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Abstract: Surfactants have important application in
AB pharmacy and medicine. These substances are

applied in pharmacotherapy, they are used for
hydrophobic drug solubilisation, and certain
investigations indicate they can improve
bioavailability of certain active substances.
Lately, investigations of surfactant mixtures
have gained a lot of attention, since it was found
that systems of two or more surfactants often
show more desirable properties than the
individual surfactants, for application in
pharmacy and medicine.

In this dissertation, binary systems of eight bile
acid anions and two nonionic surfactants
(polysorbate 40 and polysorbate 80) were
investigated. The aims were to determine values
of critical micelle concentrations of investigated
surfactant  mixtures, interactions between
different surfactants in their mixed micelles, and
to investigate the influence of the structure of
investigated surfactants on phyisico-chemical
characteristics of mixed micelles. The results
indicate that investigated mixtures have
significantly lower values of critical micelle
concentrations than bile acid anions. Mixtures of
bile acid anions and polysorbate 40 have lower
values of experimentally obtained critical
micelle concentrations than the calculated, ideal,
values, indicating the existence of synergistic




interactions in mixed micelles. Mixtures of bile
acid anions and polysorbate 80 have mainly
higher values of critical micelle concentrations
than the ideal values, what could be due to the
existence of antagonistic interactions between
building units of mixed micelles.

The values of the interactions, attributing to the
nonideal behaviour of the surfactant systems
were obtained by calculating the values of the
interaction parameter, f12, according to the
regular solution theory. Systems of bile acid
anions and polysorbate 40 have negative values
of the interaction parameter, while systems of
bile acid anions and polysorbate 80 have mainly
positive values of interaction parameter.

By comparing the physico-chemical parameters
of mixed micelles, it was determined that
existence of attractive interactions between
hydrophilic parts of different surfactants most
probably originates from the hydrogen bonds,
which are formed between hydrophilic groups
of bile acid anions and polyoxyethylene parts.
Positive values of p;, parameter are most
probably due to sterically rigid cis double bond
of oleic acid in polysorbate 80 molecule,
causing the lipophilic tail of this nonionic
surfactant to pack less easily in the core of
mixed micelles. It is hypothesised that this
influences formation of dimers of bile acid
anions in mixed micelles, where repulsive
interactions emerge between negatively charged
carboxylate groups.
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1. UvOD

Surfaktanti su supstance dvojne prirode, jer sadrze hidrofilni i hidrofobni deo, zbog ¢ega
imaju visestruku primenu u farmaciji i medicini.

Slozeni agregati surfaktanata u vodi — micele, poveéavaju rastvorljivost hidrofobnih
supstanci u ovom rastvaracu [1,2], zbog ¢ega se primenjuju u farmaceutskim formulacijama
u cilju dobijanja vodenih rastvora hidrofobnih lekova [3-5]. Pored toga, agregati
surfaktanata pomazu prolazak hidrofilnih lekova kroz bioloske barijere [6], zbog Cega se
ispituje  mogucnost upotrebe surfaktanata za unapredenje bioraspolozivosti aktivnih
supstanci (posebno hidrofilnih makromolekula) [7-9].

Agregacija surfaktanata i karakteristike micela su predmet ispitivanja vise decenija [10-13].
Kako bi se unapredila efikasnost micela i smanjila nezeljena dejstva micelarnih rastvora,
nauc¢na zajednica veliku paznju posvecuje ispitivanju agregata dva ili vise razlicita
surfaktanta, koji se nazivaju meSovite micele [13-15]. Naime, meSovite micele ¢esto imaju
znacajno drugadija fizicko-hemijska svojstva od jednokomponentnih micela [16-19], zbog
cega se variranjem vrste 1 udela surfaktanata mogu dobiti meSovite micele poZeljnijih
osobina od micela gradenih samo od istih molekula. Na primer, poznato je da smesSe
surfaktanata Cesto pokazuju bolje solubilizacione karakteristike od rastvora pojedina¢nih
povrsinski aktivnih materija (PAM) [20-25]. Ova pojava je ¢esto posledica medudejstava
izmedu strukturno razli¢itih gradivnih jedinica meSovitih micela koja dovode do formiranja
agregata slozene grade u koje potencijalno moze da se ugradi veéi broj hidrofobnih
molekula nego u jednokomponentne micele [23-25]. Pojedine studije pokazuju da bi smese
surfaktanata mogle da se koriste za unapredenje bioraspolozivosti lekova, prilikom oralne
aplikacije [26-28]. Takode, poznato je da se membranotoksi¢nost hidrofobnih surfaktanata
moze smanjiti njihovim kombinovanjem sa hidrofilnijim amfifilima [29]. Prema tome,
postoji vise razloga zbog kojih je ispitivanje smesa razlicitih surfaktanata bitno za farmaciju

i medicinu.

Medu najcesce ispitivanim sistemima su smese anjona zu¢nih kiselina ili zu¢nih soli i lecitina
[30-36]. lako je cilj ovih fizicko-hemijskih ispitivanja bio da se otkrije mehanizam kojim se
zuéne soli udruzuju u slozene agregate sa lecitinom i solubilizuju lipide u organizmu i time

omogucavaju odvijanje odredenih fizioloskih procesa, u kasnijim istrazivanjima paznja je
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viSe bila usmerena na razvoj efikasnijih farmaceutskih formulacija, odnosno pronalazenje
smeSa surfaktanata sa boljim solubilizacionim osobinama [20,21], koje unapreduju
farmakokinetske parametre lekova [26-28].

Odredeni komercijalni farmaceutski preparati sadrze teSko rastvorljivu aktivnu supstancu
solubilizovanu u mesovitim micelama lecitina i Zu¢nih soli.

Konakion® MM (Roche) predstavlja vodeni rastvor vitamina K1, u kome je ovaj liposolubilni
vitamin solubilizovan u meSovitim micelama lecitina i anjona glikoholne kiseline [4].
Mesovite micele lecitina i glikoholata se koriste za solubilizaciju hidrofobne aktivne
supstance i u preparatu Valium® MM (Roche), koji predstavlja vodeni rastvor diazepama [5].
Zainteresovanost nau¢ne zajednice za ispitivanje Zu¢nih kiselina, odnosno njihovih anjona, je
opravdana iz vise razloga. Anjoni zucnih kiselina su surfaktanti steroidne osnove, zbog Cega
imaju znatno drugacije amfifilne osobine od klasi¢nih surfaktanata [10,37]. Anjoni konjugata
zucnih kiselina imaju znacajnu ulogu u regulisanju homeostaze holesterola [38], transportu
holesterola iz jetre u tanko crevo [39], digestiji lipida iz namirnica [40,41]. Pored toga, anjoni
zucnih kiselina se koriste u farmakoterapiji odredenih bolesti [42], njihove smeSe sa drugim
amfifilima uglavnom imaju veéi solubilizacioni kapacitet od pojedinac¢nih anjona zu¢nih
kiselina [20,21], a takode se ve¢ duze vreme ispituje i moguénost njihove primene na
unapredenju bioraspolozivosti lekova [8,9].

Od nejonskih surfaktanata, polisorbati spadaju medu najcesce ispitivane surfaktante [43-50].
Polisorbati su surfaktanti klasi¢ne grade (polarna glava/hidrofobni rep), koji se u
farmaceutskim formulacijama koriste kao solubilizatori [3], kao i za povecanje stabilnosti
disperznih sistema [43-46]. Tokom poslednje decenije aktuelizovana su ispitivanja
polisorbata zbog otkri¢a da ove supstance inhibiraju ¢elijski mehanizam izbacivanja lekova
preko glikoproteina permeabilnosti (P-gp), zbog ¢ega bi polisorbati mogli posedovati
sposobnost unapredenja bioraspolozivosti lekova [48-50].

Imajuéi u vidu prethodno navedena svojstva zucnih kiselina 1 polisorbata, i uzimajuéi u obzir
da smese anjona zuc¢nih kiselina i klasi¢nih amfifila ¢esto pokazuju pozeljnije osobine od
pojedinacnih surfaktanata, u ovoj disertaciji su ispitivani binarni sistemi anjona osam Zu¢nih

kiselina i dva polisorbata (polisorbat 40 i polisorbat 80).
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Ciljevi ove disertacije su odredivanje vrednosti kriti¢nih micelarnih koncentracija (kmk)
ispitivanih smesa i ispitivanje medudejstava izmedu gradivnih jedinica meSovitih micela, kao
i ostalih fizicko-hemijskih parametara ovih sistema. Naime, vrednosti kmk surfaktanata,
odnosno njihovih smes$a, je neophodno poznavati, jer se tek na ovim koncentracijama
odigrava solubilizacija aktivnih supstanci koje su tesko rastvorljive u vodi [51]. Takode, na
osnovu vrednosti kritiénih micelarnih koncentracija su odredena fizicko-hemijska svojstva
mesovitih micela, $to predstavlja polaznu osnovu za razumevanje mehanizama kojim smese

surfaktanata mogu unaprediti rastvorljivost lekova [29], i njihovu bioraspolozivost [6].
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2. OPSTI DEO

2.1. DEFINICIJA 1 OPSTA STRUKTURA AMFIFILA

Amfifili su jedinjenja specifi¢ne grade koja se sastoje od polarnog i nepolarnog dela, zbog
¢ega ove supstance imaju difilni (amfifilni) karakter [51,52]. Polarni deo teZi da se rastvara u
vodi, dok nepolarni deo ima afinitet ka organskim te¢nostima [51,53]. Zbog difilnih osobina,
amfifili se adsorbuju na granici faza, pri ¢emu se surfaktanti orijentisu tako da hidrofilni deo
ostaje u polarnoj fazi, dok je lipofilni deo istisnut ka nepolarnoj fazi [51,53]. Zbog osobine da
se adsorbuju na granici faza, tj. da pokazuju povrSinsku aktivnost, nazivaju se i povrsinski
aktivne materije, odnosno surfaktanti [51]. Prema prirodi polarnog dela, surfaktanti se dele na
nejonske, anjonske, katjonske i amfoterne [52,53].

Hidrofilni deo se naziva i polarna glava [51], i graden je od polarnih atomskih grupa, dok se

hidrofobni deo koji je uglavnom alifati¢ne konformacije [52], naziva i nepolarni rep (Slika

1(A)) [51].
(A)
f

hidrofilna glava hidrofobni rep

hidrofobna povrsina (B)

hidrofilna povrSina ()

Slika 1. Molekularna grada klasi¢nih surfaktanata (A) i surfaktanata biplanarne grade (B)
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Pored ove karakteristi¢ne grade, koja je zajednic¢ka za vecinu surfaktanata, amfifili mogu biti
i biplanarne grade [54]. Ovi surfaktanti sadrze hidrofobne i hidrofilne grupe grupisane u dve
povrsine razli¢ite polarnosti, jednu povrSinu hidrofobnijeg karaktera, a drugu hidrofilnijeg,
odnosno manje hidrofobnog karaktera [54]. Uglavnom se sastoje od osnove steroidne
strukture, koja se naziva i steroidni nukelus [54], za koju su vezane hidrofilne i hidrofobne
grupe, od kojih poticu difilne osobine ovih surfaktanata. Najzastupljeniji surfaktanti planarne
polarnosti su anjoni zu¢nih kiselina, odnosno zuc¢ne soli (Slika 1(B)) [54].

Surfaktanti pokazuju jedinstveno ponaSanje u vodenom rastvoru, jer se na granici faza

adsorbuju, a u unutrasnjosti sistema formiraju agregate [51,52].

2.1.1. PONASANJE AMFIFILA U \NODI

Posto su amfifili supstance dvojne prirode, znatno se drugacije ponasaju u vodi od hidrofilnih
I hidrofobnih supstanci [51,52].

Sa stanovista termodinamike, ponasanje nepolarnih supstanci, pa samim tim i supstanci koje
sadrze hidrofobne i hidrofilne grupe (surfaktanti) u vodi, na 25 °C, je u najvecoj meri
entropijski usmereno [55,56]. Dodatkom nepolarnih supstanci, u vodi dolazi do smanjenja
entropije i povecanja nestabilnosti sistema, zbog ega se sistem ,,ophodi“ prema nepolarnim
molekulima u cilju povecanja ukupne entropije, odnosno stabilnosti sistema. Naime, kada su
amfifili prisutni u vodi u obliku pojedina¢nih molekula, ,,monomera“, oko njih dolazi do
nagomilavanja molekula rastvaraca, pri ¢emu se molekuli vode stabilizuju formiranjem
vodoni¢nih veza sa hidrofilnim delom surfaktanta [57,58].

Medutim, molekuli vode nemaju afinitet ka nepolarnom delu surfaktanta, zbog cega oko
njega formiraju uredeni omota¢ [55,58], u kome imaju manju pokretljivost nego ostali
molekuli rastvarac¢a [55,58]. Sloj molekula vode, odnosno mreza vodoni¢nih veza, se u
literaturi naziva i ,,konveksni kavez* [55]. Zbog smanjenja pokretljivosti molekula rastvaraca,
u sistemu surfaktanta i vode dolazi do opadanja entropije, $to dovodi do povecanja Gibsove
slobodne energije sistema, odnosno smanjenja njegove stabilnosti [58]. Prema tome, sa
povecanjem koncentracije amfifila u vodi, odnosno sa povec¢anjem koncentracije hidrofobnih
povrsina u vodi, povecava se i destabilizacija sistema usled povecanja koncentracije

nestabilisanih molekula vode [58]. Zbog toga raste i teznja za izbacivanjem hidrofobnih
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delova molekula amfifila iz sistema, kako bi se oslobodili molekuli vode iz solvatacionog
sloja oko hidrofobnog dela surfaktanta, povecala entropija sistema, odnosno smanjila
Gibsova slobodna energija i sistem preveo u termodinamicki stabilnije stanje [52,58]. Teznja
molekula vode da izbaci nepolarni deo PAM naziva se ,,hidrofobni efekat™ [59]. Posledica
ovog efekta je adsorpcija amfifila na granici faza, a potom i stvaranje agregata (micela) u
unutras$njosti sistema [51]. Na granici faza, surfaktanti se orijentiSu tako da polarni deo ostaje
u vodi, dok se nepolarni deo potiskuje izvan polarne faze [51,52]. Adsorpcijom surfaktanata
na granici faza dolazi do poveéanja entropije sistema usled razruSavanja ,.kaveza“, odnosno
oslobadanja molekula vode iz uredenog sloja oko hidrofobnog dela [58]. Pored toga, usled
zamene molekula vode u povrSinskom sloju (odnosno na granici faza) sa amfifilima dolazi i
do smanjenja slobodne povrsinske energije (energije na granici faza) [52], usled ¢ega dolazi
do smanjenja Gibsove slobodne energije [52]. Prema tome, proces adsorpcije amfifila na
granici faza je spontan proces jer je pracen porastom entropije i opadanjem entalpije sistema,
zbog ¢ega dolazi do smanjenja Gibsove slobodne energije [58].

Kada se grani¢na povrsina zasiti surfaktantima, povecava se njihova koncentracija u vodi, pri
¢emu se formiraju predmicelarne strukture, odnosno agregati ovih amfifila, dimeri [51]. U
agregatima molekuli surfaktanata se najcesce orijentiSu tako da su njihove hidrofobne
povrSine u §to manjem kontaktu sa molekulima vode [52,59], kako bi se smanjio broj
destabilizovanih molekula rastvaraca u sistemu [60], odnosno kako bi se povecala entropija
sistema [56]. Sa daljim povecanjem koncentracije surfaktanata, dolazi do formiranja vecih
agregata koji se nazivaju micele [51]. Na Slici 2 je prikazana grada sfernih micela. U
micelama su hidrofobni repovi surfaktanata orijentisani ka unutra$njosti micela (micelarnom

jezgru), dok su polarne glave orijentisane ka vodenoj fazi (na povrsini) [51,52].
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(A) (B)

Slika 2. Shematski prikaz surfaktanta (A) i sferne micele (B)

U micelarnom jezgru se izmedu hidrofobnih repova, javljaju disperzione sile, koje
predstavljaju kohezivne sile koje stabilizuju agregate [51,56,60].

Pri tome, koncentracija surfaktanta pri kojima se micele mogu smatrati formiranim, naziva se
kriti¢na micelarna koncentracija [61].

Prilikom formiranja micela, slicno kao i prilikom adsorpcije na granici faza i formiranja
manjih agregata, molekuli vode se oslobadaju iz ,kaveza“, tj. solvatacionog sloja oko
hidrofobnog dela surfaktanta, ¢ime se povecava entropija sistema [60]. Ovo povecanje
entropije sistema je znatno veée od smanjenja entropije koje je posledica uredenog pakovanja
surfaktanata u agregate [60], zbog Cega se u literaturi Cesto navodi da je proces asocijacije
surfaktanata entropijski voden [55,56,62]. Pored toga, povecanju entropije sistema prilikom
formiranja micela delimi¢no moze da doprinese i povecanje stepena rotacione slobode
surfaktanata kada su prisutni u micelama, u odnosu na stanje kada su prisutni u vodi u obliku

,,monomera“ [56].
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2.2. NEJONSKI SURFAKTANTI

Nejonski surfaktanti su surfaktanti koji ne disosuju na jone u vodenoj sredini [63]. Za njih je
karakteristicno da zbog odsustva naelektrisanja formiraju micele pri nizim koncentracijama
od jonskih surfaktanata [51]. Nejonski surfaktanti se smatraju za najmanje iritantne
surfaktante [64], zbog cega se cCesto koriste u kozmetickim [63] 1 farmaceutskim
formulacijama [43-46]. Pored toga, Cesto se koriste U kozmetickim preparatima u cilju
smanjenja iritantnosti anjonskih surfaktanata [64]. Medu najcesce koriscene predstavnike ove
grupe PAM spadaju estri polioksietilenskog sorbitana i visih masnih kiselina, koji se po
farmakopeji nazivaju polisorbati [65], dok se u literaturi ¢esto nazivaju Tween surfaktanti
[52, 66-68]. Opsta hemijska struktura polisorbata je prikazana na Slici 3. Polarnu glavu
predstavlja polihidroksilni alkohol, sorbitan, za koga su etarskim vezama vezana Cetiri
oksietilenska niza [65]. U molekulima polisorbata, je prisutno oko dvadeset oksietilenskih, -
(CH,CH0)- grupa [65]. Hidrofobni deo predstavljaju vise masne kiseline koje su estarskim

vezama vezane za oksietilenske nizove, odnosno polarni deo [65].

RO(CH,CH,0), (OCH,CH,) OH

(OCH,CH,) OR,
(@) ) O
(I;!
(OCH,CH,)-—0" R,
X+y+zZ+w=20
hemijski naziv R; R, Rs
polioksietilen (20) sorbitan H H CutHos
monolaurat
polioksietilen (20) sorbitan
monopalmitat H H CisHar
polioksietilen (20) sorbitan H H CurHas
monostearat
polioksietilen (20) sorbitan H H CorHas
monooleat
olioksietilen (20) sorbitan
P triolt(eat) Ci7H33CO  Cy7H33CO Cy7Has3

Slika 3. Opsta hemijska struktura polisorbata [52, 65]
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U Tabeli 1 je dat pregled odredenih polisorbata.

Tabela 1. Primeri polisorbata [52, 65]

hemijski naziv farmakopejski naziv  trgovacki naziv

olioksietilen (20) sorbitan ]

P (20) polisorbat 20 Tween® 20
monolaurat

olioksietilen (20) sorbitan .

polioksietilen ( ) ! polisorbat 40 Tween® 40
monopalmitat

olioksietilen (20) sorbitan ]

P (20) polisorbat 60 Tween® 60
monostearat

olioksietilen (20) sorbitan .

polioksietilen (20) sorbi polisorbat 80 Tween® 80
monooleat

olioksietilen (20) sorbitan ]

P (20) polisorbat 85 Tween® 85

trioleat

Dvaocifreni broj koji se nalazi u farmakopejskom i trgovackom nazivu polisorbata, oznacava
koja masna kiselina, odnosno ostatak koje masne Kiseline je vezan za polarnu glavu, kao i
broj ostataka te masne kiseline. Pri tome, druga cifra tog broja je rezervisana za broj ostataka
masne Kiseline (broj O se odnosi na jedan ostatak masne kiseline, a broj 5 na tri). Na primer,
broj 40 oznacava da je za polarni deo vezan jedan ostatak palmitinske kiseline, broj 80
oznacava jedan ostatak oleinske kiseline, a broj 85 tri ostatka oleinske Kiseline vezana za
polarnu glavu [52, 65].

Zbog velikog udela polarnog dela u molekulu amfifila, polisorbati imaju visok HLB broj,
rastvorljivi su u vodi [52] i spadaju u U/V emulgatore [43,46,67-71]. Ovi surfaktanti se
nalaze u namirnicama, kozmetickim i farmaceutskim preparatima [52]. Najcesce se koriste
kao solubilizatori i za stabilizaciju disperznih sistema [3,43-46,66-71].

lako se ove supstance u farmaceutskim formulacijama koriste pre svega kao inertne materije,
odnosno za solubilizaciju i stabilizaciju disperznih sistema [3,43-46], novija istraZivanja
pokazuju da ove supstance mogu povecati bioraspolozivost lekova [48-50].

Naime, u prethodnim studijama je utvrdeno da polisorbati spadaju u inhibitore glikoproteina

permeabilnosti [49,50]. Glikoprotein permeabilnosti je glikoprotein plazma membrane koji
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uCestvuje U aktivnom izbacivanju ksenobiotika (aktivnih supstanci) izvan c¢elija, ¢ime
smanjuje bioraspolozivost velikog broja lekova [49,50].

Inhibitori glikoproteina permeabilnosti su supstance koje unapreduju transport lekova kroz
bioloSke membrane tako Sto inhibiraju ovaj mehanizam izbacivanja lekova, povecavajuci

apsorpciju, tj. bioraspolozivost, lekova koji su supstrati ovog glikoproteina [72].

10
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2.3. JONSKI SURFAKTANTI

Jonski surfaktanti su supstance koje sadrze polarne grupe koje disosuju u vodi, zbog ¢ega
postaju jonizovane u ovom rastvaracu [63]. U zavisnosti od toga da li amfifilni deo sadrzi
negativno ili pozitivno naelektrisanje u vodenoj sredini, razlikuju se anjonski i katjonski
surfaktanti. Odredeni anjonski surfaktanti, kao S§to je Na-laurilsulfat spadaju u poznate
iritanse [63]. Medutim, pri formulisanju odredenih kozmeti¢kih i farmaceutskih preparata,
anjonski surfaktanti imaju prednost zbog bolje penivosti [63]. Takode, poznato je da smeSe
anjonskih i nejonskih surfaktanata imaju dobre solubilizacione osobine [20,21,47], a pojedine
smese ovih surfaktanata se nalaze i u komercijalnim farmaceutskim formulacijama [4,5].

Pored toga, u vise studija je utvrdeno da anjonski surfaktanti imaju sposobnost unapredenja
prolaska odredenih lekova kroz bioloske membrane [8,9,73-79], zbog ¢ega postoji moguénost

primene ovih surfaktanata na unapredenju bioraspolozivosti lekova.

2.3.1. ANJONI ZUCNIH KISELINA

2.3.1.1. Struktura zZucnih kiselina

Zuéne kiseline predstavljaju molekule raznovrsne strukture, gradene od krute steroidne
osnove (steroidnog skeleta), sa Cetiri ugljovodoni¢na prstena (koja se uobicajeno oznacavaju
slovima A, B, C, D, sa leva na desno), za koju su vezane hidroksilne i metil grupe i jedan

fleksibilan alifati¢ni niz koji se zavrSava karboksilnom grupom (Slika 4) [80].

Slika 4. Molekulska struktura 53-holanske kiseline

11
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Na steroidnom skeletu se razlikuje konkavna (a) i konveksna () strana (povrSina) (Slika 1B)
[54]. Posto su ka konkavnoj strani uglavnom orijentisane hidroksilne grupe, ova strana je
hidrofilna (manje hidrofobna), dok je P strana, ka kojoj su postavljene metil grupe,
hidrofobnih osobina [54].

Povrsina steroidnog skeleta koja razdvaja hidrofilnu 1 lipofilnu stranu se naziva srednja ravan
steroidnog skeleta (SRSS) [81,82].

Atomi, odnosno atomske grupe, mogu biti orijentisani normalno na srednju ravan steroidnog
skeleta, pa se u tom sluc¢aju nazivaju aksijalne (@), ili mogu biti orijentisane pod uglom od
30°, i u tom slucaju se nazivaju ekvatorijalne (e) [81,82].

U organizmu sisara su najzastupljeniji derivati 5B-holanske kiseline koji se medusobno
razlikuju po poziciji, broju, i orijentaciji hidrofilnih grupa vezanih za steroidni nukleus
[83,84,85].

2.3.1.2. Rasprostranjenost i raznolikost zucnih kiselina

Zuéne kiseline su zastupljene u zudi sisara, i ostalih ki¢menjaka [84,85]. Primarne Zuéne
kiseline sintetiSe jetra, dok sekundarne nastaju od primarnih, mikrobioloSkom
transformacijom u digestivnom traktu [86].

Strukturna raznovrsnost zucnih kiselina u prirodi je u najvecoj meri posledica postojanja
razli¢itih biohemijskih pravaca za eliminaciju holesterola iz organizma koji su se razvili
tokom evolucije kod razlicitih Zivotinjskih vrsta, kao 1 zbog toga S§to su ova organska
jedinjenja podlozna enzimatskoj mikrobioloSkoj transformaciji u digestivnom traktu
ki¢menjaka [84,85]. Diverzitet se javlja u pogledu razli¢ite stereohemije veze A i B prstena,
razli¢ite pozicije, orijentacije i broja hidroksi i okso grupa, i u pogledu duZine, zasi¢enosti i

prisustva supstituenata na boénom ugljovodoni¢nom lancu [84,85].

2.3.1.3. Sinteza i raznolikost zucnih kiselina u organizmu

Zucne kiseline se sintetiSu u jetri od holesterola, procesom koji predstavlja glavni put

eliminacije ovog lipida iz organizma [38, 86]. Pocetni korak u razgradnji holesterola je

12
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njegova oksidacija do 7a-hidroksiholesterola [87]. Ovaj proces, kojim se uvodi hidroksilna
grupa na sedmom ugljenikovom atomu je katalizovan mikrozomalnim enzimima jetre [88].
Zuéne kiseline koje se na ovaj nadin sintetidu u zuéi sisara su derivati 5p-holanske kiseline
[37]. Kod veéine sisara, pa i ljudi, u jetri se od holesterola sintetiSu dve Zu¢ne kiseline: holna
i henodeoksiholna kiselina [86], (Slika 5), koje se u literaturi nazivaju primarne zucne
kiseline [84-86].

(A)

Slika 5. Molekulska struktura primarnih zuénih kiselina kod ljudi (holna (A) i

henodeoksiholna kiselina (B))

Nakon sinteze, zu¢ne kiseline se u hepatocitima konjuguju sa glicinom i taurinom [86].
Nastali N-acetil konjugati predstavljaju jake Kiseline, zbog ¢ega su u zu¢i i tankom crevu u
jonizovanom obliku [84], pa se u literaturi nazivaju zucne soli [86,89,90].

Zuéne soli se iz hepatocita izluéuju u zucne puteve [91], gde ucestvuju u transportu

holesterola i obezbeduju protok Zuc¢i do intestinalnog trakta, odnosno mesta gde se odigrava

13
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varenje [39]. Epitel Zu¢nih puteva i tankog creva je uglavnhom nepropustan za anjone
konjugata zu¢nih kiselina, zbog ¢ega je moguce njihovo koncentrisanje u tankom crevu [84].
Zuéne soli, odnosno njihove micele, imaju slabu sposobnost solubilizacije holesterola [92].
Medutim, zu¢ne soli u Zu¢i formiraju mesovite micele sa fosfolipidima, koje imaju znacajno
veci solubilizacioni kapacitet od micela gradenih samo od Zzuc¢nih soli, zahvaljuju¢i ¢emu je
omogucena solubilizacija holesterola i protok Zuc¢i [39]. Smatra se da zu¢ne soli zahvaljujuci
deterdZentnim svojstvima imaju i antimikrobnu ulogu u digestivhom traktu [39].

U intestinalnom traktu, zu¢ne soli pomazu digestiju lipida i ucestvuju u njihovoj apsorpciji
[40,41,93].

Naime, u tankom crevu se pod dejstvom pankreasne lipaze, na povrsini masnih kapi gradenih
uglavnom od triglicerida, formiraju monogliceridi i masne kiseline [94]. Zuéne soli formiraju
mesovite micele i solubilizuju ove proizvode lipolize, i transportuju ih do epitela creva, gde
se lipidi apsorbuju [40,41,93,94]. Pored toga, zahvaljujuci formiranju ovih mesovitih micela,
moguca je i efikasnija solubilizacija i resorpcija holesterola i liposolubilnih vitamina, posto
meSovite micele zuénih soli i monoglicerida, odnosno anjona masnih kiselina, imaju veci
kapacitet solubilizacije lipida od micela gradenih samo od Zué¢nih soli [94].

Prema tome, zahvaljujuci osobini zuénih soli da formiraju micele, odnosno mesovite micele
sa monogliceridima i anjonima masnih kiselina, verovatno je enzimima u tankom crevu
omogucen pristup preostalim koli¢inama triglicerida, odnosno omogucéeno je nesmetano
odigravanje varenja hrane. Pored toga, Zu¢ne soli formiranjem meSovitith micela ubrzavaju
transport proizvoda lipolize, difuzijom kroz mukusni, hidrofilni, sloj tankog creva [39,95],
¢ime se ubrzava resorpcija lipida prisutnih u lumenu tankog creva.

Formiraje meSovitih micela zZu¢nih soli sa anjonima masnih kiselina i monogliceridima se
odigrava u duodenumu i jejunumu [89]. Ovo je deo tankog creva u kome dolazi do apsorpcije
masti [96].

Zuéne soli se u veéim koli¢inama apsorbuju tek u ileumu, ¢ime se u duodenumu i jejunumu
obezbeduje dovoljna koncentracija Zu¢nih soli za solubilizaciju i apsorpciju preostale koli¢ine
lipida [89, 94].

U lumenu creva, pod uticajem enzima bakterija, od primarnih zuénih kiselina nastaju

sekundarne zucne kiseline [86]. Najverovatnije prvo dolazi do hidrolize konjugata zu¢nih
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kiselina, zbog ¢ega su u fecesu Coveka i zivotinja izolovane slobodne primarne Zuc¢ne kiseline
[97, 98].

U procesu enzimatske razgradnje, primarne zucne kiseline podlezu dehidroksilaciji na 7a
poziciji, zbog ¢ega od holne nastaje deoksiholna, a od henodeoksiholne nastaje litoholna
kiselina (Slika 6) [97]. Deoksiholna i litoholna kiselina se nazivaju sekundarne Zu¢ne kiseline
[90].

Slika 6. Molekulska struktura sekundarnih Zu¢nih kiselina kod ljudi (deoksiholna (A) i
litoholna kiselina (B))

Veci deo zuénih kiselina se apsorbuje u ileumu, i preko portalnog krvotoka se vraca u jetru, u
procesu koji se zove enterohepaticka cirkulacija [86, 90]. Odredena koli¢ina zu¢nih kiselina
se izbacuje iz organizma, preko fecesa [90]. U jetri se sekundarne Zucne kiseline konjuguju i
sekretuju preko zuci [97].

Intestinalna mikroflora moze dalje transformisati zu¢ne kiseline u veliki broj razli¢itih
derivata, pri ¢emu normalni ljudski feces moze sadrzati viSe od dvadeset razlicitih Zu¢nih

kiselina koje poticu od primarnih zu¢nih kiselina, holne i henodeoksiholne kiseline [97-101].
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U literaturi se pominje i termin tercijarne Zzucne kiseline, koji se odnosi na proizvode
hepaticnog ili intestinalnog metabolizma sekundarnih zZucnih kiselina, a koje se razlikuju od
primarnih Zuénih kiselina [90].

Prema tome, raznolikost zu¢nih kiselina u organizmu ¢oveka je rezultat dejstva enzima u jetri

i enzima bakterija prisutnih u crevnom sistemu [97].

2.3.1.4. Uticaj strukture zucnih kiselina na hidrofilne/lipofilne osobine (amfifilnost)

Amfifilnost Zuc¢nih kiselina potice od razdvojenosti hidrofilnih i hidrofobnih grupa na
steroidnom skeletu, pri ¢emu se hidrofilne i hidrofobne grupe Zu¢nih kiselina nalaze na
razli¢itim povrSinama [54], pa se za zucne kiseline u literaturi navodi da imaju planarnu
polarnost [58,81,102-104].

Naime, polarne (hidroksilne i okso) grupe zué¢nih kiselina koje su vezane za steroidni skelet
su uglavnom orijentisane prema konkavnoj, a strani steroidnog nukleusa [54]. Na B strani
steroidnog skeleta se uglavnom ne nalaze hidrofobne grupe [54]. Zbog toga se o strana
ponasa kao hidrofilni, a B strana kao hidrofobni deo, pa molekuli zu¢nih kiselina imaju
difilni, odnosno amfifilni karakter [54].

Ova amfifilnost omoguc¢ava anjonima zu¢nih kiselina da formiraju micele u vodenim
rastvorima, kao 1 meSovite micele, §to omogucava Zu¢nim solima da obavljaju bitne

fizioloske funkcije u organizmu [94].

2.3.1.4.1. Uticaj orijentacije hidrofilnih grupa steroidnog skeleta na polarnost

Iako se moze re¢i da postoji planarna razdvojenost hidrofilnih i hidrofobnih grupa na
steroidnom skeletu Zucnih kiselina, uglavnom ne postoji oStra granica izmedu polarnog i
nepolarnog dela molekula, kao kod klasi¢nih surfaktanata [81]. lzuzetak su zu¢ne kiseline sa
hidroksilnim grupama okrenutim isklju¢ivo ka o strani, pretezno aksijalne orijentacije
[58,81]. Primer je holna kiselina, kod koje su sve tri hidroksilne grupe orijentisane ka a strani

steroidnog skeleta, pri ¢emu su dve grupe u aksijalnom polozaju, znatno udaljene od SRSS,
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zbog Cega kod holne kiseline postoji jasna granica izmedu polarnog i nepolarnog dela
molekula [58,81].

Sto je veéi broj atoma kiseonika koji su orijentisani blize srednjoj ravni steroidnog skeleta, tj.
Sto je veci broj atoma kiseonika u ekvatorijalnom polozaju, to je vec¢i udeo hidrofilne u
odnosu na hidrofobnu povrsinu [58,81]. Dakle, polarnost Zu¢nih kiselina zavisi od broja, ali i

od orijentacije polarnih grupa Zu¢nih kiselina (u odnosu na SRSS) [58,81,82].

2.3.1.4.1.1. Promena polarnosti usled oksidacije

Oksidacijom hidroksilne grupe, odnosno prevodenjem u okso grupu, atom kiseonika menja
svoju orijentaciju u odnosu na steroidni skelet [81,82]. Oksidacijom o aksijalne hidroksilne
grupe, formira se a ekvatorijalna okso grupa, koja zaklapa ugao od 30° sa SRSS, odnosno
atom kiseonika se pomera za 60° ka hidrofobnoj, B strani [82]. Oksidacijom a ekvatorijalne
hidroksilne grupe, atom kiseonika se takode pomera za 60°, ali u B ekvatorijalni polozaj, ¢ime
polarna grupa zalazi u nepolarni deo molekula [82]. Na ovaj nacin, oksidacijom, se povecava
broj ekvatorijalno orijentisanih polarnih grupa, odnosno povecava se broj polarnih grupa
pomerenih ka hidrofobnoj, B strani molekula [81,82]. Zbog toga se smanjuje hidrofobna

povrs§ina anjona zucne kiseline u vodi [82].

2.3.1.5. Uticaj strukture anjona zZucnih kiselina na vrednost kriticne micelarne

koncentracije

Poznato je da prevodenje hidroksilnih u okso grupe anjona zZuc¢nih kiselina povecava vrednost
kriti¢ne micelarne koncentracije [105].

Medutim, u prethodnim studijama je utvrdeno da pored orijentacije, lokacija i broj
hidroksilnih grupa takode imaju znacajan uticaj na formiranje micela, odnosno na vrednost
kritiéne micelarne koncentracije [81,106].

Naime, sa povecanjem broja hidroksilnih grupa orijentisanih ka (B strani smanjuje se
hidrofobna povrsina anjona zuc¢nih kiselina, ¢ime se smanjuje i broj, odnosno koncentracija
nestabilizovanih molekula vode [81]. Usled toga opada pozitivan entropijski doprinos

asocijaciji molekula, surfaktanti imaju manju teznju ka samoasocijaciji, zbog ¢ega se micele
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formiraju pri ve¢im koncentracijama, odnosno raste vrednost kriticne micelarne koncentracije

[81].

2.3.1.6. Uticaj strukture anjona zucnih kiselina na toksicnost

Poznato je da toksi¢nost zu¢nih kiselina, odnosno njihovih anjona, zavisi od njihove
strukture, odnosno hidrofilnosti [81,107]. Hidrofilniji anjoni zu¢nih kiselina imaju manju
membranotoksi¢nost od hidrofobnih derivata anjona 5B-holanske kiseline, usled cega se
prevodenjem hidroksilnih grupa anjona Zuc¢nih kiselina u okso grupe, smanjuje njihova

membranoliticka aktivnost (hemoliti¢ki potencijal) [81].

2.3.1.7. Micele anjona zucnih kiselina i znacaj vodonicnih veza na formiranje njihovih

agregata

Postoji vise metoda kojima se mogu odredivati kriticne micelarne koncentrcije surfaktanata i
fizicko-hemijske karakteristike micela: merenjem povrSinskog napona [108-110],
konduktometrijom [111], spektrofluorifotometrijskim merenjima [112-114], solubilizacijom
boje [115,116], NMR-om [117,118], rasipanjem svetla [119,120] i dr.

Fizicko-hemijske karakteristike micela anjona Zu€nih kiselina, odnosno Zu¢nih soli, Su
ispitivane u vise studija [117,118,120-123], kako bi se opisale osobine njihovih agregata i
ponasanje surfaktanata pri njthovom formiranju.

Prema najstarijim modelima, koje su predlozili Smol (Small) i Kavamura (Kawamura), Zu¢ne
kiseline i zu¢ne soli formiraju agregate povezivanjem preko hidrofobnih strana [120,121].
Najpoznatiji model je predlozio Smol [120]. Prema pretpostavki ovog autora anjoni derivata
5B-holanske kiseline formiraju primarne i sekundarne micele. Tokom asocijacije se prvo
formiraju dimeri. U dimerima su anjoni okrenuti jedni prema drugima svojim hidrofobnim
stranama, duz longitudinalne (duze) ose. Primarne micele nastaju aksijalnim povezivanjem
dimera preko hidrofobnih strana. Gradene su od malog broja anjona (2-10). U ovim
agregatima su anjoni svojim hidrofobnim stranama orijentisani ka unutra$njosti, dok su

hidrofilne povrSine okrenute ka vodenoj fazi. Prema Smolu, vodoni¢ne veze ucestvuju u
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formiranju agregata tek kada se sa poveanjem agregacionog broja, zbog smanjenja
hidrofobne povrsine iscrpi moguénost dalje asocijacije hidrofobnim stranama. Proces
agregacije se najverovatnije nastavlja udruzivanjem vise primarnih micela, formiranjem
vodoni¢nih veza izmedu hidrofilnih supstituenata anjona 5B-holanske kiseline orijentisanih
prema vodenoj fazi.

Okenful (Oakenfull) i Fiser (Fisher) su izneli hipotezu da formiranje vodoni¢nih veza ima
najvazniju ulogu u formiranju micela anjona zuc¢nih kiselina [122,123]. Izneta je pretpostavka
da se pomoc¢u vodoni¢nih veza prvo formiraju dimeri anjona zu¢nih kiselina, a potom se dalja
asocijacija odvija preko hidrofobnih povrsing, ili se dimeri udruzuju u tetramere formiranjem
polifunkcionalnih vodoni¢nih veza [122]. lako se ovo objas$njenje viSe ne Kkoristi za
opisivanje mehanizma nastanka primarnih micela anjona zu¢nih kiselina [58], utvrdeno je da
vodoni¢ne veze ipak imaju znacajnu ulogu pri formiranju agregata anjona zucnih kiselina u
obliku heliksa [117,118]. Naime, Conte i saradnici su ustanovili postojanje agregata u obliku
heliksa, ¢ija je unutraSnjost hidrofilna, ispunjena molekulima vode i katjonima, dok je
spoljasnjost hidrofobna [118]. Utvrdeno je da su vodoni¢ne veze koje se formiraju izmedu
anjona zuc¢nih kiselina i molekula vode u unutras$njosti agregata najverovatnije odgovorne za
stabilizaciju ovih struktura, dok hidrofobne interakcije imaju zanemarljiv uticaj na njihovo

formiranje.

2.3.1.8. Mesovite micele anjona zucnih kiselina i znacaj vodonicnih veza na formiranje

njihovih agregata

U prethodnim studijama su ispitivane meSovite micele zu¢nih soli ili anjona Zu¢nih kiselina i
razli¢itih amfifila [30-36, 124-126].

Ovi sistemi se ispituju uglavnom zbog njihovog fizioloskog znacaja [41,94-96], ali i
potencijalne primene u farmaciji [20,21,47], i medicini [26,27].

Najvise su ispitivane mesovite micele soli zu¢nih kiselina i lecitina [30-36,124], zbog
fizioloskog znac¢aja meSovitih micela zuénih soli i lecitina u ekskreciji holesterola i ostalih
hidrofobnih supstanci putem zuéi [39, 94], digestiji hrane [41,95,96], ali i zbog njihove
potencijalne primene u solubilizaciji teSko rastvorljivih aktivnih supstanci [20,21], i

povecanja bioraspolozivosti odredenih lekova [26,27].
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U literaturi se naj¢eS¢e opisuju dva modela meSovitih micela zuénih soli i lecitina: model
diska i model Stapa [30, 34]. Po modelu diska koji je predlozio Smol [30], meSovita micela se
sastoji od dvosloja lecitina u obliku diska, cilindri¢nog oblika. Na obodu ovih struktura se
nalaze zucne soli, ¢ije hidrofobne strane pokrivaju alifati¢ne lance lecitina. Hidrofilni delovi
zuénih soli su orijentisani ka vodenom rastvoru, zbog ¢ega je celokupna povrSina ove
mesovite micele hidrofilna.

Takode postoji i model ,,meSanog diska“, po kome se u unutrasnjosti ovih dvosloja (diskova)
nalaze dimeri zuénih soli, medusobno povezani vodoni¢nim vezama [32]. Odnosno, dvosloj
se sastoji od lecitina i zu¢nih soli koje su jedna prema drugoj okrenute hidrofilnim stranama.
Sankland (Shankland) je izneo hipotezu da se meSovite micele, po Smolu, medusobno
udruzuju preko polarnih glava lecitina, formirajudi strukture u obliku $tapa (,,rod), u kojima
su diskovi paralelno orijentisani, njihovom duzom osom [33].

Ulmius (Ulmius) je predloZio postojanje modela Stapa sa radijalno orijentisanim lancima
lecitina u odnosu na osu Stapa, i anjonima zuénih kiselina rasporedenim na povr$ini agregata,
izmedu polarnih glava lecitina [34]. Anjoni zu¢nih kiselina su, prema ovom modelu, svojom
duzom osom normalno postavljeni u odnosu na osu Stapa. Nikols (Nichols) i Ozarovski
(Ozarowski) su predlozili model po kome su u ovim strukturama u obliku Stapa sa radijalno
orijentisanim fosfolipidima, zu¢ne soli postavljene paralelno sa osom $tapa, dok na krajevima
Stapa formiraju strukture u obliku kape [35].

Prema Hjelmu [Hjelm], kakav ¢e oblik meSovite micele imati, zavisi od koncentracije lipida
[36]. Pri ve¢im koncentracijama lipida, odnosno fosfatidilholina, prisutne su globularne
micele, dok sa smanjenjem koncentracije, micele dobijaju izduZeni oblik 1 oblik Stapa.

Marink [Marrink] i Mark [Mark] su kasnijim ispitivanjima potvrdili da se anjoni Zu¢nih
kiselina nalaze na povrSini meSovitih micela, sa hidroksilnim grupama orijentisanim ka
vodenoj fazi [124]. Utvrdeno je da hidroksilne grupe imaju najvecu tendenciju da formiraju
vodoni¢ne veze sa polarnim glavama fosfolipida (odnosno sa karboksilnim kiseonikom
fosfolipida), ali i sa molekulima vode. Ustanovljeno je da je verovatno¢a formiranja
vodoni¢nih veza u meSovitim micelama veéa, S$to je veci udeo fosfolipida. Formiranje
vodoniénih veza izmedu samih anjona Zzu¢nih kiselina u meSovitim micelama, prema ovim

autorima, je vrlo malo verovatno.
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Tarner (Turner) i saradnici su na osnovu ispitivanja meSovitih micela glikoholata i anjona
oleinske kiseline, pretpostavili model meSovite micele po kome zuéne soli formiraju
hidrofobnu mrezu oko micelarnog jezgra u koje se uklapaju hidrofobni repovi oleata, dok su
karboksilatni anjoni masne kiseline locirani izmedu Zu¢nih soli, okrenuti ka vodenoj fazi (na
periferiji micela) i solvatisani molekulima vode [125].

Ispitivanjem asocijacije ibuprofena i holne Kiseline, ustanovljeno je da su molekuli holne
kiseline svojim B stranama okrenuti ka unutra$njosti micela, pri ¢emu se hidrofobni repovi

ibuprofena pakuju u unutrasnjost micela [126].

2.3.1.9. Odredivanje fizicko-hemijskih karakteristika smesa surfaktanata i njihov znacaj

za modelovanje agregata smesa surfaktanata

Odredivanje vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija smesa surfaktanata je neophodno u
procesu ispitivanja novih koloidnih sistema za isporuku lekova. Naime, poznavanje kmk
vrednosti binarnih smeSa surfaktanata ima veliki prakti¢ni znacaj pri razvoju farmaceutskih
formulacija hidrofobnih lekova posto se solubilizacija hidrofobnih supstanci odigrava kada su
u vodenom rastvoru prisutne micele [51]. Odredivanje kriticne micelarne koncentracije je
neophodno i pri odredivanju solubilizacionih kapaciteta smeSa surfaktanata, tj. sposobnosti
odredenih binarnih sistema surfaktanata da solubilizuju razlic¢ite hidrofobne molekule [2,22-
25,127].

Pored toga, poznavanje kmk vrednosti je neophodno i u modelovanju, odnosno opisivanju
mogu¢ih mehanizama formiranja agregata meSovitih micela i ponaSanja pojedinacnih
surfaktanata u ovim agregatima [29,128-130], Sto moze biti od velikog znaCaja za
objasnjavanje procesa solubilizacije hidrofobnih molekula [29] i na¢ina na koji surfaktanti
pomazu transport lekova kroz bioloske membrane [6].

Naime, poredenjem eksperimentalno dobijenih kmk vrednosti (kmk®™P) sa izraunatim
vrednostima kmk idealnih sistema (kmk'®), moze se utvrditi neidealno ponaSanje smese
surfaktanata i pretpostaviti postojanje interakcija izmedu razli¢itih surfaktanata binarnih
mesovitih micela [128]. Razvojem regular solution theory (RST), omoguéeno je

kvantifikovanje ovih interakcija, raunanjem interakcionog parametra, § [109,131].
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Pomoc¢u RST se moze pretpostaviti i sastav meSovitih micela, tj. molski udeli surfaktanata u
mesovitim micelama, koeficijenti aktivnosti surfaktanata u meSovitim micelama [109,131],
kao i promena stabilnosti mesovitih micela u odnosu na ,,idealne mesovite micele* (micele u
kojima ne postoje interakcije izmedu razli¢itih surfaktanata), preko dodatne Gibsove energije
[130]. Na osnovu ovih podataka, u vise studija je vrSeno modelovanje, odnosno opisivanje
moguc¢ih mehanizama formiranja agregata meSovitih micela i ponasanja pojedinacnih
surfaktanata u ovim agregatima [29,130,132-135].

U literaturi se navodi da kmk vrednosti smesa anjonskih i jonskih surfaktanata odstupaju od
kmk vrednosti idealnih sistema, $to je posledica neidealnog ponasanja razli¢itih surfaktanata u
ovim sme$ama i postojanja interakcija izmedu hidrofilnih delova surfaktanata u mesovitim
micelama [128,136].

U vise studija je utvrdeno da smese jonskih i nejonskih surfaktanata imaju nize kmk vrednosti
od idealnih §to je uglavnom posledica sinergizma, odnosno privla¢nih interakcija izmedu
polarnih glava razli¢itih surfaktanata u meSovitim micelama [17,128,132-134]. U sistemima
surfaktanata Na-laurilsulfata i polisorbata, privlatna medudejstva su najverovatnje posledica
interakcija izmedu jonizovanih polarnih glava anjonskog surfaktanta i pozitivno

naelektrisanih delova oksietilenskih dipola koji sa¢injavaju polarni deo polisorbata [17,132].

2.3.1.9.1. Ispitivanja sistema anjona zucnih kiselina i nejonskih surfaktanata

Na osnovu izraCunatih vrednosti interakcionih parametara, primenom RST, utvdeno je da
postoje privlac¢ne interakcije izmedu anjonskih i nejonskih surfaktanata u njihovim binarnim
mesSovitim micelama [16,17,132-134,136]. U studiji u kojoj su ispitivane fizicko-hemijske
osobine binarnih meSovitih micela holata i deoksiholata sa polisorbatom 20 i polisorbatom
60, pretpostavljeno je da su privlaéne interakcije posledica formiranja vodoni¢nih veza
izmedu hidroksilnih grupa anjona Zzuc¢nih kiselina i kiseonikovih atoma polioksietilenskih
delova [133]. Naime, na osnovu ovih ispitivanja, u meSovitim micelama holata i ispitivanih
polisorbata, postoje vece sinergisticke interakcije u odnosu na meSovite micele sa
deoksiholatom, najverovatnije zbog toga Sto holna kiselina sadrzi jednu hidroksilnu grupu
viSe od deoksiholne kiseline vezanu za steroidni skelet (na poziciji C7), zbog Cega verovatno

formira veci broj vodoni¢nih veza od deoksiholata (Slika 7).
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Slika 7. Vodoni¢ne veze izmedu aksijalnih hidroksilnih grupa holata i deoksiholata i

oksietilenskih nizova polisorbata [133]

Ispitivanjem interakcija u binarnim smeS$ama Tritona X-100 i holata, deoksiholata i 7-okso
deoksiholata, takode je utvrdeno postojanje sinergizma izmedu gradivnih jedinica meSovitih
micela [134]. Kvantifikovanjem interakcija, u ovoj studiji je, kao i u prethodnoj, utvrdeno da
na interakcije izmedu surfaktanata u mesovitim micelama uti¢e broj hidrofilnih grupa vezanih

za steroidni skelet, ali je izneta i pretpostavka da na ja¢inu medudejstava utice i orijentacija

kiseonikovog atoma.
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2.3.2. ZNACAJ MESOVITIH MICELA ANJONA ZUCNIH KISELINA I ZUCNIH SOLI U

FARMACIJI | MEDICINI

Soli zu¢nih kiselina, odnosno njihove micele, imaju slabu sposobnost solubilizacije
holesterola [92]. Medutim, poznato je da meSovite micele zuénih soli i lecitina, kao i
mesSovite micele zu¢nih soli i monoglicerida imaju ve¢i kapacitet solubilizacije holesterola 1
masnih kiselina od micela gradenih samo od zu¢nih soli [94], usled Cega je omogucéeno
obavljanje vaznih fizioloskih procesa u organizmu.

Zbog toga su, u cilju poboljsanja rastvorljivosti hidrofobnih lekova, meSovite micele anjona
zuénih kiselina, Zu¢nih soli, 1 razli¢itih surfaktanata bile predmet ispitivanja u vise studija
[20,21,47,137,138]. Ispitivana je rastvorljivost hidrofobnih lekova u meSovitim micelama
anjona zuénih kiselina ili zuénih soli i fosfolipida [20,21,137,138]. Utvrdeno je da ove smese
efikasnije solubilizuju odredene aktivne supstance u odnosu na micele gradene samo od
pojedinac¢nih anjona zuc¢nih kiselina ili zu¢nih soli. Tako na primer, ove smeSe efikasnije
solubilizuju benzodiazepine i liposolubilne vitamine (K; i E) [20,21,137,138]. Medutim,
steroidne supstance, kao §to su prednizolon i estradiol su pokazale bolju rastvorljivost u
micelarnim rastvorima pojedinacnih anjona zucnih kiselina, nego u rastvorima mesSovitih
micela [20].

U vise in vivo studija je utvrdeno da anjoni zu¢nih kiselina i zu¢ne soli mogu unaprediti
transport odredenih (hidrofilnih) lekovitih supstanci kroz bukalnu sluzokozu [8,9,75-79], kao
i kroz nazalnu sluzokozu [6,7].

Dokazano je da anjoni zucnih kiselina i zuéne soli unapreduju prolazak insulina kroz bukalnu
sluzokozu [76], ali i kroz nazalnu sluzokozu [6,7,139].

Pretpostavlja se da anjoni zu¢nih kiselina i Zu¢ne soli unapreduju prolazak insulina i drugih
hidrofilnih supstanci (lekova) kroz bioloske membrane najverovatnije formiranjem
hidrofilnih kanala i reverznih micela [6]. Takode, poznato je da meSovite micele (smese)
glikoholata 1 linoleinske kiseline sinergisticki unapreduju resorpciju insulina preko nazalne
sluzokoze, Sto znai da je resorpcija pomocu smeSe veca nego pomocu glikoholata ili

linoleinske kiseline zasebno [140].
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U novijim studijama je utvrdeno da meSovite micele anjona zucnih kiselina 1 fosfolipida
mogu unaprediti farmakokineti¢ki profil hidrofobnih lekovitih supstanci, pri oralnoj aplikaciji
[26,27].

Utvrdeno je, in vivo eksperimentima, da se oralnom aplikacijom silibina solubilisanog
pomoc¢u mesovitih micela holata i fosfolipida postize bolja bioraspolozivost, nego kada se
ova supstanca aplikuje u hidrofilnom obliku, kao silibin-N-metilglukamin [26].

Takode, in vivo ispitivanjima, je ustanovljeno da se oralnom aplikacijom glicirizina
solubilisanog pomoc¢u meSovitih micela deoksiholata i fosfolipida postize bolja

bioraspolozivost ove supstance, nego kada se aplikuje hidrofilni oblik glicirizina [27].
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2.4. MODELI BINARNIH SMESA SURFAKTANATA

Postoji vise modela koji imaju za cilj da opisu formiranje i strukturu micela u vodenima
rastvorima binarnih smeSa surfaktanata [108,109,129]. Prema veéini modela, proces
micelizacije je praden uspostavljanjem termodinamicke ravnoteze izmedu molekula

surfaktanata (pojedina¢nih surfaktanata) u vodi i micelama [108,109,131].

2.4.1. MODEL FAZNE SEPARACIJE

Prema modelu fazne separacije, micele se predstavljaju kao zasebna faza [116]. Ovaj model
se Cesto naziva i1 model pseudo-fazne separacije (pseudo-phase separation model)
[109,129,131,141-143], poSto micele ne predstavljaju zasebnu fazu, veé ,,pseudofazu‘
[129,130]. Kriticna micelarna koncentracija se posmatra kao maksimalna rastvorljivost
surfaktanata, pri ¢emu se nova ,,faza“ formira na kriti¢noj micelarnoj koncentraciji [141].
Prema ovoj teoriji, na kriti¢noj micelarnoj koncentraciji se uspostavlja ravnoteza izmedu
molekula surfaktanata (pojedinac¢nih surfaktanata) u vodi i molekula surfaktanata
(pojedina¢nih surfaktanata) u micelarnoj ,,fazi“, $to se naziva fazna ravnoteza [130,142].
Zbog toga se smatra da su hemijski potencijali surfaktanata u vodenoj fazi jednaki hemijskom

potencijalu pojedinaénih surfaktanata u micelarnoj pseudofazi [108,109,131].

2.4.1.1. Modeli idealnih smesa

Modeli idealnih smeSa obja$njavaju formiranje meSovitih micela u binarnim sistemima
surfaktanta na osnovu modela fazne separacije, pri ¢emu se meSovite micele posmatraju kao
idealne smese pojedinacnih komponenti tj. ¢istih (jednokomponentnih) micela [108,115,130].
U ovim modelima se pretpostavlja da ne postoje interakcije izmedu razli¢itih surfaktanata u
njihovim mesovitim micelama [108,130,131]. Kmk ovih smeSa se naziva i ,,idealna kmk*

[29], a meSovite micele ,,idealne meSovite micele* [130].
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Najcesce koris¢en model idealnih smesa je predstavio Klint (Clint) [108]. U ovom modelu su
dati izrazi za racunanje kriticne micelarne koncentracije smese surfaktanata, micelarnog
sastava i koncentracije pojedinacnih surfaktanata.

U literaturi se navodi da se pomocu ove teorije mogu izraCunati tatne kmk vrednosti,
(odnosno da se mogu predvideti kmk vrednosti) uglavnom samo za smeSe homolognih
nejonskih surfaktanata sa istim polarnim delom, odnosno samo za smeSe koje se ponasaju
priblizno idealno [108]. Zbog toga odstupanje vrednosti kriti¢nih micelarnih koncentracija
izraCunatih po Klintovoj teoriji od eksperimentalnih kmk vrednosti najces$ce predstvlja
indikaciju da se ispitivana smesa ponasa neidealno, odnosno da izmedu razlicitih surfaktanata
u meSovitim micelama postoje interakcije [17,143].

Na osnovu hemijskih potencijala pojedina¢nih surfaktanata, moze se dobiti izraz za raCunanje
vrednosti kriticne micelarne koncentracije sistema surfaktanata pri idealnom mesSanju
(idealnih smesa surfaktanata) [108,115].

Ukoliko se pretpostavi da se pojedinacni surfaktanti (monomeri) u rastvoru ponasaju idealno,
tada je koeficijent aktivnosti ovih slobodnih (ne-micelarnih) monomera jednak jedinici, pa

vazi slede¢a jednakost [108]:

1 =1 +RTIng" 1)

pri ¢emu su: 1 -hemijski potencijal slobodnog (ne-micelarnog) surfaktanta 1, 2 - standardni
hemijski potencijal slobodnog surfaktanta 1, R - univerzalna gasna konstanta, T -

termodinamicka temperatura, ¢;" - koncentracija surfaktanta 1 u rastvoru.

Posto je jedna od pretpostavki Klintove teorije da se meSovite micele ponasaju kao idealna
smesa, pri ¢emu je koeficijent aktivnosti pojedinac¢nih surfaktanata u mesovitim micelama

jednak jedinici, tada vazi sledeca jednakost [108]:

=™ +RT Inx, (2)
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gde je 4,"- hemijski potencijal surfaktanta 1 u meSovitim micelama, ™ - hemijski
potencijal surfaktanta 1 u jednokomponentnim micelama, x,- molski udeo surfaktanta 1 u
mesovitoj miceli.

Posto na osnovu teorije fazne separacije fazna ravnoteza izmedu molekula surfaktanta 1 u
rastvoru i molekula surfaktanata 1 u micelarnoj pseudofazi postoji kada je koncentracija
surfaktanta veca ili jednaka kriticnoj micelarnoj koncentraciji, tada je i hemijski potencijal
slobodnog (ne-micelarnog) surfaktanta 1 jednak hemijskom potencijalu surfaktanta 1 u

jednokomponentnim micelama:

=" paje:

M=’ +RTInc; (3)

gde je ¢, kriti¢na micelarna koncentracija surfaktanta 1.

Da bi se dobio izraz za raCunanje vrednosti kriticne micelarne koncentracije sistema
surfaktanata pri idealnom meSanju, polazi se od izraza za racunanje koncentracije
pojedinaénih surfaktanata u ne-micelarnim rastvorima [108,115].

Pri ukupnoj koncentraciji smeSe surfaktanata manjoj od kriticne micelarne koncentracije,

koncentracije pojedina¢nih surfaktanata u rastvoru (c" i c;') su date slede¢im izrazima

[108]:
¢ =ac, (4)
o =(1-a)c, ®)
gde je:

o — molski udeo surfaktanta 1 u smesi surfaktanata,
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c,— ukupna koncentracija surfaktanata 1 i 2.

Pri ukupnim koncentracijama koje su vece ili jednake kmk smese surfaktanata (c; ,), prema

teoriji fazne separacije, smatra se da je ukupna koncentracija monomera u rastvoru jednaka
vrednosti  kriticne micelarne koncentracije, dok je preostala koli¢ina (koncentracija)

monomera ugradena u meSovite micele [141]. Prema tome, koncentracija surfaktanta 1 koja

je u micelarnoj pseudofazi, pri ¢, >c,,, je:

m

¢, =ac —¢C, (6)
odnosno koncentracija surfaktanta 2 u mesovitoj miceli je:

¢, =(1-a)c, —cr. (7)
Prema tome, molski udeo surfaktanta 1 u meSovitoj miceli je:

C

X, =— , odnosno,
C2

m
_ aC —C
=

m
G—C —G

(8)

Na osnovu teorije fazne separacije za smese surfaktanata, u uslovima fazne ravnoteze vazi
[141]:
" = 1, , zbog Eega se na osnovu jednacina (1), (2) i (8) dobija [108]:

Inc, +Inx, =Ing"
odnosno:
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G =XG 9)
Sli¢no se dobija da je za surfaktant 2:

c; =(L-x)c, (10)
gde je c, kriti¢na micelarna koncentracija surfaktanta 2.

Na osnovu jednacina (4), (5), (9) i (10), dobija se da je na kriti¢énoj micelarnoj koncentraciji

smese surfaktanata [108]:

ac;,z = XCI

(1-a)cy, =(1-x%)c,.

Na osnovu prethodne dve jednacine dobija se izraz za racunanje vrednosti kriticne micelarne

koncentracije idealnih smesa [108]:

1 _a @-a) (12)
G, C C,

Ova teorija je u viSe studija uspesno primenjena za predvidanje vrednosti kmk binarnih
nejonskih i binarnih jonskih smeSa homolognih surfaktanata, tj. surfaktanata iste polarne
glave, a razli¢ite duzine hidrofobnih lanaca [108]. Medutim, kod binarnih smesa surfaktanata
razli¢itih polarnih grupa, utvrdeno je odstupanje vrednosti kmk od pretpostavljenih idealnih
vrednosti kmk, zbog cega se ove smese nazivaju jos i neidealni sistemi [17,128,143]. Posto su

smeSe surfaktanata koje se koriste u industriji uglavnom sastavljene od nehomolognih
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surfaktanata, razvijen je model i za opisivanje neidealnih sistema, odnosno sistema koji se ne
mogu uspesno tretirati pomoc¢u modela idealnih smesa [109,129,131].

Model po Klintu je koris¢en u vise studija kako bi se utvrdilo postojanje neidealnosti, u
ispitivanim sistemima [17,128,143]. Naime poredenjem eksperimentalno dobijenih vrednosti
kmk neke smeSe surfaktanata sa idealnim vrednostima, rac¢unatih po formuli (11), moze se
utvrditi da li postoji odstupanje od idealnog ponasanja [17,128,143].

Pri tome, ukoliko je vrednost eksperimentalne kmk niza od izracunate, idealne, moze se
pretpostaviti da u meSovitim micelama postoji sinergizam [143]. Suprotno, ako su
eksperimentalne vrednosti kmk vece od idealnih, moze se pretpostaviti, da u meSovitim

micelama postoji antagonizam.

2.4.1.2. Modeli neidealnih smesa

Razvijeno je vise modela za opisivanje sistema surfaktanata. Jedan od naj¢esce primenjivanih
modela za opisivanje neidealnih, odnosno realnih binarnih sistema surfaktanata, su predstavili
Rubing (Rubingh) i Holand (Holland) [109,129,131]. Ovaj model koristi principe RST za
opisivanje neidealnog meSanja surfaktanata u meSovitim micelama. OsmiSljen je za
modelovanje smeSa nejonskih surfaktanata [129], ali se Cesto koristi i za opisivanje sme$a
jonskih i nejonskih surfaktanata [135,136].

Osnovna pretpostavka Rubing-Holandovog modela je da meSovite micele predstavljaju
neidealne smeSe, odnosno da izmedu razliCitih surfaktanata u meSovitim micelama postoje
interakcije [109,131], zbog Cega promena slobodne energije pri meSanju surfaktanata nije
jednaka nuli [130]. Pri tome, kako bi se pojednostavilo modelovanje meSovitih micela, koristi
se pretpostavka regular solution theory da je dodatna entropija meSanja jednaka nuli [131].
Prema Holandu i Rubingu neidealnost u mesSovitim micelama anjonskih i nejonskih
surfaktanata najverovatnije potice od interakcija izmedu razli¢itih polarnih glava, koje su
uglavnom elektrostati¢ke prirode [129]. Zbog toga se u RST uzima da je dodatna Gibsova
energija pri meSanju surfaktanata u binarnim sistemima jednaka dodatnoj entalpiji mesanja,

dok se pretpostavlja da je dodatna entropija mesanja surfaktanata jednaka nuli [130,131].
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2.4.1.2.1. Rubing-Holandov model

Na osnovu pretpostavke da se meSovite micele ponasaju kao neidealan sistem, odnosno da

koeficijent aktivnosti pojedinacih surfaktanata u binarnoj meSovitoj miceli ( f ) nije jednak

jedinici, jednacinu (2) je potrebno korigovati, tako da izraz dobija sledeci oblik [109,131]:

' =M +RT In fx, (12)
pri ¢emu je f, koeficijent aktivnosti surfaktanata 1 u binarnoj mesovitoj miceli.

Ukoliko se kao i u prethodnom slucaju, primeni teorija fazne separacije, odnosno ukoliko se

uzme u obzir uslov fazne ravnoteze koja postoji izmedu odredenog molekula surfaktanta

(surfaktant 1) iz vodenog rastvora i micelarne pseudofaze, " =4, [141], tada se na osnovu

jednacina (1), (8) i (12) dobija sledec¢a jednakost [109,131]:

Inc, +In fx =Inc"

odnosno [109,131]:

o = fixer (13)

Sli¢no se dobija da je za surfaktant 2:

C; =(1-%)f,C;. (14)

Na osnovu jednacina (4), (5), (13) i1 (14), dobija se da je na kriti¢noj micelarnoj koncentraciji

smese surfaktanata (c;,):
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050;2 = f1X1CI (15)

A-a)c, = f,A-x)c, (16)

te se na osnovu prethodne dve jednacine dobija izraz za racunanje vrednosti kriticne

micelarne koncentracije realnih smesa surfaktanata [109,131]:

1 _a  (@-9 (17)

Cio fic foC,

Posto se RST koristi za opisivanje neidealnih sistema, tj. sistema kod kojih koeficijent
aktivnosti pojedinacnih surfaktanata u binarnoj mesovitoj miceli nije jednak jedinici, odnosno
kod kojih izmedu razli¢itih gradivnih jedinica u mesSovitim micelama postoje interakcije
[109,131], neophodno je dati izraze za racunanje koeficijenta f i kvantifikovanje interakcija
izmedu razliitih surfaktanata u meSovitim micelama.

Za odredivanje koeficijenta aktivnosti surfaktanata u binarnim mesovitim micelama, u ovom
modelu se Koristi izraz iz RST koji se inace koristio za racunanje koeficijenta aktivnosti
nekog fluida u smesi dve tecnosti, pa su izrazi za koeficijent aktivnosti surfaktanta 1 i
koeficijent aktivnosti surfaktanta 2 u binarnim meSovitim micelama dati slede¢im

jednacdinama [131]:
f,=expB,(1-%) (18)

f,=expf, (%) (19)

Takode, na osnovu jednacina (15) i1 (16), koeficijenti aktivnosti se mogu izraziti na sledeci

nacin [109,131]:
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f1: = (20)
C%
(1_a)CI,2

f2 =, 21
Cz(l_xl) ( )

Dalje, kombinovanjem jednacina (18)-(21), moze se dobiti izraz za ratunanje molskog udela

surfaktanta 1 u meSovitim micelama [109,131]:

. (%) In(ac;,/c%) 22)

(1-x)"In (1-a)c,/c(1-x,))

pri ¢emu se X, odreduje iterativno.
Vrednost molskog udela surfaktanta 2 u meSovitim micelama (X,) se moZze izraunati na

slede¢i nacin:
X, =1-X. (23)

Na osnovu jednacina (18) 1 (20) dobija se izraz za odredivanje koeficijenta interakcije u

binarnim mes$ovitim micelama [109,131]:

*

1 ac
B, = In—22 .
1,2 (l—X1)2 C]_X1

(24)

Prema tome, poznavajuéi vrednosti kmk gistih surfaktanata i njihovih smesa (¢, ), C; ,) moze
se odrediti x,, a potomi 4, ,. Dalje, na osnovu jednacina (18) i (19) se mogu dobiti vrednosti

koeficijenata f, i f,.
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Interakcioni parametar predstavlja bezdimenzionalnu veli¢inu i koristi se za kvantifikovanje
interakcija, odnosno neidealnosti, izmedu razli¢itih gradivnih jedinica u binarnim meSovitim
micelama [109,130,131]. Ako je vrednost parametra interakcije jednaka nuli, smatra se da se
smesa ponasa idealno [131]. Predznak vrednosti interakcionog parametra ukazuje na prirodu
interakcija, tj. da li su one sinergisti¢ke, u slu¢aju negativnih vrednosti [17,130,136], ili
antagonisticke, u sludaju pozitivnih vrednosti [130]. Sto je apsolutna vrednost ovog
parametra veca, veca su medudejstva izmedu polarnih delova surfaktanata [130,136].

Takode, prema RST, p,, predstavlja razliku izmedu srednje energije intermolekulanih

interakcija u meSovitim micelama i zbira srednjih intermolekularnih interakcija u Cistim
(jednokomponentnim) micelama [130].

Kako bi se utvrdilo u kojoj meri su binarne meSovite micele termodinamicki stabilnije od

idealnih megovitih micela [130], koristi se dodatna Gibsova energija (G ) [131]:

GE=RT(xInf,+(1-x)Inf,). (25)

Primenom RST, u vise studija su ispitivana medudejstva u binarnim mesSovitim micelama
razli¢itih surfaktanata [16,17,29,143-146].

Ispitivane su interakcije u binarnim meSovitim micelama izmedu Na-laurilsulfata, Na-
lauriletarsulfata, deoksiholata, holata, 7-oksodeoksiholata i Triton-a X-100 [16,134,143-145],
kao i smeSe polisorbata i Na-laurilsulfata [17,132], odnosno radena je uporedna analiza
fizicko-hemijskih karakteristika binarnih meSovitih micela polisorbata 20, polisorbata 60 i
holata i deoksiholata [133].

U ovim studijama su dobijene negativne vrednosti interakcionog parametra, Sto pokazuje da
izmedu anjonskih 1 nejonskih surfaktanata u njihovim meSovitim micelama postoji
sinergizam.

Najnize vrednosi interackionog parametra su dobijene u studijama katjonskih i anjonskih
surfaktanata, najverovatnije zbog elektrostatickih privlacnih sila izmedu pozitivno i negativno
naelektrisanih polarnih delova katjonskih i anjonskih surfaktanata [146].

Najslabija medudejstva izmedu polarnih glava, racunatih na osnovu RST, su dobijena izmedu

nejonskih surfaktanata [17].
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2.4.2. MODELI AKTIVNOSTI MASA

Kod ovih modela, formiranje micela se posmatra kao ravnotezni proces kod koga je prisutan
niz micela razli¢itih veli¢ina [129].

Pri tome, hemijski potencijal surfaktanata zavisi od agregacionog broja micele (N) [129].
Razlikuje se od modela fazne separacije po tome Sto agregacioni broj predstavlja odredenu,
kona¢nu vrednost, pa je zbog toga i sam model kompleksniji [129].

Zbog neophodnosti postojanja velikog broja parametara i dodatne kompleksnosti modela
aktivnosti masa u poredenju sa teorijom fazne separacije, ovaj model je primenjivan samo za

modelovanje ogranic¢enog broja sistema [129].
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3. CILJEVI I HIPOTEZE

Na osnovu prethodno navedenih primera primene anjona zuc¢nih kiselina i polisorbata u
farmaciji i medicini, o¢igledno je da postoji potreba za odredivanjem vrednosti kmk, kao i za
ispitivanjem agregacionih i micelarnih karakteristika smesa ovih surfaktanata.

Zbog toga su u ovoj disertaciji ispitivane binarne smese anjona osam zuc¢nih kiselina i dva
nejonska surfaktanta (polisorbat 40; P40, i polisorbat 80; P80). KoriS¢eni su slede¢i anjoni
zuénih kiselina: anjon 3a,12a-dihidroksi-5p-holanske kiseline (anjon deoksiholne kiseline;
D), 3a,60-dihidroksi-5B-holanske kiseline (anjon hiodeoksiholne kiseline; hioD), 3a,7a-
dihidroksi-5p-holanske kiseline (anjon henodeoksiholne kiseline; henoD), 3a,7a,12a-
trihidroksi-5p-holanske kiseline (anjon holne kiseline; C), 3a,6a,12a-trihidroksi-5p-holanske
kiseline (anjon hioholne kiseline; hioC), 3a-hidroksi-12-okso-5B-holanske kiseline (anjon 12-
oksolitoholne kiseline; 120L), 3a,12a-dihidroksi-7-okso-5p-holanske kiseline (anjon 7-
oksodeoksiholne kiseline; 70D) i 3,12-diokso-5p-holanske kiseline (3,12DH).

Ciljevi ove doktorske disertacije su sledeci:
1. Eksperimentalno odredivanje kriticnih micelarnih koncentracija meSovitih micela.
2. Odredivanje vrednosti interakcionih parametara izmedu gradivnih jedinica meSovitih
micela.

3. Uporedivanje fizi€ko-hemijskih osobina ispitivanih meSovitih micela.

Ocekivani rezultati doktorske disertacije su sledece hipoteze:
1. Eksperimentalne vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija su niZe u odnosu na
vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija izraCunatih po modelu idealnih smesa.
2. Vrednosti interakcionih parametara su negativne, odnosno pokazuju postojanje
sinergizma u ispitivanim smesama.
3. Soli zuénih kiselina sa hidrofilnijim, okso (keto) grupama, pokazuju jaci sinergizam
sa nejonskim surfaktantima i poveéanu stabilnost formiranih meSovitih micela zbog

privlacnih interakcija sa oksietilenskim grupama ispitivanih Tween-ova.

37



Doktorska disertacija Dejan Cirin

4. MATERIJAL | METODE
4.1. MATERIJAL

U ovoj disertaciji su kori$¢ene sledece supstance:

e deoksiholna, hiodeoksiholna, henodeoksiholna, holna, hioholna kiselina (Sigma,

Novi Zeland; 99,98%),

e Tween®40 (Merck, Nemacka),

e Tween® 80 (J.T.Baker, Holandija).
Holna i deoksiholna kiselina su kori§¢ene kao polazne supstance za sintezu njihovih okso
derivata: 3a-hidroksi-12-okso-5p-holanske kiseline, 3a,12a-dihidroksi-7-okso-5p3-holanske
kiseline i 3,12-diokso-5pB-holanske kiseline.
3a-hidroksi-12-okso-5B-holanska kiselina je pripremljena prema proceduri koju su razvili
Miljkovi¢ i saradnici [147], dok je 3a,12a-dihidroksi-7-okso-5B-holanska kiselina sintetisana
prema Tularu (Tullar) [148]. 3,12-diokso-5B-holanska kiselina je sintetisana prema poznatoj
metodi [149].
Sve zuéne kiseline su prevedene u njihove natrijumove soli na osnovu poznate procedure
[37].
Rastvori surfaktanata su pripremljeni rastvaranjem tacno odmerenih koli¢ina surfaktanata u
odgovarajuéim zapreminama dejonizovane vode. Dejonizovana voda (provodljivost <1pS

cm™, na 25°C) je koris¢ena za sve potrebe.
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4.2. METODE

4.2.1. MERENJA PROVODLJIVOSTI

U ovom radu je merena specificna provodljivost (k) rastvora Cistih surfaktanata i njihovih
smesa, pripremljenih u dejonizovanoj vodi. Pripremljeni rastvori su postepeno razblazivani
dejonizovanom vodom, pri ¢emu je o€itavana vrednost specifiéne provodljivosti. Pracena je
promena specifiéne provodljivosti u zavisnosti od koncentracije (na osnovu cega je
odredivana kriticna micelarna koncentracija). Molski udeo hidrofobnijeg surfaktanta
(polisorbata) u smesama () je menjan od 0,1 do 0,5, za smeSe Na-soli Zu¢nih kiselina i
polisorbata 40, dok je molski udeo nejonskog surfaktanta u smesama Na-soli zu¢nih kiselina i
polisorbata 80 variran od 0,05 do 0,5. Za merenje specifiéne provodljivosti koris¢en je
konduktometar Consort C 860. Merenja su se odvijala pri konstantnoj temperaturi od 25 °C.

Sva merenja su ponovljena najmanje tri puta. Greska pri merenjima nije bila veca od 4%.

4.2.2. MERENJA POVRSINSKOG NAPONA

Povrsinski napon (y) rastvora Cistih surfaktanata i njihovih smesa je odredivan koriste¢i du
Nouy metod prstena. Meren je povrSinski napon razli€itih koncentracija €istih surfaktanata i
njihovih smesa. Pra¢ena je promena dobijenih vrednosti povrsinskih napona od koncentracije
surfaktanata, odnosno od ukupne koncentracije smese surfaktanata (c;). Kao i kod merenja
provodljivosti, molski udeo polisorbata je menjan u smesama od 0,1 do 0,5, za smeSe Na-soli
zu¢nih kiselina i polisorbata 40, dok je molski udeo nejonskog surfaktanta u smesama Na-soli
zuénih kiselina i polisorbata 80 variran od 0,05 do 0,5. Za merenje povrSinskog napona
koris¢en je Kriss tenziometar (Nemacka). Merenja su vrSena pri konstantnoj temperaturi od

25 °C. Merenja su ponovljena najmanje tri puta. Greska pri merenjima nije bila veca od 4%.

4.2.3. SPEKTROFLUORIFOTOMETRIJSKA MERENJA

Rastvori binarnih smesa surfaktanata (rastvori Na-soli zu¢nih kiselina i polisorbata 40) su

pravljeni pomocu vode koja je zasi¢ena sa pirenom.
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Piren je ekscitovan pri talasnoj duzini od 334 nm. Spektrofluorifotometrijska merenja su
izvedena na uredaju Cary Eclipse fluorescence spectrophotometer (Agilent, Nemacka).
Prac¢ene su promene intenziteta prve (I3, 373 nm) i trece (I3, 384 nm) vibracione emisione
trake pirena u funkciji ukupne koncentracije surfaktanata na slede¢im temperaturama: 10, 25

i 35 °C. Sva merenja su ponovljena tri puta, greSka pri merenjima nije bila veca od 4%.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

Kako bi se odredile vrednosti idealnih kmk, fizicko-hemijske karakteristike meSovitih micela,
medudejstva izmedu gradivnih jedinica i stepen termodinamicke stabilizacije meSovitih
micela, neophodno je poznavati eksperimentalne vrednosti kriti¢nih micelarnih koncentracija

pojedinacnih surfaktanata i njihovih smesa.

5.1. ODREPIVANJE VREDNOSTI KRITICNIH MICELARNIH KONCENTRACIJA

U ovom radu su vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija cistih surfaktanata i njihovih
smesa odredivane konduktometrijski i tenziometrijski. Pomo¢u konduktometra su odredene
kmk anjona zu¢nih kiselina i njihovih smeSa sa polisorbatima. Merena je specifi¢na
provodljivost rastvora razli¢itih koncentracija (odnosno razli¢itih ukupnih koncentracija kada
Su ispitivane smeSe surfaktanata), a potom su na osnovu grafika zavisnosti specifi¢ne

provodljivosti od koncentracije odredene vrednosti kriti¢nih micelarnih koncentracija (Slika

8).

11
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95

K (US cm™)

1 kmk

v

0,08 009 01 0,241 0,12 0,13 0,14 0,15 0,16 0,17 0,18
¢; (mM)

Slika 8. Zavisnost specifi¢ne provodljivosti od ukupne koncentracije surfaktanata. Primer
smese Na-holata i polisorbata 40 (¢=0,2). Prave spajaju tacke u premicelarnoj i micelarnoj

oblasti.
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Naime, sa Slike 8 se moze uoditi da sa porastom koncentracije, specifi¢na provodljivost raste
linearno. Nakon odredene koncentracije, nagib prave se menja i specifi¢na provodljivost
nastavlja da raste pod smanjenim nagibom. Koncentracija na kojoj dolazi do promene
predstavlja Kriticnu micelarnu koncentraciju. Posto tacka koja odgovara kmk na grafiku
zavisnosti specifi¢ne provodljivosti od koncentracije deli grafik na dva linearna dela
(premicelarni i postmicelarni deo), vrednosti kmk anjona Zzu¢nih kiselina i njihovih smes$a sa
polisorbatom 40 su odredene kao presecne tacke dve prave koje spajaju tatke u premicelarnoj
I postmicelarnoj oblasti. Prave su dobijene fitovanjem podataka pre i posle pregibne tacke u
dve jednacine oblika x =ac+b, gde je ¢ koncentracija surfaktanta (ili ukupna koncentracija
surfaktanata). ReSavanjem dve jednacine po ¢ dobija se vrednost presecne tacke, odnosno
vrednost kmk (Vilijamsova (Williams) metoda) [150].

Promena nagiba se najverovatnije deSava zbog toga Sto su micele vece od pojedinacnih
,monomera“ povrsinski aktivnih materija pa su slabije pokretljive.

Poveéanjem koncentracije surfaktanata iznad kmk dolazi do povecanja koncentracije micela,
dok koncentracija ,,monomera“ ostaje nepromenjena, $to verovatno rezultuje manjom
promenom specificne provodljivosti sa povecanjem ukupne koncentracije surfaktanta u
micelarnoj oblasti. Takode, do promene nagiba dolazi verovatno i zbog toga Sto micele
zahvaljuju¢i negativno naelektrisanoj povrsini, na kojoj se nalaze karboksilatne grupe, vezuju
pozitivno naelektrisane Na® jone, pri ¢emu je stepen njihovog vezivanja veéi nego u
nemicelarnom (premicelarnom) opsegu koncentracija. Odnosno, micele se ponaSaju kao
slabiji elektroliti od pojedina¢nih surfaktanata zbog manjeg stepena disocijacije u vodenoj
sredini. Zbog toga, Na* joni slabije udestvuju u provodljivosti rastvora pri micelarnim
koncentracijama povrSinski aktivnih materija, usled ¢ega specifi¢na provodljivost slabije
raste sa povecanjem koncentracije surfaktanata, nego kada su u rastvoru prisutni samo
pojedinacni surfaktanti.

Medutim, promena nagiba specifi¢ne provodljivosti u funkciji koncentracije kod ispitivanih
Cistih surfaktanata i njihovih smeSa je slaba i teSko uocljiva zbog toga Sto su micele
ispitivanih anjona zucnih kiselina i meSovite micele gradene od malog broja anjona zu¢nih
kiselina, pa su i efekti promene nagiba slabiji.

Kako bi vrednosti kmk dobijene na prethodno opisan nacin bile potvrdene, vrednosti kriticnih

micelarnih koncentracija anjona zuc¢nih kiselina su pored Vilijamsove metode, u ovom radu,
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odredene i Filipsovom (Phillips) metodom [151]. Kod Filipsove metode, kmk se odreduje kao
koncentracija, odnosno ukupna koncentracija surfaktanata pri kojoj dolazi do najvece

promene gradijenta odredene osobine rastvora (specificne provodljivosti) u zavisnosti od

koncentracije:
d’x
—)c, =kmk =0
( OICt3) .

Medutim, zbog male promene nagiba funkcije x = f(C;), nije moguce primeniti klasi¢ni
Filipsov metod (fitovanje d*x/dc? podataka Gausnom funkcijom), zbog &ega je koriséen
Rung-Kuta (Runge-Kutta) metod integracije sa fitovanjem najmanjih kvadrata prema
Levenberg — Markarad (Levenberg-Marquaradt) proceduri (Slika 8) [152].

Izmedu vrednosti kmk dobijenih Vilijamsovom i Filipsovom metodom nije utvrdena
statisticki znacajna razlika, zbog cega su u daljem radu koriS¢ene vrednosti odredene
Filipsovom metodom.

Vrednosti kriti¢nih micelarnih koncentracija smesa anjona zuénih kiselina i polisorbata 80 su
odredene samo Filipsovom metodom.

Vrednosti kritiénih micelarnih koncentracija €istih surfaktanata 1 ispitivanih binarnih smesa
su odredene i tenziometrijski (Slika 9).

Sa povecanjem koncentracije, vrednost povrSinskog napona naglo opada (silazni deo krive)
usled adsorpcije povrSinski aktivnih materija na granici faza voda/vazduh, do saturacije
grani¢ne povrsine [51].

Daljim povecanjem koncentracije surfaktanata, povrSinski napon znatno slabije opada
(priblizno konstantni deo krive na Slici 9) zbog toga $to je grani¢na povrsina zasicena, pa Se
surfaktanti udruzuju u rastvoru formiraju¢i micele [51]. Dodatkom novih koli¢ina PAM,
povecava se samo koncentracija micela, koje ne utiCu na vrednost povrSinskog napona jer
micele nisu povrsinski aktivne [51]. Zbog toga kmk predstavlja prese¢nu ta¢ku dve prave u
premicelanoj i postmicelarnoj oblasti (Slika 9)). Prese¢ne tacke, odnosno vrednosti kmk
ispitivanih pojedinacnih surfaktanata i smeSa surfaktanata su odredene Vilijamsovom

metodom.
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Slika 9. Zavisnost vrednosti povrSinskog napona od ukupne koncentracije surfaktanata (c).
Primer smese holata i polisorbata 40 (0=0,2). Prave spajaju tacke u premicelarnoj i

micelarnoj oblasti.
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5.1.1. VREDNOSTI KRITICNIH MICELARNIH KONCENTRACIJA CISTIH SURFAKTANATA

Vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija Cistih (zasebnih) anjona zu¢nih kiselina i

nejonskih surfaktanata, odredene merenjima specificne provodljivosti 1 povrSinskog napona

na 25 °C, predstavljene su u Tabeli 2.

Tabela 2. Eksperimentalno dobijene vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija Cistih

surfaktanata

kmk®® (mM)
Surfaktant
a b

D 4,0 4,1

henoD 6,1 6,0

hioD 16 16,3

C 11,2 11,1

hioC 19,8 19,6

70D 60,5 60,3

120L 16,7 16,9

3,12DH 50,4 50,1
polisorbat 40 0,0295
polisorbat 80 0,0120

a-vrednosti dobijene merenjima specificne provodljivosti,

b-vrednosti dobijene merenjima povrsinskog napona,

kmk®® — eksperimentalno dobijene kmk vrednosti ispitivanih surfaktanata; svaka vrednost je

srednja vrednost najmanje tri razli¢ita merenja. Greska pri odredivanju kmk nije veca od 4%.
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5.2. F1ZICKO-HEMIJSKE KARAKTERISTIKE MESOVITIH MICELA ANJONA ZUCNIH

KISELINA | POLISORBATA

5.2.1. ODREPIVANJE FIZICKO-HEMIJSKIH PARAMETARA

Za racunanje fizicko-hemijskih parametara meSovitih micela: molski udeo hidrofobnijeg
surfaktanta u mesovitoj miceli (X1), molski udeo hidrofilnijeg surfaktanta u mesovitoj miceli
(X2), interakcioni parameter (f12), koeficijent aktivnosti hidrofobnijeg surfaktanta u mesovitoj
miceli (f1), koeficijent aktivnosti hidrofilnijeg surfaktanta u meSovitoj miceli (f,), dodatna
Gibsova energija (G®), koriséena je regular solution theory, eksperimentalne vrednosti kmk
Cistih surfaktanata i smeSa anjona zu¢nih kiselina i ispitivanih polisorbata, kao i molski udeli

polisorbata u ispitivanim binarnim smeSama ().

5.2.2. SMESE ANJONA ZUCNIH KISELINA | POLISORBATA 40

5.2.2.1. Vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija

Na graficima zavisnosti specificne provodljivosti od ukupne koncentracije surfaktanata, kao 1
na graficima zavisnosti povrSinskog napona od totalne koncentracije surfaktanata uoceno je
postojanje samo jedne kriti¢ne micelarne koncentracije. U pojedinim studijama je utvrdeno
da u odredenim smeSama anjonskih surfaktanata i polisorbata postoji vise kriti¢nih
micelarnih koncentracija [128,132]. Ova pojava je uocena konduktometrijskim ispitivanjem
smeSa Na-laurilsulfata i polisorbata, gde su na graficima zavisnosti specifi¢ne provodljivosti
od ukupne koncentracije surfaktanata dobijene dve pregibne tacke, odnosno dve kriti¢ne
micelarne koncentracije. Na osnovu ispitivanja koja su prethodno sprovedena, pojava dve
pregibne tacke, odnosno dve kmk, najverovatnije znac¢i da se u ovim sme$ama mogu formirati
dva tipa micela, pri ¢emu pregibna tacka koja se javlja pri niZim koncentracijama
najverovatnije odgovara koncentraciji pri kojoj se formiraju meSovite micele sa veéim
udelom nejonskog surfaktanta [128]. Vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija binarnih

smesa anjona zucnih kiselina i polisorbata 40 odredenih tenziometrijom i konduktometrijom
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su predstavljene u Tabeli 3, zajedno sa vrednostima idealnih kriticnih micelarnih

koncentracija (kmk idealnih smesa) ovih sistema izrac¢unatih pomocu jednacine (11).

Tabela 3. Eksperimentalno odredene vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija ispitivanih

sistema anjona zu¢nih kiselina i polisorbata 40 i idealne vrednosti kmk ovih smesa

kmk®® (mM)
@ a
[polisorbat 40] D  henoD  hioD C hioC 70D  120L 3,12DH
0.1 0209 0201 0185 0209 0165 0196 0159 0,098
0,2 0,108 0115 0097 0122 0090 011 0097 0,059
0,3 0077 0081 0083 008 0069 0067 0061 0,049
0,4 0,062 0063 0060 0066 0054 0060 0054 0,043
0,5 0052 0054 0053 0055 0045 0051 0047 0034
b
0,1 0207 0199 0184 0210 0163 0193 0157 0,099
0,2 0107 0115 009 0,120 0089 0114 0098 0,061
0,3 0078 0080 0081 008 0070 0065 0063 0,050
0,4 0,060 0062 0059 0064 0052 0061 0052 0,042
0,5 0053 0055 0051 0053 0044 0050 0046 0,059
kmk'“(mM)
0,1 0277 0283 0290 0288 0291 0294 0290 0293
0,2 0143 0145 0146 0,146 0147 0147 0146 0,147
0,3 0,097 0097 0098 0098 0098 0098 0098 0,098
0,4 0073 0073 0073 0073 0074 0074 0073 0,074
0,5 0059 0059 0059 0059 0059 0059 0059 0,059

a-vrednosti dobijene merenjima specifi¢ne provodljivosti,

b-vrednosti dobijene merenjima povrSinskog napona,

kmk®® — eksperimentalno dobijene kmk vrednosti binarnih sistema ispitivanih anjona Zu¢nih

kiselina i polisorbata 40; svaki rezultat je srednja vrednost tri razli¢ita merenja. Greska pri

odredivanju kmk nije veca od 3%,

kmk'® — vrednosti kriti¢nih micelarnih koncentracija idealnih smeSa ispitivanih anjona Zu¢nih

kiselina i polisorbata 40, izracunate na osnovu Klintovog modela idealnih smesa
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Nema statisticki znacajne razlike izmedu kmk vrednosti dobijenih konduktometrijskim i
tenziometrijskim merenjima (u statistickom smislu, pripadaju istoj populaciji, (t-test,
p<0,05)).

Na osnovu vrednosti datih u Tabeli 2 i 3, uocava se da su eksperimentalne vrednosti kmk
sme$a anjona zu¢nih kiselina i polisorbata 40 znatno nize od vrednosti kmk pojedina¢nih
anjona zuc¢nih kiselina. Takode, uocava se tendencija opadanja vrednosti kmk sa pove¢anjem
molskog udela polisorbata u smesi, za sve ispitivane sisteme.

Pojava da binarne smeSe anjonskih i nejonskih surfaktanata imaju znatno nize kmk vrednosti
od anjonskog surfaktanta je uocena i u prethodnim studijama [17,128]. Na osnovu rezultata
prilozenih u Tabeli 3, uocava se znatno odstupanje eksperimentalno dobijenih vrednosti od
izracunatih idealnih kmk vrednosti ispitivanih smesa. To najverovatnije znaci da se ispitivani
sistemi ne ponasaju kao idealne smese, ve¢ da izmedu razli¢itih surfaktanata, tj. gradivnih
jedinica meSovitih micela koje se formiraju u vodenim rastvorima ovih smesa, postoje
privlaéne interakcije koje dodatno olakSavaju njihovo formiranje, te se micele formiraju pri
nizim vrednostima kmk od idealnih vrednosti. Odnosno, ove smesSe se ponaSaju neidealno.
Naime, na prethodnim ispitivanjima je utvrdeno da smese anjonskih i nejonskih surfaktanata
uglavnom pokazuju neidealno ponasanje, najverovatnije zbog postojanja privlacnih
interakcija izmedu polarnih delova amfifila u meSovitim micelama [17,128,132-134,143].
Ispitivanjem smesSa Na-laurilsulfata i Tween surfaktanata [17,128,132], je utvrdeno
postojanje znac¢ajnog sinergizma, tj. privlac¢nih interakcija izmedu polarnih delova anjonskog
i nejonskog surfaktanta, najverovatnije kao posledica jon - dipol interakcija, odnosno
medudejstava izmedu negativno naelektrisane polarne glave Na-laurilsulfata (SO4) i
pozitivno naelektrisanih delova dipola oksietilenskih nizova u molekulima polisorbata
[17,128,132].

5.2.2.2. Molski udeli i koeficijenti aktivnosti polisorbata 40 i anjona Zucnih kiselina u

meSovitim micelama

Vrednosti molskih udela polisorbata 40 i anjona Zu¢nih kiselina u meSovitim micelama (X; |
X) su rac¢unati na osnovu jednacina (22) i (23). Vrednosti koeficijenata aktivnosti polisorbata

40 (f,) 1 anjona zuénih kiselina (f;) su odredene koris¢enjem odgovarajuéih izraza RST (18) i
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(19). U Tabeli 4 su date vrednosti molskih udela surfaktanata u meSovitim micelama i

vrednosti njihovih koeficijenata aktivnosti.

Tabela 4. Molski udeli polisorbata 40 (x;) i anjona zu¢nih kiselina (X2) u meSovitim

micelama i koeficijenti aktivnosti surfaktanata u meSovitim micelama (f1, f,) u zavisnosti od

molskog udela polisorbata 40 u smesi («)

a X1
[P40] D henoD hioD C hioC 70D 120L  3,12DH
0,1 0,7889 0,7871 0,7856 0,8099 0,7672 0,8172 0,7579 0,7194
0,2 0,8162 0,8442 0,8084 0,8742 0,7957 0,8538 0,8090 0,7491
0,3 0,8473 0,8718 0,8896 0,8980 0,8326 0,8568 0,8308 0,7817
0,4 0,8808 0,8914 0,8783 09178 0,8526 0,8866 0,8461 0,8094
0,5 0,9066 0,9190 0,9227 0,9430 0,8687 0,9104 0,8742 0,8113
X2
0,1 0,2111  0,2129 0,2144 0,1901 0,2328 0,1828 0,2421 0,2806
0,2 0,1838 0,1558 0,1916 0,1258 0,2043 0,1462 0,191  0,2509
0,3 0,1527  0,1282 0,1104 0,102 0,1674 0,1432 0,1692 0,2183
0,4 0,1192 0,1086 0,1217 0,0822 0,1474 0,1134 0,1539 0,1906
0,5 0,0934 0,081 0,0773 0,057 0,1313 0,0896 0,1258 0,1887
f1
0,1 0,8982 0,8658 0,7983 0,8748 0,7291 0,8137 0,7114 0,4619
0,2 0,8972 0,923 0,8136 09461 10,7668 0,8734 0,8128 0,5339
0,3 0,9242 0,9449 10,9488 0,9629 0,8429 0,8665 0,8446 0,6374
0,4 0,9545 0,9583 09263 09750 0,8749 0,9176 0,8655 0,7203
0,5 09721 09775 09736 0,988 0,8975 0,9494 0,9113 0,7103
fa
0,1 0,2231 0,0944 0,0486 0,0883 0,0323 0,0162 0,0355 0,0062
0,2 0,1178 0,0966 0,0254 0,0689 0,0178 0,0099 0,0243 0,0037
0,3 0,0883 0,0726 0,0330 0,0523 0,0146 0,0059 0,0170 0,0031
0,4 0,0785 0,0568 0,0167 0,0428 0,0114 0,0052 0,0127 0,0027
0,5 0,0697 0,05634 0,0160 0,0429 0,0088 0,0047 0,0113 0,0018

X1 — molski udeo polisorbata 40 u meSovitoj miceli, prema RST,
X2 — molski udeo anjona Zu¢nih kiselina u meSovitoj miceli, prema RST,

f; — koeficijent aktivnosti polisorbata 40 u meSovitim micelama, prema RST

f, — koeficijent aktivnosti anjona zuc¢niih kiselina u meSovitim micelama, prema RST
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Na osnovu podataka u Tabeli 4, uocava se da su vrednosti molskog udela polisorbata 40 u
mesovitim micelama znatno ve¢e od njegovog udela u smeSama, pri ¢emu su vrednosti
molskog udela anjona zué¢nih kiselina u meSovitim micelama znatno maniji.

Moze se zakljuciti da prenos surfaktanata iz rastvora u mesovite micele nije ekvivalentan
njihovom molskom odnosu u rastvoru, odnosno veci je transfer nejonskog surfaktanta,
polisorbata 40 u meSovite micele. Razlika u molskim udelima razli¢itih surfaktanata u

mesovitim micelama je najizrazenija kod smesa polisorbata 40 i holata (Slika 10).
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Slika 10. Zavisnost molskog udela surfaktanata u meSovitoj miceli (X) od udela nejonskog

surfaktanta («) u smesi polisorbata 40 i holata

Ova pojava je karakteristicna za smeSe anjonskih i nejonskih surfaktanata (primeéena i u
smeSama Na-laurilsulfata i polisorbata 20) [17]. Verovatno se javlja kao posledica vece
hidrofobnosti nejonskih surfaktanata zbog ¢ega ovi molekuli imaju manju teznju da ostanu u
rastvoru u obliku monomera te se ugraduju u micele [17].

Mesovite micele ispitivanih surfaktanata sadrze vece molske udele polisorbata 40 nego
anjonskih surfaktatanata, zbog Cega su i vrednosti koeficijenta aktivnosti nejonskog
surfaktanta u mesovitim micelama znatno vece od vrednosti koeficijenta aktivnosti anjona

zuénih kiselina. Vrednosti koeficijenta aktivnosti polisorbata 40 su vece pri svim ispitivanim
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a od vrednosti koeficijenta aktivnosti anjona zu¢nih kiselina. NajizraZenija razlika izmedu fy i

f, je kod smesa polisorbata 40 i anjona holne kiseline (Slika 11).
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Slika 11. Zavisnost vrednosti koeficijenta aktivnosti surfaktanata u mesovitoj miceli (f) od
udela nejonskog surfaktanta («) u smesi polisorbata 40 i holata

5.2.2.3. Medudejstva izmedu gradivnih jedinica mesovitih micela anjona Zucnih kiselina

i polisorbata 40
Kako bi se kvantifikovala medudejstva izmedu polisorbata 40 i anjona zuc¢nih kiselina u

meSovitim micelama, izraGunate su vrednosti interakcionog parametra (fi2) ispitivanih

sistema, u skladu sa regular solution theory i prezentovane u Tabeli 5.

51



Doktorska disertacija Dejan Cirin

Tabela 5. Vrednosti interakcionog parametra mesovitih micela anjona zuénih kiselina i

polisorbata 40

o P12
[P40] D henoD  hioD C hioC 70D 120L 3,12DH
0,1 -2,41 -3,18 -4,90 -3,70 -5,83 -6,17 -5,81 -9,81
0,2 -3,21 -3,28 -5,62 -3,50 -6,36 -6,33 -5,68 -9,97
0,3 -3,38 -3,45 -4,31 -3,66 -6,10 -6,99 -5,90 -9,45
0,4 -3,28 -3,61 -5,17 -3,74 -6,16 -6,69 -6,10 -9,03
0,5 -3,24 -3,47 -4,48 -3,54 -6,27 -6,46 -5,87 -9,61

Sto je apsolutna vrednost interakcionog parametra veéa, jade su interakcije izmedu razli¢itih
gradivnih jedinica meSovite micele [130,136]. Pri tome, negativna vrednost interakcionog
parametra oznafava postojanje sinergizma tj. privlacnog medudejstva kosurfaktanata
[17,130,136], dok pozitivna vrednost oznaCava postojanje antagonizma, tj. odbojnih sila
izmedu gradivnih jedinica meSovite micele [130]. Prema pretpostavkama Holanda i Rubinga,
neidealnost u smeSama anjonskih i nejonskih surfaktanata je najverovatnije posledica
interakcija izmedu polarnih delova jonskih i nejonskih surfaktanata [129], pa samim tim i
vrednost interakcionog parametra Cesto kvantifikuje medudejstva izmedu polarnih glava
jonskih i nejonskih surfaktanata u njihovim mesovitim micelama, koje najées¢e poticu od
elektrostatickih interakcija.

Na osnovu vrednosti datih u Tabeli 5, uoc¢ava se da su vrednosti interakcionih parametara
negativne za sve ispitivane smese, $to ukazuje na postojanje sinergizma, odnosno privla¢nih
interakcija izmedu svih ispitivanih anjona zucnih kiselina i polisorbata 40 u njihovim
mesovitim micelama.

Negativne vrednosti interakcionog parametra su dobijene 1 u prethodnim studijama smesa
anjonskih i nejonskih surfaktanata [132-134]. U ovim studijama je izneta pretpostavka da
privlatna medudejstva najverovatnije poticu od primarnih (vodoni¢nih) 1 sekundarnih
(elektrostatickih) veza izmedu polarnih glava razli¢itih surfaktanata koje grade meSovite
micele [132-134].

Na osnovu vrednosti 1, parametra, datih u Tabeli 4, moze se pretpostaviti da neidealnost,

odnosno sinergizam u ispitivanim mesovitim micelama, najverovatnije poti¢e od privlacnog
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medudejstva izmedu polarnih grupa razli¢itih surfaktanata u meSovitim micelama, odnosno
izmedu oksietilenskih nizova polisorbata 40 i hidrofilnih grupa anjona Zucnih Kiselina.
Naime, zbog preferencijalne ugradnje nejonskog surfaktanta u meSovite micele moze se
pretpostaviti da su meSovite micele polisorbata 40 i soli zu¢nih kiselina u blizini kmk istog
oblika kao i micele polisorbata 40, tj. sfernog oblika. Takode, na osnovu zakljucaka iznetih u
prethodnim ispitivanjima zu¢nih soli i drugih amfifila, moze se pretpostaviti da se anjoni
zucnih kiselina asociraju svojim hidrofobnim stranama [30,125], pri ¢emu su anjoni zu¢nih
kiselina najverovatnije tangencijalno postavljeni na povrsini mesovitih micela (Slika 12).
Odnosno, hidrofobna, B strana, je verovatno orijentisana ka unutra$njosti micele, tj. ka
hidrofobnom jezgru gradenom od ugljovodoni¢nih nizova molekula Tween-a 40, kako bi

hidrofobne grupe steroidnog skeleta bile §to manje izlozene molekulima vode.

Slika 12. Prikaz meSovite micele polisorbata 40 i anjona zu¢ne kiseline (ZK) u blizini kmk

(SRSS=srednja ravan steroidnog skeleta)

Pri takvoj poziciji molekula soli zu¢nih kiselina u meSovitim micelama, hidrofilna strana
anjona zuc¢nih kiselina je najverovatnije orijentisana ka vodenoj fazi. Ovakva orijentacija
anjona zuc¢nih kiselina omogucava uspostavljanje vodoni¢nih veza izmedu polioksietilenskih

delova i hidrofilnih grupa anjona zuénih kiselina (Slika 13).
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vodoni¢ne veze

A\

SRSS

mesovita micela

Slika 13. Vodoni¢ne veze izmedu OH grupa anjona zucne kiseline i polioksietilenskih (POE)
delova polarne glave polisorbata 40 (u ravni ,,R* je kao primer data Njumanova projekciona
formula steroidnog skeleta holata; SRSS=srednja ravan steroidnog skeleta)

5.2.2.3.1. Analiza vrednosti interakcionog parametra

Kako bi se izvrsila analiza uticaja strukture anjona zuc¢nih kiselina na vrednosti interakcionih
parametara mesovitih micela, na osnovu podataka datih u Tabeli 5 su izracunate srednje
vrednosti fB;, parametra ispitivanih sistema polisorbata 40 i anjona Zu¢nih kiselina i

prezentovane u Tabeli 6.
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Tabela 6. Srednje vrednosti 1, parametra ispitivanih sistema anjona Zucnih kiselina i

polisorbata 40

D henoD hioD C hioC 70D 120L  3,12DH
ukupan broj OH 2 2 2 3 3 3 2 2
i/ili =O grupa
broj e OH i/ili =O 1 1 2 1 2 3 2 )
grupa
broj a OH i/ili 1 1 0 ) 1 0 0 0
=0 grupa
P12 -3,104 -3398 -4896 -3,628 -6,144 -6,528 -5872 -9,574

Dakle, vrednost interakcionog parametra ispitivanih sistema opada slede¢im redosledom (ako

se posmatra anjon zucne kiseline koji ulazi u sastav meSovite micele):

D(-3,10)<henoD(-3,398)<C(-3,628)<hioD(-4,896)<120L(-5,872)<hioC(-6,144)<70D(-
6,528)<3,12DH(-9,574)

Poredenjem vrednosti interakcionog parametra moZze se primetiti da vrednost interakcionog
parametra znacajno varira u zavisnosti od strukture anjona zu¢ne kiseline koja ulazi u sastav
mesSovite micele. Odnosno, posto svi ispitivani anjoni zu¢nih kiselina imaju istu steroidnu
osnovu, a razlikuju se po broju, orijentaciji i poziciji hidrofilnih grupa, moze se re¢i da
vrednost interakcionog parametra zavisi od broja i prostorne orijentacije ovih hidrofilnih
grupa (odnosno grupa koje sadrze atom kiseonika) u steroidnom skeletu anjona Zzucnih
kiselina, kao i od njihove pozicije na steroidnom skeletu.

Na osnovu Tabele 6 se moze grubo zakljuéiti da ukoliko anjon Zu¢ne kiseline ima veci broj
grupa koje sadrZe atom kiseonika vezanih u ekvatorijalnom polozaju za steroidni skelet, veca

je apsolutna vrednost parametra interakcije meSovite micele koju gradi sa polisorbatom 40.
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5.2.2.3.2. Uticaj broja hidroksilnih grupa na vrednost interakcionog parametra

Na osnovu Tabele 6 se uoc¢ava da broj OH grupa vezanih za steroidni skelet odredene Zuéne
kiseline ima znacajan uticaj na vrednost interakcionog parametra. Medutim, ocigledno je da
je apsolutna vrednost interakcionog parametra u boljoj korelaciji sa brojem ekvatorijalno
orijentisanih OH grupa.

Postojanje korelacije izmedu broja hidroksilnih grupa i vrednosti interakcionog parametra, tj.
sinergizma, je najverovatnije posledica stvaranja vodoni¢nih veza izmedu hidrofilnih grupa
anjona zu¢nih kiselina i oksietilenskih nizova polisorbata 40 u meSovitim micelama. Pri
tome, Sto je veéa mogucénost formiranja vodonicnih veza izmedu anjona Zucnih kiselina i
oksietilenskih nizova polisorbata 40, to je vrednost interakcionog parametra negativnija, tj.
veéi je sinergizam u ispitivanim meSovitim micelama. Na osnovu Tabele 6, vecu
verovatno¢u formiranja vodoni¢nih veza ocigledno imaju anjoni Zu¢nih kiselina sa veéim
brojem ekvatorijalno orijentisanih OH grupa, pri ¢emu se moze zakljuciti da i aksijalno
orijentisane OH grupe doprinose sinergizmu.

Svi ispitivani anjoni zu¢nih kiselina sa OH supstituentima na steroidnom skeletu imaju bar
jednu ekvatorijalno orijentisanu OH grupu (na C3). Deoksiholna kiselina i henodeoskiholna
kiselina imaju samo jednu OH grupu u ekvatorijalnom polozaju (na C3, koja zbog svoje
prostorne orijentacije ima manju verovatnoc¢u formiranja vodoni¢nih veza od ostalih e OH
grupa), i samo jednu OH grupu aksijalne orijentacije. Zbog toga, anjoni deoksiholne i
henodeoksiholne kiseline najverovatnije formiraju manji broj vodoni¢nih veza sa molekulima
polisorbata 40 od anjona ostalih zuénih kiselina (koji sadrze veci broj ekvatorijalno
orijentisanih 1/ili ve¢i broj aksijalno orijentisanih OH grupa), zbog cCega je 1 apsolutna
vrednost interakcionog parametra sistema deoksiholata i henodeoksiholata i nejonskog
surfaktanta najmanja, tj. najmanji je sinergizam.

Holna kiselina sadrzi jednu hidroksilnu grupu vise (aksijalne orijentacije) od deoksiholne i
henodeoksiholne, zbog Cega najverovatnije ima vecu verovatnocu formiranja vodoni¢nih
veza u meSovitim micelama sa polisorbatom 40, odnosno vecu apsolutnu vrednost

interakcionog parametra.
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5.2.2.3.3. Uticaj orijentacije hidroksilnih grupa na vrednost interakcionog parametra

Na osnovu pretpostavke da anjoni zu¢nih kiselina sa ekvatorijalno orijentisanim hidroksilnim
grupama imaju vecu verovatno¢u formiranja vodoni¢nih veza u meSovitim micelama, moze
se postaviti pitanje o ulozi orijentacije OH grupe na formiranje vodoni¢nih veza.

Ispitivani anjoni zu¢nih kiselina imaju OH grupe koje su u ekvatorijalnoj ili aksijalnoj
orijentaciji. Ekvatorijalne hidroksilne grupe zaklapaju ugao od 30° sa srednjom ravni
steroidnog skeleta, dok su aksijalne OH grupe postavljene pod uglom od 90° u odnosu na
SRSS [58,81,82]. Odnosno, grupe u ekvatorijalnom polozaju su za 60° blize SRSS, u odnosu

na aksijalno orijentisane hidroksilne grupe (Slika 14).

Slika 14. Razlika u prostornom polozaju OH grupe prema srednjoj ravni steroidnog skeleta u

zavisnosti od orijentacije (aksijalne (A) ili ekvatorijalne (B))
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Posto se pretpostavlja da su molekuli anjona Zzuc¢nih kiselina u meSovitim micelama
tangencijalno postavljeni, tj. da srednja ravan steroidnog skeleta zauzima ugao od 90° sa
precnikom sfere meSovitih micela, kao i da su oksietilenski lanci polisorbata 40
najverovatnije tangencijalno postavljeni na povrS$ini meSovitih micela (kako bi sprecili
penetraciju molekula vode u unutrasnjost meSovitih micela), moze se ocekivati da su
hidrofilne grupe ispitivanih anjona zuc¢nih kiselina koje su blize SRSS, bliZe 1 oksietilenskim
nizovima nejonskog surfaktanta, odnosno imaju veéu verovatnocu formiranja vodoni¢nih
Veza.

Odnosno, hidroksilne grupe koje su vezane za SRSS pod uglom od 30° tj. u ekvatorijalnom
poloZaju, najverovatnije su blize oksietilenskim nizovima od aksijalnih OH grupa i lakse
formiraju vodoni¢ne veze sa polisorbatom 40.

Prema tome, moze se pretpostaviti da i anjoni zuc¢nih kiselina sa ve¢im brojem ekvatorijalno
orijentisanih hidroksilnih grupa imaju vecéu verovatnofu formiranja vodoni¢nih veza sa
polisorbatom 40 u meSovitim micelama, zbog ¢ega meSovite micele anjona ovih Zucnih
kiselina imaju vecu apsolutnu vrednost parametra interakcije.

Ukoliko se posmatraju sistemi anjona zu¢nih kiselina koje ne sadrze okso grupe, na osnovu
Tabele 6 se uocava da sistem sa hiodeoksiholatom ima vecu apsolutnu vrednost parametra
interakcije od sistema ostalih dihidroksilnih anjona Zu¢nih kiselina, kao i od holata (koji sarzi
tri hidroksilne grupe), najverovatnije zato $to ovaj anjon, pored C3 e hidroksilne grupe, sadrzi
jos$ jednu ekvatorijalno orijentisanu hidroksilnu grupu, na C6 polozaju (Slika 15), za razliku
od deoksiholne, henodeoksiholne i holne Kiseline koje imaju samo jednu ekvatorijalno

orijentisanu hidroksilnu grupu (na C3).
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Slika 15. Razlika u poziciji i orijentaciji OH grupa hiodeoksiholne (A) i henodeoksiholne
Kiseline (B)

Analizom Tabele 6, se takode moze uociti da je srednja vrednost interakcionog parametra
sistema hioholata i polisorbata 40 veca od vrednosti interakcionog parametra holata i
polisorbata 40, iako hioholat i holat sadrze isti broj hidroksilnih grupa. Prema tome, veéi
sinergizam u smeSama sa anjonom hioholne kiseline je verovatno posledica veceg broja
ekvatorijalno orijentisanih OH grupa u anjonu hioholne kiseline (2) u odnosu na anjon holne
kiseline (1).

5.2.2.3.4. Uticaj sternih faktora na vrednost interakcionog parametra
Nesto slabije interakcije u meSovitim micelama deoksiholata od henodeoksiholata se
najverovatnije javljaju zbog sternog zaklanjanja C12 OH grupe anjona deoksiholne kiseline,

dok anjon henodeoksiholne kiseline ne sadrzi OH grupu na C12. Naime, bo¢ni lanac

steroidnog skeleta vezan za C17 je u sinklinalnom polozaju sa C12 OH grupom.
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Na taj na¢in, bo¢ni lanac steroidnog skeleta sterno zaklanja hidroksilnu grupu na C12,
ometajuci formiranje vodoni¢ne veze sa oksietilenskim nizovima polisorbata 40 u meSovitim
micelama, zbog Cega deoksiholat najverovatnije ima manju verovatno¢u formiranja
vodoni¢nih veza od henodeoksiholata, iako imaju isti broj hidroksilnih grupa identi¢ne
orijentacije. Zbog toga su najverovatnije interakcije u meSovitim micelama sa anjonom
deoksiholne kiseline manje od interakcija u micelama gradenih od anjona henodeoksiholne

kiseline.

5.2.2.3.5. Uticaj oksidacije hidroksilnih grupa na vrednost interakcionog parametra

Regioselektivnom oksidacijom anjona hidroksilnih derivata 5p-holanske kiseline nastaju
njihovi okso derivati. Pri konverziji hidroksilne u okso grupu, atom kiseonika menja svoju
orijentaciju u odnosu na srednju ravan steroidnog skeleta [82].

Na osnovu Tabele 6, moze se uociti da mesovite micele gradene od anjona Zu¢nih kiselina sa
okso grupama imaju vecu apsolutnu vrednost interakcionog parametra od mesovitih micela sa
anjonima zuénih kiselina koje imaju samo hidroksilne supstituente. Tako je na primer,
apsolutna vrednost interakcionog parametra mesovitih micela sa 70D veca od vrednosti f1 2
parametra meSovitih micela sa holatom. Posto obe zu¢ne kiseline imaju dve OH grupe, na C3
i C12, iste orijentacije (a ekvatorijalne i a aksijalne orijentacije), moze se pretpostaviti da je
razlika u vrednosti interakcionog parametra posledica postojanja razli¢itih hidrofilnih grupa
na C7. Naime, kod holata je na sedmom ugljenikovom atomu prisutna hidroksilna grupa, dok

je kod 70D, na C7 za steroidni skelet vezana okso grupa (Slika 16).
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Slika 16. Razlika u strukturi holne kiseline (A) i 7-oksodeoksiholne kiseline (B)

Kod holne kiseline je kiseonikov atom, tj. OH grupa, aksijalne orijentacije na C7, dok je kod
70D, kiseonikov atom, tj. okso grupa, ekvatorijalne orijentacije, odnosno mnogo je blizi
SRSS. Prema tome, uocava se da intenzitet sinergizma raste prevodenjem o aksijalnih
hidroksilnih grupa u okso grupe, najverovatnije zato Sto se na taj nacin atom kiseonika Kkoji
ucestvuje u formiranju vodoni¢nih veza sa oksietilenskim nizovima polisorbata 40, pomera za
60° ka SRSS, tj. u ekvatorijalni polozaj, zbog Cega raste verovatnoca formiranja vodoni¢ne
veze (Slika 17). Odnosno, zbog toga Sto anjon 70D sadrzi veéi broj ekvatorijalno
orijentisanih hidrofilnih grupa (dva ekvatorijalna kiseonikova atoma), od holata, koji sadrzi
samo jedan ekvatorijalno vezan atom Kkiseonika, najverovatnije je veca verovatnoca

formiranja vodoni¢nih veza tj. veéi je Sinergizam u meSovitim micelama sa 70D.
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Slika 17. Pozicija atoma kiseonika okso grupe u Njumanovoj projekcionoj formuli u odnosu
na aksijalnu hidroksilnu grupu i SRSS (primer: 70D).

Anjon 3,12DH ima okso grupu na C3, koja je dobijena oksidacijom hidroksilne ekvatorijalne
grupe, zbog ¢ega je to jedini ispitivani anjon sa kiseonikom u B ekvatorijalnom polozaju, Sto
doprinosi privlaénim interakcijama sa polioksietilenskim delovima.

Takode, anjon 120L, zbog toga §to sadrzi veci broj ekvatorijalno orijentisanih atoma
kiseonika (dva ekvatorijalna kiseonikova atoma) od deoksiholata i henodeoksiholata, formira
mesSovite micele koje imaju vecu apsolutnu vrednost interakcionog parametra od meSovitih
micela gradenih od anjona deoksiholne ili henodeoksiholne kiseline koji sadrze dva atoma

kiseonika vezanih za steroidni skelet, ali samo jedan atom u ekvatorijalnom polozaju (na C3).
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5.2.2.3.6. Uticaj vicinalnih hidroksilnih grupa na vrednost interakcionog parametra

Poredenjem strukture 70D 1 hioholata, sa vrednostima interakcionih parametara njihovih
mesovitih micela, moze se uociti da se na osnovu broja ekvatorijalno orijentisanih atoma
kiseonika ne moze objasniti razlika u sinergizmu u meSovitim micelama koje ovi anjoni
grade sa polisorbatom 40.

Razlika u interakcijama koje postoje u meSovitim micelama dva anjona su najverovatnije
posledica razli¢ite pozicije hidrofilnih grupa na steroidnom skeletu.

Naime, hioholat sadrzi dve vicinalne OH grupe (na C6 i C7) koje se zbog medusobne blizine
najverovatnije ponasaju kao jedna OH grupa, pri interakciji sa polioksietilenskim delom
polisorbata 40 (Slika 18), pa je i manja verovatnoc¢a formiranja vodoni¢nih veza sa polarnom
glavom nejonskog surfaktanta, nego kada su hidrofilne grupe na veéem medusobnom

rastojanju, kao §to je slucaj sa 70D i 3,12DH.

H OH

Slika 18. Vicinalne OH grupe u steroidnom skeletu hioholne kiseline (H)
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5.2.2.4. Uticaj strukture anjona Zucnih kiselina na termodinamicku stabilizaciju

meSovitih micela

Kako bi se utvrdilo u kojoj meri su ispitivane meSovite micele stabilnije od idealnih

mesSovitih micela, izradunate su vrednosti dodatne Gibsove energije (GF) za ispitivane

sisteme, na osnovu jednacine (25) i prezentovane u Tabeli 7.

Tabela 7. Vrednosti dodatne Gibsove energije ispitivanih sistema anjona Zu¢nih kiselina i

polisorbata 40

GE (Jmol™)

a
[P40] D henoD hioD C hioC 70D 120L  3,12DH

0,1 -994,8  -1526,7 -2045,5 -1412,3 -2580,7 -2284,7 -2642,7 -4908,8
0,2 -11938 -1069,1 -2157,8 -954,1 -2562,8 -1958,5 -21754 -4644,8
0,3 -1084,2 -9556 -1049,3 -8309 -2107,5 -21258 -2055,7 -3997,3
0,4 -853,5  -866,3 -1401,1 -699,5 -1918,6 -1667,0 -1968,9 -3453,0
0,5 -680,4  -640,3 -853,2 -4716 -1772,8 -1307,6 -1600,1 -3646,6

G® pokazuje u kojoj meri su mesovite micele odredene smese surfaktanata termodinamicki
stabilnije od idealnih me3ovitih micela iste smese [130]. Sto G® ima vise negativnu vrednost,
to su realne meSovite micele stabilnije od idealnih [130]. Takode, GF je pokazatelj

spontanosti formiranja mesovitih micela. Sto GF ima vise negativnu vrednost, to je proces
formiranja meSovitih micela spontaniji, nego proces formiranja idealnih meSovitih micela
[130].

Prema tome, na osnovu podataka datih u Tabeli 7, moze se primetiti da je vrednost GF vise
negativna u smeSama koje sadrze anjone Zucnih kiselina sa veéim brojem ekvatorijalno
orijentisanih hidrofilnih grupa. Na primer, uo¢ava se da medu anjonima derivata 5p-holanske
kiseline koji sadrze dve hidroksilne grupe, hiodeoksiholat ima najvece negativne vrednosti
GF, za veéinu vrednosti a, 0dnosno formira mesovite micele sa polisorbatom 40 koje su u

najvecoj meri stabilizovane u odnosu na idealne mesovite micele (Slika 19).
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Slika 19. Zavisnost G® me3ovitih micela ispitivanin anjona dihidroksilnih derivata 53-

holanske kiseline i polisorbata 40 od udela nejonskog surfaktanta (c)

Takode, uocava se da anjon hioholne kiseline, kao i ispitivani anjoni okso derivata 5p-
holanske kiseline formiraju mesovite micele koje su u vecoj meri stabilizovane u odnosu na

idealne mesovite micele, od anjona holne kiseline.

To znadi da, grubo re¢eno, vrednost G® zavisi od broja i orijentacije hidrofilnih grupa, sli¢no
kao i vrednost interakcionog parametra.

Poredenjem vrednosti datih u Tabeli 7 i vrednosti interakcionog parametra prikazanih u
Tabeli 5, moze se uociti postojanje iste tendencije: Sto je apsolutna vrednost /1, parametra
veca za odreden sistem surfaktanata, to i G® ima vec¢u apsolutnu vrednost.

Odnosno, moze se pretpostaviti da je negativna vrednost G® u ispitivanim sistemima
najverovatnije posledica formiranja vodoni¢nih veza u hidrofilnom delu mesovitih micela.
Sto se veéi broj vodoni¢nih veza formira izmedu razligitih surfaktanata u mesovitoj miceli, to
je veéa termodinamicka stabilnost mesovite micele u odnosu na idealnu mesovitu micelu, tj.
formiranje realne meSovite micele je spontaniji proces u odnosu na formiranje idealne
meSovite micele. Pri tome, poSto verovatno¢a formiranja vodoni¢nih veza zavisi od broja,

prostorne orijentacije i pozicije hidrofilnih grupa vezanih za steroidni skelet, moze se re¢i da
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je i termodinamicka stabilnost mesSovitih micela anjona Zu¢nih kiselina i polisorbata 40 u
odnosu na idealne, funkcija broja, prostorne orijentacije i pozicije hidrofilnih grupa anjona

zu¢nih kiselina.

5.2.2.5. Ispitivanje micelarnih karakteristika pojedinih sistema anjona Zucnih kiselina i

polisorbata 40 - spektrofluorifotometrijskim merenjima

Odnos intenziteta prve i trece emisione trake pirena zavisi od polarnosti mikrosredine u kojoj
se nalazi piren [153-156]. Sto je sredina hidrofobnija, to je niza vrednost odnosa inteziteta
prve i tre¢e emisione trake pirena. Odnosno, Sto su molekuli pirena u kontaktu sa ve¢im
brojem molekula vode, tj. §to je sredina hidrofilnija, ve¢i je odnos inteziteta emisionih traka
pirena. Na ovaj nacin se moze ispitivati i polarnost micela, tj. jezgra micela, posto se piren
solubilizuje u ovim slozenim agregatima [154-156]. Prema tome, moze se pretpostaviti da je
ispitivanjem zavisnosti odnosa intenziteta prve i treCe emisione trake pirena od temperature, u
oblasti micelarnih koncentracija, moguce utvrditi propustljivost micela prema molekulima
vode sa variranjem temperature, odnosno da je moguce ispitati fleksibilnost ispitivanih
micela. U ovom radu su spektrofluorifotometrijskom metodom ispitivane micelarne
karakteristike anjona zu¢nih kiselina i polisorbata 40 na primeru smese holata i polisorbata 40
i smese 3,12-diokso-5B-holanata i polisorbata 40.

Za odredivanje fleksibilnosti micela sa promenom temperature, praceni su odnosi intenziteta
prve i tre¢e emisione trake pirena na dve razli¢ite temperature: 15 °C i 35 °C, pri micelanim
koncentracijama surfaktanata. Dobijene su sledece srednje vrednosti razlika odnosa inteziteta
prve i treCe emisione trake na dve temperature: 0,0203 za smesu C-polisorbat 40 i 0,0224 za
smesu 3,12DH-polisorbat 40.

Veca razlika odnosa intenziteta prve i tre¢e emisione trake u smesi 3,12-diokso-53-holanata i
polisorbata 40 se moze objasniti kao posledica formiranja meSovitih micela koje postaju
fleksibilnije sa povecanjem temperature u odnosu na mesovite micele gradene od holata i
polisorbata 40. Naime, 3,12-diokso-5B-holanat zbog formiranja veceg broj vodoni¢nih veza
sa polisorbataom 40 najverovatnije formira rigidnije meSovite micele, koje nakon raskidanja
vodoni¢nih veza, sa povecanjem temperature, postaju poroznije u odnosu na mesovite micele

formirane na nizoj temperaturi.

66



Doktorska disertacija Dejan Cirin

Odnosno, sa povecanjem temperature, molekuli pirena verovatno dolaze u kontakt sa ve¢im
brojem molekula vode. Zbog toga je najverovatnije izraZeniji porast odnosa intenziteta prve i

tre¢e emisione trake u smesaama 3,12-diokso-5p-holanata i polisorbata 40.

5.2.3. SMESE ANJONA ZUCNIH KISELINA | POLISORBATA 80

5.2.3.1. Vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija

Vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija binarnih sistema anjona zu¢nih kiselina i
polisorbata 80 su odredene merenjem povrsinskog napona i prikazane u Tabeli 8. Vrednosti
kmk su odredene i konduktometrijom. Nema statisticki zna¢ajne razlike izmedu vrednosti kmk
dobijenih konduktometrijskim i tenziometrijskim merenjima, odnosno u statistickom smislu
ove vrednosti pripadaju istoj populaciji (t-test, p<0,05).

Grafici zavisnosti povrSinskog napona od totalne koncentracije surfaktanata i specifi¢ne
provodljivosti od ukupne koncentracije surfaktanata su pokazali postojanje samo jedne kmk
vrednosti u ovim sistemima. Takode, izraCunate su vrednosti idealnih kritiénih micelarnih

koncentracija ovih sistema prema jednacini (11) i prezentovane u Tabeli 8.
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Tabela 8. Eksperimentalno odredene vrednosti kriticnih micelarnih koncentracija ispitivanih
sistema anjona zu¢nih kiselina i polisorbata 80 i idealne vrednosti kmk ovih smesa

a kmk®® (mM)
[P8O] D henoD hioD C hioC 70D 120L  3,12DH
0,05 0,200 0,210 0,213 0,216 0,220 0,229 0,249 0,239

0,1 0,063 0,105 0,09 0,062 0,083 0,119 0,19 0,21
0,15 0,130 0,113 0,118 0,131 0,071 0,086 0,119 0,124
0,2 0,098 0,103 0,083 0,120 0,055 0,064 0,091 0,071
0,3 0,096 0,110 0,122 0,100 0,084 0,123 0,078 0,148
0,4 0,070 0,121 0,088 0,073 0,105 0,047 0,080 0,049
0,5 0,068 0,092 0,072 0,058 0,084 0,112 0,084 0,114
kmk'“(mM)
0,05 0,227 0,231 0,237 0,235 0,237 0,239 0,237 0,239
0,1 0,117 0,118 0,119 0,119 0,119 0,120 0,119 0,120
0,15 0,079 0,080 0,080 0,079 0,080 0,080 0,080 0,080
0,2 0,059 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060
0,3 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040
0,4 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030
0,5 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024 0,024
kmk®® — eksperimentalno dobijene kmk vrednosti binarnih sistema ispitivanih anjona Zu¢nih
kiselina i polisorbata 80; svaki rezultat je srednja vrednost sedam razlic¢itih merenja. Greska
pri odredivanju kmk nije veca od 4%,

kmk'® — vrednosti kriti¢nih micelarnih koncentracija idealnih smesa ispitivanih anjona Zu¢nih
kiselina i polisorbata 80, izracunate na osnovu Klintovog modela idealnih smesa

Na osnovu eksperimentalno odredenih vrednosti kritiénih micelarnih koncentracija cistih
surfaktanata i binarnih sistema anjona Zué¢nih kiselina i polisorbata 80 (kmk®®), datih u
Tabelama 2 i 8, uocava se da su vrednosti kmk ispitivanih smesa znatno nize od kmk anjona
Zu¢nih kiselina, odnosno znatno su blize vrednosti kmk polisorbata 80.

Iz Tabele 8, se primecuje odstupanje eksperimentalno dobijenih vrednosti od izracunatih
idealnh vrednosti kmk ispitivanih smesa, §to znaci da se ispitivane smeSe ne ponaSaju kao
idealni sistemi.

Moze se primetiti da su kod meSovitih micela gradenih od anjona Zu¢nih kiselina koje sadrze
samo OH grupe, eksperimentalno odredene vrednosti kmk manje od idealnih samo za a <
0,10 (odnosno za a < 0,2 kod meSovitih micela gradenih od hioholata). Ovo najverovatnije

znaci da su meSovite micele koje se formiraju u rastvorima ovih smesa stabilnije od idealnih,
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odnosno da u mesSovitim micelama ovih binarnih smeSa najverovatnije postoje dodatne
privlacne interakcije izmedu razliCitih surfaktanata koje povecavaju stabilnost meSovitih
micela i snizavaju vrednost njihove kriti¢ne micelarne koncentracije.

Za a > 0,10, kod anjona zuc¢nih kiselina koje sadrze atom kiseonika samo u obliku OH grupa
(odnosno za a > 0,2 kod mesovitih micela gradenih od hioholata), eksperimentalne vrednosti
kmk su vece od idealnih $to najverovatnije znaci da su meSovite micele formirane u ovim

smes$ama manje stabilne od idealnih.

5.2.3.2. Molski udeli i koeficijenti aktivnosti polisorbata 80 i anjona Zucnih kiselina u

mesSovitim micelama

U Tabeli 9 su date vrednosti molskog udela polisorbata 80 (x;) i anjona zu¢nih kiselina (X) u
mesSovitim micelama i koeficijenti aktivnosti polisorbata 80 (f;) i anjona zuénih kiselina (f;) u
ispitivanim sistemima.

Vrednosti molskog udela polisorbata 80 i anjona Zzu¢nih kiselina su odredene na osnovu

jednadina (22) i (23). Vrednosti f i f, su izracunate pomocu izraza (18) i (19).
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Tabela 9. Molski udeli polisorbata 80 (x1) i anjona zuénih kiselina (X;) u mesovitim

micelama i koeficijenti aktivnosti surfaktanata u meSovitim micelama (f, f2) u zavisnosti od

molskog udela polisorbata 80 u smesi («)

o X1
[P8O] D henoD hioD C hioC 70D 120L 3,12DH
0,05 0,859 0,891 0,899 0,913 0,927 0,851 0,748 0,810
0,1 0,743 0,897 0,844 0,761 0,824 0,838 0,667 0,685
0,15 0,624 0,668 0,695 0,663 0,914 0,808 0,694 0,681
0,2 0,635 0,646 0,718 0,644 0,932 0,818 0,701 0,781
0,3 0,603 0,757 0,621 0,632 0,653 0,653 0,676 0,631
0,4 0,623 0,575 0,637 0,648 0,624 0,759 0,648 0,735
0,5 0,613 0,593 0,645 0,659 0,634 0,634 0,630 0,628
X2
0,05 0,141 0,109 0,101 0,087 0,073 0,149 0,252 0,19
01 0,257 0,103 0,156 0,239 0,176 0,162 0,333 0,315
0,15 0,376 0,332 0,305 0,337 0,086 0,192 0,306 0,319
0,2 0,365 0,354 0,282 0,356 0,068 0,182 0,299 0,219
0,3 0,397 0,243 0,379 0,368 0,347 0,347 0,324 0,369
0,4 0,377 0,425 0,363 0,352 0,376 0,241 0,352 0,265
0,5 0,387 0,407 0,355 0,341 0,366 0,366 0,370 0,372
f1
0,05 0,970 0,9821 0,9733 0,9858 0,9889 1,1211 1,3869 1,2293
0,1 0,7065 0,9755 0,8887 0,6824 0,8394 1,1832 2,3748 2,5540
0,15 2,6079 2,1137 2,1224 2,4695 0,9710 1,3302 2,1430 3,0350
0,2 2,6097 2,6577 1,9272 3,1050 0,9835 1,3038 2,1630 1,6008
0,3 3,9775 1,7349 49113 3,9533 3,5363 4,7010 2,8840 5,8634
0,4 3,7448 7,0086 4,6053 3,7558 5,6113 1,8889 4,1164 2,2221
0,5 4,6211 6,3197 4,6530 3,6651 55176 7,3591 5,5510 7,5623
f
0,05 0,3234 0,2992 0,1174 0,2069 0,1645 41,6639 17,8400 42,6442
0,1 0,05482 0,1522 0,0316 0,0208 0,0216 90,1418 32,1411 84,2827
0,15 14,0128 20,6944 49,7829 33,0813 0,0360 156,5174 50,4265 157,5326
0,2 18,2328 25,9213 70,3212 40,7616 0,0442 212,6576 69,4627 396,9131
0,3 24,1725 209,8824 71,7295 57,6364 87,6218 241,7451 100,5734 176,2867
04 36,8081 353090 110,2624 88,6392 115,6290 548,9937 120,9411 465,1492
0,5 46,5422 50,0916 160,0530 127,8578 168,1639 399,073 143,91  319,2243

X1 — molski udeo polisorbata 80 u mesovitoj miceli, prema RST,
X2 — molski udeo anjona Zu¢nih kiselina u meSovitoj miceli, prema RST,
f; — koeficijent aktivnosti polisorbata 80 u mesSovitim micelama, prema RST

f, — koeficijent aktivnosti anjona zuc¢niih kiselina u mesovitim micelama, prema RST
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Na osnovu podataka u Tabeli 9, uoc¢ava se da su molski udeli polisorbata 80 u meSovitim
micelama (x;) vec¢i od njegovog udela u smeSama (), $to je izrazeno i pri malim vrednostima
molskog udela polisorbata 80 u smesama (0,05 i 0,01) . Slicno kao i u smeSama sa
polisorbatom 40, ocigledno je da je transfer polisorbata 80 u mesovite micele veci od prenosa
anjona zu¢nih kiselina. Ova pojava se moze objasniti ve¢om hidrofobnos¢u polisorbata 80,
zbog Cega ima vecu teznju da se nagomilava u micele. Suprotno tome, anjoni zu¢nih kiselina
su hidrofilniji od ispitivanog nejonskog surfaktanta i imaju vecu teznju da ostanu u rastvoru u
obliku monomera. Na Slici 20 je pokazana razlika izmedu molskih udela surfaktanata u
meSovitim micelama na primeru sistema deoksiholata i polisorbata 80, kod kojih je
primecena najveca razlika izmedu vrednosti Xp I Xp.

Prema vrednostima datim u Tabeli 9, sa povecanjem udela polisorbata 80 u smesi znatno
raste koeficijent aktivnosti ovog surfaktanta u mesovitim micelama (f1), pri ¢emu opada
njegov udeo u mesovitim micelama. Ova pojava je najverovatnije posledica sterne Krutosti
oleinskog ostatka, vezanog za polarnu glavu polisorbata 80. Naime, oleinska kiselina sadrzi
krutu, dvostruku vezu cis konfiguracije, zbog Cega, verovatno, dolazi do povecanja sternih
odbojnih interakcija prilikom pakovanja ugljovodoniénih lanaca polisorbata 80 u meSovite

micele, te raste i koeficijent aktivnosti ovog polisorbata u meSovitim micelama.

polisorbat 80

I D

1,0
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0,6-

R
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2 I I I I I
0,0 ; : : :
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Slika 20. Zavisnost molskog udela surfaktanata u meSovitoj miceli (X) od udela nejonskog

surfaktanta («) u smesi polisorbata 80 i deoksiholata
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5.2.3.3. Medudejstva izmedu gradivnih jedinica meSovitih micela anjona Zucnih kiselina

i polisorbata 80

Medudejstva izmedu anjona zucnih kiselina i Tween-a 80 su kvantifikovana pomocu f
parametra koji je ra¢unat na osnovu regular solution theory, odnosno jednacine (24).

U Tabeli 10 su date vrednosti interakcionog parametra, za sve ispitivane sisteme anjona
zuénih kiselina i polisorbata 80.

Prema regular solution theory, koja je primenjena na ove sisteme, iz Tabele 10 se moze
uociti da sa porastom udela polisorbata 80 u smesi, uglavnom raste vrednost parametra
interakcije u ispitivanim sistemima §to znac¢i da dolazi do smanjenja sinergizma i povecanja
antagonizma izmedu surfaktanata u meSovitim micelama sa povecanjem molskog udela
polisorbata 80 u smesi [130]. Takode, kod odredenih sistema se primecuje promena

predznaka interakcionog parametra.

Tabela 10. Vrednosti interakcionog parametra (51 ) ispitivanih sistema anjona zu¢nih

kiselina i polisorbata 80

o [T80] : Pra _

D henoD  hioD C hioC 70D 120L 3,12DH
0,05 -1,53 -1,52 -2,65 -1,89 -2,1 5,15 5,15 5,72
0,1 -5,26 -2,34 -4,85 -6,69 -5,65 6,41 7,80 9,45
0,15 6,78 6,79 8,09 7,96 -3,98 7,74 8,14 10,91
0,2 7,20 7,80 8,25 8,94 -3,59 8,01 8,63 9,81
0,3 8,76 9,33 11,08 10,15 10,49 12,87 10,09 12,99
0,4 9,29 10,78 11,59 10,68 12,20 10,95 11,42 11,37
0,5 10,22 11,13 12,20 11,17 12,75 14,9 12,52 14,62

5.2.3.3.1. Analiza vrednosti interakcionog parametra

Na osnovu promene predznaka vrednosti interakcionog parametra u zavisnosti od molskog
udela surfaktanta u smesi, ocigledno je da se anjoni zu¢nih kiselina mogu podeliti na dve
grupe.

Prvu grupu ¢ine anjoni zu¢nih kiselina ¢ije meSovite micele sa polisorbatom 80 imaju

negativnu vrednost interakcionog parametra pri nizim molskim udelima polisorbata 80, pri
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Cemu ova vrednost dobija pozitivan predznak sa povecanjem molskog udela nejonskog
surfaktanta (za ¢>0,1, odnosno za «>0,2 za hioholat). U ovu grupu spadaju derivati 5p-
holanske kiseline koji ne sadrze okso grupe vezane za steroidni skelet: D, henoD, hioD, C, i
hioC. Drugu grupu ¢ine anjoni zu¢nih kiselina koji u smesama sa polisorbatom 80 formiraju
mesovite micele sa pozitivnim vrednostima interakcionog parametra pri svim ispitivanim
molskim odnosima surfaktanata. U ovu grupu spadaju derivati 5B-holanske kiseline koji
sadze bar jednu okso grupu: 120L, 70D i 3,12DH.

Kako bi se izvrSila Sto preciznija klasifikacija anjona zucnih kiselina, konstruisan je
dendogram prema izraCunatim vrednostima interakcionog parametra za sedam razlicitih

vrednosti molskih udela polisorbata 80 u sme$ama surfaktanata (Slika 21).
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Slika 21. Hijerarhijsko grupisanje ispitivanih anjona zu¢nih kiselina na osnovu vrednosti
parametra interakcije za sedam razli¢itih vrednosti molskih udela Tween-a 80 u smeSama

surfaktanata
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Na osnovu Slike 21 ocigledno je da hioholat (hioC) ima slabiju vezu sa prvom grupom. To je
posledica promene predznaka sistema sa anjonom hioholne kiseline pri ve¢im vrednostima o
od sistema ostalih anjona koji pripadaju prvoj grupi.

Na osnovu podataka datih u Tabeli 10 se primeéuje da ispitivani sistemi imaju vrednosti
interakcionog parametra sa uglavnom pozitivnim predznakom, $to prema RST najverovatnije
zna¢i da u ispitivanim sistemima uglavnom dominiraju odbojna medudejstva izmedu
gradivnih jedinica u agregatima u odnosu na njihova idealna stanja. To takode znaci da su ti
sistemi manje stabilni od idealnih, §to se moze zakljuditi i poredenjem idealnih vrednosti kmk

sa eksperimentalnim vrednostima kmk (Tabela 8).

5.2.3.3.2. Uticaj strukture anjona zucnih kiselina i polisorbata 80 na vrednost interakcionog

parametra

U prvoj grupi, meSovite micele imaju negativan predznak samo u sistemima u kojima je
molski udeo polisorbata 80 u smesi do 0,1 (odnosno do 0,2 kod hioholata). Moze se
pretpostaviti da u sistemima u kojima postoje negativne vrednosti interakcionih parametara,
najverovatnije dolazi do formiranja vodoni¢nih veza izmedu hidrofilnih grupa anjona zué¢nih
kiselina i oksietilenskih nizova polisorbata 80, od kojih poticu sinergisti¢ka medudejstva, isto
kao i u meSovitim micelama anjona Zu¢nih kiselina i polisorbata 40. Zbog toga se moze
pretpostaviti i da su u ovim sistemima anjoni zu¢nih kiselina tangencijalno postavljeni na
povrsini sfernih mesSovitih agregata (stanje ,,A”, Slika 22), izmedu polarnih glava polisorbata
80, sa hidrofobnom, B stranom steroidnog skeleta okrenutom ka unutra$njosti micele.

Ovakva orijentacija molekula anjona Zucnih kiselina je najverovatnija jer favorizuje
formiranje vodoni¢nih veza izmedu atomskih grupa vezanih za steroidni skelet koje sadrze
atom kiseonika (posebno onih u ekvatorijalnom polozaju) sa oksietilenskim grupama
polisorbata 80.

Promena predznaka interakcionog parametra sa pove¢anjem molskog udela polisorbata 80,
verovatno oznaCava faznu transformaciju u meSovitoj miceli. Najverovatnije dolazi do
prelaska anjona zuc¢nih kiselina iz tangencijalne u radijalnu orijentaciju, pri ¢emu anjoni
zuénih kiselina formiraju agregate, odnosno dimere (stanje ,,B“, Slika 22). U dimerima su

anjoni najverovatnije orijentisani tako da smanje izloZenost hidrofobnih strana molekulima
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vode. Jedni prema drugima su verovatno okrenuti hidrofobnim, B stranama, pri ¢emu su
svojim A prstenovima orijentisani ka unutrasnjosti micela, kako bi smanjili izloZenost [

strane ovih prstenova molekulima vode (Slika 22).

Slika 22. Fazna transformacija u binarnoj micelarnoj fazi anjona zuénih kiselina i polisorbata

80 (ZK=anjon zu¢ne kiseline, SRSS= srednja ravan steroidnog skeleta).

Do ove fazne transformacije najverovatnije dolazi usled sve tezeg pakovanja oleinskih lanaca
polisorbata 80 u micelarnom jezgru mesSovitih micela sa pove¢anjem njihovog molskog udela
u smesi. Naime, pri manjim udelima polisorbata 80, oleinski ostaci koji sadrze sterno krutu
dvostruku vezu cis konfiguracije, se mogu pakovati u Supljinama koje se formiraju ispod 3
strane tangencijalno postavljenih molekula anjona Zu¢nih kiselina na povrSini meSovitih
micela. Medutim, sa pove¢anjem udela nejonskog surfaktanta u smesi, raste i broj oleinskih
lanaca u micelarnom jezgru, te verovatno dolazi do promene orijentacije anjona zucnih
kiselina kako bi doslo do sterno povoljnijeg pakovanja cis oleinskih lanaca u meSovitoj
miceli. Naime, u dimerima, steroidni A prstenovi verovatno formiraju dodatni hidrofobni

prostor, koji mogu popuniti oleinski lanci (Slika 23).
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Slika 23. A prsteni steroidnog skeleta formiraju fleksibilni molekularni pokrivac za cis

oleinske ostatke polisorbata 80.

Medutim, u dimerima su karboksilatni anjoni najverovatnije na bliskom rastojanju, zbog ¢ega
se javljaju odbojne interakcije izmedu ovih anjona, koje destabilizuju meSovite micele.
Postojanje ovih odbojnih medudejstava koja su posledica otezanog pakovanja oleinskih
lanaca polisorbata 80 je najverovatnije odgovorno za pozitivan predznak interakcionog
parametra mesovitih micela, za koje se pretpostavlja da su u stanju ,,B*“ (Slika 22). Zbog
toga, molekuli polisorbata u sme$ama sa a ve¢im od 0,1 (odnosno ve¢im od 0,2 za hioholat)

imaju vrednosti koeficijenta aktivnosti, f; veée od 1 Sto predstavlja odstupanje od idealnog
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stanja. Takode, i anjoni zu¢nih kiselina za a veée od 0,1 imaju vrednosti koeficijenta
aktivnosti, f;, ve¢e od 1 koje su znatno vece od f;, $to najverovatnije ukazuje na postojanje

antagonizma izmedu anjona Zuc¢nih kiselina u meSovitim micelama.

5.2.3.3.3. Uticaj vicinalnih hidroksilnih grupa na vrednost interakcionog parametra

Kod mesovitih micela hioholata, vrednost interakcionog parametra ima negativan predznak i
za 0,1<0<0,2, sto nije slucaj sa meSovitim micelama ostalih anjona prve grupe. Ova pojava je
najverovatnije posledica prisustva dve vicinalne hidroksilne grupe u sinklinalnoj poziciji, $to
znaci da postoji kontakt izmedu njihovih Van der Valsovih sfera.

Naime, tangencijalno postavljeni anjoni zu¢nih kiselina u meSovitim micelama najverovatnije
imaju povecanu pokretljivost, zbog povec¢ane mobilnosti jezgra mesovitih micela usled rasta
broja sterno krutih oleinskih lanaca polisorbata 80, sa pove¢anjem udela ovog nejonskog
surfaktanta. Zbog povecane pokretljivosti anjona zu¢nih kiselina verovatno je poveéana i
verovatno¢a raskidanja vodoni¢nih veza u ovim meSovitim micelama. Medutim, kod
mesSovitih micela anjona hioholne kiseline, nakon raskidanja vodoni¢ne veze jedne vicinalne
grupe i oksietilenskog niza polisorbata 80, moze se odmah potom formirati nova vodoni¢na
veza izmedu oksietilenskog niza i druge vicinalne grupe (Slika 24). Prema tome, zbog
prisustva dve vicinalne hidroksilne grupe u sinklinalnoj poziciji, anjoni hioholne kiseline
najverovatnije imaju vecu verovatno¢u formiranja vodoni¢nih veza sa molekulima
polisorbata 80 i pri vrednostima a ve¢im od 0,1, od ostalih anjona zu¢nih kiselina koje sadrze
samo OH grupe, pa samim tim imaju negativnu vrednost parametra interakcije i za vrednosti
a 0,151 0,20.
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Slika 24. Uticaj vicinalnih OH grupa hioholata (POE = polioksietilen)

78



Doktorska disertacija Dejan Cirin

5.2.3.3.4. Uticaj oksidacije hidroksilnih grupa na vrednost interakcionog parametra

U sistemima anjona zuc¢nih kiselina druge grupe i polisorbata 80, vrednosti interakcionog
parametra imaju pozitivan predznak pri svim ispitivanim molskim udelima polisorbata 80 u
smesama.

To najverovatnije znaci da se meSovite micele ovih smesa javljaju u stanju ,,B* (Slika 22) pri
svim a. MeSovite micele anjona koje sadrze okso grupe, se najverovatnije ne javljaju u stanju
,A“ jer je formiranje vodoni¢nih veza izmedu okso grupe i polioksietilenskih delova manje
verovatno u ovim micelama zbog oteZzanog pakovanja oleinskih lanaca polisorbata 80.
Naime, okso grupa je kra¢a od OH grupe, pa se moze pretpostaviti da kiseonikov atom ove
grupe ima neSto manju verovatnocu da formira vodoni¢nu vezu sa oksietilenskim grupama,
ili to ¢ini preko molekula vode ¢ak i posto je u ekvatorijalnom polozaju. Medutim, u
uslovima kada je pokretljivost micelarnog jezgra veca zbog prisustva sterno krutih oleinskih
nizova u jezgru micele, veéa je i razbacanost anjona zu¢nih kiselina po povrsini micela, pa je
verovatno otezano i postavljanje anjona Zucnih kiselina i oksietilenskih grupa na optimalnu
udaljenost kako bi se formirale vodoni¢ne veze. Odnosno, moze se pretpostaviti da je manja

stabilnost 1 verovatnoc¢a formiranja meSovitih micela u stanju ,,A%.

5.2.3.4. Uticaj strukture anjona Zucnih kiselina na termodinamicku stabilizaciju

mesSovitih micela

Vrednosti dodatne Gibsove energije ispitivanih sistema su izracunate i prezentovane u Tabeli
11.
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Tabela 11. Vrednosti dodatne Gibsove energije ispitivanih sistema anjona zu¢nih kiselina i

polisorbata 80

o GE (IJmol™)

[P80] D henoD hioD C hioC 70D 120L 3,120D
0,056 -459,411 -365917 -596,624 -372,14 -352,243 1618,654 3771,349 2182,03
0,1 -2489,71 -535,806 -1582,74 -3015,26 -2030,72 2157,056 4496,391 5054,471
0,15 3943211 3732,787 4250,83 4408,618 -775,331 2976,453 4543,925 5874,994
0,2 4136,631 4421553 4140,679 5080,63 -564,18 2955,903 5257,923 4159,205
0,3 5198,246 4254,349 6464,206 5851,614 5891,99 7225,743 6222344 7497,383
0,4 5408,649 6530,112 6643,165 6038,577 7095,398 4964,999 7088,959 5489564
05 6009,892 6658,695 6924,583 6222,109 7333,747 8570,399 8447,772 8466,327

Na osnovu izracunatih vrednosti dodatne Gibsove energije, primecuje se da sistemi anjona
zuénih kiselina koje ne sadrze okso grupe i polisorbata 80 za vrednosti o: 0,05 i 0,1 (odnosno
za vrednosti o od 0,05 do 0,2 kod hioholata) imaju negativne vrednosti G®, $to znaci da se
pri ovim molskim udelima polisorbata 80, u ispitivanim smesama formiraju mesovite micele
koje su termodinamicki stabilnije u odnosu na idealne meSovite micele ovih sistema (G® =
0) [130].

Takode, uocava se da mesovite micele anjona zucnih kiselina prve grupe, tj. meSovite micele
gradene od anjona zu¢nih kiselina koje sadrze samo hidroksilne supstituente, za «>0,1
(odnosno za o>0,2 kod mesovitih micela gradenih od hioholata), imaju G® > 0. Isto tako i
meSovite micele gradene od anjona zuc¢nih kiselina sa okso grupama, za sve vrednosti a,
imaju GF > 0, $to zna¢i da su meSovite micele u ovim sistemima manje stabilne od idealnih
mesovitih micela [130].

Poredenjem vrednosti datih u Tabeli 10 i Tabeli 11, uocava se da vrednosti interakcionog
parametra i vrednosti dodatne Gibsove energije imaju isti predznak, sto znaéi da na
termodinamicku stabilizaciju mesovitih micela utiCu isti faktori kao i na vrednost parametra
interakcije.

Na osnovu podataka datih u Tabeli 11, uoc¢ava se da od anjona 5B-holanske kiseline koji

sadrze dve hidorfilne grupe vezane za steroidni skelet, 120L ima najve¢e G vrednosti za
ispitivane vrednosti o, pri ¢emu je ova razlika najuocljivija za vrednosti o < 0,3. To verovatno

znaci da okso grupe vezane za steroidni skelet doprinose manje termodinamickoj stabilizaciji
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mesSovitih micela, od hidroksilnih grupa. Na Slici 25 su uporedo prikazane vrednosti G®

binarnih sistema polisorbata 80 sa deoksiholatom i 12-oksolitoholatom.

B 120L
10000 -

7500

5000 -

2500
w 4
(D 0 T T T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

-2500

1 a
-5000

-7500

-10000 -

Slika 25. Zavisnost GF mesovitih micela anjona deoksiholne i 12-oksolitoholne kiseline sa

polisorbatom 80 od molskog udela nejonskog surfaktanta u smesi (a)
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5.2.4. POREDENJE BINARNIH SISTEMA ANJONA ZUCNIH KISELINA | POLISORBATA 40 SA

BINARNIM SISTEMIMA ANJONA ZUCNIH KISELINA | POLISORBATA 80

Na osnovu vrednosti eksperimentalnih i idealnih kriti¢énih micelarnih koncentracija
ispitivanih sistema anjona zu¢nih kiselina i polisorbata, datih u Tabeli 3 i 8, moze se primetiti
da je vrednost eksperimentalnih kmk binarnih smesa sa polisorbatom 40 niza od idealnih za
sve vrednosti a. Na Slici 26 je prikazana zavisnost vrednosti idealne i eksperimentalne

kriti¢ne micelarne koncentracije od a, za sistem 120L-polisorbat 40.

0,30 +4

@ o kmk*
o kmk*"?
0,254
7~~~
2 0,20
E )
~ °
= 0154 .
= ]
-~
0,104 ® °
" °
0,05+ . .
0,1 0,2 03 04 0,5
a

Slika 26. Grafik zavisnosti vrednosti idealne i eksperimentalne kritine micelarne
koncentacije (kmk'® i kmk®™P®) od molskog udela nejonskog surfaktanta u smesama 120L i
polisorbata 40

Suprotno tome, uo¢ava se da smese sa polisorbatom 80, uglavnom imaju ve¢e kmk®® od

idealnih kmk vrednosti (Slika 27).
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Slika 27. Grafik zavisnosti idealne i eksperimentalne kriti¢ne micelarne koncentacije (km K'Y j

kmk®®) od molskog udela nejonskog surfaktanta u smesama 12-OL i polisorbata 80

Ova pojava pokazuje da su u smeSama anjona zucnih kiselina i ispitivanih polisorbata
medudejstva izmedu gradivnih jedinica uglavnom razliite prirode, $to je posebno izraZzeno
pri ve¢im molskim udelima nejonskih surfaktanata.

Poredenjem fizi¢ko-hemijskih parametara ispitivanih sistema, mogu se uoditi znacajne razlike
u zavisnosti od nejonskog surfaktanta koji ulazi u njihov sastav.

Na osnovu podataka datih u Tabeli 4 i 9, primecuje se da je molski udeo polisorbata 40 u
mesovitim micelama uglavnom vec¢i od molskog udela polisorbata 80, za iste vrednosti a, kao
Sto se moze primetiti na Slici 28, gde su poredeni molski udeli ispitivanih polisorbata u

meSovitim micelama sa hiodeoksiholatom.
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I LioD-polisorbat 80

1,01

0,8-

0,64

04

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

(44

Dejan Cirin

Slika 28. Zavisnost x; od a u sistemima hiodeoksiholata i ispitivanih polisorbata

Takode se moze primetiti da su anjoni 5B-holanske kiseline prisutni u veéim udelima u

mesSovitim micelama sa polisorbatom 80 (Slika 29).

hioD-polisorbat 40
I hioD-polisorbat 80
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Slika 29. Zavisnost X, od « u sistemima hiodeoksiholata i ispitivanih polisorbata
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Razlika u molskim udelima polisorbata 40 i polisorbata 80 u meSovitim micelama je
najverovatnije posledica razliCite strukture hidrofobnog dela ispitivanih nejonskih
surfaktanata (Slika 30) koje dovode do razli¢itog pakovanja ugljovodoni¢nih nizova

nejonskih surfaktanata u hidrofobno jezgro meSovitih micela.

(A)
0 o\/\)OH

x+y+z+w=20

Slika 30. Razlika u strukturi polisorbata 40 (A) i polisorbata 80 (B)

Naime, zbog sterno krutih cis dvostrukih veza, oleinski lanci polisorbata 80 se najverovatnije
teze pakuju od fleksibilnog palmitinskog ostatka polisorbata 40, u hidrofobno jezgro. Zbog
toga je manji udeo molekula polisorbata u mesovitim micelama od polisorbata 40.

Na osnovu Tabele 4 i 9 se takode uocava da su vrednosti koeficijenata aktivnosti polisorbata
80 uglavnom znatno vece od vrednosti koeficijenata aktivnosti polisorbata 40 u mesovitim

micelama. Ova pojava je takode verovatno posledica vece krutosti dvostruke veze
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hidrofobnog repa polisorbata 80, zbog ¢ega ovaj surfaktant verovatno ima veéu ukupnu
pokretljivost u mesSovitim micelama od polisorbata 40.
Na Slici 31 su uporedene vrednosti f; sistema polisorbata 40 i polisorbata 80 sa

hiodeoksiholatom, za razli¢ite vrednosti a.

hioD-polisorbat 40
I hioD-polisorbat 80

4,5
4,0
3,5
530
2,5
2,0-
1,54
1,0-
0,5- B : : :
0,1 0,2 0,3 0,4 05

(94

Slika 31. Zavisnost vrednosti koeficijenta aktivnosti polisorbata 40 i polisorbata 80 od « u

sme$ama hiodeoksiholata i ispitivanih polisorbata

Na osnovu Tabele 5 i 10 se uocava da vrednosti interakcionih parametara svih sistema
polisorbata i derivata 5p3-holanske kiseline koji nemaju okso grupe vezane za steroidni skelet,
kada je a<0,1 (odnosno kada je 0<0,2 za hioholat), imaju iste (negativne) predznake.
Medutim, sa povecanjem udela nejonskih surfaktanata u ispitivanim smeSama, primecuje se
da sistemi sa polisorbatom 80 menjaju predznak interakcionog parametra, $to nije zapazeno u
sistemima sa polisorbatom 40. Odnosno, u sistemima sa polisorbatom 80 verovatno dolazi do
fazne transformacije sa povecanjem molskog udela nejonskog surfaktanta. Na Slici 32 je
prikazana zavisnost S, parametra od vrednosti a za sistem henoD-polisorbat 40 i henoD-

polisorbat 80.

86



Doktorska disertacija Dejan Cirin
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Slika 32. Zavisnost /1 » parametra od vrednosti « za sistem henoD-polisorbat 40 i henoD-

polisorbat 80.

Sistemi polisorbata 40 i polisorbata 80 i anjona okso derivata 5B-holanske kiseline, imaju
razliite predznake interakcionog parametra za sve ispitivane o. Uocene razlike u
vrednostima interakcionih parametara su, takode, najverovatnije posledica razli¢ite strukture
hidrofobnog dela ispitivanih nejonskih surfaktanata.

Zbog sterno krutih dvostrukih veza, oleinski lanci polisorbata 80 se najverovatnije teze
ugraduju u jezgro meSovitih micela od fleksibilnog palmitinskog ostatka, S$to se
najverovatnije odrazava i na razli¢it polozaj anjona zuc¢nih kiselina u meSovitim micelama
polisorbata 40 i polisorbata 80, a samim tim i na medudejstva u hidrofilnom sloju mesovitih
micela. Prema tome, prisustvo cis dvostruke veze u hidrofobnom repu nejonskog surfaktanta,

verovatno indirektno povecava odbojne interakcije u hidrofilnom sloju mesovitih micela.

Poredenjem vrednosti dodatne Gibsove energije ispitivanih sistema, koja pokazuje da lise i u

kojoj meri meSovite micele formiraju spontanije od idealnih [130], primecuju se, takode,
znatne razlike. Sistemi sa polisorbatom 40 imaju uglavnom niZe vrednosti G® od sistema sa
polisorbatom 80. Pored toga, G® vrednosti sistema sa polisorbatom 40 su negativne za sve

ispitivane vredosti «, dok su G® vrednosti sistema sa polisorbatom 80 uglavnom pozitivne.
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To znaci da se meSovite micele formiraju uz veéu termodinami¢ku stabilizaciju u odnosu na
idealne meSovite micele, kada je u smesi prisutan polisorbat sa palmitinskim, fleksibilnim,
hidrofobnim repom, nego polisorbat sa dvostrukom vezom cis konfiguracije u
ugljovodoni¢nom nizu. Na Slici 33 je prikazana razlika izmedu vrednosti G sistema hioC-

polisorbat 40 i hioC-polisorbat 80.

hioC-polisorbat 40

10000 - I hioC-polisorbat 80
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w
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Slika 33. Zavisnost vrednosti G* od « za sistem hioC - polisorbat 40 i hioC - polisorbat 80.
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6. ZAKLJUCAK

Utvrdeno je da smesSe anjona zu¢nih kiselina sa polisorbatom 40 i polisorbatom 80 imaju
znatno nize vrednosti kritiénih micelarnih koncentracija od cistih anjona Zu¢nih kiselina.
Dobijene kmk vrednosti ispitivanih smes$a su blize vrednostima nejonskih surfaktanata.

Eksperimentalne vrednosti kmk smesa anjona zuc¢nih kiselina i polisorbata 40 su nize od
vrednosti kriti¢nih micelarnih koncentracija njihovih idealnih smesa, racunatih po Klintu, za
razliku od smeSa anjona zucnih kiselina i polisorbata 80, kod kojih su dobijene
eksperimentalne vrednosti uglavnom veée od idealnih kriticnih micelarnih koncentracija. To
znaci da se u sme$ama sa polisorbatom 40 najverovatnije formiraju meSovite micele stabilnije
od idealnih meSovitih micela, odnosno u ovim micelama se javljaju dodatna privlacna
medudejstva, tj. sinergisticke interakcije, izmedu molekula nejonskog surfaktanta i anjona
zucnih kiselina. Suprotno tome, u mesSovitim micelama anjona zu¢nih kiselina i polisorbata
80, verovatno se javljaju i odbojna medudejstva, zbog ¢ega su ove meSovite micele uglavnom

manje stabilne od idealnih.

Primenom regular solution theory, odredene su fizicko-hemijske karakteristike meSovitih
micela. Izra¢unate vrednosti interakcionog parametra mesovitih micela anjona zu¢nih kiselina
i polisorbata 40 imaju negativne vrednosti za sve ispitivane vrednosti molskog udela
nejonskog surfaktanta u smesama i pokazuju da postoji sinergizam izmedu surfaktanata u
mesovitim micelama.

Medutim, vrednosti interakcionog parametra ispitivanih sistema anjona zuc¢nih kiselina 1
polisorbata 80 imaju uglavnom pozitivne vrednosti i pokazuju da u mesovitim micelama ovih
sistema postoje odbojna, antagonisti¢ka, medudejstva. Negativne vrednosti imaju sistemi
polisorbata 80 i anjona zuc¢nih kiselina koje ne sadrze okso grupe, kada su vrednosti molskog
udela nejonskog surfaktanta u smesama 0,05 i 0,01. lzuzetak je sistem anjona hioholne
kiseline i polisorbata 80 koji ima negativnu vrednost parametra interakcije za vrednosti
molskog udela nejonskog surfaktanta u smesi od 0,05, 0,1, 0,15 i 0,2. Sistemi okso derivata
anjona zuc¢nih kiselina i polisorbata 80 imaju pozitivne vrednosti interakcionog parametra za

sve ispitivane vrednosti a.
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Ova pojava je najverovanije posledica sterne krutosti oleinskog lanca polisorbata 80. Zbog
krute cis dvostruke veze, pakovanje hidrofobnih lanaca polisorbata 80 u meSovitim micelama
je otezano, $to se odrazava i na interakcije u hidrofilnom sloju mesovitih micela, odnosno na

vrednost interakcionog parametra.

Poredenjem fiziCko-hemijskih svojstava meSovitih micela ispitivan je uticaj hemijske
strukture ispitivanih surfaktanata na vrednosti fizicko-hemijskih parametara mesSovitih
micela.

Komparacijom vrednosti interakcionog parametra ispitivanih sistema anjona zu¢nih kiselina i
polisorbata 40, utvrdeno je da vrednost interakcionog parametra zavisi od broja, orijentacije i
pozicije hidrofilnih grupa na steroidnom nukleusu. Pri tome, utvrdeno je da je sinergizam
najverovatnije posledica formiranja vodoni¢nih veza izmedu anjonskog i nejonskog
surfaktanta u meSovitim micelama. Naime, anjoni Zzucnih kiselina koji sadrze veci broj
ekvatorijalno orijentisanih hidrofilnih grupa (hidroksilne i okso grupe) imaju negativnije
vrednosti interakcionog parametra, §to znaci da najverovatnije formiraju vec¢i broj vodoni¢nih
veza sa oksietilenskim grupama polisorbata 40. Ova pojava je najverovatnje posledica
odredene orijentacije ispitivanih anjona zu¢nih kiselina na povrSini meSovitih micela. Naime,
pretpostavlja se da su meSovite micele u okolini kmk najverovatnije sfernog oblika, pri cemu
su anjoni zucnih kiselina najverovatnije tangencijalno postavljeni na povrSini ovih micela. To
znaci da srednja ravan steroidnog skeleta zauzima ugao od 90° sa pre€nikom sfere meSovitih
micela. Hidrofobni deo anjona je okrenut ka unutrasnjosti agregata, dok je hidrofilni deo
orijentisan najverovatnije ka vodenoj fazi. Ukoliko se pretpostavi i da su oksietilenski nizovi
polisorbata 40 takode tangencijalno orijentisani na povrsini micela (kako bi hidrofobno
jezgro bilo manje izlozeno molekulima vode), tada hidrofilni delovi nejonskog surfaktanta
imaju najvecu verovatnoc¢u formiranja vodoni¢nih veza sa ekvatorijalno orijentisanim
atomima kiseonika steroidnog skeleta anjona Zu¢nih kiselina, zbog njihove vece blizine
oksietilenskim nizovima, od aksijalno orijentisanih hidrofilnih grupa.

Poredenjem fizicko-hemijskih parametara utvrdeno je i da sistemi polisorbata 40 i anjona
zucnih kiselina koji sadrZe jednu ili viSe okso grupa imaju veci sinergizam od sistema koji
sadrze anjone Zucnih kiselina bez atoma kiseonika vezanog za steroidni skelet dvostrukom

vezom. Posto prevodenjem hidroksilnih aksijalnih grupa u okso grupe atom kiseonika postaje
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ekvatorijalno orijentisan, anjoni okso derivata Zu¢nih kiselina imaju vecu verovatnocu
formiranja vodoni¢nih veza zbog veéeg broja ekvatorijalno orijentisanih atoma kiseonika.
Samim tim, u mesSovitim micelama anjona okso derivata zu¢nih kiselina i polisorbata 40
postoji veci sinergizam.

U smeSama anjona zuc¢nih kiselina i polisorbata 80 sa porastom udela nejonskog surfaktanta u
smes$ama uglavnom raste vrednost interakcionog parametra u ispitivanim sistemima, §to znaci
da se smanjuje sinergizam, odnosno poveéava antagonizam u mesovitim micelama.

U sistemima koji sadrze anjone zucnih kiselina bez okso grupa, vrednost interakcionog
parametra ima negativne vrednosti pri manjim molskim udelima polisorbata 80 u smeSama,
Sto ukazuje na postojanje sinergizma. Pretpostavlja se da su anjoni zZu¢nih kiselina, kao i u
smeSama sa polisorbatom 40 tangencijalno postavljeni na povrSini meSovitih micela.
Medutim, pri ve¢im vrednostima o, vrednost interakciong parametra ima pozitivan predznak,
Sto ukazuje na postojanje antagonizma. Ovaj antagonizam se najverovatnije javlja zbog
otezanog pakovanja sterno krutih oleinskih lanaca polisorbata 80 u jezgru meSovitih micela,
zbog Cega su anjoni zu¢nih kiselina prinudeni da se drugacije orijentiSu u mesovitim
micelama. Naime, verovatno dolazi do formiranja dimera anjona Zu¢nih kiselina, ¢ime se
formira veca hidrofobna Supljina, odnosno viSe prostora za pakovanje sterno krutih oleinskih
lanaca. Medutim, u dimerima se karboksilatne grupe anjona zu¢nih kiselina, zbog svoje
blizine medusobno odbijaju, ¢ime dolazi do destabilizacije meSovitih micela.

Takode je utvrdeno da u meSovitim micelama polisorbata 80 i anjona zu¢nih kiselina koje
sadrze okso grupe postoje slabije privlacne interakcije, odnosno postoji veci antagonizam,
nego u sistemima sa anjonima zuénih kiselina koje ne sadrze okso grupe. Pretpostavlja se da
je ovo verovatno posledica krac¢e duzine dvostruke veze okso grupe, pa je manja verovatnoca
formiranja vodoni¢nih veza sa oksietilenskim nizovima, uzimajuci u obzir vecu pokretljivost
anjona zucnih kiselina po povrsini, kada su u jezgru micela prisutni pokretljivi oleinski ostaci
polisorbata 80. Odnosno, pretpostavlja se da se anjoni okso derivata zu¢nih kiselina nalaze
samo u obliku dimera u meSovitim micelama.

Na osnovu izradunatih vrednosti dodatne Gibsove energije, GF, utvrdeno je da se u smesama
anjona zucnih kiselina i polisorbata 40 formiraju meSovite micele stabilnije od idealnih,
najverovatnije zbog formiranja privla¢nih, vodoni¢nih, veza u micelama, dok su u smesama

anjona zu¢nih kiselina i polisorbata 80, meSovite micele uglavnom manje stabilne od
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njihovog idealnog stanja, $to je najverovatnije posledica postojanja sterno krute cis dvostruke
veze u oleinskom ostatku polisorbata 80.

Pored toga, utvrdeno je da meSovite micele polisorbata 40 i anjona okso derivata zuc¢nih
kiselina imaju manju (viSe negativnu) vrednost dodatne Gibsove energije od meSovitih
micela gradenih od anjona Zucnih kiselina koje na sadrze okso grupe. To znaci da su
mesovite micele anjona okso derivata zucnih kiselina i1 polisorbata 40 stabilnije u ve¢oj meri
u odnosu na idealne meSovite micele, nego meSovite micele anjona zucnih kiselina bez okso
grupa. IzraZenija stabilizacija se javlja kao rezultat vece verovatnoce formiranja vodoni¢nih
veza prilikom formiranja meSovitih micela polisorbata 40 sa anjonima okso derivata Zu¢nih
kiselina.

Medutim, utvrdeno je i da meSovite micele polisorbata 80 i anjona okso derivata zuc¢nih
kiselina imaju veéu vrednost dodatne Gibsove energije od mesovitih micela gradenih od
polisorbata 80 1 anjona Zu¢nih kiselina koje ne sadrZe okso grupe. Ovo znaci da su meSovite
micele anjona okso derivata zu¢nih kiselina i polisorbata 80 nestabilnije u odnosu na idealne
mesovite micele, u vecoj meri, nego mesovite micele polisorbata 80 i anjona Zu¢nih kiselina
koje ne sadrze okso grupe. Ova pojava je najverovatnje posledica manje verovatnoce
formiranja vodoni¢nih veza izmedu anjona okso derivata zuénih kiselina i oksietilenskih

nizova, kada je u mesovitim micelama prisutan polisorbat 80.
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