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Polielektroliti su makromolekule koje se sastoje od ponavljaju¢ih podjedinica koje se mogu
ionizirati u vodenoj otopini. Uzastopnom naizmjeni¢nom adsorpcijom polielektrolita razlicitih
naboja na supstrat, pomoc¢u ,sloj po sloj“ metode, nastaje polielektrolitni visesloj.
Polielektrolitni viSeslojevi se mogu koristiti kao antibakterijski filmovi. Na adheziju bakterija
utjeCu hrapavost, naboj i hidrofilnost povrSine. U ovom radu istrazena su svojstva
polielektrolitnog visesloja koji se sastoji od kitozana i poli(akrilne kiseline), te viSeslojeva na
koje je adsorbiran lizozim. Rezultati mjerenja zeta potencijala i potencijala strujanja pokazali
su da je povrSina istrazenih filmova negativno nabijena pri fizioloSkom pH. Utvrdeno je da je
povrSina pripravljenih viSeslojeva hidrofilna 1 priblizno jednake hrapavosti koja odgovara
glatkim povrSinama. Adhezija bakterija Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus aureus
istrazena je pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa te je wustanovljeno da su
antibakterijska svojstva filmova izrazenija kada je lizozim zadnji sloj.
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Polyelectrolytes are macromolecules comprised of repeating units that could be ionized in an
aqueous solution. Polyelectrolyte multilayers are prepared by alternating adsorption on a
substrate using ,,layer by layer” method. Polyelectrolyte multilayers can be used as antibacterial
films. Bacterial adhesion depends on properties such as roughness, charge and hydrophilicity.
In this thesis, these properties of a polyelectrolyte multilayer consisting of chitosan and
poly(acrylic acid), as well as those with an added layer of lysozyme were studied. Zeta and
streaming potential results showed that the examined surfaces were negatively charged at
physiological pH. The surfaces of all prepared multilayers were hydrophylic and had similar
roughness which corresponds to smooth surfaces. Adhesion of bacteria Pseudomonas
aeruginosa and Staphylococcus aureus was studied using scanning electron microscopy and it
was shown that antibacterial properties were more pronounced in the case with lysozyme as the
terminating layer.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Tijekom svog rada, Alexander Fleming je u bakterijske kulture dodavao sve §to mu je
doslo pod ruku kako bi otkrio tvari koje usporavaju njihov rast ili ih ubijaju. Jednog dana, bio
je prehladen te je u kulturu dodao kap mukusa. Na njegovo veliko iznenadenje ta kap usporila
je rast bakterija, ¢ime je ustanovio kako ljudi imaju vlastitu prirodnu zastitu protiv infekcija.
Bio je to prvi znanstveno-empirijski susret znanosti s lizozimom i njegovim djelovanjem.!
Lizozim je velika proteinska molekula, te kao takva tesko moze posluziti kao lijek, ali na srecu
u daljnjem istrazivanju Fleming je otkrio i prave antibiotike (penicilin) koji 1 dan danas sluze u
borbi protiv bakterijskih infekcija.2
Antibiotici su vrlo mocan alat koji pomaze ljudima u borbi s nadmo¢nim carstvom bakterija,
ali od samog trenutka kad ih je Fleming ¢udesno otkrio njihova efektivnost krenula je padati.
Pad efektivnosti posljedica je dakako nevjerojatne moci bakterija da se adaptiraju na uvjete u
okolisu te tvore potomke koji ¢e takoder nadiéi prepreke koje im je njihova okolina nametnula.
Ranije spomenuti antibiotici su jedna od takvih prepreka, a bakterijska rezistencija na njih
posljedica ogromne sposobnosti adaptacije. U prirodi, bakterije bi u kontakt s antibioticima
dolazile rijetko, a najcesce bas onako kako su i otkriveni — u kompetitivnom okruzenju razli¢itih
vrsta bakterija, ali 1 bakterija 1 drugih organizama kao S§to su gljivice. Ljudi su od otkri¢a
antibiotika povecavali frekventnost kontakta bakterija s antibioticima §to je uzrokovalo
rezistenciju na antibiotike kod velikog broja §to patogenih §to nepatogenih bakterija. Kako su
antibiotici 1 dalje najmoc¢nije ljudsko oruzje protiv bakterijskih infekcija, bakterijska
rezistencija na njih predstavlja jedan od najvecih buducih ali i sadasnjih izazova ¢ovje€anstva.
Naravno, odgovorno terapijsko koriStenje antibiotika najmanje je zasluzno za povecanje broja
bakterija koje su rezistentne na antibiotike. KoriStenje antibiotika u krive svrhe, ogranicen
pristup svjezoj vodi i sanitarijama, nemar 0ko prevencije i higijene u zdravstvenim ustanovama
1 mesnoj industriji su ono sto je dovelo covjecanstvo do tocke u kojoj mora odluciti o buduénosti
svoje borbe protiv nadmoénog, ali golim okom nevidljivog neprijatelja.®> Novi i poboljsani
antibiotici samo su dio bududeg rjeSenja jer broj rezistentnih patogenih bakterija bez
iznenadenja puno brZe raste od broja pronadenih sigurnih i u¢inkovitih antibiotika. Prevencija
mora u buduénosti predstavljati glavninu borbe protiv bakterijskih infekcija kako bi

CovjeCanstvo doslo do odrzivosti u potro$nji antibiotika, gdje ¢e oni zaista sluziti samo kao
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§ 1. Uvod 2

zadnja linija obrane od ugroze infekcijom. Cinjenica da se bakterije nalaze na svakoj povrsini,
svakom kutku i svakoj pukotini na Zemlji potakla je Louisa Pasteura na poznati citat -
,Gospodo, mikrobi ¢e imati zadnju rijec, a danas ta recCenica zbog spomenute rastuce
rezistencije na antibiotike dobiva na sve vecoj vaznosti.

Ljudi najces¢e dolaze u kontakt s bakterijama putem povrsina koje su one kolonizirale, te je
stoga jedan od kljucnih koraka u prevenciji infekcije taj da se te povrSine u¢ini nepogodnima
za bakterijsku kolonizaciju. U zdravstvenim ustanovama, gdje se najcesce i javljaju bakterije
rezistentne na antibiotike to je od posebne vaznosti. Tamo se povrsine redovito Ciste 1 tretiraju
antibakterijskim sredstvima 1 steriliziraju kako ne bi doSlo do daljnje transmisije bolesti.
Infekcije se dogadaju i tijekom operativnih zahvata iako su instrumenti sterilni, a medicinsko
osoblje se pridrzava higijenskih standarda. Ponekad se u ljudski organizam unose strana tijela
kao S§to su umjetni kukovi, zubni implantati, ortopedski vijci 1 sl.. Takvi predmeti moraju biti
sterilni jer ¢e se u suprotnom javiti bakterijska infekcija koja je opasna po zivot pacijenta.
Zadnjih tridesetak godina u biomedicinskim istrazivanjima doslo je do znacajnih iskoraka po
pitanju povrSinskih modifikacija 1 kontrole povrSinskih svojstava kako bi se stvorile povrSine
koje pruzaju nepogodne uvjete za kolonizaciju i1 rast bakterija te koje su istovremeno
biokompatibilne i ostvaruju povoljne interakcije s tkivima pacijenata.*

Osim §to bakterije mogu biti patogene za ljude 1 time predstavljaju prijetnju, bakterije takoder
sudjeluju u dekompoziciji i trulezu biljne materije. TruleZ odnosno dekompozicija jedan je od
elementarnih procesa kojim se osigurava kruZenje ugljika, dusika i ostalih elemenata u prirodi,
ali on predstavlja i ogranicenje u roku trajanja svjeZzeg voca i povréa. Trulez se deSava u
nekoliko koraka, a zapocinje na povrsini. Prvi korak je gubitak vode i fragmentacija biljnih
stanica §to omogucava vecu povrSinu bakterijama za kolonizaciju. Kad bi se povrSina voca i
povréa mogla modificirati da se ta dva procesa uspore — rok trajanja bi im se znac¢ajno produljio.
Za pocetak, potrebno je razmisliti o trenutnim svojstvima povrSina voca i povréa, a zatim o
karakteristikama povrSina kakve priZeljkujemo nakon modifikacija. Uzmimo za primjer jabuku.
Povrsina jabuke, odnosno njena kora sastoji se od pektinskih ugljikohidrata koji su negativno
nabijeni pri neutralnom pH, a karboksilne funkcionalne skupine ¢ine ju hidrofilnom. lako
naizgled glatka, njena kora hrapava je na mikrometarskoj skali. Postavlja se pitanje, kako ta
svojstva utjeCu na truleZ jabuke? Povr$ina ukoliko je negativno nabijena trebala bi elektrostatski
odbijati bakteriju (slika 1) ¢ija je stijenka negativno nabijena jer se u njenom sastavu nalazi N-

acetilmuraminska kiselina koja je takoder negativno nabijena zbog disocijacije protona.’
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§ 1. Uvod 3

Hrapava povrsina generalno ¢e pogodovati bakterijskoj adheziji i kolonizaciji jabuke (slika 1).

Kao $to je poznato iz literature, hidrofilnost povrSine smanjivat ¢e moguénost adhezije (slika

1) osim ako se ne radi o superhidrofobnoj povrsini.®

. . &
. . @ P . @ .

Adhezija 1

formacija "
biofilma e <
TrYY 55 P 4 11 .
b SR AMAAL LRRE OO ch
Povrsinski naboj Hidrofobnost Hrapavost Topografija Krutost Hemijska svojstva

~d (&) S» Bakterije
Slika 1. Shematski prikaz bakterijske adhezije i utjecaja svojstava materijala na bakterijsku adheziju

(povrsinski naboj, hidrofobnost, hrapavost, topografija i krutost). Slika preuzeta i prilagodena iz (7).

Nakon $to smo nabrojali ovih nekoliko karakteristika povrSine dolazimo do problema.
Odredena svojstva povrSine pogoduju adheziji, a odredena ne. Ve¢ na ovakve jednostavne
postavke vidljivo je kako se radi o kompleksnoj meduigri raznih faktora i parametara. PovrSinu
zelimo modificirati na na¢in da se ne isusuje te da ju bakterije ne koloniziraju, a osim toga, ako
ponekoj bakteriji 1 uspije adhezija, ne Zelimo da poZivi i1 da se razmnoZi. U ovakvom slu¢aju bi
oko kore bio pozeljan kompaktni film koji nece propustati vlagu. Takav film bi bilo dobro da
se sastoji od biokompatibilnih spojeva koji su razgradivi odnosno jestivi. On bi trebao biti
gladak. PoZeljno nabijen jer pozitivan naboj ne podrZzava Zivot bakterije, a negativan ima efekt
elektrostatske repulzije. Hidrofilan, jer prisutnost vode onemogucava usidrenje bakterije, cime
smanjuje njenu sposobnost adhezije i stvaranja biofilma. Bilo bi idealno kad bi imao
baktericidno djelovanje, ali ne bi bilo loSe da ima i1 fungicidno. Izgled jabuke ne bi se zbog
njega trebao promijeniti, dakle film bi trebao biti proziran i tanak.

PovrSinske modifikacije u biomedicini, prilikom ugradnje stranih tijela kao §to su implantati,
ortopedski vijci 1 umjetni kukovi rade se ve¢ desetlje¢ima. Cilj takvih modifikacija je naravno
da se izbjegne bakterijska infekcija. Kako bi se ranije opisani film priredio, nuzno je zaviriti u
podrucje biomedicine i iskoristiti postignuti napredak u sintezi povrSinskih materijala i
karakterizaciji povrSinskih svojstava. Podrucje koje trenutno ponajvise obecava u pogledu
zeljenih povrsinskih modifikacija su polielektrolitni viseslojevi, PEM-ovi (engl. Polyelectrolyte
multilayer, PEM). PEM-ovi se naj¢esc¢e dobivaju slaganjem polikationa i polianiona jednog na
drugi, a interakcije su najceSce elektrostatskog tipa, iako najpoznatiji proces slaganja PEM-ova,

tzv. sloj po sloj, LbL proces (engl. Layer by Layer, LbL)? u svoje okrilje uzima i druge tipove
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interakcija kao §to su vodikove veze, pa ¢ak i kovalentno vezanje izmedu molekula. PEM-ovi
se na taj na¢in mogu pripremiti umakanjem supstrata u otopine polielektrolita, a razli¢ita
fizikalno-kemijska i mehanic¢ka svojstva mogu se dobiti ovisno o uvjetima izgradnje (pH,
ionska jakost) 1 koriStenim polielektrolitima. Interakcija izmedu polielektrolita moze biti slaba
ili jaka, a posljedica toga je razlicita brzina rasta debljine filma. PEM-ovi mogu rasti linearno i
eksponencijalno, a na¢in na koji rastu moze diktirati njihovu primjenu kasnije. Linearno rastuci
filmovi su kompaktni filmovi ¢ija debljina ostaje u nanometarskom rasponu, dok
eksponencijalni veé nakon desetak slojeva mozZe biti u mikrometarskom.® Nagin rasta je bitan
jer se i njihova primjena tako mijenja. Filmovi ¢ija debljina eksponencijalno raste najcesce su
mekani i hidratizirani, a mogu se koristiti kao rezervoari za proteine ili manje molekule,
najceS¢e lijekove. Najistrazivaniji sustav koji se koristi kao rezervoar je hijaluronska
kiselina/poli(L-lizin) (HA/PLL).° Kako bi zastitili jabuku, mi Zelimo napraviti film koji
kontaktno ubija bakteriju, a ne da sluzi kao rezervoar koji ¢e otpustati antibiotik — na taj nacin
samo bi pospjesili nastanak sve viSe vrsta rezistentnih bakterija, a ljudi bi tijekom konzumacije
isto unosili dodatne koli¢ine antibiotika u organizam. Ovaj problem ve¢ je zapravo rijesio
Alexander Fleming c¢ije je otkrice ranije spomenuto u ovom radu. Lizozim se ne moze koristiti
kao lijek jer je prevelik da bi putovao izmedu stanica i tako oslobodio tijelo od infekcija, ali
zato se moze primijeniti topikalno. Njegova primarna struktura, tj. aminokiselinski sastav je
takav da je on pozitivno nabijen pri svakom fizioloskom pH, §to nam govori da ga je moguce
adsorbirati na neku negativno nabijenu povrsinu gdje ¢e biti fiksiran. Uz lizozimov pozitivni
naboj, najbitniji antibakterijski efekt je taj da katalizira lizu bakterijske stijenke. Vidimo sada
da se povrsina jabuke moze modificirati na zbilja mnoge nacine kako bi se njen rok trajanja
produljio. Jedan od nacina je da se priredi PEM na njenoj povrsini sa Zeljenim svojstvima. U
ovom diplomskom radu istraZzena su svojstva PEM filmova koji su priredeni od dva
polielektrolita — kitozana (engl. chitosan, CS) i poli(akrilne kiseline) (engl. poly(acrilyc acid),
PAA). Na PEM-ove priredene od spomenutih polielektrolita adsorbiran je lizozim koji dodatno
poboljsava antibakterijska svojstva povrSine. U radu su pripremljene 4 vrste filmova: (CS-
PAA);-CS, (CS-PAA)s, (CS-PAA)4-CS-Lys, (CS-PAA)s-Lys, a njihova svojstva ispitana su
pomocu velikog broja metoda i instrumenata. Debljina PEM-ova ispitana je pomocu
mikroskopije atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM) i elipsometrije, hrapavost
pomo¢u AFM-a 1 profilometrije, povrSinski naboj pomocu potencijala strujanja i

mikroelektroforetskih mjerenja, opticka svojstva uz pomo¢ elipsometrije, hidrofilnost
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mjerenjem kontaktnih kuteva polegnute kapi, a bakterijska adhezija pracena je uz pomoé

pretraznog elektronskog mikroskopa (engl. Scanning electron microscope, SEM).
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§2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Polielektroliti

Polielektroliti su makromolekule koje sadrze mnogo ionizabilnih skupina $to ih Cini
visoko nabijenim elektrolitima. Polielektroliti sadrze funkcijske skupine koje mogu disocirati
ili se na njih mogu vezati vodikovi ioni. Zbog toga polielektroliti se mogu Klasificirati u
polianione, polikatione i poliamfolite prema naboju koji ionizirani oblik polimera nosi. Zbog
navedenih svojstava oni su topljivi u polarnim otapalima, a kad se otope u polarnom otapalu
kao §to je voda sadrze veliki broj nabijenih skupina. Generalno mogu imati razne takve skupine,
a oni koji sadrze jednu vrstu nabijenih nazivaju se homogenim polielektrolitima ili
homopolielektrolitima. S druge strane postoje i heteropolielektroliti koji se sastoje od dva ili
vise monomera. Polielektroliti mogu biti bioloskog podrijetla (npr. DNA, proteini),
polusintetski (npr. derivati celuloze) ili mogu biti sintetski (npr. poli(natrijev stirensulfonat),
NaPSS). Polielektrolite od nenabijenih polimera razlikuje njihova topljivost u vodi, moguénost
bubrenja, hidrofilnost i njihova moguénost stvaranja snaznih elektrostatskih interakcija sa
suprotno nabijenim povriinama ili makromolekulama.!* Ova svojstva polielektrolita usko su
povezana sa snaznim elektrostatskim interakcijama u polielektrolitnim otopinama te su stoga
osjetljiva na pH, koli¢inu i tip polielektrolita prisutnih u otopini. Prema jakosti dijele se na dva
tipa polielektrolita, a to su jaki i slabi. Jaki polielektrolit je onaj koji potpuno disocira u otopini
u velikom podru¢ju pH-vrijednosti. S druge strane, slabi polielektrolit disocira uz konstantu
disocijacije (pKa) u rasponu od ~2 do ~10, $to znaci da ¢e biti samo djelomi¢no nabijen u
otopini, a naboj je moguce kontrolirati mijenjanjem pH otopine i ionske jakosti.> Promjenom
pH-vrijednosti otopine utjeCemo na gustocu naboja polielektrolita ¢ime mozemo dobiti
polielektrolite visoke ili niske gusto¢e naboja. Promjenom ionske jakosti otapine mozemo
utjecati na konformaciju polielektrolita. S porastom udjela nekog protuiona javlja se smanjenje
broja odbojnih interakcija izmedu jedinica Sto konformaciju gura u smjeru nastanka tzv.
konformacije klupka. Niza ionska jakost s druge strane uzrokuje suprotan efekt gdje se

konformacija izduzuje, zbog ¢ega ju nazivamo izduzenom konformacijom (slika 2).*> 14

Luka Babi¢ Diplomski rad



8 2. Literaturni pregled 7

1x10*

Slika 2. Utjecaj ionske jakosti na konformaciju polielektrolita. Preuzeto i prilagodeno iz (15)

Zbog velike koli¢ine naboja koji nose, za njih su karakteristicne reakcije sa suprotno nabijenim
polielektrolitima i povr§inama. Naj¢e$c¢e nabijene povrsine na koje se oni adsorbiraju su oksidi
metala, polumetala, ali i na bioloske uzorke kao §to su celulozne povrsine.!®

Kombinacija polimernih i elektrolitnih svojstava ¢ini ih vrlo dobrim za mnoge potencijalne
primjene u industriji i biomedicini. Neki primjeri takvih primjena su flokulacijski agensi,
disperzanti u kerami¢kim prahovima te plastifikatori u mjesavinama betona. Mnogi Samponi,
sapuni i kozmeticki preparati sadrze polielektrolite, odredeni polielektroliti dodaju se u hranu,
primjerice kao premazi ili agensi koji pospjeSuju otpustanje tvari. Neki od primjera

polielektrolitnih aditiva u hrani su pektin, alginati i karboksimetil celuloza.’

Pollkatlonl

<

Pollamfolltl

Stupanj  [HEE
disocijacije
Gustoca | Visoke gustoce | gustoce
St < e
= Homopolielektroliti
Polielektroliti Vrsta _

[Sa==——
monomera mdHeteropolielektroliti
Vrsta Polikiseline
funkcionalnih
L
T

— Polusintetski
R

Slika 3. Klasifikacija i vrste polielektrolita
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2.1.1. Kitozan i poli(akrilna kiselina)

Kako su u ovom diplomskom radu koristena dva specifi¢na polielektrolita, u nastavku slijedi
pregled najbitnijih svojstava kitozana i poli(akrilne kiseline). Oba polimera su linearni
homopolielektroliti visoke gusto¢e naboja. PAA je sintetski polielektrolit, dok je kitozan
polusintetski polielektrolit. Postoje naznake da je linearna PAA biokompatibilna za razliku od
razgranate, a kitozan je biokompatibilan zbog ¢ega je ¢esto koristen u medicini i prehrambenoj
industriji.*®1°

Kitozan (slika 4.) se sastoji od dva monomera - glukozamina i N-acetilglukozamina. Pri niskom
pH, amino skupine se protoniraju ¢ime kitozan postaje polikation i topljiv u vodi, a pri pH > 6
naboj na polielektrolitu se smanjuje te on postaje netopljiv. Zbog razli¢itog stupnja N-acetilacije

kitozana, njegova topljivost moze varirati ovisno o pH od 6,0 do 6,5.

HO O O
NH, OH

Slika 4. Kemijska struktura kitozana. Slika
preuzeta i prilagodena iz (20)

Kitozan se proizvodi komercijalno deacetiliranjem hitina (slika 5.) koji se nalazi u

egzoskeletonu ¢lankonozaca i stani¢nim stijenkama gljiva.®

CH, CH, CH,

D)\NH OH NH,
HO o HO - N HO 0 HO
o MalOH, suvisak o
0 0 0
HO / HO 0
d OH NH, OH

Hitin “n - Hitozan “n

-

Q

Slika 5. Deacetilacija hitina (lijevo) u kitozan (desno). Preuzeto i prilagodeno iz (21)
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Kitozan je biomolekula topljiva u vodi. U vodi nabija, zbog ¢ega se iz otopine brzo veze na
negativno nabijene povrSine. Ima mnoge komercijalne i biomedicinske primjene. Moze se
koristiti u agrikulturi kao biopesticid i fungicid, a u biomedicini naj¢esce se koristi u zavojima
kako bi smanjio krvarenje i1 kao antibakterijski spoj, a takoder se koristi 1 za prijenos lijekova
kroz kozu.??

Akrilna kiselina (slika 6.) je najjednostavnija nezasi¢ena karboksilna kiselina koja se sastoji od
vinilnih skupina na koje je vezan karboksilni dio. Ona je bezbojna tekucéina koja ima
karakteristiCan oStar miris slian octenoj kiselini. Akrilna Kiselina mijeSa se s vodom,

alkoholima, eterima i kloroformom.

H H .

Slika 6. Kemijska struktura poli(akrilne kiseline) (PAA). Preuzeto i prilagodeno iz (23)

Proizvodi se oksidacijom propilena (jednadzba (1)), a poliakrilna Kkiselina nastaje
polimerizacijom monomera akrilne kiseline.
2 CH, = CHCH; + 30, — 2CH, = CHCO,H + 2 H,0 (1)

Poliakrilna kiselina nastaje mehanizmom slobodnih radikala u otopini koriStenjem natrijevog
peroksodisulfata i natrijevog disulfata kao inicijatora polimerizacije (slika 7). Poliakrilna
kiselina je slabi polianion ¢iji stupanj ionizacije ovisi o pH otopine. U neioniziranom obliku
nalazi se pri niskim pH-vrijednostima. PAA se se mozZe vezati za mnoge neionske polimere
(npr. polietilen oksid, poli-n-vinil pirolidon i poliakrilamid) s kojima tvori interpolimerne
komplekse pomocu vodikovih veza. U vodenim otopinama moZe raditi komplekse sa suprotno

nabijenim polimerima kao Sto je kitozan.

0 OH

0 N

H-C'\ ] Inicijater I
n = S e HaC

- OH S 3 MCH;

Akrilna kiselina n
Poliakrilna

kiselina

Slika 7. Shematski prikaz polimerizacije akrilne kiseline u poli(akrilnu kiselinu). Preuzeto i
prilagodeno iz (24)
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Poliakrilna kiselina koristi se kao surfaktant, zbog biokompatibilnosti se koristi u biomedicini
kao film na ortopedskim implantatima. Koristi se kao stabilizator u bojama i kozmetici, a novije
primjene ukljucuju hidrogelove PAA koji se mogu koristiti kao zavoji za rane i pomoc¢ne tvari

za zacjeljivanje rana.®

2.2. Polielektrolitni viSeslojevi

Polielektrolitni viseslojevi (engl. polyelectrolyte multilayers, PEMs) su filmovi koji se
pripravljaju na povrsini supstrata metodom alternirajué¢eg uranjanja supstrata u polianionsku i
polikationsku otopinu. Ovakav nacin izgradnje zove se sloj po sloj (engl. layer by layer, LbL)
metoda i jednostavan je i prakti¢an naéin za pripremu nanofilmova ovakvog tipa. Na primjer, u
ovakvom nacinu pripreme pocetno negativno nabijeni supstrat uranja se u otopinu polikationa
nakon ¢ega nastaje pozitivno nabijeni gornji sloj polikationa na supstratu. Sustav se zatim ispire
nakon ¢ega se uranja u otopinu polianiona i ispire. Ovaj postupak se ponavlja do Zeljenog broja

slojeva u visesloju (slika 8).2

3. POUKATION

= 1. POUANION
)
D) —

2. ISPIRANDE

4, ISPIRANJE

Substrate

Slika 8. Shematski prikaz priprave PEM-ova. Preuzeto i prilagodeno iz (8)

Nastajanje polielektrolitnog viseslojeva se temelji na elektrostatskim interakcijama te je na taj
nacin moguce pripremiti filmove koji se sastoje od stotine slojeva alterniraju¢ih polianiona i
polikationa. LbL pristup pripremi polielektrolitnih filmova omoguéuje preciznu kontrolu
fizikalnih svojstava filma kao §to su njegova debljina i morfologija.

Slaganje pomoc¢u LbL metode dozvoljava nanometarsku preciznost s multifunkcionalnim
moguénostima filma polielektrolitnog visesloja. Kontinuirani rast PEM-ova na bilo kojoj

povrsini oslanja se na dostupnost mnogih veznih mjesta izmedu polielektrolita 1 ciljane
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povrsine. Rezultat je vezanje sastavnih specija Cije su interakcije izmedu kationskog i
anionskog para funkcijskih skupina snazne. Polielektrolitna adsorpcija zbog entropijski
povoljnog otpustanja iona i molekula vode uvijek rezultira u prekomjernom naboju terminalnog
sloja §to ¢e posljedicno privlaciti nabijene polielektrolite u idu¢em koraku i pogodovati rastu
viSesloja. Rast filma je mogu¢ tako dugo dok postoji suvisak naboja na povrsini. Svojstva takvih
filmova se mogu ugadati mijenjajuci vanjske uvjete kao Sto su pH i ionska jakost. Rast PEM-
filmova mozZe biti linearan ili eksponencijalan. Za linearno rastuce filmove debljina se povecava
linearno s koracima depozicije, a za ecksponencijalno rastu¢e — debljina se povecava
eksponencijalno, barem tijekom prvih koraka depozicije. Dok debljina prvih filmova ostaje u
nanometarskoj skali, eksponencijalno rastu¢i filmovi mogu dose¢i mikrometre nakon 10-15
dvosloja. Linearno rastué¢e filmove pronalazimo kod polielektrolita koji medusobno jako
interagiraju. PEM koji nastaje na takav nacin ima slojevitu strukturu bez okomite difuzije
polielektrolita kroz slojeve.®

Za razliku od polimernih filmova, PEM filmovi pokazuju veéu permeaciju vode i difuzijske
karakteristike koje su bitne za primjenu kao Sto je dostava lijekova. Dodatno, porozna
supramolekularna struktura polielektrolitnih filmova dozvoljava umetanje raznih terapeutskih
molekula, nanocestica, lijekova ili proteina U njihovu strukturu te otpuStanje pri odredenim pH
uvjetima (slika 9). Zbog mnogih korisnih svojstava, PEM filmovi imaju mnogo potencijalnih
primjena kao multifunkcionalni nanofilmovi. Jedna od zanimljivih budu¢ih primjena PEM-ova
su PEM-ovi s antibakterijskim/antimikrobnim svojstvima. Mnogi polielektroliti kao $to je

kitozan imaju inhibitornu aktivnost na mikroorganizme, a kad su sloZzeni u PEM-ove mogu
5

pronadi primjenu i kao antiadhezijski i antibakterijski filmovi.?

Slika 9. Shematski prikaz otpustanja djelatnih tvari uslijed promjene pH
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2.3. Antimikrobna svojstva polielektrolitnih viSeslojeva

Bakterijska adhezija kompleksan je proces na koji utjeCe nekoliko faktora kao §to su
svojstva bakterija, karakteristike povrSine i razni utjecaji okoliSa. Bakterije ¢e adherirati na
razne povrSine kako bi pravile guste agregacije/biofilmove s debljinom koja je od nekoliko
mikrometara do pola metra. Bakterije prisutne na raznim povrSinama odgovorne su za 80 %
svih infekcija. Kako bi eliminirali efekte koje bakterije rade u mnogim poljima, postoje veliki
napori da se razviju antibakterijske povrsSine. Antibiotici ¢e ih ubiti odnosno inhibirati njihov
rast, no konacno ¢e ih u€initi rezistentnima na njih, stoga je bitno modificirati povrsine kako bi
interakcije mikroorganizama 1 kontaktnih materijala bile takve da sprijece adheziju i/ili ubiju
bakterije.

Na adheziju i baktericidna svojstva utjeCu karakteristike kontaktnog materijala kao $to su:
povriinska topografija, hrapavost, hidrofobnost i povrsinski naboj.?> 26 PEM-ovi sami
pokrivaju $iroki spektar funkcionalnih moguénosti. Ranije smo opisali kako se PEM-ovi
pripremaju, a prednosti LbL metode o¢ituju se i u tome da se mogu primijeniti na bilo koji tip
supstrata bez obzira na oblik ili sastav. Daljnja prednost je moguénost kontrole razlicitih
kemijskih, fizikalnokemijskih i mehanickih svojstava filmova. Na izgradnju antibakterijskih
PEM-ova i njihova svojstva utjecu mnogi faktori kao §to su vrste polielektrolita, otopinska
svojstva - temperatura, pH, ionski sastav i jakost. Bakterije se mogu ubiti raznim baktericidnim
komponentama temeljenim na razli¢itim mehanizmima. Teski metali kao $to su srebro i bakar
koriste se naSiroko kao baktericidni agensi jo§ od davnina. Poznato je da metalne specije
sudjeluju u lokalnim reakcijama koje ometaju enzimske aktivnosti bakterije, onemogucuju
funkcije membrane ili oSte¢uju DNA. Iako teski metali pokazuju znacajne baktericidne efekte,
njihova primjena je ograniena zbog toksi¢nosti na stanice sisavaca.’® Antibiotici ciljano
djeluju samo na bakterije te uzrokuju stani¢nu smrt inhibiraju¢i sintezu DNA, RNA, stanicne
stjenke ili proteina. Antibiotici s druge strane imaju problem $to tijekom vremena i koriStenja
bakterije razviju rezistenciju na njih. Osim antibiotika, mnoge kationske molekule i
supramolekule takoder pokazuju baktericidna svojstva jer interagiraju s fosfolipidnim
komponentama u membrani $to dovodi do distorzije membrane i lize stanice zbog razlike u
osmotskim tlakovima unutar stanice i okolini.® Kemijski tretmani povrsine fokusirani su na
prevenciju adhezije i ubijanje ili inhibiciju rasta patogena prije nego $to oni nastane povrSinu.

Brojne povrsine komercijalno koriStenih objekata ve¢ su premazane raznim antimikrobnim
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agensima. U medicini, iz ocitih razloga vrlo je bitna prevencija patogene kolonizacije
implantata, stoga je razvoj antimikrobnih filmova koji su ciljano pripravljeni za zastitu protiv
takvih infekcija postao izuzetno bitno podrucje znanstvenog i tehnoloskog istrazivanja.

Zbog spomenute vaznosti, pro¢i ¢emo najbitnije tri strategije za izradu antimikrobnih povrsina.

1) Prevencija adhezije mikroorganizama

S obzirom nato da je prvi korak u bakterijskoj infekciji preko implantata — bakterijska adhezija,
najbolje bi bilo filmove raditi s tim na umu. PEM-ovi otporni na adheziju mogu se dobiti na
dva razli¢ita nacina: 1) koristenjem hidrofilnih PEM-ova koji inhibiraju kontakt bakterije s
povrsinom ili 2) koriStenjem filmova odredene krutosti.

Za stvaranje povrsina otpornih na bakterijsku adheziju bitno je koristiti hidrofilne polimere koji
mogu inhibirati kontakt ili pristup bakterije povrsini (slika 10). Nisko ili neadheriraju¢i filmovi
bez baktericidnih tvari trenutno su izvrsna antibakterijska opcija koja ne utjeCe na okolis.
Najjednostavniji nacin da se izgrade hidrofilni PEM-ovi je da se koriste polielektroliti poznati
po svojoj hidrofilnosti. Od polianiona, najpoznatiji takvi polielektroliti su heparin i hijaluronska
kiselina, a od polikationa to je kitozan, ¢ija je dodatna prednost §to ima antibakterijska svojstva.
Zbog cinjenice da je kitozan slabi polikation, pH uvjeti su mu klju¢ni kod modulacije
antiadhezijskih svojstava. Mijenjanjem pH se moze podesiti stupanj njegove ionizacije, pri
visokim pH-vrijednostima ima mali stupanj ionizacije zbog ¢ega radi globularne strukture, te
su slojevi kitozana deblji. Pri niskim pH-vrijednostima, lanci kitozana stvaraju ravnije strukture
te je adsorbirani sloj tanji. Jo§ jedan nacin da se napravi visoko hidrofilne PEM-ove je da se
polielektroliti kemijski modificiraju, a takvi polielektroliti se kona¢no ugraduju u viSeslojeve
ili adsorbiraju na vrh viSesloja. Drugi nacin pripreme antiadhezijskinh filmova su
visokohidrofobni polielektroliti. Dakle ili potpuno hidrofilne ili potpuno hidrofobne povrsine
sprjecavaju bakterijsku adheziju.

Bakterijska stjenka je negativno nabijena stoga ¢e negativno nabijena povrsina utjecati na to da
se elektrostatski odbiju bakterije (slika 10.). Krutost PEM-a sustava utjeCe na adheziju bakterija.
Primjerice PAH/PAA sustavi pri razli¢itim pH-vrijednostima pokazuju drugacija mehanicka
svojstva, a bakterijska adhezija povecéava se s poveéanjem krutosti. 2> 28

2) Kontaktno baktericidni filmovi

Okruzena kapsulom izgradenom vec¢inom od polisaharida, vecina bakterijskih stani¢nih
membrana je negativno nabijena. Stoga su mnogi antimikrobni polielektroliti pozitivno nabijeni

kako bi promovirali interakciju s membranom. Pozitivni naboji polikationa inhibiraju rast
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bakterija tako da ometaju njihove membrane Sto ih konacnici i ubije. Kontaktno baktericidni
PEM filmovi su razvijeni tako da terminalni sloj bude polikation. Ostali filmovi koji ubijaju na
dodir sadrze antimikrobne tvari kao Sto su nanocestice ugljika ili enzime. Dizajn tih filmova
temeljen je na jednostavnosti kontrole povrSinskog naboja kako bi se inkorporirala bilo kakva
vrsta molekule ili ¢estice u visesloj ili adsorbirala na sam visesloj. Najjednostavniji nacin da se
priredi viSesloj s pozitivno nabijenom povrsinom je tako da se konstrukcija filma zavrsi kad je
polikation terminirajuci polielektrolit. Prednost koriStenja PEM-a nad kationskim monoslojem
kako bi se prekrila povrSina je ta da PEM nije osjetljiv na male promjene u okolini, odnosno da
polikation nece disocirati s povrSine. Jedan takav polikation je ve¢ ranije spomenut, a to je
kitozan. PEM-ovi s kitozanom inhibiraju bakterijski i gljivi¢ni rast. PEM-ovi koji zavrSavaju
slojem kitozana imaju antibakterijska svojstva, a to je objasnjeno postojanjem velikog broja
amino skupina na povrsini filma za razliku od onih s polianionskim terminiraju¢im slojem.
Fenolni su spojevi takoder poznati po tome Sto uzrokuju smrt bakterijskih stanica zbog
dezintegracije stani¢ne membrane. Oni interagiraju s povrSinom stanice van der Waalsovim
interakcijama iz fenilnih prstenova i hidrofobnim lancima lipida. Kvaterne amonijeve soli imaju
za prednost to §to su permanentno nabijene, neovisno o pH otopine i poznato je da imaju
antimikrobna svojstva. Stoga kako bi se poboljSala antibakterijska aktivnost kitozana,
sintetizirani su kvaternizirani derivati kitozana i inkorporirani u PEM-ove. Poznato je da ¢e
kationski polielektroliti biti baktericidni u otopini, ali i jednom kad se kationske molekule
adheriraju na povrSinu PEM-a, bakterije ¢e umrijeti zbog kontakta s povrSinom koja je sada
pozitivno nabijena. S obzirom na to da su kationske funkcijske skupine stabilne na povrsini,
antibakterijski efekt takvih kontaktno baktericidnih povr$ina traje duze nego onaj temeljen na
otpustanju aktivne tvari (Slika 10).

Kitozan i njegovi derivati naSiroko se koriste u PEM filmovima bas u svrhu kontaktnog ubijanja
bakterija. Kationski protein, lizozim ¢esto je koriStena tvar za kontaktno ubijanje bakterija, a
filmovi na koje je adheriran takoder pokazuju snaznu antimikrobnu aktivnost. 26

3) Filmovi koji otpustaju djelatne tvari

S obzirom na to da se PEM-ovi mogu izgraditi uz pomo¢ LbL procesa, otvara se mogucnost
inkorporiranja djelatnih tvari izmedu Zeljenih slojeva unutar PEM-a. Nanocestice se mogu
ugraditi u PEM tijekom izgradnje. Tako su pripremljeni primjerice antibakterijski filmovi u
koje su ugradene nanocjev€ice koje imaju antimikrobnu aktivnost jer prilikom direktnog

kontakta s bakterijom uzrokoju znacajna oStecenja i punkture na stjenci i membrani bakterije.
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PEM-ovi se mogu koristiti za punjenje i imobilizaciju enzima te se na taj na¢in mogu napraviti
antibakterijske povrsine. PEM filmovi koji kontaktno ubijaju imaju konstantnu efikasnost u
vremenu, ali njihova je aktivnost ograni¢ena na neposrednu blizinu povrsine.

Osim nanocestica u PEM-ove se mogu ugradivati i antibiotici. Kontrolom uvjeta u okolini
takvih sustava moZemo kontrolirati i njihovo otpustanje. Primjerice, ugradeni kationski
antibiotici ubijaju bakterije nakon $to se one nastane. Kad se bakterije nastane, one zakisele
uvjete $to uzrokuje pro$irenje pora i posljedi¢no tome otpusStanje antibiotika (slika 10). Kako
bi se optimizirale dostupne antibakterijske opcije razvijeni su hibridni filmovi koji sadrze i
antiadhezijska i antibakterijska svojstva. PEM-ovi mogu i objediniti te dvije funkcije u jedan
sustav. Najbitniji aspekt neadhezivnih PEM filmova je njihova antibakterijska efikasnost. Kako
bi se ona poboljSala u sustav se dodaje baktericidna funkcija ¢ime se stvara hibridno
funkcionalni film. Osim §to postoje neadhezivni hibridni PEM-ovi koji takoder i otpustaju
antibakterijske supstance, postoje i neadhezivni kontaktno baktericidni antibakterijski

polielektrolitni viseslojevi.?®

Kontaktno PEM s otpustanjem
Antiadhezivni PEM baktericidni PEM djelatnih tvari

. 2
L) £L°

Slika 10. Shematski prikaz tri najbitnije skupine funkcionalnih antibakterijskih PEM-ova;
antiadhezivni filmovi, kontaktno-baktericidni PEM-ovi i PEM-ovi koji otpustaju djelatne

antimikrobne tvari. Preuzeto i prilagodeno iz (25).
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2.4. Lizozim

Lizozimi su mali stabilni enzim savrSeni za istrazivanje proteinske strukture i funkcije
te su uz to i najéescéa skupina proteina koja se moze pronaci u PDB-u (engl. Protein Data Base).
Lizozim je hidroliti¢ka glikozidaza (engl. f-glycoside hydrolase, GH). Najbolje istrazeni
lizozim je onaj izoliran iz bjelanjka kokoSjeg jajeta, a sastoji se od jednog polipeptidnog lanca
od 129 amino kiselina. Lizozimi su kationski proteini od otprilike 14 kDa, a osim u bjelanjku
jajeta, izozimi lizozima &esto se nalaze i u sluznicama duz respiratornog trakta.? Bakterije grade
snazan zid ugljikohidratnih lanaca koji su medupovezani kratkim peptidnim lancima koji
podupiru njihovu delikatnu membranu kako bi izdrzale visoki osmotski pritisak koji vlada u
stanici. Lizozim cijepa te ugljikohidratne lance te unistava strukturni integritet stani¢ne stjenke
zbog Cega bakterije pucaju zbog velikog unutarnjeg pritiska. Ovaj protein o$tecuje ili ubija
bakterije katalizirajuéi lizu njihove stani¢ne stjenke, a glavnina kemije koju omogucuje ovaj
enzim moze se svesti na kiselinom Kataliziranu hidrolizu acetala u poluacetal odnosno reakciju
hidrolize B-(1—4) glikozidne veze izmedu N-acetilmuraminske kiseline i N-acetilglukozamina
(slike 11 12).%

R'O\ | + R'()\
H\\;(‘—()R W ”u\\(.'—OH + ROH
R" ) R"

Slika 11. Kiselinom katalizirana hidroliza acetala u poluacetal. Preuzeto i prilagodeno iz (28)

HO HO HO
0

HO
OH >—0—~<0R >—o0—<0oH >—0—<0R
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NAG NAM NAG NAM

Slika 12. Reakcija hidrolize B-(1—4) glikozidne veze izmedu N-acetilmuraminske kiseline i N-
acetilglukozamina. Preuzeto i prilagodeno iz (29)
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Ovaj supstrat nije prisutan u tkivima sisavaca, ali stani¢ne stijenke bakterija obiluju njime.
Lizozim ima dugu pukotinu aktivnog mjesta koja se veze za bakterijski ugljikohidratni lanac, a
prema racunalnim modelima predlozeno je da lizozim iskrivljuje oblik jednog od Secernih
prstenova zbog cega glikozidna veza postaje podlozna hidrolizi.

Aktivno mjesto veze se na polisaharidni niz od 6 amino$e¢era (NAM-NAG-NAM-NAG-
NAM-NAG). Polisaharidni supstrat pozicionira se pravilno uz pomo¢ vodikovih veza i
hidrofobnih interakcija. Kako bi savrSeno odgovarao u pukotinu aktivnog mjesta, supstrat
se mora na 4. Seceru izvinuti ¢ime se stvara manje stabilna konformacija. Ovo povecava
stres na vezu izmedu 4. i 5. monosaharidne jedinice sve dok se ona ne pokida. Odredene
aminokiseline u aktivnom mjestu, kao $to su ASP-52 i Glu-35 su klju¢ne za kataliticku

aktivnost lizozima.

R $\asp-52

Slika 13. Lizozim iz bjelanjka jajeta: a) primarna struktura, b) tercijarna struktura, c) aktivno mjesto s

oznac¢enim aminokiselinama klju¢nim za kataliticku aktivnost. Preuzeto i prilagodeno iz (27)

Njihovi bo¢ni lanci interagiraju s 4. i 5. monosaharidnom jedinicom i cijepaju C-O vezu
izmedu njih umecuci molekulu vode na tu lokaciju (hidroliza). Prvo, bo¢ni lanac Glu-35
donira proton kisiku nestabilne C-O veze ¢ime ga cijepa. Asp-52 stabilizira aktivirani
kompleks kroz elektrostatske interakcije i kovalentnim vezanjem na ugljik. Zatim, -OH iz
vode napada ugljik da bi se dobio hidrolizirani kona¢ni produkt. Zatim se H* iz vode veze
na COO™ bo¢nog ogranka Glu-35 natrag, te lizozim otpusta pokidani lanac i veZe se na novi

supstrat na bakterijskoj stjenci (slika 14).%
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Slika 14. Kataliticki mehanizam djelovanja lizozima. Preuzeto i prilagodeno iz (30)

Zbog svoje antibakterijske prirode lizozim Cesto sluzi kao antimikrobna tvar u hrani. Lizozim
se prirodno nalazi u bjelanjku jajeta, a procis¢eni enzim se koristi kao aditiv u hrani, ponajvise
u mekanim sirevima. Lizozim je poznati alergen iz bjelanjka, a alergijske reakcije su ¢ak
prijavljene nakon konzumacije sireva koji sadrZe lizozim kao aditiv. Lizozim se takoder koristi

i za bistrenje vina, ali ljudi na takvo vino ljudi nisu pokazivali alergijske reakcije.®
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2.5. Nabijanje povrSina i elektrokineti¢ki potencijal

Pojave kao §to su elektroforeza i asocijacija iona na povrsine koloidnih ¢estica potvrduju da se
one elektriéno nabijaju. Procesi koji vode do nabijanja povrSine i do pojave nehomogene
distribucije naboja u prostoru oko povrsine su bitni jer takva distribucija dovodi do nabijenosti

povrsine.

Postoji nekoliko mehanizama elektrickog nabijanja koloidnih ¢estica dispergiranih u suspenziji.
Do nabijanja povrs$ine moze do¢i uslijed 1) ionizacije odnosno asocijacije/disocijacije iona na

povrsini, 2) adsorpcije iona ili 3) otapanjem 1 kristalizacijom.

Ionizacija (disocijacija/asocijacija) makromolekule koloidnih dimenzija sadrZze nabijene
funkcijske skupine kao $to su karboksilne, amino skupine i sl. Takve skupine mogu disocirati
na ione ili se na njih mogu asocirati ioni. Te skupine su imobilizirane na koloidnoj Cestici te
zaostaju na njoj, dok ioni ravnotezno asociraju i disociraju s njih. Ta ravnoteZza nam govori o
tome je li funkcionalna skupina pozitivno ili negativno nabijena. Dobar primjer Cestica
koloidnih dimenzija s razli¢itim funkcionalnim skupinama cine proteini. Kod proteina ¢e u
kiseloj otopini, gdje je velik aktivitet H" iona, odnosno pH nizak, ravnoteZa biti pomaknuta

prema nastajanju nedisociranog/elektroneutralnog oblika karboksilne skupine (jednadzba (2)).
) — €00~ + H* = )— COOH )

Kod proteina ¢e za amino skupine u kiselom mediju ravnoteza biti pomaknuta u smjeru

nastajanja pozitivno nabijenog oblika (jednadzba (3)).%?
\—NH, + H* = NH,* (3)

U dovoljno kiseloj otopini prevladavaju dakle pozitivni naboji §to mozemo ustanoviti
mikroelektroforezom; koloidne makromolekule ¢e se kretati prema negativno nabijenoj
elektrodi. U bazi¢nom mediju, bit ¢e manje H* iona, stoga ¢e ravnoteZza biti pomaknuta prema
disocijaciji protona te ¢e u takvoj sredini prevladavati negativni naboj na povrsini proteina zbog
¢ega Ce se on kretati u smjeru pozitivno nabijene elektrode. Kako kod proteina, tako i kod drugih
makromolekula i koloidnih Cestica postoji 1 slu¢aj u kojem one miruju u vanjskom elektri¢cnom
polju. To se dogada pri pH-vrijednosti koja se oznaCava sa pHiep ili i.e.p., a naziva
izoelektricnom tockom (engl. isoelectric point, i.e.p.). U izoelektri¢noj tocki je ukupni naboj i

elektricna pokretljivost jednaka nuli. Osim ionizacije, povrSinski naboj moZe mijenjati jos 1
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prisutnost razlicitih iona koji se nalaze u otopini, ali mehanizam je vrlo sli¢an, odnosno ukoliko

se adsorbira vi§e negativnog naboja — povrsina ¢e biti negativno nabijena i obratno.*?

Kod negativno nabijenih povrSina, uz povrsinu se nalazi visak aniona u odnosu na katione te ¢e
se pripadni kationi pod djelovanjem elektrostatskih privlacnih sila rasporediti u tekucoj fazi u
blizini povrSine. Na adsorbirane ione, protuioni mogu biti adsorbirani ali mogu biti i statisticki
raspodijeljeni uz samo nabijenu povrSinu. Protuioni na taj nacin ¢ine jedan sloj koji se proteze
u otopinu sve do tocke u kojoj ne dode do kompenzacije naboja s povrSine odnosno
elektroneutralnosti. Takav medupovrSinski sloj naziva se elektrickim dvoslojem (engl.

electrical double layer) (slika 15.).

O | o o
O © O
I o
Oo I o
P .|
I
O O : o < o
o | o O
o I ©
Qe jo ° o
|
unutrasdnjost elektricki unutrasnjost
kristala sloj otopine

Slika 15. Shematski prikaz elektrickog dvosloja preuzeto. Preuzeto iz (32)

Elektri¢ki dvosloj povijesno je ime za model koji se kroz godine mijenjao, a prvi ga je predlozio
Helmholtz koji je opisao nastanak dvosloja uranjanjem nabijene metalne elektrode u vodenu
otopinu. Nabijena metalna elektroda u tom modelu privladila je ione suprotnog predznaka.
Unutarnji dio tako predloZzenog dvosloja ¢ine nabijena povrsina ili adsorbirani ioni, a vanjski je
sloj protuiona. Karakteristi¢ne plohe za Helmholtzov model su povr$ina kovine i -ploha koja

se nalazi na udaljenosti na kojoj se nalaze i centri asociranih protuiona.?’

Nedostatke Helmholtzovog modela su pokusali poboljSati Guoy i Chapman koji su predlozili
da protuioni ne ¢ine monoionski sloj, ve¢ da su rasprSeni u difuznom sloju koji je karakteriziran
d-plohom potencijala ¢g. Od povrsine prema glavnini otopine protuioni su rasporedeni tako da
je veca koncentracija bliza povrSini 1 smanjuje se sve dok ne dode do unutrasnjosti otopine gdje

je raspodjela konstantna (slika 16).
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Slika 16. Modeli elektri¢nog medupovrsinskog sloja na granici faza kovina/elektrolit: (a) Helmholtzov

model; (b) Gouy—Chapmanov model; (¢) Gouy—Chapman—Sternov model. Preuzeto iz (32)

Dodatno poboljSanje modela uveo je Stern koji je uveo adsorpcijski sloj u model
medupovrsinskog sloja. Adsorpcijski sloj sadrzi protuione koji su asociranu uz povrsinu, ali
svojim nabojem tek djelomi¢no kompenziraju naboj povrSine. U takvom modelu ioni imaju
konac¢ne dimenzije, te postoji najmanja udaljenost iona od povrsine koja odgovara radijusu iona.
Privlacenje iona povrsini posljedica je djelovanja adsorpcijskih i elektrostatskih sila. Ovakav
model naziva se Gouy-Chapman-Sternov model (GCS), a medupovrsinski sloj se dijeli na dva
dijela — kompaktni u kojem je ovisnost potencijala o udaljenosti linearna i difuzni u kojem

potencijal opada nelinearno kako se povecava udaljenost od povrsine.

Medupovrsinski slojevi najcesce se opisuju GCS modelom trosloja ili ¢etverosloja, a razlikuju

se po plohama koje definiraju (slika 17). Definirane plohe su:
- 0O-ploha nastala interakcijom povrsine i adsorbiranih iona koji se nazivaju potencijal
odredbeni ioni. Takvoj plohi pripisan je odgovarajuci potencijal ¢ i ov.
- fploha koju ¢ine asocirani protuioni s odgovaraju¢im potencijalom ¢p i gustoCom
naboja op.
Zbog uvjeta elektroneutralnosti ukupna gustoca naboja jednaka je nuli
g+ og+oq4=0 4
Uz navedene plohe kod elektrokineti¢kih razmatranja navodi se i s-ploha koja se nalazi na nekoj
udaljenosti od pocetka difuznog sloja, a potencijal koji joj odgovara naziva se elektrokinetickim

potencijalom odnosno zeta-potencijalom (). Ta ploha nalazi se na granici pokretnog i

stacionarnog dijela difuznog sloja tijekom gibanja nabijenih ¢estica, a {—potencijal predstavlja
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otpor kidanju nabijenih slojeva oko cestice. U elektricnom polju, kao Sto je kod
mikroelektroforeze, svaka Cestica i njezini najblizi asocirani ioni gibaju se kroz otopinu, a
¢{—potencijal nalazi se na elektrokineti¢koj plohi izmedu te Cestice s asociranim ionima i medija
u kojem se nalazi. Kad se sloj makromolekula adsorbira na povrsinu Cestica, elektrokineticka
ploha se pomice od povrSine S§to mijenja zeta potencijal. Zeta potencijal je stoga funkcija
povrsinskog naboja Cestice, svakog adsorbiranog sloja na povrSini te prirode i sastava okolnog
medija. MoZe se eksperimentalno odrediti jer odrazava efektivni naboj na ¢esticama te ima veze
i s elektrostatskim odbijanjem izmedu njih. -potencijal je vrlo relevantan za eksperimentalni
pristup izucavanja i kontrolu koloidnih sustava, njihove stabilnosti te procesa flokulacije,

adsorpcije i agregacija.®

Slika 17. Shematski prikaz elektriénog medupovrsinskog sloja prema modelu elektri¢nog trosloja.
Preuzeto iz (32)

Elektroforeza, elektroosmoza i potencijal strujanja su tri osnovne elektrokineticke metode koje
se koriste kako bi se odredio zeta potencijal povrsina koloidnih ¢estica i makromolekula. Kod
elektroforeze i elektroosmoze primijenjuje se elektri¢no polje, a promatra se gibanje koloidnih
Cestica (elektroforeza) ili otopine (elektroosmoza). U mjerenjima potencijala strujanja tekuca

faza se pomice zbog primijenjenog pritiska, a promatraju se nastali potencijal ili struja.
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2.6. Elektroforetsko rasprSenje svjetlosti

Za dovoljno velike Cestica (iznad 500 nm u promjeru), elektroforetska pokretljivost
moze se dobiti direktno prateci gibanje Cestica pomoc¢u video mikroskopa. Za manje Cestice —
elektroforetska pokretljivost mjeri se pomocu uredaja za mjerenje elektroforetskog rasprsenja
svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering, ELS) (slika 18). U takvom uredaju Cestice se
gibaju izmedu dvije elektrode pod utjecajem elektricnog polja te su osvijetljene laserom.
Laserska zraka se na koloidnim cCesticama rasprSuje, a zbog njihovog gibanja dolazi do
Dopplerovog efekta i pomaka u frekvenciji u odnosu na upadnu zraku. 1z pomaka u frekvenciji
i poznate jakosti primijenjenog elektriénog polja moze se odrediti elektroforetska
pokretljivost.?® Elektroforetska pokretljivost nabijenih koloida odgovara omjeru njinove brzine,
Vv i intenziteta elektri¢nog polja E unutar kojeg se gibaju.

w=- (5)

Elektroforetska mobilnost x« povezana je sa {-potencijalom istrazivanih Cestica na sljedeci
nadin:

2e8y

p="2 )¢ (6)

gdje je a veli¢ina Cestica, a Lp je Debyeva duljina, ¢ i & relativna dielektri¢na konstanta otapala

te permitivnost vakuuma. Vrijednost funkcije f (Li) varira izmedu 11 1,5.
D

Za drugi slucaj — kad se radi o velikim €esticama u odnosu na Debyevu duljinu dobivamo

jednadzbu:
_ €&
p=—:4¢ (7)
n
Ta jednadzba naziva jednadzbom Smoluchowskog.®
Modulator
Drataktor
— razprisnja
Memodulisana hlodulirzns sefrentns zraka :
refrentng rraka |
Fazdjelnik
Faazdjslnik oA .
NOpE I IDe[akmr Faspreena zraka
—
/ ' | e
[} : >
o / Laser u M
e L Tariiahilnd ]
Razdjelnik ‘fa:'ue.lt-LLr.L Uzogak i sl=ktrods
anops atennEtor

Slika 18. Shematski prikaz konfiguracije instrumenta za elektroforetsko rasprsenje svjetlost Cestica i
odredivanje zeta potencijala preuzeto i prilagodeno iz (33)
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2.7. Potencijal strujanja

Zeta potencijal membrana i1 filmova odreduje se mjerenjem potencijala strujanja.
Potencijal strujanja je elektri¢ni potencijal koji se stvori kad se otopina elektrolita propusta kroz
porozni materijal (transverzalni potencijal strujanja) ili kroz kanal s nabijenim stijenkama
(tangencijalni potencijal strujanja). Kod potencijala strujanja, otopina elektrolita tece iz komore
definirane geometrije uz pomo¢ primjene gradijenta pritiska. Ako se povrsina komore nabije,
stvara se elektricki dvosloj, te dolazi do lokalnog povecanja u koncentraciji protuiona i lokalnog
smanjenja u koncentraciji koiona. Elektri¢ni dvosloj koji se stvori je reda veli¢ine Debyeve
duljine koja ovisi o ionskoj jakosti. Primjenom mehanicke sile, dolazi do gibanja naboja u
dvosloju §to rezultira elektricnom strujom koja se naziva jo$ i strujom strujanja, a posljedicna
razlika u potencijalu izmedu dviju referentnih elektroda na pocetku i na kraju komore zove se
potencijal strujanja. Takav potencijal strujanja mijenja se pri razli¢itim tlakovima te se moze

direktno povezati sa {-potencijalom sto opisuje sljedeca jednadzba:

(=5 = (®)

Ap €&y

U toj jednadzbi AU oznacava potencijal strujanja, Ap promjenu u tlaku, a simboli #, x, € 1 o Su
redom viskoznost otapala, provodnost otopine i relativna dielektricna konstanta otapala te
permitivnost vakuuma. Potencijal strujanja se moZe izracunati eksperimentalno tako da se
odredi linearna ovisnost izmjerenih razlika potencijala o brzini toka odnosno o tlaku kao §to je

prikazano na slici 19.

AUmVY

Ap/mbar

Slika 19. Eksperimentalno odredivanje zeta potencijala iz potencijala strujanja. Preuzeto i prilagodeno

iz (34)
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Tangencijalni potencijal strujanja je metoda koja se koristi kako bi se izmjerio zeta potencijal
povrsine uzorka. Kod takvog mjerenja potencijala strujanja, otopina tec¢e duz aktivne povrsine
uzorka, najéeS$¢e kroz kapilaru ili kanal kao $to je prikazano na slikama 20 i 21. Otopina
elektrolita protje¢e kroz ¢eliju za mjerenje pomoéu pumpe. Celija ima definirane dimenzije a
kanal strujanja je oblozen uzorkom koji se nalaze jedan nasuprot drugom i dvije referentne
Ag/AgCl elektrode na svakom kraju kanala koje sluze kako bi se mjerila razlika potencijala.
Koeficijent strujanja predstavlja omjer promjene napona i promjene pritiska u toku (AU/Ap), a

odreduje se kao srednja vrijednost od najmanje 10 mjerenja koje biljezi radunalo.3* %

D°"°dl OdvodI
Razmaknica
Elektroda -
\ "-\ X

Kanal
strujanja

Uzorak

Smyjer toka tekucine

= =4

| Elektricno
p:
. Smijer strujanja / polje (V)
<= i)

Uzorak

Slika 20. Shema izvedbe instrumenta za mjerenje potencijala strujanja s nazna¢enim uzorcima I
kanalom strujanja (gore). Distribucija naboja uz tok elektrolita (dolje). Preuzeto i prilagodeno iz (34).

Slika 21. Shematski prikaz tehnike potencijala strujanja s ilustriranim tokom elektrolita kroz ¢eliju i
rezultiranom separacijom naboja. Preuzeto i prilagodeno iz (33).
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Takoder, {-potencijal uzorka ¢esto se mijenja iz pozitivnog u negativno kako povec¢avamo pH
otopine (slika 22.). Promjene u pH otopini vode do promjene kiselo-bazne ravnotezne kemije
na povrsSini. Te promjene utjeCu na ukupni povrSinski naboj filma ¢ime se mijenja i broj
protuiona u difuznom sloju. Rezultat ove promjene povrSinskog naboja je i promjena
potencijala strujanja. Set mjerenja {-potencijala kroz raspon pH daje nam informacije o
ravnoteznim procesima adsorpcije i disocijacije na povrsini uzorka. Ovisnost zeta potencijala o
pH 1 pozicija izoelektricne tocke kao funkcije koncentracije elektrolita moze se koristiti kako
bi se odredio tip funkcionalnih skupina na povrsini membrana i dokazala adsorpcija specificnih
aniona, kationa, polielektrolita, makromolekula, ali i odredio predznak i vrijednost naboj.3
Ovakva mjerenja daju nam mogucnost promisljanja o daljnjoj adsorpciji molekula na uzorak.
Na red veli¢ine potencijala strujanja 1 zeta potencijal utjeCe 1 ionska jakost.
Navedene veli¢ine smanjuju se kako se koncentracija soli (ionska jakost) povecava zbog
kompresije dvosloja ¢ime se smanjuje i udaljenost izmedu elektrokineti¢ke plohe i filma. Slika
22 pokazuje kako su zeta potencijali za niske pH-vrijednosti pozitivni, da se i.e.p. nalazi izmedu
pH =3 i pH = 4 nakon ¢ega nalazimo negativne potencijale. Takoder na slici je vidljiv i utjecaj
ionske jakosti na (-potencijal, pri niskim koncentracijama soli apsolutna vrijednost (-

potencijala je nesto visa nego pri vis§im ionskim jakostima.
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Slika 22. Shematski prikaz tehnike potencijala strujanja s ilustriranim tokom elektrolita kroz ¢eliju i
rezultiranom separacijom naboja Preuzeto i prilagodeno iz (34)
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2.8. Elipsometrija

Elipsometrija je vrlo osjetljiva, nedestruktivna opticka tehnika koja koristi polariziranu
svjetlost za karakterizaciju tankih slojeva te odredivanje njihove debljine i optickih svojstava.
U proslosti se ta metoda puno ¢esce koristila, no razvojem tehnologije su dosle novije tehnike
koje daju puno viSe informacija. Bez obzira na to, elipsometar je i danas poprilicno koristan
uredaj kojim mozemo potvrditi neke rezultate dobivene sofisticiranijim metodama.®

Elipsometrija mjeri promjenu polarizacije svjetlosti nakon refleksije (ili transmisije) od
povrsine, odnosno tankog filma. Snimani uzorak moze se promatrati kao opticki sustav koji
modificira polarizaciju upadnog zracenja, iz toga proizlaze daljnji izracuni indeksa loma,
debljine uzorka i ostalih veli¢ina.

Princip na kojem radi elipsometar je sljedeéi: izvor linearno polarizirane svjetlosti (npr. laser
propusten kroz polarizator) reflektira se od povrSine uzorka pod unaprijed odabranim kutem.
Ravnina polarizacije linearno polarizirane svjetlosti uglavnom nije u ravnini upadnog zracenja,
iz tog razloga postoje dvije komponente upadne zrake svjetlosti (slika 23.). Jedna komponenta
se nalazi u ravnini upadnog zracenja (oznacava se slovom ,,p“ u indeksu), a druga komponenta
se nalazi u ravnini okomitoj na ravninu upadnog zracenja (oznacava se slovo ,,s“ u indeksu).
Amplituda i pomak u fazi reflektiranog zracenja su drugaciji od izvornog zracenja, veli¢ina
promjene ovisi od uzorka do uzorka koji se snima. Reflektirana svjetlost je elipticno
polarizirana od ¢ega proizlazi ime ove tehnike. Promjena u polarizaciji je prikazana kao omjer
amplituda, ¥ i razlika u fazi, 4. Jedna od najc¢esc¢ih izvedbi elipsometra je ona s rotiraju¢im
analizatorom. Rotirajuéi analizator za racunanje sinusoidalne ovisnosti intenziteta zrake kao
funkcije rotacijsko kuta za izracun ¥ 1 A. Zatim se dobivene informacije o polarizaciji
preracunavaju u odredena svojstva uzoraka poput indeksa loma, debljina filma ili volumnog
udjela u viSekomponentnom sustavu. Idealni slu€aj predstavlja refleksiju laserske zrake na
planarnom, beskonacno debelom izotropnom uzorku. U takvom idealiziranom sluc¢aju su sva
svojstva i koeficijenti transformacije povezani sa Fresnelovim jednadzbama koje opisuju
refleksiju uz transmisiju svjetla nakon prolaska kroz tanki film. Iz koeficijenata dobivenih
Fresnelovim jednadZbama odreduju se elipsometrijski kut WV i razlika u fazi A. Variranjem valne
duljine izvora, upadnog kuta, debljine sloja i realne i imaginarne komponente indeksa loma u
zadanom modelu na racunalnom programu mogu se dobiti debljina (neiterativna metoda)

odnosno debljina i indeks loma (iterativna metoda).% 37 38
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Slika 23. Shematski prikaz refleksije upadnog zracenja i njenih komponenti. Preuzeto i prilagodeno iz
(38)

2.9. Profilometrija

Povrsinska hrapavost igra bitnu ulogu u antiadhezijskim svojstvima filmova jer utjeCe na
svojstva hidrofilnosti odnosno hidrofobnosti povrsine. lako mnoge povrSine na oko djeluju
glatko, ¢ak i one ispolirane su na mikroskopskim razinama poprili¢no hrapave. Postoje mnoge
tehnike za nanokarakterizaciju, odnosno odredivanje povrSinske topografije uzorka. Medu
najceS¢ima koje se koriste su kontaktna 1 beskontaktna profilometrija, konfokalna
mikroskopija, pretrazna tuneliraju¢a mikroskopija (engl. Scanning tunneling microscopy,

STM) i mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic force microscopy, AFM).

Profilometrija je tehnika koja se koristi kako bi se dobili topografski podaci vezani uz
promatranu povrSinu. Profilometrijom se moZe mjeriti jedna tocka na povrSini, jedna linija
povrsine ili se napraviti Citavi 3D sken povrSine. Svrha profilometrije je da se saznaju
morfoloske karakteristike povrSine, visina izboc¢ina i povrSinska hrapavost. Profilometrijska
mjerenja se mogu provesti pomocu probe (kontaktno) ili koriStenjem svjetlosti (opticki,
beskontaktno). Svaki profilometar sastoji se od najmanje dva dijela — detektora i drzaca uzorka.
Detektor odreduje Sto se na uzorku snima, dok ga postolje drzi na mjestu. Kod nekih
instrumenata se postolje pomice kako bi omogucilo mjerenje, u nekima se detektor mice, a u
nekima su oboje pomic¢ni. Postoje dva tipa profilometra, kontaktni (slika 24) i beskontaktni
(opticki).®
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Slika 24. Shematski prikaz kontaktnog profilometra. Preuzeto i prilagodeno iz (39)

Profilometrija zrcali proces prolaska fonografske igle po gramofonskoj plo¢i. U toj metodi
elektromagnetski se prate pomaci mehanicke probe koja dodiruje povrsinu te prati topografiju
uzorka. Kontaktni profilometri (engl. stylus) imaju probu kojom detektiraju povrsinu i fizicki
pomicu probu po povrsini kako bi sakupili visine povrSine. Proba prolazi povrSinom i prati
konture svake tocke povrsine tijekom ¢ega se prati visina probe na svakom polozaju §to rezultira
1D skenom ili 2D mapom koja se kasnije analizira. To se ¢ini mehanicki uz mjerenje sile kojom
uzorak priti§¢e probu tijekom skeniranja povrsine, a promjene u okomitoj poziciji drZzaca rucice
se koriste kako bi se rekonstruirala povrsina (slika 24). Kontaktna profilometrija zahtjeva silu i
fizicko dodirivanje povrsine, pa iako je ekstremno osjetljiva metoda i donosi visoku razlucivost
okomite dimenzije ima i mnoge nedostatke. Nedostaci ovakve metode su da se u ovakvom
eksperimentu proba lako moze kontaminirati ukoliko se mjere mekane povrsine, a fizicka narav
ove metode Cini je vrlo Cesto destruktivnom metodom. Vrh probe i njen oblik utje¢u na
razluCivost mjerenja stoga je ova metoda 1 u lateralnom 1 okomitom smjeru limitirana na neki
nacin. Proba je veli¢ine nekoliko mikrona u promjeru i to kona¢no ograni¢ava lateralnu
razlucivost ove metode. Zbog te veli¢ine nastaju artefakti jer proba ne moze u¢i u €itavu udolinu
izmedu dva vrha $to je prikazano na slici 25.%° Usprkos tom ogranienju kontaktna
profilometrija je i dalje vrlo korisan alat jer joj je okomita rezolucija manja od 1 nm.
Profilometrija se Cesto koristi za evaluaciju raznih povrsina, od kovina 1 keramika do polimernih

filmova.
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Slika 25. Primjeri dvije vrste artefakata tijekom mjerenja hrapavosti povrSine kontaktnim

profilometrom. Prikaz nagiba koji nastaje na rubu brijega i ogranicenja zbog geometrije Siljka.

Preuzeto i prilagodeno iz (40)

Postoji nekoliko standardnih parametara koji se koriste kako bi se opisala povrsinska hrapavost,

od kojih su najbitniji Ra i Rq.

Ra (engl. average roughness) je srednje aritmeti¢ko odstupanje mjerenog profila po visini na

duzini nekog uzorka.
1 L
Ro =1 [} 1h(x)ldx ©)

Rq (engl. root mean square roughness) je srednje kvadratno odstupanje mjerenog profila po

visini na duzini nekog uzorka.

Ro= [l (10

gdje h(x) predstavlja funkciju koja opisuje visinski profil povrSine duz osi x odnosno bazne

linije, dok je L Zeljena duljina snimanog podrucja (slika 26).
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h ) ,bazna linija R:

Slika 26. Razli¢iti visinski profili povrSine uzoraka. Prikaz parametara potrebnih za raCunanje
prosje¢ne i RMS hrapavosti. Preuzeto i prilagodeno iz (41)

pokazati bolju razlucivost. Kako vidimo, radi se o statistickim parametrima pa se pomocu njih

ne moze saznati nista o udaljenost izmedu karakteristiénih izbo¢ina i njihov oblik.*?

Sila kojom se u profilometriji djeluje (F ~ 5 mN) je mnogo veca nego §to je to u AFM-u (F =
1 nN). AFM pokriva mnogo manje povrsine prilikom snimanja (npr. 10 pum x 10 um) ali pruza
vecu razlucivost. Ove Cinjenice upucuju na to da su AFM i profilometrija komplementarne
metode zbog Cega je dobro da se obje koriste u karakterizaciji povrsina uzoraka kako bi se

dobile potpune informacije o hrapavosti povrsina.*?

2.10. Mikroskopija atomskih sila
Otkri¢e pretraznog tuneliraju¢eg mikroskopa prethodilo je mnogim drugim tehnikama i
uredajima, a jedna od njih je mikroskopija atomskih sila. Ova metoda se temelji na mjerenju
medumolekulskih sila koje djeluju izmedu atoma uzorka i atoma na vrhu pretraznog Siljka
(udaljenost izmedu 0,1 do 10 nm). Pretrazni Siljak nalazi se na kraju male poluge koja ima
odredenu konstatnu opruge. Uredaj moze mjeriti inter- i intramolekulske sile, sile adhezije,
elasticnost uzorka, tvrdo¢u te hrapavost povrSine. Kombinacijom svih podataka dobiva se
trodimenzionalna topografska slika povrsine. 3444

Mikroskop atomskih sila (slika 27.) posjeduje opticku komponentu u obliku sustava leca,
laserske zrake i detektora. Naime, sila medudjelovanja izmedu vrha Siljka i povrSine uzorka
ocitava se kao promjena u refleksiji laserske zrake na poluzi koja pretrazuje povrSinu. Otklon
poluge rezultirat ¢e promjenom u refleksiji. Dio uredaja koji pomice uzorak zove se
piezoelektri¢ni skener, primjenom elektriénog napona na kristal u skeneru ostvaruje se to¢nost
pomaka od nekoliko A. S obzirom da su sile medudjelovanja vrlo male (od pN do nN) vazno

je da poluga bude $to manje mase i da cijeli uredaj bude izoliran od vanjskih vibracija. Takoder,
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na razluc¢ivost mikroskopa utjece i radijus zakrivljenosti $iljka (tipicni radijusi je od 10 do 20
nm), $to je Siljak oStriji to ¢e razluc€ivost biti veca, no time ¢e biti i vedi rizik od slamanja Siljka
44,45, 46

stoga treba biti pazljiv kod primjene Zeljenih sila i postavki snimanja.

/ diodni laser

diodni
sklop

skenirajuca jedinica i
kontrola udaljenosti

piezoelektricni
pojacalo —I skener

Slika 27. Princip rada mikroskopa atomskih sila. Preuzeto i prilagodeno iz (45).

Postoje dva nacina rada mikroskopa atomskih sila, kontaktni i dinamicki. Grublji nacin rada je
kontaktni jer je §iljak konstantno u doticaju sa snimanim uzorkom pa kod meksih uzoraka (npr.
rada je dinamicki gdje §iljak i poluga pretrazivanjem kontinuirano osciliraju gore-dolje. Postoje
dva nacina tih oscilacija, pipajuci i nekontaktni na¢in. Razlika izmedu ta dva nacina je $to kod
pipajuceg Siljak povremeno dolazi u doticaj s povrSinu uzorka dok kod nekontaktnog nacina

udaljenost izmedu $iljka i povrsine je uvijek ve¢a od van der Waalsove udaljenosti.** 46

2.11. Tenziometrija

Tenziometrija je metoda kojom se odreduje medupovrSinska napetost te se ona
uobicajeno provodi izmedu tekucine i krute podloge ili plina i druge tekucine. Kontaktni kut
(0) je kvantitativna mjera mocenja krutine od strane kapi neke tekuc¢ine. Zasluzna za stvaranje
kontaktnog kuta je medupovrSinska napetost. Kontaktni kut je geometrijski definiran kao kut
koji tekucina stvara na granici tri faze na kojoj se nalaze tekucina, plin i krutina. Youngova

jednadzba opisuje balans na dodirnoj tocki te tri faze:

Ysv = Va1 + Vi COSO (11)
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Gdje su sy, Vv, Psi povrsinske napetosti krute povrsine, tekuce povrsine i povrsine na granici
faza kruto-tekuce.*’

Najjednostavniji kontaktni kut koji mozemo mjeriti je kontaktni kut na polozenoj kapi, a naziva
se jos i statickim kontaktnim kutom. Staticki kontaktni kut nastaje kada kap miruje na povrsini
i ne krece se (slika 28.), a ovisi o faktorima kao §to su kemijska homogenost, topografija i
hrapavost povrsine. Uz staticki kontaktni kut, moguce je izmjeriti 1 dinamicke napredujuce te
povlacece kontaktne kutove. Razlika izmedu napredujuceg i povlaceceg kontaktnog kuta naziva

se histerezom kontaktnog kuta.

8 >90 8 <90

angenta

Kap

Kruta podloga Kruta podloga

Kruta podloga

Slika 28. Razli¢iti kontaktni kutevi. Preuzeto i prilagodeno iz (47)

Histereza generalno opisuje neki ireverzibilan proces. Primjerice, kad je kap na viSesloju,
apsorpcijom tekucine iz te kapi dolazi do bubrenja filma. Kad se kap povlaéi film se ne vrac¢a u
prvotno stanje, ve¢ mu je debljina veca od prvotne a uz to su i njegova svojstva hidrofilnosti.
Do histereze dolazi zbog kemijske i topografske heterogenosti povrsine, necisto¢a otopine,
apsorpcije tekucine u povrSinu 1 bubrenja uzorka. Napreduju¢i ili povlace¢i kontaktni kutovi
predstavljaju maksimalnu i minimalnu vrijednost koju stati¢ki kontaktni kutovi mogu imati na
povrsini. Razlika izmedu napredujucih i povlaceéih kutova moze biti i 50°. Dinamicki kontaktni
kutovi i histereza kontaktnog kuta relevantni su zbog velikog nedavnog interesa vezanog uz
superhidrofobnost i samocistece povrsine jer mali kutevi na kosinama indiciraju da bi povrSina
mogla imati samociste¢u primjenu. Histereza je takoder bitna za istrazivanje ulaska vode u
porozne medije, razvoj premaza i adsorpcije. Postoje razne metode de se mjere statini 1
dinamiéni kutovi.*®

Kontaktni kut se mjeri pomocu optickih tenziometara (Slika 29). U najjednostavnijim
slu¢ajevima, koriste se manualne hamiltonke kojima se otpusta zeljeni volumen teku¢ine na
vrhu Sprice koji ¢e kasnije zavrSiti na povrSini. Vrh igle na kojoj se nalazi kap vode njezno se
dovede u kontakt s povrSinom od interesa, a vth hamiltonke se makne na nacin da kap zaostane
na povrsini te se ona snima ultra-brzom kamerom. Za ovu prigodu mogu se Koristiti i

automatske pipete koje Zeljeni volumen automatski istiskuju na povrSinu. Volumen kapi
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namjesta se istiskivanjem ili uvlacenjem tekucine, a mjeri se iz videosnimke u programu
pomocu Young-Laplaceove jednadzbe nakon Sto je uredaj kalibriran uz pomo¢ kuglice od
volframova karbida. Homogenost povrSine se lako moze procijeniti tako da se mjere kontaktni
kutevi na razli¢itim mjestima na uzorku. Ponekad metoda moze imati probleme jer u nekim
slu¢ajevima dolazi do bubrenja uzorka ili apsorpcije Sto mijenja kontaktni kut zbog Cega se

eksperiment izvodi u kratkom vremenskom periodu, najces¢e do 10 s.

_—
e

Slika 29. Slika optickog tenziometra Theta Lite (Attension, Sweden), koriStenog u mjerenjima za
diplomski rad. Preuzeto iz (49)
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2.12. Pretrazna elektronska mikroskopija

Pretrazni elektronski mikroskop (engl. Scanning electron microscope, SEM) (slika 30.)
koristi fokusiranu zraku visokoenergetskih elektrona kako bi generirao mnogo razlicitih signala
na povrSini krutih uzoraka. Signali koje dobivamo dolaze od interakcija izmedu elektrona i
povrsine te one otkrivaju mnoge informacije kao $to su morfologija, kemijski sastav, kristalna
struktura i orijentacija materijala koji ¢ini nasS uzorak. U vecini primjena, prikupljaju se podaci
nad odredenim dijelom povrSine uzorka, a generirana 2D snimka prikazuje prostorne varijacije
u tim svojstvima. PovrSine koje moZemo snimiti variraju izmedu 1 cm i 5 mikrona u Sirini i
mogu se snimiti u pretraznom modu koriste¢i konvencionalne SEM tehnike s raznim
povecanjima i rezolucijama. SEM je takoder u mogucnosti raditi analizu odabranih tocaka na
uzorku. Takav pristup je koristan u kvalitativnoj determinaciji kemijske kompozicije, kristalne
strukture i kristalnih orijentacija uz koristenje energijski rasprsujuce rendgenske spektroskopije
(engl. energy dispersive x-ray spectroscopy, EDS). Ubrzani elektroni u SEM-u nose znaéajnu
koli¢inu kinteti¢ke energije, a ta energija se rasprSuje u obliku mnogih signala koji nastaju
tijekom interakcije elektrona i uzorka kada upadni elektroni usporavaju u krutom uzorku. Ti
signali ukljucuju sekundarne elektrone (koji daju SEM slike), povratno rasprSene elektrone
(engl. backscattered electrons, BSE), difraktirane povratno rasprsene elektrone (engl. Electron
backscatter diffraction, EBSD) koji se koriste kako bi se odredila kristalna struktura i

orijentacija minerala), fotone (karakteristicne x-zrake koje se koriste za elementnu analizu),

Elektronski pistolj \U
Zraka elektrona
e

vidljivu svjetlost i toplinu.*

Anoda —g

Magnetska
leca N\

Procesor

<0 # Detaktor povratno
Wiznih slektrona

N - ;- Uzorak
Detektor <
sekundamih
A=

elektrona \
Postolie

Skenirajuce
zavojnice

Slika 30. Shema pretraznog elektronskog mikroskopa. Preuzeto i prilagodeno iz (51).
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Najbitniji signali za ocrtavanje morfologije i topografije uzoraka su sekundarni i povratno
rasprSeni elektroni, a povratno rasprseni elektroni su najbitniji za ilustriranje kontrasta u sastavu
kod uzoraka s vise faza. X-zrake nastaju od neelasticnih kolizija upadnih elektrona s
elektronima u orbitalama atoma uzorka. Kako se pobudeni elektroni vra¢aju u niZa energijska
stanja relaksacijom daju x-zrake odredene valne duljine koje su karakteristiCne za energijske
nivoe svakog elementa. Na taj nacin iz karakteristi¢nih valnih duljina x-zraka mozemo saznati
elementni sastav u mineralu. SEM analiza se smatra nedestrutivnom, odnosno svi signali koji
nastaju, ukljucujuéi x-zrake koje su generirane u takvim interakcijama elektrona i uzorka ne
uzrokuju gubitak materije iz samog uzorka stoga je moguce nekoliko puta analizirati iste

uzorke.

Komponente svakog SEM-a su:
- Izvor elektrona (tzv. pistolj)

- Elektronske lece

- Postolje za uzorak

- Detektori za sve signale

- Zaslon

- Izvor struje

- Vakuumski sustav

- Sustav za hladenje

- Antivibracijski stol

- Soba bez magnetskih ili elektri¢nih polja

SEM uvijek ima barem jedan detektor - detektor sekundarnih elektrona (engl. secondary
electron detector, SED), ali ve¢ina ih ima i dodatne detektore. SEM se rutinski koristi kako bi
generirao visokorezolucijske slike oblika objekata (engl. scanning electron imaging, SEI) te
kako bi pokazao prostorne varijacije u kemijskom sastavu dobivanjem elementnih mapa ili
kemijskih analiza tocCaka koriste¢i EDS. SEM-om se mogu precizno snimiti vrlo male
karakteristike povrSine i objekti do cca. 50 nm. Slike povratno rasprSenih elektrona (engl.

backscattered electrons, BSE) koriste se kako bi se dobila brzo razlikovanje faza u uzorcima
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viSe faza. SEM-ovi koji su opremljeni detektorima za povratno rasprSene elektrone mogu se

koristiti kako bi se istrazivala mikrovlakna i kristalografska orijentacija u mnogim materijalima.

SEM je klju¢an u svim podru¢jima znanosti koja zahtjevaju karakterizaciju krutih materijala.
Velika prednost lezi u tome da je za tu metodu priprema uzorka neznatna i Sto je prikupljanje
podataka vrlo brzo. Uzorci u kojima isparavaju plinovi pri niskim tlakovima nisu pogodni za
uobicajenu visokovakuumsku analizu uzoraka, ali potreba za snimanje i takvih uzoraka dovela

je i do pojave SEM-a s niskim vakuumom.®® 52

Priprema uzorka moze biti minimalna ili slozenija ovisno o vrsti i prirodi uzoraka i podataka
koje Zelimo dobiti. Minimalna priprema ukljuc¢uje dobivanje uzorka koji ¢e stati u komoru.
Vecina dielektri¢nih uzoraka presvlace se tankim slojem provodnog materijala najéesce zlatom
ili nekim drugim metalom ili slitinom. Izbor materijala takoder ovisi o podacima koje treba
prikupiti — grafit je najpogodniji za elementnu analizu dok su metalne presvlake najefektivnije

za snimanje visoke rezolucije.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

Tokom izvedbe ovog diplomskog rada koristene su sljede¢e kemikalije:
- Octena kiselina, CH3COOH, (w > 99%) (VWR Chemicals)
- Deionizirana voda
- Standardni puferi pH = 3,0; pH = 5,0; pH = 7,0, pH = 9,0 (Gram-Mol)
- Vodikov peroksid, H202 (w = 30%), p.a. (VWR Chemicals)
- Sumporna kiselina, H2SO4, p.a. (VWR Chemicals)
- Kitozan, My = 190000 — 310000 g/mol, p.a. (Sigma-Aldrich)
- Lizozim, My = 14,4 kDa (129AAR) EC 3.2.1.17 (Aldrich, SAD).
- Poli(akrilna kiselina), My = 1800 g/mol, p.a. (Sigma-Aldrich)
- Otopina fosfatnog pufera (engl. Phosphate Buffer Solution, PBS) (c = 0.1 mol/L)
- Brain Heart Infusion, BHI (Biolife, Bolzano, Italija)
- Nutrijentni agar
- Natrijev hidroksid, NaOH, p.a. (Sigma-Aldrich)
- Klorovodi¢na kiselina, HCI, p.a. (VWR Chemicals)
- Komprimirani dusik, ¢(N2) = 99,999% (Messer)
- Komprimirani argon, ¢(Ar) = 99,995% (Messer)
Tokom izvedbe ovog diplomskog rada koriSteni su sljede¢i supstrati:
- Silicijska plocica (Siltronic AG)
- Nanocestice SiO», (GetNanoMaterials, St. Cannat, Francuska)
Tokom izvedbe ovog diplomskog rada koristen je sljede¢i pribor
- Kombinirana elektroda (Metrohm)
- Hamilton $prica, C205M (Hamilton Company, SAD)
- Razli¢iti analiticki pribor (automatske mikropipete, odmjerne tikvice, pipete itd.)
- Razne pincete
- Strcaljka
- Razne kemijske case: 40 mL, 25 mL itd.
- Schott bocice; 40 mL, 100 mL
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- Magnetska mijesalica, 728 Stirrer (Metrohm)
- Analiti¢ka vaga, XS 205 DU/A (Mettler Toledo)
- Petrijeve zdjelice
- Mikrobioloska eza
- Bunsenov plamenik
- Vorteks
- Centrifuga, Centric 250 (Tehtnica)
- Rotacijska mijesalica
- Termostat za otopine termostat, F12 (Julabo)
- Termostatska komora, Temperature Chamber — Standard (Kambi¢, Slovenija)
- UV(C) svijetlo
- JazZice
- Pipete
- Zlatne presvlake za pripremu uzoraka za SEM
Tokom izvedbe ovog diplomskog rada koriStene su sljedece kulture bakterija:
- Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ATCC 27853
- Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923
Tokom izvedbe ovog diplomskog rada koristeni su sljedeci instrumenti:
- Analiticka vaga, XS 205 DU/A (Mettler Toledo)
- Elipsometar, L116B-USB (Gaertner Scientific Ellipsometer)
- pH-metar, 826 pH mobile (Metrohm)
- Uredaj za odredivanje hidrodinamickog promjera 1 elektroforetske mobilnosti Cestica
metodom dinamiCkog rasprSenje svjetlosti ZetaPlus (Brookhaven Instruments
Corporation)
- Pretrazni elektronski mikroskop, JEOL JSM-1T500 (Oxford Instruments, Japan)
- Mikroskop atomskih sila, Multimode 8 (Bruker)
- Sonda za mikroskop atomskih sila, NCHV-A (Bruker)
- SUrPASS Electrokinetic Analyzer, (Anton Paar GMBH, Austrija)
- Profilometar (Taylor Hobson Precision,Surtronic 25 France)
- Opticki tenziometar Theta Lite (Attension, Svedska)
- Uredaj za presvlacenje uzoraka zlatnim folijama za SEM, Quorum, model Q150T

(Laughton, Ujedinjeno Kraljevstvo)
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Tokom izvedbe ovog diplomskog rada koristeni su sljede¢i programi:
- OneAttension (Biolin Scientific, Svedska)
- ZetaPlus (Brookhaven Instruments Corporation, SAD)
- SUrPASS, Attract 2.0 (Anton Paar GMBH, Austrija)
- Program za elipsometrijska mjerenja i obradu podataka, Gaertner Ellipsometer
Measurement Program v. 8.071 (Gaertner)
- Program za snimanje mikroskopom atomskih sila, Nanoscope 9.7 (Bruker)

- Program za obradu AFM snimki, Nanoscope Analysis 2.0 (Bruker)

Racunalni program za obradu podataka, Excel (Microsoft)

3.2. Metode
3.2.1. Mijerenje pH i kalibracija elektrode

Za sva pH mjerenja koriStena je kombinirana elektroda. Prije svakog seta mjerenja pH
elektroda je kalibrirana uz pomo¢ pH metra i standardnih pufera. Kori$teni puferi bili su pri pH
=3,0,5,0,7,0,9,0.

Kombinirana spojena je na pH metar, uronjena u standardne pufere, a oCitana elektromotivnost.

Elektromotivnost dovodi se u korelaciju s pH prema Nernstovoj jednadzbi:

(RTIn10)
F

Egmp = E° 4 Epep — pH (12)

Prema Nernstovoj jednadzbi radi se linearna regresija. Ukoliko je koeficijent determinacije
odnosno vrijednost r2, dovoljno blizu 1, elektroda je bazdarena.

Nakon kalibracije, pH vrijednosti izraCunate su iz izmjerenih elektromotivnosti u raznim
otopinama. Sve su otopine priredene u deioniziranoj vodi (x < 0,055 pS cm™' ) koja je
proizvedena pomodu Millipore MilliQ Adventage Al10 sustava.

Svaki pH mijeren je pri 25°C.

3.2.2. Priprema supstrata: suspenzija nanocestica SiOz i ravne plocice SiO>

Supstrati koriSteni u ovom radu bile su silicijske plocice koje se spontano presvlace
oksidnim slojem te nanocestice SiO2 (d = 80 nm). Silicijske plo¢ice rezane su dijamantnom
iglom na dimenzije od 1 cm x 1 cm i 1 cm x 2 cm (ovisno o eksperimentu). Prije svakog

eksperimenta, silicijske ploCice bile su tretirane piranha otopinom koja se sastoji od
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koncentrirane sumporne kiseline i vodikovog peroksida u volumnom omjeru 3:1 kako bi se
uklonila sva rezidualna organska materija sa supstrata.

3.2.3. Priprema otopina

Prvo je pripremljena suspenzija SiO2 nanocestica (y = 4 g/L), otopina kitozana (CS) u
smjesi vode i ledene octene kiseline (y = 4 g/L, pH = 3,0), otopina poli(akrilne kiseline) (PAA)
u smjesi vode i octene kiseline (y =4 g/L, pH = 2,8) i otopina lizozima (Lys) (y = 4 g/L). Svakoj
od navedenih otopina namjesten je pH pomocu ledene octene kiseline kako bi mu vrijednost

iznosila otprilike pH =~ 3,0 odnosno pH = 2,8.

3.2.4. Priprema polielektrolitnih viseslojeva na SiO2 nanocesticama

Polielektrolitni viSeslojevi adsorbirani su na nanocestice silike (d = 80 nm) u nekoliko
koraka. U idu¢em koraku pomijesana je suspenzija SiO2 nanocCestica s otopinom kitozana u
Falcon epruveti i suspenzija je mijeSana na rotirajucoj mijesalici 15 minuta. Nakon mijes$anja
smjese polielektrolita i SiO2 Cestica, dobivena suspenzija je stavljena na centrifugu pri 4900
okretaja u minuti na 10 minuta. Rezultiraju¢i supernatant je odstranjen, a talog je ispran 2 puta
s po 5 mL miliQ vode i centrifugiran nakon svakog od ispiranja. Nakon toga, talog je
resuspendiran s otopinom PAA i mijeSan 15 minuta, zatim centrifugiran 10 min, ispran dva
puta s po 5 mL miliQ vode i ponovo centrifugiran 5 minuta.

Drugi korak jee ponovljen sve dok nanocestice silike nisu bile tretirane otopinom CS tri puta.
Konacni talog je resuspendira u 5 mL mili Q vode i podijeljen u dvije ,,falkonice* s po 2,5 mL
suspenzije. U prvu od te dvije ,,falkonice dodano je 5 mL otopine lizozima, mijeSano 15 min,
ispirano dva puta s po 5 mL i centrifugirano nakon 5 min. Talog iz druge ,,falkonice*
resuspendiran je otopinom PAA i mijeSan 15 min, centrifugiran 10 min, ispiran dva puta s po 5
mL mili Q vode i centrifugiran 5 min. Nakon tretmana s otopinom PAA, talog iz druge
,»falkonice* pomijesan je s 5 mL otopine lizozima, zatim mijesan 15 min, centrifugiran 10min,

ispiran dva puta s po 5 mL vode i centrifugiran dva puta po 5 min.
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3.2.5. Priprema polielektrolitnih viseslojeva na plocicama SiO2

Polielektrolitni viSeslojevi pripremljeni su LbL metodom koja je ranije opisana u
literaturnom pregledu. Plo¢ice supstrata umocene su u otopine CS (y =4 g/L) i PAA (y =4 g/L)
15 min. Nakon svakog tretmana polielektrolitnom otopinom, ploCice su ispirane tri puta s po
25 mL mili Q vode. Prvo ispiranje trajalo je 3 min, dok su konsekutivna dva bila u trajanju od
1 min. Ova procedura je ponovljena 9 ili 10 puta Sto je rezultiralo viseslojevima kojima je
terminirajuci sloj CS i visSeslojevima kojima je terminiraju¢i sloj PAA. Oba nastala visesloja
(CS- i PAA-terminirajudi) tretirana su uranjanjem u otopinu lizozima (y = 4 g/L). Na taj nac¢in
dobivena su Cetiri glavna uzorka za karakterizaciju povrSinskih svojstava i bakterijske adhezije:
1)(CS-PAA)4-CS, 2) (CS-PAA)s, 3) (CS-PAA)4-CS-Lys i 4) (CS-PAA)s-Lys.

3.2.6. Adhezija bakterija

Za adhezijski eksperiment, koristeni su klini¢ki izolati standardnih sojeva P. aeruginosa
ATCC 27853 i S. aureus ATCC 25923. P. aeruginosa je aerobna Gram negativna Stapicasta
bakterija duga izmedu 1 i 5 pm i promjera izmedu 0,5 i 1 um (slika 31.). S. aureus je Gram
pozitivna sferi¢na bakterija veli¢ine 0,51 1,5 um u promjeru. Prije rada, stol je steriliziran, te je
otvoren plamen koji je sluzio za sterilizaciju instrumenata u daljnjim koracima. 1z Petrijeve
zdjelice u kojoj se nalazi zeljeni soj bakterija (Slika 32.) pomocu sterilne (ali ohladene) eze
hvatalo se nekoliko pojedinacnih kolonija bakterija koje sadrze veliki broj bakterijskih stanica
koje se mogu razmnozavati dijeljenjem i tvoriti koloniju (engl. colony forming unit, CFU).
Pojedina¢ne kolonije prenijelo se na hranjivi agar (engl. nutrient agar, NA) u drugoj sterilnoj
Petrijevoj zdjelici. Prijenos je napravljen razmazivanjem "cik-cak" pokretima po agaru
bakterija koje su se prethodno sakupile pomocu eze. Rubove poklopca Petrijeve zdjelice drzalo
se na trenutak iznad plamena kako bi se sprijecila eventualna kontaminacija. Pripremljena

Petrijeva zdjelica stavljena je u termostatsku komoru na inkubaciju pri 37 °C.
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Slika 32. Petrijeva zdjelica s klini¢kim izolatom standardnog soja bakterija P. aeruginosa ATCC
27853

Nakon inkubacije pipetirano je 5 ml hranjive otopine (engl. Brain-heart infusion, BHI) u
,falcon® epruvetu pomocu sterilnog nastavka za pipetiranje. Zatim se iz Petrijeve zdjelice u
kojoj su se formirale kolonije pomocu sterilnog eze sakupilo nekoliko kolonija te se eze umocio
i promijeSao u BHI otopini. ,,Falcon* epruveta je zatvorena te je sadrzaj promije$an uz pomo¢
vorteksa. Pripremljena otopina je stavljena u termostat na 18 h pri 37 °C te je tako nastala
prekonocna kultura. Ona je kasnije promijeSana na vorteksu, iz nje je otpipetirano 0,133 mL
suspenzije koja je zatim ubacena u 40 mL BHI ¢ime se dobila razrjedena prekonoéna kultura

(1:300). Razrjedena kultura je promijeSana pomocu vorteksa.
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S po 5 mL razrjedene kulture punjene su jazice u koje su stavljeni uzorci koji su prethodno

sterilizirani uz pomo¢ UV svjetla. JaZice sa suspenzijom i uzorcima (Slika 33.) stavljeni su u

termostat na 18 h pri 37 °C.

Slika 33. Slika uzoraka u razrjedenoj kulturi u jazicama nakon termostatiranja. Vidljiv biofilm na

povrsini suspenzije.

Pripremljeni uzorci (Si/SiO2 (kontrolni uzorak), (CS-PAA)4.CS, (CS-PAA)s, (CS-PAA)4-CS-
Lys, (CS-PAA)s-Lys) sterilizirani su pomocu UV svjetlosti po 30 min sa svake strane. Uzorci
su vadeni sterilnom pincetom te su ispirani po tri puta s po S mL otopine fosfatnog pufera (engl.
Phosphate Buffer Solution, PBS) nakon ¢ega su uzorci suseni pri povi$enoj temperaturi (60 °C)
tijekom 10 min kako bi se na njih fiksirale bakterije. Nakon prvog susenja uzorci su ispirani tri
puta s po 5 mL miliQ vode. Bakterije su na taj na¢in fiksirane, a uzorci su pripremljeni za
obavijanje zlatnim filmom i snimanje pretraznim elektronskim mikroskopom (SEM-om).
Eksperimenti vezani uz pripremu bakterija i bakterijsku adheziju provedeni su na instituciji:

Faculty of Health Sciences, University of Ljubljana, uz pomo¢ prof. dr. sc. Anamarije Zore.
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3.2.7. Tenziometrija

Theta Lite opticki tenziometar (Attension, Svedska) koristen je za odredivanje
kontaktnog kuta polozene kapi vode na Si/SiO2 plo€ici. Mala kap vode (5 pL) postavljena je na
supstrat koriStenjem hamiltonke (Slika 34.). Veli¢ina kapi racunata je aproksimativno na
racunalu u programu - OneAttension pomoc¢u Young-Laplaceove jednadzbe (13) gdje se
medupovrsinska napetost koristi za odredivanje volumena i oblika kapi:
= o (13)
pri ¢emu je y povrSinska napetost, Ap razlika u gustoci fluida, g gravitacijska konstanta, Ro je
radijus zakrivljenosti kapi na vrhu, a g je faktor oblika kapi. Slika profila kapi snimljena je
digitalnom kamerom koja ima izvor svjetlosti sa suprotne strane kapi. Kut izmedu supstrata 1
polegnute kapi je odreden pomocu Youngove jednadzbe (jednadzba (11)) na racunalu u
programu OneAttension. Tenziometar je redovito kalibriran KkoriStenjem kuglice od
volframovog karbida (WC). Tenziometrijski eksperimenti provedeni su u prostoriji stalne
temperature od 25 °C i relativne vlaznosti zraka izmedu 30 i 40%. Mjerenje je provedeno kroz
10 s, tijekom kojeg vremena je snimljeno 300 snimki odnosno 30 slika u sekundi, (engl. Frames
per second, FPS). Broj mjerenja odgovara broju slika izmedu 3. i 10. sekunde, a prema tome

broju je racunata i standardna pogreska.

s
S

Slika 34. Metoda polegnute kapi na uzorku
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3.2.8. Elipsometrija

Za karakterizaciju debljine nasih uzoraka i njihovih indeksa loma koristen je elipsometar
L116B-USB (Gaertner Scientific) (slika 35.). Na svakom uzorku je nacinjeno mjerenje na 20
razli¢itih mjesta na povr$ini. Mjerenja su provedena uz He-Ne laser (1 = 632,8 nm) pri upadnom
kutu zraCenja od 70°. Model filma koji je koriSten u racunalnom programu (Gaertner
Ellipsometer Measurement Program v. 8.071) bio je model ¢etverosloja koji se sastojao od
silicija s oksidnim slojem. Na povrSini oksidnog sloja nalazio se film u okruZenju zraka.
Koristeni su sljedec¢i parametri: indeks loma zraka (n = 1,000), debljina oksidnog sloja na
siliciju koja je izmjerena u prvom elipsometrijskom eksperimentu i indeks loma silicijeva
dioksida (n = 1,47). Realni i imaginarni dio indeksa loma silicija iznosili su (n = 3,87 i k =
0,016). Elipsometrijski eksperimenti provedeni su u prostoriji stalne temperature od 25 °C i

relativne vlaznosti zraka izmedu 30 1 40%.

Slika 35. Elipsometar Gaertner Scientific Ellipsometer L116B-USB

3.2.9. Elektroforetsko rasprsenje svjetlosti

Elektroforetske pokretljivosti ¢istih nanocestica silike i nanocCestica silike s adsorbiranim
slojevima polielektrolita odredene su pomocu instrumenta Brookhaven 90 Plus Particle Size
Analyzer and Zeta Potential Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation, SAD) (slika 36.)
pri 25 °C. Instrument mjeri Dopplerov pomak u angularnim frekvencijama (Aw) i primijenjeno
elektri¢no polje E. A predstavlja upadnu valnu duljinu, a n je indeks loma medija.

21n

Aw = (T) Esinf (14)
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Nakon svakog tretmana SiO2 nanocestica otopinama polielektrolita mjerene su elektroforetska
pokretljivost 1 zeta potencijal nanocestica. Mala koli¢ina taloga iz ,,falkonice* prebacena je u
kivetu, napunjena s 1,4 mL 0,1 mol dm™ octene kiseline. Kiveta je stavljena u uredaj te je
izmjeren {-potencijal. Zeta potencijal je racunan iz mjerenih elektroforetskih pokretljivosti
koriStenjem jednadZzbe prema Smoluchowskom, gdje je & relativna permitivnost, o je elektri¢éna

permitivnost vakuuma a # je viskoznost.

{=-r (15)

Eo&r
Sva mjerenja su izvedena pri 25 °C te pri kutu rasprSenja od 90° u odnosu na upadno zracenje.
Valna duljina pri kojoj je mjereno rasprsenje iznosila je 659,0 nm, a za svako pojedino mjerenje

trebalo je 128 ps.

Slika 36. Instrument za mjerenje dinamickog i elektroforetskog rasprsenja svjetlosti (Brookhaven 90
Plus Particle Size Analyzer i Zeta Potential Analyzer, Brookhaven Instruments Corporation)

3.2.10.Mikroskop atomskih sila

U svrhu istrazivanja povrSinske morfologije i karakterizaciju povrSinske topografije
polielektrolitnog viSesloja koristen je mikroskop atomskih sila Multimode-8, Bruker (slika 37.).
U sklopu istrazivanja evaluirana je prekrivenost supstrata i odredena hrapavost povr§ine PEM-
a. Proba koriStena za dobivanje AFM snimaka bila je NCHV-A (Bruker).

Uzorci PEM-ova pripremljeni su na silicijevoj plocici 1 cm x 1 cm. Na uzorcima napravljeno
je nekoliko zareza kako bi se odredila debljina filma. Svaki od uzoraka je snimljen na pet
razli¢itih mjesta na povrsSini. Uzorak je sniman u dinami¢nom nacinu rada pri ambijentalnoj
temperaturi od oko 25 °C i relativnoj vlaznosti od 20 do 40 %. U racunalnom programu

(Nanoscope 9.7) podesena je veli¢ina snimanja na 5 X 5 pm?, brzina pretraZivanja postavljena
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jena 1 Hz. AFM snimke obradene su u racunalnom programu (Nanoscope Analysis 2.0) gdje
su uklonjeni Sumovi te je izvrSena funkcija ,flatten* prvog reda kako bi se otklonio nagib
uzorka. Za svaku od AFM snimki odredeni su parametri hrapavosti (Ra, Rq i Wenzelov
koeficijent), a povrsSinska prekrivenost (Q) odredena je pomocu ,,bearing* analize na dubini od

0 nm.

Slika 37. Mikroskop atomskih sila (Multimode 8, Bruker)

3.2.11. Pretrazni elektronski mikroskop

Adhezija bakterija na uzorke istrazivana je koriStenjem pretraznog elektronskog mikroskopa
(SEM) JEOL JSM-IT500 (Oxford Instruments, Japan) (Slika 38.). Slike su snimane u modu
visokog vakuuma, s radnom udaljeno$¢u od 10 mm i ubrzanim naponom od 10 kV. Slike su
snimane sa sekundarnim elektronskim detektorom (SED). Uzorci su postavljeni na dvostranu
uglji¢nu traku 1 dodatno presvuceni zlatom prije snimanja. Za presvlacenje koristen je Quorum,
model Q150T (Laughton, Ujedinjeno Kraljevstvo). Debljina zlatne presvlake iznosila je 20 nm.

Eksperimenti vezani uz pretraznu elektronsku mikroskopiju provedeni su na instituciji:
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Slovenian National Building and Civil Engineering Institute u Ljubljani, uz pomo¢ dr. sc.

Andreja Pondelak i dr. sc. Andrijana Sever Skapin.

Slika 38. Pretrazni elektronski mikroskop JEOL JSM-IT500 s EDS analizatorom. Preuzeto iz (53)

3.2.12.Mjerenja potencijala strujanja polielektrolitnih viseslojeva na ravnoj povrsini SiO-

Za mjerenja potencijala strujanja ravne povrSine koriSten je instrument SurPASS
Electrokinetic Analyzer, (Anton Paar GMBH, Austrija) (slika 39.). Priprema uzoraka zapocela
je vrlo preciznim rezanjem, a zatim i bruSenjem plocica silicija na 1 cm X 1 cm veli¢inu. Na
dobivenim plo¢icama pripremljeni su PEM-ovi. Plo¢ice s PEM-ovima montirali smo na nosace
te ih stavili u komoru za eksperiment potencijala strujanja na udaljenost od 100 pm.
Pripremljene su otopine od 0,01, 0,1 i 1 mol dm™ NaOH i HClI te su stavljene u posebne komore
iz kojih se pomocu sustava pumpi uzimaju i guraju u reakcijsku ¢eliju. Instrument automatski
mjeri pH na ulazu i izlazu iz reakcijske cijevi, a nakon Sto pH postane stabilan vrijednost zeta
potencijala se ocita u SurPASS, Attract 2.0 (Anton Paar GMBH, Austria) programu.
Eksperiment krece na na¢in da se mjeri zeta potencijal u kiselom, nakon ¢ega se u sustav dodaju
razli¢iti volumeni baza kako bi se izmjerio zeta potencijal pri razli¢itim pH-vrijedmostima.

Eksperiment je proveden pri 25 °C.
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Slika 39. Uredaj za mjerenje potencijala strujanja - SUrPASS Electrokinetic Analyzer, (Anton Paar
GMBH, Austrija)

3.2.13.Profilometrija

Profilometarska mjerenja provedena su uz pomo¢ instrumenta profilometer (Taylor
Hobson Precision, Surtronic 25) (slika 40.). Pripremljene uzorke potrebno je staviti na ravnu
povrsinu. Profilometar je potrebno pribliZiti tako da proba profilometra bude iznad uzorka. S
profilometrom je potrebno izvesti 5 mjerenja uzduz i popreko kako bi se dobili parametri
hrapavosti Ra I Rq. Instrument je spojen s racunalom, na kojem se uz pomo¢ programa
TalyProfile mogu iscitati Zeljeni parametri hrapavosti. Eksperimenti su provedeni pri 25 °C i
30% relativne vlaznosti zraka. Profilometrijska mjerenja provedena su na instituciji: Slovenian
National Building and Civil Engineering Institute, Ljubljana, uz pomo¢ dr. sc. Andrijane Sever

Skapin i dr. sc. Andreje Pondelak.
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Slika 40. Profilometar Taylor Hobson Precision, Surtronic 25 France, 2010. Preuzeto iz (54)
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§4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Karakterizacija povrSinskog naboja

4.1.1. Odredivanje izoelektricne tocke nanocestica SiO2

Izoelektri¢na tocka je pH vrijednost pri kojoj se vrijednost {, odnosno elektrokinetickog
potencijala mijenja iz pozitivnog predznaka u negativan, odnosno to je tocka u kojoj on iznosi
0. Mikroelektroforetskim mjerenjima odredena je pokretljivost nanocestica silike u koloidnim
suspenzijama razli¢itih pH-vrijednosti. Prvo mjerenje bilo je pri pH = 2, zatim se dodavanjem
razli¢itih volumena NaOH u suspenziju poveéavao pH i pratila se pokretljivost te {-potencijal
SiO2 nanodestica (Slike 41.142.).

-10
-15

E S
-30 i ) § §
o Pt

{-potencijal /mV
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Slika 41. Elektrokineti¢ki potencijal SiO2 nanocestica (y = 2 g dm™®) u ovisnosti o pH
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Slika 42. Elektroforetska pokretljivost SiO, nanocestica (y = 2 g dm) u ovisnosti o pH
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Izoelektricna tocka ocitana je sa slike i iznosi pHiep = 2, @ iznad pH = 2 mobilnost i {-
potencijal imaju negativne vrijednosti. Isti rezultat opisan je ranije u literaturi za nanocestice
silike kojima je promjer 80 nm.>® Odredivanje izoelektriéne to¢ke na nanoéesticama silike bitno
je zato $to su po sastavu iste kao i primarni supstrat koji je koriSten tijekom eksperimenata, a to
su bile plocice silicija s nativnim oksidnim slojem. Izoelektri¢na tocka silike govori nam da ¢e
pri svakoj pH-vrijednosti iznad pH = 2,0 povrsSina biti negativno nabijena, zbog Cega nase
eksperimente mozemo provoditi pri relativno niskim pH-vrijednostima (pH = 3,0), a kitozan se
moze znacajno protonirati i sluziti kao prvi polielektrolit koji ¢e se adsorbirati direktno na
povrsinu. Nakon adsorpcije kitozana, zbog relativno niske pH-vrijednosti, o¢ekujemo da ¢e on
ne samo kompenzirati naboj na povrsini ve¢ da ¢e zbog njegove adsorpcije povrSina postati
pozitivno nabijena i pruziti platformu za daljnje vezanje polielektrolita— polianiona poli(akrilne

Kiseline).

4.1.2. Pokretljivost SiO2 nanocestica prekrivenih polielektrolitnim viseslojevima

Sljedeca elektroforetska mjerenja provodena su nakon nanoSenja polielektrolita na
nanocestice silike kao §to je to i opisano u poglavlju Materijali i metode. Svi izmjereni zeta
potencijali i mobilnosti bili su pozitivni, kao $to se to moze vidjeti na slikama 43. i 44. Nakon
prvog nanoSenja kitozana na nanoCestice one su postale pozitivno nabijene. Pozitivan naboj
omogucava vezanje polianiona, stoga nakon vezanja drugog sloja polielektrolita koji je bio
PAA primjecen je znacajni pad u mobilnosti i potencijalu nanocestica silike. Pad potencijala
bio je nedovoljan da nakon vezanja poli(akrilne kiseline) povrSina bude negativno nabijena, ali
kako je pad znacajan sa sigurno$¢u mozemo pricati o tome da se poli(akrilna kiselina) vezala
na nanocestice silike koje su prethodno bile tretirane kitozanom. Ovakav rezultat govori nam
da PAA nije potpuno prekrila naboj kitozana ve¢ da je doSlo samo do djelomi¢nog prekrivanja
Sto moZe znaciti da je PAA djelomic¢no protonirana zbog uvjeta u kojoj se eksperiment provodio
(pH = 3,0). Tre¢i sloj bio je opet CS, ¢ija adsorpcija je o¢ekivano vratila potencijal na vrijednost
sli¢nu onoj iz prvog sloja. Ovaj dogadaj indicira da je unato¢ prevladavaju¢em pozitivnom
naboju, na povrsini bilo negativnog naboja koji je posluZio za vezanje kitozana. Cetvrti sloj
opet je bio PAA, adsorpcija se dogodila uz promjenu potencijala, a njegova vrijednost imala je
slican iznos kao i nakon prve adsorpcije PAA. Eksperimenti koji su uslijedili dali su slicne
rezultate kao 1 za prva Cetiri sloja, te su tako potvrdili da je PEM moguce kreirati na naSem
supstratu. Peti sloj, opet je pokazivao svojstva kao za 1. i 3. 5. sloj bio je mjesto grananja

eksperimenta. Nakon petog sloja nanocestice su bile podijeljene u dvije zasebne ,,falkonice*
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kao $to je to opisano ranije u materijalima i metodama. Na prvu polovicu nanocestica s 5 slojeva
polielektrolita adsorbiran je lizozim direktno i kao $to je o¢ekivano nije bilo znacajne promjene
u naboju, ali ona je i dalje bila vidljiva. Ova mala promjena moze se pripisati relativno visokoj
izoelektricnoj tocki lizozima (pHiep = 10,6 — 10,9) zbog Cega je on pozitivno nabijen ispod te
vrijednosti. Mala promjena koja se ipak nalazi izvan standardne pogreske moze se objasniti
vezanjem lizozima vodikovim vezama, ali i njegovim vezanjem na neprekrivene lance PAA §to
nam dijelom mozZe dati i informacije o strukturi naseg policlektrolitnog viSesloja. U drugom
slucaju, polielektroliti su u PEM-u isprepleteni, odnosno PAA moze izbiti na povrSinu te na taj
nacin pruziti mjesto vezanja lizozima. Druga polovica nanocestica tretirana je S PAA, nakon
Cega je vrijednost pala na sli¢nu drugom i Cetvrtom sloju koji su takoder imali PAA kao
terminiraju¢i polielektrolit. Takve nanocestice: (CS-PAA)3 bile su tretirane lizozimom te je
doSlo do znacajne promjene u naboju. Ovakav dogadaj moze se okarakterizirati kao
elektrostatsko vezanje lizozima za povrsinu jer je PAA negativno nabijeni polielektrolit.
Mjerenjem elektroforetskog rasprSenja pokazali smo da se naSi polielektroliti vezu za
nanocestice silike 1 da se lizozim moZe vezati na oba terminirajuca polielektrolita na povrSini
naseg polielektrolitnog viSesloja. Nakon eksperimenata mjerenja elektroforetske pokretljivosti
nanocCestica silike, potvrdilli smo da je PEM moguce pripremiti na SiOz. Medutim zbog
istrazivanja moguce primjene potrebno je promotriti vezanje polielektrolita na ravnu povrsinu.
Supstrat, odnosno ravnu povrSinu u ovom slucaju predstavljaju plo€ice silicija koje se na zraku
spontano prekrivaju slojem oksida (SiOz). Za pocetak, potrebno je promotriti svojstva naSeg
PEM-a na povrsini supstrata kako bi mu mogli objasniti antiadhezijska i antibakterijska
svojstva. Kako smo ve¢ krenuli s karakterizacijom povrSinskog naboja, dobro je promotriti

kako on ovisi 0 pH za istrazivani sustav.

100

Si0, +CS CS-PAA-CS
> 0 (CS-PAA)2-CS  (CS-PAA)2-CS+Lys
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Broj slojeva

Slika 43. {-potencijal SiO; nanocestica u ovisnosti o broju adsorbiranih slojeva polielektrolita (CS(y =
49g/L), PAA(y =4 g/L), Lys(y =4 g/L), 8 =25 °C, pH = 3,0)
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Slika 44. Elektroforetska pokretljivost SiO, nanocestica u ovisnosti o broju adsorbiranih slojeva

polielektrolita (CS(y = 4 g/L), PAA(y =4 g/L), Lys(y =4 g/L), 6 =25 °C, pH = 3,0)

4.1.3. Mjerenje potencijala strujanja SiO2 plocica prekrivenih polielektrolitima

Kako bi dobili vise informacija o povr$inskom naboju pripremljenih filmova, provedena

su mjerenja potencijala strujanja. Elektrokineti¢ki potencijal odreden je za medupovrSinu

PEM/otopina pri razli¢itim vrijednostima pH (slika 45.). Glavne probleme pri mjerenjima

potencijala strujanja predstavlja izvedba instrumenta te geometrija mjernog sustava i uzoraka.

Dodatan problem predstavlja promjena ionske jakosti, pogotovo pri visim pH-vrijednostima.
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Slika 45. Potencijal strujanja uzoraka polielektrolitnih viSeslojeva adsorbiranih na Si/SiO> plo¢icu u

ovisnosti o pH
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Mijerenja su zapoceta u kiselom pri pH = 2,0 te se dodavanjem otopina NaOH razli¢itih
koncentracija postepeno povecavao pH do pH = 12,0. Preko potencijala strujanja moze se doci
do informacija o zeta potencijalu za filmove na Si/SiO> supstratu. Potencijal strujanja mjeren

je kao funkcija pH $to je prikazano na slici 45.

Svi filmovi pokazuju izrazenu ovisnost zeta potencijala o pH, a uz to svi filmovi
pokazuju sli¢an trend ovisnosti zeta potencijala o pH. S obzirom na to da su i PAA i CS slabi
polielektroliti o¢ekivano je da nema znacajne razlike u ponaSanju S obzirom na to Kkoji
polielektrolit je terminirajuci sloj. Izrazenija promjena zeta potencijala kod oba polielektrolita
moze se pripisati tome da je utjecaj pH na njihov stupanj ionizacije velik. Za niske pH
vrijednosti svi uzorci imaju pozitivan potencijal, Sto se slaze s rezultatima dobivenim za
elektroforetsko rasprsenje. Pri pH = 2,0 vidimo da su PEM s kitozanom kao zadnjim slojem
((CS-PAA)4-CS ) 1 PEM s adsorbiranim lizozimom na kitozan ((CS-PAA)s-CS-Lys) otprilike
pri istom potencijalu, ali onaj s adsorbiranim lizozimom je malo visi. Takav rezultat je u skladu
s o¢ekivanjima. S druge strane, potencijali za (CS-PAA)s i (CS-PAA)s-Lys su pri pH = 2,0 vrlo
zanimljivi. Ispod pH = 3,0 dolazi do potpune protonacije PAA, te je naboj koji se osjeti na
elektrokineti¢koj udaljenosti kod ovog sustava pozitivniji nego za prethodna dva slucaja Sto je
na prvu kontraintuitivno. Ocekivano bi bilo da je pozitivan, ali manji. S druge strane ako
uzmemo u obzir prethodna razmatranja da je struktura naseg viSesloja isprepletena, odnosno da
slojevi jednog polielektrolita prodiru u slojeve drugog moZemo objasniti dobivene
eksperimentalne podatke. Dostupnost amino skupina kitozana za protonaciju na povrSini PEM-
a, omogucivala bi PEM-ovima (CS-PAA)s i (CS-PAA)s-Lys da imaju znaajan pozitivni
potencijal pri pH = 2,0.

Meduodnos PEM-ova pri pH = 3 je vazan jer se pri istom pH mjerilo elektroforetsko
rasprSenje svjetlosti. Pri toj pH-vrijednosti (CS-PAA)s-Lys ima najvecu vrijednost zeta
potencijala, dok je potencijal (CS-PAA)s visesloja nesto manji, a potencijali (CS-PAA)4-CS i
(CS-PAA)4-CS-Lys su otprilike isti. Izoelektricne tocke PEM-ova nalaze se pri pH = 5 za
filmove (CS-PAA)4-CS i (CS-PAA)s-Lys, pri pH = 6 za film (CS-PAA)4-CS-Lys i izmedu pH
=6,51pH =7,0za (CS-PAA)s.

U pH podru¢ju iznad pHiep mjereni elektrokinetic¢ki potencijali bili su negativni, a pri pH
~ 9 postignut je plato pri kojem nije bilo znacajnih promjena potencijala. Zanimljivo je da je

pri pH = 9,0 film s najmanjim (-potencijalom (CS-PAA)s-Lys, (CS-PAA)s-CS-Lys je
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oc¢ekivano S najvecom vrijednoséu ¢ -potencijala, a filmovi (CS-PAA)s-CS i (CS-PAA)s su na
otprilike istoj vrijednosti potencijala. Jednak naboj na filmovima (CS-PAA)4-CS i (CS-PAA)s
dodatno potvrduje raniju hipotezu da se radi o isprepletenim filmovima bez jasnih granica
izmedu slojeva. Zanimljivo, pove¢anjem pH otopine iznad (CS-PAA)s-CS za film (CS-PAA)s-
Lys njegov ¢-potencijal raste. lako se mnogi rezultati ne mogu opisati teorijski, pogotovo nakon
izoelektri¢nih tocaka, bitno je napomenuti da se dodavanjem NaOH u sustav znacajno povecava
ionska jakost koja takoder igra veliku ulogu u nabijanju povrSina te kona¢no utjece 1 na
elektrokineticki potencijal, elektrokineticku udaljenost, konformaciju polielektrolita i proteina

te morfologiju povrsine filma.

Eksperimenti adhezije bakterija provodeni su pri pH = 7,4 (u BHI). Pri toj pH-vrijednosti
svi su PEM-ovi negativno nabijeni, iako (CS-PAA)s pokazuje najmanji povrsinski naboj. Kod
sprijeCavanja adhezije bakterija na povrsinu uzorka bitno je da povrsSina posjeduje odredenu
koli¢inu bilo pozitivnog bilo negativnog naboja. U literaturnom pregledu spomenuto je da ¢e
negativno nabijena povrsina elektrostatski odbijati bakterije, dok ¢e pozitivno nabijena povrsina
djelovati inhibitorno na bakterije. PEM (CS-PAA)s trebao bi po rezultatima mjerenja
elektrokinetickog potencijala pokazivati gotovo elektri¢nu neutralnost pri uvjetima adhezije,
stoga ocekujemo da ¢e taj PEM imati najslabije izraZena antibakterijska i antiadhezijska

svojstva.

4.2. Debljina polielektrolitnih viseslojeva
4.2.1. Odredivanje debljine oksidnog sloja

Elipsometrijska mjerenja su prvo provedena na c¢istom Si/SiO2 supstratu kako bi se
odredila debljina oksidnog sloja. Koristene su literaturne vrijednosti indeksa loma. Realni dio
indeksa loma silicija iznosio je Ns(Si) = 3,873, a imaginarni dio Ks(Si) = —0,016. Indeks loma
silike bio je 1,457. Debljina oksidnog sloja mjerena je na 10 mjesta na 4 razlicita supstrata, a
dobivene vrijednosti ispisane su Tablici 1. Utvrdeno je da debljina nativnog sloja oksida na

povrsini plocice silicija iznosi oko 2 nm.
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Tablica 1. Debljine SiO:> sloja odredene elipsometrijski na nekoliko plocica silicija. a) 1 b)

predstavljaju dva mjerenja iste SiOz plocice, a) netom nakon tretmana piranha otopinom, b) dan

kasnije. c) i d) predstavljaju mjerenja debljine oksidnog sloja za dvije nezavisne plocice.

E'fgfe”;fvtgﬁg' d‘éf‘)rljf‘i“r::t” a)  Silsio, b)  SilSiO, 0 SilsSio; d)  Silsio,
Nf; = 1,46 (PEM) d/nm d/nm d/nm d/nm
Nf(Si02) 2,60 1,81 2,06 2,26
Ns(Si) = 3,873 2,57 1,90 2,07 2,00
Ks(Si)=-0,016 2,47 1,78 1,76 2,18
2,48 1,72 2,11 1,97
2,61 1,80 2,00 2,32
2,49 1,75 1,91 1,99
2,43 1,86 1,99 1,99
2,50 1,83 2,04 2,27
2,48 2,14 2,044 2,10
2,59 1,81 1,99 2,56
Srednja vrijednost: 2,52 1,84 1,99 2,16
Standardna pogreska: 0,02 0,04 0,03 0,06

4.2.2. Odredivanje debljine polielektrolitnog visesloja

Nakon odredivanja debljine oksidnog sloja, nastavljena su elipsometrijska mjerenja

debljina polielektrolitnih viSeslojeva na silicijskim plo¢icama. Rezultati su prikazani na slikama

46., 47. i 48. Slika 46. pokazuje neiterativna mjerenja debljine visesloja za svaki adsorbirani

sloj. Neparni slojevi su oni koji zavr§avaju s CS, a parni s PAA. Oc¢ekivano debljina filma se

povecava nakon svakog adsorbiranog sloja $to se moze vidjeti 46. i 47. Rast CS/PAA filma je

izmedu eksponencijalnog i linearnog.

20

debljina /nm
o G

(]

5, .6
Broj slojeva

10

Slika 46. Debljina polielektrolitnog visesloja odredena elipsometrijski koriStenjem neiterativne

metode za svaki sloj adsorbiranog polielektrolita na Si/SiO; plocicu (6 = 25 °C).
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Iterativna mjerenja koriStena su kako bi se odredio indeks loma i debljina svakog adsorbiranog
sloja na povrsinu. Kao §to je i oCekivano trend rasta nakon svakog sloja bio je slican onome
koji je dobiven koriStenjem neiterativne metode mjerenja, s malim razlikama u debljini.

16
14

[
o N

debljina /nm

o N B OO

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Broj slojeva

Slika 47. Debljina polielektrolitnih viSeslojeva odredena elipsometrijski koriStenjem iterativne metode

za svaki sloj adsorbiranog polielektrolita na Si/SiO> ploc¢icu (6 = 25 °C).

Odredene su debljine CS/PAA viseslojeva prije i nakon adsorpcije lizozima (Slika 48. 1 49). CS
terminirajuéi, tj. (CS-PAA)4-CS bio je najtanji od ispitivanih PEM-ova, slijedi (CS-PAA)4-CS-
Lys, (CS-PAA)s i (CS-PAA)s-Lys. Kao §to je i o¢ekivano — PEM s najmanje slojeva ((CS-
PAA)4-CS) bio je najtanji. (CS-PAA)s-CS-Lys malo je tanji od (CS-PAA)s vjerojatno zbog
slabijeg vezanja Lys na pozitivno nabijeni CS za razliku od jaceg elektrostatskog vezanja

izmedu CS i PAA.
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B (CS-PAA)s
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Vrsta uzorka

Slika 48. Debljina polielektrolitnih viseslojeva bez i sa zavr$nim slojem lizozima odredena

elipsometrijski kori§tenjem neiterativne metode.
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Porast debljine filma nakon adsorpcije lizozima na (CS-PAA)s-CS visesloj moze se pripisati
razli¢itim vrstama vezanja koje nisu elektrostatske, npr. vodikove veze. Ovaj rezultat u skladu
je s mjerenjima zeta potencijala na nanocesticama silike prekrivenim PEM-om (slike 43. i 44.).
Rast debljine izmedu (CS-PAA)s i (CS-PAA)s-Lys posljedica je adsorpcije Lys na PAA zbog
elektrostatskih interakcija izmedu PAA i Lys.

35
30 W (CS-PAA);
25
€
£ - W (CS-PAA)s-Lys
£
= 15 -
@ (CS-PAA)-CS
10 -
s | m(CS-PAA)s-CS-Lys
O i
Vrsta uzorka

Slika 49. Debljina polielektrolitnih viseslojeva bez i sa zavr$nim slojem lizozima odredena

elipsometrijski koriStenjem iterativne metode.

Debljine pripravljenih polielektrolitnih viSeslojeva prije 1 nakon adsorpcije lizozima
odredene AFM-om prikazane su u Tablici 2. Debljina viSeslojeva odredena je na zarezu
napravljenom pomocu pincete (slike 50. i 51.). Zarez je analiziran sa step funkcijom nakon §to
je obavljena funkcija ,, flatten ““ prvog reda, kako bi se ispravio nagib uzorka. Analiza debljine
pokazala je da se debljina uzoraka ¢e se povecavati s brojem slojeva, Jedino je (CS-PAA)s PEM
dao drugaciji rezultat koji nije u skladu s ostalim rezultatima. AFM snimke tog PEM-a nisu u
skladu s teorijom i elipsometrijskim mjerenjima. Ostali viSeslojevi imali su znacajan rast

debljine nakon adsorpcije Lys.

Tablica 2. Debljina ¢etiri vrste PEM-ova dobivena analizom AFM snimke zareza uz pomo¢ programa
Nanoscope analisys 2.0 (Bruker)

(CS-PAA)4-CS 15,6 nm

(CS-PAA)4-CS-Lys | 22,1 nm

(CS-PAA)s 10,7 nm

(CS-PAA)s-Lys 23,5nm
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Slika 50. 500 x 400 pm? mikroskopska slika zareza na PEM-u s lizozimom adsorbiranim na
terminirajuci sloj PAA ((CS-PAA)s-Lys)

110.4 nm

Height 1.0 ym

Slika 51. AFM snimka zareza na PEM-u s lizozimom adsorbiranim na 10. sloj PAA ((CS-PAA)s-Lys).
((CS(y=449/L),PAA (y=4g/L), Lys (y=4g/L), 8 =25°C, pH = 3,0).
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4.3. Indeksi loma polielektrolitnih viSeslojeva

Osim za odredivanje debljine, elipsometrijska mjerenja su koristena kako bi se odredila
opticka svojstva PEM-ova, tj. njihovi indeksi loma. Dobiveni rezultati su prikazani na slici 52.
Indeksi loma su nakon svakog sloja pokazivali gotovo linearan pad te su konvergirali prema
o¢ekivanoj vrijednosti n = 1,46.% Indeksi loma svih Getiri visesloja su sli¢ni $to je za o&ekivati

(slika 53.).

3.0
- %\*\*_*
2.0

1.5

Indeks loma

1.0
0.5
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Broj slojeva

Slika 52. Elipsometrijski odredena ovisnost indeksa loma o broju adsorbiranih slojeva polielektrolita

na povrsinu supstrata
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Indeks loma

Slika 53. Elipsometrijski odredeni indeksi loma dobiveni pomocu iterativne metode za razlicite

polielektrolitne viseslojeve
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4.4. Hrapavost povrSine
4.4.1. Odredivanje hrapavosti povrsine mikroskopom atomskih sila

Tijekom proucavanja hrapavosti na AFM snimkama dobiveni su Rq i Ra faktori, kao i
Wenzelov koeficijent (r) koji nam omogucuje da razlikujemo hrapavu od glatke povrsine, a
oznacava omjer povrSine i njene projicirane povrSine. Hrapavost uzorka povezana je s
kontaktnim kutom polozene kapi $to utjece na hidrofobnost/hidrofilnost uzorka i bakterijsku
adheziju na povrsinu uzorka. Ra, Rq i r (Wenzelov koeficijent) su razli¢iti tipovi opisa

povrsinske hrapavosti, a Ra i Rq Su vec¢ i ranije opisani.

Povrsinska prekrivenost odredena je u NanoScope Analysis programu pomoéu ,bearing*
analize na dubini od 0 nm. Ra, Rq i r vrijednosti nasih uzoraka pokazuju da je povrsina glatka
za sve PEM-ove (Tablica 3.), ali povrsinska prekrivenost (Q) govori nam da uzorci nisu prekrili
supstrat §to znaci da se film nije formirao ve¢ da je nastala skupina ,,0toka“. Gusta skupina
otoka je takoder dobar nacin da se uzorak zasttiti od bakterijske adhezije, ali kako se povrSinska
prekrivenost povecava s brojem slojeva, mozemo zakljuciti da bi s dovoljnim brojem slojeva

nastao kompaktan film na povrsini supstrata.

Tablica 3. Parametri hrapavosti i povrSinska prekrivenost viSeslojeva odredena mikroskopom atomskih

sila

Uzorak Rg/nm Ra/nm Q/% r
(CS-PAA)4-CS 15,70+0,14 12,74+0,19 36,224+0,761 1,171+0,007

(CS-PAA),-CS-Lys | 21,72+0,21 16,86+0,22 31,152+0,124 1,255+0,005

(CS-PAA)s 16,98+0,38 13,62+0,35 37,409+0,959 1,147+0,002

(CS-PAA)s-Lys 26,56+0,27 24,22+0,55 45,291+0,206 1,163+0,002

83.9 nm

Slika 54. a) 3D i b) 2D AFM snimka povrsine (CS-PAA).-CS visesloja (CS (y =4 g/L), PAA(y=4
g/L),Lys (y=4g9/L),0=25"°C, pH=3,0)
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Height 1.0 ym
Slika 55. a) 3D i b) 2D AFM snimka povrs$ine (na zarezu) (CS-PAA)s visesloja (CS (y =4 g/L), PAA
(y=49/L),Lys(y=449/L),6=25°C, pH=3,0)

Slika 56. a) 3D i b) 2D AFM snimka povrsine (CS-PAA)s-CS-Lys visesloja (CS (y =4 g/L), PAA (y =
4g/L), Lys (y=4g/L), 0=25°C, pH = 3,0)

Height 1.0 ym
Slika 57. a) 3D i b) 2D AFM snimka povrsine visesloja (CS-PAA)s-Lys (CS (y =4 g/L), PAA (y=4
g/L), Lys (y=4g/L),0=25°C, pH = 3,0)
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4.4.2. Profilometrija

Hrapavost pripravljenih polielektrolitnih viseslojeva je proucena i uz pomo¢ profilometra te su
dobiveni koeficijenti Ra i Rq prema jednadzbama (9) i (10). Oba koeficijenta oko 10 puta su
vecéa od onih dobivenih pomoéu AFM-a. To je ocekivano jer profilometar mjeri hrapavost po
vecoj povrsini U odnosu na AFM. Profilometar mjeri globalnu hrapavost, dok AFM mijeri
lokalnu hrapavost. Dodatno, u programu nanoscope analysis 2.0 (za analizu AFM snimki)
elegantno se mogu ukloniti artefakti te otoci koji pripadaju necistocama. Te necisto¢e mogu se
vrlo lako ve¢ i pri malom povecanju uociti na slici 50. lako je rije¢ o razlici u cijelom redu
veli¢ina, rezultati i dalje potvrduju kako se radi o glatkim filmovima $to prema bi prema

literaturi trebalo biti dobro antiadhezijsko svojstvo.

(CSPAANCS (CS-PAA)s-Lys

®Ra
. H Rq
0 .

$1/8i02 (CS-PAA)s (CS-PAA)-CS-Lys

o o

o = o o

= w N (]
1 1 1 1

Vrijednost parametra hrapavosti /um

o

o

w
1

Slika 58. Parametri hrapavosti polielektrolitnih viseslojeva odredeni profilometrom.
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4.5. Kontaktni kut

Kontaktni kut PEM-ova odreden je nakon adsorpcije svakog sloja polielektrolita koristenjem
tenziometra, a rezultati su prikazani na slici 59. Metoda koja je koriStena bila je metoda
poloZene kapi, a slika 61. pokazuje poloZene kapi na 4 razlicita uzorka. Slika 59. pokazuje
rezultate dva nezavisna mjerenja koji se poklapaju. Kontaktni kut se mjenja u zig-zag trendu
tako da je kontaktni kut visesloja manji kada je CS zadnji sloj, a veci kada je PAA terminalni
sloj. Ovakvi rezultati su oCekivani s obzirom na to da je CS vise hidrofilan polielektrolit nego

PAA.
” =2 T Lesean |
(CS-PAA)s

40
(CS-PAA),
» (CS-PAA),

=
= 30 (CS-PAA)
=]
=
. E (CS-PAA),-CS (CS-PAA)
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Slika 59. Rezultati dobiveni tenziometrijskim mjerenjima za 2 neovisna uzorka. Mjerenja su

provedena za svaki dodani sloj.

Slika 60. prikazuje kontaktne kuteve PEM-ova, PEM-ova s adsorbiranim lizozimom i supstrata.
Kontaktni kut supstrata iznosi 26,88° §to je blisko literaturnim vrijednostima (21°).>” Rezultati
daju jo$ jedan dokaz da se adsorpcija lizozima dogada i na CS i na PAA terminiraju¢im
slojevima, prema ¢emu se moze zakljuciti da postoji vise razliCitih vrsta interakcija izmedu
polielektrolita i polipeptida. Hidrofilnost utjece na adheziju bakterija, prema literaturi ukoliko
se ne radi o superhidrofobnim povrSinama pravilo je da §to je hidrofilnija povrSina to ¢e
adhezija bakterija na povrSinu biti slabija. Ocekivano je da ¢e adhezija bakterija na PEM-ove

sa zavr$nim CS i Lys slojevima biti slabija jer su hidrofilniji.
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Slika 60. Rezultati dobiveni tenziometrijskim mjerenjima za 2 neovisna uzorka. Mjerenja su
provedena za svaki dodani sloj.

a) b)

Slika 61. Snimke vodene kapi na povrsini: a) (CS-PAA).-CS, b) (CS-PAA)4-CS-Lys, ¢) (CS-PAA)s, d) (CS-
PAA)s-Lys visesloja
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4.6. Adhezija bakterija

U ovom diplomskom radu analizirana je adhezija bakterija uz pomo¢ pretraznog
elektronskog mikroskopa. Uzorci koji su snimani bili su pripremljeni od CS/PAA filma s
adheriranim lizozimom na terminalni sloj. Pretraznim elektronskim mikroskopom snimljeni su
uzorci te su njihova povrsinska svojstva dovedena u korelaciju s adhezijom bakterija. Istrazen
jeutjecaj adsorbiranog proteina, hrapavosti, povrsinskog naboja i hidrofilnosti na adheziju dvije
vrste bakterija - P. aeruginosa (ATCC 27853) i S. aureus (ATCC 25923).
SEM snimke za 3 vrste PEM-ova za eksperiment adhezije S. aureus (ATCC 25923) prikazane
su na slikama 62., 63. i 64.

Slika 63. SEM snimka bakterija S. aureus (ATCC 25923) adheriranih na (CS-PAA).-CS visesloj
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Slika 64. SEM snimka bakterija S. aureus (ATCC 25923) adheriranih na (CS-PAA)s-CS-Lys viSesloj

Na slici 62. vidimo SEM snimku adheriranih S. aureus (ATCC 25923) bakterija na (CS-PAA)s
visesloju, na kojem je jasno vidljiv nastanak biofilma. Na slici 63. prikazana je SEM snimka
adheriranih S. aureus (ATCC 25923) bakterija na (CS-PAA)s-CS visesloju sa slabije izrazenom
adhezijom bakterija. Naslici 64. prikazana je SEM snimka adheriranih S. aureus (ATCC 25923)
bakterija na (CS-PAA)4-CS-Lys sustavu u kojem je doslo do znacajno manje adhezije bez
nastanka biofilma. Ovakva progresija adhezije bakterija u skladu je s eksperimentalnim

podacima dobivenim u mjerenjima elektrokineti¢kog potencijala 1 hidrofilnosti.

4.7. Utjecaj povrsinskih svojstava na adheziju bakterija

Nizom eksperimenata okarakterizirali smo pripremljene polielektrolitne viseslojeve.
Prva mjerenja bila su usredotocena na odredivanje izoelektri¢ne tocke nanocestica SiO2 kako
bi znali pri kojim uvjetima raditi adsorpciju polielektrolita. Mijerenja elektroforetske
pokretljivosti dokazala su da se adsorpcija polielektrolitnih viSeslojeva na nanocestice SiO>
dogada. Alternacija potencijala koja se dogada nakon svakog adsorbiranog sloja pokazuje da
nakon svakog tretmana nanocestice s polielektrolitom dolazi do adsorpcije. Snazne promjene
vidljive su izmedu dva sloja suprotno nabijenih polielektrolita i izmedu uzastopno adsorbiranih
poli(akrilne kiseline) 1 lizozima. Suptilnilnije promjene, ali znacajne vidljive su nakon tretmana
polikationa s lizozimom. SnaZna promjena izmedu dva razli¢ito nabijena polielektrolita moze
se objasniti jakim elektrostatskim vezanjem, ali s obzirom na to da se predznak ne mijenja
mozemo zakljuciti da dolazi tek do djelomi¢ne kompenzacije naboja pri pH = 3 zbog relativno

visoke koncentracije H* iona i visokog stupnja protonacije polielektrolita. Suptilna promjena
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uocena kod adsorpcije lizozima na terminalni sloj CS, moZe se objasniti da vodikove interakcije
potpomazu vezanje lizozima na povrsinu kitozana. lako je kitozan poznati supstrat lizozima, te
sadrzi B-(1—4) glikozidnu vezu koju lizozim cijepa, naéin izgradnje PEM-ova uzrokuje
vezanje 1 imobilizaciju kitozana Sto sprjecava njegov ulazak i povoljnu interakciju s aktivnim
mjestom lizozima. Ovim eksperimentima potvrdeno je da se adsorpcija polielektrolita dogada
te da nastaje polielektrolitni visesloj. Elipsometrijskim mjerenjima potvrden je rast PEM-a koji
je 1 ranije opisan literaturno, a sadrzi karakteristike i linearnog i eksponencijalnog rasta (slike
46.147.). Eksponencijalan rast o¢ekivan je za slabe polielektrolite §to 1 PAA i CS jesu, medutim
pri niskim pH-vrijednosti izgradnje, ¢ak i kod slabih polielektrolita on konvergira u linearan.

Razli¢ita svojstva pripremljenih polielektrolitnih filmova prikazana su u Tablici 4.

Tablica 4. Vrijednosti povrsinskih svojstava mjerenih raznim instrumentima za istraZivane
viSeslojeve

Uzorak Ra(AFM)nm | Rq(AFM)inm | Ra(Profilo)nm | Rq(Profilo)/nm Kiﬁ‘fﬁt”i Q/% d(AFM)/nm | d(elipso)/nm | d(elipso)it/nm n zetalmV
(Cs'z'g‘A)“' 12742019 | 157:014 | 1533:142 | 219,3+30,1 | 29.52+181 | 3622:076 | 156 1491074 | 20012081 | 1222001 | B350
(C(Sz'sp_’g'f;)“' 16861022 | 21726021 | 169,7:366 | 2147+47,0 | 30524262 | 3115:0,12 | 221 2186:165 | 3036:101 | 1282001 | O
(CS-PAA)s | 13626035 | 16980:038 | 1533+131 | 1907%170 | 39.08:3.67 | 37412096 | 107 20408 | 0222 | 1352024 | 2
(CS'E QA)S' 24224055 | 26560027 | 171,327,0 | 2183431 | 3042:188 | 45205021 | 235 093060 | 4L08:184 | 1342010 |

Debljina konac¢nih filmova, takoder je okarakterizirana elipsometrijski uz pomoc¢ iterativne i
neiterativne metode. Vrijednosti debljine navedene su u Tablici 4., a intuitivan zakljucak koji
proizlazi iz njih je taj da debljina raste s povecanjem broja slojeva. Rast koji se dogada nakon
adsorpcije lizozima na CS i onaj koji se dogada nakon adsorpcije lizozima na PAA otprilike je
jednak Sto nam potvrduje da se znacajne koli¢ine lizozima adsorbiraju na povrSinu CS 1 PAA,
bilo elektrostatski bilo vodikovim interakcijama. Analizom zareza uz pomo¢ mikroskopije
atomskih sila potvrdeni su rezultati vezani uz debljinu PEM-ova osim u slucaju (CS-PAA)s ¢ija
je mjerena vrijednost bila manja od one dobivene uz pomo¢ elipsometra. Snimke mikroskopa
atomskih sila potvrdile su da nam ne nastaje kompaktni film, ve¢ da je uzorak prekriven otocima
PEM-ova. Analizom AFM snimke odredena je prekrivenost pojedinim PEM-om, te je vidljivo
kako je prekrivenost najveca za uzorak (CS-PAA)s-Lys koji ima i najvise slojeva, a slijedio je
uzorak (CS-PAA)s. Uzorci (CS-PAA)s-CS i (CS-PAA)s imali su vrlo malu razliku u

prekrivenosti, dok je (CS-PAA)4-CS-Lys imao najmanju $to iznenaduje jer ima viSe slojeva od
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uzorka (CS-PAA)s-CS. Tenziometrijski rezultati pokazali su ,,cik-cak® trend nakon svakog
adsorbiranog sloja, sto je jo$ jedan dokaz da dolazi do adsorpcije svakog od slojeva. Kontaktni
kut supstrata iznosio je oko 30° Sto je u skladu s literaturnim podacima. Alternacija izmedu
manjeg i ve¢eg kontaktnog kuta izmedu svakog adsorbiranog sloja je o¢ekivana s obzirom na
to da je PAA manje hidrofilan od CS. Smanjenje kontaktnog kuta nakon tretmana lizozimom
takoder je dokaz adsorpcije zbog njegove hidrofilne prirode. Za svaki sloj CS i za svaki sloj
PAA kontaktni kut PEM-a je porasao $to je vidljivo na slikama 59. i 60. Ovakvo ponaSanje
moguce je zbog difuzije PAA na povrSinu PEM-a na kojem je terminalni sloj CS §to dovodi do
hidrofobnijeg karaktera CS od oc¢ekivanog. Povecéanje kontaktnog kuta gdje je PAA terminalni
sloj moze se dovesti u vezu s povecanom povrSinskom prekrivenosti nakon svakog
adsorbiranog sloja, naime povecana prekrivenost supstrata kitozanom omogucuje i vise veznih
mjesta za PAA, na taj nacin udio PAA u PEM-u raste zajedno s prekrivenosc¢u, a polegnuta kap
ima vec¢u kontaktnu povrsinu sa PEM-0m a manju sa supstratom $to joj povecava kontaktni kut.
Hrapavost je mjerena pomo¢u AFM-a i profilometra, te je ustanovljeno da su uzorci glatki, a
dvije razli¢ite metode razli¢ite podatke vezane uz lokalnu i globalnu hrapavost PEM-ova.
Koristeni supstrat bila je Si/SiO2 plocCica koja je jedan od najgladih materijala na svijetu, a
znacajne promjene u hrapavosti nisu primijec¢ene nakon $to je na njih postavljen polielektrolitni
viSesloj. Relativno o€uvana glatko¢a govori nam da kod naSith PEM-ova nema znacajnih
izbocCina te da prate konture Si/SiO> supstrata. Sli¢ni rezultati kod svih PEM-ova govore nam
da hrapavost kod nasih PEM-ova nece biti presudna za adhezijski eksperiment. Mjeren je
takoder i zeta potencijal ravnih povrSina nakon pripreme PEM-ova na plocici silicija. Pri
niskom pH-u svaki od pripremljenih PEM-ova imao je pozitivan potencijal, kao $to je to bilo
vidljivo 1 kod mjerenja elektroforetskog rasprSenja nanocestica. Zbog eksperimenta bakterijske
PEM-ove bili negativni. Sva navedena mjerenja utjecu na bakterijsku adheziju koja je pracena
pretraznim elektronskim mikroskopom. Dobivene su tri jasne snimke koje prate adheziju S.
aureus na tri razlicita PEM-a (slike 62., 63. i 64.). Adhezija koja je najbolje primijecena bila je
na (CS-PAA)s gdje je jasno vidljivo da je doslo do nastanka biofilma. Adhezija je bila smanjena
za (CS-PAA)s-CS te najmanja za (CS-PAA)s-CS-Lys. Literaturno je opisano kako ce
hidrofilnije povrSine biti manje pogodne za adheziju bakterija osim ako se ne radi o
superhidrofobnim. Od ta tri PEM-a, najveci kontaktni kut imao je (CS-PAA)s, zatim (CS-
PAA)4-CS pa (CS-PAA)4-CS-Lys, takav rezultat u skladu je s adhezijskim eksperimentom.
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PovrSinski naboj takoder utjece na adheziju bakterija. U literaturi je opisano kako ¢e negativni
naboj elektrostatski odbijati bakterije, dok ée pozitivan imati antibakterijsko djelovanje.?>?®
Izmjereni zeta potencijali ravne plohe dobiveni mjerenjima potencijala strujanja dali su nam
uvid u antiadhezijsko ponasanje PEM-ova za pH podrucje koje je blisko onom pri kojem je
provoden adhezijski eksperiment. Iz slike 45. i Tablice 4. moze se vidjeti da ¢e najmanje nabijen
pri tim uvjetima biti PEM (CS-PAA)s, zatim (CS-PAA)s-CS-Lys pa (CS-PAA)4-CS. Ovakav
rezultat dodatno potvrduje da ¢e na PEM-u (CS-PAA)s biti poja¢ana adhezija bakterija zbog
slabijeg elektrostatskog odbijanja. Konacno, bitno je i koji polielektrolit terminira nas film.
Mnogi izvori opisuju antibakterijska svojstva kitozana i lizozima, dok ih PAA nema. Snimke
dobivene pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa to nam i potvrduju jer je na snimci
PEM-a (CS-PAA)s (kojeg terminira PAA) prisutno mnogo bakterija koje su stvorile biofilm,
PEM (CS-PAA):-CS pokazuje smanjenu adheziju dok PEM (CS-PAA)s-CS-Lys pokazuje
znacajno manje adheriranih zivih bakterija. Za sad je zakljucak kako je PEM (CS-PAA)4-CS-
Lys najbolji antiadhezijski/antibakterijski PEM. Sto se ti¢e adhezije bakterije P. aeruginosa
kod preliminarnih snimanja dolazilo je do potesko¢a. Kultura spomenutih bakterija bila je
kontaminirana nepoznatim kugli¢astim bakterijama zbog ¢ega nije moguce jednoznacno
odrediti uspjeSnost adhezije bakterija (vidi slike u Dodatku).

Dobivenim PEM-ovima takoder je zbog njihove potencijalne buduce primjene kao
funkcionalnih premaza voca 1 povr¢a okaraktezirano i opticko svojstvo indeksa loma. Indeksi
loma sva 4 PEM-a su o¢ekivano sli¢ni, a njihove vrijednosti indeksa loma s povecanjem broja
slojeva konvergiraju k literaturnim vrijednostima od n = 1,46 §to nam govori da imaju povoljna

opticka svojstva s obzirom na primjenu.
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§5. ZAKLJUCAK

U svrhu ispitivanja antiadhezijskih i antimikrobnih svojstava uspjesno su pripremljeni
polielektrolitni viSeslojevi kitozan/poli(akrilna kiselina)/lizozim uz pomoc¢ sloj po sloj metode.

Mjerenjem elektroforetskog rasprSenja nanocestica SiO2 odredena je njihova
izoelektricna tocka. Mjerenjima elektroforetskog rasprsenja SiO2 nanocCestica nakon tretmana s
polielektrolitima potvrdeno je kako dolazi do adsorpcije polielektrolita i nastanka
polielektrolitnog viSesloja. Elipsometrijskim metodama utvrdeno je da pri uvjetima pH = 3,0
dolazi do rasta visesloja koji nije ni linearan ni eksponencijalan, ve¢ se radi o kombinaciji te
dvije vrste rasta.

Debljina polielektrolitnih viseslojeva izmjerena je elipsometrom i procijenjena iz AFM
snimke. Obje metode dale su sli¢ne rezultate. Evaluacija povrSinske prekrivenosti odradena je
analizom AFM snimki uz pomo¢ ra¢unalnog programa Nanoscope Analysis 2.0, te je uo¢eno
da dolazi do stvaranja otoka nanometarskih dimenzija, a ne kompaktnog filma.

Povrsinska hrapavost viSeslojeva odredena je profilometrom i analizom AFM snimke
pomocu ra¢unalnog programa. Profilometrom je dobivena globalna hrapavost, dok je analizom
AFM snimke dobivena lokalna hrapavost. Razlike u redu veli¢ine izmedu hrapavosti dobivene
profilometrom i AFM-om mogu se objasniti necisto¢ama i artefaktima koje se elegantno mogu
izbjeci u analizi AFM snimke. Iako je razlika mjerenih rezultata te dvije metode velika ipak se
moZe zakljuciti da se radi o glatkim filmovima.

Tenziometrijom su odredeni kontaktni kutovi viseslojeva. Visesloj kojem je zavrsni sloj
poli(akrilna kiselina) ((CS-PAA)s) ima najveci kontaktni kut, dok (CS-PAA)s-Lys, (CS-PAA)s-
CS-Lys, (CS-PAA)s-CS imaju sliéne kontaktne kutove. Rastom viSesloja primijecen je i rast
kontaktnog kuta neovisno o vrsti zadnjeg polielektrolita §to upucuje na to da udio hidrofobnijeg
polielektrolita u visesloju utjece na vecu hidrofobnost. Takav rezultat takoder upucuje na
zakljucak da su nasi viSeslojevi difuzni, tj. da nemaju jasno definirane slojeve.

Zbog potencijalne primjene odredeni su indeksi loma viSeslojeva. Vrijednost indeksa
loma porastom broja slojeva konvergira u pozeljnu vrijednost.

Mjerenjem potencijala strujanja pri razlic¢itim pH-vrijednostima dobivene su
informacije o povrSinskom naboju polielektrolitnih viseslojeva. Pri pH = 3, zeta potencijali

dobiveni metodom potencijala strujanja u skladu su s mjerenjima elektroforetskog rasprsenja
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pri istom pH. Pri uvjetima pribliznim onima koji su vladali tijekom adhezije bakterija (pH =
7,4) zeta potencijali svih uzoraka bili su negativni uz napomenu da je (CS-PAA)s bio najblizi
elektroneutralnosti. Pretraznim elektronskim mikroskopom snimljeni su uzorci nakon adhezije
bakterije S. aureus na uzorke s polielektrolitnim viSeslojevima. Adhezija bakterija bila je
najizrazenija kod (CS-PAA)s, nesto slabija kod (CS-PAA)4-CS te znacajno smanjena kod (CS-
PAA);s-CS-Lys. Prema rezultatima adhezijskog eksperimenta zakljuceno je da hidrofilnost i
povrsinski naboj znafajno povecavaju antiadhezijska svojstva viSeslojeva, dok prisutnost

lizozima inhibira bakterijski rast na povrsini.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AFM — Mikroskop atomskih sila (engl. Atomic Force Microscope)

Asp-52 — Aminokiselina aspartat na poziciji 52 u nizu primarne strukture proteina
ATCC — Americka kolekcija kultura

BHI — Hranjiva otopina za bakterijski rast (engl. Brain-Heart Infusion)

BSE - Povratno rasprSeni elektroni (engl. backscattered electrons)

CFU — Jedinica za formiranje kolonije (engl. Colony forming unit)

CS - Kitozan (engl. Chitosan)

EBSD - Difrakcija povratno rasprsenih elektrona (engl. Electron backscatter diffraction)
EDS — Energijski rasprSujuca rendgenska spektroskopija (engl. energy dispersive x-ray
spectroscopy)

ELS — Elektroforetsko rasprsenje svjetlosti (engl. Electrophoretic light scattering)
Glu-35 — Aminokiselina glutamat na poziciji 35 u nizu primarne strukture proteina
HA/PLL — Sustav hijaluronska kiselina/poli(L-lizin)

IEP — Izoelektri¢na tocka (engl. Isoelectric point)

Lys - Lizozim

NA — Hranjivi agar (engl. Nutrient agar)

NAM — N-acetilmuraminska kiselina

NAG — N-acetilglukozamin

PAA — poli(akrilna kiselina) (engl. Poly(acrylic acid))

PBS - Fosfatni pufer (engl. Phosphate buffer solution)

RMS — Srednja kvadrati¢na vrijednost (engl. Root mean square)

SED - Detektor sekundarnih elektrona (engl. Secondary electron detector)

SEI — Oslikavanje pretraznom elektronskim mikroskopom (engl. Scanning electron imaging)
SEM — Pretrazni elektronski mikroskop (engl. Scanning electron microscope)

STM — Pretrazni tuneliraju¢i mikroskop (engl. Scanning tunneling microscope)
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§8. DODATAK
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Slika D1. SEM snimka povrsine SiO; plo€ice bez adheriranih bakterija
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Slika D2. SEM Snimka kontaminirane kolonije bakterija P. aeruginosa ATCC 27853 adheriranih na
(CS-PAA)s visesloj
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Slika D3. SEM Snimka kontaminirane kolonije bakterija P. aeruginosa ATCC 27853 adheriranih na

SiO; plocicu

” -

SED 10.0kV WD 11.0mm  Std.-PC50.0 HighVac. [S1x1,000 10 pm
NOR 0240  Oct. 19 2022

Slika D4. SEM Snimka kontaminirane kolonije bakterija P. aeruginosa ATCC 27853 adheriranih na
(CS-PAA)s-Lys visesloj
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Slika D5. SEM Snimka kontaminirane kolonije bakterija P. aeruginosa ATCC 27853 adheriranih na
(CS-PAA)4-CS-Lys visesloj
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Slika D6. SEM Snimka kontaminirane kolonije bakterija P. aeruginosa ATCC 27853 adheriranih na
(CS-PAA)4-CS visesl
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