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SAZETAK

Biopolimeri se u svakodnevnom zivotu sve ¢eS¢e koriste kao zamjena za sintetske polimere
zbog svoje sposobnosti biorazgradnje i tako znacajno utjecu na smanjenje onecisenja okolisa
i emisije CO>. Jedan od $iroko primjenjivanih biopolimera je kitozan. Kitozan se zbog svojih
iznimno dobrih svojstava poput biorazgradljivosti, biokompatibilnosti i antimikrobnog
djelovanja koristi u prehrambenoj industriji, biomedicini te industriji premaza. U ovom radu
provedeno je ispitivanje filmova ¢istog kitozana (Cs) te kitozana uz dodatak titanijevog
dioksida (Cs-TiO2) s ciljem povecanog ucinka antimikrobnog djelovanja te smanjenja

adsorpcije organskih tvari.

Uzorci kitozanskih filmova pripremljeni su otapanjem kitozana velikih molekulskih masa
(100.000 - 300.000 Da) u 1%-tnoj otopini octene kiseline, a nanokompozitni filmovi su

pripremljeni uz dodatak 5 mas. % nanocestica titanijevog dioksida (TiO2) u otopinu Kitozana.

Karakterizacija kitozanskih filmova provedena je odredivanjem antimikrobnog djelovanja na
tri bakterijske kulture: Escherichia coli (3001), Pseudomonas aeruginosa (3011) i Bacillus
subtilis (3020), odredivanjem kontaktnog kuta pomocéu goniometra te odredivanjem
mehanic¢kih svojstava na kidalici testom naprezanje - istezanje. Morfologija kitozanskih
filmova karakterizirana je pretraznim elektronskim mikroskopom (SEM) u svrhu odredivanja

dispergiranja nanocestica u kitozanskoj matrici.

Analiza rezultata karakterizacije pokazuje da uzorci kitozana te nanokompozita kitozana ne
posjeduju antimikrobno djelovanje ni za jednu od tri ispitivane bakterijske kulture. Dodatkom
nanocCestica TiO2 u kitozan doslo je do promjene mehanic¢kih svojstava te do smanjenja

hidrofobnosti.

Kljuéne rije¢i: biopolimeri, biorazgradljivost, kitozan, nankompoziti, antimikrobno

djelovanje



Polymer films based on biopolymer chitosan

SUMMARY

Biopolymers are increasingly used in everyday life as a substitute for synthetic polymers due
to their biodegradability as they have a significant impact on reduction of environment
pollution and CO2 emissions. One of the widely used biopolymers is chitosan. Due to its
extremely good properties such as biodegradability, biocompatibility and antimicrobial
activity, chitosan is used in the food industry, biomedicine, and the coating industry. In this
work, the films of pure chitosan (Cs) and chitosan with the addition of titanium dioxide (Cs-
TiO2) were studied with the aim of increasing the effect of antimicrobial activity and
reducing the adsorption of organic matter.

Samples of chitosan films were prepared by dissolving high molecular weight chitosan
(100.000 - 300.000 Da) in 1% acetic acid solution, and nanocomposite films were prepared
with the addition of 5 wt. % titanium dioxide (TiO2) nanoparticles in chitosan solution.

Characterization of chitosan films was performed by determining the antimicrobial activity
on three bacterial cultures: Escherichia coli (3001), Pseudomonas aeruginosa (3011) and
Bacillus subtilis (3020). Then, the contact angle was determined using a goniometer and the
mechanical properties were determined by testing machine performing a stress - strain
measurements. The morphology of chitosan films was characterized by scanning electron

microscope (SEM) to determine the dispersion of nanoparticles in the chitosan matrix.

Analysis of the results shows that the samples of chitosan and nanocomposites of chitosan do
not have antimicrobial activity for any of the three tested bacterial cultures. The addition of
TiO nanoparticles to chitosan resulted in a change in mechanical properties and a decrease in
hydrophobicity.

Keywords: biopolymers, biodegradability, chitosan, nanocomposites, antimicrobial activity
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1. UvOD

Polimeri su organski materijali koji se sastoje od mnogo ponavljaju¢ih strukturnih jedinica,
mera, odnosno jednostavnijih niskomolekularnih spojeva monomera, koji se u procesu
polimerizacije povezuju u makromolekulu, odnosno polimerni lanac. Prema porijeklu dijele
se na prirodne i sintetske polimere. Prirodni polimeri nastaju u prirodi u biljkama i zivim
organizmima dok se sintetski dobivaju u industriji polimerizacijom monomera, derivata
dobivenih iz nafte. Primjena polimera i polimernih materijala jako je rasirena zbog njihovih
povoljnih svojstava, dostupnosti, niskih cijena te moguénosti recikliranja, no velik nedostatak
je Cinjenica da je sirovina za njihovu proizvodnju nafta, koja je neobnovljivi izvor sirovine.
Takoder, vecina sintetskih polimera nije biorazgradljiva sto znaci da onecis¢uju okolis. U
svrhu rjeSavanja ovih problema znanstvena istrazivanja fokusiraju se na biopolimere kao
potencijalnu zamjenu. Biopolimeri su polimeri koji nastaju u prirodi ili iz prirodnih sirovina
te oni koji nastaju iz derivata nafte koji se mogu biorazgraditi. Biorazgradljivi polimeri
razlazu se pod utjecajem mikroorganizama i njihovog enzimskog djelovanja na ugljikov
dioksid, vodu, biomasu i dijelom metan u relativno kratkom vremenu. Prednosti uporabe
takvih polimera su smanjenje emisije staklenickih plinova u atmosferu i smanjenje
oneciscenja okolisa. Sirovine koje se koriste u njihovoj proizvodnji su iz obnovljivih izvora te
njihova otpadna biomasa moZe takoder posluziti kao sirovina i1 uza sve to imaju slicna

svojstva sintetskim.

Jedan od najrairenijih biopolimera u prirodi je hitin. Hitin je sastavni dio egzoskeletona
rakova, Skampa, jastoga i1 Skoljaka, a nalazi se takoder 1 u gljivama. PoSto je tvrd 1 tesko
topljiv, njegova obrada i primjena je otezana i zbog toga se modifikacijom prevodi u kitozan.
Kitozan se isti¢e svojstvima biorazgradljivosti, biokompatibilnosti, nije toksian te ima
svojstvo antimikrobnog djelovanja, odnosno usporavanja rasta mikroorganizama zbog ¢ega
ima raSirenu primjenu u medicini U obliku medicinskih zavoja. Takoder, koristi se u obliku
premaza za brodove gdje zbog povoljnog svojstva antibioobrastanja (eng. antifouling) sluzi
kao zastita od obraStanja brodova algama. Zbog dobrog svojstva adsorpcije koristi se za
izdvajanje metalnih iona pri procis¢avanju otpadnih voda, a moze se upotrebljavati kao

ambalaZza za pakiranje hrane.

U ovom radu provedeno je ispitivanje kitozanskih filmova uz dodatak titanijevog dioksida
(TiO2) s kojim su pripremljeni polimerni nanokompozitni filmovi s ciljem povecanog uéinka

antimikrobnog djelovanja te smanjenja adsorpcije organskih tvari i nastajanja biofilma.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. POLIMERNI MATERIJALI

Polimerni materijali su prirodni i sintetski materijali dobiveni preradom polimera uz dodatak
razli¢itih aditiva. Upotrebljavaju se u raznim aspektima svakodnevnog zivota zbog odli¢nih
svojstava, niske cijene, dostupnosti i mogucnosti recikliranja. Polazne sirovine za pripremu
takvih materijala, nazalost, dolaze iz nafte koja se smatra neobnovljivim izvorom sirovina.
Osim toga, vecina sintetskih polimernih materijala nije biorazgradljiva pa predstavljaju velik
izvor onecis¢enja u okolisu. U biorazgradljive polimere svrstavaju se svi polimeri koji se u
prirodi u relativno kratkom vremenu razgrade uz pomo¢ mikroorganizama na ugljikov
dioksid, vodu, biomasu i dijelom metan.! Polimerni materijali se dijele na poliplaste, koje se
dalje dijele na plastomere (termoplaste) i duromere (termosete) te gume odnosno elastomere
(prirodne i sintetske). U poliplaste se ubrajaju oni polimeri kod kojih se javlja plasti¢na
(trajna) deformacija uslijed naprezanja. Plastomeri su topljivi i mogu se viSestruko taliti bez
promjene svojeg sastava i strukture $to znaci da se mogu i preoblikovati dok se duromeri ne
mogu otapati ili taliti nakon sinteze bez promjene vlastitog kemijskog sastava i strukture.
Elastomeri su umrezeni plastomeri, a odlikuju se velikom otpornos$éu prema deformaciji pri
¢emu ne dolazi do pucanja ve¢ nakon prestanka optere¢enja, materijal se vraca u svoj pocetni
oblik (elasti¢na deformacija). Polimerne mjesavine su mjeSavine dvaju ili vise polimera, a
proizvode se u svrhu poboljSavanja svojstava svake od komponenti, tj. u svrhu dobivanja
novih materijala. Polimerne mjeSavine dijele se na: potpuno mjesljive, djelomi¢no mjesljive i
nemjesljive.2 Polimerni (nano)kompoziti su materijali, koji se sastoje od polimerne matrice u
kojoj su rasprSena punila ili ojacavala mikro- ili nanometarskih dimenzija. Oni se ubrajaju u
nove, hibridne materijale u kojima aktivha tvar nanometarskih dimenzija pridonosi

poboljsanju ili stvaranju u potpunosti novih svojstava, koja ne posjeduju klasi¢ni kompoziti.?



2.1.1. Svojstva polimernih materijala

Polimerne materijale razlikujemo i koristimo prema njihovim svojstvima. Svojstva
polimernih materijala ovise o kemijskom sastavu te strukturi polimernih molekula, odnosno
lanaca koji izgraduju taj materijal. Odredivanjem svojstava polimernog materijala mozemo
ga okarakterizirati 1 na osnovi toga odrediti njegovu kvalitetu te podrucje primjene.
Karakterizacija polimernog materijala provodi se identifikacijom kemijskog sastava,
strukture polimernog lanca, odredivanjem velic¢ine i raspodjele molekulskih masa polimera,
odredivanjem amorfne, odnosno kristalne strukture te morfologije (ukoliko je rije¢ o
visefaznim sustavima). Svojstva koja odredujemo kod polimera su: kemijska, fizicka,

mehanicka, opticka, elektri¢na i druga.

Kemijska svojstva odraz su promjene kemijskog sastava i strukture materijala buduéi da u
odredenim uvjetima dolazi do kidanja primarnih kemijskih veza u molekulama. Neka od
najvaznijih kemijskih svojstava polimera su postojanost (stabilnost), topljivost, gorivost te

barijerna svojstva poput permeabilnosti.

Postojanost predstavlja otpornost materijala na odredene uvjete primjene; temperature, tlaka,
pH ili utjecaj elektromagnetskog zracenja. Posljedica niske postojanosti materijala je njegovo
starenje, tj. degradacija materijala buduci da se degradiraju / razgraduju polimerne molekule.

Dakle, dolazi do promjene kemijskog sastava, strukture, a time i do promjene svojstava.

Otapanje polimera se javlja u slucaju kad su nadjacane kohezivne sile izmedu makromolekula
polimera, odnosno kad su jace sile izmedu makromolekula i otapala. Do otapanja moze doci
kod linearnih polimera dok kod umrezenih polimera dolazi do pojave bubrenja materijala.
Bubrenje je pojava kada dolazi do prodiranja molekula otapala medu polimerne molekule
¢ime nastaje nabubreni gel. Otapanje i bubrenje polimernih materijala tijekom njihove

primjene je nepozeljno.

Gorivost je svojstvo polimera, koje se pokazuje prilikom izlaganja polimera velikoj toplini
pri ¢emu dolazi do degradacije (raspada) polimera, nastajanja topline i plinovitih produkata.
Gorenje polimera je egzotermna reakcija, koja pokazuje da su polimeri jako energetski bogati

materijali.



Permeabilnost (propusnost) je svojstvo materijala da propusta plinove i pare ovisno o veli¢ini
pora u svojoj strukturi i znacajno je za polimerne filmove, premaze i polimere koji se

upotrebljavaju kao ambalazni materijali za pakiranje hrane.

Fizicka, odnosno fizikalna svojstva polimera podrazumijevaju fizikalne promjene
materijala. Tijekom tih promjena dolazi do cijepanja sekundarnih (kohezijskih) veza u
polimeru bez kidanja primarnih kemijskih veza. Sekundarne veze se razlikuju od primarnih
jer su puno slabije, a medu njih svrstavamo van der Waalsove, polarne, vodikove veze i dr.
Van der Waalsove sile su privlaéne sile, koje se javljaju izmedu dviju molekula polimera
uslijed interakcije elektri¢nih dipola. Vodikove veze su veze koje se baziraju na interakciji
izmedu atoma vodika jedne molekule i jako elektronegativnih atoma (N, O, F) druge
molekule polimera i jace su od van der Waalsovih sila. Kidanje sekundarnih veza u
polimerima uzrokuje promjenu stanja materijala, ali ne i kemijskog sastava. Stoga, svojstva
koja pritom odredujemo, a koja karakterizaciju polimerni materijal su: temperatura taljenja,
temperatura tocke meksanja, gustoca i viskoznost materijala. Temperatura taljenja je
temperatura pri kojoj dolazi do promjene agregatnog stanja polimernog materijala koji prelazi
u taljevinu. Taljenje je fazni prijelaz u kojem kruti polimer prelazi u polimernu taljevinu.
Tocka ili temperatura mekSanja je temperatura na kojoj dolazi do znacajnog popustanja
sekundarnih veza u polimernom materijalu i vazan je pokazatelj za odredivanje grani¢ne
temperature primjene. Svako optereCenje iznad te temperature dovodi do deformacije

materijala.

Gustoc¢a materijala je zna¢ajno svojstvo u primjeni jer su materijali niske gustoce lagani, a
materijali visoke gustocée teski. To svojstvo je od iznimne vaznosti kod transporta proizvoda

te kod rukovanja proizvodima u primjeni.

Viskoznost se definira kao mjera unutarnjeg otpora molekula protjecanju taljevine ili otopine.
Viskoznost je posljedica veli€¢ine i1 raspodjele molekulskih masa, a vaZna je za preradu
polimera. Ukoliko odredena taljevina ima nisku vrijednost viskoznosti moze se zakljuciti da
je rije€¢ o polimeru visokih molekulskih masa. Takav polimer sporije tece, teSko ispunjava
kalup tijekom prerade i teZe se homogenizira s aditivima. Obrnuto vrijedi za polimere visokih

vrijednosti viskoznosti.?

Mehanicka svojstva predstavljaju ponasanje (odziv) materijala pri primjeni vanjskih sila.
Mehanicka svojstva koja se isticu pri opisivanju polimernih materijala su: ¢vrstoca, tvrdoca,

istezanje i zilavost. Cvrstoéa je mjera jakosti nekog materijala, a odreduje se silom koja je



potrebna da uzrokuje pucanje materijala. Tvrdoca je otpornost materijala prema prodiranju
nekog drugog, znatno tvrdeg tijela. Istezanje je deformacije materijala do koje dolazi tijekom
djelovanja tlacne ili vlaéne sile na materijal, tj. tijekom djelovanja naprezanja. Zilavost
predstavlja otpornost materijala na lom, tj. Zilavost je sposobnost materijala da apsorbira

energiju i plasti¢no se deformira bez loma.*

Medu elektricnim svojstvima polimernih materijala istice se elektricna vodljivost koja
opisuje sposobnost materijala da provodi elektricnu struju. Vecina polimernih materijala ima

nisku elektriénu vodljivost pa se zato koriste kao elektri¢ni izolatori.>

Opticka svojstva imaju uglavnom dekorativnu, ali i primjensku ulogu. Medu njima se
izdvaja transparentnost (propusnost svjetlosti). Kod polimernih materijala pozeljne su

transparentnost i nepropusnost svjetla.?

Od ostalih svojstava polimernih materijala isti¢u se bioloSka svojstva. Bioloska svojstva
odnose se na promjene uzrokovane kemijskim procesima vezanim uz biljke ili zive
organizme. Vaznija bioloska svojstva polimernih materijala su antimikrobno djelovanje i
svojstvo antibioobraStanja (eng. antifouling). Antimikrobno djelovanje je sposobnost
polimernog materijala da onemogucuje rast i razmnozavanje mikroorganizama na vlastitoj
povrsini. To je svojstvo materijala da inhibira (usporava) ili u potpunosti zaustavi Sirenje
mikroorganizama, a mogu ga posjedovati materijali prirodnog, polusintetskog i sintetskog
porijekla. Iznimno je vazno svojstvo za uporabu materijala u medicini (npr. u medicinskim
zavojima za sprjecavanje infekcije) i u prehrambenoj industriji gdje se polimeri koriste kao

ambalaZa za sprje¢avanje kvarenja hrane i zbog toga se u novije vrijeme intenzivno istrazuje.®

Antibioobrastanje je svojstvo koje sprjeCava vezanje i rast mikroorganizama na povrsini
odredenog materijala, kad je materijal u dodiru s mikroorganizmima i vlagom ili vodenim
medijem. Posljedica interakcije polimerne povrsine i mikroorganizama je njihova adsorpcija
na povrSinu materijala i nastajanje biofilma te rast algi. Vazno je opisati svojstvo
antibioobrastanja kad se materijali upotrebljavaju kao premazi jer sprjeCavaju obraStanje

plovila i brodova.

Samoizljecenje materijala odnosi se na sposobnost materijala da automatski popravlja fizicka
oStecenja koja se na njima javljaju. SamoizljeCenje materijala moze biti potaknuto na dva
nacina: interakcijama molekula unutar polimera (npr. dinamicke kemijske veze ili kovalentne
veze) ili putem vanjskih podrazaja (toplina, vlaga, odredeni reagensi). Materijali koji

posjeduju svojstvo samoizljecenja upotrebljavaju se najéesce u funkcionalnim premazima jer
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im produZzuju Zivotni vijek. Kao primjer se moze navesti antikorozivni funkcionalni premaz u
kojemu se samoizljeCenjem popravljaju mikropukotine §to doprinosi ucinkovitosti inhibicije

korozije.’

2.1.2. Proizvodi i njihova primjena

Svakodnevni zivot je u modernim vremenima nezamisliv bez polimernih materijala. Oni
nalaze primjenu u izradi odjece i obuce, u medicini i kao gradevinski materijali te se mogu
upotrebljavati u obliku razli¢itih spremnika, ambalaze, autoguma, vlakna, premaza (boje,
lakovi) i filmova. Razli¢iti spremnici koji se koriste u kuc¢anstvu su dobiveni iz plastomera,
odnosno plastike poput polipropilena (PP) zbog jednostavnog oblikovanja i niskih cijena.
Polimeri koji posjeduju dobra barijerna i/ ili antibakterijska svojstva koriste se za ambalazu

jer usporavaju kvarenje hrane onemogucavanjem rasta mikroorganizama.

U gradevini se polimerni materijali najceS¢e upotrebljavaju kao tepisi (najlon, linoleum), za
izradu kanalizacijskih cijevi (polietilen visoke gustoce, poli(vinil-klorid)) te za izolaciju. Za
termoizolaciju fasada upotrebljava se stiropor (ekspandirani polistiren), a polimeri i gume se
takoder mogu upotrebljavati i za hidroizolaciju jer su opéenito nepropusni za vodu i vlagu. Za
izradu odjece i obuce upotrebljavaju se polimeri preradeni u vlakna, a mogu biti prirodni
poput celuloze, svile ili gume te sintetski kao najlon, poliester, poliamid i dr. U medicini
polimeri se koriste za izradu umjetnih kukova, vena, zubi i zubnih plombi, a primjenjuju se i

u kontaktnim le¢ama, nao€alama te kao nosioci lijekova.

Guma je jedan od Siroko primjenjivanih polimernih materijala, a proizvodi se od prirodnog
ili sintetskog kaucuka uz dodatak aditiva i umrezivaca, procesom vulkanizacije.
Vulkanizacija je kemijska reakcija kojom se linearne polimerne molekule kaucuka poprec¢no
povezuju stvarajui makromolekulske umreZene strukture uz pomo¢ sredstva za
vulkanizaciju koje je naj¢eS¢e sumpor. Guma se zbog male elektricne provodnosti Cesto
koristi za izolaciju zica u elektronici. Otpornost na abraziju je svojstvo zbog kojeg guma
nalazi primjenu u gumama za automobile te u izradi pokretnih traka. Guma se primjenjuje i u

obliku gumenih brtvi zbog svoje otpornosti na vodu sprjecavajuci nezeljeno curenje.

Vlakna mogu biti prirodna koja nastaju u biosintezom u biljkama ili sintetska dobivena
industrijskim procesima u kojima dolazi do izravnavanja makromolekula polimera, koje se

onda ispredaju u vlakna. Od prirodnih vlakana se izdvajaju celuloza, vuna i svila dok su
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najpoznatija sintetska vlakna izradena od poliestera i poliamida. Postupak dobivanja vlakana
se dijeli u dvije faze: faza polimerizacije polimera te faza ispredanja polimera u vlakna iz
otopine ili iz taljevine. Vlakna se mogu dobiti samo od polimera ¢ije su molekule linearne i

mogu poprimiti pravilnu kristalnu strukturu.

Polimerni filmovi se definiraju kao tanki kontinuirani materijali debljine oko 200 um. Mogu
se upotrebljavati samostalno, kao zavrsni sloj koji sluzi pobolj$avanju svojstava materijala
kojega §tite ili se dodatnim postupcima prevode u razli¢ite oblike. Jedan od oblika su folije
koje se koriste se najéeS¢e za ambalazu, kao zastitne folije (mjehurasta PVC folija) zatim u

kucanstvu, za ukraSavanje te za oslikavanje vozila.

Premazi su tanke prevlake, odnosno filmovi koji se upotrebljavaju kao zavrsni slojevi na
nekoj podlozi ili materijalu. Medu povrSinske premaze ubrajaju se lakovi 1 boje. Njihova
uloga je zastita od abrazije, habanja, korozije i starenja materijala te dekorativna (za
modificiranje izgleda materijala). Sastav premaza Cine: otapalo, vezivo (polimeri / smole),
pigmenti, aditivi 1 punila. Upravo svojstva veziva, odnosno polimera odreduju primjenu i
kvalitetu premaza. Premazi najces¢e dolaze u obliku otopina ili disperzija, ali mogu do¢i i u
obliku praSaka ili paste. Suhi premazi dobivaju se nanosenjem na podlogu kada tvari koje
¢ine vezivo poprimaju konac¢ni oblik ¢ime se stvara film odnosno prevlaka, a taj proces se
naziva susenje. Postoje dvije vrste suSenja: fizikalno i kemijsko. Fizikalno susenje se odvija
hlapljenjem otapala i hladenjem nanesene taljevine. Takvi premazi su najceSce
jednokomponentni. Kod kemijskog susSenja dolazi do kondenzacijske polimerizacije, pri
¢emu nastaje polimer, tj. vezivo, i na taj natin premaz se su$i. Polimeri koji se koriste za
pripremu premaza nazivaju se smole, odnosno to su duromeri i oni su dvokomponentni.t
Funkcionalni premazi su brojni i svaki ima posebna svojstva ovisno o primjeni, no svi imaju
zastitnu ulogu. Upotrebljavaju se kao antikorozivni premazi, optic¢ki premazi, antibakterijski
premazi, za dostavu lijekova, separaciju kemikalija, kao samopodmazivajuéi premazi i dr.
Jedno od najvaznijih svojstava koje funkcionalni premazi moraju posjedovati je svojstvo
adhezije odnosno prianjanja na materijal. Vazno svojstvo kod premaza je i Svojstvo
bioadhezije odnosno prianjanje bioloskog tkiva na premaz. Premazi sa dobrom bioadhezijom
dozvoljavaju adheziju veceg broja stanica ili tkiva S§to je dobro za razmnoZavanje i

diferencijaciju stanica.’



2.2. BIOPOLIMERI

Biopolimeri su svi biorazgradljivi polimeri $to ukljucuje polimere koji nastaju u prirodi ili iz
prirodnih izvora te petrokemijske, koji su nastali iz nafte. Da bi novi proizvodi od
biopolimera mogli do¢i u uporabu, mora se razmotriti cjelozivotni ciklus (LCA, eng. Life
cycle analysis) materijala i proizvoda od biopolimera. To ukljuuje promatranje utjecaja
poljoprivrede na okoli§ (npr. kod uzgoja kukuruza za dobivanje biopolimera), koristenja
voda, eutrofikacije odnosno oneciS¢enja mora, gubitka staniSta zivotinjskih vrsta i kréenja
Suma. Takoder, mora se razmotriti i socijalni u¢inak, primjerice cijene i opskrba hranom u

slucaju kad se hrana koristi za proizvodnju biopolimernih materijala.

Biopolimeri kao i svi materijali imaju svoje prednosti i nedostatke kod upotrebe. Neke od
prednosti biopolimera kao materijala su: sirovine koje se upotrebljavaju za njihovu
proizvodnju su iz obnovljivih izvora, biorazgradljivost uslijed koje dobivamo otpadnu
biomasu koja moze posluziti kao sirovina, nema emisije ugljikovog dioksida i uza sve to
imaju svojstva sli¢na sintetskim polimerima. Nedostatci biopolimera ukljucuju cijenu
proizvodnje, emisiju metana tijekom procesa biorazgradnje i ¢injenicu da se biorazgradnja
mora odvijati pri kontroliranim uvjetima jer se inaCe ne razgraduju. Takoder, usprkos
slicnosti ipak imaju losija svojstva od sintetskih polimera te njihov utjecaj na zdravlje ljudi
nije poznat u potpunosti npr. mogu zaostati mikroorganizmi poput gljivica i bakterija ili moze

do¢i do razgradnje biopolimera prilikom upotrebe u odredenim uvjetima.

2.2.1. lzvori biopolimera

Biopolimeri se dijele na biopolimere prirodnog porijekla i sintetizirane polimere
petrokemijskog porijekla. Biopolimeri prirodnog porijekla dalje se dalje dijele na polimere
bioosnove koji nastaju biosintezom u prirodi i polimere bioizvora ¢iji monomeri nastaju iz
obnovljivih izvora kao $to su kukuruz ili Secerna trska. Sintetizirani polimeri nastaju

sintezom monomera dobivenog iz nafte koja je neobnovljiv izvor sirovina.

Polimeri bioosnove mogu se dalje podijeliti na polisaharide i proteine. Polisaharidi su
polimeri ¢ije SU najéeS¢e monomerne jedinice Seceri i amini, a nastaju biosintezom u biljkama

koje se uzgajaju na plantazama iz kojih se izdvaja sirovina, prirodni polimer. Druga vrsta



polimera bioosnove nastaje u zivim organizmima, a takvi su proteini, peptidi, DNA i RNA.

Njihove monomerne jedinice su amino- i nukleinske kiseline.

Za razliku od sintetskih polimera ova vrsta prirodnih polimera ima u potpunosti definiranu
strukturu i veli¢inu molekule, to¢no definiranog kemijskog sastava i strukture. Neki od
najpoznatijih polimera bioosnove su: polisaharidi, polipeptidi i poliproteini, prirodna guma te
prirodne smole. Polisaharidi su slozeni ugljikohidrati izgradeni od veceg broja jedinica
monosaharida, a u Zivim organizmima sluze kao gradivni materijal ili rezervna energija.
Najpoznatiji polisaharidi koji nastaju u biljkama su Skrob, celuloza i hitin, a od onih koji
nastaju u zivim organizmima izdvajaju se DNA i RNA. DNA i RNA su nukleinske kiseline,
tj. polimeri nukleotida u kojem se kodira redoslijed aminokiselina u proteinima rabeéi
genetski kod. Polipeptidi su polimeri nizih molekulskih masa koji se sastoje od monomernih
jedinica, a to su aminokiseline povezane peptidnim vezama. Proteini su makromolekule koji
se nalaze u svim zivim organizmima, a sastoje se od jednog ili viSe polipeptida koji formiraju
odredenu strukturu koja im odreduje biolosku funkciju. Bioloske funkcije proteina su:
gradivna (mi$i¢i), mehani¢ka, enzimska, imunoloSka ili mogu sluziti kao receptori.
Najpoznatiji proteini koji se Koriste kao materijali su svila, koza (kolagen), vuna (keratin) i

kazein (iz mlijeka).

Polimeri bioizvora su zapravo sintetizirani polimeri ¢ije monomerne jedinice nastaju
biosintezom iz obnovljivih izvora sirovina. Sirovine koje se najceS¢e koriste za njihovu
sintezu su Seceri, Skrob 1 biomasa. Najpoznatiji 1 danas najznacajniji polimeri bioosnove su
polilaktidna kiselina (PLA), polihidroksi alkanoat (PHA) i polihidroksi butirat (PHB).
Polilaktidna kiselina je biorazgradljiv, termoplasti¢ni, linearni poliester koji nastaje
kondenzacijskom polimerizacijom mlijecne kiseline, a sirovina za dobivanje mlijecne
kiseline je glukoza iz Skroba. Svojstva PLA su sli¢na polietilenu (PE), polipropilenu (PP),
polistirenu (PS) i polietilentereftalatu (PET). Upotrebljava se najceSée za izradu vredica,
filmova i boca. U aerobnim uvjetima se potpuno razgraduje do H2O i CO2 unutar 3 do 4
tiedna. Polihidroksi alkanoat su linearni poliesteri koji nastaju mikrobioloskom
fermentacijom glukoze iz kukuruznog Skroba ili fermetacijom lipida pomocu odredene
bakterije. Postoji vise od 150 razli¢itih monomera, koji se mogu kombinirati unutar ove
obitelji ¢ime nastaju materijali s iznimno razliitim svojstvima, ali svi spadaju u
biorazgradljivu plastiku. Oni mogu biti termoplasti ili elastomeri, a najvaznije svojstvo koje
posjeduju je dobra biokompatibilnost koja im omogucava Siroko podrucje primjene. Zbog

svojstava biokompatibilnosti i biodegradabilnosti ¢esto se primjenjuju u podrucju
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biomedicine $to ukljucuje: inZenjerstvo tkiva, flastere za bioimplantate, nosace lijekova te za
operacije i previjanje rana. Poli-3-(hidroksi butirat) (PHB) spada u obitelj polihidroksi
alkanoata, a ima svojstva sli¢na polipropilenu. Nije topljiv u vodi, otporan je na hidroliti¢ku
degradaciju, ima dobru UV otpornost, ali je slabo otporan na kiseline i baze. Potpuno je

biorazgradiv i to bez ostatka.

2.2.2. Biorazgradljivost

Biorazgradljivost (biodegradacija) je proces tijekom kojeg se organske tvari razlazu uz
pomo¢ mikroorganizama (bakterije, gljivice) i njihova enzimskog djelovanja pri ¢emu im se
bitno mijenja kemijska struktura. Produkti razgradnje su uglji¢ni dioksid, voda, biomasa i
dijelom metan. Postoje dvije vrste biorazgradnje, a to su aerobna i anaerobna razgradnja.
Aerobna razgradnja se odvija u prisutnosti kisika, a kona¢ni produkt razgradnje je kompost
koji se sastoji od minerala i kompleksnih organskih tvari. Anaerobna razgradnja se odvija bez
prisutnosti kisika, a nusprodukt razgradnje je metan koji se moze Kkoristiti kao energent.
Biodegradacija je znacajna sa stajaliSta zaStite okoliSa te zbrinjavanja / recikliranja
polimernih materijala putem kompostiranja. U biorazgradljive polimere ubrajaju se svi oni
koji se razlazu pod utjecajem mikroorganizama U relativno kratkom vremenu. PoSto se
biorazgradljivi polimeri razlazu na ugljikov dioksid i1 vodu koju biljke dalje koriste za svoj
rast, smanjuje se emisija CO2 u atmosferu. Na taj nacin se omogucuje stvaranje industrije
koja omogucuje odrzivi razvoj drustva. Zahtjevi u standardima za mjerenje biorazgradljivosti
razli¢iti su od drzave do drzave, ali obi¢no se trazi razgradnja u iznosu od 60 do 90%
polimera u vremenu od 60 do 180 dana kompostiranja. Biorazgradljivost se odreduje prema
normama EN 13432 i ASTM D6400. Norma EN 13432 (Zahtjevi za oporabivost ambalaze
kompostiranjem i biorazgradnjom) odreduje zahtjeve i postupke kompostiranja polimerne
ambalaZe vezano uz 4 karakteristike: biorazgradnju, razgradnju tijekom biolosSkog tretmana,
posljedice razgradnje te utjecaj na kvalitetu nastalog komposta. Norma ASTM D6400
(Specifikacije za oznacivanje acrobno kompostabilne plastike u komunalnim ili industrijskim
postrojenjima) oznacava Cetverodijelni test biorazgradnje za procjenu biorazgradljivosti koji

uklju¢uje analizu sastava, klijanje biljaka (fitotoksi¢nost) i mreznu filtraciju nastalih estica.
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2.2.3. Antimikrobno djelovanje

Antimikrobno djelovanje je sposobnost polimernog materijala da onemoguduje rast i
razmnozavanje mikroorganizama na vlastitoj povrSini. To je svojstvo materijala da inhibira
(usporava) ili u potpunosti zaustavi Sirenje mikroorganizama. Mnogo razli¢itih ¢imbenika
utjece na antimikrobno djelovanje polimera i polimernih materijala, a dijele se na unutarnje i
vanjske. Neki od tih ¢imbenika su: vrsta polimera, stupanj polimerizacije, kemijski sastav

supstrata, hranjiva podloga, uvjeti okolisa poput vlage i sl.

Za kitozan je poznato da ima odli¢na antimikrobna svojstva, ali mehanizam inhibicije joS nije
poznat u potpunosti. Pretpostavlja se da se mehanizam inhibicije bazira na promjeni
propusnosti stanica zbog interakcija izmedu pozitivno nabijenog kitozana (pri pH nizem od
6,5) i negativno nabijene membrane mikroorganizama. Hipoteza je da je osnova mehanizma
inhibicije rasta bakterija kombinacija pozitivno nabijenog polimera s anionskim
komponentama na povrsSini bakterija. Kitozan (osobito Cestice niske molekulske mase) bi
mogao prodrijeti u stani¢nu stjenku bakterije, kombinirati se s DNA i inhibirati sintezu
MRNA i transkripciju DNA dok bi kitozan visokih molekulskih masa mogao stupiti u
interakciju sa staniénom povrSinom i posljediéno promijeniti permeabilnost stanica,

blokirajuéi tako transport otopljenih hranjivih tvari u stanicu.®

Kitozanski filmovi pokazali su se obec¢avaju¢im za primjenu u konzerviranju hrane. Uz to §to
je kitozan netoksi¢an, biorazgradiv, biofunkcionalan, biokompatibilan te posjeduje
antimikrobna svojstva, kitozan ima prednost $to moze ugraditi funkcionalne tvari poput
minerala ili vitamina u svoju strukturu. S obzirom na ove kvalitete, kitozanski filmovi
koriSteni su kao materijal za pakiranje i kvalitetno o¢uvanje raznih vrsta hrane. Nedavno je
pripremljen film od kitozan - skroba pomocu mikrovalne obrade za kojeg bi se mogla naci

potencijalna primjena u pakiranju hrane.®
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2.2.4. Nastajanje biofilma

U prirodi mikroorganizmi prezivljavaju prvenstveno vezanjem za i rastom na zivim i nezivim
povrSinama. Ove povrSine mogu imati mnogo oblika, uklju¢ujuéi one u tlu i u vodenim
sustavima, one u spektru medicinskih implantata i zivih tkiva kao $to su zubna caklina, sr¢ani
zalisci, pluca ili srednje uho. Zajednicka znacajka u ovom stanju rasta je da stanice razvijaju
biofilm. Nastanak biofilma je proces kojim se mikroorganizmi nepovratno pri¢vrséuju i rastu
na povrsini te proizvode izvanstani¢ne polimere koji olakSavaju vezanje i nastanak matriksa,
Sto rezultira promjenom fenotipa organizama. Biofilmovi su opsezno proucavani u
posljednjih 20 godina pa se mnogo zna o procesu mikrobnog vezivanja i pocetnog Stvaranja
biofilma. Da bismo razumjeli prvu fazu stvaranja biofilma - vezanje za povrsinu, potrebno je

detaljno ispitati svojstva podloge i povrSine stanice.

Karakteristike podloge mogu imati znaCajni utjecaj na brzinu i opseg vezivanja
mikroorganizama. Opcenito (iako postoje iznimke), grublji i viSe hidrofobni materijali brze
¢e razvijati biofilmove. Kod nekih materijala poput kitozana mora se uzeti u obzir i njihovo
antimikrobno djelovanje. Situacija postaje kompliciranija kad podloga smjestena u fluidno
okruzenje dobiva kondicioniraju¢i film ili premaz koji se prvenstveno sastoji od proteinskog
materijala koji je prisutan u tekucéini u tom okolisu. Ovaj kondicionirajuci film ¢e povrsini
podloge dati kemijska svojstva koja mogu u potpunosti maskirati svojstva same temeljne
podloge. Osim karakteristika podloge, bitne su i karakteristike stani¢ne povrSine. Na primjer,
prisutnost flagela, pili, fimbriae ili glikokaliksa moze utjecati na brzinu vezivanja mikroba.
To je zato §to stanica mikroba, kad je izvucCena na povrSinu, mora nadvladati odbojne sile
zajednicke svim vrstama materijala, a ti dodaci omogucuju stanicama da ostanu vezane dok
se ne uspostave trajniji mehanizmi vezivanja. Nakon procesa vezivanja za povrsinu slijedi

rast mikroorganizama.

Biofilmovi imaju veliki znacaj za zdravlje ljudi jer mikroorganizmi povezani sa stvaranjem
biofilma pokazuju dramatiéno smanjenu osjetljivost na antimikrobna sredstva. Ova
osjetljivost moze biti intrinzi¢na (kao prirodni rezultat rasta biofilma) ili stecena. Mnoge
infekcije krvotoka i mokraénog sustava povezane su sa medicinskim proizvodima i
implantatima pa su u veéini slucajeva povezani s biofilmom. Bolje razumijevanje procesa
stvaranja biofilma moze utjecati na nacin na koji su uzorci krvi i uzorci S vrha Katetera

prikupljani i ispitivani.®
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2.3. KITOZAN

Kitozan se dobiva modifikacijom hitina ili poli(B-(1—4)-N-acetil-D-glukozoamina) koji je
prirodni polisaharid, a spada u grupu biopolimera iz bioosnove. U njegovoj strukturi postoje
2 molekule N-acetilglukozoamina povezane glikozidnim vezama pri ¢emu nastaju B-(1—4)
veze (Slika 2.1.). Ovaj biopolimer nalazi se u velikom broju zivih organizama i pripada
najzastupljenijim prirodnim polimerima, nakon celuloze. Najces¢e se javlja kao dio
strukturnih komponenti u egzoskeletu ¢lankonozaca ili u stani¢nim stjenkama gljiva i
kvasaca, a unutar kojih postoji u obliku uredenih kristalnih mikrovlakana. U moderno vrijeme
glavni komercijalni izvori hitina su ljuske rakova i $kampa.'® Hitin se javlja u tri polimorfna
oblika, -, B- 1 y-hitini, koji se razlikuju u rasporedu molekularnih lanaca unutar kristalne
stanice. a-Hitin koji u strukturi ima antiparalelne lance je najrasprostranjeniji hitin u prirodi i
nalazi se u Skampima i rakovima, -hitin ima paralelne lance i javlja se u gladiusu liganja,
dok y-hitin predstavlja smjesu o- i B-hitina. Hitin je zbog svojih jakih unutar- i
medumolekularnih vodikovih veza netopiv u vodi, vodenim otapalima i uobicajenim
organskim otapalima. Topljivost hitina vrlo je teSko kontrolirati jer je povezana s mnogim
razli¢itim parametrima i zbog toga predstavlja velik problem preradi i primjeni hitina i

proizvoda od hitina.!!

Slika 2.1. Kemijska struktura hitina

U svrhu boljeg iskoriStenja i moguénosti prerade i primjene, hitin se prevodi u kitozan.
Kitozan je statisticki kopolimer s odredenim molarnim udjelom DA (stupanj acetilacije, eng.
degree of acetylation) B-(1—4)-N-acetil-D-glukozoamina i molarnim udjelom (1-DA) -
(1—4)-D-glukozoamina (Slika 2.2.). Stupanj acetilacije kitozana karakterizira molarni udio

N-acetiliranih jedinica (DA) koji se moze izraziti i kao postotak acetilacije (DA%).
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Slika 2.2. Kemijska struktura kitozana

Dobivanje kitozana sastoji se od dva postupka: izolacija odnosno ekstrakcija hitina te
deacetiliranje hitina. Ekstrakcija hitina moze se provesti kemijski ili bioloski. Ovisno o
odabiru izvora hitina, odnosno koriste li se ljuske jastoga, Skampa ili rakova i sl., pojavljuju
se znacajne razlike u odredenim koracima, ali se uvijek ekstrakcija provodi u dva stupnja, a
to su demineralizacija (DM) i deproteinacija (DP). Prije ova dva stupnja prethodi pranje,
susenje i usitnjavanje ljuski ¢lankonozaca. U jednoj kemijskoj metodi koja koristi ljuske
jastoga, proteini se uklanjaju djelovanjem 1M otopine NaOH tijekom 3 sata, na poviSenoj
temperaturi (80-90 °C) uz neprekidno mijeSanje i omjer krute tvari i otapala 1:10 (w v1).
Demineralizacija se postize stalnim mijesanjem osus$enih, mljevenih, deproteiniranih ljuski u
1M otopini HCI 2 h, na sobnoj temperaturi i uz omjer krute tvari i otapala 1:15 (w v1).
Postoje dva razli¢ita nacina ekstrakcije hitina: prvi stupanj je deproteinacija, a zatim
demineralizacija (DP-DM) te obrnutim redoslijedom, dakle demineralizacija pa
deproteinacija (DM-DP). U oba sluc¢aja, rezultat je deproteinirani, demineralizirani hitin.
Moze se primijetiti da je sadrzaj proteina u ostatku kada se primjenjuje DM-DP metoda bio
nizi od metode DP-DM, S$to ukazuje na potpuniju deproteinaciju ljuski. Razine

demineralizacije nisu se uvelike razlikovale izmedu metoda.!?

U drugoj kemijskoj metodi koja koristi ljuske rakova za dobivanje hitina, za proces
demineralizacije koristio se 0.55M HCI na sobnoj temperaturi, a broj i trajanje kupki ovisan
je o vrsti rakova. Potom se provodi acidimetrijska titracija prema neutralnosti tijekom koje je
primijeCena veca emisija CO2, koja ovisi 0 sastavu ljuske rakova, a povisena je kad je
koli¢ina minerala u ljusci veca. Deproteinacija se provodila uz djelovanje 0.3M otopine
NaOH na temperaturi od 80-85 °C. Postupak je ponovljen nekoliko puta tijekom jednog sata.

Odsutnost proteina potvrdivala se odsutno$¢u boje otopine na kraju zadnjeg tretmana.®
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Najveci problem kod ekstrakcije hitina razli¢itim kemijskim metodama je kvaliteta kona¢nog
proizvoda, koja je funkcija molekularne mase (prosjeka i polidisperznosti) te stupnja
acetilacije. Tretmani jakim kiselinama mogu uzrokovati hidrolizu polimera (cijepanje
molekule) ¢ija su posljedica nedosljedna fizicka svojstva hitina, a produkti hidrolize djeluju
kao onecis¢enje. Visoke koncentracije NaOH i visoke temperature deproteinacije mogu
uzrokovati nepozeljnu deacetilaciju i depolimerizaciju hitina.!! Stoga se sve &es¢e hitin
ekstrahira razli¢itim bioloskim metodama i to u procesu fermentacije enzimskim djelovanjem
mikroorganizama poput bakterija. U jednoj takvoj metodi, koja koristi Skampe kao izvor
dobivanja hitina, za fermentaciju su koristene bakterije mlije¢ne kiseline Lactococcus lactis i

bakterija koja proizvodi proteazu (proteolitski enzim) Teredinobacter turnirae.!*

U drugoj bioloskoj metodi kao izvor hitina koristili su se rakovi, a fermentacija je postignuta
djelovanjem bakterija Bacillus licheniformis i Bacillus subtilis. Fermentacija se provodila u
morskoj vodi u koju su dodane ljuske rakova te glukoza (izvor fermentacijskog Secera) i
ekstrakt kvasca (izvor dusika) koji su sluzili povecanju stope demineralizacije poveéanjem
produkcije kiseline te rasta mikroba.®® Tre¢a metoda bioloske ekstrakcije hitina odvijala se na
slican naéin uz bakterije Bacillus megaterium, Serratia marcescens i Lactobacillus plantarum
u mediju koji se sastojao od vode, inokulanata bakterija, ljuski jastoga te glukoze.'® Svim
ovim metodama zajedni¢ka su dva stupnja: demineralizacija koriste¢i bakterije koje

proizvode kiselinu te deproteinacija koristeci bakterije koje proizvode proteazu.

Nakon $to se dobije hitin slijedi proces deacetiliranja u svrhu dobivanja kitozana. Pojam
kitozan obi¢no se odnosi na obitelj polimera dobivenih nakon deacetilacije hitina do
razli¢itog stupnja. Stupanj acetilacije, koji odrazava ravnotezu izmedu dvije vrste polimera,
omoguc¢ava nam razlikovanje hitina od kitozana. Kada je stupanj acetilacije DA (izrazen kao
molarni postotak) nizi od 50 mol%, proizvod se naziva kitozan i postaje topljiv u kiselim
vodenim otopinama. Tijekom procesa deacetilacije uklanjaju se acetilne skupine, ali se i
javlja reakcija depolimerizacije sto se moze primijetiti promjenom molekulske mase. Hitin se
moze prevoditi u kitozan enzimskom ili kemijskom deacetilacijom. Kemijske metode
priprave kitozana se uvelike koriste u komercijalne svrhe zbog njihovih niskih cijena i

prikladnosti za masovnu proizvodnju.®
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Slika 2.3. Reakcija deacetiliranja hitina natrijevim hidroksidom

Postoje dva standardna kemijska procesa deacetilacije hitina. U prvom procesu kao reagens
za deacetilaciju koristila se smjesa krutog kalijevog hidroksida (50 w/w%), 96%-tni etanol
(25 wiw%) i monoetilen glikol (25 w/w%) S§to je gotovo bezvodni reakcijski medij. Za
pripremu ove smjese prvo su pomijeSana dva otapala i zatim je dodan ¢vrsti kalijev hidroksid
u malim porcijama uz mijeSanje. Otapanje je egzotermno, a temperatura smjese tijekom ovog
koraka moze porasti do 90 °C. Hitin je zatim postupno dodavan u reagens i temperatura se
povecava do Zeljene vrijednosti. Nakon odredenog vremena postupak je zaustavljen, a
filtriranjem se izdvaja Kkitozan. Druga metoda Koristi suspenziju hitina u vodenoj otopini
natrijevog hidroksida (50% w/v) koja se zagrijava do 80 °C (Slika 2.3.). Nakon odredenog

vremena kruti hitin izdvaja se filtriranjem.!3

Kemijska deacetilacija takoder ima nedostatke poput potrosnje energije, viska koncentrirane
otopine luzine, ¢ime se onecis¢uje okolis te Sirok i heterogen raspon topljivih i netopljivih
produkata. Kako bi se prevladali ovi nedostaci u pripremi kitozana, istrazivana je alternativna
enzimska metoda, koja koristi hitin deacetilaze i nudi moguénost kontroliranog,
nedestruktvinog procesa i dobivanje dobro definiranog kitozana. Hitin deacetilaza katalizira
hidrolizu N-acetamido veza u hitinu da bi se dobio kitozan. Prisutnost ove enzimske
aktivnosti zabiljeZena je u nekoliko vrsta gljiva i insekata. Najbolje prouceni enzimi su oni
ekstrahirani iz gljiva Mucor rouxii, Absidia coerulea, Aspergillus nidulans i dva soja
Colletotrichum lindemuthianum. Svi enzimi su glikoproteini i izluCuju se bilo u
periplazmatsku regiju ili u medij za uzgoj. Nadalje, svi enzimi pokazuju izvanrednu toplinsku
stabilnost pri njithovoj optimalnoj temperaturi (50 °C), te pokazuju vrlo jaku specifi¢nost za

B-(1,4)- povezane N-acetil-D-glukozoamin polimere.®
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Budu¢i da Kkitozan i njegovi derivati posjeduju mnoga korisna svojstva poput
biokompatibilnosti, biorazgradivosti, netoksican je i posjeduje zanimljive bioloske aktivnosti,
posvecena mu je velika pozornost. Primjenjuje se u biomedicini, prehrambenoj industriji,
biotehnologiji 1 farmaciji. Medu njegovim atraktivnim bioloskim svojstvima izdvajaju se
antimikrobno, antioksidativno i antitumorsko djelovanje. Ova su svojstva posebno znacajna u
podrucju konzerviranja i pakiranja hrane kako bi se izbjegla uporaba kemijskih konzervansa
te za proizvodnju jestivih antimikrobnih filmova, ali i u medicini. Kitozan, kao polimerni
materijal s odlicnim antimikrobnim i antioksidativnim svojstvima, ne migrira lako iz
zaStitnog filma i ima dobra barijerna svojstva. Kad se kitozanski filmovi primjenjuju za
pakiranje, pokazuju otpornost na difuziju masti i selektivnu propusnost za odredene plinove.
No, problemi se pojavljuju zbog njihove niske otpornosti na vodu i prijenos vodene pare. 1z
tog razloga potencijalni pristupi pripremi bioaktivnih premaza na bazi kitozana su mijesanje

polimera ili uporaba biokompozita te viseslojnih sustava.

U istrazivanjima je primijeeno da kitozan ima nekoliko prednosti u odnosu na druge
dezinficijense jer posjeduje vece antimikrobno djelovanje, ima $iri spektar djelovanja, vecu
stopu ubijanja i nizu toksi¢nost prema Stanicama sisavaca. Stvarni mehanizam inhibicije jo§
nije u potpunosti shvacen. Pretpostavlja se da se mehanizam inhibicije bazira na promjeni
propusnosti stanica zbog interakcija izmedu pozitivno nabijenog polisaharida (kitozan pri pH
nizem od 6,5) i negativno nabijene membrane. Dakle, osnova mehanizma inhibicije rasta
bakterija bi trebala biti kombinacija pozitivno nabijenog polimera s anionskim
komponentama poput N-acetilmuraminske Kiseline, sialne Kiseline i neuraminske kiseline na

povrsini stanica.

Pokazalo se da sintetic¢ki antioksidansi stvaraju potencijalne opasnosti po zdravlje i njihova je
upotreba ogranicena u nekim zemljama. Stoga, raste interes za upotrebu prirodnih
antioksidansa te je mnogo paZnje posveéeno proucavanju antioksidativnog djelovanja
kitozana i njegovih derivata. Kitozan i njegovi derivati djeluju kao antioksidansi uklanjanjem
radikala kisika kao $to su hidroksil, superoksid i alkil. Znanstvenici su zakljucili da se kitozan
i njihovi derivati ponasaju kao donori vodika u svrhu sprjecavanja oksidacije. Kitozan i
njegovi derivati takoder posjeduju antitumorsko djelovanje koje je ispitano in vitro
(eksperimenti u epruvetama) i in vivo (eksperimenti u zivim organizmima) metodama. Neka
in vivo istrazivanja su pokazala da kitozan inhibira rast tumorskih stanica poboljsavanjem
imunoloskog ucinka.’® Druge studije su pokazale da kitozan takoder ima izravan u¢inak na

tumorske stanice tako da inhibira proliferaciju tumorskih stanica induciranjem apoptoze
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(programirana stani¢na smrt u viestaniénim organizmima).!” Daljnje studije su otkrile da
nanodestice Kitozana takoder mogu izazvati nekroti¢nu smrt (smrt stanica i tkiva).'®
Antitumorska aktivnost kitozana ovisi o strukturnim karakteristikama kitozana, kao Sto su

stupanj acetilacije i molekulska masa te o tumorskim vrstama.

U odredenim slucajevima u primjeni hitina i kitozana provodi se modifikacija da se
poboljsaju postojeca ili dobiju nova svojstva s ciljem razvoja svojstava za specificnu
primjenu. Bez obzira na ve¢ nabrojena izuzetno dobra svojstva kitozana i njegovih derivata
njihova primjena moze biti ograni¢ena njihovom topljivoséu u mnogim polarnim otapalima i
vodi. Prevladavanje ovog problema moguce je mijenjanjem Kitozana kemijskim ili
enzimskim metodama pri ¢emu se stvaraju depolimerizirani i/ili novi derivati. Zbog
prisutnosti reaktivnih amino (-NH2) i hidroksilnih (-OH) skupina, kitozan se vrlo lako
modificira. Jedna od takvih metoda uzima u obzir modificiranje pozitivnhog (NHs*) naboja
kitozana za povecanje topivosti u velikom rasponu pH vrijednosti, ali i u neutralnom ili blago
alkalnom mediju. Kvarternizacija je primjer postupka za poveéanje topljivosti kitozana u
vodi. Ugljikov sulfid (CS) je pozitivno nabijen pri pH nizim od 6.5 , dok je kvaternizirani
kitozan i dalje trajno pozitivno nabijen pri pH iznad 6.5 .1° Smanjivanje Gestica kitozana do
nanometarskih veli¢ina pokazalo je poboljSanje svojstava koja mu omogucavaju bolju
primjenu u obliku antimikrobnih sredstava, nosaca lijekova, za dostavu gena ili cjepiva te kao
antitumorski agensi.’® Jedna od najée$éih metoda modifikacije kitozana je pomocu
nanocestica titanijevog dioksida (TiO2). Titanijev dioksid, koji se ¢esto koristi kao punilo i/ili
pigment, se koristi kao ucinkoviti tipi¢ni apsorber koji selektivno apsorbira UV svjetlo i
reemitira ga na manje Stetnim valnim duljinama uglavnom u obliku topline $to je znacajno za
primjenu kitozana za pakiranje hrane.?! TiO2 se moze koristiti i kao punilo u samodisteéim
premazima za brodove koji ujedno ne dopustaju prljanje broda.?? Hitin nanometarskih
dimenzija nasiroko je proucavan kao svojevrsno punilo polimera, koje ima golem potencijal
zamjene anorganskih nanocestica koje se koriste kao aditivi, koji se ne mogu reciklirati.
Koristi se u obliku ¢&vrstih, samostoje¢ih nanovlakana u povrSinski nabijenim
hidrogelovima.?® Hidrogelovi su umrezeni polimeri, koji jako nabubre u dodiru s vodom

zadrzavajuéi svoju umrezenu strukturu.?

Zbog svojih prethodno spomenutih svojstava hitin i1 kitozan se ve¢ naSiroko koriste U
biomedicini i farmaceutskoj industriji kao promotori apsorpcije i sredstva za hidrataciju, kao i
za proizvodnju filma i zacjeljivanje rana. Kitozan / hitin se moze preraditi, ovisno o namjeni,

u razli¢ite konformacije, npr. kao vlakna, prasci, filmovi, spuzve, kuglice, otopine, gelovi 1
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kapsule. Posljedi¢no, kitozan se moze koristiti oralno, nazalno i o¢no, za isporuku lijekova u
implantabilnom i injekcijskom obliku. Kitozan / hitin u stanju vlakana ili filma uglavnom se
primjenjuju za tkivno inzenjerstvo i kao zavoj za rane. Primjene hitina su manje razvijene u
usporedbi s kitozanom zbog velike netopivosti i poteskoc¢a u obradi. Stoga se hitin vrlo ¢esto
kombinira s kitozanom $to mu omogucéava primjenu u sliénim podrué¢jima. Hitin ubrzava
zacjeljivanje rana u obliku spreja, gela i gaze. Koristi se kao podrska lijekovima ili za
kontrolu oslobadanja lijekova uzimajuéi u obzir biorazgradivost, nisku toksi¢nost, fizioloSku
inertnost, antibakterijska svojstva, hidrofilni karakter, svojstva stvaranja gela, afinitet za
proteine i mukoadhezivnost (adhezija na sluzave dijelove). Velika pozornost posveéena je
kompozitnom materijalu izradenom od hidroksiapatit - hitin - kitozana koji se moze koristiti

kao materijal za punjenje kostiju u svrhu vodenja regeneracije tkiva.?

Osim Siroke primjene u biomedicini i farmaceutskoj industriji, hitin i kitozan se mogu
upotrebljavati u raznim podru¢jima poput prehrambene industrije ili u tretiranju otpadnih
voda. U prehrambenoj industriji koriste se zbog svojih funkcionalnih svojstava te
prehrambene i fizioloSke aktivnosti. Kitozan pokazuje sposobnost vezanja vode, masti i
bojila, kao i odredena svojstva emulgiranja sto se pokazalo korisnim u pripremi stabilnih
emulzija bez ikakvog drugog surfaktanta. Kitozan se u prehrambenoj industriji najcesce
koristi za konzerviranje i izradu ambalaze za hranu te kao antioksidans. U tretiranju otpadnih
voda istie se vrlo dobro svojstvo adhezivnosti koje omogucava primjenu kitozana u
proc¢is¢avanju otpadnih voda od metalnih iona poput bakra, kroma, kadmija, olova, nikla,

zive, zeljeza, srebra, cinka, kobalta i arsena te za vezivanje i uklanjanje boja i teskih metala.!
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2.4. MODIFIKACIJA POLIMERA

Modifikacija polimera ili polimernog materijala je postupak promjene sastava i strukture
polimera radi poboljSavanja njegovih svojstava i kona¢ne kvalitete u primjeni. Cilj je izmjena
i/ili poboljsanje svojstava u odnosu na izvorni polimer te razvoj specifi¢nih, funkcionalnih
svojstava za specificne primjene. Modifikacijom polimera obi¢no se namjerava poboljsati
stara i dodati nova, tipi¢no zeljena svojstva novog modificiranog materijala poput povecane
toplinske stabilnosti, visefaznih fizi¢kih reakcija, bioloske otpornosti, kompatibilnosti ili
razgradivosti, odziva na udar, fleksibilnosti, krutosti, itd. U danasnje vrijeme modifikacije
polimera se mogu grubo grupirati u dvije kategorije: fizicke modifikacije koje ukljucuju

zaplitanje i zarobljavanje te promjene izazvane zracenjem i kemijske modifikacije.

Pod kemijsku modifikaciju ubraja se sinteza kopolimera kojom se postize promjena sastava
polimera na molekularnoj razini $to kona¢no utjee na njegova svojstva i kvalitetu.
Kopolimeri su polimeri u kojima su razli¢ite vrste monomera kemijski povezane u molekulu.
Redoslijed pojavljivanja ponavljanih jedinica u makromolekuli moze biti razlicit pa se prema
tome dijele na: statisticke (eng. random) kopolimere u kojima se ponavljane jedinice u
makromolekuli pojavljuju nasumic¢no, alternirajuc¢e kopolimere u kojima se ponavljane
jedinice u makromolekuli pojavljuju u pravilnom redoslijedu, blok kopolimere gdje se u
makromolekuli naizmjence smjenjuju duzi odsjecci s jednom ili drugom vrstom ponavljanih
jedinica te cijepljene (graft, kalemljene) kopolimere u kojima se na dugacki glavni lanac
jednog tipa ponavljanih jedinica kemijski vezu kraéi lanci drugog tipa ponavljanih jedinica
(Slika 2.4.).%
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Slika 2.4. Strukture razli¢itih vrsta kopolimera: a) alternirajuci polimer; b) statisti¢ki polimer;

c) blok kopolimer; d) cijepljeni kopolimer
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2.4.1. Fizicka modifikacija

Fizicka modifikacija polimera odnosi se na mijeSanje dva ili viSe polimera ¢ime dobivamo
polimerne mjesavine ili dodatkom odredenog punila u polimer ¢ime dobivamo polimerne
kompozite. Ukoliko je punilo nanometarskih dimenzija nazivamo ih polimernim
nanokompozitima. Odredene materijale ili proizvode mozemo modificirati i na nacin da se
nanosi tanki povrsinski film polimera ili polimernog (nano)kompozita. Preduvjet dobrih
svojstava polimernih kompozita je homogena i termodinamicki stabilna disperzija punila u
polimernoj matrici. Da bi se to moglo postici, potrebno je razdvajanje ¢estica punila, koje se
drze zajedno jakim meducesti¢nim silama (iz nakupina koje sadrzavaju desetke, stotine pa
¢ak i milijune cestica), koje se osigurava uspostavljanjem dovoljno jakih kohezijskih sila na
grani¢noj povrsini polimer / punilo. No ovisno o nanopunilu mogu postojati odredene
dodatne zapreke Kkoje treba prevladati (npr. razmrsenje isprepletenih nakupina
jednodimenzijskih punila kao sto su snopovi ili sveznjevi ugljikovih nanocjevcica) da bi se
mogao formirati nanokompozit. Kod polimernih nanokompozita nova svojstva potjecu u
pravilu iz promjene prirode polimera u blizini punila. Povoljna termodinamika mijesanja je
kljucna za nanocestice budu¢i da se one drze zajedno privlacnim silama i ne moze se
ocekivati da ¢e iskljucivo mehani¢ki postupci mijesanja biti dostatni za njihovo rasprsivanje.
Dobra disperzija nanocestica u matrici rezultira formiranjem nanokompozita pri niskim
koncentracijama punila. Bez dobrog dispergiranja do izrazaja ne dolaze karakteristicna
svojstva nanopunila poput njihove nanometarske geometrije i ultravelike povrsine veé se

formira klasi¢ni kompozit.®
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2.5. TEHNIKE KARAKTERIZACIJE

Tehnike karakterizacije polimera i polimernih materijala dijele se na: spektroskopske,
toplinske, mikroskopske, mehanicke, reoloske i rendgensku difrakciju (XRD). NajceSce
koriStene spektroskopske metode su nuklearna magnetska rezonancija (NMR), infracrveno
zraCenje s Fourierovim transformacijama (FTIR) i UV/VIS spektroskopija, a koriste se za
identificiranje kemijskog sastava i djelomic¢no strukture (cis-, trans- polozaji) polimera. Pod
toplinske  metode  svrstavamo:  diferencijalnu  pretraznu  kalorimetriju  (DSC),
termogravimetriju (TG, DTG) i dinamicko - mehanicku analizu (DMA). Ove metode nam
omoguéuju pracenje ponasanja polimernih materijala s promjenom temperature. Od
mikroskopskih uredaja izdvajaju se transmisijski elektronski mikroskop (TEM), pretrazni
(eng. scanning) elektronski mikroskop (SEM), pretrazni mikroskopi sa sondom (probe)
(STM, AFM, ...) te opticki mikroskop (OM). Oni nam sluze za odredivanje morfologije i
topologije polimera viSefaznih sustava. Najpoznatije mehanicke metode su test naprezanje -
istezanje, test zilavosti i test tvrdoCe Cime se odreduje Cvrstoca, elastiCnost i tvrdoca
materijala. Reoloske metode nam omogucuju odredivanje viskoznosti polimernih otopina,
suspenzija ili taljevina, a medu njima se izdvajaju viskozimetrijske metode.> Metoda
rendgenske difrakcije nam omoguéuje kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu kristalnih
materijala, a njome je moguca identifikacija faza, odredivanje parametara jedini¢ne celije,
postotka kristalnosti materijala itd.?® Upotrebom svih ovih metoda odredujemo svojstva
polimera i polimernih materijala i time ih karakteriziramo (opisujemo) te na oshovu toga
mozemo predvidjeti njihovo ponaSanje u odredenim uvjetima primjene. Osim nekih osnovnih
svojstava poput fizikalnih, kemijskih, mehanickih 1 toplinskih odredivati se mogu 1 specifi¢na
svojstva koja uvjetuju podru¢je primjene materijala; barijerna svojstva, antimikrobna,

gorivost i dr.

Tako, karakterizacija polimernih premaza podrazumijeva odredivanje Ssvojstva tekuceg
premaza i primjenska svojstva premaznog filma. Pod svojstva tekuceg premaza svrstavamo:
sadrzaj lako hlapive tvari (eng. volatile organic compound, VOC), sadrzaj vode, gustocu,
viskoznost i stabilnost suspenzije tijekom skladiStenja. Primjenska svojstva premaznog filma
su: vrijeme susenja, vrijeme umrezavanja i nastajanja filma, debljina nastalog filma. Zatim,
adhezijska svojstva (svojstva prianjanja uz povrSinu) koja se testiraju testom guljenja (eng.
peeling test), testom struganja, testom adhezije odredivanjem vlacne ¢vrstoce i karakterizacija

povrsine odredivanjem energije povrSine (y) ili kontraktnog kuta (8). Potom, abrazijska
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svojstva koja mozemo analizirati testom otpornosti na habanje (troSenje), izgled filma
(dekorativna uloga), kemijska otpornost, permeabilnost (penetracija, propusnost) te kona¢no

otpornost na koroziju.

2.5.1. Karakterizacija povrsine

Karakterizacija povrSine polimera provodi se odredivanjem kontakitnog kuta i energije
povrsine. Kemija medupovrsina razmatra fenomene 1 procese heterogenih sustava, u kojima
kljuénu ulogu imaju fenomeni povrSina, 0dnosno pojave na granici faza tj. podrucje u kojem
sustav podlijeze prijelazu iz jedne faze u drugu. PovrSina predstavlja podrucje izmedu
kondenzirane faze (krute, S ili tekuce, L) i plinovite faze dok medupovrsina predstavlja
podrucje izmedu dviju kondenziranih faza, odnosno granicu dviju faza koje su medusobno u
kontaktu (kruta i tekuca). Razumijevanje molekulske aktivnosti na medupovrsini pomaze

nam da razumijemo ponaSanje razli¢itih heterogenih sustava.

Vlazenje (eng. wetting) predstavlja kontakt izmedu kapljevine i krutine i posljedica je
djelovanja intermolekularnih sila (sila medudjelovanja). Ono odreduje afinitet izmedu dviju
faza u kontaktu. Kontaktni kut teta (0) je kvantitativna mjera vlazenja krutine kapljevinom,
moze poprimiti vrijednosti izmedu 0° 1 180° i prema toj vrijednosti povrSine dijelimo na:
superhidrofilne (kontaktni kut vode s podlogom manji od 10°), hidrofilne (kontaktni kut
vode s povrS§inom manji od 90°), hidrofobne (kontaktni kut vode ve¢i od 90°) i
superhidrofobne (kontaktni kut ve¢i od 150°, ,lotos efekt®). Vrste vlaZzenja i povrSina s
obzirom na kontaktni kut vode s povr§inom prikazane su na slici 2.5.
3] (l)o 90° 15.:»0o

1 i |
cos 0 +1 0 |

potpuno djelomiéno — slabo
viazenje  vlaZenje Yoo =V viaZzenje

0 w <90° 0 wz 90° < »
hidrofilne povrsine hidrofobne povrsine K NP4

kapljica na lotosovom listu,
sa sljepljenim cesticama
6> 150° “ Lotos efekt”
superhidrofobne povrsine

razlijevanje ne-viaZenje

Slika 2.5. Vrste vlazenja i povrSina s obzirom na kontaktni kut vode (8y) S povr§inom
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Jedna od najvaznijih metoda odredivanja slobodne medupovrSinske energije je metoda
mjerenja kontaktnog kuta kapi odredenog otapala na krutoj povrsini. Odredivanje kontaktnog
kuta provodi se kad su kruta, kapljevita i parna faza u ravnotezi. U toj ravnoteZi na
medupovr$inama faza postoje odredene sile, a to su: energija povrsine na granici faza krutina
/ para (ysv), energija povrsine na granici faza krutina / kapljevina (yis) te energija povrsine na
granici faza kapljevina / para yw. (Slika 2.6.) Energija povrsine (y) predstavlja direktnu mjeru
medumolekularnih sila, tj. odnosa sila koje djeluju na molekule u unutra$njosti kapljevine te
sila koje djeluju na molekule na povrsini kapljevine. Jednaka je radu (W) potrebnom za
jedini¢no povecanje povrsine (A), a izrazena je u jedinicama J m? ili N m™. Metodom
mjerenja kontaktnog kuta mozemo odrediti karakteristike povrSine materijala poput relativne

hidrofobnosti i hidrofilnosti gdje se kao testna tekuéina koristi voda.?’

}/Iv

kapljevina
@\ 7~
}/ Is

para

kruto

Slika 2.6. Sile na medupovrsinama faza u metodi mjerenja kontaktnog kuta

2.5.2. Mehanicka svojstva

NajceS¢a metoda ispitivanja mehanickih svojstava polimera i polimernih materijala je test
rastezanja poznatiji kao test naprezanje - istezanje. U tom testu ispitivanje se provodi na
epruvetama (ispitnim tijelima) poznatih dimenzija i na kidalici. Tijekom rastezanja uzorka,
kidalica registrira silu (F) i istezanje (Al) te se kao rezultat dobiva dijagram ovisnosti
naprezanja o istezanju kidanja (o-¢ dijagram). Iz tog dijagrama ocitavaju se karakteristicne
veli¢ine: maksimalna ili prekidna cvrsto¢a (om), gornja granica teCenja (oy), istezanje
(deformacije) u tim toCkama (em i €y), a iz tih veli¢ina moZemo izracunati modul elasti¢nosti
(Youngov modul, E). PovrSina ispod dijagrama oznacava Zzilavost materijala. Ovisno o
mehani¢kim svojstvima polimere mozemo razvrstati na krute (tvrde, eng. stiff) ili meke (eng.
soft), na zilave (eng. tough) ili krte (eng. brittle) te ¢vrste (eng. strong) ili slabe (eng. weak).

Tipi¢ne krivulje ovakvih materijala prikazane su na slici 2.7.%
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o o|  krt (brittle) o tvrst (strong)

kruti (stiff)

Zilav (tough) slab (weak)

meKi (soft)

Slika 2.7. Tipi¢ne krivulje naprezanje (o) - istezanje (¢) razli¢itih vrsta polimera

2.5.3. SEM mikroskopija

Mikroskopija je grana znanosti koja proucava finu strukturu i morfologiju objekta primjenom
mikroskopa. Mikroskop je instrument kojim se postize veliko poveéanje slike bliskih
predmeta i tako omogucuje promatranje materijala / tvari pri iznimno velikim povecanjima za
opazanje vrlo sitnih objekata i detalja. Sastoji se od dviju le¢a od kojih svaka povecéava sliku
predmeta. Leca bliza oku naziva se okularom, a ona bliza uzorku objektivom. Objektiv stvara
realnu povecanu sliku u Zari$noj ravnini okulara dok okular djeluje kao povecalo koje od

realne slike stvara virtualnu povecanu sliku u beskonaénosti.

Pretrazni (eng. scanning) elektronski mikroskop (SEM) je vrsta mikroskopa u kojem je slika
povrsine predmeta rezultat detekcije izbijenih elektrona sa uzorka. Proces nastajanja slike kod
SEM analize zapocinje usmjeravanjem elektrona ¢iji je izvor uzarena wolframova nit iz
elektronskog topa prema povrsini uzorka. Uzorak je suh i prekriven ultratankim metalnim
premazom (mora provoditi elektricnu struju). Elektronske le¢e djeluju na snop elektrona kao
Sto le¢a djeluje na zrake svjetlosti i usmjeravaju elektrone na preparat. Za osiguranje
pravocrtnog Sirenja elektrona u unutra$njosti mikroskopa odrzava se visoki vakuum. Nakon
prolaska kroz preparat elektroni ulaze u elektromagnetsko polje objektiva, koji daje uveéanu
sliku predmeta koju elektromagneti projektorske lec¢e jo§ vise povecavaju. Slika povrSine
predmeta se zatim projicira na fluorescentnom zaslonu. Shema nastajanja slike prikazana je
na slici 2.8. SEM mikroskop moze prikazati slike predmeta iz podrucja veli¢ina od 4 nm do 4
mm, omogucava ¢ak 1 kemijsku analizu ako se detektiraju rendgenske zrake koje nastaju

uslijed interakcije elektrona sa uzorkom, no isto tako moze do¢i do ozbiljnijih oSte¢enja

uzorka zraéenjem.?’
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] elektronski

kondenzor
leca

lece
objektiva

elektroni s
uzorka

Slika 2.8. Shema procesa nastajanja slike u pretraznom elektronskom mikroskopu (SEM)
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3. METODIKA

3.1. MATERIJALI | KEMIKALIJE

a) Kitozan — visoke molekularne mase, 100.000-300.000 Da, Acros Organics
e Stupanj deacetilacije: > 75 %
b) Octena kiselina, CH:COOH, 99,5 %, J.T. Baker
e Molekularna masa: 60,05 g mol*
e Gustoéa: 1,04 g cm™
c) Titanijev (IV) oksid, TiO2, Aeroxide P25
e Molekularna masa: 79,87 g mol™
e Gustoéa: 4,23 g cm™
e Velicina Cestica: < 100 nm
d) Deionizirana voda, pripremljena na Milipor Millipack, Direct Q-3

e Vodljivost: <1 uScm-1

3.2. PRIPRAVA UZORAKA

Prvi korak u pripremi uzorka bila je priprema 1%-tne otopine octene kiseline. Otopina je
pripremljena u odmjernoj tikvici od 250 ml gdje je dodano 2.51 mL 99.5 %-tne octene
kiseline, a ostatak nadopunjen deioniziranom vodom. Zatim, u tikvici od 100 mL
pripremljena je 2%-tna (m/V) otopina kitozana koja je nastavljena mijesati jo§ 24 sata na
magnetskoj mijesSalici. Kitozanski filmovi pripremljeni su izlijevanjem otopine u Petrijevu
zdjelicu i ostavljeni da se suse u susioniku na 70 °C tijekom 20 h, a krajnja debljina filmova
bila je 1 mm. Za pripremu nanokompozitnog kitozanskog filma Kkoristene su cestice
titanijevog dioksida (TiO2). U 100 ml otopine kitozana dodano je 100 mg TiO», koji je zatim
dispergiran Ika, T18 disperzerom, pri brzini od 3500 rpm (eng. rotations per minute) tijekom
1 min. Dobivena smjesa izlivena je u Petrijevu zdjelicu i ostavljena da se susi u suSioniku 20
h na 70°C.
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3.3. METODE KARAKTERIZACIJE

3.3.1. Odredivanje antimikrobnih svojstava

Bakterijske kulture

Za odredivanje prijenosa antimikrobnih sastojaka koriStene su bakterijske kulture Escherichia
coli (3001), Pseudomonas aeruginosa (3011) i Bacillus subtilis (3020). Svi koriSteni
mikroorganizmi izolirani su iz okoli$a i pohranjeni u zbirci Zavoda za industrijsku ekologiju

Fakulteta kemijskog inzenjerstva 1 tehnologije SveuciliSta u Zagrebu.
Priprema hranjive podloge

Hranjiva podloga za uzgoj bakterija (hranjivi agar) priredena je u Erlenmeyer tikvici prema
uputama proizvodacéa (Biolife Manual, secondedition, Ingraf, Italija 1991.). 3,25 g bujona i
4,70 g agara otopljeno je u 250 cm3 deionizirane vode. Podloga je homogenizirana, zagrijana
do vrenja i sterilizirana 15 minuta u autoklavu pri 120 °C i 1,1 atm. U svrhu odredivanja

prijenosa antimikrobnih sastojaka koristena je hranjiva podloga Mueller Hinton Agar.
Priprava suspenzija bakterija

Dan prije postavljanja pokusa potrebno je bakterije Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa i Bacillus subtilis uzgojiti na kosoj hranjivoj podlozi te ih staviti na inkubaciju na
temperaturu od 37 °C 24 sata. Sterilnom mikrobioloskom uSicom potrebno je ostrugati malu
koli¢inu izrasle bakterijske kulture s podloge te ju prenijeti u 10 cm3 sterilne fizioloske vode
i dobro ju homogenizirati. PoCetan broj stanica bakterija Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa i Bacillus subtilis iznosio je 106 st cm-3.
Ispitivanje antibakterijskih svojstva

Prijenos antimikrobnih sastojaka odredio se prema Normi EN ISO 22196:2011. Prije
postavljanja pokusa bilo je potrebno osigurati sterilne uvjete rada. Na prethodno izlivenu
hranjivu podlogu (Mueller Hinton Agar) u Petrijevoj zdjelici otpipetiralo 0,1 cm3 priredene
suspenzije ispitivane bakterije (106 st cm-3), homogeniziralo pomocu $tapica po Drigalskom
te se na sredinu Petrijeve zdjelice stavio uzorak materijala (u obliku diska). Petrijeve zdjelice
stavile su se na inkubaciju na temperaturu od 37 °C, 24 sata. Nakon 24 sata izmjerene su zone

inhibicije. Sva istrazivanja provedena su u duplikatu.
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3.3.2. Odredivanje kontaktnog kuta

Uzorci kitozanskih filmova karakterizirani su mjerenjem kontaktnog kuta metodom visece
kapi (eng. sessile drop method) pomoc¢u goniometra DataPhysics OCA 20 (Slika 3.1.).
Otapalo koje je koristeno za mjerenje bila je deionizirana voda, volumen kaplji, koje su se
nanosile na uzorak, iznosio je 2 pL. Nakon nanosenja kapi na povrsinu uzorka, kap se ostavi
stajati 10 sekundi da se uspostavi ravnoteza, potom se slika kap, koriste¢i racunalni program.
Zatim, provedeno je mjerenje kontaktnog kuta izmedu povrSine uzorka filma (dodirne
povrsine uzorka i kapljice) i kapi na granici faza. Kao rezultat mjerenja dana je srednja

vrijednost 10 do 12 mjerenja.

Slika 3.1. Goniometar DataPhysics OCA 20

3.3.3. Odredivanje mehanickih svojstava

Mehanicka svojstva; prekidna ¢vrstoca i prekidno istezanje filmova kitozana i nanokompozita
kitozan / TiO2 odredena su na mehanickoj kidalici ZWICK Testing Machine 1445 (Slika 3.2).
Mijerenja su provedena na uzorcima (epruvetama), duljina uzoraka bila je 70 mm, a Sirina 10
mm. Epruvete su postavljene u celjusti kidalice koje su medusobno razmaknute 50 mm te su
podvrgnute rastezanju brzinom od 1 mm/min. Sva mjerenja provedena su pri sobnoj

temperaturi (23 °C) i relativnoj vlaznosti od 65 %.
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Slika 3.2. Mehanicka kidalica ZWICK Testing Machine 1445

3.3.4. SEM mikroskopija

Morfologija pripremljenih uzoraka filma kitozana i nanokompozitnog filma kitozan / TiO>
karakterizirana je pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa, Tescan VEGA 3 SEM (Slika
3.3). Prije pocetka mjerenja, na povrSinu uzoraka nanesen je sloj zlato / paladij (Au / Pd)

naparivanjem u plazmi, a mjerenje je provedeno pri naponu od 10 kV.

Slika 3.3. Skenirajuci elektronski mikroskop Tescan VEGA 3 SEM
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ANALIZA REZULTATA ANTIMIKROBNOG DJELOVANJA

Ispitivanje antimikrobnog djelovanja filmova kitozana (Cs) te kitozana s nanocesticama
titanijevog dioksida (Cs-TiO2) provedeno je s tri vrste bakterija: Escherichia coli (G
negativna bakterija), Pseudomonas aeruginosa (G negativna bakterija) i Bacillus subtilis (G
pozitivna bakterija). Rezultati ispitivanja prikazani su na slikama 4.1. i 4.2. te u tablici 4.1.

c)

Slika 4.1. Antimikrobna aktivnost filmova kitozana (Cs) ispitanih sa 3 vrste bakterija: a) B. subtilis, b)

P. aeruginosa i c) E. coli

c)

Slika 4.2. Antimikrobna aktivnost filmova kitozana (Cs) s nano¢esticama titanijeva titanijeva dioksida

(Cs-TiOy) ispitanih sa 3 vrste bakterija: a) B. subtilis, b) P. aeruginosa i ¢) E. coli
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Tablica 4.1. Rezultati inhibicije, tj. antimikrobnog djelovanja uzoraka filmova: kitozana (Cs) te

kitozana s nanocesticama titanijeva dioksida (Cs-TiO-) za 3 vrste bakterija: B. subtilis, P. aeruginosa i

E. coli
UZORCI B. subtilis P. aeruginosa E. coli
(mm) (mm) (mm)
UzZ4 | Cs-TiO; 0 0 0

Antimikrobno djelovanje filmova analizirano je mjerenjem veli¢ine inhibicijskih zona
(radijus prstena mjeren od centra uzorka) nakon 24 h od stavljanja uzorka u suspenziju
navedenih triju bakterija, a vrijednosti veli¢ina inhibicijskih zona dane su u tablici 4.1. 1z
rezultata se moze primijetiti kako kitozanski film nema antimikrobno djelovanje niti za jednu
od ovih bakterija. Takoder, moze se primijetiti kako se dodatkom nanocestica TiO2 u
kitozanski matriks antimikrobno djelovanje ne mijenja. U literaturi?! se moze vidjeti da su u
nekim drugim istraZzivanjima provedenim za uporabu u biomedicini i prehrambenoj industriji,

kitozanski filmovi takoder pokazali nisko antimikrobno djelovanje, suprotno o¢ekivanjima.

Ako govorimo o kitozanu, pretpostavlja se da na¢in njegove pripreme ima utjecaj na njegova
antimikrobna svojstva buduc¢i da se on moze pripremiti u obliku nanocestica, gelova, filmova,
ali i ovisno 0 mediju u kojem se nalazi. Uzimajucéi za primjer TiO2, moZemo reci da joS nisu u
potpunosti poznati utjecaji smanjenja veli¢ine njegovih Cestica do nano- razine ili utjecaji

procesa migracije tih nanocestica u polimernom matriksu na opéenita svojstva materijala.

32



4.2. ANALIZA REZULTATA KONTAKTNOG KUTA

VlaZenje predstavlja kontaktnu povrSinu izmedu kapljevine i krutine, a posljedica je
djelovanja intermolekularnih sila (sila medudjelovanja). Ono odreduje afinitet izmedu dviju
faza u kontaktu. Kontaktni kut teta (0) je kvantitativna mjera vlaZzenja krutine kapljevinom.
Metodom kontaktnog kuta karakterizira se povrsina krutih uzoraka. Metoda se zasniva na
mjerenju kuta kojega kap kapljevine zatvara s krutom povrSinom uzorka. Tako, mali
kontaktni kut upucuje na medusobnu privlacnost dviju faza jer se snizava slobodna energija
medupovrsine. S druge strane, veliki kontaktni kut upucuje na slabu privlacnost na
medupovrsini te je posljedi¢no slobodna energija medupovrsine visa. Ukoliko je testna
kapljevina kojom vlazimo povrSinu polimernog materijala voda, onda mozemo govoriti o
hidrofilnosti i hidrofobnosti njegove povrsine. Ako je kontaktni kut izmedu povrsine i

kapljice vode manji od 90° govorimo o hidrofilnim povrSinama, a ako je kontaktni kut
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izmedu povrsine i kapljice vode veci od 90° rijec je o hidrofobnim povr§inama.

Slika 4.3. Kapi vode na podlozi uzoraka polimernih filmova: kitozana (Cs, lijevo) i kitozana s

nanocesticama titanijevog dioksida (Cs-TiO., desno)

Tablica 4.2. Vrijednosti kontaktnog kuta (®) za uzorke filmova: kitozana, Kkitozana s

nanocesticama titanijeva (II) oksida u dodiru s vodom

UZORCI Cs Cs-TiO2
kontaktni kut vode
@) /° 104,2 99,5

Na slici 4.3. prikazane su kapi koriStene testne kapljevine (vode) nanesene na uzorke
polimernih filmova kitozana (Cs) i kitozana s nanoCesticama titanijevog dioksida (Cs-TiO>),

a u tablici 4.2. prikazane su vrijednosti dobivenih kontaktnih kutova za iste filmove. Oba
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uzorka pokazuju vrijednosti kontaktnih kutova koja je ve¢a od 90° Sto znaci da su povrSine
oba uzorka hidrofobna. Takoder, moze se primijetiti da se dodatkom nanodcestica titanijevog
dioksida kontaktni kut smanjuje, a to znaCi da se povecala hidrofilnost povrSine
nanokompozita, no on je i dalje u podru¢ju hidrofobnosti. Sto je vlaZzenje povr$ine materijala
bolje, to kapljica bolje prianja uz povrSinu materijala. Na slici 4.3. je vidljivo da je vlaZenje
povrsine uzoraka slabo Sto znaci da su kohezivne sile unutar kapljevine 1 unutar polimernog
filma jace nego adhezivne sile izmedu dviju faza. PoSto su vrijednosti kontaktnih kutova
velike, moze se zakljuciti da je slobodna energija medupovrsine vode i polimernih filmova
kitozana te kitozana s dodatkom nanocestica TiO2 velika. Karakterizacija hidrofobnosti i
hidrofilnosti povrS§ine metodom kontaktnog kuta bitna nam je u svrhu odredivanja ponaSanja
polimernih filmova u dodiru s vodom ili vodenom okruZzenju zbog procesa adsorpcije

razlicitih tvari iz voda (rijeke, mora) na povrsinu filma.
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4.3. ANALIZA REZULTATA MEHANICKIH SVOJSTAVA

Analiza mehanickih svojstava polimernih filmova kitozana (Cs) 1 kitozana s nanocesticama

titanijeva dioksida (Cs-TiO2) provedena je prema dijagramu naprezanje (o) - istezanje (g),
slika 4.4. i vrijednostima vla¢ne ¢vrstoce (o), prekidnog istezanja () te modula elasti¢nosti (E

modul), tablica 4.3.
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Slika 4.4. Dijagrami naprezanje (o) - istezanje (€) za uzorke polimernih filmova kitozana (Cs, lijevo) i

kitozana s nanoc¢esticama titanijevog dioksida (Cs-TiO2, desno)

Tablica 4.3. Rezultati mehanickih svojstava: vlacna ¢vrstoca (o), prekidno istezanje (€) i modul

elasti¢nosti (E modul), polimernih filmova kitozana (Cs) i kitozana s nanocesticama titanijeva

dioksida (Cs-TiOy)

E modul
2 0
UZORCI o (N/ mm?) € (%) (N/ mm?)
Cs 27,25 3,87 986,50
Cs-TiO» 22,80 6,33 967,3

Uzorak polimernog filma ¢istog kitozana (Cs) ima relativno visoku vlaénu ¢vrstocu u iznosu
od 27,25 N mm™ te nisku vrijednost prekidnog istezanja od samo 3,87%. Prema tim
rezultatima moZe se zakljuciti da je kitozanski film ¢vrst te slabo rastezljiv Sto je u skladu s

teorijskom Klasifikacijom, slika 2.6. Prema obliku krivulje naprezanje - istezanje, materijale

mozemo podijeliti u razli¢ite skupine. Oni mogu biti Kruti ili meki, zilavi ili krti te ¢vrsti ili
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slabi.?” Oblik krivulje polimernih filmova kitozana te kitozana s dodatkom nanodestica

titanijevog dioksida pokazuje nam da su oba srednje Cvrsti, kruti i krti materijali.

Nanokompozit kitozana (Cs-TiOz) pokazuje smanjenje vlaéne ¢vrstoce za 16% te povecanje
prekidnog istezanja Cak za 64% $to znaci da je doSlo do odredenog manjeg smanjenja
¢vrsto¢e 1 do znacajnog povecanja istezanja, odnosno elasti¢nosti filmova s dodatkom
nanoCestica TiO2. 1z teorijskih znanja poznato je da dodatak nanocestica, kad su one
homogeno raspodijeljene, odnosno dispergirane u polimernom matriksu, utje¢e na povecanje
vlaéne Cvrstoce i prekidnog istezanja. Ovakva raspodjela povecanja i smanjenja odredenih
svojstava moze znaciti da nanoCestice titanijevog dioksida nisu dovoljno jednoliko

dispergirane u matrici kitozana te da je do§lo do njihovog medusobnog agregiranja.?:
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4.4. ANALIZA REZULTATA SEM ANALIZE

Morfologija uzoraka filmova kitozana (Cs) 1 kitozana s nanocesticama titanijeva dioksida
(Cs-TiO2) analizirana je pretraznim elektronskim mikroskopom (SEM). Mikrografi uzoraka
prikazani su na slici 4.5. i slici 4.6. Kad je rije¢ o nanokompozitnim filmovima mozemo re¢i
da je morfologija to homogenija, odnosno jednolika, bez agregiranja, Sto je dispergiranost
nanocestica bolja. Do boljeg dispergiranja u filmu dolazi ukoliko su vece medusobne
interakcije Cestica i polimerne matrice te obrnuto, ukoliko nema interakcija dolazi do
agregiranja. Drugim rije¢ima, da bi Cestice bile dobro mjesljive s polimerom, moraju se
uspostaviti medusobne interakcije putem sekundarnih (fizikalnih) veza. Posljedica dobrog

dispergiranja ¢estica su dobra svojstva nanokompozitnog filma.

8 4
£721.

-

SEM HV: 10.0 kV WD: 10.00 mm | 1| VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 10.00 mm o i VEGA3 TESCAN|
50 pm

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE SEM MAG: 5.00 kx Det: SE
View field: 190 ym Date(midly): 06/08/21 View field: 37.9 ym Date(m/diy): 06/08/21

Slika 4.5. SEM mikrografi uzorka polimernog filma kitozana (Cs) pri povecanju od 1000 (lijevo) i
5000 (desno) puta

oz ) ““'_’ ’ N\ % & b ¥
SEM HV: 10.0 kV | WD: 10.00 mm I VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 10.00 mm
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 50 pm SEM MAG: 3.00 kx | Det: SE

View field: 190 ym  Date(m/dly): 06/08/21
Slika 4.6. SEM mikrografi uzorka polimernog filma kitozana s nanocesticama titanijevog dioksida
(Cs-TiOy) pri povecanju od 1000 (lijevo) i 5000 (desno) puta

View field: 63.2 ym Date(m/dly): 06/08/21
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Na slikama se mogu primijetiti velike razlike u morfologiji kitozana te nanokompozita
kitozana. Na mikrografu Cistog kitozana (Slika 4.5.) primjecuje se mali broj agregiranih
Cestica koje su malih dimenzija i nisu vidljive pri manjim povecanjima. Takve nepravilnosti u
strukturi filma Cs su vrlo vjerojatno zaostale Cestice neotopljenog kitozana iz procesa
pripreme polimernog filma. Buduci da su prisutne u niskim koncentracijama nemaju znacajan
utjecaj na krajnja svojstva filma. Nasuprot tome, na mikrografu nanokompozitnih filmova
kitozana i titanijevog dioksida (Slika 4.6.) moze se uociti veéi broj, neravhomjerno
rasporedenih nanocestica TiO2, koje ¢ine nakupine, tj. agregirane su. Do takve aglomeracije
dolazi zbog snaznih sekundarnih veza izmedu molekula TiO2.%, a slabih sekundarnih veza
izmedu kitozana i TiO2. Takva slaba dispergiranost i aglomeracija ¢estica opcenito ima velik
utjecaj na svojstva, a u nasem slucaju, niska antimikrobna svojstva i izmjenjena mehanicka
svojstva. Dakle, moze se zakljuciti da morfologija materijala ima velik utjecaj na njegova

svojstva jer predstavlja i opisuje odnos strukture i svojstava materijala.
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5. ZAKLJUCCI

Karakterizacijom kitozanskih filmova (Cs) i nanokompozitnih filmova s nanocesticama

titanijevog dioksida (Cs-TiO>) te analizom dobivenih rezultata moze se zakljuditi sljedece:

- analizom rezultata antimikrobnog djelovanja moze se zakljuciti da uzorci Cistog
kitozana (Cs) i nanokompozita kitozana (Cs-TiO2) ne pokazuju antimikrobno
djelovanje ni za jednu od ispitivanih bakterija (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa i Bacillus subtilis).

- rezultati analize povrSine kitozanskih filmova (Cs) i nanokompozitnih filmova
kitozana (Cs-TiO2) ukazuju da su oba uzorka hidrofobna te da se ta hidrofobnost
smanjuje dodatkom nanocestica titanijevog dioksida. Nadalje, moze se zakljuciti da
nanokompozitni filmovi kitozana s TiO2 doprinose ubrzanom rastu biofilma ukoliko
bi se upotrebljavali kao premazi za plovila.

- rezultati mehanickih svojstava uzorka Kitozanskih filmova ukazuju da je dodatkom
nanodestica TiO, u matricu kitozana doslo do njihove promjene. Cvrstoéa je
smanjena, a istezanje je znacajno povecano i to 68%. Svojstva su izmijenjena, ali nisu
losija budu¢i da se ona odreduju prema podrucju primjene.

- SEM analiza morfologije ispitivanih uzoraka pokazuje da je dispergiranost
nanoCestica TiO2 u kitozanu relativno slaba, budué¢i da su primijec¢ena brojna
agregiranja. Posljedica heterogenosti u morfologiji uzoraka je sniZavanje krajnjih

primjenskih svojstava filmova.
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