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Biljni proteini, odnosno belancevine izolovane iz razli¢itog
biljnog materijala, poseduju odlican potencijal za primenu u
proizvodnji, ali i pakovanju hrane. Oni poseduju razli¢ite
funkcionalne osobine, kao Sto su sposobnost emulgovanja,
stabilizovanja pene, geliranja, formiranja omotaca 1 filmova itd.,
Sto im omogucava primenu u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji. Zein je biljni protein, koji se moze naci u Zitaricama, a
osnovni izvor ovog proteina je kukuruz (Zea mays). Zein nije
rastvoran u vodi, a za njegovo rastvaranje najcesc¢e se koristi
razblaZeni etanol. Smanjenjem koncentracije etanola u rastvoru
zeina, bilo da se to postize dodatkom nerastvaraca ili
uklanjanjem etanola (isparavanjem), zein moze formirati razlicite
koloidne strukture, koje pokazuju veliki potencijal za primenu u
prehrambenoj industriji. Osobine ovih struktura zavise od nacina
pripreme, ali se na njith moze uticati 1 dodatkom drugih materija
u toku procesa pripreme. Stoga, osnovni cilj istrazivanja u okviru
ove disertacije bio je da se ispita mogucnost i1 uslovi formiranja




nanocestica zeina i kompozitnih nanocestica zein/prirodna smola,
kao 1 moguénost primene takvih nanocCestica za inkapsulaciju
lipofilne aktivne supstance, odnosno za formiranje filmova zeina.

Nanocestice (NC) zeina (Z) i kompozitne nanodestice
zein/Selak (Z/S) i zein/kalafonijuim (Z/K) pripremane su
metodom (ko)precipitacije usled smanjenja rastvorljivosti, gde su
se etanolni rastvori makromolekula mesSali sa vodom kao
nerastvaracem. Ispitani su uslovi pripreme nanocestica zeina na
njihove  koloidne  osobine.  Pripremljene  nanocestice
karakterisane su primenom razli¢itth metoda (dinamicko
rasipanje svetla, elektroforetska pokretljivost, SEM). Takode,
ispitane su interakcije gume arabike (GA) sa Z i Z/K
nanocesticama, upotrebom razli¢itih tehnika, kao Sto su
dinamicko rasipanje svetla i izotermalna mikrokalorimetrija.
Ispitana je mogucénost inkapsulacije lipofilne aktivne supstance u
Z i Z/K nanocCesticama, primenom metode koprecipitacije usled
smanjenja rastvorljivosti, na isti nacin kao S§to su pripremane
same nanocestice. Filmovi zeina pripremani su izlivanjem
disperzija nanoCestica zeina i suSenjem na povisenoj tempreturi.
Pripremljeni su filmovi iz disperzija sa nanocCesticama razli¢itog
proseénog preénika ZDNC90 i ZDNC180 bez plastifikatora, kao
i uz dodatak plastifikatora ZDPGNC90 i ZDPGNC180. U svrhu
poredenja osobina filmova, pripremani su i filmovi iz rastvora
zeina bez plastifikatora, ZR, i sa dodatkom plastifikatora, ZRPG
filmovi. Ispitan je uticaj veliCine Cestica zeina kao i uticaj
plastifikatora na morfologiju, barijerna i opticka svojstva filmova
(rastvorljivost, propustljivost vodene pare, boju, itd.).

Utvrdeno je da se metodom precipitacije u nerastvaracu mogu
dobiti zeinske 1 kompozitne nanocestice zein/smola. Na veli¢inu
nanocestica moze se uticati koncentracijom etanolnog rastvora
biopolimera. Takode, pH vrednost disperzije nanocestica utice na
njihov zeta potencijal, povrSinsku gustinu naelektrisanja, veli¢inu
i stabilnost. Dodatak GA, u disperziju NC uti¢e na zeta potencijal
1 veli¢inu nanocestica, odnosno nastalih aglomerata nanocestica.
Mikrokalorimetrijskim merenjima utvrdeno je da su interakcije Z
1 Z/K nanocestica sa GA egzotermne, te da su najinteinzivnije na
pH = 4. Merenja su pokazala da do zasi¢enja povrsine kod Z/K
NC dolazi pri masenom odnosu GA/NC od 0,7. Kod Z NC
promena entalpije postaje konstantna nakon masenog odnosa
GA/NC 1. Takode, utvrdeno je da se moguée pripremiti
kontinualne zeinske filmove iz disperzija nanocestica, susenjem
na vazduhu. U poredenju sa filmovima dobijenim iz rastvora
zeina, filmovi dobijeni iz disperzija su bili hrapaviji i Kkrtiji.
Takode, hrapavost povriine ZDNC180 filmova bila je veéa nego
kod ZDNC90 filmova. Dodatkom propilen—glikola kao
plastifikatora smanjuje se krtost i hrapavost ZDNC filmova. Svi
ispitivani filmovi su, u ispitivanim uslovima, apsorbovali manje
od 8% vlage, dok je rastvorljivost i Z; i Z4 filmova u vodi bila je
ispod 5%. Propustljivost vodene pare se nije znacajno razlikovala
(p < 0,05) za ZR, ZD 1 ZDPG filmove, nezavisno od veli¢ine




Cestica. Opticka zamucenost ZD filmova bila je ve¢a nego kod
ZR filmova, dok je najmanja bila kod ZDPG filmova, s obzirom
da je dodatak plastifikatora uticao na smanjenje opticke
zamucenosti. Pokazano je da udeo bele u boji filmova raste po
redosledu ZR < ZRPG < ZDPG < ZD. Takode je utvrdeno da
zuta boja preovladuje kod svih ispitivanih filmova. Statisticka
analiza pokazala je da ne postoji znacajna razlika u mehani¢kim
svojstvima izmedu filmova izlivenih iz disperzija nanocestica i
filmova izlivenih iz etanolnog rastvora zeina.
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Plant proteins, i.e. proteins isolated from various plant
materials, have excellent potential for use in food production, but
also in food packaging. They possess various functional
properties, such as emulsifying, foam stabilizing, gelling,
coating, and film-forming properties, which allow them to be
used in the food and pharmaceutical industries. Zein is a plant
protein, which can be found in cereals, and the main source of
this protein is corn (Zea mays). Zein is not soluble in water, and
dilute ethanol is most often used to dissolve it. By reducing the
concentration of ethanol in the zein solution, whether this is
achieved by adding non-solvents or removing ethanol
(evaporation), zein can form various colloidal structures, which
show great potential for use in the food industry. The properties
of these structures depend on the method of preparation, but they
can also be influenced by the addition of other substances during
the preparation process. Therefore, the main goal of the research
within this dissertation was to examine the possibility and
conditions of formation of zein nanoparticles and zein/natural
resin composite nanoparticles, as well as the possibility of using
such nanoparticles for encapsulation of lipophilic active




substance, as well as for zein film formation.

Zein (Z) nanoparticles and zein/shellac (Z/S) and zein/rosin
(Z/K) composite nanoparticles were prepared by the antisolvent
(co)precipitation method, where ethanolic solutions of
macromolecules were mixed with water as a non-solvent. The
influence of the zein nanoparticles' preparation parameters on
their colloidal properties was examined. Prepared nanoparticles
were characterized by the application of different methods
(dynamic light scattering, electrophoretic mobility, scanning
electron microscopy). Also, interactions of gum arabic (GA) with
Z and Z/K nanoparticles were investigated, using various
techniques, such as dynamic light scattering and isothermal
microcalorimetry. The possibility of encapsulation of lipophilic
active substance in Z and Z/K nanoparticles was investigated,
using the method of antisolvent coprecipitation in the same way
as the nanoparticles themselves were prepared. Zein films were
prepared by casting dispersions of zein nanoparticles and air
drying. Films were prepared from dispersions with nanoparticles
of different average diameters ZDNC90 and ZDNC180 without
plasticizers, as well as with the addition of plasticizers
ZDPGNC90 and ZDPGNCI180. In order to compare their
properties, films were also prepared from a solution of zein
without a plasticizer, ZR, and with the addition of a plasticizer,
ZRPG films. The influence of zein particle size, as well as the
influence of plasticizers on morphology, barrier properties, and
optical properties of films (solubility, water vapor permeability,
color, etc.), were examined.

It has been found that zein and composite zein/resin
nanoparticles can be obtained by the antisolvent precipitation
method. Nanoparticle size can be affected by the concentration of
ethanol biopolymer solution. Also, the pH value of the dispersion
of nanoparticles affects their zeta potential, surface charge
density, size, and stability. The addition of GA to the dispersion
of NP affects the zeta potential and size of nanoparticles, i.e. the
formed agglomerates of nanoparticles. Microcalorimetric
measurements showed that the interactions of Z and Z/K
nanoparticles with GA are exothermic and that they are most
intense at pH = 4. Measurements showed that surface saturation
of Z/K NP occurs at a GA/NP mass ratio of 0.7. For Z NP, the
change in enthalpy becomes constant after the mass ratio GA /
NC 1. Also, it was found that it is possible to prepare continuous
zein films from nanoparticle dispersions, by air drying.
Compared with films obtained from zein solution, films obtained
from dispersions were rougher and more brittle. Also, the surface
roughness of ZDNC180 films was higher than that of ZDNC90
films. The addition of propylene—glycol as a plasticizer reduces
the brittleness and roughness of ZDNC films. All tested films,
absorbed less than 8% of moisture, under the tested conditions,
while the solubility of both Zr and Zd films in water was below
5%. Water vapor permeability did not differ significantly (p




<0.05) for ZR, ZD, and ZDPG films, regardless of the particle
size. The opacity of ZD films was higher than that of ZR films,
while the lowest was in ZDPG films, since the addition of
plasticizers had the effect of reducing opacity. It was shown that
the share of white in the color of films increases in the order ZR
< ZRPG < ZDPG < ZD. It was also determined that yellow color
predominates in all examined films. Statistical analysis showed
that there was no significant difference in mechanical properties
between films cast from nanoparticle dispersions and films cast
from ethanol zein solution.
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1. UVOD

Uporedo sa porastom i razvojem svetske populacije, javlja se sve veca potreba za
poboljSanjem kvaliteta i odrzivosti hrane. Na to ukazuje i ¢injenica da se na globlanom nivou
koli¢ina bacene hrane meri u milionima tona, dok i dalje postoje delovi sveta u kojima vlada
nestaSica osnovnih Zivotnih namirnica. Shodno tome, nau¢na istraZivanja, na polju o€uvanja i
poboljsanja kvaliteta namirnica koje efikasno stizu do konzumenata, viSe su nego potrebna.
Drugi izazov koji trziSte postavlja jeste funkcionalnost samih namirnica, odnosno potreba da
hrana ne bude isklju¢ivo izvor energije i nutrijenata, ve¢ da poseduje i druga benefitna
svojstva (npr. jaCanje imuniteta, prevencija bolesti, duzi rok trajanja i sl.). Hrana koju danas
proizvodi prehrambena industrija, dobrim delom je funkcionalna hrana, ¢ije komponente sa
aspekta koloidne hemije, mogu predstavljati izuzetno kompleksne koloidne sisteme (viSefazni
sistemi, emulzije, ¢vrste pene, mikrokapsulirane aktivne supstance, itd.), za ¢iju pripremu se
koriste razli¢iti propisani aditivi (emulgatori, stabilizatori, modifikatori viskoziteta i sl.), koji
su Cesto sintetskog porekla. S druge strane, svest potrosaca o uticaju hrane na njihovo
zdravlje bitno je porasla poslednjih godina, te je potraznja za namirnicama isklju¢ivo
prirodnog porekla u konstantnom porastu. Formulisanje savremenih, funkcionalnih proizvoda
primenom isklju¢ivo prirodnih komponenti veliki je izazov, pre svega u pogledu pronalaZenja

prirodnih jedinjenja odgovarajuc¢ih funkcionalnih karakteristika. Razli¢iti biljni materijali
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predstavljaju odli¢an izvor funkcionalnih jedinjenja, dok istovremeno zadovoljavaju potrebe

po pitanju dostupnosti i obnovljivosti sirovina.

Biljni proteini, odnosno belan¢evine izolovane iz razli¢itog biljnog materijala, poseduju
odlican potencijal za primenu u proizvodnji funkcionalne hrane, s obzirom da mogu
posedovati razli¢ite funkcionalne osobine, kao $to su sposobnost emulgovanja, stabilizovanja
pene, geliranja, formiranja omotaca i1 filmova itd. Sirovine za izolovanje biljnih proteina
mogu biti direktno same biljke ili poluproizvodi, pa ¢ak i nus—proizvodi razli¢itih grana
industrije, ¢ime se dodatno povecava iskoristivost sirovina, kao i pozitivan uticaj na zivotnu
okolinu. Na taj nac¢in, smanjuje se koli¢ina otpada ne samo prehrambene, ve¢ i drugih grana
industrije, koje se bave preradom biljaka. Prednosti biljnih proteina u odnosu na one
zivotinjskog porekla jesu daleko manja moguénost pojave alergijske reakcije, prilagodenost

proizvoda potrosacima sa restriktivnom ishranom, kao i niza cena.

Zein je biljni protein, koji se moze naci u Zitaricama, a osnovni izvor ovog proteina je
kukuruz (Zea mays). U kukuruzu se zein nalazi isklju¢ivo u endospermu, gde predstavlja
osnovni izvor rezervnih hranljivih materija u toku razvoja zrna. Obuhvata najveéi deo
ukupnih proteina zrna, oko 60%. Prema podeli, izvrSenoj na osnovu rastvorljivosti proteina,
zein spada u prolamine — proteine rastvorne u alkoholu. Njegova rastvorljivost uslovljena je
ve¢om zastupljenoS¢u nepolarnih aminokiselina, od kojih su najprisutnije glutaminska
kiselina i leucin. Znacajan udeo u molekulu zeina imaju jo$ i prolin, alanin, serin 1 tirozin.
Zein nije rastvoran u vodi, a za njegovo rastvaranje najceS¢e se koristi razblazeni etanol.
Smanjenjem koncentracije etanola u rastvoru zeina, bilo da se to postize dodatkom
nerastvaraca ili uklanjanjem etanola (isparavanjem), zein moZe formirati razli¢ite koloidne
strukture, koje pokazuju veliki potencijal za primenu u prehrambenoj industriji. Osobine ovih
struktura zavise od nacina pripreme, ali se na njih moze uticati i dodatkom drugih materija u

toku procesa pripreme.

1.1. Cilj disertacije

Osnovni cilj istrazivanja U okviru ove disertacije bio je da se ispita mogucnost i uslovi
formiranja nanocestica zeina 1 kompozitnih nanocestica zein/prirodna smola, kao i moguénost
primene takvih nanoCestica za inkapsulaciju lipofilne aktivne supstance, odnosno za

formiranje filmova zeina, iz vodenih disperzija nanocestica zeina. U skladu s tim, nanocestice
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su pripremane metodom (ko)precipitacije usled smanjenja rastvorljivosti, gde su se etanolni
rastvori makromolekula mes$ali sa vodom kao nerastvaracem. Ispitani su uslovi pripreme
nanocestica zeina na koloidne osobine nanocestica. Pripremljene nanocestice karakterisane Su
primenom razli¢itih metoda (dinamicko rasipanje svetla, elektroforetska pokretljivost,
skeniraju¢a elektronska mikroskopija), te se ocekuje razlika u osobinama nanocestica
pripremljenih sa i bez smole, kao §to su izoelektricna tacka, zeta potencijal, veli¢ina i
raspodela veli¢ina Cestica, rastvorljivost, itd., u zavisnosti od pH vrednosti suspenzije.
Takode, ispitane su interakcije gume arabike sa nanocesticama zeina i kompozitnim
nanocesticama zein/smola upotrebom razlicitih tehnika, kao §to su dinamicko rasipanje svetla
i izotermalna mikrokalorimetrija. Ispitana je mogué¢nost inkapsulacije lipofilne aktivne
supstance u zeinskim i kompozitnim nanocesticama, primenom metode koprecipitacije usled
smanjenja rastvorljivosti, na isti na¢in kao $to su pripremane same nanocestice. Filmovi zeina
pripremani su izlivanjem suspenzija nanocCestica zeina i suSenjem na povisenoj temperaturi.
Ispitan je uticaj veli¢ine Cestica zeina kao i uticaj plastifikatora na morfologiju, barijerna

svojstva i opticka svojstva filmova (rastvorljivost, propustljivost vodene pare, boja, itd.).

Predlozen nacin dobijanja i karakterizacije kompozitnih nanocestica zeina i prirodnih
smola, kao i njihov potencijal za primenu u prehrambenoj industriji do sada je nedovljno
ispitan i veoma malo zastupljen u nauc¢noj literaturi. U disertaciji je prikazan, po prvi put,
postupak za dobijanje kompozitnih nanocCestica zeina 1 prirodnih smola, Selaka 1
kalafonijuma, o ¢emu nema literaturnih navoda. Istovremeno, u dostupnoj nauc¢noj literaturi
ne postoje publikovani podaci o ispitivanju interakcija biopolimernih nanocestica sa
priprodnim polielektrolitima, $to je takode obuhvaceno ovom doktorskom disertacijom.
Doktorska disertacija je po prvi put pokazala moguc¢nost nanokapsulacije karvakrola u
kompozitnim Cesticama zein/kalafonijum, te ukazala na moguc¢nost promene osobina zeinskih
nanokapsula pripremom kompozitnih kapsula sa kalafonijumom. Ovom doktorskom
disertacijom je prakticno prvi put ukazano na mogucnost primene etablirane (pseudo)lateks
tehnologije za pripremu jestivih filmova od hidrofobnih biopolimernih nanocestica, za
potrebe prehrambene industrije. Inovativnost predlozene metode ogleda se pre svega u tome
sto se prilikom formiranja filmova ne koriste organski rastvaraci, kao $to je etanol, ve¢ se

filmovi zeina dobijaju iz vodenih sistema.
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2. TEORIJSKI DEO
SA PREGLEDOM
LITERATURE

2.1. Biopolimeri

Polimeri predstavljaju jedinjenja sainjena od velikog broja pojedinacnih gradivnih
jedinica — monomera, kovalentno vezanih tako da formiraju velike molekule. Biopolimeri se,
dalje, mogu definisati kao polimeri prirodnog porekla, sintetisani od strane biljaka, Zivotinja
ili mikroorganizama (Sivakanthan i ostali 2020). Biopolimeri se svakodnevno sre¢u u
razli¢itim oblicima i u njih spadaju polisaharidi, proteini, polifenoli i poliestri. Zahvaljujuci
svojoj biorazgradivosti, netoksicnosti 1 biokompatibilnosti, biopolimeri mogu naci Siroku
primenu u medicini, farmakologiji, kozmetici, elektronici, poljoprivredi, za tretmane otpadnih

voda, kao ambalazni materijali ili apsorbenti, u proizvodnji tkanina, plasti¢énih materijala,
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biosenzora, itd. Prirodi biorazgradivi polimeri mogu se izolovati iz razli¢itih materijala
biljnog i zivotinjskog porekla, ali iz mikroorganizama poput algi ili iz otpada iz
poljoprivredne ili prehrambene industrije. Kukuruz, pirina¢, pSenica, krompir, sirak, banana,
tapioka, pamuk i jeCam neki su od primera poljoprivrdnih kultura koji predstavljaju izvore
bogate biopolimerima. Slede¢a grupa izvora biopolimera jesu izvori na bazi biomase, gde
spadaju otpad iz poljoprivrede, prerade papira i drveta, i drugih grana industrije koje se bave
preradom prirodnih sirovina. Takode i morski organizmi poput riba, rakova, sundera i korala
mogu biti izvori prirodnih polimera. Svakako, najzastupljeniju grupu ipak predstavljaju
biopolimeri animalnog porekla, koji se mogu izolovati iz mleka, kostiju, Zivotinjskih sekreta
ili Caura i slicno. Osim biopolimera izolovanih direktno iz prirodnih materijala postoje i
sintetski biopolimeri, koji su sintetisani iz prirodnih komponenti, ali najée$¢e nisu
biorazgradivi. Neki od predstavnika sintetskih biopolimera, koji se mogu razgraditi u prirodi
jesu gelan, dekstran i ksantan (Pinto i sar. 2021, Udayakumar i sar. 2021).

2.1.1. Biljni proteini

2.1.1.1. Struktura i Klasifikacija proteina

Proteini su prirodni makromolekuli, safinjeni od velikog broja aminokiselina
medusobno povezanih peptidnim vezama. Jedan molekul proteina moZze sadrzati od 100 do
1000 aminokiselnskih ostataka i imati molekulsku masu i preko 100.000 g/mol (Karlson,
1988). U organizmu najc¢esce imaju gradivnu ili regulatornu ulogu. Prema poreklu proteini se
mogu podeliti na biljne (zein, hordein, ureaza 1 dr.) 1 Zivotinjske (kolagen, keratin,
hemoglobin, aktin, miozin, mioglobin), dok se prema strukturi i hemijskim osobinama dele
na fibrilarne — skleroproteine, globularne — sferoproteine i proteide. S obzirom na velik broj
aminokiselinskih jedinica koje ih izgraduju, grada proteina je veoma sloZena i mozZe se
posmatrati u okviru Cetiri razli¢ita nivoa. Osnovnu, odnosno primarnu strukturu predstavlja
redosled aminokiselina u polipeptidnom lancu, koji je specifican za svaku vrstu proteina
pojedinacno. Kod fibrilarnih proteina moguce je pronaci pojedine sekvence od 3 — 5
aminokiselina koje se ponavljaju u lancu, dok kod globularnih proteina nema pojave
periodi¢nosti. Sekundarna struktura podrazumeva prostorni poloZaj samog polipeptidnog

lanca, ne obaziru¢i se na poloZaj i orjentaciju bo¢nih grupa u lancu. Svaki lanac je naboran na




Ljiljana Spasojevic¢ Doktorska disertacija

A

Sekundarna struktura proteina

Tercijarna struktura proteina

Kvaternerna struktura proteina

Slika 2. Pregled strukture proteina.
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odredeni nacin, §to je uslovljeno primarnom strukturom, a postignuto stvaranjem vodoni¢nih
veza izmedu H 1 O atoma boc¢nih grupa. U zavisnosti od polozaja, razlikujemo dva tipa

sekundarne strukture: a—heliks i B—ravan (Slika 1).

Tercijarna struktura proteina obuhvata i polozaj bo¢nih grupa aminokiselina, odnosno
posmatra prostorni polozaj celokupnog polipeptidnog lanca. Na ovom nivou, struktura se
formira delovanjem vodonicnih, disulfidnih, jonskih i1 hidrofobnih veza. Medusobno povezani
lanci polipeptida ¢ine kvaternernu strukturu proteina, odnosno formiraju protein (Slika 2).
Pojedinacni lanci nazivaju se podjedinice i jedan protein moze biti sacinjen od vise istih ili

viSe razli¢itih podjedinica (Karlson, 1988).

Biljni proteini su, na osnovu rastvorljivosti i moguénosti ekstrakcije uz pomo¢ razlicitih
rastvaraca, klasifikovani u Cetiri osnovne grupe tj. klase: albumine, globuline, prolamine i
gluteline. Albumini su rastvorljivi u vodi, ali koaguli$u prilikom zagrevanja, dok su globulini
nerastvorni u vodi, a rastvorni u slanim rastvorima. Prolamini su nerastvorni u vodi ili
rastvorima soli, ali se mogu rastvoriti ili ekstrahovati pomocu koncentrovanih rastvora
etanola (> 60% v/v). Glutelini nisu rastvorni u neutralnim vodenim rastvorima, rastvorima
soli, niti alkoholu, ali se mogu ekstrahovati pomocu razblazenih kiselina ili baza. Glutelini su
uglavnom zastupljeni u zrnima Zitarica, kao $to su pSenica, pirina¢ ili kukuruz. Veéina biljnih
proteina se moZze svrstati u jednu od ove Cetiri klase, ali njihov sadrZaj i molekulska masa u

mnogome zavise od biljne vrste iz koje su izolovani (Tabela 1).

Albumini su uglavnom u relativno malom udelu prisutni kao rezervni proteini u zrnu
Zitarica, a u nesto ve¢em procentu u uljaricama 1 mahunarkama (Tabela 1), te je tako najveci
broj ispitivanja vrSen upravo na albuminima iz ovih biljnih vrsta. Albumini su kompaktni
globularni proteini, sacinjeni od dva polipeptidna lanca, molekulske mase 4000 g/mol 1 9000
g/mol, medusobno povezanih disulfidnim vezama. Vazno je napomenuti da albumini sadrze
vise od 50% ukupnog sumpora u zrnu mahunarki, iako ¢ine svega 10 — 30% ukupnih proteina

Zrna.

Globulini su najzastupljeniji skladi$ni proteini u semenu mahunarki, ukljucujuéi soju,
grasak i lupinu, gde istovremeno ¢ine i ve¢inu ukupnih preoteina u zrnu. Sadrzaj globulina u
navedenim biljnim vrstama moZe varirati u zavisnosti od sorte, pa tako moze obuhvatati 40

do 80% ukupnih proteina soje, 65 do 80% ukupnih proteina graska i oko 75% proteina
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lupine. Za razliku od albumina, globulini sadrze relativno nizak nivo aminokiselina koje

sadrze sumpor, poput cisteina i metionina.

Tabela 1. Priblizan sadrzaj razlicitih klasa proteina u razli¢itim biljnim vrstama.

Biljka Albumini (%)  Globulini (%)  Prolamini (%)  Glutelini (%0)
PSenica 6-10 5-8 35-40 40
Pirinac 2-6 12 4 80
Jecam 3-5 10-20 35-45 35-45
Kukuruz 4 4 60 26
Seéerna trska 2-7 2-10 35 - 60 20-35
Soja 90

Grasak 15-25 50 - 60

Leblebija 8-12 53 -60 3-7 19-25
Lupina 25 75

Uljna repica 20 60 2-5 15-20

Prolamini su glavni skladi$ni proteini kod Zitarica, gde ¢ine oko 50% ukupnih proteina
u zrnu, osim kod pirin¢a gde ¢ine samo oko 4%. Ime su dobili po tome §to poseduju visok
sadrzaj prolamina i glutamina. Prolamini u zitaricama imaju Cetiri osnovna predstavnika i to
su: gliadin i glutenin iz pSenice, koji ¢ine pSeni¢ni gluten, hordein iz je¢ma i zein iz kukuruza.
Molekulska masa prolamina znacajno varira kako unutar jedne biljne vrste tako i izmedu
razli¢itih biljaka. 1z ove grupe biljnih proteina, najvise je izuavan svakako pSeni¢ni gluten,
srazmerno rasprostranjenosti i §irokoj upotrebi ove Zitarice.

Za razliku od drugih Zitarica, koje svoje rezerve azota skladiSte u prolaminima, kod
pirin¢a su osnovni skladi$ni proteini glutelini, koji u zrnu pirin¢a ¢ine i do 80% ukupnih

proteina. Molekulska masa ovih proteina moze varirati od 45 — 150 kg/mol. lIspitivanja
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glutelina iz pirinca vrlo su ogranicena, usled njihove intenzivne agregacije, umrezavanja
disulfidnih veza molekula i glikozilacije, §to ih ¢ini prakti¢no nerastvrnim u bilo kom
rastvarau osim razblazenih baza, istovremeno otezavajuéi njihovo ekstrahovanje (Day

2013).

2.1.1.2. Izvori biljnih proteina

Veliki broj biljnih vrsta i njihovi razliciti delovi predstavljaju odli¢ne polazne resurse
za izdvajanje i proizvodnju biljnih proteina. U najve¢em broju sluéajeva, proteini se nalaze u
semenu ili zrnu biljke, gde predstavljaju glavni izvor proteina. Neke biljke se ve¢ dugo
primenjuju kao izvori proteina za ljudsku upotrebu, kao §to su Zitarice i mahunarke, pa ¢ak i

pojedine uljarice, dok se druge tek od skoro primenjuju u tu svrhu.

Leguminoze, odnosno mahunarke, oduvek su smatrane za ,,meso za siromasne, medutim,
od nedavno su prepoznate kao odli¢ni izvori biljnih proteina. Sadraj proteina u zrnastim
mahunarkama kre¢e su od 18 do 40 % (Tabela 2). U svom aminokiselinskom sastavu,
proteini iz ovih biljaka imaju visok sadrzaj lizina, leucina, asparaginske kiseline i arginina, ali
veoma nizak sadrzaj metionina i cisteina, u ¢ijoj strukturi se nalazi sumpor, kao 1 triptofana.
Vecina proteina poreklom iz mahunarki, ukljucujuci i soju, su globularni proteini, dok u
sastav proteina graska ulaze i globulini i albumini (Kim i sar. 2020). Soja je najzastupljeniji
izvor proteina iz ove grupe biljaka, upravo zbog viskog sadrZzaja proteina i izbalansiranog
aminokiselinskog sastava. GraSak, lupina, leblebija, socivo, pasulj, kao i druga semena
jestivih mahunarki, takode su vazni izvori biljnih proteina. Posle soje, grasak je druga
mahunarka koja se intenzivno koristi za komercijalno izolovanje proteina. Zrno graska sadrzi
visok udeo proteina i ugljenih hidrata, relativno visok udeo nerastvornih vlakana i niske
koncentracije masti (Tabela 2). U proseku, sadrzi oko 25% proteina, ali sadrzaj znacajno
varira u odnosu na sortu. Proteinske frakcije sastoje se uglavnom od albumina u globulina
(Kim i sar. 2020). Leblebije sadrze slican udeo proteina kao grasak, a pokazano je da

proteinski izolat leblebije poseduje dobra emulgujuca svojstva.

Zitarice i pseudozitarice sadrze 8 — 15 % proteina. Proteini zitarica bogati su
sumpornim aminokiselinama, a imaju mali sadrZzaj lizina, treonina i triptofana, te su

komplementarni sa proteinima leguminoza. Vecina proteina iz Zitarica slabo su rastvorni u
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Tabela 2. ProseGan sadrzaj proteina u zitaricama, mahunarkama, uljaricama i povréu,

najzastupljenijim izvorima biljnih proteina.

Biljka Sadrzaj proteina  Ostale komponente
(%)

PSenica 8-15 ~75% skrob, 1 — 2% lipidi, ~5%
ostali polisaharidi

Pirinad 7-9 90% skrob

Kukuruz 9-12 70 — 75% skrob, 3 — 18% ulja

Jecam 8-15 60 — 64% skrob, 2 — 3% lipidi, 3 —
10% rastvorljiva dijetetska vlakna, 4
— 6% nrastvorljiva dijetetska vlakna

Secerna trska 9-17 ~2% lipidi, 70 — 75% skrob

Soja 35-40 ~20% ulja, ~30% ostali polisaharidi

Grasak 20-30 60 — 65% skrob, ~5% ostali
polisaharidi

Leblebija 20-25 ~60% skrob, ~10% ostali polisaharidi

Lupina 35-40 ~10% ulja, 35 - 40% ostali
polisaharidi

Repica 17 - 26 40% ulja, 12 — 30% ostali polisaharidi

vodi 1 najceS¢e se koriste kako bi se hrana u c¢vrstom stanju obogatila proteinima

(Schweiggert-Weisz i sar. 2020). PSenica sadrzi 8 — 15 % proteina u zrnu, u zavisnosti od

sorte. Osnovni skladisni protein u pSenicnom zrnu je gluten (Kim i sar. 2020). Ovaj protein

poseduje fizicku funkcionalnu karakteristiku, jedinstvenu medu biljnim proteinima, a to je da

formira kohezivnu viskoelasti¢nu proteinsku mrezu, Sto omogucava da se od pSenice

proizdvode razlicita testa (Day 2013). PSeni¢ni gluten najduze nalazi svoju primenu u
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prehrambenoj industriji, zbog svojih jedinstvenih reoloskih osobina, a njegova zastupljenost u
proizvodima je konstantna bez obzira na Cinjenicu da je poznato da izaziva bolest celijakliju
(Schweiggert-Weisz i sar. 2020). U poslednjih nekoliko godina pirina¢ je sve zastupljeniji
kao izvor hipoalergijskih proteina. Posle psenice, pirina¢ je druga najzastupljenija usevna
kultura, pa samim tim predstavlja i zna¢ajan izvor biljnih proteina, iako ih sadrzi mnogo
manje u odnosu na druge zitarice (Tabela 2). Kukuruz je takode veoma zastupljena
prehrambena i industrijska zitarica. Sadrzi 9 — 12% proteina. Skrob i ulje su osnovni
proizvodi koji se dobijaju preradom kukuruza, dok tzv. kukuruzni gluten (eng. corn gluten
meal) bogat proteinima zaostaje kao nus-proizvod. 1z kukuruznog glutena industrijski se
izdvaja protein zein. lako je zein jedan od retkih proteina iz Zitarica koji se proizvodi
industrijski, njegova primena u prehrambenim proizvodima jo§ uvek je dosta ograniCena,
zbog njegove slabe rastvorljivosti u vodi. Osnovna primena zeina jeste izrada biopolimernih
materijala za filmove, premaze i plastiku (Day 2013). JeCam je Cetvrta najzastupljenija
Zitarica u svetu, posle pSenice, pirinca i kukuruza. Je¢am sadrzi 10 — 17% proteina, malo vise

u odnosu na psenicu i pirina¢ (Tabela 2).

Nus—proizvodi prerade uljarica (uljna pogaca nekon presovanja ili brasno nakon
ekstrakcije rastvaraCima, iz suncokreta ili repice na primer) sadrze izmedu 45% 1 65%
proteina, u zavisnosti od sirovine i uslova prerade. Veéina proteina iz uljarica sastoji se od
rezervnih (skladi$nih) proteina zrna, uglavnom globulina i albumina. Proteinski koncentrati i
izolati se iz uljarica mogu izdvojiti vodenim frakcionisanjem (Schweiggert-Weisz i sar.
2020). Uljna repica jedna je od najzastupljenijih uljarica na svetu (Fetzer i sar. 2020). Pre
izdvajanja ulja sadrzi 17 — 26% proteina. Pozitivna svojstva proteina prisutnih u ovoj uljarici,
jesu dobre gelirajue osobine, kao 1 povoljan aminokiselinski sastav, koji ih ¢ini
komplementarnim sa proteinima iz Zitarica. Seme suncokreta predstavlja tre¢i najveci izvor
jestivog ulja na svetu. lako lipidi imaju najveéi udeo u semenu suncokreta, ono je bogato i
proteinima, te tako oljusteno seme sadrzi 20 — 40% sirovih proteina. Uz suncokret i repicu,
kao dva najzastupljenija izvora proteina, novija istrazivanja bave se i manje zastupljenim
biljnim kulturama, poput konoplje, tikve, lana, divljeg lana i susama (Schweiggert-Weisz i
sar. 2020).

KoStunjavo voée predstavlja takode vazan izvor biljnih proteina, kao i1 drugih
nutrijenata, poput ulja, vlakana i polifenola. Oni medutim, predstavljaju jedan od najvecih

alergena, kada je re¢ o hrani. NajviSe se koriste u direktnoj ljudskoj ishrani, ali se na trZiStu
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mogu nacéi i razli¢ita biljna mleka, brasno, puter i sli¢ni proizvodi od koStunjavog voca (Day

2013).

Prilikom obrade krtolastog i korenastog povréa, koji se primarno koristi kao izvor
skroba, zaostaju nus—proizvodi bogati proteinima rastvorljivim u vodi i mogu se koristiti za
njihovo izolovanje. Svez krompir sadrzi svega 1 — 1,5% proteina. Pokazano je da emulgujuca
1 peneca svojstva ovih proteina mogu da se porede sa svojstvima proteina leguminoza, ali sa
daleko ve¢im prinosom prilikom izolovanja. Medutim, krompir sadrZzi toksi¢ne glikoalkaloide
gorkog ukusa, koji se mogu naci u proteinskom izolatu u znacajnom udelu i koji moraju biti
uklonjeni pre upotrebe izolata u proizvodnji hrane. Svakako, interesovanje za izolovanje
proteina iz krtolastog i korenastog povréa daleko je manje u poredenju sa mahunarkama i
zitaricama najve¢im delom zbog srazmerno malog sadrzaja proteina u polaznom materijalu,

Sto ekstrakciju ¢ini ekonomski malo isplativom (Day 2013, Schweiggert-Weisz i sar. 2020).

2.1.1.3. Funkcionalna svojstva biljnih proteina

Najznacajnija funkcionalna svojstva proteina u hrani obuhvataju rastvorljivost,
kapacitet vezivanja vode 1 masti, geliranje, kao 1 reoloska, emulgujuca i peneca svojstva. Ove
osobine su povezane sa na¢inom na koji proteini interaguju se velikim (ugljeni hidrati, lipidi,
proteini) i malim (gasovi, soli, isparljive materije, voda) molekulima, a takode i sa veli¢inom
molekula, strukturom (primarna aminokiselinska sekvenca, sekundarana i tercijarna
konformacija) i raspodelom naelektrisanja u molekulu proteina. Promene u strukturi proteina,
koje nastaju kao rezultat izloZenosti proteina razli¢itim uslovima u toku procesa obrade hrane
ili koje do koji dolazi usled interakcije sa drugim komponentama hrane, takode uti¢u na
funkcionalne osobine samih proteina. Najbitnija funkcionalna svojstva biljnih proteina, koja
su potrebna da bi se njihova upotreba rasirila, jesu rastvorljivost, emulugujuce, gelirajuce i

penece svojstvo, kao i pozitivan doprinos osobinama testa.

Rastvorljivost proteina u vodi ¢esto je preduslov za druga funkcionalna svojstva, poput
emulgujucih 1 penecih. Uslovi koji utiCu na rastvorljivost proteina su pH vrednost, jonska
jacina, tip rastvaraca i1 temperatura. Proteini su najslabije rastvorni u izoelektri¢noj tacki
(IET), odnosno na pH na kojoj je broj pozitivno i negativno naelektrisanih grupa u molekulu
proteina jednak. Uobicajena metoda za izdvajanje proteina rastvorljivin u vodi (najve¢im

delom albumina i/ili globulina) je na osnovu njihove IET. Naime, proteini se prvo rastvore
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primenom baznog, kiselog ili neutralnog rastvaraca (sa ili bez rastvorene soli), na pH
razli¢itoj od IET, a zatim se iz rastvora proteini izdvajaju podeSavanjem pH na vrednost IET.
Proteini koji se izoluju na ovaj nacin (npr. proteinski izolati soje, graska, lupine i uljne repice)
imaju dobru rastvovrljivost na neutralnim pH. Medutim, veéina biljnih proteina, pogotovo
proteini iz zitarica, koji sadrze veliki udeo prolamina i glutelina, veoma je slabo rastvorna na
neutralnim pH vrednostima, usled prisustva malog broja naelektrisanih aminokiselinskih
grupa (Day 2013).

Jestivi proteini, pogotovo oni iz mleka i jaja, uobicajeno se koriste za stabilizovanje
emulzija i pena. Njihova amfifilna priroda im omogucava da se adsorbuju na granici faza
ulje/voda ili vazduh/voda gde formiraju medupovrsinski sloj, koji snizava medupovrsinski
napon i sprecava koalescenciju kapljica ulja ili mehuri¢a gasa, tokom proizvodnje i ¢uvanja
hrane. Sposobnost proteina da funkcionise kao emulgator u hrani zavisi od njegove strukture i
koloidnih osobina na granici faza (Bucko i sar. 2018). Od svih biljnih proteina, najvise su
ispitivana emulguju¢a svojstva proteina soje. Generalno gledano, na sposobnost biljnih
proteina da stabilizuju emulzije u velikoj meri uticu pH 1 jonska jacina sredine, uslovi pred-
tretmana koje prolaze proteini i termicki procesi kojima podlaze namirnica u toku
proizvodnje (Bucko i sar. 2015, Buc¢ko i sar. 2016). Slaba medusobna interakcija biljnih
proteina kada su ve¢ adsorbovani na granici faza i debljina proteinskog filma, bar delom
doprinose tome da emulzije stabilizovane nekim biljnim proteinima imaju vecu stabilnost u
odnosu na one stabilizovane proteinima mleka, u slucaju povisene temperature i/ili prisustva
soli. Struktura biljnih proteina i nedostatak strukturnog opruzanja molekula nakon adsorpcije
na medupovrsinu, predstavlja potencijalnu moguénost ovih proteina da formiraju proteinske
Cestice na granici faza. Na taj nacin, obezbedila bi se bolja stabilnost emulzija, sli¢na

emulzijama stabilizovanim pomoc¢u nano- i mikrocestica (Day 2013).

Sposobnost proteina iz hrane da stabilizuju pene povezana je sa njihovom tendencijom
da se adsorbuju na granici faza vazduh/voda. Kada se adsorbuju na granici faza, proteini
smanjuju medupovrsinski napon i formiraju membranu, tj. postojan medupovrsinski sloj, uz
pomo¢ protein—protein interakcija. Biljni proteini u svom izvornom obliku, zbog kompaktne
strukture, imaju ogranicena peneca svojstva. Ipak, proteinske frakcije biljnih proteina koje su
bogate albuminima, pokazuju dobra peneca svojstva ekvivalentna svojstvima proteina
belanceta. Medutim, najcesce je neophodna strukturna modifikacija proteina biljnog porekla,
bilo da se to postize podesavanjem pH ili ograni¢enom enzimskom hidrolizom, kako bi

proteini dostigli pun potencijal u svrhu stabilizacije pena (Day 2013).
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Biljni proteini, pogotovo globularni, imaju sposobnost formiranja gela, kada su
denaturisani zagrevanjem u vodenom rastvoru, pri izbalansiranim interakcijama
protein—protein i protein—rastvara¢. Molekulska grada proteina, i interakcije protein—protein i
protein—rastvara¢ odreduju temperaturu geliranja i rezultujue osobine gela. Neke od
interakcija koje se javljaju prilikom umrezavanja proteina i formiranja gela su vodonic¢na
veza, hidrofobne interakcije, disulfidne veze, itd. pH vrednosti i prisustvo soli mogu u velikoj
meri uticati na gelirajuca svojstva proteina, time §to uticu na neto naelektrisanje i medusobne
interakcije molekula proteina, kao i na strukturu samih proteina, stabilnost te strukture i
disocijaciju polipeptidnih podjedinica. Pokazano je da u nekim slu¢ajevima poveéanje pH

vrednosti utice na povecanje temperature geliranja (Day 2013).

Zahvaljujucéi svojoj strukturi i funkcionalnim osobinama, biljni proteini mogu formirati
razli¢ite koloidne strukture, koje nalaze primenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji,

medicini, ali i u proizvodnji ambalaznih materijala.

2.1.1.4. Znacaj biljnih proteina

U danaSnje vreme, svest ljudi o bezbednosti hrane koju konzumiraju, kao i sve veci
porast svetske populacije, podstiCe istrazivanja u oblasti razvoja odrzive i ekoloski
prihvatljive visokonutritivne hrane. To ukljucuje 1 potragu za alternativnim izvorima proteina.
Samim tim, veliki broj istrazivanja usmeren je ka zameni tradicionalnih zivotinjskih proteina
alternativnim, kao i ka razvoju razli¢itih tehnika za procenu i povecanje njihove svarljivosti i
bioraspolozivosti. Od nedavno, biljni proteini se sve viSe koriste kao ekonomicna i
raznovrsna alternativa za Zivotinjske proteine, kako u ljudskoj ishrani, tako 1 u formulacijama
proizvoda kao funkcionalne komponente (Sa i sar. 2020). Biljni proteini su Siroko
rasprostranjeni, izoluju se iz jeftinih izvora, biorazgradivi su, imaju antioksidativna dejstva i
rede izazivaju imuni odgovor organizma u odnosu na zivotinjske proteine (Popov Pereira da
Cunha i sar. 2020). Za sada postoji nekoliko razloga zbog kojih se biljni proteini ne
primanjuju u ve¢oj meri, a to je: manja nutritivna vrednost (pojedinacnih izvora) u odnosu na
zivotinjske proteine, problemi da se dostigne maksimalno iskoriS¢enje njihovih fizickih
funkcionalnosti zbog velike molekulske mase, veli¢ine i slabe rastvorljivosti u vodi, kao 1
ekonomska neisplativost izdvajanja proteinskih frakcija iz biljaka u odnosu na njihov prinos.

Ipak, veliki broj nau¢nih istrazivanja usmeren je ka prevazilazenju ovih prepreka i
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poboljsanju nutritivnih 1 funkcionalnih osobina biljnih proteina. Protein soje jedan je od
odli¢cnih primera kako naucna istrazivanja mogu uticati na svest potroSaca o nutritivnoj
vrednosti proteina poreklom iz biljaka i kako potencijalne tehnoloSke inovacije mogu
podstaci upotrebu biljnih proteina u velikom broju prehrambenih proizvoda. Osim proteina
soje, koji i dalje dominira kao alternativa zivotinjskim proteinima, pojavljuje se odredeni broj
novih proizvoda u kojima se primenjuju proteini iz Zitarica, mahunarki i nekih vrsta povrca
(Day 2013). Gledano sa aspekta odrzivosti i bezbednosti hrane postoji velika potreba za
povecanjem upotrebe proteina biljnog porekla, kako u direktnoj ishrani tako i u proizvodnji

prehrambenih proizvoda za ljudsku upotrebu.

Osim u prehrambenoj industriji, biljni proteini pokazuju veliki potencijal i za primenu u
medicinske, biomedicinske i farmaceutske svrhe. Kada je re¢ o medicini, proteini su
pozeljniji medijum za izradu razli¢itih nosaca, u odnosu na ugljene hidrate i sinteticke
polimere, pre svega zbog toga Sto proteini sacinjavaju najveéi deo ljudksog tela,
biokompatibilni i citokompatibilni su, a kada su u pitanju vestacka tkiva, funkcije
ekstracelularnog matriksa je lakSe odrzati kada su u pitanju proteini, u odnosu na sinteticke
polimere. Takode, nasuprot sintetickim polimerima, kod kojih se ¢esto javlja nedostatak
funkcionalnih grupa, prisustvo karboksilnih i amino grupa omogucéava proteinima da budu
nosioci razli¢itog naelektrisanja, zavisno od pH vrednosti sredine. Upravo zbog toga, proteine
je moguce lako prilagoditi da reaguju na razlic¢ite pH vrednosti u organizmu, $to omogucava
ciljano dostavljanje razli¢itih farmaceutika. Takode i razlika u IET kod razli¢itih biljnih
proteina omogucava veci izbor odgovarajucih nosaca za razlicite lekove. Upravo zbog ovih
prednosti, uveliko se ispituje moguénost upotrebe proteina poreklom iz biljnog materijala, za
razvoj hidrogela, filmova, vlakana, mikro- i nanocestica, za primenu u medicini, pre svega

bioinzenjerenigu i proizvodnji lekova (Reddy i Yang 2011).

2.1.1.5. Zein

Zein je osnovni rezervni protein kukuruza, nalazi se iskljuéivo u endospermu
(Anderson i Lamsa 2011) i obuhvata 60% ukupnih proteina u zrnu kukuruza (Day, 2013).
Spada u klasu prolamina i javlja se u Cetiri oblika: a—, B—, y— I d—zein od kojih je a—zein
najzastupljeniji (70-85%) i zajedno sa y—zeinom (10-20%) ¢ini veéinu sadrZaja zeina u zrnu.

Razli¢iti oblici zeina ustanovljeni su na osnovu razdvajanja pomocu Na—dodecilsulfat—
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poliakrilamid gel-elektroforetske tehnike (SDS-PAGE, eng. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis). Na Slici 3 prikazane su razli¢ite frakcije zeina, dobijene
ovom metodom, gde se a—zeini izdvajaju kao molekuli sa molekulskom masom 19.000 g/mol
i 22.000 g/mol, B—zeini sa molekulskom masom 16.000 g/mol, 27.000 g/mol i 48.000 g/mol,
y—zeini 14.000 g/mol i 6-zeini 10.000 g/mol (Anderson i Lamsa 2011, Nonthanum i sar.
2013).

Svi oblici zeina imaju amfifilni karakter tj. sadrze 2/3 hidrofobnih i 1/3 hidrofilnih
delova molekula (Zhang i sar. 2011). Ovo ih ¢ini nerastvornim u vodi, $to predstavlja jednu
od osnovnih karakteristika zeina, kao i cele klase prolamina. Aminokiselinski sastav zeina

prikazan je u Tabeli 3.

Y -Z€IN  —

Y -Z€IN —

= 3

; <
a -Zcin

19 —— | <>

Y -Zein  — -

16

B /)| | —

0-zeln —

kg/mol

Slika 3. Frakcije zeina razdvojene SDS-PAGE metodom (Anderson 2011).
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Tabela 3. Najzastupljenije aminokiseline u zeinu (Landry i Guyon 1984).

Aminokiselina  Broj ostataka na 1000
izolovanih ostataka

Aminokiselina Broj ostataka na 1000

izolovanih ostataka

Asx
Thr
Ser
Glx
Pro
Gly
Ala

Cys

49
30
64
213
101
18
132

10

Val 41
Met 8
Ile 39
Leu 189
Tyr 34
Phe 52
Arg 10
His 9

Treba napomenuti da prolamin zein i komercijalni zein nisu isto. S bioloske strane

gledano, protein zein predstavlja smeSu svih svojih oblika, bez obzira na rastvorljivost i

molekulsku masu, dok je komercijalni zein skoro potpuno sacinjen od o-zeina (Lawton

2002). Osobine komercijalnog zeina date su u Tabeli 4, dok je izgled prikazan na Slici 4.

Tabela 4. Osobine komercijalnog zeina (Patel i Velikov 2014).

Osobina

Vrednost/opis

Izgled

Molekulska masa
Izoelektri¢na tacka (IET)
Temperatura degradacije

Rastvorljivost

Amorfna, svetlozuta, praskasta supstanca
~35,000 g/mol

6,2

320°C

Primarni  rastvara¢i (oni koji  mogu
samostalno da obrazuju rastvore zeina min.
10% m/m) su glikoli,  glikol-etri,
aminalkoholi, amidi i amini.

Sekundarni rastvaraci: smeSe vode 1 nizih
alifati¢nih alkohola ili ketona.
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Slika 4. Zein u prahu.

o—zein, kao najzastupljenija frakcija, ima najveci uticaj na osobine proteina. Sacinjena
je iz dve grupe, podeljene na osnovu molarne mase, koja iznosi 19.000 g/mol, odnosno
22.000 g/mol. Na osnovu kasnijih ispitivanja sekvenci a—zeina, pokazano je da se svaka
grupa sastoji od po 210-245 aminokiselinskih ostataka, $to dovodi do zakljucka da je stvarna
molarna masa ovih grupa 23-24 kg/mol, odnosno 26-27 kg/mol. Sekvenciona analiza takode
ukazuje na to da se molekul zeina moze podeliti u tri domena. N—terminalni domen, koji se
sastoji od 3637 ostataka, zatim niz parova lanaca prose¢ne duzine oko 20 ostataka i na kraju
C—terminalni domen, sacinjen od 10 aminokiselinskih ostataka (Slika 5). Upravo C-
terminalni domen uslovljava razliku molarnih masa dve grupe, s obzirom da u okviru grupe
sa manjom molarnom masom sadrzi jedan ostatak manje, tj 9. Postoji nekoliko razli¢itih
modela kojima se objasnjava visa struktura molekula zeina. Medu njima je najzastupljeniji
onaj po kome sekundarna struktura zeina podrazumeva formiranje a-heliksa, dok tercijarnu
¢ini niz antiparalelno poredanih zavojnica medusobno povezanih ,petljama*“ — kra¢im

lancima, bogatih glutaminom (Matsushima i sar. 1997).

/C

Slika 5. Tercijarna struktura zeina.
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Za rastvaranje zeina najceSce se koriste vodeni rastvori nizih alifati¢nih alkohola, kao
Sto su etanol, propanol, izopropanol 1 drugi, pre svega zbog njihove niske cene i ¢injenice da
se mogu lako regenerisati. Medutim, osim ovih postoji i niz drugih rastvaraca i kombinacija
rastvaraca, koji se mogu upotrebiti za rastvaranje zeina (Lawton 2002). Supstance ili njihove
smesSe, u kojima je rastvoran zein, mogu se svrstati u primarne, sekundarne ili tercijarne

rastvarace.

Tabela 5. Sekundarni rastvaraci za zein (Lawton 2002).

Voda u smeSi sa nekom od sledeéih Nizi alifati¢ni alkohol u smesSi sa nekom od
teénosti sledecih te¢nosti

Acetonil-aceton Aceton

t-Butanol Butil-laktat

Dioksalan Dihlormetan

Etanol Etil-laktat

Izopropanol Etilen-glikol

n-Propanol Furfural

Metilen-hlorid

1,2,3-trihloretan

Propilen-glikol
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Primarnim rastvaraCima se mogu smatrati oni rastvaraci koji mogu da formiraju makar
10% rastvor zeina, bez dodatka drugih supstanci (Lawton 2002, Anderson 2011). Ovu grupu
¢ine najve¢im delom glikoli, glikol-etri, aminoalkoholi, amidi i amini. Neki od primarnih
rastvaraCa za zein su: acetamid, siréetna kiselina, anilin, glicerol i njegovi derivati, mravlja
kiselina, mlecna kiselina, propilen-glikol, piridin, metanol, fenol. Primarni rastvaraci
istovremeno podjednako dobro rastvaraju i polarne i nepolarne aminokiseline, koje se nalaze
u sastavu zeina. Sekundarni rastvara¢i su organske supstance, koje rastvaraju zein ako se
nalaze u smesi sa vodom ili nizim alifati¢cnim alkoholom (Tabela 5). Dodavanjem drugog
rastvaraca povecava se rastvorljivost zeina, pri ¢emu se mora voditi racuna o odnosu dva
rastvaraca i temperaturi (Lawton 2002). Kod ove grupe rastvaraca, organska komponenta
reaguje sa nepolarnim, a voda sa polarnim aminokiselinama zeina (Anderson i Lamsa 2011).
Tercijarni rastvaraci su sli¢ni sekundarnim, s tom razlikom da se, da bi rastvorili zein, moraju
istovremeno nalaziti u smesi 1 sa vodom i sa jo§ jednom organskom komponentom, najcesce

nekim alkoholom (Lawton 2002, Anderson 2011).

Kukuruzno brasno ili griz (eng. dry-milled corn — DMC), kukuruzni gluten (eng. corn
gluten meal — CGM) i suva dzibra sa rastvorenim materijama (eng. distillers' dried grains
with solubles — DDGS) se najées¢e koriste kao polazne sirovine za izolovanje zeina.
Kukuruzno braSno (griz) se dobija kao proizvod mlevenja zrna kukuruza, pri ¢emu se
odstranjuju perikarp i klica (Slika 6). Predstavlja dobru sirovinu za izolovanje zeina, s
obzirom da nije podvrgavano visokoj temperaturi ili agresivnim hemijskim tretmanima, koji
mogu oStetiti strukturu proteina. Negativan aspekt jeste veoma nizak sadrzaj proteina u
brasnu, koji iznosi 6-8% u odnosu na ukupnu masu samlevene sirovine, §to ¢ini da proces
izolovanja zeina iz ove sirovine bude veoma slabo isplativ. Kao sirovina za komercijalno
izolovanje zeina najceS¢e se koristi kukuruzni gluten, upravo zbog veoma visokog sadrzaja
proteina, 61,5-74%, od c¢ega 60-71% ¢ini zein, a 36-47% o—zein. Suva dzibra sa
rastvorenim materijama se dobija kao sporedni proizvod industrije bioetanola i industrija
alkoholnih pi¢a i predstavlja noviju sirovinu za izolovanje zeina (Anderson 2011,
Semencenko i sar. 2013). Dzibra sadrzi 28—-30% proteina. Veéina metoda za izolovanje zeina
1z mlevenog endosperma kukuruza, zasniva se na koriS¢enju vodenog rastvora etanola, kao
sredstva za ekstrakciju, 1 poviSene temperature. Prilikom ekstrakcije mogu se dodati razlicita
pomocna sredstva (natrijum-hidroksid, sumpor-dioksid, mle¢na kiselina, natrijum-bisulfit,
natrijum-sulfit), u svrhu povecanja prinosa ili Cisto¢e zeina. Veoma je bitno ukloniti ulje iz

sirovine, pre ili u toku ekstrakcije, da ne bi doslo do njegovog izdvajanja zajedno sa
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Slika 6. Delovi zrna kukuruza (Shukla i Cheryan 2001).

zeinom. Pokazano je da vece koncentracije etanola uspesno izoluju ulje, bez izolovanja zeina.
Iz ekstrakta, zein je izdvajan isparavanjem rastvaraca ili smanjenjem rastvorljivosti dodatkom
vode ili hladenjem. NajviSe upotrebljavana komercijalna metoda za izolovanje zeina iz
kukuruznog glutena, obuhvata ekstrakciju zeina pomoc¢u 88% m/m vodenog rastvora 2-

propanola, na povisenoj tempraturi, uz dodatak NaOH.

Zahvaljujué¢i svojim osobinama zein ima sposobnost da obrazuje razliCite koloidne

strukture — mikrovlakna, nanocestice, filmove, hidrogele (Patel i Velikov 2014).

Veliki broj radova izucava mogucénosti pripreme 1 karakterizacije nanocestica zeina
(Zhong i Jin 2009, Li i sar. 2013, Chen i Zhong 2014, Baars i sar. 2015). Zein moze,
postupkom precipitacije u nerastvaracu (vodi), spontano da formira nanocestice, bez dodatka
drugih jedinjenja (Zhong i Jin 2009, Gomez-Estaca i sar. 2012, Podaralla i Perumal 2012).
Ipak zbog velike osetljivosti nanocestica na pH vrednosti u blizini IET, cesto se koriste
razli¢iti surfaktanti ili makromolekuli za povecéanje njihove stabilnosti (Patel i sar. 2010, Hu i
McClements 2014, Chen i Zhong 2015, Davidov-Pardo i sar. 2015). Takode, zbog male
rastvorljivosti nanocestica zeina na neutralnim pH vrednostima (pH = 5 — 8), zein se moze
kombinovati sa drugim polimerima, pri ¢emu nastaju kompozitne nanocestice (J. Chen i sar.

2014, Chen i Zhong 2015, Hu i McClements 2015).
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Filmovi zeina takode se intenzivno proucavaju u mnogim radovima. NajceS¢e se
pripremaju iz etanolnog rastvora zeina, otparavanjem etanola nakon nanoSenja rastvora u
kalup ili direktno na supstrat (Guo i Shi 2009, Y. Chen i sar. 2014, Gaona-Sanchez i sar.
2015, Zhang i sar. 2015, Kashiri i sar. 2016). Zeinski filmovi pripremani bez dodatka
plastifikatora ili drugih makromolekula veoma su krti i neelasti¢ni, tako da se u formulacije
za pripremu filmova gotovo uvek dodaju jedinjenja koja doprinose poboljSanju njihovih
fizickih i mehanickih osobina (Lawton 2004, Ghanbarzadeh i sar. 2007, Naushad Emmambux
i Stading 2007, Arcan i Yemenicioglu 2013, Escamilla-Garcia i sar. 2013, Liang i sar. 2015).
Prilikom suSenja filmova, dolazi do konformacionih promena sekundarne strukture zeina.
Usled dovodenja toplote, molekuli teze obrazovanju uredenije strukture, te dolazi do
smanjenja udela o-—zavojnica, a povecanja udela P-ravni u sekundarnoj strukturi zeina
(Forato i sar. 2003, Turasan i Kokini 2017).

2.1.2. Hidrokoloidi

Polisaharidi su biopolimeri sacinjeni od monosaharidnih jedinica modusobno
povezanih O—glikozidnim vezama. Sastav monosaharida u sastavu polisaharida, tip veze i

molekulska masa odreduju fizicke osobine polisaharida.

lzvori hidrokoloida

|

Morski
organizmi

Ksantan
Gelan
Dekstran

Guar guma
Guma arabika
Tragakant guma

Karagenan

Agar

Slika 7. Podela izvora hidrokoloida, sa primerima.
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Hidrokoloidi predstavljaju posebnu grupu polisaharida, koji su veoma dobro rastvorni u
vodi, pri ¢emu obrazuju viskozne rastvore. Sacinjeni su od uronskih kiselina koje sadrze
polisaharide i, ponekad, proteine. Pored rastvorljivosti u vodi, odlikuje ih i biorazgradivost i
biokompatibilnost, zbog Cega predstavljaju veoma pozeljne komponente u razvoju
prehrambenih 1 farmaceutskih proizvoda. Najc¢esce su produkti razli¢itih biljaka, ali mogu biti

poreklom i iz mikroorganizama ili morskih organizama (Slika 7).

2.1.2.1. Guma arabika

Guma arabika (GA) je hidrokoloid, izolovan iz grana i stabljika drvenastih biljaka iz
porodice Acacia. Spada u Kisele polisaharide i sastoji se od D—galaktoze, D—glukuronske
kiseline, L-ramnoze i L—arabinoze. Osnovni lanac gume arabike sa¢injen je od 1—3 vezanih
D—galaktopiranozilnih jedinica, sa 1,6 vezanim galaktopiraniznim bo¢nim lancima, dok se na
krajevima pojedinih lanaca nalaze ramnoza ili glukuronska kiselina. U ukupnom sastavu
molekula GA postoji i mala koli¢ina azotnih jedinjenja, koja nije mogucée ukloniti
preciS¢avanjem. Ova azotna jedinjenja povezana su sa frakcijom visoke molekulske mase,
koja ¢ini 10 — 30% molekula GA i predstavlja proteinsku frakciju u sastavu GA.
Arabinogalaktan predstavlja glavni konstituent gume arabike i ima diskastu strukturnu
organizaciju. Zajedno sa proteinskom frakcijom molekula GA, arabinogalaktan formira
kompleks u kome su ugljenohidratni blokovi vezani za polipeptidne lance preko serina i
hidroksiprolina. Osim arabinogalaktan—protein kompleksa, u sastavu guma arabike postoji i
glikoproteinska komponenta, koja sadrzi 20 — 50% proteina u svom sastavu, i razlikuje se od
arabinogalaktan—protein kompleksa po tome $to se ne razlaze pod dejstvom proteolitickih
enzima. U vise navrata dokazano je da su upravo proteinske frakcije u sastavu GA zasluzne
za njene funkcionalne osobine, pre svega osobina na granici faza. Pri ispoljavanju
funkcionalnih osobina vazan je sadrzaj proteinskih frakcija, njihov polozaj u molekulu 1
dostupnost za interakcije sa drugim jedinjenjima. Osim proteinskih frakcija, za funkcionalne
osobine GA u velikoj meri zasluzna je i veoma razgranata struktura molekula GA, koja
omogucava sternu stabilizaciju prilikom adsorbovanja na granici faza. Pored toga, GA je i
polielektrolit, Sto znaci da 1 elektrostaticke sile imaju ulogu u stabilizaciji molekula, ali 1

sistema u koji je dodata GA. Prah gume arabike lako se rastvara u vodi, pri ¢emu nastaju
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rastvori niskog viskoziteta i pH vrednosti oko 4,5. Pojedini rezultati reoloSkih merenja
pokazuju da u rastvorima GA dolazi do spontanog asociranja molekula GA. Ipak, rastvori
GA pokazuju njutnovski karakter do koncentracije 25 — 30 % m/m, pre svega zbog veoma
kompaktnog rasporeda konstituenata unutar makromolekula, $to uslovljava veoma mali
hidrodinamicki pre¢nik makromolekula. GA je biopolimer koji se Cesto primenjuje za
stabilizaciju suspenzija i emulzija u topikalnim i oralnim formulacijama. Ona poseduje
razli¢ita svojstva poput antibakterijskih, nutritivnih, hipoglikemijskih, imunosupresivnih i
slicno. U farmaceutskoj indutriji, GA se primenjuje kao zgus$njiva¢, emulgator, vezivno
sredstvo u tabletama, za stabilizaciju suspenzija, kao i za smirivanje upalnih procesa i
zarastanje rana na kozi (Dickinson 2018, Koyyada i Orsu 2021). Guma arabika ispoljava
svoja funkcionalna svojstva u Sirokom opsegu pH vrednosti, temperature i jonske jacine
sredine u kojoj se nalazi. Veoma je zasupljena kao emulgator u osvezavajuéim
bezalkoholnim pi¢ima (OBP), zbog svoje sposobnosti da stabilizuje aromati¢na ulja bilo da

se radi o koncentratima ili 0 veoma razblazenim sistemima (Dickinson 2018).

Guma arabika se takode moze koristiti i u kompleksima sa drugim jedinjenjima o ¢emu
postoji veliki broj istrazivanja. Tako, na primer, Sharkawy i sar. (2019) govore o moguénosti
primene kompozitnih nanocCestica hitozan/guma arabika za stabilizaciju Pikering emulzija. Pri
tome se dobijaju koloidno stabilne emulzije, bez upotrebe sintetickih surfaktanata. Takode,
GA se moze korisiti i u kombinaciji za B-laktoglobulinom za dobijanje kompozitnih
nanocCestica, za inkapsulaciju epigalokatehin—galata (EGCG). Autori navode da se ovakvom
inkapsulacijom povecava stabilnost EGCG 1 omoguc¢ava njegovo kontrolisano otpustanje
(Gao i sar. 2021). Dalje, GA se moze korisiti i za dobijanje kompozitnih nanovlakana zajedno
sa zelatinom, uz koriS¢enje genipina kao umreZivaca. Na ovaj nacin mogu se dobiti vlaknaste
strukture kontrolisanih mehanickih osobina i hidrofobnosti povrSine, za primenu u
prehrambenoj tehnologiji (Zhang i sar. 2021). Jo§ jedan od primera jesu i nanocestice
zein/GA ¢ija su priprema i primena opisane od strane Gali i sar. (2021). Autori navode da
metodom precipitacije u nerastvaracu i stabilizacijom pomocéu GA mogu da se dobiju

nanocestice pogodne za inkapsulaciju rutina, u vodi nerastvornog flavonola .
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2.1.3. Prirodne smole

Prirodne smole predstavljaju viskozne tecnosti, koje, u specijalizovanim c¢elijama,
proizvode odredene vrste biljaka i zivotinja. Iz biljaka se dobijaju iz grana, kore, cveta ili
izdanaka, dok je kod Zivotinja obi¢no re¢ o sakupljanju ekskreta prilikom prirodnog
izlu¢ivanja. Smole se uglavnom sastoje od terpena — jedinjenja snaznog, prijatnog mirisa,

sacinjenih od izoprenskih podjedinica i smolastih kiselina.

2.1.3.1. Selak

Selak predstavlja pre¢idéeni proizvod poreklom od prirodne smole lak (Slika 8), koju
proizvodi mali, parazitski insekt Kerria Lacca. Jedina je poznata smola Zivotinjskog porekla,
koja se komercijalno proizvodi i upotrebljava. U pogledu hemijske strukture, Selak
predstavlja kompleksnu smeSu estara i poliestara polihidroksilnih kiselina. Osnovni
konstituenti Selaka jesu aleuritinska i1 Seloinska kiselina, koje imaju i do 70% udela u
hemijskom sastavu Selaka, u zavisnosti od geografskog porekla. Pored ovih Kkiselina, u sastav
Selaka ulaze i butolinska i druge seskviterpenske kiseline, kao i njihovi estri. Selak je ¢vrsta,
lomljiva, smolasta materija, ¢iji miris poti¢e od aleuritinske Kiseline. Boja zavisi od porekla i
nacina preciS¢avanja, te moze varirati od svetlo Zute do jarko crvene. Filmovi Selaka imaju
visok sjaj, slabu propustljivost za vodenu paru i1 druge gasove i dobre dielektricne osobine.
Ova smola nerastvorna je u vodi, osim pri jako baznim uslovima, ali je rastvorna u etanolu,
metanolu i delimi¢no rastvorna u etru, etil-acetatu i hloroformu. Smatra se neskodljivom i
netoksicnom materijom. Nasuprot jedinjenjima sa uredenom kristalnom strukturom, amorfne
supstance poput Selaka nemaju ostru tacku topljenja, pa tako temperatura staklista kod Selaka
moZe da varira izmedu 30°C — 50°C. Takode, ova smola podleZe starenju. S obzirom da
mnoge kiseline u njenom sastavu imaju vise od jedne hidroksilne grupe, a neke i viSe od
jedne karboksilne grupe, pretpostavlja se da je proces starenja posledica samoesterifikacije
Selaka. Kao posledica starenja javlja se smanjenje rastvorljivosti i povecanje temperature

staklista (Farag 2010).

S obzirom da je prepoznat kao bezbedan za ljudsku upotrebu (eng. GRAS) selak se

-----

u prehrambenoj industriji jeste za premazivanje poslasticarskih proizvoda i nekih vrsta voca,
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Slika 8. Selak.

kako bi im se povecao sjaj. Takode, primenjuju se i kao premaz za citruse, jer spre¢ava
isparavanje vode 1 isparljivih aroma iz ploda, a takode obezbeduje i mikrobiolosku zastitu.
Osim toga, Selak se moZe primeniti i u razvoju prirodne, biorazgradive ambalaze. Selak se
najcesce primenjuje u obliku etanolnog rastvora. Medutim, u ovom obliku nije pogodan za
upotrebu u farmaceutskoj industriji, iako pokazuje odlicne entericke osobine. Stoga je za
potrebe farmaceutske industrije razvijen ratvor Selaka u razblazenom amonijaku, gde se Selak
nalazi u obliku amonija¢ne soli. Na ovaj nacin, Selak se moze naneti na ¢vrste forme lekova,
na ¢ijoj povrsini formira zastitni film, koji omoguéava ciljano dostavljanje aktivnih materija
leka, najcesce do debelog creva, pri ¢emu film ostaje nerastvoran u uslovima pH vrednosti
unutar Zeluca i creva. Takode, zbog male propustljivosti za vodenu paru, filmovi 1 premazi
Selaka nalaze primenu u formulacijama lekova osetljivih na visoke vrednosti aktivnosti vode
(aw). Osim kao zastitni premaz ili film, Selak se moze koristiti i za mikrokapsulaciju
hidrofobnih aktivnih materija, zasebno ili u kombinaciji sa drugim jedinjenjima poput
zelatina. Mikrokapsulacija se moZe posti¢i precipitacijom Selaka, ¢ime se dobijaju mikrosfere
nerastvorne u vodi (Farag 2010, Stummer i sar. 2010, Farag i Leopold 2011, Oehme i sar.
2011).

2.1.3.2. Kalafonijum

Kalafonijum je prirodni biorazgradivi oligomer, sa niskom molekulskom masom (oko
400 g/mol), koji se dobija kao ¢vrsta smolasta materija izolovanjem iz oleorezina. Oleorezin
predstavlja smolu koju izlucuju razli¢ite vrste iz porodice borova, Pinus sp. Glavni izvori
oleorezina iz ove porodice su Pinus roxburghui, Pinus longifolium i Pinus toeda. S obzirom
na veliku rasprostranjenost borova u svetu, kalafonijum je Siroko rasprostranjen, lako

dostupan 1 jeftin. Biorazgradiv je i biokompatibilan. Sirov, neprecis¢en kalafonijum je krta,
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delimi¢no transparentna masa, sjajne povrsine, ¢ija boja se kre¢e od bledo zute do svetlo
braon ili ¢ilibarne boje. Veoma je zapaljiv i1 prilikom sagorevanja stvara velike koli¢ine dima.
Nerastvoran je u vodi, a rastvoran u etanolu, etru, hloroformu, nekim uljima i glacijalnoj
siréetnoj kiselini. Tacka topljenja kalafonijuma nalazi se u rasponu od 100 — 120°C. 90 —
95% udela u hemijskom sastavu kalafonijuma imaju kiseline, pre svega abietinskog i
pimarinskog tipa, dok ostatak ¢ine druge materije. Kiseline u sastavu kalafonijuma su po
strukturi tricikli¢ne diterpenske monokarboksilne kiseline sa molekulskom formulom
C20H3002. Molekuli ovih kiselina poseduju dve vrste hemijski aktivnih centara: dvostruke
veze i karboksilne grupe, pa su tako kod kiselina abietinskog tipa dvostruke veze
konjugovane (Slika 9), a kod Kkiselina pimarinskog tipa nekonjugovane (Slika 10).
Najzastupljenije kiseline u sastavu kalafonijuma su abietinska, neoabietinska, palustricka,
levopimarinska, pimarinska, izopimarinska i sandarakopimarinska (Rao i sar. 2013, McKeon
i sar. 2014, Azemard i sar. 2016, Stanzione i La Scala 2016, Yadav i sar. 2016, Narayanan i
sar. 2017).

8 i'coo; 7 coc; T

Abietinska kiselina Neocabietinska kiselina Levopimannska kiselina

7 'COOH /" 'COOH

Palustrinska kiselina Dehidroabietinska kiselina

Slika 9. Hemijske strukture kiselina abietinskog tipa (Silvestre i Gandini 2008).
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Slika 10. Hemijske strukture kiselina pimarinskog tipa (Silvestre i Gandini 2008).

Kalafonijum predstavlja bezbednu i biokompatibilnu supstancu, odobrenu za primenu i
prehrambenim i farmaceutskim proizvodima, Kklasifikovanu brojem E915 (sredstva za
glaziranje i zasladivaéi) od strane Evropske agencija za bezbednost hrane (EFSA). U
prehrambenoj industriji koristi se za glaziranje Zvakac¢ih guma i slicnih proizvoda. Takode,
moze se primetni i kao estar glicerola (E445 — zgusnjivaci, stabilizatori i emulgatori), kao
emulgator u OBP. Kada je re¢ o farmakoloskom delovanju, kiseline abietinskog tipa u
sastavu kalafonijuma poseduju antiinflamatorno dejstvo, sluze kao inhibitori lipoksigenaza i
moguénost vezivanja za membranski fosfolipidni dvosloj. Veéina istrazivanja primene
kalafonijuma u farmaceutskoj industriji baziraju se na njegovoj sposobnosti formiranja dobrih
barijernih filmova, bilo da se primenjuje kao esterifikovan ili neesterifikovan. Prema tome,
glavni potencijal kalafonijuma jeste upotreba u vidu premaza za farmaceutske proizvode.
Pokazuje odgovaraju¢e osobine za postizanje odlozenog, kao i kontrolisanog oslobadanja
aktivne materije. Za ciljanu dostavu se Cesto kombinuje sa polisaharidima, zbog njihove
degradabilnosti. Ipak, filmovi kalafonijuma su veoma krti, te se najéeS¢e moraju modifikovati
ili kombinovati se drugim komponentama. Takode, pojedina ispitivanja pokazala su
mogucnost primene filmova kalafonijuma za transdermalnu dostavu lekova. Kalafonijum
pokazuje i potencijal za pripremu formulacija za implante, za koje ne bi bilo neophodno
uklanjanje operativnim putem. Osim filmova, kalafonijum ima i sposobnost formiranja
mikro— i nanocestica, koje se takode mogu primeniti kao svojevrsni nosaci aktivnih materija,
pre svega onih nerastvornih u vodi. Takode, Cestice kalafonijuma mogu sluziti i inkapsulaciju
aktivnih materija neprijatnog ukusa i samim tim za njegovo maskiranje (Yadav i sar. 2016,

Narayanan i sar. 2017).
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2.2. Biopolimerne nanocestice

Razvoj nanocestica specificnih svojstava podstaknut je njihovom primenom u
nanotehnologiji, prehrambenim i poljoprivrednim sistemima, pogotovo razvojem bioaktivnih
komponenata funkcionalne hrane, sa poboljSanom rastvorljivos¢u, fizi¢ko-hemijskom
stabilnos¢u, oralnom bioraspolozivosc¢u i senzornim Karakteristikama. U poredenju sa svim
drugim prirodnim i sintetskim partikularnim sistemima, nanocestice na bazi biljnih proteina
imaju znacajnu prednost zbog svoje biorazgradivosti, porekla iz Siroko dostupnih obnovljivih
sirovina, in vivo bezbednosti i velikog broja funkcionalnih osobina. Uz to, Cestice
pripremljene od biljnih proteina imaju veliki kapacitet inkapsulacije za razliite aktivne
komponente, usled amfifilne strukture, velikog broja aktivnih grupa i razli¢itih mehanizama
vezivanja, koje ukljuCuju elektrostatiCko vezivanje, hidrofobne interakcije, vodoni¢ne i

kovalentne veze (Mohammadian i sar. 2020, Tomadoni i sar. 2020).

2.2.1. Priprema biopolimernih nanocestica

Postoji vise metoda za pripremu biopolimernih nanocestica. lzbor metode zavisi od
razli¢itih faktora, ali prvenstveno od fizi¢ko-hemijskih osobina biopolimera. Uprkos
medusobnim razlikama, ve¢ina metoda za pripremu biopolimernih nanocestica se zasnivaju
na precipitaciji makromolekula. Do precipitacije dolazi kada se smanji rastvorljivost
makromolekula u datom rastvaracu, Sto se moze posti¢i dodatkom nerastvaraca ili promenom

fizi€ko-hemijskih parametara, kao Sto su pH, salinitet ili temperatura rastvora proteina.

Koacervacija (eng. coacervation) predstavlja separaciju rastvora makromolekula na
dve tecne faze: koacervat i ravnotezni rastvor — supernatant. Uzroci separacije faza mogu biti
razli¢iti. Ukoliko do separacije faza dolazi usled promene rastvorljivosti makromolekula u
pitanju je prosta koacervacija. Ukoliko je separacija faza u rastvoru nekog makromolekula
izazvana dodatkom drugog makromolekula, re¢ je o kompleksnoj koacervaciji ili o
termodinamickoj nekompatibilnosti. Proces proste koacervacije zasniva na razliCitoj
rastvorljivosti proteina u rastvara¢ima, zavisno od polarnosti rastvaraca, pH, jonske jacine i
prisustva elektrolita. U toku procesa koacervacije dolazi do smanjenja rastvorljivosti proteina,

Sto dovodi do separacije faza. U toku koacervacije iz rastvora proteina se izdvajaju dve tecne
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Separacija faza UmreZavanje
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Dodatak soli
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Rastvor biopolimera Precipitacija biopolimera UmreZene nanotestice

Slika 11. Priprema nanocestica prostom koacervacijom (Mohammadian i sar. 2020).

faze, koacervatna bogata proteinom koja se izdvaja na dnu, a na vrhu supernatant koji ne
sadrzi proteine. Prilikom kompleksne koacervacije dolazi do stvaranja kompleksa izmedu dva
makromolekula, pri ¢emu izdvojeni koacervat sadrzi oba makromolekula dok je supernatant
prakti¢no Cist rastvara¢. Kod termodinami¢ke nekompatibilnosti dolazi do formiranja
koacervata, kada dva prisutna makromolekula nemaju teznju ka asociranju, ve¢ jedan
makromolekul tezi da istisne drugi iz rastvora. U tom slucaju, svaka od dve nastale faze
bogata je samo jednim makromolekulom. Na neki od ova tri nacina u koacervatnoj fazi, sa ili
bez umrezivaca, dolazi do formiranja nanocestica (Slika 11). Na veli¢inu Cestica dobijenih
tehnikom koacervacije uti¢u koncentracija biopolimera, njegova molekulska masa, kao 1
viskozitet rastvaraca (Verma i sar. 2020). Ova metoda se moze primeniti za dobijanje
nanocestica zeina ili proteina iz mahunarki (Tarhini i sar. 2017). Umrezavanje se moze
koristiti kao pomoc¢na tehnika kod pripreme nanocestica tehnikom koacervacije, kako bi se
povecala stabilnost biopolimernih ¢estica. U ove svrhe se mogu Koristiti razli¢iti umrezivaci:
hemijski, jonski, termalni 1 enzimski. UmreZzivaci obi¢no imaju zadovoljavajucu efikasnost 1
uticaj na stabilnost Cestica, ali se u nekim slucajevima tesko uklanjaju i mogu biti toksicni.
Ponekad je potrebno upotrebiti i proces dijalize za njihovo uklanjanje, $to moZe poskupeti

proces pripreme nanocestica (Tarhini i sar. 2017).

Precipitacija u nerastvaracu (eng. antisolvent precipitation) zahteva upotrebu dva
medusobno mesljiva rastvaraca, pri ¢emu je nuzno da je biopolimer rastvoran u jednom, a
nerastvoran u drugom rastvaracu. U toku procesa precipitacije dolazi do nagle desolvatacije
biopolimera kada se rastvor biopolimera doda u nerastvara¢. Tako na primer, 70 — 80%

etanolni rastvor proteina moze, uz mesanje, biti dodat u vodu koja predstavlja nerastvarac i
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Slika 12. Priprema nanocestica precipitacijom.

eventualno sadrzi rastvorene povrSinski aktivne materije. Kada koncentracija alkohola
opadne ispod kriti¢ne tacke rastvorljivosti proteina, proteini postaju nerastvorni i precipituju
formirajuci nanocestice (Slika 12). Na ovaj na¢in mogu se formirati nanocestice hidrofobnih
proteina kao S§to su zein, gliadin iz glutena i sl. (Wouters i Delcour 2019). Tehnikom
precipitacije u nerastvaracu mogu se formirati 1 nanocestice albumina iz govedeg i humanog
seruma, kao 1 Zelatina, tako $to se njihovi vodeni rastvori dodaju u etanol kao nerastvarac
(Verma i sar. 2020). Ova tehnika je brza i jednostavna, omogucéava pripremu Cestica veoma
malih dimenzija sa monomodalnom raspodelom veli¢ina i iziskuje mali utrosak energije. Kod
precipitacije, fizicko—hemijske osobine nanocestica najve¢im delom zavise od uslova pod
kojim se rastvor bipolimera dodaje u vodenu fazu, a tu spadaju brzina i nacin dodavanja,
brzina meSanja u toku postupka, kao 1 odnos rastvara¢/nerastvara¢. Takode, na karakteristike
nanocestica uticu 1 osobine i koncentracija komponenata od kojih su sacinjene. lako upotreba
surfaktanata nije neophodna u okviru ove metode, ukoliko su prisutni, njihov uticaj na

karakteristike nanocestica se ne moze zanemariti (Tarhini i sar. 2017).

Tehnika elektricnog rasprSivanja (eng. electrospraying) naziva se jo§ i
elektrodinamicko rasprSivanje ili elektrohidrodinamicka atomizacija. Predstavlja tehniku za
pripremu nanocestica zasnovanu na delovanju elektri¢nog polja, uz pomo¢ koga se formiraju

veoma sitne kapi rastvora biopolimera od kojih nastaju nanocestice. Rasprsene kapljice dalje
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se prikupljaju u kolektoru, koji sadrzi vodu ili drugi nerastvara¢, gde se ponovo po principu
precipitacije u nerastvaracu formiraju nanocestice (Faridi Esfanjani i Jafari 2016, Kurakula i
Raghavendra Naveen 2021). Istrazivanja su pokazala da se tehnikom elektri¢nog rasprSivanja

mogu dobiti nanocestice gliadina i albumina iz govedeg seruma (Samrot i sar. 2020).

Kada je re¢ o emulgovanju kao tehnici za pripremu biopolimernih nanocestica, U
literaturi postoje dve osnovne strategije. Prva se zasniva na formiranju jednostrukih emulzija,
a druga na formiranju duplih emulzija. Obe metode podrazumevaju upotrebu intenzivne
homogenizacije ili ultrasonifikacije, nakon koje sledi otparavanje rastvarac¢a uz konstantno
mesanje, na sobnoj temperaturi ili pod vakuumom. Po zavrSetku uklanjanja rastvaraca, ¢vrste
nanocestice se izdvajaju pomocu ultracentrifuge (Saglam i sar. 2014, Tarhini i sar. 2017).
Kada se primenjuje za dobijanje nanocCestica hidrofilnog biopolimera, vodenu fazu emulzije
¢ini vodeni rastvor biopolimera, dok uljanu tj. nepolarnu fazu predstavlja nepolarnu rastvarac
u kome je rastvoren surfaktant (Asgari i sar. 2019). Neki od primera biopolimera od kojih se
na ovaj na¢in mogu formirati nanocestice jeste albumin iz govedeg seruma (Samrot i sar.

2020) i hitozan (Shoueir i sar. 2021).

Rasprsivanje u struji vrelog vazduha (eng. (nano)spray-drying) je tehnika koja se
koristi za kontinualno dobijanje Cvrstih Cestica iz rastvora ili suspenzije, uklanjanjem te¢ne
faze pod dejstvom poviSene temperature, odnosno susenjem. Veoma je pogodna za tretiranje
molekula osetljivih na visoke temperature, poput proteina, sprecavajuéi njihovu degradaciju.
U okviru ove tehnike, jednostavnim podeSavanjem uslova suSenja, mogu se kontrolisati
osobine cCestica, odnosno njihova veli¢ina, rastresitost i1 sipkost. Uobic¢ajeno je da se
formulacija za pripremu nanocestica sastoji iz vodene suspenzije ili rastvora biopolimera,
koja moZe sadrzati 1 neki od punilaca koji potpomazu suSenje. Proces samog susenja sastoji
se iz Cetiri koraka (Slika 13): 1) atomizacija suspenzije polimera; 2) meSanje atomizovane
suspenzije sa vrelim vazduhom; 3) suSenje i 4) odvajanje suvih nanocestica i vlaZnog
vazduha (Tarhini i sar. 2017). Ova tehnika se odavno Kkoristi za komercijalno dobijanje
razliitih Cestica mikronskih veli¢ina. Medutim, novija istrazivanja pokazala su da je moguce
dobiti 1 Cestice submikronskih veli¢ina, koriste¢i specijalno opremljene uredaje za suSenje
rasprSivanjem u struji vrelog vazduha. Ovi uredaju poseduju specijalno namenjen atomizer sa
vibriraju¢om mreZicom, uz pomo¢ kojeg se mogu formirati veoma sitne kapljice, ¢ijim
suSenjem se dobijaju nanocestice sa vrlo uskom raspodelom veli¢ina. Pokazano je da se
primenom ovakvog vida suSenja mogu dobiti nanocestice hitozana sa pre¢nikom oko 300 nm

(Faridi Esfanjani i Jafari 2016, Shoueir i sar. 2021).
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Slika 13. Priprema mikrokapsula rasprSivanjem u struji vrelog vazduha.

2.2.2. Primena biopolimernih Cestica

Najces¢a primena biopolimernih cestica jeste neki vid inkapsulacije (Joye i
McClements 2014). Pri tome, same nanocestice mogu sluziti kao nosaci inkapsulirane
materije ili pak sluziti kao stabilizatori, umesto emulgatora, za emulzije koje sadrze aktivne
materije (Pikering emulzije). Za primenu u inkapsulaciji, mogu se koristiti polisaharidne,
lipidne ili proteinske nanocestice. Gao i sar. (2021) navode moguénost pripreme kompozitnih
nanoCestica P—laktoglobulin/guma arabika za inkapsulaciju i1 kontrolisano otpuStanje
antioksidanta EGCG. Nanocestice su pripremane postupkom koacervacije, a potom susene
liofilizacijom. Pokazano je da inkapsulirani EGCG ima povecéanu antioksidativnu aktivnost u
odnosu na slobodni, te da je sastav nanoCestica pogodan za inkapsulaciju i kontrolisano
otpustanje. Autori takode navode da su glavni mehanizmi interakcije izmedu antioskidanta i
nosaca uspostavljeni na osnovu elektrostati¢kih, vodoni¢nih i hidrofobnih veza. Polisaharidi
hitozan i Na—alginat mogu se korisiti za pripremu biokompatiblnih nanocestica koje imaju
mogucénost prodiranja u mukozno tkivo, sa ciljem ciljanog dostavljanja antibiotika (Gémez-
Guillén i Montero 2021, Kimna i sar. 2021). Takode, Na—alginat koris¢en je i u kombinaciji
sa zeinom, za inkapsulaciju kurkumina, pri ¢emu su nanocestice pripremane tehnikom

precipitacije u nerastvarac¢u (Li i sar. 2021). Zein je primenjivan i za inkapsulaciju rutina
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(Gali i sar. 2021). Autori istrazivanja navode da su nanocestice zeina pripremane tehnikom
precipitacije u nerastvaracu i stabilizovane pomoc¢u guma arabike, koja je doprinela
stabilnosti zeinskih nanocestica na pH = 2 — 8, pri razli¢itim jonskim ja¢inama i na
temperaturi do 100°C. Osim toga, guma arabika doprinela je efikasnosti inkapsulacije i
kontrolisanom otpustanju rutina iz nanocestica. Protein iz leguminoza, konkanavalin A
takode ima sposobnost formiranja nanocestica. On je, zajedno sa amilopektinom, koris¢en za
pripremu kompozitnih nanocestica osetljivih na glukozu. Ove nanocestice ispitivane su u
svrhu kontrolisane dostave insulina (Chang i sar. 2018). Primena razli¢itih biopolimernih
nanocCestica za formiranje Pikering emulzija i formiranja kapsula tipa rezervoara fokus je sve
veceg broja novijih istrazivanja (Zhang i sar. 2021). Kompozitne nanocestice hitozan/guma
arabika primenjivane su za stabilizovanje U/V emulzija, pri ¢emu se dobijaju veoma stabilne

emulzije sa visokim sadrzajem ulja (60 — 70%) (Sharkawy i sar. 2019).

Druga, nesto manje zastupljena, primena biopolimernih nanoCestica jeste
modifikovanje fizicko—hemijskih i senzornih osobina hrane. Pri tome, nanocestice se najcesce
upotrebljavaju za regulisanje izgleda, ukusa, teksture ili stabilnosti razli¢itih prehrambenih
proizvoda sa smanjenim sadrzajem masti. Naime, kapljice masti u prehrambenim
proizvodima doprinose njihovom izgledu, ukusu i teksturi, te uklanjanje jednog dela masti iz
nekog proizvoda za posledicu ima pogorSanje senzornih osobina. Osim toga, nanocestice
mogu sluziti 1 za inkapsulaciju soli 1 njeno odloZeno oslobadanje, ¢cime se omogucava razvoj

prehrambenih proizvoda sa smanjenim sadrzajem soli (Joye i McClements 2014).

2.2.3. Koloidne osobine biopolimernih nanocestica

2.2.3.1. Elektriéne osobine i stabilnost ¢estica

Jedna od osnovnih osobina nanocestica jeste njihovo naelektrisanje. Ono utice, pre
svega, na stabilnost Cestica, ali i na moguénost interakcije sa drugim cesticama ili

molekulima prisutnim u njihovoj blizini.

Naelektrisanje nanocCestica najée$ce se kvantifikuje preko veli¢ine koju nazivamo
elektrokineticki ili zeta potencijal. Naime, kada se naelektrisana Cestica nade u tecnom

medijumu oko nje se formira elektriéni dvojni sloj, koji se sastoji od adsorpcionog i
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difuzionog sloja, izmedu kojih postoji odredena razlika potencijala, koja predstavlja zeta
potencijal. Adsorpcioni sloj ¢ine joni, suprotnog naelektrisanja u odnosu na Cesticu, Koji
bivaju privuceni od strane elektrostatickog polja cestice. Sa povecanjem rastojanja,
elektrostaticko polje Cestice slabi, i najceS¢e doseze tek nekoliko nanometara od povrSine
cestice. Usled elektrostatiCkog privlacenja od strane Cestice 1 adsorpcionog sloja, koje deluje
istovremeno, oko adsorpcionog sloja formira se difuzioni sloj, sa¢injen od jona i istog i
suprotnog naelektrisanja u odnosu na cesticu. Sastav difuzionog sloja nije konstantan, veé
varira u zavisnosti od razli¢itih faktora, kao Sto su pH, jonska jacina, koncentracija Cestica,
itd. Kada se na disperziju naclektrisanih Cestica primeni elektri¢no polje, do¢i ¢e do kretanja
Cestica ka suprotno naelektrisanoj elektrodi, odnosno do elektroforeze. Unutar difuzionog
sloja nalazi se hipoteticka ravan, koja se ponasa kao granica izmedu Cestice koja se krece i
sloja disperznog sredstva oko nje. Ova ravan naziva se smicajna ravan i smatra se da se na
njoj javlja zeta potencijal. Potencijal same povrSine Cestice naziva se Nernstov potencijal
(Wo) 1 ne moze biti direktno izmeren. Kako se potencijal elektrostatickog polja smanjuje sa
povecanjem rastojanja od Cestice, tako se prema Debajevom zakonu (eng. Debye) Nernstov

potencijal menja prema jednacini:

Y=g xe™™ (1)

gde V¥ predstavlja potencijal povrSine na udaljenosti X od adsorpcionog sloja, W4 potencijal
povrsine adsorpcionog sloja, k Debaj—Hikelovu konstantu (eng. Debye—Hiickel), a X

udaljenost.

Ako se pretpostavi da se hipoteticka smicajna ravan nalazi na samoj povrSini

adsorpiconog sloja, onda je Wy =~ C, te se jednacina (1) moze modifikovati da glasi:

Y= Gre™™ ()

Debaj—Hikelova konstanta zavisi od jonske jacine, pa Se tako sa povecanjem jonske
jacine, odnosno dodatkom elektrolita, sabija elektricni dvojni sloj oko Cestice, a vrednost zeta

potencijala opada (Bhattacharjee 2016a).
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Zeta potencijal, takode, ne moze biti izmeren direktno, ve¢ se odreduje na osnovu
elektroforetske pokretljivosti naelektrisane Cestice u elektricnom polju. Elektroforetska

pokretljivost (ue) se moze odrediti preko jednacine (3):

3)

o<

He

gde je V brzina kretanja Cestice u elektricnom polju (um/s), a E ja¢ina elektri¢nog polja

(V/cm). Dalje sledi da se zeta potencijal moZe izracunati iz Henrijeve jednacine (4):

— 2&r&0Gf (Ka) (4)

e 37

gde je & dielektri¢na konstanta sredine, gy dielektri¢na konstanta vakuuma, C zeta potencijal,

f(Ka) Henrijeva funkcija, a n viskozitet sredine na datoj temperaturi.

Jedan od naCina za merenje elektroforetske pokretljivosti Cestica jeste uz pomoc
elektroforetskog rasipanja svetla, pri ¢emu cestice u toku svog kretanja rasipaju svetlost
usmerenog laserskog zraka. S obzirom na to da se Cestice krecu, frekvencija rasutih zraka se
razlikuje od frekvencije upadnog laserskog zraka, a taj pomeraj frekvencije je proporcionalan
brzini kretanja Cestica (Doplerov pomeraj). Prilikom emitovanja, laserski zrak se razdvaja na
dva dela, pri ¢emu je jedan usmeren ka uzorku (disperziji), a drugi sluzi kao referentni.
Svetlost rasuta od strane uzorka se kombinuje, odnosno ,,opticki mesa“ sa referentnim
zrakom, kako bi se odredio Doplerov pomeraj, uz pomo¢ koga se moze odrediti vrednost

brzine kretanja Cestica (V), a potom i vrednost zeta potencijala Cestica u datim uslovima.

Na vrednost zeta potencijala utiu razili¢iti faktori, kao Sto su pH vrednost, jonska
jacina 1 koncentracija Cestica u disperziji. pH vrednost naj¢eS¢e ima najznacajniji uticaj na
zeta potencijal, u odnosu na ostale faktore. Ovo je posebno izrazeno ako je re¢ o vodenim
disperzijama Cestica. U zavisnosti od pH, zeta potencijal moze varirati ka pozitivnim ili ka
negativnim vrednostima, pa tako zavisnost zeta potencijala od pH vrednosti Cesto sluzi za
odredivanje izoelektri¢ne tacke (IET), u kojoj je zeta potencijal jednak nuli. Kada je re¢ o
vodenim disperzijama — gde su H* i OH™ predominantne jonske grupe — izoelektri¢na tacka se

moze izjednaciti sa nulom naelektrisanja. Koloidne Cestice gube stabilnost 1 koaguliSu na pH
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vrednostima bliskim IET. Jonska ja¢ina takode znaajno utiCe na zeta potencijal. Sa
povecanjem jonske jaCine sredine dolazi do sabijanja elektricnog dvojnog sloja Cestica u
disperziji i opadanja vrednosti zeta potencijala, i obrnuto. Valentnost jona isto tako uti¢e na
zeta potencijal, te Sto je veca valentnost jona dolazi do intenzivnijeg smanjenja zeta
potencijala. Uticaj koncentracije na zeta potencijal nesto je kompleksniji i obicno je uslovljen
1 povrSinskom adsorpcijom 1 uticajem elektri¢nog dvojnog sloja. Zbog kompleksnosti, tesSko
je ustanoviti opste pravilo kada je re¢ o uticaju koncentracije na zeta potencijal. Ipak, postoje
odredene pravilnosti u zavisnosti od koncentracije. Kada je re¢ o razblazenim disperzijama,
povrsinska adsorpcija je dominantna pojava, te se zeta potencijal povecava se povecanjem
koncentracije. S druge strane, kada se radi o koncentrovanijim disperzijama, dominantan je
uticaj koncentracije na debljinu elektri¢nog dvojnog sloja, te sa poveéanjem koncentracije

opada zeta potencijal, ali 1 stabilnost Cestica.

Zeta potencijal pre svega pruza informaciju o koloidnoj stabilnosti nanocestica.
Generalno gledano, disperzije sa zeta potencijalom + 0 — 10 mV smatraju se veoma
nestabilnim, one sa + 10 — 20 mV relativno stabilnim, sa + 20 — 30 mV umereno stabilnim i
one sa > + 30 mV veoma stabilnim. Medutim, sama koloidna stabilnost Cestica je mnogo
kompleksnija 1 nije uslovljena samo vrednoS¢u zeta potencijala. U skladu sa Siroko
prihvacenom DLVO (eng. Derjaguin, Landau, Verwey and Overbeek) teorijom, koloidna
stabilnost Cestica zavisi od sume Van der Valsovih privlacnih i elektrostati¢kih odbojnih sila
elektricnog dvojnog sloja izmedu Cestica. S tim u vezi, zeta potencijal pruza informacije o
odbojnim silama, ali ne i 0 Van der Valsovim privla¢nim silama, te je moguce da i disperzije
sa malim vrednostima zeta potencijala budu stabilne, kao i obrnuto. Osim toga, i sterne

interakcije imaju uticaj na stabilnost Cestica (Bhattacharjee 2016b).

Drugi nacin da se definiSe naelektrisanje Cestica jeste odredivanjem povrSinske gustine
naelektrisanja. PovrSinska gustina naelektrisanja predstavlja koli¢inu naelektrisanja po

jedinici povrSine Cestice 1 moZe se izraziti preko jednacine (5):

(5)

Q
I
o

pri ¢emu je q koli¢ina naelektrisanja, a A specifi¢na povrSina Cestice.
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Jedna od tehnika za odredivanje povrSinske gustine naelektrisanja nanocestica jeste
merenje strujnog potencijala (eng. streaming potential), u toku titracije disperzije nanocestica
polielektrolitima. Strujni potencijal se meri pomocu uredaja koji se naziva detektor
naelektrisanja Cestica (eng. Particle Charge Detector — PCD). Strujni potencijal nastaje kada
se, pod pritiskom, uspostavi protok disperznog sredstva u blizini Cestica, usled ¢ega dolazi do
kretanja protiv—jona iz difuzionog sloja Cestica i stvaranja elektrinog polja. Rezultujuca
elektricna struja se detektuje uz pomoc¢ dve elektrode na uredaju i konvertuje u vrednost
strujnog potencijala. Znak ocitanog strujnog potencijala ukazuje na to da li je cestica
naelektrisana pozitivno ili negativno. Vrednost strujnog potencijala je relativna vrednost i na
nju uticu razli¢iti faktori, kao Sto su: dimenzije merne ¢elije, Cistoca celije, provodljivost,
hemijske osobine uzorka, molekulska masa, veli¢ina Cestica, pH vrednost, viskozitet uzorka i
temperatura pri kojoj se merenje izvodi. Kako bi se kvantifikovalo naelektrisanje Cestica,
nakon odredivanja znaka naelektrisanja, disperziju nanoCestica je potrebno titrisati
standardnim vodenim rastvorom suprotno naelektrisanog polielektrolita, sa poznatom
koli¢inom naelektrisanja. Usled jakog medusobnog elektrostatickog privlacenja, molekuli
polielektrolita vezuju se na povrSinu Cestica. Titracija se izvodi sve do postizanja nultog
strujnog potencijala, koji ukazuje na to da je ukupno naelektrisanje prisutnih Cestica
kompenzovano dodatom koli¢inom polielektrolita. 1z utroska rastvora polielektrolita moZe se
izraCunati koli¢ina naelektrisanja svih Cestica u uzorku, a zatim se moze odrediti povr§inska

gustina naelektrisanja, preko jednacine (6):

Fxc(PE)*V(PE)
Orot = (ng) (6)

gde F predstavlja Faradejevu konstantu (C/mol), c(PE) koncentraciju titranta (mol/L), V(PE)
zapreminu titranta potrebnu da se neutraliSe ukupno naelektrisanje Cestica disperzije, a

m(NC) masu nanoéestica u kori$éenoj disperziji (Spadina i sar. 2018).

Ukoliko se titracija izvodi u zavisnosti od pH vrednosti, takode je i ovom tehnikom

moguce odrediti izoelektri¢nu tatku nanocestica.
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2.2.3.2. Veli¢ina hanocestica

Velicina i raspodela veli¢ina nanocestica takode je jedna od vaznih njihovih osobina.
Odredivanje ovih parametara naziva se disperziona analiza i ima za cilj da se veli¢ina 1
raspodela veliCina izraze sa Sto manjim brojem realnih parametara. Najjednostavniji slucaj je
kada su sistemi mono disperzni tj. kada su Cestice sfernog oblika i medusobno jednake te se
njihova veliina izrazava samo preko vrednosti (polu)preénika. Ipak, vecina realnih sistema
je polidisperzna, a Cesto sadrze i Cestice nepravilnog oblika, te se ne mogu opisati samo
jednom vrednoscu. Za definisanje veliCine Cestica nepravilnog oblika koristi se ekvivalentni
pre¢nik. U tom slucaju veli¢ina Cestice se definiSe preko precnika sfere koja je po odredenoj
dimenziji ekvivalentna datoj cestici, te tako postoji zapreminski, povrSinski, Stoksov
(sedimentacioni), pre¢nik prosejavanja, maseni ekvivalentni pre¢nik i dr. Kod polidisperznih
sistema, proseCni precnik Cestica se takode moze izraziti na viSe nacina, kao intenzitetni
(aritmeticki), zapreminski, povrsinski, zapreminsko—povrsinski ili maseni. Raspodela veli¢ina
Cestica se prikazuje graficki, gde se na x—osu nanosi interval prec¢nika, a na y—osu ucestanost,
odnosno udeo Cestica datog pre¢nika u ukupnom broju (zapremini) svih cestica. Takode,

raspodela moze biti brojcana, zapreminska ili izrazena preko intenziteta.

S obzirom na male dimenzije nanocestica, njihovu veli¢inu nije moguce okarakterisati
pomocu klasi¢nih tehnika, kao S$to je svetlosna mikroskopija, ve¢ su za to potrebne nesto
kompleksnije tehnike. U danasnje vreme se za karakterizaciju nanocestica najcesce koriste

tehnike zasnovane na rasipanju svetla od strane Cestica, kao 1 elektronska mikroskopija.

Jedna od njih je i tehnika merenja precnika Cestica na osnovu dinamickog rasipanja
svetla (eng. dynamic light scattering — DLS). Naime, dispergovane nanocestice rasipaju
usmereni zrak svetlosti, pri ¢emu je intenzitet rasute svetlosti proporcionalan Sestom stepenu
njihovog poluprecnika (r°). Kada su nanodestice manje od desetog dela talasne duZine
upadnog zraka (A/10), rasuto svetlo nosi istu koli¢inu energije kao upadni zrak (elasti¢no
rasipanje) i ne zavisi od ugla pod kojim se rasipa, odnosno rasipanje je jednako u svim
pravcima (Rejlijevo rasipanje). U toku merenja veli¢ine, nanocCestice u disperziji rasipaju
svetlost upadnog laserskog zraka, a veli¢ina Cestica je proporcionalna intenzitetu rasutog
svetla. DLS tehnika se primenjuje za merenje veliCine Cestica kod kojih se ocekuje da je
pre¢nik nanometarskih veli¢ina (~10 — 1000 nm). Dispergovane nanocestice se neprekidno
nasumi¢no kre¢u unutar disperznog sredstva, a to kretanje se naziva Braunovo kretanje i

obuhvata translatorno kretanje, ali i konstantno i veoma brzo rotiranje Cestica. Takode, veoma
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su znaCajne i interakcije izmedu Cestica, s obzirom da se sa povecanjem koncentracije
povecava 1 broj sudara izmedu Cestica, a prosecni predeni put Cestice izmedu dva uspesna
sudara smanjuje. Osim toga, adsorpcioni sloj uti¢e na povrsinu dispergovanih Cestica, pa je
tako povrsina Cestice hidrirana i prekrivena molekulima koji se zapravo ne nalaze u sastavu
same Cestice, ali oko nje formiraju tzv. koronu. Korona se najc¢esc¢e sastoji od ,,cvrstih® i
,mekih“ komponenti. Cvrsta korona se odnosi na stabilan sloj molekula &vrsto vezanih za
povrsinu Cestice, dok meka korona predstavlja slabije vezani sloj na povrsini ¢vrste korone i
sastoji se od molekula razli¢itog naelektrisanja i veli¢ine. U koloidnim sistemima, zapravo,
Cestice zajedno sa solvatnim slojem — koronom reflektuje saopstenu svetlost. Upravo zbog
toga, poluprecnik cestica se moze definisati na dva razliita nacina, kao hidrodinamicki
poluprecnik i kao poluprecnik rotacije. Hidrodinamicki poluprecnik predstavlja poluprecnik
hipoteticke ¢vrste sfere, koja se krece istom brzinom kao Cestice u ispitivanom sistemu. 1z tog
razloga i hidrodinamicki pre¢nik predstavlja hipoteticku vrednost (Slika 14). U realnim
sistemima cestice su okruzene solvatnim slojem i koronom, ¢iji sastav nije konstantan, veé
varira u zavisnosti od jonske ja¢ine, vrste prisutnih molekula i prirode disperznog sredstva.
Stoga, rezultati DLS merenja prikazuju samo indikativnu veli¢inu nanocestica. S druge
strane, poluprecnik rotacije predstavlja prose¢nu udaljenost izmedu centra mase Cestice i
svakog atoma koji pripada Cestici. Za njegovo odredivanje potrebne su jo$ osetljivije tehnike
kao §to je tehnika rasipanja X—zraka pod malim uglom (eng. small angle X-ray scattering —

SAXS) ili stati¢ko rasipanje svetla (eng. static light scattering — SLS) (Bhattacharjee 2016b).
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Slika 14. Sematski prikaz hidrodinami¢kog polupreénika.
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Laserski zrak
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Slika 15. Sematski prikaz ugla rasipanja svetla kod velikih i malih &estica.

Druga tehnika za merenje veli¢ine Cestica zasnovana na rasipanju svetla jeste tehnika
merenja preCnika Cestica na osnovu difrakcije laserskog zraka (eng. laser diffraction). Ova
tehnika se koristi za merenje veli¢ina Cestica kod ¢vrstih i tecnih uzoraka, kod kojih se
ofekuje da je precnik Cestica mikrometarskih veli¢ina (~0,1 — 1000 um). Kod merenja
veli¢ine na osnovu difrakcije laserskog zraka veli¢ina Cestica proporcionalna je uglu pod
kojim rasuto svetlo pada na detektor, pa tako vece Cestice rasipaju svetlost pod manjim uglom
u odnosu na pravac upadnog zraka, dok za male Cestice vazi suprotno (Slika 15) (Levoguer

2013, Pan i sar. 2017).

Razli¢iti faktori mogu uticati na merenje veliCine Cestica tehnikama zasnovanim na
rasipanju svetla. Jedan od najvaznijih faktora je priprema uzorka. Kod veéine merenja
potrebno je razblaziti uzorak u odgovaraju¢em rastvaracu, ali vode¢i racuna o tome da
pojedini rastvaraci i sami mogu rasipati svetlost (npr. toluen). Uzorci bi trebali da budu
homogeni i bez zamucenja ili precipitovanih Cestica. Filtriranje uzoraka moze biti pogodno u
nekim sluc¢ajevima, radi uklanjanja agregata, ali takode moze da dovede do prividno suzene
raspodele veli¢ina Cestica, te se 1 0 tome mora voditi racuna. Potrebno je takode da uzorci kod
kojih se meri veli¢ina i raspodela veli¢ina Cestica, tehnikom dinamickog rasipanja svetla,
budu odgovarajuce koncentracije. Kod uzoraka sa velikim koncentracijama cestica moze doc¢i
do visestrukog rasipanja svetla, pri ¢emu se zrak rasut od strane jedne cestice sudara sa
drugim cesticama, pre kontakta sa detektorom, ¢ime slabi njegov intenzitet. Na ovaj nacin,

dobijaju se razultati koji prividno pokazuju manju veli¢inu Cestica u odnosu na njihovu
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stvarnu velic¢inu. S druge strane, ako su uzorci previse razblazeni moze do¢i do toga da se ne
generiSe dovoljno rasute svetlosti koja bi se mogla detektovati. Upravo zbog navedenih
razloga potrebno je pronaci idealnu koncentraciju za data merenja, koja ¢e zavisiti od osobina
Cestica, ali i od karakteristika samog uredaja za merenje. Prilikom merenja vazno je obratiti
paznju i na pojavu aglomeracije, koja takode moze dovesti do greSke merenja, kao i obojene

ili fluorescentne Cestice (Bhattacharjee 2016b).

Elektronska mikroskopija je takode veoma zastupljena tehnika uz pomo¢ koje je
moguée analizirati veli¢inu, ali i morfologiju nanocestica. Postoje dve bazi¢ne tehnike
elektronske mikroskopije: skenirajuca elektronska mikroskopija — SEM (eng. scanning
electron microscopy) i transmisiona elektronska mikroskopija — TEM (eng. transmission

electronmicroscopy).

SEM je tehnika koja za dobijanje uvecane slike razli¢itih uzoraka koristi snop elektrona
umesto svetlosnih zraka. Ima moguénost uvecavanja i preko 400.000 puta. Svaki SEM
mikroskop se sastoji od izvora elektrona, komore u kojoj dolazi do interakcije elektrona sa
uzorkom, detektora i sistema koji rezultujuci signal pretvara u sliku. Izvor elektrona emituje
elektronski snop, koji se uz pomo¢ magnetnih so¢iva usmerava ka uzorku. Kada snop
elektrona dode u dodir sa uzorkom dolazi do ekscitacije atoma u uzorku, $to izaziva
emitovanje elektrona razli¢ih energija, te na taj nain nastaje signal koji se registruje na
detektoru i pruza informacije o morfologiji, sastavu, kristalografskoj strukturi ili drugim
karakteristikama uzorka. Na ovaj na¢in, SEM tehnikom se skenira povrSina uzorka,
rezultujuci signal se pojacava i kompjuterski konvertuje u sliku (mikrofotografiju), koja se
dalje moze vizuelno ili softverski analizirati. Pored velikih prednosti koje pokazuje u
poredenju sa svetlosnom mikroskopijom, ova tehnika ipak ima odredena ograniCenja, koja
uglavnom poticu od toga Sto se komora sa uzorkom mora odrzavati pod konstantnim
vakuumom u toku rada. 1z tog razloga, svi uzorci koji se analiziraju SEM tehnikom moraju
biti otporni na uslove visokog vakuuma. Osim toga, uzorci moraju imati sposobnost

elektri¢ne provodljivosti (Kwiecinska i sar. 2019).

Transmisiona elektronska mikroskopija se zasniva na istom principu kao i svetlosna
transmisiona mikroskopija, ali se umesto svetlosnog zraka ka uzorku usmerava paralelni snop
elektrona. Najnoviiji TEM mikroskopi imaju rezoluciju ispod 0,2 nm 1 moguénost
posmatranja uzoraka do 500 nm debljine. Kao i SEM mikroskop, sastoji se od izvora
elektrona, sistema sociva, detektora i konvertora signala. 1zvor elektrona emituje elektronski

snop koji se uz pomo¢ sociva fokusira na uzorak u vidu malog, tankog paralelnog snopa.

46



Ljiljana Spasojevié Doktorska disertacija

Kada tako usmeren snop elektrona dode u kontakt sa uzorkom deo elektrona se prenosi kroz
uzorak do detektora i na osnovu njega se formira slika (mikrofotografija) uzorka. TEM
predstavlja veoma mocan alat za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu razli¢itih

mikrometarskih i nanometarskih struktura (Kwiecinska i sar. 2019).

2.2.4. Interakcije nanocestica i polimera

Prilikom dodatka rastvora polimera u disperziju nanocestica dolazi do interakcije
molekula polimera i nanocestica. U zavisnosti od prirode polimera i nanocestica, polimer
moze da se adsorbuje ili da se ne adsorbuje na povrsinu nanocestica. Do adsorpcije moze doc¢i
usled elektrostatickih interakcija ili hidrofobnih interakcija, pri ¢emu se oko Cestice Stvara

liofilni omotac, koji povecava njenu stabilnost putem sterne stabilizacije.

S druge strane dodatak polimera u disperziju nanocestica moze dovesti do koloidne
nestabilnosti disperzije. Flokulacija je jedan od mehanizama koji moze dovesti do smanjene
stabilnosti nanocestica. Ona predstavlja fizicko—hemijski proces, koji se odvija izmedu
dispergovanih Cestica i flokulanata, odnosno polimernih jedinjenja dodatih u disperziju.
Bridzing flokulacija (eng. bridging flocculation) je najces¢i vid flokulacije. Do nje dolazi
kada su u disperziji prisutni molekuli polimera sa dugim lancima, koji se mogu istovremeno
adsorbovati na povrsinu vise Cestica, povezujuci ih formiranjem ,,mostova“ (eng. bridge —
most). Daljim vezivanjem molekula polimera na nastale strukture i privla¢enjem novih
Cestica iz disperzije nastaju agregati — flokule (Slika 16). Medusobne interakcije izmedu ovih
komponenata dovode do stvaranja veza koje izazivaju aglomeraciju Cestica 1 njihovo

talozenje. (Czemierska i Jarosz-wilkolazka 2016).

&
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Slika 16. Bridzing flokulacija.
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Slika 17. Depleciona flokulacija (Hibberd i sar. 1999).

Drugi vid flokulacije, koji se moze javiti prilikom dodatka polimera u disperziju
nanocestica, jeste depleciona flokulacija (eng. depletion flocculation), do koje dolazi kada se
polimer ne adsorbuje na povrSinu Cestice. U ovom slucaju, oko cestice se formira sloj
disperznog sredstva u kome nisu prisutni molekuli polimera, koji se naziva deplecioni
omota¢. Van ovog omotaca, Cestice su okruzene molekulima polimera. Usled razlike u
koncentraciji polimera, na Cesticu deluju osmotske sile koje su izotropne — iste u svim
pravcima, te se medusobno ponistavaju. Kada se susedne Cestice priblize na razdaljinu manju
od efektivnog preénika molekula polimera, dolazi do istiskivanja molekula polimera iz
prostora izmedu Cestica i preklapanja deplecionih omotaca Cestica. Preklapanjem deplecionih
omotaca dve Cestice se privlace usled anizotropnog karaktera nastalih osmotskih sila i dolazi

do flokulacije (Slika 17) (Dickinson 1989).

2.2.4.1. Izotermalna titraciona kalorimetrija

Izotermalna titraciona (mikro)kalorimetrija (eng. isothermal titration calorimetry —
ITC) je biofizicka tehnika koja sluzi za odredivanje termodinamickih parametara neke
reakcije u teCnoj sredini. NajceS¢e se koristi za proucavanje reakcija vezivanja malih
molekula za makromolekule ili molekula za nanocestice. ITC predstavlja kvantitativnu
tehniku, uz pomo¢ koje se moze odrediti afinitet vezivanja (K,), promena entalpije (AH) ili
stahiometrija vezivanja (n) u interakciji dva ili viSe molekula u tecnoj sredini. Uz
diferencijalnu skenirajucu kalorimetriju (eng. differential scanning calorimetry — DSC)
predstavlja jedinu tehniku pomocu koje je moguce direktno meriti promenu entalpije reakcije

(Wang i sar. 2012, Huang i Lau 2016). Osnovni delovi uredaja za mikrokalorimetrijska
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merenja jesu dve identicne ¢elije smeStene unutar adijabatske obloge. U jednoj od ¢elija se
nalazi ispitivani sistem i u njoj se odvija reakcija, dok druga sluzi kao referentna i u njoj se
nalazi samo rastvara¢, odnosno disperzna faza ispitivanog sistema. Kao §to i sam naziv
govori, titracija, odnosno reakcija se odvija pri konstantnoj temperaturi. Rastvor jednog
reaktanta predstavlja titraciono sredstvo (titrant) koji se dodaje u reakcionu celiju u kojoj se
nalazi rastvor ili suspenzija drugog reaktanta (titrand). Nakon dodatka svakog alikvota
titranta, mala koli¢ina toplote, koja se oslobada ili apsorbuje unutar reakcione ¢elije, meri se
u odnosu na referentnu ¢eliju. Ova promena toplote izrazava se kao elektri¢na snaga potrebna
da bi se odrzala konstanta mala razlika u temperaturi izmedu reakcione i referentne celije.
Titrant se dodaje automatski, pomocu preciznog Sprica, koji kontroliSe sam uredaj —
kalorimetar. Sadrzaj reakcione celije se neprekidno intenzivno mesa, kako bi se obezbedila
prakticno momentalna interakcija titranta i titranda, nakon svakog dodatog alikvota.
Uobic¢ajena zapremina reakcione ¢elije je 0,2 — 1,4 ml, dok zapremina titranta koja se dodaje
zavisi od koli¢ine oslobodene toplote u toku reakcije. Ukoliko je afinitet vezivanja reaktanata
(Ka) velik, na pocetku reakcije pri malom molarnom odnosu titrant/titrand, moze se
pretpostaviti da su se svi molekuli dodatog titranda vezali za aktivna mesta molekula/Cestica
titranda. U nastavku titracije, kako raste zasi¢enost povrsine titranda nakon svakog dodatog
alikvota, toplota reakcije opada. Nakon potpunog zasi¢enja povrsine titranda, oslobodena ili
apsorbovana toplota postaje priblizno nula. Ipak, 1 nakon zasi¢enja moze se izmeriti mala
promena toplote reakcije, koja poti¢e od razblaZenja titranta prilikom dodatka u reakcionu
¢eliju. Ovaj najjednostavniji model interakcije vazi samo u slu¢aju kada se dodati molekuli
vezuju za n identi¢nih i nezavisnih aktivnih mesta na receptoru. Ukoliko to nije slucaj, ve¢
postoje aktivna mesta sa razli¢itim afinitetom vezivanja, zasi¢enje aktivnih mesta receptora
zavisi¢e upravo od afiniteta vezivanja. Promena entalpije izmerena uz pomo¢ ITC tehnike
karakteristicna je za celokupan ispitivani sistem. Predstavlja ukupnu oslobodenu ili
apsorbovanu toplotu, pri svakom dodatku titranta. Osim toplote same reakcije, na promenu
entalpije sistema mogu uticati i drugi nespecifi¢ni procesi do kojih dolazi u toku titracije. Ti
procesi obuhvataju toplotu razblazenja titranta, toplotu koja nastaje usled razlike u
temperaturi sadrzaja reakcione Celije 1 vrha injektorskog Sprica ili toplote usled meSanja
rastvarac¢a sa veoma malom razlikom u sastavu. Zbog svega navedenog, izmerena promena
entalpije moZe se smatrati prividnom (relativnom) promenom entalpije ispitivanog sistema
(Jelesarov i Bosshard 1999, Doyle 1997).
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2.2.5. Nanokapsulacija

Kapacitet inkapsulacije u nanocesticama, ali 1 drugim nosac¢ima, se generalno definiSe
kao udeo aktivne materije koja moze da se veZze na odredenu masu nosaca. NajceS¢e se
izrazava u mol/mg nosaca ili mg/mg nosaca, a moze se predstaviti 1 procentualno. Veliki
kapacitet inkapsulacije jedan je od kriterijuma koji karakterise koliko je neki sistem pogodan
za inkapsulaciju. Prednost takvog sistema je S§to omogucava smanjenu koli¢inu nosaca
potrebnu za dostavljanje aktivne materije. Vezivanje aktivne materije na nosa¢ moze da se
postigne na dva razli¢ita na¢ina: u toku precipitacije, odnosno pripreme nanocestica ili nakon
pripreme, kada se pripremljene nanocestice uranjaju u koncentrovan rastvor aktivne materije,
pri ¢emu dolazi do adsorpcije/apsorpcije aktivne materije na nosa¢. Glavni faktori koji uti¢u
na kapacitet i efikasnost inkapsulacije su hemijski sastav polimernog nosaca, molekulaska
masa, interakcije u sistemu polimer—aktivna materija i prisustvo funkcionalnih grupa. Kako
bi se kvantifikovala koli¢ina aktivne materije koja se vezuje za nosac, potrebno je znati tacnu
koli¢inu aktivne materije koja je upotrebljena za inkasuliranje (W), dok se koli¢ina slobodne
aktivne materije (neinkaspulirane) odreduje u supernatantu nakon ispiranja i centrifugiranja
nanokapsula (w). Koli¢ina aktivne materije u supernatantu moze se odrediti pomoé¢u UV
spektrofotometrije, fluorescentne spektrofotometrije ili pomocu te€ne hromatografije visokih
performansi (eng. high performance liquid chromatography — HPLC), uz prethodno
kalibrisanje standardnim rastvorima aktivne materije (Tarhini i sar. 2017). Koli¢ina
inkapsulirane aktivne materije raCuna se kao razlika ukupne i slobodne, te se efikasnost

inkapsulacije odreduje prema jednacini (7):

EE (%) = (W-w)*100/W @)

Otpustanje aktivne materije iz nanocestica takode je veoma bitna osobina za primenu
svih sistema za inkapsulaciju. Na njega uticu rastvorljivost aktivne materije, difuzija kroz
matriks nosaca, kao i razgradnja nosaca, odnosno samih nanocestica. U slucaju nanocestica,
aktivna materija je ravnomerno rasporedena u polimernom matriksu, te otpuStanje
prvenstveno zavisi od difuzije i razgradnje nanocestica, odnosno od onog procesa koji se od
ta dva brze odvija. Dinamika otpuStanja moze biti ispitana Iin Vvitro uz pomo¢ razlicitih

metoda: uz pomo¢ veStackih membrana, kesica za dijalizu, centrifugiranjem ili
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ultrafiltracijom. Metoda koja se najviSe primenjuje za razdvajanje nanocestica od prihvatnog
medijuma za odredenu aktivnu materiju jeste centrifugiranje, s obzirom na jednostavnost i
malu cenu postupka, ali u pogledu efikasnosti dijaliza ima veliku prednost (Tarhini i sar.
2017).

Zein je jedan od biljnih proteina koji, usled amfifilne strukture, moze spontano da
obrazuje nanocestice. U poredenju sa drugim biljnim proteinima, zeinske Cestice su najvise
istrazivane zbog potencijala za inkapsulaciju hidrofobnih aktivnih materija. Do sada, mikro i
nanocestice zeina su koriS¢ene za inkapsulaciju, stabilizaciju i kontrolisano otpustanje
razli¢itih aktivnih supstanci, kao S$to su polifenoli, esencijalna ulja, jestivi antibiotici,
bioaktivni lipidi, funkcionalni mikronutrijenti i neke prehrambene boje. Pokazano je i da je
moguce pripremiti Suplje zeinske nanocestice za inkapsulaciju metformina, koje su pokazale
veéi kapacitet inkapsulacije, manje dimenzije i bolju kontrolu otpusStanja, u odnosu na
nanodCestice tipa matriks (Reddy i Yang 2011, Wan i sar. 2015, Mohammadian i sar. 2020).
Proteini soje takode mogu formirati Cestice, mikrometarskih veli¢ina. Ove Cestice se mogu
dobiti tehnikom rasprsivanja u struji vrelog vazduha, koacervacijom ili hladnim geliranjem, a
mogu se primeniti za inkapsulaciju i hidrofilnih i hidrofobnih aktivnih supstanci, poput:
riboflavina, vitamina B, polifenola iz brusnice, kurkumina, rezervatrola (Wan i sar. 2015).
Takode, gliadin iz pSeni¢nog glutena ima sposobnost formiranja nanocestica, te inkapsulacije
razli¢itih jedinjenja poput karbazola i amoksicilina, ali i drugih hidrofobnih ili amfifilnih
jedinjenja. Nanocestice mogu biti pripremljene i od proteina mahunarki, postupkom
koacervacije, i jeCmenih proteina, umrezavanjem (Reddy i Yang 2011, Wan i sar. 2015,
Tarhini i sar. 2017).

2.3. Biopolimerni filmovi

Biopolimerni filmovi se mogu korstiti za inkapsulaciju aktivnih materija, ipak daleko se
vise ispituje njihova primena kao alternativnih ambalaznih materijala, nasuprot sintetskih
polimera. Neke od glavnih prednosti filmova na bazi biljnih biopolimera, u odnosu na
filmove od sintetskih polimera, je to Sto su jestivi, biorazgradivi i ekoloski isplativi. Mogu se
koristiti ili kao premazi, pri ¢emu se nanose na razli¢ite namirnice ili kao sama ambalaza, gde
sluze kao kese ili folije za pakovanje namirnica. Jestivi premazi sluze da proizvod zastite od

mikrobioloSkih kontaminenata, produze rok trajanja, uspore kvarenje, minimalizuju lipidnu
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oksidaciju i gubitak vlage usled stajanja. Takodje, jestivi premazi se mogu nanositi na lekove
u formi tableta, kako bi se zastitili od negativnog uticaja spoljasnjih uslova ili kako bi se
obezbedilo odlozeno oslobadanje aktivne materije leka. Najbitnije osobine jestivih filmova i
premaza jesu njihova mehanicka i barijerna svojstva, koja pre svega zavise od prirode
biopolimera, njihove koncentracije, vremena susenja, viskoziteta, itd. Najces¢e je potrebno
dodati i plastifikatore u formulaciju jestivog premaza ili filma. Tako su, na primer, proteinski
filmovi bez plastifikatora uglavnom Kkrti i neelasticni, zbog jakih interakcija izmedu
polimernih lanaca proteina. Veéina plastifikatora je izuzetno higroskopna, pa se dodaje do
30% na masu suve materije. NajéeSce se kao plastifikatori koriste: glicerin, propilen-glikol,
sorbitol, saharoza, polietilen-glikol i kukuruzni sirup (Suhag i sar. 2020). Kako se jestivi
filmovi primenjuju za direktno pakovanje ili oblaganje hrane i lekova veoma je vazno da
budu bez ukusa, mirisa i boje, kao i da ne interferiraju sa senzornim osobinama odredenog
prehrambenog proizvoda. Filmovi se mogu koristiti i kao ambalaza za tecne ili praSkaste
proizvode, te da se prilikom dodatka u topla ili hladna pi¢a istope i oslobode sadrzaj, ¢ime bi

se smanjila upotreba jednokratne ambalaze.

Jestivi filmovi mogu se formirati izlivanjem ili ekstruzijom, dok se premazi mogu
naneti uranjanjem proizvoda, rasprsivanjem, metodom uz pomo¢ fluidizacije ili rotirajuceg

bubnja.

2.3.1. Metode pripreme biopolimernih filmova

Kod izlivanja filmova presudna je rastvorljivost biopolimera i aditiva, dok je kod
procesa ekstruzije bitno poznavati termoplasti¢ne osobine polimera, kao 1 temperature faznog

prelaza, staklastog prelaza 1 gelirajuce osobine.

Metoda izlivanja (eng. casting) je najzastupljenija metoda pripreme filmova u
laboratorijskim i pilot uslovima. Sastoji se iz tri koraka: 1) rastvaranje proteina (polimera) u
odgovaraju¢em rastvaracu; 2) izlivanje rastvora u kalup i 3) suSenje rastvora u kalupu (Slika
18). U toku suSenja dolazi do isparavanja rastvaraca i adhezije filma za dno kalupa. Susenje
se moze odvijati u klasi¢noj, mikrotalasnoj ili vakuum sus$nici. Postepeno suSenje veoma je
bitho zbog jacanja intramolekulskih veza izmedu polimernih lanaca, ¢ime se postize
optimalna mikrostruktura proteinskih filmova. Metode koje koriste brzo susenje pokazale su

negativan uticaj na fizicke osobine i strukturu filmova. Potrebno je da pripremljeni filmovi
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lzlivanje filma isparavanie Formiranje filma Odvajanje filma

/\ rastvaraca iz kalupa

Slika 18. Priprema filmova metodom izlivanja.

budu konzistentni i bez nedostataka, u smislu neujednacenosti, necistoa i mehanickih
ostecenja. Debljina filma, transparentnost, zamucenost, stepen bubrenja, termiCka stabilnost,
mehanicka otpornost, propustljivost kiseonika i vodene pare, kao i bioloske karakteristike,
najvazniji su parametri za karakterizaciju dobijenih filmova. Takode je veoma bitno da se
filmovi lako odvajaju od kalupa u kojem su pripremani. U rastvore proteina pre izlivanja
dodaju se plastifikatori, u cilju poboljsanja barijernih, mehanickih i termickih osobina filma.
Glavna prednost metode izlivanja jeste niska cena i moguénost pripreme filmova bez dodatne
specijalizovane opreme. Osim toga, ovom metodom dobijaju se homogeniji i transparentniji
filmovi, u odnosu na one dobijene metodom ekstruzije. S druge strane, nedostaci ove metode
su to Sto se mogu formirati filmovi iskljuivo jednostavnih oblika, moguce zaostajanje
toksi¢nih rastvaraca nakon suSenja, denaturacija proteina u toku suSenja, ograni¢ena koli¢ina
filmova koji se mogu pripremiti, to Sto osobine filma zavise od primenjene temperature i

dugotrajnost procesa suSenja (Suhag i sar. 2020).

Metoda ekstruzije je druga opcija za pripremu polimernih filmova i metoda koja je
najzastupljenija u komercijalnoj proizvodnji. Moze se primeniti za pripremu filmova od
termoplasti¢nih biopolimera, kao $to su razliciti skrobovi ili proteini. Ceo proces se moze
podeliti u tri zone: 1) zona punjenja; 2) zona sabijanja (gnjecenja) i 3) zona zagrevanja (Slika
19). Prvo je potrebno pomesati sve sastojke za pripremu filma i uneti ih u zonu punjenja.
Ovaj proces zahteva minimalne koli¢ine vode ili drugih rastvaraca, te se zbog toga naziva
suvi proces. Ipak, i u ovoj metodi je potrebno dodati plastifikatore, radi poboljSanja
fleksibilnosti dobijenih filmova. U zoni sabijanja, povecava se istezanje, temperatura i
gustina smese sastojaka. Potom, u zoni zagrevanja dolazi do topljenja svih sastojaka smese,
pri ¢emu se dobija homogena viskozna masa. Film se formira pod dejstvom mehanicke i
toplotne energije, istiskivanjem kroz diznu ekstrudera. Pokazano je da brzina rotiranja valjaka

za ekstrudiranje utice na osobine dobijenih filmova, kao i sadrzaj vlage u pocetnoj smesi,
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Slika 19. Priprema filmova metodom ekstruzije.

temperatura ekstrudiranja, veli¢ina valjaka, pritisak, kao i1 vrsta i sadrzaj plastifikatora.
Tehnikom koekstruzije moguce je proizvesti i viSeslojne filmove, pri ¢emu svaki od slojeva
doprinosi nekoj od osobina gotovog filma. Osnovne prednosti metode ekstruzije, u odnosu na
metodu izlivanja, jesu manja potroSnja energije i kraée vreme trajanja procesa, kao i bolja
mehanicka i opticka svojstva dobijenih filmova. Takode, u ovom procesu se ne koriste Stetni
rastvaraci, a moze se primeniti Sirok opseg procesnih parametara, temperature i pritiska, Sto
omogucava bolju kontrolu mehanickih osobina dobijenog filma, koja nije moguca kod
metode izlivanja. Nedostatak metode ekstruzije je to §to se mogu koristiti samo polimeri
otporni na povisene temperature i mesavine sa niskim sadrzajem vlage. Visoka cena opreme 1
njenog odrzavanja ¢ini ovu metodu ekonomski neisplativom za male koli¢ine filmova (Suhag

i sar. 2020).

2.3.2. Metode nanosSenja biopolimernih premaza

Efikasnost premaza nanesenih na prehrambene proizvode kao §to su voce, povrée, meso
i drugo, moze zavisiti od primenjene tehnike nanoSenja. S druge strane, izbor tehnike zavisi
pre svega od prirode proizvoda, osobina njegove povrsine i osnovne svrhe za koji je
namenjen premaz, a takode se moraju uzeti u obzir i osobine premaza, kao §to su povrsinski
napon, gustina i viskozitet. NanoSenje premaza na proizvod zasniva se na procesu adhezije,
koji uklju€uje difuziju izmedu rastvora premaza i povrsine proizvoda. Za efikasnu adheziju
veoma je bitan postupak kvasenja proizvoda, ¢ime se znacajno smanjuje vreme potrebno da

se premaz adsorbuje na njegovu povrSinu. Izbor proteina koji ¢e biti upotrebljen za
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formulaciju premaza zavisi od veli¢ine i oblika proizvoda i zeljene debljine premaza. Premazi
se mogu, razliitim tehnikama, nanositi u obliku tecnog rastvora, suspenzije, emulzije ili
praha. Postojan sloj premaza na prehrambenim proizvodima postize se zagrevanjem,
suSenjem, hladjenjem i koagulacijom. Pokazano je da je veoma teSko naneti premaze na veé
iseCene namirnice, jer se najcesc¢e hidrofobni premaz veoma teSko zadrzava na hidrofilnoj

povrsini isecenog dela.

Metoda uranjanja (eng. dip coating) proizvoda u formulaciju premaza u te¢nom
stanju najzastupljenija je metoda za nanoSenje premaza na neki proizvod. Ova metoda
nanosenja jestivog premaza na prehrambene proizvode sastoji se iz tri koraka: 1) potapanje i
natapanje; 2) depozicija i 3) isparavanje te¢ne kontinualne faze (rastvaraca). U prvom koraku,
supstrat (proizvod) se uranja u rastvor/suspenziju/emulziju proteina, konstanthom brzinom,
pri ¢emu se omoguéava da se na povrsSini supstrata zadrzi dovoljna koli¢ina premaza i
potpuna interakcija supstrata i premaza. U toku procesa nanosenja, obrazuje se tanak sloj
premaza na povrSini proizvoda i uklanja visak te¢nosti. Zagrevanjem i susenjem Se, U toku
faze isparavanja, uklanja visak rastvaraca, odnosno te¢ne faze (Slika 20). Susenje se moze
odvijati na sobnoj ili na poviSenoj temperaturi. Ova metoda Se Cesto koristi za nanoSenje
premaza na sveze namirnice, tako $to se sveze voce ili povrée uroni na 5 — 30 s u formulaciju
jestivog premaza. Zbog jednostavnosti i niske cene ova metoda je najzastupljenija u
laboratorijskim uslovima. Uranjanje obezbeduje dobru pokrivenost povrsine proizvoda, Kao i
ujednacenost nastalog filma na hrapavim povrSinama 1 kompleksnim oblicima proizvoda.
Negativne strane ove metode jesu moguée poteSkoce pri rastvaranju proteina u formulaciji,

kao 1 moguce nagmilavanje necistoca ili viSka premaza na povrsini proizvoda. Takode, moze
URANJANJE

08 ~(5=/se/

PREHRAMBENI FORMULACUA SUSENJE OMOTACA
PROIZVODI PREMAZA NAKON NANOSENJA
PREMAZA

Slika 20. Nanosenje premaza metodom uranjanja.
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do¢i do rastvaranja i degradacije spoljasnjeg sloja povrSina supstrata, Sto posledi¢no pokazuje

negativan uticaj na rok trajanja proizvoda.

Metoda nanoSenja premaza rasprsivanjem (eng. spray coating) veoma je zastupljena
metoda za nanosSenje premaza na razliCite proizvode. RasprSivanje povecava slobodnu
povrsinu te¢nosti formirajuci kapljice koje se na povrsinu proizvoda nanose uz pomoce dizni
(Slika 21). U ovoj metodi, osnovni procesni parametar je pritisak prilikom atomizacije, a
faktori koji takode uti¢u su viskozitet i povrSinski napon formulacije premaza, temperatura
povrsine proizvoda, kao i oblik i dizajn dizne. Metoda rasprSivanja se moze Koristiti za
nanoSenje premaza na razliCiti proizvode, kao §to su meso i vo¢e. Uz pomoce ove metode
moguce je lako kontrolisati debljinu sloja, kontroliSuéi brzinu rasprSivanja, a nakon susenja
dobijaju se uniformni slojevi. Osim toga, moguce je uspostaviti kontrolu temperature
formulacije premaza i kontinualnu proizvodnju, sa smanjenim rizikom od kontaminacije.

Ipak, nije mogucée rasprsivanje veoma viskoznih formulacija (Suhag i sar. 2020).

Nanos$enje premaza metodom uz pomo¢ fluidizacije (eng. fluidbed coating) veoma se
cesto primenjuje u proizvodnji i istrazivanjima. Sluzi za nanoSenje tankih slojeva premaza na
Cvrste Cestice koje imaju veoma malu specificnu masu i/ili dimenzije. U ovoj metodi
formulacija se rasprSuje preko fluidizovanog praha Cestica. Za ovaj proces potrebno je da
Cestice ne budu manje od 100 um, kako bi se sprecilo stvaranje agregata. Moze se izvoditi
Sarzno ili kontinualno. Negativne karakteristike ove metode su veoma visoka cena, potreba za
vec¢om koli¢inom formulacije premaza zbog velikih gubitaka 1 ¢esto prisustvo nehomogenosti

u nanesenom sloju (Suhag i sar. 2020).

¢ ®

Slika 21. Nanosenje premaza metodom rasprsivanja.
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Metoda nanoSenja premaza uz pomo¢ rotiraju¢eg bubnja (eng. pan coating) je
najstarija od svih metoda. Podrazumeva uno$enje proizvoda na koje se nanosi premaz u
veliku posudu — bubanj, koji moze da se rotira. Formulacija premaza se zatim posipa preko
proizvoda, uz rotiranje bubnja i dolazi do uniformnog rasporedivanja premaza preko
proizvoda. Naneseni sloj(evi) suse se na vazduhu, na sobnoj ili poviSenoj temperaturi. Novija
varijanta ove metode, elektrostaticko suvo premazivanje prahom (eng. dry coating), koristi se
u farmaceutskoj industriji za oblaganje kapsula i tableta. 1zvodi se diskontinualno i koristi za
nanosenje debljih ili tanjih slojeva premaza uglavnom na sferne Cestice, u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji, na proizvode poput tableta ili kosStunjavog voca. Uz pomo¢ ove
metode, na supstratima se formiraju veoma transparentni filmovi, odlicne fleksibilnosti i
sjaja. Takode, ovom metodom moguce je naneti premaze i na supstrate nepravilnog oblika, a
u okviru jedne Sarze moguce je naneti premaz na veliki broj komada prizvoda istovremeno.
Nedostatak ove metode je $to potrebno periodi¢no susenje, §to proces ¢ini dugotrajnim

(Suhag i ostali 2020).

2.3.3. Formiranje biopolimernih filmova iz lateksa

Lateksi predstavljaju podvrstu koloidnih disperzija. To su sistemi koji se sastoje od
polimernih koloidnih Cestica dispergovanih u vodi, pri ¢emu je uobiCajeno da su Cestice
precnika nekoliko stotina nanometara. Lateksi najc¢eSece sadrze oko 50% Cvrste faze, a sistem
je koloidno stabilan duZi vremenski period (nekoliko godina). Pod lateksima se najCessSce
podrazumevaju disperzije nanocCestica sintetickog porekla, koji se koriste kao boje ili
premazi, pri ¢emu se nanocestice formiraju postupkom polimerizacije. S druge strane,
razli¢iti biopolimeri mogu formirati pseudolatekse, odnosno vodene suspenzije analogne
lateksima. Literaturni podaci navode da se pseudolateksi od lateksa razlikuju jedino po

nacinu pripreme, dok su njihove karakteristike iste (McGinity i Felton 2008).

Bilo da se radi o lateksima ili pseudolateksima, njihova primena zasniva se na njihovoj
sposobnosti  formiranja filmova. Proces transformacije stabilne disperzije koloidnih
polimernih Cestica u kontinualan film obuhvata nekoliko koraka, koji obuhvataju promene od
razblazene disperzije, preko koncentrovane disperzije, do sloja gusto zbijenih Cestica i,
konacno, formiranja kontinualnog polimernog filma (Slika 22). Prvi korak jeste deponovanje

stabilne disperzije na povrSinu na kojoj ¢e se formirati film. Zatim sledi otparavanje vode iz
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disperzije, koje se moze izvoditi na sobnoj ili na povisenoj temperaturi, 1 u toku koga dolazi
do koncentrovanja disperzije i medusobnog zbijanja nanocCestica. U najve¢em broju
sluc¢ajeva, susenje lateksa nije ravnomerno, te se filmovi u nekim delovima suse brze, a u
nekim sporije. Najcesce se ivice suse brze od ostatka filma, Sto je moguce utvrditi i vizuelno,
s obzirom da zbog dispergovanih Cestica u vodi, vlazni delovi vise rasipaju svetlost, te su
mutniji od suvih. Daljim isparavanjem vode, sve vece zbijanje Cestica dovodi do njihovog
deformisanja i popunjavanja prostora izmedu njih. U ovoj fazi, iako deformisane, Cestice su i

dalje u vidu pojedina¢nih struktura. Nakon popunjavanja prostora izmedu Cestica, film

Stabilna disperzija

O
OO OO 8 % O Gusto zbijanje
OO0 O o) CO) Cestica lateksa

Deformacija
7> MFFT Zestica

Koalescencija

==

> T

Kontinualan osusen film Deformisane cestice
pre koalescencije

Slika 22. Proces formiranja filma iz lateksa.

Slika 23. Koalescencija Cestica lateksa.
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postaje opticki transparentan, s obzirom da viSe ne dolazi do rasipanja svetla uslovljenog
razli¢itim indeksima prelamanja Cestica 1 vode. Pojava transparencije filmova se u nekim
sluajevima moze primeniti za odredivanje uslova formiranja filma. Naime, ukoliko su
Cestice previse tvrde, nec¢e doc¢i do njihovog deformisanja, te ¢e nastali film biti zamucen i
ispucao, veoma krt i zrnaste strukture. Medutim, na temperaturama viSim od njihove
temperature staklista, polimeri omekSavaju, Sto omogucava nesmetanu deformaciju Cestica i
dovodi do formiranja transparentnih i manje krtih filmova. Najniza temperatura, pri kojoj se
od cCestica nekog polimera dobija opticki transparentan film, naziva se minimalna temperatura
formiranja filma (eng. minimal film forming temperature — MFFT). U slucajevima kada se
(pseudo)lateks sastoji od Cestica razli¢itih polimera, pa samim tim i razli¢ite mekoce, i dalje
je moguce formiranje kontinualnog filma. Pri tome, film ¢e biti formiran od meksih Cestica,
dok ¢e tvrde Cestice biti rasporedene u njemu. Nakon deformisanja, daljim zagrevanjem
dolazi do difuzije polimera izmedu pojedinacnih Cestica, koalescencije Cestica (Slika 23) i
formiranja kontinualnog, homogenog filma. Proces difuzije neophodan je kako bi se postigle
odgovaraju¢e mehanicke osobine filma (Winnik 1997, Steward i sar. 2000, Jensen i Morgan
1991, Van Tent i Te Nijenhuis 2000, Carter i sar. 2014, Keddie i Routh 2010).

Veoma skroman broj istrazivanja bavi se ispitivanjem mogucnosti pripreme i osobina
filmova formiranih iz disperzija zeinskih ¢estica. O’Donnell i sar. (1997) navode metodu za
nanos$enje zeinskog pseudolateksa na tablete koje kao aktivnu supstancu sadrze acetaminofen.
Kao rezultat navode smanjeno se prodiranje vlage do aktivne materije. S druge strane, Guo i
sar. (2008) pokazali su da je moguce formirati kontinualne filmove zeina, uz upotrebu
glicerola i polietilen-glikola kao plastifikatora. Pokazano je da se suSenjem disperzije
nanocestica zeina na 60°C dobijaju glatki kontinualni filmovi, pogodni za upotrebu u svrhu
zaStitnih premaza za razli¢ite farmaceutske forme. Sli¢ne rezultate prikazuju i drugi autori (Li
i ostali 2010), pri ¢emu je navedeno da filmovi sa polietilen-glikolom kao plastifikatorom
pokazuju bolje barijerne osobine od onih sa glicerolom. Sva navedena istrazivanja bave se
primenom disperzija nanocestica zeina u farmaceutskoj industriji, dok se u dostupnoj
literaturi ne spominju istraZivanja usmerena ka primeni zeinskih filmova iz lateksa u

prehrambenoj industriji.
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2.3.4. Osobine biopolimernih filmova

Najvaznije osobine biopolimernih filmova, jesu njihova mehanicka, barijerna i

mikrostrukturna svojstva.

Mechanic¢ka svojstva biopolimernih filmova — ukljucujué¢i debljinu, zateznu jacinu,
izduzenje pri kidanju, fleksibilnost, Jangov modul elasti¢nosti, stabilnost na temperaturne
promene i otpornost na fizicki stres izazvan faktorima sredine — veoma su bitna, s obzirom na
to da je bitno da film zadrZi svoj integritet i zastiti proizvod. Mechani¢ka svojstva zavise od
sastava filma, nacina pripreme i uslova sredine u kojoj se film nalazi. Ponasanje pri
naprezanju ili deformaciji u velikoj meri zavisi od temperature i relativne vlaznosti. Sa
porastom temperature, Jangov modul elasti¢nosti, prirast zatezne jacine i maksimalna zatezna
jacina uglavnom opadaju. Nasuprot tome, pri istim uslovima, izduZenje pri maksimalnoj
biopolimernih filmova u poredenju sa sinteti¢kim. Cesto dodatak plastifikatora povoljno utice
na elasti¢na svojstva filmova, dok drugi aditivi i umreziva¢i mogu poboljsati ¢vrstocu i
mogucénost istezanja. Vlaznost vazduha sredine moZe uticati na mehani¢ka svojstva
biopolimernih filmova. Na primer, hidrofilni filmovi upijaju viSe vlage u uslovima visoke
vlaznosti vazduha, tako pospeSujuce dejstvo vode kao plastifikatora, pri ¢emu opada zatezna
¢vrstoca, a raste rastegljivost filmova. Dodatno, interakcija upakovanog proizvoda 1 filma

takode uti¢e na osobine i performanse filma (Wihodo i Moraru 2013, Lazi¢ i Popovi¢ 2015).

Barijerna svojstva biopolimernih filmova takode su veoma bitna za njihovu primenu i
podrazumevaju propustljivost razlicitih gasova i vodene pare, ali i mogucnost upijanja vode i
vodene pare. Na barijerna svojstva filmova uti¢u razli¢iti faktori, kao $to su priroda i sastav
filma i uslovi sredine, sa obe strane filma. Na primer, filmovi pripremljeni od polarnih
jedinjenja obi¢no pokazuju visoku propustljivost za vodenu paru, a malu za gasove, dok je
kod filmova od nepolarnih jedinjenja obrnuto. Takode, propustljivost gasova proporcionalna
je zapreminskom udelu amorfne faze u strukturi filma. Vlaznost i temperatura sredine takode
uti€u na barijerna svojstva biopolimernih filmova, pa je tako na primer propustljivost za

gasove 1 vodenu paru veca ukoliko je vlaznost vazduha vec¢a. Dodatak plastifikatora, pored
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Tabela 6. Mehanicke osobine razli¢itih polimernih filmova (Lazi¢ i Popovi¢ 2015).

Vrsta polimera Zatezna jaCina (MPa)  IzduZenje pri kidanju (%)
Kolagen 1-70 10-70
Zein 3-4 50 -120
Zelatin 4-6 101 - 184
Hitozan 36 18
Acetat 44 — 64 20-50
Celuloza Hidroksipropil 14-15 30— 205
Metil 55-60 10-20
Skrob 4-6,5 80 -120
Niske gustine 9-20 100 - 1200
Polietilen
Visoke gustine 10-60 400 — 1800

toga Sto uti¢e na mehanicka, uti¢e i na barijerna svojstva biopolimernih filmova. S obzirom
da plastifikatori povecavaju, razreduju i omekSavaju strukturu polimera, povecava se i
njihova pokretljivost, pa samim tim i koeficijent difuzije gasova i vode. Drugim re¢ima,
plastifikatori ¢esto mogu da pogorsaju barijerna svojstva filma. Zbog toga je filmove koji se
koriste kao ambalazni materijali bitno prilagoditi odredenom proizvodu 1 uslovima
skladistenja (Wihodo i Moraru 2013, Lazi¢ i Popovi¢ 2015). Proteinski filmovi uglavnom
pokazuju bolja barijerna svojstva u odnosu na lipide i polisaharide (Assad i sar. 2020). U

Tabeli 7 dat je pregled propustljivosti gasova za pojedine polimerne filmove.

| barijerna i mehanicka svojstva filmova povezana su sa njihovim mikrostrukturnim
karakteristikama, koje zavise od formulacije i nacina pripreme filma. Pokazano je da su
Takode, uklanjanje vazduha iz formulacija za pripremu filmova utie na smanjenje
poroznosti filmova (Wihodo i Moraru 2013). Takode, biopolimerni filmovi su osetljivi na
promenu relativne vlaznosti. Pri niskoj vrednosti relativne vlaznosti filmovi postaju krtiji 1
gube svoja mehanicka svojstva, dok pri visokoj vrednosti dolazi do bubrenja biopolimera, sto

uti¢e na gubitak barijernih svojstava filma. Ovi nedostaci se mogu preduprediti pripremom
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viSeslojnih filmova razli¢itog sastava ili kombinovanjem polarnih i nepolarnih polimera

prilikom pripreme filma (Lazi¢ i Popovi¢ 2015).

Tabela 7. Propustljivost gasova razli¢itih polimernih filmova.

Polimer od koga je Propustljivost gasova (ml/m?/24h 1 bar)
izgraden film

COz 02 N, Vazduh
Protein tikve golice 20,88 15,85 0 3,32
Polietilen (PE) 7350,40 2431,20 573,00 949,40
Biaksijalno orijentisani

) ) 2997,90 1130,80 257,5 442,80

polipropilen (BOPP)
ViSeslojni film od

87,00 25,30 11,70 14,06

sintetskih polimera

Pojedine fizicke osobine takode uti¢u na svojstva i integritet pripremljenog filma. Tako
je ukupna rastvorljivost vazna karakteristika biopolimernih filmova. Osim toga $§to povoljno
utice na njihovu biorazgradivost, isto tako uti¢e 1 na moguénost njihove primene. Hidrofobni,
visokomolekularni 1 umrezeni polimeri su nerastvorni ili neznatno rastvorni u vodi, pa se od
njih mogu pripremati vodootporni biorazgradivi filmovi. Pored rastvorljivosti, i bubrenje
filmova je veoma znacajna karakteristika. U kontaktu sa kompatibilnim rastvaratem filmovi
bubre. Kada filmovi u inicijalnom stanju dodu u kontakt sa molekulima rastvarac¢a, molekuli
rastvaraca bivaju privuceni povrSinom filma, a zatim prodiru u sam matriks filma, vezujuci se
za odgovaraju¢e grupe unutar njega. Bez obzira §to na ovaj nacin film ne biva potpuno
rastvoren, njegov integritet se moze znacajno narusiti, a time i njegova zastitna uloga (Lazi¢ i

Popovi¢ 2015).

Strukturne karakteristike biopolimernih filmova, koje definiSu ostala svojstva su: odnos
kristalne i amorfne zone, pokretljivost polimernih lanaca, specifi¢ne interakcije funkcionalnih
grupa polimernih lanaca i permeabilnost amorfne zone. Naj¢eS¢e primenjivane tehnike za

proucavanje strukture biopolimernih filmova ukljucuju: Furije transformisucu infracrvenu

62



Ljiljana Spasojevié Doktorska disertacija

spektroskopiju (eng. Fourier transform infrared spectroscopy — FTIR), skenirajucu
elektronsku mikroskopiju (SEM), diferencijalnu skenirajuéu kalorimetriju (DSC),
termo—mehanicku analizu (TMA) i1 dinami¢ko—mehanicku analizu (DMA) (Lazi¢ 1 Popovi¢

2015).

2.3.5. Biopolimeri za pripremu filmova

Proteini soje pokazuju odli¢an potencijal za formiranje ambalaznih filmova. Priprema
filmova proteina soje uglavnom zavisi od koncentracije proteina i pH vrednosti rastvora iz
kojih se filmovi pripremaju. Kada se radi o pripremi metodom izlivanja filmova,
koncentracija proteina je obi¢no oko 4 — 5%, a kada se koristi metoda ekstruzije
koncentracija je mnogostruko veca, oko 80%. Mehanic¢ke osobina filmova proteina soje
mogu se modifikovati dodavanjem glicerola kao plastifikatora ili kalcijumovih soli kao
umrezivaca. Filmovi pripremljeni od proteina soje pokazuju dobra barijerna svojstva za

kiseonik i ulja u uslovima niske vlaznosti.

PSeni¢ni gluten takode moze formirati filmove, koji pokazuju dobra mehanicka i
barijerna svojstva prema kiseoniku, ali losa prema vodenoj pari. Mogu se pripremiti
izlivanjem iz rastvora proteina u razblazenom alkoholu ili pomocu termi¢kog presovanja
tankog sloja proteina. Glutenski filmovi pripremljani metodom izlivanja u kalupe pokazuju
bolja svojstva istezanja, dok su filmovi pripremljeni presovanjem otporniji na kidanje i druga
ostecenja. Natrijum—sulfit i kalcijum—hlorid pospeSuju mehanicke osobine glutenskih
filmova, pre svega zateznu ¢vrstocu. Visok sadrzaj glutamina u glutenu utiCe na smanjenje
fleksibilnosti glutenskih filmova bez dodatka plastifikatora. Jedinjenja poput hlorofila i
polipirola povecavaju antioksidativna svojstva glutenskih filmova, a smanjuju njihovu

rastvorljivost.

Zein moze samostalno da formira koherentne filmove i oni se najceS¢e formiraju
izlivanjem etanolnog rastvora zeina u nelepljive kalupe i suSenjem. Mogu se pripremiti i
ekstruzijom, na sobnoj temperaturi, ali koja takode podrazumeva precipitaciju proteina u
hladnoj vodi. Nacin pripreme filmova zeina u mnogome uti¢e na njihove osobine. Filmovi
pripremani izlivanjem iz rastvora pokazali su se kao veoma kruti, neistegljivi i lomljivi, dok

se mnogo elasti¢niji i fleksibilniji filmovi dobijaju ekstruzijom zeina. Prilikom pripreme
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filmova na bazi zeina mogu se Kkoristiti plastifikatori, drugi polimeri ili se formiraju viSeslojni

filmovi.

Jedan od primera potencijalne upotrebe filmova zeina jeste za formiranje aktivnog
ambalaznog materijala, koji sadrzi esencijalno ulje kao antimikrobnu komponentu (Kashiri i
sar. 2017). Autori navode da su fimovi sa inkaspuliranim esencijalnim uljem Zataria
multiflora Boiss., formirani u obliku vrecica, uspesno spreéili rast bakterija u mleku
inokulisanom sa bakterijama L. monocytogenes i E. coli, koje se nalazilo unutar vrecica. S
druge strane, aktivna materija iz filmova nije imala uticaj na gasnu atmosferu iznad tecnog
medijuma. Kashiri i sar. (2017) takode navode da je moguée naneti zeinski omota¢ na
unutraS$nju stranu vre¢ica od polipropilena, koje bi sluzile za produzenje roka trajanja
kravljeg mleka. Tihminlioglu i sar. (2010) su takode pokazali da nanosenje zeinskog premaza
na polipropilenske filmove moze poboljSati njihove barijerne karakteristike prema vodenoj
pari i kiseoniku. Pri tome, propustljivost kiseonika smanjena je za skoro tri reda veliine.
Pokazano je da barijerne osobine tako dobijenog viSeslojnog ambalaznog materijala najvise
zavise od koncentracije zeina, koncentracije plastifikatora i vrste plastifikatora. Zeinski
filmovi ispitivani su i za inkaspulaciju lauroil arginata, kao antimikrobnog agensa (Kashiri i
sar. 2016). Pokazano je da inkapsulirani lauroil arginat ne utice na osobine filma. S druge
strane, filmovi su pokazali veoma dobro antimikrobno dejstvo prema bakterijama L.
monocytogenes i E. Coli. U formulacije za pripremu filmova zeina mogu se dodati i razliciti
polifenoli i flavonoidi, koji uticu na povecanje fleksibilnosti filmova, ali i doprinose
njihovom antimikrobnom dejstvu (Arcan i Yemenicioglu 2011). Pokazano je da zeinski
filmovi koji sadrze galnu kiselinu imaju antimikrobno dejstvo prema L. monocytogenes i C.
jejuni. Kompozitni filmovi na bazi zeina testirani su i kao ambalaza za Cuvanje sira, naneseni
u vidu premaza (Pena-Serna i sar. 2016). Formulacija premaza sadrzala je zein, glicerol i
oleinsku kiselinu, sa i bez ksantana. Formulacija je na komade sira nano$ena premazivanjem
uz pomo¢ cetke. U radu je pokazano da se fizicko-hemijske osobine sira zaStiCenog
omotatem na bazi zeina nisu bitno razlikovale od osobina neupakovanog sira i sira
pakovanog u plasticni omota¢. U poredenju sa neupakovanim sirom, omota¢ na bazi zeina
sprecio je mikrobioloSku kontaminaciju i smanjio gubitak vlage. Ipak, tekstura, boja i stepen
proteolize bili su lo$iji u odnosu na tradicionalno pakovane komade sira. Omotaci od zeina,
sa dodatkom propilem-glikola, nanoSeni su na jabuke u vidu premaza. Autori navode da je
formulacija sa 10% zeina i 10% propilen-glikola rastvorenih u etanolu, na jabukama

formirala omota¢ sa odgovarajué¢im sjajem i propustljivos¢u za gasove, koji ¢uva svezinu
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jabuka jednako ili bolje u odnosu na komercijalne premaze (Bai i sar. 2003). Jestivi zeinski
filmovi sa sa odgovaraju¢im mehani¢kim i antimikrobnim karakteristikama mogu se dobiti i
kombinovanjem zeina sa voskovima ili masnim kiselinama (Arcan i Yemenicioglu 2013). Uz
dodatak katehina kao plastifikatora i antimikrobnog agensa, filmovi zeina sa voskom ili
oleinskom kiselinom pokazali su antimikrobnu aktivnost prema L. innocua. Ovako
formulisani filmovi testirani su za pakovanje svezeg sira, pri ¢emu su pokazali slabu
antimikrobnu aktivnost u samom siru, ali dobru zastitu od oksidativnih promena (Unalan i
sar. 2013). Antimikrobna svojstva zeinskih ambalaznih materijala mogu se pospesiti i
dodavanjem kristala ZnO (Cao i sar. 2017). Zeinski filmovi i premazi mogu naci primenu i u
farmaceutskoj industriji, pre svega za formiranje omotaca oko razli¢itih lekova u formi

tableta, ¢ime se izmedu ostalog moze postici i1 kontrolisano otpustanje aktivne materije leka

(Guo i Shi 2009).

Proteini semena suncokreta zaostaju nakon ektrakcije ulja i mogu se upotrebiti za
pripremu barijernih  filmova, metodom izlivanja u alkalnim uslovima uz dodatak
plastifikatora (Assad i sar. 2020).
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3. MATERIJAL |
METODE

3.1. Materijal
U toku eksperimentalnog rada, kori$¢ene su sledece hemikalije:

e Zein, protein kukuruza, Sigma Aldrich (SAD)

o Selak, prirodna smola izolovana iz ekskreta vrste insekta Kerria lacca, Sigma Aldrich
(SAD)

e Kalafonijum, prirodna biljna smola izolovana iz &etinarskih vrsta Pinus sp., Fluka
Chemie AG (Svajcarska)

e Guma arabika, polisaharid iz drveta akacije (Acaciae) Sigma Aldrich (SAD)

e Karvakrol (5-isopropyl-2—methylphenol), 99%, Sigma Aldrich (SAD)

e poli(natrijum—4-stiren—sulfonate), NaPSS, Sigma Aldrich (SAD)

e poli(dialildimetilamonijum—chloride), PDADMAC, Sigma Aldrich (SAD)
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e Tween 20 (polyoxyethylenesorbitan-monolaureate), SERVA Electrophoresis GmbH
(Nemacka)

e Tween 80 (polyoxyethylenesorbitan-monooleate), SERVA Electrophoresis GmbH
(Nemacka)

e Etanol (C,HsOH), 96%, Reahem (Srbija)

e Propilen—glikol (C3HsO,), p.a., Centrohem (Srbija)

e Natrijum-hidroksid (NaOH), p.a., Centrohem (Srbija)

e Hlorovodonic¢na kiselina (HCI), 36%, ZorkaPharm (Srbija)

e Natrijum-bromid (NaBr), p.a., Centrohem (Srbija)

e Demineralizovana voda

3.2. Priprema rastvora

0,5%, 2%, 5% i 10% m/m osnovni rastvori zeina pripremani su rastvaranjem praha
zeina u smesi etanola i vode, sa udelom etanola 70—-90% v/v. Osnovni rastvori pripremani su
u erlenmajerima od 100 ml, sa Slifovanim zatvaracem, kako bi se spreCilo isparavanje
etanola. Odmeravana je odgovaraju¢a masa praha zeina, potrebna za pripremu 25 g osnovnog
rastvora, koja je potom postepeno dodavana u prethodno odmereni razblazeni etanol u
erlenmajeru, uz mesSanje na magnetnoj meSalici. Nakon dodavanja celokupne koliine
odmerenog praha meSanje je nastavljeno u toku 1 h, a potom su rastvori ostavljeni preko
noci, kako bi se postiglo potpuno rastvaranje proteinskih makromolekula. Narednog dana,
rastvori su filtrirani kroz kvantitativnu filter hartiju, u cilju uklanjanja nerastvornih Cestica 1
necistoca, pre dalje upotrebe. Na isti na¢in pripremani su 2% m/m osnovni rastvori $elaka i
kalafonijuma u 90% v/v etanolu.

2% i 10% rastvori smesa zeina i $elaka (Z/S) i zeina i kalafonijuma (Z/K), u masenim
odnosima Z/S 0,8/0,2, i 0,5/0,5 i Z/K 0,8/0,2 i 0,4/0,6, pripremani su tako $to su prvo
pomesani prah zeina i odogovaraju¢e smole, a potom rastvoreni u 90% v/v etanolu. Dalji

postupak pripreme rastvora bio je isti kao za pripremu rastvora zeina bez smole.
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3.3. Priprema nanocestica

Nanodestice zeina (Z), Selaka (S) i kalafonijuma (K), kao i kompozitne nano&estice
zein/Selak (Z/S) i zein/kalafonijum (Z/K) pripremane su postupkom precipitacije, odnosno
koprecipitacije biopolimera, u prisustvu nerastvaraca. Naime, precipitacija biopolimera
indukovana je postepenim dodavanjem 20 g osnovnog rastvora biopolimera u 80 ¢
demineralizovane vode, u odnosu osnovni rastvor/voda = 1/4, uz blago meSanje na magnetnoj
mesalici. Nakon dodatka potrebne zapremine 0Snovnog rastvora, mesanje je nastavljeno jos
30 min, u cilju potpune precipitacije biopolimera. Ovako pripremljene disperzije ¢uvane su
na temperaturi 4 — 8°C pre daljeg kori$¢enja, ne duze od 7 dana.

U cilju pripreme uzoraka za ispitivanje interakcija nanocestica sa gumom arabikom, 2%
Z 10,8/0,2 Z/K disperzije dijalizirane su u toku 48 h, kako bi se uklonio etanol i necistoce
poput zaostalih jona poreklom iz praha biopolimera. Tok dijalize praten je merenjem
provodljivosti suspenzije i dijaliza je smatrana zavrSenom kada je vrednost provodljivosti bila
< 20 uS. Konaéna koncentracija nanocestica u dijaliziranim disperzijama bila je 1,5 - 1,7 %
m/m. Dijalizirane disperzije ¢uvane su na temperaturi 4 — 8°C pre daljeg koris¢enja, ne duze
od mesec dana.

Nanodestice koriS¢ene za formiranje filmova, pripremane su od 2% m/m i 10% m/m
osnovnih rastvora zeina, tako da se dobiju 0,5% i 2% m/m disperzije nanocestica zeina,
respektivno. Tako dobijene disperzije, naknadno su uparavane do koncentracije 4% m/m uz
pomo¢ rotacionog vakuum uparivaéa (Devarot, Elektromedicina, Slovenia), na 50°C i
pritisku 0,1 bar. Na taj nacin, pripremljene su disperzije nanocestica zeina (Zg4), sa razli¢itom
veli¢inom &estica, NC90 (iz 2% m/m rastvora) i NC180 (iz 10% m/m rastvora). Takode,
pripremljene su i disperzije sa propilen—glikolom, dodavanjem 30 % propilen—glikola na
masu zeina, U 4%-tnu disperziju nanoCestica zeina. Sve pripremljene disperzije

kondicionirane su 24 h na 4°C pre izlivanja filmova, u cilju degaziranja.

3.4. Priprema nanokapsula

5 % m/m karvakrola, raCunato na masu biopolimera, dodato je u 2 % m/m rastvore
smesa zeina 1 kalafonijuma, u masenim odnosima ZK/ 1/0, 0,8/0,2 1 0,6/0,4. Tako pripremljen

rastvor, ukapavan je u destilovanu vodu, te su Z i Z/K nanokapsule formirane metodom
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smanjenja rastvorljivosti, analogno postupku dobijanja Z i Z/K nanocestica. Na ovaj nadin,

pripremljene su 0,4% m/m disperzije nanokapsula.

3.5. Priprema zeinskih filmova

Zeinski filmovi pripremani su izlivanjem 2,5 ml 4% m/m disperzije nanocestica zeina u
vodi ili 4% m/m rastvora zeina u 90% etanolu u kruzne silikonske kalupe, pre¢nika 3,5 cm, i
susenjem u susnici 3 — 8 h, na 50°C. Na taj na¢in dobijeni su filmovi koji sadrze 0,1 g zeina.
Za pripremu filmova koris¢ene su disperzije (Zq filmovi) sa Cesticama razliCite veli¢ine
(NC90 i NC180), uz dodatak 30% propilen—glikola, ra¢unato na masu zeina, kao
plastifikatora (ZDPGNC90 i ZDPGNCI180 filmovi) i bez plastifikatora (ZDNC90 i
ZDNC180 filmovi). Takode, pripremani su filmovi iz etanolnog rastvora zeina (Z; filmovi),
bez plastifikatora (ZR filmovi) i sa 30% propilen—glikola, racunato na masu zeina (ZRPG
filmovi). Nakon suSenja, filmovi su ostavljeni da stoje u kalupima na sobnoj temperaturi
preko no¢i, kako bi se olaksalo odvajanje od silikonskog kalupa, a potom vadeni iz kalupa i
¢uvani na 4°C, pre dalje karakterizacije. Sadrzaj vlage u filmovima kondicioniranim 24h u
eksikatoru, u uslovima relativne vlaznosti vazduha 0%, iznosila je 6,86 = 2,01 %, dok je

sadrzaj pepela u jednako tretiranim filmovima, odreden u skladu sa standardnom AOAC

metodom, bio 0,99 + 0,20 %.

3.6. Odredivanje veli¢ine i raspodele veli¢ina nanocestica

Srednji intezitetni pre¢nik i1 raspodela veli¢ina nanocestica zeina, Selaka, kalafonijuma,
kao 1 kompozitnih nanoCestica zein/smola, odredivani su metodom dinamickog rasipanja
svetla (eng. DLS), uz pomo¢ ZetaSizer—-a Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, Velika
Britanija), na 25°C. Za odredivanje veli¢ine nanodestica koris¢ene su jednokratne
polistirenske kivete. Srednji intezitetni precnik i raspodela veli¢ina nanocestica odredivani su
u disperzijama nanocestica razblazenim demineralizovanom vodom do 0,1% m/m, na pH
vrednostima 3-12. pH suspenzija podesavana je pomoc¢u 0,1 mol/L HCI ili 0,1 mol/L NaOH,
24 h pre pocetka merenja. Za svaki uzorak suspenzija nanocestica, srednji intezitetni pre¢nik

izmeren je minimalno tri puta, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja.
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Promena srednjeg intenzitetnog precnika Z 1 Z/K 0,8/0,2 nanocestica usled dodatka
GA, pracena je u toku titracije 0,1% m/m suspenzija Z 1 Z/K 0,8/0,2 nanocestica 1%
rastvorom GA, na pH vrednostima 3-5,5. Promena pre¢nika merena je pomoc¢u ZetaPlus Zeta
Potential analizatora (BIC, SAD). U kivetu sa 2 ml suspenzije dodavani su alikvoti od 15 pl
rastvora GA, sve do postizanja odnosa NC:GA=1:2. Nakon dodatka svakog alikvota,
suspenzija je intenzivho meSana na magnetnoj mesalici, a zatim je odredivan srednji
intenzitetni preénik Cestica. Na svakoj pH titracija obe suspenzije rastvorom GA ponovljena

je tri puta, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri merenja.

3.7. Elektri¢ne osobine nanocestica

3.7.1. Odredivanje zeta potencijala

Zeta potencijal nanocestica zeina, Selaka, kalafonijuma, kao i kompozitnih nanocestica
zein/smola, odredivan merenjem elektroforetkse pokretljivosti, uz pomo¢ ZetaSizer—a Nano
ZS (Malvern Instruments Ltd, Velika Britanija), na 25°C. Za odredivanje zeta potencijala
kori§¢ena je proto¢na kiveta. Zeta potencijal nanocestica odredivan je u disperzijama
nanocestica razblazenim demineralizovanom vodom do 0,1% m/m, na pH vrednostima 3—12.
pH suspenzija podeSavana je pomocu 0,1 mol/L HCI ili 0,1 mol/L NaOH, 24 h pre pocetka
merenja. Za svaki uzorak suspenzija nanocestica, zeta potencijal je izmeren minimalno tri
puta, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti merenja.

U cilju ispitivanja uticaja GA na naelektrisanje nanocestica, zeta potencijal Z 1 Z/K
0,8/0,2 nanocestica, pre i posle dodatka GA, odreden je na pH vrednostima 3-5,5, pomocu
ZetaPlus Zeta Potential analizatora (BIC, SAD). pH vrednost podesena je koriste¢i 0,1 mol/L
HCI, a odnos NC:GA bio je 1:1. Na svakoj pH, zeta potencijal nanodestca sa i bez GA
izmeren je po tri puta, na sobnoj temperaturi, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti

merenja.

3.7.2. Odredivanje povrsinske gustine naelektrisanja nanocestica

PovrSinska gustina naelektrisanja Z i Z/K 0,8/0,2 nanocCestica, odredena je pomocu

detektora naelektrisanja estica Miitek—PCDO05 (BTG Instruments, Svajcarska). 0,4% m/m
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suspenzije nanocestica razblazene su demineralizovanom vodom do koncentracije 0,1% m/m.
Polielektroliti, NaPSS i PDADMAC, rastvoreni su u demineralizovanoj vodi, tako da
koncentracija u rastvoru, racunata na osnovu molarne mase gradivnih jedinica polimera,
iznosi 10° mol/L. Povriinska gustina naclektrisanja nanodestica odredivana je na pH
vrednostima u rasponu 3-9. pH vrednost disperzija podesavana je neposredno pre pocetka
merenja, uz pomo¢ 0,1 mol/L NaOH 1 0,1 mol/L HCI. Nakon podeSavanja pH vrednosti, u
mernu celiju detektora odmereno je 10 ml suspenzije, te titrisano rastvorom odgovarajuceg
polielektrolita (PDADMAC pri pH =7 — 9 ili NaPSS at pH = 3 — 5). Tok titracije pracen je
merenjem vrednosti elektri¢nog potencijala, a titracija je zavrSena u trenutku kada elektri¢ni
potencijal promeni znak. PovrSinska gustina naelektrisanja racunata je na osnovu zapremine

rastvora elektrolita utroSene u toku titracije, koriste¢i formulu (8):

__ Fxc(PE)*V(PE)

Otot = (ne) )

gde F predstavlja Faradejevu konstantu (C/mol), c(PE) koncentraciju titranta (mol/L), V(PE)
zapreminu titranta potrebnu da se neutraliSe ukupno naelektrisanje ¢estica u 10 mL suspenzije
(L), am(NC) masu nanp&estica u 10 mL suspenzije.

Na svakoj od navedenih pH vrednosti merenja su ponovljena po tri puta za svaku

suspenziju, a rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri merenja.

3.8. Izotermalna titraciona kalorimetrija

Izotermalni mikrokalorimetar (model CSC 4200, Calorimetry Science Corp., SAD)
primenjen je za merenje promena entalpije u toku titracije Z i Z/K 0,8/0,2 suspenzija
nanocestica rastvorom GA. U skladu sa metodom koju su predlozili Baier i sar. (2011), 1,3
ml 0,5% suspenzije nanoCestica, titrisano je 5% rastvorom GA, dodavanjem 16 uzastopnih
alikvota od po 15 pl, sa medusobnim razmakom od 6 min, sve do dostizanja ukupne
zapremine od 240 pl rastvora GA. Mikrokalorimetrijska merenja su radena na tri razli¢ite pH
vrednosti, 3, 4 1 5,5, sve tri ispod izoelektri¢ne tacke zeina (IET, = 6,2) (Patel i sar. 2010).
Navedene pH vrednosti izabrane su zato $to je zein poziivno naelektrisan na pH < 6,2, te
dolazi u interakciju sa negativno naelektrisanom GA, koje je stabilna na pH > 3. pH

suspenzija podesavana je pomocu 0,1 mol/L HCI (pH = 3 1 pH = 4), dok je pH = 5,5, pH
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vrednost suspenzije bez dodavanja HCl. Tokom svih merenja, temperatura je odrzavana na
25°C. Takode, u toku svih merenja, referentna kalorimeterijska ¢elija bila je ispunjena sa 1,3
ml destilovane vode. Za vreme merenja, suspenzija je intenzivno meSana uz pomoc¢
propelerske mesalice integrisane u mikrokalorimetru. Kako bi se odredila toplota razblazenja
rastvora GA, merna kalorimetrijska ¢elija napunjena je destilovanom vodom, te je izveden
postupak titracije na isti na¢in kao 1 pri titraciji suspenzije, pri ¢emu su koriS¢ene iste
koncentracije rastvora GA i pH vrednosti titranda. Takode, sprovedena su dodatna merenja
promene entalpije na pH = 4, uz koris¢enje duplo koncentrovanije suspenzije i rastvora GA,
kako bi se promene entalpije intenzivirale. U ovom slucaju, rastvor GA dodavan je u mernu
¢eliju u alikvotima od po 10 pl, te je dodato 24 alikvota kako bi se postigla ukupna zapremina
rastvora GA od 240 ul. Na svakoj pH vrednosti titracije su ponovljene po tri puta, a rezultati

su prikazani kao srednje vrednosti merenja.

3.9. Skenirajucéa elektronska mikroskopija i mikroskopija atomskih sila

Za uporednu morfolosku analizu Z 1 Z/K 0,8/0,2 nanocestica, sa i bez GA, pomoc¢u
skenirajuce elektronske mikroskpoije, koris¢en je Helios NanoLab™ 650 (FEI, SAD). Za
pripremu uzoraka nanocestica sa GA, suspenzije nanocCestica koncentracije 0,1 % m/m
pomesane su sa 5 % m/m rastvorom GA, tako da maseni odnos nanocestica i1 GA bude 1. Po
jedna kap suspenzija Z i Z/K 0,8/0,2 NC sa GA nanesena je staklenu mikroskopsku
predmetnicu. Takode, po jedna kap suspenzija Z i Z/K 0,8/0,2 NC bez GA nanesena je na
staklenu predmetnicu. Uzorci na predmetnicama osuSeni su preko noci, na sobnoj
temperaturi.

Mikrofotografije zeinskih filmova snimljene su pomocu elektronskog mikroskopa JSM-
6460 LV (JEOL, Japan).

Reljefne i morfoloske osobine zeinskih filmova analizirane su pomo¢u mikroskopa
atomskih sila NT-MDT Ntegra SPM (Spectrum Instruments, Irska), u polukontaktnom
rezimu greSke (eng. Semi-contact Error Mode). Kod svakog filma snimljena je povrSina od
100 pm?, pri &emu je primenjena frekvencija skeniranja od 1 Hz, sa pomerajem 39,0 nm i
amplitudom oscilovanja nosaca 10,0 V. Na osnovu dobijenih podataka odreden je morfoloski

profil i prosec¢na hrapavost povrSine zeinskih filmova.
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3.10. Debljina filmova

Debljina filmova izmerena je pomocu digitalnog mikrometra (Mitutoyo, Nemacka) i
izrazena kao srednja vrednost debljine 10 filmova, gde je kod svakog filma debljina merena u

najmanje 5 tacaka.

3.11. FTIR spektroskopija

FTIR spektri Z,, kao i Zy filmova sa i bez propilen—glikola snimljeni su pomocu
IRAffinity-1S FTIR spektrofotometra (Shimadzu, Japan). Spektri su snimani u oblasti od

4000 cm™ do 700 cm™, u rezimu merenja transmisije IR zraka.

3.12. Otpustanje karvakrola iz nanokapsula

Maksimalna koncentracija aditiva (MKA) karvakrola u 1% m/v rastvoru Tween-a 20 i
1% m/v rastvoru Tween—a 80 odredena je spektrofotometrijski (HALO DB-20S UV-Vis
spektrofotometra Dynamica, Switzerland). 100 ml rastvora Tween—a odmereno je u levak za
ekstrakciju sa Slifovanim zatvaraCem, a zatim titrisano dodavanjem alikvota od po 15 pl
99%-tnog karvakrola. Na taj nacin, pripremane su smeSe karvakrola i rastvora Tween-a, sa
razli¢itim koncentracijama karvakrola (od 0,015% do 0,18% v/v). Nakon dodatka svakog
alikvota, smese su intenzivno muckane, a potom im je izmerena apsorbanca na 275 nm.

0,4% disperzije Z i Z/K nanokapsula filtrirane su kroz ultrafiltar (L/S Economy Drive,
Masterflex, SAD, peristalticka pumpa; Vivaflow 200 filtraciona celija sa 10000 HY
membranom, Sartorius, Nemacka; uz primenu transmembranskog pritiska od 3 bar), u cilju
uklanjanja etanola i neinkapsuliranog karvakrola. 100 ml svake disperzije nanokapsula je
filtrirano i sakupljano 60 ml permeata, a potom je tako koncentrovana disperzija ponovo
razblazivana demineralizovanom vodom do 100 ml. Ciklus ultrafiltracije ponavljan je tri puta
za svaku disperziju.

3 ml profiltrirane disperzije razblazivano je sa 3 ml 2% rastvora Tween—a 20 i meSano

na magnetnoj mesalici u toku 24 h, kako bi se postiglo otpustanje karvakrola iz nanokapsula.
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Nanokapsule su zatim precipitovane dodavanjem 0,01 mol/L HCI ili 0,01 mol/L NaOH.
Precipitat je od supernatanta odvajan filtracijom kroz filtar sa velicinom pora 0,45 um
(celuloza—nitratni membranski filtar, Sartorius, Nemacka) i spektrofotometrijski je odredivan
sadrzaj karvakrola u supernatantu, merenjem apsorbance na 275 nm, uz pomo¢ HALO DB-

20S UV-Vis spektrofotometra (Dynamica, Switzerland).
3.13. Barijerna svojstva zeinskih filmova

3.13.1. Apsorpcija vlage

Apsorpcija vlage zeinskih filmova pri relativnoj vlaznosti vazduha 65 % i temperaturi
20+2°C, odredivana je gravimetrijski. Prethodno, filmovi su kondicionirani 24h u eksikatoru
u uslovima 0 % vlaznosti vazduha. Nakon kondicioniranja, filmovi su drzani 72h u
eksikatoru pri vlaznosti vazduha od 65 %, koja je postignuta pomoc¢u zasi¢enog rastvora
NaBr. Masa svakog filma izmerena je pre stavljanja u eksikator sa vlaznim vazduhom (my), a
zatim ponovo merena na svakih 24h (m,). Apsorbovana vlaga izracunata je prema jednacini

(9):

Apsorbovana vlaga (%) = @ %X 100 9)
0

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri merenja.

3.13.2. Rastvorljivost u vodi

Rastvorljivost zeinskih filmova u vodi odredivana je gravimetrijski. Filmovi su
kondicionirani 24h u eksikatoru u uslovima 0 % vlaznosti vazduha, a potom je izmerena
masa filmova i korigovana za proseénu vrednost zaostale vlage (my). Svaki film je zatim
potopljen u ¢asu sa 50 ml demineralizovane vode i ostavljen da stoji u vodi 24h, na sobnoj
temperaturi, bez meSanja. Masa suvog ostatka nakon 24 h odredena je nakon susenja filmova
na 105°C, do konstantne mase (m,). Rastvorljivost filmova (R) racunata je prema formuli
(20):
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mf—Mp

R(%) = x 100 (10)

mg

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri istovetna merenja.

3.13.3. Propustljivost vodene pare

Propustljivost vodene pare (PVVP) filmova takode je odredivana gravimetrijski, u skladu
sa metodom opisanom kod (Cao i sar. 2017). Filmovi su, prethodno, kondicionirani u
eksikatoru pri vlaznosti vazduha od 65 %, u toku 24h. U plasticne bocice sa navojnim
zatvaraem odmereno je priblizno 9 g demineralizovane vode, a zatim su kondicionirani
filmovi iseCeni na krugove pre¢nika otvora bocice, te stavljeni na otvor svake bocice. Na
bocice su potom zavrnuti zatvaraci, na kojima je prethodno napravljen kruzni otvor pre¢nika
d = 1,78 mm. Izmedu filma i zatvaraca postavljeni su silikonski prstenovi sa otvorom istog
pre¢nika kao na zatvaracu, kako bi se sprecilo pucanje filmova prilikom zavrtanja zatvaraca i
obezbedilo da vodena para iz bocice izlazi jedino kroz film. Tako zatvorene boc¢ice smestene
su u eksikator sa relativnom vlazno$¢u vazduha 0%. Isparavanje vode kroz film praceno je
merenjem mase zatvorenih bocica na svakih sat vremena u toku prvih 8 sati, a potom na
svakih 24 h u naredna tri dana. Na osnovu podataka dobijenih merenjem mase bocica,
ustanovljena je linearna zavisnost mase propustene vodene pare od vremena, te je graficki
odreden nagib (k) za svaku bocicu, odnosno za svaki testiran film. Na osnovu nagiba,

izraCunata je brzina propustanja vodene pare (BPVP) prema jednacini (11):

BPVP (mgzh) =k x P; (11)
gde Pr predstavlja povrsinu filma kroz koju prolazi vodena para. PVP je zatim racunata

prema jednacini (12):

gmm
m2h kPa

PVP (

1
) = BPVP x — (12)

gde je | debljina filma, a AP = 3,17 kPa razlika napona pare unutar bocice (RV = 100 %) i
unutar eksikatora (RV = 0 %).
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Rezultati odredivanja propustljivosti vodene pare su prikazani kao srednja vrednost tri

merenja.
3.14. Opticka svojstva zeinskih filomva

3.14.1. Zamucéenost

Merenje zamucenosti zeinskih filomva izvedeno je i skladu sa metodom opisanom kod
Rodsamran i Sothornvit (2017). Zeinski filmovi iseCeni su na trake, ¢ija povrSina odgovara
uzduznom popre¢nom preseku kivete UV-VIS spektrofotometra HALO DB-20S (Dynamica,
Austrija). Spektrofotometrijski je merena apsorbanca svake trake na talasnoj duzini od 600

nm, dok je zamuéenost (O) ra¢unata prema jednacini (13):
A
0(%) = = x 100 (13)

gde je A apsorbanca filma na talasnoj duzini od 600 nm, a | debljina filma.

3.14.2. Boja

Boja filmova odredivana je pomo¢u MINOLTA Chroma Meter CR 400 digitalnog
kolorimetra, sa osmomilimetarskim otvorom blende (Konica Minolta Inc., Osaka, Japan). U
svim merenjima kori$éen je D65 izvor svetlosti i standardni ugao detektora od 2°. Boja
filmova izrazavana je pomocu CIE L*a*b* sistema. Parametar L* odgovara svetlini filma,
dok parametri a* i b* definiSu preovladujuce boje u uzorku. Pozitivne vrednosti parametra a*
ukazuju na to da u uzorku preovladuje crvena boja, a negativne da preovladuje zelena boja.
Kod parametra b*, pozitivne vrednosti ukazuju da zuta boja preovladuje nad plavom, a
negativne da plava preovladuje nad zutom. Parametri su mereni na najmanje 10 filmova,
poslaganih jedan preko drugog, da bi se izbegla greska usled transparentnosti filmova. Na

osnovu izmerenih parametara, raCunata je ukupna razlika boje (AE*), prema jednacini (14):

AE* = [(AL*)*+(Aa*)+H(Ab*)?]¥2 (14)
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gde su AL*, Aa* 1 Ab* raCunati u odnosu na apsolutno transparentan film (L*=0, a*=0,

b*=0). Takode, rac¢unat je indeks Zute boje (YI) zeinskih filmova, prema jednacini (15):

100X (CyxxX—CyzXZ)

YI
Y

(15)

gde su X, Y i Z koeficijenti izmereni pomocu kolorimetra, a Cyx i C, konstante karakteristicne

za primenjeni izvor svetlosti i detektor.

3.14.3. Mehanicka svojstva

Mehanicka svojstva filmova ispitivana su pomocéu Tensile Tester EZ-LX uredaja za
ispitivanje mehanickih osobina materijala (Shimadzu, Japan). Filmovi su kondicionirani 24h
na vlaZznosti vazduha 65%, te iseCeni na trake Sirine 10 mm. Trake su pojedinac¢no
pricvrS¢ivane u stege mernog dela uredaja, postavljene jedna iznad druge na pocetnom
rastojanju 23 mm. U toku merenja, rastojanje izmedu stega povecavano je za 1 mm/min sve
do momenta pucanja filma. Na osnovu rezultata dobijenih u toku merenja, odredena je
zatezna Cvrstoca, izduzenje pri Kidanju, kao i Jangov modul elasti¢nosti zeinskih filmova.

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri istovetna merenja.

3.15. Statisticka analiza

Za statistiCcku analizu koris¢eni su ANOVA i Tukey test. Eksperimentalni podaci
analizirani su uz pomo¢ jednofaktorske analize varijanse (ANOVA), sa intervalom poverenja
95%. Srednje vrednosti merenja su potom poredene pomocu Tukey testa, post hoc testa za

visestruko poredenje.
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4. REZULTATI I
DISKUSIJA

4.1. Koloidne osobine nanodestica

4.1.1. Nanocestice zeina

Disperzije nanoCestica zeina pripremane su dodavanjem osnovnih rastvora zeina,
razli¢itih koncentracija, u vodu, pri ¢emu molekuli zeina koji su bili rastvoreni u etanolu
precipituju i obrazuju nanocestice. Zavisnost proseénog pre¢nika formiranih nanocestica
zeina, din, 0d koncentracije zeinskih etanolnih rastvora (Cz), prikazana je na Slici 24. Kao sto
se moze videti sa Slike 24, koncentracija zeina u osnovnom rastvoru utice na pre¢nik
nanocestica u nastaloj disperziji. Povecanje Cz od 0,5 % do 10 % zeina u 90% etanolu, na
sobnoj temperaturi, dovodi do linearnog povecanja pre¢nika nanocestica od 80 nm do 180
nm. U datim uslovima zavisnost pre¢nika nanocestica od Cz definisana je funkcijom

d=11,43-Cz+70,88. Povecanje precnika nanoCestica je posledica poveéanja viskoziteta
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rastvora, sa povecanjem koncentracije zeina. Veci viskozitet rastvora doprinosi formiranju
vecéih Cestica tokom precipitacije u nerastvaracu (Zhong i Jin 2009). Generalno gledano,
tokom precipitacije biopolimera u nerastvaracu, javljaju se tri kompetitivna mehanizma, od
kojih zavisi veli¢ina nastalih Cestica (Zhong i Jin 2009). To su: 1) razrusavanje kapi
etanolnog rastvora usled smicajnih sila u dodiru sa ve¢om koli¢inom vode; 2) koalescencija
kapi analogno emulzijama 1 3) ocCvrS¢avanje rastvorenih materija usled razredivanja
rastvarac¢a nerastvaracem. Dinamika navedena tri procesa u mnogome zavisi od razliitih
faktora, poput koncentracije etanola u etanolnim rastvorima, intenziteta primenjenog
mesanja, itd. Linearno povecanje precnika nanocestica sa povecanjem koncentracije

omogucava pripremu disperzija nanocestica unapred odredene veli€ine.

d,=11.43Cz+70.88
R®=0.9926

0 ? T T T v T T T ¥ T
0 2 4 6 8 10

Cz [%]

Slika 24. Zavisnost veli¢ine zeinskih nanocCestica od koncentracije osnovnog rastvora zeina.

Na Slici 25 prikazana je zavisnost pH vrednosti disperzije nanocestica zeina od
koncentracije nanocCestica u disperziji. MoZe se primetiti da pH vrednost sveze pripremljenih
disperzija nanocestica zeina ne zavisi od koncentracije zeina, u opsegu koncentracije 1 —2 %
zeina u disperziji, gde je vrednost pH ~ 4, dok je nesSto veca pri koncentraciji zeina < 1 %
(Slika 25). Prilikom ¢uvanja uzoraka tokom duzeg vremena dolazilo je do sedimentacije
nanocestica i obrazovanja taloga, a nastali talog se mogao lako redispergovati blagim
meSanjem. Stabilnost samih disperzija moZe se posmatrati sa stanoviSta gravitacione
stabilnosti i koloidne stabilnosti. Kod pripremljenih disperzija, gravitaciona nestabilnost
nastupala je tek posle nekoliko dana, Sto je posledica je male veliine zeinskih nanocestica,

kod kojih Braunovo kretanje nadvladava gravitacione sile. S druge strane, koloidna stabilnost
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Slika 25. Zavisnost pH vrednosti disperzije nanocCestica zeina od koncentracije nanocestica u

disperziji.

disperzija zeinskih nanocestica posledica je istoimenog naelektrisanja nanocestica, koje

dovodi do medusobnog elektrostatiCkog odbijanja Cestica i time ih stabilizuje.

Zavisnost zeta potencijala nanocestica zeina od pH vrednosti disperzije prikazana je na

Slici 26. Na slici 26 se moze videti da su na pH = 3 — 5 nanocestice pozitivno naelektrisane,

pri ¢emu je na pH = 4, koliko iznosi pH vrednost sveZze pripremljenih suspenzija, zeta

potencijal 25 mV. Sa poveCanjem pH vrednosti zeta potencijal opada do dostizanja

izoelektri¢ne tacke (IET), koja je na pH = 6,2, §to odgovara literaturnim podacima (Patel i

ostali 2010). Daljim povecanjem pH vrednosti disperzije, Cestice postaju negativno

naelektrisane, te je najveca negativna vrednost zeta potencijala od -40 mV dostignuta pri pH

=9.

¢ (mv)

-20 4

-40 4

-60 4

60

40 4

20 4

Slika 26. Zavisnost zeta potencijala nanocestica zeina od pH vrednosti disperzije.
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Slika 27. Zavisnost srednjeg intenzitetnog pre¢nika nanocestica zeina od pH vrednosti

disperzije.

Slika 27 prikazuje zavisnost srednjeg intenzitetnog preénika zeinskih nanocestica od
pH vrednosti disperzije. Sa Slike 27, moze se videti da pH vrednost disperzije utice na
veli¢inu nanocestica zeina, te da su se najmanje zeinske Cestice, d ~ 100 nm, obrazovale pri
najnizim i najvisim ispitivanim pH vrednostima, pH = 3, pH = 4, pH = 9 i pH = 10. Srednji
pre¢nik nanocestica je utoliko veéi, Sto je pH vrednost bliza vrednosti IET (pl = 6,2), jer
usled smanjenja naeclektrisanja nanocestica dolazi do njihove aglomeracije. U skladu s tim,
najveci srednji precnik imaju nanocestice na pH = 7, gde je d > 300 nm, dok je na pH = 6

doslo do potpune precipitacije nanocestica.

Raspodela veli¢ina zeinskih nanocestica u disperzijama razli¢itih pH vrednosti
prikazana je na Slici 28. Sa Slike 28 moze se videti da je raspodela veli¢ina nanocestica zeina
monomodalna i simetri¢na na svim pH vrednostima. Na Slici 25A se moze primetiti da se na
pH = 3 — 5 sa porastom pH povecava vrednost najverovatnijeg precnika. Na pH = 5 moZe se
videti nesto Sira raspodela, u odnosu na pH = 3 1 pH =4, Sto je 1 o¢ekivano na pH bliskim IET
zeina (pl = 6,2). S druge strane, sa Slike 25B se moze videti da vrednost najverovatnijeg
pre¢nika opada sa povecanjem pH vrednosti od 7 do 10. Na pH = 7, Sira raspodela i veca
vrednost najverovatnijeg precnika uslovljena je prisustvom krupnijih Cestica, koje su nastale
usled precipitacije na pH bliskoj IET. Posmatrajuéi raspodele na pH = 7 — 10, moze se videti

da je najuza raspodela na pH = 9.
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Slika 28. Raspodela veli¢ina zeinskih nanocestica na razli¢itim pH vrednostima.

4.1.2. Nanocestice Selaka i kalafonijuma

Disperzije nanocestica Selaka i kalafonijuma pripremane su metodom precipitovanja u
nerastvaracu, na isti nacin kao i zeinske nanocestice. Zavisnost zeta potencijala nanocestica
zeina, selaka i kalafonijuma od pH vrednosti disperzije prikazana je na Slici 29. Sa grafika na
Slici 29 moze se videti da su, za razliku od nanolestica zeina, nanoCestice Selaka i
kalafonijuma negativho naelektrisane u celom opsegu ispitivanih pH vrednosti.
Naelektrisanje nanocestica Selaka krece se u rasponu od -27 mV do -48 mV, a nanocestica
kalafonijuma od -18 mV do -62 mV. Negativno naelektrisanje potice od jonizovanih
karboksilnih grupa estara 1 poliestara polikarboksilnih kiselina, pretezno aleurinske,
butolinske, Seloinske 1 jalarinske kod Selaka, 1 smolastih kiselina, uglavnom izomera

abietinske kiseline kod kalafonijuma (Wang i ostali 1999, McKeon i ostali 2014). Stabilne
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disperzije nanocestica Selaka obrazovane su na pH = 4 — 9, dok su disperzije nanocestica
kalafonijuma bile stabilne na pH = 3 — 8. Nanocestice kalafonijuma precipituju na pH =2, a
nanocCestice Selaka na pH = 3, gde njihov zeta potencijal tezi nuli. Precipitacija je posledica
smanjenja nelektrisanja nanocestica i ukazuje na to da navedene vrednosti pH odgovaraju
izoelektricnim taCkama polimera. Izoelektricne tacke zeina, Selaka 1 kalafonijuma
ustanovljene na osnovu rezultata merenja zeta potencijala prikazane su na Slici 30. Selak i
kalafonijum se rastvaraju na vi§im pH vrednostima, tacnije na pH > 9 za Selak i pH > 8 za

kalafonijum.
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Slika 29. Zavisnost zeta potencijala nano&estica zeina (Z), $elaka (S) i kalafonijuma (K), od

pH vrednosti disperzije.
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Slika 30. Izoelektri¢ne tacke zeina (Z), $elaka (S) i kalafonijuma (K).
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Zavisnost srednjeg intenzitetnog pre¢nika nanocestica zeina, Selaka i kalafonijuma od
pH vrednosti disperzije, prikazana je na Slici 31. Sa slike se moze videti da pH vrednost
disperzije ne uti¢e na veli¢inu nanocestica $elaka, ¢iji je srednji precnik iznosio priblizno 100
nm, na svim ispitivanim pH vrednostima. S druge strane, pH vrednost ima veliki uticaj na
veli¢inu nanocestica kalafonijuma. Kao i kod zeinskih nanocestica, nanocestice kalafonijuma
su najkrupnije kad je pH vrednost bliska vrednosti IET kalafonijuma, te je tako na pH = 3
srednji intenzitetni precnik Cestica bio d = 370 nm. Na pH = 4, pH = 5 i pH = 6, srednji
pre¢nik nastalih nanocestica je bio konstantan i iznosio je d = 330 nm. Daljim povecanjem
pH vrednosti, veli¢ina ¢estica opada na d = 300 nm pri pH = 7, odnosno d =220 nm pri pH =
8. Smanjenje veli¢ine nanoCestica najverovatnije je prouzrokovano povecanom
rastvorljivos¢u kalafonijuma na visim pH vrednostima (Pathak i Dorle 1987).

Raspodela veli¢ina nanocestica Selaka i kalafonijuma, pri razliitim pH vrednostima,
prikazana je na Slici 32 i Slici 33, respektivno. Sa Slike 32 se moze uociti da se kod
nanocesica Selaka, raspodela veliCina Cestica poklapa za skoro sve ispitivane pH vrednosti,
Sto je 1 oCekivano, s obzirom da je pokazano da pH vrednost disperzija ne uti¢e na velic¢inu
nanocCestica Selaka (Slika 31). Raspodela veli¢ina nanocestica Selaka simetri¢na je i

monomodalna na svim ispitivanim pH vrednostima.
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Slika 31. Zavisnost srednje intezitetnog pre¢nika nanolestica zeina (Z), $elaka (S) i

kalafonijuma (K), od pH vrednosti disperzije.
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Slika 32. Raspodela veli¢ina nanocestica Selaka na razli¢itim pH vrednostima.
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Slika 33. Raspodela veli¢ina nanocCestica kalafonijuma na razli¢itim pH vrednostima.
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S druge strane, na Slici 33, koja prikazuje raspodelu veli¢ina nano¢estica kalafonijuma,
moze se videti da se Sirina raspodele i najverovatniji pre¢nik nanocestica razlikuju kod
razlicitih disperzija, u zavosnosti od pH. Raspodela veli¢ina nanocestica kalafonijuma najuza
je na pH =9, a najsira na pH = 3. Najverovatniji precnik Cestica je priblizno isti na pH = 3 —
6, a potom opada sa povecanjem pH od 6 do 9, zbog delimi¢nog rastvaranja nanocestica u
blago baznim uslovima. Raspodela veli¢ina Cestica kalafonijuma je monomodalna na svim

ispitivanim pH vrednostima.

4.1.3. Kompozitne nanocestice zein/Selak i zein/kalafonijum

Disperzije kompozitnih nanoCestica zein/smola, pripremljene precipitacijom
rastvorenih smesa biopolimera, U vodi, rablazivane su nakon pripreme, te su ispitivane
koloidne osobine nastalih nanocestica, na razli¢itim pH vrednostima.

Fotografije disperzija kompozitnih nanogestica zein/Selak (Z/S) na razli¢itim pH (3 —
11) 1 sa razli¢itim masenim odnosima Z/S (1/0; 0,8/0,2; 0,5/0,5 i 0/1) prikazane su na Slici

34. Dispergovane Cestice rasipaju svetlost, te izazivaju zamucenost disperzija, koja istovre—

Slika 34. Fotografije disperzija nanodestica zein/Selak (Z/S) na razli¢itim pH (3 — 11) i sa
razli¢itim masenim odnosima Z/S (1/0; 0,8/0,2; 0,5/0,5 1 0/1).
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meno zavisi od veli¢ine prisutnih ¢estica. Disperzija Z/S 1/0, na pH = 11, i sve druge Z/S
disperzije, na pH = 10 i pH = 11, su transparentne, §to ukazuje na rastvaranje nanocestica na
tim pH vrednostima. Ova pojava odgovara podacima iz literature, koji govore da su oba
biopolimera, zein i Selak, rastvorljivi u baznim vodenim sredinama (Shukla i Cheryan 2001,
Farag i Leopold 2011). Precipitacija Z/S nanodestica primec¢ena je na pH = 6 kod Z/S 1/0, na
pH =5 i pH = 6 kod Z/S 0,8/0,2, na pH = 5 kod Z/S 0,5/0,5 i na pH = 3 kod Z/S 0/1. Do
precipitacije dolazi usled smanjenog naelektrisanja Cestica na pH vrednostima bliskim IET,
zbog Cega je smanjen i intenzitet elektrostatickog odbijanja medu cesticama, Sto ih Cini

koloidno nestabilnim.
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Slika 35. Zavisnost zeta potencijala (A) i srednjeg intenzitetnog pre¢nika (B) nanocestica
zein/Selak (Z/ S) na razli¢itim pH (3 — 10) i sa razli¢itim masenim odnosima Z/ S (1/0; 0,8/0,2;
0,5/0,51 0/1).
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Zavisnost zeta potencijala Z/S nano&estica, sa razli¢itim Z/S masenim odnosom, od pH
vrednosti, prikazan je na Slici 35A. Sa slike se moze videti da su Z/S 1/0, Z/S 0,8/0,2 i Z/S
0,5/0,5 nanocestice pozitivno naelektrisane pri kiselim pH vrednostima, a negativno pri
neutralnim i baznim uslovima. Nanoéestice Z/S 0/1 negativno su naelektrisane na svim
ispitivanim pH vrednostima. Usled intenzivne koagulacije tokom precipitacije u nerastvaracu,
nije bilo moguée pripremiti Z/S nanodestice kod kojih bi $elak bio u visku, odnosno Z/S
nanodestice sa Z/S masenim odnosom veéim od 0,5/0,5. Zavisnost srednjeg intenzitetnog
preénika Z/S nanodestica, sa razli¢itim Z/S masenim odnosom, od pH vrednosti, prikazan je
na Slici 35B. Na slici se mozZe videti da su sve pripremljene Z/S &estice bile nanometarskih
veliina, ¢iji precnik raste kako se vrednost pH priblizava vrednosti IET odgovarajucih
nanocestica. Uticaj pH vrednosti na veli¢inu Cestica postaje izraZeniji sa poveéanjem udela
zeina u sastavu Z/S &estica.

Slika 36 prikazuje zavisnost izoelektri¢ne tacke nanocestica zein/Selak od udela Selaka,
ustanovljene na osnovu rezultata merenja zeta potencijala. Sa slike se moZe videti da vrednost
IET opada se poveéanjem udela Selaka u sastavu Z/S nanodestica, §to odgovara rezultatima
vizuelnih opazanja (Slika 34), a posledica je negativnog nelektrisanja molekula Selaka.

Fotografije disperzija nanoCestica zein/kalafonijum (Z/K) na razli¢itim pH (2 — 11) i sa
razli¢itim masenim odnosima Z/K (1/0; 0,8/0,2; 0,4/0,6 i 0/1) prikazane su na Slici 37. Sli¢no
kao kod Z/S disperzija, Z/K disperzije su zamuéene, osim u slucaju ako su Gestice
precipitovane ili rastvorene. Takode, sa Slike 37, moze se videti da se, sa pove¢anjem udela
kalafonijuma u sastavu Cestica, snizava pH vrednost na kojoj pocinje rastvaranje Z/K cCestica.
Tako se, na osnovu vizuelnih zapaZzanja, moZe primetiti da se Z/K 1/0 nanocestice rastvaraju

napH =11, Z/K 0,8/0,2 na pH =10, a Z/K 0,4/0,6 na pH = 8.

IET

T ¥ T v T ' T ¥ T ¥ T
0 20 40 60 80 100

Udeo Selaka (%)

Slika 36. Zavisnost izoelektri¢ne tacke nanocestica zein/Selak od udela Selaka.
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Slika 37. Fotografije disperzija nanoCestica zein/kalafonijum (Z/K) na razli¢itim pH (2 — 11) i
sa razli¢itim masenim odnosima Z/K (1/0; 0,8/0,2; 0,4/0,6 1 0/1).

Slika 38A prikazuje zavisnost zeta potencijala Z/K nanocestica, sa razli¢itim Z/K
masenim odnosom, od pH vrednosti disperzije. Sa Slike 38A se moze videti da su Z/K 1/0,
0,8/0,2 1 0,4/0,6 nanocestice pozitivno naelektrisane na pH = 3 — 5, a negativno na pH > 7.
Z/K 0/1 nanocestice su negativno naelektrisane na svim ispitivanim pH vrednostima. Na
Slici 38B prikazana je zavisnost srednjeg intenzitetnog prec¢nika Z/K nanocestica, sa
razli¢itim Z/K masenim odnosom, od pH vrednosti disperzije. Sa slike 38B se moZe zapaziti
da su sve pripremljene Z/K nanocestice bile nanometarskih veli¢ina, pri ¢emu je pokazano da
su kompozitne nanocestice (Z/K 0,8/0,2 1 Z/K 0,4/0,6) znaCajno sitnije od nanocestica

pripremljenih samo od kalafonijuma, Z/K 0/1 (Slika 31B).
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Slika 38. Zavisnost zeta potencijala (A) i srednjeg intenzitetnog pre¢nika (B) nanocestica
zein/kalafonijum (Z/K) na razli¢itim pH (2 — 10) 1 sa razli¢itim masenim odnosima Z/K (1/0;

0,8/0,2; 0,4/0,6 i 0/1).

Na Slici 39 prikazana je zavisnost izoelektri¢ne tacke nanocestica zein/kalafonijum od
udela kalafonijuma. Izoelektri¢ne tatke kompozitnih Z/K nanocestica utvrdene su na osnovu
rezultata merenja zeta potencijala (Slika 38A). Sa Slike 39 moze se videti da vrednost IET
kompozitnih Z/K nanocestica tezi sve nizim pH vrednostima, §to je ve¢i udeo kalafonijuma u
sastavu Cestica. Ovaj efekat posledica je negativnog nelektrisanja molekula kalafonijuma.

Uporedivanjem rezultata sa Slika 34, 35B, 37 i 38B, moze se zakljuciti da rastvaranje
Z/K nanodestica zapo¢inje na nizim pH vrednostima u odnosu na Z/S nanoéestice, odnosno
na vrednostima blizim neutralnoj pH. Ovo je poZeljno s tacke glediSta oslobadanja aktivnih

materija iz nanocestica u neutralnim sredinama.
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Slika 39. Zavisnost izoelektri¢ne tacke nanocestica zein/kalafonijum od udela kalafonijuma.

Slike 40 i 41 prikazuju raspodelu veli¢ina kompozitnih Z/S nanodestica, na razli¢itim
pH vrednostima. Sa Slike 40, moze se videti da Z/S 0,8/0,2 nanodestice imaju monomodalnu
raspodelu na svim ispitivanim pH vrednostima. Takode i najverovatniji precnici imaju veoma
sli¢ne vrednosti na svim pH. Kod raspodela veli¢ina Z/S 0,5/0,5 nanodestica, prikazanih na
Slici 41, moze se primetiti da je raspodela na pH = 7 bimodalna, dok je na ostalim ispitivanim
pH monomodalna. Najverovatniji precnik prvo raste sa poveéanjem pH od 3 do 4, usled

priblizavanja pH vrednosti IET, a potom opada od pH 7 do 9.
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Slika 40. Raspodela veli¢ina nano&estica Z/S 0,8/0,2 na razli¢itim pH vrednostima.
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Slika 41. Raspodela veli¢ina nano&estica Z/S 0,5/0,5 na razli¢itim pH vrednostima.
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Slika 42. Raspodela veli¢ina nanocestica Z/K 0,8/0,2 na razli¢itim pH vrednostima.
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Slika 43. Raspodela veli¢ina nanocestica Z/K 0,4/0,6 na razli¢itim pH vrednostima.

Slike 42 i 43 prikazuju raspodelu veli¢ina Z/K kompozitnih nanocestica, na razli¢itim
pH vrednostima. Sa Slike 42A se moze videti da je raspodela Z/K 0,8/0,2 nanoCestica
monomodalna pri pH = 3, pH = 4 1 pH = 7, ali neSto Sira, pogotovo na pH = 4, $to je
najverovatnije posledica pH vrednosti bliskih prvo IET kalafonijuma, a potom IET zeina. S
druge strane, na ve¢im pH vrednostima, pH = 8 — 10 raspodela veli¢ina Z/K 0,8/0,2 Cestica je
monomodalna (Slika 42B). Sa povec¢anjem pH od 8 do 10 vrednost najverovatnijeg pre¢nika
Cestica opada za oko 25 nm. Na pH = 10, Z/K 0,8/0,2 nanocestice imaju asimetri¢nu
raspodelu. Konacno, raspodela veli¢ina Z/K 0,4/0,6 nanocestica, prikazana je na Slici 43, i
monodalna je na svim ispitivanim pH vrednostima. Na pH = 7, raspodela Z/K 0,4/0,6
nanocestica je najSira u odnosu na ostale pH vrednosti 1 asimetri¢na.

Na pH vrednostima na kojima nastaju stabilne disperzije,pH =3 —-4ipH=8-9,i Z/S
i Z/K nanocestice su sli¢nih veli¢ina ili sitnije u poredenju sa drugim nanocesticama na bazi
zeina, Ciji su rezultati ispitivanja objavljeni u dostupnoj literaturi (Zou i sar. 2012, Chen i
Zhong 2015, Dong i sar. 2016). Wu i sar. (2012) navode da je na pH = 10 takode doslo do

smanjenja prose¢nog precnika Cestica na bazi zeina.

4.1.4. Povrsinska gustina naelektrisanja Z 1 ZIK nanocestica

Odredivana je povrSinska gustina naelektrisanja zeinskih (Z) i kompozitnih nanocestica
zein/kalafonijum (Z/K), sa Z/K masenim odnosom 0,8/0,2, na pH vrednostima pH = 3 — 9.

Zavisnost povrSinske gustine naelektrisanja Z 1 Z/K nanocestica od pH vrednosti (3 — 9)
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prikazana je na Slici 44. Na pH = 3 — 5 zeinske nanocestice su pozitivho naelektrisane, pri
Cemu povrsinska gustina naeclektrisanja opada sa porastom pH. Do opadanja dolazi usled
povecanja broja negativno naelektrisanih deprotonovanih karboksilnih grupa, kako se pH
priblizava vrednosti IET (IET = 6,2). Zeinske Cestice postaju negativno naelektrisane na pH >
6,2, usled deprotonovanja amino grupa u proteinu, a vrednost povrsSinske gustine dalje opada
sa povecanjem pH vrednosti. Konac¢no, povrSinska gustina naelektrisanja postaje konstantna
na pH = 8. Sli¢an trend moze se primetiti kod kompozitnih Z/K nanocestica, ¢ija povrsinska
gustina naelektrisanja opada sa povecanjem pH vrednosti od 3 — 7. Z/K ¢estice su pozitivno
naelektrisane u rasponu pH = 3 — 4,5, a negativno pri pH > 55. Z/K nanocestice su
precipitovale na pH ~ 5, ukazuju¢i na oblast pH blisku njihovoj IET. PovrSinska gustina
naelektrisanja Z/K Cestica ima konstante vrednosti pri pH = 7 — 9. Pokazano je da, u rasponu
pH od 3 do 7, povrSinska gustina naelektrisanja Z/K nanocestica ima nize vrednosti u odnosu
na Z nanocestice, §to je posledica prisustva negativno naelektrisanih karboksilnih grupa
kalafonijuma. Naime, kao §to je ranije pokazano (Slika 38A), nanocestice kalafonijuma
negativno su naelektrisane na pH vrednostima u rasponu od 3 do 12. Ovo je rezultat prisustva
abietinske i pimarinske kiseline u strukturi kalafonijuma, koje sadrze karboksilne grupe koje
se lako deprotonuju (YYadav i ostali 2016).

Iz rezultata navedenih u ovom poglavlju moze se videti da je metodom precipitacije u

nerastvaracu moguce pripremiti nanocestice zeina, kalafonijma i Selaka, kao 1 kompozitne
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Slika 44. Zavisnost povrsinske gustine naelektrisanja zeinskih (Z) i kompozitnih (Z/K
0,8/0,2) nanocestica od pH vrednosti.
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nanocCestice zein/smola. Pokazano je da se koncentracijom osnovnog rastvora zeina moze
uticati na veli¢inu nastalih zeinskih nanocestica, kao 1 da se podeSavanjem moze uticati na
zeta potencijal 1 veli¢inu svih pripremanih nanocestica. Rezultati su takode pokazali udeo
smole u sastavu nanocestica utice na vrednost IET nanocestica, kao i na njihovu rastvorljivost

pri baznim pH.

4.2. Interakcije zeinskih i kompozitnih Cestica zein/kalafonijum sa gumom arabikom

Zeinske nanocCestice i kompozitne nanocestice na bazi zeina mogu se primeniti za
formiranje razliitih koloidnih sistema kao §to su nano— i mikrokapsule, Pikering emulzije,
koacervati i1 drugi. Pri tome, vazno je raspoznati moguce mehanizme interakcije nanocestica
sa drugim jedinjenima, poput lipida i polisaharida. Interakcije zeinskih i kompozitnih Cestica
zein/kalafonijum sa gumom arabikom ispitivane u svrhu razvoja novog reSenja za

stabilizaciju Pikering emulzija, na bazi prirodnih komponenti.

4.2.1. Uticaj GA na zeta potencijal Z i Z/K nanocestica

Zeta potencijal Z i Z/K 0,8/0,2 nanogestica (NC) meren je pre i nakon dodatka rastvora
GA u suspenziju nanocestica, na tri razli¢ite pH vrednosti (3, 4 1 5,5), pri masenom odnosu
NC:GA 1:1. Zavisnost zeta potencijala Z i Z/K nanogestica od pH vrednosti, pre i nakon
dodatka GA, prikazan je na Slici 45. Sa slike se moze videti da su i Z i Z/K nanocestice, bez
GA, bile pozitivno naelektrisane, na svim ispitivanim pH vrednostima. Zeta potencijal Z i
Z/K nanodestica opada sa pove¢anjem pH od 3 do 5, pri ¢emu Z/K NC imaju nesto manje
naelektrisanje u odnosu na Z NC, na svakoj od pH vrednosti. Dodatak rastvora GA u
suspenzije NC dovodi do promene znaka zeta potencijala &estica, te i Z i Z/K NC postaju
negativno naelektrisane, $to ukazuje na adsorpciju molekula GA na povrsinu nanocestica.
Zeta potencijal nanoCestica nakon dodatka GA krece se u opsegu od -20 mV do -35 mV i ne
zavisi od pH vrednosti. Rezultati merenja ukazuju na to da kalafonijum, bez obzira na
njegovo negativno naelektrisanje, ne sprecava vezivanje molekula GA za nanocestice. Autori
(Dai i ostali 2018) u svom radu navode sli¢na zapazanja, medutim, njihovi eksperimenti ne

ukljuéuju kompozitne nanocestice.
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Slika 45. Zeta potencijal Z i Z/K nanodestica (NC), pre i nakon dodatka rastvora GA u
suspenziju nanodestica, na tri razli¢ite pH vrednosti (3, 4 i 5,5), pri masenom odnosu NC:GA

1:1.

4.2.2. Uticaj GA na velicinu Z i Z/K nanocestica

DLS tehnika kori§¢ena je za ispitivanje uticaja dodatka GA na veli¢inu nanocCestica, pri
razli¢itim pH vrednostima. Zavisnost velli¢ine Z 1 Z/K 0,8/0,2 nanocCestica od masenog
odnosa GA/NC, na razli¢itim pH, prikazana je na Slici 43. Sa slike se moze primetiti da
maseni odnos GA/NC uti¢e na veli¢inu Z i Z/K 0,8/0,2 nanolestica, na svim ispitivanim pH
vrednostima.

Slika 46A prikazuje zavisnost prosecnog pre¢nika Z i Z/K 0,8/0,2 nanocestica od
masenog odnosa GA/NC, pri pH = 3. Kao §to se sa slike moze videti, veé pri dodatku prvog
alikvota rastvora GA i poveéanju masenog odnosa GA/NC sa 0 na 0,3, pre¢nik nano&estica
naglo raste, sa 200 nm na 2000 nm, kod Z nanocestica i sa 150 nm na 4300 nm, kod Z/K
nanocestica. Nakon dostizanja masenog odnosa 0,3, veli¢ina i jednih i drugih Cestica blago
opada, a zatim postaje konstantna za masene odnose vece od 1. Naglo povecanje veliCine
Cestica pri inicijalnom dodatku GA, ukazuje na pojavu bridzing flokulacije jako
naelektrisanih Cestica, do koje najverovatnije dolazi tako Sto negativno naelektrisani molekuli
GA privlace pozitivno naelektrisane nanocestice i medusobno ih povezuju (Loganathan i
Sankaran 2021). Dalje poveéanje masenog odnosa GA/NC dovodi do smanjenja veli¢ine Z i
Z/K nanolestica. Naime, pri ve¢im masenim odnosima GA/NC, prisutan je veéi broj

molekula GA, koji se adsorbuju na povrSinu Cestica, $to povecava njihovo naelektrisanje.
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Slika 46. Zavisnost veli¢ine Z i Z/K 0,8/0,2 nano&estica od masenog odnosa GA/NC pri pH =
3(A),pH=4(B)ipH=5,5(C).
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Pri tome dolazi do povecanog elektrostatickog odbijanja istoimeno naclektrisanih Cestica, $to
dovodi do delimi¢ne deaglomeracije.

Na Slici 46B prikazana je zavisnost prose¢nog precnika Z i Z/K 0,8/0,2 nanocestica od
masenog odnosa GA/NC, pri pH = 4. Prose¢an pre¢nik Z/K nanodestica na pH = 4, pre
dodavanja GA iznosio je priblizno 170 nm, a nakon dodavanja GA oko 240 nm (Slika 46B),
Sto ukazuje na to da se molekuli GA adsorbuju na povrSinu Z/K Cestica. Navedeni rezultati
takode ukazuju na pojavu bridzing flokulacije, ali u manjoj meri nego na pH = 3, te se moze
pretpostaviti da je proces vezivanja molekula GA na povrSinu Cestica favorizovan, u odnosu
na proces agregacije ¢estica oko molekula GA.

Zavisnost srednjeg pre¢nika Z nanocCestica na pH = 4 prikazana je na Slici 46B, a na pH =
5,5, na Slici 46C. Veli¢ina Z nanocCestica pre dodatka GA bila je priblizno 220 nm, kako na
pH = 4 (Slika 46B) , tako i na pH = 5,5 (Slika 46C). Nakon dodatka GA veli¢ina Z Cestica na
pH = 4 vrednosti bila je oko 320 nm, dok je na pH = 5,5 bila oko 300 nm. Povecanje srednjeg
pre¢nika Z nanocestica nakon dodatka GA ukazuje na vezivanje molekula GA na povrsinu
Cestica (Winzen i ostali 2015), ali i pojavu bridzing flokulacije (Loganathan i Sankaran
2021). Moze se primetiti da su Z nanocestice sa GA na pH = 4 malo vece u odnosu na one pri
pH = 5,5. Navedena razlika se moZe objasniti time §to Z nanocestice na pH = 4 imaju vece

naelektrisanje (Slika 45).

4.2.3. Skenirajuca elektronska mikroskopija

Mikrofotografije Z i Z/K 0,8/0,2 nanocestica, nacinjene uz pomo¢ SEM mikroskopa,
prikazane su na Slici 47. Sa Slike 47 se moze videti da su zeinske nanocestice (Slika 47A)
sfernog oblika 1 uglavnom uniformne veli€ine, uz prisustvo nekoliko vecéih Cestica. Z
nanocestice sa dodatom GA (Slika 47B) takode su sfernog oblika i slicne veli¢ine kao 1 Z
nanocestice bez GA. S druge strane, Z/K nanocestice (Slika 47C) znaajno su sitnije u
poredenju za Z cCesticama (Slika 47A) i nepravilnog oblika. Slika 47D prikazuje Z/K
nanocestice sa GA. Na Slici 47D se moze videti da je ve¢ina Z/K Cestica nakon dodatka GA

koalescirano, te da formiraju neuredene strukture u vidu lanaca ili nizova.
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Slika 47. Mikrofotografije Z i Z/K 0,8/0,2 nanocestica, bez (A,C) i sa GA (B,D).

4.2.4. 1zotermalna titraciona kalorimetrija

U cilju karakterisanja interakcija zeinskih i kompozitnih nanocestica Z/K 0,8/0,2 sa
gumom arabikom, ispitivana je promena entalpije reakcije u toku titracije disperzija
nanocestica rastvorom GA. Merenja su radena na tri razli¢ite pH vrednosti (3, 4 i 5,5), na
kojima su zeinske nanocCestice pozitivno naelektrisane, a GA negativno. Rezultati
mikrokalorimetrijskih merenja prikazani su na Slici 48. Na Slici 48A moze se videti da, na
sve tri pH vrednosti, promena entalpije na poc¢etku ima negativan predznak. Najveéa promena
entalpije uocava se nakon prvog dodatka, a zatim se postepeno smanjuje sa svakim narednim
alikvotom rastvora GA. Pri pH = 3, nakon treceg alikvota entalpija reakcije menja predznak,
odnosno ima vrednosti malo vece od 0, nakon ¢ega se ponovo smanjuje tezeci nuli. Sa Slike
48A se dalje moze videti da na pH =4 i pH = 5,5 promena entalpije ima negativan predznak
pri svim ispitivanim GA/NC masenim odnosima. Prikazane promene entalpije ukazuju na to
da je reakcija izmedu Z nanocestica i GA na pH = 4 i pH = 5,5 egzotermna, a na pH = 3
blago endotermna. Endotermna priroda reakcije na pH = 3 moze se povezati sa smanjenjem

prosesnog pre¢nika Z nanocestica na ovoj pH (Slika 46A), s obzirom na to da je deagregacija
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proces koji trosi energiju. S druge strane, egzotermna priproda reakcije napH =4ipH =55
ukazuje na elektrostaticko vezivanje negativno naclektrisanih molekula GA za pozitivno
naelektrisane zeinske nanocestice (Liu i sar. 2010, Li i sar. 2012, Huang i Lau 2016). Najveca
promena entalpije desava se prilikom dodatka prvih nekoliko alikvota rastvora GA, kada se
molekuli GA adsorbuju na potpuno slobodnu povrSinu Z nanocestica. Dalji dodatak GA
prac¢en je manjim promenama entalpije, ukazujuci na ograni¢enu adsorpciju molekula GA na
povrsinu nanoéestica. Pri dovoljno velikom masenom odnosu GA/NC, promena entalpije je
bliska nuli, §to zna¢i da vise ne dolazi do adsorbovanja molekula GA na povrsinu Z
nanocCestica. Vrednost promene entalpije jednaka nuli na pH = 3 dostignuta je pri masenom
odnosu GA/NC 0,9, §to je zna¢ajno manje nego na pH = 4 i pH = 5,5, gde nema promene
entalpije tek pri masenom odnosu GA/NC 1,85. Ova pojava prouzrokovana je smanjenim

naelektrisanjem molekula GA na najnizoj ispitivanoj pH.
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Slika 48. Zavisnost entalpije reakcije Z (A) i Z/K 0,8/0,2 (B) nanocestica sa GA od masenog
odnosa GA/NC, pri razli¢itim pH.
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Ukupna promena entalpije (Slika 48A, otvoreni simboli) smanjuje se sa povecanjem
masenog odnosa GA/NC, na sve tri ispitivane pH vrednosti. Do najveéeg opadanja ukupne
promene entalpije dolazi na pH = 4, a do najmanjeg na pH = 3, $to ukazuje da je interakcija
izmedu zeinskih nanocestica i guma arabike najintenzivnija na pH = 4, a najmanje intenzivna
na pH = 3.

Slika 48B prikazuje promenu entalpije kao rezultat interakcija izmedu GA molekula i
Z/K nanocestica, na pH = 3 i pH = 4. Reakcija je egzotermna na obe ispitivane pH vrednosti,
a najveta promena entalpije zabelezena je pri dodatku prvog alikvota rastvora GA u
disperziju nanocestica, ukazujué¢i na vezivanje molekula GA na Z/K nanocCestice. Dalje
dodavanje alikvota rastvora GA ne dovodi do promene entalpije pri dodatku, Sto ukazuje na
zasi¢enje povrsine Z/K nanocestica molekulima GA. Ukupna promena entalpije pri dodatku
GA u disperziju Z/K nanocestica veéa je na pH = 3, nego na pH = 4, $to znaci da je na pH =3
adsorbovanje molekula GA na povrSinu Cestica intenzivnije nego na pH = 4.

Poredeci promene entalpije reakcije prikazane na Slici 48A i 48B, moze se primetiti da
se vrednost promene entalpije reakcije jednaka nuli postize pri manjem masenom odnosu
GA/NC kod Z/K nanogestica, u odnosu na Z nanotestice. Ova razlika pokazuje da do
zasi¢enja povrsine Z/K nanodestica dolazi pri manjem masenom odnosu GA/NC, nego kod Z
nanocestica. Do brZzeg zasicenja povrsSine Z/K Cestica najverovatnije dolazi zbog prisustva
negativno naelektrisanih molekula kalafonijuma na povrsini Cestica, koji ometaju vezivanje
polianjonskog molekula GA (Baier i ostali 2011).

Podetak rekacije, gde su pri manjim masenim odnosima GA/NC, promene entalpije
reakcije najizrazenije, detaljnije je ispitivan. Slika 49 prikazuje fine promene entalpije
reakcije izmedu Z nanocestica i GA (kvadrati) 1 Z/K nanocestica 1 GA (tetraedri) kao funkcije
masenog odnosa GA/NC, na pH = 4. Sa slike se moZe videti da je promena entalpije po
alikvotu, kao 1 ukupna promena entalpije vea kod Z nanocestica u odnosu na Z/K
nanocestice. Ovo je u saglasnosti sa Cinjenicom da Z nanocestice imaju vecu gustinu
naelektrisanja (Slika 44) i zeta potencijal (Slika 38A) na ovoj pH, §to obezbeduje veéi broj
aktivnih mesta za elektrostaticku interakciju izmedu pozitivno naelektrisanih nanocestica 1
polianjonskog molekula GA. Dodatno, sa Slike 49 se moze primetiti da kod Z/K nanocestica,
nakon dostizanja vrednosti masenog odnosa GA/NC od 0,7 nema vise promene entalpije
reakcije po molu dodate GA, $to ukazuje na zasi¢enje povrSine nanoc¢estica molekulima GA.
U slucaju Z nanocestica, ne dolazi do potpunog zasi¢enja povrSine Cestica pri ispitivanim
masenim odnosima GA/NC, ali nakon dostizanja masenog odnosa 1, promena entalpije

postaje konstantna.
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Slika 49. Zavisnost entalpije reakcije Z i Z/K 0,8/0,2 nanocestica sa GA od masenog odnosa
GA/NC, pri pH = 4.

Rezultati ispitivanja interakcija Z 1 Z/K nanocestica sa gumom arabikom pokazali su da
se negativno naelektrisani molekuli GA elektrostaticki vezuju za pozitivno naelektrisane
nanocestice, pri ispitivanim pH vrednostima. Pri tome dolazi do promene predznaka
naelektrisanja nanocestica i do intenzivne bridZing flokulacije, koja je najizrazenija pri pH =
3. Reakcija izmedu NC i GA je egzotermna pri pH = 4 i pH = 5,5, a endotermna pri pH = 3.
Od svih ispitivanih pH vrednosti, interakcije izmedu NC i GA bile su najintenzinije na pH =

4.

4.3. Nanokapsulacija karvakrola u zeinskim i kompozitnim nanocesticama

S obzirom na hidrofobnu prirodu zeina, zeinske 1 kompozitne nanocestice mogu
predstavljati veoma pogodan sistem za inkapsulaciju lipofilnih komponenti, kao $to su
aktivne komponente na bazi ulja, liposolubilni vitamini, hidrofobne farmaceutske
komponente i drugo.

Ispitivana je inkapsulacija karvakrola u Z i1 Z/K nanocCesticama, pripremanih sa
razli¢itim masenim odnosima zeina i kalafonijuma (1/0; 0,8/0,2; 0,6/0,4 i 0/1). Karvakrol je
hidrofobna aktivna materija, nerastvorna u vodi, ali rastvorna u etanolu, §to omogucava
njegovu inkapsulaciju u nanocesticama na bazi zeina. Medutim, bilo je potrebno ispitati

oslobadanje karvakrola iz nanokapsula, ali da pri tom ne dode do rastvaranja samih kapsula.
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Takode, vecina fizioloSkih tecnosti predstavljaju vodene sredine, te je ispitivanje otpustanja
karvakrola u vodene medijume jedan od vaznih preduslova za njihovu dalju primenu.

U cilju ispitivanja otpustanja inkapsuliranog karvakrola u vodi, bilo je potrebno
identifikovati odgovarajuéu metodu. Poznato je da je moguce pospeSiti rastvaranje
hidrofobnih jedinjenja u vodi uz prisustvo povrSinski aktivnih materija (PAM) u koncentraciji
ve¢oj od kriticne micelarne koncentracije (KMK) (Deng i sar. 2016). Stoga,
spektrofotometrijski je ispitivana moguénost soljubilizacije karvakrola u 1 % vodenim
rastvorima Tween—-a 20 i Tween-a 80, kako bi se utvrdila moguénost primene rastvora
Tween-a kao prihvatnog medijuma prilikom ispitivanja otpustanja karvakrola iz Z i Z/R
nanocestica.

Zavisnost apsorbance micelarnih rastvora 1 % Tween-a 20 i Tween-a 80 od
koncentracije karvakrola prikazana je na Slici 50. Sa slike se moze videti da, pri niskim
koncentracijama karvakrola, rastvori ostaju opticki transparentni, pri ¢emu su vrednosti
apsorbance za oba rastvora bliske nuli, §to ukazuje da je sav prisutan karvakrol soljubilizovan
u micelama Tween-a. Nakon dostizanja maksimalne koncentracije aditiva (MKA),
apsorbanca rastvora Tween—a naglo raste, sa daljim poveéanjem koncentracije karvakrola.
Ustanovljeno je da MKA 1 % rastvora Tween-a 20 iznosi 0,86 g/l, dok je za Tween 80 nesto
veca 1 iznosi 1,16 g/l. Do naglog povecanja apsorbance dolazi usled emulgovanja
nesoljubilizovanog karvakrola. Naime, kada je koncentracija karvkrola veca od vrednosti
MKA, sve micele Tween—a su soljubilizovane i sav naknadno dodat karvakrol biva
emulgovan, ¢ime nastaju kapljice. Emulgovane kapljice karvakrola u vodi rasipaju svetlost i
smeSa postaje zamucéena, $to posledi¢no dovodi do povecanja apsorbance (Deng i ostali
2016). Dobijene vrednosti MKA pokazale su da 1 % rastvori oba PAM-a mogu da se primene
kao prihvatni medijumi za ispitivanje otpustanja inkapsuliranog karvakrola. Slika 51
prikazuje kalibracione krive za karvakrol u 1% rastvoru Tween-a 20 (51A) i 1% rastvoru
Tween-a 80 (51B). S obzirom na bolji koeficijent korelacije (R?) izmedu vrednosti
apsorbance i koncentracije soljubilizovanog karvakrola, u odnosu na koeficijent korelacije u
slucaju 1 % rastvora Tween-a 80 (Slika 48), 1 % rastvor Tween—a 20 je odabran za nastavak

eksperimenata.
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Slika 50. Zavisnost apsorbance micelarnih rastvora 1 % Tween—a 20 i Tween—a 80 od

koncentracije karvakrola.
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Slika 51. Kalibraciona kriva za karvakrol u 1% rastvoru Tween-a 20 (A) i Tween-a 80 (B).

Karvakrol je inkapsulran u zeinskim 1 kompozitnim nanocesticama sa razli¢itim Z/K
odnosom (0,8/0,2; 0,6/0,4 i 0/1). Slika 52 prikazuje uticaj udela smole u sastavu nanocestica
na udeo otpustenog karvakrola u 1 % rastvoru Tween-a 20, nakon 24 h. Sa slike se moze
videti da sastav nanocestica uti¢e na udeo otpustenog karvarola, te se sa povecanjem udela

kalafonijuma otpusta vise karvakrola.
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Slika 52. Zavisnost udela otpustenog karvakrola iz nanocestica od udela kalafonijuma u

sastavu nanocestica.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se videti da su zeinske i kompozitne nanocestice
zein/kalafonijum pogodne za inkapsulaciju lipofilnih komponenti, kao Sto je karvakrol.
Literaturni podaci navode da je ispitivana inkapsulacija karvarola u zeinskim nanocesticama,
pre¢nika d ~ 300 nm na pH = 4 (Lawton 2002), $to je dvostruko veée u odnosu na veli¢inu
nanocCestica pripremanith u okviru ove disertacije, iz Cega sledi da se metodom
koprecipitacije, koris¢enom u ovoj disertaciji, moze unaprediti postupak inkapsulacije

aktivnih materija u nanoc¢esticama na bazi zeina.

4.4. Dobijanje i karakterizacija zeinskih filmova

Jestivi barijerni filmovi i1 premazi, kao alternativa tradicionalnoj ambalaZzi, sve su
prisutniji u prehrambenoj i agroindustriji. Mogu se naci kod pekarskih proizvoda, smrznutih
mesnih preradevina, svezeg voca, kao jestiva ambalaza za konditorske proizvode i slicno.
Barijerni filmovi 1 premazi imaju ulogu u sprecavanju apsorpcije ili gubitka vlage iz
proizvoda, spreavanju difuzije gasova poput Oz, CO; i etilena, kao 1 u sprecavanju
mikrobioloskog kvarenja prizvoda. Na ovaj nain produzava se rok trajanja proizvoda i

postize dugotrajno oCuvanje njegove teksture.

Ispitivana je moguénost pripreme jestivih barijernih filmova iz disperzija nanocestica

zeina (Zg), sa dve razlicite veli¢ine cCestica, 90 nm i 180 nm, sa i bez dodatka
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propilen—glikola, kao plastifikatora. Takode, kao referentni, pripremani su filmovi iz rastvora
zeina (Z;), sa i1 bez propilen—glikola. Fotografija dobijenih filmova prikazana je na Slici 53.
Na slici se moze videti da su 1 iz rastvora (ZR) 1 iz disperzija (ZD 1 ZDPG) dobijeni
kontinualni, homogeni filmovi.

Z4 filmovi, pripremani iz 4% m/m suspenzije nanocestica zeina, suseni su u silikonskim
kalupima na 50°C, do potpunog isparavanja vode. Kako voda u toku su$enja postepeno
isparava, dolazi do koncentrovanja suspenzije, usled ¢ega Cestice unutar suspenzije postaju
zbijenije 1 rasporedene na sve manjem prostoru. Kada sadrzaj vode postane dovoljno mali,
Cestice se deformisu usled zbijenosti, a zatim koalesciraju formirajuci film (Winnik 1997,
Steward i ostali 2000b). Ovaj efekat potvrduju i mikrofotografije nanocestica (Slika 47), gde
se vidi da je doslo do delimi¢ne koalescencije zeinskih cestica, prilikom pripreme uzoraka za
SEM analizu, odnosno u toku susenja disperzija nanoCestica na staklenim mikroskopskim

predmetnicama.

Prose¢na debljina zeinskih filmova dobijenih iz disperzije, ZDNC180, ZDPGNC180,
ZDNC90 i ZDPGNC90, bila je 72,6+29,28 um, 68,6£18,23 pm, 75,6+24,39 um, and
59,9+17,14 um, respektivno, dok je debljina filmova dobijenih iz rastvora, ZR 1 ZRPG, bila
84,6+14,07 pm and 84,9+11,93 pum, respektivno.

ZD

Slika 53. Fotografija zeinskih filmova pripremljenih iz rastvora zeina i disperzija nanocestica

zeina.
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4.4.1. Morfoloske osobine

Na Slici 54 prikazane su mikrofotografije osusenih Zgy 1 Z; filmova snimljene pomocu

elektronskog mikroskopa.

Slika 54. SEM mikrofotografije ZR (A), ZDNC90 (B), ZDPGNC90 (C), ZDNC180 (D) i
ZDPGNC180 (E) filmova.
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Sa Slike 54 se moze jasno videti da se morfologija ZDNC90 i ZDNC180 (slika 54B i
54D) veoma razlikuje u odnosu na morfologiju ZR filmova (Slika 54A). Povrsina Z; filma je
skoro potpuno glatka, dok navedeni Zy filmovi imaju jasno izrazenu zrnastu strukutru
povrsine, koja je izraZenija §to su Cestice krupnije. Takode, Z4 filmovi su bili znatno krtiji u
poredenju sa filmovima dobijenim iz zeinskog rastvora. Krtost Zy4 filmova znacajno je
smanjena dodatkom propilen—glikola u suspenzije, pre suSenja. Osim na krtost,
propilen—glikol ima veliki uticaj i na morfologiju zeinskih filmova. Izrazenost zrnaste
strukture Zy znacajno opada sa dodatkom propilen—glikola, nezavisno od veli¢ine Cestica, §to
se moze zakljuciti iz poredenja slike 54B i 54C i slike 54D i 54E. Ovaj efekat je najizrazeniji
kod filmova dobijenih od nanocestica sa preénikom 180 nm (slika 54E), gde se zrnasta
struktura skoro potpuno izgubila, u odnosu na film bez propilen—glikola (slika 54D).

Topologija i hrapavost povrsine zeinskih filmova ispitivana je pomo¢u mikroskopije
atomskih sila (eng. atomic force microscopy — AFM). Izgled i topografski profili povrSine
ZR, ZRPG, ZDNC90, ZDPGNC90, ZDNC180 i ZDPGNC180 filmova prikazani su na Slici
55. Izmerena prosecna hrapavost, Sa, ZR, ZRPG, ZDNC90, ZDPGN(C90, ZDNC180 i
ZDPGNC180 filmova iznosila je 15,2 nm, 19,7 nm, 36,4 nm, 32,2 nm, 57,1 nm i 27,5 nm,
respektivno. AFM analiza Z; i Z4 filmova pokazala je da je povrSina Zgy filmova hrapavija od
povrsine Z; filmova, nezavisno od prisustva propilen—glikola. Takode, kod Z4 filmova u koje
nije dodavan PG, povrsina je hrapavija $to su Cestice krupnije. Razlog tome je $to smanjenje
veli¢ine Cestica dovodi do povecanja Laplasovog pritiska, kao 1 do povecanja povrSinske
energije, Sto pospesuje koalescenciju i formiranje glatkih filmova (Keddie i Routh, 2010).
AFM analizom utvrdeno je takode da dodatak PG utice na smanjenje hrapavosti Zg4 filmova,
Sto ukazuje na poboljSanje procesa koalescencije nanocestica zeina tokom formiranja filma.
Ovo je u saglasnosti sa rezultatima koje su objavili Keddie i Routh (2010), gde je pokazano
da dodatak plastifikatora u polimerni lateks uti¢e na smanjenje visine pikova na
topografskom profilu filmova. Uticaj PG na hrapavost povrsine filmova izraZeniji je kod
filmova pripremljenih iz suspenzija sa krupnijim nanocesticama, odnosno u vecoj meri je
smanjena hrapavost NC180 filmova u odnosu na NC90 filmove, §to se moze videti sa Slike
55 1 iz rezultata merenja proseéne hrapavosti, Sa. S druge strane, nakon dodatka PG
primeceno je blago povecéanje hrapavosti povrsine Zs filmova, sa 15,2 nm koliko je hrapavost
ZS filma, na 19,7 nm za ZSPG film. Isti efekat prikazan je i od strane Gezer i sar. (2015) na

primeru oleinske Kiseline kao plastifikatora za zeinske filmove dobijene iz rastvora zeina.
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Slika 55. AFM fotografije ZR (A), ZRPG (B), ZDNC90 (C), ZDPGNC90 (D), ZDNC180 (E)
i ZDPGNC180 (F) filmova.
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4.4.2. FTIR spektroskopija

FTIR spektri zeinskih filmova, dobijenih iz rastvora i iz disperzije nanocestica
prikazani su na Slici 56. Na slici se moze videti da spektri i Z, i Zy filmova imaju
karakteristi¢ne pikove na 3390 cm™, 2960 cm™, 1643 cm™ i 1533 cm™, koji redom ukazuju
na prisustvo hidroksilne, amidne AO, amidne | i amidne Il funkcionalne grupe (Slika 56A).
Navedeni pikovi su karakteristicni za spektre proteina (Miiller i sar. 2011, Corradini i sar.
2014, Cao i sar. 2017). Isti pikovi prisutni su i na spektrima zeinskih filmova sa PG (Slika
56B), zajedno sa pikom na 1040 cm™, koji je karakteristi¢an za —C—OH funkcionalnu grupu
propilen—glikola (Suganthi i sar. 2013). Sa Slike 56, moze se primetiti da su pikovi oko
1640-1650 cm™ na spektrima ZR i ZRPG simetri¢ni. Ovi pikovi ukazuju na prisustvo

nasumicnih zavojnica u sekundarnoj strukturi molekula zeina (Turasan i Kokini 2017).

2200 2900 2600 2300 2000 1500 1800 1700 600 1500 160 130 200 1100 1200 00 800 700

Slika 56. FTIR spektri zeinskih filmova bez PG (A) i sa PG (B); ZR — crno, ZDNC90 —
zeleno i ZDNC180 — crveno.
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Na spektrima Zy filmova, sa i bez PG, ovi pikovi su asimetri¢ni, odnosno imaju
proirenje u vidu ,,ramena“ na 1620 cm™, §to ukazuje na prisustvo p—ravni u sekundarnoj
strukturi zeina, &iji pikovi se uobiGajeno javljaju na 16101640 cm™ (Forato i ostali 2003,
Turasan i Kokini 2017). Na osnovu rezultata dobijenih FTIR analizom moze se pretpostaviti
da je kod Z4 filmova vece prisustvo f—ravni povecano u odnosu na Z; filmove, $to ukazuje na

uredeniju sekundarnu strukturu.

4.4.3. Barijerna svojstva

Sposobnosti apsorpcije vlage, rastvorljivosti u vodi i propustljivosti vodene pare za
filmove izlivene iz disperzija sa razli¢itom veliCinom cestica, sa i bez propilen—glikola,
odredene su i uporedene sa osobinama zeinskih filmova pripremljenih izlivanjem iz rastvora
zeina, Slika 57.

Svi ispitivani filmovi su, u ispitivanim uslovima, apsorbovali manje od 8% vlage (Slika
57A). Sa slike se moze videti da nije bilo statisticki znacajne razlike (p < 0,05) u udelu
apsorbovane vlage izmedu Zy i Z; filmova, bez plastifikatora. Takode, udeo apsorbovane
vlage kod Zy filmova se ne menja znacajno sa dodatkom plastifikatora. Medutim, ipak se
moze primetiti blago povecanje udela apsorbovane vlage kod Zy filmova pripremljenih iz
suspenzije sa plastifikatorom, koji se moZe pripisati higroskopnim osobinama propilen—
glikola. Veli¢ina Cestica nije uticala na apsorpciju vlage Z4 filmova. Znacajna razlika (p <
0,05) u udelu apsorbovane vlage primecena je jedino izmedu ZR i ZRPG filmova, koje je
posledica higroskopnih karakteristika propilen—glikola.

Rastvorljivost i Z; i Zy filmova u vodi bila je ispod 5% (Slika 57B) §to je u saglasnosti
sa literaturnim podacima i potice pre svega od prisustva polarnih grupa u molekulima zeina
(Zhang i sar. 2011). Na Slici 57B se moze videti da ne postoji znacajna razlika u
rastvorljivosti Z; i Z4 filmova, nezavisno od veli¢ine nanocestica zeina. Rastvorljivost ZRPG i
ZDPG filmova u vodi bila je ve¢a u odnosu na rastvorljivost ZR 1 ZD filmova, zbog prisustva
PG, koji se veoma dobro rastvara u vodi. U ispitivanim uslovima nije doslo do raspadanja
nijednog od testiranih filmova.

Propustljivost vodene pare (PVP) se nije znacajno razlikovala (p < 0,05) za ZR, ZD i
ZDPG filmove, nezavisno od veli¢ine Cestica (Slika 57C). Ipak, blago povecanje PVP nakon
dodatka PG se moze primetiti i kod Z; i kod Zy filmova. Poveéanje PVP najverovatnije je

posledica higroskopnih osobina PG, koje uslovljavaju vecu apsorpciju vlage i bubrenje
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filmova, pa samim tim i pove¢anje PVP. Literaturni podaci pokazuju sli¢an efekat i prilikom
koriS¢enja glicerola kao plastifikatora za filmove zeina (Ghanbarzadeh i Oromiehi 2008,
Tihminlioglu i ostali 2010).

U poredenju sa drugim filmovima na bazi zeina, filmovi pripremani u okviru ove
disertacije imaju sli¢na ili bolja barijerna svojstva. Tako Ghanbarzadeh i sar. (2007) navode
da zeinski filmovi sa i bez dodatka Secera kao plastifikatora imaju PVP 1,5 — 2,5 gmm/kPa
hm?, §to je za red velicina ve¢e od PVP nego kod filmova pripremanih iz disperzije
nanocestica zeina. PVP zeinskih filmova pripremanih iz disperzije nanoCestica zeina takode
je manja od PVP hitozanskih filmova (Escamilla-Garcia i sar. 2013), filmova na bazi skroba
(Schmidt i sar. 2013) i filmova na bazi proteina surutke (Ghanbarzadeh i Oromiehi 2008).
Filmovi pripremani sa PG imali su priblizno istu rastvorljivost i PVP, kao zeinski filmovi sa

dodatkom oleinske kiseline i tretirani galnom kiselinom (Masamba i sar. 2016).

4.4.4. Opticke osobine

Opticka zamucenost 1 boja ZR, ZRPG, ZD i ZDPG filmova sa razli¢itom veli¢inom Cestica
prikazani su na Slici 57D i Tabeli 8. Sa Slike 57D moze se videti da postoji znacajna razlika
(p < 0,05) u zamucéenosti izmedu svih ispitivanih filmova. Opticka zamucenost filmova
izlivenih iz disperzija polimernih nanocestica primarno zavisi od hrapavosti povrsine filma i
broja vazdu$nih mehurova, nastalih u toku suSenja. Pri tome, vazduSni mehurovi
odgovarajuce veliCine rasipaju svetlosne zrake vidljivog dela spektra, te zbog toga filmovi
dobijeni susenjem disperzija imaju zamucen izgled (Van Tent i Te Nijenhuis 2000).
Mikroskopska SEM i AFM analiza, Slike 54 i 55, jasno pokazuju da je povrSina Zy4 filmova
znatno hrapavija od povrSine Z; filmova, $to utice i na to da Zg4 filmovi budu opticki manje
transparentni od Z, filmova. Osim toga, na Slici 57D, moze se videti i da dodatak
plastifikatora uti¢e na povecanje transparentnosti filmova, Sto takode odgovara rezultatima
SEM 1 AFM analize, gde se moze videti da ZDPG filmovi imaju manje hrapavu povrsinu u
odnosu na ZD filmove. Rezultati su pokazali da je uticaj plastifikatora na povecanje
transparentnosti vec¢i, kada su Cestice sitnije, pa tako nema znaajne razlike u optickoj
zamuéenosti ZRPG i ZDPGNC90 filmova. Takode, nema statisticki znadajne razilke u

zamucenosti kod ZR 1 ZRPG filmova.
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Slika 57. Apsorbovana vlaga (A), rastvorljivost (B), PVP (C) i zamucenost (D) zeinskih
filmova izlivanih iz etanolnog rastvora zeina (ZR) i vodenih disperzija zeina (ZD), bez PG

(beli stubiti) i sa PG (Srafirani stubici).

Vrednosti CIE koordinata (L*; a*; b*), ukupne razlike boje (AE*) i indeksa Zute (Y1) za
zeinske filmove izlivene iz etanolnog rastvora i iz disperzija nanoCestica sa razliitom
veli¢inom &estica (NC180 i NC90), sa i bez propilen—glikola, ZR, ZD, ZRPG i ZDPG,
respektivno, prikazani su u Tabeli 8. Iz tabele se moze videti da postoji znacajna razlika (p <
0,05) u vrednostima parametra L* izmedu ZR, ZRPG, ZD 1 ZDPG filmova, te da udeo bele u
boji filmova raste po redosledu ZR < ZRPG < ZDPG < ZD. Udeo bele u boji ZDNC90 filma
bio je nesto veéi nego kod ZDNC180 filma. Vrednosti parametra a* bile su bliske nuli kod
svih ispitivanih filmova, $to ukazuje na veoma mali udeo crvene, odnosno zelene boje u boji
filmova (Tabela 8). Pozitivne vrednosti parametra b* kod svih ispitivanih filmova ukazuje na
to da u boji filmova preovladuje Zuta, Sto je i tipi¢no za zeinske filmove. Najmanji udeo Zute
registrovan je kod ZDPG filmova, nezavisno on veli¢ine Cestica. Ukupna razlika boje, AE,
zeinskih filmova racunata je u odnosu na idealno transparentan film (L* = 0, a* = 0, b* = 0).

U Tabeli 8 se moze videti da nema znacajne razlike u vrednostima AE kada su u pitanju ZR,
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ZRPG i ZDPG filmovi, dok ZD filmovi imaju vece vrednosti AE u odnosu na ostale uzorke.
Vrednosti indeksa zute, Y1, takode su prikazani u Tabeli 8. Iz tabele se moze primetiti da je

vrednost YI najve¢a kod ZR filma, dok izmedu ostalih filmova nema znacajne razlike (p <

0,05).

Tabela 8. Vrednosti CIE koordinata (L*; a*; b*), ukupne razlike boje (AE*) i indeksa zute
(YD) za zeinske filmove izlivene iz etanolnog rastvora i iz disperzija nanocestica sa razli¢itom
veli¢inom &estica (NC180 i NC90), sa i bez propilen—glikola, ZR, ZD, ZRPG i ZDPG,
respektivno. Izmedu vrednosti, u okviru jedne kolone, oznacenih razli¢itim slovima, postoji

statistiCki znacajna razlika (p < 0,05), ustanovljena analizom varijanse i Tukey testom.

Film L* a* b* AE* Yl

ZR 63.05£1.22°  2.44+1.46°  37.38+4.34%° 73.47+1.70° 80.21+6.67°
ZDNC90 79.07+2.84°  -0.40+0.99°  40.33+4.15°  88.90+1.30°  70.09+7.39"
ZDNC180 74.48+4,68°  -0,95+1.29°°  40.26+4.92*  84.81+4.85°  71.95+7.63%"
ZRPG 66.90+1.867  -0.97+0.37°° 35.73+4.15°® 75.93+3.03°  70.42+6.08"
ZDPGNC90  67.62+2.20°  -0.95+0.52°°¢ 33.91+3.57°  75.7242.59°  61.05+5.74
ZDPGNC180 65.48+1.11%" -1.9140.73°  32.00+2.42°  72.95+1.27°  64.51+4.56"

4.4.5. Mehanicka svojstva

Zatezna CvrstoCa, elongacija pri kidanju i Jangov modul elasti¢nosti Z; i Zy filmova
prikazani su u Tabeli 9. Statisticka analiza pokazala je da ne postoji znafajna razlika u
mehanickim svojstvima izmedu filmova izlivenih iz disperzija nanocestica i filmova izlivenih
iz etanolnog rastvora zeina (Tabela 9). Jedino je elongacija pri kidanju ZDPGNC180 filma
bila veca u odnosu da ostale uzorke. Rezultati ispitivanja mehanic¢kih svojstava zeinskih
filmova ukazuju na to da su i Z; i Z4 jednako dobro formirani, te da su njihove mehanicke
osobine uporedive se osobinama drugih zeinskih filmova pripremljenih na slican na¢in (Guo i
ostali 2008, Arcan i Yemenicioglu 2013).
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Tabela 9. Mehanicka svojstva zeinskih filmova izlivenih iz etanolnog rastvora i iz disperzija

nanodestica sa razli¢itom veli¢inom &estica (NC180 i NC90), sa i bez propilen—glikola, ZR,

ZD, ZRPG i ZDPG, respektivno. Izmedu vrednosti, u okviru jedne kolone, oznacenih

razli¢itim slovima, postoji statisticki znacajna razlika (p < 0,05), ustanovljena analizom

varijanse i Tukey testom.

Zatezna ¢vrstoca

Elongacija pri

Jangov modul

Fiim [MPa] kidanju [%0] elasti¢nosti [MPa]
ZR 16.07+2.31° 1.83+0.02° 876.23+116.89°
ZRPG 11.44+1.15° 2.05+0.10° 465.74+35.02°
ZDNC90 10.83+0.54° 2.23+0.11° 485.71+24.29%
ZDPGNC90 12.62+1.85° 6.40+0.65° 215.27+25.94%
ZDNC180 6.29+2.29° 1.99+1.56 590.13+348.72°
ZDPGNC180 12.05+0.42° 13.08+2.03" 189.53+4.21°
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ove disertacije pripremljene su i okarakterisane nanocestice zeina, kao i
kompozitne nanocestice zein/Selak i1 zein/kalafonijum, dobijene metodom precipitacije u
nerastvaracu, uz poseban akcenat na njihove interakcije sa prirodnim polielektrolitima, sto
ovoj disertaciji daje posebnu vrednost, budu¢i da su ispitivanja interakcija biopolimernih
nanocestica sa prirodnim polielektrolitima radena po prvi put. Takode, ispitivana je
mogucnost inkapsulacije lipofilne aktivne materije u zein 1 zein/kalafonijum nanocesticama.
Osim toga, pripremani su filmovi zeina iz vodenih disperzija nanocestica zeina, sa i bez
dodatka plastifikatora, Sto takode doprinosi originalnosti ove disertacije, s obzirom da se radi
o novoj metodi, kada je re¢ o prehrambenim sistemima, u kojoj se ne Koristi etanol za
pripremu zeinskih filmova. Ispitivane su barijerne i mehanicke osobine tako dobijenih

filmova 1 uporedivane sa filmovima dobijenim iz etanolnog rastvora zeina.
Na osnovu rezultata ispitivanja izvedeni su sledec¢i zakljudci:

1) Ispitivanjem uticaja koncentracije osnovnog rastvora zeina na veli¢inu dobijenih
nanocestica pokazano je da povecanje Cz od 0,5 % do 10 % zeina u 90% etanolu,
na sobnoj temperaturi, dovodi do linearnog povecanja pre¢nika nanocestica od 80

nm do 180 nm, koje je definisano funkcijomd =11,43-Cz + 70,88.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Ispitivanjem zavisnosti pH vrednosti disperzije nanocestica zeina od koncentracije
nanocestica u disperziji utvrdeno je da pH vrednost sveze pripremljenih disperzija
nanocestica zeina ne zavisi od koncentracije zeina, u opsegu koncentracije 1 — 2 %
zeina u disperziji, gde je vrednost pH ~ 4, dok pri koncentraciji zeina < 1 % dolazi

do blagog povecanja pH vrednosti.

Pokazano je da do gravitacione nestabilnosti sveze pripremljenih suspenzija dolazi

tek posle nekoliko dana, pri ¢emu se nastali talog lako redisperguje.

Utvrdeno je da je izoelektricna tacka nanocCestica zeina na pH = 6,2, nanocestica

Selaka na pH = 3, a nanocCestica kalafonijuma na pH = 2.

Merenjem srednjeg prec¢nika nanoCestica pokazano je da su se najmanje zeinske
Cestice, d ~ 100 nm, obrazovale pri najnizim i1 najviSim ispitivanim pH
vrednostima, pH = 3, pH = 4, pH = 9 1 pH = 10. Srednji pre¢nik nanocestica je
utoliko veci, §to je pH vrednost bliza vrednosti IET (pI = 6,2). U skladu s tim,
najveci srednji pre¢nik imaju nanocCestice na pH = 7, gde je d > 300 nm, dok je na
pH = 6 doslo do potpune precipitacije nanocestica. Raspodela veli¢ina nanocestica

zeina je monomodalna i simetri¢na na svim pH vrednostima.

Stabilne disperzije nanocestica Selaka obrazovane su na pH = 4 — 9, dok su
disperzije nanocestica kalafonijuma bile stabilne na pH = 3 — 8, pri ¢emu su i
nanocestice Selaka 1 nanocCestice kalafonijuma negativno naelektrisane na svim
ispitivanim pH vrednostima. Selak i kalafonijum se rastvaraju na vi§im pH

vrednostima, ta¢nije na pH > 9 za Selak i pH > 8 za kalafonijum.

pH vrednost disperzije ne uti¢e na veli¢inu nanocestica Selaka, €iji je srednji
precnik iznosio priblizno 100 nm, na svim ispitivanim pH vrednostima. S druge
strane, pH vrednost ima veliki uticaj na veli¢inu nanocestica kalafonijuma, ¢iji je
pre¢nik bio najveci na pH = 3, a potom s smanjivao sa povecanjem pH. Raspodela
veli¢ina nanocestica Selaka simetricna je i monomodalna na svim ispitivanim pH

vrednostima. Raspodela veli¢ina cCestica kalafonijuma je monodalna na svim

ispitivanim pH vrednostima.

Kompozitne nanodestice zein/Selak (Z/S) sa masenim odnosom Z/S 1/0, Z/S
0,8/0,2 i Z/S 0,5/0,5 su pozitivno naelektrisane pri kiselim pH vrednostima, a
negativno pri neutralnim i baznim uslovima. IET Z/S nanocestica opada sa

povecanjem udela Selaka.
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9)

10)

11)

12)

13)

14)

Kompozitne nanocestice zein/kalafonijum sa masenim odnosima Z/K 1/0, 0,8/0,2 i
0,4/0,6 su pozitivno naelektrisane na pH = 3 — 5, a negativno na pH > 7. IET Z/K
nanoCestica opada sa povecanjem udela kalafonijuma. Sve pripremljene Z/K
nanocestice SU Nanometarskih veli¢ina, pri ¢emu je pokazano da su kompozitne
nanoCestice (Z/K 0,8/0,2 1 Z/K 0,4/0,6) znaCajno sitnije od nanocestica

pripremljenih samo od kalafonijuma, Z/K 0/1.

Merenjem povrSinske gustine naelektrisanja pokazano je da su Z nanocestice
pozitivno naelektrisane na pH = 3 — 5, a negativnho na pH =7 — 9. Z/K 0,8/0,2
nanocestice su pozitivno naelektrisanje na pH = 3 — 4, a negativnho na pH > 5.
Rezultati merenja povrSinske gustine naelektrisanja odgovaraju rezultatima

merenja zeta potencijala nanocestica.

Mikrofotografije Z i Z/K 0,8/0,2 nanocestica pokazuju da su zeinske nanocestice
sfernog oblika, kao 1 Z nanocCestice sa GA. S druge strane, Z/K nanocestice su
nepravilnog oblika. Veéina Z/K Ccestica, nakon dodatka GA, je koalescirano, te

formiraju neuredene strukture u vidu lanaca ili nizova.

Utvrdeno je da je adsorpcija GA na povrSinu nanocestica egzoterman proces pri pH
=41 pH = 5,5, a blago endoterman pri pH = 3. Najintenzivnije interakcije su pri
pH = 4. Kod Z/K nanodestica, nakon dostizanja vrednosti masenog odnosa GA/NC
od 0,7 nema viSe promene entalpije reakcije po molu dodate GA, $to ukazuje na
zasi¢enje povrsine nanocestica molekulima GA. U slucaju Z nanocestica, ne dolazi
do potpunog zasi¢enja povrsine &estica pri ispitivanim masenim odnosima GA/NC,

ali nakon dostizanja masenog odnosa 1, promena entalpije postaje konstantna.

Karvakrol je inkapsulran u zeinskim 1 kompozitnim nanocesticama sa razli¢itim
Z/K odnosom (0,8/0,2; 0,6/0,4 1 0/1). Pokazano je da sastav nanocCestica uti¢e na
udeo otpustenog karvarola, te da se sa pove¢anjem udela kalafonijuma otpusta vise

karvakrola, u toku 24 h.

Ispitivana je mogucénost pripreme jestivih barijernih filmova iz disperzija
nanocCestica zeina (Zg), sa dve razliCite veliCine Cestica, 90 nm i 180 nm, sa i bez
dodatka propilen—glikola, kao plastifikatora. Prose¢na debljina zeinskih filmova
dobijenih iz disperzije, ZDNC180, ZDPGNC180, ZDNC90 i ZDPGNC90, bila je
72,6£29,28 um, 68,6+18,23 um, 75,6+24,39 um, and 59,9+17,14 um, respektivno,
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15)

16)

17)

18)

dok je debljina filmova dobijenih iz rastvora, ZR i ZRPG, bila 84,6+14,07 um and
84,9+11,93 pum, respektivno.

Povrsina Z, filma je skoro potpuno glatka, dok Zy filmovi imaju jasno izraZzenu
zrnastu strukutru povrsine, koja je izrazenija $to su Cestice krupnije. Takode, Zg
filmovi su bili znatno krtiji u poredenju sa filmovima dobijenim iz zeinskog
rastvora. Krtost Zy filmova znacajno je smanjena dodatkom propilen—glikola u
suspenzije. Osim na krtost, propilen—glikol ima veliki uticaj i na morfologiju
zeinskih filmova. Izrazenost zrnaste strukture Zy znacajno opada sa dodatkom

propilen—glikola, nezavisno od veli¢ine Cestica.

Izmerena prosecna hrapavost, Sa, ZR, ZRPG, ZDNC90, ZDPGNC90, ZDNC180 i
ZDPGNC180 filmova iznosila je 15,2 nm, 19,7 nm, 36,4 nm, 32,2 nm, 57,1 nm i
27,5 nm, respektivno. AFM analiza Z; i Z4 filmova pokazala je da je povrSina Zg
filmova hrapavija od povrsine Z, filmova, nezavisno od prisustva propilen—glikola.
Takode, kod Zg4 filmova u koje nije dodavan PG, povrSina je hrapavaija Sto su
Cestice krupnije. AFM analizom utvrdeno je takode da dodatak propilen—glikola
uti¢e na smanjenje hrapavosti Zy filmova, $to ukazuje na poboljSanje procesa

koalescencije nanocestica zeina tokom formiranja filma.

FTIR spektroskopijom zeinskih filmova, uvtrdeno je da spektri i Z, i Z4 filmova
imaju karakteristi¢ne pikove na 3390 em™, 2960 cm™?, 1643 cm™ i 1533 cm?, koji
redom ukazuju na prisustvo hidroksilne, amidne AO, amidne 1 i amidne Il
funkcionalne grupe. Pikovi oko 1640-1650 cm™ na spektrima ZR i ZRPG su
simetri¢ni. Ovi pikovi ukazuju na prisustvo nasumicnih zavojnica u sekundarnoj
strukturi molekula zeina Na spektrima Zy filmova, sa i bez PG, ovi pikovi su
asimetri¢ni, odnosno imaju progirenje u vidu ,,ramena“ na 1620 cm™, §to ukazuje
na prisustvo P-—ravni u sekundarnoj strukturi zeina, ¢iji pikovi se uobiCajeno
javljaju na 1610-1640 cm™. Na osnovu rezultata dobijenih FTIR analizom moZe se
pretpostaviti da je kod Zy filmova prisustvo B—ravni povecano u odnosu na Z,

filmove, §to ukazuje na uredeniju sekundarnu strukturu.

Svi ispitivani filmovi su, u ispitivanim uslovima, apsorbovali manje od 8% vlage.
Rastvorljivost i Z, i Zy filmova u vodi bila je ispod 5%. Propustljivost vodene pare
(PVP) se nije znacajno razlikovala (p < 0,05) za ZR, ZD i ZDPG filmove,
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nezavisno od veli¢ine Cestica. Ipak, blago povecanje PVP nakon dodatka PG se

moze primetiti i kod Z, i kod Zg4 filmova.

19) Opticka zamucenost ZD filmova bila je veéa nego kod ZR filmova. Dodatak
plastifikatora utiCe na smanjenje opticke zamucenosti, te su ZDPG filmovi bili
najmanje mutni. Po pitanju boje filmova, pokazano je da udeo bele u boji filmova
raste po redosledu ZR < ZRPG < ZDPG < ZD. Vrednosti parametra a* bile su
bliske nuli kod svih ispitivanih filmova, §to ukazuje na veoma mali udeo crvene,
odnosno zelene boje u boji filmova. Pozitivne vrednosti parametra b* kod svih
ispitivanih filmova ukazuje na to da u boji filmova preovladuje Zuta, $to je i tipicno

za zeinske filmove.

20) Statisticka analiza pokazala je da ne postoji znacajna razlika u mehani¢kim
svojstvima izmedu filmova izlivenih iz disperzija nanocestica i filmova izlivenih iz

etanolnog rastvora zeina.
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Osaj Obpazay uuHu cacmasHu O0eo OOKMOpPCKe oucepmayuje, OOHOCHO OOKMOPCKO2
yMemHuuKoe npojekma xoju ce opanu na Ynusepzumemy y Hoeom Caoy. Ilonyrwen Obpazay
VKOpUuUmu u3a mexcma OOKmMoOpcKe oucepmayuje, OOHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO?2

npojexma.

[Linan Tpermana nogaTtaka

Ha3us npojex pakuBama

HpnnpeMa HaHOYCCTHUIla 3€MHAa U IbMXO0Ba IPpUMCHA Kao (I)YHKLII/IOHaJIHI/IX KoJionga

Ha3uB nHCTHTYIHje/MHCTUTYIHja Yy OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOAU HCTPAKUBAHE

a) Yausepsurer y HoBom Cany, Texnonomku paxynrer Hosu Cag
0) Yuusep3uret y 3arpe0y, [IpuponocioBHo—MaTeMaTHUKU (aKynTeT

B) YHuBep3utet y JbyOspanu, 3apaBcTBenu (axynret

Ha3uB nporpama y oKBHPY KOT ce peajiu3yje HCTPaKHBaHe

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra crynuje

Yxpamxo onucamu mun cmyouje y oxeupy xoje ce nooayu npuxkynsajy

JIokTOpCKa aucepramnuja

1.2 Bpcre nojaTaka

BaHTI/ITaTI/IBHI/I
@(BaﬂHTaTI/IBHI/I

1.3. Haynn npukymbama nojaTaxka
a) aHKeTe, YIUTHHI, TECTOBH
0) KIMHUYKE IPOLIEHE, MEIUIIMHCKHU 3aIMCH, EIIeKTPOHCKH 3IPaBCTBEHH 3alICH

B) TFCHOTHUIIOBU: HABCCTU BPCTY

T') aAMIHUCTPATUBHU TIOJAIN: HABECTH BPCTY

3opu1/1 TKHMBA: HABECTH BPCTY _ MMPOTEUHH KYKYPYy3a, CMOJI€e, OJUCaXapHIN




HUMI, poTorpacduje: HaBecTr BpcTy _ dotorpaduje y3opaka TOKOM pana, MEKpodoTorpaduje
HaHOYeCTHIIa, MUKpodoTorpaduje moBpuInHe MPOTENHCKUX (hHUIMOBa

eKCT, HaBECTH BPCTY JIMTEpATYpa

’K) Maria, HaBeCTH BPCTY

@ocmno: ONKCAaTH __ EKCICPUMEHTAIIHU PE3YJITaTH
1.3 ®opmar nogaTaka, ynmotpedspeHe ckaje, KOJIHIuHA IT01aTaka

1.3.1 YnorpebsbeHu copTBep U PopMat JaToTEKe:

@Excel ¢bajn, natoreka  .xIsx

b) SPSS ¢ajn, natorexa
GDPDF dbajn, natoreka __.pdf
@TCKCT ¢ajn, matoteka  .dOCX
@JPG ¢ajm, matoteka ___.jpd, .jpeg

f) Ocraino, naroreka

1.3.2. bpoj 3amuca (ko KBAHTUTATHBHUX ITOAATaKA)

a) 6poj Bapmjabmu 23 (7 tunosa HaHodecTuila, 10 pasnuunTux pH BpeHOCTH U 6 THITOBA
IPOTEUHCKHUX (hUIOMBA)

0) Opoj Mepera (MCIUTaHWKA, IPOIICHA, CHUMAaKa U CJI.)

1.3.3. IloHOBJbEHA MEpEHa

0) He

YKOJIHUKO je OATOBOP 11a, OArOBOPUTH Ha ciieAcha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak u3Mel)y TOHOBJbEHHX Mepa je O HeKOJIMKO MUHYTA JI0 HEKOJIHMKO JIaHa
0) Bapuja0JIe KOje Ce BHIIIE IyTa MEePe OJHOCE CE Ha CBE €KCHEPUMEHTAIHE aHAIU3E
B) HOBe Bep3uje (ajioBa Koju cajipxe MOHOBJbEHA MEPEHa Cy UMEHOBAHE Kao

Hamowmene:




Ha nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20poyHy 8aruoHocm nooamaxa?

@ 4

6) He

Axo je 002080p He, 0Opaznodcumu

2. [lpukynibame mogaTaka

2.1 Mertoznonoruja 3a NpUKyIJbambe/TeHePHCabe o1aTaKa

2.1.1. Y oKBUpY KOT' UCTPa)KMBAYKOT HALPTa Cy MOAALM IPUKYIJbEHHU?

CKCIIEPUMCHT, HABECTH THII _aHAIM33a KOJOWIHUX OCOOWHA MPOTECHMHCKHX W KOMIIO3UTHHUX
HAHOYECTHIA,KA0 M aHaiau3a MOP(QOIOIIKNX, OapHjepHHUX, ONTHYKMX M MEXAaHWUYKHX CBOjCTaBa
IIPOTENHCKNX (hMIMOBA

0) KOpenarroHO NCTPaKUBAHE, HABECTH TUIT

@ aHajJiu3a TEKCTAa, HABECTU THUII _ MPUKYIJbAILC JIMTCPATYPHUX MOJAATaAKa U VHODehI/IBaH)e ca
CKCIICPUMCHTAJIHUM PE3YyJITaTUMaA

1) OCTaJI0, HABECTH 1T

2.1.2 Hagecmu 6pcme MepHUX uHCMpyMeHama uiu Cmanoapoe nooamaxa cneyuguynux 3a oopelheny
HAY4Hy OUCYUNIUHY (aKo nocmoje).

2.2 Kpanurer noparaka u CTaHIapau

2.2.1. Tperman HepocTajyhux mojaTaka

a) Jla nmu maTpuna caapxu Hegocrajyhe nogarke? Z[a@

AKO je 0aroBOp J1a, OArOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) Konuku je 6poj Henoctajyhux nmonataka?

0) Jla 11 ce KOPHCHUKY MaTpHIIE Ipernopy4yje 3ameHa Hepocrtajyhux nogaraka? la He




B) AKO je oAroBOp /1a, HABECTH CYTeCcTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HeJ0CcTajyhux mojaraka

2.2.2. Ha xoju HaYMH je KOHTPOJHMCaH KBATUTET noaaTaka? OnucaTu

KBanmmrer mogaraka KOHTPOJIKCAH je oapelijnBameM MOHOBJEUBOCTH IOOW]EHUX pE3yaTaTa.

2.2.3. Ha xoju Ha4MH je u3BpIICHa KOHTPOJIA YHOCA [T01aTaKa y MaTpHUILy?

KonTpona yHOCa mojaTaka je u3BplleHa yrnopehuBameM ca eKCIEPUMEHTAIIHAM PE3YJITaTUMA U

JIUTCPATYPHUM I1OoAaliMa.

3. Tperman nogaraxka u npareha gokymeHnranuja

3.1. TpetmaH u dyBame MmojlaTaka

3.1.1. Ilooayu he 6umu oenonosanu y HaPoYc — Hayuouwannom penosumopujymy oucepmayuja y
Cpbuju u vy _penosumopujymy Hupopmayuonoz cucmema _Hayuyue Ooeiamuocmu_Yuueepsumema y
Hosom Caoy. ?

3.1.2. URL aopeca https://nardus.mpn.gov.rs, http://www.uns.ac.rs/index.php/univerzitet/javnost-
rada-2/javni-uvid-doktorske

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) @

0) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o

8) He

Axo je 002080p He, Hasecmu pasznoe

3.1.5. llooayu nelie bumu denorosanu y penozumopujym, aiu fie oumu yyeanu.

Obpasnoogicerve
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http://www.uns.ac.rs/index.php/univerzitet/javnost-rada-2/javni-uvid-doktorske

3.2 Mertanofiani 1 JOKyMEHTAaIl{ja ToJaTaka

3.2.1. Koju crannapn 3a Meranoaarke he Outu npuMemeH?

3.2.1. HaBectu MeTanopaTke Ha OCHOBY KOjUX CY ITOAALH JETIOHOBAHH y PEIIO3UTOPH]YM.

AKo je nompebno, Hasecmu memoode Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe no0amaxd, AHaIumuyKe u
npoyedypaine uHgopmayuje, puxo8o Koouparbe, 0emasmsHe onuce sapujabnu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u CTaHIap/u 3a YyBame MojaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuoja he nmoganu OUTH YyBaHH y PEHO3ZUTOPUjyMY?

3.3.2. Jla iu he momaiu OuTH IenonoBaHu o mudpom? la
3.3.3. la nmu he mudpa Outn gocrynHa oapeheHom kpyry ucrpaxusaya? la He
3.3.4. la v ce nogauy Mopajy yKJIIOHUTH U3 OTBOPEHOT MPUCTYIA MOCJIe U3BECHOT BpeMeHa?

1ta @9

O0pasnokuUTH

4. Be30eHOCT MOAATAKA M 3AIITHTA NMOBEPHLUBUX HHPOpPMaLHja

Ogaj onerbak MOPA OuTH NONyHEH aKo Ballly MOJAIM YKIbYUYjy JMUYHE MOJATKe KOjH Ce OJIHOCE Ha
YUYECHHUKE y UCTPpaXKUBamy. 3a Ipyra HCTpakuBama Tpeda Takole pasMOTPUTH 3AIITUTY U CUTYPHOCT
nojaTaKa.




4.1 dopmanHu CTaHIAPIU 32 CUTYPHOCT MH(MOpMaIrja/mojaraka

HcTpaknBaum Koju CIIPOBOJIE UCIIMTHBAKA C JbYAMMa MOPajy Ja ce MPHUIpKaBajy 3aKoHa O 3aIUTHTH
noparaka o nuunoctH (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) u
onrosapajyher MHCTHTYIIHOHAITHOT KOJIEKCa O aKaJeMCKOM WHTETPHUTETY.

4.1.2. Jla nu je uctpakupame 0I00peHO 0] cTpaHe eThuke komucuje? [la He

Axo je oaroop [la, HaBecTH JaTyM U Ha3UB €THYKE KOMHUCH]E Koja je 0100puiIa HCTPaKUBabE

4.1.2. Jla 1 mojaiy yKJby4yjy JUUHE TIOJaTKEe YYeCHUKA y ucTpaxkuBamy? Jla He

AKO je 0roBOp J1a, HaBeIUTE Ha KOjU HAYMH CTE OCUTYPAJIH MOBEPJHUBOCT M CUTYPHOCT HH(pOpMaIiija
BE3aHUX 32 UCIIUTAHUKE:

a) [Nomanu HUCY Y OTBOPEHOM HPUCTYITY
0) ITomany cy aHOHUMU3UPAHU
1) Ocraino, HaBeCTH 1ITa

5. JocTynHoOCT mogaTraka

5.1. Ilooayu he bumu

@aeuo docmynHu

0) 0oOCmynHU CAMO YCKOM KpYey ucmpanxcueaya y oopehenoj nayunoj ooracmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 0ocmynHu camo yCKOM Kpyey UCIMpadiCueaid, Hagecmu noo KOjum YCio8uma Moy 0a ux
Kopucme:

Axo ¢y nooayu 0ocmynHu camo YCKOM Kpyey UCMpaxicudayd, Hagecmu Ha KOju HAUUH Mo2y
NPUCIYRUMU NO0AYUMA.



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmsenu nooayu oumu apxusuparu.

6. YJiore u oATOBOPHOCT

6.1. Hagecmu ume u npesume u mejl aopecy 81acHuKa (aymopa) nooamaxa

Jbwpana Cnacojesuh, ljiljanas@uns.ac.rs

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0paicasa Mmampuyy ¢ nooayuma

Jbuwpana Criacojesuh, ljiljanas@uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje npucmyn nooayuma Opyeum
UCTNPAXCUBAUUMA

Jbwpana Criacojesuh, ljiljanas@uns.ac.rs




