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Doktorska disertacija Jelena Bajac Uvod

1. UVOD

Nacin i ubrzani tempo zivota u XXI veku sve ¢eS¢e se odrazava na opStu zdravstvenu
osetljivost ljudi, pa postoji realna potreba za unosenjem ,,funkcionalne* hrane, odnosno hrane
koja u sebi sadrzi bioloski aktivne komponente (vitamine, masne kiseline, antioksidanse,
minerale i td.) koje ne pokazuju nikakve terapijske efekte. Ogroman potencijal primene
ovakvih komponenti ogleda se u dopunjavanju nutritivnih svojstva hrane, doprinoseci jaéanju
opsteg zdravlja uz smanjenje rizika od nastajanja bolesti (Matos, 2013).

Emulzioni sistemi predstavljaju izuzetno atraktivne sisteme za primenu u
prehrambenoj industriji i kao takvi se mogu naéi u mnogim proizvodima koji se svakodnevno
konzumiraju. Naj¢esce zastupljen tipovi emulzija su ulje-u-vodi (U/V,) emulzije, koje su
zapravo kapi ulja dispergovane u kontinualnoj vodenoj fazi, koje ¢ine sastavni deo mnogih
preliva za salate. S druge strane, voda-u-ulju (V1/U) emulzije sadrze kapi vode dispergovane
u uljanoj kontinualnoj fazi, ¢ija struktura, na primer, ulazi u sastav maslaca. Visestruke
voda-u-ulju-u-vodi (V1/U/V,) emulzije predstavljaju sistem emulzije u emulziji. Sastoje se od
kapi vode (V1) koje su dispergovane u uljanoj fazi (U), pri ¢emu je tako formirana V;/U
emulzija konacno rasporedena u spoljasnjoj vodenoj fazi (V3) takode u vidu kapi. Primena
viSestrukih emulzija najzastupljenija je u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji, dok je
njihova primena u prehrambenoj industriji predmet velikog broja istrazivanja poslednjih
godina. Iako postoji veliki broj potencijalnih aplikacija viSestrukih emulzija, prehrambene
V1/U/V; emulzije obi¢no predstavljaju termodinamicki nestabilne sisteme, $to zapravo
predstavlja veliki nedostatak koji treba prevazi¢i da bi se mogle koristiti za bilo kakvu
prakticnu primenu i masovnu upotrebu (Muschiolik, 2007). Njihov veliki potencijal za
primenu nalazi se u ¢injenici da se ovakvi sistemi mogu Koristiti kao nosaci istovremeno
hidrofilnih i lipofilnih aktivnih komponenti, i omoguciti smanjenje sadrzaja masti
pripremljenog proizvoda (Giroux i sar., 2013; Le Révérend i sar., 2010; McClements i sar.,
2007).
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1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ove doktorske disertacije je dobijanje visestrukih V1/U/V, emulzija kao nosaca
aktivnih materija u dvostepenom postupku, pri ¢emu se za drugi korak pripreme koristi
tehnika membranskog emulgovanja (ME), na membrani od sinterovanog stakla
implementiranoj u ¢eliju sa meSanjem, uz ispitivanje mogucnosti unapredenja karakteristika
formiranih emulzija, u smislu bolje kontrole veli¢ine i1 raspodele veli¢ina formiranih kapi,
koje dovode do razlika u kinetici otpustanja unutra$nje vodene faze u odnosu na proces u
kome se za drugi korak pripreme Koristi tehnika homogenizacije.

Istrazivanje mogucnosti primene 1 utvrdivanje eventualne prednosti ME, kao
savremene tehnike emulgovanja, u odnosu na tradicionalni postupak homogenizacije,
realizovano je kroz pripremu visestrukih emulzionih sistema sa unetom primarnom aktivnom
komponentom u untrasnju vodenu fazu, koju ¢ini ekstrakt belog luka, i sekundarnom
aktivnom komponentom, koju €ini tikvino ulje u uljnoj fazi. Primarna aktivna komponenta
pripremljena je u obliku vodenog i etanolnog ekstrakta belog luka, a dobijeni ekstrakti
inkapsulirani su u unutra$njosti emulzija, $to prema dostupnim literaturnim podacima nije bio
predmet dosada$njih istrazivanja. Ispitan je uticaj komponenti koje ulaze u sastav emulzionih
sistema na njihove karakteristike i upotrebom matematickih korelacija i statisticke analize za
interpretaciju rezultata, optimizovan je sastav i procesni parametari dobijanja ovih nosaca
aktivnih materija. Pored toga, ispitana je kinetika otpuStanja unutrasnje vodene faze iz
emulzija u cilju poredenja dve ispitivane tehnike pripreme visestrukih emulzija.

Da bi se ispitala moguénost inkapsulacije aktivnih komponenti u visestruke emulzije,
prvenstveno je uradena optimizacija sastava V1/U emulzije u Koju ¢ée biti smestene aktivne
komponente. Optimizacija podrazumeva ispitivanje uticaja svih komponenti sistema na
veli¢inu, raspodelu veli¢ina i stabilnost V1/U emulzija. U te svrhe koris¢en je Boks-Benkenov
(eng. Box-Behnken) eksperimentalni dizajn i visekriterijumska optimizacija za odredivanje
optimalnog sadrzaja emulgatora i tikvinog ulja (kao sekundarne aktivne komponente) u
uljanoj fazi 1 optimalne koncentracije soli u vodenoj fazi. Pored toga, ispitana je mogucnost
umreZavanja unutrasnje vodene faze, kao metode za unapredenje stabilnosti V1/U sistema, i
izvrSeno poredenje sa optimalnom formulacijom Vi/U emulzije koja je dobijena
visekriterijumskom optimizacijom. Na taj nacin definisana je formulacija V/U emulzije sa
inkapsuliranom sekundarnom aktivnom komponentom (tikvinim uljem).

Kao drugi korak, ispitana je primena razli¢itih hidrofilnih emulgatora i njihove
koncentracije, na formiranje visestrukih V1/U/V, emulzionija kao nosaca i njihovu stabilnost.
U cilju dobijanja najpogodnije formulacije viSestruke emulzije u koju ¢e biti inkapsulirane
primarne aktivne komponente, ispitan je uticaj dodavanja tikvinog ulja (sekundarne aktivne
komponente) i umrezavanja unutra$nje vodene faze, kao i uticaj regulacije osmotskog pritiska
izmedu dve vodene faze na veliCinu kapi i stabilnost emulzionih sistema. Kinetika
oslobadanja sadrzaja iz unutrasnje vodene faze, u uslovima razli¢itog osmotskog pritiska,
opisana je izvodenjem matematickog modela koji moze biti upotrebljen za predvidanje
procenta oslobodenog elektrolita iz unutrasnje vodene faze visestrukih V1/U/V, emulzija sa
izuzetnom tacnoscu. Definisana formulacija visestrukih emulzionih sistema koriS¢ena je za
inkapsulaciju primarnih aktivnih komponenti.
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Inkapsulacija vodenog i etanolnog ekstrakta belog luka realizovano je prvenstveno
ispitivanjem njihovog uticaja, kao kompleksne smeSe, na veli¢inu i raspodelu veli¢ina kapi i
stabilnost V1/U nanoemulzija. S obzirom da inkapsulacija etanolnog ekstrakta belog luka
podrazumeva formiranje E/U emulzija, koje nisu predmet velikog broja istrazivanja,
mogucnost formiranja ovakvih emulzija utvrdena je kroz izbor pogodnog emulgatora i uticaja
dodavanja rastvora elektrolita unutraSnjoj vodenoj fazi na raspodelu veli¢ina i stabilnost
tokom vremena. Odabrane formulacije V1/U emulzija sa unetom aktivnom komponentom
koriS¢ene su za pripremu viSestrukih emulzija, uz dodatno praenje uticaja dodatka
osmotskog aditiva spolja$njoj vodenoj fazi na veli¢inu kapi formiranih emulzija upotrebom
homogenizera.

Poslednji korak podrazumeva detaljnu optimizaciju procesa ME u ¢eliji sa meSanjem
Uz odredivanje optimalnog transmembranskog pritiska i napona smicanja na povrsini
membrane. Rezultati su potkrepljeni statistickom analizom 1 veSekriterijumskom
optimizacijom procesnih parametara, a u cilju dobijanja monodisperznih visestrukih emulzija
sa unetim aktivnim komponentama i mogu¢no$éu kontrole velicine kapi formirane emulzije.
Mogucénost koris¢enja membrane od sinterovanog stakla u ¢éeliji sa meSanjem, podrazumeva
prvenstveno potpunu karakterizaciju membranskog materijala, koji po nasim saznanjima, nije
ranije koris¢en kao materijal za membransko emulgovanje. Izbor odgovaraju¢e metode za
pripremu visestrukih emulzija nastao je kao rezultat poredenja karakteristika formiranih
visestrukih emulzija dobijenih primenom optimalnih procesnih parametara ME i
homogenizacije, kao i uticaja upotrebljene metode na kinetiku oslobadanja inkapsuliranih
primarnih aktivnih komponenti.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Nosaci aktivnih materija

Uloga bioloski aktivnih jedinjenja u ljudskoj ishrani jedna je od najvaznijih oblasti
istrazivanja poslednjih godina. IstraZivanja na ovu temu mogu znacajno doprineti opStem
zdravlju potrosaca, ali i omoguciti napredak u razvoju novih sistema u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji i zdravstvu. Potencijalni efekti materija koje unosimo hranom doveli
su do spoznaje da je moguce stvoriti prehrambene proizvode sa specificnim karakteristikama,
koje su u stanju da uticu na telesne funkcije iznad osnovnih koju pruza ishrana. Zapravo, na
trziStu najuspesniji proizvodi Su oni koji su u stanju da pruze dodatnu zdravstvenu korist, jer
sve viSe potroSaca zahteva hranu sa dodatom vredno$¢u. Prehrambeni proizvodi koji uti¢u na
poboljsanje zdravlja i/ili smanjuju rizik od bolesti objedinjeni pod nazivom ,,funkcionalna
hrana“ (Jiménez-Colmenero, 2013), zapravo predstavljaju aktivne materije inkapsulirane
unutar nosaca, 1 kao takve ulaze u sastav raznih dijetetskih suplemenata (Day i sar., 2009).
Jedan od osnovnih pravaca istraZzivanja u prehrambenoj industriji je usmeren ka pronalazenju
natina za inkapsulaciju funkcionalnih sastojaka unutar nosaa bez njihovog uticaja na
naruSavanje funkcionalnosti kona¢nog proizvoda.

Funkcionalni sastojci koji mogu biti inkapsulirani u nosafe obuhvataju najcesce
mikronutrijente, kao §to su vitamini 1 minerali, koji se najces¢e ne produkuju u ljudskom telu
I moraju biti uneti u organizam putem ishrane, ili bioaktivne molekule, odnosno fitonutrijente
(poreklom iz biljaka), koji nisu neophodni za ljudsko zdravlje, ali imaju pozitivan efekat
prilikom prevencije odredenih bolesti (Velikov i Pelan, 2008).

Prilikom dizajniranja funkcionalne hrane mora se uzeti u obzir i funkcionalnost
proizvoda u smislu strukture, teksture, stabilnosti, izgleda, ukusa i mirisa, kao i dostupnosti
aktivnih sastojaka. Aktivni sastojak mora biti u odgovaraju¢em obliku kako bi se obezbedila
njegova stabilnost, pri ¢emu se mora voditi ratuna i o ukusu finalnog proizvoda.
Mikronutrijenti i bioaktivni molekuli prilikom inkapsulacije ¢esto mogu izazavati probleme
zbog svojih fizicko-hemijskih karakteristika i mogucénosti interakcije sa drugim sastojcima
koji su prisutni u sistemu. Postoje dva nacina za uvodenje funkcionalnog sastojka u finalni
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proizvod: kao rastvorena, ili kao nerastvorna komponenta u obliku disperzije. Komponente
koje su rastvorene su lako dostupne za sorpciju, imaju dobru biolosku raspoloZivost, ali
pokazuju veliku hemijsku reaktivnost sa drugim komponentama sistema. U obliku disperzije
se Cesto dodaju aktivne materije neprijatnog mirisa i ukusa, ili komponente koje lako reaguju
sa drugim komponentama, ali njihovo dodavanje moze dovesti do promene teksture
proizvoda. Navedeni problemi se mogu prevazi¢i inkapsulacijom aktivnih materija u
koloidne nosace, ¢ime se smanjuje njihova hemijska reaktivnost, omoguéava maskiranje
neprijatnog mirisa i obezbeduje dobra biloska raspolozivost (Fraj, 2016; Velikov i Pelan,
2008). Fitonutrijenti su izuzetno atraktivna grupa za inkapsulaciju u nosace u cilju
poboljsanja njihove bioloske raspodele i farmakokinetike, jer se zbog njihove niske
rastvorljivosti generalno slabo apsorbuju u ljudskom organizmu (Huang i sar., 2010).

U nosace aktivnih materija ubrajaju se sve strukture u koje mogu biti inkapsulirane
odredene aktivne komponente, kao Sto su: micele, lipozomi, emulzije (mikroemulzije i
nanoemulzije), visestruke emulzije, mikro i nanokapsule, hidrogelovi, molekulski kompleksi
i polimerne Cestice. Postoji vise razli¢itih podela nosaca aktivnih materija. U pogledu
agragatnog stanja dele se na disperzije ¢vrsto-te¢no, te€no-te€no i disperzije
samoorganizovanih  struktura molekula. Nosa¢i aktivnih  materija mogu  biti
jednokomponentni, kao pojedinacne aktivne komponente (koloidne Cestice) ili kombinacija
bioaktivnih komponenti ugradenih u nosa¢. Morfoloski oni mogu biti teéne (emulzije),
kristalne ili amorfne Cvrste supstance (koloidne Cestice) i tecni kristali (mezofaze). Veli¢ina
nosa¢a moze da varira od oko 10 nm za micele do mikrometarskih veli¢ina. Kao osnovni
uslov za formiranje koloidnih sistema neophodna je stabilizacija povrSine koja se moze
posti¢i naelektrisanjem povrSine (elektrostaticka stabilizacija), adsorbovanjem sloja
surfaktanta ili polimera na povrsinu (sterna stabilizacija) ili kombinacijom elektrostaticke i
sterne stabilizacije (Fraj, 2016; Patel i Velikov, 2011).

Prilikom pripreme nosaca funkcionalnih sastojaka u prehrambenoj industriji od
velikog je znaaja prvenstveno izbor prehrambenih materijala koji se klasifikuju kao
bezbedni za oralnu upotrebu. Materijali koji se mogu primenjivati pri dobijanju nosaca
ukljuCuju polisaharide biljnog, Zivotinjskog ili mikrobioloSkog porekla (pektin, skrob,
maltodekstrin, guma arabika, natrijum-alginat, karagenan, hidroksiporpilmetil celuloza,
natrijum-karboksimetil celuloza, ksantan guma, dekstran), proteine (sojin protein, kazein,
zelatin, zein, proteine surutke, proteine ovsa) i emulgatore (lecitin, sorbitan estri i njihovi
etoksilati (tvinovi i spanovi), estri Secera, monogliceridi) (Huang i sar., 2010).

2.2. Emulzioni sistemi

Emulzioni sistem je smesa dve medusobno nemesljive te¢ne faze, obicno ulja i vode,
sa jednom fazom dispergovanom u vidu malih sfernih kapi u drugoj (McClements i sar.,
2007). Sistemi gde je vodena faza dispergovana u uljanoj fazi predstavljaju voda-u-ulju
(V1/U) emulzije, dok ulje-u-vodi (U/V,) emulzije predstavljaju sistem u kome je uljana faza
dispergovana u vodi (slika 2.2a)). Faza koja je dispergovana u vidu kapi se naziva disperzna
faza, dok je teCnost u kojoj je ona dispergovana kontinualna faza.
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Emulzioni sistemi pokazuju izvesne razlike u stabilnosti u zavisnosti od veliine
formiranih kapi i od metode koja se koristi za njithovo formiranje. Prema veliCini kapi,
emulzije se mogu podeliti na:

e emulzije (makroemulzije), sa pre¢nikom kapi 0,2-100 pm, koje su Kineti¢ki stabilne,
ali termodinamicki nestabilne, i zahtevaju znaajnu potrosnju energije da bi se
formirale;

e nanoemulzije, sa pre¢nikom kapi ispod 200 nm, koje pokazuju vecu stabilnost od
emulzija, ali se mogu smatrati i dalje termodinamicki nestabilnim sistemima, iako je
potrebno uloziti energiju za njihovu separaciju;

¢ mikroemulzije predstavljaju termodinamicki stabilne sisteme, transparentne izotropne
rastvore sa preCnicima kapi od 5-100 nm, koje nastaju spontanom asocijacijom
hidrofilnih i hidrofobnih delova molekula surfaktanta (micelarne strukture) (Flanagan
i Singh, 2006; McClements, 2012; Rao i McClements, 2012). Poseduju nizu slobodnu
energiju nego kad su prisutne kao dve odvojene faze (slika 2.1).

o ) Formiranje nanoemulzija Formiranje mikroemulzija
T = —
' 0o ErF
il 2/ \ v~ e
v e ¢ . O / AG* AG* f \.\ .
o | » ‘
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o (2] nestabilne \ | termodinamicki
o \ [ nestabilne

AG \ |

™

Mikroemulzija

odvojene faze: termodinamicki
termodinamicki stabilne
stabilne

Nanoemulzija

Slika 2.1. Sematski prikaz razlike izmedu nanoemulzija i mikroemulzija u pogledu njihove
velicine i slobodne energije sistema u odnosu na odvojene faze sistema (McClements, 2012)

lako kao termodinamicki nestabilni sistemi koji imaju tendenciju raslojavanja tokom
vremena, emulzije su kineticki stabilne odredeni vremenski period zahvaljujuéi supstancama
(emulgatorima), koje se koriste za njihovu stabilizaciju. Kao takve one su Siroko
rasprostranjene u razli¢itim granama industrije, prvenstveno u farmaceutskoj 1 kozmetickoj
industriji, zatim u prehrambenoj, poljoprivrednoj i petrohemijskoj industriji. Tipi¢an primer
uspesne primene emulzija u prehrambenoj industriji je prilikom pripreme mleka, majoneza,
razli¢itih sosova i salatnih preliva (Berendsen, 2014).
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2.2.1. ViSestruki emulzioni sistemi

Visestruki emulzioni sistemi (duple ili viSestruke emulzije) predstavljaju kompleksnu
strukturu te¢no/teno disperzija, sisteme emulzije u emulziji, koje se mogu podeliti na dve
kategorije: ulje-u-vodi-u-ulju (U1/V/U,) emulzije i voda-u-ulju-u-vodi (V1/U/V;) emulzije
(Charcosset, 2009; Van Der Graaf i sar., 2005). V1/U/V, emulzije predstavljaju sisteme u
kojima su kapi vode (V1) dispergovane u kapima ulja (U), koje su konacno rasporedene u
spoljasnjoj vodenoj fazi (V), Cija je struktura prikazana na slici 2.2b) (Florence i Whitehill,
1982).

Medutim, usled vece povrsine kontakta izmedu faza u odnosu na obi¢ne emulzije, a
kao posledica prisustva dve medupovrSine, viSestruke emulzije poseduju slabiju
termodinamicku stabilnost. Pored njihove nestabilnosti koja je uzrokovana migracijom vode
izmedu unutrasnje i spoljasnje vodene faze, u slucaju V1/U/V, emulzija, visestruke emulzije
su izuzetno sklone razruSavanju (nastajanju obi¢nih emulzija) tokom samog procesa
pripreme, Sto je jedan od osnovnih razloga njihove slabe komercijalne primene. Danas se na
trziStu moze naci svega nekoliko proizvoda koje su na bazi viSestrukih emulzija, iako je
njihovo formiranje i primena oznaceno kao tehnologija buduénosti.

a) uiv, V,/U

Slika 2.2. Sematski prikaz strukture emulzija: a) V1i/U i U/Vy; b) visestrukih V1/UIV; i U1/V/U,
emulzija

Ogromna prednost viSestrukih u odnosu na obi¢ne emulzije ogleda se u tome §to sama
njihova struktura moze obezbediti inkapsulaciju istovremeno i hidrofilnih, i hidrofobnih
aktivnih materija. Unutrasnja vodena faza V1/U/V, emulzija moze biti nosa¢ svih hidrofilnih
aktivnih materija uklju¢uju¢i vitamine, minerale, polifenole, aminokiseline, bioaktivne
proteine, enzime, peptide, antimikrobna sredstva, konzervanse, boje i arome. Zahvaljujuci
viSestrukim emulzijama, inkapsulacija aktivnih materija u unutrasnjosti vodene faze
obezbeduje:
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e zaStititu od spoljasnjih uticaja,
e transport aktivnih materija do Zeljene lokacije i kontrolisano otpustanje,
e maskiranje nepozeljnih senzornih karakteristika.

U prehrambenoj industriji, viSestruke emulzije imaju potencijal za primenu u
postupcima dobijanja tzv. ,light“ proizvoda, odnosno proizvoda sa smanjenim sadrzajem
masti, s obzirom da inkapsulacija unutrasnje vodene faze smanjuje ukupnu potrebnu koli¢inu
uljane faze, zadrzavajuci isti precnik formiranih kapi ulja, i pri tome ne uti¢e znacajno na
senzorna svojstva proizvoda. Drugi razlog njihove potencijalne primene u prehrambenoj
industriji je mogucnost maskiranja neprijatnog mirisa i ukusa komponenti unutar emulzije
¢ime se doprinosi pobolj$anju organoleptickih svojstava hrane (Ficheux i sar., 1998).

Najmasovnija primena visestrukih emulzija registrovana je u farmaceutskoj industriji,
gde se ovakve strukture koriste za imobilizaciju farmakoloSki aktivnih supstanci, zaStitu
insulina od enzimske degradacije, u antidot terapiji kod predoziranja, u hemoterapiji pri
tretmanu kanceroznih ¢elija ili kao zamena za crvena krvna zrnca (Fraj, 2016).

2.3. Stabilizatori emulzija - emulgatori

Mesanjem ulja i vode, kao dve medusobno nemesljive tecne faze, dobija se sistem
koji je sklon raslojavanju, kroz mnostvo razli¢itih mehanizama, o kojima ¢e kasnije biti re¢i.
Iz tog razloga, neophodno je sistemu dodati emulgatore (surfaktante) kako bi se poboljsala
njegova stabilnost. Izbor pogodnog emulgatora, ili sistema emulgatora, predstavlja jedan od
najvaznijih koraka pripreme emulzionih sistema. Emulgator je zapravo povrSinski aktivna
materija (PAM) koji ima afinitet adsorpcije na povrSinu faza, olak$ava formiranje kapi i
sprecava njihovo ponovno medusobno spajanje. U odsustvu emulgatora, dispergovanjem
jedne tecnosti u drugoj dolazi do povecanja slobodne povrSine dispergovane faze, tako da su
emulzije, usled velike potencijalne energije, nestabilne. Teznja ka smanjenju potencijalne
energije sistema dovodi do koalescencije kapi, $to se moze spreciti dodatkom emulgatora koji
smanjuje medupovrsinski napon i samim tim smanjuje potencijalnu energiju sistema.

Emulgatori imaju dve glavne uloge u formiranju emulzija. Prvo, smanjuju
medupovrsinski napon izmedu ulja i vode, §to olakSava distribuciju kapljica, i u slucaju
membranskog emulgovanja smanjuju minimalan pritisak emulgovanja. Drugo, emulgator
formira zastitni sloj na povrSini kapi, manje ili ve¢e mehanicke ¢vrstoce, i time sprecava
koalescenciju i/ili agregaciju kapi, $to zavisi kako od tipa emulgatora tako i od njegove
koncentracije.

Molekuli PAM sastoje se iz dva dela razliite polarnosti: nepolarnog dela koji ¢ini
ugljovodoni¢ni niz (rep) 1 polarnog dela (glava) koga ¢ini polarna atomska grupacija, ¢ija
veli¢ina moze da varira. Nepolarni deo molekula rastvara se u organskim rastvaracima, a
polarna grupa u vodi, daju¢i molekulu difilni (amfifilni) karakter. Ako je polarni deo PAM
dominantan, molekul ¢e biti rastvoran u vodi, dok, ako je nepolarni deo dominantan, molekul
¢e se rastvarati u organskim rastvara¢ima. Samim tim, izbor emulgatora zavisi od tipa
emulzije koja se zeli dobiti (Bastida-Rodriguez, 2013a). Jedan od osnovnih elemenata, na
osnovu kojeg se najceS¢e vrsi izbor emulgatora, je odnos hidrofilnog 1 hidrofobnog
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(lipofilnog) dela molekula i njegova rastvorljivost po fazama. Naime, radi se 0 svojevrsnoj
ravnotezi pomenutih delova molekula koja se naziva hidrofilno-lipofilna ravnoteza i
kvantifikuje se odredenom numerickom vrednoscu koja se oznacava kao HLB broj. Hemijski
sastav molekula odreduje HLB broj koji se moze izracunati na slede¢i nacin:

mp
HLB = 20
mpy +ml

(2.1)
gde je:

my, - udeo (g/mol) hidrofilnog dela molekula,

m; - udeo (g/mol) lipofilnog dela molekula.

Emulgatori sa niskom HLB vredno$é¢u, rastvorljivi u ulju, koriste se za dobijanje
emulzija V1/U, dok su emulgatori sa visokom HLB vredno$cu, rastvorljivi u vodi, koriste se
za dobijanje emulzija U/V,. Dakle, visestruke emulzije sadrze (najmanje) dva emulgatora od
kojih je jedan lipofilni (niske HLB vrednosti), a drugi hidrofilni (visoke HLB vrednosti).
Lipofilni molekul PAM ¢e se adsorbovati na V1/U medupovrsinu i stabilizovati unutrasnje
kapi vode, dok ¢e adsorpcija hidrofilnog emulgatora na U/V; medupovrSinu stabilizovati kapi
ulja. Njihova orijentacija na granici faza je prikazana na slici 2.3. Interakcija izmedu ova dva
emulgatora odreduje stabilnost dvostrukih emulzija (Van Der Graaf i sar., 2005).

+ hidrofilni emulgator

~uljana faza (U)

+ unutrasnja vodena faza (V,)

+ hidrofobni emulgator

~ spoljasnja vodena faza (V,)

Slika 2.3. Orijentacija hidrofilnog i lipofilnog emulgatora na granici faza visestrukih V1/UIV,
emulzija

Koncentracija odabranog emulgatora uopsteno uti¢e na srednju veli¢inu i raspodelu
veli¢ina kapi, kao 1 na stabilnost emulzije. Povecanjem koncentracije emulgatora veli¢ina
kapi se smanjuje, kao i vreme formiranja kapi, zbog povecanja dodirne povrsine faza i
smanjenja medupovrsinskog napona izmedu dve faze. Uticaj koncentracije emulgatora na
smanjenje veli¢ine kapljica se zapaza samo do kriticne micelarne koncentracije (KMK),
nakon koje veliCina ostaje priblizno konstantna. Medutim, daljim povecanjem koncentracije
iznad vrednosti KMK smanjuje se agregacija kapljica tokom stajanja, pa su emulzije sa
poviSenom koncentracijom emulgatora stabilnije. Ovaj efekat zavisi kako od tipa emulgatora,
tako i od koncentracije disperzne faze, i moze se pojacati kombinacijom dva razliita
emulgatora (Marquez i sar., 2010; Mun i sar., 2010).
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2.3.1. Tipovi emulgatora

Emulgatori kao povrsinski aktivne materije mogu se podeliti u cetiri grupe u
zavisnosti od prirode polarnog dela molekula:
e anjonski,
e katjonski,
e amfoterni,
e nejonski.

Jonski emulgatori (katjonski i anjonski) imaju ograni¢enu primenu u prehrambenoj
industriji, jer vec¢ina njih nije dozvoljena za primenu u hrani usled potencijalne toksi¢nosti i
nezeljenog dejstva za ljudsko zdravlje. Emulgatori koji su dozvoljeni za oralnu upotrebu su
uglavnom negativno naelektrisani (kao §to su mono- i diglicerid estri limunske kiseline
(CITREM), monoglicerid estri diacetil vinske kiseline (DATEM) i natrijum lauril sulfat
(SLS)), dok se od katjonskih emulgatora ¢esto koristi lauril-arginat (LAE). Medutim, njihova
upotreba moze biti ograni¢ena koncentracijom, jer u slucaju da je potrebna visoka
koncentracija emulgatora za neku primenu, moze doé¢i do pojave nezeljenih efekata poput
iritacija (Friberg i sar., 2004; McClements i Rao, 2011).

Nejonski emulgatori su najées¢e koris¢eni emulgatori u prehrambenoj industriji
usled njihove niske toksi¢nosti, odsustva bilo kakvog nezeljenog efekta i visoke sposobnosti
formiranja emulzije nezavisno od metode emulgovanja. Primeri emulgatora koji se najéesce
koriste su estri razli¢itih Se¢era (sorbitanmonooleat, saharoza monopalmitat), polioksietilen
etri (POE ili brijovi) i etoksilovani sorbitan estri (tvinovi i spanovi) (Henry i sar., 2009;
McClements i Rao, 2011).

Cviterjonski emulgatori (eng. Zwitterionic) poseduju dve ili viSe suprotno
naelektrisanih grupa u istom molekulu. Samim tim, oni mogu biti negativno, pozitivno ili
neutralno naelektrisani u zavisnosti od pH rastvora u kome se nalaze. NajceS¢e primenjivani
cviterjonski emulgatori koji se mogu primenjivati u hrani su fosfolipidi, pri ¢emu se lecitin
ubraja u najéesce koriséene. Medutim, pored njega postoji veliki broj prirodnih fosfolipida,
koji nisu tako dobri emulgatori u svojoj izolovanoj formi, kako za formiranje, tako i za
stabilizaciju emulzionih sistema. Medutim, oni mogu biti prilicno efikasni ukoliko se koriste
u kombinaciji sa ko-emulgatorima (McClements i Rao, 2011).

Uopsteno, U prehrambenoj industriji, najceS¢e koriS¢eni tipovi emulgatora su mali
molekuli, fosfolipidi, proteini i polisaharidi. Odabrani tip emulgatora pokazuje veliki uticaj
na veli¢inu formiranih kapi. Mali molekuli emulgatora (monomeri) ispoljavaju visoku
efikasnost pri formiranju nanoemulzija, bilo da se za pripremu primenjuju metode koje
zahtevaju unoSenje energije od strane mehanickog uredaja (homogenizacija, homogenizacija
pod visokim pritiskom, ultrazvu¢no emulgovanje, mikrofluidizacija) ili metode koje koriste
hemijsku energiju komponenti za formiranje emulzija (spontano emulgovanje, inverzija faza)
(Karthik i sar., 2017; McClements i Rao, 2011; Ohtani i Rasert, 2014). S druge strane,
proteini i polisaharidi nisu pogodni za primenu pri formiranju emulzija bez dodatnog
unoSenja energije u sistem, i skloni su formiranju kapi veceg prose¢nog precnika cak i uz
upotrebu mehanickih uredaja za njihovo formiranje, tako da se njihovim koris¢enjem retko
formiraju nanoemulzije. S druge strane, njihova ogromna prednost u odnosu na primenu

10



Doktorska disertacija Jelena Bajac Teorijski deo

drugih emulgatora ogleda se u tome $to su prirodne komponenete (oznaceni kao ,,label-
friendly* sastojci u hrani), pa postoji veliki interes za njihovu potencijalnu primenu i
unapredenje njihovog delovanja (McClements i Rao, 2011).

Cesto se za poboljsanje karakteristika formiranih emulzija i njihove stabilnosti koriste
kombinacije vise razli¢itih emulgatora i/ili se emulzionim sistemima dodaju ko-emulgatori
(jednostavni i visi alkoholi) ili ko-rastvaraci (polioli kao $to su polipropilen glikol, glicerol i
sorbitol). Ko-emulgatorima se smatraju amfifilni molekuli koji imaju povrsinsku aktivnost,
ali nemaju dovoljno dobra stabilizaciona svojstva da deluju samostalno usled male velicine
polarne glave. Mehanizam njihovog delovanja se moze pripisati fluidizaciji na granicu faza,
podesavanju odnosa viskoziteta disperzna/kontinualna faza ili smanjenju elektrostatickog
odbijanja izmedu naelektrisanih delova jonskog surfaktanta na medupovrsini delujuc¢i kao
prostorna smetnja. Ko-rastvaraci Su izrazito polarni molekuli koji nisu narocito povrsinski
aktivni, ali mogu uticati na fizicko-hemijske karateristike molekula emulgatora, kao §to su
povrsinska aktivnost, koeficijent raspodele izmedu faza (voda/ulje) i sposobnost formiranja
koloidnih struktura, putem promene strukture i interakcije molekula u vodenoj fazi
(McClements i Rao, 2011).

2.3.1.1. Poliglicerol poliricinoleat

Za pripremu viSestrukih V1/U/V, emulzija nephodno je prvenstveno pripremiti
stabilnu V1/U emulziju. Stabilnost V1/U emulzije zavisi od izbora i koncentracije lipofilnog
emulgatora, prirode uljane faze, kao i prirode inkapsulirane aktivne materije ili markera,
narocito ako su u pitanju elektroliti (Fraj, 2016).

Poliglicerol estri masnih Kiselina su nejonski emulgatori koji se Kkoriste za
stabilizaciju emulzija, pena, disperzija, i kao sredstva za gaziranje, modifikatori viskoziteta,
sredstva za jaCanje testa, sredstva protiv pucanja, ovlazivaci, rastvaraci i supstituenti za masti.
Uopsteno, poliglicerol estri masnih kiselina koji su dozvoljeni za koris¢enje u prehrambene
svrhe su poliglicerol estri jestivin masnih kiselina (PGFA, E475) i poliglicerol poliricinoleat
(PGPR, E476). HLB broj ovih agenasa za emulgovanje zapravo zavisi od duzine poliglicerol
lanca (broja prisutnih hidrofilnih grupa) i stepena esterifikacije (Bastida-Rodriguez, 2013a).

PGPR je sintetski nejonski emulgator dobijen od polimerizovanog glicerola i
interesterifikovane ricinoleinske kiseline, ¢ija je hemijska struktura prikazana na slici 2.4.
Hemijski predstavlja kompleksnu strukturu estara, koji variraju u zavisnosti od stepena
polimerizacije, poliglicerol izomera, stepena esterifikacije, pozicije gde se vrsi esterifikacija,
prisutnin masnih kiselina, jer ricinusovo ulje sadrzi pored ricinoleinske kiseline i druge
masne kiseline (3-8% oleinske, 3-7% linolne i 0-2% stearinske kiseline) (Gulseren i Corredig,
2012; Orfanakis i sar., 2013; Wilson i sar., 1998).

PGPR, zbog svoje izrazito lipofilne prirode, ubraja se u grupu jednog od najsnaznijih
emulgatora za pripremu V1/U emulzija, koji moze da formira izuzetno stabilne emulzije ¢ak i
pri visokom sadrzaju vodene faze (do 80%). Literaturni podaci ukazuju da PGPR ve¢ pri
koncentracijama od 2% daje izuzetno stabilne emulzije, Sto je preduslov za formiranje
stabilnih visestrukih emulzija (Gulseren i Corredig, 2012; Su i sar., 2006). Najveca primena
PGPR je u industriji ¢okolade, gde se koristi kao sredstvo koje sprecava zgru$njavanje
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Cokolade, zbog svoje izuzetne sposobnosti da veze prisutnu vodu (Gilseren i Corredig,
2014). Njegova osnovna uloga je, Sto kao aditiv, poboljsava karakteristike rastopljene
¢okolade, odnosno ima ulogu modifikatora viskoziteta, ¢ime doprinosi oblikovanju istopljene
cokolade. Zajedno sa lecitinom sa kojim ima komplementarna reoloska svojstva, doprinosi
kontrolisanju reoloskih svojstava ¢okolade. Jo$ jedna znacajna primena PGPR je u postupku
dobijanju niskokalori¢nih namaza (Bastida-Rodriguez, 2013; Wilson i Smith, 1998).
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Slika 2.4. Hemijska struktura poliglicerol poliricinoleata (PGPR). Crne tacke oznacavaju
lance poliricinoleinske kiseline (Bastida-Rodriguez, 2013a)

Ispitivanja njegove potencijalne toksi¢nosti iz 1969. godine pokazala su da je
dozvoljen dnevni unos PGPR 3,75 mg/kg telesne tezine. Ova granica je kasnijim
istrazivanjima podignuta na 7,5 mg/kg telesne tezine, 1975. godine, koja je kasnije potvrdena
i 1979. godine od strane Evropske zajednice nau¢nog komiteta za hranu (SCF). Dozvoljena
koli¢ina vazi i danas, i priznat je kao bezbedan (eng. Generally Recognized as Safe) od strane
FDA (eng. Food and Drug Administration) i Svetske Zdravstvene Organizacije (WHO) za
primenu u hrani (Bastida-Rodriguez, 2013; Friberg i sar., 2004; Gllseren i Corredig, 2014;
Wilson i sar., 1998).

2.3.1.2. Dekaglicerol monooleat

Dekaglicerol monooleat (MO-7S ili MO-750) je nejonski emulgator koji se ubraja u
grupu poliglicerol estara masnih kiselina. HLB vrednost dekaglicerol monooleata je 12,9.
Pored mogucnosti njegove primene za formiranje U/V, emulzionih sistema, selekcijom u
odnosu na druge agense za emulgovanje, poliglicerol estri masnih kiselina izabrani su kao
najbolji za pripremu etanol-u-ulju (E/U) emulzionih sistema. Prilikom upotrebe ove grupe
emulgatora stepen polimerizacije uti¢e na formiranje i stabilnost dobijenih emulzija, gde je
predhodnim istrazivanjima MO-7S izabran kao emulgator sa najboljim svojstvima (Xu i sar.,
2001a). MO-7S je potpuno rastvorljiv u 95% etanolu i pokazuje veoma slabu rastvorljivost u
ulju. Prema Bankroftovom pravilu (eng. Bancroft rule), faza u kojoj je emulgator vise
rastvorljiv je kontinualna faza. S obzirom da MO-7S ima visoku HLB vrednost, oc¢ekivano je
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da usled njegove polaranosti i vece rastvorljivosti u etanolnoj fazi, etanol bude kontinualna
faza i omogué¢i formiranje ulje-u-etanolu emulzija (De Los Reyes i Charcosset, 2010).
Medutim, predhodna istrazivanja su pokazala da MO-7S u smesi etanol/ulje ne podleze ovom
zakonu, i da je primenom ovog emulgatora jedino moguée formirati stabilne E/U emulzije
(Xu i sar., 2001b).

Ogranicavajué¢i faktor primene ovog emulgatora je njegova slaba povrSinska
aktivnost, odnosno slabo izrazen uticaj na medupovrsinski napon, pa E/U emulzije dobijene
epotrebom MO-7S ne podlezu mehanizmu povrSinske stabilizacije (eng. Gibbs-Marangoni
effect!), kao obicne V1/U emulzije. Predlozen mehanizam stabilizacije emulzija bazira se na
rastvorljivosti monomera 1 njegovoj raspodeli izmedu uljane i etanolne faze, koji ukljucuje
difuziju MO-7S iz etanolne faze prema ulju, povecanje koncentracije emulgatora na granici
faza i formiranje agregata na medupovrSinskom filmu, koji dalje doprinose stabilnosti
emulzionog sistema i sprec¢avaju koalescenciju kapi (Xu i sar., 2001a; Xu i sar., 2001b).

Upotreba MO-7S pri formiranju emulzionih sistema jos uvek je u fazi istrazivanja, pa
postoji ograni¢en broj publikacija sa njegovom upotrebom. Kao emulgator primenjuje se za
pripremu prehrambenih U/V, emulzija naj¢esce na azijskom kontinentu (Khalid i sar., 2017;
Shu i sar., 2016), dok se jo$ uvek ne moze naéi u bazama podataka dozvoljenih prehrambenih
aditiva na evropskom kontinentu. S druge strane, vecina publikacija koja se odnosi na
upotrebu MO-7S za stabilizaciju E/U emulzija odnosi se na primenu ovih sistema pri
proizvodnji biodizela (De Los Reyes i Charcosset, 2010), sa osvrtom na mogucnost
koris¢enja E/U emulzija kao nosac¢a aktivnih materija u farmaceutskoj industriji (Xu i sar.,
2001b).

2.3.1.3. Lecitini

Lecitini, kao grupa jedinjenja, jedinstveni su prirodni emulgatori koji poseduju
amfifilna svojstva. Najcesce su sastavljeni od fosfolipida, koje ¢ini fosforna kiseline sa
holinom, glicerolom ili drugim masnim kiselinama, obi¢no glikolipidima ili trigliceridima.
Prirodni izvor lecitina su biljna i Zivotinjska tkiva, i najceS¢e se dobija ekstrakcijom i
precis¢avanjem fosfolipida iz soje, jaja, mleka, uljane repice ili suncokreta (ALC, 2009).
Usled niske rastvorljivosti u vodi, u vodenoj sredini fosfolipidi se tako orijentisu da formiraju
strukture kao $to su lipozomi, dvoslojne strukture, micele ili lamelarne strukture, zavisno od
stepena hidratacije i temperature. S obzirom da lecitin predstavlja meSavinu raznih
fosfolipida, njegov sastav zavisi od sirovine iz koje je dobijen. Kao glavni izvor lecitina
koristi se sojino ulje, iako se lecitin dobijen iz suncokretovog ulja navodi kao sve Cesca
alternativa sojinom lecitinu. Glavni fosfolipidi lecitina dobijenog iz soje su fosfatidil holin
(14-16%), fosfatidil inozitol (10-15%), fosfatidil etanolamin (10-15%), fosfatidna kiselina
(5-12%), steroli i ugljeni hidrati. Ostale nefosfolipidne komponente prisutne su u manjim
koli¢inama, a detektovane u sojinom lecitinu su tokoferol, biotin, folna kiselina, tiamin,

! Gibbs-Marangoni effect - prenos molekula emulgatora duz medupovrSinskog sloja usled gradijenta
povrsinskog napona, koji se javija kao posledica neravnomerne raspodele emulgatora na medupovrsini, u cilju
sprecavanja spajanja dve susedne kapi i njihove koalescencije (Tadros, 1994).
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riboflavin, pantotenska Kkiselina, piridoksin i niacin (Rydhag i Wilton, 1981; Scholfield,
1981).

Komerciajlno dostupan sojin lecitin moZe biti u te¢nom stanju, kao viskozna te¢nost,
ili moze biti u obliku praha, koji ve¢inom ¢ine koncentrisani trigliceridi, koji je potpuno
osloboden uljane faze i slobodnih masnih kiselina. Tecni lecitin se lakSe disperguje u uljanoj
fazi, dok se praskasti lakSe disperguju u vodenoj fazi. Samim tim, u procesu pripreme
emulzija se mogu dodavati i jednoj i drugoj fazi u zavisnosti od forme emulgatora.
Emulgujuca svojstva lecitina i njegova primena za formiranje emulzija zavise od njegove
HLB vrednosti, koji moze da varira u intervalu od 2 do 12 (ALC, 2009; Van Nieuwenhuyzen,
1976).

Primena lecitina Siroko je rasprostranjena u prehrambenoj, farmaceutskoj,
kozmetickoj industriji i industriji boja. U prehrambenoj industriji netoksi¢nost lecitina dovela
je do njegove Siroke upotrebe kao aditiva prilikom pripreme razli¢itih vrsta hrane. Njegova
upotreba redukuje viskozitet, zamenjuje skuplje sastojke, kontrolise kristalizaciju Secera i
reoloske karakteristike Cokolade, pomaZe pri meSanju sastojaka, poboljsava vek trajanja
proizvoda i moze se koristiti kao sredstvo za premazivanje. Kao sredstvo za emulgovanje
stabilizuje emulziju, poboljsava teksturu namaza i oslobadanje arome (ALC, 2009;
Nieuwenhuyzen, 1976).

2.3.1.4. Polisorbati

Polisorbati se ubrajaju u grupu nejonskih emulgatora koji su bezbedni za upotrebu.
Njihova najveca primena je u kozmeti¢kim formulacijama, a koriste se za pospeSivanje
penetracije leka kroz kozu (Cappel i Kreuter, 1991). Polisorbati su estri masnih kiselina
polioksietilen sorbitana. Naj¢esc¢e koris¢eni emulgatori iz ove grupe su polioksietilen sorbitan
monolaurat (T20 (eng. Tween 20)) i polioksietilen sorbitan monooleat (T80 (eng. Tween 80)),
¢ije su hemijske strukture prikazane na slici 2.5. Osnovni deo molekula polisorbata je isti,
dok se struktura pojedinih molekula razlikuje usled razli¢itih bo¢nih lanaca masnih kiselina.
Bo¢ni ugljovodoni¢ni lanci predstavljaju hidrofobnu strukturu polisorbata, dok je hidrofilna
priroda posledica prisustva etilen-oksid grupacija. Zahvaljujuc¢i svojoj hidrofilno/lipofilnoj
strukturi imaju sposobnost akumulacije na granici faza, orijentiSu¢i hidrofilne delove ka vodi,
a hidrofobne ka ulju (Kerwin, 2008). T20 i T80 su izrazito hidrofilne prirode, rastvorljivi u
vodi, sa izrazito velikim vrednostima HLB broja (16,7 za T20 i 15 za T80) (Badolato i sar.,
2008; Friberg i sar., 2004; McClements, 2004).

O%OJJ\/\/\/\/\/\ ) 0\/‘&0
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Slika 2.5. Hemijska struktura T20 i T80 (Ruiz-Pefia i sar., 2010)
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KMK polisorbata je niska i iznosi oko 0,014 mmol/l za T80 i 0,061 mmol/l za T20.
Njihov uticaj na snizavanje povrSinskog napona, a samim tim i emulgujuca svojstva, vise su
izrazena prilikom upotrebe T20, koji snizava povrSinski napon na oko 30 mN/m, za razliku
od T80, koji snizava na 42 mN/m, pri istoj koncentraciji (Kerwin, 2008; Ruiz-Pefia i sar.,
2010).

2.3.1.5. Pluronici

Poloksameri (pluronici (eng. Pluronic)) su nejonski triblok kopolimeri, koji se sastoje
od centralnog hidrofobnog dela, koji ¢ini polioksipropilen, i dva hidrofilna kraja, koji se
sastoje od polioksietilena. Postoji veliki broj razli¢itih poloksamera ¢ija se svojstva razlikuju.
Etilen oksid/propilen oksid/etilen oksid (EO/PO/EQ) blok kopolimeri predstavljaju grupu
emulgatora koji se zbog njihove karakteristike slabog penuSanja koriste u masinskim
deterdzentima za pranje sudova, kao i u raznim primenama koje zahtevaju surfaktante koji
malo pene ili ne pene uopste. Nalaze primenu kao pomocna sredstva za ispiranje, kao
rastvaraci za mirise, i kao uguséivaci i agensi za zeliranje. Blagi su deterdzenti, netoksi¢ni, ali
relativno skupi. Izmedu ostalog, mogu se koristiti za poveéanje rastvorljivosti hidrofobnih
supstanci. Takode, koriste se za razli¢ite procene primene lekova, i Smatraju se postojanim u
lekovima koji se koriste prilikom hemoterapije. Povecanjem udela EO lanaca povecava se
rastvorljivost u vodi, kao i1 sposobnost ugus¢ivanja i formiranja gela, a smanjuje vlazenje
(Kabanov i sar., 1995; Sastry i Hoffmann, 2004).

CHs,
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Slika 2.6. Hemijska struktura pluronika F68

Hemijska struktura pluronika F68 (PF68), koji je najées¢e primenjivan poloksamer
prikazana je na slici 2.6. PF68 je u vodi rastvoran dvofunkcionalni blok kopolimer, koga
odreduje primarna hidroksilna grupa. Netoksi¢an je, nalazi se u obliku ¢vrstih pastila i ima
HLB vrednost vec¢u od 24.

2.3.2. Vidovi nestabilnosti emulzionih sistema

Emulzije kao metastabilni sistemi podlozni su destabilizaciji tokom vremena koja se
odigrava razli¢itim fizi¢ko-hemijskim mehanizmima, ukljucujuci gravitacionu separaciju,
flokulaciju, koalescenciju, Ostvaldovo sazrevanje (eng. Ostwald ripening) i hemijsku
degradaciju (slika 2.7) (McClements i Rao, 2011).

Gravitaciona separacija je jedna od najces¢ih vidova nestabilnosti emulzija, i moze
se ispoljiti kroz pojavu sedimenta na dnu ili pojavu dispergovane faze na povrsini emulzije
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oznacenog kao kriming emulzije (eng. creaming), a u zavisnosti od gustine disperzne i
kontinualne faze. Kriming predstavlja kretanje kapi ka vrhu i javlja se kao posledica njihove
manje gustine od kontinulne faze, dok sedimentacija predstavlja kretanje kapi ka dnu usled
njihove veée gustine od kontinualne faze. Pojava kriminga je ¢e$¢a pojava kod U/V; i
V1/U/V; emulzija, dok se sedimentacija ¢eSce javlja kod V1/U emulzija.

Brzina kojom se kapi krecu usled gravitacione separacije definisana je Stokesovim
zakonom (eng. Stoke's law):

297 (P —
b — 97 (Px — pc) 2.2)

u,

gde je o brzina izdvajanja kapi (brzina kriminga), rx polupre¢nik kapi, px gustina kapi, pc
gustina kontinualne faze, p. viskozitet kontinualne faze, g je gravitaciona konstanta.
Prakti¢no, pored ova dva vida sedimentacione separacije, kapi se u masi emulzije krec¢u jedna
u odnosu na drugu usled Braunovog kretanja (eng. Brownian motion), koji je povezan sa
toplotnom energijom sistema. Kretanje kapi usled gravitacionih sila se intenzivira sa
porastom precnika kapi, dok se Braunovo kretanje intenzivira sa smanjenjem precnika kapi.
Na taj nacin, kod kapi koje su u opsegu nanoemulzija (veli¢ina Cestica ~70 nm) ne treba
ocekivati da dode do kriminga, usled izrazenog efekta Braunovog kretanja (Friberg i sar.,
2004; McClements i Rao, 2011).

Gravitaciona separacija moze se kvantifikovati uvodenjem veli¢ine koja se naziva
sedimentacioni indeks (SI) ili kriming indeks (CI), u zavisnosti od tipa emulzija koje se
analiziraju.

Agregacija kapi podrazumeva medusobno spajanje vise kapi u jednu (koalescenciju)
ili asocijaciju kapi u aglomerate, bez njthovog medusobnog sraS¢ivanja. Pojava koalescencije
direktno zavisi od primenjenog emulgatora ili sistema emulgatora (Landfester, 2003). Drugi
najées¢i uzrok ovih pojava je priroda koloidnih interakcija, koja moze =zavisiti od:
fizicko-hemijskih karakteristika pojedinih faza (dielektri¢ne konstante i indeksa refrakcije),
pre¢nika kapi, karakteristika medupovrSinskog sloja (debljine, naelektrisanja, pakovanja,
reoloskih karakteristika i hidrofobnosti) i karakteristika fluida-kontinualne faze (pH,
osmotskog pritiska, jonske jacine 1 temperature). Interakcija izmedu kapi predstavlja sumu
Van der Valsovih (eng. Van der Waals), elektrostatickih, sternih i hidrofobnih interakcija
(McClements, 2004). Van der Valsove i hidrofobne interakcije predstavljaju privlacne
interakcije, dok su sterne i elektrostaticke interakcije obicno odbojnog karaktera. UopSteno,
intenzitet privlacnih i1 odbojnih interakcija poveleva se sa povecanjem precnika kapi
(McClements i Rao, 2011).

Ostvaldovo sazrevanje je proces povecanja precnika kapi u emulziji tokom vremena,
usled difuzije materije sadrzane unutar kapi malih pre¢nika ka kapima veceg pre¢nika kroz
kontinualnu fazu (McClements, 2004). Javlja se usled razlike u kapilarnom pritisku izmedu
pojedinih kapi, odnosno razlike u Laplasovom pritisku (eng. Laplace pressure) za kapi
razli¢itih veli¢ina, koji se povecava sa smanjenjem precnika kapi. Intenzitet ovog efekta
zavisi od veli¢ine kapi i njihove polidisperznosti, kao i rastvorljivosti disperzne faze u
kontinualnoj (Landfester, 2006). Usled veceg kapilarnog pritiska u manjim kapima, materijal
iz njih ima teznju da difunduje ka ve¢im kapima, kako bi se pritisci izjednacili.
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kriming, sedimentacija, flokulacija, koalescencija, Ostvaldovo sazrevanje i izdvajanje ulja
(McClements i Rao, 2011)

Ostvaldovo sazrevanje moze se spreiti dodatkom inhibitora koje spreCavaju ovaj
efekat, a ove komponente prevashodno moraju biti dodate disperznoj fazi. U sluc¢aju Vi/U
emulzija, dodatak u vodi rastvornih supstanci (naro¢ito molekula male molekulske mase kao
Sto su soli ili Seceri) dovodi do poveéanja osmotskog pritiska u manjim kapima. Manje kapi
vode ¢e difundovati ka vecim sve dok koncentracija dodate materije ne dovede do
uspostavljanja ravnoteze (APkap = APosm), nakon cega ne dolazi do pojave Ostvaldovog
sazrevanja (Badolato i sar., 2008; Landfester i sar., 2000).

2.3.2.1. Nestabilnost viSestrukih V;/U/V; emulzija

Stabilnost viSestrukih V1/U/V; emulzionih sistema u fokusu je istrazivanja poslednjih
decenija, zbog njihove kompleksne prirode i potencijalne nestabilnosti tokom pripreme i
skladistenja. Uopsteno, ubrajaju se u termodinamicki i kineti¢ki nestabilne sisteme koji su
skloni koagulaciji, flokulaciji 1 raslojavanju. Njihovoj nestabilnosti doprinosi 1 ¢injenica da je
za njihovu pripremu neophodno koristiti dva emulgatora suprotne rastvorljivosti, jednog male
HLB vrednosti i drugog visoke HLB vrednosti, ¢ije prisustvo moze biti uzrok potencijalne
nestabilnosti sistema, usled difuzije emulgatora izmedu dve prisutne medupovrsine.

Na nestabilnost i oslobadanje sadrzaja iz viSestrukih V1/U/V, emulzionih sistema
moze uticati veliki broj parametara: priroda upotrebljenog emulgatora i njegova koncentracija
(Matos i sar., 2014; Sapei i sar., 2012; Ushikubo i Cunha, 2014), razlika osmotskih pritisaka
izmedu unutrasnje i spoljasnje vodene faze (Frasch-Melnik i sar., 2010), veli¢ina kapi i
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sadrzaj disperzne faze (udeo unutra$nje vodene faze u Vi/U emulziji, kao i udeo V1i/U
emulzije u viSestrukoj emulziji) (Herzi i sar., 2014), hemijska priroda uljane faze (Bonnet i
sar., 2009; Herzi i sar., 2012), temperatura skladiStenja (Bonnet i sar., 2010a), kao i veliki
broj drugih komponenti koji se mogu dodavati sistemu.

Stabilnost viSestrukih emulzija moze se poboljSati na razli¢ite nacine, ukljucujuci
dodavanje elektrolita (NaCl) ili glukoze u unutra$nju vodenu fazu, ili Zeliranjem unutrasnje
vodene faze, ¢ime se zapravo pospesuje stabilnost V1/U emulzije, a samim tim i viSestruke
emulzije. Pozitivan efekat na stabilnost moze se posti¢i dodavanjem punioca (ksantan gume,
hidroksietil celuloze ili glukoze) u spoljasnju vodenu fazu, ili koris¢enjem koloidnih Cestica
ili kompleksa protein-polisaharid, kao stabilizatora uljanih kapi (Benichou i sar., 2007
Dickinson, 2011; O’Regan i Mulvihill, 2010; Pawlik i sar., 2010; Sapei i sar., 2012).

Promene koje se najc¢esce javljaju u sistemima visestrukih V1/U/V, emulzija nakon
njihove pripreme, i dovode do njihove nestabilnosti tokom vremena, ukljuc¢uju koalescenciju
spoljasnjih kapi viSestruke emulzije i/ili koalescenciju unutrasnjih kapi vode, pri ¢emu
koalescencija unutras$njih kapi moze i ne mora uticati na veli¢inu kapi viSestruke emulzije
(Dickinson, 2011). Starenjem emulzija dolazi do oslobadanja inkapsuliranog materijala u
visestrukim emulzijama. Najc¢es$¢i nacini oslobadanja inkapsuliranog sadrzaja iz unutraSnje
vodene faze V1/U/V; emulzionih sistema ukljucuju:

e permeaciju vode, i u vodi rastvorenih komponenti, uz ,,pucanje tecnog filma izmedu
unutras$njih kapi vode i grani¢ne povrsine spoljasnje kapi (slika 2.8a));
e molekulsku difuziju ili permeaciju inkapsuliranog materijala kroz uljanu fazu bez
narusavanja strukture medupovrsinskog filma (Pays i sar., 2002; Vasiljevic i sar.,
7

2006).
*
S
b) o d)

Slika 2.8. Sematski prikaz mehanizama transporta inkapsuliranog materijala iz visestrukih
emulzija: a) ,, pucanje“ tecnog filma, b) formiranje lamelarnih struktura, c) formiranje
inverznih micela, d) formiranje hidratisanih molekula emulgatora (Berendsen, 2014)

U cilju spre¢avanja narusavanja strukture medupovrSinskog filma, i koalescencije
kapi kao posedice ovog mehanizma, sistemu se dodaju komponente za izjednacavanje
osmotskog pritiska (AIT) izmedu dve vodene faze. Kod visestrukih V1/U/V, emulzije sa
pozitivnim osmotskim pritiskom (ve¢i osmotski pritisak u V;) tokom vremena dolazi do
transporta vode u unutra$njost Vi kapi, $to izaziva njihovo ,oticanje”. Kao posledica
,oticanja“ kapi Vi, postepeno dolazi do povecanja njihove zapremine, sve do postizanja
kriticne vrednosti prec¢nika kapi. Nakon postizanja kriticne veli¢ine dolazi do pucanja
unutrasnjih kapi 1 pretvaranja visestruke emulzije u U/V, emulziju. S druge strane, kod
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emulzija sa negativnim AIl (veéi osmotski pritisak u V) dolazi do transporta vode iz
unutrasnjih kapi ka spoljasnjoj vodenoj fazi, Sto tokom vremena izaziva ,isuSivanje‘
unutras$njih kapi. Skupljanje kapi V;, kao posledica smanjenja njihove zapremine, postepeno
dovodi do njihovog nestajanja i praznjenja kapi ulja (Frasch-Melnik i sar., 2010; Jiao i sar.,
2002; Matsumoto i Sherman, 1969; Tedajo i sar., 2005).

Drugi mehanizam transporta inkapsuliranog materijala podrazumeva migraciju
materijala kroz uljanu fazu bez raskidanja filma, koji se moze odvijati prema jednom od cetiri
predlozena mehanizma:

e direktna solubilizacija i difuzija kroz sloj ulja — moze se odvijati ukoliko je
inkapsulirani materijal neutralne prirode (nenaelektrisani molekuli);

e permeacija materijala kroz lamele emulgatora koje se formiraju na U/V;
medupovrsinskom sloju na mestima gde je sloj ulja veoma tanak, usled fluktuacije
(nepravilnog povecéanja i smanjenja) njegove debljine (slika 2.8b));

¢ integracija inkapsuliranog materijala unutar obrnutih (inverznih) micela emulgatora i
difuzija micela kroz uljanu fazu (slika 2.8c));

e transport pomocu hidrofilnih polarnih glava emulgatora kroz sloj ulja — moze se
transportovati voda i hidrofilne inkapsulirane materije (slika 2.8d)) (Bonnet i sar.,
2010b; Cheng i sar., 2007; Garti, 1997).

Koji od mehanizama transporta inkapsuliranog materijala ¢e biti dominantan zavisi,
pre svega, od stabilnosti emulzionog sistema, kao i od prirode inkapsulirane materije, tipa i
koncentracije emulgatora. U sustini, nestabilnost viSestrukih emulzionih sistema je najéesce
posledica simultane pojave viSe pomenutih mehanizama.

2.4. Priprema visestrukih emulzija

Najc¢esc¢i nacin pripreme viSestrukih V1/U/V, emulzije podrazumeva dva koraka. Prvi
korak podrazumeva formiranje Vi/U emulzije uz koriséenje lipofilnog emulgatora,
dispergovanjem unutrasnje vodene faze u kontinualnu uljanu fazu. U ovoj fazi pripreme
emulzionih sistema se najceS¢e primenjuju konvencionalne metode dobijanja emulzija koje
podrazumevaju upotrebu sudova sa mesSalicama razliCite konsrukcije, koloidne mlinove,
homogenizere i mikrofluidizere. Drugi korak podrazumeva dispergovanje formirane V,/U
emulzije u spoljasnju vodenu fazu, u kojoj se nalazi hidrofilni emulgator. Opsta preporuka je
da se u ovoj fazi ne koristi visok napon smicanja, jer on moze dovesti do razaranja unutrasnje
emulzije i koalescencije sa spoljasnjom fazom. (Charcosset, 2009).

S obzirom da se sam proces formiranja emulzija zasniva na dispergovanju nemesljivih
te¢nosti, pri ¢emu zapravo dolazi do formiranja nove medupovrSine, potrebna energija za
njihovo formiranje uglavnom zavisi od medupovrSinskog napona izmedu dve faze 1 veli¢ine
formiranih kapi. Osnovna svojstva formiranih emulzija, kao $to su stabilnost, reoloska
svojstva i njihova prakti¢na primena, u velikoj meri zavise ne samo od temperature i sastava,
ve¢ | od raspodele velicina kapi (Leal-Calderon i sar., 2007). U cilju poboljsanja
karakteristika formiranih emulzija razvijen je veliki broj metoda koji se mogu koristiti za
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dobijanje emulzija. Njihova osnovna razlika se ogleda u nacinu iskoriS¢enja energije,
mehanizmu otkidanja kapi i energetskoj efikasnosti procesa prilikom dobijanja Zeljene
veli¢ine kapi.

2.4.1. Konvencionalne metode emulgovanja

Konvencijalne metode pripreme emulzija obuhvataju intenzivne procese mesanja, koji
koriste veliku koli¢inu energije za razbijanje krupnih kapi na sitnije. Jedna od najcesce
primenjivanih metoda je homogenizacija. Primeri sistema koji se koriste za homogenizaciju
su:

e Rotor-stator (-rotor) sistemi - baziraju se na propustanju emulzije kroz procep izmedu
kupastog ili cilindri¢nog statora i rotora, ili sistema od dva rotora, pri ¢emu usled
obrtanja (spinovanja) dolazi do razbijanja kapi na manje dimenzije (slika 2.9a));

e Homogenizeri visokog pritiska - baziraju se na propustanju emulzije kroz izuzetno
mali otvor pod visokim pritiskom, u kome nastale kapi emulzije formiraju manje kapi
(slika 2.9b));

e Mikrofluidizeri - princip rada je sli¢an kao kod homogenizera visokog pritiska, samo
je dizajn kanala kroz koji prolazi emulzija nesto drugaciji. Emulzija pod visokim
pritiskom prolazi kroz dva odvojena kanala, koji se sjedinjuju u komoru, u kojoj
dolazi do veoma efikasnog razbijanja kapi usled sudara dve struje (slika 2.9c));

e Ultrazvuéni sistemi - njihova primena se zasniva na propustanju ultrazvucnih talasa
kroz emulziju u koju je uronjena ultrazvucna sonda, gde usled intenzivne turbulencije
dolazi do razbijanja kapi na manje velicine (slika 2.9d)).

Rasprostranjena upotreba ovakvih sistema za emulgovanje bazira se na njihovoj
visokoj efikasnosti. Medutim, primena ovih uredaja podrazumeva koriS¢enje velikog napona
smicanja, koji najées¢e dovodi do intenzivne koalescencije formiranih kapi disperzne faze,
onemogucavaju¢i pouzdanu kontrolu veli¢ine 1 raspodele veli¢ina kapi. Primena visokog
napona smicanja moze dovesti do gubitka funkcionalnih karakteristika komponenti koje su
osetljive na zagrevanje ili smicanje, dok polidisperznost emulzija moze direktno uticati na
fizicko-hemijske karakteristike proizvoda. Osim toga, potro$nja energije kod ovakvih nacina
dobijanja emulzija je obi¢no velika (Charcosset, 2009; Van Der Graaf i sar., 2005). Navedeni
problemi doveli su do razvoja alternativnih metoda emulgovanja, koje se zasnivaju na
primeni mikrostrukturiranih sistema za formiranje emulzija (Charcosset, 2009; Nazir i sar.,
2010).
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Slika 2.9. Sematski prikaz razlicitih konvencionalnih metoda za dobijanje emulzija:
a) rotor-stator (-rotor) sistemi; b) homogenizer visokog pritiska;c) mikrofluidizer i d)
ultrazvucni homogenizer (McClements i Rao, 2011)

2.4.2. Primena mikrostrukturiranih sistema za dobijanje emulzija -
membransko emulgovanje

Intenzivna istraZivanja na razvoju novih tehnika za dobijanje emulzija sa kontrolom
veli¢ine 1 raspodele veli¢ina kapi dovela su do razvoja i primene mikrostrukturiranih sistema
u ove svrhe. Osnovna prednost primene mikrostrukturiranih sistema u odnosu na
konvencionalne metode emulgovanja zasniva se na niskoj potro$nji energije (Nazir i sar.,
2010; Sugiura i sar., 2002). Razvijen je veliki broj tehnika emulgovanja na
mikrostrukturiranim sistemima koje se mogu Koristititi za dobijanje monodisperznih
emulzija, pri ¢emu veli¢ina kapi emulzija zavisi isklju¢ivo od geometrije uredaja (Berendsen,
2014). Podela ovih tehnika izvrSena je na osnovu nacina formiranja kapi na dve osnovne
kategorije: mikrokanalno i membransko emulgovanje.
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e Mikrokanalno emulgovanje - tehnike koja se zasnivaju na spontanom formiranju
kapi

Mikrokanalno emulgovanje zasniva se na potiskivanju disperzne faze kroz
mikrokanale i naglom propadanju disperzne faze pri nailasku na ,stepenicu“, §to joj
omogucava da zauzme termodinamicki najstabiliniji (sferni) oblik (slika 2.10a)). Formiranje
kapi bazirano je isklju¢ivo na medupovrSinskom naponu. Kapi se formiraju bez uticaja
napona smicanja izazvanog protokom kontinualne faze, pri ¢emu je protok disperzne faze
jedini kontrolisan parametar, $to ¢ini ovu metodu interesantnom za proizvodnju visestrukih
emulzija. Medutim, kao prvi korak pripreme visestruke V1/U/V, emulzije, odnosno priprema
V1/U emulzije, preporucuje se upotreba neke od konvekcionalnih metoda emulgovanja, jer je
osnovni nedostatak mikrokanalnog emulgovanja relativno nizak prinos koji se moze postiéi,
koji nije preporucljiv pri pripremi V1/U emulzije. Pored toga, kvasenje i prljanje ovakvih
uredaja je priliéno zanemareno, iako moze biti znacajan problem koji moze da skrati Zivotni
vek uredaja. Zbog svega navedenog, prilikom pripreme emulzija na mikrokanalima,
poveéanje dimenzija uredaja sa laboratorijskog na industrijski nivo prakti¢no je neizvodljiv
(Berendsen, 2014). Medutim, osnovna prednost upotrebe ovakvog sistema emulgovanja
podrazumeva moguénost pouzdane kontrole veli¢ine kapi direktnim posmatranjem pomocu
mikroskopa, $to moze biti izuzetno znacajno za formiranje monodisperznih emulzionih
sistema (Okushima i sar., 2004; Sugiura i sar., 2004, 2002; Van Der Graaf i sar., 2005).

b disperzna faza pod pritiskom

bbbl
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h Q form/ir\anjek(a%i ; é O

| DB D D
e | boror oot

faza kapi emulzije

a) disperzna faza

Slika 2.10. Sematski prikaz procesa a) mikrokanalnog emulgovanja i b) membranskog
emulgovanja (Kobayashi i sar., 2009; Rayner i sar., 2004)

e Membransko emulgovanje - tehnike sa kontrolom napona smicanja

Membransko emulgovanje (ME) kao metoda za dobijanje emulzija dobila je posebnu
paznju u poslednjih 15 godina. Primena ME kao metode emulgovanja zasniva se na kontroli
protoka i kontinualne i disperzne faze istovremeno. Veliki interes koji vlada za primenu ME
bazira se na prednostima koje ova tehnika ima u odnosu na druge metode. Poredenjem sa
konvencionalnim metodama, ¢ija upotreba Cesto ima za posledicu formiranje polidisperznih
emulzija, usled formiranja emulzije razbijanjem velikih kapi na manje u zoni velike gustine
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energije (Vladisavljevi¢ i Mitrovi¢, 2000), ME je tehnika pripreme emulzija koja omogucava
pouzdanu i preciznu kontrolu veli¢ine kapi i1 formiranje monodisperznih emulzija, uz nisku
potros$nju energije, $to dovodi do njene masovne upotrebe poslednjih godina (Matos i sar.,
2015; Vladisavljevic i Schubert, 2002). Potrebna gustina energije za formiranje kapi sli¢nih
dimenzija je za membransko emulgovanje 100 puta manja nego §to zahteva homogenizacija
pod visokim pritiskom, i 10 puta manja u odnosu na rotor-stator sisteme, dok se u isto vreme
manje energije gubi u vidu toplote (Joscelyne i Tragardh, 1999). Koris¢enje ME daje
mogucénost smanjenja koli¢ine upotrebljenog emulgatora i izvodenja procesa pri relativno
blagim uslovima (sobnoj temperaturi, neutralnom pH), omoguc¢avajuc¢i time upotrebu
komponenti koje su termicki nestabilne. Jo$ jedna prednost primene ME ogleda se u tome $to
je napon smicanja na povr$ini membrane znac¢ajno manji nego kod konvencionalnih metoda,
Sto daje mogucnost kori$éenja supstanci koje su osetljive na smicanje (Charcosset, 2009). ME
je pogodna tehnika kako za dobijanje emulzija Vi/U, emulzija U/V,, tako i viSetrukih
V1/U/V, emulzija. Pored toga, membranskim emulgovanjem mogu se dobiti emulzije
etanol/ulje/voda (E/U/V,) i disperzije &vrsto/ulje/voda (C/U/V). Osnovne prednosti i
nedostaci ME u odnosu na konvekcionalne metode emulgovanja sumirane su u tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Prednosti i nedostaci membranskih procesa u odnosu na konvekcionalne metode
(Charcosset, 2009)

Prednosti Nedostaci
e velika i konstantna povrsina kontakta e dodatni otpor prenosu mase od strane
e medusobna nezavisnost faza koje se Membranske povrSine
dovode u kontakt e relativno kratak zivotni vek membrane
e odsustvo pokretnih delova e visoki troskovi zamene membrane
e lako se povecava proizvodni kapacitet e mala brzina permeacije, redukovana
e laka kontrola procesa produktivnost
e manji energetski zahtevi u odnosu na e prisustvo fenomena prljanja povrsine
konvencionalne metode membrane i unutra$njosti pora
¢ redukcija fenomena koalescencije
e o0dsustvo penuSanja
e Uska raspodela veli¢ina kapi
e razvoj sve veceg broja tipova ME

Sematski prikaz osnovnog principa na kome se zasniva membransko emulgovanje
prikazan je na slici 2.10b). U ovakvom postupku emulgovanja, koris¢enjem sile pritiska
disperzna faza se potiskuje kroz pore mikroporozne membrane, dok kontinualna faza prolazi
duz povrSine membrane. Kapi nastaju na izlazima iz pora i kad dostignu odredenu veli¢inu,
odvajaju se od pora pod uticajem napona smicanja na povr§ini membrane. Mehanizam
formiranja kapi ukljucuje dve faze: rast na izlazu iz pora membrane i otkidanje kapi sa otvora
pora. Njihovo odvajanje odredeno je bilansom sila koje u tom trenutku deluju na kap, o ¢emi
¢e kasnije biti re¢i. Kapi na porama teze da formiraju oblik sfere pod uticajem
medupovrsinskog napona, ali moze do¢i do nepravilnosti u zavisnosti od protoka kontinualne
faze 1 kontaktnog ugla izmedu kapi i povrSine membrane. Konacna veli¢ina i raspodela
veli¢ina kapi nisu samo odredene veli¢inom i raspodelom veli¢ina pora na membrani, ve¢ i
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intenzitetom koalescencije, kako na povr$ini membrane, tako i u masi emulzije (Charcosset,
2009; Rayner i sar., 2004; Van Der Graaf i sar., 2005; Vladisavljevi¢ i Williams, 2005).

2.4.2.1. Tipovi membranskog emulgovanja

Osnovna podela tehnika sa kontrolom napona smicanja (slika 2.11), a koji se
primenjuje u cilju sto boljeg odvajanja kapi sa povrSine membrane i kontrole raspodele
veli¢ina Kapi, izvrSena je na osnovu nacina realizacije kontrole napona smicanja, koje se
moze posti¢i: a) recirkulacijom kontinualne faze, pri ¢emi je orijentacija toka kontinualne
faze u odnosu na tok disperzne faze unakrsna (,,cross-flow* sistem za ME) (Joscelyne i
Tragardh, 1999; Vladisavljevié i sar., 2004), b) vibracijom membrane uz unakrsni tok faza
(Kelder i sar., 2007), c) vibracijom elemenata u kontinualnoj fazi u neposrednoj blizini
membrane (Hatate i sar., 1997), d) rotacijom celokupne membrane (Vladisavljevi¢ i
Williams, 2006), e) i f) mesanjem kontinualne faze meSalicom uz kori$¢enje ravne (slika
2.11e)) ili cevne membrane (slika 2.11f)) (Dragosavac i sar., 2012; Dragosavac i sar., 2008;
Piacentini i sar., 2013; Suarez i sar., 2013). Tehni¢ko izvodenje ME u ¢eliji sa meSanjem, uz
upotrebu cevne membrane, moze biti realizovano na dva nacina: potiskivanjem disperzne
faze sa unutrasnje strane i sa spoljasnje strane membrane (slika 2.11f)) (Dragosavac i sar.,
2008).
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Slika 2.11. Razliciti nacini kontrole napona smicanja na povrsini membrane. a) unakrsno
(,,cross-flow*), b) unakrsno sa vibracijom membrane, c) vibracija u kontinualnoj fazi, d)
rotiranje membrane, e) celija sa mesanjem, ravna membrana, f) éelija sa mesanjem, cevna
membrana (Dragosavac i sar., 2008)
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Ukoliko se primenjuje direktno membransko emulgovanje, unakrsno emulgovanje je
u literaturi naj¢esS¢e koris¢ena metoda za kontrolu napona smicanja, ali se uspe$no moze
primeniti samo ukoliko molekul PAM ima dovoljno vremena da stabilizuje grani¢nu
povrsinu. Svaka od pomenutih metoda poseduje odredene prednosti i nedostatke u odnosu na
ostale, Cije karakteristike su sumirane u tabeli 2.2.

Tabela 2.2. Poredenje razlicitih tehnika kontrole napona smicanja na povrsini membrane
(Dragosavac i sar., 2008)

Prednosti Nedostaci
- mogucnost deformacije kapi
konstantan napon smicanja .
e ] prolaskom kroz pumpu i kroz
na povrsini membrane, .
\ : cevovode;
Unakrsno lako se povecava kapacitet zahteva veliku koli¢inu materijala za
(,,cross-flow*) proizvodnje; . o J
Siroko rasprostranieni rad, $to je ekonomski neisplativo
moduli p J kada se koriste skupe komponente
' (Thompson i sar., 2011)
Unakrsno sa dodatna kontrola napona komplikovana izrada;
vibracijom smicanja; ne postize se poboljsanje
membrane smanjenje veli¢ine kapi. uniformnosti kapi.
pogodne za viskozne
e, emulzije i osetljive materije; . . .
Rotirajuce J - J J velika potrosSnja energije;
male koli¢ine uzorka h : 0
membrane ) . komplikovan i skup dizajn.
dovoljne za rad (Thompson i
sar., 2011).
Vibracije u losa kontrola napona smicanja;
kontinualnoj | e jednostavne za izvodenje primenljivo samo u slu¢aju malog
fazi broja aplikacija.
Celija sa ogranicen maksimalni
mesSanjem mala zapremina kontinualne transmembranski pritisak;
(cevna faze neuniforman napon smicanja na
membrana) povrsini membrane.
Celija sa veliki fluks disperzne faze
mesanjem kroz membranu; diskontinualan proces;
(ravna rad sa malim koli¢inama veliki pre¢nik dobijenih emulzija.
membrana) uzorka

Pored navedene podele ME na osnovu naé¢ina kontrole napona smicanja, napravljena
je i podela tehnika membranskog emulgovanja prema nacéinu izvodenja procesa na dve
osnovne kategorije, €iji je osnovni princip prikazan na slici 2.12:

e Direktno membransko emulgovanje (slika 2.12a)) - disperzna faza se pod pritiskom
potiskuje kroz pore membrane. U ovu kategoriju spadaju sve gore navedene tehnike

membranskog emulgovanja.
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e Premiks (eng. Premix) membransko emulgovanje (slika 2.12b)) - zasniva se na
tome da se predhodno pripremljena gruba emulzija (premiks), dobijena najcesce
konvencionalnim metodama emulgovanja, propusta kroz membranu, u cilju smanjenja
pre¢nika i pobolj$anja uniformnosti kapi (Liu i sar., 2011; Piacentini i sar., 2014;
Vladisavljevi¢ i sar., 2004).

a) Direktno ME b) Premiks ME

Slika 2.12. Sematski prikaz a) direktnog ME i b) “premix “ ME (Vladisavljevi¢ i Williams,
2005)

2.4.2.1.1. Celija sa meSanjem

Celija sa meSanjem predstavlja sistem za emulgovanje u kome je ravna (kruzna)
membrana postavljena ispod propelerske mesalice, koja svojim obrtanjem izaziva smicanje
na povrsini membrane (slika 2.13). Postupak izvodenja je isti kao za sve metode ME, a
zasniva se na potiskivanju disperzne faze kroz pore membrane, upotrebom komprimovanog
gasa ili upotrebom peristalticke pumpe sa konstantnim protokom. Za razliku od ,,cross-flow
ME, napon smicanja na povrSini membrane u slucaju ¢elije sa meSanjem nije uniforman, jer
mesSalica stvara radijalni model toka kontinualne faze na membranskoj povr$ini. Bez obzira
na tu ¢injenicu, ME u ¢eliji sa meSanjem moguce je dobiti kapi emulzije sa uniformnom
raspodelom veli¢ina, jer se najveci broj kapi generise oko kriti¢nog radijusa na mestu gde je
napon smicanja najveci, o ¢emu ¢e kasnije biti re¢i. Kao §to je prikazano u tabeli 2.2, pored
rada sa malim koli¢inama, prednost upotrebe ovakvog sistema je Sto on omogucava
postizanje velikog fluksa disperzne faze kroz membranu, ¢ime se doprinosi efikasnosti
procesa (Dragosavac i sar., 2012, 2008; Suarez i sar., 2013).
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mesalica
g _._ |
kapi
kontinualna
faza (p,)
L | @

B PCE BT membrana
disperzna faza (p,)

Slika 2.13. Sematski prikaz ME u Celiji sa mesanjem sa propelerskom mesalicom
(Buonomenna, 2013)

2.4.3. Uticaj procesnih parametara na ME

Na karakteristike formiranih emulzija membranskim emulgovanjem utice veliki broj
parametara, koji se mogu podeliti u tri osnovne grupe:
e parametri membrane,
o karakteristike faza,
e procesni (radni) parametri.
U parametre membrane ubrajaju se:
e srednji precnik pora, raspodela veli¢ina pora, oblik pora,
e broj aktivnih pora,
e poroznost,
e kvasenje,
e permeabilnost, K,
e debljina membrane, L.
U karakteristike faza spadaju:
e medupovrSinski napon, y,
e tip i koncentracija emulgatora,
o viskozitet kontinualne i disperzne faze, ¢ i Mg,
e gustina kontinualne i disperzne faze, pc i pq.
Procesnim parametrima smatraju se:
e napon smicanja, t,
e transmembranski pritisak, 4Pyn,
e temperatura,
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e konfiguracija membranskog modula (Charcosset, 2009).

2.4.3.1. Tipovi membrana i parametri membrane

Membrane koje se koriste za procese ME mogu biti izradene od razli¢itih materijala,
pri ¢emu tip materijala definiSe ostale parametre, kao $to su mikrostruktura, poroznost i
kvasljivost. U literaturi se navode razli¢iti tipovi membranskog materijala koji se koriste pri
dobijanju emulzionih sistema, kao $to su:

e silikon nitrid membrane (Geerken i sar., 2007; Zhu i Barrow, 2005),

e polikarbonatne membrane (Kobayashi i sar., 2002),

e aluminijum oksidne keramicke membrane (a-Al,O3) (Schroder i sar., 1998),

e cirkonijumom obloZene keramicke membrane (Joscelyne i Tragardh, 1999),

e membrane od politetrafluoretilena (Suzuki i sar., 1998),

e membrane od polipropilena (Vladisavljevié i sar., 2002),

e silicijum staklo membrane (Fuchigami i sar., 2000),

e poliamidne membrane (Giorno i sar., 2003),

e Shiarisu porus glass“ membrane (SPG) (Charcosset, 2009; Katoh i sar.,
1996),

e metalne membrane (nikl membrane) (Dragosavac i sar., 2008; Matos i sar.,
2014; Suérez i sar., 2014).

U zavisnosti od materijala i tehnike njihove proizvodnje, mogu se dobiti membrane sa
razli¢itim performansama u pogledu veli¢ine pora, oblika pora (kruzne ili kvadratne),
izuvijanosti pora, otvora pora na povr§ini membrane ili kvasljivosti povrSine (hidrofilne ili
hidrofobne). Membrane koje su pokazale najbolja svojstva za formiranje emulzionih sistema
su SPG membrane, odnosno staklene membrane sintentisane od CaO-Al,O3-B,03-SiO, tipa
stakla, koji je dobijen iz ,,Shiarisu® - japanskog vulkanskog pepela. SPG membrane najcesce
su cevnog oblika sa Sirokim opsegom veli¢ina pora (0,05-30 um) i visoke poroznosti (50-
60%). One poseduju uniformne cilindricne mikropore, medusobno nepovezane, Kkoje
karakteriSe uska raspodela veli¢ina. Kvasljivost povrSine im se moze menjati reakcijom sa
organskim silanima, kao na primer sa oktadeciltrihlorsilanom. Osnovni nedostatak ogleda se
u tome $to i pored visoke poroznosti ovih membrana, udeo aktivnih pora je ¢esto nizak (ispod
10% za unakrsno ME), §to ima za posledicu nizak fluks kroz membranu. Pored SPG
membrana, za dobijanje emulzija Cesto se koriste i keramic¢ke aluminijum oksidne (a-Al;03)
membrane, a-aluminijum i cirkonijum oblozene membrane (SCT) i politetrafluoroetilen
membrane. Njih uopsteno karakterise velika aktivna povrsina i relativno visok fluks kroz
pore (Charcosset, 2009). Metalne membrane koje se koriste za formiranje emulzionih
sistema, odlikuju se tacno definisanim rastojanjem izmedu susednih pora, §to daje moguénost
precizne kontrole veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi (Dragosavac i sar., 2008).

Veli¢ina pora (Dy) membrane u linearnoj je vezi sa veli¢inom kapi emulzije koje se
formiraju na membrani (Dy):

Dd =cC- Dp (23)
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gde je ¢ konstanta koja moze da varira izmedu 3 i 50, u zavisnosti od operativnih uslova i
vrste koriS¢ene membrane. Za SPG membrane vrednost date konstante, prema literaturnim
podacima, nalazi se u opsegu od 2 i 10.

Raspodela veli¢ina formiranih kapi direktno zavisi od raspodele veli¢ina pora na
membrani. Monodisperzne emulzije mogu se dobiti ukoliko je raspodela veli¢ina pora
membrane dovoljno uska, dok prisustvo malog broja krupnih pora moze dovesti do pojave
bimodalne krive raspodele formiranih kapi (Charcosset, 2009; Liu i sar., 2011).

Poroznost membrane definiSe udaljenost izmedu susednih pora, pri ¢emu Se sa
smanjenjem poroznosti poveéava rastojanje izmedu pora. Sto su pore bliZe jedna drugoj (pri
velikoj poroznosti), veca je verovatnoca koalescencije kapi na povrSini membrane, pre samog
njihovog odvajanja. Da bi se spreCila koalescencija kapi na samoj povrSini membrane,
rastojanje izmedu susednih pora treba da bude vece od precnika kapi koje se formiraju. S
druge strane, ako je poroznost suviSe niska fluks disperzne faze moze biti isuvise mali i
nedovoljan za izvodenje procesa emulgovanja (Liu i sar., 2011).

Geometrija pora je parametar koji takode moze uticati na raspodelu veli¢ina
formiranih kapi. Najces¢i oblici pora su kruzne, kvadratne 1 pravougaone, koje su nasumi¢no
rasporedene unutar same membrane. U slucaju koriS¢enja kruznih nasumicno rasporedenih
pora za formiranje emulzionih sistema, potrebno je primeniti znacajnu silu smicanja u
procesu, kako bi se omogucila precizna kontrola velicine i raspodele veli¢ina formiranih kapi
(Liu i sar., 2011).

Kvasljivost membrane je jedna od najvaznijih karakteristika koja definiSe veli¢inu i
raspodelu veli¢ina formiranih kapi. Kako bi se omogucilo pravilno formiranje kapi na
povrs$ini membrane i njihovo odvajanje, membrana mora biti kvasljiva sa kontinualnom
fazom 1 ne sme biti kvasSljiva sa disperznom fazom. Ugao kontakta izmedu povrSine
membrane i kapi disperzne faze () koja se izdvaja na samoj povrsini (meren u kontinualnoj
fazi) mora biti manji od 90°, sa teZznjom da ima §to manju vrednost. To prakti¢no znaci da se
za dobijanje V1/U emulzija primenjuju hidrofobne membrane (kvasljive uljanom fazom), dok
se za dobijanje U/V, emulzija primenjuju hidrofilne membrane (kvasljive vodenom fazom).
Pored toga, kontaktni ugao izmedu faza na povrs$ini membrane zavisi i od brzine adsorpcije
emulgatora na granicu faza i napona smicanja na povr$ini membrane, odnosno bilansa sila
koje deluju na kap. Ukoliko je @ suvise veliki (blizak 90°), kap moze da se suvise dugo
zadrzava na povrSini membrane, Sto ima za posledicu vece kapi i1 veli indeks
polidisperznosti. S druge strane, ukoliko je ugao kontakta suvise mali ili disperzna faza kvasi
povrsinu membrane, nece do¢i do pravilnog formiranja kapi na otvoru pore, ve¢ ,,curenja“
disperzne faze po povrSini membrane. Kvasljivost membrane se delimi¢no moze
modifikovati potapanjem membrane u kontunalnu fazu. Na taj nacin, neutralne povrSine
mogu postati hidrofilne ili hidrofobne. Medutim, nepoznato je koliki vremenski period ¢e
takva membrana zadrzati dobijena hidrofilna/hidrofobna svojstva. Zbog toga se preporucuje
upotreba kovalentno modifikovane povr§ine membrane (Gijsbertsen-Abrahamse i sar., 2004;
Liu i sar., 2011; Peng i Williams, 1998).

Debljina membrane (duzina pora) takode igra vaznu ulogu u kontroli raspodele
veli¢ina kapi i produktivnosti procesa ME. Prema Darsijevom zakonu (eng. Darcy's law),
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fluks disperzne faze (Jg) povezan je sa transmembranskim pritiskom (APyy) i debljinom
membrane (L) preko jednacine:

KAP;,,
¢ Hal
gde je K permeabilnost membrane i g Vviskozitet disperzne faze. Na datom

transmembranskom pritisku, debljina membrane jedan je od faktora koji definiSe fluks
disperzne faze. Kada se uzme u ubzir pretpostavka da membrana ima n cilindri¢nih
uniformnih pora poluprecnika r, permeabilnost membrane je data Hagen-Poazejevom
jednacinom (eng. Hagen-Poiseuille equation) (Charcosset i sar., 2004):

nr

K=—
8w

(2.5)

Udeo aktivnih pora (K) na membrani definise procenat pora koji ucestvuje u procesu
membranskog emulgovanja, odnosno procenat pora kroz koje proti¢e disperzna faza. Udeo
aktivnih pora predstavlja parametar koji odreduje brzinu (fluks) disperzne faze kroz
membranu. Za procenu udela aktivnih pora razvijeni su razli¢iti matematicki modeli, gde se
veéina bazira na povezivanju ovog parametra sa definisanim fluksom disperzne faze.
Medutim, za definisanje K kao procentualne vrednosti pora koje su aktivne u procesu ME, za
razliku od gore navedene permeabilnosti membrane, potrebno je ovaj parametar povezati ne
samo sa debljinom membrane i brojem pora na membrani, ve¢ i drugim parametrima koji
definiSu karakteristike samih pora, kao §to su vijugavost i medusobna povezanost pora u
samoj masi membranskog materijala. Jedan od uspesnih modela razvili su Vladisavljevic i
Subert (2002), gde je udeo aktivnih pora zapravo funkcija hidrauli¢kog otpora membrane
(Rm) 1 fluksa disperzne faze (Jq), povezanih preko sledece jednacine (Matos i sar., 2013;
Vladisavljevic i Schubert, 2002):

— ]d:udRm

K
AP,

(2.6)

S obzirom da je koalescencija kapi na samoj povrSini membrane nepozeljna u procesu
ME, udeo aktivnih pora mora biti ispod odgovaraju¢e maksimalne vrednosti (Kmax), da bi se
ova pojava sprecila. Naime, ukoliko su dve kapi prilikom odvajanja sa povrsine suviSe blizu
jedna drugoj, moze do¢i do njihovog spajanja u jednu kap, ¢ime se doprinosi polidisperznosti.
Jednacina za procenu maksimalnog udela aktivnih pora (Knax), moze se definisati na sledeci
nadin:

Kmax = (%) (g_z>_ (2.7)

gde je Dg precnik kapi, Dy pre¢nik pora, & poroznost membrane (Vladisavljevic i Schubert,
2002; Vladisavljevi¢ i sar., 2004).
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Definisana vrednost udela aktivnih pora na povrSini membrane moze dati moguénost
procene vremena potrebnog za formiranje kapi (tf). S obzirom da t; predstavlja odnos
zapremine kapi (Vq) i zapreminskog protoka disperzne faze kroz pojedinacnu poru (Qqp),
sredivanjem jednacCine dobija se sledeéi izraz:

o _Va _ gD _2eKDg
r- - Tpzlda 3D2
de 4Dp e p]d

(2.8)

Vreme formiranja kapi, pored navedenih parametara, zavisi i od tipa emulgatora i
medupovrsinskog napona (Kukizaki, 2009; Matos i sar., 2013).

2.4.3.2. Procesni parametri

U procesne parametre ubrajaju se, kao Sto je ve¢ reCeno ranije, transmembranski
pritisak (APim), od koga zavisi fluks disperzne faze (Jg), napon smicanja na povrSini
membrane () i temperatura. Minimalan pritisak koji se mora primeniti, kako bi disperzna
faza otpocela kretanje kroz pore membrane, naziva se kriti¢an pritisak (Pc) ili minimalni
pritisak emulgovanja. Postoji moguénost izraCunavanja priblizne vrednosti Pg, uz
pretpostavku da su pore idealno cilindri¢ne, koris¢enjem Laplasove jednacine (eng. Laplace's
equation):

4ycos6
P. = D

(2.9)
P

gde je Dy srednji pre¢nik pora, y medupovrsinski napon i 8 ugao kontakta izmedu disperzne
faze i povrSine membrane. Precizna vrednost P, odreduje se eksperimentalnim putem.

Transmembranski pritisak, 4Py, kao pogonska sila za protok kontinualne faze
definisan je kao razlika izmedu pritiska disperzne faze, Py 1 proseénog pritiska kontinualne
faze (Po):

U slucaju kada je membrana ravna, odnosno u procesu ME u ¢eliji sa meSanjem,
pritisak Pg je pritisak na povr§ini membrane. Stvarna vrednost transmembranskog pritiska
moze biti znatno iznad kriti¢nog, usled odstupanja oblika pora od modela koji ih predstavlja
idealno cilindri¢nim (za koje vazi Laplasova jednacina), odnosno pojave vijugavosti pora,
nepravilnosti otvora pora na povrSini membrane 1 znacCajnog uticaja kvasljivosti povrSine
membrane na proticanje kroz pore membrane (Charcosset, 2009; Matos i sar., 2013).

Fluks disperzne faze, J4, moze se povezati sa transmembranskim pritiskom preko
ve¢ definisanog Darsijevog zakona (jednacina (2.4)). Pored navedene jednacine, jo$ jedan
oblik Darsijevog zakona daje mogucnost preciznijeg izraCunavanja Jq, I povezuje ove dve
veli¢ine preko hidrauli¢kog otpora membrane, Ry, umesto debljine membrane:
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APy,

Rm se odreduje eksperimentalno merenjem fluksa vode za razliite vrednosti
transmembranskog pritiska, i zavisi od karakteristika same membrane. Definisanje fluksa
disperzne faze kroz membranu, moguce je i preko masenog protoka disperzne faze kroz
membranu, My, na sledeéi nadin:

Pales

Ja (2.12)

gde je At efektivna povr§ina membrane i pg gustina disperzne faze.

Sa porastom transmembranskog pritiska raste i fluks disperzne faze, pri ¢emu oba ova
parametra treba odrzavati na optimalnoj vrednosti, u cilju Sto efikasnijeg procesa
emulgovanja. Suvise visok fluks moze dovesti do izdvajanja disperzne faze sa membrane u
vidu mlaza ili do formiranja velikih kapi, odnosno Sirenja raspodele veli¢ina kapi. Suvise
nizak Jq ima za posledicu dugotrajno izvodenje samog procesa. Optimalna vrednost
transmembranskog pritiska trebalo bi da bude 2 do 10 puta veca od P, (Charcosset i sar.,
2004; Charcosset, 2009).

Napon smicanja (z) na povrsini membrane klju¢ni je parametar za formiranje kapi na
membrani i njihovo odvajanje, jer dovodi do pojave sile smicanja koja deluje na kap. Pored
toga, napon smicanja zavisi od performansi samog modula u koji je smesStena membrana,
odnosno konstrukcije same membrane.

K

Slika 2.14. Profil napona smicanja na povrsini membrane u zavisnosti od rastojanja u
odnosu na osu rotacije procesa ME u Celiji sa mesanjem (ravna membrana)

Formiranje emulzija ME u ¢eliji sa meSanjem sa ravnom membranom direktna je
posledica napona smicanja na povrsini membrane. Kao §to je ve¢ receno, napon smicanja nije
konstantan duz povr§ine membrane. Obrtanjem mesalice u sudu dolazi do obrazovanja dve
oblasti kretanja tecnosti, za koje se naponi smicanja drasti¢no razlikuju: vrtlozno kretanje
teCnosti (eng. vortex regime), koje se formira oko ose meSanja, i mirujuci sloj te¢nosti u
neposrednoj blizini zidova suda (eng. free vortex regime), u kome vrednost napon smicanja
opada sa priblizavanjem slojeva te¢nosti zidovima suda, kao $to je to prikazano na slici 2.14.
Rastojanje izmedu ose meSanja i granice ove dve zone naziva se kriti¢ni precnik (rc), pa se i
izrazi za raunanje napona smicanja za pomenute dve oblasti razlikuju. U oblasti vrtloznog
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rezima, izvedena jednacina za prora¢un napona smicanja, definisana je kao linearna zavisnost
radijalnog rastojanja od centra membrane (r):

0,825(2nN)u,.r
T =

5 (2.13)

gde je o debljina grani¢nog sloja na povrs$ini membrane definisana slede¢im izrazom:

_ Uc
0= /anCN (2.14)

Ukoliko je pre¢nik kapi manji od debljine grani¢nog sloja, jednacina (2.13) se svodi
na oblik:

T =0,82502m) 5 p2° ud N5y (2.15)

Izraz za racunanje napona smicanja u neposrednoj blizini zidova suda, delimi¢no je
korigovan u odnosu na jednacinu (2.15), uzimajuci u obzir i kriti¢an precnik:

T = 0,825Q2m) Y5 p2° u>S NSy o106 (2.16)

gde su p¢ gustina kontinualne faze, u. viskozitet kontinualne faze, N broj obrtaja impelera, r
radijalno rastojanje od ose rotacije. 0,825 predstavlja brojnu vrednost korekcionog faktora,
koji je dobijen eksperimentalno za odnos D; / D; = 0,8 (Matos i sar., 2013; Suéarez i sar.,
2013).

Kriti¢an pre¢nik moze biti procenjen pomoc¢u empirijske jednacine koja je izvedena
za sudove sa meSanjem sa meSalicom sa lopaticama, koju je definisao Jamamoto (eng.
Yamamoto) 1975. godine:

0,036
Re

r=&123(057+035&)(£) no116
¢ 27 ’ "7 D) \D, b 1000 + 1,43Re

(2.17)

gde su Dj, b i np preénik, visina mesalice i broj se€iva (propelera) na mesalici, redom, a Dy
pre¢nik suda u kome se odvija meSanje. Rejnoldsov broj, Re, (eng. Reynolds number)

definisan je jednacinom koja se koristi u slucaju primene sudova sa meSanjem u slede¢em
obliku:

_ pcND?
e

Re

(2.18)

33



Doktorska disertacija Jelena Bajac Teorijski deo

gde je N broj obrtaja mesalice, p. gustina i [ viskozitet kontinualne faze. Data korelacija za
proracun I moze se primenjivati u slucaju kada je odnos prec¢nika mesalice i suda u kome se
odvija meSanje u intervalu od 0,3 do 0,7 (Suérez i sar., 2013).

2.4.3.3. Bilans sila koje deluju na kap

Najvazniji mehanizmi otkidanja kapi sa povrSine membrane zasnivaju Se na
primenjenom naponu smicanja u procesu, i zavise od nekoliko sila koje deluju na kap. U cilju
Sto boljeg razumevanja svih sila koje deluju na kap u toku procesa ME, tip i nacin
izraCunavanja pojedinacnih sila prikazan je u tabeli 2.3, dok je smer njihovog delovanja na
kap prikazan na slici 2.15.

Sila smicanja, Fp, nastaje kao posledica protoka kontinualne faze preko povrsine
membrane, a smer delovanja sile je paralelan sa njenom povrSinom. Uz pretpostavku da se
formiranje kapi odvija u laminarnom podsloju, ova sila moze se definisati pomoc¢u Stokesove
jednacine, uz uvodenje korekcionog faktora, kako bi se uzeo u obzir efekat zida pore pri
kretanju kapi. Medutim, u zavisnosti od modela, ova sila se moze predstaviti ili kao funkcija
brzine ili napona smicanja (jednacina (2.19)), pri ¢emu definisani napon smicanja zavisi u
velikoj meri od konfiguracije modula membrane (ravna ili cevna membrana). U oba slucaja,
korekcioni faktor ky klju¢ni je parametar za definisanje sile smicanja, i ima razli¢ite vrednosti
za razlicite tipove membrana.

Tabela 2.3. Sile koje deluju na kap tokom procesa membranskog emulgovanja i jednacine za
njihov proracun

Sila Jednacina
3 , (3M°+2
Sila smicanja Fp =5 mhyDgt <3’u* T 3) (2.19)
FE, =yD 2.2
Sila medufaznog napona vy =Y pg ) (2.20)
Fsp = ym -2 2.21
Sila razlike statickog pritiska sp = ¥R Dy ( )
Dinami¢ka sila podizanja kapi | Fp, = 0,761 ‘u—c (2.22)
C
/s
Sila potiska Fg = gApng (2.23)
T
Sila inercije Fy = gpdvﬁDg (2.24)

U je odnos dinamickog viskoziteta disperzne i kontinualne faze
vg Je brzina disperzne faze

Sila medufaznog napona, F,, je adheziona sila koja drZzi kap vezanu za ivicu otvora
pore, odnosno osnovna je sila zadrzavanja kapi tokom emulgovanja, i deluje suprotno od
smera otkidanja kapi. Ova sila zavisi od medupovrsinskog napona (y) i pre¢nika pora (D),
shodno jednacini (2.20).

Sila koja potice od razlike statickog pritiska, Fsp, podrazumeva silu koja potic¢e od
razlike izmedu pritiska kapi i pritiska okolne kontinualne faze na samoj povrsini membrane.
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Definisana je preko medupovrSinskog napona, pre¢nika pora, kao i odnosa pre¢nika vrata
kapi (koji povezuje kap i poru membrane) i pre¢nika same kapi. Cesto se uzima
aproksimacija da je ovaj odnos 1, odnosno da je vrat kapljice jednak njenom precniku, kao
Sto je slu¢aj 1 u jednacini (2.21).

Dinamicka sila podizanja kapi, Fp_ (F.), posledica je asimetri¢nog profila brzina
kontinualne faze u neposrednoj blizini kapi. Kao §to je prikazano u jednacini (2.22), ova sila
zavisi od napona smicanja i veli¢ine kapi.

Slika 2.15. Sematski prikaz sila koji deluju na kap tokom procesa membranskog emulgovanja
(Charcosset i sar., 2004)

Sila potiska, Fg, je rezultat razlike u gustini izmedu dve faze, i zavisi od zapremine
kapi (jednacina (2.23)). Znacajna je samo u slucaju kada ne dolazi do kretanja kontinualne
faze 1 pri velikim razlikama gustina dve faze. U slucaju unakrsnog emulgovanja 1
emulgovanja u ¢eliji sa meSanjem, brojna vrednost ove sile je izuzetno mala u odnosu na Fp i
F,.

Sila inercije, F, je u direktnoj vezi sa masom fluida koja izlazi iz otvora pora
(jednacina (2.24)). Javlja se usled kretanja disperzne faze kroz pore membrane, koja izaziva
postepeno formiranje i punjenje kapi disperznom fazom, na obodu otvora pore. Pravac
delovanja sile je normalan na povr§inu membrane, dok je smer suprotan rastu i odvajanju
kapi od pore.

Tokom procesa formiranja kapi na porama membrane, sa porastom veli¢ine kapi,
dolazi i do promene intenziteta delovanja pojedinih sila koje deluju na nju. Veli€ina kapi se
povecéava, sve dok zbir sila koje su zasluzne za odvajanje kapi (Fsp, Fp., Fg i Fp) ne postane
veci od zbira sila zasluznog za zadrzavanje kapi na otvoru pore. Pri sumiranju bilansa sila
koje deluju na kap dokazan je, pored uticaja primenjene metode emulgovanja, i znacajan
uticaj veli¢ine pora membrane, odnosno veli¢ine formiranih kapi. Na primer, u sluc¢aju kada
je veli¢ina formiranih kapi oko 200 um, ne bi trebalo zanemariti silu potiska, jer moze imati
znacajnu vrednost. S druge strane, kada su kapi manje, inerciona sila i sila potiska znacajno
su manje od sile smicanja 1 sile medufaznog napona, pa se one pri izvodenju modela koje
predstavljaju ravnotezne jednadine, mogu zanemariti (Matos i sar., 2013; Peng i Williams,
1998; Suarez i sar., 2013).
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2.5. Bioaktivne komponente

Mnostvo aktivnih komponenti moze biti inkapsulirano unutar nosaca dobijenih
jednom od emulzionih tehnika. U okviru ove doktorske disertacije, kao bioaktivne
komponente kori$¢eni su ulje semena tikve, kao lipofilna aktivna komponenta, i beli luk koji
je pripreman u formi vodenog i etanolnog ekstrakta, i koris¢en kao hidrofilna primarna
aktivna komponenta.

2.5.1. Ulje semena tikve

Biljna ulja uopsteno predstavljaju robu Siroke potrosnje, i koriste se, kako pri pripremi
razli¢itih oblika hrane, tako i u razli¢itim granama industrije. I pored Sirokog spektra izvora
za njihovu proizvodnju, svetska potroSnja uglavnom je ograni¢ena na sojino, palmino,
suncokretovo ulje i ulje uljane repice. Preostala biljna ulja, koja se zna¢ajno manje koriste na
globalnom nivou, poseduju razli¢ita svojstva u smislu masno-kiselinskog sastava i
antioksidativnih svojstava. Medutim, njihova ogromna nutritivna prednost u odnosu na ¢esto
koriS¢ena ulja, ogleda se u tome S§to njihovo koris¢enje moze poboljsati svojstva hrane i
industrijski pripremljenih proizvoda. Jedno od takvih ulja je i ulje semena tikve, ¢ija upotreba
nije niti popularizovana, niti $iroko rasprostranjena, iako poseduje karakteristike koje su
pogodne za njegovu masovnu primenu u dijetetskim suplementima (Stevenson i sar., 2007).

Veliki broj istrazivanja posvecen je ispitivanju sastava ulja semena tikve, bioloskim i
fizioloSkim svojstvima, iz Cega proizilazi njegova farmakoloska primena. Za dobijanje ovog
ulja koristi se najcesce tikva bogata uljem tzv. uljana tikva, pri ¢emu se gaji u dve osnovne
forme: uljana tikva sa ljuskom i uljana tikva-golica, kod koje seme nije obloZeno ljuskom.
Proizvedeno ulje se moze na¢i u maloprodaji, kao Cisto hladno cedeno ulje ili u smesi sa
drugim uljima, i odlikuje ga izuzetno visoka cena, koja je posledica skupog postupka
dobijanja (Nikolovski, 2009).

Organolepticka svojstva ulja semena tikve odlikuju se izuzetno karakteristi¢nim
ukusom i mirisom, arome przenih kostunjavih plodova, zbog pirazina koji nastaje prilikom
przenja semena neposredno pre presovanja, ukoliko se ulje dobija takvim tehnoloSkim
postupkom. Boja ulja varira od tamno zelene do braon, sa nijansama crvene, koje mogu da se
kreéu od crvenkasto-oker do tamnocrvene, i poseduje crvenu fluorescenciju. Zbog svojih
prijatnih organoleptickih svojstava, tikvino ulje se veoma cCesto koristi kao salatno ulje.
Medutim, zbog boje 1 jake arome, kao 1 izuzetnog penusSanja ima ogranienu primenu u
kulinarstvu (Nikolovski, 2009).

Izuzetna nutritivna svojstva ulja semena tikve opravdavaju njegovu visoku cenu.
Konzumacija ovog ulja moze se povezati sa mnogim pozitivnim zdravstvenim uticajima.
Najznacajnija farmakoloSka svojstva ulja semena tikve povezana su sa njegovim pozitivnim
uticajem u leCenju benigne hiperplazije prostate, odnosno uticaju na smanjenje veli¢ine i rasta
prostate, ¢ime se indirektno moze uticati na ublazavanje smetnji pri mokrenju (Procida i sar.,
2013; Xanthopoulou i sar., 2009). Efektivnost uticaja tikvinog ulja na benignu hiperplaziju
prostate moze biti delimi¢no funkcija njegove sposobnosti da poboljsa funkciju rada besike 1
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uretre. PoboljSanje uskladenosti rada beSike 1 smanjenje pritiska u besici 1 uretri povezuju se
sa pozitivnim uticajem lipidnih komponenti tikvinog ulja. Takode, postoje dokazi da ulje
semena tikve moze pozitivno da utiCe 1 uspori napredovanje hipertenzije, jer pospesuje
snizavanje sadrzaja masti u krvi, ¢ime uti¢e i na smanjenje poviSenog holesterola u krvi.
Ublazavanje simptoma artritisa samo je jedna u nizu pozitivnih aspekata njegove upotrebe.
Pored toga, pozitivan uticaj na ublazivanje simptoma dijabetesa vezuje se za promovisanje
hipoglikemijske aktivnosti. Ulje semena tikve znacajan je izvor vitamina E (tokoferola), pri
¢emu njegova antioksidativna svojstva mogu imati znacajne terapeutske efekte. Ispitivanja
farmakoloske aktivnosti dijetetskih suplementa sa ovim uljem pokazala su isvestan uticaj na
smanjenje rizika od razvoja raka, naroCito raka zeludca, dojke i1 pluca, dok se uticaj na
prevenciju raka prostate pripisuje prisustvu razli¢itih karotenoida. Primena ulja semena tikve
pokazala je i znacajnu antimikrobnu aktivnost na razliite vrste bakterija (Caili 1 sar., 2006;
Stevenson i sar., 2007). Postoje verovanja da konzumiranje semena tikve ima antiparazitno
delovanje zbog prisustva aminokiseline kukurbitina, kao i da spreava nastajanje kamena u
bubregu (Nikolovski, 2009).

Tikvino ulje ubraja se u izuzetno nezasic¢ena biljna ulja, sa velikim varijacijama u
masno-Kkiselinskom sastavu u zavisnosti od varijeteta tikve od koje je dobijeno, stepena
zrelosti biljke, kvaliteta zemljista i klimatskih uslova na kom je uzgajana. Sastoji se od
kompleksne smeSe masnih kiselina, estara masnih kiselina (monoglicerida (1,44%),
diglicerida (0,39%), triglicerida (94,5%)), i drugih komponenti prisutnih u manjim
koli¢inama tzv. mikronutrijenata: vitamina (tokoferoli i tokotrienoli (0,03-0,09%)), sterola
(0,2-0,4%), ugljovodonika (0,62%), fosfolipida (1%) i pigmenata (Nikolovski, 2009). Od
masnih kiselina uglavnom dominira oleinska i linolna kiselina. Sadrzaj masnih kiselina
obi¢no varira u zavisnosti od vrste tikve, za zasi¢ene masne kiseline: miristinska, C14 (0,18-
0,25%), palmitinska, C16 (12,6-18,4%), stearinska, C18 (5,1-9%), arahidinska, C20 (0,26-
1,12%), beheninska, C22 (0,12-0,54%) kiselina i nezasi¢ene masne kiseline: palmitoleinska,
C16:1 (0,12-0,52%), oleinska, C18:1 (17-39,5%), linolna, C18:2 (36,2-62,8%) i linoleinska,
C18:3 (0,53-0,82%) kiselina (Stevenson i sar., 2007).

Vitamin E u biljnim uljima je prisutan u formi razli¢itih izomera: a-, -, y-,
o-tokoferol i Cetiri odgovarajuca tokotrienola. Sadrzaj vitamina E u tikvinom semenu je na
izuzetno visokom nivou, pri ¢emu su najzastupljeniji a-tokoferol i y-tokoferol i njima
odgovarajuci izomeri (tokotrienoli) u koncentracijama do 91 mg/kg i 41-620 mg/kg, redom.
Ostala dva tokoferola (- i o-tokoferol), kao i njihovi izomeri se u tikvinom semenu nalaze u
znacajno nizim koncentracijama. Vitamin E se ubraja u znacajne prirodne antioksidanse, koji
stiti ¢elijske membrane 1 lipoproteine od oksidativnog stresa i ostecenja. Zahvaljujuci
njihovoj ulozi u spre¢avanju oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina u biljnom materijalu,
njihovo o¢uvanje u biljnim uljima je od izuzetnog znacaja (Nikolovski, 2009). Murkovi¢ i
sar. kvantikovali su sadrzaj a-tokoferola (37,5 pg/g) i p-tokoferola (383 ug/g), kao i
odgovarajucih izomera a-tokotrienola (15,9 pg/g) i y-tokotrienola (128 pg/g) u semenu tikve.
Medutim, tokom procesa pripreme ulja sadrzaj vitamina E se menja, usled primene poviSene
temperature u procesu pecenja. Tom prilikom koncentracija y-izomera ostaje priblizno
konstantna, dok se sadrzaj a-izomera, odnosno koli¢ina a-tokotrienola znacajno smanjuje,
usled njegove nestabilnosti na povisenoj temperaturi (Murkovic i sar., 2004). Za razliku od
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ulja dobijenog iz C. pepo L. vrste tikve, nadeni sadrzaj tokoferola u C. maxima var. Béjaoui
ukazuje na dominaciju o-tokoferola (42,27% od ukupnog sadrzaja tokoferola), pra¢eno sa a-
tokoferolom i zatim y-tokoferolom, pri ¢emu je ukupni sadrzaj tokoferola u ulju dobijenog iz
ove vrste tikve (418 mg/100 g ulja) znacajno veéi u odnosu na ulje dobijeno iz C. pepo L.
(80,65 mg/100 g ulja). Medutim, a-tokoferol se preporucuje za upotrebu jer ima najvecu
bioloSku aktivnost od svih tokoferola, dok p-tokoferol ima najizraZeniju antioksidativnhu
aktivnost (Rezig i sar., 2012; Saloua i sar., 2009). S obzirom da se sadrzaj tokoferola sa
najvecom bioloskom aktivnoSéu moze menjati u procesu pripreme ulja, prednost sa ovog
aspekta se moze dati upotrebi hladno cedenog tikvinog ulja.

Ulje semena tikve znacajan je prirodan izvor sterola, pri ¢emu mogu biti prisutni u
ulju kao slobodne komponente i esterifikovane sa masnim kiselinama (Hrabovski i sar., 2012;
Murkovic i sar., 2004). Prema duploj vezi u prstenu, fitosteroli se najcesée klasifikuju kao A5
i A7-steroli. Vec¢ina biljaka najesée sadrzi AS5-sterole, dok su A7-steroli specificni za
nekoliko familija, pre svega familije biljaka Cucurbitaceae i Theaceae, u koje se ubraja i
tikva (Nakic i sar., 2006). Upravo ovi steroli su odgovorni za biolosku aktivnost ovog ulja, i
smatra se da upravo oni iskazuju efekat u profilaksi i leCenju bolesti prostate 1 poremecaja
rada besike. Pored A7-sterola, u ulju su nadene i male koli¢ine sitosterola, kampesterola,
stigmasterola i 2,4-dimetil cikloartanola (Procida i sar., 2013). Hrabovski i sar., 2012
detektovali su prisustvo i odredili sadrzaj slede¢ih sterola u uzorcima ulja tikve golice,
Cucurbita pepo convar. citrullina: desmosterola, kampesterola, stigmasterola, S-sitosterola,
spinasterola, A7,22,25-stigmastatrienola, A7-stigmastenola, A7,25-stigmastadienola i
AT7-avenasterola. U uzorcima ulja tikve golice utvrdeno je da su najzastupljeniji steroli A7
tipa, i to: A7,25-stigmastadienol, A7-stigmastenol, A7,22,25-stigmastatrienol, A7-avenasterol
1 spinasterol. U proseku, sadrzaj A7-sterola u uzorcima ulja dobijenim razli¢itim postupcima
je oko 16,5 puta veci od sadrzaja A5-sterola (Nikolovski, 2009). Medusobni odnos A7-sterola
1 AS-sterola u tikvinom ulju zavisi od starosti semena tikve i primenjenog rastvarata za
ekstrakciju (Rezig i sar., 2012). Sadrzaj razli¢itih sterola se ne menja tokom tehnoloskog
postupka dobijanja ulja i primene visokih temperatura, ukazuju¢i na stabilnost ovih
komponenti tokom prerade u prehrambenoj industriji. Ukupan sadrzaj sterola u ulju semena
tikve varira u zavisnosti od primenjenog postupka dobijanja ulja i varijeteta semena tikve.
Ekstrakcija natkriticnim fluidima pokazala se kao veoma uspeSna tehnika za njihovo
izolovanje i koncentrisanje (Murkovic i sar., 2004; Procida i sar., 2013). Sadrzaj sterola
znacajno je veci ukoliko se kao polazna sirovina primenjuje seme tikve sa ljuskom, i ukoliko
se kao tehnoloski postupak pripreme ulja koristi ekstrakcija, a ne presovanje semena, koje se
zapravo primenjuje na industrijskom nivou (Nikolovski, 2009).

Skvalen je alifati¢ni triterpenoid koji nastaje kao meduproizvod u sintezi holesterola.
Najveci izvor skvalena je ulje ajkuline jetre, mada se u umerenim koli¢inama moze na¢i i u
biljnim uljima (maslinovom, palminom ulju, ulju pSeni¢nih klica i1 ulju mekinja pirinca).
Skvalen je jedna od osnovnih komponenti nezasi¢enih lipida koze, zbog ¢ega ima pozitivna
svojstva kada se primeni u kozmetickim preparatima kao emolijent i antioksidans, pokazujuci
izuzetna svojstva za hidrataciju koze i odredene antitumorne aktivnosti. Pored toga, skvalen
se moze primeniti kao nosac lipofilnih aktivnih materija u emulzionim sistemima, pri ¢emu
doprinosi smanjenju veli¢ine kapi, stabilnosti i vremenu zadrzavanja aktivnih komponenti
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unutar nosac¢a (Chung i sar., 2001; Huang i sar., 2009). Znacajna je i primena skvalena u
nosac¢ima u obliku lipidnih nanocestica. Lipidne nanocestice mogu se koristiti kao zamena za
U/V, emulzije, jer zahvaljuju¢i strukturnim karakteristikama ¢vrstog matriksa, imaju vecu
fizicku 1 hemijsku stabilnost, veéi kapacitet inkapsulirane materije i bolju kontrolu
oslobadanja (Huang i sar., 2009). Postoje literaturni podaci o izrazenom delovanju skvalena u
inhibiranju hemijski indukovanog raka debelog creva, pluca i koze. Stoga, sve veci interes
vlada za izolovanje skvalena iz prirodnih izvora (,,biljni* skvalen) i1 nalazenje biljnih izvora
koji su bogati ovom komponentom. Naki¢ i sar. su pokazali da ulje semena tikve poseduje
visok nivo skvalena, bez obzira na varijetet sadnice iz koga se ulje dobija. S druge strane, ono
Sto utice na koli¢inu prisutnog skvalena u ulju je postupak njegovog dobijanja, pri cemu je
uocen znacajno veci sadrzaj skvalena kod ulja dobijenog ekstrakcijom u odnosu na
industrijski cedeno ulje (Naki¢ i sar., 2006). Visok nivo skvalena detektovan je u ulju tikve
golice dobijenom natkriticnom ekstrakcijom, a dobijeni ukupni prinos skvalena ovim
postupkom, pri ispitivanim uslovima iznosio je 2 g/kg semena tikve (suva materija)
(Nikolovski, 2009).

U ulju semena tikve otkriven je znaCajan broj karotenoida i vitamina A.
Najznacajniji karotenoidi koji su identifikovani u ulju su lutein (10,6 mg/kg), p-karoten (1,8
mg/kg) i p-kriptoksantin (0,8 mg/kg). lako je tikva kao biljka zna¢ajan izvor vitamina B,
njihova koncentracija u semenu i u uljima semena tikve, nalazi se na niskom nivou
(Fruhwirth i Hermetter, 2008). Karotenoidi se ¢esto koriste u prehrambenoj industriji kao
sredstva koja se dodaju hrani za poboljsanje boje, pored toga Sto je dokazano da imaju
izrazeno antioksidativno dejstvo. Sa bioloskog aspekta, unos proizvoda koji su bogati
karotenoidima vezuje se za smanjenje rizika od nastajanja raka, usporavanje degeneracije
makule (zute mrlje u oku), katarakte, oSteenja koze usled opekotina od sunca 1
kardiovaskularnih bolesti (Aust i sar., 2001, Nikolovski, 2009).

Pored navedenih pigmenata i nutrijenata koji su prisutni u ulju, u semenu tikve nalazi
se dosta lignana, pri ¢emu je najznacajniji sekoizolaricirezinol koji poseduje izvesnu
estrogenu aktivnost (Nikolovski, 2009).

Razli¢iti tipovi minerala (Na, K, Mg, Ca i P) takode su izolovani iz ulja semena tikve,
pri ¢emu njihove koncentracije zavise od uslova gajenja i varijeteta sorte. Selen, koji je od
izuzetnog fizioloskog znacaja, identifikovan je u semenu tikve. Medutim, s obzirom da se u
najvecoj meri javlja u obliku L-selenometionina, ne moZe se naci u ulju. Nasuprot njemu, jod
kao element nakon postupka presovanja i cedenja ulja, moze se na¢i u manjoj kolicini i u ulju
(oko 2-3 mg/kg ulja).

Fosfolipidi prisutni u semenu tikve su naj¢es¢e u obliku fosfatidilholina,
fosfatidilserina i fosfatidiletanolamina. Fosfolipidi se smatraju potpuno prirodnim
jedinjenjima, ¢ija je upotreba Siroko rasprostranjena u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji,
prvenstveno kao nosaca aktivne komponente i emulgujucih sredstava. Znacaj fosfolipida i
njihova bioloska aktivnost se ogleda u njihovoj sposobnosti da se ugrade u oStecenu cCelijsku
membranu, koji moze imati znacajanu primenu prilikom prekomerne upotrebe lekova u
le¢enju razlicitih bolesti, kao i razli¢itih infektivnih stanja kao §to je hepatitis. Jedan oblik
formiranja nosaca aktivnih materija su i strukture fosfolipida organizovane u lipozome, koji
se koriste kao nosaci lekova slabo rastvorljivih u vodi, i smanjuju ispoljavanje Stetnih efekata
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leka. U prehrambenoj industriji, fosfolipidi se prvenstveno koriste kao emulgatori, odnosno
kao stabilizatori meSavine ¢okolade i margarina u slatkiSima (Raharjo i sar., 2011). Najveci
izvor fosfolipida su zapravo odredena biljna ulja, u koje se moze ubrojati i ulje semena tikve,
u kojima sadrzaj fosfolipida moze znacajno da varira (0,5-1,04%) u zavisnosti od varijeteta
tikve (Fruhwirth i Hermetter, 2007, 2008).

Odrzivost ulja je veoma bitna karakteristika, jer je na taj nacin moguce definisati
njegov rok upotrebe. Odrzivost ulja se najcesce sagledava preko oksidativne stabilnosti ulja.
Ulje semena tikve ima veoma dobru odrzivost, i moze se svrstati u jedno od najstabilnijih ulja
na naSem trziStu (Nikolovski, 2009). Oksidativna stabilnost tikvinog ulja prvenstveno
uslovljeno odnosom linolne i oleinske Kiseline. Ukoliko je sadrzaj linolne kiseline manji, a
oleinske veci, stabilnost ulja je veca, Sto je posledica razliCite brzine oksidacije ove dve
kiseline. Vitamin E kao prirodno antioksidativno sredstvo prisutno u ulju, nema uticaja na
oksidativnu stabilnost ulja semena tikve. Pored toga, u ulju tikve su prisutne i druge
pro-oksidativne (protohlorofil i protofeoptin) i antioksidativne (polifenoli) komponente, kao i
komponente koje mogu da ispolje i pro-oksidativna i antioksidativna svojstva (a-tokoferol),
¢iji uticaj na stabilnost jos§ uvek nije u potpunosti razjasnjen (Murkovic i Pfannhauser, 2000).

Tradicionalna tehnologija pripreme tikvinog ulja podrazumeva prvenstveno termicku
obradu (przenje) ogoljenih semena tikve, nakon ¢ega sledi postupak cedenja na hidraulickim
presama. Neposredno pre przenja osusenom semenu se dodaje voda i so, kako bi se formirala
meka pulpa, koja se nakon toga przi na 100-130 °C do 60 minuta, sto dovodi do koagulacije
proteina i omogucéava odvajanje ulja pod pritiskom. Pored toga, przenjem se obezbeduje i
specificna aroma dobijenog ulja. Cedenje ulja se odvija na pritisku od 300 do 600 bar.
Tehnoloski postupak pripreme hladno cedenog ulja semena tikve podrazumeva pranje i
suSenje semena do sadrzaja vode od 7%. Pre obrade, seme prolazi magnetno ciS¢enje i
potpuno uklanjanje organskih necistoca. Direktnim pritiskom na osuSeno seme U
kontinualnim presama, dolazi do cepanja biljnog materijala i izdvajanja ulja, koje se zatim
filtrira i skladi$ti u tamnim bocama. Postupkom hladnog cedenja ne dolazi do zagrevanja
sirovine i nastalih proizvoda, pri ¢emu izlazna temperatura ulja ne prelazi 50 °C, ulje
zadrzava prirodni ukus i sastav svih komponenti prisutnih u semenu (Vujasinovic i sar.,
2010). U laboratorijskom nauéno-istrazivackom radu sve ¢e$¢a je primena ekstrakcionih
tehnika primenom razliitih rastvara¢a, u postupcima dobijanja biljnih ulja. Jedna od
perspektivnih tehnika za dobijanje ulja jeste i1 ekstrakcija natkriticnim fluidima, koja se
intenzivno razvija poslednjih godina. Ova metoda predstavlja odli¢nu alternativu klasi¢nim
ekstrakcionim tehnikama, jer mnoge komponente semena uljarica (tokoferoli i karotenoidi)
su osetljive na toplotu i prisustvo kiseonika. Takode, ostatak nakon ekstrakcije natkriticnim
fluidima bogat je proteinima i nutrijentima, koji nisu unisteni u procesu, jer nisu bili izloZeni
visokoj temperaturi, 1 nisu onecis¢eni organskim rastvaracem, §to je jo§ jedna potencijalna
prednost primene ove tehnike (Nikolovski, 2009).
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2.5.2. Beli luk (Allium sativum L.)

Jo§ od drevnih vremena poznato je korisé¢enje belog (Allium sativum L.) i crnog luka
(Allium cepa L.) kao uobicajenih dodataka hrani, kako radi poboljsanja njenog ukusa, tako i
zbog njihovog pozitivnog dejstva u leCenju mnogih bolesti. Prvi crtezi i naznake o njihovoj
primeni datiraju jos$ iz 3700. godine pre nove ere, koji su pronadeni u grobnicama faraona i
egipatskim svetim hramovima. Prvi zapisi o njihovoj upotrebi kao leka datiraju iz 1550.
godine pre nove ere, gde su na egipatskom medicinskom papirusu pronadene terapijske
formulacije koje ih navode kao lekove za razlicite vrste bolesti, kao §to su sréani problemi,
glavobolja, ujedi i tumori (Borek, 2001). Naime, postojalo je verovanje da ova namirnica
moze da potpomogne astmati¢arima i ljudima sa pluénim smetnjama. Kasnije su ove biljke
koriS¢ene u velikoj meri od strane grka i rimljana usled verovanja da poseduju isceljujuca
svojstva, kao $to se i dan danas koriste u mnogim mediteranskim zemljama (Amagase i sar.,
2001).

Allium vrste su bogat izvor fitonutrijenata, materija koje mogu biti od koristi u leenju
ili prevenciji mnogih bolesti, ukljucuju¢i rak, koronarne bolesti srca, gojaznost,
hiperholesterolemiju, dijabetes tipa 2, povisen krvni pritisak, kataraktu i poremecaj rada
gastrointestinalnog trakta (nadutost, kolike i dispepsija). Allium je najveéi i najznacajniji
predstavnik familije Alliaceae i obuhvata 450 vrsta. Pored belog i crnog luka, jo§ nekoliko
vrsta ove familije se uzgaja s ciljem njihove upotrebe u kulinarstvu, kao §to su praziluk
(Allium porrum L.), vlasac (Allium ascalonicum Hort.), divlji beli luk (Allium ursinum L.),
vlasac (Allium schoenoprasum L.), kao i mnoge druge na naSim prostorima manje poznate
vrste (Lanzotti, 2006).

Rastuéi interes nau¢ne zajednice za komponentama koje nemaju direktan terapijski
efekat, ali koje doprinose opstem stanju zdravlja ljudi, usmerio je fokus istrazivanja na
organske komponente dobijene iz prirodnih biljnih izvora. Takve komponente su nazvane
,Hhutraceutici ili ,,fitohemikalije®, i ubrajaju se u neesecijalne mikronutrijente, koji imaju
znacajnu ulogu u ocuvanju zdravlja. Jedna od biljaka koja sadrzi takve komponente je i beli
luk, $to je usmerilo veliki broj istrazivanja na ponovno izucavanje ove biljke.

Naucno-istrazivacki rad na ovim vrstama poceo je jo§ u drugoj polovini XIX veka
radom Luja Pastera koji je prvi 1858. zabelezio antibakterijska svojstva belog luka. Kasnije je
Albert Svajcer koristio beli luk za le¢enje amebne dizenterije koja se pojavila u Africi, kao i
za le€enje nekoliko vrsta epidemija koje su se pojavile (tifusa, kolere, difterije i tuberkuloze).
U poslednje vreme, istrazivanja su usmerena na antikancerogena svojstva belog luka, gde su
istrazivanja u Kini pokazala da postoji povezanost izmedu smanjenja rizika nastajanja raka i
povecanog unosa belog luka u organizam. Ovi dokazi Su povezani sa sposobnos¢u belog luka
da redukuje koncentraciju nitrita u zeluda¢nom traktu (Lanzotti, 2006).

Bioloski efekti belog luka i preparata belog luka privukli su posebnu paznju u
modernoj medicini, usled sveobuhvatnog verovanja da potpomazu odrzavanju opSteg
zdravlja, suzbijanju bolesti i doprinose povecanju energije. Povoljni klinicki 1 bioloski efekti
preparata belog luka se povezuju sa smanjenjem faktora rizika za nastajanje
kardiovaskularnih bolesti (smanjenje agregacije trombocita, visokog krvnog pritiska i
prevencija ateroskleroze) i raka (digestivnog trakta i prostate), stimulacijom imunih funkcija,
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poboljsananom detoksikacijom, prevencijom hepatitisa (oSteCenja jetre), antioksidativnim
svojstvima, kao i antimikrobnim, antiparazitnim i antivirusnim delovanjem (Banerjee i
Maulik, 2002; Hussein i sar., 2017).

2.5.2.1. lIsparljive komponente belog luka

Mnogi bioloski efekti belog luka su povezani sa tiosulfonatima, isparljivim
jedinjenjima sumpora (Ramirez i sar., 2017) koji su karaktiristi¢ni za Allium vrste, koji su
zapravo odgovorni za karakteristiCan oStar miris i ukus belog luka. Tisulfonati se ubrajaju u
grupu izuzetno reaktivnih i termicki nestabilnih jedinjenja, koji se uklju¢uju u spontane
hemijske reakcije koje je praktiéno nemoguce kontrolisati, i mogu dovesti i do transformacije
proizvoda (Lanzotti, 2006). Ukupna koncentracija tiosulfonata u belom luku tokom vremena
je priblizno konstantna, ali individualna sumporna jedinjenja su sklona konverziji iz jednog
oblika u drugi, $to izuzetno komplikuje njihovo kvantitatvno odredivanje (Block i sar., 1992).

Cistein je pocetni metabolit za sintezu sumpornih jedinjenja u lukovima. Iz njega se
metaboliCkim reakcijama sintetiSu metionin, proteini, glutation, ali i neproteinogeni derivati,
kao Sto su y-glutamil peptidi, S-supstituisani cisteini i S-alk(en)il-L-cistein sulfoksidi
(ACSOs). Pored y-glutamil-peptida i ACSOs, ¢elije belog luka i drugih srodnih vrsta, sadrze i
druga u vodi rastvorna neisparljiva sumporna jedinjenja na koje ne deluje enzim aliinaza, kao
Sto su S-substituisani cisteini i cikloaliin (Amagase, 2006; Simin, 2014).

Primarni perkusori tiosulfonata u belom luku su S-alk(en)il-L-cistein sulfoksidi i y-
glutamilcistein ¢ija je glavna uloga, pored toga Sto predstavlja vazan izvor peptida, biosinteza
intermedijernih jedinjenja za odgovaraju¢e isparljive komponente (ACSOs), odnosno
liposolubilne sumporne komponente, kao $to su dialil sulfid (DAS) i dialil disulfid (DADS).
S druge strane, enzimskom trensformacijom y-glutamilcisteina ekstrakcijom u vodenom
rastvoru nastaje S-alil cistein (SAC), koji se smatra jednom od aktivnih komponenti belog
luka odgovornom za veliki deo pozitivnih uticaja na zdravlje. Kao sto je sematski prikazano
na slici 2.16, S-alk(en)il-L-cistein sulfoksidi se javljaju u dva oblika, i to kao: metiin (S-metil-
L-cistein sulfoksid) i aliin (S-alil-L-cistein sulfoksid). Pored navedena dva, u vrstama roda
Allium do sada su identifikovana jo§ dva dominantna ACSOs: propiin i izoalliin, i dva
ACSOs koja se rede javljaju: etiin i butiin. Aliin se nalazi prisutan u najvecoj meri i
odgovoran je za ve¢inu mirisnih jedinjenja koja se oslobadaju iz belog luka. NaruSavanjem
¢elijske strukture belog luka (seCenje, gnjeCenje, zvakanje ili dehidratacija), iz vakuola se
oslobada enzim aliinaza, koja enzimski katalizovanim reakcijama veoma brzo dovodi do
liziranja cistein sulfoksida (SCs), proizvode¢i sulfensku kiselinu (Corzo-Martinez i sar.,
2007). S obzirom da je sulfenska Kiselina izuzetno reaktivan intermedijer, skoro trenutno
prelazi u tiosulfonate reakcijom kondenzacije (Lanzotti, 2006). Naime, iz sulfenske kiseline
prvo nastaje 2-propensulfenska kiselina, koja auto-kondenzacijom daje tiosulfonate, od kojih
je najzastupljenije jedinjenje alicin. Alicin je veoma isparljivo i veoma nestabilno jedinjenje,
koje Cesto nestaje tokom prerade i veoma brzo i lako se transformise u druge
organosumporne komponente. U zavisnosti od vrste luka i eksperimentalnih uslova (pH,
temperatura, nacin pripreme uzorka, vreme skladiStenja) iz alicina mogu nastati razliCita,
uglavnom isparljiva, sumporna jedinjenja kao §to su DAS, DADS, dialil trisulfid (DATS),
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metilalil disulfid, metilalil trisulfid, 2-vinil-4H-1,3-ditiin, 3-vinil-4H-1,2-ditiin i (E,Z)-ajoeni
(Amagase, 2006; Ramirez i sar., 2017; Simin, 2014).
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Slika 2.16. Biosinteza organosumpornih jedinjenja iz belog luka (Corzo-Martinez i sar.,
2007)

Dokaz veoma velike nestabilnosti alicina je i €injenica da nakon 20h na temperaturi
od 20 °C on se potpuno prevodi u DADS (66%), DAS (14%), DATS (9%) i sumpor-dioksid.
Alicin veoma lako reaguje sa aminokiselinama i proteinima, formirajuci sulfhidrilne grupe.
Zahvaljujuéi toj C¢injenici tokom konzumacije on se vezuje za proteine i aminokiseline u
¢elijskim membranama, ¢ime biva zarobljen onemogucavajuci njegovu absorpciju 1 prelazak
u krvotok. 1z tog razloga, istrazivanja su dokazala da nakon konzumacije belog luka, pa cak 1
Cistog alicina, nivo alicina u krvotoku jednak je nuli.

Optimum za delovanje aliinaze kao klju¢nog enzima koji olakSava transformaciju
cistein sulfoksida u tiosulfonate je pH = 6,5 i temperatura 36-48 °C. Aktivnost aliinaze zavisi
od pH vrednosti, dok tiosulfonati se nec¢e formirati ispod vrednosti pH od 3,6. S obzirom da
je pH vrednost u stomaku najceSce ispod ove vrednosti, delovanje aliinaze je najcesce
kompletno 1 nepovratno inhibirano u kiselim uslovima, tako da ne postoji mogucnost
nastajanja alicina u Zeluda¢nom traktu. S druge strane, bez obzira na mogucnost oslobadanja
alicina u vodenom rastvoru, ne postoje preparati belog luka kod kojih je identifikovan alicin
kao komponenta, jer on zapravo predstavlja intermedijer za dobijanje drugih jedinjenja koje
mogu ispoljiti aktivnost. Iz svega navedenog, sledi da se alicin sam po sebi ne moze smatrati
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aktivnom komponentom, jer nije odgovoran za bilo kakav pozitivan biloski efekat u ljudskom
telu (Amagase, 2006).

Jedna od glavnih aktivnih komponenti belog luka i preparata belog luka je SAC, sa
izuzetno izrazenim farmakoloSkim efektima, koji pokazuje 30 puta manju toksi¢nost u
odnosu na alicin i DADS. Kao u vodi rastvorna komponenta, ¢ija se koncentracija u
preparatima povecava sa vremenom ekstrakcije, predstavlja aktivnu komponentu belog luka
koja pokazuje izuzetnu bioraspolozivost nakon konzumacije i moze ispoljiti svoju aktivnost
(Amagase i sar., 2001).

2.5.2.2. Neisparljive komponente belog luka

Pored isparljivih jedinjenja, neisparljive komponente belog luka koje mogu da imaju
potencijalnu biolosku aktivnost i predmet su istrazivanja poslednjih decenija ukljucuju
dokazivanje prisustva i aktivnosti makronutrijenata, kao $to su lektin (najzastupljeniji protein
u belom i crnom luku), prostaglandin, fruktan, pektin, adenozin, vitamin By, B,, Bg, C i E,
biotin, masne kiseline, nikotinska kiselina, glikolipidi, fosfolipidi i esencijalne aminokiseline.
Pored makronutrijenata, pozitivni bioloski efekti se mogu pripisati i prisustvu polarnih
jedinjenja koja se mogu na¢i u belom luku (sapogenini, saponini i flavonoidi), Koji su
znacajno stabilniji prilikom obrade (kuvanja) i ¢uvanja od tiosulfonata (Lanzotti, 2006).

Steroidni saponini i sapogenini su grupa jedinjenja koja poseduje antifugalnu,
antibakterijsku, antiinflamatornu i antikoagulantnu aktivnost, kao i uticaj na smanjenje
holesterola (Amagase i Milner, 1993; Corzo-Martinez i sar., 2007). Saponini su velika grupa
sekundarnih biomolekula, Siroko rasprostranjenjih u belom luku i drugim zelenim biljkama.
Ubrajaju se u povrsinski aktivne materije, i u vodenim rastvorima obilno pene (Simin, 2014).
Poseduju hemoliticku aktivnost, i odgovorni su za gorak ukus koji se moZze javiti usled
njihovog prisustva. U nekoliko studija dokazano je da saponini izolovani iz belog luka mogu,
pored antifugalne, antikoagulantne aktivnosti i uticaja na snizavanje holesterola, da ispolje i
antikancerogeno, citotoksi¢no delovanje, kao 1 da deluju antispazmoliticki (sprecavanje
nastajanja gréeva) (Amagase, 2006).

Saponini se uglavnom nalaze u obliku glikozida, a mogu se podeliti u dve grupe
prema prirodi aglikonskog skeleta (sapogenina): steroidne i triterpenske saponine (Amagase i
Milner, 1993; Simin, 2014). Prvi izolovani sapogenini iz belog i crnog luka i praziluka su
sitosterol (Smoczkiewicz i sar., 1982), gitogenin, oleanolna kiselina i amirin, neposredno
nakon Cega je utvrdeno i prisustvo sapogenina diosgenina i S-hlorogenina. S-hlorogenin,
pored organosumpornih jedinjenja, moZe biti razmatran kao jedan od aktivnih komponenti
belog luka, jer je dokazano da inhibira agregaciju trombocita u krvi (Amagase i Milner,
1993). Kada se posmatra samo beli luk, prvi furostanol saponin koji je izolovan iz lukovice
bio je proto-erubozid B i njegov spirostanolni analog erubozid B, a nesto kasnije i njihovi
epimeri proto-izo-erubozid B i izo-erubozid B. Erubosid B pokazuje antifungalnu aktivnost
za Candida albicans, citotoksi¢ne i antitumorne efekte. Nasuprot njemu, proto-erubosid B
nije pokazao nikakvu biolosku aktivnost. Kasnija istrazivanja dovela su do izolovanja jos tri
tipa furostanol saponina, nazvanih sativozid Bj, R; i Ry, iz belog luka. Uticaj na efekat
snizavanja ukupnog nivoa holesterola i LDL holesterola u krvi, bez uticaja na nivo HDL
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holesterola, verovatno je posledica sinergistickog delovanja svih saponina, i to verovatno
spirostanol saponina koji nastaju konverzijom furostanol saponina pomoc¢u pS-glukozidaze
(Amagase i Milner, 1993; Lanzotti, 2006).

Pored saponina i sapogenina, od velikog znacaja je prisustvo aliksina i
organoselenovih jedinjenja, za koje je dokazano da ispoljavaju razne bioloske efekte, kao
Sto je redukcija holesterola, prevencija nastajanja raka i verovatno su ovi efekti posledica
zajednickog delovanja sa organosumpornim jedinjenjima. Beli luk poseduje izrazitu
sposobnost da apsorbuje i akumulira selen iz zemljista u obliku selenita (Se(1V) ili Se(VI)
jedinjenja) u koncentraciji ve¢oj od 1000 ppm, zahvaljujuci ¢injenjici da u metabolizmu
biljke Se moze lako da zameni sumpor, i tako ugradi u razli¢ita jedinjenja umesto sumpora. U
lukovici belog i crnog luka identifikovani su mnogi analozi S-alk(en)il-cisteina i y-glutamil-
alk(en)il-cistein peptida, od kojih su najzastupljeniji y-glutamil-Se-metil selenocistein,
selenometionin i Se-metil selenocistein, kao dominantno jedinjenje sa najvecom aktivnoScéu.
Istrazivanja na ovu temu imaju rastuéi interes usled dokazanog izrazitog antikancerogenog
svojstva ovih jedinjenja (Block i sar., 2001; Simin, 2014; Whanger, 2004). Selen je
esencijalni mikroelement za coveka jer je neophodan za funkcionisanje nekih enzima
(prvenstveno enzima antioksidativne zastite) i ulazi u sastav aminokiselina, te njegov
nedostatak u ishrani dovodi do pojave bolesti povezanih sa slabo$¢u misica i sr¢anih smetnji.
Prisustvo organoselenovih jedinjenja u lukovima znacajno doprinosi njihovoj nutritivnoj
vrednosti, jer organski vezan Se ima daleko vecu biolosku raspolozivost i veoma ¢esto manju
toksi¢nost od neorganskih formi selena. Pored izrazene aktivnosti u lecenju i prevenciji
nastanka tumora, dokazana je i antiinfektivna, antivirusna, antibakterijska, antimikoti¢na,
antiinflamatorna 1 antioksidativna aktivnost jedinjenja selena. Medutim, njegova
identifikacija u obliku organoselenovih jedinjenja u bioloskim uzorcima nije jednostavna,
prvenstveno zbog nedostatka komercijalnih standarda (Block i sar., 2001; Nurajii i sar., 2007,
Simin, 2014; Whanger, 2004).

Fenolna jedinjenja predstavljaju drugu znacajnu klasu sekundarnih biomolekula
crnog i belog luka, koje karakteriSe prisustvo jednog ili viSe aromati¢nih prstenova, sa
jednom ili vise hidroksilnih grupa. U vrstama roda Allium od biljnih fenola najzastupljeniji su
favonoidi, pri ¢emu najzastupljenija grupa su flavonoli, zatim antocijani, a u nekim vrstama
prisutni su i flavoni (Simin, 2014). lako beli luk kao biljna sirovina predstavlja veoma
siromasan izvor flavonoida u odnosu na ukupan sadrzaj flavonoida u crnom luku, dominiraju
slobodni flavonski aglikoni: miricetin (639 mg/kg) i apigenin (217 mg/kg), a detektovana je i
manja koli¢ina kvercetina (47 mg/kg) (Miean i Mohamed, 2001), rutina (kvercetin 3-
rutinozida) i diosmetina (luteolin 4’-metiletara) (Simin, 2014) i veoma mala koli¢ina
kemferola. Ukupni sadrzaj fenolnih kiselina pronaden u belom luku je 2,20 mg/100g
materijala (Gorinstein i sar., 2008).

Flavonoidi prisutni u biljkama poseduju Sirok spektar aktivnosti, pri ¢emu su mnoga
istrazivanja pokazala da ishrana bogata fenolima smanjuje rizik od odredenih bolesti. Uloga
biljnih fenola u prevenciji bolesti prvobitno je pripisivana njihovoj izrazenoj antioksidativnoj
aktivnosti (Heim i sar., 2002). Prevencija bolesti u ¢ijoj patofiziologiji se nalazi oksidativni
stres, ukljucuje: kardiovaskularne bolesti, reumatoidni artritis, aterosklerozu, multiplu
sklerozu, neurodegenerativne bolesti (Alchajmerova i Parkinsonova bolest), prerano starenje i
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kancerogene bolesti (Ren i sar., 2003; Simin, 2014). Pored antioksidativne aktivnosti,
dokazano je da odredena fenolna jedinjenja ispoljavaju antimikrobnu (Cushnie i Lamb,
2005), antivirusnu, antiinflamatornu, antimutagenu, antialergijsku aktivnost i sposobnost
inhibiranja nekih enzima (Cook i Samman, 1996). lako se fenoli smatraju netoksi¢nim, neki
flavonoidi mogu imati mutageno delovanje, ali samo pri izuzetno visokim koncentracijama
(Karakaya, 2004; Simin, 2014).

Aliksin  (3-hidroksi-5-metioksi-6-metil-2-pentil-4H-piran-4-on), tzv. phytoalexins
(eng. phyto-biljka, alexins-za odbranu) je fenolno jedinjenje izolovano iz belog luka sa
strukturom y-pirona. Nastaje kao autoimuni odgovor biljke na izloZeni stres, jer je njihova
sinteza izazvana izlaganjem biljke odredenim vrstama stresa, kao S§to je kontakt sa
bakterijama, virusima, gljivicama, UV zracima ili solima teSkih metala (Moriguchi i sar.,
1997; Yamasaki i sar., 1991). Kao rezultat tokom vremena aliksin moze formirati vidljive
kristale na povrs$ini belog luka, naro€ito na mestima gde je tkivo nekroti¢no. Nakon 2 godine,
koli¢ina akumuliranog aliksina na tkivu belog luka dostize vrednost i do 1% (Kodera i sar.,
2002a), ali mu je rastvorljivost u vodi veoma niska. Aliksin poseduje jedinstvene bioloske
karakteristike kao $to su antiokidativna, antimikrobna i antitumorna svojstva, pokazuje
neurotrofi¢ne efekte (indukuju opstanak, razvoj i funkciju neurona) i poseduje sposobnost
vezivanja slobodnih radikala (Arimoto i sar., 1997; Kodera i sar., 2002b), ali pri ve¢im
koncentracijama moze biti 1 citotoksican.

2.5.2.3. Preparati belog luka

Dijetetski suplementi na bazi belog luka, ubrajaju se u kategoriju dodataka hrani koji
imaju daleko najkomercijalniju primenu u odnosu na ostale suplemente koji se mogu naci na
trziStu. lako su preparati na bazi belog luka komercijalno dostupni, hemijski sastav belog luka
je izuzetno kompleksan, ¢ija kompleksnost zna¢ajno utic¢e na konac¢ni sastav proizvoda, koji u
mnogome zavisi i od metoda pripreme preparata. Komercijalni preparati belog luka se mogu
svrstati u Cetiri osnovne kategorije: etarsko ulje belog luka, macerat belog luka, beli luk u
prahu i ekstrakt belog luka.

Etarsko ulje belog luka dobija se destilacijom vodenom parom, pri ¢emu u
hemijskom sastavu dominiraju razli¢iti sulfidi, najées¢e DADS kao glavna komponenta
(Harris i sar., 2001) i dialil trisulfid. S obzirom da je glavni proizvod uljana frakcija belog
luka, komponente belog luka koje su rastvorne u vodi potpuno su eliminisane iz proizvoda
ovim procesom pripreme. Samim tim, u etarskom ulju belog luka ne nalazi se alicin.
Komercijalno dostupni preparati na bazi etarskog ulja belog luka, podrazumevaju kapsule
koje sadrze 99% odgovarajuceg biljnog ulja i samo 1% etarskog ulja belog luka, usled
njegovog izuzetno ljutog ukusa (Amagase i sar., 2001). Etarsko ulje belog luka poseduje
Sirok spektar antimikrobnih aktivnosti i da se kao takav moze primenjivati kao prirodni
antimikrobni zacin u raznim prehrambenim proizvodima (Benkeblia, 2004; El-Sayed i sar.,
2017).

Uljni macerat belog luka primarno se koristi kao zacin, i priprema se u cilju zastite i
inkapsulacije komponenti belog luka koje se oslobadaju razaranjem njegove ¢elijske strukture
unutar biljnog ulja. Medutim, usled izuzetno velike nestabilnosti oslobodenog alicina u toku
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pripreme macerata, finalni macerat sadrzi komponente nastale degradacijom alicina kao §to
su dihiitin, ajoen, sulfide i zaostale koli¢ine aliina (Amagase i sar., 2001).

Beli luk u prahu nastaje mlevenjem, susenjem i raspr§ivanjem belog luka do sitnih
Cestica. Masovno se proizvodi kao sredstvo za poboljSanje ukusa u prehrambenoj industriji. U
pogledu hemijskog sastava smatra se da prah sadrzi identicne komponente kao 1 sirov beli
luk, samo se koli¢ine prisutnih sastojaka znacajno razlikuju. Na primer, u procesu
dehidratacije tokom pripreme praha, izgubi se vise od polovine aliina kao osnovne
organosumporne komponente u sirovom belom luku. Kao S§to je ve¢ ranije naglaseno,
seCenjem i gnjeCenjem sirovog belog luka moZe se osloboditi relativno velika koli¢ina
alicina. Medutim, iako je Cesto na preparatima na bazi praha belog luka u komercijalne svrhe
istaknuto postojanje alicina, analizom ovih proizvoda nije utvrdeno njegovo prisustvo kao
sastojka samog preparata. Cak i u sluaju pretpostavke da u prahu postoje odredene merljive
koli¢ine alicina ili komponenti iz kojih moze pod odredenim uslovima nastati alicin, on ne
moze ispoljiti svoju aktivnost usled inaktivacije enzima aliinaze u zeluda¢nom traktu. Postoje
literaturni podaci koji ukazuju da beli luk u praskastom obliku, ne ispoljava nikakav uticaj na
smanjenje nivoa holestrerola u krvi, za razliku od sirovog belog luka (Amagase i sar., 2001).

Ekstrakti belog luka su dobijeni potapanjem celih ¢enova ili iseGenog belog luka u
odgovarajuci ekstrakcioni medijum odredeni vremenski period, nakon ¢eka se vrsi separacija
(centrifugiranje i filtracija) dobijenog ekstrakta, po potrebi njegovo koncentrisanje i upotreba.
Koncentrisanje se moze vrsiti do dobijanja praskastog oblika (Amagase i sar., 2001).

Opste je poznata Cinjenica da proces ekstrakcije doprinosi jacini 1 bioraspolozivosti
aktivnih komponenti iz biljaka, i eliminiSe neZeljene i toksi¢ne efekte biljnog materijala koji
se podvrgava procesu. Iritirajuca, kisela i nestabilna oksidaciona jedinjenja u sirovom belom
luku (alicin) mogu biti eliminisani i modifikovani ekstrakcijom sa alkoholom, vinom,
mlekom ili siréetom, pre njegove upotrebe kao terapijskog sredstva (Amagase, 2006). lako se
beli luk koristi kao popularan dodatak jelima za poboljSanje njihovog mirisa i ukusa, kao i
tradicionalno u medicinske svrhe, prekomerna potro$nja belog luka moze dovesti do
odredenih zdravstvenih tegoba. Pored neprijatnog mirisa belog luka, koji moze zaostati u
dahu dugo nakon konzumacije i koZi nakon manipulacije, moze do¢i i do alergijskih reakcija
izazvanih ovom biljkom. Stetni efekti koji su povezani sa konzumiranjem belog luka (sirovog
ili u prahu) ukljuc¢uju poremecaje rada creva i dijareju, smanjenje ukupnih proteina u krvi 1
kalcijuma, anemiju, bronhijalnu astmu, kontaktni dermatitis i inhibiciju spermatogeneze
(Hussein i sar., 2017). Pored toga, u ulju rastvorna organosumporna jedinjenja poznata su po
svom iritiraju¢em 1 alergijskom efektu, sa izraZenijim toksi¢nim efektom u odnosu na
jedinjenja belog luka rastvorna u vodi, ¢ija se toksi¢nost smanjuje sa pove¢anjem vVremena
ekstrakcije. DAS i alicin su komponente belog luka koje najces¢e dovode do iritacija i
alergijskih reakcija (Amagase i sar., 2001).

Varijacije sastava dobijenog ekstrakta belog luka, u velikoj meri zavise od
primenjenog medijuma za ekstrakciju, u Cije svrhe se mogu primenjivati preciS¢ena voda, etil
alkohol (Papageorgiou i sar., 1983) ili aceton (Irkin i Korukluoglu, 2007), kao i od vremena
trajanja ekstrakcije. Prirodni biljni ekstrakti mogu da budu odli¢na alternativa za vesStacke
konzervanse, jer pokazuju snaznu antifugalnu i antibakterijsku aktivnost, pored izrazenih
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antioksidativnih svojstava, §to moze biti od velikog znaCaja za oCuvanje zivotnog veka
namirnica (Irkin i Korukluoglu, 2007).

Etanolni ekstrakt belog luka pokazuje najizraZenija antimikrobna svojstva u odnosu
na druge oblike ekstrakata (Harris i sar., 2001). Pored toga, etanolni ekstrakt belog luka se u
nekim kulturama tradicionalno koristi kao prirodni lek za grip i prehladu, kao i za podizanje
imuniteta pacijenata. Eidi i sar. (2006) su ustanovili izrazen uticaj etanolnog ekstrakta belog
luka na lecenje dijabetesa. Naime, oralna primena ekstrakta dovela je do smanjenja glukoze u
krvi, ukupnog holesterola, triglicerida, uree, mokra¢ne kiseline, kreatinina i do porasta
serumskog insulina kod pacova sa dijebetesom, ali ne i kod zdravih pacova. Terapijski efekat
etanolnog ekstrakta belog luka na bolesne pacove bio je izrazeniji od odgovarajuceg leka koji
se koristi u terapiji dijabetesa (Eidi i sar., 2006).

Medutim, najzastupljeniji oblik ekstrakta belog luka koji se moze naci na trzistu je
ekstrakt dobijen dugotrajnom ekstrakcijom sa vodom u trajanju i do 20 meseci, tzv. AGE
(eng. ,,Aged garlic extract™). Tokom procesa ,,starenja” ekstrakta, komponente koje imaju
oStar i iritantan miris se prevode u stabilna jedinjenja sumpora. Ovako dobijen ekstrakt u
svom sastavu sadrzi antioksidativne fitohemikalije, kao S$to su u vodi rastvorna
organosumporna jedinjenja, mnostvo liposolubilnih organosumpornih komponenti (u manjim
koli¢inama) i1 flavonoide, narocito aliksin i1 selen. Dugorocnom ekstrakcijom belog luka
dolazi do stvaranja komponenti konverzijom nestabilnih molekula, kao S$to su alicin, u
stabilna i bioraspoloziva u vodi rastvorna organosumporna jedinjenja, kao $to je (SAC) i
S-alil merkaptocisteine (SAMC) (Borek, 2001). Za razliku od ostalih preparata belog luka,
bezbednost AGE vodenog ekstrakta je potvrdena mnogim toksikoloSskim analizama
(Amagase i sar., 2001).

Bioloski i farmakoloski znacaj AGE ekstrakta predmet je mnogih istrazivanja, jer je
dokazano da kao suplement ima niz pozitivnih svojstava. Najznacajnija je svakako njegova
antioksidativna aktivnost, koja ukazuje na delotvornost AGE u zastiti ostecenja Celija usled
starenja, zraCenja i hemijskog izlaganja, kao i dugoro¢nog toksi¢nog ostecenja celija. AGE
ispoljava svoje delovanje tako §to stiti endotelijalne Celije od ostecenja od strane oksidisanih
molekula (Sto moze doprineti aterosklerozi), stiti DNK od osteé¢enja slobodnim radikalima,
mutacije, jonizujuéeg zracenja i oStecenja uzrokovanih UV zracima, $titi od gubitka funkcije
mozga tokom starenja ¢oveka, preko njegove sposobnosti da poboljsa kognitivne funkcije i
pamcenje i pokazuje umerenu aktivnost u procesu snizavanja holesterola u krvi i krvnog
pritiska (Rahman i Billington, 2000; Steiner i Li, 2001). Njegova konzumacija smanjuje rizik
od kardiovaskularnih bolesti, mozdanog udara i raka, ukljucujuéi oksidativno indukovana
oSte¢enja mozdanih ¢elija, koja su uzroc¢nici nastajanja Alchajmerove bolesti (Borek, 2001).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo u okviru ove doktorske disertacije podeljen je u pet delova.
Istrazivanja u prvom delu su bila usmerena ka definisanju najpovoljnijeg sastava primarne
V1/U emulzije, i moguénosti inkapsulacije tikvinog ulja kao aktivne komponente unutar
emulzionog sistema, uz primenu visekriterijumske optimizacije za definisanje optimalne
formulacije. Tikvino ulje je izabrano kao komponenta uljane faze u cilju poboljsanja
nutritivnih svojstava emulzija kao nosaca aktivnih materija. Drugi deo podrazumeva
pripremu ekstrakata belog luka i ispitivanje mogucnosti njihove inkapsulacije kao primarne
aktivne komponente u V1/U emulzije. Na osnovu jasnih navoda pozitivnog uticaja primene
belog luka u svakodnevnoj ishrani, definisanih u teorijskom delu, u oviru ove doktorske
disertacije beli luk je izabran kao materijal ¢ijom se ekstrakcijom doprinosi jacini i
bioraspoloZivosti aktivnih komponenti, a inkapsulacija u emulzione sisteme daje moguénost
zaStite aktivnih komponenti i maskiranja neprijatnog mirisa i ukusa. Pored inkapsulacije
vodenog ekstrakta belog luka u viSestruke emulzione sisteme, inkapsulacija etanolnog
ekstrakta predstavljala je veliki izazov, usled relativno malog broja radova koji se bave
proucavanjem formiranja E/U/V, emulzionih sistema. S druge strane, etanolni ekstrakt belog
luka usled svoje jaCine ne preporucuje se za direktnu oralnu konzumaciju, §to se moze
prevazici njegovim inkapsuliranjem u emulzione sisteme.

Optimalna formulacija V1/U emulzije koris¢ena je za pripremu viSestrukih V1/U/V,
emulzija, u okviru tre¢eg dela, koji podrazumeva definisanje najpovoljnijeg sastava
videstruke emulzije. Cetvrti deo podrazumeva primenu membranskog emulgovanja u ¢eliji sa
mesanjem, kao metode za formiranje V1/U/V, emulzija sa unetim aktivnim komponentama,
definisanje optimalnih procesnih parametara i optimizaciju procesa, kao i poredenje sa
konvencionalnom metodom emulgovanja. Priprema visestrukih V1/U/V, emulzionih sistema
sa inkapsuliranim ekstraktom belog luka predstavlja neistrazenu oblast, kako sa aspekta
njegove inkapsulacije, tako i1 sa aspekta primene membranskog emulgovanja u celiji sa
meSanjem uz upotrebu sinterovanog stakla kao membranskog materijala. Razlog primene ME
emulgovanja za njihovo formiranje je moguc¢nost unapredenja karakteristika formiranih
emulzija u odnosu na proces homogenizacije, dok razlog integracije membrane od
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sinterovanog stakla u proces ME je znaCajno manja cena materijala u odnosu na druge
membranske materijale. Kona¢no, poslednji deo podrazumeva ispitivanje uticaja sastava i
metode emulgovanja na moguénost inkapsulacije primarne aktivne komponente unutar
V1/U/IV, emulzija.

3.1. Materijal

Koris¢ene hemikalije za izradu sistema nosac¢-aktivna materija:

Suncokretovo ulje - proizvod kompanije “Vital” (Vrbas, Srbija)

Devic¢ansko ulje semena tikve - proizvod kompanije “Suncokret” (Hajdukovo, Srbija).

Sastav masnih kiselina tikvinog ulja, &ija je gustina na 25 °C p = 916,9 kg/m® je:

18,09% cine zasi¢ene masne kiseline (11,72% palmitinska, 5,58% stearinska, 0,42%

arahidinska, 0,14% beheninska, 0,12% miristinska, 0,08% heptadekanonska i 0,03%

lignocerinska kiselina); 37,73% ¢ine mononezasicene masne kiseline (37,43%

oleinska,0,16% cis-11-eikozenoinska i 0,14% palmitoleinska kiselina), dok 43,98%

¢ine polinezasi¢ene masne kiseline (43,75% linolna i 0,23% linoleinska kiselina).

Lipofilni emulgatori - rastvorni u ulju:

v Poliglicerol poliricinoleat (PGPR 90) - HLB vrednosti 3,0, doniran od strane “Jaffa”
a.d. (Crvenka, Srbija)

v’ Sojin lecitin - doniran od strane “Jaffa” a.d. (Crvenka, Srbija)

Emulgator rastvorljiv u etanolu:

v" Dekaglicerol monooleat (MO-7S ili MO-750) - HLB vrednosti 12,9, doniran od
strane kompanije Yakuhin Kogyo Co (Osaka, Japan)

Hidrofilni emulgatori - rastvorni u vodi:

v" Polioksietilen(20) sorbitan monolaurat (T20) - HLB vrednosti 16,7, proizvod
kompanija Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Nemacka) i Acros organics (Geel,
Belgija)

v Polioksietilen(80) sorbitan monooleat (T80) - HLB vrednosti 15,0, proizvod
kompanije Comcen (Zemun, Srbija)

v Pluronik F68 (PF68) - triblok kopolimer [EOQ75P0O30EO75], HLB vrednosti veée od
24, proizvod kompanije Sigma-Aldrich GmbH (Sternheim, Nemacka)

Natrijum-hlorid (NaCl) - Sigma-Aldrich GmbH (Sternheim, Nemacka)

D-(+)-glukoza - Sigma-Aldrich GmbH (Sternheim, Nemacka)

Natrijum-alginat - Sigma-Aldrich GmbH (Sternheim, Nemacka)

Kalcijum-hlorid (CaCl,) — Centrohem (Beograd, Srbija)

Etanol (C,HsOH) - 96%, kompanije Zorka Pharma (Sabac, Srbija)

Natrijumova so 1,3,6,8 pirentetrasulfonske Kkiseline (PTSA) - marker boja za

spektrofotometrijsku analizu, proizvod kompanije Acros organics (Geel, Belgija)

Demineralizovana (DEMI) voda - provodljivosti 4 pS/cm, dobijena na uredaju za

reversnu osmozu Aquafilter Ltd. (Lodz, Poljska).
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3.2. Metode rada

3.2.1. Priprema V/U emulzija

Prvi korak u pripremi viSestrukih emulzija je dobijanje stabilnih V/U emulzija, sa
minimalnim pre¢nikom kapi i uniformnom raspodelom veli¢ina. Odabir najbolje formulacije
bazira se na odredivanju pogodnog emulgatora, njegove koncentracije i formulisanju sastava
unutrasnje vodene faze.

Za pripremu primarnih V1/U emulzija koris¢en je homogenizer, Ultra Turrax T-25
(IKA, Nemacka). Emulzije su pripremane dodavanjem disperzne faze kap po kap u
kontinualnu fazu uz mesanje na 24000 o/min trajanju od 10 minuta. Kao disperzna faza (V1)
kori$éena je demineralizovana voda, 0,15 ili 0,3 M rastvor NaCl. Rastvori NaCl pripremljeni
Su rastvaranjem odredene mase NaCl u demineralizovanoj vodi, pri ¢emu je koncentracija
izrazena u mol/l. Uljane faze (U) pripremljene su rastvarnjem hidrofobnog emulgatora
(PGPR) u suncokretovom, tikvinom ulju ili smesi suncokretovog i tikvinog ulja u masenom
odnosu 1:1, meSanjem na magnetnoj mesalici uz zagrevanje na 50 °C u trajanju od 30 minuta.
PGPR koncentracija varirana je od 1 do 5% (m/m). Prilikom pripreme emulzija, kontinualna
uljana faza smestena je u posudu sa duplim zidovima kroz koje cirkuliSe rashladna voda,
kako bi se obezbedilo hladenje emulzije tokom procesa emulgovanja, na oko 20 °C,
koriséenjem termostata (MLW, Ceska Republika). Postupak pripreme emulzija trajao je dok
se ne postigne 20% (v/v) disperzne faze u emulziji.

V1/U emulzije sa umrezenom unutra§njom vodenom fazom formirane su zahvaljujuci
sposobnosti natrijum-alginata da formira umrezenu stukturu u prisustvu jona kalcijuma.
Postupak pripreme gel-u-ulju (G/U) emulzija podrazumeva identi¢nu proceduru kao priprema
V1/U emulzija, pri ¢emu se umesto V; faze, uljanoj fazi dodaje 1% (m/v) rastvor Na-alginata
(22 cm®). Nakon pauze od 1 minut, nastavlja se mesanje pri istom broju obrtaja uz dodavanje
0,2 M rastvora CaCl; (4,6 cm®). U cilju efikasnog formiranja umreZene strukture unutar kapi,
odnos zapremine rastvora CaCl, i Na-alginata podesen je na 1:4,8 (Perez-Moral i sar., 2014).

3.2.1.1. Tenziometrijska merenja

Merenje medupovrsinskog napona, 0dnosno napona na granici faza ulje/voda radeno
je koris¢enjem tenziometra Sigma 703D (KSV Instruments, Finska), metodom otkidanja
prstena (eng. Du Noily method). Merenja su radena u laboratorijskim ¢asama od 50 cm?, tako
Sto je u ¢asSu sipano 10 cm® vodene faze (teza faza), nako Cega je ona postavljana u oblogu za
termostatiranje i u nju uronjen prsten (temperatura 25 °C), nekoliko milimetara ispod
povrsine. Zatim je, pazljivo, uz zid ase dodato 10 cm® uljne faze i ostavljeno 10 minuta radi
stabilizacije adsorpcionog sloja (sloja na granici faza). Postupak merenja se sastoji u
izvlacenju prstena iz teze, vodene u laksSu, uljnu fazu. MedupovrSinski napon vodena
faza/ulje meren je sa rastvorom PGPR u suncokretovom i tikvinom ulju kao uljanom fazom,
kao 1 njihovoj smesi u masenom odnosu 1:1. Kao vodena faza koris¢ena je destilovana voda
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ili 0,15 M rastvor NaCl. Za svaki ispitivani sistem ulje/voda merenje je ponovljeno najmanje
tri puta, a rezultat predstavlja srednju vrednost svih merenja.

3.2.1.2. Viskozimetrijska merenja

Merenje viskoziteta kako uljanih, tako i spoljasnjih vodenih faza radeno je
koriS¢enjem rotacionog viskozimetra RS600 (Thermo Haake GmbH, Nemacka) sa mernim
priborom konus-ploc¢a (d = 60 mm, a = 1°) na 25 °C. Postupak merenja se nakon postavljanja
izmedu mernih elemenata i temperiranja u trajanju od 500 s, zashiva na merenju napona
smicanja  (Pa) pri kontinualnom poveéanju brzine smicanja y (s) od y = 0 do maksimalne
vrednosti (Vmgx = 500 s, zatim zadrzavanjem na ¥,,4, U trajanju od 5 minuta, i smanjenju
brzine smicanja od ¥,,4, do ¥ = 0. Kod njutnovskih fluida ne dolazi do promene napona
smicanja sa promenom brzine smicanja, tako da se prividni viskozitet ispitivanog sistema
moze definisati jednac¢inom (3.1):

=1«

Mo (3.1)

3.2.1.3. Merenje velicine i raspodele veli¢ina kapi

Merenje veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi bazira se na optickim metodama merenja,
kao najéeSc¢e primenjivanim metodama poslednjih godina, koje se zasnivaju na sposobnosti
emulzija da rasipaju svetlost. Podrazumeva upotrebu uredaja za merenje intenziteta rasejane
svetlosti, koji uz primenu softverske transformacije daje informacije o raspodeli veli¢ina
kapi.

Srednji pre¢nik kapi nanoemulzija, odnosno Vi/U emulzija, odreden je kori§¢enjem
uredaja Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK), mernog opsega od 0,6 nm do 6 pm,
pri ¢emu Su za sama merenja koris¢ene polistirenske kivete za jednokratnu upotrebu.
Merenje je radeno neposredno nakon formiranja emulzija, uz razblaZivanje emulzije
suncokretovim uljem 80 puta. Svaki uzorak je meren minimum tri puta, a konac¢ni rezultat
predstavlja srednju vrednost svih merenja. Dobijeni pre¢nik izrazen je kao De Brukerov (eng.
De Brouckere) srednji prec¢nik kapi (ds 3), definisan pomocu jednacine (3.2):

Y ndy
43 = —Z nd? (3.2)
gde je d; srednji pre¢nik kapi, dok je n;j broj kapi pre¢nika d; (Bouyer i sar., 2012; Sapei i sar.,
2012). Za pracenje stabilnosti veli¢ine kapi tokom vremena, merenja veli¢ine kapi radena su
u odredenim vremenskim intervalima od momenta formiranja emulzije.
Uniformnost kapi izrazena je preko veli¢ine koja je obelezena kao span, koja
predstavlja meru polidisperznosti sistema, definisanog preko sledeée jednacine:
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(D90 - DlO)

span =
Dsq

(3.3)

gde je Dsg je precnik kapi emulzije pri kojem 50 vol.% uzorka ima manju veli¢inu, a 50 vol.%
vecéu veli¢inu kapi, dok su Dgg 1 D1g pre¢nici kapi ¢ija zapremina zauzima manje od 90 vol.%
i 10 vol.% od ukupne zapremine na kumulativnoj krivoj raspodele veli¢ina, redom (Ushikubo
i Cunha, 2014). Grubo govoreci, §to je span vrednost manja, kapi su uniformnije, dok je
zadovoljavajuca span vrednost =~ 0,5 i moZe se smatrati monodisperznom emulzijom (Matos i
sar., 2014).

3.2.1.4. Merenje sedimentacione nestabilnosti emulzija

Za pracenje sedimentacione nestabilnosti emulzija, sveze pripremljene emulzije su
prebadene u graduisane staklene cilindre od 10 cm® i ostavljene na sobnoj temperaturi
odredeni vremenski period (do tri meseca u zavisnosti od uzorka). Kao kvantitativna mera
gravitacione separacije, koristi se veli¢ina koja se naziva sedimentacioni indeks (Sl), i
podrazumeva merenje odnosa visine izdvojene neprozirne emulzije (H;) i ukupne visine
emulzije (Ho) tokom vremena. Time se definiSe SI (%) kao procentni sadrzaj izdvojenog
taloga na dnu ili kontinualne faze (seruma) na vrhu cilindra prema jednacini (3.4):

Ho — Hy

0

SI =

-100 (3.4)

Sto je veéa vrednost indeksa sedimentacije, stabilnost emulzija je manja (Nikolovski i
sar., 2016; Sapei i sar., 2012; Surh i sar., 2007).

3.2.1.5. Pracenje termicke stabilnosti emulzija

Uticaj termi¢kog tretmana na promenu veli¢ina i raspodele veli¢ina kapi ispitan je
zamrzavanjem uzoraka (V1/U emulzija i G/U emulzija) 24 h na -20 °C, odnosno zagrevanjem
5 minuta na 100 °C (Perez-Moral i sar., 2014). Nakon termi¢kog tretmana merena je veli¢ina
kapi emulzija 1 poredena sa svezim uzorcima, pri ¢emu su merenja radena minimum tri puta.

3.2.2. ViSekriterijumska optimizacija i statistiCka analiza rezultata

Za ispitivanje uticaja pojedinih parametara koji ulaze u sastav Vi/U emulzionih
sistema na veli¢inu i1 raspodelu veli¢ina kapi i sedimentacionu stabilnost emulzije
upotrebljena je metoda odzivne povrSine, pri Cemu je primenjen Boks-Benkenov
eksperimentalni dizajn. U okviru eksperimentalnog plana varirane su tri promenljive: PGPR
koncentracija u uljanoj fazi (1-5% (m/m), X;), sadrzaj tikvinog ulja u kontinualnoj fazi
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(0-100% (m/m), X>) i koncentracija NaCl u vodenoj fazi (0-0,3 M, X3), pri ¢emu su parametri
varirani u tri nivoa (-1, 0, +1) kao $to je prikazano u tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Nivoi i kodirane vrednosti nezavisno promenljivih koris¢enih u eksperimentalnom
planu prilikom oprtimizacije sadrzaja V1/U emulzije

Nezavisno Simbol Nivo
promenljiva Nekodirani | Kodirani | Nekodirani | Kodirani®
PGPR 1 -1
koncentracija, % E X1 3 0
(m/m) 5 +1
Sadrzaj tikvinog 0 -1
ulja u uljanoj fazi, TU Xa 50 0
% (m/m) 100 +1
.. 0 -1
e | s x| om0
’ 0,30 +1

Boks-Benkenov eksperimentalni dizajn koris¢en je kako bi se utvrdio uticaj variranih
parametara na srednji precnik kapi (ds3) 1 span vrednost pripremljene emulzije, kao i na
sedimentacionu stabilnost (SI), izrazenu za period nakon tri meseca Cuvanja. Sadrzaj
disperzne faze je odrzavan na konstantnoj vrednosti i iznosio je ¢ = 20% (V/V).
Eksperimentalni dizajn sastojao se od 15 eksperimenata, prikazanih u tabeli 3.2, dok su
eksperimentalno dobijene vrednosti izrazene kao srednja vrednost tri pojedina¢na merenja i
njihove standardne devijacije. Celokupna statisticka analiza uradena je primenom softverskog
paketa STATISTICA 12 (Nikolovski i sar., 2016).

Metoda odzivne povrSine koriS¢ena za dobijanje veze izmedu izlaznih parametara
(ds 3, span, Sl) i variranih parametara (X;, X, X3) podrazumeva upotrebu model jednacina za
procenu uticaja 1 odredivanje regresionih koeficijenata. NajCeS¢e koriS€ena jednalina u
okviru Boks-Benkenovog modela je kvadratna jednaina sa tri promenljive. Pogodnost
modela, za date eksperimentalne uslove, tumaci se na osnovu koeficijenta determinacije (RZ),
kao mere odstupanja odzivne funkcije od eksperimentalno dobijenih rezultata. S obzirom da
nisu svi parametri u jednac¢inama statisticki znacajni, jednacine su redukovane na taj nacin da
se dobiju regresione funkcije u kojima su sadrzane samo statisticki znacajni regresioni
koeficijenti. Na taj nacin dobijene su jednacine za procenu vrednosti ds3, Span i SI90 na
osnovu kodiranih nezavisno promenljivih (X1, X3, X3):

d4,3 = ao + a1X1 + a3X2 + a5X3 + a6X§ + a7X1X2 + a8X1X3 (35)
span = bO + b]_Xl + b3X2 + b5X3 + b6X§ + b7X1X2 + b8X1X3 (36)
SI = CO + C1X1 + C2Xf + C3X2 + C5X3 + C6X§ (37)

* X1 = (E-3)/2; X,=(TU-50)/50; X5=(S-0,15)/0,15.
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gde su ap, bo i o odsecci, a;, bj i ¢i (i = 1, 3, 5) linearni koeficijenti, a;, bj i ¢; (i = 2, 4, 6)
kvadratni koeficijenti, a;, bj i ¢; (i =7, 8, 9) koeficijenti interakcije .

Tabela 3.2. Eksperimentalni dizajn optimizacije sastava V1/U emulzija

Red. br. E, % (m/m) TU, % (m/m) S,M
X1 X2 X3

1 1(-1) 0(-1) 0,15 (0)
2 5 (+1) 0(-1) 0,15 (0)
3 1(-1) 100 (+1) 0,15 (0)
4 5 (+1) 100 (+1) 0,15 (0)
5 1(-1) 50 (0) 01
6 5 (+1) 50 (0) 0(-1)
7 1(-1) 50 (0) 0,3 (+1)
8 5(+1) 50 (0) 0,3 (+1)
9 3(0) 0(-1) 0(-1)
10 3(0) 100 (+1) 0(-1)
11 3 (0) 0(-1) 0,3 (+1)
12 3(0) 100 (+1) 0,3 (+1)
13 3(0) 50 (0) 0,15 (0)
14 3(0) 50 (0) 0,15 (0)
15 3(0) 50 (0) 0,15 (0)

Kona¢ne minimalne vrednosti zavisnih promenljivih (ds3, span i S190) dobijene su
viSekriterijumskom optimizacijom, baziranoj na vec¢ koris¢enom Boks-Benkenovom
eksperimentalnom dizajnu. Visekriterijumska optimizacija se sastoji od tri koraka. Prvi korak
podrazumeva matemati¢ko definisanje pojedinacnih funkcija fi = (X1, Xz, X3) (i =1, 21 3),
koji zavise od pomenutih nezavisnih promenljivih (jednacine (3.5); (3.6); (3.7)). U drugom
koraku, minimum funkcije cilja formiran je uz primenu tezZinskih faktora, definiSuci tezinu
uticaja svake pojedina¢ne funkcije (w;). Treci korak podrazumeva primenu viSekriterijumske
optimizacije za pronalazenje minimuma funkcije cilja, uz definisanu tezinu uticaja svake
pojedinac¢ne funkcije na formiranje minimuma (Osyczka, 1984, Gergely i sar., 2003):

m %72
L= Z w; lfi(Xl'XZ'f(S) —Ji - min! (3.8)

gde L je funkcija cilja, i f;" pojedina¢na optimalna vrednost funkcije i.

Minimiziranje funkcije cilja (L) uradeno je primenom softverskog paketa Pajton
(eng. Python) (ScyPy 0.14.0.). Algoritmi koji su dali dobre rezultate su: L-BFGS-B
(Limited-memory Broyden-Fletcher-Goldfarb-ShannoBound-constrained) algoritam,
COBYLA (the Constrained Optimization BY Linear Approximation method) i TNC
(Truncated Newton Conjugate-gradient) algoritam (Nikolovski i sar., 2016).
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3.2.3. Priprema ekstrakta belog luka

Priprema vodenog ekstrakta belog luka: svezi ¢enovi belog luka (A. sativum L.)
(90 g) su prvo iseceni na komade, pomesani sa demineralizovanom vodom (200 g), nakon
Gega su mleveni u blenderu u trajanju od 15 min. Cvrsti delovi belog luka su uklonjeni
filtracijom kroz sterilnu gazu, nakon ¢ega je rastvor dobijen nakon filtracije centrifugiran
koris¢enjem ultracentrifuge (Univerzal 320R, Hettich, Nemacka) na 2400 o/min u trajanju od
30 minuta na temperaturi 20 °C, kako bi se izbeglo zagrevanje uzorka i time razaranje
aktivnih komponenti belog luka. Supernatant je zatim filtriran kroz filter papir uz upotrebu
vakuum pumpe (Heidolph Instruments GMbH, Nemacka). Kona¢no, prikupljen ekstrakt je
cuvan u frizideru na 4 °C.

Priprema etanolnog ekstrakta belog luka: svezi ¢enovi belog luka (A. sativum L.)
(300 g) iseceni su na veoma sitne komade, pomesani sa 96% etanolom (700 g) i ostavljeni 7
dana u tamnoj staklenoj boci, zasti¢enoj od direktne sunceve svetlosti, na sobnoj temperaturi.
U toku ekstrakcije sadrzaj je povremeno mesSan. Nakon zavrSetka postupka ekstrakcije, ¢vrsti
delovi belog luka uklonjeni su filtracijom kroz sterilnu gazu. Tecni etanolni ekstrakt belog
luka je dodatno profiltriran kroz filter papir kori§¢enjem vakuum pumpe (Heidolph
Instruments GMbH, Nemacka). Ekstrakt je cuvan na sobnoj temperaturi u tamnim bocama do
njegove upotrebe.

3.2.4. Priprema V/U emulzija sa inkapsuliranim ekstraktom belog luka

Emulzija sa inkapsuliranim ekstraktom belog luka (Ve/U i EgV/U emulzija)
pripremljena je istim postupkom kao i Vi/U emulzija bez primarne aktivne komponente,
koris¢enjem homogenizera Ultra Turrax T-25 (IKA, Nemacka), prema ve¢ opisanoj
proceduri u poglavlju 3.2.1.

Za pripremu Vg/U emulzije sa inkapsuliranim vodenim ekstraktom belog luka kao
aktivnom materijom, kao disperzna faza koriS¢en je zapravo vodeni ekstrakt belog luka ili
0,15 M rastvor NaCl u vodenom ekstraktu. Uljana faza je rastvor hidrofobnog emulgatora
(PGPR) u smesi tikvinog i suncokretovog ulja, koncentracije 2-4% (m/m).

Inkapsulacija etanolnog ekstrakta belog luka podrazumeva dva nacina formiranja
emulzionog sistema:

1. pripremu etanolni ekstarakt belog luka-u-ulju (Eg/U) emulzije uz upotrebu rastvora
lipofilnog emulgatora (PGPR ili sojin lecitin) u smesi tikvinog i suncokretovog ulja
(1:1), koncentracije 2-4% (m/m) ili upotrebu 2% (m/v) rastvora MO-7S u etanolnom
ekstraktu luka, kao emulgatora za E/U emulzije, i smese uljanih komponenti kao
kontinualne faze;

2. pripremu EgV/U emulzije u kojima je unutrasnja vodena faza 50% (v/v) etanolni
rastvor belog luka, bez i sa dodatim NaCl u koncentraciji 0,075 ili 0,15 M. Uljana
faza je rastvor lipofilnog emulgatora (PGPR) u smesi tikvinog i suncokretovog ulja,
u koncencentraciji 2-5% (m/m).
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3.2.5. Priprema viSestrukih V,/U/V, emulzija

Priprema visestrukih V1/U/V, emulzija podrazumeva dodavanje primarne Vi/U
emulzije, pripremljene na ve¢ opisan nacin, u spoljaSnju vodenu fazu na dva nacina:
homogenizacijom ili membranskim emulgovanjem (ME) u ¢eliji sa meSanjem.

Priprema osnovnih visestrukih V1/U/V, emulzija upotrebom homogenizera Ultra
Turrax T-25, podrazumeva dodavanje primarne emulzije u spoljasnju vodenu fazu (V>), pri
3600 o/min u trajanju od 8 minuta. Dodavanje V1/U emulzije kao disperzne faze se izvodi
dok sadrzaj u emulziji ne dostigne 20% (v/v). Spoljasnje vodene faze pripremljene Su
rastvaranjem odredene koliCine hidrofilnog emulgatora u demineralizovanoj vodi. Osnovni
rastvori hidrofilnog emulgatora su T20, T80 ili PF68 u koncentracijama 1-5% (m/v). Rastvor
PF68 priprema se tako Sto se potrebna masa PF68 odmeri, prelije destilovanom vodom, i
pazljivo zagreva uz mesanje, vodeci racuna da ne dode do zeliranja. Nakon potpunog
rastvaranja rastvor se prenosi u odgovarajuc¢i normalan sud i dopuni destilovanom vodom,
ostavi 24h na sobnoj temperaturi i nakon toga Kkoristi za rad. Pri pripremi rastvora T20 i T80
nije potrebno zagrevanje. Prilikom dodavanja osmotskih aditiva spoljas$njoj vodenoj fazi,
osnovnom rastvoru se dodaje odredena masa D-(+)-glukoze ili NaCl uz zagrevanje i
kvantitativno prenoSenje. Koncentracije glukoze u spoljasnjoj vodenoj fazi su bile 0,075;
0,15; 0,31 0,4 M. Koncentracije NaCl u spoljasnjoj vodenoj fazi su bile 0,075; 0,151 0,3 M.

Priprema viSestrukih emulzija sa inkapsuliranim ekstraktima belog luka podrazumeva
emulgovanje Vg/U ili EEV/U primarne emulzije u spoljaSnju vodenu fazu, upotrebom
homogenizera na ve¢ opisan nacin ili membranskim emulgovanjem u ¢eliji sa meSanjem.
Visestruke Ve/U/V, emulzije su pripremljene bez ili sa dodatkom osmotskog aditiva (0,3 M
glukoze ili 0,15 M NaCl) u V. Na isti nacin, visestruke EgV/U/V, emulzije pripremljene su
sa i bez dodavanja istih osmotskih aditiva (0,15 M glukoze ili 0,075 M NaCl) u V..

3.2.5.1. Membransko emulgovanje u ¢eliji sa meSanjem

Priprema viSestrukih emulzija upotrebom membranskog emulgovanja u celiji sa
mesSanjem podrazumeva propustanje disperzne faze (Ve/U ili EEV/U primarne emulzije) kroz
pore mikroporozne membrane od sinterovanog stakla u obliku diska (Duran, Pula, Hrvatska),
implementirane u ¢eliju sa meSanjem. Ova aparatura je napravljena za potrebe istrazivanja i
izradu ove doktorske disertacije, a njen izgled je prikazan na slici 3.1. Postupak podrazumeva
utiskivanje disperzne faze kroz pore membrane upotrebom komprimovanog gasa (N;) u
spoljaSnju vodenu fazu, koja je smeStena u posudu sa meSanjem. MeSanje se izvodi
jednostavnom lopatastom mesSalicom koja je postavljena neposredno iznad membrane koju
pokrece laboratorijski motor (Tehtnica type UM405, Zelezniki, Slovenija) sa kontrolom broja
obrtaja (N), koji proizvodi napon smicanja odgovoran za otkidanje kapi sa povrsine
membrane. Promenom brzine mesanja dolazi do promene napona smicanja na povrsini
membrane (z), dok promenom pritiska gasa menja se vrednost transmembranskog pritiska
(APtm). Za odredivanje optimalnih uslova za pripremu emulzija broj obrtaja variran je u
intervalu od 140 do 1400 o/min, dok je pritisak disperzne vaze (Pgy) variran u intervalu od 20
do 100 kPa. Eksperimenti su izvodeni dok sadrzaj disperzne faze (¢) u emulziji nije dostigao
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vrednost od 20% (v/v), dok je uzimanje uzorka za praenje veli¢ine kapi radeno pri
sadrzajima disperzne faze od ¢ =5, 10, 15 i 20% (V/v).

|_— motor

pritisak
gasa

celija sa
mesanjem

propelerska
mesalica

disperzna

/ faza

staklena
membrana

llllllllll'lIlll]lllllllll

Vv, vV,

L

Slika 3.1. Sematski prikaz aparature za membransko emulgovanje u celiji sa mesanjem. Sy i
S, - salvine, V;-V3- ventili, PC - regulator pritiska gasa

Karakteristicne dimenzije Celije sa meSanjem prikazane su na slici 3.2, a njihove
vrednosti date tabelarno. S obzirom da se u procesu emulgovanja koristi celokupna povrSina
membrane, za membranu precnika 5,5 cm 1 debljine 4 mm, izraunata efektivna povrSina
membrane iznosi A¢ = 23,75 cm? (Ili¢ i sar., 2017). Pre¢nik pora membrane se nalazi u
intervalu 10-16 um, definisan od strane proizvodaca.

D,
- ]
Parametar Dimenzija (m)
Visina lopatice, b 0,009
Pre¢nik impelera (lopatice), D; 0,044
Pre¢nik membrane, D, 0,055
H Unutra$nji precnik tanka (suda) sa meSanjem, D, 0,060
D Visina ¢elije, H 0.155
H ! Visina kontinualne faze u ¢eliji bez mesSanja, H 0,055
5 Ib Rastojanje izmedu mesalice 1 povrSine membrane, a 0,004
la
il L
o — 1

Slika 3.2. Karakteristicne dimenzije celije sa mesanjem

Napon smicanja (z) na povr$ini membrane nema konstantnu vrednost, ve¢ se menja u
odnosu na osu rotacije mesalice, na nacin na koji je to prikazano na slici 3.3. Na slici je data
promena lokalnog napona smicanja (z) u funkciji radijalnog rastojanja od ose rotacije, pri

58



Doktorska disertacija Jelena Bajac Eksperimentalni deo

¢emu je 7 izraCunat na osnovu ranije definisanih jednacina (2.15) i (2.16), pod pretpostavkom
da duz debljine grani¢nog sloja 7 ima konstantnu vrednost. IzraCunate vrednosti se odnose na
V, sa 2% (m/v) T20 i 0,15 M glukoze. Sto je brzina mesanja veca, lokalni napon smicanja
ima vecu vrednost za posmatrano rastojanje od ose rotacije r, a shodno tome i i maksimalna
vrednost napona smicanja (zmax), koji se postize kada je r = r, raste sa porastom broja obrtaja
mesalice.

= 140 rpm

e 345 rpm
20 590 rpm
18+ ¥ 840 rpm
16+ 1070 rpm

1400 rpm

Lokalni napon smicanja, « (Pa
=

- —
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020

Rastojanje od ose rotacije, r (m)

Slika 3.3. Lokalni napon smicanja (z) na povrsini membrane u odnosu na osu rotacije.
Kontinualna faza - 2% (m/v) T20 sa 0,15 M glukoze

Pored toga $to nema konstantnu vrednost na povrSini membrane, u slucaju kada se u
procesu membranskog emulgovanja za formiranje kapi koristi celokupna povr§na membrane,
prosecna vrednost napona smicanja () na povrsini membrane uzima se kao reprezentativna
(Dragosavac i sar., 2012; Suérez i sar., 2013), i ratuna pomocu jednacine (3.9):

forc (0.825776271117‘ (%)) 2nrr)dr + fTDm/Z(O.SZSnCZnan(rc/r)°'6(1/5))(2nr)dr
= : 3.9)
d2m/4

Nakon svakog eksperimenta membrana je ¢iS¢ena komercijalnim rastvorom
deterdzenta (Farry) i/ili 2% (v/v) Ultrasilom 110 na temperaturi od 80 °C, zatim ispirana
kljualom demineralizovanom vodom, do postizanja pocetne vrednosti fluksa. Povremeno,
ukoliko je postojala potreba, membrana je dodatno ispirana 96% etanolom ili metanolom.
Nakon toga je membrana suSena vazduhom pod pritiskom, i potapana u kontinualnu fazu 2h
pre narednog eksperimenta, kako bi povr$ina membrane postala hidrofilna (Ili¢ i sar., 2017).
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3.2.5.1.1. Karakterizacija membranskog materijala

Detaljnije informacije o membranskom materijalu dobijene su snimanjem morfologije
povrSine i popreénog preseka membrane pomocu elektronskog mikroskopa (SEM, JOEL
JSM 6460 LV, Japan), gde je membrana postavljena na nosa¢ i nakon naparavanja zlatom
snimana pod razli¢itim uvecanjima. S obzirom da je pre¢nik pora dat od strane proizvodaca
definisan kao opseg pre¢nika, preciznije odredivanje srednjeg precnika pora (Dp) i raspodele
veli¢ina pora, kao i poroznosti membrane (¢) radeno je metodom Zivine porozimetrije
(AutoPore 1V 9500, SAD).

Hidrauli¢ki otpor membrane (Rn) definisan je merenjem fluksa demineralizovane
vode kroz membranu, pri razli¢itim vrednostima transmembranskog pritiska. Na osnovu
nagiba prave zavisnosti J, od APy, i koriSéenjem jednacine R,, = (1/1,)(3],/0AP,) 1,
procenjena je vrednost otpora membrane (Vladisavljevic i sar., 2005).

3.2.5.1.2. Optimizacija procesa ME u ¢eliji sa meSanjem

Za analizu, obradu podataka i optimizaciju procesa ME u celiji sa meSanjem,
koriS¢ena je metoda odzivne povrSine, kao i program R v.3.2.5. Direktna veza izmedu
variranih parametara (N i APyy) i odziva izlaznih parametara (Jq, D3> i span), definisana je
pomocu polinoma drugog reda, kao §to je to i ranije radeno, a opisano u poglavlju 3.2.2 pri
optimizaciji sastava V1/U emulzionih nosaca, uz koris¢enje navedene jednacine:

n n n-1 n
y=PB+ Zﬁixi + zﬁiixiz + Z z BijXiX; (3.10)
i=1 i=1

i=1 j=i+1

gde su fo, Bi, fii 1 pij regresioni koeficijenti u jednacini, odnosno odsecak, linerni, kvadratni
koeficijent i koeficijent interakcije, redom, X; nezavisno promenljive, dok je ¥y zavisna
promenljiva. Koeficijenti regresije su fitovani u cilju dobijanja jednacine koja daje vezu
izmedu promenljivih sa minimalnom razlikom izmedu eksperimentalnih 1 predvidenih
vrednosti. Efikasnost modela i validnost izracunatih koeficijenata procenjuje se preko
vrednosti koeficijenta determinacije (R?) i vrednosti p parametra koji predstavlja statistidki
znataj odredenog uticaja. Velika vrednost R’ parametra i statisticki znadajna vrednost p
parametra (< 0,01) potvrduju validnost upotrebljenog modela.

Visekriterijumska optimizacija, odnosno definisanje funkcija poZeljnosti zasnovano
na pronalazenju funkcije cilja, realizovana je JOP metodom (eng. joint optimization plot
method) u okviru softverskog paketa R. JOP se Kkoristi za optimizaciju matrice parametara i
odgovarajucih standardnih devijacija, koris¢enjem simultano odredenih tezinskih faktora u
celom posmatranom opsegu veli¢ina, koji na taj nacin procenjuje njihove vrednosti i daje
odgovarajuce dijagrame (Nikolovski i sar., 2018).
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3.2.5.2. Merenje veliCine i raspodele veli¢ina kapi viSestrukih emulzija

Veli¢ina kapi viSestruke emulzije odredivana je mikroskopskom metodom, uz
koris¢enje optickog mikroskopa Bel 3000 (Bioptica, Italija). Naime, mikrofotografije
emulzija snimljene su pomocu fotoaparata EC3 (Leica, Svajcarska), pri uveéanju x40, a
zatim obradene primenom odgovarajuceg Leica softvera. U cilju $to relevantnijeg rezultata
izmeren je pre¢nik minimum 1000 kapi za svaki uzorak, i srednji precnik kapi izrazen kao
zapreminsko-povrsinski ili Sauterov (eng. Sauter) srednji pre¢nik kapi (Ds.), definisan
pomocu jednacine (3.11):

D3'2 - (3.11)

Ynd}

Drugi nacin za definisanje srednjeg precnika je koris¢enjem optickih metoda merenja,
koje predstavljaju znatno precizniju, jednostavniju i brzu metodu analize uzoraka, i najéesce
su koris¢en nacin odredivanja veliCine 1 raspodele veli¢ina u ovoj doktorskoj disertaciji. Za
merenje je koris¢en Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, UK), pri ¢emu je pre¢nik kapi
visestruke emulzije odreden neposredno nakon pripreme u tri ponavljanja. Za razliku od
uredaja Zetasizer, Mastersizer ima Siri merni opseg i moze se primeniti za merenje veli¢ine
emulzija mikrometarskih veli¢ina. Rezultati merenja predstavljeni su kao De Brukerov
srednji pre¢nik kapi (Dg43), koji je definisan pomocu jednacine (3.2), i/ili Sauterov srednji
pre¢nik kapi (Ds>), definisan jednac¢inom (3.11). Polidisperznost emulzija je izraZzena preko
span vrednosti, definisanog jednac¢inom (3.3).

3.2.5.3. Merenje zeta potencijala

Naelektrisanje na grani¢noj povrsini ulje/voda odredeno je merenjem zeta potencijala
(O koris¢enjem instrumenta Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK), uz primenu
odgovarajuce kapilarne cCelije za merenje. Za merenje su pripremljene U/V, emulzije na
identi¢an nacin kao i odgovarajuce visestruke emulzije. Neposredno pre merenja, emulzije su
razblaZzene kontinualnom fazom u odnosu 1:100, i merenje je radeno minimum tri puta na
temperaturi od 25 °C.

3.2.5.4. Konduktometrijsko odredivanje sadrZaja oslobodene soli

Provodljivost rastvora direktno je povezana sa koncentracijom jona u rastvoru, tako da
promena koncentracije jona u spoljaSnjoj vodenoj fazi viSestruke emulzije, pracena merenjem
provodljivosti sistema, proporcionalna je ukupnoj masi oslobodene komponente (NaCl) iz
unutrasnje vodene faze.

Konduktometrijsko odredivanje sadrzaja oslobodene soli zasniva se na koriS¢enju
digitalnog konduktometra (HACH, Engleska) sa [IntelliCAL™ CDC401 grafithom
elektrodom, povezanog sa raCunarom za precizno pracenje promene u provodljivosti na
svakih 30 s, uz pomo¢ softvera HQ40dDatalLogger. Merenje se zasniva na uranjanju
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elektrode direktno u visestruku V1/U/V, emulziju i merenju njene provodljivosti (ke), pri
¢emu je procedura merenja prikazana na slici 3.4.

Konduktometar

konduktometrijska
elektroda

—

I~ V,/U
| — emuizija

V2

e ® cirkulacija fluda
0 = zaregulaciju
= temperature

( magnetna mesalica

Slika 3.4. lustracija konduktometrijske procedure pracenja procenta oslobodene soli

Na osnovu izmerene provodljivosti viSestruke emulzije (Ke), provodljivost spoljasnje
vodene faze racunata je korisé¢enjem jednacine (3.12) (Meredith i Tobias, 1961). Prema ovom
modelu, u slu¢aju kada je provodljivost disperzne faze jednaka nuli (kg = 0), provodljivost
emulzije se moze povezati sa provodljivos¢u kontinualne faze (k;) i zapreminskim udelom
disperzne faze u emulziji (p):

o, 2=p)1—-9)
ke_8kc(4+¢)(4_¢) (3.12)

IzraCunata vrednost provodljivosti spoljasnje vodene faze (k;), redukovana je za
parametar oznaCen kao ,aktivnost emulzije“ (eng. ,.emulsifying activity). ,,Aktivnost
emulzije” se uzima u obzir kako bi se kompenzovala pojava naglog pada provodljivosti
emulzije, prilikom dodavanja disperzne faze tokom emulgovanja, koja se javlja kao posledica
razblaZivanja sistema sa neprovodnom disperznom fazom, i predstavlja razliku izmedu
provodljivosti spoljasnje vodene faze pre homogenizacije i minimalne provodljivosti koja se
postize tokom homogenizacije (Azzam i Omari, 2002; Pawlik i sar., 2010).

Na osnovu izraunate vrednosti provodljivosti spoljaSnje vodene faze i konstruisane
kalibracione krive, dobija se koncentracija soli oslobodena u spoljaSnju vodenu fazu.
Kalibracione krive za razli¢ite sastave spoljasnje vodene faze, sa 2% (m/v) T20 i varijacijama
u pogledu koncentracije glukoze (0,075; 0,15; 0,3; 0,4 M), prikazane su na slici 3.5.
Vrednosti R? parametra nalaze se iznad 0,995, za sve &etiri konstruisane kalibracione krive
(Ili¢ 1 sar., 2016).
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Slika 3.5. Kalibracione krive zavisnosti provodljivosti spoljasnje vodene faze (k) od
koncentracije NaCl, za V, sa 720 (2% (m/v)) i razlicitim sadrzajem glukoze

Oslobodena frakcija soli (%) iz unutrasnje vodene faze u spoljasnju vodenu fazu, FR,
(eng. fraction release) moze se definisati jednacinom (3.13):

M,
FR = —-x 100 (3.13)
M,

gde je M; ukupna masa soli u spolja$njoj vodenoj fazi ukoliko je celokupna koli¢ina dodatog
NaCl difundovala u V,, a M, je masa soli oslobodena u spoljasnju vodenu fazu u
posmatranom trenutku (Sapei i sar., 2012).

3.2.5.5. Spektrofotometrijsko odredivanje procenta inkapsulirane unutrasnje faze

Procenat ,,obuhvacene* unutrasnje vodene faze, aktivne komponente koju ¢ini vodeni
ili 50% etanolni rastvor ekstrakta belog luka, unutar visestrukih V1/U/V, emulzija, definisan
je merenjem koncentracije oslobodene hidrofilne marker boje u spoljasnju vodenu fazu, koja
je primarno rastvorena u unutra$njoj vodenoj fazi. U te svrhe kao hidrofilna marker supstanca
primenjuje se natrijumova so 1,3,6,8 pirentetrasulfonske kiseline (PTSA) (Adachi i sar.,
2004; Adachi i sar., 2003; Asegawa i sar., 2001; Surh i sar., 2007).

Postupak merenja se zasniva na rastvaranju PTSA (0,3% m/v) u unutrasnjoj vodenoj
fazi viSestrukih emulzija, pri cemu se viSestruke emulzije pripremaju po ve¢ opisanom
postupku u poglavlju 3.2.5. Paralelno sa pripremom eksperimenata sa rastvorenom marker
bojom, na identi¢an nacin pripremane su 1 viSestruke emulzije bez dodatog PTSA, koje su
koriS¢ene za pripremu ,,slepe probe* za spektrofotometrijsku analizu. Pripremljene visSestruke
emulzije, odmah nakon pripreme, razdvajane su koris¢enjem ultracentrifuge (Univerzal
320R, Hettich, Nemacka), 30 minuta na 4500 o/min (na 20 °C). Alikvot nakon centrifugiranja
filtriran je kroz syring filtere (Macherey-Nagel, Diiren, Nemacka), kako bi se uklonilo
eventualno zaostalo ulje nakon centrifugiranja. Pre¢nik pora koris¢enih syring filtera je bio
0,2 um, dok su po potrebi korisceni i filteri pre¢nika 0,1 um. Apsorbancija uzoraka merena je
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upotrebom UV-VIS spektrofotometra (HALO DB-20S, Dynamica, Engleska) na 374 nm, pri
¢emu je svaki uzorak pripreman minimum tri puta, a kona¢ni rezultat predstavlja srednju
vrednost merenja pojedinacnih uzoraka. Pra¢enje koli¢ine oslobodene unutras$nje vodene faze
(aktivne komponente) iz emulzionih sistema tokom vremena, radeno je istim postupkom, u
odredenim vremenskim intervalima, za vremenski period od 60 dana. Istovremeno su, u
identi¢nim vremenskim intervalima, razdvajani i uzorci koji predstavljaju ,,slepu probu®, a
¢ija je uloga eliminacija uticaja ostalih materija poreklom iz ekstrakta i/ili emulzije, koje
doprinose izmerenoj vrednosti apsorbancije.

0.9

¢ bez dodatka osmotskog regulatora
0.84 = 0,15 M glukoze
E * 0,3 M glukoze *
c 0.74 e 0,075M NaCl
: A 0,15 M NaCl ®
o 0.6
1
< 0.54
<
_i 0.4-
2 0.3
©
T 024
2 0.1
< ]
0.0

. T T T T T T T T T T T T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.014
Koncentracija PTSA (mg/ml)

Slika 3.6. Kalibraciona kriva zavisnosti apsorbancije spoljasnje vodene faze (A) od
koncentracije PTSA, za V; sa T20 (2% (m/v)) i razlicitim sadrzajem glukoze

Koncentracija PTSA, u spoljasnjoj vodenoj fazi viSestrukih emulzija, odredena je
konstruisanjem kalibracione krive zavisnosti apsorbancije od koncentracije PTSA u rastvoru
spoljasnje vodene faze (V). Za dobijanje kalibracionih krivih 0,0125% (m/v) PTSA je
rastvoreno u spoljasnjoj vodenoj fazi viSestruke emulzije, i merena je apsorbancija
razblaZzenih rastvora spektrofotometrijski na 374 nm. Dobijene kalibracione krive
(R*>0,998) za sve koris¢ene V, formulacije, prikazane su na slici 3.6.

Procenat ,,obuhvacene* unutras$nje vodene faze unutar emulzije, odnosno procenat
inkapsulirane aktivne komponente, Y (%) (eng. entrapment yield) zadrzan u unutra$njoj
vodenoj fazi, definiSe se preko koncentracije PTSA oslobodene u spoljasnju vodenu fazu u
posmatranom trenutku, definisane jednac¢inom (3.14) (Dragosavac i sar., 2012; Surh i sar.,
2007; Vladisavljevi¢ i sar., 2006a):

1 - pyyv ) (3.14)

Ce
y=1- (
Ci Ce Pvu * Pvuv

gde je C; koncentracija PTSA prvobitno dodata unutrasnjoj vodenoj fazi visestruke emulzije,
C. koncentracija PTSA u spoljasnjoj vodenoj fazi, dobijena na osnovu merenja apsorbancije
pripremljenog uzorka neposredno nakon pripreme, i u odredenim vremenskim intervalima, a
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prevedena u koncentraciju koriS¢enjem kalibracione krive. Parametar ¢y je zapreminski
udeo unutrasnje vodene faze u V/U emulziji, a pyuy je zapreminski udeo V1/U emulzije u
visestrukoj V1/U/V, emulziji (Ili¢ i sar., 2017).

S obzirom da neke hidrofilne marker supstance, kao S§to je na primer metilensko
plavo, koris¢ene pri proceni Y pokazuju afinitet za adsorpciju na granicu faza, provera
mogucnosti adsorbovanja PTSA na ulje/voda adsorpcioni sloj definisana je preko procenata
neadsorbovane marker boje na ulje/voda granicu faza, Ry (%) (eng. recovery yield). Vrednost
Ry zapravo predstavlja procenat PTSA koji je dodat u spoljaSnju vodenu fazu, 1 zadrZan u
istoj nakon postupka separacije emulzije na uljanu i vodenu fazu. Postupak se sastoji u
pripremi ulje-u-vodi emulzija (U/V>) uz kori$éenje iste uljane i spoljasnje vodene faze, kao i
istog postupka pripreme, kao i odgovarajuce viSestruke V1/U/V, emulzije. Nakon pripreme,
U/V, emulziji je dodata unutrasnja vodena faza sa rastvorenim PTSA (0,3% m/v), u
zapremini koja odgovara zapremini unutrasnje vodene faze u V1/U/V, emulziji. Dodavanjem
V1 emulziji u odgovarajucoj zapremini i sa odgovaraju¢om koncentracijom PTSA, zapravo se
dobija emulzija u kojoj je sav sadrzaj unutra$nje vodene faze (V1) difundovao u spoljasnju
vodenu fazu (V,). Priprema uzoraka i spektrofotometrijska analiza radeni su na identi¢an
nacin kao 1 kod visestrukih emulzija, uz paralelnu pripremu uzoraka bez dodate marker boje
koji predstavljaju ,,slepu probu®.

Izmerena apsorbancija uzorka prevedena je u koncentraciju PTSA koris¢enjem
kalibracione krive, dok je proracun procenta neadsorbovanog PTSA u V; definisan pomocu
jednacine (3.15):

100

Ci,Ry

R, = e,Ry X

) (3.15)

gde je Cijry koncentracija PTSA na pocetku dodata spoljasnjoj vodenoj fazi U/V, emulzije,
Ce,ry koncentracija PTSA izmerena u spoljasnjoj vodenoj fazi U/V, emulzija, dobijena nakon
separacije faza na osnovu merenja apsorbancije pripremljenog uzorka, a prevedena u
koncentraciju koris¢enjem kalibracione krive (O Regan i Mulvihill, 2009).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

Rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije mogu se podeliti u dva dela.
U prvom delu prikazani su rezultati dobijanja jednostrukih V1/U emulzionih sistema,
ukljucujuéi optimizaciju njihovog sastava, i inkapsulaciju primarne i sekundarne aktivne
komponente u ovako dobijene sisteme. U drugom delu je ukazano na prednosti primene
membranskog emulgovanja u celiji sa meSanjem u proizvodnji viSestrukih emulzionih
sistema sa inkapsuliranim aktivnim komponentama, a u cilju poredenja karakteristika ovako
dobijenih sistema sa sistemima dobijenim konvencionalnom metodom emulgovanja -
homogenizacijom.

4.1. Priprema jednostrukih V,/U emulzionih sistema

U okviru prvog dela rada, optimizovan je sastav primarnih V1/U emulzija, koje ¢e biti
koris¢ene kao nosaci primarne aktivne komponente (ekstrakta belog luka). Osnovni cilj, u
prvom koraku, je bio inkapsulacija tikvinog ulja, kao sekundarne aktivne komponente, u
formulaciju emulzionog sistema. U okviru drugog koraka, vodeni i etanolni ekstrakt belog
luka inkapsulirani su u emulziju optimalnog sastava. Tokom ovog koraka pripreme primarnih
emulzija sa inkapsuliranim aktivnim komponentama, prikazan je uticaj prisustva ekstrakta,
kao kompleksne smeSe, na svojstva emulzionih sistema.

4.1.1. Dobijanje formulacije V1/U emulzije optimalnog sastava sa
inkapsuliranim tikvinim uljem

Za optimizovanje sastava Vi/U emulzionog sistema, odnosno ispitivanje uticaja
pojedinih parametara formulacije na veli¢inu i raspodelu veli¢ina kapi i sedimentacionu
stabilnost emulzije, koris¢en je Boks-Benkenov eksperimentalni dizajn, kao §to je to opisano
u poglavlju 3.2.2. Rezultati eksperimenata prikazani su u tabeli 4.1. Pored ispitivanja uticaja
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variranih promenljivih na izlazne parametre, jedan od osnovnih ciljeva ove optimizacije je
bio i inkapsulacija tikvinog ulja unutar emulzionih sistema, koje kao jedna od aktivnih
komponenti, poseduje izuzetna nutritivna svojstava, koja su opisana u poglavlju 2.5.1.

Tabela 4.1. Eksperimentalni rezultati dobijenog srednjeg precnika kapi V1/U emulzija (dg 3),
span vrednosti i indeksa sedimentacije (SI), za posmatrani period od 90 dana cuvanja

Red. E, % TU, % S M ds3, NM span SI (%)
br. (m/m)  (m/m) 1dan 30dana 90 dana
X1 Xo X3

1 -1 -1 0 201,2+12,1 0,74 0 17,5 33
2 +1 -1 0 187,0 £ 9,18 0,76 1 4 10,5
3 -1 +1 0 562,8 + 45,8 1,22 15 10 22
4 +1 +1 0 174,8 + 5,65 0,65 0,5 3,5 55
5 -1 0 -1 990,7 £ 63,2 0,65 24 41 50
6 +1 0 -1 598,3 +40,4 0,70 1 16 22
7 -1 0 +1 264,9 + 22,3 1,04 15 6 30
8 +1 0 +1 185,1 + 6,55 0,66 0 3 55
9 0 -1 -1 699,4 + 6,09 0,60 1 8 25
10 0 +1 -1 843,6 + 75,0 0,80 1 6 15
11 0 -1 +1 205,2+7,13 0,80 0 7 14
12 0 +1 +1 186,0 £ 13,2 0,77 1 3,5 7
13 0 0 0 203,2 + 19,0 0,86 0 2 55
14 0 0 0 192,4+10,9 0,89 0 3 8
15 0 0 0 204,6 + 13,3 0,86 15 4 8

Na osnovu eksperimentalnih rezultata formirani su dijagrami medusobnih uticaja
variranih parametara na izlazne promenljive. Na slici 4.1 prikazan je uticaj variranih
promenljivih na De Brukerov srednji pre¢nik kapi (ds3) V1/U emulzija, dok su odgovarajuce
vrednosti regresionih koeficijenata, definisanih jednac¢inom (3.5), prikazani u tabeli 4.2. Sa
slike 4.1 moze se uociti da povecanje sadrzaja PGPR pozitivno uti¢e na smanjenje d43,
potvrdeno negativnom vredno$¢u koeficijenta a;, Sto je u skladu sa literaturnim navodima
(Marquez i sar., 2010; Wolf i sar., 2013). Smanjenjem precnika kapi povecava se povrSina
kontakta izmedu dve faze, $to praktino ukazuje da je vecina emulgatora adsorbovana na
granicu faza, ¢ime se putem sterne stabilizacije spreCava medusobna koalescencija kapi
tokom vremena, pa se moze ocekivati i njihova veca stabilnost (Capek, 2010). S druge strane,
dodatak tikvinog ulja kontinualnoj fazi u izvesnoj meri negativno utice na smanjenje dg3
(pozitivna vrednost as), ali manjim intenzitetom u odnosu na ostala dva ispitivana parametra,
jer je vrednost odgovarajuceg regresionog koeficijenta (az= 59,3) manja od a; i as, koji
defini$u direktni uticaj sadrzaja PGPR i NaCl. Dodatak soli vodenoj fazi doprinosi smanjenju
srednjeg prec¢nika kapi V1/U emulzije, $to je i potvrdeno negativnom vrednoscu koeficijenta
as. I ranija istrazivanja su pokazala da postoji direktna veza izmedu smanjenja precnika kapi
inverznih miniemulzija, kako V1/U emulzije nazivaju pojedini autori i koli¢ine upotrebljene
soli (lipofoba) (Landfester, 2006).
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Slika 4.1. Uticaj variranih parametara na De Brukerov srednji precnik kapi (d43) V1/U
emulzija. E - PGPR koncentracija, TU - sadrzaj tikvinog ulja u uljanoj fazi, S - koncentracija
NaCl u vodenoj fazi

S obzirom da je ukupni efekat rezultat sva tri pomenuta uticaja, sa slike 4.1 moze se
uoCiti da veoma mali precnici kapi (ds3 < 200 nm), mogu biti dobijeni ukoliko je
koncentracija PGPR dovoljno velika (ve¢a od 3% (m/m)) i vodena faza u svom sastavu
sadrzi dodat elektrolit (NaCl). U slucaju prisustva elektrolita i dovoljne koncentracije PGPR,
negativni uticaj prisustva tikvinog ulja na ds3 je zanemarljiv, odnosno moguce je formirati
kapi precnika manjeg od 200 nm pri bilo kojem sastavu uljane faze. Ukoliko NaCl nije
prisutan u vodenoj fazi, uticaj sastava uljane faze je nesto vise izrazen, pri ¢emu se favorizuje
upotreba suncokretovog ulja. Identican uticaj sastava uljane faze (negativan uticaj dodatka
tikvinog ulja) na ds3 moze se uociti i pri niskom sadrzaju emulgatora, ¢ak i kada je NaCl
prisutan u vodenoj fazi, uz teznju ka formiranja nesto manjih pre¢nika kapi u odnosu na
sistem bez elektrolita.
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Tabela 4.2. Vrednosti regresionih koeficijenata i koeficijenata varijacije (R?) polinomnih
funkcija za predvidanje odziva dg 3, span i SI90 tokom pripreme V;/U emulzija

dss span S190
R®=0,976 R®=0,916 R®=0,963
Koef. Procenjena SD | Koef. Procenjena SD | Koef Procenjena D
vrednost vrednost vrednost
ag 246,6 21,7 | by 0,854 0,0235 | ¢ 8,08 1,37
ay -109,3 20,3 | by -0,110 0,0220 | c; -10,6 1,01
as 59,30 20,3 | b 0,068 0,0220 | c, 9,24 1,48
as -286,4 20,3 | bs 0,065 0,0220 | c3 -2,69 1,01
ag 250,1 29,7 | be -0,102 0,0322 | cs -7,31 1,01
az -93,40 28,7 | by -0,148 0,0311 | ¢ 8,12 1,48
ag 78,20 28,7 | bg -0,108 0,0311

Na slici 4.2 prikazan je uticaj variranih parametara na raspodelu velic¢ina kapi (span),
koji je definisan jednac¢inom (3.3) u poglavlju 3.2.1.3. Kada se govori o raspodeli veli¢ina
kapi uticaj svih ulaznih promenljivih je nesto slabije izraZzen od uticaja na ds3, jer su Vi/U
emulzije pripremljene homogenizacijom koja, u odnosu na druge metode, moze dovesti do
formiranja kapi Siroke raspodele veli¢ina. Kao §to je i ofekivano, povecanje koncentracije
PGPR povoljno uti¢e na suzavanje raspodele veli¢ina kapi (negativna vrednost koeficijenta
b1). Suprotno pozitivnom uticaju PGPR, dodatak elektrolita neocekivano je pokazao
negativan uticaj na span vrednost, ukoliko je uljana faza smesa tikvinog i suncokretovog ulja,
§to je naroCito izrazeno ukoliko je sadrzaj PGPR na minimalnoj potrebnoj vrednosti. Slican
uticaj pokazuje i prisustvo tikvinog ulja. Negativan uticaja obe promenljive na span vrednosti
potvrden je kroz pozitivne vrednosti regresionih koeficijenata b3 i bs (tabela 4.2). Naime, u
prisustvu soli i pri malim koncentracijama PGPR, dodatak tikvinog ulja kontinualnoj fazi
doprinosi poveéanju span vrednosti, pri ¢emu je, ukoliko je uljana faza ve¢inom sastavljena
od tikvinog ulja, span vrednost ve¢a od 1. Pri ve¢im koncentracijama PGPR, pomenuti efekat
tikvinog ulja je slabo izrazen, ili ¢ak suprotan, jer se minimalne span vrednosti mogu dobiti
pri koncentraciji PGPR od 5% (m/m), sa tikvinim uljem kao uljanom fazom. Pri vrednosti
PGPR od 3% (m/m), tikvino ulje u prisustvu NaCl u vodenoj fazi nema znacajan uticaj na
span, dok ukoliko je vodena faza Cista demineralizovana voda, manje span vrednosti dobijaju
se pri upotrebi suncokretovog ulja kao uljane faze. U ovim uslovima dobijena najmanja span
vrednost je 0,6, pri ¢emu se za ovu formulaciju V1/U emulzije ne moze reci da je optimalnog
sastava, jer je formirani pre¢nik kapi dosta veliki (ds3 = 699,4 £ 6,09 nm), sa izrazenijom
sedimentacionom nestabilnos¢u (SI = 25% za period od 3 meseca) u odnosu na druge
formulacije. Iz svega navedenog, moze se reci da je optimalna span vrednost rezultat uticaja
sve tri ispitivane promenljive, cije odredivanje je kompleksnog karaktera i zahteva
visekriterijumsku optimizaciju, da bi se mogli izvesti konkretniji zakljucci.
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Slika 4.2. Uticaj variranih parametara na raspodelu velicina kapi (span) Vi/U emulzija.
E - PGPR koncentracija, TU - sadrzaj tikvinog ulja u uljanoj fazi, S - koncentracija NaCl u
vodenoj fazi

Na slici 4.3 prikazan je uticaj variranih parametara na sedimentacionu stabilnost V1/U
emulzija, posmatranu za vremenski period od 90 dana od trenutka pripreme, a vrednosti
odgovarajucih regresionih koeficijenata date u tabeli 4.2. Sve tri varirane ulazne promenljive
doprinose sedimentacionoj stabilnosti emulzionog sistema (koeficijenti ¢;, ¢c3 i ¢s imaju
negativan predznak), ali razli¢itim intenzitetom. NajizraZeniji je uticaj povecanja
koncentracije emulgatora na smanjenje Sl (c; = -10,6), dok je najmanje izrazen uticaj dodatka
tikvinog ulja (c3 = -2,69). Poveéenje koncentracije emulgatora pokazuje izrazen uticaj na
stabilnost, kao direktna posledica uticaja na smanjenje precnika kapi, Sto doprinosi stabilnosti
sistema (Capek, 2010). U prisustvu elektrolita i maksimalnom sadZaju emulgatora
(5% (m/m)), sastav uljane faze nema znacajan uticaj na stabilnost, $to daje moguénost
formiranja emulzionog sistemi sa malim vrednostima SI. U tom slucaju, optimalna vrednost
sadrzaja soli potrebna za postizanje minimalne vrednosti Sl, je u opsegu izmedu 0,15 M i
0,3 M. Ukoliko se sadrzaj PGPR odrzava na vrednosti 3% (m/m), sastav uljane faze utice na
Sl na taj nacin §to dodatak tikvinog ulja doprinosi stabilnosti, bilo da formirana emulzija
sadrzi NaCl ili ne, pri ¢emu se veca stabilnost postize u prisustvu elektrolita. I u ovom
slucaju, ocekivane minimalne vrednosti S| se nalaze pri sadrzaju soli izmedu 0,15 M i 0,3 M,
ali pri upotrebi tikvinog ulja kao kontinualne faze. Imaju¢i u vidu da sve tri ispitivane
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promenljive doprinose stabilnosti, za postizanje minimalnih vrednosti SI neophodno je
prisustvo elektrolita u vodenoj fazi, i maksimalna koncentracija PGPR, ili se ona moze
redukovati uz upotrebu tikvinog ulja kao komponente uljane faze. Naime, ovaj efekat se
moze objasniti prisustvom komponenti tikvinog ulja koje poseduju izvesnu povrSinsku
aktivnost i doprinose stabilnosti sistema.
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Slika 4.3. Uticaj variranih parametara na indeks sedimentacije (SI) V1/U emulzija, nakon 90
dana cuvanja. E - PGPR koncentracija, TU - sadrzaj tikvinog ulja u uljanoj fazi, S -
koncentracija NaCl u vodenoj fazi

Bolje razumevanje mehanizma adsorpcije komponenti na voda/ulje medupovrsinski
sloj, i eventualni uticaj komponenti tikvinog ulja na stabilnost, moze se dobiti na osnovu
izmerenih vrednosti medupovrSinskog napona (y), ¢ije vrednosti su prikazane u tabeli 4.3.
Izmerena vrednost ravnoteznog medupovrSinskog napona za sistem voda/suncokretovo ulje
je 27,49 = 0,33 mN/m, dok je odgovarajuc¢a vrednost za y sistema voda/tikvino ulje
8,91 £ 0,08 mN/m. Prisustvo tikvinog ulja dovodi do znacajnog smanjenja medupovrsinskog
napona, ¢ija vrednost ukazuje na to da se emulzija voda/tikvino ulje moze dobiti 1 bez
prisustva emulgatora, verovatno kao posledica prisustva povrsSinski aktivnih komponenti u
ulju koje znacajno smanjuju y na granici faza. Medutim, stabilnost ovakvih emulzija tokom
vremena je bila izuzetno niska, Sto ukazuje da se emulgator ipak mora primeniti za
stabilizaciju V1/U sistema sa tikvinim uljem. Dodatak PGPR kao emulguju¢eg sredstva u
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koncentraciji 5% (m/m) suncokretovom ulju dovodi do smanjenja y na 3,03 = 0,05 mN/m,
dok dodavanje identi¢ne koncentracije tikvinom ulju smanjuje y na 4,46 + 0,02 mN/m, a u
smesi dva ulja u jednakom odnosu medupovrsinski napon iznosi 5,34 £ 0,1 mN/m. Kao $to se
moze videti, najznacajnije smanjenje medupovrsinskog napona postize se dodatkom
emulgatora suncokretovom ulju, dok u prisustvu tikvinog ulja ovo smanjenje je manje
izrazeno. Stavise, ukoliko je tikvino ulje prisutno kao komponenta uljane faze, ne postoji
znacajna razlika izmedu medupovrSinskog napona u prisustvu razlicitih koncentracija PGPR.
Ovakav efekat verovatno je posledica kompleksne strukture tikvinog ulja i prisustva velikog
broja komponenti, koje menjaju kinetiku adsorpcije PGPR u medupovrsinskom sloju ili
eventualno vezuju odredenu koli¢inu PGPR, onemugucavajuci njegovu potpunu adsorpciju
na granicu faza. U tabeli 4.3 prikazan je i uticaj dodatka elektrolita vodenoj fazi na
medupovrsinski napon, koji ukazuje na izvesni pad vrednosti ovog parametra sa 5,30 + 0,10
na 4,30 £ 0,22 mN/m, u prisustvu PGPR kao emulgatora (4% (m/m)). lako ne znacajno niza
vrednost medupovrSinskog napona, ova vrednost je dovoljna da doprinese stabilnosti
emulzije, o ¢emu ¢e kasnije biti reci.

Tabela 4.3. Uticaj sastava kontinualne faze i dodatka NaCl na ravnotezni medupovrsinski
napon (y) voda-u-ulju (V1/U) emulzionog sistema na 25 °C

Voda TU (% (m/m)) E (% (m/m)) S (M) y (mN/m)
+ 0 - - 27,49+0,33
+ 100 - - 8,91+0,08
+ 0 3 - 3,87+0,03
+ 0 5 - 3,03+0,05
+ 100 3 - 6,13+0,05
+ 100 5 - 4,46+0,02
+ 50 3 - 4,87+0,2
+ 50 4 - 5,31£0,12
+ 50 5 - 5,3440,1
+ 50 4 0,15 4,3+0,22

Statisticka analiza rezultata ukazuje da postoji izvesna razlika izmedu izlaznih
parametara V1/U emulzija sa 1 bez dodatka tikvinog ulja kontinualnoj fazi. Medutim, dok
dodatak soli ima jasan uticaj za dobijanje stabilnih nanoemulzija, prisustvo tikvinog ulja u
kontinualnoj fazi dovodi do izvesnog povecanja srednjeg precnika kapi 1 smanjenja
sedimentacionog indeksa. Uticaj dodavanja tikvinog ulja u kontinualnu fazu na smanjenje ds 3
manje je izrazen u odnosu na uticaj soli. Statisticki dobijene vrednosti p parametra, dobijene
pri ispitivanju uticaja tikvinog ulja su znacajno vece, ali i dalje u granicama statisticki
znaCajnih (p < 0,05), u odnosu na p vrednosti dobijene pri ispitivanju uticaja soli.
Odgovarajuce vrednosti za Dunetov test (eng. Post Hoc Dunnett's test) su p = 0,038, ukoliko
se poredi uticaj tikvinog ulja na precnik kapi u odnosu na kontinualnu fazu koja se sastoji iz
smese tikvinog i suncokretovog ulja, i p = 0,010 poredenjem emulzuja sa tikvinim uljem u
odnosu na pre¢nik kapi suncokretovo ulje-u-vodi emulzija. Odgovarajuci rezultati za FiSerov
test (eng. Fisher's test) su p = 0,044 i p = 0,012. Znacajniji uticaj dodatka tikvinog ulja uo¢en
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je na indeks sedimentacije, pri ¢emu su dobijene vrednosti p parametra za Dunetov test p =
0,00003 i Fiserov test p = 0,00004.

Kao S§to je navedeno, uticaj dodatka soli vodenoj fazi na srednji precnik kapi i
sedimentacionu stabilnost emulzija znacajno je vise izrazen od efekta dodatka tikvinog ulja.
Direktnim poredenjem emulzije bez dodatog elektrolita i sa 0,15 M dodate soli, dobijen je
manji pre¢nik kapi vode sa dodatim elektrolitom (p = 0,00004 - Dunet test i p = 0,00002 -
FiSer test) i nize vrednosti SI (Dunet test - p = 0,00009, Fiser test - p = 0,00007 ). Medutim,
statistiCkim poredenjem izlaznih parametara emulzija sa 0,15 M i 0,3 M soli, nije uoc¢ena
znacajna rezlika, odnosno povecanje sadrzaja soli nije statisti¢ki opravdano.

Visekriterijumska optimizacija koriS¢ena za dobijanje optimalnih vrednosti
parametara (Xqopt, X2,0pt | X3,0pt) uz definisanje minimuma funkcije, objasnjena je u poglavlju
3.2.2. Svaka pojedinac¢na regresiona jednacina je uzeta u obzir sa istom ,,tezinom* uticaja na
konacan rezultat (svi koriSc¢eni tezinski faktori su bili 1/3). Kao rezultat visekriterijumske
optimizacije definisane su optimalne vrednosti parametara: X; = 0,75; X, = 1; X3 = 0,45.
Odnosno, rezultati optimizacije ukazuju da se male i monodisperzne kapi vode u ulju, sa
dobrom sedimentacionom stabilno$¢u, mogu dobiti pri PGPR koncentraciji oko 4,5% (m/m),
tikvinim uljem kao uljanom fazom i u prisustvu soli u vodenoj fazi, u koncentraciji od oko
0,21 M.

Medutim, dobijena optimalna formulacija V1/U emulzija podrazumeva 100% tikvinog
ulja u kontinualnoj fazi, Sto se pokazalo kao neprakticno iz dva razloga: smanjenja
termodinamicke stabilnosti (dolazi do formiranja bimodalne krive raspodele veli¢ina nakon
odredenog vremena, o ¢emu ¢e kasnije biti rec¢i) 1 visoke cene tikvinog ulja (oko 22 puta veca
od suncokretovog ulja). 1z tog razloga, jo$ jedna matematicka korelacija, koja uzima u obzir i
ekonomski faktor, dodata je kao parametar visekriterijumske optimizacije. S obzirom da cena
uljane faze linearno raste sa povecenjem sadrzaja tikvinog ulja, veoma jednostavna funkcija
moze biti izvedena na bazi razlike u ceni dva ulja:

EC = dy(1 + 22X,) (4.1)

Uzimajuéi u obzir i ¢etvrtu funkciju prilikom optimizacije, sa teZinskim faktorom 0,25
za svaku regresionu jednacinu, dobijene optimalne vrednosti su X; = 0,58; X, = 0,03;
X3=0,45, sto odgovara PGPR koncentraciji od 4,16% (m/m), sadrzaju tikvinog ulja od
51,5% i koncentraciji NaCl u vodenoj fazi od 0,22 M. Uvodenjem Ccetvrte regresione
jednacine (4.1) dobijen je optimalni sadrzaj tikvinog ulja koji je i ekonomski i
eksperimentalno povoljniji (slika 4.6). Medutim, bez obzira $to je kao rezultat dobijeno da je
predvidena optimalna vrednost sadrzaja soli 0,22 M, gore navedenom statistickom analizom
eksperimentalnih podataka utvrdeno je da je koncentracija soli od 0,15 M sasvim dovoljana
da unapredi sedimentacionu stabilnost V1/U emulzija i znacajno uti¢e na smanjenje srednjeg
pre¢nika kapi. U suStini, ne postoji statisticki znaCajna razlika izmedu primenjene
koncentracije soli od 0,15 M i 0,3 M, tako da se dobijena optimalna vrednost od 0,22 M moze
redukovati na 0,15 M, koja postize isti efekat i omogucava mnogo lakSe podeSavanje
koncentracije nego predvidena koncentracija.
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Slika 4.4. Profili predvidenih vrednosti i nivoa pozeljnosti funkcija precnika kapi (ds3),
raspodele velicina kapi (span) i indeksa stabilnosti nakon tri meseca cuvanja (SI) V1/U
emulzija

Optimalna formulacija V3/U emulzionog sistema dobijena viSekriterijumskom
optimizacijom, potkrepljena je profilom predvidenih vrednosti variranih parametara
potrebnih za dobijanje minimuma izlaznih promenljivih i nivoima pozeljnosti funkcija, $to je
prikazano na slici 4.4. Formulacija koja se metodom odzivne povrSine favorizuje kao
najpovoljnija, i dovodi do minimalnih vrednosti izlaznih parametara, je X; = 0,5; X, = 0;
X3=0. Kodirane vrednosti odgovaraju koncentraciji emulgatora od 4% (m/m), sadrzaju
tikvinog ulja u kontinualnoj fazi od 50% (m/m) i koncentraciji NaCl u vodenoj fazi od
0,15 M. Data formulacija je veoma slicna onoj koja je dobijena viSekriterijumskom
optimizacijom (4,16% PGPR, 51,5% tikvinog ulja i 0,15 M soli). Predvidene vrednosti
zavisno promenljivih za datu formulaciju su ds3 = 175,31 nm, span = 0,79 i SI = 3,91%.
Eksperimentalno dobijene vrednosti date formulacije za ds3, span i SI su 155,8, 0,7 i 5,5%,
redom, S§to je jako blisko predvidenim vrednostima ispitivanih parametara. Na taj nacin
definisana je optimalna formulaciju V1/U emulzionih sistema koja ¢e biti dalje koris¢ena za
pripremu visestrukih emulzija i inkapsulaciju primarne aktivne komponente, sa tikvinim
uljem kao sekundarnom aktivnom komponentom. Pored toga, odabrana formulacija pokazala
je veoma dobru stabilnost nakon 6 meseci ¢uvanja, §to je prikazano na slici 4.5, pri ¢emu je
precnik kapi za tako dug vremenski period skladiStenja udvostrucen, zadrzavajuci
monomodalnu krivu raspodele veli¢ina kapi (Nikolovski i sar., 2016).
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Slika 4.5. Raspodela velicina kapi optimalne formulacije V1/U emulzija nakon pripreme i
nakon 6 meseci cuvanja. E = 4% (m/m); TU = 50% (m/m); S = 0,15 M

4.1.2. Veli¢ina i raspodela veli¢ina kapi. Stabilnost V,/U emulzija

Pored kineticke stabilnosti emulzionog sistema, postoje i drugi vidovi emulzione
nestabilnosti, koji mogu da uti¢u na svojstva krajnjeg proizvoda u ¢iji sastav ulazi emulzija.
lako su se nanoemulzije pokazale kao sistemi koji poseduju dobru kineticku stabilnost, javlja
se izrazena teznja za unapredenjem njihove termodinamicke stabilnosti (Capek, 2010;
Karthik i sar., 2017; Singh i sar., 2017). Pracenjem veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi tokom
vremena, utvrdeno je da sastav kontinualne faze moze da utiCe i na termodinamicku
nestabilnost sistema. Iako je ranije utvrdeno da dodatak tikvinog ulja kontinualnoj fazi
doprinosi sedimentacionoj stabilnosti emulzionog sistema, uticaj dodavanja tikvinog ulja na
termodinamicku stabilnost emulzija pokazuje suprotan efekat (slika 4.6).

Promena veli¢ine kapi tokom vremena, odnosno uticaj dodavanja tikvinog ulja
kontinulnoj fazi na raspodelu veli¢ina kapi za posmatrani vremenski period od mesec dana,
prikazan je na slici 4.6. Rezultati pracenja pokazali su da ukoliko uljanu fazu sacinjava
suncokretovo ulje sa dovoljnom koncentracijom emulgatora (5% (m/m)) i dovoljnim
sadrzajem soli u vodenoj fazi (0,15 M NaCl), emulzija je stabilna tokom mesec dana sa
neznatnom promenom u veli¢ini kapi, zadrzavaju¢i monomodalnu krivu raspodele veli¢ina
kapi (slika 4.6a)). Medutim, ukoliko se suncokretovo ulje zameni tikvinim uljem, pri istim
uslovima ¢uvanja, dolazi do znacajane koalescencije vodenih kapi ve¢ nakon 15 dana (slika
4.6¢)). U pomenutoj formulaciji nakon posmatranog vremenog perioda dolazi do formiranja
bimodalne krive raspodele veli¢ina, gde 71,5 vol.% zauzimaju kapi sa prose¢nom veli¢inom
od 584,2 nm, dok kapi pre¢nika 148,5 nm zauzimaju 24,4 vol.%. Pojava koalescencije kapi
tokom vremena, koja je verovatno posledica uticaja mnostva razli¢itih komponenti prisutnih
u ulju tikve, izbegnuta je meSanjem ulja semena tikve sa suncokretovim uljem (slika 4.6b)).
Na taj nain pripremljena emulzija, sa smeSom ovih ulja, dala je nepromenjenu krivu
raspodele veli¢ina formiranih kapi nakon 15 dana Cuvanja, koja je po veli¢ini kapi sli¢na
formulaciji pripremljenoj sa rafinisanim suncokretovim uljem.
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Slika 4.6. Uticaj dodatka tikvinog ulja kontinualnoj fazi na raspodelu velicina kapi V1/U
emulzija tokom vremena. Kontinualna faza:a) 0% TU; b) 50% TU; c) 100% TU sa PGPR
koncentracijom od 5% (m/m). Sadrzaj NaCl u vodenoj fazi je 0,15 M

Dakle, iako tikvino ulje smanjuje indeks sedimentacije V1/U emulzionog sistema, za
stabilnost veli¢ine kapi tokom vremena njegova upotreba kao uljane faze moze dovesti do
koalescencije kapi, S$to je uzeto u obzir prilikom visekriterijumske optimizacije, kako bi se
favorizovali pozitivni aspekti smese tikvinog i suncokretovog ulja. Stoga, sastav uljane faze
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koji se sastoji od smese tikvinog i suncokretovog ulja u masenom odnosu 1:1, kori$¢en je u
daljem radu.

Pored uticaja sastava kontinualne faze, u literaturi postoje jasni pokazatelji da na
stabilnost veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi V1/U emulzija tokom vremena znacajno utice i
dodatak elektrolita (Landfester, 2006; Pawlik i sar., 2010). Kako bi se pomenuti uticaj ispitao,
na slici 4.7a) prikazana je promena raspodele veli¢ina kapi V1/U emulzije tokom vremena bez
NaCl, dok je na slici 4.7b) prikazana ta ista promena sa dodatim elektrolitom, za formulaciju
koju ¢ini smesa tikvinog i suncokretovog ulja (1:1) kao kontinualnom fazom. Formulacija
bez soli u vodenoj fazi pokazuje znacajnu koalescenciju ve¢ nakon 7 dana Cuvanja, $to je
uoceno i od strane drugih autora na primeru Vi/U emulzionih sistema sa suncokretovim
uljem kao uljanom fazom (Volf i sar., 2013). Naime, tipi¢na bimodalna kriva raspodele
uocena je ve¢ nakon jednog dana, gde oko 86,2% zapremine vodene faze formira kapi
veli¢ine od 614,9 nm, dok su ostale kapi imale prosecan pre¢nik 133,2 nm (13,8 vol.% ).
Dalja koalescencija kapi tokom vremena ima za posledicu pojavu tri pika na krivoj raspodele
veli¢ina, pri ¢emu nakon 7 dana oko 21 vol.% zauzimaju kapi malih pre¢nika (veli¢ina
169,5 nm), 25 vol.% c¢ini frakciju srednje veli¢ine kapi (869,4 nm), dok frakcija sa velikim
kapima ima prose¢nu veli¢inu oko 5,2 um koje zauzimaju 53,8 vol.%. Dalja ispitivanja
promene veli¢ina kapi ukazala su na sve vefe povecanje procenata frakcije sa velikim
precnicima.
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Slika 4.7. Uticaj dodatka NaCl u vodenu fazu na raspodelu velic¢ina kapi V1/U emulzija tokom
vremena: a) bez dodatog NaCl; b) sa dodatkom NaCl (0,3 M). Kontinualna faza: smesa
tikvinog i suncokretovog ulja (1:1, (m/m)) sa 5% (m/m) PGPR

S druge strane V1/U emulzija sa dodatim elektrolitom u vodenu fazu pokazuje veoma
dobru stabilnost u posmatranom vremenskom periodu od 40 dana (slika 4.7b)), pracenu
neznatnim povecanjem precnika kapi od 185,1 nm do 227,2 nm.

Cak i kada dovoljna koli¢ina emulgatora defini$e koloidnu stabilnost emulzija, razlika
u veli¢inama formiranih kapi, odnosno razlika u njihovim Laplasovim pritiscima, koji se
povecava sa smanjenjem precnika, za posledicu ima pojavu difuzije materijala izmedu
susednih kapi (Landfester, 2003). Kao §to je ve¢ reCeno i eksperimenalnim radom i
potvrdeno, kontinualno povecanje precnika kapi Vi/U emulzija tokom vremena, mozZe se
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spreciti dodatkom lipofobne materije (NaCl) koja veoma efikasno usporava difuzionu
degradaciju dispergovanih kapi vode, odnosno Ostvaldovo sazrevanje (Capek, 2010). Naime,
pravilno izabrana lipofobna meterija koja se rasporeduje u svakoj pojedina¢noj kapi, ne sme
imati sposobnost difuzije izmedu susednih kapi kroz uljanu fazu, stvara osmotski pritisak u
svakoj kapi koji se suprostavlja Laplasovom pritisku, i zapravo smanjuje pogonsku silu za
difuziju manjih kapi vode ka ve¢im kapima (Ostvaldovo sazrevanje). Da bi emulzija bila
potpuno termodinamicki stabilna nakon formiranja, treba da se zadovolji uslov da je
PLaplas — llosm = 0 u svim kapima emulzije, pri ¢emu male promene pre¢nika dovode do
znacajne razlike u pritiscima. Odnosno, da bi se postigla Zeljena stabilnost sistema tokom
vremena i inhibicija Ostvaldovog sazrevanja, pritisak u malim kapima bi trebalo da bude ve¢i
i/ili jednak odgovaraju¢em Laplasovom pritisku (Landfester, 2006; Landfester, 2000). lako
precnik formiranih kapi zavisi kako od koncentracije emulgatora, tako 1 od koli¢ine
upotrebljene lipofobne komponente, mehanizam stabilizacije kapi, u principu, ne zavisi od
koli¢ine upotrebljenog lipofoba, ve¢ od razlike u efektivnom pritisaku (razlika u pritiscima
Praplas — losm) U susednim kapima. 1z tog razloga, nije uocena znaajna razlika u
stabilizacionom efektu izmedu koncentracije soli od 0,15 M i 0,3 M.

Pored toga, moguci mehanizam stabilizacionog dejstva soli moze se posmatrati preko
uticaja dodatka NaCl na vrednost medupovrSinskog napona. Utvrdeno je da veoma mala
promena u medupovrsinskom naponu, koja se javlja kao posledica dodavanja soli (tabela
4.3), pokazuje znacajan efekat na stabilnost V1/U emulzionog sistema. Uticaj dodatka NaCl
na medupovrSinski napon moze biti rezultat boljeg pakovanja i interakcije PGPR u
medupovrsinskom sloju (u uslovima potrpune zasi¢enosti sloja, kada je koncentracije veca od
KMK). Naime, dodavanje soli dovodi do izvesnog poveéanja elasticnosti i viskoziteta
medupovrsinskog sloja, $to vodi smanjenju pokretljivosti molekula PGPR u sloju. Time se
prakticno jaca interakcija izmedu adsorbovanih molekula u medupovrSinskom sloju 1
omogucava bolje pakovanje PGPR na granici faza. Kao krajnji rezultat smanjuje se stepen
drenaze sloja izmedu susednih kapi, dovodec¢i do poveéanja stabilnosti emulzije putem
konformacionih promena koje izazivaju ,,skupljanje” medupovrsinskog sloja (Lutz i sar.,
2009; Pawlik i sar., 2010).

4.1.3. UmreZavanje unutrasnje vodene faze V,/U emulzija

Pored dodavanja lipofoba vodenoj fazi, jedan od nacina na koji se moZe unaprediti
stabilnost V1/U emulzionih sistema je i formiranjem umrezene stukture u unutrasnjoj vodenoj
fazi. Moguénost formiranja umrezene strukture Na-alginata umrezavanjem jonima CacCl,
primenjena je na unutra$nju vodenu fazu Vi/U emulzije. Svojstva na taj nacin formirane
emulzije sa tikvinim uljem kao komponentom uljane faze, uporedena su sa predhodno
ispitivanim V;/U formulacijama i njihovom stabilno$¢u, samim tim i sa optimalnom
formulacijom koja je dobijena primenom Boks-Benkenovog eksperimentalnog dizajna i
visekriterijumskom optimizacijom parametara.

Kao $to je ve¢ receno, koriS¢enjem PGPR kao emulgatora moZe se posti¢i znacajna
sterna (prostorna) stabilizacija medupovrSine, pri cemu povecanje nhjegove koncentracije
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dovodi do veceg zasic¢enja voda/ulje medupovrsine, smanjujuci rastojanje izmedu hidrofobnih
delova molekula emulgatora, ¢ime se smanjuje precnik formiranih kapi 1 stepen
koalescencije. Dodatak elektrolita dodatno stabilizuje medupovrSinu, putem jacanja
interakcije izmedu adsorbovanih molekula 1 poboljSanja pakovanja PGPR u
medupovrsinskom sloju (Lutz i sar., 2009; Pawlik i sar., 2010), i/ili pove¢anjem osmotskog
pritiska u kapima sprecavajuci Ostvaldovo sazrevanje (Capek, 2010; Landfester, 2006).

S druge strane, formiranje umrezene strukture vodene faze potpuno je drugaciji
mehanizam stabilizacije V1/U emulzije, koji se pokazao kao uspesan pri povecanju stabilnosti
pomenutih sistema, kako tokom ¢uvanja, tako i u slucaju izlaganja razli¢itim temperaturnim
tretmanima (Perez-Moral i sar., 2014; Sapei i sar., 2012). Na slici 4.8 prikazana je raspodela
veli¢ina kapi gel-u-ulju (G/U) emulzija i voda-u-ulju (V1/U) emulzija sa dodatim NaCl u
vodenu fazu, za emulzije stabilizovane sa razli¢itim PGPR koncentracijama. Naime,
ispitivanje uticaja koncentracije PGPR na veli¢inu kapi, radeno je jer postoje literaturni
navodi da se umrezavanjem vodene faze mozZe znaCajno redukovati koncentracija
upotrebljenog emulgatora, sto je i potvrdeno eksperimentalno. Kao §to se i moze uociti sa
slike 4.8a), umrezavanjem unutraSnje vodene faze dobijena je veoma sli¢na raspodela
veli¢ina kapi i sa smanjenom PGPR koncentracijom (1% (m/m)), za razliku od V1/U emulzija
gde veli¢ina i raspodela veli¢ina kapi veoma zavise od PGPR koncentracije.
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Slika 4.8. Poredenje raspodele velicina kapi a) G/U i b) V1/U emulzionih sistema
stabilizovanih sa razlicitom koncentracijom emulgatora. Koncentracija NaCl u vodenoj fazi
V1/U emulzije je 0,15 M

Medutim, ono Sto je bio krajnji cilj ovog eksperimentalnog rada jeste poredenje
stabilnosti formiranih G/U i V1/U emulzija, stabilizovanih pomoc¢u dva razli¢ita mehanizma:
umrezavanjem unutrasnje vodene faze i dodatkom inhibitora Ostvaldovog sazrevanja.
Rezultati promene pre¢nika kapi (ds3) formiranih emulzija tokom mesec dana cuvanja
prikazani su na slici 4.9. Zapravo, formiranje umrezene strukture unutar kapi moze da
omoguci smanjenje PGPR koncentracije, bez znacajnih promena u stabilnosti tokom vremena
prilikom smanjenja koncentracije sa 4% na 1% (m/m). Medutim, bolju stabilnost tokom
vremena, u smislu najmanje promene veli¢ine kapi, pokazale su V1/U emulzije sa dovoljnom
PGPR koncentracijom (4% (m/m)) i dodatim NaCl u vodenu fazu, kao ko-emulgatorom.
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Velic¢ina kapi takvih emulzija se neznatno promenila za period od mesec dana od
174,2 £ 3,38 nm do 297,1 = 39,03 nm. Za isti vremenski period veli¢ina umrezenih kapi G/U
emulzija (pri istoj koncentraciji PGPR) promenila se od 265,3 + 16,31 nm do
603,87 + 378,02 nm, pra¢ena veoma neravhomernom raspodelom veli¢ina kapi.

Neravnomerna raspodela umrezene strukture unutar kapi, odnosno ¢injenica da nije
celokupna vodena faza u kapima uhvacena u jonima umrezenu strukturu, moze biti uzrok
potencijalne nestabilnosti G/U emulzija tokom vremena. Ovakva pojava moze dovesti do
stapanja kapi koje ne poseduju potpuno formiranu umrezenu strukturu i povecati udeo kapi
koje su podlozne koalescenciji. Pracenjem sedimentacione stabilnosti G/U emulzija utvrdeno
je da ovi emulzioni sistemi pokazuju dobru stabilnost, pri ¢emu za posmatrani period od
mesec dana nije doslo do izdvajanja sedimenta ili uljane faze, sa veoma sli¢nim vrednostima
za Sl kao i kod V1/U emulzionih sistema (Ili¢ i sar., 2016).
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Slika 4.9. Promena precnika kapi (ds3) V1/U i G/U emulzija sa razlicitim sadrzajem PGPR
tokom vremena. Koncentracija NaCl u vodenoj fazi V1/U emulzije je 0,15 M

Uticaj termickog tretmana na raspodelu veli¢ina kapi Vi/U i G/U emulzija, sa
koncentracijom PGPR od 4% (m/m) prikazan je na slici 4.10. Veli¢ina i raspodela veli¢ina
kapi zagrevanih G/U emulzija (5 minuta na 100 °C) pretrpela je minimalne promene, dok je
zamrzavanje (24h na -20 °C) pomenutih emulzija dovelo do intenzivne koalescencije kapi.
Zamrzavanje G/U emulzija za posledicu je imalo formiranje bimodalne krive raspodele sa
35,5 vol.% kapi sa veli¢inom od dsq3 = 180,2 nm i 64,5 vol.% koje su zauzimale velike kapi
prec¢nika oko 5 um. Nasuprot G/U emulzijama, V1/U emulzije pokazale su izuzetnu stabilnost
prilikom oba kori$¢ena termifka tretmana, uz nepromenjenu veli¢inu i raspodelu veli¢ina
kapi nakon zagrevanja i zamrzavanja (slika 4.10b)).

Ocuvanje stabilnosti kapi vode Vi/U emulzija prilikom zamrzavanja moze biti
posledica uticaja dodatog elektrolita u vodenu fazu. Naime, formirani kristali leda unutar kapi
tokom zamrzavanja su okruzeni tecnim slojem elektrolita koji deluje kao lubrikant,
formirajuci ,,omotac* za kristale leda, ¢ime sprecavaju njihovo spajanje sa susednim kapima
(Aronson i Petko, 1993). Suprotno Vi/U emulzijama, umrezena struktura formirana
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umrezavanjem Na-alginata jonima CaCl, poseduje veoma ograni¢enu mehanicku ¢vrstoéu.
Naime, mehanicka svojstva hidrogela se mogu poboljsati povecanjem temperature i sporijim
formiranjem gela (Lee i Mooney, 2012). Samim tim i izlaganje niskim temperaturama moze
imati negativan uticaj na strukturu formiranu unutar kapi, ¢ime moZe do¢i do njihove

koalescencije kao posledica naruSavanja mehanickih svojstava formirane umrezene strukture
(Ili¢ 1 sar., 2016).
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Slika 4.10. Uticaj termickog tretmana na raspodelu velicina kapi: a) G/U emulzija; b) V1/U
emulzija. Koncentracija PGPR je 4% (m/m). Zagrevanje - 5 min na 100 °C; hladenje - 24h
na-20 °C

S obzirom da je utvrdeno da umrezavanje unutrasnje vodene faze moze da redukuje
koncentraciju upotrebljenog PGPR, ali da u odnosu na Vi/U emulzione sisteme koje su
formirane sa dovoljnom koncentracijom emulgatora i uz dodatak lipofoba ne pokazuju bolju
stabilnost veli¢ina kapi tokom vremena, kao ni bolju stabilnost na primenjene termicke
tretmane, za dalji rad i inkapsulaciju aktivnih materija unutar nosaca, favorizovani su V1/U
emulzioni sistemi.

4.1.4. Inkapsulacija ekstrakta belog luka u V1/U emulzione sisteme

4.1.4.1. Inkapsulacija vodenog ekstrakta belog luka

Inkapsulacija vodenog ekstrakta belog luka, kao primarne aktivne komponente, unutar
V1/U emulzija optimizovanog sastava, zasniva se na potpunoj zameni unutra$nje vodene faze
ekstraktom belog luka. S obzirom da je ekstrakt belog luka izuzetno kompleksnog sastava,
kao sto je opisano u poglavlju 2.5.2, komponente koje su izdvojene ekstrakcijom mogu uticati
na svojstva emulzionog sistema. Stoga, potrebno je prvenstveno ispitati da li postoji
mogucénost formiranja ovakvih emulzionih sistema, odrediti optimalan sadrzaj emulgatora
potrebnog za formiranje stabilnih emulzija i utvrditi u kojoj meri se oni razlikuju od V/U
emulzionih sistema bez dodate aktivne komponente. Drugim re¢ima, potrebno je ispitati
uticaj komponenti ekstrakta belog luka na veli¢inu i raspodelu veli¢ina kapi vodeni ekstrakt
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belog luka-u-ulju (Ve/U) emulzija, njihovu stabilnost tokom vremena, kao i utvrditi da li
dodatak ko-emulgatora doprinosi njihovoj stabilnosti.
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Slika 4.11. Uticaj koncentracije emulgatora (PGPR) na kumulativnu raspodelu velicina kapi
Ve/U emulzija: a) bez dodate soli i b) sa dodatim NaCl u koncentraciji 0,15 M

Uticaj koncentracije upotrebljenog emulgatora na raspodelu veli¢ina kapi Vg/U
emulzija i dodatka elektrolita (NaCl) u unutrasnju vodenu fazu prikazan je na slici 4.11.
Moze se uociti da povecanje koncentracije emulgatora pozitivno uti¢e na smanjenje veli¢ina
formiranih kapi (slika 4.11a)), na sli¢an nacin kao i kod emulzionih sistema bez aktivne
komponente, §to znac¢i da sam ekstrakt belog luka ne pokazuje znacajan efekat na promenu
pre¢nika kapi. Emulzioni sistemi bez dodatog NaCl i pri PGPR koncentracijama manjim od
4% (m/m) pokazuju bimodalnu krivu raspodele veli¢ina kapi, dok povecanje koncentracije na
4% (m/m) omogucava dobijanje kapi preénika 170,1 + 5,72 nm. Pozitivan uticaj na krivu
raspodele veli¢ina kapi mozZe se uociti i dodavanjem NaCl (0,15 M), pri ¢emu je ¢ak i u
slucaju manje PGPR koncentracije (2% (m/m)) dobijen slican pre¢nik kapi od
ds3=178,6 £ 7,05 nm (slika 4.11b)). Dodatno, pove¢anje PGPR koncentracije u prisustvu
elektrolita dovelo je do blage, ali ne 1 znafajne promene u precniku kapi
(ds3=166,8 £ 2,65 nm).

Medutim, dodatak soli znacajno je poboljsao stabilnost veli¢ine kapi Veg/U emulzija
tokom vremena (slika 4.12). Ukoliko su emulzije pripremljene bez NaCl i sa dovoljnom
PGPR koncentracijom (4% (m/m)), koalescencija kapi se moze uo€iti nakon 20 dana ¢uvanja,
uz formiranje bimodalne krive raspodele veli¢ina kapi sa frakcijom srednjeg prec¢nika oko
3 um koju ¢ini 11,1 vol.%. Dodatak soli vodenom ekstraktu belog luka dovodi do formiranja
kapi koje su stabilne najmanje mesec dana u pogledu veliine i raspodele velicina kapi.
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Slika 4.12. Stabilnost Ve/U emulzija tokom vremena a) bez dodate soli i b) sa dodatim NaCl u

koncentraciji 0,15 M. Kontinualna faza je smesa suncokretovog i tikvinog ulja (1:1) sa
4% (m/m) PGPR

Sedimentaciona stabilnost Vg/U emulzionih sistema zavisi kako od PGPR
koncentracije, tako i od dodatka NaCl, pri ¢emu je navedeni uticaj oba parametra prikazan na
slici 4.13. Izrazeniji pozitivni efekat pokazuje povecenje koncentracije emulgatora, iako
uticaj dodatka soli nije zanemarljiv, jer dvostruko smanjuje Sl pri dovoljnoj koncentraciji
emulgatora. Oc¢ekivano, najbolju sedimentacionu stabilnost, sa najmanjom vrednos¢u Sl za
period od 4 meseca pokazala je formulacija sa 4% (m/m) PGPR i elektrolitom prisutnim u
koncentraciji od 0,15 M.
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Slika 4.13. Uticaj PGPR koncentracije i dodavanja NaCl u vodenu fazu na sedimentacioni
indeks (SI) Ve/U emulzija
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Na identi¢an nacin kao i kod V1/U emulzija, i PGPR koncentracija i dodatak soli su
kljucni parametri za formiranje stabilnih emulzionih sistema, ukazuju¢i na to da se ekstrakt
belog luka moze inkapsulirati kao aktivna komponenta na ovakav na¢in u emulzione sisteme,
bez bojazni da ¢e dovesti do destabilizacije emulzije.

4.1.4.2. Inkapsulacija etanolnog ekstrakta belog luka

Inkapsulacija etanolnog ekstrakta belog luka unutar emulzionih sistema, za razliku od
vodenog ekstrakta predstavlja veliki izazov, jer podrazumeva formiranje etanol-u-ulju
emulzija (E/U). Razlog inkapsulacije etanolnog ekstrakta belog luka je viSedecenijska
upotrebe ovog preparata kao prirodnog leka protiv gripa i prehlade, koji se zbog jacine i
ukusa ne preporucuje za direktno oralno konzumiranje. Medutim, literaturni podaci ukazuju
da je veoma teSko formirati stabilne E/U emulzione sisteme zbog nedostatka emulgatora koji
imaju dobra emulgujuéa svojstva za formiranje ovakvih sistema, a da se pritom mogu koristiti
u ljudskoj ishrani. Od ispitivanih emulgatora za ovu namenu najbolja emulgujuéa svojstva
pokazali su poliglicerol estri oleinske kiseline, gde se kao najbolji iz ove grupe izdvojio
MO-7S (Xu i sar., 2001a; Xu i sar., 2001b), iako se njegova primena bazira na formiranju
E/U emulzija ¢ija se upotreba vezuje za proizvodnju biodizela (De Los Reyes i Charcosset,
2010), ili formiranju prehrambenih U/V, emulzija (Khalid i sar., 2017). Pored ispitivanja
moguc¢nosti primene MO-7S za dobijanje etanolnog ekstrakta belog luka-u-ulju emulzija
(Eg/V), ispitana je i mogucnost primene PGPR i sojinog lecitina, kao emulgatora koji se
uobicajeno primenjuju za dobijanje V1/U emulzija.

Koris¢enje MO-7S, PGPR i lecitina za formiranje Eg/U emulzija sa inkapsuliranim
etanolnim ekstraktom belog luka, dovelo je do formiranja nestabilnih sistema, uz pojavu
vidljivog raslojavanja faza ve¢ nakon nekoliko sati, bez obzira na tip upotrebljenog
emulgatora (slika 4.14a)). Kao kontinualna faza u svim emulzijama kori$¢ena je smeSa
tikvinog i suncokretovog ulja (1:1). Na slici 4.15 prikazan je uticaj tipa emulgatora na
kumulativnu raspodelu veli¢ina kapi Eg/U emulzija. Upotrebom MO-7S kao emulgatora
formiraju  se  emulzije srednjeg precnika  kapi  mikrometarskih  dimenzija
(d43= 3055 * 2273 nm), sa izuzetno Sirokom raspodelom veli¢ina kapi. O¢ekivano, upotreba
drugih emulgatora nije dala znacajan pomak pri formiranju Eg/U emulzionih sistema. Naime,
sojin lecitin kao emulgator pokazao je veoma sli¢ne rezultate kao i MO-7S, bilo da se koristi
u koncentraciji 2 ili 4% (m/m). S druge strane, upotreba PGPR pri stabilizaciji etanolnih kapi
dovodi do delimi¢nog smanjenja pre¢nika kapi (ds 3= 1567 £ 682,7 nm za 2% (m/m) PGPR i
ds3=1248 = 365,9 nm za 4% (m/m) PGPR), sa jasnom tendencijom za medusobnim
spajanjem 1 formiranjem kineti¢ki veoma nestabilnog sistema, odnosno emulzije koja se
potpuno rasloji nakon par sati (slika 4.14a)).
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Slika 4.14. Sedimentaciona stabilnost razlicitih formulacija Ee/U i EEV/IU emulzija: a) 4h
nakon pripreme i b) nakon mesec dana cuvanja. Vodena faza EcV/U emulzija je 0,15 M
rastvor NaCl. Kontinualna fazaje smesa suncokretovog i tikvinog ulja (1:1)

Unapredenje stabilnosti emulzija sa inkapsuliranim etanolnim ekstraktom belog luka
moze se posti¢i meSanjem ekstrakta sa vodenom fazom, u zapreminskom odnosu 1:1, i
upotrebom emulgatora koji su se pokazali kao dobri stabilizatori V1/U emulzionih sistema.
Time se prakti¢no formira V1/U emulzija sa inkapsuliranim etanolnim ekstraktom belog luka
(50% v/v), odnosno etanolni ekstrakt luka/voda-u-ulju emulzija (EeV/U). MeSanje ekstrakta
sa vodenim rastvorom elektrolita (0,15 M NaCl) dovodi do formiranja emulzionih sistema
koji su vizuelno stabilni samo ukoliko je upotrebljeni emulgator PGPR, dok upotreba sojinog
lecitina dovela je do pojave intenzivne flokulacije, za obe ispitivane koncentracije emulgatora
(2 1 4% (m/m)), ve¢ nakon nekoliko ¢asova (slika 4.14a)). Kao $to se moze uociti, pri PGPR
koncentraciji od 2% (m/m) nakon izvesnog vremena na dnu cilindra dolazi do izdvajanja
providnog vodenog sloja intenzivne Zute boje koja potice od etanolnog ekstrakta luka, $to se
moze spreciti poveéanjem PGPR koncentracije na 4% (slika 4.14b)) (Ili¢ i sar., 2015).
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Slika 4.15. Uticaj tipa emulgatora i njegove koncentracije na kumulativnu raspodelu velicina
kapi Eg/U emulzija. Kontinualna faza je smesa suncokretovog i tikvinog ulja (1:1)

Na slici 4.16 prikazan je uticaj PGPR koncentracije i dodatka soli, na veli¢inu i
raspodelu veli¢ina kapi EgV/U emulzije, po analogiji sa predhodnim istrazivanjima
primenjenim na ostale ispitivane emulzione sisteme. Ispitivanje uticaja dodavanja elektrolita
u vodenu fazu na veli¢inu i raspodelu veli¢ina kapi (slika 4.16a)), ukazuje da dodatak NaCl
moze uticati na poboljSanje raspodele veli¢ina kapi EgV/U emulzija. Naime, ukoliko je
unutraS$nja faza nastala meSanjem etanolnog ekstrakta belog luka i vodene faze, formirana
veli¢ina kapi je ds3 = 195,8 nm, uz pojavu bimodalne krive raspodele i formiranja frakcije
prosecnog pre¢nika preko lum. Dodatak soli unutras$njoj fazi u koncentraciji 0,075 M
smanjuje pre¢nik kapi do ds3 =131,9 + 7,4 nm, pri istoj koncentraciji PGPR (4% (m/m)), dok
dalje povecanje koncentracije nije znacajno uticalo na prec¢nik kapi (ds 3 = 187,1 = 20,3 nm).
Medutim, prisustvo NaCl pri bilo kojoj koncentraciji omogucéava formiranje monodisperznih
emulzija.
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Slika 4.16. Kumulativna raspodela velicina kapi EeV/U emulzija sa a) dodatkom NaCl u
razlicitim koncentracijama (4% (m/m) PGPR); b) promenom PGPR koncentracije
(0,075 M NaCl). Kontinualna faza je smesa suncokretovog i tikvinog ulja (1:1)
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Povecanje PGPR koncentracije sa 2% na 4% (m/m), uz prisustvo lipofoba (0,075 M)
(slika 4.16a)), smanjuje precnik kapi od 311,1 = 19,6 nm do 131,9 £ 7,4 nm, dok dalje
povecanje PGPR koncentracije na 5% (m/m) ne dovodi do znacajnog smanjenja precnika
kapi (d43 = 136,6 + 4,65 nm) (slika 4.16b)) (Ili¢ i sar., 2017).

Povecéanje koncentracije soli od 0,075 M do 0,15 M, nije znacajno uticalo ni na
stabilnost veli¢ina kapi formiranih EEV/U emulzija tokom vremena, ¢iji uticaj je prikazan na
slici 4.17. Naime, veli¢ina i raspodela veli¢ina kapi emulzije sa 0,075 M NaCl ostala je
nepromenjena u vremenskom periodu od 15 dana cuvanja. Nakon toga dolazi do
koalescencije kapi dajué¢i bimodalnu krivu raspodele veli¢ina (slika 4.17a)), dok je povecanje
koncentracije NaCl na 0,15 M dovelo do pojave bimodalne krive raspodele u istom
ispitivanom vremenskom periodu (20 dana), uz pojavu frakcije nesto vecih precnika kapi
(slika 4.17b)) .
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Slika 4.17. Stabilnost EgV/U emulzija tokom vremena sa: a) 0,075 M NacCl, b) 0,15 M NaCl.
Kontinualna faza je smesa suncokretovog i tikvinog ulja (1:1) sa 4% (m/m) PGPR

Na slici 4.18 prikazana je kvantifikacija uticaja dodatka soli i PGPR koncentracije na
sedimentacionu stabilnost EEV/U emulzija, za posmatrani period od 4 meseca Cuvanja.
Utvrden je uticaj oba pomenuta faktora na vrednost SI. Povecanje PGPR koncentracije utice
na smanjenje Sl, bilo da se u unutrasnjoj vodenoj fazi nalazi elektrolit ili ne, pri cemu je
uticaj najvise izrazen pri koncentraciji NaCl od 0,075 M. Drugim rec¢ima, dodatak soli u
koncentraciji od 0,075 M znacajno smanjuje Sl za bilo koju vrednost PGPR koncentracije,
dok dalje povecanje koncentracije NaCl do 0,15 M pokazuje donekle negativan uticaj na
sedimentacionu stabilnost. Najstabilinija formulacija u smislu najnize vrednosti SI dobija se
zajednickim delovanjem pomenuta dva uticaja, i predstavlja EgV/U formulaciju sa 0,075 M
NaCl i dovoljnom velikom koli¢inom PGPR, bez znacajne razlike u vrednosti SI emulzija
pripremljenih sa 4% ili 5% (m/m) PGPR.
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Slika 4.18. Uticaj PGPR koncentracije i dodatka NaCl na sedimentacioni indeks (SI) EgV/U
emulzija

Kao rezultat istrazivanja moguénosti inkapsulacije etanolnog ekstrakta belog luka, a
na osnovu prikazanih rezultata, formulacija koja izabrana za dalji rad i pripremu visestrukih
emulzionih sistema je EfV/U emulzija sa 4% (m/m) PGPR u uljanoj fazi i 0,075 M NaCl u
unutrasnjoj fazi, uz koris¢enje smesSe tikvinog (kao sekundarne aktivne komponenete) i
suncokretovog ulja kao uljane faze.

4.2. Priprema viSestrukih V,/U/V, emulzionih sistema

Nakon odredivanja optimalnog sastava jednostrukih emulzija, pristupilo se pripremi
visestrukih emulzionih sistema razli¢itog sastava faza i odabiru optimalne formulacije, uz
ispivanje uticaja inkapsuliranog ekstrakta na svojstva same visestruke emulzije. Potom je
ispitana mogucnost kori§¢enja membranskog emulgovanja u ¢eliji sa meSanjem za pripremu
viSestrukih emulzija sa inkapsuliranim aktivnim komponentama, a u cilju unapredenja
karakteristika formiranih emulzija, u odnosu na Cesto koris¢en proces homogenizacije. U
okviru ovog koraka, prikazana je 1 kompletna optimizacija procesnih parametara
membranskog emulgovanja. Konac¢no, definisana je efikasnost inkapsulacije poredenjem
procenata inkapsulirane aktivne materije unutar visestrukih emulzija, u zavisnosti od sastava
emulzije, tipa inkapsuliranog ekstrakta i metode kori§¢ene za pripremu emulzije.
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4.2.1. lzbor hidrofilnog emulgatora za V,/U/V, emulzione sisteme

Prvi korak pripreme viSestrukih Vi/U/V;, emulzionih sistema podrazumeva izbor
najpovoljnijeg hidrofilnog emulgatora neophodnog za stabilizaciju medupovrSine izmedu
uljane kapi i spoljasnje vodene faze (V3), koji omogucava pripremu emulzija sa minimalnim
pre¢nikom uljanih kapi. Kako bi se utvrdilo koji od ispitivanih emulgatora pokazuje nabolja
svojstva emulgovanja, na slici 4.19 prikazana je veli¢ina kapi visestrukih V1/U/V, emulzija
pripremljenih uz upotrebu tri razli¢ita emulgatora: T20, T80 i PF68. Kao disperzna faza
koriS¢ena je optimalna formulacija Vi/U emulzije sa tikvinim uljem, predhodno definisana
visekriterijumskom optimizacijom (smesa tikvinog i suncokretovog ulja (1:1) sa 4% (m/m)
PGPR kao uljanom fazom).
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Slika 4.19. Varijacija Sauterovog srednjeg precnika kapi (D3 ) visestrukih V1/U/IV, emulzija
sa promenom tipa emulgatora i njegove koncentracije. Disperzna faza je V1/U emulzija sa
smesom suncokretovog i tikvinog ulja (1:1) i 4% (m/m) PGPR

Na osnovu dobijenih rezultata 1 poredenja precnika kapi, izraZenog kao Sauterov
srednji pre¢nik (Ds32), moze se favorizovati T20 kao emulgator koji daje emulzije sa
najmanjim pre¢nikom kapi, ¢ija veli¢ina se nalazi u intervalu od 21-26,5 pm, u zavisnosti od
kori$¢ene koncentracije samog emulgatora. Za razliku od T20, T80 pokazao je tendenciju ka
formiranju nesto vec¢ih precnika kapi, koji se smanjuju sa povecanjem koncentracije do
ispitivanih 5% (m/v). Takode, pre¢nik kapi V1/U/V, emulzija pripremljenih sa PF68 zavisi od
koriS¢ene koncentracije, dajuci sliCan interval pre¢nika kapi kao i T80. Koris¢enjem PF68
dobija se slican pre¢nik kapi pri koncentraciji 5% (D32 = 24,52 = 7,9 um), kao i sa T20, pri
nesto manjim koncentracijama od 3% (m/v) (D3, = 24,44 + 8,7 um). S obzirom da je isti
pre¢nik dobijen sa manjom koncencentracijom T20, on je izabran kao najpogodniji za
pripremu viSestrukih emulzija. Osim toga, promena precnika viSestrukih emulzija sa
promenom koncentracije T20 prilicno je slabo izrazena, usled niske vrednosti kriticne
micelarne koncentracije (KMK = 0,061 mmol/l), tako da je optimalna koncentracija ovog
emulgatora izabrana dodatnim pracenjem stabilnosti veli¢ine formiranih kapi.
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Dakle, pra¢enjem stabilnosti viSestrukih emulzija formiranih upotrebom pomenutih
emulgatora (tabela 4.4), utvrdeno je da i u pogledu stabilnosti veli¢ine kapi ulja, moze se dati
blaga prednost upotrebi T20, u odnosu na ostale koriS¢ene emulgatore (T80, PF68). Na
osnovu analize pre¢nika pra¢enih tokom vremena i karakteristika opisanih u tabeli 4.4, za
dalji rad izabran je T20 u koncentraciji od 2% (m/v), smatraju¢i navedenu koncentraciju
odgovaraju¢om za formiranje visestrukih emulzionih sistema. Pored toga, postoji niz nau¢nih
publikacija, kao potvrda da je navedena koncentracija T20 dovoljna za formiranje 20%
emulzije, kako pri dobijanju U/V, (Dragosavac i sar., 2012, 2008; Matos i sar., 2013; Suérez i
sar., 2014; Vladisavljevi¢ i sar., 2006b), tako i pri formiranju V1/U/V, viSestrukih emulzija
(Matos i sar., 2014; Pawlik i Norton, 2012; Vladisavljevi¢ i Schubert, 2003b). Poslednjih
godina postoji izrazena teznja da se monomerni emulgatori zamene sa makromolekulskim ili
polimernim emulgatorima, jer doprinose stabilnosti V1/U/V, emulzija, usled manje
mobilnosti na granici faza, ¢ime doprinose boljoj pokrivenosti medupovrsinskog sloja
(Kanouni i sar., 2002; Pays i sar., 2001; Pays i sar., 2002). Medutim, njihova upotreba kao
emulgatora u procesu direktnog membranskog emulgovanja moze biti ograni¢ena sporom
adsorpcijom velikih molekula na granicu faza i/ili njihovom adsorbcijom na membransku
povrSinu (Christov i sar., 2002), tako da se najéeS¢e prilikom direktnog ME zadrzava
upotreba monomernih visoko difuzivnih emulgatora. S obzirom da je krajnji cilj ove
doktorske disertacije priprema emulzija ME, uticaj makromolekulskih emulgatora na samu
pripremu emulzionih sistema nije ispitivan.

Tabela 4.4. Karakteristike V1/U/V;, emulzija stabilizovanih razlicitim hidrofilnim
emulgatorima u V,
Emulgator | Karakteristike

T20 Kapi stabilne tokom vremena ukoliko je koncentracija emulgatora veca od
1% (m/v); blaga koalescencija kapi pri koncentraciji od 1% (m/v).

T80 IzraZena koalescencija kapi pri koncentracijama manjim od 3% (m/v);
delimic¢na koalescencija pri ve¢im koncentracijama.

PF68 Umerena koalescencija kapi pri koncentraciji manjoj od 2% (m/v);
povecanje koncentracije sprecava koalescenciju; vec¢i prose¢ni precnik kapi u
poredenju sa T20.

S obzirom da se navedene karakteristike odnose na V1/U/V; emulzije sa smesom dva
ulja razlic¢itih svojstava, namece se pitanje da li tikvino ulje kao komponenta uljane faze utice
na krajnji precnik formiranih kapi viSestrukih emulzija. Naime, utvrdeno je da prisustvo
povrsinski aktivni komponenti tikvinog ulja smanjuje medupovrsinski napon, usled njihove
adsorbcije na granicu faza (tabela 4.3). Pored toga, ranijim istrazivanjima dokazano je da
upotreba tikvinog ulja doprinosi smanjenju pre¢nika kapi U/V, emulzija u odnosu na
suncokretovo ulje, kao direktna posledica manjeg dinamickog medupovrSinskog napona koji
se postize njegovim koris¢enjem (Dragosavac i sar., 2008). Da bi se ovaj uticaj ispitao, na
slici 4.20 prikazana je veli¢ina kapi visestrukih V1/U/V; emulzija, izrazena preko De
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Brukereovog srednjeg pre¢nika kapi (Dgss), pripremanih sa razliitim uljanim fazama.
Utvrdeno je da inkapsulacija tikvinog ulja u uljanu fazu dovodi do formiranja nesto manjih
kapi, verovatno kao posledica prisustva fosfolipida i drugih povrSinski aktivnih komponenti
nerafinisanog ulja tikve, koje se mogu adsorbovati na medupovrsinu i dodatno stabilizovati
kapi. U tom slucaju prec¢nik formiranih kapi blago opada od D43 = 63,19 + 0,38 pm na
D43 =57,13 £ 2,77 pum, u odnosu na V1/U/V, emulzije sa suncokretovim uljem. Dodavanje
tikvinog ulja u kontinualnu fazu moze donekle unaprediti i stabilnost formiranih emulzionih
sistema. Naime, D, 3 formiranih kapi sa suncokretovim uljem kao uljanom fazom porastao je
do 99,35 £ 0,25 um tokom mesec dana ¢uvanja, dok je odgovarajuci pre¢nik kapi koje sadrze
tikvino ulje, za isti vremenski period porastao do Dj3 = 89,22 + 1,24 um. Pored znacajnih
nutritivnih svojstava (Stevenson i sar., 2007), koje upotrebu tikvinog ulja favorizuje u odnosu
na rafinisana ulja, prikazan skromni uticaj na veli¢inu kapi i stabilnost V1/U/V, emulzija
samo je dodatani razlog za njegovu upotrebu kao aktivne komponente, koja ulazi u sastav
emulzionih sistema.

|| [ nakon pripreme
I nakon 7 dana

Il nakon 15 dana
1/ Il nakon 30 dana

60 -

40

Precnik kapi, Dy 3 (pm)

20

V4/UN, GIUNV,
su SUITU=1:1

Slika 4.20. Promena precnika kapi (D4 3) visestrukih V1i/UN, 1 GIUIN, emulzija sa razlicitim
sastavom uljane faze (sa 4% (m/m) PGPR) tokom vremena. SU - uljana faza suncokretovo
ulje; SU/TU — uljana faza smesa suncokretovog i tikvinog ulja u masenom odnosu 1:1.
Hidrofilni emulgator - 2% (m/v) T20

Medutim, s obzirom da je utvrdeno da umreZavanje unutraSnje vodene faze, pored
uticaja na stabilnost Vi/U emulzionih sistema, moze da doprinese stabilnosti viSestrukih
V1/U/V;, emulzija u odnosu na emulzije samo sa vodom kao V; (Perez-Moral i sar., 2014),
javila se potreba za poredenjem ovako umrezenih Sistema, sa tikvinim uljem, sa gore
navedenim viSestrukim V3/U/V; emulzijama. Medutim, u slucaju kada je Vi/U emulzija
dodatno stabilizovana elektrolitom, umreZzavanje unutrasnje vodene faze nije pozitivno
uticalo na stabilnost viSestrukih emulzija (slika 4.20). Stavige, formirane kapi ulja koje sadrze
umrezenu (gel) strukturu, imale su veéi precnik i nakon formiranja i nakon mesec dana

cuvanja.
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Promena veli¢ine kapi, pra¢ena optickom mikroskopijom kroz mikroskopsku analizu
visestrukih V/U/V, i G/U/V;, emulzija koje su termicki tretirane, na identi¢an nacin kao i
odgovaraju¢e Vi1/U 1 G/U emulzije, prikazana je na slici 4.21. Njihovim poredenjem sa
fotografijama emulzija koje su fotografisane neposredno nakon pripreme, utvrdeno je da ne
postoji znacajna razlika u veli¢ini kapi ulja. Jedina razlika se ogleda u morfologiji unutrasnjih
kapi vode unutar viSestrukih emulzija, na ¢iju strukturu je uticaj termickog tretmana vec
prikazan u poglavlju 4.1.3.

Slika 4.21. Mikrofotografije Vi/U/V, | GIUIN, visestrukih emulzija nakon pripreme i nakon
termickog tretmana: @) V1/UIV, emulzije nakon pripreme; b) V1/U/V, nakon zagrevanja
(5 min na 100 °C); c)V1/UIV; nakon hladenja (24h na -20 °C); d) G/U/V, emulzije nakon
pripreme; e) G/U/V, nakon zagrevanja (5 min na 100 °C); f) G/U/V; nakon hladenja
(24h na -20 °C). Hidrofilni emulgator je 2% (m/v) T20

4.2.2. Uticaj dodavanja osmotskog regulatora u spoljasnju vodenu fazu na
veli¢inu i stabilnost V,/U/V, emulzija

U cilju ispitivanja uticaja regulacije osmotskog pritiska izmedu dve vodene faze na
svojstva emulzionog sistema, pripremljene su cetiri razlicite formulacije V1/U/V, emulzija.
Razlika u pojedinacnim formulacijama ogleda se u koncentraciji glukoze u spoljasnjoj
vodenoj fazi (V,), koja je koriS¢ena kao sredstvo za regulaciju osmotskog pritiska.
Odgovarajuce koncentracije glukoze u V, su 0,075; 0,15; 0,3 i1 0,4 M, pri ¢emu formulacija sa
0,3 M glukoze predstavlja emulziju za izjednacenim osmotskim pritiscima u vodenim
fazama.

Na slici 4.22 prikazan je uticaj gradijenta osmotskog pritiska, odnosno dodatka
glukoze u V5, na veli¢inu formiranih kapi i stabilnost emulzionih sistema, ispitivanog preko
promene veli¢ine formiranih kapi tokom vremena (Frasch-Melnik i sar., 2010). Formirane
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viSestruke V1/U/V, emulzije bez prisustva glukoze u V; (veéi osmotski pritisak u unutra$njoj
vodenoj fazi) imaju najveée preCnike kapi, sa izmerenim vrednostima za
D43=57,13 £ 2,77 um, dok emulzije sa najveéim sadrzajem glukoze 1 vecim osmotskim
pritiskom u spoljasnjoj vodenoj fazi (0,4 M) imaju najmanje kapi sa vrednostima
D43 =37,18 £ 0,48 pum. Smanjenje precnika kapi sa dodatkom glukoze moze se objasniti
time Sto Seceri zapravo snizavaju medupovrSinski napon u odredenoj meri, u prisustvu
hidrofilnog i hidrofobnog emulgatora, pri ¢emu je stepen tog umanjenja proporcionalan
koncentraciji dodatog Secera (Pawlik i sar., 2010). Dokazano je da PGPR povecava
lipofilnost saharoze ¢ineéi je povrsinski aktivnom komponentom (Rousset i sar., 2002), ¢ime
indirektno omogucava Se¢erima da uti¢u na Smanjenje pre¢nika kapi emulzija.

a) 140+ [ nakon pripreme
1/ Il nakon 1 meseca
120 | [l nakon 2 meseca
3 ]
2 100
™ ]
e 80—
.é ]
g 60 -
x ]
E 404 |
E ]
26
0-
oM 0,075m 0,15Mm 0,3M 0,4M oM 0,3M

Slika 4.22. a) Promena srednjeg precnika kapi (D4 3) visestrukih V1i/UINV, i GIU/IV, emulzija

sa dodatkom razlicitih koncentracija glukoze tokom vremena; b) mikrofotografije V1/U/V,
emulzije sa 0,4 M glukoze u V;: A - odmah nakon pripreme; B - nakon dva meseca

Pored uticaja glukoze na veli¢inu formiranih kapi viSestrukih emulzija, dodatak
glukoze utice i na poboljSanje stabilnosti formiranih emulzija. Visestruke V1/U/V, emulzije
bez glukoze u V, pokazuju povecanje precnika kapi od Ds3=57,13+2,77 um do
D43 =100,36 £ 0,2 um, za ispitivani period od dva meseca. Naime, u odsustvu glukoze u V;
usled veéeg osmotskog pritiska u unutrasnjoj vodenoj fazi (V1), dolazi do difuzije vode iz V;
u Vi, koja vodi povecanju zapremine unutrasnjih vodenih kapi 1 ,,oticanja® uljanih kapi.
Dodatak glukoze smanjuje osmotski gradijent izmedu vodenih faza, ¢ime dovodi do
smanjenja stepena difuzije i osmotskog ,,oticanja‘“ kapi, na taj nacin doprinoseci stabilnosti
emulzija. Kao §to su rezultati pokazali, sam dodatak glukoze kao aditiva u spoljas$nju vodenu
fazu doprinosi stabilnosti emulzionog sistema, jer se precnik kapi svih ispitivanih formulacija
vesestrukih emulzija sa glukozom u V; neznatno menjao tokom dva meseca ¢uvanja (slika
4.22a)). Potvrda izmerenih eksperimentalnih vrednosti precnika kapi prikazana je na
mikrofotografiji, koja je snimljena odmah nakon pripreme i nakon dva meseca ¢uvanja (slika
4.22h)), gde se takode moze uociti da ne dolazi do zna¢ajne promene pre¢nika kapi tokom
vremena. S druge strane, pozitivan uticaj prisustva glukoze u V; na pre¢nik kapi G/U/V;
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emulzija, i njihovu stabilnost, nije uocen pri dodavanju glukoze u spoljasnju vodenu fazu
ovih emulzija. Naime, pre¢nik kapi G/U/V, emulzija ostao je isti u vremenskom periodu od
mesec dana, dok je merenjem nakon dva meseca precnik kapi emulzije bio udvostrucen (slika
4.22a)). Prednost V1/U/V, emulzija, u smislu manjeg precnika i bolje stabilnosti veli¢ina, u
odnosu na G/U/V; emulzije uocena je i u formulacijama bez dodatka glukoze.

Nacin na koji glukoza uti¢e na pojedine parametre sistema, a time neposredno i na
veli¢inu kapi viSestrukih emulzija i kinetiku oslobadanja soli iz unutrasnje vodene faze,
utvrden je karakterizacijom spolja$nje vodene faze, merenjem uticaja dodavanja glukoze na
viskozitet i provodljivost V,. Nakon toga, ispitan je i uticaj dodavanja glukoze na vrednost
zeta potencijala ({) na grani¢noj povrsini ulje/voda, koji moze ukazati na bolje razumevanje
pomenutih uticaja na stabilnost formiranih kapi.

Tabela 4.5. Uticaj dodavanja T20 (2% (m/v)) i glukoze na viskozitet (l.c) i provodljivost (Kc)
spoljasnje vodene faze (V>), i uticaj koncentracije glukoze na viskozitet V1/U/V, emulzije (M)

Voda + + + + + + +
T20 (2%) - - + + + + +
Glukoza (M) - 0,3 - 0,075 0,15 0,3 0,4

Mc (mPa s) 0,998 - 0,999 1,025 1,067 1,134 1,206
Ke (US/cm) 41+02 45+01 27,7+03 27,0+0,1 26,7+0,7 256+0,2 245+0,1
Me (MmPa s) - - - 3,81 3,50 3,40 3,13

Tabela 4.5 prikazuje rezultate merenja provodljivosti (k;) i viskoziteta ()
kontinualne faze viSestrukih emulzija, sa promenom sastava Vj, U cilju utvrdivanja
komponenti odgovornih za promenu ispitivanih veli¢ina. Kao §to se moze uoditi,
provodljivost demineralizovane vode slabo se menja sa dodatkom glukoze, $to je donekle i
o¢ekivano, jer je glukoza nenaelektrisan molekul. Medutim, dodatak T20 kao nejonskog
emulgatora doveo je do neocekivanog povecanja provodljivosti sistema. Razlog za naglo
povecanje provodljivosti V, sa dodatkom T20 verovatno je posledica prisustva necistoca u
hemikaliji, koje doprinose provodljivosti, ili je rezultat formiranja vodoni¢nih veza
polioksietilen lanaca T20 sa hidroksilnim grupama iz vode, koje dovode do promene
naelektrisanja sistema (Hsu i Nacu, 2003). S druge strane, dodavanjem glukoze spolja$njoj
vodenoj fazi (2% (m/v) T20), provodljivost V, se blago smanjuje sa povecanjem
koncentracije glukoze od 0,075 M do 0,4 M. Sli¢na zapaZanja i uticaj ispitivanih Secera na
provodljivost V,, pre svega fruktoze i saharoze, uo¢en je i od strane drugih autora (Pawlik i
sar., 2010).

Slika 4.23 prikazuje uticaj dodavanja glukoze spoljasnjoj vodenoj fazi na vrednosti
zeta potencijala ({) U/V, emulzionih sistema. U/V, emulzije pripremane su na isti nacin i
imale su isti sastav kao i odgovarajuée Vi/U/V, emulzije: koncentracija hidrofilnog
emulgatora je 2% (m/v), hidrofobnog emulgatora je 4% (m/m), uz dodatak istih koncentracija
glukoze u V; (0,075; 0,15; 0,31 0,4 M). Pored uticaja glukoze, ispitivan je i uticaj dodavanja
tikvinog ulja na {, tako da prikazani rezultati predstavljaju rezultat merenja tri seta
eksperimenata sa razli¢itim sastavom uljane faze: suncokretovim uljem (SU), tikvinim uljem
(TU) i smeSom tikvinog i suncokretovog ulja u masenom odnosu 1:1 (SU/TU). Kao $to se
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moze uociti, vrednosti zeta potencijala se smanjuju sa povecanjem koncentracije glukoze u
spoljasnjoj vodenoj fazi za sve ispitivane U/V, emulzije.

Pojava smanjenja zeta potencijala sa dodatkom glukoze moZe se objasniti na dva
nac¢ina. Naime, dodatak glukoze u V; vezuje necistoce i time smanjuje naelektrisanje na
kapima ulja, odnosno zeta potencijal, Sto je zapravo i razlog smanjenja provodljivosti V.
Drugo moguce objasnjenje je da povecanje viskoziteta spoljaSnje vodene faze sa dodatkom
glukoze (tabela 4.5) onemoguéava efikasno merenje, odnosno dovodi do usporavanja i
sprecavanja migracije naelektrisanih kapi emulzije ka elektrodama, §to ima za posledicu
smanjenje vrednosti zeta potencijala (Pawlik i sar., 2010).
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Slika 4.23. Promena zeta potencijala ({) U/V; emulzija, razlicitog sastava uljane faze, sa
promenom koncentracije glukoze. Koncentracija PGPR je 4% (m/m). Koncentracija T20 je
2% (m/v). SU - uljana faza suncokretovo ulje; TU — uljana faza tikvino ulje; SU/TU — uljana
faza smesa suncokretovog i tikvinog ulja u masenom odnosu 1:1

Upotreba tikvinog ulja kao uljane faze udvostrucuje naelektrisanje na kapima ulja u
poredenju sa U/V, emulzijama pripremljenim sa suncokretovim uljem. Uticaj tikvinog ulja na
povecanje vrednosti zeta potencijala u svim ispitivanim formulacijama moze doprineti
stabilnosti emulzionog sistema, jer $to je naelektrisanje vec¢e sedimentaciona stabilnost kapi
je veca. U odsustvu glukoze, zeta potencijal kapi tikvinog ulja u spoljas$njoj vodenoj fazi ima
vrednost od { = -68,56 = 0,76 mV, dok je odgovaraju¢a vrednost za emulziju sa
suncokretovim uljem ¢ = -32 + 1,76 mV. Zeta potencijal U/V, emulzija pripremljenih uz
koris¢enje smeSe ulja, koja je zapravo koriS¢ena kao optimalna formulacija uljane faze,
veoma je sliCan zeta potencijalu emulzija sa samim tikvinim uljem. Sli¢ne vrednosti zeta
potencijala sa 50% i 100% tikvinog ulja u uljanoj fazi U/V, emulzija, mozda su posledica
dostupnosti granicnog medupovrsinskog sloja za adsorpciju komponenti tikvinog ulja. S
obzirom da u sistemu postoje dva emulgatora (hidrofilni i hidrofobni), koji pokazuju
tendenciju adsorpcije na granicu faza, samo odredena koli¢ina povrSinski aktivnih
komponenti tikvinog ulja moze biti integrisana na granicu faza. S druge strane, afinitet
prisutnih emulgatora ka granici faza nesumljivo ve¢i od afiniteta povrSinskih aktivnih
komponenti tikvinog ulja, tako da samo ona koli¢ina komponenti koja je dovoljna da zasiti
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U/V;, medupovrSinu moze biti adsorbovana. U skladu sa tim, poveéanje sadrzaja tikvinog ulja
ne uti¢e dodatno na smanjenje . Medutim, iako je dokazano da postoji izrazen uticaj
prisustva ,,prirodno ugradenih® povrsinski aktivnih materija tikvinog ulja na vrednosti zeta
potencijala, njihov uticaj na veli¢inu kapi i stabilnost nije ofekivano veliki. Naime, uticaj
njihovog prisustva na krajnju veli¢inu i raspodelu veli¢ina formiranih kapi jeste uocen, ali
shodno uticaju na zeta potencijal, krajnji pozitivan ishod na smanjenje prec¢nika kapi
nedovoljno je izrazen (slika 4.20) (Ili¢ i sar., 2016).

4.2.3. Uticaj dodavanja osmotskog regulatora u V, na kinetiku
oslobadanja soli iz unutrasnje vodene faze V,/U/V, emulzija

U cilju odredivanja uticaja dodatka osmotskog regulatora i njegove koncentracije na
kinetiku oslobadanja soli iz unutrasnje vodene faze, primenjena je konduktometrijska metoda
merenja koncentracije otpusStene soli u spoljasnju vodenu fazu tokom vremena, c¢ija
preocedura je opisana u poglavlju 3.2.5.4. Promena provodljivosti visestrukih emulzija sa
razli¢itim sadrzajem glukoze u V;, tokom procesa pripreme emulzije i nakon zavrSene
homogenizacije, prikazana je na slici 4.24a). Krive provodljivosti viSestrukih emulzija
slicnog oblika prijavljene su i od strane drugih autora, koji su Kkoristili isti metod ispitivanja
kinetike oslobadanja soli (Pawlik i sar., 2010). Prvi deo dijagrama, oznacen sa A, prikazuje
konstantne vrednosti provodljivosti spoljasnjih vodenih faza, neposredno pre pocetka
homogenizacije. Drugi deo dijagrama, oznacen sa B, predstavlja sam proces homogenizacije.
Iz ovog dela krive moze se uociti da provodljivost svih ispitivanih emulzija, ke, u pocetku
procesa pripreme opada, usled razblazivanja spolja$nje vodene faze disperznom fazom (V1/U
emulzija), koja zapravo ne doprinosi provodljivosti sistema, jer je vrednost provodljivosti kg
jednaka 0. Povecanje provodljivosti emulzije zapocinje jo$S tokom procesa homogenizacije i
nastavlja se nakon Sto se homogenizacija zavrs$i, §to je oznaceno kao oblast C na slici 4.24a).
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Slika 4.24. a) Krive provodljivosti visestrukih V1/UIV, emulzija tokom procesa emulgovanja i

b) oslobodena frakcija NaCl (FR) iz unutrasnje vodene faze V1/UIN, emulzija, pripremljenih

sa razlicitim koncentracijama glukoze u V, Hidrofilni emulgator - 2% (m/v) T20; Hidrofobni
emulgator - 4% (m/m) PGPR.
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Oslobodene frakcije soli iz viSestrukih V1/U/V, emulzija sa razli¢itim sadrzajem
glukoze u Vs, prac¢ene tokom procesa homogenizacije i 10h nakon pripreme, prikazane su na
slici 4.24b). Ocigledne razlike u pojedina¢nim formulacijama uocene su ve¢ u toku prvog
sata nakon homogenizacije. U slu¢aju kada je osmotski pritisak vec¢i u unutrasnjoj vodenoj
fazi (0,075 M glukoze u V,), 5,81% soli iz V; oslobodi se u spoljasnju vodenu fazu u toku
10 h. S druge strane, znatno brze oslobadanje uoceno je u sluc¢aju manjeg osmotskog pritiska
u Vi (0,4 M glukoze u V), pri ¢emu procenat soli koji je osloboden iznosi 14,97% za isti
ispitivani period.

Slika 4.25 prikazuje uticaj razlike osmotskog pritiska na kinetiku oslobadanja soli iz
unutrasnje vodene faze visestrukih emulzija, za vremenski period od dva meseca. Moze se
re¢i da procenat zadrzavanja soli u unutrasnjoj vodenoj fazi u velikoj meri zavisi od
koncentracije glukoze u V», i da kao $to je ve¢ utvrdeno, povecanjem koncentracije glukoze
povecava se i procenat soli koja se oslobodi iz unutrasnje vodene faze. Pri sadrzaju glukoze
od 0,4 M, merenjem ve¢ nakon 20 dana ¢uvanja emulzije, oslobodena frakcija iznosi 86,17%,
nakon ¢ega Se oslobadanje soli znacajno usporava, da bi nakon dva meseca oslobodena
frakcija iznosila 89,94%. S druge strane, ukoliko je sadrzaj glukoze 0,075 M, procenat
oslobodene soli znacajno je manji i kinetika oslobadanja je sporija. U tom slucaju, procenat
oslobodene soli iznosi 58,84%, za ispitivani vremenski period od 60 dana, pri ¢emu je za
postizanje ravnotezne koncentracije, koja je sli¢na krajnje oslobodenoj koncetraciji, potrebno
oko 45 dana.
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Slika 4.25. Uticaj koncentracije glukoze u V; na kinetiku oslobadanja NaCl iz V1 visestrukih
V1/UN, emulzija. Hidrofilni emulgator - 2% (m/v) T20; Hidrofobni emulgator - 4% (m/m)
PGPR. Crna linija predstavlja model jednacinu.

Podaci dobijeni eksperimentalnim merenjem provodljivosti opisani su matematicki,
koris¢enjem model jednacine koja predstavlja jednostavnu eksponencijalnu korelaciju, a koja
moze biti koriS¢ena za predvidanje kolic¢ine oslobodene soli, FR (%), u odredenom
vremenskom intervalu (jednacina (4.2)):
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FR = Py + (P, — Py)(1 — exp(—Kt)) (4.2)

gde su vrednosti parametara Py, P; i K dobijene regresionom analizom eksperimentalnih
podataka. Vrednosti procenjenih korelacionih parametara su date u tabeli 4.6, zajedno sa
standardnom devijacijom parametara i koeficijentom determinacije (R?). Izvedena model
jednacCina pokazala je dobro slaganje sa eksperimentalnim podacima, i moze uspes$no biti
koriS¢ena za predvidanje procenta oslobodenog elektrolita iz V; viSestrukih V1/U/V,
emulzija.

Tabela 4.6. Vrednosti korelacionih parametara i koeficijenta determinacije (R%) u jednacini
4.2)

Colukoza U V2 (M) Po P K R°
0,075 3,79+0,20 62,03+1,19 0,0486 +0,0022 0,9954
0,15 3,63+0,27 72,40+ 1,14 0,0652 + 0,0026 0,9954
0,3 447 +0,48 79,86 +1,24 0,1325 + 00,0063 0,9926
0,4 6,09 + 0,49 88,73+1,20 0,1572 +0,0069 0,9938

Kao §to je ve¢ opisano u poglavlju 2.3.2.1, oslobadanje soli iz viSestrukih emulzija
moze biti posledica razlike osmotskog pritiska, pri ¢emu su moguca dva mehanizma
transporta hidrofilnog materijala iz unutrasnjosti emulzionog sistema: transport celokupnog
sadrzaja iz unutrasnje vodene faze uz pucanje te¢nog filma ili molekulska difuzija/permeacija
bez narusavanja strukture kapi unutrasnje vodene faze. Za drugu vrstu transporta postoji
nekoliko mehanizama koji ukljuc¢uju transport hidrofilnih komponenti (NaCl) inkapsuliranih
u unutrasnju vodenu fazu, a koji su opisani u teorijskom delu (Bonnet i sar., 2010b; Cheng i
sar., 2007; Garti, 1997). Od navedenih mogu¢ih vidova transporta, s obzirom na izraZzenu
hidrofilnu prirodu NaCl, mehanizam direktne difuzije soli kroz uljanu fazu, bez transporta
vode, prakti¢no je nemogué¢ mehanizam i moze biti isklju¢en (Wen i Papadopoulos, 2001). S
druge strane, PGPR kao oligomer rastvoren u ulju nema sklonost ka asocijaciji u micelarne
strukture, i ¢eS¢e se moze naci kao pojedinacan molekul nego u obliku agregata (Orfanakis i
sar., 2013), ¢ime se iskljucuje moguénost formiranja inverznih micela, kao jednog od nacina
transporta iz unutrasnje vodene faze. Eliminacijom predhodna dva mehanizma, pretpostavlja
se da je glavni mehanizam za transport jona NaCl zapravo hidratacija/dehidratacija molekula
PGPR na grani¢noj povrsini (Nadin i sar., 2014), pri ¢emu je pogonska sila za transport
hidratisanih molekula razlika u koncentraciji NaCl izmedu dve vodene faze. Ovakav oblik
aktivnog transporta ukljucuje vezivanje jona NaCl (hidrataciju) za hidrofilne delove
adsorbovanog lipofilnog PGPR na V,/U granici faza, zatim difuziju kroz uljanu fazu i
dehidrataciju molekula PGPR na U/V; granici faza, otpustaju¢i transportovan materijal (jone
NaCl) u spoljasnju vodenu fazu.

Medutim, konacna oslobodena frakcija soli zapravo je rezultat pojave viSe razliitih
mehanizama. S jedne strane, razlika osmotskih pritisaka izmedu vodenih faza dovodi do
transporta vode izmedu ove dve faze, €iji smer zavisi od sastava visestruke emulzije, odnosno
gradijenta osmotskog pritiska. S druge strane, hidratacija/dehidratacija molekula PGPR
dodatno olaksava oslobadanje soli ka spoljasnjoj vodenoj fazi. U formulaciji Vi/U/V;
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emulzije sa pozitivnim osmotskim pritiskom, nasuprot ulasku vode u unutra$nju vodenu fazu
1 ,,0ticanju uljanih kapi, transport hidratisanih molekula PGPR se odvija ka spoljasnjoj
vodenoj fazi. S obzirom da je transport putem hidratisanih molekula emulgatora znacajno
brzi od transporta spontano emulgovanih kapi (Wen i Papadopoulos, 2000), verovatno
predstavlja primarni mehanizam za migraciju hidrofilnog materijala unutar sistema
visestrukih V1/U/V; emulzija. U slucaju formulacije sa izjednacenim osmotskim pritiscima
gde ne dolazi do transporta vode, oslobodena frakcija je posledica iskljucivo
hidratacije/dehidratacije molekula PGPR. Kada se posmatra formulacija sa negativnim
osmotskim pritiskom, izmerena koncentracija soli u spoljas$njoj vodenoj fazi rezultat je oba
pomenuta mehanizma, ukljucujuéi transport vode iz unutrasnje vodene faze ka spoljasnjoj,
pod uticajem razlike osmotskog pritiska, i aktivnog trasporta putem hidratisanih molekula
PGPR. Shodno tome, kombinacija dva mehanizma dovodi do najveéeg procenta oslobodene
soli, 1 to u slu¢aju formulacije sa 0,4 M glukoze u V,, (slika 4.25).

4.2.4. Inkapsulacija ekstrakta belog luka u viSestruke emulzione sisteme

Konacno, inkapsulacija ekstrakta belog luka, kao aktivne komponente, unutar
visestrukih emulzionih sistema, podrazumeva emulgovanje izabranih formulacija Vg/U i
EeV/U primarnih emulzija u spoljasnju vodenu fazu. Jedan od ciljeva ove doktorske
disertacije je, pored inkapsulacije aktivne komponenete, odredivanje optimalnih uslova za
pripremu viSestrukih emulzija membranskim emulgovanjem u Cdeliji sa meSanjem.
Poredenjem ME sa konvencijalnom metodom pripreme viSestrukih emulzionih sistema, moze
se favorizovati povoljnija metoda za pripremu emulzija sa inkapsuliranim ekstraktima belog
luka.

4.2.4.1. Priprema viSestrukih emulzija sa inkapsuliranim ekstraktima belog luka
primenom homogenizera

Uticaj sastava unutra$nje vodene faze, odnosno uticaj inkapsulacije vodenog ili
etanolnog ekstrakta belog luka na veli¢inu i raspodelu veli¢ina formiranih kapi viSestrukih
emulzija prikazan je u tabeli 4.7. Kao $to se moze uociti, D43 emulzija sa inkapsuliranim
vodenim ekstraktom belog luka iznosi 54,76 + 0,07 um, dok je odgovarajuci pre¢nik sa
inkapsuliranim etanolnim ekstraktom belog luka 58,81 + 4,52 pm. Formirani precnik
viSestrukih emulzija sa aktivnom komponentom u unutras$njoj vodenoj fazi je veoma sli¢an
veli¢ini formiranih kapi viSestrukih emulzija bez inkapsulirane aktivne komponente, Ciji je
pre¢nik Dg3 = 57,13 + 2,77 pum (slika 4.20). Moze se reci da ne postoji izrazen uticaj sastava
unutraS$nje vodene faze na veli¢inu kapi viSestrukih emulzija, pripremanih homogenizacijom
(N = 3600 o/min), pri ¢emu je akcenat na Cinjenici da inkapsulacija aktivne komponente
ekstrakta belog luka u teénom obliku ne menja osnovne karakteristike visestrukih emulzija.

Pored toga, ispitivani uticaj sastava spoljasnje vodene faze (V;) na veli¢inu formiranih
kapi, pripremljenih na isti nacin, pokazao je izvesne razlike u pojedinim formulacijama.
Koris¢enjem razlicitih osmotskih aditiva (glukoze ili NaCl) za izjednacavanje osmotskog
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pritiska izmedu dve vodene faze, moze se donekle uticati na veli¢inu formiranih kapi. U
slucaju kada je Vi vodeni ekstrakt belog luka, najmanji pre¢nik dobijen je za formulaciju bez
izjednacenog osmotskog pritiska (D3 = 54,76 £ 0,07 um). Posmatrana razlika nije znacajna
u odnosu na formulaciju sa glukozom u V3 (D43 = 58,80 £ 2,62 um), za razliku od koris¢enja
NaCl kao osmotskog regulatora koji znacajno povecava precnik formiranih kapi
(D43 =165,93 2,60 um). S druge strane, pri inkapsulaciji etanolnog ekstrakta belog luka,
dobijaju se prilicno drugaciji rezultati, gde je najmanji pre¢nih formiran u sluc¢aju dodavanja
glukoze kao osmotskog regulatora (D43 = 39,80 + 0,57 um), dok su formulacije bez aditiva i
sa NaCl u V; pokazale slicne rezultate. U odnosu na viSestruku V1/U/V, emulziju bez
aktivnih komponenti u svom sastavu, sa izjednac¢enim osmotskim pritiscima kori§¢enjem
glukoze u V,, gde je dobijena vrednost za D43 = 47,53 £ 2,95 um (slika 4.22a)), ubacivanje
vodenog ekstrakta u njihov sastav dovodi do povecanja pre¢nika kapi, dok inkapsulacija
etanolnog ekstrakta dovodi do smanjenja formiranih kapi.

Tabela 4.7. Velicina kapi i span razlicitih formulacija visestrukih emulzija sa inkapsuliranim
vodenim (Ve/U/V,) ili etanolnim ekstraktom belog luka (EgV/U/V,), pripremljenih sa
dodatkom razlicitih osmotskih regulatora u V,, upotrebom homogenizera (N = 3600 o/min;

t =5 min)

Regulator Ve/U/V, emulzija E:V/U/V, emulzija
osmotskog
oritiska UV, Da,3 (Hm) span (-) Da3 (Um) span (-)

Bez dodatka 54,76 £ 0,07 1,14 + 0,001 58,81 + 4,52 1,23 + 0,017
D-(+)-glukoza 58,86 + 2,62 1,14 + 0,020 39,80 + 0,57 1,13 + 0,031
NaCl 65,93 + 2,30 1,02 + 0,021 54,88 + 0,09 1,13 + 0,007

Raspodela veli¢ina kapi svih ispitivanih formulacija imala je slicne span vrednosti,
koje su vece od 1 i ukazuju na prisustvo Siroke raspodele veli¢ina kapi. Ovakve span
vrednosti su ocekivane, jer pomenuti parametar u najvecoj meri zavisi od metode koja se
koristi za pripremu emulzija. Potreba za poboljSanjem raspodele veli¢ina kapi dovela je do
razvoja novih metoda koji se u te svrhe mogu primenjivati, kao §to su emulgovanje na
mikrokanalima i membransko emulgovanje. Dakle, njihovom upotrebom se moze redukovati
span vrednost, dok homogenizacija kao metoda nije favorizovana za pripremu
monodisperznih viSestrukih emulzija (Leal-Calderon i sar., 2007; Muschiolik, 2007; Sugiura i
sar., 2004).

4.2.4.1.1. Uticaj brzine meSanja homogenizera na veli¢inu formiranih kapi

Priprema visestrukih emulzija na homogenizeru i uticaj broja obrtaja mesalice na
veli¢inu formiranih kapi i span vrednost prikazani su na slici 4.26. Prikazani su rezultati na
primeru pripreme viSestruke emulzije sa inkapsuliranim etanolnim ekstraktom belog luka
(EeV/U/V;, emulzija) i glukozom kao osmotskim regulatorom u spoljasnjoj vodenoj fazi
(0,15 M). Sa slike se moze uociti da povecanje brzine mesanja doprinosi smanjenju pre¢nika
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formiranih kapi, bilo da se posmatra Sauterov srednji pre¢nik kapi (D3>) ili De Brukerov
srednji pre¢nik kapi (D4 3). Uticaj na smanjenje pre¢nika kapi je narocito izrazen do vrednosti
broja obrtaja mesalice oko 8000 o/min, nakon ¢ega daljim povecanjem dolazi do smanjenja
pre¢nika kapi, ali je uticaj brzine manje izrazen. Na taj nacin, povecanjem broja obrtaja
mesalice do 8000 o/min, D43 se moze smanjiti od 39,8 = 0,57 um do 8,7 + 0,05 um, dok
daljim povecanjem broja obrtaja do 18000 o/min, ova vrednost moze biti Smanjena ¢ak i do
3,39 + 0,03 pm. Medutim, s obzirom da se radi o viSestrukim emulzijama, postoji velika
verovatnoc¢a da na raskidanje kapi 1 oslobadanje sadrzaja iz unutras$nje vodene faze moze da
utice, pored razli¢itog osmotskog pritiska u fazama, i primena velike sile smicanja (Muguet i
sar., 2001). Samim tim, primena velikih brzina mesanja moze da smanji pre¢nik formiranih
kapi, ali istovremeno moze da dovede do curenja sadrzaja unutraSnje vodene faze u
spoljaSnju, odnosno da smanji procenat inkapsulirane unutrasnje vodene faze unutar
visestruke emulzije. S obzirom da je, kao krajnji cilj, inkapsulacija aktivne materije bitnija od
smanjenja preCnika kapi, dalja priprema viSestrukih emulzija se bazirala na primeni
najmanjeg broja obrtaja (N = 3600 o/min), kako bi se isklju¢ila moguénost ove pojave.
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Slika 4.26. Uticaj broja obrtaja mesalice (N) na promenu Sauterovog (D3 ), De Brukerovog
srednjeg precnika kapi (D 3) i span vrednosti visestrukih V1/UIV, emulzija pripremljenih
homogenizacijom (t = 5min). Disperzna faza - EgV/U emulzija sa 4% (m/m) PGPR; V, - 2%
(m/v) T20 sa 0,15 M glukoze; ¢ = 20%

S druge strane, utvrden je i negativan uticaj povecanja broja obrtaja mesalice na
raspodelu veli¢ina formiranih kapi (slika 4.26). Naime, sa pove¢anjem broja obrtaja mesalice
preko 8000 o/min span vrednost formiranih kapi je veoma velika (span > 2.5), §to znaci da su
formirane emulzije izuzetno polidisperzne. Ni pri radu sa manjim brzinama mesanja, iako su
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dobijene span vrednosti nesto nize (span =~ 1), ne formiraju se monodisperzne emulzije, $to
ukazuje na osnovni nedostatak primene ove tehnike emulgovanja pri formiranju visestrukih
emulzionih sistema.

4.2.4.2. Priprema visestrukih emulzija sa inkapsuliranim ekstraktom belog luka
membranskim emulgovanjem u éeliji sa meSanjem

Priprema viSestrukih emulzija membranskim emulgovanjem (ME) u ¢eliji sa
mesSanjem, podrazumeva prevashodno odredivanje optimalnih uslova procesa ME, odnosno
definisanje optimalnog transmembranskog pritiska (AP{n) 1 napona smicanja na povrsini
membrane (7), kontrolisanog promenom broja obrtaja mesalice (N). Medutim, s obzirom da je
u ovoj disertaciji koris¢ena aparatura napravljena za potrebe istrazivanja, a koja je imala za
cilj primenu sinterovanog stakla kao membranskog materijala, koji se prvi put primenjuje za
formiranje emulzionih sistema, neophodno je prvenstveno definisati pojedine parametre
samog materijala. Karakterizacijom membranskog materijala mogu se dobiti korisne
informacije od kojih ¢e da zavise svojstva formiranih emulzija.

4.2.4.2.1. Karakterizacija membranskog materijala

Sinterovano staklo kao medijum za formiranje emulzija, predstavlja materijal za koji
ne postoje literaturni podaci da je koris¢en u svrhu formiranja disperznih sistema, narocito ne
za dobijanje viSestrukih emulzionih sistema. Stoga, karakterizacija samog materijala moze da
pruzi korisne informacije 0o samoj strukturi i mogucénosti njegove primene u procesu ME.
Karakterizacija membranskog materijala naje$¢e podrazumeva odredivanje hidraulicke
otpornosti membrane (Ry), poroznosti (g) i faktora tortuoznosti pora membrane (&), kao i
definisanje oblika pora i strukture aktivne povrSine membrane sa koje se odvajaju kapi
emulzije.
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Slika 4.27. Promena fluksa vode (J,) sa povecanjem transmembranskog pritiska (APyy)
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Postupak odredivanja Ry, Koji je ve¢ definisan u literaturi (Vladisavljevic i sar., 2004),
prvenstveno podrazumeva merenje fluksa demineralizovane vode kroz membranu u Sirokom
intervalu pritisaka. Nakon toga, prikazuje se njihova medusobna zavisnost koja je data na
slici 4.27, gde se moze uociti da postoji linearna veza izmedu J, and APy, u skladu sa
literaturnim navodima, pri ¢emu izraunata vrednost Ry, za koriS¢enu membranu iznosi
1,008:10"° m™. Pre¢nik pora membrane odreden Zivinom porozimetrijim iznosi 10,2 pm.

Poroznost membranskog materijala, odredena zivinom porozimetrijom, iznosi 0,26,
Sto predstavlja malu vrednost u odnosu na poroznost SPG membrana koja se krece u intervalu
0,5-0,6 u zavisnosti od pre¢nika pora (Vladisavljevi¢ i sar., 2004; Vladisavljevi¢ i sar., 2005;
Vladisavljevi¢ i sar., 2006a), ali veoma blisku poroznosti keramickih membrana, ¢ija
vrednost iznosi oko 0,2 (Matos i sar., 2013). Izra¢unata vrednost faktora tortuoznosti pora,
koris¢enjem jednacine koju su definisali Vladisavljevic i sar. (2005) iznosi 1,45, koja se ne
razlikuje znacajno od faktora tortuoznosti SPG membrane (& = 1,3), koje se u literaturi
karakteriSu kao membrane sa cilindricnim porama. Radi poredenja, vrednosti faktora
tortuoznosti membrana koje se smatraju da imaju izuvijane pore, koje ukljucuju
polipropilenske membrane i Suplja vlakna od polipropilena, koris¢ena najcesée pri procesu
mikrofiltracije, nalazi se izmedu 1,9 i 2,8 (Vladisavljevi¢ i sar., 2005).
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Oblik i duzina pora veoma su vazni parametri procesa membranskog emulgovanja, jer
ukazuju na vreme zadrzavanja disperzne faze u porama membrane. Struktura pora membrane
od sinterovanog stakla koris¢ene za proces ME, analizirana je skeniraju¢om elektronskom
mikroskopijom (SEM). Na slici 4.28 prikazana je mikrostruktura popre¢nog preseka (slika
4.28a)) i aktivnog sloja povrSine membrane (Slika 4.28b)), sa kojeg se zapravo otkidaju kapi
u procesu ME. Struktura membrane od sinterovanog stakla je potpuno drugacija od strukture
keramickih membrana, koje se uobiCajeno primenjuju u procesima ME. Keramicke
membrane imaju vise slojeva razli¢itog precnika pora, pri cemu aktivni sloj predstavlja sloj sa
najmanjim preénikom pora (koji definiSe pre¢nik pora membrane), koji je deponovan na
jedan ili vise slojeva nosaca aktivnog sloja vece granulacije. Membrana od sinterovanog
stakla ima nasumicno rasporedene pore po celoj povrsini poprecnog preseka, formirane
medusobnim povezivanjem cCestica sinterovanog stakla odgovarajuceg precnika. Pored toga,
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sa slike 4.28b) mozZe se uociti da otvori pora na povrSini membrane, koja je zapravo
odgovorna za formiranje kapi, nisu idealno kruznog oblika, koji predstavlja najpogodniji
oblik za formiranje kapi. Zapravo, otvori pora nisu ni pravilnog oblika ni ujednacene veliCine,
Sto moze znacajno uticati na mehanizam otkidanja kapi sa povr§ine membrane prilikom
procesa emulgovanja, i na taj nacin i na polidisperznost formiranih emulzija (Ili¢ i sar., 2017).

4.2.4.2.2. Uticaj transmembranskog pritiska na veli¢inu i raspodelu veli¢ina kapi

Uticaj transmembranskog pritiska (APym) na srednji pre¢nik kapi (Dag) 1 raspodelu
veli¢ina kapi (Span) viSestrukih emulzija, ispitivan je na primeru pripreme visestrukih
emulzija sa inkapsuliranim etanolnim ekstraktom belog luka (EgV/U/V, emulzija).
Transmembranski pritisak variran je u opsegu od 20 do 100 kPa, uz pretpostavku da je
pritisak na samoj povrSini membrane (Po), koja je u kontaktu sa kontinualnom fazom,
priblizno jednak atmosferskom pritisku. Pri ispitivanju uticaja APy, na veli¢inu i raspodelu
veli¢ina kapi, broj obrtaja mesalice odrzavan je konstantnim (N = 590 o/min).
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Slika 4.29. Uticaj promene transmembranskog pritiska (APw) na promenu fluksa disperzne
faze (Jg) kroz membranu. Disperzna faza - EfV/U emulzija

Na slici 4.29 prikazan je uticaj promene APy, za ispitivani merni opseg, ha promenu
vrednosti fluksa disperzne faze (E£V/U emulzije) kroz membranu. Izmerene vrednosti fluksa
nalaze se izmedu 29,4 I/mh (za najmanji ispitivani pritisak APy, = 20 kPa) i 300,5 I/m?h (za
najveci ispitivani pritisak APty = 100 kPa), pri ¢emu koeficijent korelacije linearne zavisnosti
Ja 0d APy iznosi R” = 0,996.

Uticaj promene APy, na veli¢inu i raspodelu veli¢ina kapi visestrukih emulzija (D4 |
span), prikazan je na slici 4.30. Rezultati su prikazani za dva razliCita sadrzaja disperzne faze
(5% i 20%), a V-, je rastvor T20 (2% (m/v)) sa 0,15 M glukoze kao osmotskim regulatorom
(formulacija sa izjednacenim osmotskim pritiscima u fazama). Dobijena vrednost prec¢nika
kapi formiranih visestrukih emulzija nalazi se izmedu 50 i 110 pm, za ceo ispitivani opseg
APtm. U tom slucaju, odnos Dy/ Dy se nalazi izmedu 5,03 i 8,33 u zavisnosti od primenjenog
pritiska 1 sadrZaja disperzne faze u emulziji. Najmanji pre¢nik kapi dobijen je pri vrednosti
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transmembranskog pritiska od 20 kPa i iznosi D43 = 53,81 + 2,49 um pri sadrzaju od ¢ = 5%,
odnosno D43 = 54,80 + 2,75 um za sadrzaj disperzne faze od ¢ = 20%. Ocekivano, povecanje
AP dovodi do povecanja precnika formiranih kapi.
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Slika 4.30. Promena De Brukerovog srednjeg precnika kapi (D4 3) i span vrednosti sa
promenom transmembranskog pritiska (APw) visestrukih emulzija sa razlicitim sadrzajem
disperzne faze (p =51 20%). Disperzna faza - EgV/U emulzija sa 4% (m/m) PGPR,;

V5 - 2% (m/v) T20 sa 0,15 M glukoze; N =590 o/min

Primenjeni transmembranski pritisak treba da bude ve¢i od odgovarajuceg kriticnog
pritiska (P.), koji je neophodno primeniti da bi se obezbedio protok disperzne faze kroz
membranu. Raniji literaturni podaci ukazuju da uticaj APy, na srednji pre¢nik kapi zavisi od
napona smicanja na povrs$ini membrane i odnosa APy, / P.. Naime, pri vrednostima odnosa
APm | Pe > 4, napon smicanja treba da bude dovoljno visok da obezbedi formiranje
monodisperznih emulzija sa malim pre¢nikom kapi, dok pri vrednostima APy, / Pc < 2 pre¢nik
kapi veoma malo zavisi od napona smicanja (Matos i sar., 2013; Vladisavljevic i Schubert,
2003a; Vladisavljevi¢ i sar., 2004). Shodno velikom preéniku pora od 10,2 pum, izraunata
vrednost kritinog pritiska za membranu od sinterovanog stakla je veoma mala i iznosi 1,5
kPa, pri ¢emu za vrednosti primenjenog pritiska daje odnos APy, / P¢ koji je veci od 4. Samim
tim, postoje jasne naznake da veli¢ina i raspodela veli¢ina kapi zavise od primenjenog napona
smicanja, koji mora biti dovoljno visok kako bi se formirale monodisperzne emulzije (1li¢ i
sar., 2017). Uticaj napona smicanja ¢e biti dodatno ispitan i prikazan u narednom poglavlju.

Negativan uticaj povecanja APy na veli¢inu 1 raspodelu veli¢ina kapi (slika 4.30),
moze se dovesti u vezu sa udelom aktivnih pora (K) na membrani i maksimalno dozvoljenim
udelom aktivnih pora (Kmax). Naime, udeo aktivnih pora treba da bude manji od maksimalno
dozvoljene vrednosti, kako bi se sprecila pojava koalescencije i spajanje kapi na samoj
membranskoj povrsini jo§ pre njihovog otkidanja, odnosno sprec¢ilo napajanje jedne kapi iz
viSe pora (Matos i sar., 2013; Vladisavljevic i Schubert, 2002). Medutim, karakteristike
samog membranskog materijala koris¢enog u ovom radu ne omogucavaju ispunjavanje ovog
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kriterijuma. IzraCunate vrednosti za Knax Ukazuju da udeo aktivnih pora treba da bude manji
od 11,9% i 4,4%, za ispitivani opseg APy, od 20 do 100 kPa, dok se odgovarajuce vrednosti
za K nalaze izmedu 49 1 99%, za iste vrednosti pritiska. Ovakva istrazivanja ukazuju na
¢injenicu da se kapi viSestruke emulzije prilikom formiranja u ¢éeliji sa meSanjem verovatno
napajaju iz viSe pora istovremeno, ¢emu doprinose 1 same performanse povrsine
membranskog materijala i nepravilni otvori pora, koje su prikazane u prethodnom poglavlju
na slici 4.28. Sto je transmembranski pritisak veéi i odnos K/Kpyax ima vecu vrednost,
dovodec¢i do napajanja kapi iz sve veéeg broja pora, odnosno intenzivnije koalescencije na
membranskoj povrsini (Ili¢ i sar., 2017).

Sa slike 4.30 moze biti uoc¢eno da se najuniformnije kapi dobijaju pri vrednosti APy
od 20 kPa (Jg = 29,44 1/m?h). Za ispitivani transmembranski pritisak dobijene span vrednosti
su 0,59 £ 0,047 pri sadrzaju disperzne faze od ¢ = 5% i 0,66 + 0,06 za ¢ = 20%. Rezultati su
pokazali da, i pored Cinjenice koja se navodi u literaturi da se monodisperzne emulzije ne
mogu dobiti ukoliko postoji koalescencija kapi na membranskoj povrsini (Matos i sar., 2013),
¢ak i u slucaju kada dode do pojave napajanja jedne kapi iz viSe pora membrane, span
vrednosti mogu biti na zadovoljavaju¢em nivou. Naime, prilikom pripreme U/V, emulzija od
strane drugih autora, membranskim emulgovanjem uz koriS¢enje keramickih membrana u
¢eliji sa meSanjem (pre¢nika pora 0,45 i 0,8 um), dobijene su kapi sa slicnim span
vrednostima (span = 0,58). Dobijene span vrednosti formirane su pri nesto vis$im vrednostima
fluksa (od 30,8 I/m*h do 49 I/mh u zavisnosti od koriiéene membrane) i u odsustvu
koalescencije na povrSini membrane, pri ¢emu su ovakve emulzije zapravo okarakterisane
kao monodisperzne emulzije (Matos i sar., 2013). Upotrebom sinterovanog stakla
implementiranog u c¢eliji sa meSanjem, mogu se formirati viSestruke emulzije sa span
vrednostima od 0,59 koje se, prema rezultatima prikazanim u literaturi, mogu smatrati
monodisperznim sistemima.

4.2.4.2.3. Uticaj napona smicanja na povrsini membrane na veli¢inu i raspodelu
veli¢ina kapi

Napon smicanja duz povrSine membrane nije konstantan, ve¢ se menja u odnosu na
osu rotacije, na nacin na koji je prikazan u poglavlju 3.2.5.1 (slika 3.3), dok je njegova
prose¢na vrednost (za) izraCunata na osnovu jednacine (3.9). U opsegu ispitivanih brojeva
obrtaja mesalice (140-1400 o/min), odgovaraju¢a vrednost napona smicanja nalazi se u
intervalu od 0,49 do 18,29 Pa.

Slika 4.31 definise uticaj napona smicanja na srednji pre¢nik i raspodelu veli¢ina kapi
viSestrukih emulzija, prikazanog za tri razliite vrednosti transmembranskog pritiska i razlicit
sadrzaj disperzne faze. Za konstantnu ispitivanu vrednost fluksa disperzne faze od
Jo = 29,44 1/m*h (APy = 20 kPa), §to je pritisak koji omoguéava formiranje najmanjeg
precnika kapi i span vrednosti, povecanje napona smicanja od 0,49 do 2,16 Pa, dovodi do
veoma malih promena u pre¢niku formiranih kapi (Slika 4.31a)). Pomenuti uticaj vise je
izrazen za veéi sadrzaj disperzne faze (slika 4.31b)). Povecanje napona smicanja do 12,15 Pa
ne utiCe u znacajnoj meri na pre¢nik formiranih kapi. Veoma velika vrednost napona
smicanja (zay = 18,29 Pa) negativno uti¢e na Dy 3, ukazujuéi na moguénost koalescencije kapi
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izazvane velikim brzinama meSanja, koje moze biti posledica koalescencije kapi usled
njihovog medusobnog kontakta i sudaranja izazvanog intenzivnom turbulencijom u sudu.
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Slika 4.31. Promena De Brukerovog srednjeg precnika kapi (D4 3) i span vrednosti sa
promenom lokalnog napona smicanja (tay) na povrsini membrane visestrukih emulzija sa
razlicitim sadrzajem disperzne faze: a) ¢ =5; b) ¢ = 20%. Disperzna faza - EfV/U emulzija
4% (m/m) PGPR; V3 - 2% (m/v) T20 sa 0,15 M glukoze

Ocekivano, span vrednosti u velikoj meri zavise od primenjenog napona smicanja na
povrsini membrane (slika 4.31). Za ispitivani opseg 7ay, kao $to mozZe biti uo€eno, ne mogu se
favorizovati veoma niske i veoma visoke vrednosti napona smicanja. Drugim re¢ima, najnize
span vrednosti dobijene su u oblasti napona smicanja 2-12 Pa, dok je najuza kriva raspodele
veli¢ina dobijena pri 7,y = 12,15 Pa i APy, = 20 kPa (span = 0,46 = 0,07) (slika 4.31a)).
Povecanjem sadrzaja disperzne faze dolazi do povecanja i polidisperznosti sistema (slika
4.31b)). Medutim, pri sadrzaju EgV/U emulzije od 20%, minimalna span vrednost se postize
pri nesto nizoj vrednosti napona smicanja (zay = 4,88 Pa), i iznosi 0,66 + 0,06.

Uzimajuéi u obzir uticaj napona smicanja i na veliinu i na raspodelu veli¢ina kapi u
celom opsegu ispitivanog sadrzaja disperzne faze, kao i njegov relativno mali uticaj pri
vrednostima napona smicanja u opsegu vrednosti 2-12 Pa, napon smicanja od z,, = 12,15 Pa
moze se smatrati najpogodnijom vrednoscu. Pri ovoj vrednosti 7,y dobijene span vrednosti su
0,46; 0,62; 0,69 i 0,71 za sadrzaj disperzne faze 5, 10, 15 1 20%, redom. Pored toga, ukoliko
je napon smicanja na povrSini membrane dovoljno visok (optimalan), moze se uociti da je
precnik kapi prili¢no nezavisan od primenjenog pritiska, odnosno odnosa APy / Pe, $to je
donekle u skladu sa ranijim literaturnim navodima (Vladisavljevic i Schubert, 2003a;
Vladisavljevi¢ i sar., 2004).

Medutim, ono $to nije u skladu sa literaturom je veza izmedu srednjeg pre¢nika kapi i
napona smicanja, pri ¢emu prema drugim autorima Dy 3 obi¢no opada naglo sa povecanjem
napona smicanja, sve do postizanja maksimalne vrednosti napona smicanja, dok dalje
povecanje nema znacajnog uticaja na veli¢inu kapi. Ovakva istraZivanja se naj¢esce vezuju za
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uticaj napona smicanja na smanjenje veli¢ine kapi U/V, emulzije, koja je formirana na
cevnim Al,O3 membranama u unakrsnom rezimu rada, i u velikoj meri zavisi od veli¢ine
pora, pri ¢emu je pomenuti uticaj izrazeniji ukoliko su veli¢ine pora membrane manjeg
pre¢nika (Schroéder i Schubert, 1999). U slucaju pripreme U/V, emulzije ME u ¢eliji sa
mesanjem, uz upotrebu metalnih membrana, prikazan je izrazen uticaj povecanja broja
obrtaja mesalice na smanjenje pre¢nika kapi. Naime, pri slinom opsegu broja obrtaja
mesalice (N = 230-1330 o/min), primecen je uticaj na smanjenje precnika kapi u celokupnom
opsegu ispitivanih brzina, bez obzira da li su pomenute metalne membrane koriS¢ene za
pripremu U/V; ili V/U/V, emulzionih sistema (Dragosavac i sar., 2012, 2008). Ovako
izraZen uticaj nije u skladu sa prikazanim rezultatima, gde se sa slike 4.31 moze uociti blagi,
ali ne u velikoj meri izraZen uticaj napona smicanja na smanjenje pre¢nika kapi. Razlike koje
su dobijene u odnosu na ve¢ objavljena istrazivanja, verovatno su posledica razlicitih
performansi membranskog materijala koji je koriS¢en u procesu pripreme emulzija, i manje
verovatno posledica razlike u formulaciji iste.

4.2.4.2.4. Optimizacija procesa membranskog emulgovanja u éeliji sa meSanjem

Osnovni cilj procesa optimizacije ME je definisanje optimalne formulacije visestruke
emulzije sa kapima $to manjeg precnika i uske raspodele veli¢ina (niska span vrednost), koja
se dobija pri maksimalnoj vrednosti fluksa disperzne faze, kako bi proces membranskog
emulgovanja imao vecu efikasnost, a formulacija viSestruke emulzije imala zadovoljavajuci
kvalitet. Ispitivani opseg variranih promenljivih, koji je obuhvaéen optimizacijom, nalazi se u
granicama N = 140-1400 o/min i APy, = 20-100 kPa (J4 = 29-300 I/m?h). Izratunata vrednost
Re broja za ispitivani opseg broja obrtaja mesalice, nalazi se u intervalu od 4268 do 42684.
Za definisani opseg variranih parametara, eksperimentalno dobijene span vrednosti nalazile
su se u intervalu od 0,46 do 1,62 i Sauterov srednji precnik kapi, D32, od 45 do 78 pum.

Konturni dijagrami zavisnosti span vrednosti od variranih parametara (N i APyy),
konstruisani za razli¢it sadrzaj primarne (EgV/U) emulzije u viSestrukom emulzionom
sistemu (p = 5% i ¢ = 20%), prikazani su na slici 4.32, dok su odgovarajué¢e vrednosti
regresionih koeficijenata dobijenih metodom odzivne povrSine, koeficijenti varijacije i
odgovarajuce p vrednosti definisane u tabeli 4.8. Kao §to je i ranije prikazano, a statisticki
potvrdeno, pri malim vrednostima broja obrtaja mesalice span vrednost opada sa povecanjem
brzine meSanja, dok pri ve¢im brojevima obrtaja meSalice deSava se suprotan uticaj na
raspodelu veli¢ina kapi, odnosno span vrednosti se povecavaju sa povecanjem brzine
meSanja. Dobijeni konturni dijagrami definiSu prevojne tacke koriS¢ene funkcije, a s obzirom
da se iste span vrednosti mogu dobiti za nekoliko kombinacija variranih parametara, to moze
dodatno otezati postupak optimizacije.
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Slika 4.32. Konturni dijagrami medusobnog uticaja ispitivanih parametara (N i AP,) na
span vrednost za: a) ¢ = 5% i b) ¢ = 20% EcV/U emulzije u visestrukoj emulziji

Na osnovu statisti¢ki dobijenih regresionih koeficijenata (tabela 4.8) uocene su male
razlike izmedu njihovih vrednosti za razliCite koncentracije disperzne faze u emulziji.
Njihova mala razlika se moze povezati sa prirodom upotrebljene model jednacine (uslovi
prvog i drugog reda mogu uticati jedni na druge), kao i sa neznatnim promenama svojstava
samog sistema (npr. viskoziteta) sa promenom koncentracije. Vrednosti odsecka (fo) se mogu
tumaciti kao polazna tacka za poredenje span vrednosti, a ¢ija je brojna vrednost posledica
uticaja mnogih faktora koji nisu ukljuceni u proces optimizacije, kao $to su karakteristike
same membrane (poroznost, permeabilnost), medupovrSinski napon, kao i prisustva
komponenti u emulzionom sistemu koje mogu uticati na span vrednost. Vec¢a vrednost
koeficijenta Sy za emulziju sa ve¢om koncentacijom (¢ = 20%), moze da ukazuje na to da pri
dovoljno velikoj koncentraciji EcV/U emulzije, usled gusée raspodele kapi u masi visestruke
emulzije 1 njihovog neposrednog kontakta, a kao rezultat slucajnog sudara, dolazi do njthove
medusobne koalescencije, §to doprinosi span vrednosti (Nikolovski i sar., 2018).

Stacionarna tacka dobijena optimizacijom (koja definiSe minimalnu span vrednost)
nalazi se pri APy, = 83,57 kPa i N = 1025,92 o/min za ¢ = 5%, odnosno APy, = 58,24 kPa i
N =889,81 o/min za ¢ = 20%. Pri ve¢im vrednostima Rejnoldsovog broja (Re > 32 000,
prikazan crvenom linijom na dijagramu 4.32a)), sile smicanja koje deluju na kap postaju
dominantne, tako da svojstva emulgatora na medupovrsini nisu dovoljno snazna da im se
suprotstave 1 sprece koalescenciju kapi, $to za posledicu ima Sirenje raspodele veli¢ina kapi.
Optimalna brzina me$anja manja je za emulziju sa koncentracijom 20% nego za emulziju sa
koncentracijom od 5%. Ovo moZe biti objasnjeno blagim porastom viskoziteta emulzije sa
povecanjem sadrzaja primarne emulzije, Sto ima direktan uticaj na vrednost Re, pa se
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stacionarna tacka pomera ka nizim vrednostima Re broja (Re = 27 000, prikazana crvena
linija na dijagramu 4.32b)).

Tabela 4.8. Vrednosti regresionih koeficijenata, R? i p parametara, dobijenih prilikom
predvidanja odziva span vrednosti visestrukih emulzija sa 5% i 20% disperzne faze

o (%) 5 20
R? 0,905 0,826
p 3,224 - 10°° 1,658 - 10™

Koeficijent, g p Koeficijent, g p
Odsecak 9,616 -10"  1,083-10° 1,334 4,972 -10°
APy (KPa) (X1) 1,552-10% 2,800 - 10 1,033 -10% 7,993 .10
N (o/min) (Xo) -1,417-10° 1,491 10* -1,920-10° 9,350 - 10
X1+ Xz -2,494-10° 2292.10"  -3836-10° 1558107
X2 -7,755-10° 5233-10%  -5941.10° 226410
Xo? 7,924-107 2,704 - 10" 1,205-10°  5,881-10”

Konturni dijagrami uticaja parametara (N i APy,) na vrednost Sauterovog srednjeg
precnika kapi prikazani su na slici 4.33, dok su odgovaraju¢e vrednosti regresionih
koeficijenata, koeficijenta determinacije, R?, i p faktora definisane u tabeli 4.9.
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Slika 4.33. Konturni dijagram medusobnog uticaja ispitivanih parametara (N i APy,) Na
Sauterov srednji precnik kapi, D3, (Um). ¢ = 20% (v/v)

Na osnovu vrednosti regresionih koeficijenata (tabela 4.9), moze se primetiti
najizrazeniji uticaj odsecka (fp) na veli¢inu formiranih kapi, ukazuju¢i na to da osnovni
parametri sistema (veli¢ina pora, permeabilnost membrane 1 druge karakteristike
membranskog materijala) definiSu red veli¢ina kapi, odnosno ispoljavaju najve¢i uticaj na
vrednost D3,. Kao $to je ve¢ ranije opisano, a optimizacijom i potvrdeno preko vrednosti
regresionih koeficijenata, transmembranski pritisak pokazuje izrazeniji uticaj na precnik
formiranih kapi od brzine mesanja (vece vrednosti regresionih koeficijenata za uticaj APy, u
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odnosu na N). Negativan uticaj povecanja APy, na dobijanje kapi minimalnog pre¢nika
(pozitivan predznak ispred vrednosti regresinih koeficijenata koje definusu dati uticaj),
povezan je sa odgovaraju¢im povecanjem odnosa K / Kyax, 0dnosno ¢injenicom da na veéim
pritiscima shodno poveéanju broja aktivnih pora, smanjuje se njihovo medusobno rastojanje,
Sto doprinosi koalescenciji na samoj povrSini membrane (Ili¢ i sar., 2017; Nikolovski 1 sar.,
2018). Pored toga, povecanje pritiska doprinosi formiranju krupnih kapi na samoj povrsini
membrane, jer se zapravo mali precnici kapi formiraju u uslovima niskog pritiska, dok se
najmanji pre¢nici kapi dobijaju u slu¢aju kada je pritisak nesto veéi od kritiénog (Hancocks,
2011). Brzina meSanja pokazuje razli¢it uticaj na prec¢nik kapi u zavisnosti od Re broja, na
slican nacin kao i na raspodelu veli¢ina kapi (span).

Tabela 4.9. Vrednosti regresionih koeficijenata, R? i p parametara, dobijenih prilikom
predvidanja odziva Sauterovog srednjeg precnika kapi, D3 »,visestrukih emulzija sa 5% i 20%
disperzne faze

o (%) 5 20
R? 0,892 0,900
p 7,126 - 10°° 4,535.10°
Koeficijent, g p Koeficijent, g p
Odsecak 52,021 1,910 - 10° 52,484 5,728 - 10”

APy (kPa) (X1)  2,092-10"  4,020-10* 5,262 -10" 7,522.1072
N (o/min) (X))  -7,797 -10° 6,200-10"  -8,799-10° 6,196-10"

X1 X, -1546-10* 1,945.10% -1,905-10* 1,586-10"
X4 3256-10° 1,408 10* 1,401 -10° 5598-10"
X,? 7,738 -10° 4,140 10* 1,037 -10° 3,339-10%

Poslednji uticaj koji je obuhvacen optimizacijom ukljucuje analizu uticaja variranih
paramatara na fluks disperzne faze, J4. Povecanje fluksa je proporcionalno povecanju pritiska
(slika 4.29), dok drugi varirani parametar (N) pokazuje veoma mali pozitivan uticaj na
promenu fluksa disperzne faze. Razlika izmedu uticaja ova dva parametra se jasno moze
uociti na osnovu konturnog dijagrama prikazanog na slici 4.34. Jo§ bolja potvrda znacajno
izrazenijeg uticaja transmembranskog pritiska od broja obrtaja meSalice na Jg je veca
vrednost koeficijenta # (1,439 u odnosu na 0,004957) i manja vrednost p parametra (0,04513
u odnosu na 0,9063) za pomenuti uticaj (tabela 4.10).
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Slika 4.34. Konturni dijagram medusobnog uticaja ispitivanih parametara (N i APyy) na fluks
disperzne faze, Jg (I/m*h). ¢ = 20% (V/v)

Pored toga, negativna vrednost odseCka, data u tabeli 4.10, ukazuje na negativan
uticaj drugih parametara procesa koji nisu obuhvaceni optimizacijom (karakteristika samog
membranskog materijala) na dobijenu vrednost fluksa disperzne faze. Kao $to je ve¢ poznato,
da bi se proces emulgovanja mogao nesmetano izvoditi mora biti savladan otpor same
membrane. Minimalni pritisak koji treba primeniti u svrhu savladavanja samog otpora
membrane zapravo priblizno bi trebalo da odgovara vrednosti odsecka (5 kPa). Ispod ove
vrednosti tranmembranskog pritiska ne bi trebalo da dolazi do protoka emulzije kroz pore
membrane. lako je izracunata vrednost P iznosila 1,5 kPa, pri proracunu su uvedene izvesne
pretpostavke koje mogu da utiCu na izraCunatu vrednost, dok su obe veli¢ine kriti¢nog
pritiska izuzetno male da bi bile eksperimentalno merljive sa zadovoljavaju¢om preciznoscu,
tako da se mogu smatrati pribliZznim.

Tabela 4.10. Vrednosti regresionih koeficijenata, R® i p parametara, dobijenih prilikom
predvidanja odziva fluksa disperzne faze, Jg, visestrukih emulzija sa 20% disperzne faze

o (%) 20

R? 0,982
p 5,567 - 10™
Koeficijent, g p

Odsecak -5,286 8,089 - 10"
AP (kPa) (Xy1) 1,439 4,513 - 10
N (o/min) (Xo) 4,957 -10° 9,063 - 10"
X1 Xa -7,499 - 10" 2,825-10%
X2 2,212-10% 1,626 -107
Xo? 1,465-10° 5,627 -10"

Osnovni problem koji se javlja pri optimizaciji su suprotni uticaji variranih
parametara na izlazne promenljive. Naime, kao $to je ve¢ reeno, povecanje APy, doprinosi
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povecéanju fluksa, ali doprinosi i povecanju preénika kapi i span vrednosti, koje je zapravo
potrebno minimizovati. Shodno tome, potrebno je izabrati koji od ova tri ispitivana parametra
je vazniji sa aspekta kvaliteta kona¢ne formulacije, 1 na taj na¢in pazljivo izabrati optimalnu
vrednost APy,. S druge strane, brzina meSanja pokazuje drugaciji uticaj u zavisnosti od
bilansa sila koje deluju na kap u toku procesa emulgovanja, tako da u slucaju uticaja na span
postoji nekoliko stacionarnih tacaka koje definiSu viSe optimalnih vrednosti variranih
parametara.

Predvidene vrednosti izlaznih promenljivih (D3,, span, Jq), dobijene u procesu
visekriterijumske optimizacije, za ceo opseg variranih parametara, prikazane u tabeli 4.11.
Konac¢na vrednost Zeljenog parametra zavisi od primene finalnog proizvoda, odnosno da li se
zeli posti¢i kvalitet u pogledu formulacije visestruke emulzije ili se zeli pospesiti efikasnost
procesa. Optimalna vrednost pritiska je kompromis izmedu zeljenog precnika kapi i fluksa
disperzne faze. Ukoliko je favorizovano dobijanje minimalnih pre¢nika i uske raspodele
veli¢ina kapi, rezultati optimizacije ukazuju na to da se ME u ¢eliji sa meSanjem mogu dobiti
emulzije sa minimalnim pre¢nikom kapi od D3, = 52,87 pm i minimalnom span vrednosc¢u
od 0,554, pri vrednosti fluksa od 22,53 I/mh (AP, = 7,96 kPa) i broju obrtaja mesalice od
590 o/min, ukoliko je sadrzaj disperzne faze 20% (v/v). Na isti na¢in moze se predvideti
minimalna vrednost izlaznih parametara pri koncentraciji EeV/U emulzije od 5% (v/v), od
D32 = 52,87 um i span = 0,561, koja bi se dobila pri Jg = 24,65 I/m*h (AP, = 11,09 kPa) i
N =640 o/min (Nikolovski i sar., 2018). Medutim, predvidene vrednosti APy, koje daju
minimalnu vrednost izlaznih parametara bilo je nemogudée eksperimentalno podesiti, tako sa
se kao optimalna vrednost moze smatrati APy, = 20 kPa.

Tabela 4.11. Optimalne vrednosti parametara (AP | N) odredene JOP metodom i
odgovarajuce predvidene vrednosti izlaznih promenljivih (D3 span i Jg), za razlicit sadrzaj
disperzne faze u visestrukoj emulziji

APim N D3> span NF APim N D32 span Jd
(kPa) (o/min)  (um) () (/m*h) (kPa) (o/min)  (um) () (/mh)
@ = 20% (V/V) @ = 5% (VIV)

73,48 940 93,62 0,841 198,7 70,37 1145 71,52 0,858 1841
67,32 878 89,79 0,848 170,3 69,35 1159 70,90 0,855 1794
54,29 774 81,69 0,842 1184 63,35 1230 67,60 0,835 1534
30,78 598 67,06 0,758 52,47 56,96 1287 64,61 0,812 1282
22,40 449 61,85 0,736 37,57 50,73 1325 62,15 0,784 106,1
19,72 147 60,18 0,913 33,76 45,19 1347 60,29 0,753 88,65
7960 590 52,87 0,554 22,53 11,09 640 52,87 0,561 24,65
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4.2.4.3. Poredenje homogenizacije i membranskog emulgovanja u éeliji sa meSanjem

Osnovni razlog primene ME kao metode za pripremu viSestrukih emulzija, jeste
poboljsanje monodisperznosti sistema (dobijanje emulzija sa manjom span vrednoscu).
Poredenjem krive raspodele veli¢ina kapi dobijenin ME, na uslovima koji su izabrani kao
optimalni za pripremu monodisperznih emulzionih sistema (zay = 12,15 Pa, APy, = 20 kPa) i
homogenizacijom (N = 3600 o/min, t = 5 min), uoceno je znacajno poboljsanje uniformnosti
kapi, $to se jasno vidi na slici 4.35. PoboljSanje uniformnosti uoéeno je, kako kod visestrukih
emulzija sa inkapsuliranim vodenim ekstraktom belog luka (slika 4.35a)), tako i kod
EeV/U/V, emulzija sa inkapsuliranim etanolnim ekstraktom belog luka (slika 4.35b)).
Spoljasnja vodena faza obe pomenute emulzije sa aktivnim komponentama u svom sastavu,
je 2% (m/v) T20 sa dodatom glukozom kao aditivom za regulaciju osmotskog pritiska.
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Slika 4.35. Raspodela velicina kapi visestrukih emulzija dobijenih ME u celiji sa mesanjem
(AP = 20 kPa, a3y = 12,15 Pa) i homogenizacijom (N = 3600 o/min) sa inkapsuliranim: a)
vodenim ekstraktom i b) etanolnim ekstraktom belog luka u unutrasnjoj vodenoj fazi. Na slici
desno prikazane su mikrofotografije odgovarajucih emulzija.

PoboljSanje raspodele veli¢ina kapi upotrebom ME ogleda se u smanjenju span
vrednosti do 0,62 + 0,02 za Ve/U/V, emulziju i 0,71 + 0,003 za EV/U/V;, emulziju, dok je
span vrednost ovih emulzija pripremljenih homogenizacijom bio oko 1,15, nezavisno od

114



Doktorska disertacija Jelena Bajac Rezultati i diskusija

vrste ekstrakta koji je dodavan (tabela 4.7). PoboljSanje uniformnosti precnika kapi
pripremljenih ME moze se potvrditi i vizuelno, pomoc¢u mikrofotografija visestrukih emulzija
pripremanih koris¢enjem obe pomenute tehnike (slika 4.35, desno). Pored razlike u
uniformnosti, mikrofotografije pokazuju dobro slaganje sa izmerenim vrednostima veli¢ina
formiranih kapi, kao i vizuelnu potvrdu prisustva visestrukih emulzija.

S druge strane, u odnosu na proces homogenizacije, veli¢ina kapi emulzija formiranih
ME u ¢eliji sa meSanjem nije znac¢ajno promenjena, jer je dobijena vrednost D, 3 direktna
posledica veli¢ine pora i svojstava samog membranskog materijala. Kao $to je veé ranije
prikazano, D,z emulzija formiranih primenom ME u ¢eliji sa meSanjem na definisanim
oprimalnim uslovima (za, = 12,15 Pa, APy, = 20 kPa) iznosi 54,66 + 0,93 um i 56,04 + 0,20
pm za Ve/UIV, i EEVIUIV,; emulzije, redom. Pomenuti preénici kapi su bliski pre¢nicima
kapi koje su dobijene upotrebom homogenizera (Ili¢ i sar., 2017).

4.2.5. Procenat inkapsulacije unutra$nje vodene faze u viSestrukim
emulzijama

Kompleksan sastav ekstrakta belog luka, u smislu prisustva velikog broja komponenti
koje su nestabilne prirode i podlozne kako transformaciji iz jednog oblika u drugi (Block i
sar., 1992; Lanzotti, 2006), tako i degradaciji tokom vremena, ¢ini pracenje oslobadanja
pojedinih aktivnih komponenti belog luka iz viSestrukih emulzija inkapsuliranih u unutrasnju
vodenu fazu, prakticno nerealnim i nemoguéim. Stoga, procenat inkapsuliranog sadrzaja u
unutraS$njosti viSestrukih emulzionih nosaca, pracen je preko procenta oslobodene marker
boje u spoljaSnju vodenu fazu (PTSA), koja se uobiCajeno koristi za procenu sadrzaja
inkapsuliranog hidrofilnog materijala u unutrasnjoj vodenoj fazi (Adachi i sar., 2003; Surh i
sar., 2007). PTSA je po prirodi hidrofilna materija, na Sta ukazuju ranija istrazivanja
koeficijenta raspodele PTSA izmedu vodene 1 uljane faze, koja su ukazala na izraziti afinitet
PTSA ka vodenoj fazi. S obzirom da na preraspodelu PTSA izmedu uljane i vodene faze
moze uticati i sama priroda uljane faze (Adachi i sar., 2003), a da kori$¢ena uljana faza u
ovom istrazivanju (smeS$a dva ulja razli¢itih karakteristika), nije bila predmet ranijih
istrazivanja za pripremu emulzija, kako bi se utvrdio eventualni procenat adsorbovane boje u
uljanoj fazi, definisan je procenat neadsorbovane boje (Ry). Ry je definisan prema postupku
opisanom u poglavlju 3.2.5.5, jednacinom (3.15). Eksperimentalno dobijene vrednosti za Ry
iznosile su 97,18 £ 2,56% za Ve/U/V, emulzije 1 99,34 £ 1,06% za EEV/U/V, emulzije, $to ga
¢ini pogodnim za dalji rad.

Procenat inkapsulirane unutrasnje vodene faze (Y) unutar viSestrukih emulzija,
neposredno nakon pripreme i tokom vremena, prikazan je na slici 4.36. Pracen je uticaj na
oslobadanje sadrzaja iz unutrasnje vodene faze koju ¢ini vodeni ekstrakt belog luka (slika
4.36a)) ili je u V; inkapsuliran etanolni ekstrakt belog luka (slika 4.36b)). Razlika u
individualnim formulacijama se ogleda u dodatku osmotskog regulatora u spolja$nju vodenu
fazu, glukoze ili NaCl, u koli¢ini potrebnoj da izjednac¢i osmotski pritisak izmedu Vi i Va.
Emulzije su pripremljene upotrebom homogenizera na N = 3600 o/min, prema ve¢ opisanoj
proceduri.
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Slika 4.36. Uticaj regulacije osmotskog pritiska izmedu vodenih faza visestruke emulzije sa
inkapsuliranim: a) vodenim ekstraktom belog luka; b) etanolnim ekstraktom belog luka u V;
na procenat inkapsulacije unutrasnje faze (Y) tokom vremena

Kao §to se moze uociti sa slike 4.36a), procenat inkapsulacije vodenog ekstrakta belog
luka zavisi od tipa osmotskog regulatora u V,. U formulaciji sa izjedna¢enim osmotskim
pritiskom, sa glukozom kao aditivom za regulaciju osmotskog pritiska, formirane emulzije
neposredno nakon pripreme daju visok stepen inkapsulacije aktivne materije, Y > 99%.
Vremenom, vrednost Y se smanjuje usled difuzije inkapsuliranog materijala. Medutim, nakon
dva meseca skladiStenja emulzije, Y je i dalje na izuzetno visokom nivou i iznosi
93,41 + 0,9%, $to se moze smatrati visokim strepenom zadrzavanja inkapsuliranog materijala
unutar nosaca za tako dug ispitivani vremenski period. Upotreba elektrolita u V, kao
regulatora osmotskog pritiska, dovodi do manje pocéetne vrednosti od Y = 91,89 + 0,9%, ali je
kinetika oslobadanja inkapsuliranog materijala veoma slicna. U slucaju kada je osmotski
pritisak u unutra$njoj vodenoj fazi veci, odnosno kad u spoljasnju vodenu fazu nije dodat
osmotski regulator, Y nakon homogenizacije ima znacajno nizu vrednost (76,6 = 1,9%), dok
je oslobadanje aktivne materije iz unutrasnjosti emulzionog sistema znatno vece i dovodi do
gubitka 50,11 + 0,9% inkapsuliranog ekstrakta belog luka. Pored toga, oslobadanje je
znacajno brze, jer se vecina materijala oslobodi ve¢ nakon 10 dana ¢uvanja emulzije.

Na slici 4.36b) prikazan je Y za viSestruke emulzione sisteme sa etanolnim ekstraktom
belog luka inkapsuliranim u unutrasnju vodenu fazu (EgV/U/V, emulzija). Procenat
,uhvaéenog® materijala unutar EcV/U/V, emulzija pokazuje izuzetno visoku vrednost za sve
tri ispitivane formulacije. Dobijene vrednosti za Y su 99,08 = 1,3%, 97,98 £ 1,6% i
99,35 + 0,8%, za emulzije bez izjednacenog osmotskog pritiska, sa glukozom 1 NaCl kao
osmotskim regulatorom u V;, redom. Kao $to se moze primetiti, iako je ocekivano da ¢e
sadrzaj aditiva u V, imati efekat na oslobadanje inkapsuliranog sadrzaja iz Vi, Kinetika
oslobadanja materijala iz unutrasnje vodene faze je sli¢na za sve tri ispitivane formulacije.
Nakon dva meseca skladistenja, Y za EgV/U/V, emulziju bez izjednacenog osmotskog
pritiska ima prilicno visoku vrednost od 83,59 + 1,3%, dok su odgovaraju¢e vrednost Y
viSestrukih emulzija sa glukozom kao osmotskim regulatorom 77,77 + 2,6% 1 NaCl kao
regulatorom 86,7 + 0,9%. Posmatraju¢i dobijene rezultate, ne moze se tvrditi da postoji bilo
kakav uticaj dodatka aditiva za regulaciju osmotskog pritiska u V;, na kinetiku oslobadanja
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PTSA iz unutrasnje vodene faze EgV/U/V, emulzija. Tacnije, rezultati ukazuju da
mehanizam oslobadanja inkapsuliranog sadrzaja iz EEV/U/V, emulzija nije osmotski zavisan.

S obzirom da uoceno oslobadanje unutrasnje vodene faze EgV/U/V, emulzija nije
osmotski indukovano, moze se pretpostaviti da prisustvo etanolne faze utice na ovakvo
ponasanje sistema, odnosno na Svojstva medupovrsinskog sloja emulzionih sistema (Garti i
sar.,, 2001; Kahiweit i sar., 1991). Iako je etanolni ekstrakt luka potpuno mesljiv sa
unutrasnjom vodenom fazom, postoje naznake da alkoholi mogu imati uticaj na svojstva
amfifilnog monosloja na granici faza voda/ulje, pa ih iz tog razloga Cesto klasifikuju kao
ko-emulgatore (Garti i sar., 2001). Drugi nacin posmatranja njihovog uticaja na
medupovrsinska svojstva je Sto ih Cesto smatraju ko-rastvara¢ima, koji mogu biti
prerasporedeni izmedu vodene faze, uljane faze i samog medupovrsinskog sloja. Preraspodela
alkohola zavisi od broja atoma ugljenika u molekulu alkohola, sastava uljane faze i tipa
upotrebljenog emulgatora za formiranje emulzionih sistema (Kahiweit i sar., 1991). Ovakve
pretpostavke se uglavnom odnose na alkohole sa dugim ugljovodoni¢nim lancima. Medutim,
dokazano je da i alkoholi sa kratkim ugljovodoni¢nim lancem mogu menjati fleksibilnost
medupovrsinskog sloja surfaktanta, ¢ime uti¢u na pobolj$anje sposobnosti solubilizacije ulja
u mikroemulzijama, ali se smatraju slabim povrSinski aktivnim materijama u poredenju sa
izuzetno velikim afinitetom sredstava za emulgovanje prema medupovrsinskom sloju (Garti i
sar., 2001; Kahiweit i sar., 1991).

U sustini, iako postoje osnovane naznake da alkoholi sa kratkim ugljovodoni¢nim
nizom mogu difundovati u medupovrsinski sloj i menjati svojstva medupovrsinskog sloja,
uzimajuéi u obzir njihovu potpuno mesljivost sa vodom, ne moze se u ovom stadijumu
istrazivanja tvrditi da razlike u Y zapravo poti¢e od prisustva alkohola, a ne od razlike u
sastavu vodenog i etanolnog ekstrakta.
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Slika 4.37. Uticaj metode pripreme na procenat inkapsulirane unutrasnje vodene faze (Y)
visestrukih emulzija sa inkapsuliranim: a) vodenim ekstraktom belog luka; b) etanolnim
ekstraktom belog luka. Homogenizacija (N = 3600 o/min, t = 5min); ME u celiji sa mesanjem
(AP = 20 kPa, 75, = 12,15 Pa)

Poredenje procenta inkapsuliranog sadrzaja unutar viSestrukih emulzija pripremanih
homogenizacijom i ME u ¢eliji sa meSanjem, prikazano je na slici 4.37. Poredenje je
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prikazano na primeru formulacija emulzija sa izjednacenim osmotskim pritiscima izmedu
vodenih faza, uz koriS¢enje glukoze kao osmotskog regulatora u V,. Y neposredno nakon
pripreme za Ve/U/V; viSestruke emulzije (slika 4.37a)) ima slicnu vrednost nezavisno od
primenjene tehnike emulgovanja. Ukoliko su emulzije pripremljene homogenizacijom
odgovarajuca vrednost za Y je 98,93 + 0,65%, dok za viSestruke emulzije pripremljene ME ta
vrednost iznosi 98,52 + 0,36%. Medutim, oslobadanje inkapsuliranog sadrzaja je znacajno
sporije za emulzije pripremljene ME, verovatno kao posledica ujednacenije raspodele
veli¢ina kapi emulzije i samim tim slabije izrazene koalescencije kapi ulja tokom vremena.
Upotreba ME u ¢eliji sa meSanjem uticala je na povecanje procenta inkapsulacije za 4,14% za
period od dva meseca Cuvanja, odnosno Y je povecan od 93,41 + 0,99% koliko je dobijeno
homogenizacijom do 97,59 + 0,14% dobijeno ME (Ili¢ i sar., 2017).

Izuzetno visok stepen inkapsulacije unutrasnje vodene faze u viSestruku emulziju
uocen je i od strane drugih autora (Surh i sar., 2007), prilikom koris¢enja PGPR kao
emulgatora i ME kao tehnike za njihovo formiranje. Naime, prema literaturnim podacima
dobijena vrednost za Y je veéa od 99,8%, za emulzije stabilizovane sa relativno velikom
koncentracijom PGPR (8% (m/m)) u kukuruznom ulju, a koja nije u velikoj meri zavisila od
dodatka izolata proteina surutke (WPI) kao sredstva za Zeliranje unutras$nje vodene faze (Surh
i sar., 2007). Za razliku od ovog istrazivanja, prikazani rezultati na slici 4.37a) takode
pokazuju visok stepen inkapsulacije unutrasnje faze (Y > 98,5%) i to sa dvostruko manjom
PGPR koncentracijom (4% (m/m)), s tim $to se koriS¢ena uljana faza razlikuje (Smesa
tikvino/suncokretovo ulje). S druge strane, Su i sar., (2006) su ispitivali uticaj koncentracije
PGPR na procenat inkapsuliranog sadrzaja u Vi, pri ¢emu su vrednosti Y vece od 90%
dobijene za sadrzaj PGPR od 4% (m/m), dok dalje povecanje koncentracije do 6 i 8% dovodi
do poveéenja Y do vrednosti koje su bliske 100%. Njihova istrazivanja pri PGPR
koncentracijama manjim od 4% (m/m) dala su izuzetno niske vrednosti za Y (< 70%), dok se
navedeni podaci odnose na visestruke emulzije sa sojinim uljem kao uljanom fazom,
stabilizovane sa drugim hidrofilnim emulgatorom (0,5% natrijum kazeinata), koje su
pripremane na homogenizeru visokog pritiska, Sto takode moze pokazati odredeni uticaj na
dobijene rezultate merenja.

Posebno znacajan rezultat, dobijen prilikom ovog istrazivanja, podrazumeva pozitivan
uticaj upotrebe membranskog emulgovanja na Y pri inkapsuliranju etanolnog ekstrakta belog
luka (slika 4.37b)). Jedan od osnovnih ciljeva ovog istrazivanja zapravo je inkapsulacija
etanolnog ekstrakta belog luka, kako sa aspekta moguénosti njegovog ,uklapanja* u
visestruku emulziju u formi koja se generacijama koristi kao narodni lek, tako i pobolj$anja
njegovog zadrzavanja u emulziji tokom vremena, usled potencijalne nestabilnosti E/U
emulzija. Upotreba ME je obezbedila poboljsanje zadrzavanja etanolnog ekstrakta unutar
emulzionog nosaca za oko 20%, koje je znacajno izrazenije u odnosu na pozitivan aspekt ME
kao metode na inkapsulaciju vodenog ekstrakta. Koris¢enje ME u ¢eliji sa meSanjem dovodi
do povecanja procenta inkapsuliranog materijala, za ispitivani period od dva meseca ¢uvanja,
od 77,77 £ 2,6% do 97,05 £ 0,2%, u odnosu na proces homogenizacije (Ili¢ i sar., 2017).
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ove doktorske disertacije prikazana je moguénost primene membranskog
emulgovanja u Celiji sa meSanjem za dobijanje visestrukih emulzija sa inkapsuliranim
aktivnim komponentama, i poredenje karakteristika formiranih emulzija sa emulzijama
dobijenim primenom homogenizera. Na osnovu detaljne analize rezultata mogu se izvesti
slede¢i zakljucci:

e Optimizacijom sastava jednostrukih emulzionih nosaca, primenom metode odzivne
povrsine i viSekriterijumske optimizacije, dobijena je optimalna formulacija V1/U emulzije sa
tikvinim uljem u kontinualnoj fazi. Formulacija pri kojoj se formiraju kapi najmanjeg
pre¢nika, uske raspodele veli€ina i1 sa najboljom sedimentacionom stabilno$¢u, sadrzi PGPR
u koncentraciji oko 4,5% (m/m), tikvino ulje kao uljanu fazu i NaCl u vodenoj fazi, u
koncentraciji od 0,21 M. Medutim, negativan uticaj tikvinog ulja na koalescenciju kapi,
kompenzovan je uvodenjem regresione jednacine u okviru viSekriterijjumske optimizacije,
koja uzima u obzir 1 visoku cenu tikvinog ulja. Na taj nacin dobijena je optimalna formulacija
koja sadrzi PGPR u koncentraciji 4,16% (m/m), sadrzaj tikvinog ulja od 51,5% i
koncentraciju NaCl u vodenoj fazi od 0,22 M. S obzirom da ne postoji statisticki znacajna
razlika u rezultatima dobijenim pri kocentraciji NaCl od 0,15 M i 0,22 M, i da je sadrzaj soli
od 0,15 M sasvim dovoljan da unapredi stabilnost i pre¢nik formiranih kapi, moze se smatrati
optimalnom vredno§¢u. Predvidene vrednosti konaéne optimalne formulacije (4,16% PGPR,
51,5% tikvinog ulja i 0,15 M NaCl) su ds3 = 175,31 nm, span = 0,79 i SI = 3,91%.
Eksperimentalno dobijene vrednosti, pri slicnim vrednostima variranih promenljivih, Su
bliske predvidenim, i iznose d4 3= 155,8 nm, span = 0,7 i SI = 5,5%.

e UmreZavanje unutraSnje vodene faze nije dovelo do znaCajnog smanjenja precnika
kapi 1 povecanja njihove stabilnosti, u odnosu na emulzije sa dodatim inhibitorom
Ostvaldovog sazrevanja (NaCl), verovatno usled formiranja neravnomerne umreZene
strukture unutar kapi nanometarskih veli¢ina. Ovako nastala umrezena struktura pokazala je i
vecu osetljivost na termicke tretmane.

e Inkapsulacija vodenog ekstrakta belog luka zasniva se na zameni unutrasnje vodene
faze ekstraktom. Promena koncentracije upotrebljenog emulgatora (PGPR) i soli u Vg/U
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emulzijama, pokazuje slican efekat na veli¢inu kapi kao i kod V1/U emulzija bez primarne
aktivne komponente, ukazuju¢i na to da kompleksan sastav vodenog ekstrakta belog luka ne
pokazuje znacajan uticaj na svojstva emulzionih sistema. Pre¢nik formiranih kapi sa 4%
(m/m) PGPR i 0,15 M NaCl u vodenoj fazi je ds3= 166,8 £+ 2,65 nm, sa izrazenim pozitivnim
efektom dodatka elektrolita na stabilnost pre¢nika kapi tokom vremena i sedimentacionu
stabilnost.

¢ Inkapsulacija etanolnog ekstrakta belog luka zahteva formiranje E/U emulzija, koje se
ne odlikuju velikom stabilnos¢u. Primena MO-7S, sojinog lecitina i PGPR, dovela je do
formiranja Eg/U emulzija sa kapima mikrometarskih veli¢ina, sa tendencijom koalescencije
tokom vremena i vizuelnim raslojavanjem emulzije ve¢ nakon nekoliko sati. Unapredenje
stabilnosti emulzija postignuta je meSanjem etanolnog ekstrakta belog luka sa vodom, u
zapreminskom odnosu 1:1, uz koris¢enje PGPR kao emulgatora. Pre¢nik na taj nacin
formiranih kapi EEV/U emulzija u opsegu je nanoveli¢ina, i zavisi od PGPR koncentracije i
koncentracije dodate soli. Poveéanje PGPR koncentracije do 4% (m/m), kao i dodatak
lipofoba (0,075 M), dovodi do smanjenja pre¢nika kapi do 131,9 £ 7,4 nm. Dalje povecanje
koncentracije emulgatora i NaCl ne dovodi do znacajnog smanjenja prec¢nika, kao ni do
spreCavanja koalescencije kapi i/ili unapredenja sedimentacione stabilnosti, sa donekle
negativanim uticajem povecanja koncentracije soli na Sl.

e Prilikom pripreme visestrukih emulzionih nosaca, od ispitivanih hidrofilnih
emulgatora (T20, T80 i PF68), prednost je data T20 kao emulgatoru koji daje najmanje
pre¢nike kapi, sa najmanje izrazenom koalescencijom kapi tokom vremena. Koncentracija
koja je dovoljna za pripremu emulzionih sistema je 2% (m/v).

e Prisustvo tikvinog ulja kao komponente uljane faze visestrukih emulzija dovodi do
formiranja nes$to manjih kapi, u odnosu na V;/U/V, emulzije sa suncokretovim uljem,
verovatno kao posledica prisustva fosfolipida i drugih povrsinski aktivnih komponenti, koje
se mogu adsorbovati na medupovrSinu i dodatno stabilizovati kapi. Upotreba tikvinog ulja
redukuje pre¢nik kapi od Ds3 = 63,19 £ 0,38 um do D43 = 57,13 + 2,77 pum, sa blagim
uticajem i na smanjenje stepena koalescencije kapi tokom vremena. Medutim, iako kori§¢enje
tikvinog ulja udvostrucuje naelektrisanje na kapima, mereno preko vrednosti zeta potencijala,
u odnosu na U/V, emulzije sa suncokretovim uljem, ocekivani izrazen uticaj ,,prirodno
ugradenih® povrSinski aktivnih materija tikvinog ulja na veli€inu kapi 1 njihovu stabilnost je
izostao. UmreZavanje unutrasnje vodene faze nije pokazalo pozitivan uticaj na stabilnost
viSestrukih emulzija. Formirane V/U/V, emulzije sa tikvinim uljem pokazale su
zadovoljavajucu termicku stabilnost.

e Veli¢ina kapi viSestrukih emulzija zavisi od dodatka glukoze u spoljaSnju vodenu
fazu, odnodno gradijenta osmotskog pritiska izmedu vodenih faza. Ukoliko je osmotski
pritisak u Vi veéi (bez glukoze u V), pre¢nik formiranih kapi je Dg3= 57,13 £ 2,77 um, dok
emulzije sa ve¢im osmotskim pritiskom u V (pri najve¢em sadrzaju glukoze od 0,4 M),
imaju najmanje kapi sa vrednostima D43 = 37,18 + 0,48 um. Uticaj glukoze na smanjenje
pre¢nika kapi moze biti direktna posledica snizavanja medupovrSinskog napona na granici
faza i/ili uticaja PGPR na povecanje lipofilnosti Secera, koji ga zapravo ¢ini povrSinski
aktivnom komponentom. Dodatak glukoze uti¢e i na poboljSanje stabilnosti formiranih
emulzija, pri ¢emu se precnik kapi viSestruke emulzije bez glukoze povecao do
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D43=100,36 = 0,2 um, za period od dva meseca, dok su precnici kapi emulzija sa glukozom
ostali priblizno nepromenjeni.

e Kinetika oslobadanja soli iz unutrasnje vodene faze u velikoj meri zavisi od
koncentracije glukoze u V,. Najsporija kinetika otpuStanja i najmanji procenat oslobodene
soli postize se pri koncentracija glukoze od 0,075 M, koja za ispitivani vremenski period od
60 dana iznosi 58,84%, nasuprot oslobodenoj frakciji od 89,94%, koja je dobijena pri
sadrzaju glukoze od 0,4 M. Konacna oslobodena frakcija soli, verovatno je posledica
transporta celokupnog sadrzaja izmedu faza, ¢iji smer zavisi od gradijenta osmotskog
pritiska, i transporta jona NaCl putem hidratacije/dehidratacije molekula PGPR na grani¢noj
povrsini, kao glavnog mehanizma difuzije.

e Inkapsulacija aktivne komponente (ekstrakta belog luka) unutar visestrukih emulzija,
pripremljenih upotrebom homogenizera, ne utice na precnik formiranih kapi, u odnosu na
emulzione sisteme bez aktivne komponente, pri ¢emu su dobijeni precnici 54,76 + 0,07 pm
(za VE/UIVy) i 58,81 + 4,52 um (za EgV/U/V,). Dodatak osmotskog aditiva u V, donekle
utice na veli¢inu formiranih kapi i1 zavisi od tipa osmotskog regulatora, koji je koris¢en, kao i
tipa inkapsuliranog ekstrakta. Pri formiranju Ve/U/V, emulzija ne favorizuje se upotreba
NaCl u V,, jer dovodi do povecanja prec¢nika, dok kod EcV/U/V, emulzija upotreba glukoze
u V3, dovodi do smanjenja preénika kapi u odnosu na ostale formulacije. Span vrednost ne
zavisi od dodatka i tipa osmotskog aditiva.

e Primena ME u ¢eliji sa meSanjem uz koriS¢enje membrane od sinterovanog stakla
koriS¢ena je u cilju unapredenja karakteristika formiranih visestrukih emulzija. Membrana od
sinterovanog stakla odlikuje se malom poroznoscu (0,26), malim faktorom torzije (1,45),
nasumic¢no rasporedenim porama po celoj povrSini popre¢nog preseka, sa nepravilnim
otvorima pora razli¢ite veli€ine, koji mogu znacajno uticati na mehanizam otkidanja kapi sa
povrsine membrane. Optimalni uslovi za formiranje monodisperznih emulzija sa minimalnim
pre¢nikom kapi, podrazumevaju koriS¢enje minimalnog AP, jer sa povecanjem pritiska
raste i Das3 1 span, i napona smicanja na povrSini membrane u intervalu 2-12 Pa
(N =345-1070 o/min), pri ¢emu treba izbeé¢i veoma niske i veoma visoke vrednosti .
Sadrzaj disperzne faze (¢ = 5-20%) neznatno uti¢e na vrednost optimalnih parametara.
EeV/U/V; emulzija sa najnizom span vrednoséu od 0,46 + 0,07 dobijena je pri 7,y = 12,15 Pa
I APm = 20 kPa (¢ = 5%), odnosno od 0,66 + 0,06 pri 7,y = 4,88 Pa i APy, = 20 kPa
(p = 20%).

e Precnik kapi je parametar koji se nije znafajno razlikovao u zavisnosti od tipa
upotrebljene metode, gde su upotrebom homogenizera (N = 3600 o/min) i ME u ¢eliji sa
mesanjem (zay = 12,15 Pa i APy, = 20 kPa), dobijene sli¢ne vrednosti za Dj3. Medutim,
znacajno unapredenje uniformnosti prec¢nika kapi postignuto je upotrebom ME, ¢ija primena
je omogucila snizavanje span vrednosti od span > 1 do span < 0,5 koja ih svrstava u red
monodisperznih visestrukih emulzija.

e Visekriterjjumskom optimizacijom procesa ME u celiji sa meSanjem, dobijene su
optimalne vrednosti APy, i N, potrebne za formiranje monodisperznih emulzija sa
minimalnim pre¢nikom kapi sa maksimalnom vrednoS¢u fluksa disperzne faze. Medutim, s
obzirom da je povecenje pritiska proporcionalno povecanju Jg, $to negativno utice na D35 |
span vrednost, konac¢na optimalna vrednost parametara zavisi od primene finalnog proizvoda,
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odnosno predstavlja kompromis izmedu kvaliteta viSestruke emulzije i efikasnosti procesa.
Favorizovanjem dobijanja minimalnih pre¢nika i span vrednosti, optimizacijom dobijene
predvidene vrednosti ukazuju na to da se ME moze dobiti emulzija sa D35 min = 52,87 um i
spanmin = 0,554, pri Jq = 22,53 I/m?h (AP = 7,96 kPa) i N = 590 o/min (¢ = 20% (v/v)). Na
isti na¢in moze se predvideti minimalna vrednost izlaznih parametara pri ¢ = 5% (v/v), od
D3 2,min = 52,87 UM i spanmin = 0,561, koja bi se dobila pri Jg= 24,65 I/m?h (AP, = 11,09 kPa)
i N =640 o/min.

e ME u ¢eliji sa meSanjem utiCe i na povecanje procenata inkapsulacije primarnih
aktivnih komponenti, u odnosu na proces homogenizacije. Upotreba ME dovela je do
poboljsanja zadrzavanja inkapsuliranog sadrzaja unutar Vg/U/V, za 4,14%, za period od dva
meseca ¢uvanja. JOS izraZeniji uticaj ME na sposobnost zadrzavanja inkapsuliranog sadrzaja
dobijen je kod EEV/U/V, emulzija, gde je upotreba ME pospesila Y za oko 20%, u odnosu na
proces homogenizacije.

e Na procenat inkapsuliranog ekstrakta belog luka utice i dodatak osmotskog aditiva u
V5. U sluéaju inkapsulacije vodenog ekstrakta belog luka, upotreba glukoze kao aditiva za
regulaciju osmotskog pritiska omogucava visok stepen inkapsulacije aktivne materije,
Y >99%, sa izuzetnim procentom zadrazavanja iste u toku dva meseca (Y = 93,41 + 0,9%),
upotreba NaCl uti€e na smanjenje inicijalne vrednosti Y = 91,89 * 0,9%, sa slicnom
kinetikom oslobadanja, dok Vg/U/V, emulzije bez osmotskog aditiva pokazuju mali stepen
inkapsulacije (Y = 76,6 £ 1,9%), uz gubitak 50,11 * 0,9% aktivne materije. Procenat
inkapsuliranog materijala unutar EgV/U/V, emulzija pokazuje izuzetno visoku vrednost
nezavisno od tipa osmotskog regulatora (Y = 99%), dok mehanizam oslobadanja
inkapsuliranog sadrzaja nije osmotski zavisan i pokazuje visok Y za sve tri formulacije, nakon
dva meseca c¢uvanja (Y = 8359 % 1,3% u formulaciji bez osmotskog regulatora,
Y =77,77 £ 2,6% sa glukozom u V, 1Y = 86,7 £ 0,9% sa NaCl u V,).
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