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SAŽETAK 

 

Do sada, mali broj istraţivanja posvećen je utjecaju dvovalentnih metalnih iona na 

strukturu i svojstva hidrogelova kitozana. S toga je cilj ovog rada pokazati kako se dodatkom 

dvovalentnih metalnih iona u dozvoljenim granicama toksiĉnosti moţe manipulirati 

strukturom, fizikalnim i biološkim svojstvima hidrogelova kitozana. 

Kitozan je netoksiĉan, biokompatibilan i biorazgradivi polimer koji se moţe koristiti 

kao nosaĉ u podruĉju tkivnog inţenjerstva. Ovisno o stupnju deacetilacije i molekulskoj masi 

polimera, dodatkom bakrovih i cinkovih iona (Cu
2+

 i Zn
2+

) dobivaju se hidrogelovi definirane 

strukture. Potencijalna metoda priprave hidrogelova kelata kitozan – metalni ion s toĉno 

odreĊenom strukturom je proces keliranja. 

U eksperimentalnom dijelu rada, korištene su dvije vrste kitozana: srednje (C1) i visoke 

(C2) molekulske mase. Kao metalni prekursori korištene su soli acetata bakra i cinka, dok su 

koncentrirana otopina natrijevog hidroksida te zasićena atmosfera amonijaka sluţili kao 

neutralizirajući agensi. UV-Vis spektroskopska analiza otopina ukazala je na nastanak kelata 

kitozan – metalni ion. Pripremljeni hidrogelovi postupkom liofilizacije prevedeni su u nosaĉe 

i kserogelove koji su okarakterizirani primjenom infracrvene spektroskopske analize s 

Fourierovim transformacijama (FTIR) i kvalitativnom rendgenskom difrakcijskom analizom 

(XRD). Morfologija i mikrostruktura uzoraka istraţena je pomoću pretraţnog elektronskog 

mikroskopa (SEM). Provedene analize ukazuju na interakcije Cu
2+

 i Zn
2+

 iona s amino i 

hidroksilnim skupinama polimera, kao i na nastanak anorganskih kristalnih faza kada je 

gelirajući agens otopina NaOH. Test citotoksiĉnosti pokazao je da su kelati kitozana s 

bakrovim(II) ionima koncentracije veće od 3 mmol dm
-3

 citotoksiĉni za Hek293 stanice, dok 

uzorci s cinkovim(II) ionima za sve istraţivane koncentracije nisu pokazali citotoksiĉna 

svojstva. 

 

Ključne riječi: kitozan, keliranje, metalni ioni, mikrostruktura, citotoksiĉnost. 

  



 

SUMMARY 

 

Chitosan based materials as chelating agents 

 

Up till now, a small number of studies were focused on the influence of divalent metal 

ions on the structure and properties of chitosan hydrogels. The aim of this work was to 

manipulate the physical and biological properties of chitosan’s hydrogels by the addition of 

divalent metal ions at non-toxic concentrations. 

Chitosan is a non-toxic, biocompatible and biodegradable polymer which can be used as 

a scaffold in tissue engineering. Depending on the degree of deacetylation and molecular 

weight of polymer, hydrogels with specific structures can be produced by the addition of 

copper and zinc ions (Cu
2+

 and Zn
2+

). As a potential method, the chelation process can be 

used to prepare hydrogels of chelate chitosan – metal ion with defined structure. 

In the experimental part of this work, two types of chitosan were used: medium (C1) 

and high (C2) molecular weight. Copper and zinc acetate were used as metal precursors, 

while concentrated solution of sodium hydroxide and saturated ammonia atmosphere were 

used as the neutralisation agents. The UV-Vis spectrophotometric analysis of the chitosan–

M
2+

 solutions indicated the formation of corresponding chelates. The prepared hydrogels were 

transformed into scaffolds and xerogels by the lyophilisation method and characterized by 

Fourier transform infrared spectroscopic analysis (FTIR) and qualitative X-ray diffraction 

analysis (XRD). The morphology and microstructure of the samples were investigated by 

scanning electron microscopy (SEM). The analyses indicated interactions of Cu
2+

 and Zn
2+

 

ions with amino and hydroxyl groups of the polymer, as well as the formation of inorganic 

crystalline phases with the NaOH as gelling agent. The cytotoxicity test confirmed that 

chelates with the concentration of copper(II) ion higher than 3 mmol dm
-3

 were cytotoxic for 

Hek293 cells, whereas chelates with zinc(II) ions of whole investigated concentration range 

did not show cytotoxic properties. 

 

Keywords: chitosan, chelation, metal ions, microstructure, cytotoxicity. 
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1 UVOD  

Posljednjih godina velika se paţnja pridaje istraţivanjima interakcija izmeĊu 

biorazgradivih nosaĉa temeljenih na prirodnim polisaharidima i terapeutskih proteina. 

Najĉešće korišteni polisaharidi su hitin te njegov derivat kitozan zbog velike 

biokompatibilnosti, biorazgradivosti i netoksiĉnosti. Do interakcija izmeĊu kitozana i 

terapeutskih peptida, proteina, DNA (deoksiribonukleinska kiselina) itd. dolazi uslijed 

prisutnosti velikog broja (protoniranih) amino te hidroksilnih skupina. Zbog toga je polimer 

pronašao široku primjenu u inţenjerstvu tkiva, kao i u lijeĉenju rana gdje protonirane amino 

skupine polimera privlaĉe negativno nabijene proteine plazme što je praćeno adhezijom i 

nastajanjem tromba, tj. koagulacijom krvi [1,2]. Protoniranjem –NH2 skupina kitozan postaje 

polielektrolit, a kada otopina polimera doĊe u kontakt s luţinom, uslijed fizikalnog umreţenja 

prelazi u oblik hidrogela [3].  

Nadalje, jedna od glavnih primjena kitozana i njegovih derivata temelji se na njihovoj 

sposobnosti da snaţno veţu teške i toksiĉne metalne ione [4]. Kitozan u kiselom mediju ima 

kationski karakter koji dopušta otapanje polimera i oblikovanje te elektrostatsko privlaĉenje s 

anionskim komponentama (što je primijenjeno u procesima adsorpcije). U neutralnom mediju 

deprotonirane amino skupine omogućavaju keliranje metalnih kationa ili organskih tvari. Ova 

svojstva koriste se u razliĉitim znanstvenim podruĉjima kao što su obnova metala, 

koagulacija-flokulacija organskih komponenti, a ĉisti polimer moţe se koristiti kao adsorbens 

u ĉvrstom stanju za pesticide, lijekove itd. Budući da toplinskom razgradnjom kitozana ne 

nastaju štetne tvari, kitozan se smatra ekološki prihvatljivijim materijalom u odnosu na 

konvencionalne sintetiĉke smole [5]. Uslijed kationske prirode polimera, kitozan se moţe 

upotrijebiti i u osjetljivim kolorimetrijskim senzorima za razliĉite analite [6]. 

U današnje vrijeme, većina istraţivanja usmjerena je na primjenu kelata na temelju 

kitozana s metalnim ionima (proĉišćavanje otpadnih voda, industrijski katalizatori, mekani 

kompozitni materijali itd.), dok je manji dio istraţivanja posvećen dizajniranju hidrogelova s 

hijerarhijskom strukturom. Jaki afinitet izmeĊu kitozana i metalnih iona vodi prijelazu iz 

orijentirane (usmjerene) u višeslojnu strukturu, dok slabi afinitet vodi ka kompozitnom gelu s 

in situ nastalim anorganskim ĉesticama [3]. 

S obzirom na manjak istraţivanja utjecaja dvovalentnih metalnih iona na strukturu i 

svojstva hidrogelova kitozana, ovaj rad usmjeren je na pripravu stabilnih hidrogelova uz 

pomoć keliranja. Cilj ovog rada je prikazati kako manipulirati strukturom, fizikalnim i 
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biološkim svojstvima hidrogela kitozana dodatkom dvovalentnih metalnih iona u dozvoljenim 

granicama toksiĉnosti. Primjenom vrlo niskih koncentracija prijelaznih metala, bakra i cinka, 

moţe se dobiti toĉno definirana struktura hidrogela kitozana koji potencijalno moţe posluţiti 

kao nosaĉ u podruĉju tkivnog inţenjerstva. 
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2 OPĆI DIO 

2.1 Hidrogel 

Gelovi se obiĉno definiraju kao razrijeĊeni umreţeni sustavi te se u stabilnom stanju 

dijele prema svojstvu teĉenja na slabe i jake. Hidrogelovi su trodimenzijske mreţe nastale od 

sintetskih ili prirodnih polimera koje mogu apsorbirati i zadrţati veliku koliĉinu vode. 

Struktura hidrogela nastaje zbog hidrofilnih skupina ili domena prisutnih u polimernoj mreţi 

nakon hidratacije u vodenoj okolini [7]. 

Najvaţnija svojstva hidrogela su propusnost, kapacitet zadrţavanja vode (bubrenje) i 

biokompatibilnost. Uslijed znaĉajnog sadrţaja vode, hidrogelovi imaju stupanj fleksibilnosti 

sliĉan onom prirodnih tkiva. To se moţe dodatno kemijski modificirati promjenom polarnosti, 

površinskih i mehaniĉkih svojstava te stupnja bubrenja [7]. TakoĊer, svojstvo bubrenja 

hidrogelova usko je povezano i s mehaniĉkim svojstvima kao što su modul elastiĉnosti i 

modul smicanja [8].  

Hidrogelovi mogu reagirati na podraţaje iz okoline u kojoj se nalaze. Do promjene 

volumena i svojstava bubrenja moţe doći promjenom temperature, pH vrijednosti medija, 

prisutnosti elektrolita, odnosno elektriĉnog polja ili pak svjetlosti [7]. 

Hidrogelovi mnogih sintetskih i prirodnih polimera proizvode se za primjenu u tkivnom 

inţenjerstvu za oporavak oštećenih tkiva, farmaceutskom i biomedicinskom podruĉju. Uslijed 

visoke sposobnosti apsorpcije vode, biokompatibilnosti, odliĉnih mehaniĉkih svojstava i 

sliĉnosti s mekim biološkim tkivom, hidrogelovi se mogu koristiti za lijeĉenje rana, kao 

sustavi za dostavljanje lijekova za kontrolirano i neprestano otpuštanje aktivnih supstanci, u 

poljoprivredi, transdermalnim sustavima te kao dentalni materijali, implantati, injekcijski 

polimerni sustavi itd. Prirodni polimeri, posebice polisaharidi kao što su kitozan, pektin, 

natrijev alginat i škrob, dobro su razvijene matrice za pripremu hidrogelova za razliĉite 

zahtjeve [7-9]. Do sada je istraţeno i razvijeno niz metoda priprave hidrogelova na temelju 

prirodnih i sintetskih polimera, a u nastavku će se predstaviti najĉešće korištene metode za 

podruĉje tkivnog inţenjerstva. 

2.1.1 Injekcijski polimerni sustavi 

Injekcijski hidrogelovi imaju mnoge prednosti kao što su oblikovanje u kalupu, veća 

bioadhezija, manje invazivni postupak ugradnje te mogu pruţiti pogodan mikrookoliš za rast i 

razvoj stanica. TakoĊer, imaju mehaniĉka i strukturna svojstva sliĉna mnogim tkivima te 
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potencijalno mogu oponašati okoliš izvanstaniĉne matrice. U njih mogu biti i inkapsulirane 

(nano)ĉestice lijekova, faktori rasta ili bioaktivne komponente koje se mogu kontinuirano 

otpuštati [9]. 

Mogućnost injektiranja lijeka ugraĊenog u polimer na odreĊeno mjesto te mogućnost 

polimera da stvara poluĉvrstu matricu za lijekove ima mnoge prednosti: jednostavnija 

primjena, lokalizirana dostava (na specifiĉno mjesto), produţeno vrijeme dostave lijeka, 

smanjene doze (uz smanjenje neţeljenih nuspojava vezanih uz sustavnu dostavu lijeka) te 

poboljšana iskustva pacijenta. Zbog toga se sve više prouĉavaju mnogi in situ polimerni 

sustavi za dostavljanje lijekova [10].  

Poluĉvrsti injekcijski implantatni sustavi podijeljeni su u ĉetiri skupine i to prema 

mehanizmu postizanja in vivo (in situ) oĉvršćivanja. Prva skupina su plastomerne paste, 

odnosno polimerni sustavi koji se u tijelo injektiraju u rastaljenom obliku, a hlaĊenjem na 

temperaturu tijela prelaze u poluĉvrsto stanje. Drugu skupinu ĉine in situ umreţeni sustavi 

koji mogu nastati razliĉitim metodama, stvarajući ĉvrsti polimerni sustav ili gel. To ukljuĉuje 

reakcije umreţivanja inicirane toplinom ili apsorpcijom fotona (uz pomoć zraĉenja), odnosno 

ionskim interakcijama izmeĊu malih kationa i polimernih aniona (geliranje posredovano 

ionima). Injekcijski implantatni sustavi nastali in situ taloţenjem ĉine treću skupinu. 

Taloţenje moţe biti potaknuto uklanjanjem otapala, promjenom temperature ili promjenom 

pH vrijednosti medija. Zadnja skupina injekcijskih sustava nastaje in situ oĉvršćivanjem 

organogelova koji su sastavljeni od amfifilnih lipida netopljivih u vodi (bubre u vodenom 

mediju te daju razliĉite oblike liotropnih tekućih kristala). U tablici 1 dani su primjeri najĉešće 

korištenih komponenata za sustave za dostavu lijekova te su navedeni glavni nedostatci, a u 

tablici 2 navedeni su naĉini geliranja te dani primjeri tako dobivenih sustava na temelju 

kitozana kao polimerne matrice budući da se hidrogelovi na temelju kitozana intenzivno 

istraţuju za razliĉite primjene u dostavljanju enzima, proteina i lijekova [8,10]. 
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Tablica 1. Biorazgradivi sustavi za dostavu lijekova [10]. 

SUSTAV ZA DOSTAVU LIJEKOVA NEDOSTATCI KOMPONENTE 

1. Plastomerne paste 
- visoka temperatura 

tijekom injektiranja 

- PLA, PLGA, PCL 

- inicijator: alkoholi 

2. 
In situ umreženi 

sustavi
A
 

Duromeri 

- neprihvatljiva koliĉina 

otpuštene topline tijekom 

reakcije 

- naglo otpuštanje lijeka 

- toksiĉnost neizreagiranih 

monomera 

- oligomeri: PLA, 

PDLLA i PCL 

- inicijator: polioli 

- sredstvo za 

oĉvršćivanje: peroksidi 

Foto-umreţeni 

gelovi 

- skupljanje i lomljivost 

polimera uslijed visokog 

stupnja umreţivanja 

- PGA, PLA, PCL, PEG 

- inicijator: izvor 

svjetlosti (laser, UV), 

eozin boja 

Geliranje 

potaknuto ionima 

- kratak rok uporabe 

- naglo otpuštanje lijeka 

- dugo vrijeme razgradnje 

- alginat s Ca
2+

 ionima 

kao gelirajućim agensom 

3. 
In situ taloženje 

polimera
B,C

 

Uklanjanjem 

otapala 
- naglo otpuštanje lijeka  

Taloţenjem 
- primjena organskih 

otapala 
 

Temperaturno 

potaknut prijelaz 

sol – gel 

- stabilnost ulja i ĉistoća 

voskova 

- NIPAAM, PEG, PLA, 

PLGA i kitozan 

4. Organogelovi 

- izostanak podataka o 

toksiĉnosti 

- fazno razdvajanje 

- ulje kikirikija, pĉelinji 

vosak 

A
 kao katalizator koristi se kositrov 2-etilheksanoat 

B
 općeniti nedostatak ovih sustava je naglo otpuštanje lijeka 

C
 komponente koje se koriste su PDLLA, PCL i PLA, a otapala su dimetil-sulfoksid (DMSO) 

ili N-metil-2-pirolidon (NMP) 
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Tablica 2. Naĉini geliranja i pripadajući polimerni sustavi na temelju kitozana. 

 

Hidrogelovi na bazi kitozana pronašli su veliku primjenu uslijed jedinstvenih svojstava: 

biorazgradivost, biokompatibilnost i bioaktivnost. TakoĊer, kitozanski hidrogelovi 

predstavljaju jednostavan pristup pripremi suhih materijala kao što su nosaĉi (engl. scaffold), 

za lijeĉenje rana te sredstva za fiksiranje (uĉvršćivanje) prijeloma kostiju [3]. Jedan od naĉina 

pripreme suhih materijala na temelju kitozana je i liofilizacija. 

2.1.2 Liofilizacija 

Liofilizacija (engl. lyophilization ili freeze-drying) je ekološki prihvatljiv postupak 

dobivanja suhih materijala na nano-razini kao što su aerogelovi, viskeri [16] i ĉestice [17]. 

Postupak se temelji na uklanjanju vode iz zaleĊenog uzorka procesima sublimacije i 

desorpcije u vakuumu, a moţe se podijeliti u tri stupnja. Prvi stupanj je zaleĊivanje (engl. 

freezing, solidification). Tijekom ovog stupnja dolazi do hlaĊenja otopine (suspenzije) te 

stvaranja kristala leda otapala. Mali dio vode (otapala) koji ostane u tekućem stanju (ne zaledi 

se) naziva se vezana voda. Drugi stupanj je primarno sušenje (engl. primary drying) koje se 

temelji na sublimaciji leda iz zaleĊenog materijala. Na kraju ovog koraka stvorena je porozna 

struktura, a pore odgovaraju prostoru gdje je bio led. Treći, završni, stupanj je sekundarno 

sušenje (engl. secondary drying), odnosno desorpcija nezaleĊene vode [17]. 

Nedostatak metode je pojava velikih naprezanja tijekom procesa zaleĊivanja i sušenja. 

TakoĊer, postupak dobivanja materijala je vremenski (relativno) dugotrajan i skup [17]. 

Liofilizacija se koristi za poboljšanje stabilnosti razliĉitih farmaceutskih produkata 

(virusi, peptidi, proteini [18]) te nosaĉa (liposomi, nanoĉestice, nanoemulzije) [17]. Općenito, 

VRSTA GELIRANJA SUSTAV REFERENCE 

Geliranje fotopolimerizacijom (UV 

zraĉenje) 
Kitozan/laktoza/azidne skupine [11] 

Ionsko umreţivanje (geliranje) Kitozan/TPP [12] 

Temperaturom potaknuto geliranje 

Kitozan/β-glicerofosfat [11] 

Kitozan/NaHCO3 [13] 

TOCNF/kitozan/glicerofosfat [14] 

Geliranje izazvano promjenom pH 

vrijednosti medija 

Kitozan/gliceril monoeleat [11] 

N-karboksietil kitozan [15] 
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postupak je pogodan za biološke, biokemijske, farmaceutske i prehrambene proizvode koji ne 

smiju biti izloţeni toplini kako bi se uklonila voda iz njihovih struktura, a koja je pogodan 

medij za razvoj mikroorganizama [19]. TakoĊer, ovakav postupak omogućuje pripremu suhih 

nosaĉa odreĊene strukture i poroznosti koja ostaje stabilna u mokrom okruţenju, odnosno u 

obliku hidrogela. 

2.2 Kitozan 

Kitozan je prirodni, pozitivno nabijeni polisaharid, monomernih jedinica 2-amino-2-

deoksi-D-glukoza meĊusobno povezanih β-(1→4) vezama [20] koji se dobiva deacetiliranjem 

hitina (40 – 50 %-tnom otopinom natrijevog hidroksida; slika 1) [21,22]. Prisutan je u 

staniĉnim stijenkama većine gljiviĉnih biomasa (npr. Mucorales), kutikuli insekata i u 

ljušturama rakova (koji predstavljaju glavni izvor za industrijsku proizvodnju). Topljiv je u 

razrijeĊenim slabim (mravlja, octena, laktidna, jantarna, jabuĉna kiselina itd. [22]) te nekim 

razrijeĊenim jakim kiselinama (nije topljiv u sumpornoj i fosfornoj kiselini) [5]. 

 

Slika 1. Dobivanje kitozana iz hitina [22]. 

Netoksiĉan je za stanice sisavaca [22], biokompatibilan i biorazgradivi polimer koji se 

koristi za biomedicinske primjene kao što su lijeĉenje rana, tkivno inţenjerstvo, implantati te 

u dostavljanju lijekova zahvaljujući biološkoj aktivnosti: antimikrobna, antitumorska i 

hemostatska aktivnost. Ostala podruĉja primjene kitozana ukljuĉuju farmaceutsku i 

prehrambenu industriju te biotehnologiju. Antimikrobna svojstva omogućuju i primjenu 

kitozana u zaštiti bilja kao prirodnog dezinficijensa protiv vodenih patogena. Antibakterijska 

svojstva kitozana temelje se na reakciji polimera sa staniĉnom stjenkom i membranom 

mijenjajući njezinu propusnost te izmjenu tvari [20,23]. Osim do sada spomenutih primjena 

na temelju polikationske prirode, kitozan se još primjenjuje i u proĉišćavanju otpadnih voda, 

keliranju prijelaznih metala, stvaranju koacervata za prihvaćanje stanica te u poljoprivredi za 

premazivanje sjemena kako bi se poboljšali prinosi [24]. 
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2.2.1 Stupanj deacetilacije i molekulska masa 

Stupanj deacetilacije (engl. degree of deacetylation, DD) kitozana smatra se vaţnim 

svojstvom u odreĊivanju fizikalno-kemijskih i bioloških svojstava kao što su kristaliĉnost, 

hidrofilnost, razgradnja polimera te sposobnost vezanja bioloških molekula. Definira se kao 

(jednadţba 1) [25]: 

 DD   
 GlcN

 GlcN    GlcNAc

 (1) 

gdje je NGlcN prosjeĉan broj D-glukozaminskih jedinica, a NGlcNAc prosjeĉan broj N-

acetilglukozaminskih jedinica. Kao što je već spomenuto, deacetiliranje kitozana moţe se 

provesti koristeći otopinu natrijevog hidroksida visoke koncentracije, a konaĉna vrijednost 

stupnja deacetilacije kontrolirana je parametrima procesa obrade prirodnog polimera: 

povećanjem temperature i produţenjem vremena reakcije dobiva se veći stupanj 

deacetiliranog materijala. Stupanj kristalnosti, odnosno ureĊenost strukture materijala veća je 

što je stupanj deacetilacije veći. To svojstvo se pripisuje većoj fleksibilnosti polimernih lanaca 

uslijed manje prisutnosti većih, acetilnih skupina [23]. 

Molekulska masa polimera prvenstveno ovisi o vrsti iz koje se dobiva (škampi, rakovi, 

gljivice itd.), kao i mjestu njihovog uzgoja te se moţe smanjivati u procesu povećanja stupnja 

deacetilacije. Molekulska masa polimera pokazala se kao vaţan parametar za kristaliĉnost i 

razgradnju polimera te za mehaniĉka svojstva i sadrţaj vlage [23]. 

Ovisno o stupnju deacetilacije i molekulskoj masi polimera, dodatkom metalnih iona 

mogu se dobiti hidrogelovi definirane strukture. Jedna od potencijalnih metoda priprave 

kelata hidrogelova na temelju kitozana je i proces keliranja. 

2.2.2 Mehanizmi interakcija izmeĎu kitozana i metalnih iona 

Općeprihvaćeni mehanizmi interakcija izmeĊu kitozana i metalnih iona su keliranje i 

elektrostatsko privlaĉenje. Mehanizmi se temelje na tome da su –NH2 (amino) skupine glavna 

reaktivna mjesta za metalne ione, iako sorpciji iona pridonose i –OH (hidroksilne) skupine 

(pogotovo na C3 atomu). Ovisno o vrsti metala, pH vrijednosti medija i otopini polimera 

prevladava odreĊeni mehanizam. Slobodni elektronski par na atomu dušika moţe vezati 

metalni kation kada je pH vrijednost medija blizu 7. U suprotnom, protonirana amino skupina 

(–NH3
+
) u kiselim otopinama polimeru omogućuje da se ponaša kao kation te na taj naĉin 

privlaĉi metalne anione ili ligande [26]. 
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Kitozan ima vrlo mali afinitet prema alkalijskim i zemnoalkalijskim metalima uslijed 

izostanka d- i f-orbitala. MeĊutim, i ti metalni ioni mogu biti sorbirani na derivate kitozana i 

to kada je fosfatna ili fosfitna skupina cijepljena na polimerni lanac (tzv. ternarni kompleks) 

[26]. 

Keliranje 

Keliranje ili kompleksiranje (engl. chelation) je postupak nastajanja ili postojanja veza 

(privlaĉnih interakcija) izmeĊu dva ili više odvojenih aktivnih mjesta unutar istog liganda i 

jednog centralnog atoma. Molekulska cjelina u kojoj se odvija keliranje i gdje su prisutne 

odgovarajuće kemijske vrste, naziva se kelat. Pojam „keliranje“ najĉešće je ograniĉen na 

postupak s metalnim ionima kao centralnim atomima [27].  

Nastajanje kompleksa kitozan – metal moţe se opisati Lewisovom kiselo-baznom 

teorijom. Prema toj teoriji, metalni ioni ponašaju se kao akceptori elektrona. Kad amino 

skupine nisu protonirane, posjeduju slobodni elektronski par na atomu dušika (elektron-

donor) koji moţe reagirati s tvarima siromašnim elektronima kao što su metali (kationi). 

Nakon keliranja metalnih iona kitozanom, gustoća pozitivnog naboja povećava se na polimeru 

ĉime se povećava broj „mjesta“ za reakcije s (poli)anionima. Zbog toga kelati kitozana i 

metala imaju veću antimikrobnu aktivnost u usporedbi s „ĉistim“ polimerom [5,28]. 

U eksperimentalnom dijelu rada korišteni su bakrovi(II) i cinkovi(II) ioni u procesu 

keliranja te su na tim primjerima u nastavku teksta navedeni i objašnjeni modeli i 

pretpostavke vezane za proces keliranja. 

Kelati na temelju kitozana s bakrovim(II) ionima 

Najviše istraţivanja temeljeno je na keliranju iona bakra kitozanom. Mehanizmi kojima 

se opisuje keliranje proizlaze iz dvije, kontradiktorne, hipoteze: „model mosta“ (engl. „bridge 

model“) i „model privjeska“ (engl. „pendant model“). U „modelu mosta“ metalni ioni vezani 

su s nekoliko amino skupina istog polimernog lanca ili s razliĉitih lanaca putem inter- i intra-

molekularnog kompleksiranja. U sluĉaju „modela privjeska“, metalni ion vezan je za samo 

jednu amino skupinu, kao privjesak [26]. 

Na poloţaj prijelaznih metala tijekom keliranja uglavnom utjeĉe koordinacija s amino 

skupinama kitozana. Dvije –OH skupine i jedna –NH2 skupina mogu biti zahvaćene od strane 

Cu
2+

 iona, dok je ĉetvrto mjesto vjerojatno zauzeto molekulom vode ili s –OH skupinom 

trećeg ugljikovog atoma. Stoga je pri pH   5,3 prisutan kelat: 
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 Cu
2 

   R–NH2   [Cu(R–NH2)]
2 

 (2) 

dok kelat [Cu(R–NH2)2]
2+

 nastaje ĉim je pH vrijednost medija veća od 5,8 (slika 2) [5,29]. 

 

Slika 2. Shematski prikaz kelata kitozan–Cu
2+

: A) [Cu(R–NH2)]
2+

, B) [Cu(R–NH2)2]
2+

 [5]. 

Koordinacija dvovalentnih (teških) metala s amino skupinama kitozana postiţe se u 

molarnom omjerom 1:1, 1:2 ili 1:4. Na slici 3 prikazane su moguće strukturne formule, 

odnosno moguće koordinacije bakrovih(II) iona s amino skupinama kitozana [30]. 
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Slika 3. Koordinacija Cu
2+

 iona s –NH2 skupinama kitozana u molarnom omjeru: 

A) 1:1, B) 1:2 i C) 1:4 [30]. 

Braier i Jishi [31] uspjeli su primjenom teorije funkcionala gustoće (engl. density 

functional theory, DFT) izraĉunati duljine veza, odnosno udaljenosti meĊu atomima te su na 

taj naĉin odredili toĉnu koordinaciju kelata kitozan – metal. Dobiveni rezultati ukazuju da je 

bakrov(II) ion smješten u blizini interglikozidnog mosta, odnosno da dolazi do interakcija s 

atomom kisika iz glikozidnog mosta (Og). Prema DFT teoriji, dane su dvije strukture 

(prikazane na slici 4), od kojih struktura A) ima niţu energiju. U strukturi A), atom bakra je 

1,87 Å udaljen od atoma dušika (N2) i atoma kisika (O6), a 2,24 Å od Og. Prema tim 

udaljenostima, autori su zakljuĉili da dolazi do vezanja iona bakra s N2 i O6, te samo do 

interakcija Cu–Og (bez nastajanja veze). Budući da su koordinacijski kutovi izmeĊu 

centralnog bakrovog(II) iona i atoma N2 i O6 pribliţno 90° i 180°, predloţena je kvadratno 
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planarna struktura. Zabiljeţene su i promjene u duljinama veza ugljik – kisik te ugljik – dušik 

(u odnosu na disaharid kitozana), što upućuje na preraspodjelu pozitivnog naboja kroz 

divalentni kompleks, kao i prisutnost jakih bakar – dušik i bakar – kisik interakcija. Struktura 

B) nije planarna uslijed prisutnih steriĉkih smetnji. 

 

Slika 4. Koordinacija kelata kitozan–Cu
2+

: A) interakcije Cu
2+

 s O6, N2 i Og;  

B) interakcije Cu
2+

 s O3, N2 i Og [31]. 

Nadalje, na poloţaj metalnih iona utjeĉe i konstanta protoniranja amino skupine  

(log Kp) koja iznosi 6,3 te je pri pH   6,9 protonirano više od 20 % amino skupina, odnosno 

pri pH   5,0 više od 90 %. Kemijska jednadţba protoniranja amino skupine je [29,32]: 

 R–NH2  H3O
 
→ R–NH3

    H2O (3) 

Iako mnogo radova navodi kako hidroksilne skupine sudjeluju u vezanju metala, prema 

Desbrièresu i Guibalu [5], –OH skupne pomaţu samo u stabiliziranju kelata, dok glavno 

mjesto u vezanju metala pripada amino skupinama. TakoĊer, bitnu ulogu u ostvarivanju 

interakcija izmeĊu oligomera i Cu
2+

 iona igra i stupanj polimerizacije. Prosjeĉna vrijednost 

stupnja polimerizacije koja se smatra pragom za uspješno keliranje iznosi 6,5. 

Prema istraţivanju kojeg su proveli Rhazi i suradnici [33], pretpostavlja se da obje 

strukture opisane „modelom mosta“ i „modelom privjeska“, postoje istodobno. 
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Kelati na temelju kitozana s cinkovim(II) ionima 

Uz bakar, cink je jedan od metala koji najlakše koordinira s kitozanom. Općenito, ioni 

cinka imaju prehrambenu znaĉajku vaţnu za ljudsko zdravlje, a zadnjih godina kelati na 

temelju kitozana i cinka istraţuju se kao lijekovi i hranjive tvari (nutrijenti). Oboje imaju 

svojstva dezinficijensa i baktericida. Kitozan moţe atom cinka vezati preko atoma dušika, 

kisika ili u kombinaciji s oba atoma, pri ĉemu mogu ostati neki potencijalni donorski atomi 

slobodni koji povećavaju biološku aktivnost [32]. 

Cink, koji ima popunjenu d-orbitalu (d
10

), obiĉno s ligandima tvori tetraedre. Kao i kod 

kelata na temelju kitozana s bakrom, i za kelate kitozan-Zn
2+

 pretpostavljeno je više razliĉitih 

molekulskih struktura, ovisno o molarnom omjeru amino skupina i metala. Modeli se takoĊer 

mogu podijeliti na „model privjeska“ gdje je metalni ion vezan na jedan atom dušika (jedna 

amino skupina), te „model mosta“ gdje je metalni ion vezan na jednu ili više amino i 

hidroksilnih skupina [32]. Molekulske strukture kelata kitozan – cink za razliĉite molarne 

omjere prikazane su na slici 5. 
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Slika 5. Predloţene molekulske strukture kelata kitozan–Zn
2+

 za molarni omjer A) veći od 

1:1, te manji od 1:1 za povezivanje B) dva razliĉita lanca, te C) istog polimernog lanca [32].  

Nadalje, pronaĊeno je da se pH vrijednost medija smanjuje tijekom procesa keliranja i 

to brţe za kelate s većim sadrţajem cinka (isto kao i kod kelata na temelju kitozana s 

bakrovim(II) ionima). Wang i suradnici [32] objasnili su to na temelju Lewisove kiselo-bazne 

teorije: cinkovi(II) ioni ponašaju se kao kiselina (akceptor za elektronski par), a kitozan kao 

baza (elektron-donor). Kemijske jednadţbe koje odgovaraju danoj teoriji su jednadţba 3 (koja 

odgovara protoniranju amino skuine) i jednadţba 4: 

 R–NH3
   Zn2   H2O→[R–NH2–Zn]

2 
  H3O

 
 (4) 

Metode analiza strukture kitozan – metal 

OdreĊivanje strukture kelata, odnosno mehanizma interakcija izmeĊu kitozana i 

metalnih iona, provodi se primjenom nuklearne magnetske rezonancije (
13

C NMR), 

pretraţnog elektronskog mikroskopa (SEM), diferencijalne pretraţne kalorimetrije (DSC), 

termogravimetrijske analize (TGA), energijski disperzivne rendgenske analize (EDX), 
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rendgenske fotoelektronske spektroskopije (XPS), ultraljubiĉaste-vidljive (UV-Vis) 

spektrofotometrije, intra-crvene spektrometrije (IR), Mössbauerove spektroskopije, masene 

spektroskopije s elektroraspršenjem, potenciometrije te titracijske kalorimetrije [4,26]. 

Općenito, odreĊivanje nastale veze izmeĊu kitozana i metala moţe biti indirektno i 

direktno. Indirektnim metodama smatraju se atomska apsorpcijska spektroskopija (AAS), 

titracije s etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA) itd., dok se direktno odreĊivanje veze 

metalnog iona s polimerom provodi razgradnjom metalnog kompleksa u koncentriranoj 

dušiĉnoj kiselini te mjerenjem koncentracije primjenom AAS-e [4]. 

Elektrostatsko privlačenje 

Elektrostatsko privlaĉenje (engl. ion exchange ili electrostatic attraction) kitozana i 

metalnih iona ovisi prvenstveno o pKp polimera koji je kontroliran stupnjem deacetilacije i 

gustoćom naboja. TakoĊer, kiselo-bazna svojstva kitozana ovise i o stupnju disocijacije. U 

literaturi se navodi kako pKp znaĉajno varira ovisno o parametrima: 6,3 – 7,2 za potpunu 

disocijaciju, tj. da se pKp povećava kako se stupanj disocijacije smanjuje. Nadalje, optimalna 

vrijednost pH medija za ovaj mehanizam interakcija je izmeĊu 2 i 4. U jako kiselom mediju 

(pH vrijednost niţa od 2 – 3), sorpcija metalnih aniona moţe biti znaĉajno smanjena zbog 

konkuriranja više aniona za protonirane amino skupine [5,26]. 

Svojstvo elektrostatskog privlaĉenja moţe se iskoristiti pri geliranju kitozana. Za to se 

najĉešće koriste poli(okso-anioni) i poli(fosfatni-anioni) zbog vrlo uĉinkovitog stvaranja veza 

s amino skupinama jednog ili više polimernih lanaca [26]. 

Adsorpcija 

Adsorpcija je posljedica specifiĉnih interakcija izmeĊu tvari koja se adsorbira (adsorbat) 

i tvari na koju se adsorbira (adsorbens). Interakcije znaĉajno ovise o kemijskoj strukturi. Kod 

kitozana, funkcionalne skupine odgovorne za stvaranje interakcija su hidroksilne i amino 

skupine. Uslijed mogućnosti protoniranja amino skupina, polimer je polikationske prirode što 

omogućava elektrostatske interakcije s anionskim komponentama (npr. ionske boje) koje 

neutraliziraju naboj [5]. 

Kako Vasconcelos i suradnici [34] navode, kitozan ima kapacitet vezanja toksiĉnih 

metala veći od 1 mmol/g što je znatno više za neke metale u odnosu na sposobnost vezanja 

aktivnog ugljena. Sposobnost adsorpcije metala ovisi o izvoru kitozana, stupnju deacetilacije, 

prirodi metalnog iona i pH vrijednosti medija. 
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Kao što je već spomenuto, kitozan posjeduje antibakterijska svojstva koja se dodatkom 

dvovalentnih metalnih iona (bakra i cinka) mogu dodatno poboljšati. Detaljnije o 

mehanizmima djelovanja polimera na stanice mikroorganizama, kao i utjecaju keliranja, 

molekulske mase i stupnja deacetilacije na antimikrobnu aktivnost kitozana, dano je u 

nastavku. 

2.2.3 Antimikrobna aktivnost 

Kitozan pokazuje antimikrobnu aktivnost jedino u kiselom mediju. Pri niskim pH 

vrijednostima, kitozan ima mnogo protoniranih amino skupina (polikationske skupine) koje 

mogu reagirati s negativno nabijenim supstancama na površini stanice kao što su proteini, 

fosfolipidi i masne kiseline. Time nastaju polielektroliti pa se na taj naĉin inhibira rast 

mikroorganizma [28]. 

Mikrobna aktivnost kitozana opisuje se djelovanjem razliĉitih mehanizama. Prema 

literaturi predloţena su tri mehanizma. 

 Prvi mehanizam temelji se na polikationskom kitozanu koji ostvaruje interakcije s 

negativno nabijenom površinom staniĉne membrane mijenjajući njezinu propusnost. 

Protonirane amino skupine kitozana mogu ostvariti interakcije s anionskim komponentama 

kao što su lipopolisaharidi, fosfolipidi te bakterijski površinski proteini, a elektrostatske 

interakcije izmeĊu membrane i polimera odvijaju se u dva stupnja. U prvom stupnju dolazi do 

odvajanja staniĉne stijenke od staniĉne membrane, a u drugom do razaranja membrane. Kao 

primjer mehanizma moţe se navesti inhibiranje fermentacije pekarskog kvasca odreĊenim 

kationima kao što su kationi anilina i D-glukozamina koji djeluju na površini kvasca 

sprjeĉavajući ulazak glukoze (na površini stanice tvore polimernu membranu ĉime se 

sprjeĉava ulazak hranjivih tvari u stanicu) [21, 24,35,36]. 

Drugi mehanizam temelji se na vezanju kitozana s DNA te inhibiranju sinteze proteina i 

glasniĉke ribonukleinske kiseline (mRNA). Pretpostavlja se da kada je kitozan osloboĊen iz 

staniĉne stijenke gljiviĉnog patogena od strane hidrolitiĉkog enzima biljnog domaćina, 

„osloboĊeni“ kitozan prodire u jezgru patogena te reagira s mRNA. Organizam moţe biti 

oslabljen djelovanjem „svog“ kitozana ili fitoaleksina domaćina izazvanog osloboĊenjem 

kitozana [24,35]. Mnogi autori [32,36] takoĊer napominju da samo kitozan niţe molekulske 

mase moţe ući u stanicu, tj. da veće makromolekule ne mogu proći kroz vanjsku membranu 

budući da ona djeluje kao uĉinkovita barijera za velike molekule. 

Treći mehanizam temelji se na svojstvu stvaranja kelata kitozan – metal koji dovodi do 

nedostupnosti metala u tragovima za rast mikroba i proizvodnju toksina [35]. Kako je već 
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opisano, pozitivni naboj amino skupine na drugom ugljikovom atomu rezultira 

polikationskom strukturom koja moţe ostvariti interakcije s anionskim komponentama 

(lipopolisaharidi, proteini) na površini mikroorganizama. Te interakcije rezultiraju velikom 

promjenom strukture vanjske membrane što uzrokuje oslobaĊanje većeg dijela proteinskog 

materijala iz stanice. Keliranje cinka kitozanom, pojaĉava pozitivni naboj na amino 

skupinama, a kao rezultat omogućene su lakše interakcije nastalog kelata s anionskim 

komponentama na površini stanice. Na taj naĉin poboljšava se inhibitorska aktivnost polimera 

[32]. 

Antimikrobna aktivnost kitozana raste porastom koncentracije polimera, a utvrĊeno je 

da 1 %-tna otopina polimera ima 100 %-tni uĉinak i za gram-pozitivne i za gram-negativne 

bakterije. TakoĊer, antimikrobna aktivnost je poboljšana smanjenjem molekulske mase 

polimera za gram-negativne bakterije, dok za gram-pozitivne bakterije raste uz njen porast 

[21, 36]. TakoĊer, veća antibakterijska aktivnost postiţe se otapanjem polimera u organskim 

kiselinama (sa što manjim brojem ugljikovih atoma) u odnosu na anorganske kiseline [37]. 

Kod gram-pozitivnih bakterija dolazi do vezanja kitozana na teihonsku kiselinu ĉime se 

ekstrahiraju lipidi iz membrane, a kod gram-negativnih bakterija kitozan uništava 

lipopolisaharide što pak dovodi do povećanja propusnosti membrane [35]. Nadalje, uslijed 

prisutnosti većeg negativnog naboja na površini gram-negativnih bakterija (u odnosu na gram-

pozitivne), veća koliĉina polimera adsorbira se na staniĉnu membranu bakterija te su veće 

promjene njezine strukture i propusnosti unutarstaniĉnih tvari (proteina, nukleinskih kiselina, 

citoplazme itd.) u okolinu. Oba efekta vode ka smrti stanice bakterije, a pri tome ne dolazi do 

povećanja otpornosti bakterija na djelovanje kitozna [20, 21]. 

Mikrografije snimljene pomoću transmisijskog elektronskog mikroskopa (slika 6) 

prikazuju utjecaj kitozana na gram-negativne bakterije: Escherihia coli i Burkholderia 

pseudomallei. Na slikama 6A i 6C je prikaz bakterija prije reakcije s kitozanom, a na slikama 

6B i 6D nakon djelovanja, tj. adsorpcije polimera. 



OPĆI DIO 

18 

 

 

Slika 6. TEM mikrografije gram-negativnih bakterija:  

Escherihia coli A) prije i B) nakon adsorpcije kitozana [20];  

Burkholderia pseudomallei C) prije i D) nakon adsorpcije kitozana [21]. 

Provode se mnoga istraţivanja kako bi se dodatno poboljšala antimikrobna svojstva 

kitozana: od strukturne modifikacije polimera do stvaranja kompleksa s drugim 

antimikrobnim tvarima. Općepoznato je da metali kao što su srebro, bakar i cink tvore 

skupinu antimikrobnih agensa tj. terapijskih metalnih iona. Budući da je kitozan jak kelatni 

agens, on lako tvori komplekse upravo s tim metalima. Prednost kelatnih materijala na 

temelju kitozana je to što se na taj naĉin smanjuje toksiĉnost uslijed vezanja teških metala. 

Bolja antimikrobna svojstva kelata kitozan – metal postiţu se kada je prisutna veća 

koncentracija metalnih iona (jaĉe vezanje), a sami terapijski metalni ioni imaju pozitivan 

utjecaj na obnovu tkiva u interakciji s ciljanim stanicama sisavaca, dok inhibiraju rast 

prokariota [28,38]. 

Stupanj deacetilacije i molekulska masa utjeĉu i na antimikrobna svojstva kitozana. 

Tako je dokazano da pri istim eksperimentalnim uvjetima, veći antimikrobni efekt imaju 
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kelati kitozan – metal kod kojih je kitozan imao veći stupanj deacetilacije. To se moţe 

pripisati prisutnosti većeg broja amino skupina, odnosno većoj gustoći pozitivnog naboja što 

omogućava lakše reakcije s tvarima iz membrana mikroorganizama te inhibiranje njihovog 

daljnjeg rasta. Što se tiĉe utjecaja molekulske mase polimera na antimikrobna svojstva, 

dokazano je da povećanjem molekulske mase raste antimikrobna aktivnost kelata kitozan-

Cu
2+

. TakoĊer je dokazano i za oligomere kitozana (ĉija je molekulska masa manja od  

10 kDa) da inhibiraju rast gram-pozitivnih bakterija, ali je inhibicija nešto slabija u odnosu na 

inhibiranje polimerom [28]. 

Općenito, jaĉe interakcije s kitozanom imaju bakrovi(II) ioni u odnosu na cinkove(II) 

ione zbog manjeg radijusa i zbog mogućnosti primanja 4s elektrona. Zbog toga nastali kelati 

kitozan–Cu
2+

 pokazuju veću antimikrobnu aktivnost, a koja je kao i kod kelata kitozan–Zn
2+

, 

bolja u odnosu na antigljiviĉna svojstva [28,32]. TakoĊer, budući da srebro nije prirodno 

prisutno u ljudskom tijelu, veću prednost u primjeni imaju kelati na temelju kitozana s 

bakrovim ili cinkovim onima (u odnosu na kelate kitozan−Ag
+
) [38]. 

2.2.4 Citotoksičnost materijala na temelju kitozana i metalnih iona 

Glavni zahtjev za bilo koju tvar da bi se mogla koristiti kao terapeutski agens je da ne 

smije utjecati na vijabilnost (preţivljavanje, ţivotnu aktivnost) stanica sisavaca. 

Citotoksiĉnost, u ovom radu, ispituje se primjenom MTT testa koji se temelji na ĉinjenici da 

metaboliĉki aktivne stanice pretvaraju ţuti 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid 

(MTT) u ljubiĉasti formazan. Intenzitet boje (pri 570 nm) direktno je proporcionalan broju 

ţivih stanica. Prednost metode je što detektira samo ţive stanice te je dobiveni signal ovisan o 

stupnju njihove aktivnosti. Osim citotoksiĉnosti, metoda se moţe koristiti i za mjerenje 

proliferacije te aktivnosti stanica. TakoĊer, glavnim prednostima smatraju se brzina i 

preciznost metode [39-41]. 

Kako se u literaturi navodi [38], uzorci koji imaju vrijednosti vijabilnosti manje od 50 % 

(u odnosu na negativnu kontrolu) smatraju se citotoksiĉnima. 

Općenito, kitozan i njegovi derivati imaju nisku (nikakvu) citotoksiĉnost za stanice 

sisavaca [42]. S druge pak strane, bakrovi kompleksi pokazali su visoku toksiĉnost što im 

sprjeĉava medicinsku primjenu (npr. kao antitumorskog agensa). Stoga se mnoga istraţivanja 

temelje na sintezi kompleksa kitozan − bakar u razliĉitim omjerima kako bi se odredio idealni 

omjer te smanjila toksiĉnost metala [43]. TakoĊer je poznato da cink potiĉe proliferaciju 

osteoblasta i inhibira diferencijaciju osteoklasta, a u istraţivanju kojeg su proveli Tripathi i 
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suradnici [44], indirektnom MTT analizom dokazana je i netoksiĉnost biokompozitnog nosaĉa 

kitozan/nanohidroksiapatit s nanoĉesticama legure Cu-Zn. 
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3 EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1 Materijali 

U ovom radu korištene su dvije vrste kitozana: 

 Kitozan srednje molekulske mase, C1 (MW = 190 000 – 210 000 g mol
-1

, 

DD > 75 %; Sigma), 

 Kitozan više molekulske mase, C2 (MW = 310 000 – 375 000 g mol
-1

, 

DD > 75 %; Sigma). 

Za pripremu otopina kitozana korištena je octena kiselina, CH3COOH (HAc, ≥ 99,8 %; 

Sigma-Aldrich). Tijekom postupka in situ keliranja korišteni su natrijev hidroksid, NaOH 

(Gram-Mol d.o.o.), te amonijak, NH3 (28 %; BDH Prolabo). 

Korištene soli za dobivanje otopina Cu
2+

 i Zn
2+

 iona za postupke in situ keliranja te 

kontrolne uzorke su: 

 Bakrov acetat monohidrat, Cu(CH3COO)2 × H2O (Cu
2+

; Carlo Erba Reagents), 

 Cinkov acetat dihidrat, Zn(CH3COO)2 × 2 H2O (Zn
2+

; Honeywell). 

Svi korišteni reagensi su analitiĉkog stupanja ĉistoće. 

3.2 Priprema hidrogelova, kserogelova i kontrolnih uzoraka 

Shematski prikaz tijeka pripreme uzoraka hidrogela i suhog materijala (kserogela), kao i 

kontrolnih uzoraka te provedenih analiza dan je na slici 7. 
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Slika 7. Shematski prikaz tijeka pripreme uzoraka te provedenih analiza. 

3.2.1 Postupak in situ keliranja metalnih iona kitozanom  

Prašak kitozana otopljen je u 0,5 %-tnoj otopini octene kiseline ĉime je dobivena  

1,2 %-tna otopina polimera koja je potom filtrirana pomoću Büchnerovog lijevka. Tako 

dobivena otopina kitozana (C1 i C2) korištena je u daljnjim postupcima in situ keliranja Cu
2+

 i 

Zn
2+

 iona kitozanom, uz geliranje potpomognuto vodenom otopinom natrijeva hidroksida, 

odnosno amonijakom.  

Razliĉite koncentracije bakrovih(II), odnosno cinkovih(II) iona dodane su otopini 

kitozana uz snaţno miješanje. Konaĉna koncentracija metalnih iona u otopini kompleksa 
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iznosila je 0,5; 1; 3; 5; 7, 10 i 12 mmol dm
-3

, što odgovara rasponu molarnih odnosa 

n(M
2+

) : n(–NH2) od 0,009 : 1 do 0,217 : 1. Volumni odnos otopina kitozana/metalnih iona 

odreĊen je na 7,3 što je dalo pribliţnu koncentraciju kitozana u konaĉnoj otopini kompleksa 

od 1 %. 

 Zbog karakterizacije materijala kitozan – metalni ion pripremljene su i ĉiste otopine 

polimera (bez dodatka metalnih iona) te podvrgnute postupku geliranja s NaOH ili NH3. 

In situ keliranje uz geliranje amonijakom 

Postupak in situ keliranja uz geliranje amonijakom proveden je u staklenoj posudi s 

poklopcem u zasićenoj atmosferi amonijaka. Pripremljene otopine kompleksa kitozana i 

metalnih iona stavljene su u mikrotitarske ploĉice (engl. 24-well plate, BD Bioscience). 

Nakon toga je u staklenu posudu stavljen amonijak te je posuda zatvorena. Postupak je 

proveden tijekom 24 sata pri sobnoj temperaturi. Nakon toga uzorci hidrogelova  

kitozan–Cu
2+

/Zn
2+

 ispirani su destiliranom vodom tijekom 72 sata, smrznuti te liofilizirani. 

In situ keliranje uz geliranje natrijevim hidroksidom 

In situ keliranje Cu
2+

 i Zn
2+

 iona kitozanom uz geliranje natrijevim hidroksidom 

provedeno je u staklenoj posudi bez poklopca. Pripremljene otopine polimera s metalnim 

ionima stavljene su u mikrotitarske ploĉice. Zatim je paţljivo dodana 10 %-tna vodena 

otopina NaOH (dodani volumen znatno veći od volumena kelata kako bi se koncentracija OH
-
 

iona mogla smatrati konstantnom), te je postupak geliranja praćen tijekom 24 sata. Nakon 

toga su uzorci hidrogela kitozan–Cu
2+

/Zn
2+

 ispirani destiliranom vodom tijekom 72 sata, 

smrznuti i liofilizirani. 

3.2.2 Priprema kontrolnih uzoraka 

Kontrolni uzorci pripremljeni su adsorpcijom Cu
2+

 i Zn
2+

 iona na već pripravljene 

porozne strukture kitozana (nosaĉe). Porozne strukture dobivene su primjenom metode 

toplinski inducirane fazne separacije (liofilizacije). 

Pripremljena 1,2 %-tna otopina kitozana smrznuta je u mikrotitarskim ploĉicama pri  

-29 °C tijekom 18 sati. Smrznuti uzorci potom su izloţeni postupku liofilizacije (pri 

temperaturi -100 °C i tlaku 0,2 mbar) idućih 24 sata, nakon ĉega su uronjeni u 0,5 mol dm
-3

 

otopinu NaOH naredna 24 sata. Potom su isprani destiliranom vodom, smrznuti te ponovno 

liofilizirani ĉime su dobivene konaĉne porozne strukture. 



EKSPERIMENTALNI DIO 

24 

 

Zatim su pripremljene otopine Cu
2+

 i Zn
2+

 iona koncentracije 0,1 mol dm
-3

 otapanjem 

soli (bakrov acetat monohidrat i cinkov acetat dihidrat) u destiliranoj vodi.  

Pripremljeni kitozanski nosaĉi (C1 i C2) uronjeni su u otopine metalnih dvovalentnih 

iona tijekom 24 sata pri sobnoj temperaturi uz 100 okr/min. Uzorci su potom izvaĊeni iz 

medija, zaleĊeni, liofilizirani te karakterizirani primjenom XRD-a, FTIR-a i SEM-a. Dio 

uzoraka prije zaleĊivanja ispiran je u destiliranoj vodi tijekom 72 sata. Sva mjerenja 

provedena su u triplikatima, a promjene pH vrijednosti medija prije i nakon adsorpcije bile su 

neznatne. 

3.3 Metode karakterizacije 

3.3.1 Mjerenje pH vrijednosti medija 

pH vrijednosti pripremljenih otopina prije i nakon analiza odreĊene su pomoću pH-

metra Schott CG 842 uz staklenu elektrodu BlueLine 14 s preciznošću od 0,01 i mogućnosti 

mjerenja temperature in situ. 

3.3.2 Ultraljubičasta-vidljiva spektroskopija 

Primjenom ultraljubiĉaste-vidljive (UV-Vis) spektroskopije snimljeni su apsorpcijski 

spektri otopina kompleksa kitozan – metalni ion u rasponu od 200 do 800 nm. Korišten je 

Varian Cary 1E UV-Visible Spectrophotometer i kvarcne kivete širine 1 cm. Mjerenja su 

provedena pri sobnoj temperaturi. 

3.3.3 Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama i difuzna 

refleksija infracrvenog zračenja 

Infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovim transformacijama (FTIR) i difuzna 

refleksija infracrvenog zraĉenja (DRIFT) korištene su za identifikaciju ispitivanih uzoraka te 

odreĊivanje stupnja deacetilacije prašaka kitozana te poroznih struktura. Analize su provedene 

pomoću instrumenta Bruker Vertex 70. Raspon mjernog podruĉja je od 4000 do 600 cm
-1

, a 

snimanje je provedeno 24 puta pri zadanom apsorpcijskom reţimu uz rezoluciju od 4 cm
-1

 i 

temperaturu od 20 °C. 

Za DRIFT analizu uzorci praška kitozana pomiješani su s kalijevim bromidom (KBr) 

tako da je udio ispitivanog uzorka u smjesi iznosio 5 %. 
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3.3.4 Rendgenska difrakcijska analiza 

Kristalnost i sastav ispitivanih uzoraka analizirani su primjenom kvalitativne 

rendgenske difrakcijske analize (XRD) koristeći Shimadzu XRD-6000 uz CuKα zraĉenje. 

Mjerni raspon kutova, 2θ, iznosio je od 5 – 70°, a brzina snimanja 0,2 °/s. 

3.3.5 Pretražna elektronska mikroskopija 

Primjenom pretraţnog elektronskog mikroskopa (SEM) snimana je mikrostruktura 

ispitivanih uzoraka za što je korišten mikroskop TESCAN Vega3SEM Easyprobe, energije 

elektronskog snopa 10 keV. 

Prije snimanja uzorci su izloţeni utjecaju plazme paladija i zlata 120 sekundi. 

3.4 Citotoksičnost kserogela kitozan − metalni ion 

Analiza citotoksiĉnosti ispitana je na ljudskim embrionalnim stanicama HEK293, 

ekstraktom kserogela namakanog u biološkom mediju. Analiza je provedena u triplikatima. 

Prethodno etanolom sterilizirani uzorci materijala isprani su dva puta sterilnom otopinom 

fosfatnog pufera (PBS). Potom, uzorci s koncentracijom 1 mg/mL namakani su tijekom  

48 sati u biološkom mediju (DMEM, engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 

nadopunjenim s 10 % goveĊeg seruma i 1 % penicilina/streptomicina pri temperaturi od 4 °C. 

Dobiveni ekstrakt korišten je za hranjenje stanica.  

U meĊuvremenu, HEK293 stanice nasaĊene su u mikrotitarskoj ploĉici s 96 bunarića u 

gustoći od 3 × 10
3
 stanica/bunarić te hranjene DMEM medijem nadopunjenim s 10 % 

goveĊeg seruma i 1 % penicilina/streptomicina u atmosferi zraka s 5 % CO2 pri 37 °C.  

Nakon 48 sati inkubacije, medij je zamijenjen s ekstraktom materijala te su stanice 

inkubirane naredna 24 i 48 h u atmosferi zraka s 5 % CO2 pri 37 °C. Nakon odreĊenog 

vremena, medij je uklonjen te je dodano 200 mL MTT boje (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol bromid) (Sigma-Aldrich, SAD) u svaki bunarić s koncentracijom od  

0,5 mg/mL. Nakon 4 sata inkubacije pri 37 °C, MTT je uklonjen te su kristali nastalog 

formazana otopljeni dodatkom 170 mL DMSO po bunariću. Nakon 1 sata pri sobnoj 

temperaturi, 100 mL otopine prebaĉeno je u ĉistu mikrotitarsku ploĉicu te je mjerenje 

provedeno na ĉitaĉu mikrotitarskih ploĉica ThermoLabSystems MultiskanEX Microplate 

Reader pri valnoj duljini od 570 nm. Kao negativna kontrola citotoksiĉnosti uzet je standardni 

biološki medij te je vijabilnost stanica izraĉunata u odnosu na netretirane stanice. 
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3.5 Statistička obrada podataka 

Rezultati mjerenja prikazani su kao srednja vrijednost korigirana sa standardnim 

odstupanjem (n   3). Za provedbu statistiĉke obrade podataka korištena je ANOVA analiza uz 

znaĉajnu razliku p < 0,05.  
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4 REZULTATI I RASPRAVA 

U ovom radu pripremljeni su hidrogelovi na temelju kelata kitozan – dvovalentni 

metalni ion. Otopine kelata podvrgnute su UV-Vis spektroskopskoj analizi, dok su dobiveni 

hidrogelovi postupkom liofilizacije prevedeni u kserogelove (nosaĉe). Dobiveni nosaĉi 

okarakterizirani su infracrvenom spektroskopskom analizom s Fourierovim transformacijama 

(FTIR) i kvalitativnom rendgenskom difrakcijskom analizom (XRD). Stupanj deacetilacije 

poĉetnih prašaka kitozana srednje (C1) i visoke (C2) molekulske mase odreĊen je primjenom 

difuzne refleksije infracrvenog zraĉenja (DRIFT analize). Morfologija i mikrostruktura svih 

uzoraka istraţena je pomoću pretraţnog elektronskog mikroskopa (SEM), dok je 

citotoksiĉnost materijala ispitana MTT testom. 

4.1 UV-Vis spektroskopija 

Ultraljubiĉasta-vidljiva spektroskopija korištena je kako bi se ukazalo na stvaranje 

kelata kitozan – metalni ion, odnosno kako bi se uoĉile promjene elektronske strukture 

polimera dodatkom metalnih iona. Na slici 8 prikazani su dobiveni spektri za otopine kitozana 

srednje (C1) i visoke (C2) molekulske mase, te otopine kelata polimera s razliĉitim 

koncentracijama bakrovih(II) iona. 

Za polimernu otopinu srednje molekulske mase (C1) zabiljeţena je apsorpcijska vrpca 

pri 216 nm, koja se dodatkom bakrovih(II) iona proširila te maksimum vrpce pomaknuo na 

238 nm. Za kitozan visoke molekulske mase (C2) maksimum pri 216 nm nije zabiljeţen, ali 

takoĊer dodatkom metalnih iona dolazi do pojave široke vrpce na 232 nm. Kod uzoraka C1 s 

dodatkom Cu
2+

 iona vidljivo je da porastom koncentracije metalnih iona u otopini polimera 

dolazi do smanjenja apsorbancije, za razliku od kelata C2–Cu
2+

 gdje su one podjednake. 

Prema literaturnim podatcima [33], za pH vrijednosti medija izmeĊu 5 i 5,8 na valnoj duljini 

od 257 nm prisutna je široka apsorpcijska vrpca koja se tumaĉi kao prijelaz prijenosa naboja 

(engl. charge transfer transition, CT) izmeĊu elektronskog sustava polimera i centra (jezgre) 

Cu
2+

 iona. Taj CT prijelaz od liganda prema metalu podupire d – d prijelaz, a dolazi od 

doprinosa kelata [Cu(–NH2)]
2+

 prisutnih u otopini pri toj pH vrijednosti. Za pH vrijednosti 

medija koje su veće od 5,8 navodi se pojava dvaju vrpci (na 246 nm i 270 nm), što se 

objašnjava djelovanjem još jednog atoma dušika, druge amino skupine. U tom sluĉaju 

pretpostavlja se prisutnost kelata u obliku [Cu(–NH2)2]
2+

. Pomak vrpci u ovom istraţivanju u 

odnosu na literaturne podatke moţe biti uslijed znaĉajnije razlike u stupnju deacetilacije 
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ispitivanih polimera (u literaturi DD   96 %), tj. uslijed znatno manje koliĉine  

–NH2 skupina dostupnih za keliranje s metalnim ionima. 

Maksimum pri 750 nm vezan je uz Cu
2+

 ione, a nastaje uslijed d – d prijelaza elektrona. 

d-orbitale slobodnog bakrovog iona imaju istu energiju, a prisutnost elektronskog dubleta oko 

metalnog iona povećava degeneraciju što vodi ka prijelazu koji apsorbira u vidljivom dijelu 

svjetlosti. Taj prijelaz odgovoran je i za dobivene specifiĉne boje otopina [6,33]. 
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Slika 8. UV-Vis spektri: A) otopina kitozana srednje (C1) i visoke (C2) molekulske mase; te 

pripremljenih kelata razliĉitih koncentracija bakrovih(II) iona i B) kitozana srednje 

molekulske mase te C) kitozana visoke molekulske mase.  
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4.2 Mikrostruktura materijala 

Kitozan postaje polielektrolit uslijed protoniranja –NH2 skupine, a otopina polimera 

prelazi u oblik hidrogela kada doĊe u kontakt s luţinom uslijed fizikalnog umreţenja, 

odnosno neutralizacije. Smanjenje gustoće pozitivnog naboja lanaca kitozana posljediĉno 

smanjuje elektrostatsko odbijanje makromolekula što olakšava stvaranje fizikalnih umreţenja 

ostvarenih vodikovim vezama. Uslijed visoke koncentracije hidroksidnih iona, stvaranje gela 

napreduje s vremenom zbog difuzije OH
-
 iona iz podruĉja više u podruĉje niţe koncentracije 

[3].  

Uobiĉajeni postupak priprave suhih poroznih struktura kitozana, koje u mokrom 

okruţenju prelaze u hidrogel, je već spomenuta metoda liofilizacije. Općenito, porozne 

polimerne strukture (nosaĉi) koriste se u tkivnom inţenjerstvu gdje sluţe kao potpora za rast i 

razvoj tkiva koje se obnavlja. Stoga je poroznost nosaĉa definirana njegovom primjenom. 

Poroznošću materijala primjenom liofilizacije moţe se manipulirati tijekom postupka 

hlaĊenja, odnosno brzinom i temperaturom hlaĊenja [45].  

U ovom radu nosaĉi kitozana pripravljeni su uz pomoć liofilizacije, za usporedbu s 

hidrogelovima dobivenima in situ keliranjem uz geliranje. Mikrografije na slici 9 prikazuju 

površinu pripremljenih uzoraka ĉistih polimera (C1 i C2). Za obje vrste kitozana moţe se 

uoĉiti homogena, visokoporozna struktura ĉije su pore meĊusobno dobro povezane. Veliĉine 

pora oba nosaĉa kreću se oko 150 – 200 µm, te nema znaĉajne razlike u veliĉini i obliku pora 

izmeĊu nosaĉa. 
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Slika 9. SEM mikrografije površine nosaĉa kitozana srednje (C1) i visoke (C2) molekulske 

mase dobivenih metodom liofilizacije pri razliĉitom uvećanju.  

4.2.1 Hidrogelovi kelata kitozan – metalni ion 

U istraţivanju kojeg su proveli Nie i suradnici [3], za dobivanje hidrogelova kao izvor 

OH
-
 iona korištena je koncentrirana otopina NaOH. TakoĊer, praćene su i promjene strukture 

pripremljenih kelata promjenom koncentracije Cu
2+

 iona.  

U ovom radu, kao izvor OH
-
 iona korištene su koncentrirana otopina natrijevog 

hidroksida te zasićena atmosfera amonijaka. Shematski prikaz procesa geliranja polimera uz 

keliranje metalnim ionima (Cu
2+

 i Zn
2+

) dan je na slici 10. 
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Slika 10. Shematski prikaz procesa geliranja kelata kitozan–M
2+

 uz OH
-
 ione. 

Nie i suradnici [3] zabiljeţili su da povećanjem koncentracije metalnih iona u sustavu, 

osim povećanja mehaniĉke ĉvrstoće pripremljenih kelata, dolazi i do promjene strukture 

hidrogelova: iz orijentirane tubularne u slojevitu strukturu (slika 11). Smatra se da je razlog 

tome ionsko umreţivanje Cu
2+

 iona i polimera. Za razliku od pripreme hidrogelova ĉistog 

polimera gdje su autori nastanak višeslojne strukture objasnili teorijom Liesegangovih 

prstena, za nastanak višeslojne strukture kelata kitozan – metalni ion, teorija se ne moţe 

primijeniti budući da nije zabiljeţena pojava taloga bakrovih ili cinkovih spojeva. Iz toga 

proizlazi pretpostavka da metalni ioni direktno utjeĉu na ponašanje makromolekula.  

 

Slika 11. Shematski prikaz pripremljenih struktura hidrogelova: A) orijentirana tubularna 

struktura, B) višeslojna struktura [3]. 

Pretpostavka o dodatnom umreţivanju kitozana uz bakrove(II) ione takoĊer je vizualno 

utvrĊena stabilnošću hidrogelova kelata nakon geliranja s NaOH i NH3. Primijećeno je da 

hidrogelovi kelata ostaju stabilni i nakon 72 sata ispiranja destiliranom vodom što se nije 
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moglo potvrditi za hidrogelove ĉistih kitozana pripravljenih istim postupkom geliranja. Na 

slici 12 prikazani su hidrogelovi ĉistog kitozana (C2), te kelata kitozan–Cu
2+

 na poĉetku 

ispiranja u destiliranoj vodi i nakon 72 sata. Sliĉne strukture kelata dobivene su i korištenjem 

kitozana srednje molekulske mase (C1). 

 

Slika 12. Pripremljeni hidrogelovi: A) ĉisti kitozan visoke molekulske mase, B) kelat  

C2–Cu
2+

 na poĉetku ispiranja, C) kelat C2–Cu
2+

 nakon 72 sata ispiranja u destiliranoj vodi. 

Iako se neutralizacijom kitozana postiţe fizikalno umreţivanje uslijed deprotoniranja 

amino skupina, to umreţivanje nije bilo dovoljno za odrţavanje stabilnosti hidrogela kitozana 

tijekom i nakon vaĊenja iz kalupa (slika 12a). Ovakvo ponašanje moţe ukazati da su 

kompleksne interakcije izmeĊu bakrovih(II) iona i liganda (glukozamino jedinica kitozana) 

zasluţne za bolje umreţivanje kitozanskih lanaca. 

Mehanizmi keliranja ovise o molarnom odnosu metalnog iona i liganda [46]. U 

spomenutom istraţivanju [3], uoĉena je promjena veliĉine pora hidrogelova kelata s 

koncentracijom Cu
2+

 iona: s povećanjem koncentracije bakrovih(II) iona dolazi do 

povećavanja promjera pora. TakoĊer, smiĉni modul kelata raste s porastom koncentracije 

bakrovih(II) iona što moţe ukazati na veći udio umreţenih mjesta. Rezultati analize 

mikrostruktura kelata hidrogelova u ovom radu u skladu su s navedenim istraţivanjem [3], pri 

ĉemu je zamijećena promjena mikrostrukture s koncentracijom Cu
2+

 iona te porast veliĉine 

„tunela“ (slika 13).  
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Slika 13. A) Shematski prikaz strukturnog prijelaza za kelate kitozan−Cu
2+

.  

SEM mikrografije kelata kitozana srednje molekulske mase pripremljenih geliranjem s NH3 u 

kojima je: B) c(Cu
2+

) = 0,5 mmol dm
-3

, C) c(Cu
2+

) = 7 mmol dm
-3

 i  

D) c(Cu
2+

) = 12 mmol dm
-3

. Skala odgovara 1 mm. 

Na slici 14 dan je shematski prikaz kao i mikrostruktura kserogela kitozana srednje 

molekulske mase (C1) uz geliranje s NH3 u kojem je koncentracija Zn
2+

 iona iznosila 12 

mmol dm
-3

. Moţe se uoĉiti visokoporozna struktura s pravilnim, homogenim tunelima, kao i 

to da je plašt uzorka neporozan. Nadalje, dobiveni hidrogelovi kelata bili su znatno mekši u 

odnosu na kelate s istom koncentracijom bakrovih(II) iona. Ako se usporedi struktura 

hidrogela kelata jednake koncentracije bakrovih(II) iona, moţe se zakljuĉiti da vrsta metalnog 

iona uvelike utjeĉe na mehanizam kompleksiranja što u konaĉnici definira mikrostrukturu 

hidrogela. 
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 Slika 14. SEM mikrografije i shematski prikaz kserogela kelata C1–Zn
2+

: 

A) površina, B) presjek, C) plašt uzorka. 

Promjenom koncentracije cinkovih(II) iona nije uoĉena promjena u veliĉini „tunela“ 

hidrogela kelata C1–Zn
2+

, prikazanih na mikrografijama (slika 15). TakoĊer, hidrogelovi 

kelata pripravljeni s koncentracijama c(Zn
2+

) niţim od 5 mmol dm
-3

 nisu bili dovoljno stabilni 

što moţe ukazati na kritiĉnu koncentraciju Zn
2+

 iona potrebnu za umreţivanje kitozana. Veća 

stabilnost hidrogelova kelata s bakrovim(II) ionima je u skladu s prethodnim istraţivanjem 

[47]. Ovisno o molarnom omjeru metalnih iona i amino skupina, moţe prevladavati „model 

privjeska“, „model mosta“ ili pak oba postoje istovremeno. Ovisno o mehanizmu koji 

prevladava, dobiva se razliĉita konformacija makromolekula što naposljetku moţe imati 

utjecaj na difuziju OH
-
 iona te brzinu geliranja [3]. 
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Slika 15. SEM mikrografije presjeka kserogelova kelata kitozana srednje molekulske mase 

pripremljenih geliranjem s NH3 u kojima je: A) c(Zn
2+

) = 5 mmol dm
-3

,  

B) c(Zn
2+

) = 7 mmol dm
-3

 i C) c(Zn
2+

) = 10 mmol dm
-3

. Oznaka skale odgovara 1 mm. 

Budući da su u ovom radu korištena dva izvora hidroksidnih iona, uoĉeno je da bitan 

utjecaj na dobivenu mikrostrukturu i stabilnost hidrogelova ima neutralizirajući agens. Za 

razliku od stabilnih hidrogelova kelata kitozan–Cu
2+

 dobivenih uz geliranje s NaOH, kelati 

kitozana s Zn
2+

 ionima nisu bili stabilni. S druge strane, uzorci dobiveni uz geliranje 

amonijakom dali su stabilnije i dobro definirane strukture. Ovakvo ponašanje moţe biti 

posljedica stabilizacije kompleksne strukture NH4
+
 ionima koji nastaju nakon otapanja plina u 

vodenom mediju. S obzirom da Cu
2+

 i Zn
2+

 ioni imaju veliki afinitet prema amino skupini, 

pretpostavlja se da NH4
+
 ioni potpomaţu reakcijama kompleksiranja.  

Na slikama 16 i 17 prikazani su presjeci i površine kserogelova pripremljenih kelata u 

kojima je koncentracija metalnih iona iznosila 12 mmol dm
-3

. Mikrografije presjeka uzoraka 

(slika 16) ukazuju na manje promjene u strukturi kserogelova kelata s bakrovim(II) ionima s 

obzirom na neutralizirajući agens, dok su promjene znaĉajnije ovisno o molekulskoj masi 

polimera. Ovakve promjene mogu biti posljedica većeg broja glukozaminskih jedinica u 

kitozanu C2. 

MeĊutim, hidrogelovi kelata s cinkovim ionima gelirani s NaOH ukazali su na vaţnost 

molekulske mase kitozana u reakcijama kompleksiranja pri ĉemu su C2–Zn
2+

 hidrogelovi 

(visoka molekulska masa) zadrţali nedefiniranu strukturu u odnosu na dezintegraciju C1–Zn
2+

 

hidrogelova (srednja molekulska masa). TakoĊer, vidljivo je da je amonijak kao 

neutralizirajući agens pogodniji za stabilnost hidrogela kelata s cinkovim ionima. 
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Slika 16. SEM mikrografije presjeka kserogela kelata kitozana srednje (C1) i visoke (C2) 

molekulske mase te Cu
2+

 i Zn
2+

 iona. Oznaka je 1 mm. 
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Mikrografije površina kserogela kelata ukazuju na neznatne promjene izmeĊu dvije 

korištene vrste kitozana (slika 17). Za kelate C1−Cu
2+

 uoĉene su pravilno rasporeĊene pore, u 

odnosu na kelate s kitozanom visoke molekulske mase. Sliĉno ponašanje vidljivo je i kod 

C1−Zn
2+

 i C2−Zn
2+

 kelata uz vizualno manji promjer pora za kitozan veće molekulske mase. 

Nadalje, veće pore snimljene su za uzorke kelata polimera s bakrovim(II) ionima, u odnosu na 

one s cinkovima.  

 

Slika 17. SEM mikrografije površine kserogela kelata kitozana srednje (C1) i visoke (C2) 

molekulske mase s Cu
2+

 i Zn
2+

 iona (geliranje s NH3) koncentracije od 12 mmol dm
-3

. 

Skala je 500 μm. 



REZULTATI I RASPRAVA 

39 

 

4.2.2 Kontrolni uzorci 

Na SEM mikrografijama (slika 18) moţe se vidjeti površina uzoraka nosaĉa nakon 

adsorpcije bakrovih(II) iona tijekom 24 sata. Na kontrolnim uzorcima vidljiva je pojava 

anorganskih kristalnih faza, kojih nema nakon ispiranja uzoraka destiliranom vodom. 

MeĊutim, prisutna je pojava „hrapave“ površine nosaĉa te prisutnost manjih ĉestica koje bi 

mogle ukazati na taloţenje bakrovih spojeva. TakoĊer, moţe se uoĉiti da adsorpcijom 

metalnih iona nije promijenjena struktura liofiliziranih nosaĉa. 

 

Slika 18. SEM mikrografije površine kontrolnih uzoraka nakon adsorpcije Cu
2+

 iona. 

4.3 DRIFT analiza 

Primjenom difuzne refleksije infracrvenog zraĉenja (DRIFT analize) snimljeni su 

spektri obje vrste prašaka kitozana (C1 i C2) kako bi im se procijenio stupanj deacetilacije 

(slika 19). 
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Slika 19. DRIFT spektri prašaka kitozana C1 i C2. 

Stupanj deacetilacije prašaka izraĉunat je primjenjujući sljedeću jednadţbu [25]: 

 

 
DD [%]   (1–

 1

 3

1,33
)  100 (5) 

gdje A1 odgovara apsorbanciji vrpce na valnom broju 1647 cm
-1

, a A3 apsorbanciji vrpca u 

rasponu od 3804 cm
-1

 do 2959 cm
-1

 (raĉunato od bazne linije). Vrijednosti stupnja 

deacetilacije dobivene koristeći jednadţbu 5, korigirane su primjenom korekcijskog faktora 

(0,8510) ĉija je vrijednost odreĊena prema polimeru toĉno poznatog stupnja deacetilacije. 

Stoga su procijenjene vrijednosti stupnja deacetilacije za obje vrste kitozana: 

 DD = (73,13 ± 4,42) %, za kitozan srednje molekulske mase (C1), te 

 DD = (77,61 ± 4,67) %, za kitozan više molekulske mase (C2). 

Na slici 20 prikazan je naĉin odreĊivanja baznih linija kojeg su koristili Duarte i 

suradnici [48], a koji je primijenjen i u ovom radu. 
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Slika 20. OdreĊivanje baznih linija na primjeru praška kitozana C1. 
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S obzirom da oba kitozana posjeduju sliĉan stupanj deacetilacije, odnosno jednaki 

odnos amino i amidnih skupina koje sudjeluju u reakcijama kompleksiranja, moţe se 

zakljuĉiti da molekulska masa polimera ima većinski utjecaj na keliranje te konaĉnu strukturu 

materijala, kao što je utvrĊeno SEM analizom. 

4.4 FTIR analiza 

Na slikama 21 – 24 prikazani su FTIR spektri pripremljenih nosaĉa oba kitozana, kao i 

spektri kserogelova kelata kitozana i bakrovih(II), odnosno cinkovih(II) iona.  

Apsorpcijske vrpce, tj. valni brojevi funkcionalnih skupina za kitozan (srednje i visoke 

molekulske mase) odreĊeni su na FTIR spektrima prikazanima na slici 21. Karakteristiĉne 

vrpce, koje mijenjaju svoje intenzitete ovisno o stupnju deacetilacije, odgovaraju istezanju 

karbonilne (C=O) skupine (amid I) i savijanju −NH (amid II), a nalaze se na valnim 

brojevima 1649 cm
-1

 i 1567 cm
-1

. Vrpca od 3361 cm
-1

 do 3283 cm
-1

 odgovara preklapanju 

vrpci hidroksilne (–OH) i amino (–NH2) skupine uslijed vibracijskog istezanja, te meĊusobnih 

interakcija vodikovim vezama. Valni brojevi 2919 cm
-1

 i 2873 cm
-1

 odgovaraju simetriĉnom i 

asimetriĉnom istezanju –CH2 skupina. Vrpce na 1419 cm
-1

 i 1375 cm
-1

 pripadaju skupinama 

C–N i –CH3 iz acetilne skupine. Tri istezanja ugljik–kisik skupina nalaze se na valnim 

brojevima 1151, 1061 i 1027 cm
-1

. Intenzitet prve vrpce pripada asimetriĉnom istezanju 

glikozidne veze koju ĉini kisikov atom iz mosta i ugljikov iz prstena. Vrpca na 1061 cm
-1

 

nastaje uslijed istezanja C–O veze trećeg ugljikovog atoma (sekundarna –OH skupina), dok 

vrpca na 1027 cm
-1

 odgovara istezanju C–O veze C6 (primarna –OH skupina) [35,49]. 
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Slika 21. FTIR spektri nosaĉa kitozana C1 i C2. 

Na slikama 22 – 24 prikazani su FTIR spektri dobivenih uzoraka kitozana srednje (C1) i 

visoke (C2) molekulske mase pripremljenih neutralizacijom s natrijevim hidroksidom ili 

amonijakom, te kserogelova kelata kitozan–Cu
2+

/Zn
2+

. 

Prema literaturi [28,32], tijekom procesa keliranja metalnih iona (Cu
2+

 i Zn
2+

) 

kitozanom dolazi do pomaka široke vrpce kitozana koja odgovara istezanju –NH2 i –OH 

skupine prema niţim valnim brojevima. TakoĊer, vrpcama koje odgovaraju amid II skupini  

(–NH, na 1567 cm
-1

) te savijanju (sekundarne) –OH skupine (na 1061 cm
-1

) se smanjuje 

intenzitet. Te promjene ukazuju na sudjelovanje amino i hidroksilnih skupina u keliranju 

metalnih iona polimerom. TakoĊer, moţe se zakljuĉiti da dodatak metalnih iona znaĉajno 

utjeĉe na vibracijske frekvencije razliĉitih skupina (–OH, –NH, –NH2) kitozana [49-51]. 

Wang i suradnici [28] navode i pojavu nove apsorpcijske vrpce na 1620 – 1630 cm
-1

 što 

smatraju karakteristiĉnim za asociranje kitozana i metala, no ta vrpca nije zabiljeţena u ovom 

radu.  

Gritsch i suradnici [38] su u svom istraţivanju kelata kitozana s razliĉitim omjerima 

Cu
2+

 iona i –NH2 skupina zabiljeţili sliĉne promjene u strukturi kitozan – metalni ion 

primjenom ATR-FTIR analize, kao što su naĊene u ovom radu. TakoĊer, nisu uoĉili 

znaĉajnije promjene u spektrima uzoraka s razliĉitim koncentracijama bakra. 
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Budući da u ovom radu na FTIR spektrima nije uoĉena pojava novih vrpci, moţe se 

zakljuĉiti da izmeĊu polimera i metalnih iona nije nastala kovalentna veza, već samo dolazi 

do elektrostatskih interakcija. 

Prema literaturnim podatcima [38], „model mosta“ podupiru uoĉene promjene u vrpci 

na valnom broju ~1100 cm
-1

, a koja odgovara glikozidnoj vezi (u ovom radu vrpca se 

pojavljuje na 1151 cm
-1

). To ukazuje na Cu–koordinirano umreţivanje izmeĊu polimernih 

lanaca, tj. da je metalni ion most izmeĊu amino skupina dva razliĉita polisaharidna lanca. 

TakoĊer, predloţeno je i da razliĉiti oblik vrpce moţe biti zbog povećanja duljine glikozidne 

veze uslijed steriĉkih smetnji zbog iona unutar matrice koji su u interakciji s okolnim 

polimernim lancima. 

UsporeĊujući utjecaj molekulske mase kitozana te izvor hidroksidnih iona za geliranje, 

nisu pronaĊene dodatne promjene drugih apsorpcijskih vrpci. 

Nasuprot in situ dobivenih hidrogelova kelata, kontrolni uzorci dobiveni adsorpcijom 

metalnih iona pokazali su prisutnost acetatnih grupa iz metalnih prekursora zaostalih ĉak i 

nakon ispiranja destiliranom vodom. 
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Slika 22. FTIR spektri: A) uzoraka kelata kitozana srednje molekulske mase i Cu
2+

/Zn
2+

 iona 

dobivenih uz geliranje amonijakom, te B) kontrolni uzorci. 
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Slika 23. FTIR spektri: A) uzoraka kelata kitozana visoke molekulske mase i Cu
2+

/Zn
2+

 iona 

dobivenih uz geliranje amonijakom, te B) kontrolni uzorci. 
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Slika 24. FTIR spektri uzoraka kitozana A) srednje i B) visoke molekulske mase dobivenih 

geliranjem s natrijevim hidroksidom te uz keliranje Cu
2+

 iona. 
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4.5 Rendgenska difrakcijska analiza 

Difraktogrami ĉistih prašaka kitozana i kserogelova kelata kitozan–Cu
2+

/Zn
2+

 prikazani 

su na slikama 25 – 27. 

Na difraktogramima prašaka kitozana srednje i visoke molekulske mase (slika 25) 

vidljiv je karakteristiĉni maksimum na 2   20,5° koji odgovara kristalnoj domeni nastaloj 

uslijed inter- i intra-molekulskih vodikovih veza. Nakon reprecipitacije kitozana amonijakom 

i NaOH, karakteristiĉni maksimum kitozana smanjuje se, te se pojavljuje novi maksimum na 

10,5° koji odgovara hidratiziranom L-2 polimorfu kitozana [52]. Difrakcijski maksimum 

kitozana smanjuje se zbog pucanja vodikovih veza uslijed restrukturiranja pravilno 

rasporeĊene strukture u praškastom stanju. TakoĊer, smanjenje broja vodikovih veza vodi ka 

širenju polimernog lanca [28,35]. 

 

Slika 25. Difraktogrami prašaka kitozana srednje (C1) i visoke (C2) molekulske mase. 

Difraktogrami kelata kitozana srednje molekulske mase dobivenih geliranjem uz NH3 

pokazuju samo difrakcijske maksimume kitozana što ukazuje na izostanak bakrovih i 

cinkovih spojeva. TakoĊer, izostanak znaĉajnije razlike u difrakcijskom maksimumu na  

2   20,5° ukazuje na to da nije došlo do promjene u jediniĉnoj ćeliji kitozana u prisutnosti 
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Zn
2+

 iona, dok je sa Cu
2+

 ionima primijećeno znaĉajnije širenje glavnog difrakcijskog 

maksimuma. MeĊutim, kada je geliranje provedeno s NaOH došlo je do pojave novih 

kistalnih faza bakrovih iona koje odgovaraju Cu3O4, CuO i Cu2O [53].  

Nasuprot kelatima s C1, kelati s kitozanom visoke molekulske mase dobiveni 

geliranjem uz NH3 pokazuju prisutnost cinkovog oksida u kelatu C2−Zn
2+

. Zakljuĉno, 

kontrolni uzorci i kelati dobiveni geliranjem s NaOH pokazuju sliĉno ponašanje kao i kelati s 

kitozanom visoke molekulske mase. Kao što je pretpostavljeno, molekulska masa ima 

znaĉajan utjecaj na mehanizme kompleksiranja što u konaĉnici odreĊuje sastav i strukturu 

kserogela. 

Kontrolni uzorci dobiveni adsorpcijom bakrovih(II) i cinkovih(II) iona potvrdili su 

indikacije FTIR analize o zaostatku metalnih prekursora nakon ispiranja vodom. Štoviše, u 

istim uzorcima uoĉena je prisutnost bakrovih, odnosno cinkovog oksida [54]. 
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Slika 26. Difraktogrami uzoraka kitozana srednje molekulske mase (C1): A) dobivenih 

geliranjem s amonijakom s Cu
2+

/Zn
2+

 ionima; B) dobivenih geliranjem s NaOH s Cu
2+

 

ionima; C) kontrolni uzorci dobiveni adsorpcijom metalnih iona. 
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Slika 27. Difraktogrami uzoraka kitozana visoke molekulske mase (C2): A) dobivenih 

geliranjem s amonijakom s Cu
2+

/Zn
2+

 ionima; B) dobivenih geliranjem s NaOH s Cu
2+

 

ionima; C) kontrolni uzorci dobiveni adsorpcijom metalnih iona. 
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4.6 MTT test 

Dobiveni rezultati MTT testa na uzorcima kelata kitozan–Cu
2+

 i kitozan–Zn
2+

 geliranih 

amonijakom prikazani su na slici 28. Vijabilnost stanica prikazana je u odnosu na negativnu 

kontrolu citotoksiĉnosti (netretirane stanice) te vijabilnost iznad 50 % ukazuje na 

necitotoksiĉnost materijala.  

In vitro test citotoksiĉnosti pokazuje da su uzorci kitozana s bakrovim(II) ionima 

koncentracije veće od 1 mmol dm
-3

 toksiĉni za ljudske embrionalne stanice Hek293 nakon 48 

sati inkubacije. TakoĊer, citotoksiĉnost je sve izraţenija porastom koncentracije bakrovih(II) 

iona. Prema literaturi [43,55], kompleksi bakra mogu reagirati s DNA što vodi ka pucanju 

kemijskih veza unutar nje, a što se moţe primijeniti u djelovanju protiv tumorskih stanica. 

Budući da je metal jako toksiĉan, kompleksiranjem bakrovih iona kitozanom moţe se smanjiti 

toksiĉnost metala. Nadalje, bakar je osnovni element za normalan rast i razvoj (ljudskog i 

ţivotinjskog) kostura. Potiĉe angiogenezu stabiliziranjem faktora HIF (engl. hypoxia-

inducible factors) i VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) koji utjeĉu na smanjenje 

dostupnosti kisika za stanice. Uslijed niske cijene i visoke stabilnosti, usporediv je sa skupim 

faktorima rasta [56,57]. MeĊutim, primjena bakrovih iona u biomedicinske svrhe ograniĉena 

je njegovom koncentracijom koja moţe uzrokovati toksiĉnost i mutacije stanica. Stoga je 

bitno toĉno definirati granice toksiĉnosti bakrovih iona. 

Nasuprot kelatima s bakrovim(II) ionima, uzorci s cinkovim(II) ionima za ispitivane 

koncentracije ne pokazuju citotoksiĉna svojstva: vrijednosti vijabilnosti stanica veće od  

100 % upućuju na to da je utjecaj ispitivanih materijala bolji od utjecaja samog ĉistog medija. 

Cink je drugi po zastupljenosti metal u ljudskoj krvi, odmah nakon ţeljeza. Tijekom 

procesa zgrušnjavanja, Zn
2+

 ione oslobaĊaju aktivirani trombociti, a općenito im se 

koncentracija povećava u blizini tromba. To ukazuje da su cinkovi(II) ioni bitni za 

koagulaciju i trombozu [58]. TakoĊer, Zn
2+

 ioni vaţni su u inţenjerstvu tkiva i kosti budući da 

je cink potreban za proliferaciju stanica. Smatra se da cink sudjeluje u mineralizaciji 

osteblasta kroz proteine koji skladište cinkove ione te ih tako transportiraju. Nadalje, cink 

inbihira diferencijaciju osteoklasta, a potiĉe aktivnost osteoblasta kao i stvaranje kosti [44]. 

Prema slici 28 moţe se primijetiti neznatan pad vijabilnosti stanica s obzirom na 

vrijeme inkubacije, a ispitivani kelat kitozan–Zn
2+

 s 10 mmol dm
-3

, u odnosu na kelat s 

bakrovim(II) ionima iste koncentracije, ukazuje na 100 % veće preţivljavanje stanica nakon 

48 i 72 h. Ovakav rezultat upućuje da kelati s cinkovim(II) ionima nisu citotoksiĉni. TakoĊer, 

promjena koncentracije cinkovih iona nije narušila staniĉnu vijabilnost.  
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Iako su bakar i cink sliĉni po kemijskim i fizikalnim svojstvima, pretpostavlja se da je 

poloviĉno popunjena d-orbitala bakrovih(II) iona odgovorna za jaĉa oksidacijska svojstva 

bakra u odnosu na cink. 

 

Slika 28. MTT test vijabilnost Hek293 stanica uzgojenih ekstraktom kserogelova kelata 

kitozan−M
2+

 tijekom 72 h pri 37 °C. Znaĉajna razlika izmeĊu dvije grupe definirana se s 

vrijednosti p < 0,05 (*). 
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5 ZAKLJUČAK 

Kitozan je vrlo uĉinkoviti sorbens za metalne katione uslijed keliranja pri neutralnoj pH 

vrijednost medija, odnosno za metalne anione u kiselom mediju uslijed elektrostatskog 

privlaĉenja protoniranih amino skupina. Ovisno o molarnom omjeru metalnih iona i amino 

skupina, postoje dva mehanizma interakcija: „model privjeska“ te „model mosta“. Ovisno o 

mehanizmu koji prevladava, dolazi do razliĉite konformacije makromolekula te konaĉne 

strukture materijala. 

U ovom radu korištene su dvije vrste kitozana: srednje i visoke molekulske mase, kao i 

dva izvora hidroksidnih iona: koncentrirana otopina natrijevog hidroksida i zasićena 

atmosfera amonijaka. Kao metalni prekursori korištene su soli acetata bakra (Cu
2+

) i cinka 

(Zn
2+

). 

Primjenom difuzne refleksije infracrvenog zraĉenja procijenjeni su stupnjevi 

deacetilacije korištenih kitozana: DD kitozana srednje molekulske mase iznosi  

(73,13 ± 4,42) %, a kitozana više molekulske mase (77,61 ± 4,67) %. 

Umreţivanje polimernih lanaca uslijed deprotoniranja amino skupina OH
-
 ionima nije 

dalo stabilne hidrogelove, za razliku od hidrogelova kelata kitozana s metalnim ionima (Cu
2+

 i 

Zn
2+

). Iz toga se moţe zakljuĉiti da su interakcije izmeĊu centralnih (metalnih) iona i liganda 

(glukozaminskih jedinica kitozana) zasluţne za bolje umreţivanje polimernih lanaca. 

Primjenom UV-Vis spektroskopije potvrĊeno je nastajanje kelata kitozan – metalni ion. 

SEM mikrografije kserogelova prikazuju promjene mikrostrukture kelata kitozan–Cu
2+

 

iz tubularne (usmjerene) u slojevitu strukturu povećanjem koncentracije metalnih iona. Za 

razliku od kelata kitozan–Cu
2+

, promjenom koncentracije Zn
2+

 iona nisu zabiljeţene promjene 

u strukturi kelata kitozan–Zn
2+

. 

Na snimljenim FTIR spektrima kelata kitozan–Cu
2+

/Zn
2+

 mogu se uoĉiti promjene na 

vrpcama koje odgovaraju amino i hidroksilnim skupinama, a što ukazuje na sudjelovanje tih 

skupina u procesu keliranja metalnih iona. Budući da nisu uoĉene pojave novih vrpci, 

zakljuĉuje se da izmeĊu polimera i metalnih iona nije nastala kovalentna veza, već samo 

dolazi do elektrostatskih interakcija. UsporeĊujući utjecaj molekulske mase kitozana te izvor 

hidroksidnih iona za geliranje, nisu pronaĊene dodatne promjene drugih apsorpcijskih vrpci. 
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Za razliku od difraktograma kelata kitozana srednje molekulske mase dobivenih 

geliranjem uz NH3 koji ne pokazuju pojavu anorganskih kristalnih faza, geliranjem uz NaOH 

dobiveni su razliĉiti bakrovi oksidi (Cu3O4, CuO i Cu2O). Kelati s kitozanom visoke 

molekulske mase dobiveni geliranjem uz NH3 pokazuju prisutnost cinkovog oksida. 

In vitro test citotoksiĉnosti (MTT test) pokazuje da su uzorci kitozana s bakrovim(II) 

ionima koncentracije veće od 3 mmol dm
-3

 citotoksiĉni, dok uzorci s cinkovim(II) ionima za 

ispitivane koncentracije ne pokazuju citotoksiĉna svojstva. 
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6 POPIS SIMBOLA 

DNA  deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid) 

PLA  poli(mlijeĉna kiselina), polilaktid 

PLGA  poli(mlijeĉna-co-glikolna kiselina), 

PCL  poli(ε-kaprolakton) 

PDLLA poliD,L-laktid 

PGA  poli(glikolna kiselina) 

PEG  poli(etilen-glikol) 

NIPAAM poli(N-izopropil-akrilamid) 

DMSO  dimetil-sulfoksid 

NMP  N-metil-2-pirolidon 

TPP  natrijev tripolifosfat 

NaHCO3 natrijev hidrogenkarbonat 

TEMPO 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil radikal 

DD  stupanj deacetilacije (engl. degree of deacetylation) 

DFT  teorija funkcionala gustoće (engl. density functional theory) 

13
C NMR nuklearna magnetna rezonancija 

SEM  pretraţna elektronska mikroskopija (engl. scanning electron microscopy) 

DSC  diferencijalna pretraţna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry) 

TGA  termogravimetrijska analiza 

EDX  energijski disperzivna rendgenska analiza (engl. energy-dispersive X-ray 

spectroscopy) 

XPS  rendgenska fotoelektronska spektroskopija (engl. X-ray photoelectron 

spectroscopy) 

UV-Vis ultraljubiĉasta-vidljiva spektrofotometrija 

IR  infracrvena spektrometrija (engl. infrared spectroscopy) 

AAS  atomska apsorpcijska spektroskopija 

EDTA  etilendiamintetraoctena kiselina 

mRNA  glasniĉka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid) 

TEM  transmisijska pretraţna mikroskopija (engl. transmission electron microscopy) 

MTT  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid 

C1  kitozan srednje molekulske mase 
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C2  kitozan više molekulske mase 

MW  molekulska masa 

HAc  octena kiselina 

NaOH  natrijev hidroksid, otopina natrijevog hidroksida 

NH3  amonijak 

FTIR  infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovim transformacijama (engl. 

Fourier-transform infrared spectroscopy) 

XRD  kvalitativna rendgenska difrakcijska analiza (engl. X-ray diffraction) 

DRIFT  difuzna refleksija infracrvenog zraĉenja (engl. diffuse reflectance infrared 

Fourier transform spectroscopy) 

KBr  kalijev bromid 

HEK293 ljudske embrionalne stanice (engl. human embryonic kidney cells) 

PBS  otopina fosfatnog pufera 

DMEM biološki medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 

ATR  tehnika prigušene totalne refleksije (engl. attenuated total reflectance) 

HIF  hipoksija inducirajući transkripcijski faktor (engl. hypoxia-inducible factor) 

VEGF  vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor) 
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