentracije jona srebra u svaku bocicu je dodato po
dve kapi rastvora smese HNO3;/H>O u odnosu 1:1, kako bi se reakcija oksidacije
nanocestica srebra odigrala u potpunosti. Koli¢ina otpustenih jona srebra u
rastvorima je merena Philips PYU UNICAM SP9 atomskim apsorpcionim
spektrometrom.

Antimikrobna svojstva odredena difuzionom test metodom - Za ispitivanje
antibakterijskih svojstava Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozitnih hidrogelova
koriséen je agar difuzioni test. Petri Solje koje su sadrzale 2% hranljivog agara
kao osnovnu podlogu su ohladene do ¢vrstog stanja, a zatim je nanet sloj top
agara koncentracije 0,7%. Suspenzija (208 ml) soja bakterija Escherichia coli
(ATTC 25922) i Staphylococcus aureus (ATTC 25923) starosti 18 h je pomesan sa
15 ml top agara. Nakon ocvrs¢avanja, na povrsinu su postavljeni diskovi

hidrogelova (pre¢nika 8 mm i debljine 4 mm). Petri Solje su zatim inkubirane na
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37 °C u periodu od 48 h, nakon ¢ega su odredene zone inhibicije merenjem
pre¢nika u mm.

Antimikrobna svojstva odredena metodom merenja opticke gustine - Ispitivanje
antibakterijskih svojstava metodom merenja opticke gustine (OD metoda) je
izvedeno na dve bakterije (Escherichia coli, ATTC 25922 i Staphylococcus aureus,
ATTC 25923). Bakterije su zasejane u plo¢u sa 24 bunara u po 1ml RPMI
medijuma sledeceg sastava: 5% FBS (eng. Fetal Bovine Serum - FBS), 1%
glutamata, 1% Na piruvata , 4,5 g/L glukoze. Bakterije su zasejane u 3 razlicite
koncentracije: 500000, 100000 i 20000 CFU/ml. Svaka koncentracija bakterija je
tretirana istom serijom nanokompozita (Ag/P(NiPAAm/IK)) i odgovaraju¢im
hidrogelovima (P(NiPAAm/IK)). Takode, za svaki par nanokompozit -
hidrogel, ispitan je i kontrolni uzorak koji predstavlja bakterije u medijumu, ¢iji
je vijabilitet (tj. procenat prezivljavanja) arbitrarno postavljen na 100%. Ostali
vijabiliteti su izraZeni kao relativan odnos tj. promena u odnosu na kontrolni
vijabilitet. Vijabilitet je odreden posle 24 h merenjem intenziteta zamucenja na
TECAN Sunrise ¢itacu za mikrotitar ploce na talasnoj duzini od 405 nm. Ukoliko
ispitivani uzorak pokazuje antibakterijsku aktivnost zamucenje je manje, a time
i intenzitet apsorbance u odnosu na kontrolni uzorak gde se bakterije
nesmetano razmnoZzavaju.

Citotoksicnost nanokompozita - Za ispitivanje citotoksi¢nog efekta koriscena je
HaCaT Ccelijska linija (zdravi humani keratinociti), dobijena kao poklon od Prof.
Andra Jorga, odeljenje za biofiziku, istrazivackog centra Borstel, Leibniz-centar
za medicinu i bionauke, Borstel, Nemacka. Nakon odmrzavanja, celije su
pasazirane tokom 7 dana u vlaznoj atmosferi u inkubatoru na 37 °C i atmosferi
sa 5% COz. Za gajenje celijske linije koris¢en je DMEM medijum (eng. Dulbecco's
Modified Eagle Medium - DMEM), obogacen sa 10% FBS, 4 g/L glukoze, L-
glutaminom (2 mM) i 5000 U/ml penicilina, 5 mg/ml streptomicina. Nakon
pripreme, Celijske linije su zasejane u ploce sa 24 bunara (150000 po bunaru),
inkubirane tokom 24 h, nakon cega je medijum odliven, a delije tretirane

uzorcima nanokompozita i hidrogelova. Inkubacija tj. trajanje tretmana je
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iznosilo 24 h, a svi eksperimenti su izvedeni u duplikatu. Pored toga, svaki
eksperiment je sadrzao i svoju kontrolu - ¢elije bez matriksa, koje su se nalazile
pod optimalnim uslovima, samo u medijumu. Nakon 24 h inkubacije vijabilitet
¢elija je odreden primenom Kristal Violet testa. Test je dobio naziv po boji koja
se koristi (rastvor Kristal Violet boje u PBS-u u odnosu 1:10). Princip ove
metode se zasniva na ¢injenici da zive celije vezuju boju, pa se vijabilitet (tj.

procenat prezivelih ¢elija) odreduje na osnovu promene intenziteta boje.
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4. Procena efikasnosti izabrane radijaciono-hemijske metode

sinteze

U ovom radu kao polimerne matrice koriséeni su poli(N-izopropilakriamid)
(PNiPAAm) i poli(N-izopropilakriamid-ko-itakonska kiselina) (P(NiPAAm/IK))
hidrogelovi. Sinteza homo- i kopolimernih matrica izvedena je reakcijama
polimerizacije i umrezavanja pod dejstvom zracenja visoke energije (gama
zracenjem na kobaltnom izvoru °Co). Kako bi se utvrdila efikasnost izabrane
metode sinteze i struktura sintetisanih polimernih matrica na bazi NiPAAm-a i
IK, odreden je procenat neproreagovalih materija, udeo gel faze u polimernim

matricama i udeo IK u kopolimernim hidrogelovima.

4.1. Odredivanje mase neproreagovalih materija

Masa neproreagovalih materija je odredena za sve uzorke. Rezultati
ukazuju na to da je uspesnost sinteze potpuna, jer su uparavanjem vode nakon
procesa ekstrakcije dobijene nemerljive mase ostataka, Sto znac¢i da nema

neproreagovalih materija ni u jednom slucaju.

4.2. Odredivanje udela gel faze u polimernim matricama

Udeo gel faze u polimernim matricama je jedno od najvaznijih svojstava na
osnovu koga moze se proceniti efikasnost upotrebljene metode. Dobijeni
rezultati se krec¢u od 97,3% za homopolimernu marticu 10 mas.% PNiPAAm-a
do 94,9% za kopolimernu matricu P(NiPAAm/IK) u odnosu 95,5/4,5 (Tabela
4.1).

70 | Strana



Rezultati 1 diskusija

Tabela 4.1. Udeo gel faze u polimernim matricama.

PNiPAAm, % Wg, %
5 95,5
10 97,3
15 96,8
100/0,0 97,3
98,5/1,5 96,8
97,0/3,0 95,3
95,5/4,5 94,9

Kao sto se iz Tabele 4.1 moze videti, najveca vrednost udela gel faze je dobijena
za homopolimernu matricu PNiPAAm-a koncentracije 10 mas.%, $to je i bio
jedan od razloga zasto je za kopolimerizaciju sa IK odabrana upravo ova
koncentracija. S obzirom da se radi o kopolimeru hidrofilnog karaktera, a u
skladu sa saznanjima iz literature, ocekivalo se smanjenje udela gel faze u
kopolimernim uzorcima, Sto je eksperimentalno i potvrdeno. Odabir
PNiPAAm-a sa najve¢im udelom gel faze omogucava odrzavanje udela gela na

najvisem mogucéem nivou za dati sistem.

4.3. Udeo itakonske kiseline u polimernim matricama

Metodom elementarne analize odreden je sadrzaj C i N u odnosu na
pocetnu masu kserogelova P(NiPAAm/IK). Na osnovu sadrzaja ovih elementa
izratunat je udeo IK kao komonomerne komponente, a dobijeni rezulati su

prikazani u Tabeli 4.2 (All1 A. i Hazer B. 2008).
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Tabela 4.2. SadrZaj itakonske kiseline u P(NiPAAm/IK) hidrogelovima odreden
elementarnom analizom.

Elementarna analiza IK, mas.%
P(NiPAAm/IK) N, % C % inicijuv Ina gel
smesa
100/0,0 10,96 56,55 0,0 0,0
98,5/1,5 10,68 55,58 15 1,42
97,0/3,0 10,50 55,32 3,0 2,90
95,5/4,5 10,34 55,23 4,5 4,42

Rezultati prikazanih analiza su potvrdili da je izabrana metoda sinteze
polimernih matrica pod dejstvom gama zracenja odgovarajuca, jer daje visoke

prinose pri Zeljenom odnosu komonomernih komponenti i bez neproreagovalih

materija.

4.4. Infracrvena spektroskopija sa Fourier-ovom transformacijom

Koris¢enjem metode infracrvene spektroskopije sa Fourier-ovom
transformacijom analizirane su homo- i kopolimerne matrice (hidrogelovi)

razli¢itog sastava, a dobijeni spektri su prikazani na Slici 4.1.

PNIPAAM: @ P(NIPAAM/IK): (b)
- Junas % 98,5/1,5
© 'y 3y
g 97,0/3,0
3 15 mas. %
er I ‘
§ | \ 1 ‘\
= 1650 — =\ |
1540 1386 1379 1720
3750 3000 2250 1500 750 3750 3000 2250 1500 750
Talasni broj cm™) Talasni broj (cm™)

Slika 4.1. FTIR spektri homopolimernih (a) i kopolimernih (b) hidrogelova.

72 | Strana



Rezultati i diskusija

Prikazani FTIR spektri svih ispitivanih polimernih matrica su medusobno sli¢ni.
Pikovi karakteristi¢ni za vinilnu grupu PNiPAAm-a (1410, 993, 916 i 918 cm™)
na prikazanim spektrima se ne uocavaju, $to znaci da pri procesu umreZavanja
dolazi do raskidanja dvostruke veze. Karakteristi¢cna amidna traka I i amidna
traka II za NiPAAm koje poti¢u od C=0 istezanja u molekulu se javljaju oko
1650 cm™ i 1540 cm!, redom. Dve tipi¢ne trake C-H vibracija skoro istih
intenziteta oko 1386 i 1379 cm poticu od vibracija istezanja C-H veze iz
CH(CHas)2 grupe. Traka oko 1174 cm! potic¢e od amidne trake III, a Siroki pik u
oblasti od 3700-3100 cm! od N-H vibracije istezanja molekula NiPAAm-a (Slika
4.1 (a)). Spektri P(INiPAAm/IK) (Slika 4.1 (b)) pokazuju $iroku traku u oblasti
od 3700-3100 cm! $to odgovara O-H vibracijama istezanja karboksilne grupe,
dok pik na 1720 cm! potice od tipi¢ne vibracije karbonilne grupe iz itakonske
kiseline (Aixiang Q. i sar. 2007; Milasinovi¢ N. i sar. 2012; Jovancic¢ P. i sar. 2015;
Liu M. i sar. 2005; Ling Y. i Lu M. 2009). Na osnovu prikazanih FTIR spektara,
odnosno na osnovu prisustva i poloZzaja pikova karakteristicnih za
komonomerne komponente, moze se zakljuciti da su homo- i kopolimerne

matrice NiPAAm-a i IK uspesno sintetisane.
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5. Opticka svojstva sintetisanih sistema

5.1. Apsorpcioni spektri nanokompozita

Prva potvrda prisustva nanocestica srebra unutar polimerne mreZe je
pojava zutog do braon obojenja nakon izlaganja sistema dejstvu gama zracenja,
pri ¢emu intenzitet samog obojenja zavisi od koncentracije inkorporiranih
nanocestica. Slika 5.1 prikazuje izgled nanokompozita nakon redukcije jona
srebra. Uzorak bez srebra je transparentan, dok nanokompoziti daju razlicite
nijanse obojenja u zavisnosti od koncentracije nanocestica srebra unutar

polimerne matrice.

Slika 5.1. Izgled uzoraka: PNiPAAm i Ag/PNiPAAm kserogelovi (a) i razlicite
nijanse obojenja Ag/PNiPAAm nanokompozita u zavisnosti od koncentracije
AgNO; (mM) (b).

Pojava obojenja je vizuelna metoda kojom se detektuje da se u polimernoj
matrici nalaze cesctice nanometarskih dimenzija. Medutim, s obzirom da
svojstva nanocestica zavise i od oblika, veli¢ine, koncentracije, specificne
povrsine i rastvorljivosti, to je ove parametre potrebno eksperimentalno
odrediti. U tu svrhu se koriste razli¢ite eksperimentalne metode, a jedna od
njih, koja pruza zadovoljavaju¢i broj informacija, je spektroskopija u
ultraljubicastoj i vidljivoj oblasti spektra (UV-Vis). Dobijeni apsorpcioni spektri
ispitivanih sistema (Slike 5.2 i 5.3) pokazuju karakteristi¢ne apsorpcione trake
povrsinskog plazmona u vidljivoj oblasti spektra, sa jasno izraZzenim

maksimumom u oblasti 390-410 nm, na osnovu cega se moZe zakljuciti da se
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radi o sfernim cesticama nanometarskih dimenzija (Henglein A. 1993; Kelly

K.L.isar. 2003; Mulvaney P. 1996; Mie G. 1908).

5 mas.% + SmM

.
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Slika 5.2. UV-Vis spektri Ag/PNiPAAm nanokompozita (puna linija) i spektri
dobijeni iz MiePlot simulacije (isprekidana linija).

Slika 5.2. prikazuje apsorpcione spektre homopolimernih nanokompozita, na
kojoj je u mas.% prikazana koncentracija PNiPAAm polimerne matrice, a u mM
pocetna koncentracija rastvora srebro-nitrata koji je koris¢en za bubrenje
hidrogelova prilikom inkorporacije nanocestica srebra. Na prikazanim
spektrima uocava se povedanje intenziteta apsorpcionih traka sa porastom

koncentracije nanocestica srebra u polimernoj matrici, dok polozaj maksimuma

ostaje nepromenjen.
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Slika 5.3. UV-Vis spektri Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita (puna linija) i
spektri dobijeni iz MiePlot simulacije (isprekidana linija).

U slucaju Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita, apsorpcioni spektri
kopolimernih uzoraka pokazuju Sire apsorpcione trake u odnosu na
homopolimerni uzorak Ag/PNiPAAm-a, ukazujuci na slabiju stabilizaciju, a
samim tim i ve¢u mogucénost aglomeracije i dobijanje Sire raspodele veli¢ina
nanocestica unutar polimerne matrice (Spasojevi¢ J. i sar. 2015a; Spasojevic J. i

sar. 2015b).

5.2. Teorijsko modelovanje apsorpcionih spektara i procena velic¢ine

inkorporiranih nanocestica srebra

Na osnovu dobijenih apsorpcionih spektara moguce je eksperimentalno
odrediti veli¢inu inkorporiranih nanocestica srebra. U slucaju kada je veli¢ina
nanocestica metala manja od talasne duzine (1) upadnog zracenja, vrednost

poluprecnika (r) moze da se odrediti sledece jednacine:

r=—" (5.1)

Awl/Z

gde je vr Fermijeva brzina za srebro (1,39%108 m/s) i Aw1/2 je Sirina apsorpcione

trake na poluvisini u jedinicama ugaone frekvencije (eng. full with at half
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maximum - FWHM) (Veenas C. i sar. 2009). Na osnovu dobijenih vrednosti
(Tabela 5.1) primeceno je da su cestice najmanjih dimenzija dobijene u
homopolimernoj matrici sa najve¢om koncentracijom PNiPAAm-a (15 mas.%)
koja je bubrena u rastvoru srebro nitrata najmanje koncentracije (5x10-3
mol/dm3). Ovakav rezultat ukazuje na to da je matrica vece koncentracije bolji
stabilizator, kao i na ¢injenicu da veda koncentracija rastvora srebro nitrata
moze dovesti do povecanja veli¢ine nanocestica usled povecane mogucnosti
aglomeracije. Uvodenje itakonske kiseline u polimernu matricu ima za
posledicu dobijanje nanocestica vec¢ih dimenzija. Ovaj trend se moZze objasniti
nesto manjim udelom gel faze u polimernoj matrici (Tabela 4.1.) usled uvodenja
hidrofilne komponente, sto za posledicu ima istezanje polimernih lanaca uz
povecanje slobodnog prostora. To dalje dovodi do slabije kontrole rasta i
stabilizacije nanocestica srebra. Uticaj hidrofilne komponente na svojstva

polimerne matrice je detaljno objasnjen u Poglavlju 7.1.

Tabela 5.1. Vrednosti parametara izracunatih iz apsorpcionih spektara.

c(AgNO3), r(UV-Vis), r(Mie), cucncx10, S.a., Sx10?

Matrica mM nm nm mol/em3  m%g  mgL
PNiPAAm, %
5 51 6,5 4,42 56,4 4,6
5 10 4,7 7,9 7,40 60,8 53
50 5,9 7,8 4,86 48,2 3,6
5 4,8 6,8 4,21 59,9 51
10 10 4,5 8,0 6,51 63,1 5,6
50 57 81 4,10 50,2 3,9
5 3,4 6,7 8,50 838 10,2
15 10 4,5 6,8 6,25 63,0 5,6
50 58 83 3,49 48,8 3,7
P(NiPA AnyIK)
100/0,0 4,1 83 3,90 73,9 7,7
98,5/1,5 10 7,2 7,0 4,87 39,5 2,8
97,0/3,0 81 7,8 2,79 35,9 2,5
95,5/4,5 7,7 7,2 2,95 37,4 2,7

Za procenu velic¢ine sintetisanih nanocestica srebra korisc¢en je ra¢unarski

program ,MiePlot v.3.4”, ¢iji je algoritam zasnovan na Mie-ovoj teoriji (Mie G.
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1908). U okviru prora¢una varirana je veli¢ina nanocestica, a na osnovu
najboljeg slaganja eksperimentalno i teorijski dobijenih apsorpcionih spektara
odredena je velic¢ina Cestica za svaki uzorak ponaosob. Pored poluprecnika, za
primenu je veoma vazno znati tacnu vrednost koncentracije nanocestica unutar
polimerne matrice, narocito kada se planira biomedicinska primena. Parametar
koji se koristi za procenu koli¢ine srebra je molarna koncentracija
inkorporiranih nanocestica srebra, a odreduje se pomocu sledece jednacine

(Zhang W. i sar. 2011):

C(AgAAS)/gHG
Ar(Ag)-p(Ag)Vsfere

(5.2)

CHGNC =
gde je c(AgAAS)/gHG totalna koncentracija nanocestica srebra odredena
atomskom apsorpcionom spektroskopijom (rezultati prikazani u Poglavlju 9.1)
po gramu hidrogela nabubrelog u vodi, Ar(Ag) atomska masa srebra, p(Ag)
teorijska vrednost gustine srebra kao kompaktnog materijala (10,5 g/cm3) i
Vstere izraunata zapremina sferne nanocestice pri ¢emu je kao poluprecnik
koriséena vrednost dobijena jedna¢inom (5.1).

Specifi¢na povrsina nanocestica je izracunata koris¢enjem jednacine:
6

S.a.=
@ 2r-p(Ag)

(5.3)

gde je r polupre¢nik nanocestica dobijen jednacinom (5.1), dok je rastvorljivost

nanocestica srebra dobijena iz jednacine:

St = Spulk X exp(% r) (5.4)
gde je Svuik teorijska rastvorljivost srebra kao kompaktnog materijala (0,009
mg/L), y teorijska vrednost povrsinskog napona nanocestica srebra (1 J/m?), r
polupre¢nik dobijen jedna¢inom (5.1), R univerzalna gasna konstanta (8,314
J/molK) i T temperatura (K) (Veenas C. i sar. 2009; Rance A. i sar. 2008;
Stepanov A.L. i sar. 1999; Krstic¢ J. i sar. 2014a). Parametri nanocestica dobijeni
proracunima i teorijskim modelovanjem iz apsorpcionih spektara prikazani su
u Tabeli 5.1.

Kao $to je ve¢ pomenuto, ¢estice manjih dimenzija se dobijaju u polimernim

matricama veée koncentracije (10 i 15 mas.% PNiPAAm-a), a znacajno

78 | Strana



Rezultati i diskusija

povecanje veli¢ine nanocestica se dobija uvodenjem IK u polimernu matricu.
Kako cestice manjih dimenzija poseduju vecu specifi¢nu povrsinu (S.a.) i vecu
rastvorljivost (S;), to se moZze uociti da su najvece vrednosti S.a. i S; dobijene za
uzorak sa najmanjom vrednoséu veli¢ine nanocestica (15 mas.% PNiPAAm sa
10 mM AgNO:s) (Spasojevié J. i sar. 2015a), a najmanje za kopolimerne uzorke
P(NiPAAm/IK) u odnosima 97,0/3,0 i 95,5/4,5 (Spasojevi¢ J. i sar. 2015b).
Samim tim i molarna koncentracija inkorporirnih nanocestica srebra pokazuje
slican trend, pa tako vrednost cugne raste sa smanjenjem veli¢ine nanocestica i
sa povecanjem koncentracije polimerne matrice. Dobijeni rezultati imaju
ocekivani trend koji je u skladu sa teorijskim i literaturnim podacima (Krsti¢ J. i

sar. 2014a).
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6. Fizicko-hemijska svojstva hidrogelova i nanokompozita

U ovom poglavlju prikazani su rezultati detaljne fizi¢ko-hemijske
karakterizacije PNiPAAm i P(NiPAAm/IK) hidrogelova, kao i Ag/PNiPAAm i
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita. Imajuéi u vidu potencijalnu primenu
sintetisanih sistema, osnovna svojstva koja su neophodna za fizicko-hemijsku
karakterizaciju su kapacitet i kineticki parametri bubrenja. Bubrenje je fizi¢ko-
hemijski proces koji se moZe kontrolisati sastavom hidrogelova, stepenom
umreZenja, kao i uslovima sredine u kojoj se primena planira. Poznavanje i
definisanje ovih zavisnosti je preduslov za razvoj sinteze materijala sa unapred
definisanim svojstvima. S obzirom da je planirana primena u oblasti
biomedicine, sinetisani su sistemi osetljivi na fizioloske parametre, temperaturu

i pH-vrednost rastvora.

6.1. Studija bubrenja i kinetika difuzije

Proces bubrenja hidrogelova i nanokompozita je prac¢en u vodi, puferima
razli¢itih pH-vrednosti (2,2; 4,5, 6,8) i rastvoru SBF-a (pH=7,4). Bubrenje
hidrogelova je pra¢eno na dve temperature, 25 °C i 37 °C, a dobijeni rezultati
predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna merenja. Standardna devijacija
merenja je bila + 10% od srednjih vrednosti, sto ukazuje na veoma dobru

reproduktivnost rezultata.

6.1.1. Bubrenje u vodi

U cilju ispitivanja kinetike bubrenja i difuzionih svojstava polimernih
matrica, pracen je proces bubrenja sintetisanih hidrogelova i nanokompozita u
vodi. Voda je izabrana kao neutralni medijum kako bi se sprecio uticaj dodatnih
jona koji postoje u puferskim rastvorima, a koji bi mogli da uti¢u na sam proces
bubrenja. Polimerne matrice svojim kapacitetom bubrenja, mogué¢noséu difuzije

rastvora unutar mreze i kinetikom difuzije direktno uticu, prvo na
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karakteristike nanocestica srebra pri in situ sintezi, a zatim i na mogucnost
njihovog kontrolisanog otpustanja. Pracenjem bubrenja u vodi na 25 °C ispitan
je uticaj koncentracije polimerne matrice, uticaj udela hidrofilnog komonomera
(IK) i na kraju uticaj prisustva nanocestica srebra na kapacitet i kinetiku
bubrenja. Na osnovu dobijenih rezultata izra¢unati su parametri polimernih
mreza (Tabela 7.1). Na Slici 6.1 prikazane su krive bubrenja za homopolimerne

PNiPAAm i kopolimerne P(NiPAAm/IK) hidrogelove u vodi na 25 °C.

240 240 :
@) 20 P(NiPAAM/IK): (b)
s | .t ' = 100/0,0
200 819 2004 o 985/15
2 1ol 97,0/3,0
2160 g | f 1604 v 955/4,5 veverw YYYY
o & Sle
kel &
.8 120+ PNiPAAM: 95 20 40 60 120
5 = 5 mas.% Vreme (h)
S 801 o 10mas% Ly ‘
N 15 mas.% i
404 404 ¥ 0550 (XXX
4
_qmmen 22 2 ﬁ — mmmnm
0 " 04
0O 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Vreme (h) Vreme (h)
Slika 6.1. Krive bubrenja PNiPAAm (a) i P(NiPAAm/IK) (b) hidrogelova u
vodi na 25 °C.

Prikazani rezultati pokazuju veliki uticaj sastava hidrogelova na kapacitet
bubrenja. Ova osetljivost je manja u slu¢aju homopolimernih matrica, pa je tako
dobijena mala razlika u stepenu bubrenja 5 mas.% u odnosu na 15 mas.%
PNiPAAm hidrogel. Medutim, uvodenje IK kao hidrofilne komponente dovodi
do znacajnog povecanja kapaciteta bubrenja, pa tako maseni udeo IK od 4,5% u
polimernoj matrici dovodi do povecanja stepena bubrenja oko 20 puta.
Prisustvo IK na kapacitet bubrenja uti¢e na dva nacina, svojom hidrofilnosé¢u
zahvaljujud¢i karboksilnim grupama znacajno povecava koli¢inu apsorbovane
vode, dok sa druge strane veli¢inom svog molekula izaziva istezanje
polimernih lanaca sto takode vodi vecoj apsorpciji (Tasdelen B. i sar. 2004a;

Tasdelen B. i sar. 2004b; Tasdelen B. i sar. 2005).
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Slika 6.2. Krive bubrenja Ag/PNiPAAm (a) i Ag/P(NiPAAm/IK) (b)
nanokompozita u vodi na 25 °C.

Na kapacitet bubrenja hidrogelova utice i prisustvo inkorporiranih nanocestica
srebra (Slika 6.2), pri ¢emu je taj uticaj razli¢it u zavisnosti od sastava hidrogela.
Hidrogelovi na bazi PNiPAAm-a pokazuju neznatno povecanje stepenja
bubrenja sa inkorporacijom nanocestica srebra usled istezanja polimernih
lanaca. Medutim, u sluc¢aju kopolimernih hidrogelova NiPAAm-a i IK, nakon
inkorporacije nanocestica srebra dolazi do znacajnog smanjenja kapaciteta
bubrenja. Nanocestice su unutar polimerne matrice stabilisane fizickim
interakcijama (elektrostaticke interakcije) izmedu nanocestica i odredenih
funkcionalnih grupa polimera, sto deluje kao dodatno fizicko umrezenje uz
istovremeno ogranicavanje kretanja polimernih lanaca. Prisustvo IK sa dve
karboksilne grupe povecava mogucénost formiranja elektrostatickog naboja
izmedu funkcionalnih grupa i nanocestica srebra, sto se ogleda kroz znacajno
smanjenje vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja nanokompozita u ondosu
na uzorke hidrogelova bez srebra (Spasojevi¢ J. i sar. 2015b).

Za primenu hidrogelova u sistemima za otpustanje aktivnih supstanci, pored
ukupnog kapaciteta bubrenja podjednako vazna je i kineticka analiza kojom se
moze predvideti kinetika otpustanja. Na Slici 6.3 prikazane su kineticke krive za
homopolimerne i kopolimerne hidrogelove NiPAAm-a i IK pri bubrenju u vodi

na 25 °C.
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0.0 0.0
(a) (b)
0.8 0.8
i
9, -1.6- -1.6-
& s P(NiPAAM/IK):
= PNiPAAmM: 2 a 100/0,0
244 o 5mas% | 241 o 98,5/1,5
o 10 mas.% v a 97,0/3,0
s 15 mas.% v 95,5/4,5
-32 T T T '32 T T T
7 8 9 10 1 7 8 9 10 1

Int

Int

Slika 6.3. Zavisnost In(SD/SDeq) od Int za PNiPAAm (a) i P(INiPAAm/IK) (b)
hidrogelove pri bubrenju u vodi na 25 °C.

Analizom procesa bubrenja u pocetnom stupnju (SD/SDeq<0,6) i primenom

jednacine (2.9) odredene su vrednosti kinetickih parametara (kineticke

konstante k i karakteristicnog eksponenta 1), dok je koeficijent difuzije D

dobijen primenom modela Dgary (jed. 2.10), Drate (jed. 2.11) i DEuer (jed. 2.12).

Vrednosti parametara dobijenih iz procesa bubrenja i kineticke analize

prikazani su u Tabelama 6.1 6.2.

Tabela 6.1. Kineticki parametri bubrenja PNiPAAm hidrogelova i
Ag/PNiPAAm nanokompozita u vodi na 25 °C.

PNiPAAm c(AgNO3), Dkarty, D ate, Degter,
) mM cm?/s cm?/s cm?/s
5 17,6 2,45 0,56 8,24 7,90 7,12
10 / 17,8 3,47 0,52 7,53 6,97 7,71
15 12,3 4,68 0,48 7,21 6,62 7,35

5 17,9 4,12 0,51 7,86 7,81 4,06

5 10 18,1 3,92 0,51 7,82 7,69 8,34
50 16,0 4,39 0,51 9,26 8,60 8,33

5 18,7 4,22 0,50 7,24 6,47 2,85

10 10 18,9 4,49 0,49 7,46 6,55 1,97
50 18,8 3,51 0,52 7,57 7,60 9,09

5 11,8 6,10 0,46 7,24 6,48 7,46

15 10 12,4 5,87 0,46 7,14 6,39 7,53
50 11,7 6,04 0,46 7,10 6,46 8,19
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Porast konstante brzine reakcije se uocava pri povecanju koncentracije
PNiPAAm-a u polimernoj matrici, kao i usled prisustva nanocestica srebra, tj.
kod nanokompozita. U slucaju kada je koncentracija polimera konstantna
povecanje koncentracije srebra nema znacajan uticaj. Uvodenjem hidrofilne
komponente u polimernu matricu dolazi do znacajnog smanjenja konstante
brzine, pa je tako najmanja vrednost parametra k dobijena za kopolimerne
uzorke sa 4,5 mas.% IK. Karakteristi¢ni difuzioni eksponent n ukazuje na ne-
Fick-ovu difuziju za uzorke manje koncentracije polimerne mreze (5 i 10 mas.%
PNiPAAm-a) $to znaci da su u ovim slucajevima uticaji difuzije medijuma i
relaksacije polimernih lanaca izjednaceni. Nasuprot tome, za 15 mas.%
PNiPAAm hidrogel i Ag/15 mas.% PNiPAAm nanokompozit vrednost
eksponenta 7 je manja od 0,5 $to odgovara Fick-ovom tipu difuzije, Sto znaci da
usled velike koncentracije polimera dominira proces relaksacije polimernih
lanaca (Can H. i sar. 2005; Milosavljevi¢ N. i sar. 2011). U slucaju kopolimernih
hidrogelova vrednost karakteristicnog eksponenta n je veca od 0,5 za sve
sintetisane uzorke i hidrogelova i nanokompozita, usled prisustva IK koja
povecanjem kapaciteta bubrenja dovodi do ponovnog izjednacavanja uticaja

difuzije i relaksacije polimernih lanaca.

Tabela 6.2. Kineticki parametri bubrenja P(NiPAAm/IK) hidrogelova i
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita u vodi na 25 °C.

P(NiPAAm/IK) C(Aﬂf”’ SDeq k’;gs’ o ’CJ;:;/‘YS g;;}es' f’n'i;‘/s
100/0,0 96 130 064 452 39 425
98,5/1,5 94 053 071 380 308 374
97,0/3,0 / 107 056 072 417 310 391
95,5/4,5 167 043 071 280 283 460
100/0,0 93 273 054 338 330 461
98,5/1,5 o 268 061 06 174 178 26l
97,0/3,0 412 033 072 247 280 427
95,5/4,5 637 026 073 209 240 3,95
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Od tri koris¢ena teorijska modela procesa bubrenja, najbolje slaganje sa
eksperimentalnim podacima je pokazao Etter model (jed. 2.12) koji opisuje
proces bubrenja u celom vremenskom periodu (0 <SD/SDeq <1).

Slika 6.4 prikazuje primer primene Etter modela na proces bubrenja u sluc¢aju
Ag/PNiPAAm hidrogel nanokompozita i P(NiPAAm/IK) hidrogelova.
Dijagrami procesa bubrenja, kinetike bubrenja i modelovanja primenom
teorijskih modela za sve sintetisane uzorke prikazane su u Prilogu (PRILOG -

Studija bubrenja i PRILOG II - Aproksimacija procesa bubrenja teorijskim

modelima).
1.4 - 1.4
0,
10 mas.% PNiPAAmM (a) (b)
1.2 1.2
1.04 2 104 e
o 081 / 0.8
8 4
@ 061 C(AgNOs): | 067 4
& (AGNO:) P(NiPAAM/IK):
@B 04 a OmM || 041 a 100/0,0
o 5mM o 98515
0.21 s 10mM | | 027 . 97,013,0
- v 50mM || o1 9 v 955/45
(l) 1I é :Ii Alt 5 OTO 0:5 1.IO 115 2?0 25

t*10° (s°) t*10° (8%

Slika 6.4. Krive Etter modela pri bubrenju homopolimernih nanokompozita (a)
i kopolimernih hidrogelova (b), u vodi na 25 °C.

Vrednosti koeficijenata difuzije dobijenih primenom modela prikazane su u
Tabelama 6.1 i 6.2. Rezultati pokazuju da ne postoji pravilan trend sa
promenom koncentracije polimerne mreZe ili koncenracije nanocestica srebra.
Najmanja vrednost koeficijenta difuzije (Dgwer=1,97 cm?/s) je dobijena za uzorak
nanokompozita sa 10 mas.% PNiPAAm-a i 10 mM AgNOs, dok su najvece
vrednosti dobijene za uzorke nanokompozita sa najve¢im koncentracijama
srebra. S obzirom da je cilj rada sinteza nanokompozitnih sistema za
kontrolisano otpustanje nanocestica srebra u duZem vremenskom intervalu,
ovakav rezultat je bio jo$ jedan od razloga za odabir 10 mas.% PNiPAAm

hidrogela za kopolimerizaciju sa hidrofilnom komponentom i rastvorom srebro
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nitrata u koncentraciji od 10 mM. U slucaju P(NiPAAm/IK) hidrogelova i
odgovarajuc¢ih nanokompozita najmanju vrednost koeficijenta difuzije pokazao

je uzorak sa 1,5 mas.% IK (Spasojevi¢ J. i sar. 2015b).

6.1.2. Temperaturna osetljivost hidrogelova i nanokompozita

Temperaturna osetljivost sintetisanih sistema uslovljena prisustvom N-
izopropilakrilamida, ispitana je na tri nacina: pracenjem procesa bubrenja,
procesa kontrakcije i odredivanjem temperature faznog prelaza. Sva tri
eksperimenta su izvedena za PNiPAAm i P(NiPAAm/IK) hidrogelove i
Ag/PNiPAAm i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozite.

Proces bubrenja - Uticaj temperature na proces bubrenja ispitan je u vodi na
37 °C, a dobijene krive bubrenja za kopolimerne uzorke su prikazane na Slici
6.5. S obzirom da je bubrenje pra¢eno na temperaturi koja je iznad vrednosti
termperature faznog prelaza PNiPAAm-a, stepen bubrenja homopolimernih
uzoraka je mali zbog potpune kontrakcije PNiPAAm-a. U slu¢aju kopolimernih
hidrogelova, PNiPAAm kao temperaturno osetljiva komponenta je potpuno
kontrahovana, pa i u tom slucaju dolazi do smanjenja kapaciteta bubrenja u
odnosu na proces bubrenja identi¢nih uzoraka na sobnoj temperaturi (Caykara

T.1isar. 2006a; Dai H. i sar. 2006; de Moura M.R. i sar. 2006).

160 160
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-g 804 ‘ 80 - Ag/P(NiPAANV/IK): "0 10 23 30 h4o 50 60
2 60 ‘ 60 = 100/0,0 el
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n
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Slika 6.5. Krive bubrenja u vodi na 37 °C za P(NiPAAm/IK) hidrogelove (a) i
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozite (b).
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Sa Slike 6.5 se moze primetiti da je temperaturna osetljivost jasno izrazena u
svim sistemima, a mnaro¢ito u nanokompozitima. Naime, u slucaju
nanokompozita postoje dva efekta koja se mogu izdvojiti. Prvi je kontrahovanje
termoosetljive komponente, a drugi uticaj nanocestica srebra, izrazen kroz
elektrostaticke interakcije izmedu nanocestica i odredenih polimernih grupa,
narocito sa hidrofilnom IK koja nije kontrahovana. Ove interakcije deluju kao
dodatno fizicko umrezenje, pa je bubrenje u ovim sistemima svedeno na
minimum. Imajuéi u vidu da su sistemi sintetisani sa ciljem primene u
biomedicini, ispitan je i kapacitet bubrenja u simuliranoj telesnoj tecnosti (SBF) na

temperaturi od 37 °C (Slika 6.6).

20 - 20
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Slika 6.6. Krive bubrenja u rastvoru SBF-a na 37 °C za P(NiPAAm/IK)
hidrogelove (a) i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozite (b).

Prikazane krive pokazuju smanjenje kapaciteta bubrenja hidrogelova u odnosu
na bubrenje u vodi a 37 °C, usled uticaja jona prisutnih u rastvoru simulirane
telesne tecnosti. Medutim, u slu¢aju nanokompozita primeceno je povecanje
kapaciteta bubrenja u odnosu na bubrenje u vodi na istoj temperaturi. Rezultati
dobijeni u uslovima potencijalne primene (fizioloski uslovi) dokaz su da
sintetisani nanokompoziti poseduju veliki potencijal za planiranu primenu u

biomedicini kao antibakterijski sistemi.
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Odpredivanje temperature faznog prelaza (LCST) - Temperatura faznog prelaza
za P(NiPAAm/IK) hidrogelove i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozite,
odredena je prac¢enjem ravnoteznog stepena bubrenja u temperaturnom opsegu
izmedu 12 °C i 58 °C u destilovanoj vodi. Temperaturna osetljivost PNiPAAm-a
u opsegu fizioloski vaznih temperatura je svojstvo koje hidrogelove ovog tipa
¢ini interesantnim za primenu u biomedicini. Vrednost LCST-a za PNiPAAm
se, prema literaturnim podacima, krece obi¢no u opsegu izmedu 30 °C do 35 °C,
Sto zavisi od mikrostrukturnog uredenja trodimenzionalne strukture polimerne
mreze. Na temperaturama ispod LCST dominantan proces je apsorpcija vode
usled formiranja vodoni¢nih veza izmedu molekula vode i hidrofilnih delova
polimernog lanca. Iznad LCST slabi uticaj vodoni¢nih veza, pri ¢emu
preovladuju interakcije izmedu hidrofobnih segmenata polimernog lanca i
dolazi do kontrakcije. Na Slici 6.7 prikazane su zavisnosti ravnoteZznog stepena

bubrenja hidrogelova i odgovaraju¢ih nanokompozita od temperature, a

temperatura faznog prelaza je odredena iz prevojne tacke.
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Slika 6.7. Ravnotezni stepen bubrenja P(NiPAAm/IK) hidrogelova (a) i
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita (b) na razli¢itim temperaturama.

Kao sto se iz prikazanih rezultata moze videti, vrednost LCST za kopolimerne

P(NiPAAm/IK) hidrogelove raste od 30,0 °C do 42,8 °C sa porastom udela IK

od 0,0 mas.%

do 4,5 mas.%.

Isti

trend je

primeéen i u

slucaju
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Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita, dok su vrednosti dobijene za LCST nesto
nize, i kre¢u se u opsegu od 30,5 °C to 38,5 °C. Dobijeni rezultati su oc¢ekivani i
u skladu su sa podacima iz literature (Chanda M. i Roy S., 2009). Na
temperaturama iznad LCST stepen bubrenja raste sa povecanjem udela IK,
usled vece poroznosti i postojanja hidrofilnih grupa unutar polimerne matrice.
To dalje znac¢i i postojanje veceg broja vodoni¢nih veza koje je potrebno
raskinuti kako bi doslo do faznog prelaza, pa dodatak male koli¢ine itakonske
kiseline u PNiPAAm lanac pomera LCST ka viSim vrednostima (Cortes J. i sar.
2008; Tasdelen B. i sar. 2004; Ramirez-Fuentes Y. i sar. 2008). Inkorporacija
nanocestica srebra unutar polimerne mreZe daje moguc¢nost finijeg podesavanja
LCST, pri ¢emu se fazni prelaz odigrava na nizim temperaturama, sto je

narocito uocljivo kod uzoraka sa veé¢im sadrzajem IK (Spasojevi¢ J. i sar. 2015b).

Kontrakcija - U cilju ispitivanja uticaja udela IK i prisustva nanocestica
srebra na ponasanje hidrogelova i nanokompozita na temperaturama iznad
LCST, pracena je kontrakcija u vodi na temperaturi od 48 °C. Sa Slike 6.8 se
moze videti da je brzina kontrakcije najveca na pocetku procesa, zatim opada,
sve do uspostavljanja ravnoteznog stanja. Proces se moZe opisati sledecom

jedna¢inom:

= kq(mp, — mpy) (6.1)

gde je ra brzina kontrakcije, k4 konstanta brzine, dok su mnt i mnk masa hidrogela

dmht
dt

3 =

u trenutku t i na kraju procesa kontrakcije, redom. Logaritamska zavisnost data
jednacinom (6.1) omogucava dobijanje vrednosti konstante brzine kontrakcije ks
iz nagiba krive:

I [P = ey -t (6.2)

Mpr =M
gde odnos (mn-mnk)/(mn-mnk) predstavlja stepen dehidratacije na Slici 6.8

oznacen sa WR, dok je mn masa hidrogela u trenutku t=0 (ravnotezno

nabubrelo stanje pre pocetka procesa kontrakcije).
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Slika 6.8. Krive kontrakcije za P(NiPAAm/IK) hidrogelove (a) i
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozite (b).

Iako su konstante brzine bubrenja za homopolimerne uzorke (PNiPAAm i
Ag/PNiPAAm) imale najvec¢u vrednost (Tabela 6.3), prilikom kontrakcije ovi
uzorci pokazuju najnizu vrednost konstante brzine. To je posledica formiranja
povrsinskog sloja kada se hidrogel, nabubreo do ravnoteZze, uroni u vodu ¢ija je
temperatura visa od temperature faznog prelaza za dati uzorak. Formirani
povrsinski sloj predstavlja barijeru molekulima vode da difunduju iz polimerne
mreze u okolni rastvor, usled cega dolazi do smanjenja brzine procesa
kontrakcije. Uvodenje IK kiseline u polimernu mrezu hidrogela dovodi do
povecanja brzine kontrakcije, pri ¢emu brzina dalje raste sa povecanjem udela
IK. Prisustvo hidrofilne komponente dovodi do smanjenja gustine formiranog
povrsinskog sloja Sto olakSava difuziju molekula vode i povecava brzinu
procesa kontrakcije (Liu Y. i sar. 2014; Kaneko Y. i sar. 1995; Zhang X. i Zhuo R,,
2000).

Tabela 6.3. Vrednosti konstante brzine kontrakcije za P(NiPAAm/IK)
hidrogelove i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozite.

kax103, 1/min
Uzorak
100/0,0 98,5/1,5 97,0/3,0 95,5/4,5
P(NiPAAm/IK) 22,0 24,3 26,9 29,6
Ag/P(NiPAAm/IK) 20,8 23,4 23,9 16,7
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Inkorporacijom nanocestica srebra unutar polimerne matrice postize se

suprotan efekat, pa su tako vrednosti konstanti brzina procesa kontrakcije

nanokompozita manje u odnosu na odgovarajuce uzorke hidrogelova. Naime,

inkorporirane nanocestice deluju kao dodatni centri fizickog umreZenja, usled

elektrostatickih interakcija, Sto otezava difuziju molekula vode i dovodi do

smanjenja brzine kontrakcije (Spasojevic J. i sar. 2015b).

6.1.3. pH osetljivost hidrogelova i nanokompozita

U cilju

ispitivanja

osetljivosti

sintetisanih

sistema na promenu

pH-vrednosti okolnog medijuma, odreden je stepen bubrenja P(NiPAAm/IK)

hidrogelova i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita na tri pH-vrednosti (2,20;
4,501 6,80) na dve temperature, 25 °C i 37 °C (Slika 6.9). pH-vrednosti medijuma

za bubrenje su odabrane tako da pokrivaju opseg pH-vrednosti ispod i iznad

pKa vrednosti itakonske kiseline (pKa1 = 3,85, pKa2 = 5,45) (Weast R.C. 1972.).

_ 30 P(NiPAAmM/IK) (a)}-304  Ag/P(NiPAAmM/IK) (b)
=3 == 100/0,0 N 100/0,0
z 98,5/1,5 ] 98,5/1,5 -
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Slika 6.9. Zavisnost ravnoteznog stepena bubrenja od pH-vrednosti okolnog
medijuma za P(NiPAAm/IK) hidrogelove (a,c) i Ag/P(NiPAAm/IK)
nanokompozite (b,d).
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Kao sto se moze videti sa Slike 6.9, promena pH-vrednosti nema znacajnog
uticaja na homopolimerne uzorke hidrogelova i nanokompozita, jer su
vrednosti stepena bubrenja za PNiPAAm i Ag/PNiPAAm veoma bliske pri
ispitivanju na istoj temperaturi. Promena stepena bubrenja kod
homopolimernih uzoraka je uofena samo na razli¢itim temperaturama, Sto je
oc¢ekivano i objasnjeno u prethodnom poglavlju. Uvodenjem IK, sistem postaje
pH osetljiv i pokazuje znacajno povecanje kapaciteta bubrenja sa povecanjem
pH-vrednosti medijuma za bubrenje. Na pH-vrednostima koje su ispod
konstanti jonizacije itakonske kiseline (u ovom slucaju pH=2,20), povecanje
ravnoteznog stepena bubrenja je posledica umetanja molekula itakonske
kiseline koji svojom veli¢inom izaziva istezanje polimernih lanaca. Znacajnije
povecanje kapaciteta bubrenja se desava na pH=4,5 i pH=6,8 usled jonizacije
karboksilnih grupa IK, kada dolazi do formiranja karboksilnih anjona (COO )
koji poseduju vecu hidrofilnost od COOH grupa. Postojanje negativhog
naelektrisanja na susednim atomima dovodi do pojave elektrostatickih
odbojnih sila koje $ire polimernu mrezu i povecavaju kapacitet bubrenja
(Kalagasidis Kru$i¢ M. i sar. 2009; Milasinovi¢ N. i sar 2010b). Kao sto je i
ocekivano, najvec¢u pH osetljivost pokazao je sistem sa najve¢im udelom IK (4,5
mas.%). Trend pH osetljivosti je isti i kod nanokompozitnih sistema, pa se moze
zakljuciti da prisustvo nanocestica u polimernoj matrici ne utée na pH
osetljivost, ve¢ samo na vrednost kapaciteta bubrenja (Spasojevi¢ J. i sar. 2015b).
Uzimajuéi u obzir sva ispitivanja kapaciteta bubrenja sintetisanih homo- i
kopolimenih hidrogelova, kao i nanokompozita, moze se zakljuciti da sistemi
poseduju izuzetnu termo- i pH-osetljivost koja se moZe podeSavati promenom
udela komonomera i inkorporacijom nanocestica srebra, sto ove sisteme ¢ini
posebno pogodnim za upotrebu u bioloskim sistemima u Sirokom opsegu

fizioloski relevantnih parametara.
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7. Morfologija polimernih matrica i strukturna svojstva

nanokompozita

7.1. Parametri mreZe polimernih matrica

Struktura polimerne mreze se definiSe preko slede¢ih parametara: udeo
polimera u stanju posle sinteze (v2r), udeo polimera u nabubrelom stanju (v2s),
gustina kserogela (pxg), molarna masa izmedu dve tacke umrezenja (M),
efektivna gustina umreZenja (p.) i veli¢ina pora (). Vrednosti ovih parametara
za homopolimerne hidrogelove PNiPAAm-a (5 mas.%, 10 mas.% i 15 mas.%) i
kopolimerne hidrogelove P(NiPAAm/IK) su odredene iz studije bubrenja u
vodi na 25 °C koris¢enjem jednacina od (2.2) do (2.8). Dobijene vrednosti su
prikazane u Tabeli 7.1.

Analizom rezultata prikazanih u Tabeli 7.1 jasno se uocava da postoji velika
razlika u parametrima mreZe sa promenom sastava i koncentracije polimernih
matrica. Povecanje koncentracije monomera u homopolimernoj matrici
PNiPAAm-a od 5 do 15 mas.% dovodi do povecanja udela polimera u
hidrogelovima i nakon procesa sinteze i u nabubrelom stanju. U skladu sa tim je
i najveca gustina kserogela dobijena za uzorak najvece koncentracije (15
mas.%). Medutim, vrednosti ostalih parametara nemaju trend u skladu sa
koncentracijom polimerne matrice, pa je tako najmanja vrednost molarne mase
izmedu dve tacke umreZenja (M.) dobijena za srednju koncentraciju PNiPAAm-
a (10 mas.%), sto ujedno znaci da ima najvecu gustinu umreZenja i najmanju
veli¢inu pora. Imajuéi u vidu hidrofilnost IK, koja svojim udelom dovodi do
povecanja kapaciteta bubrenja i veli¢ina pora, a samim tim i slabljenja
polimerne mreze, kao komonomerna komponenta u P(NiPAAm/IK) uzorcima
izabran je upravo 10 mas.% PNiPAAm, u cilju dobijanja kopolimera
zadovoljavajucih strukturnih i mehanickih svojstava.

Vrednosti strukturnih parametara kopolimernih hidrogelova P(NiPAAm/IK)
ukazuju da dodatak IK kao hidrofilne komponente ima veliki uticaj na svojstva

polimerne matrice. Dobijeni rezultati imaju ocekivani trend i u skladu su sa
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rezultatima bubrenja i podacima iz literature (Milasinovic i sar. 2010a; Caykara
T. i sar. 2006b; Kalagasidis Krus$i¢ M. i sar. 2009; Sen M. i sar. 1999; Caykara T. i
sar. 2006a). Iz Tabele 7.1 se moze uociti da vrednosti molarne mase izmedu dve
tacke umrezenja i veli¢ina pora rastu sa povecanjem udela itakonske kiseline,

dok u isto vreme, o¢ekivano, opada gustina umreZzenja.

Tabela 7.1. Vrednosti strukturnih parametara mreze za homopolimerne
(PNiPAAm) i kopolimerne (P(NiPAAm/IK)) hidrogelove u vodi na 25 °C.

PNiPAAm,%
5 0,038 0,073 0,764 57,1 1,98 1,26
10 0,082 0,104 0,858 51,6 220 1,07
15 0131 0120 0,865 63,0 1,79 1,31
P(NiPAAnyIK)
100/0,0 0,132 0,03 0,901 101 1,11 15
98,5/1,5 0,133 0,022 0,892 663 017 64
97,0/3,0 0,137 0,011 0,887 941 012 97
95,5/4,5 0,138 0,007 0,889 998 011 11,6

S obzirom da sintetisani sistemi imaju potencijalnu biomedicinsku primenu,
strukturni parametri su izracunati i na temperaturi od 37 °C, a njihove
vrednosti predstavljene u Tabeli 7.2. Ujedno, ova temperatura predstavlja
upravo temperaturu na kojoj se izvode testovi in vitro otpustanja jona srebra i

testovi ispitivanja antimikrobnog potencijala sintetisanih sistema.

Tabela 7.2. Vrednosti strukturnih parametara mreZe za
kopolimerne P(NiPAAm/IK) hidrogelove u vodi na 37 °C.

100/0,0 0,131 0,817 0,901 0,75
98,5/1,5 0,133 0,209 0,892 3,02
97,0/3,0 0,137 0,015 0,887 8,59
95,5/4,5 0,139 0,010 0,889 10,14

Ocekivano, uocava se znacajno smanjenje vrednosti izracunatih parametara

usled kontrahovanja PNiPAAm-a kao termoosetljive komponente u
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polimernim matricama, $to je u saglasnosti sa rezultatima bubrenja. Medutim,
trend je ostao isti kao pri bubrenju na 25 °C, pa tako sa porastom udela IK
dolazi do povecanja molarne mase izmedu dve tacke umrezenja (M.) i veli¢ine

pora ($), uz istovremeno smanjenje stepena umrezenja (p.) (Spasojevic J. i sar.

2015b).

7.2. Skenirajuca elektronska mikroskopija

Unutrasnja morfologija sintetisanih hidrogelova i hidrogel nanokompozita
ispitana je SEM analizom popre¢nog preseka liofilizovanih uzoraka. Dobijene
mikrografije su potvrdile poroznu strukturu i slicnu morfologiju svih
sintetisanih sistema.

Slika 7.1 prikazuje morfologiju homopolimernih uzoraka PNiPAAm-a razlicite
koncentracije polimerne mreze (od 5 mas.% do 15 mas.%., pri ¢emu se uocava
blago smanjenje veli¢ine pora kod uzorka sa najveom koncentracijom
PNiPAAm-a (Slika 7.1(c)). Ovakav rezultat je u skladu sa rezultatima dobijenim
ispitivanjem procesa bubrenja, gde je znacajnije smanjenje vrednosti stepena
bubrenja (Tabela 6.1) uo¢eno za uzorak sa najvecom koncentracijom PNiPAAm-

a u polimernoj mreZi (15 mas.% PNiPAAm).

4 "’ p
) 3 {
- : [/
} ’ =
\ - - =
SEl 20K x250 mou\m &I ézok\((’" .zao\wuw.\\\—_,é—— SEI 2Dk
-RGF -

UB-RGRg 4 UB-RG

Slika 7.1. SEM mikrografije PNiPAAm hidrogelova: 5 mas.% (a), 10 mas.% (b) i
15 mas.% (c).

Kako bi se ispitao uticaj prisustva nanocestica srebra na unutrasnju morfologiju

hidrogelova, SEM analiza je izvedena i za uzorke nanokompozita. Na Slici 7.2
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prikazane su SEM mikrografije 10 mas.% PNiPAAm hidrogela i odgovarajucih
nanokompozitnih sistema (10 mas.% PNiPAAm-a sa 5, 10 i 50 mM AgNO3).
Prisustvo nanocestica srebra, kao i njhov uticaj na polimernu mrezu se, usled
ogranicenosti metode uslovljene rezolucijom samog uredaja, na prikazanim

mikrografijama ne uocava (Spasojevic J. i sar. 2015a).

Slika 7.2. SEM mikrografije 10 mas. % PNiPAAm hidrogela (a), i
nanokompozita na bazi 10 mas.% PNiPAAm-a sa 5mM (b), 10mM (c) i 50 mM
AgNO;s (d).

S druge strane, SEM analiza kopolimernih hidrogelova P(NiPAAm/IK)
pokazala je jasnu razliku u veli¢ini pora izmedu uzoraka sa razlic¢itim
sadrzajem itakonske kiseline (Slika 7.3). Prikazane mikrografije su pokazale da
se na poroznost hidrogelova najvise moZe wuticati promenom sastava
kopolimernih hidrogelova, odnosno udelom IK. Najvece pore dobijene su za
uzorke sa najvecim sadrZajem itakonske kiseline, to je o¢ekivano i u saglasnosti

sa podacima u literaturi (Milasinovi¢ i sar. 2010a; Caykara T. i sar. 2006b;

9 | Strana



Rezultati 1 diskusija

Kalagasidis Krusi¢ M. i sar. 2009; Sen M. i sar. 1999; Caykara T. i sar. 2006a;
Spasojevi¢ J. i sar. 2015b).

e 20KV 57

UB-RGF

%1088 »-109,&1..\.—\3»_«”’ SEI . 2060

Slika 7.3. SEM mikrografije P(NiPAAm/IK) hidrogelova: 100/0,0 (a), 98,5/1,5
(b), 97,0/3,0 (c) 195,5/4,5 (d).

7.3. Mikro-kompjuterizovana topografija (p-CT)

Mikro-kompjuterizovana topografija uradena je za homopolimerne
hidrogelove PNiPAAm-a koncentracija 5 mas.%, 10 mas.% i 15 mas.%,
kopolimerne hidrogelove P(NiPAAm/IK) i nanokompozitne sisteme na bazi
kopolimernih hidrogelova P(NiPAAm/IK) sa 10 mM AgNOs;. Analiza se
zasniva na skeniranju uzorka odredene zapremine u odnosu na koju se dobija
procenat polimerne mreze, poroznost i veli¢ina pora (Marsich E. i sar. 2013).
Usled ogranic¢enja metode koja su vezana za rezoluciju samog uredaja, veli¢ine

pora dobijene na ovaj nacin se ne mogu uzeti kao apsolutne vrednosti, ve¢ se
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mogu iskoristiti za poredenje sistema razli¢itih koncentracija ili razli¢itog

sastava.

p-

\ =2
Slika 7.4. Uticaj koncentracije polimerne matrice na morflogiju PNiPAAm-a: 5
mas. % (a), 10 mas.% (b) i 15 mas.% (c).

Poredenjem dobijenih rezultata ispitan je uticaj koncentracije polimerne matrice
(mas.% PNiPAAm), udela itakonske kiseline, kao i uticaj prisustva nanocestica
srebra na osnovne parametre odredene p-CT analizom, a dobijeni rezultati su
prikazani u Tabeli 7.3. Kao $to se na osnovu Slike 7.4 moZe videti, u slucaju
homopolimera PNiPAAm-a sa porastom koncentracije monomera povecava se
procenat polimerne mreze, dok u isto vreme opada poroznost. Vrednosti
dobijene za 5 mas.% i 10 mas.% PNiPAAm su sli¢ne, dok je znacajno smanjenje
primeceno tek pri koncentraciji od 15 mas.% (Tabela 7.3), sto je u skladu sa
rezultatima bubrenja, gde je znacajno smanjenje kapaciteta bubrenja takode

primeceno tek pri ovoj koncentraciji.
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Slika 7.5. Uticaj udela IK na morfologiju kopolimernih matrica:
P(NiPAAm/IK): 98,5/1,5 (a) 1 95,5/4,5 (b).

Kao i SEM analiza, i p-CT metoda je pokazala da se na poroznost hidrogelova
najviSe moze uticati kopolimerizacijom NiPAAm-a sa itakonskom kiselinom.
Rezultati skeniranja su pokazali da sa porastom udela itakonske kiseline dolazi
do znacajnog povecéanja poroznosti, dok se ujedno procenat polimerne mreze u
ispitivanoj zapremini smanjuje (Slika 7.5 i Tabela 7.3). Vrednosti veli¢ine pora
za ispitivane hidrogelove pokazale su oc¢ekivani trend, pri ¢emu je najmanja
vrednost dobijena za 15 mas.% PNiPAAm, a najvea za kopolimer

P(NiPAAm/IK) u odnosu 95,5/4,5.
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Tabela 7.3. Vrednosti parametara dobijenih mikro-kompjuterizovanom topografijom.

Matrica PrO(ient:t Poroznost, % Velicina porax10?,
mreze, % mm
PNiPAAm, %
5 18,4 81,6 2,77
10 18,7 81,3 2,98
15 33,8 66,2 2,42
P(NiPAAn/IK)
100/0,0 19,5 80,5 3,15
98,5/1,5 15,1 84,9 4,51
97,0/3,0 10,3 89,7 6,70
95,5/4,5 7,8 92,2 6,73
Ag/P(NiPAAnyIK)
100/0,0 27,5 72,5 1,95
98,5/1,5 19,9 80,1 2,98
97,0/3,0 17,6 82,4 3,64
95,5/4,5 16,8 83,2 4,12

U sluc¢aju nanokompozita, inkorporirane nanocestice srebra deluju kao dodatno
fizicko umreZzenje, i na taj nac¢in uti¢u na vrednosti merenih parametara, pri
¢emu dolazi do povecéanja procenta polimerne mreZe uz istovremeno smanjenje
veli¢ine pora. U ovom slucaju vrednosti procenata polimerne mreze obuhvataju
i specifi¢cnu povrsinu nanocestica, jer prilikom skeniranja ne postoji nac¢in da se

razlikuju povrsina mreze od povrsine koja potice od nanocestica.

Slika 7.6. Reprezentativni primeri 3D rekonstrukcije 10 mas.% PNiPAAm-a

dobijene mikro kompjuterizovanom topografijom (p-CT).

100 | Strana



Rezultati 1 diskusija

Na Slici 7.6. prikazani su primeri 3D rekonstrukcije odredenog dela uzorka
homopolimera PNiPAAm-a koncentracije 10 mas.%, koja pruza uvid u
unutras$nju morfologiju polimerne matrice.

Mikro-CT analizom je utvrdeno da veli¢ina pora ima ocekivani trend, koji je u
skladu sa rezultatima dobijenim SEM analizom, kao i da se isti trend moze
uociti i za ostala dva parametra koji su odredeni, poroznost i procenat

polimerne mreZze.

7.4. Analiza nanokompozita infracrvenom spektroskopijom sa Furie-ovom

transformacijom

Interakcija izmedu inkorporiranih nanocestica srebra i polimerne matrice
ispitana je primenom infracrvene spektroskopije sa Fourier-ovom
transformacijom. Ispitani su uzorci homopolimernih Ag/PNiPAAm i

kopolimernih Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita.

10 mas.% PNiPAAm (a) 10 mM Ag/P(NiPAAM/IK) (b)
g ‘_\fvfo_’"ﬂ_/‘!;j}\m 100/0,0
B 5t Ag W
< MW\ W
(6] )
e
B 95,5/4,5
=
2 50 mM Ag
o
S W
3750 3000 2250 1500 750 3750 3000 2250 1500 750
Talasni broj (cm") Talasni broj (cm™)

Slika 7.7. FTIR spektri nanokompozita: Ag/PNiPAAm (a) i
Ag/P(NiPAAm/IK) (b).

Analizom dobijenih FTIR spektara uocavaju se karakteristicne trake za
homopolimerne i kopolimerne hidrogelove na bazi N-izopropilakrilamida i
itakonske kiseline, opisane u Poglavlju 4.4. Na spektrima nije uo¢ena pojava

dodatnih pikova koji bi se mogli pripisati prisustvu nanocestica srebra, pa se
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moze zakljuciti da je stabilizacija cestica postignuta iskljucivo fizickim
interakcijama. Detaljnija analiza nacina stabilizacije nanocestica je ispitana

metodom fotoelektronske spektroskopije (XPS).

7.5. Fotoelekronska spektroskopija X zraka (XPS)

Fotoelektronska spektroskopija X zraka je metoda koja pruza detaljan uvid
u nacin stabilizacije nanocestica srebra, ispitujuci povrsinske interakcije izmedu
nanocestica i razli¢itih atoma iz molekula polimera. XPS spektri se dobijaju
ozra¢ivanjem materijala snopom rendgenskog zracenja, uz istovremeno
merenje kineticke energije i broja elektrona koji se emituju iz povrsinskog sloja
materijala koji se analizira, debljine od 1 do 10 nm. S obzirom da je energija veze
valentnih elektrona karakteristicna za svaki element i da postoji kao tabli¢na
vrednost, poredenjem fotoelektronske emisije dobijene XPS analizom za
ispitivani sistem, moze se identifikovati odredeni element ili interakcija izmedu
hemijskih jedinjenja.
U ovom radu ispitivanja metodom fotoelektronske spektroskopije X zracima su
izvedena za nanokompozitne sisteme sa najmanjim i najveéim sadrzajem
PNiPAAm-a i srebro-nitrata: 5 mas.% PNiPAAm sa 5 mM AgNO; i 15 mas.%
PNiPAAm sa 50 mM AgNO;, redom. Na prikazanim spektrima (Slike 7.8 i 7.9)
crvena linija predstavlja originalni spektar, dok je crna linija dobijena metodom

dekonvolucije Gausovom raspodelom (Spasojevi¢ ]. i sar. 2015a).

@ (b) ©

Intenzitet (rel. jed.)

JAN

378 372 366 360 536 532 528 406 399 392 385
Energija veze (eV) Energija veze (eV) Energija veze (eV)

Slika 7.8. XPS spektri za Ag3d (a), Ols (b) i N1s (c) u Ag/PNiPAAm
nanokompozitima (5 mas.% PNiPAAm sa 5 mM AgNO:3).
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n , WBZAN

378 372 366 360 536 532 528 406 399 392 385
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Intenzitet (rel. jed.)

Slika 7.9. XPS spektri za Ag3d (a), Ols (b) i N1s (c) u Ag/PNiPAAm
nanokompozitima (15 mas. % PNiPAAm sa 50 mM AgNOs.).

Slike 7.8 (a) i 7.9 (a) prikazuju XPS spektar srebra fitovan metodom
dekonvolucije na dva pika u slu¢aju uzorka 5 mas.% PNiPAAm sa 5 mM
srebro-nitrata i na cetiri pika u slucaju 15 mas.% PNiPAAm sa 50 mM srebro-
nitrata. Pri analizi poreden je poloZaj maksimuma energije veze (eng. binding
energy - BE) sa tabli¢cnim vrednostima za Ag 3ds;;2 i Ag 3ds/2 (NIST X-ray
Photoelectron Spectroscopy Database). Teorijske vrednosti za kompaktni
materijal (eng. bullk) iznose 374,27 eV za 3ds;2 i 368,40 eV za 3ds/2. Vrednosti
energije veze na kojima se javljaju maksimumi za 5 mas.% PNiPAAm sa 5 mM
srebro-nitrata pokazuju blago smanjenje i iznose 374,15 eV za 3d3,2 i 368,13 eV
za 3ds/2. Uzorak sa vedom koncentracijom mreZe i vecom koncentracijom
srebro-nitrata daje nesto sloZeniju sliku, pa se tako uocavaju sledeci pikovi:
374,12 eV 1 372,70 eV za 3ds/21 367,96 eV i 365,95 eV za 3ds/2. Moze se zakljuciti
da u oba slucaja dolazi do negativnog pomeraja u odnosu na tabli¢ne vrednosti,
kao i da pomeraj raste sa porastom koncentracije srebro-nitrata i koncentracije
PNiPAAm-a. Ovi rezultati ukazuju na postojanje interakcije izmedu nanocestica
srebra i polimerne matrice koja ima ulogu stabilizatora. Literaturni podaci
pokazuju da negativan pomeraj dobijen za nanocestice srebra znaci da se
nanocestice ponasaju kao elektron akceptori, te da se transfer elektrona
odigrava sa molekula polimera na nanocestice (Li H.J. i sar. 2012). Treba
napomenuti da i proces oksidacije srebra moze dati sli¢an efekat, jer je vrednost
BE srebro oksida (AgO) vrlo bliska vrednostima dobijenim za ispitivane uzorke

(367,40 eV za Ag 3ds/21 373,90 eV za Ag 3ds3/2) (Fragala MLE. i sar. 1999). Da bi
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se utvrdilo da li u uzorcima ima tragova oksida uradena je XRD analiza, a
dobijeni rezultati su prikazani u slede¢em poglavlju.

U literaturi je poznato da se stabilizacija nanocestica srebra uglavnom odvija
preko atoma kiseonika, azota i sumpora koji imaju znacajan afinitet prema
elementarnom srebru (Ag’) i jonima srebra (Ag*). Atomi ovih elemenata
stabilisu srebro formiranjem razi¢itih koordinacionih, jon-jon, dipol-dipol i
drugih interakcija (Tolstov A.L. i Lebedev E.V. 2012). Kako bi se detaljno
razjasnila donorsko-akceptorska veza izmedu molekula polimera i nanocestica
srebra, ispitan je nivo energije veze za atom kiseonika (O1ls) i atom azota (N1s).
Slike 7.8 (b) i 7.9 (b) prikazuju XPS spektar kiseonika Ols koji je metodom
dekonvolucije razdvojen na dva karakteristicna pika viSe i niZe energije veze.
Za uzorak 5 mas.% PNiPAAm sa 5 mM srebro-nitrata maksimumi su na 532,12
eV i 530,41 eV, a za uzorak 15 mas.% PNiPAAm sa 50 mM srebro-nitrata na
532,03 eV i 529,39 eV. Tabli¢na vrednost za kiseonik karbonilne grupe Ols
iznosi 531,50 eV (Crist B.V. 2000). Uporednom analizom uoc¢ava se povecanje
vrednosti za BE i to +0,62 eV za uzorak sa manjom i +0,53 eV za uzorak sa
vecom koncentracijom polimerne matrice i nanocestica srebra. Ovakav rezultat
upucuje na to da se atom kiseonika ponasa kao elektron donor sto je u
saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima (Dong Y. i sar. 2007). Komponenta u
spektru kiseonika na nizoj vrednosti BE potice od atoma kiseonika koji ne
ucestvuju u stabilizaciji nanocestica.

Analizom XPS spektra za atom azota N1s (Slika 7.8 (c) i 7.9 (c)) potvrdeno je
postojanje pika na 399,95 eV za uzorak 5 mas.% PNiPAAm sa 5 mM srebro-
nitrata, kao i pik na 399,26 eV za uzorak 15 mas.% PNiPAAm sa 50 mM srebro-
nitrata. Teorijska vrednost BE za N1s u amidnoj grupi iznosi 399,96 eV (Crist
B.V. 2000). Na osnovu toga se moze zakljuciti da vrednost BE za uzorak sa
nizom koncentracijom polimerne matrice i nanocestica srebra potice verovatno
od azota koji ne ucestvuje u stabilizciji nanocestica. S druge strane, negativni
pomeraj od -0,70 eV za uzorak vecde koncentracije polimerne matrice i

nanocestica srebra je nesto teZe objasniti. Prema istrazivanjima nekih autora,

104 | Strana



Rezultati i diskusija

ovaj fenomen se moZe objasniti formiranjem vodoni¢nih veza izmedu
polimernih lanaca (Tolstov A.L. i Lebedev E.V. 2012). S obzirom da je analiza
XPS spektra pokazala da se atomi kiseonika ponasaju kao donori, atomi srebra
kao akceptori, kao rezultat ovakve interakcije dolazi do pojave pozitivnog i
negativnog naelektrisanja. Nanocestice srebra, koje poseduju reaktivne atome
na povrsini, postaju bogate elektronima, $to ih u nekom narednom procesu
moze uciniti pogodnim donorima. Iako se na osnovu XPS spektra azota ne
moze odrediti tacna uloga atoma azota, usled konstantnog transfera
naelektrisanja izmedu atoma kiseonika i atoma srebra, na atomima azota dolazi
do narusavanja elektronske gustine, sto dovodi do zakljuc¢ka da se ovi atomi
kroz razlicite elektron transfer reakcije moraju vratiti u stanje ravnoteze (Li J. i
sar. 2009). Na osnovu svih ovih zapazanja, moze se zakljuciti da se stabilizacija
nanocestica odigrava kroz neprestani transfer elektrona, pri ¢emu se vrednost
hemijskog potencijala, odnosno Fermijeve energije mora odrzavati konstantnim

u svim nanokompozitnim sistemima.

7.6. Mikrostrukturna analiza difrakcijom rendgenskih zraka (XRD)

Mikrostrukturna  analiza  kserogelova  za  Ag/PNiPAAm i
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozite izvedena je metodom difrakcije X-zraka
(XRD). Na osnovu dobijenih difrakcionih spektara, identifikacija kristalnih faza
i odgovaraju¢ih parametara elementarne Cdelije ostvarena je poredenjem
polozaja i intenziteta detektovanih difrakcionih maksimuma sa odgovaraju¢im
referentnim JCPDS difraktogramima makroskopskih kristala (JCPDS File No.
89-3722).
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Slika 7.10. Difraktogrami Ag/PNiPAAm i Ag/P(NiPAAm/IK)
nanokompozita.

Strukturna analiza nanokompozita predstavlja vaznu metodu karakterisanja,
ako se uzme u obzir da srebro ima sposobnost oksidacije, formiraju¢i na taj
nacin okside ili sulfide, sto uslovljava neZeljena svojstva nanokompozita. Na
Slici 7.10 (a,b i c) prikazani su difraktogrami za nanokompozite PNiPAAm-a
koncentracije 5 mas.%, 10 mas.% i 15 mas.% sa tri koncentracije srebra 5, 10 i 50
mM AgNOs;, dok su difraktogrami nanokompozitnih sistema na bazi
kopolimernih matrica P(NiPAAm/IK) i nanocestica srebra prikazani na Slici
7.10 (d). Na osnovu difraktograma se mozZe uociti da svi nanokompozitni uzorci
imaju jasno definisane ostre pikove koji se javljaju kao posledica postojanja
uredenih kristalnih domena. Maksimumi difrakcije se nalaze na poloZajima
ugla 20: 38°, 44,2°, 64,4°, 77,6° i 81,6° i odgovaraju Bragg-ovim refleksijama sa
kristalnih ravni (111), (200), (220) i (311). Ovako indeksirane kristalne ravni
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pripisane su povrsinski centriranoj kubnoj (face-centred cubic - fcc) strukturi
nanocestica srebra (Khan M.A.M. i sar. 2011; Krkljes A. doktorska disertacija
2009). Odsustvo pikova za srebro-oksid i srebro-sulfid ukazuju na postojanje
Cistog srebra, dok intenzivan pik (111) znaci visok stepen kristalini¢nosti.
Takode, moze se primetiti da odnos intenziteta pika koji potice od polimera
(Iporim, 20=28°) i pika koji poti¢e od kristalne ravni (111) (I111) opada sa
povecanjem koncentracije srebra. Difraktogram prikazan na Slici 7.10 (b)
pokazuje XRD spektar kserogela PNiPAAm-a, bez nanocestica srebra, na
osnovu koga se uocava Siroki pik sa maksimumom difrakcije na uglu difrakcije
20=28°. Velic¢ina kristalita odredena je primenom Debay-Sherrer-ove jednacine

(Murali K.R. i sar. 2010; Mote V.D. i sar. 2012; Peppas N. i Merrill E. 1976):

ke
B-cos6

Dsch = (7'1)

gde je k. konstanta kubne strukture (0,9), A talasna duZzina X-zraka (0,1541 nm),
p polusirina difrakcionog maksimuma i 6 ugao difrakcije. Vrednosti dobijenih
veli¢ina kristalita nanocestica srebra (Dsc), izra¢unati na osnovu polu$irine
pikova koji odgovaraju Bragg-ovim refleksijama sa kristalnih ravni (111), (200),
(220) i (311), prikazane su u Tabeli 7.4. U cilju detaljne mikrostrukturne analize
inkorporiranih nanocestica srebra, kao i uticaja polimerne matrice na
karakteristike nanocestica, odredeni su slede¢i parametri: veli¢ina kristalita
primenom Williamson-Hall i modifikovane Williamson-Hall metode (Dwnu i
Dwnwm), deformacija kristalita (¢), vrednost povrsinskog mnapona (o),
meduravansko rastojanje (d), parametar reSetke (a) i gustina dislokacija (6p).
Veli¢ina kristalita koris¢enjem Williamson-Hall i modifikovane Williamson-
Hall metode je izrac¢unati na osnovu polusirine pikova koji odgovaraju Bragg-
ovim refleksijama sa kristalnih ravni (111), (200), (220) i (311), dok su vrednosti
ostalih parametara izracunate na osnovu polusirine pika (111).

Deformacija kristalita je parametar koji uzima u obzir nesavrsenosti unutar
polimerne matrice i pruza informacije o tome da li su inkorporirane nanocestice
izloZzene dejstvu odredene vrste napona. Ovaj parametar utice na Sirinu

difrakcionog maksimuma, $to je narocito znacajano i uocljivo za nanocestice
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manje od 100 nm. U zavisnosti od svojstava polimerne matrice, nanocestice
mogu biti izloZene kompresiji ili istezanju. Pod pretpostavkom da su veli¢ina
kristalita i deformacija kojoj su izloZene medusobno zavisni parametri, kao i da
zajedno uti¢u na Sirenje difrakcionog maksimuma, vrednosti ovih parametara
su odredeni primenom Williamson-Hall-ove jednacine (Mote V.D. i sar. 2012;

Biju V. i sar. 2008; Paul R. i sar. 2012):

koA
Dwu

BcosO =

+ 4¢ sinf (7.2)

odakle se veli¢ina kristalita (Dwn) odreduje iz odsecka, a vrednost deformacije
(¢) iz nagiba krive zavisnosti fcosO od sinf.

Pored deformacije, znacajno je odrediti i vrednost povrsinskog napona (o) koji
se javlja u kristalitima tokom procesa rasta i kome su nanocestice izloZene, a
moZe se odrediti primenom modifikovane Williamson-Hall-ove metode

predstavljene slede¢om jedna¢inom (Mazhdi M. i sar. 2012):

kA 40 sin 6

pcosb = (7.3)

Dwum Y

gde je Y teorijska vrednost Jungovog modula elasti¢nosti za srebro (Yag=83
GPa), dok su vrednosti povrsinskog napona (0) i veli¢ina kristalita (Dwrm)
dobijeni iz nagiba i odsecka krive zavisnosti fcosd u odnosu na sin, redom.

Meduravansko rastojanje (d), parametar kristalne reSetke (1) i gustina
dislokacija (0p) su izrac¢unati pomocu jednacina (7.4), (7.5) i (7.6) redom (Khan

M.A.M. i sar. 2011; Venkata Subbaiah Y.P. i sar. 2006; Theivasanthi T. i Alagar

M. 2012):
kA
"~ 2:sing (7.4)
a = d(h% + k2 + [2)1/2 (7.5)
__15Bcos6
8b = pper (7.6)

gde su h, k i I su Milerovi indeksi odredene kristalografske ravni. Dobijeni
rezultati za sve sintetisane homo- i kopolimerne nanokompozite su prikazani u

Tabeli 7.4 i na Slikama 7.1117.12.
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Prema rezultatima prikazanim u Tabeli 7.4 veli¢ina kristalita, Dsch, se smanjuje
sa povecanjem koncentracije polimerne matrice koja u veéim koncentracijama

bolje stabiliSe nanocestice i kontroliSe rast kristala.

Tabela 7.4. Vrednosti parametara dobijenih XRD analizom.

c¢(AgNO:3), oznaka

matrica M wzorka Dsen, nm anm d nm
PNiPAAm, %
5 S5-1 20,6 0,4098 0,213
5 10 S5-2 18,4 0,4088 0,212
50 S5-3 13,2 0,4097 0,213
5 S10-1 18,4 0,4089 0,237
10 10 S10-2 16,5 0,4098 0,237
50 S10-3 13,1 0,4096 0,237
5 S15-1 18,7 0,4082 0,212
15 10 S15-2 16,8 0,4076 0,211
50 S15-3 12,8 0,4082 0,212
P(NiPA AnyIK)
100/0,0 16,5 0,4090 0,236
98,5/1,5 10 / 21,0 0,4094 0,237
97,0/3,0 16,0 0,4095 0,238
95,5/4,5 18,7 0,4100 0,237

Isti efekat se uocava i sa porastom koncentracije nanocestica srebra, pa je tako
najmanja vrednost veli¢ine kristalita dobijena za polimernu matricu najvece
koncentracije sa najve¢om koncentracijom srebra (uzorak S15-3). Odstupanje
prametra kristalne reSetke (a) i meduravanskog rastojanja (d) od tabli¢nih
vrednosti za kompaktni materijal (ao=0,4086 i do=0,2355 prema referentnom
JCPDS difraktogramu za makroskopski kristal - JCPDS File No. 89-3722)
ukazuju da su nanocestice izloZzene povrsinskom naponu $to uzrokuje

deformacije istezanja i kompresije, kao sto je grafi¢ki prikazano na Slici 7.11.
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Slika 7.11. Vrednosti povrsinskog napona i deformacije za nanokompozitne
uzorke homopolimera (a i b) i kopolimera (c i d).

Na osnovu rezultata, moZze se uociti da koncentracija monomera znacajno utice
na vrednosti prikazanih parametara. Naime, u polimernim matricama manje
koncentracije (5 mas.% PNiPAAm), vrednosti parametra resetke pokazuju vece
vrednosti u odnosu na tabli¢nu vrednost (ao), ukazujuéi da su u ovim uzorcima
nanocestice izlozene naponu koji izaziva istezanje kristalita (0>0 i &>0).
Suprotno tome, u polimernim matricama vece koncentracije (15 mas.%
PNiPAAm) nanocestice pokazuju negativnu vrednost deformacije, sto ukazuje
da su izloZzene kompresiji (0<0 i €<0) (Spasojevi¢ J. i sar. 2015a). Isti rezultat
dobijen je i za kopolimerne uzorke sa IK, iako je koncentracija polimerne
matrice (tj. procenat polimerne mreze, Tabela 7.3) u ovim uzorcima najmanja.
Moguce objasnjenje ovakvog rezultata bi moglo biti prisustvo hidrofilnih grupa
a samim tim i mogucnost veceg broja elektrostatickih interakcija nego sto je to

slu¢aj u homopolimernim uzorcima PNiPAAm-a.
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Slika 7.12. Gustina dislokacija za nanokompozitne uzorke homopolimera (a) i
kopolimera (b).

Slika 7.12 prikazuje zavisnost gustine dislokacija od sastava i koncentracije
polimerne matrice. Gustina dislokacija je parametar koji pruza informacije o
nesavrsenostima u nanokristalima srebra, pa su najvece vrednosti oc¢ekivano

dobijene za uzorke sa vecom koncentracijom polimerne matrice i vecom

koncentracijom nanocestica srebra.

7.7. Morfologija nanocestica srebra

Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM analiza)

Jedna od najzastupljenijih metoda ispitivanja morfologije i raspodele
veli¢ina nanocestica jeste transmisiona elektronska mikroskopija. Na Slici 7.13
date su TEM mikrografije Ag nanocestica inkorporiranih u PNiPAAm hidrogel.
Dobijeni rezultati pokazuju da su sintetisane nanocestice srebra sfernog oblika,
da ne formiraju veée agregate i da im je uska raspodela veli¢ina. Veli¢ina
nanocestica se, prema prikazanom histogramu, krece u opsegu od 6 nm do 22

nm, pri ¢emu je srednja vrednost pre¢nika oko 16 nm.
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Slika 7.13. TEM mikrografija i raspodela veli¢ine nanocestica srebra u
10 mM AgNOs5/10 mas.% PNiPAAm nanokompozitu.

Rezultati dobijeni TEM analizom su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim

modelovanjem UV-Vis spektara i XRD analizom.

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM analiza)

SEM analiza nanokompozitnih sistema takode je iskoriS¢ena kako bi se
ispitala morfologija i odredila veli¢ina nanocestica srebra. Na Slici 7.14
prikazana je SEM mikrografija nanocestica srebra inkorporiranih u
homopolimernu matricu PNiPAAm-a. Prilikom odredivanja veli¢ine
nanocestica srebra, od vrednosti pre¢nika je oduzeta debljina sloja zlata koji je

dobijen naparavanjem u procesu pripreme uzoraka za snimanje, a koji je iznosio

oko 15 nm.
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Slika 7.14. SEM mikrografija Ag(10mM)/10 mas.%PNiPAAm nanokompozita
(a) 1 histogram raspodele veli¢ine inkorporiranih nanocestica srebra (b).

Dobijeni rezultati pokazuju da su sintetisane cestice sfernog oblika, dok je
srednja veli¢ina odredena iz raspodele veli¢ina prikazanih na histogramu 16
nm, Sto je u skladu sa prethodno dobijenim rezultatima (Spasojevié¢ J. i sar.

2015a).

8. Mehanicka svojstva hidrogelova i nanokompozita

Kao sto je ve¢ ranije napomenuto, uslov da bi hidrogelovi mogli biti
primenjivani kao biomaterijali jeste postojanje odgovaraju¢ih mehanickih
svojstava (Ratner B. i Hoffman A. 1976). Kada se hidrogelovi koriste kao nosaci
aktivnih supstanci, oni moraju imati stabilnu formu i postojanu strukturu.
Ispitivanjem postoje¢ih, kao i podeSavanjem odredenih mehanickih svojstava
moguce je sintetisati sistem Zeljenih svojstava i u isto vreme prosiriti opseg
primene. U ovom radu ispitivana su mehani¢ka svojstva sintetisanih

hidrogelova i nanokompozita u statickom i u dinami¢kom reZimu rada.
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8.1. Ispitivanja u statickom rezimu rada

Mehani¢ka svojstva u statickom rezimu rada ispitana su na
termo-mehanickom analizatoru u uslovima potencijalne primene (T = 37 °C,
uzorci u nabubrelom stanju) pri ¢emu je primenjena sila kompresije. Ispitivanja
su izvedena za sve sintetisane sisteme, PNiPAAm i P(NiPAAm/IK)
hidrogelove i Ag/PNiPAAm i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozite. Parametri
koji su izra¢unati na osnovu zavisnosti napon-deformacija su modul
kompresibilnosti (Ec), Jungov modul elasti¢nosti (Ey), napon kidanja (ox) i
deformacija pri kidanju (ex) (Ratner B i Hoffman A. 1976; Haraguchi K. i Li H.J.
2006; Nakayama A. i sar. 2004; Gong P.J. i sar. 2003). Dobijeni rezultati su
prikazani u Tabeli 8.1, a krive napon-deformacija na Slikama 8.1 i 8.2. Slika 8.1
prikazuje zavisnost napon-deformacija za PNiPAAm hidrogel i Ag/PNiPAAm
nanokompozite, dok su na Slici 8.2 prikazane krive napon-deformacija za
kopolimerne P(NiPAAm/IK) hidrogelove i Ag/P(NiPAAm/IK)
nanokompozite. Vrednost modula kompresibilnosti je odredena iz nagiba
pocetnog linearnog dela krive napon-deformacija, dok je modul elasti¢nosti
izrac¢unat prema sledecoj jednacini (Jovanovi¢ S. i Jeremi¢ K. 2007):

Ey =3E.(1—2u) 8.1)
gde je u Poasonov koeficijent (1=0,3 za hidrogelove blizu LCST-a).

16 PNIPAAM: (a) 6 10 mas. % PNiPAAm (b)
—5 mas.% (Ag ):
— 10 mas.% £ ASNOI\: :
12 15 mas.% 124 T i
= —10 mM
g‘\-/ 50 mM
g 8 8
Q
]
zZ
44 4
04 / ol

T T ¥ T T T
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Deformacija (%) Deformacija (%)

Slika 8.1. Zavisnost napon-deformacija za PNiPAAm hidrogelove (a) i
Ag/PNiPAAm nanokompozite (b).
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Iz prikazanih rezultata je utvrdeno da koncentracija PNiPAAm-a u polimernoj
matrici znacajno uti¢e na mehanicka svojstva, pa tako matrica najvece
koncentracije (15 mas.%) pokazuje viSestruko povedanje modula
kompresibilnosti, uz istovremenu sposobnost da za istu silu primenjenu na sve
uzorke pretrpi najmanju deformaciju. Pored koncentracije monomera u
polimernoj matrici, na mehanicka svojstva se moze uticati i kopolimerizacijom,
a uticaj udela IK je pikazan na Slici 8.2 (a). Prikazane zavisnosti napona od
deformacije jasno pokazuju da uvodenje IK kao hidrofilne komponente
znacajno slabi mehanicka svojstva, Sto je verifikovano kroz izracunate
parametre (Tabela 8.1). U odnosu na uzorak bez IK (100/0,0), hidrogel sa
najvise IK (95,5/4,5) ima 10 puta manji modul kompresibilnosti, dok pri
primeni iste sile trpi daleko vecu deformaciju. Ukoliko se na ova dva uzorka
primeni sila od 2 kPa hidrogel 100/0,0 ¢e pretrpeti deformaciju od 20%, dok ¢e
se za istu silu hidrogel 95,5/4,5 deformisati 80%. Imaju¢i u vidu planiranu
primenu, ispitan je uticaj prisustva nanocestica srebra na mehanicka svojstva

hidrogelova (Slike 8.1 (b) i 8.2 (b)).

16| PNIPAAM/IK): (@) " c(AgNO3)=10mM (b)
——100/0,0 1
=——88,5/1,5 P(NiPAAM/IK):
i ——100/0,0
121 —es545 21 ogsis

97,0/13,0
——95,5/4,5

Napon (kPa)
(o]

0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Deformacija (%) Deformacija (%)

Slika 8.2. . Uticaj udela IK (a) i prisustva nanocestica (b) na zavisnost napon-
deformacija.

Rezultati prikazani u Tabeli 8.1 ukazuju da inkorporacija nanocestica srebra
poboljsava mehanicka svojstva materijala, pa su tako najvece vrednosti modula

kompresibilnosti dobijene za nanokompozitne sisteme. Zahvaljujuéi razlic¢itim
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vrstama veza koje grade sa delovima polimernog lanca, nanocestice doprinose
stabilnosti matrice jer deluju kao dodatno umreZenje. Sila potrebna da dode do
pucanja mreze (napon kidanja, ox) je najveca za uzorak Ag/100/0, dok je za
skoro potpunu deformaciju (99%) wuzorka nanokompozita Ag/95,5/4,5
potrebna dva puta veca sila nego za isti uzorak bez nanocestica srebra. Dobijeni
rezultati ukazuju da prisustvo nanocestica srebra unutar polimerne matrice

deluje kao ojac¢anje, to je jos jedna od znacajnih karakteristika ovog sistema.

Tabela 8.1. Karakteristicni parametri dobijeni mehanickom analizom u statickom

rezimu.
Matrica C(Aill\(/[oS) 4 E,., kPa E,, kPa Ot, kPa &, Y0
PNiPAAm, %

5 1,2 14 1,9 71,7
10 / 2,0 2,4 2,0 61,2
15 3,4 41 3,6 58,5
5 94 11,3 9,9 62,7
10 10 91 10,9 11,9 65,3
50 10,3 12,3 7,5 52,6

P(NiPAAnyIK)
100/0,0 10,8 13,0 12,2 58,9
98,5/1,5 2,2 2,6 3,4 62,0
97,0/3,0 / 1,7 2,0 4.8 91,6
95,5/4,5 1,1 1,3 3,7 98,7

Ag/P(NiPAAm/IK)

100/0,0 12,5 15,0 12,6 63,8
98,5/1,5 o 2,8 3,4 2,8 57,0
97,0/3,0 2,0 2,4 5,9 81,2
95,5/4,5 1,8 2,2 7,5 99,7

Rezultati staticke analize mehanickih svojstava sintetisanih sistema pokazuju da
na mehanicka svojstva uticu koncentracija polimerne matrice, udeo
kopolimerne komponente, kao i prisustvo nanocestica (Spasojevi¢ J. i sar.
2015b). Pazljivim odabirom komponenti polimerne matrice u kombinaciji sa
odgovaraju¢om koncentracijom nanocestica moguce je posti¢i optimalan odnos
izmedu elasti¢nosti, mekoce i odsustva mehanicke iritacije po okolno tkivo $to

je zahtev koji hidrogelovi moraju ispuniti kada se koriste u in vivo uslovima.
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8.2. Ispitivanja u dinamickom rezimu rada

Dinamicko-mehanicka analiza (DMA) sintetisanih P(NiPAAm/IK)
kopolimernih hidrogelova u nabubrelom stanju izvedena je u linearnoj
viskoelasti¢noj oblasti i pri tome je odreden modul sa¢uvane (G’) i izgubljene
energije (G”), kao i faktor prigusenja (tg6=G"’/G’) u funkciji ugaone brzine (®).
Zavisnosti G, G” i tgd od ugaone brzine su prikazane na Slici 8.3, dok su
vrednosti dinami¢ko-mehanic¢kih parametara (G’, G” i tg6) prikazane u Tabeli

8.2.

5 1 5
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Slika 8.3. Zavisnost modula G’ (a), G (b) i tgd (c) od ugaone brzine za
P(NiPAAm/IK) hidrogelove.

Na osnovu Slike 8.3 se vidi da su moduli G"i G” nezavisni od ugaone brzine za
sve uzorke, kao i da udeo IK ima znacajan uticaj na mehanicka svojstva. U

slu¢aju kopolimernih uzorkak, modul sacuvane energije opada kako raste
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sadrzaj itakonske kiseline, dajuci slabija mehanicka svojstva hidrogelovima.
Ovaj rezultat je u saglasnosti sa rezultatima bubrenja za kopolimerne
hidrogelove na 25 °C. Veca vrednost modula je dobijena za uzorke koji manje

bubre (Spasojevic J. i sar. 2015b).

Tabela 8.2. Karakteristicni parametri izracunati iz
dinamicko-mehanicke analize.

P(NiPAAm/IK) G’, Pa G”, Pa tgd
100/0,0 2013 2,12 0,0017
98,5/1,5 2919 161,9 0,0599
97,0/3,0 2392 104,4 0,0442
95,5/4,5 917 14,9 0,0168

Iako je studijom bubrenja u vodi na 25 °C utvrdeno da najmanji stepen bubrenja
ima homopolimerni PNiPAAm hidrogel, on nije pokazao najveé¢i modul
sacuvane energije. Jedno od moguéih objasnjenja moze biti delimi¢no krta
struktura hidrogelova na bazi ¢istog PNiPAAm-a. Uvodenje IK u strukturu
polimerne mreze povecava elasti¢nost, a samim tim i otpornost na smicanje.
Kao sto je ranije i napomenuto, u zavisnosti od potencijalne primene potrebno
je posti¢i optimalni sadrzaj hidrofilne komponente koji ¢e obezbediti
zadovoljavaju¢u mehanicku otpornost uz istovremeno neophodnu kontrolu

difuzije.
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9. Biomedicinski potencijal Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita

Rezultati prikazani u prethodnim poglavljima pokazuju da je uspesno
izvedena sinteza nanokompozita na bazi homo- i kopolimernih matrica kao
nosaca i nanocestica srebra kao punioca. Potencijalna biomedicinska primena
uslovila je sintezu termo- i pH-osetljivih polimernih matrica, a inkorporirane
nanocestice srebra su Zeljenih karakteristika (oblika i veli¢ine), koje se mogu
varirati u Sirokom opsegu.

Medutim, u cilju predvidanja primene u in vivo uslovima, potrebno je
utvrditi da 1li sintetisani nanokompoziti imaju ocekivani biomedicinski
potencijal. U ovom poglavlju, kroz eksperimente otpustanja srebra i testove
antimikrobnog potencijala i citotoksi¢nosti, bice pokazano da sintetisani sistemi

zaista imaju mogucnost biomedicinske primene.

9.1. Otpustanja jona srebra iz Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita u in vitro

uslovima

Eksperimenti otpustanja jona srebra u in vitro uslovima izvedeni su za
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozite, u rastvoru pufera na pH=7,40 i
temperaturi od 37 °C. Dobijeni rezultati su prikazani kao koli¢ina otpustenih
jona srebra u jedinicama pg/ml (ppm) po gramu hidrogela i po danu (Tabela
9.1). Nakon cetiri dana, uzorci hidrogela su potopljeni u rastvor HNO;/H>O
(1:1) radi potpune oksidacije preostale koli¢ine nanocestica srebra. Sabiranjem
ove vrednosti sa vrednostima dobijenim prethodna cetiri dana odredena je

totalna koncentracija jona srebra po gramu hidrogela (ctot).
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Tabela 9.1. Kumulativno in vitro oslobadanje Ag*-jona iz Ag/P(NiPAAm/IK)
nanokompozita.

Kumulativno oslobodeni Ag*-joni po masi hidrogela (ppm/g

t, dani 100/0,0 98,5/1,5 97,0/3,0 95,5/4,5
1 262 244 173 170
2 306 290 228 210
3 332 326 256 240
4 354 355 281 269
Ctot 591 481 395 344

Na osnovu prikazanih vrednosti, moZze se videti da najvecu vrednost totalne
koncentracije jona srebra pokazuje uzorak 100/0,0, a najmanju uzorak sa
najveéim udelom IK. Ovakav rezultat ukazuje da koli¢ina srebra unutar
polimerne matrice ne zavisi od pocetne zapremine rastvora srebro nitrata koja
se nalazi unutar polimerne matrice u trenutku izlaganja dejstvu gama zracenja.
Naime, iako ima najmanji stepen bubrenja (a samim tim i najmanju zapreminu
rastvora AgNOs), uzorak 100/0,0 pokazuje najveéu vrednost totalne
koncentracije. ViSe je razloga zbog kojih je ovakav rezultat ocekivan. Uzorak
100/0,0 ima najveci stepen umrezenja (Tabele 7.1 i 7.2) kao i najveci procenat
mreZe u odnosu na zapreminu, $to je pokazano p-CT analizom (Tabela 7.3). Sve
to je uslovilo dobijanje veceg broja nanocestica manjih dimenzija, najvece
specifi‘cne povrSine, a samim tim i najvece rastvorljivosti. Pored totalne
koncentracije, uspesno dizajniranje materijala zadovoljavaju¢e antimikrobne
efikasnosti podrazumeva i precizno modelovanje procesa otpustanja sa
vremenom. Slika 9.1 (a) pokazuje da je proces otpustanja nelinearan, te da se ne
mozZe opisati kinetikom prvog reda. Iz tog razloga su za opis procesa otpustanja
jona srebra koriSceni teorijski farmakokineticki modeli: Korsmeyer-Peppas,
Higuchi, Hixon-Crowell, Kopcha i Makoid-Banakar model (Aydmn R.S.T. i
Mehlika P. 2011; Khamanga S.M. i sar. 2009; Sharma R. i sar. 2011; Krsti¢ J. i sar.
2014a).

Korsmeyer-Peppas-ov. model omogucava odredivanje koeficijenta difuzije

otpustanja Ag*-jona i moze se opisati slede¢om jednacinom:
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M

= kkp - tn (91)

Mpes

gde je M koli¢ina otpustenih jona srebra u trenutku f, Mpes koli¢ina srebra u
hidrogelu u stanju ravnoteze, kxp je Korsmeyer-Peppas-ova konstanta i n
karakteristi¢ni eksponent. Logaritmovanjem jednacine 9.1, vrednost eksponenta
n se odreduje iz nagiba, dok se iz odsecka odreduje kip. Za slucaj kada je
vrednost eksponenta n izmedu 0,45 i 0,85, koeficijent difuzije jona srebra se
moze odrediti koriS¢enjem jednacine:

(nagib)?-m-(8)?
Dy = (ee ) 9.2)

gde je 6 debljina hidrogela.
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Slika 9.1. Matemati¢ko modelovanje oslobadanja Ag*-jona iz
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita: kumulativno oslobodeni Ag*-joni (a) i
odredivanje koeficijenta difuzije jona srebra po modelu Korsmeyer-Peppas (b).

Ostali modeli se mogu opisati slede¢im jednac¢inama, Higuchi (jed. 9.3), Hixson-

Crowel (jed. 9.4), Kopcha (jed. 9.5) i Makoid-Banakar (jed. 9.6):

MI\:t — kh . t1/2 (93)
M

()12 = ey (9.4)

M _ A tV2 4Bt (9.5)

Mpes

M. _

Mbt(;s = kpyp - t™B - e7¢t (9.6)
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U prikazanim jednacinama parametri kn, knc i kmb su konstante brzine difuzije,
dok su A, B, c i nvs karakteristi¢ni parametri u prikazanim modelima. Rezultati
modelovanja (Slika 9.2) pokazuju da se proces otpustanja Ag*-jona moze opisati
prikazanim modelima, pri ¢emu je najbolje slaganje dobijeno primenom Kopcha

i Makoid-Banakar modela.
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Slika 9.2. Matemati¢ko modelovanje oslobadanja Ag*-jona iz
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita: Higuchi (a), Hixson-Crowel (b), Kopcha
(c) i Makoid-Banakar (d).

Vrednosti parametara koji su odredeni modelovanjem procesa otpustanja
prikazani su u Tabeli 9.2. Primenom Korsmeyer-Peppas-ovog modela
izratunate vrednosti karakteristicnog eksponenta n se kre¢u od 0,58 do 0,63 (ne
Fick-ova difuzija), $to znac¢i da su uticaji procesa difuzije i relaksacije
polimernih lanaca izjednaceni. Koeficijent difuzije (D4) ima najmanju vrednost

za uzorak 100/0,0 i dalje raste sa porastom udela IK. Ovaj rezultat je o¢ekivan
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imajuéi u vidu da se proces otpustanja ispituje na 37 °C, sto je iznad LCST za
uzorak Ag/100/0,0. Samim tim, uzorak je u potpuno kontrahovanom stanju, pa
je difuzija otezana. Kod kopolimernih uzoraka prisustvo IK dovodi do $irenja
polimerne mreze pa i vrednost koeficijenta difuzije linearno raste sa porastom
udela IK. Hixson-Crowell (kn) model ukazuje kako se oslobadanje Ag*-jona
menja sa specifichom povrSinom i veli¢inom nanocestica u toku vremena.
Primenom Kopcha modela za sve ispitivane uzorke, parametar A ima daleko
vecu vrednost u odnosu na parametar B, te je proces oslobadanja Ag*-jona iz
nanokompozita difuziono kontrolisan. Makoid-Banakar model na osnovu
vrednosti dobijenih parametara pokazuje da vrednost parametra nvs opada sa
porastom udela IK. Manja vrednost parametra nvp daje brzi porast Makoid-

Banakar funkcije, i samim tim brZe otpustanje Ag*-jona.

Tabela 9.2. Rezultati modelovanja oslobadanja Ag*-jona.

Korsmeyer- . . Hixon- Makoid-
Uzorak Peppas Hsey Crowel Kore Banakar
P(NiPAAm/IK) ki,  Dax10* . Ko,
4 ’ % /51/2 o, % /513 4 4
%/S" CmZ/S kh, //S kh //S A Bx10 %/S nMB

100/0,0 0,16 4,97 0,190 1,55 034 -3,09 | 1,52 0,35
98,5/1,5 0,11 5,44 0,186 1,51 031 -261 | 1,91 0,32
97,0/3,0 0,14 7,70 0,184 1,49 031 -266 | 3,58 0,26
95,5/4,5 0,18 8,45 0,180 1,46 029 -229 | 351 0,25

9.2. Ispitivanje baktericidnog dejstva nanokompozita

Ispitivanje antibakterijskog potencijala Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita je
izvedeno difuzionom test metodom i metodom merenja opticke gustine na
Gram-negativne (Escherichia coli - E.C.) i Gram-pozitivhe bakterije

(Staphylococcus aureus - S.A.).
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9.2.1. Difuziona test metoda

Uzorci koriséeni u ovom testu su bili dimenzija 81 mm u prec¢niku i 4+1
mm debljine. S obzirom da se kao podatak nakon in vitro otpustanja Ag*-jona
dobija koli¢ina srebra po gramu hidrogela u uzorcima nanokompozita
(ppm/gHG), uzorci su sintetisani tako da koli¢ina srebra u uzorcima u proseku
iznosi 250+15 ppm. Imajudi u vidu da ispitivani sistem Ag/P(NiPAAm/IK) nije
do sada proucavan, cilj ovog eksperimenta je bio da se ispita da li srebro
otpusteno iz ovih sistema ima baktericidno dejstvo. Koli¢ina ili koncentracija
srebra u uzorcima odgovara, prema podacima iz literature, koncentracijama
koje se koriste za topikalnu primenu za zarastanje rana i lecenje tezih oblika
infekcija u dijabetologiji (Krsti¢ ]. i sar. 2014a; Jain J. i sar. 2009; Hardes J. i sar.
2007).
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Slika 9.3. Antibakterijska aktivnost Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita.

Kao sto se moze videti sa Slike 9.3 kontrolni uzorci hidrogelova bez srebra
(100/0,0195,5/4,5) ne pokazuju zonu inhibicije. Nakon inkubacije od 24 h na 37
°C svi ispitivani nanokompozitni uzorci su pokazali baktericidno dejstvo na obe
bakterije, pri ¢emu je zona inhibicije za Staphylococcus aureus (oko 15 mm) nesto
veca u odnosu na zonu inhibicije za Escherichia coli (oko 13,5 mm) (Spasojevic J. i

sar. 2015b).
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9.2.2. Metoda merenja opticke gustine

Nakon sto je utvrdeno da Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompoziti pokazuju
antibakterijsku aktivnost, slede¢i korak je podrazumevao fino podesavanje
baktericidnog dejstva u kontaktu sa Gram-negativnim (Escherichia coli) i Gram-
pozitivnim bakterijama (Staphylococcus aureus). U ovu svrhu sintetisani su
uzorci koji su sadrzali 103 ppm Ag*-jona, $to je prema literaturi, koncentracija
koja bi trebalo da pokaze baktericidno dejstvo, a da se pri tome ostane ispod
granice citotoksi¢nosti (Krsti¢ J. i sar. 2014a; Jain J. i sar. 2009; Hardes ]. i sar.
2007). Analiza antimikrobne aktivnosti nanokompozita izvedena je
odredivanjem procenta prezivelih bakteria u kontaktu sa uzorcima
nanokompozita u trajanju od 24 h, merenjem opticke gustine. Analizirane su tri
razli¢ite koncentracije za svaki soj bakterija, a rezultati predstavljau srednju

vrednost tri nezavisna merenja.
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Slika 9.4. Procenat preZivelih bakterijaS. aureus i E. coli nakon kontakta sa

uzorcima hidrogela i nanokompozita (®-kontrola, ®-hidrogel, ®-Ag/hidrogel,

dok je sa C oznacena koncentracija ispitivanih bakterija)

Na Slici 9.4 je prikazan procenat prezivelih bakterija nakon kontakta sa
P(NiPAAm/IK) hidrogelovima i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozitima.
Prisustvo matrica hidrogelova uglavnom ne uti¢e na procenat prezivelih
bakterija, osim u slu¢aju PNiPAAm homopolimerne matrice, gde dolazi do
proliferacije S.Aureus bakterije. Sa prikazanih dijagrama uoceno je da nije bilo

znacajne razlike pri dejstvu nanokompozita na suspenzije bakterija razlic¢itih
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koncentracija. Svi uzorci su pokazali jako dobru antibakterijsku aktivnost posle
samo 24 h od trenutka izlaganja, tj. dejstvo Ag*-jona iz ispitivanih uzoraka
dovelo je do smanjenja preZivljavanja bakterija od 20% do 60%. Ve¢i procenat
redukcije ostvaren je u slucaju E.Coli za sve ispitivane uzorke. Razlog za vecu
antimikrobnu efikasnost lezi u gradi i funkcionalnosti celijskog zida Gram-
negativnih bakterija, kao Sto je objasnjeno u teorijskom delu. Interesantan
rezultat koji se izdvaja jeste da kopolimerni uzorak Ag/P(NiPAAm/IK) u
odnosu 98,5/1,5 pokazuje najsnazniji baktericidni efekat za obe bakterije i sve
ispitivane koncentracije. Imaju¢i u vidu da ispitivani sistemi do sada nisu
sintetisani, ne postoje literaturni podaci sa kojima bi se dobijeni rezultati mogli
uporediti. Na osnovu prikazanih rezultata moze se zakljuciti da svi sintetisani
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozitni sistemi predstavljaju efikasan

antimikrobni agens.

9.3. Citotoksi¢nost Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita

Iako su uzorci nanokompozita pokazali zadovoljavajuce baktericidno
dejstvo u okviru terapeutski dozvoljenih doza, za njihovu potencijalnu primenu
je neophodno pokazati da nisu Stetni po okolno tkivo. Zbog toga je ispitana
citotoksi¢nost sintetisanih Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita dejstvom na
HaCaT c¢elijsku liniju (zdravi humani keratinociti). Za izvodenje ovog testa
koriséeni su uzorci identi¢ni uzorcima na kojima je izvrSen test antimikrobne
aktivnosti opisan u prethodnom eksperimentu, sto znaci da je koncentracija

jona srebra ¢ije se dejstvo ispituje u svim uzorcima iznosila 10+3 ppm.
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Slika 9.5. Procenat prezivelih HaCaT celija pri kontaktu sa uzorcima
hidrogelova i nanokompozita.

Na Slici 9.5 su prikazani rezultati prezivljavanja keratinocitnih celija koZze u
prisustvu Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita u odnosu na kontrolne uzorke-
P(NiPAAm/IK) hidrogelove. Na osnovu testa citotoksi¢nosti moze se izvesti
zakljuc¢ak da P(NiPAAm/IK) hidrogelovi i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompoziti
ne dovode do smanjenja prezivljavanja ispitivanih éelijskih kultura, sto ih ¢ini
pogodnim za biomedicinsku primenu u fizioloskim uslovima u okviru sigurnih

terapeutskih koncentracija.
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10. Zakljucak

U okviru ove doktorske disertacije uspesno su sintetisani nanokompozitni
sistemi na bazi polimernih matrica i nanocestica srebra.
U prvom delu, radijaciono-hemijskom metodom pod dejstvom gama zracenja
izvedena je sinteza homo- i kopolimernih matrica (hidrogelova) N-
izopropilakrilamida i itakonske kiseline. Drugi stupanj obuhvatio je in situ
sintezu nanocestica srebra, koja je izvedena redukcijom jona srebra metodom
gama zracenja, unutar prethodno sintetisane polimerne matrice.
Polimerne matrice su karakterisane ispitivanjem kinetike bubrenja pri razli¢itim
uslovima, FTIR, SEM, p-CT analizama, kao i detaljnom mehani¢kom analizom.
Opticka svojstva nanokompozita su ispitana UV-Vis metodom i teorijskim
modelovanjem, dok je detaljna strukturna karakterizacija nanocestica srebra
izvedena primenom XRD, XPS, SEM, TEM, FTIR analizama. Biomedicinski
potencijal i mogucénost primene sintetisanih nanokompozitnih sistema, ispitana
je odredivanjem antibakterijske aktivnosti na Gram-pozitivne i Gram-negativne
bakterije, kao i testom citotoksi¢nosti prema HaCaT celijama koZe.
Na osnovu rezultata ispitivanja doslo se slede¢ih zakljuc¢aka:
¥ Izabrana radijaciono-hemijska metoda sinteze upotrbom gama zracenja je
odgovarajuca jer daje visoke prinose sa Zeljenim odnosom komonomernih
komponenti i bez neproreagovalih materija, uz mogucénost kontrole veli¢ine
i distribucije nanocestica unutar polimernih matrica.
¥ Apsorpcionim spektrima nanokompozita utvrdeno je da su nanocestice
srebra uspesno sintetisane, da su sfernog oblika i da pokazuju
karakteristicni maksimum plazmonske apsorpcije na oko 400 nm.
Primenom kvazi-staticke aproksimacije Mie-ove teorije pokazano je da se
veli¢ina nanocestica kre¢e u opsegu polupre¢nika do 10 nm. Sa porastom
koncentracije i stepena umreZenja polimerne matrice veli¢ina nanocestica

opada, dok se istovremeno specifi¢ha povrsina i rastvorljivost nanocestica
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povecavaju. Uvodenje IK u polimernu matricu uti¢e na povecanje veli¢ine
nanocestica.

Svi sinetisani sistemi su termo- i pH-osetljivi. Na kapacitet bubrenja i
difuzione karakteristike uti¢u koncentracija monomera, udeo hidrofilne
komponente (IK), stepen umreZenja, prisustvo nanocestica srebra, kao i
pH-vrednost i temperatura okolnog medijuma. Prisustvo IK dovodi do
povecanja kapaciteta bubrenja i veli¢ine pora, uz istovremeno smanjenje
stepena umreZenja. Takode, sa povecanjem udela IK menja se temperatura
faznog prelaza od 30 °C do 42 °C, ¢ime se prosiruje opseg primene. S druge
strane, inkorporacija nanocestica srebra dovodi do smanjenja kapaciteta
bubrenja i temperature faznog prelaza u kopolimernim uzorcima, $to pruza
mogucnost finog podesavanja ovih parametara.

Svi uzorci imaju poroznu strukturu i sliécnu morfologiju, a veli¢ina pora
zavisi od sastava hidrogelova. Na osnovu SEM i mikro-CT analize
zaklju¢eno je da sintetisani uzorci pripadaju grupi makroporoznih
hidrogelova. Mikroskopskom analizom nanokompozitnih sistema
pokazano je da su inkorporirane nanocestice sfernog oblika, sa pre¢nikom
do 16 nm.

Nanocestice srebra poseduju povrsinski centriranu kubnu (fcc) kristalnu
strukturu, Sto je utvrdeno mikrostrukturnom analizom (XRD). Polimerne
matrice vec¢ih koncentracija i stepena umrezenja bolje stabiliSu nanocestice
srebra i kontroliSu rast kristala, pa su tako najmanje velic¢ine kristalita
dobijene za nanocestice inkorporirane u polimernu matricu najvece
koncentracije (15 mas.% PNiPAAm). Takode treba naglasiti, da povecanje
koncentracije polimerne matrice i koncentracije nanocestica srebra dovodi
do pojave nesavrsenosti u kristalima koji bivaju izloZeni sili kompresije, pa
je gustina dislokacija najveca upravo u slucaju ovih uzoraka. S druge strane,
uvodenje IK u polimernu matricu dovodi do povecanja velic¢ine kristalita.
Polimerni lanci poseduju sposobnost stabilizacije inkorporiranih

nanocestica srebra. Srebro se ponasa kao akceptor elektrona, dok se atom
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kiseonika iz polimernih lanaca ponasa kao donor. Stabilizacija
inkorporiranih nanocestica srebra se odigrava kroz neprestani transfer
elektrona, pri ¢emu se vrednost hemijskog potencijala, odnosno Fermijeve
energije mora odrZavati konstantnim u svim nanokompozitnim sistemima.
Ispitivanjem mehanickih svojstava je pokazano da povecanje koncentracije
polimerne matrice, kao i inkorporacija nanocestica srebra dovode do
poboljsanja, dok uvodenje hidrofilne komponente wuzrokuje losija
mehanicka svojstva ispitanih sistema.

Sintetisani nanokompozitni sistemi mogu biti koriS¢eni kao sistemi za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci (u ovom slucaju jona srebra), sto
je pokazano izvodenjem eksperimenta otpustanja u fizioloskim in vitro
uslovima sredine.

Nanokompoziti su se pokazali kao veoma efkasan baktericidni agens na
Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, pri ¢emu su se svi ispitivani
uzorci nalazili ispod granice toksi¢nosti za keratinocitne celije kozZe.

Imajudi u vidu da nanokompozitni sistemi Ag/poli(N-izopropilakrilamid-
ko-itakonska kiselina) sintetisani radijaciono-hemijskom metodom pod
dejstvom gama zracenja nisu do sada proucavani, rezultati prikazani u ovoj
doktorskoj disertaciji svakako ¢e predstavljati smernice za buduca
istrazivanja u cilju proSirenja znanja i razvoja materijala za kontrolu

bakterijskih infekcija u okviru sigurnih terapeutskih koncentracija.
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PRILOG I-Studija bubrenja
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Slika P-1. Krive bubrenja Ag-PNiPAAm nanokompozita u vodi na 25 °C.
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Slika P-2. Krive bubrenja P(NiPAAm/IK) hidrogelova u puferima razli¢itih
pH-vrednosti na 25 °C.
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Slika P-3. Krive bubrenja P(NiPAAm/IK) hidrogelova u puferima razli¢itih

pH-vrednosti na 37 °C.
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Slika P-4. Krive bubrenja Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita u puferima razli¢itih
pH-vrednosti na 25 °C.
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Slika P-5. Krive bubrenja Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita u puferima razlicitih
pH-vrednosti na 37 °C.
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Slika P-6. Zavisnost In(SD/SD.q) od Int za Ag/P(NiPAAm) nanokompozite.
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PRILOG II-Aproksimacija procesa bubrenja teorijskim modelima
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Slika P-7. Krive dobijene modelovanjem procesa bubrenja Ag/PNiPAAm
nanokompozita u vodi na 25 °C, primenom Early-time modela.
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Slika P-8. Krive dobijene modelovanjem procesa bubrenja P(NiPAAm/IK)
hidrogelova i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita u vodi na 25 °C, primenom Early-
time modela.
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PRILOG II-Aproksimacija procesa bubrenja teorijskim modelima
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Slika P-9. Krive dobijene modelovanjem procesa bubrenja Ag/PNiPAAmM
nanokompozita u vodi na 25 °C, primenom Late-time modela.
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Slika P-10. Krive dobijene modelovanjem procesa bubrenja P(NiPAAm/IK)
hidrogelova i Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita u vodi na 25 °C, primenom Late-

time modela.
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PRILOG II-Aproksimacija procesa bubrenja teorijskim modelima
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Slika P-11. Krive dobijene modelovanjem procesa bubrenja Ag/PNiPAAm i
Ag/P(NiPAAm/IK) nanokompozita u vodi na 25 °C primenom Etter modela.
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Radijaciono-hemijska sinteza termo- i pH-osetljivih antibakterijskih _srebro/poli(N-
izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina) nanokompozita
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