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Polimerni hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil meta-
krilata predstavljaju slabo umrezene polimerne sisteme
koji imaju sposobnost da bubre i apsorbuju vodu i bio-
loske fluide [1-3]. U nabubrelom stanju oni pokazuju
svojstva sli¢na zivim tkivima, odnosno poseduju izu-
zetnu biokompatibilnost. Hidrogelovi spadaju u grupu
polimernih biomaterijala koji imaju znacajnu primenu u
farmaciji i medicini, u sistemima za kontrolisano otpus-
tanje terapeutski aktivnih agenasa, za regeneraciju i re-
konstrukciju tkiva i organa, kao vestacki implanti i sl.
Ugradnja implanata je pracena pojavom razlicitih infek-
cija izazvanih mikrobima [4]. Da bi se sprecila ova po-
java, u matrice se ugraduju antimikrobni agensi, s ciljem
da se ostvari antimikrobna aktivnost gelova u odrede-
nom vremenskom periodu [5-7].

U radu su ispitivani struktura, bubrenje i antimik-
robna svojstva hibridnih hidrogelova na bazi 2-hidroksi-
etil-metakrilata (HEMA), itakonske kiseline (IK), poli-
(vinil pirolidona) (PVP) i Cestica srebra (Ag/P(HEMA/
/IK)/PVP), sintetisanih radikalnom polimerizacijom.
Strukturne karakteristike gelova su odredene infracrve-
nom spektroskopijom sa Fourier transformacijom. Stu-
dija bubrenja Ag/P(HEMA/IK)/PVP gelova je izvedena
u in vitro uslovima, u temperaturnom opsegu 25-55 °C.
Antimikrobna svojstva Ag/P(HEMA/IK)/PVP hibridnih
hidrogelova su testirana u interakciji sa mikrobnim kul-
turama E. coli, S. aureus i C. albicans.

EKSPERIMENTALNI DEO

Materijali

Za sintezu hidrogelova su koriséeni reaktanti 2-hi-
droksietil metakrilat (HEMA), itakonska kiselina (IK),
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ANTIMIKROBNA AKTIVNOST HIBRIDNIH
HIDROGELOVA NA BAZ| POLI(VINILPIRO-
LIDONA) KOJI SADRZE SREBRO*

U radu je prikazana sinteza niza hibridnih hidrogelova na bazi 2-hidroksietil meta-
krilata, itakonske kiseline i poli(vinilpirolidona) u koje su ugradene Cestice srebra, s
ciljem primene ovih sistema u biomedicinske svrhe. Odredene su strukturne ka-
rakteristike hidrogelova. Bubrenja gelova je izvedeno u in vitro uslovima i pokazana je
zavisnost stepena bubrenja od temperature i udela PVP. Ispitivanje antimikrobne ak-
tivnosti hidrogelova je izvedeno koriscenjem mikrobnih kultura E. coli, S. aureus i C.
albicans. Najvecu osetljivost nakon izlaganja uzorcima pokazuje patogeni kvasac C.
albicans, a najmanju bakterija E. coli. MozZe se izvesti zakljucak da su svi sintetisani
hibridni hidrogelovi pokazali povoljna difuziona svojstva u in vitro uslovima, kao i da
antimikrobna aktivnost zavisi od vrste hidrogela i soja mikroba, i viemena izlaganja
hidrogelova testiranim mikrobima.

poli(vinil pirolidon) (PVP, M, 360000), srebro-nitrat
(AgNOs), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA), kalijum
persulfat (KPS) i N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin
(TEMED), a kao rastvaraci su koriS¢eni demineralizo-
vana voda i etanol. Strukturne formule monomera i poli-
mera za sintezu gelova su date na Semi 1.

Sinteza hidrogelova

Sinteza hidrogelova je izvedena polimerizacijom
preko slobodnih radikala na poviSenoj temperaturi. U
vodeni rastvor monomera i polimera su dodati inicijator,
aktivator 1 umrezivac¢, kao i rastvor AgNOj; i bioloski
agens kao redukciono sredstvo. Izvedeno je hemijsko
umrezavanje 2-hidroksietil-metakrilata i itakonske kise-
line u prisustvu interpenetranta poli(vinil pirolidona),
pri ¢emu su varirani udeli PVP (2,0, 5,0 i 10 mol%).
Reakciona smesa je pre polimerizacije degazirana, izli-
vena izmedu dve staklene ploce oivi¢ene PVC crevom.
Sveze sintetisani hidrogelovi su iseceni u obliku diskova
i ostavljeni da bubre u demineralizovanoj vodi u periodu
od sedam dana, da bi se uklonile neproreagovale mate-
rije. Posle bubrenja, diskovi su vadeni i suseni na vaz-
duhu, da bi se dobili suvi gelovi koji su karakterisani.

Studija bubrenja

Studija bubrenja se izvodi tako §to se diskovi suvih
gelova urone u puferski rastvor i proces bubrenja se pra-
ti gravimetrijski, do postizanja ravnoteZze na odredenoj
temperaturi. Dinamic¢ko bubrenje je praceno in vitro, u
puferu pH 7,40, na temperaturama: 25, 37,451 55 °C.

Test antimikrobne aktivnosti

Odredivanje antimikrobne aktivnosti hibridnih hid-
rogelova vrseno je odredivanjem stepena redukcije broja
bakterija u fizioloskom rastvoru u kome su bakterijske
¢elije bile izloZene sterilisanim uzorcima hidrogelova
(sterilizacija UV zracima). Mikrobne kulture koris¢enje
za ova ispitivanja su bile:

— Escherichia coli, ATCC25922, Gram-negativna
bakterija,
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Sema 1. Hemijska struktura komponenata koriséenih za sintezu hidrogelova.
Scheme 1. Chemical structure of components used for hydrogel synthesis.

— Staphylococcus aureus, ATCC2593, Gram-pozi-
tivna bakterija i

— Candida albicans, ATCC24433, patogeni kvasac.

U epruvete sa 9 ml sterilnog fizioloskog rastvora
dodato je po 1 ml suspenzije mikroorganizama, a zatim
su dodati ispitivani sterilisani uzorci hidrogelova. Na-
kon vorteksiranja radi homogenizacije suspenzije i pos-
tizanja kontakta sa hidrogelovima, epruvete su inkubi-
rane na 37 °C u termostatu. Nakon 24 h inkubacije iz-
vedeno je brojanje izraslih kolonija. Na osnovu dobije-
nog broja kolonija izraCunat je stepen redukcije broja
bakterija pod uticajem hidrogelova, koris¢enjem for-
mule:

% RedUkCije = 100((Ckomrola - Cuzorak)/ Ckontrola) (1)

gde oznaka Cygnyola 0znacava broj izraslih kolonija iz
rastvora sa kontrolnim uzorkom, a C,x broj izraslih
kolonija iz rastvora sa ispitivanim uzorkom.

REZULTATI I DISKUSIJA

Strukturna karakterizacija hibridnih hidrogelova

Da bi se identifikovale najvaznije funkcionalne
grupe koje sadrze sintetisani hibridni kopolimerni gelovi
snimljeni su FTIR spektri. Na slici 1 su prikazani FTIR
spektri Ag/P(HEMA/IK)/PVP hidrogelova. Srebro ugra-
deno u hidrogelne matrice moze da stvara interakcije sa
COO- grupama iz IK i O atomom iz PVP, §to dovodi do
pomeranja pikova karakteristicnih za PVP (traka na
1660 cm ') i pika za karboksilnu grupu (traka na 1723
ecm '), i u zavisnost od koli¢ine vezanog srebra, pikovi
se proporcionalno pomeraju i imaju promenjen intenzi-
tet [8]. Srebro u hidrogelovima uti¢e na stepen bubrenja,
tako da se velicina pika koji ukazuje na poveéanu hidro-
filnost menja (traka na 3476 cm ). Ostali karakteristi¢ni
pikovi poticu od C—C i C—H veza u polimetakrilatnom
osnovnom lancu [9].
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Slika 1. FTIR spektri Ag/P(HEMA/IK)/PVP hibridnih gelova.
Figure 1. FTIR spectra of Ag/P(HEMA/IA)/PVP hybrid gels.

Studija bubrenja hibridnih gelova

Hemijskim umrezavanjem (radikalna polimeriza-
cija) sintetisani su hibridni hidrogelovi koji sadrze Cetiri
komponente: HEMA, IK, PVP i Cestice srebra. Pra¢eno
je bubrenje gelova sa razli¢itim udelima PVP (2, 51 10
mol%) u puferu pH 7,40 u opsegu temperatura (25, 37,
45155 °C), da bi se ispitalo ponaSanje gelova u in vitro
uslovima. Odabrana vrednost pufera je 7,40, koja odgo-
vara pH vrednosti bioloskih fluida: humoralnog i sinovi-
jalnog fluida, kao i pH koze i nazalnog tkiva. Tempe-
ratura od 37 °C je normalna fizioloska temperatura ljud-
skog tela, a temperatura od 25 °C je sobna temperatura i
radi poredenja je praceno bubrenje gelova i na toj tem-
peraturi. Posto je iz literature poznato da PHEMA poka-
zuje minimalnu vrednost stepena bubrenja oko 55 °C
[10], proces bubrenja je pracen i na temperaturama u bli-
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zini ove temperature. Interpenetrant PVP (M, 360000) u
sintezi gelova je izabran da bi se poboljsala hidrofilnost
i dobila specifi¢na antimikrobna svojstva sa produzenim
delovanjem, Sto je dodatno potencirano ugradnjom Ces-
tica srebra.

U hibridnim hidrogelovima Ag/P(HEMA/IK)/PVP
pored postojeceg hemijskog umreZenja, javlja se i fi-
zicko umrezenje uspostavljanjem vodoni¢nih veza (koje
grade kiseonik iz karbonilne grupe PVP i vodonik iz
OH grupe HEMA) izmedu polimernih lanaca. Na pH
7,40 obe karboksilne grupe IK su disosovane i poveéan
je intermolekulski prostor izmedu polimernih lanaca
usled odbijanja istoimenog naelektrisanja COO™ grupa,
kao i stepen bubrenja.

Bubrenje hibridnih hidrogelova koji sadrze razlicite
udele PVP 2, 5 i 10 mol%, u puferu pH 7,40 u tempe-
raturnom opsegu 25-55 °C, prikazano je na slici 2. Iz
dijagrama zavisnosti ravnoteznog stepena bubrenja, ¢,
od udela PVP na ispitivanim temperaturama uocava se
tendencija ponasanja Ag/P(HEMA/IK)/PVP hibridnih
hidrogelova u funkciji ova dva parametra. Vrednosti
ravnoteznog stepena bubrenja, ¢., za Ag/P(HEMA/
/IK)/PVP hibridne hidrogelove su u opsegu od 2,46 do
4,25.

CJ25'c| M
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] 45 °C
. 55°C

0 . — — .
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Udeo PVP u hibridnim hidrogelovima (mol%)

Slika 2. Zavisnost ravnotezng stepena bubrenja, q,, od udela
PVP i temperature za Ag/P(HEMA/IK)/PVP hibridne
hidrogelove.

Figure 2. Dependence of q. on PVP fraction and temperature
for Ag/P(HEMA/IA)/PVP hybrid hydrogels.

Ukoliko se posmatra uticaj sadrzaja PVP u gelo-
vima i temperature na ravnotezni stepen bubrenja, q.,
moze se zakljuciti da ¢, uglavnom raste sa poveéanjem
sadrzaja PVP, usled povecane hidrofilnosti uzoraka. Sa
porastom temperature dolazi do smanjenja stepena bu-
brenja jer preovladuje uticaj 2-hidroksietil-metakrilata,
za koji je utvrdeno da ima minimum bubrenja na oko 55
°C [10].

Mehanizam transporta fluida se odreduje iz opste
poluempirijske jednacine (2) koja daje kineticke para-

metre bubrenja hidrogelova, pri ¢emu se uzima u obzir
prvi deo krive bubrenja (M/M,, < 0.6):

= k" 2)

- (= 3
T 3)

Kinetika bubrenja zavisi od difuzije fluida u hidro-
gelovima i od relaksacije polimernih lanaca. Za hidro-
gelove u obliku diska, vrednost difuzionog eksponenta
bubrenja n = 0,50 ukazuje da se radi o Fick-ovoj difuziji
[11]. Fick-ov zakon se moze primeniti kada difuzija
upravlja procesom bubrenja. Ako je n = 1 bubrenje se
odvija usled relaksacije polimernih lanaca. Za vrednosti
n izmedu 0,5 i 1,0, mehanizam transporta fluida je ne-
-Fick-ov jer i difuzija i relaksacija lanaca kontrolisu
ukupnu brzinu transporta fluida. Na osnovu jednacina
(2) 1 (3) odredeni su kinetic¢ki parametri bubrenja hid-
rogelova kineticka konstanta bubrenja, &, difuzioni eks-
ponent bubrenja, n i koeficijent difuzije fluida, D.

Mehanizam transporta fluida pokazuje da svi Ag/
/P(HEMA/IK)/PVP gelovi na svim temperaturama po-
kazuju Fick-ovu difuziju. Koeficijent difuzije, D (jedna-
¢ina (3)), za hidrogelove se racuna iz kinetickih podata-
ka dobijenih pracenjem procesa bubrenja hidrogelova
(jednacina (2)), odnosno iz vrednosti kineticke kons-
tante bubrenja, k. Vrednosti D hidrogelova Ag/P(HEMA/
/IK)/PVP krecu se u opsegu 0,189x10—4,48x107" cm?/s.
Vrednosti koeficijenata difuzije rastu sa povecanjem
temperature za sve uzorke. Najveca vrednost koefici-
jenta difuzije je na 55 °C kod Ag/P(HEMA/IK)/PVP-5,
dok najmanju vrednost pokazuje uzorak Ag/P(HEMA/
/IK)/PVP-2 na 25 °C.

Antimikrobna svojstva hibridnih hidrogelova

Ispitivanje antimikrobnog delovanja Ag/P(HEMA/
/IK)/PVP hibridnih hidrogelova, u in vitro uslovima,
izvedeno je s ciljem odredivanja antimikrobne efikas-
nosti ugradenog srebra i PVP u gelove, tako da imamo
sinergetsko dejstvo ova dva antimikrobna agensa. Na
osnovu ranijih istrazivanja pokazalo se da hidrogelovi
na bazi 2-hidroksietil-metakrilata koji sadrze srebro po-
kazuju odli¢nu antimikrobnu aktivnost [12].

Prema rezultatima prikazanim na slikama 3-5, mo-
ze se uociti da antimikrobni efekat zavisi od udela PVP
u gelovima i kako raste udeo PVP, tako se povecava
efikasnost. Najveca osetljivost na ispitivane gelove je
dobijena za Celije patogenog kvasca C. albicans, gde je
postignut procenat redukcije broja za oko 80-90% (slika
5). Najmanju osetljivost na dejstvo hidrogelova je poka-
zala Gram negativna bakterija E. coli gde je postignut
procenat redukcije broja ¢elija izmedu 10 i 18% (slika
3). Osetljivost Gram-pozitivne bakterije S. aureus je
veoma mala nakon jednog sata izlaganja uzorcima (slika
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Slika 3. Antimikrobna aktivnost Ag/P(HEMA/IK)/PVP hidrogelova
za E. coli.
Figure 3. Antimicrobial activity of Ag/P(HEMA/IA)/PVP hydrogels
for E. coli.
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Slika 4. Antimikrobna aktivnost Ag/P(HEMA/IK)/PVP
hidrogelova za S. aureus.

Figure 4. Antimicrobial activity of Ag/P(HEMA/IA)/PVP
hydrogels for S. aureus.
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Slika 5. Antimikrobna aktivnost Ag/P(HEMA/IK)/PVP hidrogelova za C. albicans.
Figure 5. Antimicrobial activity of Ag/P(HEMA/IA)/PVP hydrogels for C. albicans.

4). Medutim, nakon drugog sata izlaganja postignuti
stepen redukcije broja celija se kretao u opsegu od oko
50% za uzorak sa najmanjom koli¢inom srebra i oko
70% za uzorak sa najve¢im sadrzajem PVP, odnosno
Ag Cestica. Imajuéi u vidu vreme delovanja uzoraka,
moze se uociti da se procenat redukcija broja ¢elija sma-
njuje sa vremenom, za sojeve C. albicans 1 E. coli, kod
uzoraka sa manjim sadrZzajem PVP (manjim sadrzajem
Ag), jer verovatno dolazi do izmene aktivnosti otpuste-
nih jona srebra u rastvoru, a time i do promene oset-
ljivosti mikroorganizama. Medutim, kod Gram pozitiv-
ne bakterije S. aureus se uocava obrnuta situacija, $to
moze biti posledica razlicite ¢elijske grade, tj. osetlji-
vosti na koncentraciju srebra, koja se povecava sa vre-
menom izlaganja uzorka soju mikroba [13]. Moze se za-
kljuciti da antimikrobna aktivnost hibridnih hidrogelova
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zavisi od vremena izlaganja, soja mikroorganizma i tipa
gela.

ZAKLJUCAK

U radu su sintetisani hibridni hidrogelovi kopoli-
mera 2-hidroksietil-metakrilata i itakonske kiseline sa
razli¢itim udelima interpenetranta poli(vinil pirolidona)
i ugradenim Cesticama srebra, polimerizacijom preko
slobodnih radikala. FTIR analiza Ag/P(HEMA/IK)/PVP
hibridnih gelova je pokazala prisustvo traka na 1660 i
1723 cm ™' koje ukazuju da je doslo do ugradivanja &es-
tica srebra u P(HEMA/IK)/PVP hidrogelove. Bubrenje
Ag/P(HEMA/IK)/PVP hidrogelova zavisi od udela PVP
i temperature. Ravnotezni stepeni bubrenja hidrogelova
se nalaze u opsegu od 2,46—4,25. Antimikrobni efekti
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sterilisanih hibridnih hidrogelova zavise od udela PVP u
gelovima, i kako raste udeo PVP, tako se povecava efi-
kasnost. Najvecu osetljivost iskazanu procentom reduk-
cije broja celija nakon izlaganja uzorcima pokazuje pa-
togeni kvasac C. albicans, a najmanju osetljivost poka-
zuje bakterija E. coli. Kod S. aureus uocen je suprotan
efekat, odnosno, antimikrobna aktivnost se znacajno po-
jacava sa periodom izlaganja. Analiziraju¢i ponasanje
sintetisanih Ag/P(HEMA/IK)/PVP hibridnih hidrogelo-
va, moze se izvesti zakljucak da su svi sintetisani gelovi
pokazali povoljna difuziona svojstva u in vitro uslovi-
ma, kao i zadovoljavajucu antimikrobnu aktivnost pre-
ma testiranim sojevima, §to ih kandiduje kao potenci-
jalne polimerne biomaterijale za primenu u medicini i
farmaciji, a posebno u dermatologiji i kozmetici.

Zahvalnica

Ovaj rad je podrzan od strane Ministarstva za nau-
ku i tehnoloski razvoj Republike Srbije (projekti No.
145072 1 TR 19027).
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SUMMARY

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF HYBRID HYDROGELS BASED ON POLY(VINYLPYRROLIDONE)

CONTAINING SILVER

Jovana S. Jovasevi¢', Maja M. Mi¢i¢>, Edin H. Suljovruji¢*, Jovanka M. Filipovi¢', Suzana I. Dimitrijevi¢',

Simonida Lj. Tomi¢'

'Faculty of Technology and Metallurgy, University of Belgrade, Karnegijeva 4/V, Belgrade, Serbia

2Vinca Institute of Nuclear Sciences, 11001 Belgrade, Serbia

(Scientific paper)

New hybrid hydrogels were prepared by radical copolymerization of
2-hydroxyethyl methacrylate, itaconic acid, poly(vinylpyrrolidone) and sil-
ver salt. FTIR spectroscopy has confirmed binding of silver particles in
hydrogels. Swelling studies performed in in vitro conditions showed de-
pendence on PVP content and temperature. It can be seen that the anti-
microbial activity of the Ag/P(HEMA/IA)PVP hybrid hydrogels depends
on the PVP moiety and with the increase of PVP content the microbial
contamination is more efficiently reduced. The best sensitivity was ob-
tained for the polymers tested for antimicrobial activity against the yeast
C. albicans, one of the most commonly encountered human pathogens,
causing a wide variety of infections ranging from mucosal infections in
generally healthy persons to life-threatening systemic infections in indivi-
duals with impaired immunity. A slightly less susceptible to antimicrobial
effect of hydrogels was obtained for the Gram-positive bacteria S. aureus,
where the reduction of cells was about 70% after two hours of exposure,
for the sample with the highest PVP content. The least susceptible to the
antimicrobial activity of hydrogels examined was the Gram-negative bac-
teria E. coli, where the percent of cell reduction was below 20%. Bearing
in mind the influence of the time of exposure of microbes to the Ag/
/P(HEMA/IA)/PVP hybrid hydrogels, it was observed that the reduction of
the number of cells depends on time, microbial culture and type of hybrid
hydrogel sample. Due to their swelling and antimicrobial properties,
silver/poly(2-hydroxyethyl methacrylate/itaconic acid)/poly(vinylpyrroli-
done) hybrid hydrogles show potential to use in the field of biomedicine,
especially for treatment of skin and burns in dermocosmetics.
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