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Rezime

Sistemi za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci predstavljaju istrazivacku
oblast koja se intenzivno proucava zbog niza prednosti koje ovi sistemi pruzaju i

moguceg unapredenja dosadasnjih, tradicionalnih formi lekova.

Vodeni ekstrakt biljke majcine dusice je inkapsuliran u alginatne cestice, kao i
alginat-hitozan i alginat-inulin cestice elektrostatickom ekstruzijom. Pored hidrogel

Cestica, ispitivane su i suve i liofilisane forme.

Takode, fosfolipidne mikrocestice (lipozomi) su se pokazale potencijalno pogodnim

nosacima polifenolnih jedinjenja u sistemima ovog tipa.

Eksperimenti su izvedeni koris¢enjem Franz—ove difuzione celije, u kojima je
pracena difuzija polifenola iz: ¢ajnog ekstrakta, alginatnih c¢estica, alginat-hitozan,
alginat-inulin cestica, disperzije konvencionalnih lipozoma, disperzije lipozoma
modifikovanih Span-om 20, Span-om 40,Tween-om 20 i disperzije lipozoma
modifikovanih Tween-om 60. Obradom eksperimentalnih rezultata odredeni su

koeficijenti difuzije za svaki od sistema, kao i odgovarajuci difuzioni otpori.

Dobijene alginatne cestice su bile veli¢ine oko 730 pum, dok su lipozomi bili u
opsegu od 350 do 900 nm. Stepen inkapsulacije za alginante cestice je bio visok, preko
90 %. Osim toga, analiza je pokazala da postupak inkapsulacije nije degradirao
polifenolna jedinjenja, jer je ukupan sadrzaj antioksidanasa ostao nepromenjen.
Odsustvo hemijskih interakcija izmedu ekstrakta ¢aja i alginata je dokazano i FTIR

analizom.

Jedan od predmeta ovog rada je ispitivanje uticaja sastava membrane lipozoma na
brzinu oslobadanja inkapsuliranih polifenola. Eksperimentalna ispitivanja treba da
pokazu kako modifikacija membrane lipozoma utice na prenos mase, u odosu na
konvencionalne lipozome. Lipozomi su modifikovani povrSinski aktivnim materijama
Span 20, Span 40, Tween 20 i Tween 60.

Takode, na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da se inkapsulacijom
polifenola u fosfolipidne mikrocestice — lipozome, znacajno usporava njihova difuzija, a

da se modifikacijom membrane moze posti¢i dodatno usporavanje prenosa mase, S$to



zavisi od strukture molekula kojim se modifikacija vrsi. Molekuli Tween-a 20 su se
pokazali uspe$nijim modifikatorima membrane lipozoma od molekula Tween-a 60.
Otpor koji membrana modifikovana Tween-om 20 pruza difuziji polifenola je veéi i
dovodi do 4.93 puta sporije difuzije u odnosu na sistem sa neinkapsuliranim

polifenolima.

Interesantno je da je otpor difuziji polifenola veé¢i kod membrane modifikovane
Span-om 20, nego Span-om 40, iako je sorbitan mono-laurat manji molekul od sorbitan
mono-palmitata. Moguce objasnjenje za ovo je da se molekuli sorbitan mono-palmitata
pravilnije ,,pakuju® sa fosfolipidima u membrani lipozoma, pa neznatno usporavaju

difuziju u odnosu na Ciste fosfolipide.

Ova istrazivanja pokazuju mogué¢nost koris¢enja kako hidrogel materijala, tako i
fosfolipidnih mikroc¢estica za inkapsulaciju polifenolnih jedinjenja, $to poboljsava

njihovu stabilnost i funkcionalnost u farmaceutskim i prehrambenim proizvodima.

Kljucne reci: polifenoli, alginatne Cestice, lipozomi, koeficijent difuzije, difuzioni

otpor, modifikacija membrane, polisorbati
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Summary

Polyphenols are compound which are widely studied because of their antioxidative
and potential therapeutic properties. Systems for the controlled release of drugs offer a
number of benefits comparing with traditional forms of medicines and because of that

these systems are widely researched.

Encapsulation of Thymus serpyllum L. aqueous extract within Ca-alginate beads was
studied in order to produce dosage formulations containing polyphenolic compounds.
Electrostatic extrusion was applied for encapsulation of thyme aqueous extract in
alginate gel beads. In addition to hydrogel beads, heat-dried and freeze-dried forms of

beads were examined.

The obtained beads with approximately 2 mg g” of gallic acid equivalents
encapsulated in 0.015 g ml™ of alginate were uniformly sized spheres of about 730 pm.
Encapsulation efficiency varied in the range 80-98 % depending on the encapsulation
method. Besides, the analysis reveals that the encapsulation process and the material
used did not degrade the bioactive compounds, as the total antioxidant content remained
unchanged. This was verified by the FTIR analysis proving the absence of chemical
interactions between extract compounds and alginate. Addition of a filler substance such
as sucrose and inulin in the dried product reduced its collapse and roundness distortion

during drying process.

Also, the objective of this paper is to investigate the possibility of using liposomes
as carriers of polyphenols and influence the membrane composition on the release rate

of encapsulated polyphenols.

Experiments show how the membrane modification affects the mass transfer
comparing to a conventional liposomes. Liposomes were modified with surfactants
Span 20, Span 40, Tween 20 and Tween 60, and thyme tea extract was used as a source

of polyphenols.

The diffusion of polyphenols from thyme extract, dispersion of conventional
liposomes and liposomes modified with Span 20, Span 40, Tween 20 and Tween 60 was

studied using Franz diffusion cell. From the experimental data diffusion coefficients



were determined for each of the systems, as well as the corresponding diffusion

resistances.

From the obtained results it can be concluded that the encapsulation of polyphenols
in liposomes significantly slows diffusion, and with membrane modification can be
achieved further slowing. The diffusion resistance of the liposome membrane modified
with Tween 20 and Tween 60 is about 5 times higher compared to the diffusion of

unencapsulated polyphenols from the thyme extract.

This study demonstrates the potential of using hydrogel material and liposomes for
encapsulation of plant poplyphenols to improve their functionality and stability in food
and pharmaceutical products.

Keywords: tea polyphenoles, alginate beads, liposomes, diffusion coefficient,

diffusion resistance, membrane modification, polysorbate

Scientific field: Chemistry and Chemical technology
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Doktorska disertacija Radoslava N. Pravilovié

Uvod

Tokom poslednjih decenija nauc¢na istrazivanja su narocito usmerena ka prirodnim
antioksidansima, posebno polifenolima i prehrambenim i farmaceutskim proizvodima
bogatim tim sastojcima (Lee i sar. 2003). Jedinjenja sa antioksidativnim dejstvom
deluju tako sto vezuju slobodne radikale i usporavaju proces lipidne peroksidacije, pa na
taj nacin sprec¢avaju kvarenje namirnica i lekova i produzuju im rok upotrebe (Henning i
sar. 2005). Antioksidansi takode Stite i ljudski organizam, odnosno ¢elije od slobodnih
radikala. Oni usporavaju napredak mnogih hroni¢nih bolesti (Kwak i Jukes, 2001), pa se
samim tim javila sve veca potreba za prirodnim izvorima antioksidanasa. Polifenoli se
nalaze u ¢okoladi, vinu, pivu, jabukama, ¢aju i nekim drugim namirnicama, a od ranije
je potvrdeno da ova materija deluje blagotvorno i na neke bolesti srca, krvnih sudova,

kod pojedinih virusa i alergija (Gusman i sar. 2001, Baur i Sinclai 2006).

Upotreba lekovitih biljaka i njihovih ekstrakata idealan je nadin obogacivanja i
kreiranja inovativnih funkcionalnih prehrambenih proizvoda zbog bogatog i raznolikog
bioaktivnog sastava, koji ukljuCuju Sirok raspon bioaktivnih materija poznatih
zdravstvenih u¢inaka. Vecina pozitivnih ucinaka pripisuje se polifenolnim spojevima
koji vodenim ekstraktima razli¢itih lekovitih biljaka daju i karakteristican ukus i aromu
(Dapkevicius i sar. 2002). Budu¢i da je vecina polifenolnih spojeva hidrofilne prirode,
njihova je direktna upotreba u prehrambenim i faramceutskim proizvodima ograni¢ena

zbog potrebne ekstrakcije iz polaznog biljnog materijala (Diplock i sar. 1999).

Polifenoli se ¢esto i u velikim koli¢inama unose u organizam ispijanjem ¢aja. Medu
biljkama koje su prirodno prisutne i uzgajaju se u Srbiji, a ¢iji ekstrakti poseduju visok
udeo polifenola, kao i izrazena antioksidativna svojstva je majc¢ina dusica (Thymus
serpyllum L.). Medutim, prilikom pripreme ili skladi$tenja, aktivni sastojci mogu lako
biti izlozeni dejstvu kiseonika ili vlage iz vazduha (Fang i Bhandari 2010). Jedan od
nacina da se saCuvaju korisna svojstva biljnih ekstrakata je njihova inkapsulacija u
matricu ili membranu cestice. Inkapsulacija je inovativna tehnika pakovanja cvrstih ili
tecnih materija u male, zatvorene kapsule koje pod odredenim uslovima mogu
oslobadati svoj sadrzaj. Svrha inkapsulacije je da se poboljsa stabilnost ekstrakta
prilikom transporta, skladistenja ili obrade. Zahvaljujué¢i inkapsulaciji Zeljeni aktivni

sastojci mogu da se implementiraju u razli¢ite prehrambene ili farmaceutske proizvode.
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Ovi inkapsulirani oblici omogucuju stabilnost i ouvanost polifenolnih komponenti.
Inkapsulacija, takode, smanjuje koli¢inu polifenola koja se dodaje po jedinici proizvoda
kako bi se ostvario isti antioksidativni efekat u odnosu na neinkapsulirani oblik
doziranja (Diplock i sar. 1999). Takvi proizvodi predstavljaju veliki doprinos
unapredenju kvaliteta modernog nacdina zivota. Drugi pozeljni efekti inkapsulacije su
maskiranje neprijatnih ukusa (kao $to je gorak ukus polifenola), kao i poboljsanje
konac¢nog kavliteta proizvoda (Kosaraju i sar. 2006, Zuidam i Heinrich 2010, Deladino i
sar. 2008).

Pregledom aktuelne naucne literature ustanovljeno je da se jo§ uvek traga za
adekvatnim formulacijama sa inkapsuliranim polifenolima. Do sada su za inkapsulaciju
polifenola kori$¢ene sledece tehnike: sprej suSenje, koacervacija, molekulska inkluzija i
emulzifikacija (Thies 2005, Zuidam i Shimoni 2010). Sprej susenje je najprimenljivija
tehnika u industrijskim uslovima (Madene i sar. 2005). Medutim, osnovni problem pri
sprej-susenju su visoke temperature kojima su izloZeni polifenoli tokom procesiranja, pa
dolazi do gubitaka njihove aktivnosti (ulazna temperatura vazduha i preko 160°C).
Molekulska inkluzija u ciklodekstrine je pogodna samo za inkapsulaciju hidrofobnih
molekula malih molekulskih masa, dakle ne i za polifenole iz vodenih ekstrakata
(Szente i Szejtli 2004, Goh i sar. 2009, Zuidam i Shimoni, 2010). Koacervacija se
generalno smatra skupom metodom, pa se postavlja pitanje ekonomske opravdanosti
inkapsulacije nutrijenata (Thies 2005). Emulzije mogu da obezbede visok stepen
inkapsulacije polifenola, ali efekat zastite od lipidne peroksidacije u emulzijama varira i
zavisi i od polarnosti molekula i od antioksidativnog kapaciteta (Zuidam i Shimoni
2010). Lipozomi se namecu kao jedno od resenja za kontrolisano otpustanje polifenola
(Pichandy i sar. 2010). Medutim, dobijanje lipozoma se ¢esto svodi na procese koji traju
dugo ili se ¢ak odvijaju u viSe faza, pa je potrebno razviti brze postupke ¢iji se

kapaciteti mogu relativno lako uvecati.

Zbog toga se u ovoj doktorskoj tezi razvijaju novi sistemi mikro i nano veli¢ina za
inkapsulaciju polifenola. Za racionalno projektovanje procesa inkapsulacije potrebno je
poznavati fenomene prenosa mase polifenola kod ovih sistema, pa je tema ove
doktorske teze uparavo ispitivanje difuzije polifenolnih jedinjenja iz mikrocestica

dobijenih razli¢itim tehnikama.
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U ovoj doktorskoj disertaciji se kao jedan od nosaca polifenolnih jedinjenja koristi
alginat. Alginat je prirodni polisaharid, ¢ija je primena dozvoljena u ishrani (George i
Abraham 2006). Odabran je zbog svojih pozitivnin osobina, kao Sto su:
biokompatibilnost, biodegradabilnost i netoksi¢nost. Kao i svi sistemi, tako i alginatni
hidrogelovi imaju i svoje nedostatke, moze lako do¢i do gubitka aktivne komponente
tokom pripreme (Won i sar. 2005) ili do naglog otpustanja aktivne komponente (George
i Abraham 2006). Uzrok ovih nedostataka je veli¢ina pora kod alginantih gelova
(Gombotz i Wee, 2012). Kao moguce reSenje je primena nekog punioca ili dodatnog
sloja polimera (Zohar-Perez i sar. 2004). U ovom radu je ispitan uticaj inulina kao
punioca i hitozana kao dodatnog omotaca oko alginatne Cestice, na brzinu difuzije
polifenolnih jedinjenja. Punioci su poznati po tome da izazivaju promene u strukturi
nosaca, kao §to je povecanje krtosti (na pr. kod ,,crunch® proizvoda) (Rassis i sar. 2002),
ali imaju i veliku primenu u prehrambenoj industriji, narocito inulin koji se koristi i kao

funkcionalna hrana (Kim i sar. 2001).

Takode, pored hidrogel alginatnih Cestica, ispitane su i suve i liofilisane forme, koje
imaju niz prednosti, medu kojima i ja¢a mehanicka svojstva i pogodnije su u primeni u

prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Nussinovitch i Gershon 1996).

Lipozomi, kao nosaci aktivne komponente, su uvedeni 1980. godine (Immordino i
sar. 2006) i inkapsulacija u lipozome predstavlja noviji pristup (Pichandy i sar. 2010).
Sastavljeni su od vodenog jezgra i jednog ili viSe lipidnih dvoslojeva, tako da su
pogodni za inkapsulaciju i hidrofilnih i hidrofobnih supstanci (Immordino i sar. 2006 ).
Zbog sposobnosti inkapsulacije razlicitih supstanci, lipozomi su proucavani za mnoge
terapeutske svrhe (Immordino i sar. 2006, Bangham i sar. 1965, Storm i Crommelin
1998). Moguénost da se prilagodi brzina oslobadanja aktivnhe komponente i mesto
delovanja izmenom povrSinskih svojstava membrane, ucinala je razvoj lipozoma kao
nosaca popularnim i sve viSe ispitivanim (Marzio i sar. 2011, Immordino i sar. 2006).
Nedostatak lipozoma je njihova ogranicena stabilnost tokom skladistenja (Tasi i sar.
2003) sto je dovelo do napredovanja tehnologije pripreme lipozoma od konvencionalnih
vezikula na ,,druge generacije lipozoma®, u kojima im je membrana modifikovana
povrsinski aktivnim molekulima (surfaktanti) (Immordino i sar. 2006). Konvencionalni
lipozomi su vezikule koje se sastoje od fosfolipida i/ili holesterola (Storm i Crommelin

1998), dok su surfaktanti neophodni kao sredstva za rastvaranje prilikom izolovanja,
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precis¢avanja 1 modifikacije membrane. Najéesce se koriste nejonski polisorbati (na

primer Tween surfaktanti) (Fadda i sar. 1998, Tasi i sar. 2003, Pichandy i sar. 2010).

Kao $to je receno, inkapsulacija aktivnih supstanci se koristi za njihovo kontrolisano
1 produzeno oslobadanje, Sto dovodi do smanjenja koeficijenta prenosa mase 1 do sporije
difuzije (Pjanovic i sar. 2010, Mourtas i sar. 2007, Bonina i sar. 2005, Pavelic i sar.
2001, Singh i sar. 1996). U cilju karakterizacije sistema sa produzenim oslobadanjem,
potrebno je odrediti koeficijente difuzije i difuzione otpore. Takode, dobijene
mikrocestice sa inkapsuliranim ekstraktima c¢aja ispitane su i sa aspekta stepena
inakpsulacije, velicine i uniformnosti cestica, morfoloskih karakteristika, i interakcija

koje se javljaju izmedu aktivnih komponenata ekstrakata i nosaca.
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1. Teorijske osnove

1.1. Antioksidansi

Kada su istrazivaéi poc¢etkom devedesetih godina otkrili da slobodni radikali koji
nastaju u ljudskom organizmu oStecuju cCelije 1 izazivaju neke od najcesc¢ih bolesti,
javila se velika potreba za ispitivanjem antioksidanasa. Slobodni radikali ili oksidansi su
atomi, joni ili molekuli koji sadrze jedan ili vise nesparenih elektrona, pa su zato vrlo
nestabilni i reaktivni (Percival, 1998). Ukoliko se nalaze ili nastaju u ¢eliji, reaguju sa
makromolekulima c¢elije, kao $to su lipidi i proteini Celijske membrane. Tokom godina
moze do¢i do nastanka velikog broja razli¢itih bolesti, uzrokovanih oStecenjem celijske
membrane, proteina ili mutacije DNK (Valko i sar. 2004). Slobodni radikali nastaju
usled izlaganja suncevom zracenju, pri loSoj ishrani, unosu alkohola, konzumiranju
duvana, usled stresa, pri svakodnevnom izlaganju elektromagnetnom zracenju,
radijaciji, ali i pri normalnom metabolizmu ¢elije (James i sar. 2003). Najpoznatiji
slobodni radikali su reaktivni spojevi kiseonika (Reactive Oxygen Species - ROS), koji
ukljucuju superoksid jon (O;"), peroksil (ROO"), alkoksil (RO"), hidroksil (HO") i
radikal azotovog oksida (NO’). U organizmu se nalaze i ROS spojevi Koji nisu radikali,
kao na primer molekul kiseonika (O,), vodikovog peroksida (H,O,) ili hipokloritne
kiseline (HOCI). ROS spojevi imaju svoju biolosku ulogu u organizmu (Halliwell,
1997) posredujuci u stvaranju energije, fagocitozi, regulaciji ¢elijskog rasta (indukcija
¢elijskog starenja i apoptoze) i meducelijske signalizacije (sekundarni glasnici
intracelularne signalizacijske kaskade). Uprkos tome, ROS i ostali slobodni radikali
ukljuceni su u patogene procese razvoja mnogih hroni¢nih oboljenja (Diplock, 1994,
Sies, 1997), ukljucujuéi i dve najraSirenije hroni¢ne bolesti razvijenih zemalja -
aterosklerozu i rak, kao i ¢itav niz hroni¢nih degenerativnih bolesti - artritis, autoimune

bolesti, prerano starenje itd.

Antioksidansi ili antioksidativni agensi su bioloSki aktivhe komponente koje
umanjuju negativan efekat slobodnih radikala vezuju¢i se za njih, a pokazano je i da

mogu da pomognu u oporavku ¢elija koje su ve¢ pretrpele oStecenje (Bozin i sar. 2007).

Pored ovoga, otkriveno je da antioksidansi imaju jo$ jednu pozitivnu ulogu. Ako se

jedinjenja sa antioksidativnim svojstvima dodaju namirnicama i farmaceutskim
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preparatima, ona usporavaju proces lipidne peroksidacije, pa je tako rok upotrebe

namirnica odnosno farmaceutskih preparata znatno produzen.

Sve ovo je poslednjih godina dovelo do potrebe za pronalaskom novih prirodnih
izvora antioksidanasa. Istrazivanja su takode usmerena ka otkrivanju novih
antioksidativnih jedinjenja biljnog porekla. Do sada su najcesce koriS¢eni sintetski
antioksidansi - butil hidroksianizol (BHA), butil hidroksitoluen (BHT), propilgalat i
terc-butil hidrohinon. Medutim, upotreba BHA i BHT u namirnicama je ograni¢ena
zakonskim regulativama zbog sumnje da imaju toksi¢ne i kancerogene efekte. Zbog
toga javio se ogroman interes i potraznja za prirodnim, netoksi¢nim antioksidansima za

primenu u prehrambenoj industriji (Chun i sar. 2001, Gilgin, 2010).

1.1.1. Polifenoli

Postoji veliki broj supstanci koje imaju antioksidativna svojstva. Najpoznatiji su
vitamin C, vitamin E i karotenoidi zajedno sa mineralima selenom i magnezijumom.
Takode se u antioksidanse ubrajaju i glutation, koenzim Q10, flavonoidi, fenoli,
polifenoli i fitoestrogeni. Superoksid dizmutaza (SOD), katalaza i glutation peroksidaza
ubrajaju se u enzimske antioksidanse (Huang i sar. 2005).

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti ¢ija je primarna uloga u biljci zastita od
ultraljubi¢astog zraCenja i djelovanja patogena (Beckman, 2000). Polifenoli su
najzastupljniji prirodni antioksidansi u ishrani. Njihov dnevni unos moze da bude i vise
od 1g dnevno, Sto je 10 puta veca koli¢ina od dnevnog unosa vitamaina C i 100 puta
veca koli¢ina od dnevnog unosa vitamina E i karotenoida. Glavni izvori polifenola u
ishrani su voce 1 proizvodi biljnog porekla kao §to su voéni sokovi, ¢aj, kafa 1 crveno
vino. Povrce, Zitarice, cokolada 1 mahunarke su takode izvor polifenola. Uprkos
njihovoj Sirokoj zastupljenosti u biljkama, efekat polifenola na zdravlje privukao je
paznju tek nedavno. Do sredine devedesetih godina dvadesetog veka najvise proucavani
antioksidanti bili su vitamini, karotenoidi i minerali. Istrazivanja flavonoida i drugih
polifenola, njihovih antioksidativnih svojstava i njihovog preventivnog efekta na razne
bolest, pocela su da se odvijaju tek od 1995. godine. Glavni razlog koji je odlozZio ovaj
pocetak je izuzetna raznolikost i kompleksnost strukture polifenola, koja je
karakteristi¢na po tome Sto sadrzi vise od jednog fenolnog jezgra (sa jednom ili vise

hidroksilnih grupa na aromati¢nom prstenu) (Scalbert i sar. 2005).
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Polifenoli nastaju sekundarnim metabolizmom biljaka i ucestvuju u hormonskoj
regulaciji rasta biljaka, Stite ih od infekcija mikroorganizmima (antibiotsko delovanje),
deluju kao zastitni agensi od UV zraCenja, privlaée opraSivace i ucestvuju u
pigmentaciji biljaka (Beckman i sar. 2000). U namirnicama doprinose gor¢ini, oStrini,
boji, ukusu, mirisu i oksidativnoj stabilnosti. Javljaju se u obliku prostih fenolnih
molekula, kao i u obliku polimerizovanih jedinjenja tezina veéih od 30000 Da (1 kg je
jednak 6,02213665168-10% Da) (Bravo, 1998).

1.1.1.1. Antioksidativno/peroksidativno delovanje polifenola

Uloga antioksidansa u ishrani i zdravlju, kao i njihov mehanizam delovanja, detaljno
Su proucavani (Serafini, 2006). Epidemioloske studije sprovedene posljednjih 10 godina
pokazale su inverzni odnos izmedu rizika razvoja hroni¢nih bolesti kod ljudi i ishrane
bogate polifenolima (Scalbert i sar. 2005, Arts i Hollman, 2005). Fenolne skupine
polifenola mogu prihvatiti elektron i formirati relativno stabilne fenoksil radikale i na
taj na¢in prekinuti lanc¢ane reakcije oksidacije u ¢elijskim strukturama (Clifford, 2000).
Konzumiranjem hrane bogate polifenolima dolazi do povecanja antioksidativnog
kapaciteta plazme, §to se moze objasniti prisutno$¢u redukujuéih polifenola i njihovih
metabolita u plazmi, sinergistickim efektom s drugim endogenim antioksidansima ili
apsorpcijom prooksidativno deluju¢ih sastojaka hrane (npr. gvozda) (Scalbert i sar.
2005). Usprkos velikom interesu za polifenole, zbog njihovih izrazenih antikosidativnih
svojstava, neka naucna istrazivanja pokazala su kontroverzne rezultate, posebno pri
upotrebi visokih koncentracija polifenola. Vrsta, doziranje i matriks egzogenih
antioksidanasa dominantni su faktori koji uticu na ravnotezu izmedu povoljnih i
nepozeljnih efekata antioksidansa (Bouayed i Bohn, 2010). lako bioloske funkcije
polifenola i njihov metabolizam u ljudskom telu joS§ nisu u potpunosti utvrdeni, smatra
se da je antioksidativna aktivnost polifenola, posebno flavonoida, kombinacija svojstva
heliranja metala i ,,gasenja* slobodnih radikala (Bohm i sar. 1998, Bravo, 1998). Neki
autori takode, navode i inhibiciju enzima, posebno oksidaza, kao §to je lipoksigenaza
(LO), ciklooksigenaza (CO), mijeloperoksidaza (MPO), NADPH oksidaza i ksantin
oksidaza (XO) (Groot i Rauen, 1998), kao vaznih enzima za izbegavanje generiranja
ROS in vivo, kao i organskih hidroperoksida. Prema tome, polifenoli inhibiraju enzime
indirektno uklju¢ene u oksidativne procese, kao $to je fosfolipaza A2 (FLA2) (Lindahl i

Tagesson, 1997), a stimulisu enzime s poznatim antioksidativnim delovanjem, kao S§to
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su katalaza (CAT) i superoksid dismutaza (SOD) (Sudheesh i sar. 1999). No, neki
polifenoli mogu imati i prooksidativnu aktivnost pod odredenim uslovima, kao $to su
visoke koncentracije ili prisutnost jona metala (Azam i sar. 2004, Bouayed i Bohn,
2010, Decker, 1997, Watjen i sar. 2005). Do takvog delovanja dolazi zbog ¢injenice da
oksidativni stres mogu indukovati prooksidativni agensi, bilo formiranjem reaktivnih
kiseonikovih radikala ili inhibicijom antioksidanasa (Puglia i Powell, 1984). Na taj
na¢in dolazi do generiranja oksidativnih oSte¢enja biomolekula, kao $to su proteini,
DNK i lipidi, pa eventualno i ¢elija i tkiva (Aruoma, 2003, James i sar. 2003).
Prooksidansi katalizuju oksidativne reakcije biomolekula §to dovodi do disfunkcije
¢elija i zavrSava se celijskom smrti (Aruoma, 2003). Medutim, utvrdeno je da
prooksidativno delovanje prirodnih polifenola, za razliku od njihovih antioksidativnih
svojstava, ima specifi¢cno ciljano delovanje na odredene celije, budué¢i da deluje
preventivno na neke tipove raka (Lambert i Elias, 2010). Zbog toga je prooksidativno
delovanje pojedinih vrsta polifenola iz hrane i njihova sposobnost indukovanja
disfunkcije mitohondrija i posledi¢no apoptoze, predlozeno kao potencijalni mehanizam

prevencije raka (Galati i O’Brien, 2004).

1.1.1.2. Preporuceni dnevni unos polifenola

Znacajan procenat populacije razvijenih zemalja ne ostvaruje dovoljan unos
bioaktivnih spojeva (posebno polifenolnih antioksidanasa) uobicajenom ishranom, $to je
rezultat savremenog nacina zivota i neadekvatne ishrane, usprkos mnogobrojnim
nau¢nim dokazima, koji su pokazali da konzumiranje polifenola u veéim koli¢inama
ima pozitivne zdravstvene efekte (Hu i sar. 2007). Kao rezultat nepravilne ishrane
siromas$ne sveZim vofem 1 povréem, poveCana je konzumacija prehrambenih
suplemenata, pa zato mnogi potrosa¢i pokazuju interes za dodatnim unosom
polifenolnih antioksidanasa u svrhu postizanja zastite od oksidativnog stresa i
degenerativnih bolesti. Ta¢ne podatke o udelu polifenola unesenih u organizam putem
normalne ishrane, kao i o preporu¢enom dnevnom unosu tesko je odrediti zbog nekoliko

faktora:

* nepotpune baze podataka koje pruzaju vrlo ograni¢ene rezultate o udelu polifenola

u namirnicama i preradenim prehrambenim proizvodima,
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» udeo polifenola u pojedinim namirnicama varira, pa tako cak i izmedu jedne vrste
proizvoda postoje razlike u udelu od nekoliko redova veli¢ine, $to je posledica
genetskih razlika, razlika u poreklu, okolnim uslovima, kao i uslovima berbe,

skladiStenja 1 proizvodnje neke namirnice,

 nedostatak komercijalno dostupnih standarda za analizu i identifikaciju svih
polifenolnih proizvoda.

Prema trenutnim podacima, prosecan dnevni unos i apsorpcija antioksidanasa mora
se udvostruciti ili utrostruciti kako bi prosecan potroSa¢ u potpunosti dostigao pozitivne
ucinke biljnih antioksidanasa na zdravlje. Prema preporukama, konzumacijom 5 voca i
povréa dnevno, unos polifenola iznosio bi izmedu 500 — 1000 mg, pri ¢emu flavonoidi
¢ine 150-300 mg od tog iznosa ali, taj se iznos znacajno povecava konzumacijom ¢aja,
kakaovih proizvoda i kafe (Williamson i Holst, 2008) i moze dosti¢i do 1 g dnevno, §to
je znatno viSe u odnosu na druge poznate antioksidanse, kao $to su vitamin C (oko 10
puta vise), vitamin E i karotenoidi (oko 100 puta vise) (Scalbert i Williamson, 2000).
Kao posledica sve vece popularnosti polifenola u obliku prehrambenih suplemenata,
pojavljuje se trend povecanog unosa samo jednog ili kombinacije dva ili viSe polifenola
jedne skupine ovih jedinjenja, $to prelazi udeo tih spojeva koji se unosi u organizam
normalnom ishranom. Prema preporukama industrije prehrambenih suplemenata,
savetuje se dnevna konzumacija 50 mg/izoflavona i 100-300 mg ekstrakta kozice
grozda koji je bogat proantocijanidinima. Prema Mennen-u i saradnicima (2005), podaci
o preporu¢enom dnevnom unosu pojedinih polifenola, dostupni na internetu, iznose 300
mg kvercetina, 1 g flavonoida iz limuna ili 20 mg resveratrola. Unos ovih koli¢ina
omogucio bi ~100 puta veci udeo konzumiranih polifenola od procenjenog udela koji se
konzumira normalnom ishranom. Preporuceni dnevni unos (DRI ,,Dietary Reference
Intake*) polifenola jo$ nije odreden, zbog nekoliko razloga. Preporuceno je da se DRI
vrednost polifenola izjednaci sa DRI vrednosti za vitamin C, zbog niske toksi¢nosti
polifenola. Medutim, vrlo je tesko odrediti tacan i sveobuhvatan iznos DRI vrednosti za
polifenole ukupno, zbog njihove raznovrsnosti i razlika u bioloskoj aktivnosti, a i
nedostatka klinickih istrazivanja tokom dugih perioda kako bi se ta¢no ustanovilo
delovanje pojedinog polifenola u organizmu i elimisali potencijalni negativni ucinci.
Prema tome, DRI vrednosti se moraju razlikovati za pojedine vrste i podskupine

polifenola (Williamson i Holst, 2008). Zato treba da postoje preporuke o prehrambenom
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unosu i regulatorne smernice za bilo koji proizvod (ukljucujuci funkcionalni) obogacen
polifenolnim jedinjenjima. Za ekstrakte bogate ovim jedinjenjima i prehrambene
suplemente koji sadrze polifenole moraju se ogranic¢iti vrednosti unosa na normalan
udeo slican DRI vrednostima drugih poznatih antioksidanasa, kako bi se izjednacile te

vrednosti i izbeglo unosenje mega-doza ovih spojeva.

1.1.1.3. Caj kao izvor polifenola

Caj spada u tople napitke, koji se u 19. veku prenosi van granica Kine i stice

popularnost sirom sveta.

Pored vitamina C, B1 1 B2, gvozda 1 kofeina ¢ajni napitak sadrzi i polifenole, koji
spadaju u prirodne antioksidanse, te imaju pozitivno dejstvo na ljudski organizam.
Poslednjih godina su vrSena razna eksperimentalna i klinicka ispitivanja pozitivnog
dejstva polifenola na ljudski organizam i utvrdeno je da pored antioksidativnog,
polifenoli imaju i antibakterijsko, antivirusno, protivupalno, antialergijsko dejstvo, kao i

to da spreCavaju razvoj malignih ¢elija (Bravo, 1998).

Zeleni €aj je jedan od najbogatijih izvora polifenola, kao i neki biljni ¢ajevi koji se
od davnina koriste u narodnoj medicini, a pripremljeni su od listova maj¢ine dusice (lat.
Thymus serpyllum), koprive (lat. Urtica dioica) ili masline (lat. Olea europaea).
Uobicajeni nacin unoSenja biljnih polifenola je priprema 1 ispijanje Cajnog ekstrakta,
dobijenog procesom ekstrakcije vodom. Ovakav nain pripreme mozZe dovesti do
oStecenja aktivnih komponenata dejstvom kiseonika ili nekompatibilnih jedinjenja
tokom skladiStenja. Zato se sve ¢eS¢e na trziStu mogu naci proizvodi na bazi zelenog
Caja i drugih biljaka bogatih polifenolima, koji omogucavaju unos dnevno dozvoljenih i
preporucenih koli¢ina polifenola. Budu¢i da su neki polifenoli (flavonoidi) zasluzni za
ukus 1 boju mnogih vrsta voca, povra, cveca, a takode ispoljavaju i blagotvorno
dejstvo, ove supstance se koriste i u cilju dodatnog poboljSanja kvaliteta i bioloSke

vrednosti konditorskih proizvoda (Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sar. 2011).

Da bi se polifenoli, kao aktivne supstance, mogli primeniti u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji (pretpostavlja se da bi polifenoli mogli da se koriste i u

kombinaciji s drugim lekovima), kao i da bi ih zastitili, neophodno je inkapsulirati ih.
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1.1.1.4. Klasifikacija polifenola

Ova velika grupa jedinjenja se, prema nacdinu nastajanja, moze podeliti na sintetske i
prirodne polifenole. Sintetski polifenoli se dalje mogu podeliti na tri grupe (Handique i
Baruah, 2002):

e Polifenole sa otvorenim lancem
e Mesovite
e Cikli¢ne
Kako se pod terminom polifenoli podrazumevaju prirodni polifenoli, u nastavku ée

biti detaljnije prikazana njihova klasifikacija.

Kao $to je ve¢ spomenuto, prirodni polifenoli se mogu na¢i u biljkama i
predstavljaju zaista brojnu grupu jedinjenja, koja se prema hemijskoj strukturi moze
podeliti na najmanje 10 razli¢itih podgrupa. Ako se uzme u obzir rasprostranjenost i
znacaj u prakti¢noj primeni, kao najvaznije, mogu se izdvojiti sledec¢e podgrupe (Bravo,

1998, Pandey i Rizvi, 2009):

e Prosti fenoli — izuzetno rasprostranjena grupa prirodnih polifenola koja se u
velikim koli¢inama nalazi u hrani i picu. Ovde se ubrajaju jedinjenja male

molekulske mase, kao §to je sam fenol, krezol, timol itd.

¢ Fenolne kiseline — ovde spadaju galna kiselina koja se moze nac¢i u karanfilicu,

benzoeva kiselina, vanilinska kiselina, ¢iji je izvor vanila i cimetna kiselina koja

se nalazi u cimetu.

e Kumarini — kumarinska kiselina je prekursor svih kumarinskih derivata i ubraja
se u polifenole sa veoma jednostavnom strukturom. Ova grupa jedinjenja se
odlikuje izuzetno prijatnim mirisom vanile ili svezeg pokoSenog sena, pa ¢esto
ulaze u sastav parfema i mirisnih ulja. Kumarini ispoljavaju jako
antikoagulativno dejstvo, a u ve¢im koli¢inama mogu izazvati oSteCenja jetre.

Izvori ovih jedinjenja su kokosovo ulje, lavanda, kajsija, visSnja, jagoda i cimet.

e Flavonoidi — ovo je najveta grupa prirodnih fenola, ujedno i najtemeljnije
proucavana. Do sada je poznato preko 5000 ovih jedinjenja. Mnogi flavonoidi

pokazuju nizak nivo toksicnosti na sisare. Sva jedinjenja iz ove grupe imaju u
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svojoj strukturi 2-fenil-benzopiron ili flavonon. U flavonoide spadaju: flavanoli,

flavoni, flavanoni, flavonoli, izoflavoni i antocijanini.

e Tanini — za razliku od prethodno navedenih grupa polifenola, tanini su jedinjenja
srednje do visoke molekulske mase. Tanini izolovani iz biljaka mogu biti

hidroliziraju¢i (pirogalni) ili kondenzovani (katehinski) tanini:

o Hidroliziraju¢i tanini su poliestri galne kiseline ili njenih derivata i

centralnog molekula secera (najcesce je to glukoza).

o Kondenzovani tanini stvoreni su najcesée kondenzacijom dva ili tri

molekula flavan-3-ola (katehina, epikatehina) ili flavan-3,4-diola.

Tanini (ili stavne materije) su slozena jedinjenja biljnog porekla koja su produkt
njihovog odbrambenog mehanzma. Nalaze se u stablima i listovima nekih biljaka, a
sadrze ih i zeleni plodovi koji zbog toga imaju opor ukus. Najvise tanina nalazi se u
hrastu i bagremu, tako da je upravo tanin razlog zasto se zir ne koristi u ljudskoj ishrani.
Osim u medicini, nasli su primenu u industriji koze gde se Kkoriste za Stavljenje, jer

razlazu belancevine. Sem u voéu, prisutni su u vinu, ¢okoladi, ¢aju.

Odredene karakteristike ¢aja, kao Sto su boja 1 ja¢ina, direktno zavise od polifenola i

njihovih transformacija. Caj bogat taninima prepoznaje se po goréini.

1.1.1.5. Dejstvo polifenola na ljudski organizam

Intenzivna naucna istrazivanja su pokazala da polifenoli mogu imati antioksidativno,
antikancerogeno, antiaterogeno, antiflamatorno, antiviralno 1 antibakterijsko dejstvo, §to
sve zavisi od strukture odredene grupe/molekula polifenola (Stojanovi¢ 1 sar. 2001).
Vrsta dejstva u velikoj meri zavisi i od unete koli¢ine ovih jedinjenja. Kao glavni

doprinos polifenola ljudskom organizmu istice se njihov snazan antioksidativni u¢inak.

Procenat polifenola u ljudskoj ishrani varira u zavisnosti od tipa, koli¢ine i kvaliteta
konzumiranih namirnica. Preporucljivo je unosSenje polifenola u koli¢ini od 1 g dnevno.
Kuvanjem se smanjuje sadrzaj polifenola u namirnicama zbog ¢ega treba konzumirati

sveze namirnice i izbegavati pripremanje hrane na visokim temperaturama.
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Prirodni polifenoli se smatraju kandidatima za koris¢enje u terapijske svrhe kod
oboljenja kao Sto su AIDS, kardiovaskularna oboljenja, formiranje cira, bakterijske

infekcije, bolesti neurona (Peake i sar. 1991).

Antioksidativno _dejstvo znaci da polifenoli stite celije od patoloskih promena.

Antioksidansi su molekuli koji sprecavaju oksidaciju drugih molekula i time
onemogucéavaju reakciju oksidacije u kojoj nastaju slobodni radikali, koji su veoma
reaktivni 1 stupaju u lancane reakcije sa drugim molekulima izazivajuéi ostecenje Celija.
Slobodni radikali se oslobadaju kao nusproizvodi usled metabolizma ¢elija, nakon cega
mogu ostetiti Celijske membrane ili razoriti DNK i time ubrzati proces starenja.
Antioksidansi imaju sposobnost da spreCe stvaranje slobodnih radilkala, ali 1 da ih
uklone iz organizma u slucaju da su ve¢ nastali. Do sada je otkriveno da najmanje

osamnaest flavonoida ima vece antioksidativno dejstvo od vitamina C i1 E.

Antikancerogeno dejstvo polifenola se ogleda u preventivhom delovanju na gen p53

koji mutira u preko 50% ljudskih tumora (spreCava njegove promene koje vode ka
nastanku tumora). Neka novija istrazivanja pokazala su da odredeni polifenoli (na
primer resveratrol iz grupe flavonoida) prekidaju rast tumorskih ¢elija i pri tome ne
oStecuju normalne ¢elije (rasveratrol ima takav u¢inak kod raka dojke). Polifenoli deluju
blagotvorno i pomazu kod nekih vrsta kancera, kao $to su kancer koze, pluca, pankresa,

creva itd.

Antiaterogeno _dejstvo_se ogleda u oksidaciji lipida ¢ime se spreCava talozenje

holesterola i lipida na zidovima krvnih sudova i samim tim se odrzava njihova

elasti¢nost i smanjuje rizik od kardio-vaskularnih oboljenja.

Antiflamatorno, antiviralno, antibakterijsko i druga dejstva — mnoge studije su

pokazale da polifenoli mogu pomo¢i pri prevenciji bakterijskih, virusnih infekcija i
upala, kao i da smanjuju rizik od pojave $loga, osteoporoze i oboljenja jetre (Mukhtar i
Ahmad, 2000, Simpol i sar. 1994).

1.1.1.6. Metode odredivanja polifenola

Sirovi ekstrakti voc¢a, povréa, zacina i drugih biljnih materijala bogatih fenolima su
od posebnog znacaja za prehrambenu industriju poSto usporavaju oksidativnu

degradaciju lipida i na taj nacin poboljSavaju kvalitet 1 nutritivnu vrednost hrane. U
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prehrambenoj industriji ukupna koli¢ina polifenola se ¢esto odreduje u namirnicama, pa
je tako odredivanje sadrzaja polifenola u vinu jedan od obaveznih postupaka u
laboratorijama vinarija. S obzirom da je trend u prehrambenoj industriji i nauci usmeren
ka funkcionalnoj hrani sa specijalnim zdravstvenim efektima, takode, raste
zainteresovanost istrazivaca, proizvodaca hrane i potrosa¢a prema antioksidativnim
sastojcima u namirnicama. Pri analizi antioksidativnog kapaciteta namirnica, merenje
sadrzaja ukupnih polifenola je prvi korak u odredivanju indeksa ukupnih
antioksidanasa. Namirnice sadrze razliCite fenolne komponente, pa se meri njihov

ukupni sadrzaj koji se naziva: indeks ukupnih polifenola (Berend i Grbari¢, 2008).

Polifenoli se mogu kvalitativno i kvantitativno odrediti primenom razlicitih tehnika,

kao Sto su:
e UV/VIS spektrofotometrija
e HPLC (te¢na hromatografija pod visokim pritiskom)
e TLC (hromatografija na tankom sloju)
e Kapilarno-zonska elektroforeza

Najjednostavnija metoda je spektrofotometrijska, gde se direktno meri apsorbanca
uzorka. Budu¢i da se spektrofotometrijska merenja mogu vrsiti na razli¢itim talasnim
duZinama, postavlja se pitanje na kojoj talasnoj duZini je pouzdano vrsiti merenje. Kao
najpouzdanija metoda pokazala se Folin-Ciocalteau (FC) metoda (Lachman i sar.
1998). Smetnje koje se mogu javiti tokom rada jesu reagovanje drugih redukujuéih

supstanci sa reagensom, pa se moze desiti da je odreden sadrzaj fenola veéi od stvarnog.

Slika 1.1. Reakcija polifenola i Folin-Ciocalteau reagensa — obojenost zavisi od

koncentracije polifenola u uzorku
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Reakcijom polifenola i FC reagensa (smesa fosfovolframove i fosfomolibdenske
kiseline) u blago alkalnim uslovima dolazi do stvaranja relativno stabilnog obojenog
kompleksa, ¢iju apsorbancu mozemo spektrofotometrijski odrediti na talasnoj duzini od
765 nm. Pri oksidaciji polifenolnih jedinjenja, fosfovolframova i fosfomolibdenska
kiselina se redukuju u volframov oksid i molibdenov oksid, koji su plavo obojeni (slika
1.1) (Singleton i sar. 1999a, Singleton i sar. 1999b).

Da bi se izmerene apsorbance prevele u vrednosti koncentracije mora postojati
kalibraciona (bazdarna) kriva. Za ovu metodu bazdarna kriva se izraduje merenjem
apsorbanci standardnih rastvora galne kiseline. Izbor galne kiseline kao standarda je

izvrSen zbog njene stabilnosti i ¢istoée, dok je istovremeno jeftinija od drugih opcija.

1.1.1.7. Bioaktivni potencijal biljke maj¢ine duSice

Iako je velika paznja posveéena polifenolnom sastavu i antioksidativnoj aktivnosti
polifenola iz zelenog ¢aja i medicinskih biljaka i zaCina, manje je poznato da listovi
nekih Siroko rasprostranjenih biljaka, koji se od davnina tradicionalno Kkoriste u
narodnoj medicini, ali i kulinarstvu, takode poseduju visok udeo polifenola (Bels¢ak-
Cvitanovi¢ i sar. 2011). Medu biljkama koje su prirodno prisutne i uzgajaju se u Srbiji,
a Ciji ekstrakti takode poseduju visok udeo polifenola, kao i izrazena antioksidativna
svojstva su: majéina dusica (Thymus serpyllum L.), kopriva (Urtica dioica L.), stolisnik
(Achillea millefolium L.), maslina (Olea europaea L.), glog (Crataegus oxycantha L.) i

malina (Rubus idaeus L.).

Maj¢ina dusica (slika 1.2) je rod viSegodi$njih zeljastih biljaka iz familije
Lamiaceae. Vrste ovog roda jako li¢e jedna drugoj i podjednako se koriste kao lekovite
biljke, dok se jedna vrsta, timijan, uzgaja i koristi kao zacinska. Lekoviti sastojci se
nalaze jedino 1 isklju¢ivo u listu 1 cvetu majcine duSice. Sastav Cine timol i karvakrol,
dva fenolna jedinjenja od kojih poticu lekovitost, antisepticka mo¢ i svojstven miris ove

biljke, zatim kofeinska i ruzmarinska kiselina, tanin i jo$ jedna gorka materija (serpilin).

Majc¢ina dusica je omiljen lek ne samo u narodnoj, nego i u nauc¢noj medicini
(Mihailovié-Stanojevi¢ i sar. 2013). Kod nas se vekovima upotrebljava, pre svega, kao
lek za leCenje organa za varenje, kao i organa za disanje. Samo dve kaSi¢ice majéine
dusice zadovoljava ¢ak 20 odsto dnevnih potreba organizma za gvozdem, a odli¢an je

izvor i mangana - minerala koji poboljsava funkcionisanje mozga, odrzava zdravlje
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kostiju i koze, i potpomaze formiranje hrskavice. Maj¢ina dusica ulazi u sastav mnogih
lekovitih preparata koji se izraduju bilo u apotekama, bilo u farmaceutskoj industriji, a
njeno etarsko ulje 1 timol daju se protiv crevnih parazita, naroCito protiv decjih glista.
Takode, pomenuto isparljivo ulje ima svojstvo da olakSava iskasljavanje 1 umirujuce
deluje na respiratorni trakt kod velikog kaslja, bronhitisa (upala bronhija), promuklosti,
astme. U slucaju bronhitisa i astme, priprema se mesavina ove biljke sa lis¢em podbela,
bokvice, sleza i jagoréevine. Caj ima jako antisepti¢ko dejstvo i delotvoran je kod
zapaljenja jetre i bubrega. Za zastitu u vreme epidemija se preporucuje svakodnevna
upotreba ¢aja od majcine duSice, jer ona ima svojstvo da zaustavlja razvoj mnogih
patogenih klica, a neke i unistava. U periodu rekonvalescencije (oporavka) od tifusne
groznice i zaraznih oboljenja, priprema se kupka sa ekstraktima maj¢ine dusice, ¢ijem
delovanju pacijent treba da bude izloZzen 20 minuta. Ulje od maj¢ine duSice se koristi
kod paralize, infarkta, multipla skleroza, muskularne atrofije (suSenja miSica),
reumatizma, luksacija (uganuca), trbuSnih poremecaja. Tinktura od majcine duSice se
koristi pri masazi, u cilju jacanja udova kod debilne dece. Delotvorna je u sluc¢ajevima
paralize i multipla skleroze. Kupka sa majé¢inom duSicom se preporucuje nervoznoj
deci, kao 1 osobama koje pate od depresije 1 razdrazljivosti. Maj¢ina duSica se takode
preporucuje u slucajevima kriznih stanja epilepti¢nih bolesnika - konzumiraju se 2 Solje

na dan 3 nedelje.

Osim za poboljSanje zdravlja, majc¢ina duSica se koristi u kulinarstvu, kao zacin.
Sitno iseckani listovi dodaju se salatama, picama, jajima, specijalitetima sa rostilja,

supama, marinadama, umacima 1 sosovima. Koristi se 1 za pripremanje skoljki 1 divljaci.

Treba naglasiti da ne treba kuvati majcinu duSicu, jer se lekoviti sastojci veoma
mirisne i lekovite biljke kuvanjem brzo i potpuno izgube. Zbog toga se preporucuje da
se majcina dusica samo popari klju¢alom vodom, poklopi i ostavi da odstoji dva sata.
Takode, moze se slobodno pripremiti 1 jaci €aj, jer maj¢ina duSica ni duzom upotrebom

ne izaziva nikakve znake nelagodnosti niti navikavanja.
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Thimus' Sérpillum®

Slika 1.2. Biljka maj¢ine dusice

1.2. Alginat

Alginat je prvi otkrio britanski hemicar E.E.C. Stanford 1881. godine kada je
istrazivao korisne supstance iz algi. On je razvio proces alkalne ekstrakcije viskoznog
materijala, algina, i kasnije uspes$no istalozio alginat pomoc¢u mineralnih soli. Cist
alginat je izolovan tek 15 godina nakon pronalaska. Komercijalnu prodaju alginata
zapocela je kompanija Kelco Co. u Kaliforniji 1929. godine, a 1934. alginat pocinje da
se uptrebljava u ishrani kao stabilizator sladoleda i sve vise dobija na znacaju (Degroot i
Neufeld, 2001).

Najzastupljeniji alginat u prirodi je polisaharid u smedim morskim algama. Vrste
smedih algi iz kojih se izdvajaju komercijalni alginati su Laminaria hyperborea,
Macrocystis pyrifera i Ascophyllum nodosum, dok su manje komercijalne vrste
Laminaria digitata, Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lesonia negrascens i
Sargassum sp. Alginat se nalazi u intercelularnom matriksu u obliku gela koji sadrzi
jone natrijuma, kalcijuma, magnezijuma, stroncijuma i barijuma. Osnovna funkcija
alginatnih gelova jeste da daju Cvrstinu 1 savitljivost algama koja je neophodna za
njihov rast u moru. Alginat (kao polisaharid) mogu sintetizovati i Pseudomonas
fluorescens i Pseudomonas putida gajeni u kontinualnim kulturama na glukozi i fruktozi
kao izvorima ugljenika. Znacajne koli¢ine alginata dobijene su i kontinualnim gajenjem

imobilisane kulture Azotobacter vinelandi.

Godisnje se u svetu proizvede preko 22 000 tona alginata, neukljucujuéi trziste
Kine. Proizvodnju alginata kontrolisao je mali broj zapadnih kompanija (Kelco, Protan

& Fagertun i Mero-Rousselot-Satia), ali ovo se poslednjih godina drasti¢no promenilo.
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1.2.1.Hemijska struktura alginata
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Slika 1.3. Struktura natrijum alginata (G — guluronska kiselina; M — manuronska

Kiselina)

Alginati su linearni polisaharidi rastvorni u vodi i sastoje se od ostataka B-D-
manuronske (M) i a-L-guluronske kiseline (G), koji su medusobno povezani 1,4-
glikozidnim vezama (slika 1.3). U strukturi polimera postoje blokovi alterniraju¢ih
kopolimera (GMGMGM) i homopolimera (GGGGG i MMMMM) (slika 1.4) (Nedovié
1999, Donati i Paoletti 2009, Manojlovi¢ i sar. 2006).

Geometrije oblasti, u kojima su G-blokovi i onih u kojima su M-blokovi, bitno su
razli¢ite usled specifiénog oblika monomera i njihovog nacina vezivanja u polimer.
Tako su G-blokovi uvrnuti, a M-blokovi imaju oblik istegnute trake. Izmedu
homopolimernih M- i G- blokova nalaze se oblasti u kojima se javljaju alterniraju¢i M-
i G-blokovi. Ne postoji odredeno pravilo po kome se monomerne jedinice vezuju u
alginatu. Sastav 1 veli¢ina pojedinih blokova kao 1 ukupna molarna masa odreduju
fizicka svojstva alginata (Nedovi¢ 1999; Donati i Paoletti 2009). Struktura segmenata se

moze odrediti tehnikom nuklearne magnetne rezonance (NMR).
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b)

Slika 1.4. Blokovi homopolimera (a,b) i alterniraju¢ih kopolimera (c)

Rastvaranjem alginata u vodi dobija se viskozni rastvor, a viskoznost raste sa
porastom duzine alginatnih molekula, odnosno broja monomernih jedinica (Donati i
Paoletti 2009). Nakon rastvaranja alginata u vodi, molekuli po€inju da hidratiSu i
rastvor postaje viskozan. Za hidratisane 1 rastvorene molekule karakteristicno je
intramolekulsko elektrostaticko odbijanje izmedu susednih negativnih naelektrisanja
koje dovodi do Sirenja lanaca. Lanci poseduju odredenu fleksibilnost, ali je njihova
rotacija spreCena na glikozidnoj vezi Sto rezultuje ocvrS€avanjem lanca. Ova
karakteristiéna nefleksibilnost alginatnih molekula u rastvoru zavisi od strukture
segmenata 1 raste po redosledu MG<MM<GG. Rastvori ¢vrstih makromolekula bice
vrlo viskozni, upravo zahvaljujuéi o¢vr§€avanju lanaca. Duzi makromolekulski lanci
dac¢e viskoznije rastvore u odnosu na krace pri istim koncentracijama alginata

(Manojlovi¢ 2008).

Molekulska struktura lanaca alginata, a takode i njegove viskozne karakteristike
zavise od celokupnog jonskog okruzenja. PoSto je alginat takode polielektrolit,
elektrostati¢ko odbijanje izmedu naelektrisanih grupa na polimernom lancu u prisustvu
jona, povecace njegovu viskoznost. Pri ve¢im koncentracijama jona, alginatni molekuli

mogu da se taloZe, $to rezultira smanjenjem viskoznosti.

1.2.2. Interakcije alginata sa katjonima i mehanizam formiranja gela

Geliranje alginata moze da se izvede pod vrlo blagim uslovima i upotrebom
netoksi¢nih reaktanata. Proces geliranja zavisi od koncentracije alginata i koncentracije

geliraju¢ih jona. Alginati pokazuju veliki afinitet prema katjonima. Afinitet opada u
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nizu: Pb®* > Cu®* = Ba?* > Sr** > Cd** > Ca?* > Zn®* > Co®* > Ni** (Smidsrod i Skjak

Braek 1990). Za geliranje se najéesce koriste dvovalentni katjoni, kao §to je Ca**.

Mikrosfere se mogu dobiti ako se rastvor natrijum-alginata sa aktivhom
komponentom, dodaje kap po kap u rastvor dvovalentnog sredstva za umrezavanje.
Jednovalentni katjoni i Mg** ne dovode do obrazovanja gela. UmreZavanje se odvija
razmenom jona natrijuma sa dvovalentnim katjonima i obrazovanjem specifi¢nih
struktura izmedu guluronskih grupa, tzv. kutija za jaja (egg-box). Grant i saradnici
(1973) su uveli pojam modela egg—box koji se i danas Kkoristi za opisivanje specifi¢nih
interakcija izmedu dvovalentnih katjona i polisaharidnih lanaca, a te interakcije dovode
do ¢vrste kohezije izmedu lanaca i stvaranja ¢vrste gel strukture. PO ovom modelu se
dva ili viSe poliuronatnih lanaca medusobno vezuju stvaraju¢i Supljine poput onih u
kutiji za jaja za smeStanje dvovalentnih katjona. Na slici 1.5. je prikazan
dvodimenzionalni model, a medusobno povezani lanci u jednoj ravni mogu stvarati i

prostorne agregate vezujuci lance i u trecoj dimenziji (Manojlovié¢, 2008).

Slika 1.5. Egg-box model. Crni krugovi predstavljaju Ca®* jone smestene izmedu
susednih ostataka guluronske kiseline (konture u V obliku), dok su susedni ostaci

manuronske Kiseline prikazani kao krive na krajevima egg-box-a.

Kalcijum reaguje sa a-L-guluronskim blokovima i umreZeni blok moZe biti
sastavljen od viSe od 20 monomernih ostataka. Alginati se najceSc¢e koriste kao gelovi
ili sfere u koje se ugraduju aktivne komponente. Ovi gelovi su po svojstvima sli¢ni
¢vrstim materijama (zadrzavaju oblik pri dejstvu napona), ali se sastoje od 99-99.5%
vode. Kada je koli¢ina kalcijuma u gelu mala, ovi gelovi nisu trajni, odnosno nastaju
vrlo viskozni tiksotropni rastvori. U slucaju da se unese vise kalcijuma dolazi do

obrazovanja trajnih mreza. Ispitivanja su pokazala da katjon ima veliki uticaj na
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svojstva gela kao S§to su: poroznost, bubrenje, stabilnost, jacina gela, biodegradabilnost i

biokompatibilnost.

Alginati mogu da se talozZe ili formiraju gelove u kiseloj sredini. pKa vrednosti za
manuronsku i guluronsku Kiselinu su 3.38 i 3.65, $to kao rezultat daje da su alginati
polianjoni pri neutalnoj pH vrednosti. U farmaceutskoj primeni, promena rastvornog
alginata u nerastvornu alginatnu kiselinu pri niskoj pH vrednosti je osobina koja se
koristi kao anti-refluks lek, jer dolazi do formiranja sloja alginatne kiseline preko
stomacnog sadrzaja. Jedinstvenost primene alginata kao sredstva za imobilizaciju u
biomedicini zasniva se na osobini alginata da formira gelove koji su stabilni na
temperaturama koje odgovaraju fizioloskoj sredini. Najvise se koriste kalcijumovi
alginatni gelovi, mada alginat formira gelove i sa ve¢inom dvo- i vise-valentnih katjona.
Monovalentni katjoni i magnezijumovi joni ne izazivaju stvaranje alginatnih gelova dok

joni kao Ba®* i Sr** stvaraju gelova veée jagine od kalcijum-alginatnih gelova.

Dok traje proces geliranja alginatne Cestice, povrSina izmedu alginatnog rastvora i
gela moze da se posmatra pod svetlosnim mikroskopom. Brzina geliranja se najpre
smanjuje, a zatim ubrzava u blizini centra Cestice. Brzina geliranja je priblizno 100
pum/min u 50 mM CaCly, §to znaci da se Cestica precnika oko 500 pum izgelira za 2.5

min. Ovo je priblizno brzina slobodne difuzije kalcijumovih jona.

1.2.3. Karakteristike alginatnih cestica

Alginatne Cestice se dobijaju u rasponu veli¢ina od 100 um do 3 mm. U zavisnosti
od nacina formiranja Cestica i od tehnike imobilizacije koja se primenjuje, aktivne
komponente su manje ili viSe slu¢ajno rasporedene unutar nosaca. Tokom procesa
dobijanja gela dolazi do kontrakcije Cestica pri cemu dolazi do pojave dva efekta. Prvi
je da se smanjuje sadrzaj vode 1 povecava koncentracija alginata u odnosu na pocetnu
koncentraciju u suspenziji, a drugi je da dolazi do relativnog povecanja koncentracije
aktivne komponente u matrici alginata. Ova kontrakcija se najvise uocava kod Cestica sa

malim sadrzajem GG segmenata u alginatu (Manojlovic i sar. 2006).

Mehanicka otpornost Cestica gela zavisi od sastava alginata. Najbolju mehanicku
otpornost su pokazale alginatne Cestice kod kojih je sadrzaj a-L-guluronske kiseline visi
od 70% 1 kod kojih je srednja duzina GG segmenata oko 15 jedinica povezanih

monomera.
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Pri imobilizaciji ¢elija u alginatnom nosacu, treba imati u vidu neke kriti¢ne
parametre kao S§to su: koncentracija alginata, raspodela molekulske mase alginata,
struktura alginata i raspodela M/G segmenata, prisustvo necisto¢a, koncentracija
bioloSkog materijala (bioloski aktivnih molekula), Zeljena veli¢ina Cestica, koncentracija
gelirajucih jona, koncentracija negelirajuéih jona i geliraju¢ih komponenata (Martinsen i

sar. 1989).

Alginat, kao nosaC aktivnih komponenti, ima i1 svojih nedostataka. Osnovni
nedostatak je njegova smanjena hemijska stabilnost u prisustvu pojedinih jedinjenja
koja ucestvuju u formiranju helatnih kompleksa (Thu i sar. 1996). Tako je Ca-alginatni
gel osetljiv i hemijski nestabilan u prisustvu fosfata, citrata i laktata, kao i u prisustvu
katjona Na* i Mg®" koji deluju antigelirajuée. Najlaksi nacin da se prevazide ovaj
nedostatak je da se alginatne Cestice drze u medijumu koji sadrzi Ca®* jone u visku i u
kome je odnos izmedu jona Na® i Ca?* manji od 25:1 u alginatu sa visokim sadrZajem
GG segmenata, odnosno manji od 3:1 u alginatu sa niskim sadrzajem GG segmenata
(Thu i sar. 1996). Druga mogucnost da se postigne hemijska stabilnost alginatnih
Cestica je da Ca?* joni budu zamenjeni dvovalentnim katjonima koji imaju vec¢i afinitet
prema alginatu, a koji nisu toksi¢ni, kao na primer Ba** i Sr**. Medutim, nedavna
istrazivanja su pokazala da otpustanje barijuma iz gela moZe negativno uticati na ¢elije 1
da se najveca biokompatibilnost ¢estica postize koris¢enjem stroncijuma kao gelirajuceg
jona. Tre¢a mogucnost stabilizacije kalcijum alginata je dodavanje viSevalentnih katjona

kao §to su Ti**, A" i Fe** (Thu i sar. 1996).

Osetljivost alginatnih gelova na antigeliraju¢e komponente koristi se u svrhe

rastvaranja gela 1 '

'oslobadanja" aktivnih komponenti. Za alginatne gelove obicno se
koriste rastvaraci kao Sto su citrat ili EDTA. U svrhu stabilizacije gela i smanjenja
njegove poroznosti koriste se polikatjoni kao hitozan, polipeptidi i sinteticki polimeri,
koji sa alginatima formiraju komplekse koji nisu osetljivi na prisustvo fosfata, citrata,

laktata i "antigelirajuc¢ih" katjona.

Jedno od potencijalnih ogranicenja pri koriS¢enju alginata je njegovo nekontrolisano
1 nepredvideno rastvaranje, koje se manifestuje otkidanjem dvovalentnih katjona u
okolni medijum. Potreba da se poboljSaju osobine alginatnih Cestica dovela je do

razvoja tehnika inkapsulacije odnosno oblaganja cCestica alginata membranom.
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Inkapsulirane Cestice su jac¢e od neinkapsuliranih Cestica u primeni in vivo, a materijal
koji se koristi za omota¢ Cestice moze se primeniti i za smanjenje poroznosti gela
(Huguet i Dellacherie, 1996.). Alginati formiraju jake komplekse sa katjonima kao $to
su hitozan ili polipeptidi (npr. poli-L-lizin ili poliornitin) ili sinteticki polimeri
(polietilenamin), Sto se koristi u cilju stabilizacije gela. Ovi katjonski kompleksi ¢ine
Cestice stabilnim u prisustvu "antigeliraju¢ih”" katjona ili kalcijum helatora. Dodavanjem
antigeliraju¢ih sredstava (citrat ili EDTA) inkapsuliranim cesticama, dolazi do
rastvaranja alginatnog jezgra u kapsuli. Ovako nastaje polianjonski-polikatjonski
kompleks koji se ponaSa kao semipermeabilna membrana sa imobilisanim d¢elijama
unutar te¢nog jezgra. Ovakav postupak moze da osteti neke mikrokapsule, ali daje nesto

vecu mehanicku otpornost mikrokapsulama i1 ve¢i unutrasnji osmotski pritisak.

1.2.4. Difuzione karakteristike i poroznost gela

Difuzione karakteristike alginatnih Cestica, veli¢ina njihovih pora i raspodela pora
gela bitne su kada se alginat koristi za inkapsulaciju aktivnih komponenti. Ova svojstva
uti¢u na zadrzavanje i kinetiku otpustanja aktivne komponente kao i na brzinu prenosa
molekula 1z spoljaSnje sredine kroz matricu gela. Pore alginatnih cestica imaju
dimenzije od nekoliko nanometara pa do 200 nm (Smidsrod i Skjaek-Braek, 1990).
Njihova veli¢ina zavisi od koncentracije alginata, hemijske strukture gela i Kkinetike

formiranja gela (Willaert i sar. 1996).

Brzina difuzije zavisi od veliine pora i koncentracije alginata. Zapazeno je da su
najve¢e brzine difuzije proteina u alginatima sa visokim procentom G segmenata
(Willaert i sar. 2008). Homogenost Cestica, odnosno kinetika formiranja gela imaju
veliki uticaj na poroznost Cestica 1 difuzione karakteristike. U homogenim cesticama
fluks proteina je ve¢i nego u nehomogenim, u kojima je alginat koncentrovan na
povrsini Cestice. Brzina difuzije niskomolekularnih jedinjenja kroz alginatnu matricu je
manja od brzine difuzije ovih jedinjenja kroz vodu (brzine difuzije molekula glukoze ili
etanola iznose oko 90 % brzine difuzije ovih molekula u vodi), dok je difuzija
visokomolekularnih jedinjenja jako usporena, ali ne i neizvodljiva. Do usporavanja
difuzije dolazi zbog toga S§to matrica polimera smanjuje raspoloZivu zapreminu za
odvijanje difuzije, a nepropusni segmenti molekula polimera povecavaju duzinu puta za

difuziju odredenog supstrata. Sa porastom koncentracije alginata opada koeficijent
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difuzije molekula. U zavisnosti od brzine priticanja hranljivih komponenti iz medijuma

1 brzine kojom ih imobilisane ¢elije trose, moguce su sledece situacije:

e ukoliko se reakcija na nivou ¢elija u povrSinskim i unutras$njim slojevima nosaca
odvija ve¢om brzinom od one kojom nutrijenti priticu, u okolini ¢elija se formira
zona osiromasena hranljivim materijama, a proces je kontrolisan brzinom

transporta nutrijenata;

¢ ukoliko je brzina difuzije nutrijenata ve¢a od brzine kojom ih ¢elije troSe, proces
je kineticki kontrolisan, odnosno brzinu procesa odreduje brzina enzimske

reakcije celija.
1.2.5. Primena alginata

Jos 1964. godine Ceng je predlozio da se izvrsi zamena proizvoda ¢elija koji su
nestali usled razli¢itih bolesti, pomoc¢u imobilisanih enzima i ¢elija i ova mogucnost se
sve viSe primenjivala sa sve veéim saznanjima o bolestima prouzrokovanim
nemogucnosti tela da proizvede neophodne molekule, kao Sto su faktori rasta, enzimi i
hormoni. Cestice alginata se koriste i za implantaciju, kao i za inkapsulaciju lekova i
nutrijenata. Alginat je ispitivan i1 kao nosa¢ celija razlicitih tkiva ukljucujuéi i
hondrocite u oblasti inzenjerstva strukturalnih integrisanih tkiva. Moguc¢nost da se
ubrizga na minimalno invazivan nacin u tkiva, ¢ini ga vrlo atraktivnim u procesu
inkapsulacije i imobilizacije u oblasti biomedicine. Cesto je koriiéen u istrazivanjima
koja se sprovode u cilju dobijanja veStackih organa i u cilju ispitivanja moguénosti
njegove primene u leCenju razliCitih bolesti, kao Parkinsonova bolest, hroni¢na
oboljenja, bolesti jetre i hipokalcemija. Verovatno je najpoznatiji primer potencijalne
primene alginata u medicinske svrhe njegovo koriS¢enje za imobilizaciju celija
Langerhansovih ostrvca u le€enju diabetesa tipa A. Danas se alginat istrazuje kao nosac
za imobilasanje zivih Celija u oblasti biomedicine za potencijalno lecenje mnogih
oboljenja, kao §to su: regulacija insulina pri leCenju diabetesa leCenje hemofilije B,
regulisanje faktora rasta u lecenju bolesti patuljastog rasta, leCenje bolesti bubrega,
lecenje bolesti jetre, lecenje Parkinsonove bolesti, leCenje paratiroidne zlezde, leCenje
hroni¢nih upala, leCenje kancera mozga, regeneracija kostanog i hrskavic¢avog tkiva,
regeneracija nerava, lecenje uretralnog refluks, ispitivanje angiogeneze tumora (Melvik
i Dornish, 2004).
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1.3. Hitozan

Hitozan je ugljeni hidrat, koji se izoluje iz skoljki morskih raci¢a i drugih morskih

ljuskara, kao $to je Pandalus borealis (slika 1.6).

OH OH OH

HO OHO OHO OH
NH, NH, NH,
n
Slika 1.6. Pandalus borealis Slika 1.7. Strukturna formula hitozana

1.3.1. Hemijska struktura hitozana

Hitozan je linearni polisaharid, izgraden od nasumice rasporedenih D-glukozamina
(deacetilovana jedinica) i N-acetil-D-glukozamina (acetilovana jedinica), koji su

medusobno povezani B-(1—4) glikozidnom vezom (slika 1.7).

Hitozan se komercijalno proizvodi deacetilovanjem hitina, koji je strukturni element
egzoskeletona ljuskara (kraba, raciéa, itd.) i ¢elijskog zida gljiva. Stepen deacetilovanja
moze biti odreden NMR spektroskopijom. Kod komercijalnih hitozana taj procenat
iznosi u opsegu od 60-100 %. Ima brojne komercijalne i moguce biomedicinske

primene.

1.3.2. Primena hitozana

U poljoprivredi, hitozan se primarno koristi kao prirodni tretman za semena i
poboljsanje rasta biljaka. Pored toga, hitozan podstie fotosintezu, stimuliSe apsorpciju
nutrijenata, podsti¢e klijanje i nicanje biljaka, i omogucava jedrinu biljaka. Takode,
hitozan predstavlja ekoloski prihvatljiv biopesticid, koji potpomaze urodenu sposobnost

biljaka da se samostalno Stite od gljivi¢nih infekcija.

Pored upotrebe u poljoprivredi, hitozan se koristi u procesu prerade vode, kao deo
filtracionog procesa. Hitozan prouzrokuje slepljivanje finih sedimentnih Cestica koje se

potom uklanjaju tokom filtracije peskom. Hitozan takode sluzi za uklanjanje fosfora,
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teSkih metala i ulja iz vode. Filtracijom peskom uklanja se oko 50% necistoca, dok

hitozan u kombinaciji sa filtracijom peskom uklanja oko 99% necistoca.

Biomedicinska primena hitozana je veoma Siroka. Svojstva hitozana omogucavaju
brzo zgrusnjavanje krvi, i sve viSe se koristi u bandaZziranju, jer veoma brzo zaustavlja
krvarenje, i u poredenju sa standardnim metodama previjanja rana gazom, smanjuje
gubitak krvi i povecava procenat prezivljavanja pacijenata. Koriste ga vojske SAD i
Velike Britanije na ratiStima Iraka i Avganistana. Hitozan je hipoalergen i ima prirodna

antibakterijska svojstva, §to ga Cini jo§ pogodnijim za primenu u bandaziranju.

Takode, hitozan se zbog svojih svojstava sve viSe koristi u sistemima za
kontrolisano otpustanje. Amino grupa hitozana ima pKa vrednost ~6,5, §to hitozan ¢ini
pozitivno naelektrisanim i rastvorljivim u kiselim do neutralnim sredinama. Ovo
hitozanu daje svojstva bioadhezivnosti i omoguéava vezivanje za negativno
naelektrisane povrSine, kao $to su mukozne membrane. Hitozan poboljSava transport
polarnih lekova preko epitelijalnih povrSina. Bitna svojstva hitozana su i njegova

biokompatibilnost i biodegradabilnost.

1.4. Inulin

Inulin pripada grupi prirodnih polisaharida, koje proizvode razliite vrste biljaka iz
reda Compositae, kao §to su maslacak, georgina, dalija, cikorija, itd. U nekim biljkama
inulin sluzi kao rezervoar energije, 1 obicno se nalazi u korenu ili rizomu biljke. Vecéina

biljaka koje sintetiSu 1 skladiste inulin, ne poseduju druge rezervne materije, kao $to je
skrob.

1.4.1. Hemijska struktura inulina

Inulin pripada Kklasi polifruktozana.
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Slika 1.8. Strukturna formula inulina

Inulin je heteropolisaharid, izgraden uglavnom od monosaharidnih jedinica D-
fruktoze, a u poslednje vreme je konstantovano da osim fruktoze sadrzi i D-glukozu.
Prema tome, osnovni polisaharidni niz inulina je polifruktozan, koji je nastao
uspostavljanjem B-(2—1) glikozidnih veza, dok su ostaci D-glukoze vezani na
krajevima niza (slika 1.8). Utvrdeno je da inulin ima nizak stepen polimerizacije (manji

od 10), i da njegov makromolekulski niz sadrzi svega 30-35 monosaharidnih jedinica.

1.4.2. Primena inulina

Inulin se sve viSe koristi u prehrambenoj industriji, jer ima veoma adaptibilne
karakteristike. Njegov ukus ide od neutralno do blago slatkog (priblizno 10% slatkoce
Secera/saharoze). MoZe se koristiti kao zamena za Secer, masti 1 brasno. Ovo je posebno
znacajno, jer inulin sadrZi Cetvrtinu do tre¢inu hranljivih sastojaka Secera 1 drugih
ugljenih hidrata, 1 devetinu do Sestinu hranljivih sastojaka masti. Takode, inulin ima 1
pozitivna dejstva na zdravlje. On povecava apsorpciju kalcijuma i magnezijuma, i
pospesuje rast intestinalnih bakterija. Inulin se Cesto kategorizuje kao probiotik, jer se
smatra formom rastvorljivih vlakana. U skladu sa ograni¢enjima ljudskog organizma da
obradi polisaharide, inulin minimalno uti¢e na povecanje nivoa Sefera u krvi, 1 za
razliku od fruktoze, ne povecava nivo triglicerida, §to ga ¢ini generalno prihvatljivim za

dijabeticare.

Inulin se takode koristi u medicinske svrhe, u cilju merenja ukupne kolicine

ekstracelularne zapremine, 1 odredivanja funkcije bubrega.
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Inulin zadovoljava GRAS standard (Generally Recognized As Safe), po principima
FDA (U.S.Food and Drug Administration).

1.5. Inkapsulacija

Budu¢i da potrosaci preferiraju prehrambene proizvode koji su ukusni, zdravi i
prakti¢ni za konzumaciju, inkapsulacija kao proces imobilizacije aktivnih komponenata
u kapsule, jedan je od prakticnih nacina ostvarivanja tih zahteva potrosaca.
Mikroinkapsulacija se ve¢ duzi niz godina primenjuje u prehrambenoj tehnologiji,
kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji, kao i biotehnologiji i medicini za imobilizaciju
¢elija, enzima i drugih aktivnih molekula. U prehrambene svrhe, primenom ove
tehnologije moze se ostvariti diferencijacija ukusa i arome, maskirati loSe ili nepozeljne
sastojke arome, stabilizovati prehrambeni sastojci i/ili povecati bioraspolozivost
pojedinih sastojaka (Gouin, 2004, Zuidam i Shimoni, 2010, Fiore i sar. 2012). Metoda
inkapsulacije podrazumeva smestanje zivih celija ili molekula unutar mikrocestica
oblozenih polupropusnom membranom, pri ¢emu veli¢ina nastalih mikrocestica iznosi
od nekoliko nanometara do nekoliko milimetara. Za proizvodnju mikro¢estica mogu se
koristiti razli¢ite metode, a izbor metode zavisi od vrste materijala jezgra i omotaca, kao
i od kona¢ne primene mikrocestica. Supstanca koja se inkapsulira naziva se jezgro,
aktivna supstanca, punjenje ili interna faza. Supstanca u koju se vrsi inkapsulacija moze
se nazvati ,coating®“, membrana, ljuska, nosac, eksterna faza ili matriks. Nosa¢ za
inkapsulaciju koji se koristi u prehrambene svrhe mora biti prikladan za tu svrhu (“food
grade”). Imobilizacija c¢elija i bioloski aktivnih materija omogucava poboljsanje
njihovih karakteristika, stabilnosti kao i razvoj komercijalnih proizvoda. Primjenjuje se
gde god se koriste bioloski aktivne komponente, kao §to su nutritivni sastojci, enzimi,
citokini, hormoni rasta, mikroorganizmi (npr. probiotici), kao i pri transplantaciji ¢elija
u klinickoj praksi, a takode i za potrebe transporta i kontrolisanog otpustanja aktivnih

komponenti u cilju povecanja njihove efikasnosti.

Prednosti primene mikroinkapsuliranih sastojaka u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji su (Zuidam i Shimoni, 2010):

* prakti¢nije rukovanje aktivnim sastojkom (npr. konverzija aktivnog sastojka u

te¢nom stanju u prah koji ima bolja svojstva tecenja i neutralniji miris),

« imobilizacija aktivnog sastojka u sistemima procesiranja prehrambenih proizvoda,
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* poboljsana stabilnost u konacnom proizvodu i tokom procesiranja (npr. manje
isparavanja materija arome kao aktivnog sastojka i/ili smanjena degradacija ili

interakcija s ostalim sastojcima proizvoda),
* poboljsana sigurnost (npr. smanjena zapaljivost isparljivih materija),
* mogucénost stvaranja vizuelnih i teksturalnih efekata,

* mogucnost prilagodavanja svojstava aktivne materije (veliina Cestica, struktura,

topljivost u vodi ili ulju, boja),
* maskiranje nepozeljnih ukusa,
* kontrolisano otpustanje.

Opsezna istrazivanja koja se sprovode poslednjih decenija pruzila su mnostvo opcija
za imobilizaciju aktivnih komponenti, a sve metode imobilizacije mogu se svrstati u

Cetiri osnovne grupe (slika 1.9):
- smestanje aktivne komponenete unutar matrice polimernog nosaca;
- adsorpcija aktivne komponente;
- samoagregacija aktivne komponente;

- smestanje aktivne komponente u ili iza barijere.

I Smestanje Celija unutar
matrice gela

I Samoagregacija Celija IV Smestanje Celija iza barijere

Slika 1.9. Metode imobilizacije ¢elija
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1.5.1. Definicija i podela tehnika inkapsulacije

Inkapsulacija se moze definisati kao proces kojim se jedna materija imobiliSe unutar
druge materije 1 na taj naCin se proizvode Cestice veli¢ine od nekoliko nm do nekoliko
mm. Razlikuju se dve vrste mikroCestica: akumulacijski tip 1 matri¢ni tip.
Akumulacijski tip oko aktivne materije ima ljusku odnosno ¢auru, pa se jo$ naziva i
kapsula. Primena pritiska rezultuje lomom ovog tipa kapsula i posledi¢no ispustanjem
njihovog sadrzaja. Takode, postoji i polijezgreni tip kapsula s nekoliko akumulacijskih
komora unutar kapsule. U matri¢nom tipu kapsula aktivni je sastojak puno intenzivnije
rasprSen u materijalu nosa¢a i moze biti u obliku vrlo malih kapljica ili homogeno
raspodeljen unutar kapsule. Za razliku od akumulacijskog tipa, aktivna materija u
matricnom tipu kapsule prisutna je i na povrSini kapsule (osim ukoliko nemaju dodatan

omotac).

Kapsule mogu biti sferi¢nog oblika, ali isto tako mogu poprimiti cilindri¢ni, ovalni
ili nepravilni oblik. Inkapsulirane materije takode se mogu razlikovati i podeliti prema

veli¢ini kapsula, npr. na nanocestice, mikrokapsule, mikrorezervoare itd.

1.5.2. Postupci za dobijanje C¢estica gela sa imobilisanom aktivhom

komponentom

Za dobijanje sfernih, polimernih Cestica sa imobilisanom aktivnom komponentom

koristi se viSe razli¢itih ekstruzionih postupaka.

» Metoda ukapavanja

Metoda jednostavnog ukapavanja suspenzije u rastvor za geliranje se najceSce
koristi za dobijanje Cestica u laboratorijskim uslovima. Metoda se zasniva na
potiskivanju suspenzije ¢elije 1 polimera kroz iglu odredenog pre¢nika, sa Cijeg vrha se
pod uticajem gravitacione sile odvajaju kapljice suspenzije i padaju u rastvor gde dolazi
do zeliranja i nastajanja cestica gela (slika 1.10.a). Metodom ukapavanja dobijaju se

precnici Cestica od 2 do 3 mm, i ne mogu se postici veliki kapaciteti proizvodnje.

» Metoda ukapavanja uz dejstvo sekundarnog toka vazduha

Metoda ukapavanja se moze poboljSati uvodenjem sekundarnog toka vazduha u
nivou otvora igle da bi se dobile sitnije Cestice (Slika 1.10.b). Velicina Cestica dobijenih

ovim sistemom zavisi od koncentracije i viskoznosti alginata, pre¢nika igle, rastojanja
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izmedu vrha igle i1 rastvora za zeliranje, brzine protoka suspenzije, brzine protoka
vazduha. Na ovaj nac¢in mogu se dobiti Cestice precnika u rasponu od 0.2 do 3 mm.
Problemi koji se javljaju pri uveanju razmera ovog postupka su nemogucnost
postizanja velikih kapaciteta, neujednacenost veliCine Cestica i Ceste opstrukcije,
narocito pri koriS¢enju igala manjih precnika i pri koncentracijama alginata ve¢im od

1%.

« Vibraciona metoda

Vibraciona metoda se zasniva na propustanju suspenzije polimera i ¢elija u vidu
mlaza, velikom brzinom, dok kapilara vibrira (osciluje), pri ¢emu oscilovanje kapilare
dovodi do prekida mlaza i formiranja kapljica ujednacenih veli¢ina (slika 1.10.c).
Veli¢ina Cestica najviSe zavisi od primenjene frekvencije i od brzine protoka mlaza
te€nosti kroz kapilaru. Ovom metodom mogu da se dobiju sitne Cestice (< 1 mm)

uniformne raspodele, a uvecanjem razmera mogu se posti¢i veliki kapaciteti.

» Metoda rasprSivanja pomocu rotiraju¢eg ravnog diska

Za vrlo viskozne suspenzije pogodno je koristiti metodu raspr$ivanja pomocu diska,
koja se zasniva se na dovodenju suspenzije alginata i Celija putem Suplje cevi na
povrsinu diska, koji rotira velikom brzinom. Rotirajuci disk rasprSuje suspenziju u sitne
kapi koji padaju u rastvor za Zeliranje (slika 1.10.d). Pre¢nik Cestica zavisi od brzine
proticanja suspenzije, brzine rotiranja diska, pre¢nika diska i fizickih karakteristika

suspenzije.

» Metoda presecanja mlaza

Metoda presecanja mlaza se zasniva na koriS¢enju Zice koja rotira velikom brzinom
1 preseca mlaz suspenzije, pri ¢emu se najpre formiraju segmenti cilindri¢nog oblika
koji zatim dobijaju oblik sfernih Cestica na putu ka rastvoru za zeliranje (slika 1.10.e).
Ovom metodom nastaju uniformne Cestice, precnika manjih od 1 mm, a metoda se moze

primeniti 1 za viskozne suspenzije polimera i ¢elija, uz velike kapacitete.
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suspenzija

a) Metoda ukapavanja .b) Metoda ukapavanja uz dejstvo ¢) Vibraciona metoda
sekundamog toka vazduha

o

d) Metoda raspriavanja pomoéu e) Metoda presecanja f) Elektrostatitka ekstruzija
rotirajuceg ravnog diska mlaza .

Slika 1.10. Ekstruzione metode za dobijanje polimernih Cestica sa imobilisanim
biokatalizatorom (Nedovi¢, 1999)

1.5.3. Elektrostaticka ekstruzija

Elektrostaticka ekstruzija je jedna od novijih metoda (Keshavartz i sar. 1992,
Bugarski i sar. 1993). Koristi se za dobijanje izuzetno malih Cestica (nekoliko stotina
mikrona) uniformne raspodele (Bugarski i sar. 2006). Ova metoda se zashiva na
ekstruziji suspenzije kroz iglu primenom elektrostatickog polja i u sakupljanju kapi u
rastvoru za geliranje. Uredaj za generisanje kapljica (ekstruder) i rastvor u kome se
kapljice sakupljaju i o¢vrS¢avaju, povezuju se na generator napona pomocu elektroda
(slika 1.11). Izmedu elektroda se javlja elektrostaticki potencijal koji indukuje odredeno
naelektrisanje na povrSini rastvora polimera. Ovo naelektrisanje smanjuje povrSinski
napon rastvora polimera 1 dovodi do drasticnog smanjenja veliine Cestica koje se
otkidaju (Poncelet i sar. 1999, Manojlovi¢, 2008, Kosti¢ i sar. 2012, Manojlovi¢ i sar.
2006). Otkidanje polimera i generisanje veceg broja manjih kapljica desava se na mestu
gde je "vrat" najtanji. "Vrat" predstavlja suzenje u obliku vlakna i veéi je kod vise
viskoznih polimera. Dok glavni deo vlakna te¢nosti brzo formira novu kap, izduZeno
te€no vlakno se razbija u veliki broj manjih kapi. Na ovaj nacin nastaju jedna veca kap i

veéi broj manjih kapi (Manojlovi¢, 2008).
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Slika 1.11. Elektrostaticki ekstruder

Veli¢ina dobijenih Cestica zavisi od fizickih karakteristika suspenzije, unutra$njeg
prec¢nika igle, rastojanja izmedu elektroda i primenjenog napona (Nedovi¢, 1999,
Nedovi¢ i sar. 2001, Kosti¢ i sar. 2012). Sto je viskoznost rastvora veca, to je veéi udeo
malih kapi u ukupnoj raspodeli veli¢ina kapi, pa su dobijene Cestice manje
uniformnosti. Primenom vecih napona (iznad 6 kV) obrazuje se vise manjih (satelitskih)
kapi, jer je u ovom slucaju izraZenije izduzenje ,,vrata“ koje prethodi otkidanju kapi. Na
ovaj nacin, u uslovima kontrolisanih procesnih parametara dobijene Cestice mogu da
budu od 6 do 10, pa i viSe puta manje u pre¢niku od cCestica koje bi se dobile

jednostavnim ekstruzionim postupkom bez primenjenog elektriénog potencijala.

Kada ekstruder nije priklju¢en na generator napona, kap koja nastaje na vrhu igle
raste sve do trenutka kada njena teZina postaje veca od ukupne vertikalne komponente
sile povrsinskog napona. U tom trenutku kap se odvaja i pada u rastvor za o¢vrS¢avanje.
Zato su ovako nastale Cestice ve¢ih dimenzija. Drugi nedostatak klasi¢nog procesa
ekstruzije je, kako je u mnogim istraZzivanjima navedeno, mali kapacitet vodeno
rastvornih komponenti (Moses i sar. 2000, Kulkarni i sar. 2000). Ovaj fenomen se moze

objasniti ¢injenicom da aktivna komponenta lako difunduje u rastvor za geliranje.
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1.6. Lipozomi

Lipozomi su (fosfo)lipidne sferi¢éne mikro- ili nanocestice, koje spontano nastaju. To
su dvoslojne koncentri¢ne Cestice, koje je otkrio Alek Bangham 1961. godine i prvo su
se koristile za proucavanje bioloskih membrana, a zatim su nasle primenu u mnogim
poljima nauke. Lipozomi se kao nosaci lekova proucavaju od sedamdesetih godina
proslog veka, a buduéi da se uspe$no mogu koristiti za inkapsulaciju lekova i za njihovo
kontrolisano otpustanje, postali su veoma popularna tema, koja je predmet mnogih
istrazivanja (Isailovi¢ i sar. 2013a, Kerdudo i sar. 2014, Peng i sar. 2014, Rashidinejad i
sar. 2014, Pjanovi¢, 2010).

1.6.1. Strukturne komponente lipozoma

Membrana lipozoma se sastoji iz lipida i najces¢e su to amfoterni molekuli
fosfolipida. Kao dodatna komponenta u sastavu membrane lipozoma Cesto se nalazi
holesterol. On ima ulogu da poboljSa mehanicke osobine membrane, kao S$to su

povecanje uredenosti i smanjenje permeabilnosti (Doshi i Mehta, 2011).

1.6.1.1. Lipidi

Lipidi su jedinjenja razli¢itog sastava, po pravilu nerastvorna u vodi, a rastvorna u
organskim rastvara¢ima. Molekuli lipida su veoma znacajni u bioloskim sistemima, jer
¢ine osnovnu komponentu bioloSkih membrana i uti¢u na njihovu propustljivost,
ucestvuju u predaji nervnih impulsa, stvaraju kontakte medu celijama, Cine energetske
rezerve, Stite organizam od mehanickih povreda 1 formiraju termoizolacioni sloj. 1z
navedenog sledi da lipidi predstavljaju biomolekule, ali za razliku od drugih grupa
biomolekula, oni ne ¢ine jedinstvenu grupu i njihova struktura moze znacajno da varira.
Lipidi su hidrofobni ili amfoterni molekuli. Amfoterna priroda nekih lipida dozvoljava

formiranje specifi¢nih struktura u vodenoj sredini, kao $to su micele ili lipozomi.
Lipidi se dele na:

» Proste — supstance ¢iji se molekuli sastoje samo od ostatka masnih kiselina i

alkohola (najcesce glicerola). Ovde spadaju: masti, ulja i voskovi.

» SloZene — grupa jedinjenja koja obuhvata: fosfolipide (derivati fosforne kiseline),
glikolipide (lipidi koji sadrze ostatke ugljenih hidrata) 1 steroide (sadrze ugljeni¢ni

skelet ciklopentanoperhidrofenantrena).
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Lipidi imaju Cetiri bioloske uloge:
1. Energetsku

Energetska uloga lipida se ogleda u tome Sto se njihovim razlaganjem oslobada
velika koli¢ina energije. SkladiSte se u c¢elijama masnog potkoznog tkiva, odakle se

mogu prema potrebi organizma koristiti.
2. Regulatornu

Regulatornu ulogu imaju hormoni koji su steroidi. Steroidni hormoni ¢oveka su
polni hormoni i hormoni kore nadbubreZne Zlezde, dok su ostali hormoni uglavnom

proteini ili derivati aminokiselina.
3. Gradivnu

Gradivna uloga se odnosi na to Sto se deo masti koristi za izgradnju i obnovu ¢elija i

njihovih delova. Najpoznatiji strukturni lipidi su:
e Fosfolipidi — grade ¢elijske membrane,
e Holesterol — pripada steroidima i ulazi u sastav ¢elijskih membrana,
e Voskovi — obrazuju zastitni sloj na kozi, krznu, perju, lis¢u i plodovima biljaka.
4. Zastitnu

Zastitnu ulogu imaju masno tkivo koje okruzuje bubrege i potkozni sloj masti koji

predstavlja toplotni izolator.

1.6.1.2. Fosfolipidi

Fosfolipidi su klasa lipida i to druga po rasprostranjenosti u prirodi. Ova jedinjenja
predstavljaju estre glicerola i masnih kiselina, ali za razliku od masti, u fosfolipidima je
esterifikacija dve —OH grupe izvrSena masnim kiselinama dok je esterifikacija trece

(terminalne) —OH grupe izvrsena fosfornom kiselinom.
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Slika 1.12. Struktura molekula fosfolipida

Molekuli fosfolipida se sastoje od polarne fosfatne grupe — glava molekula i od
nepolarnog para masnih kiselina — rep molekula. Ova dva dela molekula su povezana

glicerolom. Budu¢i da se na jednom molekulu nalaze polarna (hidrofilna) i nepolarna

(hidrofobna) grupa, on pokazuje amfoterne osobine (slika 1.12). To znaéi da ¢e u

zavisnosti od karakteristika sredine u kojoj se molekuli fosfolipida nalaze, do¢i do

njihovog razli¢itog grupisanja.

Fosfolipidi se nalaze u membranama biljnih i Zivotinjskih éelija. Celijske membrane

kod ljudi su uglavnom izgradene od fosfolipida koji su uredeni u dva sloja — repovi

fosfolipidnih molekula su okrenuti jedni prema drugima (,,unutra®), dok su glave

molekula okrenute ka ,,spolja“ (slika 1.13).

i«m

~—Fosfolipidni dvosloj =~

W ) / Hidrofilna glava
iii—mdrofobm rep

y «
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Slika 1.13. Fosfolipidni dvosloj

U fosfolipide spadaju fosfogliceridi i sfingolipidi (Pjanovi¢, 2010).
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Cetiri najdominantnija fosfolipida u membranama ¢éelija sisara su: fosfatidilholin,
sfingomielin, fosfatidilserin i fosfatidiletanolamin. Ova cetiri fosfolipida ¢ine vise od

50% mase svih lipida u veéini ¢elijskih zidova (Pjanovi¢, 2010).

Ve¢ je reCeno da molekuli fosfolipida obrazuju karakteristi¢ne strukture u zavisnosti
od sredine u kojoj se nalaze. U prisustvu polarnih rastvaraca, kao §to je voda, polarni
delovi molekula se orijentiSu ka rastvarau i na taj nacin Stite nepolarne delove
molekula. U slucaju da je koncentracija fosfolipida visoka, dobijaju se te¢no-kristalne
faze koje nakon dodavanja vode (razblazivanja) formiraju relativno stabilne koloidne

Cestice — lipozome, heksazome i kubozome (Pjanovi¢, 2010).

Fosfolipid koji se najcesce koristi za pripremanje lipozoma jeste fosfatidilholin, koji
se moze dobiti iz prirodnih izvora, ali 1 sintetickim putem. Pored fosfatidilholina (PC),
fosfatidiletanolamin (PE) 1 fosfatidilserin (PS) su prirodni fosfolipidi koji se takode
koriste za dobijanje lipozoma (slika 1.14) (Doshi i Mehta, 2011).

O=p O O=p QO O=p-0
| | |

(8] O O

CHy—CH—CH> CHy—CH—CH3 CHr—CH—CH»

O O O O O (8]
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Lanac masne kiseline
Lanac masne kiseline
Lanac masne kiseline
Lanac masne kiseline
Lanac masne kiseline
Lanac masne kiseline —

Slika 1.14. Struktura fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina i
fosfatidilholina

1.6.2. Metode dobijanja lipozoma

Sa porastom interesovanja za lipozome, razvijen je i veliki broj metoda za njihovo
dobijanje. U zavisnosti od metode pripreme, isti tip lipozoma moze imati razlicite

osobine, kao §to su stabilnost, permeabilnost i koli¢ina inkapsulirane supstance (Lasic,
1993).
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Iako su lipozomi koloidne Cestice koje spontano nastaju, pa se kao takve mogu naci
u prirodi, oni se mogu dobiti i eksperimentalnim putem, u laboratoriji. Kada se
fosfolipidi nalaze u vodenoj sredini do¢i ¢e do stvaranja pomenutih dvoslojeva, a ako
postoji dovoljna koli¢ina vode i1 joS se primeni odredeni pritisak ili vr§i meSanje
(dodatna mehanicka energija), do¢i ¢e do zatvaranja dvosloja u sferi¢nu Cesticu —

lipozom. Membranu ove Cestice ¢ini fosfolipidni dvosloj (Pjanovié, 2010).

Metode dobijanja lipozoma se, najuopStenije, mogu podeliti u dve grupe (Lasic,
1993):

e Metode pasivne inkapsulacije — kod ovih metoda se inkapsulacija, odnosno
vezivanje aktivnih supstanci, vr$i pre ili tokom postupka pripreme lipozoma. U ovu
grupu spadaju i popularna metoda tankog filma (najstariji pristup) i prolipozomna

metoda.

e Metode aktivne inkapsulacije — u ovom slucaju se zbog specifi¢nih osobina
aktivnih supstanci njihovo ,,uvodenje u lipozome moze vrSiti nakon formiranja

lipozomnih Cestica.

Bez obzira na Zeljeni sastav i veli¢inu, prvi korak u dobijanju lipozoma je formiranje
tankog lipidnog filma. Nakon toga, primenjuju se razli¢ite metode za redukciju veliine

Cestica i one se mogu podeliti na:
e Ultrazvu¢nu metodu
e Metoda suSenja zamrzavanjem, pa rehidratacija
e Reverzno-fazno isparavanje
e Iscrpljivanje povrsinski aktivnih materija
e Homogenizaciju pod visokim pritiskom.

Generalni postupak za dobijanje lipozoma se moze podeliti na tri koraka (Pjanovic,

2010):

e Priprema fosfolipida za hidrataciju — predstavlja rastvaranje fosfolipida u

organskom rastvaracu kako bi se obezbedila homogena smesa lipida. Za rastvaranje se
najcesce koristi hloroform ili smesa hloroforma i metanola. Prvo se lipidi rastvore,

zatim sledi blago meSanje u cilju homogenizacije i na kraju uklanjanje rastvaraca da bi
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se dobio lipidni film. Rastvara¢ se uklanja isparavanjem pod vakuumom, na temperaturi
fazne transformacije fosfolipida. U ovom stupnju se, pored fosfolipida, mogu dodati i

druge supstance, kao S$to su holesterol, povrsinski aktivne materije 1 sl.

e Hidratacija — Hidratacija se vr$i dodatkom Zeljenog vodenog rastvora u
pripremljene fosfolipide. Neophodno je intenzivno meSanje koje ¢e obezbediti sitnije
Cestice 1 uniformnost dimenzija Cestica. Tokom mesanja temperatura se mora odrzavati

iznad temperature fazne transformacije fosfolipida.

® Redukcija velicine Cestica — Nakon prve dve faze dobijaju se Cestice veliCine

nekoliko mikrona kod kojih postoji vise fosfolipidnih slojeva (multilamelarni lipozomi).
U zavisnosti od potreba, veliCina Cestica se moze redukovati tehnikama kao Sto su
ekstruzija 1 soniciranje. Najces¢e se redukcijom veli¢ine Cestica dobijaju unilamelarni
lipozomi koji mogu biti razli¢itih veli¢ina (> 20 nm).
1.6.3. Klasifikacija lipozoma
Lipozomi se mogu klasifikovati na osnovu sledeca tri kriterijuma:
1. strukturni parametri,
2. metode dobijanja,
3. sastav membrane i primena lipozoma.
1.Na osnovu strukturnih parametara, razlikuju se sledece klase lipozoma:

a) MLV — multilamelarne vezikule (pre¢nik >0,5 pum) se sastoje od

velikog broja bliskih, koncentri¢nih lipidnih dvoslojeva,

b) OLV - oligolamelarne vezikule (0,1 — 1 um) se sastoje od manjeg
broja koncentri¢nih lipidnih dvoslojeva (2 — 10), sa vecim medusobnim

rastojanjem,

C) UV — unilamelarne vezikule ¢ini jedan lipidni dvosloj koji okruzuje

vodeno jezgro. Prema veli¢ini ove vezikule se dalje dele na:
e SUV —male unilamelarne vezikule (20 — 100 nm)
e MUV - srednje unilamelarne vezikule

e LUV —velike unilamelarne vezikule (>100 nm)
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e GUV — dzinovske unilamelarne vezikule (>1 um)

d) MVV/MV — multivezikularne vezikule (>1 um) karakteriSe prisustvo
veceg broja vezikula u okviru jednog lipidnog dvosloja, koje se nalaze jedna

unutar druge, ali ne formiraju koncentri¢nu strukturu.
2.Na osnovu metode dobijanja lipozomi se dele na:

a) REV — male unilamelarne ili oligolamelarne vezikule dobijene

metodom reverzno-fazne evaporacije

b) MLV — REV, multilamelarne vezikule dobijene metodom reverzno-

fazne evaporacije
C) SPLV - stabilne plurilamelarne vezikule
d) FATMLYV - smrznute i odmrznute MLV
e)  VET —vezikule nastale ekstruzijom
f) DRV - vezikule dobijene metodom dehidratacije-rehidratacije.
3.Lipozomi se na osnovu sastava membrane i primene klasifikuju u Cetiri grupe:

a) Konvencionalni lipozomi — sastoje se samo od fosfolipida i/ili
holesterola.

b)  Dugocirkulisu¢i lipozomi (,,stealth lipozomi) — nova formulacija

lipozoma koji opstaju duZzi period u krvi.

c) Imunolipozomi — imaju specifi¢na antitela ili njihove fragmente na

povrsini §to im pruza mogucénost boljeg vezivanja za ciljano mesto.

d) Katjonski lipozomi — najnovija vrsta lipozoma koja sluzi za prenos

genetickog materijala.

1.6.4. Karakteristike lipozoma kao nosaca aktivnih komponenti

Ponasanje lipozoma je veoma kompleksno i zavisi od sredine u kojoj se nalaze, od
njihovih mehanickih osobina i1 osobina njihove povrsine, koje su odredene sastavom,

veli¢inom i lamelarno$¢u (Lasic, 1993).
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Medu razli¢itim sistemima za kontrolisano otpustanje aktivnih komponenti koji se
izucavaju, veliki je broj nosaca leka tipa vezikula: mikrosfere, nanocestice, lipoproteini,
micelarni sistemi i lipozomi. Ono $to lipozome Cini posebno pogodnim za inkapsulaciju
aktivnih supstanci je njithova mogucnost da inkapsuliraju i hidrofobne 1 hidrofilne
supstance, za Sta je zasluzna fosfolipidna struktura njihove membrane. Hidrofobne
(nepolarne) supstance se inkapsuliraju unutar membrane Cestice, a hidrofilne (polarne)

unutar jezgra lipozoma (slika 1.15).

Slika 1.15. Hidrofobne (A) i hidrofilne (B) aktivne supstance inkapsulirane u

lipozomu

Jos jedna prednost lipozoma je neskodljivost po imuni sistem, budu¢i da su i ¢elijske
membrane kod ljudi sacinjene od fosfolipida. Takode, koris¢enjem lipozoma kao
nosaca, moguce je zastititi odredene organe (kao §to su srce, bubrezi, mozak) od dejstva
aktivne supstance koja se unosi u organizam, jer dolazi do drugalijeg transporta leka

kroz organizam 1 zaobilaZenja odredenih tkiva.

Zbog specifi¢nosti lipozomnih cestica, moguce je transformisati njihove fizicko-
hemijske, kao i strukturne karakteristike. Modifikacijom membrane lipozoma se ¢ak
moze posti¢i 1 vezivanje lipozoma za ta¢no odredene celije u ljudskom organizmu

(takozvani ,,inteligentni lipozomi®).
Osnovne karakteristike lipozoma kao nosaca aktivnih supstanci su (Pjanovic, 2010):
e koncentracija i sastav fosfolipida u membrani,
e raspodela veli¢ine Cestica,

¢ povrSinsko naelektrisanje 1 pH vrednost suspenzije lipozoma,
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e stepen inkapsulacije aktivne komponente.

Aktivne supstance inkapsulirane u lipozome, a posebno one koje se nalaze u
vodenoj unutrasnjosti Cestica, su zaSticene od spoljasnjih nezeljenih uticaja i
biodegradacije. U sustini, lipozomi predstavljaju mikrorezervoare aktivnih supstanci
koje se postepeno otpustaju iz njih. Cak i da se ne moze obezbediti kontrolisana brzina
otpustanja aktivne supstance, oni ¢e svakako obezbediti produzeno otpusStanje, ¢ime
omogucavaju manju toksi¢nost leka i rede uzimanje (Pjanovi¢ i sar. 2010, Isailovi¢ i
sar. 2013). Lipozomi kao nosaci aktivnih supstanci, mogu biti formulisani u vidu

suspenzija, aerosola, gelova, krema i prahova.

1.6.5. Modifikacija membrane lipozoma

Na osnovu prethodno navedenih svojstava lipozoma, moze se zakljuciti da ono §to
ih izdvaja i €ini izuzetno pogodnim nosacima lekova, jeste specificna struktura njihove
membrane. Specifi¢nost se ogleda u tome $to membranski sastav prvenstveno
uslovljava netoksi¢nost, biodegradibilnost i lako spajanje lipozoma sa celijama, ali
takode otvara i Sirok spektar mogucénosti za njegovo transformisanje (Fadda i sar. 1998).

Menjanjem sastava membrane moze se:
e omoguciti inkapsulacija razli¢itih aktivnih supstanci,

e uticati na ponaSanje lipozoma u organizmu — na brzinu difuzije aktivne supstance

iz lipozoma, duZinu njenog zadrzavanja u organizmu, mesto delovanja i sl.

Malim varijacijama sastava membrane mogu Se posti¢i potpuno razliciti efekti.
Upravo ova raznovrsnost predstavlja razlog velikog istrazivackog interesovanja za
lipozome (Marzio i sar. 2011, Immordino i sar. 2006, Pjanovi¢ i sar. 2010, Storm i
Cromelin 1996).

Sastav membrane lipozoma ¢e definisati i brzinu difuzije aktivne supstance iz
Cestice. Brzina difuzije zavisi od udela fosfolipida, drugih lipida, polimera ili nekih
drugih supstanci, kao Sto su surfaktanti, koje (pored fosfolipida) takode ulaze u sastav
membrane. Da bi se ta¢no utvrdilo kolika ¢e biti brzina difuzije i kako sastav membrane
na nju uti¢e, moraju se sprovesti eksperimentalna ispitivanja kojima ¢e se proucavati
prenos mase iz lipozoma odredenog sastava membrane (u in vitro i in vivo uslovima)

(Pravilovi¢ i sar. 2015).
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1.6.5.1. Modifikacija membrane lipozoma polisorbatima

Polisorbati su klasa emulgatora koja se koristi u farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji. Cesto se koriste i u kozmetici za rastvaranje esencijalnih ulja u proizvodima
baziranim na vodi (Deo i Somasundaran, 2003, Helenius i sar. 1979, Wenk i sar. 1997).
Ova jedinjenja nastaju kada se za sorbitan (derivat sorbitola) esterifikovan masnim
kiselinama, kovalentnim vezama vezu polimerni lanci polioksietilena (POE) (slika

1.16). Uobic¢ajeni komercijalni nazivi polisorbata su Alkest, Canarcel i Tween.

HO_  OH

O H
H O

OH

Slika 1.16. Strukturne formule polioksietilena (levo) i sorbitana (desno)

Budu¢i da su polisorbati nejonske, povrsSinski aktivne supstance sa gradom koja
podrazumeva postojanje hidrofilne (glava) i hidrofobne (rep) grupe u molekulu, oni
deluju kao solubilizatori. U zavisnosti od toga da li je masna kiselina koja uéestvuje u
esterifikaciji sorbitana laurinska, palmitinska, stearinska ili oleinska, razlikuju se sledeci

polisorbati:
e Polisorbat 20 (polioksietilen (20) sorbitan monolaurat) — Tween 20
o Polisorbat 40 (polioksietilen (20) sorbitan monopalmitat) — Tween 40
¢ Polisorbat 60 (polioksietilen (20) sorbitan monostearat) — Tween 60
¢ Polisorbat 80 (polioksietilen (20) sorbitan monooleat) — Tween 80

Molekuli svih ovih jedinjenja sadrze po 20 oksietilenskih grupa, dok brojevi u

nazivima upucuju na odredenu masnu kiselinu koja ulazi u njihov sastav.

Ono $to je zajedni¢ko za sve polisorbate je da su biodegradibilni 1 netoksi¢ni po
ljudski organizam u koli¢inama do 25 mg/kg. Iako sva navedena jedinjenja ispoljavaju
svojstva solubilizatora, razlike u ponaSanju svakog od njih zavisi¢e od masne kiseline

koja ulazi u strukturu molekula.
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Tween 20

Polisorbat 20 ili Tween 20 je povrsinski aktivna supstanca ¢ija stabilnost i relativna
netoksi¢nost otvaraju moguénost za njegovu Siroku upotrebu u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji, bioloSkim tehnikama 1 nauci. Ovo jedinjenje je
polioksietilenski derivat sorbitan monolaurata, tako da je u njegovoj strukturi prisutan
alifati¢ni zasiceni lanac od 12 C-atoma koji potice od laurinske kiseline (slika 1.17). Na

sobnoj temperaturi Tween 20 je bistra, viskozna te¢nost, Zute do zuto-zelene boje.

@]
O\/)\;OJJ\/\/\/\/\/\
O OH
O X

HO\G/\O Z O/\};OH

Slika 1.17. Struktura Polisorbata 20 (Tween 20)

WHX+y+Z2=20

Tween 60

Polisorbat 60 ili Tween 60 je svetlo-Zuta do Zuta veoma viskozna te¢nost. Za razliku
od Polisorbata 20, u strukturu ovog molekula ulazi neSto duzi alifati¢ni nezasi¢eni lanac
(slika 1.18), budu¢i da je esterifikacija sorbitana izvrSena stearinskom masnom

kiselinom (C18).

O
o\/7v\V o
O O/\);OH
HO\E/\O ] O/\);OH

WAHX+Y+2=20

Slika 1.18. Struktura Polisorbata 60 (Tween 60)

Sto se ti¢e primene, Tween 60 se Koristi kao emulgator u prehrambenoj industriji
(prvenstveno pekarstvu 1 smrznutim desertima), farmaceutskim 1 kozmetickim

proizvodima (Samponima, podlogama, kremama protiv starenja i sl).

Odredene formulacije nejonskih povrSinski aktivnih supstanci se u poslednje vreme

istrazuju kao potencijalni nosaci lekova u sistemima za kontrolisano otpustanje. U
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vodenim rastvorima nejonski amfoterni molekuli spontano obrazuju vezikule koje se
nazivaju niozomi (slika 1.19). Ova vrsta vezikula se moze upotrebiti za inkapsulaciju

aktivnih supstanci, pri ¢emu se znatno usporava brzina njihovog otpustanja.

o—§> -
g S
O“B\ %O
% 5

Slika 1.19. Struktura niozoma

1.6.5.2. Modifikacija lipozomne membrane sorbitol estrima

Sorbitol estri (takode poznati pod imenom Span) su lipofilne nejonske povrSinski
aktivne materije koje se koriste kao emulgatori prilikom pripremanja emulzija, krema i
masti u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. Kada se koriste samostalno proizvode
stabilne voda-u-ulju emulzije, ali veoma Cesto se koriste zajedno sa polisorbatima u
razli¢itim proporcijama pri ¢emu se dobijaju voda-u-ulju ili ulje-u-vodi emulzije il
kreme sa razlicitom teksturom 1 konzistencijom. Sorbitol estri se takode koriste kao
emulgatori i stabilizatori u prehrambenoj industriji (Deo i Somasundaran, 2003, Tasi i
sar. 2003).

Kao i polisorbati, sadrze hidrofilnu glavu i hidrofobni rep. Ova jedinjenja nastaju
esterifikacijom sorbitana (derivat sobitola) masnim kiselinama, pri ¢emu nema
kovalentno vezanih polimernih lanaca polioksietilena (POE). U esterifikaciji sorbitana
takode mogu ucestvovati razli¢ite masne kiseline kao $to su laurinska, palmitinska,

stearinska ili oleinska i u zavisnosti od vrste masne kiseline, razlikuju se sledeci estri:
¢ Sorbitan monododekanoat (sorbitan monolaurat) - Span 20
e Sorbitan monopalmitat - Span 40
¢ Sorbitan monooktadekanoat (sorbitan monostearat) - Span 60

e Sorbitan monooleat - Span 80
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Span 20

Sorbitan monolaurat je biodegradabilna povrSinski aktivna materija koja sadrzi
laurinsku kiselinu (slika 1.20). Veoma je efikasna kao emulgator za stabilizaciju
emulzija tipa voda-u-ulju, naroc¢ito kada se koristi u kombinaciji sa polisorbatnim

derivatom, Tween 20.

Takode se koristi kao stabilizator, mazivo, sredstvo za suSenje u farmaceutskoj i

kozmeti¢koj industriji (Fadda i sar. 1998).

Na sobnoj temperaturi je braon uljana tecnost, netoksi¢na, bez mirisa. Rastvara se u
ulju i organskim rastvaracima.
HO OH
P
o o
OH

Slika 1.20. Struktura Sorbitan monolaurata (Span 20)

Span 40

Sorbitan monopalmitat je biodegradabilna, netoksi¢na povrSinski aktivna materija,
koja predstavlja estar prirodne masne kiseline (palmitinske kiseline) i Se¢ernog alkohola
(sorbitola). To je vosak, zuto-braon boje, blago rastvoran u izopropanolu, ksilenu i

teCnom parafinu, nerastvoran u vodi (slika 1.21).

Jedan kraj molekula koji sadrzi sorbitol je veoma rastvoran u vodi, dok je drugi kraj
molekula sa palmitinskom kiselinom rastvoran u mastima. Ove osobine ¢ine molekul
veoma efikasnim pri pravljenju emulzija tipa ulje-u-vodi, posebno kada se koristi u

kombinaciji sa Tween-om 40.

Sorbitan monopalmitat se koristi kao emulgator u prehrambenoj 1 kozmetickoj

industriji.

OH
j\/\/\/:/\ij
O 0
OH

Slika 1.21. Struktura Sorbitan monostearata (Span 40)
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1.6.5.3. Ugradnja polisorbata u lipozomnu membranu

Dobro je poznato da povrsinski aktivne materije imaju sposobnost interakcije sa
fosfolipidnim vezikulama, sto vodi ka obrazovanju razli¢itih agregatnih struktura —
stvaranja mesovitih sistema tipa micele ili vezikule, $to zavisi od masenog udela
povrsinski aktivne materije, u odnosu na udeo fosfolipida. Sa povecavanjem
koncentracije povrsinski aktivne supstance, interakcija sa lipozomima ¢e se odvijati u
tri faze (Fadda i sar.1998):

e U prvoj fazi monomeri povrsinski aktivne supstance se inkorporiraju u
fosfolipidni dvosloj, pri ¢emu dolazi do odgovarajuceg povecanja dimenzija

vezikula,

e U drugoj fazi fosfolipidi se postepeno rastvaraju, $to vodi do istovremenog

postojanja lipozoma i mesanih micela (slika 1.22),

e U tre¢oj fazi dolazi od potpunog rastvaranja fosfolipida, pa su prisutne samo

mesane micele.

W\ 7NN V.

A\ l

Slika 1.22. (I) Micela, (IT) mesana micela; gde je A — molekul povrsinski aktivne

supstance, B — molekul lekovite supstance, C — molekul fosfolipida

lako se sistemi tipa fosfolipid-povrsinski aktivna supstanca istrazuju ve¢ par godina,
jos$ uvek nije potpuno utvrdeno na koji na¢in modifikacija ovim supstancama uti¢e na

oslobadanje lekova iz lipozoma (Fadda i sar. 1998). Pri ispitivanju ovakvih sistema

47



Doktorska disertacija Radoslava N. Pravilovié

polisorbati su povrsinski aktivne supstance koje se naj¢esc¢e koriste za modifikaciju
lipozomne membrane, a za to postoji nekoliko razloga (Tasi i sar. 2003, Kronberg i sar.
1990):

e Povecanje stabilnosti — ograniCena stabilnost lipozoma tokom skladiStenja i
primene je prepreka njihovoj Siroj primeni i razvoju. Na stabilizaciji lipozoma se
intenzivno radi, pa otuda i nastanak ,stealth” lipozoma. Postoje istrazivanja koja
ukazuju da inkorporisanje polisorbata u fosfolipidni dvosloj ima za rezultat sternu
stabilizaciju lipozomnih cestica, koje pokazuju mnogo vecu fizicku stabilnost od

nemodifikovanih lipozoma (Fadda i sar. 1998, Tasi i sar. 2003).

e Sporije otpustanje leka — iako lipozomi usporavaju otpustanje inkapsulisanog
leka, cesto je potrebno dodatno smanjenje brzine otpuStanja. Polisorbati su se u
odredenim sistemima (npr. MLV 1 kafein kao aktivna supstanca) pokazali kao odli¢ni
modifikatori lipozomne membrane, koji su obezbedili znacajno sporiju brzinu

otpustanja (Fadda i sar. 1998).

e Povecanje elasti¢nosti — kod transdermalnih sistema koji koriste lipozome za
dostavu lekova, javlja se problem prodiranja lipozoma u dublje slojeve koZe, zbog njene
male permeabilnosti. Zbog toga je razvijeno viSe postupaka kojima se konvencionalni
lipozomi mogu unaprediti. Jedno od resenja je da se lipozomi pripreme od fosfolipida i
polisorbata, ¢ime se dobijaju takozvani elasticni lipozomi. Prisustvo polisorbata u
membrani lipozoma povecava deformabilnost Cestica (elasti¢nost), pa je poboljSano
prodiranje u dublje slojeve koze, a time i dostava leka (Ita i sar. 2007, Elsayed i sar.
2006).

1.7. Kontrolisano otpustanje

Danas se upotrebljavaju razliCite forme lekova, kao Sto su: kapsule, pilule, tablete,
injekcije, rastvori, kreme itd. Upotrebom ovih formi lekova moze do¢i do nezeljenih
efekata, kao Sto je prekoracenje koncentracije leka u organizmu, $to moze biti veoma
opasno. Da bi se to sprecilo radena su istrazivanja na sistemima za kontorlisano
otpustanje (Chan i sar. 2009, Deladino i sar. 2008). Kontrolisano otpustanje je termin
pod kojim se podrazumeva u jednom slucaju ciljano otpuStanje lekova u tacno
definisanom tkivu ili organu, a u drugom kontrola brzine otpustanja leka. Osnovni cilj u

farmakokinetici jeste upravo ostvarivanje koncentracije leka u krvnoj plazmi koja se
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nalazi izmedu minimalne toksi¢ne i minimalne terapeutske koncentracije. Razlika
izmedu kori$¢enja tradicionalnih formi lekova i sistema sa kontolisanim otpusStanjem je

u duzini dejstva leka (slika 1.23) (Pjanovié i sar. 2010).

-

toksi¢na

I' . g
koncentracija S NGy Terapeutska

/ \ doza
4

P —— Vreme

toksi¢na
koncentraCiia B o N 2 Terapeutska
;. doza
-’.
Vreme

Slika 1.23. Profili otpustanja leka (a) tradicionalni sistemi, (b) sistemi sa

kontorlisanim otpuStanjem

Karakteristike koje treba da poseduje lek da bi bio idealan za primenu u sistemima
za kontrolisano otpusStanje lekova je visoka efikasnost, minimalni neZzeljeni efekat,
kratko vreme poluzivota i dostizanje konstantne brzine otpuStanja. Takode, kontrolisano
otpustanje podrazumeva mogucénost predvidanja i1 reproduktivnost kinetike oslobadanja
leka, Sto znaci da sistem za kontorlisano otpuStanje daje istu kinetiku u svim
situacijama. Kod ovih sistema kinetika otpustanja je nultog reda, tj. koncentracija leka u

krvotoku ne zavisi od unete kolicine leka.
Sistemi za kontrolisano otpustanje lekova koji su do sada razvijeni, mogu se podeliti

na (Pjanovi¢, 2010):

1.Sisteme sa unapred programiranom brzinom otpustanja leka — brzina otpustanja
leka je programirana izborom sistema koji kontrolise difuziju leka (npr. debljina i sastav
membrane nosaca) i obi¢no je moguce opisati je Fick-ovim zakonima. Ovakvi sistemi

se mogu naci u Cetiri varijacije:
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sistemi kod kojih polimerna membrana kontroliSe difuziju leka,

sistemi tipa poroznog matriksa,

hibridni sistemi (kombinacija prethodna dva),

sistemi tipa mikrorezervoara — inkapsulacija leka u mikro- i nanocestice.

Sistemi sa unapred programiranom brzinom otpustanja leka se mogu na¢i u

komercijalnoj upotrebi, budu¢i da se istrazuju ve¢ dugi niz godina.

2. Aktivaciono modulisane sisteme — oslobadanje leka je aktivirano nekim fizi¢kim,
hemijskim ili biohemijskim procesom, a nekada je potrebna i dodatna energija (npr.
osmotski pritisak, pH vrednost, enzimska aktivacija i sl). Brzina otpustanja se regulise
primenjenim procesom ili kolicinom unete energije. U komercijalnoj upotrebi se mogu
na¢i sistemi kod kojih se aktivacija vr$i osmotskim pritiskom, hidratacijom 1 pH

vrednoScu.

3.Sisteme regulisane mehanizmom povratne informacije — odredeni biomolekuli
predstavljaju ,,okidac* koji pokrece oslobadanje leka, dok je koli¢ina leka koja ¢e biti
oslobodena regulisana mehanizmom povratne informacije. Kod ovih sistema postoje
senzori koji detektuju koncentraciju biomolekula, pa se na osnovu te informacije
podesava koli¢ina leka koji ¢e se otpustiti. Sistemi regulisani mehanizmom povratne

informacije su jo§ uvek eksperimentalni i nema ih u komercijalnoj upotrebi.

4. Sistemi sa tacno definisanim mestom dejstva (odredeni organ ili tkivo) — ovakvi
sistemi su jako delikatni 1 komplikovani za projektovanje te su joS uvek u fazi
istrazivanja. Jedan moguci koncept bi podrazumevao sistem koji se sastoji od: leka,
nosaca leka (npr. polimeri, mikrocestice, micele) i dela koji ¢e obezbediti vezivanje za
zeljeni organ ili tkivo (antitela, proteini, hormoni i sl). O ovakvim sistemima ne postoji
dovoljan broj eksperimentalnih podataka, te ne postoji ni dovoljno informacija da bi bili

primenjeni u praksi.

50



Doktorska disertacija Radoslava N. Pravilovié

1.8. Prenos mase

Da bi se mogli Koristiti sistemi sa kontrolisanim i produzenim otpustanjem aktivne
supstance oni moraju biti precizno okarakterisani. Aktivha komponenta se nalazi
inkapsulirana u Cesticama koje se nalaze u odredenom nosacu (gelu, emulziji i sl.). Da
bi aktivna supstnca dospela u organizam, molekuli aktivne supstance moraju da se
prenesu kroz membranu cCestica, a zatim i kroz nosac Cestica. Ovakav prenos molekula
leka predstavlja fenomen prenosa mase. Prenos mase u uslovima kontrolisanog
otpustanja se ostvaruje molekulskim mehanizmom prenosa — molekulskom difuzijom.
Ukoliko su poznati koeficijent difuzije, otpor difuzije, kao i uslov prenosa mase pruza
se mogucnost projektovanja sistema za kontrolisano otpustanje koji obezbeduju

konstantan fluks aktivne komponente (Pjanovi¢, 2010).

1.8.1. Difuzija

Difuzija predstavlja oblik pasivnog transporta materija kroz celijsku membranu.
Difuzija je transport materije ili energije pod uticajem odgovarajuceg gradijenta iz zone
viSe u zonu nize energije ili koncentracije. Takode je i entropijski voden proces u kojem
se energija ili materija koja difunduje uniformno rasporeduje u raspolozivom prostoru
podizué¢i time entropiju sistema. Difuzija je direktna posledica drugog principa
termodinamike. S obzirom da materija difunduje iz oblasti vece koncentracije u oblast
manje koncentracije, sistem prelazi iz uredenijeg u manje ureden sistem, tj. entropija
raste. Prenos mase iz oblasti vece koncentracije u oblast manje koncentracije, koji se
odvija kretanjem molekula, naziva se molekulska difuzija. Difuzija se opisuje Fick-

ovim zakonima.

Prvi Fick-ov zakon glasi: Fluks komponente je proporcionalan gradijentu

koncentracije.
=&
oz (1.1)

gde je C koncentracija komponente koja difunduje, a z je rastojanje u pravcu
prenosa. D je karakteristika sistema u kome se odvija difuzija i naziva se koeficijent
difuzije. Znak minus u jednacini pokazuje da se difuzija odvija u smeru opadanja
koncentracije. Primena prvog Fick-ovog zakona je ograniCena pretpostavkom da je

koeficijent difuzije konstantna veli¢ina, $to je tatno samo kod razblazenih sistema.
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Najcesc¢e koris¢eni oblici prvog Fick-ovog zakona difuzije za jednodimenzioni
prenos u razblaZzenim rastvorima su:

e jednodimenziona difuzija u pravougaonim koordinatama: J = —DZ—C
z

e difuzija u radijalnom pravcu u cilindri¢nim koordinatama: J =-D c;_C
-

e difuzija u radijalnom pravcu u sfernim koordinatama: J = —DZ—C
r

Diferencijalni bilans u svim sistemima u kojima dominira prenos mase moze se
opisati slede¢om jednacinom:

DC

=DV’C+r (1.2)
Dt
ili ukoliko nema strujanja bilansom:
x_ DV’C +r
ot

gde je r brzina nastajanja komponente koja se prenosi, a t vreme.

U jednodimenzionom prenosu mase u nepokretnom sistemu, u kome ne dolazi do

stvaranja komponente, opsti diferencijalni bilans prenosa mase je:

2
x_pot

ot 0z°

(1.3)
Gornja jednadina predstvalja drugi Fick-ov zakon prema kome je promena

koncentracije sa vremenom proporcionalna gradijentu koncentracije, a koeficijent
proporcionalnosti je koeficijent difuzije D.

Stacionarna difuzija

Kada je u pitanju stacionarna difuzija, koncentracija komponente ¢iji se prenos prati

smatra se konstantnom, s§to znac¢i da se pogonska sila tokom vremena ne menja.
Stacionarna difuzija se odvija u slede¢im sistemima:

Jednodimenzionalna difuzija kroz film

Kod sistema u kojima se difuzija odvija kroz film, komponenta A difunduje iz

oblasti vise koncentracije u oblast nize koncentracije i pri tom prolazi kroz film debljine
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o (slika 1.24). Pretpostavlja se da se fluid nalazi sa obe strane membrane, da je idealno
izmeSan i da je koncentracija uniformna. Koncentracije komponente A sa obe strane,

kao i unutar filma su konstantne, pa se drugi Fick-ov zakon svodi na jednaéinu:

0*C
D A=0 14
0z° (14)
2
odnosno: CZA:O
0z
=
"’-;-.1 —

13

Ar N0

Slika 1.24. Sematski prikaz jednodimenzionalne difuzije kroz film

Ako se uvedu grani¢ni uslovi:

7=0 Ca=Ca1

z=0 Ca=Cn2

dolazi se do izraza za profil koncentracije komponente A unutar filma:

YA
CA :CA1+(CA2_CA1)E' (1-5)

Jednodimenzionalna difuzija kroz membranu

Za razliku od sistema koji se opisuje jednodimenzionalnom difuzijom kroz film,
membrana ima razli¢ite fizicko-hemijske karakteristike u odnosu na rastvore (slika
1.25).
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z=0 7=0

KCa1

KCy,

Slika 1.25. Sematski prikaz jednodimenzionalne difuzije kroz membranu
Kada se uvedu grani¢ni uslovi:
z=0 Cami=KCa1
z=0 Cam2=KChaz

gde su Cami i Came koncentracije komponente A u membrani, a K je koeficijent
raspodele, koji predstavlja ravnotezni odnos koncentracija komponente A u membrani i
u rastvoru uz samu membranu, dolazi se do izraza za profil koncentracije komponente
A:

VA
CA :CArn1+(CAm2 _CAml)g (1-6)

I kada se zamene koncentracije, dobija se:

Cu=KCy +K(Cp ~Cri) 5 (17)

Fluks komponente A kroz membranu je:

_ DK

J. 5

Cu _CAZ) (1.8)

Propustljivost membrane je vrednost ¢lana DK iz jednac¢ine (1.8) dok je koeficijent
permeabilnosti membrane vrednost ¢lana % U sistemima u kojima se difuzija odvija

kroz membranu, jednostavnije je eksperimentalno odrediti koeficijent permeabilnosti

membrane nego pojedinacno koeficijent raspodele, koeficijent difuzije ili debljinu
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membrane. Takode, ako nam je poznat koeficijent permeabilnosti membrane, tesko je
odrediti uticaj pojedina¢nih promenljivih na njegovu vrednost. Zato se u literaturi za
neke susteme CeS¢e nalaze koeficijenti permeabilnosti nego osnovne veli¢ine (Yu i

Amidon 2000).

1.8.2. Sistemi za eksperimentalno odredivanje koeficijenta difuzije

Eksperimentalno odredivanje koeficijenta difuzije (in vitro) je zahtevan, tezak i
dugotrajan postupak. Ovim eksperimentima se mora pristupiti pazljivo i precizno da bi
se dobili Sto tacniji rezultati. Uredaji koji se koriste za ove eksperimente nazivaju se
difuzione Celije. Ove Celije se sastoje iz tri dela: donorskog, receptorskog 1 membrane

koja ih razdvaja. Takode, ove ¢elije mogu imati razlicitu konstrukciju, pa razlikujemo:
o Stati¢ke difuzione ¢elije (Franz-ova ¢elija) (slika 1.26)

e Celije sa protokom receptorskog rastvora

(" -
)\ ! Donorski deo
/,/\_/\\\\
\_ _/*  Membrana
Mesto 4 < .
. 2 Receptorski deo
uzorkovanja I .
‘ .. Vodeniplast
|
= 6

Magnetno zrno

Slika 1.26. Izgled Franz-ove difuzione Celije

Difuziona c¢elija koja se najceSce koristi je Franz-ova difuziona celija. Njena
konstrukcija obuhvata donorski i receptorski deo Kkoji su razdvojeni horizontalno

membranom.

U komori iznad membarne nalazi se donorski deo, a u komori ispod receptorski
rastvor. Receptorski rastvor se konstantno meSa magnetnom mesalicom. U odredenim
vremenskim razmacima vr§i se uzorkovanje receptorskog rastvora kroz bocno
postavljenu cevéicu, radi analize koja nam daje podatke o toku difuzije. Celija pruza
mogucnost termostatiranja kako direktnim uranjanjem u fluid konstantne temperature,

tako i proticanjem grejnog fluida kroz plast. (Pjanovi¢, 2010)

55



Doktorska disertacija Radoslava N. Pravilovié

Koris¢enje Franz-ove Celije za odredivanje koeficijenta difuzije je pouzdana metoda,
ukoliko se kontroliSu eksperimentalni uslovi. U sistemu moze do¢i do fizi¢kih oste¢enja
membrane, kao 1 do prisustva vazduha u receptorskom rastvoru, $to utice na pouzdanost

eksperimentalnih rezultata (slika 1.27).

——

/ Ukazuje na /66ekivani
! rupu u ' profil
© ! membrani
[72] f
@©
S /
o /
f
= |
s, i .
E 1Yy i
= / AR il iR o
x ; Ukazuje na
] prisustvo
mehura ispod
/ 3 membrane

vreme
Slika 1.27. Uticaj eksperimentalnih uslova na oslobadanje aktivne supstance

Izborom membrane 1 opreznim rukovanjem prilikom rada moze se izbe¢i njeno
ostecenje. Vazduh koji se nalazi u receptorskom delu membrane moze se ukloniti
termostatiranjem c¢elije pre pocetka rada. Termostatiranje omogucava da se celija i
membrana stabilizuju u uslovima u kojima ¢e biti vrSen eksperiment. Donorski 1
receptorski deo se ispune odgovarajuéim receptorskim rastvorom, postavi se Zeljena
membrana i podesi temperatura na kojoj ¢e se eksperiment odvijati. U ovom stanju
¢elija se odrzava 30-60 minuta. Ukoliko receptorski rastvor sadrzi rastvoren vazduh,
nakon termostatiranja on se moZe lako ukloniti, jer ¢e se nalaziti neposredno ispod

membrane, u obliku mehurova.

Receptoski rastvor u in vitro ispitivanjima treba da oponasSa in vivo uslove. Ovaj
rastvor ne sme da ugrozi integritet membrane i treba da obezbedi stalan maksimalni
koncentracioni gradijent. Najcesce se kao receptorski rastvor koristi voda, u slu¢ajevima
kada nam je supstanca hidrofilna ili blago lipofilna. Za jonizovane supstance koriste se
puferski rastvori, kao §to je fosfatni pufer. Za lipofilne supstance i u slucajevima kad su

supstance slabo rastvorne u vodi koristi se smes$a etanol/voda u razli¢itim odnosima.

Franz-ova celija se najceS¢e primenjuje u eksperimentima ¢iji je cilj odredivanje

brzine otpustanja i difuzije lekova kroz kozu. Pored Franz-ove difuzione Celije, Cesto se
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koriste i Stokes-ova celija, horizontalna difuziona celija (,,side-by-side®) i protoc¢na
(,,inline*) Celija.

Koris¢enjem Franz-ove ¢elije dobijaju se podaci o koncentraciji aktivne supstance u
receptorskom delu, koje je potrebno iskoristiti za izra¢unavanje vrednosti koeficijenta
difuzije. lzracunavanja se vrse uz pomo¢ matematickog modela koji opisuje difuziju iz
rastvora u celijama sa dijafragmom (slika 1.28). Receptorski deo celije je ispunjen
rastvorom poznate koncentracije, donorski aktivnom supstancom ¢ija se difuzija
ispituje, a koja je formulisana u odredenom obliku (disperzija, gel itd), dok dijafragma
ima mnogo manju zapreminu od rastvora, pa se smatra da je profil koncentracija unutar
dijafragme linearan, tj. da je difuzija stacionarna. Ovaj sistem se opisuje drugim Fick-

ovim zakonom (Pjanovi¢, 2010).

Car
Rastvori / —
g -}(—di'afra ma
izmesani) Ty ) &
CAD
’ Conc.
-

Slika 1.28. Celija sa dijafragmom

Resavanje drugog Fick-ovog zakona, za sistem prikazan na slici 1.28, izvrSeno je uz

sledece pretpostavke koje pojednostavljuju komplikovano resenje (Pjanovié, 2010):

- fluks kroz dijafragmu veoma brzo dostize vrednost fluksa pri stacionarnim

uslovima;
- difuzija je stacionarna (ne zavisi od vremena), pa sledi da je:

DK
Ja= 7(CA,D _CA,R) (1.9

gde je:

57



Doktorska disertacija Radoslava N. Pravilovié

I _ molski fluks komponente A koja se prenosi , kmol/m?s

D — koeficijent difuzije, m?/s

K — koeficijent raspodele

C _ koncentracija komponente A, kg/m?

J _ debljina membrane, m

Indeksi D i R se odnose na donorski, odnosno receptorski deo ¢elije.

Na osnovu bilansa mase sledi:

dC
L—P —_AJ,
dt (1.10)
dC
o AR _A. J,
dt (1.11)
gde je:

V — zapremina, m®
A —povrsina dijafragme, m?

Na osnovu jednacina (1.9), (1.10) i (1.11) dobija se:

d

E(CA,D _CA,R): Dﬂ(CA,D _CA,R) (1.12)
gde je:

t—vreme, s

S — geometrijska konstanta koja karakterise odredenu ¢eliju koja se koristi (ako

nije poznata vrsi se kalibracija ¢elije rastvorom koji ima poznat koeficijent difuzije):

ﬂzﬁ(igj

o \Vo Ve (1.13)

Pocetni uslov za ovaj sistem glasi:
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t=0 CA,D _CA,R = C,(’-)\,D _Cg,R

Ako je receptorski deo na pocetku ispunjen ¢istim rastvarac¢em onda vazi: C,Q’R =0.
Integracijom jednacine (1.13) za navedeni pocetni uslov, dobija se jednacina (1.14):

CA,D _CA,R _ e_ﬂDt
Cho ~Car (1.14)

Transformacijom jednacine (1.14) dobija se jednacina (1.15), ¢iji je oblik pogodan

za odredivanje koeficijenta difuzije:

Dz_im(ﬂj

0 0
pt CD _CR (1.15)

gde je:

Co _ koncentracija leka u donorskom delu u trenutku t,

Ce _ koncentracija leka u receptorskom delu u trenutku t,

0
D — pocetna koncentracija leka u donorskom delu u trenutku t = 0,

0
R — pocetna koncentracija leka u receptorskom delu u trenutku = 0,

Jednacina (1.15) pokazuje da se koeficijent difuzije moze odrediti pracenjem
promene koncentracije komponente A sa vremenom, u segmentima celije sa
dijafragmom. Ovako odreden koeficijent difuzije predstavlja efektivni koeficijent
difuzije (Desr), koji je vezan za tatno odredenu celiju sa dijafragmom. Dve
aproksimacije koje su primenjene da bi se dobila jednadina (1.15) mogu dovesti u
pitanje tacnost izracunate vrednosti efektivnog koeficijenta difuzije. Ipak, literaturni
podaci govore da se vrednosti koeficijenata difuzije dobijene na ovaj nacin ne razlikuju

mnogo od onih odredenih drugim metodama (Liebenberg i sar. 2004, Pjanovi¢ 2010).
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2. Ciljevi rada

Predmet predlozene doktorske disertacije je ispitivanje difuzije polifenolnih
jedinjenja iz razli¢itih mikroc¢esti¢nih sitema. U ovom radu ¢e vodeni ekstrakti majcine
dusice biti inkapsulirani u mikrocestice na bazi: (1) hidrogelova, kao §to su alginat 1
hitozan i (2) fosfolipida. Antioksidansi, posebno polifenoli, imaju niz pozitivnih efekata
na ljudsko zdravlje, te je sve veéa potreba za prirodnim izvorima antioksSidanasa.
Polifenoli se nalaze u ¢okoladi, vinu, pivu, vocu, ali se u organizam unose najvise
konzumacijom ¢aja. Medutim, polifenoli imaju neprijatan, gorak ukus, te se kroz hranu
i pi¢e ne unose u dovoljnim koli¢inama. Inkapsulacijom se maskira ukus polifenola i
istovremeno se oni prevode iz te¢nih ekstrakata u ¢vrste formulacije, koje se onda mogu
koristiti kao aditivi u prehrambenim proizvodima. Od posebnog je interesa dobiti
formulacije koje sadrze smeSe polifenola upravo takvog sastava kakvog su biljni
ekstrakti, jer se odredeni pozitivni efekti na ljudsko zdravlje mogu posti¢i samo
sinergistickim dejstvom polifenolnih jedinjenja. Generalno, inkapsulacija predstavlja
proces obavijanja neke supstance zaStitnim omota¢em ili njeno smeStanje unutar

strukture odredenog nosaca.

Osnovni cilj ove disertacije je da se utvrdi u kojoj meri inkapsulacija polifenola
usporava prenos mase. Potrebno je odrediti otpore prenosu mase koji se javljaju zvog
prisustva membrane, odn. nosaca pri otpustanju polifenola iz mikrocestica u vodeni
medijum. Hidrogel mikrocestice (alginat, alginat-hitozan i alginat-inulin) ¢e biti
dobijene metodom elekstrostati¢ke ekstruzije, koja omogucuje kontrolisanu proizvodnju
mikrocestica zeljenih dimenzija. Za dobijanje lipozoma ¢e biti kori§¢ena prolipozomna
metoda, koja je jednostavna i brza, te posebno pogodna za primenu u prehrambenoj i
farmaceutskoj tehnologiji. Dobijene mikrocestice sa inkapsuliranim ekstraktima c¢aja ce
biti ispitane sa aspekta stepena inakpsulacije, veli¢ine i uniformnosti cestica,
morfoloskih karakteristika, i interakcija koje se javljaju izmedu aktivnih komponenata
ekstrakata i nosaca. Franz-ova difuziona celija ¢e biti koriS¢ena za pracenje kinetike
otpustanja polifenola i odredivanje koeficijenata difuzije i otpora koji se javljaju pri
difuziji kroz matricu gela, odn. kroz fosfolipidnu mebranu. Takode, bitan parametar za
opravdanost inkapsulacije je i antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja. Tako je

jedan od ciljeva rada utvrdivanje oCuvanosti antioksidativne aktivnosti polifenola pri

60



Doktorska disertacija Radoslava N. Pravilovié

inkapsulaciji. Da bi se dobile mikrocestice koje su stabilne u duzem vremenskom
periodu potrebno je optimizovati proces susenja. U tu svrhu ¢e posebno biti ispitano
koliko punioci (inulin i saharoza) uti¢u na promene u morfologiji Cestica pri susenju (na

vazduhu i pri liofilizaciji).

Poseban deo rada ¢e biti posvecen uticaju sastava membrane lipozoma na brzinu
oslobadanja inkapsuliranih polifenola. Bi¢e ispitana moguénost modifikovanja
membrane razliitim povrSinski aktivnim marterijama, kao Sto su: Tween 20, Tween 60,
Span 20 i Span 40, u cilju postizanja kontrolisanog otpustanja polifenola. Konacno, cilj
rada je uporediti razli¢ite mikrocesticne sisteme sa inkapsuliranim polifenolima i

odabrati optimalne formulacije koje omogucavaju produzeno otpustanje polifenola.
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3. Eksperimentalna ispitivanja

3.1. Materijali

Kao izvor polifenola kori$¢ena je sledece biljka maj¢ina dusica (Thymus serpyllum
L.) od koje je pripremljen ¢ajni ekstrakt. Biljka maj¢ina duSica je proizvod instituta za
proucavanje lekovitog bilja ,,Dr. Josif Panci¢”, (Beograd, Srbija). Za inkapsulaciju
polifenola koris¢en je natrijumalginat male viskoznosti Protanal LF 20/40 (FMC
BioPolymer, Norve§ska) molske mase 60000 kDa. Folin-Ciocalteau reagens, 2,2’-
azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-katjona), 6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilne kiseline (Trolox) i gvozde(lll)-tripiridiltriazina
(Fe**- TPTZ) su kupljeni od kompanije Sigma Aldrich (St. Louis, MA, SAD). Metanol
(HPLC cistoc¢e) je nabavljen od kompanije J.T.Baker (Deventer, Holandija). Galna
kiselina, ruzmarinska kiselina, kalijum-sulfat (K;SO,), kao i kalcijumhlorid-dihidrat
(CaCl, x 2H,0) (rastvor za prikupljanje Cestica) su dobijeni od kompanije Sigma-
Aldrich (Steinheim, Nemacka). Mravlja kiselina, kalijumperoksi-disulfat (K;S,0s),
natrijum-karbonat  (Na,COg3), gvozde(Ill)-hlorid-heksahidrat (FeCl; x 6H,0),
gvodze(Il)-sulfat-heptahidrat (FeSO, X 7H,0), hlorovodoni¢na kiselina (HCI),
askorbinska kiselina i natrijum-citrat su analiti¢ke Cisto¢e i dobijeni od kompanije
Kemika (Zagreb, Hrvatska). Hitozan (Acros Organics, New Jersey, SAD) je koris¢en za
oblaganje alginatnih Cestica, a kao punilac je upotrebljen inulin (Kemika, Zagreb,
Hrvatska). Za pripremu lipozoma upotrebljen je Phospholipon 90 G (Phospholipid
GmbH) koji predstavlja preciséeni fosfatidilholin (min 94,0% mas), sa niskim

sadrzajem lizofosfatidilholina (max 4,0% mas) i tokoferola (max 0,3% mas).

3.2. Priprema ekstrakta caja

Ekstrakcija polifenola vrSena je iz usitnjenog ¢aja klju€alom destilovanom vodom
(10 g ¢aja, 200 ml destilovane vode) u trajanju od 30 minuta uz povremeno mesanje
staklenim Stapi¢em. Nakon filtracije kroz pamucnu gazu dobijen je Cajni ekstrakt u

kome je odreden sadrzaj polifenola.
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3.3. Odredivanje ukupnih polifenola — FC metoda

Koncentracija polifenola se moze odrediti na razli¢ite nacine, ali je najée$¢i nacin
UV/VIS spektrofotometrija (slika 3.1), a najpouzdanija metoda Folin-Ciocalteau-ova.
Metoda se zasniva na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim
redukujuc¢im reagensom (fenoli). Folin-Ciocalteau reagens je smesa fosfovolframove i
fosfomolibden kiseline, koji reaguje s fenoksid jonom iz uzorka, prilikom cega se
fenoksid-jon oksiduje, a Folin-Ciocalteau reagens redukuje do plavo obojenih
volframovog i molibdenovog oksida (Singleton i sar. 1999a, Singleton i sar. 1999b).
Nakon dva sata reakcije u kojoj svi fenolni spojevi izreaguju s Folin-Ciocalteau
reagensom, spektrofotometrijski se odredi intenzitet nastalog plavog obojenja na 765
nm (Ough i Amerine, 1988). Ocitavanje apsorbance proporcionalno je intenzitetu

razvijene plave boje i koncentraciji antioksidansa.

Slika 3.1. UV spektrofotometar

Primena ove metode zahteva prethodno odredivanje bazdarnog dijagrama koji je
karakteristican za odredenu talasnu duzinu i reagense koji se koriste. Bazdarni dijagram
predstavlja zavisnost apsorbance (A) od koncentracije polifenola (C). Rezultati se
izrazavaju kao mg ekvivalenata galne kiseline (GAE)/g uzorka (Singleton i Rossi,
1965).

Spektrofotometrijska merenja vrSena su na talasnoj duzini od 765 nm, upotrebom
kiveta od kvarcnog stakla, a za izradu bazdarnog dijagrama, kao standardna supstanca,

koriS¢ena je galna kiselina.

U cilju izrade bazdarnog dijagrama, pripremljen je standardni rastvor galne Kiseline
u etanolu, koncentracije 500 mg/l. Ovaj rastvor je razblaZzen i pripremljeno je Cetiri

rastvora galne kiseline koncentracija: 50, 100, 150 i 250 mg/I .
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Po 0.5 ml svakog od pet uzoraka galne kiseline razblazeno je sa 30 ml destilovane
vode, 2.5 ml Folin-Ciocalteau reagensa (razblazenog destilovanom vodom u odnosu
1:2) i 7.5 ml 20%-tnog rastvora natrijum-karbonata. Sadrzaj je dobro izmeSan i zatim
dopunjen destilovanom vodom do 50 ml. Epruvete sa uzorcima su ¢uvane na sobnoj
temperaturi tokom 2 sata, a zatim je merena apsorbanca svakog od njih. Apsorbanca je
merena na UV spektrofotometru (UV/VIS Scanning Models / UV - 3100 (PC), China).
Za svaku koncentraciju galne kiseline napravljene su po dve probe. VrSena su merenja
apsorbance za obe probe i izraCunata je srednja vrednost, koja je koriS¢ena za kona¢no

odredivanje bazdarne krive.

3.4. Odredivanje udela pojedina¢nih polifenola — HPLC analiza

Razvijena je metoda koja je pomocu gradijentne eluacije rastvaraca omogucila
dobru separaciju i kvantifikaciju polifenolnih spojeva prisutnih u ispitivanim uzorcima
(Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sar. 2011). Jedan od najzastupljenijih polifenolnih jedinjenja je
ruzmarinska kiselina. Ruzmarinska kiselina poseduje $irok spektar bioloskih aktivnosti i
poznata je kao antioksidans. Koncentracija ruzmarinske kiseline je odredena u ekstraktu
maj¢ine duSice i u Cesticama koje sadrze polifenolna jedinjenja. Ekstrakti su pre
injektiranja profiltrirani kroz celulozno-acetatne mikrofiltere veli¢ine pora 0.45 um
(Nylon Membranes, Supelco, Bellefonte, USA). U hromatografski sastav injektirano je
20 ul tako profiltriranog ekstrakta, pa je sprovedena analiza prema dole navedenim

uslovima (tabela 3.1).
Hromatografski uslovi:

Hromatografska kolona: Gemini NX-C18 (250 x 4,6 mm, 5um)

Mobilna faza: A — acetonitril : mravlja kiselina = 97% : 3%
B - voda : mravlja kiselina = 97% : 3%

Protok: 0.9 ml/min

Eluiranje: gradijentno

Detekcija: UV-Vis Diode Array (A=278 nm)

Temperatura kolone: sobna

Vreme trajanja analize: 30 min
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Tabela 3.1. Gradijent rastvaraca za HPLC analizu spojeva prisutnih u ekstraktima

t [min] Rastvara¢ A [%] Rastvara¢ B [%] Protok [ml/min]
0 10 90 0.9
20 40 60 0.9
30 70 30 0.9

Izdvojeni spojevi detektovani su pomocu Diode Array Detector-a pri talasnim
duzinama od 190 do 400 nm, uz rezoluciju od 1.2 nm. Hromatogrami su snimljeni na
talasnoj duzini od 278 nm. Prikupljanje i obrada podataka dobijenih HPLC analizom
omogucena je primenom posebnog raunarskog programa Chem32 Chromatography
Workstation. Ruzmarinska kiselina je identifikovana poredenjem vremena zadrzavanja
(Rt) izdvojenih pikova na hromatogramima s vremenima zadrzavanja odgovarajucih
standarda. Kvantitativna determinacija spojeva omogucena je koris¢enjem jednacdina

bazdarnih pravaca pojedinih standarda. Sve analize su ponovljene po tri puta.

3.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti —- ABTS metoda

Ova metoda se zasniva na ,,gaSenju‘ plavo-zelenog radikal-katjona 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal katjon), koji se formira
hemijskom ili enzimskom oksidacijom rastvora ABTS-a nekoliko sati pre analize (slika
3.2). Za oksidaciju rastvora ABTS-a koriséen je rastvor kalijum-persulfata, pri ¢emu je
maksimum apsorbance dostignut na talasnim duzinama od 645 nm, 734 nm ili 815 nm.
Dodatak antioksidansa rezultuje oksidacijom prethodno proizvedenog ABTS radikala,
§to uveliko zavisi od antioksidativne aktivnosti ispitivanog antioksidansa, njegove
koncentracije i trajanja reakcije. Stoga se udeo ABTS-a radikala koji ,,gase razli€iti
antioksidansi izrazava kao funkcija koncentracije 1 vremena, 1 meri pracenjem
apsorbance ABTS radikala, pa se uporeduje sa smanjenjem apsorbance koju uzrokuje
dodatak odredene koli¢ine 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhnroman-2-karboksilne kiseline

(Trolox), analoga vitamina E koji se rastvara u vodi pri istim uslovima.

Za izradu bazdarne krive pripremljen je osnovni rastvor Trolox-a (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilhroman-2-askorbinska kiselina), koncentracije 1 mM u etanolu
(0.0125 g Trolox-a rastvoriti u 50 ml ¢istog etanola). Iz tako pripremljenog rastvora su
napravljeni razblazeni rastvori Troloxa, koncentracija 0.2 mM, 0.4 mM, 0.6 mM i 0.8
mM.
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Prvo je odredena apsorbanca slepe probe, tj. A (20 ul vode i 2 ml rastvora ABTS
radikala) na 734 nm. Zatim su odredene A prethodno pripremljenih razblaZenja rastvora
Troloxa. Uzimano je 20 pl svake koncentracije Trolox-a i u kiveti je pomeSano sa 2 ml

rastvora ABTS radikala. Nakon §to reakcija odstoji 6 minuta, merena je apsorbanca na

734 nm (Re 1999).
E kalijum-sulfat i
|

_/ -
ABTS " slobodni radikal-katjon
‘ __________
‘#USFH—N—{E = ! lle_ 0S8 s S0, i
Na kﬂyj:j/ ! |i U"\?_N_"‘__(P':@/ }
Trolox

Slika 3.2. Formiranje ABTS radikal katjona

Na osnovu izmerenih vrednosti nacrtana je bazdarna kriva: na apscisu su nanete
vrednosti koncentracije Trolox-a (mM), a na ordinatu vrednosti izmerene apsorbance na
734 nm. Vrednosti AA se dobijaju oduzimanjem apsorbance svakog pojedinog uzorka

od apsorbance slepe probe.

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti uzoraka pripremi se rastvor ABTS
radikala, tako S$to je pomeSano 88 ul rastvora kalijum-peroksodisulfata (0.378448 ¢
kalijum-peroksodisulfata u 10 ml destilovane vode) sa rastvorom ABTS reagensa
(0.019204 g ABTS reagensa u 5 ml destilovane vode). S obzirom da ABTS i kalijum-
peroksodisulfat reaguju u stehiometrijskom odnosu 1:0.5 neée do¢i do potpune
oksidacije, pa je stoga potrebno pripremljen rastvor umotati aluminijumskom folijom i
ostaviti da odstoji preko no¢i (min. 12-16 h) na sobnoj temperaturi. Na dan analize
rastvor se razredi etanolom (96 %-tnim) do konacne koncentracije ABTS radikala od
1%, tako da apsorbanca tog rastvora iznosi 0.70 £ 0.02 (0.680<A<0.720).

Alikvot od 20 pl uzorka (razblazenog sa vodom u odnosu 1:10; tj.100 uL uzorka u
900 pL vode) se pomesa sa 2 ml rastvora ABTS reagensa u kiveti i nakon 6 minuta se
izmeri apsorbanca na 734 nm. Dolazi do obezbojavanja ABTS reagensa, usled reakcije
polifenola sa ABTS radikalom, tj. usled oksidacije polifenola. Sto je sadrzaj polifenola

u uzorku veci, i obezbojenje ABTS reagensa je intenzivnije. Rezultati se izrazavaju kao
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mM ekvivalenta Troloxa, upotrebom bazdarne krive. Svaki uzorak pripremljen je u tri

paralelne probe, a rezultat je izraZzen kao srednja vrednost dobijenih rezultata.

3.6. Odredivanje antioksidativne aktivnosti - FRAP metoda

Metoda se zasnhiva na redukciji bezbojnog kompleksa gvozde(lll)-tripiridiltriazina
(Fe**- TPTZ) u fero formu (Fe?") intenzivne plave boje (slika 3.3) (Benzie i Strain,
1996). Antioksidativni kapacitet ispitivanih uzoraka odreduje se spektrofotometrijski
merenjem apsorbance pri talasnoj duzini od 593 nm. FRAP reagens se dobija meSanjem
300 mM acetatnog pufera, 10 mM TPTZ i 20 mM FeCl3x6H,0 u odnosu 10:1:1. Zatim
se uzorku od 200 pL doda 3.8 mL FRAP reagensa. Posle 4 min se meri apsorbanca
plavo obojenog kompleksa. Standardna kriva se dobija koriS¢enjem razliitih
koncentracija jona Fe?* (100-1200 pM). Za izradunavanje koncentracije (u mM
gvozde(ll)-sulfat-heptahidrata) prema bazdarnom pravcu, potrebno je oduzeti
apsorbancu slepe probe od apsorbance uzorka te tako dobijenu razliku apsorbanci
koristiti za preracunavanje (Benzie i Strain, 1996). Svaki uzorak pripremljen je u tri
paralelne probe, a rezultat je izrazen kao srednja vrednost dobijenih rezultata. Rezultati

se u ovom istrazivanju izraZzavaju kao mmol Fe (II)/g uzorka.

Slika 3.3. Redukcija bezbojnog kompleksa u fero formu plave boje
3.7. Metode pripreme i karaterizacije alginatnih Cestica

3.7.1. Pripremanje rastvora alginata i rastvora kalcijum-hlorida

Za dobijanje alginatnih Cestica je koriS¢en rastvor alginata niske viskoznosti.
Rastvor alginata je napravljen rastvaranjem praha natrijum-alginata, Protanal LF 20/40
molarne mase 60000 kDa, u ekstraktu ¢aja, u odgovarajuéem masenom odnosu, tako da
je dobijeno 100 ml rastvora koncentracije 1.5%. Rastvor alginata je rastvaran na sobnoj

temperaturi u toku 24 Casa, nakon ¢ega je koriS¢en u eksperimentima.
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Za pripremanje rastvora za prikupljanje Cestica je koriséen kalcijum-hlorid-dihidrat.
Rastvoreno je 0.32 g kalcijum-hlorida-dihidrata u 19.7 ml cajnog ekstrakta, ¢ime je

dobijeno 20 ml 1.5% rastvora kalcijum-hlorida.

3.7.2. Formiranje Cestica

Uzorak od 5 ml rastvora natrijum-alginata u ¢ajnom ekstraktu je prebacen u plasti¢ni
Spric od 10 ml, i istiskivan kroz iglu infuzionom pumpom (Razel, Scientific
Instruments, Stamford, CT) stalnim zapreminskim protokom. Iz generatora visokog
napona (Model 30R, Bertan Associates, Inc., New York) izvedena je pozitivna
elektroda i povezana sa iglom, a u rastvor kalcijum-hlorida uronjena je uzemljena
elektroda. Na ovaj nacin se izmedu vrha igle i gornjeg nivoa rastvora kalcijum-hlorida
stvara odredeno elektri¢no polje, pa se tecnost koja je potiskivana pumpom kroz Spric
do vrha igle otkidala od nje u obliku mlaza sitnih naelektrisanih kapljica pod dejstvom
gravitacione i elektrostaticke sile. Kapi su sakupljane u rastvoru kalcijum-hlorida
(rastvor za geliranje) meSanim magnetnom meSalicom, pri ¢emu je dolazilo do
o¢vrséavanja kapi u Cestice sfernog oblika (slika 3.4). Kada je proces stvaranja Cestica
zavrsen, iskljuCen je generator napona i Cestice su ostavljene da stoje u rastvoru

kalcijum-hlorida sat vremena (Manojlovi¢ i sar. 2006).

Pri eksperimentalnom ispitivanju elektrostaticke ekstruzije koriS¢eni su sledeci

procesni parametari:
e napon: 6.4 kV;
e rastojanje izmedu elektroda: 2.3 cm;
e iglaod 23 G (unutrasnji precnik 1/2°’)

Nakon isteka jednog sata formirane Cestice su izdvojene iz rastvora kalcijum-hlorida
filtriranjem 1 izmerene na analitickoj vagi. Ovako dobijene alginatne Cestice sadrzale su

polifenole iz ekstrakta ¢aja.
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Naralginat + ekstrakt aja
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MikroCestice sa
inkapsuliranim

1§ V34 polifenolima
% 0
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Generator visokog
napona

Slika 3.4. Sematski prikaz eksperimentalne aparature za izvodenje

elektrostati¢ke ekstruzije

Alginatne cestice sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja. Uzorak od 5 ml rastvora
Na-alginata u ekstraktu ¢aja uzima se u Spric, i istiskuje kroz iglu infuzionom pumpom.
Kapljice se prikupljaju u 20 ml rastvora kalcijum-hlorida. Kada se proces dobijanja
Cestica zavrs$i, nastavi se sa meSanjem dobijenih Cestica u rastvoru kalcijum-hlorida jos

sat vremena.

Alginatne Cestice. Dobijaju se na isti nacin kao i alginatne Cestice sa inkapsuliranim
ekstraktom ¢aja, s tim Sto se natrijum-alginat i kalcijum-hlorid ne rastvaraju u ekstraktu

¢aja, ve¢ u istoj zapremini destilovane vode.

Cestice alginat-hitozan sa inkapsuliranim ekstraktom &aja. Cestice su dobijene
dodavanjem hitozana u rastvor za geliranje, kao supstance koja formira zaStitnu
membranu oko alginatne Cestice. 0.40 g askorbinske kiseline (regulator kiselosti)
rastvoreno je u 20 ml ekstrakta caja, zatim je dodato 0.10 g hitozana, meSano, i na kraju
0.40 g kalcijum-hlorida. Rastvor Na-alginata je dobijen na veé opisani na¢in. Cestice sa

hitozanom moraju da odstoje 24h pre nastavka eksperimenta.
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Cestice alginat-inulin i alginat-saharoza sa inkapsuliranim ekstraktom ¢&aja.
Rastvor Na-alginata pripremljen je od 0.30 g alginata, koji je umesan u 20 ml ekstrakta
Caja, a zatim je dodat 1.0 g inulina ili 1.0 g saharoze. Rastvor za geliranje (CaCl;, u

ekstraktu ¢aja) je napravljen na ve¢ opisani nacin.

Suve alginatne estice. Alginatne Cestica sa inkapsuliranim ekstraktom caja, kao i
alginat —inulin i alginat-saharoza Cestice su dobijene suSenjem odgovarajucih hidrogel

¢estica u susnici na 50 °C tokom 24 Casa.

3.7.3. Liofilizacija alginatnih Cestica

U cilju dobijanja liofilizovanih alginatnih ¢estica, hidrogel ¢estice su zamrznute na -
80 °C jedan sat pre pocetka procesa liofilizacije. Proces je trajao 24 ¢asa na temperaturi
od -50 °C i pritisku od 1.1 Pa (GAMMA Martin Christ, GmbH, Osterode am Harz,

Germany).

3.7.4. Ispitivanje veli¢ine alginatnih Cestica

U cilju odredivanja veli¢ine alginatnih Cestica 1 raspodele njihovih veli¢ina, vr§eno
je snimanje Cestica opti¢kim mikroskopom (Carlzeiss Jena). Uzimani su uzorci od 30-
tak Cestica i1z svakog eksperimenta 1 mereni su im precnici. O¢ekivana je veli¢ina od

nekoliko stotina mikrona.

3.7.5. Snimanje uzoraka pomocu skenirajuceg elektronskog mikroskopa (SEM)

Povrsinska morfologija Cestica, a potom i liofilizovanih alginatnih Cestica je ispitana

koris¢enjem skenirajuceg elektronskog mikroskopa (SEM, model Jeol JSM 6460LV).

SEM analiza alginantih Cestica

Uzorci su pazljivo liofilizovani do tacke u kojoj su Cestice uglavnom u svom
prvobitnom obliku i dehidrovane dovoljno da budu ispitane pomo¢u SEM-a. Zatim se
Cestice prenose na drza¢ uzorka i njihova povrSina presvlac¢i zlatom do debljine od

otprilike 30 nm, koriste¢i uredaj za "presvlacenje”, Baltec SCD 005.

3.7.6. FTIR analiza (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

Transmisioni spektri pripremljenih alginatnih cestica su snimljeni na FTIR

spektrofotometru (BOMEM, Hartmann & Braun), koriste¢i metodu KBr diska. Uzorci
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alginatnih mikrocestica su osuseni u vakuum desikatoru, pomesani sa KBr prahom i
kompresovani u disk koriste¢i ru¢nu presu za tablete. Disk je zatim smeSten u drzac

uzorka i skeniran od 4000 do 450 cm™, sa rezolucijom od 4 cm™.

3.7.7. Termicka analiza alginata

Uzorak Ca-alginata za termalnu analizu je pripremljen na slede¢i nacin. Na- alginat
je rastvoren u destilovanoj vodi, tako da se dobije rastvor koncentracije 1.5 mas.%.
Elektrostickom ekstruzijom su dobijene mikrocestice koje su ostavljene 1 h u rastvoru
CaCl; da potpuno izgeliraju. Zatim su izvadene iz rastvora CaCl, i filtrirane pod blagim
vakuumom, a onda stavljene u susnicu (Sterimatic ST-11, Instrumentaria, Zagreb) na

120 °C. SuSenje je trajalo oko 3 h kako bi se sa sigurnoS¢u uklonila sva koli¢ina vode.

Cestice alginata su analizirane dvema termoanaliti¢kim tehnikama: diferencijalno
skeniraju¢om kalorimetrijom (DCS) i termogravimetrijskom analizom (TGA). DSC
tehnikom se meri oslobadanje toplote (izrazene preko razlike toplotnih flukseva uzorka i
referentne supstancije) kao funkcija vremena/temperature, dok se TGA tehnikom meri
promena mase uzorka sa promenom temperature. Termi¢ko ponaSanje Cestica je
ispitivano primenjujuci paralelnu DSC-TGA tehniku na TA instrumentu SDT Q-600
(New Castle, Delaware, US). Jedan tipi¢an DSC-TGA instrument prikazan je na slici
3.5.

Uzorci mase oko 20 mg su postepeno zagrevani u standardnoj aluminijumskoj
posudi. Sva merenja su vriena u atmosferi vazduha brzine strujanja 0.1 dm*min, pri
brzini zagrevanja od 10 °C/min. Eksperimenti su ponovljeni nekoliko puta da bi se

potvrdila ponovljivost i preciznost rezultata.

Slika 3.5. DSC-TGA uredaj: Sema spoljasnjosti uredaja
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3.7.8. Termicka analiza Cestica

Alginatne Cestice sa inkapsuliranom polifenolnim jedinjenjima su filtrirane pod
blagim vakuumom, a zatim ostavliene da 2h odstoje u atmosferi zasi¢enog
kalijjumsulfata (relativne vlaznosti 97 %). Pokazalo se da nakon dva sata pod uslovima
velike vlaznosti, gubitak mase alginatnih cCestica usled procesa suSenja postaje
zanemarljiv. Takode je wutvrdeno da ovaj korak pre TG merenja doprinosi

reproduktivnosti rezultata termalne analize.

Pripremljeni uzroci su zatim analizirani DSC-TGA metodom, na isti nacin kao $to

su analizirane i prazne alginatne Cestice (kao $to je opisano u poglavlju 3.10.4).

3.7.9. Odredivanje stepena inkapsulacije polifenola u alginatne Cestice

Efikasnost inkapsulacije polifenola se racuna kao odnos koli¢ina polifenola
inkapsuliranih u mikrocestice (m) i koli¢ine ukupnih polifenola potrosenih za pripremu

mikrocestica (M), kao §to je prikazano u formuli (3.1):

EE% =" .100 (3.1)
muk

Koli¢ina polifenolnih jedinjenja u mikrocesticama je merena nakon hemijskog
rastvaranja mikroCestica u rastvoru Na-citrata (2 mas%). SveZe mikrocestice se
homogenizuju sa Na-citratom (u masenom odnosu 1:5) 15 min energi¢nim meSanjem,
koriste¢i Vortex (EV-102 Tehtnica Zelezniki, Slovenija), kako bi se hemijski rastvorile.
Polifenolno-citratni  rastvor se analizira na sadrzaj ukupnih polifenola
spektrofotometrijski, koriste¢i Folin-Ciolcateau metodu, prema proceduri opisanoj u
poglavlju 3.3. Takode, rastvor razbijenih Cestica koris¢en je i za HPLC analizu
pojedina¢nih polifenolnih spojeva, kako bi se omoguéilo poredenje pojedinih
polifenolnih spojeva u svakom biljnom ekstraktu pre i nakon inkapsulacije.

3.7.10. Difuzioni eksperimenti

Pocetni difuzioni eksperimenti su izvedeni sa alginatnim ¢esticama i modifikovanim
alginatnim Cesticama (alginat-hitozan i alginat-inulin) u sudu sa destilovanom vodom.
Alginatne Cestice su izdvojene iz rastvora za geliranje i osuSene pri kontrolisanim
uslovima u vakuumu na 37 °C. U njima se nalaze inkapsulirani polifenoli i njihova masa

je iznosila 3.407g. Ove cCestice su potopljene u sud u kome se nalazi 50 ml destilovane
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vode. Nakon 30 sekundi od potapanja iz suda se uzima 2 ml uzorka. Uzorci se dalje
uzimaju nakon 1 minuta, 2 minuta, 5 minuta, 10 minuta, 15 minuta, 20 minuta i
poslednji, nakon pola sata. Ovi uzorci se dalje koriste za odredivanje kinetike otpusStanja

polifenola iz alginatnih Cestica.

Slika 3.6. Franz-ova staticka difuziona ¢elija

Kod difuzionih eksperimenata kod kojih se lipozomi koriste kao nosaci, kao
eksperimentalni sistem je kori§¢ena standardna Franz—ova difuziona celija (slika 3.6).
Koris¢ena c¢elija ima efektivnu povrSinu za difuziju od 4.91 cm? i zapreminu
receptorskog dela od 20 ml. Membrana koja je upotrebljena je sinteti¢ka, na bazi
celuloznog acetata, sa prose¢nom veli¢inom pora od 0.20 um. Za receptorski rastvor je
odabrana destilovana voda. Eksperimenti su izvodeni na sobnoj temperaturi uz stalno

mesSanje na magnetnoj mesalici (700 o/min).

Pre pocetka eksperimenta izvrSeno je termostatiranje Franz-ove difuzione ¢elije.
Prilikom termostatiranja donorski i receptorski deo su ispunjeni destilovanom vodom,
koja je tokom daljeg toka eksperimenta kori§¢ena kao receptorski rastvor. Celija je
termostatirana na sobnoj temperaturi (25°C), pri ¢emu je receptorski rastvor meSan na

magnetnoj mesalici na 700 o/min. Proces termostatiranja je trajao 30 min.

Zatim su uradeni i eksperimenti sa standardnom Franz—ovom difuzionom c¢elijom i
alginatnim Cesticama, kako bi se mogla uporediti brzina otpuStanja polifenolnih

jedinjenja iz Cestica i lipozomne disperzije.
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Difuzija polifenola iz Cajnog ekstrakta

Prvi difuzioni eksperiment u Franz-ovoj ¢eliji bio je difuzija polifenola iz ¢ajnog
ekstrakta majéine duSice. Eksperiment je trajao 3 h, a uzorci su uzimani u intervalima
od 15 min tokom prva dva sata, a zatim u intervalima od 30 min.

Pre pocetka eksperimenta izvrSeno je termostatiranje Franz-ove difuzione ¢elije.

Nakon termostatiranja u donorski deo c¢elije uneto je 2.081 g cajnog ekstrakta. U
odredenim vremenskim intervalima iz receptorskog dela je uziman uzorak zapremine

0.5 ml. Nakon uzimanja uzorka, 0.5 ml sveZeg receptorskog rastvora je vra¢ano u celiju.

Koncentracija polifenola u uzetim uzorcima, kao i u ekstraktu Caja, odredena je

spektrofotometrijski.

Difuzija polifenola iz alginatnih Cestica

Slede¢i difuzioni eksperiment bio je difuzija polifenola iz alginatnih Cestica, kao i
modifikovanih alginatnih Cestica sa inkapsuliranim ekstraktom caja. Eksperiment je
trajao 6 h, a uzorci su uzimani u intervalima od 5, 10, 15 min tokom prva dva sata, a
zatim u intervalima od 30 min. U donorski deo ¢elije uneto je 2.1505 g Cestica alginata,
alginat-hitozan i alginat-inulin ¢estica, respektivno. U odredenim vremenskim
intervalima iz receptorskog dela je uziman uzorak zapremine 0.5 ml. Nakon uzimanja
uzorka, 0.5 ml svezeg receptorskog rastvora je vra¢ano u celiju. Koncentracija
polifenola u uzetim uzorcima odredena je spektrofotometrijski. Svi difuzioni
eksperimenti su radeni dva puta, kako bi se proverila reproduktivnost rezultata. Srednje
vrednosti koncentracija polifenola, odredene na osnovu difuzionih eksperimenata,

koriS¢ene su u svim proracunima.
3.8. Metode pripreme i karaterizacije fosfolipidnih ¢estica

3.8.1. Priprema lipozoma

Lipozomi su pripremljeni prolipozomnom metodom (Perrett i sar. 1991). Kod ove
metode je kao rastvarac fosfolipida koriS¢ena smeSa vode i etanola, a u lipozome je

inkapsuliran ekstrakt ¢aja maj¢ine duSice.

Za pripremu lipozoma upotrebljen je Phospholipon 90 G (Phospholipid GmbH) koji

predstavlja preciséeni fosfatidilholin (min 94.0% mas), sa niskim sadrzajem
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lizofosfatidilholina (max 4.0% mas) i tokoferola (max 0.3% mas). Fosfatidilholin je
stabilisan sa 0.1% mas. askorbilpalmitata, da bi se sprecila oksidacija, buduéi da je re¢ o

nezasi¢enim fosfolipidima.

Priprema konvencionalnih lipozoma

Konvencionalni lipozomi su dobijeni tako $to je najpre u 0.5 g fosfolipida dodato
0.5 getanolai 1 g vode. Smesa je homogenizovana na magnetnoj mesalici na 700 o/min
1 temperaturi od 60°C. Nakon ovog stupnja smesa se mora ohladiti do sobne
temperature, a zatim sledi lagano ukapavanje 10 g Cajnog ekstrakta, uz istovremeno
mesanje na 700 o/min. Kada se doda sav ¢aj, smesa se ostavi na mesalici jo$ 15 minuta,

pri ¢emu brzina meSanja ostaje nepromenjena.

Priprema modifikovanih lipozoma

Postupak pripreme modifikovanih lipozoma je isti kao postupak dobijanja
konvencionalnih lipozoma, osim §to se smesi fosfolipida, etanola i vode, dodaje i
odredena koli¢ina odgovarajuceg polisorbata. Za pripremu 20 g lipozoma, potrebno je
0.89 g fosfolipida, 0.17g Span 20, Span 40, Tween 40 ili Tween 60, 1 g vode i 2 g

etanola. Koli¢ina ¢ajnog ekstrakta koja se dodaje u ovom slucaju je 20 g.

3.8.2. Liofilizacija lipozomnih disperzija

Liofilizacija lipozomnih disperzija je izvedena u uredaju Beta 1-8 K CHRIST LMC-

2, pri slede¢im radnim uslovima:
- Vreme trajanja procesa: t = 24 h
- Pritisak: p = 0,140 mbar
- Uzorak je zamrznut na: § = -39°C
- Otparavanje vlage je izvrSeno na temperaturi: 6 = 25°

- Temperatura kondenzatora: 6 = -56°C
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3.8.3. Merenje velic¢ine Cestica i zeta potencijala

Veli¢ina lipozoma, indeks polidisperzije (engl. Polydisperzity index, PDI) i
povrsinsko (zeta) naelektrisanje ispitani su metodom laserske difrakcije pomocu uredaja
¢iji se rad zasniva foton-korelacionoj spektroskopiji (slika 3.7) (Zetasizer Nano Series,
Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., Velika Britanija). Ovo je najpouzdanija metoda za
odredivanje raspodele veli¢ina Cestica. Uzorci su razblazeni demineralizovanom vodom
1 analizirani. Na osnovu veli¢ine Cestica moze se zakljuciti i kakva je struktura
lipozoma: unilamelarna ili multilamelarna. Merena su vrSena u triplikatu na sobnoj

temperaturi.

Slika 3.7. Zetasizer Nano ZS

3.8.4. SEM analiza lipozoma

Priprema uzoraka lipozoma

Uzorci iz disperzije lipozoma su poredani na aluminijumskim nosa¢ima prekrivenim
dvostruko lepljivom ugljenikovom trakom, a potom su ostavljeni da se osuse na
vazduhu, dok uzorke liofilizovanih fosfolipida nije bilo potrebno susiti. S obzirom da se
analiza materijala vrSi pod elektronskim snopom, ispitivani materijal mora da bude
provodan, kako ne bi doslo do nagomlavanja naelektrisanja i zagrevanja uzorka. Uzorci
fosfolipida, nisu provodni, pa je neophodno prethodno naparivanje, tj. prekrivanje
tankim slojem (15-25 nm) elektroprovodnog materijala. Kao elektroprovodni materijal

je koriS¢eno zlato.

Snimanje uzoraka

Nakon uparavanja, uzorci su ubaceni u komoru i stavljeni su na sto€i¢, koji se moze
pomerati duz pet osa omogucavaju¢i time posmatranje 1 analiziranje iz razli¢itih
projekcija.Sliku daju sekundarni elekroni koji su dislocirani (izbaCeni) sa povrSine

skeniranog uzorka nakon bombardovanja od strane primarnog elektronskog snopa.
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Sekundarni elektroni dolaze do detektora (pozitivnog naelektrisanja) gde se indukuje
elektrini signal koji se pojacava i digitalizuje. Kao rezultat na ekranu se pojavljuje
topografska slika povrSine ispitivanog objekta.

3.8.5. Difuzioni eksperimenti

Difuzija polifenola iz konvencionalnih lipozoma

Slede¢im difuzionim eksperimentom prac¢ena je difuzija polifenola iz disperzije
nemodifikovanih lipozoma. Lipozomi su pripremljeni prolipozomnom metodom,
postupkom opisanim u odeljku 3.13. Eksperiment je trajao 6 h, a uzorci su uzimani u
intervalima od 15 min tokom prva dva sata, a tokom preostalih 4 h, u intervalima od 30

min.

Postupak termostatiranja i uzimanja uzoraka je isti kao i kod prvog difuzionog
eksperimenta. Jedina razlika je u donorskom rastvoru. Sada je kao donorski rastvor

upotrebljeno 2.107 g disperzije lipozoma.

Koncentracija polifenola je odredena spektrofotometrijski u uzetim uzorcima, kao 1

u ekstraktu ¢aja koji je koriS¢en za pripremu lipozoma.

Difuzija polifenola iz modifikovanih lipozoma

U slede¢im eksperimentima pracena je difuzija polifenola iz disperzije lipozoma
koji su modifikovani polisorbatima (Span-om 20, Span-om 40, Tween-om 20, odnosno
Tween-om 60. Eksperimenti su trajali po 6 h, a uzorci su uzimani u intervalima od 15,

odnosno 30 min.

Postupak termostatiranja i uzimanja uzoraka je isti kao i kod prethodnih difuzionih
eksperimenata, jedino su sada kao donorski rastvori upotrebljene disperzije lipozoma

¢ija je membrana modifikovana (tabela 3.2).

Tabela 3.2. Masa disperzije lipozoma u donorskom delu za razliite vrste Cestica

Vrsta Cestice Masa disperzije u donorskom delu [g]
Lipozomi modifikovani Span-om 20 2.500
Lipozomi modifikovani Span-om 40 2.412
Lipozomi modifikovani Tween-om 20 2.074
Lipozomi modifikovani Tween-om 60 2.100
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Koncentracija polifenola je odredena spektrofotometrijski u svim uzetim uzorcima,
kao 1 u ekstraktima €aja koji su kori§¢eni za pripremu lipozoma modifikovanih Span-om

20, Span-om 40, Tween-om 20, odnosno Tween-om 60.

3.9. Odredivanje koncentracije polifenola u uzorcima

Koncentracija ukupnih polifenola u svim uzorcima odredena je spektrofotometrijski

Folin-Ciocalteau metodom.

0.1 ml uzorka je razblazeno sa 6 ml destilovane vode, nakon ¢ega je dodato 0.5 ml
Folin-Ciocalteau reagensa (razblazenog destilovanom vodom u odnosu 1:2) i 1.5 ml
20%-tnog rastvora natrijum-karbonata. SmeSa je homogenizovana i dopunjena
destilovanom vodom do 10 ml. Nakon 2 h na sobnoj temperaturi odredena je
koncentracija polifenola u uzorcima prema ranije opisanoj metodi. Kao slepa proba

kori$éena je destilovana voda.

Svi difuzioni eksperimenti su radeni dva puta, kako bi se proverila reproduktivnost
rezultata. Srednje vrednosti koncentracija polifenola, odredene na osnovu difuzionih

eksperimenata, koriS¢ene su u svim proracunima.
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Bazdarni dijagrami i rezultati HPLC analize

Jednacina bazdarne prave za odredivanje ukupnih polifenola ima sledec¢i oblik:
A=0.00097-c, gde je A — izmerena vrednost apsorbance na talasnoj duzini od 765 nm, a

¢ — koncentracija rastvora galne kiseline (mg/l).

Jednacina bazdarne prave za ABTS metodu je: y = 0.3115X, gde je x —
koncentracija rastvora Trolox-a (mmol/l), y — izmerene vrednosti apsorbance pri
talasnoj duZzini od 734 nm, dok je jednacina bazdarne prave za FRAP metodu: y =
1,0682:x, gde je x — koncentracija rastvora Fe(ll) (mmol/l), y — izmerene vrednosti

apsorbance pri talasnoj duzini od 593 nm.

U tabeli 4.1. su prikazani ukupni sadrzaj polifenola i sadrzaj ruzmarinske kiseline
inkapsulirani u alginantne cCestice primenom HPLC analize. Od svih polifenolnih
jedinjenja, ruzmarinska kiselina je najzastupljenija u ekstraktu biljke majcine duSice
(Stojanovi¢ 1 sar. 2012, Rusak i sar. 2008) i zato se ovo jedinjenje navodi kao
pokazatelj. Ispitane su i suve forme Cestica, kao i efekat punjenja Cestica inulinom i

saharozom.

U zavisnosti od vrste Cestica, sadrzaj ukupnih polifenola se kretao od 1.7 do 4.1
mg(GAL)/g. Ukupni sadrzaj polifenola, kao 1 sadrzaj ruzmarinske kiseline u hidrogel
Cesticama odgovaraju teorijskim vrednostima. Rezultati takode pokazuju da se posle
suSenja dobijaju oblici Cestica koji su koncentrovaniji. To potvrduju i HPLC analize
sadrzaja ruzmarinske kiseline, koja je iznosila 0.5 mg/g za hidrogel Cestice, a 7.9 mg/g
za liofilizovane Cestice (tabela 4.1). Takode, dodatak inulina ili saharoze kao punioca ne
utiC¢e mnogo na sadrzaj ukupnih polifenola, dobijena je slitna vrednost kao i1 za

alginatne hidrogel Cestice (tabela 4.1).

U ovoj tezi, antioksidativna aktivnost je odredena na dva nacina: pomocéu ABTS
metode i FRAP metode. Prema dobijenim rezultatima (tabela 4.1), antioksidativna
aktivnost liofilizovanih Cestica je 15 puta (ABTS metoda) ili 13 puta (FRAP metoda)
veéa od antioksidativne aktivnosti hidrogel cestica. Ovaj rezultat je u skladu sa
istrazivanjima Cena i sar, koji tvrde da hidrogel &estice napravljene od alginata sa

visokim sadrzajem G-segmenata izrazavaju vecu antioksidativnu aktivnost kada se
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sadrzaj vode smanjuje (tj. suSenjem). Oni, takode, navode da Cestice napravljene od
alginata sa visokim sadrzajem M-segmenata ne pokazuju znacajne promene u
antioksidativnoj aktivnosti posle susenja istih. Prema prethodnim istrazivanjima, alginat
koris¢en u ovom radu ima visok sadrzaj G-segmenata (67%) i GG blokova (55%)
(Manojlovi¢ i sar. 2008).

Kao Sto se moze videti iz tabele 4.1, liofilizovane dcestice pokazuju veéu
antioksidativnu aktivnost od suvih cestica (oko dva puta), bilo da je antioksidativna
aktivnost odredena ABTS ili FRAP metodom, §to ukazuje na to da liofilizacija cuva
antioksidativnost polifenolnih jedinjenja bolje nego proces susenja (Langley-Evans
2000). Visoka temperatura dovodi do degradacije i gubitka polifenolnih jedinjenja, tako
da je susenje zamrzavanjem (liofilizacija) efikasniji proces od klasi¢nog susenja na
povisenoj temperaturi za proizvodnju suvih formi cestica (Katsube i sar. 2009, Fletcher
I sar. 2005).
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Tabela 4.1. Sadrzaj ukupnih polifenola, sadrzaj ruzmarinske kiseline i antioksidativni kapacitet ¢ajnog ekstrakta i alginatnih cestica

(Stojanovi¢ i sar. 2012)

Ukupni Ruzmarinska
) ) o ABTS FRAP
polifenoli kiselina
1 1 pmol Trolox pmol Fe(ll)
mgGAE géestica mg géestica 1 1
Jcestica Jcestica
Ekstrakt Caja 2.01 £0.02° 0.57 +0.08" 8.60 + 0.05° 16.59 + 1.06"
Alginatne Cestice 2.04 £ 0.06 0.49 £0.07 8.02+0.31 6.06 £ 0.36
Suve cCestice 2.52 +£0.09 2.09 £0.03 56.2+9.12 44.06 £ 1.56
Liofilizovane Cestice 4.15+0.13 7.91+0.15 108 £ 11.2 92.80 £ 6.98
Hidrogel cestice  pripremljene
N 1.67 £0.05 0.39+0.02 10.36 £ 0.10 6.48 £0.72
apsorpcijom
Alginatne Cestice sa inulinom 1.75 £ 0.06 0.45+0.03 11.30 £ 0.65 8.34 +0.03
Suve cCestice sa saharozom 2.21+0.08 n.d. 63.99 + 0.35 11.36 £ 0.08

%jedinica je [mgcae mI™]
®jedinica je [mg miI™]
“jedinica je [uMrrolox]
Yjedinica je[tMrez+]
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4.2. Karakterizacija alginatnih Cestica

4.2.1. Odredivanje veli¢ine hidrogel ¢estica opti¢kim mikroskopom

Veli¢ina hidrogel alginatnih Cestica je ispitivana pomocéu optickog mikroskopa.
Uzorci Cestica su slikani i merene su veli¢ine pojedinacnih Cestica u uzorku. Dobijeni su

sledeti rezultati:

| Hidrogel Cestice:

/
A J,’ /
Slika 4.1. Hidrogel Cestice

Srednja veli¢ina hidrogel Cestica iznosila je 651.02 um (slika 4.1).

I1 Hidrogel Cestice sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja:

Slika 4.2. Hidrogel ¢estice sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja
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Srednja veli¢ina hidrogel cCestica sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja iznosila je

725.69 um (slika 4.2).

111 Cestice alginat — hitozan sa inkapsuliranim ekstraktom &aja:

3 866.48 pm wr 4 846.09 pm: ¥
- -

1. 832.76 pm

)

13 772.54 ym :
) } 11, 84065 pim .

Slika 4.3. Cestice alginat — hitozan sa inkapsuliranim ekstraktom &aja

Srednja veli¢ina Cestica alginat — hitozan, sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja iznosila

je 827.25 pm (slika 4.3).
Odredivanjem veli¢ine mikrocCestica, njihovim posmatranjem i slikanjem optickim
mikroskopom, utvrdeno je da su hidrogel mikrocestice najmanjeg prec¢nika. S druge

strane, Cestice alginat — hitozan, sa inkapsuliranim ekstraktom c¢aja imaju najveci

precnik, Sto je 1 bio o€ekivani rezultat.

Tabela 4.2. Velicina cestica i stepen inkapsulacije za razlicite vrste alginantih ¢estica

Vrsta Cestica Velicina Cestica
Alginatne Cestice 727 £16
Suve Cestice 630 + 22
Liofilizovane Cestice 443 + 32
Alginatne Cestice pripremljene apsorpcijom 710 £ 25
Alginatne Cestice sa inulinom 750 £ 13
Suve Cestice sa saharozom 660 + 15

Takode, iz tabele 4.2 se moze videti da liofilizovane Cestice imaju za oko 40 %
manji pre¢nik u odnosu na alginante hidrogel Cestice. Posle termi¢kog suSenja, Cestice
dobro zadrzavaju svoj prvobitni oblik u slu¢aju dodavanja inulina kao punioca (videti

SEM analize), dok se pre¢nik Cestica povecava za 5 % (tabela 4.2). VeliCina alginatnih
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Cestica pripremljenih apsorpcijom je slicna kao i veli¢ina alginatnih Cestica
pripremljenih klasi¢nim ekstruzionim postupkom. Suve cCestice (i alginatne i sa

saharozom) imaju za oko 10% manji precnik od hidrogel Cestica (tabela 4.2).

4.2.2. SEM analiza alginatnih ¢estica

Povrsinska morfologija alginatnih i modifikovanih alginatnih estica je ispitana

koriséenjem skenirajuceg elektronskog mikroskopa sto je prikazano na slici 4.5.

Slika 4.4. SEM mikrograf Ca-alginat Cestica: a) hidrogel ¢estica — veliko uvecanje;

b) hidrogel ¢estica —malo uvecanje; c) Cestice sa inkapsuliranim ekstraktom c¢aja; d)
suSene Cestice sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja — veliko uvecanje; €) susene Cestice sa
inkapsuliranim ekstraktom ¢aja — malo uvecanje; f) liofilisane Cestice sa inkapsuliranim

ekstraktom caja

Alginatne hidrogel cestice sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja, posmatrane golim

okom imaju sferi¢an oblik sa relativno glatkom povrSinom. Rezultati SEM analize
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ukazuju na strukturu péelinjeg saca, sa unutras$njim porama precnika veli¢ine 5-20 pum,
koje su nastale isparavanjem vode (slika 4.4. c). PovrSina alginatnih Cestica sa
inkapsuliranim ekstraktom cCaja se sastoji od sistema tankih brazda. Tokom procesa
suSenja, stvaraju se dodatne pukotine i povrSina postaje jo§ viSe naborana, tako da
izgleda kao da na njoj postoje krateri oiviceni izbocenim zidovima (slike 4.4. d i 4.4. e).
Liofilizacijom cestica moze da dode do urusavanja bo¢nih zidova pora, Sto uzrokuje

smanjenje Cestica, tako da ne izgledaju sferi¢ne (slika 4.4. f).

b)

Slika 4.5. SEM mikrograf susenih Cestica alginat-inulin sa inkapsuliranim

ekstraktom ¢aja: a) malo uvecéanje; b) veliko uvecanje

Inulin se koristi kao punilac i zato kod Cestica alginat-inulin, sa inkapsuliranim
ekstraktom caja, dolazi do zadrzavanja oblika cCestice tokom procesa suSenja i
liofilizacije. Kao $to se vidi sa slike 4.5 ¢estice izgledaju sferi¢no i imaju homogenu

strukturu.

4.2.3. Termicka analiza alginatnih Cestica

TermiCko razlaganje polisaharida ukljucuje razli¢ite faze: desorpciju fizicki
apsorbovane vode, uklanjanje vode (reakcija dehidratacije), depolimerizaciju C-O i C-C
lanaca, koja dovodi do nastajanja jedinjenja: CO, CO; i H,O i formiranje polinuklearne

aromati¢ne i grafitne ugljenikove strukture (Parikh i Madamwar 2006).

Na slici 4.6 prikazane su TGA i DTA krive za prazne alginatne Cestice i alginatne
Cestice sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja u temperaturnom opsegu od 0 do 500 °C
(slika 4.6). Prvi gubitak mase se javlja u opsegu od 50 do 150 °C, §to se na osnovu
termalne analize praznih alginatnih Cestica moze prepisati degradaciji polimerne mreze

(Laurienzo i sar. 2005). Drugi gubitak mase nastaje od temperature 220 °C, pa na dalje i
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predstavlja oslobadanje ekstrakta Caja majCine duSice. UopsSteno, glavni polifenoli
prisutni u hidrofilnim ekstraktima imaju tacke topljenja iznad 200 °C (na primer,
kafeinska kiselina 224 °C, katehin 242 °C, epikatehin 254 °C, apigenin 350 °C) sa
nekoliko izuzetaka (na primer, ruzmarinska kiselina 173 °C, eriocitrin 161-170 °C i neki
fenolni glikozidi 130-240 °C).

100 150 200 250 300 350 400 450 500
T T T T T T T T 0.05

0.04

0.03

Masa [%)]

0.02

. 0A~-1
Brzina promene mase [% C™]

0.01

0 T T T T T T T T T T T T T T T T 0.00
100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temperatura [C]
—— TGA kriva za alginante cestice sa inkapsuliranim - - - -- DTA kriva za alginante cestice sa inkapsuliranim
ekstraktom caja ekstraktom caja
—— TGA kriva za prazne alginante cestice =~ ----- DTA kriva za prazne alginante cestice

Slika 4.6. TGA- DTA termogram za alginatne Cestice
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Slika 4.7. TGA- DTA termogram za suve alginatne Cestice

Oslobadanje komponenti iz majcine duSice se javlja u Sirokom rasponu temperatura
sa neuniformnom brzinom (slike 4.6 i 4.7). Postoji nekoliko DTA maksimuma u ovom
temperaturnom opsegu sa glavnim pikom na oko 190 °C u slu¢aju suSenih Cestica
punjenih saharozom (slika 4.7) i on odgovara tacki topljenja saharoze (Hurtta i sar.
2004). Druga dva maksimuma na DTA krivima alginantih Cestica (slika 4.6) i alginat-
saharoza (slika 4.7) ukazuju na to da se gubici mase javljaju na oko 225 °C i 300 °C.
Ovi DTA maksimumi se dodeljuju degradaciji alginata (Singh i sar. 2010). U sluéaju
alginat-inulin Cestica, drugi DTA maksimum lezi na ~ 285 °C, §to odgovara termickoj
degradaciji inulina (slika 4.7) (Cavalcanti i sar. 2004). Takode, dosadasnja termicka
merenja (Manojlovic i sar. 2006) su pokazala da raspadanje nosaca pocinje na oko 155
°C i da se do 230 °C razgradi oko 20% matriksa. U slucaju liofolisanih cestica, oko 80
% mase je ocuvano dok je preostala masa (65%) znatno niZa za suve alginatne Cestice sa

inkapsuliranim ekstraktom Caja (slika 4.7).
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4.2.4. FTIR analiza alginatnih Cestica

FTIR analiza je koriS¢ena u cilju identifikacije funkcionalnih grupa i karakterisanja
veza izmedu matriksa gela i komponenti ¢ajnog ekstrakta. Spektar prikazan na slici 4.8
prikazuje nekoliko relevantnih pikova u ispitivanim uzorcima. Veliki i Sirok apsorpcioni
pik na 3430 cm™ pokazuje prisustvo —OH valencione vibracije. Veliki asimetri¢ni
valencioni apsorpcioni pik na 1625 cm™ i manji simetri¢ni valencioni pik blizu 1450
cm™ je dokaz prisustva karboksilatnog anjona COO™ (Vijaya i sar. 2008). Mali pik na
2920 cm™ se pripisuje -CH, grupi. Valencioni pik na 1122 cm™ je pripisan -C-O skeletu
etarske grupe, a pik na 1065 cm™ je pripisan -C-O skeletu alkoholnih grupa (Vijaya i
sar. 2008).

Uporedivanjem FTIR spektra praznih alginatnih Cestica i Cestica sa inkapsuliranim
¢ajnim ekstraktom, uocavaju se odredene promene u intenzitetu pikova u oblasti 900-
1500 cm™ (slika 4.8). Ove promene oznatavaju deformaciju veza u ugljenohidratnoj
oblasti. Male izbo¢ine na 1170 cm™ u spektru praznih alginatnih Gestica postaju
upecatljiv pik u spektru alginatnih Cestica sa inkapsuliranim ¢ajnim ekstraktom. Dalje,
intenzitet pikova na 1260, 1070 i 1515 cm™ u spektru alginata pove¢avaju se u spektru
alginata sa inkapsuliranim ¢ajnim ekstraktom. Ovo je pripisano prisustvu jedinjenja iz
ekstrakta Caja, koja pokazuju ostre pikove u FTIR spektru na gore nabrojanim talasnim
duzinama, pri ¢emu se one objaSnjavaju: vibracijama aromati¢nog prstena na 1500-1600
cm®, C-O-C vibracijama estara na 1260 cm™, C-OH valencionim vibracijama
sekundarnih cikli¢nih alkohola na 1070 cm™ (Kets i sar. 2004). Ovo se ne menja ni

posle formiranja Cestica, S$to ukazuje na odsustvu hemijskih interakcija izmedu

jedinjenja iz ekstrakta ¢aja i alginata (Chan i sar. 2009).
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alginat-inulin cestice sa inkapsuliranim ekstraktom caja

alginat-saharoza cestice sa inkapsuliranim ekstraktom caja

e N

alginatne cestice sa inkapsuliranim ekstraktom caja

Transparencija [%]

prazne alginatne cestice

T T T T T T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Talasni broj [cm™]

Slika 4.8. FTIR spektar Ca-alginatnih Cestica

Posmatraju¢i FTIR spektar alginat-saharoza cestica (slika 4.8), spektralna oblast
izmedu 1200 i 800 cm™ obuhvata niz preklopljenih pikova, koji su pretezno posledica
C-O i C-C valencionih vibracija. Pik na 1340 cm™ je rezultat C-O valencione vibracije
CH,-OH grupe, dok je pik na 979 cm™ uglavnom povezan sa valencionim vibracija na
C-C prstenu (Kets i sar. 2004). Prema literaturnim podacima, suva saharoza ima
dominantan apsorpcioni pik na 3360 cm™ u O-H valencionom regionu (Kets i sar. 2004)
koji se superponira sa §irokim apsorpcionim pikom na 3430 cm™. Dva karakteristi¢na
pika za inulin na 2930 cm™ i 1030 cm™, koja se odnose na CHj vibracije i C-O-C
savijanje respektivno (Fares i sar. 2011) su vidljiva na FTIR spektru alginat-inulin
Cestica (slika 4.8).

U nekim istraZivanjima o interakcijama izmedu alginata i polifenolnih jedinjenja
(Fares i sar. 2011, Nadavala i sar. 2009) su se pojavili drugaciji rezultati. Naime,
Nadavala 1 sar. u svojim istrazivanjima tvrde da su karboksilne i hidrofilne grupe
posebno aktivna mesta za vezivanje fenolnih jedinjenja. S druge strane, u nedavnim
istrazivanjima (Stojanovi¢ i sar. 2012) nisu pronadene hemijske interakcije izmedu
materijala biljnog porekla (koji sadrzi brojna hemijska jedinjenja poput alkaloida,
amida, steroida, karboksilne kiseline i sl.) i hidrogel matriksa na bazi alginata (Chan i
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sar. 2009). Prema tim istrazivanjima i rezultatima prikazanim u ovom radu, moze se
zakljuciti da je Ca-alginatna matrica pogodan materijal za inkapsulaciju aktivnih

komponenti ekstrahovanih iz biljaka.

4.2.5. Odredivanje stepena inkapsulacije
Stepen inkapsulacije je odreden za alginatne Cestice, kao i za alginat-hitozan i
alginat-inulin Cestice.

Izmereno je da je apsorbanca rastvora natrijum-alginata u ¢aju iznosila 0.458, pa je
na osnovu tog podatka i jednacine bazdarne krive, odredena pocetna koncentracija
polifenola. Posto je rastvor razblazen u odnosu 1:5 ovu koncentraciju pomnozimo sa 5 i
podelimo sa ukupnom masom cestica koju smo u tom slucaju dobili. Masa Cestica je

bila 4.426 g, pa je pocetna koncentracija polifenola iznosila:
Cpoé =574.48 (mg/l)/géemca

Isto se racuna i1 koncentracija polifenola u rastvoru kalcijum-hlorida u caju.

Izmerena apsorbanca je iznosila 0.479, te je koncentracija polifenola u rastvoru bila:
C1 =601.24 (mg/1)/Qeestica

Nakon zavrsetka procesa elektrostaticke ekstruzije, izmerena je apsorbanca rastvora
kalcijum-hlorida sa Cesticama u kojima su inkapsulirani polifenoli. Ona je iznosila
0.488, pa je ponovo istim postupkom dobijena vrednost koncentracije polifenola u

rastvoru koja iznosi:
Cz = 611.9 (Mmg/1)/Qeestica

Razlika koncentracija C, i C; predstavlja koncentraciju polifenola koja je otpustena
iz alginatnih Cestica u rastvor za geliranje. Kada od pocetne koncentracije polifenola
oduzmemo ovu razliku 1 podelimo sa pocetnom koncentracijom polifenola dobijamo

vrednost koja pomnoZena sa 100 predstavlja stepen inkapsulacije:
Stepen inkapsulacije = [Cyoe-(C2-C1)/Cpo] 100
Stepen inkapsulacije = 98.1 %

Dobijena je veoma velika vrednost za stepen inkapsulacije polifenola, iz ¢ega se

moze zakljuciti da su alginatne Cestice pogodne za inkapsulaciju polifenola iz ekstrakta
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Caja. Na isti nacin je izraCunat i stepen inkapsulacije alginat-inulin ¢estica i rezultati su

prikazani u tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Stepen inkapsulacije razli¢itih alginatnih Cestica

Vrsta Cestice Stepen inkapsulacije
alginat 98
alginat-hitozan 86
alginat-inulin 82

4.3. Krinetika otpustanja polifenola

4.3.1. Kinetika otpustanja polifenola iz alginatnih ¢estica u stakleni sud

Kinetika difuzije polifenola iz ¢estica u okolni medijum pracena je preko promene
koncentracije ukupnih polifenola u toku vremena. Koncentracija polifenola odredivana

je spektrofotometrijski - FC metoda.

Na slici 4.9. su prikazani eksperimentalni rezultati otpusStanja polifenola iz
alginatnih Cestica, alginat-hitozan i alginat-inulin Cestica u staklenu ¢asu. Rezultati su
dobijeni merenjem apsorbanci uzoraka u odredenim vremenskim intervalima na talasnoj
duzini od 765 nm. Koncentracije su izraunate iz jednacine bazdarne prave. Masa

Cestica je iznosila 3.4 g, poCetna zapremina je bila 50 ml, a zapremina uzoraka po 2 ml.

Tacéne vrednosti koncentracija po masi Cestica su izraCunate na osnovu jednacina:
CV: C- (Vpoé - Vuz)/ Vpoé (41)
Ck = Cy/ m;¢ (4.2)
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Slika 4.9. Poredenje krivih otpustanja iz alginatnih Cestica, alginat-hitozan i

alginat-inulin Cestica

Sa slike 4.9. se vidi da postoji sli¢an trend otpustanje polifenola za sve tri vrste
alginatnih Cestica. OtpuStanje polifenola iz alginatnih Cestica se deSava u kratkom
vremenskom intervalu. Polifenoli su otpusteni iz Cestica u prvih 10-ak minuta, Sto je
bilo 1 oc¢ekivano. Ovakav rezultat potice od velikog gradijenta koncentracije izmedu
unutrasnjosti alginatnih cCestica 1 okolnog medijuma. Ovaj gradijent predstavlja
pogonsku silu za difuziju polifenola kroz alginatnu matricu. Nakon 10 minuta,

koncentracija polifenola u sudu za otpustanje postaje konstantna.

Cilj ovog istrazivanja bio je produzenje vremena otpustanja polifenola iz Cestica. U
tu svrhu su u sistem alginat — ekstrakt ¢aja uvedeni hitozan i inulin. Sa slike 4.9. se vidi
da se polifenoli iz Cestica alginat-hitozan sa inkapsuliranim ekstraktom caja, otpustaju u
prvih 15-20 min. Znaci, vreme otpustanja polifenola je neznatno produzeno u odnosu na
hidrogel Cestice sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja. Ovakav rezultat potic¢e od ¢injenice
da hitozan ,obavija“ alginatnu Cesticu, formirajué¢i na taj nacin dodatni sloj koji
predstavlja prepreku za difuziju polifenola iz unutrasnjosti matrice u okolni medijum.
Nakon 20 min, koncentracija polifenola u okolnom medijumu postaje konstantna.
Takode, sa slike 4.9. se moze primetiti da se polifenoli iz estica alginat-inulin otpustaju

u istom vremenskom intervalu. Vreme otpustanja polifenola nije znacajno produzeno.
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Prema dobijenim rezultatima mozemo da zaklju¢imo da jedinjenja niske molekulske
tezine (kao Sto je inulin) ne mogu da sprece gubitak aktivnih supstanci iz porozne

matrice alginata (Murata i sar. 1993).

4.3.2. Kinetika otpuStanja polifenola — ABTS metoda

Dobijeni rezultati pracenja kinetike otpuStanja polifenola iz alginatnih Cestica

prikazani su na slici 4.10.
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Slika 4.10. Kriva ABTS metode za alginatne Cestice sa inkapsuliranim ekstraktom
Caja
Koncentracija otpustenih polifenola u okolnom medijumu je najmanja na samom
pocetku eksperimenta, tj. u po¢etnom trenutku uzorkovanja. Tada je obezbojenje ABTS
reagensa najmanje, a samim tim i apsorbanca ispitivanih uzoraka najveca, kao i iz nje
preracunata koncentracija. To objasnjava maksimum krive na samom pocetku procesa
(slika 4.10). S vremenom, koncentracija polifenola u okolnom medijumu raste, dolazi
do intenzivnijeg obezbojenja ABTS reagensa 1 smanjenja apsorbance, ¢ime se

objaSnjava konstantan pad krive na grafiku.

Cestice alginat-hitozan i alginat-inulin sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja pokazuju

iste rezultate ABTS metode kao i alginatne Cestice (grafici nisu prikazani).
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4.3.3. Kinetika otpuStanja polifenola iz ¢ajnog ekstrakta i alginatnih cestica —

Franz-ova celija

Krive otpustanja polifenola (slike 4.11 i 4.12) predstavljaju promenu koncentracije

polifenola u receptorskom delu Franz-ove c¢elije u funkciji vremena. Koncentracija

polifenola odredivana je spektrofotometrijski - FC metoda. Krive otpustanja pruzaju

kvalitativnu sliku o brzini difuzije polifenola iz posmatranih sistema.

800
700
600
500
400
300
200
100

0

C, mg/l

| |
J | .
|
J |
| @ alginatne Cestice
] B alginat-hitozan Cestice
1 L alginat-inulin Cestice
- [ | ® cajni ekstrakt
4 -
l g
o000 O
m g0® 2 o o o o
it
0 50 100 150 200 250 300 350
t, min

Slika 4.11. Krive otpustanja polifenola iz razli¢itih alginatnih Cestica i ekstrakta ¢aja
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Slika 4.12. Krive otpustanja polifenola iz alginatnih Cestica, alginat-hitozan i alginat-

inulin Cestica
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Krive otpustanja polifenola iz razlic¢itih vrsta alginatnih cestica daju delimi¢no
pogresnu sliku. Posmatrajué¢i samo krive otpustanja moglo bi se zakljuciti da cCestice
alginat-hitozan najbrze oslobadaju polifenole, jer su koncentracije u receptorskom delu
vece i od koncentracija tokom difuzije polifenola iz rastvora. Medutim, zbog nac¢ina
pripreme ovih Cestica je koncentracija polifenola nekoliko puta veca od koncentracije
polifenola u drugim sistemima, pa je samim tim veca pogonska sila za difuziju i brzi
porast koncentracije u receptorskom delu difuzione celije. Gradijent koncentracije
predstavlja pogonsku silu za difuziju polifenola kroz alginatnu matricu. Nakon
odredenog vremena, koncentracija polifenola u receptorskom delu Franz-ove ¢elije

postaje konstantna.

Vreme otpustanja polifenola iz Cestica alginat-hitozan i alginat-inulin treba da bude
produZeno u odnosu na alginatne Cestice sa inkapsuliranim ekstraktom caja. Ovakav
rezultat se o¢ekuje s obzirom da hitozan ,,obavija“ alginatnu Cesticu, formirajuci na taj
nacin dodatni sloj koji predstavlja prepreku za difuziju polifenola iz unutra$njosti

matrice u okolni medium, dok se inulin ugraduje u membranu alginatne Cestice.

Na slici 4.12. moze se videti da je period otpustanja polifenola za alginatne Cestice
150 min, nakon Cega sistem prelazi u stacionarno stanje. Za Cestice alginat-hitozan i
alginat-inulin ovo vreme iznosi 240 min, odnosno 150 min, nakon ¢ega koncentracija
polifenola postaje konstantna. Vreme potrebno da koncentracija polifenola u ¢ajnom

ekstraktu postane konstantna iznosi 60 min.

Krive zavisnosti koncentracije polifenola od vremena ne mogu se medusobno

porediti, jer uslovi pod kojima su ove Cestice napravljene nisu bili identi¢ni:

e Za svaki eksperiment pravljen je poseban cajni ekstrakt, Sto znaci da postoje i

razlike u koncentraciji polifenola izmedu njih.

e Mase cestica koje se nanose na donorski deo razlikuju se u svakom od

eksperimenata.

e Pocetna koli¢ina polifenola u donorskom delu nije ista kod svih Cestica (ova
masa naro¢ito se razlikuje kod cestica koje su obavijene hitozanom. Sama

njihova priprema traje duze od ostalih).
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Na osnovu krivih otpustanja nije moguce zakljuciti da li se obavijanjem alginatnih
Cestica dodatnim slojem znacajno usporava difuzija polifenola. Da bi se krive otpusStanja
polifenola iz ovih Cestica mogle uporedivati, neophodna je njihova relativizacija. Jedan
od nacina jeste da se na ordinatu, umesto vrednosti koncentracija polifenola u

receptorskom delu ¢elije, nanesu odnosi mase polifenola u receptorskom delu celije u

odredenom trenutku i ukupne mase polifenola koja je uneta u donorski deo ( Mr ),
D,0

¢ime se dobija udeo oslobodene komponente (polifenola). Udeli oslobodenih polifenola
su na ovaj nacin potpuno nezavisni od pocetne koli¢ine polifenola u donorskom delu

celije (slike 4.13 i 4.14).
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Slika 4.13. Udeo oslobodenih polifenola iz razli¢itih alginatnih Cestica i ekstrakta ¢aja
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Slika 4.14. Udeo oslobodenih polifenola iz alginatnih Cestica, alginat-hitozan i alginat-
inulin Cestica
Uporedivanjem krivih kojima je prikazana zavisnost oslobodene koli¢ine polifenola
od vremena kod alginatnih cestica, moZze se zakljuciti da se oblaganjem dodatnim
slojem ovih cestica, otpustanje polifenola dodatno usporava u odnosu na otpustanje iz
Cistih alginatnih Cestica. Da bi se precizno utvrdilo u kojoj meri je difuzija polifenola iz
modifikovanih Cestica sporija, svi sistemi se moraju kvantitativno opisati odredivanjem

i uporedivanjem koeficijenata difuzije i difuzionih otpora.

4.4, Izratunavanje koeficijenta difuzije

Difuzija iz rastvora u Franz-ovoj difuzionoj ¢eliji se opisuje pomocu jednacine 4.3:

0 0
D:i.,{ﬂ]

A\ Co=Cr 4.3)

Na osnovu podataka dobijenih iz difuzionih eksperimenata, moguce je odrediti
vrednosti svih velicina koje figurisu u jednacini (4.3). Transformacijom jednacine (4.3)

dobija se sledeci oblik:

0 0
|n[Mj=D'ﬂ't

CD - CR (44)
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0

_ 0

Ukoliko je eksperimentalno dobijena zavisnost In(M]od vremena t
D~ “R

linearna, moguce je odrediti koeficijent pravca (D-f), a iz njega vrednost koeficijenta

difuzije (D). S je geometrijska konstanta koja za kori$¢enu Franz—ovu difuzionu ¢eliju

i celulozno-acetatnu membranu ima vrednost £ =2.49-10* m=.

Difuzija polifenola iz Cajnog ekstrakta

e Pocetna koncentracija polifenola u receptorskom delu (C?) jednaka je nuli, jer je

u tom trenutku bio prisutan samo receptorski rastvor — destilovana voda.

e Pocetna koncentracija polifenola u donorskom delu (CJ) jednaka je njihovoj

koncentraciji u ¢ajnom ekstraktu i iznosi 3524.0 mg/I.

e Koncentracije polifenola u receptorskom delu (C;) su odredene

spektofotometrijski.

Koncentracije polifenola u donorskom delu (C,) se racunaju na osnovu pocetne

koncentracije polifenola u donorskom delu i koncentracije polifenola u receptorskom

delu, na osnovu sledec¢e jednacine:

_ CD0 'Vo —Mm

C. =
>t (my-m)/p

(4.5)
gde je:

Cy . — koncentracija polifenola u donorskom delu ¢elije u trenutku t,

m, — masa uzorka unetog u donorski deo Celije,

V,— zapremina uzorka unetog u donorski deo ¢elije,

m, — masa polifenola koja je prodifundovala iz donorskog u receptorski deo ¢elije do

trenutka t (odreduje se na osnovu izmerenih koncentracija polifenola u receptorskom
delu),

o — gustina uzorka u donorskom delu celije (pretpostavlja se da je konstantna

vrednost zbog male promene mase polifenola u donorskom delu, usled difuzije).
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Slika 4.15. Odredivanje koeficijenta difuzije polifenola iz ekstrakta Caja
Na osnovu vrednosti nagiba od 0.0131 min™ (Slika 4.15) i koeficijenta £,

2
izratunava se koeficijent difuzije polifenola iz ¢ajnog ekstrakta: D =8.77-107° m
S

Difuzija polifenola iz alginatnih Cestica

Podetna koncentracija polifenola u receptorskom delu (CJ ) jednaka je nuli.

Pocetna koncentracija polifenola u donorskom delu (C2) je odredena na osnovu

izmerenih vrednosti apsorbanci u citratnom rastvoru alginatnih Cestica koje su koris¢ene

za otpusStanje.

mg

e u slu¢aju alginatnih estica CJ = 4806,3T

e u slucaju alginat-hitozan &estica C2 = 18957,2%

e u slucaju alginat-inulin ¢estica CJ = 2132,6m

Koncentracije  polifenola u  receptorskom delu (C;) su odredene

spektofotometrijski.
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Na slici 4.16 je prikazano odredivanje koeficijenata difuzije polifenola za sve vrste

alginatnih Cestica.

1.2 4
B Ekstrakt caja
a " - ® Alginante cestice
1.0 + - A Alginat-hitozan cestice
O  Alginat-inulin cestice

In((C, ™~ C, J(C,-C,))
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Slika 4.16. Odredivanje koeficijenta difuzije polifenola iz alginatnih i modifikovanih
alginatnih Cestica
Na osnovu vrednosti nagiba krivih (slika 4.17) i koeficijenta f, izraCunavaju se
koeficijenti difuzije polifenola iz alginatnih Cestica, kao i alginat-hitozan i alginat-inulin
Cestica (tabela 4.4).

Tabela 4.4. Koeficijenti difuzije za ekstrakt ¢aja i alginatne i

modifikovane alginatne Cestice

Vrsta Cestica Nagib krive [min™] D - 10° [m?/s]
Ekstrakt ¢aja 0.0131 8.77
Alginatne Cestice 0.0184 12.31
Alginat-hitozan Cestice 0.0029 2.94
Alginat-inulin estice 0.0079 5.29

Vrednost koeficijenta difuzije iz alginatnih Cestica nije potpuno pouzdan S obzirom
da su za odredivanje koeficijenta koriS¢eni samo eksperimentalni rezultati u prvih 10
minuta. Da ovako odredena vrednost koeficijenta difuzije nije odgovarajuc¢a govori i

¢injenica da bi, prema dobijenim rezultatima, difuzija polifenola iz alginatnih cestica
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bila brza od difuzije iz rastvora, §to je u suprotnosti sa eksperimentalno odredenim
profilima otpustanja (slika 4.16). Ovo upucuje na zakljuCak da kod otpustanja iz

alginatnih Cestica brzinu ne odreduje difuzija ve¢ relaksacija polimera.

Vrednost koeficijenta difuzije Cestica alginat-hitozan je oko 3 puta manja od
koeficijenta difuzije ekstrakta Caja, Sto znaci da se difuzija polifenola iz ovih Cestica
znacajno usporava. Uzimajuci u obzir da je najznacajnija osobina hitozana koja ima
uticaj na formiranje i svojstva polielektrolitnog kompleksa alginat-hitozan, njegov
stepen deacetilovanja koji je srazmeran broju —NH, grupa hitozana, posebno je potrebno
obratiti paznju na vrstu hitozana koja se koristi u eksperimentu. Neka istrazivanja
pokazuju da se smanjenjem molekulske mase oba polimera znac¢ajno smanjuje veli¢ina
nastalih kompleksnih Cestica, ali je uticaj molekulske mase hitozana na veli¢inu
kompleksnih Cestica alginat-hitozan vec¢i nego uticaj molekulske mase alginata. Ovo je
moguce objasniti lako¢om kojom manji molekuli hitozana prodiru dublje u unutrasnjost
kompleksa formiraju¢i manje, homogenije Cestice, dok se veliki molekuli zadrzavaju
uglavnom na povrS$ini, gde formiraju polielektrolitnu membranu povecavajuéi veli¢inu
Cestica, tako da optimizacija tehnike ikapsulacije polifenola u ovu vrstu ¢estica moze i¢i
1u pravcu odabira alginata 1 hitozana sa karakteristiénim molekulskim masama. U ovom
radu koriS¢en je hitozan molekulske mase 100-300 kDa, Sto spada u hitozane srednje

molekulske mase.

Koeficijent difuzuje dobijen za cCestice alginat-inulin je manji od koeficijenta
difuzije iz alginata. Ipak, krive otpuStanja pokazuju da je brzina oslobadanja iz ovih
Cestica priblizno ista kao brzina oslobadanja iz alginatnih Cestica, ali u ovom slucaju
difuzija odreduje brzinu otpustanja, dok je kod alginatnih Cestica oslobadanje polifenola

najverovatnije odredeno relaksacijom polimera.

4.5. Difuzioni otpori
Otpor difuziji se definiSe kao:

R=2

D (4.6)
gde je o debljina sloja u kome se odvija difuzija, a D koeficijent difuzije.
Na osnovu vrednosti difuzionih otpora moguce je utvrditi u kojoj meri inkapsulacija

aktivne komponente, u razlicite Cestice, doprinosi usporavanju prenosa mase.
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Difuzioni otpori alginatnih i modifikovanih alginatnih Cestica

Kako su eksperimenti izvodeni u Franz-ovoj difuzionoj ¢eliji, difuzioni otpor se
moze posmatrati kao zbir pojedinacnih otpora. U slucaju alginatnih 1 modifikovanih

alginatnih Cestica, ukupni difuzioni otpor je zbir pojedinacnih otpora:
e oOtpora membrane i
e otpora alginatnih Cestica

Otpor membrane ¢elije odreduje se iz podataka za difuziju iz ekstrakta ¢aja. Buduci
da je pracena difuzija polifenola iz razliCitih vrsta Cestica, razlika otpora izmedu ovih
sistema predstavlja doprinos otporu koji odredeni tip membrana alginatnih ¢estica pruza
difuziji polifenolnih molekula.

Debljina sloja u kome se odvija difuzija se izraCunava na osnovu mase uzorka koji

se nalazio u donorskom delu difuzione ¢elije.

U tabeli 4.5 su prikazani koeficijenti difuzije i difuzioni otpori za ¢ajni ekstrakt i

razli¢ite tipove alginatnih Cestica.

Tabela 4.5. Ukupni difuzioni otpori alginantnih i modifikovanih alginantih ¢estica

Vrsta Gestica mp, g [8. mm [ D-10° m¥s | R-10° s/m
Ekstrakt ¢aja (Ry) 2.081 0.1 8.63 0.013
Alginatne Cestice (11) 2.150 4.3 12.31 0.355
Alginat-hitozan Cestice (I11) 2.105 4.2 2.94 1.459
Alginat-inulin éestice (1V) 2.157 4.3 5.29 0.829

Kao $to je receno, na osnovu podataka za difuziju iz ekstrakta ¢aja odreduje se otpor
membrane celije difuziji polifenola iz ekstrakta ¢aja. Otpori difuziji pojedinih Cestica

odreduju se kao: R =R, —R,,. Vrednosti otpora za sve vrste alginatnih

alginatnifcestica’

Cestica prikazane su u tabeli 4.6.
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Tabela 4.6. Difuzioni otpori za razli¢ite vrste alginatnih cestica

Vrsta Cestica R-10°® s/m
Alginatne Cestice 0.342
Alginat-hitozan Cestice 1.446
Alginat-inulin Cestice 0.816

Dobijene vrednosti koeficijenata difuzije i difuzionih otpora ukazuju na to da se
inkapsulacijom polifenola u alginatne Cestice njihova difuzija usporava, zbog prisustva
membrane alginata koja pruza dodatni otpor difuziji. Ovaj otpor je veci od otpora
difuziji polifenola koji pruza membrana difuzione ¢elije. Vrednost otpora iz alginatnih
Cestica nije potpuno tacna jer je, kao Sto je prethodno receno, koeficijent difuzije

polifenola iz ovih Cestica nemoguée pouzdano odrediti.

Takode, na osnovu vrednosti difuzionih otpora (tabela 4.6), mozemo zakljuciti da se
oblaganjem alginatnih cestica hitozanom postize manja permeabilnost membrane,
odnosno povecava otpor difuziji polifenola. Dodatni otpor dobijen interakcijom

molekula inulina i alginata u odnosu na ¢ist alginat, moze se smatrati zanemarljivim.
4.6. Karakterizacija fosfolipidnih Cestica
4.6.1. Dobijena veli¢ina fosfolipidnih Eestica

U tabeli 4.7 su prikazani srednji prenik Cestica, zeta potencijal, opseg veli¢ina
Cestica, kao 1 pikovi koji predstavljaju veli¢inu Cestica ¢iji je udeo najveci u analiziranoj
disperziji.

Tabela 4.7. Veli¢ina fosfolipidnih mikrocestica

Uzorak dp - srednji PDI z-potencijal |Opseg velicine Cestica
precnik (nm) +SD od-do (nm)
1 (konvencionalni 359.2 0.325 -32.9+3.5 40-2000
lipozomi)
2 (Tween 20) 505.4 0.379 -35.2+1.4 150-3000
3 (Tween 60) 583.5 0.462 -28.7+3.6 60-4000
4 (Span 20) 897.5 0.306 -32.2+1.6 100-6500
5 (Span 40) 781.2 0.271 -35.5+1.9 150-6000
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Iz tabele 4.7. se moze videti da su najsitnije Cestice konvencionalnih lipozoma, a da
su najkrupnije Cestice one ¢ija je membrana modifikovana Span-om 20. Z-potencijal za
Cestice prikazane u tabeli je negativan i priblizno je iste vrednosti za sve posmatrane
vrste Cestica, odakle se moze zakljuciti da dodatak povrSinski aktivnih materija nije

znacajno promenio naelektrisanje Cestica.

Uzorak 1: konvencionalni lipozomi

[
Intersity PSD Count Rate; 270.Bkcps
Cumulants result
12 Z-8verage size; 389.2 dnm
FDI 0325
1 /\ POl width 204.8 d.rm
10 / Distribution result
Mean / Area
4 Peak 1 4699 d.rm 4 100.0%
2

Intensity (%]
=)

01 1 10 100 1000 Tee4
Size [d.nm]

Slika 4.17. Raspodela ¢estica u uzorku sa konvencionalnim lipozomima

Sa slike 4.17, koja predstavlja krivu raspodele Cestica u uzorku konvencionalnih
lipozoma, postoji klasi¢na Gausova raspodela, pravilna oko srednjeg pre¢nika. Najveci

udeo Cestica, oko 11%, je sa srednjim pre¢nikom od 469.9 nm.
Uzorak 2: lipozomi modifikovani Tween-om 20

Na slici 4.18 koja prikazuje krivu raspodele Cestica u uzorku lipozoma c¢ija je
membrana modifikovana Tween-om 20, primecuje se, takode, pravilna Gausova

raspodela Cestica. Najveci udeo Cestica, oko 10%, je za srednji pre¢nik 773.3 nm.
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Intersky PSD Count Rate: 178 Fheps
Cumulants result
" Z-hverage size: 505.4 d.nm
FOI 0.374
10 POl width: 31 dnm
Distribution result
El Mean / Area
Paak 1: 7733 d.om /10000
&
7
2
=
&
£ 5
4
3
2
1
]
01 1 10 10 1000 Te+04
Size [d.nm)

Slika 4.18. Raspodela ¢estica u uzorku sa lipozomima ¢ija je membrana

modifikovana Tween-om 20

Uzorak 3: lipozomi modifikovani Tween-om 60

Intersity PSD Count Rate; 231 dkcps
Cumulants result
10 Zodwerage size 5835 drm
POl 0462
g PDI width 356.8 drm
Distribution result
g Mean / frea
Peak 1: 1075 d.nm / BB.E%
Peak 2 127 9dnm /A 11.4%
7
E
I
2
g 5
=
4
]
2
1
1]
01 1 10 1 1000 1e+04
Size [d.nm)]

Slika 4.19. Raspodela Cestica u uzorku sa lipozomima ¢ija je membrana

modifikovana Tween-om 60

Slika 4.19 prikazuje krivu raspodele Cestica u uzorku lipozoma ¢ija je membrana
modifikovana Tween-om 60, i ono $to je neocekivano ovde, je da se pojavljuju dva

maksimuma, pri ¢emu su obe krive pravilne Gausove raspodele. Pri ovoj bimodalnoj
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raspodeli veli¢ine Cestica, prvi pik pokazuje da manji udeo Cestica (od oko 2.2%) ima
srednji precnik od 127.9 nm, a drugi ve¢i pik (sa udelom cestica od oko 10%) ima
srednji precnik od 1075 nm. VeliCine ukazuju da prvi pik moze da predstavlja
unilamelarne Cestice, dok su kod drugog pika klasi¢ne multilamelarne Cestice koje su se
ve¢ ranije 1 javile.

Uzorak 4: lipozomi modifikovani Span-om 20

Interssity PSD Count Rate: 225 keps
Cumulants result
10 Z-bwerage size: 8975 dnm
FDI: 0.308
g \ FDI width: 436.4 d.rm

Pezk 1: 1365 dnm / 94.5%

Distribution result
3 Mean / Area
Pesk 2: 190d.rm / 5.5%

Intensity 7]
w
—_

;' | | / \‘\1/ \\

o1 1 10 100 1000 Te+04
Size [d.nm]

Slika 4.20. Raspodela Cestica u uzorku sa lipozomima ¢ija je membrana

modifikovana Span-om 20

Na slici 4.20 je prikazana kriva raspodele Cestica u uzorku lipozoma ¢ija je
membrana modifikovana Span-om 20. | ovde se pojavljuje bimodalna raspodela, ali
ovog puta primecujemo da bimodalna kriva nije klasicna, ve¢ izgleda kao da je
kontinualna raspodela sa dva pika, pri ¢emu je prvi pik sa udelom c¢estica od oko 1.2%
za srednji precnik Cestica od 190 nm, a drugi sa udelom cestica od oko 9.8% za srednji

precnik Cestica od 1365 nm, tako da se moZe re¢i da postoje frakcije sitnijih Cestica.
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Uzorak 5: lipozomi modifikovani Span-om 40

Intensity PSD Count Rate: 166.1keps

Cumulants result
Z-fwerage size: 781.2dnm

13
FOI: 0.z#

12 FDI width: 407 d.rm
il Distribution result
Mean / Area
Peak 1: 956.9 dnm / 97.4%
Peak 2: 5071 d.nm / 2.6%

Intensity [%)]

1 10 100 1000 1e+04
Size [d.nm]

Slika 4.21. Raspodela ¢estica u uzorku sa lipozomima ¢ija je membrana

modifikovana Span-om 40

Na slici 4.21 se nalazi kriva raspodele Cestica u uzorku lipozoma ¢ija je membrana
modifikovana Span-om 40. Moze se videti da postoji normalna Gausova raspodela
Cestica, gde je najveéi udeo Cestica (od oko 12.2%) sa srednjim pre¢nikom od 956.9 nm,
ali pored toga postoji i frakcija krupnih Cestica koja se ne moze lako objasniti i pre se

moze protumaciti kao statisticka greska, gde je udeo Cestica od oko 1.2% sa srednjim

precnikom od 5071 nm.

4.6.2. Dobijeni SEM snimci disperzije lipozoma

Pomoc¢u skenirajuceg elektronskog mikroskopa (SEM-a) napravljen je pokusaj
objasnjenja pikova i prisustva bimodalne raspodele veli¢ine Cestica, odnosno pokusaj
detaljnijeg karakterisanja lipozoma.

Na slikama od 4.22 do 4.24 su prikazani skenirajuci elektronski snimci uzoraka
lipozoma u disperziji, medutim, rezultati snimanja Cestica metodom koja je ranije
opisana nisu dali zadovoljavajuée rezultate. Pri samom izvodenju snimanja, snop

elektrona razara Cestice, a samim tim je onemoguceno povecanje uveli¢anja 1 ne dobija

se odgovarajuca slika.
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Slika 4.22. SEM mikrograf disperzije Slika 4.23. SEM mikrograf disperzije

konvencionalnih lipozoma lipozoma sa Tween-om 20

Slika 4.24. SEM mikrograf disperzije

lipozoma sa Span-om 40

4.6.3. Dobijeni SEM snimci liofilizovanih lipozoma

Kod liofilizovanih uzoraka lipozoma
takode nije mogucée posti¢i dovoljno
uvecanje, Cestice se samo naziru pri
uvecanju od 250 puta, ali ne dobija se
odgovarajuci kvalitet slike. Na osnovu
dobijenih rezultata sa SEM-a, moze se
zakljuéiti da ovo nije pogodna metoda

za ispitivanje ovakve vrste Cestica

oA & e (s!ika 4.25).

Slika 4.25. SEM mikrograf liofilizovanih

lipozoma modifikovanih Span-om 20
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4.7. Kinetika otpustanja polifenola iz ¢ajnog ekstrakta i lipozomnih disperzija

— Franz — ova ¢elija

Spektorfotometrijskim merenjima dobijene su vrednosti apsorbanci koje
predstavljaju srednju vrednost dva merenja. Zatim su izraCunate koncentracije
polifenola na osnovu dobijenih vrednosti apsorbanci za svaki uzorak. Krive otpustanja
predstavljaju zavisnost prodifundovale koli¢ine aktivne supstance sa vremenom. Na
slici 4.26. je prikazana kinetika otpuStanja polifenola iz ¢ajnog ckstrakta, iz

konvencionalnih lipozoma i iz lipozoma modifikovanih Span-om 20 i Span-om 40.

160 -
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2 ¢ o N m N
1 4 2 |
120 ¢ n
. |
100 - [ | ®
> 14 u ° o
3 E
60 ¢ W o°
u o9 2 )
P # ckstrakt Caja
40 4 ' m konvencionalni lipozomi
' lipozomi modifikovani Span-om 20
20 - @ lipozomi modifikovani Span-om 40
O ' T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

t, min

Slika 4.26. Krive otpustanja polifenola iz ¢ajnog ekstrakta i lipozomnih disperzija
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Slika 4.27. Krive otpustanja polifenola iz lipozomnih disperzija

Na osnovu grafika (slika 4.27) na kome se vidi kako se otpustaju polifenoli iz
lipozoma, modifikovanih mikrocestica Span-om 20 i Span-om 40 i ¢ajnog ekstrakta,
mogu se doneti zakljucci o brzini otpusStanja polifenola. Kriva otpustanja polifenola iz
¢ajnog ekstrakta pokazuje brz porast koncentracije polifenola u receptorskom delu ¢elije
u toku prvog sata. Kod krive otpustanja polifenola iz lipozoma vidimo da koncentracija
polifenola nakon 3 sata ulazi u stacionarno stanje, dok kod lipozoma ¢ija je membrana
modifikovana Span-om 20 nakon 3.5 h koncentracija polifenola dostize stacionarno
stanje. Kod mikrocestica €ija je membrana modifikovana Span-om 40 koncentracija
polifenola nakon 3 sata ulazi u stacionarno stanje. Na osnovu toga moZze se zakljuciti da
modifikacija membrana mikroCestica usporava difuziju polifenola iz istith 1 da
inkapsulacija aktivne komponente (u ovom slucaju polifenoli) u lipozome usporava

otpustanje.

Kao i kod difuzije polifenola iz alginatnih cestica, tako i kod difuzije polifenola iz
lipozoma ne mogu se doneti ta¢ni zakljucci o tome da li je difuzija polifenola sporija iz

disperzije konvencionalnih ili modifikovanih lipozoma. Razlozi za ovo su sledeci:

e za pripremu razli¢itin lipozomnih disperzija pripremani su posebni ekstrakti caja,

pa postoje i male razlike u koncentraciji polifenola izmedu njih,
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e masa lipozomnih disperzija koja se unosi u donorski deo c¢elije nije identi¢na kod

svih eksperimenata,

e udeo ¢aja u lipozomnoj disperziji nije isti kod konvencionalnih i modifikovanih

lipozoma.

Ovo znaci da masa polifenola koja je unesena u donorski deo celije nije bila ista u
difuzionim eksperimentima. Zbog bliskih vrednosti koncentracija (slika 4.27) ove

razlike, iako male, ne mogu se zanemariti.

Da bi se krive otpustanja polifenola iz lipozomnih disperzija mogle uporedivati,
neophodna je njihova relativizacija. Zato se na ordinatu, umesto vrednosti koncentracija
polifenola u receptorskom delu ¢elije, nanose odnosi mase polifenola u receptorskom

delu ¢elije u odredenom trenutku i ukupne mase polifenola koja je uneta u donorski deo

m
(—2L), ¢ime se dobija udeo oslobodene komponente (polifenola). Udeli oslobodenih
mD,O

polifenola su na ovaj nac¢in potpuno nezavisni od pocetne koli¢ine polifenola u
donorskom delu ¢elije i na ordinati se nalazi bezdimenziona velicina, sto je prikazano na
slikama 4.28 i 4.29.
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¢ . » “an
o 04 1 ¢ ¢ * ¢ | .
Q [ |
IS * mH e ! ® )
< 03 - L
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Slika 4.28. Zavisnost udela oslobodenih polifenola od vremena u svim ispitivanim

sistemima
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Slika 4.29. Zavisnost udela oslobodenih polifenola od vremena kod lipozomnih
disperzija
Zatim su izvedena jos Cetiri difuziona eksperimenta, u kojima je prac¢ena difuzija
polifenola iz: ¢ajnog ekstrakta majcine dusice, disperzije konvencionalnih lipozoma,
lipozoma koji su modifikovani Tween-om 20 i lipozoma koji su modifikovani Tween-
om 60. Na osnovu podataka dobijenih spektrofotometrijskim merenjima (apsorbance
uzoraka) i jednacine bazdarne prave, izracunate su vrednosti koncentracije polifenola u
svakom od uzoraka. Dobijene vrednosti koncentracija se koriste za konstruisanje krivih
otpustanja, koje predstavljaju promenu koncentracije polifenola u receptorskom delu

¢elije sa vremenom. Krive otpustanja su prikazane na slikama 4.30 i 4.31.

112



Doktorska disertacija

Radoslava N. Pravilovié

300 -
250 + * o *
V'S 4
200 -
¢ * @ Cajni ekstrakt
% B konvencionalni lipozomi
g 150 - L 4 lipozomi modifikovani Tween-om 20
') . ® lipozomi modifikovani Tween-om 60
100 - n n
AT A g '.‘ g o © g
* njs ¢ ¢ ¢
50 "H
[ |
0 ' T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
t, min

Slika 4.30. Krive otpustanja polifenola iz ¢ajnog ekstrakta i lipozomnih disperzija
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Slika 4.31. Krive otpustanja polifenola iz lipozomnih disperzija

Krive otpustanja pruzaju uvid u to kako su se difuzioni eksperimenti odvijali tokom
vremena i nakon kog vremenskog perioda se difuzija usporava u sistemu.

Na osnovu slike 4.30. se moze zakljuciti da kriva otpustanja polifenola iz ¢ajnog

ekstrakta pokazuje brzi porast koncentracije polifenola u receptorskom delu celije u

toku 1.5 h od pocetka izvodenja eksperimenta, dok za krivu otpustanja polifenola iz
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konvencionalnih lipozoma ovaj period iznosi 2.5 h, nakon ¢ega se difuzija usporava. Za
lipozome modifikovane Tween-om 20 usporavanje difuzije po€inje nakon 3.5 h, a za
lipozome modifikovane Tween-om 60 — 4 h. Nakon navedenih perioda sistemi se polako

priblizavaju stanju ravnoteze.

Kao i u prethodnim primerima, i u ovom slucaju je izvrSena relativizacija podataka.
Udeli oslobodenih polifenola su potpuno nezavisni od pocetne koli¢ine polifenola u
donorskom delu ¢elije i na ordinati se nalazi bezdimenziona veli¢ina, $to je prikazano na

slikama 4.32 i 4.33.
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Slika 4.32. Zavisnost udela oslobodenih polifenola od vremena u svim ispitivanim

sistemima

Kada je u pitanju poredenje krivih otpustanja polifenola iz ¢ajnog ekstrakta i
razli¢itih lipozomnih disperzija, tu se prethodno navedene razlike mogu zanemariti zbog
znacajno vece brzine otpusStanja iz ¢ajnog ekstrakta, Sto je dokazano i krivom na slici
4.32. Rezultati ukazuju na to da je inkapsulacijom polifenola u lipozome i modifikovane

lipozome njihova difuzija znacajno usporena.
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Slika 4.33. Zavisnost udela oslobodenih polifenola od vremena kod lipozomnih

disperzija

Uporedivanjem krivih kojima je prikazana zavisnost oslobodene koli¢ine polifenola

od vremena kod lipozomnih disperzija (slika 4.33) moze se =zakljuciti da se

modifikacijom lipozomne membrane Tween-om 20 i Tween-om 60 otpustanje

polifenola dodatno usporava u odnosu na otpustanje iz konvencionalnih lipozoma. Da bi

se precizno utvrdilo u kojoj meri je difuzija polifenola iz modifikovanih lipozoma

sporija, svi sistemi se moraju kvantitativno opisati odredivanjem i uporedivanjem

koeficijenata difuzije i difuzionih otpora.
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Slika 4.34. Zavisnost udela oslobodenih polifenola od vremena kod lipozomnih
disperzija
Na prethodnom grafiku su prikazane sve krive zavisnosti udela oslobodenih
polifenola iz konvencionalnih lipozoma, kao 1 iz lipozoma modifikovanih
polisorbatima. Da bi se tacnije komentarisala brzina difuzije polifenolnih jedinjenja,
neophodna je, kao §to je ve¢ reeno, kvantitavna analiza svih ispitivanih sistema, tj.

odredivanje koeficijenata difuzije i difuzionih otpora.

4.8.1zra¢unavanje koeficijenta difuzije polifenola iz lipozomnih disperzija

e  Pocetna koncentracija polifenola u receptorskom delu (Cp) jednaka je nuli, jer je u

tom trenutku kod svih eksperimenata bio prisutan samo receptorski rastvor —

destilovana voda.

o Podetna koncentracija polifenola u donorskom delu (CJ) je odredena na osnovu

sastava lipozomnih disperzija, te je:

e U slu¢aju konvencionalnih lipozoma CJ = 2385m .

e u slu¢aju lipozoma modifikovanih Span-om 20 CJ = 2136?

116



Doktorska disertacija

Radoslava N. Pravilovié

e u slu¢aju lipozoma modifikovanih Span-om 40 CJ = 2136T

mg

mg

e u slu¢aju lipozoma modifikovanih Tween-om 20 CJ = 2776—

e u slu¢aju lipozoma modifikovanih Tween-om 60 CJ = 2396T

o Koncentracije

spektofotometrijski.

polifenola

u

mg

receptorskom delu (C;) su odredene

o Koncentracije polifenola u donorskom delu (C, ) se racunaju na isti nacin kao $to

je prethodno objasnjeno za slucaj difuzije polifenola iz ¢ajnog ekstrakta.

Na slici 4.35 je prikazano odredivanje koeficijenata difuzije polifenola iz

konvencionalnih lipozoma i lipozoma modifikovanih Span-om 20 i Span-om 40.
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Slika 4.35. Odredivanje koeficijenta difuzije polifenola iz disperzije

konvencionalnih lipozoma i lipozoma modifikovanih Span-om 20 i Span-om 40
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Na osnovu vrednosti nagiba krivih (slika 4.35) i koeficijenta A, izracunati su

koeficijenti difuzije polifenola iz disperzije konvencionalnih lipozoma i lipozoma

modifikovanih Span-om 20 i Span-om 40 (tabela 4.8).

Tabela 4.8. Koeficijenti difuzije za konvencionalne i modifikovane lipozome

Vrsta Gestica Nagib krive [min™] | D - 10° [m?s]
Konvencionalni lipozomi 0.00345 231
Lipozomi modifikovani Span-om 20 0.0026 1.74
Lipozomi modifikovani Span-om 40 0.0048 3.213
Zbog nemoguénosti jasnog ocitavanja koeficijenta difuzije iz lipozoma

modifikovanih Span-ovima, na slici 4.36 posebno je prikazano njihovo odredivanje.
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— ® o
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Slika 4.36. Odredivanje koeficijenta difuzije polifenola iz disperzije lipozoma
modifikovanih Span-om 20 i Span-om 40

Na slikama 4.37 i 4.38 je prikazano odredivanje koeficijenata difuzije polifenola iz

konvencionalnih lipozoma i lipozoma modifikovanih Tween-om 20 i Tween-om 60.
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Slika 4.37. Odredivanje koeficijenta difuzije polifenola iz disperzije

konvencionalnih lipozoma i lipozoma modifikovanih Tween-om 20 i Tween-om 60
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Slika 4.38. Odredivanje koeficijenta difuzije polifenola iz disperzije lipozoma
modifikovanih Tween-om 20 i Tween-om 60
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Na osnovu vrednosti nagiba krivih (slike 4.37 i 4.38) i koeficijenta /3, izraCunati Su

koeficijenti difuzije polifenola iz disperzije konvencionalnih lipozoma i lipozoma

modifikovanih Tween-om 20 i Tween-om 60 (tabela 4.9).

Tabela 4.9. Koeficijenti difuzije za konvencionalne i modifikovane lipozome

Vrsta estica Nagib krive [min™] | D - 10° [m?/s]
Konvencionalni lipozomi 0.00345 2.31
Lipozomi modifikovani Tween-om 20 0.00266 1.78
Lipozomi modifikovani Tween-om 60 0.00338 2.26

4.9. Izra¢unavanje difuzionih otpora konvencionalnih i modifikovanih
lipozoma

Kao §to je ve¢ receno, ukupni difuzioni otpor se moze posmatrati kao zbir

pojedinac¢nih otpora:
e otpora membrane,
e otpora lipozomnih Cestica.
Budu¢i da je pracena:
e difuzija polifenola iz Cajnog ekstrakta i
e difuzija polifenola iz lipozoma (konvencionalnih i modifikovanih),

razlika otpora izmedu ova dva sistema predstavlja otpor koji odredeni tip lipozoma

pruza difuziji polifenolnih molekula.

Prvi set eksperimenata je raden sa konvencionalnim lipozomima 1 lipozomima

modifikovanim Span-om 20 i Span-om 40 i rezultati su prikazani u tabeli 4.10.

Tabela 4.10. Odredivanje difuzionih otpora konvencionalnih i modifikovanih lipozoma

D-10°, | R-10%

Mp, g | & mm m?/s s/m
Ekstrakt caja (I) 2.066 421 | 1031 | 0.4083
Konvencionalni lipozomi (1) 2.3 4.68 3.481 1.344
Lipozomi modifikovani Span-om 20 (111) 2.5 51 1.740 2.931
Lipozomi modifikovani Span-om 40 (1V) 2.412 491 3.213 1.528
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Na osnovu otpora koje smo izracunali (tabela 4.10) sledi:
Rlipozoma: Ri- Ry
R|ipozoma = 9.357' 105 S/m

Iz vrednosti otpora vidimo da postoji otpor lipozoma difuziji polifenola i da je

doprinos lipozoma znacajan.
Na isti na¢in se racunaju i otpori modifikovanih lipozoma (R - R; i Ry - R)).
U tabeli 4.11. su prikazani otpori konvencionalnih i modifikovanih lipozoma.

Tabela 4.11. Uporedivanje difuzionih otpora

Tip lipozoma R-10° s/m
Konvencionalni lipozomi 0.936
Lipozomi modifikovani Span-om 20 2.523
Lipozomi modifikovani Span-om 40 1.120

Iz dobijenih vrednosti difuzionih otpora moze se zakljuditi da postoji dodatni otpor

difuziji polifenola kod modifikovanih membrana mikrocestica.

Interesantno je da je otpor difuziji polifenola ve¢i kod membrane modifikovane
Span-om 20, nego Span-om 40, iako je sorbitan mono-laurat manji molekul od sorbitan
mono-palmitata. Moguce obja$njenje za ovo je da se molekuli sorbitan mono-palmitata
pravilnije ,,pakuju sa fosfolipidima u membrani lipozoma, pa neznatno usporavaju

difuziju u odnosu na Ciste fosfolipide.

Slede¢i set eksperimenata je izveden sa konvencionalnim lipozomima i lipozomima

modifikovanim Tween-om 20 i Tween-om 60. Rezultati su prikazani u tabeli 4.12.

Tabela 4.12. Odredivanje difuzionih otpora konvencionalnih i modifikovanih lipozoma

D-10°, | R-10%,
Mp, g |8, mm| m%s s/m

Ekstrakt ¢aja (1) 2.081 | 4.24 8.77 0.483

Konvencionalni lipozomi (I1) 2.107 4.29 2.31 1.86
Lipozomi modifikovani Tween-om 20 (111) 2.074 4.22 1.78 2.37
Lipozomi modifikovani Tween-om 60 (V) 2.1 4.28 2.26 1.89
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Na osnovu izracunatin ukupnih otpora (tabela 4.12) dobijaju se otpori
konvencionalnih i modifikovanih lipozoma (R - Ry, Ry - Ry i Ry - R)) Koji su prikazani
u tabeli 4.13.

Tabela 4.13. Difuzioni otpori za razlicite vrste lipozoma

Tip lipozoma R-10°, s/m
Konvencionalni lipozomi 1.38
Lipozomi modifikovani Tween-om 20 1.89
Lipozomi modifikovani Tween-om 60 141

Dobijene vrednosti koeficijenata difuzije i difuzionih otpora ukazuju na to da se
inkapsulacijom polifenola u konvencionalne lipozome njihova difuzija znacajno
usporava (3.8 puta) u odnosu na ekstrakt ¢aja, zbog prisustva membrane lipozoma koja
pruza dodatni otpor difuziji. Ovaj otpor je mnogo veci od otpora koje pruzaju ¢ajni

ekstrakt i membrana difuzione celije.

Lipozomi koji su modifikovani Tween-om 20 pruzaju jo§ veéi otpor difuziji
polifenola (tabela 4.13), te se ona sporije odvija. U odnosu na sistem sa
neinkapsuliranim polifenolima, modifikovana membrana obezbeduje 4.93 puta sporiju
difuziju. Ovaj rezultat pokazuje da se modifikacijom membrane Tween-om 20 moze
posti¢i dodatno usporavanje difuzije polifenola i u poredenju sa konvencionalnim
lipozomima. Lipozomna membrana koja u svojoj strukturi ima ugradene molekule
Tween-a 20, ispoljava drugacija svojstva od membrane koja je izgradena samo od

fosfolipida, Sto za rezultat daje manju permeabilnost, odnosno ve¢i otpor.

Kada su u pitanju lipozomi modifikovani Tween-om 60, dobijeni rezultati nisu u
skladu sa o¢ekivanim vrednostima. Umesto dodatnog usporavanja difuzije u odnosu na
lipozome modifikovane Tween-om 20, izra¢unata vrednost koficijenta difuzije pokazuje
suprotno. Difuzija je usporena 3.88 puta u odnosu na sistem sa neinkapsuliranim
polifenolima, $to znaci da je brzina difuzije ve¢a od vrednosti koja se postiZe u sistemu
sa lipozomima modifikovanim Tween-om 20 i da je bliska vrednosti koja je postignuta

sa konvencionalnim lipozomima.

Pri izracunavanju koeficijenta difuzije moze se uociti nepravilnost koja se ne moze
primetiti na krivoj otpustanja (slike 4.32 i 4.33). Difuzija polifenola iz lipozoma

modifikovanih Tween-om 60 se odvija tako da nakon prvih 60 min dolazi do naglog,
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znacajnog usporavanja difuzije. U prvom periodu vrednosti koncentracija polifenola u
receptorskom delu ¢elije su bliske onima kod konvencionalnih lipozoma, dok su u
drugom periodu vrednosti koncentracija nize nego kod svih ostalih ispitivanih sistema
(slike 4.32 i 4.33). Ovim, kao da je kriva otpusStanja podeljena na dva nezavisna dela.
Ovakvo ponasanje dovodi do toga da se pri obradi eksperimentalnih rezultata i
izracunavanju koeficijenta difuzije moze posmatrati samo prvi period (slike 4.32 i1 4.33),

¢ime se ne obuhvata naknadno usporavanje difuzije u sistemu.

Moguce objasnjenje za ovakvo ponasSanje lipozoma modifikovanih Tween-om 60
lezi u ¢injenici da je molekul Tween-a 60 veci od molekula Tween-a 20, pa je i njegova
integracija u fosfolipidnu membranu slabija, tj. postoji moguénost da dolazi do
relaksacije ovih molekula, §to izaziva vecu permeabilnost lipozomne membrane i veci
koeficijent difuzije. Medutim, moze se desiti 1 da je stepen inkapsulacije kod lipozoma
modifikovanih Tween-om 60 mali i da je zato difuzija na pocetku brza — dolazi i do
brzog difundovanja vece koli¢ine neinkapsuliranih polifenola, koji ne nailaze na otpor
lipozoma. Oba objasnjenja su posledica strukture i veli¢ine molekula Tween-a 60 i
nacina njegovog ,,pakovanja“ u lipozomnu membranu, pa se za izvodenje verodostojnih

zakljuc€aka moraju sprovesti dodatna istraZivanja.

Takode, treba naglasiti da su oba molekula i Tween 20 i Tween 60 polioksietilen
(20) derivati polisorbata, sorbitan monolaurata i sorbitan monostearata, respektivno.
Broj 20, koji se nalazi posle naziva polioksietilen, se odnosi na ukupan broj oksietilen
grupa —(CH,-CH,0)- koje se nalaze u molekulu. Broj koji sledi iza tipa polisorbata (20
ili 60) se odnosi na vrstu masne kiseline koja je povezana sa polioksietilen delom
molekula. Monolaurat je oznacen sa 20, a monostearat sa 60. Iz eksperimentalnih
podataka se moze zakljuciti da na difuziju polifenola iz lipozoma ne uti¢e duZina lanca
masne kiseline, ve¢ da uglavnom zavisi od broja oksietilen grupa i zato su difuzioni

otpori iz modifikovanih lipozoma sli¢ni.

Poredenjem difuzionih otpora lipozoma modifikovanih razli¢itim polisorbatima
(tabela 4.14), moze se zakljuciti da je otpor difuziji polifenola najveéi kod membrane
modifikovane Span-om 20, a da najmanji otpor difuziji pruzaju lipozomi modifikovani

Span-om 40. Za detaljnija objasnjenja je potrebno izvesti dodatna ispitivanja i analize.
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Tabela 4.14. Difuzioni otpori za razli¢ite vrste lipozoma

Tip lipozoma R-10° s/m
Lipozomi modifikovani Span-om 20 2.52
Lipozomi modifikovani Span-om 40 1.12
Lipozomi modifikovani Tween-om 20 1.89
Lipozomi modifikovani Tween-om 60 141

4.10. Uticaj veli¢ine Cestica na difuziju polifenola iz lipozoma

U prethodnim radovima (Pravilovié i sar. 2015) odredivani su koeficijenti difuzije iz
konvencionalnih lipozoma i lipozoma ¢ija je membrana modifikovana Tween-om 20,
Tween-om 60, Span-om 20 i Span-om 40, koris¢enjem Franz-ove difuzione celije, na

temperaturi 25 °C. Dobijene vrednosti koeficijenata difuzije prikazane su u tabeli 4.15.

Tabela 4.15. Koeficijenti difuzije Cestica lipozoma i srednji pre¢nik

Vrsta Cestica Koeficijent dp - srednji
difuzije, D-10°, m¥/s | Precnik (nm)
Konvencionalni lipozomi 2.31 359.2
Lipozomi modifikovani Tween-om 20 1.78 5054
Lipozomi modifikovani Tween-om 60 2.26 583.5
Lipozomi modifikovani Span-om 20 1.74 897.5
Lipozomi modifikovani Span-om 40 3.21 7812

Raspodela veli¢ine Cestica modifikovanih Tween-om 20 je sli¢na raspodeli veli¢ine
¢estica konvencionalnih lipozoma, s tim §to su modifikovane Cestice veceg precnika.
Veli¢ina 1 jednih 1 drugih Cesica ukazuje da se radi o multilameranim vezikulama, pri
¢emu je, verovatno, broj fosfolipidnih membrana ve¢i kod modifikovanih Cestica, Sto
dovodi i do veéeg otpora difuziji, pa je koeficijent difuzije manji kod lipozoma
modifikovanih Tween-om 20. Ovo znac¢i da modifikacija membrane lipozoma Tween-
om 20 produzava oslobadanje aktivne komponente u poredenju sa konvencionalnim

lipozomima.

Kod cestica modifikovanih Tween-om 60 postoje 2 pika na dijagramu raspodele
veli¢ine Cestica (slika 4.27). Ve¢i pik (1075 nm) gotovo sigurno ukazuje na

multilamelarne lipozome, dok manji pik mogu biti unilamelarni lipozomi, ali i posebna
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vrsta vezikula obrazovana u prisustvu povrSinski aktivne materije. Na Zzalost,
mikroskopska analiza nije razjasnila ovo pitanje. U svakom slucaju, oCigledno je da se
polifenoli brze oslobadaju iz sitnijih Cestica, pa je efektivni koeficijent difuzije iz
lipozoma modifikovanih Tween-om 60 veé¢i od koeficijenta difuzije lipozoma

modifikovanih Tween-om 20.

Cestice modifikovane Span-om 20 imaju srednji pre¢nik veéi od konvencionalnih
lipozoma, §to ukazuje da se radi o multilamelarnim lipozomima, kod kojih je broj
fosfolipidnih dvoslojeva u membrani ve¢i u odnosu na klasi¢ne lipozome, pa je veci i

difuzioni otpor, a samim tim je sporije otpustanje polifenola i manji koeficijent difuzije.

Prema raspodeli veli¢ine Ccestica kod lipozoma modifikovanih Span-om 40
ocekivano bi bilo da je difuzija nesto sporija od difuzije polifenola iz konvencionalnih
lipozoma i brza od difuzije iz lipozoma modifikovanih Span-om 20. Eksperimentalni
podaci, medutim, pokazuju da je difuzija brza. Jedino moguce objasnjenje ovoga je
struktura same membrane, odnosno da se ugradnjom Span-a 40 u membranu povecava

njena poroznost i ubrzava difuzija polifenola.

125



Doktorska disertacija Radoslava N. Pravilovié

5. ZAKLJUCAK

U ovom radu je prikazan postupak inkapsulacije polifenola iz ekstrakta ¢aja majcine

dusice u alginatne i lipidne mikrocestice, kao i difuzija polifenolnih jedinjenja iz istih.

Prvi deo eksperimenata je raden sa alginatnim Cesticama, alginat-hitozan i alginat-
inulin ¢esticama, dok je drugi deo posvecen inkapsulaciji polifenola u konvencionalne

lipozome i mikrocestice modifikovane povrSinski aktivnim materijama.

Alginatne cestice su napravljene u 1.5%-tnom rastvoru kalcijum-hlorida pomocu
elektrostaticke ekstruzije. Dobijene su razliCite vrste Cestica, i1 to: hidrogel Cestice sa
inkapsuliranim ekstraktom Caja, Cestice alginat — hitozan sa inkapsuliranim ekstraktom
Caja, kao i Cestice alginat — inulin sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja. Takode, dobijene
su i liofilizovane i suve forme Cestica. Ispitan je stepen inkapsulacije polifenola u tako
dobijenim Cesticama i dobijena je relativno visoka vrednost stepena inkapsulacije (za
alginatne Cestice 98%, Cestice alginat-hitozan 86 % i Cestice alginat-inulin 82%). Visok
stepen inkapsulacije pokazuje da su alginatne cestice pogodne za inkapsulaciju

polifenola iz ekstrakta caja.

Takode, u ovom radu je ispitana i veli¢ina dobijenih alginatnih cestica, koriS¢enjem
optickog mikroskopa. Dobijeni rezultati predstavljaju potvrdu pocetnih ocekivanja, tj.
Cestice oblozene membranom (alginat-hitozan sa inkapsuliranim ekstraktom ¢aja) imaju
najveci srednji precnik, 827.25 um, dok su hidrogel alginatne cestice najmanje, srednjeg
pre¢nika 651.02 um. U cilju dalje karakterizacije Cestica, izvrSena je njihova SEM i
FTIR analiza.

U ovoj tezi, antioksidativna aktivnost je odredena na dva nacina: pomo¢u ABTS
metode i FRAP metode. Prema dobijenim rezultatima antioksidativna aktivnost
liofolizovanih cCestica je 15 puta (ABTS metoda) ili 13 puta (FRAP metoda) ve¢a od
antioksidativne aktivnosti hidrogel Cestica. Takode, liofilizovane Cestice pokazuju vecu
antioksidativnu aktivnost od suvih Cestica (oko dva puta), Sto ukazuje na to da
liofilizacija Cuva antioksidativnost polifenolnih jedinjenja bolje nego proces susenja.
Visoka temperatura dovodi do degradacije i gubitka polifenolnih jedinjenja, tako da je
suSenje zamrzavanjem (liofilizacija) efikasniji proces od klasi¢nog suSenja na povisenoj

temperaturi za proizvodnju suvih formi Cestica.

126



Doktorska disertacija Radoslava N. Pravilovié

Nakon pracenja otpustanja polifenola iz alginatnih ¢estica u sud sa destilovanom
vodom, moze se zakljuciti da se najveci deo polifenola otpusti u prvih pola sata od
potapanja Cestica. Ovo je i o¢ekivan rezultat zbog velikog gradijenta koncentracije koji
Se javlja izmedu alginatnih Cestica, koje sadrze visok procenat polifenola i okolnog
medijuma u kome se vr$i otpustanje (destilovana voda). Poredenjem alginatnih cestica,
Cestica alginat-hitozan i Cestica alginat-inulin zakljuCuje se da pokazuju istu kinetiku
otpustanja polifenola, Sto je posledica Cinjenice da mali molekul polifenola relativno
brzo difunduje iz alginatnih Cestica koje karakteriSe struktura velikih pora. Ipak, kod
Cestica alginat-hitozan postignuto je povecanje vremena otpusStanja polifenola, reda
veli¢ina 10-20 min, u odnosu na alginatne hidrogel cestice. Ovo predstavlja potvrdu
novog pravca istrazivanja, koji je zasnovan na oblaganju &estica membranom. Cestice
koje obavija membrana su otpornije u primeni in vivo, a materijali koji su koris¢eni za
omotac su primenjeni sa ciljem da smanje poroznost gela, Sto je dovelo do sporijeg
otpustanja aktivnih komponenti iz Cestica. Takode, inkapsulacijom su polifenoli

zaSti¢eni od oksidacije.

Ispitivanjem difuzije polifenola iz alginantih i modifikovanih alginantih Cestica u

Franz-ovoj difuzionoj ¢eliji, mozemo izvesti sledece zakljucke:

e Brzina otpuStanja iz alginatnih Cestica verovatno je kontrolisana relaksacijom
polimera, dok je otpustanje iz alginat-inulin i alginat-hitozan cestica kontrolisano

molekulskom difuzijom.

e Kod cestica alginat-hitozan postize se znafajno produzeno vreme otpuStanja
polifenola u poredenju sa alginatnim Cesticama. Ovaj rezultat pokazuje da je moguce
usporiti difuziju polifenola oblaganjem algiantnih Cestica hitozanskom membranom,

koja predstavlja dodatni otpor difuziji.

e Inulin se koristi kao punilac alginatne membrane, pa je ocekivano da ovaj sistem
pruzi dodatni otpor difuziji. Eksperimentalni podaci pokazali su da su kinetike
oslobadanja polifenola iz alginatnih i alginat-inulin ¢estica veoma sli¢ne, $to znaci da se
dodatkom inulina alginatu ne postize Zeljeni efekat produzenja vremena otpuStanja

polifenola.
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Da bi se produzilo vreme otpustanja polifenola, izvrSena je njihova inkapsulacija u
konvencionalne lipozome, kao i lipozome sa modifikovanom membranom. Sve vrste

lipozoma su pripremljene modifikovanom prolipozomnom metodom.
Na osnovu rezultata difuzionih eksperimenata mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

e Polifenoli se mogu uspes$no inkapsulirati u konvencionalne lipozome, kao i u
lipozome ¢ija je membrana modifikovana polisorbatima Span 20, Span 40, Tween 20 i

Tween 60.

e Najmanji srednji precnik imaju konvencionalni lipozomi ¢ija je membrana
izgradena od fosfolipida, uglavnom fosfatidilholina. Lipozomi modifikovani Span-om
20 i Span-om 40 imaju dva puta veci pre¢nik od konvencionalnih lipozoma.
Modifikacija membrane Tween-om 20 povecava srednji preénik lipozoma i usporava
difuziju aktivne komponente. Modifikacija membrane Tween-om 60 dovodi do
povecéanja srednjeg prec¢nika lipozoma, ali se difuzija aktivne komponente ne usporava
zbog postojanja frakcije sitnijih ¢estica. Lipozomne disperzije modifikovane Tween-om
60 i Span-ovima imaju bimodalne raspodele veli¢ine ¢estica, sa jednim manjim i jednim
ve¢im pikom. Zeta potencijal lipozoma ne menja se znac¢ajno modifikacijom lipozomne

membrane.

e Elektronska mikroskopija zahteva posebnu pripremu uzoraka lipozomnih
disperzija. Klasicnom pripremom uzoraka 1 lipozomnih disperzija 1 liofilizovanih

¢estica ne dobijaju se snimci zadovoljavajuceg kvaliteta.

e Difuzija polifenola iz ¢ajnog ekstrakta je brz proces i nakon 1 h dolazi do

uspostavljanja ravnoteZze.

e Konvencionalni lipozomi usporavaju difuziju polifenola u velikoj meri, jer
membrana lipozoma pruza dodatni otpor difuziji polifenola. Difuzija je 3.8 puta sporija
u odnosu na difuziju polifenola iz ¢ajnog ekstrakta. Difuzija je najbrza u toku prvih 2 h,

a zatim dolazi do uspostavljanja stacionarnog stanja.

e Modifikacija membrane lipozoma polisorbatima utice na smanjenje brzine
difuzije. U kojoj meri ¢e difuzija biti usporena, zavisi od prirode molekula kojim se

modifikacija vrsi.
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e Profil otpusStanja polifenola iz mikrocestica modifikovanih Span-om 20 pokazuje
usporavanje difuzije u odnosu na klasi¢ne lipozome. Difuzija u ovom sistemu je najbrza
u toku prvih 3.5 h, nakon ¢ega dolazi da uspostavljanja stacionarnog stanja. Vrednosti
koeficijenata difuzije ukazuju na usporavanje difuzije iz mikrocCestica modifikovanih
Span-om 20. Difuzija iz ovog sistema je 5.9 puta sporija u odnosu na difuziju polifenola
iz ¢ajnog ckstrakta, dok je vrednost otpora koji pruza modifikovana membrana difuziji

polifenola 2.523-10° s/m, §to je znacajno vise i od otpora lipozoma.

e Koeficijent difuzije iz mikroCestica modifikovanih Span-om 40 blizak je
koeficijentu difuzije iz klasi¢nih lipozoma. I u sluc¢aju Span-a 40 difuzija je sporija u

odnosu na klasi¢ne lipozome, ali je efekat znac¢ajno manji u poredenju sa Span-om 20.

e Modifikacija lipozomne membrane Tween-om 20 uslovljava znacajno
usporavanje difuzije polifenola u odnosu na konvencionalne lipozome, jer je difuzioni
otpor koji ovakva membrana pruza veci od otpora nemodifikovane membrane. Difuzija
polifenola iz ovih modifikovanih lipozoma je 4.93 puta sporija nego difuzija iz ¢ajnog
ekstrakta. Efekat usporavanja difuzije je znacajno veci u poredenju sa konvencionalnim

lipozomima (1.3 puta sporija difuzija).

e Lipozomi modifikovani Tween-om 60 ispoljavaju specificno ponaSanje koje
zahteva dodatna istrazivanja. Izracunat koeficijent difuzije ne ukazuje na znacajno

usporavanje difuzije u odnosu na konvencionalne lipozome.

¢ Inkapsulacija polifenola u konvencionalne i modifikovane lipozome uslovljava
znaajno usporavanje difuzije, pa se moze posti¢i efekat produZenog otpustanja.
Poznavanje vrednosti koeficijenta difuzije i difuzionih otpora ovih sistema, pruza

mogucnost za opisivanje 1 projektovanje sistema za kontrolisano otpustanje.

Navedeni rezultati nalaze primenu u poboljSanju kvaliteta i bioloske vrednosti
konditorskih i farmaceutskih proizvoda. Naime, u konditorske proizvode mogu da se
implementiraju polifenoli u inkapsuliranom obliku. Tako se omogucuje stabilnost i
o¢uvanost polifenola. Osim toga, polifenolna jedinjenja su gorkog ukusa te se
svakodnevnom ishranom unose u mnogo manjim dozama od preporucenih. Zbog toga
se javila potreba za ¢vrstim inkapsulatima polifenola kojima ¢e se maskirati njihov
ukus, a koji se mogu koristiti kao aditivi za proizvodnju funkcionalnih prehrambenih

proizvoda. Takode, inkapsulacija smanjuje koli¢inu polifenola koja se dodaje po
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jedinici proizvoda kako bi se ostvario isti antioksidativni efekat u odnosu na
neinkapsulirani oblik doziranja. Takvi proizvodi postaju neophodni u svakodnevnom
zivotu kod ljudi ¢iji moderan nacin zivota ne dozvoljava dovoljan unos antioksidanasa u
organizam. Osim toga, za primenu polifenola kao lekovitih supstanci u farmaceutskoj
industriji, potrebne su formulacije koje ¢e omoguciti kontrolisano otpustanje u gastro-
intestinalnom traktu. Naime, slobodni polifenoli nakon oralne upotrebe imaju kratko
vreme boravka u gastro traktu, bivaju slabo apsorbovani i brzo degradirani dejstvom
kiselina i enzima u stomaku. Rezultati ove disertacije pokazuju kontrolisano i
produzeno otpustanje polifenola inkapsuliranih u lipozome, $to moze da bude znacajno

za farmaceutsku primenu.
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Republikom Slovenijom, broj projekata E!4486 i E!6750).

Angazovana je u nastavi u izvodenju racunskih vezbi iz predmeta ,,Osnovi
automatskog upravljanja (procesima)“ pocev od Skolske 2007/2008.god, pa do
danas, ,,Automatsko upravljanje procesima® 2008/2009.god, ,,Modelovanje 1
simulacija procesa“ 2010/2011, 2013/2014. i 2015/2016.god, kao i u izvodenju

eksperimentalnih vezbi 1z predmeta ,,TehnoloSke operacije” 2008/2009. 1
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2009/2010.god. 1 iz predmeta ,,HI laboratorija® 2013/2014.god. pri katedri za

Hemijsko inzenjerstvo TMF-a.

Radoslava Pravilovi¢ je do sada bila autor ili koautor 16 radova Stampanih u
celini i to: dva (2) rada publikovana u vrhunskim medunarodnim ¢asopisima (M21),
jedan (1) rad publikovan u istaknutom medunarodnom casopisu (M22), tri (3) rada
publikovana u medunarodnim casopisima (M23), deset (10) saopStenja sa
medunarodnih skupova Stampanih u celini (M33) i1 jedno (1) saopsStenje sa
nacionalnog skupa Stampano u celini (M63). Objavila je i sedam (7) radova sa
domacdih i medunarodnih skupova §tampanih u izvodu, od ¢ega cetiri (4) rada na

medunarodnim skupovima (M34) i tri (3) rada na skupu nacionalnog znacaja (M64).
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broj indeksa DS-13/06
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tehnikama inkapsulacije®

« rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

o da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih

ustanova,
e da su rezultati korektno navedeni i

o danisam krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda
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Broj indeksa DS-13/06

Studijski program Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologija

Naslov rada ,Difuzija polifenolnih jedinjenja iz mikrodestica dobijenih

razli¢itim tehnikama inkapsulacije®

Mentor prof.dr Branko Bugarski

Potpisani/a Radoslava (Novica) Pravilovié

[zjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj
verziji koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma

Univarziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji liéni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja

doktora nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.
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Potpis doktoranda
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Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni

repozitorijum Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

»Difuzija polifenolnih jedinjenja iz mikrodestica dobijenih razlifitim

tehnikama inkapsulacije*

Koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za

trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu mogu da koriste svi koji postoju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence

Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.
1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@)Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat

je na poledini lista).

Potpis doktoranda
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