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SAGETAK

U danagn,perodni polinjeesseev i ge i straguj uikejpseg bi or
t emel j i na hidroliti]| ko kemigklm vezanauz poimedma m dj el
Materijali koji imaju svojstvobiokompatibilnostikoriste se za medicinsku primjenkao
nosali l i jekova, u ingenjerstvu tkiva i koge
Do njihove razgradnje dolazi u kontaktutglesnim fluidima i tkivima a produkti ne smiju
biti toksil ni. Najlegle kori ¢t @kaprolaktond mat er i
hidrogelovi.

U ovom radu pralena je enzimska razgradnj
lizozimtijekon | et i ri tjedna iodBdbACij Enpimskamparag
se ufosfatom puferiranoj otopini sol(PBS, pH =7,38 i u vodenom medijuPaozne
strukture karakteriziransu prije i nakon razgradnje instrumentalnim metodama rendgensk
difrakcijske analiz i infracrvere spektroskopg s Fourierovim transformacijamalorfologija

uzoraka i str age ogelekiramsiognoikmekb@ pr et r agn

Dobiveni rezultati ukazuju na enzimskubiorazgradivost kitozanavisokog stupnja
deacetilacijg95198% pr i f i z i q dobkjgaktivnostenzimia e todenoan mediju
izostala ldentifikacijska analiza potvrdila je zaostatak adsorbigghd z o0 zi ma ko] i u
konal ni uposallatijgkansrazgradnje. Mikroskopska analiza ukazala je na pramjen
mi krostruktur e kitozanskih spugvi tijekom

nehomogenost pripravljenih uzoraka.

K1 j ul n ebiomateyijadi,|ptirodni polimeri, kitozan, biorazgradivost, lizozim



ABSTRACT

Enzymatic degradation of naturgbolymers at physiological conditions

Nowadays, natural polymers are being msitglied due to their biodegradability, which
is based on hydrolytic or enzymatic actions on chemical bonds in polyBiecempatible
materials are used in medical applicatiosisch as drug delivery, tissue and skin engineering,
manufacturing of heart valves, vascular prostheses etc. They degrade in contact with body
fluids and tissue, and degradation products must not be toxic. The mostly used biomaterials
are cellulose, colpe n , -gaprdlagtén€) and hydrogels.

In this paper, enzymatic degradation of porous chitosan structures was monitored with
|l ysozyme as a catalyst during four weeks of
was monitored in phosphate bufferedirea (PBS, pH = 7.38), and water media. Scaffolds
were analyzed before and after enzymatic degradation ustay Xiffraction analysis and
infrared spectroscopy with Fourier transformations, while morphology of scaffolds was

investigated by scanning elemh microscopy.

The results indicate enzymatic biodegradability of highly deacetylated chitosan
(957 98%) at physiological conditions, while lysozyme showed the absence of its activity in
aqueous medi um. The scaff ol dsdidues of eabsorbetl i c at i
lysozyme, which affects the final weight loss of the sample. Microscopic analysis has
indicated changes in the microstructure of chitosan sponges during the enzymatic degradation,

but also potential lack of homogeneity of prepared sasnple

Keywords: biomaterials, natural polymers, chitosan, biodegradation, lysazyme
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1. UVOD

Bi omaterijald]i su mat er iimaustavonkwsyrhl i nmoegl ue nrj eaa
povelanja ili zamjene bilo kojeg tkiva, or g
mogao kualificirati kao biomaterijal, osnovni preduvjet koji mora zadijavati je
biokompadibilnost, odnosnos posobnost materijal areadim una od

zadanim uvjetim4l].

Bi omaterijald.i su materijald.| napuavNpehegl
se koristek a o nlgekowd, pri Il zradi srlanih zalistaka,
|l i gamenata I tetiva, proteza krvnih gila it

implantati za zubne fiksatoré.e st o pr i mj e njijalvsa oelulozk, pai(mdtti o mat e
metakrilat), poliuretani, hidrogelovkolagen i drugi[2]. Do razgradnje ovih biomaterijala

dol azi u kontaktu s t] el erehkolikonezimb, oksidacijmai i t k
hidroliza[3].

Prirodni i sintetskipolime r i osgisetgmadguj u kao biorazgradi
Bi orazgradivost polimernih materijala temel]
na vezama pol i me kapolitndrnoji eroziji.aQvisre d tipu orazgradnje,
polimerni biomat er i j al i mogu se podijeliti u hidro

razgradive polimereRrirodni polimeri uglavhompodéf g u e nz i ms K1¢.| razgradnr

Hi dr ol i tdivipolimerirsa poljnrerd kojii maj u hi dr ol i ti | ki n e
svomosovnom | ancu. Funkcional ne skupine podl o
anhidridi, karbonat amidi, uretani, uree itd.[4ANe ki od bi omateri jal a ko

s u p-esteri) (poliglikolid, polilaktid, poli(-kaprolakton) itd.), poliretanii ( umr e geni )
polianhidridi [1].

Enzi mski razgradive polimere moge se podi
poli(aminokiseline) te polisaharidi. U prvu skupinu ubrajaju se kolagen, prirodne i sintetske
poli(aminokiseline), albuminidr, 40 se skupina polisaharida mog

koj i se mogu pronal.i u | judskom organi zmu I

Nekaod vagnijih svojstva [pjiorazgradivih bio
A materijal ne smije | zaziphmataiutijaupal nu 1 | i

A materij al mora | mat.i odgovarajul.i rok t



A vrijeme razgradnje materijala mora odgovarati vremenu potrebnom za

zacjeljivanje ili obnovu tkiva,

A materiijal mora i mat.i odgovarajula meh
tijekom i nakon ragradnje,

A produkt i razgradnje ne smiju biti t o
met abol il kog uklanjanja iz tijela.

Biorazgralivi polimerni materijali svesevi ge i straguj u. Kori ste

proteze ili kao trodimengke porozne strukture, odnosno s a (engl. scaffold3 u
i ngenj er Zogwwje prikagodljaasti polimerni materijali ubrzano zamjenjuju druge
vrste materijala koj.i s e t sukmetllieleguréte keiammikae Kk a o

[1].



2. 0PLI DI O

2.1. Sintetski polimeri

2.1.1. Sinteza sintetskih polimera

Sintetski polimeri, ovisno o mehanizmu nastanka, mogu biti kondenzacijski, adicijski ili
polimeri nastalpolimerizacijomotvaranjem prstena. Kondenzacijski polimeri nastaju tijekom
serija reakcija u kojima bilo koje dvije tialmonomera, dimeraitd.)rgai r aj u daj ul i
mol ekul e, uz izdvajanje Amalihidi (kao gto su
reakcijama reagiraju pojedine funkcionalne skupine molekula. Primjeri kondenzacijskih

polimerizacija su nastajanje poliestera te polianiéja

Polimeri nastali adicijskom polimerizacijom nastaju reakcijom u kojoj se monomeri
dodaju na druge monomeset var aj ul i brzorastuli | anac, a

polistiren, polietilen, poli(inil-klorid) i drugi[6].

Polimerizacija otvaranjem pesta (engl.ring-openirg polymerizatiop je reakcija u
kojoj polimeri nasaju otvaranjem prstena monomeg} [ i to je jedna od
polimerizacija u svrhu razvoj au polifodfazenl ili t i | ki

poliesteri[1].

2.1.2. Razgradnja sintetskih polimera

Sintetsk polimeri ugl avnom podl i jegu , toijesrhadrolizit i | k o
odgor aj ul i h f un k Morfolayi patimemih matesijpla imaaglavnu ulogu pri
procesu razgradnje. Rgradnja polkristalnih poliestera u vodenom medijodvija se u dva
stupnjp.U prvom stupnju voda dif uhdnmumas uumi & mor fkn a
esterske vezddrugist upan| zapol|linje kada | eHidwlmase f na f :

nastavlja tada od ruba prema certrigtalnin domena (lamelg}].

Osim hidrolize, polimes sintetskog podrijetla mogrtazgraditiie n z i mi . Dugal ki
pol i mer a, lahciapoli(vimjltkloridas poli(0-kaprolaktona)ili polietilena, kach su
izl ogeni dj simawanj u ins kma¢adise/reducirajsvedo monomera

Neki od polimergee n z i mi kKoj i utj el u n aablicijliLiteratuno jer a z g r a



navedenala enzi mi prvo razgraluju amorfneedijelc
dijelove [3]. T a k o eéhami djeluju i na aromatske i alifatske -goliestere. Na primjeru

razgradnje poli(0-kaprolaktona)enzimom lipazom u organskom otapalu otkriveno je da
razgradnja i poli merizacija mogu biti kontr

otapah tekoncentracijom enzimgs,9].

Tablica 1. Enzimska azgradnja sintetskih polimera][7

POLIMER ENZIM
polietilen glikol dehidrogenaza
polipropilen glikol dehdrogenaza
poli(vinil -alkohol) oksidaza, dehidrogenaza, hidrola
poli(Gkaprolakton) lipaza, kitinaza
poli(laktidna kiselina) proteaza, lipaza

2.1.3. Poli(Ukaprolakton)

Poli(ir-kaprolakton)(PCL) je alifatski poliester Toje polk r i st al i ni | ni pol i
kristalnost.i do 69 %. Fizi kal na, toplinska
stupnju kristalnosti.Poli(0-kaprolakton)topljiv je u mnogim organskim otapalimanetopljiv
u alkoholima, dietdeteru i vodi. mani s koe(5586 0 gAC) ei(-6 Gt A)jieg t
sgvardi mj egavi ne s mn(lga on gotgdni-idoad), istmeaakrilonitriina

smola akrilonitril-butadienstiren) [1,10].
2.1.3.1. Sintezapoli(Hkaprolaktona)

Poli(0-kaprolakton) je o d vel i kojgr senarhmagea dobiti pol i
otvaranjem prstena r ekapeotaktong 8L) slkd 1)[L]iTeadk oriemr o me
se moge dobiti Fhidrpksikaprdnske (@idrokzineksanske) Riseltislika
2)[10].
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Slika 2. Polikondenzacija #idroksikapronske kiseline [6]

2.1.3.2. Biorazgradivost iprimjena poli(Hkaprolaktona)

Pol i mer podlijege hidrolizi Zzbog pod sutno

nekoliko mjeseci do nekoliko godina, ovisno o molekulskoj masi, stupnpiakrosti i

uvjetima razgradnjeNe t o k s i | ra@mpusnostvza mmoge lijekovelug rok trajanja

prednosti supoli(b-kaprolaktona)k 0j e ga | ine zanimljivim kao
lijekova ili cjepiva[1,10].1 st ragi vanja kao dostavl amdina | i j e
mikro- i nancv el i [19,naa zbog odl il ne bi okompati bi |

i ngenj er st v u Kdokampait skiglaoronskons kasklinom, PCés i st raguj e

potercijalna zamjena za menisk[is3]. Koristi se i kao adhezifd0].

Kako bi sepoli((-kaprolaktonusmanijilo vrijeme potrebno za razgradnjikaprolakton
kombinira se s drugim monomerimdnpr. DL-laktid, glikolid) d aj u [ i kipelojl @ meh e
svojstava.K o p o | i-kapeotaktobh iDL-laktidabr e se razgraluwje u o
kaprolakton).Poli(laktid-co-glikolid-co-U-kaprolakton) kopolimer kkombinaciji s polietilen
glikolom primjenjuje sekaadl o st av |l j al l'ijekova za biologki

vel i[l.i ne



Prirodni pol i mer.i k @ jsu kitogam, paukoyal seild, kataged, o d aj u
elastin. Trodimenzjski kompozini hidrogelovi PCLkitozan pokazuju puno bolja fizikalna i

mehanil|l ka ®dojs uv akaprdlakta)fl4. pol i (

2.2. Prirodni polimeri

Svi procesi pretvorbe koji se dogm@galaj u u
energije iz hrane unijete u organizain, dogalLaju se zbog prisut
nukl einske kiseline i proteini su polimeri b

vrlo kompleksne, strukture celuloze ipro d n o g k a 8 b u k mbijmog gofiekla,

znatnosujednostavnijg6].

Prirodni polimeri imaju nekoliko prednosti pred sintetskim polimerima u primjeni, a to
su bioaktivnostosj et | ji vost na [ciepanje proteing ind kukleingskea z g r a
kiseline)i mogul ndebg) ppresl agivanj a. Bi oakti vnos
snagan i munogeni odgovor povezan s velinom g

| i stolom, te moguinost prenogenja bolesti

Polisaharidi i poliesteri su dvije glavne skupine biopolimeaji se koriste u
raznovrsnim primjenamaNa j va gni j i polisahari di dobi veni
celuloz, g kr ob Primjgrlplidsteegdehiverog iz bakterija jepolihidroksibutirat
(PHB), a naj znadiavjontiijnij spkool g onpeorgt pa k| & alagenpbi o ma't
hitin, kitozan i svilg[15].

2.2.1. Biorazgradivost prirodnih polimera

Biorazgraavost (engl. biodegradationje| est o def i nirana kao r az

okrugenj u. S Dbi omedi civost g ldeinyanaskaoapostepenigdsEad bi o
mat erijala posredovan specifilnom biologkom
pol i meri ma, tada se smatra da su to materi|j

funkcija tijekom vrememnzagradkovatil.eg®az=gr aplon]|
kontroliranim mehani zmi ma, a produkt:. se | ak
oV aj nalin biorazgradnja smanj wjlipddmagguiod nleor
prisutnosti stranih materijala u tijelli potrebu za novom operacijom kako bi se implantat

nakon odrelenog vremena uklonio iz tijela [1



Tijekom procesa razgradnj e, enzi mi prvo

poli mernog materijal a. Zatim se aczmmadnbi r aj u
nakon | ega produkti razgradnje prelaze u oto
Pri mjer biorazgradivog polimera je gkrob |

U 1Y4) glikozidnom vezom. U |ljudskom tijelu
207 60 min [16. Celuloza,drugi derivat glukozez a r a z | i Kk nije razdradigakur o b a

ljudskom organizmu [17].

2.2.2. Proteini

Proteini su glavne strukturne komponente mnogih tkiv@oakemijskom sastavu su
pol i ami di | ije su monomer nl -amhiediselma spagenitsta st av |
trodimenzjsku zavijenu strukturuT a k o L er s u 1t du g o Ipanlekgedkeetsu d i
nastale spajanjem aminsklina. R pti dna veza | e -skugnegedné z me L u
aminokiseline i karboksilne skupine druge aminolmge Proteim se snatraju jednima od
naj vagni ji,muzmjihanghoaljenkuu lua o gu i kiseljinski derivaplojt al i a
seu biomedicinskoj primjenkoriste kaoj av o v i nosal. u ingenjerst

lijekova. Ne ki  opmbteinassgkolaggeni, élastin, albumin i fibfinl8].

2.2.2.1. Kolagen

Kolagen je jedan od pal epridumihpr ot ei na u | judskom tijel.
t e u migiklomgdkrunRolimeni lanacpr i b | e ¢ rdai 3P@ hnarklativne
molekulskemase® 000. Do sada su utvrlLene 22 vrste
sutipH V. Kol agen tip | je najlegie prisutni K C
se od tri polipeptidne jedini¢pe slilnih grad

Kako je kolagen glavna komponent zvanst ani | sé upat kiaoe priro
za prilvrgiivanje stanica, smatra se ideal ni
rana Usl i jed visoke reakti vnoslaka do sgaldehidie nu s ¢
karbodiimidi te poliepoksk o mponent e. Pla mastdjugelavirkaiji segkoristakao
dostavljali l i jekova (za dhkuskeanasejekampbrozhei ot i k a
strukture u tk[AdlWmom@iusp@geeaj er bt zu razgradnju
s| abu kak & a aretpefiranog kolagend ).



Umr e gpsnoer bd raj ul e spugve seiastbramgujkuo | knage ndio
proteina[20], gena i plazmiddDNK. Us | i j e dbiokoohpatibilnose, biorazgradosti i
porozne struktur e, apsorbirajule kol agenske
regeneracijekiva, a kompozit kojeg | ine vlIaknast: k o
koristi se kao zamjena za koftl. Umr e gene por oz ni&olageharkiokanair e na
takolLer se istraguju. Kwogle X|teeriizaa umjetne jetjee nj e r ¢
[22].

Kol agen podlijege enzjemszZkiomi ma Xagagemargtij 0 uw |
metaloproteinazaFizikalnok e mi | ska,a mehlinoll &gk a Ssvoj stva
razgradnje se istraguju u svrhu biomedicins
ot opi nama ki delpirnear ail emo gue rhaiztlcii lj ietve , o Blpiulge ek

vli aknaste mat r keotepjne iplispargje[l], i nj ekci j s

Pri razgradnji kol agena (dobivenog iz kog
enzim korigtena je bakterijska kolagenaza,
gubitka mase tijekom2d at nog pr al enjmt rroalzngorja dourj lep i Uk okj ou
kol agen, zabilj egenodij8l %gpo katutraagkadn@3h & éteraturi i z n 0 s L
[24] pretpostavlja se mehanizam razgradnje kolagena posredovane kolageRaroanni
efekt kolagenaze je da cijepa molekulukgf e na na dva segmenta koji

hidrolizi ostalih proteaza.

Kolagenzabime di ci nsku primjenu dobi vaABllevei z go
tetive goveda ili konaNedost at ak biomaterijala na bazi
primjenu je blaga imunogenost uzrokovana sastateminalne regije i antigenskih mjesta u
sredi gnjlmygnaogpdamadti .ovi si O Vvrsti od koje ko
kojima je dobiven te o mjestu implantacigz vi soku ci | g kolaggma,bi v an
variranje u fizikalnek e mi j s ki m i degradaci jskim svojstuvi
prenogeng a@r einnuftenkocisie provode istragivanja na
|l judskog organizma kako bigsezsmaunpitliajpofdd

2.2.3. Polisaharidi

Polisaharidi su makromolekuleastale spajanjermonosharida pono | glikozidnih
veza.Sv e s e avajukao bibmzateffjalz bog nj i hovi h jedinistveni

od stanilnih signal iog arepoznavanjglakombiaaeiji sdnovimi mu n o |



sintetil|l kim putevima koji su trenutno dostup
sposobnost proizvogine odgovarajulih struktur a, pol i sa

zani mljivi ma zraodnihbiomatrjah[t]anj e kao p

Polisaharidi se dijele dvije skupinePr vu skupinu | ine polisahar
Najvagnij i predstavni c hondmitn suifat.jDaudgauskupimas sk a Ki s
polisaharidi koji ne nastaju u ljudskom tijegha j va gni j i predstavni ci oV

polimer kitozan i anionski polimer alginska kiselina. Kitozannsa j | @oljvia & kostura
rakova, a alginska kiselina iz smelih al gi
njihov zajedriklthkiol pd s ki kompl eks korist.i s e

2.2.3.1. Kitozan

2.2.3.1.1. Dobivanijei strukturakitozana

Hitin, poli(b-( 1 Y-M-acetitD-glukozamin), prirodni je polimer dobiven iz velikog

broja ¢i vulDobivane giani @ @mas k e | ie dijanki btdniaanghivica o g a ¢ a

ikvascaTa k ogeerpr oi zvode i organi z mi iz nigih re
sl ugi kao pojalanje i obavl j @avr iavarkitinajste u Kk C
rakovi [ [35,86 ke gkampa

Naj vjiadenvat hitina je kitoza, poli(D-glukozamin) (slika3), koji se dobiva
deacetiliranjem hitnaU | vr st om st anj u t o jnetoplpvopki wpK r i st al
vrijednost i nkadaje stdpanjndeacetlatijeefigl. degreeof deacetylationDD)
hitina pribligno 50 % (ovisno o podrijetlu
otopinama kiselina te se naziva kitoz®uo.otapanja dolazi uslijed protonirarij&H, skupine
na G2 atomuD-gl ukozami ns ke poKitazar j¢ jedinufseadepfireddii ni c e .
kationski polimey azbog svoje topljivosti u vodenom mediju, koristi se kao otopina, gel, film
ili u obliku vlakana[25-27]. Vlakna mogu bitinanow e | i | i n e, moduobki ndneeist i c e

mikrovel i | ine [1].



[~ a = HzOH -

H,OH

(o]

o ~ S
N H ~ H
n NH, n
¢=o
CH,4

Slika 3. Kemijske strukture itina (lijevo) i kitozana (desno}2g].

2.2.3.1.2. Svojstva i pmjenakitozana

Zbog svoje strukture kitozan moge stvar at
stvara i el ektrostatil ke komplekse u kiselir
nabj enim polimerima (kao ¢t osevsiugepriostteriangiuj up.olF
se kao anttrombogeni materijali, a koriste se i zakapsulaciju lijekova, imobilizaciju
enzima i stanica te kao nositelji gena. Polielelidir | Kk i k o mpno e Kiwzanom a j e d
stvaraju kapsule ili filmove temeljene na njihovoj biokompatibilndzi, 29.

Prednostkitozana kao biomaterijala su biorazgradivost, antibakterijsko djelovanje i
hidrofilnost p o s t ihgskupira&kojeumogul stvargiekundang wdzea r n
Hidroksilna § OH) i amino {NH,) skupimpovel avaj u afinitet kitoza
mo g ul n o st vodikbvih vazasmjolakulama vode te s drugim polimerif2b,27.
Karakteristike kitozana su i ugim@pdmoenpaate i bi | n
mogul nost s t v Hiskanmojelaulskipfragemerdi,ztay. Kitparroligomeri, nastali
razgradnjom kitozana, znal aj fh20. Us to olgdmergy s Vv 0 |
kitozana su p ot ebiotlkee koja pdvalimm mgnpaa ravnot egu (
mi krofl or e, i nhi bira rast gtetni h balgtkergi j a,
sustava[30]. Kitozan | e [88B,t oksamani | ka Agencija za h
dozvolila je njegovu primjenu zacjeljivanju raa [32].

U tablici2danasu gl avna svojstva kit opeimmen@aU t e mo
farmaceut skom podr wbdd ais tkai vtlojzgalimjehsi ¢ vekiooahvias t i Kk
nazalno, parenteralno i transdermalno, te kao implantat i za dostaujeng Jedno od

podrulja u kojima se moge. pKiomi séni tsie kiat dz
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smanjenje statil|l kog elektriciteta u kosi, t e
[25].
Tablica 2. Svojstva kitozana zenedicinskuprimjenu R5,30].
KARAKTERISTIKE BIOMEDICINSKA PRIMJENA
biokompatibilnost ) -
_ _ kirurgki kc
brza biorazgradivost . )
B zubni implantati
obnovljivost . !
_ - umj et na ko
oblikovanje (film) .
_ 5 kontaktne | el
sposobnoshidratacij e _ o ~
. _ _ inkapsulacijski materijal
net onksg i |b i addle@mgrost ) ‘ )
) ) ) I ngenjerstvi
enzimska razgradivost (izozim) o .
_ _ _ l'ijelenje
ulinkovit proti v viaa

Kitozan se koristi i priinkapsulaciji stanica kao unutarnja jezd@8], dok kitozan
glicerofosfat zajedno s kajevim fosfatom i limunskom kiselinom stvara ingjski samo
ot vr d n puastavag podravijanje ili punjenje kgsti25].

Kitozan |je pronagao primjenu i u pol jopri
rasta biljaka, kaoraa @ttiptuag t each j amrgana\ a rvjaa ,i the
mogul nost i stvaranja kompleksa s tegkim met
otpadnih voda. Primjenjuje se pri uklanjanju sintetskih polimera iz vode i smanjenju
neugodnih mirisa vode. U gremmbenoj industrij{u Japanu, Italiji i Finskoj31]) koristi se
kao konzervans, te zgu®ghjival i stabilizator

Danagnja istragivanja temelje se na razv

ingenjerstvo (razl i lviitciuh) ktokyBoy a visakieoksrijskaulj 1u | i
reaktivnost vodi ka nekoliko kitozani j e k s u st aawaa jkuo jzia s d jperlceunlj e

2.2.3.1.3. Otapanjekitozana

Ispitivanjauloge protoniranja kitozanaprisutnosti octen&iseline B3] i kl orovodi

kiseline na topljivost pokazala su da stupanj ionizacije ovipHoi pK kiseline. Otapanje

11



kitozanavisokog stupnjadea c et i | aci je nastaje zbolkojprosj el
iznosi oko 0,5 (prpH = 4,51 5)[25.

Raspodielacet i | ni h sKwpismani d m@ i anca bl okovi me
na topljivost polimera isto kao unutat an| ane Il nterakcije usl i j

hidrofobnog karaktera acetilne skupir2s]

Otapanje kitozana, osim o stupnju deacetilacije H medija, ovisi i 0 ionskoj

koncentraciji, k or i ¢ tee raspgdjeliadetdndrdminas k uzpai npar odt uog
lanca. Tak oL er S u bitni uvj eta polisahajida.N@agnei zol adi
unutarl anl|l ane vodi kove v e z e Miktostrukjuna polinjeral i h i

takojeeagna pri rtiapl jniav og tidgacetddbije ldtbzana 1a pgstizgnje
netopljivost. u ki s ealtopljivostrkieozainajpti nejitralnom médigu jeo d 6 0
i str age s a0 % SabilbeDotopine pripremljensu pripH = 7,07 7,1 i pri sobnoj
temperaturi, dok se geitvarap r i negto velim t enipaasfomnBbcijar a ma (
solg e | djel omi| no | e r evamezaameoyisi caelsferamengem at ur a

uvjetima R5|.

2.2.3.1.4. Enzimskaazgradnja

Biorazgradi vost kit oz aa avisi b stdgphjv deacetiladijegoa ni z mi
molekulskoj masi.Kitozan mogu razgraditi enzimi koji hidroliziraju veze glukozamin
glukozamin, glukozamiiN-acetitglukozamin iN-acetitglukozamin N-acetitglukozamin. U
ljudskomt i j el u moge biti razgralen djelovanjem |
debelom crijevd 31].

Do sada je otkriveno osaftjudskih) hitinaza a tri je pokazaloenzimsku aktivnost.
Hitinaze u mikroorganizmima hidrolizirajN-acetitb( 1 Y-gl)kozanindnuvezu, to jest one
suendehi ti naze. Hi tinaze dobivene iz razliliti
Primjer je optimalna vrijednost pH za aktivnostenzimaj a se krel e u raspo
(hitinaza izolirana iSaccharomyces cerevisifgs]), pa sve do pH = 9,(hitinaza dobivena

iz Oreochromis niloticus[31].

Lizozm (LZ)j e j ednol anl| ani pol i peptid sastavl ]
|l et i ri di sul fidna most a, a p.rSekomdarna struksutar u kt u

uklj u | Uhelks, b-n a b r a n e b-haitpio |Ligozin je prisutan u mnogim tkivima i

12



i zlulevinama(kaodgkogstui jsellza ,
naj vingae ugabjiel anj K183&3d.k o gj e g

Lizozim je enzim kojina p ad a

specifilnih

Struktur a

acetal ni

oligosaharida

j aj et a

mauy Billkama a ml i | e

st ani |-pozgivnis bakterifak Hidrolga a m

h

veza

s |

pol i mer a

na

pepti do

polisaharidir

prikazana je naslici 5. N-acetilglukozamin (NAG) iN-acetilmuraminska kiselina (NAM)

tvor e

gejsedi ni ca

pravilno

segmenat a

NAG i NAM:; slika 5.) [18].

Slika 4. Primarna strukturalz o z i
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nai zmjenil ne

ponavljajule j

peptidogli kana,

Asn

g Ginval L
na &
{ys o 120 SPanG” oCys 30
Mat "i Lys Al
rg
A aa
i PR, 129 o
Ala — —
Be S COO s
.S Arg
cys 4
Arg
+ 1 ay 110
Pna
H3N A fat G P::n
Gy s A9 SAnEy
Pro ™ 40
Gy p 24 70 Tne Gin
9 s Asn frg Ala
SQ¢1 Oo 3 lie Gl ahr
vai y &9 g0 asn @
lie | Cysy, .S, fsp Arg
Lys ] Ser s Cys Asn
Lys - Ala anr
A s Leu 8 Asp
&S Leu g Gy
Asn Ser sar 60 50 ger
Ser
val_90 e ésa Uy
Al Tnr lle e 9
e@na Gy
ma dobivenog
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2 1 R, R, 1
HO O o e
OH , B OH OH E
g \OR; o 5 0 OR, o1
R1 2 1 1 Rz
0 0]
_ _e .
R, OH R, BN R, OH
)
Sika5.St ruktura oligosaharida slilna polisaha
Prsteni A, Ci E su NAG, a prsteni B, D i F su NAM].
Osim do sad navedeni h [|izozi ma I hitina:z
kitozanaza, hitirdeacetilaza té-N-acetil heksoaminidaz&29,31.
2.2.3.1.5. Pregledliterature
Zbog svojih odlilnih svojstava, ®ogaswzan s
provedena mnoga istragivanja u svrhu odreli.\
kemijskim svojstvimatako i o njegovoj razgradnii.
Eksperimenproveden namikdor i st al i | ni m MZQyDDI=BR7 %R i t 0z a |
u vodenom mediju pri rdzi | tempenaturamalaje rezultae koji u p u | u,jkap takas
polimerr ki t ozan vrlo | ako podlijege biorazgradi\
[26].
Enzimskojrazgrach j i mi kr okr i s t=a/5,8 %) padvrgkut jie patjskam ( DD

Institutu za biopolimere i kemijska viaknaa u svr hu pr oul-kamijskihnj a f i z
bi ol ogkih svoj stavakoraggealeneongzi ki tjoezafaeut
razgradnjg e v dijtkerm7a s at i .Paobi BONiACrezul t at i upul uj
deacetilacijenakon razgradnje porastao (na BD77,4 %) te da oligomeri kitozana nastali
razgradnjomimaju znatno bolja antivirusnavojstvaod mi kr okr i st @dzlte,| nog |
ol i gomer i i deepl omzbnoirkRzgoaana pokazuju bo
odnosu nCCh [29].
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Nakonin vitro enzimske razgradnjatozana (DD= 50 %) lizozimontijekom| e tsata |
pri3 7 iAHKC=5,5dobiven je 66 % n | gubi tak u odnasskoznostia p o| e
[31].

U istragivanju u kojem je st ukxacentracijhe acet i
lizozima bila jednakakoncentracijiu ljudskom tijely razgradnja je prale
tiedna inkubacijep r i fizi ol olgokivem rezulajipekbzujm da gubitak mase
ispitivanih uzoraka aste tijekom vremena inkubacije e da s e kitozan S

koncentracijom n2&,) sporije razgraluje [

Uovomradui stragena je enzimska razgr daimja ki f

tiedna inkubacije upuferskom i voenom medi j u. Osim gravi met:
razgradnj e, i st r amikrastrultueukitazanapzije anpkonmpadvrgasasja a v
enzi mskoj r a zpgemaa dbstypmoj, litergtima | joe ko j e i stragiva
napravilo.
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3. EKSPERIMENT ALNI DIO

3.1. Materijali

Za pripremu poroznih uzoraka korigteni su:

A Kitozan, CHT Mw = 100 000i 300 000 g mat, stupanj deacetilacijeDD =
0,957 0,98, Across Organics SAD),

A Octena kiselina, Cs«COOH ©95 %; Poch Gliwice, Poljska

Natrijev hidroksid, NaOH (GrarMol d.o.0., Hrvatska)

A Etilni alkohol, EtOH(96 %; Kefo d.o.0., Slovenija).

\ >\

Za pripremu otopine fosfatnog pufgRBS)k or i gt eni S u:

A Natrijev klorid, NaCl Carlo Erba ReagentBrancusk}

Kalijev klorid, KCI (GramMol d.o.0., Hrvaska),

Kalijev dihidrogenfosfat, KiPO, (ES, Acros, Geel, Belgi)a

Natrijev hidrogenfosfat anhidrid, NdPQ, (Fisher Scientific UK Ujedinjeno
Kraljevstvo,

A Kl or o vakisklind, HCI (37 %; Merk-Alkaloid, Makedonij3.

> > >

Kao katalizatorrazgradnjek o r i jg tizezm, LZ © 90 % proteina, aktivnosti
040 000 Umg?, SigmaAldrich, Kanada).

3.2. Priprema poroznih struktura

Porozne strukture dobivene su primjenom metode toplingkicirane fazneseparacije
uz geliranje i ekstrakcijuefgl.freezegelation).
1,2 %-tna otopina kitozana priprdj@na je otapanjem kitozana u36,%-tnoj otopini

octene kiseline. Dobivena otopina smrznjgtar kalupima prir22AC ti jekom 18 sat

togasmr znut i uzorci su ur onj e nmoldm®Na@HIEIOH | i z a c |
u volumnom omjeru 1:pri temperaturod-22A C s | j e d .eUkzarchsu fdotm srenjerii

u | i stpii-22AtCantadlj ekom sl jedelih 12 sati. Pri t
te mogulih prisutnih neni stolliastiPo¢eoanslu przzio
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naredna2 4 sata kako bi s e ukl oni | a v ojthave i z nj
dehidracije. Na kraju pripreme, uzorci su o

kako bi sav etanol polagano ishlapgid. t o zanske spugve oznal ene su

Shematski prikaz pripreme poroznih strukttea@nzimske razgradngan je na slicb.

0,36 % otopina Smrzavanje: NaOH/EtOH
KITOZAN CH,COOH 22°C, 18 h -22°C,12h
CHT EtOH
. — L o EtOH
porOZlTl sobna temperatura, 22°C,12h
uzorci 24h
|
v
XRD | LZ razgradnja |
FTIR |
SEM
H,0 PBS

|1. tje(lanl |2. tje(lanl |3. tjedanl |-I. tjedanl | 1. tjedanl | 2. tjedanl |3. tjedan| |4. tjedanl

XRD XRD

FTIR FTIR

SEM SEM
pH pH

Slika 6. Dijagram toka pripremeenzimske razgradnjeoroznih struktura

3.3. Priprema fosfatom puferirane otopine soli

Fosfatom puferirana otopina sdiPBS) pripremljena je uwdmjernojtikvici volumena
1 dn?. Komponenteiz tablice 3 izvagane su i postepeno dodavane u odmjernu tikvicu s
800cmdei oni zirane vode. Nakon gto su ,apH i ot o
vrijednost pripremljene otopine korigirana je dodatkom klovodi | ne kipBlel i ne.
vrijednostotopinePSB-aiznosila je 7,38.
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Tablica 3. Solii pr i pa dpoijrebrie ea pripeasu®topir& PBSotopine.

KOMPONENTA m/g
NaCl 8,0

KCI 0,2

KH 2PO4 0,2
Na;HPO,4 1,44

3.4. In vitro razgradnja

Invitor azgradnja provedena | edvarzazgd rhd it ae meic
deioniziranoj vodi HO (pH =5,73 i fosfatnom puferu, PBS (pH %38 pri koncentraciji
lizozima od 800 mg dm™. Izvagani uzorci(m,) poroznih strukturauronjeni suu otopire
lizozima pripravljene u PB& (LZ/PBS), odnosno vad(LZ/H,0). Enzimska razgradnja
pratila seu inkubatorutijekom| e ttjédnai pri temperatud 37 A @z 80okr. mn™. Sv | e § i
medij mijenjan jesvaka tri danaNakonodr el enog v r e mspitivankuzaigci per i o
i z v aduie mddja, isprani destiliranom vodom, s u @ie rsiu g dokaonstantne mase
temperaturiod 50 A Ge vagani(my). Kao rezultain vitro razgradnje dobivessu vrijednosti

gubitka masé ) tijekom ispitivanog razdoblja z r a [pureartae j ednadgbi 1:

wa b — PTT (1)

Kao kontrola enzimskojazgradnjj provedeno jenkubiranje kitozanskih uzoraka pri
jednakim uvjetima upuferskom (PBS) vodenom(H,O) mediju bez lizozimaMjerenja

enzimske razgradnje odralena su u triplikat:i

Kako bi se potvrdile dobivene vrijednosti za gubitak mase nakon razgradnje, uzorci su
p o d| opipstupku Areezeextractiorii .Uzorci prethalno ispraniu deioniziranoj vodi,
smrznuti suiis pr ani ohl alenim ef2&ndAICqm atasplotipermp eir ad

sobnoj temperaturiakon| e guastavijenina zrakud a s e do &ansiagtee mase
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3.5. Metode karakterizacije

3.5.1. Mjerenje pH vrijednosti degradacijskog medija

Mjerenje pH vrijednosti medija tijekom inkubacije ispitivanih uzoraka provedeno je
p o mopH-metra Schott CG 842 wstaklenuelektrodu BlueLine 14 precizng | u 0,04 d

mo g u [i mjerenia temperatuiie situ,
3.5.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovim transformacijama

I nfracrvena spektroskopska analiza s Four.i
za identifikaciju ispitivanih uzoraka pomoli u
podrul j a 400em'2DM@ pizadanom apsorpcijskom regqi
4cm'i temperaturi od 20 AC.
3.5.3. Rendgenska difrakcijska analiza

Kristalnost ispitivanih uzoraka analiziraa je primjenom kvalitativne rendgenske
di frakcijske anal i ze ( DX6RD ) u mjleroom iraspores kutova Sh i ma ¢

10A<2d<40 A, omsnimmanjeod02A/ s .

354 Pretragna elektronska mi kroskopij a

Pretragni el ektronski mi Ilsnmn@agjeknukpostrukt@d M) K ¢
i spitivani h uzor akjaTESCGAN Véegg3SEVh Easyprobes dnegijame n t
elektronskog snopa 10 keWrije snimanja uzorci sulizo g e n i ut jpeladimijiziata pl a z mi
120 sekundi.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Gubitak mase uzoraka kitozanskih spugvi t o
gravimetrijskom metodom. Sastav razg L e ni h analizman gek mfracrvenom
spekroskopijom s Fourieram transbrmacipma (FTIR) i kvalitativnom rendgenskom
di frakcijskom analizom ( XRD) . Mi krostruktur a

elektronskim mikroskopom (SEM).

4.1.Utjecaj enzimske razgradnje na promjenu mase uzoraka i pH medija

Prema literaturi 27] gubitak mase ispitivanih poroznih struktura ovisi o koncentraciji
otopine kitozana s kojom su uzorci pripravljeni, stupnju deacetilagigpodjeli molekulskih
masa te svejvima bubrenjsitozana Bud u | i da je u ovomviscskegdu kor
stupnja deacetilacije 9698 %9z a o] eki vati je da e gubitak

manjis obzirom na manju osjetljivost takvog kitozana na utjecaj lizozima
Na slikama 7i 8 prikazan je gubitak mase u puferskamodenommediju si bez
' i zozi ma, t i jinkubaxife kitbzanskihruzorak&ubitak mase CH®& u otopini
LZ/ PBS nakon 28 danaNDgwdMesigol pejpriublignody

razgradnjk i t ozanski h spugvi tijekom enEmnzimskk og d]j
razgradnja odvija se u nekoli ko koraka ©pol e
njegove adsorpcije i kataliziranja rekomkci j e
treleg tjedna inkubacije moge biti posl jedi

v e § postotka razgradnje kitozanskinakromolekula.

Uotopini LZH,O0 najveli guli tzabi mgegge@HT dejemakon
iznosio 130N19%, t ¢ predstavlja vel.i pad mase u odr
puferskoj otopini LZ/PB$8,3N 1,2 %) Pretpostavlja se da je manji gubitak mase u puferskoj
ot opini ostvaren uslijed prisutnost:i siol i K o
na nj ego v dpgatigne prongener it masi kitozana u LAH mediju mogu se
povezat. s ikt i Pme@dgnau sli igao n q akivioost lizozemaomisi | k om |
0 pH vrijednosti medijato upHp o d r @dl|6,0 do 9,0PremapH vrijednostimaizmjerenih
zavoden me d i j (sl i ka 9) ,neakiiengst lizazima. Kas lpdsljedich togai o]

mogulie je talogenje enzima unutar kitozanski
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nije zabiljegena nakon pr v oddmeg gremgnalinkubakijieg ma s e
(4. tjedan). Me Lut i m, prehomegbnostpripra/ljeninzueotaka u o b

] ——LzPBS
%1  ——PBS

vrijeme (tjedan)

Slika 7. Promjena mase kitozanskih uzoraka u otopini LZ/PBSi-BBSt i j ekom. | et i ri

; ——LZ/H70
14—- . —.—HZO
12
10— /
S — 3
E 6
q -
4
2 4
0 1 1 1 I
0 1 2 3 4
vrijeme (tjedan)
Slika 8. Promjena mase kitozanskiharaka u otopini LZIHOiH,O t i j ekom. | et i ri
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Kontrol ni uzorci i nkubirani u puferskom i

gubitka mase. l zmj er eni pad mase u oba medi
uzrokovan otapanjem manjih makrommdt ul a ki t ozana. l ako kontrol
gubitak mase gto bi mogl o ukazat. na jednak
uzet:i u obzir ef ekt talogenja soli pufer a

kontrolnih uzorak&itozara u puferskom i vodenom medijlkazuje nabrojni gubitak mase
sastavljen osdbtapanpk i t ozana koje je prililno &nmagest ant n

uslijed djelovanja lizozima.

Prikaz promjene pHrijednosti medija prije i tijekom enzimske raagnje dan je na
slici 9. Za puferski medij (LZ/PBS i PBS) vidljivo je da nema znatnijih promjena u
vrijednostima pH medija, dok u vodenom mediju (LZY dol az i do odrelen
pH vrijednost pol etne vodeneosiB&ZoRriitomedolazi zozi n
do veleg otapanja kitozana ¢gto modge biti u z
tiednu inkubacije u LZ/BD mediju (slika 8). Kako je pH vrijednost kontrolnog medija@i

viga (pH = 5,73), tako dgdigmanji godrnosunaavidennaeslie u kK
senziimomTakolLer , uslijed velikog r as®ipHOinea vri |
moge se treji Hmalpajsnazirmeszkloigk a ikzommetlruo lenno g me c

neaktivnost lizozima.

== LZ/PBS
8,0 = PBS
am LZ/H20

75
mm H20

7,0-
6,54
6,0-
T 551
5,0
45-
4,0-
3,5-
3,0

p

0 1 2 3 4
vrijeme (tjedan)

Slika 9. Promjena pHvrijednosti medija LZ/PBS, PBS, LZA®iH,O t i j ekom. | et i ri
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Lizozim se ubraja u proteine koji posjeduju dvije vrste reaktivnih skupina, amino i
karboksilng k o j e odreluju kemijska, fizikal na [ I
dodatm h ami no skupina kitozana moge utjecat:i
l' i zozi ma, t] . na konal nu pH vrijednost ot o
vrijednosti LZ/HO medija.

Kako tijekom razgradnje ki haphdvgekdnodti spug

vodenog medija LZ/BD o d pol etni h, m &itgzan ne setvars Riselt r at i
mikrook ol i g koj i u bi omedi cineprocesdijgkem primjene i ov at i
|l judskom organi zmu. To moge pkontolnogd/adénog i p o
medi ja tijekom inkubiranja kitozanske spugve

4.2 . FTIR spektroskopija

Na slici 10 dani su spektri dobiveni infracrvenom spektroskopskom analizom s
Fourierovim transformacijama za kitozan i lizoziwidljive v r pce k aaladzimer i st i
nalaze sena 1640 cnti 1525 cni*, a odgovaraju skupinami&=0 (amid 1) ii NH, (amid 1)
polipeptidnog lanca

Za kitozan karakteristilne vrpce Kkoje mi
deacetilacije odgovaraju istezanju karbonilne skupine (amidsgvijanju NH (amid II), a
nalaze se na 1644 ¢ni 1583 cm. Bu d u [ jé vrpdaana 1583 cthu ga t o upul uj e
kitozan visolog stupnp deacetilacijeVrpca od 335&m™ do 3290cmi* odgovara preklapanju
vrpci amino (NHy) i hidroksilne ( OH) skupine usjed vibracijskog istezanja/alni brojevi
2917 cm' i 2869cm*odgovar aj u aii mettmii |l ma@H, iiCsLO®Eanj u
i CH3 skupina prstena/rpce na 1420 cthi 1374 cni® pripadaju skupinamai® i 1 CHs iz
acetilne skupineTri istezanjai CO skupha nalaze se na valnim brojevima 1151, 1063 i
1028cm’.l nt enzitet prve vrpce pripada asimetri/]
iz mosta i wugljikov iz prstena. ‘dorige8eait u pod
pripadajuskupinama COH,1 COC ii CH,OH [39,4Q.
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Na slikama 11 14 dani su FTIR spektri za uzorke kitozana nakon razgradnje tijekom

|l etiri tjedna inkubacije u puferskzoraka.i voden
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Analiza spektara kit ozans kiulmdnespnadkonirolnit r et i
PBS (slika 11 i 12) ukazuje na zanimljiv r
i stragival kom radu | eDa hinsa lenzimsko aijapanje ikitozanab i | |
ostvarilg |l izozim se treba adsarbdgavar ajaulpeomr gij
mjestu glikozidne veze. Zaostatak |l izozima p
l ako su wuzorci n a k dreezeexttactpmi a pojse upkdvi gput anf

enzima i puferskih soli, FTIR analizapot Luj e nj egov zaostatak gto
j aekektrostat ske i nniheskupikadizojine i Kitazana. IS wbziom pac i f |
zaostatak lizozima, gubitak mase tijekdm vitro razgradnjene o vi s i samo o K

ot opl j enog okidjetuaansiatogenaimea] i

Uzorci kitozana podvrgnuti enzimskoj razgradnji u vodenom mediju (slika 13) ne
pokazuju promjene u FTIR spektrima u odnosu na kontrolne uzorke inkubirane u puferskom i
vodenom mediju. Izostanak adsorbiranog lizozima je u skiagravimetrijskim rezultatima

gubitka mase.
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