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1. UVOD

Povrsinski aktivne materije 1 makromolekuli su cesti sastojci razlicitih
farmaceutskih, kozmetic¢kih i prehrambenih proizvoda. Tenzidi ili surfaktanti, kako se jos$
povrsinski aktivne materije nazivaju, zahvaljuju¢i difilnom karakteru, pored smanjenja
povrSinskog napona spontanim nagomilavanjem na grani¢nim povrSinama faza,
formiranjem micela omogucavaju solubilizaciju brojnih, u vodi tesko rastvornih
farmakoloski aktivnih supstanci i unapreduju stabilnost samih preparata. Za razliku od
malih molekula povrsinski aktivnih materija, makromolekuli mogu da se nadu na granici
faza ili da uticu na povecanje viskoziteta i tako ostvaruju stabiliSuce dejstvo. Ove dve vrste
komponenata Cesto ulaze zajedno u sastav preparata u cilju povecanja stabilnosti preparata
ili predstavljaju nosioce formulacije.

Poslednjih godina, nau¢na istrazivanja usmerena su na ispitivanje moguéih
medudejstava izmedu ovih komponenata. Postojanje fenomena interakcija u sistemu
makromolekul—povrsinski aktivna materija omogucilo je formiranje kompleksa koji su
dobili siroku primenu u farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji, jer mogu u
velikoj meri da uti¢u na osobine sistema. Neke od njih su stabilnost, reoloske i teksturalne
karakteristike, penivost, fazno ponasanje i druge. Prisustvo povrsinski aktivne materije U
niskim koncentracijama, moze znacajno da izmeni konformaciju makromolekula i
viskozitet sistema, i samim tim proSiri mogucnosti primene modifikovanjem svojstava.
Takode, kompleksi koji nastaju izmedu ovih jedinjenja mogu dovesti do separacije faza,
Sto negativno utice na stabilnost samog sistema. U zavisnosti od prirode makromolekula i
povrsinski aktivnih materija, interakcije Su najéesce elektrostaticke odnosno hidrofobne i
dovode do promene svojstava sistema, koje se mogu pratiti razli¢itim tehnikama, kao Sto
su viskozimetrija, konduktometrija, tenziometrija, spektrofotometrija i druge.

Danasnji uslovi trZiSne ekonomije namecu visoke kriterijume za proizvodace
kozmeti¢kih i1 prehrambenih proizvoda. Zahteva se efikasan, zdravstveno bezbedan

proizvod, koji je uz to i ekonomski isplativ. Shodno tome, proizvodi sa niskim sadrzajem
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pomo¢nih supstanci predstavljaju imperativ. Poznato je da povrSinski aktivne materije u
visokim koncentracijama izazivaju iritaciju i druge nezeljene efekte. U cilju smanjenja
koncentracije povrSinski aktivnih materija i dobijanja kvalitetnog i prihvatljivog proizvoda
zadovoljavajuc¢ih osobina upotrebljavaju se makromolekuli.

Poznavanje fizicko-hemijskih karakteristika sistema makromolekul-povrsinski
aktivna materija neophodno je radi dobijanja adekvatnog finalnog proizvoda unapredenih
osobina. Takode, postojanje medudejstva u sistemu moze uzrokovati znacajne promene
kapaciteta solubilizacije i stepena penetracije farmakoloSki aktivne supstance (lekovita
supstanca, lek). Razvoj savremenih sistema za ciljanu aplikaciju farmakoloski aktivne
supstance zasniva se na postojanju interakcija izmedu funkcionalnih grupa makromolekula
1 povrsinski aktivne materije Sto omogucava kontrolisano oslobadanje lekovite supstance,
smanjenu toksi¢nost leka, bolji rezim doziranja i samim tim znacajno doprinosi
terapeutskoj efikasnosti leka.

Predmet istrazivanja u doktorskoj disertaciji su fizicko-hemijska svojstva vodenih
rastvora poliakrilne kiseline odnosno ksantan gume i uticaj povrSinski aktivnih materija,
natrijum lauril sulfata i polioksietilen (20) sorbitan monooleata, na osobine pomenutih
makromolekula.

Poliakrilna kiselina, farmakopejskog imena karbomer, komercijalno poznata kao
Carbopol® razli¢itih molekulskih masa, je Siroko primenjivan sintetski makromolekul u
farmaceutskoj i1 kozmetickoj industriji. Karbomer predstavlja glavnu komponentu
preparata za okularnu, nazalnu, vaginalnu, rektalnu, transdermalnu aplikaciju lekovitih
supstanci zahvaljujuci relativno dobroj podnosljivosti, niskoj toksi¢nosti, kao i svojstvu da
gradi veoma viskozne rastvore pri niskim koncentracijama.

Kao alternativa tipicnom predstavniku sintetskih makromolekula, poliakrilnoj
Kiselini i u skladu sa savremenim trendom upotrebe prirodnih makromolekula, usled bolje
biokompatibilnosti, za istraZivanja u disertaciji izabran je prirodni polisaharid, ksantan guma.
Ksantan guma je jedan od najpopularnijin prirodnih makromolekula i koristi se kao
uguscival, stabilizator emulzija i lubrikant u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji.

Uticaj povrsinski aktivnih materija na fizicko-hemijske karakteristike vodenih

rastvora karbomera i ksantan gume ispitan je pomocu natrijum lauril sulfata, veoma
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primenjivanog predstavnika anjonskih tenzida, odnosno polioksietilen (20) sorbitan
monooleata, kao Siroko koris¢enog nejonskog surfaktanta.

U cilju potpunog razumevanja ovih sistema, ponasanje karbomera odnosno ksantan
gume u prisustvu tenzida, analizirano je kombinacijom razli¢itih tehnika (viskozimetrije,
konduktometrije, tenziometrije, spektroskopije, spektrofluorimetrije, skenirajuce
elektronske mikroskopije). Imajuci u vidu da ispitivanje interakcija u sistemima karbomera
odnosno ksantan gume i povrSinski aktivne materije doprinosi pronalazenju adekvatnih
formulacija unapredenih osobina, dobijeni rezultati interpretirani su primenom savremenih

hemometrijskih metoda.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. PovrSinski aktivne materije (PAM)

Povrsinski aktivne materije (PAM) mogu biti prirodnog ili sintetskog porekla i
predstavljaju neophodan sastojak farmaceutskih, kozmeti¢kih i prehrambenih proizvoda
(Balzer i sar. 1995; Kostarelos 2003; Xia i sar. 2008). Zahvaljuju¢i difilnom karakteru
PAM se spontano nagomilavaju na granicnoj povrsini faza, pri ¢emu se povrsinski tj.
medupovrsinski napon smanjuje. Zbog te osobine PAM se nazivaju jo$ i surfaktanti ili
tenzidi. U farmaceutskim formulacijama, tenzid je obi¢no vezan direktno za lekovitu
supstancu ili dejstvo ispoljava uticajem na procese adsorpcije i apsorpcije, kao i raspodele
leka izmedu hidrofobnih i hidrofilnih kompartmana u organizmu (Yushmanov i sar. 1994;
Seedher 2000). Takode, u kozmetologiji PAM se koriste kao emulgatori, penusavci,
sredstva za €iScenje, i drugo. Molekuli PAM povecéavaju stabilnost preparata sprecavanjem
procesa nestabilnosti emulzija kao §to su agregacija, flokulacija i koalescencija
(Somasundaran 2002; Somasudaran i sar. 2007). Zbog Siroke aplikacije od upotrebljene

PAM se ocekuje da u primenjenoj koncentraciji bude netoksi¢na i biokompatibilna.

2.1.1. Podela povrsinski aktivnih materija (PAM)

Poznat je veliki broj povrsinski aktivnih materija S obzirom na to da udeo i priroda
polarnih 1 nepolarnih grupa u molekulu moZe da varira u Sirokom opsegu. Na osnovu
prirode polarne ,,glave razlikuju se jonske, nejonske i amfoterne PAM. ,,Glava“ jonskog
surfaktanta nosi pozitivno odnosno negativno naelektrisanje. Zavisno od toga da li pri
disocijaciji u vodi daje anjon odnosno katjon jonski surfaktant moze biti anjonski tj.
katjonski. Nasuprot tome, nejonske PAM imaju etilen oksidne grupe ili ostatke saharida i
ne nose naelektrisanje. Amfoterne PAM su cviter jonske strukture i imaju osobine jonskih i

nejonskih surfaktanata u zavisnosti od pH vrednosti (Mayers 1988).
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2.1.1.1. Anjonske PAM

Anjonski surfaktanti poseduju negativno naelektrisanu polarnu grupu. Pored
povrsinske aktivnosti, zajednicko svojstvo anjonskih tenzida je velika osetljivost na
prisustvo elektrolita (naroc€ito dvovaletnih i visevalentnih katjona). Shodno tome, anjonski
surfaktanti poseduju smanjenu efikasnost u tvrdoj i slanoj vodi. Medutim, ova pojava pruza
velike moguénosti u razvoju oblika za ciljanu aplikaciju farmakoloski aktivne supstance.
Vazne grupe anjonskih tenzida su alkalne soli vis§ih masnih Kiselina (sapuni), sulfonati,
sulfati i fosfati. Natrijum lauril sulfat (eng. Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) je najpoznatiji

anjonski surfaktant sa Sirokim spektrom primene (Malmsten 2002).

2.1.1.2. Nejonske PAM

Nejonski surfaktanti za razliku od jonskih ne poseduju naelektrisanje. Odlikuje ih
stabilnost u Sirokom opsegu pH vrednosti. Veoma su kompatibilni sa ostalim surfaktantima
i skoro da su neosetljivi na prisustvo elektrolita u sistemu ali su prili¢no osetljivi na
temperaturu. Prema tipu veze koja je ostvarena izmedu hidrofilnog i hidrofobnog regiona u
molekulu razlikuju se etarski, estarski i amidni nejonski surfaktanti. Sadrze hidroksilnu
grupu ili polioksietilenski lanac, razli¢ite duzine, koji predstavlja hidrofilni, polarni deo
molekula koji je slabo jonizovan u vodi. Rastvorljivost u vodi zavisi od odnosa hidrofilnog
i lipofilnog dela u molekulu. Nejonski surfaktanti su najcesée koris¢ene PAM u
farmaceutskim formulacijama (izuzev fosfolipida). Odlikuje ih generalno niza toksi¢nost i
bolja podnosljivost u odnosu na jonske surfaktante. HLB broj (hidrofilno-lipofilni balans)
predstavlja odnos hidrofilnog i lipofilnog dela molekula PAM. Rastvorljivi u vodi
surfaktanti imaju HLB vrednost ve¢u od 13, dok slabo i tesko rastvorljivi u vodi imaju
HLB vrednosti manje od 6 (Mayers 1988; Malmsten 2002).

2.1.2. Vodeni rastvori povrsinski aktivnih materija (PAM)

Molekuli PAM se sastoje iz dva dela — polarne “glave”, koja poseduje veliki
afinitet prema rastvaracu (vodi) i nepolarnog ugljovodoni¢nog “repa”. Dodatkom male
koli¢ine molekula PAM u vodu, usled prisustva alkil grupa, dejstvom jakih kohezionih

sila, molekuli vode teze da istisnu nepolarni deo molekula PAM iz rastvora dok se za
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polarne grupe vezuju vodoni¢nim mostovima, solvatizuju ih i teze da ih odrze u rastvoru.
Surfaktanti se usled hidrofobnog efekta lociraju na grani¢noj povrsini voda / vazduh, ¢ime
se smanjuje slobodna energija i povrsinski napon vode. Sa poveéanjem koncentracije
tenzida nastavlja se nagomilavanje molekula na grani¢noj povrsini sve do njene saturacije.
Daljim dodatkom tenzida, molekuli PAM ostaju u vodenoj fazi. Hidrofobni efekat, pored
istiskivanja molekula PAM iz unutrasnjosti rastvora na grani¢nu povrsinu faza, odgovoran
je i za pojavu stvaranja agregata vise molekula PAM. U cilju smanjenja kontakta izmedu
alkil lanaca i molekula vode, nakon saturacije grani¢ne povrSine, molekuli PAM se
udruzuju i orijentiSu u agregatu. Pri malim koncentracijama PAM, ovi agregati su obi¢no
dimeri, nisu stabilni i lako se razdvajaju. Kod vecih koncentracija PAM pocinju da se
formiraju submikroskopske ¢estice (micele) u unutra$njosti rastvora tj. dolazi do
formiranja micelarnih koloida. Kriti¢éna micelarna koncentracija (eng. Critical Micellar
Concentration, CMC) predstavlja koncentraciju PAM neophodnu da dode do formiranja
micela u vodenom rastvoru (Holmberg i sar. 2003; Rosen 2004). Zavisno od prirode,
geometrije molekula i koncentracije, tenzidi grade asocijate sferne, cilindri¢ne,
heksagonalne ili lamelarne strukture (McClements 1999). Kod razblazenih rastvora PAM,
gde koncentracije PAM nisu mnogo vec¢e od CMC (do 10%), dolazi do stvaranja sfernih
micela u kojima je najcesce agregirano 20-100 molekula PAM. U sfernoj miceli polarne
»glave* molekula PAM orijentisane su ka molekulima vode, dok su hidrofobni ,,repovi‘
okrenuti ka unutrasnjosti micele. Medutim pri ve¢im koncentracijama koje su znatno iznad
CMC, stvaraju se sloZenije slojevite strukture (Pakovié¢ 2006; Krstonosié i Cirin 2015).
Micele su najznacajniji tip koloidnih asocijata. Prisustvo micela u vodenom
rastvoru otkrili su Hardy, McBain i saradnici jo§ pocetkom XX veka (1912. godine)
ispitivanjem specificne provodljivosti rastvora karboksilata (Danov i sar. 2014). | danas,
fenomeni vezani za micele i micelarne rastvore predstavljaju predmet brojnih istrazivanja.
Molekuli PAM u miceli medusobno su povezani Van der Waals disperzionim silama i
hidratacioni efekat dodatno ih stabilizuje (Israelachvili 1991). Hidrofobni regioni se
“pakuju” na mala rastojanja ne bi li sveli na minimum kontakt sa molekulima vode prema
kojima nemaju afiniteta, dok se polarne grupe nalaze na odredenom rastojanju zavisno od
odnosa efekta solvatacije i elektrostatickog odbijanja. Udruzivanje molekula PAM je stoga
entropijski favorizovan proces. Sve do CMC, sa povecanjem koncentracije tenzida u

vodenom rastvoru koncentracija monomera linearno raste. Sa povecanjem koncentracije
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tenzida iznad CMC broj micela u vodenom rastvoru raste dok koncentracija pojedina¢nih
molekula PAM ostaje konstantna uprkos poveéanju koncentracije tenzida (Kulicke i sar.
1998) (slika 1). Micele su termodinamicki stabilne jedinke. | pored stalne razmene
molekula PAM izmedu asocijata i rastvora, micele imaju relativno konstantnu veli¢inu 1
oblik. Ovo pravilo vazi do odredene koncentracije tenzida (McClements 1999). Vreme
koje jedan molekul PAM provede u miceli je reda veli¢ine 107 s, dok je vreme raspada

odnosno formiranja micele u opsegu 107 - 1 s (Zimin 2003).

CMC

Monomer

Koncentracija monomera i micela

Koncentracija tenzida

Slika 1. Sematski prikaz koncentracije monomera i micela u funkciji koncentracije
tenzida (Kulicke i sar. 1998)

U oblasti CMC dolazi do nagle promene fizicko-hemijskih svojstava vodenog
rastvora surfaktanta kao npr. elektricne provodljivosti, rasipanja svestlosti, tacke
mrznjenja, povrSinskog napona, osmotskog pritiska, tacke zamucenja, itd. (Goddard i
Ananthapadmanabhan 1993; Lochhead i Huisinga 2004; Krstonogi¢ i Cirin 2015). Merenje
zavisnosti ovih fizicko-hemijskih svojstava od koncentracije PAM koristi se za odredivanje
CMC. Takode, struktura asocijata u velikoj meri zavisi od veli¢ine hidrofobnog dela,
prirode i veli¢ine polarne grupe, temperature, koncentracije soli, pH vrednosti, itd.
(McClements 1999). Variranjem ovih parametara, jedna struktura moZe da se transformiSe
u drugu, S$to nudi velike moguénosti u razvoju formulacija za ciljanu aplikaciju

farmakoloski aktivne supstance.
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Velic¢ina micela najceSce se izraZzava brojem monomera koji su u njima agregirani,
Sto predstavlja agregacioni broj. Takode, mera veliCine je i pre¢nik micele ukoliko su
sfernog oblika, kao i micelarna masa, koja predstavlja masu svih molekula koji sa¢injavaju
jednu micelu (Pakovi¢ 2006).

S obzirom na sve navedeno, koncentracija tenzida pri kojoj dolazi do formiranja
micela odredena je ravnotezom sila koje pospesuju asocijaciju (hidrofobni efekat) i onih
koje se suprotstavljaju stvaranju micela (sterne i elektrostaticke interakcije). Imajuéi u vidu
da su monomeri PAM slabo rastvorljivi u vodi, adsorbovanjem na grani¢noj povrsini faza,
pri niskim koncentracijama, uzrokuju naglo smanjenje povrsinskog napona rastvora. Dalje
povecanje koncentracije PAM u rastvoru uzrokuje stvaranje nove faze i formiranje micela.
Nasuprot monomerima PAM, micele ne poseduju povrSinsku aktivnost i dobro su
rastvorne u vodi. Formirane micele su u stalnoj termodinamickoj ravnotezi sa pojedinacno
rastvorenim molekulima PAM i dalji dodatak PAM, nakon postizanja CMC, rezultuje
samo povecanjem koncentracije micela u rastvoru, a vrednosti povrsinskog napona 0staju
priblizno konstantne (Rosen 2004; Krstonosi¢ i Cirin 2015) (slika 2).

E
Z
E
cmMmc
c(mol/l)
WRPS i
iz I, ,?Ie

Slika 2. Sematski prikaz promene povriinskog napona u zavisnosti od koncentracije

povrsinski aktivne materije u vodenom rastvoru (Krstonosié i Cirin 2015)

Pored tenziometrije, konduktometrijska metoda predstavlja nezaobilaznu tehniku za

ispitivanje pojava u micelarnom sistemu. Merenje zavisnosti specificne provodljivosti od
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koncentracije jonskog tenzida u rastvoru je najces¢a metoda za odredivanje CMC jonskih
PAM (Krstonosié i Cirini 2015) (slika 3). Specifi¢na provodljivost nastavlja da raste nakon
dodatka jonskog tenzida u koncentraciji iznad CMC, ali sa manjim nagibom prave, i
prelomna tacka na krivoj specificne provodljivosti odgovara CMC vrednosti. Usled vecih
dimenzija, micele odlikuje smanjena pokretljivost u elektricnom polju u odnosu na
slobodne monomere PAM i stoga je konduktometrijskim merenjem pored CMC moguce
odrediti i agregacioni broj micela kao i stepen vezivanja jona za micele, B (Aleiner i

Us’yarov 2010).

cMcC

k(mS/cm)

c(moUl)

Slika 3. Sematski prikaz promene specifi¢ne provodljivosti u zavisnosti od koncentracije

jonske povrsinski aktivne materije (Krstonogi¢ i Cirin 2015)

2.1.2.1. Faktori koji uticu na kriticnu micelarnu koncentraciju (CMC)

Brojni faktori uti¢u na stvaranje micela u rastvoru. Hidrofobnost molekula PAM
pre svega odreduje kriticnu micelarnu koncentraciju, tako Sto sa pove¢anjem hidrofobnog
dela u molekulu CMC vrednost opada. Na koncentraciju surfaktanta pri kojoj dolazi do
formiranja micela pored duzine alifaticnog niza, uti¢u i priroda i polozaj polarne grupe u

molekulu, temperatura, kao i prisustvo drugih jona i molekula u sistemu (Rosen 2004).
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Uticaj prirode polarne grupe na CMC vrednost ogleda se u €injenici da poredenjem
surfaktanata sa istom duzinom alifati¢nog lanca, jonski surfaktanti generalno imaju vise
vrednosti CMC u odnosu na nejonske, dok cviter jonski surfaktanti imaju nizu CMC
vrednost od jonskih. Takode, sa povec¢anjem broja jonskih grupa u molekulu PAM veca je i
vrednost CMC, usled elektrostatiCkog odbijanja polarnih glava susednih monomera tenzida
u miceli koje se suprotstavlja asocijaciji. CMC opada slede¢im redosledom na osnovu
grupa koje ¢ine polarnu ,,glavu*: amonijum soli > karboksilat > sulfonat > sulfat. Jonske i
nejonske PAM, sa istim hidrofobnim ,repom“ grade micele priblizno jednakih
agregacionih brojeva ali razli¢itih micelarnih masa. Nejonske surfaktante odlikuje veca
micelarna masa. Medutim, pored prirode polarne grupe, i njen polozaj u molekulu odreduje
CMC vrednost. Sto je polarna ,,glava“ bliza sredini alifatiénog niza, afinitet ka asociranju
je manje izrazen i1 veca je vrednost CMC. Sa tim u vezi, prisustvo dvostrukih veza u
ugljovodoni¢nom lancu pove¢ava CMC (Pakovi¢ 2006; Rosen 2004).

Variranje duzine hidrofobnog ,,repa”“ PAM utice na CMC vrednost tako $to sa
povecanjem broja metilenskih grupa u molekulu dolazi do stvaranja micela u rastvoru pri
nizoj koncentraciji. U slu€aju jonske PAM, dodatak metilenske grupe snizava CMC za
polovinu od prethodne vrednosti. Kod nejonskih i cviter jonskih tenzida efekat snizenja je
viSe izrazen. Uvodenjem dve metilenske grupe u ugljovodoni¢ni lanac, CMC nejonskog
surfaktanta odgovara jednoj desetini prethodne vrednosti. Ovo pravilo vazi za linearne alkil
lance do 16 C atoma. Daljim povec¢anjem ugljovodoni¢nog niza iznad 18 C, efekat snizenja
CMC izostaje, najverovatnije usled velike hidrofobnosti lanaca. Fenil grupa, kao i
razgranata alifaticna grupa, snizavaju CMC vrednost ali u znatno manjem procentu u
odnosu na —CHy,— grupu. Nasuprot tome, uvodenje —O— ili —OH grupe u hidrofobni ,,rep*
znacajno povecava CMC (Rosen 2004).

Dodatak elektrolita takode uti¢e na CMC. Utvrdeno je da prisustvo soli sniZzava
CMC vrednost u rastvorima katjonskih i anjonskin PAM. Usled smanjenja odbojnih sila
1izmedu jonskih polarnih grupa, lakSe se formiraju micele i CMC vrednost opada. Medutim,
dodatak eletrolita utice i na CMC vrednost nejonskih surfaktanata, usled efekta jona na
hidrofobne grupe. Visoko hidratisani joni kao $to su hloridni ili fluoridni u vodenom
rastvoru snizavaju CMC vrednost nejonskog surfaktanta (Ericsson i sar. 2004; Rosen
2004), dok na primer SCN™ povecava CMC. Vrednost CMC odredenog surfaktanta u

vodenom rastvoru odgovara i stepenu vezivanja suprotno naelektrisanog jona za micelu.
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Stepen vezivanja jona za micelu raste sa poveéanjem polarizabilnosti i naelektrisanja
suprotno naelektrisanog jona dok opada sa povecanjem radijusa. Veci stepen vezivanja
odgovara nizoj CMC vrednosti, t¢ u vodenom rastvoru anjonskog lauril sulfata CMC
vrednost bi opadala na sledeéi na¢in: Li* > Na*> K* > Cs* > Ca** > Mg?* (Rosen 2004).

Dodatak male koli¢ine organskih materija u vodeni rastvor surfaktanta ispoljava
znacajne efekte na CMC. Prisustvo organske materije u sistemu moze uticati na CMC na
dva nacina: inkorporiranjem u unutrasnjost micele ili modifikovanjem interakcija voda—
micela odnosno voda—PAM. Takode, prisustvo dodatnog rastvaraca u vodenom rastvoru
utice na CMC vrednost surfaktanta (Rosen 2004). Prisustvom dodatne PAM u vodenom
rastvoru dolazi do formiranja meSovitih micela. MeSovite micele Cesto odlikuju vece
dimenzije i agregacioni brojevi u poredenju sa micelama pojedina¢nih PAM kao i bolji
efekat solubilizacije. Utvrdeno je da prisustvo nejonskog surfaktanta u vodenom rastvoru
snizava CMC vrednost jonske PAM. Smanjenjem elektrostatiCkog odbijanja naelektrisanih
grupa micelarizacija je favorizovana, a boljim pakovanjem molekula u miceli, usled vece
hidrofobnosti jezgra, dobijene meSovite micele su stabilnije (Pakovi¢ 2006, Cirin i sar.
2012).

Uticaj temperature na CMC tenzida je kompleksan. Sa povecanjem temperature
CMC vrednost najpre opada, dostize minimum, a zatim raste sa daljim porastom
temperature. Sa porastom temperature opada hidratacija hidrofilnih grupa molekula PAM,
raskidaju se vodoni¢ne veze 1 micelarizacija je favorizovana. Medutim, na viSim
temperaturama povecava se pokretljivost molekula, odbojne sile koji su rezultat jace
elektroliticke disocijacije jonskih grupa jacaju i sve to negativno uti¢e na stabilnost micela.
Rezultanta ovih suprotstavljenih efekata definiSe CMC vrednost u odredenom
temperaturnom opsegu (Pakovi¢ 2006; Rosen 2004; Krstonogi¢ i Cirin 2015). Minimum
CMC vrednosti jonskih surfaktanata odgovara temperaturi od oko 25 °C, dok nejonski na
50 °C dostizu najnizu CMC vrednost (Rosen 2004).

2.1.2.2. Solubilizacija

Primena micelarnih koloida u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji zasniva se na
osobini da su hidrofobni molekuli tesko rastvorni u vodi a lako rastvorni u ulju, a samim
tim 1 hidrofobnom jezgru micela. Inkorporiranjem u unutrasnjost micele ili druge tipove

koloidnih asocijata povecava se rastvorljivost hidrofobnih molekula. Ova pojava naziva se
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solubilizacija, a micelarni koloidi koji sadrze solubilizovan materijal (solubilizat) ¢esto se
nazivaju mikroemulzije (McClements 1999).

Sposobnost micelarnog rastvora da solubiliSe nepolarno jedinjenje zavisi ne samo
od osobina surfaktanta (priroda polarne glave, duzina ugljovodoni¢nog niza, hemijska
struktura i konfiguracija ugljovodoni¢nog niza, medudejstvo izmedu surfaktanata) ve¢ i od
karakteristika solubilizata (molarna masa, polarnost, hemijska struktura i konfiguracija) i
faktora spoljasnje sredine (temperatura, prisustvo elektrolita, pH vrednost) (Krstonosi¢ i
Cirin 2015). Kapacitet surfaktanta za solubilizaciju hidrofobnih supstanci predstavlja jednu
od najvaznijih svojstava ovih sistema i osnovu za Siroku primenu naro¢ito u farmaciji, jer
veliki broj lekovitih supstanci pokazuje ogranicenu rastvorljivost u vodi.

Osim bolje rastvorljivosti  hidrofobne farmakoloski aktivne supstance,
solubilizacijom se povecava otpornost molekula prema hidrolizi i enzimskoj degradaciji,
Sto rezultira unapredenoj stabilnosti leka. Farmakoloski aktivne supstance najée$ée su u
formi estara ili anhidrida, koji lako podlezu hidrolizi u vodenoj sredini, pri niskoj / visokoj
pH vrednosti ili blago povisenoj temperaturi (dos Santos i sar. 2013). Takode
solubilizacijom se moze posti¢i kontrolisano oslobadanje lekovite supstance, smanjiti

nezeljena dejstva, unaprediti senzorna svojstva i povecati efikasnost leka (Malmsten 2002).

2.2. Makromolekuli

Veliki broj identicnih strukturnih jedinki, monomera, medusobno povezanih
kovalentnom vezom c¢ini makromolekul ili polimer, kako se jo§ naziva (Sun 2004).
Makromolekuli su krupni molekuli, velike relativne molekulske mase (preko 10000) koji
mogu biti dugi preko 1 metar (dos Santos i sar. 2013).

Celuloza, kolagen, nukleinske Kiseline, plastika, sintetska vlakna predstavljaju neke
od brojnih primera polimera. Osnovna podela polimera je na prirodne i sintetske. Prirodne
polimere, kao §to su proteini i enzimi, odlukuju raznovrsne kombinacije velikog broja
monomernih jedinica. Nasuprot tome, sintetski polimeri obi¢no sadrZe najvise dva razlicita
monomera u fleksibilnom lancu (Sun 2004). Modifikacijom prirodnih polimera, mogu se
optimizovati fizicko-hemijska svojstva i samim tim prosiriti spektar primene. Pored
brojnih aplikacija, upotreba polimera u kontrolisanom oslobadanju lekovite supstance i

ciljanoj aplikaciji leka zasniva se pre svega na povecanju stabilnosti i promeni reoloskih
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osobina preparata, sposobnosti da formiraju gelove, ¢ak i pri niskim koncentracijama i
svojstvu nekih od njih da formiraju stabilne asocijate i poseduju biorazgradivi potencijal
(dos Santos i sar. 2013).

Polimeri mogu biti linearni, razgranati, prostorno umrezeni, sastavljeni od jedne
(homopolimeri) ili vise vrsta monomernih jedinica (heteropolimeri). Razli¢ite monomerne
jedinice mogu biti rasporedene nasumi¢no, naizmeni¢no, u blokovima ili lanac jedne vrste
monomera moze biti nakalemljen na linearan lanac drugog monomera (Sun 2004; dos
Santos i sar. 2013 ).

Prema broju monomera u lancu, tj. stepenu polimerizacije Staudinger je podelio
polimere na niskomolekularne (stepen polimerizacije manji od 10), hemikoloidne (stepen
polimerizacije  10-100), mezokoloidne  (stepen  polimerizacije =~ 100-500) i
makromolekularne ili eukoloidne (stepen polimerizacije veé¢i od 500). Takode,
makromolekuli se mogu podeliti i na oligomere (10-12 monomernih jedinica) i visoke
polimere, makromolekule odnosno makropolimere (100-500 monomernih jedinica)
(Pakovi¢ 2006).

Polimeri se mogu klasifikovati i na osnovu naelektrisanja. Ukoliko je monomer
naelektrisan polimeri pripadaju grupi polielektrolita, dok ukoliko monomer ne poseduje
naelektrisanje to su onda nejonski polimeri (dos Santos i sar. 2013).

Pored bioraspolozivosti, molekulska masa u velikoj meri odreduje moguénost
aplikacije makromolekula. Problem raspodele molekulske mase vezuje se za sintetske
polimere. | pored istog nacina pripreme, nemaju svi polimerni molekuli istog jedinjenja
jednaku molekulsku masu. Tokom procesa polimerizacije monomer i rastu¢i polimer mogu
medusobno reagovati. Dodatak anjonskog, odnosno katjonskog reaktivnog centra vezuje
monomer za rastuci polimer, ali zavrSetak procesa moze se desiti u bilo kom trenutku i kao

rezultat nastaju razlicite vrste polimera kratkog i dugog lanca (Sun 2004).

2.2.1. Vodeni rastvori makromolekula

Rastvorljivost polimera u vodi odredena je ravnotezom izmedu intermolekulskih
interakcija hidrofilnih i hidrofobnih segmenta samog polimera kao i interakacija polimera
sa rastvaracem. Sintetski polimeri rastvorni u vodi mogu biti jonski ili nejonski. Nejonski

polimeri mogu se dalje klasifikovati prema vrsti atoma u glavnom lancu. Primeri nejonskih
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polimera su polietilen oksid (PEO), koji sadrzi kiseonik, odnosno polietilenimin (PEI), koji
sadrzi azot u glavnom lancu. Jonski polimeri tj. polielektroliti mogu biti katjonski
(poliakrilamid) ili anjonski (poliakrilna kiselina) (Stanislaus 2007).

U vodi rastvorni polimeri postizu entropijski povoljniju konformaciju fleksibilnih
lanaca polimera u prisustvu rastvarac¢a. Lanci polimera mogu zauzeti razli¢ite konformacije
u rastvoru. Moze biti sklup¢an ili zauzima opruzenu konformaciju, samostalno postojati u
rastvoru ili biti vezan u kompleksu sa drugim supstancama. Zavisno od strukture polimera,
rastvora i same povrSine, svojstva vodenih rastvora mogu se znacajno razlikovati.
Polimerni lanci mogu se medusobno udruzivati u rastvoru. Ako je lanac polimera sacinjen
iz razli¢itih “blokova”, stepen udruzivanja moze biti veoma raznolik. Medutim, sli¢no
tenzidima u rastvarau Koji odgovara samo jednom od ,,blokova“ dolazi do segregacije
razli¢itih delova polimera i formiranja asocijata (Discher i Eisenberg 2002; Torchilin 2004;
Zhulina i sar. 2005; Howse i sar. 2009).

Veli¢ina polimernog lanca snazno zavisi od prisutnih interakcija u rastvoru. Flory —
Huggins teorijom interakcija izmedu dva molekula kvantifikuje se bezdimenzionim
parametrom interakcija y. Ova teorija razmatra slobodnu energiju meSanja Cistog
polimera sa Cistim rastvaracem (A ;,G), uzimajuci u obzir entalpiju i entropiju mesanja.
Entropija meSanja zavisi od zapreminskog udela rastvaraca i polimera, dok je entalpija

meSanja odredena bezdimenzionim parametrom interakcije y (Tadros 2013). Flory —

Huggins jednacina za binarne sme$e moze se predstaviti u jednostavnom obliku

AmixG
? =n In ¢1 +n, In ¢2 + lenl¢2 (1)

gde su ny i nz koli¢ine komponenata 112, ¢, 1 ¢, zapreminski udeli komponenata 1 i 2, a x;
broj segmenata u molekulu komponente 1. Stoga, interakcioni parametar y jednostavno

govoreci predstavlja razliku u energiji jednog molekula rastvaraca u Cistom rastvaracu u
odnosu na njegovu energiju u ¢istom polimeru i zavisi od sastava sistema, molekulske

mase i temperature (Bogdani¢ i sar. 2009; Tadros 2013). Ukoliko je y <0,5, solvatacija

segmenata makromolekula je izrazena, lanac polimera je opruzen i zauzima najvecu

dimenziju, dok u slucaju y >0,5 usled hidrofobnog efekta u vodenom rastvoru dolazi do

sklupavanja lanaca, 1 dominiraju interakcije izmedu segmenata makromolekula
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(globularna struktura). Pri =05 ne postoje interakcije izmedu makromolekula i

rastvaraca, sterne interakcije i hidrofobni efekat su u ravnotezi i polimer ima najmanju
dimenziju. Ovo predstavlja tzv. teta stanje (dos Santos i sar. 2013).

Rastvori polimera mogu biti razblazeni, delimi¢no razblazeni ili koncentrovani. U
razblaZzenom rastvoru, u vodi rastvornih polimera interakcije izmedu lanaca polimera su
beznacajne. Rastojanje izmedu polimera znatno je veée od polupre¢nika namotaja i lanci
postoje u rastvoru nezavisno jedni od drugih te su dimenzije polimera u potpunosti
odredene medudejstvom segmenata makromolekula i njihovom interakcijom sa
rastvaraCem. Medutim pri tzv. koncentraciji preklapanja polimera (eng. overlap
concentration) usled medusobne blizine razli¢itih lanaca polimera dolazi do interakcije. U
zavisnosti od molekulske mase i konfiguracije polimera koncentracija preklapanja iznosi
0,1-10%. Koncentrovani rezim odgovara znac¢ajno visSim koncentracijama od koncentracije
preklapanja. Dimenzije polimera se smanjuju sa daljim povecanjem koncentracije,
molekuli polimera su znacajno isprepletani, do dostizanja dimenzija koje odgovaraju onim
koje dati makromolekul zauzima u teta rastvarau (Ferry 1980; Goodwin i sar. 2004;
Katona 2010).

2.3. Interakcije u sistemu makromolekul-povrSinski aktivna materija

PovrSinski aktivne materije su sve CeS¢i sastojci farmaceutskih proizvoda, gde
imaju ulogu nosaca lekovite supstance. Takode, nezaobilazan sastojak u istim tim
proizvodima su i makromolekuli, tako da postoji velika verovatnoca interakcije ovih
sastojaka. Ove interakcije su moguce i u svim drugim industrijskim proizvodima koji
sadrze i PAM i makromolekule.

Interakcije u sistemu makromolekul—-povrsinski aktivna materija predmet su brojnih
istrazivanja poslednjih godina jer znacajno utiCu na veliki broj osobina ovih sistema
(Bakshi i sar. 2003; Bain i sar. 2010; Shrivastava i Dey 2010; Dal-B6 i sar. 2011;
Musyanovych i sar. 2011; Silva i sar. 2011; Zhang i sar. 2012; Xu i sar. 2013). Neke od
njih su stabilnost, reoloSke 1 teksturalne karakteristike, penivost, fazno ponasanje
(Thummar i sar. 2011; Sovilj i sar. 2013a,b; Krstonosic i sar. 2015).

JaCina 1 mehanizam interakcije polimera i surfaktanta odreden je molekulskom

strukturom 1 naelektrisanjem ovih komponenti, kao i prirodom sredine u kojoj se nalaze
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(Shrivastava i Dey 2010). Priroda funcionalne grupe kao i duzina hidrofobnog lanca
surfaktanta odreduje jacinu medudejstva (Brackman 1989; Zanette i sar. 2002).
Medudejstva makromolekula i tenzida moguce je svrstati u tri osnovne kategorije:
polielektrolit/suprotno  naelektrisana povrSinski aktivna materija, nenaelektrisan
polimer/naelektrisana povrsinski aktivna materija i nenaelektrisan polimer/nenaelektrisana
povrsinski aktivna materija (Goddard 2002). NajizraZzenija medudejstva prisutna su u
sistemima u kojima su makromolekul 1 povrSinski aktivna materija suprotno naelektrisani,
gde ve¢ pri niskim koncentracijama dolazi do snaznog -elektrostatickog privlacenja
(Hansson i Lindman 1996). Separacija faza javlja se kao posledica interakcije i stvaranja
teSko rastvornog kompleksa. Veoma znacajne su interakcije izmedu nenaclektrisanog
polimera i naelektrisanog surfaktanta usled hidrofobnog medudejstva (Lindman 2002).
Interakcije izmedu nenaelektrisanog polimera 1 anjonske PAM su intenzivnije nego u
sluc¢aju katjonske PAM (Stanislaus 2007), dok su najslabije u slucaju nenaelektrisanog
polimera i nejonske PAM (Lindman 2002).

Prisustvo medudejstva u sistemu opisuje se interakcionim parametrima: kriticna
agregaciona koncentracija (eng. Critical Agregation Concentration, CAC) i tacka zasi¢enja
polimera (eng. Polymer Saturation Point, PSP). CAC predstavlja koncentraciju tenzida pri
kojoj dolazi do interakcije i formiranja kompleksa sa lancem makromolekula. Prema
literaturnim navodima, za vecinu sistema, makromolekul-PAM interakcije se javljaju pri
nizim koncentracijama od CMC same PAM (Dal-B¢ i sar. 2011; Zhang i sar. 2012).
Koncentracija surfaktanta pri kojoj makromolekul ne moze vise da stupi u interakciju sa
molekulima PAM oznacava se kao tacka zasic¢enja polimera, PSP (Cosgrove i sar. 1999).
Navedeni parametri i promene nastale kao posledica postojanja interakcija mogu se pratiti
razliCitim tehnikama: tenziometrija, viskozimetrija, konduktometrija, spektroskopija,
reologija i druge (Craig i sar. 1994; Manglik i sar. 2001; Taylor i sar. 2007; Bell i sar.
2010; Thummar i sar. 2011; Sovilj i sar. 2013a,b).

Slicno odredivanju CMC samog surfaktanta, praenjem promena analiziranih
osobina u odnosu na koncentraciju PAM, u prisustvu polimera rastvorljivog u vodi, moze
se odrediti pocetak medudejstva. Na graficima zavisnosti analiziranih osobina, npr.
specificne provodljivosti od koncentracije surfaktanta uocavaju se dve prelomne tacke.
Prva tacka odgovara pocetku medudejstva surfaktanta sa polimerom i oznacava CAC

vrednosti, dok druga tacka prekida predstavlja zasi¢enje polimera surfaktantom (PSP).
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Ukoliko je koncentracija surfaktanta ve¢a od PSP, dolazi do formiranja stabilnih micela
surfaktanta u rastvoru koje su u dinamickoj ravnotezi sa polimer—surfaktant kompleksima
(Dal-B6 i sar. 2011). Profil promene specificne provodljivosti u zavisnosti od

koncentracije jonskog surfaktanta prikazan je na slici 4.

specificna provodljivost (uS/cm)

N

\

-

\

|

koncentracija surfaktanta (mM)

Slika 4. Sematski prikaz zavisnosti specifi¢ne provodljivosti od koncentracije jonskog

surfaktanta pri konstantnoj koncentraciji polimera (Dal-Bo6 i sar. 2011)

Iako su osnovni principi medudejstva polimer—surfaktant razjasnjeni (Goddard i
Ananthapadmanabhan 1993) postoje brojne nepoznanice i kontraverze zbog njihovog
slozenog ponasanja u vodenoj sredini. NajceS¢e se interakcije polimera i surfaktanta
objasnjavaju modelom ,,ogrlice (Nikas i Blakschtein, 1994; Winnik i sar. 2000; Majumdar
i sar. 2010). Hidrofobni regioni polimera i surfaktanta stupaju u interakciju i grade
mesovite micele koje kao mostovi povezuju delove lanaca polimera i zajedno grade
mrezastu strukturu. Na taj nacin, lanac polimera §titi periferne regione micela i smanjuje
medupovrsinsku oblast izmedu hidrofobnog jezgra i vode, i1 rezultira smanjenjem Gibsove
slobodne energije. Utvrdeno je i da surfaktanti sa manjim polarnim glavama formiraju

agregate u prisustvu polimera pri mnogo nizoj koncentraciji od CMC (Majumdar 1 sar.
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2010). Model vezivanja anjonske PAM za hidrofobne regione polimera predstavljen je na
slici 5.

hidrofobni regioni

e
SDS

mesovite _ _ _ _
micele

[SDS] > PSP

CAC <[SDS]< PSP

Slika 5. Sematski prikaz medudejstva anjonskog surfaktanta (SDS) i polimera
(Deo i sar. 2003)

2.4. Polioksietilen (20) sorbitan monooleat (Polisorbat 80)

Polioksietilen (20) sorbitan monooleat poznat i kao polisorbat 80 je ¢esta pomoc¢na
supstanca u farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji (Liu i Guo 2007). Komerijalno dostupan
pod imenom Tween® 80 pripada grupi nejonskih surfaktanta koji predstavljaju parcijalne
estre visih masnih kiselina i polioksietilenskog sorbitana.

Fizicko-hemijska svojstva polioksietilenskih nejonskih surfaktanata zavise od
duzine alkil niza i broja monomera etilen oksida. Polisorbat 80 je estar oleinske kiseline i
polietoksilovanog sorbitana, i sadrzi priblizno 20 jedinica etilen oksida. Za razliku od
jonskih tenzida, nejonske odlikuje veliki udeo polarne ,,glave koja u vodi ne jonizuje i
¢esto na osnovu strukture nije jednostavno odrediti hidrofilni i hidrofobni deo u molekulu.
Hidrofilni deo PAM u molekulu polisorbata 80 ¢ine polioksietilenski lanaci koji su vezani
za alkohol (sorbitan), dok ostatak masne kiseline predstavlja hidrofobni “rep” (Jiao 2008)
(slika 6). Veliki hidrofilni udeo u molekulu ¢ini polisorbat 80 dobro rastvornim u vodi.
Stabilnost vodenih rastvora polisorbata u najvecoj meri odredena je moguénoscu stvaranja

vodoni¢nih veza oksietilen—voda, na koje utice prisustvo elektrolita (Morini i sar. 2005).
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(OCH,CH,),,OH

(OCH,CH,),OH

HO,(H,CH,CO) (OCH,CH,),0 (CHp);

v (CH2)T\

CHs

o
wtx+ty+z =20

Slika 6. Hemijska struktura polisorbata 80

Polisorbat 80 se Kkoristi kao solubilizator i sredstvo za unapredenje stabilnosti u
brojnim farmaceutskim i kozmetickim proizvodima (Coors i sar. 2005). Zahvaljujuci
velikoj stabilnosti, niskoj toksi¢nosti, polisorbat 80 je slab iritans i primenjuje se i kao
ekscipijens u vodenim formulacijama lekova za parenteralnu aplikaciju, u izradi vakcina,
tableta, lekova za okularnu aplikaciju i dr. Inhibicija P glikoproteina i ispitivanja usmerena
na sposobnost stvaranja medudejstva sa polimerima pro$iruje mogucnosti primene 0vOg

nejonskog surfaktanta u farmaceutskim formulacijama (Jiao 2008).

2.5. Natrijum lauril sulfat (SDS)

Natrijum lauril sulfat, SDS je jedan od najcesce koris¢enih anjonskih tenzida.
Sastojak je brojnih farmaceutskih formulacija gde kao solubilizator, emulgator, lubrikant
(pri izradi tableta i kapsula) ili kao agens za modifikovano oslobadanje ostvaruje svoje
dejstvo. Zahvaljujuci bakteriostatskom svojstvu, dobroj penivosti i sposobnosti ¢iS¢enja
nezobilazan je sastojak medicinskih $ampona i preparata za ¢iS¢enje koze (Chaudhari i
Patil 2012; European Medicines Agency 2015).

Zahvaljuju¢i amfifilnom svojstvu koje je rezultat estarskog vezivanja lanca od 12
ugljenikovih atoma za sulfatnu grupu, SDS ostvaruje snaznu povrSinsku aktivnost (slika 7).
SDS je jedan od najispitivanijih tenzida. Pored stabilizovanja dispergovanih kapi
elektrostatickim odbijanjem, dodatno stabiliSu¢e dejstvo moze ostvariti interakcijom sa

drugim komponentama u sistemu. Medudejstvom SDS-a i nejonskih polimera kao §to su to
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polietilen oksid, polipropilen oksid, poli(N-vinilpirolidon), etil hidroksi etil celuloza,
povecava se rastvorljivost polimera do odredenog stepena i formiranjem micela na lancu
polimera smanjuje se eletrostaticko odbijanje polarnih grupa (Woodward i sar. 2000;
Majumdar i sar. 2010). Imaju¢i u vidu da je SDS poznati iritans (Bondi i sar. 2015),
moguénost formiranja asocijata sa makromolekulima u koncentracijama ispod CMC
(Majumdar i sar. 2010), omoguéava postizanje zeljenih svojstava sistema uz primenu nizih

koncentracija ovog tenzida ¢ime se Smanjuju potencijalni Stetni efekti i proSiruje oblast

primene.
o}
H‘G’C\/\/\/\/\/\/O_!3!__0_Na+
g

Slika 7. Hemijska struktura SDS-a

2.6. Karbomer 940

Polimeri umrezene akrilne kiseline sa polialkenil etrima ili divinil glikolom poznati
su pod komercijalnim imenom Carbopol®. Prema evropskoj, britanskoj i americkoj
farmakopeji, kao i internacionalnoj nomenklaturi za sastojke kozmetickih proizvoda (eng.
Internacional Nomenclature for Cosmetic Ingredients, INCI) generickim imenom
“karbomer” oznadavaju se polimeri tipa Carbopol® (Wen i Park 2010). Hemijska struktura

karbomera prikazana je na slici 8.

IrI—O——I
O

Slika 8. Hemijska struktura karbomera
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Ovi polimeri predstavljaju glavne komponente farmaceutskih formulacija za
okularnu, nazalnu, rektalnu, vaginalnu, bukalnu i transdermalnu aplikaciju lekovite
supstance. Zavisno od molekulske mase i procesa proizvodnje postoji vise tipova ovog
polimera, koji se razlikuju u pogledu veli¢ine ¢estica, molekulskoj masi izmedu popre¢nih
veza, distribuciji popre¢nih veza i frakciji slobodnih lanaca. Kao rezultat toga razliCiti
karbomeri poseduju drugacija reoloska svojstava i vrednosti viskoziteta (Lubrizol
Advanced Materials 2008).

Siroka upotreba karbomera rezultat je velike kompatibilnosti, dobre podnosljivosti i
niske toksi¢nosti ovog polimera. Karbomer poseduje mogucénost dugog zadrzavanja na
aplikovanom mestu i dobra reoloska svojstva ve¢ pri niskim koncentracijama (Barreiro-
Iglesias i sar. 2001; Das i sar. 2013). Zbog velike molekulske mase, ne prolazi koznu
barijeru i predstavlja dobru alternativu formulacijama na bazi ulja (Liu i sar. 2008). Sli¢no
drugim polimerima, karbomer poboljsava stabilnost disperznih sistema povecanjem
viskoziteta kontinualne faze. U emulzijama, karbomer povecava viskozitet vodene faze i
usporava procese koji vode razdvajanju faza.

U poredenju sa drugim tipovima karbomera, tip 940 odlikuje visi viskozitet 1 bolja
stabilnost pri razli¢itim uslovima skladistenja (Dumitriu 2002). Karbomer 940 nastaje
umrezavanjem sa pentaeritritolom u benzenu i sadrzi u proseku oko 1450 monomernih
jedinica izmedu popre¢nih veza. Pre neutralizacije, pH vrednost karbomera nalazi se u
opsegu 2,5-3,5 i pKa iznosi 6+0,5. Karboksilne grupe karbomera delimi¢no disosuju u vodi
I rezultat toga je fleksibilna struktura lanca polimera (Lubrizol Advanced Materials 2008;
2009; 2013).

Ovaj tip karbomera najvise se koristi kao sredstvo za geliranje u topikalnim
preparatima. Zahvaljuju¢i dugom zadrzavanju na mestu primene i otpornosti prema
fizioloskom stresu (treptanje, mukocilijarno kretanje, itd.) karbomer 940 je nezaobilazan

sastojak preparata za okularnu aplikaciju (Barreiro-Iglesias i sar. 2001; Das i sar. 2013).
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2.7. Ksantan guma

Ksantan guma (eng. Xanthan gum) je prirodan u vodi rastvoran heteropolisaharid
koji se dobija aerobnom fermentacijom Secera (najceS¢e glukoze) uz pomoé¢ bakterije
Xanthomonas campestris. Usled prisustva acetatne i piruvatne grupe ovaj polisaharid
poseduje polianjonska svojstva (Roslam i England 2006).

Primarnu strukturu ksantan gume ¢ine D-glukoza, D-manoza i D-glukuronska
kiselina u molarnom odnosu 2:2:1 (Becker i sar. 1998; Roslam i England 2006). Osnovni
lanac polimera izgraden je iz D-glukoznih jedinica medusobno povezanih f§ (1—4) vezom
(Garcia-Ochoa i sar. 2000) (slika 9). Molekulska masa i stepen supstitucije ksantan gume
pirogrozdanom i siréetnom kiselinom zavisi od soja Xanthomonas, sastava mediuma i
uslova proizvodnje. Prose¢na molekulska masa ksantan gume iznosi oko 2 miliona g/mol

(Roslam i England 2006).

H OH
OH H\H 0
H
H 0
- CH,OH Jn

CH,COOCH,
H/u
HO
"00C 0O—CH, coo- H g H
I/ 0
CH,C
H
H
OH

Slika 9. Hemijska struktura ksantan gume

Ovaj polimer je rastvoran u vodi i zahvaljujuéi velikoj molekulskoj masi ve¢ pri
niskim koncentracijama formira vema viskozne rastvore. VVodene rastvore ksantan gume
odlikuje pseudoplasticno ponaSanje. Spektroskopskim metodama utvrdeno je da u

vodenom rastvoru ksantan guma poseduje helikoidnu strukturu. Medutim sa porastom
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temperature, dolazi do konformacionih promena i prelaska iz uredene u delimi¢no
neuredenu strukturu. Na viskozitet pored temperature, utiCe i koncentracija soli i pH
vrednost (Sato i sar. 1984).

Zahvaljuju¢i odlicnim reoloskim svojstvima, sposobnosti da formira viskozne
rastvore pri niskim koncentracijama, stabilnosti u Sirokom opsegu temperature (do 90 °C) i
pH vrednosti (pH 2-11), biorazgradivosti i otpornosti prema mehanickoj degradaciji i
sadrzaju soli (do 150 g/l NaCl) (Malik i Sridhar 1992; Roslam i England 2006), ksantan
guma poslednjih godina sve viSe se koristi u razli¢itim vidovima industrije. U farmaciji,
zbog odlicne biokompatibilnosti i netoksicnosti ksantan guma se koristi kao ugus¢ivac,
lubrikant, sredstvo za povecavanje stabilinosti emulzija i suspenzija.

Trodimenzionalna stuktura i dobra biokompatibilnost sa drugim hidrokoloidima
kao 1 mogucénost stvaranja sinergistickih interakcija sa tenzidima su od posebnog
komercijalnog interesa jer pruzaju nove mogucénosti primene ksantan gume

optimizovanjem reoloskih svojstava.
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3. CILJ RADA SA TEORIJSKIM POSTAVKAMA

Imajuéi u vidu razli¢itu prirodu i Siroku upotrebu poliakrilne kiseline (tip karbomer
940) i ksantan gume kako u farmaceutskoj tako i u kozmetickoj i prehrambenoj industriji,
ispitivanje medudejstva izmedu ovih makromolekula i povrsinski aktivnih materija je od
velikog nauc¢nog interesa i doprinosi pronalazenju ne samo najboljih odnosa PAM-—
makromolekul u kontinualnoj fazi disperznih sistema ve¢ i adekvatnih formulacija za
aplikaciju hidrofobnih farmakoloski aktivnih supstanci koris¢enjem niskih koncentracija
povrsinski aktivne materije.

S obzirom na znacaj ispitivanja interakcija u sistemu polimer—PAM cilj doktorske
disertacije je utvrdivanje uticaja anjonskog (SDS) i nejonskog (polisorbat 80) tenzida na
fizicko-hemijske karakteristike vodenih rastvora poliakrilne kiseline odnosno ksantan
gume. Takode, ispitace se i fizicko-hemijske karakteristike smeSe polimera poliakrilne
kiseline i ksantan gume nakon dodatka SDS-a odnosno polisorbata 80. Odredivanje
interakcionih parametara, kriti¢ne agregacione koncentracije surfaktanta i tacke zasic¢enja
polimera surfaktantom, doprine¢e boljem razumevanju uticaja prirode makromolekula i
samog tenzida.

Pretpostavka da u sistemima poliakrilne kiseline i anjonske, odnosno nejonske
PAM dolazi do medudejstva, formirana je na osnovu do sada objavljenih rezultata o
interakcijama komercijalno dostupnog oblika poliakrilne kiseline, tip karbomer 934 sa
navedenim PAM (Barreiro-Iglesias i sar. 2003a,b). Bolja stabilnost emulzija, koje pored
polisorbata 80, odnosno SDS-a, sadrze i ksantan gumu upucuje na moguce postojanje
interakcija u ovim sistemima (Krstonosic i sar. 2009; 2011).

U skladu sa dosadasnjim nauc¢nim saznanjima ocekuje se da eksperimentalne
vrednosti fiziko-hemijskih svojstava rastvora poliakrilne kiseline odnosno ksantan gume i
ispitivanih povrsinski aktivnih materija ukazu na postojanje interakcija. Podaci dostupni u
literaturi o interakcijama izmedu SDS-a odnosno polisorbata 80 i smeSe polimera

poliakrilne kiseline i ksantan gume su vrlo oskudni, tako da ¢e ispitivanja pokazati da li
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moze da se govori o takvoj pojavi. OCekuje se da se kombinacijom razli¢itih tehnika
(viskozimetrije, konduktometrije, tenziometrije, spektrofluorimetrije, spektrofotometrije,
infracrvene spektroskopije i skenirajuce elektronske mikroskopije) odrede promene koje se
desavaju nakon dodatka tenzida u rastvor makromolekula. Uticaj prirode povrsSinski
aktivne materije i samog makromolekula ispitace se ecksperimentalnim odredivanjem
interakcionih parametara. Pretpostavlja se, ako postoji medudejstvo, da ¢e se vrednosti
interakcionih parametara SDS-a, kao i polisorbata 80 sa poliakrilnom kiselinom odnosno
ksantan gumom, razlikovati od kritiéne micelarne koncentracije pojedina¢nih povrsinski
aktivnih materija.

Krajnji cilj doktorske disertacije je da se uspeSnom realizacijom planiranih
istrazivanja objasne fizi¢ko-hemijska svojstva sistema poliakrilna kiselina—SDS/polisorbat
80, ksantan guma-SDS/polisorbat 80 kao i ksantan guma—poliakrilna kiselina—SDS/
polisorbat 80.

Obradom eksperimentalnih rezultata hemometrijskim metodama analize razvice se
matematicki modeli ¢ija ¢e primena omoguciti dobijanje farmaceutskih i prehrambenih
proizvoda unapredenih osobina.

Poznavanje fizi¢ko-hemijskih svojstava 1 znanje o prisustvu interakcija u
ispitivanim sistemima doprine¢e modelovanju ja¢ine medudejstva u cilju Kkreiranja

stabilnih preparata uz optimalnu koncentraciju pomoénih komponenata.
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4. MATERIJAL | METODE

Plan rada

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije obuhvatao je:

1. karakterisanje Cistih vodenih rastvora makromolekula i povrsinski aktivnih materija,

2. pripremu vodenih rastvora poliakrilne kiseline sa natrijum lauril sulfatom odnosno
polioksietilen (20) sorbitan monooleatom,

3. pripremu vodenih rastvora ksantan gume sa natrijum lauril sulfatom odnosno
polioksietilen (20) sorbitan monooleatom,

4. definisanje fizicko-hemijskih osobina pomenutih smesa primenom razli¢itih metoda
analize,

5. odredivanje vrednosti interakcionih parametara i

6. hemometrijski pristup u statistickoj obradi rezultata eksperimentalnih istrazivanja.

4.1. Materijal

Komercijalno dostupni makromolekuli: poliakrilna kiselina tip karbomer 940
(Lubrizol Advanced Materials-Klivlend, Ohajo, SAD) i ksantan guma (Xanthan gum-
Xanthural 180, CP Kelco-Hamburg, Nemacka) korisc¢eni su u ovoj disertaciji.

Uticaj anjonskog i nejonskog tenzida ispitan je primenom povrSinski aktivnih
materija natrijum lauril sulfata i polioksietilen (20) sorbitan monooleata (J. T. Baker,
Holandija).

Piren cistoce 99,98% (Sigma Aldrich, SAD) koriS¢en je u disertaciji prilikom

spektrofluorimetrijskog ispitivanja. Svi rastvori pripremani su u destilovanoj vodi.

4.1.1. Priprema rastvora karbomera 940

Osnovni rastvor karbomera 940 koncentracije 0,12% pripreman je postepenim
rastvaranjem 0,12 g makromolekula u 99,88 g destilovane vode uz blago meSanje na 25 °C.

Nakon sat vremena mesSanja (500 rpm) rastvor je ostavljen da bubri na sobnoj temperaturi

26



Doktorska disertacija Maja Milanovié

minimum 24 sata radi postizanja ravnoteznog konformacionog stanja makromolekula.
Rastvori zeljenih koncentracija (0,01-0,1%) dobijeni su razblazivanjem osnovnog rastvora

destilovanom vodom.

4.1.2. Priprema rastvora ksantan gume

Rastvaranjem 0,1 g ksantan gume u 99,9 g destilovane vode na 25 °C pripremljen je
osnovni rastvor makromolekula koncentracije 0,1%. Rastvor je ostavljen minimum 24 sata
na sobnoj temperaturi kako bi se postiglo ravnotezno konformaciono stanje
makromolekula. Na isti nacin dobijeni su osnovni rastvori koncentracije 0,01; 0,02 i
0,03%. Rastvori zZeljenih koncentracija (0,001-0,05%) ksantan gume pripremani su

razblazivanjem odgovaraju¢eg osnovnog rastvora destilovanom vodom.

4.1.3. Priprema rastvora povrSinski aktivnih materija

Osnovni rastvor SDS-a koncentracije 25 mM pripreman je rastvaranjem precizno
odmerene mase tenzida u destilovanoj vodi na sobnoj temperaturi 24 h pre
eksperimentalnih postupaka. Rastvori ostalih koncentracija (0,05-15 mM) pravljeni su
neposredno pre merenja razblaZivanjem odgovarajuée zapremine 0Snovnog rastvora
destilovanom vodom. Za viskozimetrijska ispitivanja kori§¢en je osnovni rastvor SDS-a
koncentracije 2 g/dl od koga su, neposredno pre merenja, pravljeni razblazeni rastvori
koncentracija 0,01-1 g/dl.

Polisorbat 80 koncentracije 2 mM dobijen je preciznim odmeravanjem 0,262 g
tenzida u 5 ml destilovane vode uz blago meSanje i zagrevanje kako bi se obezbedila
potpuna rastvorljivost. Tako pripremljen osnovni rastvor kvantitativno je prenet u normalni
sud zapremine 100 ml i dopunjen do crte destilovanom vodom. Razblazivanjem osnovnog
rastvora destilovanom vodom na dan merenja dobijeni su rastvori ostalih koncentracija
(0,003-1 mM). U cilju ispitivanja viskoziteta vodenih rastvora nejonskog tenzida koris¢en
je osnovni rastvor polisorbata 80 koncentracije 2 g/dl od koga su na dan merenja pravljeni
razblaZeni rastvori (0,003-1 g/dl).
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4.1.4. Priprema smesa rastvora koji sadrze makromolekul i PAM

SmesSe rastvora konstantne koncentracije makromolekula sa Sirokim spektrom
koncentracija PAM pripremane su meSanjem odgovarajucih zapremina osnovnih rastvora i
destilovane vode u zeljenom odnosu na sobnoj temperaturi. Osnovni rastvori karbomera
940 (0,12%, m/m) i ksantan gume (0,01; 0,02; 0,03 i 0,1%, m/m) pripremani su minimum
24 h pre pravljenja smeSa makromolekul-PAM. Koncentracija karbomera 940 u sme$ama
bila je konstantna i iznosila je 0,01-0,06% (v/v), dok se sadrzaj ksantan gume zavisno od
metode nalazio u opsegu 0,001-0,05% (v/v). Trojne smeSe (karbomer 940—ksantan guma—
SDS i karbomer 940—ksantan guma—polisorbat 80) pripremane su na isti na¢in kao i smeSe
makromolekul-PAM, i uvek su sadrzale 0,03% karbomera 940 i 0,001% ksantan gume. Za
ispitivanje fizicko-hemijskih svojstava binarnih i ternarnih smeSa koriS¢ene su identi¢ne
koncentracije SDS-a i polisorbata 80 kao i u slucaju ispitivanja ¢istih vodenih rastvora
tenzida. Pripremljene smeSe ostavljane su minimum 24 sata na sobnoj temperaturi pre

planiranih eksperimentalnih merenja.

4.1.5. Priprema pirenske vode

Piren je koris¢en kao hidrofobna proba za spektrofluorimetrijska merenja zbog
velike osetljivosti prema promeni polarnosti sredine koja ga okruzuje. Osnovni rastvor
pirena koncentracije 1 mg/ml pripreman je rastvaranjem precizno odmerene mase pirena u
etanolu. Pirenska voda dobijena je prenoSenjem odgovarajuceg alikvota u normalni sud
Zeljene zapremine. Nakon uparavanja etanola, suvi ostatak rastvoren je u destilovanaj vodi.
Konac¢na koncentracija pirenske vode iznosila je 0,6 pM. Prema literaturnim navodima ova
koncentracija (0,6 pM) pirenske vode dovoljno je niska da spreci stvaranje dimera pirena i
omoguci precizna spektrofluorimetrijska merenja (Wilhelm i sar. 1991; Gao i sar. 2009).
Osnovni rastvori makromolekula i tenzida kao i njihove smese pripremane su u pirenskoj

vodi na isti nacin kao kada je rastvarac bila destilovana voda.
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4.2. Metode ispitivanja

4.2.1. ATR-FTIR spektrofotometrija

U cilju provere autenti¢nosti i strukture ispitivanih supstanci kao i potencijalnih
mesta interakcije, Ciste supstance analizirane su na 25 °C primenom infracrvene
spektroskopije sa Fourierovom transformacijom (FTIR) u opsegu talasnih brojeva od 4000
do 600 cm™ pri rezoluciji od 4 cm™. Svaki uzorak je 16 puta sniman na IR
spektrofotometru (Nicolet iS10, Thermo Scientific, Massachusetts, SAD) sa dodatkom za
atenuaciju totalne refleksije (ATR) dok je pre analize svakog uzorka snimana slepa proba
(vazduh). Za snimanje spektara i upravljanje uredajem koriS¢en je softver Omnic 8.1

(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, SAD).

4.2.2. Odredivanje viskoziteta rastvora

Viskozitet ispitivanih rastvora Cistih supstanci, kao i smeSa makromolekul-PAM
odreden je pomocu kapilarnog Ubbelhode-ovog viskozimetra (SCHOTT, Nemacka), u
vodenom kupatilu na temperaturi 25 °C £0,1. Srednja vrednost vremena isticanja rastvora i
rastvaraca, racunata je na osnovu najmanje tri ponovljena merenja sa dozvoljenim

odstupanjem 0,2 s. Vreme isticanja destilovane vode na 25 °C iznosilo je 284,73 s.

4.2.3. Ispitivanje specificne provodljivosti rastvora

Konduktometrijska titracija predstavlja odgovarajuéu metodu za ispitivanje
komponenata koje u vodenom rastvoru disosuju na jone. Specifi¢na provodljivost vodenih
rastvora SDS-a i SmeSa SDS-a i polimera merena je na temperaturi od 25 °C pomocu
uredaja Consort C860 (Belgija) sa konduktometrijskom ¢elijom konstante 1 cm™,
pogodnom za rastvore specificne provodljivosti 0,01-2 mS/cm.

Osnovni rastvor SDS-a koncentracije 25 mM dodavan je u porcijama (po 0,5 ml) u
¢aSu sa rastvorom destilovane vode. Nakon svake dodate porcije surfaktanta, rastvor je
meSan magnetnom meSalicom (300 rpm) i po uspostavljanju ravnoteze ocitavane su
vrednosti specifine provodljivosti. Ista procedura koriS¢ena je za ispitivanje smesa sa
karbomerom 940 odnosno ksantan gumom. SmeSa SDS-a i polimera dodavana je u
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porcijama u sud pri ¢emu je koncentracija makromolekula bila konstantna. Pocetna
zapremina destilovane vode odnosno makromolekula u ¢asi iznosila je 40 ml. Specifi¢na
provodljivost destilovane vode nalazila se u opsegu 1,3-3 uS/cm. Merenjem specifi¢ne
provodljivosti vodenog rastvora SDS-a, odredena je kriticna micelarna koncentracija

jonskog tenzida kao i vrednosti interakcionih parametara u prisustvu makromolekula.

4.2.4. Merenje povrSinskog napona

Povrsinski napon pojedinacnih tenzida kao i njihovih smesSa sa karbomerom 940 tj.
ksantan gumom odredivan je kako bi se utvrdila kriticna micelarna koncentracija
pojedinacnih tenzida i ispitalo postojanje interakcija u sistemu. Merenja su radena na
digitalnom Kriiss Easy Dyne tenziometru (Nemacka) koris¢enjem du Nouy metode prstena.
Harkins—Jordan metodom, Kkoja je integrisana u softverski program tenziometra,
korigovane su automatski vrednosti povrsinskog napona. Pre svakog merenja prsten je
uronjen u tecnost 1 ostavljen 10 minuta radi uspostavljanja ravnoteze. Prikazane vrednosti
povrsinskog napona predstavljaju srednju vrednost najmanje pet merenja na 25+0,01 °C.

Povrsinski napon destilovane vode kori§¢ene za pripremu rastvora iznosio je 71,6 mN/m.

4.2.5. Spektrofluorimetrijska merenja

Primenom pirena kao hidrofobne probe koncentracije 0,6 pM, ispitana je
fluorescencija Cistih rastvora tenzida kao 1 smeSa sa makromolekulom. Piren je ekscitovan
pri talasnoj duzini 334 nm. Pra¢ene su promene intenziteta prvog (l1, 373 nm) i tre¢eg (I3,
384 nm) vibracionog pika emisionog spektra pirena u funkciji koncentracije jonskog
odnosno nejonskog tenzida, na osnovu kojih je odredena CMC vrednost tenzida, kao i
uticaj karbomera 940 odnosno ksantan gume na stvaranje micela u rastvoru. Merenja su
izvedena na Agilent Cary Eclipse (Nemacka) spektorfluorofotometru sa Peltier

termostatom pri konstantnoj temperaturi 25+0,1 °C.
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4.2.6. Spektrofotometrijska merenja

U cilju ispitivanja postojanja medudejstva u sistemu PAM-makromolekul i uticaja
stvorenih asocijata na konzistenciju rastvora ispitana je mutno¢a smesa polimera i tenzida
u funkciji koncentracije SDS-a odnosno polisorbata 80. Pomo¢u UV/VIS Pye Unicam
spektrofotometra (Velika Britanija) merena je opti¢ka provodljivost smesa na 25 °C.
Snimanjem apsorpcionog spektra (200-850 nm) potvrdeno je da nema apsorpcije u UV
oblasti. Transmisija rastvora merena je u kiveti opticke duzine puta 1 cm na talasnoj duzini

450 nm u odnosu na destilovanu vodu kao slepu probu.

4.2.7. Mikrostruktura

Mikrostruktura ispitivanih sistema analizirana je primenom skenirajuce elektronske
mikroskopije (SEM) koris¢enjem elektronskog mikroskopa JEOL, JSM-6460LV (Japan)
na 25 kV. Uzorci za SEM analizu pripremani su ravnomernim nanoSenjem kapi ispitivanog
rastvora na aluminijumske nosace, koji su zatim smrzavani u te¢nom azotu. Tako
pripremljeni uzorci dehidrirani su i presvucen slojem zlata pod vakuumom primenom
BAL-TEC-SCD 005, Sputter coater instrumenta (180 s/30 mA/50 mm rastojanje)
(Lihtenstajn).

4.2.8. Statisticka obrada rezultata

Rezultati eksperimentalnih istrazivanja analizirani su primenom programa
Statistica v. 10, Microsoft Excel 2013 i OriginPro v.8.5.1.

Deskriptivna statisti¢ka analiza, primenjena je za izracunavanje srednjih vrednosti
(aritmeticke sredine), standardne devijacije i varijanse promenljivih. Statisticki znaajna
razlika srednjih vrednosti ispitana je primenom Tukey HSD testa, na nivou znacajnosti
p <0,05.

Klaster analiza, metoda odzivnih povrSina 1 viSestruka (multipla) linearna
regresiona analiza primenjene su za obradu rezultata ekperimentalnih istrazivanja sa

aspekta hemometrijskog pristupa.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. ATR-FTIR analiza makromolekula i povrsinski aktivnih materija

Infracrvena spektroskopija predstavlja Siroko koriS¢enu tehniku za analizu
materijala koja se zasniva na apsorpciji infracrvenog zracenja usled interakcije zracenja
monohromatskog izvora sa hemijskim vezama unutar molekula. Do apsorpcije
infracrevnog zracenja dolazi samo ukoliko se dipolni momenat menja usled sopstvenog
vibracionog ili rotacionog kretanja molekula. Infracrvena spektroskopija primenom
Fourierove tranformacije (FTIR) omogucava brzo analiziranje malih koli¢ina uzoraka uz
odli¢an odnos signala i Suma. Infracrveni spektar sacinjen je od apsorpcionih traka koje su
rezultat apsorpcije infracrvenog zraCenja na specificnim frekvencijama koje su
karakteristika analiziranog materijala (Goddard i Hotchkiss 2007).

Infracrveni spektri omogucéavaju identifikaciju funkcionalnih grupa u molekulu i
karakterizaciju razli¢itih struktura na osnovu karakteristicne frekvencije, intenziteta 1
talasne duZzine. S obzirom da ne postoje potpuno isti IR spektri, infracrvena spektroskopija
se moze koristiti u kvalitativnoj analizi. Dodatno, povrSina pika u spektru direktan je
pokazatelj 1 koli¢ine supstance jer je intenzitet pika u spektru proporcionalan koncentraciji
funkcionalnih grupa (Zhao i sar. 1987; Beekes 1 sar. 2007; Jamaluddin 2009). Medutim, na
rezultate kvantitativne analize utiCu razliciti faktori kao $to su nacin pripreme uzorka,
visoka koncentracija ugljen-dioksida, vodene pare, itd. Nizak odnos signala i Suma kao i
prisustvo interferiraju¢ih supstanci smanjuje pouzdanost rezultata (Amand i sar. 1997).
Stoga se IR spektroskopija daleko vise koristi u kvalitativnoj analizi jer pored identifikacije
karakteristi¢nih funkcionalnih grupa i hemijskih veza, omogucava i utvrdivanje razli¢itih
konformacionih struktura molekula. Analizom dela spektra u oblasti 1500-400 cm™ koji
predstavlja ,fingerprint“ molekula moguce je wuociti hemijske promene i druge

abnormalnosti u analiziranom uzorku (Beekes i sar. 2007; Lin 2012; Hromis§ 2015).
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U cilju potvrde strukture ispitivanih supstanci i identifikacije potencijalnih mesta
vezivanja, polimeri karbomer 940 i ksantan guma, kao i tenzidi, anjonski SDS i nejonski

polisorbat 80 analizirani su primenom FTIR spektroskopije (slika 10-13).
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Slika 10. ATR-FTIR spektar karbomera 940

Karakteristi¢ni pikovi spektara oba polimera u saglasnosti su sa literaturnim
podacima (Barreiro-Iglesias i sar. 2001; Basavaraju i sar. 2007; Faria i sar. 2011; Li i sar.
2012). Snimanjem spektra karbomera 940 (slika 10), karakteristi¢an pik velikog intenziteta
na 1700 cm™ odgovara ugljenikovom atomu dvostruko vezanom za kiseonik (C=0)
karboksilne grupe, a §irok pik u opsegu 2500-3100 cm™ hidroksilnoj grupi §to ukazuje na
moguénost uspostavljanja vodoni¢nih veza. Pikovi u oblasti 500-1500 cm™ potvrduju
autenti¢nost polimera poliakrilne kiseline tipa karbomer 940. Dokaz prisutva C—H
alifati¢nih hidrofobnih regiona koji mogu ucestvovati u intermolekulskom vezivanju je
vibracioni pik na 800 cm™

U spektru molekula ksantan gume prisustvo $irokog vibracionog pika izmedu 3300

i 3400 cm™ odgovara prisustvu —OH grupa u molekulu koje su sposobne za stvaranje
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medumolekulskih vodoni¢nih veza (slika 11). Intermolekulske veze mogu biti
uspostavljene i u¢es¢em C—H veze i —COOH grupe, $to potvrduju pikovi na 2883, 1721,
1605 i 1392 cm™.
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Slika 11. ATR-FTIR spektar ksantan gume

Autenti¢nost ispitivanih tenzida potvrduju dobijeni spektri (Chatterjee i sar. 2014;
Liu i sar. 2015). Karakteristi¢ni pikovi u oblasti 1500-500 cm™ predstavljaju tzv. ,,otisak
prsta” molekula SDS-a (slika 12). Pik velikog intenziteta oko 1220 cm™ odgovara
vibracijama S=0 veze sulfatne grupe. Pikovi na 2850, 2950 kao i na 1450 cm™ pripadaju
C—H vezama alkil niza u kojima je ugljenik sp® hibridizovan $to predstavlja nepolaran deo
molekula tenzida.

Najvaznija potvrda strukture tenzida iz grupe polisorbata su karakteristicne
apsorpcione trake polioksietilenskog niza i estarske veze u oblasti 850-1100 cm™ (slika
13). Alifatiéne C—H veze u molekulu polisorbata 80 daju pikove u oblasti 2850-2920 cm™ i
1340-1450 cm™. Pik malog intenziteta na 1650 cm™ pripada dvostrukoj C=C vezi ostatka
oleinske kiseline, dok ostatak karboksilne grupe (C=0) masne Kkiseline daje pik na
1730 cm™,
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Analizom spektara polimera i tenzida moze se pretpostaviti da najverovatnije
uées¢em C—H hidrofobnih regiona molekul SDS-a (2850-2950 cm™; 1450 cm™) ostvaruje
medudejstvo sa lancima karbomera 940 1 ksantan gumom. U slucaju polisorbata 80 osim
hidrofobnih interakcija (2850-2920 cm™ i 1340-1450 cm™), medudejstvo sa polimerom
moguée je i stvaranjem vodoniénih mostova ue$éem hidroksilnih grupa (3500 cm™) kao i
kiseonika estarske i etarske veze (850-1100 cm™). Pretpostavlja se da su hidrofobne
interakcije favorizovane, a da je stvaranje vodoni¢nih mostova polisorbata 80 i polimera
lakSe u slucaju ksantan gume nego karbomera 940 usled postojanja Siroke vibracione trake u
intervalu 3300-3400 cm™ u spektru ksantana, koja odgovara—OH grupama u molekulu.

Ispitivanje prisustva medudejstva u sistemima polimer—SDS i polimer—polisorbat 80
ogranicena su primenom niskih koncentracija komponenata u sistemu, jer do interakcije
obi¢no dolazi pri koncentracijama manjim od CMC za odgovaraju¢i tenzid. S obzirom na to
da veoma razblazeni vodeni rastvori ispitivanih sistema ne mogu biti analizirani FTIR
metodom usled dominantnog efekta apsorpcije rastvaraca, prisustvo medudejstva u vodenim
rastvorima tenzida i polimera ispitano je primenom viskozimetrije, konduktometrije,
tenziometrije, spektrofluorimetrije i UV/VIS spektrofotometrije. Mikrostruktura sistema

odredena je primenom skenirajuce elektronske mikroskopije.
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5.2. Binarni sistemi karbomera 940 i povrsinski aktivnih materija
5.2.1. Viskozitet

Informacije o promeni konformacije molekula karbomera 940 u razblazenom
vodenom rastvoru, u prisustvu anjonskog odnosno nejonskog tenzida dobijene su
ispitivanjem viskoznih karakteristika razblazenih rastvora. Rezultati su predstavljeni u vidu

relativnog i redukovanog viskoziteta:

t
- 2
77re| to ( )
77red :% (3)
gde je

-t

Top == °
0 4

nsp — specifiéni viskozitet;
t — vreme isticanja rastvora i

to — vreme isticanja rastvaraca.

Unutrasnji vikozitet izraGunava se pomoc¢u Huggins-ove jednaéine (Huggins 1942):
2
M = 7]+ K[ c (5)

gde je
[#] — unutrasnji viskozitet;
k — Huggins-ova konstanta i

¢ — koncentracija polimera.

Utvrdeno je da unutrasnji viskozitet karbomera 940 u vodi iznosi 6,24 dl/g.
Vrednost unutrasnjeg viskoziteta zavisi od hidrodinamicke zapremine, veliine i
konformacije jednog polimernog lanca (Genest i sar. 2013). Odgovarajuca linearnost
Huggins-ove prave, koja je karakteristika neutralnih polimera, ukazuje na zanemarljivu
disocijaciju karboksilnih grupa lanca karbomera 940 u razblaZzenom vodenom rastvoru

(pH ~4).
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Uticaj razliCitih koncentracija povrSinski aktivnih materija (SDS-a odnosno
polisorbata 80) kao i karbomera 940 na relativni viskozitet vodenih rastvora predstavljen je
naslici 14 i 15.

koncentracija karbomera 940
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Slika 14. Relativni viskozitet vodenih rastvora sme$a karbomera 940 i SDS-a

razlicitih koncentracija

U prisustvu SDS-a i polisorbata 80, pri vis$im koncentracijama polimera, zapaza se
karakteristi¢an minimum na krivoj zavisnosti relativnog viskoziteta smese od koncentracije
PAM. Nakon dostizanja minimalne vrednosti relativnog viskoziteta, uticaj prirode PAM
dolazi do izrazaja. Povecanjem koncentracije PAM-a, primecuje se razliit izgled krive
zavisnosti relativnog viskoziteta smesa karbomer 940-SDS i karbomer 940—polisorbat 80.
Relativni viskozitet smeSe karbomer 940-SDS dostize minimum pri kritiénoj micelarnoj
koncentraciji SDS-a (oko 0,2 g/dl). Iznad CMC, micele SDS-a prisutne su u rastvoru i
relativni viskozitet smese raste sve do koncentracije od 0,4 g/dl SDS. Promene relativnog
viskoziteta u prisustvo SDS-a u koncentracijama iznad 0,4 g/dl su neznatne. lznad ove
koncentracije, odbojne sile izmedu micela i asocijata polimera dominiraju i dovode do
skupljanja polimernih lanaca, Sto rezultira konstantnom vrednoS¢u relativnog viskoziteta ili

blagim smanjenjem, u slucaju najvise koncentracije karbomera 940 (0,06%) (slika 14).
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Slika 15. Relativni viskozitet vodenih rastvora smeSa karbomera 940 i polisorbata

80 razlicitih koncentracija

Nasuprot tome, u slucaju analiziranog nejonskog tenzida, nakon dostizanja
minimalne vrednosti, relativni viskozitet konstantno raste sa poveéanjem koncentracije
polisorbata 80, kao i poveéanjem koncentracije polimera u rastvoru (slika 15).

Kriticna micelarna koncentracija polisorbata 80 je veoma niska 1 ne moze se
precizno utvrditi na datoj krivoj. Relativni viskozitet, raCunat na osnovu vremena isticanja
ispitivanih rastvora, rezultat je povecanja koncentracije kako polimera tako i nejonskog
tenzida. Efekat povecanja koncentracije preovladuje nad prisutnim interakcijama.
Medudejstva u sistemu karbomer 940—polisorbat 80 postoje, ali su vidljiva samo pri nizim
koncentracijama nejonskog tenzida. Pretpostavlja se da minimum relativnog viskoziteta
smese karbomer 940—polisorbat 80 odgovara koncentraciji polisorbata 80 pri kojoj je lanac
polimera zasi¢en tenzidom.

U cilju utvrdivanja postojanja interakcija u sistemima karbomer 940-SDS i
karbomer 940—polisorbat 80 efekat koncentracije polimera eliminisan je izraCunavanjem
redukovanog viskoziteta. Izgled krivih (slika 16 i 17) potvrduje da je jacina interakcije u

sistemu odredena koncentracijom primenjenog tenzida.
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U prisustvu anjonskog tenzida, SDS, u koncentraciji nizoj od CMC (priblizno
0,2 g/dl) vrednosti redukovanog viskoziteta opadaju s povecanjem koncentracije

ispitivanog makromolekula (slika 16).
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Slika 16. Redukovani viskozitet vodenih rastvora smesa karbomera 940 i SDS-a

Pretpostavlja se da viskozitet opada kao rezultat smanjenja hidrodinamicke
zapremine karbomera 940 prisustvom hidrofobnih grupa SDS-a u sistemu. Hidrofobni
lanci SDS-a i karbomera 940 medusobno stupaju u interakciju, lanci karbomera se uvijaju i
sklup€avaju i rezultiraju niZim vrednostima redukovanog viskoziteta smeSe u odnosu na
¢ist makromolekul istih koncentracija. U prisustvu SDS-a u koncentraciji iznad CMC,
povecanje koncentracije karbomera 940 u rastvoru uzrokuje porast redukovanog
viskoziteta. Razlika u ponasanju smesa ispod i iznad CMC posledica je prisustva
micelarnih struktura SDS-a. Takode, povecanje gustine naelektrisanja kompleksa karbomer
940-SDS i formiranje micela u rastvoru dovodi do elektrostatickog odbijanja, lanci
polimera se odmotavaju $to utie na porast redukovanog viskoziteta.

Slicna pojava uocena je 1 ispitivanjem viskoziteta smesSa SDS-a i hidrofobno
modifikovanog kopolimera polimaleinske kiseline i oktil vinil etra (PMAOVE) (Deo i sar.
2003). Prisustvo SDS-a u sistemu uzrokovalo je porast relativnog viskoziteta smeSe

40



Doktorska disertacija Maja Milanovié

SDS-PMAOVE usled hidrofobnog vezivanja tenzida za lanac makromolekula, pri ¢emu su
vrednosti viskoziteta bile znacajno vise kako se koncentracija SDS-a povecavala. U skladu
sa tim, moze se zakljuciti da se molekuli SDS-a, kao i u sistemu sa PMAOVE, vezuju za
hidrofobne regione lanca karbomera 940 1 formiraju meSovite micele Cija veliCina raste
daljim dodatkom anjonskog tenzida. Na taj na¢in SDS uzrokuje promenu konformacije
karbomera 940.

Za razliku od SDS-a, interakcije sa nejonskim tenzidom slabijeg su intenziteta

(slika 17).
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Slika 17. Uticaj koncentracije nejonskog tenzida na redukovani viskozitet vodenih

rastvora karbomera 940 i polisorbata 80

Pri niskim koncentracijama karbomera 940 promene redukovanog viskoziteta su
jasno uocljive. Postojanje medudejstva izmedu polimera 1 tenzida pri niskim
koncentracijama dovodi do odmotavanja lanaca polimera usled interakcije sa
oksietilenskim grupama polisorbata 80. S obzirom na to da su ove interakcije rezultat
prili¢no slabih vodoni¢nih veza, zanemarljive su pri viSim koncentracijima polimera (iznad
0,06%). Sa povecanjem koncentracije makromolekula intramolekulske veze u molekulu
karbomera 940 preovladuju i razlog su zanemarljivih promena u vrednostima redukovanog
viskoziteta.
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5.2.2. Specifi¢na provodljivost

Konduktometrijska titracija je Siroko koriS¢ena metoda za ispitivanje fenomena u
sistemima koji sadrze jonske PAM (Sovilj i Petrovi¢ 2005; Felippe i sar. 2007; Silva i sar.
2011). Pored odredivanja CMC tenzida, merenjem specificne provodljivosti rastvora mogu
se utvrditi medudejstva u sistemima polimer-PAM.

Kao 1 svi anjonski tenzidi, SDS disosuje u vodi obrazuju¢i negativno naelektrisan
povrsinski aktivan jon. Specifi¢na provodljivost linearno raste sa pove¢anjem koncentracije
SDS-a u rastvoru, sve do trenutka kada koncentracija SDS-a u rastvoru bude dovoljna za
obrazovanje micela. Nakon CMC, specifi¢na provodljivost nastavlja linearno da raste ali sa
manjim nagibom prave, §to je posledica prisustva sfernih micela SDS-a u rastvoru i njihove
smanjene pokretljivosti (slika 18). Promena nagiba krive zavisnosti specifi¢ne provodljivosti
od koncentracije SDS-a, u oblasti koncentracije pri kojoj dolazi do obrazovanja micela
predstavlja CMC. Dobijena vrednost CMC iznosi 8,2 mM na 25 °C (odnosno 0,2365 g/dl) i
u saglasnosti je sa prethodno objavljenim literaturnim podacima (Prasad i sar. 2006; Felippe i
sar. 2007, Silva i sar. 2011).
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Slika 18. Specifi¢na provodljivost vodenog rastvora SDS-a

Prisustvo medudejstva u sistemu polimer—PAM opisuje se interakcionim
parametrima, kao Sto su kriticna agregaciona koncentracija i tacka zasi¢enja polimera.

Kriti¢na agregaciona koncentracija (CAC) predstavlja koncentraciju PAM pri kojoj dolazi
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do interakcije i formiranja kompleksa sa lancem makromolekula dok se koncentracija
PAM pri kojoj je makromolekul zasi¢en oznacava kao tacka zasi¢enja polimera (PSP)
(Cosgrove i sar. 1999; Gouveia i sar. 2009; Silva i sar. 2011).

U cilju odredivanja CAC i PSP, vodeni rastvori karbomera 940 koncentracija 0,01;
0,02; 0,03; 0,04; 0,05 i 0,06% titrisani su rastvorom anjonskog tenzida. Na
konduktometrijskim titracionim krivama zavisnosti specifitne provodljivosti od
koncentracije SDS-a, u rastvoru karbomera 940 konstantne koncentracije, uo¢avaju se dve

kriti¢ne tatke-CAC i PSP (slika 19).
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Slika 19. Uticaj koncentracije SDS-a na specifi¢nu provodljivost vodenih rastvora
karbomera 940 (0,06%) i SDS-a

Prva kriti¢na tacka—CAC predstavlja pocetak interakcije SDS-a i karbomera 940.
Dodatak SDS-a u rastvor karbomera 940 najpre uzrokuje linearni porast specificne
provodljivosti. Vezivanje SDS-a za lanac karbomera 940 dovodi do smanjenja nagiba
prave. Daljim dodatkom SDS-a nastavlja se vezivanje za karbomer 940 sve do njegove
saturacije. Zasi¢enje karbomera 940 tenzidom dovodi do pojave druge kriticne tacke na
titracionoj krivoj, PSP. Nakon tacke zasi¢enja prisustvo vece koncentracije SDS-a u
rastvoru dovodi do ponovnog linearnog porasta specificne provodljivosti. Oblast
nelinearne zavisnosti na konduktometrijskoj krivoj rezultat je postojanja medudejstva
izmedu SDS-a i karbomera 940. Na slici 19 primecuju se dva linarna podrucja zavisnosti

specificne provodljivosti od koncentracije anjonskog tenzida, pre CAC i posle PSP.
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Eksperimentalno dobijene vrednosti CAC i PSP, na osnovu promena nagiba krive

zavisnosti, predstavljene su u tabeli 1.

Tabela 1. Eksperimentalne vrednosti CAC i PSP u vodenom rastvoru karbomer 940-SDS

Karbomer 940 (%) CAC (mM) PSP (mM)

0,01
0,02
0,03
0,04
0,05
0,06

2,10
2,10
2,10
2,10
2,10
2,10

8,22
8,27
8,36
8,56
8,69
9,06

Pocetak medudejstva SDS-a sa karbomerom 940 deSava se pri niZoj koncentraciji

od CMC surfaktanta i iznosi 2,1 mM. Dobijena vrednost CAC je konstantna i ne zavisi od

koncentracije karbomera 940. Nasuprot tome, sa povecanjem sadrzaja karbomera 940 u

vodenom rastvoru, podrucje interakcije se Siri tj. PSP raste. Slicna pojava uocena je

prilikom izu¢avanja interakcija u sistemima SDS-hidroksipropilmetil celuloza (Sovilj i
Petrovi¢ 2006; Silva i sar. 2011) kao i SDS—polietilen oksid (Goddard 2002). Dok PSP

linearno raste sa povecanjem koncentracije celuloze u rastvoru, u slu¢aju karbomera 940

zabeleZen je eksponencijalni rast PSP vrednosti (slika 20). Potvrdeno je da je CAC uvek

niza od CMC surfaktanta (Goddard 2002; Sovilj 1 Petrovi¢ 2005), §to upucuje da je

stvaranje kompleksa karbomer 940-SDS energetski favorizovan proces u odnosu na

stvaranje micela u prisustvu makromolekula.
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Slika 20. Uticaj koncentracije polimera na PSP vrednost u vodenom rastvoru
karbomer 940-SDS

5.2.3. Povrsinski napon

Tenziometrijska metoda se moze uspes$no primeniti kako na jonske tako i na
nejonske tenzide 1 stoga je koriS¢ena u radu za ispitivanje procesa micelarizacije SDS-a 1
polisorbata 80 i moguceg medudejstva sa karbomerom 940. Sa povec¢anjem koncentracije
tenzida povrSinski napon sistema znacajno opada. Posle dostizanja CMC, grani¢na
povrsina postaje zasi¢ena molekulima tenzida. Dalje povecanje prisustva molekula PAM
rezultira stvaranjem novih micela. Koncentracija slobodne PAM u rastvoru ostaje gotovo
nepromenjena i dalji porast koncentracije tenzida nema uticaja na vrednost povrsinskog
napona koja teZi konstantnoj vrednosti (Patist i1 sar. 2000).

Prisutvo necistoca, koje poseduju povrSinsku aktivnost, moze se odraziti na
vrednosti povrSinskog napona vodenog rastvora tenzida, Sto oteZava odredivanje CMC
(Patist 1 sar. 2000). PovrSinski napon SDS-a, prvo se smanjuje, zatim dostize minimum, i
posle blagog porasta, kona¢no ostaje relativno nepromenjen (slika 21). Minimum na krivoj
zavisnosti povrSinskog napona od koncentracije PAM, objasnjava se prisustvom necistoce,
kao Sto je dodekanol. Dodekanol u odnosu na SDS, pokazuje ve¢i afinitet prema povrSini

(Katona i sar. 2010). Medutim, autohidroliza SDS-a do dodekanola ne moze se spreciti
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(Song i sar. 2013). Prisutan dodekanol, ¢ak i u vrlo niskim koncentracijama, bolje se
adsorbuje na grani¢noj povrsini i smanjuje povrsSinski napon rastvora pri koncentracijama
nizim od CMC (Smith 1978; Gebhardt i sar. 1984; Mysels 1986; Song i sar. 2013). Kada je
koncentracija SDS-a dovoljna za formiranje micela, dodekanol se rastvara i desorbuje sa

povrsine, Sto dovodi do blagog povecanja vrednosti povrSinskog napona (slika 21).
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Slika 21. Povrsinski napon vodenog rastvora SDS-a pre i nakon dodatka
karbomera 940 (0,01%)

Povecanje povrSinskog napona rastvora SDS-a, koji sadrZze necistoce, odgovara
CMC vrednosti teorijski idealno Cistog SDS-a. Tenziometrijski odredena vrednost CMC
iznosi 7,98 mM (0,2301 g/dl) i neSto je niza od vrednosti dobijene konduktometrijskom
titracijom. Ispitivanjem promene povrSinskog napona od koncentracije SDS-a, Katona i
saradnici (2010) su publikovali istu vrednost.

CMC nejonskog tenzida, polisorbata 80, odredena je merenjem povrSinskog napona
vodenih rastvora razli¢itih koncentracija. Pove¢anjem koncentracije nejonskog tenzida u
rastvoru, zapaza se opadanje povrSinskog napona. U oblasti koncentracije pri kojoj dolazi
do obrazovanja micela, registrovane su promene nagiba krive zavisnosti povrSinskog
napona od koncentracije PAM. Eksperimentalno dobijena CMC iznosi 0,013 mM
(odnosno 0,0017 g/dl) (slika 22) i u saglasnosti je sa publikovanim literaturnim

vrednostima dobijenim tenziometrijskim merenjem (Haque i sar. 1999; Hait i Moulik
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2001; Cirin i sar. 2012; Sovilj i sar. 2013b). Nasuprot tome, u radu Barreiro-lglesias i
koautora (2003a) CMC vrednost je ¢ak deset puta visa (0,153 mM).
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Slika 22. Povrsinski napon vodenog rastvora polisorbata 80 pre i nakon dodatka

karbomera 940 (0,06%)

Povrsinski napon ¢istih vodenih rastvora karbomera 940, koncentracije 0,01-0,1%,
blago opada od 70,9 mN/m do 65 mN/m. S obzirom na to, karbomer 940 poseduje
odredenu povrSinsku aktivnost usled prisustva hidrofobnih delova u makromolekulu.
Merenjem uticaja tenzida na povrSinski napon rastvora karbomera 940, konstantne
koncentracije (0,01; 0.03; 0.06%) dobijene krive pokazale su sli¢an trend (slika 21 i 22).

Dodatak anjonskog tenzida, SDS-a, u rastvor karbomera 940 prouzrokuje smanjenje
povrsinskog napona. Na krivoj zavisnosti povrsinskog napona od koncentracije SDS-a pri
konstantnoj koncentraciji karbomera 940, uocavaju se dve prelomne tacke, CAC i PSP
(slika 21). Prvo, dodatakom SDS-a u rastvor karbomera 940, povrsinski napon opada na
isti na¢in kao i u rastvoru Ciste PAM. U sistemu SDS—karbomer 940 sve dok se ne postigne
odgovarajuca koncentracija tenzida (CAC) interakcije nisu prisutne. Nakon dostizanja
CAC, dalji porast koncentracije SDS-a uzrokuje znacajniji pad povrsinskog napona kao

rezultat formiranja kompleksa karbomer 940-SDS. Vezivanje SDS-a za karbomer 940
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traje sve do saturacije polimernih lanaca molekulima SDS-a. Nakon tacke zasi¢enja (PSP)
dalji dodatak SDS-a ne dovodi do promena vrednosti povrSinskog napona u poredenju sa
rastvorom ¢iste PAM. Usled adsorpcije molekula polimera i tenzida na grani¢noj povrsini,
vrednosti povrSinskog napona rastvora karbomera 940 u prisutvu SDS-a su nize od
vrednosti za Cist SDS. Eksperimentalno dobijene CAC i PSP vrednosti u dobroj su
saglasnosti sa rezultatima konduktometrijskog merenja (tabela 2).

U slucaju polisorbata 80, prisustvo karbomera 940 povecava povrSinski napon
vodenih rastvora u poredenju sa Cistim tenzidom. Fenomen porasta povrSinskog napona,
objasnjava se prisustvom slabih interakcija polimera i nejonskog tenzida (Hansson i
Lindman 1996). U prisustvu konstantne koncentracije karbomera 940 kriva zavisnosti
povrSinskog napona od koncentracije nejonskog tenzida se razlikuje u odnosu na rastvor
Cistog polisorbata 80. Kompleksi karbomer 940—polisorbat 80 uzrokuju promenu oblika
krive (slika 22). Medutim, CAC vrednost karbomer 940—polisorbat 80 smesa precizno nije
mogla biti odredena usled niske kriticne micelarne koncentracije polisorbata 80
(0,013 mM). Standardna devijacija merenja povrSinskog napona rastvora polimera
konstantne koncentracije, u prisustvu niskih koncentracija nejonskog tenzida, bila je vecéa
od razlike srednjih vrednosti. Shodno tome, CAC vrednost nije mogla biti ta¢no utvrdena
jer na vrednost povrsinskog napona veoma niskih koncentracija tenzida snazno uti¢u uslovi
rada. Slicno SDS-u i PSP vrednosti za polisorbat 80 povecavaju se sa porastom

koncentracije karbomera 940 (tabela 2).

Table 2. Tenziometrijski odredene CAC i PSP vrednosti vodenih rastvora
karbomer 940 — SDS / polisorbat 80

CAC (mM) PSP (mM)
Karbomer 940 (%) i i
SDS polisorbat 80  SDS  polisorbat 80
0,01 1,99 - 9,13 0,22
0,03 1,99 - 10,06 0,61
0,06 1,99 - 10,51 0,69
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5.2.4. Spektrofluorimetrija

Spektrofluorimetrijska merenja su pogodna za proucavanje procesa micelarizacije i
interakcija u sistemu polimer—tenzid (Turro i sar. 1984; Panmai i sar. 2002; Torrens i sar.
2005; Kamboj i sar. 2014; Posa i sar. 2014). PonaSanje SDS-a i polisorbata 80 u vodenom
rastvoru, kao i prisustvo karbomera 940 analizirano je primenom pirena kao hidrofobne
probe. Piren je veoma osetljiv na promene polarnosti i uspesno se koristi za pracenje
hidrofilnosti mikrosredine agregata polimera i tenzida. U cilju analize ove pojave,
eksperimenti su izvedeni primenom konstantne koncentracije pirena od 0,6 UM, koja ne
uti¢e na merenja (Wilhelm i sar. 1991; Gao i sar. 2009). Odnos intenziteta prvog (I) i
treceg (l3) emisionog pika pirena u funkciji koncentracije PAM koristi se za tumacenje
ponaSanja tenzida sa i bez prisustva polimera. Formiranjem micela ili hidrofobnih regiona
u vodenom rastvoru, molekuli pirena teze da se inkorporiraju u ove sloZene agregate i
rezultiraju nizim koli¢nikom inteziteta emisionih traka pirena.

Jasna razlika u ponaSanju nejonskih i jonski tenzida prikazana je na slici 23.
Dodatak polisorbata 80 uzrokuje ostar pad koli¢nika I1/ I3. Pretpostavlja se da piren tezi da
se poveze sa nekom vrstom premicelarnih agregata polisorbata 80. U sluc¢aju SDS-a
zabeleZzene su male promene u l; / I3 odnosu, a zatim naglo smanjenje kao posledica

pocetka procesa udruzivanja.
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Slika 23. Odnos intenziteta prvog (I1) i treceg (13) emisionog pika pirena u funkciji
koncentracije (a) polisorbata 80 i (b) SDS-a
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Prisustvo obe vrste surfaktanta, u koncentracijama iznad CMC, nema uticaj na
vrednost 11 / 13. Koli¢nik intenziteta prve i tre¢e emisione trake pirena je konstantan usled
ugradnje molekula pirena u hidrofobne regione micela. Shodno tome, CMC kako
nejonskog tako i anjonskog tenzida izraCunata je na osnovu preseka prave brzo varirajueg
I konstantnog dela krive. Dobijene CMC vrednosti polisorbata 80 i SDS-a iznose 0,018 i
7,21 mM (odnosno 0,0024 i 0,2079 g/dl) i u dobroj saglasnosti su sa prethodno
publikovanim literaturnim podacima dobijenim primenom spektrofluorimetrijske metode
(de Martins i sar. 2006; Posa i sar. 2014). Sa slike 23, primetno je da je koli¢nik 11/ I3
konstantnog dela krive nizi u sluc¢aju anjonskog tenzida (l; / I3 =1,16) $to ukazuje da su
micele SDS-a kompaktnije i sadrZze neznantu koli¢inu vode jer sadrze vise hidrofobnih
regiona.

Promena polarnosti mikrosredine u rastvoru karbomera 940, konstantne

koncentracije, u funkciji koncentracije SDS-a prikazana je na slici 24.
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Slika 24. Odnos intenziteta prvog (l1) i treceg (I3) emisionog pika pirena smesa karbomer

940-SDS u funkciji koncentracije SDS-a pri konstantnoj koncentraciji karbomera 940

Vrednosti 11/ I3, ¢ak i u prisustvu karbomera 940 u niskoj koncentraciji (0,01%),
nize su od vrednosti Cistih vodenih rastvora SDS-a iste koncentracije, §to ukazuje na
stvaranje asocijata. U prisustvu karbomera 940, SDS formira asocijate pri koncentraciji

nizoj od CMC (7,21 mM). Opadanje vrednosti |; / I3 ukazuje na manju polarnost
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mikrosredine oko pirena. Takode, sa povecanjem koncentracije polimera, hidrofobni
agregati se lakSe formiraju i konstantna vrednost I, / 13 se ranije dostize.

Merenjem intenziteta emisije pirena rastvora karbomera 940 (0,01, 0,03 i 0,06%) u
funkciji koncentracije polisorbata 80 utvrdeno je da je hidrofobnost sistema neznatno
povecana prisustvom makromolekula. Vece koncentracije karbomera 940 (0,06%)
uvodenjem hidrofobnih grupa snizavaju polarnost sistema karbomer 940—polisorbat 80 ¢ak
i pri niskim koncentracijama tenzida (slika 25). Koli¢nik emisionih traka prirena (ly / I3)
dostize konstantu vrednost pri nizim koncentracijama u odnosu na vodeni rastvor Cistog
polisorbata 80 i potvrduje postojanje interakcija u sistemu polimer—PAM. Hidrofobni
segmenti u lancu karbomera 940 zajedno sa prisutnim karbomer 940—polisorbat 80

agregatima odgovorni su za porast hidrofobnosti sistema.
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Slika 25. Odnos intenziteta prvog (l;) i treceg (I3) emisionog pika pirena smesa
karbomer 940-polisorbat 80 u funkciji koncentracije polisorbata 80 pri konstantnoj

koncentraciji karbomera 940
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5.2.5. Spektrofotometrija

Prilikom pripreme smeSa karbomera 940 1 tenzida primecena je promena
konzistencije rastvora polimera nakon dodatka vece koli¢ine polisorbata 80. Merenjem
transmisije smesa na 450 nm u odnosu na destilovanu vodu kao slepu probu ispitan je

uticaj SDS-a i polisorbata 80 na mutno¢u vodenih rastvora karbomera 940 (slika 26).
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Slika 26. Uticaj koncentracije (a) SDS-a i (b) polisorbata 80 na transmisiju vodenog
rastvora karbomera 940 (0,06%)

U prisustvu SDS-a u koncentracijama veéim od CMC zapaza se blagi pad
transmisije smeSe karbomera 940 i SDS-a. Iznad PSP vrednosti, lanac karbomera 940
zasi¢en je surfaktantom i dalji dodatak SDS-a izaziva porast zamucenosti sistema. Pad
transmisije rastvora SDS—karbomer 940 pripisuje se postojanju micelarnih struktura SDS-a
koje pored kompleksa SDS—karbomer 940 doprinose elektrostatickom odbijanju u rastvoru
i vecoj kompaktnosti polimera. Za razliku od relativno bistrih rastvora karbomera 940 i
SDS-a, ispitivanjem sistema karbomer 940—polisorbat 80 primecen je progresivan porast
zamucenosti odnosno smanjenje transmisije rastvora sa povecanjem koncentracije PAM.
Pored koncentracije nejonskog tenzida, ve¢i sadrzaj karbomera 940 utiCe na opadnje
procenta transmisije rastvora. Variranje transmisije sistema pri koncentraciji 0,5 mM
polisorbata 80 implicira prisustvo koacervata ili agregata koji modifikuju opticka svojstva
sistema. Dodatkom nejonskog tenzida favorizovane su intramolekulske veze koje
rezultiraju skupljanjem polimera. Primetan pad transmisije je u saglasnosti sa prethodno

registrovanim smanjenjem viskoziteta.
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5.2.6. Mikrostruktura

Ispitivanjem optickih karkateristika rastvora, kao i fluorescentne emisije pirena
potvrdeno je postojanje medudejstva izmedu karbomera 940 i ispitivanih PAM. Razlike u

mikrostrukturi karbomera 940 nakon dodatka anjonskog ili nejonskog tenzida analizirane

su primenom skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM) (slika 27).

Slika 27. SEM mikrografije osusenih smrzavanjem (freeze-dried) vodenih rastvora
karbomera 940 nakon dodatka (a, b) 0% NaOH; (c) 0,15% NaOH; (d) 6 mM SDS-a;
(e, ) 12 mM SDS-g; (g) 0,008 mM polisorbata 80; (h, i) 0,03 mM polisorbata 80

SEM analiza potvrdila je konformacione promene karbomera 940 nakon dodatka
natrijum hidroksida (slika 27c). Lanac karbomera 940 u vodenom rastvoru nalazi se u vidu
spirale (slika 27a, b). Nakon neutralizacije karboksilnih grupa bazom, lanac karbomera 940
se odmotava. Uticaj koncentracije tenzida (iznad i ispod CMC) na strukturu karbomera 940

takode je ispitan. Analiza mikrostrukture uzoraka nakon dodatka SDS-a odnosno

53



Doktorska disertacija Maja Milanovié

polisorbata 80 pokazuje razlike u strukturi u poredenju sa Cistim polimerom. Asocijati
karbomera 940 sa anjonskim odnosno nejonskim tenzidom u funkciji koncentracije SDS-a
/ polisorbata 80 su prikazani na slikama 27d-i.

Poredenjem SEM mikrografija, uocava se da prisustvo polisorbata 80 u vrlo niskoj
koncentraciji, ispod CMC (slika 27g), ne uzrokuje promene na mikrostrukturalnom nivou.
Naspurot tome, uzorci karbomera 940 i SDS-a (slika 27d-f) kao i karbomera 940 i
polisorbata 80 iznad CMC (slika 27h, 1) imaju strukturu slicnu karbomeru 940 nakon
neutralizacije natrijum hidroksidom (slika 27c). Interakcije sa PAM dovode do promene
konformacije. Konformacione promene karbomera 940 uzrokovane prisustvom tenzida na
mikrostrukturalnom nivou dodatno potvrduju postojanje interakcija utvrdenih primenom

prethodnih metoda.
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5.3. Binarni sistemi ksantan gume i povrSinski aktivnih materija

5.3.1. Viskozitet

Prvi korak u ispitivanju postojanja moguceg medudejstva u sistemu ksantan—-PAM
je odredivanje viskoznih svojstava razblazenih vodenih rastvora. Merenjem vremena
isticanja kapilarnim viskozimetrom, odreden je relativni viskozitet smeSa ksantan gume i

SDS-a. Uticaj razlicitih koncentracija SDS-a na relativni viskozitet prikazan je na slici 28.

1.5 1 koncentracija ksantana
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Slika 28. Uticaj koncentracije ksantan gume na relativni viskozitet vodenih rastvora
ksantan gume i SDS-a

Relativni viskozitet vodenog rastvora anjonskog tenzida kontinualno raste sa
povecanjem koncentracije. Nasuprot tome, u prisustvu polimera, ksantan gume, sa
povecanjem koncentracije SDS-a, relativni viskozitet najpre opada, dostize minimum
vrednosti, a zatim raste. Takode se zapaza da povecanje koncentracije ksantan gume u
sistemu rezultuje ocekivano viSim vrednostima viskoziteta rastvora. Dodatak SDS-a
uzrokuje znaCajan pad viskoziteta vodenih rastvora sa vefim udelom polimera.
Pretpostavlja se da je miniumum relativnog viskoziteta, koji se javlja pri koncentacijama

SDS-a manjim od 0,3 g/dl, verovatno posledica interakcije molekula SDS-a sa ksantan
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gumom. Povecanjem sadrzaja ksantan gume u rastvoru, dolazi do pomeranja minimuma ka
visim koncentracijama SDS-a §to upucuje na znacajan opseg interakcija.

U cilju eliminisanja uticaja koncentracije na viskozitet i dodatnog ispitivanja
promena u sistemima ksantan guma-SDS, izraCunate su vrednosti redukovanog
viskoziteta. Grafik zavisnosti redukovanog viskoziteta vodenog rastvora ksantan gume i
SDS-a od koncentracije anjonskog tenzida prikazan je na slici 29.
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Slika 29. Redukovani viskozitet vodenih rastvora SDS-a i ksantan gume pri konstantnim

koncentracijama ksantan gume

Povecanje koncentracije SDS-a u vodenom rastvoru smeSe SDS-ksantan guma
doprinosi padu redukovanog viskoziteta. Iznad koncentracije anjonskog tenzida od
0,2 g/dl, promene redukovanog viskoziteta gotovo su neznatne i ne zavise od udela ksantan
gume u rastvoru. Ovo navodi na zakljucak da su prisutne promene u konformaciji ksantan
gume, koje su verovatno posledica interakcija.

Zavisnost redukovanog viskoziteta vodenih rastvora ksantan gume i SDS-a od
koncentracije polimera prikazan je na slici 30. Povecanje sadrzaja ksantan gume u
vodenom rastvoru uzrokuje porast redukovanog viskoziteta. Nasuprot tome, prisustvo
SDS-a u rastvoru dovodi do promena izgleda krive zavisnosti i pada redukovanog

viskoziteta. Pri nizim koncentracijama SDS-a (0,1 1 0,2 g/dl) zabelezen je najveci pad
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redukovanog viskoziteta u poredenju sa vodenim rastvorom Ccistog polimera istih
koncentracija. Interesantno je da najnize vrednosti redukovanog viskoziteta imaju vodeni
rastvori koji sadrze SDS u koncentraciji bliskoj CMC (0,2 g/dl). Vazno je napomenuti da
sa povecanjem koncentracije ksantan gume, pri konstantnom sadrzaju SDS-a, sistemi teze
istoj vrednosti. Takode, promene redukovanog viskoziteta teze konstantnoj vrednosti, a ta

pojava narocito je izrazena pri niskom sadrzaju SDS-a.
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Slika 30. Redukovani viskozitet vodenih rastvora SDS-a i ksantan gume pri

konstantnim koncentracijama SDS-a

Najces¢e je hidrofobni karakter polimera i1 tenzida odgovoran za postojanje
medudejstva u sistemu makromolekul-PAM (Khan i sar. 2008). Molekuli ksantan gume u
vodenom rastvoru nalaze se u formi heliksa (Sato i sar. 1984). Zahvaljujuéi slabim
intermolekulskim vezama lanci polimera formiraju kompleksnu strukturu (Norton i sar.
1984). Dodatkom SDS-a u vodeni rastvor ksantan gume uvodi se elektronegativan atom
kiseonika u sistem. Pretpostavlja se da, pored stvaranja slabih vodoni¢nih mostova
uceS¢em atoma vodonika iz hidroksilnih grupa osnovnog lanca ksantan gume 1 atoma
kiseonika sulfatne grupe SDS-a, u cilju smanjenja kontakta alkil lanca molekula SDS-a sa
vodom dolazi do interakcije tenzida sa hidrofobnim regionima na lancu ksantan gume.

Povecanjem koncentracije ksantan gume u sistemu veci broj hidroksilnih grupa moze
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ucestvovati u stvaranju vodoni¢nih mostova. Prisustvo SDS-a dovodi do sklupcavanja i
dodatnog wuvijanja molekula ksantana, zbog ¢ega su intermolekulske interakcije
favorizovane 1 pad redukovanog viskoziteta je ocigledniji pri nizim koncentracijama
SDS-a. Medutim, u prisustvu SDS-a u rastvoru u koncentracijama iznad 0,2 g/dl (CMC),
promene redukovanog viskoziteta su neznatne, i vise ne zavise od sadrzaja ksantan gume u
sistemu (slika 29). Povec¢anjem koncentracije SDS-a dominiraju hidrofobne interakacije sa
ksantan gumom. Najverovatnije kako koncentracija SDS-a raste, sve viSe se molekula
PAM inkorporira u komplekse SDS—ksantan guma i formiraju se meSovite micele SDS-a |
hidrofobnih regiona polimera. Prakticno konstantne vrednosti redukovanog viskoziteta
rezultat su hidrofobnih interakcija anjonskog tenzida sa ksantan gumom koje evidentno
dovode do promene konformacije polimera.

Prethodna ispitivanja viskoznih karakteristika vodenih rastvora polielektrolita
ksantan gume i nejonskog tenzida polisorbata 80 upucuju na postojanje medudejstva u
sistemu (Krstonosi¢ 2008). Analizom uticaja koncentracije tenzida i polimera na viskozna
svojstva vodenih rastvora u ovom radu uoceni su minimumi i maksimumi relativnog
viskoziteta koji se javljaju pri koncentracijama polisorbata 80 nizim od 0,5 g/dl. Sli¢no
SDS-u, dodatkom polisorbata 80 u vodeni rastvor ksantan gume dolazi najpre do naglog
pada redukovanog viskoziteta a zatim daljim povecavanjem koncentracije polisorbata 80 te
promene su sve manje izraZzene. Za razliku od SDS-a, prisutvo nejonskog tenzida uzrokuje
porast redukovanog viskoziteta, sa povecanjem koncentracije ksantan gume u sistemu
(Krstonosi¢ 2008). Ovo je ukazivalo na moguce interakcije, pa su u ovom radu koris¢ene 1

druge tehnike kako bi se to potvrdilo.

5.3.2. Specifi¢na provodljivost

Konduktometrijska merenja omogucavaju bolje karakterisanje promena u sistemu
ksantan guma—SDS. Rastvaranjem polielektrolita ksantan gume i jonskog tenzida, SDS-a u
vodi dolazi do elektroliticke disocijacije na pozitivne 1 negativne jone polimera 1 tenzida.
Elektricna provodljivost navedenog sistema ne zavisi samo od elektroliticke disocijacije
ve¢ 1 od prisutnih interakcija u vodenom rastvoru.

Povecéanje koncentracije polimera ksantan gume u vodenom rastvoru uti¢e na

linearan porast specificne elektricne provodljivosti (slika 31). Sli¢no ostalim jonskim
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tenzidima, na krivoj zavisnosti elektricne provodljivosti od koncentracije SDS-a,
karakteristi¢no je prisustvo prevojne tacke (CMC), §to je prikazano ranije. U vodenom
rastvoru, povecanje koncentracije SDS-a dovodi do ocekivanog porasta konduktivnosti
koja je rezultat pozitivno naelektrisanih jona natrijuma i negativno naelektrisanih jona
dodecilsulfata. Povecanjem koncentracije SDS-a iznad CMC, specifi¢éna provodljivost
nastavlja linerano da raste ali sa manjim nagibom prave jer slobodni joni SDS-a vise
doprinose povecanju provodljivosti u odnosu na sada prisutne micele u sistemu
(Silvai sar. 2011).
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Slika 31. Specifi¢na provodljivost vodenih rastvora ksantan gume

Vise vrednosti specificne elektricne provodljivosti vodenih rastvora SDS-a
izmerene su u prisustvu ksantan gume (slika 32). Sli¢na pojava uocena je u vodenom
rastvoru SDS-a pri dodatku parcijalno hidrolizovanog poliakrilamida, kao i u prisustvu
polietilenimina i lineranog polivinilamina (Winnik i sar. 2000; Khan i sar. 2008). Vise
vrednosti u prisustvu polimera mogu se objasniti Cinjenicom da je ksantan guma
polielektrolit i sigurno doprinosi provodljivosti smese, §to potvrduje slika 31.

Prethodno, Nedjhioui i saradnici (2005) uocili su da rastvor anjonskog tenzida
(SDS-a, kao i natrijum dodecilbenzen sulfonata) posle dodatka ksantan gume, u
koncentraciji 0,1-0,5%, ima vecu specifiénu provodljivost u odnosu na rastvor pre dodatka

polimera. Medutim, za potvrdu postojanja medudejstva u sistemu ksantan guma—SDS i
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odredivanje interakcionih parametara neophodno je konduktometrijsko merenje veéeg
broja rastvora razli¢itih koncentracija anjonskog tenzida pre i posle dodatka polielektrolita
u nizoj koncentraciji. S obzirom na to uticaj razli¢itih koncentracija ksantan gume (0,005;
0,01 i 0,05%) na specifiénu provodljivost vodenih rastvora SDS-a je ispitan i prikazan na
slici 32, 33 i 34. Tokom konduktometrijskih merenja koncentracija ksantan gume u

rastvoru bila je konstantna.
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Slika 32. Zavisnost specifi¢ne provodljivosti od koncentracije SDS-a u rastvoru
0,005% ksantan gume

Na krivoj zavisnosti specifiéne provodljivosti od koncentracije SDS-a pri
konstantnoj koncentraciji ksantan gume, uocavaju se dve prelomne tacke, CAC i PSP.
Povecanje koncentracije SDS-a u rastvoru ksantan gume uzrokuje linearan porast
specifi¢ne provodljivosti sliéno ¢istom vodenom rastvoru SDS-a, sve do trenutka stvaranja
agregata. Prva prelomna tacka, CAC, ukazuje na pocetak stvaranja veza izmedu molekula
SDS-a i ksantan gume. Vezivanje SDS-a za lanac polimera nastavlja se daljim dodatkom
tenzida. Druga prelomna tacka, PSP, oznacCava tacku zasi¢enja ksantan gume tenzidom.
Podruc¢je medudejstva SDS-a 1 ksantan gume odgovara koncentracijama tenzida izmedu
dve prelomne tacke, CAC i PSP. Nakon PSP, dalje povecanje koncentracije SDS-a u

rastvoru dovodi do stvaranja slobodnih micela SDS-a i rezultira ponovnim linearnim
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porastom specifi¢ne provodljivosti rastvora. Slobodne micele SDS-a manje su pokretne u
odnosu na agregate polimera i tenzida. Prema tome, nakon PSP, prava zavisnosti
specificne provodljivosti od koncentracije SDS-a belezi manju vrednost nagiba prave.
Tabela 3 sumira eksperimentalne vrednosti CAC i PSP dobijene pri razli¢itim

koncentracijama ksantan gume.
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Slika 33. Zavisnost specifiéne provodljivosti od koncentracije SDS-a u rastvoru

0,01% ksantan gume
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Slika 34. Zavisnost specifi¢ne provodljivosti od koncentracije SDS-a u rastvoru
0,05% ksantan gume
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Tabela 3. Konduktometrijski odredene CAC i PSP vrednosti vodenih rastvora smesa

ksantan gume i SDS-a

Ksantan guma (%) CAC (mM) PSP (mM)

0,005 3,076 9,44
0,01 2,74 9,52
0,05 2,29 9,76

Na osnovu dobijenih vrednosti za CAC i PSP, moze se zakljuciti da sa pove¢anjem
koncentracije ksantan gume u rastvoru CAC vrednosti opadaju, $to ukazuje da su
intermolekulske interakcije SDS-a i ksantan gume favorizovane i nastupaju pri nizim
koncentracijama tenzida. Takode, veéi sadrzaj ksantan gume u vodenom rastvoru
uslovljava porast vrednosti PSP i dovodi do Sirenja opsega koncentracija SDS-a koje

stupaju u medudejstvo sa molekulima ksantana.

5.3.3. Povrsinski napon

U sistemima polielektrolit-anjonska PAM kao i polieletrolit-nejonska PAM
formiranje intermolekulskih kompleksa kao i postojanje snazne povrSinske interakcije
rezultira promenama povrSinskog napona. U kombinaciji sa ostalim tehnikama
tenziometrija omogucava bolje razumevanje ponasanja kompleksa polimer—PAM u smislu
adsopcije na povrsini i relativne slobodne energije novoformiranih struktura.

Teorijski posmatrano povrSinski napon vode dodatkom jonskog ili nejonskog
tenzida opada usled adsorpcije povrSinski aktivnih molekula na grani¢nu povrSinu. U
trenutku kada povrSina postane zasi¢ena molekulima tenzida, u rastvoru pocinje formiranje
micela i povrSinski napon dostize minimum vrednosti. Dalje poveéanje koncentracije
tenzida, rezultira konstantnim vrednostima povrSinskog napona (Patist 1 sar. 2000).

Nasuprot tenzidima, povrSinski napon rastvora ksantan gume gotovo se ne menja sa
porastom koncentracije. Stoga je ispitan uticaj razlicitih koncentracija SDS-a na povrsinski

napon vodenog rasvora ksantan gume koncentracija 0,005; 0,01 i 0,015%.
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Poredenjem vrednosti povrSinskog napona rastvora SDS-a, pre i posle dodatka
ksantan gume, uocava se da prisustvo anjonskog polimera snizava povrSinski napon

(slika 35).
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Slika 35. Zavisnost povrSinskog napona od koncentracije SDS u rastvoru 0,015% ksantan

gume

Dodatak malih koli¢ina SDS-a u rastvor polimera izaziva linearan pad povrSinskog
napona koji se podudara sa krivom zavisnosti ¢iste SDS sve do trenutka kada koncentracija
tenzida postane dovoljna za uspostavljanje medudejstva sa ksantan gumom. Na krivama
zavisnosti povrSinskog napona od koncentracije SDS-a, poredenjem krivih c¢iste SDS 1
smeSe SDS—ksantam guma, uocavaju se dve prelomne tacke—-CAC i PSP (slika 35), koje
ukazuju na interakacije tenzida i polimera. Prva prelomna tacka (CAC) ukazuje na pocetak
stvaranja veza izmedu molekula SDS-a 1 ksantan gume. U podrucju medudejstva
povrsinski napon smese je nizi u odnosu na ¢ist vodeni rastvor SDS-a. Nize vrednosti
povrSinskog napona verovatno su posledica stvaranja kompleksa polimera i tenzida.
Novostvoreni agregati lakSe se adsobuju na povrSinu 1 dodatno snizavaju povrSinski napon.
Sa povecanjem koncentracije SDS-a, povrSinski napon rastvora belezi blagi rast. Ovaj
fenomen verovatno je posledica vece adsopcije molekula SDS-a na lance polimera u
unutras$njosti rastvora. Nakon zasi¢enja polimernih lanaca anjonskim tenzidom, u rastvoru
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daljim dodatkom SDS-a ne dolazi do promena vrednosti povr$inskog napona a kriva smese
SDS—ksantan guma poklapa se sa krivom ¢iste SDS. Granica faza voda—vazduh je zasi¢ena
i u rastvoru pored agregata tenzida i ksantan gume, prisutne su i slobodne micele SDS-a i
vrednosti povrsinskog napona su gotovo identi¢ne onima u rastvoru ¢iste PAM. Zasiéenje
lanca ksantan gume molekulima SDS-a predstavlja drugu prelomnu tac¢ku, PSP.

Na osnovu dobijenih eksperimentalnih vrednosti interakcionih parametara u opsegu
analiziranih koncentracija (tabela 4), moze se zakljuciti da pocetak medudejstva gotovo ne
zavisi od koncentracije polimera (bliske CAC vrednosti), dok poveéanje koncentracije

ksantan gume dovodi do sirenja opsega medude;jstva, tj. PSP vrednost raste.

Tabela 4. Tenziometrijski odredene vrednosti interakcionih parametara, CAC i

PSP, vodenih rastvora smesa SDS-a i ksantan gume

Ksantan guma(%) CAC (mM) PSP (mM)

0,005 1,71 9,36
0,01 1,84 9,97
0,015 1,86 10,36

Porast PSP vrednosti sa povecanjem koncentracije ksantan gume u skladu je sa
rezultatima konduktometrijske titracije (tabela 3). Medutim, konduktometrjski dobijene
CAC vrednosti odstupaju od tenziometrijskih. Ksantan guma kao polielektrolit ocekivano
uti¢e na povecanje specificne provodljivosti smese. Verovatno vezivanjem monomera
SDS-a za lanac ksantan gume, novostvoreni kompleks zadrZzava pokretljivost, narocito u
prisustvu niskih koncentracija polielektrolita. Kako koncentracija SDS-a raste, dolazi do
stvaranja meSovitih micela uz ucesée hidrofobnih regiona na lancu polimera, koje odlikuje
smanjena pokretljivost u elektricnom polju, a promena nagiba krive specificne
provodljivosti od koncentracije SDS-a na to i ukazuje. Analizom rezultata dobijenih
merenjem povrSinskog napona 1 specifi¢ne provodljivosti mozZe se pretpostaviti, na osnovu
CAC vrednosti, da se u cilju smanjenja hidrofobnog efekta, povec¢anjem sadrzaja ksantan
gume u sistemu mesovite micele SDS-a i ksantan gume verovatno stvaraju uz vece ucesce

hidrofobnih grupa polimera. Vrednosti redukovanog viskoziteta smesa SDS-a i ksantan
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gume dodatno potvrduju ove pretpostavke, jer dodatak SDS-a uzrokuje znacajne promene
konformacije makromolekula.

Pojava da PSP vrednosti beleze blag porast u prisustvu veceg sadrzaja polimera u
skladu je sa publikovanim literaturnim podacima (Minatti i Zanette 1996; Dal B¢ i sar.
2005; Rub i sar. 2013). Takode, ranije objavljeni radovi svedoce da dodatak polimera u
rastvor anjonskog tenzida uzrokuje smanjenje povrSinskog napona usled sinergistickog
efekta komponenata (Dal-Bo i sar. 2011). Izmenjenu povrSinsku aktivnost SDS-a u
prisustvu ksantan gume utvrdila je i grupa autora (Nedjhioui i sar. 2005; Khan i sar. 2008).
Medutim, Khan i saradnici (2008) i Nedjhioui i saradnici (2005) su objavili da u oblasti
medudejstva dolazi do poveéanja vrednosti povrSinskog napona u odnosu na rastvor ¢istog
tenzida i da CAC i PSP vrednosti ne zavise od koncentracije dodatog polimera (pri primeni
ksantan gume u koncentraciji vecoj od 0,05%). Najverovatnije, molekuli SDS-a bivaju
uvuceni sa granice faza voda—vazduh pri dodatku ksantan gume u koncentracijama veéim
od 0,05%, te stoga uticaj sadrzaja ksantan gume na interakcione parametare nije mogao biti
utvrden.

Ponasanje rastvora polielektrolita i nejonskog tenzida u smislu koli¢ine tenzida koji
se adsorbuje na granici faza ima izuzetan prakti¢an znacaj. Promene povrSinskog napona
usled stvaranja kompleksa polimer—-PAM uti¢u na kvasenje, adheziju, stabilnost koloida,
itd. (Asnacios i sar. 2000). Iz tog razloga uticaj ksantan gume na povrsinsku aktivnost
polisorbata 80 ispitan je merenjem povrSinskog napona, a u cilju dobijanja podataka o
moguc¢em medudejstvu izmedu ove dve komponente. Pripremljenim smeSama polisorbata
80 1 ksantan gume, s obzirom na dobru rastvorljivost u vodi, odreden je povrSinski napon,
pri ¢emu je koncentracija ksantan gume u rastvoru bila konstantna (0,001; 0,01; 0,015%).

Interakcije u rastvoru anjonskog polimera i nejonske PAM su znatno slabijeg
karaktera u poredenju sa sistemom koji sadrZe isti polimer ali naelektrisan PAM. Izuzetno
niska kritiéna micelarna koncentracije polisorbata 80 predstavljala je poteSkocu prilikom
tenziometrijskog odredivanja CAC vrednosti. Standardne devijacije ponovljenih merenja
bile su veée od razlike izmedu srednjih vrednosti povrSinskog napona veoma niskih
koncentracija nejonskog tenzida. Shodno tome, pocetak interakcije polisorbata 80 sa
lancem polimera nije mogao biti precizno utvrden jer je merenje povrSinskog napona

niskih koncentracija pod snaznim uticajem samih performansi uredaja i spoljasnjih uslova.
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Uprkos tome, razlicit izgled krive zavisnosti povrsinskog napona od koncentracije
nejonske PAM u prisustvu ksantan gume, od one koja je dobijena za Cist vodeni rastvor
polisorbata 80, upucuje na postojanje medudejstva u sistemu. U prisustvu ksantan gume
molekuli polisorbata 80 adsobuju se na lanac polielektrolita. Rezultat interakcija je visi
povrsinski napon sistema u odnosu na rastvor Cistog polisorbata 80 iste koncentracije

prikazan na slici 36.
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Slika 36. Zavisnost povrSinskog napona od koncentracije polisorbata 80 u rastvoru

0,005% ksantan gume

Najverovatnije, kao rezultat interakcije sa ksantan gumom, molekuli polisorbata 80
sa granice faza bivaju uvuceni u unutraS$njost rastvora, §to rezultuje visim vrednostima
povrsinskog napona. Daljim dodatkom polisorbata 80 dolazi postepeno do saturacije
lanaca polimera tenzidom, pa shodno tome povrSinski napon smese ima niZe vrednosti od
vodenog rastvora cCistog polisorbata 80 iste koncentracije. Dakle, nize vrednosti
povrsinskog napona rezultat su povecanja broja slobodnih monomera polisorbata 80, usled
zasi¢enja lanaca ksantana surfaktantom. Posle odredene koncentracije nejonskog tenzida,
povrsinski napon smeSe je konstantan i poklapa se sa vrednostima cistog rastvora

polisorbata 80. Eksperimentalno odredene vrednosti saturacionih koncentracija u sistemu
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ksantan guma—polisorbat 80 (tabela 5) ukazuju da sa porastom koncentracije polimera, PSP

vrednosti rastu, $to je konstatovano i kod prethodno analiziranih sistema.

Tabela 5. Eksperimentalne vrednosti PSP za smesu polisorbata 80 i ksantan gume

pri cemu je koncentracija ksantan gume konstantna

Ksantan guma (%) PSP (mM)
0,005 0,37
0,01 0,49
0,015 0,53

Kao $to je utvrdeno, molekuli ksantan gume nisu povrsSinski aktivni i ne adsorbuju
na granici faza voda—vazduh te ne dolazi do promena povrSinskog napona. Takvo
ponasanje u skladu je sa literaturnim podacima (Prud homme i Long 1983; Secouard i sar.
2006; Krstonosi¢ i sar. 2011). Razli¢ito ponasanje nejonskog tenzida u prisustvu ksantan
gume u odnosu na anjonsku PAM u skladu je sa ispitivanjima povrSinskog napona oktenil
sukcinat (OSA) skrobova u prisustvu ksantan gume (Krstonosi¢ i sar. 2011). Pri
konstantnoj koncentraciji ksantan gume (0,04%) povrsinski napon i CMC vrednosti OSA
skorbova bile su vise. Takode, Asnacios 1 saradnici (2000) su ustanovili da povrSinski
napon rastvora nejonskog tenzida, alkil pentaetilen glikol etra C10Es, u prisustvu polistiren
sulfonata ima viSe vrednosti. Takvo ponaSanje primeceno je i u sluaju CiEs. Fenomen
porasta povrSinskog napona nejonskog tenzida u prisustvu povrSinski neaktivnog
polielektrolita verovatno je posledica vezivanja molekula PAM za polimer. Na taj nacin
polimer ne dopusta molekulima PAM da stignu do granice faza voda—vazduh i formira
komplekse u kojima su hidrofobne grupe manje izloZene molekulima vode (Asnacios 1 sar.

2000).

5.3.4. Spektrofluorimetrija

Pored ostalih tehnika, fluorescentna spektrometrija osim za odredivanje kriti¢ne
micelarne Kkoncentracije moze biti primenjena i za ispitivanje fenomena u rastvoru

polimera i tenzida. Odnos intenziteta prve (l;) i tre¢e emisione trake pirena (l3) ukazuje na
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polarnost mikrosredine u kojoj se nalazi piren. Hidrofobni molekul pirena se solubilizuje u
hidrofobnim regionima, pre svega micelama tenzida. Moze se ocekivati da u prisustvu
polimera, usled interakcije sa molekulima tenzida dolazi do promene polarnosti
mikrosredine u kojoj se nalazi piren. Prema tome, ispitivanjem zavisnosti koli¢nika 11/ I3
od koncentracije tenzida u oblasti micelarnih koncentracija, moguce je utvrditi promene
propustljivosti micela prema molekulima vode sa variranjem koncentracije polimera, kao i
samu fleksibilnost ispitivanih micela. Sistemi hidrofobno modifikovanog polimera i
tenzida, zatim hidrofobno modifikovanog polielektrolita i nejonskog i jonskog tenzida, kao
1 interakcije izmedu naelektrisanog polimera i hidrofobno modifikovanog polianjona
prethodno su analizirani primenom spektrofluorimetrijske metode (Hashidzume i sar.
1999; Morishima i sar. 1999; Hashidzume i sar. 2002; Liu i sar. 2002; Panmai i sar. 2002;
Torrens i sar. 2005). Imajuci to u vidu, u ovom radu polarnost sistema ksantan guma—-SDS
I ksantan guma—polisorbat 80 ispitana je merenjem vrednosti koli¢nika I1/ 13 u zavisnosti
od koncentracije tenzida, pri konstantnoj koncentraciji ksantan gume (0,005; 0,01 i
0,015%). Promena polarnosti mikrosredine u rastvoru ksantan gume u funkciji

koncentracije anjonskog tenzida, SDS-a, prikazana je na slici 37.
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Slika 37. Odnos intenziteta prvog (l;) i tre¢eg (l3) emisionog pika pirena smesa
ksantan guma—SDS u funkciji koncentracije SDS-a pri konstantnoj koncentraciji ksantan

gume
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Vrednosti 11/ |5 pri istoj koncentraciji anjonskog tenzida su nize u prisustvu ksantan
gume. Koli¢nik emisionih traka pirena opada sa porastom sadrzaja polimera u sistemu.
Veca hidrofobnost rastvora pri niskim koncentracijama SDS-a ukazuje na formiranje
hidrofobnih agregata u sistemu. Poklapanje krivih zavisnosti 11/ I3 sa vrednostima za Cist
SDS pri koncentracijama SDS-a > 4 mM ukazuje da uticaj variranja koncentracije
anjonskog tenzida i polielektrolita na polarnost mikrosredine oko pirena dolazi do izrazaja
samo pri niskim koncentracijama anjonskog tenzida. Pretpostavlja se da sa povecanjem
koncentracije SDS-a dolazi do tezeg pakovanja tenzida u hidrofobne agregate i
favorizovanije je inkorporiranje pirena u slobodne micele SDS-a. Gotovo konstantne
vrednosti I, / I3 (=1,16) pri koncentracijama SDS-a ve¢im od CMC, ukazuju na to da
prisustvo ksantan gume ne ometa formiranje kompaktnih micela, nepropustljivih za vodu.

Poredenjem dobijenih vrednosti Iy / I3 sa rezultatima spektrofluorimetrijske analize
smesa SDS—karbomer 940, utvrdeno je da SDS gradi hidrofobnije agregate sa karbomerom
940. Za razliku od ksantan gume, karbomer 940 dovodi do guséeg pakovanja
ugljovodoni¢nih lanaca u meSovitim micelama sa povecanjem koncentracije SDS-a. To
potvrduju konstante vrednost indeksa polarnosti smeSe karbomer 940-SDS pri
koncentraciji SDS > 4 mM (slika 24). Manja polarnost mikrosredine u mesovitim
micelama karbomera 940 i SDS-a omoguéava bolju solubilizaciju pirenske probe u njima u
poredenju sa Cistim micelama SDS-a. Na osnovu svega navedenog moze se ocekivati da
asocijati SDS-a i karbomera 940 u odnosu na komplekse sa ksantan gumom vezuju vecu
koli¢inu hidrofobne farmakoloski aktivne supstance 1 duze je zadrzavaju.

Za razliku od prethodno ispitivanih sistema u ovom radu, dodatkom polisorbata 80,
u rastvor ksantan gume vrednosti koli¢nika emisionih traka pirena l; / I3 bile su vece u
poredenju sa rastvorom nejonskog tenzida iste koncentracije (slika 38). Veca hidrofilnost
sistema u prisustvu ksantan gume naroCito je izrazena pri niskim koncentracijama
polisorbata 80. Uvodenjem polioksietilenskog tenzida, broj hidroksilnih grupa raspolozivih
za medudejstvo sa ksantan gumom se povecava, stvaraju se vodoni¢ne veze Sto rezultuje
ve¢om polarnos¢u mikrosredine u kojoj se piren nalazi. Na osnovu izgleda krive zavisnosti
koli¢nika l; / I3 od koncentracije polisorbata 80, uocava se da pri dodatku nejonskog
tenzida u koncentracijima ve¢im od 0,038 mM hidrofobnost sistema postaje konstantna 1

gotovo je identi¢na rastvoru Cistog tenzida. Manja hidrofobnost sistema polisorbat 80—
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ksantan guma razlog je i prethodno utvrdenih visih vrednosti povrSinskog napona rastvora

smesa u poredenju sa ¢istom PAM.
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Slika 38. Odnos intenziteta prvog (l;) i treceg (I3) emisionog pika pirena smesa
ksantan gume i polisorbata 80 u funkciji koncentracije polisorbata pri konstantnoj

koncentraciji ksantan gume

5.3.5. Spektrofotometrija

Ispitivanje fotohemijskih promena u rastvorima polimera i tenzida omogucava
bolje razumevanje medudejstava u sistemima ksantan guma-SDS i ksantan guma—
polisorbat 80.

Merenje odnosa intenziteta upadne svetlosti i intenziteta svetlosti posle prolaska
kroz rastvore polimera i tenzida pomaZze u karakterizaciji strukturnih modifikacija koje se
desavaju u sistemu. Transmisija predstavlja deo upadne svetlosti koji prolazi kroz uzorak i
dostize detektor. Ukoliko rastvor ne apsorbuje svetlost, transmisija iznosi 100% (Dubin 1
sar. 1985).

Tipican izgled transmisione krive rastvora anjonskog i nejonskog tenzida nakon
dodatka ksantan gume prikazan je na slici 39. Rastvori SDS-a odnosno polisorbata 80 u
prisustvu konstantne koncentracije ksantan gume, skoro da ne apsorbuju svetlost u

70



Doktorska disertacija Maja Milanovié

poredenju sa destilovanom vodom. Sa porastom koncentracije tenzida ne dolazi do
promene procenta transmisije. Gotovo konstantne vrednosti, narocito u slu¢aju polisorbata
80, 1 odsustvo efekta zamucenja, objasnjavaju se ¢injenicom da SDS 1 polisorbat 80 u

opsegu ispitivanih koncentracija grade rastvorne komplekse sa ksantan gumom.
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Slika 39. Uticaj koncentracije (a) SDS-a i (b) polisorbata 80 na transmisiju vodenog

rastvora ksantan gume (0,01%)

5.3.6. Mikrostruktura

Primenom skeniraju¢e elektronske mikroskopije odredena je mikrostruktura
molekula ksantan gume nakon dodatka anjonskog i nejonskog tenzida. U prisustvu SDS-a,
u koncentracijama ispod i iznad CMC, evidentne su promene u mikrostrukturi. Uticaj
koncentracije SDS-a na poroznost strukture primetna je na slici 40. Strukturne modifikacije
indukovane prisustvom SDS-a potvrduju postojanje medudejstva u sistemu. Dodatak
polisorbata 80 u rastvor ksantan gume manifestuje se viSeslojnom strukturom polimera.
Rastvor ksantan gume je 100 puta razblaZzen kako bi se bolje uocile porozne strukture
(slika 40e, f). SEM analiza je u skladu sa prethodnim metodama potvrdila prisustvo

medudejstva u sistemu ksantan guma—polisorbat 80 i ksantan guma—SDS.

71



Doktorska disertacija Maja Milanovié

= f‘? i

~ ¥
%30, 000 ©.Snm F)mu_ s 8

s

Slika 40. SEM mikrografije osusenih smrzavanjem (freeze-dried) vodenih rastvora ksantan
gume (a) 0,05%; (b-d) 0,05% nakon dodatka 0,03 mM polisorbata 80, (e,f) 0,0005% nakon
dodatka 0,03 mM polisorbata 80; (g,h) 0,05% nakon dodatka 6 mM SDS-a; (i-1) 0,05%
nakon dodatka 12mM SDS-a
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5.4. Ternarni sistemi karbomera 940, ksantan gume i povrsinski aktivnih

materija

Danas, polimeri moraju da zadovolje sve vece zahteve u pogledu osobina, cene,
kompatibilnosti. MeSanjem dva polimera bez dodatne sinteze na jeftin i brz nacin mogu se
posti¢i Zeljene karakteristike (Morariu 1 sar. 2011). Takode, usled postojanja
elektrostati¢kih odnosno hidrofobnih interakcija, unutar samog lanca polimera i/ili
razli¢itih fragmenata polimera, smeSe obi¢no pokazuju izmenjena svojstva u odnosu na
pojedina¢ne komponente (Posharnowa i sar. 2001). Medudejstvom dva razli¢ita polimera
najéeS¢e se formiraju kompleksi stabilizovani vodoni¢nim vezama i to izmedu
polikarboksilnih Kkiselina kao proton donora i polimera sa proton akceptorskim grupama
(npr. polietilen glikol) (llie i sar. 2010). Primeri postojanja interakcija u sistemima dva
polimera su poliakrilna kiselina i poliakrilamid, polimetaakrilna kiselina i polietilen glikol
odnosno polivinil pirolidon, i druga (Baranovsky i Shenkov 1996; Byun i sar. 1996;
Krupers i sar. 1996; Moharram i sar. 1996; Usaitis i sar. 1997). S druge strane, u vodenoj
sredini u prisustvu polimera, prirodnih i sintetskih, utvrdeno je da dolazi do promene
viskoznog ponaSanja, povrsinske aktivnosti i drugih svojstva amfifilnih molekula, kao Sto
su SDS i polisorbat 80 usled formiranja kompleksa polimer—PAM.

Siroka primena ksantan gume i karbomera 940, kao i prethodno utvrdeno
postojanje medudejstva u ispitivanim sistemima polimer—-PAM, usmerila su dalje
eksperimente ka odredivanju potencijalnog sinergistickog ponaSanja smeSa polimera 1
uticaja SDS-a i polisorbata 80 na fizicko-hemijska svojstva ternarnih sistema. U skladu sa
tim, uticaj anjonskog i nejonskog tenzida na fizicko-hemijska svojstva vodenih rastvora
ksantan gume i karbomera 940, konstantne koncentracije analiziran je primenom

viskozimetrije, konduktometrije, tenziometrije, spektrofluorimetrije i spektrofotometrije.

5.4.1. Viskozitet

Viskozimetrija je najeS¢e koriS¢ena tehnika za odredivanje kompatibilnosti dva
polimera (Morariu i sar. 2011). Prethodno je utvrdeno merenjem relativnog viskoziteta
Cistih vodenih rastvora ksantan gume i karbomera 940 razli¢itih koncentracija da viskozitet

gotovo linearno raste sa povecanjem koncentracije ksantan gume odnosno karbomera 940.
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Iako su vrednosti specificnog viskoziteta Cistih vodenih rastvora karbomera 940
(koncentracije 0,03%), i ksantan gume (0,002%), veoma bliske, smeSa dva polimera
pokazuje izmenjeno viskozno ponaSanje. Odstupanje viskoziteta smese od aditivnog
pravila (7agg= w11+ w22 gde je @ maseni udeo polimera a 7 specifi¢ni viskozitet) rezultat
je prisustva medudejstva u sistemu (Brunchi i sar. 2010; Haiyang i sar. 2000). Pozitivna
devijacija ukazuje na kompatibilnost polimera dok negativha na smanjenje dimenzija
zavojnica makromolekula usled odbijanja razli¢itih segmenata polimera (Rogosi¢ i Mencer
1997).
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Slika 41. Specifi¢ni viskozitet smese karbomera 940 i ksantan gume u zavisnosti

od masenog udela karbomera 940

Sa slike 41 se uocava da eksperimentalne vrednosti specifi¢nog viskoziteta smese
odstupaju od aditivnog pravila 1 sistem je viskozniji. ViSe vrednosti specifi¢nog viskoziteta
posledica su opruzanja i delimi¢nog odmotavanja lanaca karbomera 940 u prisustvu
ksantan gume usled kompatibilnosti dva polimera. Na taj nacin povecava se broj dostupnih
atoma i grupa na lancu polimera za stupanje u medudejstvo.

Medutim, mesljivost dva polimera ne mozZe se tumaciti samo analizom odstupanja
eksperimentalne vrednosti viskoziteta ve¢ se moraju uzeti u obzir i interakcije izmedu

polimera i rastvaraa (Brunchi i sar. 2010). Poznato je da viskozitet rastvora polimera
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zavisi od molarne mase, fleksibilnosti i hidrofilnosti molekula, prisustva jonskih grupa,
hidrofobnih regiona kao i inter- i intramolekulskih veza (Genest i sar. 2013). S obziom na
to da je u opsegu ispitivanih koncentracija (0,01-0,1%) disocijacija karbiksilnih grupa
karbomera 940 zanemarljiva (pH ~4), smesa karbomera 940 i ksantan gume odgovara tipu
sistema nejonski polimer i polielektrolit. Teorijski posmatrano vodeni rastvori polimera i
polielektrolita trebalo bi da se ponaSaju kao smeSe polimera i soli, zbog dominantnog
uticaja jona na entropiju mesanja (Piculell i Lindman 1992).

Vecée eksperimentalne vrednosi specificnog viskoziteta smesSe karbomera 940 i
ksantan gume u odnosu na ocekivane vrednosti primenom aditivnog pravila u saglasnosti
su sa ponasanjem smese poliakrilne kiseline i natrijum poli(stiren sulfonata). Utvrdeno je
da smeSa poliakrilne kiseline i natrijum polistiren sulfonata ima visi viskozitet u odnosu na
pojedinacne vrednosti. Takode, kao i u opsegu ispitivanih koncentracija karbomera 940 i
ksantan gume nije uoceno razdvajanje faza (Piculell i Lindman 1992). Pretpostavlja se da
pored uspostavljanje vodoni¢nih mostova izmedu krutog lanca ksantan gume i karbomera
940, dolazi i do hidrofobnih interakcija koje su odgovorne za izmenjeno viskozno
ponasanje (Jones i sar. 1987).

Viskozne karakteristike ternarnih sistema ispitane su merenjem vremena isticanja
vodenih rastvora karbomera 940 i ksantan gume u funkciji koncentracije tenzida
kapilarnim viskozimetrom. Uoceno je da dodatkom SDS-a (slika 42, 43) odnosno
polisorbata 80 (slika 44) u vodeni rastvor smeSe polimera konstantnih koncentracija
(0,03% karbomer 940 1 0,001% ksantan guma), specifi¢ni viskozitet najpre opada, dostize
minimum vrednosti a zatim daljim dodatkom tenzida ponovo raste.

Na osnovu izgleda krivih prikazanih na slici 42 ocigledan je uticaj ksantan gume na
efekat interakcije u ternarnom sistemu. U prisustvu ksantan gume minimum specifi¢nog
viskoziteta smeSe je izrazeniji, a povecanjem koncentracije SDS-a vrednosti viskoziteta
prate krivu karbomera 940.

Odstupanje eksperimentalnih od izracunatih vrednosti specificnog viskoziteta
primenom aditivnog pravila potvrduje prisustvo medudejstva u sistemu karbomer 940—

ksantan guma—SDS (slika 43).
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Slika 42. Uticaj koncentracije SDS-a na specifi¢ni viskozitet vodenih rastvora karbomera

940 (C) i ksantan gume (K)
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Slika 43. Odstupanje specificnog viskoziteta vodenih rastvora karbomera 940, ksantan

gume i SDS-a od aditivnog pravila
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Minimum specificnog viskoziteta ternarnog sistema viSe je izrazen, jer u
koncentracijama SDS-a manjim od 0,2 g/dl (CMC=0,23 g/dl) dolazi do vezivanja PAM za
hidrofobne regione polimera. Povecanjem sadrzaja SDS-a, stvara se sve viSe meSovitih
asocijata u sistemu i rezultat izmenjene konformacije makromolekula su veée vrednosti
specifi¢nog viskoziteta smese u odnosu na ocekivane.

Poredenjem izgleda krivih zavisnosti specificnog viskoziteta binarnih i ternarnih
sistema od koncentracije nejonskog tenzida, uocava se da prisustvo polisorbata 80 u
opsegu koncentracija 0,05-0,4 g/dl rezultira bliskim vrednostima mns, kao u slucaju
karbomer 940—polisorbat 80 (slika 44). Ovaj fenomen objasnjava se Cinjenicom da efekat
koncentracije karbomera 940 na viskozitet preovladuje. Slicna pojava uocava se i u
sistemu karbomer 940—ksantan guma—SDS (slika 42). U prisutvu SDS-a u koncentracijama
iznad CMC (oko 0,2 g/dl) vrednosti relativnog viskoziteta vodenih rastvora karbomera 940

sa i bez dodatka ksantan gume veoma su bliske usled prisustva micelarnih struktura.
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Slika 44. Uticaj koncentracije polisorbata 80 na specifi¢ni viskozitet vodenih rastvora

karbomera 940 (C) i ksantan gume (K)

Medutim, razlike u viskoznom ponaSanju binarnih 1 ternarnih smeSa sa
polisorbatom 80 vidljive su u oblasti niskih (< 0,1 g/dl) i visokih (> 0,4 g/dl) koncentracija

nejonske PAM. Surfaktantom indukovano sklupcavanje lanaca karbomera 940 favorizuje
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prisustvo ksantan gume u sistemu. Dodatkom polisorbata 80 u koncentracijama iznad
0,4 g/dl, pojacavaju se interakcije i rezultat su nize vrednosti specificnog viskoziteta
ternarne smese u odnosu na odgovarajuci binarni sistem sa karbomerom 940.

Uticaj ksantan gume na efekat interakcija u ternarnom sistemu potvrduje i razli¢it
izgled krivih zavisnosti na slici 45. Nize vrednosti specificnog viskoziteta ternarnog

sistema u odnosu na ocekivane, u prisustvu polisorbata 80 u koncentracijama iznad

0,3 g/dl, rezultat su stvaranja koacervata.
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Slika 45. Odstupanje specificnog viskoziteta vodenih rastvora karbomera 940, ksantan

gume i polisorbata 80 od aditivnog pravila

Prethodno je utvrdeno ispitivanjem binarnih sistema sa karbomerom 940, da

povecanje koncentracije nejonskog tenzida uzorkuju progresivni pada transmisije vodenih

rastvora karbomera 940 1 polisorbata 80. Stoga, prisustvo jo§ jednog polimera, ksantan
gume u sistemu, favorizuje interakacije i stvaranje stabilnih agregata. Kao rezultat snaznog
medudejstva formiraju se koacervati 1 povefava se nestabilnost ternarnog sistema.
Optimizovanjem jac¢ine medudejstva u sistemu karbomera 940 i1 ksantan gume kori§¢enjem
odgovarajuce koncentracije polisorbata 80 formirani kompleksi mogu na¢i svoju primenu u

prozvodnji ¢vrstih lekovih oblika.
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Dodatak nejonskog tenzida (etoksilovani nonil fenol, NOEO,) u sistem karbomera
980 i polietilen glikola 400 i 2000 izaziva promene viskoziteta slicne onima u sistemu
linearne ili umreZene poliakrilne kiseline (Antipina i sar. 1972; Bekturov i sar. 2000; Ilie 1
sar. 2010). Kao i u slucaju polisorbata 80, dodatak NOEO1o u binarni sistem najpre izaziva
pad vrednosti relativnog viskoziteta, dostize minimum i zatim daljim dodatkom nastavlja
da raste (Ilie 1 sar. 2010). Pretpostavlja se da je takvo ponasanje smeSe rezultat 3D
strukture karbomera 980 i1 uklapanja molekula polietilen glikola u njegovu mrezu (Ilie 1 sar.
2009). Dodatkom tenzida, molekuli politeilen glikola bivaju zamenjeni molekulima
NOEOjp u strukturi karbomera 980 pa se interpolimerni kompleks ponaSa gotovo na
identi¢an nacin kao linearna odnosno umrezena poliakrilna kiselina (Anghel i sar. 1994;
Anghel i sar. 1999; llie i sar 2009).

Sli¢na pojava verovatno je prisutna i u sistemima karbomera 940 i ksantan gume sa
polisorbatom 80 odnosno SDS-om. Na osnovu izgleda krivih specifi¢nog viskoziteta i
prethodno utvrdene kompatibilnosti ovih makromolekula pretpostavlja se da sli¢no
polietilen glikolu, lanci ksantan gume se uklapaju u mrezu karbomera 940 i zbog toga
vezivanje molekula SDS-a odnosno polisorbata 80 za interpolimerni kompleks rezultira
bliskim vrednostima specificnog viskoziteta, kao i u sluaju samog karbomera 940.
Pretpostavlja se da, za razliku od SDS-a, polisorbat 80 u visokim koncentracijama (iznad
0,3 g/dl) indukuje intenzivnije sklup¢avanje interpolimernih kompleksa. Rezultat snaznog

medudejstva u sistemu je pad vrednosti specifi¢nog viskoziteta.

5.4.2. Specifi¢na provodljivost

U cilju boljeg razumevanja fizicko-hemijskih svojstava ternarnog sistema u radu je
ispitan uticaj anjonskog tenzida na specifi¢nu provodljivost vodenog rastvora ksantana 1
karbomera 940, konstantne koncentracije (slika 46). Dodatkom SDS-a specifi¢na
provodljivost ternarnog sistema linerano raste, slicno binarnim rastvorima polimera i
tenzida (Goddard i Ananthapadmanabhan 1993; Sovilj i Petrovi¢ 2005). Sa daljim
porastom koncentracije tenzida u sistemu, specificna provodljivost nastavlja da raste ali sa
manjim nagibom prave. Koncentracija SDS-a, pri kojoj dolazi do promene nagiba prave
zavisnosti specifi¢ne provodljivosti od koncentracije, oznacava pocetak interakcije SDS-a

sa lancima ksantan gume i karbomera 940 (CAC=2,04 mM). Nakon saturacije lanaca
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polimera tenzidom, ponovo se uspostavlja linearan porast specifine provodljivosti sa
daljim dodatkom SDS-a.

Poredenjem vrednosti specificne provodljivosti ternarnog sistema sa vodenim
rastvorima karbomera 940 i ksantan gume zapaza se da u oblasti niskih koncentracija
SDS-a, nagib prave zavisnosti specificne provodljivosti od koncentracije PAM odgovara
nagibu prave vodenih rastvora karbomera 940 (slika 46). Takode, kriti¢na agregaciona
koncentracija SDS-a u ternarnom sistemu bliska je prethodno utvrdenim CAC vrednostima
za binarni sistem karbomer 940-SDS (2,10 mM). Ova pojava u skladu je sa publikacijama
o favorizovanim interakcijama u sistemima neutralni polimer—naelektrisana PAM
(Goddard i sar. 1975; Goddard i Ananthapadmanabhan 1993; Goddard 2002; Goddard i
Hotchkiss 2007). Oblast nelinearne zavisnosti odgovara podru¢ju medudejstva u ternarnom

sistemu (Minatti i Zanette 1996).
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Slika 46. Uticaj ksantan gume (K) i karbomera 940 (C) na specifi¢nu provodljivost
vodenog rastvora SDS-a

U podrucju interakcije vrednosti specifi¢ne provodljivosti nesto su vise u odnosu na
binarne smeSe karbomera 940 i ksantan gume sa istim sadrzajem SDS-a. Izmerene vise
vrednosti  specificne provodljivosti ternarnih sistema mogu se objasniti vecom

pokretljivosS¢u novostvorenih kompleksa. Medutim, specificna provodljivost vodenih
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rastvora ksantan gume i karbomera 940 pri koncentraciji SDS-a iznad 8,33 mM odgovara
vrednostima vodenog rastvora SDS-a i ksantan gume iste koncentracije. Pretpostavlja se da
dodatkom anjonskog tenzida u koncentraciji iznad CMC (=8,2 mM), usled pisustva
micelarnih struktura lanci karbomera 940 gube pokretljivost i u sistemu dominiraju
medudejstva ksantan gume i SDS-a. Nakon saturacije lanaca ksantan gume surfaktantom
(oko 9,16 mM), ponovo se uspostavlja linearna zavisnost specificne provodljivosti od
koncentracije SDS-a. Saturaciona koncentracija SDS-a u ternarnom sistemu u saglasnosti
je sa prethodno odredenom PSP vrednos$éu za binarni sistem ksantan guma—SDS.
Konduktometrijskom titracijom potvrdeno je postojanje interakcija u ternarnom sistemu
SDS—karbomer 940—ksantan guma, ali su one primetne samo u oblasti nizih koncentracija

anjonske PAM.

5.4.3. Povrsinski napon

Izoterma povrSinskog napona SDS-a u vodenom rastvoru smese polimera,

karbomer 940—ksantan guma, konstantne koncentracije prikazana je naslici 47.
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Slika 47. Zavisnost povrSinskog napona od koncentracije SDS-a u rastvoru
karbomera 940 (C) i ksantan gume (K)
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Poredenjem povrSinskog napona rastvora SDS-a u prisustvu karbomera 940 i
ksantan gume sa prethodno utvrdenim vrednostima u odgovaraju¢im binarnim sistemima
ustanovljeno je da dodatkom SDS-a u koncentracijama do 4 mM povrsinski napon vodenih
rastvora opada na sli¢an na¢in. Na osnovu izgleda krive zavisnosti povrSinskog napona od
koncentracije tenzida moze se uoCiti da u ternarnom sistemu prisustvo ksantan gume
favorizuje interakcije molekula SDS-a sa lancima karbomera 940. Daljim dodatkom
tenzida, nakon dostizanja CAC (1,5 mM), povrsinski napon ternarnog sistema opada sli¢no
rastvoru ksantan gume i SDS-a iste koncentracije. Bliske vrednosti povrSinskog napona
smesa pri dodatku tenzida u koncentraciji od 4 mM potvduju postojanje medudejstva u
ternarnom sistemu. Medutim za razliku od Cistog rastvora anjonskog tenzida i binarnog
sistema sa ksantan gumom, prisustvo karbomera 940 (u koncentraciji 0,03%) uzrokuje
raniju saturaciju povrsine tenzidom usled adsorpcije kompleksa makromolekula na granici
faza. Sa slike 47 se vidi da kriva ternarnog sistema podseca na krivu smese karbomer 940—
SDS. To je verovatno zbog veée koncentracije karbomera 940 u odnosu na ksantan gumu.

Vezivanje SDS-a za lance polimera u ternarnom sistemu traje sve do tacke
zasi¢enja. Nakon PSP (9,61 mM), daljim porastom koncentracije SDS-a povrsinski napon
odgovara vrednostima rastvora Ciste PAM 1 ukazuje na formiranje Cistih micela SDS-a u
sistemu. Primenom analize varijanse poredene su srednje vrednosti povrSinskog napona
vodenih rastvora SDS-a pre i nakon dodatka polimera. Utvrdeno je da se srednje vrednosti
povrSinskog napona ternarne smesSe statisticki znac¢ajno ne razlikuju od vrednosti smesa
karbomera 940 i SDS-a pri koncentraciji tenzida od 1,5 (p=0,06) i 4 mM (p=0,077).
Dodatno, statisti¢ki znacajne razlike izmedu binarnih i ternarnih smesa sa ksantan gumom
utvrdene su za sve analizirane koncentracije tenzida (0,5-6 mM), osim za 4 mM (p=0,507).
Vrednost kriti¢ne agregacione koncentracije (1,5 mM 1 4 mM) i prisustvo medudejstva u
sistemu potvrdeno je primenom analize varijanse. Poredenjem eksperimentalno odredenih
vrednosti CAC 1 PSP u ispitivanom binarnom 1 ternarnom sistemu mozZe se zakljuciti da
prisustvo jo§ jednog polimera u sistemu favorizuje interakcije anjonske PAM 1 polimera

(tabela 6).

Izmenjeno ponasanje anjonske PAM u prisustvu smeSe polimera uoceno je i u
ternarnim sistemima SDS-a sa hidroksipropil metil celulozom (HPMC) i natrijum karboksi
metil celulozom (NaCMC). Utvrdeno je da su vrednosti povrSinskog napona rastvora

HPMC i NaCMC nakon dodatka SDS-a u koncentracijama manjim od CAC, bliske
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vrednostima binarnih smesa HPMC-SDS (Katona i sar. 2010). Ovaj fenomen je u
saglasnosti sa rezultatima ispitivanog ternanog sistema. Srednje vrednosti povrSinskog
napona smeSe SDS—karbomer 940-ksantan guma i binarne smeSe SDS—karbomer 940, za

koncentracije tenzida manje od CAC (1,55 mM) nisu se statisticki znacajno razlikovale.

Tabela 6. Tenziometrijski odredene CAC i PSP vrednosti SDS-a i polisorbata 80 u

binarnom i ternarnom sistemu

CAC (mM) PSP (mM)
karbomer 940 (%)  ksantan guma (%) : i
SDS polisorbat 80 SDS  polisorbat 80
0,03 - 1,99 - 10,06 0,61
0,03 0,001 1,55 - 9,61 0,45
0,001 1,85 9,15 0,28

Kriva zavisnosti povrSinskog napona od koncentracije polisorbata 80 prikazana je
na slici 48. Sli¢no binarnim sistemima ksantan guma—polisorbat 80 i karbomer 940-
polisorbat 80, dodatak smesSe polimera karbomera 940 i ksantan gume konstantne
koncentracije povecava povrSinski napon vodenih rastvora. Medutim fenomen porasta
povrsinskog napona izraZeniji je u ternarnom sistemu. To je uticaj karbomera 940 koji je
prisutan u vecoj koncentraciji budu¢i da ksantan guma (u koncentraciji 0,001%) sniZzava
povrSinski napon nakon pojave interakcija. Pretpostavlja se da stvoreni kompleksi
polisorbata 80 sa karbomerom 940 i ksantan gumom uzrokuju drugaciji izgled krive
zavisnosti povrSinskog napona ternarnog sistema od odgovaraju¢ih binarnih smeSa sa
istom koncentracijom polisorbata 80. Intenzivnije ,,uvla¢enje* molekula polisorbata 80 sa
granice faza u unutrasnjost sistema svedoci da su medudejstva polisorbata 80 1 polimernog
kompleksa snaznija u odnosu na pojedinac¢ne polimere.

Na osnovu izgleda krive uocava se da sa dodatkom polisorbata 80 povrsinski napon
ternarnog sistem opada, dostize vrednosti povrSinskog napona smeSe karbomera 940 1
polisorbata 80, da bi daljim dodatkom tenzida, vrednosti povrSinskog napona bile nize u
odnosu na rastvor ciste PAM iste koncentracije. Blagi pad povrsinskog napona ka nizim
vrednostima rezultat je povecanja broja slobodnih molekula polisorbata 80 na granici faza

voda—vazduh, usled zasi¢enja lanaca ksantana i karbomera ovim nejonskim tenzidom.
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Tacka zasi¢ena polimera polisorbatom 80 u ternarnom sistemu iznosi 0,45 mM.
Nakon zasi¢enja polimera, daljim dodatkom tenzida, postepeno dolazi do adsorpcije

slobodnih monomera polisorbata 80.
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Slika 48. Zavisnost povrsinskog napona od koncentracije polisorbata 80 u rastvoru

karbomera 940 (C) i ksantan gume (K)

Postojanje regiona sa konstantnim vrednostima povrsinskog napona ukazuje da pri
odredenim koncentracijama polisorbata 80, sav dodat tenzid se vezuje za stvoreni
kompleks PAM-polimer. U stvorenim kompleksima usled prisustva jo$ jednog polimera
molekuli tenzida previse su medusobno udaljeni jedni od drugih da bi stvorili micele.

Uticaj smeSe polimera na izgled izotermske krive povrSinskog napona polisorbata
80 u skladu je sa rezultatima ispitivanja povrsinske aktivnosti nejonskog tenzida (NPEO)
u prisutstvu poliakrilne kiseline i pollietilen glikola. Sli¢no sistemu polisorbat 80—
karbomer 940-ksantan guma, smeSa polimera uti¢e na formiranje platoa vrednosti
povrSinskog napona usled stvaranja agregata PAM-—polimer. Takode, kriva zavisnosti
povrsinskog napona od koncentracije nejonskog tenzida ternarnog (NPEOjio—karbomer
980-PEG) sistema odgovara izgledu krive odgovaraju¢eg binarnog sistema (NPEOjo—

karbomer 980) (llie i sar. 2010). lIzgled krive zavisnosti sistema polisorbat 80—karbomer
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940—ksantan guma upuéuje da mehanizmi interakcije odgovaraju tipu medudejstva u

sistemu karbomer 940—polisorbat 80.

5.4.4. Spektrofluorimetrija

Analiza prirode interakcija i formiranja agregata u ternarnom sitemu veoma je
komplikovana. Zahavljuju¢i visokoj osetljivosti emisionih spektara pirena prema
promenama polarnosti mikrosredine, spektrofluorimetrijska tehnika predstavlja metodu
izbora za bolje razumevanje svojstava stvorenih kompleksa u ispitivanim sistemima
(Barana i sar. 2014). Imaju¢i u vidu da se piren kao hidrofobni molekul, solubiliSe u
micelama odnosno hidrofobnim agregatima koji se formiraju u vodenim rastvorima
polimera i tenzida (Turro i Kuo 1986; Winnik 1993; Winnik i Regismond 1996),
agregacioni proces u ternarnom sitemu takode moze biti detektovan.

Koli¢nik intenziteta prvog (l1) i treceg (I3) emisionog spektra predstavlja indeks
polarnosti. U prisustvu polimera mikrosredina oko pirena je nepolarnija i vrednosti
koli¢nika 1/ I3 su niZze u odnosu na vodeni rastvor ¢istog tenzida. Krive zavisnosti indeksa
polarnosti od koncentracije SDS-a odnosno polisorbata 80 u vodenim rastvorima
karbomera 940 i ksantan gume predstavljene su na slici 49 i 50.

U oblasti niskih koncentracija SDS-a, koli¢nik 1; / I3 vodenog rastvora karbomera
940 i SDS-a pre i nakon dodatka ksantan gume gotovo se ne razlikuje (slika 49). Medutim
poveéanjem koncentracije SDS-a iznad 3 mM mikrosredina oko pirena u prisustvu ksantan
gume postaje nepolarnija. Hidrofobniji agregati se formiraju i koli¢nik I / I3 ternarne smese
je manji od rastvora karbomera 940 sa istim sadrzajem SDS-a. U poredenju sa binarnim
sistemom i vodenim rastvorom ¢iste PAM konstantna vrednost indeksa polarnosti (=1,14)
postize se pri pri nizoj koncentraciji SDS-a u prisustvu ksantan gume (6 mM). Ksantan
guma ne samo da favorizuje asocijaciju hidrofobnih regiona ve¢ utiCe na stvaranje

kompaktnih micela nepropustljivih za vodu pri koncentracijama SDS-a manjim od CMC.
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Slika 49. Odnos intenziteta prvog (l1) i treceg (I3) emisionog pika pirena smesa
ksantan gume (K) i karbomera 940 (C) u funkciji koncentracije SDS-a pri konstantnoj
koncentraciji ksantan gume i/ili karbomera 940

Uticaj nejonskog tenzida na promene polarnosti mikrosredine oko pirena u
vodenom rastvoru karbomera 940 i ksantan gume konstantne koncentracije prikazan je na
slici 50. Poredenjem indeksa polarnosti vodenih rastvora pre 1 posle dodatka ksantan gume
nisu uocene znacajne promene vrednosti koli¢nika intenziteta emisionih traka pirena.
Medutim prisustvo ksantan gume ¢ini da koli¢nik emisionih traka pirena (I1/ I3) vodenog
rastvora ternarnog sistema dostize konstantu vrednost pri nizim koncentracijama
polisorbata 80 u odnosu na binarni sistem karbomer 940—polisorbat 80. Pretpostavlja se da
su, uvodenjem polioksietilenskog tenzida u ve¢im koncentracijama, interakcije sa smeSom
polimera (karbomera 940 i ksantan gume) snaZnije 1 lakSe se stvaraju kompaktni agregati

nepropustljivi za vodu.
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Slika 50. Odnos intenziteta prvog (l;) i treceg (I3) emisionog pika pirena smesa
ksantan gume (K) i karbomera 940 (C) u funkciji koncentracije polisorbata 80 pri
konstantnoj koncentraciji ksantan gume i/ili karbomera 940

5.4.5. Spektrofotometrija

Merenjem opticke provodljivosti ternarne smeSe dva polimera i tenzida mogu se
dobiti podaci o homogenosti sistema i postojanju kompleksa (Rogosi¢ i Mencer 1997).
Prilikom pripreme ternarnih sistema sa anjonskim tenzidom, zamucenost rastvora nije
primeéena. Transmisija rastvora u funkciji koncentracije SDS-a u sistemu neznatno se
menjala sa porastom koncentracije surfaktanta Sto potvrduje homogenost ispitivane
ternarne smeSe. Takode, u opsegu ispitivanih koncentracija SDS-a (0-15 mM), dobijene
vrednosti procenta transmisije (90-96%) u saglasnosti su sa prethodno utvrdenom
transparentno$¢u binarnih sistema karbomer 940-SDS i ksantan guma—SDS.

Nasuprot tome, smese karbomera 940, ksantan gume i polisorbata 80 pokazuju
eksponencijalan pad transmisije sa porastom koncentracije nejonskog tenzida (slika 51). U
oblasti veoma niskih koncentracija smeSa je bistra sa gotovo konstantnom vrednoscu
transmisije. Polisorbat 80 u koncentraciji iznad 0,05 mM uslovljava progresivan pad

transmisije 1 rastvori postaju vidljivo zamuceni. Ovakvo ponaSanje rezultat je snaznog
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vezivanja nejonskog surfaktanta za lanac karbomera 940 i u saglasnosti je sa transmisionim
testom binarnog sistema karbomer 940—polisorbat 80. Poredenjem krive transmisije
vodenih rastvora karbomera 940 sa i bez dodate ksantan gume, uocava se da transmisiona

kriva ima slican trend (slika 51).
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Slika 51. Uticaj koncentracije polisorbata 80 na transmisiju vodenih rastvora

karbomera 940 (C) i ksantan gume (K) konstantne koncentracije

Sa povecanjem koncentracije polisorbata 80 prisustvo jo$ jednog polimera, ksantan
gume, poveéava zamuéenost rastvora. Ispitivan ternarni rastvor karbomer 940-—ksantan
guma-—polisorbat 80 poseduje nize vrednosti transmisije od odgovarajuéeg binarnog
sistema karbomer 940-—polisorbat 80 sa ve¢im udelom karbomera 940. Blagi porast
transmisije dodatkom polisorbata 80 u koncentracijama iznad 0,4 mM, rezultat je prisutnih
koacervata ili agregata u ternarnom sistemu. Daljim poveéanjem koncentracije polisorbata
80, transmisija se ne smanjuje i ovakvo opticko ponaSanje ternarnog sistema verovatno je
rezultat saturacije polimera. Ovi rezultati su u saglasnosti sa tenziometrijski odredenom
PSP vrednosu (0,45 mM). Turbitimetrijska merenja su potvrdila da prisustvo ksantan
gume, u koncentraciji od samo 0,001%, favorizuje interakcije karbomera 940 i polisorbata
80. Pretpostavlja se da u prisustvu polielektrolita, sa pove¢anjem koncentracije polisorbata

80 stepen udruzivanja se povecavava. Formiraju se stabilni kompleksi karbomer 940—
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polisorbat 80 kao i trojni kompleksi karbomer 940-ksantan guma—polisorbat 80,
posredstvom hidrofobnih veza i vodoni¢nih mostova, koji vode separaciji faza.

Rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima o optickim promenama rastvora
karbomera 934 i 980 nakon dodatka nejonskog surfaktanta ili nejonskih triblok kopolimera

poloksamera (Barreiro-lIglesias i sar. 2003; Ilie i sar. 2010).
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5.5. Matematicko modelovanje fizicko-hemijskih svojstava binarnih sistema

Analiza, obrada i tumacenje velike koli¢ine eksperimentalnih rezultata sve vise se
zasniva na savremenom hemometrijskom pristupu koji predstavlja kombinaciju razlicitih
matematickih i statistickih metoda u cilju dobijanja maksimalnog broja relevantnih
podataka o ispitivanom sistemu. Interdisciplanirani pristup omogucéava pronalazenje
skrivenih trendova i osobina skupova podataka i zna¢ajno pro$iruje moguénosti primene
rezultata eksperimentalnih analiza kroz optimizaciju samog eksperimentalnog postupka do
predvidanja odredenih svojstava ispitivanih sistema (Brereton 2003; El-Gindy i Hadad
2012). Pored povezivanja hemijske strukture sa osobinama molekula pomocu
odgovaraju¢ih matematickih modela kao S$to su QSAR, QSAP i QSRR, znacajne
hemometrijske domete omogucavaju i multivarijacione tehnike analize (Persson i sar.
1999; Romanic¢ 2015).

Multivarijaciona analiza obuhvata tehnike zavisnosti i meduzavisnosti u zavisnosti
od toga da li se posmatra uticaj nezavisnih promenljivih na jednu zavisnu ili se sve
varijable prisutne u sistemu posmatraju kao nezavisne. Najcesce je neophodno primeniti
kombinaciju viSe tehnika. U hemometrijskoj analizi eksperimentalnih rezultata najcesce se
primenjuju tehnike korelacije i klasifikacije ¢iji je osnovni cilj utvrdivanje odnosa izmedu
dve ili viSe promenljivih, vrste 1 jaCine veza, kao 1 njihovo grupisanje na osnovu sli¢nosti u
varijacijama odredenih osobina odnosno varijabli (Kovacevi¢ 2012, 2015; Romani¢ 2015).
Regresione metode analize kao §to su linearna regresija, viSestruka linearna regresija (eng.
Multiple Linear Regression, MLR) i metodologija odzivnih povrSina (eng. Response
Surface Metodology, RSM) omoguéavaju definisanje linearnih odnosno polinomskih
matematickih modela, koje karakteriSe najveci stepen slaganja eksperimentalnih podataka i
zavisnih promenljivih (Romani¢ 2015). Primenom klasifikacionih metoda analize, kao §to
su klaster analiza i analiza glavnih komponenata, postize se razdvajanje tj. grupisanje
varijabli odnosno uzoraka na osnovu varijacija u pogledu odredenih osobina, i shodno
tome u slucaju velikog broja, postize smanjenje varijabli (Kaufman i Rousseeuw 2009).

Postojanje medudejstva u sistemu i uticaj prirode tenzida, SDS-a i polisorbata 80 na
stvaranje kompleksa sa karbomerom 940 (poglavlje 5.2) i ksantan gumom (poglavlje 5.3)
ispitan je kombinacijom razli¢itth metoda kao §to su viskozimetrija, konduktometrija,

tenziometrija, spektrofluorimetrija i spektroskopija.
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U cilju utvrdivanja skrivenih korelacija u vodenim rastvorima PAM-—
makromolekul, Kklasifikacije analiziranih rastvora u pogledu ispitivanih osobina i
optimizacije fizicko-hemijskih svojstava pomenutih sistema, ekperimentalni rezultati
obradeni su primenom savremenih hemometrijskih tehnika. Klasifikacionom Kklaster
analizom uzorci su grupisani dok su primenom metodologije odzivnih povrSina i viSestruke
linearne regresije definisani modeli koji omogucavaju predvidanje odredenih fizicko-
hemijskih svojstava u zavisnosti od koncentracije tenzida i polimera u sistemu. Imajuéi u
vidu razliCit opseg primenjenih koncentracija nejonskog i anjonskog tenzida, a u skladu sa
odredenim CMC vrednostima (0,013 mM prema 8,2 mM), rezultati hemometrijske analize
fizicko-hemijskih svojstava polisorbata 80 odnosno SDS-a prikazani su u funkciji

prisutnog polimera, karbomera 940 ili ksantan gume.

5.5.1. Hemometrijska analiza binarnih sistema polisorbat 80—polimer
5.5.1.1. Klaster analiza

U ovom poglavlju su prikazani rezultati hijerarhijske klaster analize koja je
izvedena sa ciljem grupisanja uzoraka vodenih rastvora polisorbata 80 u funkciji prisutnog
polimera na osnovu vrednosti odabranih fizicko-hemijskih parametara.

Koncentracija polisorbata 80 u klasifikovanim uzorcima kretala se u opsegu
0-0,5 mM. Koncentracija karbomera 940 iznosila je 0,01; 0,03 i 0,06%, dok je sadrzaj
ksantan gume bio 0,005; 0,01 1 0,015%. Na osnovu prethodno utvrdenih vrednosti fizicko-
hemijskih parametara ispitani uzorci su grupisani. Rezultati klasterovanja dobijeni su
metodom jednostrukog povezivanja (eng. Single Linkage), a klasterovanje je zasnovano na
Euklidovim rastojanjima (eng. Euclidean Distances, ED).

Na osnovu vrednosti povrSinskog napona, odnosa intenziteta emisionih pikova
pirena l; i I3, kao i procenta transmije smeSe karbomera 940 i polisorbata 80 dobijeni
rezultati klaster analize prikazani su pomoc¢u dendrograma na slici 52. Dendrogram ¢ine
dva glavna klastera A i B. U okviru klastera A uzorci su grupisani u tri potklastera A1, A2
i A3. U pogledu vrednosti povrsinskog napona i pokazatelja hidrofobnosti sistema (l1 / 13)
vodeni rastvori polisorbata 80 (0,005-0,08 mM) i karbomera 940 koncentracije 0,01% ne
odstupaju drasti¢no od vodenih rastvora polisorbata 80 sa ve¢im sadrzajem polimera (0,03

1 0,06%), budu¢i da zajedno Cine potklaster A2. Zahvaljujuéi prisutnim interakcijama u
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sistemu, ¢ak i upotrebom nejonskog tenzida u koncentraciji manjoj od CMC (0,013 mM) u
kombinaciji sa polimerom u najvisoj ispitivanoj koncentraciji (0,06%) vrednosti
povrsinskog napona i indeksa polarnosti bliske su rastvorima sa veéim sadrzajem
polisorbata. Ovakvo grupisanje uzoraka u okviru potklaster A2 rezultat je formiranja
kompleksa polisorbat 80—karbomer 940 koji povecavaju hidrofobnost sistema. Za razliku
od potklastera A1l koji ¢ine Cisti vodeni rastvori karbomera 940 razlicitih koncentracija, u
treéi potklaster A3 grupisali su se uzorci 0,03 i 0,06% polimera i 0,06-0,08 mM polisorbata
80, koje odlikuje gotovo identicna hidrofobnost sistema. Uzorak sa maksimalnim
sadrzajem polisorbata 80 (0,5 mM) i karbomera 940 (0,06%) nalazi se izvan klastera
(ED 31,81) sto odgovara najnizoj vrednosti procenta transmisije (5,1%). Izdvajanje uzorka
iz klastera rezultat je prisustva velikih agregata polisorbat 80—karbomer 940 koji zna¢ajno
modifikuju fizicko-hemijska svojstva sistema. Glavni klaster B ¢ine uzorci karbomera 940
(0,01; 0,03 i 0,06%) sa najnizom vrednoS¢u povrSinskog napona i koli¢nika 11 / I3. Ove
rastvore odlikuje prisustvo ¢istih micela polisorbata 80 pored kompleksa karbomer 940—
polisorbat 80. Na osnovu predstavljenog dendrograma klaster analiza moze se koristiti kao

faktor diskriminacije uzoraka na osnovu hidrofobnosti sistema.
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Slika 52. Dendrogram hijerarhijske klaster analize vodenih rastvora karbomera 940 i

polisorbata 80

Rezultati klaster analize vodenih rastvora ksantan gume i polisorbata 80 dobijeni na
osnovu vrednosti povr$inskog napona i odnosa intenziteta emisionih pikova pirena Iy i I3,

prikazani su pomoc¢u dendrograma na slici 53. Tri glavna klastera A, B 1 C izdvajaju se na
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dendrogramu. Ocekivano Cisti vodeni rastvori ksantan gume (0,005; 0,01 i 0,015%) cine
klaster A. U okviru klastera B, na osnovu toga da 1i je sadrzaj polisorbata 80 u smesi ispod
CMC (0,005 mM), blizak CMC (0,015 mM) ili iznad (0,03 mM) uzorci su grupisani u
potklaster B1, B2 i B3. Bitno je da usled postojanja medudejstva u sistemu vodeni rastvori
u okviru Klastera B pokazuju manje razlike u pogledu vrednosti povrsinskog napona.
Povecanjem koncentracije kako polisorbata 80 tako i ksantan gume ne dolazi do znacajnog
pada povrSinskog napona jer su interakcije u sistemu favorizovane. Vodeni uzorci ksantan
gume i nejonskog tenzida u koncentracijama iznad 0,06 MM pokazuju najnize vrednosti
povrsinskog napona i indeksa polarnosti i rasporedeni su u klaster C. Na osnovu
sprovedenog grupisanja koje oslikava postojanje medudejstva u sistemu i ukazuje na
odredene razlike izmedu uzoraka sa aspekta povrSinskog napona i hidrofobnosti sistema,
moze se optimizovati sadrzaj polisorbata 80 i1 ksantan gume u cilju postizanja Zeljenih

osobina.

Uzorci

0 2 4 6 8 10 12
RazliCitost

Slika 53. Dendrogram hijerarhijske klaster analize vodenih rastvora ksantan gume i

polisorbata 80

5.5.1.2. Metodologija odzivnih povrsina

U cilju predvidanja i optimizacije fizicko-hemijskih osobina vodenih rastvora
polisorbat 80-karbomer 940 i polisorbat 80—ksantan guma primenom metodologije

odzivnih povrSina formirani su matemati¢ki modeli u obliku polinoma drugog stepena.
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Modeli su prikazani jedna¢inom opSteg oblika:

y=b, +b,x, +b,x, + b11X12 + bzzxg +by,X, X, (6)

gde su y - odzivi, odnosno zavisne promenljive, X; i X, - nezavisno promenljive, a by, bs, by,
b11, b2y 1 b1y - koeficijenti regresije.

Pokazatelji fizicko-hemijskih svojstva smesa polisorbata 80 i polimera
predstavljaju odzive u funkciji nezavisnih promenljivih, koncentracije polisorbata 80 (X1) i
karbomera 940 odnosno ksantan gume (Xz).

Polisorbat 80 - karbomer 940

Na osnovu eksperimentalnih vrednosti relativnog viskoziteta, povrsinskog napona,
koli¢nika intenziteta prvog i tre¢eg emisionog pika pirena i1 procenta transmisije vodenih
rastvora karbomera 940 i polisorbata 80 prikazane su 3D zavisnosti uticaja koncentracije
nejonskog tenzida (x-osa) i polimera (y-osa) u sistemu na ispitane parametre (z-osa) (slika
54-57).
Model 1

Mrel. = 1,089- 01585CPolisorbat80 - 0v461(-\’Kar’oomer 940t 1'324Cgolisorba180 +

+ 119’06C2Karbomer 940~ 91 139CPoIisorbat80C Karbomer 940

157
4 B 1.053
L B 1097
p 13 B 1141
Z 2 1.184
g 1 ] 1.228
s L 3 1272
W0 1315
Y 1359
’ Bl 1403
o .. EE 1446
O:' w = above
<. -\Q@
: S s
£ Q@ o C,QQ\\

Slika 54. 3D zavisnost relativnog viskoziteta vodenih rastvora od sadrzaja polisorbata 80 i
karbomera 940
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Model 2

o =58,722- 187!485CP0Iisorbat80 + 581411CKar‘oomer940 + 29:I-'8('37C|230Iisorbalﬁo +
+204,716C s omer 04cCrolisorbaso - 1051, 504C Karbomer 940

Bl 32.684
Bl 35.369
I 38.053
I 40.738
(143422
[ 146.106
I 48.791
Il 51475
Bl 54.160
Il 56.844
Il above

W GOdRE THIWSINOY

Slika 55. 3D zavisnost povrsinskog napona vodenih rastvora od sadrzaja polisorbata 80 i

karbomera 940
Model 3

Ill |3 = 1’641' 4’834CPoIisorba180 - 27535C Karbomer 940 +8’014C|230Iisorbat80 +

+3,714C . omer 940C Polisorbago T 20,629C Karbomer 940

0.964
1.027
1.091
1.155
1.218
1.282
1.345
1.409
1.473
1.536
above

IIRRECCEENN

Slika 56. 3D zavisnost koli¢nika intenziteta emisionih traka pirena (11 / I3) od sadrzaja

polisorbata 80 i karbomera 940
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Model 4

T= 108’ 837- 117’ 785CPolisorbala 80 — 441’4840 Karbomer 940 + 1841443C%0Iisorba180 -
-2336,872C Karbomer 940C Polisorbat8o + 2149'999C2 Karbomer 940

B 16.440
B 25.680
B 34.920
I 44.159
[ 53.399
162639
71.878
Il 81.118
Il 90.358
Il 99.598
Il above

VAR NSWEUAR

Slika 57. 3D zavisnost procenta transmisije vodenih rastvora od sadrzaja karbomera 940 i

polisorbata 80

Vrednosti statistickih parametara dobijenih matemati¢kih modela za odabrane

pokazatelje fizicko-hemijskih osobina prikazane su u tabeli 7.

Tabela 7. Parametri statistickog kvaliteta definisanih matematickih modela

Parametar” Model
1 2 3 4

R’ 0,9714 0,7692 0,7536 0,9563

R 0,9856 0,8770 0,8681 0,9779

Rai 0,9673 0,7587 0,7424 0,9543

F-vrednost 237,7357 73,3058 67,2989 480,9954

p 1,1647E® 1,898 3,88E* 2,22E1¢
Standardna

greska 0,0285 3,2401 0,0781 45771
predvidanja

TSS 0,1989 955,0614 0,5205 10058,838

R koeficijent determinacije; R- koeficijent korelacije; Rzadj - podeseni koeficijent determinacije; F-vrednost
(Fiserov test); TSS - ukupna suma kvadrata
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Korelacije izmedu eksperimentalnih i predvidenih (racunski dobijenih) vrednosti
relativnog viskoziteta, povrSinskog napona, indeksa polarnosti (I / I3) 1 procenta
transmisije potvrduju da su modeli dobijeni primenom metodologije odzivnih povrSina
validni i da se mogu sa visokim koeficijentom determinacije (R®>> 0,75) primeniti za
predvidanje fizicko-hemijskih svojstava sistema (slika 58 1 59). Na taj nac¢in moguce je uz
manji broj eksperimenata dobiti proizvod prihvatljivih fizicko-hemijskih svojstava koji

sadrzi pomenute komponente.
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b)
Slika 58. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti relativnog viskoziteta i

povrSinskog napona racunatih po modelima a) 1 i b) 2
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Slika 59. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti koli¢nika I1 / I3 i procenta

transmisije rac¢unatih po modelima a) 31 b) 4

Polisorbat 80 — ksantan guma

Imajuéi u vidu rezultate ispitivanja smeSa polisorbat 80—ksantan guma Kkoji su
ukazali da prisutvo ksantan gume uti¢e na porast hidrofilnosti sistema primenom
metodologije odzivnih povrSina formirani su matematicki modeli u obliku polinoma
drugog stepena. Efekat koncentracije polisorbata 80 i ksantan gume na povrsinski napon i
koli¢nik intenziteta emisionih pikova pirena (l; / I3) smeSe predstavljen je modelima 51 6
Na slici 60 1 61 prikazani su 3D grafici ovih zavisnosti a vrednosti statistickih parametara

definisanih RSM modela date su u tabeli 8.

Model 5

o =52,194-191,337C,jisomago +1208,558C santan + 304,725C] g jisormaso +
+ 2171817(:ksantancpolisorbaBO - 70133:335Cisantan
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Model 6

|1/ |3 =1,427- 3'585Cpolisoma'80 + 21’2‘1"‘:’Cksantan + 5’986C[2)olisorba180 +
+2, 733CksantancpoIisor‘cJaiSO _1045786802

ksantan

Bl 25378
Il 28.580
I 31.782
[ 34.985
[ 138.187
[ 141.389
[ 44.591
B 47.794
Il 50.996
Bl 54.198
Bl above

CEOIRTTHSWEIAOZ

Slika 60. 3D zavisnost povrSinskog napona vodenih rastvora od sadrzaja ksantan gume i

polisorbata 80

0.958
1.015
1.073
1.131
1.188
1.246
1.304
1.362
1.419
1:477
above

IIRRECOENNN

Slika 61. 3D zavisnost koli¢nika intenziteta emisionih pikova pirena (I1/ I3) vodenih

rastvora od sadrzaja ksantan gume i polisorbata 80
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Tabela 8. Parametri statistickog kvaliteta RSM matemati¢kih modela

Model
Parametar
5 6
R’ 0,7783 0,8315
R 0,8822 0,9119
R 0,7662 0,8239
F-vrednost 66,6972 108,5867
p 1,23 5,67E™
Standardna
greska 3,4956 0,0498
predvidanja
TSS 992,055 0,3093

Ispitivanjem korelacija izmedu eksperimentalnih i dobijenih vrednosti pomocu

postavljenih modela 5 i 6 utvrdeno je da postoji dobro slaganje (R?> 0,77) (slika 62).
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Slika 62. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti povr§inskog napona i

koli¢nika I; / 13 raCunatih po modelima a) 51b) 6
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S obzirom na to dobijeni modeli mogu se koristiti kao pomoc¢ni alat u predvidanju
povrsinske aktivnosti i hidrofobnosti mikrosredine polisorbata 80 u prisustvu ksantan gume
prilikom pripreme formulacija na bazi ispitivanih komponenti i odabira optimalnih
koncentracija. Na taj nacin kombinovanom primenom modela 5 i 6 smanjuje se broj
eksperimentalnih proba prilikom razvoja novih proizvoda na bazi analiziranih sistema koji
treba da poseduju zadovoljavajucu povrsinsku aktivnost i uz to omoguce solubilizaciju

hidrofobnih supstanci.

5.5.1.3. Visestruka linearna regresiona analiza

Visestruka linearna regresiona analiza je matematicka metoda koja omogucava da u
obzir bude uzeto vise faktora - nezavisno promenljivih (xi, X,...), koje imaju uticaj na
jednu zavisnu promenljivu (y) (Simpson 2000). Na osnovu eksperimentalnih rezultata

prikazanih u poglavlju 5.2.1. formirani su matematicki modeli prema izrazu
Yy=a.X +ax, + ... +apx, +c¢ (7)

namenjeni predvidanju odabranih fizicko-hemijskih parametara vodenih rastvora
polisorbata 80 nakon dodatka karbomera 940. Efekat koncentracije polisorbata 80 i

karbomera 940 na relativan viskozitet i mutnocu sistema predstavljen je modelima 7 i 8.

Model 7
Nrel = 1,02713-0,19845Cpojisorbat 80+6,354 79 Ckarbomer 940

T = 111,51901—100,19912CPO||30rbat 80_518,35526CKarb0mer 940

Validnost utvrdenih MLR modela ispitana je i na osnovu pojedinih parametara

unakrsne validacije (slika 63) prikazanih u tabeli 9.

Tabela 9. Parametri statistiCkog kvaliteta MLR matemati¢kih modela

Model R R? F p R%;  TSS

7 0,9139 0,8352 354817 5,66E™* 0,8117 0,1711

8 09011 0,8119 94,9399 1,93E° 0,8033 8539,97
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Slika 63. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti relativnog viskoziteta i

transmisije sistema karbomer 940 —polisorbat 80 racunatih po modelima (a) 7 i (b) 8

Na osnovu koeficijenata korelacije 1 determinacije moZze se zakljuciti da postavljeni
MLR modeli opisuju jaku korelaciju izmedu promenljivih, koncentracije polisorbata 80 i
karbomera 940, a visoke vrednosti F parametara na dobro slaganje podataka. Stoga se
predvidanje relativnog viskoziteta i mutno¢e smeSe primenom definisanih modela moze
posti¢i sa prihvatljivom greSkom predvidanja. Eksperimentalnim merenjima je utvrdeno da
sa povecanjem koncentracije nejonskog tenzida kao rezultat prisutnih agregata polisorbata
80 1 karbomera 940 mutnoca sistema se povecava. To je veoma vazno jer se ¢esto od
formulacije, posebno za okularnu aplikaciju koja je na bazi karbomera, zahteva da bude
transparentna ali i da poseduje sposobnost dugog zadrzavanja lekovite supstance na mestu
primene. Dakle, definisani modeli 7 i 8 mogu pomo¢i u optimizaciji sastava formulacije na
bazi ispitivanih komponenata, jer se variranjem kako koncentracije polisorbata 80 tako i

karbomera 940 mogu predvideti viskozitet i mutnoca sistema.
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5.5.2. Hemometrijska analiza binarnih sistema SDS—polimer
5.5.2.1. Klaster analiza

Vodeni rastvori karbomera 940 (0,01; 0,03 i 0,06%) i anjonskog tenzida (0-12 mM)
klasifikovani su hijerarhijskom klaster analizom na osnovu utvrdenih vrednosti relativnog
viskoziteta, specificne provodljivosti, povrSinskog napona i koli¢nika intenziteta prvog i
treeg emisionih pika pirena (I3 / l3). Rezultati klasterovanja dobijeni metodom
jednostrukog povezivanja (eng. Single Linkage), zasnovanim na Euklidovim rastojanjima

prikazani su dendrogramom, slika 64.

Uzorci

0 20 40 60 30 100
Razlicitost

Slika 64. Dendrogram hijerarhijske klaster analize uticaja sadrzaja SDS-a i karbomera 940

na fizicko-hemijske parametre vodenih rastvora

Dva glavna klastera A i B istitu se na dendrogramu. Cisti vodeni rastvori
karbomera 940 ¢ine potklaster Al, dok su uzorci sa sadrzajem SDS-a u opsegu
koncentracija 0,5-3 mM grupisani u potklastere A2 i A3. Na osnovu izmenjenih fizicko-
hemijskih osobina sistema uzorci sa 0,03 i 0,06% karbomera 940 i 3 mM SDS-a grupisani
su u manji potklaster A3. Raspodela uzoraka unutar klastera A u saglasnosti je sa
prethodno utvrdenom CAC vrednoséu (2,10 mM) 1 potvrduje pocetak medudejstva u
sistemu SDS-karbomer 940. Glavni klaster B ¢ine vodeni rastvori karbomera 940 (0,01-
0,06%) koji sadrze SDS u koncentracijima iznad CAC. Rastvori anjonskog tenzida bliski
CMC vrednostima (7-9 mM), pokazuju sli¢na svojstva, nezavisno od sadrzaja karbomera
940 u sistemu (potklaster B1). Nasuprot tome manji broj hidrofobnih agregata odlikuje

vodene rastvore karbomera 940 i SDS-a, u koncentraciji 5 mM, §to potvrduje grupisanje
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ovih uzoraka u potklaster B2. Izdvajanje smeSa koje sadrze SDS u koncentraciji iznad
CMC (10-12 mM) u poseban potklaster (B3) dokaz je zasi¢enja lanaca karbomera 940
surfaktantom. Izmenjene fizicko-hemijske osobine rezultat su stvaranja cCistih micela
SDS-a pored postojanja kompleksa SDS-karbomer 940 u sistemu (potklaster B3).
Grupisanje uzoraka u potklastere potvrdilo je koncentracione efekte SDS-a i karbomera
940 na analizirane osobine sistema koji su rezultat prisutnih interakcija.

Takode, na osnovu konduktometrijskih, tenziometrijskih i spektrofluorimetrijskih
merenja, vodeni rastvori SDS-a i ksantan gume, sa sadrzajem tenzida u opsegu 0-12 mM i

ksantan gume 0,005; 0,01 i 0,015%, grupisani su i prikazani dendrogramom na slici 65.
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Slika 65. Dendrogram hijerarhijske klaster analize uticaja sadrzaja SDS-a i ksantan gume

na fizicko-hemijske parametre vodenih rastvora

Glavni klaster A ¢ine vodeni rastvori ksantan gume sa sadrZzajem SDS-a u opsegu
koncentracija 0-3 mM. SmesSe razlicitih koncentracija ksantan gume i 3 mM SDS-a
izdvojene su u potklaster A2 i u pogledu odabranih fizicko-hemijskih svojstava razlikuju se
od ispitivanih sistema sa nizim sadrzajem tenzida (potklaster Al). Razlog za to je pocetak
stvaranja kompleksa SDS-ksantan guma u sistemu, $to potvrduju i vrednosti Euklidovih
rastojanja (ED > 72,96). U okviru glavnog klastera B, uzorci su rasporedeni u potklastere
B1 i B2. Na osnovu vrednosti povrSinskog napona, odnosa intenziteta emisionih pikova
pirena Iy i I3, i specifiéne provodljivosti, vodeni rastvori SDS-a, koncentracije 5 mM, sa
razli¢itim sadrzajem ksantan gume (0,005; 0,01 i 0,015%) ¢ine potklaster B1. Ove sisteme
odlikuje prisustvo manjeg broja meSovitih micela na lancima ksantan gume, i1 zbog toga

uzorci sa viSim sadrzajem tenzida, 7-12 mM ¢&ine potklaster B2. Medutim, rastvori ksantan
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gume (0,005; 0,01 i 0,015%), koji sadrze SDS u koncentraciji iznad CMC (9-12 mM)
(B22), pokazuju konstantne vrednosti odabranih parametara i u pogledu Euklidovih
rastojanja razlikuju se od rastvora istih koncentracija ksantana sa 7 mM SDS-a (B21).
Ovakvo grupisanje uzoraka u potklastere B21 1 B22 potvrduje prethodno utvrdene PSP
vrednosti. Pri koncentraciji tenzida iznad 9 mM, lanac ksantan gume ne moze vise da veze
molekule SDS-a, stvaraju se Ciste micele SDS-a u sistemu i rezultat su konstantne

vrednosti povrsinskog napona 1 indeksa polarnosti sistema.

5.5.2.2. Metodologija odzivnih povrsina

U cilju optimizacije i predvidanja fizicko-hemijskih osobina vodenih rastvora
SDS—karbomer 940 i SDS-ksantan guma primenom metodologije odzivnih povrSina
formirani su matematicki modeli u obliku polinoma drugog stepena (poglavlje 5.5.1.2.

jednacina 6).

SDS-karbomer 940

Promena sadrzaja anjonskog tenzida i karbomera 940, kao i prisustvo medudejstva
u sistemu utice na modifikovanje fizi¢ko-hemijskih osobina vodenih rastvora, Sto je
predstavljeno odgovaraju¢im 3D zavisnostima (slika 66-69). Dobijeni statisti¢ki parametri
definisanih RSM modela na osnovu viskozimetrijskih, konduktomerijskih, tenziometrijskih

i spektrofluorimetrijskih merenja prikazani su u tabeli 10.

Tabela 10. Parametri statistickog kvaliteta definisanih matematickih modela

Model
Parametar
9 10 11 12
R? 0,9299 0,997 0,668 0,9444
R 0,9643 0,9985 0,8173 0,9718
R 0,9273 0,9971 0,6571 0,94229
F-vrednost 371,186 9817,37 56,5718 458,206
p 0 0 3,42E% 0
Standardna
greska 0,0424 13,3819 5,9424 0,0657
predvidanja
TSS 0,691 1,701E° 2879,84 2,0921
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Model 9

nrel =1'115 - 0’026CSDS +17897CKarbon‘er940 + O'OOZCgDS + 0!297CKarborrer 940CSDS + 51'201C2Karbomer940

Model 10

K =-10,925+80,966Cc +1574,722C o orerao - 1,934C g —49,477C,1rorerosoCops — 5520,001C2 oo

Model 11

0 =55,919-8,81Cqps —89,211C 1 omerga0 + 01594(:;05 +15,479C kapomer9a0Csps — 86'33202Karb0mer940

Model 12

I, /1, =1,892-0,145C ¢ —3,165C, . 0mros0 + 0,007C2 ¢ +0155C, . . 0,:Cops +14,721C2

Karbomer 940

1.077
1.129
1.180
1.232
1.283
1.334
1.386
1.437
1.489
1.540
above

RLVRYEORIN
HIRRRECEREN

Slika 66. 3D zavisnost relativnog viskoziteta vodenih rastvora od sadrzaja SDS-a i

karbomera 940
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Slika 67. 3D zavisnost specifi¢ne provodljivosti vodenih rastvora od sadrzaja SDS-a i

karbomera 940

Ly CORG TREWESINOY.

Il 26.279
Il 29.243
I 32.207
B 35.171
[ 38.135
[ 141.099
[ 44.063
Il 47.027
Il 49.991
Il 52.955
Il above

Slika 68. 3D zavisnost povrsinskog napona vodenih rastvora od sadrzaja SDS-a i

karbomera 940
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1.186
1.257
1.327
1.398
1.469
1.539
1.610
1.680
1.751
1.822
above

IIRRECENNN

Slika 69. 3D zavisnost koli¢nika intenziteta emisionih pikova pirena (l1/ I3) vodenih

rastvora od sadrzaja SDS-a i karbomera 940

Na slici 70 i 71 prikazana je korelacija izmedu eksperimentalnih i predvidenih
vrednosti relativnog viskoziteta, specificne provodljivosti, povrSinskog napona i koli¢nika

11/ 13, kao i raspodela ostataka oko y-ose u odnosu na predvidene vrednosti.
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Slika 70. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti relativnog viskoziteta

racunatih po modelu 9
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Slika 71. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti specifi¢ne provodljivosti,

povrsinskog napona i koli¢nika I; /1 3 po modelima (a) 10; (b) 11; (c) 12
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Na osnovu dobijenih korelacija ocigledno je da izmedu eksperimentalnih i
predvidenih (modelovanih) vrednosti ispitivanih pokazatelja postoji dobro linearno
slaganje. U prilog tome govore izuzetno visoke vrednosti koeficijenata determinacije
(R2> 0,93) modela za predvidene vrednosti relativnog viskoziteta, specificne provodljivosti
i koli¢nika I, / I3. Raspodela ostataka oko y=0 ose ukazuje na nasumicnost predvidenih
(modelovanih) vrednosti ispitivanih pokazatelja, a nasumi¢nost na nepostojanje statisticke
greSke u modelu. Imaju¢i u vidu da se desto zahteva da formulacija pored
zadovoljavajuceg viskoziteta snizava povrsinski napon, i uz to omogucava solubilizaciju u
vodi tesko rastvornih supstanci, dobijeni modeli nesumnjivo omogucavaju optimizaciju
fizicko-hemijskih svojstava sistema na bazi SDS-a i karbomera 940 jer se variranjem udela
tenzida i makromolekula mogu predviteti analizirani parametri sa dozvoljenom greskom

predvidanja.

SDS—ksantan guma

Na osnovu eksperimentalnih rezultata odabranih pokazatelja fizicko-hemijskih
osobina rastvora SDS—ksantan guma prikazani su 3D grafici zavisnosti na slici 72-74.
Analogno sistemu SDS-karbomer 940, primenom metodologije odzivnih povrSina
formirani su matematicki modeli u obliku polinoma drugog stepena (poglavlje 5.5.1.2.,

jednacina 6), a statistiCki parametri prikazani su u tabeli 11.

Tabela 11. Parametri statistiCkog kvaliteta definisanih matematickih modela

Model
Parametar
13 14 15
R? 0,9936 0,6455 0,9341
R 0,9969 0,8034 0,9665
Rai 0,9933 0,6328 0,9317
F-vrednost 4329,86 50,9835 382,9127
p 0 9,0489E® 0
Standardna
greska 24,5361 5,4553 0,0866
predvidanja
TSS 2,5298E° 2266,613 3,0781
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Model 13
K =-17,443+94,252C . +341,026C
Model 14

ceantn = 2:161C21¢ +52,53C 6 C equmian + 67199,984C2

ksantan

o =46,812-7,273C, +669,311C, .., +0,528C2. —11,639C
Model 15

ksantanCSDS - 24222124(:2

ksantan

I,/1,=2,072-0,174C, —8,317C, .., + 0,009CZ,. —0,157C, . ...Cops + 436,428C>

ksantan

?:)g Hl 75.641
9 700 Il 151.282
% 40 Il 226.924
2 50 Il 302.565
Z 0 [ 378.206
g 10 [ 453.847
2 20 [ 529.488
z 20 B 605.129
B ¥ I 680.771
S ¢ < Il 756.412
S oS - ’ Il above
o>

Slika 72. Specifi¢na provodljivost vodenih rastvora u zavisnosti od koncentracije ksantan

gume i SDS-a

56
» Bl 24.459
g & Hl 27.157
% B 29.854
2 oA I 32552
g [ 35.250
g ¥ [ 137.947
2 I 40.645
2 28 B 43343
Z - Bl 46.040
o <o - N 48738

©° Bl above

Slika 73. 3D zavisnost povrSinskog napona od koncentracije ksantan gume i SDS-a
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1.219
1.304
1.390
1.475
1.560
1.645
1.731
1.816
1.901
1.986
above

IR0 CONNN

Slika 74. 3D zavisnost koli¢nika intenziteta emisionih pikova pirena (I, / I3) od

koncentracije ksantan gume i SDS-a

Korelacija izmedu eksperimentalnih 1 predvidenih vrednosti specificne
provodljivosti, povrSinskog napona i koli¢nika I; / I3, kao i raspodela ostataka oko y-ose u
odnosu na predvidene vrednosti prikazana je na slici 75. Na osnovu dobijenih korelacija
ocigledno je da izmedu eksperimentalnih 1 predvidenih (modelovanih) vrednosti ispitivanih
pokazatelja postoji dobro linearno slaganje. U prilog tome govore veoma visoke vrednosti
koeficijenata determinacije (R>> 0,9) modela 13 i 15. Modelovane zavisnosti pruZaju
mogucnost predvidanja specificne provodljivosti, povrSinskog napona i hidrofobnosti
sistema SDS—ksantan guma, u zavisnosti od sadrzaja polimera i tenzida Sto je od velike
vaznosti u procesu kreiranja formulacija koje sadrze kao pomoéne susptance ove
komponente. Primenom modela 15 koji omogucéava predvidanje hidrofobnosti sistema,
variranjem koncentracije kako SDS-a tako i ksantan gume, uz manji broj eksperimentalnih
provera, moze se kreirati sistem koji omogucava dobru solubilizaciju u vodi tesko

rastvorljive farmakoloski aktivne supstance.
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Slika 75. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti specifi¢ne provodljivosti,

povrsinskog napona i koli¢nika |; / 13 raCunatih po modelima (a) 13; (b) 141 (c) 15
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5.5.2.3. Visestruka linearna regresiona analiza

SDS—karbomer 940

Kao zavisne promenljive za viSestruku linearnu regresionu analizu uzeti su pojedini
pokazatelji fizicko-hemijskih karakteristika vodenih rastvora SDS-a i karbomera 940 dok
su nezavisne promenljive koncentracija anjonskog tenzida (Csps) i sadrzaj polimera
(Ckarbomer 940) U vodenom rastvoru. Matemati¢ki modeli opsteg oblika (datog izrazom 7,
poglavlje 5.5.1.3.), formirani su na osnovu eksperimentalnih podataka. Dobijeni MLR
modeli namenjen su predvidanju relativnog viskoziteta, specificne provodljivosti 1 indeksa
polarnosti (I1 / 13) vodenih rastvora SDS-a i karbomera 940. Parametri statistickog kvaliteta

utvrdenih MLR modela prikazani su u tabeli 12.

Model 16
;’]re|: 0,99373 + 0,0057103DS + 7,02426CKarb0mer 940

Model 17
x= 30,48592 + 57,33562Csps + 935,68421Cxkarbomer 940

Model 18
11/13=1,77984 — 0,06006 Csps — 1,39233Ckarbomer 940

Tabela 12. Vrednosti statistickih parametara definisanih MLR modela

Model R R? F p R TSS

16 0,9341 0,8725 191,6446 4,76E** 0,868 0,6415
17 0,9934 0,9868 2089,98 0 0,9863 1,6821E®

18 0,9356 0,8753 189,5543 1,006E™ 1,8573

Na slici 76 prikazana je korelacija izmedu eksperimentalnih i predvidenih
vrednosti, kao i raspodela ostataka oko y-ose u odnosu na predvidene vrednosti primenom
modela 16-18.
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Slika 76. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti relativnog viskoziteta,

specifi¢ne provodljivosti i koli¢nika Iy / 13 racunatih po modelu (a) 16; (b) 17; (c) 18
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Na osnovu koeficijenata korelacije i determinacije moze se zakljuciti da postavljeni
MLR modeli opisuje jaku korelaciju izmedu promenljivih i da se predvidanje relativnog
viskoziteta, specifine provodljivosti i1 indeksa polarnosti moze posti¢i sa prihvatljivom
greSkom predvidanja. Dakle, pomenuti modeli zajedno sa prethodno definisanim RSM
jednacinama predstavljaju znaCajan pomocni alat u kreiranju novih kozmetickih i

farmaceutskih formulacija na bazi karbomera 940 i SDS-a.

SDS—ksantan guma

Za MLR analizu kao zavisne promenljive uzeti su pojedini pokazatelji fizicko-
hemijskih osobina vodenih rastvora polimera i surfaktanta a kao nezavisne promenljive
sadrzaj SDS-a i ksantan gume u sistemu. Na osnovu eksperimentalnih rezultata formirani
su matematicki modeli namenjeni predvidanju specificne provodljivosti i indeksa

polarnosti smesa SDS-a i ksantan gume.

Model 19
x=19,70384 + 70,21876Csps + 109,5941 Cysantan

Model 20
11/ 13=1,77553 — 0,06014Csps — 1,90792Cysantan

Formirane MLR jednaCine dobro opisuju zavisnosti parametara specificne
provodljivosti 1 indeksa polarnosti smeSa anjonskog tenzida i ksantan gume od njihovog
sadrzaja u vodenom rastvoru. Negativne vrednosti koeficijenata uz nezavisne promenljive
(model 20) o¢ekivano ukazuju na njihov negativan uticaj na koli¢nik intenziteta prvog i
treCeg emisionog pika pirena. Provera validnosti postavljenth MLR modela uradena je

pomocu pojedinih parametara unakrsne validacije (Ragj, TSS) (tabela 13).

Tabela 13. Statisti¢ke karakteristike formiranih MLR modela

Model R R F p R TSS

19 0,994 0,9881 2326,13 0 0,9877 2,506E°

20 09318 0,8694 179,662 1,896E™ 0,8645 1,8403
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Rezultati korelacije izmedu eksperimentalnih i predvidenih vrednosti specificne
provodljivosti i koli¢nika Iy / I3, kao i raspodela ostataka oko y-ose u zavisnosti od

predvidenih vrednosti prikazana je na slici 77.
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Slika 77. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti specifi¢ne provodljivosti i

koli¢nika I; / 13 vodenih rastvora SDS—ksantan guma ra¢unatih po modelima (a) 19 i (b) 20

Na osnovu dobijenih korelacija ocigledno je da postoji dobro linearno slaganje
izmedu eksperimentalnih 1 predvidenih (modelovanih) vrednosti ispitivanih pokazatelja.
Shodno tome, razvijeni modeli se mogu koristiti u predvidanju odgovaraju¢ih pokazatelja
fizicko-hemijskih karakteristika vodenih rastvora SDS-a i ksantan gume. Model 20 je
znaCajan za predvidanje potencijalnih solubilizacionih svojstva sistema na bazi SDS—
ksantan guma, jer se smanjenjem sadrzaja anjonskog tenzida i povecanjem koncentracije
polimera primenom definisane jednacine moZe predvideti polarnost binarnog sistema i
samim tim uz manji broj ekperimentalnih provera optimizovati sastav formulacije za
aplikaciju hidrofobne supstance.
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6. ZAKLJUCAK

Primenom Sest razli¢itih metoda definisane su fizi¢ko-hemijske karakteristike
vodenih rastvora karbomera 940 nakon dodatka dve vrste tenzida, SDS-a i polisorbata 80.
Rezultati relativnog i redukovanog viskoziteta vodenog rastvora karbomera 940 u prisustvu
SDS-a ukazuju na formiranje meSovitih micela posredstvom hidrofobnih interakcija. I pored
slabog medudejstva izmedu polimera i nejonskog tenzida, uticaj polisorbata 80 na smanjene
viskoziteta bio je izraZen pri nizim koncentracijama karbomera 940. Osim toga, za razliku od
relativno bistrih rastvora karbomera 940 i SDS-a, prisustvo interakcija u sistemu karbomer
940-—polisorbat 80 rezultirao je progresivnim porastom zamuéenosti rastvora. Odredena je
kriticna micelarna koncentracija (CMC), anjonske (SDS) i1 nejonske (polisorbat 80)
povrsinski aktivne materije i primenjene tehnike pruzaju uporedive rezultate. Vrednosti
interakcionih parametara, kriticne agregacione koncentracije (CAC) i taCke zasiCenja
polimera surfaktantom (PSP), utvrdene primenom razli¢itih tehnika potvrdjuju hipotezu o
postojanju medudejstva izmedu karbomera 940 i ispitivanih tenzida. CAC u sistemu
karbomer 940-SDS ne zavisi od koncentracije polimera u rastvoru. Nasuprot tome,
konduktometrijskim merenjima je utvrdeno da PSP eksponencijalno raste sa povecanjem
koncentracije karbomera 940. Takode, potvrdeno je da PSP vrednosti polisorbata 80 rastu sa
povecanjem sadrzaja karbomera 940. SEM mikrografije na mikroskopskom nivou potvrdile
su tenzidom uslovljene konformacione promene karbomera 940 u vodenom rastvoru.

Ispitivanjem fizicko-hemjskih svojstava vodenih rastvora ksantan gume nakon
dodatka SDS-a odnosno polisorbata 80 potvrdena je hipoteza o postojanju polimer—tenzid
interakcija kombinacijom razli¢itih tehnika. Utvrdeno je da dodatak SDS-a uzrokuje pad
relativnog 1 redukovanog viskoziteta vodenih rastvora ksantan gume. Povecanjem
koncentracije anjonskog tenzida, iznad CMC, promene redukovanog viskoziteta su
neznatne i nisu zavisile od udela ksantan gume u rastvoru (0,001-0,005%). Na osnovu
dobijenih vrednosti interakcionih parametara zakljucuje se da povecanje koncentracije

ksantan gume u rastvoru uslovljava porast vrednosti PSP i dovodi do Sirenja opsega
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interakcije ksantan gume i SDS-a, odnosno polisorbata 80. Tenziometrijskim merenjima
potvrdeno je razli¢ito ponasSanje nejonskog tenzida u prisustvu ksantan gume u odnosu na
SDS. Porast povrSinskog napona rastvora nejonskog tenzida u prisustvu ksantan gume
rezultat je hidrofobnog vezivanja polimer—PAM. Spektrofluorimetrijskim merenjima
dodatno je potvrdeno da su interakcije u rastvoru ksantan gume i nejonske PAM znatno
slabijeg intenziteta u poredenju sa sistemom koji sadrze isti makromolekul ali naelektrisan
PAM. SEM mikrografijama potvrdene su strukturne modifikacije ksantan gume
indukovane prisustvom nejonskog i anjonskog tenzida.

Na osnovu ispitivanja karakteristika ternarnih sistema ksantan guma—karbomer 940
—-SDS i ksantan guma—karbomer 940-polisorbat 80 kombinacijom viskozimetrije,
konduktometrije, tenziometrije, spektrofluorimetrije i spektrofotometrije zaklju€eno je da
efekat koncentracije karbomera 940 preovladuje. Odstupanje viskoziteta smeSe od
aditivnog pravila rezultat je prisustva medudejstva u sistemu. Eksperimentalno odredene
vrednosti interakcionih parametara potvrduju hipotezu o postojanju interakcija u ternarnom
sistemu, pri ¢emu prisustvo jo$ jednog polimera favorizuje medudejstvo izmedu tenzida i
polimera. Pored toga, prisustvo ksantan gume ne samo da favorizuje asocijaciju
hidrofobnih regiona, ve¢ utie na stvaranje kompaktnih micela nepropustljivih za vodu.
Nejonski tenzid u koncentraciji iznad 0,05 mM uslovljava progresivan pad transmisije
ternarnih sistema.

Na osnovu rezultata hemometrijskih klasifikacionih (klaster analiza) i regresionih
metoda (metoda odzivnih povrSina 1 metoda viSestruke linearne regresije) optimizovane su
fizicko-hemijske karakteristike vodenih rastvora ispitivanin makromolekula i tenzida.
Metodom odzivnih povrSina i viSestrukom linearnom regresionom analizom postavljeni su
validni matematicki modeli. Na osnovu sadrZaja polimera i tenzida mogu se predvideti
ispitivane fizi¢ko-hemijske osobine vodenih rastvora.

Sumiraju¢i dobijene rezultate moZe se ista¢i da utvrdeno postojanje interakcija u
vodenim rastvorima karbomera 940 i ksantan gume sa anjonskim odnosno nejonskim
tenzidom uz razvijene validne matematicke modele predstavlja osnovu za dobijanje
farmaceutskih i prehrambenih proizvoda unapredenih osobina, uz primenu optimalnih

koncentracija pomo¢nih supstanci.
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