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Synthesis and characterization of poly -} faprolactone)/selenium

nanoparticles biocomposite

ABSTRACT

This doctoral dissertation represents a multidisciplinary studyin which
optimal synthesis conditions of polyj ®aprolactone) (PCL) spherical particles
with incorporated selenium nanoparticles were determined, comprehensive
characterization of obtained systems by various physicochemical methodsas
conducted andinvestigations of biological properties significant for the potential
application of this biocomposite material were performed. In order to complete
thesetasks investigations were carried out into three consequent stages.

The first stage was synthesis andcharacterization of spherical PCL
particles, investigation of influence of different experimental parameters on
obtained particles morphology, as well as investigation of their biocompatibility It
was demonstrated that spherical particles with an averagediameter of 500 nm
could be successfully synthesized by solvent/nofsolvent approach, when poly
glutamic acid was used as stabilizing ageftryoprotectant . Furthermore, it was
determined that freeze-drying (lyophilization) process could reduce particle sie
below 200 nm, at PGAconcentration of 0.05 %. Biocompatibility of these PCL
particles was investigatedin vitro, and it was shown that theydid not have a toxic
effect on HepG2 cells.

The secondstage consisted of synthesis, characterization andptimization
of experimental parametersused to obtain amorphous selenium nanoparticles
(SeNp) as well as theinvestigation of their antibacterial and anticancerogenic
properties. The optimal parameters for reduction of sodium selenite (NaSeQ)
with ascorbic acid were: (i) use of bovine serum albumine (BSA) as a stabilizing
agent and (i) 5:1molar ratio of the reducing agent and precursor resulting in
amorphous, spherical SeNp with sizéess than80 nm. The results of antibacterial

testing conducted on 6 diferent bacterial strains showed that colloidal SeNp



solution was more efficient for the inhibition of Gram-positive bacteria
(Staphylococcus aureuand Staphylococcus epidermidisRegarding the anticancer
activity, it was shown that 3.75 %of colloidal SeNp solution after 48 h almost
completely killed HeLa cells used aa model in these investigations.

The final stage was synthesis and characterization of biocomposite
PCL/SeNpand investigation ofparameterswhich provide efficient incorporation of
colloidal SeNps into PCL spherical particles. Degradation of obtained system was
conducted in 4 different media: i) phosphate saline buffer (PBS), (ii) solutioof
lipase from porcine pancreas in PBS, (iii) 0.1 MICI , and (iv)P. aeruginossPAO1
cell- free extract in PBSWhen acetone and ethanol were selected as solvent and
nonsolvent, respectively, microspheres ranging in size froml to o t vere
obtained with SeNp incorporation efficiency of 92%QOver the couse of 660 days,
the release of SeNp from pH neutral media was very slow, while in acidic media
selenium presence was not detecteddn the other hand, the release in the medium
with bacterial extract was much more pronounced, even after 24 heaching its
maximum value of 29,2% after 7 days. Based dhe thorough characterization of
degradation samplesit was concluded thatthe release of SeNpvas influenced by
the structure of PCL/SeNp particles, whereaSeNpwere released onlyfrom the
regions which were closer to the microspheres surface and fronthe amorphous
segments Finally, the biocompatibility of PCL/SeNp on HepG2 cells was tested,
and the results confirmed that this compositewvas safe for a potential biomedical
application.

Physicochemical charaterization of samples was performed by folowing
experimental techniques:Fourier-transform infrared spectroscooy (FTIR), Raman
spectroscopy, X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM),
transmission electron microscopy (TEM), higkresolution transmission electron
microscopy (HRTEM), particle size distribution analysis (PSD), zeta potential
measurements, thermogravimetric and differential thermal analysis (TGATA),
differential scanning calorimetry (DSC)and inductively coupled plasmaatomic
emission spectrometry (ICRAES). Biological testing were performed bybroth
microdilution method for investigation of antibacterial activity; colorimetric MTT

assay for cell viability determination;¢ & k gihBorofluorescein diacetate (DCFDA)
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assay 6r monitoring the formation of reactive oxygen species (ROS); and Comet

assay for assessment of genotoxicity.

Key words: biodegradable polymers, poly-j ®Raprolactone), microspheres,
controlled release, biocomposites, biomedicine, selenium nanopatrticles,

physicochemical characterization of materials.
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1.1 Biomedicina, biomaterijali i kompozitni materijali

"ET T AAEAET A EA OAOIi ET EIEE OA pbPiEAOET O
E DAOIT 1T THEA DOI AAOCARCEEADI KA ORI RAA IERE AhC 1 BAl GMA
ljudskog organizma tj. medicinom generalno. Danas, pojam biomedicina
DOAAOOAOI EA EAAT O HEOIEO 1| Ol OEAEOAEDI ET AOI
I corTiiic AOTEA OAUIEéEOEE | AOAOEEAd A E 1A
"EI i AAEAET OEA DPOEIATA EA AEIE IT1TCEE EOO
ETT 0011 EOATA AT OOAOGA 1 AET OAh OACAd ADAOCEODT A
3. PHOA DOEEOA¢AT A E 1T AEéAH¢A ET OEHGcAT A A/
i AOAOEEAI E EIEE OA EI OEOOA iUdigand) Rakddizt O E OA

zdravstvenih tako i iz estetskih razlog§l]. Podele biomaterijala su raznovrsne i to

DOAi A EAI EEOEI T OAOOAOGO ji AGAITER DIl EIAOI
i AGOO OCOAAT EA j TOOT PAAOEEN AAT OA1 T Eh
ARAOI AOT 1T HEEMQh DIAITOJTAE EEOCIAB¢ ET A ADPI EEAAEEA

funkcionainoz COAAEEAT OT Eh OAT AE OITE EIE DPOAOI AE
Ei bi ATOA E OEEOA j AETETAOOTER AEI AEOGEOIT E
izdvajaju velike sume novca za proizvodd AET I AOAOEEAI A EAT HOI

Ol é Eaénd Wrsteimplantata, itd. Uslovi koje jedan materijal treba da ispuni da bi

T AHAT DPOEI AT O O AEI I AAEAETE OO i11ciAOIEI
T AOT EOE é irdkanOdpsegd kokcentracija, ne&azivanju bilo koje vrste
1T ACAOEOT T ¢ EIOTTITHET G T ACi O OA 1T OCAT EUI Anh
¢ AOOERBARh EOAS

Safidl 1 T HEA OA é&mb neRdlikb iadii@lddel 1 LA O DI ODPOTT O
smatrati ineOOT Ei h AT E OAcET A 1 AOGAOEEATI A OAAOL
bl OAT AEEAITIT 11 cO EODPI 1 EEOE Ol EOEEdIE EI E

moraju da zadovolje veliki broj zahteva od kojih je na prvom mestu
biokompatibilnost. Prema definiciji koju je u svom radu objavioWiliams,
AEIT ET 1 DPAOEAEITITI OO0 EA ODPI O1T ATT1T 00O AET I AOAOEE!/
sa medicinskom terapijom bezizazivanja hlo kakvog lokalnog ili sistenskog
TALAT EATT ¢ AEAEOA T A DAAEEAT OA OE8 OCOI LA
1 AEAAAEOAOT EEAC DI UEKom Givol iGa nivAukive i oyana T A ¢ AT |

1-
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[5]18 S5 EOAOQEI OAeATT AETEI I PAOEAEITT OO EA b
organizma koje ne dovodi doil AL Al EAT EE AEZAEAOA8 | OAE OAO

OAUI EEEOA AODPAEOA | AGAOEEATI A bpPipbdOb
OOl EOOAOA EAI E Dbi OAT AEEATI T O AEOI O1 EOCEél 1 C
bl OAAOCEO 1T ACI OAOAEO¢cA OOT EOOOBA O bpicl AAD
I OPT O1T1 OOE DPOAIT A EIT Ol UEEEh EUAOLI EEOI OOEN

~ A N £ A A A

koji se ET OEOOA UA O1 OOOAHT EA EEEOEOAT EA ET HOA

preloma, prikazani su na slicil.1.1.

Slika 1.1.1. Fiksiranje ET HOAT EE /AEOW CHIAT TAQADI T édiikh AreuzetarQehaEl O A
prethodno sa sajta http://www.depuy.com/ _OU AT UOT | DEIsEWLR A0 A é

-1 CO¢cT 100 EOOOALEOATEA TA 11T1AEOQGI AOTT i ]
i AOAOEEAT EI A OA DI AT 1T EHATEI h LATEATEI 101
farmaciji. Za izradu implantata kao i generalno u regenerativnoj medicini, tkivnom
ETLAT EAOOOOO EE AEDDAOCEI BOMAITIOA 1T AEe¢AH¢A OA
i AOAOEEAIT E8 +1 i PTUEOTE | AOAOEEATE OO 1 AOAO
materijala, a osobine su im bolje od materijala komponenat§6]. Kompozitni

materijali mogu biti tipa metal/metal, metal/polimer, metal/keramika,

-2-
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keramika/keramika, keramika/polimer, polimer/polimer itd. [7]. Specijéna grupa

kompozitnih materijala koja se izdvojila a direktno je vezana sa biomedicinom jesu
biokompoziti. Postoji nekoliko definicija biokompozita. Jedna od njih je da
DOAAOOAOI EAEO EI I PI UEOA ETEE OO OAOOAOI EA

prihvatlji vih materijala [8]. Po drugoj definiciji biokompoziti su kompoziti

i AOAOEEAT A AEITTTHEIC DI OAEI A AT E [BA 11 OAE
AT AOATTT Cl AAATT 1T OA C Onfelnfod trojnd AadijiciaAl A 1 1 L
I OCAT OEEE E 1 AT OCAT OEEE ETT1 BT 1TAT OEh D OE((
Pi 1 EOAEAOEAAR POl OAET Ah EAOAI EgliEnik& i AOAO

Biokompoziti mogu biti proizvedeni u raznim formama poput filmova, membrana,

previaka, ¢ AOOEéT EE OEOOAI A ADI AOAKEIGEM ¢ ANHT A OO0,
OAUT EIi COATAI A AEl i AAEAET Aq OEEOITT EITLATEA
dostava i brojne druge[9z11].

1.1.1 Nanomedicina

AT T T AGAOEEAT Eh 1T AT T OAET T Ipoj@dvikkdiitsu 1T AT T 1
I AATALEI E PT éAOAE ¢p8 OAEA AAO EAAA OA OAA
OT ATl 11 O0OE DPOAZLZEEO c¢l AlTl e OA PTIEAOEI A UAEO/
EEEE OO A1 OEOAOE AEI ATUEEA O lijEegotdda i AT T OE.
suizgmi EOAéEA OOOOEOOOA OEE 1 AOAOEEAT A UT AOTI
TATTOEATE E 1 T1TAT1T1 AOAOEEATIEI Ah BT 1TAETE
podrazumeva da bar jedna od dimenzij@ A O @Atérijala ulazi u opseg od 1100
nmt.10°% 8 O0OAT A OITT A TATTOAETTITCEEA OA 111LRA

AT AEEATEA E DOEI AT A [ AOAOEEAI Ah OOOOEOOOA
njihovinh oblika i dimenzija u opsegu nanoskale[12]. Kako su dimenzije
iT1 AEOI OEEE OOOOEOOOA OAcET A OEOOAI A T A AEI

primena nanomaterijala i nanotehnologije u medicini je jako brzo postala

populamma I AT AOO E @AOAILEWAITIERAI b1 OAT AEEAITIiI 8 - A
podaci K EE  OA OEéO ZEAOI AETEET AOEEAh EAOI AET A
TATT 1 AOGAOEEAT A E AATEA TEOO AT OITETT EOPEO/
zajednici.
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%OOT POEA 1T AOéT A A1 AAAEEA EA ¢nmt8 CI Al

nanomedicine: Nanome®E AET A EA OPAAEEEET | T ACéT 1 b
AEEACT T OOEZEET OAT EAh 1T A¢ATEA E DOAOAT AEEOD
AT 17T O0Ah T 6O00ATEA E O1 ADOAi ATEA UAOAOI EA ET ¢
molekulskom nivoy13]. lako je ova definicija sveobuhvatna njen glavni nedostatak

EA HOI OA O EOOI OOAI A TTLA TATT OE®QE E 1A
koja je bazirana na konvencionalnom biohenpgkom pristupu. Da bi se ova dva

poma OAUCOAT EE¢EI A b1 OOAATT EA TACI AGEOE AA E

AEUAET EOATEE UA POEIi AT O O 1T AAEAETE bl Ol AAE]
preciznija definicija nanomedicine bi obuhwatila samo pojave od medicinskog
UT A¢ AEA ET BAMA OO ERIEQIAAAEM 11 AOAOOEEE OEOOAI A
registrovana leka (Doxil® i Abraxane®) koji se koriste u hemoterapiji, efikasnost
Al OEEAT AAOT cATi¢c AEAEOA EA AEOAEOT A bl Ol
karakteristika na nanometarskoj skali [14,15]. Oba ova leka pripadaju prvoj
CAT AOAAEEE OUO8 T ATT 11 0AéeA O OEOOAIEI A UA
O0i 1 OOETI ¢ OEEOA OOHE DPAOEOII UAEOAI EOEOGE
UAAOL Altea1BIBEA /| OAE AEAEAO EA b1 OI AAEAA OAcA
OAOQUATT C 1T AGAATT EUI A ET A OOI I qoveiBeoviDEEOA O
u kancerogenim tkivima imaju pdA OAT E¢ET A O OAODPTIT O T A opr
T ATT 6AOOEAA OAI E6ET AOLA HaplokEuwtdummotaii [ 1 CO
OAEEO EAT AAOT CAT A ¢AITEEAR AT E OOAT OE UAOA
OA1 Ez@&nmA Pored ove prve generacije stema zadostavu lekova pojavilesu
OA A OO C A nekacij®) €phajafo dizAjniraneAA OOHA AT OOAOO AT O
OEEOA OAUTT OOOTEI 1T AEATEUIEI A AEOGEOIT ¢ OOAI
supstance na osnovu stimulansa sredingd8z21].

o1 OAA O1 AbOAi EOATEA OAOAPEEA O1I1EATEE O
nanomedicine, dosta napretka je ostvareno i u terapiji raznih drugihnfektivnih
ATl AOOEh EAOAET OAOEOI AOT EEh AT AT EOEUEETACUI
1 Aé AT EIO ACTTAKDE LATEI T 01T AAi AT EAT 1 AEAh EAI
AET i AOAOEEATI A UA ¢AIEEOEO OAOAPEEO OA AE
regeneraA E E A[2@.1 L A
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"1 AOGT A EI1 AOE £E E A Aheffijakorh Jadtavuge hadr@diganskeb OAT A
ATT éAOOEAAR TATT é6AOOEAA T A AAPRH. UEDPEAA
I T AAEAETE OA EI OEOOA OAUIEééEOE OEDI OE
AT 1T O1 AET Ah TATT EAR®YOI Ah TATT HOAPEGCE EOAS

—_—) —_—) —_—)
\ >\ \

. A EOAEO i1TLA OA UAEI EOéEOE AA oEA <CI AO
Ei 1 Al AT OEOAT EA UT ATEA AT AEEATEE AAOAI EI
T ATT OEOOCAI A O AEEACI T OOEéEA EIE OAOADPAOOOE!
UA EI ET Eé EQAI EODPED EIOME IEIABET DOT EUOT AA ET EE C
iz laboratorije do pacijenata, poput Verigene®/ OA UAT Ei 1 EEOA AEEA(
platforma je dizajnirana da brzo identifikuje razne infekivhe patogene[24,25].
+Al AOOCE DOEIi AO 11 cO AA pPiI OI OLA TATT e6AOOE
kontrastt E ACAT O TEE OOOE|I GBHIEGEAAE DOEI Eud | AE
snimanja magnetnom rezonancom Ei £ EE AAOI O OA ET A PAAEEAI
bi OADAh DOl OO0AQ#62m8 ATAMEITI AOOEEDIOA 11 COADD T (
TATT1T AAREAET A O AEEACI T OOEAE E OAOADPEEE OAIl
DOl AT AT EIT A DTl OAUATEI OA O1T EOGEAAT T GAADDh 1 A«
T AT 1T ¢ Zza@smdnmaBé AOOEAA OA Oi AOGOA AA OQli¢cAl EEA
Oi TA Ui AéeE AA OA ¢e¢AOOEAA/I ORA BDOABOGAHAM O AEI
AAFET EOAOE E EAIT 1 AOGAT OT A OT EOEeélT 1 OO0 1T ATT OE
5 DI ol AATEA OOAIT A EOOOALEOATEA hOO &I EC

I COATEEAT EA DOOGAI T AT ACATEA 1 AT 2828)00EAA AEI

1.1.2 Kontrolisana dostava lekova

Sinteza, optimizacija i potencijana primena sistema za kontrolisanu dostavu
lekova i drugih aktivnih supstanci je u poslednje vreme u velikom porastu i
DOAAOOAOI EA 1T A1 AOO ET OA[GOR ®olidekiis& idtentivhd CEE E O
DOl O¢6AOAEO EAT 1 AOAOEEAI E UAaviBdk@w#{2R10U OEOOAT /
ovim sistemima,Pi 1 EIl AO EA T A 1T AOAi AT T AéET OEIT I AEI
| ObPDOHOAT EA 1T AEA TAECOAOA T A DPOAAOEAIEEO 1A

iTLA OA TAECOAOAOQCE EITOOAT OTT h DAOEI AEéT I

-5
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A TETI11TEEh ODI Istednd,itdnpefaturdbiis@ivehzinaptf.).

51 AE€EAETE OEOOAIE UA OITTHATEA 1TAEA O 1 OCA
OAOEUCAOATEA 1 AEA DI A Qropisarie AGXAIELOE AGNTITH Al EFROT A
éeAOOT 1T LA AEOE Al EUO OheEredplotind je kosfadtiol OOE 8 ¢
Ol THATEA 11 0A EITEEéETA 1 AEA O EOAOQOEEI OOAI /
OA1l EEA &£ OEOOAAEEA EI T AAT OOAAEEA 1T AEA O 1
T AEAT 1T EA DI OOE¢cE EAAA AE OA EITART QOAKEEA
OOAiI AT OEE DAOEI A8 30E 1T OE DOi Al AT E DPOAOAUE
dostavu (slika 1.1.2.).

konvencionalni
preparati

kontrolisana
dostava

oblast
terapeutskog
efekta

koncentacija leka

vreme

Slika 1.1.2. Uporedni prikaz profila farmakokinetike za konvencionalne preparate i sisteme
za kontrolisanu dostavu

Krajnji cilj kontrolisane dostave lekova jeste postizanje ravnomernije,

AEEEAOT EEA ET 1T AAT OOAAEEA 1 AEA OTETIT AOLAC
TALAT EATEER AEAEAOAR AI EI ET EOAT EA DI OAT AEE

nedovoline, t. neeE AOT A ET 1T AAT OOAAEEA 1 AEA8 |/ AOLAOAI

I ACAi ATT1 TEOI O EUAACAOA OA T EACT O eAOOI
komfornost pacijenata. Potencijalna néiokompatibilnost  upotrebljenih
i AOAOEEAI AR 1 A Blégtadatij€ 1 hitr A B £alivaioza Guklanjanjem

implantataii OEHA AAT A OO0 TAEA T A I AT A OEOOAI A UA
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SEOOAI E UA EIT 10011 EOAT O AT OOAOO 1 AET OA i
se lekovi iz nekog razloga ne mogu adekvatno uneti i administrirati u oagizam na
OOAT AAOAAT h ETTOATAEITAT AT h TAéeET 8 41 EA 1

Z A oA~ s~

I O1T AAi ATEA & O1 AE OAOOOI OT EE OODBPOOAT AEhn

AT OOAOGO 1T AEA AT OAéT 1T T1TAOAiATiTc 1 AOGOA O
terapeutskih sredDOAOA O1 EéT A &l Oi 01 AAEEAh OEOOAI E
AACOAAEOAOE E OEITTEOE EU 1 OCATEUI A EI AOE

sistem za kontrolisanu dostavu bi tréalo da bude inertan, biokompatbilan,

I AOAi AT EE 1 AEAT E é E Edplicifaifped bAde Hokdlino BoknfornoEzd C1 O1
DPAAEEAT OAh AA EA AEZEEAOTT OO ET EADPOOI AAEEA
UAAT OT1 EAOAEO¢cAh AA EA EAAT | ,QOAdAfelak2dA AAIl EI

sintezu i sterilizaciju.

SistemizaET T OOT 1 EOAT O Al OOAOGO i1 ¢cO AEOE OAT
OAOOAOO 11 6OAé¢Ah OF E bi TEEETOIT TAIEEO E
ITTO0OAéA UAOEOE DOOAT OOOATT TA APIiEEAAEEA OE
ETEO LATEIT AEéEPDBAOGEBHEHBASEA OO OAUTE DIilE

ili prirodni), ugljeni hidrati, lipidi, razni kompoziti i mnogi drugi. Na slici 1.1.3.
prikazane su neke od formi ovih sistema kopOA 1T AE¢ AH¢cA EI OEOOAS

Y13
micele \ I
dendriti
nosaci aktivnih suspstanc

.
te¢ni kristali ; /

nano(mikro)sfere

nano(mikro)kapsule

31 EEA p8p80c38 2A1 E¢EOE 1T Al EAE OEOORBH A UA EITTOOTI

-7-
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Jedna od formi sistema za kontrolisanu dostavu koja je najzastupljenija jesu
mikro/n anodere. Predstavljaju sistem matrice u kome je "lek" dispergvan u celoj
UADOAIT ET Etreba f Ga@likakaki odEmikro/ nanokapsula, kod kojih je "lek"
smeHen u jezgru, obavienan 1 EOOCET I | A OAAIOIAGAB EI EA DO
mikro/ T AT T OEZAOT E OHOGAIGE OO0 EEIEAOMc H 1 ¢O ET EADPO
aktivnih komponenti, (i) uniformnostu I T O&I 1 T CEEE EA |1 AEHA bi O
druge geometrijske oblike (i) zbog izotropne geometrije i odnosa
bi OOHET ATUAPOAIT ET A TEEEIT O bDi1TAHATEA EA b
OAUT EI AETITTHEEI A1 OEOAOQEI Ah j BjOdkasnhET OA |
UAHOEOO ETEADPOOI EOAT EI AEOEOI EI  ETIBITAT O
| ObDOHOAT EA AEOEOT EE ET I Bl [3333]0%a drigk stiarie: A 1 AE|
i ATE DOET T OEh AEZEEAOI T OO0 ET EAPOOI AAEEA E O
EI A AEUAET EOATEA |1 OAEOEE OEOOAI As8 4AEIT i A AE
distribuciju aktivne komponente unutar mikrosfera kao i interakciju sa samim
1T OAeAi EAET AE EI Al E HOI EAOIEEE OOEA O ¢/
toga bi CAT AOAI EUAAEEA DI DPEOATEO BKiNnEEI A 1 Of
komponenti unutar mikrosfernih sistema OOAAAT T EUAACAOGIAZ-AEh OAc¢
OOAEE OEOOAI bDiTAT OI A8 £01 OA OEeA OAI A OE
I COATEeAT A TAeETTIT AALETI EOOODANRELD OOBDIRAAOA
(pulmonarna dostava) postoje studije koje su pokazale da se dobri rezultati
Dl OOELO OA ¢é AOOE AR4,35]. Koddrané almiAistraciie] iakane t |
postoji | COAT E@ ADBRE¢ET E ¢éAOOEAAh O TAETIEET (
smanjenjem mikrosfera AT 1 AUE Al UT AOT 1T rpcii® T AT T EHAT |
gastrointestinalnom traktu [36738]. Kada se radi o subkutanoj i intramuskularnoj
administraciji, dimenzija mikrosfera bi trebala biti 10250t | h EAET AE OA E!I
AACI AEOT UA T A OOOAT A 1 AEOIT AACA [3840].01 AT EEI
)y T OOAOGAT T UT A APl EEAAEEA 0O O O br&raIb E Bije I EEOI
DOADPT OO¢é AT A UAIT ¢ T bobsiriktij©kd/din shdpval IpaBOddA EE A E
H. L. KutschemisradnikaDi EAUATT EA AA [ EEOI OEZAOCA 1T A DI
TATTAOATT AEOEOI EHO @IEOOKRI EEBDEOEADA BAAT O
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e AOOEAA EODPI A ¢m i 1T OA AEOOOEAOAEEA Al 00,
OATEEET A tm i EITE OAcER2ERNOI EA TAETI T CATA
p8p8ag 2ACAT AOCAOCEOT A 1T AAEAET A E OEEOIT ETLAI
2ACAT AOAOCEOT A 1 AAEAETA E OEEOTT ETLATEA
pi 01l AATEEE pn CI AET Ah DPOOLAEOGE bl OAT AEEAI
organa ljudskog tela[44]8 /[ O | Ol OEAEOAEDI ET AOT T DIl EA
OEl EOAAOGEA AOPAEOA ADAI EEOEA AEI I 1 CEEA E
I Ol EEAOAT EA j AT ¢c8 EIiI ACET ¢cqh ADAGAFEOA OF UIAAEAC
AT OOAOO 1 AET OAnh EOA8 4EEOIT ETLATEAOOOOI E
OAOTI OAOCEOCT E DpoAd 1 WEE AU OAT AIOACA OA OEEOI I
organizam na obolelon mestuh O OAT AT T 1 OA Oddabvorhsdiod E 1T 1 1 C
LEOT I O OEEOEA UAI ATE8 | OAEOEI DPOEOOODPT I Al
problemi nedostatka donora tkiva, problemi vezani za doncprimalac
ETI DPAOAAEI TT1 O0Oh EOA8 oi 1l EIi AOT A PTAITCA O EI
(eng.scafoldi OAL Ah OEAITAWg Hd @A AEICE W T OOEh OAIl Eér
bl OOHET OEEE 1 O1T AETAh T1iTCO¢cAOAEOGcE OEI A OF
cAl46lBAS51 1T CA OEAZI 1 AA EA AA EIi EOEOA E T EITE
AOT EAETT EAA EAI Guhdl natdck. A SelekdiaO Palimefakjl O
AET I AOAOEEAT A UA EUOAAO OEAZEITAA E 1EACI
konstituisanju i razvoju tkiva [47]. Polimerni skafoldi mogu biti AUl Eé EOA
Pl OT UT 1T OOEh OAOCBEOEEAREOEHEATI PEAOHET OEBE 1 O1 /

OOT AET ATUETTAITO jo$q O0O000E®MDOAOIT; EOERI TALJ TCIA A
I ACT OAOAEOADA OOOOEOQORAOAE OEOODAEAN 1 EEDEE/
AET AEOCEOT EE 111 AEOIARE ABZKRDADEDOE AMAEHEGEEAAA
I ARUAAi OEO DOEOOATI AT O T AEATEEEO bidbi OOh E
OALTEE OOI T OA EA ArPrineAad 1AOAE 111E GO CE TELTAIT BF AAOODAORC

I COAT EIeRRATAOOAOQET i I ACT OAOAEO¢A OAOEOI AOEUA
implanata kao u fazi njihove integracije u organizan{48]. U polimere koji se
EOPEOOEO E EI OEOOA EAI 171 O0A¢E O ETLATEAOOO
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EAT HOI -képtblakon)i(FEL)j prli (laktid) (PLA), poli (glikolid) (PGA) kao i
kopolimer poli (laktid -ko-glikolid) (PLGA)[49].

1.2 Polimerni m aterijali za biomedicinske primene

Polimeri su veoma raznovrsna klasa materijalaPredstaviaju molekule sa
AOCAEEEI iEWC @Mmi Aivélikog broja monomernih jedinicakoje su
i Ai OOT ATT DT OAUAT A ET OA1 AT 60T Ei OAUAI As : Al
su primenu i u medicinske svrhe na polju regenerativne medicine, tkivnog

ET LAT EAOOOOARILI0ATIE | AITAGIAKATAEEE CT AET Ah DI 1 EI

OO0 T AOI ¢éEOT DPOEOOEI A pifl 2afbbijatjedBEAd-a0A ¢ A E.

kontrolisanu dostavu lekovg22,52,53]. Uprkos rdJ OT EO [ 11T CEE OET OAC
pi 1 OOET OAOE¢EEE bilEI AOA E AAIEA OA UA EI
DOEOI ATE DIl EIi AOE EAT HOT 00 OAUTA OiTl1An
ETTO01T1 EOATTE AT OOAOE I AET OA iTOAEO AEOD
biokompatiAET T ER 1 AEE UA OOAOEI EUAAEEOh AAU 1Al
48 -1 ¢O¢cT 100 11T AAIT OATEA AEEUEéEEE E EAIE
i ACAOEEAT A AT OT AE AT 1T AOAAEATEE 1T 01 AET A

AET T AAEAET OEA DPOEIi AT A8 . A OOI EOOOA BIITEIAO
I O1TTOTEE E Al elTAEI OO A DOODIOCEGOOOEEA EUAI
El OEOOA O OET OAUE bpilEIi AOAh AET AI EEA OOHAI
rekristalizacija monomera, koncentracija inicijatora, nivo vakuma u procesu
OOHATEA pPijsHd AOATI EIORQE 11 cO DI EAUEOAOE OE
Ol EeT A TTEI A EBGA POEOI AT A EIT OO0E

1.2.1 Biodegradabilni polimeri

Biodegradabilni polimeri predstavljaju specifénu grupu polimera Kkoji
Pi Al ALO AACOAAAAEEE Ol OOAO LEOEE [OFHIOOAI A A}
Ova definiciA T A OE| E O¢@IERE O A AE OAIOEEHAerdkaeCsAT EUIT A
AET 11T HEEI AT Al AdAGB T A MEITEAQDWEA OA OAUCOA
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lokacije polimera od koga su nastali ponekad bitt EUT Oé AT E EU T OCAT EUI

koji su objavili M. Verti saradnici biodegradabilni polimerni materijala seAA £ZET EH O

u sledA ¢ phdgrupe[58]:
| bioresorbilni polimeri 7 Ovi materijali podle: O AACOAAAAEEE
zapremini a produkti degradacije bivaju resorbovani uin vivo uslovima i
Al EIl ETEOATE AZEEUEIT T T HEEI bDOI AAOGEI A | EEI
procese).
' bioerozibilni polimeriz OAUI EEOEO O I A AET OAOT OAEIT T I

O AA

' bioapsorbilni polimerizEl AEO ODBPI O ATT 60 OAOOOAOAT EA

bez kidanja molekulskih lanaca ili fragmenataNa slici 1.2.1.1 prikazani su
OA UI E é Erpiantatahd Badi Bioapsorbilnih polimera koji se koriste

ETA THOACAT EA EEéi ATT ¢ OOOAAS

31 EEA p8c¢8p8p hanhitddlabtaétic GF EAT HBOEO OEOOA ET A T H
Slika preuzeta iz [59] a prethodno sa sajta http://thejns.org/

-11-
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Klasifikacia AET AACOAAAAEI 1T EE G®OHEGR OBOAAA [HAIAE
strukturih - POAT A TEEET OT 1 DI OB Kddaseiadié dddl OET OAL
TA 1011606 bi OAEI A OAUI EEOEAIT DOEOT AT Ah i
polimere. Neki od prirodnih polimera su celuloza, kolagen, fibrin aloumin i
polisaharidi. Modifikovani prirodni polimeri su oni kod kojih su postignute
I AOAAEAT A POT T AT A OE8 LAIEATA TO1TAETA EAT 1

I AEéTT DI OOELA AT AAOAT EAT PI1AOTEE COOPA E
Polimeri AT AEEAT E OAUI EEEOEI | AOT AAT A OET OAUA

AOOAEOEOI E UA PDPOEIi AT O O OO1 EOCOODO AEIT T AOGAOE
i AOAOEEA]T 1T AOCATATEE 1T OAZA 11T HEEE E AOOCEE 1A

. AE¢€AH¢cA EI OEH¢AT E EIAKOEA A ©OOA ARIAEE A GOOET |
poli(laktid), poli(laktid -ko-C1 EET 1 E A&plolaktén) I[1E j Kemercijalno su
AT OOOPT E OAUI EEEOEE OAOOAOA E 111 AEOI OEEE |
kontrolisanje degradacije. Degradacija je postignuta sintezom polimera koji u
osnoe EI AEO EEAOI I E Q&1§. EHEmijskalj€djdnfaEsh bvAkvind A U A
karakteristikama su estri, anhidridi, ortoestri i amidi. Poliestri mogu biti, na
primer, homopolimeri sastavljeni od jedne vrste monomera ili kopolimeri
sastavljeni od raznovrsnih monomera npr. od laktida i glikolida. Krajnji produkti
OAUCOAATEA Di1EAOOAOA OA 1TAOGI AGATT OEI EOEé (
1T AOI EOE¢éT A POI AOEOAS

p8¢8p8p !l EAAOEETE PI 1 EAOOOE

J A T A hjifokeOdodedradavilnosti i biokompatibilnosti, u oblasti
AET 1T AOCAOEEAT A OA 1T AEOEHRHA EiT OEOOA DPilEI AOE
AT T AT O OEEOI T C ETLAT EAOOOOA pB2zGAERAIBG A UA E
T EEET OAOCBEDT EAT ALE O TEET O E 1 ANlhoBiOEET T OOE
biokompatibilnostis + AET OAi 1T Ei A EALAh EAOAEOAOEHAOD
OAUAOT EATA T ACI OAOAEOCcEI AT EEI COOPAI A8 $ 0]
OAI Ei  OEI E 111 AE@ilraxkcida i izaki® samd bd: dslovad

polimerizacije.

-12-
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I 1 E £A OE il piedstavijaju Bvdliki Gamiliju polimera i mogu biti ili

DOEOT ATT ¢ bPi OAET A | AAE OA OEhtioKsikkisenB)IsET OAOOE |

TA 1TTcO 1AGEEOCARAITIEE GBI . ABé¢ EFEADEET EEHOAT EAOOA

hemijskim putem su poli (glikolid) (PGA), poli(laktid) (PLA), poli(laktid -ko-

glikolid) (PLGA) poli(epsilon-kaprolakton) (PCL). Njihova hemijska struktura je

prikaza na slici 1.2.1.1.1Svi ovi polimeri su hidrofobni a u zavisnosti od njihove

EOEOOAI ET EelT 1 OOE OAOEOA E 1TEEET Ol ov®OAI A A}

COOPA OET OAOE¢EEE DilEI AOA EA DPOAET EEAOTI

4AAETh O O1I 6eAEO o0o,'! EAT AACOAAAAEITE DOIE

kiselina koe EAOT EEA O1 AUA O 1 AOAAT 1 EeEA DOOAOGA

odstranjene izorganizmall]. Zato nzak pH pogoduje i ubrzava proces degradacije

ovog polimera. Ovo je bitna osobina zanasdo T OAé A OET OAOEOGAT A T A
E

i
=BT

mora se imati u vidu prilikom definisanja njihovog ciljal T EAAEEA 1T A
Al OOAOEOE OOI E OAAOLAES
H!-
Q
O
o ANk +
O Q
O CH, 0
o
D Hl
[#]
G\/\/\.)L]\
o A
Slika1.2.1.1.1- 11 AEOI OEA OOOOEOOOA DI EAAET EE Al EEZAOE¢T EE b

b) Poli(laktid), PLA,; c) Poli(laktid -ko-glikolid), PLGA,; d) Poli ( r-kaprolakton), PCL.
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AT AOATTT Ccil AAATT EEAOI T EUA Al EZAOEéT EE
1T A¢ET A8 T ABKA EA DI OOHET OEA AACOAAAAEEATAOI
OEl ATEATEA E EEAATEA AAIT T OA DIi1EIAOI EE 1Al
dominantan kod izrazito hidrofobnih polimera kada je stepen kidanja polimernih
I ATAAA T A DI OOHETI E DOT EEOMICEA O1T AA | AACOA/
unutar zapremine polimera. Kao rezultat dobija se istanjivanje polimernih
£l Of Ol AAREEA AT E TEEET OA O1 OOOAHT ET OO0 1 O0AE
01T ¢ TA6ET A AARACOAAAAEEA kéntdi O ET E OHOIOBTIORT BAA Ac
komponenti na osnovu tog8 $OOCE 1T AéET EA AACOAAAAEEA
stepen prodiranja vode unutar zapremine polimernih formulacija dominaimniji
PDOoi AAO O TATTOO T A bDi OOHET OET EEAATEA 1 AT .
DOl AOEAOA AACOAAAAEEA EU O1 OOOAHRT ET OOE DIl
i AAEEOI TTLA OA Al AEOE HODPI EA OOOOEOOOA EIE
[67].

5 Pi Ol AATEA OOAI A Al OOA EOOOALEOATEA EA
i TAEEZAEEAAEEE bi OOHET A AIEZAOQOE¢T EE PIlEAOGO
AACOAAAAET T EE i AEATEUAI A UAOAA ODPAAEKEEéIT E
dobijenih na tom polju su sumiani u radovima A. Silversa i K. Washingtora i
ostalih autora [66,67].

1.2.2.2 Poli( r-kaprolakton) (PCL)

Poliepsilon-EADPOT 1 AEOT T jo#,qQ EA EAAAT T A POO
put sintetisan od straneW. CarothessA E T EACT OA QGoOiDgollinabl ¢ AOET
POl HI T BEIDAEBACI OA AOUA EIi i AOAEEAI EUAAEEA E
POITAI A PI1EIAO EIEE AE (1 CAI AEGE]. OAUCOA]
PCL je hidrofoban, semikristalan polimer sa niskom temperaturonopljenja 59-
64J# O UAOEOTT OOE 1T A OOADPATiteperdfumtOOAIl ET E
ostakljivanja (-60°C)[69].3 ET OAOEHA OA Dil Ei-lepdlddtdndAEET I 1 T 1
Ol 1T AEéAH¢cA 1T OOAOAT EAI TEACI OA AEEI E¢eT A 00
raznih anjonskih, katjonskih ili koordinativnih katalizatora. Dobro je rastvorljiv u

14
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OAcETE OI AEC¢AEATEE 1 OCAT OEEE OAOOOAOAéAhRh |
OT1 6ATh ATE OA T A OAOOOAOA O AIETEITEIA E |
Pbi 1 EAOOOAh Di OAAOEA OEOIEO DPAOIi AAAEITT OO
AACOAAAAEEA o#, EA OAT T A OPI OA j HOI CA €éETE
| OPOHCGAN ERAOE AAOLETI OOAIT AT OEEI ET OAOOAIT Ei AQ
EUAACT OOA EA 11cCcO¢cli 100 Al AEEAS7RO\ sémaOAl A O
AACOAAAAEEA 101 ¢c Pil1EIi AOA O 11 Oi-4igbdngEi OOI T ¢
[70,71]. Zbog sporog vremena degradacije njegova primena je najpre labi

O0i AOGAT A EA OEOOAITEI A EITEE OO OOAAAITE 100
EEOOOHEEI i AOAOEBGAIAGIAl AQR OBAEOGCOALEN EAI I A
ETLATEAOOOOGA E TAciIiiTCc Bl OAOOA EIT OAOAOT OAI
EOOOAL EOAMmEMIAGH ®HA OEHA T A UT A¢AEO8 5 1 OI
Al EUOALAEA TEACI OA T AEATE¢EA TOIAETA E 11

drugim materijalima kako bi se dobinOAéT 1T AAZET EOAT A OOT EOOOAS
Degradacija PCtA EA DOT AAO ET EE @&Ze[5T,R2LAvwbi AAT EO
Pl &#8dh £AUO EAOAEOAOEARAA COAEOAE 111 AEOI OEA |

T AOGOI EéTT ¢ EEAATEA AT é1 EE 1 AT AAAh AT E A0OC,

iT1 AEOI OEA 1T AOGA EAAA OA EOAci AT OE bBI 1 EI A0l

AAUA DPOAAOOAOI EBEIBGECOHEEAGDI HUWMATE DBOAOGALI

amorfnim segmentima polimera. Degradacija je u ovoj fazi autokatalizovana jer

ITO1TATi ATA EAOATEOEITA EEOAI ET A EAOAI EUOEA

grupa. Druga faza je enzimska fragmentacija celokupne@emine i odigrava se

kada se steknu uslovi da fragmenti lanaca difunduju u degradacionu sredinDva

AAUA EA 1T COAT EéeAT A i AiiustodiniaE tokorh Begrédaciie] AA8 5

fagocitoza segmentiranih i difundovanih fragmenata odvija se istovremenoas

OEI EOE¢EOAT EAI DPOI ACEAOK7]IO AEEI OO 1 EI O1 OEA E
Sama degradacijgpolimernih formulacija zavisi od brojnih faktora. Sa jedne

strane tu su priroda polimernog lanca, hidrofoon OOh EOEOOAI Eé1 1 OO0h

i AOAh OAI E¢éETA E ITO&ZIITITCEEA ¢AOOEAAR 1| AEO

druge strane jako je bitan i uticaj degradacionog medijuma poput pH vrednosti,

prisustvo enzima itd.[73Z77].
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1.3 Dobijanje i primena poli( R-kaprolaktona)

Uslovi koje jedan materijal treba da ispuni da bi opravdao svoju primenu u

AET i AAEAETE OO 11T CIAOIETEhEIPA ¢ARAGOOGEA 11 C
AET ET 1 DAOEAEITT OOE O HEOIETI I DOACO ETT A/
biodegradabilni polimer koga odlikuju dobra biokompatibilnost (odobren je od

OOOAT A 1iI AOEEA ACAT AEEA -KDA), dadoi vetné i O EOA

degradacije, visoka permeabilnost prema mnogim molekulima, izostanak

AACOAAAAET T EE DOTEUOI AA ETEE O ELAOGAEO b(|

Obil 01T ATT 60 AA OA 1 AET 1 AHA OA 1 OO0AITEI 1 AOGA
i AOAOEEAI EUAT OA O OAUInkdor&ViElekove b kitndrh ET A UA
ETLATEAOOOOO E OAUI EE¢EOQEI i AAEAET OEEI 00/
DOACI AATEE OAAT OA O EIEEI A ERB7690 BOAT A O
UAOGEOT 1 OOE T A LAI EATA POEIATA o#, OA TTLA
mikro- E T AT T OEAOAN i EAAT Anh EEAOT CAI T OAn DOA
trodimenzionalne porozne strukture-skafolda itd. [57,70]. Kako je PCljedan od

najranije sintetisanih polimera, BT é Al EA TiaAdalse RoDIME Fa

kontrolisanu dostavu. Kada se radi o dobijanju mikrei nanosfera razvijene su

brojne tehnike koje se grubo mogu podeliti na polimerizacione tehnike i tehnike

sinteze iz komercijalno dostupnog polimera. Sinteze koje se rade iz komesadijo

AT OOODPT EE COA¢ é&stde uGsharaladilEié AkBtakciji polimernog

OAOOOT OAh HOT AT O1 AH72]ATu pre svdyg $pédidju em@AoAcE DE OA Al
metode, metoda raspeHE OAT EA DT 1 ETI AOT T ¢ OAOGOOTI OA O C
OOHAT EAh OAI T LATEA BITAGEIAROAE UlAT @aichARORD A BA
poil T ADDCT OAOAEOADZEE d dhuglT2A8)180 EAciEITIAC T OEE OA
bi AOAUOI AGA Obl OOAAO OAUI E¢EOEE OOAAEI EUA
bi OOHET OEA AT AOCEEA ¢eAOOEAA Od&wdicida T EEET O
AAZET EHO TEEEIT OO 11 0&£ 11 CEEO8 . AEéAA¢cA ET O
polysorbate 80, PE/F68, pluronic F 127, natrijum dodecil sulfat (SDS) it{69,78].

5 Dbi Ol AATEA OOAI A EOOOALEOATEA OO OOi AOAI

hidrofilnih vrsta sa PCL-om kako bi se modifikovala njegova degradaciji@9].
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) AET  OAIT A 1T0O0i ¢ OAAA TEEA EU 1 A1 AOOE OE
I Al AOO ET EA EA c byahedstdvdits mdtezijal@miza diBjnirgeET ET A
raznovrsnih sistema za regeneraciju tkivaskafolda. Postoji mnogo tehnika za
dizajniranje skafolda na bazi PCla. Kada su u pitanju porozni sistemi
T AEUAOOODPI EAT EEA OAET EEA (fa nalh A g OOM AE GecAm
OOPOOOAO DI A AREOCOOI |  olettrAdpidnddE éupoirepa DT 1 EA
I ACT OAOAEOG¢-BE OTOODOIOOAT DB OOOAAEIE Aolinernog O1 T AA{ A
rastvora, tehnika razdvajanja fazg80] .

Na slici 1.3.1 dati su podaci o broju objavljenih radova u perigu 2000-

2017-te godine, dobijeni pretragom indeksne bazeSCOPUS AAA EA EAT EI EOé

ET OEH¢ AT T A poly@psibn capfoladtadelkupan yoj ovih radova iznosi

wounm A TEEET OA UAOOODPI EATT OO bi T AOCAI AT EI
p8c8¢8 )U DPOEITLATEE OI EEA OA OEAE AA EA T«
bl OAAT T EAAA ivadimaGrfoBidsti naukecodnaterifalima.

kljubna red pretrage poly epsilon caprolactone
izvor. indeksna bazaScopus

769 768

686

612

582
528 510 534 540 %4

462

410
347
275

235

203
151 174

200020012002200320042005200620072008200920102011201220132014201520162017

Sikal8c8p8 ' OAEEEEE DPOEEAU DOAI EBEiplisi BCE EQAEAH T GAA EQA BEAI OCF
PCL. Podaci su preuzetisaE1 AAEOT A AAUA 3#/ 053 A EAI EI EOéT A OAe¢
naziv polimera -poly epsilon caprolactone
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Farmakologija, Medicina _ostalo
toksikologija i 3% 3%
farmaceutici

5%

Fizika i astonomij
7%

Biohemija, genetik
i molekularna
biologija 9%

Sikal8c8¢8 ' OAKXEéEE DOEEAU UAOOODPI EATT OOE OAAT OA | O
oblastima, za period 2000 -2017. Podaci su preuzeti saindek OT A AAUA 3#/ 053 A EAI E

OAé DPOAOOACA EA EIT Opol epdilbn chploladiobe DT 1 ET AOA

1.4 Mikroelementi neophodni za pravilno funkcionisanje

organizma

1.4.1 Osnovni podaci o mikroelementima

-EEOT A1 AT AT OE EI Eh EAET OA ETH TAUEOAEOF
definicije a prema tome u kojoj oblasti se termin koristi[81]. Ukoliko se pojam
i EEOT A1 AT AT OA ET OEOOE O AT AI EOEéEéEITE EAI EEE
POl 0AeéelT O EITAAT OOAAEEO 1 ATEO TA pnn éAOO0OE
mikrograma u gramu. Sa druge strane, u geohemiji mikroelementi su elemestiE E A
je koncentracija manja od 1000ppm ili 0.1% sastavastene. U biohemiji
mikroelement predstavlja dijetetske minerale koji su potrebni u vrlo malim

ET1 EéET AT A UA POAOEI AT OAOOh OAUOI E E £#&£O1 EA
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1.4.2 Klasifikacija mikroelemenata

Mikroelementi u biomedicini i biohemiji se mogu podeliti na4 grupe. Prvu
COODPOAlekl AT OE ETEE Ei AEO AAZET EOAT O AET EAIE
manifestuje kod ljudi. TUOPAAAEO CcOil Li A j &AQqh AETE j:1qQ@h
jod (1), molibden (Mo), selen (Se) i fluor (F)Drugoj grupi pripadaju element koji
nemaju jasno definisanu biohemijsku funkciju, ali se njihov nedostatak manifestuje
ETA 1 EOAE8 5 1T OA Al Ai AT OA OPAAAEO EOII j#0
koji imaju definisanu biohemijsku funkciju, ali ne pokazuju se znakovi deficijencije
Ei A |1 EOAE E OO OPAAA (AT CAT j-71Qg8 1A060OC
definisanu biohemijsku funkciju niti se pokazuju znakovi deficijencije kod ljudi. U
ovu grupu spadaju nikl (Ni), silicjum (Si), vanadijum (V), arsen (As), brom (Br),

olovo(PDb), litijum (Li) i kalaj (Sn).

1.4.3 Osobine mikroelemenata

I OT AET A T EEOT AT AT ATAOA OO0 OPAAEEEEéT T OOF
3PAAEEEET T OO0 E
1 EETEI OOPOOEOOAT OT i 8 )T OAOAEODEOD]
i EEOT AT AT ATOA 1T1TLA OOEAAOE T A 1 AOAATT1EEEOD
01T O AETEA Ul AEAETI O0OE¢A TA AbPOI OPAEEOD
mikroelemenatA ET EA T UT Aé¢ AOGA O1 HOI E T AT A ETIlEéE

na organizam.

1.5 Selen

Selen je otkriven 1817. godine od strane Jons Jakob Berzelijjusa. Ime je

AT AET T A wioeEAEAAGYEA¢E | AGAA j UAOI HOT OA
latinski tellus -zemlja). Pripada VI grupi periodnog sistema pa je po mnogim
00T EOOOEI A OI Eé¢AT 1 OOAIT EI EAITEITCATEI AlAITA

javlja u 4 oksidaciona stanjac h mh Ct E j&@lipjenja posleddgiaddgad OO

rastvorna u vodi i to u obliku oksi anjona selenita (Se¢¥) i selenata (Se@).
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Poput sumporg selenB| OOT EE O OEHA AI[82001 POEEE |1 AE &E

E Sivo/crna heksagonalna tj. trigonalna fama, ujedno i najstabilnija, u
EITETE OO AOI T E OAI AT A OOAi ATE O AOCA

72 #OOAT A EOEOOAITAR TTTTEIETEeT A £ O A
I Oi T é préténévi selenovih atoma;

72 #O1T A OOAEI AOOA &1 Of Ah OAAOLE OAI EEA
selena;

72 # OOAT Ah AiTOM&I A £ Oi Ah UA ETEO OA OA
kombinacije malih prstenova i deformisaiih lanaca heksagonalnih
oblika.

Primena SeEA OAT 1T A OAUTT 6001 A8 £01 OA OEéA
I AEOEHA ET OEOOE EAI AAEOEO O bDPOIT EUOT AT EE C
materijal za izradu foo¢c A1l EEA E AAI T OA & O1 EI PEO | AHEI
£OAOAA E &i 1l AAT AROCGAEBAT OADPEERBA E AA OA
ovaj element. Danas je poznato da je Seikroelement neophodan za pravilno

funkcionisanje ljudskog organizma i ima jako bitnu ulogu u ishrani i fiziologiji ljudi.

0T UT AO EA bi O1 1 A tiodperolBitlade)gelendenadAkOjidAad C1 OO0A

z A o oA~ A

21-e aminokiseline, ulazi u sastav brojnih proteing83]8 + Al [ 1T ¢AlT A1 OEI E
T AOOOAI EHA O1 1T AT AT A OAAEEAT Ah E T A OAE 1 A¢E
TA T AOLAOATEA OEOAITT OOE 1 OCATEUIA E 060

antikancerogeni efekat[84z87] i jako je bitan za metabolizam kostiju[88790]. U

””” |
¢mm t ¢ 3A T A AAT Oi ATEGEA OO0I O Oi 0011 OOE
DOT OOAOARKh AAAAI9IC SaAdideCshkaneEveodad © ¢ahka granica

EUIi Ai O DPOEEOAOI EEOI Ci DK ODRAE[®DE b ek@ide AT A E |
Oi AOOATT AA EA OAIT AT O Al Al AT OAOIdbkije T Al EEOD
DALT EA AEI A ODPOOA 1 Amehodi®d GdVetpiGdenitEsemétAq OAIT A
OAT ATEO OO T AEUAOOODPI EATEEE 1 Al EAE OAIl AT A (

u ishrani ali i u brojnim terapijama.
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- Ai OGs& hapretkom nanotehnologijed T AHI T OA AT 11 OEE OAUI
OA AEOEOITH¢O Al Al Al OBA.IDE 3HA DTAOAT AR IEAT UEA
OAT ATEOI i h 3A. b DPi OAAOEO EAAT AEO AEEEAOT T (
DAOT EOEAAUA E OET OAAT EOQOET OAf0#HPAUAR Al E E

Do sada je u litektAOOOE BDOEEAOI EATT i111ci 1 AOT AA
selenaz SeNp. One se generalno mogu podeliti u tri grup@7z99]:

1 metode hemijske sinteze (hemijska redukcija)

9 i AOT AR MEEUEEEA OE1T OAUA j1 AOGAOOGEA AAI AA

T i AOT AA AET OET OAUA | OAAGEREEEAT OGAT BUOAI

njihovih ekstrakta)

5 UAOEOI T OOE T A EUAT OA 1T AOTAA E OU TAC
iTcO¢cA EA AT AEOE OAUIEEEOA 11 O& 1MDEEA OA (
103]. Za biomedicinsku primenu uglavhom je od interesa amorfna ili crvena
iTTTEIETERR AT MEOAACA AT AEEATA O OEAO ETI]
hemijske sintezeredukcije su i dalje najzastupljeniji pristup za dobijanje SeNp
zbog njihove jednostavnosti, reproducibilosti, dobrog reakcionog prinosa i
i TcO¢glT T OOE AA OA 1 EEEiafhin jeBinjedjiondl kdjaAim ¢ AAET OF
1T COcAOAEDO OPAAEAZAEET O DOEI A1 68 +A1T OAAOQE

askorbinska kiselina, glukoza, natrijum tiosulfat, glutation (redukovani oblik GSH)

itd. Prema mnogim autorima prisustvo stabilizatora je neophodno ukot I L A1 ET T
AA BT OOECTAIT Ei1TO00I 1 EOATE OAOO é¢AOOEAA | C
AT AEOE OOAAEITA OOOPATUEEA EA TEI ¢nm 11 Qs

s e s oA A P s o~ oA A~

EAOAT EOEI AGETI AAI O1 T UAh 1T AOOEEOI Al CET AOQh
alkohol (PVA) itd.[1047108]. Sa druge strane odgovar@i¢ EI  EUAT OT I OAAOQEA
OOAAOOOA 11T CcO¢cA EA éAE EUAAGCE ObPi OOAADO 0O/
glukozom i L-cisteinom[102,109]8 5 DOOI I O1 66 AEO OO -Al AEEAT
g Tih A O AoOcii TEIT pom 118 -Ai OOEI Obi
bl AT 1 EHAOE EAAT O A0OOCO EAOAEOAOCEOOEED A O

N s e o~ 2 oA

ET OAOAEAEEA OA ¢Al EEAI A8 4AET 1T A DPOEiIi Aoh O

-21-



Fakultet za Fizil|l ku hemiju

-Doktorska disertacija NenadF i | i

AT DT EAéATT ¢ EIOTITC T1TAGCIi Ol OA 1T OCATEUIA 1
ITT cO¢cOEA 1 AE DPOI 1 AUAE ¢éAOOEAA EOI U ¢Al EEO
AEOT Ol HOAcT 1 OOE

. AEOACE AOITE EOOOALEOATEA OA 3A. b OEIE
akOEOT 1 OOE 101 ¢c 1 ACAOEEATI A8 *AAT A T A OOOAOA«
EAOOA OAUI E¢eEOA AEOOOEAOAEEA 3A. P O EOOT A ¢
OAUI EEA O OAIl E¢E[ORIIOBEEEOOEE ODOOAOACEEA
AOT EAET T A1l EUAAEEO DBl OOHET A 3A. b EAI E 1
AT OEEAAAOT CAT EiI nod®b OODAA EIOAS8 E dubpiegedninOi EOAT A
radovima koji su se pojavili u proteklih par goding97z99].

4 AET iskorijgOvreme primetan je porast uiOOOA L E O Ads& lraleA ET E

AT OEAAEOAOEEOEI T E Al OROERIOGOTS i1 AEIOAEAOEAHEOD]
I O0OAT T ¢ PIEAUATT AA 1T A AT OE éinkeFeQfo0 EXXOGED AAEO
3A. D EAT E QU6BAHET-AAiéA OIOERIAA EAAAT T A DPOAOA

bl OAT AEEAT EAOOA 1T Al ACATEA OAUlI EéemBkE OEDIT

ciliem da se suzbije pojavanfekcije i formiranje biofilma [118,119].

47T EOEéT T OO0 TATT ¢eAOOEAA OATATA TTLA AEOE
kai E DOEOIT Aii OOAAEI EUAOI OA EIEE OA EIT OEOO/
OAHEIT EUOAOOE UAEI EOéEA 1T EITTAAT OOAAEEAI A E
POEIi ATO O OAOADEEOEA OOOEA8 o071 OAT AEEAITI
TATTeRA0OBREMNA OORT 1 EIi AOTE 11 OAé EIEE EA AEIEI
ETTO00T1 EOATT 1T OPDOHOATEA 3A. P O 1 OCAT EUI Os8
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. AT T ¢6AOOEAA OAI ATA DPOAAOOAOI EAEOD 11 060
bi EAUAT A EAT AT OOA AEEEAOT EEA TA 1 O0O0AI EE

druge strane, doza potencijanogOEUEEA O EOPT 1 EAOATEO OITE
materijala je i dalje glavni problem koji | COAT Enfedo@A primenu u

AET I AAEAET OEA OOOEA8 *AAT A TA OOOAOACEEA
TATT éAOOEAA OAI ATA EAOOA AA OA binimh UAHAOE

~

| T OAéeEi A ETEE AE EE O AEUEI I T HEEI OOIT OEI A
DAOT 11T HEEI OEOOAAEEAI A | AAEOAOEEOEI I T EOOLA

)yl AEO¢cE O OEAO 1T OAEAO DPOEOOODPh ¢l AOTE
EOOOAIAEOAD OOO0Oi EOATEA 1 DPOEI ATTEE DAOAI A

AET ET 1 BT UEéplakten)/ T B R ¢ AOOEAA OAI AT Ah  AAOGAIT E
novoAil AEEATT ¢ OEOOAI A ET OEH¢AT EAI OAUI EEEOEE
EOPEOEOAT EA OAUTEE AEIT 1T HEEE EAOAEOAOEOOE!

dobijenog materijala.

#ElI EAOA EOOOALEOATEA OO ¢éEITEIE

T 3ET OAUA OAARAOIAEE &O@GEAOAIVEA T DPOEI AT EE
Ei EEI A OA AEEUEéEI EAI EEOEI T 1 AOT AT T OAOC
HOT OTEA&EI OiT-#EA é¢AOOEAA o0#,

T ) OPEOEOAT EA OOOOEOOOTEE E 11 O&l 1T HEEE 1 ¢C

- P N N z A oz o~ s

1 Ispitval EA AET ET | DA OE A-Ruin viroWlBvim; A OOEAA 0 #,

T 3ET OAUA E OOOOi EOATEA 1T DPOEI Al TEE DPAOAI
EAI EEOEA OAAOEAEEA 11 cO¢cA AT AEOE- O1 EAI O
SeNp;

T ) OPEOEOAT EA OOOOEOOOI EEEE6RODOEAAT BEEEBNT C

T ) ObEOEOAT EA A1 OEAAEOAOEEOEA AEOEOI T OOE ¢é

T ) OPEOEOAT EA AT OEEAT AAOTI CAT A AEOEOI T OOE ¢é

9 3ET OAUA AET ET i PT UEOA o#, T3A. b E 1T AOAi EO/
ETEEIA EA T1T1cO¢cA AEEEAOTI ET6eEAIGDEEIARE OA O
PCL/SeNp;
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T ) OPEOEOAT EA AACOAAAAEEA OEOOAI A o#, T3A.
OAUI EEEOEI ddlifioa foA:AiFpufériEfdsfatnin soli (PBS), (ii)
rastvoru lipaze izolavane iz pankreasa svinje u PB§ (i) 0.1 M
EITOTOTATTEETTE EEOAIETE j(#,qQqh E | EOQ
bakterijskog sojaP. aeruginos&?AO1.
 Ispitivanje promenevd E€ ET A EOEOOAI EOA E EOEOA Oi bl
AACOAAAAEEA E EIT OAI AAEEA 1 OEE POIT i AT A E
T ) OPEOEOATEA AETEI I PAOEAEITT OOE 1 EEOT O&A
OPbi OAi EOAT EA OA OAUOI OAOERA3BADPB#, ¢éAOOE
T 51 OAi EOAT EA AT AEEAT EE OAUOI OAOE OA bDi A/
bi OAT AEEAT AEETAITTC OEOOAI A o#,7T3A. D OA
$A AE OOE 1 OE AEI EAOE AEIE OAAl EUI OATE
karakterizaciju uzoraka Ol AAAGEENUEé E| E Ametoda& Eahalize
infracrvenom  spektroskopijom sa Furijeovom transformacijom (FTIR),
ramanskom spektroskopijom, AEEZOAEAEET | OAT ACAT OEIT C UcC

s N s oA A~

z A 2 o~ s

PN s A o~

kalorimetrij om (DSC), atomskom emisionom spektroskopijom sa induktivno

spregnutom plazmom (ICP-AES).Pored ovih karakterizacija bilo je neophodno i

uraditi brojna AET 1 T HEA  Bopid BOE@nkiodiutione metode za

I AOAi EOAT Eodbne AKtv@Qdst, Ek@ldBimetrijskog testa UA T AOAi EOAT E/
¢cAIT EEOCOEA | AOCAAT I Eé Badh A & Qiligiliorésddin dipcetdt4 OA OO
(DCFDA) tesh UA T AOA i E OAT dktfnihl vist® KiskdnikaA(ROS Rikomet

~ ~ s oA £ N A

testaUA | AOAi EOAT EA DI OAT AEEAITA CAT1 Ol EQEéT T «
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3.1 Eksperimentalne metode

3.1.1 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom -FTIR
Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom - FTIR

predstavlja nedestruktivhu spektroskopsku tehniku koja se zasniva na interakciji
EOPEOEOAT I ¢ OUI OEA OA Al AEOOI T Acl AOT EI UO!/

O75pnnmtrnfflieofB : AEAATT OA 2A1 AT OET I OPAEOOT OET ¢
tehnici koja se naziva vibraciona spektroskopija. Nazid | OEé A T A DI EAOA A
apsorpAEEA UOAEéATEA EU ) # | Adker@i@Evibrakijal AUE Al
I ACT OAOAEOGCEE EAI EEOEEE OAUA O1 O00AO0 111 AEC
vibracija neke hemijske veze bila vidljiva IC analizom, potrebno je da se tokom
OEAOAAEEA AAHAOA POl i AT A AEPITITTTC P T1 AT ¢
EOAT OT 1T 1 AEATEEEE COOAITAVAAAEUI RAi BT 4§ ObT 01T ¢ E
OEAOCAAETTT C OOAT EA [1A]0 AKblikoOsh Vi Esto\i Bpurijedi, T O1 A
ITAEiIT DOl POHOATEA DIl EEOI i AOOETI ¢ OPAAITIT ¢

apsorbuje a deo se propusti. Kao rezultat dobija se signal intenziteta

ADOT OAT OATT ¢c¥DOTI DBOHOAT Tnkriji @BsAIA brdjega. SVakA ¢ AT E A
EAI EEOEA OOOOA AAEA OPAAEEEEé AT ~-BOREOPAO O 1 A
EIT EE OA T AUEOA o201 A1l AOO 1T OEOEA DPOOOAo2o E E
AAOA OOOOA8 +1T A EI AOEé ] EIEl EGE®A Il ADOEET WOAGERA
srednje IC oblasti pa dobijeni spektri pokrivaju oblast talasnih brojeva od 460

4000 cml. Spektri nose podatke koji se odnose na osnovne vibracije veza i
I ACl OAOAEO¢A O1 OAAET 11T  dpékihoskdpheE sel dhatrdd OOOE OO
nezamenjivom metodom za kvalitativhu analizu raznih materijala a pogotovo
DI 1 EI AOA E EITIDPIUEOIEE | AOAOEEAI A8 . ETI A I
DI 1 EIi AOTEE | AOAOEEAI Ah ET OAOAEAEEO EUI Ai O
sekundarnu strukturu proteina EAT E ETH 11171 ¢l AOOCEE EAOEA
[1227124].

3A 1T OEOEc¢ Al ra kdjiGeh eamdnio 1disper@ioni element i uz
Obl OOAAO &OOEEAT OA OOAT O& Of AAEEA 1 ODbI éAl A
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y# OPAEOOT I AOAOA OA &OOEEAT O 1 OOAT O&l OIi
instrumente su velika brzina snimanja spektra jer se svo poliiri AOOET UOAé AT E
AT A1l EUEOA EOOT OOAT ATT h OAITEEA 1T OAOI EEOI 6O |
EA BT OAATT UT AéAETT O OI O6AEO OI AAEE OECT A
ET OAOZAOT 1 AOAO - AEEAIT O 11 O GisténEppkéetnégli EE  AAIT E
neDl EOAOT T C T cl AAAT A8 01 O1 A OAMEI AEGEEA T A 1
UOAeATEA CAA AT 1 AUE Al T EEET OA ET OAOAEAOAT /

padaju na detektor. Signal koji se dobija je funkcija pomeraja pokretnog ogledala i
naziva se interferogram. Dobijeni signal se Furijeovom transformacijom prevodi u
EAOAEOAOEOOEé¢AT T AIEE UAOEOI T OOE ET OAT UEOAC
&4)2 ODPAEOOIT OET PEETI 11T cO¢cA EA AT Al EUEC
OOAT EA8 +Al TAENDAQAI EBAORA 1T@®RET EEA OA 1T AEéT |
kvalitetne analize uzoraka koji OAAOL A OT AO UAT dje upaonbg AEA AD
UOAéAT EA8 - Ai OOEI  OAttenuaiel# Odfat Peflectiopaebnikg AT C1 8
DOAOGAUEI AT EA E 1T OAE DPOKRAKRADOEO2AEEEOEAT CIO
EOEOOAI OAl EEA T POE¢EA COOOET A E OEOIEIC
Uzorak se nanosi iznad kristala. Zadatak ovog kristala je da stvori talas upadnog
UOAéATEA ETEE EIT OAOACOEA OA bl Ojegaved 1 i ouli
Ol AA1 EAT EA8 |/ OAET el Ol AAT EAT ¢ OAI AO OA OOAcg¢
Kvalitativna analiza uzoraka sintetisanin u ovom doktorskom radu je
OOAi ATA TA AOA OOAi AEA(,
1 Carl Zeiss SPECORD 75, i
17 MIDAC M 2000
+T A TAA OOAi AEA O1 BDAT BAEOBI IOOHAT AAO ET OEH

KBr pastile za pripremu uzorka.

3.1.2 Ramanska spektroskopija

Ramanska spektroskopija je druga tehnika vibracione spektrokopije koja je
zasnovana na pojavi fenomenaAl AT OET ¢ OAOAEAT EA 1 OEOET C/
2AI AT qs 2AAE OA 1 1 AAT AOOEeéeT 11 OAOAEAI E
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UOAEéATEA j &£ OITAQqQ OA Al AEOGOE¢éTEI AEDTITT 1T I
DOl 06 AOA8 : A OAUI E E (Raniadovoxasdiahjénta ArékieqeijuOA OAE AT
EIT EA OA OAUIEEOEA T A EOAEOAT AEEA OPAATT C
EAI EEOEEI E OOOOEOOOTEI EAOAEOAOEOOEEAI A i
efekta potrebno je da bude ispunjen uslopromene u molekulskq polarizabilnosti

(zbog toga se amanskom spektroskopijom mogu analizirati neke molekulske vrste

koje su IC neaktivne) [125]18 0 OT I AT A BI 1 AOEUAAEITT OOE |
Ramanovog rasejanja. Ramanska spektrokopija j&komplementarna sa IC

spektrokpijom tako da vibracije koje imaju slabiji intenzitet na# OBPAEOOO OO E !/
T ACI A HA Aam@&nskémAspeiru i obrnuto. Kod Ramanske spektsopije jako

AEOAT EA T AAAEO OPAATT GC UOAéAT EAB8 3AOOAI AT

Vis oblasti do NIR oblasti (kontinualni gasni laseriAr, He-Ne; ekscimerski gasni
I AGAOEN DIl OP-AEORANE ©BHmsoT MY A@HD.D Orienzitet
rAil AT OET ¢ OAOAEAT EEABRAEBDAYAT DOAE

‘0 Qp (1)

odakle se vidi da je najuticajniji faktor energijatj. £FOAE OAT AEEA O®AAT T ¢ L
4A4AET i A OO Widbst moleRdlaly A0 Edodya laserdP8 £ O talhsAd E A
AOGLET A OAGEOCARA CAIIGA OEIT C aldA @Ok AdbsEdKpijeAl E EA

i AGAOEEAT A EAT E 11cbO¢li 600 DI EAOA & O OAO
ET OEA¢ AT EO 1pORA OPABIOOADEEA AOOCA OOOAT A OUI
mogu neoméO AT I OT Ei AOE PA EA DPOEI AT A 1T OA 1 AOI Af

zastupljena[126,127].
Jedna od novijih tehnikaramanske OPAEOOT OET PEEA EI EA DI
I OAOI EEOT OOE POOIMEAET COAT ROGEI BEET AT BUI OAE/

i AOAT AT A 111 AEDI OEA 00 ikkoripozttiorh mateAidlO | 1 E A/
jeste AT AT OEA [ EEOI OET DPEEAS . AOGnikioskopesh EODI I ¢
EUOT O I UOAE AlinEdetekforoin ACADADAEDc##$ AAOAEOT OF
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- AOI AA OAI AT OEA ODPAEOI ETI PEEA ET OEH¢AT A
EAO OA DPiiic¢cO TOA TAOTAA TTLA EUOOHEOE EOA

utvrditi njegova kristaina OOOOEOOOA8 %EODPAOEI AT OE OO 00/
mikroskopu DXRD O1 E U Orheirnfo &dentific

3.1.3 Elektronska mikroskopija

"OITETA TAOGéTA 1 GE®QEcA ®ACE EOBEMEAn o T OEOI
Al AEGOT T Ah AOAITA DOEOI AA eéeAOOEAA E 1171C¢C
ETTOO0OOEOATEA A1 AEOOT T OEEE | EEOT OET PA EIT EE
bl 001 EAc¢c EE 1 b OElékiohska niiktbgkapljadxdristiBafasgna svojstva

Al AEOCOT T AR Ti1TCOcAOAEOGE EOOOALEOAT EA AAOA
| Ai-dbomskih rastojanja [128]. 2 AUT | OAEEA | OAUAOT ET A 11 ¢
OAOOI EATEA EUIAi O AOA OA¢EA DPOE EITT A OA 11
Rezolucija je opisana Abbé OT | EAAT AeET T E UAOEOE 1A

I OOAOI EAOGAEO¢cAC O1T 1 DBPA i AE$8pa kojfhpadedEra OEA OA
I AEAEAOQ8 / OOAA E A1l AEOOI 1 OEE [ EEOIT OET B EI /
od svetlosnog. Elektronskom mikroskopijoml | T CO¢c AT 1T EA OEUOAT T T £
Dl EAOAh DPOTI AAOGA E OOQOOOEOOHO®AAD AAITAITA 1 EGDD DAL E
. A E é Apdimekjivane tehnike elektronske mikroskopije su: OEAT EOAEO¢ A
elektronska mikroskopija SEMi transmisiona elektronska mikroskopija TEM, koje

UA OOOAOATEA OIEEA ET OEOOA OAUI EE¢EOA 1 AEAI
formira sliku detekcijom elektrona ik EE  OA T AAEEAEO T A ODBI 11
preparata (daje utisak dubinec $ Qh AT E 4 %- /& Oi EOA OI EEO DI
OA POI POHOAED®E Ol O1 DOT BAEAT 1 OE 1T OEE OOAi AE
Cl AOGT A T EEOI OET POEA ETITTA E Ol OO0 Al AEOOI
uzorka i delovi za detekciju. Elektronski top predstavlja izvor elektrona tj. katodu.

Emitovani elektroni ubrzavaju se prema &1 AE ET EA EIi A &£O1 EAEEO
Al AEOGOTTA OAeéelT1T AAEET EOAT EE AT AOCEEA8 %l A
Al AEGOT 1T AcT AGT EE OiI ¢EOARh Oi AHOATEE O OOAA
+1T 1T AAT UAOQT OOGET O1 ¢éEOT OI OLE UA Heokl EA Al A
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TAPTTA TA OUT OAEh A T AEAEOEOOET UA EUIT HOOAC

z A N o~ A

OOOOEA O T EAI Oh A& EOCAT AADAABA 1T DOHADA 1CHA

obezbecE1 A OAc¢ A DOI AT OTT 60 Al AEOGOTTA O EIIITTE
vazduha pdrebno je da sistem bude pod vakuumominterakcija elektronskog
OiT 1T BA OA OUI OETiI EA OAEOA AA EAAAT AAT Al AE

EA Al AOOE é1 Tlasejgn, ded\jd leflekdoldh éaldéo in@raguje sa uzorkom

TA OAEAO T AéET AA AT 1 AUE AT AT EOEEA OAEOT A
zraka, i katodnoluminiscentnih elektrona koji se moguskupljati i analizirati od

OOOAT A OPAAEEEEéT EEe dédek ODEAT OEABO A HBRAGHED IGEEAGT |
AT EOT OATT TA OOOAT A OUI OEA 11 ¢O¢A EA O EOC
koncentraciju te vrste unutar uzorka. Ova tehnika se naziva energetska

disperziona spektraskopijazEDS8 01T OAA T OA OAET EEA ET A 4 %-
iTcO OA AT AEOE E AEAZAOAEAEITE 1TAOAOAE EAI ©E
OUl OEA8 +AET OA OAAE 1 AEAZOAEAEEE [ A1T A bl
snopom ova tehnika se naziv&AED(Selected Area IEctron Diffraction) i njom je

iTcO¢cA TAOARAAEOE E DAOAI AOOA EOEOOAIT A OAHAC

c8p8a8p 3EAT EOAEO¢A Al ABOOI T OEA 1 EEOT OEIl PEE
SEAT EOAEO¢A Al AEOOI T OEA [ EEOI OET PEEA | 3

ET OEH¢ AT EE | AOT dijAlimad po$ebnd A Karakierizdcih @aterijala

OA¢ET EATEE T A | EEXNN30E 6A¢ET AT OEDRBAAEOCGEE

i EEOT OET PA 1T LA DI OOECE OOGACATEA T A pmn Al

OTEI AEO T A EIAOGEeél EI 3 %- OOAi AEEI A 11 OAE

(neprovodni uzorci se naparavaju ugljenikom ili metalom u vrlo tankonsloju). Lik

objekta se formira na bazi reflektovanih elektrona ili sekundarnih elektrona.

SAEOT AAOTE Al AEOCOITE OO i AlEE AT AOCEEA OAE

DA EA OIEEA &£ OIEOATA TA 1T O0AE 1TA¢éEeElT 0000

reflektovAT EE Al AEOOT T A OO0 OA¢cA E-¢1cDh ABADIT OBA

formirana slika reprezentuje i dubinu uzorka. Osim sekundarnih elektrona i drugi
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oblici emisije sa uzorka (X zraci, katodduminescencija, reflektovani elektroni itd.)

mogu se skupliagtt E AT Al EUEOAOE T A OOOAT A OPAAEEEEé]
T ADOAAT EEA OOOOA 3 %- OrFeliEASASEMA BdibbbwdlT EA &
OOAi AEA OA EIi OEOOE bi OAAAT ¢Oi be EAT EUOT ¢
Ol 1 FOAT 1T OEE £EI Ai AT ADAUKT BE 3 @A DAEe ABERAS
AT AEEA OA EUOUAOIT & EOOEOAT Al fiagoaal 1 OEE O
(0,02-5kV). Ovo je jako korisno u snimanju neprovodnih materijala jer smanjuje
T AA1T AEOOEOAT EA TEEEI OEE bDlivDnaEl&kiroAskiBndg E OUT
OEHEE AT AOCEEA8 01 OAA OI CA 1T OE OOAi AEE OO I
T T cOcOEA AT 1 EO OAUIT I OAEEO TACT EI AOGEéT E OC
Morfologija uzoraka koji su sintetisani u ovom radu je ispitivana na dva
OOAi AEAs -CEAHEGEHQIBAOERR & A OOmAUsnimljgna fa3SEM D E 0 #
OOAiJSEe390LVZz* %/ , h AT E OO OOAI EEOIT OEA E 1ATI
FESEMO O A i Shita(85 VP Carl Zeiss.

3.1.3.2 Transmisiona elektronska mikroskopija  (TEM)

Transmisionu elektronsku mikroskopiju (TEMJEAOAEOAOEHA EUOUAOI
I DOAC OOAc AT ESDOOA @Enn 1LIOcpit OO AT AEEAT EA Ol
visoke rezolucije, manje od 1 nn{131]. Za TEM merenja uzorak mora bti jako
tanak (~100 nm). Prilikom prolaska elektronskog snopa kroz uzorak neki
elektroni ne menjaju smer u odnosu nha upadni snop, a nekiugju rasejani pod
I ACAi ATEI OcCi1O0OEi A8 S5EI1TEET OA OIEEA &I OiE
smer radi se o mikroskopiji svetlog polja, dok se kod formiranja lika od rasejanih
elektrona radi o spektroskopiji tamnog polja. Za razliku od SEM analize, aij
potrebno oblagati umrak provodnim materijalom ali je njihova priprema jako
bitna za efikasno snimanje. U zavisnosti od forme uzorka, za njegovu pripremu je
iTLAA DI OOAATT UAI OUAOATEA EIE ObPi OOAAA 1A
EAET OAT bika[122p Kdtflg & radiW analizi prahova pripremaju se jako
OAUAI ALAT A OOOPAT UEEA8 / OA OOCOPAT OKERAMDA )
i #0h . Eh 1 0Qq EITEA OO OA EAAT A OPVAIIA T AT T L A

-30-



Fakultet za Fizil|l ku hemiju

-Doktorska disertacija NenadF i | i

oT OAAAT 11T AAI EOCAO OTEIATEA EIEE 1T171¢COgH
subatomskom nivou je visokorezoluciom transmisiona mikroskopija-HRTEM
(High Resoluton TE8 0 OET AED 1T OA 1 AOT AA OA UAOT EOA 1
rasejanih elektrona, koji nakon interferencije formiraju 2D sliku. Elektroni pri

LT S

PDOI 1 AOEDO EOIT U I AOGAOEEAT AEOAEO AEAOAEOI OAT I

fazu njegove talasne prirodel OA Z£AUT A POT T AT A OA OU biilcg
konvertuju u amplitude u ravni slike. Ovakvo oslikavanje se naziva oslikavanje
AAUTT C ETTOOAOOA E I AEOA¢cA OAUITMMAAEEA ET I
HRTEMI i OA OOPAATT 11CcO EOPEOEOAOE EOEOOAII

cAT EEAR 1T AOAOOHAT T OOE EOEOOI T EE OAHAOEER E/
nivou[135].

4%- E (24%- AT Al EUA OUIT OAEA ETEE OO OEI (
4 %- O OJOLAIENR100.

3.1.4 Rendgenska difrakciona analiza (XRD)

Rendgenska difrakciona analiza (XRD) spada u grupu nedestruktivnih
metoda, prevashodno namenjena za karakterizaciju kristalnin materijala. Ova
metoda se tradicionalno koristi za identifikaciju faza, kvantitativnu analizu kao i
AT A1 EUO OOOOEIVIOODEE 81 RAO ERAEOA OOOOA | EE
i ACAOEEAT A EAT HOT OO 1TAT OCAT OEE E 1 OCAT O
keramika i kompoziti mogu se analizirati rendgenskom difrakcijom[129]. Osim
toga mogu se analizirati masivni materijali, tanki filmovi, polikristalni materijali i
sl. U zavisnosti od tipa uzorka koji se koristi, XRD metode se mogu podeliti u
metode difrakcije na uzorcima monokristala i metode drakcije na polikristalnim
uzorcima tj. kristalnom prahu.

OOET AED 82%$ AT Al EUA UAOT EOA OA TA ET OAO/
I AOAi ATA OAI AOT A AOLET A @AADPIT AQHBOAIOIAEOYEOE
501 AA AEAOAEAEEA Ob Mgyl OT VOEAAAT BAEAREET EOEKL
AT 1 AUE Al T EACI 01T ¢ OAOCAEATEA ETEA OA TAEII
+1T1TAéTE OAUOI OAO EA AEAEOAEOI COAI TA EITITA E
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uzorka predstavljen u zavisnosti od dvostrukog ugla UAAT T C UOAé AT EA ¢ ¢
AT AT EUTT EA 1T1TcbOb¢cA TAOAAEOE DAOAI AOGOA Al £
EOEOOAI EOAh OOAPAT EOEOOAI EéT11 OOE OUT OEAR 1
Svi eksperimenti ispitivanja kristalne  strukturA 00 EUOOHAT E
difraktometru  Philips PW 1050 koji emituje Ce+ 4y UOAé AT EAh OAIl AOI

1 E.5406 A

3.1.5 Termalne metode analize

Termalne metode analize obuhvataju grupu metoda kojima se mere osobine

materijala i/ili reakcionih proizvoda u funkciji temperature i vremena, dok je

i ACAOEEAIT EUITLAT ETTOOTTEOATTI [GAIUDBAOAODOO
zavisnosti od prirode materijala i osobina koje su cilj njegovog ispitivanja,
OAOI AT T A AT Al EUA OA 1T1TLA EUOI AEOGE EAEI

AET AT E€EEI 001 1T OGEi A8 00T i1 ATA ETEA OA EAOI
UACOAOAT EATEI BOAIORA OPQRARRGEAODEeT E OECGT Al 00/
OECT Al OA DI EAEeAOGA E 1 AOAi OEAh 1T AEéAHA¢A b
funkciji temperature ili vremena.
Postoji veliki broj tehnika koje se koriste za termijsku analizu. Za
kakrakterizaciju uzoraka @ T EOEOO 1 01 ¢ OAAA ET OEOH¢AT A 0O
1 Termogravimetrija (TG)

7 Diferencijalna termijska analiza (DTA)

-~ ~ s A s N A s N s oA~

T SEAAOAT AEEAI T A OEAT EOAEO¢A EAI T OEI AOOE

3.1.5.1 Diferencijalna termijska analiza (DTA)

Diferencijalna termijska analiza (engdifferential thermal analysis-DTA) je
metoda analize termijskih osobina supstanci koja meri razliku u temperaturi
EUIi Ai O AOCGATTTATOAEAOAT OA E EOPEOEOATIT ¢ OUI
pod jednakim uslovima[120]. Promene koje nasta mogu birti endotermnog ili
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Acul OAoiTi1 ¢ EAOAEOAOA E AAI ALA OA O OEAO
vremena tj. temperature (°C). DTA anlizom se mogu ispitivati fazne transformacije

i DbOT T ATA EOEOOAITA OOOOEOOOAN sobbvanihE AT EAh

CAOT OA E DAOAh DEOI T EOE¢EA OAAEAEEA | AAEE

razlaganja) kao i termijski aktivirane reakcije sa gasovima iz atmosfef&36] .

c8p8u8¢ S$SEAZAOAT AEEAITA OEATEOAEO¢A EAI T OEI A

$EAAOAT AEEATI T A OEAT EOA Hiffeedtial EcAnhihgOET AOOE
calorimetry - DSC)se zashiva na registrovanju i merenju protoka toplote pri

entalpijskoj promeni u nekom uzorku u zavisnosti od temperature[120].

$EAAOAT AEEAI T A OAOI EEOEA AT Al EUAA EO G\ EGEARDAAIT A
i AOT AA8 30T EEI OAETE¢EEI OAHATEEI A $3# 1AC
promene toplotnog fluksa u zavisnosti od temperature i mnogo je pogodnija za

EOAT OEOAOEOAT OAAh EAAA EA O PEOATEO 1T AOAi
i AOT AA OOR EBAUEOA E EOAT OEOAOEOIE $4!' Q8 +

Al AEOOEéT E OECT Al OA AOOiI i1 AOOEE OOAT Ol Oi EF

toplotne energije tj. AT OATl PEEA | *E760Q8 41 EA 111 cO¢Al
celom temepraturskomopsegupe i AT T 1 OAUI E€EOEE OAZAOAT OT E
$3# AT AT EUIT EA 11TcO¢cA EOPEOEOAOE EOOA

DTA analize ali i neke dodatne pojave. Kada se radi o polimernim materijalima tu
spadajyl37]:

T / AOAi EOAT EA OA¢éEA 1 OOAEI EEOATEA j4CcqQ E
staklastog prelaza,

T / AOCAi EOAT EA OOADPAIT A -EiQdhD Odtdrigld, EeT 1T OOE ET A

T 1 EOOI ¢A OUT OAEAN

1 Polimorfizam,

T/ AOCAi EOATEA OI pI i1 O EE EAPAAEOAOA

1 / AOA i Bdplaté reakcija itd.
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U ovo AEOAOOAAEEE $3# AT Al EUA EA OOHATA
o#, T3A. b OA AEI EAI AA OA EOPEOA OOEAAE EITE
na kristalnu strukturu biokompozita, kao i da se na osnovu promene parametara
faznog prelaza topljenja prati napredak degradacije polimera (PCh) sa
OOAT ATT1Ti18 5U1T OAE OO Ol Ei IE¥] Tfafcuske Airm& OAi AEO
SETARAM.

3.1.5.3. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termogravimetrijska analiza ili termogravimetrija predstavlja tehniku za
merenje promene mase uzorka uji od temperature ili vr.emena pri kontrolisanom
OALEI O COAEATEA E O[128]BT QEBIUIEE @ Aottetdi kot B2OEE O EA O
prate ovom metodom su: isparavanje, sublimacija, dehidratacija, dehidroksilacija,
sagorevanje, reakcije sa gasovima iz atmosfere gde se stvaraju neisparljivi

proizvodi itd. [138]. Fundamentalni rezultati termogravimetrijske analize su:

N s A A~ s - P T N P TR VAR N

sz A N o~ - sz s oA

4' OOAi AEE OO EIT 1 OOOOEOATE OAEIT AA OEI OIC

AT A1 EUAQ8 o071 OAUEOAT EAI 171 O0AéA OUT OEA UA $.
omogug ATT EA DAOAITAITT DOAcATEA DPOiiT AT A OAI b/
T EACT OA 1 AOA OIEIT ETTOOTITIEOATT C OAIi DPAOAOOC

Za potrebe ispitivanja termalne stabilnosti, potencijalne kvalitativhe analize
sastava kao nekih svojstava koja su toplotnazavisnaTGA/DTA analiza j@Q OA i AT A
TA DPOAET OEI A 3A. b E AETEI I DIUEOAAOHOARI AED
SETSYS EVOLUTIOMMcuske kompanije SETARAM.

o8p8¢ / AOAi EOAT EA OAODI AAT A OAI EéET A ¢6AOOERA

| AOAi EOAT EA OAODBI AAT A téhdika BaseiskeA ¢ AOOE
difrakcije koaOA AAUEOA T A ¢ET EATEAE AA EA DOl 001 O
AO0T EAEEA OAIT E¢ET A ¢éAQBEAAS OQUOERT ET EE IORORIT
i rastojanja difrakcionih prstenova (prostorne uglove i pravac upadne svetlosti).
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01T OAA AEAZOAEAEEA AAHAOAEO OA EIi Hre-E OAZAI /
radijadijacija. 3 OE UAEAAT T h T OE EATTTATE EIEE OA AA
nazivaju se rasejanje svetlosti. Za razliku od difraktovane svetlosti koja se prostire

pod malim uglovima u odnosu na pravac prostiranja upadne svetlosti, rasejanje je
kompleksnije z svetlost se prostire u svim pravcima. Prostorni raspored rasejane

OOAOI T OOE OA ¢éAOOEAA OA 1T AUEOA I APA OAOAEA
OAl E6ETA ¢AOOEAA j$q E OAI AOT A AOLET A OPA
prostorni raspl OAA OAOAEAT A OOAOI T OOE 1 ATEAOQCE 1T A O.
poii ATii OAI AOGT A AOLET A OPAATT C UOA¢AlT EAS

Detekton koji nisu u osi

Q@QQ 22 votn ugowe

Izvor plave
svetiost
solidstate LED

Izvor crvene

svetiost

HeNe laser
Detekton za velke uglove
beckscattering

Slika3-p £A1 AOOEE DPOEEAU ET OOO00iI AT OA UA 1T AOAi EOAT EA OAC
2000 (Malvern Instruments Ltd, UK) ET EE EMITETQJESA A O

s oAz a2 N 2 .. s - Z A N o~ s

Na slici 3p AAO EA HAI AOOEE DOEEAU EIi1T1 OOO0OO0E
Mastersizer 2000, (Malvern Instruments Ltd, UK)T A ETi I A OO0 OAi AT A 00O
OUT OAEA8 5U1 OAE ¢AOOEAAh AEODPAOCI OATEE O 1
Al EOOEOATE O11 B OOAOIT OOE E OAOAEAOA OO0AO
uglovima. Mastersizer 2000 koristi dva izvora svetlosti: HeNe laser jevor crvene
OOAOQI 1T OOE OAI AOGT A AOLETA oo 11 h E OiF AAOAI
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ndeo i h AEOAOCAT AEEA E p8uv [ OAAh A [ AEOE
drugi izvor svetlosti, koji nije u osi, je LED koji emituje plavu svetlost talasne
AOLET A tPOACI &A1 E¢ET A ¢AOOEAA ETEA OA 11c¢cO

n8dng Al c¢mnmn (1 8

0OEI AT A OOAi AEA UA 1 AOATEA OAODPT AAT A OAI
TA ¢éETEATEAE AA OOI EOOOA AEOPAOUITEE 1| AOA
uniformnosti raspodele. Razvoj nanotehnologije kao i primena nanomaterijala su

001 1 01 EATE AT AOI i OTEAI OiTTHcO éAOOEAAS +
AAUEOAEO T A OAODPI T O OATEEET A ¢AOOEAA O OAeéld
mnogih materijala koji OA 1T A1 AUA O /&I O E b OAkdihokAOEOE |
OAOPT AAT A8 40 OPAAAEO AAOAUEOEN EAOAI E¢E
DOAPAOAOER 1 AET OEOA OOPOOAT AAh EOAT A E PDEcg
i AOAOEEATI E UA AADAOCEEEEEBABOAIDEOAOAE AOEIERA |
T AEUT OOAOTTiI O AEOAEDPIETAI A PIBPOO 1T AOGEA 1

fizici ali i brojnim drugim.

3.1.7 Metoda merenja zeta potencijala

Zeta potencijal EA OAOI ET ET EE OA ET OEOOE UA 1| DPE
EITTEATEEh AEOPAOUEITEE OEOOAI A E OAOOOT O
OAl EEETA EAOOA AA DPOAAOGOAOI EA OOAATEO OOAAI
javlja u oblasti difuzionog slop (GouyChapmani © Al AEOOEéT E AOT OI 1

EUIi Ai 6 30A0T 1 0Ii ¢ OITEA E AEOPAOUEITTI C 1T AAEE
na slici 3-2.

+AT 1T AAT UA Di Oi AOOAT EA A Ackrsanierd ¢ AOOEA
+AAA OA 11 A aOME B¢ 10E TAROBAOUETI TTE OOAAET Eh |
DOEOI A¢ATEA DI UEOEOIEE EITA EU AEOPAOUEITI
. A T OAE ¢é0000I OAUATE OITE OA 1T AETAATI
naelektrisanja ali zantno slabijeg intenziteta vee koji formira difuzioni sloj.
OOEI EETI EOAOATEA eéAOOEAA jAEIT " OAOITT OI Ch

ETTA EU 1TO0i¢c OITEA ¢A OA EOAOAOE OA ¢éAOOEA
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ravant razdvajanja. Potencijal koji se javlja od ove raw do granice difuzionog sloja
OA AEOPAOUEITEI [ AAEEOITiI EA UAOA bl OAT AEE,
0,2 nm[140].

Difuzioni
sloj

Negativno
- nael. cestica

Ravan
 razdvajanja

Joni iz rastvora
cvrsto adsorbovani

mV

Slika3-c £Ai AOOEE DOEEAU UAOA bpi OAAEEAI A T ACAQGEOTT 1 AA
i AAEEOI 68 31 EEA EA POAOUAOA T A POTEUOTi AéeA OOAIi AE
(https://www.malvernpanalytical.com/en/product s/product -range/zetasizer -

range/zetasizer -nano-range/zetasizer -nano-zs)

. AEéAAcA OA OOAAT T OOE UAOA bi OAT AEAT A A
AEOPAOQUEITTTIT 1T AAEEOI O bl A AAEOOOI i Al AEOGO
I O1T 1T 60 AOUET A EGCAAIiAIlN Eaddi Bod Pa2ratkmA napénom i
OOAAT O1 OE OEOEIT UT 1 OOE E AEAI AEOOEéT A EIT 1 0OC
pi OAT AEEAI A8 +AAA EA 1T EACI OA OOAATT OO I m or

N s L oA z A 2 o~ oz z A £ oA N

s o~ 2 oA s o~ L oA A~ z A L o~

ElT ACOl AAEEE EIE ACOACAAEEO ¢éAOOEAA E OAEOE

nestabilnim [141]8 - A i t@BeEragsiti da su merenja zeta potencijala jako

I OAOI EEOA T A DPAOAI AOOA AEOPAOUEITIC 1T AAEEO

ETTAAT OOAAEEDO éAOOEAIA2ET EA OO DPOAAIT AO AT Al E
5 1011 OAAO UA 1 OAAAEEGANT AA OUAOAERA Ei OE

- AOAOGEUAO j.ATT :3h : % oenng EIEE OAAE 1A
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| POAC OAI E¢ETA é¢AOOEAA E
jesnmp it | 8

EEI A OA 1T LA 1TAOA

3.1.8 Atomska emisiona spektroskopija sa in duktivnho spregnutom plazmom
(ICP-AES)

+AAA OA OAAE 1T EOAT OEOCAOEOITI 1T AOAi EOAI
spregnuta plazma sa emisonom ili masenom spektroskopijom prvi izbor od
ET O000iI AT OATTEE OAETEEA8 O0OOE 1 Aodagi i OA EI
visoka osteljivost tj. nizak nivogranice detekcieEAO EA 3 A 1T AEéAHc¢cA U

uzorcima u jako malim koncentracijama. Drugi uslov je nezavisnost od hemijske

prirode tj. oksidacionog stanja.ICRAESET OEOOE DBl AUIi O EAT EUOT «
AOITiT A E EITA ETEE AAITEA AIEOOEO Al AEOOI I A
OAl AOT EI AOLET Al A8 . AE¢AH¢cA OA ET OEOOE A
AUl 01 Aq ETEA OAAE TA AOI T O&AOGOEprekanj@OE OEOE O
sa radiofrekventnim elektromagnetskim poljem. Uzorak za analizu mora biti
AAAEOAOTT DPOEDPOAITEAT BPOA T1TAcCI HOT OA O}
plazmenik ili gorionik. To podrazumeva da uzorak mora biti u formi rastvora ili

stabilnih suspd UEEA OA OOAI EE0OQGEEAE AT GANITEECEE TEAMNOOEA
DOEDPOAI T EAT OUI OAE OA OU biiiT¢ TAAOI EUAOA
pi O0ii O1T1TO0E O DI AUI AT EE Olrgobal PldzmeniOOOEA 1T
1T AE€EAHcA OAOOI EE EQAAQDEEA AAOCER) | EIAGHO EMARBI EADI
uvodi uzorak, kroz srednju se uvodi Ar za formiranje plazme intermedijerni Ar,

AT E OA EOT U OPITEAATEO AAO OOIAE 'O EIEE ¢
stabilizuje i centrira plazmu. Temperatura kojase rea@EEA EA EUI Ai O onnm

+8 '1 AOT A EAOAEOAOEOOEEA 1T OA OAETEEA OO0 T A
ET OAOEAOAT AEEAh OP1T O1T AT1T 00 AAOAEAEEA OEHA £
+OA1T OEEAEEAAEEA OUI OAEA OA jdnkéliBraciOng krikel 1 1T ¢ OO
O T AGCT OAOAEO¢AI ETTAAOOAAEITTTI 1T OPACOS

U okviru ove doktorske disertacije ICP %3 ODPAEOOI ET PEEA EA E

A N £ 9~ - A

EOAT OEOAOQEOIT I I AOAi EOAT EA EiTAAT OOAAEEA
%EODAOEI AT OE OO TherAd Stiertfc iCab 630006 A E O
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3.1.9 Ispitivanje biokompatibilnosti uzoraka

Ne postoji idealan i generali POEOOODP UA | AOAi EOAT EA AE
OOEE AET | AOAOEEAI A OA¢ OA 1T OA EOPEOEOAT EA

Z A s -

AREOOOA OOAET ¢ | AOCACEAEAIAA (A ERCGHER®BOAIBE A AE

OOOAEEAI A 1TA T ACi OAOAEOGEI ¢cAl EEOQEEI 1 EI
AEOT Ol EOEé1 1T OOEN Obi O1T AT 1T OOE £l | EOAT EA
CAT T O1T EOEéT1 OOERh ET OAOT Al EUAAEEA Tdekd 1 E 0O
EIE AAEAUEEA ¢AITEEA T A Bl OOHET O Eihvwvb AT AOATCC
OOOAEEA TA T O1T1TOTEI LEOI OETEOGEEI 11T AAITEIA
zavisnosti od formi ispitivanog materijala prati efektivhost materijala u vidu
biodistibruAEEA ¢éAOOEéT EE OEOOATI Ah EEOOI PAOI 11 CEE
EITEE OA AiI AEEAEO DPOEIEEI I EOPEOEOAT EA AEIE

AT 01l AATE8 . AET Anh O 1 EOAOAI® GO Btudialsupiothi A T Ag E
onima dobijenim uin vivouslovima, ili da jednain viro OAET EEA Bl EALA AA E
materijal ispoljava negativan efekat dok druga to ne pokazuje. Kompleksnost

O0i A¢éATEA OAUOI OAOA EA bpi Oi AAEAA EIT I DI AEOI
tkiva sa ispitivanim materijalEi A ET EA OA 1T cl AAA O bi OOHET OE
Al AGOE¢éT 1 OOE AT AEOT A Di OOHET Ah OAI E¢ETE ¢éA
drugim faktorima. Kada se na sve to doda i mehanizam degradacije i resorpcije

(ukoliko se radi o biodegradabilnim materjalima) postaje jasno da je

AET ET 1 DAOEAEITT OO0 EAAT T esk ford ukdli Q dlzir iEEE  OOI
odabiru materijala za biomedicinsku primenu.
Zainvitro EODEOEOAT EA AEIT ET I DPAOEAEIT1T O0OE EI OE

i EOIF ATA EADAOGT AAT O1 AOT A ¢cAT EEA ETEA OO bpi i
OA éAO0O0Tindio OBPOBEEAI A E AT AEEAT A OO EU %OOI
kulture (ECACC)GAT EEA OO EOI OEOEOCAT A O OAOGOOI OO %-
-ARAEOI @ OA Al AAOGET I pnib Ci1 OAi Ac OAOOI Ah

aminokiselina, 2 mM LC1 OOAIT ET A E pnmn 5711 DAT EAEI [

streptomicina, pri 37°C u atmosferi sa 5% CO2.
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3191+1 11 OEi AOOEEOEE OAOO UA 1T AOAi EOAT EA ¢cA
(MTT test)

-44 OAOO EA EIT 11T OEIi AOOEEOGEE OAOO UA poi

[143]. Predstavlja jedan od osnovnih i nezaobilaznih metoda za prvu procenu

AEOI Ol EOEé11 OOE EODPEOEOATEE OODPOOAT AEh Bi 0O,
i AOAOEEAI A EOAS 5 OEEAAEITEI jUAOAOEI Q c¢Al
senalazi enzim sukcinatA AEEAOT CAT AUA8 |/ OAE AT UEIi OAAOQEOD
so - MTT (3-(4,5-dimetiltiazoil -2)-2,5-difeniltetrazolijum bromid) do formazana,

EAAET EATEA DI AOA AT EA ETEA OA O OEAO EOE
ET ECAAAEA AEQGRPREEFEOATCET OUI OAEI A OOAT T LAT E £
OAOOOAOA T AEéAO¢A O AEI AOEI OOl £ EOEAO8 5U
EUOOHEOE EOAT OEOAOEOT O DpOT AAT O DPOALEOI EAC

fluorescencije rastvorenog formazaa.

0 8 p 8 w8 ¢z dihlocoflubrgséein diacetat (DCF -DA) test za odredjivanje

nastanka reaktivnih vrsta kiseonika (ROS)

Reaktivne vrste kiseonika (engl. Reactive Oxygen Species ROS)
DOAAOOAOI EAEO OAUI EE€EOA EAI EE Omelabolivé® OA ET E /
kiseonika, jako su nestabilne i reaktivne a kao produkt interakcije sa molekulima

OOAAET A 1 AOOAEO 11 OE OAAEEAIE8 )AEIT OA 11
Pl ¢ AOCET | EIE DOI COAOGEEIT | OAUT EE 1T AT1T EAI
neurodegeneA OE OT E DBl OAI AcAEE EOA8Qh OI 1T AT AT E O,
¢cAl EEOET E OECGCI Al EUAAEEE E DOAAOOAOI EAEO 01l
borbi protiv raznih mikroorganizama, nepoznatih materijala itd. [144]. Sa druge
OOOAT Anh EUITLATTOO T1TOCATEUI A TACAOEOIEI (
Dl OA¢CATEO ET 1 AAT OOAAEEA 1 OEE EAAET EAT EAh F
struktura (oksidativni stres).

Dihlorofluorescein diacetat (DCF$! @ OAOO EA EAAAT T A 1 OT1 1
ET OEACATEE 1 AOT AA UA AAOAEAEEOD A& AEAT EA
EOPEOEOAT E DA jp Adflioiedeéntan ndlgk&l koji lako difunduje kroz

mp
mp
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¢cAT EEOCEO 1 Al AOAT Oh 1T AETT ¢éACA OA EEAOIIT EU
nefluorescentnog 2@= dihlorodihidrofluoresceina (DCFH2). Peroksidaze,
citohrom c i Fe2+ su sposobni da oksiduju DCFH2 do veoma fluorescentncgr2

dihlorofluoresceina (DCF) u pisustvu vodonik peroksidaza. Akumulacija DCF

O1 OOAO ¢AIl EEA OA 11TLA 1 AOEOGE DI EAOIT £ OiC
AEOAEOOGEA OPAATEI UOAeATEAT TA 1tyov 1018 )ITC
DOl Ol éT 11 AEOI 1 AOOEET I q wuvhitb irseAkséohia] AT EA

Al Of EOATEE O1 60AO ¢Al EEAS

08p8w8oc / AOCAAEEOAKoketegh1 1 OT EOEéT 1 OOE

Komet test je drugi naziv za eksperimentalnu tehniku koja se zasniva na gel
AT AEOOIT £ OAUE bl EAAET A é&indeFCellgGAll HflrBphoreBid E 3 #' %
[145]18 /| OA |1 AOT AA OA 1T AEéAA¢A EIT OEOOE UA 060
¢cAl EEAIi A8 3AO0O0OI EE OA O EZEEOEOATEO ¢AIEEA O
pi 0TI OA OOHE 1 EUEOAT EA ¢cAl EEA OU PiililTg¢ 1
soli u visokoj korcentraciji, akalni puffer, itd) kako bi se formirao takozvani
nukleoid u kome su organizovane strukture DNK vezane za matriks jedra. Ovako
pripremljeni uzorci se prebacuju u horizontalnu jedinicu za elektroforezu gde se
uranjaju u rastvor Na-%$ 4! E . A/ ( j Al EATT A OOAAET AQ E 1
(oko 20 min) kakobise$ . + 1T AT AE T Ai T OAT E8 . AEI1T OICA O
TADIT jTAE6AACA TEI c¢m i6q 6 OOAEATE® T A ¢
OAUI E€EOIE I ECOAAEEE $.+ EU 1OEIATEAA OTE
T EEET OI ¢ T HOAc¢ AT EAIBEE AET BAA A Al AIALO AICKEEGA ¢ AT E A
Su gusto pakovani u visoko organizovane strukture oko proteina iz nukleusa. Kada
AT i A AT T HOAGATEA 1T OA 1 OCATEUAAEEA EA 1TAO
Il EEET OO EI i PAEOT O OOOOE OOwdukuppog AegaivVBOQOE ¢ T T I

A 2 s s oA o~

T ARl EOOEOAT EAh THOAGATE $.+ 1 AT AE AEOAEO DI

OU PiiTc¢ &£ O OAOGAAT OT A T EEOI OEIi PEEAh OAEI
elektroforeze oboje etidijum bromidom. Celokupna slika, gledano pod
fluoresAAT OT EI 1| EEOI OET BT i h BT AOGAGA TA EIITAOO

ET T AOA OAéETEATA TA $.+ 1ATAAA AAU 1T HOAc¢A
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I HOAcAT EA8 £01 OO EIT OAT UEOAO &£ O1 OAOCAAT AE
Kvantitativna procena nivoa | HOA¢AT EA $.+ OA AT AEEA 1 AE
intenziteta fluorescencije DNK lanaca koji migriraju (repa) sa intenzitetom svih

$.+ 1 AT AAA EU 1 OEI AOOA E 1T AEéT T OA EUOALAOA

A

3.1.1I0MEEOT AEI ODAET T A 1T AOT AA UA 1T AOAi EOGATEA AT G

ZA T AOAi EOATEA T ETEIAITA ETEEAEOI OT A E
ET OEH¢ Adujdn-i EROT AEI OAETT A 1 AOT AA8 O0O0OAAOOAOI
ET OEH¢ATEE | AOIT AA UA EODPEOEOATEA Al OEI EEOI
AETTTITEéETT OOE E OAPpmiinAkldra kdadentracieQRI8) je ET ET Al
po definiciji najmanja koncentracija uzorka pri kojoj mikroorganizmi ne pokazuju
dalji vidljivirast. : AOT EOA OA T A OEUOGAITITE DOl AATE OAU

T A TACI OAOAE 6Gdiode (LEoQoinirddiEfE ORAT ®E A¢ AT bujoh 1 AO ( ET
kaobl Al T CAQ8 ) UOIi AE OA O T EEOI OEOOAAEITEI jI
sa 96 bazena sa ravnim dnom zapremina O, HOT T 11T CO¢cOEA DAOA
EOPEOEOATEA E Al pc¢ OUI OAEAtradlja doedib 1 1 O 1 A
OAUAIT ALEOAT EAI 8

c8p8pp -AOT AA T AOAI EOATEA A1 OEEAT AAOT CAT A 4
) OPEOEOAT EA AT OEEAT AAOTI CAT A AEQEOIT OOE
¢cAl EEA DPOAAOOAOI EAEO 1T AEOOAOEEO E EAAT O 17
koje se koriste u ldoratorijskim ispitivanjima (in vitrod8 2 AUOEEAT A OO0 EU
i AOAOEAA E EAOEAOAOEHA EE ET OATUEOT A POIITE
AAT EA éAOOT ET OEOOA O A Qukek1z& provdridfbeve EI E OO
OEEAAEITT OOE OO01I AA OOAOEOAT EA OAUI EE¢EOQOEI E

EA EI AOEéAT -44 OAOOS

-42-



Fakultet za Fizil|l ku hemiju

-Doktorska disertacija NenadF i | i

3.2. Eksperimentalni rad

08¢8p 3ET OAUA E EAOARkphIakionaA REL2A ¢ AOOEAA DIl

3ET OAUA éADBPAEAANOCORAT A DPOAAEDPEOAAEEIT B
OEOOAI A OAOOOAOAéTTI AOAOOOAOAé8 41 EA AOUA
EUAOAEAT EO éAOOEAA DIl EIAOA DPOOT AEOTT OAOO
TAETT AT AAOCATEA T ACTI OACGAGED¢AL00 ROMXEOOBOAAR
iTOAEO AEOE 1| AHI EEOE O 1T AOAiATTE 1 AOER EA
0OAAEDEOAAEEA DIl EI AOA EA EUAUAOGAT A Ae&EOUI

T AOAOGOOAOAéARh E T1TPALA OA cCI Of 01 EOOI OOAI
IspalOA OAT EAI OAéT A AAUA AT AEEA OA DPOAE 1 EEOI ]
AET 11 1 Edcd jés fedna zgodna i brza metoda, ali je nije lako realizovati iz

OEAHA OAUI T CA8 41 OO0 DPOA OOACA DPOAOGE EUAI
I AOAi EOAT EACI BADAGOEEE 111 OEEE AOAEAEEAhKh E
OpoOiT 01T i ATEA AT AOA 1 AOT AA OOHATEA8 3ETATT O
OOEAAQE T A 1 TOAITTCEEDO E OAI EET O éAOOEAA £

. A OET OAUO o0#, ¢éAOOEAA EIDEDBORERNOIOIOA ¢RI
Durect Lactelj " EOI ET CAh '1 AAAT Ah 531 g8 o1 OPAAEEE
viskoznost PCLEa je 0,650,85 dL/g . Polivinil pirolidon (PVP) K-25 je kupljen od
nAl Aé ET C D OiMdicW Glemidags ALtd dok jr BT 1 E  -plytdmimska,
kiselina) (PGA) sa molekulskom masonMy=20-40 kDa nabavljena od kneske

kompanije Guilin Peptide Technology Limited.

s A s o~ s

08¢8p8p 3ET OAUA o#, eéAOOEAA

A OET OAUO o#, eéAOOEAA EUAAOAT EA OEOOAI
zapreminA | AAEEOI A 1T AOAi AT 1T AET1T OAOEEA bpOIl A/
minimalni odnos etanola i hloroforma potreban da izazove precipitaciju 4:1. U
prvom koraku se polimerne granule (300 mg) rastvaraju u hloroformu (5 ml).

Nakon sat vremena u polimerni rastvor senaglo doda 20 ml etanola
i TAOAOGOADONE AQT OT AE AT 1T TTATOGATTTC AAITTC U
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OOODPAT UEEA OA EOAOEI EITTCATEUOEA TA 1 ACTA
OOHE O 0AOOEEAOIE HiIi1TEE 1T AOAATEE x¢ OAOA 124

32111 ) OPEOEOAT EA OOEAAEA OAUIEEéEOEE OOAAE
iToEI 1THEA EAOAEOAOEOOEEA o0#, I EEOT E OOAIE
~AAAT T A DPAOAI AOAOA OET OAUA ETEE 1 AEéAH
PDi 1l EI AOTEE é6AOOEAA EAOOA E UAvogparhndedsOAOAE Og¢ /
zapravo bitne hemijska priroda i koncentracija stabilizatora. Umesto stabilizatora
O 1 EOAOAOOOE OA 1T LA TAgE OAOIET OOOEAEOAI
Ul A¢ AT EA8 : A OOAAEI EUAOI OA OA CAT AmpAI T T 11
EITEA EIi AEO ODPI OT ATT1 00 AA 1T ACI OAOAEOGEI Ol
bi OOHET O ¢AOOEAA Oi ATEA TEEEIT 60 bBI OOHET OEOD
Aci T i1 AOAAEEO8 5 UAOEOI T OOE T A AOUETA E OOAE
morfologije E  OAT EEET A éAOOEAA8 3AI EATTI AT OOAAE
OOAAEI EUAOT OA TA TEEET OO0 DIiMOHEAEET IABC OcRAA /
bi AOAUOGI AOA bi OAOO bi OOHET OET C T AA1l AEOO

s A s oA - s e s o

vodene tj. polarne medijume i njegov efekat opada sa padom polarnosti medijuma.

$00CE 1T AéET OA AAUEOA T A OOEAAEO .O0AAEIE
i AEOT I T 1 A E$ddiamagemafradndstinolarne mase x Ep mE$ A8 $OLET £
I AT AAA T OEE 1 AEOT T T1AEOI A EA OPi OAAEOA OA |
sila [147]. Unutar ovog prstupa razlikuju se dva mehanizma Jedan je sterni efekat

a drugi deplecioni @depletond E UA T EACA EA EAOAEOAOEOOEE¢
AAOT OPAEEO [ AEOITiIT1AEOI A TA DI OOHET O OAg
rastvorenim makromolekulima. Sterni efekat se bara na odbojnim silama

nastalim usled preklapanja elektronskih oblaka istoimenih atoma unutar

polimernih lanaca. Glavni preduslov za ovakvav tip stabilizacije je efikasna

Dl EOEOATT OO bl OOHET A eéAOOEAA8 : A OAUIEEOD
neosetiE®O EA T A DPOEOOOOOI Al AEOGOT T EOARh EITTAATC

e N s oA~

. A EOAEO 11G¢CO¢cA EA EUOOHEOE OOAAEI EUAAEED
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OO0AoT 1T ¢ AEAEOA EAAA OA EAT OOAAEI EUAOI OE EI
naelektrisanjem tj. polielektroliti.
A EOPEOEOAT EA OOEAAEA OOAAEI EUAOTI OA TA
A ET OEH¢cAT A OO0 AOGA OEPA OOAAEI EUAOT OAq
q polivinil pirolidon (PVP) - BT UT AOE OET OAOEOE¢éEE DIl I
naelektrisanja i
Bl 1 E jglutamirska kiselina) (PGA)- prirodni polielektrolit anjonskog

karaktera.

Vodeni rastvori stabilizatora, masene koncentracije 0,05%, su ukapavani
paralelno uz dodavanje etanola. Nakon toga dobijena suspenzija je
ET i T CATEUT OATA ¢m T ET TA TACTAOITE 1 AHAI EAE

raspodelA OOAAEI EUAOI ON OBDAEEROJIATI &0 OOMET O DI 1 |
[148].

Poliglutaminska kiselina je hidrofilan polmer koji se sastoji od jedne amino
kiselinA E O UAOEOI T OOE T A B( OAOOOAOA¢éeA 1T LA E
. AET A EOPI A EUI Al AEOOEéT A OA¢EA TA DI EAUOE
zauzima strukturu alfa heliksa a iznad izodE OOEéT A OA¢éEA EI A 1/
ETT &£ Of AAEEO jJ OPBAIQEEET CEOBI I EAOA TACAOGEOD
naelektrisanje [149].

~ A s o~ s A s N\ s A s oz s

321.12) OPEOEOAT EA OOEAAEA OAUI E¢EOEE DPOEOEOA

OET OAUA o#, éAOOEAA T A TEEEI OO iTO0&11CEEOD
*TH EAAAT DBAOAI AGAO ETEE OA O 1 EOAOA
iTO&I 1T CEEO PIl1EI AOTEE ¢éAOOEAA Ehlovod AOT AA
DAOAT AGOAh AETAITTA OOOPATUEEA ©DilEIAOTEE
OOAAEI EUAOT OA E T AETT OEAD ArakinmksloviBa60 E 0 ' !

N - A =z z e oA~

OAEOOI OOHT EAE DPOE DOEOEOEO T A p 1 AAO E OA

bilo isto za obegrupe uzorka i iznosilo 72 sat4148].
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01T OAA 1 OEE E Ob E OigpliivanhjaEuicaja li0flizAdijéhria AerijiO O E
novih uzoraka[150]18 , Ei £AE1 EUAAEEA EA DI OOOPAE OOHATE
OET OAUA DBITEI AOTEE [ EEOIT E 1 A 1l Gcd @AIOMARE O IE]
protektanata, . OOODPOOEOOAT OA EIT EE ¢A EIi AOGE O11cO
OEOOAI A OTEITIT UAI OUAOATEA E OAiIiTC DOl AAOGA
OOEAAE o0'! EAI bDOi OAEOAT OA O bDi OAi ATEO OA
prepisuje ovakva funkcija [151]. Inicijalno su napravljena dva uzorka dobijena
ukapavanjem 5 ml 1% rastvora PGA odnostOAEAOT UA O OO0OBP&AT UEEOD

é
uz homogd EUAAEE® 1A [1ACIAOITE [ AAAIEAE jounm ¢
'''''' E

ETI T CAT EUAAEEA E T AOOAOI EAT A ETH EAAAT |

Ove posude su ostavljene uei OUEOAé O 1T AOAAT EE puwls@TAOE 1T A
EAEIT AE OA OUiI OAE UAI OUIE E EAET AE EODPAOI
T A¢éET AAAITEETA OITEA DPIilTEIiAOTA OOOPAT UEEA
I AAUAAT Al AOT AT 1T EE 1 Alzbrid. Nd AljQ Aitoieiish E  DBT C
DOAAAEAT E O 1 El £EE2Dpusdstérode sivEHarZ, Gé&rman §dP E A  p

N s A ~ X oz

00 OOHATE pc OABVEC ipdigku dd A 37Bnhad AOOOE | A

.AETT OO00O0i EOATEA AZARAEOA 0'! E -aOAEAOIT U
EOPEOAT EA E OOEAAE OAUIEéEOEE EITAAT OOAA
bi 1 EI AOTA OOOPAT UEEA DIiT1 Ol-BdAifadvor IPGEI  HOI

ukapavani 0,5%ni i 0,05%-ni rastvori jednakih zapremina.

3.2.1.2 Karakterizacija sintetisanih PCL uzorak a

LA s 0~ s

Kvalitativna AT AT EUA 0 #, é A GORE dphktrogkdpijond @A i AT A
OOAi AEO #AO1I : AEOO 30%#/ 2% xus8 O0OAET OE OO E
DAOOEI A8 31 EI AT EA Ob Auialaédnd Aroj@vd 4064000mAT T O E|
pri spektralnoj rezoluciji od 4 cnrl.

Morfologije svih sintetisanih uzoraka su ispitivane naSEMOOAi AEO * %/ |,
JSMpow/ , 68 00A DI OOAOI EATEA T A 11 O0Aén OUT OAE
Ol T EAT Ul AOA POT AAOT I AEUE éCE AETAONTA cTBE A BEFEARA "D

-46-



Fakultet za Fizil|l ku hemiju

-Doktorska disertacija NenadF i | i

3#$ mnmmu 1 APAOEOAEé ETEE EIT OEOOE !0 UA A cC

OAOPOHEOAT EA UI AOA E TEACI 606 AAPI UEAOEO 1A

z oA, s~ s

metodoi T AOAOOEA AEAOAEAEEA I{Mavedhtiuhda® - AOOAC
Ltd, UKB 0 OAEI OE OET OAOEOATE OU Obi OOAADO OAUI E
etanolu u koncentracijjod~mmh¢ [ C¥i 1l h OU bPiilT¢ O O0OAUOOEéIT

W i frekvencije 40 kHz, u trajanju od 15 min.

Zeta potencijasl OOODPAT UEEA  Omeren | éAA OGDEA&ASI AR
ATT :3h @ %. ocenm8 : A OAUAI ALATEA OOOPAT UEER

32.13) OPEOEOAT EA AEI Ei i PAOEAEI 11 OOE OEI OAOEO/
3213p ) OPEOEOAT EA AEOIMITtEsdDEET 1 OOE OUT OAEA

#EOI OT EOEeéT 1 OO0 OUI OAEQAS5Ldetitierd Q)i-2l6i A OU b
difeniltetrazolijum bromid (MTT) testa po uzoru na radMossmanra uz male izmene
[143]8 (ADP' ¢ c¢Al EEA OEI E @i Ot @a dbljeAja @incOOAOET 1
Naperville IL, usgh OAET AA ERUITJGIEIEA Al ECIATEE ATl |
ET EOAEOAT A ¢m OAOE 1T A OAi PAOAOOOE TA aoyx J#
sa 5% C®@kako bi se osiguralo njihovo vezivanje za dno posude. Medijum u kome
00 ¢AIl EEA ET EOAEOAT A EA E dr® Gsfakiim plifeboini T ¢m O
jo"3q E AT AAO EA OOAL 1 AAEEOIh ETEE EA O
uzoraka (varirane koncentracije: 0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1 i 1 % zapreminski;
EOPEOEOAT E OURAOMAG OO @OMMA A0 #OA kieluE UAOT OAY
AT AAOATEA m8nuvh m8uv E p b 0'1 g8 )1 EOAAAEE
OAUI E¢EOEE OUI OAEA DilEI AOTEE éAOOEAA EA (
OEI EO¢AT A E TACAOEOT A ETTOO0OTT A j¢AIEEA EITE
bez pdimera sa 1%nim PGA). Potom je dodat MTT (krajnje koncentracije od 0.5
icriigh E ¢AIEEA OO ET EOAEOAT Al AAdni A OOE

uklonjen, a formirani kristali formazana su rastvoreni i pokupljeni u dimetil
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sulfoksidu (DMSO). Meren& A T POEE¢EA COOOET A TA vuvyxn 11 1§
ET OEH¢ AT EAI I E ESyriesyi OMXO EHioflO O2A).  Bposobnost

DOALEOI EAOATEA ¢AI EEA 1T AOAi OEA OA ODPi OAi OE(
ETTA OO OOAOEOAT EE ¢ AQGEAEGRMOAIAA T¢AEilE B & T/EAEQ A

A N £ 0~ 2 A

uzorak [150].

2AU01 OAOE -44 OAOOA OO DPOEEAUWKkd#d EAI DC
srednja vrednost3 nezavisna eksperimentagde je svaka koncentracija ispéna u 5
OADPI EEA8 G6EEAAEITT OO0 ¢AIEEA EITOOITTA ¢oOC
I AOAi EOAT EAUT QAGAEH 0 @WOEE AOES8 BT OUAAT T OOE j 0C
OOOAAT OT 6 4 OAOO EUI Ai O OOAOEOATEE E EIT OOI
wuob DT OUAATT OOEQqh OAUOI OAOGE OO Oi AOGOATE 004

3.2.1.3.2 DCFDA test za odredjivanje nastanka reakti vnih vrsta kiseonika
(ROS)

Obrazovanje intracelularnih reaktivnih vrsta kiseonika mereno je
OPAEOOT £ 011 AOOEEOEEN El OEH¢ AT E Adee Al Of
dihlorodihidrofluorescein diacetata (DCFH$ ! @ EAT HOIT Edssetsh DOOE |
svojim kolegama uz male izmeng152,153]8 ( AD' ¢ ¢ Al EEAh OO UAOA
posudu sa 96 otvora, pri gustini od 75 000/ml Nunc, MNperville IL, USAu pet
replika za svaki uzorak. Nakon 2@ AOT OT A ET EOAAAEEA T A oxJ
UAGEGATTE OTAATTI,ADAQIOIh EGA Di-®'lg i /{ ¢ ATSEHERRA(
I OOAOI EATA ETH on TET8 .AEIT O Gomkdkd AEEOT F
bi se uklonio sav DCFE ! E OOAOEOAT A OAI E¢EOQOEI EIT1TAAT O

bl EAAET AéT i1 ¢ OUI OEA8 +A1 E O EOPEOEOAT EO AE
0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1i 1 % (zapreminskh E ODPEOEOAT E O& OUI OAE
OEAA AT AEEAT A

bezOPT OOAAA OOAAEI EUAOT OAh ¢éAO
OOAEIT i AEODPAOEI AT OO6h OEI EOGéEAT A EA TACAOEOT /
proba (sa 1%nim rastvorom PGA) i pozitivha kontrola (0.5 mM {BOOH). Radi

EET AOEé EEAh EODAIOEROAOE T AOLAOATE T A oxJ# E
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i ACAT T A OOAEEE omn I ET OIEITT uv OAOE EITEOAA
i 4AAAT h ' ATET Oh | OOOOEEAQ DPOE OAI AOTTE AOLI
nm [150].

. A OOAEE OUT OAE OO OAiAT A OOE 1 AUAOE
UT A¢AETT OO EUIiAi O OOAOEOAT A CcOOPA E ETT
studentovim TOAOOT i h ET OEH¢ AT EAiI AT AT EUA DOT i1 ATIE
OOAATT OO DPi OUAAT T OOE EOBPI A EIT EA OA Oi AOOA |
0,05.

32133/ AOAi EOAT EA CAT 1 Ol EOEéT I OOE OET OAOEOAT E

Za ispitivanjeCAT T OT EOEéT1 1 OOE (ADP'¢ ¢AIEEA OO U.
000/ml u sterilne posude sa 12 mesta Corning Costar Corporation, Corning,
NewmYork, USA Nakon 20é¢ AOT OT A ET EOAAAEEA T A oxJ# O
vodenom parom, sa 5% COAT AAO EA OBREEI BAEBAKOLAIT 1T AC]
ETTAAT OOAAEEA j nh mn8nnnmph mn8nmph mn8mnmph mn8,
i e AOOEMAA RO , 01 OOAAA OOAAEI EUAOTI OAh ¢éAOOEAA
p b 0'!1Qq8 5 OOAEE AEOPAOEI Al Olijekdje rise 1 EOe AT A
tretirane) prazna proba (proba bez polimera sa 1%nim PGA) i pozitivha kontola
ET OEHc¢ AT benofaipice®& BaP, koncentracije 3t t -8 . AETT UAOOH
ET EOAAAEEA ¢Al EEA OO bpi EOPI EATA E EODPEOATI
je prvi opisao Singh sa saradnicima uz male izmene[154]8 uvmnm Ol EEA ¢ Al E
T OE1l AOOA EA 1T AOOI EélT T 1T AAAOATT E AT Al EUEOA
"Comet Assay IV" Rerceptive Instruments, UK Po tri nezavisna eksperimenta je
OOAi AIOCIOABE OUT OAE8 . EOT T HOAGCATEA $.+ 1ATA
$.+ ETEE OO &£ OiEOAIE OADP OIEIIl 1 ECOAAEERA
AEOPAOEI AT OAITTEE OOI 1T OA EITOEHG¢AT A EA ATA
OPi OAi EOATEA OOAAT EA OOBAT EOOEAPANIT AEROAOS |
i $O1TTAOO80Qq CAA OO0 Ovf8uyl O GESC OO EO GO G EHYOE ¢
[150].
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I ATT e AOOEAA OAI AT A 3
3.2.2.1 Sinteza SeNp
AT T 6A0O0EAA OAT AT A OO OETI OAOEOAT A EAI EE

(Na2SeQ) uz upotrebu askobinske kiseline (Vitamin G GHgOs) kao redukcionnog

z A L o~ s

OOAAOOOA8 3 ET OAUA 1 radukciprA G6& Brakaju Bb&AIMEIE OET |

EAAT T OOAOGT EI 1T AOT AAT A ET EA OA CATAOATTT OA
Al AT AT OA EU DPOAEOOOI OA O ETIT A OAVWUWLI AUE O
elemenatrno stanje (Rq OBT OOAAT T 1T ACT Ol OAEOlhug OAAOEA
AAT EA TCOATEEAOATEA Aciii AOAAEEA O OOOOEO
OA T AEéTT Di OOELA ObPi OOAAT I TACi OAOAEOGgAC
AT AET A OOAAEITA OOOPATUEEA EIE EIITTEATE C

medijumu potrebno je utvrditi uticaj svih reakcionih parametara poput odnosa
molova reaktanata, pH vrednosti, temperature, vrste i koncentracije stabilizatora
EOA8 5 1T AHAI OAAO 1T AEPOA EA EODPEOAI O0E

z A oA N

potom i uticaj molskog odnosa askorbinske kiseline i natrijum selenita.

Natrijum selenit NaSeQ E  CIT OAi E OAOO) molarheAninbeET | " 3!
Mw=66 E$A OO T AAAOI E ASigha Aldkich&€nhénieEGindfl § AB Aé EAQ
dok je askorbinska kiselina(Vitamin C - GsHsOs) kuplienal A D OT EWKR i Aé A
Prolabo (Belgija).

A 2 0~ s A P z A oz Z A s oA 2N

08¢8¢8¢ 50EAAE OAUI bashemBeNdOOOA OOAAEI EUAOI

z A £ oA 2N - s s~ 2 oA o~ z A 2 o~ s

: A OOAAEI EUAAEEO 1T ATT éAOOEAA lizédoka, AT A ET
globularni BSA i linerni PGA. Rastvori stabilizatora su dodavani u rastvor
askrobinske kiseline pararlelno sa dodavanjem prekursora tj. N&eQ. Najpre su
pripremljeni vodeni reakcioni rastvori prekursora NaeSeQ i redukcionog sredstva

GeHgOs u koncentracijama 0.02Mi 0.1M respektivno. Za svaki eksperiment

A N £ 9~ s oA s

OOAAOOOA8 +AEiI AE OOOOAEI E OOEAAE OAUI EéEO/
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i TOAE 1TTHEAROCEBAODAEGAITIT ¢ K0 OEAAL ATOAT HOIOA AOA i
koncentracije: (i) mala koncentracija (masena koncentracija 0,16 %)- gde je
maseni odnos stabilizatora i prekursora 1:1, (ii) velika koncentracijg 0,36 %) -

maseni odnos stabilizatora i prekursora jeznosio 2,25:1.

Radi odgpAOAEO¢AC bl OAi ATEA DOEDOAI T EAT EA

OOAAEI EUAOTI OA AT AAOGATEAT EOOA EITITEEET A DPOA
OUi OAEAh OAAEAEIT A eAHA & EITEITE Ali1 AUE Al

Al 1 EETT EAET AE ObPOAODEAAEDARAREBAEE @EIOAN EI
4AET i Ah AATTEODPT A OET OAUA EA OOHATT OU ETI
OEODPiITi OOAEATEO T A om i ET PDPOE AOUETE |1 AHA

BSA je protein sa samo jednim polipeptidnim lancem kojiessastoji od 583
aminokiselina i ima globularnu makrokonformaciju. Lako se rastvara u vodi pri
é¢AT O UAOUEI A OZAOI EATE 1 Al EBS5REN) AT BERALK OODEER |
OA¢EA 101 ¢ POI OAET A EA TET 1 hdau@diBam®@OAT AAO/
O EIiEEIA EA BD( EODPT A T OA OOAAT T OOE bi OAAOQE?Z

3.2.2.3 Uticaj molskih odnosa redukcionog sredstva i prekursora na sintezu
SeNp
| OET OAET OEA EEOAIT ET A EA DPi Uil AOA EAT OAA(

s o~ s oA s

oksA AAEEA 1 A Gndhadirhu: O1 AAA¢

HO HO
HO
00
HY'
O O
L-askorbinska kis. L-dehidroaskorbinska kis.

31 EEA 08¢8¢808p8 £Ai AOOEE DPOEEAU T EOEAAAEEA /
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Standardni elektrodni potencijal ove polureakcije na pH7 je +0.06 Y156]. Sa
druge strane polureakcija redukcije selenita do elementarnog selena se odvija po
Ol AAA¢ Al 1 AEAT EUI Od

SeQ” + £ USé 2)
a vrednost standardnog elektrodnog potencijala za ovu polureakciju je +0.74V

+ Al to Be vidi iz navedenih polureakcija razlika u elektrodnim
bl OAT AEEAT Ei A EA AT Olspoktané redDikije BeeAitnitijgha AE AT H
tj. oksidacije askorbinske kiseline. Stehiometrijski gledano za redukciju 1 mola
NaeSeQ AE AEI A DBl OOAATA ¢ 111 A AOET OAET OEA
OAOT T OALA EIT A TEOEAAAEEA AOEIimdAgpudEHA EEOAI
OAi PAOAOOOA E EITOEA EAEET A OAOOOI OAh OA
OOAEET I AOOEEOET ¢ T AT T OA ODPii AT OOEE OAAEOAT
OET OAUAI A EAI EOEI I OAAOEAEETIT OAAOGEAEITIT O
ovom radu isp©OAT EA OOEAAE AOA OAUIEé¢éEOA 111 OEA

natrijum selenita: 4:1i 5:1.

3.2.2.4 Karakterizacija SeNp
3.2.2.4.1 Ispitivanje m rofologije i zeta potencijala

+AET AE OA DOITAHIE |1 DPOEI AITE DPAOAI AOOE
svi uzorci su okarakterisani metodama elektronske mikroskopije. Za potrebe SEM
AT Al EUA ET OEHG¢ATE OO 1EI £ZEI1 EUEOATE OUI OAE
ugljenikom. SnimanjasWO O A i A FEESEMAO A i SAialB5 VR Carl ZeissTEM
i HRTEM  mikrografije su napravlene sa dobijenim koloidnim
OAOOOT OEI ATOOODPADRDE FEM218B 1 A% OOBOAEAE EA AEIT
AAOAEOI OT i UA %$3 AT Al EUOh iAifraxdiodiAlkasdi EE OT COA
Eil OEH¢AT EAI 3! %$ OAET EEAS

Zeta potencijal koloidnih rastvora SeNp je snimljen bez pripreme uzorka i
AAU OAUArbsihtrs&E OAT E A
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3.2.2.4.2 Ispitivanje kristalnog stanja

3AT AT EA DI UTAO BI O 1T A AA pam@mGsLUEE O O
dobijeni liofilizirani uzorci SeNp, OET OAOEOAT E DPOE OAUI EEEOEI (
AEZAOAEOI i AOOO O EIT && G&razoldijof €kkniraddjd odQ05°i A p 1
AOUETTIT OEATEOATEA ¢O bBiI EITOAEO8 ®d AE 1A
snimlienisuiAE £ZOAEOI COAT E POAET OA 0o'! E "3! EIEE

3.2.2.4.3 Kvalitativna kar akterizacija SeNp

N~ - s s o~ oA s ~

+OAT EOAOEOT A EAOAEOAOEUAAEEA 3A. b EA G

i EEOT OAT AT OET I OPAEOOI OEI PEET ©& 60RO i1 AD
spektrometru MIDAC M 200000 DPi il ¢ OAETEEA +" 0O DAOOEI I
ET OEA¢AT 1 ET £ZEl EUEOAT DPOAE @BtAlasisbropB®AEOOE (

400-4000 cm™@ na sobnoj temperaturi.

Ramanski spektri su snimljeni na DXR Ramanskom mikroskopu

D Ol E UOTherké Acientific, koji je opremljen gasnim laserom (HeNe).

o~ s oA s

$AOAEAEEA OAOAEATI C UOLOAEEA BA DRAEABET A

I ETEEATI T E ADPAOOOOI T DOl OAUA wvrastvardjes 5 U1 OA|
T AT AARRT Ok®I® TEACA EA DPOi DPOHOAT ODPAATE O11T-
AOLET A ¢@oo 1018 31TEIATEA OO0 OOHAT A DPOE OI AAR

A vreme ekspozicije uzorkaz 60 s
A broj skenova uzorkaz 10
A EAéET AsmWOAOA
+1 OAEAEEA 1T A £ Ol OAOAAT AMIE 6oftvérskog PaRdteA T A  OU

obradom signala polinomom 509 reda.
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3.2.2.4.4 Termalna analiza SeNp
4A001 AT TA AT Al EUA 3A. D EA OOAi AT A T A

OAOI 1T COAOEI AOOEEOEO E AEZAOAT AEEAIT O OAOI EF
kalorimetriju SETSYS Evolution TGATA/DSC (SETARAM, France) AT A ET 1 EEET A
DOAEA 3A. b EA Oi AHOAT A O bPiI OOAO T A Al Oi EI
OAT ADAOAOOOOGET i OA L-FobadC, Y uezindinCrAgrezaja dd A0 T m
J#TI ET 8 : ACOAOAT EA GAOCHOBRATCT OAUAOCEASAEAOE OE
08¢8¢818uv +0OAT OEOAQGEOIT 1T AOAi EOGATEA 3A O EI
EODPAOEI AT OE 1T AOAi EOAT EA ET 1T ATRdmOAAEEA

Scientific iCap 6500 DuoPb OE DOE ¢éAi O EA ET OEH¢AT A OI AUT .
generatora od 1150 WD OT EUOT A Aekeentnd Bt@ju Eekvencije 27 MHz.

l Oci 1T EA EIT OEA¢AT DPOE bDOi OTAEI A TA pc, TIE
ET OAOI AAEEAOT E CAO E T A m8t ,TIET EAT 11 OA
ETT 0011 EOATT DPAOE O Qlotokdore &dE 1.2 mi/mid.I Ildniitet O A

Al EOEEA QUGAXEA EBA | AOAT 1-A19624 InfA Qdzdarde A DL ET
EITTTEATTC OAOOOI OA 3A OO EI OEHc¢ATE AAU AT .

Millipore £ZE1 OAO OAT EéET A PT OA T A tE®GAT EBOEA¢AT Al
standardni rastvor MES21-1 (AccuStandrad, USAT O O1 AAAcEI EIT T AAT O
10 ppb, 20 ppb, 50 ppb, 100 ppb, 0,2 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm and 2 ppm. Uz svaki set

N

OUI OAEA EI OEH¢AT A EA AAO DiLAAM ADDDOADI IAE ¢
[

kisel ET A E T EOEAAT OA8 $1 AEEAT A EAI EAOAAEITA E
A korelacioni keficijent R = 0.9991,
A EAAT A¢ET A 1 ET AAOT T OOE UE y8pp C wop8T1Tudl

A granicadetekcije LOD = 0,0017 mgl/l.
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3.2.2.4.6 Antibakterijska aktivhost SeNp

A T AOAT EOAAERT EEAEOIAOTA ETT AAT OOAAEEA
je Bujoni EEOT AE1 OAETT A 1 AOT AA DPOAI A OOAT AAOAOD
ispitivanja (CLSI 2A.7) [157]8 ) O D E O E O Ana B dojev@ bakt@ifa OdiGraMm
pozitivnin ET OE H¢ A$tabhyl@@dzcus aureu¢ATCC 25923), Staphylococcus
epidermidis(ATCC 1228) Bacillus subtilis (ATCC 6633dok su od Gramnegativnih
ET OE HxjeBsielfa pneumoniag ATCC 13883),Escherichia coli (ATCC 25922)

Pseudomonaseruginosa(ATCC 27853) AEOAOEEOEA EOI OOOA OUCAE/

hranljivoj podlozi Miiller-( ET 0T 1T AQOET T h OO0 POAAAéAT A O I E
bazendh D OE b¥of haklerij& go bazenubT AAAAT 4CKU/ml. Nakprmt
toga je napravljena serija dbDl EE OAUOAi ATEA EITITTEATT C OA

rastvoru dimetil sulfoksida DMSO u rasponu od 1009 ¢ h uml. fMiRrotitarske

pilTéA OO UAOEI ETEOAEOATA ¢tE TA ox0#8 31
El OEH¢AT A OO AOA DI UEOEOIT A sanolbdkeriel B OAOOA
hranljivoj podlozi [119]18 - EEOT AT E OAOO EA 1T AOAi EOGAT AT,
vodenog rasvora TTC (2,3/rifenil tetrazolijum hlorida) u svakom udubljenju.

MinimainaET EEAEOT OT A ET 1T AAT OOAAEEA j-)#Q OA AA/
EITETE | EEOITOCATEUIE TA PITEAUOEDO OEAI EEOE C

3.2.2.4.7 Antikancerogena aktivnost koloidnog rastvora SeNp

Antikancerogena aktivnost koloidnog rastvora SHp je ispitan na HelLa
¢cAl EEAT A8 (A, A ¢cATEEA ETEA OO0 1T AAAOI EATA E
kultura (ECACC su kultivisane medijumu DMEM u koji je kao supplement dodat
2mM L-glutamin, 1% penicilin-OOOADOIT | EAE1T ) pn b  EAOAITI
Kui OEOAAEEA EA EUOOHAT A T8 ox4I#HA00AGRT OBA
standardnom protokolu opisanom u eksperimentalnom delu ispitivanja
AET ET 1 DAOEAEITT OOE o0o#, ¢éAOOEAA8 (A, A ¢AlE
koloidnog rastvora SeNp (0.5, 1, 2.8.75 | 7.5%) a njihova vijabilnost je merena
posle 24, 48172 h.
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3.2.3 Sinteza biokompozita PCL mikrosfer a sa inkorporiranim

TATT 6AOOEAAPCA/SEDAT AT A

Inkapsulacija E1 E ET ET OPT OATEA AEOEOT EE EIiibPilTA
EAET AEOAT OACAI AT O O OET OAUE OEOOAI A UA EI
OAET EEA OET OAUA UAOEOE 1A EITEE 1TA¢éET E O
ETET OPT OEOAT A O talratd dilikbni oBabica FeBnike she£e Bajpre

O0OAAA OUAOQE @) i AUEO OO01l EOOOA E 11T OAé A
EEAOI £ZE1 11 OOETEEAOI &£ AT 1T OOEh OAOOOI OiI EEOI O
iTcOcT 1 OO ET OAOAEAEEA EUI Ai O T1 0AéA E AEOQEC

3208p ) OPEOEOATEA OOEAAEA OAUIEéEéEOEE OEO(
efikasnost metode sinteze

+AET EA AEIE T0O0I ¢ OAAA AEIT AA OA TATIT éA
koloidnog vodenog rastvora inkorporiraju u jako hidrofoban polimer PCL
ET OEH¢AT A OO0 AOA OEOOAI A OAOOOAOAEeATT AOAOGOC
1. hloroform/etanol
2. aceton/etanol
5 DOOI i Oi 0O6AEO OET OAUA EA OAi AT A DI ¢
poglavlju za sintezu PCL mikrosfera. 300 mg PCL granula je rastvorendl@ ml
hloroforma. Nakon toga 0,5 ml koloidnog rastvora SeNpje dodato kap po kap u

polimerni rastvor uz upotrebu homogenizatora visoke energije (IKA ultraturex).

(TTTCAT EUAAEEA EA OOHATA v T ET DOE T AOOTTI
razlika u polarnogi ova dva sistema velika, upotreba visokoenergetskog

ET i T CAT EUAOT OA UADPOAOGT 1Ti11cO¢gcOEA & Oi EOAT E,
OA TATT ¢éAOOEAAT A 3A TEOOLATA pIilTEIAOTEI 1/

4AET i Ah ET OEH¢AT A EA 1 dnd O bdnoSdldng AintedulRELOAT ET A

Lyl Lk&dg F OA2l 25 GSN¥YAY 122A a8 65008 aNBOS dz t AGSN
IRS 28 F10AGYl 12YLRySydl 21 NHOSyl 2 6
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sfera bez selena (odeljak 3.2.1.1) EAO OA OA bl OAc AT EAI
zapremini E1 1T Ol £ O A E OI AA bl OO0ELA OOAAEITEEA
ET T T CAT EUAAEEA SoNpE AADPORDOBOAOAT EU UEA ¢éAHAQ
parAl AT 11T OEAPAOATEA v i1 OAOGOOIOA o0'! EITTARA
OAé¢ATTh O TOT1T EIOAEO ATl AUE AIDOET iR @AT T
polimerni lancie UAOT A1 EAOAEOe T ATT éeAOOEAA 3A EU 00O
OOAAEI EUAOEOCKT OOGAT EUBAEEA T A T ACTAOITE 1A
i ET jynn OPIiqQqs .AEIT OICA Ai AEEAT A OOODPAI
I OOAOI EAT A AA OA OOHE 1TA OIATTE OAI PAOAOOC
AT AAT 1T AOAT ALAOOA AT EAs8

Kod drugog sistemanajpre je 300 mg polimera rastvarano u 30 ml acetona.

5 OO0 OOOEOh DI EIT DI BPRloA EAAIDA ABAATAAADAT NIAC
i AHAT EAO OU Ai AcO ETiITCATEUAAEEO jonm ObPI Q
jednog sata. Nakon toga polimerni rastvor je ostdjen da se ohladi do sobne

OAi PAOAOOOAS8 5 TEIAiATE DIilTEIAOITE OAOOOI O
rastvora SeNp uz homogenizaciju na 21000 rpm u trajanju od 5 min. Zbog bolje

i AT EEOT OOE AAAOITA E O AA 1T A AbnmodedeE AT A&l
Oi AHA8 |+ OA Oi AHA EA UAOEI DOAOOOA O ¢éAHO O/
rastvora PGA masene koncentracije 0,05%. Finalna suspenziRgCLé AOOEAA OA
ET EIl OPI OEOATEI TATT eAOOEAAI A 3A EA 1T AEDOA |
DOAOOOA O O0AOOEEAOO HITEO E 1T OOAOI EAT A AA <
Al AAT OOLEe¢AOOA AT EAS8

+AET AE EUOOHEI E AAOCATET O BASMNEOAOEUA?
pripremljen je i uzorak prazne probe kod koga je ponovljen postupak sinteze samo
je izostavljen korak dodavanja koloidnog rastvora SeNp. OAE  OUT OAE ¢ A OA ¢
tekstu nazivati kao prazne PCL mikrosfere.

31 AAAcE EIT OAE O A AmebieE $ifekeE Sisten@OAAHT T OO
ETTO0T1TOATT 1T OPOHOATEA AEOEOI A ETIBITAT OA
ET El OPI OEOAT EA O1 OOAO 11 OAé¢A8 | OAE DPAOAI A
EAAT A¢ET Aqg
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EI%:\% 0 3)

gde je WET 1 EEET A ETEI OPT OEOATT C 3A 1TAOAi AT A A
AES, dok je WET 1 E€ET A 3A ETEA EA OAT OEEOEE EUC

ETTAAT OOAAEEA 3A O ETITEATTI OAMESIiOO | OAF

s A s o~ s A

08¢808¢ +AOAEOAOEUAAEEA Al AEEATEE éAOOEAA A
08¢808¢8p ) OPEOEOATEA 11 O0& 1T CEEA E OAODPI AA

Ispitivanje morfologije prahova PCL/SeNpi praznih PCL mikrosfera je
OOAi ATT OEAT EOAEO¢i i Al AEOOI T OEI-639ALE EOT OET ¢
I transmisionom elektronskom mikroskopijom na mikroskopu Jeol 2100. Priprema
OUT OEA UA 3%- AT AT EUO EA TPEOATA O AAI O ETE
potrebe TEM andize PCL/SeNp uzorak je suspendovan u etanolu i nakapan na
1T OA¢ ETEE OA OAOOI EE T A AAEAOImAshi OALA E OA
A DT OOAAA rdspo@@R OBOEEERAA éAOOEAA O OUT O4
dobijeni prahovi su dispergovani u etanolu u kooentraciji od ~ 0,2 mg/ml, uz
PDiiT¢ O OOAUOOeéTT C EOPAOCEI A fEn 1A UWPDAI AE G
Mastersizer 2000(Malvern Instruments Ltd, UK)

3.2.3.2.2 Ispitivanje interakcije SeNp i PCl -a

N s s o~ s oA

-1 ¢cO¢cA ET OAOAEAEEA EUI Ai Oaje ApitianaBC BT 1 ET A
spektrokopijom sa Furijeovom transformacijom. Spektri su snimljeni na
laboratorijskom spektrometru MIDAC M 2000. Uzorci u formi prahgd PCL/SeNp i
prazne PCL mikrosfere) supripremljeni tehnikom KBr pastile za snimanje u

intervalu talasnih brojeva 400z4000 cnm™¢ na sobnoj temperaturi.
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3.2.3.2.3 Ispitivanje kristalne strukture biokompozita PCL/SeNp

Kristalna struktura dobijenog praha PCL/SeNp je najpre ispitivana
metodom difrkacije %zrakaz 82$8 31 Ei ATEA OUT OAEA EA EUC

uglova 4 od 15-60°, sa rezolucijom skeniranja od 0,05° i brzinom skeniranja 2s po

koraku. ) T OAA OO bi OAi ATEA OAAEh OTEIITEATE
PCL/SeNp i praha praznihPCL mikrosfea. Kako bi ispitali promenu kristalne
OOOOEOOOA DIl EIi AOA OA OOATATTIT AACOAAAAEE

EOEOOATI EOA T A TO0110606 OAOEEAAEEA £AOAOT OA i

D= 0.9/
bcosg

4

CAA EA $ EUOAGOT AOA OAIECET A EOEOOAI EOAR
EUIAOATA 1A PiTiOETE TEACI OA OEOETA E EUOA
Al EOTI OATEE 8 UOAEA E EUTIT OE ps8utme B A | E
NAUEOA ET A AAEOIT O TAIEEA E TEACI OA OOAATI G
EUOAEOT AOAT EA OAI EGET A EOEOOAI EOA OOE AEAEOA

08¢8a0c8¢8t +Al T OEIi AOOEEOEA EOPEOEOATEA E O
bikompozita PCL/SeNp

+Al T OEIl AOOEEOEA EODPEOEOATEA OO OOHAT A |
uporede entalpije i temperature topljenja PCEa pre i nakon inkorporiranja SeNp,
ATE EA AOOCE bi O A AEI EOPEOEOAT EA OOEAA
i AAEEOGI EI A 1T AOOE®EOEATIARDABE 13T EI AT EA1BEA OOHAI
EVO, francuske kompanijieSETARAM3S 5 OAi AE EA 1T POAI T EAT E E
softvera CALISTQ Precizno izmerene mase uzorak® &£ O E POAEA 00O Oi
Al OI ET EEOI OEA DT OOAEAA UABPRRIIEAGE éEE {UAOOKT
0O0AUT A bi OOAA EA ET OEH¢AT A EAI OAEZAOAT O1
EAAT OEeéT T 1 OAI PAOAOOOOGET i OALEI O ETEE OA
zagrevanja. U startnoj zoni uzorcisu sporo zagrevani (1 °C/min) dotemperature

30 °C na kojoj su termostatirani narednih 5 min. Nakon toga je usledilo zagrevanje
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do 100 °C, sa brzinom zagrevanja od 5 °C/min. Za vreme trajanja eksperimenata,
¢cAlT EEA UA OUi OEA EA AEI A TEOOLATA EITAOOI
EOEOOAI ET Eé i.je OIOAE BAIN ORAE AOITAAAcA EAAT AEET Aqg
DHf
W, = 300 (5)

c 0
DH

CAAR EM GAI PEEA O7 Bl EAT E A0 it Ophedid 108% OUT OAE
kristalnog PClL-a. Literaturni podatak za ovuvrednost je 139.5 J/g[158]. Entalpije

Ol pIl EATEA OOEE OUiI OAEA OO OA¢dbbhzAdidija OU BT 11
E T OE jd tpAigmoidalne bazne linije.

3.2.3.2.5 Degradacija PCL/SeNp biokompozita i profilot puHOAT EA 3 A.

$ACOAAAABDEA TEARO®E EMIT E edti@BOHOlmErnrod 1T AT T é
i AOOEEOA OO EODPEOEOATE O OAUI EéeéEOEI AACOAA
OOHATE O DPAOAI A1 T EI 5@nQprand PCA/SeDp stidpendo@ano EA DI
ux8uv 11 TAGCT OAOAEO¢AC 1 AAEEOI Asmiaupnilu OUT OAE
na temperaturi od 37 “C. Medijumi su birani tako da simuliraju odgovarajg A
AEUET I THEA OO1I 1T OAq
s 00EAO & OFAOTIEE OI1E j0"3Qq OA OOAATT AgC
§ Rastvor lipaze izolovane iz pankreasa svine u PB&® j OED )) OA OAA
DOl OAET A DPOAET ¢nbQ8 O0O0OAI A PI AAAEI A POI
30-wm 57i C ET OEH¢AT EAI OOEAAAOET A EAT 00/
svakom uzorku je bila 0.4 mg/ml.
§ m8p - EIT Ol GdaMCU EH=1)A EEOAI
U prva dva medijuma u svakom uzorkuje dodato po 1 mgnatrijum azid
NaNsh EAET  Adst mkbdghdizEmas 0 OOE | AAEEOI OA 1 AEé/
EOPEOEOATEO AACOAAAEEA OEOOAI A UA EITTOOTI
komponenti. Njegov zadatak je da simulira uslove u ekstracelularnom matriksu.
. AOAAT A AOA 1 AAEEOI A DPOAAOOAOI EAEO ODPAAEEE

-60-



Fakultet za Fizil|l ku hemiju

-Doktorska disertacija NenadrF i | i f

sistemi za kontrolisanu dostavu, pogotovo oni koji se unosper 0s.0 OOE | Ai O
TEEI A OAAOLE ATWUEKI ¢ ERE cOODPAI AOIOR OBAAAOAE A/
i AGOE8 , EPAUA OA O 1T AHEI 1T OCATEUIEIA 11TCcC¢
POl 001 OO PI POO TTA EITEA 10eA PAT EOAAO E DI E

06 AOOOOEDO O POT AAOO BERAOOEEAEOOAERACEOADAD!
I EUT UT T A8 £01 OA OEsafedn®dtrane Bi Adb&lddda simulvd EE OI A
001 T OA OOAAET A EAT HOI EA LAI OAA¢eT A EEOAI EI
OA AOOCA AA OEALA T A OOB&RAazgrddl)dET 1T EOEI ¢ D(
U svakom medijumu je suspendovano po 7 uzorakBCL/SeNpkoji su u
I AOAiT AT EI OOAIT Alaquedkel 7, 18,1 20,A36, (%4, 11EBi660 dana)
EUOATOMIAEE AAI EA EAOAEOAOEUAAEEA8 . AEDPOA E
supernatanta i to cenODE £OCE OAT EAI O OOAEATEO T A pm 1 EI
EA OOHATT AAEAT O1 OAT EA8 $T AEEATE OAITC EA E
vodom kako bii se uklonili ostaci medijuma, filtriran na kvalitativnom filter papiru
E T OOHAI TA Ol ADT BAIOBA ®RAIOABOOBGAAETE O OOA
OUT OAEOAGCE ¢0 UAI OUE&hérzdiaAl AAI EEE EA
2A0001T O A1 OFAOTEE OITE j0"3q EA TADPOAOI
vode rastvoreno 8 g NaCl, 0,2 g KC1,44g NaHPQ, i 0,24g KHPQ.. Nakon
rastvaranja ovih soli pH rastvorase podesi na 7,4 dodavanjem HCNa kraju se
zapremina podesi na 1L dodavanjem destilovane vod§l59]. Lipaza tip I,
izolovana iz pankreasa svinje, je nabavljena o&igma Aldrich Chemie GmbH

i AT AGEAQS

32326+ OAT OEOCAQGEOTT 1T AOAIi EOGATEA 3A O OUIT OAET /
EODAOEI AT OE 1T AOAi EOATEA EITTAAT OOAAEEA 3

OAUI EEEOEI [ AAEEOI EI A E OOAI AT GEEI ET OAOOAI

ispitivanja koncentracije koloidnog rastvora Se (poglavlje 3.2.2.4.5) Sa druge

strane uzorci PCL/Seld u formi praha su pripremani mikrotalasnom digestijom. U

.....

OO0 OOOEO EIT OEH¢AT EJEMIMBERWO. PretizAcdddiered E CAOOT C
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OUIT OAE j mm8nnmnpCq OO OGiudeltpoknk ka vi€bkelpdik® 1 OAT A F
CAA OO0 1T AEPOA DI AOO GHYWHNE (Tonh) iBROHEI(En). DI 1 1 ¢ O
Nakon 10-0 minutnog tretmana digestija je nastavljena u mikortalasnom reaktoru

po programu koji je opisan u radu [160]. Period od 10 min je uveden kako bi se

izbegli prvi produkti agresivne razgradnje. Proces digestije se prati preko pritiska.

U zavisnosti od broja tuba koristi se snaga od 400W (za 4) do 1600W (za 12). Kada

03) uv [ETOOAR TAEIT OICA EA AECAOOEEA CIi Of ¢
se dobijena suspenzija ohladi profiltrira se krozaMillipore £E1 OA O OA OAIlI Eé EI

od 450 nm. Profiltrirana suspenzija se na kraju kuatitativno prenosi u normalni

O0OA T A ¢uv 11 E AT b0l Kb HA otpdrhoSrQA MVE.R&dnii  OT AT |
OAOOOI OE OUT OEA OO AT AEEATE OAUAI ALEOAT EAI

3.2.3.2.7 Ispitivanje uticaja bakterijskog soja Pseudomonas aeruginosa na

Pseudomonas aeruginosge Grami ACAOEOT A AAEOAOEEA ET EA

infekcije posebno kod osobasa HOA¢ AT 11 A£O01T EAEEOdranieljedGT 1 ¢ OE
u literaturi poznato da lipaze izolovane iz nekoliko bakterijskih sojeva imaju
sposobnog da znatno ubrzavaju razgradnju PGIA E AT E AOOCEE Al E

poliestara [76,1617163]8 / OAE DOEOOOD OA ¢AOQOIi ET OEOC
Di 1 EIi AOA EAET AE OA AEOPAOEI AT OE 1 ObPOHOAT E,
prinvatljiviji vremenski peril A8 ' AT AOAIT 11T Ccl AAATT AAEOQOAOQEI
AECAOOEOT EI AT UEIEI A ETEEI A OAUCOAi OEO 1T ETI
OAAO EA EOHGHOIAC ODEGALEEA Al &1 ¢ AAEOAOEEOEI C

Ah A OAITEI OEiIi E 1RAAOIOPOHOADEGRE GM8 EUA B0,
planirano da se u isto veme (u izvesnoj meri) simuliraju uslovi bakterijskog

I EOOLATEA E OAOUA DPOiI AAO AACOAAAAEEA DilEI/
kratkom vremenskom intervalu.

Pseudomonas aeruginosRAO1 (ATCC 15692) su kultivisane u medijumu
i ETAOAITEE OIlTE j--3Qq EIEE EA Oi AHA OIIE
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NaeHPQ x 12H20, 1.5 g/l KHPQi, 0.2 g/IMgSQ x 7H20, 0.002 g/ICaGl 1.0 g/l

NH#18 5 p 11 101 ¢c 1 AAEEOI A iselikaAi glikoZRAOA Oi /
jnmeaxcn8c | AOGATEE PQ EITE [T AOIETTOIC OIEA jop
3AAOLE OOA AOATAEEAITA AIETT EEOAIET A OAI
medijuma za kultivaciju mikroorganizma.) Bakterijska kutura je inkubirana 48 h

na3 # OU [ AARATEA T A pyn OPI 8 . AETI ET EOQA,
centrifugirana 10 min pri 5000 rpm (GS3 rotor, Sorvall Centrifuge, DuPont

Instruments, Delaware, USA). Dobijen bakterijski sediment je dalje procesuiran

EAET AE OA AT AET ¢Al EEOEE AHu¢BOseAdagessa 41 EA
UA AEOOOAEAEEO pPOI OAET A Nddgen @VBoBINEISN O DOT E |
Ukupna koncentracija proteina u ekstaktu je I A OA i A BrddforBdvoj metodi

Eil OEOOAGE @AANBAIB O) 811"l OATE ¢AlI EEOEE AEOOOAE
dva tipa eksperimenta. Najpre je ispitan degradacioni potencijal n& OO O OT E
hranljivoj podlozi od aggOA A DT 01T i OO0 OOAi AT A EHRDPEOEOAI
OAOOOT OO0 AI OEAOCT T C POAAOAS8 5 POOIiT O1I 66AEOD
granulama PCCA A O AO0OCi i OI O6AEO OO AEOPAOEI Al

z A £ o~ o s

~ oA N

32327p S$ACOAAAAEITTE bl OAT AEEAI ¢cAl BEOEI ¢ A
aeruginosa prema komercijalnim granulama PCL -a

EOPAOEI ATOE T A ¢éOOOOIT E EOATITEEOIE bBIA
potvrdili da se ekstrakt izolovan iz bakterijskay soja P. aeruginosal 1T 0 A ET OEOOEO
kao medijum za ubrzanu degradaciju PGa. 100 mg komercijalnih granula PCla je
najpre rastvoreno u 2 ml dihlormetana. Potom je dodata voda do ukupne
UAPDOAT ETA TA ¢m 11 E 1T OA Oi AHA EA O6O0OAOEOAI
pulseva sa frekvencijom polja od 60 Hz) kako bi se dobila stabilna suspenzija
[165]. Nakon toga je suspenzija zagrevana do 6& kako bi ispario sav organski

N~ s Z A s £ N~

OAOOOAOCA¢ E bDii AAATA OA ACAOIIiI EIHCE EA OA

" kazamino kiseline predstavljaju smesu amkigelina i nekih manjih peptida dobijertiiidrolizom
kazeina
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DOEAOO j P( wsuQgs +11AAT OOAAEEA ACAOA EA DI
EOAEO EUI EOGATA O O0OAOOEEAOO HilehelnoE 1T OOAOQ
OAi PAOAOOOES8 . AETT 1 éO0OH¢cAOATEAR EUOOEAT A

i AOGOT OAAeéeAl ¢AIEEOEE AEOOOAEO8 5 EAATTI |
bakterija kultivisanim uz upotrebu glukoze a u drugom ekstrakt dobijen

upotrebom maslinovogulja kao izvor ugljenika. Nakon jednodnevnog inkubiranja

na 3C°C, ponoyjen je postupak i inkubacija nastavljena dodatna 3 dana.

08¢808¢8x8¢ $ACOAAAAEEA o#,7T3A. b O c¢cAl EEOF
aeruginosa i suspendovanom u puferu fosfatnih soli

A EOPEOEOAT EA OAOUAT A AACOAAAAEEA o#, |
istih, odmereno je 85 mg PCL/SeNp u formi prahasuspendovano u 8 ml smese
PBSA E ¢AI EEOET ¢ A E ©.0deidinGsakonéentiadijd ZDAMM. ¢ E U

Eksperimenti su trajali tri nedelje uz termostatiranje uzorka na 37 C u vodenom

EOPAOEI 08 5 OAéliT 1T AOAI ATEI O0pd AMOEETI EI
¢cAIl EEOEI ¢ AEOOOAEOA OA @Al/l-Phé dobavadjig@bl EE D
iIUOOHATT T AETTA cAOA ADEORAIBDACA E OOAcA T AAA

AT AAOGATEA ¢Al EEOETI ¢ AEOOOAEOA T AEDPOA EA EUC
i centrifugiran 5 min pri 13000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5417C, Hamburg,
Germany. Talog i sAOT AOAT &6 OO0 1T AOT EATE AAEAT O1 OA
UAT OUE G20 édd njihoke karakterizacije. Deo uzoraka koji je odvojen u formi
OAl T CA EA bPi AOGOCI 6O $3# AT Al EUEh AT E EA O
I AOAi EOATEA ET T AATKOMMAEER BIODAFESORAHICEERT) #0

3.2.3.2.8 Ispitivanje biokompatibilnosti biokompozita PCL/SeNp

Ispitivanje AET ET I PAOEAEI 1T OOE OET OBOEGMAT EET AAC
EAAT OE¢ATHOIA¢EA G@IATAET OI-O ABOBIAATEIAIOOERR | @/
i AOT AA8 00OA EA EODEOEOAT EA AEOQI O1T EOGEe¢l T O
indukcije nastanka reaktivnih vrsta kiseonika DCF8! OAOOT I E OOAc¢A EA
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CAT 1T O1 OEé1 1 OOE kdje upogavid B8.D1BIdat detaljari opis ovih
eksperimenatal T E T A¢cA AE&®BmIL.T AOI EAT E
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18p 3ET OAUA E EAOAEOAORKKpdakitnd) O AFA O1 E
18p8p ) OPEOEOAT EA ET OAOAEAEEA EURAI O OAUI Eé

Kako bi ispitali interakciju stabilizatora sa PC-om na molekulskom nivou
snimljeni su IC spektri uzorkaPCl-a sintetisanog bez dodatka stabilizatora(slika
4.1.1.0) i uzoraka sintetisanih uz dodatak PVR (slika 4.1.1.2)i PGA(slika 4.1.1.3).
/I T1T HOI EA T AI AE Ol é1 EEOT OReéTOOEDOODAR EWOEQD #

sSuU sumirane u tabeli 4.1.1.1.

4.1.1.1 Asignacija traka i njihove vrednosti talasnih brojeva dobijeni sa FTIR spektara

uzoraka PCL-a sintetisanih bez i sa dodavanjem rastvora PVP -a i PGA.

Talasni broj trake (cm-1)
Asignacija traka *
PCL PCL+0.05% PCL+0,05%
PVP PGA
i OAOOT 11 OE EOORBIOG A ~ 3400 ~ 3400 ~ 3400
| OEi AGO8 EOOAE8Pc A OE 2930 2930 2930
3EIi AOO8 EOOAMmBBIc A OEA 2850 2850 2860
+AOATTEITA EOORAEO¢ A 1720 1710 1710
. . 1470,1410, 1470,1410, 1470,1410,
Deformacione vibr. CH ; [167] 1360 1360 1380
) OOA L.-O & &C wbor. kristalne faze
[166] 1290 1290 1300
I OEi AOOEX¥IB6A # 1240 1240 1240
3EIi AOOEéT A E GDAesOc A 1190 1180 1180
Vibraciie C-0 i GC [167] 11086%040, 1108é10040' 1103(,310040,
EOI EAEOqQRETDEAO8 #( 720 720 720

I EOAOAOOOT EI

]|

4



Fakultet za Fizil|l ku hemiju

-Doktorska disertacija NenadF i | i

+AOATTEITA COOPA #E/ EAT EAOAEOAOEOOEE
T AEET OAT UEOT EEA OOAEA 1T A OOEiIi OPAEOOEI A (
pomeranje sa 1720 na 1710 crh sa upotrebom stabilizatora. Razlog ovog blagog
pi i AOAEA EA O Oii A AHOI EA ODPOAOI 1 OA co0bb
AOT EAETTAITEE COOPA OOAAEI EUAOI OA £ Oi EOAT
OO0OAT A T A OPAEOOO OUI OAEA o0#,C060h TEEA UA
koja bi ukazivala na prisustvo ovog stabilizatora (slika 4.1.1.2). Naime
najintenzivnije trake kod PVP(Prilog 1) su amidna | traka C=0O grupe koja se javlja
naoko 1650 crtE HEOT EA OOAEA -jkdaBGdA pvia udled Vibracija A |
OH grupe prisutrih zboghigroskopne prirode PVRa [168]. Kada se radi o spektru
PGA(Prilog 2),T AEET OAT UEOT EEA OOAEA 101 ¢ EAAET EAI
NH, C=0 (amidne 1) COH grupa i javljaju se na talasnim brojevima 1050, 3380,
1300, ~1650 i 1400 cm? respektivno [169]18 . A OPAEOOO OUI OEA o0#,
TEOO UAPALATA 11 06A OOAEA AT E OA 11cCcO Ol ¢EC
bi i AOAE OOAEA ET EA DI OEé Agripd saAZeahaQd8B AET T EE
cmladruga jeblT | AOAE OOAEA EAOAEOAOEOOEé¢éT A UA EO
1290 na1300cmi8 5 DOOI I OI OeAEO OAOI OAOTT EA AT H
ET EA Dl OEé AONQAQOGEAA ORMEEA! AT E OA AOOCE DI
preklapanjem trakeE T E A b idéoEnéadonil Vbracija NH grupe iz PGA.
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Transmitanca (%)

Transmitanca (%)
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Slika 4.1.1.1. FTIR spektar PCL praha sintetisanog bez dodavanja stabilizatora [148].

1 ! i e S t ‘ 3 === H — ’i
J= | i 4 =E=E=S=E==S===== =t =
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Talasni broj (cm-)

Slika 4.1.1.2 FTIR spektar PCL praha sintetisanog dodavanjem rastvora PVP -a[148].
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Slika 4.1.1.3. FTIR spektar PCL praha sintetisanog dodavanjem rastvora PGA [148].

18p8¢ B5O0OEAAE DPOEI AT A OAUIEéEOTI ¢ OEDA DIlE

Y z z A 2 s z A 2 o~ s

Na slici 4.1.2.1 prikazana jemorfologija praha PCLka dobijenog bez

z A £ oA 2N

Opi OOAAA OOAAEI EUAOT OA8 +A1 HOT OA J1TT1TLA
izazvane njegovom difuzijom iz hloroforma u etanol, dolazi do aglomeracije i

ACOACAAEEA éAOOEAA O OOOOE Oifaltof fazi nhjfked OAOET T /
AT 1 AUE OAiT AT Aci1iAOAAEEA ¢éAOOEAA OOI1 A
DT OOHET OEA ARI AOORE A8 1Al Eé Worofarmaki Gado@ A OAT E A

bi OOAEA ET OAT UEOT EEAh DT OAcAOA OA OEOET UT T

z A £ A 9~
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®
-3

[ 45KV X1,500

Slika 4.1.2.1 SEM mikrografija PCL praha dobijenog bez upotrebe stabilizatora [148].

Sa druge stane na slici 4.1.2, dobijenoj SEM analizomuzorka koji je
sintetisan uz dodatak PVPA [ 1T LA OA UADPAUEOE DOEOOOOOI
AEI ATUEEA EITEA EIi AEO OEAOIEAT O 1T O& 1T CEE
nepravilnih oblika. Razlika umorfologiji praha u odnosu na prethodni uzorakl 1 L A
se obpsniti prisustvom PVRA EAT OOAAEI EUAOT OA ET EE EA O
aglomeraciju i agregaciju polimera tokom precipitacije. 1z rezultata raspodele
OAT EEET A é¢AOOEAA 1 Holecvidlsd tallé % od ukubried=bojat 8 p 8 ¢ 8 «
AAOAEOI OM EFE Ac ABD@AEA EE AT thu ti,&a%uwe b EA
e AOOPPACERBRAA pcho t18 |/ OE OAUOI OAGE OO0 O ¢
-Ai OOEI AOGEAAT O1T1T EA AA O 1T OEi AEOPAOEI AT O
bl OPOT T OOE OOAAREIiEbBvde Bd OrMikakd Pravilfet sferne
morfologije.
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Slika 4.1.2.2 SEM mikrografija praha PCL -a sintetisanog uz dodatak PVP-a (gore) i njegova
raspodela OAT E¢ ET [A48). AT 1 AQ

Ovi uslovi su ispunjeni kada je u eksperimentu kao stabilizator upotrebljena
0'! jOIlEEA 18p8¢80(d8 3A 3%- uhiferEraisedd FEEA 1
iTO& 1T CEEA o#, éAOOEAAh DOAOEITA ci AOGEA b
AA OO AEI ATUEEA ¢é¢AOOEAA O OOAI EEOI-40®MET E OE/
nm.' | AOEA Pl OOHET A ¢AOOEAA EA bl OAtvrmh A OA OA

i homogenomraspodell i é AOOEAA O1 OOAO UADPOAI ET A OUI OE
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