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UTJECAJ PELUDI NA SVOJSTVA POLIMERNIH HIDROGELOVA

SAZETAK

U ovom su radu pripremljeni hidrogelovi na bazi polimera poli(vinil-alkohola) uz dodatak
peludi. Kao komponenta za pripremu hidrogelova, koristen je i natrijev alginat. Hidrogelovi su
vrsta materijala pogodna za primjenu u medicini jer su netoksi¢ni, imaju moguénost upijanja i

zadrzavanja velike koli¢ine vode te se mogu regenerirati.

Hidrogelovi su pripremljeni metodom zamrzavanje/odmrzavanje. Za karakterizaciju
hidrogelova, koristile su se razli¢ite metode. Odreden im je udio vode, stupanj bubrenja,
antimikrobna i mehanicka svojstva. Vodljivost hidrogelova odredena je elektrokemijskom
impedancijskom spektroskopijom (EIS), a za karakterizaciju je koriStena i infracrvena
spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR). Rezultati mjerenja pokazali su da se
stupanj bubrenja poveéava dodatkom peludi u hidrogelove sto predstavlja potencijal primjene
hidrogelova s peludi kao obloga i dijelova zavoja za rane. Pokazalo se i da pelud posjeduje
antimikrobnu aktivnost. Rezultati mehanickih ispitivanja pokazali su da hidrogelovi s peludi
imaju viSu vrijednost lomnog produljenja od ¢&istog polimernog hidrogela S§to ih ¢ini

postojanijima za rukovanje i upotrebu.

Kljuéne rije¢i: hidrogel, natrijev alginat, pelud, poli(vinil-alkohol)



THE INFLUENCE OF POLLEN ON THE PROPERTIES OF POLYMER
HYDROGELS

SUMMARY

In this thesis, hydrogels based on the polymer polyvinyl alcohol, with the addition of pollen,
were prepared. The preparation of hydrogels also included sodium alginate as a component.
Because of their non-toxicity, ability to absorb and keep large amounts of water, and self-

regeneration abilities, hydrogels are a material that is suitable for medical use.

The hydrogels were prepared by the freezing/thawing method. The characterization of prepared
hydrogels required different tools and techniques. The hydrogels were characterized by
determining their water content, swelling behaviour as well as antimicrobial and mechanical
properties. Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) was used to measure the
conductivity of prepared hydrogels. Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) was also
used for characterization. The measurement results showed that adding pollen to the hydrogels
increased the degree of swelling. This represents the potential for applying hydrogels with
pollen as medical coatings and parts of wound dressings. It has also been shown that pollen has
antimicrobial activity. The results of mechanical tests showed that hydrogels with pollen have
a higher value of elongation at break than pure polymer hydrogels, which makes them more

stable for handling and use.

Key words: hydrogel, pollen, polyvinyl alcohol, sodium alginate
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1. UvVOD

Hidrogel je materijal kojeg ¢ini mreza hidrofilnih polimernih lanaca zajedno s vodom ili
vodenom otopinom. Zbog velike koli¢ine vode koju moze prihvatiti, kompatibilan je s ljudskim
tkivom (kozom, o¢ima, ¢ak i unutrasnjim organima). To je svojstvo, zajedno s inertnosti, od
velike koristi u medicini. Osim u medicini, znacajna je njihova primjena u farmaciji, u izradi
kontaktnih lec¢a, higijenskih proizvoda (pelene, ulosci), papira, eksploziva, senzora i ambalaze,

zatim u poljoprivredi te u razlic¢itim tehnologijama procis¢avanja.

U ovom su radu pripremljeni hidrogelovi na bazi poli(vinil-alkohola) (PVA) i natrijevog
alginata (Na-alginat) u destiliranoj vodi kao otapalu, uz dodatak peludi. Ove su kemikalije
odabrane zbog lake dostupnosti i netoksi¢nosti. Bilo je potrebno analizirati utjecaj peludi na

svojstva hidrogelova.

Pcelinja pelud vrijedan je apiterapijski proizvod 1 ima mnoga korisna svojstva poput
antioksidativnih i antibakterijskih djelovanja. Alginat je prirodan i jeftin polimer. Oba
spomenuta prirodna materijala pokazuju dobru kompatibilnost s ljudskim tkivima, $to je
znacajno za biomedicinske primjene, te nemaju toksic¢ni u¢inak na okoliS. PVA je hidrofilni
sintetski linearni polimer koji takoder ima korisna svojstva kao §to su niska toksi¢nost,

topljivost u vodi, biokompatibilnost i biorazgradljivost.

Za karakterizaciju hidrogelova, koristile su se metode suSenja, bubrenje hidrogelova (u
destiliranoj vodi i fizioloSkoj otopini), FTIR spektroskopija, elektrokemijska impedancijska
spektroskopija (EIS), snimanje mikroskopom, odredivanje antimikrobnih svojstava, pracenje

pojave plijesni, ispitivanje zacjeljivosti hidrogelova te odredivanje mehanickih svojstava.



2. OPCI DIO

2.1. Hidrogelovi

Hidrogelovi su trodimenzionalne mreZe sastavljene od hidrofilnih polimernih lanaca, koje
upijaju i zadrzavaju velike koli¢ine vode (od 30 % pa do 99 % i vise ukupne mase)’. Zbog
karakteristicne umrezene strukture, hidrogelovi se ne otapaju ve¢ bubre, a koli¢ina pohranjene

vode u strukturi hidrogela ovisi o njegovom kemijskom sastavu te prirodi i stupnju umrezenjaZ.

Hidrogelovi se mogu klasificirati na razli¢ite nacine, primjerice prema sastavu, porijeklu, vrsti
poprecnih veza izmedu polimernih lanaca, metodi umreZavanja, odgovoru na podrazaje te

ionskom naboju (slika 1)*

Raznolika svojstva hidrogelova posljedica su njihovog kemijskog sastava i strukture. Njihovo
najvaznije svojstvo je sposobnost upijanja velikih koli¢ina vode te propusnost“. Zbog
znacajnog udjela vode u strukturi, vrlo su slicni prirodnim mekim tkivima. Poprecne veze
izmedu polimernih lanaca rezultiraju viskoelasticnim, a ponekad 1 Cistim elasticnim
ponasanjem®. Hidrogelovi mogu zna¢ajno mijenjati volumen kao odgovor na odredene
podrazaje (temperatura, elektri¢no ili magnetsko polje, tlak, pH, sastav otapala itd)2. Svojstvo
hidrogelova da bubre u bioloskim uvjetima Cini ih idealnim kandidatima za biomedicinske
primjene, kao Sto je isporuka lijekova te inzenjerstvo tkiva. Njihova netopljiva umreZena
struktura omoguéuje uc¢inkovitu imobilizaciju i otpustanje aktivnih tvari i biomolekula®.
Biokompatibilnost je jos jedno vrlo vazno svojstvo hidrogelova®. Hidrogelovi na bazi prirodnih
polimera (polisaharida i proteina) sli¢ni su izvanstaniénom matriksu zbog Ssvog prirodnog
porijekla te ih stanice mogu lako identificirati, $to ih ¢ini biokompatibilnima®. Osim toga,

1

hidrogelove odlikuje i svojstvo inertnosti $to znaci da ne reagiraju u dodiru s ljudskim tkivom-,

a njihova elasti¢na i mekana priroda smanjuje iritaciju susjednih tkiva?,

Hidrogelovi se, osim u medicini, upotrebljavaju i u farmaciji, u izradi papira, eksploziva,
senzora i ambalaZe. Posebno treba istaknuti njihovu upotrebu u obliku kontaktnih leca,
higijenskih proizvoda (pelene, uloSci), zatim za prekrivanje rana na koZzi, u poljoprivredi te u
razli¢itim tehnologijama pro¢i§éavanja’.

Kao gotov produkt, dolaze u obliku granulata, tankih ravnih ili zakrivljenih opni ili se mogu

oblikovati u Zeljeni oblik implantata®.



Prema vrsti odgovora

na podrazaj
* Fizikalni odgovor

Slika 1. Podjela hidrogelova®

2.1.1. Postupci pripreme hidrogelova

Hidrogelovi se obi¢no pripremaju od hidrofilnih polarnih monomera. Polazni materijali mogu
biti prirodni i sintetski polimeri te njihove kombinacije?. Od prirodnih polimera, koriste se hitin,
kitozan, celuloza, $krob, alginat itd. koji predstavljaju temelj proizvodnje hidrogelova’.
Opc¢enito su hidrogelovi na bazi prirodnih polimera netoksi¢ni te se obilato prodaju po niskoj
cijeni, no njihov je glavni nedostatak Sto su krhki. Kako bi se poboljsala njihova mehanicka
svojstva, prirodni se polimeri u umrezuju, cijepe monomerima ili mijesaju sa sintetskim
polimerima. Na primjer, sintetski polimer poli(vinil-alkohol) (PVA) moZe se koristiti kao
sredstvo za mijeSanje za povecanje mehanicke ¢vrstoce i fleksibilnosti prirodnih polimera. Od
sintetskih se polimera, pored PVA, ¢esto koriste i polikaprolakton, poli(vinil-pirolidon) (PVP),
poli(mlije¢na kiselina) (PLA) i poli(etilen-glikol) (PEG)®.

Geliranje (,,sol-gel prijelaz) ili umreZavanje najvazniji je proces u mehanizmu nastanka
hidrogela, a podrazumijeva medusobno povezivanje makromolekularnih lanaca, odnosno
prijelaz kona¢nih razgranatih polimera u ,,beskonacni polimer®, odnosno mrezu.. U pocetnoj

fazi nastaje ,,s01“, mjesavina polidisperznih razgranatih topljivih polimera. Nastavak procesa

3



rezultira povecanjem veliine razgranatog polimera uz smanjenje topljivosti pri ¢emu nastaje
»gel“, mreza prozeta kona¢nim razgranatim polimerima. Kriticna tocka gdje se gel prvi put
pojavljuje naziva se ,,gel tocka“. Geliranje se moze odvijati fizikalnim umrezavanjem (fizikalno
geliranje) ili kemijskim umrezavanjem (kemijsko geliranje) (slika 2). Fizikalno umrezeni
hidrogelovi imaju nestalne veze koje proizlaze iz zapletaja polimernih lanaca ili fizickih

interakcija dok kemijski umreZeni hidrogelovi imaju stalne veze unutar svoje mreze”.

- /
UmreZavanje
hidrogela

afueaezaawn oysfjway

o~
)
. — ‘
)~
AN
“
Fizikalno umreZavanje

Dvostruka mreza
Fizicke interakcije Kovalentne veze

Kovalentne veze i fizicke
interakcije

Slika 2. Shematski prikaz metoda umrezavanje hidrogela®

Fizikalno umreZeni hidrogelovi ili reverzibilni hidrogelovi zanimljivi su zbog relativno lake
proizvodnje i prednosti neupotrebe sredstava za umrezavanje kod njihove pripreme, pa su
prikladni za upotrebu u prehrambenoj industriji*. Fizikalno umreZavanje ostvaruje se ionskim
interakcijama, vodikovim vezama, kristalizacijom, preko hidrofobiziranih polisaharida,
interakcijama proteina itd. Ovakve fizi€¢ke poprecne veze nisu stalne, ali su u principu dovoljne
da hidrogelove ugine netopljivim u vodenom mediju®. Medutim, zagrijavanjem se fizikalni
hidrogelovi obi¢no mogu otopiti u vodi i organskim otapalima®. U strukturi fizikalno umreZenih
hidrogelova prilikom pohranjivanja vode moze do¢i do pojave nehomogenosti ili mreznih
defekata zbog slobodnih krajeva lanaca ili lanCanih petlji. Jedna od metoda fizikalnog
umreZzavanja, metoda umrezavanja kristalizacijom, ukljuuje procese zamrzavanja i

odmrzavanja koji dovode do stvaranja évrstih i visoko elastiénih hidrogelova®. Hidrogelovi na

4



bazi PVA mogu se primjerice jednostavno pripremiti kroz cikluse zamrzavanja i odmrzavanja,
gdje se umrezavanje postize stvaranjem kristalita na niskim temperaturama. Broj i stabilnost
kristalita poveéava se ponavljanjem ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja®. Glavni nedostatak

ovog pristupa dugo je vrijeme procesa (3 ili 4 dana)*°.

Kemijski procesi umrezavanja mnogo su brzi od fizikalnih®. Kemijsko umrezavanje ukljucuje
stvaranje kovalentnih veza i rezultira hidrogelom s jakim vezama®*, a popreéne veze nastaju
kemijskim i radikalskim reakcijama®®. Kemijsko umrezavanje ukljucuje cijepljenje monomera
na okosnicu polimera ili upotrebu sredstava za umrezavanje, kao §to su primjerice glutaraldehid
formaldehid, epoksi spojevi, dialdehid*®. Tehnike polimerizacije kod stvaranja kemijski
umrezenih hidrogelova su lancana polimerizacija (polimerizacija slobodnih radikala),
stupnjevita polimerizacija (kondenzacijska i adicijska polimerizacija) te polimerizacija
zratenjem (polimerizacija elektronskim i gama zradenjem)>’. Ovakvim umreZavanjem mogu
se modificirati neka od svojstava hidrogela, primjerice svojstvo bubrenja, mehanicka ¢vrstoca

ili biorazradljivost®.

2.1.2. Upotreba hidrogelova

Hidrogelovi su pogodni za upotrebu u mnogim podrucjima zbog svoje specificne strukture i
kompatibilnosti u razli¢itim uvjetima. Fleksibilnost hidrogelova omogucuje njihovu primjenu i
u industrijskim 1 u bioloskim podru¢jima. Brojne vrste hidrogelova koriste se u bioloskim
okruzenjima ponajvise zbog svojstva biokompatibilnosti i netoksi¢nosti, odnosno njihova se

primjena prosiruje na medicinske svrhe®.

Hidrogelovi za kontrolirane sustave dostave lijekova

Izvanredna svojstva hidrogelova ¢ine ih odlicnim izborom za primjene u naprednim
formulacijama lijekova. Sustavi kontrolirane dostave lijekova (eng. Drug Delivery Systems),
osiguravaju isporuku lijekova u tijelo tijekom dugog vremenskog razdoblja uz poboljSanje
sigurnosti i u¢inkovitosti, kontroliranjem mjesta, brzine i vremena otpustanja. Porozna struktura
hidrogela visoko je propusna i moZe se puniti lijekovima koji se, u odgovaraju¢im uvjetima,
otpustaju iz hidrogelova. I fizikalne (elektrostatske interakcije) i kemijske (kovalentna veza)
metode umrezavanja mogu se koristiti za poboljSanje vezanja izmedu lijeka i matrice hidrogela

od vanjskih utjecaja te ih otpustati Zeljenom brzinom. Oslobadanje lijeka moze se aktivirati na

5



zahtjev, lokalnim promjenama temperature, pH, prisutnosc¢u specifi¢nih enzima ili daljinskim

fizikalnim podrazajima®.

neporozna struktura

veli¢ina hidrogela

-——

; T )

N )

lijek
/

1 mm 1 pm 10 D>

Slika 3. Interakcija lijeka s polimernim lancima u hidrogelu (kovalentna veza)*!

Bojila i uklanjanje iona teSkih metala

Proucavana je primjena hidrogelova kao adsorbensa za uklanjanje bojila, teSkih metala i
toksicnih komponenti iz otpadnih voda koje mogu predstavljati ozbiljnu prijetnju ljudskom
zdravlju i ekoloSkim sustavima. Za uklanjanje teSkih metala mogu se koristiti sintetski umrezeni
poliakrilatni hidrogelovi, no njihova primjena u velikim razmjerima nije prakti¢no rjeSenje jer
su vrlo skupi. Pokazalo se da su hidrogelovi odli¢ni materijali za adsorpciju bojila, posebice
metilenskog modrila. U uklanjanju iona teskih metala, polielektroliti su kao materijali koji tvore
hidrogel posebno znaCajni zbog sposobnosti vezanja suprotno nabijenih metalnih iona u
komplekse. Adsorbensi s karboksilnim, sulfonskim, fosfonskim i duSikovim skupinama na
povrsini pogoduju adsorpciji metalnih iona. Za uklanjanje metalnih iona iz vodenih medija
koriste se 1 hidrogelovi na bazi biopolimera, npr. kitozana, alginata, Skroba i celuloze.
Primjerice hidrogelovi na bazi kitozana primjenjivi su za uklanjanje iona teskih metala zbog
prisutnosti vise amino (NH>) i hidroksilnih (OH) skupina u svojoj strukturi, jer metalni ioni
imaju sklonost tvoriti kelate s amino skupinama. Kemijska modifikacija ovih funkcionalnih

skupina mozZe poboljsati adsorpcijski kapacitet, ali i fizikalno-kemijska svojstva kitozana®.



Nosacdi u inZenjerstvu tkiva

Tkivno inzenjerstvo je disciplina u kojoj se uz pomo¢ inZenjerstva i biologije nastoji izraditi
funkcionalne zamjene za tkiva i organe. Koristi kombinaciju stanica, inzenjeringa i materijala
za odrzavanje, poboljsanje ili zamjenu razlicitih vrsta tkiva i organa. Ukljucuje pronalazenje
odgovarajuc¢ih tipova stanica i njihov uzgoj na prikladnoj konstrukciji — nosacu (skeli), u
odgovaraju¢im uvjetima za formiranje novog odrzivog tkiva. Hidrogelovi imaju sli¢nu
strukturu kao izvanstani¢ne matrice mnogih tkiva pa su atraktivan materijal za nosace. Mogu
se koristiti kao sredstva za popunjavanje praznih prostora, nosac¢i za isporuku bioaktivnih
molekula te 3D-strukture koje djeluju kao potpora stanicama i pomazu u stvaranju savrSenog
tkiva. Za izradu hidrogelova, koji ¢e se koristiti kao nosaci u tkivnom inZenjerstvu, mogu se
koristiti 1 sintetski i prirodni materijali. Sintetski hidrogelovi (poli(etilen-oksid), poli(vinil-
alkohol), poli(propilen-fumarat)) zanimljivi su zbog moguc¢nosti kontrole njihovog sastava i
strukture ¢ime se direktno uteCe na njihova svojstva. Prirodni polimeri (alginat, kitozan) ili ¢ine
prirodne komponente izvanstanicne matrice ili pak imaju svojstva slicna tim matricama te
medusobno djeluju na povoljan nac¢in. Optimalan dizajn nosaca 1 izbor materijala za svaku
specificnu primjenu ovisi o nekoliko ¢imbenika (fizikalnim 1 bioloSkim svojstvima, svojstvima
prijenosa tvari), a odreduje se predvidenom primjenom nosaca i okolinom u koju ¢e on biti

postavljen®.

Kontaktne leée

Jos jedno vazno podrucje primjene sintetskih hidrogelova je oftalmologija, konkretno izrada
kontaktnih le¢a. Hidrogelovi koji se koriste za izradu kontaktnih le¢a moraju udovoljiti nizu
zahtjeva za upotrebu u razli¢itim fizioloskim uvjetima. Ti zahtjevi ukljucuju koli¢inu sadrzaja
vode, dobra mehanicka svojstva, propusnost prema kisiku, moguénost vlazenja povrsine, dobru
opticku sposobnost, stabilnost prema hidrolizi i sterilizaciji, netoksi¢nu prirodu i biolosku
toleranciju za Zive stanice. Kako bi se povecao sadrzaj vode u hidrogelu i postigao pojacani
ucinak bubrenja, mogu se koristiti razliite vrste monomera, a najceS¢e su to metakrilna

kiselina, akrilamidi i mnoge drugi®.

Razvoj hidrogelova doveo je do proizvodnje silikonskih hidrogelova kao materijala za
kontaktne lece. Zahvaljujuci svojoj strukturi (slika 4) u kojoj su hidrofobni silikoni povezani
hidrofilnim lancima, dobiven je kompozit pogodan i mehanicki i opticki, koji ima dobra

svojstva bubrenja i visoku propusnost prema kisiku. Visoka propusnost prema kisiku postize se



siloksimetakrilatnim monomerom koji se obicno naziva "TRIS". Metilenske skupine u strukturi

TRIS-a predstavljaju mjesta za hidrofilnu modifikaciju®.

hidrofilni materijal
(hidrogel)

molekule kisika

silikonska struktura

Slika 4. Prikaz grade silikonske-hidrogel le¢e'?

Biosenzori

Biosenzori koriste kombinaciju fizikalnih i kemijskih senzora te dijelove za bioloSko
prepoznavanje koji omogucéuju analizu bioloskih informacija. Pokrivaju Sirok raspon podrucja
primjene ukljucuju¢i kuénu dijagnostiku 1 pracenje stanja okoliSa. Biosenzori i senzorski
uredaji obi¢no su izradeni od nerazgradljivih senzorskih materijala i supstrata, pa ekoloski
osjetljive mreze hidrogela, ¢ije su poprecne veze razgradljive hidrolizom, mogu imati znac¢ajnu
prednost u odnosu na nerazgradljive materijale. Zbog visokog sadrzaja vode i hidrofilne
prirode, hidrogelovi su slicni komponenti izvanstani¢ne matrice §to ih ¢ini biokompatibilnima.
Hidrogelovi se u biosenzorima primjenjuju u funkciji zastite i oblaganja dijelova senzora kako
bi se sprijecila nezeljena interakcija s bioloSkim molekulama ili stanicama. Mogu se koristiti
kao imobilizacijski medij za bioosjetljive elemente te su povoljna okruzenja za enzime i druge
biomolekule kako bi se oCuvala njihova aktivna i funkcionalna struktura. Jo§ jedan primjer
primjene hidrogela u biosenzorima je detekcija patogena®. Interakcija analita i senzora rezultira
promjenom volumena kao odgovor na ciljanu komponentu §to je temelj prepoznavanja u
senzorima na bazi hidrogela (slika 5). Postoji mnogo metoda za pretvaranje promjene volumena
hidrogelova koji reagiraju na podrazaje u signal koji je lako ¢itljiv. Uz pomo¢ pretvornika,
mikrosenzori na bazi hidrogelova mogu generirati izlazne podatke u obliku optickih,

elektronic¢kih i magnetskih singala®®.



Slika 5. Poveéanje volumena biosenzora na osnovi hidrogela kao odgovor na analit®

Hidrogelovi kao vodici

Ugradnjom iona u hidrofilnu hidrogelnu matricu dobivaju se ionski vodljivi hidrogelovi koji
predstavljaju obecavajuu materijalnu platformu za nove fleksibilne uredaje za pohranu
energije. Vodljivi polimeri kao S§to su polianilin, polipirol i njihovi derivati posjeduju
jedinstvena elektri¢na svojstva metala ili poluvodica, kao 1 povoljna svojstva konvencionalnih
polimera poput jednostavnosti sinteze i prilagodljivosti u obradi®. Zbog svoje fleksibilnosti
hidrogel se moze koristiti za elektrode ili komponente kolektora struje te stvara
superkondenzatore s velikom rastezljivos¢u 1 kompresibilnoSéu. U wusporedbi s
konvencionalnim kondenzatorima, u superkondenzatoru na bazi hidrogela sucelje
elektroliti/elektrode nece se odvojiti tijekom znacajnih deformacija zbog visoke viskoznosti
hidrogela. Zahvaljuju¢i Siroko podesivim fizikalno-kemijskim svojstvima, komponente
elektrolita na bazi hidrogela s visokom ionskom vodljivoséu mogle bi imati nekoliko dodatnih
funkcija ukljucujuéi ultravisoku rastezljivost, snaznu sposobnost samozacjeljivanja i toleranciju
na niske temperature, $to ¢e viSenamjenskim superkondenzatorima omoguciti primjenu u
ekstremnim radnim okruZenjima. Ipak, obecavajuéi superkondenzatori na bazi hidrogela s

razli¢itim odli¢nim svojstvima i dalje se suocavaju s odredenim tehnologkim izazovima®?,



dohod kisika _©
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Slika 6. Shema elektrode radene na bazi hidrogela®®

2.2. Poli(vinil-alkohol)

Poli(vinil-alkohol) jedan je od vrlo vaznih sitntetskih polimera te najvazniji komercijalni
vodotopljivi polimer koji se nasiroko primjenjuje ve¢ nekoliko desetlje¢a. Oznacava se kao
PVOH, PVAili PVAL. Kemijska formula PV A moze se prikazati kao (C2H4O)n, gdje se stupanj
polimerizacije n kod komercijalno dostupnih vrsta nalazi u rasponu od 500 do 5000, $to je

ekvivalento molekulskoj masi u rasponu od 20 000 do 200 000,

PVA dolazi kao prozirni, bijeli ili zuc¢kasti granulirani ili praskasti materijal bez mirisa i
okusa!®’. PVA se obi¢no dijeli u dvije kategorije: djelomi¢no hidrolizirani i potpuno
hidrolizirani. Primjerice, u prehrambenoj se industriji koristi djelomi¢no hidrolizirani PVA?®,
Na trziStu su dostupne razliCite vrste PVA, ovisno o stupnju polimerizacije, viskoznosti i

stupnju hidrolize"*8,

PVA je jedinstven medu polimerima jer se ne dobiva polimerizacijom svog strukturnog
monomera, vinil-alkohola, zbog njegove nestabilne prirode!®!’. Osnovna sirovina, tj. monomer
za komercijalnu proizvodnju PVA je vinil-acetat!’. Strukture PVA monomera te potpuno i
djelomi¢no hidroliziranog PVA prikazane su na slici 7. Za sintezu PVA provodi se otapanje
poli(vinil-acetata) (PVAc) u alkoholu kao §to je metanol i obrada alkalnim katalizatorom kao
Sto je natrijev hidroksid. Rezultirajuc¢a reakcija hidrolize ili "alkoholize" uklanja acetatne
skupine iz molekula PV Ac bez naruSavanja dugolancane strukture, odnosno dolazi do kemijske
modifikacije acetatnih skupina u alkoholne skupine. Budu¢i da je ova reakcija Cesto
nedovrSena, PVA takoder moze biti kratica za kopolimer vinil-acetata i vinil-alkohola, P(VAc-
co-VA) (slika 8). Kada se reakcija odvije do kraja, dobije se produkt koji je visoko topljiv u

vodi i prakticki netopljiv u svim organskim otapalima. Nepotpuno uklanjanje acetatnih skupina
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daje produkte koje su manje topljivi u vodi, a vise topljivi u odredenim organskim otapalima®.

Duljina vremenskog razdoblja reakcije saponifikacije odreduje stupanj hidrolize PVAY'.

Mnostvo hidroksilnih skupina u PVA lancu dovodi do stvaranja vodikovih veza izmedu
molekula i unutar molekula, §to utjece na kretanje molekularnog lanca i kristalizaciju PVA.
Kristalnost u odredenoj mjeri utjeCe na fizikalna i mehani¢ka svojstva, kao Sto su tvrdoca,
prozirnost, vlaéna &vrstoéa i otpornost na otapala’®. Vodikova veza u PVA kontrolira topljivost
u vodi jer amorfna podrucja mogu nabubriti ulaskom vode, no polimer se nece otopiti dok se
ne razgradi kristalna struktura. PVA se otapa u vodi na temperaturi izmedu 80 1 90 °C uz 30
min neprekidnog mijesanja’®. Zbog visestrukih hidroksilnih i jakih vodikovih veza, temperatura
taljenja visa je od temperature razgradnje, odnosno PV A se razgraduje prije taljenja, a podrucje
termoplasticne obrade je usko. Za poboljSanje kristalnosti PVA 1 modifikaciju fizikalnih 1
kemijskih svojstava, Cesto mu se dodaju razliCiti plastifikatori, anorganska sredstva za
nukleaciju i nanopunila®®. Temperatura staklastog prijelaza PVA iznosi 85 °C, a temperatura
taljenja 230 °C 6.

(a) (b) (c)

H
O 0 0
C
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Slika 7. (a) PVA monomerna struktura / potpuno hidrolizirani PVA, (b) struktura vinilnog
alkohola, (c) struktura PVA i (d) djelomi¢no hidrolizirani PVAY
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Slika 8. Poli(vinil-alkohol)-ko-poli(vinil-acetat)*®

Svojstva 1 specificna primjena PV A ovise o stupnju polimerizacije i stupnju hidrolize, odnosno
broju hidroksilnih skupina prisutnih u PVA polimeru. Stupanj hidrolize odreduje mnoga
mehanicka svojstva PVA. Primjerice, vlacna ¢vrstoca 99 % hidroliziranog PVA je u rasponu
67-110 MPa, dok se smanjenjem stupnja hidrolize za samo 10 % vla¢na ¢vrstoca spusta na 24-
79 MPa. Topljivost PVA u vodi jako se pogorSava kada je stupanj hidrolize ispod 30 mol %.
Drugi vazan aspekt koji utjeCe na mehanicka svojstva je molekulska masa polimera.
Molekulska masa komercijalno dostupnog PVA, u rasponu od 30 000 do 200 000, relativno je
niska molekulska masa za radikalski polimer §to se moZze objasniti ¢injenicom da zbog hidrolize

vrlo &esto dolazi do cijepanja lanca.

PVA Kkarakeriziraju kemijska otpornost, velika vla¢na ¢vrstoca, fleksibilnost, tvrdoc¢a i visoka
barijerna svojstva spram plinova i mirisa. Biorazgradljiv je, biokompatibilan i netoksi¢an §to
ga ¢ini idealnim kandidatom za biomedicinske primjene. Posjeduje odlicna opticka svojstva,
veliku dielektri¢nu évrstocu i sposobnost pohranjivanja nabojal’. U vlaznim uvjetima, njegova
su svojstva umanjena zbog plastificirajuceg djelovanja molekula vode. Niske je cijene Sto ga
¢ini dostupnijim od brojnih drugih polimera. Cesto se upotrebljava i pomijesan s ostalim
polimerima, kao Sto su biopolimeri i ostali polimeri s hidrofilnim svojstvima, jer poboljSava

svojstva formiranja filma2°.

Glavni proizvodac¢i PVA su Europa, Japan, SAD i Kina'’. Za proizvodnju PVA filma koriste
se dvije tehnologije — lijevanje iz viskozne vodene otopine ili ekstruzija puhanjem iz taline.
Plasti¢ni predmeti na bazi PVA filma uglavnom se dobivaju tehnikama lijevanja. Medutim,
zbog interesa za biorazgradljivim filmovima na bazi PVA, razvijena je tehnologija obrade
taljenjem. Neposredna blizina tocke taljenja i temperature raspadanja glavna je poteskoc¢a kod

PVA termicke ekstruzijske obrade. Toplinska degradacija PVA obi¢no pocinje na oko 150 °C
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ili iznad, ovisno o vrsti PVA (stupnju hidrolize i pH). Kako bi se poboljsala toplinska stabilnost
i svojstva obrade PVA, Koriste se razni plastifikatori®,

PVA se, pored medicine, primjenjuje u industrijskim, komercijalnim i prehrambenim sektorima
gdje se koristi kao vezivo, premaz, emulgator i adheziv. Znacajna je njegova primjena u

papirnoj i tekstilnoj industriji kod premazivanja papira i dimenzioniranja tekstila'®*°,

2.3. Natrijev alginat

Natrijev alginat natrijeva je sol alginske kiseline. To je prirodni polisaharid linearne strukture
povoljan za primjenu u Sirokom rasponu industrijskih podrucja zbog svojih dobrih svojstava.
Oznacava se kao SA (engl. sodium alginate). Niske je cijene i jednostavan je za obradu, a
karakteriziraju ga svojstva netoksicnosti, biorazgradljivosti, biokompatibilnosti te efekt
stvaranja gela®!. Siguran je za organizam te pruza évrstocu i fleksibilnost tkivu pa se koristi i u

naprednim podruéjima kao $to je medicina??.

Komercijalno dostupni natrijev alginat obi¢no se ekstrahira iz stani¢ne stijenke raznih vrsta
smedih algi (lat. Phaeophyceae). Najprije se prikupljene alge osuse i usitne nakon ¢ega slijedi
obrada vodenim otopinama luzina, a to je najéeS¢e NaOH. Smjesa se filtrira, a filtratu se dodaje
natrijev klorid kako bi se istalozio natrijev alginat. Nakon daljnjeg prociS¢avanja i pretvorbi,
dobiva se natrijev alginat u obliku bijelog ili zu¢kastog praha, koji je topljiv u vodi. Natrijev
alginat moZe se prevesti u alginsku kiselinu obradom razrijedenom kloridnom kiselinom. Za
biomedicinske je primjene posebno vazno provesti kemijsku obradu i pro¢iS¢avanje alginata

kako bi se uklonile neéistoée (teski metali, proteini, ugljikohidrati i polifenoli)?>23,

Alginat se takoder moze proizvesti iz dviju bakterijskih kultura: Azotobacter i Pseudomonas.
Nedavni napredak u regulaciji biosinteze alginata iz bakterija te relativna lako¢a modifikacije
bakterija omogucavaju proizvodnju alginata s prilagodenim svojstvima i Sirokom primjenom u

biomedicini®®.

Prema strukturi, natrijev alginat polianionski je kopolimer ¢ija je kemijska formula
(CeH7NaOes)n. To je natrijeva sol alginske kiseline, kiseline koja se sastoji od nekoliko
uzastopnih frakcija (blokova) dviju uronskih kiselina: B-D-manuronske kiseline (M) 1 a-L-
glukuronske (G), koje su medusobno linearno povezane 1-4 glikozidnim vezama (slika 9).

Omijer u kojem su te dvije frakcije prisutne u strukturi varira, ovisno o prirodnom izvoru??,
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Slika 9. Kemijske strukture G-bloka, M-bloka i izmjeni¢nog bloka u alginatu?

Postoji oko 200 razliitih vrsta alginata s razliCitim molekulskim masama 1/ili kemijskim
sastavom elemenata?®. Svojstva alginata mogu varirati ovisno o prirodnom izvoru iz kojeg su
ekstrahirani kao i1 o godiSnjem dobu i geografskom polozaju s kojeg je biljka ubrana.
Komercijalni natrijev alginat ima molekulsku masu izmedu 32 000 i 400 000. Na fizikalno-
kemijska svojstva alginata, utje¢e nekoliko parametara, npr. sastav i raspored G i M blokova u

strukturi, molekulska masa alginata, vrste funkcionalnih skupina u strukturi itd?2,

Natrijev alginat ima sposobnost formiranja gela (Zeliranja) u prisutnosti dvovalentnih iona
(Ca?"). Alginatni hidrogelovi imaju losa mehani¢ka svojstva, osobito kada su hidratizirani u
vodi, a ona se obi¢no poboljSavaju povecanjem duljine G-bloka i molekulske mase. Imaju vrlo
nisku elektricnu 1 toplinsku vodljivost, vrlo slabu aktivnost vezanja stanica te nemaju
antibakterijsko djelovanje Sto je bitno za razli¢ite napredne primjene kao Sto je inZenjerstvo
tkiva. Ako se navedena svojstva poboljsaju, podru¢ja primjene ovog biopolimera mogu se

povecéati®4,

FDA (engl. Federal Drug Administration) odobrila je upotrebu natrijevog alginata u
prehrambenoj, biomedicinskoj i farmaceutskoj industriji zbog njegove netoksi¢nosti i
biokompatibilnosti. Moze se primjenjivati kao pomoé¢na tvar za razliite farmaceutike
namijenjene oralnoj primjeni jer je siguran, netoksican i ne nakuplja se u tijelu. Zbog svoje
sposobnosti keliranja, moZe se vezati za razne tesSke metale prisutne u crijevima $tite¢i tijelo od

njihovih u¢inaka. Za primjene alginata u biomedicinskom i farmaceutskom podrucju, nuzno je
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da bude siguran za tijelo i biokompatibilan, odnosno da ima visoku &istoéu. Sto se tie
biorazgradljivosti, kod sisavaca enzimska razgradnja alginata nije mogucéa zbog odsutnosti
enzima alginaze te se alginati srednje ili visoke molekulske mase ne mogu u potpunosti
eliminirati bubrezima jer se sporije filtriraju??. Zbog toga se kod alginatnih hidrogelova
prethodno kontrolira kinetika razgradnje, npr. variranjem molekulske mase alginata i
ugradnjom biorazgradljivih popre¢nih veza. Drugi je pristup za ubrzanje razgradnje alginata
sinteza oksidiranih alginata, buduci da povecéanje stupnja oksidacije moze povecati osjetljivost

alginatnih hidrogelova na hidrolizu®.

Osim ve¢ spomenutih primjena u medicini i farmaciji, znacajna je primjena natrijevog alginata
u kemijskoj, tekstilnoj, ambalaznoj 1 gradevinskoj industriji gdje se koristi za proizvodnju
kozmetike, tekstilne tinte, biorazgradljive ambalaze, deterdzenata, ljepila te za zavarivanje i

izolaciju zgrada?.

2.4. Pelud

Peludna zrnca nalaze se u prasnicima biljaka te se razlikuju po obliku, boji, veli€ini 1 masi,
ovisno o biljnoj vrsti. Veli¢ina im je obi¢no od 2,5do 250 um, a boja raznolika, od svijetlozute
do crne. Pelud je vrlo raznolik biljni proizvod bogat bioloski aktivnim tvarima. Njezin kemijski
sastav uvelike ovisi o biljnom izvoru i geografskom porijeklu, zajedno s drugim ¢imbenicima
kao Sto su klimatski uvjeti, vrsta tla te rasa i aktivnost pcela. U peludnim zrncima razli¢itih
biljnih vrsta pronadeno je oko 250 tvari. U skupini osnovnih kemijskih tvari nalaze se
bjelancevine, slobodne aminokiseline, ugljikohidrati, lipidi (trigliceridi, fosfolipidi) i masne

kiseline, polifenolni spojevi (flavonoidi), enzimi i koenzimi te vitamini i bioelementi?.

Zrnca peludi obavijena su dvoslojnom stijenkom. Unutarnja stijenka naziva se intin, a vanjska
eksin?. Eksin je uglavnom graden od sporopolenina, visokootpornog biopolimera na bazi lipida
1 fenola. Kod nekih biljnih vrsta moze biti obojen te sadrzavati karotenoide i flavonoide koji
mogu zastititi zrnca peludi od Stetnih u¢inaka Suncevog zrac¢enja. Osim toga, flavonoidi mogu

stititi peludna zrna od napada patogena?” 28,

Upravo zbog izrazene kemijske otpornosti sporopolenina, pelud ima sposobnost prenosenja na
velike udaljenosti i preZivljavanja nepovoljnih okoli$nih uvjeta. Ipak, takva ekstremna kemijska
inertnost sporopolenina predstavlja izazov kod odredivanja strukture te je, unato¢ vaznosti

sporopolenina, njegova struktura sve do nedavno bila neistrazena?®.

15



U studiji iz 2019. godine, metodama tioacidolize i NMR-a ¢vrstog stanja, detaljno je odredena
molekulska struktura sporopolenina smolastog bora (Pinus rigida) (slika 10). Pokazano je da
sporopolenin ove vrste bora u svojoj strukturi, izmedu ostalog, sadrzi velikim dijelom i jedinice

poli(vinil-alkohola)?.
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Slika 10. Strukturni model sporopolenina bora (P. rigida) s naglaSenim glavnim skupinama i

vezama®®

U svojoj unutrasnjosti, peludna zrnca sadrze muske spolne stanice®® dok se na povrsini vanjskog
omotaca eksina nalazi sloj balzama $to olakSava lijepljenje peludi na tijelo péela te brojni otvori
i brazde?. Mekani otvori, tzv. aperture, podru¢ja su u ljusci gdje je sloj eksina istanjen ili ga
uopée nema®!. Taj se materijal aperture naziva intinom3?, veéinom je graden od celuloze i
pektina $to ga posljedi¢no ¢ini meks$im od eksina pa se aperture ponasaju kao fleksibilna
podrugja u inade krutom omotacu®. U kontaktu peludnog zrnca s vrhom (njuskom) tucka, iz
apertura pocinje rasti peludna cijev. Peludna cijev raste od vrha tuc¢ka do dna tucka (plodnice),
te moze biti od 80 do 100 puta duza od peludnog zrnca. Njezin rast omogucen je zahvaljujuci
nutrijentima koje uzima s njuske tucka. Kroz tu cijev dolazi do prijenosa muske spolne stanice
iz zrna peludi do zenske spolne stanice na dnu tucka. Tu se dogada oplodnja, a nakon toga rast

ploda®.

Postoje dva razli¢ita evolucijska smjera u formaciji peludnih zrna i u njihovoj mehanici; jedan
tip peludnih zrnaca razvio je trend izduzenih apertura dok je kod drugih podrucje aperture

znacajno reducirano i obi¢no je kruznog oblika. IzduZene aperture ili ,.kolpusi® znacajni su za
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entomofilne biljke, odnosno biljke koje oprasuju kukci. Cirkularna apertura ili ,,pora“

karakteristi¢na je za anemofilne biljke, tj. biljke koje se oprasuju vjetrom?,

Izmjena vode izmedu peludnog zrnca i okoline uglavnom se odvija kroz aperture®. Primjerice,
u suhom okruzenju dolazi do njihovog zatvaranja i popratnog izduzivanja §to je mehanicki
odgovor koji spreava daljnje isusivanje i uniStavanje zrna. Biljke evoluiraju na mehanicki
nacin, u smislu da su sposobne ublaziti deformaciju i kolaps zrna uslijed isusivanja tako da ta
deformacija bude polagana i povratna, tj. da se pelud vrati natrag u svoje pocetno stanje kada
dode u kontakt s vodom®’. Kada zrno dosegne odredenu razinu hidratacije aperture ¢e, kao
meksi, slabiji dijelovi stani¢ne stijenke zrna, prve puknuti jer prolaze kroz brzo napuhavanje
kada zrno nabubri do kritiéne mjere. Napuhavanje se javlja kao nagli prijelaz te moze izazvati
pucanje zrna i oslobadanje njegovog citoplazmatskog sadrzaja. Razumijevanje pucanja peludi
vazno je ne samo iz perspektive odrzivosti zrna i oplodnje biljaka, ve¢ i u kontekstu ljudskog
zdravlja jer puknuta zrna u zraku mogu osloboditi fragmente koji mogu izazvati alergijske
reakcije kod ljudi (alergeni). Zrnca, a posebno fragmenti citoplazme koje ispustaju kada se
rasprsnu, takoder mogu djelovati kao u¢inkovita mjesta nukleacije za kondenzaciju oblaka Sto
moze utjecati na oborine. Pucanje peludnih zrnaca u atmosferi zato je i meteoroloski relevantno.
Pucanje zrna presudno ovisi 0 prisutnosti pora, tj. o veli¢ini pora i njihovoj meko¢i. Manje pore
manje su sklone pucanju jer se pucanje ne¢e dogoditi sve dok zrno ne nabubri u velikom
opsegu®!. Dakle, $to je apertura meksa, a otvor veéi, apertura ¢e ranije ekspandirati. Bilo bi
pozeljno da je apertura Sto veca ili da ih ima u ve¢em broju kako bi dosle u direktni kontakt s
tuCkom. S druge strane, aperture su mehanicka slabost jer se povecava vjerojatnost da se

oplodni potencijal zrna izgubi dok su peludna zrnca u zraku®.

Dokazan je niz povoljnih djelovanja peludi, poput antifungalnog, antimikrobnog, antivirusnog,
protuupalnog i imunostimuliraju¢eg djelovanja. Takoder ima djelovanje kao lokalni analgetik,
a olaksava i proces zacjeljivanja opeklinske rane. Uz to, vrijedan je dodatak prehrani pri ¢emu

je zrnca preporuéljivo mehanicki usitniti ili namo¢iti kako bi nabubrila i ispustila svoj sadrzaj?®.

Etanolni ekstrakti peludi imaju prili€no jaku antimikrobnu aktivnost koja je ucinkovita na
Gram-pozitivne bakterije, na primjer na Staphylococcus aureus, i na Gram-negativne bakterije
kao sto je Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa te na gljive kao
sto je Candida albicans. Odgovornost za ovu aktivnost lezi u flavonoidima i fenolnim

kiselinama, ali i masne kiseline i fitosteroli sudjeluju u procesu unistavanja mikroorganizama?®.
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2.5. Hidrogelovi s peludi

Jo$ uvijek nema dovoljno studija o hidrogelovima s peludi. U jednom istrazivanju iz 2015.
godine sintetiziran je hidrogel s akrilnom matricom modificiran pceljinom peludi te je
razmatran potencijal upotrebe modificiranog hidrogela u biomedicinske svrhe. Akrilni
hidrogelovi ve¢ se koriste kao materijali za zavoje, a daljnja bi se ispitivanja trebala usredotociti
na prednosti dodavanja peludi u matrice hidrogela. Ocekuje se da bi tako modificirani zavoji
imali protuupalna i antisepticka svojstva, a takoder bi ubrzali vrijeme cijeljenja rane. U
spomenutoj studiji, analizom SEM fotografija peludi uoceno je da povrSina peludi nije glatka i
na njoj se nalaze pore. Zbog toga se, kako je bilo i o¢ekivano, postiglo relativno dobro prianjanje
matrice akrilnog hidrogela na takvu povrSinu. Svojstva bubrenja akrilnog hidrogela nisu se
znacajno promijenila dodatkom peludi. Stoga postoji velik potencijal da se hidrogel modificiran
peludi mozZe koristiti u istim primjenama kao i nemodificirani hidrogel. Stabilnost dobivenih
hidrogelova modificiranih peludi, ispitana je pH mjerenjima tijekom 32 dana inkubacije u
odredenim tekuc¢inama. Provedena pH myjerenja tijekom inkubacije pokazuju znacajne
promjene pH vrijednosti samo prva Cetiri dana. Nisu nastupile znacajne promjene u pH u
modificiranim hidrogelovima prilikom inkubacije tijekom duljeg vremenskog razdoblja Sto
potvrduje da se matrica hidrogela ne bi razgradila u uvjetima tipicnim za biomedicinske

primjene3,

U jednoj drugoj studiji?! iz 2021., takoder je razmatran utjecaj peludi na svojstva dobivenog
materijala. Proizveden je nano-strukturirani vlaknasti mat od natrijevog alginata i poli(vinil-
alkohola) s pcelinjom peludi. Zbog povoljnih svojstava peludi 1 biokompatibilnosti alginata,
ovaj materijal ima potencijal za upotrebu u razli¢itim medicinskim primjenama. U pripremi je
kao otapalo koristena voda $to je pokazalo da se pelud moze inkapsulirati u nanovlakna na bazi
alginata bez upotrebe Stetnih otapala pa takav pristup nema negativnih posljedica za ljudsko
zdravlje 1 ekoloski je prihvatljiv. Viskoznost otopine povecavala se kako se povecavala
koncentracija peludi §to moZe biti posljedica stvaranja vodikovih veza izmedu peludi i smjese
polimera SA/PVA. Prisutnost peludi u SA/PVA otopini povecala je vodljivost otopine. SEM
slike pokazale su da povrsina SA/PVA nanovlakana s peludi ima nekoliko defektnih struktura
s prosjecnim promjerom od oko 100 nm. Si¢uSna vlakna i vrlo porozna struktura nanovlakana
prednost su u medicinskim primjenama kao S$to su zavoji za rane i implantati. Zbog ovih
znacajki, nanovlakna mogu oponasati izvanstanicnu matricu normalne koze ili tkiva i pomo¢i
U promicanju rasta i Sirenja stanica. DSC termogram pokazao je da je dodavanje pcelinje peludi

u otopinu SA/PVA polimera izazvalo znacajnu promjenu u temperaturi staklastog prijelaza.
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Moze se pretpostaviti da je pelud smanjila pokretljivost segmenata polimera, a nefleksibilne
skupine povecéale su stakliSte nanovlaknastog materijala. Stvaranje vodikovih veza izmedu
pcelinje peludi i SA/PVA uzrokuje poboljSanje kompaktnosti i pravilnosti polimernih lanaca.
Ova studija pokazuje kako se ekoloski prihvatljivi nanovlaknasti materijali s peludi mogu
dizajnirati za upotrebu u Sirokom rasponu podrucja, uklju¢ujuéi medicinske primjene kao Sto

su zavoji za rane. Medutim, ove je materijale potrebno detaljnije istraziti.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

e Poli(vinil-alkohol), PVA, (C2H40)n, molekulska masa = 22 000, viskoznost (20 °C, 4
% vode) = 5,0-6,0 mPas, stupanj hidrolize = min 98 %, gubitak nakon suSenja = max 5
% (BDH Prolabo, Velika Britanija)

e Natrijev alginat, SA, NaCe¢H-Os, viskoznost = niska (Alfa Aesar GmbH & Co. KG,
Njemacka)

e Pelud ,,Cvjetni prah TikveSko blago®, sastojci = cvjetni prah (pelud) 100 % (ekoloski
uzgoj) (PTO Lidera, Hrvatska)

e Razblazeni etanol (Aethanolum Dilutum 70 % V/V), CH3CH>OH (Gradska ljekarna
Zagreb, Galenski laboratorij, Hrvatska)

e FizioloSka otopina, NaCl 0,9 % (B. Braun Adria d.o.o., Hrvatska)

e Destilirana voda, H2O (Meteor d.d. Bakovo, Hrvatska)

3.2. Priprema hidrogelova

U sklopu ovog diplomskog rada, pripremljene su tri vrste hidrogela: hidrogel bez peludi,

hidrogel s 5 % procis¢ene peludi te hidrogel s 5 % neprociscene peludi. Kao b

aza za sve tri vrste hidrogela, koriSteni su praskasti poli(vinil-alkohol) i natrijev alginat (slika
11), u omjeru 10:1, dok se kao otapalo Koristila destilirana voda. Kao dodatak koristila se

proc¢is¢ena i neproc¢iS¢ena pelud (slika 12).

Koristeno je sljedece laboratorijsko posude i pribor: magnetna mijesalica s grijanjem, vodena
kupelj, laboratorijske CaSe, satno stakalce i folija za poklapanje CaSe, magnet za mijeSanje,
menzura, plasti€ne posudice za zamrzavanje hidrogelova, zastitne rukavice 1 zaStitne naocale.
Zastitne rukavice na rukama, posudice u kojima ¢e se oblikovati hidrogelovi, kao i sav pribor
za rukovanje hidrogelovima (Zli¢ice, pincete itd.) prije upotrebe je bilo potrebno prebrisati

vatom uronjenom u medicinski alkohol.

Nekoliko dana prije same pripreme hidrogelova, proveden je postupak procis¢avanja peludi.
Na 10 g peludi dodano je 100 mL medicinskog alkohola, razblazenog etanola (70 % V/V).

Suspenzija je postavljena na magnetnu mijesalicu da se mijesa 90 minuta na sobnoj temperaturi.
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Nakon isteka zadanog vremena, suspenzija je prelivena na ravnu plohu (tanjur) i prekrivena

poklopcem s rupicama te je ostavljena stajati nekoliko dana da se osusi.

Slika 11. Komponente za pripremu hidrogelova: poli(vinil-alkohol) (lijevo)

i natrijev alginat (desno)

Slika 12. Neprociséena pelud (lijevo) i pro¢is¢ena pelud (desno)

Postupak pripreme hidrogelova bio je sljedeci: na pocetku je bilo potrebno zagrijati otapalo,
destiliranu vodu, na 95 °C. Nakon postizanja navedene temperature vode, u nju su stavljeni
izvagani poli(vinil-alkohol) i natrijev alginat. Provedeno je mijeSanje na magnetnoj mijeSalici
brzinom 250 o/min* na 95 °C da se PVA i Na-alginat u potpunosti otope §to je vremenski
trajalo oko 45 minuta (slika 13a). Nakon toga je iz otopine izvaden magnet pomoc¢u magnetnog

Stapica, a otopina je podijeljena na dva dijela:

a) 1/3 ukupnog volumena vruée otopine odmabh je izlivena u prikladne posudice (slika 13b),
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b) 2/3 ukupnog volumena ostavljene su da se ohlade do sobne temperature. Zatim se na
mijesalici umijesalo toliko procis¢ene/neprocisc¢ene peludi tako da njen udio u hidrogelu bude

5 mas % (slika 13c). Nastala suspenzija potom je takoder izlivena u posudice.

Pripremljene otopine u posudicama prikazane su na slici 13d, a njihov sastav dan je u tablici 1.

d) -

Slika 13. Postupak pripreme hidrogelova: a) otapanje PVA i Na-alginata u destiliranoj vodi,
b) izlijevanje vruce otopine u posudice, ¢) umjeSavanje peludi, d) posudice s pripremljenim

otopinama (bez peludi, s pro¢is¢enom peludi i s neprocis¢enom peludi)

Tablica 1. Sastav pripremljenih hidrogelova

OZNAKA BAZA HIDROGELA OTAPALO DODATAK
N i o
hidrogel 1 15 g PVA ' 1,5 g Na 150 mL destilirane /
alginata vode

. 15 gPVA+ 1,5 gNa- 150 mL destilirane | 5 mas % prociséene
CEpeE alginata vode peludi (8,325 g)
hidrosel 3 15 gPVA+ 1,5 gNa- 150 mL destilirane | 5 mas % neprocis¢ene

1droge alginata vode peludi (8,325 g)
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Geliranje hidrogelova provedeno je fizikalnim putem, ciklusima zamrzavanje/odmrzavanje.
Posudice su prvo stavljene su zamrziva¢ (T = -18 °C) na 3 h, nakon ¢ega su izvadene iz
zamrzivaCa te ostavljene stajati 6 h na sobnoj temperaturi. Ciklus zamrzavanje 3 h /
odmrzavanje 6 h ponovljen je jo§ 5 puta. Dakle, provedeno je ukupno 6 ciklusa
zamrzavanje/odmrzavanje. Nakon 6 ciklusa, posudice s formiranim hidrogelovima ostavljene

su u hladnjaku sve do provodenja karakterizacije hidrogelova.

3.3. Karakterizacija hidrogelova i peludi

Nakon $to su hidrogelovi pripremljeni postupkom zamrzavanja i odmrzavanja (slika 14),
provedena je njihova karakterizacija, i to: odredivanje sadrzaja vode u hidrogelu susenjem,
bubrenje hidrogela u vodi i u fizioloskoj otopini, FTIR spektroskopija, odredivanje vodljivosti
hidrogela, snimanje mikroskopom, odredivanje antimikrobnih svojstava, pracenje pojave
plijesni na hidrogelu, ispitivanje zacjeljivosti, pradenje gubitka vode i regeneracija hidrogela,

te odredivanje mehanickih svojstava (tvrdo¢a, lomno produljenje)

Na cistoj peludi provedena je FTIR spektroskopija, snimanje mikroskopom te odredivanje

antimikrobnih svojstava.
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Slika 14. Pripremljeni hidrogelovi nakon 6 ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja u kalupima:

a) u kvadratnim posudicama, b) u posudicama u obliku epruveta za mehanicka ispitivanja
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3.3.1. SuSenje hidrogelova

Susenje hidrogelova provodilo se pri 100 °C u susioniku Memmert u trajanju od 24 h (slika 15).
Mijerila su se tri uzorka svakog hidrogela. Uzorci su najprije izvagani te su potom stavljeni na
Petrijevu zdjelicu i zatim u suSionik. Nakon 24 h, uzorci su ohladeni na sobnu temperaturu te

Su ponovno izvagani.

Slika 15. SuSionik Memmert

3.3.2. Bubrenje hidrogelova

Bubrenje hidrogelova provodilo se u destiliranoj vodi i u 0,9 % NaCl fizioloskoj otopini. Za
odredivanje stupnja bubrenja u svakoj od tekucina, provedena su tri mjerenja za svaki hidrogel.
Uzorci su najprije izvagani te su potom pojedinacno stavljeni u ¢ase, u koje je dodano 30 mL
destilirane vode, odnosno 30 mL fizioloske otopine. Case su bile zatvorene aluminijskom
folijom. Vaganje je slijedilo nakon 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 i 240 min te nakon 24 h. Prije
svakog vaganja, uzorci su bili obrisani papirnatim ru¢nikom kako bi se uklonio viSak tekuéine

s njihove povrsine.

3.3.3. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR)

FTIR spektri snimljeni su za dobivene hidrogelove, pro¢is¢enu i neprocis¢enu pelud te za Cisti
poli(vinil-alkohol) i natrijev-alginat, na spektrofotometru Spectrum One Perkin Elmer (slika

16). Koristena je ATR komora, mjerno podruéje bilo je izmedu 4000 i 650 cm™, a spektralna
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rezolucija 4 cm™. Prethodna priprema uzoraka nije bila potrebna. Kao rezultat mjerenja, na

racunalu su dobiveni FTIR spektri.

'

- |
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Slika 16. FTIR spektrometar Spectrum One (Perkin Elmer)

3.3.4. Odredivanje vodljivosti hidrogelova

Elektrokemijska mjerenja provedena su na svjeze pripremljenim hidrogelovima dobivenima
nakon ciklusa zamrzavanja | odmrzavanja. Vodljivost hidrogelova odredena je
elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijom (EIS). Elektrokemijska impedancijska
spektroskopija (EIS) pouzdana je i nedestruktivna metoda pogodna za mjerenja u
elektrokemijskim sustavima. Na pocetku je svaki uzorak hidrogela bilo potrebno izrezati tako
da ima Sto ravniju povrSinu kako bi se Sto bolje mogla odrediti vodljivost. Zatim su izrezanim
uzorcima bile izmjerene dimenzije. Za svaki uzorak, provedena su dva mjerenja (kada se
rezultati ne bi blisko poklapali, bilo je potrebno raditi i tre¢ce mjerenje). Raspon frekvencija
prilikom mjerenja bio je izmedu 0,01 i 100 000 Hz. Aparatura za mjerenje vodljivosti (slika 17)
sastoji se od potenciostata PalmSens4 spojenog kablovima s ra¢unalom (racunalni program
PSTrace 5.7) i s tri elektrode — radnom, referentnom i protuelektrodom. Mijerenja su se
provodila na dva nacina, izmedu gumene plo€ice spojene s referentnom elektrodom i bakrene
plocice koja predstavlja radnu elektrodu te izmedu dvije gumene ploc¢ice spojene s elektrodama

(radnom i referentnom).
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Slika 17. Aparatura za elektrokemijsko ispitivanje vodljivosti hidrogelova:

1) potenciostat PalmSens4, 2) racunalo — softver PSTrace, 3) elektrode (a —radna, b —

referentna, ¢ — protuelektroda), 4) uzorak — hidrogel, 5) skalpel za rezanje uzorka, 6) ravnalo

3.3.5. Snimanje svjetlosnim mikroskopom

Morfologija proc¢is¢ene i neprocis¢ene peludi, hidrogela bez peludi i hidrogela s proc¢is¢enom
peludi pracena je primjenom svjetlosnog mikroskopa Olympus BX50 DP10, spojenog s
digitalnom kamerom koja je povezana s racunalom (slika 18). Snimljeni podaci obradeni su
raunalnim programom Stream Essentials. Uzorak je nanesen na staklenu plocicu te je

snimljena slika suhog uzorka i uzorka u kapljici vode, pri uvec¢anjima 100 i 400 puta.
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Slika 18. Svjetlosni mikroskop s digitalnom kamerom Olympus BX50 DP10

3.3.6. Odredivanje antimikrobnih svojstava hidrogelova i peludi

Antimikrobna svojstva hidrogelova i prociséene peludi ispitana su Kirby-Bauer disk
difuzijskom metodom. Osnovni princip te metode difuzija je uzorka (obi¢no je to disk od filter
papira natopljenog uzorkom), za koji se pretpostavlja da ima antimikrobna svojstva, u krutu
hranjivu podlogu na koju je postavljen, u kojoj se nalaze bakterijska ili gljivicna kultura. Ako
je bakterija ili gljivica osjetljiva na uzorak (lijek), ona nece rasti u zoni difuzije, tj. u zoni gdje
je uzorak inhibirao njihov rast. Ta se zona naziva zona inhibicije i oCitava se u mm
milimetarskim mjerilom. Sto je promjer zone §iri, bakterijska ili gljivi¢na vrsta vise je osjetljiva
na uzorak, i obrnuto. Na poc¢etku eksperimenta, dodatkom odabranih kultura u 10 mL sterilne
demineralizirane vode, pripremljene su dvije suspenzije: suspenzija mjeSovitih bakterijskih i
suspenzija mjesSovitih gljiviénih kultura. Od bakterija su se koristile dvije bakterijske vrste —
Bacillus subtilis (gram-pozitivna bakterija) i Pseudomonas aeruginosa (gram-negativna
bakterija) dok su se od kulture gljiva koristile Candida lipolytica (kvasac) i Aspergillus niger
(plijesan) (slika 19). Sterilnom tehnikom rada 1 mL suspenzije kulture mikroorganizama
preneseno je u sterilne Petrijeve zdjelice na prethodno pripremljenu hranjivu podlogu, Mueller-
Hintonov agar. Uzorak svakog hidrogela postavljen je u sredinu Petrijeve zdjelice dok se
prociS¢ena pelud rasporedila na 4 nacina (disk od filter papira natopljen peludi, utor sa suhom
peludi, utor s ve¢om koli¢inom peludi u kapljici vode te utor s manjom koli¢inom peludi u
kapljici vode). Postupak je ukratko prikazan na slici 20. Petrijeve zdjelice zatim su postavljene

u obrnutom polozaju u termostat (T ~ 28 °C za kulturu gljiva, T ~ 37 °C za kulturu bakterija)
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na inkubaciju od 24 i 48 h, nakon Cega su Petrijeve zdjelice izvadene iz termostata. Sve

promjene zabiljezene su i fotografirane te je izmjerena potencijalna zona inhibicije.

|
eyl hllm i

Slika 19. Dvije bakterijske vrste, Bacillus subtilis i Pseudomonas aeruginosa, i dvije gljiviéne
vrste, Candida lipolytica (kvasac) i Aspergillus niger (plijesan), slijeva nadesno na fotografiji

d)

Slika 20. Postupak odredivanja antimikrobnih svojstava: a) sterilizacija pribora, b) uzimanje
Ciste bakterijske kulture za suspenziju, ¢) homogenziacija suspenzije na vortex mikseru, d)
nasijavanje suspenzije na hranjivu podlogu, e) nanoSenje suspenzije ravnomjerno Stapi¢em u

obliku trokuta, f) postavljanje uzorka na povrsinu nasijane podloge
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3.3.7. Pracenje pojave plijesni na hidrogelovima

Komadi¢ hidrogela pincetom je stavljen u sterilnu posudicu koja je potom smjestena u hladnjak.
Pracena je pojava plijesni, hidrogel je fotografiran otprilike svakih mjesec dana tijekom izrade

diplomskog rada.

3.3.8. Ispitivanje zacjeljivosti hidrogelova

Po jedan uzorak svakog hidrogela, prepolovljen je skalpelom, zatim su polovice stavljene u
sterilnu posudicu na na¢in da budu spojene pa u zamrzivac. Isto je ponovljeno jo§ jednom, samo

su posudice stavljene u hladnjak. Pratilo se hoce li hidrogel zacijeliti.

3.3.9. Odredivanje mehanickih svojstava hidrogelova

Prekidna ¢vrstoca i lomno produljenje ispitani su na uredaju ZWICK Testing Machine. Uzorci
su bili duljine 100 mm 1 Sirine 10 mm, a mjerenje je provedeno brzinom istezanja 30 mm/min

pri sobnoj temperaturi.

Tvrdoc¢a hidrogelova nije se mogla odrediti jer su hidrogelovi u improviziranim posudicama

bili predebeli i premekani te su se raspali prilikom vadenja iz posudica.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odredivanje sadrZaja vode u hidrogelu suSenjem

Sadrzaj (udio) vode u hidrogelu odreden je gravimetrijski susenjem uzoraka u suSioniku na 100
°C u trajanju od 24 h. IzraZen je kao srednja vrijednost tri mjerenja. Na slici 21 prikazani su

uzorci jednog od pripremljenih hidrogelova prije i poslije 24 h susenja.
Sadrzaj vode odreden je u svim pripremljenim hidrogelovima, a racuna se prema izrazu:

mprije susenja ~ mposlije susenja

sadrzaj vode, % =

+100 %

mprije susenja
Primjer racuna:

(1,8306 — 0,2412) g

. . o —
sadrzaj vode, % 18306 g

100 % = 86,82 %

Rezultati mjerenja udjela vode u pripremljenim hidrogelovima dani su u tablici 2.

Tablica 2. Udio vode u pripremljenim hidrogelovima

HIDROGEL bez peludi s pro¢iSéenom peludi
masa prije suSenja /g | 1,8306 | 2,1394 | 2,7662 | 0,9894 | 0,9001 | 1,1831
ESE FER[Jo 4% Lt 02412 | 02914 | 03534 | 01923 | 0,1949 | 0.2209
suSenja/g
udio vode / % 8682 | 8638 | 8722 | 8056 | 7835 | 81,33
udio vode / % 86,81 80,08

s neprociS¢enom peludi

HIDROGEL

masa prije suSenja /g | 0,4745 | 0,8829 | 0,6425
masa poslije 24 h 0,1938 | 0,2593 | 0,2226
suSenja /g

udio vode / % 59,16 | 70,63 65,35
udio vode / % 65,05
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Rezultati pokazuju da najveéi sadrzaj vode ima hidrogel bez peludi, a najmanji hidrogel s

neprocis¢enom peludi.

Sadrzaj vode u hidrogelovima opcenito moze varirati u vrlo Sirokom rasponu, od 30 % pa do
vise od 99 % ukupne mase!. Sadrzaj vode moze se mijenjati uslijed bubrenja/skupljanja pod
utjecajem vanjskih uvjeta, kao $to su temperatura, pH, ionska jakost, priroda otapala itd.3*.
Hidrogelovi prolaze kroz znacajnu promjenu volumena ili mase zbog promjene ukupnog

sadrzaja vode™.

Voda u hidrogelu moze biti u razli¢itim stanjima: jako vezana (engl. strongly bound water —
SBW) ili slabo vezana (engl. weakly bound water — WBW) za polimernu mrezu dok se odredena
koli¢ina ponasa kao slobodna (nevezana) voda (engl. non-bound water — NBW). Pokazalo se da

koli¢ina slabo vezane vode najvise ovisi o strukturi 1 veli¢ini otvora polimerne mreze, dok na

34

sadrzaj jako vezane vode uglavnom utjece kemijska struktura mreze

Slika 21. Uzorci hidrogela s nepro¢is¢enom peludi: a) prije susenja, b) poslije 24 h suSenja

Opcenito, kako se ukupni sadrzaj vode u hidrogelu povecava, udio slobodne vode raste dok
udio vezane vode opada. Svaki dodatak hidrofilnih skupina u hidrogelni sustav rezultira
smanjenjem ukupnog sadrzaja vode, buduci da se smanjuje sadrzaj slobodne vode zbog vezanja

hidrofilnih skupina s molekulama vode®®.
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Kao hidrofilni polimer, PVA sadrzi mnogo hidrofilnih —OH skupina, koje mogu lako formirati

vodikove veze sa slobodnim molekulama vode®.

Kod hidrogelova s peludi, osim poli(vinil-alkohola) i natrijevog alginata, prisutna je i pelud.
Hidrogelovi su pripremljeni u istim posudicama kao i hidrogelovi s peludi. U istom je volumenu
prisutno manje mjesta koja moze zauzeti slobodna voda. To je moguce objasnjenje zasto

hidrogelovi s peludi imaju manji sadrzaj vode od hidrogela bez peludi.

4.2. Odredivanje ravnoteznog stupnja bubrenja

Stupanj bubrenja hidrogelova odreden je nakon bubrenja uzoraka na sobnoj temperaturi u
destiliranoj vodi iu 0,9 % NaCl fizioloSkoj otopini, u periodu od 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210
i 240 min te 24 h. Za svaki uzorak hidrogela, stupanj bubrenja izrazen je kao srednja vrijednost

tri mjerenja.
Stupanj bubrenja ra¢una se prema izrazu:

mposlije bubrenja — mprije bubrenja

stupanj bubrenja (@), % = -100 %
mprije bubrenja
Primjer racuna (za hidrogel bez peludi poslije 30 min bubrenja):
) _ 0,9091g—-0,8091¢g
stupanj bubrenja (a), % = +100% = 12,36 %

0,8091¢g
Rezultati svih mjerenja prikazani su graficki na slikama 22-27 te tabli¢no u tablici 3.

Tablica 3. Stupanj bubrenja hidrogelova u destiliranoj vodi i u fiziolo§koj otopini

HIDROGEL bez peludi

MEDIJ ‘ destilirana voda fiziolo$ka otopina

masa prije bubrenja /g 0,8091 | 0,8110 | 0,6318 | 0,5628 | 0,9044 | 1,0093

masa poslije 30 min bubrenja/g | 0,9091 | 0,9074 | 0,7660 | 0,7098 | 1,0136 | 1,0461

masa poslije 60 min bubrenja/g | 0,9373 | 0,9387 | 0,7945 | 0,7363 | 1,0301 | 1,0472
masa poslije 90 min bubrenja/g | 0,8932 | 0,9461 | 0,8057 | 0,7372 | 1,0424 | 1,0424
masa poslije 120 min bubrenja/g | 0,9567 | 0,9442 | 0,8197 | 0,7414 | 1,0806 | 1,0334
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masa poslije 150 min bubrenja /g | 0,9599 | 0,9461 | 0,7804 | 0,7290 | 1,0422 | 1,0306
masa poslije 180 min bubrenja/g | 0,9419 | 0,9242 | 0,7644 | 0,7179 | 1,0284 | 1,0249
masa poslije 210 min bubrenja/g | 0,9388 | 0,9182 | 0,7662 | 0,7221 | 1,0302 | 1,0279
masa poslije 240 min bubrenja/g | 0,9412 | 0,9178 | 0,7573 | 0,7177 | 1,0266 | 1,0240
masa poslije 24 h bubrenja /g 0,9461 | 0,9316 | 0,7465 | 0,7196 | 1,0451 | 1,0632
ravnoteZni stupanj bubrenja / % 16,25 | 12,75 | 20,25 | 27,50 | 13,50 1,50

ravnotezni stupanj bubrenja / % 16,42 14,17

HIDROGEL s procis¢enom peludi

MEDIJ destilirana voda fizioloSka otopina

masa prije bubrenja /g 1,2610 | 1,1382 | 1,3576 | 1,0437 | 1,2806 | 1,0532
masa poslije 30 min bubrenja/g | 1,5029 | 1,3542 | 1,5987 | 1,2489 | 1,4530 | 1,2056
masa poslije 60 min bubrenja/g | 1,6443 | 1,3989 | 1,7193 | 1,3267 | 1,5430 | 1,2661
masa poslije 90 min bubrenja/g | 1,6963 | 1,5284 | 1,8036 | 1,3609 | 1,6040 | 1,2700
masa poslije 120 min bubrenja/g | 1,7663 | 1,6149 | 1,8901 | 1,4182 | 1,6486 | 1,3149

masa poslije 150 min bubrenja/g | 1,7927 | 1,6559 | 1,9602 | 1,4338 | 1,6817 | 1,3041
masa poslije 180 min bubrenja/g | 1,8132 | 1,6719 | 1,9903 | 1,4364 | 1,7039 | 1,3032

masa poslije 210 min bubrenja/g | 1,8494 | 1,7080 | 2,0343 | 1,4629 | 1,7365 | 1,3062

masa poslije 240 min bubrenja/g | 1,8598 | 1,7371 | 2,0615 | 1,4669 | 1,7470 | 1,3078
masa poslije 24 h bubrenja / g 1,8745 | 1,7548 | 2,0811 | 1,4898 | 1,8293 | 1,2835

ravnotezni stupanj bubrenja / % 47,50 | 52,50 | 51,50 | 40,00 | 35,50 | 24,50

ravnotezni stupanj bubrenja / % 50,50 33,33

HIDROGEL s neprocis¢enom peludi

MEDIJ destilirana voda fiziolo$ka otopina

masa prije bubrenja/ g 1,5881 | 1,6100 | 1,5159 | 1,4802 | 1,1753 | 1,8056

masa poslije 30 min bubrenja/g | 1,8873 | 1,9328 | 1,8967 | 1,7669 | 1,4191 | 2,0421

masa poslije 60 min bubrenja/g | 2,0543 | 2,1195 | 2,0841 | 1,9017 | 1,5151 | 2,1441

masa poslije 90 min bubrenja/g | 2,1742 | 2,2243 | 2,2137 | 1,9849 | 1,5834 | 2,2339
masa poslije 120 min bubrenja/g | 2,2657 | 2,3139 | 2,3088 | 2,0469 | 1,6181 | 2,2985

masa poslije 150 min bubrenja/g | 2,3267 | 2,3591 | 2,3543 | 2,0886 | 1,6182 | 2,3549

masa poslije 180 min bubrenja/g | 2,3875 | 2,4008 | 2,3851 | 2,1083 | 1,6541 | 2,3842
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masa poslije 210 min bubrenja/g | 2,4215 | 2,4084 | 2,4013 | 2,1383 | 1,6647 | 2,4061
masa poslije 240 min bubrenja/g | 2,4391 | 2,4180 | 2,4115 | 2,1427 | 1,6697 | 2,4227
masa poslije 24 h bubrenja /g 2,3266 | 2,2742 | 2,1807 | 2,0195 | 1,5596 | 2,3776
ravnoteZni stupanj bubrenja / % 58,50 | 51,50 | 62,50 | 46,50 | 43,50 | 35,00
ravnotezni stupanj bubrenja / % 57,50 41,67
0,30
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Slika 22. Ovisnost stupnja bubrenja o vremenu, o = f(t), za hidrogel bez peludi u destiliranoj

vodi

——1. mjerenje

2. mjerenje

3. mjerenje

Slika 23. Ovisnost stupnja bubrenja o vremenu, « = f(t), za hidrogel bez peludi u fizioloskoj

otopini
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Slika 24. Ovisnost stupnja bubrenja o vremenu, o = f(t), za hidrogel s pro¢is¢enom peludi u
destiliranoj vodi
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Slika 25. Ovisnost stupnja bubrenja o vremenu, a = f(t), za hidrogel bez peludi u fizioloskoj

otopini
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Slika 26. Ovisnost stupnja bubrenja o vremenu, a = f(t), za hidrogel s nepro¢is¢enom peludi u

destiliranoj vodi
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Slika 27. Ovisnost stupnja bubrenja o vremenu, o = f(t), za hidrogel s nepro¢is¢enom peludi u

fizioloskoj otopini
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Kinetika bubrenja hidrogela, kao i sposobnost sorpcije vode, ovise 0 njegovoj poroznosti. Pore
su u hidrogelu medusobno povezane, a takve strukture, nalik kanalima, mogu kapilarnim
djelovanjem preuzeti vodenu fazu u matricu. Kao rezultat toga, bubrenje se postize brzom

difuzijom otapala u matricu®®.

Suprotno rezultatima suSenja, iz rezultata bubrenja vidljivo je da najveéi stupanj bubrenja ima
hidrogel s neprocis¢enom peludi. Najmanji stupanj bubrenja ima hidrogel bez peludi. Hidrogel
s neproc¢is¢enom peludi moze primiti najviSe vode prilikom bubrenja, dok sam sadrzi najmanje

slobodne vode.

Peludna zrnca imaju jaku hidraulicku vodljivost, koja potjece od velike gusto¢e negativnih
naboja na sporopoleninu®’ §to je vazno u procesu oprasivanja jer negativno nabijena pelud
privladi pozitivni naboj na tijelima péela koje slije¢u®®. U kontaktu s vlagom, &ini se vjerojatnim
da dolazi do formiranja vodenih kanala koja vode vlagu kroz hidrofobni lipidni matriks
peludnog omotaca u unutraS$njost peludnog zrna. Za to su zasluzne skupine proteina, koje su,
iako su prisutne u lipidnom matriksu, relativno polarne pa i hidrofilne?®. Uz to, preostali
hidrofilni sloj intina omogucuje vodi da lako prodre u Suplja zrnca peludi §to moze dovesti do

njihovog brzog napuhivanja. Prosje¢na se veli¢ina peludnih zrna tijekom bubrenja povecava, a

.....

Bubrenje je opcenito bolje u vodi nego u fizioloskoj otopini Sto je 1 ocekivano. Molekule vode
mogu lakse prodrijeti u unutrasnjost hidrogela od otopine NaCl-a. Nema prepreke ulasku

molekula vode u hidrogel jer one nisu nabijene3.

4.3. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR)

Uzorci pripremljenih hidrogelova te PVA i pelud okarakterizirani su infracrvenom
spektroskopijom s Fourierovom transformacijom (FTIR). Kao rezultat analize, dobiveni su
FTIR spektri (slike 28-30) koji prikazuju ovisnosti transmitancije (% T) o valnom broju (cm™).

Na spektrima su vidljive karakteristicne apsorpcijske vrpce pri odredenim valnim brojevima.

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom temelji se na medudjelovanju
infracrvenog (IR) zracenja s uzorkom pri ¢emu dolazi do apsorpcije IR zracenja onih valnih
duljina (energija) koje odgovaraju energijama vibracija atoma u uzorku (ovisno o vrsti veze i

karakteristi¢nim skupinama u strukturi uzorka)®.
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Slika 28. Prikaz FTIR spektara pripremljenih hidrogelova

Usporedbom spektara svih pripremljenih hidrogelova, vidljivo je da su dosta sli¢ni. Siroka i
intenzivna vrpca na = 3300 cm !, vidljiva kod svih uzoraka, odgovara istezanju -OH skupina iz
vode i poli(vinil-alkohola)®. Vrpce slabog intenziteta na =~ 2950 cm™ karakteristine su
vibracije istezanja C—H skupina u PVA*. Ostre i intenzivne vrpce na 1639 cm™ posljedica su
vibracija asimetri¢nih istezanja —COO skupina iz alginata*! te istezanja C=0 skupina iz PVA?*,
preostalih nakon sinteze iz poli(vinil-acetata). Vrpca na =~ 1415 cm? predstavlja vibracije
simetri¢nih istezanja -COO skupine iz alginata®*®#!, Vrhovi izmedu 1050 i 1150 cm™ indikator
su za PVA®,
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Slika 29. Prikaz FTIR spektara neproci§éene i pro¢iséene peludi

Tipicni FTIR spektar peludi karakterizira Siroka apsorpcijska vrpca uoCena u spektralnom
rasponu od 3600 do 3000 cm™ (s maksimumom na 3289 cm?), koja se moZe pripisati
vibracijama istezanja N-H skupina iz proteina te vibracijama istezanja O-H skupina iz
ugljikohidrata (glukoza, fruktoza i saharoza) i vode. Ostre vrpce na 2925 cm™ i 2849 cm*
odgovaraju C—H istezanju (alifatske C—H skupine) i mogu se opisati kao nespecifi¢ni IR signali
jer mogu biti povezani s molekulskim vibracijama brojnih komponenata peludi kao §to su lipidi,

masne kiseline, ugljikohidrati, celuloza i druge dugolanéane strukture*?,

Apsorpcijska vrpca na 1735 cm? javlja se prvenstveno zbog istezanja karbonilne skupine C=0
iz esterske veze komponenata na bazi lipida. U podrucju izmedu 1550 i 1680 cm™ dolazi do
preklapanja nekoliko vibracijskih vrpci povezanih s lipidima, proteinima i vodom. Za lipide su
karakteristi¢ne vrpce izmedu 1610 i 1550 cm™ koje predstavljaju COO- asimetri¢no istezanje
(RCOO —skupina). Vibracijska istezanja C=C skupina iz lipida javljaju se izmedu 1680 i 1600
cm™. Ovi se poloZaji takoder mogu pripisati vibracijama istezanja C=0 i C-N skupina iz
primarnih amida iz proteinskih frakcija peludi. Vrpca na oko 1645 cm™! takoder pripada

molekulskim vibracijama vode, konkretnije H-O—H deformacijskim vibracijama®:.
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Vrpce slabijeg intenziteta, koje se javljaju na ~ 1545 i ~ 1515 cm?, pripisuju se istezanjima
C=C aromatskih struktura, prvenstveno lipidnih. Vrpce sekundarnih amida iz proteina izmedu
1510 i 1580 cm™?, koje predstavljaju vibracije savijanja N—H skupina i vibracije istezanja C—N

skupina, preklapaju se s istezanjima C=C skupina*®.

Spektralno podrucje izmedu 1490 i 1190 cm™ sadrZi niz vrpci slabijeg intenziteta koje se
prvenstveno pripisuju proteinima i Se¢erima. Apsorpcijske vrpce koje imaju maksimum na oko
1440 i 1375 cm™ mogu se povezati s vibracijama istezanja COO boénog lanca proteina dok se
podrugje oko 1235 cm™ sastoji od vrpci istezanja C—N, savijanja N-H, istezanja C-O i savijanja
O=C—N skupina iz tercijarnih amida. U ovom se spektralnom podru¢ju spomenute vrpce
povezane s proteinima preklapaju s manje intenzivnim vibracijama Secera: slabe vrpce s
maksimumom na oko 1440 i 1375 cm™ pripisuju se i C-O—H deformaciji glukoze, odnosno

fruktoze, dok se vrpca na oko 1235 cm™ pojavljuje zbog CH; savijanja glukoze*:,

Slaba apsorpcijska vrpca opazena na oko 1150 cm™ moZe se pripisati vibracijama istezanja C—
O veza najzastupljenijih Secera u peludi, glukoze i fruktoze, kao 1 deformacijskim vibracijama

C—H i N-H aromatskih struktura povezanih s proteinima®.

Najistaknutije apsorpcijske vrpce na spektrima peludi vidljive su na 1048 i 1028 cm™. One se
pripisuju brojnim preklapaju¢im signalima Secera i proteina, konkretnije rastezljivim C-O
vibracijama s maksimumom na 1048 cm™ za fruktozu te 1028 cm™ za glukozu, kao i N-H i C-
H deformacijskim vibracijama iz proteina. Manje intenzivna apsorpcija koja se nalazi na oko

980 cm™ poznata je kao karakteristi¢na vrpca saharoze povezana s glikozidnom vezom*®,
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Slika 30. Prikaz FTIR spektara PVA i pro¢is¢ene peludi

Promatranjem slike 30, na kojoj su zajedno prikazani FTIR spektri poli(vinil-alkohola) i
proc¢is¢ene peludi, moze se uociti sli¢nost izmedu spektara peludi i poli(vinil-alkohola). FTIR
spektar PVA pokazuje intenzivne vrpce na 3309, 2916 i 1054 cm™, dok su kod peludi izraZzene
vrpce na 3289, 2924, 2849, 1734, 1619 i 1048 cm™. Usporedbom spektara mogu se uoéiti vrpce
koje su zastupljene na oba spektra. Maksimum na oko 3300 cm™ odgovara vibracijama istezanja
O-H skupina koje potjecu od PVA, te od ugljikohidrata (glukoza, fruktoza i saharoza) iz peludi.
Ostra vrpca na 2924 cm™ kod peludi te vrpca na 2916 cm* kod PVA, odgovaraju C—H istezanju
(alifatske C—H skupine koje potjecu iz razli¢itih komponenata peludi te iz PVA). Vrpce na 1054
cm? kod PVA i na 1048 cm™ kod peludi pripisuju se vibracijama istezanja C—O skupina koje

potjecu od PVA te od Seéera i proteina iz peludi*®*4,

Ove sli¢nosti u spektrima poli(vinil-alkohola) i peludi u skladu su s informacijama iz literature
gdje je navedeno da se sporopolenin kod peludi moZe ve¢inom sastojati od poli(vinil-alkohola).
Sliénost u strukturi poli(vinil-alkohola) i peludi razlog je njihove kompatibilnosti i dobivanja

kompaktnih hidrogelova s peludi pripremljenih u ovom radu te njihovih dobrih svojstava.
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4.4. Odredivanje vodljivosti hidrogelova

Vodljivost pripremljenih hidrogelova ispitana je metodom elektrokemijske impedancijske
spektroskopije (EIS). Raspon frekvencija prilikom mjerenja bio je izmedu 0,01 i 100 000 Hz.
Od svakog hidrogela, uzeta su dva uzorka, odnosno provedena su dva mjerenja za pojedini
hidrogel. U obzir su uzimani samo rezultati mjerenja u kojima je kao radna elektroda koriStena
bakrena plocica dok rezultati mjerenja dvjema standardnim gumenim elektrodama koje dolaze

uz opremu aparature za EIS nisu uzeti u obzir jer su kod njih primije¢ena zna¢ajnija odstupanja.

Rezultati mjerenja prikazani su Bodeovim prikazom kao ovisnost negativne vrijednosti faznog
kuta (-6 / °) o frekvenciji (o / Hz) i kao ovisnost modula (apsolutne vrijednosti) impedancije
(1Z] 7 © cm?) o frekvenciji (slike 31-33).
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Slika 31. Bodeov prikaz: ovisnost faznog kuta o frekvenciji (lijevo) i impedancije o

frekvenciji (desno) kod hidrogela bez peludi
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Slika 32. Bodeov prikaz: ovisnost faznog kuta o frekvenciji (lijevo) i impedancije o

frekvenciji (desno) kod hidrogela s procis¢enom peludi
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Slika 33. Bodeov prikaz: ovisnost faznog kuta o frekvenciji (lijevo) i impedancije o

frekvenciji (desno) kod hidrogela s neproc¢is¢enom peludi

Iz Bodeovog prikaza ovisnosti faznog kuta o frekvenciji, moze se primijetiti da kod svih
hidrogelova fazni kut tezi k nuli pri najvi§im 1 najniZzim frekvencijama, formiraju¢i maksimum
pri srednjim frekvencijama, na oko 80°. Svaki maksimum predstavlja predstavlja pojedinu
komponentu u hidrogelu.

Iz prikaza ovisnosti modula impedancije o frekvenciji, vidljivo je da je impedancija na nizim
frekvencijama jako osjetljiva na promjene frekvencije. Na visim frekvencijama, pri otprilike
10000 Hz, krivulja se vodoravno linearno ustabili te pokazuje priblizno konstantne vrijednosti
modula impedancije ¢ija se vrijednost o¢ita s y-0si. Ta vrijednost odgovara otporu elektrolita.
U tablici 4, sumirani su mjerni podaci — otpor elektrolita dobiven kao srednja vrijednost otpora
pri najvisim frekvencijama te debljina uzoraka hidrogelova. Kako bi se dobio specifi¢ni otpor,
vrijednosti otpora elektrolita podijeljene su s debljinom uzoraka. Naposljetku se dobije
elektricna provodnost kao recipro¢na vrijednost specificnog otpora. U tablici 5, prikazani su

izraCunati specificni otpori te elektri¢na provodnost pripremljenih hidrogelova.

Tablica 4. Mjerni podaci za ra¢unanje vodljivosti hidrogelova

HIDROGEL bez peludi s prociSéenom s neprocis¢enom

peludi peludi

otpor elektrolita, | ;14759 | 105525 | 270,61 | 26605 | 35423 | 361,44
Rel / Q ecm
Sl 0,40 0,40 0,60 0,65 0,60 0,60
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Specifi¢ni otpor elektrolita racuna se prema izrazu:

Rel [-Q sz]
debljina uzorka [cm]

p [Qcm] =

Elektri¢na provodnost rac¢una se prema izrazu:

1

o [S Cm_l] = m

Tablica 5. Rezultati odredivanja vodljivosti hidrogelova

s neprociS¢enom

peludi

HIDROGEL bez peludi s pro¢iSéenom peludi

specifi¢ni otpor
elektrolita, 2768,97 2638,12 451,01 409,30 590,38 602,40
p/Qcm

el. provodnost,

/'S ot 3,61-10%(3,79-10% | 2,22-10% | 2,44- 102 | 1,69 - 102 | 1,66 103

el. provodnost,

.10 . 1073 . 103
o/ S cm 3,70 - 10 2,33 - 10 1,68 - 10

Na temelju izraCunatih vrijednosti iz tablice 5, vidljivo je da hidrogel s proc¢is¢enom peludi
pokazuje najbolje rezultate vodljivosti. Zatim slijedi hidrogel s neprocis¢enom peludi dok

hidrogel bez peludi pokazuje najlosiju vodljivost.

U ve¢ spomenutoj studiji iz 2021. godine., u kojoj je pripremljen nano-strukturirani vlaknasti
mat od natrijevog alginata i poli(vinil-alkohola) s pcelinjom peludi, pokazalo se kako je
prisutnost peludi u SA/PVA otopini povecala vodljivost otopine. Naime, pelud sadrzi zeljezo,
bakar, cink, mangan, silicij i selen te kalcij, fosfor, magnezij, natrij i kalij, koji bi mogli dovesti

21 %to rezultira pove¢anom vodljivoséu.

do povecanja ukupne koli¢ine iona u sustavu
4.5. Snimanje svjetlosnim mikroskopom

Na slikama 34-37 prikazani su hidrogel bez peludi i hidrogel s proc¢is¢enom peludi, pod
svjetlosnim mikroskopom pri uvecanju 100x. Na slikama 38-45 prikazana je prociséena i

neprociscena pelud pri uvecanju 100x 1 400x.
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Slika 34. Hidrogel bez peludi bez kapljice vode, pri uveéanju 100x

Slika 35. Hidrogel bez peludi u kapljici vode, pri uvec¢anju 100x
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Slika 37. Hidrogel s pro¢is¢enom peludi u kapljici vode, pri uvecanju 100x
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Slika 38. Procis¢ena pelud bez kapljice vode, pri uve¢anju 100x

Slika 39. Procis¢ena pelud bez kapljice vode, pri uveé¢anju 400x
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Slika 40. Procis¢ena pelud u kapljici vode, pri uvecanju 100x

Slika 41. Procisc¢ena pelud u kapljici vode, pri uvec¢anju 400x
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Slika 42. Neprocisc¢ena pelud bez kapljice vode, pri uvec¢anju 100x

Slika 43 Neprociscena pelud bez kapljice vode, pri uvec¢anju 400x
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Slika 44. Neprocisc¢ena pelud u kapljici vode, pri uveé¢anju 100x

Slika 45. Neprocis¢ena pelud u kapljici vode, pri uvecanju 400x

Svjetlosna mikroskopija moZe se koristiti za analizu izgleda 1 boje pcelinje peludi kao 1 za
identifikaciju peludnih zrnaca®. Prociséena pelud bolje je vidljiva u kapljici vode, u obliku
malih okruglih zrnaca zelenkaste, zlatnozute i svijetlozute boje. Unutar strukture hidrogela s

peludi mogu se uoditi izraZzena zrnca peludi.

Na fotografijama snimljenim svjetlosnim mikroskopom pri uveéanju 400 puta, moze se uociti

da su zrnca neproc¢is¢ene peludi ovalnog oblika te su vidljive izduZene aperture.
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AT A4 .

Zrnca prociscene peludi okruglog su oblika $to upucuje na to da su nakon procis¢avanja ostala

djelomi¢no nabubrena.

4.6. Odredivanje antimikrobnih svojstava hidrogelova i peludi

Antimikrobna svojstva hidrogelova odredena su disk difuzijskom metodom. Nakon inkubacije
uzoraka u trajanju od 24 i 48 h, izmjeren je i zabiljezen promjer inhibicijske zone oko
uzoraka/diskova u milimetrima. Rezultati su prikazani u tablici 6, a fotografije uzoraka nakon

inkubacije prikazane su na slikama 46-57.

-> Fotografije uzoraka nakon 24 h inkubacije:

Slika 46. Hidrogel bez peludi na Slika 47. Hidrogel bez peludi na

bakterijskoj kulturi gljivi¢noj kulturi
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Slika 48. Hidrogel s procis¢enom peludina  Slika 49. Hidrogel s procis¢enom peludi na
bakterijskoj kulturi gljivicnoj kulturi

Slika 50. Pelud (prociséena) na bakterijskoj Slika 51. Pelud (prociséena) na gljiviénoj

kulturi kulturi

*Napomena* — na slikama 50 i 51, brojevima je ozna¢en nacin nanoSenja peludi na podlogu:
1 — procis¢ena pelud u kapljici vode (veéa konc.); 2 — procis¢ena pelud u kapljcici vode (manja
konc.); 3 — suha proc¢is¢ena pelud (prah); 4 — procis¢ena pelud na disku (disk — filter papir
natopljen uzorkom)

Sto se ti¢e otpornosti uzoraka hidrogelova i peludi na bakterije, nakon inkubacije u trajanju od

24 h, kod uzorka hidrogela bez peludi nije izraZzena zona inhibicije oko samog hidrogela.
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Hidrogel bez peludi nije pokazao antibakterijsku aktivnost prema gram-negativnoj bakteriji
Pseudomonas aeruginosa. To je vidljivo iz karakteristicne zelene boje koja se razvila na
hranjivoj podlozi i unutar samog hidrogela, a koju pigmenti topljivi u vodi, piocijanin i
pioverdin, daju P. aeruginosi na ¢vrstim medijima*®. Medutim, nije doslo do porasta gram-
pozitivne bakterije Bacillus subtilis, koja se na hranjivom agaru manifestira kao morfoloski

kruzna, neprozirna, mutno bijela ili blago Zuta kolonija s neravnim rubovima®’.

Hidrogel s proc¢is¢enom peludi nakon 24 h inkubacije takoder ne pokazuje vidljivu zonu
inhibicije, no primjecena je manje intenzivna zelena boja, koju razvija P. aeruginosa, u odnosu
na hidrogel bez peludi. Ni kod ovog hidrogela nije vidljiv razvoj kolonija bakterijske kulture B.
subtilis.

S druge strane, kod uzoraka procis¢ene peludi na hranjivoj podlozi vidljive su zone inhibicije
od nekoliko milimetara. Stoga se moZe govoriti o potencijalnom antibakterijskom djelovanju
peludi. Za antibakterijsko djelovanje pcelinje peludi mogli bi biti odgovorni razli€iti
mehanizmi. Prvi je rezultat prisutnosti aktivnih spojeva u strukturi peludi, kao $to su flavonoidi
1 fenolne kiseline. Njihovo formiranje kompleksa s bakterijskim stani¢nim stijenkama dovodi
do poremecaja u cjelovitosti bakterijske stani¢ne stijenke, blokiranja ionskih kanala 1 inhibicije
protoka elektrona u lancu transporta elektrona. Drugi mehanizam mogao bi se temeljiti na
inhibiciji bakterijske RNA-polimeraze fenolnim spojevima kao §to su flavanon pinocembrin,
flavonol galangin i fenetil ester kafeinske kiseline*®. Rezultati jednog istrazivanja provedenog
2016. godine potvrdili su povoljan u¢inak masti od p¢elinje peludi u procesu zacjeljivanja rana
od opekotina jer se broj bakterija u ranama smanjio tijekom trajanja eksperimenta. lako pelud
ima antibakterijska svojstva, vazno je naglasiti da ta svojstva ovise o vrsti peludi i njezinoj
koncentraciji te da inhibicija ovisi o vrsti bakterije. Gram-negativne bakterije otpornije su na
djelovanje peludi od Gram-pozitivnih bakterija $to se moze povezati s dodatnim vanjskim
slojem membrane, nepropusnim za veéinu molekula koji se sastoji od fosfolipida, proteina i

lipopolisaharida“®.

Ispitivanje antifungalne otpornosti hidrogelova i peludi pokazalo je slican trend. Pokazalo se
da hidrogel bez peludi ne pokazuje vidljivu zonu inhibicije pa se moze re¢i da ne pokazuje
otpornost na kvasac Candida lipolytica i na plijesan Aspergillus niger. Hidrogel s pro¢is¢enom
peludi takoder ne pokazuje izrazeniju zonu inhibicije, no razvoj kulture gljiva na hranjivoj
podlozi nesto je manje intenzivan nego kod hidrogela bez peludi. Pelud pokazuje antifungalno
djelovanje jer su vidljive zone inhibicije oko razliCito nanesenih uzoraka peludi. Bioaktivni

spojevi peludi koji su ukljuc¢eni u antifungalno djelovanje jesu slobodna kiselina, fenoli i
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flavonoidi. Relativno visoka koncentracija fenolnih spojeva, koji mogu ukljucivati spojeve

terpenoide, fenilpropanoide, stilbene i saponine, ukljuéena je u antifungalno djelovanje®.

> Fotografije uzoraka nakon 48 h inkubacije:

Slika 52. Hidrogel bez peludi na Slika 53. Hidrogel bez peludi na
bakterijskoj kulturi gljiviénoj kulturi

Slika 54. Hidrogel s pro¢is¢enom peludina  Slika 55. Hidrogel s pro¢is¢enom peludi na
bakterijskoj kulturi gljivi¢noj kulturi
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Slika 56. Pelud (procis¢ena) na bakterijskoj Slika 57. Pelud (procis¢ena) na gljivi¢noj
kulturi kulturi

*Napomena* — na slikama 56 i 57, brojevima je ozna¢en nacin nanosenja peludi na podlogu:
1 — procisc¢ena pelud u kapljici vode (veéa konc.); 2 — proc¢iséena pelud u kapljcici vode (manja
konc.); 3 — suha procis¢ena pelud (prah); 4 — procis¢ena pelud na disku (disk — filter papir
natopljen uzorkom)

Nakon 48 h nije doSlo do znacajnijih promjena, osim §to su se na hranjivim podlogama
intenzivnije razvile bakterijske 1 gljivi¢ne kulture pa se zone inhibicije mogu bolje uociti. Kod
peludi, najveéa zona inhibicije i za bakterije i za gljive vidljiva je oko peludi koja je nanesena
s kapljicom vode u utor na hranjivoj podlozi u vec¢oj koncentraciji; kod bakterija ona iznosi 15
mm, a kod gljiva 25 mm. Opcenito, brzina difuzije kroz hranjivu podlogu nije tako brza kao
brzina ekstrakcije antibakterijskog ili antifungalnog sredstva iz diska (utora) stoga je
koncentracija djelujuceg sredstva najvisa najblize disku te dolazi do logaritamskog smanjenja
koncentracije kako se udaljenost od diska povecava. Brzina difuzije djelujuceg sredstva kroz
agar ovisi o svojstvima difuzije, o topljivosti sredstva u Mueller-Hinton agaru te o njegovoj

molekulskoj masi®L.

Moze se zakljuciti da bi povecanje udjela peludi u hidrogelovima moglo doprinijeti povecanju

antimikrobnog djelovanja hidrogelova s peludi.
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4.7. Pradenje pojave plijesni na hidrogelovima

Fotografirano 30. ozujka 2023. (prvi tjedan nakon pripreme hidrogelova):

Slika 58. Hidrogel bez peludi Slika 59. Hidrogel s procis¢enom peludi

Fotografirano 24. svibnja 2023.:

Slika 60. Hidrogel bez peludi Slika 61. Hidrogel s pro¢is¢enom peludi
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Fotografirano 2. lipnja 2023.:

Slika 62. Hidrogel bez peludi Slika 63. Hidrogel s procis¢enom peludi

Fotografirano 20. lipnja 2023.:

Slika 64. Hidrogel bez Slika 65. Hidrogel s Slika 66. Hidrogel s

peludi procis¢enom peludi neprocis¢enom peludi

Na fotografijama iz 20. lipnja vidljivo je da je hidrogel bez peludi pozutio, dok se kod hidrogela

s pro¢is¢enom peludi pojavila plijesan nakon otprilike 3 mjeseca stajanja u hladnjaku.
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Fotografirano 27. lipnja 2023.:

Slika 67. Hidrogel bez Slika 68. Hidrogel s Slika 69. Hidrogel s

peludi procis¢enom peludi neproc¢is¢enom peludi

Na fotografijama iz 27. lipnja vidljivo je da je na hidrogelu s nepro¢is¢enom peludi takoder
doslo do pojave plijesni, sto je otprilike nakon 25 dana stajanja u hladnjaku od trenutka
pripreme. Kod hidrogela bez peludi nije vidljiva plijesan niti nakon 3 mjeseca, vidljivo je samo

da je pozutio po rubovima.

Prisutnost ne¢istoc¢a na peludi moguci je uzrok ranije pojave plijesni na hidrogelovima s peludi
od pojave plijesni na hidrogelovima bez peludi. Prisutnost ne¢isto¢a u uzorku peludi moze
potjecati od ostataka prasine, zemlje te razli¢itih biljnih i Zivotinjskih ostataka na peludnim

zrncima.

Fotografirano 28. kolovoza 2023.:

Slika 70. Hidrogel s pro¢is¢enom peludi ~ Slika 71. Hidrogelovi s nepro¢is¢enom peludi
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Dana 28. kolovoza 2023. fotografirani su novi uzorci hidrogela — hidrogel s pro¢is¢enom peludi
(koji je u hladnjaku stajao 5 mjeseci) te dva uzorka hidrogela s nepro¢is¢enom peludi (koji su
u hladnjaku stajali nesto manje od 3 mjeseca). Na fotografijama je vidljivo da ni na jednom
uzorku nema plijesni. Kod neproc¢isc¢ene peludi, vidljive su crne tockice, no to nije plijesan, ve¢

nesto $to je bilo u uzorku peludi.

Iz navedenih opazanja proizlazi da je kljutno dobro dezinficirati pribor kojim se rukuje i
posudice u kome se hidrogelovi drze jer su u takvim uvjetima hidrogelovi izdrzali bez pojave

plijesni.

4.8. Ispitivanje zacjeljivosti hidrogelova

Uzorci hidrogelova prepolovljeni su skalpelom, a zatim su polovice stavljene u sterilnu
posudicu na nacin da budu spojene pa u zamrziva¢, odnosno hladnjak. Prerezani uzorci

hidrogela, prije stavljanja u zamrziva¢ i hladnjak, prikazani su na slikama 72-74.

Slika 72. Prerezani uzorak Slika 73. Prerezani uzorak Slika 74. Prerezani uzorak
hidrogela bez peludi hidrogela s pro¢is¢enom hidrogela s neprocis¢enom

peludi peludi

Na hidrogelovima koji su stajali u hladnjaku, nakon nekog se vremena pojavila plijesan pa dalje

nisu promatrani.

Nakon otprilike 20 dana od stavljanja u zamrziva¢, hidrogelovi su izvadeni iz zamrzivaca kako
bi se utvrdilo jesu li zacijelili. Na prvi se pogled ¢inilo da su hidrogelovi zacijelili, no ostavljeni
su stajati nekoliko minuta na sobnoj temperaturi kako bi se mogli fotografirati i provjeriti
pincetom jesu li zaista zacijelili. Kada su se hidrogelovi odmrznuli, primije¢eno je da su i dalje

rastavljeni (slika 75).
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Slika 75. Hidrogelovi izvadeni iz zamrzivaca, nakon stajanja na sobnoj temperaturi

4.9. Odredivanje mehanickih svojstava hidrogelova

Zbog specificne strukture i karakteristika uzoraka hidrogelova (mekani, vlazni 1 ljepljivi
uzorci), odredivanje mehanickih svojstava bilo je zahtjevno za provodenje. Dobiveni su

rezultati za lomno produljenje uzoraka hidrogela bez peludi 1 hidrogela s proc¢is¢enom peludi.

Budu¢i da se kod hidrogelova s neprocis¢enom peludi, u obliku epruveta za mehanicka

ispitivanja pojavila plijesan, mjerenja na tim hidrogelovima nisu provedena.

Lomno produljenje hidrogela bez peludi iznosi 23,51 %, a lomno produljenje hidrogela s
procis¢enom peludi 36,95 %. Dakle, kod hidrogela s pro¢is¢enom peludi, dolazi do povecanja
lomnog produljenja za oko 50 % u odnosu na hidrogel bez peludi. Pove¢anje lomnog
produljenja kod hidrogela s peludi, tj. povecanje elasti¢nosti uzorka, rezultat je kompatibilnosti
peludi s polimernom matricom. Zbog sli¢nosti u strukturi peludi i poli(vinil-alkohola) koji je
baza polimerne matrice, hidrogelovi s peludi kompaktniji su od hidrogelova bez peludi. Bolja

mehanicka svojstva ¢ine ih postojanijima za rukovanje i upotrebu.

Sto se ti¢e odredivanja tvrdoce, to mjerenje nije bilo moguce provesti jer su pripremljeni
hidrogelovi, namijenjeni za ispitivanje tvrdoce, bili premekani i predebeli pa su se prilikom
rukovanja raspali. Moze se zakljuciti da takve deblje hidrogelove treba pripremiti s vise od 6

ciklusa zamrzavanje/odmrzavanje kako bi bili kompaktniji.
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5. ZAKLJUCAK

Nakon pripreme i karakterizacije hidrogelova s peludi, na temelju rezultata koji su dobiveni

svakom od pojedinih analiza, doSlo se do sljedecih zakljucaka:

— Vaganjem hidrogelova istog volumena prije i poslije suSenja utvrdeno je da najveéi udio
vode ima hidrogel bez peludi, zatim hidrogel s proc¢is¢enom peludi te naposljetku
hidrogel s neproc¢is¢enom peludi. Zbog dodatka peludi, u hidrogelovima je prisutno
manje mjesta koje moze zauzeti slobodna voda pa je posljedicno manji ukupni udio
vode. Neprociséena pelud sadrzi dodatne necistoce i tvari raznog porijekla koje dodatno
smanjuju udio vode.

— Rezultati bubrenja pokazuju da najveci stupanj bubrenja ima hidrogel s nepro¢is¢enom
peludi dok najmanji stupanj bubrenja ima hidrogel bez peludi. Za pelud je
karakteristi¢no brzo bubrenje njezinih zrnaca uslijed prodiranja vode. Bubrenje je bolje
u vodi nego u fizioloSkoj otopini jer nenabijene molekule vode mogu lakSe prodrijeti u
unutra$njost hidrogela od otopine NaCl-a. Svojstvo znatnog bubrenja hidrogelova s
peludi predstavlja potencijal za njihovu primjenu kao obloga i dijelova zavoja za rane.

— FTIR spektri poli(vinil-alkohola) i peludi pokazali su slicnost $to je u skladu s
informacijama iz literature. Sli¢nost u strukturi poli(vinil-alkohola) i peludi razlog je
njihove kompatibilnosti i dobivanja kompaktnih hidrogelova s peludi pripremljenih u
ovom radu te njihovih dobrih svojstava.

— Elektrokemijskom impedancijskom spektroskopijom (EIS) utvrdeno je da se vodljivost
hidrogelova povecava dodatkom peludi. Pelud sadrzi razne elemente kao §to su zeljezo,
bakar, cink, mangan, silicij i selen te kalcij, fosfor, magnezij, natrij i kalij koji bi mogli
dovesti do povecanja ukupne koli¢ine iona u sustavu Sto rezultira pove¢anom
vodljivoscu.

— Svjetlosnom mikroskopijom, pri uvec¢anju 400 puta, uoéeno je da su zrnca nepro¢is¢ene
peludi ovalnog oblika te su vidljive izduZzene aperture dok su zrnca procis¢ene peludi
okruglog oblika Sto upucuje na to da su nakon prociS¢avanja ostala djelomic¢no
nabubrena.

— Pokazalo se da pelud posjeduje antimikrobnu aktivnost jer su se nakon inkubacije na
hranjivim podlogama s mjesovitim bakterijskim, odnosno gljivicnim kulturama, razvile

zone inhibicije oko uzoraka peludi. Za antimikrobno djelovanje pcelinje peludi, mogli
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bi biti odgovorni razli¢iti mehanizmi zbog prisutnosti aktivnih spojeva u strukturi peludi
poput flavonoida i fenolne kiseline. Moze se zakljuciti da bi povecanje udjela peludi u
hidrogelovima moglo doprinijeti pove¢anju antimikrobnog djelovanja hidrogelova s
peludi.

Na jednoj grupi uzoraka hidrogelova, doslo je do pojave plijesni dok na drugim
uzorcima, koji su ostavljeni stajati vremenski jednako dugo u hladnjaku, nije doslo do
pojave plijesni. MoZe se utvrditi da je klju¢no dobro dezinficirati pribor kojim se rukuje
i posudice u kojima se hidrogelovi ¢uvaju.

Pripremljeni hidrogelovi nisu pokazali svojstvo zacjeljivosti.

Odredivanje mehanickih svojstava hidrogelova pokazalo je da hidrogelovi s peludi
imaju visu vrijednost lomnog produljenja od hidrogela bez peludi. To je posljedica
kompatibilnosti peludi s polimernom matricom jer postoje sli¢nosti u strukturi peludi i
poli(vinil-alkohola). Hidrogelovi s peludi kompaktniji su od hidrogelova bez peludi, a

povoljnija mehani¢ka svojstva Cine ih postojanijima za rukovanje i upotrebu.
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6. POPIS SIMBOLA
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