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1. UVOD
Bioekonomija se temelji na ucinkovitoj upotrebi razlicitih prirodnih supstrata i procesa za
proizvodnju hrane i proizvoda koji se temelje na bioloSkoj osnovi i bioenergiji. Primjer
racionalne uporabe prirodnih resursa je proizvodnja bakterijske nanoceluloze (BNC).
BNC je prirodni polimer, kojeg mogu sintetizirati mnoge bakterijske vrste, a medu njima su
bakterije octene kiseline vrste Komagateibacter xylinus, koje su priznati i najucinkovitiji
proizvodaci nanoceluloze. Ove bakterije stvaraju izvanstanicni, kemijski Cisti B-glukan, koji
omogucava njihov opstanak u prirodnom okruzenju jer se stanice uvaju na povrsini hranjive
podloge, zarobljene u Zelatinoznim membranama poput koze, koje se sastoje od
isprepletenih nanoceluloznih vlakana. Takva samo-imobilizacija stanica promice ucinkovit
transport hranjivih tvari i kisika, Sto je bitno za ove aerobne bakterije.
Zbog velikog kapaciteta zadrzavanja vode (voda cCini oko 98% vlaZzne mase membrane) ovaj
polisaharid stiti svoje proizvodace od isusSivanja. Celulozna pelikula (opna) koju sintetiziraju
bakterije octene kiseline stiti ih, takoder, od drugih nepovoljnih ¢imbenika okolisa, poput UV
zraCenja.
BNC koju sintetiziraju bakterije Komagateibacter odlikuju se jedinstvenim osobinama, koje
proizlaze iz njihove prirodne bioloske uloge, poput visoke hidrofilnosti, kristalini¢nosti, Cistoce
i sposobnost zadrzavanja vode, mehanicke CvrstoCe i otpornosti na odumiranje, izvrsne
biokompatibilnosti i nedostatka citotoksicnosti i alergenosti. Zbog tih svojstava i sposobnosti
bioloskih, kemijskih i fizikalnih modifikacija, ovaj prirodni biomaterijal ima brojne primjene u
proizvodniji razli¢itih bioproizvoda i smatra se ,bioloSkom bazom” za razvoj novih materijala
na raznim podrucjima, poput proizvodnje i prerade hrane, elektronike, proizvodnje posebnih
vrsta papira, u biotehnoloskoj, kemijskoj i tekstilnoj industriji, te posebice u biomedicini. Sve
veca primjena BNC i njenih derivata u raznim granama industrije i u medicini potaknula je
brojna i intenzivna istrazivanja o poboljSanju proizvodne ucinkovitosti, uz smanjenje troskova
biosinteze i modifikacija BNC.
U ovom radu navedene su glavne znacajke BNC, biotehnoloska proizvodnja, fizikalno-
kemijska svojstva, a naglasak je dan na specificnu biomedicinsku primjenu: pripravu
kompozita BNC koji sluze kao pokrovi za previjanje rana, odnosno zavoji. Navedeni su
postupci biotehnoloske priprave kompozita i ukazano je na antimikrobno djelovanje ovih

pripravaka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Biljna celuloza i bakterijska nanoceluloza (BNC)

Celuloza je najbrojniji prirodni polimer koji se dobiva iz obnovljivih izvora. Sastoji se od
linearnog homopolisaharida sastavljenog od B-D-glukopiranoznih jedinica povezanih B-1,4
glikozidnim vezama (Cannon i Anderson, 1991). Najprimjenjivaniji prirodni izvor celuloze je
drvo zbog visoke raspoloZivosti koja udovoljava zahtjevima papirne industrije (Klemm i sur.,
2005). Medutim, i razne biljke sadrze velike koli¢ine celuloze, poput konoplje, lana ili
pamuka (Fernandes i sur., 2017). Uz ove izvore, celulozu mogu, izmedu ostalog, proizvoditi i
morske alge, plijesni i neke vrste bakterija, a najznacajnije su nepatogene bakterije iz roda
Komagateibacter, kao Sto je K. xylinus, bivse vrste Acetobacter xylinum i Gluconacetobacter
xylinus (Saxena i Brown, 2012). Nekoliko sojeva K. xylinus proizvodi izvanstani¢nu celulozu
tvoredi biofilm razliCite debljine s ciliem odrZavanja visoke koncentracije kisika potrebnog
bakterijama blizu i na povrsini, koji sluzi kao zastitna barijera protiv prirodnih neprijatelja,
UV-zragenja i suSenja.

Osim Sto je biorazgradiva, netoksicna i biokompatibilna, jedna od glavnih prednosti
bakterijske nanoceluloze (BNC) u odnosu na biljnu celulozu je i njena jedinstvena prirodna
Cistoca Sto omogucuje njeno izravno koriStenje. Kemijski je ekvivalent biljnoj celulozi, ali ne
sadrzi nusproizvode poput lignina, pektina, hemiceluloze i drugih sastojaka lignoceluloznih
materijala (Rahman i Netravalili, 2016). Dobiva se fermentacijom i sadrzi samo mikrobne
stanice, hranjive tvari i druge sekundarne metabolite koji se mogu lako ukloniti, dajuci
celulozu visoke cistoce. Iako je molekularna formula BNC slicna biljnoj celulozi, mehanicka i
fizicka izvanredna svojstva BNC proizlaze iz njene jedinstvene 3D strukture koja se znatno
razlikuje od strukture celuloze biljnog izvora, jer se BNC agregira u obliku dugih vlakana
Sirine 1,5 nm, pruzajuéi vecu povrsinu, elasti¢nost, otpornost i fleksibilnost. BNC cini
jedinstvena mreza (matriks), sastavljena od isprepletenih tankih viakana promjera vise od
100 puta manjih od vlakana biljnog podrijetla (Klemm i sur., 2005).

BNC ima brojna svojstva koja ju Cine idealnim pokrovom za zastitu ozlijedenih tkiva u obliku
zavoja, posebno kod opeklina, regeneracije tkiva te kao privremeni nadomjestak koze. Neke
korisne karakteristike BNC-a za ove posebne primjene su Cinjenica da je netoksicna,
nekancerogena i biokompatibilna te ima sposobnost zadrZzavanja vlage, apsorbiranja likvora
iz ozlijedenih tkiva i ubrzavanja granulacije (Khalid i sur., 2017).

Za ucinkovitu proizvodnju BNC, nuzne su ucinkovite i stabilne bakterijske vrste, uz zahtjev
da mogu rasti i razmnozavati se na hranjivim podlogama koje nisu skupe i mogu se koristiti i

u laboratorijskim i u industrijskim uvjetima proizvodnje. Sintetizirana BNC se relativno



jednostavno izdvaja iz fermentirane hranjive podloge i moZe se kasnije modificirati ovisno o

Zeljenoj primjeni (Slika 1).
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Slika 1. Shematski prikaz najvaznijih aspekata primjene BNC u biotehnologiji i biomedicini

2.2. Bakterije s visokom sposobnosc¢u proizvodnje BNC

BNC je visoko-kristaliniéni linearni biopolimer glukoze, kojeg proizvodi bakterija
Komagateibacter xylinius (ranije imenovana G.xy/inus, odnosno A. xylinum) oksidacijskom
fermentacijom u kompleksnim i kemijski definiranim hranjivim podlogama (Rehm, 2009).
Ovaj nefotosintetski organizam moze zadrzavati Secer, glicerol, glukozu i neke druge
organske materijale prije nego Sto ih pretvori u Cistu nanocelulozu (Son i sur., 2001). Vrlo
malo vrsta bakterija mozZe proizvesti nanocelulozu. Medutim, gram-negativna bakterija K.
xylinus izluCuje veliku koli¢inu celuloze kao mikrovlakna iz niza mjesta sinteze duz
longitudinalne osi stanice (Tanaka i sur., 2000). Ta aerobna gram-negativna bakterija
ucinkovito fermentira pri pH od 3 do 7 i u temperaturnom rasponu od 25 do 30° C,
koriste¢i saharide kao izvor ugljika (Castro i sur., 2011). Vrhunska fizikalno-kemijska

svojstva BNC-a uglavnom su rezultat njene mikrovlaknaste strukture, poput izvrsne vlacne



Cvrstole, visokog stupnja polimerizacije i kristalnosti. Mikrovlakna sa svakog sintetskog
mjesta sastavljaju se tako da formiraju veliku vrpcu nanoceluloze u mediju za rast.
Formirane vrpce i pridruzene stanice ispreplicu se kako bi se stvorila valovita pelikula, Sto
omogucuje stabilnim i strogo aerobnim bakterijama da se razvijaju u viSem tlaku kisika koji
se nalazi na povrSini medija za rast (Klemm i sur., 2011). Iako se proizvodnja BNC
uglavnom istrazivala u G. xylinus, neki mikroorganizmi, kao Sto su druge vrste
Agrobacterium tumefaciens, rodova Gluconacetobacter, Rhizobium spp., i gram-pozitivne
vrste Sarcina ventricullj, takoder pokazuju sposobnost proizvodnje ovog biopolimera
(Tanskul i sur., 2013).

2.3. Biosintetski put BNC

Biosinteza BNC je viSestupanjski proces koji ukljucuje pojedine gene i operon nazvan
bcsABCD (sinteza bakterijske celuloze), prvo identificiran u K. xy/inus (Umeda i sur., 1999.),
koji kodira proteine i enzime koji povezuju linearnu polimerizaciju glukoze sa stvaranjem 3D
strukture nanoceluloze (Ross i sur., 1991). Iako su bcsA i bcsB esencijalni geni, maksimalan
prinos proizvodnje BNC postize se samo ekspresijom cijelog operona, u kojem se sastav i
strukturna organizacija jako razlikuju medu vrstama (Perez-Mendoza i sur., 2015).
Biosinteza BNC zahtijeva Cetiri enzimska koraka: (1) fosforilaciju glukoze glukokinazom u
glukoza-6-fosfat, (2) izomerizaciju glukoze-6-fosfata u glukozu-1-fosfat fosfoglukomutazom,
(3) pretvorbu glukoza-1-fosfata u uridin difosfat glukozu (UDP-glukoza) pomoc¢u UDP-
glukoze pirofosforilaze, i (4) sintezu nanoceluloze iz UDP-glukoze celuloza sintazom (RosS i
sur.,, 1991). UDP-glukoza je izravni prekursor nanoceluloze koji je Cest u mnogim
organizmima (Morgan i sur., 2013). Smatra se da UGPaza ima vaznu ulogu u sintezi
nanoceluloze, jer je priblizno 100 puta aktivnija u producentima nanoceluloze od bakterija
koje ne proizvode celulozu (Valla i sur., 1989). Kada se disaharidi, poput saharoze i maltoze,
koriste kao izvor ugljika za bakterije koje stvaraju celulozu, biosinteza BNC pocinje s
hidrolizom disaharida u monosaharide, poput glukoze i fruktoze (Slika 2). Iako su putevi i
mehanizmi sinteze UDPGIc relativho poznati, molekularni mehanizmi polimerizacije glukoze
koji stvaraju duge i nerazgranate lance nanoceluloze znanstvenicima su joS uvijek
nepoznanica (Valla i sur., 1989). Sinteza celuloze u mikroorganizmima i biljkama slijedi dva
medufazna stadija: (i) stvaranje B-1,4-glukanskih lanaca polimerizacijom glukoznih jedinica i
(ii) sintezu i kristalizaciju lanca celuloze (Czaja i sur., 2007). BNC nastaje izmedu vanjske i
citoplazmatske membrane stanice (De Ley i sur., 1984). Molekule celuloze se najprije
sintetiziraju u bakterijama. Te se molekule potom zakre¢u kroz komponente koje izvode

nanocelulozu da bi tvorile protofibrile, promjera otprilike 2-4 nm. Mikrofibrile u obliku vrpce



od priblizno 80 nm sastavljene su iz ovih protofibrila (Iguchi i sur., 2000). Novoformirani
lanci celuloze potom se izluéuju preko stani¢ne stijenke kroz 50-80 ekstruzijskih pora,

poredanih duz duge osi stanice kao Sto je prikazano na Slici 2 (Krasteva i sur., 2017).
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Slika 2. Shematski prikaz koraka ukljucenih u proizvodnji BNC, od molekularnog mehanizma
biosinteze UDP-glukoze u bakterijama do izvedenih post-sintetskih modifikacija BNC-a,
istiCuéi trodimenzionalnu strukturu formiranu pomocu izlu€enih lanaca glukoze i znacajki Cija

je prisutnost pozeljna u materijalima za zavoje (Krasteva i sur., 2017)

Nakon zavrSetka prvog stupnja organizacije - stvaranja polimera - linearni se lanci spajaju u
nanovlakna od 10-15 polimernih lanaca i naknadno se rasporeduju u mikrofibrile (100 puta
manja od onih iz biljne celuloze), a zatim u snopove mikrofibrila. Grupiranjem takvih
snopova dobivaju se celulozne vrpce debljine 3—4 nm i Sirine 70-80 (Slika 2), stvarajuci 3D
mrezu koja je stabilizirana vodikovim vezama koje uspostavljaju intra- i interkemijske veze
izmedu listova celuloze, tvoreci gustu i Zelatinoznu membranu koju karakterizira visoka
mehanicka cvrstoca (Slika 3A) u kombinaciji s velikom savitljivos¢u koja joj omogucuje

savrseno prijanjanje na ranjeno podrucje (Slika 3B) (Chawla i sur., 2009).



Slika 3. Sintetizirana BNC; A) Hidrirana BNC membrana visoke mehanicke ¢vrstoce;

B) Rukavica izradena od BNC za lijecenje rana na rukama (Czaja i sur., 2006)

2.4. Uzgoj i morfologija BNC

2.4.1. Nadcini uzgoja i hranjive podloge

Postoje dva glavna nacina sinteze BNC: (i) staticni uzgoj koji rezultira rastom gustih,
vlaknastih pelikula BNC na medugranici zraka i tekuce hranjive podloge (George i sur.,
2005); i (ii) mijeSana kultura, u kojoj se nanoceluloza proizvodi dispergiranim postupkom u
tekuéoj hranjivoj podlozi, Sto rezultira sintezom sitnih peleta ili suspendiranih pojedinacnih
mikrofibrila (Algar i sur., 2015). Odabir postupka (staticni ili uz mijeSanje) ovisi o konacnoj
primjeni BNC- bududi da se fizikalne, morfoloske i mehanicke karakteristike sintetizirane BNC
razlikuju ovisno o procesu uzgoja. Primjerice, nanoceluloza dobivena metodom uzgoja uz
mijeSanje posjeduje nizu mehani¢ku ¢Evrstoéu u usporedbi s nanocelulozom dobivenom
staticnim uzgojem. Nadalje, mijeSanje rezultira nizim prinosima u usporedbi sa stati¢nim
uzgojem i veca je vjerojatnost mutacije radnog soja mikroorganizma, Sto moze utjecati na
prinos BNC (Watanabe i sur., 1998). S druge strane, za stati¢ni uzgoj je potrebna veca
povrsina i duze traje uzgoj (Tyagi i Suresh, 2016).

Najvazniji ¢imbenik za utvrdivanje konacne cijene BNC je vrsta i izvor hranjive podloge.
Znacajni aspekt u sintezi BNC je odabir jeftine hranjive podloge, koja moZe povecati prinos
BNC i primijeniti ju kao ekonomski isplativo rjeSenje za upotrebu u razli¢itim podrucjima
(Padmanban i sur., 2015). U posljednje vrijeme studije su se uglavhom usredotocile na
povecanje iskoristenja industrijskog i poljoprivrednog otpada kao zamjenu za skuplje izvore
hranjiva kako bi se ova proizvodnja ucinila ,zelenijom® i jeftinijom. Vazni su Cimbenici dizajn
bioreaktora i nacini mijeSanja (Ul-Islam i sur., 2015). Postoje tri razliite vrste hranjivih

podloga, medu kojima je najpoznatija i najceS¢e koriStena Hestrin-Schramm podloga



(Schramm i Hestrin, 1954), a uz nju se u posljednje vrijeme Cesto koriste Yamanaka
(Yamanaka i sur., 1989) i Zhou (Zhou i sur., 2007) podloge. Za ove kemijski definirane
hranjive podloge empirijski su utvrdene optimalne koncentracije. Jeftinije kompleksne
podloge mogu se sastojati od industrijskih, poljoprivrednih i Sumarskih nusproizvoda i
otpadnih materijala, koji se smatraju nekonvencionalnim izvorima ugljika i/ili dusika (Foresti i
sur., 2015). Istrazivanja su pokazala da je u hranjivim podlogama po Zhou i Hestrin-
Schrammu postignut vedi prinos BNC nego u Yamanaka hranjivoj podlozi (Ruka i sur., 2012).
Iako je koncentracija izvora ugljika u Hestrin-Schramm podlozi upola manji nego u Zhou
podlozi, postignuti su najveci prinosi BNC. Stoga se moze zakljuciti da na prinos proizvodnje
BNC utjeCu vrsta, kolic¢ina i sastav hranjive podloge. Proizvodnja BNC mikroorganizamima,
poput K. xylinum, ovisi o vaznim parametrima, kao Sto su primijenjena kultura, izvor
ugljikohidrata, soj bakterija, kiselost i temperatura (Mohammadkazemi i sur., 2015). U
usporedbi s ostale dvije hranjive podloge, pH u Hestrin-Schramm podlozi najmanje se
smanjuje tijekom sinteze BNC, Sto znaci da ta podloga ima bolji puferski kapacitet od ostale
dvije. Takoder je zabiljezeno da su fibrili BNC sintetizirani u Zhou hranjivoj podlozi bili vise
isprepleteni od onih formiranih u druge dvije podloge. Isto tako je istrazivanjima dokazano
da je Sirina BNC stvorene u Hestrin-Schramm podlozi bila veca od one formirane u drugim
dvjema podlogama. Drugi podatak upucuje na to da se kristalinicnost BNC moze kontrolirati
prema vrsti primijenjene hranjive podloge i uvjetima uzgoja (Ruka i sur., 2012).

Nedavna istrazivanja uglavhom su se usredotocila na odnos karakteristika BNC i izvora
ugljika, Sto je vazno za njenu primjenu (Huang i sur., 2015). Rezultati su pokazali da, iako
se kemijska struktura proizvedene BNC ne mijenja, iskoriSteni izvor ugljika moze utjecati na
kapacitet zadrzavanja vode (engl. Water Holding Capacity; WHC) u strukturi BNC. WHC ima
pozitivnu i znacajnu korelaciju s povrSinom BNC i poroznosti), razinu polimerizacije,
molekulsku masu, indeks kristalini¢nosti (67-96%), prosjecnu veliCinu kristala (5,7-6,4 nm),
viskoznost, brzinu prijenosa kisika i vodene pare, kao i mehanicka svojstva (Tsouko i sur.,
2015). Nekoliko istrazivanja pokazalo je da su vece koliCine BNC sintetizirane kada su
glukoza, fruktoza i manitol koristeni kao izvori ugljika. Prema gore navedenim rezultatima
provedenih istrazivanja, kod odabranog nacina uzgoja, trajanje vremena inkubacije ima
znacajan utjecaj na brzinu proizvodnje i karakteristike dobivene BNC, poput poroznosti
membrane, kompaktnosti pelikula, kristalinicnosti i stupnja polimerizacije (Cerruti i sur.,
2016).

2.4.2. Morfologija
BNC cine elementarna vlakna, odnosno mikrofibrili i makrofibrili klasificirani prema

morfologiji. Nanoceluloza se sastoji od dva glavna podrucja: s visokom i niskom uredenoscu.



Mikrofibrili BNC sintetiziraju se u podruéju s visokim stupnjem uredenosti, koja je
kristalini¢na, a u amorfnom podrucju se nisko poredani makrofibrili sastoje od kristalini¢nih i
amorfnih dijelova (Fink i sur., 1993). Nekoliko istrazivanja na promjenama morfologije BNC
ukljucilo je modifikaciju bakterijskih stanica. Koristan postupak za uskladivanje karakteristika
BNC s njenom primjenom uklju¢uje manipulaciju biogenezom BNC. Primjerice, modificirana
BNC proizvedena je uzgojem stanica BNC u hranjivoj podlozi s dodatkom hitosana, a
sintetizirana nanoceluloza je uporabljena za primjenu pri previjanja rana (Ciechanska, 2004).
Seifert i sur. (2004) konstruirali su modificiranu BNC dodatkom metilceluloze, karboksimetil
celuloze i polivinilnog alkohola s kontroliranim sadrzajem vode za biomedicinsku primjenu.
Kompoziti BNC s nano veli¢inom mogu se proizvesti manipulacijom biogenezom, koja ima za
cili omoguciti BNC vlaknima i polimeru da se ko-kristaliziraju tijekom procesa stvaranja
vrpce. Bodin i sur. proizveli su BNC epruvete s raznim oblicima na temelju zahtjeva za
proizvodima, Sto ju je ucinilo zanimljivim biomaterijalom za istraZivanje i uporabu u razlicitim
biomedicinskim primjenama, ukljucujuéi kostani grafitni materijal, kao i drzace za inzenjering
tkiva hrskavice i krvnih Zila (Bodin i sur., 2007). Osim manipuliranja nekim morfoloskim
karakteristikama BNC, poput oblika i veli¢ine, mikroskopska morfologija takoder se moze
izmijeniti na neki nacin. Watanabe i Yamanaka (1995) i Hult i sur. (2003) pokazale su da
visoki udjel kisika tijekom statickog kultiviranja moze povecati gusto¢u, a samim tim i
Zilavost BNC membrane. Neujednacena brzina mijeSanja i dodavanje boja takoder su
pokazale veliki utjecaj na kombinaciju sub-elementarnih mikrofibrila, Sto naknadno smanjuje
kristalini¢cnost mreze BNC (Watanbe i sur., 1998).

Razlic¢ite morfologije BNC izravno utjeCu na njena mehanicka svojstva i prijanjanje stanica na
materijal. Tang i sur. (2010) proizveli su BNC mreze razliCitih veli¢ina i poroznosti kada su
promijenjeni uvjete fermentacije (vrijeme uzgoja i volumen inokuluma) i intervencije nakon
obrade (alkalne metode obrade i suSenja). Backdahl i sur. (2008) primijenili su novi pristup
uvodenju mikroporoznosti u epruvete BNC, koje se namjeravaju koristiti kao drzaci za krvne

Zile proizvedene tkivnim inzenjeringom.
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2.5. Prociscavanje BNC

Nakon fermentacije dobivena BNC nije Cista pa zahtijeva prociS¢avanje. Razlog su necistoce
poput stanica i/ili sastojaka hranjive podloge. Fermentirana hranjiva podloga mora se
procistiti da bi se dobila Cista nanoceluloza. Postupak prociS¢avanja BNC je prikazan na Slici
4. (Jung i sur., 2005). Najopsezniji primijenjeni postupak procis¢avanja u hranjivoj podlozi za
uzgoj ukljucuje upotrebu alkalnih otopina poput natrijevog i kalijevog hidroksida, organskih
kiselina, poput octene kiseline, pranje smijese nekoliko puta vru¢om vodom ili povratnu
osmozu. Navedeni stupnjevi procCis¢avanja mogu se primijeniti odvojeno ili zajedno
(Kongruang, 2008). Tipican postupak procis¢avanja BNC koja sadrzi imobilizirane stanice
ukljucuje sljede¢e korake: (i) obradu alkalnim otopinama, poput NaOH/KOH/Na:COs na
100°C 15-20 min radi uklanjanja mikrobnih stanica, (ii) filtraciju otopine s ciljem uklanjanja

otopljenih tvari i (iii) ispiranje filtrata destiliranom vodom sve do neutralne pH vrijednosti.

Skupljanje pelikula iz fermentacijske juhe (G xyinus)
S.Z
Uklanjanje zaostale hranjive podloge ispiranjem s destiliranom vodom
7
Tretiranje sa NaOH na 100°C 15-20 min radi uklanjanja bakterijskih stanica

=

Uklanjanje otopljenih eesﬁca filtriranjem otopine

P4
Ispiranje s destiliranom vodom do neutralnog pH
<
Susenje zrakom/toplinom/liofilizacijom
5
Bakterijska nanoceluloza

Slika 4. Postupak prociS¢avanja BNC iz K. xylinus (Jung i sur., 2005)



2.6. Svojstva BNC

2.6.1. Mehanicka svojstva

Strukturni raspored vlakana BNC daje mehanicka svojstva koja ju razlikuju od celuloze
dobivene iz biljaka, ukljuCujuéi visi stupanj kristalnosti (84-89%) (Czaja i sur., 2004) i
odsutnost drugih zagadujucih polimera, omogucujuci jednostavan proces prociS¢avanja
(Sani i Dahman, 2009). Takoder, brojne hidroksilne skupine koje su dostupne u glukozi
omogucuju uspostavljanje interakcija s preko 90% molekula vode, Sto rezultira velikim
kapacitetom zadrzavanja vode (Gelin i sur., 2007).

Usprkos prirodnim znacajkama BNC polimera, fizikalna svojstva BNC jako ovise o uvjetima
proizvodnje i obrade. Na primjer, za suhe uzorke BNC, utvrdeno je da obi¢no, BNC
predstavlja vlacnu ¢vrstocu od oko 240 MPa, Youngov modul od oko 10 GPa i maksimalno
naprezanje u rasponu od 3%, premda se procjenjuje da modul pojedinog filamenta BNC
moze biti ¢ak i 114 GPa (Fernandes i sur., 2013). Prikazane vrijednosti objasnjavaju
odredenu disperziju izmedu rezultata istrazivanja, na primjer, za suhe uzorke BNC dobivena
je vrijednost vlacne ¢vrstoc¢e od 400 MPa i istezanja pri lomu 10% (Klemm i sur., 2005). Na
hidratiziranim uzorcima BNC (98% udjela vode) od suho dobivenog materijala biofilma BNC,
mehanicka svojstva bila su u redoslijedu: vlacna ¢vrstoca 380 kPa, maksimalno naprezanje
21% i brzina prijenosa vodene pare od 2900 gm -2/dan (Fernandes i sur., 2017). Takoder, za
ove uzorke odreden je modul kompresije i pokazalo se da iznosi oko 0,06 MPa (Klemm i
sur., 2001). Sto se ti¢e morfoloskih svojstava na hidratiziranim uzorcima, utvrdeno je da
BNC ima specifi¢nu povrsinu od oko 60 m2g 1, specifican volumen pora od oko 0,2 cms g -1 i
prosjecni promjer pora od oko 13 nm (Qiao i sur., 2015).

Opisana mehanicka svojstva BNC, zajedno s biokompatibilnoS¢u, netoksi¢noscu,
sposobnoséu oblikovanja, mekocom i cinjenicom da se sinteza BNC moze prilagoditi
optimizaciji ovih znacajki i ugradnji sekundarnih komponenti, poput antibiotika u njezine
pore, dokazuju postojanje osnovnih svojstava idealnih za primjenu kao zavoja za rane. U
tom se smislu reoloska karakterizacija Cini vrijednim alatom za oblikovanje i optimizaciju BNC
materijala, Sto omogucuje utvrdivanje odgovora pod utjecajem smicnog stresa (Rebelo i
sur., 2018.), vremenski ovisnom reolosSkom ponasanju u takvim stanjima (Basu i sur., 2017)

ili elasticnog karaktera BNC pri zadrzavanju vode (Rebelo i sur., 2018).

2.6.2. Kapacitet zadrzavanja i otpustanja vode
Neke od glavnih karakteristika potrebnih za zavoje, posebno za lijeCenje opekotina, su
sadrzaj vode i svojstvo zadrzavanja vode, kako bi se rana odrzala hidriranom, kao i da bi

mogla apsorbirati velike koliine eksudata.
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BNC ima sloZzenu molekularnu strukturu, s molekulama vode povezanim vodikovim vezama.
Vlakna BNC sastavljena su od linearnih lanaca glukanskih jedinica povezanih preko B-1,4
glikozidnih veza. Lanci glukana povezani su inter- i intramolekularnim vodikovim vezama, Sto
omogucava BNC da bude mehanicki robusna uz odrZavanje elasti¢nosti. Slobodna voda (bez
veze) koja moze prodrijeti i izaci iz molekularne strukture BNC odgovorna je za odrzavanje

razine hidratacije koja je kljuna za primjenu kod zavoja za rane (Slika 5).
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Slika 5. Molekularna struktura BNC (A); SEM fotografija mrezne strukture vliakana BNC (B)

Pravilna kontrola vlage obi¢no povecava stopu ozdravljenja, Stiti ranu od infekcija, umanjuje
bol i smanjuje globalne troSkove zdravstva (Agarwal i sur., 2011). Nadalje, sposobnost
apsorpcije i zadrzavanja vode omogucuju nanosenje tekucih lijekova i bioaktivnih spojeva na
zavoj (Shah i sur., 2013). Sposobnost odrzavanja vlaznosti takoder sprjecava dehidraciju
zavoja i sprjecava da se on pricvrsti na ranu, time ujedno brani tkivo od izloZzenosti i
umanjuje bol tijekom izmjene zavoja (Ovington, 2007).

Zna se da prisutnost eksudata uzrokuje odvajanje tkivnih slojeva rane, zbog ¢ega proces
ozdravljenja postaje sporiji. Stoga eksudate treba ukloniti iz rane (Hedlund, 2007), a dobra
drenaza/odvodni kapacitet odlucujuéi je kriterij pri aplikaciji zavoja. Medutim, potrebno je
osigurati da je rana hidrirana kako bi se proces zacjeljivanja odvijao na najbolji nacin,
omogucujuc¢i da zavoj odrzava ravnotezu apsorpcije i oslobadanja tekuéine (Davidson,
2015). S tim ciljem, svojstva zavoja s obzirom na sposobnost zadrzavanja vode i sposobnost
oslobadanja vode bila su predmet nekoliko istrazivanja kako bi se karakterizirali novi BNC
sustavi koji se mogu primijeniti kao zavoji za rane. Vrijednosti kapaciteta zadrzavanja vode

(eng. Water Holding Capacity; WHC) i brzine ispustanja vode (eng. Water Rate Release;
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WRR) pojavljuju se kao kvantitativni fizicki parametri za ovu procjenu, koji snazno ovise o
fizikalno-kemijskim i strukturnim karakteristikama BNC sustava. Konkretno, poznato je da
raspoloziva povrsina i raspodjela veli¢ine pora, kao i prisutnost hidrofilnih aditiva u BNC
sustavu uvode znacajne promjene u vrijednostima WHC i WRR (Ul-Islam i sur., 2012a).
Drugi indeks kvalitete zavoja za rane je brzina prijenosa vodene pare (eng. Water Vapour
Transmission Rate; WVTR). Prekomjerno visok WVTR ubrzava dehidraciju i krastavost rane,
dok prekomjerno nizak WVTR uzrokuje nakupljanje tekuéina oko rane, smanjuje
zacjeljivanje i povecava rizik od bakterijske kontaminacije. Pozeljni WVTR je 2500-3000 gm-
2/dan (Li i sur., 2014a).

BNC kapacitet za zadrZavanje vode ima vrijednosti od 60 do 700 puta vece od njene suhe
mase, ovisno o uvjetima sinteze. U tipicno stati¢no uzgojenim pelikulama BNC predstavlja
otprilike 1% ukupne mase, a ostatak je voda (Okiyama i sur., 1992). Moguce objasnjenje za
tako visoku razinu hidrofilnosti povezuje se s Cinjenicom da se povezivanje celuloznih vrpci
dogada izvan stanice, u tekucoj hranjivoj podlozi, a zatim nastaju brojne micele koje
nakupljaju velike koli¢ine tekuéine. Nadalje, hidrofilnost BNC pelikula dijelom proizlazi iz
Siroke unutarnje povrsine intersticijskog prostora vlazne strukture. U stvari, BNC nakon
susenja pokazuje loSu rehidraciju zbog visoke kristalininosti, ograniavajuéi njezinu
primjenu kao materijala za zavoj (Huang i sur., 2010). Da bi se to poboljSalo, provedene su
razliite strategije koje mijenjaju strukturu BNC s ciliem povecanja kapaciteta zadrZavanja,

odnosno otpustanja vode.

2.6.3. Velic¢ina pora i morfologija vlakana

WHC sposobnost BNC je izravno povezana s raspolozivom koliinom pora i povrSinom
umrezenih vlakana. Kompaktnija struktura BNC, koju predstavljaju gusce rasporedena
vlakna sa smanjenim volumenom pora i povrSine (Wang i sur., 2012), rezultira nizim
vrijednostima WHC. U takvom vilaknu smanjuje se raspoloZivi prostor i broj mjesta za
vezanje molekula vode. S druge strane, kompaktnija BNC struktura povezana je s nizim
vrijednostima WRR. Guséa mikrovlakna rezultiraju vecom koli¢inom zadrzane vode u sustavu
zbog stvaranja veceg broja vodikovih veza i manjom koli¢inom slobodne vode (Gelin i sur.,
2007), sSto sprjeCava isparavanje vode. Poznavanje ovih suprotnih ucinaka povezanih sa
strukturom BNC i sposobnosti zadrzavanja i otpustanja vode, moguénost pristupa i
prilagodbe strukturnih  parametara BNC tijekom procesa biosinteze ili post-sintetskih
modifikacija, bila je u fokusu nekoliko istrazivanja tijekom posljednjeg desetljea. Izmjena

fermentacijskih postavki, poput uvjeta rasta kulture, sastava hranjive podloge i prisutnosti
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specifi¢nih aditiva u sintetskom procesu BNC-a, uzrokuje promjene u strukturnim svojstvima,
naroCito u kristalini¢nosti i morfologiji vlakana (Sulaeva i sur., 2015).

Istrazivanja sposobnosti zadrzavanja vode o strukturnim karakteristikama pokazala su da
smanjenje veliine pora i povrsine, dobiveno modifikacijom BNC rezultira smanjenjem WHC i
povecanjem WRR (Ul-Islam i sur., 2012a). Kompaktnija struktura BNC sa smanjenom
poroznoS¢u dobivena je sintetskim postupkom dodatkom hidroksipropil metilceluloze
(HPMC), sto je rezultiralo smanjenom vrijednosti WHC (Huang i sur., 2011). Nasuprot tome,
BNC strukture s povecanom poroznoScu pokazale su vecu vrijednost WHC. Sintezom BNC u
prisutnosti karboksimetilceluloze (CMC) u hranjivoj podlozi, dobivena je mreza sa Sirim
vrpcama, zbog adhezije CMC na povrSinu BNC vlakna, a time i s ve¢éim WHC (Chen i sur.,
2016). Povecana raspodjela veli¢ine pora takoder je uocena u BNC strukturi s opustenijim
vlaknastim rasporedom (Grande i sur., 2009), Sto je rezultiralo vecom vrijednosti WHC (Yu i
sur., 2011).

Veca poroznost, a samim tim i povecana sposobnost zadrzavanja i otpustanja vode, takoder
se mogu postici i post-sintetskim modifikacijama BNC. Visoko porozna BNC struktura koja je
sposobna apsorbirati najmanje sedam puta viSe vode nego Cista BNC rezultat je koriStenja
sredstava za pjenjenje (Yin i sur., 2012). Paximada i sur. su uodili da kratki ultrazvucni
predtretmani (1 min) primijenjeni na vodene suspenzije BNC induciraju raspad vlakana, Sto
je rezultiralo porastom WHC, zajedno s viskozitetom i Cvrstim karakterom uzoraka
(Paximada i sur., 2016).

Mehanicka i elektrokemijska svojstva BNC proucavana su pri razliCitim udjelima vode
(100%, 80% i 50%), za koje su uoceni progresivni ocvrs¢ujuéi i sve jaci otpori, koji su se
smanijivali nakon djelomic¢ne dehidracije. Razvijen je i primijenjen teorijski model predvidanja
gubitka vode BNC, koji omogucava razumijevanje strukturnih promjena koje su vidljive kod
suhe BNC biomase (Rebelo i sur., 2018).

2.7. Kompoziti BNC

Kompozit je materijal koji se sastoji od najmanije dva razli¢ita materijala, s jasnim prostorom
izmedu njih, a djeluje komplementarno prema svojstvima svojih sastojaka. Cilj proizvodnje
kompozitnih materijala obi¢no je pruziti osnovnom materijalu svojstva (od reaktiviranja) koja
sam ne posjeduje, a koja su potrebna za odredenu primjenu. U vecini slucajeva ta se
svojstva ne mogu posti¢i samom osnovnom komponentom. Faza pojatanja koja se moze
sastojati od vlakana (Lazarini i sur., 2016), Cestica (Galateanu i sur., 2015), listova (slojeva)
(Foong i sur., 2018), meduovisnih mreza (Lin i sur., 2014) ili stanica, rasprSuje se u
takozvanoj matrici ili kontinuiranoj fazi (obicno ona koja ima veci postotak). Svojstva

kompozita ovise i o prirodi upotrijebljenih materijala i stupnju njihove veze izmedu grani¢nog

13



prostora. Za proizvodnju kompozita mogu se koristiti sve vrste materijala od polimera do
keramike ili metala.

BNC je privukla paznju u biomedicini, zbog svojih svojstava, hidrofilnosti, vrlo visoke Cistoce,
poroznosti, biokompatibilnosti i buduc¢i da takoder pokazuje mreznu strukturu, mogucnosti
kontroliranog oslobadanja lijekova. Da bi poboljSale njenu ucinkovitost kao zavoja ili da bi joj
osigurale prilagodena svojstva ili funkcionalnost, strategije su se oslanjale na iskoristavanje
njenih prirodnih svojstava i poboljSanja kao u slucaju vlacne Cvrstoce, biokompatibilnosti te
izmedu ostalog i zadrzavanja vode. Ipak, sama BNC ne pokazuje nekoliko poZeljnih
karakteristika, poput antibakterijskog djelovanja ili protuupalnih svojstava. Na taj su nacin,
pored poboljSanja prirodnih obiljezja, u BNC ugradena nova svojstva, uglavhom razvojem
BNC kompozita (Slika 6).

Viaéna
Antimikrobno Sisiocs

Netoksi¢nost

Cistoéa
Regeneracija
Biokompatibilnost pys
viastita Upijanje vode
Protuupalno/ pobolj$ana

anestetik
dodatna

Savitljivost
Biorazgradivost

pH
Propusnost regulacija
tekucine/plina
Stani¢na Poroznost

adhezija

Slika 6. Glavna poboljSanja BNC za primjenu kao zavoja. Svijetloplava - svojstva BNC-a koja
predstavljaju prednosti u primjeni kao zavoja. Tamnoplava - svojstva BNC koja su
poboljSavana. Zelena - dodatna svojstva koja su uvedena u BNC za poboljSanje zarastanja

rana.

Opcenito, smanjenje veli¢ine pora moze se posti¢i dodavanjem sekundarne komponente u
mrezu BNC vlakana, Sto dovodi do punjenja pora. Ipak, na WHC i WRR mozZe utjecati priroda
same sekundarne komponente. U Tablici 1. predstavljen je sazetak primjera kompozita BNC

u kojima pojacanje zadovoljava funkciju koja se treba poboljSati za primjenu kao zavoj.
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Tablica 1. Primjeri BNC kompozita i poboljSanih svojstava

BNC kompozit

Poboljsana svojstva

Literatura

polivinil alkohol (PVA)

mehanicka

Castro i sur., (2015); Qiao i sur., (2015)

dehidrogenativni polimer
koniferilnog alkohola (DHP)

antibakterijska aktivnost

Zmejkoski i sur., (2018)

nanocestice srebra

antibakterijska aktivnost

Volova i sur., (2018); Tabaii i Emtiazi
(2018); Shao i sur., (2016a,b); Wen i
sur., (2015); Wu i sur. (2018); Pal i sur.,
(2017)

hitozan i alginat

veca elongacija, rehidratacija,
koeficijent bujanja i prijenos vodene
pare

Chang i Chen (2016)

hijaluronan termalna stabilnost, niza ukupna Li i sur., (2014a,b; 2015)
povrsina i volumen pora, gubitak
mase i elongacija pri pucanju

akrilna kislina potie brZe zacjeljivanje rana, Mohamad i sur., (2014a,b)

poboljsana epitelizacija i ubrzana
proliferacija fibroplasta

cinkov oksid (ZnO)

antibakterijska aktivnost

Janpetch i sur., (2016)

arginin potiCe proliferaciju, migraciju i Qiao i sur., (2016)
ekspresiju kolagena-I u fibroblastu i
endotelnim stanicama
antibiotici antibakterijska aktivnost Volova i sur., (2018); Shao i sur.,

(2016a,b); Lazarini i sur., (2016)

magnetske nanocestice
(magnetit)

ucinkovitost zacjeljivanja kronicnih
rana

Galateanu i sur., (2015)

agaroza mehanicka svojstva i upijanje vode | Awadhiya i sur., (2017)
titanijev dioksid (TiOz2) potiCe zacjeljivanje i regeneraciju Khalid i sur., (2017); Khan i sur., (2015)
nanocestice tkiva

Cso nanocestice

terapija za rak koze

Chu i sur., (2018)

polilakti¢na kiselina

mehanicka

Foong i sur., (2018)

dvosloj BNC s razlicitim
gusto¢ama vlakana

kontrolirano otpustanje razlicitih
antibiotika za lijeCenje koznih
infekcija

Lazarini i sur., (2016)

nanocCestice zlata

poboljsanje antibakterijske
ucinkovitosti

Liisur., (2017a,b)

montmorilonit i nanocestice
srebra

antibakterijska ucinkovitost

Liisur., (2017a,b)

grafen oksid/srebro
nanohibrid

antibakterijska ucinkovitost

Mohammadnejad i sur., (2018)

natrijev alginat(SA)

mehanicka

Lin i sur., (2014)

plastifikatori (PEG i glicerol)

fizikalno-kemijska

Sun i sur., (2018)

hidrolizirani Zelatinski peptid

fizikalno-kemijska

Lin i sur., (2015a,b)

hitozan

fizikalno-kemijska i
antibakterijska

Savitskaya i sur., (2017); Zhang i sur.,
(2016)
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Prisutnost visoko hidrofilnog hitozana potice apsorpciju veéih koli¢éina vode u
BNC/hitozanskim kompozitima, u usporedbi s nativnom BNC, iako sa smanjenom
poroznos¢u. WHC je poviSen zbog sposobnosti molekula hitozana da istodobno uspostave
vodikove veze s BNC vlaknima i molekulama vode. Istovremeno, raste WRR zbog smanjene
poroznosti. Ovi rezultati naglasavaju vaznost izbora aditiva u usmjeravanju karakteristika
BNC ovisno o Zeljenim karakteristikama zavoja. (Ul-Islam i sur., 2012a).

Phiselaphong i Jatupaiboon (2008) i Phisalaphong i sur. (2008) opisali su veéi kapacitet
apsorpcije vode BNC/hitozanskih filmova s poveéanim sadrzajem hitozana. Primijeceno je da
i hitozanska molarna masa utje¢e na WHC, gdje je ve¢i WHC povezan s vecom molarnom
masom. JoS kompaktniju strukturu BNC/hitozanskih filmova s manjom veli¢inom pora opisali
su Lin i sur. (2013). U njihovim istrazivanjima, WHC i WRR nisu pokazali znacajnu razliku u
usporedbi modificiranih uzoraka s cistom BNC, premda su zavoji dobiveni od modificirane
BNC pruzali bolju vlaznost za rane s malim i srednjim koli¢éinama eksudata.

Takoder je zabiljeZzen utjecaj ostalih visoko hidrofilnih spojeva na WHC i WRR. Ukljucivanje
alginata u strukturu BNC-a prouzrocilo je nanoporoznu strukturu i smanjenje promjera pora,
ali primijeceno je povecanje sposobnosti upijanja vode (Phisalaphong i sur., 2008).
Povecani WHC opaZen u takvim BNC/alginatnim filmovima istrazivali su Chiaoprakobkij i sur.
(2011) koji su uocili gubitke vodikovih veza izmedu celuloznih vlakana u smijesi s drugom
komponentom. Zakljudili su da je veca sposobnost unosa vode koja se primjecuje kod suhih
spuzvi bolja potpora adsorpciji eksudata (Chiaoprakobkij i sur., 2011).

Aloe vera gel se takoder pojavio kao povoljna komponenta koja treba biti sastavni dio zavoja
za rane. Kada je ukljuen u strukturu BNC tijekom procesa biosinteze, s udjelom gela
manjim od 30%, gel aloe vere povecao je WHC za oko 1,5 puta u odnosu na nemaodificirani
materijal. Nadalje, dodatkom aloe vera gela/BNC kompozit, uoceno je poboljSano
isparavanje (Saibuatong i Phisalaphong, 2010).

Nedavno su Chang i Chen (2016) okarakterizirali fizikalna svojstva HOBC/hitozan/alginatnih
filmova za zavoje. WVTR BNC filmova pripremljenih koriStenjem gel otopina od 98,0% i
98,5% sadrzaja vode iznosio je 2865, odnosno 3034 g m-2/danu, i bio je blizu idealnom
zavoju. Medutim, niza fluidnost otopine gela s 98,0% sadrzaja vode nije bila povoljna za
oblikovanje. Gelna otopina s 98,5% sadrzaja vode pokazala je najpozeljnije mehanicke
osobine, hidrofilnost i WVTR.

Kompoziti BNC i hidrofilne komponente pokazali su slina svojstva sustavima BNC/hitosan,
BNC/algnat i BNC/aloe vera gel, pokazujuc¢i mogucnosti prilagodbe WCH i WRR tijekom

pripreme smjese/kompozita i proizvodnje zavoja s medicinski ucinkovitim karakteristikama.
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Istrazivani su i drugi mogudi sustavi hidrofilnih sintetickih polimera za proizvodnju BNC
kompozita za zavoje. Primjerice, uoeno je da BNC modificirana s glicerinom, koji se koristi
kao plastifikator, stvorila odlican ucinak vlaZzenja koZe. Dobra biokompatibilnost i povecana
savitljivost, odnosno prilagodljivost, sugerirali su uporabu ovog materijala u lijeCenju suhih
rana, poput onih koje se pojavljuju zbog psorijaze i atopijskog dermatitisa (Almeida i sur.,
2014).

Sposobnost apsorpcije tekué¢ine u BNC moze se znacajno izmijeniti dodavanjem hidrofilnih
sintetickih polimera, pripremljenih kao membrana za anionsku izmjenu, poput poli-AEM.
BNC/poli-AEM kompoziti pokazali su povecanu sposobnost bubrenja, sa 100% na 6200%, u
usporedbi s nemodificiranom BNC i kompozitnim materijalom. Takva ucinkovitost bubrenja
rezultat je konjugacije hidrofilnih svojstava sintetske komponente zajedno s njezinim
kapacitetom da sprijeci razaranje BNC strukture tijekom procesa susenja (Figueiredo i sur.,
2015).

BNC/akrilni hidrogeli takoder su pokazali veliko poboljSanje u omjeru bubrenja od 4000 do
6000%. Ti su rezultati primijeceni u /n vivo eksperimentima, u kojima je upotreba BNC
kompozita potvrdila promicanje zacjeljivanja opeklina s pojacanom epitelizacijom i
proliferacijom fibroblasta (Mohamad i sur., 2014). Takvi BNC kompoziti smatraju se
obecavajuc¢im materijalom za oblaganje opekotina.

Chang i Chen (2016), nakon tretiranja BNC-a vodikovim peroksidom, proizveli su hitozan i
alginat BNC kompozit, koji nije samo pokazao pozeljna mehanicka svojstva, vec je pokazao i
svojstva rehidratacije koja su omogudila uporabu ovih kompozita kao materijala za zavoje za
apsorpciju eksudata i za ravnomjerno kontrolirano otpustanje lijeka. JoS jedan kompozit
hitozana predlozili su Savitskaya i sur. (2017) tako Sto su modificirali BNC imobilizacijom
hitozana, Sto rezultira kompozitnim materijalom koji sadrzi glukozamin i N-acetilglukozamine
integrirane u celulozni lanac. Ovi kompoziti pokazali su pozeljna svojstva kao Sto su dobra
mehanicka svojstva, svojstvo zadrzavanja vlage i visoko antibakterijsko djelovanje protiv
gram-negativnih i gram-pozitivnih bakterija. Ove osobine c¢ine BNC/hitozan kompozite
kandidatom ne samo kao sredstva za zavoje, vec i za proizvodnju tkiva (Savitskaya i sur.,
2017).

Mohamad i sur. (2014) razvili su i karakterizirali hidrogele BNC/akrilne kiseline sa svrhom
poboljSanja potencijala BNC kod zacjeljivanja rana. Ovi kompoziti predstavljaju
makroporoznu mreznu strukturu koja ima visok omjer bubrenja i visoku brzinu prijenosa
vodene pare Sto su vazna svojstva u pogledu apsorpcije eksudata i pruzaju hidrataciju za

zacjeljivanje rana, posebno opekotina (Mohamad i sur., 2014). Otpustajudi razlicite kolicine
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nanocestica magnetita tijekom procesa biosinteze, BNC kompoziti dobiveni su izravno iz BNC
kulture. Dokazano je da postojanje nanocestica magnetita tijekom procesa biosinteze ne
ometa samu biosintezu. Koristeéi ovu tehniku i proizvodeci zavoje za rane od kompozita
BNC/magnetita, bilo je moguce poboljsati fizicka, kemijska, morfoloska i bioloska svojstva
Ciste BNC (Galateanu i sur., 2015). Osim antibakterijskog djelovanja, nanocestice srebra
pokazale su povecanje fizikalnih svojstava Cciste BNC. NanoCestice srebra mogu se
sintetizirati unutar porozne trodimenzionalne BNC strukture; ta se mreza zatim zradi UV
svietlom tako da se nanocestice srebra fotokemijski taloze na BNC hidrogel. Nanocestice
srebra ostaju kemijski vezane na povrsini celuloznih vlakana, buduéi da se sloZzene pelikule
cuvaju u vlaznom okruzenju, zacjeljivanje rana je ucinkovitije (Pal i sur., 2017). Agaroza je
biorazgradiv polimer s ogranicenom mehanickom robusnoScu i prekomjernim nakupljanjem
vode. Ova svojstva ogranicavaju njenu uporabu kao zavoja, ali ako se koristi u smjesi s npr.
BNC, mogu se postiéi vrlo zanimljiva svojstva. Kompoziti BNC/agaroze pokazali su dobra
mehanicka i svojstva bubrenja, termicku stabilnost i biorazgradivost, sto ih Cini prikladnim
kao materijal za zavoje (Awadhiya i sur., 2017). Kao materijal za obloge predlozena je poli-
mlije¢na kiselina (eng. Poly Lactic Acid; PLA) u koncentraciji ispod 10%. Foong i sur. (2018)
pokazali su da ugradnja 8% PLA na BNC ¢ini smjesu prikladnijom za uporabu u obliku zavoja
s antimikrobnim svojstvima. Koriste¢i BNC/PLA smjesu, mogu su poboljSati mehanicka
svojstva odrzavajuéi razumno vrijeme vlazenja. Takoder, zadrzavaju pozeljnu povrsinsku
morfologiju na mikroskopskoj razini (morfologija PLA obloga je vlaknastija i poroznija) s
malim unosom vlage i produljenim bubrenjem u simuliranom okruzenju (Foong i sur., 2018).
Alginat je biomaterijal koji se ve¢ primjenjivao u biomedicini zbog svojih profitabilnih
svojstava, poput biokompatibilnosti i lakoce geliranja. Lin i sur. (2014) predstavili su
BNC/natrijev alginat (SA) kompozit koji ima mreznu strukturu polimera. Ovaj kompozit
pokazao je izvanredne omijere otpustanja, modul zatezanja, vlacnu cvrstolu i istezanje u
odnosu na cistu BNC. Ova studija potvrdila je da struktura radikalno mijenja sposobnost
otpustanja i mehanicka svojstva kompozita i predstavlja ga kao obecavajuceg kandidata za
primjenu u biomedicini kao zavoja za rane i inzenjering koze (Lin i sur., 2014). Poznato je da
suha BNC ima losu propusnost plina i apsorpciju vode. Kako bi poboljsali fizikalno-kemijska
svojstva suhe BNC, Sun i sur. (2018) proveli su komparativna istrazivanja koriste¢i dva
biokompatibilna plastifikatora s razliéitom molekularnom masom i sadrzajem hidroksila,
glicerola (G) i polietilen glikola (PEG). Pokazali su da glicerol i PEG ne samo da prekrivaju
mikrovlakna BNC, nego i proSiruju slobodni prostor medu vlaknima, stvarajuci visoko
poroznu strukturu. Cvrstoca smjese je znacajno povecana u usporedbi s ¢istom BNC-om, a
sposobnost apsorbiranja/zadrzavanja vode smjese BNC-a bila je znatno veca od suhe BNC.

Nadalje, visoko porozna struktura formirana plastificiranim suhim BNC kompozitima
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pospjeSila je prijenos vodene pare. Plastificirani suhi BNC kompoziti takoder su pokazali i

izvrsno antibakterijsko djelovanje (Sun i sur., 2018).

2.7.1. Priprava BNC kompozita

U literaturi postoje brojni radovi koji ukljuuju proizvodnju nanoceluloznih kompozitnih
materijala.Hutchens i sur.(2006) objavili su rezultate istrazivanja koje ukljuuje upotrebu
kompozitne BNC kao biomaterijala. Inkubirali su bakterijsku nanocelulozu u otopini
natrijevog hidrogen fosfata i kalcijevog klorida u lateksu. Rendgenska difrakcija potvrdila je
ugradnju kalcija i fosfata u BNC. Nanoceluloza se koristi i kao materijal za pojacanje i kao
matrica(Slika 6) (Ifuku i sur., 2007). Cisto postavljena vlaknasta mrezna struktura celuloze
moze se smijestiti u nanopolimere (NP) i djeluje kao matrica (Ul-Islam i sur., 2012 a,b).
Slicno tome, celulozna nanovlakna mogu pojacati druge polimerne i nepolimerne materijale,
poput stanica i tkiva (Svensson i sur., 2005).Bakterijska nanoceluloza pokazala je vrlo
obecavajuce karakteristike zbog svoje uporabe kao armaturnog materijala za kompozite s
optickim funkcijama. Nedavno je jedna studija pokazala da su formirane karakteristike
kompozita, poput transparentnosti i nizak koeficijent ekspanzije, prvenstveno posljedica
mreZza lanaca polukristalicnih materijala nanovlakana proizvedenih bakterijom K. xylinus
(Yano i sur., 2005). Ifuku i sur. (2007) zadrzali su acetilirane BNC listove za poboljSanje

svojstava opticki transparentnih kompozita akrilne smole ojacane s nanovlaknima.

Soce W - VG
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NPs bakterijski nanokompozit

-+

polimer bakterijska nanoceluloza polimerni nanokompozit |

Slika 6. BNC kao matrica(A) i pojacanje (B) za pripravu nanokompozita (Ifuku i sur., 2007)
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2.8. Optimizacija bioloskih svojstava i antibakterijske aktivnosti

Iako ima izvanredna fizicka i kemijska svojstva, kao pokrov za previjanje rana, izvorne
karakteristike BNC nisu dovoljne za zadovoljavanje trenutnih potreba na trziStu materijala
za zavoje. U danasnje vrijeme se od zavoja ocekuje da ima funkcionalni doprinos u procesu
ozdravljenja. Glavne komplikacije koje Cesto nastaju ukljucuju kontaminaciju oportunistickim
patogenima i kasniji razvoj infekcije i upale, kao i razvoj tumora koji doprinose razvoju
kronicnih rana (Fonder i sur., 2008).

Brz razvoj rezistencije na antibiotike medu velikim brojem bakterijskih patogenih vrsta
(Svjetska zdravstvena organizacija, 2015) predstavlja dodatni problem pacijentima s
kroni¢nim ili teSkim opeklinama koji se Cesto i viSe puta hospitaliziraju. Otvorene rane
pogodne su za naseljavanje sojevima otpornim na vise lijekova. Bakterijske infekcije su u
stvari najcescéa klinicka komplikacija, obi¢no povezana sa stanjem koze i imaju glavnu ulogu
u uspjesnosti lijeenja ili kasnjenju procesa ozdravljenja, uzrokujuéi nevolje i financijske
poteskoCe pacijenta. Kolonizacija bakterijama posebno je kriticna kod opekotina, jer ti
pacijenti obi¢no imaju oslabljen imunoloski sustav i Siri poremecaj kozne barijere (Calum i
sur., 2009).

Iako BNC pruza fizicku barijeru koja smanjuje prodiranje bakterija u tkiva, u svom prirodnom
obliku ona sama po sebi ne pokazuje antimikrobna svojstva (Czaja i sur., 2006). Da bi se
poboljsala njena ucinkovitost kao terapijsko sredstvo za lijecenje ili u profilakticke svrhe, u
strukturu BNC-a uvedene su modifikacije ili su dodani specificni spojevi kako bi se dobile
razliCite bioloske aktivnosti, poput antimikrobnih ili protuupalnih.

Nedavno su prihvaceni razliCiti pristupi za razvoj aktualnih funkcionalnih zavoja za rane s
promijenjenim sastavom. Spojevi za koje je opisano da su ugradeni u BNC, u fazi razvoja ili
pretklinickih ispitivanja, ukljucuju ne samo male molekule, ve¢ i makromolekule i sloZzene
polimere. Do sada su koriStene tri glavne strategije ugradnje spojeva: zasicenjem nakon
sinteze, kemijskim modifikacijama procis¢ene strukture BNC ili primjenom genetskog
inzenjerstva. Izbor strategije ugradnje ovisi o fizikalno-kemijskim karakteristikama aktivnog
spoja, kao Sto su molekularna velicina, topljivost, stabilnost i radna koncentracija, o vrsti
BNC mreze, poput prirodne vlazne, polusuhe ili smrznute, a takoder i o soju bakterija koji se
koristi kao proizvodac. Metoda funkcionalizacije utjeCe na brzinu otpustanja spoja.

Spojevi dobiveni od lignina mogu se upotrijebiti kao antibakterijsko pojacanje u BNC
kompozitima ¢ime se poboljSava antibakterijsko djelovanje zavoja za rane. Zmejkoski i sur.
(2018) koristili su polimer ligninskog modela (dehidrogenativni polimer koniferilnog alkohola)

za proizvodnju BNC smijesa hidrogela koje karakterizira smanjenje broja i veliine pora, a
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zahvaljuju¢i antimikrobnom djelovanju, brze obnavljaju koZzu te je smanjena bol kod
pacijenata. Takoder, posljednjih godina, zbog novonastale prijetnje otpornosti bakterija na
antibiotike, alternative poput kompozita nanocestica srebra privukle su znanstvenu paznju.
Moze se upotrijebiti nekoliko vrsta nanocestica srebra kao Sto je srebrni sulfadiazin (Shao i
sur., 2016Db) ili na primjer srebrni nitrat (Wu i sur., 2018). Ovi kompoziti pokazali su izvrsne
antibakterijske ucinke na najcesce ljudske patogene odrzavajuéi dobru biokompatibilnost
(Wu i sur., 2018). Dokazano je da su kompoziti BNC/ nanocestica srebra netoksicni i
pokazuju dobru biokompatibilnost na mononuklearnim stanicama periferne krvi zbog
kontroliranog oslobadanja iona srebra (Tabaii i Emtiazi, 2018). Te smjese/kompoziti, koje
sadrze nanocestice srebra, prozirne su, omogucujuci neprekidnu vizualizaciju rane bez
uklanjanja zavoja (Tabaii i Emtiazi, 2018). Uporedna studija provedena na modelima Stakora
pokazala je da rane lijecene BNC-om s nanocesticama srebra pokazuju vecu brzinu
zarastanja u usporedbi s cistom BNC-om, dokazujuéi da su ti kompoziti vrlo obecavajuéi kao
zavoji za opekline (Wen i sur., 2015). Volova i sur. (2018) testirali su u istu svrhu upotrebu
nanocCestica srebra i antibiotika (amikacin i ceftriakson), postizuéi snazan inhibitorni ucinak
na patogene, pritom ne ometajudi rast epidermalnih stanica. Drugi kompoziti testirani su na
temelju antibiotika, poput tetraciklina za poboljSanje antibakterijske aktivnosti (Shao i sur.,
2016a). Lazarini i sur. (2016) naveli su da BNC proizvedena u svim hranjivim podlogama
prikazuje unutarnji kompozit formiran s dvostrukim slojem (s razlicitom gusto¢om vlakana) i
trodimenzionalnom mrezom vlakana postignutim u samo jednom koraku. Ova 3D mrezna
struktura dvosloja sa ispreplitanjem vlakana visoke gustoce, proizvedena u hranjivoj podlozi
od melase Secerne trske, odgovorna je za najveci kapacitet zadrzavanja i kontinuirano
oslobadanje antibiotika poput ceftriaksona, koji se primjenjuju u slu¢aju prisutnosti bakterije
Staphylococcus aureus (Lazarini i sur., 2016). Kompoziti nanocestica zlata i BNC pokazuju
bolju ucinkovitost od veéine antibiotika na gram-negativne bakterije, zadrzavajuci izvanredna
fizikalno-kemijska svojstva kao Sto su kapacitet unosa vode, visoko mehanicko naprezanje i
biokompatibilnost. Siroki antibakterijski spektar ovih kompozita, uz pozeljno zadrzavanje
vlage i dobra mehanicka svojstva, pokazali su da su izvrstan materijal za zavoje (Li i sur.,
2017b). Nanocestice TiO2 poznate su po svojoj superhidrofilnoj kemijskoj stabilnosti i
biokompatibilnosti (Fujishima i sur., 2000). In vivo djelotvornost kompozita BNC/TiO2
procijenjena je na modelu opekotina mijerenjem promjene podruéja rane, postotka
kontrakcije i histopatologije. Rezultati su pokazali da su kompoziti BNC/TiO2 pokazali
izvanredan potencijal ozdravljenja, Sto je omogucilo brzi stupanj ponovne epitelizacije, kao i
poboljSanu sposobnost kontrakcije rana (Khalid i sur., 2017). Pored antibakterijskih
svojstava, Khan i sur. (2015) pokazali su da BNC/TiO2 kompoziti pokazuju izvanredne

sposobnosti adhezije i proliferacije stanica na stanicama Zivotinjskih fibroblasta, ne
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pokazujuéi toksicne ucinke. Janpetch i sur. (2016) proucavali su BNC/cinkov oksid kompozite
za pojacavanje antimikrobne aktivnosti. Cinkov oksid (ZnO) poznat je kao anorgansko
antibakterijsko sredstvo, a BNC se pokazao kao izvrstan predlozak za koordinaciju sa ZnO.
Pokazali su da je sadrzaj ZnO u tim kompozitima odlucujuéi za poboljSanje dezinfekcijskog
ucinka BNC (Janpetch i sur., 2016). Qiao i sur. (2018) proucavali su BNC/arginin kompozite
nakon oksidacije BNC novom tehnikom. Visoki stupanj oksidacije BNC povecava koli¢inu
aldehida, Sto smanjuje stani¢nu biokompatibilnost BNC. Koriste¢i ovu novu metodu za
oksidaciju BNC i stvaranje argininskih kompozita, povecali su hrapavost i povrSinsku energiju
BNC i bili u stanju potaknuti razmnozavanje, migraciju i ekspresiju kolagena-I, fibroblasta i
endotelnih stanica (Qiao i sur., 2018). Koristeci fotodinamicku terapiju, BNC/C60 moze se
koristiti kao obloga za rane za lije¢enje raka koze. Cestice C60, homogeno rasporedene u 3D
mrezi BNC, pokazale su veliku sposobnost stvaranja reaktivnih vrsta kisika prilikom izlaganja
svjetlosti Cime inhibiraju rast nekoliko bakterija. BNC/C60 kompoziti pokazali su malu
citotoksi¢nost u mraku; medutim, pokazali su znacajno unistavanje stanica kada su izlozeni
vidljivoj svjetlosti (Chu i sur., 2018). Li i sur. (2017a) pokazali su da nanocestice srebra
manje veliCine, ravnomjerno imobilizirane u montmorilonitima, Sto je dovelo do BNC
kompozita, pokazuju visoku antimikrobnu aktivnost. Osim posjedovanja pozeljnih
mehanickih i hidrofilnih svojstava, ovi kompoziti su pokazali i slabo otpustanje srebra. Iako
je omjer oslobadanja srebra bio kratak, mala veli¢ina nanocestica srebra omogucila im je
ucinkovitiju penetraciju bakterijskih stanica i posjedovanje visokog elektrostatickog afiniteta
za medusobno povezivanje sa stanichom membranom kako bi ometali rast bakterija (Li i
sur., 2017a). Grafen oksid — srebrov nanohidbrid koriSten je za dobivanje antibakterijske
aktivnosti BNC proizvodnjom BNC/grafen oksid—srebrovog nanohidridnog kompozita.
Mohammadnejad i sur. (2018) pokazali su da prisutnost grafen oksida—srebrovog
nanohidrida pove¢ava mehanicku ¢vrstocu i antibakterijsko djelovanje BNC.

Hijaluronan, glikozaminoglikan prisutan u sinovijalnoj tekuéini koja obavija zglobove,
hrskavicu i tkiva, omogucuje vezanje velikog broja molekula vode, poboljSavajuéi hidrataciju
tkiva. Takoder, njegova reoloska svojstva povecCavaju viskoznost tekucine, pruzajudi
otpornost tkiva na mehanicka oStec¢enja. Hijaluronan je poznat po svojim ljekovitim
karakteristikama, povezanima s pro-angiogenim i anti-apoptotickim svojstvima, podupiruci
oporavak ranog koznog tkiva i smanjenje stvaranja oziljaka (Li i sur., 2015). Ovisno o
molekularnoj veli¢ini, on moze imati protuupalno i imunosupresivno djelovanje - hijaluronan
visoke molekulske mase ili imati protuupalno djelovanje - hijaluronan s niskomolekularnom
masom (Litwiniuk i sur., 2016). Ustvari, tijekom procesa popravljanja koze, naglo povecanje
hijaluronana povezano je s oticanjem tkiva, migracijom i proliferacijom epitelnih i

mezenhimalnih stanica te indukcijom signala citokina. Hijaluronan koji se proteZze od
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stanicne povrsine do struktura zvanih kablovi moze zarobiti leukocite i trombocite i
promijeniti njihovu funkciju, modulirajuci upalu. Li i sur. (2014a) proucavali su fizikalna
svojstva kompozita BNC koji sadrze hijaluronan visoke molekulske mase kao poticaj na
proces ozdravljenja. Ovi BNC kompoziti pokazali su poboljSana svojstva u pogledu toplinske
stabilnosti, manje ukupne povrsine i volumena pora, gubitka tezine i izduzenja pri prijelomu
(Li i sur., 2014a).

Lidokain, koji se koristi kao lokalni anestetik, i ibuprofen, nesteroidni protuupalni lijek,
odabrani su kao modeli hidrofilnih i hidrofobnih spojeva, za razvoj toplinskih BNC sustava za
vremensko otpustanje lijekova. Dok se vodena otopina lidokaina koristila za natapanje
prethodno isusenih BNC membrana, u slucaju ibuprofena, voda BNC membrane prethodno
je zamijenjena etanolom. Nakon toga, ove prethodno obradene membrane uronjene su u
alkoholnu otopinu ibuprofena. Difuzijski testovi pokazali su nizu brzinu otpustanja lidokaina,
ali 3 puta vecu stopu oslobadanja ibuprofena, nego u komercijalnim zavojima (Trovatti i
sur., 2012). U novije vrijeme punjenje diklofenakom, nesteroidnim protuupalnim spojem,
koji se Cesto koristi za ublazavanje boli i upale u kratkoro¢nim klinickim situacijama,
izvedeno je potapanjem isuSenih membrana BNC u otopinu diklofenaka s 5% glicerola kao
plastifikatora. Membrane BNC-diklofenaka pokazale su znatno sporiju brzinu otpustanja od
komercijalnih gelova, sugerirajuéi BNC membrane kao povoljne transdermalne sustave za
oslobadanje diklofenaka (Silva i sur., 2014).

Kvaterni amonijevi spojevi (QAC) su biocidi male molekulske mase koji imaju pozitivan naboj
i hidrofobni segment. Oni imaju visoku sposobnost prodiranja u stanichne membrane, nisku
toksicnost i antibakterijsko djelovanje, ovisno o duzini alkilnog lanca. Nedavno je sintetiziran
QAC reakcijom spajanja izmedu C18 dugolanane nezasiéene masne kiseline, dimera
dilinoleinske kiseline (DLA), tirozina i pozitivho nabijenog etilendiamina (Umeda i sur., 1999).
Rezultirajuéi spoj [EDA] - [DLA-Tyr] punjen je uranjanjem 24 sata na membrane BNC i
pokazao je antimikrobno djelovanje protiv S. aureus i S. epidermidis, oba oportunisticka
patogena koja su visoko povezana s infekcijama koZe i rana, posebno u bolnic¢kim
slucajevima.

Sto se tice imobilizacije enzima, obavezan je izbor pogodnog nosaca. Iako se vedina nosaca
mora aktivirati prije imobilizacije, Sto rezultira krajnjom niskom ucinkovitos¢u, BNC
membrana se moze puniti jednostavnim namakanjem, a da to ne utjeCe na pravilno
savijanje strukture enzima. Ugradnja proteina u membranu BNC za razvoj sustava prijenosa
istrazivana je koriStenjem proteinskih modela, kao Sto je albuminski serum. NanoSenje je
optimizirano koriStenjem nikad osusene, prethodno nabubrene BNC membrane, koja je
nastala zbog promjena mreze vlakana tijekom procesa liofilizacije, a bioloska aktivnost

proteina odrZavana je tijekom koraka nanosenja i oslobadanja (Muller i sur., 2013). Druga
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strategija metode punjenja proteinom testirana je za model proteina lipaze, strategiju
oznacenu kao ponovljenu apsorpciju, dvostupanjsku metodu koja ukljucuje opetovano
suSenje i apsorpciju i aktivaciju agensom za vezivanje, glutaraldehidom. Granicna otopina
bila je pritisnuta na osusenu BNC tijekom apsorpcije, a ucinkovitost imobilizacije enzima bila
je veca od 90%, za razliCite testirane metode apsorpcije u dva koraka. Imobilizirana lipaza
zadrzala je 60% svoje prirodne aktivnosti nakon 15 ponovljenih upotreba, sto sugerira da je
imobilizacija enzima u dva stupnja prikladna za industrijsku primjenu (Wu i sur., 2016).
Provedena je imobilizacija enzima lakaze s terapeutskom primjenom zbog njenog
antibakterijskog djelovanja. NanoSenje enzima izvrSeno je uranjanjem BNC membrana, a
specificna aktivnost imobiliziranog enzima nije se puno razlikovala od aktivnosti slobodnog
enzima. Postupak nanoSenja zadrzao je odredeni stupanj fleksibilnosti i ¢ak poboljSao
pristup supstratu, Sto je rezultiralo visokom antimikrobnom aktivnoS¢u za gram-pozitivhe
bakterije i prihvatljivom razinom citotoksicnosti za primjenu kao zavoja (Sampaio i sur.,
2016).
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3. Zakljucak

Iako je za lijeCenje rana i opekotina dostupno nekoliko terapijskih pristupa i na tom je
podrucju postignut velik napredak, mjesta za napredak jos uvijek ima, jer je uoCena potreba
hithog razvoja boljih strategija za ubrzanje zacjeljivanja i oporavka rana, uglavhom za
bolesnike sa tezim slucajevima opeklina. Bakterijska nanoceluloza (BNC) je biopolimer koji
izluuju bakterije izvanstanicno, a ima nekoliko prednosti u odnosu na biljnu celulozu, poput
CistoCe, visoke poroznosti, propusnosti za tekuéine i plinove, povecanog kapaciteta upijanja
vode i mehanicke ¢vrstoce. Osim njene prirodne biokompatibilnosti, BNC se moze modificirati
kako bi se poboljsala antibakterijska aktivnost i optimiralo vrijeme otpustanja lijekova. Zbog
svoje unutarnje strukture, BNC je savrSen primjer biotehnoloskog odgovora na klinicke

probleme.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izrads nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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