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SAZETAK

Do sada, mali broj istrazivanja posvecen 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 toksi¢nosti moze manipulirati
strukturom, fizikalnim i bioloSkim svojstvima hidrogelova kitozana.

Kitozan je netoksi¢an, biokompatibilan i biorazgradivi polimer koji se moze koristiti
kao nosac u podrucju tkivnog inzenjerstva. Ovisno o stupnju deacetilacije i molekulskoj masi
polimera, dodatkom bakrovih i cinkovih iona (Cu®* i Zn**) dobivaju se hidrogelovi definirane
strukture. Potencijalna metoda priprave hidrogelova kelata kitozan — metalni ion s to¢no
odredenom strukturom je proces keliranja.

U eksperimentalnom dijelu rada, koristene su dvije vrste kitozana: srednje (C1) i visoke
(C2) molekulske mase. Kao metalni prekursori koristene su soli acetata bakra i cinka, dok su
koncentrirana otopina natrijevog hidroksida te zasi¢ena atmosfera amonijaka sluzili kao
neutralizirajuci agensi. UV-Vis spektroskopska analiza otopina ukazala je na nastanak kelata
kitozan — metalni ion. Pripremljeni hidrogelovi postupkom liofilizacije prevedeni su u nosace
i kserogelove koji su okarakterizirani primjenom infracrvene spektroskopske analize s
Fourierovim transformacijama (FTIR) i kvalitativnom rendgenskom difrakcijskom analizom
(XRD). Morfologija i mikrostruktura uzoraka istrazena je pomocu pretraznog elektronskog
mikroskopa (SEM). Provedene analize ukazuju na interakcije Cu®* i Zn*" iona s amino i
hidroksilnim skupinama polimera, kao i na nastanak anorganskih kristalnih faza kada je
geliraju¢i agens otopina NaOH. Test citotoksi¢nosti pokazao je da su kelati kitozana s
bakrovim(II) ionima koncentracije ve¢e od 3 mmol dm™ citotoksi¢ni za Hek293 stanice, dok
uzorci s cinkovim(ll) ionima za sve istrazivane koncentracije nisu pokazali citotoksi¢na

svojstva.

Kljuéne rijeci: kitozan, keliranje, metalni ioni, mikrostruktura, citotoksi¢nost.



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®* and Zn®"). 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?* 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?* and Zn?*
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(l1) ion higher than 3 mmol dm™ were cytotoxic for
Hek293 cells, whereas chelates with zinc(ll) 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 paznja pridaje istrazivanjima interakcija izmedu
biorazgradivih nosaca temeljenih na prirodnim polisaharidima 1 terapeutskih proteina.
NajceS¢e koriSteni polisaharidi su hitin te njegov derivat Kkitozan zbog velike
biokompatibilnosti, biorazgradivosti i netoksi¢nosti. Do interakcija izmedu kitozana i
terapeutskih peptida, proteina, DNA (deoksiribonukleinska kiselina) itd. dolazi uslijed
prisutnosti velikog broja (protoniranih) amino te hidroksilnih skupina. Zbog toga je polimer
pronasao Siroku primjenu u inZenjerstvu tkiva, kao i u lije¢enju rana gdje protonirane amino
skupine polimera privlace negativno nabijene proteine plazme S$to je praceno adhezijom i
nastajanjem tromba, tj. koagulacijom krvi [1,2]. Protoniranjem —NH; skupina kitozan postaje
polielektrolit, a kada otopina polimera dode u kontakt s luzinom, uslijed fizikalnog umrezenja
prelazi u oblik hidrogela [3].

Nadalje, jedna od glavnih primjena kitozana i njegovih derivata temelji se na njihovoj
sposobnosti da snazno vezu teske i toksi¢ne metalne ione [4]. Kitozan u kiselom mediju ima
kationski karakter koji dopusta otapanje polimera i oblikovanje te elektrostatsko privlacenje s
anionskim komponentama ($to je primijenjeno u procesima adsorpcije). U neutralnom mediju
deprotonirane amino skupine omogucavaju keliranje metalnih kationa ili organskih tvari. Ova
svojstva koriste se u razli¢itim znanstvenim podru¢jima kao S§to su obnova metala,
koagulacija-flokulacija organskih komponenti, a Cisti polimer moze se koristiti kao adsorbens
u ¢vrstom stanju za pesticide, lijekove itd. Budu¢i da toplinskom razgradnjom kitozana ne
konvencionalne sinteticke smole [5]. Uslijed kationske prirode polimera, kitozan se moze
upotrijebiti i u osjetljivim kolorimetrijskim senzorima za razliite analite [6].

U danasnje vrijeme, veina istrazivanja usmjerena je na primjenu kelata na temelju
kitozana s metalnim ionima (pro¢iS¢avanje otpadnih voda, industrijski katalizatori, mekani
kompozitni materijali itd.), dok je manji dio istrazivanja posvecen dizajniranju hidrogelova s
hijerarhijskom strukturom. Jaki afinitet izmedu kitozana i metalnih iona vodi prijelazu iz
orijentirane (usmjerene) u viseslojnu strukturu, dok slabi afinitet vodi ka kompozitnom gelu s
in situ nastalim anorganskim Cesticama [3].

S obzirom na manjak istrazivanja utjecaja dvovalentnih metalnih iona na strukturu 1
svojstva hidrogelova kitozana, ovaj rad usmjeren je na pripravu stabilnih hidrogelova uz

pomo¢ keliranja. Cilj ovog rada je prikazati kako manipulirati strukturom, fizikalnim i
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bioloSkim svojstvima hidrogela kitozana dodatkom dvovalentnih metalnih iona u dozvoljenim
granicama toksi¢nosti. Primjenom vrlo niskih koncentracija prijelaznih metala, bakra i cinka,
moze se dobiti to¢no definirana struktura hidrogela kitozana koji potencijalno moze posluziti

kao nosa¢ u podrucju tkivnog inzenjerstva.




OPCI DIO

2 OPCIDIO

2.1 Hidrogel

Gelovi se obi¢no definiraju kao razrijedeni umrezeni sustavi te se u stabilnom stanju
dijele prema svojstvu teenja na slabe 1 jake. Hidrogelovi su trodimenzijske mreze nastale od
sintetskih ili prirodnih polimera koje mogu apsorbirati 1 zadrzati veliku koli¢inu vode.
Struktura hidrogela nastaje zbog hidrofilnih skupina ili domena prisutnih u polimernoj mrezi
nakon hidratacije u vodenoj okolini [7].

Najvaznija svojstva hidrogela su propusnost, kapacitet zadrzavanja vode (bubrenje) i
biokompatibilnost. Uslijed znacajnog sadrzaja vode, hidrogelovi imaju stupanj fleksibilnosti
sli¢an onom prirodnih tkiva. To se moZe dodatno kemijski modificirati promjenom polarnosti,
povrsinskih 1 mehanickih svojstava te stupnja bubrenja [7]. Takoder, svojstvo bubrenja
hidrogelova usko je povezano i s mehanickim svojstvima kao §to su modul elasti¢nosti 1
modul smicanja [8].

Hidrogelovi mogu reagirati na podrazaje iz okoline u kojoj se nalaze. Do promjene
volumena i svojstava bubrenja moze do¢i promjenom temperature, pH vrijednosti medija,
prisutnosti elektrolita, odnosno elektricnog polja ili pak svjetlosti [7].

Hidrogelovi mnogih sintetskih i prirodnih polimera proizvode se za primjenu u tkivnom
inZenjerstvu za oporavak ostecenih tkiva, farmaceutskom 1 biomedicinskom podrucju. Uslijed
visoke sposobnosti apsorpcije vode, biokompatibilnosti, odli¢cnih mehanickih svojstava i
sli¢nosti s mekim bioloskim tkivom, hidrogelovi se mogu koristiti za lijeCenje rana, kao
sustavi za dostavljanje lijekova za kontrolirano i neprestano otpustanje aktivnih supstanci, u
poljoprivredi, transdermalnim sustavima te kao dentalni materijali, implantati, injekcijski
polimerni sustavi itd. Prirodni polimeri, posebice polisaharidi kao §to su kitozan, pektin,
natrijev alginat i Skrob, dobro su razvijene matrice za pripremu hidrogelova za razlicite
zahtjeve [7-9]. Do sada je istrazeno i razvijeno niz metoda priprave hidrogelova na temelju
prirodnih i sintetskih polimera, a u nastavku ¢e se predstaviti najc¢es¢e koristene metode za

podrucje tkivnog inZenjerstva.

2.1.1 Injekcijski polimerni sustavi

Injekcijski hidrogelovi imaju mnoge prednosti kao §to su oblikovanje u kalupu, veca
bioadhezija, manje invazivni postupak ugradnje te mogu pruziti pogodan mikrookoli§ za rast i

razvoj stanica. Takoder, imaju mehanicka i1 strukturna svojstva slicna mnogim tkivima te

3
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potencijalno mogu oponasati okoli§ izvanstani¢ne matrice. U njih mogu biti i1 inkapsulirane
(nano)cestice lijekova, faktori rasta ili bioaktivne komponente koje se mogu kontinuirano
otpustati [9].

Moguénost injektiranja lijeka ugradenog u polimer na odredeno mjesto te moguénost
polimera da stvara polu¢vrstu matricu za lijekove ima mnoge prednosti: jednostavnija
primjena, lokalizirana dostava (na specificno mjesto), produzeno vrijeme dostave lijeka,
smanjene doze (uz smanjenje neZeljenih nuspojava vezanih uz sustavnu dostavu lijeka) te
poboljsana iskustva pacijenta. Zbog toga se sve viSe proucavaju mnogi in situ polimerni
sustavi za dostavljanje lijekova [10].

Polucvrsti injekcijski implantatni sustavi podijeljeni su u Cetiri skupine i to prema
mehanizmu postizanja in vivo (in situ) o¢vrs¢ivanja. Prva skupina su plastomerne paste,
odnosno polimerni sustavi koji se u tijelo injektiraju u rastaljenom obliku, a hladenjem na
temperaturu tijela prelaze u polucvrsto stanje. Drugu skupinu ¢ine in Situ umreZeni sustavi
koji mogu nastati razli¢itim metodama, stvarajuci ¢vrsti polimerni sustav ili gel. To ukljucuje
reakcije umrezivanja inicirane toplinom ili apsorpcijom fotona (uz pomo¢ zracenja), odnosno
ionskim interakcijama izmedu malih kationa i polimernih aniona (geliranje posredovano
ionima). Injekcijski implantatni sustavi nastali in situ talozenjem c¢ine tre¢u skupinu.
TaloZenje moze biti potaknuto uklanjanjem otapala, promjenom temperature ili promjenom
pH vrijednosti medija. Zadnja skupina injekcijskih sustava nastaje in situ ocvr$é¢ivanjem
organogelova koji su sastavljeni od amfifilnih lipida netopljivih u vodi (bubre u vodenom
mediju te daju razliite oblike liotropnih tekucih kristala). U tablici 1 dani su primjeri najcesce
koriStenih komponenata za sustave za dostavu lijekova te su navedeni glavni nedostatci, a u
tablici 2 navedeni su nacini geliranja te dani primjeri tako dobivenih sustava na temelju
kitozana kao polimerne matrice budu¢i da se hidrogelovi na temelju kitozana intenzivno

istrazuju za razli¢ite 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 - PLA, PLGA, PCL
' tijekom injektiranja - inicijator: alkoholi
- neprihvatljiva koli¢ina . .
. L - oligomeri: PLA,
otpustene topline tijekom PDLLA i PCL
reakcije
Duromeri - naglo otpustanie lijeka - inicijator: polioli
. . ... | -sredstvo za
- toksi¢nost neizreagiranih odvridivanie: peroksidi
monomera viscivanje: p
5, | Insitu umreZeni R -PGA, PLA, PCL, PEG
' sustavi Foto-umreseni - skupljanje i lomljivost L
~ gelovi | Polimera uslijed visokog | - Inicijator: izvor
gelovi stupnja umreZivanja svjetlosti (laser, UV),
eozin boja
- kratak rok uporabe
Geliranje i s 1e - alginat s Ca* ionima
potaknuto ionima naglo otpustanje lijeka kao geliraju¢im agensom
- dugo vrijeme razgradnje
Uklanjanjem - naglo otpustanje lijeka
otapala
In situ taloZenje Talozenjem - primjena organskih
3. . B.C otapala
polimera
p _ e,
pgtz?nftr?)t::irglgz - stabilnost ulja i Cistoca - NIPAAM, PEG, PLA,
voskova PLGA i kitozan
sol — gel
- izostanak podataka o e kikirikita. néelini
4. Organogelovi toksi¢nosti - ulj€ KiKiIriKija, pcelinji
o vosak
- fazno razdvajanje

A kao katalizator koristi se kositrov 2-etilheksanoat

B opc¢eniti nedostatak ovih sustava je naglo otpustanje lijeka

© 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. Nacini geliranja i pripadajuéi polimerni sustavi na temelju kitozana.

VRSTA GELIRANJA SUSTAV REFERENCE

Geliranje fotopollm_enzacuom v Kitozan/laktoza/azidne skupine [11]
zracenje)

Tonsko umrezivanje (geliranje) Kitozan/TPP [12]
Kitozan/f-glicerofosfat [11]
Temperaturom potaknuto geliranje Kitozan/NaHCO; [13]
TOCNF/kitozan/glicerofosfat [14]
Geliranje izazvano promjenom pH Kitozan/gliceril monoeleat [11]
vrijednosti medija N-Karboksietil kitozan [15]

Hidrogelovi na bazi kitozana pronasli su veliku primjenu uslijed jedinstvenih svojstava:
biorazgradivost, biokompatibilnost i bioaktivnost. Takoder, kitozanski hidrogelovi
predstavljaju jednostavan pristup pripremi suhih materijala kao $to su nosaci (engl. scaffold),
za lijeCenje rana te sredstva za fiksiranje (u¢vrsc¢ivanje) prijeloma kostiju [3]. Jedan od nacina

pripreme suhih materijala na temelju kitozana je i liofilizacija.

2.1.2 Liofilizacija

Liofilizacija (engl. lyophilization ili freeze-drying) je ekoloski prihvatljiv postupak
dobivanja suhih materijala na nano-razini kao $to su aerogelovi, viskeri [16] i Cestice [17].

Postupak se temelji na uklanjanju vode iz zaledenog uzorka procesima sublimacije i
desorpcije u vakuumu, a moze se podijeliti u tri stupnja. Prvi stupanj je zaledivanje (engl.
freezing, solidification). Tijekom ovog stupnja dolazi do hladenja otopine (suspenzije) te
stvaranja Kkristala leda otapala. Mali dio vode (otapala) koji ostane u tekué¢em stanju (ne zaledi
se) naziva se vezana voda. Drugi stupanj je primarno susenje (engl. primary drying) koje se
temelji na sublimaciji leda iz zaledenog materijala. Na kraju ovog koraka stvorena je porozna
struktura, a pore odgovaraju prostoru gdje je bio led. Treci, zavrsni, stupanj je sekundarno
susenje (engl. secondary drying), odnosno desorpcija nezaledene vode [17].

Nedostatak metode je pojava velikih naprezanja tijekom procesa zaledivanja i suSenja.
Takoder, postupak dobivanja materijala je vremenski (relativno) dugotrajan i skup [17].

Liofilizacija se koristi za poboljSanje stabilnosti razli€itih farmaceutskih produkata

(virusi, peptidi, proteini [18]) te nosaca (liposomi, nanoc¢estice, nanoemulzije) [17]. Opcenito,
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postupak je pogodan za bioloske, biokemijske, farmaceutske i prehrambene proizvode koji ne
smiju biti izlozeni toplini kako bi se uklonila voda iz njihovih struktura, a koja je pogodan
medij za razvoj mikroorganizama [19]. Takoder, ovakav postupak omogucuje pripremu suhih
nosaca odredene strukture i poroznosti koja ostaje stabilna u mokrom okruzenju, odnosno u

obliku hidrogela.

2.2 Kitozan

Kitozan je prirodni, pozitivno nabijeni polisaharid, monomernih jedinica 2-amino-2-
deoksi-D-glukoza medusobno povezanih f-(1—4) vezama [20] koji se dobiva deacetiliranjem
hitina (40 — 50 %-tnom otopinom natrijevog hidroksida; slika 1) [21,22]. Prisutan je u
stanicnim stijenkama vecine gljivicnih biomasa (npr. Mucorales), kutikuli insekata i u
ljusturama rakova (koji predstavljaju glavni izvor za industrijsku proizvodnju). Topljiv je u
razrijedenim slabim (mravlja, octena, laktidna, jantarna, jabu¢na kiselina itd. [22]) te nekim

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

OH OH OH oH
o) Q 0
"l Ho amOH M H Olﬁm QM/OH
NH NH NH, NH
Ac- n Ac = -n Ac
HITIN KITOZAN

Slika 1. Dobivanje kitozana iz hitina [22].

Netoksican je za stanice sisavaca [22], biokompatibilan i biorazgradivi polimer koji se
koristi za biomedicinske primjene kao $to su lijeCenje rana, tkivno inZenjerstvo, implantati te
u dostavljanju lijekova zahvaljuju¢i bioloskoj aktivnosti: antimikrobna, antitumorska i
hemostatska aktivnost. Ostala podrucja primjene kitozana ukljucuju farmaceutsku 1
prehrambenu industriju te biotehnologiju. Antimikrobna svojstva omogucéuju i primjenu
kitozana u zastiti bilja kao prirodnog dezinficijensa protiv vodenih patogena. Antibakterijska
svojstva kitozana temelje se na reakciji polimera sa stanicnom stjenkom 1 membranom
mijenjajuéi njezinu propusnost te izmjenu tvari [20,23]. Osim do sada spomenutih primjena
na temelju polikationske prirode, kitozan se jo§ primjenjuje i u pro€is¢avanju otpadnih voda,
keliranju prijelaznih metala, stvaranju koacervata za prihvacanje stanica te u poljoprivredi za

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

Stupanj deacetilacije (engl. degree of deacetylation, DD) kitozana smatra se vaznim
svojstvom u odredivanju fizikalno-kemijskih i bioloSkih svojstava kao $to su kristalicnost,
hidrofilnost, razgradnja polimera te sposobnost vezanja bioloskih molekula. Definira se kao
(jednadzba 1) [25]:

NGieNn

DD (1)

Ngien T NGieNAc

gdje je Ngien prosjeéan broj D-glukozaminskih jedinica, a Nginac prosjeéan broj N-
acetilglukozaminskih jedinica. Kao $to je ve¢ spomenuto, deacetiliranje kitozana moze se
provesti koriste¢i otopinu natrijevog hidroksida visoke koncentracije, a konacna vrijednost
stupnja deacetilacije kontrolirana je parametrima procesa obrade prirodnog polimera:
poveCanjem temperature 1 produZenjem vremena reakcije dobiva se veéi stupanj
deacetiliranog materijala. Stupanj kristalnosti, odnosno uredenost strukture materijala veca je
Sto je stupanj deacetilacije veci. To svojstvo se pripisuje vecoj fleksibilnosti polimernih lanaca
uslijed manje prisutnosti veéih, acetilnih skupina [23].

Molekulska masa polimera prvenstveno ovisi o vrsti iz koje se dobiva (Skampi, rakovi,
gljivice itd.), kao i mjestu njihovog uzgoja te se moze smanjivati u procesu povecanja stupnja
deacetilacije. Molekulska masa polimera pokazala se kao vazan parametar za kristalicnost i
razgradnju polimera te za mehanicka svojstva i sadrzaj 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 izmedu kitozana i metalnih iona

Opceprihvaceni mehanizmi interakcija izmedu kitozana i metalnih iona su keliranje i
elektrostatsko privlacenje. Mehanizmi se temelje na tome da su —NH; (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 odredeni mehanizam. Slobodni elektronski par na atomu duSika moze vezati
metalni kation kada je pH vrijednost medija blizu 7. U suprotnom, protonirana amino skupina
(-NH;3") u kiselim otopinama polimeru omogucuje da se ponasa kao kation te na taj nacin

privlaci 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. Medutim, 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
(privlacnih interakcija) izmedu dva ili vise odvojenih aktivnih mjesta unutar istog liganda i
jednog centralnog atoma. Molekulska cjelina u kojoj se odvija keliranje i gdje su prisutne
odgovaraju¢e kemijske vrste, naziva se kelat. Pojam ,keliranje* najceS¢e je ogranicen na
postupak s metalnim ionima kao centralnim atomima [27].

Nastajanje kompleksa kitozan — metal moze se opisati Lewisovom kiselo-baznom
teorijom. Prema toj teoriji, metalni ioni ponasaju se kao akceptori elektrona. Kad amino
skupine nisu protonirane, posjeduju slobodni elektronski par na atomu dusika (elektron-
donor) koji moze reagirati s tvarima siromaSnim elektronima kao Sto su metali (kationi).
Nakon keliranja metalnih iona kitozanom, gustoca pozitivnog naboja povecava se na polimeru
¢ime se povecava broj ,,mjesta” za reakcije s (poli)anionima. Zbog toga kelati kitozana i
metala imaju veéu antimikrobnu aktivnost u usporedbi s ,,¢istim“ polimerom [5,28].

U eksperimentalnom dijelu rada koristeni su bakrovi(Il) i cinkovi(Il) ioni u procesu
keliranja te su na tim primjerima u nastavku teksta navedeni i objasnjeni modeli i

pretpostavke vezane za proces keliranja.

Kelati na temelju kitozana s bakrovim(11) ionima

NajviSe istrazivanja 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 razli¢itih lanaca putem inter- i intra-
molekularnog kompleksiranja. U slu¢aju ,,modela privjeska®, metalni ion vezan je za samo
jednu amino skupinu, kao privjesak [26].

Na poloZaj prijelaznih metala tijekom keliranja uglavnom utjece koordinacija s amino
skupinama kitozana. Dvije —OH skupine i jedna —NH, skupina mogu biti zahvaéene od strane
Cu®" iona, dok je Cetvrto mjesto vjerojatno zauzeto molekulom vode ili s —OH skupinom

tre¢eg ugljikovog atoma. Stoga je pri pH = 5,3 prisutan kelat:
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Cu*" + R-NH, 2 [Cu(R—NH,)]* (2)

dok kelat [Cu(R-NH,),]*" nastaje ¢im je pH vrijednost medija veéa od 5,8 (slika 2) [5,29].

B)

& ]

Slika 2. Shematski prikaz kelata kitozan—Cu®*: A) [Cu(R-NHy)]**, B) [Cu(R-NH,),]** [5].

Koordinacija dvovalentnih (teskih) metala s amino skupinama kitozana postize se u
molarnom omjerom 1:1, 1:2 ili 1:4. Na slici 3 prikazane su moguce strukturne formule,

odnosno moguce koordinacije bakrovih(Il) iona s amino skupinama kitozana [30].
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CH,OH
A) - 0 o—
OH
T
2*Cu(H,N)
CH,0OH CH,OH
o) o)
O 0
OH OH
N H,N
C) cwTT
NH, ">NH,
@) HO @) HO
o) 0
CH,OH CH,OH

Slika 3. Koordinacija Cu?* iona s —\NH, skupinama kitozana u molarnom omijeru:
A) 1:1,B) 1:2i C) 1:4 [30].

Braier i Jishi [31] uspjeli su primjenom teorije funkcionala gustoce (engl. density
functional theory, DFT) izracunati duljine veza, odnosno udaljenosti medu atomima te su na
taj nacin odredili to¢nu koordinaciju kelata kitozan — metal. Dobiveni rezultati ukazuju da je
bakrov(II) ion smjeSten u blizini interglikozidnog mosta, odnosno da dolazi do interakcija s
atomom Kkisika iz glikozidnog mosta (O4). Prema DFT teoriji, dane su dvije strukture
(prikazane na slici 4), od kojih struktura A) ima nizu energiju. U strukturi A), atom bakra je
1,87 A udaljen od atoma dusika (N) i atoma kisika (Os), a 2,24 A od Oy Prema tim
udaljenostima, autori su zakljucili da dolazi do vezanja iona bakra s N, i Og, te samo do
interakcija Cu—Oy (bez nastajanja veze). Budu¢i da su koordinacijski kutovi izmedu

centralnog bakrovog(ll) iona i atoma N, i Og priblizno 90° i 180°, predlozena je kvadratno

11
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planarna struktura. Zabiljezene su i promjene u duljinama veza ugljik — Kisik te ugljik — dusik
(u odnosu na disaharid kitozana), §to upucuje na preraspodjelu pozitivnog naboja kroz
divalentni kompleks, kao i prisutnost jakih bakar — dusik i bakar — kisik interakcija. Struktura

B) nije planarna uslijed prisutnih sterickih smetnji.

N
@Cu

Slika 4. Koordinacija kelata kitozan—Cu®": A) interakcije Cu** s Og, N, i Oy;
B) interakcije Cu*"s O3, N, i Oy [31].

Nadalje, na polozaj metalnih iona utjeCe 1 konstanta protoniranja amino skupine
log Kp) koja iznosi 6,3 te je pri pH = 6,9 protonirano vise od 20 % amino skupina, odnosno
g Kp) KOJ Je prip

pri pH = 5,0 vise od 90 %. Kemijska jednadzba protoniranja amino skupine je [29,32]:

R-NH,+ H;0'— R-NHj + H,0 (3)
3 3

lako mnogo radova navodi kako hidroksilne skupine sudjeluju u vezanju metala, prema
Desbriéresu i Guibalu [5], -OH skupne pomazu samo u stabiliziranju kelata, dok glavno
mjesto u vezanju metala pripada amino skupinama. Takoder, bitnu ulogu u ostvarivanju
interakcija izmedu oligomera i Cu® jona igra 1 stupanj polimerizacije. Prosjecna vrijednost
stupnja polimerizacije koja se smatra pragom za uspjesno keliranje iznosi 6,5.

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

strukture opisane ,,modelom mosta“ i ,,modelom privjeska“, postoje istodobno.

12
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Kelati na temelju kitozana s cinkovim(l1) ionima

Uz bakar, cink je jedan od metala koji najlakse koordinira s kitozanom. Opcenito, ioni
cinka imaju prehrambenu znacCajku vaznu za ljudsko zdravlje, a zadnjih godina kelati na
temelju kitozana i cinka istrazuju se kao lijekovi 1 hranjive tvari (nutrijenti). Oboje imaju
svojstva dezinficijensa i1 baktericida. Kitozan moze atom cinka vezati preko atoma dusika,
kisika ili u kombinaciji s oba atoma, pri cemu mogu ostati neki potencijalni donorski atomi
slobodni koji povecavaju biolosku aktivnost [32].

Cink, koji ima popunjenu d-orbitalu (d*°), obi¢no s ligandima tvori tetraedre. Kao i kod
kelata na temelju kitozana s bakrom, i za kelate kitozan-Zn?* pretpostavljeno je vise razligitih
molekulskih struktura, ovisno o molarnom omjeru amino skupina i metala. Modeli se takoder
mogu podijeliti na ,,model privjeska® gdje je metalni ion vezan na jedan atom dusSika (jedna
amino skupina), te ,,model mosta“ gdje je metalni ion vezan na jednu ili viSe amino i
hidroksilnih skupina [32]. Molekulske strukture kelata kitozan — cink za razli¢ite molarne

omjere prikazane su na slici 5.

13
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Slika 5. Predlozene molekulske strukture kelata kitozan—Zn?* za molarni omjer A) veéi od

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

Nadalje, pronadeno je da se pH vrijednost medija smanjuje tijekom procesa keliranja 1
to brze za kelate s ve¢im sadrzajem cinka (isto kao i kod kelata na temelju kitozana s
bakrovim(I1) ionima). Wang i suradnici [32] objasnili su to na temelju Lewisove kiselo-bazne
teorije: cinkovi(Il) ioni ponasaju se kao kiselina (akceptor za elektronski par), a kitozan kao
baza (elektron-donor). Kemijske jednadzbe koje odgovaraju danoj teoriji su jednadzba 3 (koja

odgovara protoniranju amino skuine) i jednadzba 4:
R-NH;+ Zn*"+ HyO—[R-NH,~Zn]* '+ H;0" 4)

Metode analiza strukture kitozan — metal

Odredivanje strukture kelata, odnosno mehanizma interakcija izmedu kitozana i
metalnih iona, provodi se primjenom nuklearne magnetske rezonancije (*C NMR),
pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM), diferencijalne pretrazne kalorimetrije (DSC),
termogravimetrijske analize (TGA), energijski disperzivne rendgenske analize (EDX),
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rendgenske fotoelektronske spektroskopije (XPS), ultraljubicaste-vidljive (UV-Vis)
spektrofotometrije, intra-crvene spektrometrije (IR), Mdssbauerove spektroskopije, masene
spektroskopije s elektrorasprsenjem, potenciometrije te titracijske kalorimetrije [4,26].
Opcenito, odredivanje nastale veze izmedu kitozana i metala moze biti indirektno i
direktno. Indirektnim metodama smatraju se atomska apsorpcijska spektroskopija (AAS),
titracije s etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA) itd., dok se direktno odredivanje veze
metalnog iona s polimerom provodi razgradnjom metalnog kompleksa u koncentriranoj

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

Elektrostatsko privlacenje

Elektrostatsko privlacenje (engl. ion exchange ili electrostatic attraction) kitozana i
metalnih iona ovisi prvenstveno o pK, polimera koji je kontroliran stupnjem deacetilacije i
gusto¢om naboja. Takoder, kiselo-bazna svojstva kitozana ovise i 0 stupnju disocijacije. U
literaturi se navodi kako pK, znaajno varira ovisno o parametrima: 6,3 — 7,2 za potpunu
disocijaciju, tj. da se pK, povecava kako se stupanj disocijacije smanjuje. Nadalje, optimalna
vrijednost pH medija za ovaj mehanizam interakcija je izmedu 2 i 4. U jako kiselom mediju
(pH vrijednost niza od 2 — 3), sorpcija metalnih aniona moze biti zna¢ajno smanjena zbog
konkuriranja viSe aniona za protonirane amino skupine [5,26].

Svojstvo elektrostatskog privlacenja moze se iskoristiti pri geliranju kitozana. Za to se
najéescée koriste poli(okso-anioni) i poli(fosfatni-anioni) zbog vrlo ucinkovitog stvaranja veza

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

Adsorpcija

Adsorpcija je posljedica specifi¢nih interakcija izmedu tvari koja se adsorbira (adsorbat)
i tvari na koju se adsorbira (adsorbens). Interakcije znacajno ovise o kemijskoj strukturi. Kod
kitozana, funkcionalne skupine odgovorne za stvaranje interakcija su hidroksilne i amino
skupine. Uslijed moguénosti protoniranja amino skupina, polimer je polikationske prirode §to
omogucava elektrostatske interakcije s anionskim komponentama (npr. ionske boje) koje
neutraliziraju naboj [5].

Kako Vasconcelos i suradnici [34] navode, kitozan ima kapacitet vezanja toksi¢nih
metala ve¢i od 1 mmol/g $to je znatno viSe za neke metale u odnosu na sposobnost vezanja
aktivnog ugljena. Sposobnost adsorpcije metala ovisi o0 izvoru kitozana, stupnju deacetilacije,

prirodi metalnog iona i pH vrijednosti medija.
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Kao §to je ve¢ spomenuto, kitozan posjeduje antibakterijska svojstva koja se dodatkom
dvovalentnih metalnih iona (bakra i1 cinka) mogu dodatno poboljsati. 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 povrsini stanice kao §to su proteini,
fosfolipidi 1 masne kiseline. Time nastaju polielektroliti pa se na taj nacin inhibira rast
mikroorganizma [28].

Mikrobna aktivnost kitozana opisuje se djelovanjem razli¢itih mehanizama. Prema
literaturi predloZena su tri mehanizma.

Prvi mehanizam temelji se na polikationskom kitozanu koji ostvaruje interakcije s
negativno nabijenom povrSinom stanicne membrane mijenjajuéi njezinu propusnost.
Protonirane amino skupine kitozana mogu ostvariti interakcije s anionskim komponentama
kao Sto su lipopolisaharidi, fosfolipidi te bakterijski povrSinski proteini, a elektrostatske
interakcije izmedu membrane i1 polimera odvijaju se u dva stupnja. U prvom stupnju dolazi do
odvajanja stani¢ne stijenke od stani¢ne membrane, a u drugom do razaranja membrane. Kao
primjer mehanizma moze se navesti inhibiranje fermentacije pekarskog kvasca odredenim
kationima kao S$to su kationi anilina i D-glukozamina koji djeluju na povrSini kvasca
sprjeCavaju¢i ulazak glukoze (na povrSini stanice tvore polimernu membranu ¢ime se
sprjecava ulazak hranjivih tvari u stanicu) [21, 24,35,36].

Drugi mehanizam temelji se na vezanju kitozana s DNA te inhibiranju sinteze proteina i
glasnicke ribonukleinske kiseline (mRNA). Pretpostavlja se da kada je kitozan osloboden iz
stanicne stijenke gljivicnog patogena od strane hidrolitickog enzima biljnog domacina,
,»oslobodeni* kitozan prodire u jezgru patogena te reagira s mRNA. Organizam moze biti
oslabljen djelovanjem ,,svog* kitozana ili fitoaleksina domacina izazvanog oslobodenjem
kitozana [24,35]. Mnogi autori [32,36] takoder napominju da samo kitozan nize molekulske
mase moZze uci u stanicu, tj. da ve¢e makromolekule ne mogu pro¢i kroz vanjsku membranu
budu¢i da ona djeluje kao uc€inkovita barijera za velike molekule.

Tre¢i 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 ve¢
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opisano, pozitivni naboj amino skupine na drugom ugljikovom atomu rezultira
polikationskom strukturom koja moze ostvariti interakcije s anionskim komponentama
(lipopolisaharidi, proteini) na povrSini mikroorganizama. Te interakcije rezultiraju velikom
promjenom strukture vanjske membrane Sto uzrokuje oslobadanje veceg dijela proteinskog
materijala iz stanice. Keliranje cinka kitozanom, pojaCava pozitivni naboj na amino
skupinama, a kao rezultat omogucene su lakSe interakcije nastalog kelata s anionskim
komponentama na povrs$ini stanice. Na taj nacin poboljSava se inhibitorska aktivnost polimera
[32].

Antimikrobna aktivnost kitozana raste porastom koncentracije polimera, a utvrdeno je
da 1 %-tna otopina polimera ima 100 %-tni u¢inak i za gram-pozitivne i za gram-negativne
bakterije. Takoder, antimikrobna aktivnost je poboljSana smanjenjem molekulske mase
polimera za gram-negativne bakterije, dok za gram-pozitivne bakterije raste uz njen porast
[21, 36]. Takoder, veca antibakterijska aktivnost postize se otapanjem polimera u organskim
kiselinama (sa §to manjim brojem ugljikovih atoma) u odnosu na anorganske kiseline [37].

Kod gram-pozitivnih bakterija dolazi do vezanja kitozana na teihonsku kiselinu ¢ime se
ekstrahiraju lipidi iz membrane, a kod gram-negativnih bakterija kitozan uniStava
lipopolisaharide §to pak dovodi do povecanja propusnosti membrane [35]. Nadalje, uslijed
prisutnosti veceg negativnog naboja na povrsini gram-negativnih bakterija (u odnosu na gram-
pozitivne), veca koli¢ina polimera adsorbira se na stanicnu membranu bakterija te su vece
promjene njezine strukture i propusnosti unutarstanic¢nih tvari (proteina, nukleinskih kiselina,
citoplazme itd.) u okolinu. Oba efekta vode ka smrti stanice bakterije, a pri tome ne dolazi do
povecanja otpornosti bakterija na djelovanje kitozna [20, 21].

Mikrografije snimljene pomocu 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.
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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 istrazivanja kako bi se dodatno poboljSala antimikrobna svojstva
kitozana: od strukturne modifikacije polimera do stvaranja kompleksa s drugim
antimikrobnim tvarima. Opc¢epoznato je da metali kao Sto su srebro, bakar i cink tvore
skupinu antimikrobnih agensa tj. terapijskih metalnih iona. Budu¢i da je kitozan jak kelatni
agens, on lako tvori komplekse upravo s tim metalima. Prednost kelatnih materijala na
temelju kitozana je to S$to se na taj nadin smanjuje toksi¢nost uslijed vezanja teskih metala.
Bolja antimikrobna svojstva kelata kitozan — metal postizu se kada je prisutna veca
koncentracija metalnih iona (jae 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 utje¢u i na antimikrobna svojstva kitozana.

Tako je dokazano da pri istim eksperimentalnim uvjetima, veéi antimikrobni efekt imaju
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kelati kitozan — metal kod kojih je kitozan imao veci stupanj deacetilacije. To se moze
pripisati prisutnosti ve¢eg broja amino skupina, odnosno ve¢oj gusto¢i pozitivnog naboja $to
omogucava lakSe reakcije s tvarima iz membrana mikroorganizama te inhibiranje njihovog
daljnjeg rasta. Sto se ti¢e utjecaja molekulske mase polimera na antimikrobna svojstva,
dokazano je da povecanjem molekulske mase raste antimikrobna aktivnost kelata kitozan-
Cu®". Takoder je dokazano i za oligomere kitozana (Cija je molekulska masa manja od
10 kDa) da inhibiraju rast gram-pozitivnih bakterija, ali je inhibicija nesto slabija u odnosu na
inhibiranje polimerom [28].

Opcenito, jace interakcije s kitozanom imaju bakrovi(Il) ioni u odnosu na cinkove(II)
ione zbog manjeg radijusa i zbog moguénosti primanja 4s elektrona. Zbog toga nastali kelati
kitozan—Cu?* pokazuju veéu antimikrobnu aktivnost, a koja je kao i kod kelata kitozan—Zn?",
bolja u odnosu na antigljivicna svojstva [28,32]. Takoder, budu¢i da srebro nije prirodno
prisutno u ljudskom tijelu, vecu prednost u primjeni imaju kelati na temelju kitozana s

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

2.2.4 Citotoksi¢nost 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 (prezivljavanje, zivotnu aktivnost) stanica sisavaca.
Citotoksi¢nost, u ovom radu, ispituje se primjenom MTT testa koji se temelji na ¢injenici da
metabolicki aktivne stanice pretvaraju zuti 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid
(MTT) u ljubicasti formazan. Intenzitet boje (pri 570 nm) direktno je proporcionalan broju
zivih stanica. Prednost metode je Sto detektira samo Zive stanice te je dobiveni signal ovisan o
stupnju njihove aktivnosti. Osim citotoksicnosti, metoda se mozZe Kkoristiti 1 za mjerenje
proliferacije te aktivnosti stanica. Takoder, 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 citotoksi¢nima.

Opcenito, kitozan i njegovi derivati imaju nisku (nikakvu) citotoksi¢nost za stanice
sisavaca [42]. S druge pak strane, bakrovi kompleksi pokazali su visoku toksi¢nost §to im
sprjeCava medicinsku primjenu (npr. kao antitumorskog agensa). Stoga se mnoga istrazivanja
temelje na sintezi kompleksa kitozan — bakar u razli¢itim omjerima kako bi se odredio idealni
omjer te smanjila toksi¢nost metala [43]. Takoder je poznato da cink potice proliferaciju

osteoblasta i inhibira diferencijaciju osteoklasta, a u istrazivanju kojeg su proveli Tripathi i
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suradnici [44], indirektnom MTT analizom dokazana je i netoksi¢nost biokompozitnog nosaca

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

3.1 Materijali

U ovom radu koriStene su dvije vrste kitozana:

Kitozan srednje molekulske mase, C1 (Mw = 190 000 — 210 000 g mol™,
DD > 75 %; Sigma),
Kitozan vise molekulske mase, C2 (Mw = 310 000 — 375 000 g mol ™,
DD > 75 %; Sigma).

Za pripremu otopina kitozana koriStena je octena kiselina, CH3COOH (HAc, > 99,8 %;
Sigma-Aldrich). Tijekom postupka in situ keliranja koriSteni su natrijev hidroksid, NaOH
(Gram-Mol d.o.0.), te amonijak, NH3 (28 %; BDH Prolabo).

Koristene soli za dobivanje otopina Cu?* i Zn®* iona za postupke in situ keliranja te

kontrolne uzorke su:

Bakrov acetat monohidrat, Cu(CH3COO), x H,O (Cu?*; Carlo Erba Reagents),
Cinkov acetat dihidrat, Zn(CH3COO), x 2 H,0 (Zn**; Honeywell).

Svi koriSteni reagensi su analitickog stupanja Cistoce.
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

Prasak kitozana otopljen je u 0,5 %-tnoj otopini octene kiseline ¢ime je dobivena

1,2 %-tna otopina polimera koja je potom filtrirana pomocu Biichnerovog lijevka. Tako

dobivena otopina kitozana (C1 i C2) koriitena je u daljnjim postupcima in situ keliranja Cu®" i

Zn** iona kitozanom, uz geliranje potpomognuto vodenom otopinom natrijeva hidroksida,

odnosno amonijakom.

Razli¢ite koncentracije bakrovih(Il), odnosno cinkovih(Il) iona dodane su otopini

kitozana uz snazno mijeSanje. Konac¢na koncentracija metalnih iona u otopini kompleksa
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iznosila je 0,5; 1; 3; 5; 7, 10 i 12 mmol dm, sto odgovara rasponu molarnih odnosa
n(M?") : n(-NH,) od 0,009 : 1 do 0,217 : 1. Volumni odnos otopina kitozana/metalnih iona
odreden je na 7,3 Sto je dalo pribliznu koncentraciju kitozana u kona¢noj otopini kompleksa
od 1 %.

Zbog karakterizacije materijala kitozan — metalni ion pripremljene su i Ciste 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 zasi¢enoj atmosferi amonijaka. Pripremljene otopine kompleksa kitozana i
metalnih iona stavljene su u mikrotitarske plocice (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®*/Zn*" ispirani su destiliranom vodom tijekom 72 sata, smrznuti te liofilizirani.

In situ keliranje uz geliranje natrijevim hidroksidom

In situ keliranje Cu®* i Zn*" iona kitozanom uz geliranje natrijevim hidroksidom
provedeno je u staklenoj posudi bez poklopca. Pripremljene otopine polimera s metalnim
ionima stavljene su u mikrotitarske plo¢ice. Zatim je pazljivo dodana 10 %-tna vodena
otopina NaOH (dodani volumen znatno ve¢i od volumena kelata kako bi se koncentracija OH
iona mogla smatrati konstantnom), te je postupak geliranja pracen tijekom 24 sata. Nakon
toga su uzorci hidrogela kitozan—Cu?*/Zn®* ispirani destiliranom vodom tijekom 72 sata,

smrznuti i liofilizirani.

3.2.2 Priprema kontrolnih uzoraka

Kontrolni uzorci pripremljeni su adsorpcijom Cu?* i Zn?* iona na ve¢ pripravljene
porozne strukture kitozana (nosace). Porozne strukture dobivene su primjenom metode
toplinski inducirane fazne separacije (liofilizacije).

Pripremljena 1,2 %-tna otopina kitozana smrznuta je u mikrotitarskim ploCicama pri
-29 °C tijekom 18 sati. Smrznuti uzorci potom su izloZeni postupku liofilizacije (pri
temperaturi -100 °C i tlaku 0,2 mbar) idu¢ih 24 sata, nakon ¢ega su uronjeni u 0,5 mol dm™
otopinu NaOH naredna 24 sata. Potom su isprani destiliranom vodom, smrznuti te ponovno

liofilizirani ¢ime su dobivene konacne porozne strukture.
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Zatim su pripremljene otopine Cu®* i Zn** iona koncentracije 0,1 mol dm™ otapanjem
soli (bakrov acetat monohidrat i cinkov acetat dihidrat) u destiliranoj vodi.

Pripremljeni kitozanski nosaci (C1 i C2) uronjeni su u otopine metalnih dvovalentnih
iona tijekom 24 sata pri sobnoj temperaturi uz 100 okr/min. Uzorci su potom izvadeni iz
medija, zaledeni, liofilizirani te karakterizirani primjenom XRD-a, FTIR-a i SEM-a. Dio
uzoraka prije zaledivanja 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 odredene su pomoc¢u pH-
metra Schott CG 842 uz staklenu elektrodu BlueLine 14 s preciznos$éu od 0,01 i mogucénosti

mjerenja temperature in situ.

3.3.2 Ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija

Primjenom ultraljubicaste-vidljive (UV-Vis) spektroskopije snimljeni su apsorpcijski
spektri otopina kompleksa kitozan — metalni ion u rasponu od 200 do 800 nm. Koristen je
Varian Cary 1E UV-Visible Spectrophotometer i kvarcne kivete Sirine 1 cm. Mjerenja su

provedena pri sobnoj temperaturi.

3.3.3 Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama i difuzna

refleksija infracrvenog zracenja

Infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovim transformacijama (FTIR) i difuzna
refleksija infracrvenog zracenja (DRIFT) koriStene su za identifikaciju ispitivanih uzoraka te
odredivanje stupnja deacetilacije prasaka kitozana te poroznih struktura. Analize su provedene
pomocu instrumenta Bruker Vertex 70. Raspon mjernog podrugja je od 4000 do 600 cm™, a
snimanje je provedeno 24 puta pri zadanom apsorpcijskom reZimu uz rezoluciju od 4 em™ i
temperaturu od 20 °C.

Za DRIFT analizu uzorci praska kitozana pomijeSani 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) koriste¢i Shimadzu XRD-6000 uz Cug, zracenje.

Mjerni raspon kutova, 26, iznosio je od 5 — 70°, a brzina snimanja 0,2 °/s.

3.3.5 Pretrazna elektronska mikroskopija

Primjenom pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM) snimana je mikrostruktura
ispitivanih uzoraka za Sto je koriSten mikroskop TESCAN Vega3SEM Easyprobe, energije
elektronskog snopa 10 keV.

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

3.4 Citotoksi¢nost kserogela kitozan — metalni ion

Analiza citotoksi¢nosti ispitana je na ljudskim embrionalnim stanicama HEK293,
ekstraktom kserogela namakanog u bioloSkom 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 bioloskom mediju (DMEM, engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
nadopunjenim s 10 % govedeg seruma i 1 % penicilina/streptomicina pri temperaturi od 4 °C.
Dobiveni ekstrakt koriSten je za hranjenje stanica.

U meduvremenu, HEK293 stanice nasadene su u mikrotitarskoj plocici s 96 bunarica u
gusto¢i od 3 x 10% stanica/bunari¢ te hranjene DMEM medijem nadopunjenim s 10 %
govedeg seruma i 1 % penicilina/streptomicina u atmosferi zraka s 5 % CO; 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 % CO, pri 37 °C. Nakon odredenog
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 bunari¢ 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 bunari¢u. Nakon 1 sata pri sobnoj
temperaturi, 100 mL otopine prebaceno je u Cistu mikrotitarsku plodicu te je mjerenje
provedeno na citatu mikrotitarskih plo€ica ThermoLabSystems MultiskanEX Microplate
Reader pri valnoj duljini od 570 nm. Kao negativna kontrola citotoksi¢nosti uzet je standardni

bioloski medij te je vijabilnost stanica izraCunata u odnosu na netretirane stanice.
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3.5 StatistiCka obrada podataka

Rezultati mjerenja prikazani su kao srednja vrijednost korigirana sa standardnim
odstupanjem (n = 3). Za provedbu statistiCke obrade podataka koristena je ANOVA analiza uz

znacajnu razliku p < 0,05.
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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 (nosace). Dobiveni nosaci
okarakterizirani su infracrvenom spektroskopskom analizom s Fourierovim transformacijama
(FTIR) i kvalitativnom rendgenskom difrakcijskom analizom (XRD). Stupanj deacetilacije
pocetnih prasaka kitozana srednje (C1) i visoke (C2) molekulske mase odreden je primjenom
difuzne refleksije infracrvenog zraCenja (DRIFT analize). Morfologija 1 mikrostruktura svih
uzoraka istrazena je pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM), dok je

citotoksi¢nost materijala ispitana MTT testom.

4.1 UV-Vis spektroskopija

Ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija koriStena je kako bi se ukazalo na stvaranje
kelata kitozan — metalni ion, odnosno kako bi se uocile 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 razli¢itim
koncentracijama bakrovih(l1) iona.

Za polimernu otopinu srednje molekulske mase (C1) zabiljeZena je apsorpcijska vrpca
pri 216 nm, koja se dodatkom bakrovih(Il) iona prosirila te maksimum vrpce pomaknuo na
238 nm. Za kitozan visoke molekulske mase (C2) maksimum pri 216 nm nije zabiljezen, ali
takoder dodatkom metalnih iona dolazi do pojave Siroke vrpce na 232 nm. Kod uzoraka C1 s
dodatkom Cu?* iona vidljivo je da porastom koncentracije metalnih iona u otopini polimera
dolazi do smanjenja apsorbancije, za razliku od kelata C2-Cu®* gdje su one podjednake.
Prema literaturnim podatcima [33], za pH vrijednosti medija izmedu 5 i 5,8 na valnoj duljini
od 257 nm prisutna je Siroka apsorpcijska vrpca koja se tumaci kao prijelaz prijenosa naboja
(engl. charge transfer transition, CT) izmedu elektronskog sustava polimera i centra (jezgre)
Cu?" iona. Taj CT prijelaz od liganda prema metalu podupire d — d prijelaz, a dolazi od
doprinosa kelata [Cu(-NH,)]** prisutnih u otopini pri toj pH vrijednosti. Za pH vrijednosti
medija koje su vece od 5,8 navodi se pojava dvaju vrpci (na 246 nm i 270 nm), §to se
objaSnjava djelovanjem jo§ jednog atoma duSika, druge amino skupine. U tom slucaju
pretpostavlja se prisutnost kelata u obliku [Cu(-NH,),]**. Pomak vrpci u ovom istraZivanju u

odnosu na literaturne podatke moze biti uslijed znacajnije razlike u stupnju deacetilacije
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ispitivanih polimera (u literaturi DD = 96 %), tj. uslijed znatno manje kolifine
—NH; skupina dostupnih za keliranje s metalnim ionima.

Maksimum pri 750 nm vezan je uz Cu® ione, a nastaje uslijed d — d prijelaza elektrona.
d-orbitale slobodnog bakrovog iona imaju istu energiju, a prisutnost elektronskog dubleta oko
metalnog iona povecava degeneraciju §to vodi ka prijelazu koji apsorbira u vidljivom dijelu

svjetlosti. Taj prijelaz odgovoran je i za dobivene specifi¢ne 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 razli¢itih koncentracija bakrovih(Il) 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 —NH, skupine, a otopina polimera
prelazi u oblik hidrogela kada dode u kontakt s luzinom uslijed fizikalnog umrezenja,
odnosno neutralizacije. Smanjenje gusto¢e pozitivnog naboja lanaca kitozana posljedi¢no
smanjuje elektrostatsko odbijanje makromolekula $to olakSava stvaranje fizikalnih umrezenja
ostvarenih vodikovim vezama. Uslijed visoke koncentracije hidroksidnih iona, stvaranje gela
napreduje s vremenom zbog difuzije OH" iona iz podruéja vise u podruéje nize koncentracije
[3].

Uobic¢ajeni postupak priprave suhih poroznih struktura kitozana, koje u mokrom
okruzenju prelaze u hidrogel, je ve¢ spomenuta metoda liofilizacije. Opcenito, porozne
polimerne strukture (nosaci) koriste se u tkivnom inZenjerstvu gdje sluZe kao potpora za rast i
razvoj tkiva koje se obnavlja. Stoga je poroznost nosaca definirana njegovom primjenom.
Porozno$¢u materijala primjenom liofilizacije moze se manipulirati tijekom postupka
hladenja, odnosno brzinom i temperaturom hladenja [45].

U ovom radu nosaci kitozana pripravljeni su uz pomo¢ liofilizacije, za usporedbu s
hidrogelovima dobivenima in situ keliranjem uz geliranje. Mikrografije na slici 9 prikazuju
povrSinu pripremljenih uzoraka ¢istih polimera (C1 1 C2). Za obje vrste kitozana moze se
uociti homogena, visokoporozna struktura ¢ije su pore medusobno dobro povezane. Veli¢ine
pora oba nosaca krecu se oko 150 — 200 pm, te nema znacajne razlike u veli€ini i obliku pora

1izmedu nosaca.
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Slika 9. SEM mikrografije povrSine nosaca kitozana srednje (C1) i visoke (C2) molekulske

mase dobivenih metodom liofilizacije pri razli¢itom uvecanju.

4.2.1 Hidrogelovi kelata kitozan — metalni ion

U istrazivanju kojeg su proveli Nie i suradnici [3], za dobivanje hidrogelova kao izvor
OH' iona koriStena je koncentrirana otopina NaOH. Takoder, pracene su i promjene strukture
pripremljenih kelata promjenom koncentracije Cu?* iona.

U ovom radu, kao izvor OH" iona koriStene su koncentrirana otopina natrijevog
hidroksida te zasi¢ena atmosfera amonijaka. Shematski prikaz procesa geliranja polimera uz

keliranje metalnim ionima (Cu®* i Zn®") dan je na slici 10.
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Slika 10. Shematski prikaz procesa geliranja kelata kitozan—M?* uz OH" ione.

Nie i suradnici [3] zabiljezili su da povecanjem koncentracije metalnih iona u sustavu,
osim povecanja mehaniCke Cvrsto¢e pripremljenih kelata, dolazi i do promjene strukture
hidrogelova: iz orijentirane tubularne u slojevitu strukturu (slika 11). Smatra se da je razlog
tome ionsko umrezivanje Cu? iona i polimera. Za razliku od pripreme hidrogelova ¢istog
polimera gdje su autori nastanak viSeslojne strukture objasnili teorijom Liesegangovih
prstena, za nastanak viSeslojne strukture kelata kitozan — metalni ion, teorija se ne moze
primijeniti budu¢i da nije zabiljezena pojava taloga bakrovih ili cinkovih spojeva. 1z toga

proizlazi pretpostavka da metalni ioni direktno utjeCu na ponasanje makromolekula.

-

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

struktura, B) viseslojna struktura [3].

Pretpostavka o dodatnom umrezivanju kitozana uz bakrove(Il) ione takoder je vizualno
utvrdena stabilnoS¢u hidrogelova kelata nakon geliranja s NaOH 1 NH3. Primije¢eno je da

hidrogelovi kelata ostaju stabilni i nakon 72 sata ispiranja destiliranom vodom $to se nije
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moglo potvrditi za hidrogelove ¢istih kitozana pripravljenih istim postupkom geliranja. Na
slici 12 prikazani su hidrogelovi &istog kitozana (C2), te kelata kitozan—Cu®" na pocetku
ispiranja u destiliranoj vodi 1 nakon 72 sata. Sli¢ne strukture kelata dobivene su i1 koriStenjem

kitozana srednje molekulske mase (C1).

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

C2-Cu?®* na pocetku ispiranja, C) kelat C2—Cu®" nakon 72 sata ispiranja u destiliranoj vodi.

Iako se neutralizacijom kitozana postize fizikalno umrezivanje uslijed deprotoniranja
amino skupina, to umrezivanje nije bilo dovoljno za odrzavanje stabilnosti hidrogela kitozana
tijekom 1 nakon vadenja iz kalupa (slika 12a). Ovakvo ponaSanje moze ukazati da su
kompleksne interakcije izmedu bakrovih(Il) iona 1 liganda (glukozamino jedinica kitozana)

zasluzne za bolje umreZzivanje kitozanskih lanaca.

Mehanizmi keliranja ovise o molarnom odnosu metalnog iona i liganda [46]. U
spomenutom istrazivanju [3], uocena je promjena veli¢ine pora hidrogelova kelata s
koncentracijom Cu®* iona: s povecanjem koncentracije bakrovih(ll) iona dolazi do
povecavanja promjera pora. Takoder, smi¢ni modul kelata raste s porastom koncentracije
bakrovih(II) iona §to moze ukazati na veéi udio umrezenih mjesta. Rezultati analize
mikrostruktura kelata hidrogelova u ovom radu u skladu su s navedenim istrazivanjem [3], pri
demu je zamijeéena promjena mikrostrukture s koncentracijom Cu® iona te porast veliGine
,tunela“ (slika 13).

33



REZULTATI | RASPRAVA

Koncentracija Cu® iona

A)

V

Difuzija
OH iona

Slika 13. A) Shematski prikaz strukturnog prijelaza za kelate kitozan—Cu®".

SEM mikrografije kelata kitozana srednje molekulske mase pripremljenih geliranjem s NHz u
kojima je: B) ¢(Cu?") = 0,5 mmol dm™, C) ¢(Cu**) = 7 mmol dm?i

D) ¢(Cu?") = 12 mmol dm™, Skala odgovara 1 mm.

Na slici 14 dan je shematski prikaz kao i mikrostruktura kserogela kitozana srednje
molekulske mase (C1) uz geliranje s NH; u kojem je koncentracija Zn*" iona iznosila 12
mmol dm™. MoZe se uogiti visokoporozna struktura s pravilnim, homogenim tunelima, kao i
to da je plast uzorka neporozan. Nadalje, dobiveni hidrogelovi kelata bili su znatno meksi u
odnosu na kelate s istom koncentracijom bakrovih(Il) iona. Ako se usporedi struktura
hidrogela kelata jednake koncentracije bakrovih(II) iona, moze se zakljuciti da vrsta metalnog
iona uvelike utjeCe na mehanizam kompleksiranja Sto u konacnici definira mikrostrukturu

hidrogela.
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Slika 14. SEM mikrografije i shematski prikaz kserogela kelata C1-Zn*":
A) povrsina, B) presjek, C) plast uzorka.

Promjenom koncentracije cinkovih(Il) iona nije uocena promjena u veli¢ini ,tunela“
hidrogela kelata C1-Zn*", prikazanih na mikrografijama (slika 15). Takoder, hidrogelovi
kelata pripravljeni s koncentracijama c(Zn2+) nizim od 5 mmol dm™ nisu bili dovoljno stabilni
Sto moze ukazati na kriticnu koncentraciju Zn** jona potrebnu za umreZivanje kitozana. Veca
stabilnost hidrogelova kelata s bakrovim(Il) ionima je u skladu s prethodnim istrazivanjem
[47]. Ovisno o molarnom omjeru metalnih iona i amino skupina, moze prevladavati ,,model
privjeska®, ,,model mosta“ ili pak oba postoje istovremeno. Ovisno o mehanizmu koji
prevladava, dobiva se razliita konformacija makromolekula $to naposljetku moze 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 NH; u kojima je: A) ¢(Zn**) =5 mmol dm,

B) ¢(zn*") = 7 mmol dm™ i C) ¢(zn**) = 10 mmol dm™. Oznaka skale odgovara 1 mm.

Buduc¢i da su u ovom radu koristena dva izvora hidroksidnih iona, uo¢eno je da bitan
utjecaj na dobivenu mikrostrukturu i stabilnost hidrogelova ima neutraliziraju¢i agens. Za
razliku od stabilnih hidrogelova kelata kitozan—Cu?* dobivenih uz geliranje s NaOH, kelati
kitozana s Zn®*" ionima nisu bili stabilni. S druge strane, uzorci dobiveni uz geliranje
amonijakom dali su stabilnije 1 dobro definirane strukture. Ovakvo ponaSanje moze biti
posljedica stabilizacije kompleksne strukture NH4" ionima koji nastaju nakon otapanja plina u
vodenom mediju. S obzirom da Cu®* i Zn?* ioni imaju veliki afinitet prema amino skupini,

pretpostavlja se da NH," ioni potpomazu reakcijama kompleksiranja.

Na slikama 16 i 17 prikazani su presjeci i povrSine kserogelova pripremljenih kelata u
kojima je koncentracija metalnih iona iznosila 12 mmol dm™. Mikrografije presjeka uzoraka
(slika 16) ukazuju na manje promjene u strukturi kserogelova kelata s bakrovim(ll) ionima s
obzirom na neutraliziraju¢i agens, dok su promjene znacajnije ovisno o molekulskoj masi
polimera. Ovakve promjene mogu biti posljedica veéeg broja glukozaminskih jedinica u
kitozanu C2.

Medutim, hidrogelovi kelata s cinkovim ionima gelirani s NaOH ukazali su na vaznost
molekulske mase kitozana u reakcijama kompleksiranja pri ¢emu su C2-Zn®* hidrogelovi
(visoka molekulska masa) zadrzali nedefiniranu strukturu u odnosu na dezintegraciju C1-Zn?*
hidrogelova (srednja molekulska masa). Takoder, vidljivo je da je amonijak kao

neutralizirajuéi agens pogodniji za stabilnost hidrogela kelata s cinkovim ionima.
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C1-Cu®

C2-Cu™

C2-Zn*

Slika 16. SEM mikrografije presjeka kserogela kelata kitozana srednje (C1) i visoke (C2)

molekulske mase te Cu®* i Zn?* iona. Oznaka je 1 mm.
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Mikrografije povrsina kserogela kelata ukazuju na neznatne promjene izmedu dvije
koristene vrste kitozana (slika 17). Za kelate C1-Cu®" uocene su pravilno rasporedene pore, u
odnosu na kelate s kitozanom visoke molekulske mase. Slicno ponasanje vidljivo je i kod
C1-Zn*" i C2—Zn?" kelata uz vizualno manji promjer pora za kitozan veée molekulske mase.
Nadalje, vece pore snimljene su za uzorke kelata polimera s bakrovim(II) ionima, u odnosu na

one s cinkovima.

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

molekulske mase s Cu** i Zn?* iona (geliranje s NH3) koncentracije od 12 mmol dm™.
Skala je 500 um.
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4.2.2 Kontrolni uzorci

Na SEM mikrografijama (slika 18) moze se vidjeti povrSina uzoraka nosac¢a nakon
adsorpcije bakrovih(ll) iona tijekom 24 sata. Na kontrolnim uzorcima vidljiva je pojava
anorganskih kristalninh faza, kojih nema nakon ispiranja uzoraka destiliranom vodom.
Medutim, prisutna je pojava ,hrapave® povrSine nosaca te prisutnost manjih ¢estica koje bi
mogle ukazati na talozenje bakrovih spojeva. Takoder, moze se uociti da adsorpcijom

metalnih iona nije promijenjena struktura liofiliziranih nosaca.

Kontrolni uzorci Isprani uzorci

Slika 18. SEM mikrografije povrsine kontrolnih uzoraka nakon adsorpcije Cu®* iona.

4.3 DRIFT analiza

Primjenom difuzne refleksije infracrvenog zracenja (DRIFT analize) snimljeni su
spektri obje vrste prasaka kitozana (C1 i C2) kako bi im se procijenio stupanj deacetilacije

(slika 19).
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Slika 19. DRIFT spektri prasaka kitozana C1 1 C2.

Stupanj deacetilacije praSaka izracunat je primjenjujuci sljede¢u jednadzbu [25]:

4,
43
1,33

DD [%] = | 1 100 (5)

gdje A; odgovara apsorbanciji vrpce na valnom broju 1647 cm™, a A; apsorbanciji vrpca u
rasponu od 3804 cm™ do 2959 cm™ (ratunato od bazne linije). Vrijednosti stupnja
deacetilacije dobivene koriste¢i jednadzbu 5, korigirane su primjenom korekcijskog faktora
(0,8510) ¢ija je vrijednost odredena prema polimeru to¢no 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 viSe molekulske mase (C2).

Na slici 20 prikazan je nacin odredivanja baznih linija kojeg su Koristili Duarte i

suradnici [48], a koji je primijenjen i u ovom radu.
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Slika 20. Odredivanje baznih linija na primjeru praska kitozana C1.
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S obzirom da oba kitozana posjeduju slican stupanj deacetilacije, odnosno jednaki
odnos amino i amidnih skupina koje sudjeluju u reakcijama kompleksiranja, mozZe se
zakljuciti da molekulska masa polimera ima vecinski utjecaj na keliranje te kona¢nu strukturu

materijala, kao §to je utvrdeno SEM analizom.

4.4 FTIR analiza

Na slikama 21 — 24 prikazani su FTIR spektri pripremljenih nosaca oba kitozana, kao i
spektri kserogelova kelata kitozana i bakrovih(1l), odnosno cinkovih(I1) iona.

Apsorpcijske vrpce, tj. valni brojevi funkcionalnih skupina za kitozan (srednje i visoke
molekulske mase) odredeni su na FTIR spektrima prikazanima na slici 21. Karakteristicne
vrpce, koje mijenjaju svoje intenzitete ovisno o stupnju deacetilacije, odgovaraju istezanju
karbonilne (C=0) skupine (amid 1) i savijanju —NH (amid Il), a nalaze se na valnim
brojevima 1649 cm™ i 1567 cm™. Vrpca od 3361 cm™ do 3283 cm™ odgovara preklapanju
vrpci hidroksilne (—OH) i amino (—NHy) skupine uslijed vibracijskog istezanja, te medusobnih
interakcija vodikovim vezama. Valni brojevi 2919 cm™ i 2873 cm™ odgovaraju simetri¢nom i
asimetri¢nom istezanju —CH, skupina. Vrpce na 1419 cm™ i 1375 cm™ pripadaju skupinama
C—N i —CHgs iz acetilne skupine. Tri istezanja ugljik—kisik skupina nalaze se na valnim
brojevima 1151, 1061 i 1027 cm™. Intenzitet prve vrpce pripada asimetrinom istezanju
glikozidne veze koju &ini kisikov atom iz mosta i ugljikov iz prstena. Vrpca na 1061 cm™
nastaje uslijed istezanja C—O veze trec¢eg ugljikovog atoma (sekundarna —OH skupina), dok

vrpca na 1027 cm™ odgovara istezanju C—O veze C6 (primarna —OH skupina) [35,49].
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Slika 21. FTIR spektri nosaca 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**/zn*".

Prema literaturi [28,32], tijekom procesa keliranja metalnih iona (Cu® i zn®")
kitozanom dolazi do pomaka Siroke vrpce kitozana koja odgovara istezanju —NH, i —OH
skupine prema niZim valnim brojevima. Takoder, vrpcama koje odgovaraju amid II skupini
(-NH, na 1567 cm™) te savijanju (sekundarne) —OH skupine (na 1061 cm™) se smanjuje
intenzitet. Te promjene ukazuju na sudjelovanje amino i hidroksilnih skupina u keliranju
metalnih iona polimerom. Takoder, moze se zakljuc¢iti da dodatak metalnih iona znacajno
utjeCe na vibracijske frekvencije razli¢itih skupina (—OH, —NH, —NH,) kitozana [49-51].
Wang i suradnici [28] navode i pojavu nove apsorpcijske vrpce na 1620 — 1630 cm™ sto
smatraju karakteristicnim za asociranje kitozana i metala, no ta vrpca nije zabiljezena u ovom
radu.

Gritsch i suradnici [38] su u svom istrazivanju kelata kitozana s razli¢itim omjerima
Cu?* iona i —NH, skupina zabiljezili sline promjene u strukturi kitozan — metalni ion
primjenom ATR-FTIR analize, kao $to su nadene u ovom radu. Takoder, nisu uodili

znacajnije promjene u spektrima uzoraka s razli¢itim koncentracijama bakra.
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Budu¢i da u ovom radu na FTIR spektrima nije uocena pojava novih vrpci, moze se
zakljuciti da izmedu polimera 1 metalnih iona nije nastala kovalentna veza, ve¢ samo dolazi
do elektrostatskih interakcija.

Prema literaturnim podatcima [38], ,,model mosta“ podupiru uo¢ene promjene u vrpci
na valnom broju ~1100 cm™, a koja odgovara glikozidnoj vezi (u ovom radu vrpca se
pojavljuje na 1151 cm™). To ukazuje na Cu—koordinirano umreZivanje izmedu polimernih
lanaca, tj. da je metalni ion most izmedu amino skupina dva razli¢ita polisaharidna lanca.
Takoder, predlozeno je i da razli€iti oblik vrpce moze biti zbog povecanja duljine glikozidne
veze uslijed sterickih smetnji zbog iona unutar matrice koji su u interakciji s okolnim
polimernim lancima.

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

nisu pronadene 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 ¢ak 1

nakon ispiranja destiliranom vodom.
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Slika 22. FTIR spektri: A) uzoraka kelata kitozana srednje molekulske mase i Cu?*/Zn?* 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?*/Zn*" 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®* iona.




REZULTATI | RASPRAVA

4.5 Rendgenska difrakcijska analiza

Difraktogrami &istih prasaka kitozana i kserogelova kelata kitozan—Cu®*/Zn®* prikazani
su na slikama 25 — 27.

Na difraktogramima prasaka kitozana srednje i visoke molekulske mase (slika 25)
vidljiv je karakteristiéni maksimum na 26 = 20,5° koji odgovara kristalnoj domeni nastaloj
uslijed inter- i intra-molekulskih vodikovih veza. Nakon reprecipitacije kitozana amonijakom
i NaOH, karakteristicni 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
rasporedene strukture u praskastom stanju. Takoder, smanjenje broja vodikovih veza vodi ka

Sirenju polimernog lanca [28,35].
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Slika 25. Difraktogrami prasaka kitozana srednje (C1) i visoke (C2) molekulske mase.

Difraktogrami kelata kitozana srednje molekulske mase dobivenih geliranjem uz NH;
pokazuju samo difrakcijske maksimume kitozana $to ukazuje na izostanak bakrovih i
cinkovih spojeva. Takoder, izostanak znacajnije razlike u difrakcijskom maksimumu na

26 = 20,5° ukazuje na to da nije doslo do promjene u jedini¢noj ¢eliji kitozana u prisutnosti
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Zn** iona, dok je sa Cu®" ionima primije¢eno znadajnije Sirenje glavnog difrakcijskog
maksimuma. Medutim, kada je geliranje provedeno s NaOH doslo je do pojave novih
kistalnih faza bakrovih iona koje odgovaraju Cu3O,4, CuO i Cu,0 [53].

Nasuprot kelatima s C1, kelati s kitozanom visoke molekulske mase dobiveni
geliranjem uz NHs; pokazuju prisutnost cinkovog oksida u kelatu C2-zZn*'. Zakljucno,
kontrolni uzorci i kelati dobiveni geliranjem s NaOH pokazuju sli¢no ponasanje kao i kelati s
kitozanom visoke molekulske mase. Kao $to je pretpostavljeno, molekulska masa ima
znacajan utjecaj na mehanizme kompleksiranja §to u konacnici odreduje sastav i strukturu
kserogela.

Kontrolni uzorci dobiveni adsorpcijom bakrovih(ll) i cinkovih(Il) iona potvrdili su
indikacije FTIR analize o zaostatku metalnih prekursora nakon ispiranja vodom. Stovise, u

istim uzorcima uocena 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?*/Zn®* ionima; B) dobivenih geliranjem s NaOH s Cu®*

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?*/Zn®* ionima; B) dobivenih geliranjem s NaOH s Cu®*

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

Dobiveni rezultati MTT testa na uzorcima kelata kitozan—Cu®" i kitozan—Zn?* geliranih
amonijakom prikazani su na slici 28. Vijabilnost stanica prikazana je u odnosu na negativnu
kontrolu citotoksi¢nosti (netretirane stanice) te vijabilnost iznad 50 % ukazuje na
necitotoksi¢nost materijala.

In vitro test citotoksicnosti pokazuje da su uzorci kitozana s bakrovim(ll) ionima
koncentracije ve¢e od 1 mmol dm’ toksi¢ni za ljudske embrionalne stanice Hek293 nakon 48
sati inkubacije. Takoder, citotoksicnost je sve izraZzenija porastom koncentracije bakrovih(II)
iona. Prema literaturi [43,55], kompleksi bakra mogu reagirati s DNA S§to vodi ka pucanju
kemijskih veza unutar nje, a §to se moZze primijeniti u djelovanju protiv tumorskih stanica.
Buduc¢i da je metal jako toksican, kompleksiranjem bakrovih iona kitozanom moZze se smanjiti
toksi¢nost metala. Nadalje, bakar je osnovni element za normalan rast i razvoj (ljudskog i
zivotinjskog) kostura. PotiCe angiogenezu stabiliziranjem faktora HIF (engl. hypoxia-
inducible factors) i VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) koji utje¢u na smanjenje
dostupnosti kisika za stanice. Uslijed niske cijene i visoke stabilnosti, usporediv je sa skupim
faktorima rasta [56,57]. Medutim, primjena bakrovih iona u biomedicinske svrhe ograni¢ena
je njegovom koncentracijom koja moze uzrokovati toksi¢nost i mutacije stanica. Stoga je
bitno tocno definirati granice toksic¢nosti bakrovih iona.

Nasuprot kelatima s bakrovim(ll) ionima, uzorci s cinkovim(ll) ionima za ispitivane
koncentracije ne pokazuju citotoksiCna svojstva: vrijednosti vijabilnosti stanica vece od
100 % upucuju na to da je utjecaj ispitivanih materijala bolji od utjecaja samog Cistog medija.

Cink je drugi po zastupljenosti metal u ljudskoj krvi, odmah nakon Zeljeza. Tijekom
procesa zgrusnjavanja, Zn** jone oslobadaju aktivirani trombociti, a opcéenito im se
koncentracija povecava u blizini tromba. To ukazuje da su cinkovi(Il) ioni bitni za
koagulaciju i trombozu [58]. Takoder, Zn*" ioni vazni su u inZenjerstvu tkiva i kosti buduéi da
je cink potreban za proliferaciju stanica. Smatra se da cink sudjeluje u mineralizaciji
osteblasta kroz proteine koji skladiSte cinkove ione te ih tako transportiraju. Nadalje, cink
inbihira diferencijaciju osteoklasta, a potice aktivnost osteoblasta kao i stvaranje kosti [44].

Prema slici 28 mozZe se primijetiti neznatan pad vijabilnosti stanica s obzirom na
vrijeme inkubacije, a ispitivani kelat kitozan-Zn?* s 10 mmol dm™, u odnosu na kelat s
bakrovim(II) ionima iste koncentracije, ukazuje na 100 % vece prezivljavanje stanica nakon
48 1 72 h. Ovakav rezultat upucuje da kelati s cinkovim(II) ionima nisu citotoksic¢ni. Takoder,

promjena koncentracije cinkovih iona nije narusila stani¢nu vijabilnost.
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Iako su bakar i cink sli¢ni po kemijskim i fizikalnim svojstvima, pretpostavlja se da je
polovi¢no popunjena d-orbitala bakrovih(ll) iona odgovorna za jaca oksidacijska svojstva

bakra u odnosu na cink.

200

] [J24n
180 48 h

160 -
120 -
100 -

80 -

Vijabilnost (%)

60 -]

40 -]

20

0

Cu0,5 Cu1 Cu3 Cub5 Cu10 Zn5 Zn7 Zn 10

Slika 28. MTT test vijabilnost Hek293 stanica uzgojenih ekstraktom kserogelova kelata
kitozan—-M** tijekom 72 h pri 37 °C. Znacajna razlika izmedu dvije grupe definirana se s

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

Kitozan je vrlo u¢inkoviti sorbens za metalne katione uslijed keliranja pri neutralnoj pH
vrijednost medija, odnosno za metalne anione u kiselom mediju uslijed elektrostatskog
privlacenja 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 razli¢ite konformacije makromolekula te konacne

strukture materijala.

U ovom radu Koristene su dvije vrste kitozana: srednje i visoke molekulske mase, kao i
dva izvora hidroksidnih iona: koncentrirana otopina natrijevog hidroksida i zasi¢ena
atmosfera amonijaka. Kao metalni prekursori koristene su soli acetata bakra (Cu?") i cinka

(Zn?h.

Primjenom difuzne refleksije infracrvenog zraCenja procijenjeni su stupnjevi
deacetilacije koriStenih kitozana: DD kitozana srednje molekulske mase iznosi
(73,13 + 4,42) %, a kitozana vise molekulske mase (77,61 + 4,67) %.

Umrezivanje polimernih lanaca uslijed deprotoniranja amino skupina OH™ ionima nije
dalo stabilne hidrogelove, za razliku od hidrogelova kelata kitozana s metalnim ionima (Cu®" i
Zn2+). Iz toga se moze zakljuciti da su interakcije izmedu centralnih (metalnih) iona 1 liganda

(glukozaminskih jedinica kitozana) zasluzne za bolje umrezivanje polimernih lanaca.
Primjenom UV-Vis spektroskopije potvrdeno je nastajanje kelata kitozan — metalni ion.

SEM mikrografije kserogelova prikazuju promjene mikrostrukture kelata kitozan—Cu®*
iz tubularne (usmjerene) u slojevitu strukturu povecanjem koncentracije metalnih iona. Za
razliku od kelata kitozan—Cu?*, promjenom koncentracije Zn?* iona nisu zabiljezene promjene

u strukturi kelata kitozan—zn?".

Na snimljenim FTIR spektrima kelata kitozan—Cu®*/Zn®** mogu se uogiti promjene na
vrpcama koje odgovaraju amino i hidroksilnim skupinama, a $to ukazuje na sudjelovanje tih
skupina u procesu keliranja metalnih iona. Budué¢i da nisu uocene pojave novih vrpci,
zakljucuje se da izmedu polimera i metalnih iona nije nastala kovalentna veza, ve¢ samo
dolazi do elektrostatskih interakcija. Usporedujuci utjecaj molekulske mase kitozana te izvor

hidroksidnih iona za geliranje, nisu pronadene dodatne promjene drugih apsorpcijskih vrpci.
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Za razliku od difraktograma kelata kitozana srednje molekulske mase dobivenih
geliranjem uz NHs; koji ne pokazuju pojavu anorganskih kristalnih faza, geliranjem uz NaOH
dobiveni su razli¢iti bakrovi oksidi (CuzO4, CuO i Cuy0). Kelati s kitozanom visoke

molekulske mase dobiveni geliranjem uz NH3 pokazuju prisutnost cinkovog oksida.

In vitro test citotoksi¢nosti (MTT test) pokazuje da su uzorci kitozana s bakrovim(II)
ionima koncentracije vece od 3 mmol dm™ citotoksi¢ni, dok uzorci s cinkovim(II) ionima za

ispitivane koncentracije ne pokazuju citotoksi¢na svojstva.
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6 POPIS SIMBOLA

DNA
PLA
PLGA
PCL
PDLLA
PGA
PEG
NIPAAM
DMSO
NMP
TPP
NaHCO;
TEMPO
DD
DFT
¥C NMR
SEM
DSC
TGA
EDX

XPS

deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

poli(mlije¢na Kiselina), polilaktid

poli(mlije¢na-co-glikolna kiselina),

poli(e-kaprolakton)

poliD,L-laktid

poli(glikolna kiselina)

poli(etilen-glikol)

poli(N-izopropil-akrilamid)

dimetil-sulfoksid

N-metil-2-pirolidon

natrijev tripolifosfat

natrijev hidrogenkarbonat

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

stupanj deacetilacije (engl. degree of deacetylation)

teorija funkcionala gusto¢e (engl. density functional theory)

nuklearna magnetna rezonancija

pretrazna elektronska mikroskopija (engl. scanning electron microscopy)
diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry)
termogravimetrijska analiza

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

rendgenska fotoelektronska spektroskopija (engl. X-ray photoelectron
spectroscopy)

ultraljubicasta-vidljiva spektrofotometrija

infracrvena spektrometrija (engl. infrared spectroscopy)

atomska apsorpcijska spektroskopija

etilendiamintetraoctena kiselina

glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)
transmisijska pretrazna mikroskopija (engl. transmission electron microscopy)
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid

kitozan srednje molekulske mase
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C2
Mw
HAC
NaOH
NH;3
FTIR

XRD
DRIFT

KBr
HEK?293
PBS
DMEM
ATR
HIF
VEGF

kitozan vise molekulske mase

molekulska masa

octena kiselina

natrijev hidroksid, otopina natrijevog hidroksida

amonijak

infracrvena spektroskopska analiza s Fourierovim transformacijama (engl.
Fourier-transform infrared spectroscopy)

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

difuzna refleksija infracrvenog zracenja (engl. diffuse reflectance infrared
Fourier transform spectroscopy)

kalijev bromid

ljudske embrionalne stanice (engl. human embryonic kidney cells)

otopina fosfatnog pufera

bioloski medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium)

tehnika priguSene totalne refleksije (engl. attenuated total reflectance)
hipoksija inducirajuéi transkripcijski faktor (engl. hypoxia-inducible factor)
vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor)
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