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Disertacija obuhvata deo rezultata istrazivanja sprovedenih u
okviru projekata koje je finansirlo Ministarstvo za nauku i
tehnoloski razvoj Republike Srbije.

1. Projekat Tehnoloskog razvoja (2001-2004)- Nacionalni
program BIOTEHNOLOGIJA I AGROINDUSTRIJA, br.
0426: “Etarska ulja i ekstrakti lekovitog bilja (oriblete,
tablete)”.

2. Projekat Tehnoloskog razvoja (2005-2007) BTN-371004 B:
“Nadkriti¢ni CO, ekstrakti specifi¢nih uljarica i lekovitog bilja
kao osnova dijetetskih proizvoda i pomo¢nih lekovitih
sredstava”.

Savremene svetske tendencije upucuju na sve $iru primenu
ekstrakata lekovitog i aromati¢nog bilja, kako u prehrambenim
proizvodima— funkcionalna hrana, tako i1 u proizvodima
farmaceutske 1 kozmeticke industrije. Ekstrakti biljnog
materijala, dobijeni primenom ugljendioksida pod pritiskom,
sadrze termicki nepromenjene aktivnhe komponente, te se
poslednjih godina sve viSe primenjuju u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji.

Cilj ove doktorske disertacije je da se ispita mogucnost
inkorporiranja ekstrakta nevena (Calendula officinalis L.), kao
farmakoloski aktivne materije, u mikrokapsule sa ciljem zastite
od spoljasnjih uticaja, produzetka njegovog delovanja i
prosirenja moguénosti primene.

Za dobijanje ekstrakata nevena primenjeni su postupci
ekstrakcije ugljendioksidom u te¢nom i superkriticnom stanju.
Definisani su uslovi pri kojima je moguce dobiti ekstrakat sa
visokim sadrzajem etarskog ulja, nosiocem gastro-intestinalnog
delovanja (200 bar, 40°C). Totalni ekstrakt dobijen pod ovim
uslovima ekstrakcije je odabran za dobijanje mikrokapsula.

Ispitivana je moguénosti primene polimer—PAM interakcije
nejonskih derivata celuloze- hidroksipropilmetil celuloze
(HPMC) i anjonske PAM- natrijum dodecilsulfata (SDS), za
formiranje omotaca mikrokapsula. Primenom konduktometrijske
i viskozimetrijske metode, odredene su karakteristicne
koncentracije pri kojima HPMC-SDS interakcija zapoCinje i
zavrSava se. Definisan je uticaj osobina molekula HPMC
(molekulska masa, stepen supstitucije, vrsta supstituenta) i
temperature na Sirinu intervala interakcije 1 objasnjeni
mehanizmi njihovog povezivanja, sa osvrtom na strukturu i
osobine formiranih HPMC/SDS  komleksa. Reoloskim
ispitivanjima pri razli¢itim uslovima definisane su promene u
ponasanju sistema u zavisnosti od HPMC-SDS interakcije.

Ispitivan je uticaj interakcije na osobine 20% emulzija
suncokretovog ulja u vodi odredivanjem njihovih reoloSkih
osobina, veli¢ina 1 raspodela veli¢ina kapi i praéenjem
stabilnosti. Utvrdeno je da se u oblasti najizrazenije HPMC—
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SDS interakcije, odnosno kada se na granici faza ulje-voda
nalazi umrezen HPMC/SDS kompleks, dobijaju emulzije
najvece stabilnosti, sa njajmanjim srednjim pre¢nikom kapi.

Susenjem emulzija, primenom spray drying postupka,
dobijene su mikrokapsule uljnog sadrzaja, stabilizovane
kompleksom HPMC/SDS. Najbolje karakteristike mikrokapsula
(mehanicka otpornost, morfoloske karakteristike, sposobnost
redispergovanja, veli€ina i raspodela veli¢ina Cestica i koli¢ina
inkapsuliranog ulja), dobijene u oblasti najizrazenije interakcije.

Dodatak odabranog CO, ekstrakta nevena u uljnu fazu
emulzija ne menja znac¢ajno njihove osobine, kao ni osobine iz
njih dobijenih mikrokapsula.

Ispitivanja sprovedena u ovoj doktorskoj disertaciji
pokazala su da se osobine kompleksa polimer/PAM mogu
iskoristiti za mikrokapsulaciju ulja kao nosafa farmakoloski
aktivnih materija.
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The thesis includes a part of results obtained during
investigations that took place in two projects supported by the
Ministry of Science and Technological Development of the
Republic of Serbia.

1. Technological development project (2001-2004) National
program BIOTECHNOLOGY AND AGROINDUSTRY, No
0456: “Essential oil and extracts of medical plants (oriblets,
tablets)”.

2. Technological development project (2005-2007) BTN-
371004B: “Supercritical CO, extracts of some specific
oleaceous and medical plants for dietetic and
paraphermaceutcal products”.

Contemporary global trends in food- functional food,
pharmaceutical and cosmetic industry as well have been
focused on a wider medical plants extracts application during
the recent decade. Plant extracts obtained by means of carbon
dioxide under high pressure contained all unchanged active
compounds from plant, so that they have became more
popular for application in food and pharmaceuticals recently.

The aim of this thesis was to investigate the possibility to
incorporate marigold extract (Calendula officinalis L.), as a
pharmacologicaly active compound, into microcapsules in
order to protect them from surrounding medium, improve
their activity and enlarge application.

Marigold extracts were obtained by means of carbon
dioxide- CO, under subcritical and supercritical conditions.
Extraction conditions under which obtained extract has high
content of essential oil, responsible for gastrointestinal
activity, were determined (200bar and 40°C). Total extract
obtained under such conditions, was chosen for microcapsule
preparation. Application possibility of polymer—surfactant
interaction between non-ionic  cellulose  derivative-
hydroxypropylmethyl cellulose (HPMC) and anionic
surfactant- sodium dodecylsulfate (SDS) to microcapsule
wall  formation  was  investigated. Characteristic
concentrations at which interaction starts and ends were
determined by means of conductometric and viscometric
measurements. The influence of HPMC molecular
characteristics (molecular weight, degree of substitution and
substituents kind) and temperature on interaction were
determined and, considering the structure and characteristics
of HPMC/SDS complexes, binding mechanism was
explained. The changes in HPMC-SDS system caused by
their interaction were defined by rheological investigations
that took place under various conditions.

The influence of interaction on the properties of 20%
sunflower oil/water emulsion was investigated by rheology
measurement, particle size and particle size distribution
determination and stability testing. It was provided that
emulsions prepared in the region of pronounced HPMC-SDS
interaction, where HPMC/SDS complex is adsorbed at the
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o/w interface, have highest stability and smallest particle
mean diameter.

Microcapsules were obtained by spray drying of
emulsions stabilized with HPMC/SDS complex. The best
characteristics  (mechanical resistance, morphological
characteristics, redispersing ability, particle size and particle
size distribution and amount of encapsulated oil) have
microcapsules obtained in the region of most pronounced
interaction.

Addition of marigold CO, extract in to the oil phase of
emulsions has no significant influence neither on their, nor on
corresponding microcapsules characteristics

Investigations conducted in this thesis showed that
characteristics of polymer/surfactant complexes can be used
in microencapsulation of oil as carrier of pharmacologically
active compounds.
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Doktorska disertacija

1. UVOD

Mikrokapsulacija je relativno nova tehnika kojom se bioloski i farmakoloski
aktivne komponente oblazu polimernim materijama, formiraju¢i mikrokapsule (1-
1000 pum). Koristi se radi maskiranja neprijatnih mirisa i ukusa i inkapsuliranja
osetljivih, lakoisparljivih i aromati¢nih materija (vitamini, arome, biljni ekstrakti) sa
ciljem njihove zastite od okolnog medijuma. Poslednjih godina mikrokapsulacije je
nasla Siroku primenu u proizvodnji funkcionalne hrane i farmaceutskih preparata sa
kontrolisanim 1 ciljanim oslobadanjem lekovite supstance (controlled and target
release). Osobine formiranih mikrokapsula, kinetika 1 mesto otpustanja inkapsuliranih
materija u organizmu zavise, uglavnom, od osobina njihovog omotaca. Regulisanje
osobina omotaa mikrokapsula se moze posti¢i na razne nacine, pri ¢emu je
odlucujuca interakcija komponenata koje ga formiraju. Interakcije polimer—polimer i
polimer—povrSinski aktivna materija (PAM) mogu, u velikoj meri, uticati na
formiranje i osobine omotaca mikrokapsula. Zbog toga njihovo izu€avanje ima veliki,
kako teorijski, tako i praktican znacaj.

Savremene svetske tendencije upucuju na sve Siru primenu lekovitog i
aromati¢nog bilja, kako u prehrambenim proizvodima, tako i u proizvodima
faramaceutske 1 kozmeti¢ke industrije. Veoma cesto se radi o primeni tecnih
ekstrakata ili etarskih ulja izolovanih iz lekovitog bilja, koji su veoma osetljivi na
uticaje spoljne sredine, ili su lako isparljivi, pa je jedan od nacina njihove stabilizacije
mikrokapsuliranje.

Ekstrakcija gasovima pod pritiskom, narocito kada se kao ekstragens koristi
ugljendioksid- CO,, intenzivno je ispitivana u poslednjoj deceniji, kako zbog njegove
selektivnosti 1 neSkodljivosti, tako i zbog relativno niske cene. Ekstrakti biljnog
materijala, dobijeni primenom ove tehnike sadrze termicki nepromenjene aktivne
komponente, te se poslednjih godina sve viSe primenjuju u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji. Konvencionalni ekstrakti nevena- Calendula officinalis L.,
kao $to su tinkture i tecni ekstrakti, se zbog svog delovanja, veoma cesto koriste za
tretiranje dermatoloskih i gastro-intestinalnih oboljenja.
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Cilj ove doktorske disertacije je da se ispita moguénost inkorporiranja
ekstrakta nevena u mikrokapsule uljnog sadrzaja, radi zaStite od uticaja spoljne
sredine, produznog oslobadanja i proSirenja njegove primene. Za dobijanje ekstrakata
nevena bi¢e primenjen postupak ekstrakcije ugljendioksidom u teCnom i
superkriti¢cnom stanju. Variranjem pritiska i temperature ekstrakcije, bi¢e definisani
uslovi pri kojima je mogucée dobiti ekstrakat nevena sa visokim sadrzajem etarskog
ulja, nosiocem gastrointestinalnog delovanja. Na osnovu rezultata kvalitativne i
kvantitativne analize izolovanih etarskih wulja, dobijenih primenom gasne
hromatografije, bi¢e odabran ekstrakt sa najve¢im sadrzajem aktivnih supstanci za
dobijanje mikrokapsula nevena.

Ispita¢e se moguénost primene polimer—PAM interakcije nejonskih derivata
celuloze- hidroksipropilmetil celuloze (HPMC) 1 anjonske PAM- natrijum
dodecilsulfata (SDS), za formiranje omota¢a mikrokapsula. Uticaj osobina molekula
HPMC (molekulska masa, stepen supstitucije, vrsta supstituenta) i temperature na
interval i mehanizam interakcije bi¢e definisan primenom konduktometrije i kapilarne
vikozimetrije, dok ¢e reoloska ispitivanja pri razliCitim uslovima omoguciti pracenje
promena u sistemu HPMC-SDS u oblasti interakcije.

Uticaj interakcije na osobine 20% emulzija suncokretovog ulja u vodi,
odnosno na formirani adsorpcioni sloj, bi¢e odreden ispitivanjem njihovih reoloskih
osobina, veli¢ina i raspodela veli¢ina kapi kao i pracenjem stabilnosti. SuSenjem
emulzija primenom spray drying postupka dobic¢e se mikrokapsule uljnog sadrzaja, a
na osnovu ispitivanja njihovih osobina, veli¢ine i raspodele veli¢ina Cestica i
efikasnosti mikrokapsulacije, definisa¢e se uslovi pri kojima je mogucée dobiti
mikrokapsule najboljih osobina omotaca. Mikrokapsule sa ekstraktom nevena bice
dobijene inkorporiranjem odabranog CO, ekstrakta u uljnu fazu emulzija i njihovim
suSenjem primenom spray drying postupka.
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2. OPSTI DEO

2.1. Ekstrakcija ugljendioksidom pod pritiskom

Ekstrakcija gasovima u te¢nom i superkriticnom stanju je relativnho nova
tehnika koja je poslednjih godina nasla Siroku primenu u hemijskoj, prehrambenoj 1
farmaceutskoj industriji. Primena ugljendioksida kao ekstragensa, koja zbog niza
prednosti predstavlja dobru alternativu klasi¢nim postupcima ekstrakcije, narocito je
pogodna za ekstrakciju aktivnih materija iz biljnih sirovina [1-4].

Poznato je da se povecanjem pritiska, na temperaturama ispod kriticne,
gasovi mogu prevesti u tecno stanje, dok se malim promenama temperature 1 pritiska
iznad kriticne tacke (superkriticna oblast) moze uticati na promenu osobina gasa kao
ekstragensa. Povecanjem pritiska u superkriticnoj oblasti povecavaju se zapreminska
masa 1 dielektricna konstanta, a samim tim 1 mo¢ rastvaranja ekstragensa. 1z ovih
razloga fluidi u superkriti¢nom stanju poseduju dobre osobine gasova kao ekstragensa
(nizak viskozitet 1 ve¢e vrednosti koeficijenta difuzije) i teCnosti (ve¢a zapreminska
masa i mo¢ rastvaranja).

Za ekstrakciju aktivnih materija iz prirodnih sirovina najeSce se koristi
ugljendioksid, zbog njegovih relativno niskih vrednosti kriticnog pritiska 1
temperature (73,8 bar i 31,1°C). Njegova prva primena bila je u te¢nom stanju, u
oblasti ispod kriti¢nih vrednosti pritiska (5 do 78 bar) i temperature (-55 do 31°C),
koju formiraju linije kljucanja, topljenja 1 kriti¢nog pritiska (slika 1.). U ovoj oblasti
ugljendioksid se ponasa kao teCan, izrazito nepolaran rastvarac¢ koji se dobro mesa sa
vodom 1 skoro svim teCnim rastvara¢ima. Njegova mo¢ rastvaranja nije velika 1, kao
kod ostalih, izrazito nepolarnih tecnih rastvaraca, i najceS¢e opada sa porastom
temperature.

Ugljendioksid u gasovitom stanju ima vrlo malu zapreminsku masu, pa
samim tim 1 malu mo¢ rastvaranja. Pove¢anjem temperature, ekstrakcijom se dobija
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izvestan broj komponenata u gasovitom stanju, tako da je ovaj nacin ekstrakcije
sli¢niji destilaciji sa vodenom parom.

U superkriticnoj oblasti, koja se nalazi iznad kriticnih vrednosti pritiska i
temperature (slika 1.), mo¢ rastvaranja zavisi od primenjenog pritiska i temperature,
odnosno od zapreminske mase ekstragensa. U ovoj oblasti ugljendioksid se ponasa
kao tipican nepolarni rastvarac, za koje je karakteristicno da bolje rastvaraju supstance
koje su po svojim fizickim i hemijskim osobinama sli¢nije samom rastvaracu, da
isparljivost 1 rasvorljivost supstanci slicne polarnosti opada sa poveéanjem njihove
molekulske mase, kao i da je selektivnost rastvaraca obrnuto proporcionalna njegovoj
mo¢i rastvaranja. Tako, povecanjem pritiska pri konstantnoj temperaturi dolazi do
povecanja zapreminske mase ugljendioksida, njegove moci rastvaranja , a samim tim i
smanjenja selektivnosti. Istovremeno, izotermskim smanjenjem pritiska dobijaju se
ekstrakti promenjenog sastava, a izdvajanje ugljendioksida iz ekstrakta dovodi do
neznatnog gubitka lako isparljivih komponenata.

Izborom uslova ekstrakcije, pritiska i temperature, u superkriti¢noj oblasti
ekstrakcije mogu se posti¢i zeljeni efekti rastvaranja i selektivnost ugljendioksida kao
ekstragensa. Oblasti pritiska i temperature pogodne za razli¢ite primene prikazani su
na slici 1.
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Slika 1. pT dijagram ugljendioksida sa oznacenim podrucjima primene.
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Prednosti ugljendioksida kao ekstragensa [5] u odnosu na ostale gasove, kao

i u odnosu na konvencionalne postupke ekstrakcije, ukljuc¢ujuéi i destilaciju sa

vodenom parom, su:

hemijski je inertan prirodni proizvod;

nezapaljiv je 1 lak za rukovanje;

ima relativno nisku cenu;

omogucuje rad na relativno niskim temperaturama, $to je od
izuzetnog znacaja kod ekstrakcije farmakoloski aktivnih supstanci i
aroma;

fizioloski je neaktivan i nije Stetan po ljudski organizam,;

omogucuje selektivnu ekstrakciju i frakcionisanje ekstrakta, Sto je od
izuzetnog znafaja za primenu u farmaceutskoj i1 kozmetickoj
industriji;

ne ekstrahuje pesticide koji mogu biti prisutni u ve¢im koli¢inama u
biljnom materijalu;

ekstrakcija ugljendioksidom spada u “Ciste tehnologije” bez
sekundarnih proizvoda koji zagaduju okolinu.

Uredaji za superkriticnu ekstrakciju razlikuju se po nameni, veli¢ini i

kapacitetu, kao i po sastavnim delovima (broj separatora). Sema uredaja za

ekstrakciju pod visokim pritiskom [6], koji je koricen u ovom radu prikazana je na

slici 2.
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Slika 2. Sema uredaja za ekstrakciju pod visokim pritiskom — High Pressure Extraction Plant (HPEP):

(1) merni konektor; (2) filter; (3) kompresor sa dijafragmom; (4) kontrolni ventil; (5) sigurnosni ventil;

RV-regulacioni ventil; V-ventil, HE-izmenjiva¢ toplote; B-boca sa ugljendioksidom; P-mera¢ pritiska;
T-termometar; TW-ultratermostat; M-manometar; E-ekstraktor (V=200cm®); S-separator (V=200cm®);

FM-merac¢ protoka; Ex-ekstrakt.
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Poslednjih godina ekstrakcija biljnog materijala te¢nim i superkriticnim
ugljendioksidom predstavlja podrucje istrazivanja za koje vlada veliko interesovanje
[7, 8]. Ekstrakti, dobijeni primenom ove tehnike, sadrze termicki nepromenjene
aktivne komponentete 1 sve viSe se primenjuju u farmaceutskoj, kozmetickoj i
prehrambenoj industriji. Zna¢ajno mesto zauzimaju ispitivanja prinosa superkriti¢éne
ekstrakcije i sastava dobijenih etarskih ulja razli¢itih aromati¢nih i lekovitih biljaka
[9, 10].

Ekstrakcija nevena je u najveéoj meri ispitivana u superkriticnoj oblasti sa
ciljem optimizacije i iznalazenja najpovoljnijih uslova ekstrakcije triterpenskih estara
1 oleorezina odgovornih za antiinflamatorno delovanje [11, 12]. Mali broj autora [13]
se bavi ispitivanjem uticaja uslova ekstrakcije na sastav etarskog ulja, naroCito u
oblasti gde je on u te¢nom stanju. Takode, u nama dostupnoj literaturi, nismo pronasli
podatke o uporedivanju sastava etarskog ulja dobijenog destilacijom sa vodenom
parom biljnog materijala i CO, ekstrakata.

2.2. Neven (Calendula officinalis L.)

Neven (Calendula officinalis L.) je poznata
bastenska, zbunasta, jednogodisnja biljka visoka 30-60
cm. U gornjem delu neven je razgranat, na vrhovima
ima krupne, usamljene glavice na dugim peteljkama.
Listovi su sedec¢i, izduzeni ili lancetni, celi ili neznatno
nazubljeni. Oblik listova se razlikuje u zavisnosti od
njihovog polozaja: gornji su duguljasti ili kopljasti,
srednji najceS¢e obrnuto jajasti 1 obuhvataju stablo, a
donji sa kratkom drSkom. Cvetovi su sakupljeni u

glaviCaste, krupne cvasti, Zute do narandzastozute boje 1
intenzivnog, slatkastog mirisa. Periferiju cvetova grade
jeziCasti cvetovi slozeni u dva do tri reda, dok su u sredini cevasti cvetovi. Omotac
cvasti ¢ine uzani, zeleni, lepljivi 1 dlakama pokriveni listi¢i. Gaji se kao ukrasna,
bastenska biljka, narocito sorte sa “duplim” cvastima jako narandzaste boje. Cveta od
proleca do kasno u jesen.

Kao droga se koriste suvi ili svezi cvetovi (Calendulae flos) koji sadrze
karotenoide, flavonoide, hemoliticki aktivne glikozide oleanolne kiseline-
kalendulozide, triterpenske alkohole, sterole, smole, sluzi, tanine, etarsko ulje i dr.
Pripisuje mu se spazmoliticno, antiflogisti¢no i dijaforeticno delovanje [14, 15].
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Neven nije oficinalan po Ph Jug V, ali je propisan u starijim izdanjima Nemacke i
Ruske farmakopeje, kao i u dopuni Evropske farmakopeje 6.0, izdatoj 2008.

U narodnoj medicini neven se upotrebljava u obliku caja za lecenje
inflamatornih stanja unutras$njih organa, gastrointestinalnih ulcera, diuretskih i
diaforetskih konvulzija, $to je poslednjih godina i nau¢no potvrdeno [16, 17]. Tinkture
1 masti nevena imaju znatno Siru upotrebu. Koriste se za tretman razlicitih
dermatoloskih oboljenja, ulcera, rana, opekotina i hemoroida [18-20]. Novije
farmakoloske studije pokazuju da metanolni i butanolni ekstrakti nevena poseduju
slabo izrazeno antioksidativno delovanje [21, 22].

Farmakolosko delovanje konvencionalnih ekstrakata nevena (tinkture i uljani
ekstrakti) pripisuje se, uglavnom, prisutnim saponinima, seskviterpenskim
glikozidima, flavonoidima i triterpenima. Veliki broj autora se bavi ispitivanjem
sastava, stabilnosti i delovanja vodeno-alkoholnih, metanolnih i uljnih ekstrakata
nevena [19, 23-25].

Etarsko ulje nevena, s obzirom na relativno nizak sadrzaj u drogi (= 0,02%),
a samim tim 1 sa ne tako izraZzenim terapijskim ucinkom, privlacilo je manju paznju
nauc¢nika. Dobijeno oficinalnim postupkom destilacije pomocu vodene pare,
predstavlja bledo Zutu tecnost intenzivnog, slatkastog mirisa koja u najve¢oj meri
sadrzi seskviterpenske alkohole iz grupe muurola i kadinola, pri cemu je
najzastupljeniji a-kadinol [26, 27]. Za analizu kvalitativnog i kvantitativnog sastava
etarskog ulja nevena, dobijenog bilo destilacijom sa vodenom parom ili primenom
CO, ekstracije, najceS¢e se primenjuje gasna hromatografija (GC) sa plameno—
jonizuju¢im (FID) ili masenim detektorom (MS) [13]. Najznacajnija jedinjenja, koja
ulaze u sastav etarskog ulja nevena, prikazana su na slici 3.
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Slika 3. Najznacajnije komponente etarskog ulja nevena.
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Novija farmakoloska ispitivanja ukazuju da se gastro-intestinalno delovanje
nevena moze pripisati upravo jedinjenjima iz grupe kadinola [28], prisutnim u
etarskom ulju. Posto se radi o lakoisparljivim aktivnim komponentama,
mikrokapsulacija etarskog ulja, ili CO, ekstrakata nevena u kojima je prisutno etarsko
ulje, predstavlja postupak izbora za njihovu stabilizaciju i1 zaStitu. Prema naSim
saznanjima, mikrokapsulacija ekstrakata nevena nije detaljno ispitivana.

2.3. Interakcije polimer—PAM

U vodi rastvorni polimeri i povrSinski aktivne materije (PAM) imaju veoma
Siroku oblast primene. Posmatranjem sastava razliitih prehrambenih, kozmetickih,
farmaceutskih 1 hemijskih proizvoda, moze se uociti prisustvo jednog ili viSe polimera
zajedno sa jednom ili viSe PAM. Oni se naj¢eS¢e dodaju radi postizanja razlicitih
efekata: koloidne stabilnosti, emulgovanja, flokulacije, strukturacije i suspenzionih
karakteristika, kao i razlicitih reoloSkih osobina proizvoda. Postizanje Zeljenih efekata
u sistemima polimer—PAM zavisi, kako od osobina i prirode molekula polimera tako i
od osobina i prirode molekula PAM. 1z ovih razloga, ispitivanje interakcije polimer—
PAM u vodenim sredinama postaje predmet interesovanja sve veceg broja istrazivaca
[29-31].

Postoji veoma veliki broj razli¢itih sistema polimer—PAM rastvornih u vodi,
medutim, sa stanoviSta njihove interakcije, najbolje ih je klasifikovati u odnosu na
prisustvo naelektrisanih grupa u molekulu, na sisteme:

¢ nejonski polimer—jonska PAM;

e nejonski polimer—nejonska PAM;

e polielektrolit—suprotno naelektrisana PAM;

e polielektrolit-istoimeno naelektrisana PAM;

e protein—PAM,;

¢ hidrofobno modifikovani polielektrolit—suprotno naelektrisana PAM.

U sistemima polimer-PAM deSavaju se razli¢iti mehanizmi interakcije,
medu kojima su najznacajniji:

e hidrofobna interakcija izmedu molekula polimera i PAM, koja je
najizrazenija kod blok kopolimera sa hidrofobnim segmentima i
hidrofobno modifikovanih polimera;

¢ hidrofobna interakcija izmedu molekula PAM;

¢ hidrofobna interakcija izmedu molekula polimera;

o clektrostaticka interakcija izmedu molekula polimera;
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e clektrostaticka interakcija izmedu molekula polimera i PAM, koja
moze dovesti do njihovog privlacenja ili odbijanja u zavisnosti od
vrste naelektrisanja;

e clektrostaticka interakcija izmedu molekula PAM.

Medutim, od svih pomenutih mehanizama, dominantan uticaj na medusobno
povezivanje molekula polimera i PAM ima mehanizam hidrofobne interakcije [32].

2.3.1. Interakcija u razli¢itim sistemima polimer-PAM

Interakcija u sistemu nejonski polimer—nejonska PAM je po pravilu veoma
slaba tako da u vodi rastvorni polimeri, kao §to su polivinil alkohol- PVA, polivinil
pirolidon-PVP 1 polietilen oksid- PEO, skoro da i ne stupaju u interakciju sa
nejonskim emulgatorima iz grupe etilen oksida. U zavisnosti od osobina molekula
polimera i PAM, ove interakcije su ipak moguce. Tako na primer, polimeri sa nesto
izrazenijim hidrofobnim svojstvima, kao $to je polipropilen oksid- PPO, pokazuju
efekte slabe interakcije sa nejonskim PAM iz grupe oktil tioglukozida- OTG [33].
Naime, iako je kriticna micelarna koncentracija OTG u prisustvu polimera
nepromenjena, rastvor PPO  postaje  transparentan  dodatkom  OTG.
Mikrokalorimetrijskom titracijom rastvora PPO rastvorom OTG utvrdeno da je
entalpija procesa endotermna, S$to govori u prilog postojanju slabe polimer—-PAM
interakcije.

Sistemi polielektrolit—suprotno naelektrisana PAM, intenzivno su
izu€avani u razblaZzenim rastvorima. Uzimajuéi u obzir jako elektrostaticko
privlaenje suprotno naelektrisanih molekula polimera i PAM, interakcija zapocinje
pri jako malim koncentracijama PAM, S§to onemogucuje primenu vecine
konvencionalnih metoda za njeno izucavanje. Medutim, razvojem elektroda osetljivih
na prisustvo odredene PAM (surfactant-selective electrodes) 1 primenom
fluorescentne probe, ovaj problem je razreSen [34]. NajceSe ispitivani sistem je
polianjon—katjonka PAM.

Treba naglasiti da, usled elektrostatiCkog privlacenja polielektrolita 1
suprotno naelektrisanih PAM dolazi do neujednacene raspodele molekula PAM u
rastvoru, odnosno joni PAM su skoncentrisani u blizini lanaca polielektrolita. Ovaj
elektrostaticki efekat nije u vezi sa amfifilnim svojstvima molekula PAM, ali utic¢e na
njihovu povrsinsku aktivnost. Medutim, osnovni razlog povezivanja molekula PAM
za suprotno naelektrisane molekule polielektrolita je elektrostaticka stabilizacija
micela PAM. Pri tome su osobine molekula PAM (naelektrisanje, duzina hidrofobnog
ugljovodoni¢nog niza) i osobine polielektrolita (raspored naelektrisanih grupa, gustina
naelektrisanja, prisustvo hidrofobnih grupa, fleksibilnost lanca polimera) od
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presudnog znacaja za formiranje kompleksa polimer/PAM [34]. Veli¢ina micelarnih
agregata PAM vezanih za polimerne lace u kompleksu polimer/PAM zavisi, takode,
od osobina svakog pojedina¢nog polielektrolit—suprotno naelektrisana PAM sistema.

Efekat dodatka elektrolita u razblazene sisteme polielektrolit—suprotno
naelektrisana PAM je je veoma detaljno izucavan [35, 36]. Pokazano je da dodatak
elektrolita, pri malim koncentracijama, utice na povecanje kriticne agregacione
koncentracije- cac (koncentracija PAM pri kojoj zapocinje vezivanje za molekule
polimera), odnosno dovodi do suzbijanja interakcije polimer-PAM, za razliku od
prisustva elektrolita u micelarnim rastvorima ¢iste PAM, kod kojih dolazi do sniZenja
kriticne micelarne koncentracije- cmc. Medutim, pri veéim koncentracijama
elektrolita, njegovo prisustvo pospesuje interakciju. ObjaSnjenje ovakvog ponaSanja
treba traziti u mogué¢im mehanizmima delovanja elektrolita. Naime, dodatak
elektrolita u sistem polielekrolit-suprotno naelektrisana PAM moze izazvati
smanjenje elektrostatickog privlacenja molekula polimera i PAM, S§to se deSava pri
malim jonskim jac¢inama rastvora, dok pri ve¢im jonskim jacinama rastvora elektrolit
dodatno stabilizuje agregate PAM.

U sistemima polielektrolit—suprotno naelektrisana PAM cesto dolazi do
separacije faza. Vezivanjem PAM za suprotno naelektrisani polielektrolit,
naelektrisanje nastalog kompleksa se smanjuje, tako da je separacija faza ocekivana
promena. Do separacije faza moze do¢i pri jako malim ili velikim koncentracijama
PAM, S§to zavisi od vrste PAM, osobina polielektrolita, njegove koncentracije u
sistemu, kao i od prisustva elektrolita. Separacija faza se moze u potpunosti suzbiti u
prisustvu velike koncentracije elektrolita.

S obzirom na specifi¢nu strukturu i gradu molekula proteina, kao i na
njihovu Siroku primenu u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji,
interakcije u sistemu protein—-PAM su veoma detaljno izuavane. Naime, proteini
sadrze nepolarne, polarne i naelektrisane segmente, tako da je interakcija sa ve¢inom
malih, amfifilnih molekula PAM, ocekivana [30]. PoSto i proteini i PAM imaju
amfifilna svojstva, ove interakcije imaju dosta sli¢nosti sa interakcijama u sistemu
hidrofobno modifikovani polimer-PAM. Dominantan mehanizam pri agregaciji
nejonske PAM u prisustvi proteina u rastvoru je hidrofobna interakcija
ugljovodoni¢nog niza njegovih molekula sa hidrofobnim delovima molekula proteina.
Medutim, kada se radi o jonskim PAM, i njihove naelektrisane polarne glave stupaju
u interakciju sa naelektrisanim grupama proteinskih lanaca, $to dovodi do
ireverzibilnih promena u strukturi proteina.

Uopsteno, moze se smatrati da interakcija protein—suprotno naelektrisana
PAM zapocinje jonskim mehanizmom suprotno naelektrisanih grupa. Dalje vezivanje
odvija se kombinovanim jonskim i hidrofobnim mehanizmom, s tim Sto kako
interakcija napreduje hidrofobni mehanizam postaje sve izraZeniji. Najznacajniji
doprinos izu€avanju interakcije protein-PAM obuhvata pradenje promene
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povrSinskog napona rastvora proteina sa porastom koncentracije PAM, a tipi¢an
dijagram dat je na slici 4.

POVRSINSKI NAPON, ¢

\ <)
KMK T,

log koncentracije PAM

Slika 4. Sematski prikaz promene povrsinskog napona sa koncentracijom PAM bez (—) i
u prisustvu (- - - ) Zzelatina. T; je kritiCna agregaciona koncentracija, T,” kriti¢na
koncentracija zasi¢enja i T, kritina micelarna koncentracija u prisustvu proteina

Interakcija Zelatin—suprotno naelektrisana PAM odvija se u tri stepena. U
prvom (a), dolazi do jonske interakcije usled elektrostatickog privlacenja
naelektrisanih grupa na povrSini sklupéanog molekula Zelatina 1 suprotno
naelektrisanih grupa molekula PAM. Formirani kompleks ispoljava ve¢u povrSinsku
aktivnost nego iste koncentracije svake od prisutnih materija— sinergisticki efekat.
Obrazovanje povrsinski aktivnog kompleksa ogleda se u opadanju povrSinskog
napona do tacke T;. Pri toj koncentraciji PAM, koja predstavlja kriticnu agregacionu
koncentraciju- cac, na svaki, u prvom stepenu jonsko vezani molekul PAM, pocinje
vezivanje po jednog molekula PAM hidrofobnim privlacenjem, pri ¢emu dolazi do
formiranja malih agregata (b).

Elektrostaticko odbijanje jonskih grupa hidrofobno vezanih molekula PAM
dovodi do odmotavanja lanca Zelatina, ¢ime se otkrivaju nove naelektrisane grupe
dostupne za jonsku interakciju sa molekulima PAM. U toku ovog procesa povrSinska
aktivnost nastalog kompleksa se ne menja, tako da je povrSinski napon konstantan.
Molekuli PAM ucestvuju u interakciji, jer je stvaranje kompleksa protein—-PAM
energetski povoljnije od micelizacije, i ne obrazuju se slobodne micele. Proces
hidrofobnog 1 jonskog vezivanja se nastavlja sve dok se svi aktivni centri na
molekulima proteina ne zasite molekulima PAM (T’), tj. do kriticne koncentracije
zasi¢enja- psp. Povecanjem koncentracije slobodnih molekula PAM molekuli
formiranog kompleksa na granici faza, koji viSe nemaju povrSinsku aktivnost, bivaju

zamenjeni molekulima PAM, tako da povrSinski napon naglo opada do T, koja je u
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stvari cmc PAM u prisustvu proteina. Tek tada pocinje obrazovanje slobodnih micela
PAM u rastvoru. Daljim porastom koncentracije PAM sistem se ponaSa kao da
molekuli proteina nisu prisutni u rastvoru (c).

Na intenzitet protein—PAM interakcije uti¢i mnogi faktori, kao §to su priroda
proteina, duzina hidrofobnog lanca PAM, pH 1 jonska ja¢ina su rastvoru, temperatura
1dr.

Interakcije u sistemima polielektrolit—istoimeno naelektrisana PAM su
veoma slabe i moze se re¢i da do njih prakticno i1 ne dolazi, osim kada se radi o
polimerima koji su delimi¢no hidrofobni, odnosno hidrofobno modifikovani.
Uvodenje poliakrilata u rasvor SDS dovodi do jako malog smanjenja cmc, odnosno u
sistemu nema interakcije polimer—PAM. Isto se odnosi i na interakciju u sistemu
karboksimetil celuloza—SDS [32].

S obzirom na cCinjenicu da skoro svi nenaelektrisani polimeri stupaju u
interakciju sa jonskim PAM, sistemi nejonski polimer—jonska PAM su najvise
izu¢avani [38-45]. Oni pokazuju specificno ponasanje u vodenom rastvoru.
Dominantan mehanizam pri povezivanju polimera i alkilnih ostataka molekula PAM
je njihova hidrofobna interakcija. OpSte prihva¢eni model povezivanja molekula PAM
[29, 30], u obliku agregata slicnih micelama, za lance polimera je model “biserne
ogrlice”, koji je prikazan je na slici 5. Veli¢ina i agregacioni broj formiranih agregata,
identi¢an je sa micelama PAM u rastvoru bez prisustva polimera.

Slika 5. Sematski prikaz modela “biserne ogrlice” povezivanja nejonski polimer—jonska PAM.
U prisustvu polimera u rastvoru dolazi do pomeranja kriticne micelarne

koncentracije- cmc PAM prema nizim vrednostima [31]. Sematski prikaz interakcije
dat je na slici 6.
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Interakcija zapocinje kada molekuli PAM u rastvoru dostignu kriticnu
agregacionu koncentraciju (cac). Ispod ove koncentracije nema interakcije u sistemu
nejonski polimer—jonska PAM (oblast I). Vrednost cac ne zavisi od koncentracije
polimera i uvek je niza od kriticne micelarne koncentracije PAM. Povecanjem
koncentracije PAM iznad cac zapocinje njihovo vezivanje za lance polimera, koji
postaju sve viSe zasi¢eni micelama PAM, sve do dostizanja kriticne koncentracije
zasi¢enja (psp)- oblast II. Vrednost psp linearno zavisi od koncentracije nejonskog
polimera u rastvoru. Pove¢anjem koncentracije PAM iznad psp viSe nema interakcije
polimer-PAM, tako da se u sistemu povecava koncentracija slobodnih molekula
PAM- oblast III, sve dok koncentracija PAM ne dostigne cmc u prisustvu polimera
kada dolazi do formiranja micela u rastvoru (granica izmedu oblasti III i IV). Pri
koncentracijama PAM u rastvoru u oblasti IV egzistira potpuno soljubilizovan
kompleks polimer/PAM, nastao kao posledica zavrSene interakcije, zajedno sa
slobodnim micelama PAM [29, 30].

CAC )
\ Saturation
o Bound surfactant
g
—
Q
gl | I
-
o
|~
-g g‘ Free micelle
© g~ formati
£ 2 rmation
S Q
b o
g 2 Free micelles plus excess
o surfactant
(&)

Concentration of Surfactant —_—

Slika 6. Sematski prikaz interakcije u sistemu nejonski polimer —jonska PAM

I- oblast pre pocetka interakcije; II- oblast interakcije polimer— PAM,;

I1I- oblast zavrSene interakcije u kojoj raste koncentracija pojedinacnih molekula PAM;
IV- oblast u kojoj egzistira kompleks polimer/PAM, pojedina¢ni molekuli PAM i
slobodne micele PAM u rastvoru.

Interakcija velikog broja razlicitih sistema nejonski polimer—jonska PAM
ispitivana je primenom razliitih metoda [38-42]. NajcesS¢e ispitivani sistem je
polietilen oksid- PEO i SDS [43-45], kod kojeg je interakcija polimer—PAM ispitivana
primenom konduktometrije, viskozimetrije i fluorescencije. Utvrdeno je da u
prisustvu polimera dolazi do snizenja cme SDS u rastvoru, kao i da cac ne zavisi od
koncentracije polimera. Potvrdeno je da na intenzitet interakcije utice hidrofobnost
molekula PEO, dok se uticaj molekulske mase moze zanemariti, kada je ona iznad

13



Doktorska disertacija

neke minimalne vrednosti. Pokazano je, takode, da prisustvo elektrolita u maloj meri
utice na interakciju PEO-SDS.

Za razliku od interakcije sa anjonskim PAM [38-41, 43-45], nejonski
polimeri pokazuju znatno manji intenzitet interakcije sa katjonskim PAM u vodenim
rastvorima [42]. Jedno od mogucih objasnjenja ovakvog ponasanja je prisustvo
voluminoznih polarnih glava u molekulima katjonskih PAM, u odnosu na polarne
glave molekula anjonskih PAM, pa je povezivanje otezano zbog sternih smetnji.
Medutim, ovo moze biti samo delimi¢no objasnjenje, s obzirom da se u nevodenim
sredinama mogu dobiti 1 suprotni efekti, odnosno neke katjonske PAM pokazuju
intenzivnije povezivanje sa nejonskim polimerom od anjonskih. 1z ovih razloga, radi
boljeg razumevanja razlika u interakciji katjonskih i anjonskih PAM sa nejonskim
polimerom, potrebno je razmotriti i uticaj osobina rastvaraca [32].

Konformacione promene na molekulima nejonskih polimera u prisustvu
jonske PAM najCeS¢e su ispitivane primenom viskozimetrije [31, 45]. Kod
razblaZenih vodenih rastvora polimera u prisustvu jonske PAM, ¢ija je koncentracija
veca od cac, dolazi do porasta viskoziteta, kako je prikazano na slici 7.

na

Slika 7. Promena viskoziteta rastvora nejonskog polimera sa porastom koncentracije SDS.

Naime, kod vecine nejonskih polimera vezivanje micela anjonske PAM
dovodi do razmotavanja lanca i ekspanzije molekula nastalog kompleksa, Sto ima za
rezultat povecanje viskoziteta sistema [45]. Medutim, u jako razblazenim rastvorima
etilhidroksietil celuloze- EHEC dodatak SDS moze izazvati smanjenje viskoziteta
rastvora [46], Sto se moze pripisati intramolekulskom povezivanju delova lanaca
polimera micelama SDS, a samim tim 1 skupljanjem molekula polimera.

Dodatak jonske PAM u rastvor nekih nejonskog polimera, naj¢es¢e PPO i
derivata celuloze, uti¢e na temperature zamucenja, koja predstavlja karakteristicnu
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temperaturu pri kojoj rastvor odredene koncentracije polimera postaje mutan.
Vezivanje jonske PAM za molekule ovih polimera dovodi do pomeranja temperature
zamucenja ka ve¢im vrednostima [38].

Posebna grupa sistema polimer—PAM, koja zbog svoje raSirene primene
privlac¢i paznju velikog broja istrazivaca, su hidrofobno modifikovani polimer—
jonska PAM sistemi. Za hidrofobno modifikovane, u vodi rastvorne polimere
karakteristi¢no je da uvodenjem hidrofobnih supstituenata dobijaju amfifilna svojstva.
Ovo, relativno slabo povezivanje hidrofobnim privlacenjem delova polimernih lanaca,
dovodi do povecanja viskoziteta vodenih rastvora. Iz ovih razloga hidrofobno
modifikovani polimeri, koji mogu biti jonski ili nejonski, se primenjuju kao korigensi
viskoziteta [47].

Hidrofobno modifikovani polimeri pokazuju, generalno, razliite interakcije
sa molekulima PAM, koje mogu uticati na reoloske osobine sistema u kojima se
primenjuju. Moguénost povezivanja hidrofobno modifikovanog polimera i PAM
Sematski je prikazano na slici 8.

Molekuli
polimera
2L
Dodatak Dodatak Dodatak '?) ‘&
e —_— — —
PAM PAM PAM 'f)\
&y 7)
K7

Velika koncentracija

Hidrofobne PAM

boé¢ne grupe

- - N
Slabo povezivanje Povezivanje lanaca polimera micelama PAM

L
NI
Nema medusobnog povezivanja lanaca

Slika 8. Sematski prikaz moguéeg povezivanja hidrofobno modifikovanog polimera i PAM.

Uvodenjem molekula jonske PAM u rastvor polimera, usled izraZene
hidrofobne polimer—-PAM interakcije, moze do¢i do medusobnog povezivanja delova
lanaca polimera micelama PAM, $§to za rezultat ima znacajno povecanje viskoziteta
sistema. Da bi se ovaj viskozni efekat postigao, potrebno je da koncentracija polimera
u rastvoru bude podeSena tako, da su lanci polimera u medusobnom kontaktu.
Dodatkom jonske PAM zapocinje njihovo vezivanje za dva ili viSe hidrofobna centra
susednih lanaca polimera, sve dok se lanci polimera potpuno ne povezu, kada
viskozitet sistema ima maksimalnu vrednost. Pri veoma velikim koncentracijama
PAM u rastvoru dolazi do formiranja micela oko svakog, pojedina¢nog hidrofobnog
centra u molekulu polimera. Usled elektrostaticCkog odbijanja dolazi do medusobnog
udaljavanja lanaca, $to za posledicu ima smanjenje viskoziteta sistema [38, 45].
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2.3.2. Metode ispitivanja interakcije polimer - PAM

Za izu€avanje polimer—jonska PAM interakcija, koje se zasniva, uglavnom,
na pracenju promena osobina rastvora, mogu se koristiti razliCite metode. Izbor
najpogodnije metode ¢e zavisiti od osobina ispitivanog sistema polimer—PAM. Tako,
za ispitivanje sistema nejonski polimer—jonska PAM najceS¢e se primenjuju metode
merenja povrSinskog napona, elektricne provodljivosti, viskoziteta, fluorescencije,
nuklearne magnetne rezonance, difrakcije X-zraka i dr. [48- 50].

Tenziometrijska metoda je jedna od najstarijih (Jones je primenio jo§ 1967.
god.), ali istovremeno i najelegantnijih i1 najjednostavnijih metoda za ispitivanje
interakcije polimer—PAM. Ona se zasniva na pracenju promene povrSinskog napona
rastvora polimera, konstantne koncentracije, sa porastom koncentracije PAM, pri
¢emu se dobija karakteristican dijagram, prikazan Sematski na slici 4. Na ovom
dijagramu mogu se uociti tri karakteristicne tacke: T;, predstavlja koncentraciju PAM
u rastvoru pri kojoj zapocCinje vezivanje molekula PAM za polimerne lance- cac; T,’,
je koncentracija PAM pri kojoj su lanci polimera zasi¢eni micelama PAM- psp; 1 T,
koja predstavlja cmc PAM u prisustvu polimera u rastvoru. S obzirom da je ova
metoda primenjivana za ispitivanje interakcije kod velikog broja razli¢itih sistema
nejonski polimer—jonska PAM, kao §to su PPO-SDS, PVP-SDS i EHEC-SDS [39,
41], uocen je opsti model ponaSanja ovih sistema:

e u prisustvu polimera T; je uvek nize od cmc PAM;

e T, proporcionalno raste sa porastom koncentracije polimera u
rastvoru, dok T, ostaje skoro nepromenjena;

e prisustvo soli dovodi do pomeranja T; ka manjim vrednostima,
odnosno pospesuje interakciju,

e konstantna vrednost povrsinskog napona, u oblasti interakcije, govori
o izrazenom afinitetu jonske PAM prema polimeru, i viSe je uocljiva
kod rasvora polimera vecih koncentracija.

Treba naglasiti da se tenziometrijska metoda moze koristiti za ispitivanje
sistema polimer-PAM kada se radi sa uzorcima PAM velike cistoCe. Takode,
tumacenje dobijenih rezultata moZe biti otezano ukoliko se radi sa polimerom koji
ima povrSinsku aktivnost, kao §to je to slu¢aj sa PPO-SDS sistemom.

Konduktometrijska metoda ispitivanja nejonski polimer—jonska PAM je,
takode, veoma Cesto upotrebljavana za izu€avanje interakcije nejonski polimer—jonska
PAM [43-45]. Na dijagramu zavisnosti specifi¢ne provodljivosti rastvora polimera od
koncentracije PAM (slika 9.) uocavaju se dve karakteristi¢ne tacke, cac i psp, koje su
u saglasnosti sa T; 1 T2’ u tenziometrijskim merenjima.
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Slika 9. Kriva konduktometrijske titracije sa karakteristicnim koncentracijama, cac i psp.

Ispitivanja interakcije primenom ove metode, sprovedena na razliCitim
sistemima polimer—-PAM, potvrdila su da je prva karakteristicna koncentracija- cac
prakti¢no neosetljiva na promenu koncentracije polimera u rastvoru, dok druga- psp,
proporcionalno raste sa povecanjem koncentracije polimera. Oblast u kojoj postoji
nelinearan porast specificne provodljivosti sistema predstavlja oblast polimer—-PAM
interakcije, a nelinearnost je objaSnjena smanjenom koncentracijom molekula jonske
PAM usled njihovog vezivanja za lance polimera [48]. Nakon dostizanja psp, dolazi
do formiranja slobodnih micela PAM, pa je promena provodljivosti identi¢na kao da u
sistemu 1 nije prisutan polimer, nakon dostizanja cmc PAM.

Viskozimetrijska metoda je jedna od jednostavnijih metoda kojom je
moguce pratiti konformacione promene na molekulima nejonskih polimera nastale
kao posledica interakcije sa jonskom PAM [50]. Adsorpcijom molekula PAM
hidrofobnim povezivanjem za polimerne lance, nastaje kompleks polimer/PAM koji
dobija osobine polielektrolita. 1z ovih razloga, kao posledica -elektrostatickog
odbijanja naelektrisanih grupa adsorbovanih molekula PAM, dolazi do promene
konformacije molekula polimera i porasta specificnog viskoziteta rastvora (slika 7.).
Skok viskoziteta se odvija naglo 1 pri koncentracijama jonske PAM koje odgovaraju
vrednostima T, odredene tenziometrijski, odnosno cac odredene konduktometrijski
za ispitivani sistem polimer—PAM [48]. Treba naglasiti da se kriti¢na koncentracija
zasi¢enja- psp, odnosno koncentracija pri kojoj se interakcija zavrSava, primenom
viskozimetrijske metode ne moze odrediti sa sigurnoscu.

Promene u strukturi molekula polimera, nastale kao posledica vezivanja
molekula PAM, mogu se pratiti primenom razli¢itih tehnika, kao Sto su nuklearna
magnetna rezonanca- NMR, metode merenja rasute svetlosti- /ight scattering, metoda
merenja rasipanja X zraka i dr. Jedna od novijih metoda, koja je narocidto pogodna za
ispitivanje strukture nastalog polimer/PAM kompleksa rastvornog u vodi, je metoda
merenja rasipanja zraka neutrona pod malim uglom, odnosno small-angle neutron
scattering (SANS). Naime, primenom ove metode mogu se dobiti podaci o strukturi
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dve razli¢ite komponente- polimeru i PAM, koje su rastvorene u te¢noj fazi, kao sto je
voda. Jedna od komponenata se rastvara u vodi (H,O), a druga u teskoj vodi (D,0),
¢ija smesa ¢ini tecnu fazu. Odnosi u kojima se meSaju ove dve faze odaberu se tako
da jedna rastvorena komponenta maskira drugu, Sto omogucuje ispitivanje svake,
pojedina¢ne komponente u smesi. Ovaj princip su primenili Cabane i Duplessix [48]
za detaljno ispitivanje strukture PEO/SDS kompleksa u rastvorima natrijum bromida
razli¢ite jonske jaCine, pri ¢emu je variran sastav smeSe, njena koncentracija i
molekulska masa PEO. Sastav smese PEO i SDS je odabran tako da pokriva oblast od
pocetka formiranja kompleksa PEO/SDS (T;) do njegovog zasi¢enja molekulima SDS
(Ty). Utvrdeno je da ne dolazi do promene u veli¢ini molekula polimera ni agregata
PAM u kompleksu u odnosu na njihove veliine u rastvorima cCistih komponenata.
Mada se ovo ¢inilo veoma neocekivano, smatra se da je velika jonska jacina rastvora
sprecila ekspanziju molekula kompleksa polimer/PAM, koji vezivanjem SDS dobija
osobine polielektrolita. Dokazano je da se SDS vezuje za lance PEO u obliku agregata
sli¢nih micelama, koji su iste veli¢ine kao micele SDS u vodenom rastvoru male
jonske jaCine. Raspored agregata SDS vezanih za molekul PEO odgovara modelu
“biserne ogrlice” (slika 5.), pri ¢emu se njihova udaljenost smanjuje sa povecanjem
jonske jacine rastvora.

2.3.3. Interakcije u sistemu derivati celuloze—PAM

Interakcije polimer—-PAM u najvec¢oj meri su izuCavane na derivatima
celuloze rastvornim u vodi, koji imaju Siroku primenu u mnogim proizvodima
prehrambene, farmaceutske, i1 hemijske industrije kao ugus¢ivaci, sredstva za
vezivanje, emulgatori, stabilizatori i korektori viskoziteta [47].

Posebnu grupu u vodi rastvornih derivata celuloze c¢ine hidrofobno
modifikovani derivati, kao Sto su hidroksietil celuloza- HEC, hidroksipropil celuloza-
HPC, metil celuloza- MC 1 hidroksipropilmetil celuloza- HPMC. Osobine njihovih
vodenih rastvora mogu se modifikovati interakcijom sa povrSinski aktivnim
materijama, pri ¢emu anjonske PAM daju najizrazenije efekte. Interakcija sa
katjonskim PAM je znatno slabija usled sternih smetnji polarne glave. Opste
prihvaceni mehanizam hidrofobnog vezivanja jonske PAM za aktivne centre na
molekulima hidrofobno modifikovanih polimera, koji je Sematski prikazan na slici 8.,
u potpunosti se moze primeniti i na hidrofobno modifikovane derivate celuloze

Ispitivanja interakcije nejonskih etara celuloze (MC, HPMC 1 etilhidroksietil
celuloze) sa SDS u razblazenim vodenim rastvorima, pokazala su da se molekuli SDS
vezuju za lance polimera u vidu agregata slicnih micelama [49, 52]. Pokazano je da
veliina 1 agregacioni broj nastalih micela zavise od koncentracije polimera i SDS.
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Kod jako razblazenih rastvora (¢ija je koncentracija ispod kritiCne overlap
koncentracije — c*), gde su lanci polimera pojedina¢no rasporedeni u rastvoru bez
medusobnog kontakta, ovo povezivanje je intramolekulsko — formiraju se micele
molekula SDS oko hidrofobnih supstituenata jednog polimernog molekula. To dovodi
do smanjenja hidrodinamicke zapremine molekula polimera i viskoziteta sistema. Pri
c* 1 viSim koncentracijama polimera u rastvoru, s obzirom da su polimerni lanci u
medusobnom kontaktu, odnosno da se njihovi hidrodinamicki radijusi preklapaju,
dodatkom SDS dolazi do formiranja micelarnih agregata oko hidrofobnih delova
razli¢itih molekula polimera. One postaju tacke medusobnog povezivanja molekula
polimera u trodimenzionalnu, umrezenu strukturu, $to dovodi do poveéanja
viskoziteta sistema i formiranja gel strukture. Povecanje temperature dovodi do
povecanja inteziteta polimer—-PAM interakcije, Sto se ogleda u smanjenju
agregacionog broja micelarnih struktura.

Viskozimetrijska ispitivanja interakcije HPMC-SDS [53] potvrdila su razlike
u ponasanju u zavisnosti od koncentracije polimera u rastvoru. Kod jako razblazenih
rastvora (c<c*) u oblasti interakcije dolazi do smanjenja redukovanog viskoziteta, dok
pri koncentracijama polimera iznad c¢* dolazi do njegovog znacajnog povecanja, $to je
sa porastom koncentracije polimera sve izrazenije. Nakon zavrSene interakcije dolazi
do naglog opadanja viskoziteta i, nezavisno od koncentracije polimera u rastvoru,
sistemi HPMC—SDS pokazuju istu vrednost redukovanog viskoziteta.

Pored promene viskoziteta, interakcija izmedu HPMC i SDS dovodi do
promene i drugih osobina sistema kao §to su tatka zamucenja, koja predstavlja
temperaturu pri kojoj dolazi do izdvajanja polimerne faze u rastvoru. Dodatkom male
koli¢ine SDS u rastvor HPMC, u pocetku dolazi do blagog snizenja tatke zamucenja,
ali daljim povecanjem koncentracije SDS tacka zamudenja raste i dostize svoj
maksimum (>100°C) pri koncentraciji SDS koja odgovara maksimumu viskoziteta
[53].

Ispitivanjem interakcije HPMC i anjonskih PAM, ¢ija je duzina hidrofobnog
lanca razli¢ita, merenjem povrSinskog napona [54] rastvora razli¢itih koncentracija
HPMC, utvrdeno je da cac ima uvek niZze vrednosti od cmc i da ne zavisi od
koncentracije polimera. Ovo potvrduje €injenicu da je formiranje kompleksa polimer-
PAM energetski povoljnije od procesa obrazovanja micela PAM. Utvrdeno je, takode
da PAM koje imaju manje od 6 C atoma u hidrofobnom nizu ne obrazuju agregate na
molekulima HPMC, kao i da pove¢anje duzine hidrofobnog lanca PAM dolazi do
pomeranja cac ka nizim koncentracijama.

Ispitivanja interakcije HPMC i nekih anjonskih PAM radeno je i primenom
konduktometrije, fluorescencije i metode dinamickog rasipanja svetla (dinamic light
scattering) [55]. Nadeno je da su cac i cmc odredene primenom fluorescencije u
saglasnosti sa vrednostima koje su odredene konduktometrijskim titracijama.
Primenom metode dinamickog rasipanja svetla utvrdeno je da i pri koncentracijama
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SDS nizim od cac dolazi do formiranja unimera SDS u blizini hidrofobnih, aktivnih
centara lanaca polimera. Oni predstavljaju nukleuse oko kojih se, daljim poveéanjem
koncentracije SDS, obrazuju agregati- micele. Primenom ove tehnike povrdeno je i
prisustvo slobodnih micela SDS u rastvoru nakon zavrsene polimer—-PAM interakcije.

Interakcija tri nejonska derivata celuloze, HPC, HPMC i HEC sa SDS
ispitivana je primenom size exclusion hromatografije- SEC sa multi-angle light
scattering- MALS 1 refractive index- RI detektorima [56]. Primenom ove
kombinovane tehnike sa uspehom se mogu utvrditi molekulske mase kompleksa
polimer—PAM, ukoliko se on sastoji od jednog molekula polimera, molekula polimera
u kompleksu, kao i koli¢ine vezanog SDS u kompleksu. Potvrdeno je da polimeri
izrazenije hidrofobnosti (HPC i HPMC) adsorbuju veée kolicine SDS od HEC,
odnosno da interakcija sa SDS zavisi od strukture bo¢nih grupa polimera i njihove
hidrofobnosti.

Mada je interakcija hidrofobno modifikovanih polimera i katjonskih PAM
manje izrazena, ispitivanja interakcije HPC sa heksadeciltrimetilamonijum
bromidom- HTAB pokazala su da hidrofobno vezivanje katjonske PAM u obliku
agregata dovodi do porasta specificnog viskoziteta rastvora, kao i u slucaju
povezivanja sa anjonskom PAM [51]. Viskozitet sistema dostize maksimum u oblasti
cmc PAM, odnosno u trenutku kada su sva aktivna mesta na lancima polimera
popunjena micelama PAM, tako da usled elektrostatickog odbijanja njihovih
naelektrisanih grupa dolazi do ekspanzije molekula polimera. Povecanje koncentracije
HTAB dovodi do pada viskoziteta sistema HPC-HTAB, Sto je posledica skupljanja
kompleksa polimer/PAM usled elektrostatickog odbijanja slobodnih i adsorbovanih
micela HTAB.

2.4. Uticaj interakcija na osobine emulzija

Emulzije u osnovi predstavljaju dvo ili viSe fazne tecne disperzne sisteme
kod kojih je najmanje jedna tec¢nost— disperzna faza rasporedena u vidu kapljica u
drugoj— kontinualna faza. U zavisnosti od toga da 1li je vodena ili uljna faza
kontinualna, razlikuju se dva osnovna tipa emulzionih sistema: ulje-u-vodi (u/v) 1
voda-u-ulju (v/u). Takode, postoje i takozvane “duple” emulzije, v/u/v i u/v/u koje
imaju Siroku primenu kao nosaci aktivnih materija u farmaceutskim preparatima [30].

Pod pojmom emulzije najces¢e podrazumevamo grube disperzione sisteme
kod kojih je raspodela veli¢ina kapi diperzne faze veoma Siroka (0,1-100 pm).
Ovakvi sistemi su mutni i1 nestabilni, a u literaturi se veoma cCesto nazivaju i
makroemulzije [57]. Za razliku od njih, mikroemulzije su bistri, izotropni sistemi
izrazite termodinamicke stabilnosti, kod kojih se veli¢ina kapljica disperzne faze
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kre¢e u intervalu od 10 do 50 nm. Mada su po svom sastavu donekle sli¢ne
makroemulzijama i veoma detaljno teoretski ispitane, mikroemulzije nisu nasle Siroku
prakti¢nu primenu. U novije vreme srece se pojam miniemulzije, kod kojih se veli¢ina
kapljica disperzne faze krece u intervalu 50-400 nm. Za nihovu stabilizaciju se koristi
smesa emulgatora, od kojih je jedan alkohol dugog ugljovodoni¢nog niza, nerastvoran
u vodi, koji dodatno stabilizuje sistem.

Kod nestabilnih, grubih emulzionih sistema, posle izvesnog vremena, dolazi
do jednog od vidova nestabilnosti, $to se veoma lako vizuelno uocava. Neki
mehanizmi destabilizacije, koji mogu biti reverzibilni i ireverzibilni, prikazani su na
slici 10.
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Slika 10. Mehanizmi destabilizacije emulzija.

Kriming i sedimentacija su reverzibilni procesi koji se javljaju kao posledica
razlike u gustinama dve tecne faze. Kod emulzija tipa u/v najcesce je uljna faza manje
gustine, tako da je kriming mnogo ceS¢a pojava. Flokulacija je takode jedan od
reverzibilnih mehanizama destabilizacije emulzija, u toku koje dolazi do grupisanja
kapljica, pri ¢emu one zadrzavaju svoj integritet. PosSto se radi o reverzibilnim
mehanizmima, pocetno stanje emulzije moZe se posti¢i primenom sile jaceg
intenziteta. Jedan od najceS¢e primenjivanih nafina za odredivanje stabilnosti
emulzija u/v je odredivanje kriming indeksa [58].

Koalescencija predstavlja sasvim drugaciji, ireverzibilan fenomen, pri kome
dolazi do medusobnog spajanja kapljica i povecanja srednjeg prec¢nika kapi emulzija.
Krajnji ishod ovog ireverzibilnog procesa je separacija faza.

Postoji jo§ jedan mehanizam destabilizacije emulzija, tzv. Ostwald-ovo
zrenje [58], koje ima za posledicu povecanje srednjeg precnika kapi. U toku ovog
procesa manje kapi, koje imaju jako veliku povrSinu u odnosu na zapreminu, gube
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svoj sadrzaj difuzijom ulja kroz kontinualnu fazu u veée kapi i is¢ezavaju, dok se
zapremina vecéih kapi uvecava. Kod emulzija tipa u/v ovaj proces zavisi od
rastvorljivosti uljne u vodenoj fazi.

Medutim, kod stabilnih emulzija, problem odredivanja stabilnosti je veoma
slozen, jer se promene odvijaju lagano i dugotrajno. Da bi se vreme potrebno za
odredivanje stabilnosti ovakvih emulzija skratilo, pribegava se ubrzavanju procesa
destabilizacije raznim nacinima (centrifugiranje, temperaturni stress-testovi i dr.). Pri
tome se mogu pratiti veli¢ina i raspodela veli¢ina Cestica, brzina separacije faza i
brzina izdvajanja kapljica [59, 60].

Termodinamicka nestabilnost emulzija uzrokovana je postojanjem veoma
velike medufazne povrSine, izmedu dve teCnosti koje se ne mesaju, tako da se rad- A4
potreban za poveéanje medufazne povrsine od 1 cm” moze izraziti kao:

A=0ci4S

gde je 6; medupovrsinski napon, a 48 promena medufazne povrsine.

Rad utroSen za obrazovanje slobodne povrSine predstavlja potencijalnu
energiju sistema. Posto pri dispergovanju jedne te¢nosti u drugoj dolazi do ogromnog
povecanja slobodne povrsine dispergovane faze, emulzije imaju veoma visok sadrzaj
potencijalne energije. Iz ovih razloga one su termodinamicki veoma nestabilne i
pokazuju jaku teznju za smanjenjem potencijalne energije, odnosno za smanjenjem
medufazne povrsine, Sto dovodi do brze koalescencije kapljica i smanjenja stepena
disperznosti.

Stabilizovanje emulzionih sistema mozZe se posti¢i dodatkom razliitih
materija, ¢ija je osnovna uloga smanjenje energije potrebne za formiranje kapi,
odnosno medupovrsinskog napona o;, na granici tecno—tecno, kao i usporavanje
procesa flokulacije i koalescencije [57]. Cetiri osnovna mehanizma stabilizacije
emulzija prikazana su na slici 11.

Adsorpcija povrSinski neaktivnih materija na granici te¢no-te¢no, koje ne
uticu u vecoj meri na medupovrSinski napon (osim $to ga nekada mogu i povecati)
ima mali uticaj na stabilnost emulzija. Pod odredenim uslovima ove materije mogu
imati slab stabilizujuci efekat, nastao obrazovanjem elektrostaticke barijere izmedu
kapljica ili orjentacijom molekula rastvaraca, §to dovodi do promene odredenih
fizickih karakteristika sistema — dielektricne konstante i viskoziteta.

Cvrste Cestice koloidnih dimenzija mogu se koristiti kao stabilizatori, bez
obzira $to ne uti€u na smanjenje povrSinskog napona, jer stvaraju fizicku barijeru
izmedu formiranih kapljica. Medutim, da bi ovaj efekat doSao do izrazaja, one moraju
imati veci afinitet prema kontinualnoj fazi.
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Slika 11. Mehanizmi stabilizacije emulzija u/v: adsorpcijom jona i
povrsinski neaktivnih soli (a), prisustvom ¢vrstih koloidnih ¢estica (b),
adsorpcijom polimera (c) ili PAM (d).

Mehanizam stabilizacije emulzija dodatkom PAM u najvecoj meri se zasniva
na efektu smanjenja medupovrsSinskog napona dve te€nosti [61]. Vrsta 1 koli¢ina
emulgatora, upotrebljenog za stabilizaciju, zavisi od specifi¢nih karakteristika te¢nih
faza, tipa emulzije koji se zeli dobiti, njene namene i dr. PAM mogu da formiraju i
lamelarne tecne kristale na granici faza. Ovo viSeslojno pakovanje PAM na granici
faza omogucuje dobijanje sistema koji su stabilni u toku duzeg vremenskog perioda.
Formiranje lamelarnih struktura je ponekad klju¢no za dobijanje emulzija uz ulaganje
minimalne energije, u toku procesa “spontanog emulgovanja”.

Polimerne materije se najces¢e koriste kao stabilizatori emulzionih sistema,
dok u manjoj meri dolazi do izrazaja njihova povrSinska aktivnost [62, 63]. Njihovo
prisustvo moze da izazove razli¢ite efekte, od sternog i elektrostatickog odbijanja do
promene medufaznog viskoziteta i elastiCnosti ili povecanja viskoziteta kontinualne
faze. NajceSce je to kombinacija razliCitih efekata [64].

Medutim, u nekim slu¢ajevima dodatak polimera moze dovesti do
destabilizacije sistema, odnosno do izdvajanja flokula (tzv. kriming efekat).
Flokulacija moze biti depleciona, kada se radi o neadsorbuju¢em polimeru, pri cemu
se formira tzv. deplecioni omota¢ oko kapi sastavljen od ciste kontinualne faze
(koncentracija polimera u omotacu je jednaka nuli). Preklapanje deplecionih omotaca
dve kapljice dovodi do njihovog medusobnog privlacenja (efekat praznine) i do
flokulacije. Kada se radi o adsorbuju¢em polimeru, njegovi segmenti dodatno se
mogu adsorbovati na razli¢itim kapljicama i tako izazvati povezivanje kapi preko
mostova (bridging interaction). Do povezivanja kapljica u flokule, kod ovog tipa
interakcije, moze do¢i i1 usled izrazenog medusobnog afiniteta bo¢nih grupa polimera
adsorbovanih na povrsini kapljica.
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Stabilizacija emulzija se, veoma Cesto odvija posredstvom vise razli¢itih
mehanizama. Kod mnogih sistema prisutna je elektrostaticka i sterna stabilizacija,
odnosno “elektrosterna” stabilizacija emulzija, prisutna u velikom broju tehnickih
emulzija, Kod margarina, na primer, koji predstavljaju emulzije u/v, stabilizacija
sistema odvija se posredstvom tri razli¢ita mehanizma: elektrostaticka- primenom
anjonskih fosfolipida, sterna- uz pomo¢ biopolimera, dok prisustvo kristala masti
dodatno stabilizuje sistem [30].

Interakcije u sistemu polimer—PAM se poslednjih godina sve vise koriste za
stabilizaciju emulzionih sistema. Medutim, prisustvo polimera u emulzionim
sistemima stabilizovanim PAM moze dovesti i do destabilizacije sistema, §to u velikoj
meri zavisi od osobina polimera i PAM i mehanizma njihove interakcije [65]. Postoje
razli¢iti mehanizmi stabilizacije izazvani polimer—PAM interakcijama.

Kada se radi o emulzijama stabilizovanim jonskim PAM, dodatak suprotno
naelektrisanog polimera moze dodatno stabilizovati sistem. Usled elektrostatickog
privlacenja dolazi do adsorpcije molekula polimera na povrSini kapljica i njene
delimic¢ne neutralizacije, pri ¢emu se mora voditi racuna da ona ne bude potpuna, $to
mozZze izazvati suprotan efekat.

Prisustvo nejonskog, u vodi rastvornog polimera, koji poseduje povrSinsku
aktivnost, kao $to su hidrofobno modifikovani polimeri, u emulzionim sistemima
stabilizovanim jonskom PAM, moze dovesti do njihove dodatne stabilizacije. Pri
koncentracijama PAM bliskim cmc dolazi do hidofobnog povezivanja molekula PAM
za lanace polimera i formiranja umreZene strukture, $to utiCe na poveénje viskoziteta
kontinualne faze, a samim tim i na povecanu stabilnost emulzija.

Medutim, pri koncentracijama PAM veé¢im od cmc, dolazi do formiranja
micela na hidrofobnim segmentima pojedina¢nih lanaca polimera, njihovog
razdvajanja usled elektrostatiCkog odbijanja i destabilizacije sistema.

2.5. Etri celuloze— hidroksipropilmetil celuloza

Hidroksipropilmetil celuloza je nejonski, u vodi rastvoran, fizioloski inertan
derivat celuloze (slika 12.), koji ima Siroku primenu u prehrambenim, farmaceutskim
1 kozmetiCckom proizvodima [66, 67]. Njena upotreba je, u prvom redu bazirana na
Cetiri kljuCne osobine: sposobnost uguSc¢avanja, povrSinska aktivnost, sposobnost
formiranja filmova i moguénost obrazovanja reverzibilnih gel struktura koje se
hladenjem razruSavaju.
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Slika 12. Strukturna formula hidroksipropilmetil celuloze.

HPMC se dobija se dejstvom propilen oksida, a zatim metil hlorida na
alkalnu celulozu, kao $to je prikazano reakcijom na slici 13. Stepen supstitucije
metoksi grupa se kreée u opsegu od 0,9-1,8, dok za hidroksipropil grupe on iznosi
0,1-1,0. U zavisnosti od broja metoksi i hidroksipropil supstituenata i njihovog
medusobnog odnosa dobijaju se polimeri razli¢itih fizicko-hemijskih osobina, a
promene u rastvorljivosti 1 temperaturi Zeliranja pojedinih derivata su najizrazenije
[68].

OH
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Slika 13. Reakcija dobijanja hidroksipropilmetil celuloze.

HPMC je po pravilu rastvorljiva u hladnoj vodi, pri ¢emu je maksimum
rastvorljivosti kod molekula sa ukupnim stepenom supstitucije 1,64—1,92. Derivati
niskog stepena supstitucije rastvorljivi su u alkalnoj sredini, dok su visoko
supstituisani proizvodi rastvorljivi samo u polarnim organskim rastvara¢ima.

Viskozitet HPMC je, kao i kod veéine u vodi rastvornih polimera, odreden
duzinom polimernog lanca, srazmeran koncentraciji polimera i pri viSim
koncentracijama zavisi od stepena hidratacije. Rastvori HPMC pokazuju nenjutnovski
tip proticanja, odnosno imaju tipicne pseudoplasti¢ne osobine, ali pri koncentracijama
veéim od 5% moze doéi do pojave tiksotropije. Visoko koncentrovani geli HPMC
imaju viskoelasti¢ne osobine koje se ne menjaju sa promenom pH sredine [69-72].

Povecanjem temperature viskozitet rastvora HPMC se smanjuje. Medutim,
na odredenoj temperaturi, ¢ija vrednost zavisi od stepena supstitucije, dolazi do
obrazovanja reverzibilnih termalnih gel struktura i separacije faza. Za razlicite etre
celuloze temperatura Zeliranja se razlikuje 1 krec¢e se u opsegu od 48°C do 70°C.
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Moguée objasnjenje ovog fenomena lezi u samoj prirodi polimernog molekula
HPMC. U vodenim rastvorima molekuli polimera su jako hidratisani i vezani, pri
¢emu se molekuli vode ponasaju kao lubrikansi- omogucéuju da dugacki lanci etara
celuloze lako klize jedan preko drugog. Iz ovih razloga rastvor ima osobine viskozne
tenosti. Povec¢anjem temperature slabe vodoni¢ne veze, jacaju veze unutar molekula
Sto uzrokuje opadanje viskoziteta. Daljim povecanjem temperature, lanac polimernog
molekula se skuplja i polimer se, na temperaturi Zeliranja, izdvaja u obliku gela.
Fenomen termalnog zeliranja je reverzibilan, odnosno, pri hladenju dolazi do
ponovnog rastvaranja polimera.

HPMC je nejonogene prirode i kao takva nije osetljiva na prisustvo
elektrolita ili drugih polimera. Medutim, pri ve¢im koncentracijama elektrolita moze
do¢i do njenog izdvajanja iz rastvora.

PovrSinska aktivnost rastvora HPMC je posledica uvodenja hidrofobnih
hidroksipropil i metil supstituenata u molekul celuloze, usled ¢ega on dobija amfifilna
svojstva. 1z ovih razloga se HPMC, pri niskim koncentracijama, moze koristiti kao
polimerni emulgator. NajceS¢e se koristi kao modifikator viskoziteta, emulgator,
stabilizator, vezivno sredstvo i agens za suspendovanje u mnogim prehrambenim
proizvodima. U farmaceutskoj industriji se koristi kao matriks za tablete, radi
kontrolisanja njihovog rastvaranja, kod izrade sirupa i suspenzija. Rastvorna je u
gastro-intestinalnim te¢nostima, bez ukusa i mirisa, stabilna u prisustvu spoljasnjih
uticaja, ne uti¢e na mehanicke osobine tableta kao ni na biolosku raspolozivost leka.

2.6. Mikrokapsulacija

Mikrokapsulacija predstavlja proces oblaganja malih (I1-1000 pm) cvrstih
Cestica, kapljica tecnosti ili gasa nekom, najc¢es¢e polimernom, materijom prirodnog
ili sintetskog porekla [73]. Procesi mikrokapsulacije se poslednjih tridesetak godina
obilato koriste sa ciljem:
e zaStite inkapsulirane materije od okoline (temperature, vlage, UV
zraka, interakcije sa drugim prisutnim materijama);
e zaStite okoline od Stetnog delovanja inkapsulirane materije
e sprecavanja isparavanja inkapsulirane materije;
e prevodenja tecnosti ili lepljivih ¢vrstih materija u praskove lake za
manipulaciju (olak§ano mesanje);
e maskiranja nezeljenih karakteristika aktivne materije (ukusa, mirisa,
promene pH, katalitickog delovanja);
e kontrolisanog otpustanja inkapsulirane materije pod Zeljenim
uslovima.
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Primena mikrokapsulacije u prehrambenoj industriji najc¢es¢e podrazumeva
zaStitu osetljivih materija od drugih komponenata prisutnih u proizvodu, sprecavanje
gubitka nutritivnih svojstava proizvoda ili ¢ak dodatak nutritivnih materija nakon
zavrSenog procesa proizvodnje [74, 75]. Aditivi, koji se naj¢esc¢e koriste u obliku
mikrokapsula, su arome, konzervansi, boje, zasladivaci, enzimi, vitamini i
antioksidansi. Kontrolisano otpustanje inkapsulirane materije obezbeduje stabilnost
prehrambenih proizvoda i duze zadrzavanje njegovih senzornih i nutritivnih svojstava.

Mikrokapsule su, poslednjih godina, nasle veoma Siroku primenu i u
farmaceutskoj industriji. Primenom mikrokapsula u peroralnim farmaceutskim
oblicima obezbeduje se maskiranje neprijatnog ukusa, stabilnost nekompatibilnih
farmakoloski aktivnih supstanci (FAS), otpornost na oksidaciju, sprecavanje
isparavanja, produZeno oslobadanje FAS i dr. Inkorporiranje mikrokapsula u
preparate sa produzenim oslobadanjem omogucéuje postepeno oslobadanje leka, uz
odrzavanje njegove konstantne koncentracije u plazmi, u toku odredenog vremenskog
perioda (controlled release). Posebnu grupu preparata Cine preparati sa ciljanim
(target) delovanjem, kod kojih je, izborom karakteristika omotaca, omoguceno
oslobadanje leka na tacno definisanom mestu. Primenom odredenih postupaka
mikrokapsulacije, uz koriS¢enje filmogenih materija specificnih karakteristika,
omoguceno je postizanje farmakoloskog efekta pri znatno nizim koncentracijama
leka, izbegavanje visoke inicijalne doze i nezeljenih dejstava.

U kozmetickoj industriji mikrokapsule se koriste u kremama, losionima i
preparatima dekorativne kozmetike. NajceS¢e se primenjuju mikrokapsulirane
lipofilne aktivne komponente, koje su tako zasti¢ene od Stetnog uticaja okoline, ili se
obezbeduje njihovo otpustanje u toku duzeg vremenskog perioda. Poslednjih godina
se dosta radi i na mikrokapsulaciji u vodi rastvornih kozmeticki aktivnih supstanci
(vitamin C). U formi mikrokapsula mogu se naéi i boje, pigmenti, mirisi,
antiperspiransi, sredstva za beljenje itd.

Jedan od vidova mikrokapsulacije, koji nalazi Siroku primenu, kako u
farmaciji tako 1 u kozmetic¢koj industriji, je proizvodnja liposoma. Radi se o, najcesce,
fosfolipidnim vezikulama sa dvoslojnom ili viSeslojnom membranom, ¢ija veli¢ina
moze biti 1 nanometarskih dimenzija. Ovo je naroc¢ito znacajno kod preparata za
parenteralnu primenu [76]. Zbog svoje izraZzene biokompatibilnosti i moguénosti
inkorporiranja, kako hidrofilnih tako i hidrofobnih materija, liposomi danas imaju
veoma rasirenu primenu u farmaciji i kozmetici kao nosaci aktivnih materija.

Izbor polimerne materije koja se moze koristiti kao omota¢ mikrokapsula
zavisi, u najve¢oj meri, od fizicko-hemijskih osobina supstance koja se inkapsulira-
jezgra, namene i osobina mikrokapsula, kao i od odabranog postupka. To su najéesce:
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e proteini (zelatin, gluten, kazein);

e ugljeni hidrati (skrob i1 njegovi derivati, arapska guma, ksantan, agar,
dekstran, alginati);

e derivati celuloze (metilceluloza, etilceluloza, acetat celuloze,
HPMCO);

¢ lipidi i voskovi (mono- i di- gliceridi palmitinske i stearinske kiseline,
cetil alkohol, pcelinji vosak);

e sintetski polimeri (polivinil alkohol, poliakrilna kiselina, polistiren,
poliuretani, polisiloksani...).

Izbor postupka mikrokapsulacije zavisi od: fizi¢ko-hemijskih osobina
materije koja se inkapsulira i polimerne materije omotaca, Zeljenih osobina
mikrokapsula (veli¢ine Cestica) i njihove primene, Zeljenog mehanizma otpustanja
inkapsulirane materije i cene samog postupka. Postupci mikrokapsulacije mogu se
podeliti u tri osnovne grupe [73], mada postoje i kombinovani postupci koji se ne
mogu svrstati ni u jednu od njih:

e fizicko—hemijski postupci (prosta ili kompleksna koacervacija,
otparavanje rastvaraCa, ocvarS€avanje emulzija 1 formiranje
liposoma);

o fizicki postupci (susenje rasprSivanjem-spray drying i spray cooling,
o¢vrs¢avanje disperzije, rasprSivanje u fluidizovanom sloju-Wurster-
ova aparatura, prevlac¢enje u centrifugama);

¢ hemijski postupci (medufazna polimerizacija, kapljicna metoda).

Velicina, oblik 1 struktura mikrokapsula zavise, u najve¢oj meri, od
agregatnog stanja jezgra i primenjenog postupka. Na veli¢inu mikrokapsula utice
brzina meSanja i oblik meSalice, prisustvo i koncentracija PAM, viskozitet faza u
disperziji i njthov maseni odnos, temperaturni rezim i pH, kao i karakteristike samog
uredaja u kome se izvodi mikrokapsulacija [77-79]. Kada je inkapsulirana materija
te€na dobijene mikrokapsule su sfernog oblika, dok kada se radi o Cvrstoj
inkapsuliranoj materiji, one poprimaju oblik jezgra.

Struktura mikrokapsula zavisi od nac¢ina na koji je inkapsulirana materija
rasporedena unutar mikrokapsule, tako da razlikujemo dva osnovna tipa:

e mikrokapsule u kojima je materija jezgra rasporedena u centru
kapsule i1 obavijena kontinualnim slojem polimerne, filmogene
materije — rezervoar tip;

e mikrokapsule (mikrosfere) u kojima je materija jezgra ravnomerno
rasporedena po celoj zapremini kapsule — matriks tip.

Mikrokapsule oba tipa mogu biti razli¢ite strukture u zavisnosti od
agregatnog stanja jezgra i njegove distribucije unutar kapsule [80]. Najslozeniju
strukturu imaju mikrokapsule meSovitog tipa, kod kojih je materija jezgra
dispergovana i rasporedena u centralnom delu kapsule i okruZena debljim omotacem
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filmogene materije. Kod mikrokapsula tipa rezervoara i meSovitog tipa se,
odrzavanjem osobina omotaca nepromenjenim pri odredenim uslovima sredine,
omogucuje kontinuirano otpusStanje inkapsulirane materije. Iz ovih razloga se
mikrokapsule ovakve strukture mogu koristiti za izradu lekova sa produzenim
delovanjem.

Spray drying postupak podrazumeva brzo isparavanje rastvaraca u struji
toplog vazduha u toku kratkotrajnog (nekoliko delova sekundi) izlaganja materije
visokoj temperaturi, te se iz ovih razloga veoma cCesto upotrebljava za suSenje
termolabilnih prehrambenih 1 farmaceutskih materija. NajceS¢e se smatra
dehidratacionim postupkom, mada poslednjih godina nalazi sve ve¢u primenu kao
jedna od jednostavnijih, kontinualnih metoda mikrokapsulacije, naro¢ito pogodna za
inkapsuliranje lakoisparljivih materija i FAS [81].
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Slika 14. Proces mikrokapsulacije sray drying postupkom.

Osnovni princip mikrokapsulacije spray drying metodom prikazan je na
slici 14. Materija koja se inkapsulira disperguje se u rastvoru filmogene, najcesce
polimerne, materije uz homogenizovanje, sa ciljem dobijanja odredene veli¢ine
Cestica. Pri izboru rastvaraca polimerne materije treba voditi raCuna da se materija
jezgra (Cvrsta) u njemu ne rastvara ili sa njim ne mesa (tecna). Kod rezervoar tipa
mikrokapsula pre rasprSivanja disperzije potrebno je obezbediti adsorpciju polimerne
materije na grani¢nu povrSinu Cestica (kapljica) jezgra, $to se postize izborom
pogodne filmogene materije, pomocu povrSinski aktivnih materija, ili promenom
uslova sredine. Veoma cesto se u disperziju dodaje i sredstvo za umrezavanje.

Ovako pripremljena disperzija se pomocu pumpe uvodi u uredaj za suSenje u
struji toplog vazduha- spray dryer. Na poviSenoj temperaturi, koja mora biti visa od
temperature isparavanja rastvaraca, on otparava formiraju¢i omota¢ oko jezgra.
Nosene strujom toplog vazduha, formirane, suve mikrokapsule veli¢ine 1-100 pm,
ulaze u ciklon i sakupljaju se u kolektorskoj posudi u vidu suvog praha. Uredaji za
mikrokapsulaciju mogu biti razli¢ite konstrukcije u zavisnosti od njihove namene i
kapaciteta. Na slici 15. prikazan je spray dryer koji je koriS¢en u ovom radu.
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Slika 15. Laboratorijski spray dryer.

S obzirom da je kontakt mikrokapsula sa strujom toplog vazduha
kratkotrajan, ova metoda pogodna je i za mikrokapsulaciju lako isparljivih supstanci,
enzima i bakterija bez opasnosti od inaktivacije.

Na osobine mikrokapsula i njihovu stabilnost uticu mnogi faktori, od kojih su
medu znacajnijim [82]:

e osobine filmogene materije;

e osobine materije koja se inkapsulira;

e osobine emulzije (viskozitet, raspodela veli¢ina kapi);

e uslovi suSenja (veli¢ina rasprSenih kapi, ulazna i izlazna temperatura,
kapacitet aspiratora, vlaznost vazduha...);

¢ morfologija formiranih mikrokapsula (oblik, veli¢ina i poroznost).

Izbor filmogene materije ima najznacajniji uticaj na osobine mikrokapsula
dobijenih spray drying postupkom. Odabrana polimerna materija treba da ima dobru
rastvorljivost u disperznom sredstvu, dobra emulgujuéa svojstva, dobru sposobnost
formiranja filmova, kao 1 nizak viskozitet pri viSim koncentracijama. S obzirom na
¢injenicu da se kod spray drying postupaka mikrokapsulacije aktivnih materija
prehrambene i farmaceutske industrije najceS¢e koristi voda kao disperzno sredstvo,
to u mnogome suzava izbor polimernih filmogenih materija. NajceS¢e se
upotrebljavaju arapska guma, maltodekstrini, hidrofobno modifikovani skrobovi i
njihove smeSe. Upotreba drugih  polisaharida  (alginati, guar guma,
natrijumkarboksimetil celuloza) 1 proteina (soja proteini, natrijum kazeinat), koji
formiraju filmove dobrih karakteristika, je ograni¢ena njihovom slabom
rastvorljivoséu u vodi. Medutim, dodatak ovih hidrokoloida niske rastvorljivosti u
manjoj koli¢ini, moZe uticati na povecanje stabilnosti dobijenih mikrokapsula [83,
84]. Jedna od ceS¢e upotrebljavanih filmogenih materija, ¢ije se osobine i1 poroznost
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mogu modifikovati umrezavanjem, je Zelatin. Narocito je raSirena njegova primena za
dobijanje preparata sa produzenim delovanjem. Kao filmogene materije u
farmaceutskoj industriji sve vecu primenu imaju derivati celuloze [85, 86], kao i
biodegradabilni i biokompatibilni polimeri [87].

Priroda inkapsulirane materije, naroCito kada se radi o lakoisparljivoj
supstanci, u mnogome uti¢e na osobine mikrokapsula [73]. Iz ovih razloga se mora
voditi ratuna o masenom odnosu filmogene materije i materije jezgra. Za vecinu
ispitivanih sistema stabilne mikrokapsule se dobijaju pri odnosu 4:1. Na procenat
mikrokapsulacije uticu molekulska masa i isparljivost materije koja se inkapsulira.

Osobine emulzija, kao Sto su viskozitet i veli¢ina kapljica, takode uticu na
osobine mikrokapsula. Povecanje viskoziteta smanjuje pokretljivost i povecava
efikasnost mikrokapsulacije, ali se mora voditi racuna da je kod previSe viskoznih
emulzija otezano rasprsivanje. Kod kapljica emulzija vecih pre¢nika potrebno je duze
vreme za formiranje stabilnog omotaca, napon pare je veci, pa moze do¢i do pucanja
mikrokapsula. Istovremeno, kada su mikrokapsule formirane sa ciljem zastite jezgra
od uticaja sredine, moze se re¢i da je kod vecih kapsula ona bolja, zbog manje
povrsine u odnosu na zapreminu jezgra.

Na stabilnost mikrokapsula uti¢u i parametri samog procesa suSenja. Ulazna
temperatura vazduha mora biti nekoliko stepeni visa od temperature kljucanja
disperznog sredstva — $to je temperatura visa utoliko se omota¢ brze formira. Da bi se
sprecilo isparavanje inkapsulirane materije pri jako visokim temperaturama,
regulisanjem kapaciteta aspiracije podeSava se kratko vreme zadrzavanja uzorka, koje
¢e pri tome biti dovoljno dugo da se dobiju mikrokapsule u obliku suvog praska.

S obzirom na Cinjenicu da vecina filmogenih materija nema izraZenu
povrsinsku aktivnost, dobijanje stabilnih mikrokapsula veoma cesto nije moguce bez
dodatka PAM. Pored toga Sto omogucuju formiranje stabilnih emulzionih sistema,
PAM mogu bitno da uti€u na adsorpciju filmogene polimerne materije. Ukoliko
postoji interakcija polimer—PAM, koja moze da menja strukturu adsorpcionog sloja,
tada prisustvo PAM mozZe da ima i negativan uticaj na stabilnost mikrokapsula.
Interakcija protein—suprotno naelekrtisana PAM, koje se Cesto koriste u procesima
mikrokapsulacije, predstavlja jedan od komplikovanijih sistema kod kojeg postoje dva
osnovna mehanizama interakcije — hidrofobni i jonski. U zavisnosti od mehanizma
interakcije, nastali kompleks protein/PAM moze znacajno da uti¢e na adsorpciju na
granici faza, kao 1 na strukturu i poroznost nastalih omotaca [88, 89].

Inkapsulirana materija se u toku primene mikrokapsula moZe oslobadati
trenutno i u potpunosti, na jedan od navedenih nacina:

e rastvaranjem, kada se mikrokapsula stavi u sredinu koja predstavlja
rastvara¢ za filmogenu materiju i nakon rastvaranja omotaca dolazi
do oslobadanja inkapsulirane materije;
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e termalno, povecanjem temperature topi se omota¢ i inkapsulirana
materija se oslobada iz mikrokapsula;

e mehanicki, kada pritiskanjem udarom ili smicanjem dolazi do
pucanja omotaca.

e desorpcijom, ukoliko je aktivna materija povrSinski vezana.

Mehanizmi oslobadanja aktivne materije iz mikrokapsula mogu biti:

e difuzijom materije jezgra kroz polupropustljivi polimerni omotac i
kroz polimerni matriks [90, 91];

e biodegradacijom, kada pod uticajem enzima ili biohemijskih procesa
u organizmu dolazi do razgradnje omotaca i oslobadanja sadrzaja;

¢ kombinovano — difuzijom i biodegradacijom, kada prvo dolazi do
difuzije sadrzaja mikrokapsula kroz polimerni omota¢, a zatim do
biodegradacije omotaca.

Brzina oslobadanja materije jezgra je jedna od neophodnih provera osobina
dobijenih mikrokapsula. Iz ovih razloga razvijen je veliki broj metoda odredivanja,
prilagoden razli¢itim mikrokapsuliranim sistemima. Pri odabiru metode treba voditi
raCuna o tome da ona omogucuje odredivanje prividnog koeficijenta difuzije kroz
omotac. Takode, treba eliminisati sve faktore koji mogu uticati na brzinu oslobadanja
inkapsulirane materije, a nisu vezani za propustljivost omotaca (zapremina i
temperatura medijuma, brzina i na¢in mesanja, oblik posude 1 mesalice, koli¢ina 1
starost uzorka, vreme trajanja eksperimenta...). Postoje Cetiri osnovne grupe metoda
odredivanja:

Metoda difuzuje kroz membranu [92], kod koje je uzorak mikrokapsula
rastvoren u maloj koli¢ini medijuma i odvojen polupropustljivom membranom od
ostale, vece koli¢ine medijuma. Membrana mora biti propustljiva za materiju jezgra
koja, u toku odredenog vremena, difunduje kroz mikrokapsulu i membranu u
medijum u kome se, u odredenim vremenskim intervalima i odreduje.

Metoda uzorkovanja i odvajanja [93, 94] podrazumeva dispergovanje
uzorka mikrokapsula u odredenoj, po pravilu nekoliko puta vec¢oj, koli¢ini medijuma 1
moze se primenjivati kada se mikrokapsule mogu lako izdvojiti iz medijuma. U
odredenim vremenskim intervalima se uzima uzorak medijuma, mikrokapsule odvoje
filtracijom ili centrifugiranjem 1 u filtratu odreduje koli¢ina prodifundovane materije
jezgra. Ova metoda, koja je pogodna i za odredivanje ukupne inkapsulirane koli¢ine
materije jezgra, koriS¢ena je u ovoj disertaciji.

“In situ” metoda se primenjuje kada se mikrokapsule ne mogu izdvojiti iz
medijuma, pa se sadrzaj materije jezgra odreduje u uzetom alikvotu medijuma
metodama koje su osetljive samo na prisutnu materiju jezgra. Pri tome se uzorak
mikrokapsula disperguje u visestruko vecoj zapremini medijuma.

Kontinualna metoda [89], kao jedna od najceS¢e primenjivanih,
podrazumeva dispergovanje uzorka mikrokapsula u maloj koli¢ini medijuma 1
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postavljanje u ¢eliju za filtraciju, pri ¢emu treba voditi racuna da ne dode do talozenja
mikrokapsula na membrani (meSanje). Svez medijum proti¢e malom, konstantnom
brzinom kroz c¢eliju za filtraciju, a sadrzaj prodifundovane materije jezgra se
kontinuirano prati u medijumu koji izlazi iz ¢elije. Za detekciju materije jezgra
najceS¢e se koriste UV/VIS spektrofotometri. Koncentracija materije jezgra
proporcionalna je njenoj brzini izlazenja Sto, pored preciznosti u odredivanju malih
koli¢ina prisutnih materija jezgra u medijumu, predstavlja prednost ove u odnosu na
diskontinualne metode.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijal

U ispitivanjima obuhvac¢enim ovom tezom koris¢en je cvet nevena

(Calendula officinalis L.) proizveden 2000. godine na poljima Nau¢nog instituta za

ratarstvo 1 povrtarstvo Novi Sad, Srbija.

Komercijalni ugljendioksid (Tehno-gas, Novi Sad, Srbija) je koris¢en za CO,

ekstrakciju nevena.

Za formiranje mikrokapsula koriS¢eni su uzorci hidroksipropilmetil celuloze

(HPMC) razli¢ite molekulske mase 1 stepena supstitucije (Colorcon Ltd, Engleska),
¢ije su osnovne karakteristike date u tabeli 1.

Tabela 1. Fizicko- hemijske karakteristike kori§¢enih uzoraka hidroksipropilmetil celuloze.

Molek. Sadr¥ai Unutr. Stepen SadrZaj pojedinih supst.
V4
Naziv-oznaka masa viage (O/J) visk. [n] na | supst.—DS (%)
(g/mol)* gelr 20°C (%) metoksi | hidroksipropil
Methocel K4 M-
ethoce 92.000 1,7 7,88 316 22,7 8,9
HPMCI
Methocel K100 M-
cthocel K100 155.000 1.8 12,52 337 23,0 10,7
HPMC3
Methocel K100
ethoce 30.000 2,1 2,92 32,0 23 9,7
LV- HPMC4
Methocel E3 LV-
ethoee 5.000 2.6 0,60 37,8 28,9 8,9
HPMCS5

* odredena viskozimetrijski

U ispitivanjima je koriS¢en uzorak anjonske PAM- natrijum dodecilsulfat
(SDS), cistoce >99% (Merck, Nemacka).
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Za dobijanje emulzija u/v koriS¢en je komercijalni uzorak ulja suncokreta
(Sunce, Sombor, Srbija).

Za ekstrakciju ulja iz mikrokapsula koris¢en je cikloheksan, Cistoce p.a.
(Lach-Ner, Ceska Republika).

U svim ispitivanjima je koriS¢ena bidestilovana voda kao rastvarac.

Sve ostale hemikalije bile su stepena ¢istoée p.a., ukoliko nije drugacije
naglaseno.

3.2. Uredaji

Mlevenje biljnog materijala izvrSeno je u elektricnom mlinu.

Za ispitivanje granulometrijskog sastava samlevenog biljnog materijala
koris¢en je set sita (Erveka, Nemacka).

Ekstrakcija ugljendioksidom vrSena je na uredaju za ekstrakciju pod visokim
pritiskom High Pressure Extraction Plant-HPEP (Nova-Swiss, Svajcarska), koji je
modifikovan zamenom posroje¢eg separatora novim, pri ¢emu je omoguceno
jednostavnije merenje koliCine izdvojenog ekstrakta (ekstrakt rastvoren u ugljen
dioksidu direktno se uvodi u staklenu kivetu).

Sadrzaj etarskog ulja u biljnom materijalu 1 dobijenim CO, ekstraktima
odreden je u aparaturi 1 po postupku koji propisuje nemacka farmakopeja DAB-8
[26].

Analiza sastava etarskih ulja radena je na gasnom hromatografu Varian 3400
u kombinaciji sa plameno—jonizuju¢im detektorom (GC/FID) i gasnom hromatografu
Agilent 6890 u kombinaciji sa Agilent 5973 masenim detektorom (GC/MS).

Konduktometrijska ispitivanja izvodena su na mikroprocesorskom
konduktometru Model MA 5964 (Iskra, Slovenija).

Emulzije su pripremane pomocu rotor—stator homogenizera Ultraturrax T-25
(Janke & Kiinkel, Nemacka) na 20°C.

Merenja viskoziteta razblazenih rastvora HPMC, SDS 1 njihovih smeSa
radena su na Ubbelhode kapilarnom viskozimetru, ¢ija je vodena vrednost na 30°C
196,5 s.

Sva reoloSka merenja izvodena su na rotacionom viskozimetru RV 20
(Haake, Nemacka) na 20°C.

VeliCina 1 raspodela veli¢ina kapljica ispitivanih emulzija i mikrokapsula
odredena je obradom mikrofotografija dobijenih na mikroskopu Carl Zeiss (Nemacka)
uz pomoc¢ fotoaparata Cannon C50. Za analizu slike koriS¢en je Qwin softver.

Mikrokapsule su dobijene pomoc¢u Mini Spray Dryer uredaja (Biichi 190,
Svajcarska).

35



Doktorska disertacija

Morfologija dobijenih mikrokapsula ispitana je primenom -elektronskog
mikroskopa Scanning electron microscope (SEM) JEOL JSM 6460 LV.

Sadrzaj inkapsuliranog ulja odreden je ekstrakcijom sa cikloheksanom, i
merenjem apsorbance primenom Hewlett Packard 8452 A Diode Array
spektrofotometra.

3.3. Metode ispitivanja

3.3.1. Dobijanje etarskog ulja i ekstrakata nevena

3.3.1.1. Odredivanje sadrzaja etarskog ulja nevena

Izolovanje i odredivanje sadrzaja etarskog ulja nevena izvrSeno je prema
postupku koji propisuje nemacka farmakopeja DAB 8 [26]. Droga stepena
usitnjenosti 0,703 10° m (50 g) se prenese u balon (1000 cm’), doda voda (400 cm?),
u graduisanu cev aparature za odredivanje etarskog ulja unese voda i petroletar (2-3
cm’) i sadrzaj balona zagreje do kljuGanja. Destilacija se vri u toku 3 sata. Nakon
hladenja (30 min) petroletarski rastvor izolovanog ulja se ispusti u ¢asu (50 cm’),
osusi bezvodnim natrijum sulfatom i rastvara¢ otpari na vodenom kupatilu. Masa
izolovanog etarskog ulja se izmeri, a sadrzaj u drogi se izrazi u % (m/m).

3.3.1.2. Ekstrakcija nevena ugljendioksidom pod visokim pritiskom

Ekstrakcija nevena je radena u te¢noj (60, 90 i 120 bar; 15°C) i superkriti¢noj
oblasti (100, 200 i 300 bar; 40°C) pri protoku ugljen dioksida 0,19 kg/h. Uslovi
separacije ekstrakta su bili: p =25 bar T = 25°C.

Droga stepena usitnjenosti 0,703 10° m (50 g) se unese u ekstraktor i kroz
nju propusta ugljendioksid u gasovitom stanju u toku 5 min. Zatim se ekstrakcija vrsi
na zadatom pritisku, temperaturi i protoku ugljendioksida u toku odredenog vremena.
Ekstrakcija se prekida zatvaranjem veze izmedu ekstraktora i separatora i ispuStanjem
ugljendioksida iz separatora. Izdvojena masa ekstrakta u kiveti se meri 1 izraunava
prinos ekstrakcije. Radi ispitivanja kinetike ekstrakcije, ekstrakcija se na kratko
prekida radi merenja mase izdvojenog ekstrakta, a zatim ponovo nastavlja do sledece
kineticke tacke, kada se postupak merenja i ekstrakcije nastavlja.
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Sadrzaj etarskog ulja u dobijenim ekstraktima odredivan je prema postupku
koji je detaljno opisan u delu 3.3.1.1., s tim da se za analizu, umesto droge, uzima
1,00 g ispitivanog ekstrakta.

3.3.2. Analiza etarskog ulja nevena

Kvalitativna analiza svih ispitivanih uzoraka etarskog ulja nevena radena je
na gasnom hromatografu u kombinaciji sa masenim detektorom GC/MS, na Agilent
190915433 HP-5MS fused silica kapilarnoj koloni (30 m x 0,25 mm, debljine filma
0,25 um). Uzorci su rastvarani u metilen hloridu (1 pl/ml), a injektovana zapremina
bila je 1 pl. Temperaturni porast od pocetne temperature — 60°C (6min) do zavr$ne —
285°C iznosio je 4,3°/min., a kao gas nosa¢ koriS¢en je helijum. Temperatura injektora
bila je 250°C, a MS detektora 200°C. Komponente etarskih ulja identifikovane su
uporedivanjem dobijenih masenih spektara sa spektrima u bankama podataka Wiley 1
NIST.

Za kvantitativnu analizu koriS¢en je gasni hromatograf sa plameno
jonizuju¢im detektorom GC/FID 1 split/splitless injektorom na DB-5 (5% diphenyl i
95% dimethylpolysiloxane) fused silica kapilarnoj koloni (30 m x 0,25 mm, debljine
filma 0,25 pm). Uzorci etarskih ulja su pripremani kao kod analize na GC/MS.
Temperaturni porast od pocetne temperature — 50°C (6min) do zavrSne — 285°C
iznosio je 4,3°/min, a kao gas nosa¢ koriS¢en je vodonik. Sadrzaj pojedinih
komponenata etarskih ulja raCunat je kao relativni procenat na osnovu povrsine pika.

3.3. 3. Priprema rastvora

Rastvori uzoraka HPMC pripremani su dispergovanjem potrebne koli¢ine
HPMC u bidestilovanoj vodi, prethodno zagrejanoj na temperaturi > 70°C- iznad
temperature Zeliranja [68], uz mesanje. Koris¢eni su nakon stajanja u toku 24" na
sobnoj temperaturi. Kod razblaZenih rastvora (do 1%), koncentracija je izraZzena u %
(m/v), dok je kod ve¢ih koncentracija izrazena u % (m/m).

Osnovni rastvor SDS (3%; m/v) dobijen je rastvaranjem potrebne koli¢ine
SDS u bidestilobanoj vodi uz zagrevanje.

U konduktometrijskim ispitivanjima koriSéeni su vodeni rastvori uzoraka
HPMC, koji su titrisani osnovnim rastvorom SDS. Pripremani su sledeéi rastvori
HPMC:
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HPMC1 (0,05; 0,10; 0,20; 0,351 0,50%)

HPMC3 (0,050; 0,075, 0,100, 0,150, 0.200 1 0,225%)

HPMC4 (0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,351 0,50%) i

HPMCS (0,05; 0,10; 0,15; 0,20 1 0,35%).

Za viskozimetrijska merenja koriSéeni su rastvori HPMCI1, koncentracija
0,00; 0,100; 0,125; 0,150, 0,200; 0,225; 0,250; 0,275 i 0,350% i rastvori HPMC4
koncentracija 0,20; 0,40 i 0,45%. Merenja su izvodena na kapilarnom viskozimetru
Ubbelhode. Zapremini od 15 ml rastvora HPMC, direktno u viskozimetar, dodavana
je potrebna zapremina osnovnog rastvora SDS (3%), sa ciljem dobijanja zeljenih
koncentracija SDS.

Za reoloska merenja koriS¢eni su vodeni rastvori 1% HPMCI sa razli¢itim
sadrzajem SDS. Priprema rastvora podrazumevala je meSanje osnovnog rastvora
HPMC1 (2%) sa osnovnim rastvorom SDS (3%) i vodom do postizanja Zeljene
koncentracije SDS, tako da koncentracija HPMC1 bude 1%. Pripremani su rastvori
sledec¢ih koncentracija SDS: 0,00; 0,06; 0,15; 0,20; 0,25; 0,35; 0,45; 0,65; 0,75; 0,85;
1,00; 1,25; 1,50 1 2,00%.

Za pripremu kontinualne faze emulzija kori$¢eni su osnovni rastvori uzoraka
HPMC1 i HPMC4 (2%), koji su pomeSani sa odredenom zapreminom osnovnog
rastvora SDS (3%) 1 vode, do postizanja zeljene koncentracije SDS, tako da
koncentracija HPMC u kontinualnoj fazi bude 1% (m/m). Koncentracije SDS u
kontinualnoj fazi iznosile su: 0,15; 0,25; 0,35; 0,45; 0,55; 0,75; 1,00; 1,50 i 2,00%.
Nakon stajanja na sobnoj temperaturi u toku 24", vrieno je emulgovanje.

3.3.4. Konduktometrijska ispitivanja

Konduktometrijskim  titracijama  odredena je  kriticna  micelarna
koncentracija- cmc natrijumdodecil sulfata (SDS) i1 definisani su intervali HPMC-
SDS interakcije za razli¢ite uzorke HPMC.

Kriticna micelarna koncentracija SDS odredena je konduktometrijskom
titracijom vode (50ml) sa osnovnim rastvorom SDS (3%) na temperaturama 20, 30 i
40°C, pri ¢emu su inkrementi dodatog rastvora iznosili: po 0,2 ml do 2 ml, po 0,5 ml
do 10 ml i po 1 ml do 20 ml ukupno dodate zapremine.

Konduktometrijske titracije vodenih rastvora uzoraka HPMC osnovnim
rastvorom SDS (3%) radene su na 20, 30 i 40°C. Zapremina titranda bila je 50 ml, a
inkrementi titranta isti kao kod odredivanja cmc.
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3.3.5. Viskozimetrijska ispitivanja

Viskozimetrijska merenja serija razblaZzenih rastvora HPMCI1 i HPMC4, sa
razli¢itim koncentracijama SDS, izvodena su na na temperaturama 20 i 30°C na
Ubbelhode- ovom kapilarnom viskozimetru. Vreme isticanja rastvora ¢ (s), izraZeno je
kao srednja vrednost 3-5 merenja. Rezultati su iskazani kao specificni (7)),
redukovani (#,.4) 1 unutrasnji ([#]) viskozitet.

Specificni viskozitet:

(n=m) _(e-1,) 0

Ny =
! o ly

gde su 7 1 5y viskoziteti rastvora i rastvaraca, odnosno ¢ i #) vremena isticanja
rastvora i rastvaraca.

Redukovani viskozitet:

Uy
nmd = .

(2)

gde je ¢ koncentracija HPMC (%).

Unutra$nji viskozitet predstavlja grani¢nu vrednost redukovanog viskoziteta,
kada koncentracija tezi 0:

[n]=('%l_o ©

Ekstrapolacijom na nulu koncentracije, primenom standardnog Huggins-
ovog postupka, odredena je vrednost [7]. Prose¢na molekulska masa polimera, tj.
viskozimetrijski prosek, izraCunata je iz odredene vrednostina [#] na osnovu Mark-
Houwink-ove jednadine:

[n]=kKM! 4)

gde je M, prosecna molekulska masa, a K 1 a konstante koje zavise od vrste
rastvaraca i temperature. Za HPMC u vodi i na 20°C K= 3,39 10™* 100 cm’/g i a=0,88
[71].

39



Doktorska disertacija

3.3.6. Reoloska ispitivanja

Sva reoloska merenja radena su na temperaturi 20°C uz primenu SVI mernog
pribora. Krive proticanja ispitivanih kontinualnih faza snimane su 24" nakon njihove
pripreme dok su emulzije ispitivane neposredno nakon pripreme.

Primenjen je histerezisni postupak [95] po kome se meri napon smicanja t
(Pa) uzorka pri kontinualnom poveéanju brzine smicanja D (s') od nule do
maksimalne vrednosti (uzlazna kriva) i nazad (povratna kriva), nakon razruSavanja pri
Dy0x do postizanja ravnoteze (2 min.). Ubrzanje rotora viskozimetra iznosilo je 400
min~, a maksimalna brzina smicanja 365 s™', koja je odabrana tako da se izbegne
Weissenberg-ov efekat.

Prividni viskozitet je izrazen kao:

r
M= 3 (Pas) (6)
S obzirom da dobijene krive proticanja uzoraka ispitivanih kontinualnih faza
ukazuju na nenjutnovsko pseudoplasticno ponaSanje, eksperimentalne vrednosti su
fitovane jednacinom Ostwald-Reiner-a:

r=AD" (Pa) (7)
i
n,=AD"" (Pas) (8)

gde je koeficijent 4 mera konzistencije sistema, a n (0<n<l) stepen
nenjutnovskog ponasanja. Manja vrednost n ukazuje na vise izrazeno nenjutnovsko
ponasanje [96].

Kod pojedinih uzoraka ispitivanih emulzija uoceno je tiksotropno ponasanje,
tako da je koeficijent tiksotropije K koriS¢en kao mera dobijene tiksotropne petlje:

n

K:lzr—r (Pa) 9)

n-y

gde je K redukovana tiksotropna povrSina (izrazena po jedinici D), a n broj

razlika napona smicanja A7 =7° — 7~ zauzlazne (7’ ), odnosno povratne (7)) krive i
. . v- . .. . -1
zadate Di vrednosti. U nasim odredivanjima n = 11, odnosno 4Di =35,6 s™.
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3.3.7. Priprema emulzija

Pripremane su 20% emulzije ulja u vodi (u/v). Emulgovanje je izvodeno u
c¢asi (150ml), tako $to je u kontinualnu fazu (80 g) dodata uljna faza- suncokretovo
ulje (20g) i ru¢no mesano u toku 1min. Nakon toga, homogenizovanje je izvodeno na
temperaturi 20°C uz pomo¢ rotor—stator homogenizera Ultraturrax T-25.

PodeSavanje  uslova homogenizovanja radeno je emulgovanjem
suncokretovog ulja (20g) u kontinualnim fazama sa razli¢itom koncentracijom uzorka
HPMC4 (1 1 3%, m/m). Variran je broj obrtaja homogenizera (4700 1 6000 o/min) i
vreme trajanja homogenizovanja (3 i 15 min).

Sve ostale ispitivane emulzije pripremane su pri odabranim uslovima
homogenizovanja, dispergovanjem 20 g suncokretovog ulja u kontinualnu fazu (80 g)
koja je sadrzala 1% (m/m) polimera (HPMCI1 ili HPMC4) 1 razli¢itu koncentraciju
SDS. Nakon ru¢nog mesanja u toku 1 min., emulzije su homogenizovane uz pomo¢
rotor—stator homogenizera na temperaturi 20°C u toku u toku 3 min pri broju obrtaja
4700 o/min.

Za pripremu emulzija sa aktivnom komponentom, u suncokretovo ulje je
dodato 1%, m/m odabranog CO; ekstrakta nevena, raunato na masu ulja.

3.3.8. Ispitivanje stabilnosti emulzija

Emulzije su, odmah nakon pripreme, sipane u graduisane cilindre sa §lifom
(10 ml) i ostavljene da stoje na sobnoj temperaturi u toku 60 dana. Tokom ovog
perioda vizuelno je pra¢ena promena visine izdvojene kontinualne faze (Hs) u odnosu
na ukupnu visinu stuba emulzije (Hg), odnosno, kriming indeks H:

_H 0
H—H 100 (%) (%)

E

Vece vrednosti kriming indeksa ukazuju na manju stabilnost emulzija [65].
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3.3.9. Dobijanje mikrokapsula

Mikrokapsule su dobijene spray drying postupkom mikrokapsulacije,
raspr§ivanjem emulzije u struji toplog vazduha. Optimalni uslovi suSenja, koji
obezbeduju relativno visok prinos mikrokapsula, utvrdeni su na osnovu prethodnih
ispitivanja. Parametri susenja, kao Sto su protok vazduha, aspiracija i protok emulzije,
praceni su 1 regulisani za vreme suSenja tako da je ulazna temperatura emulzije
iznosila 150°C, a izlazna 90°C.

3.3.10. Odredivanje velicine i raspodele veliina Cestica

Velic¢ina 1 raspodela veli¢ina Cestica emulzija 1 suspenzija mikrokapsula
dispergovanih u vodi odredena je primenom Qwin softvera. Obradom
mikrofotografije odreden je broj Cestica, koji se za svaki ispitivani kretao u intervalu
800-1500, njihov ekvivalentni precnik (odreden preko povrSine kruga) i histogram
raspodele precnika Cestica. Na osnovu dobijenih podataka, obradom uz pomo¢ Excel
raCunarskog programa, odredena je povrsSinska raspodela veliina Cestica, koja je u
programu Origin fitovana krivom raspodele oblika:

Y, =G-x"e™) (10)

Na osnovu odredenih koeficijenata krive raspodele (G, m, a) izraunati su
statisticki parametri odgovaraju¢e raspodele: srednji precnik (d,s), standardna
devijacija (o), asimetrija (f3;) i spljostenost (f), koji su prikazani u tabelama datim u
prilogu. Isti parametri odedeni su na osnovu eksperimentalnih podataka primenom
Mathcad programa.

Prec¢nik Cestica je izrazen kao zapreminsko povrSinski srednji precnik:

3 nd,’
Ynd’

1 l

dys (um) (11)

Zn —  (um) (12)
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Sa maksimuma krive raspodele o€itavan je najverovatniji pre¢nik X (um), a
specifi¢na povrsina (S) izraCunavana 1z izraza:

S :di (m*/cm’) (13)

vs

3.3.11. Ispitivanje morfologije i sposobnosti redispergovanja
mikrokapsula

Morfologija dobijenih mikrokapsula ispitana je primenom elektronskog
mikroskopa. Mikrokapsule, u formi praska, su postavljene na nosaC, prevucene
platinom i ispitivane na uvec¢anju od 3000 puta.

Za ispitivanje sposobnosti redispergovanja koris¢en je opticki mikroskop.
Mikrokapsule, dobijene u praskastoj formi, bile su u obliku agregata. Dodatkom vode,
pod mikroskopom je posmatrana njihova redisperzibilnost, odnosno sposobnost
dezagregacije.

3.3.12. Odredivanje koli¢ine inkapsuliranog ulja

Za odredivanje efikasnosti mikrokapsulacije koriS¢ena je diskontinualna
metoda uzorkovanja i odvajanja.

Mikrokapsule (1 g) se prenesu u erlenmajer (200 ml) i ekstrahuju, na sobnoj
temperaturi, cikloheksanom (100 ml) uz meSanje na magnetnoj mesalici u toku 60
min. U prethodno definisanim vremenskim intervalima uzimaju se uzorci (2 ml) za
analizu sadrzaja ulja, a u erlenmajer doda ista zapremina rastvaraca radi odrzavanja
konstantne zapremine. Uzorci se filtriraju preko filter papira, filtrati (po 0,5 ili 1,0 ml)
prenesu u normalne sudove (5 ml) i dopune cikloheksanom. Sadrzaj ulja se odredi
spektrofotometrijski merenjem apsorbance na 234 nm i oc¢itavanjem sa kalibracionog
dijagrama, dobijenog odredivanjem zavisnosti apsorbancije od poznate koncentracije
ulja u rastvoru.
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Slika 16. Kalibracioni dijagram suncokretovog ulja.

Za izradu kalibracionog dijagrama (slika 16.) koris¢en je osnovni rastvor ulja
(0,5%) u cikloheksanu, a kocentracije su podeSene razblazivanjem, tako da postoji
linearna zavisnost apsorbancije od koncentracije ulja. Kalibracioni dijagram, odreden
na isti na¢in, za suncokretovo ulje sa 1% ekstrakta nevena, prikazan je na slici 17.
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Slika 17. Kalibracioni dijagram suncokretovog ulja sa 1% ekstrakta nevena.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

Prva faza ispitivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije
obuhvatila je ispitivanje uslova ekstrakcije nevena ugljendioksidom pod pritiskom, sa
ciljem dobijanja ekstrakata sa visokim sadrzajem FAS. IzvrSena je karakterizacija
polazne biljne sirovine, cveta nevena (Calendula officinalis L.), §to je obuhvatilo
odredivanje sadrzaja etarskog ulja i njegovog kvalitativnog i kvantitativnog sastava.

Ekstrakcija ugljendioksidom ispitivana je u tecnoj i superkriticnoj oblasti
izotermskom promenom pritiska. Odredeni su prinosi ekstrakcije, sadrzaj i sastav
etarskog ulja prisutnog u ekstraktima. Na osnovu dobijenih rezultata odabrani su
najpovoljniji uslovi ekstrakcije nevena, pri kojima je ispitivana kinetika ekstrakcije
prac¢enjem prinosa totalnog ekstrakta.

Usledila su ispitivanja HPMC-SDS interakcije primenom
konduktometrijske, viskozimetrijske i reoloske metode. Odredene su karakteristi¢ne
koncentracije SDS, koje definSu pocetak i kraj interakcije, tj.kriticna agregaciona
koncentracija- cac i kriti€na koncentracija zasi¢enja- psp, i objaSnjeni mehanizmi
vezivanja SDS za aktivne centre na molekulu polimera. Ispitan je uticaj karakteristika
molekula HPMC (koncentracije, molekulske mase, DS i1 osobina supstituenata) i
temperature na interakciju sa SDS 1 objasnjen mehanizam njihovog vezivanja.

U slede¢oj fazi ispitivana je mogucnost dobijanja stabilnih emulzija
suncoktetovog ulja u sme$i HPMC—-SDS. Na osnovu rezultata ispitivanja reoloskih
karakteristika, veli¢ina i raspodela veli¢ina Cestica 1 stabilnosti emulzija u toku dva
meseca, odabran je najpogodniji sistem HPMC-SDS za dobijanje mikrokapsula
primenom spray drying postupka.

ZavrSna faza ove disertacije odnosila se na ispitivanje osobina mikrokapsula
uljnog sadrzaja, dobijenih u sistemu HPMC-SDS, ¢ije su koncentracije odabrane tako
da pokrivaju oblast pre, u toku i nakon zavrSene interakcije. Ispitan je dodatak
odabranog CO, ekstrakta nevena u uljnu fazu emulzija na osobine dobijenih
mikrokapsula (veli¢ina i raspodela veliina Cestica, redisperzibilnost, osobine omotaca
1 koli¢ina inkapsuliranog ulja).
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4.1. Ispitivanje ekstrakcije nevena ugljendioksidom pod pritiskom

Sadrzaj etarskog ulja u drogi, stepena usitnjenosti 0,703 10 m, odreden je
postupkom destilacije pomocu vodene pare, propisanom od strane nemacke
farmakopeje [26], koji je iznosio 0,050%. S obzirom da je, prema literaturnim
podacima, njegov uobicajen sadrzaj u drogi 0,02% [14], moze se zakljuciti da se radi
o veoma kvalitetnom biljnom materijalu, sa visokim sadrzajem etarskog ulja.

Primenom GC/MS i GC/FID odreden je kvalitativan i kvantitativan sastav

dobijenog etarskog ulja, ¢iji je hromatogram prikazan na slici 18.

TIC > 1.0 q.z2421¢

75
50

25

20 30 <40

vreme (min)

Slika 18. GC hromatogram etarskog ulja nevena.

Razmatranjem rezultata kvalitativne i kvantitativne analize etarskog ulja
nevena, datih u tabeli 2., uoCava se da su najzastupljenije komponente: a-kadinol
(26,54%), T-kadinol i T-muurolol (9,80%), koji pri datim uslovima odredivanja nisu u
potpunosti razdvojeni te imaju isto retenciono vreme- RT, y-kadinen (2,99%),
heksadekanska kiselina (2,95%), ledan (2,45%), leden (1,63%) i a-muurolen (1,18%).
Prethodna ispitivanja sastava etarskog ulja cvetova Calendula officinalis L.,
dobijenog destilacijom sa vodenom parom, koja su sproveli Chalchat, Garry & Michet
[27], pokazala su da ono sadrzi uglavnom seskviterpenske alkohole iz grupe
muurolola i kadinola (najzastupljenija komponenta je a-kadinol), §to je u saglasnosti
sa nasim rezultatima [97, 98]. Gastro-intestinalno delovanje ekstrakta nevena
pripisuje se upravo ovoj grupi jedinjenja, koja deluju kao antagonisti kalcijuma, a
novija istrazivanja ukazuju i na njihovo delovanje kao imunomodulatora [28]. Iz ovih
razloga, jedan od kriterijjuma za izbor ekstrakta koji ¢e biti koriS¢en u procesu
mikrokapsulacije, bi¢e 1 sadrzaj jedinjenja iz grupe kadinola u etarskom ulju
izolovanom iz ekstrakta.
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Tabela 2. Rezultati analize etarskog ulja nevena.

(Il;;l;l) Komponenta Sadrzaj (%)
242 vy-Muurolen 0,72
24,7 Leden 1,63
24,9 o-Muurolen 1,18
25,4 v-Kadinen 2,99
27,7 Ledan 2,45
27,9 Ledol 0,72
28,6 Kubenol 1,38
29,0 T-Kadinol + T-Muurolol 9,8
29,1 B-Eudezmol 1,58
29,5 a-Kadinol 26,54
33,5 Heksadekanska kiselina 2,95
33,7 n.i. 2,95
34,1 2-Pentadekanon 1,67
343 n.i. 1,95
35,0 n.i. 1,86
352 n.i. 2,87
354 n.i. 1,50
35,5 Heptadekan 1,50
35,6 n.i. 1,70
35,7 n.i. 1,73
36,5 n.i. 4,55
36,7 n.i. 2,09
37,2 n.i. 2,80
37,5 Octadekan 0,85
40,2 Nonadekan 1,88
44.5 n-Eikozan 1,15

* neidentifikovane komponente manje od 1,0 % nisu prikazane

Sa ciljem ispitivanja uticaja uslova ekstrakcije ugljendioksidom u te¢noj i
superkriti¢noj oblasti, na prinos, sprovedeno je izotermsko povecanje pritiska u ovim
oblastima ekstrakije. Ekstrakcija u superkriti¢noj oblasti radena je na 40°C pri
razli¢itim pritiscima (100, 200 i 300 bar), dok su u te¢noj obasti ekstrakcije, na 15°C,
primenjeni pritisci od 60, 90 1 120 bar. Vreme trajanja ekstrakcije bilo je tri sata, a
kori$éeni biljni materijal, cvet nevena, istog stepena usitnjenosti kao kod odredivanja
sadrzaja etarskog ulja u drogi (0,703 10 m). SadrZaj etarskog ulja u dobijenim
ekstraktima odreden je destilacijom sa vodenom parom [26] i izrazen u % u odnosu na
ekstrakt, odnosno u odnosu na drogu. Rezultati ovih ispitivanja dati su u tabeli 3.
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Tabela 3. Prinosi ekstrakcije i etarskog ulja nevena dobijenih u superkriti¢noj i te¢noj
oblasti ekstrakcije na razlicitim pritiscima.

Pritisak/temp.  Prinos ekstrakcije = Sadrzaj etarskog ulja (%) u odnosu na

(bar/"C) (%) ekstrakt drogu
100/40 0,56 13,44 0,076
200/40 3,69 3,72 0,124
300/40 4,27 2,94 0,126

60/15 1,47 8,07 0,119
90/15 1,87 7,23 0,135
120/15 2,03 5,55 0,113

Na osnovu prikazanih rezultata moze se uocCiti da povecanje pritiska u
superkriti¢énoj oblasti u znatnoj meri uti¢e na prinos ekstrakcije, odnosno dovodi do
njegovog porasta [97]. Poznato je, da pri viSim vrednostima pritiska ugljendioksid u
superkriti¢noj oblasti ekstrakcije ima vecu zapreminsku masu, a samim tim i vecu
mo¢ rastvaranja. Iz ovih razloga se, pri ve¢im pritiscima, u vecoj koli¢ini rastvaraju
visokomolekularna jedinjenja, masna ulja, kutikularni voskovi i smole, $to utice na
povecanje prinosa ekstrakcije, ali i na smanjenu selektivnost ekstragensa. Ovaj uticaj
je manje izrazen pri ekstrakciji sa tenim CO,, gde povecanjem pritiska ne dolazi do
znacajne promene prinosa.

Ukoliko se posmatra sadrzaj etarskog ulja u ispitivanim ekstraktima, izrazen
u odnosu na drogu, moze se uociti da je on 1,52 —2,70 puta veéi nego njegov sadrzaj u
biljnom materijalu odreden oficinalnim postupkom (0,050%). Objasnjenje ove pojave
se moze traziti u ¢injenici da cvet nevena, pored “slobodnog “etarskog ulja, sadrzi i
masna ulja, voskove i smole, u kojima je rastvoren jedan deo etarskog ulja.
Postupkom destilacije sa vodenom parom, koji, za odredivanje sadrzaja etarskog ulja
u drogi propisuju sve svetske farmakopeje, izdvaja se, po svemu sudeéi, samo
“slobodno” etarsko ulje koje je dostupno vodenoj pari. Ekstrakcijom cveta nevena
ugljendioksidom pod pritiskom, pored “slobodnog” etarskog ulja ekstrahuju se i
masna ulja, voskovi i smole, kao i u njima rastvoreno etarsko ulje. Kada se CO,
ekstrakti, radi odredivanja sadrzaja etarskog ulja, podvrgnu destilaciji sa vodenom
parom, razumljivo je da ¢e dobijene vrednosti biti veée od sadrzaja etarskog ulja u
drogi odredenog oficinalnim postupkom [97].

Tendencija povecanja koli¢ine (mase) ekstrahovanog ulja od nizih ka visim
primenjenim pritiscima, moze se objasniti pove¢anjem prinosa ekstrakcije (od 0,56—
4,57%), odnosno povecanjem koli¢ine (mase) ekstrahovanih masnih ulja, smola i
voskova prisutnih u ekstraktima. Ekstrakcijom u te¢noj oblasti dobijaju se manji
prinosi ekstrakcije i ne ekstrahuje se celokupno ulje prisutno u biljnom materijalu.

Primenom pritiska od 300 bar u superkriticnoj oblasti ekstrakcije, nakon tri
sata ekstrakcije, dobijen je najveéi prinos, ali je ukupni sadrzaj etarskog ulja, izrazen u
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odnosu na drogu, priblizno jednak sadrzaju u ekstraktu dobijenom na 200 bar. Ovo
ukazuje da se pri pritisku 200 bar, u toku 3 sata, ekstrahuje skoro cela koli¢ina
etarskog ulja prisutnog u biljnom materijalu, kako “slobodnog” tako i rastvorenog u
voskovima, odnosno da se daljim povecanjem pritiska favorizuje ekstrakcija smola,
voskova i1 masnih ulja koji u sebi ne sadrze znacajne koli¢ine rastvorenog etarskog
ulja.

Sastav etarskih ulja dobijenih destilacijom sa vodenom parom iz CO,
ekstrakata nevena prikazan je u tabeli 4. MoZe se uociti da su ova etarska ulja,
generalno, kompleksnijeg sastava od etarskog ulja dobijenog oficinalnim postupkom
destilacije, odnosno da je detektovan veci broj komponenata [97].

Iz rezultata prikazanih u tabeli 4. vidi se da su, i u etarskim uljima
izolovanim iz CO; ekstrakata, najzastupljenija jedinjenja iz grupe kadinola, pored o-
kadinola, T-kadinola i T-muurolola, y-kadinena i dr. prisutan je i 6-kadinen (6,50-
19,87% u uljima dobijenim u superkriticnoj 1 16,09-19,41% u tecnoj oblasti
ekstrakcije). Ova grupa jedinjena zastupljena je u znatno vecem procentu (39,33-
60,12%) u odnosu na etarsko ulje izolovano iz droge (28,82%). S obzirom da se
farmakoloSka svojstva pripisuju upravo jedinjenjima iz grupe kadinola, ve¢i sadrzaj u
etarskim uljima izolovanim iz CO; ekstrakata ukazuje na njihov bolji farmakoloski
ucinak.

Pored navedenih, etarska ulja iz CO, ekstrakata sadrze, u manjoj koli¢ini 1
grupu lakoisparljivih komponenata (<1,00%), nizih vrednosti RT (a-humulen, B-
kariofilen, a-kopaen itd.) koja nije nadena u uzorku etarskog ulja izolovanog iz droge
destilacijom sa vodenom parom.

Posmatranjem sadrzaja neidentifikovanih komponenata etarskog ulja
dobijenog destilacijom biljnog materijala i njihovog sadrzaja u etarskim uljima
izolovanim iz CO; ekstrakata, uocavaju se izvesne razlike. U etarskom ulju
dobijenom destilacijom droge prisutne su dve grupe neidentifikovanih komponenata,
sa nizim RT (34,3-35,4 min) i viS$im RT (35,6-36,7 min), koje nisu prisutne u etarskim
uljima izolovanim iz CO,; ekstrakata. Istovremeno, ulja izolovana iz CO, ekstrakata
sadrze ve¢u koli¢inu jedinjenja visih vrednosti RT (37,2 min i viSe), odnosno
komponente vece molekulske mase— ugljovodonike, Sto je oc¢ekivano, s obzirom na
osobine ugljendioksida kao ekstragensa.

Sagledavanjem uticaja izotermskog povecanja pritiska u superkriti€noj i
teCnoj oblasti ekstrakcije na sastav dobijenog etarskog ulja, uocava se da njegovo
povecanje utice na kompleksnost sastava dobijenog etarskog ulja samo u oblasti
superkritine ekstrakcije, §to je u skladu sa teorijskim ocekivanjima. Naime,
povecanjem pritiska u ovoj oblasti ekstrakcije dolazi do povecanja zapreminske mase
ugljendioksida, a samim tim i njegove mo¢i rastvaranja, tako da se pri viSim
pritiscima ekstrahuje veéi broj komponenata prisutnih u biljnom materijalu.

49



Doktorska disertacija

Tabela 4. Rezultati analize etarskih ulja dobijenih destilacijom sa vodenom parom iz CO,

ekstrakata superkriti¢ne i te¢ne ekstrakcije nevena.

Sadrzaj (%)

(Il;;l;l) Komponenta superkriti¢na oblast (40°C) te¢na oblast (15°C)
100 bar 200 bar 300 bar 60 bar 90 bar 120 bar

18,5 Timol 0,65 0,57

20,3  o-Kubeben 0,35 0,32 0,33

21,2 o-Kopaen 0,56 0,58 0,61 0,52

22,5  (-)-a-Grujunen 0,44

22,6  B-Kariofilen 0,44 0,31

22,9  B-Grujunen 0,30

23,4  o-Humulen 0,66 0,95 0,87 0,30 0,34 0,56

23,7  5-dien cis-Muurola-4 (14) 0,30

23,8 n.i* 0,68 0,66 1,00 0,58 0,67

24,2 y-Muurolen 1,09 1,52 0,48 1,42 1,44

24,3  D-Germakren 0,67 1,44 1,41

244 B-Jonon 0,71 1,03 1,66 1,39 1,03 1,26

24,7  Leden 1,04 3,28 3,36 1,88 2,11 2,32

24,9  o-Muurolen 1,08 3,36 3,04 3,56 3,51 3,84

25,4  y-Kadinen 2,05 7,24 9,55 11,28 11,43 10,69

25,6 6-Kadinen 6,50 19,87 15,69 19,36 19,41 16,09

25,8 Kadina-1,4-dien 0,58 0,80 0,90 0,45

26,0 o-Kadinen 0,56 1,50 1,58 2,06 1,99 1,90

26,4 o-Kalakoren 0,40 0,27 0,38

27,7 Ledan 1,75 3,54 3,81 1,50 1,80 2,97

27,9 Ledol 0,96 1,00 0,41 0,38 0,83

28,6  Kubenol 0,48 0,85 0,87 0,56 0,58 0,76

29,0 T-Kadinol + T-Muurolol 4,87 8,36 8,17 7,60 7,61 8,54

29,1  B-Eudezmol 0,79 0,83 0,79

29,5 o-Kadinol 14,84 22,41 19,10 16,95 17,62 22,45

33,5 Heksadekanska kiselina 0,28

33,7 n.i. t

34,1 2-Pentadekanon 1,53 0,87 0,45 0,40 0,76 0,67

343 ni. t t t

35,5 Heptadekan 5,43 2,88 2,55 2,68 2,67 2,34

37,2  n.i 4,53 1,73 2,61 3,87 6,84 3,01

37,4 n.i 4,56 2,65 1,17 2,02 1,05

37,5 Octadekan 2,08 1,58 1,05 1,16 1,20 0,93

40,2 Nonadekan 7,11 2,79 1,81 3,26 2,73 2,24

414 n.. 2,47 t t 1,19 t

44,5 n-Eikozan 2,51 1,95 1,18 2,66 2,16 1,89

447 n.. 8,56 t

46,6 n.i. 1,03

48,7 n.. 5,87 t t 1,48 1,05 1,18

* neidentifikovane komponente manje od 1,0 % nisu prikazane

t— komponente prisutne manje od 0,1%
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Na osnovu svega izloZzenog, moze se zakljuciti da se CO, ekstrakcijom u
superkriti¢noj oblasti, na pritisku 200 bar, dobija ekstrakt koji sadrzi maksimalnu
koli¢inu etarskog ulja koja se moze izolovati iz droge u toku tri sata. Takode, etarsko
ulje izolovano iz ovog ekstrakta sadrzi veliku koli¢inu jedinjenja iz grupe kadinola
(59,38%), sto ukazuje na jace izrazeno farmakolosko delovanje. Istovremeno, uslovi
ekstrakcije na pritisku 200 bar se znatno lakSe postizu i odrzavaju u aparaturi za
ekstrakciju u odnosu na pritisak 300 bar, gde je prinos ekstrakcije nesto veci ali
sadrzaj i sastav etarskog ulja priblizno isti. Iz ovih razloga ispitivanje kinetike radeno
je u superkriti¢noj oblasti ekstrakcije na 200 bar i 40°C. Rezultati ovih ispitivanja
prikazani su na slici 19.

Prinos ekstrakcije (%)
L]

Vreme (h)

Slika 19. Kriva kinetike ekstrakcije nevena ugljen dioksidom na 200 bar i 40°C.

ProduZavanje vremena trajanja ekstrakcije dovodi do povecanja prinosa
ekstrakta. Totalni ekstrakt dobijen nakon 10 sati ekstrakcije iznosi 6,54%, dok je
sadrzaj etarskog ulja u njemu 3,194%. SadrZaj etarskog ulja u totalnom ekstraktu,
izrazen u odnosu na biljni materijal, iznosi 0,203 %, $to je 1,67 puta viSe u odnosu na
njegov sadrzaj u ekstraktu nakon 3 sata ekstrakcije pod istim uslovima, a 4,16 puta
vise nego Sto je nadeno u biljnom materijalu primenom oficinalnog postupka. Moze
se smatrati da je nakon 10 sati ekstrakcije na 200 bar i 40°C izolovana cela koli¢ina
etarskog ulja prisutnog u drogi, kao 1 da dalje produzavanje vremena trajanja
ekstrakcije ne bi znacajno uticalo na prinos i promenu sastava ekstrakta.

Na osnovu sprovedenih ispitivanja, kao najpogodniji za dobijanje
mikrokapsula sa farmakoloskim delovanjem, odabran je totalni ekstrakt cveta nevena,
dobijen superktiti¢cnom ekstrakcijom na 200 bar i 40°C u toku 10 sati.
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4.2. Ispitivanje HPMC-SDS interakcije razli¢itim metodama

Interakcije nejonski polimer—jonska PAM u vodenim rastvorima, u velikoj
meri utiu na fizicko-hemijske karakteristike sistema, §to odreduje njihovu primenu
[29, 30, 65]. U zavisnosti od osobina molekula polimera i PAM, moZze do¢i do
formiranja kompleksa polimer/PAM, koji utie na viskozitet, emulgujuca svojstva,
mogucnost formiranja gela 1 stabilnost sistema. Adsorpciona svojstava formiranog
kompleksa na granici faza u/v, a samim tim i moguc¢nost formiranja stabilnih filmova,
odreduju osobine dobijenih mikrokapsula uljnog sadrzaja. 1z ovih razloga ispitivanje
interakcije polimer—PAM predstavlja prvi korak ka definisanju uslova za dobijanje
mikrokapsula Zeljenih karakteristika omotaca.

Ispitivanja interakcija izmedu nejonskog polimera- HPMC razlicitih
karakteristika (molekulska masa, stepen supstitucije) 1 anjonske PAM- SDS u
vodenim rastvorima su sprovedena primenom razli¢itih metoda: konduktometrije,
viskozimetrije i1 reologije. Na osnovu tih ispitivanja definisane su oblasti interakcije,
objasnjeni mehanizami povezivanja, i1 uticaj na strukturu nastalog kompleksa
HPMC/SDS.

4.2.1. Konduktometrijska ispitivanja

4.2.1.1. Odredivanje cmc natrijumdodecil sulfata- SDS

Konduktometrijska titracija je jedna od najceS¢e primenjivanih tehnika, kako
za odredivanje kriticne micelarne koncentracije jonskih PAM, tako i za ispitivanje
interakcije nejonski polimer-jonska PAM u vodenim rastvorima [42-44, 99].
Povecanje koncentracije jonskih PAM u vodi dovodi do linearnog porasta specifi¢ne
provodljivosti rastvora sve dok se ne dostigne koncentracija pri kojoj zapocinje
formiranje micela, odnosno kriticna micelarna koncentracija- cmc. Daljim
povecanjem koncentracije PAM specificna provodljivost nastavlja sa linearnim
porastom, ali sa manjim nagibom usled manje pokretljivosti nastalih micelarnih
struktura. Prelomna tacka na dijagramu zavisnosti specificne provodljivosti od
koncentracije predstavlja cmc ispitivane PAM. Rezultati odredivanja cmc SDS
konduktometrijskim titracijama, sprovedenim na razli¢itim temperaturama, prikazani
su na slici 20.

52



Doktorska disertacija

1500

1250 cme SDS o
20°C 0,244% 40°C

T 30°C 0,252%
3] i 40°C 0,278%
o 1000 30°C
3
B o
2 750 20°C
5
o
>
© 5004
o
I3
(]
joX
250

04

T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7

Koncentracija SDS (%)

Slika 20. Rezultati konduktometrijskog odredivanja cmc SDS na razli¢itim temperaturama.

Uocava se da porast temperature utice na pomeranje cmc prema vecim
koncentracijama, S§to je u skladu sa literaturnim podacima [40, 100]. Naime,
povecanjem temperature dolazi do povecanja elektrostatickog odbijanja jonogenih
grupa molekula PAM, tako da su za formiranje micelarnih agregata potrebne vece
koncentracije u rastvoru.

4.2.1.2. Ispitivanje HPMC—-SDS interakcije

Ispitivanje interakcije HPMC—-SDS primenom konduktometrijske metode
radeno je sa ciljem definisanja uslova pri kojima dolazi do formiranja kompleksa
polimer/PAM. Ispitan je uticaj osobina molekula polimera, molekulske mase i stepena
supstitucije, kao i temperature na interval interakcije.

Zavisnost specifi¢ne provodljivosti rastvora na 30°C od koncentracije SDS,
za razli¢ite uzorke HPMC, prikazana je na slici 21. Na slici 21. A su, radi poredenja,
prikazani i rezultati odredivanja cmc SDS na 30°C.

Na prikazanim dijagramima se mogu uociti dve prelomne tacke koje
odreduju oblast nelinearne zavisnosti specificne provodljivosti rastvora od
koncentracije SDS. Ovakav izgled konduktometrijskih krivih je karakteristican za
vedinu ispitanih sistema nejonski polimer—jonska PAM [43-45]. Prva prelomna tacka
je kriticna agregaciona koncentracija- cac, pri kojoj zapocinje vezivanje molekula
PAM za hidrofobne centre na molekulima polimera, a druga je kriti¢na koncentracija
zasi¢enja- psp, pri kojoj su aktivni centri molekula polimera u potpunosti zasic¢eni
molekulima PAM. Oblast nelinearne zavisnosti specificne provodljivosti od
koncentracije PAM je oblast interakcije [32, 48].
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Slika 21. Promne specifi¢ne provodljivosti sa koncentracijom SDS za rastvore razli¢itih koncentracija
polimera: (A) HPMCI1, (B) HPMC3; (C) HPMC4 i (D) HPMCS.

Cac je, kod svih ispitivanih uzoraka HPMC, niZa od cmc, $to ukazuje da je
formiranje HPMC/SDS kompleksa energetski povoljnije od formiranja slobodnih
micela SDS. Naime, usled izraZzenog hidrofobnog privlacenja molekula SDS 1
hidrofobnih delova lanaca HPMC [32], koncentracija SDS u blizini molekula HPMC
je veca nego u rastvoru. Iz ovih razloga agregacija molekula SDS oko aktivnih,
hidrofobnih centara molekula HPMC, zapocinje pri ukupnoj koncentraciji SDS u
rastvoru nizoj od cmc.

Povecanje koncentracije SDS do cac, u svim ispitivanim rastvorima HPMC,
dovodi do linearnog porasta specificne provodljivosti sa istim nagibom kao da
polimer nije prisutan u rastvoru. Ovo ukazuje da ispod cac ne dolazi do HPMC-SDS
interakcije. Dalji porast koncentracije SDS izaziva nelinearan rast provodljivosti, koji
se moze objasniti smanjenom koncentracijom slobodnih molekula SDS, usled
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njihovog vezivanja za lance polimera, bilo adsorpcijom pojedina¢nih molekula ili
formiranjem micela. Vezivanje se nastavlja do potpunog zasi¢enja svih aktivnih
centara na molekulima HPMC, odnosno do postizanja psp. Porast koncentracije SDS
iznad psp dovodi do ponovnog linearnog rasta specifi¢ne provodljivosti (sistem se
ponasa kao kada u rastvoru nije prisutan polimer) i nagib dobijene prave je isti kao za
rastvor SDS nakon dostizanja cmc (slika 21 A). Oblast nelinearnosti predstavlja
oblast HPMC-SDS interakcije i moZe se objasniti mehanizmom vezivanja molekula
PAM za molekule polimera [43].

Neposredno nakon dostizanja cac, na pocetku interakcije, dolazi do vezivanja
pojedinacnih molekula ili micela sa malim agregacionim brojem, dimera, za
hidrofobne supstituente molekula HPMC, a zatim, postepeno, do formiranja micela
veéeg agregacionog broja. Nakon postizanja psp u rastvoru se formiraju slobodne
micele uobicajenog agregacionog broja [43, 48], §to ne isklju¢uje moguénost njihovog
formiranja i pri koncentracijama nizim od psp [41]. Nelinearnost u oblasti interakcije
se menja u zavisnosti od koncentracije HPMC. Pri koncentracijama polimera nizim od
kriticne overlap koncentracije- c* prelom u psp je viSe izraZzen, dok je pri
koncentracijama iznad c* izrazeniji prelom u cac. Kriti€ne overlap koncentracije,
izraCunate kao recipro¢ne vrednosti unutrasnjih viskoziteta uzoraka HPMC odredenih
na 30°C [51], date su u tabeli P 1., u prilogu.

Kada je koncentracija HPMC u rastvoru ispod c*, interakcija se odvija na
molekularnom nivou, odnosno nema medumolekulskog povezivanja susednih lanaca
polimera micelama SDS. Dostizanjem cac zapoc€inje vezivanje pojedina¢nih molekula
SDS za hidrofobne aktivne centre na molekulima HPMC, pri ¢emu se formiraju
strukture slicne micelama oko centara svakog, pojedina¢nog molekula polimera [101,
102]. Molekuli SDS, koji se nalaze vezani hidrofobnim vezama za polimerne lance,
su u ravnotezi sa molekulima prisutnim u rastvoru. Pokretljivost jona SDS je u
pocetku neznatno smanjena, a samim tim i specificna provodljivost. Pove¢anjem
koncentracije SDS dolazi do formiranja micelarnih struktura sa ve¢im agregacionim
brojem, intramolekulskog povezivanja lanaca polimera i mobilnost jona u rastvoru
znacajno opada. Iz ovih razloga je prelomna tacka u psp viSe izrazena.

Pri koncentracijama polimera u rastvoru ve¢im od c*, nakon postizanja cac
dolazi do formiranja micelarnih agregata oko dva ili viSe supstituenta susednih lanaca
HPMC. Ovakvo povezivanje ima za posledicu formiranje umreZene strukture nastalog
kompleksa HPMC/SDS, usled cega je pokretljivost jona SDS, a samim tim i
provodljivost rastvora, znaajno smanjena, pa je prelom u cac jace izrazen. Porastom
SDS koncentracije dolazi do formiranja micela oko svakog, pojedina¢nog aktivnog
centra na molekulima HPMC, naelekrtisane polarne grupe SDS molekula se odbijaju,
Sto ima za posledicu postepeno razruSavanje mreZaste strukture. Pokretljivost jona u
ovim uslovima nije znac¢ajno smanjena, pa je tako i prelomna tacka u psp manje

izrazena.
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Na krivama konduktometrijskih titracija (slika 21.) svih ispitivanih HPMC
uzoraka razli¢itih koncentracija, sa SDS-om, mogu se uociti dve prelomne tacke, cac i
psp, koje definiSu oblast njihove interakcije. Zavisnost cac i psp od koncentracije
polimera prikazana je na slici 22.
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Slika 22. Zavisnost karakteristicnih tacaka, cac i psp, odredenih konduktometrijskim
titracijama, od koncentracije HPMC.

Sa dijagrama prikazanog na slici 22. moze se uociti da porast koncentracije
polimera, kod svih ispitivanih uzoraka HPMC, prakti¢no ne utie na cac, koja je uvek
niza od cmc. Istovremeno, psp linearno raste sa pove¢anjem koncentracije polimera.
Ovakvo ponasanje je karakteristicno za vecinu nejonski polimer—jonska PAM sistema
[43, 48]. Vrednosti cac 1 parametri linearne zavisnosti psp od koncentracije HPMC, za
ispitivane uzorke HPMC, dati su u tabeli 5.

Tabela 5. Vrednosti cac i parametri linearne zavisnosti psp od koncentracije HPMC.

Parametri psp=A+B cypmc

Uzorak cac (%)

A B r’
HPMC5 0,114 0,301 0,892 0,9994
HPMC3 0,114 0,293 0,815 0,9990
HPMC1 0,141 0,255 0,792 0,9996
HPMC4 0,145 0,295 0,675 0,9973

Cac predstavlja koncentraciju pri kojoj zapocCinje interakcija i ona ima
vrednost karakteristiénu za svaki uzorak HPMC, odnosno zavisi od osobina molekula
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polimera. Razlike u vrednosti cac razli¢itih uzoraka HPMC mogu se objasniti
njihovim razli¢itim fizicko-hemijskim karakteristikama, odnosno stepenom
supstitucuje- DS, i udelom pojedinih supstituenata, koji su dati u tabeli 1. u
eksperimentalnom delu. Uocava se da uzorak HPMCS5, sa najve¢im DS (37,8), ima i
najnizu vrednost cac— 0,114%, Sto se moze objasniti prisustvom najveéeg broja
aktivnih centara u molekulu dostupnim za vezivanje SDS. Ovaj uzorak ima i najveci
udeo metoksi supstituenata (28,8%), koji uti¢e na poveéanu hidrofobnost molekula,
tako da vezivanje SDS zapocinje pri nizim koncentracijama. Smanjenje DS HPMC,
kao 1 udela hidrofobnih metoksi supstituenata, dovodi do poveéanja cac. Uzorak
HPMCI, koji ima priblizno isti stepen supstitucije kao HPMC4, ali vec¢i udeo metoksi
grupa (22,7%), ima i nesto nizu vrednost cac (0,141%). Rezultati ovih ispitivanja
ukazuju da na vrednost cac, pored stepena supstitucije polimera, utie i1 vrsta
supstituenata, odnosno njihov hidrofobni karakter [101].

Na osnovu parametara linearne zavisnosti psp od koncentracije HPMC, datih
u tabeli 5., moguce je izraCunati vrednost psp, izrazenu u % SDS, za bilo koju
koncentraciju HPMC. Takode, moguce je izracunati 1 koncentraciju SDS potrebnu za
postizanje Zeljenih uslova interakcije, koja obuhvata interval izmedu cac 1 psp.
Parametar B, odreden iz nagiba krive, predstavlja grame SDS vezane po gramu
uzorka HPMC [99], odnosno kapacitet polimera da veze odredenu koli¢inu PAM.

Zavisnost psp od stepena supstitucije HPMC, za tri razli¢ite koncentracije
polimera, prikazana je na slici 23. Uocava se nelinearan porast psp sa porastom DS,
tako da uzorak najveceg stepena supstitucije (37,8%) ima najviSu vrednost psp,
odnosno najsiri interval interakcije. Ovakvo ponaSanje je viSe izraZzeno pri veéim
koncentacijama polimera u rastvoru.
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Slika 23. Promene psp sa stepenom supstitucije uzoraka HPMC pri razli¢itim
koncentracijama polimera.
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Zavisnost psp od molekulske mase HPMC (tabela 1.) prikazana je na
slici 24. Moze se uociti da ne postoji veza izmedu psp i molekulske mase polimera.
Naime, uzorci HPMC4 i HPMC3, koji imaju slicne vrednosti DS a veoma razlicite
molekulske mase (30.000 i 155.000 g/mol) imaju i priblizno iste vrednosti psp, Sto
potvrduje predominantan uticaj stepena supstitucije polimera na interakciju.
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Slika 24. Promena psp u zavisnosti od molekulske mase HPMC.

Uticaj temperature na HPMC-SDS interakciju ispitan je konduktometrijskim
titracijama 0,35% rastvora HPMC1 rastvorom SDS, koje su radene na razli¢itim
temperaturama (20, 30 i 40°C). Na osnovu konduktometrijskih krivih odredene su
karakteristi¢ne koncentracije SDS, odnosno intervali interakcije, a njihova zavisnost
od temperature prikazana je na slici 25. Na istom dijagramu, radi uporedenja,
prikazana je i promena cmc SDS sa temperaturom.
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Slika 25. Promena cmc SDS, psp i cac 0, 35% rastvora HPMCI sa temperaturom.
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Uocava se da su vrednosti cac na svim ispitanim temperaturama ispod cmc
SDS, $to ukazuje na grupisanje molekula SDS u blizini lanaca HPMC, odnosno na
pocetak njihovog hidrofobnog povezivanja. Porast temperature dovodi do skoro
linearnog porasta cac, i to istim nagibom kao kod promene kriticne micelarne
koncentracije SDS. Ovo ukazuje da je mehanizam vezivanja molekula SDS za aktivne
centre lanca polimera, identi¢an mehanizmu formiranja micela SDS, odnosno da se on
vezuje u obliku agregata slicnih micelama. Istovremeno, povecanje temperature
dovodi do snizavanja psp, Sto za rezultat ima suzavanje intervala HPMC-SDS
interakcije. ObjaSnjenje ove pojave treba traziti u Cinjenici da se, povecanjem
temperature, rastvoljivost HPMC u vodi smanjuje [68], tako da njegovi molekuli
postaju sve vise sklupCani, a hidrofobni, aktivni centri manje dostupni molekulima
SDS. Iz ovih razloga, povecanjem temperature sistema, dolazi do suZenja oblasti
HPMC-SDS interakcije.

4.2.2. Viskozimetrijska ispitivanja

Sa ciljem utvrdivanja konformacionih promena u sistemu HPMC-SDS 1
objasnjenja mehanizma njihove interakcije, primenjena su viskozimetrijska merenja
razblazenih rastvora HPMC sa razli¢itim koncentracijama SDS. Odredivani su
redukovani viskoziteti serije rastvora razliCitih koncentracija uzoraka HPMCI sa
povecanjem koncentracije SDS. Koncentracija polimera je odrZzavana konstantnom,
pri svakom pojedinacnom merenju viskoziteta rastvora, dok je koncentacija SDS
varirana, ¢ime su obezbedeni isti uslovi interakcije kao kod konduktometrijskih
merenja. Rezultati viskozimetrijskih ispitivanja interakcije HPMC1-SDS, na 30°C
prikazani su na slici 26.

Sa dijagrama se jasno uocava da kod svih ispitivanih koncentracija rastvora
HPMCI1, povecanje koncentracije SDS do 0,141%, ne uti¢e na promenu redukovanog
viskoziteta- 1., 0dnosno ne dolazi do njihove interakcije. Vrednost cac odredena
viskozimetrijski (0,141% SDS) u saglasnosti je sa cac odredenom primenom
konduktometrijske metode. Nakon postizanja cac, redukovani viskozitet je vrlo
osetljiv na dalje povecanje koncentracije SDS, a njegove promene zavise od kriticne
overlap koncentracije polimera, c¢*, koja za uzorak HPMC1, na 30°C iznosi 0,152%.

Pri koncentracijama HPMC ispod c*, povecanje koncentracije SDS, nakon
postizanja cac, izaziva smanjenje Mwd, do postizanja minimuma u oblasti kriti¢ne
micelarne koncentracije SDS. Pri koncentracijama iznad c*, u blizini cmc SDS, javlja
se maksimum M4, K0ji je viSe izrazen kod rastvora vis§ih koncentracija HPMC. Pri
koncentracijama SDS od 0,60% 1 viSe, Mwq ima konstantnu vrednost, kod svih
ispitivanih koncentracija HPMC, koja je niza nego pre postizanja cac. Ove promene
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redukovanog viskoziteta uslovljene su promenama konformacije molekula HPMC,
izazvanim razli¢itim mehanizmima vezivanja molekula SDS [53].
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Slika 26. Zavisnost redukovanog viskoziteta, 14, rastvora HPMC1 od koncentracije SDS
na 30°C, za razli¢ite koncentracije polimera.

Pri koncentracijama HPMC ispod c* mehanizam interakcije je, po prirodi
intamolekulski. Postizanjem cac zapoc€inje vezivanje molekula SDS, u obliku agregata
malih micela, za aktivne centre na molekulu HPMC. Posto je koncentracija ispod c*,
lanci polimera su na dovoljnoj udaljenosti, tako da ne dolazi do njihovog medusobnog
povezivanja. Medutim, micele SDS mogu da povezu dva, ili viSe aktivna centra istog
molekula HPMC, §to dovodi do sklupcavanja molekula polimera, a samim tim i do
opadanja redukovanog viskoziteta. Nakon postizanja minimuma, povecavanje
koncentracije SDS dovodi do promene u rasporedivanju molekula SDS oko aktivnih
centara HPMC, obrazuju se micele veéeg agregacionog broja, koje se postepeno
formiraju oko svakog, pojedina¢nog aktivnog centra. Intramolekulska struktura se
lagano gubi, Sto dovodi do ekspanzije molekula polimera i porasta 1. Postizanjem
kriticne koncentracije zasi¢enja, psp, svi hidrofobni supstituenti molekula HPMC su
pojedinacno soljubilizovani micelama SDS uobicajene veli€ine, Mg ne zavisi od
daljeg povecanja koncentracije SDS, pa dolazi do formiranja slobodnih micela SDS u
rastvoru.

Pri koncentracijama HPMC viSim od c* interakcija je po svojoj prirodi
intermolekulska. Nakon dostizanja cac, dolazi do formiranja micela SDS oko aktivnih
centara dva, ili viSe, molekula HPMC 1 obrazovanja trodimenzionalne mrezaste
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strukture, S$to se ogleda u povecanju redukovanog viskoziteta rastvora. Daljim
povecanjem koncentracije SDS, nakon postizanja maksimuma n;.g, hidrofobni centri
bliskih lanaca polimera bivaju sve viSe pojedina¢no soljubilizovani, pri ¢emu se
trodimenzionalna struktura polako gubi. Redukovani viskozitet opada, do postizanja
konstantne vrednosti, kada su molekuli HPMC potpuno zasi¢eni molekulima SDS.
Vrednost 1.4, nakon zasi¢enja polimera, ne zavisi od daljeg povecanja koncentracije
SDS, niti znacajno od koncentracije HPMC.

Na slici 26. se moze uociti da povecanje koncentracije HPMC uti¢e na
povecanje Sirine oblasti povec¢anog redukovanog viskoziteta rastvora, odnosno na
prosirenje intervala interakcije. Ova pojava se moZe objasniti Cinjenicom da, veca
koncentracija molekula HPMC dovodi do uspostavljnja ve¢eg broja intermolekulskih
veza, tako da su portebne vise koncentracije SDS za njihovu soljubilizaciju, odnosno
za razbijanje mrezaste strukture. Takode, uocava se da je pad redukovanog viskoziteta
u sistemu nakon zavrSene interakcije, u odnosu na njegovu vrednost pre interakcije,
jace izrazen kod rastvora kod kojih je HPMC koncentracija iznad c*. Objasnjenje ove
pojave moze se traziti u €injenici da se lanci molekula HPMC u rastvorima c¢ija je
koncentracija iznad c*, nalaze na veoma maloj udaljenosti tako da dolazi do
hidrofobnog privlacenja njihovih supstituenata i obrazovanja unutrasnje strukture, $to
ima za posledicu vefe vrednosti meq. Nakon =zavrSene interakcije, usled
elektrostatickog odbijanja, gubi se medumolekulsko delstvo lanaca polimera i 1;q ima
zna€ajno manje vrednosti. U rastvorima kod kojih je koncentracija HPMC manja od
c*, pre pocetka interakcije nema medudejstva izmedu lanaca HPMC, tako da nakon
zavrSene interakcije pad redukovanog viskoziteta manje izrazen.

S obzirom na cinjenicu da HPMC-SDS interakcija dovodi do
konformacionih promena u molekulu polimera, bilo je potrebno ispitati promene
unutra$njeg viskoziteta rastvora HPMC na karakteristicnim koncentracijam SDS.
Promena nyeq rastvora HPMCI razli¢itih koncentracija bez SDS i pri karakteristicnim
koncentracijama SDS, prikazana je na slici 27.

Pri koncentraciji SDS 0,06%, uocava se linearna zavisnost Mg od
koncentracije HPMC, koja se poklapa sa vrednostima dobijenim za HPMC bez SDS i
unutrasnji viskozitet ima istu vrednost ([n]=6,57 100g/g), sto potvrduje ¢injenicu da
ispod cac nema interakcije.

Kada je SDS koncentracija u rastvoru HPMC 0,25%, odnosno kada promene
dostizu svoj maksimum, uocava se nelinearna zavisnost 1..q od koncentracijeHPMC.
Ova nelinearnost ukazuje da se HPMC/SDS kompleks ponasa kao polielektrolit [48,
103]. U pocetku, smanjenjem koncentracije HPMC, dolazi do opadanja mq, kao
posledica raskidanja medumolekulskih veza i razruSavanja trodimenzionalne mrezaste
strukture. Dalje smanjenje koncentracije dovodi do porasta redukovanog viskoziteta,
izazvanog elektrostati¢kim odbijanjem istoimeno naelektrisanih, polarnih grupa SDS
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vezanih za aktivne centre molekula HPMC 1 razmotavanja molekula, S$to je
karakteristi¢no za sve polielektrolite pri velikom razblazenju [104].
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Slika 27. Zavisnost redukovanog viskoziteta rastvora HPMC1-SDS od koncentracije
HPMCI1 na razli¢itim SDS koncentracijama i 30°C.

Pri koncentraciji SDS 0,70%, odnosno nakon zavrSene interakcije, ponovo se
uspostavlja linearna zavisnost n.q 0od koncentracije HPMC. Unutrasnji viskozitet
nastalog HPMC/SDS kompleksa, ima manju vrednost nego pre interakcije ([n]=6,04
100g/g), Sto ukazuje na vecu zbijenost molekula HPMC. Naime, nakon zavrSene
interakcije, HPMC/SDS kompleks je potpuno soljubilizovan micelama SDS, a
elektrostaticko odbijanje izmedu kompleksa i1 slobodnih micela SDS, prisutnih u
rastvoru, dovodi do njegovog sklupcCavanja. Istovremeno, povecanje koncentracije
slobodnih jona natrijuma, maskira negativno naelektrisanje kompleksa, pa se gubi
efekat polielektrolita. Linearna zavisnost 1. 0d koncentracije HPMC ukazuje da su
intramolekulske veze joS uvek prisutne.

Daljim povecanjem koncentracije SDS, HPMC/SDS kompleks postaje sve
vise sklupcan, tako da pri dovoljno velikoj SDS koncentraciji, redukovani viskozitet
postaje konstantan, odnosno ne zavisi od koncentracije HPMC. Pri koncentraciji SDS
od 1,25% redukovani viskozitet 1 unutra$ni viskozitet imaju iste vrednosti ([n]=5,04
100g/g).

Promene u konformaciji lanaca polimera, nakon zavrSene interakcije mogu
da se izraze su preko molekularnog ekspanzionog faktora a, izracunatog kao koli¢nik
unutrasnjeg viskoziteta HPMC u prisustvu SDS ([n]sps) 1 unutras$njeg viskoziteta
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HPMC bez prisustva molekula SDS ([n]). U rastvorima HPMC sa koncentracijom
SDS 0,70 1 1,25%, a ima vrednost 0,913, odnosno 0,773, §to potvrduje da su molekuli
HPMC/SDS kompleksa, nakon zavrsene interakcije, sklupcani [102].

Viskozimetrijska ispitivanja doprinela su boljem razumevanju mehanizma
HPMC-SDS interakcije i konformacionih promena u molekulu HPMC izazvanih
interakcijom, i potvrdila da interakcija ne zapocinje ispod cac, koja, za uzorak
HPMC1 na 30°C iznosi 0,141% SDS. Medutim, primenom ove metode ne moze se sa
sigurno$¢u odrediti koncentracija na kojoj se interakcija zavr$ava, psp.

Ispitivanja HPMC-SDS interakcije na 20°C pokazala su sli¢ne promene
redukovanog viskoziteta rastvora HPMC1 od koncentracije SDS, u zavisnosti od
koncentracije polimera (slika 28.). Pri koncentracijama HPMC ispod c* dolazi do
smanjenja TN do minimalne vrednosti (oko cmc SDS), dok je za koncentracije
HPMC iznad c* karakteristiCan porast 1q Sa maksimumom pri cme, Sto ukazuje na

¢injenicu da se konformacione promene u sistemu deSavaju istim mehanizmima kao
na 30°C.
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Slika 28. Zavisnost redukovanog viskoziteta, 1.4, rastvora HPMC1-SDS od koncentracije
SDS na 20°C, za razli¢ite koncentracije polimera.

Krive zavisnosti redukovanog viskoziteta rastvora HPMC1, odredenog na 20
i 30°C, od koncentracije SDS, za koncentracije polimera 0,10 i 0,20%, prikazane su
na slici 29. Moze se uociti da je tok krivih pri koncentracijama HPMC 0,10 %, koja je
ispod c* za obe radne temperature, veoma slican. Medutim, ako posmatramo tok
krivih pri koncentraciji HPMC 0,20%, mogu se uociti izvesne razlike: kriva dobijena
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na 30°C ima minimum u oblasti interakcije, dok se kod krive dobiljene na 20°C javlja
blago izrazen porast Nyeq.
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Slika 29. Zavisnost redukovanog viskoziteta, 1.4, rastvora HPMC1-SDS od koncentracije
SDS na 20 i 30°C, za koncentracije polimera 0,10 i 0,20%.

Ove razlike mogu se objasniti razlikama u c¢* HPMCI1 na primenjenim
temperaturama. S obzirom da c¢* na 20°C (0,127 %) ima nizu vrednost od c* na 30°C
(0,152%), moze se pretpostaviti da je intermolekulsko povezivanje molekula HPMC
sa molekulima SDS, pri njegovoj koncentraciji 0,20%, na nizoj temperaturi izrazenije,
a nastali HPMC/SDS kompleks viSe umrezen, pa je iz tih razloga prisutan porast Nred,
sa blago izrazenim maksimumom.

4.2.3. Reoloska ispitivanja

Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da mehanizmi HPMC-SDS interakcije u
razblaZzenim rastvorima znacajno uticu na konformacione promene molekula HPMC,
moze se ocekivati da ¢e nastali kompleksi HPMC/SDS uticati i na promene reoloskih
osobina rastvora ve¢ih koncentracija polimera. Uticaj interakcije na reolosko
ponasanje sistema ispitan je primenom rotacionog viskozimetra, a merenja su radena
sa serijom rastvora uzorka HPMCI, c¢ija je koncentracija 1,00%, pri razli¢itim
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koncentracijama SDS. Promene prividnog viskoziteta- m, sa koncentracijom SDS,
dobijene pri razli¢itim brzinama smicanja, prikazane su na slici 30.
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Slika 30. Promene prividnog viskoziteta, 1, 1,00% rasvora HPMCI sai razli¢itim
koncentracijama SDS, pri razli¢itim brzinama smicanja na 30°C.

Sa dijagrama se moze se uocCiti da prividni viskozitet rastvora raste sa
povecanjem koncentracije SDS, pocevsi od 0,15%, pri svim primenjenim brzinama
smicanja. Ova koncentracija predstavlja kriticnu agregacionu koncentraciju- cac i
veoma je bliska vrednostima cac odredenim primenom konduktometrijske i
viskozimetrijske metode. Vrednost prividnog viskoziteta dostize maksimum pri
koncentraciji SDS 0,45%, nakon ¢ega, daljim povecéanjem koncentracije do 1,25%,
postepeno opada. Pri koncentracijama SDS veéim od 1,25% m, dostize konstantnu
vrednost. Oblast koncentracija SDS od 0,15 do 1,25% predstavlja oblast HPMC-SDS
interakcije kada je koncentracija polimera u sistemu 1,00%. U ovoj oblasti n, veoma
zavisi od primenjene brzine smicanja, §to ukazuje da je unutrasnja struktura sistema
HPMC-SDS osetljiva na dejstvo sile smicanja. Najveée promene uocene su pri
najmanjim brzinama smicanja, poSto se najmanje razrusava struktura sistema.

Krive proticanja serije rastvora HPMCI1 pokazuju nenjutnovsko
pseudoplastocno proticanje (slika P1, u prilogu). Promene 1, sa brzinom smicanja
ispitivanih rastvora HPMCI, sa razli¢itom koncentracijom SDS, prikazane su na
slici 31., na kojoj tacke predstavljaju vrednosti dobijene na osnovu eksperimentalnih
merenja, a linije vrednosti dobijene fitovanjem eksperimentalnih podataka
jednacinom Ostwald-Reiner-a (8).
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Slika 31. Krive proticanja 1,00% rastvora HPMC1 sa razli¢itim koncentracijama SDS: A:

D (sh

0,00 - 0,45%; B: 0,45 — 2,00%.

Uocava se da sa povecanjem koncentracije SDS do 0,45% pseudoplasti¢ne
osobine sistema postaju sve vise izrazene (Slika 32. A). Naime, poveéanjem brzine
smicanja dolazi do orjentacije i deformacije formiranig HPMC/SDS kompleksa, §to

dovodi opadanja prividnog viskoziteta [52, 70, 105].

koncentracije SDS sistem polako gubi pseudoplastiéne osobine,
koncentracijama 1,25% SDS i veéim, pokazivao njutnovsko ponasanje pri kome
viskozitet ne zavisi od brzine smicanja i ima nize vrednosti od rastvora HPMC bez

prisustva SDS.
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Krive zavisnosti prividnog viskoziteta- n, od brzine smicanja- D fitovane su
jednacdinom (8), a parametri 4 1 n kao 1 koeficijenti korelacije 7, dati su u tabeli 6.

Tabela 6. Parametri fitovanja krivih proticanja rastvora 1,00% HPMC1
pri razli¢itim koncentracijama SDS, jednacinom Ostwald-Reiner-a (8).

SDS (%) A n r
0,00 0,900 0,6715 0,9985
0.06 0,794 0,6856 0,9974
0.15 1,043 0,6709 0,9980
0,20 1,717 0,6342 0,9985
0,25 2,704 0,6032 0,9973
0,35 3,527 0,6000 0,9933
0,45 2,818 0,6540 0,9971
0,65 1,659 0,7230 0,9974
0,75 0,899 0,8004 0,9996
0,85 0,653 0,8390 0,9988
1,00 0,294 0,8987 0,9994
1,25 0,116 0,9651 0,9968
1,50 0,096 0,9030 0,9966
2,00 0,050 0,9920 0,9957

Moze se uociti da reoloski parametri 4 i n, pokazuju dobro slaganje sa
eksperimentalnim podacima. Parametar A4, koji je merilo konzistencije sistema, raste
sa porastom koncentracije SDS do postizanja maksimalne vrednosti, dok parametar n
istovremeno opada, $to ukazuje na izrazeno nenjutnovsko pseudoplasticno ponasanje.
Nakon toga dolazi do opadanja viskoziteta i stepena nenjutnovskog ponasanja sistema
do koncentracije 1,25% SDS. Pri ovoj i ve¢im koncentracijama SDS, krive proticanja
pokazuju njutnovski tip proticanja, ¢iji viskozitet ima konstantnu vrednost, pribliznu
konstanti 4, dok konstanta n ima vrednosti bliske 1. Medutim, ¢ak i nakon postizanja
njutnovskog proticanja, viskozitet sistema i dalje opada sa povecanjem koncentracije
SDS, iako je interakcija HPMC-SDS prakti¢no zavrSena. Ovo se moZe objasniti
konformacionim promenama kompleksa HPMC/SDS nastalim nakon potpune
soljubilizacije micelama SDS, koji postaje sve vise zbijen.

Reoloska ispitivanja su pokazala da promena tipa proticanja rastvora iz
pseudoplasticnog u njutnovsko ukazuje na zavrSetak HPMC—-SDS interakcije.
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4.3. Uticaj HPMC-SDS interakcije na osobine emulzija u/v

Jedna od primena hidroksipropilmetil celuloze zasnovana je na njenoj
osobini da se adsorbuje na granici te¢no/te¢no, smanji medupovrSinski napon i time
stabilizuje emulzioni sistem u/v. Obrazovanje stabilnih adsorpcionih slojeva odvija se
u dve faze, od kojih prva podrazumeva difuziju molekula HPMC iz rastvora na
granicu faza te¢no/tecno, a druga njihovu adsorpciju prema train-loop-tail modelu.
Naime, lipofilni delovi molekula se vezuju za medufaznu povrsinu u vidu “vagona”,
medusobno odvojenih hidrofilnim delovima lanaca u vidu“petlji” 1 “repova”, koji se
nalaze u spoljas$njoj, vodenoj fazi emulzije [59, 64]. Ovakva morfologija
adsorpcionog sloja ima dodatni doprinos u stabilizaciji emulzionih sistema sternim
efektom, a njegove karakteristike utiCu na osobine emulzionog sistema, narocito na
sprecavanje koalescencije kapi.

Kada se za stabilizaciju emulzija koristi smeSa nejonski polimer—jonska
PAM, izmedu kojih dolazi do hidrofobne interakcije, mogu se o¢ekivati promene na
granici faza, slicne onima koje nastaju u njihovim vodenim rastvorima, koje uti¢u na
stabilnost sistema [54]. Molekuli polimera i PAM mogu da istiskuju jedan drugog iz
adsorpcionog sloja ili da pospesSuju medusobnu adsorpciju. Takode, moguce je da se
na granici faza adsorbuje kompleks polimer/PAM, nastao u kontinualnoj fazi kao
posledica njihove interakcije. Iz ovih razloga, potrebno je ispitati uticaj HPMC-SDS
interakcije u kontinualnoj fazi na osobine 20% emulzija suncokretovog ulja, odnosno
na strukturu i stabilnost adsorpcionih slojeva. Na osnovu detaljnih ispitivanja uticaja
HPMC-SDS interakcije na reoloske osobine 1,00% rastvora HPMCI pri razliitim
koncentracijama SDS, odabrane su kontinualne faze 20% emulzija. Koncentracija
HPMCI1 u svim kontinualnim fazama bila je 1,00%. dok su koncentracije SDS
odabrane tako da pokrivaju region pre (0,00-0,15%), u toku (0,15-1,00%) 1 nakon
zavrsene interakcije (>1,00%).

4.3.1. Reoloske osobine emulzija

Krive proticanja 20% emulzija suncokretovog ulja u 1,00% rastvoru
HPMC, sa razli¢itim sadrzajem SDS u kontinualnoj fazi, prikazane su na slici 32.

Moze se uociti da emulzije pripremljene pre pocetka HPMC-SDS
interakcije, pri koncentraciji SDS <0,15% 1 nakon njenog zavrSetka, pri koncentraciji
SDS >1,00%, pokazuju pseudoplasticno proticanje. Emulzije kod kojih je
koncentracija SDS u kontinualnoj fazi u oblasti interakcije (0,15-1,00%), imaju slabo
izrazeno tiksotropno ponasanje, odnosno povratna kriva proticanja je ispod uzlazne.
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Slika 32. Krive proticanja 20% emulzija suncokretovog ulja u 1,00% HPMCI sa razli¢itim
koncentracijama SDS: A: 0,00 — 0,55%; B: 0,75 — 2,00%.

Tiksotropno ponasanje emulzija u oblasti HPMC—-SDS interakcije, ukazuje
na postojanje unutraSnje strukture, koja se razruSava nakon smicanja pri konstantnoj
brzini (D=356 s') u toku dve minute. Nakon zavriene interakcije, kada je
koncentracija SDS u kontinualnoj fazi ve¢a od 1,00% i molekuli HPMC potpuno
soljubilizovani micelama SDS, tiksotropija nestaje. Vrednosti koeficijenta
tiksotropije, izracunate prema jednacini (9), date su u tabeli 7. MoZe se uociti da
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najvise izrazeno tiksotropno ponasanje, odnosno najvecéi koeficijent tiksotropije ima
emulzija sa 0,45% SDS u kontinualnoj fazi, pri kojoj interakcuja HPMC—-SDS dostize
svoj maksimum.

Uzlazne krive proticanja pokazuju nenjutnovsko, pseudoplasti¢no proticanje,
koje je, sa porastom SDS koncentracije do 0,45%, vise izrazeno (slika 32. A). Dalje
povecanje koncentracije SDS, dovodi do manje izrazene pseudoplasti¢nosti
(slika 32. B). Uzlazne krive proticanja fitovane su jednac¢inom Ostwald-Reiner-a (7),
a paramerti 4 i n prikazani u Tabeli 7., u kojoj su dati i izracunati koeficijenti
tiksotropije K.

Tabela 7. Parametri fitovanja uzlaznih krivih proticanja 20% emulzija u 1,00% HPMCI, pri
razli¢itim koncentracijama SDS, jednaCinom Ostwald-Reiner-a [7] i koeficijenti tiksotropije
izraunati primenom jednacine [9].

Koncentracija

SDS (%) A n r K
0,00 1,021 0,7563 0,9984 -
0,15 2,841 0,5911 0,9988 4,33
0,25 8,203 0,4802 0,9968 6,88
0,35 7,769 0,5298 0,9975 6,40
0,45 7,296 0,5714 0,9965 8,25
0,55 6,900 0,5859 0,9966 6,76
0,75 4,072 0,6689 0,9987 7,19
1,00 1,393 0,8077 0,9992 6,18
1,50 0,343 0,8926 0,9990 -
2,00 0,147 0,8420 0,9967 -

Koeficijent korelacije, , ima vece vrednosti od 0,996, sto ukazuje na dobro
slaganje eksperimentalnih podataka sa stepenim zakonom Ostwald-Reiner-a. U
oblasti HPMC-SDS interakcije, pri koncentracijama SDS 0,15-1,00%, uocava se
povecanje viskoziteta emulzija, odnosno koeficijenta 4, dok koeficijent » ima manje
vrednosti nego u sistemu bez prisustva SDS, S§to ukazuje na veci stepen
nenjutnovskog ponasanja. Pri koncentracijama od 1,00% SDS 1 ve¢im, emulzije imaju
slabo izrazenu pseudoplasticnost, manju nego pre pocetka interakcije i sve vise
izrazeno njutnovsko ponasanje.

Ovakvo reolosko ponasanje emulzija uslovljeno je prisustvom unutrasnje,
strukture u kontinualnoj fazi, ¢ije osobine zavise od konformacije formiranog
komplekasa HPMC/SDS. S obzirom da je koncentracija HPMCI1 u sistemu daleko
iznad c*, u oblasti interakcije dolazi do povezivanja hidrofobnih aktivnih centara
susednih molekula polimera micelama SDS, do formiranja trodimenzionalne
umrezene strukture, a samim tim i povecanja viskoziteta. Formirani kompleks
HPMC/SDS je osetljiv na dejstvo sile smicanja, odnosno povecanjem brzine smicanja
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dolazi do razmotavanja molekula, i postepenog razrusavanja umrezene strukture. Ovo
ima za posledicu smanjenje viskoziteta, odnosno sistem pokazuje tiksotropne osobine.
Nakon zavrSene interakcije, molekuli HPMC su potpuno soljibilizovani micelama
SDS i postaju sve vise sklupcéani, tako da sistem pokazuje skoro njutnovsko proticanje
(n= 0,9) 1 veoma male vrednosti viskoziteta, manje nego pre pocetka HPMC-SDS
interakcije.

Sa ciljem ispitivanja uticaja HPMC-SDS interakcije na mikrostrukturne
karakteristike emulzija, odredeni su prividni viskoziteti emulzija sa razliCitim
koncentracijama SDS, pri maloj brzini smicanja. S obzirom da su promene 1,
kontinualnih faza, koje su prikazane na slici 30., bile najizrazenije pri D= 14,28 s™',
ova brzina je primenjena i kod ispitivanja 20% emulzija suncokretovog ulja u 1,00%
HPMCI1 [102]. Poredenja radi, prividni viskoziteti kontinualnih faza, na
odgovaraju¢im SDS koncentracijama, prikazani su na istom dijagramu (slika 33.).
Karakteristicne koncentracije SDS, cac i psp, koje definiSu oblast interakcije u
kontinualnoj fazi, oznacene su na dijagramu.

Moze se uoCiti znacajno povecanje viskoziteta emulzija sa porastom
koncentracije SDS, od 0,15-0,45%, odnosno u oblasti HPMC-SDS interakcije.
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Slika 33. Promena prividnog viskoziteta, 1,, 20% emulzija u 1,00% HPMCI
i odgovarajuéih kontinualnih faza, pri maloj brzini smicanja (14,24 s™), i
srednjeg precnika kapljica emulzija sa koncentracijom SDS.

Nakon dostizanja maksimuma, daljim povecanjem koncentracije SDS
prividni viskoziteti emulzija opadaju, i pri koncentraciji ve¢oj od 1,00% imaju manju
vrednost nego kod emulzije pripremljene bez SDS, $to ukazuje na postepenu
soljubilizaciju hidrofobnih supstituenata na molekulu HPMC micelama SDS,
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itermolekulska, mrezasta struktura nestaje, ¢ime se interakcija zavrSava, odnosno
postignuta je psp.

Promena prividnog viskoziteta kontinualne faze sa koncentracijom SDS ima
isti tok, ali su vrednosti 1, znacajno nize u celoj oblasti ispitivanja. Ovo ukazuje da,
pored kontinualne faze, povecanju viskoziteta emulzija doprinose i dispergovane kapi
ulja. Medutim, 1, emulzija u oblasti interakcije ima znatno vece vrednosti, §to nije
samo posledica uticaja prisustva dispergovanih kapi ulja, ve¢ i HPMC-SDS
interakcije.

4.3.2. Veli¢ina i raspodela veli¢ina kapi emulzija

Ispitivanje veli¢ine i1 raspodele veli¢ina kapi emulzija je, svakako, jedna od
metoda na osnovu koje se mogu doneti zakljucci o stabilnosti emulzija, prisutnoj
flokulaciji ili koalescenciji kapi [58, 61-63]. Prethodna ispitivanja su pokazala da je
moguce dobiti emulzije u/v zadovoljavaju¢ih osobina upotrebom HPMC kao
emulgatora [59, 60]. 1z ovih razloga, sledeca faza ispitivanja u okviru ove disertacije,
odnosila se na ispitivanje uticaja HPMC-SDS interakcije u kontinualnoj fazi na
disperzione karakteristike emulzija, a samim tim 1 na njihovu stabilnost.

Posmatranjem 20% emulzija u 1,00% HPMC, pod mikroskopom (slika 34.)
uocene su razlike u veli¢ini kapi, u zavisnosti od koncentracije SDS u kontinualnoj
fazi. Rezultati odredivanja veli¢ine 1 raspodele veli¢ina kapi, obradom
mikrofotografija primenom Qwin softvera, prikazani su u tabeli 8.
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Slika 34. Mikrofotografije 20% emulzija u 1,00% HPMCI sa razli¢itim koncentracijama SDS: A —
0,00%; B —0,35%, C — 1,50%.

Emulzija koja ne sadrzi SDS ima kapi velikog precnika (dys= 11,291 um) i
izrazenu polidisperznost (6= 5,896 um), Sto je 1 ocekivano s obzirom na ¢injenicu da
HPMC ima manju povrSinsku aktivnost od niskomolekularnih PAM, koje se
uobicajeno koriste za stabilizaciju emulzija [59].
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Uvodenje molekula SDS u kontinualnu fazu emulzije, u velikoj meri utic¢e na
proces emulgovanja. Nakon postizanja cac (0,15% SDS), kada zapocinje
intermolekulsko povezivanje lanaca HPMC micelama SDS, usled cega raste
viskozitet kontinualne faze, dolazi do smanjenja srednjeg prec¢nika kapi na dys= 6,743
pum. Medutim, pored uticaja viskoziteta kontinualne faze, na osnovu ranije
sprovedenih ispitivanja moze se pretpostaviti da i jaCe izrazena povrSinska aktivnost
kompleksa HPMC/SDS, nastalog kao posledica interakcije, uti¢e na veli¢inu kapi
emulzija. Tenziometrijskim ispitivanjima polimer—-PAM interakcije na granici faza
tecno/gas [32, 39, 54] pokazano je da komleks nejonski polimer/jonska PAM, nastao
nakon dostizanja cac, ima jako izraZen afinitet prema granici faza. 1z ovih razloga se
moze pretpostaviti da nastali kompleks HPMC/SDS ima bolja emulgujuéa svojstva od
samog polimera.

Tabela 8. Parametri raspodele veli¢ina kapi 20% emulzija u 1,00% HPMCI sa razli¢itim
koncentracijama SDS: d,s— srednji pre¢nik; o— standardna devijacija; f — asimetrija; B,—
spljostenost; S— specifi¢na povrsina; X— najzastupljeniji preénik.

Parametri
SDS (%)
d,s (um) 6 (nm) B B2 S (m’/em’) X (pm)
0,00 11,291 5,896 0,462 2,446 0,531 7,511
0,15 6,743 2,717 4,113 7,459 0,890 4,815
0,25 6,333 1,130 3,755 6,159 0,947 4,206
0,35 3,255 0,733 0,686 5,412 1,844 3,333
0,45 2,733 0,899 0,027 2,851 2,195 2,977
0,55 3,479 1,008 0,039 2,731 1,725 3,264
0,75 2,983 0,912 0,075 2,843 2,011 2,765
1,00 2,573 0,643 0,044 3,009 2,332 2,451
1,50 2,610 0,704 0,298 3,783 2,299 2,461
2,00 2,986 0,806 0,131 3,267 2,009 2,827

Dalje povecanje koncentracije SDS dovodi do njegovog vezivanja za aktivne
centre HPMC, sve dok se lanci polimera potpuno ne povezu, dys se smanjuje i dostize
minimalnu vrednost pri koncentraciji SDS od 0,45%. Srednji pre¢nik kapi od 2,733
pm 1 uska raspodela veli¢ina (o= 0,899 pum), odredena u emulziji sa 0,45% SDS,
posledica su umrezene strukture HPMC/SDS kompleksa 1 povecanog viskoziteta
kontinualne faze koji doprinosi emulgovanju (slika 33.).

Povecéanjem koncentracije SDS iznad 0,45% dolazi do razruSavanja mrezaste
strukture, medutim, slobodni molekuli SDS doprinose emulguju¢im osobinama
kontinualne faze. Pri koncentracijama SDS ve¢im od psp (= 1,00%), molekuli HPMC
su potpuno soljubilizovani micelama SDS i takva struktura kompleksa gubi svoju
povrsinsku aktivnost i desorbuje se sa povrSine kapi. Moze se pretpostaviti da se kod
emulzija, koje sadrze viSe od 1,00% SDS u kontinualnoj fazi, na granici faza adsobuju
samo molekuli SDS, pa se dys 1 polidisperznost emulzija prakti¢no ne menjaju.
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Slika 35. Krive raspodele veli¢ina kapi 20% emulzija u 1,00% HPMCI sa razli¢itim
koncentracijama SDS.

Krive raspodele veli¢ina kapi emulzija sa karakteristicnim SDS
koncentracijama u kontinualnoj fazi, dobijene fitovanjem eksperimentalnih podataka
funkcijom krive raspodele (10), kao na slici P2. datoj u prilogu, prikazane su na
slici 35. Vidi se da povecanje koncentracije SDS u kontinualnoj fazi utice na
smanjenje polidisperznosti emulzije. Raspodela veli¢ina kapi postaje sve uza i sve
viSe simetri¢na, odnosno koeficijent asimetrije, 3, se smanjuje (tabela 8.). Pri SDS
koncentraciji 0,45%, pri kojoj se postize maksimum HPMC-SDS interakcije u
kontinualnoj fazi, PB; ima najnizu vrednost (0,027), tako da se vrednost
najzastupljenijeg precnika kapi, X , praktiéno poklapa sa srednjem prec¢nikom, dys.
Povecanjem koncentracije SDS iznd 0,45%, polidisperznost emulzija, kao i1 njihov
sredni precnici, se malo menjaju, pa se, sa stanovista disperzione analize, mogu
ocekivati sistemi priblizne stabilnosti.

4.3.3. Stabilnost emulzija

Polimer-PAM interakcije u emulzionim sistemima mogu izazvati promene u
agregaciji, koalescenciji, veli¢ini kapi i raspodeli veli¢ina kapi, koje uti¢u na vrednost
kriming indeksa H [106, 107], kao merila stabilnosti emulzija. 1z ovih razloga je
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stabilnost 20% emulzija suncokretovog ulja u sistemu HPMC-SDS je pracena
odredivanjem kriming indeksa u toku 60 dana stajanja na sobnoj temperaturi. Iako
kriming indeks pruza samo indirektne podatke o stabilnosti emulzionih sistema, moze
se re¢i da predstavlja dobar indikator promena nastalih posredstvom HPMC-SDS
interakcije [101, 108]. Promene kriming indeksa, H, sa vremenom, u zavisnosti od
koncentracije SDS u kontinualnoj fazi, prikazane su na slici 36.
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Slika 36. Promene kriming indeksa, H, 20% emulzija u 1,00% HPMCI1 u zavisnosti od
koncentracije SDS u kontinualnoj fazi, posmatrane u razli¢itim vremenskim intervalima.

Najlosiju stabilnost sa vremenom imaju emulzije pripremljene bez SDS.
Uzimajuéi u obzir ne tako dobra emulgujuéa svojstva HPMC, kao i veliki sredn;ji
pre¢nik kapi u ovoj emulziji, ovakvo ponasanje je ocekivano (tabela 8.). Uvodenjem
SDS i porastom njegove koncentracije u kontinualnoj fazi, kapi ulja u emulzijama
postaju sve manje, a raspodela veli¢ina sve uza, tako da se moze ocekivati njihova
povecana stabilnost.

Nakon stajanja u toku 2-3 dana, emulzije kod kojih je koncentracija SDS u
kontinualnoj fazi 0,15-0,75% (oblast HPMC-SDS interakcije), pokazuju vecéu
stabilnost, Sto je posledica, kako smanjenja ds, tako i povecanja viskoziteta
kontinualne faze (slika 31.). Kod ovih emulzija ne dolazi do izdvajanja kontinualne
faze- seruma. U emulzijama, kod kojih je SDS koncentracija ve¢a od 0,75%, dolazi
do izdvajanja seruma sa vremenom, odnosno kriming indeks, H, raste, $to ukazuje na
njihovu smanjenu sedimentacionu stabilnost.
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Nakon stajanja u toku 55 dana, kod svih emulzija je doSlo do izdvajanja
seruma. Sa dijagrama prikazanog na slici 36., moze se uociti da stabilnost emulzija
raste sa povecanjem koncentracije SDS u kontinualnoj fazi do 0,45%, pri kojoj
kriming indeks ima najmanju vrednost (H=10,53%), odnosno emulzije imaju najveéu
sedimentacionu stabilnost. Ova promena je u saglasnosti sa smanjenjem dys u oblasti
SDS koncentracija 0,15-0,45% (tabela 8.). Moze se pretpostaviti da HPMC/SDS
komleks, koji je adsorbovan na granici te¢no/te¢no, formira gusto pakovan
adsorpcioni sloj, ili viSe slojeva, koji ima ve¢u kompaktnost nego adsorpcioni sloj kod
emulzija stabilizovanih samo HPMC, bez prisustva SDS [64]. Takode, kompleks
adsorbovan na granici faza, verovatno formira umreZzenu strukturu sa komleksom
prisutnim u kontinualnoj fazi, §to dovodi do porasta viskoziteta, a samim tim i do
povecane stabilnosti emulzionog sistema.

Nakon postizanja najveée stabilnosti, kod emulzija sa 0,45% SDS, dalje
povecanje njegove koncentracjie u kontinualnoj fazi, dovodi do promene u strukturi
adsorpcionog sloja oko kapi ulja, uslovljene promenama u morfologiji kompleksa
HPMC/SDS. Naime, dolazi do razruSavanja umreZene strukture i opadanja viskoziteta
kontinualne faze, tako da se stabilnost emulzije smanjuje. Kompleks HPMC/SDS,
nakon zavrSene interakcije (koncentracija SDS >1,00%), nema povrsinsku aktivnost,
pa adsorpcioni sloj oko kapi ulja ¢ine samo molekuli SDS [102]. Takode, nakon
zavrSene interakcije, usled smanjenja viskoziteta kontinualne faze, emulzije pokazuju
slabu sedimentacionu stabilnost (H> 50%), mada je veli¢ina kapi prakti¢no ista kao u
oblasti interakcije (tabela 8.). Treba naglasiti da, izdvajanje ulja na povrSini emulzija,
¢ak 1 nakon stajanja u toku 60 dana, nije primeceno [109].
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4.4. Mikrokapsulacija ulja u sistemu HPMC-SDS

Pokazano je da HPMC-SDS interakcija uti¢e na osobine formiranog
adsorpcionog sloja na granici faza ulje/voda, kao i da se u oblasti najizrazenije
interakcije dobijaju emulzioni sistemi sa najsitnijom raspodelom veli¢ina kapi i
najve¢om sedimentacionom stabilnosti. Osobine adsorpcionog sloja formiranog oko
kapi ulja, zavise od strukture i konformacije adsorbovanog kompleksa HPMC/SDS
[59, 60, 64], nastalog u oblasti interakcije, Sto se moze odraziti na mogucénost
dobijanja 1 osobine mikrokapsula.

RasprSivanjem u spray dryer-u 20% emulzija suncokretovog ulja u 1,00%
HPMC sa razli¢itom koncentracijom SDS u kontinualnoj fazi dobijen je beli prasak
mikrokapsula, u formi agregata. Postupak susenja uzoraka emulzija, narocito onih sa
koncentracijom SDS u kontinualnoj fazi 0,25-0,75%, odnosno u oblasti maksimuma
HPMC-SDS interakcije, bio je otezan zbog njihovog velikog viskoziteta.
PodeSavanjem wuslova suSenja, protoka emulzije, aspiracije, ulazne 1 izlazne
temperature, postignuti su uslovi pri kojima nije dolazilo do pucanja mikrokapsula i
izdvajanja ulja u prihvatnoj posudi ispod komore za susenje. Takode, dobijeni praSak
mikrokapsula, prihvatan u kolektorskoj posudi nakon prolaska kroz ciklon, bio je
potpuno suv.

e .

Slika 37. SEM (3 000 x) mikrokapsula dobijenih spray drying postupkom iz 20% emulzije u
1,00% HPMCI1 1 0,35% SDS.

Posmatranjem morfologije mikrokapsula, primenom SEM (slika 37.), uoCava
se njihov sferan oblik sa izuzetno naboranom povrSinom. Ovakva grada zida
mikrokapsula, formiranog u toku procesa susSenja, ukazuje da je film, formiran
adsorpcijom HPMC/SDS kompleksa na kapima ulja, veoma elastiCan i podlozan
skupljanju [110, 111].
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Mikrokapsule, formirane u oblasti HPMC-SDS interakcije, bile su stabilne, s
obzirom na c¢injenicu da je adsorpcioni sloj na grani¢noj povrSini u/v veoma
kompaktan, i dobro su se redispergovale u vodi. Sposobnost redispergovanja
mikrokapsula dobijenih u uslovima interakcije, poboljSavala se sa porastom SDS
koncentracije. Naime, povecanjem koncentracije SDS povecava se elektrostaticko
odbijanje naelektrisanih, polarnih glava molekula SDS adsorbovanih na aktivnim
centrima HPMC, $§to omogucuje dobru dezagregacuju. Mikrokapsule dobijene
susenjem emulzije stabilizovane samo molekulima HPMC i emulzija dobijenim u
uslovima zavrSene interakcije, imaju slabu mo¢ redispergovanja.

emulzije mikrokapsule suspenzije

Slika 38. Mikrofotografije emulzija, mikrokapsula i suspenzija mikrokapsula u vodi, dobijenih u
prisustvu razli¢itih koncentracija SDS: A — 0,00 %; B — 0,35%; and C — 1,50% SDS.

Na slici 38. prikazane su mikrofotografije emulzija, mikrokapsula i1 njihovih
suspenzija u vodi, dobijenih pri karakteristicnim SDS koncentracijama. Kapljice ulja,
koje su vidljive na fotografijama mikrokapsula bez SDS 1 pri koncentraciji 1,50%
(nakon zavrSene interakcije) oznaCene strelicom, ukazuju na slabu otpornost
adsorpcionog sloja na uslove suSenja i lako pucanje omotaca pri ¢emu se ulje
oslobada, Sto utice i na njihovu sposobnost redispergovanja.
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4.4.1. Velicina i raspodela veli¢ina mikrokapsula

Rezultati odredivanja veli¢ine i1 raspodele veli¢ina mikrokapsula, dobijeni
obradom mikrofotografija njihovih suspenzija u vodi, primenom Qwin softvera,
prikazani su u tabeli 9. Jasno je da ne postoji pravilnost u zavisnosti srednjeg
precnika mikrokapsula i koncentracije SDS, odnosno mora se uzeti u obzir uticaj
uslova suSenja 1 osobina omotaca (adsorpcionog sloja) na srednji precnik.

Uocava se da mikrokapsule u vodenim suspenzijama imaju znatno vece
vrednosti srednjih pre¢nika od srednjih pre¢nika kapi odgovarajuc¢ih emulzija, koji su
dati u tabeli 8., sa izuzetkom mikrokapsula pripremljenih bez prisustva SDS. Ovo se
moze objasniti loSim karakteristikama adsorpcionog sloja formiranog samo od
molekula HPMC, te zbog napona pare u kapima dolazi do pucanja kapi velikog
precnika u toku procesa suSenja. Posto se radi o emulzijama sa velikim udelom kapi
veceg preCnika, nakon suSenja dolazi do smanjenja d,s mikrokapsula. Sitnije kapi
prisutne u uzorcima emulzija pripremljenih u oblasti i nakon zavrSene HPMC-SDS
interakcije, su odneSene aspiracijom, tako da mikrokapsule dobijene iz njih imaju
vece vrednosti dys. Vece vrednosti standardne devijacije od srednjeg precnika
mikrokapsula, u odnosu na odgovaraju¢e emulzije, ukazuju na povecanu
polidisperznost uzoraka mikrokapsula.

Tabela 9. Parametri raspodele veli¢ina mikrokapsula suspendovanih u vodi, dobijenih iz 20%
emulzija u 1,00% HPMC sa razli¢itim koncentracijama SDS: d,s — srednji pre¢nik; ¢ —
standardna devijacija; PB; asimetrija; P, — spljostenost; S — specificna povrSina; X —
najzastupljeniji precnik.

Parametri
SDS (%)

d,s (um) 6 (nm) B B2 S (m’/em’) X (pm)
0,00 6,503 3,161 0,908 4,678 0,923 5,182
0,15 6,362 3,623 0,391 2,750 0,943 4,520
0,25 6,474 2,806 1,478 3,898 0,927 4,216
0,35 4,988 1,615 2,191 4,818 1,203 3,528
0,45 6,240 2,837 0,296 2,630 0,961 4,904
0,75 5,641 3,033 0,316 2,235 1,064 3,910
1,50 6,798 3,636 0,107 2,466 0,883 5,433

Krive  raspodele  veli¢ina  mikrokapsula,  dobijene  fitovanjem
eksperimentalnih podataka funkcijom krive raspodele (10), prikazane su na slici 39.
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Slika 39. Krive raspodele veli¢ina mikrokapsula dobijenih pri razli¢itim koncentracijama
SDS.

Vidi se da na polidisperznost suspenzija mikrokapsula u najve¢oj meri uticu
osobine formiranog adsorpcionog sloja. Uzorak mikrokapsula sa 0,35% SDS ima
najmanji dys, najuzu raspodelu veli¢ina, a najzastupljeniji pre¢nik mikrokapsula, X, je
da je adsorpcioni sloj, formiran oko kapi ulja u blizini maksimuma HPMC-SDS
interakcije (0,35-0,45%SDS), najkompaktniji i najotporniji na uslove suSenja. Kapi
formirane u emulzijama na maksimumu interakcije su najujednacenijih veli¢ina, §to
se vidi iz tabele 8., tako da ne dolazi do njihovog pucanja ni aspiracije u toku susenja
spray drying postupkom.

4.4.2. Ispitivanje efikasnosti mikrokapsulacije

Radi ispitivanja efikasnosti postupka mikrokapsulacije, ekstrahovano je ulje
iz uzoraka mikrokapsula primenom cikloheksana kao ekstragensa. Sardzaj ulja u
ekstraktu odreden je primenom spektrofotometrijske metode, merenjem apsorbancije
na 234 nm. Masa ekstrahovanog ulja pracena je sa vremenom trajanja ekstrakcije.

Nakon ekstrakcije mikrokapsule su suSene na sobnoj temperaturi.
Posmatranjem pod mikroskopom, jasno se vidi da je njihov precnik manji, odnosno da
se radi o praznim mikrokapsulama (slika 40.). Takode, vidi se da prilikom
odredivanja sadrzaja inkapsuliranog ulja, nije doslo do pucanja zida mokrokapsula.
Naime, dispegovanjem u cikloheksanu, zbog smanjene rastvorljivosti kompleksa
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HPMC/SDS koji se skuplja, omota¢ mikrokapsula postaje porozan, ¢ime je
omoguceno oslobadanje inkapsuliranog sadrzaja. Vreme trjanja ekstrakcije od 10 min.

bilo je dovoljno za potpuno oslobadanje inkapsuliranog ulja.

Slika 40. Mikrokapsule dobijenje susenjem 20% emulzije u HPMC1 sa 0,35% SDS pre (A) i

posle (B) ekstrakcije cikloheksanom.

Zavisnost mase ekstrahovanog ulja iz mikrokapsula, sa vremenom, za

razli¢ite SDS koncentracije, prikazana je na slici 41.

Ekstrahovano ulje (g /g, )

Slika 41. Masa ulja izdvojena ekstrakcijom uzoraka mikrokapsula dobijenih iz 20% emulzija
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u 1,00% HPMCI sa razli¢itom koncentracijom SDS.

Mikrokapsule, ¢iji omotac ¢ine samo adsorbovani molekuli HPMC, dobijene
iz emulzija kod kojih u kontinualnoj fazi nije prisutan SDS, imaju relativno mali
sadrzaj inkapsuliranog ulja (=0,35 g./gmk). Mala efikasnost mikrokapsulacije je
posledica osobina adsorpcionog sloja, odnosno loSa sposobnost formiranja

kompaktnih filmova, otpornih na uslove suSenja.
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Kao $to je ve¢ pokazano, dodatak SDS dovodi do formiranja HPMC/SDS
kompleksa, koji ima bolja emulgujuca svojstva od ¢istog polimera, dok je adsorpcioni
sloj oko kapi ulja umrezen i kompaktniji. Ocekivano, koli¢ina inkapsuliranog ulja
raste, do postizanja maksimuma (= 0,6 g,/gmk) pri koncentraciji 0,45% SDS. Zid
mikrokapsula, dobijenih pri ovoj koncentraciji SDS, je ¢vrst i kompaktan, tako da ne
dolazi do njihovog pucanja u toku procesa susenja.

Kako, sa porastom koncentracije SDS, HPMC/SDS kompleks postaje sve
viSe soljubilizovan micelama SDS, i interakcija poprima intramolekulski karakter,
sposobnost obrazovanja kompaktnih filmova se smanjuje. Mikrokapsule, dobijene pri
koncentraciji SDS iznad psp (>1,00%), odnosno nakon zavrSene interakcije, su veoma
nezne i osetljive na pucanje. Efikasnost mikrokapsulacije je mala (=0,25 g,/gmk), niza
nego kada u sistemu i nije prisutan SDS, pre pocetka interakcije.

Sprovedena ispitivanja ukazuju na dominantan uticaj HPMC-SDS
interakcije na osobine mikrokapsula uljnog sadrzaja: veli¢inu i raspodelu veli¢ina
Cestica, stabilnost, sposobnost redispergovanja, kompaktnost obrazovanih omotaca,
kao 1 na koli¢inu inkapsuliranog ulja. U uslovima najizrazenije interakcije (0,35—
0,45% SDS) postignuta je najveca efikasnost mikrokapsulacije, a dobijene
mikrokapsule pokazale su najbolju stabilnost, sposobnost redispergovanja i najmanji
srednji precnik. Ovo ukazuje na c¢injenicu da HPMC/SDS kompleks obrazuje
kompaktan, umreZen adsorpcioni sloj koji je otporan na uslove susenja u struji toplog
vazduha- spray drying postupkom.

4.5. Dobijanje mikrokapsula sa CO, ekstraktom nevena

Na osnovu ispitivanja uticaja HPMC-SDS interakcije na formiranje
mikrokapsula sa uljnim sadrzajem, radenim sa uzorkom HPMCI1, moze se zakljuciti
da se u oblasti interakcije dobijaju mikrokapsule uljnog sadrzaja zadovoljavajuc¢ih
osobina. Medutim, sam proces emulgovanja suncokretovog ulja kao i proces suSenja
dobijenih emulzija bili su praceni odredenim problemima, koji su u najve¢oj meri
izazvani velikim viskozitetom kontinualnih faza emulzija pripremanih u oblasti
najizrazenije interakcije. Tako je homogenizovanje ulja bilo moguce izvoditi samo pri
relativno malom broju obrtaja rotor/stator homogenizera (4700 o/min) u toku 3 min,
dok je za suSenje emulzija velikog viskoziteta bilo potrebno podesiti uslove za svaki
pojedinacni uzorak (protok emulzije, aspiracija, ulazna i izlazna temperatura). [z ovih
razloga, u nastavku ispitivanja pokusali smo da dobijemo mikrokapsule slicnih

karakteristika sa uzorkom HPMC, c¢iji je vikozitet pri istim koncentracijama u
kontinualnoj fazi manji.
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Na osnovu ranije izlozenog moze se zakljuciti da na HPMC-SDS interakeiju,
pored temperature i ¢* u najveé¢oj meri utice stepen supstitucije makromolekula. 1z
ovih razloga, za dobijanje mikrokapsula sa ekstraktom nevena, uzorak HPMCI
zamenjen je uzorkom HPMC4, koji ima pribliznu vrednost stepena supstitucije i
sadrzaj metoksi i hidroksipropil supstituenata kao uzorak HPMCI1 (tabela 1), ali oko
tri puta manju molekulsku masu.

4.5.1. Uticaj uslova homogenizovanja na veliinu i raspodelu
veli¢ina kapi emulzija

Sledeca faza obuhvatila je ispitivanje uticaja uslova homogenizovanja (broja
obrtaja homogenizera i vremena homogenizovanja) na veli¢inu i raspodelu veli¢ina
kapi 20% emulzija u 1,00% HPMC4, bez prisustva SDS. Rezultati ovih ispitivanja
prikazani su u tabeli 10.

Tabela 10. Parametri raspodele veli¢ina kapi 20% emulzija suncokretovog ulja u rastvoru
1,00% HPMC4 dobijenih pri razlicitim uslovima: dy<srednji precnik; o—standardna
devijacija; p—asimetrija; p,—spljostenost; S—specifi¢na povrsina; X—najzastupljeniji precnik.

Intenzitet homogenizovanja (o/min)

. 4700 6000
Parametri
Vreme homogenizovanja (min.)
3 15 3 15

d,s (um) 9,724 9,919 8,667 8,187
6 (num) 4,737 4,276 3,836 4,834
B1 0,235 0,192 0,166 0,214
B2 2,253 2,497 2,479 2,078
S (m*cm?) 0,617 0,543 0,692 0,653
X (um) 7,182 8,092 6,726 5,971

Moze se uociti da se homogenizovanjem pod istim uslovima (4700 o/min u
toku 3 minute), kod emulzija sa 1,00% HPMC4 dobijaju kapi neSto manjeg srednjeg
pre¢nika (dys= 9,724 um) nego u kada je u kontinualnoj fazi prisutan HPMCI (d,s—=
11,291 pm). Analizom rezultata dolazi se do zakljucka da produzetak vremena
homogenizovanja sa 3 na 15 min. ne utiCe znacajnije na srednji precnik kapi
ispitivanih emulzija, kako pri manjem (4700 o/min) tako 1 pri ve¢em (6000 o/min)
primenjenom broju obrtaja homogenizera. S druge strane, pove¢anjem broja obrtaja
homogenizera srednji pre¢nik kapi se neznatno smanjuje, sa 9,724 na 8,667 um kod
homogenizovanja u toku 3 min, ali se dobijaju emulzije manje polidisperznosti,
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odnosno standardna devijacija se smanjuje a raspodela postaje sve manje asimetri¢na
(koeficijent asimetrije f; ima nizu vrednost). Medutim, priprema emulzija u uslovima
primenjenog veceg broja obrtaja homogenizera, bila je znatno otezana, prvenstveno
zbog izrazene viskoelasti¢nosti kontinualne faze, pa je proces emulgovanja morao biti
viSe puta prekidan. Iz ovih razloga u daljem radu 20% emulzije u 1,00% HPMC4
pripremane su homogenizovanjem u toku 3 minuta na 4700 o/min.

4.5.2. Osobine emulzija sa ekstraktom nevena

Za dobijanje mikrokapsula koje sadrze ekstrakt nevena kao aktivnu
komponentu koris¢en je totalni CO, ekstrakt nevena dobijen u superkriticnoj oblasti
ekstrakcije na 200 bar i 40°C. Uzimajuéi u obzir da se, zbog malih prinosa ekstrakcije,
raspolagalo ograni¢enom koli¢inom CO, ekstrakta nevena, u suncokretovo ulje je
dodavano 1% ekstrakta, a tako obogaceno ulje koriS¢eno je za pripremu 20%
emulzija. Zbog najveceg sadrzaja farmakoloski aktivnih supstanci- FAS, odabran je
totalni ekstrakt nevena, dobijen primenom CO, ekstrakcije biljnog materijala u toku
10 sati na 200 bar i 40°C.

S obzirom na kompleksan hemijski sastav CO, ekstrakta nevena, njegov
dodatak u uljnu fazu moze uticati na osobine formiranih emulzija 1 iz njih dobijenih
mikrokapsula. Takode, dodatak ekstrakta nevena moze imati razli¢it uticaj na osobine
mikrokapsula, u zavisnosti od toga da li su na granici faza adsorbovani molekuli
HPMC, kompleks HPMC/SDS nastao u uslovima interakcije, ili molekuli SDS
prisutni u visku nakon zavrsetka interakcije. Iz ovih razloga, pripremane su dve serije
20% emulzija suncokretovog ulja u 1,00% HPMC4, prva sa ekstraktom nevena u
uljnoj fazi i druga bez njega. Svaka serija obuhvatila je pripremu emulzija bez SDS, u
oblasti najizrazenije HPMC-SDS interakcije (0,35% SDS) i1 nakon zavrSene
interakcije (1,00% SDS).

Rezultati odredivanja veli¢ine i raspodele veli¢ina kapi ispitivanih emulzija,
dobijeni obradom mikrofotografija uz pomo¢ Qwin softvera, prikazani su u
tabeli 11.

Analizom rezultata uoCava se da emulzija suncokretovog ulja koja ne sadrzi
SDS ima kapi velikog precnika (dys= 8,395 um) i izrazenu polidisperznost (o= 3,424
um) usled male povrSinske aktivnosti molekula HPMC. Takode, u uslovima izrazene
HPMC-SDS interakcije, pri koncentraciji 0,35% SDS, u emulziji su prisutne kapi
najmanjeg precnika (dys=3,997 um) sa najuzom raspodelom veli¢ina (o= 1,555 pum),
Sto je posledica, kako boljih emulgujucih svojstava nastalog HPMC/SDS kompleksa,
tako 1 prisustva umrezene strukture koja povecava viskozitet kontinualne faze. S
obzirom na ¢injenicu da je kompleks HPMC/SDS nakon zavrSene interakcije potpuno
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soljubilizovan molekulima SDS i da nema povrSinsku aktivnost, moze se pretpostaviti
da su na granici faza adsorbovani samo molekuli SDS. Iz ovih razloga u emulziji sa
1,00% SDS dolazi do malog porasta dys i G.

Tabela 11. Parametri raspodele veli¢ina kapi 20% emulzija u 1,00% HPMC4, bez aktivne
komponente i sa dodatim ekstraktom nevena (1%), sa razli¢itim koncentracijama SDS: ds—
srednji precnik; o—standardna devijacija; S—specifi¢na povrsina; X—najzastupljeniji precnik.

Bez aktivne komponente Sa ekstraktom nevena
Parametri Koncentracija SDS (%)
0,00 0,35 1,00 0,00 0,35 1,00
ds (um) 8,395 3,997 4,481 6,751 3,582 4,690
6 (um) 3,424 1,555 2,995 2,677 1,341 2,966
S (m*/cm?) 0,715 1,501 1,339 0,889 1,675 1,279
X (um) 6,545 2,829 2,704 5,902 3,023 2,708

Na osnovu izloZenog jasno je da prisustvo SDS u kontinualnoj fazi emulzija
sa HPMC4, bez i sa ekstraktom nevena, ima isti uticaj na veli¢inu i raspodelu veli¢ina
kapi kao kod emulzija kod kojih se u kontinualnoj fazi nalazi HPMCI1 (tabela 8.).

Prisustvo ekstrakta nevena u uljnoj fazi emulzije koja ne sadrzi SDS, uti¢e na
smanjenje srednjeg precnika kapi (dys= 6,751 um) i suzenje raspodele (6= 2,667 pum).
Kako sastav totalnog ekstrakta ¢ine, u najvecoj meri, biljni voskovi, smole i masna
ulja (=96%, tabela 3), moze se pretpostaviti da je ovo smanjenje posledica povrSinske
aktivnosti nekih od komponenata sadrzanih u ekstraktu, kao $to su saponini, steroli
[112].

Kod emulzija, kod kojih su u kontinualnoj fazi prisutni HPMC i SDS, uticaj
dodatka ekstrakta nevena na srednji precnik kapi i polidisperznost je manje izrazen. U
oblasti maksimuma interakcije (0,35% SDS) dolazi do neznatnog smanjenja srednjeg
precnika kapi (dvs= 3,582 pum) i standardne devijacije (6= 1,341 pm) u odnosu na
emulziju bez ekstrakta nevena. Prisustvo ekstrakta u uljnoj fazi emulzije, kod koje je
HPMC-SDS interakcija u kontinualnoj fazi zavrSena (1,00% SDS), prakti¢no ne utice
na veli¢inu i raspodelu veli¢ina kapi.

Krive raspodele veli¢ina kapi ispitivanih emulzija, dobijene fitovanjem
eksperimentalnih podataka funkcijom krive raspodele, prikazane su na slici 42.

Moze se zapaziti da je uticaj dodatka ekstrakta nevena na disperzione
karakteristike emulzija je najizraZeniji kada u kontinualnoj fazi nije prisutan SDS.
Tada do izrazaja dolaze emulgujuca svojstva sterola i saponina prisutnih u ekstraktu,
pa emulzije imaju uzu raspodelu veli¢ina kapi.
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Slika 42. Krive raspodele veli¢ina kapi 20% emulzija u 1,00% HPMC4, sa razli¢itim
koncentracijama SDS, bez aktivne komponente i sa dodatim ekstraktom nevena (1%) u ulje.

Stabilnost emulzija ispitivana je vizuelno (slika 43), pracenjem promene
kriming indeksa emulzija H na sobnoj temperaturi, u toku 20 dana, a rezultati su

| |

graficki prikazani na slici 44.

» o
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Slika 43. Raslojavanje 20% emulzija u 1,00% HPMC4, sa ekstraktom nevena (1%) i
razli¢itim koncentracijama SDS, nakon stajanja u toku 12 dana.
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Slika 44. Promene kriming indeksa, H, 20% emulzija u 1,00% HPMC4 i sa razli¢itom
koncentracijom SDS, bez aktivne komponente i sa dodatim ekstraktom nevena (1%).

MozZe se uociti da se stabilnost emulzija menja sa vremenom, kako u
zavisnosti od HPMC-SDS interakcije, tako i u zavisnosti od prisustva ekstrakta
nevena.

Nakon stajanja u toku 5 dana najvece raslojavanje- izdvajanje bistrog seruma
je uoceno kod emulzija sa 1,00% SDS (H>50%), dok je kod ostalih emulzija ono
izostalo ili je prisutno u jako maloj meri. S obzirom da ove emulzije imaju mali
srednji pre¢nik kapi kao 1 najmanje izrazenu polidisperznost, sedimentaciona
nestabilnost je posledica malog viskoziteta kontinualne faze i deplecione flokulacije
[65]. Naime, pri koncentraciji SDS 1,00% viskozitet kontinualne faze emulzija je
znatno smanjen (slika 30), kompleks HPMC/SDS potpuno soljubilizovan micelama
SDS, tako da gubi adsorbujuca svojstva, odnosno ponaSa se kao neadsorbujuéi
polimer. Oko dispergovanih kapi ulja javlja deplecioni omotac, sastavljen od Ciste
kontinualne faze. Preklapanje deplecionih omotaca kapi dovodi do njihovog
medusobnog privlacenja (efekat praznine) 1 formiranja flokula, ¢ime se kriming
dodatno pospeSuje. Dodatak ekstrakta nevena u emulziju sa 1,00% SDS neznatno
smanjuje njenu stabilnost. Daljim stajanjem u toku 15 dana promene kriming indeksa
kod ovih emulzija nisu uocene, odnosno H ima konstantnu vrednost, bez obzira na
prisustvo ekstrakta nevena.

Intenzivna obojenost ekstrakta nevena, inkorporiranog u emulzije omogucila
je detaljnije prac¢enje raslojavanja (slika 43.). Naime, kod emulzije bez SDS, iako je
granica izmedu izdvojenog seruma 1 emulzije teSko uocljiva, jasno se vidi razlika u
boji stuba emulzije. Gornji slojevi su intenzivnije narandzaste boje, Sto je posledica
raslojavanja kapi po veli¢ini. Sedimentaciona stabilnost ovih emulzija sa vremenom u
velikoj meri zavisi od prisustava ekstrakta nevena, odnosno emulgujuc¢ih svojstava
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saponina i sterola prisutnih u njemu. Dodatak ekstrakta nevena povecava stabilnost
emulzije (separacija faza je sporija), mada nakon stajanje u toku 20 dana kriming
indeks dostize istu vrednost kao kod emulzija bez ekstrakta (H=70%). Nakon 20 dana
stajanja na sobnoj temperaturi ove emulzije pokazuju vecu nestabilnost od emulzija sa
1,00% SDS.

Ova promena nije uoc¢ena kod emulzije sa 0,35% SDS kod koje dys ima
znatno menje vrednosti.

Najveéu sedimentacionu stabilnost sa vremenom pokazale su emulzije
pripremljene u oblasti interakcije, odnosno pri koncentraciji SDS 0,35%. Nakon
stajanja u toku 15 dana emulzije se ponasaju jednako, bez obzira na prisustvo
ekstrakta nevena, i pokazuju veliku stabilnost (H=2%). Promena boje slojeva emulzije
sa ekstraktom nevena nije uocena, posto se radi o emulzijama ujednacene raspodele
veli¢ina kapi kod kojih je adsorpcioni sloj kompaktan. Medutim, nakon 20 dana
stajanja na sobnoj temperaturi, kod emulzije bez ekstrakta nevena uocena je separacija
faza (H=55%), sto pokazuje da ekstrakt nevena dodatno stabilizuje adsorpcioni sloj
emulzija pripremanih u oblasti najizraZzenije HPMC-SDS interakcije.

4.5.3. Osobine mikrokapsula sa ekstraktom nevena

SuSenje emulzija rasprSivanjem, primenom spray drying postupka, nakon
podesavanja uslova (protok emulzije, aspiracija, ulazna i izlazna temperatura) izvoden
je bez vecih poteskoca, s obzirom na relativno manji viskozitet emulzija pripremanih
sa uzorkom HPMC4 u odnosu na emulzije sa HPMCI.

Dobijen je suv prasak mikrokapsula, u formi agregata <¢ije su
mikrofotografije prikazane na slici 45.

Slika 45. Mikrofotografije mikrokapsula sa ekstraktom nevena koje su dobijene spray
drying postupkom iz 20% emulzija u 1,00% HPMC4 sa 0,00% (A) i 0,35% (B) SDS.
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Uocava se da su mikrokapsule sfernog oblika i naborane povrSine, $to
ukazuje na elasti¢nost adsorbovanog filma, dok prisustvo ekstrakta nevena nije uticalo
na morfoloske osobine mikrokapsula.

Na slici 45. A strelicom su oznacene kapljice ulja nastale kao posledica
pucanja mikrokapsula bez SDS, usled slabe mehanicke otpornosti omotaca. Ove
mikrokapsule imale su 1 slabu sposobnost redispergovanja. Istovremeno,
mikrokapsule dobijene u oblasti izrazene interakcije (0,35% SDS) imale su dobru
mehanicku otpornost i sposobnost redispergovanja u vodi, S$to nije bio slucaj sa
mikrokapsulama dobijenim u uslovima zavr§ene HPMC-SDS interakcije.

Rezultati odredivanja veli¢ine i raspodele veli¢ina Cestica mikrokapsula,
dobijeni obradom mikrofotografija njihovih suspenzija u vodi, primenom Qwin
softvera, prikazani su u tabeli 12.

Tabela 12. Parametri raspodele veli¢ina Cestica mikrokapsula suspendovanih u vodi, bez
aktivne materije i sa dodatim ekstraktom nevena (1%): dys—srednji precnik; o—standardna
devijacija; S—specifi¢na povrsina; X—najzastupljeniji precnik.

Bez aktivne komponente Sa ekstraktom nevena
Parametri Koncentracija SDS (%)
0,00 0,35 1,00 0,00 0,35 1,00
dys (nm) 7,160 5,999 8,063 6,190 5,882 7,101
o (um) 3,318 2,840 3,394 3,164 2,112 3,158
S (m*/cm?) 0,838 1,000 0,744 0,969 1,020 0,845
X (um) 5,411 4,441 6,639 4,195 5,670 5,557

Moze se uociti da mikrokapsule imaju razli¢ite vrednosti dys od
odgovarajuc¢ih emulzija (tabela 11.), Sto je posledica uticaja uslova suSenja i osobina
njihovog omotaca. U toku procesa suSenja dolazi do pucanja mikrokapsula vecih
precnika, prisutnih u ve¢em udelu u emulzijama bez SDS, dok su one malih pre¢nika
odnesene aspiracijom kod emulzija sa 0,35, a narocito kod emulzija sa 1,00% SDS,
Sto svakako utice na promenu d.s. Mikrokapsule sa ekstraktom nevena dobijene u
uslovima maksimuma interakcije imaju najmanji srednji prec¢nik i najuzu raspodelu
veli¢ina, odnosno najmanju standardnu devijaciju. Medutim, na osnovu izlozenih
rezultata ne moze se sa sigurnoS¢u definisati uticaj dodatka ekstrakta nevena na
stabilnost omotaca mikrokapsula i njihov srednji precnik.

Sa ciljem ispitivanja efikasnosti postupka mikrokapsulacije suncokretovog
ulja bez i sa ekstraktom nevena, uzorci mikrokapsula, dobijeni u uslovima pre, u toku
1 nakon zavrSene HPMC-SDS interakcije, ekstrahovani su cikloheksanom, a sadrzaj
ulja u ekstraktu odreden spektrofotometrijski merenjem apsorbance na 234 nm.
Rezultati ovih ispitivanja prikazani su na slici 46.
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Slika 46. Masa ekstrahovanog ulja iz uzoraka mikrokapsula bez i sa 1% ekstrakta nevena
dobijenih iz 20% emulzija u 1,00% HPMC4 sa razli¢itom koncentracijom SDS.

Uocava se da je nakon 10 min ekstrakcije u cikloheksanu doslo je do
potpunog oslobadanja inkapsuliranog ulja. Ekstrakcijom uzoraka mikrokapsula,
dobijenih bez SDS, izdvojeno najmanje ulja, Sto je i ocekivano uzimajuéi u obzir
osobine omotaca koji ¢ine molekuli HPMC. Mikrokapsule sa ekstraktom nevena,
dobijene bez SDS, imaju manji sadrzaj inkapsuliranog ulja (=0,25 g,/gmk) u odnosu na
mikrokapsule bez ekstrakta nevena (=0,46 g./gmk), Sto se moze pripisati uticaju
voskova i1 smola prisutnih u ekstraktu. Naime, ove materije se verovatno nalaze na
granici faza zajedno sa molekulima HPMC, tako da omota¢ mikrokapsula postaje
manje propustljiv u uslovima ekstrakcije sa cikloheksanom.

Najvise ulja (=0,9 gu/gmk) je izdvojeno iz mikrokapsula dobijenih u uslovima
najizrazenije HPMC-SDS interakcije (0,35% SDS), S§to je posledica dobrih
filmogenih osobina kompleksa HPMC/SDS. Ekstrakt nevena nema znacajniji uticaj
na efikasnost mikrokapsulacije.

Mikrokapsule dobijene pri koncentraciji SDS od 1,00%, odnosno nakon
zavrSene interakcije, bez 1 sa ekstraktom nevena, su osetljive na pucanje, pa je i
efikasnost mikrokapsulacije smanjena. Moze se uociti da ekstrakt nevena prakti¢no ne
utice na efikasnost mikrokapsulacije u uslovima zavrSene HPMC-SDS interakcije.

Navedenim ispitivanjima potvrden je dominantan uticaj HPMC-SDS
interakcije na proces mikrokapsulacije i osobine dobijenih mikrokapsula, njihovu
morfologiju, redispergujuc¢a svojstva, veli¢inu i raspodelu veli¢ina Cestica kao i
koli¢inu inkapsuliranog ulja. Pokazano je da se mikrokapsule sa CO, ekstraktom
nevena dobrih karakteristika mogu dobiti u uslovima najizrazenije HPMC-SDS
interakcije, pri koncentraciji SDS od 0,35%, primeno spray drying postupka
mikrokapsulacije.
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5. ZAKLJUCCI

1. Na osnovu kvalitativne 1 kvantitativne GC/MS 1 GC/FID analize etarskog ulja
nevena, dobijenog postupkom destilacije pomoc¢u vodene pare, utvrdeno je da su
njegove najzastupljenije komponente: o-kadinol, T-kadinol i T-muurolol,
v-kadinen, heksadekanska kiselina, ledan, leden i1 a-muurolen.

2. Izotermskim povecanjem pritiska ekstrakcije ugljendioksidom u superkriti¢noj
oblasti (40°C), dolazi do povecanja prinosa, $to je slabije izraZeno u te¢noj oblasti
ekstrakcije (15°C). Sadrzaj etarskog ulja u ekstraktima, izraZen u odnosu na drogu,
je 1,52-2.70 puta veéi od njegovog sadrzaja odredenog destilacijom sa vodenom
parom biljnog materijala (0,050% m/m). Ekstrakcijom ugljendioksidom pod
pritiskom se, pored “slobodnog” etarskog ulja, ekstrahuju i masna ulja, voskovi 1
smole, kao 1 u njima rastvoreno etarsko ulje. Dobijena etarska ulja su
kompleksnijeg sastava od etarskog ulja izolovanog iz biljnog materijala
oficinalnim postupkom destilacije sa vodenom parom.

3. Etarska ulja izolovana iz CO, ekstrakata, kao najzastupljenija, sadrze jedinjenja iz
grupe kadinola, i to a-kadinola, T-kadinola i T-muurolola, y-kadinena i d-kadinen,
koji nije naden u etarskom ulju izolovanom iz droge. Ova grupa jedinjenja, koja je
nosilac farmakoloSkog delovanja, zastupljena je u znatno veéem procentu u
etarskim uljima dobijenim iz CO, ekstrakata (39,33-60,12%) u odnosu na etarsko
ulje izolovano iz droge (28,82%), Sto ukazuje na njihov bolji farmakoloski ucinak.

4. Ispitivanje kinetike ekstrakcije radeno je u superkritinoj oblasti pri pritisku 200
bar. Nadeno je da totalni ekstrakt (6,54%), dobijen nakon 10 sati ekstrakcije,
sadrzi 4,16 puta viSe etarskog ulja nego Sto je nadeno u biljnom materijalu
primenom oficinalnog postupka. Produzavanje vremena trajanja ekstrakcije ne
utice znacajno na prinos i1 promenu sastava ekstrakta. Totalni ekstrakt nevena
odabran je za dobijanje mikrokapsula sa farmakoloskim delovanjem.
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5. Interakcija nejonskih derivata celuloze, HPMC, i jonske PAM, SDS, ispitana je
primenom metode konduktometrijske titracije. Odredivanjem karakteristi¢nih
koncentracija SDS, pri kojima interakcija zapocinje- cac i zavrSava se- psp,
definisana je oblast HPMC—-SDS interakcije. Za sve ispitivane uzorke HPMC
utvrdeno je da cac ima konstantnu vrednost, nizu od cmc SDS-a (0,252% na
30°C), koja ne zavisi od koncentracije polimera, ve¢ od osobina molekula
polimera, stepena supstitucije i hidrofobnosti prisutnih supstituenata.

6. Utvrdeno je da psp vrednost HPMC linearno zavisi od njegove koncentracije. Na
osnovu parametara linearne zavisnosti, karakteristicnih za svaki uzorak HPMC,
moguce je izracunati vrednost psp za bilo koju koncentraciju HPMC, kao i
koncentraciju SDS potrebnu za postizanje Zeljenih uslova interakcije, obuhvacenu
intervalom izmedu cac 1 psp. Ispitivanjem zavisnosti psp od stepena supstitucije
HPMC utvrdeno je da psp raste porastom DS polimera, dok njegova molekulska
masa ne utie na Sirinu intervala interakcije. Pove¢anjem temperature sistema
HPMC-SDS dolazi do suZenja oblasti interakcije, Sto je posledica smanjene
rastvorljivosti polimera, ¢iji molekuli postaju sklupcani, a aktivni centri manje
dostupni molekulima SDS.

7. Primenom viskozimetrijske metode ispitivanja interakcije HPMC—-SDS na 30°C,
utvrdeno je da se hidrofobno vezivanje molekula SDS za aktivne centre molekula
HPMC odvija razli¢itim mehanizmima, u zavisnosti od njegove koncentracije. Pri
koncentracijama HPMC nizim od kriticne overlap koncentracije, c*, nakon
postizanja cac, dolazi do intramolekulskog povezivanja aktivnih centara molekula
micelama SDS, i pojave minimuma redukovanog viskoziteta. Pri koncentracijama
HPMC iznad c*, nakon dostizanja cac dolazi do intramolekulskog povezivanja
dva ili viSe lanaca polimera micelama SDS i obrazovanja trodimenzionalne
umrezene strukture, a time i porasta m.q. Nakon postizanja psp, viskozitet ne
zavisi od daljeg povecanja koncentracije SDS, i1 ima konstantnu vrednost nizu od
rastvora bez prisutva SDS.

8. Ispitivanjem promene unutrasnjeg viskoziteta [n] HPMC na karakteristiCnim
koncentracijama SDS, potvrdeno je da pri koncentracijama ispod cac nema
interakcije jer [n] ima istu vrednost kao kada u rastvoru nije prisutan SDS. Na
maksimumu interakcije, pri SDS koncentraciji od 0,25%, uoCena je nelinearna
zavisnost Nrq 0d koncentracije HPMC i kompleks HPMC/SDS se ponasa kao
polielektrolit. Pri koncentracijama SDS nakon zavrSene interakcije zavisnost Myeq
od koncentracije HPMC ponovo poprima linearan karakter. Promene u
konformaciji lanaca polimera, nakon zavrSene interakcije, izraZzene preko
molekularnog ekspanzionog faktora a, ukazuju da su molekuli HPMC, sklupcani.
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

Viskozimetrijskim ispitivanjima HPMC-SDS interakcije na 20°C, utvrdeno je da
se u ovim uslovima mogu primeniti prethodno definisani mehanizmi interakcije.
Primena viskozimetrijske metode je pogodna je za rasvetljavanje mehanizama
HPMC-SDS interakcije 1 definisanje promena u konformaciji molekula polimera
izazvanih interakcijom.

Reoloska ispitivanja 1,00% rastvora HPMCI1 sa razli¢itom koncentracijom SDS
pokazala su da HPMC-SDS interakcija utice na reoloske osobine sistema.
Prividni viskozitet rastvora, odreden na konstantnoj brzini smicanja, raste sa
porastom SDS koncentracije od 0,15 do 0,45%, a zatim postepeno opada do
koncentracije 1,25% SDS, nakon koje ima konstantnu vrednost. Koncentracije
0,15% 1 1,25% SDS predstavljaju karakteristicne koncentracije koje odreduju
interval interakcije pri koncentraciji HPMC1 1,00%. Promene prividnog
viskoziteta pri konstantnoj brzini smicanja, u oblastit HPMC—-SDS interakcije, su
izrazitije na nizim brzinama smicanja, $to ukazuje na strukturaciju sistema, koja se
razruSava pri ve¢im brzinama smicanja.

Krive proticanja 1,00% rastvora HPMCI1 sa razli¢itom koncentracijom SDS
pokazuju nenjutnovsko pseudoplasticno ponaSanje, pri ¢emu porast SDS
koncentracije do 0,45% dovodi do povecanja viskoziteta i stepena nenjutnovskog
ponasanja sistema. Dalje povecanje koncentracije SDS izaziva smanjenje stepena
nenjutnovskog ponasanja, tako da sistem, nakon =zavrSene interakcije, pri
koncentraciji SDS 1,25%, pokazuje njutnovski tip proticanja.

Ispitivanjem reoloskih osobina 20% emulzija u 1,00% HPMCI1 sa razli¢itom
koncentracijom SDS, pokazala su da HPMC-SDS interakcija utice na tip
proticanja emulzija. Emulzije dobijene u uslovima pre i nakon zavrSene
interakcije u kontinualnoj fazi, pokazuju nenjutnovsko pseudoplasti¢no proticanje,
dok je kod emulzija dobijenih u uslovima interakcije (0,15-1,00%SDS) prisutna
slabo izraZena tiksotropija.

Analiza veli¢ine 1 raspodele veli¢ina kapi 20% emulzija u 1,00% HPMCI,
pokazala je da se srednji precnik i stepen polidisperznosti smanjuju sa povecanjem
koncentracije SDS u kontinualnoj fazi do 0,45%, Sto odgovara maksimumu
interakcije. Daljim povecanjem koncentracije SDS dolazi do razruSavanja
umrezene strukture, medutim, slobodni molekuli SDS doprinose emulgujué¢im
osobinama kontinualne faze, tako da se d,s 1 polidisperznost emulzija prakti¢no ne
menjaju.

Stabilnost emulzija raste sa povecanjem koncentracije SDS u kontinualnoj fazi do
0,45%, pri kojoj kriming indeks ima najmanju vrednost (H=10,53%), Sto je u
saglasnosti sa smanjenjem dys 1 porastom viskoziteta u oblasti SDS koncentracija
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0,15-0,45%. Dalje povecanje koncentracije SDS, dovodi do reorganizacije
adsorpcionog sloja oko kapi ulja, i smanjene stabilnosti emulzija. Nakon zavrSene
interakcije, usled smanjenja viskoziteta kontinualne faze, emulzije pokazuju slabu
sedimentacionu stabilnost (H> 50%). Izdvajanje ulja na povrsini nije primeceno.

Susenjem emulzija primenom spray drying postupka dobijen je beli prasSak
mikrokapsula, u formi agregata. Mikrokapsule formirane u oblasti interakcije su
veoma stabilne, sa dobrom sposobnoséu redispergovanja. Utvrdeno je da
mikrokapsule imaju vece vrednosti dys 1 izraZeniju polidisperznost u odnosu na
odgovarajuc¢e emulzije, Sto se moze objasniti znacajnim uticajem uslova susenja i
osobina omotaca (adsorpcionog sloja) na njihov srednji pre¢nik.

U oblasti HPMC-SDS interakcije postignuta je najveéa efikasnost
mikrokapsulacije. Koli¢ina inkapsuliranog ulja kod mikrokapsula sa 0,45% SDS
iznosila je = 0,6 gu/gmk. Mikrokapsule dobijene u uslovima bez SDS i nakon
zavrsene interakcije, imaju malu koli¢inu inkapsuliranog ulja, Sto je posledica
lo$ijih filmogenih osobina omotaca.

Dodatak odabranog CO, ekstrakta nevena u uljnu fazu (1%) 20% emulzija sa
1,00% HPMC4 dovodi do smanjenja polidisperznosti i srednjeg prec¢nika kapi
emulzija pripremanih bez SDS. Kod emulzija, kod kojih su u kontinualnoj fazi
prisutni HPMC 1 SDS, ekstrakt nevena prakti¢no ne utice na veli€inu i raspodelu
veli¢ina kapi.

Sedimentaciona stabilnost emulzija u najvec¢oj meri zavisi od HPMC-SDS
interakcije. Dodatak ekstrakta nevena znafajno povecava stabilnost jedino
emulzije bez SDS. Najvecu sedimentacionu stabilnost sa vremenom pokazala je
emulzija sa ekstraktom nevena, pripremljena u oblasti najizraZenije interakcije
(0,35% SDS).

Potvrden je dominantan uticaj HPMC-SDS interakcije na efikasnost postupka
mikrokapsulacije. Mikrokapsule sa ekstraktom nevena pri 0,35% SDS imale su
najveéi sadrzaj inkapsuliranog ulja (=0,9 g./gmk). Takode, moze se zakljuciti da
komponente koje ulaze u sastav ekstrakta nevena uti¢u na proces emulgovanja i
efikasnost mikrokapsulacije, odnosno na stabilnost adsorpcionih slojeva oko kapi
ulja.
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6. PRILOG

Tabela P1. Vrednosti c* uzoraka HPMC, na razli¢itim temperaturama, odredene kao 1/ [n].

Temperatura c* (%)
Q) HPMC1 HPMC3 HPMC4 HPMC5
20 0,127 0,080 0,342 1,667
30 0,152 0,109 0372 2,024

Konduktometrijska odredivanja

Tabela P2. Vrednosti cac i psp HPMC1 odredene konduktometrijskom titracijom na 30°C.

Ig’;ﬁgtlr?f/loj)a cac (%) psp (%)
0,05 0,295
0,10 0,330
0,20 0,141 0,420
0,35 0.530
0,50 0.650

Tabela P3. Vrednosti cac i psp HPMC3 odredene konduktometrijskom titracijom na 30°C.

Koncentracija o o
HPMC3 (%) cac (%) psp (%)
0,050 0,332
0,075 0,356
0,100 0,377
0,150 0,114 0,413
0,200 0,457
0,225 0,500
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Tabela P4. Vrednosti cac i psp HPMC4 odredene konduktometrijskom titracijom na 30°C.

Koncentracija o o

HPMC4 (%) cac (%) psp (%)
0,05 0,322
0,10 0,366
0,15 0,400
020 0,145 0,435
0,35 0,527
0,50 0,583

Tabela P5. Vrednosti cac i psp HPMCS5 odredene konduktometrijskom titracijom na 30°C.

ey | acon | meon
0,05 0,345
0,10 0,391
0,15 0,114 0,435
0,20 0,479
0,35 0,581

Tabela P6. Vrednosti cmc SDS-a, psp i cac 0, 35% rastvora HPMC1 na razli¢itim temperaturama.

Temperatura (°C) cmce SDS (%) cac (%) psp (%)
20 0,273 0,114 0,567
30 0,245 0,141 0,530
40 0,264 0,156 0,450
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Viskozimetrijska odredivanja

Tabela P7. Vrednosti 1, rastvora sme§a HPMC1-SDS razli¢itih koncentracija odredenih na 30°C.

TNrea Tastvora HPMCI1 razli¢itih koncentracija (%), na 30°C

SDS (%)
0,100 0,125 0,150 0,200 0,275 0,350

0,00000 10,2070 11,4161 13,0648 14,9258 19,7967 26,4768
0,02381 9,9553 11,4143 13,0140 14,8999 19,6079 26,5577
0,05882 9,9080 11,5120 12,9627 14,8016 19,5663 26,1045
0,10425 9,8614 11,4326 12,8617 14,9311 19,6856 25.7070
0,14286 9,7444 11,3418 12,8232 14,9134 19,8194 26,1323
0,19626 6,7926 8,4531 9,0259 11,2409 20,1779 31,8958
0,24771 6,5535 7,6648 9,9477 13,1304 22,6511 37,8967
0,29730 6,1447 7,7126 8,4842 10,5971 19,1604 34,6700
0,34513 6,6634 7,1932 8,1691 9,5744 17,0524 28,4971
0,39130 7,6950 7,5129 8,4798 9,0206 12,1414 21,4720
0,45763 8,4284 8,5495 9,2664 9,1241 10,6001 16,5971
0,50000 8,5192 8,9713 9,5852 9,4496 10,3853 14,2706
0,61905 8,3537 9,0528 9,5094 9,7336 10,3267 11,2293
0,692310 8,3360 9,0553 9,2980 9,3937 10,5266 10,9870
0,727280 - - - ; ; 11,0848
0,761200 - - - ; ; 11,0830

Tabela P8. Vrednosti 1,4 rastvora sme§a HPMC1-SDS razli¢itih koncentracija odredenih na 20°C.

TNrea Fastvora HPMCT1 razliditih koncentracija (%), na 20°C

SDS (%)
0,100 0,150 0,200 0,225 0,250
0,0000 11,7130 14,1293 17,4535 19,1071 21,3148
0,0238 11,6720 14,1243 17,4068 19,1223 21,2560
0,0588 11,5850 14,0727 17,2917 19,0136 21,0456
0,1042 11,6190 14,0580 17,1902 18,7714 21,0646
0,1429 11,2900 14,0270 17,1387 18,6999 21,1751
0,1963 8,2370 11,7860 17,3542 20,7001 25,2641
0,2477 7,2840 10,8605 15,9297 18,8348 25,4721
0,2973 7,9700 9,2228 12,1792 14,6473 18,3339
0,3451 8,6020 8,0382 10,5817 12,1436 14,3070
0,3913 8,8430 8,9701 10,0207 10,5041 12,3201
0,4576 8,8820 9,1966 9,7689 10,0608 10,9432
0,5000 8,7840 9,0768 9,9082 10,0571 10,5295
0,6190 8,7100 9,0090 9,7996 9,7973 10,3962
0,6923 8,6930 8,9029 9,6697 9,6522 10,1830
0,7612 8,6270 8,8097 9,0965 9,4794 9,6952
0,8261 8,5990 8,7277 8,9027 9,2669 9,4347
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Tabela P9. Parametri raspodele veli¢ina kapi, dobijeni ra¢inskim putem, za uzorke 20% emulzija
u 1,00% HPMCI sa razli¢itim koncentracijama SDS: d,ssrednji precnik (um); o—standardna
devijacija (um); p;—asimetrija; p,—spljostenost; S—specifiéna povrsina (m*cm?).

Koncentracija SDS (%)
Parametri
0,00 0,15 0,25 0,35 0,45 0,55 0,75 1,00 1,50 2,00
dy 10,799 | 6,011 | 4,341 3,308 3,218 3,550 | 3,084 2.622 2,632 3,022
c 5,896 | 2,717 | 1,130 | 0,733 0,899 1,008 | 0,994 0,643 0,647 0,774
B1 1,192 | 0,817 | 0,271 0,196 | 0,312 | 0,321 0,416 0,240 0,262 0,262
B2 4,788 | 4,226 | 3,407 | 3,294 | 3,468 3,482 | 3,624 3,360 3,394 3,394
S 0,556 | 0,998 | 1,382 1,814 1,864 1,690 1,946 2,288 2,280 1,985
Parametri I raspodele
G 0,691 | 1,686 | 0,117 | 2,991 8,225 2,452 | 18,481 | 144,521 | 125,057 | 15,136
m 2,355 | 3,894 | 13,749 | 19,384 | 11,798 | 11,456 | 8,611 15,642 14,232 | 14,241
a 0,311 | 0,814 | 3,398 6,162 | 3,977 | 3,500 | 3,116 6,346 5,788 5,042
ig: A —m—0.00%
—e—0.06%
130 0.15%
1204 —v— 0.20‘;/3 4/4
10 o e
0] 0.45% </<
804 4/
E 704 4/ g
= 23: ‘ /4 /v/v//v
407 4//‘ " X /'4.4l/'
0y v~ - /./'/
204 “/{v::’ /l/
13-»}/_‘@",-
0 5‘0 1(‘)0 1_:30 2(‘)0 2_:30 3(‘30 3_:30 4(‘30
D (s%)
1404 B —m—0.45%
—e— 0.65% n
.
1.0% T
100 —4—1.25% el
/. o/ v
» - v/
7 ] - -
<, T
] S
404 ./:/v/'/
I/.:./v/ —a /4’/4
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Slika P1. Krive proticanja 1,00% HPMCI rastvora pri razli¢itim koncentracijama SDS:
A: 0,00-0,45%; B: 0,45-2,00%..
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Slika P2. Kriva raspodele dobijene fitovanjem eksperimentalnih podataka funkcijom gama I'-
raspodele (10), za 20% emulziju u 1,00% HPMCI1 i 0,45% SDS.

Tabela P10. Parametri raspodele veli¢ina kapi, dobijeni ra¢inskim putem, za uzorke mikrokapsula
HPMCI1 sa razli¢itim koncentracijama SDS: d,s—srednji pre¢nik (um); o—standardna devijacija
(um); B;—asimetrija; P,—spljostenost; S—specifi¢na povrsina (m*/cm?).

Koncentracija SDS (%)
Parametri

0,00 0,15 0,25 0,35 0,45 0,75 1,50
dys 6,709 6,565 5,671 4,143 6,247 5,525 7,293
c 3,161 3,262 2,806 1,615 2,837 3,033 3,636
B1 0,888 1,230 0,979 0,608 0,825 1,206 0,995
B> 4,332 4,844 4,469 3911 4,237 4,808 4,492
S 0,894 0,918 1,058 1,448 0,961 1,086 0,823

Parametri I raspodele

G 0,728 2,070 1,819 2,763 0,765 3,464 0,772
m 3,498 2,254 3,107 5,637 3,857 2,314 3,017
a 0,670 0,498 0,726 1,604 0,778 0,602 0,551
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Tabela P11. Parametri raspodele veli¢ina kapi, dobijeni racunskim putem, za uzorke 20%

emulzija u 1,00% HPMC4, bez aktivne komponente i sa dodatim ekstraktom nevena (1%), pri

razli¢itim koncentracijama SDS: d,ssrednji preénik (um); o—standardna devijacija (um); P,—

asimetrija; B,—spljostenost; S—specifi¢na povriina (m*/cm?).

Bez aktivne komponente Sa ekstraktom nevena
Parametri Koncentracija SDS (%)
0,00 0,35 1,00 0,00 0,35 1,00
dvs 11,619 4,154 2,940 7,081 3,679 2,765
c 6,737 1,760 0,777 2,941 1,530 0,660
p1 1,345 0,718 0,279 0,690 0,692 0,228
p2 5,017 4,077 3,419 4,035 4,037 3,342
S 0,516 1,444 2,041 0,847 1,631 2,170
Parametri I raspodele
G 0,917 10,708 17,929 0,152 8,543 39,664
m 1,793 13,255 13.526 5,040 4,782 16,870
a 0,278 4,599 4,947 0,855 1,572 6,450

Tabela P12. Parametri raspodele veli¢ina kapi, dobijeni racunskim putem, za uzorke

mikrokapsula HPMC4, bez aktivne komponente i sa dodatim ekstraktom nevena (1%), pri

razli¢itim koncentracijama SDS: dys—srednji pre¢nik (um); o—standardna devijacija (um); P,—

asimetrija; p,—spljostenost; S—specifiéna povrsina (m*/cm’).

Bez aktivne komponente Sa ekstraktom nevena
Parametri Koncentracija SDS (%)

0,00 0,35 1,00 0,00 0,35 1,00

dy 8,129 5,876 9,314 6,202 7,192 6,796
c 4,703 2,905 5,004 3,461 3,316 2,902
B1 1,339 0,978 1,154 1,245 0,851 0,729
B2 5,008 4,467 4,732 4,868 4,276 4,094
S 0,738 1,021 0,644 0,967 0,834 0,883

Parametri I raspodele

G 1,408 1,701 0,588 2,505 0,536 0,295
m 1,987 3,092 2,463 2,213 3,688 4,492
a 0,367 0,696 0,372 0,518 0,651 0,808
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8. SIMBOLI

PAM - povrsinski aktivna materija

CO; — ugljendioksid

PVP — polivinil pirolidon

PVA — polivinil alkohol

PEO - polietilen oksid

PPO — polipropilen oksid

OTG - oktiltioglukozid

HEC - hidroksietil celuloza

HMC - hidroksimetil celuloza

MC — metil celuloza

HPMC — hidroksipropilmetil celuloza

SDS — natrijum dodecilsulfat (sodium dodecylsulfate)
GC/MS — gasni hromatograf u kombinaciji sa masenim detektorom
GC/FID — gasni hromatograf u kombinaciji sa plameno-jonizujué¢im detektorom
d,s — srednji zapreminsko-povrsinski precnik
DS — stepen supstitucije

cmc — kriticna micelarna koncentracija

cac — kriti¢na agregaciona koncentracija

psp — kriti¢na koncentracija zasi¢enja

o — standardna devijacija

B1 — asimetrija

B2 — spljostenost

v1 — koeficijent asimetrije

v2 — koeficijent spoljoStenosti

S — specifi¢na povrsina

X — najverovatniji precnik

SEM - skening elektronska mikroskopija
c*— kriticna overlap koncentracija

UV — ultra ljubicasti

FAS — farmakoloski aktivne supstance

RT - retenciono vreme

Nrea — redukovani viskozitet

[n] — unutrasnji viskozitet

N, — prividni viskozitet
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