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Nema

Mikrokapsulacija je tehnika kojom se nestabilne,
medusobno inkompatibilne i bioloski aktivne supstance
prevode u stabilniji oblik, ili se omogucuje njihovo
kontrolisano 1 ciljano oslobadanje. Osobine formiranih
mikrokapsula, kinetika i mesto otpuStanja inkapsuliranih
materija zavise, pre svega, od njihovog omotaca.
Savremene tendencije razvoja prehrambenih proizvoda i
proizvoda farmaceutske i kozmeticke industrije, su sve vise
usmerene ka upotrebi prirodnih i biorazgradivih polimernih
materija za formiranje omotaca mikrokapsula.

Cilj ove disertacije je mogucnost primene hitozana,
netoksi¢nog, biorazgradivog derivata hitina, kao materije
omotaca mikrokapsula sa uljnim sadrzajem. S obzirom na
njegovu slabu povrSinsku aktivnost, istrazivanja su
usmerena na primenu interakcija hitozana sa suprotno
naelektrisanim jonskim povrSinski aktivnim materijama
(PAM) u vodenim rastvorima, kao mehanizmu za njegovo
deponovanje na grani¢noj povrsini ulje/voda.

Primenom razli¢ittih metoda (tenziometrija,
viskozimetrija, turbidimetrija, merenje elektroforetske
pokretljivosti) interakcije hitozana sa natrijum-dodecil-
sulfatom (SDS) i natrijum-lauriletar-sulfatom (SLES) su
detaljno ispitane. Definisane su promene kako na granici
faza, tako i unutar rastvora, a mehanizam formiranja
kompleksa hitozan/PAM razli¢itih osobina je u potpunosti
razjasnjen. Utvrdeno je da do formiranja stabilnog
koacervata dolazi pri masenom odnosu hitozan:SLES 1:2 i
hitozan:SDS 1:2.

Ispitivanje uticaja interakcije hitozan-PAM na
osobine emulzionih sistema tipa ulje u vodi (veli¢ina i
raspodela veli¢ina kapi, stabilnost) omogucilo je odabir
hitozan-SLES sistema kao omotaca pogodnog za dobijanje
mikrokapsula uljnog sadrzaja. Na osnovu ovih rezulatata
kao uljna faza odabrani su trigliceridi srednje duZine
ugljovodoni¢nih  lanca (TSDL). SuSenjem emulzija
primenom spray drying postupka dobijene se mikrokapsule
uljnog sadrzaja sa vitaminom E i ispitan je uticaj
umrezivaca na njihove osobine. Karakterizacijom dobijenih
mikrokapsula (odredivanje sadrzaja vlage, ispitivanje
morfologije povrsine, efiksanost inkapsulacije vitamina E,
kinetika otpuStanja vitamina E u in vitro uslovima)
zakljuceno je da na osobine mikrokapsula utiCe vrsta i
koncentracija umrezivaca. Mikrokapsule ¢iji omota¢ nije
umrezen pokazale su najbolje karakteristike.

9.02.2017.
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Note:

N
Abstract:
AB

Microencapsulation is a technique that unstable,
incompatible and biologically active substances converted
to a more stable form, or allow their controlled and
targeted release. The properties of formed microcapsules,
kinetics and the place of release of encapsulated
substances, primarly depend on their shell characteristic.
Modern trends in the development of food products and
products of the pharmaceutical and cosmetic industries are
increasingly focused on the use of natural and
biodegradable polymeric materials for coatings.

The aim of this dissertation is to investigate the
possibility of using chitosan, non-toxic and biodegradable
chitin derivative, as a shell material of microcapsules with
oil content. Due to its low surface activity, the research is
focused on the utilization of chitosan interactions with
opositly charged ionic surfactants (sodium dodecyl sulfate
(SDS) and sodium lauryl ether sulfate (SLES)) in aqueous
solutions as mechanisms for its depositing at the oil/water
interface.

Based on detailed investigation of interactions in
the chitosan-ionic surfactant systems using different
methods  (tensiometry,  viscometry,  turbidimetry,
measurement of electrophoretic mobility), changes have
been defined both at the interface and within the bulk, as
well as the mechanism of formation of the coacervate
phase. It has been determined that at chitosan:SLES and
chitosan:SDS mass ratio of 1:2 stabile coacervate were
formed.

An investigation of the influence of interaction on
the properties of oil-in-water emulsion systems (size and
distribution of droplet size, stability) enabled the chitosan-
SLES system to be selected as a shell suitable for obtaining
microcapsules of the oil content. Also, based on these
results, medium-chain triglycerides were selected as the oil
phase of the emulsion.

Microcapsules with vitamin E were obtained by
spray drying of emulsions stabilized with chitosan/SLES
complex. The influence of the crosslinker on the properties
of microcapsules was investigated. Characterization of
obtained microcapsules (moisture content determination,
investigation of the surface morphology, efficiency of the
vitamin E encapsulation, release in vitro Kinetics of
vitamin E) showed that type and concentration of
crosslinking agents had influences the properties of
microcapsules. Microcapsules without crosslinking agents
have the most suitable characteristics.
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Jelena Milinkovi¢ Budincic¢ Doktorska disertacija

Mikrokapsulacija je jedna od tehnika kojom se osetljive materije, razlicitog
agregatnog stanja oblazu omotacem, Cime se znacajno povecava njihova stabilnost,
omogucuje njihovo inkorporiranje u sredinu sa kojom su inkompatibilne, ili se postize
kontrolisano oslobadanje inkapsuliranog sadrzaja. Savremene formulacije proizvoda razli¢itih
grana industrije (hemijska, tekstilna, prenrambena, farmaceutska, agroindustrija i dr.) veoma
cesto ukljucuju prisustvo mikrokapsula razli¢itih materija, kao $to su boje, mirisi, arome,
vitamini, antioksidansi i farmakoloSki aktivne suspstance. Na ovaj nacin je moguce dobiti
proizvode sa unapredenim osobinama i/ili pozitivnim efektom na ljudsko zdravlje. Poseban
aspekt primene mikrokapsula u farmaciji i kozmeti¢koj industriji je dobijanje nosaca aktivnih

materija sa kontrolisanim i ciljnim otpuStanjem aktivne supstance.

Osobine formiranih mikrokapsula, kinetika i mesto otpusStanja inkapsuliranih materija
zavise, pre svega, od osobina njihovog omotaca. Razvoj prehrambenih proizvoda i proizvoda
farmaceutske i kozmeti¢ke industrije danas je Sve vise usmeren ka upotrebi prirodnih i
biorazgradivih polimernih materija za formiranje omotaca. Regulisanje osobina omotaca
mikrokapsula se moze posti¢i na razne naline, pri ¢emu je odlucujuca interakcija
komponenata koje ga formiraju. 1z ovih razloga, interakcije polimer-polimer, polimer-
povrSinski aktivna materija i polimer-aktivna materija imaju izuzetan znacaj, kako sa

teorijskog, tako i sa prakti¢nog stanovista.

Savremene tendencije u proizvodnji disperznih sistema koji se koriste u prehrambenoj
1 farmaceutskoj industriji, upucuju na smanjenu upotrebu sintetskih polimera i njihovu
zamenu polimerima prirodnog porekla, koji poseduju izrazitu biokompatibilnost. Posebnu
paznju privlace biorazgradivi polimeri koji mogu stupiti u interakciju sa jonskim povrSinski
aktivnim materijama male molekulske mase 1 na taj nacin grade komplekse koji mogu biti
povrsinski aktivni i ucestvovati u stabilizaciji emulzionih sistema tj. formirati omotac
mikrokapsula. Hitozan, kao prirodni filmogeni polimer, predstavlja dobar izbor omotaca
mikrokapsula, koji se interakcijom sa povrSinski aktivnim materijama moze deponovati na
grani¢noj povrsini. Osobine adsorpcionog sloja se mogu poboljsati dodatkom umreZivaca,
¢ime se mogu posti¢i efekti kontrolisanog oslobadanja aktivne supstance. Na ovaj nacin se
smanjuje i upotreba niskomolekularnih povrSinski aktivnih materija u industriji, ¢emu se

danas sve vise tezi.
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Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije su usmerena ka moguénosti primene
hitozana, netoksi¢nog, biorazgradivog derivata hitina, kao materije omotaca mikrokapsula sa
uljnim sadrzajem. S obzirom na slabu povrSinsku aktivnost hitozana, istrazivanja su
zasnovana na primeni interakcija sa jonskim povrsinski aktivnim materijama u vodenim
rastvorima, kao mehanizmu za njegovo deponovanje na grani¢noj povrSini ulje/voda. Na
osnovu ve¢ navedenog, cilj ove disertacije je da se ispita moguénost primene kompleksa
hitozan-jonska povrsinski aktivna materija (natrijum-dodecil-sulfat, natrijum-lauriletar-sulfat)
kao omotata mikrokapsula uljnog sadrzaja, namenjenih za primenu u proizvodima
prehrambene, kozmeticke i farmaceutske industrije. Osobine formiranog omotaca,
prvensteveno njegova morfologija i propustljivost, ¢e se regulisati primenom pogodnih

umrezivaca.

Detaljnim ispitivanjem interakcija u sistemu hitozan-jonska povrSinski aktivna
materija, primenom razli¢itih metoda (tenziometrija, viskozimetrija, turbidimetrija, merenje
elektroforetske pokretljivosti), definisa¢e se promene, kako na granici faza, tako i unutar
rastvora i razjasniti mehanizmi formiranja kompleksa razli¢itih osobina. Ispitivanje uticaja
interakcije na osobine emulzionih sistema tipa ulje u vodi (veli¢inu i raspodelu veli¢ina kapi,
stabilnost) omoguci¢e odabir komponenata omotaca i njihovog masenog odnosa pogodnog za
dobijanje mikrokapsula uljnog sadrzaja. Susenjem emulzija raspr$ivanjem u struji toplog
vazduha dobic¢e se mikrokapsule uljnog sadrzaja. Mogucnost inkorporiranja aktivne materije

(vitamin E), kao 1 uticaj umrezivaca na osobine mikrokapsula takode ¢e biti ispitani.



Jelena Milinkovi¢ Budinci¢ Doktorska disertacija

Hitin, drugi najrasprostranjeniji prirodni polisaharid nakon celuloze, se nalazi u kozi
ili ljusci veéine insekata i morskih organizama (rakovi, krabe, jastozi, Skoljke), dok se u
biljnom svetu hitin nalazi samo u ¢elijskom zidu gljiva i zelenih algi. Hemijska inertnost i
stabilnost objaSnjavaju njegovu gradivnu ulogu u biljkama i zivotinjama. U komercijalnom
obliku, to je bela ¢vrsta supstanca u vidu praha, pahuljica ili ljuspica, nerastvorljiva u vodi,

razblazenim kiselinama, hladnim alkalijama, kao i u organskim rastvara¢ima (Joci¢ i

Topalovi¢, 2004).
CH f NH
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CH,;CNH
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Slika 1. Dobijanje hitozana deacetilovanjem hitina (Martinez-Huitle i sar., 2009)

Hitozan je prirodni, linearni, biopoliaminosaharid, koji se dobija delimi¢nim ili
potpunim N-deacetilovanjem hitina (slika 1). Hitin i hitozan su kopolimeri f§ (1—4) vezanih
2-amino-2-dezoksi-D-glukoznih i N-acetil-2-amino-2-dezoksi-D-glukoznih jedinica. Ovi
kopolimeri se karakteriSu stepenom acetilovanja (engl. degree of acetylation-DA), §to
predstavlja prosek molarnog udela N-acetil-D-glukozamina u makromolekularnom lancu.
Opste je prihvaceno da se hitozanom smatra kopolimer sa DA<0,5. Nacin dobijanja hitozana
iz hitina odreduje njegove karakteristike kao §to su molekulska masa, stepen deacetilovanja i
kristalinitet, pri ¢emu je stepen deacetilovanja oznacen u literaturi kao jedan od najvaznijih
parametara za karakterizaciju hitozana. Molekulska masa definiSe viskozitet hitozana. Ove
dve osobine imaju znacajnu ulogu u biolo§kim osobinama hitozana (Estevinho i sar., 2013;
Schulz i sar., 1998).
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Hitozan poseduje tri tipa reaktivnih funkcionalnih grupa, amino grupu (-NH,) na C,
atomu i primarnu i sekundarnu hidroksilnu grupu (-OH) na C;3 i Cgatomu. Molekulska masa
hitozana je u intervalu od 38 do 2000 kDa, a procenat deacetilovanja je od 66 do 95%. Na
osnovu molekulske mase hitozani se, obi¢no, dele na hitozane male molekulske mase (<150
kDa), hitozane srednje molekulske mase i hitozane velike molekulske mase (>700 kDa).
Prisustvo funkcionalnih grupa omogucuje postupke derivatizacije i promene fizi¢ko-
hemijskih osobina koje ga c¢ine veoma cenjenim materijalom sa velikim potencijalom
primene. Dokazano je da sam hitozan ima slabu povrSinsku aktivnost zbog izrazite hidrofilne
prirode, medutim uvodenjem hidrofobne grupe na jednoj ili obema funkcionalnim grupama
(-NH; ili -OH) on mozZe da pokaze odredenu povrsinsku aktivnost. Hidrofobno modifikovani
hitozan se moze koristiti u mnogim granama industrije kao emulgator, a zbog Ssvoje
biokompatibilnosti naSao je primenu u postupcima inkapsulacije u vodi nerastvornih anti-
tumornih i lekova sa ciljanim dejstvom na mozdano tkivo, $to predstavlja rastu¢i trend na
polju istrazivanja u farmaciji (Agnihotri i sar., 2004; Elsabee i sar., 2009; Sinha i sar., 2004;
Wong, 2009).

Hitozan je nerastvoran u vodi i organskim rastvarac¢ima, ali na relativno niskim
vrednostima pH (<6,5) rastvorljiv je u vodi i pokazuje polikatjonski karakter. Zbog
protonovanja, lako dostupnih slobodnih amino grupa, dolazi do konverzije glukozaminskih
jedinica u rastvorljiv oblik R-NH3", $to rezultuje visokim stepenom hidratacije i jakim
elektrostatickim odbijanjem izmedu molekula. Prisustvo pozitivno nalektrisanih grupa
omogucuje stupanje u interakciju sa suprotno naelektrisanim povrsinski aktivnim materijama
i polimerima, dobro svojstvo adsorpcije na negativno naelektisane povrSine, kao i formiranje
kompleksa sa jonima metala. Na visim pH vrednostima (>6,5) amino grupe bivaju
deprotonovane, hitozan gubi svoje pozitivno naelektrisanje i tezi precipitaciji iz rastvora.
Imajuéi ovo u vidu, ocigledno je da svojstva hitozana u vodenom rastvoru zavise od
molekulske mase i stepena deacetilovanja, ali i od ostalih uslova u rastvoru kao §to su pH,
jonska jacina rastvora i temperatura (Joci¢ I Topalovi¢, 2004; McClements, 2005; Sinha i
sar., 2004; Thongngam i Onésippe i Lagerge, 2008b).

Zahvaljujuéi svojim svojstvima hitozan i drugi derivati hitina imaju Siroku primenu u
kozmetickoj, farmaceutskoj, prehrambenoj industriji i biotehnologiji (slika 2). Zbog izrazene
biorazgradivosti i fizicko-hemijskih osobina hitozan se moze koristiti I U peciS¢avanju
otpadnih voda, za modifikovanje tekstura ili uklanjanje veStackih boja iz otpadnih voda
tekstilne industrije, tako da na taj nacin ucestvuje i u zastiti zivotne sredine. Rastu¢em
interesovanju za hitozan doprinosi njegovo poreklo iz obnovljivih izvora, §to ga ¢ini relativno
jeftinim i lako dostupnim (Calija i sar., 2013).
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Slika 2. Primena hitozana

Hitozan se u prehrambenoj industriji primenjuje prilikom konzerviranja namirnica za
spreCavanje mikrobioloske kontaminacije kao i za formiranje biodegradabilnih filmova i
mikrokapsula, a koristiti se i kao sastojak funkcionalne hrane (Estevinho i sar., 2013). Na
primer u istrazivanju Zheng i saradnika, jednake koli¢ine kurkumina su inkorporirane u
hidrogele hitozana i alginata. Ispostavilo se da se hemijska stabilnost lipidnih cestica
kurkumina u alginatnim hidrogel ¢esticama smanjila u kiseloj 1 u neutralnoj sredini, dok su
hitozanske Cestice pokazale vecu stabilnost na pH 7 1 ostale fizicki i morfoloSki stabilne
tokom perioda skladiStenja. Na pH 3, hitozanske Cestice su bubrile, Sto moze biti od znacaja u
proizvodnji prenhrambenih proizvoda koji bi menjali teksturu sa promenom pH (Zheng i sar.,
2017).

Zbog svoje izrazite biokompatibilnosti, netoksi¢nosti, visoke gustine naelektrisanja i
mukoadhezije, hitozan poseduje veliki potencijal za primenu u farmaceutske svrhe. Pokazalo
se da poboljsava oslobadanje teSko rastvorljivih lekovitih supstanci i ispoljava znacajan
efekat na metabolizam masti u organizmu (Sinha i sar., 2004). Velika prednost ovog
biopolimera je jednostavna hemijska manipulacija koja omogucava njegovu optimizaciju
kako bi se proizveli pogodni biomaterijali za terapeutsku primenu. Kako je ve¢ spomenuto,
najces¢e se primenjuje kao nosa¢ aktivnih supstanci ili ekscipijens (npr. poboljsava
permeabilnost) aktivne supstance (Kean i Thanou, 2010), ali ima ograni¢ene moguénosti za
kontrolu oslobadanja leka iz oralnih farmaceutskih oblika zbog svoje rastvorljivosti u kiseloj
sredini. Da bi se prevaziSao ovaj nedostatak primenjuju se metode hemijske modifikacije
hitozana, poput kopolimerizacije ili derivatizacije. Moguénost hemijske modifikacije
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strukture u C, polozaju daje derivatima hitozana razliCite osobine i omogucava Siroku
primenu. Nosaci farmakoloski aktivnih supstanci na bazi hitozana uspe$no se koriste za
primenu  antikancerogenih  agensa, proteina/peptida, faktora rasta, antibiotika,
antiinflamatornih lekova, kao i za primenu vakcina i u genskoj terapiji (Ahmed 1 Aljaeid,
2016; Hamman, 2010).

U istrazivanju Cook i saradnika, ispitana je mogucnost izrade mikrokapsula od poli
(D,L-laktid-ko-glikolne) kiseline (PLGA) koje sadrze prebiotik Bimuno'™, inkorporiranih u
matriks alginata i smesu alginat-hitozan, u kom se nalazi probiotik Bifidobacterium breves, sa
ciljem utvrdivanja mogucnosti zastite probiotika od delovanja zeludac¢ne kiseline kako bi
neoste¢en dospeo u tanko crevo gde se vrsi njegovo oslobadanje. Dokazano je da veci broj
probiotskih ¢elija prezivljava u alginat-hitozan mikrokapsulama, jer je usporena difuzija
kiseline u matriks mikrokapsula, ali i zbog povecanja hidrofobnosti materijala nakon
inkorporiranja PLGA mikrokapsula (Cook i sar., 2014).

Istrazivanja u oblasti genske terapije postala su znacajna tokom proteklih decenija, jer
ovaj nacin terapije pokazuje veliki potencijal za leCenje mnogih naslednih ili stecenih bolesti
zamenom neispravnih gena, supstitucijom gena koji nedostaju ili smanjenjem intenziteta
nezeljene ekspresije gena. S obzirom na to da se geni brzo razgraduju nukleazama 1 tesko
dolaze do ¢elija na koje treba da deluju (teSko ispoljavaju osobinu transfekcije), javila se
potreba za razvojem bezbednog i efikasnog nosaca gena. Mao i saradnici istrazivali su aspekt
primene hitozana i njegovih derivata kao nosaca aktivnih supstanci, kao §to su DNK i RNK.
Pokazano je da proces uvodenja nukleinskih kiselina u Celije zavisi od razli¢itih parametara:
molekulske mase hitozana, stepena deacetilovanja, naelektrisanja hitozana i DNK/RNK, vrste
soli hitozana, pH vrednosti, seruma, aditiva, na¢ina dobijanja hitozana i delova nukleinskih
kiselina, kao i nacina administracije. Dokazano je da kompleksi formirani pomocu hitozana
velike molekulske mase i velikog stepena deacetilovanja ispoljavaju visoku stabilnost (Mao i
sar., 2010).

Kompozitne mikrocestice sacinjene od hitozana impregniranog nanocesticama srebra
ispoljavaju antibakterijsko dejstvo, te bi se mogli u buduénosti koristiti u biomedicini kao
baktericidni agensi za dezinfekciju vode i antipatogeni. Pored do sad navedene primene,
hitozan, zbog svog pozitivnog naelektrisanja, moze da se ponasa kao helatni agens, koji
selektivno vezuje metale u tragovima ili da se koristi kao koaguliSu¢i agens u tretmanu
otpadnih voda ili u izradi kompozitnih materijala (Peretz i sar., 2013; Yang i sar., 2016).

Hitozan je naSao primenu u medicini zbog hipobilirubinskog i hipoholesterolskog
efekta, a takode poseduje antacidna i antiulcerozna dejstva i1 svojstvo da pomaze pri lecenju
rana i opekotina. Posebnu paznju hitozan privlaci u oblasti tkivnog inzenjerstva, zahvaljujuci
mogucénosti obrazovanja biokompatibilnih poroznih trodimenzionalnih mreza, c¢iju je

poroznost i brzinu degradacije u in vivo uslovima moguce kontrolisati. S obzirom da hitozan
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ima sposobnost stvaranja biofilmova i poseduje sve potrebne karakteristike: opticku cCistocu,
mehani¢ku postojanost, gasnu permeabilnost, posebno prema kiseoniku, vlaznost,
imunolosku kompatibilnost i antimikrobno delovanje, predlozen je kao biopolimer za izradu
kontaktnih sociva (mekih i tvrdih), a takode se koristi za izradu o¢nih zavoja koji se koriste
za zastitu o¢iju kod akutnih ili hroni¢nih trauma ogiju (Calija i sar., 2013; Majeti i Kumar,
2000).

Hitozanske membrane su znacajne kao veStacke membrane bubrega jer ispoljavaju
pogodnu permeabilnost i visoku snagu istezanja. Dokazano je da hitozan ima mukoadhezivna
svojstva zbog molekularne privlacne sile formirane elektrostatickim interakcijama izmedu
pozitivno naelektrisanog hitozana i negativno naelektrisane mukozne povrSine. Ove osobine
se mogu pripisati: jakim vodoni¢no vezujuéim grupama (-OH i -COOH), jakom
naelektrisanju, velikim molekulskim masama, kao i fleksibilno$¢u lanca (Sinha i sar., 2004).

U farmaceutskoj industriji hitozan se koristi i kao direktno kompresibilni punioc,
sredstvo za raspadanje, sredstvo za vezivanje, ekscipijens za dobijanje nosaca lekovitih
supstanci sa kontrolisanim oslobadanjem leka ili za njegovo pobolj$ano rastvaranje. Derivati
hitozana se koriste u kozmetickim preparatima jer poseduju sposobnost geliranja i formiranja
filma, stvaraju prijatan osecaj na kozi, omekSavaju, vlaze 1 Stite kozu od spoljasnjih uticaja
(Calija i sar., 2013; Ilium, 1998).

Biodegradabilni polimeri, poput hitozana, mogu se umreZavati kako bi im se
podesavala opsta svojstva 1 kako bi mogli da otpustaju aktivne supstance tokom odredenog
vremenskog perioda. Kao $to je ve¢ spomenuto, jedna od vaznih upotreba hitozana je njegova
primena u sistemima sa kontrolisanim oslobadanjem supsatance, kao Sto su mikrokapsule i
nanokapsule (Chen i sar., 2006), hidrogeli (Berger i sar., 2004), nanovlakna (Bhattarai i sar.,
2005), filmovi i tablete (Aranaz i sar., 2009). U odnosu na druge inkapsuliraju¢e materije
hitozan ima znacajnu prednost u odnosu na ostale polimere, jer poseduje mogucnost
uspostavljanja kovalentnih i jonskih veza sa sredstvima za umrezavanje, pri ¢emu se gradi
neka vrsta mreze unutar koje aktivna supstanca ostaje zarobljena. Shodno tome, ove hemijske
veze imaju prednosti u kontrolisanom oslobadanju supstanci.

U zavisnosti od prirode umrezivaca, formiranje mreze moze biti kovalentno ili jonsko.
Kovalentno umrezavanje dovodi do stvaranja hidrogela ili mikrocestica sa trajno umreznom
strukturom, jer se formiraju ireverzibilne hemijske veze. Ovaj tip veze omogucava apsorpciju
vode i/ili bioaktivnih jedinjenja bez rastvaranja i dozvoljava oslobadanje leka difuzijom.
Sredstva za umrezavanje, koja se koriste za uspostavljanje kovalentnih veza, su molekuli sa

najmanje dve reaktivne funkcionalne grupe koje omogucuju stvaranje mostova izmedu
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polimernih lanaca. Najces¢i koris¢eni umrezivaci hitozana su dialdehidi, kao $to su glioksal i
glutaraldehid.

Proces umrezavanja hitozana glutaraldehidom podrazumeva kovalentno vezivanje
aldehidnih grupa glutaraldehida za amino grupe hitozana (slika 3), pri ¢emu se ostvaruje
hemijsko umrezenje (Biswal i sar., 2016; Dini i sar., 2003).
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Slika 3. a) Reakcija izmedu neumreZenog biopolimera hitozana i umreZivaca glutaraldehida;
b) struktura umrezenog molekula hitozana; c) Sematski prikaz umrezenog hitozana
(Biswal i sar., 2016)

Glutaraldehid, kao agens za umreZavanje, sposoban je da ocuva aktivnost bioloskih
materija poput imobilizovanih enzima i ¢esto se koristi za dobijanje hidrogela koji sadrze
osetljiva jedinjenja. Ipak, jedan od nedostaka glutaraldehida je sposobnost da se transformise
u nepozeljna, reaktivna jedinjenja, pa se iz tog razloga javila potreba za pronalazenjem
bezbednijeg agensa za umrezavanje.

Zahvaljuju¢i prisustvu slobodnih amino grupa u lancu hitozana, koje u kiseloj sredini
podlezu protonovanju, hitozan ima sposobnost reagovanja sa dvo- ili vise- valentnim
anjonima. Natrijum-tripolifosfat je jedan od anjona koji moze da reaguje sa hitozanom, pri

¢emu nastaju jonski, tj. fizicki umrezeni hidrogeli hitozana. Jonski umrezene mikrokapsule ili
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hidrogeli hitozana se, generalno, smatraju biokompatibilnim i dobro se podnose, jer je
njihova mreza povezana reverzibilnim vezama. Medutim, oni pokazuju veéu osetljivost na
promene pH u poredenju sa kovalentno umrezenim hitozanskim strukturama (Berger i sar.,
2004; Desai i Park, 2005).

Brojne studije su pokazale da su sintetski agensi za umrezavanje (glutaraldehid,
formaldehid, tripolifosfat, etilen glikol, diglicidil etar i diizocijanat) manje ili viSe citotoksi¢ni
I mogu smanjiti biokompatibilnost hitozanskog sistema za otpustanje lekova. Iz ovog razloga
je pozeljno pronaci reagens za umrezavanje koji je niske citotoksi¢nosti 1 stvara stabilne i

biokompatibilne umrezene proizvode.

Genipin je potpuno biokompatibilan reagens prirodnog porekla pogodan za
umrezavanje hitozana, koji je 10 000 puta manje citotoksi¢an od glutaraldehida, i odgovara
zahtevima danaSnje regenerativne medicine (Muzarelli, 2009). Mi i saradnici su ispitivali
osobine mikrokapsula hitozana umrezene genipinom i glutaraldehidom, malih veli¢ina
Cestica, dobijenih postupkom suSenja rasprSivanjem. Rezultati istrazivanja su pokazali da
mikrokapsule pripremljene sa genipinom imaju veliku biokompatibilnost i sporiju
degradaciju nego mikrokapsule hitozana pripremljene sa glutaraldehidom kao umrezivacem
(Mi i sar., 2002).

Karnchanajindanun i saradnici su ispitivali moguénost dobijanja mikrokapsula
umrezavanjem hitozana sa genipinom postupkom difuzije rastvara¢a u emulziji V/U.
UmreZene mikrokapsule se formiraju nakon difuzije vode iz kapljica emulzije rastvora
hitozana u spoljnu kontinualnu fazu. Ispitivan je efekat odnosa umrezivaa i vremena
umrezavanja na karakteristike hitozanskih mikrokapsula, kao §to je morfologija, veli¢ina
Cestica, rastvaranje i specificna gustina. Izveden je zakljuak da se sa povecanjem udela
genipina 1 vremena umrezavanja povecava hrapavost povrsine mikrokapsula, ali se ne menja
njihov oblik. Matriks umreZenih mikrokapsula imao je vecu gustinu od neumreZenih, a
veli¢ina Cestica i specifi¢na gustina su se neznatno povecale sa povecanjem udela genipina i
vremena umrezavanja. Ovakva metoda se pokazala obecavaju¢om za pripremu hitozanskih
mikrokapsula u ¢ijem jezgru se nalaze lekovite suspstance, a vreme otpustanja lekovitih
supstanci bi moglo biti kontrolisano podeSavanjem masenog odnosa genipin/hitozan i
vremena umrezavanja (Karnchanajindanun i sar., 2010). I pored svih prednosti genipina kao
umrezivaca, nedostatak je to $to formulacije boji u plavo, kao i njegova visoka cena na

trzistu.
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Povrsinski aktivne materije - PAM (eng. Surface Active Agents, Surfactants; nem.
Tenside) su supstance koje se pri niskoj koncentraciji adsorbuju na povrsini ili medupovrsini
sistema, pri ¢emu u znatnom stepenu menjaju slobodnu (povrSinsku) i medupovrSinsku
energiju, odnosno povrSinski ili medupovrsinski napon. PAM imaju specificnu hemijsku
gradu koja im daje dvojak karakter u odnosu na afinitet prema rastvaracu. Sastoje se od
hidrofilnog (polarnog) i hidrofobnog (nepolarnog) dela molekula, koji su u odredenom
odnosu, zbog ¢ega se nazivaju amfifili. Obi¢no su klasifikovani u Cetiri kategorije na osnovu
prirode polarne grupe: anjonske, katjonske, nejonske i amfoterne (Kume i sar., 2008;
Petrovi¢, 2016; Vasiljevic i sar., 2019; Vuleta i sar., 2017).

Molekuli PAM pri malim koncentracijama obrazuju prave rastvore i u rastvaracu se
nalaze kao pojedina¢ni molekuli-monomeri. Sa pove¢anjem koncentracije molekuli teZe da se
grupiSu u veée agregate, koji se nazivaju micele. Koncentracija PAM pri kojoj pocinje
formiranje micela naziva se kriticna micelarna koncentracija (KMK). PAM rastvorena u
odredenom rastvaracu, najceS¢e u vodi, u koli¢ini koja je vec¢a od kriticne micelarne
koncentracije, spontano obrazuje micele razlic¢itog oblika. Nakon formiranja micela dolazi do
promene osobina rastvora, tako da se KMK moze odrediti praenjem promena osobina
rastvora PAM, kao S$to su: povrSinski napon, viskozitet, rasipanje svetlosti, difuzija, elektri¢na
provodljivost itd (Pakovi¢,1990a).

PAM se ubrajaju u proizvode hemijske industrije koji imaju vrlo Siroku primenu.
Prisutne su u sredstvima za pranje kao sapuni i deterdZenti, u proizvodima za negu lica i tela i
za li¢nu higijenu, u agrohemikalijama, lekovima, prehrambenim proizvodima, u proizvodnyji
tekstila i vlakana, nanotehnologiji, bojama, mastilima, lepilima i mnogim drugim
proizvodima. PAM imaju razli¢itu ulogu kao pomocne supstance u formulacijama
farmaceutskih preparata tipa rastvora, emulzija, suspenzija, gelova, kapsula, tableta i dr. One
mogu da pospese apsorpciju lekovitih supstanci kroz bioloske membrane do mesta delovanja.
Znacajne su 1 za formulaciju preparata sa produZenim oslobadanjem lekovite supstance,

ukljucujuci i transdermalne terapijske sisteme.

PAM koje se koriste u farmaceutskoj industriji moraju ispunjavati veoma stroge
regulatorne zahteve u pogledu njihove bezbednosti (Myers, 2006). U razvoju formulacija sa
lekovitim supstancama koje imaju ogranic¢enu rastvorljivost u vodi, uglavnom je neophodna
primena surfaktanata i kosurfaktanata u cilju poboljSanja njihove rastvorljivosti. Slabu
rastvorljivost u bioloskim te¢nostima ima oko 50% lekova, $to predstavlja glavno ogranicenje
za njihovu oralnu, parenteralnu i transdermalnu primenu. Sintetske PAM imaju mnoge
prednosti, kao Sto su laka dostupnost, niska cena, Siroka oblast primene, dok su prednosti
biosurfaktanata ekoloski aspekti i povecana svest za oCuvanje Zivotne sredine (Holmberg i
sar., 2002; Mishra i sar., 2009).
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Alkil-sulfati i alkil-etar-sulfati su prema svojoj medunarodnoj nomenklaturi
kozmetickih sastojaka (International Nomenclature of Cosmetic Ingredient, INCI), grupa
jedinjenja u koju se ubrajaju: amonijum-lauril-sulfat, natrijum-lauril-sulfat, natrijum-
lauriletar-sulfat, magnezijum-lauril-sulfat, natrijum-kokosulfat i dr.

Anjonski surfaktanti su amfifilna jedinjenja sacinjena iz hidrofobnog (alkil lanci
razliite duzine, alkilfenil etri, alkilbenzeni 1 dr.) 1 hidrofilnog dela (karboksilne grupe,
sulfati, sulfonati, fosfati i dr.). Hidrofilni i hidrofobni delovi imaju osobinu da lako stupaju u
interakciju sa polarnim i nepolarnim delovima makromolekula poput proteina i celuloze, ili
sa polarnim 1 nepolarnim molekulima u smesi jedinjenja. Na ovaj nacin, anjonski surfaktanti
mogu da snize energiju interakcije i1 energiju solvatacije izmedu velikog broja heterogenih
faza u mnogim tehnoloskim procesima i bioloskim sistemima adsorbujuci se na granici faza
ulje-voda (Cserhati i sar., 2002).

Natrijum-dodecil-sulfat (natrijum-lauril-sulfat ili eng. sodium dodecyl sulfate-SDS) je
surfaktant male molekulske mase, koji pripada grupi sulfatnih alkohola. To je natrijumova so
dodecil-hidrogen-sulfata, estra dodecil alkohola i sulfatne kiseline. Njegov ugljovodoniéni
rep u kombinaciji sa polarnom grupom daje jedinjenje koje ima amfifilne osobine, formira
micele, $to omoguéava da SDS ulazi u sastav komercijalnih formulacija za proizvodnju
deterdZzenata. SDS je anjonska PAM koja se nalazi u mnogim sredstvima za ¢iSéenje i
odrzavanje li¢ne higijene. Uobicajen je sastojak mnogih kozmetic¢kih, farmaceutskih i
prehrambenih proizvoda. Na slici 4 je prikazana hemijska struktura i ilustracija micele SDS.

0O
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Slika 4. Hemijska struktura i ilustracija micele natrijum-dodecil-sulfata

Natrijum-dodecil-sulfat izuzetno dobro smanjuje povrSinski napon vodenih rastvora,
te se koristi za uklanjanje masnih fleka. U ve¢im koncentracijama se nalazi u proizvodima za
odmas¢ivanje motora, podova i sapunima za pranje vozila. U nizim koncentracijama se nalazi
u pastama za zube, rastvorima za ispiranje usta, Samponima, kremama za brijanje 1 u

formulacijama kupki, zbog njegove sposobnosti da stvori obilnu penu, a delimi¢no i zbog
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efekta zgusnjavanja. U prehrambenoj industriji se primenjuje kao emulgator i smanjenje
percepcije slatkoce (Adams, 1985; Dolkemeyer, 2000).

U biohemijskim procesima SDS se koristi kao komponenta koja izaziva lizu celija
tokom ekstrakcije DNK i za denaturaciju proteina u pripremi za elektroforezu u tehnici SDS-
poliakrilamid gel elektroforeza. To je tehnika za razdvajanje denaturisanih proteina na
osnovu njihove relativne molekulske mase (Roy i sar, 2012). SDS se primenjuje u
poboljsanoj tehnici za pripremu mozdanog tkiva za studije opticke mikroskopije, gde se
njegova uloga ogleda u uklanjanju lipida, pri ¢emu se eliminiSe rasipanje svetlosti uz

minimalan gubitak proteina (Chung i sar., 2013).

SDS ima primenu i u farmaceutskim preparatima kao emulgator, permeacioni
inhenser, sredstvo za raspadanje i lubrikans. Kao anjonski surfaktant, siroko se koristi u
kozmetic¢koj industriji (sapuni, zubne paste, Samponi i sl.), dok se u prehrambenoj industriji
koristi kao aditiv.

Rezultati istrazivanja Piret i saradnika sugeriSu da bi SDS mogao da predstavlja
sirovinu izbora potencijalnog mikrobiocidnog sredstva za spreavanje prenosa HIV-a i
eventualno drugih patogena koji izazivaju polno prenosive bolesti (Piret i sar., 2000).

Pored svojih brojnih prednosti SDS ima i nedostatke, naime prodire u tkiva, zadrzava
se u njima i izaziva iritaciju. Stoga u kozmetickim proizvodima namenjenim za duzi kontakt
sa kozom, koncentracija natrijum-dodecil-sulfata ne bi trebalo da prelaze 1% (Marrakchi i
Maibach, 2006).

Dostupni podaci ukazuju da se upotreba SDS u raznim industrijskim i proizvodima
domacinstva povecava alarmantnom brzinom. Posledice koje proisticu iz njegove preterane
upotrebe i naknadne distribucije u vodotokove su za ozbiljnu zabrinutost. Dakle, postoji
potreba za pronalazenjem metode za razgradnju ove supstance. Biodegradacija ovog
surfaktanta bakterijama izgleda kao efikasna i jeftina metoda za njegovo uspesno uklanjanje.
Postoje izvestaji da je odredena grupa bakterija koje pripadaju Pseudomonas sp., sposobna da
degradira SDS i koristi ga kao izvor ugljenika (Chaturvedi i Kumar, 2010).

Zbog svoje niske cene, efikasnog uklanjanja masnoce, izostanka uticaja na ukus,
sposobnosti stvaranja pene, kompatibilnosti sa drugim supstancama i drugih pogodnih
osobina natrijum-dodecil-sulfat je jo§ uvek Siroko primenjivana supstanca, bez obzira na
potencijalno Stetno dejstvo. S obzirom na to, istrazivanja sa ciljem smanjenja njegove
zastupljenosti u proizvodima, kroz interakciju sa drugim jedinjenjima, narocito prirodnog

porekla, radi ostvarivanja istog ili boljeg Zeljenog efekata, zauzimaju primarno mesto.
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Alkil-etar-sulfati (AES) se primenjuju u preparatima za licnu negu, deterdzentima, u
poljoprivredi, rudarstvu, za premazivanje masina u industriji i dr. Njihove osobine su
posebno prilagodene za upotrebu u Samponima, kozmeti¢im proizvodima za ¢is¢enje i pranje
koze i prehrambenim proizvodima. Neki proizvodi su posebno efikasni u ¢iS¢enju povrsina sa
pH 5, obezbeduju dobro pranje i penjenje i zadovoljavajuci viskozitet. AES su anjonski
surfaktanti koji su dobro rastvorljivi u vodi. Stabilni su u alkalnoj sredini i nisu kompatibilni
sa katjonima, zbog formiranja kompleksa i smanjene povrsinske aktivnosti. Ekonomski su
isplativi, a njihova bezbednost za ljude i zivotinje je istraZzena od strane Cosmetic Ingredient
Review. | pored toga $to natrijum- i amonijum-lauriletar-sulfat mogu izazvati iritaciju ociju i
koze, na osnovu dostupnih informacija, zakljuceno je da su natrijum- i amonijum-lauriletar-
sulfat u ovom trenutku sigurni i bezbedni za kori$¢enje u kozmetickim proizvodima i to u
formulacijama dizajniranim za diskontinuirano, kratko koriS¢enje, praceno temeljnim
ispiranjem sa povrSine koze. U proizvodima namenjenim za produZeni kontakt sa kozom,
koncentracija ne bi trebalo da prelazi 1%.

P
Na* _O,S\O%\/O)n\/\/\/v\/\/

Slika 5. Hemijska struktura natrijum-lauriletar-sulfata

Natrijum-lauriletar-sulfat (eng. Sodium laurilether sulfate-SLES) (slika 5) je anjonski
surfaktant koji poseduje etilenoksidne grupe izmedu hidrofilnog dela i dodecilnih hidrofobnih
grupa, $to povecava sveukupnu hidrofobnost ovog jedinjenja (Peretz i sar., 2013). Dobija se
iz natrijum-lauril-sulfata, ¢ime nastaje etoksilat, koji se transformiSe u poliestar sulfatne
kiseline i neutraliSe kako bi nastao SLES. KarakteriSe se duzinom alkil lanaca 1 prose¢nom
duZinom etilen oksidnih lanaca (EO), ¢ija raspodela uti¢e na vazne fizicke osobine, kao $to su
rastvorljivost i viskoznost. Pored toga, duzina EO lanca uti¢e i na osnovne funkcije (kao §to
su kvaSenje, penusanje, emulgovanje, dispergovanje i ¢iS¢enje) SLES u proizvodima.
Najcesce se u deterdZentima 1 Samponima za kosu primenjuje SLES sa duZinom alikl lanca
12-16 C-atoma i sa 2-3 mol EO, pri ¢emu sa povecanjem duzine EO lanca raste rastvorljivost
I viskozitet ove PAM.

Emulguju¢a svojstva i moguénost stvaranja pene Cine ga znacajnim sastojkom
kozmetickih proizvoda, proizvoda za CciS€enje (u koncentraciji od 0,1% do 50%) 1
proizvodima za li¢nu higijenu. Siroku primenu nasao je zbog niske cene i osobine da blago
iritira o€i 1 kozu, pa se zato koristi i u proizvodima za negu beba, a ¢esto se koristi i u
kombinaciji sa drugim PAM (Hyun i Jeong, 2009; Caracciolo i sar., 2017).
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U vodenim rastvorima razliCitih biopolimera mogu se javiti sinergistiCke i
antagonisticke interakcije izmedu njihovih molekula. Osnovni tipovi interakcija u vodenim
rastvorima polimera mogu se svrstati u Cetiri grupe: elektrostatiCke interakcije (gde
makromolekuli poseduju izvesno naelektrisanje i one mogu biti privla¢ne ili odbojne u
zavisnosti od toga da li su molekuli istoimeno ili suprotno naelektrisani), hidrofobne
interakcije (znacajne kod vodenih rastvora biopolimera koji poseduju nepolarne grupe, i
ispoljavaju se kroz tendenciju nepolarnih grupa ka asocijaciji), sterno istiskivanje (relativno
velika zapremina koju zauzimaju makromolekuli u rastvoru uslovljava smanjenje entropije
mesanja u sistemu usled smanjenja zapremine dostupne drugim molekulima biopolimera) i
vodoni¢ne veze (biopolimeri koji duz lanca imaju segmente, ili bo¢ne grupe, koji mogu da
formiraju jake vodoni¢ne veze sa segmentima na molekulima drugih biopolimera, a kao
rezultat nastaju spiralne ili lamelarne strukture).

Relativni udeo razlicitih interakcija u odredenom sistemu zavisi od osobina
makromolekula (molekulske mase, gustine naelektrisanja, fleksibilnosti, hidrofobnosti),
osobina rastvora (pH i jonske jacine), kao i od uslova sredine (temperature, smicanja).
Modelovanjem ovih parametara moguce je kontrolisati interakcije u smeSama biopolimera sa
ciljem dobijanja sistema odgovarajuéih funcionalnih karakteristika (McClements, 2006).

Posmatranjem sastava razli¢itth prehrambenih, kozmeti¢kih, farmaceutskih i
hemijskih proizvoda, moze se uociti prisustvo jednog ili viSe polimera zajedno sa jednom ili
viSe PAM. Pri odredenim uslovima moZe do¢i do interakcije izmedu samih molekula
polimera, kao 1 izmedu molekula PAM 1 molekula polimera, i stvaranja kompleksa koji moze
znacajno promeniti osobine sistema.

Polimer-anjonska PAM interakcije u sme$i mogu biti relativno slabe, a javljaju se
izmedu polimernog lanca 1 glave surfaktanta, ili mogu biti jake, u slucaju kada se formiraju
elektrostaticke veze izmedu suprotno naelektrisanih grupa prisutnin na molekulima
polielektrolita. Hidrofobne interakcije izmedu polimera i surfaktanta su uvek prisutne i mogu
predstavljati predominantne privlaéne veze. Jake interakcije u ovakvim sistemima, koje su
uglavnom uzrokovane elektrostatiCkim 1 hidrofobnim silama, dovode do formiranja
kompleksa razli¢itih struktura i1 karakteristika, a u nekim slucajevima 1 do formiranja
koacervata i razdvajanja faza (Cooper i sar., 2005; Onesippe i Lagerge, 2008a).

Do najvec¢ih promena usled interakcije dolazi u sistemu kod koga su polimer i PAM
suprotno naelektrisane. Interakcija je posebno izrazena u sistemu jak polielektrolit-suprotno
naelektrisana PAM, gde ve¢ pri vrlo niskoj koncentraciji PAM dolazi do precipitacije
kompleksa polielektrolit/PAM. Kod takvih sistema, da bi se povecao raspon koncentracija u
kome se interakcijom formira koacervat pre pojave precipitacije, elektrostaticko privlacenje
suprotno naelektrisanih grupa se mora redukovati. Obi¢no se to postize dodatkom elektrolita
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ili nejonske PAM. Struktura kompleksa polimer/PAM zavisi od naelektrisanja, hidrofobnosti
I molekulske mase polimera, kao i naelektrisanja i oblika molekula PAM. Konstatovano je da
jo§ pri nizoj koncentaciji od kriticne micelarne koncentracije pocinje ¢vrsto vezivanje
molekula PAM za suprotno naelektrisane molekule polimera, usled jakog elektrostatickog
potencijala oko polimernog lanca (Huang i sar., 2001; Sovilj i sar., 2000).

Prisustvo protonovane amino grupe na lancu hitozana u kiseloj sredini, njega Cini
katjonskim polielektrolitom, $to omogucuje formiranje polielektrolitnog kompleksa sa
negativno naelektrisanim polielektrolitima, koji imaju Siroku primenu. Iz ovih razloga
interakcije hitozana sa razli¢itim polimerima prirodnog porekla (alginat, pektin, ksantan
guma, karagenan, celuloza, kolagen i dr.), kao i sa sintetskim polimerima, metalnim
anjonima, tripolifosfatom i dr. intenzivno su ispitivana poslednjih godina (Luo i Wang,
2014).

Interakciju u sistemu hitozan-natrijum-karboksimetil celuloza ispitivali su Rosca i
saradnici, razli¢itim metodama (konduktometrijska, potenciometrijska i turbidimetrijska
titracija) i zakljucili da je kompleks polielektrolita formiran pri odredenom stehiometrijskom
odnosu uz pomo¢ elektrostatickog privlacenja (Rosca i sar., 2005). Ispitivanja interakcije
hitozana i kolagena ukazala su na dva razli¢ita mehanizma njihovog povezivanja. Prvi
mehanizam, elektrostati¢ke prirode pri niskim koncentracijama hitozana i drugi, kada se
hitozan doda u velikom visku, dolazi do delimi¢nog deprotonovanja hitozana prac¢enog jakom
interakcijom sa kolagenom, najverovatnije vodoni¢nim i hidrofobnim interakcijama (Taravel
i Domard, 1996). Hitozan stupa u interakciju i sa alginatom pri ¢emu se formira
biodegradabilan i biokompatibilan kompleks (Hein i sar., 2008), a odnos naelektrisanja,
molekulska masa, jonska jacina, pH, brzina meSanja i pre¢nik propelera mesalice utiCu na
veli¢inu Cestica, zeta potencijal i stabilnost ovog kompleksa (Seather i sar., 2008). Takode,
postoji veliki broj studija koje su ispitivale interakcije hitozana i karagenana, sulfatnog
polisaharida (tri tipa «, 1, A) gde se doslo do zakljucka da priroda i tip karagenana uti¢u na
formiranje i osobine polielektrolithog kompleksa sa hitozanom (Shumilina i sar., 2002). Da bi
doslo do interakcije hitozana 1 pektina nije dovoljno pomesati acetatni rastvor hitozana sa
rastvorom pektina, ve¢ se polielektrolitni kompleks dobija podesavanjem pH ove smeSe na
5,5, kada dolazi do elektrostatickog privlaenja izmedu negativno naelektrisanih karboksilnih
grupa pektina i pozitivno naelektrisanih amino grupa hitozana (Bernabe i sar., 2005). Kao i u
slucaju pektina, zelatin tipa B 1 hitozan stupaju u interakciju samo pri pH iznad 4,7 (Sto
predstavlja izoelektricnu taCku Zzelatina tipa B 1 iznad ove vrednosti Zelatin tipa B je

negativno naelektrisan) i ispod 6,2 (iznad koje se hitozan talozi iz rastvora) (Yin i sar., 2005).
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Fenomeni interakcija u sistemu polimer-povrSinski aktivna materija omogucili su
Siroku primenu ovih sistema u farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji, jer
mogu u velikoj meri da uti¢u na osobine proizvoda. Neke od njih su stabilnost, reoloske i
teksturalne karakteristike, penivost i fazno ponasanje. Promene u sistemu koje su nastale kao
posledica interakcija se mogu pratiti razli¢itim tehnikama kao S$to su tenziometrija,
viskozimetrija, reologija, konduktometrija, spektroskopija itd.

Promene u vodenim rastvorima polimera i povrSinski aktivne materije, pracene
primenom tenziometrije, detaljno su opisali Taylor i saradnici (Taylor i sar., 2007).
Primenom ove metode, najcesce se prate promene povrSinskog napona na grani¢noj povrsini
voda-vazduh u funkciji koncentracije PAM, za konstantnu koncentraciju polimera u rastvoru.

Slabo interaktivni sistemi se obi¢no sastoje iz nejonskog polimera (polivinilpirolidon,
polietilenoksid) i jonske povrsinski aktivne materije (SDS). ldealna kriva povrsinskog napona
za slabo interaktivne sisteme polimer-PAM Sematski je prikazana na slici 6, zajedno sa
krivom povrsinskog napona rastvora PAM u odsustvu polimera.

Ts

Povrsinski napon

KMK

log (koncentracije PAM)

Slika 6. Sematski prikaz zavisnosti povrsinskog napona od koncentracije PAM i struktura
adsorbovanih kompleksa polimer-PAM za sisteme sa slabim interakcijama

Kako se moze primetiti sa slike 6 postoje tri prelomne tac¢ke koje su konvencionalno
oznatene sa Ti, T, i Tz Prva prelomna tacka, T;, oznafava Kkritiénu agregacionu
koncentraciju (CAC), odnosno koncentracija PAM pri kojoj zapocinje vezivanje za molekule
polimera, dok pri T, dolazi do zasi¢enja polimera molekulima PAM. T3 ukazuje na pocetak
formiranja slobodnih micela PAM u rastvoru.

Pocetno smanjenje povrsinskog napona uzrokovano je adsorpcijom PAM na grani¢noj
povrsini sa ili bez polimera. Polimer i PAM se adsorbuju zajedno na povrsini zbog slabih

interakcija izmedu njih (jon-dipol interakcija, izmedu dipola hidrofilnih delova polimera i
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jonske grupe PAM, ili hidrofobne interakcije, izmedu hidrofobnih delova polimera i
ugljovodni¢nih lanaca). Stoga je povrsSinski napon smese nizi od povrsinskog napona cistih
rastvora PAM odgovaraju¢ih koncentracija. Povecanje koncentracije PAM u ovom
koncentracionom opsegu dovodi do povecanog broja adsorbovanih monomera PAM na
slobodnoj povrsini, te povrSinski napon opada sa povecanjem koncentracije PAM sve do Tj.
Pri T1 dolazi do formiranja kompleksa polimer/PAM u rastvoru, i svako dalje povecanje
koncentracije PAM rezultira njenim vezivanjem za polimer usled ¢ega ne dolazi do znacajnih
promena povrsinskog napona rastvora sve do T, kada polimer postaje zasi¢en vezanim PAM.
Nakon T, sa povec¢anjem koncentracije PAM sve veci broj monomera PAM se adsorbuje na
grani¢nu povrSinu, uz istovremenu desorpciju kompleksa, Sto dovodi do opadanja
povrSinskog napona. Adsorpcija PAM se nastavlja sve do zasi¢enja slobodne povrsine
monomerima PAM, T3, kada dolazi do formiranja prvih slobodnih micela PAM u rastvoru.
Koncentracija slobodnih molekula PAM u celoj oblasti interakcije je konstantna i krece se
oko kriti¢ne micelarne koncentracije date PAM. Takode, prelomne ta¢ke Ty i T3 u prakticnom
eksperimentalnom radu mnogo su bolje definisane i uocljivije nego $to je to slucaj sa T,
(Taylor i sar., 2007). Eksperimentalno je potvrdeno da je T1 koncentracija karakteristi¢na i
nepromenjljiva za odredeni polimer-PAM sistem, dok T2 linearno zavisi od koncentracije
polimera u rastvoru (Sovilj i sar., 2006).

Jake interakcije u vodenim rastvorima polimera i PAM se javljaju kod smesa jonski
polimer-suprotno naelektrisana PAM i uslovljene su, prvenstveno, -elektrostati¢kim
privlaénim silama izmedu naelektrisanih delova molekula polimera i polarne glave molekula
PAM. Istovremeno, hidrofobne interakcije koje se javljaju izmedu nepolarnih delova
molekula polimera i PAM, takode uti¢u na ponaSanje kompleksa polimer-PAM na grani¢noj
povrsini 1 izgled adsorbovanih slojeva. Pra¢enjem promena povrSinskog napona u funkciji
koncentracije PAM, koje se detektuju u ovim kompleksnim sistemima, ukazuju da postoje
dva tipa ponaSanja, prikazani na slici 7a 1 7b.
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Slika 7. Sematski dijagrami zavisnosti povr§inskog napona od koncentracoje PAM u sistemima sa
jakim elektrostatickim interakcijama a) anjonski polimer-katjonska PAM; b) katjonski polimer-
anjonska PAM

Na slici 7a je Sematski prikazana promena povrSinskog napona sa koncentracijom
PAM i izgled adsorbovanih kompleksa za smeSu anjonski polimer-katjonska PAM. Naime,
jasno je da do elektrostatickih interakcija izmedu polimera i PAM dolazi i pri vrlo niskim
koncentracijama PAM, daleko ispod T1, kada se formiraju kompleksi nastali kooperativnim
vezivanjem pojedina¢nih molekula PAM za naelektrisane centre na molekulima polimera.
Ovaj fenomen dovodi do znacajnog smanjenja povrSinskog napona vodenog rastvora smese u
odnosu na rastvor odgovarajuéih koncentracija PAM. Istovremeno, pri veéim
koncentracijama PAM, nakon T1, povrSinski napon se veoma malo menja do T2, a zatim
naglo smanjuje do T3, odnosno do dostizanja KMK. Pojava T1-T2 platoa povezana je sa
formiranjem komleksa drugalije strukture, nastalih kooperativnim povezivanjem
supramolekulskih agregata PAM za molekule polimera, §to ne uti¢e povrSinski napon
sistema, ali su na grani¢noj povrsini adsorbovani slojevi vece debljine.

Taylor 1 saradnici eksperimentalno su potvdili prikazanu Semu tenziometrijskim
ispitivanjima smeSe anjonskog polimera, natrijum-polistiren-sulfonata (NaPSS) i katjonske
PAM, dodecil-trimetil-amonijum-bromida (C12TAB). Zakljucili su da iako kriva zavisnosti
povrsinskog napona smese od koncentracije C12TAB li¢i na krivu karakteristi¢nu za slabo
interaktivne sisteme, ipak postoje izvesne razlike. Prvo, polozaj T1 zavisi od konentracije
polimera, NaPSS. Drugo, poloZaj T3 nije znacajno ve¢i od KMK, uprkos proSirenom platou
T1-T2. I trece, KMK ne zavisi od koncentracije polimera u rastvoru.

Na slici 7b je Sematski prikazana promena povrSinskog napona sa koncentracijom
PAM i izgled adsorbovanih kompleksa za smeSu katjonskii polimer/anjonska PAM. U ovom
sistemu jasno se uoc€avaju Cetiri karakteristicne prelomne tacke, koje ukazuju na promene u
strukturi adsorpcionih slojeva. I ovaj predloZeni tip ponaSanja eksperimentalno je potvrden
merenjima u sistemu katjonski polimer, poli-dimetil-dialil amonijum-hlorid, i anjonska PAM,
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SDS. Uoceno je da T1 ne zavisi od koncentracije polimera u smesi, dok KMK pokazuje malo
povecanje sa porastom koncentracije polimera. Medutim, u intervalu T1-T2, gde se ocekuje
da ne dode do promene povrsinskog napona rastvora, registrovan je njegov nagli skok, koji
ukazuje da su u tom trenutku formirani kompleksi desorbovani sa grani¢ne povrSine i
uglavnom prisutni u rastvoru (Taylor i sar. 2007 i Guzman i sar 2016). Ovakve promene
uslovljene su reorganizacijom strukture kompleksa i karakteristicne su za sisteme koji se
adsorbuju u obliku monoslojeva.

Na osnovu do sada poznatih istrazivanja, moze se zakljuciti da su sistemi
polielektrolit-suprotno naelektrisana PAM mnogo komleksniji, te se mehanizmi interakcije ne
mogu objasniti jednom univerzalnom Semom koja odgovara svim realnim sistemima.
Mehanizmi njihovih interakcija u vodenim rastvorima uslovljene ve¢im brojem faktora koje
treba definisati kako bi se mogli sa uspehom primeniti u praksi.

Osobine polielektrolita bitno uticu na formiranje kompleksa sa PAM, pri ¢emu je
najvaznije naelektrisanje, a zatim hidrofobnost i fleksibilnost polimernog lanca. PAM se
mogu vezivati za polielektrolite putem elektrostaticke i/ili hidrofobne interakcije. Vezivanje
putem elektrostaticke interakcije dovodi do formiranja supramolekulskih agregata nazvanih
povrsinski polielektrolitski kompleksi (Elsabee i sar., 2009).

Hitozan moze da stupa u intrakciju sa anjonskim PAM 1 da gradi rastvorne ili
nerastvorne komplekse, $to zavisi od uslova u rastvoru. Kompleksi hitozana sa PAM su
stabilizovani kombinacijom elektrostati¢kih, jon-dipol i hidrofobnih interakcija i mogu se
formirati Cak 1 kad je koncentracija surfaktanta ispod svoje kritiéne micelarne koncentracije.
S obzirom na ¢injenicu da hitozan nema izrazenu povrsinsku aktivnost, dobijanje stabilnih
emulzionih sistema i mikrokapsula uljnog sadrzaja nije moguce bez dodatka povrSinski
aktivne matrije. Sa ovog stanovista posebno su interesantne jonske PAM, koje pri odredenim
uslovima mogu formirati jonske komplekse sa hitozanom, razliitith osobina. Iako se
intenzivno radi na objaSnjavanju mehanizma interakcije, Sto rezultira znac¢ajnim brojem
publikacija koje se odnose na konkretne sisteme hitozan-PAM (SDS, Tween 20, Triton X
100, lecitin, Poloxamer), one su jos§ uvek nedovoljno ispitane (Magdassi i sar., 2009; Saikia i
sar., 2014; Tamillvan i sar., 2010).

Ispitivanje karakteristika smese hitozana i SDS bilo je predmet interesovanja mnogih
naucnika. Neki od njih su ispitivali emulgujuce osobine hitozana kao i kompleksa hitozan-
SDS pripremajuéi dvojne emulzije (V/U/V) (Shulz i sar., 1998), dok su drugi ispitivali uticaj
jonske jacine, pH i temperature na formiranje kompleksa hitozan-SDS primenom razli¢itih
tehnika (Dedinate i Ernstsson, 2003; Lundin i sar., 2008; Thongngam i McClements, 2005).
Onesippe i Lagerge su ispitivanjem formiranja kompleksa izmedu hitozana i SDS dosli do
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zakljucka da do interakcija izmedu ovih jedinjenja dolazi ¢ak i pri najnizim koncentracijama
SDS. Izoterme vezivanja pokazale su veoma snazno elektrostaticko privlacenje. Na osnovu
merenja zeta potencijala, turbidimetrije i izotermalne titracione kalorimetrije, zakljuceno je
da se ovaj polielektrolittPAM kompleks moze primenjivati kao zid mikrokapsula formiran
kompleksnom koacervacijom (Onesippe 1 Lagerge, 2008a; Onesippe i Lagerge, 2008Db).
Efekat SDS na kompleks hitozana i B-karotena ispitivao je Kongsri sa saradnicima i pokazao
da anjonska glava SDS stupa u elektrostaticku interkaciju direktno sa katjonskom povr§inom
hitozana, dok njegov hidrofobni rep moze stupiti u hidrofobnu interakciju sa glavnim lancem
B-karotena. Indukovani [B-karoten/hitozan kompleks moze se formirati pod optimalnim
agregacionim i flokulacionim uslovima (Kongsri i sar., 2012).

kompleks polimer/PAM

Slika 8. Opsti model formiranja kompleksa hitozan-anjonska PAM
(http://www.sepawa.com/index/sepawa-congress/de-2012-abstracts-poster.html#p2)

Uticaj pH, jonske jacine i temperature na stvaranje kompleksa hitozan/SDS (slika 8)
je ispitivan od strane Thongangam-a i saradnika. Dokazano je da na odabranim pH
vredostima (3 i 7) dolazi do elektrostaticke interakcije ali je primeceno da je pri pH 7 ona
znacajno slabija. Medutim, kada se SDS 1 hitozan pomeSaju na pH 3 1 naknadno podesi pH
rastvora na 7, SDS ostaje vezan za hitozan, Sto ukazuje na to da je formiranje kompleksa
nepovratan proces. Dodatak soli (NaCl) smanjuje KMK SDS (i u odsustvu i u prisustvu
hitozana). Pokazalo se da su KMK SDS i koli¢ina vezanog SDS za hitozan, uglavhom
nezavisni od temperature (10-50°C) (Lundin i sar., 2008; Thongngam i McClements, 2005).
Cilj mnogih istrazivanja u oblasti interakcije hitozan-SDS je primena njihovog kompleksa za
stabilizaciju emulzionih sistema U/V. Sunintaboon i saradnici su ispitivali efekat hitozana,
SDS i ulja dumbira na vrednost prosecne veli¢ine kapljica emulzije, hitozan-SDS adsorpciju i
koloidnu stabilnost nastale emulzije. Primena ove kombinacije se pokazala kao efikasan
metod za kontrolu prec¢nika i stabilnosti nastalog emulzionog sistema (Sunintaboon i sar.,
2012).

Hitozan formira polielektrolitske komplekse i sa natrijum-lauriletar-sulfatom. U

istrazivanju koje su sproveli Peretz i saradnici, ispitivana je mogucnost stvaranja mikro-
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Cestica interakcijom izmedu hitozana i SLES na razli¢itim pritiscima i izvedena je njihova
karakterizacija. Dobijene Cestice su potom koris¢ene za uklanjanje jona bakra iz vodenih
rastvora. Eksperimentalno je potvrdeno da amino grupe uéestvuju u vezivanju Cu(Il) jona u
komplekse, a adsorpcija bakarnih jona se odvija u skladu sa Langmuir-ovim modelom (Peretz
i sar., 2013).

Pored velikog broja istrazivanja koja su fokusirana na ispitivanje interakcija izmedu
hitozana i SDS, kao i malog broja publikacija koje su proucavale osobine kompleksa
hitozan/SLES, ove interakcije jo$ uvek nisu u potpunosti razjasnjene, narocito kada se radi o
mogucnosti njihove primene za dobijanje stabilnih emulzija i mikrokapsula kao nosaca
liposolubilnih aktivnih materija.
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Efikasnost savremenih proizvoda uglavnom podrazumeva multifunkcionalnost.
Navedeni zahtevi namecu proizvoda¢ima sirovina i prizvoda koji ih sadrze stalno
usavrSavanje formulacija postoje¢ih nosaca akrivnih materija, upotrebu novih sirovina i
tehnologija za izradu preparata, kao i razvoj potpuno novih nosac¢a aktivnih materija i veliki
broj razlicitih izvora i koncepta za dobijanje nosaca aktivnih supstanci.

Nosaci aktivnih supstanci se u Sirem smislu mogu klasifikovati prema osnovnoj

komponenti koja ih formira na nosae sa lipidnom osnovom i polimerne nosace (Slika 9)
(Pradhan i sar., 2013).

Nosaéi aktivnih supstanci
|

v v
| Lipidni nosaci | | Polimerni nosaci |
L v ¥ v T :
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Slika 9. Nosaci aktivnih supstanci

Neki od najvise proucavanih nosaCa aktivne materije su: liposomi, niosomi,
mikro/nanocestice i emulzije. Liposomi su sferne vezikule sastavljene od fosfolipidnih
dvoslojeva i vodenog jezgra. Niosomi su sferne strukture gradene od jednog ili vise
dvoslojeva nejonskih surfaktanata koji zatvaraju vodenu fazu. Mikro/nano cestice se definisu
kao sistemi izradeni od polimera (biodegradabilni ili ne, koji su generalno prepoznatljivi kao
bezbedni). Makromolekuli prirodnog porekla, koji se naj¢esée koriste u ovim sistemima su:
albumin, Zelatin, hitin, hitozan, alginati, derivat skroba, dekstran, kazein i lipidi. U skladu sa
postupkom izrade mogu se dobiti mikro- ili nanosfere i mikro- ili nanokapsule. Mikrokapsule
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su sistemi u kojima je aktivna supstanca smestena u rezervoar (jezgro) obavijeno ovojnicom
od drugog materijala makromolekularne ili polimerne supstance u cilju zastite aktivne
supstance od degradacije pod uticajem spoljasnjih faktora (Koroleva i sar., 2016; Srikanth i
sar., 2012). U tabeli 1 date su prednosti, nedostaci i primena nekih od nosaca aktivnih
supstanci (Chime i sar., 2012; Li i sar., 2017; Martinho i sar., 2011; Pradhan i sar., 2013).
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Tabela 1. Prednosti, nedostaci i primena nosaca aktivnih supstanci

Nosaci aktivnih
supstanci

Mikrosfere

Liposfere

Polimerne
nanocestice

Cvrste lipidne
Nanocestice (SLN)

Nanostrukturirani
lipidni nosaci
(NLC)

Micele

Dendrimeri

Liposomi

Niosomi

Transfersomi

Etosomi

Prednosti

Jednostavna priprema, moze se
primeniti subkutano,
intramuskularno i
intraperitonealno.

Biokompatibilne, biorazgradive
i unutar njih se moze
inkorporirati veliki broj aktivnih
supstanci. Jednostavne za
pripremu.

Biokompatibilne, biorazgradive
1 mogu se koristiti kao nosaci
velikog broja razli¢itih aktivnih
supstanci.

Biokompatibilne, biorazgradive,
visoka efikasnost isporuke
aktivne supstance do ciljnih
¢elija i organa i laka
manipulacija zbog fleksibilnosti
veli¢ine i povrSine.

Biorazgradivi, imaju veci
kapacitet za aktivnu supstancu i
manje ispustanje leka tokom
skladistenja. Poboljsava
apsorpciju aktivnih supstanci,
narocito lipofilnih.

Samoformirajuce,
termodinamicki stabilne sa
moguénoscu ciljanog delovanja.

Jednostavna priprema i
modifikacija.

Biokompatibilni, laka
modifikacija povrsine, amfifilna
priroda.

Poboljsavaju biolosku
raspolozivost peroralno
primenjenih lekovitih supstanci
koje imaju ograni¢enu
apsorpciju.

Neinvazivno dostavljanje
lekova velike molekulske mase
kroz kozu.

Veoma dobra mo¢ propustanja,
visoka kompatibilnost sa
pacijentima. Sastav je bezbedan
za dermalnu i farmaceutsku
upotrebu.

Nedostaci

Prevremeno otpustanje lekovite
supstance.

Mali kapacitet, brzo otpustanje
leka, ograni¢ena fizicka i
hemijska stabilnost prilikom
skladistenja.

Toksi¢nost polimera i poteskoce
kod obimne proizvodnje.

Slaba stabilnost, poteskoce pri
sterilizaciji, nizak kapacitet za
inkapsulaciju, slaba
reproduktivnost od serije do
serije.

Problem sterilizacije.

Nisu pogodne za hidrofilne
lekove.

Biokompatibilnost zavisi od
polimera.

Slab kapacitet punjenja, brzo
otpustanje leka, ograni¢ena

fizicka i hemijska stabilnost
prilikom skladistenja.

Slaba penetracija kroz kozu, ne
dolazi do dubljih slojeva koze.

Hemijski nestabilni i veoma
skupi.

Mali prinos.

24

Primena

U terapiji ocnih oboljenja,
oboljenja debelog creva,
dermatitisa, poviSenog krvnog
pritiska.

Siroka moguénost primene.
Mogu biti nosaci antibiotika,
antiinflamatornih,
antifungalnih i antivirusnih
lekova, anestetika, antigena,
peptida, vakcina, dijetetskih
suplemenata i mnogih drugih
aktivnih supstanci.

Ciljna isporuka antibiotika i
lekova u hemoterapiji.

U medicinskoj dijagnostici,
kozmetic¢kim i dermatoloSkim
preparatima, leCenju kancera.

Lokalna primena kod koznih
oboljenja. Kao
gastrorezistentni film u
farmaceutskim oblicima za
peroralnu primenu.

Potencijalno se primenjuju za
poboljsanje efiksanosti
isporuke kako malih molekula
tako i gena i antitela.

Terapija kancera.

Za isporuku antiinflamatornih,
antitumornih, antireumatskih
lekova i neurotransmitera.

U ciljnoj isporuci gena,
peptida i kod antineoplasti¢nog
tretmana.

Terapija koznih bolesti.

U tretmanu koznih oboljenja
(dermatitis, alopecija,
psorijaza).
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Emulzioni nosaci aktivnih supstanci su disperzni sistemi tipa te¢no-te¢no, kod kojih je
jedna tecnost dispergovana u drugoj u vidu finih kapljica stabilizovanih emulgatorom, Koji
prevashodno obezbeduju fizicko odbijanje kapi, oblaganje kapi i smanjenje medupovrsinskog
napona kako bi se izbegla koalescencija. Siroko se koriste za zatitu, solubilizaciju,
inkapsuliranje i kontrolisano oslobadanje aktivnih materija. Takode, ovi sistemi mogu biti
upotrebljeni pri dobijanju nano- i mikrocestica, sistema za ciljno oslobadanje aktivne materije
(Grigoriev i sar., 2008; Pradhan i sar., 2013).

Emulzioni sistemi su najc¢esce sacinjeni od dve faze koje se medusobno ne mesaju.
Faza koja je raspodeljena u vidu kapljica predstavlja dispergovanu ili disperznu fazu, koja se
jo§ naziva i interna faza ili diskontinualna faza. Faza u kojoj su kapljice disperzne faze
raspodeljene naziva se disperzno sredstvo, eksterna faza ili kontinualna faza. Emulzije koje
¢ine samo dve komponente nisu stabilni sistemi i dolazi do lakog razdvajanja faza. Kako bi se
dobile stabilne emulzije, neophodno je dodati tre¢u komponentu koja ne predstavlja posebnu
fazu, ve¢ ima za cilj da dovede do stabilizacije emulzije (Dokic¢, 2005; Dakovi¢, 1990b).

Razlikuju se dva osnovna tipa emulzija (slika 10):
e Emulzije tipa ulje u vodi (U/V) — ulje je disperzna, a voda kontinualna faza

e Emulzije tipa voda u ulju (V/U) — voda je disperzna, a ulje kontinualna faza.

PN disperzna
& s faza (ulje)
‘ ’ o ~ disperzno

wije sredstvo
’ . (voda)

V/U emulzija U/V emulzija

Slika 10. Osnovni tipovi emulzija

Pored ova dva tipa emulzija, postoje i viSestruke emulzije, koje se nazivaju joS i
dvojne emulzije ili emulzije viSeg reda:

e V/U/IV —gde je emulzija V/U dispergovana u vodi;

e U/V/U —gde je emulzija U/V dispergovana u ulju.
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ZnaCaj emulzija ispoljava se u njihovoj Sirokoj primeni u razli¢itim granama
industrije 1 drugim oblastima svakodnevnog Zzivota. Mnogi prehrambeni, farmaceutski i
hemijski proizvodi nalaze se u obliku emulzija. Emulzije imaju sasvim razli¢ite osobine od
komponenata koje ih ¢ine, a osobine mogu da se podeSavaju tokom procesa pripreme
emulzija. Na primer, razli¢ita ulja, koja se koriste u ishrani, kozmetici ili medicinskoj terapiji
imaju osobine njutnovskih te¢nosti. Kada se koriste u emulgovanom obliku, dobijaju se
proizvodi drugacijih reoloskih osobina. Njihova konzistencija pri emulgovanju moze da se
menja od izrazito teCne do polucvrste. Pogodnost korisS¢enja prehrambenih ulja u formi
emulzije u prehrambenim proizvodima ili medicinskim i kozmetickim preparatima ogleda se
u smanjenju osecaja masnoce i maskiranju neprijatnog ukusa. Izvesne lekovite supstance
efikasnost u ovom obliku (bolja adsorpcija i transport do zeljenog mesta delovanja), ili u
nosa¢ima dobijenim iz emulzija (mikrokapsule i nanokapsule). Liposolubilni vitamini i
visoko nutritivne masti koriste se u obliku emulzija. Emulzioni sistemi se najcesce koriste u
kozmetickoj i farmaceutskoj industriji. Najvazniji nedostatak emulzionih sistema je njihova

termodinamicka nestabilnost.

Najcesci vidovi nestabilnosti prikazani su na slici 11.

flokulacija

LN

creaming ili sedimentacija inverzija faza

Slika 11. Razliciti oblici nestabilnosti emulzija (Lopetinsky i sar., 2006)

Ove vidove nestabilnosti mozemo podeliti u reverzibilne i ireverzibilne tj. nepovratne
procese. Reverzibilni mehanizmi koji se javljaju su isplivavanje (creaming), sedimentacija i
flokulacija. Sedimentaciona nestabilnost (creaming/sedimentacija) je proces koji se javlja
kao rezultat spoljaSnjih sila obicno gravitacionih ili centrifugalnih. Do njega dolazi usled
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razlike u gustinama disperzne faze i disperznog sredstva, a ogleda se u separaciji emulzije na
krem (koncentrovana disperzna faza) i serum (uglavnom kontinualna faza). Flokulacija se
odnosi na agregaciju kapi (bez bilo kakve promene u primarnoj veli¢ini kapi) u vece jedinice-
flokule i potencijalno ubrzava proces koalescencije i sedimentacionu nestabilnost. Kako
agregati nisu uzajamno vezani jakim silama (Van der Waals-ove privlac¢ne sile) mogu lako

ponovo emulgovati blagim meSanjem.

Koalescencija predstavlja proces istanjivanja i razruSavanja adsorbovanog sloja
emulgatora tokom vremena, $to rezultira fuzijom dve ili vise kapi u jednu kap veceg
pre¢nika, ali manje grani¢ne povrsine. Koalescencija je nepovratan proces i zavisi od osobine
sloja emulgatora prisutnog u povrsini izmedu dve faze. Ako je ovaj sloj naelektrisan, gusto
pakovan i mehanicki otporan, koalescencija je veoma spora. Separacija faza je posledica
veoma intezivne koalescencije gde je izdvojena dispergovana faza u vidu kontinualnog sloja.
Ovim procesom emulzija se potpuno i nepovratno razrusava. Takode u ireverzibilne procese
ubraja se i inverzija faza kao vid nestabilnosti pri kom dolazi do promene tipa emulzije, §to
se deSava kao posledica povecanja zapreminskog udela disperzne faze. Na nju uti¢u vrsta
emulgatora, temperatura i prisustvo viSevalentnih jona u emulziji. Ostwald-ovo zrenje
predstavlja kontinualnu difuziju molekula dispergovane faze kroz kontinualnu fazu iz manjih
kapi u vece, pokretacka sila ovog procesa je razlika u rastvorljivosti i ima za posledicu

povecanje srednjeg prec¢nika kapi (Bouyer i sar., 2012; Petrovi¢, 2016).

Da bi emulzioni sistem ostao stabilan u toku odredenog vremenskog perioda,
potrebno je smanjiti medupovrSinski napon na granici faza ili ga stabilizovati nekim drugim
mehanizmom. PAM smanjuju medupovrsSinsku slobodnu energiju, prave elektricne,
mehanicke 1 sterne smetnje ¢ime sprecavaju koalescenciju kapi 1 tako daju veoma stabilne
emulzije. Adsorpcija molekula PAM je takva da je polarni deo okrenut prema vodenoj fazi, a
nepolaran prema uljnoj fazi.

Za stabilizaciju topikalnih emulzija naj¢esce se koriste anjonske i nejonske PAM koje
zbog svoje specificne grade, imaju afinitet prema granici faza ulje-voda, adsorbuju se na
grani¢nu povrsinu i smanjuju medupovrsinski napon. Najstabilnije emulzije se dobijaju kad je
povrSina kapljica prekrivena naelektrisanim molekulima emulgatora i kada je pakovanje
njihovih molekula najgusée, a mehanicka ¢vrsto¢a adsorbovanog sloja najveca. Dobro
pakovanje i veca Cvrstoca povrSinskog zastitnog filma se dobija upotrebom nejonskih ili jo§
bolje meSanih emulgatora, posebno ako se u smesi nalaze jonski i nejonski emulgatori (slika
12a). Najbolje rezultate daju meSani emulgatori koji se sastoje iz jonskog emulgatora
rastvorljivog u vodi i neke PAM, koja je rastvorljiva u ulju, ali koja poseduje neke grupe
sposobne da stupaju u medudejstvo sa molekulima jonskog emulgatora. Kombinacija PAM
stvara “kompleks” na grani¢noj povrsini koja ima sinergisticki efekat tj. smanjuje vrednost
medupovrsinskog napona na nizu vrednost nego Sto bi svaki od njih to ¢inio pojedinac¢no
(Holmberg, 2002; McClements i Jafari, 2018).
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a) _
Nejonska PAM

A
AnjonskaPAM -V

Slika 12. Mehanizam stabilizacije emulzije primenom smese a) nejonske i anjonske PAM i
b) polimer-PAM (Kralchevsky i sar., 2003; McClements i Jafari, 2018)

Savremene tendencije u tehnologiji kozmetickih proizvoda ukazuju na sve ceScu
primenu polimernih emulgatora za stabilizaciju emulzija. Polimerni emulgatori su manje
iritantni za kozu i lakSe se podnose. Hidrofobno modifikovani polimeri prirodnog i sintetskog
porekla su danas nasli Siroku primenu. Za stabilizaciju emulzija se takode koriste fenomeni
izazvani polimer-PAM interakcijama (slika 12b), ali je za njihovu uspe$nu primenu potrebno
poznavati mehanizme interakcije odredenih sistema polimer-PAM. Interakcija polimer-PAM,
pri odredenim uslovima, koncentraciji polimera i PAM, temperature i pH sredine, moze
dovesti do neZeljenih pojava kao $to su smanjenje viskoziteta, flokulacija ili separacija faza i
samim tim do destabilizacije emulzionog sistema (Petrovic¢, 2016).

Polielektrolit/surfaktant kompleksi su posebna grupa samoformirajucih struktura koje
se javljaju na granici faza kao dispergovane koloidne Cestice. Njihovo formiranje, pored
elektrostati¢kih veza izmedu polielektrolita i naelektrisane glave surfaktanta, ukljucuje i
hidrofobne i Van der Waals-ove sile izmedu nepolarnih delova molekula surfaktanta. Ova
asocijacija molekula zapoc€inje na tacno definisanoj koncentraciji koja se definiSe kao kriti¢na
agregaciona koncentracija i €esto je dosta niza od kritiéne micelarne koncentracije PAM
(Vleugels i sar., 2015).
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Savremene tendencije konzumiranja hrane baziraju se, izmedu ostalog, na njenim
sastojcima koji se nalaze u malim koli¢inama, a koji mogu imati povoljan uticaj na zdravlje.
Takve sastojke nazivamo bioloski aktivne komponente hrane. Biloski aktivni sastojci hrane
su fizioloSki aktivne materije u hrani ili prehrambenim dodacima koji poti¢u iz biljnih i
zivotinjskih izvora, a ukljucuju i nutritivne sastojke koji su pokazali da imaju korisnu ulogu u
prevenciji bolesti 1 o¢uvanju zdravlja. Klinicke studije kao i dobra dijetetska praksa, pokazuju
da ta¢no odredene komponente iz hrane imaju potencijal u smanjenju rizika od nekih bolesti,
kao $to su bolesti probavnog sistema, metabolickog sindroma, kancera, osteoporoze, upale i
drugih hroni¢nih bolesti. Tako u kardiovaskularnim bolestima, izoflavonoidi mogu smanjiti
kruzenje lipoproteina, sirova vlakna mogu vezati holesterol u gastrointestinalnom traktu i
smanjiti njegovu apsorpciju, a time i nivo holesterola u krvi. Poseban znaéaj imaju
antioksidansi koji elimini$u uticaj slobodnih radikala u organizmu (Guaadaoui i sar., 2014).

Savremene formulacije kozmeti¢kih proizvoda podrazumevaju primenu razlicitih
aktivnih materija-kozmeticki aktivnih supstanci, koje poseduju farmakolosko, fiziolosko,
hemijsko ili fizicko delovanje na kozu, odnosno materije koje treba da doprinesu njenoj
zaStiti, nezi i boljem izgledu. Najc¢esc¢e se upotrebljavaju kozmeticki aktivne supstance iz
grupe biogenih stimulanasa, odnosno materija koje pospesuju fizioloske procese u kozi, u
koje spadaju vitamini, proteini, i njihovi hidrolizati, med i mati¢ni mle¢. Pored toga,
savremeni preparati za negu koze Cesto sadrze i ekstarkte lekovitog bilja, hijaluronsku
kiselinu, UV filtere, lipozome i druge aktivne materije (Petrovic¢, 2016).

Tokom poslednje decenije korisnici kozmeti¢kih proizvoda su pokazali veliko
interesovanje za prirodne proizvode, podsti¢u¢i industriju i nau¢nu zajednicu da istrazuju
alternativne izvore sirovina. Jedan od glavnih razloga za ova istrazivanja je pojava alergija i
iritacija koZe usled upotrebe sintetickih konzervanasa, boja, stabilizatora i td., koji jo§ uvek
nisu u potpunosti ispitani. Vino i kostice grozda su upravo takvi prirodni proizvodi za koje je
industrija sve vise zainteresovana (Glampedaki i Dutschk, 2014).

Arheoloska istrazivanja ukazuju na to da je grozde gajeno jo§ 4000 godina pre nove
ere. Zemlje sa najveéom proizvodnjom grozda u Evropi su: Francuska, Spanija, Italija,
Portugal i Svajcarska, gde plansko izdvajanje kostica grozda i njena prerada datira od 1935,
godine (Shiangava i sar., 2015). Ulje kostica grozda je sekundarni proizvod prerade u
industriji vina i dobija se postupkom hladnog cedenja semenki grozda. Hladno cedenje je
metoda ekstrakcije ulja koja ne ukljucuje toplotu i hemijske tretmane i omogucuje da se

sacuvaju Sve vazne komponente, kao Sto su prirodni antioksidanti. Hladno cedeno ulje moze
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biti dobar izvor vaznih komponenti kao $to su antioksidativne fenolne komponenete, kao i
drugih lekovitih komponenti. Nakon izdvajanja ulja zaostaju Samlevene kostice grozda,
kojima nije posveceno dovoljno paznje, ali one takode mogu biti potencijalni bogati izvor
prirodnih antioksidanata i drugih lekovitih bioaktivnih komponenata (Bail i sar., 2008; Crews
i sar, 2006; Dimi¢, 2005; Luther i sar., 2007).

Ulje kostica grozda ima $iroku primenu u kozmetickoj, farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji. Bogato je bioaktivnim komponentama, izmedu ostalog lipofilnim antioksidantima
(tokotrienol i tokoferol) i oligomernim proantocijanidima. Veliki udeo tokotrienola u ulju
kostica grozda, koji zajedno sa tokoferolom spada u grupu izomera vitamina E, ¢ini znac¢ajnu
razliku u odnosu na ostala ulja prirodnog porekla. Ono je takode bogat izvor linolne kiseline
Sto se povezuje sa njegovim kardioprotektivnim efektom i osobinom da smanjuje nivo LDL
holesterola i povecava nivo HDL holesterola (Beveridge i sar., 2005; Fernandes i sar., 2013;
Lachman i sar., 2014; Wijendran i Hayers, 2004).

Postoji sve vise medicinskih dokaza koji potvrduju pozitivno delovanje ulja kostica
semenki grozda na zdravlje. Ono moze pomoc¢i u leCenju stanja kao $to su visoki holesterol,
arterioskleroza, makularne degeneracije, lose cirkulacije i oSteCenja nerava. Ekstrakt semenki
grozda dostupan je kao dodatak prehrani u te¢nom obliku, kao tablete ili kapsule (Katalenic,
2007). Pri dijetetskoj ishrani uz malo masnoca pod uticajem ulja koctica grozda rizik sréanih
oboljenja se smanjuje za 41-55%. Upotreba ovog ulja u kozmetickim preparatima nije
ograni¢ena, te moze da se koristi kao aktivna komponenta za regeneraciju koze, uklanjanje

bora i odrzavanje hidratacije koze.

Naziv vitamin E je zajedni¢ko ime za sve tokoferole koji ispoljavaju biolosku
aktivnost i obuhvata dve grupe jedinjenja, tokoferole i tokotrienole, koje karakterise 6-
hromanski prsten i izoprenoidni bo¢ni lanac. Clanovi svake grupe su oznadeni kao a, f3, y i o-
prema poloZaju metil grupa vezanih za hromansko jezgro. Dakle, moguce je postojanje, 0sam
stereoizomera velike porodice vitamina E, ali samo RRR-forma se javlja u prirodi. Tokoferoli
i tokotrienoli se razlikuju po njihovim fenilnim repovima, u slucaju tokoferola oni su
zasi¢eni, dok su kod tokotrienola nezasi¢eni. Hemijski gledano, tokoferoli se sastoje iz
hromanskog prstena sa funkcionalnom fenolnom -OH grupom u poloZzaju 6, i bo¢nog fitilnog
razgranatog lanca u polozaju 2 (slika 13). Fenolna hidroksilna grupa daje vitaminu E izuzetnu
antioksidantnu sposobnost kao i odredenu dozu polarnosti, dok je bo¢ni lanac odgovoran za
lipofilne osobine molekula 1 omogucava prirodnom a-tokoferolu boravak u bioloSkim
membranama (Combs, 1992; Eldin i Appelquist, 1996).
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Hromanski prsten Fitilni lanac
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Slika 13. Konfiguracija prirodnih tokoferola

Vitamin E je liposolubilni vitamin koji egzistira u osam razli¢itih oblika. Svaka forma
ima sopstvenu biolosku aktivnost i funkcionalnost u organizmu, ali je a-tokoferol najaktivniji
oblik vitamina E kod ljudi, i snazan antioksidans. Deluje uglavnom u sprecavanju lipidne
peroksidacije. Tokom sinergistickog delovanja sa askorbinskom kiselinom, a-tokoferol je
preveden u radikal doniranjem labilnog vodonika lipidnom ili peroksilnom radikalu.
Oksidovani a-tokoferol radikal je energetski stabilan i slabo je reaktivan sa okolnim
molekulima u okviru membrane. Ovaj oblik moze biti redukovan do svoje originalne forme
pomocu askorbinske kiseline. Regeneracija redukovanog a-tokoferola se verovatno odigrava
na povrsini membrane, gde askorbinska kiselina i a-tokoferol mogu interagovati (Valko i sar.,
2006). Preporucena doza vitamina E je 7-10 mg/dnevno (Hu, 2011).

Od svih estarskih oblika, tokoferil-acetat se zbog efikasnosti, stabilnosti, dobre
podnosljivosti (ne izaziva alergiju 1 senzibilizaciju koze) i relatvno niske cene, najvise koristi
u proizvodima za negu i zastitu koze. U kozmeti¢kim proizvodima preporucuje se vitamin E
acetat u koncentraciji od 1-10%, mada su rezultati ispitivanja nekih autora pokazali da se
najbolji efekat vlazenja koze postize sa koncentracijom od 5% (Rangarajan i Zatez, 1999).

Najvaznije uloge vitamina E u kozmetickim proizvodima i nakon primene ovih

preparata na koZu su:
v’ antioksidativno delovanje

v’ spreCavanje obrazovanja nitrozamina u kozmeti¢kim proizvodima (primena
amina 1 amida kao kozmetickih sirovina, moZe dovesti do stvaranja

nitrozamida ili nitrozamina koji su ve¢inom kancerogeni)
zaStita od delovanja UV zrafenja
sposobnost vlaZzenja koze

v’ ublaZavanje stvaranja bora
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v poboljsavanje mikrocirkulacije (stabilizacija membrane kapilara, u tretmanu
oziljaka ili za poboljSanje rasta kose.

Kada je u pitanju antioksidativna aktivnost vitamin E (slika 14), smatra se da je
njegova glavna biohemijska funkcija neutralizacija organskih peroksi radikala (LOQO"). Ovi
radikali se mogu stvarati od polinezasi¢enih masnih kiselina, fosfolipidnih membrana ili
lipoproteina nakon odvajanja vodonika u procesu inicijacije. Na taj nacin se peroksid radikal
prevodi u relativno stabilniji lipidni hidroperoksid, dok formirani tokoferoksil radikal

omogucava prekidanje radikalske lancane reakcije.

LR / \ = Langana reakcija

LOO* LOOH
HO \_/ - _Loo*_ o
0 8 0
Tokoferol Tokoferoksil : E
radikal '
1
Askorbil Askorbinska f OH
radikal kiselina 0
0

Tekoferil hinon
Slika 14. Aktivnost vitamina E kao antioksidanta (Sies i Stahl, 1995)

Za odredivanje vitamina E u proizvodima farmaceutske i kozmeticke industrije koristi
se veci broj metoda, u zavisnosti od cilja analize i prirode uzorka. U nekim slucajevima je
potrebno odrediti samo o-tokoferol, dok se u drugima zahteva odredivanje i tokoferola i
tokotrienola. U savakom slucaju, uzorak je nepohodno prethodno tretirati, jer je vitamin E
najceS¢e vezan za membrane, lipoproteine 1 lizozome, pa je potrebno eliminisati uticaj
proteina i ugljenih hidrata. U tu svrhu se koriste organski rastvara¢i (najcesce etanol i
metanol), dok se iz uzoraka koji imaju nizi sadrzaj lipida ekstrakcija vrsi dietil-etrom. Uzorke
bogate mastima potrebno je predhodno sapunifikovati. Nakon izdvajanja frakcije bogate
vitaminom E za njegovo dalje odredivanje se koriste razne metode kao S§to su
kolorimetrija/spektrofotometrija, fluorimetrija, voltametrija, elektroforeza kapilarne zone,
tankoslojna hromatografija, gasna hromatografija i te¢na hromatografija pod visokim
pritiskom (HPLC). Zbog njihove jednostavnije primene HPLC i spektrofotometrijske tehnike
su najcesce korisc¢ene (Jadoon i sar, 2013; Ubaldi i sar., 2005).
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Mikrokapsule su jedna od najvaznijih formi za kontrolisano otpustanje supstanci koje
se najceSce primenjuju u prehrambenoj, farmaceutskoj, kozmetickoj, tekstilnoj industriji i
agroindustriji. Postupci mikrokapsulacije omogucavaju reformulaciju velikog broja
prehrambenih i farmaceutskih proizvoda, poboljSavaju¢i ih i daju¢i im nove osobine.
Mikrokapsulacijom se omogucéava | zaStita materije unutar jezgra, ¢ime se Smanjuje uticaj
faktora iz spoljasnje sredine, kao i transfer materija iz jezgra (Estevinho i sar., 2013).

Aktivne materije se mogu inkapsulirati primenom niza razli¢itih tehnika. Ove tehnike
se mogu podeliti prema prirodi procesa formiranja mikrokapsula na hemijske, fizicko-
hemijske i fizicke (slika 15) (Jyothi i sar., 2010).

In situ Ekstruzija Rotirajuci
polimenzacija disk
Medufazna ) 1
polimerizacija 5 / Otparavanje
rastvarata
=
4>
9 ‘i > Mikrokapsulacija
Polikondenzacija \ fuidizovanih
\\ Cestica
N
X
\AA
5 . SuSenje
=2 / raspriivanjem
u struji toplog
Koacervacija o H vazduha
.. I-gel
Inkapsulacija So "
superkriticnim inkapsulacija
fluidima

Slika 15. Metode mikrokapsulacije

Uprkos ovako velikom broju razvijenih metoda mikrokapsulacije, metoda susenja
raspr§ivanjem je zbog niskih troskova proizvodnje suSenja, jednostavnosti metode,
raspolozive opreme, reproduktivnosti i efikasnosti najviSe koriS¢ena metoda u industriji.
Mikrokapsulacija metodom susenja rasprSivanjem se koristi u prehrambenoj industriji jos od
50-tih godina. Na pocetku, ovaj proces je primenjivan za zastitu prehrambenih aditiva od
degradacije/oksidacije, ali danas se koristi za bioaktivne molekule i probiotike (Gouin, 2004;
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Pu i sar., 2011; Rattes i Oliveira, 2007; Schafroth i sar., 2011; Vos i sar., 2010). Ova metoda
(slika 16) predstavlja postupak rasprSivanja rastvora u vruem gasu, sa ciljem dobijanja
praskastog proizvoda.

vrué
vazduh

Izduvni gas

Komora za
suSenje

Slika 16. Priprema mikrokapsula metodom susenja rasprsivanjem (Wang i sar., 2016)

Gas koji se koristi moze da bude vazduh ili neki inertan gas, naj¢esce azot, kada su u
pitanju osetljive aktivne materije. Tecnost koja se rasprSuje moze biti emulzija ili suspenzija
¢vrstih Cestica materije jezgra. Pripremljena emulzija ili suspenzija se pomoc¢u pumpe i preko
dizne rasprSuje u komori za rasprSavanje. Prilikom kontakta kapi sa vru¢im gasom dolazi do
otparavanja rastvaraca sa njihove povrsine i do o¢vr§¢avanja omotaca oko mikrokapsula.
Mikrokapsule strujom gasa bivaju odneSene u ciklon gde se sakupljaju na dnu kolektorske
posude. Prilikom ovog procesa mora se voditi racuna o ulaznoj i izlaznoj temperaturi
vazduha. Nakon su$enja dobijaju se sferne Cestice, odnosno proizvod se prevodi u praskasto
stanje (Gouin, 2004).

Koacervacija je termin upotrebljen da opiSe osnovni proces formiranja zida kapsula.
Proces je razvijen od strane Barrett K. Green iz National Cash Register korporacije (Das i
sar., 2011).

Koacervacija je koloidni fenomen. Javlja se u rastvoru koloida u odgovaraju¢em
rastvracu, a u saglasnosti sa prirodom koloida, razli¢ite promene mogu dovesti do smanjenja
njegove rastvorljivosti. Kao rezultat, moze do¢i do razdvajanja faza tj. sistem jedne faze
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postaje sistem sa dve faze. Jedna faza ima vecu koncentraciju koloida (koacervat), a druga

faza sa manjom koncentracijom koloida je ravnotezni rastvor-supernatant (Kruif, 2004).

Osnovni koncept mikrokapsulacije koacervacijom podrazumeva separaciju faza
jednog ili vise makromolekula iz njegovog rastvora, i deponovanje nastalog koacervata oko
materije jezgra koja je prethodno dispergovana u sistemu. Formirani makromolekulski
omota¢ se prema potrebi moze umreziti odgovaraju¢im hemijskim ili enzimskim
umrezivacima (Katona, 2017).

Mikrokapsulacija koacervacijom kao i uticaj procesnih parametara na raspodelu
mikrokapsula po veli¢ini i njihovu morfologiju, su intenzivno ispitivani. Proces emulgovanja
kao i1 brzina meSanja uticu na veli¢inu kapi ulja koje je inkapsulirano unutar mikrokapsula.
Viskozitet koacervatne faze i koacervatnog medijuma takode uti¢u na veli¢inu mikrosfera i
mikrokapsula (Ach i sar., 2015).

Veliki broj studija pokazuju da je proces formiranja kompleksa i koacervata osetljiv
na hemijske, fizicke i strukturalne parametre. pH i jonska jacina su dobro poznati faktori koji
uticu na formiranje kompleksa. Oba ova faktora uticu na naelektrisanje prisutno u
biopolimerima, kontroliSuéi intenzitet elektrostatickih interakcija (Kruif, 2004). Drugi vazni
parametri koje treba uzeti u obzir su odnos molekulske mase i gustine naelektrisanja
biopolimera, koji uti¢u na stepen elektrostaticke interakcije, molekulska masa i koncentracija
biopolimera, koji doprinose niskoj entropiji meSanja. Takode, ne treba preskociti ni vaznost
fizickih faktora, kao §to su uticaj temperature, pritiska 1 udela biopolimera koji uti¢u na
strukturu biopolimera kao i na formiranje i strukturu kompleksa i koacervata (Schmitt i sar.,
1998).

Formiranje koacervata moze da se postigne dodatkom nerastvaraca, elektrolita,
sniZzavanjem temperature, podeSavanjem pH vrednosti sredine, kao 1 u prisustvu odredenih
povrsinski aktivnih materija ili dodavanjem druge makromolekularne materije (Cesto se ovi
faktori kombinuju). Poslednjih godina koacervacija se sve viSe izuava na sistemima
makromolekul-PAM, s obzirom na sve vecu primenu ovih sistema u mnogim proizvodima
prehrambene, farmaceutske i hemijske industrije, gde usled njihove interakcije moze doc¢i do
razli¢itih promena koje uticu na kvalitet proizvoda (Sovilj i sar., 2000). U zavisnosti od
nacéina na koji je izazvana koacervacija razlikujemo prostu i kompleksnu koacervaciju (slika
17).

35



Primena sistema hitozan-jonska povrsinski aktivna materija za dobijanje mikrokapsula uljnog sadrzaja

§ . Prosta koacervacija [ /'G I I
17 Aditivi 27 !
R s ol i’
.. e
al —
5 l’
\/ Polimeri Ag
T ® ( »
K 1 k u k = p i1 ~
ompleksna koacervacija @‘ ‘e

Slika 17. Prosta i kompleksna koacervacija (Zhao i Wang, 2017)

Prosta koacervacija je jedna od najstarijih 1 najceS¢e koriS¢enih metoda
mikrokapsulacije, kod koje su aktivni agensi (bilo te¢ni ili ¢vrsti) rastvoreni u homogenom
vodenom polimernom rastvoru. Formiranje koloidnih polimernih agregata (koacervata) se
desava usled promene temperature ili pH vrednosti medijuma, pri ¢emu se polimer postavlja
na povrsinu aktivnog agensa formiraju¢i mikrokapsule. Hidrofilni polimeri kao $to su Zelatin,
polivinilalkohol, metil celuloza, kao i acetat celuloze su najéesée koriSéeni U ovom procesu.
Izdvajanje koacervata polimera moze se posti¢éi 1 smanjenjem njegove rastvorljivosti
dodatkom aditiva. Najces¢e se u vodeni rastvor makromolekula dodaje nerastvara¢ (obi¢no
alkohol) koji se meSa sa vodom ili rastvor elektrolita (soli) pri ¢emu usled dehidratacije ili
isoljavanja dolazi do formiranja koacervata i njegovog izdvajanja iz rastvora kao posebne
faze koja se obavija oko dispergovanih cCestica. Isoljavanje je metoda talozenja rastvornih
polimera, najc¢eS¢e proteina, tako Sto joni soli privlate molekule vode ¢ime smanjuju broj
slobodnih molekula vode za rastvaranje polimera (Gosh, 2006; Wische i Swendeman, 2008;
Katona, 2017).

Kompleksna koacervacija je uzrokovana interakcijom dva suprotno naelektrisana
koloida. Kako bi je razlikovali od obi¢ne koacervacije jednog polimera Bungenberg de Jong i
Kruty nazvali su je kompleksna koacervacija.

Ukoliko izmedu dva rastvorena makromolekula postoje izrazene privlacne sile dolazi
do njihove asocijacije i stvaranja kompleksa smanjene rastvorljivosti, pri cemu se kompleks
izdvaja iz rastvora kao posebna faza, dok je druga faza prakticno Cist rastvarac, radi se o
kompleksnoj koacervaciji. U najveéem broju sluCajeva interakcije izmedu dva
makromolekula su elektrostaticke prirode (polikatjon-polianjon). Stvaranje kompleksa je
odredeno faktorima kao S$to su gustina naelektrisanja, vrsta aktivnih grupa kao i
konformaciono naelektrisanje  polielektrolita. Naime, gustina naelektrisanja na

makromolekularnim lancima u velikoj meri odreduje jacinu elektrostatickih interakcija.
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Kompleksna koacervacija je najéeS¢e primenjivan metod mikrokapsulacije
koacervacijom, odvija se u vodenoj sredini i upotrebljava se za kapsulaciju u vodi-
nerastvornih  tecnosti ili Cvrstih  Cestica. Metoda mikrokapsulacije kompleksnom
koacervacijom podrazumeva formiranje nerastvornog kompleksa dva suprotno naelektrisana
polielektrolita koji se deponuje na grani¢nu povrSinu prethodno dispergovane materije i
formira omota¢ mikrokapsula. PodeSavanje uslova pri kojima ¢e odabrani par polielektrolita
izgraditi nerastvoran kompleks uglavnom podrazumeva promenu pH vrednosti sredine.
Najcesce koriS¢en par polikatjon/polianjon je svakako Zelatin/arapska guma, za koji se vezuje
i prva komercijalizacija tehnologije mikrokapsulacije (proizvodnja kopir papira). Najcesce
upotrebljavan polikatjon je zelatin, usled prihvatljive cene kao i njegove sposobnosti da
formira kompleks sa nizom razli¢itih polianjona. Tipi¢ni polianjoni su arapska guma,
poliakrilna kiselina i alginat. Mikrokapsulacija kompleksnom koacervacijom se moze postici
i upotrebom niza drugih parova polielektrolita: Zelatin/heparin, Zelatin/natrijum-karboksimetil
celuloza (NaCMC), zelatin/hitozan, zelatin A/Zelatin B, albumin/arapska guma,
kazein/pektin, proteini surutke mleka/arapska guma, biljni proteini/NaCMC ili alginat ili
arapska guma (Katona, 2017). Tako i mikrokapsule hitozana mogu biti pripremljene
kompleksnom koacervacijom, dodavanje natrijum-alginata, natrijum-karboksimetil celuloze i
natrijum-poliakrilata. Kompleksi na bazi hitozana i alginata imaju prednosti u odnosu na
druge polimere zbog njihove netoksi¢nosti, biorazgradivosti, biokompatibilnosti i povoljnih
mehanickih svojstava. Nakon meSanja hitozana i alginata formirace se kompleks. Potvrdeno
je da karboksilni anjon alginata i katjonska amino grupa hitozana mogu da formiraju
komplekse kao §to je objasnjeno na slici 18. Hitozan/alginat mikrocestice i/ili mikrofilmovi
mogu da kontroliSu oslobadanje i fizicko-hemijske osobine lekova pa su Siroko koris¢eni za
isporuku lekova i isporuku proteina, leenje rana, tetiva i ligamenata. MikroCestice hitozana i
karboksimetilceluloze mogu da se koriste za imobilizaciju celijske kulture (Sinha i sar.,
2004).
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Slika 18. Mehanizam formiranja hitozan-alginat kompleksa (Kumbhar i Pawar, 2017)

S obzirom na ¢injenicu da vecina polimera nema izraZzenu povrsinsku aktivnost,
dobijanje stabilnih mikrokapsula veoma ¢esto nije moguée bez dodatka PAM. Pored toga Sto
mogu formirati stabilne emulzione sisteme, PAM mogu bitno da utiCu na adsorpciju
polimera. Petrovi¢ i saradnici su ispitivali moguénosti primene polimer—PAM interakcije
nejonskih derivata celuloze-hidroksipropilmetil celuloze (HPMC) i anjonske PAM-SDS, za
formiranje omota¢a mikrokapsula. SuSenjem emulzija, primenom spray drying postupka,
dobijene su mikrokapsule uljnog sadrzaja, stabilizovane kompleksom HPMC/SDS. Najbolje
karakteristike mikrokapsula (mehani¢ka otpornost, morfoloske karakteristike, sposobnost
redispergovanja, veli¢ina 1 raspodela veli¢ina cestica 1 koli¢ina inkapsuliranog ulja) su
dobijene u oblasti najizrazenije interakcije. Katona i sradnici su ispitivali medumolekulske
interakcija u ternarnom koloidnom sistemu sastavljenog od HPMC, anjonskog derivata
celuloze-natrijum karboksimetil celuloze (NaCMC) i SDS, kao i deponovanje dobijenog
koacervata na granici faza i osobine dobijenih mikrokapsula. Prou¢avani su i drugi sistemi
kao $to su polietilenamin-SDS, poli-dimetil-dialil-amonijum-hlorid-SDS, poli-dimetil-dialil-
amonijum-hlorid-SDS-Triton X100 (Katona i sar., 2010; Kumar i sar., 2007; Petrovic i sar.,
2010; Tucker i sar., 2012).

Kako je hitozan biokompatibilan, katjonski polielektrolit, dobrih filmogenih
svojstava, sa velikim potencijalom primene u prehrambenoj, kozmeti¢koj i farmaceutskoj
industriji, poslednjih godina se intenzivno izucavaju sistemi hitozan-suprotno naelektrisani
polimer (alginat, natrijum-karboksimetil celuloza, natrijum-kazeinat, gelan i dr.), koji su
narocito pogodni za dobijanje filmova razli¢ite funkcionalnosti, mikrosfera i hidrogela za
razli¢ite namene (Luo i Wang, 2014; Picone i Cunha, 2013; Zinoviadou i sar., 2012). lako se
u literaturi mogu pronaci istrazivanja vezana za dobijanje mikrokapsula hitozana (Estevinho i

sar., 2013), s obzirom na njegovu danasnju aktuelnost ova problematika je i dalje nedovoljno
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ispitana. Budu¢i da hitozan nema izrazenu povrSinsku aktivnost, dobijanje stabilnih
emulzionih sistema i mikrokapsula uljnog sadrzaja nije mogucée bez dodatka povrSinski
aktivnih materija, a litearatura koja se bavila ovom problematikom nije pronadena. Stoga je
cilj istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bio dobiti mikrokapsule uljnog sadrzaja, u
koje mogu biti inkaspulirane liposolubilne aktivne materije, sa kompleksom hitozan-jonska

PAM kao materijom omotaca.
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U eksperimentalnom delu ove disertacije koris¢ene su sledece hemikalije:

Hitozan (Ch) male molekulske mase (broj proizvoda: 448869) (Sigma-
Aldrich, Kina).

Natrijum-lauriletar-sulfat (SLES), 70% aktivne materije (Clariant, Nemacka).
Natrijum-dodecil-sulfat (SDS), ¢isto¢e > 99% (Merck, Nemacka).

Trigliceridi srednje duzine ugljovodoni¢nih lanaca-Saboderm TCC (Comcen,
Zemun).

Ulje kostica grozda (Olitalia, Forli, FC, Italija).

Formaldehid, 36,5% rastvor (Sineks, Beograd).

Glutaraldehid, 50% rastvor (Fisher Chemical, UK).

Vitamin E (a-tokoferol), ¢isto¢e > 96% (Sigma-Aldrich, Nemacka).
Koloidni silicijum dioksid, 99,8% ¢istoce (Sigma Aldrich, SAD).
Etanol (C,HsOH), 96% rastvor (Zorka Pharma, Srbija).

U svim eksperimentima je kao rastvara¢ koriS¢ena dejonizovana voda puferovana na

pH 3, 4 i 5 koja je podesavana uz pomo¢ 0,2 M rastvora siréetne kiseline (Zorka-Pharma,
Srbija) i 0,2 M rastvora natrijum acetata (Centrohem, Srbija).
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e pH-metar — 827 pH lab (Metrohm, Svajcarska) sa elektrodom za merenje pH
vrednosti rastvora polimera i emulzija, Flushtrode (Hamilton, SAD).

e Konduktometar — InoLab (Welheim, Nemacka).
e Tenziometar — Sigma 703D (KSV Instruments, Finska).

e Kapilarni viskozimetar — Cannon 50 E599 (Cannon Instrument Company,
SAD).

e Spektrofotometar — Halo DB-20S UV-VIS Spectrophotometer (Dynamica,
England) sa staklenim i kvarcnim kivetama.

e Homogenizer — Digital Ultra Turrax T25 (Ika, Nemacka), sa dve radne sonde:
S 25N-10G i S 25 N-25G.

e Zetasizer — Nano ZS (Malvern Instruments, UK), sa kapilarnom ¢elijom za
merenje zeta potencijala i elektroforetske pokretljivosti.

e Magnetna mesalica — C-MAG HS7 (Ika, Nemacka).
e Mini Spray Dryer — Buchi 190 (Buchi, Svajcarska).

e Mikroskop — Bel 3000 (Bioptica, ltalija) sa kamerom - BEL®photonics,
softverom BelView?7.

e Elektronski mikroskop — Scanning electron microscope (SEM) JOEL JSM
6460 LV.

e Termostati — ED (Julabo, Nemacka) i C25P (Thermo Scientific, Nemacka).

e Vortex mesalica — Vortex-Genie 2 (Scientific Indutries, SAD).
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Stepen deacetilovanja hitozana male molekulske mase (50-190 kDa) odreden
konduktometrijskom titracijom u saglasnosti sa procedurom Yuan-a i saradnika (Yuan i sar.,
2011), iznosio je 81,8% (slika P1 u Prilogu). Viskozimetrijskom metodom odredena je i
kriticna overlap koncentracija koja za Ch iznosi 0,25% na 30°C (slika P2 u Prilogu). Nakon
ove koncentracije dolazi do naglog povecanja viskoziteta, a polimerni lanci U rastvoru su

dovoljno blizu da se njihovi hidrodinamicki radijusi preklapaju.

Osnovni rastvori hitozana koncentracije 0,02 i 0,2% (m/m) pripremani su
rastvaranjem uzorka hitozana u puferu pH 3, 4, 5 i 6 koji su nakon pripreme i pre dalje
upotrebe ostavljeni na sobnoj temperaturi 24 sata. Osnovni rastvori SLES i SDS
koncentracije 0,1 i 1% (m/m) pripremani su na isti nacin kao i rastvori hitozana. Rastvori
SLES i SDS nizih kocentracija dobijani su razblazivanjem osnovnih rastvora. Smese hitozan-
SLES i hitozan-SDS u kojima je varirana koncentracija SLES, odnosno SDS, a koncentracija
hitozana je bila 0,01 i 0,1% (m/m) pripremane su meSanjem potrebnih koli¢ina osnovnih
rastvora. Nakon pripreme, smeSe su ostavljene 24 sata na sobnoj temperaturi, pre pocetka
rada.

Mutnoca binarnih smes$a hitozan-jonska PAM odredena je merenjem apsorbance
uzoraka na 600 nm pomo¢u Halo DB-20S UV-VIS spektrofotometra u staklenim kivetama od
1 cm. Kao slepa proba koriS¢ena je dejonizovana voda. Pre merenja, uzorci su meSani tokom
dva minuta na magnetnoj mesalici. Zbog kompaktnog kaocervata kod sistema hitozan-SDS
uzimana je supernatantna faza. Sva merenja su vrSena sa tri ponavljanja, a prikazani rezultati
predstavljaju njihovu srednju vrednost.

Tenziometriska merenja radena su pomocu tenziometra Sigma 703D na 30°C,
metodom prstena po Du Noly-u. Pre merenja povrsinskog napona prsten je uronjen u rastvor
(ispod povrSine rastvor/vazduh) i ostavljen 15 min radi stabilizacije adsorpcionog sloja.
Merenja su izvodena u laboratorijskim ¢asama od 50 ml, a zapremina uzoraka je bila 20 ml.

Merenja medupovrsinskog napona su izvodena tako $to je ¢asa sa 20 ml vodene faze
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postavljana u oblogu za termostatiranje i u nju uronjen prsten, nekoliko milimetara ispod

povrsine. Zatim je, pazljivo, uz zid ¢ase dodato 20 ml uljne faze i nakon 10 min stabilizacije

grani¢ne povrsine vrseno je merenje izvlacenjem prstena iz teze, vodene u laksu, uljnu fazu.
Povrsinski napon dejonizovane vode koris¢ene za pripremu rastvora iznosio je 71,56

mN/m na 30°C. Prikazane vrednosti povrSinskog i medupovrSinskog napona su srednje
vrednosti od najmanje tri merenja.

Viskozimetrijska merenja izvodena su pomo¢u Cannon-ovog Kkapilarnog
viskozimetra. Vreme isticanja pufera na 30°C, iznosilo je 198,71 s na pH 4, a na pH 5 202,85
S. Za binarne smeSe Ch-SDS i Ch-SLES rezultati su iskazani kao relativni viskoziteti (1rel)
smesa u zavisnosti od koncentracije SDS odnosno SLES:

Nyet =

gde su t i tp vremena isticanja za rastvor i rastvarac.
U smesama kod kojih je doslo do razdvajanja faza meren je viskozitet supernantanta.

Za svaki ispitivani sistem merenje viskoziteta je ponavljano tri puta, a prikazane
vrednosti su srednje vrednosti ova tri merenja.

Elektroforetska pokretljivost i zeta potencijal Ch, SDS, SLES, smesa Ch-SDS i Ch-
SLES kao i naelektrisanje emulzija odredivano je na Zetasizer Nano ZS sa odgovaraju¢com
kapilarnom c¢elijom. Pre merenja uzorci su razblazeni u odnosu 1:100 (uzorak:rastvarac
(v/v)). Za svaki uzorak merenje je ponovljeno tri puta. Za analizu podataka kori§¢ene su
fizicke konstante rastvaraca-vode (indeks refrakcije 1.33 i viskozitet 0,88 mPas na 25°C). Sva
merenja su ponovljena tri puta.

Pripremane su 20% emulzije U/V pomocu homegenizera Ultra Turrax T25 na
temperaturi od 30°C. Kao vodena faza emulzija koris¢eni su 0,1% rastvor Ch, 0,001%, 0,2% i
1% rastvori SDS, 0,0007%, 0,2%, 0,7% rastvori SLES i smese Ch-SDS i Ch-SLES u
masenim odnosima 100:1, 1:2 i 1:10 odnosno 140:1, 1:2 i 1:7. Kao uljna faza koris¢eno je
ulje kostica grozda i trigliceridi srednje duzine ugljovodoni¢nih lanaca sa i bez vitamina E.
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Kod emulzija sa vitaminom E uljnu fazu je ¢inio 10% (m/m) rastvor vitamina E u ulju. Pre
pocetka emulgovanja, vodena faza je homogenizovana 5 min na 5000 o/min, nakon toga u
toku prvog minuta emulgovanja postepeno je dodata uljna faza i emulgovanje je nastavljeno
do 10 min pod istim uslovima.

Emulzije su nakon pripreme prenesene u graduisane cilindre od 10 ml i ostavljene na
sobnoj temperaturi u cilju praéenja njihove stabilnost. Tokom stajanja dolazi do raslojavanja
emulzija, odnosno isplivavanja dispergovanih kapljica ulja i formiranja krema u gornjem
sloju i seruma u donjem sloju stuba emulzija.

Sedimentaciona nestabilnost emulzija pradena je promenom Visine izdvojene
kontinualne faze seruma (Hs) u odnosu na ukupnu visinu stuba emulzije (Hg), odnosno
creaming indeks H:

Hg
H="=5x100 (%)
Hg

Veca vrednost creaming indeksa ukazuje na manju stabilnost emulzije.

Radi efikasnijeg umreZavanja i razdvajanja pojedinacnih kapi emulzije su pomeSane
sa 2% suspenzijom Silica, i podeljene na dva dela. Jedan deo emulzije susen je spray drying
postupkom odmah nakon izrade, dok je u drugi deo emulzije dodat umrezivac. Koli¢ina
dodatog umrezivaca, formaldehida odnosno glutaraldehida, izracunata je tako da maseni
odnos hitozana i umrezivaca bude 1:1 i 1:2 (npr. 1 g hitozana prema 2 g umrezivaca). Potom

je rastvor meSan na magnetnoj mesalici u toku 24 h.

Mikrokapsule u suvom stanju dobijene su suSenjem rasprSivanjem U struji toplog
vazduha spray drying postupkom. Ulazna temperatura iznosila je 160°C, a izlazna 100°C,
dok je protok emulzije bio 2 ml/min. Sposobnost redispergovanja mikrokapsula u vodi

pracena je primenom optickog mikroskopa.
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Velicina i raspodela veli¢ina kapi emulzija i suspenzija mikrokapsula u vodi odredena
je obradom mikrofotografija primenom BelView7 softvera. Obradom mikrofotografija

odreden je broj kapi i njihov ekvivalentni pre¢nik.

Pre¢nik kapi je izrazen kao srednji zapreminsko-povrSinski precnik (Sauterov

pre¢nik), dys:

Zn,xd

d,s = v, ><alz(u)

gde su d-srednji pre¢nik kapi, a n-broj kapi.

Standardna devijacija je:

(um)

_ Zni X (di - dvs)z
7= xn;

Na osnovu dobijenih podataka, obradom uz pomo¢ Excel racunarskog programa,

odredena je povrSinska raspodela veli¢ina kapi:

niXdiZ

Y, =—— "t
P Zn-xd-2
[} [}

koja je u programu Origin fitovana krivom raspodele oblika:

Y, =G X x™ x et

gde su G, m i a koeficijenti raspodele.

Morfologija povrSine mikrokapsula ispitana je pomocu elektronskog mikroskopa
SEM JOEL JSM 6460 LV. Uzorci mikrokapsula su postavljeni na nosac, a zatim prevuceni

slojem zlata 1 snimani pod razliitim uvecanjima.
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Sadrzaj vlage mikrokapsula odreden je gravimetrijski prema Ph. Jug. IV. Uzorci

mikrokapsula mase 0,5 g odmereni u vegeglase, koji su prethodno osuseni do konstantne

mase, suseni su u su$nici na 102 + 3°C do konstantne mase, a zatim je izracunat procenat

sadrzaja vlage.

Ukupna koli¢ina vitamina E inkorporirana unutar mikrokapsula odredivana je nakon

ekstrakcije 80% etanolom. Masa mikrokapsula od 0,1 g preneta je u epruvetu i dadato je 10

ml etanola nakon Cega je sadrzaj intenzivno meS$an na Vortex mesSalici u toku 5 min.

Koncentracija vitamina u rastvarac¢u odredivana je nakon filtriranja uzorka (filter Sartorius,
veli¢ina pora 0,1 pm) spektrofotometrijski pomoc¢u Halo DB-20S UV-VIS spektrofotometra.

ABS

20—

n

rastvarac

l

vitamin E

l

Slika 19. Adsorpcioni spektar 0,001% (m/v) rastvora vitamina E u 80% etanolu

Na osnovu dijagrama sa slike 19 odabrana je talasna duzina A=290 nm na kojoj se
reproduktivno moze odrediti vitamin E prisutan u uzorcima mikrokapsula. Kalibraciona
prava (koeficijenta korelacije, R>=0,9985) vitamina E na odabranoj talasnoj duzini prikazana

je naslici 20.
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Slika 20. Kalibraciona prava vitamina E u 80% etanolu na 290 nm

Efikasnost mikrokapsulacije vitamina E (E) racunata je prema izrazu:

My

E =

x 100 (¢

- (%)
gde je mpk masa vitamina E oslobodena iz 1 g mikrokapsula, izraZzena u mg, a m;

masa vitamina E koja je dodata prilikom procesa emulgovanja u uljnu fazu, izrazena u mg/g

mikrokapsula.

Oslobadanje vitamina E iz mikrokapsula je ispitivano u 80% etanolu kao
akceptorskom medijumu za oslobadanje na sobnoj temperaturi. Erlenmajer sa Slifovanim
¢epom u koji je odmeren 0,1g mikrokapsula i dopunjen 80% etanolom do 100 g postavljen je
na magnetnu mesalicu. U odredenim vremenskim intervalima (3, 6, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90
min) uzorkovano je po 2 ml medijuma u kome je koncentracija oslobodenog vitamina E
odredivana spektrofotometrijski prema ve¢ opisanom postupku. Zapremina uzetog uzorka je

svaki put nadoknadena istom zapreminom svezeg 80% etanola.

U cilju ispitivanja kinetike oslobadanja vitamina E iz mikrokapsula, podaci dobijeni
prilikom ispitivanja oslobadanja analizirani su model zavisnim postupkom. Eksperimentalni
podaci su fitovani odredenim matematickim modelima, kojima se opisuje oslobadanje
aktivnih materija iz razli¢itih nosaca. Primenjeni su slede¢i matematicki modeli (Singhvi i
Singh, 2011):

Higuchi kinetike: Q; = Ky (1)*°
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Kinetika nultog reda: Q = Qo + Ko X t

KXt
2,303

Kinetika prvog reda: LogC = LogCy -
Korsmeyer-Peppas model: ff—t = Kyp X t"

gde su: Qi-koli¢ina oslobodene aktivne materije u vremenu t; Ky-konstanta brzine
oslobadanja aktivne materije za Higuchi model; Q-koli¢ina oslobodene aktivne materije; Qo-
koli¢ina aktivne materije u rastvoru na pocetku (ova vrednost je uglavnom nula); Ko-
konstanta brzine oslobadanja aktivhe materije za kinetiku nultog reda; Cop-pocetna
koncentracija aktivne materije u rastvoru; C-koncentracija oslobodene aktivne materije; Kj-

konstanta brzine oslobadanja aktivne materije za kinetiku prvog reda; %-frakcija aktivne
o]

materije oslobodene u vremenu t; Kgp-konstanta brzine oslobadanja aktivne materije za
Korsmeyer-Peppas model, n-eksponent brzine oslobadanja. Vrednosti eksponenta n (0 <n<1)

razlikuju se kod razli¢itih mehanizama oslobadanja aktivne materije.
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Krajnji cilj ove disertacije bio je dobijanje mikrokapsula uljnog sadrzaja sa
inkorporiranom aktivnom materijom. S obzirom da je kao omota¢ mikrokapsula odabran
hitozan, koji ne poseduje povrsinsku aktivnost, ispitivanja su bila usmerena ka pronalazenju
mehanizma za njegovo efikasno deponovanje na granicu faza ulje/voda. 1z ovih razloga na

samom pocetku ispitivane su interakcije hitozana sa jonskim povrSinski aktivnim materijama.

Najpre je pretpostavljeno da postoje elektrostaticke interakcije izmedu hitozana i
suprotno naelektrisano natrijum-dodecil-sulfata, a zatim i izmedu hitozana i natrijum-
lauriletar-sulfata, koji za razliku od natrijum-dodecil-sulfata poseduje etilenoksidne grupe i
kombinuje prednosti anjonskog i nejonskog tipa PAM. U cilju ispitivanja ovih interakcija
odabrane su metode poput merenja mutnoce, elektroforetske pokretljivosti, tenziometrijskih
merenja i merenja viskoziteta.
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4.1 Ispitivanje interakcije izmedu hitozana i natrijum-dodecil-sulfata

Poznato je da su medumolekulske interakcije najizraZenije u sistemu koji se sastoji od
polielektrolita i suprotno naelektrisane povrsinski aktivne materije, kao i da su ¢esto pracene
separacijom faza. S obzirom na to da Ch i SDS nose suprotno naelektrisanje u puferu, pri pH
manjem od 6, naSa istraZivanja su zapocela pripremanjem smeSa 0,1% Ch sa razli¢itim
koncentracijama SDS na pH 4. Ch-SDS smese, 24 h nakon mesSanja, su prikazane na slici 21.

Slika 21. Separacija faza u smesama Ch-SDS pri pH 4

Primeceno je da uvodenje SDS u rastvor Ch u koncentracijama nizim od 0,01% nije
izazvalo nikakve promene u izgledu smesa. Sa daljim povecanjem koncentracije SDS, smese
postaju mutne i dolazi do separacije faza pri koncentraciji SDS od 0,15% tj. nerastvorni
Ch/SDS kompleksi precipitiraju na dnu kao koacervatna faza (slika 21). Formirani koacervat
je Cvrst, elastiCan i slabo rastvoran. Povecanjem koncentracije SDS, nakon potpune

precipitacije dolazi do njegovog delimi¢nog redispergovanja.

4.1.1 Turbidimetrijsko ispitivanje

Da bi se kvantifikovale vizuelno uocene promene, izmerena je mutnoca Ch-SDS

smesa pri pH 4, a rezultati su predstavljeni na slici 22.
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Slika 22. Turbidimetrijska merenja na 600 nm u smeSama Ch-SDS pri pH 4

Kao $to se sa slike 22 moze videti, rastvor hitozana u vodi pri pH 4 je bio bistar
(zamucenost = 0,80%), a smeSe Ch-SDS koje sadrze manje od 0,005% SDS nisu pokazale
promene mutnoée. Dalji dodatak SDS prouzrokovao je povecanje mutnoce. Naime, usled
elektrostatiCkog privlacenja, postepeno vezivanje negativno naelektrisanih polarnih glava
SDS molekula za pozitivno naelektrisane amino grupe na molekulima Ch, dolazi do stvaranja
kompleksa koji su slabo rastvorljivi u vodi. Mutnoca smese je dostigla maksimum pri SDS
koncentraciji od 0,05%. Nakon ove koncentracije dolazi do smanjenja mutnoce, §to se moze
povezati sa postepenom separacijom faza i izdvajanjem koacervata na dnu cilindra (slika 21).
Minimum mutnoée (obeleZen strelicom na slici 22) javlja se pri koncentraciji od 0,2% SDS
(Ch:SDS maseni odnos 1:2) tj. pri potpunoj precipitaciji kompleksa. Moze se pretpostaviti da
su kompleksi pri ovom odnosu neutralni, odnosno pozitivno naelektrisane amino grupe Ch su
potpuno zasi¢ene molekulima SDS. Nakon ove koncentracije, dalji dodatak SDS dovodi do
poveéanja mutnocée supernatantne faze, najverovatnije zbog redispergovanja koacervatne faze
koje moze biti prouzrokovano viskom negativnog naelektrisanja kompleksa izazvanog
hidrofobnim vezivanjem SDS molekula.

Kao S§to je poznato, naelektrisanje cCestica utice na njihovu elektroforetsku
pokretljivost. lzvedena su merenja elektroforetske pokretljivosti kako bi se potvrdila
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pretpostavka da se precipitacija Ch/SDS kompleksa javlja zbog promena u njihovom
naelektisanju. Rezultati su prikazani na slici 23.
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Slika 23. Elektroforetska pokretljivost smese Ch-SDS u zavisnosti od koncentracije SDS, na 25°C i
pH 4

S obzirom da je hitozan prirodni i katjonski polielektrolit, njegovi molekuli imaju
ukupno pozitivno naelektrisanje u vodenom rastvoru, pri pH nizem od 6. To je potvrdeno
merenjima elektroforetske pokretljivosti, tj. elektroforetska pokretljivost 0,01% rastvora Ch
pri pH 4 bila 2,84 umcm/Vs. Dodavanje suprotno naelektrisanog SDS u rastvor Ch indukuje
formiranje kompleksa koji su kao takvi pozitivno naelektrisani, ali se apsolutna vrednost
naelektrisanja smanjuje usled postepenog vezivanja SDS elektrostatickim privlacenjem. Ovo
postepeno smanjenje naelektrisanja  prouzrokuje smanjenje rastvorljivosti Ch/SDS
kompleksa, a kao posledica javlja se mutno¢a u sistemu (slika 22). Posle dostizanja
koncentracije SDS od 0,01%, elektroforetska pokretljivost kompleksa se naglo smanjuje i pri
koncentraciji SDS od 0,022%, tj. pri masenom odnosu Ch:SDS od oko 1:2 kompleks postaje
neutralan, a kao rezultat dolazi do precipitacije koacervata u smesi i mutnoca supernatantne
faze pada na minimalnu vrednost. Dalji dodatak SDS dovodi do inverzije naelektrisanja pa
ukupno naelektrisanje kompleksa postaje negativno. Elektrostaticko odbijanje izmedu
kompleksa prouzrokuje njihovo blago rastvaranje iz faze koacervata $to dovodi do povecanja
mutnoce supernatantne faze (slika 22).
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S obzirom na to da tenziometrijska i viskozimetrijska merenja daju vazne informacije
o ponasanju sistema kako na grani¢noj povrS$ini, tako I U rastvoru ove dve tehnike su
korisc¢ene za detaljno ispitivanje mehanizama interakcije Ch-SDS.

U smesi polielektrolita 1 suprotno naelektrisanih povrSinski aktivnih materija
medumolekulske interakcije su jake i pretezno uzrokovane elektrostatickim privlacenjem
izmedu naelektrisanih grupa prisutnih na polimernim lancima i jonizovanih polarnih glava
povrsinski aktivnog molekula. 1z ovih razloga oni cCesto pokazuju razliite promene
povrsinskog napona sa koncentracijom PAM u odnosu na sisteme sa slabim interakcijama,
kao S§to su hidrofobne interakcije u sistemu nejonski polimer/povrSinski aktivna materija
(Goddard, 2002; Petrovi¢ i sar., 2010; Sovilj i Petrovi¢, 2006; Taylor i sar., 2007). Promene
povrsinskog napona SDS i smesa Ch-SDS u acetatnom puferu na pH 4 i 30°C u zavisnosti od
koncentracije SDS su prikazani na slici 24.
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Slika 24. Povrsinski napon SDS i smese Ch-SDS u zavisnosti od koncentracije SDS, na 30°C i pH 4

Povrsinski napon rastvora Ch u puferu bio je 69,15 mN/m Sto ukazuje na odsustvo
povrsinske aktivnosti polimera. Ovakvo ponaSanje karakteristicno je za veéinu jakih
polielektrolita (Grant i sar., 2006; Onesippe | Lagerge, 2008a; Taylor i sar., 2007). U isto

vreme, SDS pokazuje veoma veliko smanjenje povrSinskog napona pri niskim
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koncentracijama sve do dostizanja kriticne micelarne koncentracije (KMK), na 0,18%, nakon
¢ega je povrsinski napon bio prakticno konstantan. Ovo veliko smanjenje povrSinskog napona
je posledica intenzivne adsorpcije SDS molekula na grani¢noj povrsini voda/vazduh,

tipicnom za veéinu povrsinski aktivnih materija u vodenim rastvorima (Holmberg i sar.,
2002).

Kao $to se vidi sa slike 24, promene povrSinskog napona smesa Ch-SDS pokazuju
karakteristicne tacke na odredenim koncentracijama SDS, koje odgovaraju promenama
mutnoce rastvora i elektroforetske pokretljivosti molekula Ch. Interakcija izmedu Ch i SDS
na granici faza desava se pri veoma niskoj koncentraciji SDS. Naime, moze se pretpostaviti
da pri niskim koncentracijama SDS, ispod 0,001% (m/m), u oblasti izrazitog snizenja
povrsinskog napona u smesi Ch-SDS, dolazi do vezivanja pojedina¢nih molekula SDS za
amino grupe hitozana elektrostatickim silama i formiranja povrSinski aktivnih hitozan/SDS
kompleksa koji se nagomilavaju u grani¢noj povrSini. Nakon dostizanja koncentracije
0,001% (m/m) (maseni odnos Ch:SDS 10:1), koja predstavlja prvu karakteristi¢nu tacku, Ty,
dolazi do adsorpcije molekula SDS na lance hitozana prisutne u rastvoru u obliku agregata.
Pri ovom masenom odnosu (maseni odnos Ch:SDS 10:1), kao $to se vidi sa slika 22 i 23,
pojavljuje se mutnoc¢a u smesi, $to ukazuje na to da su kompleksi manje rastvorni, pozitivno
naelektrisani, ali i dalje povrSinski aktivni. Formiranje ovakvih kompleksa ne utice na
adsorpcioni sloj i kao rezultat povrsinski napon ostaje skoro nepromenjen sve dok se ne
postigne druga karakteristi¢na tacka, T, na 0,02% (m/m) SDS (Ch:SDS maseni odnos 1:2).
Nakon dostizanja T, dolazi do promena na granici faza tj. dalji porast koncentracije SDS
dovodi do desorpcije povrsinski aktivnih kompleksa Ch/SDS sa povrSine i postepenog
rasporedivanja molekula SDS na granicu faza, Sto rezultira smanjenjem povrSinskog napona.
Pri koncentraciji SDS od 0,1% (m/m), tre¢a karakteristina tacka, T3, molekuli SDS na
granici faza bivaju u ravnotezi sa micelama SDS u rastvoru i dalje povecanje njegove

koncentracije ne uti¢e na povrsinski napon tj. povrsinski napon ostaje konstantan.

Pored ispitivanja uticaja koncentracije SDS, ispitan je i uticaj koncentracije Ch na
adsorpcione osobine Ch/SDS kompleksa merenjem povrSinskog napona smeSe Ch-SDS na
30°C i pri pH 4. Rezultati ovih ispitivanja prikazani su na slici 25.
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Slika 25. Promena povrSinskog hapona 0,005% (-o-), 0,01% (-A-) i 0,05% (-0-) Ch u smesi sa SDS u
zavisnosti od koncentracije SDS na 30°C i pH 4

Iako na prvi pogled krive promene povrSinskog napona razli€itih koncentracija Ch u
smesi sa SDS izgledaju sli¢no kao krive za slabo interaktivne sisteme, postoje neke znacajne
razlike koje mozemo uociti na slici 25. Jasno se vidi izrazito sniZenje povrSinskog napona
smese Ch-SDS pri niskoj koncentraciji SDS sve do prve karakteristi¢ne tacke koja zavisi od
koncentracije Ch, tj. T1. Ova karakteristi¢éna koncentracija se pomera ka ve¢im vrednostima
sa povecanjem koncentracije Ch. Takode, Ts, tre¢a karakteristi¢na tacka, za sistem Ch-SDS
ima istu ili nizu vrednost nego KMK za ¢ist rastvor SDS, za razliku od slabo interaktivnih
sistema (kao S§to je objasnjeno u Teorijskom delu u poglavlju 2.3.2.), gde T3 generalno ima
visu vrednost od KMK ¢istog rastvora SDS. Takvo ponaSanje se moze pripisati formiranju
kompleksa polimer/PAM koji se razlikuju po strukturi u zavisnosti od koncentracije PAM,
§to je ve¢ objasnjeno za neke sisteme polielektrolit-PAM (Penfold i sar., 2006; Taylor, 2007).

T;-T, plato se pojavljuje na karakteristitnom masenom odnosu polimera 1 povrSinski
aktivne matrije, izmedu masenih odnosa Ch:SDS 10:1 i 1:2. Kao §to je prikazano na slici 23
merenja elektroforetske pokretljivosti pokazuju da Ch/SDS kompleksi imaju ukupno
pozitivno naeletrisanje u oblasti koncentracija SDS izmedu T; i T,, iako je zabelezen
postepeni pad njegove apsolutne vrednosti. Istovremeno, pojava mutnoée u ovom intervalu
ukazuje na stvaranje koacervata koji se postepeno deponuje na grani¢noj povrSini, a
smanjenje naelektrisanja ukazuje na povecanje hidrofobnosti kompleksa Ch/SDS. Kod
Ch:SDS masenog odnosa 1:2, kompleksi su skoro neutralni (i = 0.37 pmem Vs i potpuno
se taloze kao koacervatna faza.
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Dalje povecanje koncentracije SDS dovodi do postepenog rasporedivanja SDS
molekula na medufazi $to rezultira znacajnim smanjenjem povrSinskog napona. U trecoj
karakteristi¢noj tacki, Ts, medupovrSina je zasiCena molekulima SDS, a nakon ove
koncentracije formirane su regularne SDS micele u rastvoru. Istovremeno vezivanje SDS
molekula u Ch/SDS komplekse nastavlja se putem hidrofobnih interakcija, a ukupno
naelektrisanje kompleksa tezi ka visku negativnog naelektrisanja i njegovom redispergovanju
(slike 211 23).

S obzirom na to da pH vrednost moze uticati na interakcije u sistemima polielektrolit-
PAM, ispitivane su promene povrSinskog napona Ch-SDS smeSa na razliCitim pH
vrednostima. Rezultati su prikazani na slici 26.
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Slika 26. Povrsinski napon Ch-SDS smese u zavisnosti od koncentracije SDS na razli¢itim pH
vrednostima i na 30°C. Koncentracija Ch je bila konstantna 0,01% (m/m)

Kao $to se vidi sa slike 26, smeSe Ch-SDS koje sadrze 0,01% Ch pokazuju
karakteristi¢ne tacke, Ty, T2 i T3, na svim ispitivanim pH vrednostima. Kao i kod pH 4, izgled
krivih pri pH 5 i pH 6 je veoma sli¢an. Naime, formiranje Ch/SDS kompleksa zapocelo je s
vrlo niskom koncentracijom SDS §to je dovelo do zna¢ajnog smanjenja povrSinskog napona.
Pored toga, karakteristi¢ne tacke su na istim koncentracijama SDS: T; se javlja u 0,001%, T,
na 0,02% i T3 na 0,1% SDS, Sto ukazuje na to da u ispitivanom intervalu pH nema znacajan
uticaj na mehanizam formiranja elektrostickih kompleksa Ch/SDS.
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Viskozimetrijska metoda daje znacajne informacije o promenama u rastvorima
polielektrolit-suprotno naelektrisana PAM. 1z ovih razloga radena su viskozimetrijska
ispitivanja smese Ch-SDS. Relativni viskoziteti smesa Ch-SDS pri razli¢itim koncentracijama
Ch u zavisnosti od koncentracije SDS na 30°C i pri pH 4 prikazani su na slici 27.
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Slika 27. Relativni viskozitet rastvora smeSa Ch-SDS pri razli¢itim koncentracijama Ch u zavisnosti
od koncentracije SDS na 30°C i pH 4

Najpre su odredivani relativni viskoziteti ¢istih rastvora Ch u koncentracijama 0,01;
0,05; 0,1; 0,2 i 0,5% (m/m) koji su pri pH 4 iznosili 1,10; 1,52; 2,02; 3,10 i 7,84, redom.
Dodatak malih koncentracija SDS u rastvore Ch nije uticao na relativnu viskoznost njegovih
rstvora, $to ukazuje na to da se interakcije izmedu ova dva molekula, najverovatnije odvijaju
na granici faza. Sa slike 27 jasno se uofava da do promene viskoziteta dolazi pri
koncentracijama SDS 0,01; 0,02; 0,05 i 0,1% u sme$ama Ch-SDS koje sadrze 0,05; 0,1; 0,2 i
0,5% Ch tj. pri masenom odnosu Ch:SDS 5:1. Naime pri ovom masenom odnosu zapocinje
talozenje Ch/SDS kompleksa.

Nakon ovih koncentracija, dalji dodatak SDS izaziva smanjenje relativnog
viskoziteta supernatantne faze koje dovodi do potpunog precipitovanja koacervatne faze na
0,02; 0,1; 0,2; 0,41 1,0% SDS. Vidi se da supernatantne faze pokazuju minimalnu viskoznost
(oznacenu strelicom) koja se uvek pojavljuje pri masenom odnosu Ch:SDS od 1:2, $to nam
govori da do potpunog talozenja koacervata dolazi samo pri ovom odnosu. Jasno je da veca
koncentracija Ch zahteva vise SDS kako bi svi aktivni centri bili zauzeti molekulima SDS.
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Dalje povecanje koncentracije SDS dovelo je do blagog povecanja relativne
viskoznosti supernatantne faze, Sto ukazuje na povecanje rastvorljivosti formiranih Ch/SDS
kompleksa usled njihovog elektrostatickog odbijanja. Ocigledno je da prikazane promene
viskozimetrijskih merenja u potpunosti odgovaraju merenjima mutnoce, povrsinskog napona
i elektroforetske pokretljivosti u smeSama Ch-SDS.
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Natrijum-lauriletar-sulfat, koji za razliku od SDS poseduje etilenoksidne grupe,
pripada grupi anjonskih povrSinski aktivnih materija koje se Siroko koriste u Samponima,
deterdzentima i drugim komercijalnim sredstvima za ¢is¢enje. Ova grupa povrsinski aktivnih
materija ima potencijal da kombinuje prednosti anjonskog i nejonskog tipa PAM. KarakteriSe
ih duzina alkil lanca, broj etilen oksidnih grupa (EO) kao i njihova distribucija. U molekulu
PAM ove karakteristike uticu na vazne fizicke osobine kao §to su rastvorljivost 1 viskoznost,
kao i osnovne funkcije poput kvasenja, penivosti, emulgujuca i disperzna svojstva (Im i
Ryoo, 2009; Peretz i sar., 2013; Vleugels i sar., 2015). Iz ovih razloga bilo je interesantno
ispitati uticaj prisustva EO grupa na interakciju sa Ch.

Sa ciljem detaljnog ispitivanja mehanizma interakcije Ch-SLES primenjeno je
nekoliko razli¢itih tehnika: turbidimetrija, tenziometrija, merenje elektroforetske
pokretljivosti i viskozimetrija.

Interakcije polielektrolita i suprotno naelektrisane PAM u vodenim rastvorima, obicno
su uzrokovane elektrostatiCkim i hidrofobnim interakcijama, koje su cesto pracene
separacijom faza, $to je ve¢ spomenuto kod prethodnog sistema Ch-SDS. Kako Ch i SLES
nose suprotno naelektrisanje u puferu, pri pH nizoj od 6, istrazivanja su nastavljena
pripremanjem smesa od 0,01% Ch i razli¢itih koncentracija SLES. S obzirom na to da smo iz
prethodnih ispitivanja dosli do zaklju¢ka da mala razlika u pH vrednosti u slu¢aju interakcija
Ch-SDS ne uti¢e znacajno na promene u ponasanju ovog Sistema, a da je u kozmetickoj i
farmaceutskoj primeni mnogo pogodniji pH 5, odluceno je da ispitivanja Ch-SLES sistema
budu radena na ovoj pH vrednosti. MeSanjem rastvora hitozana sa SLES dolazi do vizuelnih
promena koje se razlikuju u odnosu na smese sa SDS (slika 28).
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Slika 28. Smese 0,01% Ch i razli¢itih koncentracija SLES nakon 24 h ¢uvanja na sobnoj temperaturi

Kao $to se moze primetiti sa slike 28, pri koncentracijama SLES nizim od 0,0007%
nisu se mogle uociti vizuelne promene u rastvoru. Posle ove koncentracije, smeSa postaje
zamucena 1 javlja se separacija faza tj. Ch/SLES kompleksi precipitiraju na dnu kao
koacervatna faza koja se razlikuje u odnosu na sistem Ch-SDS. Naime dobijeni koacervat nije

kompaktan, a pri ve¢im koncentracijama SLES dolazi do njegovog rastvaranja.

Mutnoca rastvora smesa Ch-SLES merena je radi pra¢enja agregacije i separacije faza
u sistemu, a rezulatati su prikazani na slici 29.
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Slika 29. Mutnoca rastvora smese 0,01% Ch i razli¢itih koncentracija SLES merena na 600 nm
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Kad je koncentracija SLES dovoljno niska, mutnoca rastvora je blizu nule, tj.
formirani kompleksi Ch/SLES su rastvorljivi u vodi. Prvo povecanje mutnoce pocinje sa
0,0007% (m/m) SLES, a dalji dodatak SLES povecava mutnocu sve do maksimuma, pri
koncentraciji SLES od 0,028% (m/m) kada su formirani kompleksi potpuno istaloZeni na dnu
kao koacervatna faza (slika 28). Kako ovaj koacervat nije kompaktan, nije bilo potrebe za
odvajanjem supernatantne faze. Posle dostizanja maksimuma, dalji dodatak SLES je
prouzrokovao znacajno smanjenje mutnoce usled postepenog rastvaranja kompleksa
Ch/SLES.

Rezultati merenja povr$inskog napona rastvora SLES i rastvora Ch-SLES smesa
prikazani su na slici 30.
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Slika 30. Povrsinski napon SLES (-e-) i smeSe Ch-SLES (-A-) u puferu pH 5 na 30°C u zavisnosti od
koncentracije SLES; koncentracija Ch je 0,01%

Sa slike 30 se jasno uocava vrednost KMK SLES koja iznosi 0,007% (m/m). U
poredenju sa KMK SDS, koji ne poseduje etilenoksidne grupe sa istom duZinom
ugljovodoni¢nog lanca, KMK SLES je znatno niza (slika 24). Naime, inkorporiranje
etilenoksidnih grupa izmedu lauril ostatka i hidrofilnog dela molekula dovelo je do drasticnog
smanjenja KMK sa 0,1% (SDS) na 0,007% (SLES). Smanjenje KMK se pripisuje smanjenju
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stepena hidratacije EO grupa zbog prisustva sulfatnog dela koji doprinosi povec¢anju ukupne
hidrofobnosti molekula SLES (Mayers, 2006). Takode, privlacna jon-dipol interakcija
izmedu sulfatne i EO grupe, koja moze biti intramolekularna i intermolekularna po prirodi,
Sto dovodi do znaCajnog smanjenja elektrostatickog odbijanja 1 na taj nalin utice na
smanjenje KMK (Aoudia i sar., 2009; Vleugels i sar., 2015). Interakcija izmedu polarnih
glava SDS molekula je verovatno jaca, pa KMK ima ve¢u vrednost. Razlike u stvaranju
micela ove dve PAM mogu ukazivati i na razli¢ite mehanizme njihove interakcije sa
polielektrolitima.

Kao $to je prikazano na slici 30, promene u povrSinskom naponu smesa Ch-SLES
pokazuju karakteristicne tacke pri odredenim koncentracijama SLES. Naime, povrSinski
napon Ch-SLES smese se postepeno smanjuje i pazljivo prati krivu rastvora SLES, sve dok
se ne dostigne prva karakteristicna koncentracija (T;) na 0,0007% SLES (Ch:SLES maseni
odnos 14:1). S obzirom na to da su Ch i SLES suprotno naelektrisani, oéekivano je da
elektrostaticko vezivanje pojedinacnih SLES molekula zapo¢ne pri niskoj koncentraciji
SLES. Medutim, posto povrSinski napon smese Ch-SLES pre dostizanja T; pokazuje sli¢ne
vrednosti kao i rastvori odgovaraju¢e koncentracije SLES, jasno je da su elektrostaticke

interakcije komponenti, kao i njihov sinergistic¢ki efekat na povrsinski napon, slabo izraZeni.

Nakon dostizanja Ti, povrSinski napon ostaje nepromenjen sve do T, (SLES
koncentracija od 0,02%). U toj oblasti se odvija interakcija i SLES molekuli se vezuju u vidu
agregata na lanac polimera zahvaljuju¢i hidrofobnoj interakciji (Holmberg i sar., 2002;
Taylor i sar., 2007). Koncentracija PAM u T; bila je priblizno ista kao i za smeSu Ch-SDS.
Istovremeno, T, je pomerena prema visoj koncentraciji PAM (0,02%), iznad KMK SLES.
Izgled krive zavisnosti povrSinskog napona od koncentracije SLES sli¢an je krivama koje
opisuju slabe interakcije u sistemu polimer-PAM, najcesée izazvane Van der Waals-ovim
privlatnim silama (slika 6, poglavlje 2.3.2. u Teorijskom delu). Interval hidrofobnih
interakcija u sistemu Ch-SLES je $iri nego za Ch-SDS. Naime, T, za Ch-SDS sistem je bio
nizi od KMK (dok se T3 nije znacajno razlikovala od KMK), §to je detaljno opisano u
prethodnom poglavlju kod interakcije Ch-SDS. Ove razlike se mogu pripisati prisustvu EO
grupa, tj. jon-dipol interakcijama koje dovode do smanjenog odbijanja izmedu polarnih glava
molekula SLES i poveéanja hidrofobnosti molekula. Zbog toga su hidrofobne interakcije bile

1zraZenije u ovom sistemu.

Dalje dodavanje SLES, nakon T, uzrokuje znac¢ajno smanjenje povrsinskog napona
dok se ne dostigne T3 pri 0,07% SLES, sto je veca vrednost od KMK za Cisti surfaktant. U
regionu T,-T3, Ch/SLES kompleksi sa grani¢ne povrSine bivaju postepeno zamenjeni sa
molekulima SLES. Nakon cega se u rastvoru nalaze slobodne micele SLES i povrSinski
napon postaje jednak povrsinskom naponu rastvora SLES (Goddard, 1993).
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Ispitan je i uticaj koncentracije Ch na povrSinski napon smeSe Ch-SLES, a dobjeni
rezultati prikazani su na slici 31.
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Slika 31. a) Povrsinski napon Ch-SLES smeSe u puferu pH 5, u zavisnosti od koncentracije SLES za
razli¢ite koncentracije Ch i b) promena karakteristi¢nih tacaka sa promenom koncentracije Ch

Jasno je da po€etno smanjenje povrSinskog napona, pri niskoj koncentraciji SLES, ne
zavisi od koncentracije Ch, tj. za sve ispitivane koncentracije T; je 0,0007% SLES (slika
31b). Druga karakteristi¢na tacka, T, za koncentracije Ch 0,01; 0,05 i 0,07%, bila je 0,02;
0,071 0,14% SLES, redom. Naime, T, se uvek pojavi pri Ch:SLES masenom odnosu od 1:2 i

linearno povecava sa povecanjem koncentracije Ch, tj. potrebno je visSe SLES za zasi¢enje

polimera. T3 se takode poveCava sa povecanjem koncentracije Ch i to se deSava na
koncentracijama SLES od 0,07; 0,2 i 0,35% u rastvorima Ch 0,01; 0,05 i 0,07%, redom.
Dobijeni rezultati razlikuju se od rezultata tenziometrijskih merenja za sistem Ch-SDS, kod
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kojih polozaj T; zavisi od koncentracije Ch i nema linearne zavisnosti T, od koncentracije
SDS.

Merenja elektroforetske pokretljivosti Ch/SLES kompleksa formiranih pri razli¢itom
masenom odnosu komponenti mogu dodatno pojasniti mehanizam interakcije hitozana i
SLES. Rezultati merenja elektroforetske pokretljivosti prikazani su na slici 32.

i
24 % ¢
— g \@
A i |
14 ) ' I
Ty |
> {1 l
£ [
S 0 I
E l"‘l T T T 'lllll L L ""'II Ll L T l"l'l ']' Ll ""'I Ll T L
e 1E-5 1E-4 1E-3 0,01 | 0,1
= ] o |
1 CSLES(/O) Il
.
-2 - —0

Slika 32. Promena elektroforetske pokretljivosti smese Ch-SLES u zavisnosti od koncentracije SLES
na pH 5; koncentracija Ch je 0,01%

Kao sto se ocekivalo, molekuli Ch imaju ukupno pozitivno naelektrisanje u vodenom
rastvoru, pri pH nizem od 6 §to je potvrdeno elektroforetskim merenjima pokretljivosti (i od
0,01% (m/m) rastvora Ch na pH 5 je 1,7 umcm/Vs). Takode, Ch/SLES kompleksi imaju
ukupno pozitivno naelektrisanje pri niskim koncentracijama SLES s$to je posledica
postepenog vezivanja molekula SLES slabo izraZzenim elektrostatickim interakcijama. Naime,
molekuli SLES imaju mali uticaj na naelektrisanje formiranih kompleksa. Medutim, u
regionu koncentracija SLES izmedu 0,0007% i 0,02% (T;-T, region) kompleksi Ch/SLES su
jos uvek pozitivno naelektrisani, ali se javlja mutnoca i separacija faza u smesama (Slike 28 i
29), Sto se moze objasniti na slede¢i naéin. Verovatno se prvi molekuli SLES vezuju
nasumi¢no na naelektrisane aktivne centre polielektrolitnog lanaca, §to postepeno utice na
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ukupno naelektrisanje polimera. Nakon vezivanja prvih molekula PAM, naknadno vezivanje
dodatnih molekula PAM se smatra kooperativnim i pozeljno je na mestima pored ve¢ vezanih
molekula PAM (Voisin i Vincent, 2003). U toj konfiguraciji, hidrofobni repovi se mogu
poravnati na takav nacin da koriste Van der Waals-ovo privlacenje, tj. dalje vezivanje
molekula SLES se odvija u nekoj vrsti agregata (Vleugels i sar., 2015). Promena
naelektrisanja se javlja kod 0,025% SLES, pri ¢emu su Ch/SLES kompleksi neutralni i
potpuno precipitiraju kao koacervatna faza (slika 28). Dalji porast koncentracije SLES dovodi
do povecanja ukupnog negativnog naelektrisanja Ch/SLES kompleksa, a njihovo

elektrostaticko odbijanje uzrokuje ponovno rastvaranje.

Kako bi rezultati tenziometrijskih i elektroforetskin merenja u sistemu Ch-SLES bili
potvrdeni, kao i radi boljeg razumevanja mehanizama interakcije u rastvoru smesa Ch-SLES

primenjena su viskozimetrijska merenja. Promena relativnog viskoziteta smese Ch-SLES sa

razli¢itim koncentracijom SLES pri pH 5 prikazana je na slici 33.
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Slika 33. Relativna viskoznost smese Ch-SLES koja sadrzi 0,01% Ch u zavisnosti od koncentracije
SLES na 30°CipH5

Relativni viskozitet 0,01% rastvora Ch pri pH 5 je iznosio 1,07. Do koncentracije

SLES od 0,0007% viskozitet smeSa se nije znacajno menjao, Sto ukazuje na to da se
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interakcija polimer-PAM odvija na granici faza, odnosno kako su tenziometrijska ispitivanja
pokazala, radi se o slabo izrazenim interakcijama. Nakon ove koncentracije, dodatak SLES
uzrokuje blago povecanje relativnog viskoziteta zbog formiranja koacervata i povecanja
mutno¢e smese (slika 29). U smesama sa koncentracijama SLES od 0,007%; 0,014% i
0,02%, doslo je do separacije faza i meren je viskozitet supernatantne faze. U tom regionu
koncentracije relativni viskozitet supernatantne faze tezi ka nizim vrednostima i dostize
minimum pri koncentraciji od 0,02% SLES (obeleZen strelicom) $to ukazuje na potpuno
talozenje koacervatne faze. Dalji porast koncentracije SLES dovodi do progresivnog
rastvaranja koacervata, pa se viskozitet smeSa znacajno povecava. Ocigledno je da se
viskozimetrijska merenja u potpunosti poklapaju sa merenjima mutnoce, povr§inskog napona
i elektroforetske pokretljivosti.
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Kako je ve¢ naglaSeno, emulzije kao te¢no/te¢ni sistemi pokazuju razli¢ite vidove
nestabilnosti §to u velikoj meri predstavlja ogranicavajuéi faktor za njihovu primenu. Za
stabilizaciju prehrambenih, farmaceutskih i kozmeti¢kih emulzija danas se ne preporucuje
upotreba velike koli¢ine povrSinski aktivnih materija niske molekulske mase, iz ekoloskih i
zdravstvenih razloga. Poznato je da interakcije izmedu polimera i povrSinski aktivnih
materija mogu promeniti adsorpcioni sloj oko kapi ulja koji uti¢e na stabilnost emulzije
(Goddar, 2002; Kelley i McClements, 2003; Ushikubo i Cunha, 2014; Wollenweber i sar.,
2000). Naime, emulzija stabilizovana kompleksom polimer/PAM je generalno stabilnija od
one koja je stabilizovana samo PAM niske molekulske mase, zbog toga $to Se stabilizacija
vr$i ne samo elektrostatiCkom ve¢ i sternom interakcijom velikih suprotno naelektrisanih
kompleksa polimer/PAM (Vongsetskul i sar., 2015). Stoga, nakon detaljno ispitane
interakcije izmedu hitozana i SDS i hitozana i SLES, kao i ponaSanja formiranih kompleksa
polimer-PAM na granici faza tecnost/gas, pristupili smo ispitivanjima njihovih osobina na
granici faza ulje/voda. Ova ispitivanja ukaza¢e nam na mogucénost njihove primene za
stabilizaciji emulzionih sistema.

Medupovrsinski napon se formira izmedu dve tecne faze koje se ne meSaju, kao
posledica razlicitog dejstva njihovih molekula na granici faza. Prisustvo razli¢itih materija
rastvorenih u vodenoj ili uljanoj fazi moze dovesti do promene medupovrsinskog napona i na
taj nacin znacajno uticati na osobine Sistema, prvenstveno na njegovu stabilnost.

U cilju ispitivanja adsorpcionih osobina hitozana mereni su povrSinski naponi na
granici faza ulje/voda. S obzirom da na proces adsorpcije, pored fizicko-hemijskih osobina
adsorbensa, uti¢u 1 osobine uljne faze, odabrali smo dve razliCite vrste ulja: trigliceride
srednje duzine ugljovodoniénih lanaca (TSDL), kao polusintetsko ulje i ulje kostica grozda
koje je prirodnog porekla. Kao vodena faza kori$éena je puferovana voda i rastvori 0,01% i
0,1% (m/m) hitozana u puferovanoj vodi, na pH 4. Sva merenja izvedena su na 30°C, a
dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 2.
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Tabela 2. Povr$inski napon na granici faza ulje/voda na 30°C i pH 4

TSDL Ulje koStica grozda
17,89 24,24
13,45 24,59
13,46 22,10

Prikazani rezulati ukazuju da veéu vrednost povrsinskog napona pokazuje sistem ulje
kostica grozda/voda (24,24 mN/m), a manju TSDL/voda (17,89 mN/m), §to je posledica
njihove razli¢ite polarnosti. Dodatak hitozana u puferovanu vodu neznatno smanjuje vrednost
medupovrsinskog napona TSDL (oko 4 mN/m), dok praktiéno ne utice na vrednost
povrsinskog napona sistema ulje koStica grozda/voda. Ovakvi rezultati pokazuju slabu

povrsinsku aktivnost ovog biopolimera.

Uvodenje molekula PAM u sistem ulje/voda dovodi do njihove adsorpcije na
grani¢noj povrsini, Sto ima za posledicu sniZenje medupovrSinskog napona. U kojoj meri ¢e
prisustvo PAM uticati na promenu vrednosti medupovrsinskog napona zavisi, prvenstveno od
osobina molekula PAM, kao i od osobina uljne i vodene faze. Medutim, kada su u sistemu,
pored molekula PAM, prisutni i molekuli polimera, moguce je ocekivati razli¢ite fenomene
uslovljene njihovim fizicko-hemijskim osobinama, interakcijama sa rastvara¢em i prisutnim
molekulima PAM. S obzirom na to pretpostavljamo da ¢e adsorpcija, kako molekula SDS i
SLES, tako i njihovih kompleksa sa hitozanom, na granici faza zavisiti od vrste ulja.
Dobijene zavisnosti medupovrsinskog napona SDS i smese Ch-SDS na granici faza ulje/voda
u funkciji koncentracije SDS su prikazane na slici 34.
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Doktorska disertacija

Slika 34. Medupovrsinski napon a) SDS i b) smeSe Ch-SDS na granici faza ulje/voda u funkciji

ko

ncentracije SDS, na temperaturi od 30°C i pH 4

Na osnovu dobijenih zavisnosti (slika 34a) vidi se da sa povecanjem koncentracije

SDS medupovrsSinski napon naglo opada do koncentracije 0,1% (m/m), pri kojoj vrednost

medupovrsinskog napona iznosi 2,29 mN/m za TSDL i 3,27 mN/m za ulje kostica grozda.

Dalje povecanje koncentracije dovodi do neznatnih promena vrednosti medupovrSinskog

napona. Moze se smatrati da je pri koncentraciji 0,1% (m/m) SDS grani¢na povrSina potpuno

zasi¢ena njegovim molekulima 1 da dalje povecanje koncentracije dovodi do formiranja
micela SDS koje nemaju sposobnost adsorpcije na granici faza. Takode, niska vrednost
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povrsinskog napona na granici faza ulje/voda za oba ispitivana ulja ukazuje da je SDS
pogodan za njihovo emulgovanje.

Sa slike 34b se jasno vidi da nakon koncentracije 0,001% SDS u sitemu TSDL/voda i
nakon 0,005% SDS u sitemu ulje koStica grozda/voda medupovrSinski napon kompleksa
hitozan/SDS postepeno raste sve do 0,02% (m/m) SDS (maseni odnos Ch:SDS 1:2), kada se
vizuelno moze uociti potpuno talozenje koacervata (slika 20). Nakon ove koncentracije dolazi
do naglog pada medupovrsinskog napona do 0,1% (m/m) SDS, nakon c¢ega vise nema
znacajne promene medupovrSinskog napona. Ovakve promene medupovrSinskog napona
ukazuju na reorganizaciju adsorpcionog sloja tj. u intervalu koncentracija koji odgovara T;-T»
regionu (slika 24) kompleksi Ch/SDS se postepeno desorbuju sa grani¢ne povrsine i bivaju
zamenjeni slobodnim molekulima SDS.

Na slici 35 prikazan je uticaj koncentracije SLES na medupovrSinski napon SLES i
smeSe Ch-SLES na granici faza ulje/voda.
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Slika 35. Medupovrsinski napon a) SLES i b) smese Ch-SLES na granici faza ulje/voda u funkciji
koncentracije SLES, na temperaturi od 30°C i pH 4

Kao $to se sa slike 35a moze uo¢iti medupovrsinski napon u sistemu ulje/voda, za oba
ispitivana ulja, se naglo smanjuje do koncentracije 0,02% (m/m), koja za trigliceride srednje
duzine lanca i ulje koStica grozda iznosi 4,29 mN/m i 4,67 mN/m, redom. Iznad ovih
koncentracija nema promena medupovrsinskog napona, Sto ukazije da je grani¢na povrsina
potpuno zasi¢ena njegovim molekulima i1 da dalje povecanje koncentracije dovodi do
formiranja micela SLES u vodenoj fazi.
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Promene medupovrSinskog napona smeSe Ch-SLES na grani¢noj povrSini sa oba
ispitivana ulja (slika 35b) ukazuju da se u intervalu SLES koncentracija od 0,0007% (m/m)
do 0,02% (m/m) takode deSavaju promene u grani¢nom sloju. Medutim, povrsinski napon u
ovom intervalu (T1-T,) od 7,8 mN/m je blizi minimalnoj vrednosti postignutoj za ovaj sistem
(3,75 mN/m nakon dostizanja SLES koncentracije od 0,07% (m/m)). Takode, porast
povrsinskog napona koji se desava pri SLES koncentraciji od 0,02% usled reorganizacije
adsorbovanog sloja je manje izrazen u odnosu na Ch-SDS sistem. Iz ovih razloga dalja
ispitivanja u okviru ove disertacije radena su sa sistemom Ch-SLES.

Za uporednu analizu emulzija stabilizovanih Ch, SLES i kompleksima Ch/SLES, prvo
su pripremane 20% emulzije ulja u vodi, koje su stabilizovane rastvorom hitozana (0,1%) i
rastvorima SLES (slika 36). Koncentracije SLES su odabrane tako da odgovaraju onima u
sme$ama Ch-SLES masenih odnosa 140:1 (0,0007% SLES), 1:2 (0,2% SLES) i 1:7 (0,7%
SLES).

a) 0,1%Ch  0,0007% SLES 0,2% SLES  0,7% SLES b) 0,0007% SLES 0,2% SLES  0,7% SLES

Slika 36. Izgled 20% emulzija a) TSDL u vodi b) ulje kostica grozda u vodi stabilizovanih Ch
koncentracije 0,1% i SLES koncentracije 0,0007%, 0,2% i 0,7%, 5h nakon izrade

Kao $to se sa slike 36 vidi, emulgujuca svojstva hitozana su losa, §to se moglo i
pretpostaviti na osnovu prethodnih ispitivanja njegovih adsorpcionih osobina (tabela 2).
Neposredno nakon izrade doSlo je do separacije faza u cilindrima, Sto se jasno moze uociti
kod emulzija sa uljem kostica grozda (slika 36b). Kod obe vrste ulja, nije bilo moguce dobiti
emulzije sa 0,0007% koncentracije SLES, odnosno nakon vrlo kratkog vremenskog perioda
doslo je do njihovog potpunog razrusavanja. Emulzije dobijene sa koncentracijama SLES od

0,2% i 0,7% pokazale su nesto bolju sedimentacionu stabilnost.
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20% emulzije ulja kostica grozda u vodi i TSDL u vodi dobijene su
homogenizovanjem odgovarajuceg ulja u vodenom rastvoru smese hitozana i SLES (slika
37). Koncentracije SLES u rastvoru, odnosno maseni odnosi Ch:SLES su odabrani tako da
obuhvataju oblast pre stvaranja koacervata (140:1), oblast koacervacije (1:2), kao i oblast
nakon formiranja koacervata (1:7). Koncentracija hitozana u kontinualnoj fazi svih
pripremanih emulzija bila je konstantna (0,1% (m/m)).

Slika 37. Izgled 20% emulzija U/V stabilizovanih kompleksom Ch/SLES razli¢itih masenih udela
SLES 5h nakon pripreme a) TSDL u vodi i b) ulje koStica grozda u vodi ¢) emulzija ulja kostica
grozda u vodi, 30 dana nakon izrade

Nakon ¢uvanja emulzija na soboj temperaturi u toku 5 h jasno se uocava ostra granica
izmedu dva sloja pri svim koncentracijama SLES, §to ukazuje na njihovu sedimentacionu
nestabilnost.

Porede¢i transparentnost slojeva seruma uoCava se da emulzija stabilizovana
Ch/SLES kompleksom masenog odnosa Ch:SLES 140:1 ima zamuceniji serum, S$to je
posledica prisustva veceg udela kapi u ovom sloju, dok je serum u cilindru kod emulzija sa
Ch:SLES 1:2 transparentniji. Kod emulzija stabilizovanih Ch/SLES kompleksom masenog
odnosa Ch:SLES 1:7 doslo je do desorpcije koacervata i njegovog izdvajanja na dnu cilindra,
Sto se jasno uocava kod emulzije sa uljem kostica grozda 30 dana nakon pripreme (slika 37c).

Raslojavanje emulzija stabilizovanih kompleksom Ch/SLES u toku 24 h praceno je
preko creaming indeksa H, a rezultati su prikazani na slici 38.
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Slika 38. Promene creaming indeksa, H, 20% emulzija stabilizovanih kompleksom Ch/SLES a) TSDL
u vodi b) ulje kostica grozda u vodi u toku 24 h

Jasno je da je kod svih uzoraka emulzija i bez obzira na vrstu ulja doslo do
raslojavanja u toku prva 2 h nakon pripreme, a da se daljim stajanjem ne menjaju znacajno
visine izdvojenih slojeva.

Radi boljeg karakterisanja emulzija stabilizovanih kompleksima Ch/SLES razli¢itih

masenih udela komponenata, odredene su njihove disperzne karakteristike.

Posmatranjem emulzija pod mikroskopom (slika 39) uocava se prisustvo sfernih kapi
razlicite veli¢ine, S§to govori o polidisperznosti uzoraka ispitivanih emulzija. Takode, kod
emulzija stabilizovanih kompleksom Ch:SLES 1:2 (slika 39a i 39b) mozZe se uociti prisustvo
koacervata oko formiranih kapljica ulja, koji dovodi do njegovog slepljivanja i formiranja

agregata.
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. - J
TSDL/voda Ulje kostica grozda/voda

Slika 39. Mikrografije 20% emulzija TSDL u vodi i ulja kostica grozda u vodi stabilizovanih
Ch/SLES kompleksima razli¢itog masenog udela komponenata a) i b) Ch:SLES 1:2;
c) id) Ch:SLES 1:7

Obradom mikrografija 20% emulzija stabilizovanih kompleksom hitozan/SLES
odredeni su srednji precnici kapi dati u tabeli 3, a krive raspodele veli¢ine kapi, dobijene
fitovanjem eksperimentalnih podataka, prikazane su na slici 40. Zbog prisutnog koacervata
oko kapi i njihovog izrazitog slepljivanja kod emulzije ulja kostica grozda u vodi Ch:SLES
1:2, obrada mikrofotografije i odredivanje srednjeg precnika kapi nije bilo moguce.

Tabela 3. Parametri raspodele veli¢ina kapi 20% emulzija TSDL u vodi stabilizovanih kompleksom
Ch:SLES razli¢itih masenih udela

1:2 6,34 1,18 6,08 0,94

TSDL
1:7 G 1,02 4,76 1,13

Ulje kostica grozda 1:7 23,46 1,61 22,67 0,25
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Slika 40. Krive raspodele veli¢ina kapi 20% emulzija a) TSDL u vodi sa razli¢itim koncentracijama
SLES i b) ulje kostica grozda u vodi stabilizovanih kompleksom Ch/SLES sa 0,7% SLES

Iz tabele 3 moze se uociti da ispitivane emulzije sa TSDL imaju veli¢inu kapi ispod
10 pm, i to emulzija sa kompleksom Ch:SLES 1:7 ima manju vrednost najverovatnijeg i
srednjeg pre¢nika kapi od emulzije sa kompleksom Ch:SLES 1:2. Emulzija stabilizovana
kompleksom Ch:SLES 1:7 pripremljena sa uljem koStica grozda ima znatno veci pre¢nik
kapi, i izrazenu polidisperznost (slika 40b). Uporedivanjem krivih raspodele veli¢ina kapi
(slika 40a) emulzija sa TSDL uocava se da emulzija sa kompleksom Ch:SLES 1:2 ima
izrazeniju polidisperznost i da se sa pove¢anjem udela SLES, suzava raspodela veli¢ina kapi
tj. uzu raspodelu veli¢ina kapi ima emulzija pripremljena sa kompleksom Ch:SLES 1:7. Na
osnovu rezultata ispitivanja interakcija Ch-SLES prikazanih u poglavlju 4.2. moze se
pretpostaviti da su na grani¢noj povrsini ove emulzije adsorbovani samo molekuli SLES. Ovu
pretpostavku potvrduju rezultati merenja zeta potencijala ispitivanih emulzija, koji su
prikazani u tabeli 4.

Tabela 4. Naelektrisanje kapi 20% emulzija dobijenih u sistemu Ch/SLES

37,3 + 2,36 19,2 + 1,88 -17,6 £ 0,917

30,6 + 1,86 221+118 -28,3+ 1,17

Pozitivno naelektrisane kapi u emulzijama kod kojih je koncentracija SLES bila
0,0007% (Ch:SLES maseni odnos 140:1) ukazuju da su na grani¢noj povrsini adsorbovani
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Ch/SLES kompleksi nastali slabo izrazenim elektrostati¢kim privlaGenjem polimera i PAM,
koji imaju malu povrsinsku aktivnost (slika 30). Zbog toga ove emulzije pokazuju izrazitu
nestabilnost.

U emulziji koja sadrzi 0,2% SLES (Ch/SLES maseni odnos 1:2), kapi takode
poseduju pozitivno naelektrisanje (19,2 + 1,88 mV), ali manje apsolutne vrednosti. Prema
rezultatima merenja elektroforetske pokretljivosti kompleksa Ch:SLES masenog odnosa 1:2
(slika 32), ocekivano je da kompleksi budu neutralni i adsorbovani na granici faza u obliku
koacervata. Na slici 39a primeceno je prisustvo koacervatne faze oko kapi ulja, ali
naelektrisanje kapi nije neutralno. Ovaj fenomen bi se mogao objasniti reorganizacijom
strukture kompleksa u toku procesa emulgovanja. Pretpostavlja se da je formirani kompleks
Ch/SLES osetljiv na dejstvo sile smicanja, odnosno povecanjem brzine smicanja tokom
procesa emulgovanja dolazi do razmotavanja molekula, i postepenog razrusavanja umrezene
strukture (Katona i sar., 2013).

Kod emulzija stabilizovanin Ch:SLES kompleksom 1:7 kapi su negativno
naelektrisane, §to ukazuje da su samo molekuli SLES adsorbovani na granici faza, kako je i
oc¢ekivano. Takode, nakon 30 dana ¢uvanja uzoraka ovih emulzija na sobnoj temperaturi
uoceno je izdvajanje koacervatne faze Ch/SLES kompleksa na dnu cilindra (slika 37c) ¢ime

je dodatno potvrdena struktura adsorpcionog sloja.

Prethodnim ispitivanjima je pokazano da Ch-SLES interakcije uticu na osobine
formiranog adsorpcionog sloja na granici faza ulje/voda, kao i da se u oblasti najizrazenije
interakcije dobijaju emulzioni sistemi sa najsitnijom raspodelom veli¢ina kapi i najve¢om
sedimentacionom stabilnosti. Osobine adsorpcionog sloja formiranog oko kapi ulja, zavise od
strukture i konformacije adsorbovanog kompleksa Ch/SLES, nastalog u oblasti interakcije,
§to se moze odraziti na mogucnost dobijanja i osobine mikrokapsula. S obzirom na to da je
medupovrSinski napon na granici faza TSDL/voda nizi, kao i da su emulzije dobijene
njegovim emulgovanjem u Ch/SLES kompleksima razli¢itth masenih odnosa boljih
karakteristika (disperzne karakteristike i stabilnost), ovo neutralno ulje je odabrano za
mikrokapsulaciju liposolubilnih aktivnih materija.
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Mikrokapsule uljnog sadrzaja u obliku finog praha dobijene su suSenjem emulzija
stabilizovanih Ch/SLES kompleksom u struji toplog vazduha pomoc¢u Spray dryer-a. Jedan
deo emulzija je tretiran formaldehidom (FA) i glutaraldehidom (GA) radi umreZavanja
formiranog adsorpcionog sloja, a drugi deo je odmah nakon pripreme osusen bez dodatka
umrezivaca. Na osnovu prethodnih ispitivanja, za pripremu mikrokapsula odabran je sistem
Ch/SLES i1 njegov maseni odnos 1:2, a kao uljna faza trigliceridi srednje duZzine
ugljovodoni¢nih lanaca. Vitamin E je kao aktivna supstanca dodata u uljnu fazu emulzija u
koncentraciji od 10%. Najpre je ispitan sadrzaj vlage, a zatim morfoloske karakteristike,
efikasnost mikrokapsulacije i kinetika otpustanja vitamina E iz mikrokapsula.

U tabeli 5 prikazane su vrednosti sadrzaja vlage u mikrokapsulama, njena srednja
vrednost kao i standardna devijacija.

Tabela 5. Srednja vrednost i standardna devijacija sadrzaja vlage u mikrokapsulama

1,27 + 0,081
1,66 + 0,376
1,30+0,173
0,97 £0,312

1,76 £ 0,451

Sadrzaj vlage u mikrokapsulama kompleksa Ch/SLES varira od 0,97 do 1,76%, §to ne
ukazuje na znacajanu razliku izmedu samih mikrokapsula i u saglasnosti je sa literaturnim
podacima drugih studija, kao S$to su mikrokapsule sa uljem origana suSene u struji toplog
vazduha upotrebom guma arabike, modifikvanog skroba i maltodekstrina kao omotaca (1,3-
3,65%) (Botrel i sar.,, 2012) i d-limonena mikrokapsuliranog u modifikovani skrob,
proteinima surutke i maltrodekstrinu (1,2-2,7 %) (Jafari i sar., 2007). Dokazano je da je
proces susenja rasprsivanjem dobro optimizovan za dobijanje mikrokapsula sa vitaminom E.
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4.4.2 Uticaj udela umrezivaca na osobine mikrokapsula

Poznato je da koli¢ina dodatog umreZivaca znacajno uti¢e na mehanicku otpornost i
poroznost zida mikrokapsula, a samim tim 1 na zaStitu inkapsuliranih aktivnih materija od
faktora sredine kao i na kinetiku njihovog oslobadanja. 1z ovih razloga ispitan je uticaj udela
umrezivaca na morfoloske karakteristike mikrokapsula, kao i efikasnost mikrokapsulacije i
kinetika oslobadanja vitamina E iz mikrokapsula. Kao umrezivaci korisé¢eni su formaldehid i
glutaraldehid dodati u emulziju u masenom odnosu Ch:FA (GA) 1:11 1:2.

4.4.2.1 Morfoloska analiza omotaca mikrokapsula

Morfologija povrSine mikrokapsula ispitana je analizom fotografija dobijenih
primenom SEM (slika 41).

Slika 41. SEM mikrokapsula dobijenih spray drying postupkom iz 20% U/V emulzija sa vitaminom E
stabilizovanih Ch:SLES kompleksom masenog odnosa 1:2 a) bez umreZavanja i umrezene b) Ch:GA
maseni odnos 1:1 ¢) Ch:GA maseni odnos 1:2 d) Ch:FA maseni odnos 1:1 e) Ch:FA maseni odnos
1:2; uveéanje 5 000x
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Na slikama se jasno vidi da je najveci udeo mikrokapsula sfernog oblika, sa blago
naboranom povrSinom. Na slici 41d i 4le koje prikazuju mikrokapsule umrezene
formaldehidom uocavaju se slepljene mikrokapsule. Mikrokapsule umrezene glutaraldehidom
(maseni odnos Ch:GA 1:1) su pojedinacne, sfernog oblika i sa najmanje naboranom
povrsinom (slika 41b), sto je ukazivalo na njihove bolje karakteristike.

Dobijene mikrokapsule su bile stabilne i dobro su se redispergovale u vodi. Na
slikama 42, 43 i 44 prikazane su mikrofotografije emulzije pre susenja, mikrokapsula i
njihovih suspenzija u vodi, dobijenih pri razli¢itim odnosima Ch:umreZivac.
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Slika 42. Mikrofotografije a) osnovne emulzije pre suenja u struji toplog vazduha b) suvih
mikrokapsula bez umrezivaca i ) mikrokapsula bez umerzivaca redispergovanih u vodi

Slika 43. Mikrofotografije mikrokapsula umrezenih GA a) Ch:GA 1:1 b) suspenzija mikrokapsula
Ch:GA 1:1 c) Ch:GA 1:2i d) suspenzija mikrokapsula Ch:GA 1:2

Slika 44. Mikrofotografije mikrokapsula umrezenih FA a) Ch:FA 1:1 b) suspenzija mikrokapsula
Ch:FA 1:1 c) Ch:FA 1:2 i d) suspenzija mikrokapsula Ch:FA 1:2
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Parametri raspodele srednjeg i najverovatnijeg pre¢nika kako osnovne emulzije tako i
redispergovanih mikrokapsula bez i sa dodatkom umrezivaca, dobijeni su obradom
mikrofotografija njihovih suspenzija u vodi, primenom Belview?7 softvera i prikazani u tabeli
6. Krive raspodele veli¢ina cCestica ispitivanih mikrokapsula, dobijene su fitovanjem
eksperimentalnih podataka funkcijom krive raspodele i prikazane su na slici 45.

Tabela 6. Parametri raspodele veli¢ina kapi emulzije i mikrokapsula suspendovanih u vodi bez i sa
dodatkom umrezivaca: d,s— srednji pre¢nik; ¢ — standardna devijacija; X — najverovatniji pre¢nik

Emulzija stablllzovfama I_<ompleksom Ch/SLES sa 6.85 + 0.213 6.25
vitaminom E

—— emulzija

bez umrezivaca
—— Ch:FA 11

- —-—-ChFA1:2
——— Ch:GA 1:1

- == Chi:GA1:2

10

Yp (%)

Slika 45. Krive raspodele veli¢ina kapi emulzije i suspenzija mikrokapsula
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Analizom rezultata prikazanih u tabeli 6 i na slici 45 moze se uociti da proces spray
suSenja emulzija sa vitaminom E uti¢e u izvesnoj meri na veli¢inu i raspodelu veli¢ina
mikrokapsula. Naime, suspenzije ovih mikrokapsula pokazuju nesto manje vrednosti srednjeg
prec¢nika Cestica (13-38%) i manju polidisperznost u odnosu na polaznu emulziju.

Kao akceptorski medijum za ispitivanje oslobadanja vitamina E odabran je 80%
etanol. lako je vitamin E nerastvoran u vodi dodavanje etanolnog rastvora povecava njegovu
rastvorljivost, najverovatnije zbog nepolarnih privla¢nih interakcija izmedu etanola i vitamina
E (Sharipova i sar., 2016). Koncentracija oslobodenog vitamina E posle 90 min iz razli¢itih
uzoraka mikrokapsula i efikasnost mikrokapsulacije odredeni su i izraZzeni U procentima u
odnosu na koli¢ine vitamina dodate u procesu pripreme emulzija. Rezultati ovih ispitivanja su
prikazani u tabeli 7.

Tabela 7. Apsorbanca (ABS), koncentracija oslobodenog vitamina E (C) i efikasnost mikrokapsulacije
vitamina E (E) uzoraka mikrokapsula bez umrezivata i umrezenih sa formaldehidom i

glutaraldehidom koji stoje u razli¢itim masenim odnosima sa hitozanom

0,6937 0,0099 100
0,6732 0,0098 99,5
0,6319 0,0092 93,5
0,5564 0,0081 82,3
0,4946 0,0072 73,17

Na osnovu date tabele 7 primecuje se da je efikasnost mikrokapsulacije najveca kod
mikrokapsula umrezenih sa glutaraldehidom, neSto niZza kod mikrokapsula umreZenih sa
formaldehidom, a najniza kod neumrezenih mikrokapsula. Rezultat dobijen za mikrokapsule
umrezene formaldehidom koji stoji u 1:1 odnosu sa hitozanom, nije uobicajen, jer je

oslobadanje 100% koli¢ine aktivne materije iz mikrokapsula vrlo redak slucaj u praksi.

Iz ovih razloga u cilju daljeg ispitivanja osobina mikrokapsula, analizirani su profili
oslobadanja u cilju utvrdivanja kinetike otpustanja vitamina E u in vitro uslovima, uz 80%
etanol kao akceptorski medijum. Profili otpustanja vitamina E prikazani su na slici 46.
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Slika 46. Profili otpustanja vitamina E iz mikrokpasula na sobnoj temperaturi

Kao $to se sa slike 46 moze videti, mikrokapsule sa neumrezenim omotacem otpustale
su celu koli¢inu inkapsuliranog vitamina E ve¢ nakon 15 min, dok je vreme trajanja
otpustanja produzeno kod uzoraka umreZzenih mikrokapsula. To govori o ¢injenici da je zid
neumrezenih mikrokapsula manje kompaktan. Naime, primenom umrezivaca |
uspostavljanjem veza sa molekulima hitozana koji u obliku Ch/SLES kompleksa formira zid
mikrokapsula, smanjuje se poroznost omotaca, a time i usporava oslobadanje aktivne
materije. Vreme oslobadanja vitamina E iz umreZenih mikrokapsula produzeno je na 20 min,
nakon kojeg se uocava plato, odnosno moze se rec¢i da je oslobadanje vitamina E prakti¢no
zavrSeno. lzuzetak je upravo uzorak mikrokapsula odnosa Ch:GA 1:1, gde je vreme
oslobadanja vitamina E kra¢e od neumreZenih mikrokapsula i iznosi 10 min. Podaci dobijeni
na osnovu in Vvitro testa analizirani su primenom matematickih modela u cilju postavljanja
pretpostavke o0 mehanizmu oslobadanja aktivne materije iz mikrokapsula. Vrednosti
koeficijenata korelacije (r) za sve primenjene modele prikazani su u tabeli 8.
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Tabela 8. Koeficijenti korelacije za Higuchi model, kinetiku I reda, kinetiku nultog reda i Krosmeyer-
Pappas-ov model uzoraka mikrokapsula bez umrezivata i umrezenih sa formaldehidom i
glutaraldehidom koji stoje u razli¢itim masenim odnosima sa hitozanom

Koeficijenti korelacije

Uzorak : . Kinetika I Kinetika nultog NUEMTE-
Higuchi model Peppas-ov
reda reda model

S 0,9627 0,9195 0,244 tigeee
3-10 min

S lEA 0,9954 0,9558 0,9612 bizeRe
(3-20 min)

SR 0,9812 0,9675 0,9775 0.9976
3-20 min

L2 (Cl 0,9853 0,9903 0,9935 0,9955
3-20 min

Bez umreZzivata 08666 0,9519 0,9324 0,9767
(3-15 min)

Profili oslobadanja vitamina E analizirani su model-zavisnim postupkom, fitovanjem
u odnosu na matematicke modele Higuchi tipa, | reda, nultog reda i Korsmeyer-Peppas. Za
analizu su odabrani prikazani vremenski intervali (tabela 8), tokom kojih se odvija proces

oslobadanja vitamina E.

Kod svih uzoraka mikrokapsula, najbolja korelacija je utvrdena za Korsmeyer-
Peppas-ov model kinetike oslobadanja. Ovaj model je upotrebljen za razmatranje mehanizma
oslobadanja inkapsulirane aktivne supstance iz ispitivanih mikrokapsula.

Tabela 9. Koeficijent korelacije (r), konstanta brzine difuzije (K) i difuzioni eksponent (n) za
Korsmeyer-Peppas-ov model oslobadanja vitamina E iz uzoraka mikrokapsula

Korsmeyer-Peppas model
Uzorak
r K n

1:1 Ch:(_SA 0,9999 85,84 0,063
3-10 min

1:2 Ch:(_BA 0,9999 87,12 0,045
3-20 min
3-20 min
3-20 min

Bez umrei_ivaéa 0,9767 39,69 0,234
3-15 min
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Na osnovu vrednosti difuzionog eksponenta (n), koji je prikazan u tabeli 9, moguce je
postaviti pretpostavku o0 mehanizmu oslobadanja aktivne supstance. Vrednosti ovog
parametra za ispitvane mikrokapsule bile su od 0,045 do 0,234, odnosno, kod svih ispitivanih
uzoraka bile su manje od 0,43. Prema literaturnim navodima, vrednost n 0,43 odgovara
oslobadanju aktivne supstance iz nosa¢a procesom Fick-ove difuzije, dok vrednosti manje od
0,43 ukazuju na difuziju koja se ne odvija u potpunosti u skladu sa Fick-ovim zakonom
(Kuang i sar., 2010). U jednom od novijih ispitivanja oslobadanja liposolubilnih pesticida iz
mikrokapsula, u etanol/voda smesi kao akceptorskom medijumu, dato je tumacenje da je za
inicijalno brzo oslobadanje aktivne supstance od znacaja 1 oslobadanje dela supstance koji se
nalazi na povrsini mikrokapsula (Liu i sar., 2016). Uzimajuci to zapazanje u obzir, moze se
pretpostaviti da se kod ispitivanih mikrokapsula sa vitaminom E, oslobadanje zasniva na
kombinaciji “spiranja” sa povrsine i difuzije iz mikrokapsule (otuda i odstupanje od idealne
Fick-ove difuzije).

Uocene su razlike izmedu mikrokapsula umrezenih sa razli¢itim umrezivac¢ima.
Koli¢ina oslobodenog vitamina E i brzina oslobadanja bila je veéa iz mikrokapsula
umrezenih sa GA, u odnosu na one umrezene sa FA i bez umrezivaca. Ocekivano je da od
izbora umrezivaca zavise povrsinska svojstva mikrokapsula i koli¢ina aktivne supstance na
povrsini, kao i permeabilnost zida mikrokapsule za difuziju inkapsulirane aktivne supstance.
U slucaju GA, difuzioni eksponent je najnizi, oslobadanje je brzo i koli¢ina oslobodenog
vitamina E je veca, tj. izraZeniji je proces “spiranja”, u poredenju sa mikrokapsulama sa FA i
bez umrezivaca. Difuzioni eksponent je imao najvecu vrednost kod mikrokapsula bez
umrezivaca, $to je ukazivalo da je kod njih u najmanjoj meri prisutno “spiranje”, i da je
oslobadanje vitamina E pretezno kontrolisano difuzijom (zbog toga su i nize ukupne koli¢ine
oslobodene supstance).
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1. Interakcije hitozan (Ch) i natrijum-dodecil-sulfat (SDS) u vodenim rastvorima detaljno
su ispitane primenom turbidimetrije, tenziometrije, viksozimetrije i merenjem
elektroforetske pokretljivosti. Pokazano je da mehanizam interakcije zavisi od
masenog udela komponenata u smesi. Pri vrlo niskim koncentracijama SDS (maseni
odnos Ch:SDS 10:1) zapocinje elektrostaticko vezivanje pojedina¢nih molekula SDS
za aktivne centre polimernog lanca, pri ¢emu se formiraju slabo rastvorni, pozitivno
naelektrisani kompleksi izrazene povrsinske aktivnosti. Dalji porast koncentracije SDS
do masenog odnosa Ch:SDS 1:2, dovodi do njegovog vezivanja u obliku agregata
slicnih micelama. Naelektrisanje formiranih kompleksa se smanjuje, promene se
desavaju U rastvoru, a ne na granici faza, usled Cega se izdvaja koacervat Cvrste
elasti¢ne konzistencije.

2. Pri izrazito visokim koncentracijama SDS dolazi do promena na granici faza, naime
adsorbovani molekuli kompleksa Ch-SDS se desorbuju, a molekuli SDS zauzimaju
njihovo mesto. U rastvoru se formiraju regularne micele SDS, ali se manjim delom
nastavlja i njegovo vezivanje za molekule kompleksa hidrofobnim Van der Waals-
ovim silama. Kompleksi postaju negativno naelektrisani usled cega se blago
redisperguju.

3. Interakcije Ch i natrijum-lauriletar-sulfat (SLES) takode su detaljno ispitane. Nadeno
je da je, pri niskim koncentracijama SLES, elektrostaticko vezivanje njegovih
molekula slabo izrazeno. Pri masenom odnosu Ch:SLES 14:1 interakcije u sistemu
postaju hidrofobne po svojoj prirodi, povrSinski napon ostaje skoro nepromenjen,
povecava se mutnoca smeSe, dok Ch/SLES kompleksi imaju ukupno pozitivno
naelektrisanje. Oblast hidrofobnih interakcija je linerano zavisna od koncentracije
polimera, tako da se zavrSava pri masenom odnosu Ch:SLES 1:2 formiranjem
neutralnih kompleksa, koji su potpuno precipitovani kao koacervatna faza. 1zdvojeni
koacervat je manje kompaktan i C&vrst, te se moze redispergovati delovanjem
mehanicke sile.

4. Dalje povecanje koncentracije SLES dovodi do rastvaranja koacervata usled viSka
negativnog naelektrisanja i do znacajnog povecanja viskoznosti smeSe. Moze se
ocekivati da pri dovoljno visokoj koncentraciji SLES dode do skoro potpunog
rastvaranja formiranih kompleksa. Ovi rezultati pokazuju da i male varijacije u
strukturi anjonskog surfaktanta (SDS i SLES) mogu dovesti do znacajnih razlika u
mehanizmu interakcije sa katjonskim polimerom-hitozanom.

5. Ispitane su adsorpcione osobine hitozana i kompleksa Ch/SLES i Ch/SDS na granici
faza ulje/voda. Za ova ispitivanja odabrana su dva razliita tipa ulja: ulje kosStica
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grozda i trigliceridi srednje duzine ugljovodoni¢nog lanca. Dobijeni rezultati potvrdili
su slabu povrSinsku aktivnost Ch. Pokazano je da povecanje koncentracije SDS
odnosno SLES u rastvoru hitozana dovodi do karakteristi¢nih promena na granici faza.
Nagli pad medupovrsinskog napona nakon masenog odnosa 1:2 kod oba kompleksa
ukazuje na reorganizaciju adsorpcionog sloja tj. kompleksi Ch/SDS i Ch/SLES se
desorbuju sa grani¢nog sloja i zamenjuju slobodnim molekulima PAM. Ova
reorganizacija adsorpcionog sloja bila je manje izrazena kod smese Ch-SLES, te su
dalja ispitivanja nastavljena upravo sa ovom smeSom. Takode, uoceno je da vrsta ulja
utiCe na adsorpcione osobine ovih kompleksa. Nize vrednosti medupovrSinskog
napona kod oba kompleksa su postignute u sistemu TSDL/voda.

6. Ispitane su emulgujuc¢e osobine rastvora Ch, SLES i njihovih smeSa u tacno
definisanim masenim odnosima odabranim na osnovu prethodnih ispitivanja.
Upotrebom rastvora hitozana (0,1%) i rastvora SLES u koncentraciji 0,0007% nije
mogucée dobiti stabilne emulzije. Sa druge strane, dobijaju se emulzije priblizno
jednake stabilnosti pri koncentraciji SLES od 0,2% i 0,7% koriste¢i oba ulja.
Pracenjem creaming indeksa kod ovih emulzija utvrdeno je da se promene deSavaju u
toku 2 h od izrade.

7. Emulgovanjem ulja u smesi Ch/SLES razli¢itih masenih odnosa (Ch:SLES 140:1, 1:2 i
1:7) dobijene su emulzije razli¢itih karakteristika. Posmatranjem mikrofotografija
emulzija uoCava se koacervat kompleksa Ch/SLES oko kapljica ulja, kada je maseni
odnos Ch:SLES 1:2. Medutim, emulzije ulja kostica grozda u vodi pokazale su lo$ije
karakteristike, odnosno one poseduju krupnije kapi, ve¢u polidisperznost i losiju
stabilnost. Analiza veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi 20% TSDL/voda emulzija
stabilizovanih smeSom Ch-SLES masnih odnosa 1:2 i 1:7, pokazala je da su srednji
precnici kapi i stepen polidisperznosti manji kod emulzije stabilizovane smesom Ch-
SLES koja sadrzi veé¢i udeo SLES. Na grani¢noj povrSini Kapljica ovih emulzija
adsorbovani su samo molekuli SLES, §to je merenjem zeta potencijala 1 potvrdeno
(kapi nose negativno naelektrisanje). Takode, vizuelnim pracenjem promena u stubu
emulzija nakon 30 dana stajanja na sobnoj temperaturi, pored o¢ekivanog raslojavanja,
dolazi i do izdvajanja koacervatne faze kompleksa Ch/SLES, ¢ime se potvrduje da je
on prisutan samo u kontinualnoj, vodenoj fazi emulzija.

8. Susenjem 20% TSDL/voda emulzija u struji toplog vazduha primenom spray drying
postupka moguce je izdvojiti mikrokapsule uljnog sadrzaja obogacene vitaminom E.
Sve formirane mikrokapsule su stabilne, sadrzaja vlage od 0,97-1,76%, sa dobrom
sposobnoS¢u redispergovanja u vodi. Dodatak umrezivaca formaldehida (FA) i
glutaraldehida (GA) u manjoj meri uti¢e na disperzne karakteristike mikrokapsula.
Analizom morfologije povrSine uo¢eno je da je najve¢i udeo mikrokapsula sfernog
oblika, sa blago naboranom povr§inom, kao i da su jedino mikrokapsule umrezene GA
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masenog odnosa Ch:GA 1:1 pojedinacne, dok je kod ostalih uoceno prisustvo
aglomerata.

9. Generalno visoke vrednosti koeficijenta korelacije za primenjene matematicke modele
ukazuje da je dizajniran sistem sa kontrolisanim oslobadanjem aktivne materije.
Oslobadanje vitamina E iz mikrokapsula bilo je u skadu sa modelom Korsmeyer-
Peppas-a, a vrednosti difuzionog eksponenta ukazivale su da se mehanizam
oslobadanja najverovatnije zasniva na slozenom procesu koji osim proste difuzije
ukljucuje i direktno osobadanje aktivne supstance sa povrSine mikrokapsula (spiranje).
U slucaju GA, difuzioni eksponent je najnizi, oslobadanje je brzo i koli¢ina
oslobodenog vitamina E je veca, tj. izrazeniji je proces spiranja. Na 0snovu svega
navedenog moze se zakljuciti da neumrezene mikrokapsule imaju najbolje
karakteristike (difuzioni eksponent je imao najvecu vrednost tj. oslobadanje vitamina E
veé¢im delom je kontrolisano difuzijom). Stoga, upotreba toksi¢nih umrezivaca kao §to
su formaldehid i glutaraldehid nije potrebna.
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