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Kinetika oslobadanja slabo vodorastvornih aktivnih supstanci iz nosaca na

bazi poli(metakrilne kiseline), kazeina i lipozoma

REZIME

Hidrogelovi na bazi poli(metakrilne kiseline) - PMAA imaju veliku primenu u sistemima
za ciljano otpustanje aktivnih supstanci zato Sto su pH osetljivi, netoksi¢ni i biokompatibilni.
Ipak zbog izrazite hidrofilnosti ovi hidrogelovi se mogu koristiti samo za kontrolisano otpustanje
hidrofilnih supstanci. U ovoj disertaciji predstavljena je modifikacija PMAA hidrogelova
amfifilnim supstancama: proteinom - kazeinom i fosfolipidnim nanocesticama - lipozomima,
kako bi se dobio nosa¢ slabo vodorastvorne aktivne supstance (SVAS). Opisana je sinteza
nosaca, njihova karakterizacija primenom infracrvene spektroskopije sa Furijeovom
transformacijom (FTIR) i skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM) i karakterizacija
lipozoma primenom dinamickog rasipanja svetlosti (DLS) i metodom elektroforetskog rasipanja
svetlosti (ELS). FTIR spektri su pokazali da su hidrofobne interakcije uspostavljene izmedu
SVAS model leka — kofeina i kazeina omogucile inkapsulaciju kofeina i njegovo kontrolisano
oslobadanje, dok su prisutni lipozomi omogudili bolju kontrolu brzine oslobadanja kofeina.
Ispitan je i uticaj parametara sinteze (stepen neutralizacije metakrilne kiseline, koncentracija
umrezivaca i kofeina, prisustvo itakonske kiseline i lipozoma, udeo i oblik lipozomne
formulacije) na morfoloske karakteristike nosaca, njihovo bubrenje i kinetiku oslobadanja
kofeina u dve sredine razliCittih pH vrednosti koje su simulirale uslove prisutne u
gastrointestinalnom traktu coveka. Pracenje oslobadanja kofeina iz nosa¢a u ovim sredinama
izvrSeno je primenom ultraljubicaste spektroskopije (UV). lzvedena je detaljna analiza dobijenih
eksperimentalnih podataka otpustanja kofeina u in vitro uslovima, primenom nekoliko
matematickih modela. Najbolja kinetika otpustanja kofeina postignuta je iz nosaca sa potpuno
neutralizovanom metakrilnom kiselinom, 1,6mol% umrezivaca i inkorporiranim lipozomima u
kojima je inkapsuliran kofein. Ovaj nosa¢ je odabran za dalje analize - ispitano je njegovo
ponasanje u uslovima koji su simulirali put nosaca kroz gastrointestinalni trakt ¢oveka. Rezultati
su pokazali da kofein moze da se inkapsulira u izabrani nosa¢ u koncentracijama koje su vise od
njegove maksimalne rastvorljivosti i da se postigne njihovo ciljano otpustanje. Inkapsulacija
kofeina u koncentracijama ovih vrednosti, postignuta je dodatkom nikotin-amida koji sa
kofeinom gradi stabilni kompleks. Dobijeni rezultati pokazuju da sintetisani nosaci imaju veliki
potencijal za ciljanu dostavu slabo vodorastvotnih supstanci.

Kljuéne reci: poli(metakrilna kiselina), kazein, lipozomi, slabo vodorastvorna aktivna
supstanca, kontrolisano otpustanje, ciljano otpustanje, kinetika otpustanja
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Release kinetics of a poorly water-soluble substance from a carrier based on

poly(methacrylic acid), casein and liposomes

ABSTRACT

Hydrogels based on poly(methacrylic acid) (PMAA) have been extensively used in
systems for targeted delivery of active substances because they are pH-sensitive, non-toxic and
biocompatible. However, being highly hydrophilic, these hydrogels are able to deliver only
hydrophilic active substances. In this dissertation, modification of PMAA hydrogels with
amphiphilic substances: protein - casein and phospholipidic nanoparticles - liposomes in order to
design a hydrophilic carrier for a poorly water-soluble substance (PWSS) are presented. The
synthesis of the carriers and their characterization using the Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) and the Scanning Electron Microscopy (SEM) and the characterization of
the liposomes using the Dynamic Light Scattering (DLS) and the method of the Electrophoretic
Light Scattering (ELS) are described. The FTIR spectra showed that hydrophobic interactions
were established between PWSS model drug - caffeine and casein and enabled caffeine
encapsulation in the carrier and its controlled release, while the presence of the liposomes
enabled better control of caffeine release rate. The morphological characteristics of the carriers,
their swelling behavior and the caffeine release kinetics were investigated depending on the
changes in the synthesis parameters (neutralization degree of methacrylic acid, crosslinker and
caffeine concentrations, introduction of itaconic acid and liposomes, volume ratio and form of
liposomal formulation) in two media with different pH values that simulated the environment in
human gastrointestinal tract. Ultraviolet (UV) Spectroscopy was used to monitor caffeine release
from these carriers. Data from caffeine in vitro release experiments were analyzed in detail using
several mathematical models. The best kinetic of caffeine release was achieved form the carrier
in which methacrylic acid was complitely neutralized and which had 1,6mol% of crosslinker and
incorporated liposomes with encapsulated caffeine. The behavior of this carrier was further
investigated in the environment which simulated the conditions in the human gastrointestinal
tract. Results showed that this carrier could be used for the encapsulation of caffeine in
concentrations which were higher than its solubility and for targeted delivery of these
concentrations. Encapsulation of caffeine in these values of concentration was achieved by
adding nicotinamide, which forms stable complex with caffeine. Presented results showed that
synthesized carriers have great potential for targeted delivery of poorly water-soluble substances.

Keywords: poly(methacrylic acid), casein, liposomes, poorly water-soluble substance,
controlled release, targeted delivery, release kinetic
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1. UVOD

Sistemi za kontrolisano otpuStanje aktivnih supstanci predstavljaju istrazivacku oblast
koja se intezivno razvija ve¢ pet decenija. Niz prednosti koje ovi sistemi nude kao i ogromne
mogucénosti za njihov razvoj, dizajn, podeSavanje funkcionalnosti i sli¢no, razlog su za veliko
interesovanje i naucne 1 stru¢ne zajednice. Osnovne prednosti ovih sistema u odnosu na
tradicionalne su: produzeno otpustanje aktivne supstance, odrzavanje njene koncentracije u
okviru terapeutskih granica (koncentracija aktivne supstance u organizmu ne zavisi od unete
koli¢ine aktivne supstance), smanjen broj unosa terapeutskih doza u organizam, delovanje
aktivne supstance na ta¢no odredenom mestu u organizmu bez Stetnog dejstva na okolna tkiva,
moguénost izbegavanja odgovora imunog sistema organizma, itd. Jedna grupa sistema koja ima
veliki potencijal u primeni za kontrolisano i ciljano otpustanje aktivnih supstanci je na bazi
polimernih nosac¢a u formi trodimenzionalnih mreza - hidrogelova. Ovi materijali se odlikuju
jedinstvenim svojstvom da mogu da prepoznaju stimulans iz spoljasnje sredine (promena pH
vrednosti, temperature, jonske jacine) i na njega reaguju promenom nekog svog svojstva.

Hidrogelovi na bazi poli(metakrilne kiseline) (PMAA) su intenzivno ispitivani pH-
osetljivi hidrogelovi, dokazano biokompatibilni i netoksi¢ni, sa velikim brojem jonogenih
karboksilnih grupa. Interesantni su za primenu u sistemima za kontrolisano i ciljano otpustanje
aktivnih supstanci, u kozmetici, u tretmanu oste¢enja koze, u inZenjerstvu tkiva i mnogim drugim
oblastima. Poseban izazov u razvoju sistema za kontrolisano i ciljano otpustanje aktivnih
supstanci predstavlja transport slabo vodorastvornih i vodonerastvornih aktivnih supstanci. lako
su se hidrogelovi na bazi PMAA pokazali odlicnim nosafima hidrofilnih aktivnih supstanci,
ograniCenje za primenu ovih materjjala u sistemima za kontrolisano otpustanje slabo
vodorastvornih i vodonerastvornih aktivnih supstanci nametnuto je izrazito hidrofilnom
prirodom PMAA i odnosi si se na nedovoljno dobre interakcije sa slabo vodorastvornim
aktivnim supstancama. Kako bi se omoguéilo vezivanje i transport slabo vodorastvornih aktivnih
supstanci neophodno je prethodno izvrsiti modifikaciju ovog materijala.

Predmet ove doktorske disertacije upravo se odnosi na dizajn nosaca na bazi PMAA za
kontrolisano i ciljano otpustanje slabo vodorastvornih aktivnih supstanci u humanom
intestinalnom traktu, kao i na analizu samog procesa otpustanja navedenih supstanci. Sa tim
ciljem modifikacija PMAA nosaca izvedena je dodatkom amfifilne komponente — kazeina u
formulaciju hidrogela. Kazein je biokompatibilan, biodegradabilan, netoksi¢an protein koji zbog
svojih strukturnih karakteristika poseduje moguc¢nost vezivanja ovakvih aktivnih supstanci.
Pored toga, upotrebna bezbednost kazeina odobrena je od strane Ameri¢ke agencije za hranu i
lekove (FDA). Kazein takode poseduje 1) temperaturnu stabilnost, $to omogucava sinteze
hidrogelova na visokim temperaturama i 2) pH osetljivost, $to ga ¢ini dobrim kandidatom za
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ciljano i kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci u crevima coveka. Prilikom sinteze, u
izabrane formulacije nosaca na bazi PMAA i kazeina dodati su i lipozomi, kako bi se dodatno
usporilo otpustanje model leka (kofeina). Ove fosfolipidne nanocestice poseduju sposobnost
istovremenog transporta i hidrofilnih i hidrofobnih aktivnih supstanci. Zbog svoje grade, koja je
slicna gradi celijske membrane, biokompatibilnosti i netoksi¢nosti, lipozomi se veoma cesto
mogu sresti kao komponente sistema za kontrolisano otpustanje vakcina, genetskog materijala ili
antitumornih agenasa, kao i aktivnih supstanci u kozmetickim preparatima. Inkroporiranjem
lipozoma u hidrogelove na bazi PMAA 1 kazeina istovremeno ¢e se prevazi¢i njihova
ogranicenja, kao Sto su sklonost ka oksidaciji, temperaturna osetljivost i sklonost ka formiranju
agregata.

U prvom delu ove doktorske disertacije date su teorijske osnove vezane za sisteme na
bazi PMAA za ciljanu dostavu i kontrolisano otpustanje slabo vodorastvornih aktivnih supstanci.
Zatim je u eksperimentalnom delu detaljno opisano na koji nain su izvedeni eksperimenti:
sinteza nosaca na bazi PMAA i kazeina - PMAC i sinteza PMAC nosaca sa lipozomima —
PMACI/L, njihova karakterizacija i bubrenje, odredivanje stepena inkapsulacije kofeina, pracenje
otpustanja kofeina i analiza kinetike otpustanja kofeina. Rezultati i diskusija obuhvataju nekoliko
celina. Prvi deo vezan je za karakterizaciju PMAC i PMAC/L nosaca sa ciljem blizeg definisanja
strukturnih karakteristika i otkrivanja uspostavljenih interakcija, kao i odredivanje stepena
inkapsulacije kofeina. Sledec¢i deo se odnosi na analizu otpustanja kofeina iz sintetisanih PMAC
nosaca kao i na analizu bubrenja nosaca, koje se desava istovremeno sa otpusStanjem Kkofeina.
Bubrenje nosaca 1 otpustanje kofeina praceni su u dve sredine razli¢itih pH vrednosti, kako bi se
potvrdila pretpostavka da se dobijeni PMAC nosa¢i mogu koristiti za ciljano otpustanje u
intestinalnom traktu. Sprovedena je i sveobuhvatna analiza uticaja udela pojedinac¢nih
komponenti (natrijum-hidroksida, umrezivaca, lipozoma, kofeina) kori§¢enih za sintezu nosaca
na kinetiku otpusStanja kofeina. Poseban deo Rezultata i diskusije posvecen je ispitivanju
mogucnosti otpusStanja kofeina iz PMAC nosata sa lipozomima u kojima je pocetna
koncentracija kofeina bila visa od njegove maksimalne rastvorljivosti. To je postignuto
dodatkom nikotin-amida u reakcionu smesu, koji poseduje mogucnost formiranja stabilnog
kompleksa sa kofeinom.

Kinetika otpusStanja kofeina iz dobijenih nosaca analizirana je upotrebom vise razli¢itih
matematickih modela.

Na osnovu sveobuhvatnog pregleda literature moze se zakljuciti da istrazivanja u okviru
ove doktorske disertacije nisu bila ranije izuCavana.



2. TEORIJSKE OSNOVE

2.1. Principi kontrolisanog otpustanja aktivnih supstanci iz
nosaca oblika trodimenzionih polimernih mreza

Sistemi za kontrolisano otpustanje lekova predmet su mnogih nauc¢nih istrazivanja jos od

70.tih godina proSlog veka i imaju sve veéu upotrebu i u klini¢koj praksi (biomedicina,
farmacija, regenerativna medicina, ¢ak i u terapiji teskih oboljenja kao $to je kancer) [1]. Ovi

sistemi privlace veliku paznju

zbog mnogih prednosti koje poseduju u odnosu na do sada

najéesce koriséene ,.tradicionalne oblike” lekova (tablete, kapsule itd.), a najvaznija je svakako
moguénost redeg unosa leka u ljudski organizam sa ve¢om efektivnos¢u i minimalnim
nezeljenim efektima. Na taj nadin se postize Kkonstantna koncentracija aktivne supstance
nezavisno od njene unete koli¢ine, koja ostaje u terapeutskim granicama duzi vremenski period
(Slika 1.[2]) za razliku od tradicionalnih oblika lekova gde otpustena koli¢ina supstance moze da
varira 1 prelazi maksimalnu dozvoljenu koncentraciju, tj. da bude toksi¢na ili da pada ispod
minimalne efektivne terapijske koncentracije.

KONSTANTAN NIVO OSLOBODENOG LEKA KOJI NE ZAVISI OD UNETE KOLICINE LEKA

KONCENTRACIJA OTPUSTENOG LEKA

o MEKL

VREME OTPUSTANJA LEKA

Slika 1. Kontrolisano otpustanje leka (kinetika nultog reda): MDKL-maksimalna dozvoljena

koncentracija leka;

MEKL-minimalna efektivna koncentracija leka [2]

Nosaci lekova za kontrolisano otpuStanje mogu takode da se koriste i za ,,dopremanje” i

otpustanje tacno odredene koliCine leka u svakom vremenskom trenutku do Zeljenog mesta u

ljudskom organizmu tokom odredenog vremenskog perioda. Istovremeno mogu da zastite

osetljivu aktivnu supstancu od degradacije na putu kroz ljudski organizam do trenutka njenog



oslobadanja na mestu delovanja bez nezeljenih efekata na okolna tkiva. Ove osobine sistema za
kontrolisano otpustanje karakteriSu idealan sistem koji bi omogucio da se jednim unosom leka
obezbedi efektivno delovanje aktivne supstance samo na ciljanom mestu tokom cele terapije.

Nosa¢ moze da oslobodi lek razli¢itim mehanizmima, a jedan od najce$ée prisutnih je
difuzija koja predstavlja proces prelaska aktivne supstance iz sredine sa veCom koncentracijom
(u ovom slucaju to je prostor u nosacu) u sredinu sa nizom koncentracijom (mesto delovanja).
Fenomen kontrolisanog otpuStanja supstance baziran je upravo na kontroli brzine mehanizma
oslobadanja tj. difuzije zato $to ona direktno uti¢e na doziranje Zeljene koli¢ine te supstance kao i
na vreme trajanja tog doziranja. Difuzija je prvi put opisana Fikovim jedna¢inama [3]:

oc . ac

i —-D F (1)
ac 9%c =~ d%c . d9%c
at [ax2 9y? 622] 2)

Jednacina (1) predstavlja Prvi Fikov zakon difuzije, a jednacina (2) je oblik Drugog
Fikovog zakona, gde je konstanta proporcionalnosti D koeficijent difuzije i predstavlja
karakteristiku sistema (m?%s), ¢ je koncentracija aktivne supstance koja difunduje (kg/m®), ¢ je

vremenski period odvijanja difuzije (h), Z—i je promena koncentracije supstance sa vremenom, x,

y 1 z su pravci u kojima supstanca difunduje, Z—f{ [ [— +— + —] su gradijenti koncentracije,

a znak minus ukazuje na ¢injenicu da se ostvareni fluks (Prvi Fikov zakon), tj. promena
koncentracije sa vremenom (Drugi Fikov zakon) odvija u suprotnom smeru od gradijenta
koncentracije.

Kod nekih sistema za kontrolisano otpustanje lekova brzina oslobadanja leka moze da se
programira razli¢itim modifikacijama zida nosaca, kao §to su promena debljine i sastava zida ili
npr. kontrolom razgradnje zida itd. Drugi nosa¢i mogu da otpuste lek usled dejstava razli¢itih
hemijskih, fizickih ili bioloskih stimulansa. Mehanizam povratne sprege je jo$ jedan od nacina
da se uti¢e na oslobadanje leka, a koristi se u terapiji poviSenog Secera u krvi. Poslednja grupa
posebno znacajnih sistema su sistemi za ciljano otpustanje aktivne supstance u zeljenom organu
ili tkivu u ljudskom telu ¢ija je povrsina modifikovana specificnim receptorom za odredeno tkivo
preko koga bi se sa njim povezivao.

Nosaci lekova mogu da budu razlicitih oblika i formi kao §to je prikazano na Slici 2.[4], a
naro¢ito veliku paznju privlae trodimenzione polimerne mreze - hidrogelovi i sferne
fosfolipidne nanocestice - lipozomi zbog kompatibilnosti sa ljudskim tkivima.
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Slika 2. Razliciti oblici nosaca lekova [4],*[5]

J. Siepmann i sar. su objasnili Sematski (Slika 3.[6]) kako se Cestice lekova oslobadaju iz
nabubrelog hidrogela. Njihova pocetna pretpostavka bila je da ako je pocetna koncentracija leka
u sistemu veca od rastvorljivosti leka tada su istovremeno rastvoreni i nerastvoreni oblici leka
prisutni unutar matriksa nosaca. Ovi autori su nosa¢ na bazi hidrogela koji je potopljen u fluid u
kome bubri, podelili na tri fronta: (1) front bubrenja - deli nenabubreli matriks (sa rastvorenim
oblikom leka) od nabubrelog dela matriksa (sa rastvorenim i dispergovanim oblikom leka), (2)
difuzioni front - deli nabubreli deo mreze na deo sa rastvorenim i dispergovanim oblikom leka
od dela u kome je samo rastvoreni oblik leka, a na kraju je (3) front erozije - koji odvaja fluid
koji okruzuje hidrogel od nabubrelog matriksa koji sadrzi samo rastvoreni oblik leka. Svaki od
ovih frontova nije fiksan, ve¢ pokretan. Istovremeno sa difuzijom okolnog fluida u hidrogel,
Cestice leka difunduju kroz matriks u spoljasnji medijum. J. Siepmann i sar. su takode objasnili
da je nenabubreli deo nosaca suv i u staklastom stanju, dok se sa povec¢anjem koli¢ine fluida u
hidrogelu povecava pokretljivost lanaca hidrogela, pa se odvija relaksacija lanaca polimera ili
tranzicija iz staklastog u gumoliko stanje na frontu bubrenja.

Difuziju rastvorenih Cestica leka iz polimernog nosaca neki autori Kklasifikuju kao: (1)
difuziju leka kroz pore sa vodom i (2) difuziju leka kroz polimerni matriks [7].
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Slika 3. Kontrolisano otpustanje leka iz hidrogela koji bubri [6]

Za razliku od rastvornih lekova, samo mala koli¢ina slabo vodorastvornih lekova
difundovace na mesto delovanja, $to je C¢esto nedovoljna doza za terapiju. Zato i pored toga $to
poseduju optimalni oblik i imaju odgovaraju¢a aktivna mesta za vezivanje za mesto delovanja,
ovi slabo vodorastvorni lekovi ¢esto ne mogu imati Zeljeni terapeutski efekat [7]. Takode, tu su
problemi vezani za njihovu inkapsulaciju, razna ograni¢enja koja proisti¢u od stepena njihove
rastvorljivosti i njihovog moguceg naglog oslobadanja (tzv. ,,burst effect”), koji moze da bude
farmakoloski opasan i ekonomski neefikasan. Dakle, kako bi se prevaziSla ova ogranicenja,
vazno je da se dizajnira odgovarajuc¢i nosa¢ ovog tipa leka (Slika 4. [8]) koji ¢e mocéi da ga
zastiti, transportuje do Zeljenog mesta u ljudskom organizmu, kao i da oslobodi odredenu zeljenu
koli¢inu tog leka u svakom trenutku tokom terapije. PMAA hidrogelovi modifikovani kazeinom
i njihovi kompleksi sa lipozomima, koji su predmet ispitivanja ove disertacije predstavljaju takvu
vrstu nosaca.
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Slika 4. Razli¢ite strategije za dobijanje sistema na bazi hidrogelova kao nosaca slabo
vodorastvornih lekova: a) kopolimerizacija hidrofobnih monomera, b) vezivanje slabo
vodorastvornog leka za nosac¢ preko hidrofobnih graftova (,,graftovanje” bo¢nih lanaca) i )
inkorporiranje amfifilne supstance [8]

Prema Farmakopeji Sjedinjenth americkih drZzava aktivne supstance se prema
rastvorljivosti mogu podeliti na aktivne supstance visoke rastvorljivosti (>1000 mg/ml), umerene
rastvorljivosti (33-100 mg/ml) i na slabo vodorastvorne aktivne supstance (10-33 mg/ml) [9].
Kofein koji je u ovoj disertaciji koris¢en kao model lek (Slika 5.) pripada poslednjoj grupi.
Njegova maksimalna rastvorljivosti iznosi 20mg/ml na 25°C. U ovoj disertaciji uvodenjem
amfifilnog kazeina u formulaciju hidrofilnog PMAA hidrogela omogucena je inkapsulacija i
kontrolisano otpustanje slabo vodorastvorne aktivne supstance - kofeina iz nosaca, a dodatak
lipozoma omoguc¢ava dodatnu kontrolu brzine otpustanja kofeina i spre¢avanje ,,burst effecta”.

T
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Slika 5. Strukturna formula kofeina



Dobijeni rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji bi istovremeno mogli da se koriste kao
osnova za uspesno prevazilazenje nezeljenih efekata koji mogu da se jave kod upotrebe kofeina.
Naime, poznato je da se kofein koristi kao psihoaktivna supstanca koja poboljsava kongitivne
sposobnosti i smanjuje umor. Medutim, nakon pet Casova od trenutka njegovog konzumiranja,
covek moze da oseti naglu stimulaciju nervnog sistema koja je pracena osecajem iscrpljenosti
[10]. Nosaci sintetisani u ovoj tezi bi mogli da maskiraju gorki ukus kofeina i omoguce
produzeno i kontrolisano otpustanje kofeina, ¢ime bi se sprecila nagla stimulacija nervnog
sistema Coveka. Creva Coveka imaju najveéu povrsinu za apsorpciju aktivnih supstanci. Zidovi
creva imaju vecu permeabilnost u odnosu na zid zeluca ¢oveka zbog ¢ega mogu da relativno
brzo distribuiraju aktivne supstance iz creva u sistemsku cirkulaciju [11]. Dakle, nosaci ispitani u
ovoj doktorskoj disertaciji bi mogli i da se koriste za ciljano dopremanje i kontrolisano
otpustanje kofeina u crevima coveka, gde bi njegova apsorpcija bila najbrza i bez pomenutih
nezeljenih efekata.

2.2. Hidrogelovi

2.2.1. Definicija, karakteristike i oblasti primene

Hidrogelovi - hidrofilne trodimenzione polimerne mreze mogu da apsorbuju veliku
koli¢inu vode ili bioloskih fluida bez rastvaranja. Njihova kompatibilnost sa ljudskim tkivima je
mnoga bolja u odnosu na druge sintetisane biomaterijale, zbog njihove sposobnosti da apsorbuju
ogromnu koli¢inu vode, kao i zbog njihove porozne i meke teksture (Slika 6.[12]) [13-15].
Superapsorbenti su vrsta hidrogelova koji mogu da apsorbuju i zadrze hiljadama puta veca
koli¢ine fluida od teZine samog kserogela (suvi uzorak hidrogela) [16, 17]. Voda se apsorbuje
hidrogelom zahvaljuju¢i interakcijama koje se izmedu njih uspostavljaju, kao Sto su hidratacija,
kao i osmotske i kapilarne sile, kojima se suprotstavljaju lanci hidrogela pruzajuci otpor
ekspanziji [18]. Bubrenje hidrogela je rezultat mnogih hidrofilnih funkcionalnih grupa koje ovi
polimeri poseduju u svojoj strukturi, kao $to su karboksilne (-COOH), amino (-NH_), hidroksilne
(-OH) i sulfatne (-SO3H) grupe. Interakcije polimernih lanaca u matriksu hidrogela mogu biti
hemijske - kovalentne veze (hemijski hidrogelovi), fizicke nekovalentne interakcije (fizicki
hidrogelovi) ili lanci u mrezi hidrogela mogu da se povezuju kombinacijom obe vrste veza [13].
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Slika 6. Dobijanje i primena hidrogelova u inzenjerstvu tkiva [12]

Veoma dobra biokompatibilnost hidrogelova, njihova struktura koja je veoma sli¢na
ekstracelularnom matriksu i tkivima u ljudskom organizmu, kao i mogué¢nost da se u njih
inkapsuliraju hidrofilni lekovi, rezultat su izuzetno velike koli¢ine apsorbovane vode. Bioloska
razgradnja ili rastvaranje hidrogelova moze da se izazove promenama stimulansa iz njihovog
okruzenja kao $to su pH, temperatura, jacina elektri¢nog polja itd, hidrolizom ili enzimima. Ipak,
degradacija nosaca leka na bazi hidrogela nije uvek pozeljna i zavisi od toga kada i gde u
ljudskom telu ovi sistemi moraju da dopreme svoj sadrzaj, kao i od sastava sistema, proizvoda
degradacije itd. [19, 20].

Vichterle i Lim bili su prvi koji su sintetisali PHEMA hidrogelove za biomedicinsku
primenu u obliku kontaktnih sociva (1960-ih) [21]. Od tada, hidrogelovi privlace sve vise paznje,
a takode raste i broj formulacija u obliku kojih se mogu pripremiti: mikro i nano-cestice,
premazi, filmovi itd. Zbog svoje biokompatibilnosti [16], moguénosti da apsorbuju i zadrze
veliku koli¢inu vode, "efektivinog prenosa mase" [22] i moguénosti da se sintetiSu u obliku
razli¢itih formulacija [23],[24-27] ovi nosaci imaju Sirok spektar primene kao Sto su nosaci
lekova u eksperimentalnoj medicini, kao i u klinickoj praksi za dijagnostikovanje [8], [28, 29], a
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mogu da se koriste i kao materijali za: imobilizaciju ¢elija, inZenjerstvo tkiva, skafolde, sociva,
zarastanje rana i kao super-apsorbenti.

Hidrogelovi se mogu primeniti kao transdermalni sistemi za dopremanje lekova u
procesu zarastanja rana. Oni sprecavaju gubitak telesnih te¢nosti kroz ranu i mogu da se uklone
bez osteCenja oblasti rane zato $to ne prianjaju ¢vrsto za povrsinu (nisu adherentni) [27, 30] .

Osnovni nedostatak hidrogelova je njihova nedovoljna elasti¢nost i loSa mehanicka
otpornost. Zeljena elasti¢nost i odgovarajué¢a mehanicka otpornost sistema za otpustanje lekova
postize se promenom fizickih osobina hidrogelova (kao $to su bubrenje, mehanika ¢vrstoca,
povrsinska svojstva itd.) fizicko-hemijskim reakcijama. Odgovarajuc¢a poroznost hidrogelova
omogucéava inkapsulaciju aktivne supstance u polimernu mrezu i kasnije njeno oslobadanje
brzinom koja zavisi od koeficijenta difuzije Cestica aktivne supstance kroz polimerni matriks.
Porozna struktura hidrogelova moze da se modeluje regulisanjem gustine umreZenja U
polimernoj mreZi i pove¢anjem/smanjenjem afiniteta hidrogela ka medijumu u kome se nalazi.
Hidrogelovi kao nosaci lekova mogu da se koriste za sistemsko dopremanje lekova ili kao depoi
aktivne supstance iz kojih se ona kontrolisano oslobada, ¢ime je dejstvo ove supstance
lokalizovano, a vrednost njene Koncentracije se odrzava na Zeljenom nivou duZzi vremenski
period [31, 32]. Ova vrsta nosaca lekova ima niz prednosti u poredenju sa konvencionalnim
oblicima nosaca lekova, a to je izmedu ostalog: 1) ciljano otpustanje lekova na zeljeno mesto u
ljudskom organizmu (kao §to su npr. creva) i 2) produzeno oslobadanje aktivne supstance ¢ime
se produzava i njeno dejstvo, poboljsavaju¢i na taj nacin njenu bioraspoloZivost sa manje
nezeljenih efekata [33]. Hidrogelovi mogu da imaju naelektrisanje ili da budu neutralni u
zavisnosti od vrste funkcionalnih grupa koje su prisutne u njihovoj strukturi, pa ako imaju
odredeno naelektrisanje, oni ¢e bubreti kao rezultat promene pH vrednosti spoljasnje sredine i
menjace svoj oblik kao odgovor na promenu elektricnog polja kome su izlozeni (Slika 7.
[34])[35]. Ova svojstva se koriste u ciljanom otpustanju lekova na odredenom mestu u ljudskom
organizmu.

Hidrogelovi imaju dobre fizicke karakteristike za primenu u inzenjerstvu tkiva (kao $to je
regeneracija tkiva [36, 37]): njihova razgradivost moze da se kontroliSe, imaju nisku gustinu,
njihova struktura moze lako da se modifikuje i imaju manje negativnih efekata na Zivotnu
sredinu u odnosu na materijale sa atomima metala ili neorganske materijale. Na primer,
hidrogelovi za injektiranje [23] su odgovarajuéi kandidati za regeneraciju misica [38, 39] i kosti
[40-42]. Kao $§to je ranije receno, hidrogelovi poseduju osobine zbog kojih mogu da simuliraju
ljudsko tkivo, tako da se mogu koristiti kao nosaci faktora rasta kada je potrebna regeneracija
tkiva [43].

Uprkos velikim moguc¢nostima, koriS¢enje hidrogelova je ¢esto ograni¢eno zbog njithovih
nepozeljnih mehanickih i termickih osobina; u nekim slu¢ajevima mala rastvorljivost, ograni¢ena
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biorazgradivost, visoka kristalini¢nost; neproreagovali monomeri 1 upotreba toksi¢nih
umrezivaca mogu takode biti problemi. Stoga, dalje istrazivanje treba usmeriti na razvoj ovih
karakteristika, kombinujuci prirodne i sintetske polimere sa unapred odredenim karakteristikama
kao Sto su rastvorljivost, biorazgradivost, adekvatna mehani¢ka ¢vrstoca i elasti¢nost, brzi
odgovor na spoljasnje stimulanse i bioloSke procese [44-48].

Mehanicka svojstva hidrogelova su jedno od njihovih vaznih karakteristika, narocito kod
sistema za kontrolisano otpustanje lekova (biodegradabilnost ako je potrebno zastiti osetljivu
aktivnu supstancu ili poroznost hidrogela) 1 inzenjerstvo tkiva (mehanicka otpornost). Oni
definiSu ponasanje hidrogelova kada su pod dejstvom sile [23]. Hidrogelovi, generalno imaju
loSa mehanicka svojstva (kao §to su mala mehanicka ¢vrstoca, nedovoljno brz ili delimican
povratak u stanje pre nego Sto je spoljasnja sila delovala) zbog krtosti njihove strukture, Sto
ograniCava njihovu upotrebu u nekim oblastima. Stoga je poboljsanje mehanic¢kih svojstava i
njihova analiza predmet mnogih istrazivanja. Hemijski hidrogelovi kod kojih su polimerni lanci
povezani kovalentnim vezama, nakon dejstva spoljasnje sile gotovo da ne mogu da se vrate u
stanje pre njenog dejstva zato Sto dolazi do raskidanja ovih veza i kolapsa mreze. Zbog toga su
fizicki hidrogelovi kod kojih je umrezavanje postignuto uspostavljanjem razli¢itih nekovalentnih
interakcija (vodoni¢ne veze, jonske veze) [49] posebno zanimljivi istraziva¢ima. Mnogi naucni
radovi se bave razvojem hidrogelova koji bi posedovali odredene Zzeljene mehanicke
karakteristike kao $to su mikro- ili nano-kompozitni hidrogelovi [50], hidrogelovi sa dve mreze
[51] ili hidrofobni hidrogelovi [52]. Mehanicka svojstva, veoma su vazna kada se hidrogelovi
koriste kao implanti ili ako neki oStec¢eni delovi ljudskog tela moraju da se zamene. Obic¢no je
ovakva upotreba hidrogelova ograni¢ena zbog njihove meke strukture ili ograni¢enog povratka u
stanje pre dejstva spoljasnje sile, tako da se radi na prevazilazenju ovih nedostataka razvojem
novih vrsta hidrogelova kao $to su npr. interpenetrirajuci [53, 54] i semipenetrirajuci [55, 56]
hidrogelovi. Viskozoelasticnost hidrogelova poti¢e iz njihove strukture koja ima i osobine
absorbovanog fluida i karakteristike ¢vrstih supstanci koje poti¢u od mreze [23]. U zavisnosti od
toga da li ¢e sistemi za otpustanje lekova biti koriS¢eni kao biorazgradivi sistemi ili su dizajnirani
da zaStite osetljivu aktivnu supstancu, zavisi¢e koje mehaniCke osobine ¢e biti pozeljne. Na
primer, degradacija hidrogelova je veoma vazna kod biorazgradivih sistema [14, 19] [57].
Degradabilnost u nekim slu¢ajevima nije uvek pozeljna, pa ¢ak i kod biorazgradivih hidrogelova
ako do nje dode pre nego Sto nosa¢ aktivne supstance na bazi hidrogelova dopremi osetljivu
aktivnu supstancu neoste¢enu do Zeljenog mesta u ljudskom organizmu. Ova vrsta nosaca mora
da zastiti osetljivu aktivnu supstancu [20], $to znaci da mora da ima dovoljnu mehani¢ku
otpornost koja ¢e omoguciti sistemu da stigne neoSte¢en usled mnogih prepreka tokom transporta
leka na putu kroz ljudsko telo do zeljenog mesta, a po potrebi i da istovremeno moze da se
razgradi na tom zeljenom mestu. Ovo moZe da se postigne upotrebom odgovarajuce kolicine
umrezivaca [58] kako bi se dobila dovoljno jaka i istovremeno elasticha mreza hidrogela.
Povecéanje mehanicke ¢vrstoce hidrogela takode moze da se postigne kopolimerizacijom [59].
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Slika 7. Hidrogelovi osetljivi na promenu pH za kontrolisano oslobadanje aktivnih supstanci in
vivo [34]

Koli¢ina rastvaraca u reakcionoj smesi takode utice na mehanicke osobine hidrogelova.
Kada je koli¢ina rastvaraca veca, efikasnost umrezavanja je manja, a moguénost da dode do npr.
ciklizacije raste S$to dovodi do lo8ijih mehanic¢kih svojstava [60]. Na mehani¢ke osobine
sintetisanih hidrogelova mogu da uticu i1 drugi parametri, kao $to su temperatura, vreme sinteze
itd.

Poroznost takode moZe da uti¢e na mehanicke osobine hidrogelova preko veli¢ine 1
povrsinskih karakteristika pora, udela slobodnog prostora i povezanosti unutar mreze hidrogela
[23]. Veca poroznost i veli¢ina pora su pozeljni kada se hidrogelovi koriste kao nosaci - skafoldi
zato $to je lakSe dopremanje neophodnih supstanci iz organizma u ¢elije (koje se nalaze unutar
hidrogela), za njihovo normalno funkcionisanje. Makroporoznost takode moze dovesti do
smanjenja mehanickih karakteristika nosaca, zbog velikog slobodnog prostora u strukturi
hidrogela [23]. Ovaj problem se moze resiti ako se koriste hidrogelovi sa ve¢om mehani¢kom
snagom [61].

I. Luo i sar. [62] su sintetisali kopolimer metakrilne kiseline (MAA) i akrilonitrila (AN),
hidrogel osetljiv na promenu pH-vrednosti, u cilju pobolj$anja mehanickih osobina i dobijanja
odgovarajuceg nosaca za kontrolisano otpuStanje. Dobili su hidrogel koji ima brz odgovor na
promenu pH-vrednosti i jonske jaine spoljaSnje sredine, kao i bolju mehanicku otpornost na
kompresiju, Sto je postignuto kopolimerizacijom PMAA sa hidrofobnim AN, tj. poveéanjem
njegove koli¢ine u ovom kopolimeru. Ovi autori su pokazali da je ovaj kopolimer otporan na
kompresiju u simuliranom crevnom okruZenju, i sporije oslobada model lek i1 u simuliranom
crevnom okruZenju i u simuliranoj Zeluda¢noj sredini, $to je posledica prisustva AN. Period
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oslobadanja leka je bio duzi u simuliranom crevnom okruzenju od perioda oslobadanja u
simuliranoj zeluda¢noj sredini [62].

U ovoj doktorskoj disertaciji PMAA je modifikovana kazeinom koji pored toga Sto je
omogucio inkapsulaciju i ciljano otpustanje slabovodorastvorne supstance, poboljSao je i
mehanicke karakteristike PMAA hidorgela [63].

2.2.2. Sinteza hidrogelova za primenu u sistemima za kontrolisano
otpuStanje supstanci

Veéina sintetskih hidrogelova se dobija slobodno-radikalskim mehanizmom iz monomera
vinilnog tipa. Formiranje aktivnog centra je rezultat raskidanja dvostruke veze monomera
izlaganjem toploti (upotreba termickih inicijatora), svetlosti (koris¢enje foto-inicijatora),
enzimima (primena bio-inicijatora) ili elektronskim snopovima i zavisi od vrste rastvaraca,
reakcionih uslova i specificnosti monomera. Aktivni centar predstavlja pocetni korak faze
propagacije kojom se dalje formira polimerni lanac.

Slobodno radikalska polimerizacija (SRP) (Slika 8.[64]) predstavlja Cesto koris¢enu
tehniku koja se lako moze prilagoditi specificnim zahtevima sinteze odredenog polimera zbog
svoje jednostavnosti puta polimerizacije. U SRP-u faza inicijacije, propagacije i terminacije
nastajanja polimernih lanaca gotovo je trenutna u vodenim rastvorima, zbog €ega upotreba
organskih rastvaraca moze da se izbegne. Zbog mogucnosti primene velikog broja monomera 1
moguénosti  polimerizacije uprkos prisutnim neéistocama (nije neophodno uklanjanje
stabilizatora niti rastvaraci moraju da se preciS¢avaju do visokog stepena cistoce), SRP tehnika je
nasla veliku primenu kako u industrijskim procesima, tako i u istrazivackom radu. Inicijatori
poput 2,2'-azobis-[2-(2-imidazolin-2-il)propan]dihidrohlorid (VA-044), koji je upotrebljen u
sintezi hidrogelskog nosaca leka u ovoj disertaciji, omogucavaju izvodenje polimerizacije u
prisustvu kiseonika, pa atmosfera azota nije bila potrebna tokom sinteze nosaca.

Prirodni ili sintetski hidrogelovi koji su rastvorni u vodi mogu biti umrezeni na vise
nacina dejstvom jonizujuceg zracenja kojim se stvaraju glavni lanci slobodnih radikala, medu
kojima tokom procesa umrezavanja mogu da se uspostave fizicke interakcije kao §to su
elektrostaticke, fizicko ,,uplitanje” lanaca i kristalinicne interakcije ili mogu da se uspostave
hemijske veze izmedu glavnih lanaca polimera.
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Slika 8. Mehanizam slobodno-radikalske polimerizacije [64]

Glavne tehnike polimerizacije su tzv. ,,bulk” polimerizacija ili polmerizacija u masi [65],
polimerizacija u rastvoru [66] i u suspenziji [67]. Osnovne tri komponente su monomer,
inicijator i umreziva¢, koji se mogu rastvoriti u vodi ili bilo kom rastvaracu koji ¢e kontrolisati
toplotu polimerizacije. Nedostaci ovih procesa mogu da budu necisto¢e koje zaostaju od procesa
sinteze u obliku neproreagovalih monomera, ostataka inicijatora, umrezivaca i nastalih sporednih
produkata polimerizacije. Hidrogelovi se obi¢no pripremaju polimerizacijom i umreZavanjem u
masi [68], formiranjem polimerne mreze u vodenoj sredini [69] i ,,graft” polimerizacijom [70].

Sve vise se radi na dobijanju hibridnih materijala, dobijenih kombinovanjem prirodnih i
sintetskih materijala koji imaju zZeljene fizicke, hemijske i mehani¢ke osobine, koje bi nosa¢ na
bazi hidrogela trebalo da poseduje i ¢ije ponaSanje bi moglo da se predvidi, §to je narocito
znacajno kod kontrolisanog otpustanja. Zbog toga su u ovoj tezi sintetisani pH osetljivi hibridni
PMAC i PMAC/L nosa¢i koji imaju vecu gustinu umreZenja bez dodavanja vece koli¢ine
umrezivaca[63]. Sinteza hibridnih  PMAC nosaca izvedena je putem konvencionalne
polimerizacije preko slobodnih radikala i umrezavanja u vodenoj sredini. Ovi nosaci su koris¢eni
za ispitivanje kinetike otpustanja model leka kao odgovor na promenu pH-vrednosti sredine, sto
je predmet ove disertacije.

2.2.3. Klasifikacija hidrogelova
Postoji veliki broj podela hidrogelova objavljenih u literaturi u zavisnosti od toga na

Cemu se zasnivaju. Podela hidrogelova moze da se izvede na osnovu njihovog porekla, vrste
umrezenja ili naelektrisanja, da li su biodegradabilni ili ne, kakve su im fizicke osobine. Takode
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se mogu podeliti na osnovu vrste spoljnih faktora koji uti¢u na njihovo bubrenje i vrste metode
kojom su dobijeni [71].

Hidrogelovi mogu da imaju prirodno poreklo ili mogu da se sintetiSu; prema tome se
mogu podeliti na prirodne i sintetske [72]. Pored prirodnih hidrogelova, u grupu prirodnih
polimera spadaju i kazein, hitozan, skrob, alginat itd. Oni su biodegradabilni i mogu se
modifikovati kako bi se poboljsale njihove osobine, u cilju vezivanja za odredeno mesto u
ljudskom organizmu i dobijanje boljeg c¢elijskog odgovora na njih. Poli(etilenglikol) (PEG),
poli(vinil alkohol) (PVA), poli(metarkilna kiselina) (PMAA) itd. su sintetski hidrogelovi koji
imaju strukturu koja se lako moze modifikovati, ¢ime se postizu Zeljene karakteristike kao $to su
veci apsorpcioni kapacitet i mehanicka C¢vrstoca, i stabilnost ili biorazgradivost kao odgovor na
spoljne stimulanse (promene pH vrednosti, temperature ili prisustva enzima) u zavisnosti od toga
Sta je potrebno za dati slucaj. Takode, poseduju visoku cCisto¢u i nisku imunogenost, koje sa
prethodno navedenim karakteristikama hidrogelove ¢ine multifunkcionalnim materijalima.
Upravo zbog toga raste interesovanje za dobijanje hibridnih hidrogelova, polimernih materijala
sa zeljenim karakteristikama koje su rezultat kombinacije vise razli¢itih prirodnih i/ili sintetskih
polimera, koji ulaze u njihov sastav. U ovoj doktorskoj disertaciji su kombinacijom jednog
sintetskog hidrogela — PMAA i jednog prirodnog polimera — kazeina dobijeni hibridni nosaci
koji su posedovali osobine obe komponente neophodne za inkapsulaciju i ciljanu dostavu slabo
vodorastvorne aktivne supstance.

Jo§ jedan od nacina za podelu hidrogelova je na osnovu vrste umrezenja. Fizicki
hidrogelovi se formiraju fizickim umreZzenjem polimernih lanaca razli¢itim fiziCkim
interakcijama kao $to su hidrofobne interakcije [73], vodoni¢ne veze [74], agregacija polimernih
lanaca, elektrostaticke interakcije [75], kristalizacija [76] itd. Takode postoje i druge vrste
fizickog umrezavanja [77, 78], koje mogu da ukljucuju upotrebu otrovnih umrezivac¢a zbog cega
nisu bezbedne za primenu. Multiblok kopolimeri (koji se sastoje od hidrofilnog glavnog
polimernog lanca za koji su vezane hidrofobne jedinice), kao i graft kopolimeri [79] (koji su
izgradeni od hidrofobnog glavnog polimernog lanca sa hidrofilnim graft jedinicama) obi¢no se
koriste za dobijanje fizi¢kih hidrogelova. Reverzibilnost fizi¢ki umrezenih hidrogelova je rezultat
njihovih konformacijskih promena. Za razliku od njih hemijski umrezeni hidrogelovi su
nereverzibilni zbog hemijskog (kovalentnog) umrezavanja njihovih polimernih lanaca. Novije
metode hemijskog umrezavanja za dobijanje hemijskih hidrogelova su: umrezavanje Vvisoko-
energetskim zraenjem, reakcijama kondenzacije i upotrebom enzima [80]. Hemijski hidrogelovi
mogu da se dobiju polimerizacijom preko slobodnih radikala kombinacijom razli¢itih
vinilmonomera [81], kao i modifikovanjem hidrofilnih polimera sa grupama koje mogu da se
polimerizuju. Hibridni hidrogelovi koji se sastoje od fizi¢ki i hemijski umrezenih hidrogelova
povezanih elektrostatickim interakcijama, su tzv. ,,dual-network” hidrogelovi [79, 82]. Ova vrsta
hidrogelova ima izuzetne mehani¢ke osobine [83]. Sematski prikaz fizickog i hemijskog
hidrogela dat je na Slici 9. [84].
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Slika 9. Fizieki i hemijski hidrogel [84]

Hidrogelovi se mogu podeliti na biodegradabilne i ne-biodegradabilne u zavisnosti od
stepena degradabilnosti u biosistemima, a u zavisnosti od vrste naelektrisanja na grupama
vezanim na polimernim lancima mogu biti katjonski, anjonski ili neutralni (Slika 10.[85]).
Takode se hidrogelovi mogu podeliti prema tipu strukture na amorfne [86], semikristalini¢ne
[87], kristalinicne [88] i hidrokoloidne agregate [89]. Klasifikacija hidrogelova bazirana na
metodama njihove sinteze je: kopolimerni hidrogelovi [90], homopolimerni hidrogelovi [91] i
hidrogelovi sa inter- [92] i semi-penetriraju¢im mreZzama [93]. Podela na takozvane ,,pametne” i
konvencionalne hidrogelove je izvrSena na osnovu fizickih svojstava hidrogelova. U zavisnosti
od njihovog odgovora na spoljne stimulanse, hidrogelovi mogu takode biti fizicki (ako reaguju
na promene temperature, pritiska, elektri¢nog polja), hemijski (reaguju na promene pH vrednosti,
koli¢ine glukoze) i biohemijski (promene spoljnih stimulansa kao §to su enzimi, antigeni) [94-
97].
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Slika 10. Sematski prikaz strukture katjonskih i anjonskih hidrogelova [85]

Hidrogelovi osetljivi na spoljne stimulanse (pH, jonska jacina, koncentracija jona,
temperatura, elektri¢no polje, pritisak itd.) ili ,,inteligentni” hidrogelovi koriste se kao sistemi za
kontrolisano i ciljano otpustanje aktivnih supstanci, za imobilizaciju biomolekula, za
dijagnostikovanje i snimanje, kao senzori, u inzenjerstvu tkiva za reparaciju i regeneraciju
ljudskih tkiva i organa, kao kontaktna sociva, za tretiranje rana, za oblaganje drugih sistema, u
kozmetici, za oslobadanje agrohemikalija [98-104]. Oni imaju veliku primenu zbog svojih dobrih
karakteristika, kao §to su sposobnost da apsorbuju i zadrze ogromnu koli¢inu fluida, poseduju
meku strukturu, elasti¢nost i poroznost. Medutim, hidrogelovi koji reaguju na spoljasnje
stimulanse imaju odredena ograni¢enja, kao §to su nedostatak mehanicke snage i nedovoljno brz
odgovor na spoljne stimulanse. Ovo ograni¢ava njihovu upotrebu u nekim oblastima, tako da se
dalja istrazivanja usmeravaju u tom pravcu. Temperaturni i pH-osetljivi hidrogelovi i njihova
primena kao sistema za kontrolisano otpustanje lekova, u inzenjerstvu tkiva ili kao biosenzora
imaju posebnu paznju istrazivaca zbog svog specificnog odgovora na promenu temperature i pH
vrednosti spoljne sredine, naj¢e$¢ih parametara koji se menjaju u bioloskim i hemijskim
sistemima [95, 105, 106].

2.2.4. pH-osetljivi hidrogelovi

pH-osetljivi hidrogelovi su hidrogelovi ¢ije se bubrenje i fazni prelaz odvija kao odgovor
na promenu pH-vrednosti spoljasnje sredine. Kako bi ovi hidrogelovi mogli da se koriste u
biomedicini neophodno je da se sintezom dobiju takvi pH-osetljivi hidrogelovi koji bi mogli da

reaguju na ta¢no odredeni pH interval, zato Sto svaki organ, tkivo ili drugi deo ljudskog tela
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imaju razlic¢ite pH-vrednosti (Tabela 1. [107]). pH-vrednosti mogu da variraju u ljudskom telu od
kiselih u Zelucu (pH = 1,0-3,0) do blago kiselih i baznih u tankim crevima (pH=5,0-7,4) [108].
Ova vrsta pametnih hidrogelova zbog svoje osetljivosti na promenu pH-vrednosti, moze da se
koristi za ciljano otpustanje lekova [109, 110].

Tabela 1. Odredene pH-vrednosti u ljudskom organizmu [107]

Ljudski organizam pH-vrednost
Krvni sudovi 7.4-71.5
Zeludac 1.0-3.0
Gornji deo tankih creva 4.8-8.2
Debelo crevo 7.0-7.5
Lizozomi 4.5-5.0
Goldzijev kompleks 6.4
Tumor-vancelijska sredina 6.2-7.2

Kao odgovor na promenu pH-vrednosti ili jonske jacine spoljasnje sredine, pH-osetljivi
hidrogelovi mogu da otpuste protone (ako poseduju kisele grupe) ili prime protone (ako poseduju
bazne grupe), pa se mogu podeliti na anjonske (kisele) i katjonske (bazne) hidrogelove [110].
Obic¢no pH-osetljivi hidrogelovi imaju veéi broj kiselih ili baznih grupa na glavnom polimernom
lancu, pa se nazivaju polianjonski (polikiseli) ili polikatjonski (polialkalni) hidrogelovi.
Jonogene kisele grupe na polimernom lancu, kao $to su karboksilne grupe, reaguju na nize pH-
vrednosti primanjem protona, a pri visim pH-vrednostima, dolazi do njihovog deprotonovanja
[110]. Polianjonski hidrogelovi bubre u alkalnoj sredini usled elektrostati¢kog odbijanja —COO0~
grupa sa generisanim fiksnim negativnim naelektrisanjem. Sa poveé¢anjem vrednosti pH spoljne
sredine povecava se i broj prethodno pomenutih negativnih naelektrisanja, kao i do jaceg
odbijanja ovih grupa, $to dovodi do veéeg stepena bubrenja i veée hidrofilnosti mreze [14, 111].
Jedna od grupa polianjonskih hidrogelova su hidrogelovi na bazi PMAA. Polikatjonski
hidrogelovi bubre u sredini sa niskim pH-vrednostima tj. onim vrednostima koje su ispod pKb
velikog broja alkalnih grupa (kao sto je -NH,) koje su prisutne na glavhom lancu polimera
hidrogela [112]. Tada ove grupe primaju protone, a na njima se generise fiksno pozitivno
naelektrisanje. Sa smanjenjem pH-vrednosti povecava se broj prethodno pomenutih pozitivnih
naelektrisanja, kao i elektrostaticko odbijanje izmedu lanaca hidrogela, usled cega raste stepen
bubrenja hidrogela kao i njegova hidrofilnost [14].

Rastvorljivost pH-osetljivih hidrogelova, njihovo bubrenje i otpustanje aktivnih supstanci
(Slika 11.[113]), takode zavisi od promene generisanih naelektrisanja na jonogenim grupama tj.
promene pH vrednosti spoljasnje sredine. pH-osetljivi hidrogelovi mogu da postanu nerastvorni
kao rezultat smanjenja pH-vrednosti koje utice na smanjenje generisanih naelektrisanja i
hidrofilnosti hidrogela [107].
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Prethodno pomenute pojave kao $to su bubrenje i skupljanje zapremine hidrogelova, koje
nastaju kao rezultat promene pH, dovode do deformacije strukture hidrogelova kao $to su
ekspanzija ili kontrakcija u svim pravcima [114], ali takode mogu biti sloZenije poput savijanja,
uvijanja ili preklapanja [115, 116], $to se svakako mora uzeti u obzir u slu¢aju primene
hidrogelova kao nosaca aktivnih supstanci.

Za razliku od konvencionalnih, pH-osetljivi hidrogelovi kao nosaci aktivnih supstanci
obezbeduju ciljano dopremanje leka do odredenog mesta u ljudskom organizmu sa minimalnim
nezeljenim efektima. Zbog toga se moze re¢i da su bliski konceptu idealnog sistema za
dopremanje leka u kome profil njegovog otpustanja moze da isprati razli¢ite metabolicke i
fizioloske promene koje se deSavaju u organizmu na putu nosacéa [117].

PROMENA

s

(N ¢ !

.0 *

¢
DISPERGOVANI MOLEKULI LEKA DIFUZIJA MOLEKULA LEKA I1Z
U MREZI HIDROGELA NABUBRELOG HIDROGELA

Slika 11. Otpustanje lekova iz hidrogelova kao odgovor na promenu pH-vrednosti spoljasnje
sredine [113]

Uspesnost nosaca na bazi hidrogelova da ispune predvidenu funkciju usko je povezan sa
njihovom strukturom polimerne mreze, ¢ija je osnovna jedinica pora. Ona se moze definisati kao
prostor izmedu polimernih lanaca hidrogela kroz koji se otpusta lek razlicitim mehanizmima
(difuzija, relaksacija, erozija...). U Tabeli 2. [117] data je klasifikacija hidrogelova na osnovu
veli¢ine pora, kao i vrste odgovaraju¢eg mehanizma bubrenja.

Tabela 2. Vrste hidrogelova u zavisnosti od veli¢ine pora i vrste odgovaraju¢eg mehanizma
apsorpcije fluida iz spoljasnje sredine [117]

Podela hidrogelova

AN Veli¢ina pora Mehanizam bubrenja
prema velicini pora

Neporozni 1-10 nm Difuzija kroz slobodnu zapreminu
Molekulska difuzija i konvekcija kroz pore

Mikro-porozni 10-100 nm . .

ispunjene vodom
Makro-porozni 0,1-1 um Difuzija kroz pore ispunjene vodom
Super-porozni >1 pm Kapilarne sile
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Velic¢ina Cestica leka koje hidrogel nosi kao 1 Zeljeni nacin otpustanja istog, uticace koji
¢e od prethodno navedenih hidrogelova biti odabran, tj. koja veli¢ina pora ¢e biti potrebna.

pH-osetljivi sintetski polimeri mogu da se modifikuju tako da imaju veliki broj povoljnih
0sobina, zbog ¢ega su Cesto U prednosti u odnosu na pH-osetljive prirodne polimere kada se radi
o izboru za sisteme za kontrolisano otpusStanje, ali nekada toksi¢nost upotrebljenih supstanci
tokom njihove sinteze moze da ograni¢i njihovu upotrebu. U ovoj tezi su opisana dva pH-
osetljiva sintetska polimera koji imaju brojne pozeljne karakteristike neophodne za primenu u
sistemima za kontrolisano otpustanje lekova, zbog ¢ega su i koriS¢ena u sintezi nosa¢a — PMAA i
itakonska kiselina (1A).

2.2.4.1. Poli(metakrilna Kiselina)

Metakrilna kiselina (MAA) je bezbojno, viskozno jedinjenje ¢ija je strukturna formula
prikazana na Slici 12. Ovaj monomer je asimetri¢an, vinilnog tipa, pa se sinteza poli(metakrilne
kiseline) (PMAA) odvija slobodnoradikalskim mehanizmom, a tokom faze propagacije ovaj
monomer moze da se orijentiSe atakticki i izotakti¢ki [118]. Za atakticku poli(metakrilnu
kiselinu) (aPMAA) je karakteristi¢cno da duz njenog glavnog polimernog lanca nema uredene
orijentacije grupa ve¢ se one orijentiSu na razne na¢ine [119]. Atakticna PMAA moze da gelira u
slucaju kada se povisi temperatura njenog vodenog rastvora sa visokom koncentracijom, a
samim tim i malim naelektrisanjem jona aPMAA. Ovaj proces je reverzibilan, pa smanjenjem
temperature dolazi do rastvaranja ovog gela. Za razliku od aPMAA izotakticna PMAA (iPMAA)
formira konglomerat koji ne moze da se rastvori ispod nekog kriticnog stepena neutralizacije,
osim u slucaju kada su karboksilne grupe neutralizovane [119]. iPMAA ima stereo-strukturu u
kojoj grupe na glavnom polimernom lancu imaju ta¢no odredenu orijentaciju, koja moze da se
menja kako bi se kontrolisao proces asocijacije [119]. PMAA moze da gradi vodoni¢ne veze
zbog prisutnin - COOH grupa koje lako mogu da jonizuju u vodenom rastvoru kao i da
uspostavlja hidrofobne interakcije preko —CH; grupa, koje su takode nalaze na glavnom
polimernom lancu [120, 121].

O

H-C OH
CHj

Slika 12. Strukturna formula metakrilne kiseline

PMAA (Slika 13.) predstavlja slab polielektrolit kod koga se naelektrisanje na
karboksilnim grupama menja sa promenom stepena neutralizacije [122]. Karboksilne grupe lako
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jonizuju, pa su hidrogelovi na bazi PMAA osetljivi na spoljne stimulanse tj. pripadaju pH-
osetljivim hidrogelovima, zbog ¢ega mogu da se primene u mnogim oblastima: u sistemima za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci [123], za zarastanje rana [124], kao pH-osetljivi
aktuatori, u tkivnom inzenjerstvu i kao skafoldi [125], u poljoprivredi [126], kao i u zastiti
zivotne sredine (kao absorbenti) [127] itd. Zahvaljuju¢i mekoj strukturi, koja je rezultat ¢vrste
faze - polimerne mreze i absorbovanog fluida (vode ili bioloskih te¢nosti), PMAA je veoma
sli¢na ljudskim tkivima i kompatibilna im je, a pored toga je i netoksi¢na. Velika hidrofilnost
PMAA hidrogelova rezultat je njihove pH-osetljivosti i jonizacije - COOH grupa. Ove grupe u
zavisnosti od pH vrednosti spoljne sredine mogu da budu protonovane ili deprotonovane, $to
uti¢e na bubrenje ovog hidrogela. pH vrednosti koje su ispod pKa poli(metakrilne kiseline)
(pKa(PMAA)=4,66) dovode do kontrahovanja PMAA mreze zato $to se —COOH grupe nalaze u
nejonizovanom stanju, dok vise pH vrednosti (5.5 <pH) uti¢u na jonizaciju karboksilnih grupa,
na kojima se generiSu fiksna naelektrisanja, Sto dovodi do njihovog odbijanja i bubrenja PMAA
hidrogela [128, 129]. Dakle, sistemi na bazi PMAA hidrogelova mogu da se Koriste za
kontrolisano i ciljano otpustanje hidrofilnih aktivnih supstanci [130, 131], zbog bubrenja ovih
hidrogelova pri vi§im pH vrednostima kao $to su u intestinalnom traktu ¢oveka, usled cega bi
doslo do oslobadanja aktivne supstance. Prema tome, hidrogelovi na bazi PMAA mogu da se
koriste kao sistemi za ciljano otpustanje aktivnih supstanci u crevima, pri neutralnim i baznim
pH-vrednostima.

CH;
Slika 13. Poli(metakrilna kiselina)

Postoji nekoliko primera upotrebe hidrogelova na bazi PMAA kao sistema za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci objavljenih u literaturi. Jedan od njih su PMAA-
nanonosaci za kontrolisano otpuStanje amoksicilina, koji su sintetisani sa ciljem smanjenja
citotoksi¢nosti ovog leka i povecanja njegove aktivnosti [123]. Shi i sar. [132] su sintetisali
PMAA nanosfere koje se koriste kao sistemi za transport i produzeno oslobadanje gatifloksacina.
Pan i sar. [133] su dobili biorazgradiv PMAA nanohidrogel koji je osetljivi na spoljne
stimulanse: promene redoks potencijala i pH-vrednosti, u cilju ispitivanja njegovog dejstva u
terapiji karcinoma. PMAA se takode moze koristiti i kao nosa¢ genetskog materijala zbog
prethodno pomenute pH osetljivosti i teznje ka jonizaciji u kiseloj ili alkalnoj sredini. Ove
karakteristike PMAA su veoma korisne u "razvoju novih neviralnih sistema za dopremanje i
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kontrolisano otpusStanje genetskog materijala” [134] koji su sposobni da izbegnu endozome tj.
odbrambeni sistem organizma [134]. Medutim, PMAA ima ograni¢enje kada se radi o njenoj
primeni u sistemima za inkapsulaciju i1 kontrolisano otpustanje slabo vodorastvornih aktivnih
supstanci. Zbog svog izrazito hidrofilnog karaktera moze da veze i transportuje samo hidrofilne
aktivne supstance [135]. Kako bi se prevazislo navedeno ograni¢enje potrebno je modifikovati
PMAA hidrogel uvodenjem amfifilnih supstanci [135], kao §to su proteini ili fosfolipidne
Cestice, §to je I uradeno u okviru ove doktorske disertacije.

PMAA se moze koristiti i kod tretmana oSte¢enja koze ljudi [136] ili u inZenjerstvu tkiva
[137]. Poboljsanje mehanicke ¢vrstoce PMAA mreze moze Se posti¢i dodatkom hidroksiapatita
(ili druge vrste biokeramike) kako bi se dobili kompoziti sa mnogo boljim mehanickim
karakteristikama, u cilju zamene nekih oste¢enih tkiva (npr. reparacija kostiju u ljudskom
organizmu). Na primer, A. T. Cucuruz i sar. [138] dobili su kompozite na bazi PMAA i
hidroksiapatita koji imaju potencijalnu primenu u stomatologiji.

PMAA hidrogelovi takode imaju primenu i kao adsorbent u procesu preci§¢avanja vode.
Joni teskih metala mogu da se uklone zbog afiniteta ovog hidrogela ka metalnim jonima sa
kojima gradi komplekse[127].

PMAA nanosfere mogu se potencijalno primeniti u le¢enju karcinoma [139] i imaju niz
dobrih osobina kao §to su "biokompatibilnost, velika specificna povrSina, brzi odgovor na
spoljne stimulanse, dobru disperzibilnost u vodi, kao i veliki broj prisutnih karboksilnih grupa,
preko kojih se uspostavljaju interakcije sa polipeptidima, proteinima, bio-enzimima i sl [140].

2.2.4.2. Itakonska kiselina

Hidrogelovi na bazi itakonske kiseline (IA) imaju niz dobrih osobina kao §to su
biokompatibilnost, niska toksi¢nost, velika hidrofilnost, dobro bubrenje i1 osetljivost na promenu
pH-vrednosti, koje ih ¢ine dobrim kadidatima za nosace i kontrolisano otpustanje lekova [141].
Ova nezasi¢ena organska kiselina nalazi se u obliku belog praha i rastvorna je u vodi, zbog ¢ega
lako gradi ko-polimere u vodenoj sredini [142]. Hidrofilnost 1A i specifi¢na svojstva bubrenja
rezultat su prisustva dve karboksilne grupe (Slika 14.) sa dve razli¢ite pKa vrednosti: pKal =
3,85 1 pKa2 = 5,45 [143], pa se dodatkom ovog monomera povecava stepen bubrenja, kao
odgovor na promenu pH-vrednosti, kompleksa hidrogel/IA [14] i raste sa poveéanjem dodate
koli¢ine itakonske kiseline [144]. Kada se pH-vrednost vodene sredine poveca iznad pKa
karboksilnih grupa, dolazi do njihove jonizacije i generisanja naelektrisanja. Pove¢anjem pH
vrednosti spoljasnje sredine povecava se stepen jonizacije karboksilnih grupa, kao i gustina
naelektrisanja. Zbog toga raste hidrofilnost mreze hidrogela, a istoimena naelektrisanja na
karboksilnim grupama izazivaju odbojne elektrostaticke sile izmedu polimernih lanaca, Sto
dovodi do povecanja zapremine hidrogela i povecanja apsorpcije vode [145].
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Slika 14. Strukturna formula itakonske kiseline

Itakonska kiselina je prvobitno dobijena destilacijom limunske kiseline, ali se sada
uglavnom dobija industrijskim postupkom fermentacije (iz Aspergillus terreus) [146], ali i neki
drugi mikroorganizmi (od kojih su neki genetski modifikovani) [147] takode mogu da je
proizvedu. Hidrolizovani skrob i melasa mogu takode da budu izvori IA.

Itakonska kiselina ima veliku primenu u farmaciji i medicini (sistemi za kontrolisano
otpustanje lekova, kontaktna so¢iva, stomatologija, leCenje rana), u industrijskoj sintezi plastike,
vestackog stakla i poliestara, u poljoprivredi [148-152].

Milasinovi¢ i sar. [153] su razvili NiPAAmM/IA kompleks za potencijalnu primenu u
sistemima za ciljano kontrolisano otpustanje lekova u cilju zastite proteina do trenutka njegove
isporuke u intestinalni sistem (neutralna ili blago bazna sredina). Dodavanjem i povecanjem
koli¢ine IA, ovi autori su ,,pomerili” donju kriticnu temperaturu rastvaranja NiPAAM/IA
kompleksa do vrednosti fizioloske temperature, povecali stepen bubrenja i povecali stabilnost
model leka [153].

Dobi¢ i sar. [154] su dobili ,,pametni” hidrogel P(HEMA / 1A / PEGDMA) ¢ije je
bubrenje osetljivo na promenu pH-vrednosti i temperature. Pokazali su da hidrogel nije
citotoksi¢an i moze da se koristi kao sistem za kontrolisano otpustanje model leka - vitamina B3
u obliku nikotinamida i nikotinske kiseline.

Marcelo i sar. [155] su razvili polimer na bazi itakonske Kkiseline, etilen-glikola i
dimetakrilata, kod koga oslobadanje leka zavisi od vrednosti pH sredine, a oslobodena koli¢ina
model leka - metronidazola je veca pri pH=2,2 u odnosu na oslobodenu koli¢inu model leka pri
pH=7,4. Ovaj biokompatibilni hidrogel bi mogao da ima potencijalnu primenu u sistemima za
kontrolisano oslobadanje lekova izazvano promenom pH vrednosti sredine.
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2.2.5. Mehanizam bubrenja hidrogelova

Hidrofilne grupe koje su prisutne na glavhom polimernom lancu hidrogela, imaju glavnu
ulogu u apsorpciji vode i drugih bioloskih fluida tj. u procesu bubrenja hidrogelova, u kome
dolazi do povecanja njegove zapremine [156, 157]. Zahvaljujuéi ¢injenici da mogu da apsorbuju
i zadrze veliku koli¢inu vode, hidrogelovi imaju veoma dobra svojstva bubrenja i dobru
permeabilnost, odakle poti¢e i njihova biorazgradivost i biokompatibilnost, kao i moguénost
lakog modifikovanja njihove viskozoelasti¢nosti. U hidrogelu postoje tri vrste apsorbovane vode:
slobodna voda, ,,srednja” voda i vezana voda [158]. Proces bubrenja hidrogela je slozen i sastoji
se od nekoliko faza. U prvoj fazi bubrenja hidrogela dolazi do hidratacije hidrofilnih grupa
molekulima vode, koji se nazivaju primarno vezana voda. Ova vrsta vode obuhvata sve molekule
vode koji uspostavljaju vodoni¢ne veze ili neke druge jake interakcije sa grupama na polimernim
lancima hidrogela [158]. Slede¢a faza obuhvata uspostavljanje interakcija izmedu nezasticenih
hidrofobnih grupa u strukturi hidrogela i molekula vode, koji predstavljaju sekundarno vezanu
vodu. Ova vrsta vode uspostavlja slabe interakcije sa grupama na polimernim lancima hidrogela i
ispunjava prostor izmedu vezane i slobodne vode [158], koja se apsorbuje u poslednjoj fazi
procesa bubrenja. U poslednjoj fazi, prema ovim autorima, dejstvu osmotskog pritiska u mrezi
hidrogela usmerenom ka beskona¢nom razblazenju, suprotstavljaju se umrezeni lanci polimerne
mreze, Sto stvara pokretacku silu za dodatno bubrenje hidrogela sve dok se ne dostigne
ravnotezno stanje. Ta koli¢ina dodatno apsorbovane vode predstavlja tzv. slobodnu vodu, koja
ispunjava ostatak slobodnog prostora u mrezi izmedu polimernih lanaca hidrogela i u centrima
vecih pora, a interakcije koje uspostavlja sa grupama na polimernim lancima su zanemarljive
[158].

Koli¢ina vode koju ¢e hidrogel absorbovati zavisi od interakcija koje molekuli vode
uspostavljaju sa lancima hidrogela, kao i od temperature, $to su zakljuéili i objasnili svojom
teorijom Flori i Hugins [159]. Takode, koli¢ina apsorbovane vode uti¢e na strukturu hidrogela
kao i to kolika ¢e koli¢ina svakog od tri prethodno navedena tipa vode biti prisutna u hidrogelu
[160].

Cvrsti deo mreze nabubrelog hidrogela ili na eng. ,,mesh”, koji nosi absorbovanu te¢nost,
prikazan je na Slici 16[5]. Ima ulogu u formiranju elasti¢ne sile koja se suprotstavlja ekspanziji i
kontrakciji hidrogela i zadrZzava njegovu Cvrstocu. Za proces bubrenja hidrogela u
elektrolitiCkom rastvaraCu vazno je prisustvo jonogenih grupa i mobilnih jona u strukturi
hidrogela, kao i prisutnih kontra-jona i ko-jona koji potic¢u od elektrolitickog rastvaraca u kome
se proces bubrenja odvija [5].

Zahvaljujuéi bubrenju hidrogelovi mogu da se koriste u mnogim oblastima kao $to su
sistemi za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci, imobilizaciju enzima, kao absorbenti u
preciS¢avanju otpadnih voda ili drugih vrsta apsorpcija, kao senzori itd. U naucnoj literaturi se
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moze naci veliki broj primera razli¢ite vrste upotrebe hidrogelova. Zhang i sar. [161] su dobili
sistem koji je osetljiv na promenu pH-vrednosti i temperature ¢ime se znatno brze oslobada
model-lek kao odgovor na tu promenu, a proces dehidracije postaje brzi povecanjem pH-
vrednosti. Hidrogelovi se takode mogu koristiti za adsorpciju nekih nepozeljnih supstanci u
precis¢avanju otpadnih voda. Neki autori su pokazali da koeficijent difuzije ovih nepoZzeljnih
supstanci raste sa povecanjem pH-vrednosti [162]. You i sar. [163] su dobili komplekse
nanocCestica hidrogela i zlata ¢ije bubrenje je uslovljeno promenom pH-vrednosti, i nastaje kao
rezultat smanjenja provodljivosti usled smanjenja pH-vrednosti. Autori su predlozili da se ovi
sistemi mogu koristiti za registrovanje fizioloSkih promena u ljudskom organizmu do kojih
dolazi tokom bolesti.

KOVALE NTNj/EZA

(HEMUSKE
INTERAKCUE)

€VOR
(F1IZICKE

\ INTERAKCLIE)

UPLITANJE POLIMERNIH
LANACA
(FIZICKE INTERAKCLJE)

Slika 15. Cvrsti deo mreze nabubrelog hidrogela ili engl. ,,mesh”[5]

Kinetika bubrenja i stepen bubrenja hidrogela zavise od razli¢itih faktora kao $to su
gustina umrezenja, pKa-vrednost i naelektrisanje prisutnih jonogenih grupa, ravnoteza
hidrofilnost-hidrofobnost hidrogela, pH vrednost, interakcija hidrogela sa kontra-jonima u
spoljasnjoj sredini, koncentracija rastvora u kome se bubrenje odvija itd. [164, 165]. Pametni
hidrogelovi kao odgovor na razliCite vrste promena koje se deSavaju u spoljnoj sredini (pH
vrednost, jonska jacina, temperatura, elektri¢no polje itd.) mogu da bubre (povecanje zapremine)
ili se kontrahuju (smanjenje zapremine) [166, 167]. Stepen bubrenja (SD) se moze izracunati
prema jednacini (3) [168]:

SD = (m¢—my) (3)

Mo
gde je m; masa nabubrelog hidrogela u svakom vremenskom trenutku t, na datoj temperaturi, a
m, je masa kserogela.

Ravnotezni stepen bubrenja (5D, ) je stepen bubrenja hidrogela u ravnoteznom stanju, a
izraCunava se prema jednacini (4) [169]:
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SDyq = (meq=mo) (4)

mo

Dva glavna faktora koji uti¢u na bubrenje hidrogela, a samim tim i na otpustanje aktivnih
supstanci, su koli¢ina umrezivaca u strukturi hidrogela i hemijska struktura hidrogela.
Hidrogelovi sa ve¢om koli¢inom umrezivaca imaju krutu strukturu i manji stepen bubrenja od
odgovarajucih hidrogelova sa manjom koli¢inom umrezivac¢a [14]. Kada je re¢ o hemijskoj
strukturi hidrogela, prisustvo velikog broja hidrofilnih grupa na lancima hidrogela koje mogu da
intereaguju sa molekulima vode dovodi do povecanja stepena bubrenja, dok hidrofobne grupe
usled teznje da se $to vise udalje od molekula vode, dovode do kompresije zapremine hidrogela i
smanjenja stepena bubrenja [14].

,Inteligentni” hidrogelovi reagovace na promene spoljasnje sredine bubrenjem ili ¢e do¢i
do komprimovanja njihove zapremine, §to se moze iskoristiti u sistemima za kontrolisano
otpustanje lekova. Jedan od njih je PMAA hidrogel, koji bubri kao rezultat promene pH, ukoliko
ima neutralizovane karboksilne grupe. Vece pH-vrednosti koje su iznad pKa vrednosti
karboksilnih grupa ovog hidrogela (pKa = 4,66), doves¢e do jonizacije karboksilnih grupa i
njihovog medusobnog odbijanja, a samim tim i poveéanja stepena bubrenja, dok pri pH-
vrednostima koje su ispod pKa, PMAA hidrogelovi nec¢e bubreti [170].

Bubrenje hidrogelova moze da bude difuziono kontrolisano (Fick-ovsko bubrenja) ili
kontrolisano relaksacijom polimernih lanaca hidrogela (ne-Fick-ovsko bubrenje) u zavisnosti od
toga koji se proces brze odvija. U slucaju Fick-ovskog bubrenja difuzija vode je brza, a u drugom
sluc¢aju voda difunduje u hidrogel sporije nego $to dolazi do relaksacije lanaca hidrogela.
Popularne matematicke modele koji se koriste za analizu kinetike procesa bubrenja hidrogela,
predlozili su Peppas i Colombo [171].

Flori [172] je bio prvi koji je razvio matematicki model za analizu bubrenja hidrogelova.
Od tada su razvijeni ili poboljsani mnogi modeli i teorije vezani za ovaj proces, koji ukljucuju
veci broj faktora koji mogu da uti¢u na proces bubrenja.

Feil i sar. [173] su ispitivali uticaj vrste naelektrisanja lanaca hidrogela na proces
bubrenja i dosli do zakljucka da sa pove¢anjem naelektrisanja dolazi do povecanja hidrofilnosti
hidrogela i stepena bubrenja. Jonska jacina takode je bila predmet istrazivanja, i pokazalo se da
nize vrednosti jonske jac¢ine dovode do povecanja stepena bubrenja hidrogela i obratno [174].
Takode, neki modeli [175] ukljucuju uticaj elektrostati¢kih interakcija, koje se javljaju zbog
disocijacije mreze hidrogela, pa koncentracija i pH-vrednost spoljasnje sredine mogu da uti¢u na
bubrenje hidrogela. Drugi modeli se zasnivaju na pretpostavci da tokom procesa bubrenja dolazi
do fazne transformacije hidrogela iz staklastog u gumoliko stanje, $to je posledica deformacije
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mreze hidrogela, koja nastaje kao rezultat interakcije molekula rastvaraca i molekula polimerne
mreze [176].

D. Zhi i sar. [177] su razvili model za proucavanje bubrenja hidrogelova osetljivih na
promenu pH-vrednosti i temperature, uzimajuéi u obzir istovremeno fazni prelaz hidrogela do
koga dolazi tokom procesa bubrenja, kao uticaj mnogih faktora na ovaj proces, kao Sto su
koncentracija i gustina naelektrisanja hidrogela i njegova interakcija sa spoljasnjom sredinom,
koli¢ina upotrebljenog umrezivaca, razne vrste elektrostatickih interakcija itd.

2.2.6. Kinetika oslobadanja aktivne supstance iz nosaca na bazi
hidrogelova

Dizajniranje odgovarajuéeg nosaca za kontrolisano oslobadanje aktivne supstance bazira
se na poznavanju ta¢ne koncentracije aktivne supstance koja se oslobodi na Zeljenom mestu u
ljudskom organizmu. Takode je vazno da je oslobodena koli¢ina aktivne supstance iz nosaca kao
Sto je hidrogel konstantna, ¢ime se postizu stacionarni uslovi. Na taj nac¢in moze lakSe da se
predvidi kako ¢e ljudski organizam da reaguje na odredenu aktivhu supstancu i da se smanje
nezeljeni efekti. Medutim, ovo nije jednostavno posti¢i zato Sto postoji veliki broj faktora koji
uticu na oslobadanje aktivne supstance iz nosaca na bazi hidrogela kao $to su razni procesi u
ljudskom organizmu (npr. enzimska degradacija, transport leka u ¢elije, mogucnost interakcije sa
raznim jedinjenjima na putu do Zeljenog mesta [6]), kao i ve¢ pomenute karakteristike samog
nosaca na bazi hidrogela i osobine aktivne supstance (npr. vrsta aktivne supstance i njena
koncentracija u nosacu [6], da li je hidrofobna ili hidrofilna, njene interakcije sa nosa¢em [178],
njena rastvorljivost u spoljasnjoj sredini [179], koeficijent difuzije aktivne supstance [179]).

U cilju razvoja Zeljenog sistema za kontrolisano oslobadanje aktivne supstance razvijene
Ssu mnoge teorije i matematicki modeli za opisivanje oslobadanja aktivne supstance iz
hidrogelova, koji uzimaju u obzir i uslove koji uticu na to oslobadanje. Oni mogu da predvide
koja geometrija, oblik, kao i sastav i tip procesa pripreme su najbolji za odredeni nosa¢ za
kontrolisano otpustanje aktivne supstance. Ovo predvidanje se zasniva na informacijama kao §to
su potrebna terapeutska doza aktivne supstance i nac¢in njene administracije, kao i dobijene krive
kontrolisanog i ciljanog oslobadanja aktivne supstance. Veoma je vazno da su ovi modeli
jednostavnog oblika, a da istovremeno daju precizna predvidanja nac¢ina oslobadanja aktivne
supstance u ljudskom organizmu, kako bi sa manje vremena i troSkova [180] mogao da se
dizajnira odgovarajuéi nosa¢ aktivne supstance na bazi hidrogela sa svojstvima potrebnim za
odredenu terapiju.

Od 1961. godine, kada je Higuchi prvi put objavio svoju jednalinu koja opisuje
oslobadanje aktivne supstance iz nosaca na bazi polimera [181], razvijen je veliki broj
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matematickih modela za ispitivanje kinetike kontrolisanog otpuStanja aktivne farmaceutske
supstance (active pharmaceutical ingredient-API) iz nosa¢a na bazi hidrogela. Jedna grupa ovih
modela je empirijska/polu-empirijska i ona se Koristi za uporednu analizu razli¢itih profila
oslobadanja APl-a ¢ime se uporeduju vrednosti izabranog parametra za svaki od ovih profila [6].
Sa druge strane, postoje mehanisticki matemati¢ki modeli koji ukljucuju uticaj fizicko-hemijskih
i bioloskih procesa na kinetiku kontrolisanog otpustanja aktivne supstance kao §to su bubrenje,
difuzija, degradacija itd [180].

Pored pomenutog Higuchi-jevog modela [182-184], modeli koji se Cesto koriste za
ispitivanje kinetike kontrolisanog otpustanja in vitro iz hidrogelova su jednacine kinetike nultog
reda reakcije [154, 184-186] i prvog reda [154, 183, 184, 187], Ritger-Peppas [184, 185, 188-
190] i Weibull-ov model [154, 191]. Kinetika nultog reda bi bila idealni slu¢aj oslobadanja
aktivne supstance iz nosaca na bazi hidrogelova, zato $to je koncentracija oslobodene aktivne
supstance tokom vremena konstantna, pa je i proces njenog oslobadanja konstantan i nezavisan
od njene koncentracije (Jednacina (5)) [2]:

My

2 = et ()

gde su M, i M, koli¢ine aktivne supstance koje se oslobode u vremenskom trenutku t i u
ravnotezi, respektivno, k je konstanta brzine oslobadanja, a t je vreme procesa otpustanja leka.

Profili otpustanja velikog broja lekova prate kinetiku prvog reda, gde promena
koncentracije u toku vremena zavisi od koncentracije aktivne supstance [2], i predstavljena je
slede¢om jednac¢inom (Jednacina (6)):

My

2L = —In(1 — kt) (6)

[se]

gde ¢lanovi jednacine imaju prethodno definisano znacenje.

Medutim, veliki broj nosafa u Cvrstom stanju koji se koriste za otpustanje lekova,
oslobadaju aktivnu supstancu brzinom koja je proporcionalna kvadratnom korenu vremena, §to je
prvi opisao Higuchi (Jednacina (7) [181]):

e — kvt (7)

Meo
Poznata i dosta koriS¢ena u naucnoj literaturi za ispitivanje otpusStanja aktivne supstance

iz nosaca na bazi hidrogelova je polu-empirijska jednacina - Ritger-Peppas jednacina ili Stepeni
zakon (Jednacina (8) [13]):
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M = ggn @)

gde je k kineticka konstanta karakteristicna za odredeni nosa¢ na bazi hidrogela i aktivne
supstance koju nosi, a ukljucuje geometrijske karakteristike i mogucée promene u strukturi nosaca
I ukazuje na to da li je otpustanje aktivne supstance brze (veée k-vrednosti) ili sporije (manje k-
vrednosti) [2, 192], n je difuzioni eksponent koji pokazuje vrstu mehanizma transporta aktivne
supstance kroz mrezu hidrogela [192], a njegove vrednosti i odgovaraju¢i mehanizmi prikazani
su u Tabeli 3. [2]. Ovaj matemati¢ki model moze da se primeni za prvih 60% oslobodene
koli¢ine aktivne supstance i pogodan je za ispitivanje transporta aktivne supstance u slu¢ajevima
kada je mehanizam oslobadanja aktivne supstance iz hidrogela nepoznat ili je istovremeno
prisutno nekoliko pojava koje uti¢u na njegovo oslobadanje iz datog nosaca [192, 193].

Tabela 3. Mechanizmi oslobadanja aktivne supstance iz nosaca na bazi hidrogela planarne
geometrije (tankog filma) i odgovarajuée vrednosti eksponenta n [2]

Mehanizam oslobadanja aktivne supstance Vrednost difuzionog eksponenta n

iz hidrogela
Fick-ova ili molekulska difuzija 0.50
Anomalni transport 0.50<n<1.0
Tip Il transporta 1.0*
Super tip Il transporta n>1

*Kkinetika nultog reda

Iz Tabele 3. moze da se vidi da kada je n<0.5 u Ritger-Peppas-ovom modelu, difuzija
spoljasnje sredine u nosa¢ kontroliSe brzinu otpustanja aktivne supstance zato Sto je to sporiji
proces u odnosu na proces relaksacije polimernih lanaca hidrogela, pa se radi o Fick-ovoj ili
molekulskoj difuziji. Tada se absorbuje veéa koli¢ina spoljasnjeg medijuma, §to dovodi do
povecéanja dela zapremine nosaca na bazi hidrogela i njegove poroznosti Sto uti¢e na difuziju
aktivne supstance iz tog dela nosaca, a koli¢ina spoljasnjeg medijuma od nabubrelog dela nosaca
do njegovog centra eksponencijalno opada. Otpustanje aktivne supstance koja se oslobada Fick-
ovom difuzijom zavisi od vremena.

Vrednosti eksponenta n su vece ili jednake 1 kod tipa Il transporta, a brzina oslobadanja
aktivne supstance je kontrolisana relaksacijom lanaca nosaca na bazi hidrogela i nezavisna je od
vremena, Sto znaci da profili otpustanja aktivne supstance prate kinetiku nultog reda. Difuzija
spoljaSnjeg medijuma u ovom slucaju je mnogo brza od relaksacije "staklastog™” [2] dela mreze
hidrogela u kojoj se nalazi veoma mala koli¢ina spoljasnjeg medijuma [2]. Super tip Il transporta
je podtip slucaja II i javlja se u sistemima na bazi hidrogela kada se velikom brzinom apsorbuje
veca kolicina spolja$njeg medijuma, Sto dovodi do kolapsa mreze hidrogela.
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Izmedu dva prethodno pomenuta grani¢na slucaja je tzv. anomalni transport (0,5 <n <1) u
kojem je brzina otpustanja aktivne supstance iz nosa¢a na bazi hidrogela kontrolisana i difuzijom
spoljaSnjeg medijuma i relaksacijom polimernih lanaca nosac¢a na bazi hidrogela, tj. ove dve
pojave imaju istu brzinu, a oslobadanje aktivne supstance zavisi od vremena.

U naucnoj literaturi [184, 194-198] se takode primenjuje i Jednacina (9), koju su
predlozili Peppas i Sahlin [199], za slu¢aj anomalnog transporta aktivne supstance iz hidrogelova
i ukljucuje istovremno uticaj i molekulske difuzije (prvi deo jednadine) na oslobadanje leka i
doprinos relaksacije polimernih lanaca hidrogela (drugi deo jednacine) procesu oslobadanja
aktivne supstance:
2= eyt 4 Jept?™ 9)

o)

Kopcha model predstavlja specijalni slu¢aj Peppas-Sahlin modela kada se eksponent m
fiksira na vrednost 0,5 (Jednacina (10) [200]).

—_— = thO'S + thl (10)

Weibull-ov model (Jednac¢ina (11)) je empirijski model i pogodan je samo za graficko
poredenje profila otpustanja aktivne supstance iz nosa¢a na bazi hidrogelova [7, 201].

b
ﬂ — 1 — exp_(t_Ti)a (ll)
Moo
Parametar b se odnosi na vrstu krive otpustanja leka, a predstavlja vreme trajanja procesa i T; je
latentno vreme procesa otpustanja leka [7].

Poslednjih deset godina, istrazivaéi su poboljsali postojece ili razvili nove matematicke
modele koji se mogu Koristiti za dizajniranje nosaca lekova na bazi hidrogelova sa Zeljenim
karakteristikama.

Postoji nekoliko modela kojima se dobijaju podaci korisni za dizajniranje odgovarajuceg
nosaca aktivnih supstanci na bazi hidrogela, tj. za dobijanje jednostavnijeg nacina njihove
sinteze, kao Sto su modeli koje je predlozio Rothstein i sar. 2011.-te [202], Peppas i sar. 2014.-te
[193] i Lamberti 2015. [203]. R. D. Manga i sar. [204] su 2017.-te godine razvili tri modela, koji
zajedno Cine dobar matematicki aparat za predvidanje kinetike otpustanja aktivne supstance in
vitro 1 in vivo iz nosaca na bazi hidrogela osetljivih na promenu pH-vrednosti. Ovi autori
kombinuju tri jedna¢ine kako bi ukljuili uticaje jonskih grupa na difuziju aktivne supstance, kao
i deformacija do kojih dolazi u strukturi hidrogela izazvanih osmotskim pritiskom na
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kontrolisano otpustanje aktivne supstance iz nosata na bazi hidrogela, ¢ime bi moglo
istovremeno da se analizira i bubrenje hidrogela i otpustanje aktivne supstance iz ovog nosaca.

Adnadevi¢ i sar. [205] navode najcesc¢e koris¢ene matematicke modele za procese kod
sistema u ¢vrstom stanju, koji bi mogli da se koriste za istrazivanje kinetike otpustanja aktivnih
supstanci iz nosaca na bazi hidrogelova (Tabela 4. [205]), a na osnovu mehanizma reakcije ovi
autori ih dele u nekoliko grupa: red reakcije (F1), difuziono-kontrolisane reakcije (D3, D4) i
fazno-kontrolisane reakcije (R2, R3). Kod ove metode prvo se konstruiSu zavisnosti (My/Moo)-t
od eksperimentalnih podataka dobijenih pracenjem otpusStanja aktivne supstance, koje se zatim
prevode u (M{/Mowo)-ty zavisnosti. ty predstavlja normalizovano vreme koje se dobija kada se
vreme otpustanja aktivne supstance podeli vremenom u kome je oslobodeno 90% te aktivne

supstance (ty = ti )[205]. Tako dobijene zavisnosti grafi¢ki se porede sa krivama modela (Slika
0,9

17. [206]) ¢iji su integralni oblici predstavljeni u Tabeli 4. Bira se model kod koga je poredenjem
dobijeno najbolje slaganje (najveéa vrednost koeficijenta linearne korelacije - R?). lzabrani
model primenjen na eksperimentalne podatke dobijene pra¢enjem otpustanja aktivne supstance
dace linearnu zavisnost, iz ¢ijeg nagiba moze da se odredi vrednost kinetiCke konstante

(kFlv kD3’ kD4-’ kRZ ili kR3)'

Tabela 4. Najéesc¢e koris¢eni modeli za analizu kinetike otpustanja leka iz sistema u ¢vrstom
stanju [205]

Mehanizam procesa

?nzorliaell(s otpustanja aktivne Integralni oblik modela, g(M¢Mo0)
supstance
Prvi red reakcije _
Fl (Mampelova jednacina) —In(1 = (Mt/Me)) = kpy *t
e L
D4 Trodimenziona difuzija (1 —2(Mt/Mw)/3) — (1 — (Mt/Mwx))?/3
(Ginstling-Brounshtein) = Kpy *t
Fazno-kontrolisane
R2 reakcije (povrsinska 1— (1 — (Mt/Mow))V/2 = kg, * t
kontrakcija)
Fazno-kontrolisane
R3 reakcije (zapreminska 1—(1— (Mt/Mw))Y/3 = kps *t
kontrakcija)
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Slika 16. Krive matematickih modela kori$¢enih u model fiting metodi [206]

U cilju dobijanja potpunije slike o procesu otpustanja aktivne supstance kao posledice
bubrenja nosaca na bazi hidrogela, vazno je odrediti i brzinu difuzije spoljasnjeg medijuma (u
kome se otpustanje aktivne supstance odvija) u nosa¢ na bazi hidrogela. Koeficijent difuzije
medijuma u nosa¢ na bazi hidrogela moze da se odredi prema jednacini (12) [207]:

2 (_km 2
Dy = mh? () (12)
gde je h visina diskova kserogela, ky je vrednost nagiba krive bubrenja u odredenom medijumu,

a SDeq predstavlja vrednost ravnoteZznog stepena bubrenja, koji se odreduje prema jednacini
(12).

2.3. Kazein

pH-osetljivi prirodni polimeri kao $to su proteini, su netoksi¢ni, tako da su oni bezbedniji
za upotrebu u sistemima za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci u odnosu na pH-osetljive
sintetske polimere. Takode, imaju dobre fizicko-hemijske i strukturne osobine neophodne za
zaStitu osetljivih aktivnih supstanci koje treba da transportuju. Zbog toga je pored navedenih pH-
osetljivih prirodnih polimera (PMAA i IA) u ovoj tezi koris¢en i jedan pH-osetljiv prirodni
polimer — protein kazein.
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Kazein ¢ini osamdeset procenata u odnosu na sve proteine prisutne u mleku [208], a
zahvaljuju¢i svom prirodnom poreklu je biorazgradiv, netoksi¢an i biokompatabilan [209]. Ovaj
stabilni protein ¢ija je upotrebna bezbednost kod ljudi odobrena od strane Americke agencije za
hranu i lekove (The Food and Drug Administration - FDA), nije skup i dostupan je.

94% kazeina Cini proteinska struktura sastavljena od Cetiri podtipa kazeina: aS1-, aS2-,
B-kazein (sva tri sadrze centre fosforilacije) i k-kazein (glikoprotein) koji su amfifilni sa
prose¢nom izoelektricnom tackom (pI) oko 4,6 [210]. Ostatak strukture kazeina ¢ine jedinjenja
male molekulske mase koja se nazivaju koloidni kalcijum-fosfat [211].

Slika 17. (a) Micela kazeina i (b) sastav micele kazeina [212]

U vodenoj sredini dolazi do samoorganizovanja kazeina u micele (sferne Cestice,
proseénog preé¢nika od oko 150 nm) (Slika 15. [212]). Ove micele nastaju usled uspostavljanja
hidrofobnih interakcija i kalcijum-fosfatnih mostova izmedu Cetiri prethodno pomenuta podtipa
kazeina. Hidrofilnost ovih koloidnih ¢estica potice od k-kazeina koji se nalazi na povr$ini micela
i ima ulogu u njihovoj stabilizaciji usled meducesti¢nog odbijanja, dok hidrofobnost Cestica
potice od [-kazeina, koja moze da se koristi kada je potrebna inkapsulacija i transport
hidrofobnih supstanci (hidrofobni lekovi, peptidi, proteini). Interakcije koje se uspostavljaju
izmedu hidrofobnih lekova i kazeina mogu biti hidrofobne interakcije, vodoni¢ne veze 1 van der
Waalsove sile [213]. lako je kazein protein, on je temperaturno stabilan. Osetljiv je na promenu
pH-vrednosti i koncentracije jona u spoljasnjoj sredini zbog otvorene strukture koja ima dosta
prolina. U strukturi prolina moze do¢i do raskidanja veza usled dejstva proteolitickih enzima,
kao i raskidanja kalcijum-fosfatnih mostova usled dejstva kiseline, §to se moze koristiti za
kontrolisano i ciljano otpustanje lekova u zelucu ¢oveka [214].
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Kazein moze da bude u obliku kiseline, kada je slabo rastvoran u vodi, i u obliku
natrijum-kazeinata (koriS¢en u ovoj tezi), koji ima veliku rastvorljivost osim u blizini svoje
izoelektricne tacke [210]. U kiseloj sredini ili usled dodatka rastvaraca dolazi do kolapsa
strukture k-kazeina na povrsini kazeinskih micela i stvaranja njihovih agregata, Sto dovodi do
flokulacije i obrazovanja gela, ako je zapreminski udeo Cestica dovoljno veliki [211]. Za
rastvaranje kazeina je stoga neophodno da se doda baza i poveca temperatura na oko 60-80°C.
Sposobnost kazeina da gelira, moze da se koristi za inkapsulaciju i stabilizaciju osetljivih
bioaktivnih supstanci, na primer, p-karotena [215].

Mnoge karakteristike kazeina ¢ine ga pogodnim za upotrebu u sistemima za kontrolisano
otpustanje aktivnih supstanci (¢ak i onih osetljivih koje moze da zastiti i pobolj$a njihovu
bioiskoristivost [213]). Pored prethodno pomenute mogucnosti zaStite osetljivih supstanci
zahvaljuju¢i svom gelirajuéem svojstvu, bubrenje kazeina koje je uslovljeno promenom pH-
vrednosti, pruza mogucénost za ciljano otpustanje lekova na odredenom mestu u ljudskom
organizmu. J. Huang i sar. [216] su ispitivali sistem za kontrolisano otpustanje lekova, koji sadrzi
nanocestice oksida gvozda oblozene kazeinom, koje su stabilne u kiseloj sredini 1 mogu da
oslobadaju lekove u uslovima koje simuliraju sredinu u crevima ¢oveka. Ovi autori su pokazali
da ovaj sistem moze da se koristi u kontrolisanom oslobadanju lekova koji su slabo rastvorni u
vodi ili osetljivi na pH-vrednost Zeluda¢ne sredine.

Kazein ima vrlo dobre povrSinske karakteristike (stabilizuje emulzije) i moze da vezuje
jone i druge atome kao sto su kalcijum, gvozde, bakar, aluminijum [217]. Ove osobine su takode
od velikog znacaja kada je u pitanju dizajniranje sistema za kontrolisano otpustanje lekova.

Sposobnost ovog prirodnog proteina da gradi komplekse i konjugate sa
makromolekulima ima veliku primenu u dobijanju sistema za otpuStanje lekova sa Zeljenim
karakteristikama. Ovi sistemi na bazi kazeina su do sada razvijeni u formi hidrogelova [218-
220], mikrocestica [221], nanocestica [222] i filmova [212].

Z. Zhang i sar. [223] su razvili hidrogel, koji se sastoji od kazeina i alginata sa
inkapsuliranim lipidima. Oni su ispitivali da li ovaj sistem moze da se koristi za transport 1
inkapsulaciju lipofilne supstance, Cije su oslobadanje pratili u simuliranim uslovima oralne
sredine. Ovi autori su imali ideju, da kako je kazein jak antioksidans (moZe da stabilizuje lipide),
mogu da koriste dobijeni sistem za skladiStenje lipida, ali sistem je bio stabilan samo pri pH=4
do pH=5. To je bilo ograni¢enje za koje su autori predlozili, da se moze prevazic¢i koriS¢enjem
razli¢ite koli¢ine umreZzivaca ili biopolimera u sistemu.

Pored svih prethodno pomenutih dobrih karakteristika kazeina, kao sistema za
kontrolisano otpustanje lekova, postoje i ograni¢enja kao §to su vrlo retka, ali moguca pojava
alergijske reakcije [212]. Takode, micele kazeina su nestabilne pri promeni pH vrednosti i moze

34



do¢i do njihove agregacije. Micele kazeina su u ovoj doktorskoj disertaciji zarobljene unutar
mreze PMAA 1 na taj naCin stabilizovane, ¢ime je spreCena njihova agregacija. Postoje i
problemi vezani za inkapsulaciju hidrofobnih supstanci, zato $to se hidrofobni deo micele
kazeina nalazi u njenoj unutrasnjosti. Kako bi hidrofobni deo micele kazeina postao vise izlozen
i tako ostvario interakcije sa lekom, micela bi trebalo da se ,,otvori” i ,,razmota”, §to je u ovoj
doktorskoj disertaciji postignuto kombinacijom sa potpuno neutralizovanom PMAA.

2.4. Lipozomi

Lipozomi su sferne fosfolipidne ¢estice pre¢nika od 0,5 do 2-3 mm. U sistemima za
kontrolisano otpustanje lekova, koji se baziraju na lipozomima poZeljna veli¢ina ovih Cestica bi
trebalo da je izmedu 50 i 200 nm [224]. Oni poseduju mnoge osobine koje ih ¢ine pogodnim
sistemima za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci kao §to su sli¢nost njihove strukture sa
¢elijskim membranama, njihova biokompatibilnost i netoksi¢nost, biorazgradivost, imunogenost
(. mogucénost da se izbegne odgovor imunog sistema) [225] i sposobnost da nose i hidrofilne
[226], kao i hidrofobne (i u membrani [225], kao i u jezgru [227]) aktivne supstance.

Fosfolipidni dvosloj

Vezikula

Dodatak vode ili
ulaganje mehanicke
energije

Slika 18. Samoorganizovanje fosfolipida u lipozom u vodenom rastvoru [224]
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Dodatkom fosfolipida vodi ili vodenom rastvoru, formira¢e se fosfolipidni dvosloj. U
ovom dvosloju u prisustvu polarnih rastvaraca (kao Sto je voda) fosfolipidi su organizovani tako
Sto se polarni deo molekula orijentiSe prema rastvaracu Stite¢i nepolarni deo molekula.
Dodavanjem dovoljne koli¢ine vode i ulaganjem dodatne mehanicke energije (kao $to je mesanje
ili pritisak) dolazi do zatvaranja fosfolipidnog dvosloja u sfernu cesticu — lipozom. Obrazovani
dvosloj ¢ini membranu lipozoma i okruzuje vodeno jezgro u srediSnjem delu lipozoma (Slika 18.
[224]). Nastale male ili vece vezikule [224] mogu da imaju jedan sloj (unilameralni-UV) ili vise
slojeva (multilameralni-MLV) (Slika 19.[224]). Razlic¢iti tipovi fosfolipida mogu da ulaze u
sastav lipozoma, a mogu da se podele na: fosfogliceride i sfingolipide.

Fosfolipidne zatvorene sisteme prvi put je opisao Bangham 1965. [228], a re¢ ,,lipozomi"
prvi put se pominje 1971. godine [229]. Od tada interesovanje za lipozome i njihovu primenu u
sistemima za kontrolisano otpustanje lekova ne prestaje [230-232].

Brzo razdvajanje

FRINDLIRDRIRIRIBIRMATATDY —lee
DRI  tete DS

sile smicanja

Hidratacija fosfolipidnih dvoslojeva Unilameralne vezikule (ULV)

Slika 19. Samoorganizovanje fosfolipida u unilameralne i multilameralne lipozome [224]

Postoji nekoliko metoda za dobijanje lipozoma i mogu da se podele u dve grupe:
konvencionalne (jednostavne su za primenu i ne zahtevaju upotrebu slozenih uredaja) i nove
metode (pogodne su za scale-up i scale-down) [224]. Sve ove metode imaju zajednicki osnovni
put pripreme: pripremanje fosfolipida za hidrataciju, hidratacija i mesanje u cilju dobijanja manje
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veli¢ine Cestica. Prvi korak pripreme lipozoma je rastvaranje fosfolipida u organskom rastvaracu
(obi¢no hloroformu) kako bi se dobila homogena smesa lipida. Zatim se rastvara¢ ukloni u
rotacionom vakuum uparivacu kako bi se na zidu uparivaca dobio tanki film fosfolipida, koji se
zatim osusi u cilju uklanjanja ostatka rastvaraca. Drugi korak je hidratacija suvog filma vodenim
rastvorom koji se intenzivno mesa, kako bi se dobile uniformne fosfolipidne ¢estice. Vazno je da
se temperatura rastvaraca i suspenzije odrzava iznad temperature fazne transformacije tokom
mesSanja. Kao rezultat ovog koraka dobijeni su MLV lipozomi. Poslednji korak pripreme
lipozoma je smanjenje veli¢ine MLV lipozoma ekstruzijom, sonikacijom ili homogenizacijom
pod visokim pritiskom [224] nakon cega se dobijaju ULV lipozomi sa malim ili srednjim
pre¢nikom. U ovoj tezi su pripremljeni lipozomi tzv. pro-lipozomnom metodom koja se sastoji u
rastvaranju model leka - kofeina u destilovanoj vodi, a zatim se doda gotova fosfolipidna smesa i
intezivho mesa u cilju formiranja fosfolipidnih dvoslojeva koji ¢ée zatvaranjem inkapsulirati
vodeni rastvor model leka [233].

Postoje razliciti tipovi lipozoma kao $to su: lipozomi osetljivi na spoljasnje faktore [234],
dugocirkulisu¢i lipozomi [235], Kkatjonski lipozomi [236] i lipozomi za ciljano otpustanje
aktivnih supstanci [237-239]. Kod dizajniranja nosaca aktivnih supstanci koji se baziraju na
lipozomima veoma su znacajna 0Snovna svojstva ovih Cestica, kao $to su raspodela veli¢ine
Cestica lipozoma i naelektrisanje njihove povrsSine od ¢ega zavisi stabilnost ovih ¢estica, a samim
tim 1 kontrola otpustanja aktivne supstance [240, 241]; zatim koncentracija i vrsta upotrebljenih
fosfolipida u pripremi lipozomnih ¢estica, koji takode mogu da utiCu na otpustanje leka iz
posmatranog nosaca zato $to i oni uti¢u na stabilnost lipozoma i veli¢inu Cestica [241-243]; kao |
koliki je stepen inkapsulacije aktivne supstance u dobijenim lipozomima, od ¢ega ¢e zavisiti i
profili otpustanja aktivne supstance iz dobijenih nosaca [244, 245].

Lipozomi su pogodni za sisteme za kontrolisano otpustanje zato $to mogu da zastite
osetljive aktivne supstance, da nose i hidrofilne i hidrofobne aktivne supstance, ¢ak i obe
istovremeno, mogu da se ponasaju kao mini depoi iz kojih se aktivna supstanca polako oslobada
(¢ime se smanjuje broj doza unetog leka, a samim tim se smanjuje i moguca toksi¢nost aktivne
supstance), oni takode mogu dopremiti aktivne supstance na odredeno mesto u ljudskom
organizmu tj. dalje od ljudskih organa koji bi mogli biti oste¢eni lipozomnim sadrzajem, mogu
da intereaguju sa celijama §to omogucava dopremanje leka u samu celiju, u stanju su da
omoguce produzeno oslobadanje leka, takode membrana lipozoma lako moze da se modifikuje
kako bi se unapredio sistem za kontrolisano otpustanje leka [246-251]. Ove fosfolipidne
nanocCestice se koriste u kozmetickim preparatima [252], za ciljano oslobadanje aktivne
supstance, kao nosaci aktivnih supstanci u tretmanu mnogih bolesti kao $to je rak [253-255], oni
takode mogu da nose nukleinske kiseline ili DNK, da se koriste u procesu snimanja itd [237,
256, 257].
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Medutim, lipozomi imaju i neke nedostatke kao S$to su: mala stabilnost tokom
skladiStenja (mogu da formiraju agregate), moguce je spajanje membrana lipozoma, moze da
dode do njihovog brzog uklanjanja iz ljudskog tela ili moze da dode do curenja aktivne supstance
iz lipozomskog nosaca [237, 256]. Moguce je da se ovi nedostaci otklone modifikovanjem
membrane lipozoma ¢ime se postize stabilnost sistema i moguénost da se izbegne imuni sistem.
Istraziva¢i predlazu da membrana lipozoma moze da se modifikuje nanocesticama zlata,
silikonskim ¢esticama ili obrazovanjem kompleksa sa polimerima [258, 259]. Za pripremu
sistema za kontrolisano otpustanje polimer-lipozom mogu da se koriste i prirodni (hitozan,
kazein, skrob, pektin) i sinteticki (PEG, PVA, poli(metil metakrilat) (PMMA), PMAA,
poli(akrilna kiselina) (PAA)) polimeri i takva vrsta lipozoma se naziva prikriveni ili ,,stealth”
lipozomi [260]. Moguci nacini modifikacije lipozomske membrane, kao i modeli koji opisuju
kinetiku oslobadanja leka iz lipozoma, prikazani su na Slici 20. (A [261], B [262], C [263]) i
Slici 21. [264].

Fosfolipidni
omotac

Fosfolipid-PEG

Inkapsulirani
molekul leka

o ‘
Polimerno

jezgro
Hibridni fosfo!lpld-pollmer Lipozomi u mresi hidrogela
nanosistem .
A e ° B

Otpustanje
molekula leka

PVA m ux
Monomer Dimer
” W
Fosfolipid
e Molekul

leka

Slika 20. Razlicite vrste modifikacija lipozoma polimerima A [261], B [262], C [263]
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Slika 21. Kinetika oslobadanja leka iz lipozoma i moguéi nacini modifikacije lipozoma [264]

P. Latreillea i sar. [265] analizirali su strukturu kompleksa NIPAAMcoPMAA / lipozomi
kao i oslobadanje model leka iz ovog sistema i zakljucili da postoje dva moguca mehanizma
oslobadanja model leka koji se iz NIPAAMcoPMAA/lipozomi oslobada tako §to se prvo
oslobodi "brzim (burst) difuzionim oslobadanjem"”, a posle "sporijim sub-difuzionim
otpustanjem™ (Slika 22. [265]). Ovi autori su takode dokazali da su lipozomi oOtpusteni iz
hidrogela u spoljasnju sredinu gotovo odmah nakon potapanja sistema u sredinu u kojoj je
analizirano oslobadanje model leka i objasnili da su lipozomi verovatno bili vrlo blizu povrsine
sistema, a samim tim i blizu sredine u kojoj je prac¢eno otpustanje model leka. Olaksanu difuziju
lipozoma kroz sistem su objasnili poroznoscu sistema, sa porama koje su odgovarale veli¢ini
lipozomskih Cestica.
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Slika 22. Mehanizam oslobadanja model-leka iz sistema polimer/lipozomi [265]

2.5. Dosadasnja dostignuca na polju razvoja sistema na bazi
poli(metakrilne Kiseline) i hidrogel /lipozomi sistema

Hidrogelovi na bazi poli(metakrilne kiseline) imaju veliku primenu u mnogim oblastima
kao Sto je kontrolisano otpuStanje lekova, u kozmetickim preparatima, za leCenje rana, kao
absorbent u deterdzentima, u procesu prec¢iS¢avanja voda, u industriji za proizvodnju nafte, u
poljoprivredi itd. [266] [267] [268].

pH-osetljiv hidrogel na bazi metakrilne Kiseline, hitozana i PEG ispitan je za ciljano
otpustanje lekova u ljudskom organizmu u oralnoj sredini. Takode su in vitro potvrdene dobre
adhezione osobine ovog sistema, a autori pretpostavljaju da se ovi polimeri vezuju za tkiva
vodoni¢nim vezama [269]. Objavljen je i rad koji se bavi ispitivanjem sistema na bazi
poli(metakrilne kiseline) i hitozana koji bi mogao da se koristi u sistemima za kontrolisano
otpustanje lekova. Ovaj kompleks je dobijen radikalskom polimerizacijom na 70°C u vodenoj
sredini, a koriS¢en je MBA kao umrezival. Ispitivano je kako promena koli¢ine umreZivaca i
monomera uti¢e na osobine ispitivanog sistema i utvrdeno je da su optimalne koli¢ine MAA 300
mg/ml, a MBA 15 mg/ml da bi sistem bio stabilan i imao Zeljene termalne osobine [270]. S. M.
H. Bukhari i sar. [207] ispitivali su bubrenje sistema baziranog na akrilnoj kiselini i Zelatinu i
pratili oslobadanje model leka feniramin-maleata (rastvornog u vodi) tokom 12 ¢asova u
fosfatnom puferu na tri pH vrednosti (1,2; 5,5 i 7,5). Takode je ispitivan uticaj monomera,
umrezivaca, sol-gel prelaz i poroznost. Sa povecanjem koliine upotrebljenog umrezivaca
pokazano je da se smanjuje stepen bubrenja i koli¢ina otpuStenog leka, i obratno [207]. U
naucnoj literaturi su takode objavljeni pH osetljivi hidrogelovi na bazi alginata za ciljano
otpustanje  slabovodorastvornih  aktivnih  supstanci. Alginat je modifikovan poli(e-
kaprolaktonom) kako bi se dobio nosa¢ za ciljano otpustanje slabo vodorastvornog model leka
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teofilina u medijumu koji je simulirao pH sredinu u crevima ¢oveka [271]. I. Colinet i sar. su u
drugom radu tako modifikovanom alginatu dodali hitozansku prevlaku kako bi dodatno
stabilisali nosace i usporili ciljano otpustanje slabo vodorastvornog model leka teofilina u sredini
sa pH=6,8 [272].

Kontrolisano otpustanje podrazumave da se tacno odredena koli¢ina leka odredeni
vremenski period oslobada na Zeljenom mestu u organizmu. Zbog toga se radi na razvijanju
sistema na bazi hidrogelova osetljivih na promenu pH vrednosti kao $to su i PMAA hidrogelovi
koji mogu biti modifikovani, kako bi se aktivnoj supstanci poboljasala bioraspoloZivost ili da u
njih budu imobilizovani nanonosaci kao $to su lipozomi, kako bi se otpuStanje aktivne supstance
visSe usporilo ili kako bi se ispitivana aktivna supstanca zastitila. U naucnoj literaturi je
objavljeno nekoliko takvih sistema hidrogel/lipozomi. Primer sistema hidrogel/lipozomi su
imobilizacija lipozoma u poli(akrilnu kiselinu) ili u agarozni hidrogel koji su dobili T. Ishigami
sa saradnicima [273]. Ovi autori navode da su uspeli da dobiju sistem koji ima znacajno vise
lipozoma u odnosu na dosad razvijene sisteme i istovremeno su lipozomi zadrzali svoja svojstva
i oblik, tj. nije doslo do njihove degradacije. Znacajnost ovog sistema ogleda se u tome §to bi
mogao da se upotrebi za razdvajanje racemske smeSe zato Sto ima mogucnost hiralnog
prepoznavanja. Ovi autori su uspeli da reSe problem koli¢ine imobilisanih lipozoma tako §to su
kondenzovali lipozome centrifugiranjem i time uspeli da imobilizuju veéu koli¢inu u odnosu na
imobilisanu koli¢inu u dosad objavljenim sistemima, a istovremeno je postignuta stabilnost
lipozoma bez uspostavljanja hemijskih veza izmedu dobijenih lipozoma i mreze hidrogela ili
modifikacije povrsine lipozoma [273]. U literaturi su takode objavljeni sistemi na bazi hitozana
sa lipozomima. A. Billard i sar. [274] su dobili sistem na bazi hidrogela hitozana u koga su
inkorporirani lipozomi sa inkapsuliranim lekom, ¢ije je kontrolisano otpustanje praceno.
Karakteristicno za pripremu ovog sistema je to Sto su prvo pripremljeni lipozomi sa
inkapsuliranim lekom, pa dodati u rastvor hitozana, nakon ¢ega je izveden proces polimerizacije
1 to bez dodatog umreZivaca, a prisustvo lipozoma nije spre€ilo ovaj proces. Ovi autori su
potvrdili prisustvo lipozoma u hidrogelu koriséenjem cryo-SEM tehnike i fluoroscencije [274].

Drugi primer je injektabilni hidrogel koji bi mogao da se koristi u procesu lecenja bolesti
miokarda na bazi hitozana sa lipozomima u kojima je inkapsuliran alfa tokoferol, kako bi se
povecala njegova rastvorljivost i stabilnost. Ovaj polimerni sistem sa lipozomima bi mogao da se
koristi u inzenjerstvu tkiva kao skafold [275]. Ispitivano je i otpustanje inkapsuliranog
antitumornog leka iz sistema hidrogel-lipozomi kod koga je hidrogel osetljiv na promenu
temperature [276]. Sa promenom temperature u spoljasnjoj sredini dolazi do fazne transformacije
ovog hidrogela iz gela u sol, ¢ime je omogucen novi nacin aplikacije i ciljano otpustanje leka na
mestu tumornog tkiva u ljudskom organizmu (u ovom slucaju leCenje kancera pankreasa) i
smanjena toksicnost leka koji se koristi u terapiji, a koji bi mogao da ima negativne efekte na
okolna tkiva. K. Pachis i sar. [277] su takode razvili sistem na bazi hidrogela i lipozoma koji se
aplikuje injektiranjem, a ispitivali su kako ovaj sistem uti¢e na povecanu bioraspolozivost i
kontrolisano otpustanje flurbiprofena za tretiranje oftalmoloskih bolesti. Ispitivanja su izvrSena
in vivo na zeCevima i utvrdeno je da nije bilo negativnih posledica, a istovremeno je postignuto
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kontrolisano otpustanje leka. Priprema ovih sistema hidrogel-lipozomi izvedena je takozvanom
hladnom metodom, tj. meSanjem hidrogela Pluronic F127 sa pripremljenim lipozomima u koje je
prethodno inkapsuliran lek [277]. N. ElI Kechai i saradnici [278] su razvili polimerni sistem na
bazi hijaluronske kiseline sa lipozomima, koji bi imao potencijalnu primenu u sistemima za
lokalno injektiranje lekova. Utvrdili su da se ispitivanom polimernom sistemu povecava
viskozitet i elasti¢nost sa povecanjem koncentracije lipozoma nezavisno od upotrebljene vrste
lipozoma, tj. dobili su jatu mrezu hidrogela zbog interakcija koje su se uspostavile izmedu
hijaluronske kiseline i lipozoma. Te interakcije zavise od upotrebljene vrste lipozoma, a mogu da
budu hidrofobne interakcije, vodoni¢ne veze, ali takode 1 neke specificne interakcije ako su na
primer upotrebljeni pegalizovani lipozomi, zatim prisutna su i elektrostaticka odbijanja ili
privlacenja [278]. JoS§ jedan od primera sistema na bazi hidrogelova sa lipozomima je i Sistem
dobijen tehnikom nadkriti¢nog ugljen-dioksida koji bi mogao da ima primenu kod regeneracije
tkiva [279]. I kod ovog sistema hidrogel je osetljiv na promenu temperature i podleze faznoj
transformaciji gel-sol, tako da se nakon injektiranja transformise u sol na temperaturi u ljudskom
organizmu. Praceno je kontrolisano otpustanje kurkumina iz ovog sistema i utvrdeno je da se
ovaj sistem moze koristiti za produzeno otpustanje leka i do 12 dana, a Sematski prikaz
oslobadanja kurkumina iz ovog sistema prikazan je na Slici 23. [279].

Hidrogel sa
inkorporiranim
lipozomima

Slika 23. Sematski prikaz oslobadanja model-leka iz sistema na bazi hidrogel/lipozomi [279]

Razvijen je i sistem na bazi alginata i lipozoma za kontrolisano otpustanje doksorubicina
za tretman kancera grla. Dobijene su tri forme ovog sistema: hidrogelska pasta u kojoj su
dispergovani lipozomi (dobre ahezivne osobine, ali brzo oslobadanje), hidrogelska mreza (loSe
adhezivne osobine, ali kontrolisano osobadanje) i umreZena pasta (kako bi se dobile dobre i
adhezivne osobine (80% paste je ostalo zadrzano na jeziku) 1 kontrolisano oslobadanje). Pasta sa
inkorporiranim lipozomima se pokazala kao najbolji sistem za kontrolisano oslobadanje
antitumornog leka doksorubicina u tretmanu kancera jezika 1 imala je takode dobre
mukoadhezivne osobine u odnosu na ostala dva ispitivana sistema [232].
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Koris¢ene hemikalije

Sintetisani su nosa¢i slabo vodorastvorne aktivne supstance - kofeina na bazi
poli(metakrilne kiseline), kazeina, itakonske kiseline i lipozoma. U obliku u kome su dobijeni od
proizvodaca i bez dodatnog precisc¢avanja korisceni su sledeci reagensi:

-metakrilna kiselina (MAA) (> 99.5%.) firme Merck (Nemacka);
-natrijum-kazeinat (C) (88,9% proteina) firme Lactoprot Deutschland GmbH (Nemacka);

-itakonska kiselina (IA) (>99%) firme Aldrich Chemical Co. (SAD);

-gotova fosfolipidna smeSa Natipide® II sastavljena od nezasi¢enih fosfolipida (sa 3-sn-
fosfatidilholina 76+3%) iz semena soje (>20%) firme Lipoid (Nemacka);

-natrijum-hidroksid (NaOH) (p.a.) firme Aldrich Chemical Co. (SAD);
-N,N'-metilenbisakrilamid (MBA) (p.a.) firme Aldrich Chemical Co. (SAD);

-2,2'-azobis[2-(2-imidazolin-2-il)propan]dihidrohlorid (VA-044) (99.8%) firme Wako Pure
Chemical Industries (Japan);

-kofein (maksimalna rastvorljivost 20 mg/ml na 25°C) firme Merck (Nemacka) i
-nikotin-amid firme DSM (Holandija).

Za pripremu sredina u kojima se izvode eksperimenti otpuStanja kofeina i bubrenja
nosaca, koris¢eni su natrijum-dihidrogenfosfat (NaH,PO,) i natrijum-hidrogenfosfat (Na,HPQOy,)
firme Centrohem (Srbija) za pripremu 0,2 M fosfatnog pufera pH=6,8 (PB) i 0,2 M fosfatnog

pufera pH=7,4 (PB), a HCI (37%) firme Zorka Pharma (Srbija) za pripremu 0,1M HCI. U svim
eksperimentima koris¢ena je destilovana voda.
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3.2. Sinteza nosaca lekova na bazi poli(metakrilne kiseline),
kazeina i lipozoma

PMAC i PMAC/L nosaci sintetisani su slobodnoradikalskom polimerizacijom u vodenoj
sredini i koriS¢eni za izvodenje predvidenih eksperimenata.

3.2.1. Sinteza PMAC sistema

Sinteza PMAC nosaca izvedena je radikalskom polimerizacijom u vodenoj sredini na
sledec¢i nacin. Prvo je razblazeno 4 ml metakrilne kiseline (20% u odnosu na reakcionu smesu) ili
3 ml MAA i 1 ml IA u uzorcima kod kojih je planirano da sadrze itakonsku kiselinu, sa
odgovaraju¢om koli¢inom destilovane vode. Zatim je dodata odgovarajuc¢a koli¢ina kofeina.
Nakon njegovog rastvaranja, dodata je odgovarajuca kolicina NaOH u odnosu na Zeljeni stepen
neutralizacije metakrilne kiseline. Po zavrSetku neutralizacije (nestanak mehurica u reakcionoj
smesi) temperatura reakcione smese se podigne na 60°C i uz intenzivno meSanje doda se 4 ¢
kazeina (20% u odnosu na reakcionu smes$u). S meSanjem Se nastavlja sve do njegovog
rastvaranja. Slede¢i korak je dodavanje umrezivatéa MBA: 0,4 mol% u odnosu na MAA u obliku
1% rastvora, a u odredenoj seriji uzoraka ova koli¢ina je varirana u cilju ispitivanja uticaja
promene koli¢ine umrezivaca, pa su sintetisani uzorci sa 2, 4 i 8 puta vecom koli¢inom
umrezivaca, tj. sa 0,8mol%, 1,6mol% i 3,2mol%, respektivno. Nakon njegovog rastvaranja doda
se inicijator VA-044 (0,06 mol% u odnosu na MAA u obliku 1% rastvora). Smes$a se odmah
izliva u kalupe napravljene od dve staklene ploce razdvojene PVC crevom. Kalupi se ostavljaju u
su$nici na 60°C tokom 5 h, kako bi se zavr$io proces polimerizacije. Kada se kalupi izvade iz
susnice, uzorci se iseku u obliku diska pre¢nika 7 mm i debljine 2 mm i ostave u eksikatoru do
izvodenja eksperimenata.

Sintetisani uzorci su oznaceni slede¢im oznakama PMAC-xN-y, PMAC/IA-XN-y,
PMAC-xN-zM-y. XN predstavlja stepen neutralizacije MAA (0%, 50% i 100%), y je masa
kofeina u nosac¢ima (g), PMAC/IA su sistemi sa itakonskom kiselinom, a zM predstavlja koliko
je puta vise umrezivaca MBA (2, 4 ili 8) u odnosu na osnovni uzorak (0,4 mol% u odnosu na
MAA) dodato u sistemima u seriji u kojoj je ispitivan uticaj umrezivaca na otpustanje kofeina i
bubrenje nosaca.

3.2.2. Sinteza PMACI/L sistema

Sintezi PMAC/L nosaca prethodila je priprema lipozomne suspenzije sa inkapsuliranim
kofeinom pro-lipozomnom metodom koja se odvija na slede¢i nacin. Napravi se 1% rastvor
kofeina (20 mg/ml) i doda se 10% fosfolipidne smese Natipide® II u odnosu na ukupnu koli¢inu
sistema uz intenzivno meSanje, tokom koga se formiraju lipozomne cCestice sa inkapsuliranimm
kofeinom. Deo suspenzije je koncentrovan centrifugiranjem kako bi se uporedilo otpustanje
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kofeina iz nosaCa sa ovakvim oblikom lipozoma sa otpuStanjem kofeina iz nosaca sa
lipozomnom suspenzijom. Dobijeni supernatant posle centrifugiranja lipozomne suspenzije,
koriS¢en je za odredivanje stepena inkapsulacije kofeina u lipozomima.

PMAC/L sistemi sintetisani su na slican nacin kao i prethodno opisani PMAC i
PMAC/IA sistemi. Nakon rastvaranja 4 ml MAA u odgovarajucoj koli¢ini destilovane vode doda
se lipozomna suspenzija sa inkapsuliranim kofeinom. Odnos lipozomne suspenzije i destilovane
vode variran je u cilju ispitivanja uticaja koli¢ine inkapsuliranog kofeina u lipozomima na
otpustanje, pa su napravljeni uzorci u kojima je dodato 15%, 25%, 35% i 50% lipozomne
suspenzije u odnosu na destilovanu vodu, a koli¢ina dodatih lipozoma koncentrovanih
centrifugiranjem bila je 50% u odnosu na destilovanu vodu. Zatim se dodaje odgovarajuca
kolic¢ina NaOH da bi se dobio zeljeni stepen neutralizacije MAA. Nakon zavrSene neutralizacije
povisi se temperatura na 50°C (kako ne bi doslo do razgradnje lipozoma na 60°C) i uz
konstantno i intenzivno meSanje doda se 4 g kazeina. Kada se kazein rastvori, sledi dodavanje
odgovarajuce koli¢ine umrezivaca (MBA) i inicijatora (VA-044), nakon Cega se uzorci odmah
izlivaju u kalupe i ostavljaju u susnicu na 60°C tokom 5 h kako bi se proces i polimerizacije i
umrezavanja zavrsio. Uzorci se iseku u obliku diska pre¢nika 7 mm i debljine 2 mm nakon S$to se
izvade iz susnice.

Dobijeni uzorci su obelezeni sa PMAC-yN-Lx i PMAC-yN-Lc, gde je Lx procenat
dodate lipozomne suspenzije u odnosu na koli¢inu destilovane vode u sistemu, sa Lc su
obelezeni koncentrovani lipozomi dobijeni centrifugiranjem (udeo ovih lipozoma je bio 50% u
odnosu na destilovanu vodu), sa yN je oznacen stepen neutralizacije MAA (%).

Postupak dobijanja PMAC nosaca sa lipozomima sa inkapsuliranim kompleksom
kofein/nikotin-amid isti je kao i ve¢ opisani postupak za dobijanje PMAC-L sistema sa 1,6mol%
umrezivaca u odnosu na MAA [280]. Lipozomna suspenzija je takode dobijena pro-lipozomnom
metodom, a jedina razlika je u dodatku nikotin-amida tokom sinteze lipozoma sa inkapsuliranim
kofeinom. Odnos nikotin-amid:kofein bio je 1:1 u svim sintetisanim sistemima. Uzorci su
oznaceni oznakama PMAC-100N-4M-LSx, PMAC-100N-4M-LCx, PMAC-100N-4M-LS100Ly
ili PMAC-100N-4M-LC100Ly, gde x oznac¢ava koncentraciju kofeina inkapsuliranog u lipozome
(mg/ml), LS je simbol za lipozomnu suspenziju, LC je oznaka za koncentrovane lipozome
dobijene centrifugiranjem, a Ly oznaCava procenat lipozoma u odnosu na ukupnu masu
destilovane vode koju bi trebalo dodati tokom sinteze nosaca. U slucaju da nema Ly oznake
podrazumeva se da je dodato 50% lipozoma u odnosu na destilovanu vodu.

3.3. Koris¢ene metode

U cilju dobijanja blizih informacija o hemijskoj strukturi polimernih nosaca, kao i
otkrivanju interakcija koje bi mogle da se uspostave izmedu polimernih nosaca i model leka
koriS¢ena je infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR). Ispitivani su
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FTIR spektri kserogelova uzoraka u obliku diskova u opsegu vrednosti talasnog broja od 400-
4000 cm™ pri rezoluciji 4 cm™ upotrebom Nicolet™ iS10 FTIR spektrometra.

Morfologija nosaca slabo vodorastvornih aktivnih supstanci na bazi poli(metakrilne
kiseline), kazeina i lipozoma analizirana je skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM).
Kako bi se snimili SEM mikrografi, uzorci su prethodno pripremljeni na slede¢i na¢in. Nakon
bubrenja u destilovanoj vodi do ulaska u ravnotezno stanje, uzorci su liofilizovani, a zatim
prekriveni tankim slojem Au-Pd u POLARON SC502 naparivac¢u kako bi se dobila odgovarajuca
elektricna provodljivost, zato $to ovi materijali nisu po svojoj prirodi provodnici. Zatim su
snimnjeni SEM mikrografi reprezentativnih uzoraka odredenih serija na aparatu Tescan MIRA 3
XMU skeniraju¢em elektronskom mikroskopu (field-emission gun scanning electron microscope
-FEG-SEM) naponom ubrzanja od 20 kV.

Strukturna svojstva sintetisanih uzoraka takode su karakterisana X-ray difraktometrom
(XRD). Ispitivani uzorci su prvo ostavljeni u destilovanoj vodi do dostizanja ravnoteznog
stepena bubrenja, zatim su liofilizovani i spraseni. Difrakcija X zraka na ovako pripremljenim
uzorcima merena je kori§¢enjem Bruker D8 Advance AXS difraktometra sa Brag-Brentanovom
geometrijom i primenom Cu-Ka radijacije (A= 1,54060 A). Podaci su mereni u rasponu 26 od 2
do 25° sa korakom od 0,0204° i vremenom akumulacije od 0,8 s po koraku.

Raspodela veliCine Cestica lipozoma sa inkapsuliranim kofeinom koji su koriséeni u
sintezi PMAC-L nosaca, srednja vrednost pre¢nika veli¢ine Cestica i indeks polidisperzibilnosti
(PDI) odredene su fotonskom korelacionom spektroskopijom, dok je z-potencijal Cestica
lipozoma odreden elektroforetskim rasipanjem svetlosti na aparatu Zetasizer Nano series Nano-
ZS Malvern. Merenja su izvedena na 25°C, a uzorak je prethodno razblazen detilovanom vodom
hiljadu puta. Odradena su tri merenja, a dobijeni rezultat je dat kao srednja vrednost.

Bubrenje sintetisanih PMAC i PMAC/L uzoraka praceno je na 37°C tokom 24h u dve
sredine: 0,1M HCI pH=1,2 (simulacija pH sredine u Zelucu ¢oveka) i 0,2M fosfatnom puferu
pH=6,8 (PB 6,8) (simulacija pH sredine u tankim crevima ¢oveka) [281]. Kserogel uzoraka u
obliku diskova pocetne mase (m,) potpuno su potopljeni u svaku od ispitivanih sredina i
ostavljeni da bubre. U odredenim vremenskim intervalima vadeni su iz sredina i merena im je
masa do dostizanja ravnoteznog stanja (m,4). Vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja izracunate

su prema jednacini (3). Koeficijenti difuzije spoljasnje sredine u nosace odredeni su prema
jednacini (12).

Stepeni inkapsulacije kofeina u PMAC nosa¢ima odredeni su takozvanom ekstrakcionom
metodom [207]. Svaki kserogel nosaca potopljen je u destilovanu vodu i kofein je ekstrahovan sa
50 ml sveZe destilovane vode, sve do trenutka kada se viSe nije mogla registrovati koli¢ina
kofeina otpuStenog u destilovanu vodu. Koncentracija kofeina u dobijenim rastvorima
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odredivana je spektrofotometrijski na UV-Vis Shimadzu UV-1800 spektrofotometru na 273 nm
talasne duzine.

Stepen inkapsulacije kofeina u lipozomima koji su koris¢eni za sintezu PMAC/L nosaca
odreden je slede¢im postupkom. Koncentracija kofeina u supernatantu, dobijenom posle
centrifugiranja lipozomne suspenzije sa kofeinom, odredena je spektrofotometrijski. Zatim je
odredena masa kofeina u supernatantu preko dobijene vrednosti koncentracije kofeina, pa kako
je pocetna masa kofeina u lipozomnoj suspenziji poznata, stepen inkapsulacije kofeina u
lipozomima se moze odrediti prema jednacini (13):

E = DefumMefn 40 (13)

Mcfu

gde je E stepen inkapsulacije kofeina (%) u lipozomima, m.y,, (g) ukupna poCetna masa kofeina
u lipozomnoj suspenziji, a m.s,, (g) je izratunata masa kofeina u supernatantu.

Stepeni inkapsulacije kofeina i nikotin-amida u uzorcima sa inkapsuliranim kompleksom
kofein/nikotin-amid odredeni su te¢nom hromatografijom visokih performansi (High
Performance Liquid Chromatography - HPLC). Lipozomna suspenzija sa inkapsuliranim
kompleksom kofein/nikotin-amid je koncentrovana centrifugiranjem, a dobijeni supernatant je
koriS¢en za odredivanje stepena inkapsulacije prema prethodno opisanom postupku za
odredivanje stepena inkapsulacije kofeina u lipozomima (Jednacina (13)).

Kontrolisano otpustanje kofeina iz PMAC i PMAC/L nosafa praceno je pod istim
eksperimentalnim uslovima kao 1 bubrenje nosac¢a. Absorbance uzoraka merene su na 273 nm u
odredenim vremenskim trenucima na UV-Vis Shimadzu UV-1800 spektrofotometru. Kako se
uzimanje ekvimolarnog dela zapremine sredine za otpustanje za spektrofotometrijsku analizu ne
bi odrazilo na tacnost, svaki kserogel polimernog nosaca ubacen je u 100 ml pripremljenih
sredina za eksperimente otpuStanja, zatim je po 3 ml rastvora sa otpusStenim kofeinom u
odredenoj sredini u prethodno definisanim vremenskim trenucima, uzimano za merenje
absorbance 1 vrac¢ano u sredine u kojima je prac¢eno otpustanje. Svaki eksperiment je ponovljen
tri puta i uzeta je srednja vrednost absorbanci za dalje proracune.

Kontrolisano otpustanje kofeina i nikotin-amida iz nosaca sa inkapsuliranim kompleksom
kofein/nikotin-amida pra¢eno je pod istim eksperimentalnim uslovima kao i bubrenje ovih
nosaca, kako se procesi otpuStanja 1 bubrenja odvijaju istovremeno. 0,5 ml uzoraka je uzimano u
odredenim vremenskim intervalima, zatim su propustani kroz sirindZ filter sa porama od 0,45 um
1 analizirani te¢cnom hromatografijom visokih performansi. Eksperimentalni podaci su kori§¢eni
za konstruisanje kumulativne krive otpustanja koja predstavlja zavisnost M{/M,, od t, gde je M
masa aktivne supstance u vremenskom trenutku t (mg), M., je masa otpustene aktivne supstance
u trenutku dostizanja ravnoteznog stanja (mg), a t je vreme trajanja procesa oslobadanja aktivne
supstance (h). Kvantitativna analiza uzoraka izvedena je na Dionex Ultimate 3000 Thermo
Scientific HPLC sistemu i reverzno-faznoj koloni (Perkin Elmer C18, 150 mm X 4,6 mm, Cestice
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stacionarne faze precnika 5 um). Mobilna faza se sastojala od rastvaraca (A)
H,O:HCOOH=100:0,1% 1 rastvara¢ (B) MeOH:HCOOH=100:0,1%. Kori§¢enjem dve pomenute
faze elucija je izvedena na slede¢i nacin: 0-5 min gradijent od 10 do 100% B, 5-7 min izokratski
100 % B, 7-7,1 min gradijent od 100 do 10 % B, 7,1-11 min izokratski 10% B. U toku analiza
zapremina uzoraka nanosenih na kolonu bila je u opsegu od 5 do 50 pl. Protok mobilne faze je
bio konstantan (1 ml/min), a kolona je bila termostatirana na 30 °C. Retenciona vremena i
povrsine pikova, u vidu hromatograma, dobijeni su UV detekcijom na 260 nm za nikotinamid i
273 nm za kofein. Koncentracije uzoraka u receptorskom rastvoru su odredene koris¢enjem
jednacine (14):

Auzorkfz*Vstandarda (14)
nagib*Vyzorak

Cuzorak(mg/ml) =

u kojoj A (mAU*min) predstavlja povrsinu pika jedinjenja na HPLC hromatogramu, Vuzorka i
Vstandarda su injekcione zapremine uzorka i standarda, redom. Standardne prave za kofein i
nikotinamid su konstruisane kori§¢enjem razli¢itih koncentracija pomenutih jedinjenja (0,1 do
0,5 mg/ml) i dobijeni nagibi kori$éeni su u jednacini (14).

Postupak pracenja bubrenja nosaca i otpustanja kofeina u sredinama koje simuliraju put
prolaska nosaca kroz gastrointestinalni trakt coveka izveden je na sledeci nacin. Ispitivani nosaci
su prva 2 h bili uronjeni u 0,1 M HCI (simulacija vremena koje bi nosa¢ proveo u zelucu) u kojoj
su u unapred odredenim vremenskim trenucima prac¢ene promena kocentracije kofeina i promena
stepena bubrenja nosaca, a potom su nosaci premesteni u fosfatni pufer pH=6,8 (PB 6,8) gde su
nastavljeni eksperimenti bubrenja nosaca i otpustanja kofeina tokom naredna tri sata (simulacija
vremena koje bi nosa¢ proveo u tankom crevu Coveka) nakon Cega su nosai premesSteni u
fosfatni pufer pH=7,4 (PB 7,4) do isteka Sesnaestog sata kao simulacija vremena koje bi nosac
proveo u debelom crevu Coveka [281, 282]. Svi eksperimenti su izvedeni na 37°C.

U cilju dobijanja kompletnije slike o kinetici otpuStanja inkapsuliranog slabo
vodorastvornog model leka — kofeina, eksperimentalni podaci dobijeni pra¢enjem otpustanja
kofeina analizirani su primenom najées¢e koriS¢enih matemati¢kih modela (R-P, Higuchi,
Kopcha i model fiting metod) opisanih u Odeljku 2.6. Jednacine Higuchi i R-P modela

prevedene su u oblike %zk,,to'5 i In (%)zln (kt™), respektivno. Konstruisane su

odgovarajuce prave, a iz njihovih nagiba odredene su vrednosti kinetickih konstanti ovih modela.
Oblik Kopcha modela predstavljen u Odeljku 2.6., dodat je u program OriginPro 8.5, primenjen

. . . .M . . e enr s .
na kumulativne krive otpustanja kofeina (M—t — t) 1 dobijene su vrednosti kinetickih konstanti.

Opis primene model fiting metode predstavljen je u Odeljku 2.2.6. Oblasti primene za sve
modele obeleZeni su sa Aa 1 izrazeni u procentima (%).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Karakterizacija PMAC i PMAC/L sistema i karakterizacija
lipozoma

Kako bi se ispitale interakcije izmedu komponenti sintetisanih sistema i utvrdile njihove
morfoloske karakteristike, uradene su FTIR i SEM analiza, a karakterizacija lipozoma koji su
koriS¢eni za sintezu PMAC/L sistema, uradena je primenom fotonske korelacione spektroskopije
i elektroforetskog rasipanja svetlosti.

4.1.1. FTIR analiza PMAC i PMACI/L sistema

Kako bi se utvrdilo da li je doSlo do uspostavljanja interakcija i koji je tip interakcija
uspostavljen izmedu komponenti sintetisanih nosaca, uradena je FTIR analiza kofeina, PMAC-
ON, PMAC-0N-0.2, PMAC-0ON-2, PMAC-ON-L, PMAC-100N, PMAC-100N-0.2, PMAC-100N-
2 i PMAC-100N-L nosaca.

FTIR spektri cistog kofeina, PMAC uzoraka sa 0% 1 100% neutralizacije MAA bez
kofeina i PMAC uzoraka sa inkapsuliranim kofeinom ili sa lipozomima u koje je inkapsuliran
kofein, prikazani su na Slici 24. a) i b). Svi FTIR spektri PMAC uzoraka poseduju iste
karateristi¢ne pikove koji poti¢u od poli(metakrilne kiseline) 1 kazeina. Karakteristi¢ni pikovi
koji poti¢u od poli(metakrilne kiseline) nalaze se na 2930 ecm™ i 3060 cm™ (C-H vibracije
rastezanja), 1391 cm™ (vibracije savijanja metilnih grupa), 1645 cm™ (C(=0)-OH simetri¢ne
vibracije savijanja) i 1540 cm™ (simetri¢ne vibracije rastezanja C(=0)-O") (Slika 24. a) i b))
[283]. Karakteristiéni pikovi kazeina se mogu videti na 1450 cm™ (rastezanje C-C veza
aromati¢nog prstena), 1393 cm™ (C=O rastezanje grupa asparaginske kiseline i glutaminske
kiseline) i 1240 cm™ (rastezanje C-C nezasi¢ene veze) (Slika 24. a) i b)) [284]. M. Markovic i
sar. su analizom FTIR spektara PMAA, kazeina i PMAC uzoraka, utvrdili da se izmedu
karboksilnih grupa poli(metakrilne kiseline) i amidnih grupa amino kiselina u strukturi kazeina
uspostavljaju vodoni¢ne interakcije [63]. Kao rezultat neutralizacije MAA na FTIR spektrima
PMAC uzoraka sa 100% neutralizacije (Slika 24. b)) moze se primetiti odsustvo dva pika
karakteristi¢na za kazein (na 925 cm™ — vibracije rastezanja P-OH veza [285] i na 1078 cm™ -
vibracije rastezanja veza u HPO,* jonu [286]) kao posledica disocijacije kazeinskih micela u
baznoj sredini (Slika 24. b)) [63]. Prisustvo kofeina u ispitivanim PMAC sistemima (i sa 0% i
100% stepena neutralizacije) potvrdeno je prisustvom karakteristicnih pikova za kofein na Slici
24.3) i b): na 973 cm™ (C-C rastezanje), na 1357 cm™ (C-H rastezanje) i na 1700 cm™ (rastezanje
C=0)[287]. Pomeranje odredenih karakteristicnih pikova kazeina ukazuje na ostvarene
interakcije izmedu kazeina i kofeina (Slika 24. a) i b)). Naime, pomeranje karakteristicnog pika
kazeina na 1235 cm™ (istezanje zasi¢ene C-C veze) za deset jedinica ka visim vrednostima
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talasnih brojeva i pika na 1452 cm™ (rastezanje C-C veza aromati¢nog prstena) za deset jedinica
ka nizim vrednostima talasnih brojeva, moze da ukazuje na ostvarene hidrofobne interakcije
izmedu kazeina i kofeina. Pomeranje karakteristiénog pika kazeina sa 1398 cm™ (istezanje C=0
grupa asparaginske kiseline i glutaminske kiseline) na 1408 cm™ mogu da izazovu uspostavljene
vodoni¢ne veze izmedu kazeina i kofeina. Uspostavljene interakcije kao §to su vodonic¢ne veze 1
hidrofobne interakcije izmedu slabo vodorastvornog model leka i proteina takode su objavili i N.
Chen i sar. [288]. Povecanje pocetne mase kofeina u polimernim nosa¢ima i sa 0% i sa 100%
neutralizacije MAA, nije uticalo na izgled FTIR spektara, a dobijeni spektri su identi¢ni
uzorcima sa po¢etnom masom kofeina od 0,2 g, kao $to se moze videti na Slici 24. a) i b).

a) kofein PMAC-0N —— PMAC-0N-0.2—— PMAC-0N-2—— PMAC-ON-L‘ b) — kofein — PMAC-100N—— PMAC-100N-0.2 — PMAC-100N-2 — PMAC-100N-L

Transmitivnost, a.u
Transmitivnost, a.u.

T 2 T E T L T T T J T y T ' T v
4000 3000 2000. 1000 0 4000 3000 2000 4 1000 0
Talasni broj, cm Talasni broj, cm

Slika 24. FTIR spektri kofeina, PMAC nosaca bez kofeina, PMAC nosaca sa kofeinom i
PMACI/L nosaca sa kofeinom sa: a) 0% neutralizacije MAA i b) 100% neutralizacije MAA

Inkorporacija lipozoma u PMAC uzorke uticala je na pomeranje karakteristiénih pikova
kazeina: 1235 cm™, 1398 cm™ i 1452 cm™ na 1245 cm™, 1388 cm™ i 1444 cm™, respektivno
(Slika 24. a) i b)). Ova pomeranja mogu da ukazuju na uspostavljanje odredenih interakcija u
PMAC/L uzorku. Naime, pikovi na 1388 cm™ Slika 24. a) i 1386 cm™ Slika 24. b) mogu da
ukazuju na uspostavljene vodonicne veze izmedu lipozoma 1 kazeina (karbonilna ili -NH grupa
amida II proteina 1 kiseonik iz grupa koje ¢ine hidrofilnu glavu fosfolipidnih nanocestica), dok
pikovi na 1244 cm™, 1446 cm™ (Slika 24. a) i 1245 cm™ i 1444 cm™ (Slika 24. b) mogu da
ukazuju na slabe, fizi¢ke interakcije koje su se uspostavile izmedu kazeina i fosfolipida [289].

Povecanjem stepena neutralizacije MAA, pik na 1540 cm™ postaje intenzivniji, dok se
pik na 1645 cm™ smanjuje zbog prisutnog veéeg broja ~COO™ grupa u odnosu ha —COOH grupe
[290]. FTIR spektri polimernih nosaca sa razli¢itom koli¢inom umrezivaca, kao i razli¢itom
koli¢inom lipozoma izgledaju identicno kao i FTIR spektri PMAC-100N i PMACIL,
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respektivno. Na Slici 25. prikazano je moguée formiranje interakcija medu komponentama
nosaca: a) u PMAC nosacu i b) u PMAC/L nosacu.

a) PMAC
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¢ B‘u N .
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o* % uo\uo—o‘a
.’: ..: ‘no/ \‘
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N /
Aaad® —— PMAA
Kazein Yi PMAA
\q ° ° °/
= .
AR W4 Hidrofobne
N e/ interakcije
)C\cw/ﬁl ..".. o
\
Kofeine < . I Vodonicne
Yf VEZEC
=/ }
b) PMAC/L /.: “"'0....‘ :
‘:I\C CH/
\z PMAA )
x/ ://U,‘ ‘..: ] I\\‘\:;\\\\\\\o :g“‘\\“\o Casein
xl & \'(\“\.\\\ ‘.
0:5" \ \\\ ‘. ’Il’ .'. /CH)
éﬁ ’/'fmm\‘# oy

\\\ 'l

2 Fosfolipidni dvosloj
,"ll !\\\\\ p )

Lipozomi sa inkapsuliranim )
kofeinom

-
"
=
=

3-sn-fosfatidilholin

Slika 25. Moguce formiranje interakcija medu komponentama nosac¢a: a) u PMAC nosacuib) u
PMAC/L nosacu
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4.1.2. SEM analiza PMAC i PMAC/L sistema

Kako bi se ispitala morfologija sintetisanih PMAC i PMAC/L nosaca uradena je SEM
analiza reprezentativnih uzoraka. SEM mikrografi liofilizovanih popre¢nih preseka PMAC i
PMAC/L uzoraka prikazani su na Slikama 26, 27. i 28.

Slika 26. SEM mikrografi a) PMAC-0N-0.2, b) PMAC/L-ON i c) PMAC/Lc-0N nosaca
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SEM mikrografi PMAC i PMAC/L uzoraka sa 0% neutralizacije MAA (Slika 26. a), b) i
C)) pokazali su zrnastu strukturu mreze nosaca sa veéim micelama kazeina do oko 2um
grupisanim u agregate oko kojih se nalazi PMAA. Slika 26. a), za razliku od uzorka sa 100%
neutralizacije MAA kod kojih je doslo do disocijacije ovih micela u baznoj sredini tokom sinteze
nosaca (Slika 26. a), b) i c)). Takode se moze primetiti da PMAC i PMAC/L uzorci sa 0%
neutralizacije MAA imaju homogenu strukturu u kojoj nije doslo do izdvajanja domena bogatih
kazeinom ili domena bogatih PMAA. Kristale kofeina nije moguée videti, verovatno zato §to su
okruzeni i skriveni kazeinskim micelama. Kod ovog uzorka sa dodatom suspenzijom lipozoma
mogu se videti klasteri lipozoma grupisani pored micela kazeina Slika 26. b). Na SEM
mikrografu uzorka sa dodatim lipozomima koncentrovanim centrifugiranjem se mogu videti
lipozomne Cestice ugradene u samu strukturu nosaca zajedno sa kazeinom (Slika 26. c)).

Potpuna neutralizacija MAA je dovela do disocijacije kazeinskih micela S$to je
rezultovalo regularnom poroznom strukturom nosaca, koja je i o¢ekivana za hidrogelove (Slika
27. a), b) i ¢)). Na Slici 27. a), b) i c)) se moze uociti da ovi uzorci imaju 3D mrezu sa
nepravilnim rasporedom pora veli¢ine oko 3 um, §to je u skladu sa ¢injenicom da ovi uzorci brzo
bubre i imaju velike stepene bubrenja. Prisustvo lipozoma kod PMAC/L-100N i PMAC/Lc-100N
uzoraka potvredeno je SEM analizom (Slika 27. b) i ¢))). Lipozomi su uniformno rasporedeni po
mreZi ovih nosaca, a struktura lipozoma je ocuvana i nije doSlo do njihove fizicke degradacije
tokom sinteze nosaca i izlaganja lipozoma relativno visokim temperaturama [291]. Kao $to se
moze videti, SEM mikrografi uzorka sa lipozomnom suspenzijom (Slika 27. b)) pokazali su da
su lipozomi grupisani u klastere (duzine oko 5 pm), koji su oznaceni belim krugovima [274].
Kod uzorka sa lipozomima koncentrovanim centrifugiranjem — PMAC/Lc-100N, mogu se uociti
pojedinacne Cestice (pre¢nika oko 250 nm) u mrezi nosaca (Slika 27. ¢)). Ovo bi moglo da bude
posledica veceg elektrostatickog odbijanja izmedu dobijenih pojedinacnih Cestica, zbog ¢ega su
one stabilnije u odnosu na lipozomnu suspenziju.
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Slika 27. SEM mikrografi a) PMAC-100N-0.2, b) PMAC/L-100N i c) PMAC/Lc-100N nosaca

Na Slici 28. a) i b) prikazani su SEM mikrografi uzoraka sa 50% neutralizacije
metakrilne kiseline - PMAC-50N-0.2 i PMAC/L-50N. Kod ovog uzorka (Slika 28. a)) se vidi da
za razliku od uzorka sa 0% neutralizacije MAA ne postoje veliki agregati micela kazeina, ali ima
pojedina¢nih micela koje nisu postojale kod uzorka sa 100% neutralizacije MAA (gde su
podlegle disocijaciji tokom procesa sinteze). Kod uzorka sa 50% neutralizacije MAA gde je
dodata lipozomna suspenzija - PMAC/L-50N mogu da se vide pojedina¢ne Cestice lipozoma
oznac¢ene na Slici 28. b).
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Slika 28. SEM mikrografi a) PMAC-50N-0.2 i b) PMAC/L-50N nosaca

Poveéanje koncentracije umrezivata (uzorak PMAC-100N-4M-0.2) rezultiralo je
umrezenom strukturom sa gu$¢im porama (Slika 29. a)). Kada se ovakvom sistemu doda
lipozomna suspenzija, na SEM mikrografu mogu da se uoce fosfolipidne nanocestice
rasporedene po mrezi PMAC/L-100N-4M-0.2 nosaca (Slika 29. b)). Ovim je potvrdeno njihovo
prisustvo u nosacu, tj. jasno je da nije doslo do njihove razgradnje tokom procesa sinteze.
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Slika 29. SEM mikrografi a) PMAC-100N-4M-0.2 i b) PMAC/L-100N-4M nosaca

4.1.3. XRD analiza PMAC i PMAC-L uzoraka

Strukturne osobine PMAC-0N-0.2, PMAC/L-ON, PMAC-100N-0.2 i PMAC/L-100N
uzoraka su ispitane i kori§¢enjem difraktometrije X-zraka. XRD spektri uzoraka prikazani su na
Slici 30. Kako dobijeni spektri ne prikazuju pikove koji odgovaraju kristalnoj srukturi, zakljucuje
se da uzorci imaju amorfnu prirodu. Iz dobijenih spektara se ne mogu izvesti nikakvi dodatni
zakljucci o strukturi ispitivanih uzoraka.
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Slika 30. XRD spektri PMAC-0N-0.2, PMAC/L-ON, PMAC-100N-0.2 i PMAC/L-100N
uzoraka

4.1.4. Karakterizacija lipozoma

Dobijena raspodela veli¢ine Cestica lipozoma sa inkapsuliranim kofeinom (koncentracija
20 mg/ml), koji su korisc¢eni za sintezu PMAC/L nosaca, predstavljena je na Slici 31. a). Sa
grafika se vidi da je dobijena uniformna raspodela Cestica sa srednjim precnikom cestica od
210,8 nm. Ova veli¢ina Cestica je bila i ¢ekivana zato $to se pro-lipozomnom metodom dobijaju
manje Cestice usled intenzivnijeg meSanja tokom pripreme lipozomne suspenzije, Sto dokazuje i
mala vrednost indeksa polidisperzibilnosti (PD1=0,149). Odreden je i z-potencijal za dobijene
lipozome kako bi se utvrdilo koliko su stabilni. Visoka apsolutna vrednost odredenog z-
potencijala (-61,1 mV) ukazuje da su lipozomi stabilni i da njihova povr§ina ima veliko
naelektrisanje. Stoga ¢e 1 odbijanje izmedu cestica biti vece [292]. Negativna vrednost
povrsinskog z-potencijala ukazuje da je fosfatna grupa bila prisutna na spoljasnjoj strani u

odnosu na grupe holina [292].
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Slika 31. a) Raspodela veli¢ine Cestica lipozoma i b) z-potencijal lipozomnih Cestica
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4.2. Kinetika otpustanja kofeina iz sintetisanih PMAC i
PMAC/L nosaca

Sintetisane su serije PMAC 1 PMAC/L nosaca u kojima je variran neki od parametara
sinteze kako bi se ispitao njegov uticaj na stepen inkapsulacije kofeina, bubrenje nosaca i
kinetiku otpustanja kofeina.

4.2.1. Uticaj stepena neutralizacije

Variran je stepen neutralizacije MAA (0%, 50% i 100%) u PMAC nosacima kako bi se
ispita0 njegov uticaj na stepen inkapsulacije kofeina, bubrenje PMAC nosaca i kinetiku
otpustanja kofeina. U daljem tekstu prikazana je detaljna analiza uticaja stepena neutralizacije na
karakteristike PMAC nosaca.

4.2.1.1. Stepen inkapsulacije kofeina

Jedan od osnovnih parametara sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih suspstanci
predstavlja stepen inkapsulacije te aktivne supstance, zbog Cega su odredeni stepeni
inkapsulacije kofeina u PMAC uzorcima sa razli¢itim stepenom neutralizacije MAA. Uzorci sa
0% neutralizacije MAA i sa 100% neutralizacije MAA imaju 98% i 92% stepena inkapsulacije
kofeina, respektivno, a uzorak sa 50% neutralizacije ima 95% stepena inkapsulacije kofeina.
Vidi se da sa porastom stepena neutralizacije MAA raste stepen inkapsulacije kofeina S§to moze
biti posledica disocijacije kazeinskih micela usled ¢ega hidrofobni delovi kazeina postaju
pristupacni za interakciju sa molekulima kofeina.

4.2.1.2. Bubrenje

Proces bubrenja nosaca tipa hidrogela odvija se istovremeno Sa njegovim putovanjem
kroz gastrointestinalni trakt coveka i otpuStanjem inkapsulirane aktivne supstance, zbog Cega je
vazno ispitati proces bubrenja sintetisanih PMAC nosaca. Krive bubrenja PMAC nosaca koji su
kori$¢eni za ispitivanje uticaja stepena neutralizacije MAA na bubrenje u obe ispitivane sredine,
prikazane su na Slici 32. a) i b) (manji grafici predstavljaju odredene nagibe pravih delova
odgovarajucih krivih bubrenja kori$¢enih za izracunavanje vrednosti Dy). Sa grafika se moze
videti da sa porastom stepena neutralizacije MAA rastu i ravnotezni stepeni bubrenja. Ovo je
posledica porasta broja jonizovanog oblika karboksilnih grupa PMAA. Usled toga dolazi i do
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povecéanja hidrofilnosti PMAA mreZe i jaceg odbijanja izmedu polimernih lanaca i posledi¢no do
veceg bubrenja. RavnotezZni stepeni bubrenja su duplo veé¢i u PB 6,8 nego u 0,1M HCI zato §to je
pH vrednost PB 6,8 veca od pKa poli(metakrilne kiseline) i pl kazeina, pa obe ove komponente
imaju negativno naelektrisanje. Ovo naelektrisanje dovodi do prethodno pomenutog odbijanja
polimernih lanaca i pove¢anog bubrenja PMAC nosaca, usled ¢ega rastu i vrednosti ravnoteznog

stepena bubrenja u PB 6,8 u odnosu na odgovarajuée vrednosti SDeq u 0,1M HCI.
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Slika 32. Krive bubrenja PMAC nosaca sa razli¢itim stepenom neutralizacije MAA u: a) PB 6,8
i b) 0,2M HCI



4.2.1.3. Kinetika otpustanja kofeina iz uzoraka sa razlic¢itim stepenom
neutralizacije MAA

Ispitivanje kinetike otpustanja aktivne supstance od velike je vaZznosti U procesu
dizajniranja nosaca optimalnih karakteristika. Zato je ispitan uticaj jednog od strukturnih
parametara - stepen neutralizacije na kinetiku otpusStanja kofeina iz PMAC nosaca. Na Slici 33.
a) i b) prikazane su krive otpustanja kofeina iz serije PMAC nosaca sa razliCitim stepenom
neutralizacije MAA, u PB 6,8 i 0,1M HCI, respektivno. Moze se primetiti da koli¢ina otpustenog
kofeina u PB 6,8 raste sa porastom stepena neutralizacije MAA. Dobijeni rezultati su u skladu sa
Cinjenicom da sa porastom stepena neutralizacije dolazi do povecanja koliine jonizovanog
oblika MAA. U PB 6,8 kome je pH vecta od pKa metakrilne kiseline dolazi do generisanja
permanentnog negativnog naelektrisanja na kraboksilnim grupama poli(metakrilne Kkiseline), pa
se nastale —-COO" grupe medusobno odbijaju. Usled toga dolazi do razdvajanja polimernih
lanaca, brZeg bubrenja i1 porasta stepena bubrenja PMAC nosaca. Sa porastom stepena bubrenja
dolazi i do brzeg otpustanja kofeina iz sistema.
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Slika 33. Krive otpustanja kofeina iz PMAC nosaca - uticaj stepena neutralizacije MAA: a) PB
6,8 ib) 0,1M HCI

Za analizu kinetike otpusStanja kofeina iz sintetisanih uzoraka za ispitivanje uticaja
stepena neutralizacije primenjeni su Rittger-Peppas (R-P) [13], Higuchi [181] i Kopcha model
[200], kao i tzv. fitovanje podataka modelima koje su objavili Adnadevi¢ i sar [205]. Primena
modela prikazana je za otpustanje kofeina iz svih uzoraka iz ove grupe, zato §to su ispitivani
uzorci koriS¢eni za poredenje otpusStanja kofeina sa uzorcima i u drugim serijama za analizu
kinetike. Dobijene zavisnosti prikazane su za otpustanje kofeina u PB 6,8, a zavisnosti koje se
odnose na 0,1M HCI su dobijene na isti nacin i imaju sli¢an oblik. Primena R-P modela na
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podatke dobijene za ove uzorke zasniva se na linearizaciji jedna¢ine (8) i konstrukcije grafika
zavisnosti In(M¢Moo)-In(t) koje su prikazane na Slici 34.
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Slika 34. Primena R-P modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itim
stepenom neutralizacije MAA u PB 6,8

Higuchi model pretpostavlja da je otpuStanje supstance direktno proporcionalno
kvadratnom korenu vremena, pa su prema tome 1 konstruisane odgovaraju¢e zavisnosti
(M¢/Moo)-(t)*0.5 za otpustanje kofeina iz svih uzoraka iz ove grupe u PB 6,8 (Slika 35.).
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Slika 35. Primena Higuchi modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itim
stepenom neutralizacije MAA u PB 6,8

Poklapanje kumulativnih krivih sa Kopcha modelom za uzorke koji su kori$éeni za
ispitivanje uticaja stepena neutralizacije na otpustanje kofeina u PB 6,8 prikazani su na Slici 36.
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Slika 36. Primena Kopcha modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itim
stepenom neutralizacije MAA u PB 6,8

Sa Slika 37. a) i b) se vidi da se primenom model fiting metoda dobijene eksperimentalne
krive otpustanja kofeina poklapaju sa F1 modelom i D modelima. Prema tome treba konstruisati
odgovarajuce prave (Slika 38.) na osnovu Tabele 4, pa ukoliko se zaista dobiju pravolinijske
zavisnosti onda se otpustanje kofeina moze opisati redom reakcije prvog reda, tj. difuzionim
modelima, respektivno.

a]1.|Il

1.0
A PMAC-ON-02 = PMAC-50N-0.2 4 PMAC-100N-0.2 b) 4 PMAC-ON-0.2 = PMAC-50N-0.2 4 PMAC-100N-0.2
F1— D4 —D3 ——D3—D4 = F1

0.8

0.6 -

0.4

0.2

0.0 T T y T : T T T T T 0.0 v T T T y T \ T J T
00 02 04 4 06 03 10 0.0 0.2 04 1 0 0.8 1.0

Slika 37. Poklapanje normalizovanih krivih otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itim
stepenom neutralizacije MAA u a) PB 6,8 i b) 0,1M HCI sa modelima model fiting metoda
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Slika 38. Provera odabranih modela na osnovu primene model fiting metoda na krive otpustanja

kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itim stepenom neutralizacije MAA u PB 6,8

Na osnovu prethodno konstruisanih grafika odredeni su kineti¢ki parametri i prikazani u

Tabeli 5.
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Tabela 5. Kineticki parametri dobijeni primenom matematickih modela na krive otpustanja
kofeina iz PMAC nosaca sa razliCitim stepenom neutralizacije MAA u PB 6,8 1 0,1M HCI

Model Uzorak PMAC-0N-0.2 PMAC-50N-0.2 PMAC-100N-0.2
0,IM HClI PB&6,8 0,IMHCI PB6,8 0,IMHCI PB6,8
R-P n 3,0 2,5 0,54 0,52 2,6 1,0
|<*102l 0,540 0,540 3,48 4,03 0,630 0,930
(min™)
Ao(%) 69,2 70,5 80,8 44,6 90,4 71,5
R? 0,940 0,966 0,994 0,986 0,958 0,911
Higuchi ky*10? 3,68 2,94 4,31 4,35 0,402 5,13
Ao(%) 71,1 81,2 83,3 73,3 82,6 90,5
R? 0,989 0,985 0,989 0,988 0,976 0,985
Kopcha ki*10? 3,26 2,81 2,97 2,61 2,62 2,40
k,*10° 0,24 0,28 1,83 3,87 2,34 4,52
Ao(%) 69,9 70,5 62,6 58,6 58,8 715
R? 0,989 0,992 0,997 0,998 0,990 0,989
F1 kFl*llOZ - - 0,480 0,585 - 1,10
(min™)
Ao (%) - - 83,3 55,8 - 90,5
R? - - 0,992 0,986 - 0,998
R3 kra*10° - - - - - 2,80
(min™)
Ag (%) - - - - - 91,9
R - - - - - 0,994
D3 kD3*1104 2,50 0,220 - - 0,710 -
(min™)
Ao (%) 52,3 44,5 - - 63,2 -
R? 0,916 0,891 - - 0,923 -
D4 kD4*1lO4 2,20 1,80 2,92 - 4,90 -
(min™)
Ao (%) 69,2 44,5 65,1 - 80,0 -
R? 0,956 0,959 0,992 - 0,920 -

Iz vrednosti prikazanih u Tabeli 5. vidi se da su koeficijenti koji se odnose na difuziju
kofeina iz PMAC-0N-0.2 u obe sredine dobijenih primenom modela Higuchi i Kopcha sli¢nih
vrednosti i istog reda velic¢ine. Vrednosti koeficijenata koje predvidaju difuzioni modeli D3 i D4
su ¢ak za dva reda veli¢ine manje, ali je i slaganje sa ovim modelima takode manje (R2 ima
manje vrednosti). Kada se radi o uzorcima sa 50% i 100% neutralizacije MAA javlja se razlika u
vrednostima koeficijenata, verovatno zato $to je prisutna i relaksacija polimernih lanaca, §to bi
model takode trebalo da uzme u obzir. Samo su vrednosti koeficijenta R-P i Higuchi modela za
uzorak PMAC-50N-0.2 sli¢ne kada se radi o procesu difuzije. Vidi se da najbolje slaganje sa
eksperimentalnim podacima pokazuje Kopcha model (R°~0.990), a oblast primene ovog modela
je oko 60%. Kopcha model pokazuje da se relaksacija polimernih lanaca jako sporo odvija, pa je
njen uticaj na otpustanje kofeina zanemarljiv, dok su koeficijenti koji se odnose na brzinu
relaksacije za jedan red veli¢ine manji od koeficijenata koji se odnose na brzinu odvijanja
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difuzije. Kada je re¢ o ostalim modelima samo podaci dobijeni praenjem otpustanja kofeina iz
uzorka PMAC-100N-0.2 prate prvi red reakcije, $to znaci da promena koncentracije kofeina
zavisi od njegove pocetne koncentracije u sistemu [2]. OtpusStanje kofeina iz ovog uzorka se
takode moze opisati i modelom R3, koji se odnosi na trodimenziono pomeranje granice faza, tj.
kako medijum dolazi do sredista diska hidrogela, tako je i sporije otpustanje kofeina u spoljasnju
sredinu. R modeli i F1 model su karakteristi¢ni za takozvane deceleratorske procese [293].

Mogu¢énost primene odredenih modela (u prikazanom opsegu) na kinetiku otpustanja
kofeina iz jednog uzorka i nemoguénost primene na kinetiku otpusStanja kofeina iz drugog
ispitivanog uzorka, posledica je slozenosti ispitivanih sistema, ostvarenih interakcija i uticaja
promene ispitivanih parametara sinteze na svojstva sintetisanih nosaca.

4.2.1.4. Koeficijent difuzije

Vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja su vece u PB 6,8 i rastu sa porastom stepena
neutralizacije MAA (Tabela 6.), sto je u skladu sa ve¢ pomenutom ¢injenicom da hidrogelovi na
bazi metakrilne kiseline vise bubre u ovoj sredini. Takode, sa porastom stepena neutralizacije
opadaju vrednosti koeficijenata difuzije medijuma u nosace. Ovo moze biti posledica smanjenja
brzine relaksacije polimernih lanaca i transport medijuma u disk hidrogela postaje vise ,,ne-
Fikovski” [294, 295]. Vrednosti parametra Kopcha modela koji se odnosi na brzinu difuzije
kofeina blago rastu sa smanjenjem stepena neutralizacije MAA i u kiseloj sredini i u PB 6,8, a
brzina difuzije kofeina u PB 6,8 je neSto manja od brzine difuzije kofeina u kiselu sredinu zbog
interakcija koje se uspostavljaju izmedu kofeina i jonizovanih grupa poli(metakrilne kiseline).

Tabela 6. Koeficijent difuzije ispitivanih sredina u PMAC nosace sa razli¢itim stepenom
neutralizacije MAA

Uzorak 0,1M HCI PB 6,8
kp*10° SDeq Dh*10° kp*10°  SDeq Dh*10°
(min) (mm%min) (min™) (mm?/min)
PMAC-0N-0.2 3,26 2,30 9,79 2,81 8,80 9,38
PMAC-50N-0.2 2,97 9,0 9,12 2,61 20,1 8,29
PMAC-100N-0.2 2,62 12,4 8,74 2,40 23,9 7,30

4.2.2. Uticaj koncentracije umrezivaca

Varirana je koli¢ina umrezivaca u PMAC nosa¢ima (0,4mol%, 0,8mol%, 1,6mol% i
3,2mol% u odnosu na MAA) kako bi se ispitao njegov uticaj na stepen inkapsulacije kofeina,
bubrenje PMAC nosaca 1 kinetiku otpusStanja kofeina. U daljem tekstu prikazana je detaljna
analiza uticaja koncentracije umrezivaca na karakteristike PMAC nosac¢a. Podaci za osnhovni
uzorak - PMAC-100N-0,2, prikazani su u Odeljku 4.2.1.3. 1 Tabelama 5. i 6.
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4.2.2.1. Stepen inkapsulacije kofeina

Odredeni su stepeni inkapsulacije za sintetisane nosaCe sa razliCitom kolicinom
umrezivaca. Uzorci PMAC-100N-2M-0,2, PMAC-100N-4M-0,2 i PMAC-100N-8M-0,2 (sa
0,4mol%, 0,8mol%, 1,6mol% i 3,2mol% u odnosu na MAA) imaju 90%, 80% i 50%
inkapsulirane koli¢ine kofeina, respektivno. Stepeni inkapsulacije opadaju sa porastom stepena
umrezenja. Sa porastom stepena umrezenja polimernog nosaca raste i1 gustina mreze, pa je
difuzija kofeina iz nosaCa otezana zbog Cega se ekstrakcionom metodom dobijaju manje
vrednosti otpuStenog kofeina u destilovanoj vodi, tj. iz njih odredene vrednosti stepena
inkapsulacije. Takode, sa porastom koli¢ine inkapsuliranog kofeina u nosacu koji ima 1,6mol%
umrezivaca, opadaju stepeni inkapsulacije: za uzorke PMAC-100N-4M-1 i PMAC-100N-4M-2
iznose 59,5% i 51%, respektivno. Na osnovu dobijenih podataka moze se zakljuciti da povecanje
koncentracije umrezivaca usporava difuziju kofeina iz PMAC nosaca, a na koji nacin to uti¢e na
bubrenje nosaca i Kinetiku procesa otpustanja kofeina u odabranim sredinama detaljno je ispitano
u Odeljcima 4.2.2.2.14.2.2.3.

4.2.2.2. Bubrenje

Ispitivano je bubrenje sintetisanih polimernih nosaca sa razli¢itom koncentracijom
umrezivaca u cilju ispitivanja uticaja stepena umrezenja mreze nosaca na bubrenje. Sa Slike 39.
se vidi da se sa porastom koli¢ine umreziva¢a u polimernim nosa¢ima smanjuju ravnotezni
stepeni bubrenja, tj. polimerni nosa¢i manje bubre, $to je u skladu sa Cinjenicom da vise
umrezeni sistemi imaju manje pore i manju pokretljivost polimernih lanaca. Takode se iz krivih
bubrenja moze videti da su vrednosti stepena bubrenja duplo manje kada polimerni nosaci bubre
u 0,1M HCI (Slika 39. b)) u odnosu na vrednosti stepena bubrenja kada isti uzorci bubre u PB
6,8 (Slika 39. a)). To je u skladu sa ve¢ navedenom ¢injenicom da ispitivani sistemi vise bubre u
PB 6,8 zbog veceg odbijanja polimernih lanaca polimerne mreze nosaca. Prisustvo 3,2mol%
umrezivaca dovodi do smanjenja vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja PMAC nosaca do oko
pet puta. Na manjim graficima prikazanim na Slici 39. a) 1 b) predstavljeni su odredeni nagibi
odgovarajucih krivih bubrenja.
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Slika 39. Uticaj koncentracije umreZzivaca na bubrenje PMAC nosaca u: a) PB 6,8 i b) 0,1M HCI

4.2.2.3. Kinetika otpustanja kofeina iz uzoraka sa razli¢itom

koncentracijom umrezivaca

Na Slici 40. prikazane su krive otpustanja kofeina iz serije uzoraka sa 100%

neutralizacije MAA i razli¢itom koli¢inom umrezivaca (0,4mol%, 0,8mol%, 1,6mol% i 3,2mol%
u odnosu na MAA), kako bi se ispitao uticaj stepena umrezenja na otpuStenu koli¢inu i brzinu
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otpustanja model-leka iz posmatranih sistema. Krive otpustanja su pokazale da se sa porastom
koli¢ine umrezivaca u sistemu, usporava otpustanje kofeina i u PB 6,8 (Slika 40. a)) i u 0,1M
HCI (Slika 40. b)). Ponasanje sistema je ocekivano s obzirom da se sa porastom stepena
umrezenja, smanjuje i veli¢ina pora, zbog ¢ega se smanjuje i stepen bubrenja, pa je oslobadanje
model-leka otezano. Prisustvo 1,6mol% umrezivaca dovelo je do oslobadanja oko Cetiri puta
manje koli¢ine leka u PB 6,8, dok je u 0,1M HCI oslobodena oko dva i po puta manja koli¢ina
leka iz ovog nosac¢a u odnosu na osnovni nosa¢ sa 0,4mol% umrezivaca (PMAC-100N-0,2).
Veca koli¢ina model-leka otpustena je u PB 6,8 u odnosu na otpustenu koli¢inu leka u 0,1M

HCI.
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Slika 40. Uticaj koncentracije umreZzivaca na otpusStanje kofeina iz PMAC nosaca u: a) PB 6,8 i
b) 0,1M HCI

Kinetika otpustanja kofeina ispitivana je izabranim matematickim modelima. Grafici
svakog modela prikazani su samo za otpustanje kofeina iz ove grupe uzoraka u PB 6,8, zato Sto
grafici koji se odnose na otpustanje kofeina u 0,1M HCI imaju sli¢an oblik. R-P model prikazan
je na Slici 41.

69



0 o_' ®  PMAC-100N-2M-0.2 PB . = PMAC-100N2MA.
L_RP - 0.0 R-P 1 .
-0.5 .i‘::a=59.08% -"'“l
n
o <Aa=69.76%
1.0- " 0.5+ _-'f.r
0 = "
= T »
;’1‘5' Z.1.01 7
E a4 o In(MtMx)=-5.03847+0.99865In(t) | = 4
: n=1.0 5 In(Mt/Mx)=-3.51655+0.6533In(t)
3 - A5 " (=065
25 k=6.48"10 >min”" 15 . o
2 k=2.97*10 “min
R™=0.96493 2
-3.0- . Au=59 08% P R“=0.98764
: " Aa=69.76%
“3-5 T T T v T T v T T T T T T T T
2 3 4 In(t) 5 6 7 8 2 3 4 In(t) 5 6 7
" PMAC-100N-BM-0.2‘
0.0 4 R-P [
.'.I#
..pf <Aa=77.09%
0.5- g
L
_ "
__3_-1.0—
=
£ In(Mt/Mcc)=-3.46211+0.63812In(t)
1.5 o n=0.64
k=3.14"10"2min”"
20. / R%=0.98434
: " Ae=77.09%
T v T T ¥ T T T v T
2 3 4 Int) 5 6 7 8

Slika 41. Primena R-P modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom

koncentracijom umrezivaca u PB 6,8

Konstruisani grafici Higuchi modela nalaze se na Slici 42, a Kopcha model primenjen na
eksperimentalne podatke koji se odnose na otpustanje kofeina u PB 6,8 iz svih uzoraka iz ove

serije prikazan je na Slici 43.
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Slika 42. Primena Higuchi modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom
koncentracijom umrezivaca u PB 6,8
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Slika 43. Primena Kopcha modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom

koncentracijom umrezivac¢a u PB 6,8
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Fitovanje podataka metodom koju su objavili Adnadevi¢ i sar. prikazano je na Slici 44. a)
i b) za otpustanje kofeina u PB 6,8 i u 0,1M HCI. Sa grafika se vidi poklapanje krivih za uzorke
PMAC-100N-2M-0.2 i PMAC-100N-8M-0.2 sa F1 i D modelima, pa bi trebalo proveriti da li
ovi modeli opisuju otpustanje kofeina iz posmatranih uzoraka, dok bi za uzorak PMAC-100N-
4M-0.2 trebalo proveriti modele F1 i R3.
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Slika 44. Poklapanje normalizovanih krivih otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom

koncentracijom umrezivaca u a) PB 6,8 i b) 0,1M HCI sa modelima model fiting metoda

Iz dobijenih grafika (Slika 45.) i izracunatih parametara se vidi da je poklapanje sa
modelima dobro za prvih 60% otpustene koli¢ine kofeina.
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Slika 45. Provera odabranih modela na osnovu primene model fiting metoda na krive otpusStanja
kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom koncentracijom umreZivaca u PB 6,8

IzraCunati parametri, kao i oblasti primene primenjenih modela prikazani su u Tabeli 7.
Kinetika otpustanja kofeina u oba medijuma iz uzorka sa 1,6mol% umreziva¢a u odnosu na
MAA, moze da se opiSe modelima R3 i prvim redom reakcije $to znaci da nije doSlo do promene
modela u odnosu na modele koji opisuju otpustanje kofeina iz osnovnog uzorka (PMAC-100N-
0,2). Eksperimentalni podaci dobijeni za ostale uzorke iz posmatrane serije mogu da se opisu
potpuno drugacijim modelima - difuzionim modelima D3 i D4. R-P model predvida da se
otpustanje kofeina iz uzorka sa 0,8mol% umrezivaca odvija samo usled relaksacije polimernih
lanaca, medutim slaganje sa prethodnim modelima ukazuje da i difuzija ima uticaja na proces
otpustanja aktivne supstance. Kod ostala dva uzorka predvidanja koje daju R-P model i modeli
koje su predlozili Adnadevi¢ i sar. 0 mehanizmu oslobadanja kofeina se slazu. Koeficijenti koji
su dobijeni Higuchi modelom su visi od odgovarajuéih koeficijenata Kopcha modelom koji se
odnose na difuziju, a oblasti primene su sli¢ne. lako su vrednosti koeficijenta linearne korelacije
- R? Higuchi modela nesto vece, ovaj model ne uzima u obzir uticaj relaksacije na otpustanje
kofeina, prema tome kako je slaganje sa Kopcha modelom zadovoljavajuce, i kod ove grupe
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posmatranih uzoraka uzece se vrednosti koeficijenta ovog modela za analizu brzine difuzije
kofeina iz posmatrane serije uzoraka.

Tabela 7. Kineti¢ki parametri dobijeni primenom matemati¢kih modela na krive otpustanja
kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom koncentracijom umreziva¢a u PB 6,8 1 0,1M HCI

Model Uzorak PMAC-100N-2M-0.2 PMAC-100N-4M-0.2 PMAC-100N-8M-0.2
0,1M Hcl PB 6,8 0,1M HCl PB 6,8 0,1M Hcl PB 6,8
R-P n 0.83 1.0 0.57 0.65 0.77 0.64
k*10?
(min) 1,23 0,648 3,60 2,97 1,88 3,14
Aa(%) 62,5 59,1 89,2 69,8 91,4 77,1
R? 0,943 0,965 0,991 0,988 0,989 0,984
Higuchi  ky*10° 5,22 6,48 5,12 6,42 6,50 5,89
Aa(%) 95,3 55,3 89,2 86,2 77,7 77,1
R? 0,993 0,965 0,998 0,989 0,991 0,996
Kopcha  k;*10° 3,89 3,35 4,51 4,30 3,93 4,21
k,*10° 1,47 3,55 0,530 2,07 2,49 1,81
Aa 68,4 83,6 78,9 81,9 91,4 69,8
R? 0,971 0,969 0,993 0,977 0,989 0,990
F1 key*102
(r:m_?) 0,820 1,20 0,723 1,13 1,08 -
Ao (%) 68,4 97,9 69,4 81,9 73,9 -
R? 0,997 0,994 0,994 0,998 0,998 -
* 3
R3 E:jinl-lo) - - 2,12 3,06 3,04 -
Ao (%) - - 63,9 81,9 93,2 -
R? - - 0,988 0,999 0,997 -
* 3
D3 ;‘r:’jin%f; 0,615 1,47 - - - 0,718
Ao (%) 71,7 96,5 - - - 69,8
R? 0,972 0,985 - - - 0,973
D4 kpa*10* ) ) ) ) ) 5 99
(min™) ’
Ao (%) - - - - - 69,8
R? - - - - - 0,985

4.2.2.4. Koeficijent difuzije

Iz Tabele 8. se moze videti da vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja opadaju sa
porastom koli¢ine umrezivaca u sistemu, tj. sa porastom stepena umrezenja, zato $to se smanjuju
i pore u hidrogelu, pa je i bubrenje otezano [296]. Koeficijenti difuzije medijuma u nosace
opadaju sa porastom stepena umrezenja, zato Sto veci stepen umrezenja sprecava Sirenje mreze.
Vrednosti koeficijenata difuzije kofeina iz nosaca i u kiseloj sredini i u PB 6,8 opadaju sa
porastom stepena umrezenja.
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Tabela 8. Koeficijent difuzije ispitivanih sredina u PMAC nosace sa razli¢itom koncentracijom
umrezivaca

Uzorak 0,1M Hcl PB 6,8
ko*10> SDeq Dh*10° kp*10” SDeq Dh*10°
(min™) (mm?/min) (min™) (mm?/min)
PMAC-100N-2M-0.2 3,89 5,75 1,65 3,35 22,8 1,00
PMAC-100N-4M-0.2 3,64 2,44 6,38 4,30 13,1 1,83
PMAC-100N-8M-0.2 3,23 1,42 15,9 4,21 6,12 1,98

Moze se zakljuciti da sa porastom koli¢ine umrezivac¢a dolazi do usporavanja difuzije
kofeina iz nosaca i do usporavanja difuzije spoljaSnjeg medijuma u nosace.

4.2.3. Uticaj koncentracije kofeina

Varirana je masa kofeina u PMAC nosa¢ima kako bi se ispitao uticaj promene
koncentracije inkapsuliranog kofeina na stepen inkapsulacije kofeina, bubrenje PMAC nosaca i
kinetiku otpusStanja kofeina. U daljem tekstu prikazana je detaljna analiza uticaja koncentracije
kofeina na karakteristike PMAC nosaca. Podaci za osnovni uzorak — PMAC-100N-0,2 prikazani
su u Odeljku 4.2.1.3. i Tabelama 5. i 6.

4.2.3.1. Stepen inkapsulacije kofeina

Stepeni inkapsulacije kofeina za uzorke PMAC-0ON-1 i PMAC-0N-2 iznose 57,3% i 47%,
respektivno, a za uzorke PMAC-100N-1 i PMAC-100N-2 iznose 81,1% i 65%, respektivno.
Moze se zakljuciti da sa porastom koli¢ine kofeina u oba sistema (i sa neneutralizovanom 1 sa
potpuno neutralizovanom MAA) opadaju stepeni inkapsulacije verovatno zbog izdvajanja
odredene koli¢ine kofeina blizu povrSine nosaca tokom sinteze, i da verovatno ta koli¢ina
predstavlja najve¢i deo oslobodene koli¢ine kofeina. Trend opadanja stepena inkapsulacije
kofeina sa porastom koli¢ine kofeina vezanog za protein, takode su objavili Y. Guo i sar [297].

4.2.3.2. Bubrenje

Na Slici 46. a) i b) su prikazane krive bubrenja nosaca sa neneutralisanom i sa potpuno
neutralisanom MAA sa razli¢itim koli¢inama kofeina. Sa grafika se vidi da u PB 6,8 sistemi kod
kojih je MAA neneutralisana, PMAC-0N-1 znatno manje bubri u odnosu na osnovni uzorak sa
0,2 g kofeina — PMAC-100N-0,2 (Slika 46. a)). Ovo je verovatno posledica uspostavljanja
odredenih interakcija izmedu kofeina i metakrilne kiseline, usled ¢ega je difuzija spoljasnjeg
medijuma u mrezu polimernog nosaca otezana. Sa daljim porastom koli¢ine kofeina u sistemu ne
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uocava se promena u bubrenju, krive bubrenja PMAC-0N-2 i osnovnog uzorka PMAC-0N-0.2 su
sli¢ne (Slika 46. a)). Moguce da je ova koli¢ina model-leka u sistemu prevelika i da je veliki deo
kofeina blizu povrsine, pa ne usporava difuziju spoljasnjeg medijuma u polimernu mrezu. Isti
trend bubrenja se javlja i u 0,1M HCI kod sistema sa 0% i sa 100% neutralizacije (Slika 46. b)).
Sistemi sa 100% neutralizacije MAA u PB 6,8 imaju visoke vrednosti ravnoteznih stepena
bubrenja zbog odbijanja polimernih lanaca mreze, a samim tim i lakSe difuzije spoljasnjeg
medijuma u polimerni nosa¢. Sa povecanjem koli¢ine kofeina u ovom sistemu ne dolazi do
promene bubrenja, medutim kada se u sistemu nalazi najveca koli¢ina kofeina - 2g ovaj sistem
najvise bubri u PB 6,8. Razlog za ovakvo ponasanje je ve¢ pomenuta pretpostavka da se izdvaja
odredena koli¢ina kofeina blizu povrSine [297], a usled odbijanja lanaca i manje koli¢ine leka u
samoj mreZzi nosaca olakSana je difuzija spoljasnjeg medijuma u unutra$njost nosaca. Na manjim
graficima prikazanim na Slici 46. a) i b) predstavljeni su odredeni nagibi krivih bubrenja.
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Slika 46. Krive bubrenja PMAC nosaca sa razli¢itom koncentracijom kofeina u: a) PB 6,8 i
b) 0,1M HCI
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4.2.3.3. Kinetika otpustanja kofeina iz uzoraka sa razli¢itom
koncentracijom kofeina

Dobijene krive otpuStanja model-leka (Slika 47.) iz PMAC nosaca sa razli¢itom
koncentracijom kofeina pokazuju océekivano ponaSanje nosaCa - sa porastom koncentracije
kofeina u sistemu dolazi i do njegovog brzeg otpustanja i u PB 6,8 (Slika 47. a)) i u 0,AM HCI
(Slika 47. b)).
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Slika 47. Krive otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom koncentracijom kofeina u:
a) PB 6,8 i b) 0,1M HCI

Kada se u sistemu nalazi deset puta veca koli¢ina kofeina, na pocetku otpustanja dolazi
do naglog oslobadanja aktivne supstance, tzv. ,,burst” efekta koji je jo$ izrazeniji u Kiseloj sredini
(Slika 47. b)). U kiseloj sredini dolazi do talozenja kazeina, usled ¢ega nosa¢ postaje
kompaktniji, pa bi se oc¢ekivalo da otpustanje kofeina bude otezeno, medutim moguce je da usled
micelarizacije kazeina u pojedinim oblastima u nosacu dolazi do slabljenja veza sa kofeinom, pa
se on lakse oslobada. Takode je objavljeno u nauénoj literaturi da u kiseloj sredini moze do¢i i do
raskidanja veza u prolinu i kalcijum-fosfatnih mostova u kazeinskoj strukturi, tako da bi to
mogao biti razlog za slabljenje interakcija izmedu kazeina i kofeina [214]. Naglo oslobadanje
kofeina u obe sredine se moze objasniti time da je najveéa koli¢ina leka tokom sinteze dospela
blizu povrsine polimernih nosaca sa 0% i 100% neutralizacije MAA, pa se ta koli¢ina prvo i
oslobodila na pocetku procesa otpustanja. Takode se moze videti da se oslobada oko tri puta veca
koli¢ina kofeina u PB 6,8 (Slika 47. a)).
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Slika 48. Primena R-P modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom
koncentracijom kofeina u PB 6,8

R-P model je kao i u prethodnim serijama uzoraka prikazan samo za otpustanje kofeina u
fosfatni pufer (Slika 48.), kao i Higuchi model (Slika 49.).
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Slika 49. Primena Higuchi modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom
koncentracijom kofeina u PB 6,8

Kopcha model za uzorke sa 0% i 100% neutralizacije MAA i razli¢itim koncentracijama
kofeina predstavljen je na Slici 50.
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Slika 50. Primena Kopcha modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom
koncentracijom kofeina u PB 6,8

Na Slici 51. su prikazane zavisnosti Mt/M,, od ty, tj. primenjena je metoda
normalizovanog vremena koju su predlozili Adnadevi¢ i sar. kako bi se ispitala kinetika
otpustanja kofeina i u PB 6,8 i u 0,1 M HCI. Sa grafika se moze videti da treba proveriti da li se
dobijaju pravolinijske zavisnosti za D modele kod uzoraka PMAC-ON-1 (oba medijuma) i
PMAC-0ON-2 (0,1M HCI), dok bi u ostalim sluc¢ajevima trebalo proveriti slaganje sa R modelima.
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Slika 51. Poklapanje normalizovanih krivih otpustanja kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom
koncentracijom kofeina u a) PB 6,8 i b) 0,1M HCI sa modelima model fiting metoda
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Iz dobijenih zavisnosti (Slika 52.) se moze videti da provereni modeli dobro opisuju
kinetiku otpustanja kofeina.
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Slika 52. Provera odabranih modela na osnovu primene model fiting metoda na krive otpusStanja
kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom koncentracijom kofeina u PB 6,8
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Tabela 9. Kineti¢ki parametri dobijeni primenom matemati¢kih modela na krive otpustanja

kofeina iz PMAC nosaca sa razli¢itom koncentracijom kofeina u PB 6,8 1 0,1M HCI

Model Uzorak PMAC-ON-1 PMAC-ON-2 PMAC-100N-1 PMAC-100N-2
HCl PB HCl PB HCl PB HCl PB
R-P n 0,58 0,50 0,53 0,70 0,91 1,14 0,79 0,95
2
I(iw?r?‘l) 2,13 4,17 2,99 1,70 0,623 0,272 1,04 0,485
Aa(%) 73,3 85,7 88,7 79,8 89,0 61,5 92,9 50,7
R’ 0,998 0,999 0,948 0,975 0,979 0,954 0,992 0,979
Higuchi ky*10? 3,28 4,22 3,71 - 4,68 - 4,58 -
model Aa(%) 73,3 85,7 72,6 - 74,8 - 63,4 -
R? 0,997 0,999 0,996 - 0,972 - 0,965 -
Kopcha ki*10? 2,54 4,18 3,19 2,27 1,39 0 1,23 5,80
k,*10° 0,491 0 0,399 2,87 2,76 5,81 2,71 3,46
Aa 62,9 56,8 64,2 60,6 46,2 56,1 43,7 50,7
R? 0,999 0,998 0,979 0,975 0,989 0,993 0,976 0,991
R2 kRz.* 1_10 ’ - - - 2,40 - 2,40 -
(min™)
Aa (%) - - - - 46,2 - 43,7 -
R’ - - - - 0,989 - 0,985 -
R3 k“.* 1_10 ’ - - - 2,10 2,00 2,40 1,80 -
(min™)
Aa (%) - - - 58,4 46,2 60,5 43,7 -
R? - - - 0,992 0,959 0,990 0,952 -
b3 kD?‘.*%lo 3 - 4,28 2,79 - - - - 3,46
(min™)
Aa (%) - 56,8 52,4 - - - - 50,7
R® - 0,956 0,943 - - - - 0,919
b4 Koa™ %10 ' 1,84 3,24 2,26 - - - - -
(min™)
Aa (%) 45,2 56,8 52,4 - - - - -
R® 0,955 0,948 0,934 - - - - -

Vrednosti koeficijenata koji se odnose na otpustanje kofeina u PB 6,8 difuzijom kao
glavnim mehanizmom prenosa dobijene R-P modelom, Higuchi (za uzorak PMAC-0N-1, PB
6,8) i Kopcha modelom, priblizno su iste za uzorak PMAC-ON-1 i za uzorak PMAC-0ON-2 kada
se kofein otpusta u 0,1M HCI. Vrednosti ovih koeficijenata dobijene difuzionim modelima manje
su za jedan red veli¢ine kod modela D3 i dva reda veli¢ine kod modela D4 (Tabela 9.). U ostalim
slu¢ajevima R-P model predvida da relaksacija ima veliki uticaj na otpustanje aktivne supstance,
Sto je 1 potvrdeno dobrim slaganjem sa R modelima. R-P model predvida brze otpuStanje model-
leka u 0,1M HCI u svim slu¢ajevima osim kod uzorka PMAC-0ON-1 gde se oslobadanje kofeina

82



iz nosaca odvija ve¢om brzinom u PB 6,8. Maksimalna koli¢ina kofeina od 2 g u uzorcima sa 0%
neutralizacije dovela je do promene modela kojima se opisuje otpustanje kofeina u PB 6,8.
Naime, na podatke koji se odnose na otpustanje kofeina u PB 6,8 se moze primeniti R3 model,
dok je kod osnovnog uzorka sa 0,2 g kofeina, otpustanje kofeina moglo da se opise D modelima.
Takode moze da se vidi da je doslo do promene modela kojima se opisuje otpustanje kofeina i iz
uzoraka sa 100% neutralizacije MAA sa ve¢om koli¢inom inkapsuliranog kofeina u 0,1M HCI. |
u ovoj sredini se otpustanje kofeina moze opisati R modelima, dok je kod osnovnog uzorka sa
0,2g kofeina otpustanje kofeina u istoj sredini moglo da se opisSe D modelima. Moze se zakljuciti
da sa povecanjem koncentracije kofeina dolazi do promene mehanizma njegovog oslobadanja $to
bi moglo da bude posledica uspostavljanja veceg broja interakcija sa nosa¢em ili mogucnost
izdvajanja jedne koli¢ine kofeina na povrsini nosaca tokom sinteze.

4.2.3.4. Koeficijent difuzije

U Tabeli 10. su predstavljene vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja u dve sredine u
kojima je praceno otpustanje aktivne supstance. Vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja i kod
uzoraka sa 0% i sa 100% neutralizacije MAA prvo opadaju sa porastom koli¢ine kofeina, da bi
potom porasle u sluc¢aju sa najvecom koli¢inom kofeina. Ovo moze biti posledica izdvajanje
jednog dela leka na povrsini sistema tokom sinteze, pa je olakSana difuzija medijuma u nosace.
Koeficijenti difuzije medijuma u nosafe prvo rastu sa porastom koncentracije kofeina u
nosa¢ima, da bi se kod nosaca sa najveCom koncentracijom kofeina vrednosti koeficijenata
difuzije pale. Difuzija kofeina iz nosata sa 0% neutralizacije MAA raste sa porastom
koncentracije kofeina zato $to je i veca pogonska sila, medutim kod uzoraka sa 100%
neutralizacije MAA difuzija kofeina prvo postaje brza, da bi kod uzorka sa najvecom
koncentracijom kofeina usporila. Usporavanje difuzije kofeina iz nosaca verovatno se desava
zbog uspostavljanja vecéeg broja interakcija izmedu kofeina i jonizovanih karboksilnih grupa
PMAA i kazeina. Zanimljivo je primetiti da je Kopcha model predvideo da se otpustanje kofeina
iz PMAC-100N-1 u PB 6,8 odvijalo isklju¢ivo kao posledica relaksacije polimernih lanaca (kp=0
min™).

Tabela 10. Koeficijent difuzije ispitivanih sredina u PMAC nosace sa razli¢itom koncentracijom
kofeina

Uzorak 0,1M HCI PB 6,8
kp*10? Dh*10° kp*10? Dh*10°
(min™) SDeq (mm?*/min)  (min™) SDeq (mm?/min)
PMAC-0ON-1 2,54 0,63 1,06 4,18 2,98 1,05
PMAC-0ON-2 3,19 2,81 0,813 2,27 7,22 0,970
PMAC-100N-1 1,39 8,48 1,07 0 24,5 0,980
PMAC-100N-2 1,23 9,64 0,813 5,80 43,8 0,730
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4.2.4. Uticaj prisustva lipozoma u nosa¢ima

Kako bi se dodatno zastitio model lek i usporilo njegovo otpustanje, U PMAC nosace
dodati su lipozomi. Sintetisana je serija nosaca sa lipozomima, kod kojih je model lek
inkapsuliran direktno u lipozome tokom njihove sinteze. Ispitan je uticaj njihovog prisustva na
stepen inkapsulacije kofeina, bubrenje PMAC/L nosaca i kinetiku otpustanja kofeina.

4.2.4.1. Stepen inkapsulacije kofeina

Stepen inkapsulacije kofeina u lipozomima pripremljenim sa kofeinom u koncentraciji od
20 mg/ml kofeina, koji su inkorporirani u polimerni nosa¢, bio je 84,8£2,58% s$to je visoka
vrednost u poredenju sa postignutim stepenom inkapsulacije u objavljenoj naucnoj literaturi
[298].

4.2.4.2. Uticaj stepena neutralizacije MAA

Sintetisani su PMAC/L nosaci sa 0%, 50% i 100% neutralizacije MAA u cilju analize
uticaja prisustva lipozoma u nosac¢ima sa razli¢itim stepenom neutralizacije MAA na otpustanje
kofeina, kao i uticaja na bubrenje ovih nosac¢a u dve sredine: PB 6,8 i 0,1M HCI.

Dobijene krive bubrenja PMAC/L nosaca, zajedno sa krivim bubrenja osnovnih sistema
bez lipozoma, u PB 6,8 i u 0,1M HCI prikazane su na Slici 53. a) i b), respektivno. Prisustvo
lipozoma u nosa¢ima znacajno je smanjilo vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja u obe sredine.
Difuzija spoljasnjeg medijuma u mrezu hidrogela sporije se odvijala usled prisustva lipozoma u
porama hidrogela. Takode se moZe primetiti da PMAC-100N-L50 ima najviSe vrednosti
ravnoteznih stepena bubrenja u obe sredine, dok sistemi sa 0% i 50% neutralizacije MAA sli¢no
bubre, Sto je posledica generisanog negativnog naelektrisanja na karboksilnim grupama i jaceg
odbijanja polimernih lanaca u sistemu sa 100% neutralisanom MAA. Sa Slike 53. se moze videti
da su vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja duplo manje u 0,1M HCI u odnosu na PB 6,8, sto je
u skladu sa ¢injenicom da PMAC sistemi vise bubre u PB 6,8 i da prisustvo lipozoma nije uticalo
na promenu ponasanja ovih sistema, tj. na njihovu pH osetljivost.
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Slika 53. Krive bubrenja PMAC/L nosaca - uticaj prisustva lipozomne suspenzije: a) PB6,8 i

b) 0,1M HCI

Na graficima (Slika 54.) je predstavljeno poredenje kumulativnih krivih otpustanja
kofeina za sisteme sa razli¢itim stepenom neutralizacije MAA sa osnovnim nosa¢ima u kojima
se nalazi suspenzija lipozoma (50% u odnosu na destilovanu vodu u reakcionoj smesi).
Konstruisane su kumulativne krive umesto krivih otpustanja radi bolje preglednosti dobijenih
eksperimentalnih podataka. Primena matematickih modela, odredeni parametri, kao i tumacenje
dobijenih rezultata prikazani su zajedno sa podacima ostalih sintetisanih serija nosac¢a koji sadrze
razli¢itu koli¢inu lipozoma. Kako se sa grafika (Slika 54.) vidi da prisustvo lipozoma usporava
otpustanje kofeina, u nastavku je ispitano kako udeo lipozomne suspenzije prisutne u nosac¢ima
sa 0% 1 100% neutralizacije MAA (izabrana su dva granic¢na slucaja) utie na otpuStanje kofeina.
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Slika 54. Kumulativne krive otpustanja kofeina - uticaj prisustva lipozomne suspenzije u:
a) PB 6,8 b) 0,1M HCI
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4.2.4.3. Uticaj udela lipozomne suspenzije

Na Slici 55. a) i b) prikazane su krive bubrenja nosaca sa 0% neutralizacije MAA i
razli¢itim udelom lipozoma: 15%, 25%, 35%, 50% u odnosu na ukupnu koli¢inu destilovane
vode koja je dodata u reakcionu smeSu, u dve sredine razli¢itih pH vrednosti (manji grafici
prikazuju odredene nagibe krivih bubrenja ispitivanih uzoraka).
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Slika 55. Krive bubrenja PMAC/L nosaca sa 0% neutralizacije MAA i razli¢itim udelom
lipozomne suspenzije i otpustanja kofeina iz istih, respektivno u: a) PB 6,8 i b) 0,1M HCI

Sa Slike 55. a) i b) se vidi da uzorci vise bubre u PB 6,8 u odnosu na 0,1M HCI i
vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja su vise u PB 6,8 u odnosu na kiselu sredinu. Uzorci sa
25% i 35% lipozoma sli¢no bubre u 0,1M HCI, dok je veéi udeo lipozoma prisutnih u sistemu
usporio bubrenje i smanjio vrednost ravnoteznog stepena bubrenja. Usporavanje bubrenja se
moze objasniti ispunjenos¢u pora hidrogela lipozomima usled ¢ega se usporava i difuzija
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spoljaSnjeg medijuma u matriks hidrogela, kao i ostvarenim interakcijama i njihovoj gustini. Na
Slici 55. a*) i b*) su prikazane krive otpusStanja kofeina iz ispitivanih uzoraka u istim sredinama
(manji grafici prikazuju poredenje profila otpustanja kofeina iz ispitivane serije uzoraka sa
osnovnim uzorkom bez lipozoma — crna kriva, tokom 24h). Moze se zakljuciti da se sa porastom
udela lipozoma u sistemima brze otpusta veca koli¢ina kofeina u PB 6,8 u odnosu na 0,1M HCI.
Takode, znacajno je usporeno otpustanje kofeina u odnosu na osnovni uzorak bez lipozoma.

Na graficima Slika 56. i Slika 57. prikazani su R-P model i Higuchi model, respektivno,
primenjeni na eksperimentalne podatke otpustanja kofeina u fosfatni pufer iz nosaca sa 0%
neutralizacije MAA i lipozomima, dok su grafici koji se odnose na 0,1M HCI izostavljeni zbog

oblika koji je sli¢an prikazanim graficima.
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Slika 56. Primena R-P modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0%
neutralizacije MAA i razli¢itim udelom lipozomne suspenzije u PB 6,8
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Slika 57. Primena Higuchi modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0%
neutralizacije MAA i razli¢itim udelom lipozomne suspenzije u PB 6,8

Zavisnosti M/M..-t i Kopcha model za fosfatni pufer pH=6,8 prikazani su na Slici 58, a
za 0,1M HCI Kopcha model nije prikazan zato §to su dobijeni sli¢ni oblici grafika.
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Slika 58. Primena Kopcha modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0%
neutralizacije MAA i razli¢itim udelom lipozomne suspenzije u PB 6,8
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Poklapanje normalizovanih krivih sa modelima prikazano je na Slici 59. Normalizovane
krive otpustanja kofeina i u fosfatnom puferu pH=6,8 i u 0,2M HCI poklapaju se sa D modelima,
pa treba proveriti da li se dobijaju pravolinijske zavisnosti kada se ovi modeli primene.
Normalizovana kriva PMAC-0N-L35 koja se odnosi na 0,1M HCI ne poklapa se ni sa jednim
modelom, prema tome na podatke dobijene pracenjem otpustanja kofeina iz ovog uzorka u
kiseloj sredini ne moze da se primeni metoda koju su predlozili Adnadevic i sar.
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Slika 59. Poklapanje normalizovanih krivih otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0%
neutralizacije MAA 1 razli¢itim udelom lipozomne suspenzije u a) PB 6,8 1 b) 0,1M HCl sa
modelima model fiting metoda
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Slika 60. Provera odabranih modela na osnovu primene model fiting metoda na krive otpusStanja
kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0% neutralizacije MAA 1 razliitim udelom lipozomne suspenzije

uPB6,8
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Tabela 11. Kineticki parametri dobijeni primenom matematickih modela na krive otpustanja
kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0% neutralizacije MAA 1 razli¢itim udelom lipozomne suspenzije
uPB6,8i0,1M HCI

Model  Uzorak PMAC-ON-L15 PMAC-ON-L25 PMAC-ON-L35 PMAC-ON-L50
HCl PB HCl PB HCl PB HCl PB
R-P n 0,66 0,64 0,51 0,62 0,60 0,59 0,63 0,67
2
k*%o_l 1,99 1,59 5,51 2,41 2,48 2,54 1,46 1,57
(min™)
Aa(%) 78,8 60,9 92,4 49,9 72,2 70,9 62,9 65,4
R? 0,962 0,985 0,975 0,978 0,982 0,980 0,962 0,993
Higuchi k. *10° 4,43 3,20 5,60 - 4,15 3,97 3,10 -
model  Aa(%) 78,8 60,9 91,4 - 71,9 73,6 63,1 -
R? 0,996 0,997 0,995 - 0,998 0,998 0,989 -
Kopcha k;*10> 5,60 2,84 3,53 3,69 3,65 3,70 2,10 2,87
k,*10° 2,92 2,52 7,96 3,95 4,26 2,45 6,93 6,95
Aa 76,8 60,9 70,8 67,2 64,8 66,1 63,1 68,2
R? 0,992 0,986 0,983 0,991 0,988 0,987 0,989
4
b3 k‘”.*%lo 3,17 1,84 - 3,42 - 2,72 - 2,37
(min™)
Ao (%) 49,6 60,9 - 69,4 - 50,9 - 54,9
R? 0,974 0,987 - 0,986 - 0,988 - 0,960
4
b4 kD“.*ﬂo 1,57 6,07 - - - 1,16 -
(min™)
Ao (%) - 60,9 85,2 - - - 43,6 -
R? - 0,993 0,994 - - - 0,971 -

U Tabeli 11. prikazani su odredeni parametri upotrebljenih modela primenjenih na
dobijene eksperimentalne podatke PMAC-ON-L hidrogelova (podaci za osnovni uzorak bez
lipozoma — PMAC-0N-0,2 prikazani su u Tabeli 5.). Dobijeni rezultati pokazuju da je slaganje
eksperimentalnih podata sa R-P, Higuchi i Kopcha modelima dobro, sa oblaséu primene do 60-
70% otpustene koli¢ine kofeina. Dodatak lipozoma nije uticao na promenu modela, pa se
otpustanje kofeina iz posmatranih uzoraka takode moze opisati sa D modelima. Medutim, R-P
model je za PMAC-0N-0,2 pokazao da relaksacija ima veci uticaj na otpustanje, dok je ovaj
model za sistem sa dodatim lipozomima pokazao da difuzija ima veéi uticaj na otpustanje
kofeina. Ovo potvrduje i dobro slaganje eksperimentalnih podataka dobijenih za uzorak PMAC-
ON-L sa Higuchi modelom koji predvida da se otpustanje odvija difuzijom kao glavnim
mehanizmom otpustanja. Koeficijenti Kopcha modela koji se odnose na brzinu difuzije su veci
od koeficijenata ovog modela koji se odnose na brzinu relaksacije, prema tome i Kopcha model
predvida da se oslobadanje kofeina odvija difuzijom kao glavnim mehanizmom transporta.

Sintetisana je i serija uzoraka sa 100% neutralizacije MAA i razli¢itim udelom lipozoma,
kako Dbi se ispitao uticaj prisustva lipozoma na bubrenje i na otpustanje kofeina iz posmatranih
nosaca. Udeo lipozoma je i u ovoj seriji variran u odnosu na ukupnu koli¢inu destilovane vode
koju treba dodati u reakcionu smesu, pa su sintetisani uzorci sa lipozomnom suspenzijom koja
¢ini 15%, 25%, 35% i 50% od ukupne kolicine destilovane vode koja je dodata pri sintezi
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osnovnog uzorka bez lipozoma (PMAC-100N-0,2). Na Slici 61. a) i b) prikazane su krive
bubrenja uzoraka u obe sredine (manji grafici prikazuju odredene nagibe krivih bubrenja
ispitivanih uzoraka). Sa grafika se vidi da su vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja duplo vise
kada uzorci bubre u PB 6,8 (Slika 61. a)) u odnosu na vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja u
0,1M HCI (Slika 61. b)). Ovakvo ponasanje nosata je posledica generisanja negativnog
naelektrisanja na karboksilnim grupama i odbijanja polimernih lanaca u PB 6,8. Takode, sa
porastom udela inkorporiranih lipozoma u mrezu nosaca, opadaju vrednosti ravnoteznih stepena
bubrenja. Difuzija spoljasnjeg medijuma u hidrogel bila je otezana verovatno zbog fizickog
prisustva lipozoma u porama hidrogela.
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Slika 61. Serije krivih bubrenja: a) PB 6,8 i b) 0,1M HCl i odgovarajuce serije krivih otpustanja:
a*) PB 6,8 i b*) 0,1M HCI (manji grafik predstavlja poredenje krivih otpustanja iz sistema sa
lipozomima sa odgovaraju¢im sistemom bez lipozoma za 24h) - uticaj koli¢ine lipozoma u
sistemu sa 100% stepena neutralizacije MAA
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Na Slici 61. a*) i b*) prikazano je otpustanje kofeina iz serije uzoraka sa 100%
neutralizacije MAA i razli¢itim udelom lipozomne suspenzije, kako bi se ispitao uticaj ovih
fosfolipidnih Cestica na kontrolisano otpustanje kofeina u dve sredine razli¢itih pH vrednosti
(manji grafici prikazuju poredenje profila otpustanja kofeina iz ove serije uzoraka sa osnovnim
uzorkom bez lipozoma — zelena kriva). Na manjim graficima se vidi da prisustvo lipozoma u
sistemu znacajno usporava otpustanje aktivne supstance u odnosu na osnovni nosa¢ bez
lipozoma — PMAC-100N-0,2 (zelena kriva). Na glavnim graficima se vidi da je sa porastom
udela lipozoma u sistemu, brze i oslobadanje, $to je i o¢ekivano s obzirom da je u sistem uneta i
veca koli¢ina model-leka inkapsuliranog u lipozome. Poredenjem krivih otpustanja u dve sredine
moze da se vidi da su veci nagibi krivih otpustanja u PB 6,8 u odnosu na one koji se odnose na
0,1M HCI i zakljuci da je brze oslobadanje i da je oslobodena veca koli¢ina kofeina u PB 6,8.
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Slika 62. Primena R-P modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 100%
neutralizacije MAA i razli¢itim udelom lipozomne suspenzije u PB 6,8

Na graficima prikazanim na Slici 62. Predstavljen je R-P model primenjen na krive
otpustanja kofeina u PB 6,8 iz nosaca sa razli¢itim udelom lipozoma. Odredeni parametri ovog
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modela za sve uzorke predstavljeni su u Tabeli 12. Higuchi model, Kopcha model, kao i metoda
normalizovanog vremena predstavljeni su na graficma Slika 63, Slika 64, Slika 65. i 66,
respektivno, a izraunati parametri se nalaze u Tabeli 12, u kojoj se nalaze i parametri R-P
modela. Podaci za osnovni uzorak bez lipozoma — PMAC-100N-0,2 prikazane su u Tabeli 5.
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Slika 63. Primena Higuchi modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 100%
neutralizacije MAA i razli¢itim udelom lipozomne suspenzije u PB 6,8

93



nd

B PMAC-100N-L15 —— Kopcha model PMAC-100N-L15 PB
® PMAC-100N-L25 —— Kopcha model PMAC-100N-L25 PB
A PMAC-100N-L35 —— Kopcha model PMAC-100N-L35 PB
v PMAC-100N-L50 Kopcha model PMAC-100N-L50 PB
o+
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
t,min

Slika 64. Primena Kopcha modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 100%
neutralizacije MAA 1 razli¢itim udelom lipozomne suspenzije u PB 6,8

Metoda normalizovanog vremena kori$¢ena za ispitivanje kinetike otpustanja kofeina iz
ispitivanin PMAC/L nosaca sa 100% neutralizacije MAA 1 razli¢itim udelom lipozomne
suspenzije (Slika 65. a)), pokazala je da bi kinetika otpustanja kofeina u PB 6,8 mogla da
odgovara prvom redu reakcije, dok bi za ostale sisteme trebalo proveriti da li bi D modeli mogli
da se koriste za analizu kinetike, tj. da li se dobijaju pravolinijske zavisnosti. Kada se radi o
pracenju otpustanja slabo vodorastvorne aktivne supstance u 0,1M HCI normalizovane krive
otpustanja uzoraka PMAC-100N-25 i PMAC-100N-50 prate krivu prvog reda reakcije, dok se
ostali uzorci ne poklapaju ni sa jednim od posmatranih modela kod metode normalizovanog
vremena (Slika 65. b)).

h = PMAC-100N-L15 = PMAC-100N-L25 Fl ——D3—D4
s PMAC-100N-L35 = PMAC-100N-L50| 0.0 s PMAC-100N-L15 = PMAC-100N-L2
] ——D3——D4== F1 = PMAC-100N-L35 = PMAC-100N-L5
00 1 T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 0.2 04 tN 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 ty 0.6 0.8 1.0

Slika 65. Poklapanje normalizovanih krivih otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 100%
neutralizacije MAA 1 razli¢itim udelom lipozomne suspenzije u a) PB 6,8 1 b) 0,1M HCl sa
modelima model fiting metoda
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Dobijeni grafici prikazani na Slici 66. pokazuju da otpustanje kofeina iz PMAC-100N-

L15 (PB 6,8), PMAC-100N-L25 (0,1M HCI) i PMAC
redu reakcije, tj. da otpustena koli¢ina kofeina direktno

-100N-L50 (0,1M HCI) odgovara prvom
zavisi od vremena oslobadanja. Slaganje

sa ostalim modelima je prili¢no loSe, pa su grafi¢ki predstavljeni samo podaci koji se odnose na

otpustanje za PB 6,8, gde se vidi poklapanje sa F1
kinetici otpustanja kofeina.

modelom i da D modeli ne odgovaraju
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Slika 66. Provera odabranih modela na osnovu primene model fiting metoda na krive otpusStanja

kofeina iz PMAC/L nosaca sa 100% neutralizacije
suspenzije u PB
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Tabela 12. Kineticki parametri dobijeni primenom matematickih modela na krive otpustanja
kofeina iz PMAC/L nosaca sa 100% neutralizacije MAA 1 razli¢itim udelom lipozomne
suspenzije u PB 6,81 0,1M HCI

Model Uzorak PMAC-100N-L15 PMAC-100N-L25 PMAC-100N-L35 PMAC-100N-L50

0,IMHCI PB6,8 0,IMHCI PB68 0,IMHCI PB6,8 0,IMHCI PB6,3

R-P n 0,92 1,04 0,98 1,24 0,67 1,03 0,64 0,94
%112

:(m?r?'l) 0,699 0,516 0,568 0,131 2,75 0,436 2,88 0,490

Ao (%) 64,7 63,9 71,5 42,5 85,0 53,6 73,8 47,2

R? 0,981 0,956 0,975 0,950 0,998 0,929 0,998 0,972

Higuchi  k,*10° - 3,20 6,10 - - 0,110 5,12 -

model  Aa(%) - 60,9 79,0 - - 73,6 85,4 -

R? - 0,997 0,994 - - 0,998 0,995 -

Kopcha  k;*10? 1E-16 2,83 0,510 4,11 3,40 3,90 3,65 3,22

k,*10° 5,40 0,252 4,92 1,95 2,12 27,5 2,46 0,380

Ao 48,3 60,9 60,8 75,3 73,9 73,6 74,9 70,7

R? 0,997 0,992 0,992 0,983 0,999 0,999 0,998 0,983
3

F1 k“fﬁl_? 9,46 7,89 - - - 8,46 -
(min™)

Ao (%) - 78,70 76,1 - - - 80,4 -

R’ - 0,995 0,996 - - - 0,998 -

lako su sintetisani nosa¢i sa lipozomima izuzetno slozeni, R-P model za ispitivanje
kinetike otpustanja model leka se pokazao pogodan skoro za sve nosade (vrednosti R* su oko
0,95-0,99, §to je za polimerne sisteme zadovoljavajuce). Oblast primene ovog modela je oko
60% (osim za uzorak PMAC-100N-L25 gde je oko 42%). Kopcha model je i za ovu seriju
uzoraka bio najbolji za opisivanje kinetike otpusStanja, a oblasti primene su visoke oko 70%
(osim PMAC-100N-L15 oko 48%), kao i koeficijenti korelacije (oko 0,990). Slaganje sa ostalim
modelima (osim F1) iz grupe modela za primenu metode normalizovanog vremena je lose. Kod
osnovnog uzorka bez lipozoma (PMAC-100N-0,2) otpustanje kofeina moglo je pored F1 modela
da se opiSe i R modelom za PB 6,8, odnosno sa D modelima za 0,1M HCI. Prema tome moze se
zakljuciti da je dodatak lipozoma u sistem sa 100% neutralizacije MAA doveo do promene
modela kojima se opisuje otpustanje kofeina u obe sredine.

Moze se zakljuciti da su oba transportna mehanizma 1 difuzija 1 relaksacija polimernih
lanaca kontrolisala otpustanje kofeina iz posmatranih sistema. Kod krivih otpustanja kao i kod
svih modela postoji blagi plato, pa verovatno dolazi do promene mehanizma oslobadanja
kofeina. Postoji nekoliko moguc¢nosti kako je teklo oslobadanje kofeina iz ovih sistema: moguce
je da se kofein oslobodi iz lipozoma u sam nosac, pa tek iz njega u sredinu u kojoj se prati
otpustanje. Takode je moguce i da je deo lipozoma prosao kroz pore polimernog nosaca, pa se
otpustanje model-leka odvijalo i iz ovih lipozoma istovremeno sa otpustanjem kofeina iz
lipozoma u nosacu [265]. SEM mikrografi su potvrdili da nije doslo do razgradnje lipozoma
tokom sinteze nosaca, pa je prema tome postojala slobodna koli¢ina kofeina samo u suspenziji
lipozoma, tj. ona koli¢ina kofeina koja se nije inkapsulirala u lipozomne Cestice, tako da iako je
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ova koli¢ina mala i ona se takode oslobadala iz polimernih nosaca, pored ve¢ pomenutih
mogucih nac¢ina oslobadanja.

4.2.4.3.1. Koeficijent difuzije

Vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja dve serije uzoraka sa 0% i sa 100% neutralizacije
MAA i razli¢itim udelom lipozomne suspenzije, opadaju sa porastom udela lipozoma u nosa¢ima
iuPB6,8iu0,1M HCI. Istovremeno koeficijenti difuzije medijuma u nosace rastu, §to znaci da
raste brzina difuzije medijuma u nosace (Tabela 13.). Vrednosti SDeq su vise u PB 6,8 u odnosu
na vrednosti u kiseloj sredini, osim kod uzoraka PMAC-ON-L35 i PMAC-ON-L50 gde su
vrednosti SDeq nesto manje u PB 6,8 (Tabela 13.). Ovo moze biti posledica uspostavljanja veceg
broja odredenih interakcija izmedu lipozoma i nosaca kako raste udeo lipozomne suspenzije
prisutne u nosa¢ima. Podaci za osnovni uzorak PMAC-100N-0,2 prikazani su u Tabeli 6.

Tabela 13. Koeficijent difuzije ispitivanih sredina u PMAC/L nosaca sa 100% neutralizacije
MAA i razli¢itim udelom lipozomne suspenzije

Uzorak 0,1 M Hcl PB 6,8
2 5 2 5

kD"jlg SDeq Dh:‘lO. kD"jlg SDeq Dh:lO.

(min™) (mm*/min) (min™) (mm*/min)
PMAC-ON-L15 5,60 12,1 0,842 2,83 16,4 0,816
PMAC-ON-L25 3,53 8,83 0,980 4,11 12,4 0,917
PMAC-ON-L35 3,65 8,45 1,09 3,90 6,25 1,00
PMAC-ON-L50 2,10 7,06 1,10 3,22 4,17 2,58
PMAC-100N-L15 0,966 11,7 0,980 2,10 42,2 0,922
PMAC-100N-L25 0,966 10,8 0,990 2,70 38,0 1,02
PMAC-100N-L35 3,50 9,53 1,02 1,35 33,6 1,16
PMAC-100N-L50 3,91 9,16 1,06 1,53 23,9 1,17

Kod obe serije uzoraka (i sa neneutralisanom i sa potpuno neutralisanom MAA) brzina
difuzije kofeina u PB 6,8 slicna je kod uzoraka sa 15% i 25% lipozomne suspenzije, a
medusobno slicne vrednosti parametara kp takode imaju uzorci sa 35% 1 50% lipozomne
suspenzije (Tabela 13). Sli¢an trend se moze uociti i kod difuzije kofeina u 0,1M HCI kada se
radi o seriji uzoraka sa 100% neutralizacije MAA, dok je kod serije sa 0% neutralizacije MAA
brzina difuzije kofeina je sli¢na kod uzoraka sa 25% 1 35% neutralizacije MAA.

4.2.4.4. Poredenje otpustanja kofeina iz nosaca sa suspenzijom lipozoma i
nosaca sa lipozomima koncentrovanim centrifugiranjem

U cilju dobijanja sistema sa pojedina¢nim fosfolipidnim nanocesticama uniformno
rasporedenim u unutrasnjosti nosaca (Odeljak 4.1.2.), lipozomna suspenzija sa inkapsuliranim
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kofeinom je iscentrifugirana i kori$¢ena za sinteze nosaca sa razli¢itim stepenom neutralizacije
MAA. Praceno je bubrenje nosac¢a u dve sredine Pb 6,8 i 0,1M HCI i dobijene krive bubrenja
prikaazne su na Slici 67. a) i b) (manji grafik prikazuje odredivanje nagiba krivih bubrenja
ispitivanih uzorka). Uticaj stepena neutralizacije jasno se moze videti na ovom grafiku: sa
porastom stepena neutralizacije i pH vrednosti spoljas$nje sredine rastu i vrednosti ravnoteznog
stepena bubrenja. Takode je praceno i otpustanje kofeina iz ovih uzoraka i uporedeno sa
otpustanjem iz polimernog nosaca kada se u njemu nalazi lipozomna suspenzija. Dobijene krive
otpustanja u PB 6,8 i 0,1M HCI prikazane su na Slici 67. a*) i b*).
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Slika 67. Krive bubrenja PMAC/L nosaca u: a) PB 6,8 i b) 0.1M HCI i krive otpustanja kofeina
u: a*) PB 6,8 i b*) 0.1M HCI - uticaj oblika prisutne lipozomne formulacije: suspenzije ili
koncentrovanih lipozoma dobijenih centrifugiranjem u PMAC/L nosacu sa 0%, 50% i 100%
stepena neutralizacije MAA
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Otpustanje kofeina u PB 6,8 sporije je iz sistema sa koncentrovanim lipozomima
dobijenim centrifugiranjem u odnosu na sistem sa lipozomnom suspenzijom. Ovo moze biti
posledica vece kontaktne povrSine izmedu lipozomnih Cestica i mreZe nosaca, zbog Cega je
olakSano uspostavljanje interakcija izmedu koncentrovanih lipozoma i polimernog nosaca.
Prolazak lipozomnih Cestica kroz polimernu mrezu je zbog toga sporiji, tj. manji broj lipozoma
se nalazi u spoljaSnjem medijumu. Zbog toga se otpusStanje kofeina odvija kroz lipozomni
omota¢ i mreZu nosaca, za razliku od otpustanja kofeina iz nosaca sa lipozomnom suspenzijom
gde se kofein istovremeno otpusta i iz nosaca sa lipozomima i iz lipozoma koji su prosli kroz
mrezu nosaca. Takode se moze videti znacajniji uticaj stepena neutralizacije na otpustanje
kofeina kod sistema u kome se nalaze koncentrovani lipozomi dobijeni centrifugiranjem, dok je
uticaj stepena neutralizacije MAA na otpustanje kod sistema sa lipozomnom suspenzijom
neznatan. Posmatrani sistemi brze otpustaju kofein u PB 6,8, osim uzorka sa 100% neutralizacije
MAA koji neznatno sporije otpusta kofein u kiseloj sredini. Na graficima se vidi da je otpustanje
model leka u 0,1IM HCI iz polimernih nosaca sa koncentrovanim lipozomima dobijenim
centrifugiranjem sli¢no za sva tri stepena neutralizacije, dok je uticaj stepena neutralizacije na
otpustanje u ovom medijumu jasno uocljiv za sisteme sa lipozomnom suspenzijom, za razliku od
otpustanja kofeina u PB 6,8.

Kako bi se ispitala kinetika otpustanja u oba medijuma primenjeni su ranije korisc¢eni
modeli. R-P model primenjen na eksperimentalne podatke nosaca dobijene pracenjem otpustanja
kofeina u PB 6,8, prikazani su na Slici 68, a ostali grafici nisu prikazani zato §to imaju isti oblik.
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Slika 68. Primena R-P modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0%, 50% i
100% neutralizacije MAA i razlic¢itim oblikom lipozomne formulacije u PB 6,8

Na graficima na Slici 69. prikazan je Higuchi model primenjen na dobijene krive
otpustanja kofeina u PB 6,8. Za ostale uzorke prikazane su samo vrednosti parametra u Tabeli
14,
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Slika 69. Primena Higuchi modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0%, 50%
I 100% neutralizacije MAA 1 razli¢itim oblikom lipozomne formulacije u PB 6,8

Kumulativne krive otpustanja kofeina u PB 6,8 i primenjen Kopcha model graficki su
predstavljeni na Slici 70.
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Slika 70. Primena Kopcha modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0%, 50% i
100% neutralizacije MAA 1 razli¢itim oblikom lipozomne formulacije u PB 6,8

Normalizovane krive otpuStanja kofeina u oba medijuma za sva tri sistema sa
iscentrifugiranim lipozomima nalaze se na Slici 71. Moze se videti da za otpustanje kofeina u
fosfatni pufer krive uzoraka sa 50% i 100% neutralizacije MAA prate D modele, dok bi uzorak
sa 0% neutralizacije MAA mogao da se opiSe R modelom.
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Slika 71. Poklapanje normalizovanih krivih otpustanja kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0%, 50% i
100% neutralizacije MAA i razli¢itim oblikom lipozomne formulacije u a) PB 6,8 i b) 0,1M HCI
sa modelima model fiting metoda

Na dobijenim graficima (Slika 72.) se vidi da nema poklapanja sa modelima, prema tome
ovi modeli ne mogu dobro da opiSu proces otpustanja kofeina iz posmatranih nosaca.
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Slika 72. Provera odabranih modela na osnovu primene model fiting metoda na krive otpustanja
kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0%, 50% i 100% neutralizacije MAA i razli¢itim oblikom
lipozomne formulacije u PB 6,8

Vrednosti parametara koji se odnose na brzinu otpustanja kofeina iz uzorka PMAC-ON-
Lc u 0,1M HCI sli¢ne su za R-P, Higuchi i Kopcha model, dok se one vrednosti koje se odnose
na otpustanje u PB 6,8 znacajno razlikuju, $to ukazuje da i relaksacija polimernih lanaca ima
uticaj na proces otpustanja kofeina (Tabela 14.). U ostalim sluc¢ajevima R-P model je predvideo
da i difuzija i relaksacija imaju uticaj na otpustanje model-leka, a slaganje sa D modelima je lose
Sto je u skladu sa rezultatima koje je dao R-P model. Oblasti primene za prva tri modela su
velike - do 80%, s obzirom da su ovi modeli inace primenjivi na prvih 60% otpustene koli¢ine
aktivne supstance. Slaganje sa ovim modelima je takode zadovoljavajuée R?~0.990. Slaganje
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eksperimentalnih podataka sa ostalim modelima je nesto loSije. Dodatak kocentrovanih lipozoma
dobijenih centrifugiranjem, uticao je na promenu modela kojima se moze opisati otpuStanje
kofeina iz sistema sa 0% neutralizacije MAA u PB 6,8. Naime, otpustanje se moze opisati R3
modelom, a kod osnovnog uzorka je moglo da se opise D modelima. Takode, kod uzorka sa
100% neutralizacije MAA i kocentrovanim lipozomima dobijenim centrifugiranjem otpustanje
kofeina u obe sredine moze da se opiSe D modelima, dok se kod osnovnog uzorka sa
suspenzijom lipozoma otpustanje kofeina u PB 6,8 poklapa sa F1 i R3 modelima. Podaci za
osnovne uzorke bez prisutnih lipozoma prikazani su u Tabeli 5.

Tabela 14. Kineti¢ki parametri dobijeni primenom matemati¢kih modela na krive otpustanja
kofeina iz PMAC/L nosaca sa 0%, 50% i1 100% neutralizacije MAA 1 razli¢itim oblikom
lipozomne formulacije u PB 6,8 i 0,1M HCI

Model Uzorak PMAC-ON-Lc PMAC-50N-Lc PMAC-100N-Lc
0,1 M HCl PB 6,8 0,1 M HCI PB 6,8 0,LMHCI PB6,8
R-P n 0,49 0,57 0,67 0,63 0,64 0,81
k*10°
. 4 3,99 2,51 2,05 2,94 2,64 1,01
(min™)
Ao(%) 73,3 69,4 86,2 75,5 63,9 56,6
R? 0,991 0,993 0,970 0,991 0,992 0,979
Higuchi k,*10° 3,84 3,55 4,75 5,50 4,76 4,30
Ao (%) 73,3 69,4 88,8 83,5 55,3 60,4
R? 0,999 0,997 0,996 0,997 0,992 0,988
Kopcha k;*10° 3,82 4,14 3,00 3,50 4,30 3,21
k,*10° 0,007 0,690 1,58 2,14 0,590 0,945
Aa 73,3 57,3 66,5 63,4 75,6 67,0
R? 0,997 0,994 0,992 0,996 0,985 0,972
R3 kps*10°
. - 1,01 - - - -
(min™)
Ao (%) - 69,4 - - - -
R? - 0,978 - - - -
D3 kps*10"
- 2,40 - 4,17 6,10 5,60 2,90
(min™)
Ao (%) 54,9 - 63,9 63,4 82,3 49,4
R? 0,994 - 0,959 0,966 0,987 0,960
D4 kps*10"
" 2,10 - 3,31 0,500 3,92 2,59
(min™)
Ao (%) 54,9 - 59,9 63,4 63,9 49,4
R? 0,997 - 0,974 0,978 0,974 0,967
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4.2.4.4.1. Koeficijent difuzije

Uticaj stepena neutralizacije jasno se odrazava kroz vrednosti ravnoteznog stepena
bubrenja uzoraka sa koncentrovanim lipozomima dobijenim centrifugiranjem: sa porastom
stepena neutralizacije rastu i vrednosti SDeq, a istovremeno opadaju vrednosti koeficijenata
difuzije medijuma u nosace. Brzina difuzije kofeina iz nosaca opada sa porastom stepena
neutralizacije u PB 6,8. U kiseloj sredini prvo pada, da bi kod uzorka sa 100% neutralizacije
porasla, kako se moze videti po vrednostima parametara kp u Tabeli 14. Isti trend je postojao i
kod odgovarajucih uzoraka sa suspenzijom lipozoma, $to zna¢i da koncentrovanje lipozomne
suspenzije centrifugiranjem nije imalo uticaj na difuziju kofeina iz nosaca.

Tabela 15. Koeficijent difuzije ispitivanih sredina u PMAC/L nosaca sa 0%, 50% i 100%
neutralizacije MAA i razli¢itim oblikom lipozomne formulacije

Uzorak 0,1M HCI PB 6,8
2 5 2 5
kD"flg SDeq Dh:lO. kD"jlg SDeq Dh:lO'
(min™) (mm®/min) (min™) (mm®/min)
PMAC-ON-Lc 3,82 1,36 2,19 4,14 9,11 1,17
PMAC-50N-Lc 3,01 5,32 1,08 3,50 13,5 0,967
PMAC-100N-Lc 4,30 15,1 0,830 3,20 38,3 0,716

Koncentrovanje lipozoma centrifugiranjem rezultiralo je u ravnomerno rasporedenim
pojedinac¢inm fosfolipidnim ¢esticama po mrezi nosaca i ve¢om kontaktnom povr§inom izmedu
lipozoma i mreZze nosaca, kao i vece ispunjenosti pora nosaca lipozomnim &esticama. TO je
dovelo do manjeg bubrenja nosaca, a samim tim i spreavanja moguceg prolaska lipozoma kroz
pore mreze nosaca. Kao rezultat postignuta je bolja kontrola brzine otpustanja kofeina, pa je to
usmerilo dalji put analize ponaSanja nosaca.

4.2.5. Uticaj prisustva itakonske kiseline

Kako bi se ispitala mogucnost zamene dela MAA itakonskom kiselinom (lIA), koja se
dobija iz bioobnovljivih izvora i poseduje dve karboksilne grupe, pa tako povecava
funkcionalnost mreZe nosaca, sintetisana je i karakterisana posebna serija uzoraka sa IA. U
sintetisanoj seriji PMAC sistema sa IA ostali parametri sinteze su: 100% neutralisana MAA, tri
razli¢ite koncentracije kofeina (inicijalne mase kofeina bile su 0,2g; 1g i 2g) i jedan sistem u
kome su prisutni i lipozomi (50% lipozomne suspenzije u odnosu na koli¢inu destilovane vode
dodate u reakcionu smesu).

Dobijeni FTIR spektri uzoraka sa itakonskom kiselinom predstavljeni su zajedno sa FTIR
spektrima PMAC uzoraka bez (PMAC-100N) i sa kofeinom (PMAC-100N-0,2), radi poredenja
(Slika 73.). FTIR spektri uzoraka sa itakonskom kiselinom poseduju iste karakteristicne pikove
komponenti kao i FTIR spektri odgovaraju¢ih uzoraka bez itakonske kiseline. Ipak, moze se
uociti da FTIR spektri uzoraka sa IA imaju izraZenije pikove na 1540 cm™ (simetri¢ne vibracije
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rastezanja C(=0)-O") i 1645 cm™ (C(=0)-OH simetri¢ne vibracije savijanja) zbog prisutnog
veceg broja—COO™ i —COOH grupa, jer 1A ima dve karboksilne grupe u svojoj strukturi [299].

—— PMAC-100N ——— PMAC-100N-0.2 —— PMAC/IA-100N-0.2
—— PMAC/IA-100N-1 —— PMAC/IA-100N-L

Transmitivhost, a.u.

I T T T T T T T
4000 3000 2000 1000 0
Talasni broj, cm”

Slika 73. FTIR spektri PMAC i PMAC/L nosaca sa 100% neutralizacije MAA i dodatom
itakonskom kiselinom

Dobijeni SEM mikrografi polimernih nosaca sa dodatom itakonskom kiselinom bez i sa
lipozoma prikazani su na Slici 74. a) i b) respektivno. Moze se videti da je dodatak IA doveo do
promene strukture u odnosu na odgovarajué¢i polimerni nosa¢ sa 100% neutralizacije bez
itakonske kiseline. Struktura polimernog nosaca je neregularna, ,iscepkana” sa velikim
Supljinama, $to je u skladu sa Cinjenicom da se dodatkom itakonske kiseline poveéava i
ravnotezni stepen bubrenja ovih hidrogelova (Slika 74. a) i b)). Micele kazeina se ne vide zbog
prethodno pomenute ¢injenice da je doslo do njihove disocijacije u baznoj sredini tokom sinteze
nosaca (Slika 74. a) i b)). SEM mikrografi polimernih nosaca sa dodatom itakonskom kiselinom i
lipozomima u kojima je inkapsuliran kofein, prikazani su na Slika 74. b) gde se moze videti ista
struktura kao i kod uzorka bez lipozoma (Slika 74. a)), a lipozomi se nalaze u obliku
pojedinacnih Cestica rasporedenih po zidovima matrice nosaca.
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Slika 74. SEM mikrografi: a) PMAC/IA-100N-0,2 i b) PMAC/IA-100N-L

4.2.5.1. Stepen inkapsulacije kofeina

Stepeni inkapsulacije kofeina u uzorcima sa itakonskom kiselinom PMAC/IA-100N-0,2,
PMAC/IA-100N-1 i PMAC/IA-100N-2 iznosili su 100%, 81% i 65%, respektivno. Moze se
zakljuciti da sa porastom pocetne koli¢ine kofeina opadaju stepeni inkapsulacije. Isti trend je bio
prisutan i kod osnovnih uzoraka bez itakonske kiseline (Odeljci 4.2.1.3.16.2.3.3.).

Stepen inkapsulacije kofeina u lipozomima pripremljenim sa kofeinom u koncentraciji od
20 mg/ml kofeina, koji su inkorporirani u polimerni nosac, bio je 84,8+2,58%.

4.2.5.2. Kinetika otpustanja kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa
itakonskom Kkiselinom

Ispitan je uticaj prisustva IA na otpuStanje model-leka i bubrenje nosaca. Na Slici 75. a) i
b) su prikazane krive bubrenja u dve sredine razlic¢itih pH vrednosti. Serija uzoraka sa 1A ima
veée vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja i brze bubri u odnosu na osnovne uzorke bez
itakonske kiseline. Razlog za ovakvo ponasanje je prisustvo veceg broja karboksilnih grupa u
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sistemu (IA ima dve karboksilne grupe) na kojima se generiSe negativno naelektrisanje, pa je i
jace odbijanje polimernih lanaca i brze bubrenje. Serija uzoraka sa IA vise bubri u PB 6,8 (Slika
75. a)) u odnosu na kiselu sredinu gde su vrednosti ravnoteZznih stepena bubrenja duplo manje
(Slika 75. b)). Takode, sa porastom koli¢ine kofeina u ovim sistemima dolazi do smanjenja
vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja i smanjenja brzine bubrenja. Interakcije kofeina sa
metakrilnom i itakonskom kiselinom koje se mogu uspostaviti, mogu uticati na manje odbijanje
polimenih lanaca, a samim tim i sporije bubrenje. Inkorporiranje lipozoma u sistem sa IA utice
na smanjenje stepena bubrenja i takvi sistemi imaju najmanje vrednosti ravnoteznih stepena
bubrenja u odnosu na ostale uzorke iz ove grupe. Difuzija spoljasnjeg medijuma u nosaé
verovatno je usporena zbog fizickog prisustva lipozoma u porama mreZze nosaca, Kao
uspostavljenih interakcija izmedu lipozoma i kazeina.
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Slika 75. Krive bubrenja PMAC i PMAC-L sistema sa itakonskom kiselinom u: a)PB 6,8 i
b)0,1M HCI i krive otpustanja kofeina iz istih sistema u: a*) PB 6,8 i b*)0,1M HCl
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Sa grafika na kome su prikazane krive otpuStanja u obe sredine (Slika 75. a*) i b*)),
moze da se vidi da prisustvo itakonske kiseline ubrzava otpustanje kofeina u odnosu na osnovni
uzorak bez IA - PMAC-100N-0,2. Brze otpustanje model leka je i ocekivano s obzirom da ova
kiselina ima dve karboksilne grupe. Naime, deprotonovanjem karboksilnih grupa dolazi do
generisanja negativnog naboja, usled ¢ega je i jae odbijanje polimernih lanaca. Ovo dalje utice
na povecanje hidrofilnosti mreze nosaca i veée vrednosti stepena bubrenja. Sa povecanjem
veli¢ine pora u ovom hidrogelskom nosacu lakSe se i oslobada inkapsulirana aktivna supstanca.
Brze otpustanje kofeina u kiseloj sredini moze biti posledica ve¢ pomenute degradacije kazeina u
kiseloj sredini. Takode je moguée da je u kiseloj sredini doSlo do lokalizovane micelarizacije
kazeina u odredenim oblastima u mrezi nosaca, usled ¢ega je doslo do slabljenja interakcija
izmedu kazeina i kofeina. Postoji moguénost i da su se prilikom otpustanja u PB 6,8 ostvarile
neke jace interakcije izmedu kofeina i itakonske kiseline, S obzirom na prisustvo veceg broja
deprotonovanih karboksilnih grupa, pa je i oslobadanje kofeina otezano. U cilju ispitivanja
kinetike otpustanja model leka primenjeni su odgovaraju¢i matematicki modeli na dobijene
eksperimentalne podatke.
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Slika 76. Primena R-P modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa
itakonskom kiselinom u PB 6,8
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Na graficima na Slici 76. su prikazane In(M/M,)-In(t) zavisnosti R-P modela primenjene
na eksperimentalne podatake dobijene pracenjem otpustanja kofeina iz posmatranih uzoraka u
PB 6,8. Za ostale uzorke su prikazane samo dobijene vrednosti parametara ovog modela (Tabela
16.), zato $to su zavisnosti slicnog oblika kao i one prikazane na Slici 76.
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Slika 77. Primena Higuchi modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa
itakonskom kiselinom u PB 6,8

Slaganje podataka, koji su dobijeni praéenjem otpustanja kofeina iz nosaca sa itakonskom
kiselinom, sa Higuchi modelom je loSe, §to se moze videti iz priloZzenih grafika (Slika 77.).
Slaganje sa Kopcha modelom prili¢no je dobro (Slika 78.) i sa velikom oblas¢u primene ovog

modela.
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Slika 78. Primena Kopcha modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa
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Normalizovane kumulativne krive otpustenog model-leka iz posmatranih sistema u obe
sredine prikazane su na Slici 79.

1.0

a)

0.81

0.61

8

s |

>

s

0.41

027" » PMACIA-00N02 = PMACIA-00N-| O27[ & + PMACIA-100N-0.2 = PMACIA-100NA

+ PMACIA-0ONL = PMAC/A-100N-2 J « PMACIA-0ONL = PMACIIA-100N-2
. R3 — F1—D3 —D4 H R3 = F1—D3 —D4

0.04 T T g T T T v T T T 0.0 - T T T T T T T T T

0.0 0.2 04 t 06 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 tN 0.6 0.8 1.0

N
Slika 79. Poklapanje normalizovanih krivih otpustanja kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa
itakonskom kiselinom u a) PB 6,8 i b) 0,2M HCI sa modelima model fiting metoda
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Slika 80. Provera odabranih modela na osnovu primene model fiting metoda na krive otpustanja
kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa itakonskom kiselinom u PB 6,8
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Tabela 16. Kineticki parametri dobijeni primenom matematickih modela na krive otpustanja
kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa itakonskom kiselinom u PB 6,8 i 0,1M HCI

Model  Uzorak PMAC/IA-100N-0,2 PMAC/IA-100N-1  PMAC/IA-100N-2 PMAC/IA-100N-L

0,AMHCI PB6,8 0,AMHCI PB6,8 0,AMHCI PB6,8 0,AMHCI PB6,8

R-P n 0,68 0,91 0,83 1,14 0,64 0,99 0,92 0,32
* 2
i(m?r?'l) 3,02 1,18 1,49 0,460 3,97 0,63 0,920 10,4
Ao (%) 75,9 67,2 80,6 56,1 90,7 74,8 82,2 58,1
R’ 0,979 0,991 0,980 0,982 0,991 0,907 0,969 0,964
Kopcha k,*10? 3,67 2,96 2,50 4,80 3,44 3,82 2,65 3,09
k,*10° 3,26 4,10 4,41 1,65 4,48 2,15 3,65 0,960
Aa 74,3 84,1 81,9 84,1 82,6 86,5 79,2 57,5
R? 0,972 0,968 0,989 0,947 0,974 0971 0,986 0,939
* 3
R3 k"s. 1_9 - - - - 3,66 2,65 - -
(min™)
Ao (%) - - - - 97,3 89,2 - -
R? - - - - 0,996 0,995 - -
* 2
F1 k”. 1_9 1,50 - 1,23 - - 1,01 1,10 -
(min™)
Ao (%) 81,8 - 91,7 - - 93,7 87,6 -
R? 0,996 - 0,961 - - 0,999 0,946 -

R-P model je pokazao da i difuzija i relaksacija polimernih lanaca imaju uticaj na
otpustanje kofeina, osim kod otpusStanja kofeina iz uzorka PMAC/IA-100N-1 gde je u pitanju
super tip Il transporta, tj. da je oslobadanje kofeina vodeno iskljucivo relaksacijom polimernih
lanaca. Konstante k imaju veée vrednosti za 0,1M HCI $to znaci da je u ovoj sredini i otpustanje
bilo brze. Oblasti primene ovog modela na eksperimentalne podatke su velike ¢ak do 90%, kao i
kod Kopcha modela, kod koga su takode visoke i vrednosti koeficijenata korelacije $to znaci da
je dobro i poklapanje ovog modela sa eksperimentalnim podacima. Kopcha model je dao
znacajno vece vrednosti (Cak za jedan red veli€ine) koeficijenata koji se odnose na brzinu
difuzije u odnosu na koeficijente koji pokazuju brzinu relaksacije polimernih lanaca, pa bi se
prema ovom modelu moglo zakljuciti da je difuzija dominant tip transporta kofeina. Kod svih
uzoraka kinetika otpustanja kofeina u 0,1M HCI bi mogla da se opiSe prvim redom reakcije,
osim kod uzorka PMAC/IA-100N-2 kod koga otpustanje kofeina u PB 6,8 moze opisati i R3
modelom, tj. otpustanje je kontrolisano reakcijama na granici faza. R3 model dobro opisuje
otpustanje kofeina iz ovog uzorka i u 0,1M HCI. Iz svega prikazanog moze da se zaklju¢i da
otpustanje kofeina iz uzoraka sa |A opisuju isti modeli koji opisuju i otpustanje kofeina iz
osnovnog uzorka bez 1A. U Tabeli 5. prikazani su podaci za osnovni uzorak PMAC-100N-0,2; u
Tabeli 9. za osnovne uzorke PMAC-100N-1 i PMAC-100N-2; a u Tabeli 12. za osnovni uzorak
PMAC-100N-L50.
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4.2.5.3. Koeficijent difuzije

Vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja uzoraka sa dodatom itakonskom kiselinom su
viSe od vrednosti osnovnog uzorka PMAC/IA-100N-0,2 i u PB 6,8 i u 0,1M HCI. Takode,
vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja opadaju sa porastom koncentracije kofeina u nosacima
kao i kada se doda lipozomna suspenzija (Tabela 17.). Moguc¢e da je slabije bubrenje uzrok
uspostavljenog veceg broja interakcija izmedu kofeina i polimernog nosaca, pa je manji broj
jonizovanih grupa koje se odbijaju, usled ¢ega nosaci manje bubre. Slabije bubrenja uzoraka sa
lipozomima moze da bude posledica prisustva lipozoma U porama polimernog nosaca i
uspostavljenih interakcija izmedu ovih fosfolipidnih nanocestica i polimernog sistema. Isti trend
se moze videti i za bubrenje uzoraka u 0,1M HCI, samo su vrednosti SDeq manje zbog vec
objasnjene Cinjenice da ovi sistemi na bazi metakrilne kiseline i kazeina slabije bubre u kiseloj
sredini. Takode, sa porastom stepena bubrenja opadaju vrednosti koeficijenata difuzije medijuma
u nosace (Tabela 17.). Brzina difuzije kofeina iz nosafa prvo opada sa dodatkom itakonske
kiseline i porastom koncentracije kofeina u ovakvom sistemu, da bi kod uzorka sa najvecom
koncentracijom kofeina porasla, verovatno zbog vece pogonske sile. Difuzija kofeina je
najsporija kada se kofein otpusta iz nosaca sa lipozomima $to je bilo i pozeljno i o¢ekivano zbog
otpora difuziji koji pruzaju lipozomi i matriks nosaca. Vrednosti ispitivanih parametara osnovnih
uzoraka prikazani su Tabelama 6, 10. i 13.

Tabela 17. Koeficijent difuzije ispitivanih sredina u PMAC i PMAC-L sistema sa itakonskom
kiselinom

Uzorak 0,1M HCI PB 6,8
2 6 2 5
kDflg SDeq Dh: 10. kDflg SDeq Dh;“lO.
(min™) (mm*/min) (min™) (mm*/min)
PMAC/IA-100N-0,2 4,14 13,0 0,766 1,11 29,2 2,90
PMAC/IA-100N-1 1,77 12,7 0,779 0,580 28,9 1,91
PMAC/IA-100N-2 3,12 12,2 0,776 3,26 27,4 1,37
PMAC/IA-100N-L 1,46 11,9 0,829 0,360 26,8 1,28

Prisustvo itakonske kiseline uticalo je na povecanje vrednosti ravnoteZnih stepena
bubrenja i brzine difuzije spoljasnjeg medijuma u ispitivane nosace sa IA. Takode, prisustvo TA
je uticalo na povecéanje brzine otpustanja slabovodorastvorne supstance (povecenje vrednosti kp).

4.2.6. Uticaj prisustva 1,6 mol% umrezivaca u odnosu na MAA

Na osnovu svih prethodno dobijenih podataka i njihove detaljne analize, moze se
zakljuciti da se uzorak sa 1,6mol% umrezivaca u odnosu na MAA - PMAC-100N-4M-0,2
pokazao kao najbolji, tj. kontrola otpustanja kofeina je bila najbolja. Zato je sintetisana serija
nosaca sa 1,6mol% umrezivaéa i 100% neutralisanom MAA, kako bi se ispitala kinetika
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otpustanja kofeina kada se kod ovakvih sistema varira koncentracija kofeina i kada se u sistem
doda suspenzija lipozoma (50% lipozomne suspenzije u odnosu na destilovanu vodu).

4.2.6.1. Stepen inkapsulacije kofeina

Stepeni inkapsulacije kofeina u seriji uzoraka sa 1,6mol% umrezivaca u odnosu na MAA:
PMAC-100N-4M-0,2; PMAC-100N-4M-1 i PMAC-100N-4M-2 iznosili su 95%; 70% i 61%,
respektivno. Moze se primetiti da kao i kod prethodnih serija stepen inkapsulacije kofeina opada
sa porastom pocetne koncentracije kofeina.

Stepen inkapsulacije kofeina u lipozomima pripremljenim sa kofeinom u koncentraciji od
20 mg/ml kofeina, koji su inkorporirani u polimerni nosag¢, bio je 84,8+2,58%.

4.2.6.2. Kinetika otpustanja kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa 1,6 mol%
umreZzivaca u odnosu na MAA

Krive bubrenja ispitivanih sistema u dve sredine: PB 6,8 i 0,1M HCI prikazane su na Slici
81. a) i b). Moze se videti da bubrenje prati isti trend kao i kod ostalih ispitanih uzoraka: sa
povecanjem pH vrednosti spolja$nje sredine nosaci vise bubre i sa povecanjem koncentracije
umrezivaca vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja opadaju.

Na Slici 81. a*) i b*) su prikazane krive otpustanja kofeina u istim sredinama u kojima je
praceno i1 bubrenje i moze se videti da je povecanje koncentracije umreZivaca znac¢ajno usporilo
oslobadanje aktivne supstance u odnosu na osnovni uzorak sa 0,4 mol% umrezivaca.

U kiseloj sredini oslobadanje kofeina je sporije (krive otpuStanja imaju blaze nagibe), a
ukupna oslobodena koli¢ina je manja u odnosu na oslobodenu koli¢inu kofeina u PB 6,8. Takode
se moze videti da dodatak suspenzije lipozoma ovakvom sistemu dodatno usporava oslobadanje
model leka, dok je oslobadanje kofeina iz uzorka sa veCom pocetnom koli¢inom model leka
sporije od oslobadanja kofeina iz 0Snovnog nosaca koji je manje umrezen (0,4 mol% u odnosu
na MAA). Ovo je ukazalo na moguénost da se dalje istrazi kontrolisano i produzeno oslobadanje
vecih koncentracije kofeina iz ovakvih sistema.
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Slika 81. Krive bubrenja PMAC i PMAC-L sistema sa 1,6 mol% umreziva¢a u odnosu na MAA:
a) PB 6,8 i b) 0,AM HCI i krive otpustanja kofeina iz istih sistema u: a*) PB 6,8 i b*) 0,1M HCI
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Slika 82. Primena R-P modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa
1,6 mol% umrezivaca u odnosu na MAA u PB 6,8
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Na Slici 82. su predstavljeni R-P modeli primenjeni na podatke koji se odnose na
otpustanje kofeina u PB 6,8, dok su za ostale slucajeve parametri ovog modela prikazani
tabelarno (Tabela 18.). Kopcha model primenjen na kumulativnim krivim u oba medijuma u
kojima je prac¢eno otpustanje kofeina prikazan je na Slici 83.
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Slika 83. Primena Kopcha modela na profile otpustanja kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa
1,6 mol% umrezivaca u odnosu na MAA u: a) PB 6,8 i b) 0,1M HCI

Sa grafika kumulativnih krivih (Slika 83. a) i b)) se vidi da je 60% kofeina od njegove
ukupne otpustene koli¢ine oslobodeno za prvih 6 sati iz PMAC-100N-4M-L u PB 6,8, dok je kod
ostalih uzoraka ta koli¢ina model leka oslobodena za 4 sata. Jasno je da je nosa¢ Kkoji sadrzi
lipozome otpustio manju koli¢inu model leka u prvih par sati u odnosu na ostale uzorke iz ove
grupe. Kada se radi o otpustanju u kiseloj sredini, otpustena je najveca koli¢ina model leka od
ukupno otpustene (koja je manja od ukupno otpustene koli¢ine kofeina u PB 6,8) za prvih 3 sata
kod svih uzoraka. Konstruisane su i normalizovane kumulativne krive kako bi se utvrdilo koji

model iz grupe modela koje su predlozili Adnadevic¢ i sar. bi mogao da opise kinetiku otpustanja
kofeina (Slika 84. a) i b)).
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Slika 84. Poklapanje normalizovanih krivih otpustanja kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa
1,6 mol% umrezivaca u odnosu na MAA u a) PB 6,8 i b) 0,1M HCI sa modelima model fiting
metoda

1z graficki predstavljenih normalizovanih krivih se vidi da bi otpustanje kofeina iz uzorka
PMAC-100N-4M-1 u PB 6,8 moglo da se opise R3 modelom, dok bi F1 model mogao da
odgovara podacima dobijenim za ostale uzorke iz ove grupe (Slika 84. a)). Kada se radi o
otpustanju model-leka u kiseloj sredini treba proveriti da li se dobijaju pravolinijske zavisnosti za
R3 model primenjen na podatke koji su dobijeni za uzorak PMAC-100N-4M-L i F1 model za
ostale uzorke (Slika 84. b)). Dobijene pravolinijske zavisnosti za PB 6,8 prikazane su na Slici 85.
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Slika 85. Provera odabranih modela na osnovu primene model fiting metoda na krive otpusStanja
kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa 1,6 mol% umrezivaca u odnosu na MAA u PB 6,8

Tabelarno su predstavljene odredene vrednosti parametara primenjenih modela i moze se
videti iz priloZzene tabele (Tabela 18.) da je R-P model predvideo da otpustanje kofeina
kontrolisu oba transportna mehanizma i difuzija i relaksacija polimernih lanaca. Samo se
oslobadanje kofeina iz uzorka PMAC-100N-4M-2 u PB 6,8 odvija super Il tipom transporta, tj.
otpustanje je iskljucivo kontrolisano relaksacijom polimernih lanaca. Vrednost koeficijenta koji
pokazuje brzinu otpustanja kofeina za ovaj slucaj ima sli¢nu vrednost kao 1 dobijeni koeficijent
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koji se odnosi na deo jednaCine koji odgovara relaksaciji polimernih lanaca, kada se na
eksperimentalne podatke primeni Kopcha model. Slaganje podataka sa oba ova modela je dobro
(visoke vrednosti R?). Oblasti primene su takode velike - mogu se primeniti i do 80% otpustene
koli¢ine model leka. Kada je re¢ o slaganju eksperimentalnih podataka sa ostalim modelima,
otpustanje kofeina iz PMAC-100N-4M-1 u obe sredine fazno je kontrolisano i moze se opisati
R3 modelom (isti tip modela kao i kod osnovnog uzorka sa 0,4mol% umrezivac¢a u odnosu na
MAA). U ostalim slu¢ajevima oslobadenje model-leka u obe sredine prati prvi red reakcije, tj.
moze se opisati F1 modelom (dok je kod osnovnog uzorka 0,4mol% umrezivaéa i 2 g kofeina
otpustanje u PB 6,8 moglo da se opise D modelom). Oblasti primene i stepeni korelacije za ove
modele su takode veliki. Podaci za osnovni uzorak PMAC-100N-0,2 prikazani su u Tabeli 5; za
osnovne uzorke PMAC-100N-1 i PMAC-100N-2 u Tabeli 9; a za osnovni uzorak PMAC-100N-
L50 u Tabeli 12.

Tabela 18. Kineticki parametri dobijeni primenom matematickih modela na krive otpustanja
kofeina iz PMAC i PMAC-L sistema sa 1,6 mol% umrezivada u odnosu na MAA uPB 6,8 i
0,1M HCI

Model Uzorak PMAC-100N-4M-1 PMAC-100N-4M-2 PMAC-100N-4M-L
0,1M Hcl PB 6,8 0,1M Hcl PB 6,8 0,1M Hcl PB 6,8
R-P n 0,89 0,91 0,81 1,1 0,80 0,75
k*10°
. 4 0,734 0,810 1,20 0,360 1,31 0,800
(min™)
Ao (%) 88,2 68,7 82,0 66,0 80,2 54,9
R’ 0,994 0,966 0,995 0,97 0,968 0,984
Kopcha ki*10° 1,41 3,11 2,15 1,71 1,26 1,70
k,*10° 3,36 2,19 2,68 3,08 0,900 0,880
Ao 82,8 83,4 82,2 71,9 80,2 54,9
R’ 0,996 0,963 0,989 0,980 0,974 0,993
R3 k“.* 1_9 ’ 1,80 2,19 - - - -
(min™)
Ao (%) 61,9 93,7 - - - -
R’ 0,999 0,995 - - - -
3
F1 k”fkl_? - - 7,76 6,76 7,71 2,88
(min™)
Ao (%) - - 90,6 89,1 80,2 57,8
R? - - 0,997 0,998 0,999 0,991

4.2.6.3. Koeficijent difuzije

Vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja u oba medijuma u kojima se prati otpustanje prvo
opadaju sa porastom koncentracije kofeina u nosaima, a zatim kod najviSe koncentracije
kofeina rastu, dok najmanje vrednosti SDeq imaju uzorci sa inkorporiranim lipozomima (Tabela
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19.). Ovakav trend je postojao i kod odgovarajuce referentne serije uzoraka (Tabele 6, 10. i 13).
Vrednosti SDeq viSe su i U ovom slucaju u PB 6,8 nego u kiseloj sredini. Ovo je u vezi sa ve¢
pomenutim odbijanjem polimernih lanaca nosaca leka, usled povecanja broja jonizovanog oblika
karboksilnih grupa u sredini u kojoj je pH vrednost ve¢a od pKa poli(metakrilne kiseline) i pl
kazeina. Koeficijenti difuzije medijuma u nosace opadaju sa porastom vrednosti SDeq.

Tabela 19. Koeficijent difuzije ispitivanih sredina u PMAC i PMAC-L sistema sa 1,6 mol%
umrezivac¢a u odnosu na MAA

Uzorak 0,1M HCI PB 6,8
2 5 2 5
kDflg SDeq Dh*1f) kDflg SDeq Dh*1p
(min™) (m/min) (min™) (m/min)
PMAC-100N-4M-1 1,41 1,19 2,65 3,11 7,35 9,60
PMAC-100N-4M-2 2,15 1,75 1,21 1,71 9,39 6,96
PMAC-100N-4M-L 1,26 0,860 5,28 1,70 5,27 10,5

Vrednosti parametra kp Kopcha modela u PB 6,8 opadaju za ispitivanu seriju uzoraka,
dok u kiseloj sredini rastu sa porastom koncentracije kofeina, da bi kod uzorka sa inkorporiranim
lipozomima kp vrednost pala. Brzina difuzije kofeina iz nosaca u PB 6,8 opada sa porastom
koncentracije §to moze biti posledica uspostavljanja interakcija izmedu jonizovanih karboksilnih
grupa poli(metakrilne kiseline) i kofeina. Prisustvo lipozoma pruza dodatni otpor difuziji, pa je i
difuzija kofeina iz nosaca sporija i u PB 6,8 i u kiseloj sredini.

4.3. Otpustanje kofeina na simuliranom putu nosaca kroz
gastrointestinalni trakt coveka

Na osnovu prethodno sprovedene detaljne analize strukture i bubrenja dobijenih nosaca
kao i stepena inkapsulacije i kinetike otpustanja kofeina, izabrana je serija nosaca sa optimalnim
osobinama i Zeljenom kinetikom otpustanja kofeina - PMAC-100N-4M-0,2, PMAC-100N-4M-1
i PMAC-100N-4M-L za ispitivanje kinetike otpusStanja kofeina, kao i bubrenja nosaca u tri
sredine razli¢itih pH vrednosti koje simuliraju put nosaca kroz gastrointestinalni trakt ¢oveka
0,IM HCI (prva dva casa), PB 6,8 (naredna tri casa) i PB 7,4 (od petog do Sesnaestog Casa).
Takode je pra¢eno bubrenje nosaca i otpustanje kofeina iz osnovne serije uzoraka sa 0,4 mol%
umrezivaca U odnosu na MAA, kako bi se dobijeni podaci uporedili sa podacima dobijenim
analizom serije nosaca sa optimalnim osobinama i dobile kompletne informacije 0 nacinu
otpustanja kofeina iz te serije. Dobijene krive bubrenja nosaca su prikazane na Slici 86. a) i a*), a
krive otpustanja kofeina iz analiziranih nosaca nalaze se na Slici 87. b) i b*).
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kroz gastrointestinalni trakt
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Analiza bubrenja nosaCa kao prateeg procesa otpustanja aktivne supStance moze da
pruzi informacije koje su znaCajne za predvidanje stepena inkapsulacije aktivne supstance i
nacéina njenog otpustanja [300]. Na osnovu dobijenih krivih bubrenja za obe serije uzoraka moze
se videti da nosaci sa vefim stepenom umrezenja imaju manje vrednosti ravnoteznih stepena
bubrenja i da manje bubre u odnosu na osnovnu seriju. Nosaci sa viSe umreZenom mrezom
imaju manju pokretljivosti polimernih lanaca, zbog cega nosa¢ moze da apsorbuje manju
koli¢inu spoljasnjeg medijuma i difuzija spoljasnjeg medijuma u mrezu nosaca je sporija. Moze
se primetiti i da vrednosti stepena bubrenja nosaca rastu sa porastom pH vrednosti spoljasnje
sredine. Vrednosti SDeq su najmanje u 0,1M HCI i nosa¢i veoma malo bubre u kiseloj sredini,
dok u neutralnoj PB 6,8 i blago baznoj PB 7,4 znatno viSe bubre. Kada se nosaé¢i premeste iz
kisele sredine u neutralnu potrebno je vreme da dode do deprotonovanja karboksilnih grupa
polimernih lanca PMAA u mrezi nosaca i da proces bubrenja po¢ne, $to se na krivim bubrenja
manifestuje kao mali plato. Promena pH vrednosti kada se nosaci premeste u PB 7,4 ne dovodi
do velike promene u nacinu bubrenja zato Sto je promena pH vrednosti mala, pa nece do¢i do
znacajnog povecanja koli¢ine negativnog naelektrisanja i jaceg odbijanja polimernih lanaca. U
ispitivanim serijama sa porastom koncentracije kofeina u mrezi nosaca dolazi do smanjenja
stepena bubrenja. Ovakvo ponasanje nosata moze biti posledica toga §to sa porastom
koncentracije kofeina u mrezi nosaca dolazi do uspostavljanja jacih interakcija izmedu kofeina i
kazeina zbog Cega mreza nosaca postaje kruca i nosa¢ manje bubri. Prisustvo lipozoma u porama
mreze je takode izazvalo smanjenje stepena bubrenja zato §to su Cestice lipozoma mogle da
,ometaju” difuziju spoljasnjeg medijuma u nosa¢ ili je doslo do uspostavljanja interakcija
izmedu jonizovanih karboksilnih grupa PMAA i lipozoma. Na graficima (Slika 86. a) i a*)) su
pored krivih bubrenja ispitivanih nosaca prikazani i delovi krivih bubrenja dobijenih kada je
bubrenje nosaca ispitivano posebno u dve sredine 0,1M HCI i PB 6,8 (svetliji simboli). Kada je
praceno bubrenje nosaca samo u PB 6,8 vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja bile su znatno
vi$e u odnosu na vrednosti dobijene za isti vremenski period, ali kada je nosa¢ pre boravka u PB
6,8 bio u kiseloj sredini. Ovo se moze objasniti time da je nosa¢ u kiseloj sredini apsorbovao
jednu manju koli¢inu spoljasnjeg medijuma, tako da kada je bio premesten u PB 6,8 jonizovanje
karboksilnih grupa je prvo bilo spre¢eno zbog prisustva 0,1M HCI u mrezi nosaca, pa je
apsorbovanje PB 6,8 teklo sporije u odnosu kada je bubrenje nosa¢a praceno samo u PB 6,8, gde
je jonizacija karboksilnih grupa bila slobodna. Vece vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja
nosaca dobijene su u neutralnoj i blago kiseloj sredini u odnosu na vrednosti u kiseloj sredini.
Nosac¢i sa veCom koncentracijom umreziva¢a su manje bubrili u odnosu na osnovnu seriju
uzoraka, sto znaCi da bi mogli da se Koristite za ciljano i kontrolisano otpustanje visih
koncentracija kofeina prisutnih u mrezi nosaca u intestinalnom traktu ¢oveka.

Na Slici 87. b) i b*) su prikazane krive otpustanja kofeina iz ispitivanih serija uzoraka na
osnovu kojih se moze zakljuciti da je najmanja koli¢ina kofeina oslobodena u kiseloj sredini i da
sa porastom pH vrednosti raste i oslobodena koli¢ina kofeina zato $to rastu i ravnotezni Stepeni
bubrenja, pa je i oslobadanje kofeina brze. Kod serije uzoraka sa 0,4 mol% umrezivac¢a u odnosu
na MAA oslobodena koli¢ina kofeina u kiseloj sredini nije bila drasticno manja u odnosu na
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oslobodenu koli¢inu kofeina u blago kiseloj 1 neutralnoj sredini iako je bilo o¢ekivano, zato §to je
na pocetku i najveca pogonska sila (velika razlika koncentracija kofeina u nosacu i spoljasnjoj
sredini) (Slika 87. b*)). Kontrola oslobodanja kofeina bila je znatno bolja iz serije uzoraka sa
1,6mol%, gde je u kiseloj sredini znatno manje kofeina bilo oslobodeno, a razlike u oslobadanju
kofeina u tri sredine su bile jasno uocljive. Moze se videti da se iz viSe umrezenog nosaca moze
kontrolisano i ciljano oslobadati i visa koncentracija kofeina (PMAC-100N-4M-1), a da je
kontrola oslobadanja kofeina bila najbolja iz nosaca sa inkorporiranim lipozomima PMAC-
100N-4M-L iz koga je u kiseloj sredini (simuliranoj sredini Zeluca coveka) oslobodena neznatna
koli¢ina u odnosu na oslobodenu koli¢inu kofeina u PB 6,8 i 7,4. Prenos nosaca u sredine sa
viSom pH vrednoscu jasno je uocljiv na krivoj otpusStanja kofeina iz nosaca sa lipozomima -
PMAC-100N-4M-L. Moze se zakljuciti da kod ovog nosaca sa porastom pH vrednosti sredine
rastu i pore polimerne mreze. Zbog toga je olaksan prolazak lipozoma u spoljasnju sredinu, pa je
i oslobadanje kofeina vise s obzirom da Se odvija i iz oslobodenih lipozoma u spoljasnjoj sredini
I iz lipozoma koji su ostali u mrezi nosaca. Ova promena mehanizma oslobadanja kofeina jasno
je uoc€ljiva na krivoj otpustanja kofeina iz PMAC-100N-4M-L (Slika 87. b*)). Zanimljivo je
primetiti da su oslobodene kolicine kofeina u PB 6,8 iz obe serije nosaca bile znatno veée kada je
oslobadanje kofeina praceno posebno u dve sredine 0,1M HCI i PB 6,8 (svetliji simboli) u
odnosu na oslobodenu koli¢inu kofeina za isti vremenski period u PB 6,8 nakon §to je nosac
prethodno otpustao kofein u 0,1M HCI. Ovo mozZe biti razlog veéih ravnoteznih stepena bubrenja
nosaca kada su se nalazili samo u PB 6,8 u odnosu na stepene bubrenja nosaca kada je simuliran
put nosaca kroz gastrointestinalni trakt. Na osnovu prethodne analize moze se zakljuciti da nosac
sa 1,6mol% umrezivaca i inkorporiranim lipozomima - PMAC-100N-4M-L ima najoptimalnije
osobine za ciljano i kontrolisano oslobadanje kofeina sa Zeljenom kinetikom otpustanja u
intestinalnom traktu ¢oveka. Ovaj uzorak je zato izabran za pracenje otpusStanja koncentracija
kofeina koje su vise od njegove maksimalne rastvorljivosti, kako bi se ispitala moguénost
upotrebe ovog nosaca za ciljano i kontrolisano otpustanje znatno visih koncentracija slabo
vodorastvorne aktivne supstance.

4.4. PMAC nosaci sa lipozomima sa inkapsuliranim
kofein/nikotin-amid kompleksom

Sintetisana je serija PMAC/L uzoraka sa razli¢itim koncentracijama kofeina koje su vise
od njegove maksimalne rastvorljivosti koja na 25°C iznosi 20 mg/ml. Cilj je bio da se visa
koncentracija model-leka kontrolisano otpusta duzi vremenski period. Kako bi se inkapsulirao
kofein sa koncentracijama koje su vise od vrednosti njegove maksimalne rastvorljivosti,
neophodno je da se u sisteme doda nikotin-amid koji gradi stabilan kompleks sa kofeinom i
sprecava njegovu kristalizaciju. Nagradeni kompleks, prikazan je na Slici 88. Ovaj kompleks ima
koplanarnu strukturu tzv. ,,sendvi¢” tip kompleksa aromati¢nih jedinjenja sa uspostavljenim n-7t
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interakcijama izmedu aromati¢nih prstenova, hidrofobnim interakcijama i Londonovim
disperzionim silama odakle poti¢e njegova stabilnost [301].

PO v i en =

CH3 a) kofein

- 74
| X NH,
= C) psendvic” tip kompleksa nikotin-amida i kofeina

b) nikotin-amid

Slika 88. Kompleks kofeina i nikotin-amida [301]

Sintetisana su Cetiri uzorka sa koncentracijama kofeina od 20 mg/ml, 50 mg/ml, 70
mg/ml i 100 mg/ml. Uzorak sa kompleksom kofein/nikotin-amid u kome je koncentracija
kofeina jednaka njegovoj maksimalnoj rastvorljivosti, a time i maksimalnoj koncentraciji koju je
moguce inkapsulirati bez dodatka nikotin-amida, sintetisan je kako bi otpustanje kofeina moglo
da se uporedi sa otpusStanjem znatno visih koncentracija u PMAC sistemima, kada je neophodno
dodati nikotin-amid. U ovim sistemima odnos koli¢ine lipozoma prema koli¢ini destilovane vode
u reakcionoj smesi bio je 1:1, tj. 50% lipozoma i 50% destilovane vode. Sintetisana su i dva
uzorka sa najve¢om koncentracijom kofeina - 100 mg/ml: jedan nosac sa 85% udela lipozoma i
drugi sa 100% udela lipozoma. Cilj je bio ispitati kako udeo prisutnih lipozoma u nosa¢ima utice
na otpustanje najvece koli¢ine kofeina 1 da i je moguce dobiti nosa¢ u kome je prisutna samo
lipozomna suspenzija, bez dodatka destilovane vode u reakcionu smesu.

4.4.1. Karakterizacija lipozoma

Raspodela veli¢ine Cestica lipozoma sa inkapsuliranim kofeinom 1 nikotin-amidom
razli¢itih koncentracija: 20 mg/ml, 50 mg/ml, 70 mg/ml i 100 mg/ml prikazane su na Slici 89.
al), bl), cl) i dl), respektivno. Dobijene su uniformne raspodele sa prose¢nim veli¢inama
Cestica od 226,8 nm, 217,2 nm, 236,21 nm i 270,9 nm, respektivno. Cestice su bile negativno
naelektrisane sa slede¢im vrednostima z-potencijala: -31,5 mV, -45,2 mV, -50,6 mV i -56,8 mV,
Slika 90. a2), b2), c2) i d2), respektivno. Moze se zakljuciti na osnovu visoke apsolutne
vrednosti z-potencijala da su fosfolipidne nanocestice stabilne.

122



al)
Ste Dstutonby sty

=

wrs

INMensity (FPercent)

0 1 1 00

See (dam)

a2)

Intensity, %

l

Tatal Courts

1 \:
L

1000

106 o
Sae.m

10000

1000

Size Dsirbution by Itensty
5 ‘,
20 A A W
3 £
> 4
E
]
4
]
4 1
IRRER] R I R R e e ]

1 10 10

Size (dm)

Size Distribution by htensty

o

Intensity (Percent)
o =3

s

Size (d.nm)

Size Ditrbuton by Inensty

Intensity (Percent)

01 1 10 100

Size (dm)

1000

|

)
ey

10000

Irtens ity , %

R e e e |

1000

—

10000

1

Sae,om

10000

Total Counts

2500007~

2000007

100000t

Zeta Potential Distribution

500007~

+— i i i i
-100 0 100
Apparent Zeta Potential (mV)

b2)

Zeta Potential Distribution

o : . . .
E L1 S PP
a
o :
000007 -l
= . . . .
I i —_ | ; :
-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV}
c2)
Zeta Potential Distribution
000007 P E R RRRRRPS :
AB0000 - e ......................
n N .
E :
3 . .
3 : :
QO ADOOODT -+ v e :
o . .
5 .
- .
50000 :
° —

-100 0 100
Apparent Zeta Potential (mV)

200

d2)

Zeta Potential Distribution

-100 0 100
Apparent Zeta Potential (mv)

200
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kompleksom i z-potencijali
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Najmanju stabilnost od svih pripremnjenih lipozomnih suspenzija, imali su lipozomi sa
najmanjom koncentracijom inkapsuliranog kofeina, kako se moze zakljuciti prema najmanjoj
apsolutnoj vrednosti z-potencijala (Slika 89.). Takode se moze primetiti da sa porastom
koncentracije kofeina u nosacima raste i vrednost indeksa polidisperzibilnosti - PDI (0,145;
0,154; 0,234 i 0,275, respektivno) §to znaci da sa porastom koncentracije kofeina u lipozomima
raste 1 veliCina Cestica, kao i broj lipozomnih Cestica sa razli¢itom veli¢inom.

4.4.2. Stepen inkapsulacije

Stepeni inkapsulacije kofeina u lipozomima sa inkapsuliranim kompleksom
kofein/nikotin-amid gde su koncentracije kofeina bile 20 mg/ml; 50 mg/ml; 70 mg/ml i 100
mg/ml, bili su 83,2+2,49%, 82,9+1,38%, 81,78+2,26% i 80,93+2,42%, respektivno. Vrednosti
stepena inkapsulacije nikotin-amida bile su 83,25+3,33%, 82,82+2,39%, 81,8+1,45% i
80,88+3,24%, respektivno. Prema dostupnim vrednostima stepena inkapsulacije u literaturi,
dobijene vrednosti stepena inkapsulacije kofeina i nikotin-amida su zadovoljavajuce visoke [280,
302]. 1 ovde je primecen trend opadanja stepena inkapsulacije sa porastom koncentracije kofeina
u lipozomima. Isti trend su objavili i B. Guldiken i sar. [303] i K. Suktham i sar. [304].

4.4.3. Karakterizacija PMAC-L sistem sa kompleksom kofein/nikotin-
amid

Dobijeni FTIR spektri uzoraka sa inkapsuliranim kompleksom kofein/nikotin-amid
prikazani su na Slici 90. a). Dodatak nikotin-amida tokom inkapsulacije kofeina nije uticao na
promenu FTIR spektara, kao ni to da li je PMAC nosacima dodata lipozomna suspenzija ili
koncentrovani lipozomi dobijeni centrifugiranjem. Takode je zanimljivo primetiti da je FTIR
spektar polimernog nosaca u koji su tokom sinteze dodati samo lipozomi bez destilovne vode
(PMAC-100N-4M-LS100L100) identican spektru uzorka sa 50% lipozoma u odnosu na
destilovanu vodu (PMAC-100N-4M-LS100). Ovo znaci da su uspostavljene interakcije izmedu
nosaca 1 lipozoma ostale iste 1 da ne zavise od koliCine prisutnih lipozoma u nosa¢ima. Na FTIR
spektrima su prisutni isti karakteristi¢ni pikovi kao i kod FTIR spektra osnovnog uzorka bez
inkapsuliranog nikotin-amida.
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Slika 90. FTIR spektri PMAC/L nosaca sa inkapsuliranim kompleksom kofein/nikotin-amid

FTIR spektri lipozoma, lipozoma sa inkapsuliranim kofeinom, lipozoma sa
inkapsuliranim kompleksom kofein/nikotin-amid i FTIR spektri kofeina i nikotin-amida
prikazani su na Slici 90. b). Na FTIR spektru lipozoma sa inkapsuliranim kompleksom
kofein/nikotin-amid prisutni su karakteristiéni pikovi kofeina: na 1654 cm™ (vibracije
asimetri¢nog i simetriénog istezanja veze C=0 u pirimidinskom prstenu), na 1544 cm™ (amida
1), na 1359 cm™ (istezanje C-H veze) i na 744 cm™ (N,-CHj vibracija u ravni imidazolovog
prstena)[287, 305, 306] i nikotin-amida: na 3363 cm™ (vibracija asimetri¢nog istezanja NH
grupe), na 3160 cm™ (vibracije simetri¢nog istezanja NH, grupe), na 1615 cm™ (vibracije
savijanja NH, veza sli¢ne ,,seGenju  makazama™) i na 700 cm™ (ugaona deformacija van ravni
C=0 veze)[307-309]. Prisutni karakteristi¢ni pikovi kofeina i nikotin-amida potvrdili su uspesnu
inkapsulaciju kompleksa kofein/nikotin-amid u lipozome. Kada se uporede FTIR spektri
lipozoma sa inkapsuliranim kompleksom kofein/nikotin-amid sa FTIR spektrima svake od
komponenti ovog sistema (Slika 90. b)) ne uocavaju se razlike koje bi mogle da ukazuju na
uspostavljanje interakcija izmedu lipozoma i kompleksa kofein/nikotin-amid, pa se moze
zakljuciti da je do inkapsulacije kompleksa kofein/nikotin-amid doslo zbog fizickog zatvaranja
ovog kompleksa u jezgro lipozoma tokoma pripreme lipozoma.

SEM mikrografi nosa¢a sa inkorporiranim lipozomima u koje je inkapsuliran kompleks
kofein/nikotin-amid predstavljeni su na Slici 91. Svi uzorci imaju poroznu strukturu sa
ravnomerno rasporedenim gustim porama. Tokom sinteze nosaca nije doslo do degradacije
lipozoma, sto je potvrdeno SEM mikrografima [274]. Lipozomi koncentrovani centrifugiranjem
prisutni su kao pojedinacne Cestice rasporedene po mrezi nosaca (Slika 91. a)), dok su u mrezi
nosaca sa inkorporiranom lipozomnom suspenzijom prisutni klasteri lipozoma (Slika 91. b)).
Ovakva forma lipozoma prisutnih u mrezi nosaca mogla bi da bude posledica vece stabilnosti
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lipozoma koncentrovanih centrifugiranjem koja potic¢e od intezivnijeg odbijanja ovih Cestica.
Mreza nosaca PMAC-100N-4M-LS100L100 ima manje pore u odnosu na ostale nosace (Slika
91. b)). Manje pore bi mogle da nastanu kao posledica prisustva lipozoma u porama nosaca, Koji
sprecavaju potpunu relaksaciju polimernih lanaca i Sirenje mreze nosaca, zbog ¢ega mreza ima
manje pore i manje bubri u odnosu na nosace koji su sintetisani sa destilovanom vodom kao
rastvaracem (kako je i pokazano u Odeljku 4.4.4.).

Slika 91. SEM mikrografi: a) PMAC-100N-4M-LC20, b) PMAC-100N-4M-LS20 i c) PMAC-
100N-4M-LS100L100
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4.4.4. Bubrenje

Krive bubrenja ispitivanih sistema sa lipozomnom suspenzijom u oba kori$¢ena
medijuma prikazani su na Slici 92. a), a*), b) i b*) (manji grafici predstavljaju odredene nagibe

krivih bubrenja).

25
—8— PMAC-100N-4M-LS20—®— PMAC-100N-4M-LS50

a)| A PMAC-100N-4M-LS20—e— PMAC-100N-4M-LS50 b)
90 |-~ PMAC-100N-4M-LS70—v— PMAC-100N-4M-LS 100 |-A— PMAC-100N-4M-LS70- 8 PMAC-100N-4M-LS100
.,.' Ts /_,f.f’-ff'*f"
- - -m
- —n 2.0 .’ .
u ° ] L

ﬁ 1 St A A A
1.5

v Y 7

o p—X— 1 A A A! ]
u V‘l‘“ i

)e—0—90—0—0 . 1.0 -{

. B M m n LR | 1 S :

: . ‘ 0.5 /_. 355:.:: |

0T 0,0,.,...|.|.,im—“=, —
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
t,min t,min

- 3 e & .
10 - /,_,..-»'-""'. A 4 [ - o« 00—
: o Rl Lo e

i ' 06 Foo
[ ]

a—0

D
id
il;;'
L
SD
‘1.

a*)| —m—PMAC-100N4M-LS100 1.0
12 - —8— PMAC-100N4M-LS100L85 . . b*) g
| —A— PMAC-100N-4M-LS100L100 |y W— ’ ‘ 1 R " L] u u
—— | | [
.
' i

E ! ' 0.4 '
. . 410
6 LI * \— - | f
4-’ AP I e le ®

8 L] 3 S ..II g
2 I 0.2 a PMAC-100N-4M-LS100

o PMAC-100N-4M-LS100L85 | = i

DA A A} —m— PMAC-100N-4M-LS100L100] ... —
ul'l'l‘ll'ml'l‘l'l'l' 0.0.-,...,.,.,.,.“7.,
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

t,min t,min

Slika 92. a)Bubrenje PMAC/LS uzoraka sa razli¢itom koncentracijom kofeina u PB 6,8;
a*)Bubrenje PMAC/LS uzoraka sa razli¢itim udelom lipozomne suspenzije u PB 6,8; b)
Bubrenje PMAC/LS uzoraka sa razli¢itom koncentracijom kofeina u 0,1M HCI i b*) Bubrenje
PMAC/LS uzoraka sa razli¢itim udelom lipozomne suspenzije u PB 6,8
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Sa grafika na Slici 92. a), a*), b) i b*) se vidi da su vrednosti stepena bubrenja u
fosfatnom puferu deset puta vise, $to je i ocekivano s obzirom da sistemi na bazi metakrilne
kiseline vise bubre u sredinama sa viSom pH vredno$c¢u, i u neutralnoj i u kiseloj sredini
ravnotezni stepeni bubrenja opadaju sa porastom koncentracije kofeina u sistemu zbog mogucih
vodoni¢nih veza koje se uspostavljaju izmedu jonizovanih karboksilnih grupa (-COQO™ grupa)
PMAA, odnosno kazeina, i nikotin-amida. Ravnotezne vrednosti stepena bubrenja se dostizu
nakon 24 h, i prikazane su tabelarno zajedno sa vrednostima koeficijenata difuzije (Tabela 20.).

Na Slici 93. a) i b) su prikazane krive bubrenja uzoraka sa inkorporiranim
koncentrovanim lipozomima dobijenim centrifugiranjem u kojima je inkapsuliran kofein sa
nikotin-amidom za obe sredine: PB 6,8 i 0,1M HCI (manji grafici predstavljaju odredene nagibe
krivih bubrenja). Ravnotezni stepeni bubrenja ovih uzoraka duplo su manji u PB 6,8 u odnosu na
uzorke sa lipozomnom suspenzijom. Razlog za ovo moze biti olakSano uspostavljanje veceg
broja interakcija izmedu lipozomnih Cestica i nosa¢a s obzirom da te¢ni deo lipozomne
suspenzije nije bio prisutan u polimernim nosa¢ima.
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Slika 93. Bubrenje PMAC/LC uzoraka sa razli¢itom koncentracijom kofeina u: a)PB 6,8 i
b)0,1M HCI

4.4.5. Kinetika otpustanja kompleksa kofein/nikotin-amid

Sintetisani su polimerni sistemi na bazi poli(metakrilne kiseline) i kazeina sa 100%
neutralizacije MAA i 1,6mol% umrezivac¢a u odnosu na MAA, u koje su inkorporirani lipozomi
sa inkapsuliranim kompleksom kofein/nikotin-amid (50% lipozomne suspenzije u odnosu na
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ukupnu koli¢inu destilovane vode koju bi trebalo dodati u nosac¢e tokom sinteze). 1z sintetisanih
nosaca praceno je otpustanje kofeina i nikotin-amida u dve sredine: PB 6,8 i 0,21M HCI.

Konstruisane su krive otpustanja kofeina u PB 6,8 i prikazane su na Slici 94, a krive
otpustanja kofeina u 0,1M HCI prikazane su na Slici 95 (a) iz nosaca sa inkorporiranom
lipozomnom suspenzijom u kojoj je varirana koncentracija kofeina; b) iz nosaca sa lipozomima
koncentrovanim centrifugiranjem u kojima je varirana koncentracija kofeina i1 c) iz nosaca u
kojima je variran udeo lipozomne suspenzije). Ova koli¢ina umrezivaca izabrana je zato §to je
kod serije uzoraka sa ovom koli¢inom umrezivaca postignuto kontrolisano otpustanje kofeina i
zadovoljavajuca koli¢ina otpustenog kofeina. Glavni cilj je bio posti¢i duZze otpuStanje vece
koli¢ine slabo vodorastvorne aktivne supstance - kofeina iz sintetisanih nosaca, §to je i
postignuto - otpustanje je trajalo 24h kako se moze videti na Slici 94. Svi dobijeni nosaci
otpustaju znatno vecu koli¢inu kofeina u fosfatnom puferu u odnosu na 0,1M HCI, sto je u
skladu sa ve¢ objasnjenom ¢injenicom da hidrogelovi na bazi PMAA i kazeina znatno vise bubre
u sredini ¢ija je pH vrednost visa od pKa PMAA i pl kazeina. Sa povec¢anjem koli¢ine kofeina u
sistemu, vece su i otpuStene ravnotezne koli¢ine kofeina u PB 6,8. Polimerni nosa¢ sa
koncentracijom kofeina od 70 mg/ml ima dva pika u PB 6,8 - prvi manji na pola sata od pocetka
otpustanja i drugi izrazeniji nakon 4,5 sata od pocetka otpustanja. Zanimljivo je primetiti da
nosac sa koncentracijom kofeina 100 mg/ml ima tri pika $to bi moglo da bude posledica promene
mehanizma otpustanja model-leka, kako je ve¢ objasnjeno kod sistema sa lipozomima u kojima
je inkapsuliran samo kofein. Prvi pik je najmanji, javlja se u prvih pola sata otpustanja, dok su
druga dva znatno izraZenija i javljaju se nakon tri i Sest sati od pocetka otpustanja. Moguce je da
se neka koli¢ina lipozoma oslobodila iz nosa¢a tokom njegovog bubrenja, pa tada istovremeno
postoji oslobadanje kofeina iz tih oslobodenih lipozoma i iz nosaca sa lipozomima, $to se
manifestuje pojavom pika na krivoj otpustanja. Takode se mozZe videti da na krivoj otpustanja iz
sistema sa istom koncentracijom kofeina, ali sa prisutnim koncentrovanim lipozomima
dobijenim centrifugiranjem, postoji samo jedan pik u prvih pola sata otpustanja, na istom mestu
kao i kod nosaca sa suspenzijom lipozoma i inkapsuliranom koncentracijom kofeina od 100
mg/ml. Taj blagi pik nakon prvih pola sata otpustanja prisutan je kod svih krivih otpustanja, dok
ostala dva pika postaju izrazenija sa povecanjem koncentracije kofeina u sistemu. Sve krive
otpustanja imaju na poc¢etku lag fazu, koja traje prvih pola sata otpustanja i u kojoj se oslobodi
jako mala koli¢ina kofeina. Tokom prvih pola sata istovremeno pocinje 1 oslobadanje kofeina
inkapsuliranog u lipozomima u nosac, koja se zatim otpusta u spoljadnju sredinu.

Sintetisana su i dva uzorka sa najvisom koncentracijom kofeina (100 mg/ml) kod kojih je
variran udeo lipozomne suspenzije prisutne u polimernom nosacu: 85% 1 100% lipozomne
suspenzije u odnosu na koli¢inu destilovane vode kori$¢ene u sintezi nosaca. Ovi uzorci su
obelezeni sa PMAC-100N-4M-LS100L85 i PMAC-100N-4M-LS100L100, respektivno.
Otpustanje kofeina iz ovih uzoraka poredeno je sa otpustanjem kofeina iz odgovarajuceg uzorka
PMAC-100N-4M-LS100 iz serije sa 50% lipozomne suspenzije sa istom koncentracijom kofeina
(100 mg/ml). Dobijene krive otpustanja u obe sredine pokazuju da je znatno vecéa koli¢ina
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kofeina otpustena u PB 6,8 u odnosu na koli¢inu kofeina otpustenu u 0,1M HCI i da sa porastom
udela lipozomne suspenzije prisutne u nosa¢ima, raste i oslobodena koli¢ina kofeina. Kriva
otpustanja kofeina iz nosaca sintetisanog samo sa lipozomnom suspenzijom, bez destilovane
vode poseduje tri pika koji ukazuju na promenu mehanizma otpustanja kofeina, kao $to je vec

objasnjeno.
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kompleksom kofein/nikotin-amid u PB 6,8
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Slika 95. Krive otpustanja kofeina iz PMAC/LS i PMAC/LC sistema sa inkapsuliranim
kompleksom kofein/nikotin-amid u 0,1M HCI

Dobijeni eksperimentalni podaci mogu da se opisu samo pomo¢u Kopcha modela,
slaganje sa ostalim modelima je lose. Konstruisani su grafici zavisnosti Mt/M..-t (Slika 96.) i
primenjen je Kopcha model, a dobijene vrednosti parametara ovog model predstavljene su
tabelarno (Tabela 20). Slaganje sa ovim modelom je dobro (R*0,97), a oblast primene Aa je
velika, vrednosti za neke uzorke su ¢ak i 90%. Najlosije slaganje sa ovim modelom je za podatke
dobijene pracenjem otpustanja kofeina iz PMAC-100N-4M-LC70 u PB 6,8 (R°~0,764). Na
osnovu dobijenih vrednosti parametara Kopcha modela za seriju uzoraka sa suspenzijom
lipozoma za obe sredine u kojima se prati otpustanje, moze se zakljuciti da je brzina difuzije
veca od procesa relaksacije polimernih lanaca za koncentracije kofeina ve¢e od 20 mg/ml, dok je
glavni mehanizam oslobadanja kofeina koncentracije 20 mg/ml iz nosaca, relaksacija polimernih
lanaca. Takode se moze primetiti da sa porastom udela lipozomne suspenzije u nosa¢ima na
85%, kofein oslobada usled relaksacije polimernih lanaca. U slucaju kada je u nosac¢ima prisutno
100% lipozomne suspenzije dolazi do promene mehanizma oslobadanja kofeina 1 difuzija postaje
glavni mehanizam oslobadanja kofeina.
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Slika 96. Kumulativne krive otpustanja kofeina iz PMAC/LS i PMAC/LC sistema sa
inkapsuliranim kompleksom kofein/nikotin-amid u: a) PB 6,8 i b) 0,1M HCI

Vrednosti parametara Kopcha modela dobijeni za seriju uzoraka sa lipozomima
koncentrovanim centrifugiranjem pokazuju da se kofein oslobada difuzijom kao glavnim
mehanizmom transporta iz uzoraka sa koncentracijama kofeina od 20 mg/ml i 70 mg/ml u obe
sredine u kojima se prati otpustanje. Relaksacija polimernih lanaca predstavlja glavni mehanizam
transporta kofeina i u PB 6,8 i u kiseloj sredini u slucaju kada su koncentracije kofeina u
nosacima iznosile 20 mg/ml i 70 mg/ml. Podaci dobijeni pracenjem otpustanja kofeina iz nosaca
sa kompleksom kofein/nikotin-amid mogu da se opisu samo Kopcha modelom, dok su podaci
kod osnovnog uzorka, pored ovog modela mogli da se opisu i R-P i F1 modelima (Tabela 18.).
Moze se zakljuciti da prisustvo nikotin-amida ili ve¢a koncentracija kofeina uti¢u na promenu
mehanizma otpustanja kofeina.
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Tabela 20. Kineticki parametri dobijeni primenom Kopcha modela na krive otpustanja kofeina
iz PMAC-100N-4M-LS i PMAC-100N-4M-LC sistema u PB 6,8 i 0,1M HCI

Uzorak Model Kopcha
Medijum k4 k, Aa R’
PMAC-100N-4M-LS20 PB 6,8 0 0,301 74,2 0,778
0,1M HCl 0,284 0,0274 79,8 0,952
PMAC-100N-4M-LS50 PB 6,8 0,0691 0,163 79,1 0,988
0,1M HCI 0,343 0 65,1 0,982
PMAC-100N-4M-LS70 PB 6,8 0,157 0,123 76,3 0,973
0,1M HCl 0,438 0,0127 93,9 0,998
PMAC-100N-4M-LS100 PB 6,8 0,214 0,0679 79,3 0,839
0,1M HCl 0,351 0,0411 97,1 0,989
PMAC-100N-4M-LS100L85 PB 6,8 0 0,152 84,2 0,978
0,1M HCl 0,00296 0,159 86,7 0,942
PMAC-100N-4M-LS100L100 PB 6,8 0,257 0 55,9 0,976
0,1M HcCl 0 0,182 86,4 0,833
PMAC-100N-4M-LC20 PB 6,8 0,0515 0,155 93,5 0,972
0,1M HCl 0 0,175 79,8 0,916
PMAC-100N-4M-LC50 PB 6,8 0,120 0,115 91,4 0,996
0,1M HCl 0,163 0,0386 81,8 0,893
PMAC-100N-4M-LC70 PB 6,8 0 0,186 57,7 0,764
0,1M HCl 0 0,149 86,6 0,945
PMAC-100N-4M-LC100 PB 6,8 0,0767 0,0660 83,8 0,944
0,1M HCl 0,015 0,147 80,3 0,987

4.4.6. Koeficijent difuzije

Odredene vrednosti koeficijenata difuzije oba medijuma u nosace, ravnotezni stepeni
bubrenja, kao i parametar Kopcha modela koji se odnosi na brzinu difuzije kofeina iz nosaca u
odredeni medijum predstavljeni su tabelarno (Tabela 21), kako bi se dobio kompletan uvid u
proces otpustanja kofeina iz nosaca tokom bubrenja u dve sredine razli¢itih pH vrednosti, tj.
kako bi se utvrdio uticaj pH vrednosti sredine u kojoj se nalaze nosaci, na brzinu bubrenja nosaca
1 brzinu otpuStanja kofeina.

Na osnovu odredenih vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja nosaca sa kompleksom
kofein/nikotin-amid, moze se zakljuciti da nosaci imaju sli¢ne vrednosti SDeq u kiseloj sredini
oko 0,80, tj. da sli¢no bubre, osim uzorka PMAC-100N-4M-LS100L100 c¢ija je vrednost SDeq
0,52. Prisustvo lipozomne suspenzije bez destilovane vode u nosa¢ima usporava bubrenje u
kiseloj sredini, verovatno zato Sto je lakSe uspostavljanje interakcija izmedu lipozomnih Cestica i
nosaca u odnosu na to kada je prisutna i destilovana voda. Koeficijenti difuzije 0,1M HCIl u
nosace imaju slicne vrednosti, tj. brzine difuzije ovog medijuma u nosace je slicna kod svih
uzoraka, osim kod uzorka PMAC-100N-4M-LS100L100 kod koga je difuzija spoljasnjeg
medijuma u nosac¢ najbrza zato $to najsporije bubri. Zanimljivo je primetiti da su kod ovog 1 jo$
nekih uzoraka vrednosti parametara kp Kopcha modela jednake nuli, $to znaci da se kofein
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iskljuc¢ivo oslobada usled relaksacije polimernih lanaca. Isti trend se moze uoditi i za PB 6,8: svi
nosaci sli¢no bubre u fosfatnom puferu (vrednosti SDeq se krecu izmedu 10-15) 1 imaju vise
vrednosti ravnoteZnih stepena bubrenja u odnosu na one odredene za 0,1M HCI. Brzine difuzije
PB 6,8 u nosade su oko 2*10™ (mm?/min) i manje su od brzina difuzije 0,1M HCI u iste nosage,
zato §to su i vrednosti SDeq viSe kao posledica boljeg bubrenja uzoraka u PB 6,8. Prisustvo
lipozoma bez destilovane vode nije uticalo na bubrenje uzorka PMAC-100N-4M-LS100L100 u
PB 6,8, ali se moze primetiti da je otpuStanje kofeina difuzijom znatno brze u odnosu na difuziju
kofeina u kiseloj sredini, gde je vrednost kp bila jednaka nuli. Medutim, kada je u uzorku
prisutno 85% lipozomne suspenzije u odnosu na destilovanu vodu, situacija je obrnuta: kofein se
u PB 6,8 iskljuivo oslobada usled relaksacije polimernih lanaca. Iz uzorka sa istom
koncentracijom kofeina kao i kod prethodno pomenuta dva uzorka, ali sa 50% lipozomne
suspenzije, difuzija kofeina je brza u kiseloj sredini od difuzije kofeina u PB 6,8.

Tabela 21. Koeficijent difuzije ispitivanih sredina u PMAC-100N-4M-LS i u PMAC-100N-4M-
LS sisteme

Uzorak 0,1M Hcl PB 6,8
4 5
If[,_1 SDeq Dh;“lO. If[,_1 SDeq Dh;"10.
(min™) (mm“/min)  (min™) (mm*/min)
PMAC-100N-4M-LS20 0,284 0,800 2,35 0 10,5 1,75
PMAC-100N-4M-LS50 0,343 0,740 2,260 0,069 9 2,00
PMAC-100N-4M-LS70 0,438 0,740 2,39 0,157 19,6 1,01
PMAC-100N-4M-LS100 0,351 0,710 2,42 0,214 11,8 1,72
PMAC-100N-4M-LS100L85 0,00296 0,800 1,51 0 15,9 1,01
PMAC-100N-4M-LS100L100 0 0,520 9,40 0,257 11,2 0,909
PMAC-100N-4M-LC20 0 0,680 2,44 0,0515 10,3 1,86
PMAC-100N-4M-LC50 0,163 0,630 1,82 0,120 9,37 2,77
PMAC-100N-4M-LC70 0 0,770 3,44 0 9,42 2,56
PMAC-100N-4M-LC100 0,0150 0,830 2,39 0,077 11,6 1,85

Na osnovu svih dobijenih podataka moze se zakljuciti da se ispitivani nosa¢i mogu
koristiti za ciljanu dostavu i kontrolisano otpustanje slabo vodorastvorne aktivne supstance, koja
je inkapsulirana u koncentracijama koje su viSe od njene maksimalne rastvorljivosti.

4.5. Simulacija prolaska PMAC/L nosaca sa inkapsulranim
kompleksom kofein/nikotin-amid kroz gastrointestinalni
trakt coveka

Bubrenja sintetisanih nosaca sa inkapsuliranim kompleksom kofein/nikotin-amid i
otpustanje kofeina i nikotin-amida, pra¢eno je u sredinama koje ¢e simulirati put sintetisanih
nosaca kroz gastrointestinalni trakt Coveka u cilju analize ponaSanja nosaca 1 na¢ina oslobadanja
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slabo vodorastvorne aktivne supstance koja je inkapsulirana u koncentracijama koje su vise od
njene maksimalne rastvorljivosti u posmatranim uslovima.

4.5.1. Bubrenje nosaca

Pra¢enjem bubrenja ispitivanih nosac¢a dobijeni su podaci na osnovu kojih su sintetisane
krive bubrenja prikazane na Slici 97. a) (bubrenje nosaca sa inkorporiranom lipozomnom
suspenzijom) i Slici 97. b) (bubrenje nosaca sa inkorporiranim lipozomima koncentrovanih
centrifugiranjem). Krive bubrenja svih uzoraka pokazuju da sa porastom pH vrednosti sredine
dolazi do porasta stepena bubrenja i da sintetisani nosaci znatno viSe bubre u fosfatnim puferima
pH=6,8 i pH=7,4 nego u 0,M HCI.
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Slika 97. Krive bubrenja nosaca sa inkorporiranom lipozomnom suspenzijom: a) ispitivanje
uticaja promene koncentracije inkapsuliranog kofeina na bubrenje i b) ispitivanje uticaja
promene udela lipozomne suspenzije u nosacima

Na osnovu konstruisanih grafika na Slici 97. a) vidi se da sa porastom koncentarcije
inkapsuliranog kofeina opada vrednost ravnoteznog stepena bubrenja. Sa porastom inkapsulirane
koncentracije kofeina dolazi do porasta veli¢ine lipozomnih Cestica (kako je pokazano u delu
4.4.1. Karakterizacija lipozoma). Interakcije (kao $to su hidrofobne interakcije, vodoni¢ne veze,
elektrostati¢ka odbijanja ili privlacenja) i preplitanja koji su uspostavljeni izmedu lipozomnih
Cestica vecih dimenzija i mreze nosaca [278], kao i veci procenat zauzete zapremine u mrezi
nosac¢a mogao bi da poveca krutost mreze PMAC-LS nosaca, zbog ¢ega ¢e doéi i do opadanja
vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja. Krive bubrenja nosac¢a sa inkapsuliranim kofeinom u
koncentracijama od 20mg/ml 1 50mg/ml su sli¢ne Sto potvrduje prethodnu pretpostavku, zato Sto
su 1 dobijeni lipozomi bili sli¢ne veli¢ine. Najmanji stepen bubrenja ima nosac¢ sa inkapsuliranom
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najve¢om koncentracijom kofeina, u kome je inkorporirana najvec¢a veli¢ina lipozomnih Cestica,
pa je i pokretljivost polimernih lanaca bila najmanja. Takode se pokazalo da sa porastom udela
inkorporirane lipozomne suspenzije opadaju vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja (Slika 97.
b)). Ovakav trend bi mogao da bude posledica povecanja broja interakcija izmedu Cestica
lipozomne suspenzije i kazeina, sto dovodi do manje pokretljivosti polimernih lanaca, pa je
relaksacija lanaca ograni¢ena i nosa¢ manje bubri. Povecanje udela lipozomne suspenzije takode
moze da se posmatra i kao Smanjenje zapremine rastvaraca (vode) ili povecanje udela monomera
(MAA) u reakcionoj smesi tokom sinteze nosac¢a [310]. To bi moglo da uti¢e na smanjenje
pokretljivosti polimernih lanaca, $to bi dalje izazvalo smanjenje vrednosti ravnoteZznih stepena
bubrenja PMAC-LS nosaca (Slika 97.).
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Slika 98. Krive bubrenja nosaca sa inkorporiranom lipozomima koncentrovanih
centrifugiranjem: a) ispitivanje uticaja promene koncentracije inkapsuliranog kofeina na
bubrenje i b) ispitivanje uticaja promene udela lipozoma koncentrovanih centrifugiranjem u
nosacima

Analizom krivih bubrenja prikazanih na Slici 98. utvrdeno je da poveéanje koncentracije
inkapsuliranog kofeina u PMAC-LC nosacima nije uticalo na promenu vrednosti ravnoteznog
stepena bubrenja PMAC-LC nosaca. Povecanje udela inkorporiranih lipozoma koncentrovanih
centrifugiranjem uticalo je na smanjenje SDeq vrednosti: PMAC-4M-LC100 > PMAC-4M-
LC100L85 > PMAC-4M-LC100L100. Isti trend je dobijen i kod PMAC-LS nosaca.

Takode, nosaci sa inkorporiranim lipozomima koncentrovanim centrifugiranjem imaju
manje vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja od nosaca u kojima je bila inkorporirana
lipozomna suspenzija. Broj uspostavljenih interakcija izmedu koncentrovanih lipozoma i nosaca
je bio veéi u odnosu na broj interakcija koje su bile uspostavljene u nosa¢ima sa inkorporiranom
lipozomnom suspenzijom. Mogucnost uspostavljanja veceg broja interakcija sa polimernom
mrezom 1 kazeinom, U sluc¢aju lipozoma koncentrovanih centrifugiranjem, poti¢e od vece dodirne
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povrsine koja je dobijena odvajanjem lipozoma na pojedinacne Cestice centrifugiranjem.
Uspostavljene interakcije smanjile su fleksibilnost mreze nosac¢a, a samim tim i stepen bubrenja
nosaca.

4.5.2. Kinetika oslobadanja kofeina

Kako bi se ispitao uticaj povecanja koncentracije inkapsuliranog kofeina u lipozomima i
povecanje udela lipozomne suspenzije/lipozoma koncentrovanih centrifugiranjem u PMAC
nosaCima na kinetiku otpustanja kofeina, konstruisane su kumulativne krive otpustanja i
prikazane na Slici 99. a) i b) i Slici 100. a) i b), respektivno.

Kumulativne krive otpustanja kofeina iz PMAC-LS nosaca prikazane su na Slici 99.
Najmanja koncentracija kofeina je otpustena u 0,1 M HCI (Slici 99. a) i b)). Generalno se moze
zakljuciti da je kao rezultat specificne pH osetljivosti nosaa najve¢a koncentracija kofeina
otpustena u sredinama Cija je pH vrednost visa od pKa(PMAA) i pl kazeina. Naime, proces
otpustanja kofeina se odvija simultano sa procesom bubrenja nosaca zbog Cega sa porastom
vrednosti stepena bubrenja nosaca raste i koncentracija otpustenog kofeina.
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Slika 99. Kumulativne krive otpustanja kofeina iz nosaca sa inkorporiranom lipozomnom
suspenzijom: a) ispitivanje uticaja promene koncentracije inkapsuliranog kofeina na proces
otpustanja i b) ispitivanje uticaja promene udela lipozomne suspenzije u nosa¢ima

Analizom kumulativnih krivih otpustanja kofeina mogu se uociti blagi platoi na delovima
kumulativnih krivih koji su dobijeni praéenjem otpustanje kofeina u PB 6,8 i PB 7,4 (Slika 99. a)
i b)). Pojava ovih platoa bi mogla da bude rezultat promene mehanizma otpustanja kofeina [265].
Naime, odredena koli¢ina lipozomnih Cestica je verovatno prosla kroz pore PMAC-LS nosaca u
spoljasnju sredinu tokom procesa bubrenja nosac¢a. Kao posledica toga, proces otpustanja kofeina
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je mogao simultano da se odvija iz PMAC-LS nosaca i iz oslobodenih lipozomnih ¢estica koje se
nalaze u spoljasnjoj sredini.

U svakoj ispitivanoj sredini povecanje koncentracije inkapsuliranog kofeina uticalo je na
povecanje koncentracije oslobodenog kofeina u slede¢em poretku: PMAC-4M-LS20 < PMAC-
4AM-LS50 < PMAC-4M-LS70 < PMAC-4M-LS100 (Slika 99. a)). U cilju poredenja stepena
ciljane dostave i otpustanja kofeina iz sintetisanih nosaca, procenat oslobodenog kofeina
predstavljen je kao (Mt/M0)*100. Bolja kontrola otpustanja kofeina u 0,1M HCI postignuta je iz
PMAC-LS nosaca sa inkapsuliranom manjom koncentracijom kofeina. Naime, PMAC-4M-LS20
i PMAC-4M-LS50 su oslobodili 0,2% i 0,9% kofeina u ovoj sredini, dok su PMAC-4M-LS70 i
PMAC-4M-LS100 oslobodili 2,1% i 2,9% kofeina, respektivno. Procenti oslobodenog kofeina u
PB 6,8 i PB 7,4 bili su pet i Sest puta visi od procenta kofeina oslobodenog u 0,1M HCI. Brzine
oslobadanja kofeina iz PMAC-4M-LS50, PMAC-4M-LS70 i PMAC-4M-LS100 nosaca u PB 6,8
i PB 7,4 bile su sli¢ne: oko 20 % po ¢asu.

Eksperimentalni podaci dobijeni pracenjem otpustanja kofeina iz nosaca sa
inkorporiranim razli¢itim udelima lipozomne suspenzije (Slika 99. b)) pokazali su da povecanje
zapreminskog udela lipozomne suspenzije dovodi do povecanja oslobodene koncentracije kofena
(PMAC-LS100L50 < PMAC-LS100L85 < PMAC-LS100L100), ali ne uti¢e na brzinu
oslobadanja kofeina (oko 14% po Casu).
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Slika 100. Kumulativne krive otpustanja kofeina iz nosaca sa inkorporiranim koncentrovanim
lipozomima: a) ispitivanje uticaja promene koncentracije inkapsuliranog kofeina na proces
otpustanja i b) ispitivanje uticaja promene udela koncentrovanih lipozoma u nosa¢ima

Kumulativne krive oslobadanja kofeina iz PMAC-LC nosaca prikazane su na Slici 100.
Zavisnost procesa oslobadanja kofeina od pH vrednosti spoljasnje sredine bila je ista kao i kod
PMAC-LS nosaca: sa povetanjem pH vrednosti sredine raste i vrednost stepena bubrenja
PMAC-LC nosaca, a kao posledica toga raste i koncentracija oslobodenog kofeina. Kao
posledica nizih SDeq vrednosti PMAC-LC nosacta od SDeq vrednosti PMAC-LS nosaca,
koncentracija oslobodenog kofeina iz PMAC-LC bila je 20% niza od koncentracije kofeina
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oslobodenog iz PMAC-LS nosaca. Pomenute interakcije koje su mogle da se uspostave izmedu
lipozoma koncentrovanih centrifugiranjem i mreze nosaca, smanjile su fleksibilnost mreze $to je
dovelo do smanjenja stepena bubrenja PMAC-LC nosaca, a samim tim i do smanjenja
koncentracije oslobodenog kofeina.

Takode, povecanje koncentracije inkapsuliranog kofeina u PMAC-LC nosacima dovelo
je do povecéanja oslobodene koncentracije kofeina u svakoj ispitivanoj sredini, ali nije uticalo na
brzinu otpustanja kofeina (oko 15% po casu) (Slika 100. a)). Moze se zakljuéiti da je povecanje
udela lipozoma koncentrovanih centrifugiranjem takode uticao na proces otpusStanja kofeina
(Slika 100. b)). Povecanje udela inkorporiranih lipozoma koncentrovanih centrifugiranjem
dovelo je do povecanja koncentracije oslobodenog kofeina u svakoj ispitivanoj sredini, ali nije
uticalo na brzinu oslobadanja kofeina (oko 14% po casu).

Brzina oslobadanja kofeina iz PMAC-LC nosaca bila je manja od brzina oslobadanja
kofeina iz PMAC-LS nosaca. Ovo bi moglo da bude posledica prethodno pomenutih interakcija
uspostavljenih izmedu lipozomnih Cestica koncentrovanih centrifugiranjem i kazeina koje su bile
brojnije od interakcije koje su se uspostavile izmedu Cestica lipozomne suspenzije i kazeina (u
PMAC-LS nosa¢ima). Dakle, kao posledica toga koli¢ina lipozomnih Cestica koncentrovanih
centrifugiranjem koja je prosla kroz pore mreze PMAC-LC nosaéa verovatno je bila manja od
koli¢ine Cestica lipozomne suspenzije koja je proSla kroz pore mreze osnovnih PMAC-LS
nosaca. Kao posledica toga, oslobadanje kofeina se desava uglavnom iz PMAC-LC nosaca, dok
se iz PAMC-LS nosaca kofein oslobadao simultano iz nosaca i iz slobodnih lipozomnih Cestica
koje su prosle kroz pore nosaca u spoljas$nju sredinu.

4.5.3. Kinetika oslobadanja nikotin-amida

Kinetika oslobadanja nikotin-amida iz PMAC-LS nosaca analizirana je na osnovu
kumulativnih krivih oslobadanja nikotin-amida (Slika 101. a) i b)). Oznakama PMAC-4M-LS20,
PMAC-4M-LS50, PMAC-4M-LS70, PMAC-4M-LS100, PMAC-4M-LS100, PMAC-4M-
LS100L85 and PMAC-4M-LS100L100 uzoraka dodat je nastavak NA kako bi se istaklo da je
nikotin-amid komponenta ¢ije je oslobadanje praceno (Slika 101. a) i b)). Kako bi se uporedili
stepeni ciljane dostave i oslobadanja nikotin-amida iz sintetisanih nosaca, procenat oslobodenog
nikotin-amida predstavljen je kao (Mt/Mx)*100. Moze se zakljuciti da je veéa koncentracija
nikotin-amida oslobodena iz svih PMAC-LS nosaca u neutralnoj i baznoj sredini (Slika 101. a) i
b)). Za svaku ispitivanu sredinu, povecanje stepena inkapsulacije nikotin-amida dovelo je
povecéanja koncentracije oslobodenog nikotin-amida u slede¢em poretku: PMAC-4M-LS20NA <
PMAC-4M-LS50NA < PMAC-4M-LS70NA < PMAC-4M-LS100NA (Slika 101. a)), ali nije
uticalo na brzinu oslobadanja nikotin-amida (oko 18% po casu).
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Koncentracija oslobodenog kofeina iz PMAC-4M-LS70 i PMAC-4M-LS100 nosaca u
PB 6,8 i PB 7,4 bila je sli¢na koncentraciji oslobodenog nikotin-amida. Koncentracija nikotin-
amida oslobodena iz PMAC-4M-LS20NA i PMAC-4M-LS50NA nosac¢a u PB 6,8 i PB 7,4 bila
je blago visa od koncentracije oslobodenog kofeina iz istih uzoraka. To bi mogao da bude
rezultat potencijalno jacih interakcija uspostavljenih izmedu kofeina i jonizovanih karboksilnih
grupa PMAA od interakcija uspostavljenih izmedu kofeina i nikotin-amida.

Kumulativne krive otpusStanja nikotin-amida iz PMAC-LS nosafa sa inkorporiranom
razli¢itim udelima lipozomne suspenzije predstavljene su na Slici 101. b). Moze se zakljuciti da
je koncentracija nikotin-amida oslobodenog iz svih uzoraka bila sli¢éna u svakoj sredini (0sim
uzorka PMAC-4M-LS100L100 koji je oslobodio ve¢u koncentraciju nikotin-amida u PB 6,8 u
odnosu na ostale uzorke), $to nije bio slu¢aj kod otpustanja kofeina (Slika 99. b)). Takode se
moze zakljuciti da je koncentracija oslobodenog nikotin-amida iz ove serije nosaca u PB 6,8
(oko 16% po casu) bila visa od koncentracije oslobodenog kofeina. Ovo bi mogao da bude
rezultat pomenutih interakcija izmedu kofeina i jonizovanih karboksilnih grupa PMAA.
Koncentracije oslobodenog nikotin-amida i kofeina u PB 7,4 su bile slicne. Verovatno interakcije
izmedu kofeina i PMAA u sredini sa ovom pH vrednos$¢u nisu bile dovoljno jake da uspore
oslobadanje kofeina kroz pore PMAC-LS nosaca. Naime, kao posledica specifiénog bubrenja,
pore PMAC-LS nosaca bile su vece u ovoj sredini u odnosu kada se ovi nosaci nalaze u PB 6,8
(Odeljak 8.5.2.).
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Slika 101. Kumulativne krive otpustanja nikotin-amida iz nosaca sa inkorporiranom
lipozomnom suspenzijom: a) ispitivanje uticaja promene koncentracije inkapsuliranog kofeina na
proces otpustanja i b) ispitivanje uticaja promene udela lipozomne suspenzije u nosa¢ima

Oznakama uzoraka PMAC-4M-LC20, PMAC-4M-LC50, PMAC-4M-LC70, PMAC-4M-
LC100, PMAC-4M-LC100L50, PMAC-4M-LC100L85 i PMAC-4M-LC100L100 dodata je
oznaka NA kako bi se istaklo da je nikotin-amid supstanca ¢ije je otpustanje praceno (Slika 102.
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a) i b)). Kumulativne krive otpustanja nikotin-amida iz PMAC-LC nosaca (Slika 102. a))
pokazale su da su otpustene koncentracije nikotin-amida iz PMAC-4M-LC20NA i PMAC-4M-
LC50NA nosaca bile sli¢ne otpustenim koncentracijama kofeina iz istih uzoraka (Slika 102. a)).
PMAC-LC nosaci sa inkapsuliranim ve¢im koncentracijama nikotin-amida oslobadali su slabo
ovu aktivnu supstancu (Slika 102. a)). Nakon $to je kompleks kofein/nikotin-amid bio otpusten
iz lipozoma u mrezu PMAC-LC nosaca, izmedu nikotin-amida i poli(metakrline kiseline) su
mogle da uspostave jake interakcije (kao §to su vodoni¢ne veze) [311-313]. Kao posledica ovih
interakcija nikotin-amid ostaje zarobljen u mrezi nosaca, dok se kofein oslobada u spoljasnju
sredinu. Kumulativne krive otpustanja nikotin-amida iz PMAC-LC nosaca sa razli¢itim udelima
lipozoma koncentrovanih centrifugiranjem (Slika 102. b)) pokazale su da se nikotin-amid iz
uzorka PMAC-4M-Lc100L100NA oslobada samo u jednoj sredini - PB 7,4. Dakle, nosa¢
PMAC-4M-Lc100L100NA bi mogao da se koristi za kontrolisano otpusStanje slabo vodo-
rastvorne aktivne supstance (kao $to je kofein) koja je inkapsulirana u koncentracijama znatno
vis§im od njene maksimalne rastvorljivosti, u sredini koja ima pH vrednost 6,8 (kao Sto je tanko
crevo ¢oveka). Ovaj nosac¢ bi oslobadao nikotin-amid kasnije u sredini ¢ija je pH vrednost 7,4
(kao $to je debelo crevo coveka).
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Slika 102. Kumulativne krive otpustanja nikotin-amida iz nosaca sa inkorporiranim
koncentrovanim lipozomima: a) ispitivanje uticaja promene koncentracije inkapsuliranog kofeina
na proces otpustanja i b) ispitivanje uticaja promene koli¢ine koncentrovanih lipozoma u
nosac¢ima

Na osnovu dobijenih podataka moze se zakljuciti da sintetisani nosaci sa dodatim nikotin-
amidom imaju veliki potencijal za inkapsulaciju slabo vodorastvornih aktivnih supstanci u
koncentracijama koje su vise od njihove maksimalne rastvorljivosti, kao i za ciljanu dostavu i
kontrolisano otpuStanje tih koncentracija.
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5. ZAKLJUCAK

U ovoj tezi sintetisani su pH osetljivi nosaci slabo vodorastvorne aktivne supstance-
kofeina na bazi poli(metakrilne kiseline), kazeina i lipozoma. Analiziran je uticaj promene udela
pojedinih komponenti nosaca na strukturu nosac¢a, bubrenje nosaca i kinetiku otpustanja kofeina
u dve sredine razli¢itih pH vrednosti: 0,1M HCI (pH=1,2) i fosfatnom puferu (pH=6,8) na 37°C
koje su simulirale sredinu u Zelucu i tankom crevu ¢oveka. Dobijeni rezultati pokazuju da nosaci
sa neneutralisanom MAA imaju zrnastu strukturu sacinjenu od gusto rasporedenih micela
kazeina 1 da Cestice kofeina nisu vidljive zato Sto su zaklonjene velikim micelama kazeina. Sa
porastom stepena neutralizacije MAA dolazi do disocijacije micela kazeina i njihov broj se
smanjuje, da bi kod uzorka sa 100% stepena neutralizacije MAA one bile potpuno disosovane i
ovi nosaci imaju regularnu poroznu strukturu sa pravilno rasporedenim porama. FTIR spektri su
pokazali da su se izmedu kazeina i kofeina uspostavile hidrofobne interakcije i vodoni¢ne veze.
Kao posledica dobijenih struktura nosa¢a sa porastom stepena neutralizacije dolazi do porasta
vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja i vrednosti su znatno vise u PB 6,8 u odnosu na 0,1 M
HCI. Dakle, uzorci sa ve¢im stepenom neutralizacije MAA vise bubre $to opet za posledicu ima i
otpustanje vece koli¢ine kofeina u PB 6,8 u odnosu na otpustanje kofeina u 0,1M HCI.
Povecanjem stepena umrezenja mreze nosaca dobijene su strukture nosaca sa manjim gustim
porama, $to je uticalo na smanjenje ravnoteznog stepena bubrenja i sporijeg otpustanja kofeina.
Bubrenje nosaca sa ve¢om koncentracijom kofeina u odnosu na osnovne uzorke je manje, sto se
objasnjava uspostavljanjem veceg broja interakcija izmedu kofeina i kazeina. Dalje povecanje
koncentracije kofeina dovodi do povecanja stepena bubrenja nosaca zbog izdvajanja dela kofeina
na povrSini nosaca, pa se difuzija spoljasnjeg medijuma u pore mreze nosaca laSe odvija.
Koncentracija kofeina moze da se povecava do odredenog stepena da bi otpustanje kofeina imalo
zadovoljavajucu kinetiku, a kada se ta granica prede deo kofeina po¢ne da se izdvaja na povrSini
nosaca §to izaziva brze oslobadanje kofeina na pocetku procesa. Nosa¢ koji se pokazao kao
najbolji za ciljano i kontrolisano otpustanje vecih koncentracija kofeina bio je PMAC-4M-100N-
1 (nosa¢ sa 1,6mol% umrezivaca u odnosu na MAA). Prisustvo inkorporirane lipozomne
suspenzije sa kofeinom u nosac¢ima dokazano je SEM analizom koja je pokazala da se oni nalaze
rasporedeni po mrezi nosaca u obliku klastera. Inkorporirani koncentrovani lipozomi sa
kofeinom su se na SEM mikrografu mogli videti u obliku pojedina¢nih Cestica ravnomerno
rasporedenih po matriksu nosaca. FTIR spektri su pokazali da su izmedu lipozoma i kazeina bile
uspostavljene slabe fizicke interakcije i vodoni¢ne veze. Lipozomi su dodatno usporili otpustanje
kofeina u obe sredine i postignuta je bolja kontrola oslobadanja. Sa pove¢anjem udela prisutnih
lipozoma u mrezi nosaca dolazi do smanjenja stepena bubrenja nosaca, ali se oslobada veca
koli¢ina kofeina zato $to sa porastom inkorporiranog udela lipozoma raste i koli¢ina kofeina koja
¢e biti inkapsulirana zajedno sa lipozomima u nosa¢. Moze se takode zakljuciti da nosaci sa
inkorporiranim koncentrovanim lipozomima bubre neznatno manje zbog moguéih jacih
interakcija izmedu lipozoma 1 nosaca, usled cega je difuzija spoljasnjeg medijuma u nosac
usporena. Takode je i otpustena koli¢ina kofeina iz ovih nosac¢a nes$to manja u odnosu na nosace

142



sa inkorporiranom lipozomnom suspenzijom zato Sto je kod lipozomne suspenzije postojala
odredena koli¢ina slobodnog kofeina koji nije inkapsuliran u lipozomima, a koja je takode mogla
da bude otpustena iz nosaca sa inkorporiranom lipozomnom suspenzijom. Ispitan je i uticaj
prisustva itakonske kiseline u nosa¢ima i rezultati su pokazali da ovi nosaci imaju neregularnu
strukturu sa velikim Supljinama, Sto je za posledicu imalo vece vrednosti ravnoteznih stepena
bubrenja i brze otpusStanje kofeina u odnosu na nosace bez prisutne itakonske kiseline. Ovi
nosaci bi mogli da budu primenjeni kod sistema za ciljano otpustanje kod kojih je bitno da se
otpusti odjednom veca koli¢ina slabo vodorastvorne aktivne supstance u intestinalnom traktu
¢oveka. Nosaci sa 1,6mol% umrezivacéa i potpuno neutralisanom MAA u kojima su inkorporirani
lipozomi sa inkapsuliranim kofeinom, imali su najoptimalnije osobine za ciljano i kontrolisano
otpustanje vecih koncentracija slabo vodorastvorne aktivne supstance, zbog ¢ega su izabrani za
praéenje otpusStanja kofeina u uslovima koji simuliraju put nosaca kroz gastrointestinalni trakt
coveka. Dobijeni rezultati potvrduju da bi nosa¢ PMAC-100N-4M-L mogao da se koristi za
ciljano otpustanje veé¢ih koncentracija slabo vodorastvorne aktivne supstance u
gastrointestinalnom traktu ¢oveka i dalja istrazivanja bi trebalo usmeriti na ispitivanje otpustanja
slabo vodorastvorne aktivne supstance iz ovog nosaca u in vivo uslovima. Kako bi se postigle
koncentracije kofeina koje su viSe od njegove maksimalne rastvorljivosti u PMAC-100N-4M-L
nosa¢ je inkapsuliran i nikotin-amid koji gradi stabilan kompleks sa kofeinom, a eksperimenti
otpustanja kofeina pokazuju da je postignuta Zeljena kinetika. Ovaj nosa¢ ima najveci potencijal
za ciljano otpustanje inkapsuliranih koncentracija slabo vodorastvorne aktivne supstance.

Eksperimentalni podaci PMAC i PMAC/L nosaca slabo vodorastvorne aktivne supstance
poredeni su sa matemati¢im modelima koji se najceSe koriste u nau¢noj literaturi za opisivanje
procesa otpusStanja aktivnih supstanci iz nosa¢a na bazi polimera. Ritger-Peppas model i Kopcha
model su se pokazali kao modeli koji najbolje opisuju otpustanje kofeina iz ispitivanih nosaca u
svim slucajevima, a kod nosaca sa inkapsuliranim kompleksom kofein/nikotin-amid, otpustanje
kofeina moglo je da se opise samo Kopcha modelom. Kod metode normalizovanog vremena u
nekim slucajevima dolazi do promene modela kojima bi moglo da se opiSe otpustanje kofeina
kada se promeni neki od reakcionih parametara. Ova metoda nije mogla da se primeni na
podatke dobijene pracenjem otpuStanja kofeina iz nosaca sa inkapsuliranim kompleksom
kofein/nikotin-amid.

Doprinos ove doktorske disertacije ogleda se u moguc¢nosti kontrole i jednostavnog
podesavanja karakteristika hidrofilnog nosaca u cilju dobijanja Zeljenog nacina i Kkinetike
ciljanog otpustanja slabo vodorastvorne supstance. Takode je ucinjen iskorak u ciljanoj dostavi i
kontrolisanom otpustanju slabovodorastvorne supstance iz hidrofilnog nosaca. Pruzena je i
kompletna slika o ponasanju hidrofilnog nosaca slabo vodorastvorne aktivne supstance:
njegovom bubrenju i otpustanju slabovodorastvorne supstance (kao $to je kofein) u simuliranom
gastrointestinalnom traktu coveka. Ispitivani nosa¢i bi mogli da imaju primenu i za ciljano
dopremanje i kontrolisano otpustanje kofeina u crevima ¢oveka, gde bi njegova apsorpcija bila
najbrza i bez mogucih nezeljenih efekata njegove primene. Dakle, ova doktorska disertacija
pruza 0SNOVU i smernice za dalja istrazivanja i razvoj nosaca slabovodorastvornih supstanci.
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[a je AOKTOpPCKa AMcepTalmja nog Hac/oBOM

»KnHeTuKa ocnobahara cnabo BoA0pacTBOPHMUX aKTUBHUX CYNCTaHLM U3
Hocaua Ha 6a3u noau(metakpunHe KucenuHe), KasemHa M aMnosoma”

®  pesy/TaT CONCTBEHOr UCTPaXKMBAYKOr Paaa;

e [a AucepTaumja y LeVHU HU Y AenoBMMa HUje Buna npeanioxeHa 3a cTUlake apyre agunaome
npema CTyAMjCKUM NPorpammma Apyrmx BUCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA;

® [1a Cy pe3yntath KOPEKTHO HaBedeHN U

®  [a HMCaM KpLIMo/na ayTopcKa npaBa U KOPUCTUO/Na UHTENEKTYyaNHy CBOjUHY APYTMUX Mua,

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy,
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M3jaBa 0 MCTOBETHOCTHM IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKEe
Bep3Hje JOKTOPCKOTr paja

Nme 1 npesnme aytopa Maja Mapkosuh
bpoj uHaexkca 4005/2013
Cryamjckm nporpam  XemMujCcKO UHXKeHepcTBo

Hacnos paga ,,KMHeTuka ocnobaharba cnabo Bo40pacTBOPHUX aKTUBHUX CYNCTAHLM U3 HOCAua Ha 6a3u
nonn(meTakpusiHe KUCeNIMHe), KasenHa U amnosoma”

MeHnTop npod. ap Paga MjaHosuh u ap BecHa NaHunh

MU3jaB/byjem ga je wWTamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA e/1IeKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy Cam
npegao/na pagy noxparbeHa y AurutanHom penosutopujymy YHusepsuteta y beorpagy.

Jo3Bos/baBam ga ce objaBe MOjM NIMYHM NofauyM Be3aHM 33 fobujarbe aKageMCKOr HasMBa AO0KTOpa
HayKa, Kao LWTO Cy MMe U Npesnme, rogmHa n mecto pohemra n gatym oabpaHe pasa.

OBM AMYHM nopaumM mory ce o06jaBUTM Ha MpPEXKHUM CTpaHuWUama AurvTanHe 6ubavoteke, y
eNeKTPOHCKOM KaTanory 1y nybamnkaumjama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy,
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U3jaBa o kopumhemy

Osnawhyjem YHuBep3uteTcky 6mbnmoteky ,Cseto3ap Mapkosuh” ga y OurutanHu penosnTopujym
YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece Mojy OKTOPCKY AMcepTaLmjy nos HacN0BOM:

»KnHeTuKa ocnobaharwa cnabo Bog0pPaCcTBOPHUX aKTUBHUX CYNCTaHLMU U3
Hocauya Ha 6a3u nonu(meTakpuaHe KUCeNUHe), KaseMHa u imnosoma”

KOja je MOje ayTOpPCKO Aeno.

OducepTtaumjy ca cBMM NpuiosuMma npegao/na cam y enekTpoHCKOM ¢opmaTty MorogHom 3a TpajHo
apxvBupabe.

Mojy AOKTOPCKY AucepTaumjy noxpareHy y AurntanHom penosutopujymy YHuBepsuTeTta y beorpaay u
OOCTYMHY Yy OTBOPEHOM NPUCTYNy MOry Aa KOpUcTe CBM KOju NowTyjy oapeabe cagprkaHe y ogabpaHom
TMny nvueHue KpeaTtmnsHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogayumo/na.

1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaHO — AeNUTU nod uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaaa (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — AenuTn nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monnmo pa 3a0KpyKUTE Camo jegHy o, WecT NoHyHeHMX AULEeHLM.
KpaTak onuc AnueHLM je cacTaBHU AE0 OBe M3jaBe.)

Motnuc aytopa

Y beorpagy,
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1. AytopcrtBo. [Jo3BO/baBaTe yMHOXaBare, ANCTPUOYLNjy U jaBHO caonwTaBakbe Aena, U npepase, ako
ce HaBefe Mme ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa WMAM AaBaoua JMUEHLe, Yak U Y
KomepunjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMja 04 CBUX NTNLEHUM.

2. AyTopcTBO — HeKomepuMjanHo. [lo3Bos/baBaTe YyMHOXKaBakbe, AUCTPUMOYLUMN])y M jaBHO caomluTaBame
[ena, U npepajge, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa WaM AaBaoua
nvueHue. OBa IMLEHLA He A03BO/baBa KOMepUWjaaHy ynoTpeby aena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuMjanHo — 6e3 npepaga. [Jo3Bo/baBaTe YMHOXKaBatbe, AUCTPUOYLMjY U jaBHO
caonwrTaBatbe fena, 6e3 npomeHa, npeobankoBara UaM ynotpebe gena y cBom Aesly, ako ce Haseae
“MMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH of, cTpaHe ayTopa wav Aasaoua auueHue. OBa NMLEHLA He [03BO/baBa
KomepuujanHy ynotpeby gena. Y oAHOCy Ha cBe OCTase JNLEHLE, OBOM JIMLLEHLOM Ce OrpaHuWyaBa
Hajsehn 06um npasa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepuujanHO — AEeNUTU Nog MUCTUM ycaoBuma. [J03BO/baBaTe YMHOMaBakbe,
AUCTPMBYLMjy 1 jaBHO caonLiTaBarbe [esa, U npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauunH ogpeheH
04, CTpaHe ayTopa WaM AaBaoua JMUEHLLe M aKo ce npepaga AUCTpubympa nogd UCTOM WAM CANYHOM
nnueHuom. OBa NLEHLA He 403BO/baBa KOMepLUMjanHy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopctBo — 6e3 npepaga. [lo3Bo/baBaTe YMHOXaBarbe, AMCTPUBYLIMjY 1 jaBHO caonwTaBarbe Aena,
6e3 npomeHa, npeobankoBarba uan ynotpebe gena y CBOM Ae/y, ako Ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH oa cTpaHe ayTopa uau Aasaoua avueHue. OBa MLEHLA A03B0/baBa KOMepLUMjaiHy ynotTpeby
aena.

6. AYTOpPCTBO — AE/NUTU NOA UCTUM ycloBUMA. [03BO/baBaTe YMHOMaBakbe, AUCTPUMOYUMjy M jaBHO
caonwTaBarbe Aena, U Npepase, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og CcTpaHe ayTopa Man
[laBaoLa JIMLEHLE M aKo ce npepaga AUcTpmbympa nog UCTOM MAKN CAMYHOM AnueHuom. OBa nnueHLa
[03BO/baBa KoMepuwmjanHy ynoTpeby aena n npepaga. CanuyHa je codpTBEPCKMM ANLLEHLAMA, O4HOCHO
NIMLEHLAaMa OTBOPEHOT KOAa.
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