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KINETIKA I MEHANIZAM OTPUSTANJA SREBRA 1Z NANOKOMPOZITNIH
Ag/ALGINATNIH HIDROGELOVA ZA RAZLICITE PRIMENE

REZIME

Nanokompoziti na bazi alginatnih hidrogelova sa nanocesticama srebra su atraktivni za
primenu u medicini, i to kao antimikrobne obloge za rane i implantati za meka tkiva.
Ovi nanokompoziti omogucavaju stabilizaciju i kontrolisano otpusStanje nanocestica i/ili
jona srebra dok sam hidrogel obezbeduje hidrofilnu, biokompatibilnu sredinu. Pored
toga, atraktivni su i za primenu kao komponente funkcionalnih pakovanja za hranu gde
bi mogli da obezbede antimikrobno dejstvo i time, i produzeni vek trajanja hrane. Prema
tome, funkcionalnost Ag/alginatnih nanokompozitnih hidrogelova u velikoj meri zavisi
od nacina i brzine otpuStanja srebra. Pored toga, poznavanje mehanizma i kinetike
otpustanja nanocestica i/ili jona srebra je krucijalno i sa stanovista utvrdivanja uticaja
ovih nanokompozita na ljudski organizam i zivotnu sredinu prilikom upotrebe.

Cilj istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je bio razvoj matematickih modela koji bi
opisali mehanizam i kinetiku otpus$tanja nanocestica i/ili jona srebra iz nanokompozitnih
alginatnih hidrogelova radi postizanja antimikrobne aktivnosti u razli¢itim primenama.
Shodno tome, fokus je stavljen na hidrogelove sa elektrohemijski sintetisanim
nanoCesticama srebra za potencijalnu primenu u medicini, kao 1 na razvoj 1
karakterizaciju kompozitnih polimernih filmova sa alginatnim mikrocesticama sa
sadrzanim nanocesticama srebra sintetisanim hidrotermalnom metodom za primenu u
pakovanju hrane.

Primenom obe navedene metode u rastvoru natrijum-alginata uspe$no su sintetisane
sferine nanocestice srebra u opsegu veli¢ina od 4 — 30 nm dajuci stabilne Ag/alginatne
koloidne rastvore. Ovi rastvori su dalje bili pogodni za dobijanje hidrogelova u
razli¢itim oblicima tako da su izlivanjem dobijeni nanokompozitni diskovi, a
elektrostatickom  ekstruzijom nanokompozitne mikrocestice. Hidrogelovi sa
elektrohemijski sintetisanim nanocesticama su zatim ispitivani u pogledu kinetike
otpustanja nanocestica i/ili jona srebra pri razli¢itim hidrodinamic¢kim uslovima
relevantnim za primenu u medicini. Staticki uslovi i direktan kontakt dva hidrogela su
imitirali obloge za rane i implantate u neprokrvljenim tkivima dok su ipitivanja pri

kontinualnom protoku fluida imitirala implantaciju u vaskularizovana tkiva. Posebno su



izvedeni eksperimenti u vodi i fizioloskom rastvoru kao modelu bioloskih fluida. Na
osnovu eksperimentalnih ispitivanja su zatim razvijeni 1 uspeSno primenjeni
matematicki modeli koji su ukljucili difuziju nanocestica srebra kroz alginatnu matricu,
reakciju oksidacije nanocestica i reakciju sa jonima hlora iz rastvora, i, najzad, difuziju

nagradenih formi AgClL*Y-

. Dobijeni su veoma niski koeficijenti dufuzije nanocestica
srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrodestica u vodi reda veli¢ine ~ 108 m? s sto
ukazuje na dobru stabilizaciju nanocestica srebra u alginatnoj matrici. U direktnom
kontaktu sa alginatnim hidrogelom u statickim uslovima, mala koli¢ina (~ 0,7 %)
nanocestica je migrirala stvarajuci vece agregate na povrsini hidrogela i vise manjih
agregata (~ 400 nm) unutar hidrogela. Sa druge strane, kontinualni protok vode kroz
pakovani sloj Ag/alginatnih mikrocCestica je izazvao nekoliko puta vece otpusStanje
srebra izazvano spiranjem nanocCestica intersticijalnom brzinom fluida unutar
mikrodestica koja je odredena kao ~ 5 nm s*. Matemati¢ko modelovanje otpustanja
srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica u fizioloSkom rastvoru je ukazalo na oksidaciju
nanodestica kinetikom prvog reda sa konstantom brzine reda veli¢ine ~ 10 sX. Pri tome
je brzina oksidacije i reakcije sa jonima hlora rasla sa brzinom prenosa mase ovih jona
tako da je bila najveca u slucaju suvih Ag/alginatnih mikrocestica u kojima je tokom
bubrenja ostvaren konvektivni prenos. Shodno tome, brzina difuzije nagradenih AgCI*
U1 formi u tom sluéaju je bila i najmanja ukazujuéi da je najverovatnije veéim delom
formiran precipitat AgCI.

Hidrotermalna sinteza kao jeftinija od elektrohemijske, je primenjena za dobijanje
Ag/alginatnih koloidnih rastvora koji su putem elektrostaticke ekstruzije gelirani u
obliku nanokompozitnih mikrocestica koje su zatim ugradene u filmove od poli(laktidne
kiseline) (PLA) 1 poli(vinil alkohola) (PVA). Ovi filmovi su zatim ispitani sa stanovista
otpustanja srebra u simulante za hranu na bazi vode odnosno 3 % zap. rastvor siréetne
kiseline, u destilovanu vodu, 10 % zap. rastvor etanola i 95 % zap. rastvor etanola.
Najvece otpuStanje srebra je dobijeno u rastvoru siréetne kiseline usled oksidacije
nanocestica srebra pa tako i lakSe difuzije jona kroz film. Koeficijenti difuzije srebra
odredeni za suve Ag/alginatne mikrocCestice i PLA kompozitne filmove su bili reda
velitine 10 m? st PLA kompozitni filmovi su pokazali slabu ali vidljivu
antimikrobnu ativnost na soju S. aureus pojavom inhibicione zone debljine oko 1 mm,

dok nisu imali efekta na soj bakterije E. coli.



Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da nanokompozitni biomaterijali
na bazi nanoCestica srebra i alginata u obliku hidrogelova imaju potencijal za
biomedicinsku primenu kao antimikrobne obloge za rane ili implantati za meka tkiva.
Isto tako, suve Ag/alginatne mikrocestice su se pokazale kao veoma pogodne za
umesavanje sa hidrofobnim (PLA) i hidrofilnim (PVA) rastvorima polimera otvarajuéi
nove mogucénosti za dobijanje antimikrobnih filmova koji mogu naéi primenu u

pakovanju hrane.

Kljuéne reci: nanocestice srebra, alginat, nanokompozitni hidrogelovi, nanokompozitni
PVA filmovi, nanokompozitni PLA filmovi, otpustanje srebra, antibakterijska aktivnost,
matematicko modelovanje, kinetika otpustanja srebra, koeficijenti difuzije, konstante

oksidacije nanocestica.
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KINETICS AND MECHANISM OF SILVER RELEASE FROM NANOCOMPOSITE
AQ/ALGINATE HYDROGELS FOR DIFFERENT APPLICATIONS

ABSTRACT

Nanocomposite alginate hydrogels with incorporated silver nanoparticles are attractive
for medical applications such as antimicrobial wound dressings and soft tissue implants.
These nanocomposites provide stabilization and controlled release of silver
nanoparticles and/or ions while the hydrogel itself, provides a hydrophilic and
biocompatible environment. In addition, Ag/alginate nanocomposites are attractive for
applications as components of functional food packaging due to antimicrobial effects
that prolong food freshness. Thus, the functionality of Ag/alginate nanocomposite
hydrogels largely depends on the rate and route of silver release. Furthermore,
understanding the kinetics and mechanism of silver nanoparticle and/or ion release is
crucial from the point of assessing the effects on human tissues and the body as well as
on the environment during the nanocomposite use.

The aim of this doctoral thesis was to develop mathematical models describing
mechanisms and Kinetics of silver nanoparticle and/or ion release from nanocomposite
Ag/alginate hydrogels designed to achieve antimicrobial activity in different
applications. The focus was on Ag/alginate hydrogels with electrochemically
synthesized silver nanoparticles for potential applications in medicine, as well as on
development and characterization of composite polymer films containing Ag/alginate
microbeads with silver nanoparticles synthesized by a hydrothermal method for
applications in food packaging.

Utilization of both synthesis methods in Na-alginate solutions resulted in spherical
silver nanoparticles in the size range 4 — 30 nm Yyielding stable Ag/alginate colloid
solutions. The solutions were suitable for production of hydrogels in different forms
such as discs produced by decanting and gelation as well as microbeads obtained by
electrostatic  extrusion. Hydrogels with electrochemically synthesized silver
nanoparticles were investigated next regarding the release Kkinetics of silver
nanoparticles and/or ions under different hydrodynamic conditions relevant for medical
applications. Static conditions and a direct contact of a nanocomposite and an alginate

hydrogel were set to mimic wound dressings and implants in nonvascularized tissues



while the studies under continuous fluid perfusion imitated implants in vascularized
tissue sites. In addition, the experiments were performed in water and physiological
saline solution as a model of biological fluids. Based on the experimental results
mathematical models were derived, which included diffusion of nanoparticles within the
alginate hydrogel, nanoparticle oxidation and reaction with chloride ions present in the
saline solution, and finally, diffusion of formed AgCIx*"Y- species. Very small values of
diffusion coefficients were estimated in the order of magnitude ~ 108 m? s* for silver
nanoparticles diffusing from Ag/alginate microbeads in water, which indicates good
nanoparticle stabilization within the alginate matrix. In direct contact of the two
hydrogels under static conditions, only a small quantity of nanoparticles (~ 0.7 %) has
migrated forming larger aggregates on the hydrogel surface and many smaller
aggregates (~ 400 nm) within the alginate hydrogel. On the other hand, continuous
water perfusion through the packed bed of Ag/alginate microbeads induced several fold
higher silver release caused by nanoparticle wash out from the microbeads with the
interstitial velocity estimated as ~5 nm s. Mathematical modeling of silver release
from Ag/alginate microbeads in physiological saline solution indicated nanoparticle
oxidation following first order kinetics with kinetic rate constants in the order of
magnitude of ~10® s. Moreover, the rates of oxidation and reaction with CI- ions
increased with the increase in mass transport rate of these ions being the highest in the
case of dry Ag/alginate microbeads, in which convective transport was occurring during
bead swelling. Accordingly, diffusion rate of the formed AgCl*V* species in this case
was the lowest implying that probably mostly solid AgCl precipitated within the beads.

A hydrothermal method, as a cheaper method than the electrochemical synthesis, was
used to obtain Ag/alginate colloid solutions, which were then electrostatically extruded
to form nanocomposite microbeads that were further embedded in films of poly(lactic
acid) (PLA) and poly(vinyl alcohol) (PVA). The obtained films were studied regarding
silver release in food simulants based on water, i.e. distilled water and the following
aqueous solutions: 3 vol. % acetic acid, 10 vol. % ethanol and 95 vol. % ethanol. The
highest silver release was obtained in the acetic acid solution due to oxidation of silver
nanoparticles resulting in faster diffusion of silver ions trough the film. Apparent
diffusion coefficients of silver nanoparticles and/or ions for dry Ag/alginate microbeads

and PLA composite films were estimated in the order of magnitude of ~101" m? s,



PLA composite films have exhibited weak but visible antibacterial activity against S.
aureus forming an inhibition zone about 1 mm thick, while the effects against E. coli
were not apparent.

Results presented in this doctoral thesis indicate that nanocomposite biomaterials based
on silver nanoparticles and alginate hydrogels have potential for biomedical applications
as antimicrobial wound dressings or implants for soft tissues. Also, dry Ag/alginate
microbeads were shown to be suitable for mixing in hydrophobic (PLA) and
hydrophylic (PVA) polymer solutions providing new possibilities for fabrication of

antimicrobial composite films attractive for food packaging applications.

Keywords: silver nanoparticles, alginate, nanocomposite hydrogels, nanocomposite
PVA films, nanocomposite PLA films, silver release, antibacterial activity,
mathematical modeling, kinetics of silver release, diffusion coefficients, kinetic rate

constant of nanoparticle oxidation.
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uvoD

Nanocestice su Cestice nanometarskih dimenzija od 1-100 nm. U poslednjih par decenija
nanocestice srebra su postale veoma atraktivan fokus mnogih istrazivackih grupa zbog
svog izuzetnog antimikrobnog dejstva tako da se sve viSe probijaju na trziste
medicinskih materijala, kozmetike, materijala za pakovanje hrane, kao i u sisteme za

precis¢avanje vode.

Kako mikroorganizmi postaju sve otporniji na antibiotike, postoji sve veca potreba da se
nade reSenje kojim bi se obezbedila sterilna sredina. Usled izuzetno izraZene
antimikrobne aktivnosti prema bakterijama, virusima i gljivama, nanocestice srebra se
istrazuju kao jedno od reSenja ovog problema. Smatra se da su nanocestice potentnije od
jona srebra bas zbog svog produzenog antimikrobnog dejstva. Glavni nedostatak u
primeni nanocestica srebra je njihova nestabilnost i sklonost ka aglomeraciji zbog teznje
ka dostizanju nizeg energetskog stanja. Aglomeracijom se, medutim, smanjuje
antimikrobna aktivnost. Da bi se ovaj fenomen izbegao, nanocestice je potrebno
dodatno stabilisati §to je moguce postici rastvorima razli¢itih polimera kao na primer:
alginata, hitozana, poli (vinil alkohola) i drugim. Alginat je posebno atraktivan
biomaterijal, jer lako gelira u prisustvu jona kalcijuma daju¢i hidrogelove koji su
biokompatibilni 1 biodegradabilni i kao takvi, u Sirokoj su biomedicinskoj upotrebi 1 to
posebno kao obloge za rane zbog velike sorpcione moci, a time i regulacije vlage u rani.
U kombinaciji sa nanoCesticama srebra, hidrogelovi na bazi alginata imaju sposobnost
da usled bubrenja otpustaju srebro i deluju antimikrobno, a sa druge strane apsorbuju
viSak vlage iz rane 1 na taj nacin uticu na brZe zarastanje rana. Kako nanocestice srebra
mogu imati i citotoksi¢ne efekte, tako je potrebno opisati i jasno poznavati mehanizam
otpustanja i/ili oksidacije ovih nanocestica, kao i njihovu interakciju sa okolnom
sredinom. To su i glavne prepreke u definisanju funkcije nanokompozitnih biomaterijala
I to nedevoljno poznati podaci o obliku i koncentraciji u kojoj se otpustaju nanocestice
srebra, brzini oksidacije nanocestica, kao 1 0 mogucim interakcijama sa okolnim jonima.
Upravo zbog ovih nedovoljno poznatih ¢injenica Evropska uprava za bezbednost hrane
(European Food Safety Authority, EFSA) jos uvek nije odobrila koris¢enje nanocestica
srebra za komercijalnu primenu u pakovanju hrane, kao i u medicinskim uredajima 1

proglasila je medicinske materijale sa nanocesticama srebra, matarijalima Il stepena



visokog rizika. Zbog toga je od klju¢nog znacaja poznavanje nacina otpustanja i
interakcija nanocestica kako u organizmu tako i u Zivotnoj sredini nakon upotrebe

proizvoda na bazi nanokompozita.

Cilj istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je bio opis mehanizma 1 kinetike
otpustanja nanocCestica srebra, iz nanokompozitnih hidrogelova na bazi alginata. Pri
tome su primenjene elektrohemijska sinteza i hidrotermalna metoda sinteze nanocestica.
Eksperimentalno je ispitana i matemati¢ki modelovana kinetika otpuStanja srebra iz
nanokompozitnih Ag/alginatnih hidrogelova u suvoj i vlaznoj formi, dobijenih iz
koloidnog rastvora sintetisanog elektrohemijskom metodom, u vodi i fizioloSkom
rastvoru za primenu u medicini. Sa druge strane, ispitana je Kinetika otpustanja
nanoCestica srebra sintetisanih hidrotermalnom metodom iz suvih Ag/alginatnih
mikrocestica i iz kompozitnih filmova na bazi poli(vinil alkohola) (PVA) i poli(laktidne
kiseline) (PLA) sa suvim Ag/alginatnim mikroCesticama u svrhu razvoja novih

materijala za primenu u pakovanju hrane.



1. TEORIJSKI DEO



1.1. SREBRO

Hiljadama godina, metalno srebro i joni srebra su koris¢eni u svakodnevnoj upotrebi i u
tradicionalnoj medicini zbog svoje antibakterijske aktivnosti. Drevni Rimljani su u vodu
ubacivali srebrne novcice, Sto je ostalo kao obicaj i danas u mnogim kulturama.
Upotreba srebra u klinici ima takode dugogodisnju tradiciju. Godine 1884., Krede,
nemacki akusSer je koristio 1 % rastvor srebro nitrata za tretman slepila uzrokovano
infekcijom kod novorodencadi (Jain i sar., 2009). Pocetkom 20. veka infekcija velikih
preloma i rana je postala najveci uzrok smrti pacijentata sa ovim problemom, ¢ak 50 %
(Reiss 1 Artz, 1954). Opekotine potpuno destabilisu funkciju koze $to ¢ini kozu
pogodnom za napade mikroorganizama koji izazivaju sepsu. Koza ostaje pogodna za
bakterioloske i mikrobne napade sve dok se epitel potpuno ne obnovi. Uprava za hranu i
lekove (Food and Drug Administration, FDA) je odobrila koriS¢enje koloidnog srebra
jos§ 1950. godine bez nekih posebnih naznaka o sigurnosti i bezbednosti koris¢enja ovih
proizvoda (Gupta i Kumar, 2014). Ipak, sa pojavom antibiotika 1940. godine
istrazivanja medicinske upotrebe srebra su znacajno opala. Godine 1965. prvi put je
koriS¢en 0,5 % rastvor srebro-nitrata za lecenje opekotina, Sto je ponovo obnovilo
istrazivacki interes za srebro. Cetiri godine kasnije, 1968. predstavljena je krema sa 1 %
srebro-sulfadiazina, koji je postao jedan od vodecih antimikrobnih agenasa za leCenje
opekotina i rana poslednjih 40 godina (Fox 1968). Pokazano je i da se antimikrobna

aktivnost raznih antibiotika pojacava u prisustvu srebra (Wijnhoven i sar., 2009).
1.2. NANOCESTICE SREBRA

Nanomaterijali se definiSu kao prirodni ili sintetisani materijali koji sadrZe Cestice u
neagregiranoj formi 1 bez aglomerata gde je vise od 50 % dobijenih Cestica u opsegu
veli¢ina od 1 — 100 nm (Regulation (EU) No 528/2012, 2012). Generalno, nanocestice
imaju specifi¢ne karakteristike zbog velikog udela povrSinskih atoma u odnosu na
jedinicu zapremine. Zbog velike specificne povrSine, nanocCestice poseduju veliku
povrSinsku energiju 1 zato su termodinamicki nestabilne. Nanocestice srebra su
poslednjih godina postale sve atraktivnije zbog svog izraZzenog antibakterijskog
(Wijnhoven i sar., 2009; Yin i sar., 1999, Guzman i sar., 2012), antiviralnog (Sun i sar.,
2005, Elechiguerra i sar., 2005) i antigljivicnog efekta na sojevima Candida albicans,
Candida glabrata, Candida tropicalis, i Saccharomyces cerevisiae (Wright i sar., 1999)



1 to za razli¢ite primene u tekstilnoj industriji (Benn i Westerhoff, 2008), biomedicini
(Wijnhoven i sar., 2009, Senjen, 2007), inzenjerstvu tkiva (Diniz i sar., 2015, Liu i sar.,
2012, Sun i sar., 2015) i industriji pakovanja hrane (Cushen 2012, Huang i sar., 2011,
Goetz i sar., 2013, Echegoyen i Nerin, 2013, Metak i Ajaal, 2013). Takode, zbog
izrazenog antimikrobnog efekta, nanocestice srebra su naSle veoma dobru primenu u
tretiranju dubokih nekroti¢nih rana, ostvarujuéi tako sterilnu sredinu u rani. Takode je
pokazano da nanocestice srebra ne dovode do zapaljinskog efekta u in vivo uslovima
(Nadworny i sar., 2010, Kirsner i sar., 2001) i ubrzavaju zaleCenje rana (Tian i sar.,
2007). Upotreba srebra u jonskom obliku je zbog toksi¢nosti prema ¢oveku u nekoliko
navrata limitirana, tako da se danas sve vise tezi novim proizvodima sa srebrom u formi

nanocestica koje su pokazale izrazen antimikrobni efekat ali i slabu citotoksi¢nost (Jain

i sar., 2009).

Nanocestice srebra mogu dospeti u organizam na tri nac¢ina: inhalacijom, preko koze i
oralno. Eksperimenti koji su uradeni na misevima pokazali su da nanocestice srebra
veli¢ina 14 nm, 10 nm, 75 nm i 110 nm unete oralnm putem nisu delovale toksi¢no i
nisu izazvale imunoloski odgovor, ali pokazano je da se odredena koli¢ina unesenih
nanocestica srebra nasla najviSe u jetri i bubrezima (Loeschner i sar., 2011, Boudreau i
sar., 2016). Takode, nanoCestice mogu da produ kroz bioloske membrane i mogu da
difunduju u bioloske tecnosti gde se putem krvi konvektivnim transportom mogu
dopremiti do razlic¢itih delova tela (Dukhin i Labib, 2013, Quadros i Marr 2010,
Oberdorster i sar. 2005; Ji i sar., 2007, Sung i sar., 2009). Posto precnici pora mnogih
krvnih sudova u tkivima ne prelazi 6 nm, agregirani oblici nanoCestica srebra ne bi
mogle da se nadu u tkivima. Sa druge strane, pore krvnih sudova u tkivima tumora su od
100 nm do 780 nm pa bi tako nanocestice srebra mogle da nadu primenu i u uniStavanju
¢elija tumora (Wang 1 sar., 2011). Jedan od osnovnih problema pri difundovanju
nanocestica srebra u bioloskim sistemima jeste njihova tedencija da nakon oksidacije
reaguju sa jonima hlora u bioloSkim te€nostima i tako grade nerastvoran beli talog
AgCl, a dodatno je moguca i agregacija nanocestica zbog prisustva veceg broja
elektrolita koji izazivaju nestabilnost pozitivno ili negativno stabilisanih nanocestica
(Lee at al., 2007).



1.2.1. Sinteza nanocestica srebra

Razli¢itim metodama sinteze mogu se dobiti nanoCestice srebra razliCitih oblika,
veliCina 1 stepena stabilnosti. Postoje dva osnovna pristupa sintezi nanocestica: a)
odozgo - na dole i b) odozdo-na gore (slika 1.1). Prvi put je pokazana metoda sinteze
nanocestica srebra koris¢enjem srebro-nitrata kao izvora jona srebra i natrijum-citrata

kao redukcionog sredstva i stabilizatora jos 1951. godine (Turkevich i sar., 1951).

Metoda odozgo - na dole Metoda odozdo - na gore
= e <
nanocestice .
metal prah joni

Slika 1.1. Dva osnovna pristupa sintezi metalnih nanocestica: metoda odozgo na dole

i odozdo na - gore
1.2.1.1. Metoda odozgo-na dole

Metoda dobijanja nanocestica srebra od odozgo na dole je metoda koja od vecih
dimenzija nekog materijala pravi manje dimenzije nano veli¢ina putem seéenja,
struganja ili bruSenja prirodnog materijala (Cao, 2004). Ovom metodom moguce je
uspesno dobiti nanocestice veli¢ine od 10 — 100 nm ali zato ova metoda ima mnogo
nedostataka. Neki od nedostataka su nemogucnost dobijanja pravilnih oblika
nanocestica $to moze znatno uticati na svojstva ovih Cestica usled razlicite specificne
povrSine. Najpoznatija metoda ovakvog usitnjavanja materijala je litografija Sto
podrazumeva izlaganje materijala osetljivog na zraCenje fotonima ili Cesticama
velike energije usled ¢ega dolazi do strukturno - hemijskih modifikacija izloZenih
oblasti pa se samo povrsina nekog materijala modifikuje tako da biva prekrivena
nanocesticama. Drugi tip metode je mlevenje u mlinovima sa ¢eliénim keramic¢kim
kuglicama. Nakon nekoliko sati trajanja procesa, moguce je dobiti nanoCestice. Ova

metoda je pogodna za materijale koji se lako lome, a imaju dobar prenos toplote kao



npr. keramicki materijali. Kugle treba da budu napravljene od inertnih materijala
velike gustine, jer je kineticka energija proporcionalna masi kugli. U mlinove se
stavlja prah Zzeljenog materijala veli¢ine Cestica oko 50 pm, a maseni odnos
kugle/prah je 1:2 (Cao, 2004). Prednost ove metode je Sto je veoma jednostavna i Sto
se moze dobiti velika koli¢ina materijala za kratko vreme. Nedostatak ove metode je
polidisperznost nanocestica, moguénost pojave necisto¢a materijalom od koga su
napravljene kuglice dok nanocestice nemaju dodatnu stabilizaciju ligandima (Cao,

2004).
1.2.1.2. Metoda odozdo - na gore

Pod ovom metodom odozdo — na gore podrazumeva se organizacija materijala
polazeci od atoma ili molekula ili klastera. Ova metoda se pokazala kao bolja metoda
za sintezu nanocCestica srebra od metode odozgo — na dole zbog dobijanja
uniformnijih nanocestica sa manjim nepravilnostima oblika. Ovo se moZe objasniti
redukcijom Gibsove slobodne energije tako da su nanocestice dobijene ovom
metodom u stanju termodinamicke ravnoteze za razliku od metode odozgo - na dole
kojom se izazivaju unutrasnji naponi u materijalu tokom procesa dobijanja
nanocestica. NanocCestice, nezavisno od metode sinteze imaju veliku specificnu
povrsinu 1 usled toga pokazuju veliku teznju ka aglomeraciji tako da se moraju
stabilisati. Postoje dva nacina stabilizacije nanoCestica u teénom medijumu: jonska

(elektrostatic¢ka) i sterna stabilizacija (Cao, 2004).
1.2.1.3. Jonska stabilizacija

Pod jonskom ili elektrostatiCkom stabilizacijom se podrazumeva elektrostaticko
odbijanje dvojnog elektri¢nog sloja izmedu dve Cestice. Na primer, ako se pozitivho
naelektrisanje unutar nanocestice rasporedi po povrSini nanocestice, dolazi do
priblizavanja negativnih jona iz rastvora pa se tako oko svake nanocestice formira
omota¢ negativnog naeclektrisanja S$to izaziva pojavu medusobnog odbijanja
nanocestica (slika 1.2) (Ozkar i Finke, 2002, Ott i Finke, 2007). Pojava osmotskog
toka rastvaraca u zonu velike koncentracije jona kada se dve Cestice priblize takode

dovodi do odbijanja Cestica.



Slika 1.2. Elektrostaticka stabilizacija metalnih nanoCestica. Pozitivho naelektrisanje se
rasporeduje po povrSini nanocestica pa se oko svake nanoCestice stvara omotac

negativnog naelektrisanja (Ott i Finke, 2007)

Ovaj tip stabilizacije se naj¢eS¢e postize anjonima halogenih elemenata i1 karboksilatnim
anjonima (Abou-El Nour i sar.,, 2010). NanocCestice srebra mogu biti takode
elektrostaticki stabilisane i to jonima citrata, vodonikom i polietileniminom (El Badawy
i sar., 2012)

1.2.1.4. Sterna stabilizacija

Sterna stabilizacija je poznata i kao stabilizacija nanocestica u rastvoru polimera ali je
mehanizam stabilizacije manje poznat u odnosu na jonsku stabilizaciju. Sterna
stabilizacija se zasniva na adsorpciji polimera na povrSini nanocestica koji sluzi kao
difuziona barijera koja sprecava rast Cestica. Fizicko objasnjenje se zasniva na tome da
bi pribliZavanjem dve Cestice doslo do sabijanja slojeva liganada i dovelo do smanjenja
entropije Sto uti¢e na odbijanje Cestica 1 pojave osmotskog efekta usled velike

koncentracije polimera u regiji izmedu dve Cestice.

Sterna stabilizacija polimerima se uglavnom postize u toku sinteze metalnih nanocestica
u rastvorima polimera niske koncentracije da bi se dobio monosloj polimera koji je
vezan na povrsini ¢estice. Mnogi redukcioni reagensi su kao prekursori opisani u sintezi
metalnih nanocestica, a polimeri sluze kao dodatni stabilizatori ve¢ sintetisanih
nanocestica. Za redukciju jona srebra u nanocestice kori$¢eni su razni reaktanti kao Sto
su: gas Hx (Evanoff i Chumanov, 2005), natrijum-borohidrat (Lee i Meisel, 1982),
hidrazin (Kim i sar.,, 2007), etanol (Amendola i sar., 2007), Tolensov reagens



(Fernandez i sar., 2008), askorbinska kiselina (Kashiwagi i Nakamoto, 2006), a sinteza
se najces¢e obavlja u vodenom rastvoru. Redukcioni agensi imaju klju¢nu ulogu u
kontroli veli¢ine dobijenih nanodestica. Sto je ja¢i agens, to ¢e nanoCestice biti manje, a
kako se koristi slabiji agens, to nanoCestice prelaze u vece klastere. Razliciti redukcioni
agensi takode utiCu na formiranje razliCitih oblika nanocestica. Postoje i dodatni
parametri koji uti¢u na veli¢inu formiranih nanoc¢estica. Na primer, pH vrednost je od
presudnog znacaja za sintezu nanocestica srebra u formaldehidu. Iako je formaldehid
jak redukcioni agens, ukoliko se sinteza nanocestica srebra obavlja pri niskoj vrednosti
pH, redukcija ¢e biti veoma spora. Zato je sintezu nanocestica srebra pogodnije izvoditi
u baznoj sredini, a srebro-nitrat (AgNOs3) je najces¢i prekursor za sintezu nanocestica
srebra (Cao, 2004).

Sinteza nanocestica srebra zavisi i 0d drugih brojnih parametara kao $to su temperatura
(Yang i Pan, 2012, Krishnaraj i sar., 2012), pritisak (Yang i Pan, 2012,), pocetna
koncentracija jona srebra (Krishnaraj i sar., 2012), vreme sinteze (Yang i Pan, 2012,

Krishnaraj i sar., 2012) i kao $to je ve¢ receno pH rastvora (Krishnaraj et al., 2012)

U cilju prevencije aglomeracije nanocestica srebra, dodatna stabilnost se postize
redukcijom u rastvorima razli¢itih polimera ¢ija je funkcija da stvore monosloj oko
Cestica kako bi sprecili njihov dalji rast. Polimeri koji se u te svrhe koriste mogu biti
prirodni: skrob (Chairam i Somsook, 2008, Chairam i sar., 2009), dekstran (Berry i sar.,
2003), hitozan (Park i sar., 2005) i alginat (Jovanovi¢ 1 sar., 2012), a mogu biti i
sinteticki: poli (vinil pirolidon) (PVP), poli(vinil alkohol) (PVA), poli(2-hidroksietil
metakrilat) (PHEMA) i poli(metil metakrilat) (PMMA) (Stasica i sar., 2000, Darwis i
sar., 2002, Gautam i sar., 2007, Hoppe i sar., 2006, Toshima i sar., 2005 ).

1.2.2. Agregacija nanocestica srebra

Kristalna struktura nanocestica srebra je jedna od osnovnih karakteristika po kojima se
nanocestice razlikuju od materijala makrometarskih veli¢ina. Odnos broja atoma na
povrsini 1 unutar Cestice znacajno raste sa smanjenjem veli¢ine Cestice Sto je jedan od
razloga zasSto je sintezu nanokristala tesko kontrolisati. Zbog velikog broja povrSinskih
atoma, nanokristal ima veliku povrSinsku energiju u poredenju sa energijom samog

kristala. PovrSinska energija utice da nanokristal postaje termodinamicki nestabilan, $to



je uzrokovano Cinjenicom da svi atomi u kristalu teze da zauzmu najmanje moguce
energetsko stanje (Ceo 2004). Pri tome moze doc¢i do agregarcije i aglomeracije
nanocestica ali ova dva pojma je potrebno razlikovati. Pod agregacijom se podrazumeva
sjedinjavanje Cestica jakim vezama gde je ukupna povrSina novonastale strukture manja
od povrsine svake Cestice posebno dok je aglomeracija vezivanje agregata i Cestica
slabim vezama gde je ukupna povrSina novonastale strukture jednaka zbiru povrSina
svake Cestice ponaosob (Reidy i sar. 2013). Postoje dva mehanizma rasta Cestica. Prvi
podrazumeva klasi¢an princip nukleacije i rasta zrna (“LaMer” mehanizam) gde se
molekuli nadalje dodaju zrnu reagujuéi sa njegovom povrsinom, a drugi je Ostvaldovo
sazrevanje gde se manje nanocestice raspadaju da bi se sjedinile sa ve¢om cCesticom i
tako dovele do njenog rasta (Richards i sar., 2010). Mehanizam rasta nanocestica je

prikazan na slici 1.3. (Richards i sar., 2010).
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Slika 1.3. Sematski prikaz mehanizma formiranja i rasta nanocestica srebra u toku
vremena. Mehanizam je opisan u tri stupnja: i) agregativna nukleacija, ii) agregacioni
rast, iii) Ostvaldov rast. V (t) je srednja zapremina nanodestica zavisna od vremena, kq je
konstanta agregacionog rasta, kor je konstanta brzine Ostvaldovog sazrevanja (Richards
i sar., 2010)

Z potencijal je razlika potencijala izmedu disperzije srednjeg i stacionarnog sloja fluida
pri¢vri¢enog za dispergovane Cestice i on je klju¢ni pokazatelj koliko su nanocestice

stabilne u nekom polimeru. Na primer, Z potencijal nanocestica srebra u alginatu po
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nekim autorima je oko -52,5 mV (Seo i sar., 2012) sto ukazuje na stabilnost nanocestica
u ovom polimeru. U drugim polimerima Z potencijal moze biti visi ili nizi. Na primer u
jednom sluéaju u rastvoru PVP je Z potencijal iznosio -9 mV (Xiao, 2013), a u drugim -
40 mV u zavisnosti od nacina pripreme i sinteze, pH vrednosti koloida i ostalih
elektrolita u rastvoru. Ako nanocestice srebra imaju negativan Z potencijal onda ¢e
pojava pozitivnih jona dovesti do destabilizacije nanocestica i njihove agregacije (Li i

sar., 2010).
1.2.3. Karakterizacija nanocestica srebra

Prvi korak u karakterizaciji nanocestica srebra je detekcija nanocCestica posle sinteze.
Dalja karakterizacija nanocestica srebra mora da obuhvati veli¢inu nanocestica, oblik i
koncentraciju. Neke od najéeS$¢e koriS¢enih metoda za karakterizaciju nanocCestica
srebra su mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM),
skenirajuc¢a elektronska mikroskopija (engl. scanning electron microscopy, SEM),
transmisiona elektronska mikroskopija (engl. transmission electron microscopy, TEM),
UV-vidljiva spektroskopija, difrakcija X zracima (engl. X-ray difractometry, XRD) i

dinamicko rasprsivanje svetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS).

UV-vidljiva spektroskopija je metoda kojom se odreduju opticka svojstva obojenih
rastvora. Kako srebro u nanocesticnoj formi daje rastvor obojen u Zuto, ova metoda se
pokazuje kao jedna od prvih metoda pogodnih za detekciju nanocestica srebra na
osnovu karakteristicne apsorbance. Monohromatska svetlost prolazi kroz uzorak i meri
se intenzitet apsorbovane svetlosti. Po Lamber-Berovom zakonu (Lamberts-Beer)
koncentracija je proporcionalna apsorbanci pa je tako moguce izmeriti nepoznatu
koncentraciju nanocCestica srebra. Uglavnhom, ovo je prva metoda karakterizacije i
potvrde prisustva nanocCestica srebra nakon sinteze u rastvoru gde se na oko 400 nm
uocava karakteristican pik sfernih nanocestica srebra. Ovom metodom je takode lako
pratiti i stabilnost nanocCestica (Sastry i sar., 1998, Amendola i sar., 2007), a dobiti i
prve naznake o0 veli¢ini, obliku i koncentraciji sintetisanih nanocCestica srebra
(Amendola i Meneghetti, 2009). Oblik nanocestica srebra se moze preliminarno odrediti
na osnovu talasne duzine pika tako da je za sferne nanocestice, karakteristi¢cna talasna
duzina oko 400 nm. UV-vidljivi spektar trouglastih nanocestica pokazuje vise

karakteristicnih pikova na talasnim duzinama od 407 nm, 450 nm i1 680 nm, za
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Stapicaste nanoCestice srebra karakteristi¢ni pikovi su na oko 325 nm i 420 nm, a za
kubne nanocestice srebra na oko 350 nm i 440 nm kao S$to je prikazano na slici 1.4
(Ashkarran i sar., 2012). Takode, povecavanje povrsine ispod pika kao i kretanje pika
ka ve¢im talasnim duzinama, ukazuje da je doSlo do smanjenja rastojanja izmedu
nanocestica Sto rezultira pojavom agregata (Paramelle i sar., 2014). Kada se ve¢
sintetiSe neki tip nanocCestica srebra i odredi kom obliku pripada, veli¢inu nanocestica
srebra je moguce proceniti na osnovu maksimalnog apsorpcionog pika odredenog
primenom UV-vidljive spektroskopije tako $to se apsorpcioni pik veéih nanocestica
pomera ka visim talasnim duzinama. Tako se za sferne nanocestice srebra pre¢nika 20 -
100 nm talasna duzina maksimalnog pika pomera u opsegu od 400 do 500 nm
(Paramelle i sar., 2014).

apsorbanca

200 300 400 500 600 700 800 9200 1000 11 011

Talasna duzina [nm]

Slika 1.4. UV-vidljivi spektri nanocestica srebra razli¢itih oblika: sfernog, trouglastog,

Stapicastog i kubnog (Ashkarran i sar., 2012)

Transmisiona elekstronska mikroskopija je tehnika elektronske mikroskopije kod koje
se elektronski snop propusta kroz ultra tanki sloj uzorka. Slika, odnosno mikrografija
koja nastaje zbog interakcije elektrona pri prolazu kroz uzorak, uvecava se i fokusira u

uredaju za dobijanje slike, kao §to je fluorescentni ekran, sloj fotografskog filma, ili se
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detektuje pomocu senzora, kao §to je CCD kamera. Koriste¢i signal sekundarnih

elektrona, moguce je ostvariti rezoluciju slike manju od 0,5 nm.

DLS metodom se koristi svetlost da bi se odredila veli¢ina Cestica u uzorku. Svetlost
odredene talasne duzine se emituje kroz uzorak putem lasera, a kada svetlost interaguje
sa Cesticama unutar rastvora i rasprSava se, intenzitet svetlosti se takode menja. Ova
promena u intenzitetu svetlosti je direktno proporcionalna veli¢ini Cestica u rastvoru,
odnosno §to su Cestice Sitnije, to je promena intenziteta rasejane svetlosti ve¢a. Ovom
metodom je moguce izmeriti ¢estice od nekoliko nanometara do nekoliko mikrometara
(Lim i sar., 2013).

Ukoliko je potrebna slika visoke rezolucije neke povrSine, SEM se pokazao kao
pogodan uredaj sa granicom rezolucije ¢ak ispod 1 nm. Ovaj mikroskop radi sli¢no kao
opticki mikroskop samo S$to umesto fotona usmerava snop elektrona i detektuje

elektrone emitovane sa povrsine uzorka.

AFM je metoda kojom se ispituje reljef povrsine uzorka tako S§to se mere
medumolekularne sile koje deluju izmedu atoma na mernoj sondi 1 atoma na povrSini
uzorka. Na taj nacin, postizu se rezolucije snimanja u atomskj rezoluciji. Prednost ove
metode u odnosu na SEM je §to omogucava merenje i fizickih karakteristika uzorka kao

Sto su elektrine, magnetne 1 mehanicke.

Difrakcija X-zracenja je tehnika koja se koristi za odredivanje atomske i molekulske
strukture kristala na osnovu rasipanja X — zraka. Merenjem uglova i intenziteta tih
zraka, odreduje se gustina elektrona u kristalu, a zatim na osnovu toga i lokacije atoma
u kristalu. Ova tehnika moze da se koristi i za ispitivanje kristalicnost nanomaterijala pa

je tako moguce odrediti koji tip kristalne reSetke figuriSe u dobijenim nanocesticama.
1.2.4. Interakcije nanocestica srebra u fizioloskoj sredini u prisustvu jona hlora

Nezavisno od nacina sinteze nanocestica srebra uvek dolazi do njihove oksidacije
manjom ili ve¢om brzinom. Taj proces se u vodenoj sredini odvija po mehanizmu koga
su predstavili mnogi autori (Li i sar., 2010, Li i sar. 2012, Choi i sar 2008, Marambio-

Jones i Hoek, 2010) i koji se moze opisati slede¢im reakcijama:
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249° +30, - Ag,0, (1.1)

Ukoliko se nanocestice nalaze u fizioloSkom rastvoru odvijaju se sledece reakcije:

odnosno:

Proces oksidacije nanocCestica srebra se moze usporiti dodavanjem stabilizujucih
agenasa, snizavanjem temperature i povecavanjem pH vrednosti rastvora (Liu i Hurt,
2010). Oksidacija nanocestica srebra zavisi 1 od veli¢ine nanocestica pa tako vece
nanocestice imaju manju konstantu oksidacije (Liu i sar., 2010). Prisustvo jona hlora
utice na nestabilnost nanocestica srebra uz reakciju jona srebra sa jonima hlora $to
dovodi do formiranja AgCl taloga i razli¢itih AgCl**Y- formi. Tako da, ukoliko je mali
ClI/Ag molarni odnos (< 535), stvori¢e se AgCl u formi taloga na povrSini nanocestica
usporavajuci tako dalju oksidaciju nanocestica (Levard i sar., 2013, El Badaway i sar.,
2012). Ukoliko je molarni odnos CI/Ag veci od 2675 formirae se razli¢ite forme
AgCLXY- koje ée dovesti do brze oksidacije nanoCestica srebra (Levard i sar., 2013).
Prisustvo jona hlora, pored oksidacije nanoCestica srebra, uti¢e i na njihovu agregaciju
Sto umonogome zavisi od veli¢ine, oblika i1 koncentracije nanocestica srebra, pH
vrednosti rastvora, kao i koncentracije jona hlora (He i sar., 2013, Li i sar., 2010). U
sustini, koncentracija jona hlora znaCajno utiCe na to koji mehanizam c¢e biti
favorizovan, da li oksidacija (koncentracija veéa od 27 mM) ili agregacija nanocestica
srebra (preko 27 mM) (Espinoza i sar., 2012). Simultana oksidacija nanocestica srebra
kao 1 formiranje AgCl taloga na nanocesticama dovodi do formiranja agregata (Li i sar.,
2010). Ipak, ne bi tebalo da postoje interakcije izmedu nanocestica srebra i AgCl, jer su
oba tipa Cestica negativno naelektrisana (ElI Badawy i sar., 2010) ali zato joni srebra
imaju tedenciju da se taloze na Cesticama AgCl zbog njihovog negativnog Z potencijala

(Sugimoto i Kimijima, 2003).
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1.2.5. Antimikrobna aktivnost

Nanocestice srebra su pokazale izuzetnu antimikrobnu aktivnost prema razli¢itim gram
pozitivnim (Kim i sar., 2007, Soo-Hwan i sar., 2011) i gram negativnim bakterijama
(Sondi i Salopek-Sondi, 2004, Kim i sar., 2007, Soo-Hwan i sar., 2011). Glavna razlika
izmedu gram pozitivnih i gram negativnih bakterija je u debljini i sastavu ¢elijskog zida
gde je u prvom slucaju debljina celijskog zida 30 nm dok je kod gram negativnih
bakterija 2 - 3 nm. Pokazano je da je veli¢ina nanoCestica srebra bitna u ispoljavanju
antimikrobne aktivnosti (Morones i sar., 2005), tako da manje nanocestice koje imaju
veéu specificnu povrSinu imaju jace izrazen antimikrobni efekat i prema Gram
pozitivnim i Gram negativnim bakterijama pa ¢ak i u manjim koncentracijama u odnosu
na vece nanocCestice (Baker i sar., 2005; Morones i sar., 2005; Panacek i sar., 2006).
Takode, oblik nanocestica igra veliku ulogu u antimikrobnoj aktivnosti pa su
nanocCestice srebra trouglastog oblika pokazale izrazeniju antimikrobnu aktivnost u
odnosu na sferne i $tapicaste nanocestice (Wijnhoven i sar., 2009) dok su drugi autori
pokazali da sfericne nanocestice srebra sintetisane u rastvoru poli(vinil pirolidina)
(PVP) imaju izraZeniju antimikrobnu aktivnost od trouglastih, Stapicastih 1 kubnih
nanocCestica srebra sintetisanih takode u rastvoru PVP, §to moze biti zbog toga §to su

sferne nanocestice bile najmanjih dimenzija (Ashkarran i sar., 2012).

Pretpostavljen je mehanizam kako nanocestice reaguju sa Gram negativnim bakterijama
1 to: a) nanocestice srebra, pogotovo dimenzija od 1-10 nm reaguju sa ¢elijskim zidom
bakterije 1 drasticno ometaju njene funkcije kao Sto je propustljivost, b) prolaze kroz
Celijski zid bakterije 1 reaguju sa sumpornim i fosfornim grupama na
dezoksiribonukleinskoj kiselini (DNK) i c) otpustaju jone srebra koji inhibiraju
bakterijske enzime, a takode stvaraju reaktivne forme kiseonika kao slobodne radikale
(Morones i sar., 2005, Hwang i sar., 2008).

Ipak, naucnici su podeljeni po pitanju Sta je to Sto izaziva antimikrobni efekat, da li
same nanocestice srebra ili joni srebra. Joni srebra se otpustaju sa povrSine nanocestica
pa otuda i zakljucak da $to su nanocestice manje, jaca je antimikrobna aktivnost, jer je
odnos povrSine i zapremine Cestica ve¢i pa time i vece otpuStanje jona sa povrSine

(Egger i sar., 2009).
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1.2.6. Komercijalna upotreba nanocestica srebra i regulativa

Jedan medu prvim komecijalno dostupnim proizvodima koji sadrze nanocestice srebra
je “Silver Algaedyn” registrovan jo§ 1954. godine sa raspodelom veli¢ine Cestica 20 —
110 nm kao sredstvo za uklanjanje algi u bazenima (Nowack i sar., 2011). Sa druge
strane, primer jednog medicinskog proizvoda sa nanocesticama srebra koji je dostupan
na trzi$tu je Acticoat™ flex 3 (Smith and Nephew, London, UK) koji se koristi u le¢enju
opekotina prvog i drugog stepena, dijabetskih i venskih ¢ireva, hroni¢nih rana. Ova
obloga za rane je napravljena od fleksibilnog polietilena prevu¢enog nanocesticama
srebra i pokazala je dobre rezultate u zarastanju dubokih rana nakon samo 16 ili 17 dana
gde je postignuta potpuna repitalizacija rane, ali uz uocavanje i prisustva nanocestica
srebra u okolnom tkivu i u ¢elijama (Rigo i sar., 2013). Takode je pokazano da je ova
oboga za rane manje agresivna i ne izaziva bol za razliku od cesto koris¢ene kreme na
bazi srebo-sulfadazina (Varas i sar., 2005). Postoje i komercijalno dostupni kateteri sa
nanocesticama srebra kao $to su Silverline (Spiegelberg GmbH i Co. KG, Hamburg,
Germany) i ON-Q Silver Soaker™ (I-Flow Corporation, CA, USA) (Ge i sar., 2014).

Takode, zbog svog izrazenog antimikrobnog efekta, nanocestice srebra se sve vise
koriste u istraZzivanjima koja se odnose na razvoj novih materijala za pakovanje hrane
kako bi se tako produzila i ocuvala svezina namirnica. Mnogi autori su opisali migraciju
1 otpustanje nanocestica srebra iz materijala za pakovanje hrane u simulante hrane $to je
propisano evropskim standardima (Goetz i sar., 2013, Simon i sar., 2008, Artiaga i sar.,
2015). Uglavnom, autori su merili ukupnu koncentraciju otpustenog srebra u simulante
hrane, ali nema mnogo podataka o veli¢ini, obliku 1 stabilnosti otpuStenog srebra. Ipak,
pokazano je da nanocCestice srebra iz komercijalno dostupnih materijala za pakovanje
hrane migriraju u simulante za hranu kao sferi¢ne Cestice ali i rastu u pre¢niku i do 300
nm (Huang i sar., 2011). Kako su simulanti hrane u stvari tecnosti (siréetna kiselina,
voda i etanol) koje simuliraju kiselu ili masnu hranu ovi modeli predstavljaju ipak
znacajno pojednostavljenje u pogledu sastava i strukture u odnosu na prave namirnice
kao $to su sokovi i meso. Difuzija bilo koje supstance pa tako i nanocestica srebra u

hranu zavisi od tipa hrane i njene teksture kao i od dimenzije nanocestica srebra.

Zbog sve vece upotrebe nanocestica srebra na trzistu, javlja se sve veca zabrinutost za

uticaj ovih Cestica na zivi svet kada se nadu u otpadnim vodama (Pouran 1 sar. 2014,
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Van der Veeken i sar., 2008, Davison i Zhang, 2012). Komercijalna upotreba
nanocestica je odobrena u SAD od strane Agencije za zaStitu Zzivotne sredine
Sjedinjenih drzava koja je izdala dokument o kontroli toksi¢nih supstanci (EPA’s Toxic
Substances Control Act (TSCA)) (Vance i sar. 2015). Postoje tri grupe proizvoda
registrovanih u EPA koji sadrze nanoCestice srebra i to: a) antimikrobni aditivi na bazi
srebra, b) nanocestice impregnirane u filtere za vodu i ¢) dezinfekciona sredstva na bazi
srebra (Gupta i Kumar 2014). Neki primeri registrovanih komercijalnih proizvoda su:
“MicroSilver BG-R” (Bio-Gate, Germany) kao aditiv raznim materijalima za
ostvarivanje antimikrobne aktivnosti uz naznaku da se ne sme koristiti u materijalima za
pakovanje hrane ili u ¢uvanju vode za pice, ali je zato dostupan kao aditiv u medicinskoj
opremi i kozmetici, zatim “Additive SSB” (Nanohorizons, SAD) kao antimikrobni
agens koji se moze impregnirati u razliite polimere za razne primene gde je potrebna
antimikrobna aktivnost i “Nature G45-VVC40” (Zodiac Pool Care, Inc, SAD). Americ¢ka
konferencija vladinih industrijskih higijeni¢ara (American Conference of Governmental
Industrial Hygienists, ACGIH) je predlozila maksimalnu dozvoljenu koncentraciju
metalnog srebra u nanoéesti¢noj formi kojoj ¢ovek moze da bude izlozen od 0,1 mg m,
a za rastvore jonskog srebra u maksimalnoj koncentraciji iznosi 0,01 mg m= (Drake i
Hazelwood 2005). Ovim je napravljena razlika izmedu dejstva nanocestica i jonskog
srebra. Sa druge strane, Organizacija za bezbednost i zastitu na radu (Occupational
Safety and Health Administration), Zdravstvena uprava (the Mine Safety and Health
Administration) i Nacionalni institut za zastitu i zdravlje na radu (the National Institute
for Occupational Safety and Health) u SAD su odobrile izloZenost srebru u bilo kojoj
formi od 0,01 mg m-3(Drake [ Hazelwood 2005,
https://www.osha.gov/dts/chemicalsampling/data/CH_267300.html, 10.05.2017).
Razlika izmedu metalnog srebra i jona srebra je u Evropi navedena jo$ 1994 godine
kada je Evropska komisija donela pravilnik po kome je maksimalno dozvoljeno
izlaganje koncentraciji 0,1 mg m= gesticama srebra u toku 8h rada (European
commission, 1994). Primena nanocestica je regulisana i definisana i u kozmetickoj
indutriji (Regulation (EC) No 1223/2009, 2009).

Evropska uprava za bezbednost hrane (European Food Safety Authorituy, EFSA) je
propisala da maksimalna migracija jona srebra iz materijala koji su u kontaktu sa

hranom moze da bude 0,05 mg/kg hrane (EFSA, 2011). Navedeno je da nanocestice
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srebra (E 174) ne mogu biti odobrene u svrhu razvoja materijala za pakovanje hrane, jer
nedostaju podaci i validni rezultati koji pokazuju toksi¢nost elementarnog srebra,

distribuciju veli¢ina nanoCestica srebra kao i oksidacaiju nanocestica i otpustanje jona

srebra (EFSA, 2016).

Naucni eksperti su izlozili misljenje o proceni rizika nanocestica srebra u kojima izlazu
potencijalni rizik od upotrebe nanocestica u medicinskim uredajima. Rizik u izlaganju
nanocesticama srebra bi obuhvatao procenu tipa medicinske opreme, tipa tkiva u
kontaktu sa opremom i vreme kontakta
(http://ec.europa.eu/health/scientific_committees/consultations/public_consultations/sce
nihr_consultation_22 en, 10.05.2017). Takode predloZeno je da se jasno definiSe: 1)
mehanizam otpusStanja nanocestica, 2) distribucija nanocestica, 3) toksikoloski uticaj, 4)
rizik. Po planu Evropske regulative (http://eur-lex.europa.eu/legal-
content/EN/TXT/HTML/?uri=CELEX:52012PC0542, 10.05.2017) medicinska oprema
koja sadrzi nanocestice srebra bi trebalo da bude tako dizajnirana da ne dode do
otpustanja nanocestica iz medicinske opreme u organizam pacijenta. Sva medicinska
oprema koja sadrzi nanocCestice srebra je svrstana u III klasu medicinskih uredaja
najve¢eg rizika (tu spadaju srCani =zalisci, zamena kuka, plu¢ni implanti), a
nanomaterijal mora da bude inkapsuliran ili vezan tako da je nemoguce otpustanje sa
medicinske opreme u pacijentov  organizam  (http://eur-lex.europa.eu/legal-
content/EN/TXT/HTML/?uri=CELEX:52012PC0542, 10.05.2017). Standardi koji ta¢no

definiSu medicinske uredaje sa nanocesticama srebra jo$ uvek nisu doneseni.

Ipak, nanotehnologija je postala jedna od glavnih grana i glavni prioritet EU u programu
razvoja do 2020 godine. Proizvodi koji se plasiraju na trzZiSte sadrze sve viSe
komponenata koje ukljucuju nanomaterijale i tako dostizu cenu na trzistu od 700
milijardi evra u 2015. godini, a pretpostavlja se da ¢e dosti¢i i 2 biliona evra u 2020.
godini uz otvaranje 6 miliona novih radnih mesta (Regulation (EU) No 1291/2013,

2013). U tabeli 1.1 su predstavljene neke kompanije koje proizvode nanocCestice srebra.
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Tabela 1.1. Pregled nekih kompanija koje postoje na trzistu i bave se proizvodnjm

nanodCestica srebra

Srednja velitina festica
Eompanija [tum] Oblik proizvoda
Hurheng Nano Technology (Shanghai
Kona) 1 suspenzija
Vive Nano (Ontario, Kanada) 1,10 suspenzija
nanoCompaosix, Inc. (San Diego, 54D 10-127 suspetizija
CuantumSphere, Inc (Samta Ang 5400 10— a0 prah
Inframat Advanced Materials LLC (54D) 20— 400 prah
SkvSpring Nanomaterials (Houstorn,
SADY 15-800 prah
Nano Technology Inc. (Dagjeon, Jufna
Korgja) 130 prah
Nano-Vision Tech (Seoul, Juina
Korefa) 15-25 suspenzija
loLiTec (Heilbronm, Nemacka) 35-60 prah
prah, koloidmi
PlasmaChem GmbH (Berlin, Nemacka) 10, 6-7, 100 —130 rastvor
NaBond (Hong Kong, Kina) 35,20, 30, 80 prah
NovaCentrix (dusiin, 5S40 25-30 prah
Nanostruetured & Amorphous
Materials, Inc (Houston, 54D 20- 80 prah
Seashell Technology, LLC {Califbrmia,
SAD) 50 =130
Nano Ocean Tech (San Diego, SAD) 6 Prah
MEnano (Missisauga, Kanada)) 1540 prah
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1.3. ALGINAT

Alginat je prirodni polisaharid koji se sastoji od Kkiselinskih ostataka p-D-
manuronske (M) i a—L—guluronske kiseline (G) povezanih 1-4 glikozidnim vezama
(Rehm, 2009). Ovi ostaci mogu biti organizovani u blok (MM) jedinica, (GG)
jedinica ili od naizmeni¢no postavljenih (MG) jedinica (slika 1.5.). Alginat je naziv
za jednu grupu polisaharida koja se moze izolovati iz smedih algi (uglavnom iz
Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata, Ascophyllum
nodosum, Laminaria japonica, Ecklonia maxima, Lessonia nigrescens i Durvillaea
Antarctica) ili iz bakterija (Azotobacter vinelandii i mnoge vrste iz reda
Pseudomonas) (Rehm, 2009). Organizacija (M) i (G) jedinica u okviru natijum-
alginata kao 1 to koliko ¢e koja jedinica biti procentualno zastupljena u alginatu,
zavisi od vrste alge iz koje se izoluje alginat, kao i od dela tkiva te vrste (Andresen i
sar., 1977).

a
Na-D-DC\L H'I!Q OH ?H
L, NaQOC =7 =
HDH'::-\.._ \':'-\__--DH I'({?;J\D-Z-GH
R .. HO - ..
manuronska jedinica guluronska jedinica
b
Na0OG OH Naoog HO NaDOG
___.-"_\1| Ir%\ﬁac.-"*'\"l/f'f" ’G_'-'D-:FH-' ";r*-""‘-c"'d_\l
hDH / GGH HO~ e “""‘F'No DHD e .
\"\_.-":l"-\-\ NaDOC HO s \\‘__.-D"--\._\_\_,r__‘a-_atq;}f -\.D_,--
OH M=DOC oH  MR0OC ug
G G M M G M
b A - L A
" T e

Slika 1.5. Hemijska struktura alginata. a) p—D-manuronska (M) jedinica i o—L—
guluronska jedinica (G) natrijum alginata. b) struktura natrijum-alginata sa G-G
blokom, M-M blokom i M-G blokom

Ipak, u industriji, alginat se najvise koristi zbog mogucnosti da formira hidrogel, jer
tako ima sposobnost da zadrzi veliku koli¢inu vode (Rehm, 2009). Alginat je
komercijalno dostupan na trzi$tu uglavnom kao natrijum-alginat srednje molekulske

mase od oko 32 000 Da do 400 000 Da (Rehm, 2009; Lee i Mooney, 2012). Alginat

je nasao primenu u le€enju i tretiranju rana, u proizvodnji hrane, imobilizaciji
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bioaktivnih agenasa i Celija za razli¢ite namene. Primeri su imobilizacija celija
kvasca u proizvodnja etanola, inkapsulacija ¢elija hondrocita u inZenjerstvu tkiva
hrskavice, inkapsulacija antibiotika za lokalno obezbedivanje sterilne sredine u in
vivo uslovima, za inkapsulaciju enzima u raznim industrijskim primenama,
probiotickih bakterija u industriji hrane, kao i inkapsulacija nanocestica srebra u
tretmanu rana (Smidsrgd, 1990, Martinsen i sar., 1989, Wang i sar., 2012, Ueng i
sar., 2004, Blandino i sar., 2003, Sultana i sar., 2000, Jovanovi¢ i sar., 2012,
Stojkovska i sar., 2013).

Alginatni hidrogelovi se formiraju u prisustvu dvovalentnih i trovalentnih katjona pri
¢emu afinitet prema dvovalentnim katjonima raste po slede¢em redosledu (Haug i

Smidsrgd 1970):
Mgz+<<Mn2+<Ca2+<Sr2+<Ba2+<Cu2+<Pb2+

Pokazano je da jacina hidrogela ne zavisi samo od katjona kojim se alginat gelira ve¢
i od udela GG blokova. Sto je veé¢i udeo G-jedinica, to je gel jati (Smidsrad, 1974).
Afinitet tri hidro GG, MM i MG blokova prema dvovalentnim jonima je opisan u
literaturi kao (Smidsrgd, 1974):

GG blok Ba%* >Sr?* >Ca?* >>Mg?
MM blok Ba®* >Sr?* ~Ca%* ~Mg?
MG blok BaZ* ~Sr¥* ~Ca%" ~Mg?"*

UmreZavanje alginatnih lanaca dvovalentnim katjonima je opisano ,.egg box“
modelom, tj. modelom Kkutije za jaja (Grant i sar., 1973). Prema ovom modelu,
katjoni se u alginatu prvo vezuju za guluronske jedinice dok se ne popune sva
slobodna mesta pa se onda dva ili viSe guluronskih jedinica povezuje gradeci Supljine
po izgledu kutije za jaja. Dalje se dvovalentni joni vezuju se za manuronske jedinice
usled interakcije sa karboksilnim grupama, mada, ove veze su slabije od veza sa GG
blokovima i lakSe se raskidaju jonskom izmenom (Mitrovi¢ i sar., 2010). Model
vezivanja dvovalentnih jona u natrijum alginatu na primeru kalcijuma je prikazan na
slici 1.6. (Paquesab i sar., 2014).
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Slika 1.6. Vezivanje Ca?* jona za alginatne lance: “egg-box* model (model kutije za

jaja) vezivanja jona kalcijuma u Supljine (Paquesab i sar., 2014)

Prilikom formiranja alginatnog hidorgela dolazi do blagog izbacivanja vode zbog
skupljanja alginatnih lanaca u jednu organizovanu strukturu Sto za posledicu ima
smanjenje dimenzije hidrogela i povecanje koncentracije polimera (Martinsen i sar.
1989). Ovaj fenomen je poznat u literaturi kao ,sinerezis dok ovakva struktura

hidrogela povecava stabilnost hidrogela ali smanjuje poroznost.

Mikrocestice su posebno pogodan oblik hidrogela za imobilizaciju razli€itih supstanci i
ispitivanje njihovog otpusStanja. MikrocCestice, s obzirom na mali prec¢nik imaju vecu
specifiénu povrSinu kao i manje difuzione limitacije u poredenju sa Cesticama vecih
precnika (De Vos 1 sar., 2006). Mikrocestice se mogu dobiti razliitim tehnikama:
metodom ukapavanja dobijaju se 2 — 3 mm, metodom ukapavanja uz primenu
sekundarnog toka vazduha (Anilkumar i sar., 2001, Bucko 1 sar., 2005), vibracionom
metodom (Heinzen 1 sar., 2002), metodom rasprSivanja pomocu rotirajuéeg ravnog
diska (Ogbonna, 2004), metodom presecanja mlaza (Prusse i Vorlop 2004)

elektrostatickom ekstruzijom (Bugarski i sar., 1994, Poncelet i sar., 1999).
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1.3.1. Elektrostaticka ekstruzija

Jedna od tehnika za dobijanje manjih cCestica hidrogela (precnika nekoliko stotina
mikrona) uniformne raspodele veli¢ina je elektrostaticka ekstruzija koja se zasniva na
potiskivanju rastvora kroz kapilaru uz primenu elektrostatickog polja, a zatim
sakupljanju kapi u rastvoru za geliranje (Keshavartz i sar., 1992; Bugarski i sar. 1993).
Razlikuju se tri osnovne geometrije sistema za elektrostatic¢ku ekstruziju: i) geometrija
paralelnih ploca (povrSina rastvora za geliranje je paralelna sa pozitivno naelektrisanom
plocom kroz koju je provucena igla i koja predstavlja pozitivnu elektrodu), ii) pozitivno
naelektrisan rastvor za geliranje, a igla je uzemljena, i iii) pozitivno naelektrisana igla, a
rastvor za geliranje je uzemljen. Pri koriS¢enju alginata ustanovljen je da je za
proizvodnju mikrocestica najefikasniji sistem sa pozitivno naelektrisanom iglom
(Poncelet i sar., 1999, Bugarski i sar., 1994). Kapi se odvajaju sa vrha kapilare i pod
uticajem gravitacije 1 elektrostaticke sile padaju u rastvor za geliranje u kome dolazi do
jonske izmene i ocdvrS¢avanja alginatnih Cestica. ElektrostatiCki potencijal koji se
primenjuje izmedu kapilare 1 rastvora u kome se kapljice skupljaju i ocvrSéavaju
indukuje odredeno naelektrisanje na povrSini alginatnog rastvora, dovodeci do
smanjenja povrSinskog napona 1 drasti¢nog smanjenja veli¢ina kapljica koje se otkidaju,
u odnosu na veli¢inu kapljica dobijenih metodom ukapavanja bez primene elektri¢nog
polja (Poncelet i sar. 1999; Bugarski i sar. 1994). Pre¢nik mikrocestica varira u
zavisnosti od operativnih parametara kao $to su primenjeni elektrostati¢ki napon,
unutrasnji precnik igle i rastojanje izmedu elektroda, kao i od fizickih karakteristika
alginatnog rastvora koji se potiskuje (Poncelet i sar. 1999; Bugarski i sar. 1994;
Bugarski i sar. 1994). Ovom metodom dobijene su mikrocestice pre¢nika manjeg od 1
mm pa sve do 50 um (Bugarski i sar., 1994). Na slici 1.7. je prikazan princip otkidanja

kapi usled elektrostaticke ekstruzije.
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Slika 1.7. Sematska ilustracija dispozicije jona natrijuma i alginatnih lanaca u slucaju
dva razli¢ita tipa naelektrisanja: A) pozitivno naelektrisana igla izaziva pomeranje
pozitivnih jona natrijuma na povrsinu kapi, B) pozitivno naelekrisan rastvor za geliranje

sluzi za sakupljanje negativno naelektrisanih kapi. (Nedovic i sar., 2002)
1.3.2. Difuzivnost u alginatnom hidrogelu

Difuzija kroz alginatni hidrogel se odvija kroz pore u hidrogelu i zavisi od njihove
veli¢ine 1 rasporeda. Hidrogelovi se na osnovu veli¢ine pora mogu podeliti na
superporozne (pore vece od 100 pm), makroporozne (pore od 0,1-1 um), mikroporozne
(pore od 10-100 nm) i neporozne (pore od 1-10 nm) (Ganji i sar., 2010). Tako je
pokazano da se dimenzije pora u alginatnom hidrogelu mogu kretati od 5 nm do 150 nm
(Andresen i sar. 1977). Ipak, mnogi autori su pokazali da je najverovatnija veli¢ina pora
u alginatu oko 10 — 20 nm (Holte i sar. 2007; Stewart i Swaisgood 1993; Grassi i sar.
2009; Fundueanu i sar. 1999). Povecavanjem masenog udela alginata, smanjuje se
difuzivnost unutar hidrogela, a na difuzivnost bitno uticu jo$§ i udeo guluronskih i
manuronskih jedinica kao i naelektrisanje i veli¢ina supstance koja difunduje (Gombotz
I Wee, 2012). Pozitivno naelektrisane cCestice difunduju sporije kroz Ca-alginatni
hidrogel, zbog interakcija sa negativno naelektrisanim lancima alginata (Gombotz i
Wee, 2012). Pokazano je da je u alginatnom hidrogelu sa ve¢im udelom G jedinica
manja difuzivnost supstance zbog toga Sto su strukture lanaca u ovim hidrogelovima
dosta rigidnije u odnosu na hidrogel sa manjim udelom G jedinica (Amsden i Turner
1999). Ipak, u drugim studijama je pokazano da je difuzivnost supstanci kroz alginatni

hidrogel veca, $to je udeo G jedinica vec¢i u odnosu na udeo M jedinica (Holte i sar.,
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2007). Ovi rezultati su objasnjeni pojavom da ¢e u alginatnom hidrogelu sa ve¢im
udelom G jedinica, koje inaCe imaju veci afinitet prema dvovalentnim katjonima
prilikom geliranja, ostati manji deo slobodnih alginatnih lanaca i tako ¢e se nesmetano
omoguciti prolaz pozitivno naelektrisanih supstanci (Holte i sar., 2007). Isti fenomen je
uocCen i u slucaju kada kroz alginatnu matricu difunduju neutralne supstance, pa je
zakljuceno da Ca-alginat sa veéim udelom M jedinica ima manje pore (Holte i sar.,
2007). Ovaj hidrogel je medutim, slabije geliran tako da je ve¢a moguénost slabljenja

veza izmedu alginatnih lanaca i raspadanja hidrogela.

Odredeni su koeficijenti difuzije razli¢itih malih molekula kroz Ca-alginatni hidrogel
reda veli¢ine 1071° — 10! m? st (Rasmussen i sar. 2003, Holte i sar. 2007, Holte i sar.,
2006, Puguan i sar., 2015). Sa druge strane, koeficijent difuzije nanocestica lateksa
pre¢nika 20 nm je bio 3,3 x 102 m? s (Holte i sar., 2007). Tako je i koeficijent difuzije
nanocestica zlata pre¢nika 10 — 30 nm kroz poli(etilen glikol) odreden kao (0,5 — 40) x
1012 m2 st (Hume i Jeerage, 2013).

1.3.3. Degradacija alginatnog hidrogela

Otpustanje imobilisane supstance iz alginatnih hidrogelova zavisi i od bubrenja
hidrogela 1 degradacije Sto se pogotovo odvija u fizioloSkim uslovima usled prisustva
jona natrijuma. Bubrenje Ca-alginatnih hidrogelova u fizioloskom rastvoru (0,9 mas %
NaCl) se odvija tako §to se Ca?* joni iz manuronskih jedinica prvo zamene Na* jonima i
tako dolazi do udaljavanja lanaca i time i bubrenja, a zatim dolazi i do jonske izmene u
guluronskim jedinicama (Bajpai i Sharma 2004). Takode, pokazan je isti mehanizam
razgradnje mikroCestica alginata u medijumu za kulture celija u prisustvu male
koncentracije natrijum-citrata (0,05 - 0,5 mM) gde prvo dolazi do zamene i raskidanja
veza izmedu manuronskih jedinica i bubrenja Cestica, a zatim i do raskidanja veza

izmedu guluronskih jedinica $to dovodi do pucanja Cestica (Mitrovi¢ i sar., 2010).

Kontrolisana degradabilnost biomaterijala je jedna od najvaznijih karakteristika
materijala za primene u inZenjerstvu tkiva 1 kontrolisanom otpuStanju lekova gde bi
trebalo da novo sintetisano tkivo postepeno zameni materijal odnosno da se aktivna
supstanca dostavi na Zeljeni nacin na odredeno mesto (Augst i sar., 2006). Posto u

organizmu ne postoji enzim za razgradnju alginata, alginatni hidrogelovi se veoma
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sporo i nekontrolisano raspadaju u in vivo uslovima (Lee i Mooney, 2012). Pri tome je u
jednoj studiji pokazano da su lanci alginata veliki i ne mogu da difunduju kroz pore u
bubrezima, tako da se ne mogu potpuno izbaciti iz organizma (Al-Shamkhani i Duncan,
1995). Jedan od naina za prevazilazenje tog problema je modifikacija alginata
natrijum-perjodatom ¢ime se omogucéava parcijalna oksidacija alginata i tako poboljsava

degradacija hidrogela (Lee i Mooney 2012; Bouhadir i sar., 2001).
1.3.4. Ag/alginatni hidrogelovi

Hidrogelovi predstavljaju dobre matrikse za stabilizaciju nanocestica srebra, a jedna od
atraktivnih primena ovih nanokompozita je u tretmanu rana i to posebno dubokih,
nekroti¢nih inficiranih rana (Boonkaew i sar., 2014, Varaprasad i sar., 2011). U odnosu
na druge prirodne i sinteticke materijale, alginatni hidrogelovi su komercijalno
najzastupljeniji u ovoj primeni zbog sposobnosti da reguliSu nivo vlage u rani i time
utiCu na brZe zarastanje rana (slika 1.8) (Paul i Sharma 2004, Queen i sar., 2004). Neki
od primera komercijalno dostupnih Ca-alginatnih obloga za rane sa srebrom u jonskom
obliku su: Suprasorb®A+Ag (Lohmann and Rauscher, Neuwid, Germany), Algicell® Ag
(Dermasciences, Princenton, SAD), Algidex Ag® (DeRoyal), Molnlycke Melgisorb®
Ag (Molnlycke, Norcross, Georgia).

Slika 1.8. Sematski prikaz delovanja obloge za rane Suprasorb®A+Ag na bazi kalcijum-
alginatnog hidrogela sa jonima srebra u dubokoj rani: izmenom jona kacijuma iz
hidrogela sa jonima natrijuma iz tkiva, dolazi do bubrenja hidrogela u vlaznoj sredini i
naglog otpustanja jona srebra. (http://www.activavet.co.uk/products/suprasorb,
10.05.2017)
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Do sada je izvedeno viSe nacina sinteze nanocCestica srebra u rastvoru natrijum alginata
kao $to su: hidrotermalna sinteza (Yang i Pan 2012), primena mikrotalasa (Zhao i sar.,
2013), sinteza natrijum-borohidratom (Seo i sar., 2012) i elektrohemijska sinteza

(Jovanovi¢ i sar., 2012).

Pokazano je da joni srebra mogu da reaguju sa alginatom i da grade veze inter- i
intramolekulski (Hassan, 1993, Hassan, 1991) (slika 1.9). Utvrdeno je da Ag" joni
elektrostati¢ki intereaguju sa karboksilnim grupama na lancima alginata (Yang i Pan,
2012) tako da je pokazano da je moguce geliranje alginata upravo jednovalentnim
jonima srebra (Lengert i sar. 2016). Takode, FTIR analizom koloidnog rastvora Na-
alginata sa elektrohemijski sintetisanim nanocesticama srebra pokazano je da

nanocestice grade veze sa odredenim grupama u alginatnim lancima (Jovanovic i sar.,

2012).
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Slika 1.9. Inter - i intramolekulsko vezivanje jona srebra sa karboksilnim grupama na

alginatnim lancima (Hassan, 1991)

U biomedicinskim primenama alginatni hidrogelovi sa nanocesticama srebra najcesce
dolaze u kontakt sa fizioloskom sredinom tako da se pojave opisane u poglavljima o
alginatu 1 nanocCesticama srebra i ovde odvijaju. Naime, u fizioloskoj sredini zbog velike
koncentracije jona natrijuma dolazi do jonske izmene sa jonima kalcijuma i bubrenja

hidrogela (Bajpai i Sharma 2004). Sa druge strane, istovremeno dolazi do oksidacije
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nanocestica srebra, ali zbog prisustva jona hlora iz fizioloske sredine, grade se jonski
kompleksi i tesko rastvoran talog AgCl koji najve¢im delom ostaje zarobljen u

hidrogelu (Levard i sar., 2013).

U potencijalnim primenama u pakovanjima hrane, znacajno je prisustvo i drugih jona i
molekula tako da su neki od simulanata hrane na bazi vode, vodenog rastvora siréetne
kiseline i etanola, kao $to je ve¢ reeno u poglavlju 1.2.6. Sa smanjenjem pH vrednosti
rastvora, kao u sluCaju rastvora sircetne kiseline, dolazi do ubrzavanja oksidacije
nanocestica srebra (Peretyazhko i sar., 2014), a alginatni hidrogel istovremeno postaje
jace umrezen (Rehm 2009). Prisustvo etanola ne uti¢e znacajno na nanocestice srebra
posto je pokazano da se etanol moze koristiti kao stabilizator pri sintezi ovih
nanocestica (Pal i sar., 2009). Etanol smanjuje zapreminu Ca-alginatnog hidrogela usled
vezivanja vode iz hidrogela (Torres i sar., 2011). Sve navedene pojave bitno uti¢u na
otpusStanje jona i/ili nanocestica iz Ag/alginatnih hidrogelova i1 time na njihovu

funkcionalnost u razli¢itim primenama.
1.4. POLI(VINIL ALKOHOL)

Poli(vinil alkohol) (PVA) je biodegradabilan sinteticki polimer koji se komercijalno
dobija hidrolizom poli(vinil acetata) najées¢e u baznoj sredini (Slika 1.10.) (Ishigaki i
sar., 1999, Hassan i Peppas 2000). PVA se siroko primenjuje u razli¢itim oblastima kao
§to su tekstilna industrija i proizvodnja raznih higijenskih proizvoda (DeMerlis i
Schoneker, 2003), a u farmaciji i medicini mogu se navesti membrane (Chuang i sar.,
2000), sistemi za kontrolisano otpustanje (Brazel i Peppas, 1999), i kao komponenta
implanata (Kobayashi i sar., 2003). Takode, to je jedan od najcesce korisé¢enih polimera
za proizvodnju filmova u industriji pakovanja hrane zbog svoje slabe propustljivosti za
gasove (Piergiovanni i Limbo, 2016). Zahvaljuju¢i velikom broju hidroksilnih grupa,
PVA se rastvara u vodi, na poviSenoj temperaturi iznad 70 °C, pri ¢emu se njegova
rastvorljivost povecava sa povecanjem stepena hidrolize. | druge fizicke osobine ovog
polimera zavise od stepena hidrolize tako da se proizvodi kao delimi¢no i potpuno
hidrolizovan (DeMerlis i Schoneker, 2003). U industriji pakovanja hrane glavni
nedostatak ovog polimera je njegova sposobnost da u vlaznim uslovima bubri
(Piergiovanni i Limbo, 2016), ali sa druge strane, upravo ova karakteristika ga ¢ini

pogodnim materijalom za dobijanje antimikrobnih pakovanja, jer ¢e imobilisana aktivna
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supstanca biti lakSe otpustena ukoliko dode do bubrenja polimera (Pei i sar., 2006, Zu i
sar., 2012). Agencija FDA je odobrila upotrebu PVA polimera u materijalima za
pakovanje hrane, a posebno je odobrena upotreba i za pakovanje mesa (DeMerlis i
Schoneker, 2003). Takode, upotreba PVA je odobrena u razliCitim medicinskim

primenama (DeMerlis i Schoneker, 2003).

n CH, = (|ZH Polmerta [CH2 — CllH]n—
OCOCH; OCOCH;,
Vinilacetat Poli(vinilacetat)
1 hidroliza
o [CHZ _ CH] n~_
OH

Poli(vinilalkohol)

Slika 1.10. Dobijanje poli(vinil alkohola) polimerizacijom vinil acetata, pracene

hidrolizom poli(vinil acetata) (Stojkovska, 2015)

Nanocestice srebra je moguce sintetisati u rastvoru PVA uz zagrevanje (Pencheva i sar.,
2007, Filippo i sar., 2009), laserskom iradijacijom (Deepak i sar., 2012), uz prisustvo
hidrazin hidrata (Patil i sar., 2012, Khanna i sar., 2005), redukcijom pomocu natrijum
borohidrata (Choi i sar., 2008), i gama iradijacijom (Krkljes i sar., 2007). Tako se PVA
pokazao kao pogodan polimer za stabilizaciju nanocestica srebra 1 zlata (Mahapatra 1
sar., 2007, Sharma 1 sar., 2009) gde uspesSno §titi nanocestice od agregacije (Khanna 1
sar., 2005). PVA filmovi sa nano¢esticama srebra bi mogli da nadu primenu u tretmanu
rana (Jun i sar., 2007, Galya i sar., 2008), zastitnog pakovanja i prevlake za neke

medicinske uredaje (Galya i sar., 2008).
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1.5. POLI(LAKTIDNA KISELINA)

Jedan od najpoznatijih biopolimera je poli(laktidna Kkiselina) (PLA). Drugi naziv za
laktidnu kiselinu je mle¢na kiselina. Poli(laktidna kiselina) se dobija polimerizacijom
(2-hidroksipropanske) kiseline tj. laktidne kiseline, ili polikondenzacijom uz otvaranje
prstena laktida (ciklicnog diestra laktidne kiseline) (Masutani 1 Kimura, 2014).
Prvobitno, laktidna kiselina se dobijala iz skupih rafinisanih $ecera (glukoze, saharoze)
Klasi¢nim fermentacionim postupkom pomoc¢u bakterija mleéne kiseline koje
obuhvataju  vrste: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus i Weisella (Davidson i sar., 1995, Ercolini i sar., 2001,
Holzapfel i sar., 2001, Stiles i Holzapfel, 1997, Axelsson, 2004) dok danas postoje
industrijski procesi u kojima se fermentacija izvodi na kukuruzu, Se¢ernoj repi, skrobu
krompira i surutki (Risti¢ i1 sar., 2012). Najveé¢i deo svetske proizvodnje laktidne
kiseline se odvija pomocu bakterijske fermentacije ugljenih hidrata. Primenom bakterija
iz roda Lactobacilli, koje svojom aktivno$c¢u proizvode jedino laktidnu kiselinu (Amass
i sar., 1998). Kao izvor sirovina za dobijanje ovog monomera mogu se Koristiti i
sporedni proizvodi iz poljoprivrede 1 prehrambene industrije. Na taj nacin reSava se
problem odlaganja agroindustrijskog otpada i smanjuju ulaganja u prvu fazu procesa
proizvodnje poli(laktidne kiseline). Ova kiselina se javlja u dve razlicite optic¢ki aktivne
stereoizomerne forme L i D enantiomeri, odnosno (S i R konfiguracije) kao i
racematska smesa D i L enantiometra (slika 1.11.) od kojih je moguce dobiti tri razli¢ita
laktida L(-)-laktid (S,S), D(+)-laktid (R,R) i optic¢ki neaktivan mezo-laktid (R,S) (slika
1.12.). Racemska smes$a, L- i D-laktida, se uglavnom naziva D,L-laktid (Risti¢ i sar.,
2012). Naj¢esce koris¢ena metoda dobijanja poli(laktidne kiseline) je upravo otvaranje
prstena laktida (slika 1.13.).
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Slika 1.11. Konfiguracije L, i D i DL enantiomera 2-hidroksi propanske kiseline, tj.

laktidne kiseline (Masutani i Kimura, 2014)
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Slika 1.12. Konfiguracije L, D i cikli¢nih diestra laktidne Kiseline (laktida) (Ristic i sar.,

2012)
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Slika 1.13. Dobijanje poli(laktidne kiseline): iz laktidne kiseline se dobija cikli¢ni
diestar laktidne kiseline ¢ijim se otvaranjem prstena u prisustvu katalizatora dobija
poli(laktidna kiselina) (http://www.essentialchemicalindustry.org/polymers/degradable-
plastics.html, 10.05.2017)

Ovaj polimer je biorazgradiv, biokompatibilan i potpuno resorbilan u organizmu u
zavisnosti od molekulske mase najvise. Naime, hidrolizom u fizioloskoj sredini daje
mlec¢nu kiselinu, komponentu koja se iz organizma eliminiSe kroz Krebsov ciklus kao
H20 i CO2 i tako kruzi u prirodi, (slika 1.14). Upotreba PLA je odobren od strane
agencije FDA kao sintetiCkog biodegradabilnog materijala koji moze da se koristi
izmedu ostalog i za pakovanje hrane (Conn i sar., 1995, Rajendra i sar., 2014). Svaki
materijal za pakovanje hrane mora da ispunjava odredene uslove, a to je da budu
nepropusni za gasove kao $to su kiseonik, vodena para, arome i svetlost (Tawakkal i
sar., 2014) sto su neke od glavnih karakteristika ovog polimera. PLA je sve zastupljeniji
polimer u industrijskoj grani, a pogotovo se aktivno koristi u Japanu (Mutsuga i sar.,
2008). Zbog izrazite biodegradabilnosti i moguceg uticaja degradacije na hranu u
pakovanju, Organizacija za bezbednost hrane u Japanu ogranicila je maksimalni dnevni
unos laktida u organizam na 0,1 mg kg* dan? (Mutsuga i sar., 2008). PLA potpuno

zamenjuje polietilen visoke i niske gustine i tako nalazi primenu u pakovanjima kao sto
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su kese, ¢ase za jogurt i Cinije za pakovanje sveze salate (Jabeen i sar., 2015). Dobre
mehanicke i termic¢ke osobine Cine ovaj materijal pogodan za manipulaciju razli¢itim
tehnikama, kao S§to su ekstruzija, injektovanje pod pritiskom i topljenje polimera
(Hamad i sar., 2015). Zbog svoje biokompatibilnosti i biorazgradivosti, poli(L-laktidna
kiselina) PLLA je nasla upotrebu i u medicini, kao hirurski konac, zatim kao stentovi i
vlakna, fiksatori fraktura, sistemi za kontrolisano oslobadanje lekova i lekovitih supstani
u ortopediji i u stomatologiji (Ristic i sar., 2012, Rajendra i sar., 2014, Wee i sar.,
2006). Obzirom da je PLA imunoloski intertan sinteti¢ki polimer (Novikova i sar.,
2003, Vito i sar., 2008) ispituje se i u inzenjerstvu tkiva (Chen i sar., 2006, Mitragotri i
Lahann, 2009). Zbog svoje sve veée primene PLA je 2010. godine proglasen drugom na

svetu najbitnijom plastikom (Rajendra i sar., 2014).
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Slika 1.14. Proces kruzenja PLA: iz industrijskih sirovina (1) se fermetacijom dobija
laktidna kiselina (2) iz koje se sintetiSe cikli¢ni diestar laktidne kiseline, laktid (3);
polimerizacija laktidne Kiseline se odvija postupkom otvaranja laktidnog prstena (4);
hidrolizom ovog polimera je moguce razloziti poli(laktidnu kiselinu) na laktidnu
kiselinu (5) koja se dalje u bioloskim sistemima razlaze na CO2 i H20 (6) (Ristic i sar.,
2012)
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Nanocestice srebra mogu biti inkorporirane u PLA, a glavna svrha u dobijanju ovih
nano kompozita je razvoj novih biodegradabilnih biomaterijala sa izraZzenom
antimikrobnom aktivnos¢u u pakovanju hrane i u medicinskoj upotrebi (Shameli i sar.,
2010, Fortunati i sar., 2012, Busolo i sar., 2010, Fortunati i sar., 2010, Xu i sar., 2006).
Antimikrobna aktivnost nanokompozitnog filma zavisi pre svega od koncentracije i
veli¢ine nanocestica srebra, i njihove raspodele u filmu (Gorrasi i sar., 2015). Pokazano
je da PLA filmovi sa nanoCesticama srebra mogu imati izuzetne antimikrobne efekte ali
pri visokim koncentracijama nanocestica visim od 5 mas. % (Shameli i sar., 2010).
Nanodestice srebra je mogucée 1 sintetisati u rastvoru PLA uz dodavanje natrijum
borohidrata kao redukcionog sredstva pri ¢emu su dobijene nanocCestice sfernog oblika
pre¢nika 4-5 nm (Shameli i sar., 2010).

Nanocestice srebra bitno uticu na vreme degradacije PLA polimera, tako da je pri
koncentraciji nanocestica srebra od 0,01 mas. % - 0,07 mas. % detektovano povecanje
koncentracije CO, kao pokazatelj degradacije polimera, dok se pri koncentraciji
nanocestica od 0,12 mas. %, degradacija usporila do 40 dana (Gorrasi i sar., 2015).
Propustljivost kiseonika kao jedan od glavnih parametara materijala za pakovanje hrane,
ne menja se znacajno sa inkorporacijom nanocestica srebra, koje i u filmu ispoljavaju

antimikrobnu aktivnost (Fortunati i sar. 2010).

1.6. PRENOS MASE KROZ HIDROGEL
Otpustanje nanocestica kao i1 drugih supstanci iz hidrogela zavisi od viSe faktora i
zahteva slozenu analizu celog sistema. Tako mehanizam otpusStanja obuhvata sledece

procese pri primeni hidrogela u nekoj fizioloskoj sredini (Zarzycki 1 sar 2010):

1. transport medijuma iz okolne sredine u hidrogel putem pora na hidrogelu;

2. degradacija imobilisane supstance i/ili matriksa hidrogela;

3. difuzija imobilisanih supstanci ili produkta razgradnje polimera u okolni medijum;
4. usled degradacije polimera moze do¢i do promene pH vrednosti u hidrogelu;
5.degradacija hidrogela moze biti autokatalizovana;

6. bubrenje hidrogela;
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7.vezivanje i interakcije imobilisanih supstanci sa ostacima lanaca hidrogela;

8. konvektivni nacin prenosa uzrokovan strujanjem fluida u fizioloskoj sredini;

9. procesi adsorpcije/desorpcije razlicitih supstanci prisutnih u fizioloSkoj sredini;

10. promena u geometriji sistema za otpustanje izazvana naponima u fizioloskoj sredini.

Ipak, da bi se proces otpusStanja imobilisane supstance opisao matematicki, nije
racionalno uzimati u obzir sve gore navedene fenomene ve¢ samo dominantne fizicke i
hemijske procese. Tako da se sa stanoviSta hemijskog inzenjerstva u opisivanju
mehanizma otpustanja neke supstance iz hidrogela najée$¢e u obzir uzimaju sledeci

postupci (Zarzycki i sar., 2010):

1. spoljni prenos mase (difuzija kroz grani¢ni sloj te¢no-hidrogel);

2. unutrasnja difuzija (kroz matriks hidrogela);

3. desorpcija (ukoliko je supstanca imobilisana fizickom adsorpcijom);

4. hemijske reakcije (npr. sa molekulima iz okolne sredine ili produktima razgradnje
hidrogela).

Pri tome je najcesce limitirajui korak brzina unutras$nje difuzije (molekulska difuzija

kroz matriks hidrogela) uz propratne hemijske reakcije ako su prisutne.

U smesi fluida, sa razli¢itim koncentracijama neke supstance u raznim tackama, javlja
se prirodna tendencija da se razlike koncentracija smanje. Ova pojava koja je uocena jos
1815. godine i naziva se molekulskom difuzijom (Dudukovi¢, 2008). Ako je sistem
nepokretan ili je strujanje laminarno, pri ¢emu se slojevi toka fluida ne mesaju,
sopstveni prenos mase se visi difuzijom, odnosno kretanjem molekula iz sloja vise u
sloj nize koncentracije (Cvijovi¢ i BoSkovi¢-Vragolovié¢, 2001). Fik (Fick) je pokazao
da se molski sopstveni fluks jedne supstance kroz drugu moze prikazati preko sledece

jednacine

N, =- Dag —XA (1.5)
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gde je Na molski fluks komponenete A, Das je koeficijent difuzije ili molekulska
difuzivnost komponente A kroz komponentu B, Ca je koncentracije komponente A koja

se menja u X pravcu (Dudukovi¢, 2008).

Opsta jednacina diferencijalnog bilansa mase sa hemijskom reakcijom je:

% =1, +DV°C (1.6)

gde je ra brzina hemijske reakcije nastajanja komponente A, a C je koncentracija

komponente A.

Ova jednacina za Dekartov koordinatni sistem glasi:

2 2 2
@erJrD(zX? +gycz: +ZZC2:] 1.7

U cilindri¢énom koordinatnom sistemu jednacina 1.6 postaje:

oC 10( oC) 10°C o°C
— =D == r—= |+ 5=+t |+
ot ror\ or) r°o¢g° oz

(1.8)
dok je u sfernom koordinatnom sistemu dobija se:
oC 10(,0C 1 o0 . ,oC 1 o°C
ot reor or) r°sind oé 00 r°sin“ @ o¢ (1.9)

Upotreba hidrogelova za biomedicinsku upotrebu kao na primer u inzenjerstvu tkiva u
mnogome zavisi od poroznosti hidrogela, organizacije i povezanosti pora kako bi se na
Sto efektivniji nacin putem medijuma dopremili svi neophodni nutrijenti do svih ¢elija u
nosacu. Propustljivost nosaca zavisi od slede¢ih parametara: 1) poroznosti materijala, 2)
veli¢ine i raspodele pora u nosacu, 3) povezanosti pora, 4) propustljivosti U porama, 5)
orijentacije pora (O'Brien i sar., 2007). Uglavnom, kretanje supstance kroz hidrogel je
opisano modelom difuzije (Siepmann i Siepmann, 2012), ali takode pokazano je da

otezana konvekcija medijuma kroz hidrogel takode uti¢e na mobilnost supstance kroz
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hidrogel ukoliko konvekcija postoji (Kapur i sar., 1997, Kosto i Deen, 2005, Kosto i
Deen, 2004, White i Deen, 2002).

Iako se hidrogelovi sastoje najve¢im delom od vode, ipak vlakna polimera, sterne
smetnje polimera i makromolekula otezavaju difuziju 1 konvekciju neke supstance.
Tako da se lokalni fluks jedne supstance u izotropskom hidrogelu moze prikazati kao

(Kosto i Deen, 2005):
N=-K,D,VC+ K ,vC (1.10)

gde je Kg koeficijent ograni¢ene difuzivnosti i predstavlja odnos difuzivnosti unutar
hidrogela i difuzivnosti slobodne supstance u rastvoru, D,. Koeficijent ograni¢ene
konvekcije kroz hidrogel, Ke, je odnos brzine cCestice i fluida u slucaju kada je
difuzivnost zanemarljiva, a rastvorena supstanca se posmatra kao slobodna i uniformno
suspendovana. Oba ova koeficijenta zavise od veli¢ine makromolekula kao i od gel
strukture. Srednja brzina fluida kroz hidrogel je obelezena sa v, dok je C srednja

koncentracija supstance koja se prenosi u hidrogelu.

Jednacina (1.10) je izvedena iz opste bilansne jednacine mase neke supstance koja se
prenosi difuzijom 1 strujanjem fluida 1 pri tome nastaje u reakciji ova jednacina u
dekartovom koordinatnom sistemu koja glasi:

a*c | 9*c | ¥*c

= Tat D(@%yz Py

)—(u%+vz—§+w%) (1.11)

Uz matemati¢ki model otpustanja supstance iz hidrogela, potrebno je postaviti i pocetne
1 granicne uslove. PocCetni uslovi podrazumevaju pocetnu distribuciju supstance u

sistemu dok grani¢ni uslovi podrazumevaju uslove za prenos mase na granici sistema.
1.6.1. Matematicko modelovanje difuzije imobilisanih supstanci iz hidrogela

Da bi se postavio model koji opisuje najjednostavniji fenomen difuzije supstance iz

hidrogela, najcesce se uvode sledece pretpostavke (Siepmann i Siepmann, 2012):
1. unutrasnja difuzija supstance kroz hidrogel je limitirajuci korak;

2. koeficijent difuzije supstance u hidrogelu je konstantan;
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3. sistem za otpustanje je idealno uronjen u medijum za otpustanje tokom celokupnog

vremena;
4. hidrogel ne bubri znacajno;
5. hidrogel se ne degradira tokom otpustanja supstance;

6. otpor prenosu mase na granici izmedu sistema za otpustanje i medijuma je

zanemarljiv.

Baziraju¢i se na ovim osnovnim pretpostavkama, izvedeno je viSe modela koji opisuju
otpusStanje supstance iz matriksa hidrogela. Ukoliko je aktivna supstanca uniformno
distribuirana u hidrogelu izvedene su poznate analiticke jednaline za razliCite

geometrije sistema
Za ravnu plocu izvedena je jednacina (Crank, 1975):

[-Dp(2n+1)2m?t/L?]

R
M 1 71—2 Zn=0 (2n+1)2 (112)

Moo

gde su M, i M, koli¢ine supstance otpuStene nakon nekog vremena t i nakon
beskona¢nog vremena redom, Di je koeficijent difuzije supstance kroz ploc¢u, a L je

debljina ploce.

Na osnovu ove jednacine (1.12) se izvode dve aproksimacije za pocetni i krajnji period

otpustanja kao $to sledi (Siepmann i Siepmann, 2012):

Za kratka vremena otpustanja # < 0, 6 dobija se:

Me . (M)"'s (1.13)

Moo nL?
e . M ) .. .
Za duga vremena otpustanja M—t = 0,4 jednacina (1.12) se svodi na:
o]

M, 8 w2Dt
we = 1= e (-525) (114)

Za sferu izvedena je jednacina (Crank, 1975):
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M, _ 6

© exp[—DannZt/RZ]
w1 Znm

n2

(1.15)

gde je R poluprecnik sfere.

I u ovom slucaju izvedenu su dve aproksimacije za pocetni i krajnji period otpustanja

Za kratka vremena # < 0,4 dobija se (Siepmann i Siepmann, 2012):

M, _ , (Drt\%® 3Dt
we=6(m) — & (1.16)

Za duga vremena % > 0, 6 izvedena je jednacina (Siepmann i Siepmann, 2012):

Me _ 4 _ niexp (_ ﬂ) (1.17)

1.7. MIGRACIJA SUPSTANCI IZ PAKOVANJA ZA HRANU

Po standardima Evropske Unije migracioni test bilo koje supstance se sprovodi tako Sto
se meri otpustanje supstance iz pakovanja za hranu u jedinicama mg kg™ koriste¢i 6 dm?
povrsine pakovanja po 1 kg hrane (odnosno simulanta hrane). Ovaj test se sprovodi u
simulantima za hranu. Simulanti hrane na bazi vode su: vodeni rastvor 10 zap. %
etanola (simulant A koji predstavlja vodenu hranu), vodeni rastvor 3 zap. % sircetne
kiseline (simulant B koji predstavlja hranu koja ima hidrofilni karakter i pH ispod 4,5),
vodeni rastvor 20 zap. % etanola (simulant C koji predstavlja hranu koja ima hidrofilni
karakter i hranu sa sadrzajem alkohola do 20 %), vodeni rastvor 50 zap. % etanola
(simulant D1 koji predstavlja alkoholnu hranu koja ima sadrzaj alkohola ve¢i do 20 %),
biljno ulje (stimulant D2, masna hrana). Kao stimulant masne hrane (stimulant D2)
umesto biljnog ulja moze se koristiti vodeni rastvor 95 zap. % etanola (Commission
Regulation (EU) No 10/2011). Migracioni test se uglavnom sprovodi na razliitim
temperaturama i to na 4, 20 i 40 °C u toku 10 dana, na 70 °C u toku 2 sata i na 100 °C u
toku 1 sata (Commission Regulation (EU) No 10/2011). U regulativi su navedene
supstance procenjene kao dozvoljene 1 €ija migracija u simulante za hranu moze da
bude i do 60 mg kg hrane, ali neke supstance su dodatno limitirane na maksimalnu

otpustenu koncentraciju od 1 mg kg?! hrane (Commission Regulation (EU) No
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10/2011). Otpustanje nekih metala iz pakovanja za hranu je dodatno ograniceno, pa je
tako maksimalna dozvoljena koncentracija otpustenog barijuma 1 mg kg? hrane,
kobalta 0,05 mg kg™ hrane, bakra 5 mg kg hrane, gvozda 48 mg kg™ hrane, litijuma
0,6 mg kg™ hrane, magnezijuma 0,6 mg kg™ hrane i cinka 25 mg kg™ hrane. Supstance
koje mogu biti otpusStene iz pakovanja za hranu u simulante za hranu u zavisnosti od
rizika toksi¢nosti su grupisane u tri kategorije tako da su dozvoljene koncentracije
svedene na odredene opsege: i) 5 — 60 mg kg* hrane, ii) 0,05-5 mg kg* hrane i iii) <

0,05 mg kg hrane (European Commission Scientific Committee, 2011).

Maksimalna dozvljena koncentracija srebra u jonskom obliku koja moze da migrira u
simulante za hranu je 0,05 mg/kg hrane (The EFSA Journal 2005, EFSA 2011a).
Takode, postoji 1 privremena lista aditiva na bazi srebra za koje nije potrebno da budu
ragulisani od strane EFSA ve¢ su regulisani na nacionalnom nivou. Ovi aditivi su: 20
mas. % srebro-hlorid kao prevlaka preko 80 mas. % titanijum-oksida, staklo sa srebrom
sa razli¢itim udelima srebra (0,5 — 3 %), srebro-zeolit sa masenim udelom srebra od 2,5
- 5 % i srebro-cink-zeolita sa 1,6 mas. % srebra
(https://ec.europa.eu/food/sites/food/files/safety/docs/cs_fcm_legis_additives-prov-
list.pdf 10.05.2017)

Ipak, ove regulative ne ukljucuju 1 ne odnose se na migraciju fabrikovanih tj. namenski

napravljenih nanocestica (Commission Regulation (EU) No 10/2011).

Migracija nanoCestica iz plasticnih pakovanja u okolinu se odvija u skladu sa Cetiri
osnovna mehanizma: i) desorpcija nanocestica, ii) difuzija nanocestica, iii) rastvaranje
nanocestica i iv) degradacija pakovanja (Duncan i Pillai 2015). Do degradacije
plasti¢nog pakovanja moZe do¢i usled mehanickog oStecenja, fotodegradacije, termalne
degradacije i hidrolize (Duncan 2015). Najpoznatiji model koji se koristi da bi opisao
migraciju komponente iz polimera je Piringerov model (Otto Piringer) (Duncan i Pillai
2015):

2

D, = 10*exp(Ap — 0,135M? + 0,003M, — =

=) (1.18)
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gde je Dy koeficijent difuzije supstence u polimeru, A, — specifi¢ni parametar polimera,
M — relativna molekulska masa supstance koja migrira i T je temperatura kojoj je

sistem izlozen.

Jedan od prvih pokusaja da se opiSe difuzija nanocCestica iz materijala za pakovanje
hrane u okolni medijum je bio Fikovom difuzijom kori§éenjem Stoks-Ajnstajnove
jednacine (Stoks-Einstein) kojom se opisuje koeficijent difuzije sferi¢nih cestica u
fluidu. Tako je izraCunat broj nanocestica (n) koje mogu biti otpustene iz polimera u

medijum (Simon i sar., 2008):

_ Con'Sx (Z-kB-T-t)1/2 (1.19)

T4 3-Tn-a

gde je Sx — ukupna povrSina polimera izloZzena simulantu za hranu, Con - pocetna
koncentracija nanoCestica u polimeru, kg je Bolcmanova konstanta, T je apsolutna
temperatura, n je dinamicka viskoznost amorfne faze polimera, a je poluprecnik

nanocestice koja difunduje.

Ipak, najjednostavnija jednadina za opisivanje migracije tj. otpuStanja supstanci iz
materijala za pakovanje hrane je zasnovana na drugom Fikovom zakonu difuzije za

kratka vremena otpustanja i za plocu je predstavljena jednac¢inom (1.13).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



Cilj istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je bio razvoj matematickih modela koji bi

opisali mehanizam i kinetiku otpustanja nanocestica srebra iz nanokompozitnih

alginatnih hidrogelova radi postizanja antimikrobne aktivnosti u razli¢itim primenama.

Shodno tome, fokus je stavljen na hidrogelove sa elektrohemijski sintetisanim

nanoCesticama srebra za potencijalnu primenu u medicini, kao i na razvoj i

karakterizaciju kompozitnih polimernih filmova sa alginatnim mikroCesticama sa

sadrzanim nanocCesticama srebra sintetisanim hidrotermalnom metodom za primenu u

pakovanju hrane.

Posebni ciljevi ove doktorske disertacije su bili:

dobijanje i karakterizacija Ag/alginatnih mikrocestica elektrostatickom
ekstruzijom koloidnog rastvora sintetisanog elektrohemijskom metodom;
ispitivanje Kinetike otpustanja srebra iz Ag/alginatnih hidrogelova u razli¢itim
oblicima (mikrocestice, diskovi) sa elektrohemijski sintetisanim nanocesticama
srebra u vodi i u fizioloskom rastvoru kao modelu bioloskog fluida u razli¢itim
hidrodinami¢kim uslovima relevantnim za primenu u oblogama za rane i
implantatima za meka tkiva;

razvoj matematickih modela za opisivanje kinetike otpuStanja srebra iz
Ag/alginatnih hidrogelova u vodi, a zatim 1 u prisustvu jona hlora, polaze¢i od
jednostavnijih modela unutrasnje difuzije i1 uklju¢ivanjem hemijske reakcije
oksidacije nanocestica, reakcije sa jonima hlora i difuzije nastalih formi AgC1*"

1)-.

sinteza nanocCestica srebra hidrotermalnom metodom u rastvoru Na-alginata i
dobijanje Ag/alginatnih mikrocestica elektrostatickom ekstruzijom;

dobijanje i karakterizacija PLA i PVA kompozitnih filmova sa umetnutim
Ag/alginatnim mikrocesticama metodom isparavanja rastvaraca;

Ispitivanje i matematicko modelovanje kinetike otpusStanja srebra iz suvih
Ag/alginatnih mikrocestica, kao 1 iz kompozitnih PVA i PLA filmova u
simulante za hranu na bazi vode;

ispitivanje antibakterijske aktivnosti PLA i PVA kompozitnih filmova na po

jednom model soju gram-pozitivnih i gram negativnih bakterija.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. MATERIJALI

U ovom radu korisc¢eni su natrijum-alginat niskog viskoziteta (A-2158, Sigma, St. Louis,
MO, SAD), natrijum-alginat srednjeg viskoziteta (A-2033, Sigma, St. Louis, MO, SAD),
poli(vinil alkohol) (PVA) rastvorljiv u vrucoj vodi (P1763, Sigma, St. Louis, MO, SAD)
i poli(mle¢na kiselina) (PLA) (3052 D, Nature Works® SAD). Takode, koriséeni su
srebro-nitrat (M. P. Hemija, Beograd, Srbija), kalijum-nitrat (Centrohem, Stara Pazova,
Srbija), kalcijum-nitrat tetrahidrat (Centrohem, Stara Pazova, Srbija), natrijum-citrat
dihidrat (Sigma Aldrich, Kosher, Austrija), azotna kiselina (65 %, Zorka Pharma,
Sabac, Srbija), amonijum hidroksid (25 %, NRK InZenjering, Beograd, Srbija),
hloroform (Fisher Chemical, Velika Britanija), 96 zap. % etanol (Zorka Pharma, Sabac,
Srbija), 99.5 zap. % glacijalna siréetna kiselina (Zorka Pharma, Sabac, Srbija),
natrijum-hlorid (Centrohem, Stara Pazova, Srbija). U eksperimentima odredivanja
antimikrobne aktivnosti kori§¢ene su bakterijske kulture: Staphylococcus aureus TL
dobijena sa Tehnoloskog fakulteta u Leskovcu, Univerzitet u Nisu (Leskovac, Srbija),
Escherichia coli ATCC 25922 nabavljena od American Type Culture Collection
(Manassas, VA, SAD). Za pripremu laboratorijske kulture bakterija koris¢ena je podloga
napravljena od hranljivog bujona i agara (Institut za imunologju i virusologiju Torlak,
Beograd, Srbija).

3.2. SINTEZA Ag/ALGINATNIH KOLOIDNIH RASTVORA
3.2.1. Elektrohemijska metoda

Natrijum-alginatni koloidni rastvor sa nanoCesticama srebra je dobijen novom
elektronemijskom metodom (Obradovic i sar., 2015). NanocCestice srebra su
elektrohemijski sintetisane u vodenom rastvoru koji je sadrzao 0,1 M KNOs, 3,9 mM
AgNOQOg, i 2 mas.% Na-alginata. Za galvanostatsku sintezu je koris¢en Gamry Reference
600 potenciostat/galvanostat/ZRA (Gamry Instruments, Warminster, PA, SAD), u
elektrohemijskoj ¢eliji sa radnom Pt elektrodom (Pt plo¢ica dimenzija 9 x 10 mm),
pomoc¢nom Pt elektrodom (Pt ploCica dimenzija 10 x 13 mm) 1 zasi¢enom kalomelovom
elektrodom (ZKE) kao referentnom (slika 3.1). Sinteza je izvodena uz stalno mesanje,
pri gustini struje od 50 mAcm i pri vremenu implementacije od 10 min. Rastvor je

izlagan protoku azota 20 min pre pocetka sinteze, kao 1 tokom sinteze.
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Slika 3.1. Sematski prikaz eksperimentalne aparature za elektrohemijsku sintezu
nanocestica srebra: u elektrohemijskoj celiji sa vodenim rastvorom KNO3, AgNOs, i
Na-alginata se nalaze radna Pt elektroda, pomoc¢na Pt elektroda i1 zasi¢ena kalomelova
elektroda (ZKE) kao referentna elektroda. Galvanostatska sinteza je izvedena u
elektrohemijskoj ¢eliji uz stalno mesanje vodenog rastvora i atmosferi azota (Stojkovska

2015)

U toku elektrohemijske sinteze je primec¢eno da dolazi do blagog talozenja alginatnog
hidrogela na elektrodi, tako da se koncentracija alginata u koloidnom rastvoru tokom
sinteze smanjuje na 1,73 mas.% u slucaju alginata srednje viskoznosti i 1,9 mas. % u
sluCaju alginata niske viskoznosti. Da bi se dobili alginatni koloidni rastvori sa
razli¢itom koncentracijom nanocestica srebra, pocetno sintetisani koloidni rastvor je

razblazen rastvorom Na-alginata odgovarajuc¢eg masenog udela.
3.2.2. Hidrotermalna metoda

Nanocestice srebra su dobijene u rastvoru natrijum-alginata hidrotermalnom sintezom u
autoklavu (Prva Iskra, Srbija) pod pritiskom od 2 bara i na temperaturi od 100 °C
prema metodi opisanoj u literaturi (Yang i Pan, 2012). U 40 cm?® vodenog rastvora 2
mas. % Na-alginata srednje viskoznosti se postepeno uz mesanje dodaje 7 cm? rastvora

AgNOs3 (28,6 mM). Ovakva smesa se mesa 15 minuta nakon ¢ega se u rastvor postepeno
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u kapima dodaje 3 cm® 2 mas. % Na- citrata (Bastus et al., 2014) i ostavlja da se mesa
narednih 15 minuta. Smesa se zatim zatvara poklopcem ili poklapa aluminijumskom
folijom i smesta u autoklav na 100 °C, pod pritiskom od 2 bara u toku 5 sati. Finalna
koncentracija jona srebra u rastvoru bi trebalo da bude 4 mM ukoliko ne dolazi do
veéeg isparavanja vode. Ovako dobijen koloidni rastvor se nakon sinteze mesa na
mesalici oko 10 min dok se malo ne ohladi, a zatim se centrifugira 10 minuta u
centrifugi (Centrifuge 5804, Eppendorf, Germany) na 11000 obr min?, kako bi se

izdvojile vece Cestice i postigla uniformnost koloidnog rastvora.
3.3. DOBIJANJE NANOKOMPOZITNIH MATERIJALA
3.3.1. Dobijanje nanokompozitnih Ag/alginatnih hidrogelova u obliku mikrocestica

Natrijum alginatni koloidni rastvori sa nanoCesticama srebra (Ag/alginat) su koris¢eni
za dobijanje Ag/alginatnih mikroCestica elektrostatickom ekstruzijom (Obradovic i sar.,
2015). Ag/alginatni koloidni rastvori sa razli¢itim koncentracijama nanocestica srebra
su uz pomo¢ infuzione pumpe za potiskivanje te¢nosti (Racel, Scientific Instruments,
Stamford, CT, SAD) potiskivani kroz pozitivno naelektrisanu iglu od nerdajuceg Celika.
Iz generatora visokog napona (Model 30R, Bertan Associates, Inc., New York, SAD)
izvedena je pozitivna elektroda i povezana sa iglom, a u rastvor kalcijum nitrata koji je
sluzio kao rastvor za geliranje uronjena je uzemljena elektroda (slika 3.2). Tako je
izmedu vrha igle i rastvora kalcijum-nitrata stvoreno elektri¢no polje, pa se tako, usled
gravitacione i elektrostaticke sile, koloidni rastvor od vrha igle otkidao u vidu mlaza
sitnih naelektrisanih kapljica i gelirao usled razmene jona Na* i Ca?* tako da je doslo do
oc¢vrsc¢avanja kapi u obliku sferi¢nih Cestica. U slucaju koloidnog rastvora dobijenog
elekrohemijskom sintezom koris¢ena je igla pre¢nika 25 G sa ravnim vrhom (Nisco
Engineering, Svajcarska) pri éemu je rastojanje izmedu vrha igle i rastvora za geliranje
(1,5 mas.% Ca(NOz)2 x 4H20) iznosilo oko 2 cm, a primenjeni elektrostati¢ki napon, je
bio u opsegu od 6 - 7 kV. Protok rastvora Ag/alginata je bio 39,3 cm*h! uz kori$éenje
Sprica zapremine 10 cm?® U sludaju koloidnog rastvora dobijenog hidrotermalnom
sintezom kori$¢ena je igla precnika 28 G sa ravnim vrhom (Nisco Engineering,
Svajcarska) pri ¢emu je rastojanje izmedu vrha igle i rastvora za geliranje (3 mas.%
Ca(NO3)2 x 4H20) iznosilo oko 2 cm, a primenjeni elektrostati¢ki napon, izmedu vrha
igle i rastvora za geliranje je bio 6 kV. Protok rastvora Ag/alginata je bio 7,93 cm®h? uz
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kori$¢enje $prica zapremine 10 cm®. Nakon formiranja, mikrodestice su ostavljene u
rastvoru za geliranje jo$ 30 min, uz mesanje. Nakon toga, Ag/alginatne mikrocestice su
isprane dva puta u dH-O, kako bi se uklonili zaostali joni srebra i kalcijuma i dalje su

koris¢ene u eksperimentalnim istrazivanjima.

infuziona
umpa
Ag/alginatni puimp
koloidni rastvor—
igla
Ca(NO,),
+ kapljice

\ Ag/alginatne
g || e /|/ mikrocestice

1 =

izvor magnetna mesalica
jednosmernog napona

Slika 3.2. Sematski prikaz eksperimentalne aparature za izvodenje elektrostaticke
ekstruzije: koloidni rastvor se potiskuje uz pomo¢ infuzione pumpe kroz pozitivno
naelektrisanu iglu dok je rastvor za geliranje (rastvor kalcijum-nitrata) uzemljen.
Izmedu vrha igle i rastvora Ca(NO3). se stvara elektri¢no polje pa se koloidni rastvor
potiskivan pumpom kroz iglu otkida u obliku mlaza sitnih kapljica. Kapljice geliraju u
rastvoru Ca(NOs) usled razmene jona Na* i Ca?* tako da dolazi do oévriéavanja Kapi u

obliku sfernih &estica.
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3.3.2. Dobijanje i rehidratacija suvih nanokompozitnih mikrocestica

Ag/alginatne mikrocestice sa nanocesticama srebra dobijene od koloidnih rastvora su
suSene na sobnoj temperaturi do konstantne mase. Moguénost rehidratacije suvih
Ag/alginatnih mikrocestica je ispitivana koris¢enjem fizioloskog rastvora (0,9 mas.%

NaCl).

Suve Ag/alginatne mikrocestice su dobijene od koloidnog rastvora sa nanocesticama
srebra sintetisanim elektrohemijskom metodom tako §to je 4 grama vlaznih mikrocestica
osuseno do konstantene mase (0,15 g). Zatim su suve mikrogestice potopljene u 10 cm?
fizioloskog rastvora na 37 °C i pracena je promena mase i veli¢ine mikrocestica u toku

vremena.

Rehidratacija nanokompozitnih Ag/alginatnih mikrocestica je pra¢ena merenjem mase i

precnika mikrocestica u toku vremena.
3.3.3. Dobijanje Ag/alginatnih nanokompozitnih hidrogelova u obliku diskova

Napravljeni su diskovi od koloidnih rastvora dobijenih elektrohemijskom metodom iz
rastvora Na-alginata srednje viskoznosti i sa koncentracijom AgNOz od 3,9 mM. Na
dno staklene Petri Solje (precnika 9 cm) stavljen je filter papir sa veli¢inom pora od 0,20
um (Gelman Sciences, SAD) natopljen 1,5 mas. % rastvorom Ca(NOz)2 x 4H-0, a zatim
je odozgo sipano 20 cm® 3,9 mM koloidnog rastvora. Odmah potom i na povrsinu
koloidnog rastvora su postavljena tri filter papira natopljena sa 1,5 mas. % rastvora
Ca(NOs3)2 x 4H20 pri ¢emu je prvi filter papir bio sa porama veli¢ine 0,20 um, dok su
druga dva bila tehnicki filter papir (Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Nemacka).
Preko filter papira je zatim postepeno dodavano 20 cm? rastvora 1,5 mas. % Ca(NOs)2 X
4H>0 i Petri Solja je ostavljena da stoji 48 h. Nakon tog perioda, uklonjeni su filter
papiri, a dobijen hidrogel je ostavljen u istom rastvoru da dodatno gelira jos 48 h. Potom
su iz hidrogela, iseceni diskovi pre¢nika 2 cm i debljine 2 mm pomocu cilindricnog
seCiva i ostavljeni jo§ 24 h da geliraju u novom svezem rastvoru za geliranje (1,5 mas.
% Ca(NO3)2 x 4H,0) (slika 3.3.). Kao kontrola napravljeni su diskovi od 1,73 mas. %

Na-alginatnog rastvora na isti naCin. Pocetna masa Ag/alginatnih diskova (3 merenja)
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posle geliranja je bila 0,56 = 0,15 g, a Cistih alginatnih diskova (3 merenja) 0,59 £ 0,09
g.

Slika 3.3. Diskovi hidrogelova alginata: a) Ag/alginatni diskovi, b) alginatni diskovi
3.3.4. Dobijanje filmova na bazi PLA

Filmovi na bazi PLA su dobijeni jednostavnom metodom isparavanja rastvarac¢a. Nakon
rastvaranja 2 g PLA u 20 cm?® hloroforma uz mesanje na sobnoj temperaturi, rastvor je
izlivan u staklenu Petri $olju pre¢nika 9 cm i ostavljan 24 h na sobnoj temperaturi kako
bi sav hloroform ispario. Prilikom pravljenja PLA kompozitnih filmova, u isti rastvor
hloroforma je postepeno uz mesanje dodavano 0,1 g suvih Ag/alginatnih mikrocestica.
U ovoj eksperimentalnoj seriji kori§¢ene su suve Ag/alginatne mikrocestice dobijene iz
koloidnog rastvora sintetisanog hidrotermalnom metodom. Iz dobijenih filmova su

isecani jednaki delovi dimenzija 2 cm x 3 cm koji su dalje koris¢eni u eksperimentima.
3.3.5. Dobijanje filmova na bazi PVA

Filmovi na bazi PVA su dobijeni istom metodom isparavanja rastvarata kao PLA
filmovi. Nakon rastvaranja 2 g PVA u 20 cm?® dH,0 uz mesanje na 100 °C, rastvor se
izliva u staklenu Petri Solju pre¢nika 9 cm i ostavlja se oko nedelju dana na sobnoj
temperaturi kako bi sva voda isparila do postizanja konstantne mase. Prilikom
pravljenja PVA kompozitnih filmova, u isti ohladeni rastvor PVA dodaje se postepeno
uz mesanje 0,1 g suvih Ag/alginatnih mikrocestica. I u ovoj eksperimentalnoj seriji
koris¢ene su mikroCestice dobijene iz koloidnog rastvora sintetisanog hidrotermalnom
metodom. 1z filma se dalje isecaju jednaki delovi filmova dimenzija 2 cm x 3 cm koji su

dalje koris¢eni u eksperimentima.
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3.4. METODE KARAKTERIZACIJE Ag/ALGINATNIH NANOKOMPOZITA
3.4.1. Opticka mikroskopija

Pre¢nici mikrocestica kao 1 povrsinska struktura diskova 1 filmova su odredeni pomocu
optickog mikroskopa (Olympus CX41RF, Tokio, Japan). Srednji pre¢nik mikrocestica je
izraCunat na osnovu merenja najmanje 20 mikrocestica, pomoc¢u programa za analizu

slike ,,Cell*” (Olympus, Tokio, Japan).
3.4.2. Transmisiona elektronska mikroskopija

Velic¢ina i oblik nanocestica srebra analizirani su pomocu transmisione elektronske
mikroskopije (TEM) koris¢enjem ,,100 CX Electron” mikroskopa (JEOL Ltd., Tokio,
Japan), na radnom naponu od 100 kV. Snimani su pocetno sintetisani Ag/alginatni
koloidni rastvori sintetisani pomoc¢u obe metode koris¢ene u ovom radu. Uzorci za TEM
analizu su postavljeni na bakarnim mreZzama prekrivenim ugljenikom (SPI
Supplies/Structure Probe Inc., West Chester, PA, SAD).

3.4.3. FE-skenirajuca elektronska mikroskopija

Prisustvo nanocestica srebra u Ag/alginatnim diskovima je ispitano primenom FE -
skenirajuce elektronske mikroskopije (Field-emission scanning electron microscopy, FE
- SEM). Hidrogel je fiksiran sukcesivnim potapanjem u sledec¢e vodene rastvore: i) 3
zap. % sirCetne kiseline; i1) 3 zap. % siréetne kiseline 1 25 zap. % etanola; ii1) 3 zap. %
sircetne kiseline 1 50 zap. % etanola; iv) 70 zap. % etanola. Diskovi su zatim ¢uvani u
vodenom rastvoru 70 zap. % etanola na sobnoj temperaturi do se¢enja na tanke listic¢e
koji su postavljani na komadi¢e mikroskopskog stakla, gde su se susili, a zatim koristili

za FE-SEM analizu.

Kompozitni PLA i PVA filmovi sa suvim Ag/alginatnim mikrocesticama su preseceni, a

zatim su poprecni preseci takode ispitani primenom FE-SEM analize.

FE-SEM analiza je izvedena koriS¢enjem elektronkog mikroskopa MIRA 3 XMU field
emission scanning electron microscope (Tescan USA Inc., Cranberry Twp, PA, SAD).
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3.4.4. Odredivanje koncentracije srebra

Ag/alginatne mikrocCestice su rastvorene u 2 mas. % rastvoru Na-citrata (0,1 g vlaznih

3 odnosno 10 mg suvih mikroestica u 3 cm®). Ukupna

mikroCestica u 3 cm
koncentracija srebra u Ag/alginatnim mikroCesticama, napravljenim od koloidnog
rastvora elektrohemijskom sintezom, je zatim utvrdena nakon oksidacije svih
nanocestica dodavanjem rastvora amonijum hidroksida (25 mas.%) i to oko 10 cm?®
rastvora na 0,1 g mase rastvorenog vlaznog hidrogela. Koncentracija ukupnog srebra u
Ag/alginatnim mikroCesticama, napravljenim od koloidnog rastvora hidrotermalnom
sintezom je utvrdena nakon dodavanja 10 cm? koncentrovane 65 mas. % HNOs; na 0,1 g
mase rastvorenog vlaznog hidrogela. Koncentracija srebra u Ag/alginatnom koloidnom
rastvoru dobijenom elektrohemijskom sintezom je odredena nakon oksidacije

3 amonijum-hidroksida (25 mas. %) u 0,1 cm?

nanocestica srebra dodatkom 10 cm
koloida, a koncentracija srebra u Ag/alginatnom koloidnom rastvoru dobijenim
hidrotermalnom sintezom je odredena nakon oksidacije nanocestica srebra dodatkom 10
cm?® HNO;3 (65 mas. %). Ukupan sadrzaj oslobodenog srebra u vodi u eksperimentima
odredivanja kinetike otpusStanja srebra iz Ag/alginatnih nanokompozita odreden je posle
dodavanja koncentrovane kiseline HNO3 (65 mas. %) u visku i to na 1 cm® vode, dodaje
se oko 0,5 cm? kiseline kako bi se osiguralo da je prisutno svo srebro u bilo kom obliku

prevedeno u jonski oblik.

Ukupni sadrzaj oslobodenog srebra u fizioloskom rastvoru u eksperimentima pracenja
Kinetike otpustanja srebra iz Ag/alginatnih nanokompozita je odreden posle dodavanja
amonijum hidroksida (25 mas. %) u visku (0,5 cm® amonijum hidroksida na 1 cm®
rastvora) direktno u Petri Solje u kojima su eksperimenti izvodeni kako bi se rastvorio

eventualni precipitat AgCl i oksidovale nanocestice.

U eksperimentima ispitivanja migracije nanoCestica srebra iz Ag/alginatnih diskova u
alginatne diskove ukupan sadrzaj srebra u alginatnom disku je odreden nakon
rastvaranja celog diska (0,3 g diska u 0,7 cm® 10 mas. % natrijum-citata) uz dodatak 3

cm? amonijum-hidroksida (25 mas. %).
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Koncentracije jona srebra u svim navedenim rastvorima su tada odredene sa ta¢noscu
10 atomskom apsorpcionom spektroskopijom (AAS) pomoéu Perkin Elmer 3100
spektrometra (Perkin Elmer, MA, SAD).

Ukupan sadrzaj srebra u PVA kompozitnim filmovima je izmeren rastvaranjem PVA
kompozitnog filma u 3 cm® 2 mas. % Na-citrata na 80 °C nakon &ega je u 1 cm?®
rastvorenog filma dodato 5 cm?® koncentrovane azotne kiseline i uzorak meren AAS
metodom. Ukupan sadrzaj srebra u PLA kompozitnim filmovima je izmeren
rastvaranjem PLA kompozitnog filma u 5 cm?® hloroforma na sobnoj temperaturi pri
¢emu dolazi do rastvaranja samo PLA polimera dok suve Ag/alginatne mikrocestice
ostaju nerastvorne. Rastvoreni PLA polimer se zatim dekantuje, a zaostale Ag/alginatne
mikroCestice se rastvaraju u 3 cm® 2 mas. % Na-citrata. U 1 cm? rastvorenih
mikrocestica je dodato 5 cm® koncentrovane azotne Kiseline i uzorak je meren AAS

metodom.

Ukupan sadrzaj oslobodenog srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova u vodenim
rastvorima etanola (10 zap. % rastvor etanola i 95 zap. % rastvor etanola) je odreden
pomocu opticke emisione spektrometrije sa indukovanom kuplovanom plazmom ICP-
OES (engl., inductively coupled plasma optical emission spectrometry, Thermo
Scientific, iICAP 6500, Engleska) nakon potpunog uparavanja etanola i dodavanja 10
cm?® HNO3 (65 mas. %), dok je sadrzaj oslobodenog srebra u 3 % zap. rastvoru siréetne

kiseline meren direktno takode pomocu ICP-OES metode.
3.4.5. Uv-vidljiva spektroskopija

Prisustvo nanocCestica srebra u koloidnom rastvoru, kao i u Ag/alginatnim
hidrogelovima i PLA i PVA kompozitnim filmovima nakon rastvaranja je ispitano i
UV-vidljivom spektroskopijom, pomoc¢u UV-vidljivog spektrofotometra (UV3100,
Mapada, Shanghai, Kina). Pri tome su Ag/alginatni koloidni rastvori razblazeni
destilovanom vodom i to 100 pl koloidnog rastvora u 2,9 cm® dH20. Sa druge strane,
Ag/alginatne mikrocestice kao i diskovi su rastvoreni u 2 mas.% rastvoru natrijum-
citrata i to 0,1 g vlaznog hidrogela u 2,9 cm? rastvora, odnosno 10 mg suvog hidrogela u

3 cm? rastvora.
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PLA kompozitni filmovi su rastvarani u 5 cm?® hloroforma pri ¢emu dolazi do
rastvaranja PLA a mikroCestice ostaju nerastvorene. 1z takve smesSe se izdvaja
hloroform dekantovanjem, a zatim se dodaje 3 cm® natrijum-citrata (2 mas. %) uz
intenzivno meSanje 30 min kako bi doslo do rastvaranja mikrocestica. Pipetom se zatim

izdvaja 1 cm?® gornje vodene faze i analizira primenom UV-vidljive spektroskopije.

PVA kompozitni filmovi su rastvarani u 3 cm?® rastvora natrijum-citrata (2 mas. % ) na
70 °C pri ¢emu dolazi do potpunog rastvaranja. Uzorci ovog rastvora su zatim

analizirani primenom UV-vidljive spektroskopije.

3.4.5.1. Korelisanje koncentracije srebra u koloidnim rastvorima i dobijenim

Ag/alginatnim mikrocesticama

U ovom radu je prvo ispitana mogucénost korelisanja maksimalnih vrednosti apsorbance
UV-vidljivih spektara u rastvorima sa nanocesticama srebra i koncentracije nanocestica.
Pri tome, posto u datim eksperimentalnim sistemima nije bilo moguce direktno odrediti
koncentraciju nanocestica srebra, ta koncentracija je odredivana na osnovu merenja
koncentracije jona srebra u rastvoru nakon oksidacije nanocestica uz odredene
pretpostavke. Prvo, pretpostavljeno je da tokom elektrohemijske sinteze dolazi do
potpune redukcije Ag" do nanoCestica. Uz tu pretpostavku, napravljena je serija
koloidnih rastvora alginata sa razli¢itim koncentracijama nanocestica polazeéi od
elektrohemijski sintetisanog koloidnog rastvora sa po¢etnom koncentracijom AgNO3 od
3,9 mM. Ovaj rastvor je razblazen 1,73 mas. % rastvorom natrijum-alginata srednje
viskoznosti tako da su nominalne koncentracije srebra iznosile 0,5; 1; 1,5; 2 i 3 mM.
Ovi rastvori su analizirani primenom UV-vidljive spektroskopije, dok je ukupna
koncentracija srebra odredena primenom AAS nakon oksidacije nanocCestica
dodavanjem 10 cm® amonijum-hidroksida (25 mas. %) u 0,1 cm® koloida. Posle toga, od
datih koloidnih rastvora napravljene su Ag/alginatne mikrocestice koje su nakon
rastvaranja takode analizirane primenom UV-vidljive spektroskopije dok je ukupna
koncentracija srebra odredena primenom AAS nakon §to je 0,1 g vlaznih mikrocCestica

rastvoreno u 2,9 cm® 2 mas. % Na-citrata, a potom dodato 10 cm?® 25 mas. % NH4OH.

Po istoj metodi je analiziran Ag/alginatni koloidni rastvor dobijen hidrotermalnom

metodom s tim §to je u ovom slucaju pocetni rastvor koloida je bio razblazen 2 mas. %
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rastvorom natrijum - alginata srednje viskoznosti koji je tretiran na isti nacin kao
alginatni rastvor tokom hidrotermalne sinteze. Naime, rastvor je autoklaviran 5 h u
autoklavu, a potom centrifugiran 10 minuta na 11000 obr min. Napravljeni su koloidi
razli¢itih razblaZenja Cije su koncentracije bile odredene primenom AAS nakon
oksidacije nano¢estica srebra dodavanjem 10 cm? 65 mas. % HNOs u 0,1 cm?® koloidnog
rastvora. Pored toga, od datih koloidnih rastvora napravljene su Ag/alginatne
mikrocGestice koje su nakon rastvaranja takode analizirane primenom UV-vidljive
spektroskopije dok je ukupna koncentracija srebra odredena primenom AAS nakon §to
je 0,1 g vlaznih mikrodestica rastvoreno u 2,9 cm® 2 mas. % Na-citrata, a potom dodato
10 cm? 65 mas. % HNOs.

3.4.6. Antimikrobna aktivnost PLA i PVA kompozitnih filmova

Antimikrobna aktivnost PLA i PVA kompozitnih filmova je ispitivana prema jednom
odabranom soju Gram-pozitivnih bakterija Staphylococcus aureus TL i jednom soju
Gram-negativnih bakterija Escherichia coli ATCC 25922. PLA, odnosno PVA filmovi

su sluzili kao kontrola.

Napravljen je hranljivi bujon slede¢eg sastava: pepton — 15 g I, mesni ekstrakt 3 g I,
natrijum hlorid 5 g I}, kalijum fosfat 0,3 g I"X. Napravljen je hranljivi agar (hranljivi
bujon sa 1,8 % agara) i hranljivi top agar (hranljivi bujon sa 0,7 % agara). Hranljivi agar
je izliven u sterilnu staklenu Petri Solju i ostavljen oko 30 min na sobnoj temperaturi da

se stvrdne. Sve podloge sterilisane su 30 min na 120 °C i pri nadpritisku od 1,5 bar.

Prekono¢ne bakterijske kulture, ne starije od 18 h, su razblazene fizioloskim rastvorom
tako da finalna koncentracija bakterija u hranljivom top agaru bude ~10° CFU cm (oko
2 %). Hranljivi top agar sa bakterijama je bio izliven na prethodno izliveni hranljivi agar
I ostavljen 15 min da se stvrdne na sobnoj temperaturi nakon cega su filmovi bili
stavljeni na povrsinu i inkubirani 24 h na 37 °C. Antimikrobna aktivnost je ocenjena na
osnovu merenja Sirine inhibicione zone. Svi ispitivani filmovi su napravljeni po
proceduri koja je prethodno opisana u odeljcima 3.3.4. i 3.3.5 samo §to su za potrebe
antimikrobne aktivnosti ovi filmovi drzani 3 h pod vakuumom kako bi bili sigurni da je

sav hloroform ispario. Potom su filmovi sterilisani pod UV lampama u laminarnoj
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komori u toku 2 sata i kao takvi su koris¢eni za test antimikrobne aktivnosti. Za sve

vrste filmova, test antimikrobne aktivnosti je uraden u duplikatu.
3.5. ISPITIVANJE KINETIKE OTPUSTANJA SREBRA
U ovoj doktorskoj disertaciji ispitana je kinetika otpusStanja srebra iz:

I.  vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica (proizvedenih iz koloidnog rastvora
dobijenog elektrohemijskom sintezom koriséenjem alginata srednje viskoznosti)
u dH20 i fizioloski rastvor u statiCkim uslovima i pri meSanju U vodenom
kupatilu na 37 °C;

Il.  suvih mikroCestica (proizvedenih iz od koloidnog rastvora dobijenog
elektronemijskom sintezom koriS¢enjem alginata srednje viskoznosti) u
fizioloski rastvor u statickim uslovima na 37 °C;

[1l.  vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica (proizvedenih iz koloidnog rastvora
dobijenog elektrohemijskom sintezom koriS¢enjem alginata niske viskoznosti) u
dH20 u statickim uslovima i u pakovanom sloju pri kontinualnom protoku vode
na 37 °C;

IV.  suvih Ag/alginatnih mikrocestica (proizvedenih od koloidnog rastvora dobijenog
hidrotermalnom sintezom) u dH20, 3 zap. % rastvoru sirc¢etne kiseline, 10 zap.

% rastvoru etanola i 95 zap. % rastvoru etanola, na 20 °C;

Pored toga, izmerene su krajnje koncentracije otpustenog srebra iz PLA i PVA
kompozitnih filmova nakon 10 dana u 3 zap. % rastvoru sircetne kiseline na 20 °C u
statickim uslovima kao i u dH20, 10 zap. % rastvoru etanola, 95 zap. % rastvoru etanola

u stati¢kim uslovima na 4 °C, 20 °C i 40 °C.

Najzad, ispitana je 1 migracija nanoCestica srebra iz Ag/alginatnih diskova
(proizvedenih iz koloidnog rastvora dobijenog elektrohemijskom sintezom koris¢enjem
alginata srednje viskoznsti) u alginatne diskove u direktnom kontaktu u statickim

uslovima, na sobnoj temperaturi.
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3.5.1. Kinetika otpusStanja srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica proizvedenih iz
koloidnog rastvora dobijenog elektrohemijskom metodom kori$éenjem alginata

srednje viskoznosti

3.5.1.1. Otpustanje srebra iz viaznih Aglalginatnih mikrocestica u dH20 u statickim

uslovima i uslovima mesanja u vodenom kupatilu

Eksperiment pracenja otpustanja srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica, pocetne
nominalne koncentracije srebra od 1 mM, u statickim uslovima i uslovima sa me$anjem
je izveden tako $to je 4,000 + 0,001 g vlaznih mikrogestica i 10 cm?® rastvora stavljeno u
Petri Solju precnika 8 cm obezbeduju¢i da sve mikrocestice budu ravnomerno
rasporedene u monosloju ili u balone od 100 ml obezbeduju¢i konstantno meSanje od
125 obr min u vodenom kupatilu sa tresilicom (Memmert, Germany). Eksperiment u
statickim uslovima je kao i eksperiment u vodenom kupatilu postavljen u triplikatu i
pracena je kinetika otpusStanja srebra tako §to je posle odredenog vremenskog intervala
uzimana cela zapremina vode i ista tolika zapremina nove vode dodavana ponovo u
svaki sud sa Cesticama. Da bi se izmerilo kolika je koncentracija difundovalog srebra u
vodi pomo¢u AAS, u svaku izdvojenu zapreminu je dodavana kiselina po proceduri
opisanoj u odeljku 3.4.4. Oba eksperimenta su trajala oko 21 dan na temperaturi od 37 +
0,1°C.

3.5.1.2. Otpustanje srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica u fiziolosSkom rastvoru

u statickim uslovima i uslovima mesanja u vodenom kupatilu

Eksperiment otpustanja srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica po¢etne nominalne
koncentracije srebra 1 mM u fizioloskom rastvoru je izveden tako $to je 4,000 = 0,001 g
vlaznih mikrodestica i 10 cm? fiziologkog rastvora stavljeno u Petri $olje pre¢nika 8 cm
ili stakleni balon zapremine 100 ml uz mesanje od 125 obr min. Postavljeno je 8
eksperimenata u statickim uslovima koji su trajali 1 h, 3 h, 5 h, 1 dan, 2 dana, 3 dana , 4
dana i 5 dana. Postavljeno je 11 eksperimenata u uslovima mesanja u vodenom kupatilu
koji su trajali 1 h, 3 h, 5 h, 10 h, 1 dan, 2 dana, 3 dana, 4 dana, 5 dana i 7 dana. Svaki
eksperiment je izveden u triplikatu na temperaturi od 37 £ 0,1 °C. Svaki eksperiment je
kompletno analiziran gde je uziman totalni medijum i stavljen amonijum-hidroksid da

bi svo srebro i talog AgCI bili pretvoreni u jonski oblik nakon ¢ega je odredena totalna
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koncentracija srebra u medijumu primenom AAS (odeljak 3.4.4). Takode su
mikrogestice bile rastvarane u 2,9 cm® 2 mas. % Na-citrata da bi se odredio sadrzaj
nanocestica srebra koris¢enjem UV-vidljive spektroskopije. Princip rastvaranja
Ag/alginatnih mikrocestica je opisan u odeljku 3.4.4., a koncentracija nanocestica srebra
je izraCunata iz odgovarajuce korelacije za mikrocestice dobijene kako je opisano u
odeljku 3.4.5.1.

3.5.1.3. Otpustanje srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica u statickim uslovima u

fiziolosSkom rastvoru

Ispitana je i kinetika otpuStanja srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica tako $to je
stavljeno 150 + 10 mg suvih mikroCestica (Sto predstavlja upravo 4,000 = 0,001 g
osusenih vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica) U Petri $olju pre¢nika 8 cm sa 10 cm?®
fizioloSkog rastvora. Postavljeno je 9 eksperimenata koji su trajali 1 h, 3 h, 5 h, 8 h, 10
h, 1 dan, 3 dana, 5 dana i 7 dana. Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatu na
temperaturi od 37 = 0,1 °C. Svaki eksperiment je kompletno analiziran gde je uziman
ceo medijum i stavljen amonijum-hidroksid da bi svo srebro i talog AgClI bili pretvoreni
u jonski oblik nakon ¢ega je odredena ukupna koncentracija srebra u medijumu
primenom AAS (odeljak 3.4.4). Takode su mikrodestice bile rastvarane u 2,9 cm® 2
mas. % Na-citrata da bi se odredio sadrzaj nanocestica srebra koris¢enjem UV-vidljive
spektroskopije. Princip rastvaranja Ag/alginatnih mikrocestica je opisan u odeljku
3.4.4., a koncentracija nanocestica srebra je izraCunata iz odgovarajuce korelacije za

mikrocestice dobijene kako je opisano u odeljku 3.4.5.1.
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3.5.2. Kinetika otpuStanja srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica
proizvedenih iz koloidnog rastvora dobijenog elektrohemijskom metodom

koris¢enjem alginata niske viskoznosti

3.5.2.1. Otpustanje srebra iz viaznih Ag/alginatnih mikrocestica u statickim uslovima u

dH20

Eksperiment pracenja otpustanja srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica, pocetne
nominalne koncentracije od 1 mM, u statickim uslovima je izveden tako Sto je 4,000 +
0,001 g vlaznih mikrogestica i 10 cm® dH.O sipano u Petri $olju pre¢nika 8 cm
obezbedujuéi tako da sve mikrocestice budu ravnomerno rasporedene u monosloju.
Eksperiment je trajao 21 dan na temperaturi od 37 £ 0,1 °C i izveden je u triplikatu.
Pracena je kinetika otpuStanja srebra tako $to je svakog odredenog vremenskog
intervala uzimana cela zapremina vode i ista tolika zapremina nove vode dodavana
ponovo u svaki sud sa Cesticama. Da bi se izmerila koncentracija otpustenog srebra u
vodi pomoc¢u AAS, u svaku izdvojenu zapreminu je dodavana kiselina po proceduri

opisanoj u odeljku 3.4.4

3.5.2.2. Otpustanje srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica u pakovanom sloju

kontinualnom protoku dH20

Da bi se ispitao uticaj hidrodinamickih uslova na transport nanocestica srebra iz
hidrogelova ispitano je otpustanje srebra iz pakovanog sloja Ag/alginatnih mikrocestica
pri kontinualnom protoku vode. Postavljeno je po 4,000 + 0,001 g Ag/alginatnih Cestica
u 10 cm® dH20 u dva bioreaktora sa kontinualnim protokom od 0,4 ml min™*. Svaki
bioreaktor je bio povezan silikonskim crevima sa rezervoarom za vodu 1 viSekanalnom
peristaltickom pumpom (slika 3.4.). Bioreaktori (Tehnolosko — metalurski fakultet,
Beograd) su se sastojali od dva staklena dela na ¢ijim krajevima su stopljene plo¢ice od
sinterovanog stakla radi onemogucavanja odnoSenja mikrocestica. Ta dva dela su
spojena silikonskim crevom tako da je obrazovana komora za smestanje pakovanog
sloja. Bioreaktorski sistemi su bili postavljeni u inkubator na temperaturi od 37 °C pri
¢emu je peristalticka pumpa bila van inkubatora. Sistemi su sadrzali i po dva Sprica za
eventualnu zamenu medijuma i izbacivanje mehurica vazduha. Postavljeno je 9

eksperimenata koji su trajali 1 h, 3 h, 5 h, 1 dan, 2 dana, 4 dana, 5 dana i 7 dana nakon
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Cega je svaki eksperiment kompletno analiziran. Da bi se izmerila koncentracija
otpustenog srebra u vodi pomocu AAS, u svaku izdvojenu zapreminu je dodavana

kiselina po proceduri opisanoj u odeljku 3.4.4.

Trokanalni
ventil Q

Bocica
sa vodom

—9

Peristalticka
pumpa

an ¢ 0,9 cm

Trokanalni <~
vt QOHC___
T Spric
9cm

Slika 3.4. Sematski prikaz bioreaktorskog sistema koji se sastoji iz bioreaktora sa
pakovanim slojem Ag/alginatnih mikroCestica, dva S$prica, rezervoara za vodu i

perfuzione pumpe kojom je omoguéen kontinualni protok kroz sistem.

3.5.3. Kinetika otpustanja srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica proizvedenih

iz koloidnog rastvora dobijenog hidrotermalnom sintezom

3.5.3.1. Otpustanje srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica u statickim uslovima u

simulantima hrane na bazi vode

Ispitana je kinetika otpusStanja srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica u 4 razlicita
rastvora: 3 zap. % rastvoru sir¢etne kiseline, dH20, 10 zap. % rastvoru etanola i 95 zap.
% rastvoru etanola u stati¢kim uslovima. Sva Cetiri eksperimenta su izvedena tako $to je
20 = 1 mg suvih mikrocestica stavljeno u bunari¢e posuda sa 6 otvora u koje je dodato
po 10 cm?® odgovarajuéeg rastvora na 20 °C. Eksperimenti su trajali 10 dana, izvedeni su
u triplikatu i svaki je imao po 9 eksperimentalnih tacaka. Kinetika je pracena tako $to je
nakon 1 h, 3 h, 5 h, 8 h, 1 dana, 3 dana, 5 dana, 7 dana i 10 dana uzimana cela
zapremina medijuma i dodavana ista tolika zapremina medijuma, a uzorci pripremani za
analizu odredivanja koncentracije ukupnog srebra na ICP-OES uredaju po proceduri
objasnjenoj u poglavlju 3.4.4., a zatim je u svaki sistem dodata ista zapremina svezeg

medijuma.
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3.5.4. Otpustanje srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova

PLA i PVA kompozitni filmovi, dimenzija 3 cm x 2 cm, su postavljeni uspravno u
staklenim bocicama sa Slifovanim zatvaracem u statickim uslovima tako da su obe
povrsine filma (12 cm?) bile direktno izlozene medijumu u kome se film nalazio.
Pracena je kinetika otpustanja srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova na 20 °C u 10
cm?® 3 zap. % rastvora siréetne kiseline postavljenih u triplikatu. Kinetika je praéena
tako Sto je nakon 1 h, 3 h, 5 h, 1 dana, 3 dana, 5 dana, 7 dana 1 10 dana svaki put
izolovano 10 cm® medijuma iz svakog sistema kako bi se izmerila koncentracija srebra
pomocu ICP-OES, a u sistem je zatim dodavano 10 cm® novog svezeg medijuma.
Izmerene su i krajnje koncentracije otpustenog srebra iz kompozitnih filmova u dH.0O,
10 zap. % rastvoru etanola i 95 zap. % rastvor etanola nakon 10 dana na 4 °C, 20 °C i
40 °C u triplikatu pri ¢emu medijumi nisu menjani tokom vremena. Prac¢ene su promene
dimenzija filmova i mase, kao i promene u dimenziji mikrocestica koje su se nalazile u

filmovima pomocu optickog mikroskopa.

3.5.5. Ispitivanje migracije nanocestica srebra iz Ag/alginatnog diska u alginatni

disk u direktnom kontaktu

Ispitana je migracija nanocCestica srebra iz Ag/alginatnih diskova napravljenih od
koloidnog rastvora sintetisanog elektrohemijskom metodom od alginatnog rastvora
srednje viskoznosti sa nominalnom koncentracijom srebra od 3,9 mM u c¢ist alginatni
disk u direktnom kontaktu. Diskovi su postavljeni tako §to je Ag/alginatni disk stavljen
preko Cistog alginatnog diska u bunari¢ suda sa 6 otvora, a zatim je Ag/alginatni disk
pritisnut gumom sa gornje strane kako bi se ostvario direktan kontakt diskova. U
bunari¢ je zatim dodato 10 cm? destilovane vode kako bi se izbeglo susenje hidrogelova
i obezbedila njihova stalna hidratacija. Eksperiment je izveden u triplikatu i ukupno je
trajao 14 dana na sobnoj temperaturi (25 °C) u mraku. Postavljeno je po tri bunari¢a za
svaku vremensku tacku odnosno 1, 3, 5, 7, 10 i 14 dana tako da je nakon svakog tog
vremenskog intervala analizirano po 3 uzoraka Ag/alginatnih odnosno alginatnih
diskova. Diskovi su rastvarani po proceduri opisanoj u odeljku 3.4.4. Takode je

izmerena i koncentracija srebra u dH20 u kojoj su se nalazili diskovi.
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4. REZULTATI



Cilj ovog rada je bio razvoj i karakterizacija novih materijala na bazi hidrogelova
alginata sa nanoCesticama srebra i to posebno u pogledu mehanizma i kinetike
otpustanja srebra. Pri tome su primenjene dve metode sinteze nanocestica srebra u
rastvorima alginata iz kojih su zatim dobijeni nanokompozitni Ag/alginatni hidrogelovi
u obliku diskova i mikrocestica. Ovi oblici hidrogelova su narocito atraktivni za
primenu u biomedicini gde mogu da se koriste kao implantati za meka tkiva pri ¢emu
diskovi mogu da se oblikuju prema veliCini 1 obliku defekta tkiva dok mikrocestice
mogu da sluze kao injektabilni materijali. Mikrocestice su takode pogodan oblik za
primenu u smeSama sa drugim polimerima tako da je u ovom radu ispitana mogucnost
dobijanja kompozitnih filmova PVA i PLA sa umetnutim Ag/alginatnim
mikro¢esticama. Ovi filmovi su posebno atraktivni za potencijalnu primenu kao
antimikrobna pakovanja za hranu. Svi ovi razli¢iti oblici nanokompozitnih materijala su
okarakterisani i posebno ispitani sa stanovista mehanizma i kinetike otpustanja srebra u

uslovima koji su relevantni za odgovarajucu primenu.

4.1. KOLOIDNI RASTVOR ALGINATA SA ELEKTROHEMIJSKI SINTETISANIM
NANOCESTICAMA SREBRA

U ovoj tezi je koris¢en koloidni rastvor alginata sa elektrohemijski sintetisanim
nanocCesticama srebra polaze¢i od 2 mas. % rastvora natrijum-alginata srednje
viskoznosti sa 3,9 mM koncentracijom AgNOz. Dobijeni koloidni rastvor je razblazen
1,73 mas. % rastvorom natrijum-alginata do teorijske koncentracije srebra od 1 mM
koloida. TEM analiza koloidnog rastvora nominalne koncentracije srebra od 1 mM je
pokazala prisustvo jako sitnih nanocestica srebra veli¢ine 2,8 = 0,5 nm (slika 4.1.). UV-
vidljivi spektri ovih rastvora su predstavljeni na slici 4.2. Moze se uociti maksimum
apsorbance od 1,09 £ 0,13 na 411 nm i 0,29 £ 0,02 na 410 nm za pocetni koloidni
rastvor nominalne koncentracije srebra od 3,9 mM 1 razblaZeni rastvor nominalne
koncentracije srebra od 1 mM, redom. Pri tome su odredene koncentracije ukupnog
srebra primenom AAS kao 3,92 £ 0,04 mM i 1,20 £ 0,01 mM, redom.
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Slika 4.1. Nanocestice srebra sintetisane elektrohemijskom metodom u koloidnom
rastvoru alginata sa nominalnom koncentracijom srebra od 1 mM: a) TEM
mikrofotografija koloidnog rastvora (razmernik:100 nm), b) raspodela veli¢ina
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Slika 4.2. UV — vidljivi spektri koloidnih rastvora nominalne koncentracije srebra od
3,9 mM i 1 mM (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja,

standardene devijacije (< 15 %) su izostavljene kako bi spektri bili uocljiviji)

Posto je vrednost maksimuma apsorbance UV-vidljivog spektra proporcionalna
koncentraciji nanocCestica srebra (Stojkovska i sar., 2012) ispitana je moguénost
povezivanja ove dve veli¢ine za koloidne rastvore razblazene 1,73 mas. % rastvorom

natrijum-alginata srednje viskoznosti kako bi se dobile razliCite koncentracije
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nanocestica srebra. Pri tome je ukupna koncentracija srebra odredena primenom AAS, a

pretpostavljeno je da je doslo do potpune redukcije srebra u rastvoru.

Na slici 4.3 prikazana je zavisnost maksimalne apsorbance koja je bila na talasnim

duzinama oko 410 nm i ukupne koncentracije srebra.
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Slika 4.3. Zavisnost maksimalne apsorbance UV-vidljivog spektra (Amax) od ukupne
koncentracije srebra u elektrohemijski sintetisanim koloidnim rastvorima izmerene

primenom AAS, (Ckol).
Iz ove zavisnosti moZe se uogiti dobro slaganje sa linearnom zavisno$éu (R?=0,975).

Pretpostavljajuci da je prilikom sinteze doslo do potpune redukcije srebra, ova zavisnost
moze da se primeni za odredivanje koncentracije nanocCestica srebra u koloidnom

rastvoru (Cn) u zavisnosti od o¢itane maksimalne apsorbance:

Amax
Cy =g (3.1)

4.2. KOLOIDNI RASTVOR ALGINATA SA HIDROTERMALNO SINTETISANIM
NANOCESTICAMA SREBRA

U ovom radu je primenjena metoda hidrotermalne sinteze nanocestica srebra u rastvoru

alginata sa ciljem da se dobije koloidni rastvor sa pribliznom koncentracijom
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nanocestica srebra kao u slucaju eletrohemijske sinteze. Polaze¢i od 2 mas. % rastvora
natrijum-alginata srednje viskoznosti sa koncentracijom AgNOs od 3,9 mM dobijen je
koloidni rastvor koji je sadrzao nanocCestice srebra prema UV-vidljivom spektru
prikazanom na slici 4.4. Pretpostavljeno je da je tokom sinteze doSlo do formiranja i
drugih primesa koje su odstranjene centrifugiranjem na 11000 obr min™. Na taj na¢in
dobijen je potpuno providan koloidni rastvor sa nizim apsorpcionim pikom na UV-
vidljivom spektru (slika 4.4.). Maksimum apsorbance za pocetni koloidni rastvor je bio
0,87 £ 0,03 na talasnoj duzini od 413 nm dok je za razblazeni rastvor maksimalna
apsorbanca bila 0,52 + 0,02 izmerena na talasnoj duzini od 412 nm. Ovo smanjenje pika
od oko 1,7 puta ukazuje na proporcionalno nizu koncentraciju nanocestica. Sa druge
strane, primenom AAS izmerena je ukupna koncentracija srebra u koloidnom rastvoru
od 4,36 £ 0,28 mM, dok je posle centrifugiranja ta koncentracija iznosila 1,16 + 0,03
mM, $to znaci da se izmerena koncentracija srebra smanjila oko 4 puta. Ovi rezultati
navode na zakljucak da su sintezom u autoklavu dobijene nanocestice srebra ali i druge
primese kao S§to su agregati, aglomerati ili Cestice srebro-oksida koje su uklonjene
centrifugiranjem uz talozenje i jednog dela nanocestica. Koloidni rastvor nakon
centrifugiranja je analiziran primenom TEM mikroskopije. Dobijene su nanocestice

srebra sfernog oblika dimenzija 17,4 + 6,1 nm (slika 4.5).
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Slika 4.4. UV-vidljivi spektar Ag/alginatnih koloidnih rastvora nakon hidrotermalne
sinteze sa nominalnom koncentracijom srebra od 4 mM i nakon centrifugiranja
(eksperimentalni podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja, standardne devijacije

(£ 15 %) su izostavljene kako bi spektri bili uo¢ljiviji)
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Slika 4.5. Nanodestice srebra dobijene hidrotermalnom sintezom nakon centrifugiranja
koloidnog rastvora: a) TEM mikrofotografija (razmernik: 100 nm), b) raspodela veli¢ina

nanocestica srebra

Uoceno je da je nakon hidrotermalne sinteze pa i centrifugiranja koloida, viskoznost
koloidnog rastvora 2 mas. % alginata naglo opala. 1zmerena je viskoznost 2 mas. %
alginatnog rastvora nakon 5 h autoklaviranja pod pritiskom od 2 bara i na temperaturi

od 100 °C i iznosila je oko 0,03 Pa s (slika 4.6). Viskoznost pocetnog 2 mas. %
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alginatnog rastvora srednje viskoznosti na sobnoj temperaturi iznosi oko 2 Pa s (kao

podatak dostupan od proizvodaca za koris¢eni alginat).

011

Viskoznost (Pa s)

0,01

1E-3 — —
1 10 100

Brzina ugane deformacije (s'l)

Slika 4.6. Viskoznost 2 mas. % rastvora alginata srednje viskoznosti nakon 5 h
autoklaviranja na tempareturi od 100 °C i pritisku od 2 bara u zavisnosti od brzine

ugaone deformacije

Viskoznost koloidnog rastvora je moguce povecati dodatnim razblaZivanjem vodenim

rastvorom natrijum-alginata vece viskoznosti.

[ u ovom sluCaju je ispitana mogucnost povezivanja maksimalne apsorbance i
koncentracije srebra za koloidne rastvore. | ovde je ukupna koncentracija srebra
odredena primenom AAS, a pretpostavljeno je da je doslo do potpune redukcije srebra u

rastvoru.

Koloidni rastvor je razblazen 2 mas. % rastvorom autoklaviranog natrijum-alginata
srednje viskoznosti kako bi se dobile razli¢ite koncentracjie nanocestica srebra (slika
4.7).

Na slici 4.8. prikazana je zavisnost maksimalne apsorbance koja je bila na talasnim

duzinama od 407 do 412 nm i ukupne koncentracije srebra.
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Slika 4.7. UV — vidljivi spektri razblaZzenih koloidnih rastvora sintetisanih
hidrotermalnom metodom sa razli¢itim koncentracijama srebra odredenih primenom
AAS (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja, standardene
devijacije (< 15 %) su izostavljene kako bi spektri bili uocljiviji)
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Slika 4.8. Zavisnost maksimalne apsorbance UV-vidljivog spektra (Amax) od ukupne
koncentracije srebra u hidrotermalno sintetisanim kloidnim rastvorima izmerene

primenom AAS (Ckol)
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I u ovom sluéaju je dobijeno dobro slaganje sa linearnom zavisno$éu (R? =0,90).

Pretpostavljaju¢i potpunu redukciju srebra dobijena zavisnost se moze primeniti za
odredivanje koncentracije nanocestica (cn) iz o€itane maksimalne apsorbance (Amax):

C, = Smax (3.2)

" 0,446

4.3. MIKROCESTICE DOBIJENE IZ KOLOIDNOG RASTVORA SINTETISANOG
ELEKTROHEMIJSKOM METODOM

Od razblaZzenog koloida sintetisanog elektrohemijskom metodom, nominalne vrednosti
1 mM, moguce je napraviti Ag/alginatne mikrocestice elektrostatickom ekstruzijom kao
Sto je opisano u odeljku 3.3.1. Ove Cestice je moguce 1 osusiti 1 tako dobiti u vidu praha
u suvoj formi (slika 4.9.). Rastvaranjem vlaznih i suvih mikrocestica odredeni su njihovi
UV-vidljivi spektri predstavljeni na slici 4.10. pri ¢emu su maksimalni apsorpcioni
pikovi za vlazne i suve mikrocCestice iznosili 0,41 + 0,02 na 410 nm i 0,39 = 0,07 na 408
nm, redom. Tokom su$enja mikro¢estica, maksimalni apsorpcioni pik se smanjio za 6,6

% S§to ne predstavlja statisticki znacajnu razliku. Vlazne Ag/alginatne mikrocestice su

rastvorene i primenom SEM analize odredena je veli¢ina nanocestica srebra od 3,9 + 1,3
nm (slika 4.11).

Slika 4.9. Ag/alginatne mikrocCestice: a) vlazne mikrocestice (570 = 60 pum), b) suve
mikrocestice (400 = 50 um) (razmernik: 500 um)
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Slika 4.10. UV-vidljivi spektri rastvorenih vlaznih i suvih Ag/alginatnih mikrocestica
(eksperimentalni podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja, standardene devijacije
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Slika 4.11. Nanocestice srebra u rastvorenim vlaznim Ag/alginatnim ¢esticama: a) TEM

mikrofotografija (razmernik: 100 nm), b) raspodela veli¢ina nanocestica srebra

I u slucaju Ag/alginatnih mikrocestica ispitana je mogucénost povezivanja maksimalne
apsorbance i koncentracije nanocestica. Pri tome je ukupna koncentracija srebra
odredena primenom AAS, a pretpostavljeno je da mikrocestice sadrze nanocestice

srebra kao jedini oblik srebra.

Koloidni rastvor je razblazen 1,73 mas. % rastvorom natrijum-alginata srednje
viskoznosti kako bi se dobile razliCite koncentracije nanocestica srebra. Od ovih

koloidnih rastvora napravljene su Ag/alginatne mikrocestice koje su potom rastvorene

71



da bi se odredili UV-vidljivi spektri (slika 4.12). Na slici 4.13 prikazana je zavisnost
maksimalne apsorbance rastvorenih mikrocestica izmerena na talasnoj duzini od 410 nm

i ukupne koncentracije srebra izmerene primenom AAS.
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Slika 4.12. UV — vidljivi spektri rastvorenih Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim
koncentracijama srebra odredenih primenom AAS (eksperimentalni podaci su srednje
vrednosti najmanje 3 merenja, standardene devijacije (< 15 %) su izostavljene kako bi

spektri bili uo&ljiviji)
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Slika 4.13. Zavisnost maksimalne apsorbance UV-vidljivog spektra od ukupne

koncentracije srebra u rastvorenim Ag/alginatnim mikrocesticama izmerene primenom

AAS.
Sa slike 4.13 moZe se uo¢iti dobro slaganje sa linearnom zavisnoséu (R? =0,992).

Iz ove zavisnosti moze se odrediti koncentracija nanocestica srebra u mikrocesticama
(cn) u zavisnosti od maksimalne apsorbance (Amax) uz pretpostavku da pocetne
mikrocestice prikazane na slici 4.13 sadrZze samo nanocestice:

C, = Smax (3.3)

0,146

Ako se uporede koncentracije ukupnog srebra u rastvorenim mikrocesticama i
koloidnim rastvorima iz kojih su mikrocestice dobijene moze se uociti da se dobije
linearna zavisnost pri ¢emu je koncentracija srebra u mikroc¢esticama za oko 80 % veca

nego u odgovaraju¢im koloidnim rastvorima (slika 4.14).
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Slika 4.14. Zavisnost ukupne koncentracije srebra u Ag/alginatnim mikrocesticama od

ukupne koncentracije srebra u koloidnim rastvorima iz kojih su dobijene mikrocestice

4.4. MIKROCESTICE DOBIJENE 1Z KOLOIDNOG RASTVORA SINTETISANOG
HIDROTERMALNOM METODOM

ElektrostaticCkom ekstruzijom koloidnog rastvora sintetisanog hidrotermalnom metodom
dobijaju se Ag/alginatne mikrocestice (sika 4.15) koje su sitnije od Cestica napravljenih
od koloidnog rastvora srednje viskoznosti sa elektrohemijski sintetisanim
nanocesticama srebra iako se elektrostaticka ekstruzija obavljala pod istim uslovima
(260 = 30 um i 570 £ 60 um, redom). Samim tim i suve Ag/alginatne mikrocestice su
bile manjih dimenzija (190 + 20 um i 400 £ 50 um, redom), slike 4.9 i 4.15 redom.
Spektar rastvorenih mikrocestica dobijenih hidrotermalnom metodom je predstavljen na
slici 4.16. gde se moze uociti maksimalna apsorbanca rastvorenih vlaznih mikrocestica
od 0,71 £ 0,07 na 414 nm i maksimalna apsorbanca rastvorenih suvih mikrocestica 0,68
+ 0,08 na 408 nm. Pri tome je primenom AAS izmerena ukupna koncentracija srebra od
1,22 £ 0,10 mM. Tokom susenja mikroCestica, dolazi do neznatnog smanjenja
maksimalnog apsorpcionog pika za 5,4 % u odnosu na apsorpcioni pik rastvorenih

vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica (slika 4.16).
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Slika 4.15. Ag/alginatene mikrocestice dobijene iz koloidnog rastvora sintetisanog
hidrotermalnom metodom: a) vlazne mikrocestice (260 £ 30 um), b) suve mikrocestice

(190 + 20 um)
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Slika 4.16. UV-vidljivi spektri rastvorenih vlaznih i suvih Ag/alginatnih mikrocestica
dobijenih iz koloidnog rastvora sintetisanog hidrotermalnom metodom (eksperimentalni
podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja, standardene devijacije (< 15 %) su
izostavljene kako bi spektri bili uocljiviji)

I u ovom sluc¢aju ispitana je mogucénost povezivanja koncentracije nanocestica srebra i
maksimalne apsorbance UV — vidljivog spektra. Pri tome je ukupna koncentracija srebra
odredena primenom AAS, a i ovde je pretpostavljeno da su u mikroéesticama prisutne

samo nanocestice srebra kao jedini oblik srebra.
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Koloidni rastvor je razblazen 2 mas. % rastvorom autoklaviranog natrijum-alginata
srednje viskoznosti kako bi se dobile razlicite koncentracije nanocestica srebra. Od ovih
koloidnih rastvora napravljene su Ag/alginatne mikrocestice koje su potom rastvorene
da bi im se odredio UV-vidljivi spektar (slika 4.17). Na slici 4.18 prikazana je zavisnost
maksimalne apsorbance rastvorenih mikrocestica koja je bila na talasnoj duzini u

opsegu od 406 do 413 nm i ukupne koncentracije srebra odredene primenom AAS.
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4.17. UV — vidljivi spektri rastvorenih Ag/alginatnih mikrocestica sa razli¢itim
koncentracijama srebra odredenih primenom AAS (eksperimentalni podaci su srednje
vrednosti najmanje 3 merenja, standardene devijacije (< 15 %) su izostavljene kako bi

spektri bili uocljiviji)
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Slika 4.18. Zavisnost maksimalne apsorbance UV-vidljivog spektra od ukupne

koncentracije srebra u rastvorenim Ag/alginatnim mikroc¢esticama izmerene primenom
AAS.

Sa slike 4.18 uocava se dobro slaganje sa linearnom zavisno$éu (R? =0,998)

Iz ove zavisnosti se i u ovom slu¢aju moze odrediti koncentracija nanocestica srebra (Cn)
u Ag/alginatnim mikrocesticama na osnovu izmerene maksimalne apsorbance, Amax:

C, = Smax (3.4)

" 0,304

Poredenje ukupne koncentracije srebra u rastvorenim mikrocesticama 1 koloidnim
rastvorima iz kojih su mikrocestice dobijene je prikazano na slici 4.19 gde se moze
uociti linearna zavisnost pri ¢emu je koncentracija srebra u mikroéesticama za oko dva

puta veca nego u odgovaraju¢im koloidnim rastvorima.
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Slika 4.19. Zavisnost ukupne koncentracije srebra u Ag/alginatnim mikrocesticama od

ukupne koncentracije srebra u koloidnim rastvorima iz kojih su dobijene mikrocestice
4.5. PLA KOMPOZITNI FILMOVI

Mesanjem suvih Ag/alginatnih mikrocestica i rastvora PLA, a zatim susenjem, dobijeni

su PLA kompozitni filmovi sa inkorporisanim suvim Ag/alginatnim mikrocesticama.
4.5.1. Opticka mikroskopija PLA kompozitnih filmova

Na slici 4.20 je prikazana mikrofotografija jednog PLA kompozitnog filma koji je
dobijen polazeé¢i od vlaznih Ag/alginatnih mikrocéestica dobijenih iz koloidnih rastvora
sintetisanog hidrotermalnom metodom, (260 + 30 um). Ove mikrocestice Su osusene do
konstantne mase pri ¢emu su dobijene suve mikrocestice pre¢nika 190 £ 20 um koje su
zatim pomesane sa polimernim rastvorom PLA u hloroformu. Nakon susenja dobijen je

kompozitni film i precnik mikrocestica je bio 180 + 20 um (slika 4.20.).
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Slika 4.20. Opti¢ka mikrofotografija PLA kompozitnog filma na kojoj se uocavaju

Ag/alginatne mikrocestice (razmernik: 500 um)
4.5.2. Skenirajuéa elektronska mikroskopija PLA kompozitnih filmova

Primenom skenirajuce elektronske mikroskopije na preseke PLA kompozitnih filmova
analizirana je struktura filmova i inkorporisanih Ag/alginatnih mikrocestica (slika 4.21).
Na popreé¢nom preseku filmova lako se uocavaju Ag/alginatne mikrocestice (slika 4.21
a) dok se na veé¢im uvecanjima unutar mikro¢estica uoc¢avaju nanocestice srebra veli¢ina

u opsegu od 5 — 40 nm (slika 4.21 b).

.

SEM HV: 10 kV WD: 4.77 mm
View field: 2.17 pm Det: SE 500 nm
SEM MAG: 100 kx  Date(m/dly): 06/24/15

SEM HV: 10 kV WD: 4.77 mm
View field: 1.05 mm Det: SE
SEM MAG: 207 x  Date(m/diy): 06124115

Slika 4.21. SEM mikrofotografije: a) poprecnog preseka PLA kompozitnog filma
(razmernik 200 um) i b) popre¢nog preseka suve Ag/alginatne mikrocestice unutar PLA

filma (razmernik 500 um)
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4.5.3. Uv-vidljiva spektroskopija

PLA kompozitni filmovi sa Ag/alginatnim mikrocesticama su rastvoreni u hloroformu
kako bi doslo do rastvaranja PLA polimera dok su mikrodestice ostale nerastvorne.
Rastvor je zatim uklonjen, a mikrocestice su rastvorene u 2 mas. % rastvoru Na-citrata.
Na slici 4.22 prikazani su apsorpcioni spektri ovako rastvorenih mikrocestica iz filma
dimenzija 2 cm x 3 ¢cm i polaznih rastvorenih suvih mikrocestica (10 mg). Uocava se da
su spektri gotovo identicni sa pribliznim vrednostima maksimuma apsorbance S$to
ukazuje na sli¢nu koli¢inu mikrodestica u filmu. Obzirom da je u 64 cm? stavljeno 0,1 g

mikrodestica, moze se o¢ekivati da ée 6 cm? filma sadrzati 10 mg suvih mikrocestica.

Maksimalni apsorpcioni pik za PLA kompozitni film je bio 0,71 £ 0,01 na 405 nm, a za
suve Ag/alginatne mikrocestice 0,78 = 0,02 na 407 nm. Odredena je i koncentracija
ukupnog srebra u PLA filmovima primenom AAS koja je iznosila 0,020 = 0,001 mas.
%.
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Slika 4.22. UV-vidljivi spektar rastvorenih polaznih suvih Ag/alginatnih mikrocestica
(10 mg) i rastvorenog PLA kompozitnog filma dimenzija 2 cm x 3 cm (eksperimentalni
podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja, standardene devijacije (< 15 %) su

izostavljene kako bi spektri bili uocljiviji)
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4.5.4. Antibakterijska aktivnost PLA kompozitnih filmova

Antimikrobna aktivnost PLA kompozitnih filmova je ispitivana agar-difuzionim testom
na dva soja bakterija: E. coli i S. aureus. Na soju S. aureus je uocena inhibiciona zona
od 1-2 mm oko PLA kompozitnog filma $§to pokazuje doduse slabo, ali uocljivo
antimikrobno dejstvo (slika 4.23 a). Sa druge strane, nije primecen nikakav efekat PLA
kompozitnog filma na soj E. coli, ukazuju¢i da je otpustena koncentracija srebra

difundovala iz ovih filmova ocigledno bila preniska da bi ispoljila antimikrobni efekat i

uticala na ovaj soj bakterija (slika 4.23 b).

Slika 4.23. Agar difuzioni test PLA kompozitnih filmova na dva soja bakterija: a) S.
aureus b) E. coli; (1) kontrolni PLA fim i (2) PLA kompozitni film

4.6. PVA KOMPOZITNI FILMOVI

Mesanjem suvih Ag/alginatnih mikrocestica i rastvora PVA, a zatim susenjem, dobijeni

su PVA kompozitni filmovi sa inkorporisanim suvim Ag/alginatnim mikrocesticama.
4.6.1. Opticka mikroskopija PVA kompozitnih filmova

Na slici 4.24 prikazana je opticka mikrofotografija PVA kompozitnog filma dobijenog
polazedi od iste SarZe osuSenih Ag/alginatnih mikrocestica (190 + 20 um) kao u slucaju
PLA kompozitnih filmova. Suve mikrocestice su pomesane sa vodenim rastvorom PVA
I nakon susenja je dobijen kompozitni film sa mikrocesticama pre¢nika 170 = 20 um
(slika 4.24.).
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Slika 4.24. Opticka mikrofotografija PVA kompozitnog filma na kojoj se uocavaju

Ag/alginatne mikrocCestice (razmernik: 500 pm)
4.6.2. Skenirajucéa elektronska mikroskopija PVA kompozitnih filmova

Primenom skenirajuée elektronske mikroskopije na preseke PVA kompozitnih filmova
analizirana je struktura filmova i inkorporisanih Ag/alginatnih mikrocestica (slika 4.25).
I ovde se mogu uociti inkorporisane mikrocestice (slika 4.25 a) dok se pri veéim
uvecanjima mogu uociti nanocestice srebra unutar mikrocestica (slika 4.25 b) ali

njihovu veli¢inu nije bilo moguce odrediti jer su nanocestice bile zaklonjene polimerom.
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Slika 4.25. SEM mikrofotografije: a) popre¢nog preseka PVA kompozitnog filma gde
strelica oznaCava Ag/alginatne mikroCestice unutar filma (razmernik: 100 um) i b)
popreénog preseka suve Ag/alginatne mikrocestice unutar PVA filma gde strelice

oznacavaju nanocestice (razmernik 500 nm)
4.6.3. Uv-vidljiva spektroskopija

PVA kompozitni filmovi sa Ag/alginatnim mikro¢esticama su rastvoreni u 2 mas. %
rastvoru Na-citarta na 70 °C kako bi se ceo film rastvorio. I u ovom slu¢aju kao i kod
PLA kompozitnih filmova na slici 4.26 prikazani su apsorpcioni spektri ovako
rastvorenih mikrocestica iz filma dimenzija 2 cm x 3 ¢cm i polaznih rastvorenih suvih
mikrocestica (10 mg). Uocava se da su spektri gotovo identi¢ni sa pribliznim
vrednostima maksimuma apsorbance $to ukazuje na sli¢nu koli¢inu mikrocestica u
filmu. Obzirom da je u 64 cm? stavljeno 0,1 g mikrodestica, moze se oéekivati da ée 6

cm? filma sadrzati 10 mg suvih mikrodestica.

Maksimalni apsorpcioni pik za PVA kompozitni film je bio 0,73 £ 0,04 na 408 nm, a za
suve Ag/alginatne mikrocestice 0,78 = 0,02 na 407 nm. Odredena je i koncentracija
ukupnog srebra u PVA filmovima primenom AAS koja je iznosila 0,020 + 0,001 mas.
%
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Slika 4.26. UV-vidljivi spektar rastvorenih polaznih suvih Ag/alginatnih mikrocéestica
(10 mg) i rastvorenog PLA kompozitnog filma dimenzija 2 cm x 3 cm (eksperimentalni
podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja, standardene devijacije (< 15 %) su

izostavljene kako bi spektri bili uo¢ljiviji)
4.6.4. Antibakterijska aktivnost PVA kompozitnih filmova

Antimikrobna aktivnost PVA kompozitnih filmova je kao i u slu¢aju PLA kompozitnih
filmova ispitivana agar-difuzionim testom na dva soja bakterija: S. aureus i E. coli. Ni
na jednom od ova dva soja bakterija nije uocen nikakav antibakterijski efekat filmova
(slika 4.27). Ne moze se tvrditi da ovi filmovi nemaju antibakterijsku aktivnost posto su
usled vlage nabubreli i izvili su se pa nije bilo moguée ta¢no odrediti povrsinu filma

kojoj je agar bio izlozen.
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Slika 4.27. Agar difuzioni test PVA kompozitnih filmova na dva soja bakterija: a) S.
aureus b) E. coli; (1) kontrolni PVA film i (2) PVA kompozitni film

4.7. ISPITIVANJE KINETIKE OTPUSTANJA SREBRA 1Z KOMPOZITNIH
MATERIJALA SA NANOCESTICAMA SREBRA

4.7.1. Kinetika otpusStanja srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica proizvedenih iz
koloidnog rastvora dobijenog elektrohemijskom metodom KkoriS¢enjem alginata

srednje viskoznosti

U prvoj eksperimentalnoj seriji pracena je kinetika otpuStanja srebra iz vlaZznih
Ag/alginatnih mikrocestica u statickim uslovima u dH20, a potom i u uslovima mesanja
u vodenom kupatilu kako bi se utvrdilo da li i koliko brzina prenosa mase sa Cestica ima
uticaj na ukupnu brzinu otpustanja srebra iz vlaznih mikrocestica. U drugoj
eksperimentalnoj seriji pracena je kinetika otpuStanja srebra iz vlaznih Ag/alginatnih
mikrocestica u fizioloSkom rastvoru takode u statickim uslovima i1 uslovima sa
meSanjem kako bi se odredio uticaj Cl" jona prisutnim u svim telesnim te¢nostima na
otpustanje srebra. U trecoj eksperimentalnoj seriji prac¢ena je kinetika otpustanja srebra
iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica u fizioloski rastvor kako bi ispitali efekat naglog
bubrenja Cestica pa tako 1 otpuStanja srebra i njegove reakcije sa jonima hlora. Sve
Cestice su napravljene od koloida sintetisanog elektrohemijskom metodom, a
koncentracije nanocestica u mikrocesticama su odredene primenom UV-vidljive
spektroskopije 1 zavisnosti koncentracije nanocestica od maksimalne apsorbance,
jednac¢ina (3.3). Na taj nacin je bilo moguée pratiti kinetiku nestajanja nanocCestica

srebra unutar Ag/alginatnih mikrocestica na osnovu smanjenja maksimalne apsorbance.
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4.7.1.1. Otpustanje srebra iz viaznih Ag/alginatnih mikrocestica u dH20 u statickim

uslovima i u uslovima mesanja u vodenom kupatilu

Pocetne koncentracije nanocestica srebra u Ag/alginatnim mikrocesticama su bile 2,44
+ 0,13 mM i 2,28 = 0,10 mM u statickim uslovima i u vodenom kupatilu, redom,
odredene na osnovu maksimalne apsorbance rastvorenih mikrocestica I primenom
jednacine 3.3. Vlazne Ag/alginatne mikrocestice su otpustile veoma malu koli¢inu
srebra tako da su izmerene koncentracije u vodi od 14,8 = 0,8 uM i 22,1 = 1,5 uM
nakon 21 dana u statickim uslovima i u vodenom kupatilu, redom. Ove koncentracije
odgovaraju 1,3 % 1 2,1 % od ukupne pocetne koli¢ine srebra u mikrocesticama. Uz to,
Ag/alginatne mikroCestice u vodi nisu znacajno bubrile 1 povecanje precnika
mikrocestica je bilo do 10 % odnosno, od 780 + 40 do 880 = 50 pum u statickim
uslovima, kao i u vodenom kupatilu od 630 + 50 um do 790 = 70 um posle 21-og dana
(slika 4.28.). Trebalo bi dodati da se nanocCestice srebra nisu mogle detektovati u vodi
koriste¢i UV-vidljivu spektroskopiju. Sa druge strane, nanocCestice srebra unutar
mikrocestica su ostale prili¢no stabilne uz delimi¢nu agregaciju sto je dovelo do blagog
smanjenja maksimalne apsorbance (za oko 30 % i 15 % u statickim uslovima i u

uslovima mes$anja, redom) (slika 4.29.).
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Slika 4.28. Vlazne Ag/alginatne mikroc¢estice na pocetku (levo) i nakon 21-0g dana
(desno) u vodi na 37 °C: a) u statickim uslovima, b) u vodenom kupatilu (razmernik:
500 um)
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Slika 4.29. Uv-vidljivi spektri pocetnih rastvorenih vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica i

nakon 21-og dana na 37 °C: a) u statickim uslovima i b) vodenom kupatilu

Interesantno je da su merenjem koncentracije otpustenog srebra u vodi primenom AAS
sa i bez dodatka azotne kiseline u vodu dobijene razlicite vrednosti (slika 4.30). Vece
vrednosti pri dodatku Kiseline ukazuju na postojanje zaostalih formi srebra u vodi koje
nisu u jonskom obliku. Na osnovu ovih vrednosti je stoga odredena kinetika otpustanja
srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica u vodu u statickim uslovima i uslovima sa

mesanjem (slika 4.31.).
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Slika 4.30. Koncentracija otpustenog srebra iz Ag/alginatnih mikroc¢estica u vodi tokom
vremena u vodenom kupatilu odredena primenom AAS pri ¢emu su uzorci direktno

mereni ili je dodavana azotna kiselina
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Slika 4.31. Koncentracije otpustenog srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica u
vodi (Cm) u statiCkim uslovima i u vodenom kupatilu sa meSanjem na 37 °C u toku

vremena
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4.7.1.2. Otpustanje srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica u fizioloskom rastvoru

u statickim uslovima i uslovima mesanja u vodenom kupatilu

Otpustanje srebra u fizioloSkom rastvoru je slozen proces pracen oksidacijom
nanocestica srebra unutar alginatnih mikrocestica uz formiranje AgCl soli i drugih
oblika AgCI*Y- formi kao §to je objasnjeno u literaturi (Levard i sar., 2013). Stajanjem
u fizioloskom rastvoru Ag/alginatne mikrocestice su promenile boju iz Zute u mle¢no
belu kao $to je prikazano na slici 4.32 verovatno zbog formiranja AgCI soli unutar
mikrocestica. Vlazne mikrocCestice su nakon prvog sata od inkubacije naglo nabubrele u
fizioloskom rastvoru od veli¢ine od 790 + 60 um do 1160 + 110 pum u statickim
uslovima i od 680 + 50 um do 960 = 60 um u uslovima mesanja u vodenom kupatilu
(slika 4.33). U stati¢kim uslovima, veli¢ina ¢estica dostignuta nakon prvog sata je zatim
ostala konstantna svih 7 dana, dok su u vodenom kupatilu nakon 4 dana mikrocestice
pocele da pucaju i da se raspadaju. Pocetna koncentracija nanoCestica srebra u vlaznim
mikrocCesticama je bila u statickim uslovima i u uslovima sa mesanjem 2,20 + 0,07 mM
i 2,40 £ 0,20 mM, redom. Ove koncentracije su odredene na osnovu UV-vidljive
spektroskopije i primenom jednacine (3.3). Koncentracija nanocestica srebra unutar
Ag/alginatnih mikrocestica se tokom stajanja u fizioloSkom rastvoru konstantno
smanjivala tokom vremena na osnovu merenja maksimalne apsorbance sto zbog difuzije
nanocestica srebra iz alginatne matrice, sto zbog oksidacije nanocestica srebra i reakcije
sa jonima hlora (slika 4.34). Preko zavisnosti predstavljene jedna¢inom (3.3) izraCunate
su koncentracije nanocCestica srebra u mikroCesticama na osnovu izmerenih
apsorpcionih maksimuma (slika 4.35). Koncentracija ukupno otpustenog srebra u
statiCkim uslovima i u uslovima me$anja u vodenom kupatilu nakon 3 dana je bila 0,18
+ 0,12 mM i 0,15 £ 0,11 mM, redom $to predstavlja oko 16 % od pocetne koli¢ine
srebra u mikroCesticama. Treba primetiti da su koncentracije otpustenog srebra u
fizioloSkom rastvoru bile za red veli¢ine vece od koncentracija otpuStenog srebra u

destilovanoj vodi (slike 4.31 i 4.36 redom).
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Slika 4.32. Vlazne Ag/alginatne mikrocestice na pocetku (levo) i nakon 7 dana (desno):

a) u statickim uslovima, b) usled mesanja u vodenom kupatilu (razmernik: 500 pm)
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Slika 4.33. Prec¢nici Ag/alginatnih mikrocestica u fizioloskom rastvoru u na 37 C: a) u

statiCkim uslovima, b) u uslovima mesSanja u vodenom kupatilu (eksperimentalni

rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)
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Slika 4.34. UV-vidljivi spektri rastvorenih vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica tokom
vremena u fizioloSkom rastvoru na 37 °C u: a) statickim uslovima; b) uslovima sa
meSanjem (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja,

standardene devijacije (< 15 %) su izostavljene kako bi spektri bili uocljiviji)
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Slika 4.35. Koncentracija nanoCestica srebra (cn) u vlaznim Ag/alginatnim
mikrocesticama u fizioloskom rastvoru u statickim uslovima i u uslovima mesanja u

vodenom kupatilu na 37 °C (eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)
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Slika 4.36. Koncentracije otpuStenog srebra (cm) iz Ag/alginatnih mikrocestica u
fizioloski rastvor na 37 °C u statickim uslovima i u uslovima meSanja u vodenom

kupatilu (eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)

4.7.1.3. Otpustanje srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica u statickim uslovima u

fizioloskom rastvoru

Eksperiment sa suvim mikrocesticama je uraden da bi se imitirali uslovi rehidratacije
suvih Ag/alginatnih mikrocCestica kao praha pogodnog za tretiranje rana sa lu¢enjem. U
tom eksperimentu bilo je potrebno prvo osusiti vlazne mikrocestice do konstantne mase
tako da se pre¢nik vlaznih mikrocestica od 1040 £ 130 um smanjio na 420 + 60 um. Sa
druge strane, suve mikrocestice u fizioloskom rastvoru, su momentalno bubrile u prvih
sat vremena gde su dostigle pocetni precnik vlaznih mikrocestica od 1120 = 130 um,
nakon Cega se veli¢ina ovako nabubrelih mikrocestica viSe nije menjala (slika 4.37).
Pocetna koncentracija srebra u Ag/alginatnim mikroc¢esticama je bila 2,10 + 0,02 mM, a
nakon 1h 1,92 mM. Pri tome je otpustanje srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica u
fizioloSkom rastvoru bilo znatno sporije nego iz vlaznih mikrocestica u statickim
uslovima i u uslovima mesanja. Koncentracija nanocestica srebra unutar Ag/alginatnih
mikrocestica se 1 u ovom sluc¢aju konstantno smanjivala tokom vremena na osnovu
izmerenih apsorpcionih maksimuma (slika 4.38). Primenom zavisnosti predstavljene

jednac¢inom (3.3) izraCunate su koncentracije nanocestica srebra u mikro¢esticama na
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osnovu izmerenih apsorpcionih maksimuma (slika 4.39). Koncentracija ukupno
otpustenog srebra nakon 7 dana je bila 0,044 + 0,01 mM, Sto predstavlja oko 3,5 % od
pocetne koli¢ine srebra u mikroCesticama, dok je kinetika otpuStanja srebra u

fizioloSkom rastvoru predstavljena na slici 4.40.

1600 -

= e

N B

o o

S o
1

1000 .-
800 -
600 -
400 4

Pre¢nik mikroc¢estica [um]

200 -

0 T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

t [dani]

Slika 4.37. Preénici rehidriranih Ag/alginatnih mikrocestica u fizioloSkom rastvoru u na

37 °C u stati¢kim uslovima (eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)
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Slika 4.38. UV-vidljivi spektri rastvorenih Ag/alginatnih mikrocestica tokom vremena u
fizioloSkom rastvoru na 37 °C tokom vremena u statickim uslovima (eksperimentalni
podaci su srednje vrednosti najmanje 3 merenja, standardene devijacije (< 15 %) su

izostavljene kako bi spektri bili uocljiviji)
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Slika 4.39. Koncentracija nanoCestica srebra (cn) U rehidriranim Ag/alginatnim
mikroc¢esticama u fizioloSkom rastvoru u stati¢kim uslovima na 37 °C (eksperimentalni

rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)
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Slika 4.40. Koncentracije otpustenog srebra (cm) iz rehidriranih suvih Ag/alginatnih
mikrocestica u fizioloskom rastvoru na 37 °C u statickim uslovima (eksperimentalni

rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)

96



4.7.2. Kinetika otpuStanja srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica
proizvedenih iz koloidnog rastvora dobijenog elektrohemijskom metodom

koris¢enjem alginata niske viskoznosti

4.7.2.1. Otpustanje srebra iz viaznih Ag/alginatnih mikrocestica U dH20 u statickim

uslovima i u pakovanom sloju pri kontinualnom protoku

Otpustanje Srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica sa elektrohemijski sintetisanim
nanocesticama srebra je ispitivano u statickim uslovima i u sistemu sa pakovanim
slojem mikroCestica §to imitira uslove implantacije u vaskularizovanim tkivima.
Ag/alginatne mikrocestice su dobijene od alginata niske viskoznosti sa nanocesticama
srebra dimenzija 10-30 nm (Jovanovic i sar., 2012). Srednji pre¢nik mikrocestica je bio
590 + 60 um dok je pocetna koncentracija srebra u mikrocesticama odredena preko
AAS bila 1,2 £ 0,1 mM. Otpustanje srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica u statickim
uslovima je bilo veoma sporo i finalna koncentracija otpustenog srebra u vodi posle 21-
og dana je bila 6,1 = 0,7 uM. Ova otpustena koncentracija predstavljala je 1,3 % od
ukupne pocetne koli¢ine srebra koja se nalazila u Ag/alginatnim mikrocesticama. Ipak,
nanocCestice srebra su ostale stabilne tokom 21-0g dana na osnovu UV-vidljive
spektroskopije (slika 4.41). Kroz sistem sa pakovanim slojem voda je kontinualno
proticala protokom 0,4 ml min' §to odgovara povrsinskoj brzini od 1 x 10 m s, Usled
izlaganja kontinualnom protoku, otpustanje srebra je bilo znacajno vece i to ve¢ nakon
12 dana kada je koncentracija srebra u vodi iznosila 38,8 + 0,7 uM. Ova otpustena
koncentracija odgovarala je koli¢ini 8,1 % od ukupne pocetne koli¢ine srebra u

mikroc¢esticama.
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Slika 4.41. Spektar rastvorenih Ag/alginatnih mikrocestica na pocetku i nakon 21-og
dana u vodi u stati¢kim uslovima (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti najmanje

3 merenja, standardene devijacije (< 15 %) su izostavljene kako bi spektri bili uocljiviji)

Nestajanje nanocestica iz Ag/alginatnih mikrocestica koje su bile izloZene toku fluida je
praceno na osnovu UV- vidljive spektroskopije rastvorenih mikrocestica za razliCite
vremenske intervale. Spektri rastvorenih Ag/alginatnih mikrocestica tokom vremena
jasno pokazuju da dolazi do smanjenja apsorpcionog maksimuma u ¢esticama usled
toka $to moze biti posledica naglog spiranja nanocestica iz Ag/alginatnih mikrocestica,
nagle oksidacije nanoCestica ili agregacije nanoCestica unutar Ag/alginatnih
mikrocestica (slika 4.42). Na osnovu opticke mikroskopije moze se zakljuditi da je treca
pretpostavka tac¢na, odnosno da dolazi do agregacije nanocCestica u mikrocesticama
(slika 4.43). Pri tome je veli¢ina mikroCestica ostala nepromenjena tokom vremena

(slika 4.44), a otpustanje srebra je pratilo linearni trend (slika 4.45).
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Slika 4.42. UV-vidljivi spektri rastvorenih Ag/alginatnih mikrocestica u sistemu sa

pakovanim slojem tokom vremena (eksperimentalni podaci su srednje vrednosti

najmanje 3 merenja; standardne devijacije (<15 %) su izostavljene kako bi spektri bili

uocljivi)

Slika 4.43. Ag/alginatne mikrocestice U sistemu sa pakovanim slojem: a) pocetne, b)

nakon 4 dana, ¢) nakon 7 dana, d) nakon 12 dana (razmernik: 500 pm)

99



800 -

(o] (2]
o

o

1

Dimenzija ¢estica [um]
S
o

300 -
200 -
100 -
0 ; ; ; ; . .
0 2 4 6 8 10 12
t [dani]

Slika 4.44. Srednji pre¢nici Ag/alginatnih mikrocestica tokom vremena u Sistemu sa

pakovanim slojem (eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)
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Slika 4.45. Koncentracije otpustenog srebra u vodi (Cm) iz Ag/alginatnih mikrocCestica u
statickim uslovima i u pakovanom sloju (eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti

3 merenja)
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4.7.3. Kinetika otpuStanja srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica proizvedenih

iz koloidnog rastvora dobijenog hidrotermalnom sintezom

4.7.3.1. Otpustanje srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica u statickim uslovima u

simulantima hrane na bazi vode

Kinetika otpustanja srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica napravljenih od koloida
sintetisanog hidrotermalnom metodom je ispitana tokom 10 dana u statickim uslovima
na 20 °C u 3 zap. % rastvoru siréetne kiseline, dH20, 10 zap. % rastvoru etanola i 95
zap. % rastvoru etanola koji su koris¢eni kao simulanti hrane na bazi vode. Pocetna
koncentracija nanocCestica srebra u suvim Ag/alginatnim mikro¢esticama je odredena
preko AAS i iznosila je 0,34 + 0,04 mas. % (tj. 1,22 £ 0,10 mM na bazi vlaznog
hidrogela). Pocetni pre¢nik Ag/alginatnih mikrocestica je bio 190 + 20 um i nakon 10
dana stajanja u prethodno spomenutim rastvorima se nije znacajno promenio (220
20 um u 3 zap. % rastvoru sircetne kiseline, 210 = 20 um u dH20, 200 £ 30 um u 10
zap. % rastvoru etanola i 190 £ 20 um u 95 zap. % rastvoru etanola) (slika 4.46).
Ukupna otpustena koncentracija srebra nakon 10 dana u 3 zap. % rastvoru sircetne
kiseline, dH20, 10 zap. % rastvoru etanola i 95 zap. % rastvoru etanola je bila 8,87 +
0,25 uM (0,957 = 0,027 ng Ag/g), 1,08 + 0,22 uM (0,117 + 0,024 ng Ag/g), 0,70 £ 0,13
uM (0,09 + 0,02 ug Ag/g), i 0,40 = 0,08 uM (0,050 = 0,009 ng Ag/g) redom. Ova
koncentracija odgovara 13,7; 1,67; 1,09; i 0,61 % od pocetne koncentracije srebra u
Ag/alginatnim mikrocesticama, redom. Kinetika otpustanja srebra u ovim rastvorima je
predstavljena na slici 4.47. UV-vidljivom spektroskopijom je pokazano da je
koncentracija nanocestica srebra u suvim Ag/alginatnim mikrocesticama nakon 10 dana
stajanja u svim medijumima bila vrlo sli¢na ali za ~ 33 % niza nego na pocetku (slika
4.48). Ipak, smanjenje maksimalne apsorbance ne odgovara procentu otpustenog srebra
u medijumu S$to zna¢i da nanocestice verovatno agregiraju unutar Ag/alginatnih
mikrocestica tokom stajanja U ispitivanim rastvorima kao §to je to uoceno u
eksperimentu otpustanja srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica u dH20 (odeljak
4.7.1.1, slika 4.29).
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Slika 4.46. Ag/alginatne mikrocestice: a) pocetne vlazne, b) pocetne suve mikrocestice,
c¢) suve nakon 10 dana u 3 % zap. rastvoru sir¢etne kiseline, d) suve nakon 10 dana u
dH20 c) suve nakon 10 dana u 10 % zap. rastvoru etanola d) suve nakon 10 dana u 95 %

zap. rastvoru etanola (razmernik: 500 pm)
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Slika 4.47. Koncentracije otpustenog srebra (cm) iz suvih Ag/alginatnih mikrocCestica
tokom vremena u: a) 3 zap. % rastvoru siréetne kiseline, b) dH20, 10 zap. % rastvoru

etanola i 95 zap. % rastvora etanola
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Slika 4.48. UV-vidljivi spektar rastvorenih suvih poéetnih Ag/alginatnih mikrocestica i

nakon 10 dana stajanja u razli¢itim model rastvorima u statickim uslovima na 20 °C
4.7.4. Otpustanje srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova

4.7.4.1. Kinetika otpustanja srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova u 3 zap. %

rastvoru sircetne kiseline na 20 °C

Ispitana je 1 kinetika otpuStanja srebra iz PLA 1 PVA kompozitnih filmova nakon 10
dana stajanja u 3 zap. % rastvoru sir¢etne kiseline na 20 °C. Pocetna koncentracija
srebra u PLA i PVA kompozitnim filmovima je bila 0,020 + 0,001 mas. % i 0,017 +
0,001 mas. %, redom, §to je odredeno primenom ICP-OES. Koncentracija otpustenog
srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova u siréetnoj kiselini je bila 1,18 + 0,46 uM
(0,128 + 0,049 ug Ag/g) 10,64 + 0,13 uM (0,07 + 0,01 ug/g), redom, sto predstavlja 3,4
% i 2,1 % pocetne koli¢ine srebra u filmovima, redom. Pracena je promena mase PLA i
PVA kompozitnih filmova kao i debljina filmova nakon 10 dana. Masa PLA
kompozitnih filmova se nije bitno promenila od pocetne vrednosti od 0,208 + 0,027 g i
nakon 10 dana je iznosila 0,185 + 0,006 g. U slucaju PVA kompozitnih filmova doslo je
do znacajne promene mase od 0,210 + 0,030 g do 0,657 + 0,120 g nakon 10 dana.
Sli¢no, veli¢ina Ag/alginatnih mikrocCestica unutar PLA filmova je ostala nepromenjena
11iznosila je kao na poc€etku 170 + 20 um dok je unutar PVA filmova doslo do povecanja

pre¢nika na vrednost 260 + 50 um (slika 4.49). Debljina PLA kompozitnih filmova se
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takode nije bitno promenila dok je debljina PVA kompozitnih filmova porasla kako je
masa filmova porasla ali nije mogla da se izmeri zbog velikog udela vode u ovom

materijalu. Kinetika otpustanja srebra iz ovih kompozitnih filmova u 3 zap. % rastvoru

sir¢etne Kkiseline je predstavljena na slici 4.50.
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Slika 4.49. Ag/alginatne mikrocestice: a) vlazne pocetne (270 £ 30 um), b) osusene
vlazne (190 + 20 um), c¢) pocetne u PLA filmu (180 £ 20 um), d) u PLA filmu nakon 10

£
\
 500um

dana stajanja u 3 zap.% rastvoru sir¢etne kiseline (170 £ 20 um), ¢) pocetne u PVA

filmu (170 £ 20 um), f) u PVA filmu nakon 10 dana stajanja u 3 zap. % rastvoru
siréetne kiseline (260 £ 50 um) (razmernik: 500 pm)
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Slika 4.50. Koncentracije otpustenog srebra (Cm) iz PLA i PVA kompozitnih filmova u 3

zap. % rastvoru sircetne kiseline na 20 °C tokom vremena

Kada se uporede rezultati otpustanja srebra iz 10 mg suvih Ag/alginatnih mikrocestica
(slika 4.47a) i PLA i PVA kompozitnih filmova u 3 zap. % sircetnoj kiselini na 20 °C
(slika 4.50) moze se zakljuciti da je otpustanje iz PLA kompozitnih filmova vece nego u
slucaju PVA kompozitnih filmova, ali da je svakako najvece otpuStanje iz suvih
Ag/alginatnih mikrocestica. Ipak koncentracije otpusStenog srebra iz PLA 1 PVA filmova

nisu stati¢ki znac¢ajno razliCite (slika 4.50).

4.7.4.2. Koncentracije otpustenog srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova nakon 10

dana u razlicitim simulantima hrane na bazi vode na razlicitim temperaturama

U ovom radu su izmerene koncentracije otpustenog srebra iz PLA i PVA kompozitnih
filmova nakon 10 dana stajanja u dH-O, 10 zap. % rastvoru etanola i 95 zap. % rastvoru
etanola na 4 °C, 20 °C i 40 °C. Pocetna koncentracija srebra u PLA i PVA kompozitnim
filmovima je bila 0,020 + 0,001 mas. % i 0,017 + 0,001 mas. % redom, odredena
pomoc¢u ICP-OES. Prac¢ene su promene u mase filmova, mikrocestica i filmova kao i
debljine filmova, a rezultati su sumirani u tabelama 4.1. i 4.2. Takode, otpustene
koncentracije srebra u dH20 i oba rastvora etanola, su sumirane u tabeli 4.3. kao i
procenat otpustanja U odnosu na pocetnu koli¢inu srebra u filmovima. Otpustene

koncentracije u ispitivanim medijumima nakon 10 dana su prikazane na slici 4.51.
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Tabela 4.1. Sumirane vrednosti mase, pre¢nika mikrocestica i debljine kompozitnih

PLA filmova nakon 10 dana u dH20, 10 zap. % rastvoru etanola i 95 zap. % rastvoru

etanola na 4 °C, 20 °C i 40 °C (pocetni pre¢nik mikroCestica je iznosio u svim

slu¢ajevima 180 £ 20 um, a pocetna debljina filmova 0,270 + 0,015

Medijum Temperatura 4°C 20°C 40°C
Masa filmova (g) Pocetna 0,208 + [ 0,185 + | 0,189 +
0,027 0,006 0,012
Nakon 100,213 £ 0,189 + 10,188 +
dana 0,023 0,011 0,011
Precnik mikrocestica u | Nakon 10 | 208 £ 27 189 £ 18 177 £22
dH.0 filmovima [um] dana
Debljina filmova [mm] Nakon 10 | 0,280 + | 0,270 + | 0,283 *
dana 0,018 0,017 0,015
Masa filmova [g] Pocetna 0,210 + (0,178 + 0,218 +
0,020 0,016 0,004
Nakon 100,211 +] 0,181 + 10,212 +
dana 0,020 0,017 0,005
10 % Pre¢nik mikrocCestica u | Nakon 10| 210+ 31 191+24 175+ 32
EtOI: filmovima [um] dana
Debljina filmova [mm] Nakon 10 | 0,272 + | 0,267 + | 0,298 +
dana 0,012 0,021 0,010
Masa filmova [g] Pocetna 0,186 + | 0,201 + | 0,183 +
0,01 0,011 0,011
Nakon 100,187 +]0,204 (0,182 +
95 % dana 0,012 0,008 0,025
EtOH Preénik mikrocCestica u | Nakon 10 | 184+ 16 181+21 191 + 30
filmovima [um] dana
Debljina filmova [mm] Nakon 10| 0,263 + | 0,260 + | 0,257 *
dana 0,015 0,000 0,006
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Tabela 4.2. Sumirane vrednosti mase, pre¢nika mikrocestica i debljine kompozitnih

PVA filmova nakon 10 dana u dH20O, 10 zap. % rastvoru etanola i 95 zap. % rastvoru

etanola na 4 °C, 20 °C i 40 °C (pocetni pre¢nik mikroCestica je iznosio u svim

slu¢ajevima 180 + 20 um, a pocetna debljina filmova 0,270 + 0,015 mm)

Medijum Temperatura 4°C 20°C 40°C
Masa filmova [g] Pocetna 0,144 + 0,216 0,179 +
0,028 10,018 0,030
Nakon 10 | 0,499 + | 0,569 + | 0,689 +
dana 0,199 0,127 0,184
Precnik mikrocestica u | Nakon 10 | 249+ 34 228 £ 45 224 + 33
filmovima [um] dana
dH0
Debljina filmova [mm] Pocetna 0,250 + {0,290 + | 0,253 +
0,000 0,010 0,046
Nakon 10 |/ / /
dana
Masa filmova [g] Pocetna 0,188 + | 0,220 + (0,211 +
0,011 0,010 0,035
Nakon 10 | 0,641 + | 0,709 + | 0,882 +
dana 0,031 0,008 0,09
Precnik mikrocestica u | Nakon 10 | 260 + 45 258 +41 254 + 44
filmovima [um] dana
10 %
EtOH
Debljina filmova [mm] Pocetna 0,263 + | 0,310 + | 0,283 +
0,006 0,017 0,058
Nakon 10 |/ / /
dana
Masa filmova [g] Pocetna 0,246 + | 0,195 + (0,211 +
0,015 0,009 0,035
Nakon 10 | 0,252 + 10,199 + | 0,882 +
dana 0,021 0,010 0,090
Pre¢nik mikrocestica u | Nakon 10 | 175+ 23 195+ 31 196 + 36
filmovima [um] dana
95 %
EtOH
Debljina filmova [mm] Pocetna 0,323 + 10,270 + 0,243 +
0,031 0,020 0,032
Nakon 10 | 0,325 + 10,310 + 0,238 +
dana 0,020 0,010 0,032
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Tabela 4.3. Otpustene koncentracije srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova i
procenat otpustanja nakon 10 dana u dH2O, 10 zap. % rastvoru etanola i 95 zap. %

rastvoru etanolana 4 °C, 20 °C i 40 °C

medijum | 4°C 20 °C 40 °C

Otpustene koncentracije

M1 | kg | P61 | IMI | pugrikg) | D61 | IeMD | [ugikg) | [2]
PLA | dH.0 023% | 0004+ 064 017+ | (104 050 038% | (041 4 109
014 | 0,015 0,06 0,007 0,03 | 0,003
10 zap. 0.10 0.095 0,183
+ +
%etanol | | 0011+ 1 o9 | T 10010} g7 | & | 0020 g5
001 | 0,001 0,015 | 0,002 0,011
0,010
95 zap. | 0,003+ 0,0303 001 0073% | (005 4 021 0075% | 008+ -
. +
betanol | 0,013 | (o0, 0,027 | 0,003 0,04 | 0,004
PVA | dH.0 033% | 0036+ o8 020% | ooty 093 037+ | (0404 120
032 | 0,035 0,08 0,009 0,19 | 0,020
10 zap. | 0,38 = 0041+ | 155 1,42 £ 0153+ | 463 1,54 0167+ | 503
%etanol | 0,13 | 0,014 0,73 0,080 012 | 0,013
95 zap.| 0,14+ 0015+ | 046 0,09 0010+ | o3 0,09 0010+ | o2g
%etanol | 0,03 | 0,003 +0,10 | 0,011 +0,05 | 0,005

Na osnovu podataka iz tabele 4.3 moze se zakljuciti da sa pove¢anjem temperature raste
i koncentracija otpustenog srebra u sva tri medijuma, ali da je ipak koncentracija
otpustenog srebra u 10 zap. % rastvoru etanola ve¢a od one otpustene u 95 zap. %

rastvoru etanola u oba filma. Takode, pokazano je i da je generalno otpustanje iz PVA
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kompozitnog filma u ovim medijumima vece nego u slucaju PLA filmova verovatno
zbog toga $to PVA filmovi u ovim vodenim rastvorima bubre. Treba primetiti iz tabele
4.3. da je u slu¢aju PVA kompozitnih filmova, otpustanje u 10 zap. % rastvoru etanola
na 20 °C i 40 °C vece nego u slucaju kada je medijum bila siréetna kiselina. Ovakav

trend nije ocekivan i pretpostavlja se da je rezultat eksperimentalne greske.
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Slika 4.51. Koncentracije otpustenog srebra (Cm) iz: a) PLA i b) PVA kompozitnih

filmova nakon 10 dana u 3 zap. % rastvoru sir¢etne kiseline, dH-O, 10 zap. % rastvoru

etanola i 95 zap. % rastvoru etanola
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4.7.5. Kinetika difuzije srebra iz jednog u drugi hidrogel

U ovom radu je ispitana migracija nanocestica srebra iz nanokompozitnih Ag/alginatnih
hidrogelova u alginatni hidrogel postavljen u direktnom kontaktu ispod nanokompozita
kako bi se imitirali uslovi implantacije nanokompozita u meka tkiva. Pri tome su
opti¢kom mikroskopijom pracene promene na povrsini alginatnih diskova zbog difuzije
nanocestica iz Ag/alginatnih diskova. Tokom vremena primeceni su agregati na povrsini
alginatnih diskova koji su se tokom vremena uvecavali (slika 4.52). Pra¢enjem mase i
dimenzija alginatnih diskova utvrdeno je da nije doSlo do znacajnih promena tokom 14
dana eksperimenta. Odnosno srednja masa pocetnih alginatnih diskova bila 0,56 + 0,09
g, nakon 14 dana iznosila je 0,58 = 0,05 g. Masa pocetnih Ag/alginatnih diskova je bila
0,58 + 0,05 g, a nakon 14 dana iznosila je 0,58 + 0,06 g. Prisustvo nanocestica srebra u
okolnoj vodi nije moglo biti dokazano UV-vidljivom spektroskopijom ali su
nanocestice detektovane u unutrasnjosti hidrogela primenom SEM analize popre¢nog
preseka alginatnog hidrogela nakon 14 dana eksperimenta (slika 4.53). lzmerene
koncentracije srebra u rastvorenim alginatnim hidrogelovima tokom vremena prikazane
su na slici 4.54. gde se uocava da su ove koncentracije priblizno sli¢ne. Srednja
vrednost koncentracije srebra u alginatnom hidrogelu je iznosila 39 = 6 uM Ssto je veé
nakon prvog dana priblizno postignuto kada je ta vrednost bila 35 uM (slika 4.54). Ova
otpustena koncentracija srebra iz jednog u drugi hidrogel predstavlja 0,7 % od pocetne

koli¢ine srebra u Ag/alginatnom disku.
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Slika 4.52. Opti¢ke mikrofotografije povrSine alginatnog diska: a) na pocetku, c) nakon
3 dana, d) nakon 7 dana, g) nakon 14 dana (razmernik: 500 um)

SEM HV: 20 kV WD: 11.49 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 20 kV WD: 11.12 mm 1

View field: 4.33 pm Det: SE 1pm View field: 4.58 pm Det: SE 1pm
SEM MAG: 50.0 kx |Date{m/dly): 02/110/14 SEM MAG: 47.3 kx |Date(m/dly): 02/110/14

Slika 4.53. SEM mikrofotografija poprecnog preseka diskova nakon 14 dana

eksperimenta: a) Ag/alginatni disk, b) alginatni disk (razmernik: 1 pum)
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Slika 4.54. Koncentracija ukupnog srebra u alginatnim diskovima u kontaktu sa
Ag/alginatnim diskovima u toku vremena; simboli predstavljaju eksperimentalne

vrednosti (3 merenja) dok isprekidana linija predstavlja srednju vrednost svih merenja
4.8. MATEMATICKO MODELOVANJE OTPUSTANJA SREBRA

Cilj ove doktorske disertacije je bio opis mehanizma i kinetike otpustanja nanocestica
i/ili jona srebra iz vlaznih i suvih Ag/alginatnih mikrocestica u fizioloskom rastvoru
kroz niz eksperimenata izvedenih pod razli¢itim hidrodinamickim uslovima. Nadalje su
razvijeni i ispitivani komplikovaniji sistemi u formi kompozitnih PLA i PVA filmova sa
suvim Ag/alginatmin mikrocesticama pa u ovom sluc¢aju prvenstveno za primenu u

pakovanju hrane otpustanje je pra¢eno u razli¢itim medijumima kao simulantima hrane.

Model koji se odnosi na otpustanje srebra iz vlaznih i suvih Ag/alginatnih mikrocestica
u vodi kao i simulantima hrane (3 zap. % rastvor siréetne kiseline, 10 zap. % rastvor
etanola i 95 zap. % rastvor etanola) bazira se na pretpostavci da je otpustanje srebra u
vodi limitirano difuzijom nanocestica srebra unutar alginatne matrice. Isti model
difuzije je primenjen i na otpustanje srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova u

rastvoru siréetne kiseline.

Model otpustanja srebra iz vlaznih i1 suvih mikrocestica u fizioloski rastvor bazira se na

pretpostavkama:
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1. kretanje nanocCestica srebra unutar Ag/alginatnih mikrocestica je limitirano

difuzijom kroz alginatnu matricu;

2. otpustanje srebra u fizioloskom rastvoru je rezultat difuzije i nanocestica srebra i
razli¢itih oblika AgCI1*?- koji se formiraju nakon oksidacije nanocestica srebra u

jonski oblik i njihove momentalne reakcije sa jonima hlora;

3. bubrenje suvih i vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica u fizioloSkom rastvoru se
odigrava u toku prvog sata inkubacije nakon c¢ega, pre¢nik mikroCestica ostaje

konstantan

4.8.1. Matematicki model otpusStanja srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica
proizvedenih iz koloidnog rastvora dobijenog elektrohemijskom metodom

koriSéenjem alginata srednje viskoznosti

4.8.1.1. Vlazne Ag/alginatne mikrocestice u dH>0 u statickim uslovima i u uslovima

mesanja U vodenom kupatilu

Pri analizi otpustanja srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica razmatrano je otpusStanje

ukupnog srebra koje ukljucuje srebro u nano obliku i u jonskom obliku (slika 4.55).
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Slika 4.55. Sematski prikaz difuzije nanogestica srebra iz Ag/alginatne mikrocestice u
okolni medijum, gde je r — radijus od centra Ag/alginatne mikrocestice, R — poluprec¢nik
mikrocCestice, ¢ — koncentracija ukupnog srebra u Ag/alginatnoj mikrocestici, cm —
koncentracija ukupnog srebra u medijumu, V¢ —zapremina Ag/alginatne mikrocestice,

Vm —zapremina medijuma

Na osnovu Il Fikovog zakona za difuziju jedne komponente u sfericnim koordinatama,
postavljena je jednac¢ina difuzije nanocestica srebra kroz sfernu alginatnu mikrocesticu u

radijalnom pravcu:

2
oc, _D, 0 czn +gacn 4.1)
ot or r or

gde je cn — koncentracija nanocestica srebra i/ili jona u mikroéesticama, a Dn —

koeficijent difuzije nanocestica srebra i/ili jona kroz alginatnu matricu.

Brzina akumulacije ukupno otpustenog srebra u vodi je rezultat difuzije nanocestica

srebra iz mikrocestica:

2= —AD (E) (4.2)

pri ¢emu je Cm- koncentracija srebra u vodi, Vi - ukupna zapremina vode, A — ukupna

povrsina svih mikrocestica, R — poluprecnik mikrocestice.
Ukupna povrsina 1 zapremina mikrocestica su date jednacinama:

A = 4NnR? (4.3)
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V=NInR® (4.4)
gde je N — ukupan broj mikrocestica, V- ukupna zapremina svih mikrocestica

Zamenom jednacina (4.3) i (4.4) u jednacinu (4.2) dobija se jednaina za odredivanje

koncentracije srebra u vodi:

X _—Hp [0 (45)
a Ry, "lor)_

Diferencijalne jednacine (4.1) i (4.5) su povezane grani¢nim uslovom da je
koncentracija srebra na povrSini mikrocestice jednaka koncentraciji srebra u vodi,

odnosno:
r=R; C=Cp (4.6)

Uz to, drugi grani¢ni uslov za jednadinu (4.1) predstavlja uslov simetrije u centru
mikrocestice, odnosno:

dc

r=20 E = (47)

Jednacine (4.1) i (4.5) predstavljaju sistem od jedne parcijalne diferencijalne jednacine i
jedne obicne diferencijalne jednacine koje su reSene numericki koriste¢i MatLab 7.11.
(The MathWorks, Inc, SAD) primenom konacénih razlika najmanjih kvadrata sa korakom
u nazad za diferencijal koncentracije prvog reda. Jedini parametar u modelu koji je
potrebno odrediti bio je koeficijent difuzije nanoCestica srebra, Dn, i odreden je
metodom najmanjih kvadrata odstupanja modela od eksperimentalnih podataka. Sistem

diferencijalnih jednacina je onda u obliku:

dat Ar? r Ar

dCi D{Cm B 2Ci +Ciy + 2 Cia— Cil:| (4.8)
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dc, -3:V-D, cgp—Cq,

gde je Ar korak prostorne promenljive r.

Pocetni i1 graniéni uslovi

Na pocetku, distribucija nanocestica srebra u mikrocesticama je uniformna sa pocetnom

koncentracijom co, kao:
Ch = Co za t=0; 0<r<R (4.10)

gde t = 0 odgovara prvom satu inkubacije kao §to je to ve¢ naznaceno u pretpostavkama

modela. Izmerene koncentracije srebra u medijumu nakon prvog sata su iznosile:
Cmo=0,0030 MM zat=0; r=R zastaticke uslove (4.11)
Cmo=0,0024 MM zat=0; r=R zauslove sa mesanjem (4.12)

Kao $to je prikazano u odeljku 4.7.1.1. ukupna koncentracija srebra u okolnom
medijumu je bila zanemarljiva u odnosu na koncentraciju srebra u ¢esticama, tako da se

moze zanemariti i usvojeno je cm=0 za t > 0. Primenom grani¢nih uslova (4.6) dobija se:
c,=0 za  t>0 i r=R (4.13)

Uslov simetrije je postavljen za centar mikrocestice kao §to je ve¢ receno jednacinom

4.7).

Parametri modela

Prec¢nici mikrocestica su aproksimirani srednjom vrednosc¢u izmerenom nakon 21 dana i
za staticke uslove je vrednost bila od 880 + 50 um dok je za uslove sa meSanjem srednji
pre¢nik bio od 700 £ 100 um. Zapremina Ag/alginatnih mikrocestica je bila izracunata
na osnovu izmerene mase nakon jednog sata od inkubacije (odnosno, 5,8 and 5,4 g,
redom za staticke uslove i uslove sa mesanjem). Eksperimentalno je odredena gustina
mikrodestica od 1020 + 10 kg m™ pa su zapremine estica onda izratunate kao 5,7 i 5,3

cm?®. Zbog podetnog bubrenja mikrocestica, poetna zapremina vode od 10 cm?® se
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smanjila na 8,2 i 8,6 cm?® u stati¢kim uslovima i uslovima sa me$anjem, redom. Podetne
koncentracije nanocestica srebra u Ag/alginatnim mikrocesticama su bile odredene
primenom UV-vidljive spektroskopije pomocu jednacine (3.3) kao 2,44 + 0,13 mM i

2,28 + 0,10 mM za mikrocestice u statickim uslovima i uslovima sa meSanjem, redom.

Numeric¢ko reSenje

Na slici 4.56 su prikazana predvidanja modela sa najmanjim odstupanjima pri cemu je
koeficijent difuzije u stati¢kim uslovima iznosio 0,46 x 10 m?s? a u uslovima
mesanja U vodenom kupatilu 1,27 x 10 m?s?®. Standardna devijacija odstupanja
modela od eksperimentalnih tacaka je bila u statickim uslovima 8,0 %, a u uslovima

mesanja 7,7 %.

25 T T T T

20

15

¢, [uM]

10

mesanje
©  statika

r r r

0 5 10 15 20 25
t [dani]

Slika 4.56. Koncentracije otpustenog srebra u vodi (Cm) u toku vremena u stati¢kim
uslovima 1 uslovima sa meSanjem: eksperimentalni rezultati (simboli), predvidanja

matematickog modela (linije) (eksperimentalni rezultati su 3 merenja)
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4.8.1.2. Ag/alginatne mikrocestice u fizioloSkom rastvoru u statickim uslovima i u

uslovima mesanja u vodenom kupatilu

Otpustanje srebra u fizioloSkom rastvoru je ispitivano u statickim uslovima iz vlaznih 1
suvih Ag/alginatnih mikroCestica kao 1 u uslovima sa meSanjem iz vlaznih
Ag/alginatnih mikrocestica. Kako je eksperimentalno utvrdeno, bubrenje Ag/alginatnih
mikrocestica u fizioloSkom rastvoru je trajalo do jednog sata u slucaju i suvih i vlaznih
Ag/alginatnih mikrocestica kao §to je i usvojeno u pretpostavkama modela. Joni hlora u
fizioloSkom rastvoru (0,9 % w/v NaCl) reaguju sa jonima srebra i formiraju razlicite
forme AgCI*?- | u zavisnosti od CI/Ag odnosa (Levard i sar., 2013). Sve ove forme
AgCLXD- ykljucujuéi i primarni AgCls) mogu teorijski difundovati kroz Ag/alginatni
hidrogel. Prema tome otpustanje srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica u fizioloskom
rastvoru je opisano kao difuzija nanodestica srebra i razli¢itih AgCIL*D- formi. Ovaj
proces moze biti opisan koriS¢enjem dve parcijalne diferencijalne jednacine koje
opisuju promenu koncentracije nanoc¢estica srebra U mikrocesticama sa vremenom usled
difuzije i nestajanja usled oksidacije i/ili reakcije sa jonima hlora. Pri tome je
pretpostavljeno da je oksidacija nanocestica pracena trenutnom reakcijom jona srebra sa
jonima hlora koja se moze opisati kinetikom prvog reda. Na taj nafin se ovaj proces

moze predstaviti sistemom parcijalnih diferencijalnih jednacina:

2
oc, _D, 0 (:2n N 20¢C,, ke, (4.14)
ot or ror

2
ocy _D, 0 c,;s N 20c, ikc, (4.15)
ot or ror

gde je cn — koncentracija nanocestica srebra u alginatnim mikro¢esticama, Dn —
koeficijent difuzije nanoCestica srebra Kroz alginatnu matricu, k, - konstanta nestajanja
nanodestica srebra usled oksidacije, cs - koncentracija AgCL*Y- formi unutar
Ag/alginatnih mikrocestica, a Ds je prividni koeficijent difuzije AgCI*- formi u

alginatnoj matrici.

Koncentracija srebra u medijumu dalje moze biti izraCunata kao pocetna koncentracija

srebra u medijumu nakon 1 h inkubacije uvecana za koli¢inu srebra koja je otpusStena iz
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mikrocestica datog trenutka. Ova koli¢ina se izraCunava na osnovu razlike pocetne
koncentracije srebra u mikrocesticama i koncentracije srebra u mikrocesticama u datom

trenutku ((c(t))) tako da se dobija izraz za koncentraciju srebra u medijumu:

Cy =Cro +(Co — <C(t)>)\\//— (4.16)

m

gde je cmo pocetna koncentracija srebra u medijumu, a ukupna koncentracija srebra u

mikroCesticama ({c(t))) je zbir srednje koncentracije nanocestica srebra <Cn>, i srednje

koncentracije AgCL*™" formi, (c,), u datom vremenskom trenutku §to se izraSunava

kao:

(cy) :%Tcn(r)rzdr (4.17)

(c,) = %Tcs(r)rzdr
R™9 (4.18)

Pocetni i granicni uslovi

Posto AgC1L*™D forme nisu u pocetku prisutne ni u mikrogesticama niti u medijumu,

pocetni uslovi su postavljeni kao:
cs=0 za t=0; 0<r<R (4.19)
cs=0 za t=0; r=R (4.20)

Za vremena t > 0 na graniénoj povrsini, koncentracija AgCL*?- formi je jednaka
njihovoj koncentraciji u medijumu. Ipak, u fizioloskom rastvoru, AgCI se brzo talozi
zbog slabe rastvorljivosti, tako da je koncentracija izmerenog jonskog srebra u
medijumu zanemarljiva kao $to je i ranije pokazano (Stojkovska i sar., 2014). Stoga,
pretpostavljeno je da je koncentracija AgCI*Y formi na povriini Ag/alginatne

mikrocestice zanemarljiva, dok je uslov simetri¢nosti postavljen za centar mikrocestice:

121



¢,=0za t>0 i  r=R (4.21)

oc,
or

—0za t>0 i r=0 (4.22)

Pocetni i grani¢ni uslovi za jednacinu 4.14 su predstavljeni jednac¢inama 4.10, 4.13 i 4.7.

Parametri modela

Eksperimentalno je utvrdeno da se bubrenje mikrocestica u fiziolosSkom rastvoru odvija
u toku prvog sata inkubacije nakon ¢ega su mikrocestice dostigle konstantan pre¢nik od
1160 £ 110 pum, 960 £ 60 um i 1180 + 130 um za vlazne mikroCestice u statickim
uslovima, vlazne mikroCestice U uslovima mesanja i suve mikroCestice u statickim
uslovima, redom. Dalje, zapremine mikrocestica su izraCunate na 0SNOvVU izmerene
mase mikrocestica nakon bubrenja (5,0 £ 0,6; 55 + 0,6; i 3,5 £ 0,2 g za vlazne
mikroCestice u statickim uslovima, vlazne mikrocestice U uslovima meSanja I Suve
mikrocestice u statiCkim uslovima) i eksperimentalno odredene gustine mikrocestica od
1020 + 10 kg m™. Paralelno, zapremina medijuma se od pocetne vrednosti od 10 cm®
smanjivala kako se zapremina mikrocestica povecavala. Pocetna koncentracija
nanocestica srebra je bila odredena primenom UV-vidljive spektroskopije pomocu
jednac¢ine 3.3 kao 2,20 £ 0,07, 2,40 £ 0,20, i 2,10 £ 0,02 mM, redom. Model je
primenjen na eksperimentalne rezultate izmerene nakon prvog sata u fizioloSkom
rastvoru tako da je poCetna koncentracija nanoCestica srebra u mikrocesticama koja se
koristi u modelu co, bila 2,00 + 0,10; 1,89 + 0,06; i 1,92 + 0,31 mM, redom. Ove
koncentracije su izracunate na osnovu maksimalne apsorbance dobijene iz UV-
vidljivog spektra pomoc¢u jednaéine 3.3. Paralelno, pocetna koncentracija otpuStenog
srebra iz Ag/alginatnih mikrocCestica u fizioloski rastvor nakon jednog sata, cmo, je
eksperimentalno izmerena. Svi parametri modela su sumirani u tabeli 4.4. Koeficijent
difuzije nanodestica srebra kroz matricu alginatnog hidrogela je usvojen kao 1,27 x 1018
m? s prema prethodno odredenoj vrednosti iz studije otpustanja srebra iz vlaznih

Ag/alginatnih mikrocestica u destilovanoj vodi u vodenom kupatilu (poglavlje 4.8.1.1.).
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Tabela 4.4. Parametri za model koji opisuje otpuStanje srebra iz Ag/alginatnih

mikrocestica u fiziolo$ki rastvor

Suve
Vlazne Vlazne . )
) ) ) ) mikrocestice u
mikrocestice u mikrocestice U .
. statickim
stati¢kim uslovima  vodenom kupatilu .
uslovima
Zapremina mikrogestica, V (cm?) 5,0 55 3,5
Zapremina medijuma, Vm, (cm?) 8,9 8,4 6,5
Polupreénik mikrocestica, R (um) 580 480 590
Pocetna  koncentracija  nanocestica
) ) 2,00 1,89 1,92
srebra u mikrodesticama, Co (MM)
Pocetna  koncentracija  srebra U
0,013 0,020 0,007

medijumu, Cmo (MM)

Numeri¢ko reSenje

Na osnovu rezultata promene koncentracija nanocestica srebra unutar Ag/alginatnih
mikrocCestica tokom vremena u fizioloSkom rastvoru, odredenih pomoc¢u jednacine 3.3,
mogucée je odrediti konstantu oksidacije nanocCestica srebra, kn. Eksperimentalni
rezultati su bili modelovani primenom jednadine (4.15) sa jednim pocetnim i dva

grani¢na uslova:
Ch=Co za t=0 i 0<r<R (4.23)

a granic¢ni uslovi su bili uslov simetrije i zanemarljiva koncentracija nanocestica na

granici faza:
i‘jn:oza t>0 | r=0 (4.24)
r
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C,=0za t>0 i r=R (4.25)

Pri tome se podrazumeva da je pocetni trenutak (t=0) zapravo nakon 1h od pocetka
eksperimenta prema pretpostavci modela. Srednja koncentracija nanoCestica srebra

unutar alginatnih mikrocestica tokom vremena je racunata koriste¢i jednacinu (4.17).

Eksperimentalni podaci i najbolja predvidanja modela odredena metodom najmanjih
kvadrata odstupanja prikazani su na slici 4.57. Dobijeno je zadovoljavajucée slaganje za
nestajanje nanocestica srebra u slu¢aju vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica (STD = 2,9
% u stati¢kim uslovima i STD = 22,9 % u uslovima mesanja), kao i u slu¢aju suvih
mikroc¢estica u statickim uslovima (STD = 9,1 %). Konstanta brzine nestajanja
nanodestica srebra je izraunata kao (2,2; 6,8; i 22) x 10° s za vlazne mikrodestice u
statiCkim uslovima, vlazne mikrocestice u uslovima meSanja i suve mikrocestice u

stati¢kim uslovima, redom.

*ylazne mikroCestice u statici
ovlazne mikrocestice u uslovima meSanja
esuve mikrocestice u statici

¢, [mM]

t [dani]

Slika 4.57. Koncentracija nanoCestica srebra u vlaznim Ag/alginatnim mikrocesticama u
statickim uslovima 1 uslovima meSanja, kao i U suvim mikroCesticama u statickim
uslovima u fizioloskom rastvoru tokom vremena: eksperimentalni rezultati (simboli),

predvidanja modela (linije) (eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)

Nakon toga, bilo je moguc¢e numericki resiti jednacine (4.14) i (4.15) sa definisanim

konstantama nestajanja nanocestica srebra i poznatim koeficijentom difuzije nanocestica
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srebra koriste¢i program MatLab. Eksperimentalni podaci otpusStanja srebra u
fizioloskom rastvoru i najbolja predvidanja modela sa najmanjim odstupanjima modela

od eksperimentalnih vrednosti su predstavljeni na slici 4.58.
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Slika 4.58. Koncentracija otpustenog srebra u fizioloSkom rastvoru (cm) tokom
vremena: a) vlazne Ag/alginatne mikrocestice u statiCkim uslovima, b) vlazne
Ag/alginatne mikrocestice u uslovima mesanja, C) suve Ag/alginatne mikrocestice U
statickim uslovima; eksperimentalni rezultati (simboli), predvidanja modela (linije)

(eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)

126



Dobijeno je prihvatljivo slaganje modela sa eksperimentalnim podacima koncentracija
otpustenog srebra u fizioloSkom rastvoru za sve slucajeve (STD = 15,4 % za vlazne
mikrocestice u stati¢kim uslovima, STD = 20,6 % za vlaZzne mikrocestice U uslovima
mesanja i STD = 10,7 % za suve mikro¢estice u statickim uslovima). Prividan
koeficijent difuzije za sve forme AgCL*Y- | Ds, je pri tome odreden kao (39; 2,1 i
0,045) x 10 m? s za vlazne mikrodestice u statickim uslovima, zatim u uslovima
mesSanja i za suve mikroCestice u statiCkim uslovima, redom. Treba primetiti da su u
slu¢aju otpustanja srebra iz vlaznih mikrocestica u uslovima meSanja modelovani samo
eksperimentalni rezultati do tre¢eg dana zato Sto je nakon tog vremena doslo do
raspadanja mikrocestica i shodno tome naglog poveéanja koncentracije otpustenog

srebra u rastvoru.

Osetljivost modela

Osetljivost predvidanja modela je ispitana promenom parametara za + 50 % od pocetne
vrednosti koja je dala najbolje slaganje sa eksperimentalnim podacima. Standardne
devijacije predvidanja modela od eksperimentalnih podataka pri promeni parametara u
sva tri ispitivana slucaja su prikazane na slici 4.59. Moze se videti da promena
koeficijenta difuzije nanocCestica srebra zanemarljivo uti¢e na kvalitet predvidanja
modela u sva tri slu€aja otpustanja srebra u fizioloSkom rastvoru, dok su promene
konstante nestajanja nanocestica srebra i koeficijenta difuzije razli¢itih AgC1*D- formi
pokazala predvidanja modela u slucaju vlaznih mikrocestica u statickim uslovima gde je
promenom oba navedena parametra, standardna devijacija od eksperimentalnih
podataka dostizala vrednost i do 25 % (slika 4.59 a). U oba slucaja vlaznih
mikrocCestica, promena konstante nestajanja nanocestica srebra je izazvala nesto vecu
promenu predvidanja modela nego promena koeficijenta difuzije AgCIL*™V- formi (slika
4.59 ai b). Ipak, efekat je bio suprotan u slucaju suvih Ag/alginatnih mikrocestica (Slika
4.59 c).
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Slika 4.59. Analiza Osetljivosti modela: standardne devijacije predvidanja modela od
eksperimentalnih rezultata pri promeni parametara modela za otpuStanje srebra iz
Ag/alginatnih mikrocestica u fizioloSkom rastvoru za: a) vlazne mikrocestice u
statickim uslovima, b) vlazne mikrocestice U uslovima mesanja, ¢) suve mikrocestice u

statickim uslovima
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4.8.2. Kinetika otpuStanja srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocestica
proizvedenih iz koloidnog rastvora dobijenog elektrohemijskom metodom

koriS¢enjem alginata niske viskoznosti
4.8.2.1. Viazne Ag/alginatne mikrocestice u statickim uslovima u dH>0

I u ovom slucaju modelovanja kinetike otpustanja srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica
proizvedenih od alginata niske viskoznosti koris¢en je isti model sa istim
pretpostavkama kao i u slucaju Ag/alginatnih mikrocestica proizvedenih od alginata
srednje viskoznosti (poglavlje 4.8.1.1). Uoceno je neznatno poveéanje precnika
mikrocestica tako da je usvojen konstantan precnik mikrocCestica od 590 um. Koris¢ene
su ve¢ opisane jednacine koje opisuju difuziju nanocestica kroz alginatni hidrogel (4.1) i

(4.5).

Pocetna koncentracija nanocestica u mikrocesticama co je eksperimentalno odredena
kao 1,2 mM, dok sa druge strane, nanoCestice srebra nisu bile detektovane u vodi.
Postavljeni su grani¢ni uslovi opisani jednac¢inama (4.13) i (4.7) na osnovu pretpostavki

prethodno opisanih za otpustanje srebra u statickim uslovima u vodi.

Jednacine (4.1) i (4.5) su reSene numericki koris¢enjem programa MatLab kao §to je vec
opisano. Koeficijent difuzije nanocestica srebra, Dy, je odreden za najmanje kvadrate
odstupanja modela od eksperimentalnih rezultata. Na slici 4.60 je prikazano najbolje
predvidanje modela koncentracije otpustenog srebra u vodi uz zadovoljavajucée slaganje
sa eksperimentalnim rezultatima (STD = 17,4 %). Koeficijent difuzije nanocestica

srebra u alginatnim mikrodesticama je na taj nacin odreden kao 6,9 x 101 m? sL,
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Slika 4.60. Koncentracija otpuStenog srebra u vodi (cm) u statiCkim uslovima tokom
vremena: eksperimentalni rezultati (simboli), i predvidanja modela (linija)

(eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)

4.8.2.2. Vlazne Ag/alginatne mikrocestice pri kontinualnom protoku dH>O u pakovanom

sloju

Primenom jednacine (1.16) u obliku linearne zavisnosti na eksperimentalne rezultate je
moguce zakljuCiti da 1i se otpuStanje neke supstance iz materijala moze opisati

aproksimiranim modelom difuzije zasnovanim na II Fikovom zakonu za pocetna

vremena otpuStanja kada je % < 0,4. Koncentracija otpuStenog srebra iz pakovanog
0

sloja Ag/alginatnih mikrocestica u vodi usled kontinualnog protoka je bila znatno visa
nego koncentracija srebra otpustena u statickim uslovima tako da se eksperimentalni
podaci nisu mogli opisati modelom difuzije (slika 4.61). Da bi opisali konvektivni
transport vode kroz hidrogel, gusto pakovani sloj je aproksimiran cilindricnim
hidrogelom formiranim od pakovanog sloja Ag/alginatnih mikrocestica kroz koji se
stoga transport nanocestica srebra odvija difuzijom ali i konvekcijom (slika 4.62).
Usvojeno je da se protok fluida kao i difuzija nanocestica srebra odvija samo u

aksijalnom pravcu.
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Slika 4.61. Primena modela unutrasnje difuzije na eksperimentalne rezultate otpustanja
srebra iz Ag/alginatnih mikroc¢estica u pakovanom sloju prilikom proticanja vode kroz
pakovani sloj (simboli su odnos broja mojova eksperimentalnih vrednosti sa poc¢etnim

brojem molova, a model je predstavljen linijom)
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Slika 4.62. Geometrija hidrogela koris¢ena za postavku matematickog modela
otpuStanja srebra iz pakovanog sloja Ag/alginatnih mikrocestica difuzijom i
konvekcijom u aksijalnom pravcu, x; X je duzina cilindriénog hidrogela, a u je

intersticijalna brzina fluida kroz hidrogel

Promena koncentracije nanocestica srebra u cilindri¢cnom Ag/alginatnom hidrogelu, cn,
je predstavljena aproksimiranom konvektivno-difuzionom jedna¢inom (1.11) u
aksijalnom pravcu:

o°c, oc

acn n n
a e Y (4.26)

gde je x aksijalna koordinata, a u je intersticijalna brzina.

Otpustena koncentracija srebra u vodi tokom vremena je izraCunata na osnovu razlike
pocetne koli¢ine srebra u mikrocesticama i srednje koli¢ine srebra u hidrogelu u svakom

trenutku kao:
Oy = Lol (4.27)

gde je V zapremina hidrogela (3,9 cm®), Vim zapremina vode u sistemu (10 cm?), dok se

srednja koncentracija nanocestica srebra u hidrogelu moze izracunati kao:

(c,) = %Tcn(x)dx (4.28)
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gde je X duzina cilindricnog hidrogela koja je izra¢unata kao 6,1 cm iz ukupne
zapremine svih mikrogestica (3,9 cm?®) i popreénog preseka sloja (0,64 cm?). Na
pocetku, distribucija nanocCestica srebra u mikrocesticama je uniformna sa pocetnom
koncentracijom co, koja je eksperimentalno odredena kao 1,2 mM dok nanocestice
srebra nisu bile detektovane u vodi. Na izlazu iz pakovanog sloja je pretpostavljeno da
nema fluksa kroz granicu faza tako da je grani¢ni uslov:

dcp

i 0 za x=X (4.29)

Jednacina (4.26) je reSena numericki koriste¢i program MatLab. Koeficijent difuzije
nanocestica srebra Dn je prethodno izraCunat iz modela koji je opisivao difuziju
nanocestica iz alginatnih mikrocestica u statiCkim uslovima odnosno Dy = 6,9 X 1019 m?
st (poglavlje 4.8.2.1). Jedini parameter koji je odreden primenom metode najmanjih

kvadrata odstupanja bio intersticijalna brzina fluida kroz hidrogel, u.

Dobijeno je zadovoljavaju¢e slaganje predvidanja modela sa eksperimentalnim
podacima (STD = 24,8 %) pri ¢emu je brzina fluida unutar hidrogela odredena kao 4,6 x
10° m s (slika 4.63). Sa druge strane iz protoka fluida, V, i povr§ine popre¢nog

preseka sloja, S, moze se izraCunati povrsinska brzina, U, prema jednacini:

U=+ (4.30)

Povrsinska brzina je izraGunata kao 1 x 10 m s, tako da vrednost intersticijalne brzine

pokazuje da samo ~ 6 x 10 % od protoka fluida prolazi kroz hidrogel.
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Cm [uM]

Slika 4.63. Koncentracija otpustenog srebra iz pakovanog sloja Ag/alginatnih
mikroCestica u vodi (Ccm) tokom vremena: eksperimentalni rezultati (simboli);
predvidanja modela sa najmanjim kvadratima odstupanja (puna linija); Predvidanja
modela difuzije (isprekidana linija) (eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti 3

merenja)

Analiza osetljivosti modela izvedena je promenom parametara modela za £ 50 % od
pocetne vrednosti. Radi poredenja, uporedo je analizirana osetljivost modela Ciste
difuzije iz Ag/alginatnih mikrocCestica u vodi koji je opisan u poglavlju 4.8.2.1.
Pokazalo se da promena koeficijenta difuzije bitno utice na odstupanje modela u
statickim uslovima (slika 4.64 a) ali neznatno na odstupanje modela pri protoku kroz
pakovani sloj (slika 4.64 b). Jasno se uocava da je intersticijalna brzina strujanja fluida
unutar hidrogela glavni parameter koji odreduje otpustanje nanocestica srebra u vodi u
uslovima kontinualnog protoka, jer promenom ovog parametra za +50 % standardna
devijacija predvidanja modela od eksperimentalnih podataka dostize i 60 % (slika 4.64
b).
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Slika 4.64. Analiza osetljivosti modela: standardne devijacije predvidanja modela od
eksperimentalnih podataka pri promeni parametara modela za opuStanje srebra iz
Ag/alginatnih mikroc¢estica u dH2O: a) staticki uslovi, b) pakovani sloj uz kontinualni

protok
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4.8.3. Kinetika otpustanja srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica proizvedenih

iz koloidnog rastvora dobijenog hidrotermalnom sintezom

4.8.3.1. Suve Ag/alginatne mikrocestice u statickim uslovima u razlicitim simulantima

hrane na bazi vode

U poglavlju 4.7.3.1. su prikazani rezultati otpustanja srebra iz suvih Ag/alginatnih
mikrocestica u razli¢itim rastvorima (3 zap. % rastvor sir¢etne kiseline, vodi, 10 zap. %
etanol, 95 zap. % etanol) koji su ispitivani kao simulanti hrane na bazi vode. Posto u
ispitivanim rastvorima ne dolazi do reakcije nanocestica sa rastvorenim supstancama, a
ukupna koli¢ina otpustenog srebra je bila mala, moze se pretpostaviti da je proces

otpustanja srebra kontrolisan difuzijom nanocestica i da se moze opisati Il Fikovim

zakonom u obliku aproksimacije za pocetna vremena otpustanja kada je % < 0,4 prema
0

jednacini (1.16):

n, ( Dt )"-5
el b
g R (1.16)

gde je nt koli¢ina otpustenog srebra u medijumu u toku vremena t, no je maksimalna
koli¢ina srebra koja moze biti otpustena iz Ag/alginatnih mikrocestica, D je efektivan
koeficijent difuzije nanocCestica srebra i/ili jona kroz alginatni hidrogel i R je
polupre¢nik suvih Ag/alginatnih mikroc¢estica usvojen prema izmerenim vrednostima
kao 100 um. Pocetna koncentracija srebra u mikrocesticama je bila 1,22 mM. Jednacina
(1.16) se moze primeniti na eksperimentalne podatke u obliku zavisnosti n/no od t°° koji
bi trebalo da pokazu linearni trend. Primena ove jednacine na eksperimentalne podatke
otpustanja srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica u ispitivanim rastvorima je
prikazana na slici 4.65. U svim slucajevima su dobijene priblizno linearne zavisnosti
(R*>0,85) pri ¢emu je iz nagiba pravih moguce izracunati koeficijent difuzije
nanocestica srebra prema jednacini (1.16). Koeficijent difuzije je povezan sa nagibom
prave, k, prema jednacini:

__ Kk?R%n
T 36

D

(4.31)
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Predvidanja koncentracije otpuStenog srebra na osnovu tako odredenih koeficijenta

difuzije i zapremine medijuma u toku vremena su prikazani na slici 4.66, zajedno sa

eksperimentalnim podacima. Jedino u sluc¢aju 10 zap. % etanola linearna zavinost ne

prolazi kroz koordinatni pocetak. Ovaj rezultat se moze objasniti naglim otpusStanjem

srebra na pocetku postavke eksperimenta.
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Slika 4.65. Primena modela unutrasnje difuzije na eksperimentalne rezultate otpustanja

srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica u: a) 3 zap. % rastvoru siréetne kiseline, b)

dH20, c) 10 zap. % rastvoru etanola i d) 95 zap. % rastvoru etanola
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Slika 4.66. Koncentracije otpuStenog srebra (Cm) iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica na
20 °C tokom vremena u: a) 3 zap. % rastvoru siréetne kiseline, b) dH>O, 10 zap. %
rastvoru etanola i 95 zap. % rastvoru etanola: eksperimentalni rezultati (simboli) i

predvidanja modela (linije) (eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti 3 merenja)

Efektivan koeficijent difuzije nanoCestica srebra i/ili jona u Ag/alginatnim

mikroc¢esticama je bio najveci u slu¢aju otpustanja srebra u rastvoru sircetne kiseline i
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iznosio je 1,47 x 101" mZ? (slika 4.66 a) dok su vrednosti koeficijenta difuzije u
slu¢aju otpustanja srebra u ostalim medijumima bili oko 2 reda veli¢ine nizi i to 0,33 X
1018 m?s? u destilovanoj vodi, 0,32 x 10° m?s* u 10 zap. % rastvoru etanola i 0,37 x
101° m?s™t u 95 zap. % rastvoru etanola. Ovakav trend vrednosti koeficijenta difuzije je
bio i1 ocekivan. Etanol sa druge strane, dodatno dehidratise alginatni hidrogel i tako
suzbija lance alginata smanjujuc¢i pore hidrogela i usporavaju¢i difuziju bilo koje
komponente kroz ovakvu strukturu (Torres i sar., 2011). Ipak, u slucaju kada je
medijum bio 10 zap. % rastvora etanola, na pocetku se uocava naglo otpustanje srebra
sli¢cno kao u vodi ali se kasnije usporava u odnosu na vodu verovatno kao posledica

uticaja etanola.

4.8.4. Modelovanje otpuStanja srebra iz PLA I PVA kompozitnih filmova u 3 %

zap. Rastvoru siréetne Kkiseline na 20 °C

Posto je otpustanje srebra iz Ag/alginatnih mikrocestica bilo najvece u rastvoru siréetne
kiseline, kinetika otpustanja srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova je ispitana u tom

rastvoru.

Isti model difuzije nanocestica srebra baziran na II Fikovom zakonu otpustanja
komponenti iz filmova je primenjen i za ovaj sluaj pri ¢emu je primenjena
aproksimacija za otpusStanje iz ravne plo¢e U x pravcu (slika 4.67) za kratka vremena

% < 0,6 preko jednacine (1.13):
0

Ny (E)"'S (1.13)

ng L2
gde je L je debljina filma definisana kao 270 um na osnovu eksperimentalnih rezultata
(tabela 4.1 4.2)
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Slika 4.67. Geometrija filma koriS¢ena za postavku matematickog modela otpustanja

srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova difuzijom u x pravcu: L je debljina filma

Pocetna koncentracija srebra u PLA i PVA kompozitnim filmovima je bila 1,33 + 0,05
mM i 1,16 + 0,07 mM, redom. Jednacina (1.13) se moze primeniti na eksperimentalne
podatke u obliku zavisnosti ni/no od t°° koji bi trebalo da pokazu linearni trend. Primena
ove jednacine na eksperimentalne podatke otpustanja srebra iz PLA i PVA kompozitnih
filmova u 3 zap. % rastvoru sirCetne kiseline je prikazana na slici 4.68. | ovde su
dobijene priblizno linearne zavisnosti (R?> 0,9) pri ¢emu u slu¢aju PVA filmova prava
ne prolazi kroz koordinatni pocetak (slika 4.68 b). Ovaj rezultat se mozZe objasniti
naglim pocetnim otpuStanjem srebra usled bubrenja PVA filma u vodenim rastvorima.
Nagib pravih, k, je povezan sa koeficijentom difuzije nanocestica i/ili jona srebra preko

jednacine (1.13) tako da se dobija:
_ K2L?m

Dy == (4.32)

Efektivni koeficijenti difuzije nanoCestica i/ili jona srebra u PLA i PVA kompozitnim
filmovima uronjenim u 3 zap. % rastvor sircetne kiseline na 20 °C su tako izracunati
kao 1,6 x 10" m?s?ti 2,4 x 108 m?s redom. Vrednost odredena za PLA film odgovara
vrednosti od 1,47 x 101" m? s dobijenoj za suve Ag/alginatne mikrodestice. Niza
vrednost dobijena za PVA filmove nije o¢ekivana uzevsi u obzir da linearna zavisnost
ne prolazi kroz koordinatni pocetak (slika 4.68b) moze se zakljuciti da jednostavan

model difuzije opisan jedna¢inom (4.13) nije promenljiv u ovom slucaju.

Na osnovu izracunatih koeficijenata difuzije Ds , zamenom u jednacinu (1.13) dobijaju
se predvidanja modela koja opisuju otpustanje srebra iz PLA i PVA kompozitnih
filmova (slika 4.69).
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Slika 4.68. Primena modela unutras$nje difuzije na eksperimentalne rezultate otpustanja

srebra u 3 zap. % rastvoru sircetne kiseline iz: a) PLA kompozitnih fimova i b) PVA

kompozitnih filmova.
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Slika 4.69. Koncentracije otpustenog srebra (cm) iz PLA i PVA kompozitnih filmova na
20 °C tokom vremena u 3 zap. % rastvoru sir¢etne kiseline, eksperimentalni rezultati
(simboli), i predvidanja modela (linije) (eksperimentalni rezultati su srednje vrednosti 3

merenja)

142



5. DISKUSIJA



Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje kinetike i mehanizma opustanja srebra iz
alginatnih hidrogelova u razli¢itim uslovima za potencijalnu primenu u medicini ali i u
pakovanju za hranu. U skladu sa tim, razvijeni su i uspeS$no primenjeni matematicki
modeli koji su ukljucili difuziju nanocestica srebra, njihovu oksidaciju kao i reakciju sa
jonima hlora iz fizioloskog rastvora i difuziju nagradenih AgC1*D! formi. Razvijeni su
novi kompozitni filmovi na bazi PLA i PVA sa Ag/alginatnim mikrocesticama
atraktivni za primenu kao antimikrobna pakovanja hrane. Otpustanje srebra iz ovih

kompozitnih filmova je ispitano u simulantima za hranu na bazi vode.

Nanocestice srebra su U ovom radu sintetisane u rastvorima alginata primenom dve
metode: elektrohemijskom sintezom i hidrotermalnom redukcijom jona srebra.
Nanocestice srebra sintetisane elektrohemijskom metodom u rastvoru alginata niske
viskoznosti su bile pre¢nika od oko 30 nm (Jovanovic i sar., 2012). Ipak, u rastvoru
alginata srednje viskoznosti dobijene su sitnije nanocestice ¢iji je precnik u slucaju
elektrohemijske sinteze iznosio oko 3 nm dok je u sluc¢aju hidrotermalne sinteze iznosio
oko 17 nm. U literaturi je pokazano da povecanje udela polimera u rastvoru pa tako i
viskoznosti rastvora, dovodi do smanjenja veli¢ine nanocestica (Cui i sar., 2006).
Razlika izmedu hidrotermalne i elektrohemijske metode je i u viskoznosti dobijenog
koloidnog rastvora. Tako se hidrotermalnom metodom zbog tretmana alginatnog
rastvora u autoklavu, viskoznost smanjila sa 2 Pas na ~ 0,03 Pas, dok elektrohemijska
sinteza nema primetnog uticaja na viskoznost. Tokom autoklaviranja alginatnog
rastvora duzina lanaca alginata se drasticno smanjuje kao $§to je pokazano u literaturi
(Larsen i sar., 2015, Leo i sar., 1990, Tan i sar., 2009). lako se dobija koloidni rastvor
srebra veoma niske viskoznosti, mogucée je razblazivanjem koloidnog rastvora
rastvorom alginata vece viskoznosti dobiti koloidne rastvore razli¢itih viskoziteta.
Procedura hidrotermalne sinteze nanocestica predlozena u literaturi (Yang i Pan, 2012)
je u ovom radu malo izmenjena uz dodatak natrijum-citrata kao dobrog stabilizatora
nanocestica (Bastus et al., 2014). Ova metoda se pokazala kao veoma jednostavna, uz
prisustvo AgNOs i Na-citrata kao jedinih hemikalija pored Na-alginata pri ¢emu se
dobija potpuno sterilan materijal neutralne pH. Da bi se dobila §to uniformnija
raspodela nanocestica srebra i uklonili veéi agregati, bilo je neophodno da se dobijeni
koloidni rastvor posle autoklaviranja centrifugira. Centrifugiranje koloidnog rastvora

posle sinteze je najcesce koris¢eno za izdvajanje nanocestica iz rastvora (Yang i Pan,
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2012, Agnihotri i sar., 2014, Sun i sar., 2002, Hu i sar., 2010, Lu i Chou, 2010). U ovom
radu je centrifugiranje koris¢eno za izdvajanje agregata koji su nastali tokom sinteze, a
u supernatantu su onda zaostale fino dispergovane nanocestice veli¢ina u opsegu 10 —
20 nm. Ukupna koncentracija srebra u koloidnom rastvoru nakon hidrotermalne sinteze
je iznosila 4,36 + 0,28 mM, ali se nakon centrifugiranja u supernatantu smanjila oko 4
puta i iznosila je 1,16 + 0,03 mM. Maksimalna apsorbanca koloidnog rastvora nakon
sinteze je bila 0,87 + 0,03, a nakon centrifugiranja 0,52 + 0,02, §to znaci da se
koncentracija nanocestica smanjila oko 1,7 puta. Ovo je jasan pokazatelj da se u toku
hidrotermalne sinteze stvaraju pored nanocestica srebra i neke druge forme srebra
odnosno agregati koji nisu pokazivali opticka svojstva. U proceduri predlozenoj u
literaturi, od pocetne koncentracije AgNO3 od 1,2 mM u ~ 0,02 mas. % rastvoru
natrijum-alginata, hidrotermalnom sintezom su dobijene nanocCestice srebra, koje su
centrifugirane i redispergovane u 0,05 mas. % rastvor natrijum-alginata bez dodavanja
natrijum — citrata (Yan i Pan, 2012). Autori nisu uo¢ili nikakvu pojavu agregata ili vecih
klastera, ali su zato pokazali kako se sa vremenom i uz porast temperature u toku
hidrotermalne metode dobijaju nanocestice srebra razlicitih veli¢ina i oblika. Za
dobijenje hidrogelova alginata iz koloidnog rastvora potrebna je veéa koncentracija
alginata u opsegu 1 — 2 mas. %. Dobijeni rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju
da je hidrotermalnu sintezu potrebno optimizovati kako bi se smanjila agregacija srebra
u toku sinteze 1 smanjili gubici, a koncentracija alginata bila oko Zeljene vrednosti ~ 2
mas. %. Treba ista¢i, prednost hidrotermalne metode u odnosu na elektrohemijsku
sintezu je dobijanje sterilanog koloidnog rastvora, dok je nakon elektrohemijske sinteze
koloidni rastvor potrebno dodatno sterilisati za medicinsku primenu. Takode, pH
vrednost koloidnog rastvora sintetisanog hidrotermalnom metodom je neutralna, dok je
koloidni rastvor sintetisan elektrohemijskom metodom ima bazan $to je od bitnog
znacaja za primenu u zarastanju rana. pH vrednost hroni¢ne rane koja ne zarasta se
krec¢e od 7,15 do 8,9 (Gethin, 2008). Kiselost u tkivu rane ubrzava njeno zarastanje, jer
se povecava procenat kiseonika, njegovim oslobadanjem iz hemoglobina iz kapilara
(Rendel i sar., 2001), a inhibira se aktivnost proteinaze, koja usporava ili sprecava
zarastanje rana, jer negativno deluje na faktore rasta, proteinska vlakna i fibronektin u
matriksu rane koji je pak neophodan za aktivaciju fibroblasta i njihovu migraciju
(Rushton, 2007).
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Ag/alginatne koloidne rastvore sintetisane pomoc¢u obe metode je moguce gelirati u
prisustvu dvovalentnih katjona, a posebno su u ovom radu dobijene Ag/alginatne
mikrocCestice primenom elektrostatiCke ekstruzije. Zbog vece viskoznosti iz koloidnog
rastvora sintetisanog elektrohemijskom metodom dobijene su mikrocestice pre¢nika 570
+ 60 um, dok se susenjem dobijaju mikrocestice pre¢nika 400 + 50 um. Sa druge strane,
iz koloidnog rastvora sintetisanog hidrotermalnom metodom dobijene su sitnije
mikrocestice pre¢nika 260 = 30 um, dok su suSenjem dobijene mikroc¢estice pre¢nika
190 £ 20 um. Uticaj viskoznosti na veli¢inu mikrocestica je potvrden i u literaturi
(Klokk i Melvik, 2002). Apsorbanca rastvorenih suvih mikrocestica se u odnosu na
apsorbancu vlaznih mikroCestica smanjila neznatno i to za 6,6 %, odnosno 5,4 % u
slucaju koloidnog rastvora sintetisanog elektrohemijskom, odnosno hidrotermalnom
metodom, redom, §to je fenomenoloski uoc¢eno i u ranijim studijama (Stojkovska et al.,
2014). Ovaj rezultat ukazuje na oCuvanje nanocestica tokom suSenja. Geliranjem oba
tipa koloidnog rastvora u toku elektrostaticke ekstruzije dolazi do koncentrovanja srebra
u Ag/alginatnim mikrocesticama i1 to 1,7 puta u slucaju cCestica napravljenih od
koloidnog rastvora sintetisanog elektrohemijskom metodom i 2,1 put u sluéaju Cestica
napravljenih od koloidnog rastvora sintetisanog hidrotermalnom metodom. Ova pojava
je 1 bila o¢ekivana zbog sinerezisa, fenomena da tokom geliranja hidrogela dolazi do
izbacivanja vode zbog skupljanja lanaca polimera (Martinsen i sar., 1989). Pri tome je
malo veca kontrakcija uocena u slucaju koloidnog rastvora dobijenog hidrotermalnom

metodom usled nize viskoznosti.

Jedan od osnovnih ciljeva ove teze je bio ispitivanje mehanizma i kinetike otpusStanja
srebra iz Ag/alginatnih hidrogelova u sredini relevantnoj za biomedicinsku primenu.
Odabrane su Ag/alginatne mikrocestice sa elektrohemijski sintetisanim nanocesticama
srebra 1 ispitivane u fizioloSkom rastvoru kao modelu bioloskih fluida. Pri tome je
primenjen sistemati¢an i postupan pristup tako da je prvo odreden koeficijent difuzije
nanocCestica 1/ili jona srebra kroz matriks alginatnog hidrogela na osnovu ispitivanja
otpustanja u vodi, a zatim je razvijen komplikovaniji model otpuStanja srebra u
fizioloskom rastvoru. Pri tome je otpustanje srebra ispitivano 1 u razliCitim
hidrodinami¢kim uslovima kako bi se imitirali i uslovi potencijane primene
nanokompozita kao na primer u oblogama za rane 1 statiCkim uslovima ili pri

implantaciji u vaskularizovano tkivo u uslovima proticanja fluida.
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Koeficijent difuzije nanocestica srebra dimenzija od 10 - 30 nm u Ag/alginatnim
mikrocesticama napravljenim od alginata niske viskoznsti ispitivanim u vodi u statickim
uslovima je odreden kao 6,9 x 10*° m?s, dok je ta vrednost iznosila 4,6 x 10™° m? st
za difuziju nanocestica dimenzija ~ 4 nm iz Ag/alginatnih mikrocestica napravljenih od
alginata srednje viskoznosti. lako je oc¢ekivano da koeficijent difuzije ve¢ih nanocestica
bude manji od koeficijenta difuzije sitnijih nanocestica sli¢ne vrednosti dobijene u
ovom radu su verovatno posledica razli¢ite viskoznosti primenjenih alginata koje su
posredno uticale na naCin geliranja alginatnih lanaca. U uslovima meSanja te¢nosti u
vodenom kupatilu koeficijent difuzije nanocestica srebra u Ca-alginatnog hidrogela
napravljenom od alginata srednje viskoznosti je bio veéi i iznosio je 1,27 x 108 m? st
Sto ukazuje na smanjen otpor prenosu mase u filmu tecnosti oko mikrocestice. U
literaturi se moze naci vrednost koeficijenta difuzije nanocestica zlata u hidrogelu
poli(etilen glikola) u opsegu (0,5 — 40) x 10*2 m? s §to je zavisilo od udela polimera u
hidrogelu i veli¢ine nanocestica (Hume i Jeerage, 2013). Pri tome, nanocestice zlata
vece od 30 nm nisu mogle da difunduju kroz hidrogel (Hume i Jeerage, 2013). Na
osnovu eksperimentalnih podataka, zaklju¢eno je da nanocestice zlata pre¢nika od 10 —
30 nm mogu da difunduju kroz 5 — 10 mas. % PEG hidrogel, dok kroz 20 mas. % PEG
hidrogel, mogu da difunduju jedino nanocestice manje od 10 nm (Hume i Jeerage,
2013). Vrednosti koeficijenata difuzije nanocCestica srebra u vlaznim Ag/alginatnim
mikroc¢esticama u vodi odredene u ovoj disertaciji su znacajno manje od literaturnih
podataka za koeficijenate difuzije nanocestica srebra u vodi, biofilmovima (Peulen i
Wilkinson, 2011) i u embrionu zebra ribe (Lee i sar., 2007) koji su iznosili oko 10 0 —
101t m? s, Difuzivnost supstance unutar hidrogela zavisi od mnogih parametara kao
Sto su dimenzije molekula ili ¢estice, dimenzije pora i struktura samog matriksa. Tako je
koeficijent difuzije nanoCestica silicijum dioksida unutar hidrogela poliakrilamid bilo
102 — 10" m? s u zavisnosti od stepena umreZenosti hidrogela (Rose i sar., 2013) dok
je koeficijent difuzije nanocCestica lateksa pre¢nika 20 nm u 1 mas % hidrogelu Ca-
alginata odredena kao 3,3 x 102 m? s (Holte i sar., 2007). Dimenzije pora u Ca-
alginatnom hidrogelu reda veli¢ine 10 — 20 nm (William i Harold, 1993, Fundueanu i
sar., 1999) omogucavaju nesmetanu difuziju. Ipak, difuzija je bila znatno otezana, jer je
pokazano da su nanocCestice srebra sintetisane elektrohemijskom metodom dobro

stabilisane hidroksilnim grupama, kao i kiseonikom u okviru oba tipa uronskih jedinica

147



u lancima alginata (Jovanovic i sar., 2012). Takode, pokazano je da Ca-alginatni
hidrogelovi mogu da apsorbuju jone srebra i da ih redukuju do Ag® verovatno uceséem
hidroksilnih funkcionalnih grupa (Torres i sar., 2005). Ova istrazivanja dovode do
zakljucka da su nanocestice srebra dobro stabilisane u Ag/alginatnom hidrogelu pa je
zato doslo do veoma slabog otpustanja ukupne koli¢ine srebra u vodi sa vrlo niskim

koeficijentima difuzije nanocestica.

Ipak, u prisustvu toka fluida, nanocestice srebra su spirane iz hidrogela pri ¢emi je
primenom matematickog modela difuzije 1 konvekcije odredena intersticijalna brzina
fluida kroz hidrogel od 4,6 nm s™. U ranijim istrazivanjima je pokazano da je ipak
difuzija bila limitiraju¢i korak u otpustanju nanocestica srebra iz Ag/poli(N-vinil-2-
pirolidona) u statickim uslovima ali i u uslovima kontinualnog protoka (Jovanovic i sar.,
2013). U navedenom radu je pokazano da tokom strujanja fluida, fluid struji oko gela, i
ne uti¢e na otpustanje srebra (Jovanovic i sar., 2013). Ipak u ovoj tezi je na osnovu
eksperimentalnih rezultata i matemati¢kog modelovanja pokazano da je moguce da fluid
proti¢e kroz sam hidrogel i da tako odnosi nanocestice srebra, jer je poznato da Ca-
alginatni hidrogelovi imaju pore dimenzija od 10 nm (William i Harold, 1993) do 20 nm
(Fundueanu i sar., 1999). Dobijena mala brzina proticanja fluida kroz hidrogel je uticala
na znatno, i to oko 8 puta vece otpuStanje nanocestica u poredenju sa statiCkim
uslovima. Dobijen rezultat je narocito znacajan i Sa stanoviSta primene, jer se vrednosti
intersticijalnih brzina strujanja telesnih te¢nosti u tkivima kre¢u u opsegu od 0,1 — 4 um
s (Scallan i sar., 2010). Ukoliko bi se Ag/alginatni hidrogel nasao u organizmu kao
implantat mogli bi se ocekivati efekti protoka fluida kroz hidrogel odredeni u ovoj tezi.
Tako je, na primer, pokazano da kvantne tacke mogu biti transportovane konvektivnim
prenosom od epitela do regionalnih limfnih ¢vorova i tako izazvati zapaljenski proces
(Dukhin i Labib, 2013).

U slucaju modelovanja kinetike otpustanja srebra u fizioloskom rastvoru postavljene su
dve parcijalne diferencijalne jednacine koje opisuju dva procesa koji se paralelno
odvijaju. Prva jednacina je predstavljala difuziju nanocestica srebra iz Ag/alginatnih
mikrocestica uz oksidaciju usled prisustva jona hlora, a druga nastajanje i difuziju
AgCLXY. Usvojen je koeficijent difuzije nanoCestica srebra kroz alginatni hidrogel

odreden na osnovu prethodnih istraZzivanja otpuStanja srebra u vodi. Model je ukljucio
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dva nezavisna parametra: koeficijent brzine nestajanja nanocestica i prividni koeficijent
difuzije formi AgCIL*Y-. Analiza Osetljivosti modela je pokazala da je difuzivnost
nanocestica srebra kroz alginatni hidrogel zanemarljiv fenomen u odnosu na kinetiku
oksidacije nanodestica srebra i difuziju AgCI*"?- formi nagradenih u Ag/alginatnom
hidrogelu u fizioloskom rastvoru. Dobijeni su koeficijenti brzine nestajanja nanocestica
u opsegu od 10 - 10° s koji su u skladu sa prethodno objavljenim vrednostima u
literaturi za koeficijente oksidacije nanocestica srebra stabilisanih citratom (Liu i Hurt,
2010), zatim u acetatnom puferu (Liu i sar., 2010) i u Hoglandovom medijumu (Zhang i
sar., 2011). Za nanocestice srebra stabilisane u rastvoru poli(vinil pirolidona), konstante
oksidacije je bila i niza i iznosila od 10® — 107 s (Kittler i sar., 2010). Vrednosti
konstante oksidacije nanocestica su uglavnom zavisile od veli¢ine nanocestica, njihove
stabilizacije i ostalih eksperimentalnih uslova (Zhang i sar., 2011). Fenomen interakcije
nanocestica srebra sa jonima hlora u vodenim rastvorima je veoma slozen, jer se pored
oksidacije nanocestica srebra odvija i proces agregacije nanocestica (Espinoza i sar.,
2012). Koji ¢e se proces odvijati u ve¢oj meri zavisi od koncentracije jona hlora. Tako
je u rastvoru NaCl pri koncentraciji manjoj od 27 mM primecéena oksidacija nanoCestica
srebra stabilisanih citratom, a pri koncentraciji ve¢oj od 27 mM, doslo je do agregacije
nanocestica U rastvoru (Espinoza i sar., 2012). Oksidacija nanocCestica srebra uz
prisustvo kiseonika se odvija prvo stvaranjam Ag20 na povrsini nanocestice, a zatim i
lak$im razlaganjem na Ag" jone (Li i sar., 2010). U prisustvu jona hlora, dolazi do brzeg
rastvaranja Ag20 (Li et al. 2010). Uoceno je da se talog AgCl stvara i deponuje na
povrsini nanocestica srebra stabilisanih natrijum-borohidratom (NaBHs) (El Badawy i
sar., 2010) sto rezultira pojavom agregata blago rastvorenih nanocestica (Li et al. 2010).
Odnos Ag* i CI jona odreduje koji ée oblik AgCl*D formi nastati kao §to su AgCl?,
AgClsZ, i AgCls * (Levard i sar., 2013). U zavisnosti od koncentracije Cl- jona i
molskog odnosa CI/Ag jona u rastvoru postoji moguc¢nost da prevlada ili talog AgCl ili
navedeni kompleksni joni AgCls 2, AgCly i AgCls®. Pokazano je da ako je odnos
Cl/Ag<2670, preovladava talog AgCl, ali ukoliko je CI/Ag>26750, onda preovladuju
kompleksi srebra (Levard i sar., 2013). U ovom radu, oc¢ekivano je da ¢e se najpre
stvoriti talog AgCl, jer je odnos CI/Ag bio manji od 535, odnosno u opsegu 150 - 230.

Tacnije, za vlazne mikrocCestice u statickim uslovima, u uslovima sa meSanjem 1 suve
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mikrocCestice u statickim uslovima, u fizioloSkom rastvoru gde je koncentracija jona

hlora 154 mM, odnos Cl/Ag je izracunat kao 154, 148 i 229 redom.

Prividni koeficijenti difuzije AgCle) i formi AgCI*- iz Ag/alginatnih mikrogestica u
fizioloSkom rastvoru odredeni u ovom radu su zavisili od uslova izvodenja
eksperimenata. Tako je za vlazne mikrocestice u statiCkim uslovima ovaj koeficijent bio
najveci iznosio je 3,9 x 1024 m? s dok je za suve Ag/alginatne mikrogestice ta vrednost

bila najmanja i iznosila je 2,9 x 10 m? st

Istovremeno je brzina oksidacije
nanocestica srebra bila obrnuto proporcionalna i najmanja u slucaju vlaznih
Ag/alginatnih mikrocestica u statiCkim uslovima, jer je transport jona hlora bio limitiran
difuzijom i kroz film te¢nosti, i kroz mikroCesticu. Najveéa brzina oksidacije
nanocestica srebra je bila u sluc¢aju suvih Ag/alginatnih mikrocestica koje u fizioloSkom
rastvoru naglo bubre $to dovode do konvektivnog prenosa jona hlora kroz Ag/alginatnu
matricu. Prema tome, sa povecanjem koeficijenta oksidacije u ispitivanim sistemima,
koeficijent difuzije AgCl*™Y- formi je opadao, verovatno zbog naglog i brzog talozenja

i rasta kristala AgCl(s) unutar Ag/alginatnih mikrocestica ¢ime je difuzija bila oteZana.

Mehanizam otpustanja srebra iz nanokompozitnih Ag/alginatnih hidrogelova je ispitan i
u uslovima relevantnim za implantaciju u meka tkiva. Uspostavljen je sistem u kome je
Ag/alginatni hidrogel bio u direktnom kontaktu sa alginatnim hidrogelom koji bi
predstavljao imitaciju mekog tkiva u okolini implantata. Pri tome je ovaj sistem
posebno relevantan za tretmane defekata hrskavice ¢ije povrSine mogu da dostignu
vrednosti od 2 - 3 cm? do 14 cm? (Kon i sar., 2013). Otpustanje srebra u ovim uslovima
je bilo malo i iznosilo svega 0,7 % od ukupne pocetne koli¢ine nanocestica srebra u
Ag/alginatnom disku. Ovaj mali procenat otpustenog srebra moze biti rezultat dobro
stabilisanih nanocestica u rastvoru alginata tokom elektrohemijske sinteze (Jovanovic i
sar., 2012). Tokom eksperimenta, u alginatnim diskovima su uoc¢eni agregati veli¢ine od
oko 400 nm. Slican fenomen je prikazan i u primeni komercijalene obloge za rane
“Acticoat™ flex 3” (Smith and Nephew, Velika Britanija) koja sadrzi nano¢estice srebra
koje su u direktnom kontaktu sa tkivom rane. U toj studiji je uoceno prisustvo
nanocestica srebra u okolnom tkivu i u ¢elijama ali to nije uticalo na zarastanje rane
(Rigo i sar., 2013). Takode, slicna zapazanja su objavljena i pri ispitivanju uticaja

nanocestica srebra na koren soje gde je uoceno taloZenje nanocestica srebra veli¢ine od
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20 — 50 nm na korenu i formiranje agregata veli¢ina od nekoliko mikrona do 25 um
(Quah i sar., 2015). Takode pokazana je i difuzija nanoCestica srebra iz okolnog rastvora
pocetne koncentracije od 1 mM ili 0,5 mM u hidrogel metakrilata daju¢i koncentracije
10 — 14 ug Ag g* gela nakon 6 dana (Gonzalez-Sanchez i sar., 2015). Autori su
pretpostavili da Cestice uglavnom ostaju na povrsini hidrogela, ali da, kako vreme
prolazi, migriraju i u unutras$njost hidrogela (Gonzalez-Sanchez i sar., 2015). Opisani
rezultati su sli¢ni rezultatima dobijenim u ovom radu gde je dobijena koncentracija
srebra od ~ 4 mg g gela ve¢ u pocetnoj fazi eksperimenta i nije se zatim mnogo
menjala u toku 14 dana, a najveci agregati nanocestica su primeéeni na izlozenoj
povrsini hidrogela. Stabilnost nanocestica srebra i slabo otpustanje dobijeno u ovom
radu pokazuju da Ag/alginatni hidrogelovi mogu imati potencijalnu primenu kao
antimikrobni implantati i prevlake. Tako je na primer pokazano da nanokompozitna
prevlaka od nanocestica srebra i polimera poli(DL-laktid-ko-glikolida) na implantima
na bazi Celika ispoljava antimikrobna i osteoinduktivna svojstva u in vitro i in vivo

uslovima (Liu i sar., 2012).

Potencijalna primena nanokompozitnih Ag/alginatnih hidrogelova je u ovoj doktorskoj
disertaciji ispitana i u pogledu dobijanja novih slozenijih materijala sa
multifunkcionalnim svojstvima. Tako su Ag/alginatne mikrocestice kao najjednostavniji
oblik za matemati¢ko opisivanje meSane sa rastvorima PLA 1 PVA kako bi se dobili
kompozitni filmovi. Ovi filmovi su atraktivni za primenu u pakovanju hrane zbog svoje
slabe propustljivosti za gasove i dobre mehani¢ke ¢vrstoce (Mutsuga i sar., 2008,
Piergiovanni i Limbo, 2010). Za tu primenu neophodno je odrediti migraciju i
otpustanje nanocestica 1 jona srebra iz pakovanja u hranu $to je definisano
odgovaraju¢im standardima. Stoga su u ovom radu dobijeni kompozitni PVA 1 PLA
filmovi sa nanokompozitnim Ag/alginatnim mikrocCesticama sa nanocesticama srebra
sintetisanim hidrotermalnom metodom kao jeftinom metodom, koja daje veliki prinos i
za koju je pokazano da daje odli¢nu kristalini¢nost nanocestica sa kontrolisanom
veli¢inom i morfologijom (Haw i sar., 2010). Dobijeni filmovi su zatim ispitani u
pogledu otpustanja srebra u simulantima hrane na bazi vode. Kao simulanti kori§¢eni
su: 3 % rastvor siréetne kiseline, destilovana voda, 10 % rastvor etanola 1 95 % rastvor

etanola prema standardu (Commission Regulation (EU) No 10/2011).
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Kao prvi korak ispitano je otpustanje srebra iz samih suvih Ag/alginatnih mikrocestica u
simulante za hranu, a potom su ti rezultati kori$¢eni pri ispitivanju otpustanja srebra iz

kompozitnih filmova.

Najvece otpusStanje srebra je bilo u rastvoru siréetne kiseline, $to je i pretpostavljeno i
prikazano u literaturi (Hauri i Niece, 2011, Goetz i sar., 2013, Song i sar., 2011). Ovaj
rezultat se moze objasniti brzom oksidacijom nanocestica srebra u kiseloj sredini
(Peretyazhko i sar., 2014). I na rezultate otpustanja srebra u ovoj eksperimentalnoj seriji
primenjen je model unutras$nje difuzije i odredeni su koeficijenti difuzije unutar suvih
Ag/alginatnih mikrogestica u opsegu 3 x 102 — 3 x 10 m? s za vodu i rastvore
etanola dok je za rastvor sir¢etne kiseline ova vrednost bila nesto veca i iznosila je ~ 1,5
x 10 m? s, Ove vrednosti su priblizno reda veli¢ine kao koeficijent difuzije odreden
za difuziju nanocestica srebra iz vlaznih Ag/alginatnih mikrocCestica sa elektrohemijski

sintetisanim nanodesticama koji je iznosio 1,27 x 1018 m? s,

Posto je dobijeno najvece otpuStanje srebra iz suvih Ag/alginatnih mikrocestica u
rastvoru siréetne Kiseline, ovaj medijum je izabran za ispitivanje kinetike otpustanja iz
PLA i PVA kompozitnih filmova na 20 °C tokom10 dana. Pocetna koncentracija srebra
u kompozitnim filmovima je bila 0,20 + 0,01 mg Ag g filma (0,020 + 0,001 mas. %)
Sto je znacajno niZze od maksimalne dozvoljene pocetne koncentracije srebra u filmu kao
materijalu za pakovanje hrane (5 mas. %) (Simon et al., 2008). Na rezultate otpustanja
primenjen je pojednostavljen model unutrasnje difuzije i koeficijenti difuzije srebra u
PLA i PVA kompozitnim filmovima u rastvoru siréetne kiseline su odredeni kao 1,60 x
10 m? st 2,56 x 10 m? s redom. Dobijena vrednost za PLA film je veoma bliska
vrednosti odredenoj za same suve Ag/alginatne mikroCestice u istom rastvoru (1,47 x
101" m? s7), to ukazuje na sliénu strukturu polimerne matrice. Koli¢ina otpustenog
srebra iz kompozitnih filmova je bila oko ~ 4 puta niza od koli¢ine otpustene iz
priblizno iste mase suvih Ag/alginatnih mikrocestica. Na taj na¢in, PLA 1 PVA film
sluzi kao barijera za otpusStanje nanocestica srebra. Sporije otpustanje 1 niza vrednost
koeficijenta difuzije u PVA filmovima u odnosu na PLA filmove nije ocekivana i
verovatno predstavlja eksperimentalnu greSku pogotovo zato sto su PVA filmovi bubrili

u svim ispitivanim vodenim rastvorima osim u 95 zap. % rastvoru etanola.
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Ipak, izmerene koncentracije otpustenog srebra u rastvoru sir¢etne kiseline (0,07 — 0,13
ug Ag g?) izlaze van okvira dozvoljenih regulativom propisanih vrednosti (0,05 pug Ag
g1). Sa druge strane, otpustene koncentracije srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova
u ostalim ispitivanim simulantima hrane u toku 10 dana su bile nize od propisane
vrednosti od 0,05 pg Ag g2, i oko ~ 3 puta nize od koncentracije srebra otpustene iz
suvih Ag/alginatnih mikroCestica. Pri tome je Koncentracija otpuStenog srebra iz
filmova u rastvorima etanola i vodi rasla sa porastom temperature $to je oc¢ekivano i

objasnjeno u literaturi (Sanches Silva i sar., 2007).

U literaturi se mogu naéi vrednosti koeficijenta difuzije nanocestica srebra iz raznih
pakovanja koje su uglavnom nize od vrednosti odredenih za PLA i PVA kompozitne
filmove u ovom radu. Tako su koeficijenti difuzije nanocestica srebra odredeni za
polietilen niske i visoke gustine iznosili oko 10° m? s, za polipropilen oko 102 m? s-
! a za PET ambalazu i polistiren su te vrednosti bile manje od 102 m? s (Simon i sar.,
2008). Koeficijent difuzije jona srebra iz PLA filmova sa sa pofetnom koncentracijom
nanocestica od 1 mas. % u izooktanu i 10 zap. % rastvoru etanola je odreden kao 4,5 X
102 m? s (Fortunati i sar., 2013). Dodavanjem celuloznih nanokristala sa povrsinski
aktivnom materijom u koncentraciji od 1 — 5 mas. % povecan je koeficijent difuzije jona
srebra iz PLA kompozitnih filmova od 1,7 x 102 m? s do 7,4 x 10 m? s (Fortunati i
sar., 2013). Ipak, u navedenom radu su otpustene koncentracije srebra nakon 10 dana
bile ve¢e od maksimalne dozvoljene regulativom od 0,05 mg kg? simulanta hrane
(Fortunati et al., 2013). Ispitivana je i difuzija jona srebra u simulante za hranu iz
kompozitnih PLA filmova koji su sadrzali 5 mas. % cestica zeolita veli¢ine 2,5 pm sa
adsorbovanim jonima srebra sa masenim udelom od 2,5 % (Fernandez et al., 2010).
Koeficijent difuzije jona srebra iz filmova u 95 mas. % rastvor etanola je bio 4,5 x 1078
m? s, u 10 mas. % rastvor etanola je bio 2,3 x 10" m? s, u destilovanoj vodi je bio
45 x 10 m? st i u 3 mas. % siréetnoj kiselini je bio 1,6 x 1013 m? s, a otpustene
koncentracije nakon 24 h su bile nize od dozvoljene osim u slu¢aju rastvora siréetne
kiseline (Fernandez i sar., 2010). Ovi rezultati su genearlno sli¢ni rezultatima dobijenim
u ovoj doktorskoj disertaciji pri ¢emu su vrednosti koeficijenta difuzije za 1 do 2 reda
veli¢ine bili visi. Pored ispitivanja migracije nanocCestica srebra u simulante hrane koji
su propisani regulativom od strane EU (Commission Regulation (EU) No 10/2011), u

nekim studijama je ispitivana migracija nanocestica srebra u uzorke hrane. Tako su
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vrednosti koeficijenta difuzije nanocCestica srebra iz polietilena u mleveno meso,
svinjski vrat i pile¢e meso iznosile ~10?* m? s, 10%® m2 st i 102 m? s, redom
(Sanches Silva i sar., 2007). U drugoj studiji, sa po¢etnom koncentracijom nanocestica
srebra od 0,5 - 5 mas. % u polivinilhloridu (PVC) za primenu u pakovanju hrane,
otpustene koncentracije srebra u pileée meso su bile 0,29 — 3,94 mg kg* (Cushen i sar.,
2013) sto je daleko iznad maksimalnih propisanih vrednosti. 1z navedenih rezultata se
moze zakljuciti da je otpustanje srebra iz kompozitnih filmova dobijenih u ovom radu u
opsegu literaturnih vrednosti pri ¢emu je potrebno blago sniziti koncentraciju srebra
kako bi otpustanje i u rastvoru sir¢etne kiseline kao simulantu hrane, bilo u dozvoljenim
vrednostima. Ipak, moguée je i da je metoda pripreme filmova isecanjem doprinela
vecem otpustanju srebra dobijenom u ovoj doktorskoj disertaciji do presecanja
Ag/alginatnih mikrocestica §to dovodi do brzeg otpusStanja srebra po obodu filmova. U
narednim istrazivanjima moguée je ograniciti difuziju po obodu filmova primenom
lepljivih traka koje bi sluzile kao ramovi ili izlivati polimere ta¢no po propisanoj

povrsini kako se filmovi ne bi sekli.

Kako je za primenu kompozitnih filmova potrebno da oni ne Stete hrani ali i da
ispoljavaju funkcionalnost odnosno antimikrobnu aktivnost, u ovom radu je ispitana
antimikrobna aktivnost na dva tipa bakterija: E. coli i S. aureus koriste¢i agar-difuzioni
test. PLA kompozitni fimovi su pokazali slab antimikrobni efekat prema soju S. aureus.
U literaturi je pokazano da relativno visoka koncentracija otpustenih jona srebra od oko
~ 5 mg Ag‘/kg moze posti¢i antimikrobne efekte, (Fernandez i sar., 2009). Ova
koncentracija srebra je ~ 100 puta ve¢a od maksimalne dozvoljene koncentracije (0,05
mg Ag/kg simulanta za hranu). Ipak, neki autori su pokazali da i male koncentracije
otpustenog srebra iz pakovanja za hranu od 0,01- 0,1 mg kg mogu uticati na rast
bakterija (Martinez-Abad i sar., 2012)

U ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da agar-difuzioni test nije pogodna metoda za
odredivanje antimikrobne aktivnosti PVA filmova koji su se izvijali u vlaznoj sredini.
Kao alternativnu metodu, moguce je koristiti metodu po japanskom standardu (Japanese
Industrial Standard JIS Z 2801) gde se na testirani materijal stavlja odredena zapremina
bakterijske suspenzije, a potom se preko tretiranog mesta stavlja antimikrobni plasti¢ni

film. Nakon inkubacije bakterijska suspenzija se ispira i zasejava na agar kako bi se
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izbrojale bakterijske kolonije. Ova metoda se ¢ini pogodnijom za testiranje

antimikrobne aktivnosti ispitivanog materijala u kontaktu sa hranom.
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6. ZAKLJUCAK



Predmet istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji su nanokompozitni alginatni
hidrogelovi sa nanocesticama srebra za potencijalnu primenu kao antimikrobnih
agenasa u medicini, ali i u pakovanju hrane sa posebnim fokusom na ispitivanje i
matematicko modelovanje na kinetike otpustanja srebra u razli¢itim uslovima.
Poznavanje mehanizma 1 kinetike otpuStanja nanoCestica 1i/ili jona srebra iz
nanokompozitnih materijala je znacajno kako sa stanovista funkcionalnosti materijala,
odnosno postizanja antimikrobne aktivnosti, tako i sa stanovis$ta odredivanja uticaja
ovih nanomaterijala na biolosku sredinu u organizmu kao i na zivotnu sredinu pri
njihovoj primeni. U ovoj disertaciji su posebno ispitivani Ag/alginatni hidrogelovi sa
elektrohemijski sintetisanim nanoc¢esticama srebra za potencijalnu primenu u oblogama
za rane 1 implantatima za meka tkiva, a takode 1 razvijeni i karakterisani kompozitni
PLA 1 PVA filmovi sa umetnutim Ag/alginatnim mikrocesticama dobijenim iz

koloidnog rastvora sintetisanog hidrotermalnom metodom.

Na osnovu dobijenh rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci

e Primenom obe ispitivane metode, elektrohemijskom i hidrotermalnom, uspes$no
su sintetisane sfericne nanoCestice srebra. Pri tome su elektrohemijskom
metodom u alginatu srednje viskoznosti dobijene nanocestice dimenzija ~ 4 nm,
u alginate niske viskoznosti ~ 30 nm, dok su hidrotermalnom metodom dobjene
nanocestice precnika ~ 17 nm.

e Jednostavnim razblazivanjem Ag/alginatnih koloidnih rastvora rastvorima Na-
alginata dobijaju se stabilni koloidni rastvori sa ouvanim nanocesticama srebra
u koncentraciji koja je proporcionalna razblaZzenju. Primenom hidrotermalne
metode viskoznost dobijenog koloidnog rastvora se smanjuje i iznosi oko 0,03
Pas.

e Hidrotermalnom metodom se pored nanocestica srebra dobijaju i veci agregati
koje je mogucée ukloniti centrifugiranjem. Radi povecanja efikasnosti ove
metode potrebna je dalja optimizacija parametara sinteze nanocestica.

e ElektrostatiCkom ekstruzijom Ag/alginatnih koloidnih rastvora su uspe$no
dobijene Ag/alginatne mikrocestice pri ¢emu su nanocCestice srebra ostale
ocuvane. Dobijene mikrocCestice su sadrzale oko 2 puta vecu koncentraciju

nanoCestica srebra u poredenju sa polaznim koloidnim rastvorom S§to se
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objasnjava kontrekcijom gela u toku geliranja. Elektrostatickom ekstruzijom
koloidnog rastvora sintetisanog hidrotermalnom metodom dobijene su
mikroc¢estice manjih dimenzija nego u slucaju koloidnog rastvora sintetisanog
elektrohemijskom metodom zbog niske viskoznosti koloidnog rastvora u prvom
slucaju.

Ispitivanja suSenja i rehidratacija Ag/alginatnih mikrocestica su pokazala da je
nakon susenja o¢uvano oko 90 % inicijalnih nanocestica, dok hidrogel zadrzava
kapacitet bubrenja i otpustanja nanocestica i jona srebra.

Ispitivanjem i matematickim modelovanjem kinetike otpustanja srebra iz vlaznih
i suvih Ag/alginatnih mikrocestica sa elektrohemijski  sintetisanim
nanocesticama srebra u vodi i u razli¢itim hidrodinami¢kim uslovima utvrdeno
je da je unutrasnja difuzija nanocCestica limitirajuci korak.

Koeficijenti difuzije nanoCestica srebra u matrici alginatnog hidrogela u
Ag/alginatnim mikrodesticama je odreden kao 1,27 x 108 m? s u uslovima sa
mesanjem tecnosti dok je u statickim uslovima ova vrednost iznosila oko (4,6 —
49)x 10 m?s?t

Na osnovu eksperimentalnih istrazivanja kinetike otpuStanja srebra iz
Ag/alginatnih mikrocestica sa elektrohemijski sintetisanim nanocesticama srebra
u fizioloski rastvor postavljen je 1 uspesno primenjen matematicki model koji je
uklju¢io difuziju nanocestica kroz alginatnu matricu, reakciju oksidacije
nanodestica i reakciju sa jonima hlora i difuziju nagradenih AgClx *Y- formi.
Konstante oksidacije nanocestica srebra su zavisile od hidrodinamickih uslova
tako da su za vlazne Cestice u Ag/alginatnim mikrocesticama i u uslovima
mesanja iznosile 2,2 x 10° s 6,8 x 10° s, redom, dok je za suve Ag/alginatne
mikrocestie ova konstanta iznosila 22 x 10® s, Sa druge strane, koeficijenti
difuzije nagradenih formi AgCL*Y su se menjali obrnuto proporcionalno i
iznosili su (39; 2,11 0,045) x 10> m? s, redom. Ovi rezultati su ukazali na brzu
reakciju nanocestica srebra sa jonima hlora u suvim mikrocesticama verovatno
usled brzeg prenosa ovih jona u toku bubrenja mikrocestica. Shodno tome, i
nagradene forme AgCl*D- su bile manje pokretne predstavljaju¢i verovatno

precipitat so AgCI.
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Ispitivanjem i matematickim modelovanjem kinetike otpuStanja srebra iz suvih
Ag/alginatnih mikrocCestica dobijenih od koloida sintetisanog hidrotermalnom
metodom u simulante za hranu na bazi vode odredeni su prividni koeficijenti
difuzije nanocestica srebra u alginatnoj matrici u razli¢itim rastvorima na 20 °C.
Pri tome su te vrednosti iznosile: 1,47 x 10" m?s™ u 3 zap. % rastvoru siréetne
kiseline, 0,33 x 108 m?s u destilovanoj vodi, 0,32 x 10° m?110 zap. %
rastvoru etanola, 0,37 x 10™° m?s™ 95 zap. % rastvoru etanola, redom. Najveéa
vrednost odredena za rastvor siretne kiseline odgovara brzoj oksidaciji
nanocestica u kiseloj sredini, a time 1 brzoj difuziji nanocestica i jona srebra,
odnosno ve¢em prividnom koeficijentu difuzije.

Uspesno su dobijeni i1 karakterisani PLA 1 PVA kompozitni filmovi sa
umetnutim Ag/alginatnim mikrocesticama sa nanocesticama srebra sintetisanim
hidrotermalnom metodom. Filmovi su bili debljine oko 270 um, a mikrocestice
SU na osnovu analize preseka filmova bile sadrzane najve¢im delom unutar
filmova. Takode, utvrdeno je da nanoCestice srebra ostaju ocuvane unutar
Ag/alginatnih mikrocestica u filmovima.

Ispitivanjem kinetike i matematickog modela otpuStanja srebra iz PLA
kompozitnih filmova u 3 zap. % rastvoru siréetne kiseline odreden je koeficijent
difuzije od 1,6 x 10" m? s koji odgovara vrednosti odredenoj za Ag/alginatne
mikrocestice u ovoj sredini.

Izmerene koncentracije otpustenog srebra iz PLA i PVA kompozitnih filmova u
ispitivanim simulantima za hranu nakon 10 dana u stati¢kim uslovima na 4, 20 i
40 °C, su pokazale da su niZze od maksimalno dozvoljene koncentracije srebra u
jonskom obliku koja je propisana po standardima Evropske Unije (< 0,05
mg/kg), osim u sluéaju 3 zap. % rastvoru siréetne kiseline koja je bila nesto
veca. Ovaj rezultat ukazuje na potrebu blage modifikacije koncentracije
nanocestica srebra u kompozitnim filmovima kako bi otpustanje srebra i u ovom
simulantu hrane bilo u opsegu dozvoljenih koncentracija.

Ipitivanje antibakterijske aktivnosti PLA i PVA kompozitnih filmova na dva
soja bakterija: S.aureus i E. coli je pokazalo slabo ali ipak uocljivo dejstvo PLA
filmova na soju S.aureus pojavom inhibicione zone §irine oko 1 mm, dok na

soju E. coli nije imalo nikakav efekat. U slucaju PVA kompozitnih filmova, u
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ispitivanom testu nije bilo moguce zakljuciti da li ovi filmovi ispoljavaju
antimikrobnu aktivnost posto je doslo do bubrenja filmova i uvijanja. Agar-
difuziona metoda nije pogodna za ispitivanje antimikrobne aktivnosti PVA
kompozitnih filmova.

e [spitivanje migracije nanoCestica srebra iz Ag/alginatnih diskova u alginatne
diskove pri direktnom kontaktu tokom 14 dana je pokazalo da se migracija
najvecim delom odvija u pocetku ispitivanja tako da ukupna koncentracija srebra
u alginatnim diskovima ostaje priblizno konstantna. Pri tome su na povrsini
diskova uoceni veéi agregati dok su u unutrasnjosti rasporedeni manji agregati
pre¢nika oko 400 nm pri tome je ukupno otpustena koli¢ina srebra iznosila oko
0,7 % pocetne kolic¢ine. Ovaj eksperiment je predstavljao simulaciju
implantacije Ag/alginatnog diska nevaskularizovano tkivo, ukazuju¢i na
zadrzavanje srebra odnosno sterilnosti tokom implantacije.

e Ispitivanje kinetike otpusStanja srebra iz pakovanog sloja Ag/alginatnih
mikrocCestica pri kontinualnom protoku vode je pokazalo da pored difuzije
nanocestica dolazi i do spiranja nanocCestica srebra iz mikrocestica. Primenom
matematickog modela koji je ukljucio i konvektivni prenos i izracunata je brzina
proticanja vode kroz hidrogel od 4,6 x 10° m s. Sto odgovara ~ 6 x 10 % od
ukupnog protoka vode kroz pakovani sloj. Ipak, ova mala vrednost intersticijalne
brzine je bila dovoljna da izazove znacajno vece otpustanje srebra iz hidrogela u
odnosu na staticke uslove. Ovaj eksperiment je relevantan za potencijalnu

primenu Ag/alginatnih hidrogelova kao implantata u vaskularizovana tkiva.

Generalno, istrazivanja i rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji daju doprinos
razvoju novih nanokompozitnih hidrogelova sa nanocesticama srebra i to posebno u
opisivanju mehanizma 1 kinetike otpustanja srebra u razli¢itim uslovima relevantnim za
medicinsku primenu u oblogama za rane i implantatima za meka tkiva. Dodatno ova
teza ima i prakti¢an doprinos u razvoju hidrotermalne metode sinteze nanocestica srebra
u rastvoru Na-alginata kao i razvoju novih antimikrobnih kompozitnih polimernih

filmova atraktivnih za primenu u pakovanju hrane.
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7.3. SPISAK OZNAKA

] dinamic¢ka viskoznost amorfne faze polimera

a polupre¢nik nanocestice koja difunduje

A ukupna povrsina svih mikrocestica

Ap specifi¢ni parametar polimera

Cax koncentracije komponente A koja se menja u x pravcu

C srednja koncentracija supstance koja se prenosi u hidrogelu

Con pocetna koncentracija nanocestica u polimeru

c koncentracija ukupnog srebra u Ag/alginatnoj mikrocestici,

Cm koncentracija ukupnog srebra u medijumu

Cn koncentracija nanocestica srebra i/ili jona u mikrocesticama

Cs koncentracija AgCl*™Y" formi unutar Ag/alginatnih mikrogestica
Cmo pocetna koncentracija srebra u medijumu,

(c(b)) ukupna koncentracija srebra u mikroc¢esticama

(c,) srednja koncentracija nanoGestica srebra u Ag/alginatnim
mikrocCesticama

<CS> srednja koncentracija AgCl*™Y" formi u Ag/alginatnim mikro¢esticama
ra brzina hemijske reakcije nastajanja komponente A

D, koeficijent ograni¢ene konvekcije kroz hidrogel,
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Dag

koeficijent difuzije supstance kroz plocu

efektivan koeficijent difuzije nanocestica srebra i/ili jona kroz alginatni

hidrogel

koeficijent difuzije ili molekulska difuzivnost komponente A kroz

komponentu B

Dn
Ds
Dp*
Kn

Ke

Kd

unutar

ks

Mr

Na

koeficijent difuzije nanoCestica srebra i/ili jona kroz alginatnu matricu
prividni koeficijent difuzije AgCL*Y- formi u alginatnoj matrici
koeficijent difuzije supstence u polimeru

konstanta nestajanja nanocestica srebra usled oksidacije

odnos brzine Cestice i fluida u slucaju kada je difuzivnost zanemarljiva, a
rastvorena supstanca se posmatra kao slobodna i uniformno

suspendovana.

koeficijent ograni¢ene difuzivnosti 1 predstavlja odnos difuzivnosti

hidrogela i difuzivnosti slobodne supstance u rastvoru
Bolcmanova konstanta
debljina ploce.
koli¢ina neke supstance otpustene nakon nekog vremena t
koli¢ina neke supstance otpustene nakon beskona¢nog vremena
relativna molekulska masa supstance koja migrira

molski fluks komponenete A

ukupan broj mikrocestica
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Nt

No

Ar

Sx

Ve

Vm

koli¢ina otpustenog srebra u medijumu u toku vremena t

maksimalna koli¢ina srebra koja moze biti otpustena iz Ag/alginatnih

mikrocestica

broj nanocestica koje mogu biti otpustene iz polimera u medijum
poluprecnik sfere.

radijus od centra Ag/alginatne mikroCestice

korak prostorne promenljive r

ukupna povrsina polimera izlozena simulantu za hranu
povrsina popre¢nog preseka sloja

apsolutna temperature kojoj je sistem izlozen
intersticijalna brzina.

povrsinska brzina fluida

ukupna zapremina svih mikrocestica

zapremina Ag/alginatne mikrocestice

zapremina medijuma

protok fluida

srednja brzina strujanja fluida kroz hidrogel

aksijalna koordinata

duzina cilindri¢nog hidrogela
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2. AytopcTBo — HekomepuumjanHo. [Jo3sorbagate YMHOXaBake, AucTpubyumjy 1 jaBHo
caonwiTaeare fena, v npepaae, ako ce HaBege uUMe ayTopa Ha HauMH oapeReH of
CTpane ayTopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOrbaBa KoMepumjanHy
yrnoTtpeby gena.

AYTOPCTBO - HekomepuujanHo — 6Ge3 npepape. [o3Borbasate YMHOXaBake€,
[ucTpubyunjy u jaBHo caonwwiTaBake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wnu
ynoTpebe Aena y cBOM [eny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeReH of
CTpaHeé ayTopa unu fasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KoMepuwjanHy
ynotpeby gena. ¥ ogHocy Ha cBe ocTane fuLeHLe, OBOM MULEHLIOM Ce orpaHu4asa
Hajsehun o6um npaea kopulwheka aena.

4. AYTOpPCTBO - HEKOMEPLUMjanHO — AenuTh Mog UCTUM ycrnosuma. [os3sorbaBaTe
yMHOXaBar-e, AUCTPUBYLMjy 1 jaBHO caoniTaBake Aena, U npepajae, ako ce HaBeae
MMe ayTopa Ha Ha4vH oapefeH of cTpaHe ayTopa WM AaBaola NULEHLE W ako ce
npepaga AucTpubyupa nog WCTOM WM CRIMYHOM nuueHLoMm. OBa nUUeHUa He
A03BOIbaBa KOMepUujanHy ynoTtpeby gena v npepaaa.

5. AytopcTBo — 6es npepage. [osBorbaBate yMHOXaBak-e, AncTpudyumjy 1 jaeHo
caonwitasake aena, bes npomera, npeobnukosara Unu ynotpebe gena y ceBoMm Aeny,
aKko ce HaBede Mme ayTopa Ha HauvH ofpefleH of cTpaHe ayTopa unu aasaoua
nuueHue. Osa nuueHUa Ao3BorbaBa koMepuujanHy ynotpeby fena.

6. AyTOpCTBO - [enuTM nog WCTUM ycroBuMma. [lo3BorbasaTte YMHOXaBakse,
AVCTPUOYLIMjY 1 jaBHO caonwTaBake [ena, U Npepaae, ako ce Hasefe UMe ayTopa Ha
Ha4uH oapefeH of cTpaHe ayTopa unn faBaoua NUUEHLE M ako ce npepasja
AvcTpuOyupa noa MCTOM WNW CRMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua 003BOSbaBa
KomepLujanHy ynoTtpeGy gena u npepaga. CrvyHa je codTBEPCKUM MMUUEHLaMa,
0HOCHO NUUEHLIama OTBOPEHOr Koaa.
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