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IstraZivanje interakcije dejonizovane vode sa hidrofilnim i hidrofobnim
materijalima, biomolekulima i
hidrogenizovanim ugljeni¢énim nanomaterijalima

Abstrakt

Predmet i cilj istraZivanja ove doktorske disertcije je utvrdivanje postojanja
interakcije izmedu dejonizovane vode (18,2 MQ) i razli¢itih tipova materijala:
hidrofobni i hidrofilni materijali, biomolekuli, hidrogenizovani ugljeni¢ni
nanomaterijali. Da bi se ovaj cilj realzovao izvrSene su Cetiri razlicite vrste
eksperimenta u kojima su koris¢ene razlic¢ite koncentracije rastvorenih ispitivanih
supstanci, pri ¢emu su sve promene posmatrane putem mikroskopije sa velikim
uvecanjima i rezolucijom, a podaci obradivani kompjuterskim softverom.

IstraZujuci interakcije dejonizovane vode objaSnjen je fenomen eksluzivne
zone sa aspekta vodonicnih veza, potvrden je fenomen postojanja eksluzivne zone
koji se moZe snimiti mikroskopom na osnovu migracije mikrosfera pre¢nika 1 pm
u vodenim rastvorima, utvrdeno je da veliCina eksluzivne zone zavisi od
koncentracije mikrosfera u rastvoru, da se u kontaktu hidrogenizovanih
ugljeni¢nih nanomaterijala i hidrofobnog materijala stvara zona vode sa drugacijim
karakteristikama i da se pored sociva kao hidrofilne membrane u dodiru sa
hidrofilnim mikrosferama formiraju eksluzivne zone.

Prvi put je posmatran fenomen struktuiranja i stvaranje uredenih slojeva
pri interagovanju hidrogenizovanog ugljenicnog nanomaterijala fulerola,
hidrofilnih Cestica mikrosfera i hidrofobnog materijala nafiona.

Fenomen stvaranja eksluzivne zone ima viSestruke primene i znacaj u
ispitivanju bioloSkog sveta, pa se tako koristi u procesima predfiltriranja vode,
biomedicini pri stvaranju suznog filma i nanofluidici pri stvaranju transportnih i
procesnih elemenata na nano-nivou. IzvrSena istrazivanja ¢e imati uticaj na razvoj
,water based nanomedicine“ oblasti biomedicinskog inZenjerstva uz primenu
biokompatibilnih nanomaterijala.

Kljucne reci: voda, eksluzivna zona, hidrofilni i hidrofobni materijali, vodoni¢ne
veze, kvantna superpozicija, nanomaterijali, biomolekuli.

Naucna oblast: Biomedicinsko inZenjerstvo

UDK broj:  602:577:66.017/.018(043.3)



Investigation of interaction of deionized water with hydrophilic and
hydrophobic materials, biomolecules,
and hydrogenized carbon nanomaterials

Abstract

Subject and the goal of this doctoral disertation is determination of
appereance and existance of the interaction between deionized water (18,2 MQ)
and different types of materials: hydrphobic and hydrofilc materials, biomolecules,
hydrogenized carbon nanomaterials. To realize this goal there were conducted
four exeriments in which are used different concentrations of diluted examined
substances, all changes are observed with high resolution microscopy, and datas
are elaborated with computer softvare.

By examining the interaction of deionized water it is explained phenomena
of exclusion zone from the aspect of the hydrogen bonds, it is cofirmed the
phenomena of exclusion zone which can be observed and recorded with
mcroscope based on migration of microspheres whose diameter is 1 pm in water
solutions, it is determined that size of the exclusion zone depends of the
concentration of microspheres in the solution, that in contact of hydrogenized
carbon nanomaterials and hydrphobic material forms area of water with different
properties, and that next to the contact lens as hydrphlici membrane in contact
with hydrophilic microspheres exclusion zone is forming.

For the first time is examined and observed the appereance of structuring
layers in interaction of hydrogenized carbon nanomaterial fullerol, hydrophobhilic
particles microspheres, and hydrophobic material nafion.

Phenomena of exclusion zone have multiple implementations and
significance in examination of biological systems, so it can be used in processes of
prefiltration of water, biomedicine of making tear film, and nanofluidics in making
the transport and process elements on nano-level. Experminets that have been
done will have the impat on development of ,water based nanomedicine” part of
biomedical egineering with application of nanomaterials.

Key words: water, exclusion zone, hydrphobic and hydrofilc materials, hydrogen
bonding, quantum superposition, nanomaterials, biomolecules.

Scientific field: Biomedical engineering

UDK number: 602:577:66.017/.018(043.3)



LISTA SKRACENICA KORISCENIH U RADU

UTV - ukupna voda u telu

“

Ab initio -latinski izraz znacenja ,,0d pocetka
NMR - nuklerana magnetna rezonanca
EXCL - eng. exclusion -iskljucenje Cestica

EZ - eksluzivna zona, zona molekula vode u kojoj nema prisustva stranih tela, a

nastaje superpozicijom vodonic¢nih veza tecne i ¢vrste faze vode

UV-Vis - eng. UltraViolet-Visible - opseg elektromagnetnog zracenja koji pokriva

ultraljubicastu svetlost i vidljivu svetlost
NIR - eng. Near-Infrared - blisko infracrveno zracenje

LC - eng. lethal concentration — smrtonosna koncentracija
CFU/ml - eng. colony forming unit - odrZive bakterijske ¢elije u uzorku po mililitru

In vivo - latinski izraz znaCenja “unutar ZiveCeg organizma” - oznacava uslove
izvodenja postupka kada je Zivi organizam celina.

In vitro - latinski izraz znaCenja “u staklu” - oznacava izvodenje postupka u
veStackim uslovima, izvan Zivog organizma, u kontrolisanim laboratorijskim
uslovima

SC - latinski naziv Stratum Corneum - roZnati, prvi sloj epidermisa koze
TEWL - eng. Trans Epidermal Water Loss - gubitak vode kroz epidermis
RGP - gas propusna sociva

ppm, ppb - eng. paticle per million, paricle per billion - broj primesa u vodi po
molekulu vode (broj parikula primese na milion, odnosno miliardu molekula vode)
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»,Nothing is softer, or more flexible than water, yet nothing can resist it."

Lao Tzu

,Nista nije mekse, ili fleksibilnije od vode,
a ipak nista nije izdrZljivije od nje.“
Lao Ce
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1. UVOD

Postojanje bioloSke forme Zivota bez vode nije moguce. Od davnih vremena
ljudi su bili svesni njenog znacaja, a Cesto su joj pripisivali cudesna, pa c¢ak i
misti¢na svojstva. Poslednjih decenija dvadesetog veka, voda je postala predmet
ozbiljnijih nauc¢nih istrazivanja i fizicara i hemicara koji su pokazali da voda ima
pravilnu Kristalnu strukturu i da u prirodi ne postoje dva ista vodena kristala.
Forma kristala odreduje karakteristike vode. Najnovija istraZivanja ukazuju da
voda ima i energo-informacione karakteristike. Ona je izvor slabog
elektromagnetnog zraCenja, odnosno njeni molekuli i Kklasteri, emituju
elektromagnetne talase. Voda je strukturni deo celije, unutrasnjosti membrane i

vancelijskog prostora.

Pod uticajem bilo kakvih spoljasnjih faktora kao Sto su mikroorganizmi,
toksini i razna zracenja, menjaju se informacione karakteristike vode, odnosno
menjaju se struktura i funkcija ¢elija (njenih delova), tkiva, organa i organizma u
celini. Zato, ove promene talasnih karakteristika vode, mogu da budu najranjiji
znaci mogucih pojava obolenja, koja mogu da se registruju na biorezonantnom
pregledu, a uz pomo¢ biorezonantne terapije mogu da se koriguju. Savremena
medicina u cilju poboljSanja zdravlja, dok se bolest jo$ nije pojavila, istrazuje dublje
od atoma i molekula, tako da je ,Jedinstvenost strukture vode tek od nedavno
jasna. Primeceno je, da ona postoji u, za nas, sasvim neocekivanom stanju, koje joj
omogucava da prima na sebe informaciju, da je zapamti, da je reflektuje, odnosno,
ona se sastoji iz Celijica (kao sace) i svaka od njih je mini kompjuter. Tako na
osnovu tog mini biokompjutera mi smo svi stvoreni (prema Stanislavu Zeninu,

ruskom naucniku, biologu).

Voda ¢uva energo-informaciju u vidu elektromagnetne oscilacije (klasicnog
i kvantnog talasa) o svim supstancama koje bi mogle da se nadu u njoj i ona se
zadrzava i posle hemijskog ciS¢enja. Ta energo-informacija moZe da deluje
“pozitivno“ ili ,negativno“ na bilo koji Zivi organizam. Voda ih razmenjuje,

srazgovara” sa okolinom. Ova karakteristika vode daje moguce objaSnjenje
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»,pamcenja” i ,komuniciranja” ¢elija. U eksperimentima tokom kojih su posmatrani
limfociti, Celije koje sluZe za odbranu od stranoih agenasa (mikroba ili maligne
Celije), odbrambene Celije iz udaljenih mesta u organizmu su nepogresivo znale na
koje mesto treba da dodu, gde je strano telo, kao da ih je neka nevidljiva sila vodila
(Sto i jeste nevidljivo), a to su elektromagnetni talasi. Registrovane su frekvencije
ovih talasa koje imaju negativan uticaj na nas, npr.: 1,8 Hz odgovara vodi koja
sadrZi teSke metale, a registrovana je i kod maligne celije, dok 5,0 Hz izaziva kod
mnogih ljudi apatiju i muc¢ninu itd. Medutim, voda emituje i frekvencije koje deluju
pozitivno na na$ organizam, ¢ak imaju i lekovita svojstva i to su: 1,2 Hz; 2,5 Hz;
10,0 Hz; 7,8 Hz - Sumanovi talasi, koji su prisutni i u prirodi i imaju zna¢ajnu ulogu
pri funkcionisanju mozga. Takva, prirodna voda, naziva se i bioloski aktivna voda, i
njena osnovna fizicka karakteristika je da atomi imaju elektrone u spoljnjoj
orbitali, Sto je jedan od klju¢nih aspekata zdrave vode - koliko slobodnih elektrona
ima ili ne, odnosno da li je ,struktuirana“ili ,nestruktuirana“. Naucnici su otkrili da
su u Covelijem organizmu, sve bolesne cCelije okruZene tzv. ,nestruktuiranom”
vodom, a zdrave celije ,struktuiranom®. U ,nestruktuiranoj“ vodi, nedostaje jedan
elektron iz spoljne orbitale, a u ,struktuiranoj” su svi elektroni na broju. Kada se
kre¢e duz vodovodnih cevi, umesto da se kre¢e po svojoj prirodnoj spirali, voda
menja nacin kretanja i ide po koncentri¢nim krugovima, Sto dovodi do deformacije
njene strukture i kao takva ugraduje se u nase celije, Sto je jedan od preduslova za
nastajanje bolesti. Otkrivanjem ovih osobina vode, paZnja naucne javnosti je
usmerena na nacine njene aktivacije i popravljanja strukture. Do sada se pokazalo

da razni veStacki nacini vodi ne daju u potpunosti prirodan izgled njenih atoma.

BioloSki adekvatna voda, koja se nalazi u prirodi i potpuno odgovara Zivim
organizmima, dobija se iz leda i snega otapanjem, zove se ,odmrznuta voda”. U
zamrznutoj, pa posle otopljenoj vodi, precnik molekula se menja i potpuno
odgovara velicini otvora na Celijskoj membrani. Takvi molekuli vode lakSe se krecu
i stupaju u reakciju s razliitim supstancama u organizmu, Stedeci energiju.
Odmrznuta voda se od obi¢ne razlikuje po svojoj strukturi i viSe odgovara strukturi
protoplazme nasih celija. U njoj, za razliku, od obi¢ne vode iz vodovodnih cevi

nema elemenata koji opterecuju cCelije i zahtevaju veliku energiju da bi ona
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normalno funkcionisala, a ne sadrzi ni primese potencijalno otrovnih supstanci.
Naucnici su utvrdili da odmrznuta voda nosi veliki energetski potencijal i znacajno
stimuliSe Zivotne procese u organizmu. NaSe cCelije su u rezonanci sa ovakvom
prirodnom vodom. Smatra se da ona, zbog ovih karakteristika, odlazZe starenje,
odnosno, ,podmladuje organizam i da je to tajna dugog zZivota nekih naroda
(oblasti Kavkaz i Jukutija). Isto dejstvo je otkriveno i na ostali Zivi svet. Ovakva,
aktivna voda moZe da se dobije ako se koristi ,tehnologija” same prirode, sporim
zaledavanjem i odstranjivanjem taloga, do cega dolazi, zato Sto led ima kristalnu
strukturu sastavljenu iz molekula vode. Drugim primesama koje su rastvorene
nema mesta u kristalnoj reSetki, tako da se cCestice Stetnih supstanci smesStaju u
meduprostor i njima treba duZe vreme i niZa temperatura da se zalede u odnosu na
obicne, Ciste vodene kristale. Ove Stetne materije prakticno budu istisnute i lako se
odvajaju. Slicne karakteristike i strukturu voda dobija kada prolazi kroz magnetno
ili elektri¢no polje, Sto spada u domen kvantne biofizike i medicine, dovodenje
organizma u rezonancu sa prirodom. Priroda oduvek funkcioniSe po principu

jedinstva (sinergije) klasi¢nih i kvantnih zakona.

Periodi naglog industrijskog razvoja u proSlosti su uvek zapocinjali
otkricem novih materijala, najpre gvozda i celika, zatim polimera, lakih legura,
kompozitnih materijala, poluprovodnika, keramike i na kraju nanomaterijala.
Popularizacija naucne oblasti nanotehnologije vezuje se za predavanje americkog
fizicara Richarda Feynmana koji je 29.12.1959. na godisSnjoj konferenciji ,,Drustva
americkih fiziCara“ predstavio ideju da se moZe manipulisati atomima i

molekulima.

1.1 Znacaj vode za bioloski Zivot

Voda je najneobicnija, najparadoksalnija i ,najanomalnija“ materija na
planeti. Prisutna je u formi pojedinacnih molekula, leda, te¢nosti ili pare skoro
svuda. Zivot na Zemlji razvio se kao posledica interakcije svetlosti i vode, t.
interakcije spoljnih i unutrasnjih faktora, elektromagnetizma i gravitacije sa jedne
strane i razlic¢itih materija na Zemlji sa druge, a u prvom redu vode, atoma i jona.

[ako postoje teorije koje sugeriSu da je postojalo stvaranje Zivota i u nevodenim
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sredinama, poznato je da Zivi sistemi na Zemlji zavise od i preZivljavaju

zahvaljujuci vodi.

Voda pokriva vise od 3/4 Zemljine povrsine i prosetno cini viSe od 3/4
telesne mase Zivih organizama. Nijedna materija na Zemlji nema takvu sposobnost
kruZenja kao voda jer se ona neprestano transformiSe i stalno ,putuje”. MoZe duZe
da ,miruje” jedino kad je ,zarobljena” u c¢vrstim materijama, ili zaledena u
polarnim prostranstvima. Medutim, postepene klimatske makropromene i
geololoske transformacije ucinile su da viSe nema ni kapi vode koja nekad nije bila
zamrznuta ili ,ugradena” u ¢vrstu materiju. U morskim, okeanskim i jezerskim
vodama neprestano se deSavaju strujanja, kako ,u horizontali”, tako i ,u vertikali”.
Podzemni i nadzemni vodotokovi neprestano teku vuceni gravitacijom. Voda sa
svih vodenih povrsina stalno isparava i na temperaturama mnogo niZim od tacke
klju¢anja. To isparavanje je mnogo sporije nego pri klju¢anju i naziva se
sublimacija. Isparena voda odlazi u atmosferu gde formira razne vrste oblaka i
nakon kondenzacije pada na tlo u vidu atmosferskih padavina (kiSa, sneg, itd.) i
tako neprekidno. Dogada se da voda u toku kruZenja bude ,potroSena” od strane
neke biljke ili Zivotinje, pa se ta voda opet vra¢a u prirodnu cirkulaciju,
izlu¢ivanjima ili raspadanjem organizma posle njegovog uginuca ili smrti. Ovo
kruZenje vode, medutim, nije nikad teritorijalno lokalizovano. Morske i vazduSne
struje (koje nose oblake) ¢ine veoma komplikovanu ,putnu” mrezu vode koja
mnogostruko obavija planetu Zemlju, pa se moZe re¢i da na Zemlji verovatno nema
ni jednog jedinog molekula vode koji mnogo puta nije obiSao citavu planetu,
yupamtiv$i” pri tom na kvantnom informacionom nivou mnogo toga iz Zemljine

istorije duge viSe milijardi godina.

Posmatrano sa hemijskog apsekta, voda ima veoma jednostavnu atomsku
strukturu. Sastoji se od dva atoma vodonika koji su povezani sa jednim atomom
kiseonika (H20). Priroda ove atomske strukture je zasluzna za jedinstvene elektro-
hemijske osobine molekula vode. Strana molekula vode gde se nalazi vodonik je
delimicno pozitivno naelektrisana, a strana gde je Kkiseonik je negativno

naelektrisana.
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Slika 1.1: Raspored naelektrisanja molekula vode.

Polarnost nalektrisanja koja nastaje u medusobnim interakcijama dovodi do
medusobnog privlacenja molekula vode i stvaranja vodoni¢nih veza medu njima.
Molekul vode je polaran jer je podela elektrona izmedu kiseonika i vodonika
nejednaka. Zajednicki valentan elektron Kkiseonika i vodonika provodi duzi
vremenski period pored kiseonika, nego pored vodonika i zbog veli¢ine atoma
prelazi duZi put i samim tim privla¢i ve¢u koli¢inu naelektrisanja elektronskog
oblaka. Elektrostaticko privlacenje medu susednim molekulima vode dovodi do
stvaranja vodonic¢nih veza. Pored elektrostatike, koja predstavlja klasi¢ni pristup,
uCestuje i talasna funkcija koja predstavlja kvantni pristup. Magentno polje, kao i
temperatura, utiCu na stvaranje vodoni¢nih veza. Do temperatura od 50°C
vodonicne veze poseduju i kvantna i klasi¢na svojstva, dok pri viSim tempraturama
poseduju samo klasicna elektromagnetna svojstva. Takode, pri magnetnom polju
od 50 mT i viSe, vodonicne veze molekula reaguju, Sto dovodi do zakljucka da
magnetno polje moZe biti kori§¢eno u cilju struktuiranja vode [Koruga et al, 2010].
Do ovih saznanja se doslo eksperimentalnim merenjima kvantnog i klasi¢nog udela
aktivnosti vodoni¢nih veza u vodi pomocu optomagnetne spektroskopije i

magnetnog delovanja u interakciji svetlost-voda [Koruga et al, 2009].
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Slika 1.2: Cetri tipa vodoni¢nih veza molekula vode sa dve aktivne vodoni¢ne veze (2H,
20, OH, HO).

Vodu karakteriSe nekoliko jedinstvenih fizickih osobina:

Voda ima visoku specificnu toplotu. Zbog ove osobine voda moze da
apsorbuje veliku koli¢inu toplote pre nego Sto zaista postane topla. Obratno,
voda sporo otpusta toplotu kada dolazi do hladenja.

Voda provodi toplotu mnogo lakse od bilo koje druge tecnosti.

U Cistom stanju voda bez primesa ima neutralnu pH vrednost, jer Cista voda
nije ni kisela ni bazna. pH vrednost se menja kada se u vodi rastvaraju
supstance.

Voda predstavlja jedino hemijsko jedinjenje koje se prirodno moZe naci u sva,
do sada poznata, tri agregatna stanja. Bez obzira u kom se stanju nalazi,

molekuli vode se rasporeduju na veoma razlicite nacine (slika 1.3).

Slika 1.3:

a) Uredena molekularna struktura vode u ¢vrstom stanju.
b) Polu-uredena molekularna struktura vode u tecnom stanju.
¢) Nasumicna molekularna struktura vode u gasovitom stanju.

[http://clarkie5.wikispaces.com/]
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- U ¢vrsto stanje (led) prelazi na 0°C, u gasovito stanje (paru) na povrsini prelazi
na oko 50°C, a na 100°C kljuca i na taj naCin svi molekuli imaju potencijal
isparenja. Gustina vode je 1kg/l, odnosno 1.000 kg/m3, a maksimalnu gustinu
dostiZe na 4°C.

- Zbog sposobnosti da rastvori veliki broj razli¢itih jedinjenja, voda se smatra
univerzalnim rastvarac¢em. Bez obzira na to kuda prolazi, kroz zemlju ili telo,
sa sobom nosi vazne minerale, hemijske i hranljive sastojke. Na ovu osobinu
utice polarnost molekula vode.

- Voda ima jak povrsinski napon. Drugim reCima, voda ima svojstva prianjanja
i viskoelasti¢nosti, pa tako tezi da se grupise u kapi, pre nego da se rasprostire
po povrSini u vidu tankog filma. Takode, povrSinski napon potpomaze
kapilarnu akciju uz pomo¢ koje se voda krece kroz sitne krvne sudove u
organizmu. Osim povrsinskog napona na kapilarnu akciju uticu i sile kohezije i
adhezije.

Povriinski napon

\ Sy

Gravitaciona sila

Slika 1.4: PovrSinski napon.

- Voda ima preko 30 svojstava koje su nazvane anomalijama u odnosu na ostale

supstance. Ovo ukazuje da je voda izuzetak, jedinstvena supstanca.

1.2 Znacaj i uloga vode za ljudski organizam

Oko 1034 biliona ¢elija, osnovnih jedinica grade i funkcije svih Zivih bi¢a, u
naSem organizmu je puno vode. Odlicna sposobnost da rastvara veliki broj
supstanci omogucava celijama da iskoriste vazne minerale, hranljive materije i
hemijske sastojke iz fizioloSkih procesa. Osobina vode da ,prianja“ (zbog
povrsinskog napona) igra vaznu ulogu u transportu rastvorljivih materija kroz

organizam. Ugljeni hidrati i proteini koje ljudsko telo koristi kao hranu su obradeni
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putem metabolizma i uz pomo¢ vode transportovani u na$ krvotok. Nista manje

nije bitna sposobnost vode da transportuje otpadne materije iz organizma.

Voda ¢ini najveci deo telesne mase svakog, pa i ljudskog, organizma i sve
Zive celije ispunjene su vodenim rastvorima i potopljene u vodene rastvore.
[shrana ni jednog Zivog bi¢a nije moguca bez vode, kao ni sam Zivot. Ukoliko
normalno unosi vodu, bez hrane ¢ovek moZe da izdrzi od 20 do 50 dana, ali bez
vode moZe da ostane u Zivotu najviSe sedam dana. U najveem procentu voda je
zastupljena u organizmu novorodencadi. Procenat vode u telu kod muskaraca i

Zena izraCunava se preko sledec¢ih formula [Duck, 1990]:
M: TBW/Wx100=79.45-0.24W-0.15A
Z: TBW/Wx100= 69.81-0.26W-0.12A

Pri ¢emuje: TBW - ukupna voda u telu
W - teZina
A - starost.
Na koli¢inu vode u organizmu pored starosti utice i uhranjenost, pa tako
gojazne osobe imaju manji procenat vode u organizmu u odnosu na mrsave (tabela
1.3). Takode, u samom telu, procenat vode je razlicit u razli¢itim tkivima. U tabeli

1.1 prikazan je sadrzaj vode u nekim organima.

Tabela 1.1: Procenat vode u nekim organima, tkivima i telesnim tecnostima [Mujovi¢,

1996].

Mozdano tkivo 76 - 80%
Krv 82 -85%
Plu¢no krilo 90%
Misic¢no tkivo 75-78%
Kostano tkivo 25%
Masno tkivo 10-15%
Adamantin (zubi) 2%

Proucavanja fiziologije, biofizike i biohemije procesa koji su u ¢ovekovom

organizmu odvijaju, pokazala su da voda kvantitativho predstavlja njegov
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najvazniji sastojak. Pokazano je da voda kao kolicinski najzastupljeniji element u

ljudskom organizmu ima vise vaznih uloga:

- mehanicka uloga: voda tkivima daje gipkost i viskoelasticnost, dok u
odredenim slucajevima Stiti unutrasnje organe od potresa i povreda

- voda je rastvarac svih organskih i ve¢ine neorganskih sastojaka u organizmu,
bitna je za aktivnost enzima, kao i DNK

- voda je medijum u kome se odigravaju svi biohemijski procesi u organizmu
posto hemijske supstance medusobno reaguju jedino u rastvorenom stanju

- voda ima i ulogu prenosioca na lokalnom nivou - kao medij koji ispunjava
intracelularni i ekstracelularni prostor ina globalnom novou - kruZe¢i kroz
krvotok i krecuéi se iz krvi preko tkivne teCnosti i prenosi mnogobrojna
organska i neorganska jedinjenja koja su u njoj rastvorena

- voda ima dvostruku ulogu u termoregulaciji:

a) prenosi primljenu toplotu (zahvaljujuéi svojoj visokoj specificnoj toploti)
iz organa u kojima se odigravaju egzotermni procesi razlaganja hranljivih
materija (jetra, miSic¢i,..) do periferije tela i time pomaze u izjednacavanju
temperature u telu,

b) kao posledica prenosa toplote voda isprava iz organizma i odaje
spoljasnjoj sredini znatnu koli¢inu toplotne energije, Sto takode utice na
odrzavanje optimalne telesne temperature.

- Stiti od UV zracenja jer ima dobru apsorpciju u opsegu od 280 do 400 nm.
Ukupna koli¢ina vode u telu predstavlja vaZan pokazatelj pri utvrdivanju
promena koje se deSavaju u telu usled razliCitih bolesti i fizioloskih stanja. Meri se
primenom masene spektroskopije i teSke vode D20 (deuterijuma), tj. odredena
kolic¢ina teSke vode se unese u organizam, izmesa se sa vodom u telu, da bi se zatim
uz pomoc¢ uredaja za masenu spektroskopiju izmerio odnos deuterijuma i vodonika

u izdahnutom vazduhu.

1.3 Metabolizam vode u ljudskom organizmu

Metabolizam vode ima vaznu ulogu u ispitivanju kretanja i znacaja vode u

covekovom organizmu. Na dnevne potrebe za vodom utiCu nacin ishrane,
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spoljaSnja temperatura, fizicke aktivnosti itd. RavnoteZza vode u organizmu je
striktno i precizno regulisana fizioloSkim kontrolnim sistemom smeStenim u

hipotalamusu [Weitzman, Kleeman, 1979].

Kretanje vode u telu posmatra se sa dva aspekta: spoljaSnje ravnoteZe i
unutrasnjih ravnoteza protoka, a one su neophodne za pravilno funkcionisanje
organizma [Stavros, Costas, 2010]. Spoljasnja ravnoteZa odnosi se na poredenje
unesSene i izbacene kolic¢ine vode. U bilo kom trenutku ove koli¢ine moraju da budu
u ravnoteZi, da bi organizam bio u ravnotezi. Unutras$nja ravnoteZa protoka odnosi
se na kretanje vode kroz kapilare tela (ukljucujuci izlucivanje i apsorpciju

meducelijskih fluida) i kretanje vode u unutarcelijskom i vancelijskom prostoru.

Voda se saglasno fizicko-hemijskim uslovima slobodno krece u ¢elijama, kao
i u prostorima izmedu celija u organizmu. Sve telesne tecnosti i prostori u kojima
se voda krece mogu se podeliti na dva funkcionalna dela: intracelularni
(unutarcelijski) i ekstracelularni (vancelijski). Intracelulalrni deo sadrZi oko 60-
67 % ukupne vode u telu. Njega Cine svi fluidi koji se nalaze u ¢eliji. Ostala kolic¢ina
od oko 33-38 % je podeljena izmedu intersticijalnih tecnosti (meducelijskih) koje
se kreéu u prostorima izmedu Ccelija i plazme koja se slobodno meSa sa

intersticijalnom te¢nos¢u koja se krece kroz kapilare [Silverthorn, 2004].

% ukupne vode u telu

100

80
28 L
60 -
40 g7ogl— - 141
iy 8 Plazma
= 33% - _
yieA Intersticijalna te¢nost
0
Intracelularna Ekstracelularna
tecnost (IT) tecnost (ET)

Slika 1.5: Raspodela telesnih te¢nosti u organizmu
[nacrtano prema: Silverthorn, 2004].
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Ekstracelularna tecnost moZe se podeliti na: meducelijsku tec¢nost, plazmu,
cerebrospinalnu tec¢nost, intraokularnu te¢nost, limfu, teCnosti probavnog trakta,
znoj, urin, pluéna tecnost, tecnost u jetri. ZaduZena je za snabdevanje Ccelije

hranljivim i ostalim supstancama potrebnim za pravilno funkcionisanje ¢elije.

Raspodela telesnih tecnosti

Tecnosti se u telu transportuju izmedu razlic¢itih funkcionalnih odeljaka, ili
prostora, i obezbeduju transportni medijum za obavljanje celijskih i tkivnih
funkcija. Voda se krece slobodno izmedu delova telesnih tecnosti i rasporeduje se

uz pomo¢ osmotskih i hidrostatickih sila.

Ukupna koli€ina te¢nosti medu svim delovima ¢ini ukupnu vodu u telu

(tabela 1.2).

Tabela 1.2: Raspodela vode u telu [McCane, Huether, 1998].

% telesne

Zapremina (1)

Intraceluarna te¢nost (IT) 40 28
Ekstracelularna tecnost (ET) 20 14
Ukupna voda u telu 60 42

Ukupna voda u telu se obifno izrazava kao procenat telesne mase u
kilogramima. Standardna vrednost za odraslog muskarca od 70 kg iznosi 60 %, Sto

je ekvivaklentno 42 1 teCnosti (tabela 1.3).

Tabela 1.3: UTV u odnosu na telesnu masu [McCane, Huether, 1998].

Telesna konstitucija _ utv %’ -
odrasla Zena
Normalan 60 50 70
Mrsav 70 60 80
Gojazan 50 42 60

Ostatak telesne mase Cine najve¢im delom masne naslage i kosti. lako je

koli¢ina te¢nosti u razliCitim delovima relativno konstantna, izmedu svih
funkcionalnih delova se vrsi razmena vode i rastvorenih supstanci, radi odrZanja te
konstantnosti. Procenat ukupne vode varira s obrzirom na telesni sastav, tj. s

obzirom na masne naslage i starost. Zato S$to je mast hidrofobna, u masnim

11
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Celijama ima jako malo vode. Gojazne osobe sa viSkom masnih naslaga imaju
srazmerno manju koli¢inu ukupne vode i teZe veCim disbalansima tec¢nosti u

organizmu koji mogu dovesti do dehidratacije.

Starenje i raspodela telesnih tecnosti

Raspodela i koli¢ina ukupne vode u telu menja se sa starenjem. Kod beba,
voda zauzima oko 65% ukupne telesne mase. U trenutku radanja beba gubi 5%
vode budu¢i da se beba prilagodava novoj sredini. Bebe su narocito podloZne

znacajnim promenama UTV, zbog svog, u tom periodu Zivota brzog metabolizma.

Tabela 1.4: Sadrzaj vode u procentima u odnosu na telesnu masu prema starosti i polu
[Duck, 1990].

Starost [IMUSKo (%) Zensko (%)
Beba 70 70
1-9 67 67
10-16 64 60
17-39 66 56
40-59 60 52
60+ 57 51

Tokom puberteta procenat ukupne vode u telu se uravnoteZava sa
vrednostima kod odraslih osoba, a polne razlike pocCinju da se pojavljuju. Muskarci
imaju ve¢i procenat zbog veée mi$i¢ne mase. Zene imaju vise masnog tkiva i manje
miSicne mase, s obzirom na funkciju hormona estrogena i prema tome imaju manju
koli¢inu vode u organizmu. Starenjem se dalje smanjuje koli¢ina vode u organizmu.
Ovo smanjenje je rezultat povecanja masnog tkiva i smanjenja misicne mase, a
takode i smanjenja sposobnosti regulisanja fizioloSke ravnoteze biomolekula u
organizmui vode. Sa stanovista klinicke medicine, normalna redukcija ukupne
vode u telu kod starijih osoba je veoma bitna, jer uticaji stresnih faktora (groznica,
dehidratacija iz bilo kog razloga,..) mogu biti opasni, pa ¢ak i po Zivot u ekstremnim

situacijama.

[ako svakodnevni unos tecnosti varira, organizam uspeva da kontroliSe
koli¢inu vode u veoma uskim granicama. Osnovni nacin snabdevanja organizma
vodom je pijenje, apsropcija vode iz hrane, kao i voda koja nastaje iz oksidacionog

metabolizma. Oko 5-10% ukupne telesne vode dnevno procirkuliSe putem

12
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fizioloskih puteva [Raman et al, 2004]. Respiratorni gubitak vode je pod uticajem
udahnutog vazduha i plu¢ne ventilacije. Izjednacen je sa metabolickom vodom
formiranom u procesu oksidacije (oksidaicionog metabolizma). Najveca kolicina
vode iz organizma gubi se izlucivanjem bubrega (urin), otprilike 1 do 2 litra
dnevno, ali moZe biti i manji i ve¢i u zavisnosti od dnevnog unosa tecnosti ili

fizickih aktivnosti (tabela 1.5).

RavnoteZa vode u telu (unos = gubitak) dobro se reguliSe na dnevnom nivou
kao rezultat gladi i Zedi. Nakon vecih gubitaka tec¢nosti i dehidratacija udruzZenih sa
fizickim naporom ili izlaganjem toploti, potrebno je mnogo sati za rehidrataciju i
potrebno je nadoknadivati elektrolite da bi se povratila ravnoteza tecnosti u
organizmu [Shirreffs, Maughan, 1998]. Npr., ako telo dehidrira u iznosu od viSe od
4% ukupne telesne mase, moZe biti potrebno viSe od 24 sata da se telo potpuno
rehidrira, nadoknadujuéi vodu i elektrolite [Adolph, Dill, 1938; Nielsen et al, 1993;
Morimoto, 1990].

Americka Nacionalna Akademija Nauka utvrdila je da je adekvatan dnevni
unos vode 3,7 L za musSkarce i 2,7 L za Zene [Food and Nutrition Board, 2005]. Ipak,

dnevni unos vode varira kako medu osobama pojedinac¢no, tako i medu grupama.

Tabela 1.5: Normalni unos i gubitak vode (muskarac, 70 kg) [McCane, Huether, 1998].

Dnevni unos Dnevni
(ml) gubitak (ml)
Pijenje 1.400 - 1.800 | Urin 1.400 - 1.800
Voda iz hrane 700 -1.000 | Stolica 300-500
Voda iz oksidacije 300 - 400 Koza 600 - 800
UKUPNO 2.400 - 3.200 | UKUPNO 2.400 - 3.200

1.4 Ukazivanje na znacaj istraZivanja boljeg poznavanja dinamike vode
za funkcionisanje ljudskog organizma

Kretanje vode izmedu intercelularne i ekstraceluarne tecnosti

Jedan od najvec¢ih problema u klinickoj medicini je odrzavanje sastava i
kolicine telesnih teCnosti i odgovaraju¢e ravnoteZe izmedu ekstracelularne i

intracelularne tec¢nosti kod teZih zdrasvenih poremecaja.

13
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Voda je jedini molekul u organizmu koji se slobodno krece izmedu celija i
ekstracelularne tecnosti prolazeci pri tom kroz razne vrste membrana. Takvo
kretanje vodi omogucava da uti¢e na stanje ravnoteZe u organizmu. Ravnomerna
distribucija vode medu funkcionalnim delovima u telu poznata je kao osmotska
ravnoteza. Kada se voda krece kroz polupropustljivu membranu nasuprot
gradijentu koncentracije govori se o osmozi. Pri osmozi, voda se uvek krece ka delu

gde se nalazi koncentrovanija rastvorena supstanca.

a) b)
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Slika 1.6: Osmotski proces [adaptirano prema: Silverthorn, 2004].

Na slici 1.6 a) prikazana je U providna cev koja je membranom podeljena na
dva jednaka dela. Membrana je polupropustljiva (selektivno permeabilna), tj.
potpuno je propustljiva za vodu, ali ne i za glukozu. Deo 1 je delimi¢no popunjen sa
razredenim rastvorom glukoze, dok je deo 2 popunjen sa istom koli¢inom
koncentrisane glukoze. Ovo stvara gradijent koncentracije i za vodu i za glukozu.
Ipak, membrana nije propustljiva za glukozu, pa glukoza ne moZe da difunduje da
bi doSlo do izjednacenja koncentracija. Sa druge strane, voda moZe da prelazi
slobodno kroz membranu. Uz pomo¢ osmoze Ce se Kkretati iz dela 1 u kome je
razreden rastvor glukoze u deo 2 sa koncentrisanim rastvorom. Na taj nacin, voda
se krece izmedu delova 1 i 2 u cilju razredenja dela sa ve¢com koncentracijom.
Osmoza se nastavlja dok koncentracija glukoze u dva dela ne bude izjednacena
(slika 1.6 b). Kada se to desi, osmotska ravnoteza je postignuta i kretanje vode

prestaje.
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Ovakvi procesi postoje i u organizmu. Ako se popije ¢asa vode, voda je
apsorbovana u intersticijalnom epitelu i ulazi u ekstracelularni deo. Rezultat je
razredivanje rastvorenih materija u ekstracelularnoj tec¢nosti. Na taj nacin celije
imaju vecu koncentraciju rastvorenih materija nego ekstracelularna tecnost. Zbog
postojanja gradijenta koncentracije voda uz pomo¢ osmoze prelazi kroz celijske
membrane u unutrasnjost Celije. Zapremina celije se povecava, a koncentracija
smanjuje dok se delovi ekstracelularne i intracelularne te¢nosti ne vrate u

ravnotezu [Silverthorn, 2004].

Osmoza se moZe zaustaviti primenom pritisaka na selektivno permeabilnu
membranu u smeru suprotnom od smera osmoze. Pritisak potreban da se zaustavi
osmoza naziva se osmotskKi pritisak (slika 1.8). Kao i za ostale pritiske u fiziologiji,

jedinica za osmotski pritisak je [atm] ili [mmHg].

__teanaia__ ()
Zapremina
Y @
b ®
® ® o
<)
o® Leo ®
b

Slika 1.7: Osmotski pritisak [adaptirano prema: Silverthorn, 2004].

Osmotski pritisak rastvora na telesnoj temepraturi od 37°C moze pribliZzno

da se odredi na osnovu sledece formule

osmotski pritisak [mmHg] = 19,3 x osmolalnost [mOsM /kg vode].

Da bi moglo da se predvidi osmotsko kretanje vode, potrebno je znati
koncentracije rastvora koji se posmatraju. Koncentracije fizioloskih rastvora se
predstavljaju kao osmolarnost, tj. broj cestica (jona ili molekula) po litru rastvora.
IzrazZena je u osmolima po litru [osmol/l, OsM], tj. za veoma razredene fizioloSke

rastvore je miliosmol [mosmol] = 1/1.000 osmol]. Osmolarnost govori samo o
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broju cestica u rastvoru, ali ne i o tome koje su cestice u pitanju. Normalna

osmolarnost ljudskog tela je izmedu 280 i 296 mosmol.

Osmolalnost predstavlja koncentraciju izraZenu u miliosmolima rastvorenih
supstanci po kilogramu vode. Ovaj termin se najc¢esce koristi u klinickoj medicini
jer je jednostvanije izmeriti sadrzaj vode u Covekovom organizmu merenjem

telesne mase.

Kretanje vode izmedu odeljaka intracelularne i ekstracelularne tecnosti
uslovljeno je primarno osmotskim silama. Voda se slobodno krece kroz celijsku

membranu, pa je osmolalanost ukupne vode u telu normalno u ravnotezi.

VazZnost hidratacije u ljudskom organizmu

Homeostaza vode u organizmu odrZava se mehanizmima koji su osetljiivi na
promene zapremine intravaskularne tecnosti i osmolalnosti plazme [Stavros et al,

2010].

Voda ¢ini 70-85 % svake celije u covekovom organizmu i one Zive u tecnoj
sredini koja zahteva tacno regulisanu koncentraciju elektrolita i pH vrednost.
RavnoteZza je regulisana integracijom bubreznih, hormonalnih i neuronskih
funkcija. Promene u sastavu elektrolita uticu na elektri¢ni potencijal ekskretornih
¢elija i uticu na premeStanje tecCnosti iz jednog odeljka u drugi. Promene pH
vrednosti izazivaju promene cCelijskih funkcija enzimskih sistema. Variranje fluida
utiCe na zapreminu krvi i Celijske funkcije. Poremecaji ovih funkcija su ucestali i
mogu dovesti do patoloskih stanja. Razumevanje nac¢ina na koji se deSava variranje
kolicine vode i sposobnosti tela da kompenzuje ili ispravi ove poremecaje vazno je

za razumevanje mnogih patofizioloskih stanja.

Voda i elektroliti vazni su za obavljanje Citavog niza fizickih i fizioloSkih
funkcija:
— Odrzavanje zapremine krvi i osmolarnost koji su neophodni za efikasan
transport kiseonika i regulaciju krvnog pritiska.

— Uklanjaju toksine i produkte razgradnje.
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Omogucavaju nervnu kondukciju koja je bitna za funkcionisanje miSica.
Regulisu telesnu temperaturu mehanizmom znojenja.

Za obnavljanje energetskih depoa tokom oporavka organizma.
Homeostaza metabolickih i enzimskih funkcija.

Brojna apsorpciona i lubrikativna svojstva.
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2. PREDMET ISTRAZIVANJA

2.1 Voda

Molekul vode, kao Sto je receno u Poglavlju 1, hemijski iskazan formulom
H20 sastoji se od dva atoma vodonika i jedan atom kiseonika. Kada stoji
samostalno, atom vodonika sadrzi jedan pozitivan proton u svom sredStu sa
jednim negativnim elektronom koji se oko njega krece u tro-dimenzionoj ljusci.
Kiseonik sa druge strane sadrZi osam protona i osam neutrona u svom jezgru sa

osam elektrona koji se oko njih krecu.

Kiseonik
@
' Bawr B
| Il
[ |
L | e
Vodonik ||  Vodonik
{
Elektroni od
vodonika

Slika 2.1: Gustina naelekstrisanja molekula vode.

Jedan elektron vodonika i osam elektrona kiseonika predstavljaju glavnu
komponentu hemije Zivota jer dolazi do sparivanja kiseonika i vodonika i nastaje

molekul vode, ili dolazi do rastavljanja i formiranja jona.
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n - glavni kvantni broj

1 - orbitalni kvantni broj

m - magnetni kvantni broj
m; - magnetni kvantni broj

elektonskog spina
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Slika 2.2: Kvantno mehanicke formule vodonika i kiseonika po ljuskama.
Vodonik:

Elektonska konfiguracija:

Oksidaciono stanja:

Kiseonik:
Elektonska konfiguracija:

Oksidaciono stanja:

o
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Slika 2.3: Hibridizovane orbitale kiseonika [adaptirano prema: Kettle, 1995].

Vodonik teZi jonizaciji gubljenjem pojedinacnog elektrona i formira
pojedinacne jone vodonika koji predstavljaju izolovane protone bududi da atomi
vodonika ne sadrZe neutrone. Vodoni¢ne veze nastaju kada se elektron
pojedina¢nog atoma vodonika deli sa drugim elektronegativnim atomom, kao Sto

je kiseonik kome nedostaje elektron.

U molekulu vode, dva atoma vodonika su kovalentno vezana za atom

kiseonika. Ali, zato Sto je atom kiseonika ve¢i od atoma vodonika, njegova
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privlacnost sa elektronima vodonika je odgovarajuce veca, pa su elektroni
privuceni u ljusku vec¢eg atoma kiseonika, a dalje od ljuske vodonika. Ovo znaci da,
iako je molekul vode, kao ceo molekul, stabilan, kiseonik zbog ve¢e mase jezgra tezi
da privuce sve elektrone u molekul, ukljucujudi i deljene elektrone vodonika, dajuci
strani molekula gde je kiseonik blago negativno naelektrisanje. Blago negativno
naelektrisanje nastaje zbog Londonovih sila, tj. duZeg boravka sparenog elektrona

u orbiti kiseonika nego vodonika.

Ljuske vodonikovih atoma, buduci da su njihovi elektroni blizi kiseoniku,
imaju blago pozitivno naelektrisanje. Ovo znaci da molekuli vode imaju tendenciju
da formiraju slabe vodonic¢ne veze sa drugim molekulima vode, jer je deo molekula
gde se nalazi kiseonik negativan, a delovi gde su vodonici pozitivni. Atom vodonika,
dok je kovalentno vezan za kiseonik u molekulu moze da formira slabu vodoni¢nu
vezu sa kiseonikom u drugom molekulu. Zbog osobine polarnosti, voda je
kontinualni hemijski entitet. Ove slabe veze igraju vaznu ulogu u stabilizaciji oblika
mnogih velikih molekula u Zivom svetu. Zato Sto su slabe, ove veze se lako
raskidaju i ponovo formiraju tokom normalnih fizioloSkih reakcija. Brzina
stvaranja i razgradnje vodonic¢nih veza pojedinatnog molekula vode je oko 50 fs, a

veci vodeni klasteri odrzavaju vodonic¢ne veze stabilnim i do 1 s. Rastavljanje i

.....

Molekul vode

Voda je jedna od pet (DNK, proteini, lipidi, joni i voda) najzastupljenijih
supstanci u zZivom svetu. Ljudska fiziologija i funkcionisanje organizma zavise od
koli¢ine, kvaliteta i stanja vode u organizmu. Koli¢ina vode u organizmu (videti
Uvod, str. 21) zavisi od starosti i stanja organizma i krec¢e se u rasponu od 65 do
85% ukupne telesne mase. Od ovog procenta 62% je zarobljena voda u drugim
biomolekulima, dok je 38% ,slobodna“ voda. Jonski sastav vode je bitniji od
koli¢ine jona u vodi. Razlog za ovo leZi u Cinjenici da kozumacijom hrane ljudi
unose oko 90-95% potrebnih jona. Kvalitet i stanje vode ve¢inom zavisi od sastava
jona, organizacije mreZe molekula i dinamike sredine. Stanje vode treba na najbolji

nacin da zadovoljava biomolekularnu potrebu za vodom organizma sa strukturnog
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i energetskog stanovista. Ovo znaci da na kreiranje osobina vode uticu biomolekuli
(DNK, RNK, proteini, membrane,..), ¢elije, tkiva i da se voda formira kako bi svaka
od ovih grupa funkcionisala na najbolji nacin. Voda interaguje sa biomolekulima
putem vodonicnih veza. Najprisutnije i moZda najjednostavnije vodonicne veze su

one koje se stvaraju izmedu molekula vode.

Molekul vode ima srednji pre¢nik od 0,275 nm (2,75 A). U te¢nom stanju,
bez obzira na to Sto je 80% elektrona povezano vezama, tri atoma ostaju
nepovezana jer se atomi vodonika konstantno razmenjuju izmedu molekula vode
usled procesa protonacije i deprotonacije. Molekul vode ima
simetrijsku grupu Czv, Sto znaci da je definisan sa dve medusobno
normalne ravni simetrije, jednom osom drugog reda i

elementom identi¢noti. Pored toga vodonikovi atomi mogu imati

paralelni (orto-voda) ili antiparalelni (para-voda) nuklearni spin.

Molekul vode ima Ccetiri skoro tetraedarski uredene sp3 hibridizovane
orbitale (elektronske parove), od kojih su dve vezane sa vodonikovim atomima,

ostavljajuci druge dve slobodne - slobodni parovi.

U savrSenom tetraedarskom uredenju veza-veza, veza-slobodan par,
slobodan par - slobodan par uglovi bi trebalo da budu 109.47° i takvo tetraedarsko
vezivanje nalazi se u kondenzovanim fazama kao $to je heksagonalni led.

+ +
Molelad

Kovalentne

vele

"\ Cantralni
% N molekul

.+
(s»:-orb + + +
'Mo&eu
vode
Molekul

Vodonik +

Slika 2.4: Tetraedarska struktura pet molekula vode.
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ar* - razvezujuca
bs* - razvezujuca
b, - nevezujéa
a1V - nevezujuca
b1 - vezujuca

ai - vezujuca

Slika 2.5: Vezujuce i razvezujuce orbitale na bazi hibridizacije energetskih ljuski atoma O
i H [adaptirano prema: Kettle, 1995].

Ab initio proracuni na izolovanim molekulima, ne potvrduju prisustvo

znacajne neposredne elektronske gustine tamo gde se ocekuju slobodni parovi

[www.Isbu.ac.uk/water/molecule.html].

Za izolovani molekul vode, proracunata duzina O-H veze je 0.09584 nm, i
ugao H-O-H je 104.45°. Eksperimentani rezultati za gasovito stanje vode su O-H
duZina 0. 095718 nm, a ugao H-O-H je 104,474°. Ove vrednosti nisu primecéene u
vodi gde ab initio (0O-H duZina je 0.09991 nm, 105.5°), neutronska difrakcija daje
slede¢e rezultate (O-H veza 0.0970 nm, H-O-H ugao 106° pokazuje povecanje

vrednosti uzrokovano vodoni¢nim slabljenjem kovalentne veze. Ove duZine veza i
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uglovi se menjaju zahvaljuju¢i promenama polarizovanosti u razli¢itim
okruZenjima vodoni¢nim vezama i kada je molekul u rastvoru ili jonizovan. Obi¢no
se uzimaju vrednosti za duZinu veze od 0.095 nm i 0.1 nm i ugao H-O-H od 104.52°

do 109.5° [www.lsbu.ac.uk/water/molecule.html].

Vodoni¢ne veze nastaju kada je atom vodonika privucen jakim silama ka
dva atoma, umesto samo ka jednom i predstavlja u stvari vezu imedu tih atoma.
Izmedu dva molekula vode moZe da se formira vodoni¢na veza i tada nastaje
vodeni dimer, koji predstavlja najjednostavniji slu¢aj vodoni¢ne veze i najmanji
vodeni klaster. Kada je prisutno vise molekula, u slucaju tecne vode, moguce je da
se napravi viSe veza, jer kiseonik iz jednog molekula vode ima dva slobodna para
elektrona, od kojih svaki moZe da formira vodoni¢nu vezu sa vodonikom iz drugog
molekula vode. Ovo moZe da se ponavlja na takav nacin da je svaki molekul vode
povezan vodoni¢nom vezom sa cetiri druga molekula (dva preko njegovih
slobodnih parova, a dva preko atoma vodonika). Takode, tecna voda je poseban
slucaj, jer ima isti broj vodoni¢nih veza kao i kovalentnih. Dok je kovalentna
vodoni¢na veza u molekulu vode, srednja vrednost nekovalentne vodonicne veze
medu molekulima 0.0957 nm vode je 0.154 nm (osciluje izmedu 0.141 nm i 0.173

nm).

Kod vodoni¢nih veza u vodi, atom vodonika je kovalentno povezan sa
kiseonikom, ali takode je i dodatno vezan za atom kiseonika drugog molekula vode,
a ta veza je jaca od bilo koje Van der Waals-ove sile koja je aktivna. Vodoni¢ne veze
uticu na to da su molekuli vode ¢ak i do 15% bliZi jedan drugom nego kada u vodi
vladaju samo Van der Waals-ove sile [www.Isbu.ac.uk/water/molecule.html].

Vodoni¢ne veze su delom (oko 90%) elektrostaticke, a delom (oko 10%)
kovalentne i mogu biti aproksimirane sa vezama koje su napravljene od
kovalentnih HO-H--OHz, jonskih HO%--H%+--- 03-H; i dugim vezanim kovalentnimHO-
---0*Hz delovima sa HO-H--OH: dosta ociglednijim nego HO----O*H:, gde se
ocekuje da bude mnogo manje ne-povezanih odbijanja. Povezivanje vodoni¢nim

vezama utice na sve molekulske orbitale[Winter et al, 2007].
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Vazna osobina vodoni¢nih veza je da poseduju smer i po konvenciji, ovaj

smer je smer krace kovalentne veze O-H (=) O-H atom vodonika koji je doniran

Kada se vodoni¢na veza formira izmedu dva molekula vode, preraspodela
elektrona koja se deSava menja dalju sposobnost vodoni¢nog vezivanja. Molekul
vode koji donira atom vodonika ima povecanu gustinu elektrona u svom delu
»slobodnih parova“, Sto pospesuje prihvatanje vodoni¢ne veze, a molekul vode ima
redukovanu gustinu elektrona na svom atomu vodonika i ostaje deo sa ,slobodnim
parom“. Na ovaj nacin je podstaknuto dalje davanje, ali umanjeno dalje prihvatanje
vodonic¢nih veza. Ovakva redistribucija rezultira i zdruzivanjem (tj. prihvatanje
jedne vodoni¢ne veze podsti¢e davanje druge) i ne-zdruZivanjem (tj. prihvatanje
jedne vodonitne veze ometa prihvatanje druge) u mreZzama u kojima se formiraju
vodonicne veze. ZdruZzivanjem vodonic¢nih veza povecéava se duZina O-H veza i pri
tome dolazi do promene i 21 molekul vode poprima izduZenje veze H--0 i O---O.
Povecanje duZine veze je u korelaciji sa ja¢cinom vodoni¢ne veze i dovodi do
vibracionih istezanja O-H veza. Prema tome, O--O razdaljine u klasterima su krace
nego one na periferiji. Ako je vodoni¢na veza znatno nagnuta, sledi da je jaCina veze
slabija. Jac¢ina vodonicne veze linearno zavisi od njene duZine (kraca veza daje jace
vezivanje) i takode skoro linearno zavisi od temeprature i pritiska.

Mnogi biomolekuli imaju dosta vodoni¢nih veza, npr. svaki nukleotid unutar
DNK ima 2 (A=T) i 3 (C=G) vodonicne veze, dok spoljni deo DNK ostvaruje jo$
jednu vezu preko fosforne grupe, a na jednom hromozomu ima tri milijarde
nukleotida, odnosno oko deset milijardi vodoni¢nih veza. Budu¢i da mreza
vodonicnih veza u Celiji osciluje, moZe imati uticaja na rezonanciju vodonic¢nih veza
DNK. Ovo znaci da energetsko stanje vode moZe imati pozitivan ili negativan uticaj
na biomolekule. Sa strukturnog stanovista molekuli vode treba da budu povezani
na razli¢itim razdaljinama sa biomolekulima. Te razdaljine treba da budu ili male
(po jedan molekul) ili srednje i velike (nekoliko do mnogo molekula). Ukoliko
velike razdaljine prevazidu linearnu organizaciju vode, dolazi do nestabilnosti.
Bolje je ukoliko je voda organizovana u vidu malih ili srednjih klastera, lanaca
molekula vode. Klasteri zadovoljavaju potrebu da voda bude mnogo bolje

organizovana. Organizacija u klasterima deSava se na razlicite nacine, Sto zavisi od
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fizicko-hemijskog stanja Celije, tkiva i tela. Ipak, celokupno stanje vode u
organizmu bi trebalo da bude u stanju dinamicke ravnoteZe pojedinacnog
molekula vode, dimera i trimera sa jedne strane (oko 60%) i malih, srednjih i
velikih klastera sa druge (oko 40%). Ukoliko su osobine, veli€ina i broj klastera u

organizmu naruseni, fizioloska funkcionalnost moZe biti naruSena.

Model vodenih klastera

Oscilatorna talasna funkcija (Ju20) molekula vode odredena je simetrijom
poloZaja atoma kiseonika i vodonika u prostoru. Molekul vode ima tri normalne
vibracije (3N-6 stepeni slobode) koje predstavljaju vektore koji polaze iz jezgra

atoma kiseonika i ukazuju na pravac i relativne amplitude kretanja.

TR S |
¢, N 7w N

vy N ¥, 7
Simetriénoistezanje Asimetriénoistezanje Wvijanje
B JQ 8
X v b
Vibracije

Slika 2.6: Moguca dinamika kretanja atoma vode
[nacrtano prema: www.lsbu.ac.uk/water/molecule.html].

Ipak, medumolekularne oscilatorne talasne funkcije vodoni¢nih veza (yro.1)
su primarno odredene dipolom momenta asimetrije naelektrisanja molekula koji
su uklju¢eni u interakciju. Standardna dogma danas je da su vodoni¢ne veze
(izmedu molekula vode) rezultat elektricnih privlacenja izmedu pozitivno
naelektrisanog atoma vodonika i negativno naelektrisanog atoma kiseonika u
susednim molekulima. Ove elektrostaticke interakcije mogu dobro da budu
opisane klasi¢nim fizickim Kolumbovim zakonom, kojim je moguce objasniti
privlaCenje ili odbijanje medu naelektrisanim Cesticama koje su medusobno
udaljene. 1999. godine je eksperimentalno pokazano da slabe vodoni¢ne veze u

vodi delimi¢no dobijaju svoj identitet od jacih kovalentnih veza u molekulu vode
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[[saaces et al, 1999]. Ovo znaci da vodoni¢ne veze imaju dvostruki identitet:
klasiCan (elektrostaticke interakcije bazirane na Coloumb-ovom zakonu - p) i
kvantni (talasna funkcija bazirana na Schroedinger-ovoj jednacini - {r). Na osnovu
podataka dobijenih putem eksperimenata neutronske difrakcije postalo je jasno da
je razdaljina izmedu centara atoma vodonika i kiseonika u kovalentnoj vezi d(0-H)
razli¢itih struktura izmedu 95 i 120 pm, dok je razdaljina izmedu centara atoma
vodonika i kiseonika u nekovalnetnoj vezi d(0...H) izmedu 120 i 200 pm. Sistemsko
istrazivanje i kvantitativna analiza duZina veza O-H...0 pokazala je da parametri
valentnosti vodoni¢nih veza prate pravilo zlatnog preseka, ¢ija je vrednost oko
1,62 [Yu et al, 2006; Heyrovska, 2006; Heyrovska, 2007]. Imaju¢i na umu da su
vodoni¢ne veze najzastupljenije u vodi, koja moZe biti organizovana u mreZe
molekula, postaje jasno da voda preko vodonic¢nih veza (sa klasi¢nim i kvantnim
osobinama) moZe imati znacajnu ulogu u molekularnom i biomolekularom
prepoznavanju. Sa ovog stanovista, dva osnovna cilja danas$nje farmacije su:
1. razumevanje mehanizama molekularnog prepoznavanja u vodenom
rastvoru
2. optimalna struktura vode za pravljenje svakog pojedina¢nog leka.
Danas farmakolozi postaju svesni vaznosti strukture vode u pravljenju
lekova, jer modelovanje ligand-receptor interakcija mora da ukljucuje specifi¢cnu

geometriju, koja je u vezi sa strukturom vode [Plumridge, Waigh, 2002].

Celija je osnovna jedinica grade i funkcije svih Zivih bi¢a. Svaka ¢elija ima
dva nivoa podele, prvi u koji spadaju nukleus, citoplazma i membrane i drugi koji
Cine organele i citoskeleton, a svaka cCelija isprepletana je delovima sa molekulima
vode uredenim u lance ili klastere koji se formiraju zahvaljuju¢i proteinima,
primarnim makromolekularnim komponentama (¢elije. Celokupna unutrasnja
organizacija u celiji tj. intracelularna tecnost (fluid) i sastavljena je od oko
101%malih, razdvojenih delova, a svi zajedno Cine jednu celinu povezanu
vodoni¢nim vezama. Znacajne promene slobodne energije molekula vode i
proteina uticu na to da delovi ispunjeni vodom u ¢eliji igraju dominantnu ulogu u
osmotskoj regulaciji. Delovi ispunjeni vodom u c¢eliji medusobno se razlikuju u

molekularnom kretanju, entalpiji, entropiji, tacki mrznjenja i drugim osobinama, a
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zbog elektrostatickih interakcija polarnih molekula vode sa elektri¢nim poljima
koja nastaju delovanjem kovalentno povezanih parova suprotnog naelektrisanja
izazvanih elektronegativnim atomima kiseonika i pozitivno naelektrisanog azota u
proteinima. Sto se ti¢e ljudskog organizma, voda je neophodna kao sastavni deo
Celija, ali takode je bitna kao transportni i signalizacioni medijum. Glavni transport
obavlja se putem krvi koja prenosi dosta rastvorenih hemisjkih elemenata kroz
telo, npr. glukozu. RavnoteZa izmedu kolic¢ine vode u ¢elijama i u krvi mora da se
odrzava, a bubrezi pomazu u njenom regulisanju. Takode, voda apsorbuje veliku
koli¢inu toplote pre nego Sto temperatura poraste, pa krv transportuje toplotu u
telu do povrSine koZe, gde se oslobada u okolinu. Ukoliko telo mora da se
rashladuje, taj proces je regulisan znojenjem, jer kada voda u obliku znoja isparava

dolazi do hladenja koze.

Kroz istoriju nauke vazila je pretpostavka da cela koli¢ina vode (osim malog
dela od oko 5%) u ¢eliji ispoljava karakteristike kao i slobodna voda u organizmu,
a da citoplazma moze da se tretira kako obican, neidealan vodeni rastvor [Clegg,
1982]. Tokom godina, naucnici su se suprotstavljali ovoj ideji, a narocito Long,
Walter Drost-Hansen (University of Miami, Department of Chemistry) i Aphanasij
Troschin (Institute of Cytology, Leningrad), koji su ukazali na to da je voda u ¢eliji u
stvari sasvim drugacija. Ova tri naucnika svoj rad su zapocela 50.-tih godina
proslog veka, a ispitivanja su nastavljena i do danas [Pollack et al, 2006]. Vazni
zakljucci donesSeni su kasnih 60.-tih godina kada su Freeman Cope (1969) i Carlton
Hazelman sa kolegama publikovali radove na osnovu eksperimenata u kojima je

koriS¢ena pulsna NMR. Zaklju¢ili su da struktura skoro celokupne vode u skeletnim

.....

Bioloski sistemi sastoje se zapreminski najviSe od vode, oko 70-90%,
prazan prostor ¢ini 28-32% i ostatak ¢ine proteini, lipidi, RNK, DNK i dr. NajviSe
vode se nalazi u sastavu intracelularnih fluida [Vander et al, 2001; Pollack, 2001;
Pollack, 2006] i ova voda poznata je kao voda na grani¢nim povrSinama (interfacial
water). Unutarcelijske proteinske strukture i njihovo funkcionisanje je poznato,
dok je vazna komplementarna uloga unutarcelijske vode i njenih interakcija sa

proteinima manje poznata [Pollack, 2001; Ling, 1992; Israelachvili, Wennerstrom,

28



Doktorska disertacija

Zorana Golubovi¢, dipl.inz.mas

1996]. Ove interakcije su, takode, komplikovane jer je voda dipol, a protein je
naelektrisan i pozitivnim i negativnim naelektrisanjem i hidrofilan je [Ling, 1992;
I[sraelachvili,Wennerstrom, 1996]. Takode, zbog svog NH* pocetka i COO- kraja,

svaki protein je dipol.

Mnoge bioloske povrSine pokazuju svojstvo povrSinskog naelektrisanja i
hidrofilnosti [Ling, 1992; Israelachvili, Wennerstrom, 1996]. Smatra se da su ove
osobine zasluzne za znacajnu redukciju difuzije, propustljivosti i transporta
rastvorenih materija u podrucju granicnih slojeva koji se nalaze uz bioloSke
strukture [Hidalgo et al, 1991; Pohl et al, 1998; Sha'afi et al, 1967]. Ovi ,,nemeSani“
slojevi Ciste vode (unstirred layers) prisutni su kod mnogih fizioloSkih stanja i u
razli¢itim sredinama, ukljucuju¢i misice, creva [Cotton, Reuss, 1989], korene
biljaka [Freundl et al, 1998] i crvene krvne ¢elije kod ljudi [Sha'afi et al, 1967].
Takode, igraju klju¢nu ulogu u mnogim fizioloskim procesima, a narocito onim koji
ukljucuju transport rastvorenih materija, enzime i druge hemijske reakcije na, ili u

blizini povrsine Celije [Pollack, Clegg, 2008].

rospnhes i
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Y 200 pm
N 0

Slika 2.7: Primeri iskljucenja Cestica rastvora od razlicitih povrsina [Zheng et al, 2006].

Na slici 2.7a) prikazano je odvajanje rastvora (EXCL) u blizini poliakrilnog
gela. Gel je postavljen na plocicu, sipan je rastvor 1 um mikrosfera i posmatran je
pod invertorskim mikroskopom (Zeiss Axiovert 135) pod uvecanjem 20x. Slika je
napravljena 20 min nakon sipanja rastvora. Mikrosfere (koje se vide na desnoj
ivici) izloZene su aktivnom termickom kretanju. Slika 2.7b) predstavlja odvajanje
mikrosfera pored biloskog tkiva. Kod 8 uzoraka ispitivanih pod sli¢cnim uslovima,
veli¢ina eksluzivne zone (EZ) merena na slikama je bila oko 360+0,50 um. Opticko
vlakno FS-SC-7324, Thorlabs, Newton, NJ (levo) ubaceno je u rastvor mikrosfera i
prikazano na slici 2.7c). Mikrosfere se kre¢u unaperd desno, objektiv je 20x,
mikrosfere su pre¢nika 2 pm. Na slici 2.7d) prikazani su hidrofilni monolejeri koji
sadrZze COOH grupe. Nafion-117 list, Siljasto oblikovan, debljine 170 pum, postavljen
izmedu dve plocice, mnogo vece nego Sto je sam list je na slici 2.7e). Rastvor
karboksilnih mikrosfera prec¢nika 2 um je sipan. Tamne zone su bez mikrosfera.
Brojevi u desnim gornjim uglovima su vremena nakon sipanja rastvora u
sekundama. Prikazano je samo prvih nekoliko minuta. Slika 2.7f) je prikaz Zice od
nerdajuceg celika postavljene izmedu dve plocCice gde je sipan rastvor mikrosfera i

stvorena eksluzivna zona.

U studijama koje su sprovedene 1970., male mikrosfere pre¢nika 250 pm
rastvorene su u vodi i rastvor je sipan u komoru u kojoj se nalazila roznjaca zeca i
kontaktno so€ivo. U roku od nekoliko minuta, pojavila se jasna zona vode bez
Cestica blizu povrSine i mikrosfere su se odvojile, tj. isklju¢ene su iz podrucja, do

razdaljine od 150-350 pm. Posmatrani kao jedinstveni mehanicki kontinuum [Pohl

30



Doktorska disertacija

Zorana Golubovi¢, dipl.inZ.mas

et al, 1998], ,nemesani” slojevi Ciste vode predstavljaju relativno postojane slojeve
vode koji se nalaze uz membrane i granice razli¢itih povrSina u bioloSkim
sistemima, a na njihov znacaj ukazuje njihova Siroka rasprostranjenost u

organizmu [Zhao et al, 2008].

Ova oblast vode u neposrednoj blizini hidrofilnih povrsina koja ne sadrzi
nikakve cestice u sebi u razli¢itim naukama ima razli¢ite nazive: biologija -
,nemesani“ slojevi Ciste vode, nauka o materijalima - vicinalna (susedna) voda,
voda na grani¢nim podrudjima, ogranicena voda (vicinal water, interfacial water,
confined water), fizika - vodena struktura (water structure), nauka o proteinima -
voda na grani¢nim podrudjima, grani¢na voda (interfacial water, bound water),

uopsteno - organizovana voda (organized water).

Teorijski pogledi na vode na grani¢nim povrsinama

Vode koje se nalaze na grani¢nim podrucjima tesko je opisati klasi¢nim,
teorijskim metodama. Pri malim zapreminama, ove vode se ne razmatraju kao
kontinualni fluidi zasnovani na Navije-Stoksovim jednacinama, ili ne mogu da se
razumeju prema klasicnim, fluidno-mehani¢ckim modelima. Umesto toga,
posmatraju se sa stanoviSta da predstavljaju diskretnu mreZu molekula,
razdvojenih vakuumom i povezanih elektrostatickim silama. Modelovanje ove
mreZe poceo je Hemholtz 1853. godine [Helmholtz, 1853] koji je opisao vodu na
grani¢nim podruéjima kao jedinstven sloj naelektrisanja adsorbovan na povrsini,
koji formira jednostavan kondenzator. Ovaj model je proSao kroz nekoliko
znacajnih etapa, ukljucujuci i modifikaciju koju su napravili Gouy i Chapman 1913.
godine, Derjaguin i Landau, i Verwey i Overbeek 1948. godine. Nazvana prema
inicijalima pomenutih nau¢nika DLVO teorija uglavnom se Kkoristi kada se
posmatra modelovanje vode na granicnim podru¢jima i njene dimenzije. U
trenutno zastupljenim teorijama procenjuje se da je debljina sloja vode u
granicnom sloju na hidrofilnim povrSinama maksimalno 1 nm (oko 5-13
molekularnih slojeva vode) [Ruan et al, 2004]. Iako se debljina sloja vode u gani¢im
povrSinama razlikuje u teoriji i posmatranjma, Cinjenica je da je ova voda

organizovana, ili struktuirana i da naelektrisanje povrSine ima znacajnu ulogu u
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struktuiranju vode. Ovo je veoma vazno jer su prakti¢no sve vode na grani¢nim
podruc¢jima u bioloSkom svetu u kontaktu sa veoma naelektrisanim, hidrofilnim
proteinskim povrSinama. Da bi se povezalo teoretsko modelovanje i bioloska

posmatranja, potrebno je vrsiti direktna fizicka merenja.

Mehanicka merenja vode na granic¢nim povrsinama

Detaljna merenja vode na grani¢im povrSinama su izvrsili Jacob
Israelachvili [Horn, Israelachvili, 1981; Israelachvili, 1987; Israelachvili,
McGuiggan, 1988], Steve Granick [Alsten, Granick, 1988; Granick, 1991; Zhu,
Granick, 2001], and Yingxi Zhu [Zhu, Granick, 2001; Goertz et al, 2007]. Razvoj
aparata koji stvara povrsinsku silu i mikroskopije medupovrsinskih sila (interfacial
force microscope) u periodu od 1970. do 1980. od strane Israelachvili-ja i drugih
bili su glavni korak u razvoju instrumentacije za ovu vrstu eksperimenata
[[sraelachvili, 1987; Houston, Michalske, 1992]. 1988. godine pri rezolucijama od
0,1-1 s/nm i 10 nN, aparat koji stvara povrSinsku silu (surface force apparatus)
komprimovao je tanke slojeve vode (1-2 molekularna sloja) izmedu dve povrsSine
liskuna i merena je ¢vrstoca slojeva vode izmedu ove dve povrSine pri 40.000
nN/nm [Israelachvili, 1987]. Deset godina kasnije, slicne eksperimente su sproveli
Granick and Zhu 2001. godine i merili viskoznost pri 10 MPa/s, 10 biliona puta
veca negu viskoznost pri standarnim uslovima za temperature i pritisak (STP). U
skorasnjim ispitivanjima iz 2007. Zhu je potvrdio prethodne rezultate, ali je
pronasao takode da se viskoznost smanjuje sa smanjenjem hidrofilnosti povrSina.
Visoke vrednosti viskoznosti vode na grani¢nim podrué¢jima na hidrofilnim
povrsinama su u vezi sa zaklju¢cima koji su izvedeni na osnovu eksperimenata

redukovane difuzije i transporta u ,nemeSanim“ slojevima ciste vode.

2.3 Osobine vode u prisustvu hidrofobnog-hidrofilnog materijala
nafiona i mikrosfera

Voda na grani¢nim podrucjima i eksluzivna zona

Uzimajuci u obzir molekularno zbijen prostor u celiji, voda na grani¢nim

podrudjima prisutna je u Sirokoj, tec¢noj sredini, dodiruju¢i se sa vrlo
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naelektrisanim, hidrofilnim povrSinama. Mnoge od ovih intracelularnih povrsina
su biopolimeri, koji predstavljaju voda-protein komplekse koji lice na gel [Pollack,
2006; Pollack, Chin, 2008; Pollack, 2003]. Gelovi (hidrogelovi), inace, koriste se u
ispitivanjima vode i pojava vezanih za vodu na mikroskopskom nivou zbog svojih

odli¢nih sposobnosti da sa njom interaguju.

[straZivanja vode na grani¢nim podrucjima duz ovakvih povrsina su obimna
[Zheng, Pollack, 2003; Zheng et al, 2006]. U skorasnjim studijama, jednostavni
eksperimenti su pokazali da se polistirenske mikrosfere (male sferne cestice
velicina od 20 nm do 1000 pum, napravljene od razlic¢itih tipova materijala:
karboksilne, karboksilane, amino, amidin, itd. koje se zbog svojih svojstava koriste
u bioloSkim i medicinskim ispitivanjima), isklju¢uju od povrsina razli¢itih gelova
(slika 2.7) na rastojanjima reda velicina od 100 pm do delova milimetra [Zheng,
Pollack, 2003; Zheng et al, 2006]. Rezultati su sli¢ni otkri¢ima sa roZnjacom zeca od

pre 30 godina [Green, Otori, 1970].
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Slika 2.8: Mikrosfere i eklsuzivna zona. Levo - Veli¢ina EZ ne zavisi od koncentracije
mikrosfera. Sredina - pozitivno i negativno naelektrsane mikrosfere odvajaju. EZ iSCezava
u prisustvu soli. Desno - elektri¢ni potencijal EZ kao funkcija razdaljine [Das, 2011].

Ispitivani delovi rastvora u kojima nema mikrosfera prisutni su bez obzira
na naelektrisanje mikrosfera, ili koncentraciju rastvora
[www.Isbu.ac.uk/water/molecule.html] (slika 2.10). Manje EZ videne su sa ve¢im
mikrosferama (>5 um), ali je ove Cestice teSko drZati u rastvoru jer se taloZe usled
gravitacije. EZ se ne pojavljuju u prisustvu Cestica manjih od 200 nm, kao $to su
kvantne tacke ili fulereni, mada, vizuelizacija ovih cestica putem svetlosnog
mikroskopa je teska. Osim mikrosfera, mnoge rastvorene ili razblaZzene supstance
se iskljuCuju, a veli¢ine im variraju od krupnijih Cestica: mulj i glina, pa do

bioloskih tela: bakterije, virusi i eritrociti, pa do mnogo manjih vrsta, kao Sto su
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proteini [Zhao i sar., 2008]. Bioloske povrSine od kojih se odvajaju Cestice i
formiraju EZ su razne i ukljuCuju razne hidrogelove, polimerne povrsine (nafion),
kao i bioloske povrSine: miofibrili miSi¢a, ligamenata i morske trave, takode,

pokazuju postojanje EZ [Pollack, Chin, 2008; Zheng et al, 2006].

Na stvaranje i nestajanje EZ utiCe i koncentracija soli, jer sa povecanjem
koncentracije EZ iS¢ezava (slika 2.8). Iako je pH vode u vecini eksperimenata
neutralan, veli¢ina EZ zavisi od Kkiselosti ili baznosti rastvora [Zheng, Pollack,

3003].

Eksluzivna zona i nafion

Vodeni gelovi sastoje se od ¢ak 99,99% vode i veoma su korisni pri
proucavanju vode na grani¢im povrSinama. Ipak, u mnogim istrazivackim
grupama, jonomer nafion, polupropusna membrana u kojoj se razmenjuju protoni,
a koja je nepropusna je za kiseonik i vodonik, pokazao se kao idealan materijal za
ispitivanje EZ vode [Basnayake, 2006]. Sa ovakvim osobinama nafion je dizajniran
da bi vrSio separaciju reaktanata i transport protona, a prvenstveno je
karakterisan provodno$éu protona, propustljiivoSéu metanola i termickom
stabilnoS¢u. Takode je i najprikladija povrSina kada se posmatraju i vrSe

eksperimenti sa konzistentim i jakim EZ.

Nafion  predstavlja jonski  kopolimer koji se sastoji od
politetrafluoretilenskog (PTFE - teflon) kostura, koji je hidrofobnog karaktera i
spoljnih lanaca dve serijski povezane etarske strukture koje se zavrSavaju sa
sulfonskim kiselim grupama, koje su hidrofilnog karaktera. Molekularna struktura
je bioloski relevantna jer predstavlja i hidrofobni i hidrofilni intracelulari lipid i

protein.

b)
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d)

Slika 2.9: Voda i nafion. a)Parce teflona (levo) i nafiona (desno) sa kapi vode od 60pL.
Skala je u mm [Goswami, 2008]. b)-d)Tipi¢no formiranje EZ sa nafion tubom i rastvorom
mikrosfera prit=0, 30 i 60s [Das, 2011].

Hidrofilna priroda lista nafiona dolazi do izraZaja kada se ispupcava i uvija
[Goswami, 2008] kada se na njega postavi kap Ciste vode (slika 2.9 a). Kontaktni
ugao izmedu kapi i polimera nafiona veci je od 90° i veci u poredenju sa kapi
postavljenom na teflon (slika 2.9 b-d). Dodavanjem vode na list polimera nafiona,
list i kap ¢e se poravnati, a polimer ¢e absorbovati 20% vode, time pokazujuci da
nafion ima takode i hidrofilne osobine. U nekim istrazivanjima, do potpune
hidratacije lista nafiona doslo je nakon nekoliko nedelja. Otkriveno je da su za ove
pojave odgovorni velika gustina naelektrisanja i kretanja molekula iz sulfonskih
grupa tokom hidratacije/dehidratacije [Kunimatsu et al, 2011; Lu et al, 2008;
Mauritz, Moore, 2004]. Ipak, mnoge teorije nisu potpune buduéi da konkretna
molekularna struktura nafiona nije sasvim jasna [Mauritz, Moore, 2004; Majsztrik
et al, 2008] i da su mehanicke osobine vode nepoznate na grani¢nim podrucjima u

vetim, nevodenim povrsSinama.

Kada se tuba nafiona postavi u komoru napunjenu rastvorom sa
mikrosferama, pojavljuju se velike EZ veli¢ine 300-500 pm. U drugom
eksperimentu, EZ se pojavila sporije pored nafiona postavljenog na dno vertiklne
komore, tj. zaustavilo se kretanje mikrosfera ubacenih u vodeni rastvor, kao da je

ova zona u stvari mehanicka barijera (slika 2.10 levo).
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Slika 2.10: EZ u razli¢itim uslovima. Levo - ubacene mikrosfere zaustavljene na granici
EZ. Srednje - boja za odredivanje pH vrednosti se odvojila (jasan, zuti prsten unutar
debljeg, crvenog polja) od tube Nafiona. Desno - eksperiment sproveden paralelno sa
eksperimentom sa srednje slike, EZ sli¢ne veli€ine (jasno, crno polje) formirala se oko tube
[Das, 2011].

Spektroskopski posmatrano, pokazano je da EZ ima znacajne razlike u
molekularnoj strukturi u poredenju sa vodom u ostatku ispitivanih uzoraka.
Studija koju je sproveo Jian-Ming Zheng 2006. godine sumirala je vecinu
prethodnih eksperimenata i doslo se do klju¢nih zapaZanja:

1. Pokazano je putem UV-VIS spektroskopije da EZ ima znacajan absorpcioni
pik na talasnoj duZini od 270 nm, Sto se razlikuje od pika obice, Ciste vode.
2. Kada je koris¢eno spektroskopija u infra-crvenom domenu (3.8-4.6 pm),

pokazano je da EZ ima redukovanu sposobnost prolaska zracenja u

poredenju sa vodom u ostatku ispitivanih uzoraka.

Oba zakljucka su obezbedila dokaz da je voda u EZ jedinstvena i da je gus¢a
ili bolje medusobno povezana nego voda u ostatku ispitivanih uzoraka. Pokazano
je takode da osobine i pojavljivanje eksluzivne zone neocekivano zavise od bliskog
infra-crvenog svetla (1-5 p) [Chai et al, 2009]. Na talasnim duzinama koje
odgovaraju zapaZenim bliskim infracrvenim pikovima, veli¢ine EZ se znacajno

povecavaju sa neznatnim zagrevanjem vodenog rastvora [Das, 2011].

Da bi se merila koncentracija slobodnih protona, koristi se pH boja da bi se

oznacilo da li je rastvor kiseo (crveno) ili bazan (plavo). Kada se doda u komoru sa
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Nafion tubom, pH boja se takode odvaja od nafiona (slika 2.10 sredina). Veli¢ine EZ
sa pH bojom bile su slicne eksperimentima koji su sprovedeni paralelno, a u kojima
su koriS¢eni rastvori mikrosfera (slika 2.10 desno). Posmatranja pH boja su takode
otkrila da se iza dela EZ se nalazi deo koji je pun protona i koji se smanjuje iza
granice EZ. Ova otkrica pokazala su da se fenomen razdvajanja naelektrisanja
deSava sa formiranjem EZ. Protoni koji napustaju EZ mogu objasniti zaSto se moZe

izmeriti mreZa negativnog elektricnog potencijala u ovoj oblasti.

Slika 2.11: ,Repovi“ EZ. Levo - pH boja je ubacena u komoru i odstojala je 20min.
Negativno naelektrsane mikrosfere presvucene amino grupama dale su rastvoru visoku
pH vrednost i odgovarajucu plavu boju. Kako se EZ formirala, nakupljeni protoni (crveno)
neutralisali su visoku pH vrednost i promeili boju u Zuc¢kastu. Desno - paralelno
sproveden eksperiment, ali samo sa rastvorom amino mikrosfera [Das, 2011].

Uzimaju¢i u obzir pomenute eksperimentalne podatke, dolazi se do
zakljucka da je voda u EZ u obliku ,tecnih kristala“, sa drugacCijim mehanickim
osobinama zbog strukturne uredenosti raspodele naelektrisanja. Dok su
manuelano izvodeni eksperimenti otkrili zonu bez mikrosfera i pH boje u EZ, u
dugoro¢nim eksperimentima ova zona je rasla kao kristal i u drugim slucajevima se
razvlacila kao da je kotinualni medijum. Kada je rastvor mikrosfera, ili pH boja
ubacena pipetom u komoru sa tubom Nafiona, EZ se odmah formira. Tokom dugog

perioda, ova zona je rasla i trag u obliku repa se razvukao u ostatak vode iz

posmatranog uzorka (slika 2.11).

Sli¢no, kada sve tube nafiona stvaraju EZ u rastvoru mikrosfera, u delu
izmedu tuba su se pokazale zbijene EZ izgledaju¢i kao odvojeni mehanicki
kontinumi. Kada su tube postavljene jedna pored druge pomeranje jedne od tuba je
dovelo do skupljanja EZ i formiranja ,mosta“ EZ (slike 2.12 gore) koji je bio

prisutan nekoliko minuta. Ovaj most, u drugim eksperimentima, razvlacen je kao
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viskoelasticni medijum u ,trag EZ“ unutar komore, a veli¢ina je bila nekoliko

milimetara (slike 2.12 dole).

Slika 2.12: EZ u obliku mosta izmedu tuba i u obliku traga. Gore - nakon formiranja EZ
(uocene zbijene zone izmedu tuba), desna tuba je pomerena i time je formiran viskozni
most EZ. Dole - nakon $to je stvorena EZ pored parceta nafiona, parce je pomerano u
komori i time se i EZ pomerala, ostavljaju¢i beli trag u kome nema mikrosfera [Das, 2011].

Eksperimenti i podaci koji su ovde opisani pokazuju da su osobine EZ
drugacije od osobina vode u ostalim delovima ispitivanih uzoraka, kao i da EZ
ispoljavaju silu i mogu biti mehanic¢ki drugacije od vode u makroskopskim
kolicinama. Ovakva sila, tj razlika u mehanicCkom ponaSanju jo$S uvek nije

kvantifikovana i ocekuje se da ¢e biti sprovedena dalja istraZivanja koja ¢e dati

odgovarajuce objasnjenje.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA - UOCAVANIJE
PROBLEMA

Na osnovu uvida u postojeCe stanje predmeta istrazivanja uocavamo

Voda zajedno sa genima, proteinima i mineralima predstavlja najvazniju
komponentu ljudskog organizma i bioloSkog sveta.
Postoje razni pristupi istraZivanju strukturalnih i dinamickih osobina vode,

kao $to su:

akvafotomika (aquaphotomica) na bazi IR spektroskopije - ova
istrazivanja daju brze i jasne analize interakcija izmedu svetlosti i vode
u domenu IR elektromagnetnog spektra. VIS/NIR spektroskopija
omogucava posmatranje vode na molekularnom nivou, $to znadi da je
olaksano dobijanje informacija bitnih za bolje razumevanje
funkcionisanja bioloskog sveta [Tsenkova, 2009; Tsenkova, 2007];

voda kao pseudo-tecni kristal - ova istraZzivanja ukazuju na ideju da je
organizam koherentan, ¢ak kvantno koherentan, i da je voda u obliku
,tecnog kristala“ svojstveni deo molekularne kvantne masSinerije koja
daje energetsko-informacionu osnovu celijama i organizmu u celini.
Tako, ne samo voda u makromolekulima, ve¢ i voda u ¢elijama i tkivima
mora da bude sastavni deo vode koja formira dinamicki koherentne
delove sa makromolekulima koji su u nju uronjeni, tj vode koja je u
stanju tecnog kristala [Wan-Ho, 2008];

istrazivanje vode u eksluzivnoj zoni (EZ) - jedan od znacajnih nauc¢nih
pravaca za bolje razumevanje uloge vode u funkcionisanju biomolekula,
tkiva i ljudskog organizma. Voda u bioloskim sistemima posmatra se sa
stanovisSta da se pojavljuje u formi slojevite interfacijalne vode, tj vode
koja se pojavljuje na granicnim podrudjima, a sa izmenjenim
koherentnim fizicko-hemijskim svojstvima. IstrazZivanja su pokazala da

voda koja se nalazi pored hidrofilnih povrSina ima dugacije
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karakteristike od voda u ostalim stanjima i da se razlikuje u viskoznosti,
gustini, temperaturi smrzavanja i relativnoj propustljivosti. Takode, ova
zona vode moZe biti i nekoliko stotina mikrona Siroka [Zheng et al,
2006].

- klasterizacija vode i njena karakterizacija preko paramagnetizma i

dijamagnetizma [Koruga, 2012 a]

Na osnovu razmatranja postojece literature i stanja, ciljevi ovog istrazivanja su:

1.

izuCiti i istraZiti postojanja eksluzivne zone prilikom interakcije
dejonizovane vode sa hidrofobnim i hidrofilnim materijalima

izuCiti i istraziti istraZivanje postojanja eksluzivne zone prilikom interakcije
dejonizovane vode sa biomolekulima

istraziti postojanja eksluzivne zone prilikom interakcije dejonizovane vode
sa hidrogenizovanim ugljeni¢nim nanomaterijalima

dati objaSnjenje formiranja EZ na bazi vodoni¢nih veza molekula vode
imaju¢i u vidu da molekuli vode u EZ istiskuju strana tela pa osnovna

interakcija medu molekulima vode je vodoni¢na veza.
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4. MATERUAL

4.1 18.2 MQvoda

Dejonizovana voda, takode poznata i kao demineralizovana, je voda iz koje
su uklonjeni joni i sve ostale primese, ¢cime se dobija Cista voda (Cisto¢a u ppb).
Kvalitet i Cistoa ove vode ispunjavaju stroge zahteve Evropske Farmakopeje
(jedino voda za sterilne namene ima jo$ stroZije zahteve).

Tabela 4.1: Zahtevi farmakopeja za Cisto¢u dejonizovane
[http://www.rephile.com/news/newsDetail_148.html].

Materije Evropska Americka
farmakopeja farmakopeja

Nitrati <0.2 ppm -

Teski metali <0.1 ppm -

Otpornost <500 pg/LC" <100 CFU/ml"

Ukupni  oksidacioni | <43 S/cmna20°C | <1.3 pS/cm na 25°C
ogranski ugljenik

Bakterije <100 CFU/ml <100 CFU/ml

Dejonizacija vode

Proces dejonizacije uklanja nepoZeljne jone iz vode putem izmene jona.
Pozitivno naelektrisani joni (katjoni) i negativno naelektrisani joni (anjoni) se
zamenjuju vodonikovim (H*) i hidroksilnim (OH-) jonima, respektivno, u zavisnosti
od afiniteta smole prema jonima (slika 4.1). Vodonikovi i hidroksilni joni se zatim

sklapaju i stvaraju molekule vode.

41



Doktorska disertacija

Zorana Golubovi¢, dipl.inZ.mas

Na* / \ cl

- OH
H* :
H* OH

H OH

& OH
H* H < \ OH-

\ H* ow’
Katjonska smola ! Anjonska smola

() +

Slika 4.1: Sematski prikaz dejonizacije [www.tdsmeter.com/what-is?id=0015].

Vecina izmenjivaca sastoji se od kolone koja je ispunjena poroznim zrncima
smole precnika 0.3 do 1.2 mm. Smole sadrZe aktivne anjonske ili katjonske grupe,
kao $to su jon vodonika i hidroksilni jon, koji se mogu zamenjivati. Prilikom
obrade, voda protice kroz kolonu dolaze¢i u kontakt sa zrncima smole. Uobicajena
brzina protoka je 10 do 30 m/h. Zapremina smole kod jonske izmene je od svega
nekoliko litara za laboratorijsku upotrebu ili u domacéinstvu, pa do nekoliko kubnih
metara za potrebe velikih industrijskih postrojenja. Da bi se izbegla oStetenja
smole i gubitak pritiska, voda koja dolazi u kolonu treba da je prethodno filtrirana

kako bi iz nje bile odstranjene pojedine materije.

Ovako precis¢ena voda ne sadrZi jone, ali moZe da sadrzZi viruse i bakterije,
budu¢i da oni nemaju nesparena slobodna naelektrisanja i ne mogu biti privuceni

elektri¢nim poljem kolone za izmenjivanje, osim ako sluc¢ajno u njega ,upadnu®.
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Slika 4.2: Uporséen uredaj za dejonizaciju
[adaptirano od www.aquatechnology.net/industrial_deionization.html].

Voda rastvara minerale razdvajaju¢i ih na katjone (+) i anjone (-). Na
primer, natrijum hlorid (NaCl) rastvara se u vodi razdvajanjem na katjon natrijuma
(Na*) i anjon hlora (Cl'). Razdvojeni joni imaju jonska naelektrisanja koja se lako
uklanjaju dejonizacijom.

Katjonska smola Katjonska smola

' j 3

NaCl Q

‘ou- ar '

Anjonska smola Anjonska smola

Slika 4.3: Princip odvajanja jona
[adaptirano od www.pakwatercare.org/technical /filtration-method/filtration-methods/].

Neke ¢vrste materije kada se rastvaraju u vodi, ne razdvajaju se na jone, ve¢
imaju dovoljnu gustinu naelektrisanja da mogu da budu premosS¢eni vodenim
molekulom. Primeri su organske materije Secer, alkohol i rastvaraci. [ako se ne
razlazu na jone, oni predaju povrsinsko jonsko naelektrisanje i tako mogu biti

uklonjeni dejonizacijom.

Hidrofobne organske materije i neke bioloSke supstance, kada su pomeSane

u vodi, su ne-jonske i ne mogu biti odstranjene dejonizacijom, ali mogu biti
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uklonjene drugacijom procesima i opremom, kao Sto su multi-media filteri, filteri

sa aktivnim ugljem i reverzna osmoza.

U zavisnosti od kombinacije opreme koja se koristi dejonizacijom se moze
posti¢i otpornost vode Sto odgovara razli¢itim stepenima cisto¢e vode od 100.000

ohm/cm do 18 ohm/cm (ili mega-ohm/cm).

18,2MQ MR S5MR 1M 100000 R 10000 R 10008 100 R 09 10 2 19

| ULTRA | CISTA | CISTA | | |GRADSHA| |MORSKA| | |

| CIsTA | VODA | VODA | | | VODA | | VODA | | |
0,055p5  0,1pSs  0,2p5 1ps 0pS 100 pS 1000 pS 10.000 uS 50.000 pS 100.000 pS 1mho

Slika 4.4: Otpornost vs. provodljivost
[adaptirano prema:
www.apswater.com/article.asp?id=302&title=Conductivity_Vs._Resistivity_Vs_P.P.M._Quic
k_Chart].

Cistoca vode se meri u raznim jedinicama (ppm, ppb, itd), ali se najéesce za
prakticnu upotrebu koristi jedinica otpornosti (ohm/cm) ili provodljivosti
(microsiemens/cm). Pri primeni Ciste vode, Cistoca se meri otpornoscu, jer bi samo
provodljivost bila previSe mala da se precizno izmeri. Primera radi, u
farmaceutskoj industriji je zahtevana Cisto¢a od 100 K€ (100.000 ohm/cm), dok je
u proizvodnji elektri¢nih kola potrebna Cisto¢a od najmanje 10 MQ (10 miliona

ohm/cm).

4.2 Nafion

U eksperimentima koji su izvodeni koriS¢en je Nafion TT-030 u obliku tube
(Perma Pure, LLC). Unutrasnji precnik tube je id = 635 pum, a spoljasnji od = 830
um, debljina zida tube = 97.5 um.

Nafion je prvi napravljeni sintetic¢ki polimer sa jonskim osobinama i na taj
nacin je razvijena sasvim nova grupa polimera poznata kao jonomeri. Jonske
osobine su postignute dodavanjem sulfatne kiselinske grupe, hemijskog jedinjenja
sa izrazito jakim jonskim osobinama. Sadrzi fluoro-ugljeni¢cnu osnovu koja je
zasluzna za hidrofobne karakteristike i per-fluoro-etarske boc¢ne grupe zasluzne za

hidrofilne karakteristike. Kada je izloZen vodi, hidrolizovan oblik SO3 H30*,
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omogucava efikasan transport protona kroz membranu. Takode, pokazuje izrazite

hidrofilne sposobnosti, tj. odlicno apsorbuje vodu zbog povezanosti sulfatnih

grupa.

~[~CF(°F2~H~TF/°‘2~];

o—cF, o _~SF._ //°
el
¢

Fy

Slika 4.5: Hemijski sastav monomera nafiona
[http://en.wikipedia.org/wiki/File:Nafion_structure.png].

Reakecija hidrolize izmedu vode i sulfatne kisele grupe u nafionu:
H20 + SO3H < [H30]* + SO3-.

Nafion se proizvodi u obliku soli sa neutralizovanim sulfatno kiselinskim
grupama. U ovakvom obliku, nafion je termo-plasti¢an (moZe da se izvlaci i formira
pod uticajem temperature i pritiska), ali nije hemijski aktivan. Kada se izvuce i
poprimi finalni oblik, obi¢no oblik tuba ili listova, nafion se aktivira prelaskom
slanog oblika u kiseli. U ovom stanju je poluprovidan. Kada je u aktivnom stanju,
odmah pocinje da reaguje sa okolinom. Da bi transportovao vodu (suve ili vlazne
gasove), voda mora da dode u kontakt sa aktivnim delovima povrSine nafiona.
Osim sposobnosti da je provodnik protona i vode, takode odlicno provodi jone,
odlican je katalizator Kkiselina, odlicno se ponasa na visokim temperaturama (do
190°C) i dobro reaguje na hemijske uticaje (ne otpusta fragmente u toku hemijskih

reakcija).

4.3 Mikrosfere

Mikrosfere koris¢ene u eksperimentima su Polybead® Carboxylate
Microspheres (Polysciences, Inc), negativnog naelektrisanja, pre¢nika 1.00 um i
kolicine Cestica po mililitru 4.55 x 1019,
[www.polysciences.com/Catalog/Department/Product/98/categoryld__322/prod
uctld__542/].
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Slika 4.6: Polisterin mikrosfere pre¢nika 10 um posmatrane pod uvecanjem od 400x.

Postoji citav asortiman polimernih mikrosfera uniformnih veli¢ina koje
imaju razne primene u nau¢nim ispitivanjima vezanim za Zivot Coveka. Dostupne
su u precnicima od 20 nm do 20 um, pa obezbeduju odli¢cnu uniformnost po
veliCinama. Polimerne cestice imaju mnogo potencijalnih primena zbog njihovih
osobina, kao $to je sferni oblik dobro karakterisana povrSina, dobro definisan
precnik i hrapavost. NajvaZzniju primenu mikrosfere imaju u polju biomedicine, u
kome ih sinteza i upotreba novih polimernih materijala sa razli¢itim osobinama
¢ini veoma vrednim komponentama za ispitivanja bioloskih tkiva [Bangs LB, 1987;

Guilford, 1973; Shahar, 1986].

Polimerne mikrosfere su sintetisane procesom emulzione polimerizacije u
kome je surfaktant rasprSen u vodi i stvara emulziju. Generlano, povrSine su im
zbog surfaktanata veoma hidrofilne i stabilne su u vodenim suspenzijama.
Hidrofobni rep i hidrofilna glava molekula surfaktanta formiraju micelijum (slika

4.7a) iznad kriti¢ne koncentracije micelijuma surfaktanta.

a)

@ surfaktant
@ stiren

@ sulfatna grupa

Slika 4.7: Emulziona polimerizacija [adaptirano prema: www.bangslab.com)].
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Kada su dodati hidrofobni monomeri (npr. stiren ili metilmetakrilat) u
vodenu disperziju, ulaze u hidrofobnu unutrasnjost micelijuma (slika 4.7b).
Dodavanje inicijatora pokrece polimerizaciju monomera i rezultat su polimerni
lanci uniformne matrice. Sulfatni joni od inicijatora zavrSavaju na krajevima
polimernih lanaca (slika 4.7c) i omogucavaju pasivnu adsoprpciju i kovalentno

vezivanje proteina za lanac.

Polisterinske mikrosfere se koriste u bomedicinskim istraZivanjima zbog
svoje sposobnosti da olakSavaju proceduru sortiranja celija i imunoloskih
taloZenja. Proteini i ligandi bivaju apsorbovani na polisterin lako i stalno, Sto ¢ini
ove mikrosfere pogodnim za medicinska istraZivanja i eksperimente u bioloSkim
laboratorijama. Mikrosfere se dobijaju u vodenom rastvoru sa 2,5% cvrstih

materija.

4.4 Kontaktno socivo

Refrakcione anomalije kratkovidost, dalekovidost, astigmatizam i
prezbiopija najcesce se koriguju optickim pomagalima, naocarima ili kontaktnim
soCivima. Kontaktna sociva su medicinska pomagala izradena u obliku
konvergentnog, divergentnog ili toricnog (sferno-cilindricnog) optickog sociva
izradenog od plastike u cijoj osnovi se nalaze polimeri, a koja se stavljaju na
roznjaCu oka i time obezbeduju refrakciju svetlosnih zraka kojim se koriguje
odgovarajuca refrakciona anomalija. Za izradu kontaktnih sociva koriste se
materijali koji moraju biti kompatibilni sa suznim filmom oka, roznjacom i
kapcima. "Tvrda" ili "gaspropusna” (RGP) socCiva su na bazi polimetilmetakrilata,
dok su "meka" sociva na bazi hidrofilnih polimera. Pri upotrebi RGP sociva
roznjaca dobija 90 % kiseonika kroz socivo, a samo 10 % preko suza. Zbog svojih
dobrih mehanickih i optickih karakteristika, lako¢e obrade i niske cene
polimetilmatakrilat (PMMA) je do sada najbolji polimer za proizvodnju tvrdih
kontaktnih sociva. Njegova osobina da je umereno hidrofoban je veoma vazna zbog
efikasnog odbijanja proteina. Materijali koji se koriste u proizvodnji gaspropusnih
soCiva su: silikon akrilat, fluoro-silikon akrilat i fleksibilni fluoropolimer. Silikon

karaketriSe visoka propustiljivost za kiseonik i velika hidrofobnost i samim tim je
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smanjena kvasljivost sociva i otpornost na savijanje. Zbog toga se silikonu dodaju
drugi monomeri - metilmetakrilat da bi se poboljsala ¢vrstina i dimenziona

stabilnost, a HAMA da bi se poboljsalo vlaZenje sociva.

Slika 4.8 prikazuje poloZaj gaspropusnog sociva na oku. MoZe se videti da
ako je dobro podeSeno, socivo ni u jednoj tacki ne dodiruje roZnjacu, tj. ono
takoreci “pliva” po suznom filmu. Fraktalna dimenzija kontaktnog sociva je 2.48 do
2.52 u zavisnosti od obrade socCiva. Vrednost od oko 2.5 je najbolja, jer je tada
najbolja interakcija soCiva sa okom [Bojovi¢, 2009]. Tako je obezbedena dobra
pokretljivost sociva i kontinualna zamena suznog filma neophodnog za normalno

funkcionisanje sociva i rozZnjace.

Slika 4.8: Gaspropusno socivo na oku
[preuzeto iz: www.allaboutvision.com/contacts/rgps.htm].

Polimeri za proizvodnju gaspropusnih kontaktnih soliva dobijaju se
hemijskom reakcijom polimerizacije. Polimerizacijom hemijska jedinjenja male
molekulske mase, tj. monomeri, ili smesSa jedinjenja takvog tipa, medusobno
reaguju do trenutka kada se iscrpe sve funkcionalne grupe, nastaje jedinjenje i
molekuli sa vecom molekulskom masom od samih reaktanata. Kao proizvod ove
reakcije nastaje polimer [Smith, March, 2007]. IstraZivanjem u ovoj disertaciji
obuhvacene su tri vrste gaspropusnih (RGP) sociva, od kojih su dva italijanske
kompanije SOLEKO™, pod komercijalnim nazivom SP-40™., Materijal koriS¢en pri
izradi ovih sociva pripada grupi polimera pod nazivom poli-MMA-co-
SiloxySilanMetacrylati. Polimerizacija metilmetakrilata izvrSena je putem
radikalne polimerizacije u prisustvu inicijatora 2,2-azobisizobutironitrila (AIBN).
Nanofotonski materijal za jedan od ispitivanih tipova kontaktnih sociva dobijen je

uklju¢ivanjem molekula fulerena Ceo i njegovih modifikovane forme (derivata)
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fuleren hidroksilata Ceo(OH)24 - fulerola u strukturu osnovnog materijala SP-40
[Projekat I1145009; Stamenkovi¢, 2012]. Novi materijali su dobijeni tako Sto su
Cestice fulerena pomeSane sa monomerima, koji ulaze u sastav materijala SP-40.
Polimerizacija je bila homogena i izvedena je pojedinacno dodavanjem po 1 g od
svakog nanomaterijala u osnovni materijal, tako da je njihov procenat u smesi bio

0.33%.

4.5 Kolagentipal

Osobine vode u prisustvu biomolekula kolagena tipa |

Kolagen spada u grupu visefunkcionalnih proteina koji se naj¢es$ce nalaze u
kostima, kozi, tetivama, ligamentima, krvnim sudovima i zubima. Kao
najzastupljeniji protein kod sisara ¢ini 40% suve mase tela, tj. 70% suve mase
koZe. Kolageni se posle sintetisanja u citoplazmi izlucuju u ekstracelularni prostor,
tu se ureduju u polimere, tanke, vlaknaste strukture poznate kao kolageniski fibrili,
precnika 10 - 300 nm. Fibrili se udruZuju u vece skupine, kolagenska vlakna koja
imaju i po nekoliko mikrometara u pre¢niku [Koruga, Tomi¢, 2002]. Njihova
osnovna struktura se menja u pojedinim tkivima. U tetivama i ligamentima
postavljena su paralelno radi postizanja visoke ¢vrstoce, a u koZi su kolagenska
vlaka odli¢no uredena u slojeve ispod bazalne membrane, kao i u dermisu, a slojevi

su sa ,slucajnom” raspodelom orjentacije. [Rakovic¢ et al, 2010]

Prema dosadasSnjim rezultatima 24 (a i viSe) proteina klasifikovano je u
grupu kolagena [Miller, 1984; Kuijpers et al, 1999; Hahn et al, 2006]. Svi ovi
molekuli kolagena razlikuju se prema sastavu amino-kiselina u sekvencama u
lancu, a medu njima je najzastupljeniji kolagen tipa I. Njegovu strukturu cCini
tropokolagen, a masa mu iznosi 285.000 Daltona (1D = 1,67 x 10-2¢ kg).
Tropokolagen sadrzi tri polipeptidna lanca, a heliksa, a svaki od njih je uvijen u
spiralu u smeru levog zavrtnja. Ovi lanci su medusobno isprepletani tako da
formiraju kvaternernu strukturu u obliku snopa, a pri formiranju ovog snopa svaki
lanac se ponovo spiralno uvija oko centralne molekulske ose, ali u smeru desnog

zavrtnja.
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Slika 4.9: Nivoi strukture kolagena (levo) i spirala tropokolagena (desno).
[Rakovi¢ et al, 2010; www.alexandria.healthlibrary.ca/documents/notes/bom/unit_1/L-
36%20Skin-1%20Collagen%20and%Z20Extracellular%Z20Matrix.xml].

U 95 % aminokiselina zastupljena je sekvenca Gly-X-Y, gde je Gly glicerinski
ostatak, a X i Y mogu biti bilo koje druge amino-kiseline, a naj¢eS¢e su to prolin
(Pro) i hidroksiprolin (Hyp). Tri lanca u heliksu kolagena su radi stabilnosti

medusobno povezana poprecnim vodoni¢nim vezama.

Tabela 4.2: Raspodela kolagena u ljudskom organizmu [Koruga, Tomi¢, 2002; Fratzl,
2008].

kolzlgr:ena Raspodela u tkivu

I najprisutniji kolagen u kozi, ligamentima, kostima, roznjaci, plu¢ima i
krvnim sudovima

11 specificno rasporeden, nalazi se samo u hrskavici

I11 nalazi se u relativno elasti¢cnim tkivima: placenta, pluca, krvni sudovi

IV kolagen bazalne membrane u koZi

\Y u roznjaci oka sa malim udelom zajedno sa tipom I

VI u vecini intersticijalnih tkiva zajedno sa tipom I

VII nalazi se ispod bazalne membrane, kao spoj epidermis i dermisa -
epitelijalna tkiva

VIII prisutan u nekim endotelijalnim ¢elijama

IX u hrskavici, zajedno sa tipom II

X u hipertrofi¢noj i mineralizovanoj hrskavici

XI u hrskavici

XII javlja se uvek u interakciji sa tipovima I i 111
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Slika 4.10: Povezivanje filamenata kolagena u kozi [adaptirano prema: Gawkrodger,
2002].

4.6 Hidrogenizovan nanomaterijal fulerol C5o(OH),, i njegove
interakcije sa vodom

Postoje tri vrste nano-struktura:

1. nanopartikule - materijali koji se dobijaju procesom sinteze jedne vrste
metala (zlato, srebro, bakar.... kvantne tacke) i usitnjavanjem
makroskopskog materijala (npr: grafit se seCe do dimenzija nano nivoa)
[Wiesner et al., 2006; Aikawa et al., 2007; Badireddy et al., 2007; Beavers et
al, 2006]. Nanocestice na koje je obracena najveta paznja naucnika su
kvantne taCke i metalni oksidi.

2. nanomaterijali - najviSe proucavani su fulereni [Brant et al, 2006; Brant et
al, 2007; Langa, Nierengarten, 2007; Lyon et al, 2006] i predstavljaju
strukture koje nastaju u procesu sinteze kod kojih je najmanje jedna
dimenzija na nano nivou (O0D-fuleren, 1D-nanotube, 2D-grafen, 3D-

dijamant).

Fulereni

Fulereni su treca alotropska modifikacija ugljenika, pored dijamanta i
grafita (slika 4.11). Otkric¢e fulerena Ceo 1985. godine od strane Ser Harold W.
Kroto-a, Robert F. Culr Jr.-a i Richard E. Smiley-a, otvorilo je nove perspektive u
hemiji i nauci o materijalima [Kroto, 1985]. Dobili su ime po geodetskim kupolama

Richard Buckminster Fuller-a i takode su poznati kao ,bakminster fulereni“ ili
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»buckyballs“. Ugljenikovi atomi u fulerenima mogu biti organizovani u sfernom

(Ce0), elipsoidnom (C7o0) - obliku kaveza, ili cilindri¢cnom (nano tube) obliku.

Slika 4.11: Forme ugljenika: dijamant (3D),grafit (2®3)D), grafen (2D),
nano tube (1D), fuleren (0D), respektivno.

Jedinstevne osobine koje fulerene Cine interesantnim su: nizak prag emisije
odlicna stabilnost emisije [Dresselhaus, 2001; Rinzler et al, 1995], dobre
sposobnosti skladiStnja vodonika [Cheng et al, 2001], velika jacina istezanja i
elasti¢nost [Ajayan, Zhou, 2001], elektricna osetljivost u razli¢itim hemijskim
sredinama [Chopra et al, 2003] i visoka termicka stablnost [Langa, Nierengarten,
2007]. Zbog ovih jedinstvenih osobina, fulereni imaju Siroku primenu (kompoziti
velike snage, filtracione membrane za filtriranje vode, vazdu$ni filteri, pri
pravljenju lekova u farmaceutskoj industriji, uredaji za skladiStenje energije -
skladiStenje vodnika) [Koruga et al, 1993]. Ugljeni¢ni nanomaterijali i njihovi
derivati su ispitivani kako bi se optimizirao prolazak lekova kroz krvno-mozdanu
barijeru[Martin, Kohli, 2003], narocito kroz ¢elije zahva¢ene kancerom [Kam et al,
2005]. Da bi fulerni dostigli svoj pun potencijal moraju biti rastvoreni u vodenim ili
drugim pogodnim rastvorima. Sintetisanje fulrena moZe se odvijati na razli¢ite

nacne i razli¢itim tehnkama, a sve s obzirom na funkciju koju treba da obavljaju.
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Vodeni rastvori fulerena

Fulereni su veoma slabo rastvorljivi u vodi, a procenjena rastvorljivost je
manja od 10-° mg/l [Marcus et al, 2001; Heyman, 1996]. Nerastvorljivost fulerena
u polarnim rastvaracima, kakva je voda, posledica je njihove hidrofobne prirode.
Hidrofobne povrsSine su karakterisane nedostatkom Lewis-ovih Kiselo-baznih
poloZaja (y*1i y-), koji sprecavju molekule vode da se vezu putem vodoni¢nih veza
sa povrSinom. Razlog za hidrofobnost fulerola leZi u izbacivanju molekula fulerena
iz vodenih rastvora, zbog slobodne energije vodoni¢nih veza i kohezije molekula
vode (-102 ml/m?) [Van Oss, 1993]. Ova slobodna energija kohezije nastaje zbog
prirodne tendencije molekula vode da se struktuiraju. Molekuli vode se
struktuiraju u obliku mreZa vodoni¢nih veza (ve¢ pomenuto u delu 4.1), koje se
kontinuirano stvaraju i raspadaju [Israelachvili, 1992]. Tip interakcije koji ¢e se
desiti sa molekulima Ceo i vode, tj. da li ¢e Ceo biti rastvoren ili izbacen iz rastvora,
moZe biti procenjen kroz analize interakcija na grani¢nim pordudjima izmedu

molekula rastvaraca i Ceo. Slobodna energija u granicnim podrucjima izmedu Ceo i

vode (AG;,,) moZe se izraziti na sledeci nacin [Van Oss, 1993]

AG;, = _2\/Y1LWY3LW + \/Y1+Y3_ + \/3(1_'}/3+ : (1)

U jednacini (1) komponente koje se odnose na Ceo obeleZene su indeksom 1,
a one koje se odnose na rastvara¢ - vodu obeleZene su indeksom 3. Iz ove

jednacine se vidi da je interakcija izmedu molekula Cso i vode funkcija komponenti
povrsinske energije apolarnih Van der Waals-ovih (") i polarnih Lewis-ovih
kiselina (y") i baza (y") za obe materije. U stvari, AG,; je uvek negativno jer je

voda uvek privucena hidrofobnim povrsinama, ¢ak i u najmanjoj meri.

Fuleroli

Fuleroli su inZenjerski modelirani nanomaterijali s obzirom na njihovu
namenu. Molekul fulerola ima oblik ikonosaedra, sa 12 pentagona i 20 heksagona.

Kod fulerena, bazne osnove fulerola, svaki atom ugljenika povezan sa joS tri
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susedna atoma preko sp? orbitala i dodate su OH grupe. Broj OH grupa teorijski

moZe biti od 1 do 60, a stabilnim su se pokazali fuleroli sa 10 - 24 OH grupe.

Ovi molekuli su hidrofobni i najbolje se rastvaraju u vodi i organskim
rastvarac¢ima. Da bi bili biomedicinski primenljivi, fulereni moraju da imaju
molekule rastvorljive u vodi. S obzirom na ¢injenicu da formiraju 3 razli¢ita mesta
vezivanja, moguce je napraviti fulerene rastvorljive u vodi dodavanjem 12 i 24
hidroksilne (OH)- grupe. Ove supstance nazvane fuleroli su veoma pogodne za
medicinsku i farmaceutsku primenu. Fulerol sa 24 hidroksilne grupe C¢o(OH)24 ima
prec¢nik od oko 1,2 nm i simetri¢no rasporedene hidroksilne grupe na sferi Ceo.
Tamno braon je boje, amorfne strukture i rastvorjiv u vodi i dimetil-sulfoksidu
(DMSO). Kada se rastvori u vodi (u pH intervalu od 3,5 do 9,8), u opsegu
koncentracija od 103 mol/dm do 5x10-3 mol/dm,+ stvara polianjonske nano
skupove (gomile), ¢ije su veli¢ine uglavnom izmedu 20 i 100 nm. Skupovi veli¢ine
preko 400 nm nisu interesantni za bioloska istraZivanja [Djordjevic, Bogdanovic,

2008].

Slika 4.12: Molekul fulerola Ceo(OH)24 [Chiang et al, 1994].

Postoje brojne tehnike za sintetisanje fulerola i s obzirom na njih molekul
koji nastaje ima jednstvene osobine. Neke od najucestalijih tehnika za sintetisanje
fulerola su: oksidacija u veoma kiselim uslovima [Chiang et al, 1994; Vileno et al,
2006] i oksidacija u veoma baznim ili akalnim uslovima [Husebo et al, 2004; Xiang
et al, 2004]. Svaka tehnika stvara fulerol sa razli¢itim brojem hidrksilnih grupa na
kavezu. 1z ovoga sledi da nisu svi fuleroli isti. Broj hidroksilnih grupa moze da

varira od 10 do 36, u zavisnosti od procesa proizvodnje [Vileno et al, 2006], a
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najinteresantniji za istraZzivanje su fuleroli sa 18 i 24 OH- grupe. Ovaj broj OH-
grupa utiCe na mnoge osobine, medu kojima su naelektrisanje, hidrofobnost i

stabilnost u rastvoru.

Fuleroli mogu biti izdvojeni iz nerastvorljivih Cso koriS¢enjem metoda UV
apsorpcije (UV-VIS), IR transmitanse ili adsorpcije, nuklearne magnetne rezonance
(NMR) i spektorskopije rezonance elektronskog spina (electron spin resonance -
ESR). U spektru koji karaterise fulerol u vodi pikovi su u oblasti od 200 do 400 nm i
raSireni su, a talasne duZine su manje (pikovi 2 i 3) (slika 4.13). Jedini potpuno Cist
pik pojavljuje se na A = 232 nm, a polozZaj svakog pika moze da zavisi od tehnike

sintetisanja fulerola.

C
/ 0

5
= A Pik 1
g d ‘//R= 232 nm
= Pik 2
~ /R:)?Gnn\
32,
<

Pk 3

¢ A= 349 nm

Fulerol

200 300 400 500 600 700 800
Talasna duiina (nm)

Slika 4.13: Ultraljubicasti vidljivi (UV-VIS) spektar apsorpcije za Cist fuleren Ceo i klastere
fulerola u vodi. Spektar apsorpcje za fulerol pokazuje tri pika Cistog fulerena koji postaju
Siri u rastvoru fulerola [Klaus, 2011].

Sirina apsorpcionih pikova zavisi od formiranja klastera fulerola u vodi

[Vileno, 2006]. UV-VIS analize vodenih rastvora koriste se da bi se odredila

koncentracija fulerola u rastvoru koriS¢enjem Beer-Lambert-ovog zakona.

Na slici 4.14 prikazano je kako raste koncentrcija fulerola, tj. vidi se Sirenje
pikova u spektru fulerola. Ovo se deSava zbog saturacije (taloZenja) rastvora, tj.
kako raste koncentracija - C, raste i absorbansa - A. Ipak, druga bitna
karakteristika spektra je prisustvo, takode, Sirokih pikova i u mikro-molarnim

koncentracijama.
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Slika 4.14: UV-VIS spektar apsorpcije razliitih koncentracija fulerola u vodenim
rastvorima [Vileno et al, 2006].

Fulerol je polukiseli molekul, gde svaki proton hidroksilne grupe (C-OH)
moZe da se izdvoji u vodi i stvara spojenu bazu (C-O-) [Vileno et al, 2006]. Stvaran
broj C-OH i C-O- grupa po molekulu Ceo zavisi od pH vrednosti, jer hidroksilne
grupe prolaze kroz procese protoncije i deprotonacije. Protonacija se odnosi na
dodavnje potona (H*) na atom ili molekul, $to je u ovom sluc¢aju OH- grupa vezana
za molekul Cso. Tokom protonacije, masa molekula fulerola raste za 1,0079 g/mol,
Sto predstavlja molekularnu masu jednog atoma vodonika. Deprotonacija se

odnosi na uklanjanje protona (H*) iz molekula radi stvaranja spojene baze (-O-).

Klasteri fulerola

Primarna svrha derivatzacije fulerena Ceo i stvaranja fulerola je stvaranje
relativno stabilnih vodenih rastvora. Fuleroli formiraju molekularne klastere koji
formiraju lancane strukture sastvaljene od viSestrukih klastera vode (slika 4.15
levo). Posmatranjem rastvora fulerola koris¢njem dinamickog rasejanja svetlosti
vidi se da je raspodela velic¢ina u stvari Siroka, $to znaci da formiraju polidisperzne
rastvore (slika 4.15 desno). [ako su polidisperzni, glavna veli¢ina klastera krece se
u opsegu izmedu 100 i 200 nm [Brant et al, 2007]. U ovom opsegu, klasteri fulerola

su klasifikovani kao mali koloidi i prave agregate.
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Slika 4.15: Levo - slika dobijena transmisonom elektronskom mikroskopijom (TEM)
klastera fulerola i amorfnih agregata u vodi. Desno - Distibucija po veli¢inama za
odredenu disperziju klastera fulerola u vodi [Vileno et al, 2006].

Klasteri fulerola formiraju velike, ,labave“, amorfne sklupine u vodi.
Analizom Kklastera fulerola difrakcijom X-zraka pokazano je da je unutra$nja mreZza
fulerola potpuno amorfna. Formiranje klastera fulerola deSava se ¢ak i pri mikro-
molarnim koncentracijama [Chiang et al, 1994] i relativno nezavisno od hemijskog
stanja rastvora (pH, jaCina jonskih veza) ili uslova okoline (temperatura) [Brant et
al, 2007]. Dalje, formiranje klastera fulerola desava se bez obzira na povecan broj
hidroksilnih grupa u molekularnom kavezu [Klaus, 2011]. MreZa vodoni¢nih veza
sa silama kohezije smeStena je unutar jezgra klastera, a odbojne, negativno

naelektrisane grupe smesStene su na spoljasnjoj strani kaveza.

Pri izvodenju eksperimenata u ovoj disertaciji koriS¢en je fulerol Cistoce

99,5 % (MER Corporation, Tucson, Arizona, USA).

PonaSanje nanocestica u okviru bioloSke mikrosredine, stabilnost,
vancelijska i Celijska distribucija zavise od njihove hemijske strukture, morfologije
i velicine. Takode, nacin njihovog unosenja u organizam je veoma znacajan, pa tako
mogu da se unose putem krvotoka - intravenski ili kroz koZu - subkutano [Ostiguy,

2008].
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5. METODE | TEHNIKE ISTRAZIVANJA

5.1 Osnove esperimenta

Komora

Za pravljenje komore potrebne za izvodenje eksperimenata nabavljene su
jednostavne mikroskopske ploCice (Fisher Scientific, glass microscope slides,
kategorija #12-544-1, 75 mm x 25 mm, debjline 2 mm) u radionici Pollack Labratory
(University of Washington, Seattle). Plasti¢ni Sablon je precizno konstruisan da bi
bili iseCeni identi¢ni delovi, a ploCice su ise¢ene na odgovaraju¢e dimenzije sa
dijamantskim noZem za staklo. Na pet razlicitih plocica je uz pomo¢ mini obradnog
centra izbuSeno pet kruznih rupa precnika 3 mm, 9 mm, 27 mm, 31 mm i 36 mm.
Visina svih komora je 2 mm. Dno komore je tanka staklena plocica debljine 1 mm
(VWR, no. 1 micro cover glass, category #48382-126). Upotrebom tankog stakla je
povecana prostorna rezolucija i takode omogucéena bolja osvetljenost uzorka. Za
povezivanje plocica koriscen je UV lepak (Norland Optical Adhesive, #72). Lepljenje
svake komore je trajalo 24 h. Lepak koji je bio viSak je sastrugan uz pomoc¢ skalpela
pod mikroskopom sa uvecanjem 2x. Ceo sklop je zatim detaljno ispran ultracistom,
dejonizovanom vodom (Barnstead, NANOpure Diamond Analytical ultrapure water
system, model #D11901) i osuSen vazduhom pod pritiskom. Nakon svakog
eksperimeta, komore su detaljno ispirane dejonizovanom vodom i suSene
vazduhom pod pritiskom. Komore su punjene razli¢itim rastvorima razlicitih
koncentracija sa 12 pl (3 mm), 100 pl (9 mm), 7 ml (27 mm), 10 ml (31 mm) i 14
ml (36 mm) i nivo te€nosti je bio = 1-1.5 mm. Visina korita je uticala na to da ne
dode do isticanja tecnosti i kapilarne akcije na tubi nafiona, $to je znacajno uticalo

na opticku rezoluciju i vizuelizaciju, jer je senka u toku snimanja bila umanjena.
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Slika 5.1: Komore sa otvorima prec¢nika 3 mm, 9 mm i 27 mm, respektivno
(napravljene u Pollack Laboratory, University of Washington, Seattle).

Drzac za tubu Nafiona

Tube nafiona (koriS¢ene u 3 eksperimenta) koje utiCu na stvaranje
eksluzivnih zona seCene su finim sklapelom na visinu od 2-3 mm pod
mikroskopom sa uveéanjem 2x. Vertikalno postavljene tube su drzane
jednostavnom, pod pravim uglom savijenom Zicom, koja je umetnuta u rupicu
izbuSenu na gornjem delu komore. Sve koriS¢ene Zice su bile od platine sa
pre¢nikom koji je odgovarao unutra$njem precniku tube nafiona. Zice od platine su
izabrane kako bi se umanjila mogu¢nost rdanja (korozije) i povrSinskih reakcija sa
teCnostima-rastvorima koji su sipani u komoru radi vr$enja eksperimenta. Postolje
je drzalo tubu nepomic¢no u jednoj poziciji tokom svakog eksperimenta. Svaki
eksperiment za svaki rastvor, koncentraciju i komoru ponovljen je pet puta i svaki

put je koris¢ena nova tuba.

Slika 5.2: Zica savijena pod pravim uglom sa tubom nafiona na kraju.
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Slikanje i snimanje

Slikanje uzoraka i snimanje eksperimenata izvodeno je svetlosnom
mikroskopijom svetlog polja (bright field light microscopy) sa objektivom uvecanja
2,5 x na invertorskom mikroskopu (Axiovert 35, Zeiss, Inc.). Video zapisi i slike
stvaranja eksluzivnih zona napravljeni su CCD kamera sistemom (Color Digital
Camera #CFW-1312C, Scion Corporation) i analzirane programom Image] (v1.46f,
NIH). Nakon kalibrisanja kamere, merenje veli¢ine eksluzivnih zona vrSeno je
merenjem veli¢ina 5 razlicitih debljina EZ i usrednjavanjem vrednosti. Dobijanjem
srednje vrednosti za eksperimente redukovana je mogucnost postojanja greSke

nastale pri merenju i povecan je statisticki znacaj.

) Mesto za postavijanje

uzorka - komore =
o
74

jo L

A

Slika 5.3: Aparatura za izvodenje eksperimenata
(Pollack Laboratory, mikroskop Axiovert 35, Zeiss, uvecanje sociva 2,5x).

5.2 Postavke eksperimentalnih istrazivanja

U disertaciji vrSena su 4 tipa ekperimenata u kojima je istrazivano
ponasanje vode, tj. eksluzivne zone, njena veli¢ina i ponaSanje s obzirom na

razli¢ite koncentracije razlicitih rastvora i veli¢ina komora:
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1. rastvori dejonizovane vode sa mikrosferama

2. rastvori hidrogenizovanog nanomaterijala fulerola sa mikrosferama u
dejonizovanoj vodi

3. biomolekul kolagen u razli¢itim koncentracijama i oblicima sa
mikrosferama u dejonizovanoj vodi

4. kontaktna sociva sa rastvorima dejonizovane vode sa mikrosferama i

rastvorima za sociva sa mikrosferama u dejonizovanoj vodi.

Eksperiment 1 - Ispitivanje rastvora dejonizovane vode sa mikrosferama

Za potrebe izvodenja eksperimenta napravljeni su rastvori dejonizovane
vode sa karboksilatnim mikrosferama pretnika 1 pm u Cetiri razlicite
koncentracijame: 1:25, 1:50, 1:100 i 1:500, po zapremini. Rastvori su sipani u pet
razliCitih komora sa rupama pre¢nika 3mm, 9mm, 27mm, 31mm i 36mm. U svakoj
komori tuba nafiona TT-030 bila je vertikalno postavljena (slika 5.4). Pri svakom
ponavljanju eksperimenta (pet puta) secena je nova tuba, a svaka komora je
ispirana sa dejonizovanom vodom. Reakcija izmedu hidrofobno-hidrofilnog

nafiona i hidrofilnih mikrosfera dovela je do struktuiranja vode i stvaranja

Svetlo '

35

Komora . Mikroskop

Slika 5.4: Sematski prikaz postavke eksperimenta.

eksluzivne zone.

Tuba nafiona

Slike i video zapisi su pravljeni u tri vremenska intervala u odnosu na

trenutak sipanja rastvora u komore: 10min, 15min, 20min.

Punu veli€inu EZ dostiZe nakon 7 min po sipanju rastvora u komoru.
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Mikrosfere —>

PN

e
A

Tuba nafiona

Slika 5.5: Primer mikroskopskog prikaza eksluzivne zone kod vodenog rastvora
sa mikrosferama uz prisustvo tube nafiona uz uvecanje 2,5x (unutrasnji d = 635 um, a
spoljasnji d = 830 pum, debljina zida tube = 97.5 pm).

Eksperiment 2 — Ispitivanje rastvora hidrogenizovanog nanomaterijala fulerola
sa mikrosferama u dejonizovanoj vodi

Za izvodenje eksperimenta prvo je napravljen vodeni rastvor fulerola
koncentracije 1 puM. U taj rastvor dodate su karboksilatne mikrosfere precnika 1
um i napravljeni rastvori u tri razliCite koncentracije: 1:25, 1:100 i 1:500, po
zapremini. Rastvori su sipani u komoru sa rupom precnika 27 mm u kojoj je
vertikalno postavljena tuba nafiona TT-030. Pri svakom ponavljanju eksperimenta
(pet puta) secCena je nova tuba, a komora je ispirana dejonizovanom vodom.
Reakcija izmedu nafiona i mikrosfera u vodenom rastvoru fulerola dovela je do
stvaranja, struktuiranja vode i pojave eksluzivne zone. Zbog velike
koncentrisanosti mikrosfera u rastvoru koncentracije 1:25, pretpostavlja se da je
formiranje EZ pod dodatnim uticajem sila koje deluju medu zgusnutim
mikrosferama, pa ta koncentracija nije najmerodavnija za ispitivanja nacina

struktuiranja slojeva tec¢nosti.

Slikanje eskperimenta i video zapisi pravljeni su u tri vremenska intervala u

odnosu na trenutak sipanja rastvora u komore: 10 min, 15 min, 20 min.

Punu veli¢inu EZ dostiZe nakon 5 min po sipanju rastvora u komoru.
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Eksperiment 3 — Ispitivanje biomolekula kolagena tipa I u razli¢itim
koncentracijama i oblicima sa mikrosferama u dejonizovanoj vodi
U ovom eksperimentu koriS¢ene su dva vrste kolagena tipa I:
1. Liofilizovan kolagen tipa I (tele¢a koZa) (Sigma Aldrich, St Louis, MO)
2. Tecni kolagen tipa I (rep pacova) (BD Biosciences, cat.no. 354236)
Za izvodenje eksperimenta koris¢ena je komora sa rupom prec¢nika 27 mm,

napravljena prethodno opisanim postupkom.

Plotica sa
tankim
filmom/gelom

|

Komora

Slika 5.6: Sematski prikaz postavke eksperimenta.

Eksperimenti u kojima je koriS¢en kolagen iz repa pacova raden je na viSe
razli€itih nacina u cilju postizanja optimalnih uslova i koncentracija pri kojima ce
do¢i do stvaranja eksluzive zone. Kolagen je po protokolu pripremljen za izvodenje
eksperimenata uz koriS¢enje 0,02 N acetatne kiseline. Sprovodeni su sledeci

eksperimenti:

1. Rastvor kolagena sipan je u komoru sa tubom nafiona.

2. Plocica je premazana tankim slojem kolagena, postavljena je u komoru i
dodat je rastvor dejonizovane vode sa mikorsferama u koncentraciji 1:25.

3. Plocica premazana gelom kolagena, dobijenim iz rastvora napravljenog po
protokolu za izvodenje eksperimenata postavljena je u komoru i sipan je

rastvor dejonizovane vode sa mikrosferama u koncentraciji 1:500.

Pri eksperimentima u kojima je koriS¢en kolagen iz telece koZe postupano
je na isti nacin. Isprobavane su razliCite koncentracije i nacini pripremanja

kolagena.
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1. Rastvor kolagena je sipan u komoru gde je postavljena tuba nafiona u
jednom eksperimentu, i gde je postavljen list nafiona u drugom
eksperimentu.

2. Rastvor kolagena u koje su dodate mikrosfere i dobijen rastvor
koncentracije 1:500, po zapremini, sipan u komoru sa tubom nafiona.

3. Plocica je premazana sa gelom kolagena, sipan je rastvor dejonizovane vode
vode sa mikrosferama u koncentraciji 1:500.

4. Plocica je premazana sa gelom kolagena, dobijenim iz rastvora po protokolu
za izvodenje eksperimenata

[http://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/articles/biofiles/collagen-product-protocols.html], i sipan je
rastvor fulerola sa mikrosferama u koncentraciji 1:500.

5. Ista vrsta gela postavljena je u komoru bez plocice, sipan rastvor

dejonizovane vode sa mikrosferama u jednom eksperimentu, kao i rastvor

fulerola sa mikrosferama u koncentraciji 1:500 u drugom eksperimentu.

Eksperiment 4 — Ispitivanje kontaktnih sociva sa rastvorima dejonizovane vode
sa mikrosferama i rastvorima za sociva sa mikrosferama
U eksperimentu su koriséene tri vrste RGP kontaktnih sociva:
1. Europerm 30 Blue
2. SP-40
3. SP-40 + Cso(OH)24
Za izvodenje eksperimenata napravljene su dve vrste rastvora. Za jedan
eksperiment napravljen je rastvor dejonizovane vode sa dodatim mikrosferama
precnika 1 um. Za drugi eksperiment napravljen je rastvor u kome je upotrebljen
rastvor za sociva sa mikrosferama istog precnika. Oba rastvora su napravljena u tri
razlicite koncentracije: 1:25, 1:100 i 1:500, po zapremini. Svako socivo je iseCeno
finim skalpelom po sredini. Rastvori su sipani u komoru sa so¢ivom Kkoje je
postavljeno vertikalno. Reakcija izmedu mikrosfera u oba rastvora i sve tri vrste

sociva dovela je do struktuiranja vode i stvaranja eksluzivne zone.
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Za eksperiment sa rastvorom dejonizovane vode i mikrosfera slike i video
zapisi su pravljeni 10 minuta nakon sipanja rastvora u komoru, a za eksperiment
sa rastvorom soCiva i mikrosferama nakon 5 minuta. Svaki eksperiment je

ponovljen 5 puta.

Driac
Pogled sa Socivo sofiva
strane \ /
I~
N\ // Komora
Pogled sa

vrha I

Slika 5.7: Sematski prikaz postavke eksperimenta.
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6. REZULTATI

6.1 Rezultati istrazivanja interakcije dejonizovane vode sa hidofobnim
i hidrofilnim materijalima

Hidrofobni materijal nafion i hidrofilne mikrosfere koris¢eni su u ovom

eksperimentu (poglavlje 5. Metode i tehnike istraZivanja).

Rezultati su posmatrani sa dva apekta:

1. Ukupna zavisnost velicine EZ u odnosu na

koncentraciju rastvora:

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Veli¢ina EZ(um)

3 9 27 31 36
Veli¢ina komore (mm)

velicinu komore i

-1:25
-=-1:50
-+-1:100|

+1:500

Slika 6.1: Dijagram pokazuje zavisnost veli¢ine eksluzivne zone u odnosu na veli¢inu

komore i koncentraciju rastvora.

Kada se veli¢ina EZ posmatra u odnosu na veli¢inu komore i koncentraciju

rastvora, ne postoji zavisnost niti trend ponasanja veli¢ina eksluzivnih zona u

odnosu na menjanje veli¢ine komore. Takode, ni koncentracija rastvora nije uticala

na formiranje trenda.
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2. Zavisnost velicine EZ u odnosu na koncentraciju rastvora i vreme
slikanja
1:25

200 -

180 -

160 —~-3mm
3 140 -9 mm
3 120 :

N 100 -#-27 mm
N 1
© 80 e ; 31 mm
% o - : + -=-36 mm
: !

40 =

20 -

0 o = . =

10 15 20
Vreme (min)
1:50

200

180 -

160 - ~-3mm
E 140 -9 mm
,‘:' 120 - =27 mm
w 100
e 1 31 mm
2 o -=-36 mm
S 60

40 -

20

0 = , = . 8
10 15 20

Vreme (min)
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1:100

==3 mm

=9 mm

“4-27 mm
31 mm

=36 mm

120 -
100
80 -
60 -
40 -

10 15 20
Vreme (min)

1:500

S B

|==3 mm

| =9 mm

=427 mm
31 mm

| -=-36 mm

10 15 20

Vreme (min)

Slika 6.2: Dijagrami pokazuju zavisnost veli¢ine eksluzivne zone u odnosu na

koncentraciju i vreme.

Kada se veli¢ina EZ posmatra u odnosu na koncentraciju i vreme, ni veli¢ina

komore, ni koncentracija ne uti¢u bitno na veli¢inu EZ. Posmatranjem dijagrama

(slika 6.2) moZe se zakljuciti da u rastvorima manje koncentracije, veli¢ina EZ je

velika u svim komorama. Veli¢ine EZ krecu se u opsegu od 57 do 97 pum pri

koncentraciji 1:25, od 70 do 119 um pri koncentraciji 1:50, 82 do 157 um pri

koncentraciji 1:100 i 63 do 142 pm pri koncentraciji 1:500. Primecuje se da je EZ
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najveca pri koncentraciji 1:100. Tokom vremena, u svim komorama, veli¢ina EZ se

smanjuje.

100 um

Slika 6.3a: Eksluzivna zona kod rastvora dejonizovane vode sa mikrosferama
koncentracije 1:25 u komori 27 mm (levo) i koncentracije 1:50 u komori 9 mm (desno).

100 um

Slika 6.3b: Eksluzivna zona kod rastvora dejonizovane vode sa mikrosferama
koncentracije1:100 u komori 3 mm (levo) i koncentracije 1:500 u komori 36 mm (desno).

6.2 Rezultati istrazivanja interakcije dejonizovane vode sa
hidrogenizovanim ugljeni¢nim nanomaterijalom (fulerolom)

Tabela 6.1: Prikaz srednjih vrednosti merenja veli¢ine eksluzivnih zona sa napravljenih
slika, koriS¢enjem programa Image].

Koncentracije mikrosfera u
rastvoru
1:25 | 1:100 | 1:500 |
Vreme 10 min 66 82 82
pravljenja | 15 min 58 77 75
slika 20 min 48 67 70
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Rezultati su posmatrani kroz zavisnost veli¢ine EZ u odnosu na

koncentraciju mikrosfera u rastvoru po zapremini i vreme.

90

80 [ —

—~ 60
E \
o) 90
~N "‘1:25
5 -=-1:100
g 30 '
= ~-1:500
3 20 {

10

0

10 min 15 min 20 min

Vreme (min)

Slika 6.4: Dijagram pokazuje zavisnost veli¢ine eksluzivne zone u odnosu na
koncentraciju mikrosfera u rastvoru i vreme.

Kada se velicina ekluzivne zone posmatra tokom vremena, u svim
komorama, uocava se trend smanjenja veli¢ine EZ. Do formiranja EZ dolazi brzo i

zadrzZava ostar oblik tokom vremena.

Rastvor mikrosfera

Tuba nafiona

Slika 6.5: Eksluzivna zona kod rastvora fulerola sa mikrosferama koncentracije 1:25
(levo), 1:100 (sredina) i 1:500 (desno).
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Poredenje izmedu eksperimenta 1i 2

Tabela 6.2: Prikaz srednjih vrednosti merenja veli¢ine eksluzivnih zona sa napravljenih
slika, koriS¢enjem programa Image].

Rastvor

L Koncentracije
dejonizovane vode

Rezultati

120
100

Velicina EZ (um)
N E ) (e2]
o o o O O

sa mikrosferama 1:25 1:100 -
Vreme 10 min 93 101 98
pravljenja | 15 min 85 95 87
slika 20 min 76 87 79

koncentraciju i vreme.

su posmatrani

Dejonizovna voda + mikrosfere

E——

10 min

15 min

20 min

Vreme (min)

kroz zavisnost velicine EZ u odnosu

——:25
~-e-1:100
—=1:500

Slika 6.6: Dijagram pokazuje zavisnost veli¢ine eksluzivne zone u odnosu na
koncentraciju i vreme u rastvoru dejonizovane vode sa mikrosferama.

Rastvor fulerola sa Koncentracije
mikrosferama 1:25 1:100
Vreme | 10 min 66 82 82
pravljenja | 15 min 58 77 75
slika 20 min 48 67 70

na

Tabela 6.3: Prikaz srednjih vrednosti merenja veli¢ine eksluzivnih zona sa napravljenih
slika, koriS¢enjem programa Image].
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Rastvor fulerola + mikrosfere
90

80
70

£
N 50 ——1:25
g 40 —a-1:100
55 30 ws=1:500
g 20

10

0

10 min 15 min 20 min

Vreme (min)

Slika 6.7: Dijagram pokazuje zavisnost veli¢ine eksluzivne zone u odnosu na

koncentraciju i vreme u vodenom rastvoru fulerola sa mikrosferama.

Velic¢ina eksluzivne zone znacajno je manja u vodenim rastvorima fulerola
sa mikrosferama, u odnosu na veliCine u rastvorima dejonizovane vode sa
mikrosferama. Najmanje veliine su primecene pri koncentracijama 1:25 za obe
vrste rastvora, ali su velicine razli¢ite od rastvora do rastvora. Kada se ponasanje
EZ posmatra tokom vremena, u svim komorama, uoCava se trend smanjenja

velicine.

6.3 Rezultati istrazivanja interakcije dejonizovane vode sa
biomolekulima

Bez obzira na razlicita porekla iste grupe kolagena, ispoStovanih protokola
za spremanje uzoraka, menjanje Kkoncentracija, menjanje nacina priprema,

eksluzivna zona se nije formirala ni u jednom od pokusaja.
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1(Fu m

X ¢ /

Plocica premazana gelom kolagena

Slika 6.8a: Mikroskopski prikaz - kolagen (gel-rep pacova 3.44 mg/ml) + 1 pm MS
(1:500).

b 1 7

Plocica premazana gelom kolagena

Slika 6.8b: Mikroskopski prikaz - kolagen (50 mM) + 1 um MS (1-500) + fulerol.

73



Doktorska disertacija

Zorana Golubovi¢, dipl.inZ.mas

100 um

Tuba nafiona

o

Slika 6.8c: Mikroskopski prikaz - kolagen (50 mM) + 1 um MS (1-500) + tuba nafiona.

ICE m

p—

Kolagen gel ——»

Slika 6.8d: Mikroskopski prikaz - kolagen (tele¢a koza) + 1 um MS (1-500).

Postoji mogu¢nost da su potrebne vece koncentracije, ili drugaciji nacin
pripremanja uzoraka. Takode, metoda posmatranja tokom ispitivanja moZze biti od
velike vaznosti jer je senzitivnost metode vrlo znacajna za dobijanje verodostojnih

rezultata.
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6.4 Reuzultati istraZivanja interakcije so€iva sa hidrofilnim materijalom

Kontaktna sociva sa vodenim rastvorom mikrosfera

Nakon sipanja rastvora u komoru pored sociva u svim eksperimentima

mikrosfere su se rasporedile neuniformno. Dalje

uniformnija.

od sociva distribucija je bila

Tabela 6.4: Prosec¢ne veli¢ine eksluzivnih zona u pm u rastvoru dejonizovane vode sa

mikrosferama za razlicite tipove kontaktnih sociva.

L . Koncentracije
Dejonizovana voda + mikrosfere
1:25 1:100 1:500
vip  |ENODCRRBOBIEN 1+ | 47 | 59
kontaktnog | SP-40 51 64 65
sofiva  ['SP40+Ceo(OH)ae | 43 54 54

~J
=

A

sy}
o

[ ——

u
o

w
o

——Europerm 30 Blue

e

== SP-40

Veli¢ina EZ (um)
I
o

[
o

~®=5P-40+ Cgg(OH)y4

[y
o

o

1:25 1:100 1:500
Koncentracija (po zapremini)

Slika 6.9: Dijagram pokazuje zavisnost veli¢ine eksluzivne zone u odnosu na
koncentracije rastvora dejonizovane vode sa mikrosferama i tipove kontaktnih sociva.
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Kontaktno sodivo

Rastvor
dejonizovane
vode

sa
mikrosferama

Slika 6.10: Mikroskopski prikaz - kontaktna sociva u rastvoru dejonizovane vode sa
mikrosferama.

Fenomen eksluzivne zone pojavio se na spoljasnjoj strani kontaktnih sociva.
Slikanje je vrSeno 10 minuta nakon sipanja rastvora u komoru pored sociva, kada
je eksluzivna zona dostigla svoju konacnu veli¢inu. Nakon 20 minuta, mikrosfere
su pocCele da ulaze u prostor eksluzivne zone i da je naruSavaju. Ispoljeno

ponaSanje EZ je paralelno ponaSanju pri interakciji mateijala nafiona i rastvora

dejonizovane vode sa mikrosferama.

Kontaktna sociva sa rastvorom za sociva i mikrosferama

Tabela 6.5: Prosecne veliCine eksluzivnih zona u pm u rastvoru za sociva sa mikrosferma

za razliCite tipove kontaktnih sociva.

Rastvor za soc¢iva + mikrosfere

Tip

sociva

kontaktnog | SP-40

Koncentracije
1:25 1:100 1:500
64 69 69
56 62 75
61 61 65
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Slika 6.11: Dijagram pokazuje zavisnost veli¢ine eksluzivne zone u odnosu na
koncentracije rastvora za sociva sa mikrosferama i tipove kontaktnih sociva.

Europerm 30 Blue SP-40 SP-40+ Ce0(OH)24

Rastvor

za

soCiva

sa
mikrosferama

Slika 6.12: Mikroskopski prikaz - kontaktna sociva u rastvoru za sociva uz dodate
mikrosfere.

U slucaju rastvora za sociva sa mikrosferama iskljucenje mikrosfera i
formiranje eksluzivne zone bilo je nestabilno. Eksluzivna zona je Cista, ali je rastvor
u ostatku ispitivanog uzorka bio veoma nestabilan. Zbog nestabilnosti rastvora
slikanje je vrSeno pet minuta nakon sipanja rastvora u komoru, budud¢i da je nakon
tog vremena dolazilo do ubrzanog narusavanja eksluzivne zone. Prepostavlja se da
hemijska rekacija koja se deSava izmedu rastvora za sociva i mikrosfera dovodi do
nestabilnosti rastvora i utie na nestabilnost i dugotrajnost struktuiranja. Veca
koncentracija (1:25) je uticala na bolju definisanost i oStrinu eksluzivne zone, $to je

logi¢no zbog medusobnih sila nagomilanih mikrosfera.
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U oba eksperimenta ne postoji znacajna razlika izmedu velic¢ina eksluzivne
zone u zavisnosti od tipa materijala sociva, kao ni koncentracije. Nanomaterijal
fulerol inkorporiran u sociva nije uticao na drugacije osobine iskljuCenja
mikrosfera, kao ni drugaciji nastanak eksluzivnih zona. Jasna eksluzivna zona

pratila je spoljasnji deo kontaktnih sociva, ne celom duZinom.

Eksluzivna zona

Fy
4"':
vt Ty

Bez EZ Bez EZ

Slika 6.13: Pozicija pojavljivanja eksluzivne zone na socivima.
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7. DISKUSUJA

7.1. Diskusija rezultata ispitivanja interakcije vode sa hidrofobnim i
hidrofilnim materijalima

Nazavisno od razmatranja ,nemesSanih“ slojeva Ciste vode, studije o fizickom
ponaSanju zona vode u blizini razli¢itih hidrofilnih povrSina pocele su pre nekoliko
godina [Zheng, Pollack, 2003]. Ove studije nisu se ticale samo ,nemeSanih“ slojeva
u blizini ¢elija, ve¢ i prirode vodenih delova koji se nalaze u blizini mnogih

hidrofilnih povrsina.

Poznata, mnogo puta citirana, studija te¢no-¢vrstih povrsina stara oko 60
godina [Henniker, 1949], ukazuje na uticaj povrSine koji se proteZe u tecnost 2 do
3 molekularna sloja. Kasnija studija pokazala je da pored poliranog kvarca
struktuirana voda moze da se proteZe i do 600 molekularnih slojeva [Pashley,

Kitchener, 1979].

Eksperimenti koje su sproveli Zheng i Pollack 2003. godine bazirali su se na
ispitivanju ponasanja koloidnih cestica pored hidrofilnih povrsina. Budu¢i da je
energetski povoljnije za koloidne cestice i rastvorene supstance da se smeste van
strukturalnih delova kako bi lakSe mogli da prihvatju vodu - hidriraju se, pokuSano
je da se ispita razdvajanje razdvojenih supstanci u blizini povrSina. Hipoteza je bila
da ako su rastvorene supstance isklju¢ene od zona na grani¢nim podrucjima, da je

zona bez supstanci strukturno drugacija od vode u ostatku ispitivanog uzorka.

U eksperimentu Zheng-a i Pollack-a polivinil-alkoholni gel postavljen je u
komoru, a ivica gela posmatrana je optickim mikroskopom. Rastvor lateks
mikrosfera sipan je preko gela u komoru. Odmah po sipanju, mikrosfere su pocele
da se odvajaju i krec¢u od povrSine gela ka ostatku vode. Nakon nekoliko minuta

mogla se videti zona bez mikrosfera pored ivica gela Sirine 50-100 um (slika 7.1).
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Slika 7.1: EZ (tamni delovi) na obe strane polivinil alkohol gela. Mikrosfere (gore levo i
dole desno) su odvojene od dela u blizini gela. Beli magloviti delovi predstavljaju
refleksioni artefakt [Pollack, Clegg, 2008].

Interesantnije od EZ formiranih oko polivinil-alkoholnog gela bile su EZ oko
veoma naelektrisanog poliakril-kiselog gela. U tom slucaju veli¢ina EZ protezala se

ido 250 um.

Slika 7.2: EZ (tamni delovi) na obe srane poliakrilnog kiselog gela. Mikrosfere koje su
odvojene od povrsine gela su na krajnjem desnom delu. Vertikalna bela crta u sredini PPA
gela predstavlja opticki artefakt [Pollack, Clegg, 2008].

U ovoj disertaciji pokazano je da dolazi do odvajanja Cestica i stvaranja zone
drugacijih karakteristika u prisustvu hidrofobnog materijala nafiona koji nakon
izlaganja vodi u toku odredenog vremenskog intervala dobija hidrofilne
karakteristike i hidrofilnih cestica mikrosfera. Ta zona je reda veli¢ina od 60 do
160 pm u zavisnosti od koncentracija ispitivanog rastvora. Rezultati ovih

istraZivanja su u saglasnosti sa sli¢nim istraZivanjima iz ove oblasti.

Nisu samo mikrosfere pokazale iskljuCenje od povrSine gela. Takode je

pokazano da se razliCite rastvorene supstance iskljucuju i da im je opseg veli€ina
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veoma razli¢it: pesak, mulj, bakterije, eritrociti, proteini [Zheng et al, 2006].
Materijali koji ,podsticu“ odvajanje takode su raznovrsni hidrogelovi, polimerne
povrSine (nafion), bioloSke povrSine kako kod Coveka miSi¢i) tako i kod drugih
zivih organizama (morska trava). Ovi eksperimenti sprovedeni su nakon studije
Green-a i Otori-ja koja je ukazala na povezanost izmedu povrSina i mikrosfera sa
,nemesSanim“ slojevima cCiste vode oko roznjaCe oka [Green, Otori, 1970]. Oko
roznjace oka misSa sipali su rastvor polisterin-lateks mikrosfera, na isti nacin kao
S$to je uradeno u eksperimentima koje su sproveli Zheng i Pollack (2003). Rezultati
su bli sli¢ni. Green i Otori videli su ¢iste zone bez mikrosfera veli¢ine 350 pm. Ciste
zone su videli ne samo pored prirodne roZnjace, ve¢ i pored veStackog kontaktnog

sociva.

Slika 7.3: Slika levo - Fotografija roZnjace 90min nakon sipanja mikrosfera u komoru.
“Nemesani” sloj debeo je oko 400 pum, a koncenracija u ostaloj vodi iz uzorka je znacajno
drugacija od koncentracije u “nemesanom” sloju. RoZnjaca je tanja nego normalna zbog

dugog izlaganja vazduhu sa prednje strane toku fotografisanja.
Slika desno - Fotografija kontaktog soc¢iva 90min nakon sipanja mikrosfera u oko 150 um
[Green, Otori, 1970].

U ovoj disertaciji je pokazano da se eksluzivna zona pojavljuje sa spoljasnje
strane sociva i pri svim promenama fokalnih ravni posmatranja na mikroskopu. Ne
pojavljivanje eksluzivne zone na unutra$njoj strani moZe biti artefakt zbog
konkavne unutrasnje povrsine soc¢iva [Golubovic, Koruga, 2012]. Posmatrano sa
fizioloske strane suzni film je veoma bitan zbog svoje zaStitne uloge, sluzi kao
podmaziva¢ oka i odrZava oc¢i vlaznim i smanjuje nelagodnost pri noSenju

kontaktnih sociva.
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Slika 7.4: Suzni film i njegovi slojevi [ Kojic et al, 2012].

Bez obzira na klju¢nu ulogu suznog filma, publikovani rezultati su veoma
raznoliki. Prydal i Campbel su pronasli da je srednja vrednost debljine suznog filma
34 do 45 pm, prosecna veli¢ina EZ posmatranih u blizini razli¢itih materijala iznosi
40 do 65 pm [Prydal et al, 2006-2011]. Budud¢i da je u mnoStvu studija pokazano
da se eksluzivna zona javlja u blizini razli¢itih membrana (nafion itd.) i bioloSkih
tkiva, u ovoj disertaciji se povlaci paralela izmedu eksluzivne zone u in vitro

uslovima i suznog filma u in vivo uslovima.

Rezultat Green-a i Otori-ja iz 1970. je paralela rezultatima Zheng-a i Pollack-
a iz 2003. godine sa polyNIPAM gelom koji se koristi za izradu sociva. Sva ova
istraZivanja i rezultati iz razlic¢itih perioda i laboratorija, ukazuju na to da su
,nemesani“ slojevi ciste vode u klasi¢noj fiziologiji i zone bez rastvorenih

supstanci, u stvari isto.

Kada se razmatra priroda - stuktura vode u ,nemesanim“ slojevima i EZ,
postoje dva glediSta. Sa jedne strane smatra se da je ova voda istih karakteristka
kao i voda u ostatku ispitivanog uzorka (bulk water), a da se iskljucenje Cestica
odvija samo zbog blizine povrsina. Zbog entropijskih efekata, rastvorene supstance
treba da budu u manjim koncentracijama u oblastima ,u blizni“ povSina. Smatra se
da ovi efekti uticu da slojevi budu Siroki i desetine molekularnih slojeva. Medutim,
razdaljine koje se ovde posmatraju su dosta vece i dostizu i 250-300 um, Sto je
ekvivalentno kolic¢ini od oko 250.000 molekula vode. Sa druge strane, smatra se da
je voda u ovoj zoni pod uticajem povrsSine, tj. da velicina prostora i povrSinski
napon utiCu na strukturu vode daleko viSe nego Sto je ocekivano. Prvobitnim

eksperimetima ovo nije potvrdeno, ali skorasnji rezulatati daju osnova za tvrdnju
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da je voda u EZ razlicitih fizickih karakteristika od vode u ostatku ispitivanih

uzoraka.

Znacajni pokazatelj razlika u strukturi vode u EZ izvodi se iz studija u
kojima je KkoriS¢ena UV-VIS spektroskopija [Zheng et al, 2006]. Pri ovim
istrazivnjima koriS¢en je nafion za koji je utvrdeno da generiSe EZ znacajnih
dimenzija. List nafiona bio je zalepljen za jedan od Cetiri zida stadardne kivete koja
je onda napunjena destilovanom, dejonizovnom vodom. Spektrometar je
modifikovan tako da tanak deo svetlosti moZe da apsorbuje paralene zone na
razli¢itim udaljenostma od povrSine nafiona. Daleko od povrSine nafiona,
absorpcioni spektar nije se razlikovao od ostatka uzorka. Kako se snop svetlosti
pribliZvao povrsini nafiona, registrovan je apsorpcioni pik od 270 nm. Pik je postao
izrazito vidljiv na granici EZ, oko 500 pm od povrsine nafiona. Budu¢i da u ostaloj
vodi iz uzorka nije primecen pik na 270 nm, prisustvo ovog pika u EZ ukazuje na
¢injenicu da je voda u EZ drugacijih krakteristika. Da bi se ispitala fizicka razliitost
EZ, osim UV-VIS spektroskopije koriS¢eno je joS pet metoda ispitivanja: NMR
(nuklearna magnetna rezonanca), infra-crveno i snimanje dvostrukog prelamanja
(birefrigence), merenje elektricnog potencijala i viskoznosti. DoSlo se do zakljucka
da se EZ voda razlikuje od ostale vode po kra¢em vremenu relaksacije dobijenom
slikanjem magnetnom rezonancom (MRI) Tz, redukovanoj infra-crvenoj radijaciji i

velikom gradijentu elektri¢nog potecijala [Zheng et al, 2006].

Kada se uzmu u obzir sva navedena razmatranja, dolazi se do zakljucka da
je EZ voda fizicki i verovatno hemijski strukturno i energetski drugacija od ostatka
ispitivane vode. Smanjena infra-crvena radijacija i krac¢e vreme T2 narocito ukazuju
na to da je voda u ,nemeSanim slojevma“, tj. EZ strukturo stabilnija od vode u
ostaku ispitivanih uzoraka. MoZe se izvesti zakljucak da do odvajanja rastvorenih
materija i koloida dolazi jer je energetski sredina ostatka vode pogodnija za
hidriranje od EZ, tj. struktura EZ ne omoguc¢ava dovoljnu hidrataciju. Voda u ovoj
zoni je pod jakim uticajem povrsSine materijala koju okruzuje i reakcija koja nastaje

strukturno teZi da izdvoji Cestice.
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7.2 Diskusija rezultata ispitivanja interakcije vode sa biomolekulima

Ljudsko telo je kompleksna kombinacija tvrdih i mekih tkiva, ¢ija interakcija
vodi ka visokoj fleksibilnosti i dugotrajnosti. Strukturni i nehomogeni mekani i
¢vrsti materijali imaju klju¢ne uloge u organizmu. Sluz, staklasto telo, hrskavica,
ligamenti i krvni ugruSci predstavljaju oblike materijala poznate kao hidrogelovi.
Karakteristika hidrogelova je da nisu ni tecni ni ¢vsti, ve¢ imaju osobine oba stanja.
Strukturno, hidrogelovi predstavljaju 3D mreZe materija(la) koje ogarnic¢avaju i
podrZavaju vodu, ali u vodi nisu rastvorljivi, iako pojedinacni polimeri koji ih Cine
jesu. Hidrogelovi sadrze izmedu 50 i 90% vode, zavisno od stepena i forme
povezivanja. Zelatin, materijal od velikog zna¢aja za primenu u biomedicini,
predstavlja najpoznatiji oblik hidrogelova, a dobija se denaturacijom kolagenskih
struktura fizickim ili hemijskim putem sve do najjednostavnijeg nivoa.
Denaturacija kolagena zavisi od pH vrednosti, temeperature, jonskog potencijala

rastvora i molekulske teZine [Rakovic et al, 2010].

Proteini formiraju isprepletanu 3D strukturu hidrogelova koja sadrzi vodu.
Staklasto telo u oku i hrskavica sadrZze proteinske hidrogelove koji poticu od
kolagena. Odlican su primer kako, iako hemijski identi¢ni, mogu dati znacajno
razli¢ite osobine variranjem strukture isprepletane mreZe, koja ide of providnog
fluida male viskoznosti, do jakog, otpornog materijala

[www.orthoworld.com/index. php/publications/view_article/221558].

Tokom prvih ispitivanja mikrotubula u ¢elijama ljudskog organizma 1960.
godine u popre¢nom preseku primeceno je postojanje ,Ciste zone“, tj. eksluzivne
zone [Porter, 1960]. Takode, nekoliko godina kasnije EZ su primecene u blizini
membrana ili citoskeletnih struktura, aktinskih vlakana [Kamitsubo, 1972], a
upotrebom elektronske miksorkopije u eukariotskim ¢elijama, primecene su EZ na
ultrastrukturnom nivou [Mollenhauer, Morre, 1978]. Ove oblasti definisane su kao
,diferencirane oblasti citoplazme u kojima ribozomi, glikogen i organele kao Sto su
mitohondrije, plastidi ili mikrotela, ne postoje”“. Paznja istrazivaca bila je usmerena
na mogucnost da se Ciste zone nalaze oko filamenata koji okruZuju proteine, koji su

manje prosecne gustine od mikrotubula. Pretpostavka je bila da ove zone sluze kao
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zaStita, tj. da Stite zidove mikrotubula od prodora velikih Cestica [Amos, 1979], a

zabeleZena Sirina zida kretala se izmedu 5-20 nm.

Uticaj povrSinskog naelektrisanja na stvaranje Cistih zona je razmatran i
zakljuceno je da su mikrotubule u pojedinim delovima okruZene ribozomima koji
su negativno naelektrisani i da je upravo to razlog zbog koga dolazi do stvaranja
Cistih zona [Stebbings, Hunt, 1982]. Potvrdeno je da je Sirina ovih zona oko 20 nm.
Takode, mikrotubule se Cesto nalaze jedna pored druge, pa rastojanje koje
ispunjavaju Ciste zone iznosi oko 10 nm. IstraZivanja su pokazala da veli¢ina ovih
zona nije konstantna i da zavisi od sastava Celijskog okruZenja svake mikrotubule.
Takode, pokazano je da Ciste, eksluzivne zone postoje oko mikrotubula ¢ak i kada

je ve¢ina vode osmotski uklonjena [Albrecht, Buschnell, 1982].

Napretkom nauke u danaSnje vreme, uz pomo¢ dostupnih savremenih
tehnologija, istraZivanja su postala raznovrsnija i detaljnija. Primer takvih
istrazivanja ogleda se u moguénosti snimanja i slikanja u cilju razumevanja procesa
metastaziranja raka. Ovakve studije su posebno znacajne zbog mogucnosti
pronalaZenja nacina za pravovremenu dijagnostiku, kao i Sto uspes$niju primenu i
doziranje lekova. Jedna od ovakvih studija zasniva se na posmatranju kretanja
¢elija raka u ¢€elijskim kulturama i formiranja eksluzivnih zona uz primenu plocica
premazanih kolagenom tipa [ i bazalnim membranama

[http://www.platypustech.com/posters/ AACR_poster_2012. pdf].
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Slika 7.5: Kretanje tumorskih Celija nakon 48 sati u prisustvu kolagena i rezultati
predstavljeni putem dijagrama [http://www.platypustech.com/posters/ AACR_poster_
2012. pdf].

Pojavljivanjem eksluzivnih zona i razmatranjem njihovih ponaSanja,
omoguceno je:
— posmatranje razvoja tumorskih ¢elija u odredenim stadijumima tumora
— razvoj optimalnih kombinacija lekova koje odgovaraju odredenim
stadijumima
— otkrivanje efikasnih kombinacija lekova koji ¢e viSestruko uticati na
smanjenje napredovanja tumora i tako uticati na stepen smrtnosti
pacijenata.

U odredenim eksperimentalnim in vitro i in vivo uslovima dolazi do
iskljucenja Cestica i stvaranja zone koje su drugacije struktuirane. Medutim, ne radi
se uvek o upotrebi vode u uzorku. U ovoj disertaciji je pokazano da u navedenim
koncentracijama, a kad se koristi kao jedna od supstanci dejonizovana voda, bilo

da se radi o ¢istom kolagenu ili o kolaagenu u stanju gela, ne dolazi do sruktuiranja

vode.

Sa funkcionalnog i anatomskog stanovista, koZa u kojoj se nalaze razliciti
tipovi kolagena, je visoko kompleksan organ koji se nalazi izmedu osetljivog
bioloSkog sistema u kome vlada homeostatska ravnoteZa i spoljasnje sredine u

kojoj vladaju brojni agresivni faktori. Osnovna uloga koZe je da zastiti donje slojeve
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tkiva od Stetnih uticaja okoline, kao i da spreci prekomerni gubitak tecnosti iz tela
[Gniadecka et al, 1998]. KoZu anatomski Cine 3 sloja: epidermis, dermis i potkozno
masno tkivo (slika 7.6). PovrsSinski, spoljasnji sloj epidermis je tanak, omotac, bez
krvnih sudova, podeljen na dva dela: spoljaSnji roznati (stratum corneum) gde se
nalaze izumrle keratinozne cCelije i unutrasnji Celijski gde se formiraju melanin i
keratin (njega formira cCetri sloja: svetli (stratum lucidum), zrnasti (stratum
granulosum), trnoliki (stratum spinosum), bazalni sloj (startum basale). Dermis je
sloj bogat krvnim sudovima, ishranjuje epidermis, sadrzi vezivno tkivo, lojne
Zlezde i deo folikula dlake. PotkoZno masno tkivo sadrZi masne naslage, lojne Zlezde

i ostatak folikula dlake [Bates, 1995].

- r
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Slika 7.6: Anatomska podela koZe (levo) i epidermisa (desno) [adaptirano
prema: http://interationalantiagingsystems.wordpress.com/tag/retin-a-
cream-dosage/ i
http://www.imperial.edu/~thomas.morrell/cha_5_tortora_integument.htm].

Prihvaceno je da je deo kompleksnog, fizioloSkog ponasanja koZe zavisi od
sastava vode, koji doprinosi funkciji barijere, kao i posebna specificna
biomehanicka ponaSanja [Yamamura et al, 1989; Christensen et al, 1977;
Berardesca, Maibach, 1990; Pierard, 1999; Pierard, 1989]. Zajedno, i epidermis i
dermis utiCu na ove Kkarakteristike, iako osnovni strukturni aspekt zavisi od
dermalne organizacije [Christensen et al, 1977; Berardesca, Maibach, 1990;
Pierard, 1999], dok zastita i integritet organa zavise od funkcionalnosti epidermisa

[Pierard, 1999; Watanabe et al, 1991; Werner et al, 1982; Berardesca et al, 1990].
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Studije su pokazale da je hidriranost Zivog epidermisa i dermisa veoma sli¢na u
smislu ravnotezZe izmedu elektrolita i hidratacije zbog prirodne bliskosti ova dva
tkiva [Pierard, 1999; Pierard, 1989; Watanabe et al, 1991; Werner et al, 1982;
Berardesca et al, 1990; Tagami et al, 1992; Rodrigues et al, 1999].

Poznavanje tipova kolagena koji se nalaze u koZi coveka veoma je vazno iz
viSe razloga. Jedan od razloga se ogleda u tome da ne uti¢u svi preparati koji se
koriste u svrhu podmladivanja, odrZavanja vitalnosti ili lecenja oboljenja koZe, na

isti naCin na sve tipove kolagena i njihovih struktura.

Bazalna
membrans

Slika 7.7: PonaSanje kolagena u koZi. Nestabilnost bazalne membrane uzrokovana
promenama kolagena tpa VII (levo). Promene u toku starenja (desno)[adaptirano prema:
http://www.jaapa.com/inherited-epidermolysis-bullosa-this-dermal-disease-is-beyond-

skin-deep/article/124080/].

Eksperimentalno je dokazano da upotreba hidrogenizovanih
nanomaterijala fulerola u lecenju i nezi oSte¢enih struktura koZe doprinosi
podmladivanju koZe ne samo na Klinickom, ve¢ i na histloSkom nivou [Matija et al,
2004]. Pokazano je da postoji povratna sprega izmedu nukleusa u Celijama koZe i
sistema kolagen-fulerol. Ispoljene su znacajne razlike u debljini dermisa, kao i
broju celija fibroblasta, kolagena i elastina i kvaliteta tkiva, pre i posle tretmana
nanoharmoni¢nim supstanacama na bazi fulerola koje su u vidu krema aplcirane

na kozu.
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Podmladivanje epidermisa

- znacajno povecanje broja ¢elija

- povecanje debljine do 87%

- epidermis je kljucni sloj za zastitu od
spoljasnjih faktora, ukljuujuci viruse,
zralenje, UVA zrake i drugoo

- sinteza fibroblasta se pojacava i pojacavaju
potporu imunom sistemu

Rast kolagena:

- 38-85% vise kolagena

- glatkija organizacija koze koja doprinosi
njenom zdravijem izgledu i boljem
funkcionisanju

Rast elastina:
Bestin u defmisy - 40-80% vise molekula elastina
In vivo eksperimentalni rezultati - poboljsana organizacija mreze elstinskih vlakana

Slika 7.8: Promene u kozi posle dejstva hidrogenizovanog i energetski stabilizovanog
molekula C60 na koZu preko vode - zdravlje koZe pod uticajem debljine, gustine i
uniformnosti elastina, kolagena i epidermisa (Matija et al, 2004).

7.3 Diskusija rezultata ispitivanja interakcije vode sa
hidrogenizovanim ugljeni¢nim nanomaterijalima

Cetiri za Zivi svet posebno znacajna biomolekula: DNK, mikrotubule, klatrin
i kolagen, struktuirani su po Fibronacci-jevoj sekvenci zakona Zlatnog preseka
[Rakocevic, 1998; Matija et al, 2004]. Dokazano je da nanomaterijal fuleren (Ceo)
generiSe vibracije po zakonu Zlatnog preseka. Takode, otkriveno je da sa fizicke
tacke glediSta poseduje netoksi¢ne karakteristike, dok nasuprot tome sa hemijskog
apsekta poseduje toksi¢ne karakteristike. Koncentracije Cistog fulerena preko 10
ppb su toksicne, ali nakon dodavanja hidroksilnih grupa i postizanja rastvorljivosti
u vodi, koncentracije koje su netoksi¢ne dostizu i do 104 - 109 ppb. Prisustvo
hidroksilnih grupa koje na nano-nivou stvaraju vodenu ljusku oko fulerena
priznato je kao korisno i bezbedno za medicinske i kozmeticke svrhe [Koruga,

2011].
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Energetski stabilizovane nano-harmonizovane supstance predstavljaju
biomimeticki materijal. Prisustvo ovakvih supstanci na bazi vode u bioloskim
tkivima predstavlja osnovnu pokretacku silu Zlatnog preseka u prirodnom procesu
samo-sastavljanja, a koja je neophodna u procesu vracanja funkcija oSte¢enim

biomolekulima [Matija, Koruga, 2012].

Matija et al [2012] sprovodili su eksperimente u kojima su ispitivali nano-
harmonizovane supstance za koje se smatra da uti¢u na regulaciju, nano-kontrolu,
konformacioih stanja biomolekula i ¢iji sastav prati harmonizovanu formu (®/¢).
PrenoSenjem vibracija na molekule vode u blizini, biomolekuli bi mogli da povrate
svoje prirodno stanje vibriranja. KoriS¢enjem infracrvene spektroskopije i
akvafotomike pokazano je da su molekuli vode jako vezani nerastvorenim nano-
harmonizovanim supstancama, dok ostatak ispitivane vode ima vise od jedne
vodoni¢ne veze, tj. vodenog Kklastera. Prisustvo nano-harmonizovanih cestica u
rastvoru ukazuje na to da je organizacija molekula vode oko hidrogenizovanog
nanomaterijala uglavnom u vidu ,hidratacionih ljuski“. Ove ljuske predstavljaju
slojeve molekula vode oko hidrogenizovanih nanomaterijala koje ukazuju na to da

oscilacije koje se deSavaju prate zakon Zlatnog preseka, kao i da bi mogle da se

prenose u okolne slojeve molekula vode [Matija et al, 2012].

U ovoj disertaciji je na osnovu mikroskopskih istraZivanja i snimanja
kamerom visoke rezolucije, a sa drugacijeg stanovista i pristupa, pokazano da se
voda struktuira u prisustvu hidrogenizovanog nanomaterijala fulerola, ¢ime su

potvrdena prethodna istrazivanja.

7.4 Eksluzivna zona i klasicho-kvantne osobine vodonicnih veza

Klasicno-kvantne osobine vodonicne veze

[zmedu naelektrisanih molekula postoje medumolekularne interakcije:
dipol-dipol, Londonove disperzne sile i vodoni¢ne veze. Ove tri interakcije zajedno
predstvaljaju Van der Waals-ove interakcije. Pored ovih, u rastvoru postoje jos i
jon-dipol interakcije. Znacajna i potpuno originalna prirodna pojava je vodoni¢na

veza i predstavlja specijalan tip privla¢nih interakcija izmedu vodnikovog atoma
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koji je vezan za neki elektronegativan atom (najces¢e H-O) i slobodnog
elektronskog para koji se nalazi na obliZnjem elektronegativnom atomu (najcesce
0). Ta sila privlaCenja dosta je slabija od one koja nastaje u N-O hemijskoj vezi, ali
je znatno jaca od uobiCajenog medumolekulskog privlacenja jer je uslovljena
dimenzijama i naelektrisanjem vodonika. Klasi¢cno tumacenje vodonicne veze
zasniva se na tome da je delimi¢no kovalentna kao hemijska veza, mada joj se daje i
Cisto elektrostaticki karakter. Molekul vode obrazuje Cetiri vodonitne veze: dve
kao donor (davalac) i dve kao akceptor (primalac) vodonika i one se neprekidno
stvaraju i raskidaju tako da ima molekula i sa manje od cetiri veze.
H-0:H-0:
| |
H H

Slika 7.9: Shematski prikaz povezanosti dva molekula vode vodoni¢nom vezom.

U ledu je takav raspored ocuvan kroz celu kristalnu reSetku i u ¢vrstom
stanju svaki molekul vode ima cCetiri vodni¢ne veze koje odrZavaju molekule u

privlaénom geomterijskom rasporedu ¢ime nastaje kristalna resetka.

Pauling je joS 1939. godine predstavio vodoni¢ne veze u vodi ne samo kao
klasi¢no, elektricno privlacenje izmedu pozitivnog atoma vodonika i negativno
naelektrisanog kiseonika, ve¢ i da su pod uticajem o veza, tj. veza koj se formiraju
preklapanjem para 1s orbitala, po jedne od svakog vodonikovog atoma. 1999. je
Paulingovo istraZivanje eksperimentalno potvrdeno i ukazano je na kovalentne
Kklasi¢ne i kvantne osobine vodonicnih veza [Isaac et al, 1999]. Vodonicne veze su
od velikog znacaja u funkcionisanju biomolekula. U slucaju kada dolazi do
narusavanja ja¢ine vodonic¢nih veza menja se konformmaciono stanje molekula, Sto

utiSe na njegovu funkcionalnost i vodi ka pogresnom pozicioniranju proteina.

Vodoni¢ne veze uticu na obrazovanje i stabilizaiciju razli¢itih nivoa
strukture proteina. Strukture proteina ciji su glavni vidovi a-spirala i $-nabrana
struktura obrazuju se uglavnom na bazi stvaranja vodoni¢nih veza izmedu atoma
koji se nalaze relativno blizu u peptidnom lancu peptidne veze. Vodonicne veze se

grade izmedu karbonilnog kiseonikovog atoma svakog prvog ostatka
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aminokiseline u nizu i atoma vodonika iz NH-grupe svakog petog ostatka. U
najstabilnijoj konformaciji proteina koju karakteriSe uvijanje polipeptida u
prosotoru, pored elektrostaticke interakcije, hidrofobne interakcije i kovalentne
veze, vodonicne veze igraju veliku ulogu u stabilizaciji te najstabilnije konformacije
proteina. Vodonicne veze su direktna veza izmedu normalnih i abnoramlnih stanja
proteina Sto znacajno utic¢e na zdravlje organizma [Matija et al, 2012].

Vodonic¢ne veze igraju klju¢nu ulogu u odredivanju bitnih osobina vode.
Tako kod leda, vodonik formina dva odvojena tipa veza sa okolnim kiseonikom.
Kraca kovalentna veza izmedu kiseonika i vodonika je 8 veza (0.10 nm). DuZa veza
(0.175 nm) jednostavno se naziva vodonic¢na veza i delimicno je kovalentna.

Da bi se bolje razumeo udeo kovalentnosti u anizotropiji, sprovedena su dva
potpuno paralelna proracuna Komptonovog profila leda bazirana na dva
ekstremna nacina vezivanja [Isaaces et al, 1999]. U prvom slucaju vodonicne veze
su tretirane kao potpuno elektrostaticke, tj. klasicnim pristupom gde ne postoji
kovalentnost. U ovom slucaju, Komptonov profil leda sastoji se od sume uticaja
individualnih H20 molekula orjentisanih prema Bernal-Fowler-ovom pravilu leda

(slika 7.10).

Slika 7.10: Kristalna struktura Bernal-Fowler-obog leda Ih [Isaaces et al, 1999].

Komptonov profil izolovanog H20 molekula zavisi od pravca q u odnosu na
molekularnu osu. Ovo prvenstveno zavisi od orjentacije o veza. Drugi nacin

predstavlja potpuno kvantni proracun elektronske talasne funkcije leda. Kao i u
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svakom kvantnom racunu kovalentnost, tj. faza koherentnosti talasne funkcije

izmedu susednih molekula je eksplicitno ukljucena.

Na slici 7.11 predstavljeni su izmereni intenzitet rasejanja svetlosti kao
funkcija energije (Komptonov profil leda - veoma visok prenos koli¢ine energije
rasejanja x-zraka) za heksagonalni led sa q koje je paralelno heksagonalnoj c osi.
Centar Komptonovog profila je pomeren energijom odbijanja q2/2m = 2,97 keV,
relativno u odnosu na elasti¢ni pik na 29,12 keV. Pri tako velikim energijama
odbijanja, korekcije na tzv. aproksimaciji impulsa su ~102%4 ili 0,01 % (~En
veza/ Eodbijanje) manje skoro za 2 reda veli¢ina nego karakteristike u Komptonovom

profilu anizotropije.

64 Elastiéni pik
@,=29.12 keV |

q’/2m=2.97 keV

Intenzitet rasejanja (10™cts)

dw=50 eV—||=

23 24 25 26 27 28 29 30

Energija rasejanja fotona (keV)

Slika 7.11: Komptonov profil za led 1h sa prenosom koli¢ine kretanja [Isaaces et al, 1999].

Oba dela dijagrama, skok na 26 keV i elasticni pik na 29,12 keV,
predstavljeni su funkcijom istog oblika sa razli¢itim koeficijentima. Taj problem

moZe se prikazati slede¢om parcijalonom diferencijalnom jednacinom drugog

reda:
y_woy
ot 8 ox?’

gde su y=y(xt), x and t > 0 koordinate prostora i vremena, respektivno, a w je

poznata konstanta. ReSenje te jednacine moZe se naci u obliku
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1 2(x=x)?

y(x,t):—1 t 20wt
T
W [
\IZ

Na slici 7.12 uocava se da vodoni¢na veza na bazi anizotropije koli¢ine

kretanja elektrona pokazuje dvostruku prirodu: klasi¢nu i kvantnu (tackasta linija
sa anizotropijom oko 0.0%) i izrazito talasnu (kvantnu) prirodu (tacke su rezultat

eksperimenta, a puna linija aproksimacija eksperimenta).

Poznat Nepoznata do 2000, godine
Klasiéni pristup Kvantni pristup
‘! /

_. 0B ~
1.2} € E
S o6 ] 4
% fol |
= 08} £ ¢\ ]
3 £%% ool o
e oopRS % Y e e
"B 0.4} 2.3 4.% 8§
8 Ruzdaljina (A)
°
& 00F
c
<
04}
-0.8
0 1 2 3 4

Kolicina kretanja elektrona (Pq)

Slika 7.12: Komptonova anizitropija [Isaaces et al, 1999].

Eksperiment je pokazao da sa stanoviSta kvantne mehanike duZina
vodonicnih veza moZe imati vrednosti 0.162 nm, 0.288 nm, 0.416 nm i 0.498 nm.
Prve dve duZine vodoni¢ne veze (0.162 nm i 0.288 nm) imaju pribliZzno podjednak
intenzitet, s tim Sto duZina 0.162 nm odgovara Kulonovskoj interakciji (KI)9, a
0.288 nm klasi¢no-kvantnoj interakciji (KKI)¥ na bazi talasne funkcije. (KKI)¥
omogucava interakciju ne samo dva molekula vode preko jedne vodonitne veze,
nego apsolutno Ciste vode ¢iji molekuli ostvaruju stanje “preklapajuceg vezivanja”

preko vodonicnih veza.

EZ kao superpozicija vodonicnih veza molekula vode kao cvrste i tecne faze

Stanje u kvantnoj mehenici moZe se predstaviti kao vrsna tacka Bloch-ove

sfere (slika 7.13).
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(0}

Slika 7.13: Bloch-ova sfera.

Bloch-ova sfera predstavlja generalizaciju dvodimenzionalne reprezentacije
kompleksnog broja z sa |Z|2 =1 kao tacke na jedini¢noj kruznici u kompleksnoj

ravni.

Kako je z=x+1iy, gde su x i y realni brojevi, tada vazi:

|2 =2z = (x—iz)(x +iy) = x* +y?

x* +y? =1 je jednacina jedini¢ne kruZnice sa centrom u pocetku.

Za proizvoljno z=x+1y i koordinate x=rcosé, y=rsinéd, tacke na kruZnici u
ravni Oxy, moZe se pisati

Z=r(cosd+sinb)

Koriste¢i Euler-ovu jednacinu:

e’ =cosf+sind

dobija se

z=re"

odnosno za krug jedini¢nog poluprecnika
z=¢",

U kvantnoj mehanici stanje u prostoru prikazuje se pomocu dva osnovna vektora
|0) i |1) koji zamenjuju klasi¢an bit.

Opsti izraz za kubit moZe se izraziti u obliku linearne kombinacije stanja, tj.
superpozicije stanja:

v)=al0)+ A1)

gde su i f kompleksni brojevi, uslov normiranosti glasi:

lof +]8" =1
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Izraz za kubit se tada moze izraziti kao

lw)=r,e%|0)+r,e™|1)
Tako da je kubit izrazen preko 4 realna parametra r,, ®,,r, i ®,. MnoZeCi
prethodni izraz sa e” dobija se:

i(©y-D,)

D
gdeje |y") =|w)e ™. Ako se oznati: ® =, —®, prethodni izraz postaje:
) =1.|0)+r,e”[1)

ili

lw") =r,|0)+ (x +iy)[1)

Uslov normiranosti sada glasi:

|1//'>=ra|0>+rﬂe

|r”(x|2 +|x+iy|2 =r’+x’+y’=1

Sto predstavlja jednacinu sfere u realnom 3D prostoru sa Dekartoim koordinatama
(x.y°1.°).

Koordinate tacke na toj jedini¢noj sferi date su sa:

X=rsinfcosg, y=rsingsing, z=rcosé

i zamenjujudi r, sa z, sledi:

lw") =2z|0)+ (x+iy)|1) =

=c0s6|0) +sin&(cos ¢ +isin g)|1)

=cos6|0)+e"sing|1)

Time je tacka na jedini¢noj sferi definisana preko dva parametra. Ali to joS$ nije

Bloch-ova sfera.

Prethodni izraz se moze pisati i kao:
ly) =cos6'|0) +e“sin6'|1)

Treba zapaziti da je
0'=0=y)=0

9':%:>|1//):e‘¢|1)

Sto sugeriSe da je
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0<o'<Z
2

i Sto moZe prikazati sve tacke na Bloch-ovoj sferi. Preslikavajuéi tacke sa gornje
hemisfere na tacke sfere definicijom:

0=206"

koja se moze pisati:

ly)= cos§|0)+e‘¢sin§|1)

gdesu 0<0< 7, 0<¢ <27 koordinate tacke na Bloch-ovoj sferi.

[z prethodnog izraza nogu se dobiti karakteristicna kvantna stanja prikazana na

slikama 7.13, 7.141 7.15.

1)
Blohova sfera - superponiranje Molekul vode i 2 Hi 2 O talasne
talasnih funkcija funcije ¥ vod. veza

¢
}g S Q@ - ,}9

T o ©

o | |-
)11 -2 -
V2 2
10)+1)
2
:9 Voda - led

Slika 7.14: Blohova sfera i superponirana kvantna stanja vodoni¢nih veza [Koruga,
2012a].
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Podrudje
tecne

faze

Podrudje
susnelice

n Podruéje
sneinih
By pahuljica

Led

Slika 7.15: Blohova sfera i superponirane talasne funcije vodoni¢nih veza molekula vode
¢vrste i tecne faze u ekvatorijalnoj oblasti je stanje vode kao EZ [Koruga, 2012a].
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8. ZAKLIUCAK

Eksluzivna zona predstavlja jedinstveno reSenje odnosa tecne i Cvrste faze
vode, kada su sve cCetri vodoni¢ne veze jednog molekula vode interaktivne i

zadovoljavaju superpoziciju kvantnog stanja vodoni¢nih veza Cvrste i tecne faze.

EZ nije samo cetvrto agregatno stanje vode, tj. stanje tecnog Kristala, nego
jedinstveno stanje, superpozicija, Cvrste i tecne faze vodoni¢nih veza molekula
vode, jer su svi istrazivaci EZ objasnjavali sa fenomenoloskog aspekta migracija
sfera, a ne sa sustinskog aspekta vodonic¢nih veza, Sto je orginalni doprinos ove

disertacije.

Do ove pretpostavke doslo se na osnovu:

- detaljno razmatranih dosadasnjih eksperimentalnih istraZivanja o EZ

- ponovljenih eksperimenata vodenih rastvora mikrosfera kojim smo
pokazali EZ, reprodukovali i verifikovali fenomen

- po prvi put uradenih eksperimenta sa nanosferama (fulerolom) i
pokazanim fenomenom EZ

- uradenog eksperimenta sa kontaktnim socivima i uoenog fenomena EZ

- dosadasnjih istrazivanja biomolekula i EZ objavljenih u literaturi

- objasSnjenog fenomena EZ sa aspekta vodonicnih veza.

Strucni doprinos ove disertacije, pored ve¢ navedenog naucnog, ogleda se

1. Ponovljenom eksperimentu EZ sa vodom, mikrosferama i nafionom
(ovladanost metodom)
2. Po prvi put ova istrazivanja i tema su radeni na Beogradskom Univerzitetu

3. tome Sto se formira eksperimentalna baza kod nas za dalja istrazivanja.

[straZivanja eksluzivnih zona kao fenomena prirodnog uspostavljanja
lokalnog stanja Ciste vode i struktuiranja vode oko razli¢itih hidrofilnih povrsina

ukazalo je na razli¢ite skrivene aspekte ponasSanja vode. Voda, kao molekul
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neophodan za Zivot, neophodna je za razumevanje mehanizama koji se deSavaju u

¢elijama, kao i struktuiranjima materija u razli¢itim bioloskim procesima.

Struktuiranje vode u odredenim oblastima organizma predstavlja paralelu
formiranju strukture. Kada je obi¢na voda izloZena suncevoj svetlosti i kada se
nalazi pored hidrofilnih povrSina razli¢itih struktura, ukljucujuéi i Ccelijske
membrane, voda se samostalno struktuira i jonizuje i na taj nacin aktivno ucestvuje

u Celijskom metabolizmu.

Na osnovu istrazivanja postojece literature i izvrSenih eksperimentalnih
ispitivanja u laboratoriji prof.dr Gerald Pollack-a, na katedri za BioinZenjering,
Univerzitet VaSington, Sijetl (SAD) (,Pollack’'s Laboratory“, Department of
Bioengineering, University of Washington, Seattle, USA), mogu se izvesti sledeci

opsti zakljucci:

1. Utvrdeno je da postoji interakcija izmedu dejonizovane vode, hidrofilnih
Cestica mikrosfera i hidrofobnog materijala nafiona. Veli¢ine eksluzivnih
zona zavise od koncentracije mikrosfera u ispitivanim rastvorima. Pored
hidrofobnog materijala nafiona koji nakon izlaganja vodi u odredenom
vremenskom periodu poprima karakteristike hidrofilnosti, veli¢ine
eksluzivnih zona pri interagovanju sa rastvorom dejonizovane vode i
mikrosfera su: pri koncentraciji 1:25 u opsegu 50-100 um, pri koncentraciji
1:50 u opsegu 70-120 um, pri koncentraciji 1:100 u opsegu 80-120 pm,
1:500 u opsegu 60-150 pm.

2. Stanje vode u kozi, narocCito izmedu slojeva lipida u epidermisu, moZe se

smatrati da poseduje osobine eksluzivne zone.
Eksplicitni nau¢ni doprinosi ogledaju se u:

1. Originalni doprinos je u ispitivanju i dobijenim rezultatima interakcije
izmedu dejonizovane vode i hidrogenizovanog ugljeni¢cnog nanomaterijala
(fulerola). U prisustvu rastvora fulerola sa mikrosferama, a u blizini
materijala nafiona postoji struktuiranje vode, tj. zona vode sa drugacijim

karakteristikama. IR metodom na bazi akvafotomike (eksperimenti uradeni
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na Kobe Univrzitetu, Japan i reprodukovani u BMI laboratoriji na
MaSinskom fakultetu, Univerziteta u Beogradu) potvrdeno je postojanje
uredenih slojeva vode oko nanomaterijala (fulerola) koji odgovaraju

fenomenu eksluzivne zone.

2. Tri razlic¢ita tipa kontaktnih sociva koris¢enih u eksperimentima u
doktorskoj disertaciji interaguju sa rastvorima mikrosfera pri ¢emu dolazi
do formiranja EZ. VeliCine eksluzivnih zona pri interagovanju sa rastvorom
dejonizovane vode i mikrosfera su:

- pri koncentraciji 1:25 - za Europerm 30 Blue sociva iznosi 44 pm, za SP-
40 sociva iznosi 51 pm, za SP-40+Ce0(OH)24 iznosi 43 um
- pri koncentraciji 1:100 - za Europerm 30 Blue sociva iznosi 47 pm, za
SP-40 sociva iznosi 64 um, za SP-40+Ceo(OH)24 iznosi 54 pm
- pri koncentraciji 1:500 - za Europerm 30 Blue sociva iznosi 59 um, za
SP-40 sociva iznosi 65 um, za SP-40+Ceo(OH)24 iznosi 54 pum.
Najvece EZ stvarale su se pored RGP sociva tipa SP-40. Fenomen stvaranja
EZ je od znacaja pri razmatranjima stvaranja i funkcionisanja suznog filma i
karakteristika vlaZznosti oka.
3. Preko istovremnog angazovanja broja vodoni¢nih veza jednog molekula

vode objasnjavaju se osobine dejonizovane vode.

4. EZ je sa aspekta vodoni¢nih veza stanje okupiranosti ve¢eg broja molekula
vode sa sve Cetri vodoni¢ne veze (istiskuje sve primese jer nema slobodnih
vodoni¢nih veza, ostaju samo molekuli vode koji formiraju vodene

strukture slicne te¢nom kristalu).
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10. PRILOZI

Prilog 1 - Trideset osam anomalija vode

Obicno se tvrdi da Zivot zavisi od anomalnih svojstava vode. Posebno, veliki
toplotni kapacitet i visok nivo vode u organizmu doprinose termickoj regulaciji i
prevenciji od lokalnih temperaturnih fluktuacija. Visoka latentna toplota
isparavanja doprinosi spreCavanju dehidratacije i znacCajnom hladenju pri
isparavanju. Voda je izvrstan rastvarac¢ zahvaljujuéi svojoj polarnosti, visokoj
dielektricnoj konstanti i maloj veli¢ini posebno za jonske i polarne sastave. Ona
ima jedinstvene hidratacione osobine koje su bitne za bio-makromolekule
(posebno za proteine 1 nukleinske Kkiseline) tako odreduju¢i njihovu
trodimenzionalnu strukturu, a samim tim i njihove uloge u rastvorima. Voda
jonizuje i stvara protonsku razmenu izmedu molekula doprinoseéi jonskim

interakcijama u biologiji.

Maksimalna gustina na 4°C i manja gustina leda rezultiraju u slede¢em:
zamrzavanje reka, jezera, okeana, je od vrha ka dnu, tako da se Stiti voda od daljeg
zamrzavanja i dopusta se lako topljenje, veliki toplotni kapacitet okeana i mora
dopusta im da se ponasaju kao toplotni rezervoari tako da temperatura okeana
varira samo za tre¢inu u odnosu na temperaturu kopna tako da modelira nasu

klimu. Kompresija vode sni‘ava nivo mora za oko 40m dajuci nam 5% vise kopna.
Anomalije :

1.  Vodaima neocekivano visoku tacku topljenja. (02C)
2. Vodaima neocekivano visoku tacku klju¢anja.(1002C)
3. Vodaima neocekivano visoku kriti¢nu tacku. (3742C)

4.  Voda ima velik povrSinski napon i moZe da odskace.(72,75m]/m? na

20°C)

5.  Vodaima neocekivano veliku viskoznost.(0.89 cP na 259)
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Voda ima neocekivano veliku toplotu isparavanja (40.7k]/mol)

Voda se skuplja pri topljenju.

Voda ima veliku gustinu koja raste sa zagrejavanjem (3,984°C)

Broj susednih ¢lanova raste pri topljenju.

Broj susednih ¢lanova raste sa temperaturom

Pritisak snizava tacku topljenja (13.35 MPa daje tacku topljenja od -
1°C)

Pritisak smanjuje temperaturu maksimalne gustine

D20 i T20 se razlikuju u svojim fizickim svojstvima viSe nego Sto se
ocekivalo od njihovog povecanja mase (njihove temperature

maksimalne gustine su 11.185°Ci 13.4°C respektivno).

Voda pokazuje povecanje viskoznosti sa porastom temperature
Viskoznost vode opada sa porastom pritiska (na temperaturi ispod
33°C)

Voda ima malu kompresibilnost (0.46 Gpal na 20°C)

Kompresibilnost opada kako temperatura raste sve do minimuma na
46,5°C. Ispod ove temperature vodu je lakSe kompresovati kad

temperatura opada.

Voda ima nizak Kkoeficijent ekspanzije (termicke ekspanzije)

(0.00021/°C)

Termicka ekspanzija vode opada (postaje negativna) na niZim

temperaturama.
Brzina zvuka raste sa temperaturom (maksimum na 73°C)

Voda ima preko dva puta veci specifi¢ni toplotni kapacitet u odnosu na

led ili paru. (CP teén0=1.03 X CP Evrsto)

Specifi¢ni toplotni kapacitet (Cp i Cy) su neocekivano veliki (Cv i Cp =

4.18]/gK)
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Specificni toplotni kapacitet C, ima minimum na 36°C
NMR spin-resetke relaksacije je veoma mali na ni'im temperaturama
Rastvori imaju razlicite efekte na viskoznost i gustinu

Nijedan rastvor se nije ni pribliZio termodinamickoj idealnosti ¢ak ni

D20 nije idealan
Difrakcija X-zraka pokazuje neobi¢no kompleksnu strukturu
Superhladna voda ima 2 faze i druga kriti¢na tacka je na oko -50°C

Te¢na voda moZe biti superohladena, u vidu malih kapljica, do oko -
70°C, ona moZe se dobiti iz staklastog amorfnog leda izmedu -123°C i -

149°C i mozZe koegzistirati sa kubi¢nim ledom na -63°C

Cvrsta voda ima $irok varijetet stanja (i metastanja) kristala i amorfnih

struktura viSe od bilo kog materijala
Vrela voda se moZe brZze zamrznuti od hladne vode; Mpemba efekat
Refrakcioni indeks vode ima maksimalnu vrednost na 0°C

Rastvorljivost nepolarnih gasova u vodi opada do odredenog

minimuma,a zatim raste

Na niskim temperaturama, samodifuzija vode opada kako gustina i

pritisak opadaju

Toplotna provodnost vode raste do maksimuma na oko 130°C i posle

toga opada

Pokretljivost protona i hidroksidnog jona u elektricnom polju je veoma

brza
Toplota fuzije vode pokazuje maksimum na -17°C

Dielektri¢na konstanta je visoka (78.4 na 252C)
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-30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura [°C]

m— Gustina
=== \/iskoznost

Promena u viskoznosti sa pritiskom
== Kompresibilnost
~ Brzina zvuka

=== Specifi¢na toplota (C)
=== Termicka ekspanzivnost

Slika 10.1: Dijagram osobina vode.

Prilog 2 - Otpornost i provodljivost vode

1
E microsiemens = megohm
Al (microhm) microsiemens
megohm (microhm)

Slika 10.2: Konverzija jedinica.

Tabela 10.1: Veza izmedu vrednosti otpornosti i provodljivosti.
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Otpornost Provodljivost
(ohm) (microsiemens)
18.000.000 0,055
10.000.000 0,1
100 10
2 500
200 5
20 50

Prilog 3 - Vodonicne veze
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Slika 10.3: Samo jedna OH veza
je aktivna po molekulu vode.
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Slika 10.5: Tri OH veze aktivne
po molekulu vode.
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Slika 10.4: Dve OH veze su
aktivne po molekulu vode.

Slika 10.6: Cetiri OH veze
aktivne po molekulu vode.
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Slika 10.7: Preklapajuce vodonicne veze.
Klasi¢no ponaSanje: 1-2, 2-3, 3- 4, 4-5, 5-6

Klasi¢no-kvantno ponasanje: 1-2-3, 2-3-4, 3-4-5, 4-5-6 (preklapajuce vodonic¢ne
veze)
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UsjaBa o ayTopcTBY

MoTtnucanm-a 3opaHa MNony6osuh

6poj nHpekca [010/05

UsjaBmbyjem

[a je [OKTOpCKa AucepTaumja no HacnoBoM

NCTPAXUBAHWE MHTEPAKLIMJE NEJOHU3OBAHE BOAE CA XUOPOOUNTHUM U
XnaPO®OBHUM MATEPUJAITMA, BUOMONEKYNUMA U XWOPOMEHU30BAHUM
YINMbEHUWYHUM HAHOMATEPUJATTUMA

Y Bbeorpaay

pe3ynTtaTt CONCTBEHOI UCTPpaXUBaYKor paja,

Aa NpeanoxeHa avceprauuja y LENUHA HY Y AenoBuMa Huje 6una npearoxexa
3a pobujare 6Guno koje AvnNMoMe npema CTyAUjCKUM Mporpamuma apyrux
BUCOKOLLKOJICKUX YCTaHOBa,

[a cy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBefeHU u
Aa HUcaM Kplimo/na ayTtopcka npaBa W KOPUCTUO MHTEMeKTyarnHy CBOjuHy

APYruX nuua.
MoTnuc pokropaHaa
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M3jaBa 0 MICTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paaa

WUme 1 npesume aytopa 3opaHa Nony6osuh
Bpoj uHaekca [010/05
CTtyamjcku nporpam BuomeanumMHcko MHXeHwepcTBO

Hacnos pana UICTPAXUBAKLE WHTEPAKUWJE JOEJOHU3OBAHE BOJE CA
XMaPoOOUNHAM 1N XAPO®OBHUM MATEPUJANTUMA, BUOMOJEKYIIUMA U
XvaPOreHUM30BAHUM YITbEHUYHAM HAHOMATEPUJATTMA

MeHTOp Mpod.ap Hypo Kopyra

MoTtnucanw/a 3opaHa MNony6osuh

UsjaBrbyjeM Aa je witamnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr pajia UCTOBETHA erneKTPOHCKO)
Bep3nju Kojy cam npepao/na 3a oGjaBrbuBake Ha noprtany [AurutanHor
penosuTopujyma YHuBep3uterta y Beorpany.

HosBorbaBam fa ce objaBe Moju nNM4HM nNopjauv BesaHu 3a fobujare akagemckor
3Batba [JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npe3ume, roguHa u mecto poheta U gatym

onbpaHe papa.

OBu nuuyHuM nogauu Mory ce 06jaBUTM Ha MpEXHWUM CTpaHuuama aurutande
6ubnuoTteke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nyénukauujama YHusepauteta y beorpaay.

Motnuc pokropaHaa
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UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepautetrcky 6ubnuoteky ,Cetoszap MapkoBuh® na y Ourutanyu
penosutopujym YHuBepauteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOpcKy aucepTauujy nog
HacnoBoM:

UCTPAXWBAHE UHTEPAKUWJE NJEJOHU3OBAHE BOJE CA XOPO®UITHUM U
XAPO®OBHUM MATEPUJAITMMA, BUOMONEKYINTMMA U XNAPOIN'EHU3OBAHUM
YINMTbEHUYHUM HAHOMATEPWUJATITUMA

KOja je Moje ayTopcko fieno.

[vcepraumjy ca ceum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHCkom hopmarty norogHom
3a TpajHO apxuMBUpaH-e.

Mojy noktopcky auceptauujy noxpaweHy y [urutanHu peno3vtopujym YHuBepauTeTa
y beorpagy mory fja kopucte cBuM Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuuvo/na.

1. AytopcTtBo
2. AyTOopCTBO - HEKOMepLUjanHo
@AyTopCTBo — HekomepLmjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEeKoMepLujanHo — AenUTW NoA4 UCTUM YCroBUMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTopcTBO — AenuTy noa UCTUM ycnoBuUMa

(Monumo fa 3aoKpyXuTe camo jeaHy of LecT NoHyfeHUX nuueHUM, KpaTak onuc
nuueHuu Aar je Ha nonefuHu nucTa).
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