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Abstract

Three series of block copolymers based on poly(e-caprolactone), PCL, and
poly(ethylene oxide), PEO, were generated as new environmentaly friendly polymeric
material (production of packaging) suitable for biomedical application. Two series of triblock
copolymers with different PCL and PEO blocks lenghts and one seria of diblock copolymers
were prepared by ring-opening polymerization of monomer ¢-caprolactone, in bulk, catalized
with tin(ll) octoate. The dihydroxy and monohydroxy poly(ethylene oxide) used in those
reactions served as macroinitiators. PEO block length was fixed both in triblock copolymer
series (M, 1000 g/mol and 400 g/mol) and diblock copolymer series (M, 1020 g/mol), while
the PCL block lengths (M, 10000 - 40000 g/mol) were tailored by changing weight ratio of &-
CL/PEO. The influence of a low content of PEO segment (4.8 wit% and lower) on the
thermal, surface and morphological properties, as well as their biodegradation behavior, of
PCL block copolymers was investigated. The structure and composition of copolymers were
examined by Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy (*H and quantitative *C NMR)
while their molecular weights were determined by Gel Permeation Chromatography (GPC).
Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Thermogravimetric analysis (TGA) confirmed
that thermal properties and degradation behaviour of the prepared block copolymers were
strongly dependant on polymer composition, PEO content and PCL block lenghts, but also on
the position of PEO segment. Surface morphology of the copolymer films was investigated
using optical microscopy and Atomic Force Microscopy (AFM) analysis, showing that
copolymers crystallize in the form of spherulites with different diameters. Despite the small
hydrophilicity of the block copolymer samples and negligible degradation ability under
controlled hydrolitic conditions, degradation under controlled enzymatic and composting
conditions indicated significant destruction of polymer samples, especially in the case of
polymers with higher PEO content and small molecular weight. Diblock copolymers had
better degradation properties compared to triblock copolymers. For the enzymatic
degradation experiments, cell-free extract which contained Pseudomonas lipases was used for
the first time. According to results of model composting tests, synthesized block copolymers
could be considered as environmentaly friendly materials since they could be degraded by
microorganisms normally present in soil. The overall goal was to prepare triblock copolymer
microspheres suitable as ibuprofen carriers in drug delivery systems. Microspheres with PEO
content less than 2 wt% were prepared by oil in water (o/w) solvent evaporation technique.

The ibuprofen-loaded microspheres were characterized in terms of size, morphology,



encapsulation efficiency and drug loading. The presence of hydrophilic PEO segment in PCL
chains caused the decrease in particle size, which further had a great impact on the drug
release kinetics. Therefore, initially faster release and significantly higher quantity of released
drug compared to neat PCL was obtained for polymer microspheres with the highest PEO
content. In vitro cytotoxicity tests using healthy human fibroblasts (MRC5) revealed that
empty PCL and triblock copolymer microspheres were not toxic at concentrations of 750
pg/mL and were only mildly toxic in concentrations of up to 3 mg/mL. The greatest
cytotoxicity exhibited ibuprofen-loaded triblock copolymer microspheres which showed the
highest release of ibuprofen and their cytotoxicity correlated with the cytotoxic effects of the
comparable amounts of ibuprofen. Due to their tailorable properties that could be easily
achieved, triblock copolymers with a low PEO content are promising candidates as ibuprofen
carriers in the effective treatment of chronic painful arthritis for which sustained drug release

is essential.

Keywords: PCL diblock and triblock copolymers, thermal properties, surface morphology,

hydrolitic degradation, enzymatic degradation, ibuprofen, drug delivery, cytotoxicity.
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Izvod

Tri serije blok kopolimera na bazi mpoli(e-kaprolaktona), PCL, i poli(etilen-oksida),
PEO su sintetisane kao novi polimerni materijal pogodan za zastitu Zivotne sredine (izrada
biodegaradabilne ambalaze) i za primenu u biomedicini. Dve serije triblok kopolimera sa
razli¢itim duzinama PCL 1 PEO blokova i jedna serija diblok kopolimera su sintetisane
reakcijom polimerizacije otvaranja prstena monomera e-kaprolaktona (e-CL), u masi,
katalizovanu kalaj(Il)-oktoatom. Dihidroksi i monohidroksi poli(etilen-oksid) koris¢eni u
ovim reakcijama su imali ulogu makroinicijatora. Duzina PEO blokova je bila konstantna,
kako u serijama triblok kopolimera (M, 1000 g/mol i 400 g/mol), tako i u seriji diblok
kopolimera (M, 1020 g/mol), dok je duzina PCL blokova (M, 10000 - 40000 g/mol)
podeSavana menjanjem masenog odnosa e-CL/PEO. Ispitivan je uticaj malog sadrzaja PEO
bloka u blok kopolimerima (< 4,8 mas.%) na termicka, povrSinska i morfoloska svojstva, kao
i na njihovu biodegradabilnost. Struktura i sastav kopolimera su ispitivani *H i *C NMR
spektroskopijom, dok su vrednosti molarnih masa odredene pomoc¢u GPC analize. DSC i TG
analize su potvrdile da termicka svojstva i termicka stabilnost dobijenih blok kopolimera
umnogome zavise od sastava polimera, udela PEO i duzine PCL blokova, ali i od poloZaja
PEO segmenta u lancu makromolekula. Morfologija kopolimernih filmova je ispitana
otpickom mikroskopijom i AFM analizom, ¢ime je potvrdeno da blok kopolimeri kristaliSu u
formi sferulita razli¢itih dimenzija. Uprkos maloj hidrofilnosti blok kopolimerna i neznatnoj
podloznosti hidrolitickoj degradaciji, enzimska degradacija i degradacija u kompostu pod
kontrolisanim uslovima su pokazale znacajnu destrukciju polimernih uzoraka, narocCito u
slu¢aju polimera sa ve¢im sadrzajem PEO i manjom molarnom masom. Diblok kopolimeri su
pokazali veéu degradacionu sposobnost u poredenju sa triblok kopolimerima. Za
eksperimente enzimske degradacije, po prvi put je koris¢en celijski ekstrakt ("cell-free™) koji
je sadrzao enzime Pseudomonas lipaze. Na osnovu rezultata testova kompostiranja,
sintetisani blok kopolimeri se mogu smatrati materijalima koji ne zagaduju Zivotnu sredinu
jer se razgraduju pod dejstvom mikroorganizama iz spoljasnje sredine. Drugi cilj ovog
istrazivanja je bio priprema mikrosfera od triblok kopolimera kao matrica za isporuku aktivne
supstance, ibuprofena. Mikrosfere od triblok kopolimera sa sadrzajem PEO bloka ispod 2
mas.% su pripremljene postupkom otparavanja lako isparljivog rastvaraca iz emulzije "ulje u
vodi" (o/v). Mikrosfere sa ibuprofenom su karakterisane u pogledu veli¢ine, morfologije,
efikasnosti inkapsulacije 1 sadrzaja inkapsuliranog leka. Prisustvo PEO segmenta u

kopolimerima je dovelo do smanjenja veli¢ine mikrosfera, $to je dalje imalo veliki uticaj na



kinetiku otpustanja leka. Stoga, brze otpustanje leka i znacajno veca koli¢ina otpusStenog leka
u odnosu na PCL je dobijeno za polimerne mikrosfere sa najve¢im sadrzajem PEO. In vitro
testovi ispitivanja citotoksi¢nosti koris¢enjem zdravih humanih fibroblasta (MRCS5) su
pokazali da prazne mikrosfere na bazi PCL 1 triblok kopolimera nisu toksi¢ne u koncentraciji
od 750 pg/mL i da su blago toksi¢ne u koncentraciji do 3 mg/mL. Najvecu citotoksi¢nost su
pokazale mikrosfere od triblok kopolimera sa ibuprofenom koje su ujedno pokazale najveci
procenat otpusStenog ibuprofena. Zahvaljuju¢i moguénosti da se svojstva mogu podeSavati
lako variranjem strukture, triblok kopolimeri sa malim sadrzajem PEO su dobri kandidati za
nosace ibuprofena u efikasnoj terapiji hroni¢nog artritisa za koji je neophodno dugotrajno

otpustanje leka.

Kljucne reci: PCL diblok 1 triblok kopolimeri, termicka svojsvta, povrSinska morfologija,

hidroliticka degradacija, enzimska degradacija, ibuprofen, isporuka lekova, citotoksi¢nost.
Naucna oblast: Hemijske nauke
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1. Uvod

Tokom poslednje tri decenije, napravljen je veliki pomak u razvoju biodegradabilnih
polimernih materijala. Ekspanzija u razvoju biodegradabilnih polimera posledica je
nedostataka i problema nagomilavanja polimernog otpada nastalih prilikom jednokratne
primene nedegradabilnih polimernih materijala. Najveca primena biodegradabilnih polimera
je u oblasti biomedicine, ali i sa ekoloSkog stanovista, ovi polimeri, kao zamena
nedegradabilnih polimera za jednokratnu namenu, mogu doprineti zastiti Zivotne sredine i
smanjenju zagadenosti Zemlje polimernim otpadom. Glavne prednosti biodegradabilnih
polimera su: podlezu procesu kompostiranja kao organski otpad; njihova primena ne
smanjuje samo ugrozenost zivotne sredine uzrokovanu deponijama konvencionalnih polimera
koji se koriste u svakodnevnom zivotu, ve¢ redukuje i odlaganje laboratorijskog otpada jer se
moze degradirati prirodnim putem; njihovom razgradnjom se rastereCuju deponije jer se
ukupna koli¢ina otpada smanjuje; mogu se reciklirati do upotrebljivih monomera i oligomera
mikrobioloskim i enzimskim tretmanom.

U oblasti biomedicine, biodegradabilni polimerni materijali imaju veliki potencijal u
razvoju terapeutskih pomagala kao Sto su proteze, trodimenzionalne porozne strukture
("scaffolds") u inzenjerstvu tkiva, 1 u sistemima kontrolisane isporuke lekova kao nosaci
aktivnih supstanci. Za bilo koju od navedenih primena, potrebno je da materijali imaju
specificna fizicka, hemijska, bioloSka, mehani¢ka i degradaciona svojstva kako bi se
obezbedila efikasna terapija. Ispitan je veliki broj kako prirodnih tako i sintetskih polimera
koji podlezu degradaciji (hidrolitickoj ili enzimskoj) kao potencijalnih kandidata u
biomedicinskoj primeni. Alifatski poliestri su prepoznati kao vazna klasa biodegaradabilnih
polimernih materijala jer su veoma podlozni bioloSkom napadu. U grupu najviSe ispitivanih
alifatskih poliestara kao biodegradabilnog materijala spadaju poli(3-hidroksibutirat), PHB,
poli(e-kaprolakton), PCL, poli(butilen-sukcinat), PBS, i poli(mle¢na kiselina), PLA.
Biodegradabilni poliestri mogu biti prirodni (poli(hidroksialkanoati)) i hemijski sintetisani
poliestri. Hemijski sintetisani poliestri mogu biti poreklom iz obnovljivih izvora (poli(mle¢na
kiselina)) ili iz petrohemijskih izvora (poli(e-kaprolakton), poli(butilen-sukcinat)).

Zahvaljujuci prisustvu hidrolizabilne estarske veze u lancima alifatskih poliestara, ovi
polimeri mogu podle¢i degradaciji. Ispitivanje biodegradabilnosti 1 mehanizma
biodegradacije ima bitnu ulogu u razvoju biodegradabilnih poliestara. Razumevanje
mehanizma degradacije moze biti veoma korisno u smislu smanjenja nezeljenih efekata do

kojih moze do¢i nakon $to ovi polimeri dospeju u okolinu. Poli(e-kaprolakton), PCL, semi-



kristalini¢ni 1 hidrofobni alifatski poliestar sa karakteristitnom sporom degradacijom, se
pokazao kao odli¢na polimerna matrica u sistemima za kontrolisano otpustanje lekova.
Biodegradabilnost PCL-a se moze poboljsati povecanjem njegove hidrofilnosti, odnosno
uvodenjem hidrofilnih polietarskih segmenata u polimerne lance. Hidrofilni poli(etilen-
oksid), PEO, zbog svojih hidrofilnih, netoksi¢nih, antigenskih i imunogenih svojstava,
najscesce se koristi za kopolimerizaciju sa PCL-om. Amfifilni PCL/PEO blok kopolimeri,
pokazuju vecu hidrofilnost, a samim tim i1 biodegradabilnost, ¢ime se proSiruje njihova
primena u biomedicini. Takode, PCL i njegovi blok kopolimeri sa PEO, spadaju u grupu
retkih polimernih materijala koji se, pored primene u biomedicini, mogu Koristiti i za izradu
ambalaZze i drugih predmeta za jednokratnu upotrebu, koji se za razliku od biostabilnih
materijala mogu bioloski razgraditi.

Predmet ove doktorske disertacije je bila sinteza, karakterizacija i ispitivanje
biodegradabilnosti diblok i triblok kopolimera na bazi poli(e-kaprolaktona) i poli(etilen-
oksida) kao centralnog bloka kod triblok kopolimera i kao lateralnog bloka kod diblok
kopolimera. Izrazena hidrofobnost i kristaliniénost homopolimera PCL obezbeduju njegovu
sporu degradaciju, §to ga ¢ini dobrom matricom za kontrolisano otpustanje lekova. Sa druge
strane, ova svojstva mogu znacajno ograniciti Siru primenu PCL-a. Uloga hemijski vezanog
amorfnog, mekog, hidrofilnog centralnog segmenta PEO u triblok i kao lateralnog bloka u
diblok kopolimeru je da povecava hidrofilnost, a time i biodegradabilnost polimerne matrice.
Za sintezu kopolimera je koris¢ena reakcija polimerizacije otvaranja prstena e-kaprolaktona,
inicirana hidroksilnim grupama na krajevima pretpolimera, poli(etilen-oksida), PEO, odnosno
metoksi-poli(etilen-oksida), m-PEO. Reakcija polimerizacije je izvodena u rastopu u
prisustvu Katalizatora, kalaj-2-etilheksanoata, Sn(Oct),. Poli(etilen-oksid) sa zavrSnim
hidroksilnim grupama molarne mase 400 i 1000 g/mol, koji je koris¢en u ovim sintezama,
predstavlja unutrasnji segment triblok kopolimera, dok m-PEO molarne mase 1020 g/mol
predstavlja lateralni segment diblok kopolimera. Blok kopolimeri razli¢itih molarnih masa (u
opsegu od 20000 do 40000 g/mol) sintetisani su podesavanjem molskog odnosa pocetne
reakcione smese, pri ¢emu je duzina PEO i m-PEO segmenata bila konstantna, a varirane su
duzine PCL blokova.

Nakon sinteze tri serije blok kopolimera razli¢ite konfiguracije i sastava, ispitan je uticaj
uvodenja hidrofilnog, mekog PEO segmenta u lance PCL na termicka, morfoloska i
degradaciona svojstva blok kopolimera. Struktura, sastav i stepen polimerizacije sintetisanih
polimera su odredeni pomoéu *H NMR i kvantitativne *C NMR spektroskopije, a molarne

mase i raspodela molarnih masa viskozimetrijom razblaZzenih rastvora i gel-propusnom
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hromatografijom (GPC). Temperature topljenja sintetisanih kopolimera odredene su
diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom (DSC), a termicka stabilnost dobijenih
polimera termogravimetrijskom analizom (TGA). Stepen kristalini¢nosti uzorka izracunat je
na osnovu difraktograma snimljenih rendgenskom difrakcijom na velikim uglovima
(WAXS). Kako je jedan od osnovnih ciljeva ovog istrazivanja bio da se uvodenjem
hidrofilnog, mekog PEO segmenata u malom procentu, kao centralnog ili lateralnog
segmenta, poboljsa degradabilnost kopolimera, a istovremeno zadrze dobra mehanicka i
termiCka svojstva i preradljivost karakteristicna za homopolimer PCL, reoloska svojsta
sintetisanih kopolimera su ispitivana u ¢vrstom stanju i1 rastopu pomocu dimanicko-
mehanicke analize (DMA). Hidrofilnost diblok i triblok kopolimera odredena su merenjem
procenta apsorpcije vode i vlage. Za ispitivanje morfoloskih svojstava polimera koris¢ena je
opticka mikroskopija, kao i mikroskopija atomskih sila (AFM). Hidroliticka degradacija
sintetisanih polimernih filmova je testirana u fosfatnom puferu (pH 7,4) na 37 °C tokom osam
nedelja. Za ispitivanje enzimske degradacije kopolimera tokom 2 i 4 nedelje po prvi put je
koriséen bakterijski ekstrakt kulture Pseudomonas PAO1 koji sadrzi enzime lipaze, i druge
esteraze. Pracenje stepena enzimske degradacije je vrSeno gravimetrijski, merenjem gubitka
mase nakon degradacije, kao i AFM analizom, dok je promena molarne mase kopolimera
odredena GPC analizom. Biodegradabilnost sintetisanih diblok i triblok kopolimera ispitana
je 1 u model kompost sistemu, koji je sadrzao komercijalni substrat obogacen kulturom
bakterijskog soja P. aeruginosa PAO1, tokom 4 nedelje na 37 °C.

Drugi deo istrazivanja je bio usmeren na pripremu blok kopolimernih mikrosfera za
kontrolisano otpustanje leka i njihova primena u biomedicini. Kao aktivna supstanca (model
leka) koris¢en je ibuprofen (u koncentracijama od 10 i 20 mas.%), nesteroidni
antiinflamatorni lek koji se koristi u terapiji reumatoidnog artritisa, osteoartritisa i kao
analgetik. Mikrosfere PCL-a i triblok kopolimera sa kra¢cim PEO blokom su dobijene
postupkom otparavanje lako isparljivog rastvaraca iz emulzije, potom su karakterisane DSC,
FTIR i SEM analizom. Kontrolisano otpustanje leka u fosfathom puferu (pH 7,4) je prac¢eno
pomocu UV/Vis spektrofotometrije. Kinetika otpustanja ibuprofena iz polimernih mikrosfera
je analizirana pomocu razli¢itih matematickih modela. Citotoksi¢ni efekti dobijenih

mikrosfera su ispitani koris¢enjem humanih celija fibroblasta plu¢ca (MRCS).



2. Teorijski deo

2.1. Pojam biodegradabilnih polimera i klasifikacija

U danadnje vreme, polimeri su najviSe koriS¢eni materijali i predstavljaju vaznu
sirovinu zbog svoje Siroke primene u razli¢itim oblastima; za izradu ambalaznog materijala
za hranu (najveca zastupljenost), u izradi odece, automobilskoj industriji 1 brojnim drugim
granama industrije. Na svetu se godisnje generiSe oko 34 miliona tona polimernog otpada, od
cega 93 % zavrsi u zemljiStu 1 okeanima. Uprkos zabrani odlaganja polimernog otpada u
zemljiSte u pojedinim zemljama clanicama Evropske Unije, oko 50 % ovog otpada ipak
dospe u zemljiste. Razvijene zemlje kao §to su Nemacka, Holandija, Svedska, Danska i
Austrija uspesno recikliraju od 80 do 100 % polimernog otpada, ali je to samo 28 % od
ukupne koli¢ine na svetskom nivou. Dok se u drzavama Evropske Unije radi na pronalazenju
drugih nacina za odlaganje otpada, ali i primeni reciklaze, zemlje u razvoju (Kina, Indonezija,
Filipini, Vijetnam, Sri Lanka), koje generidu vise od 50 % polimernog otpada, i dalje koriste
konvencionalan na¢in odlaganja otpada, na deponijama. U cilju zaStite Zivotne sredine i
smanjenja zagadenja polimernim otpadom, proizvodnja biopolimera postaje sve popularnija.

Polimerni materijali se mogu klasifikovati na osnovu biodegradabilnih svojstava i na
osnovu porekla, odnosno sirovine iz koje su dobijeni (Slika 2.1.). Polietilen (PE),
poli(propilen) (PP) i poli(etilen-tereftalat) (PET) su klasi¢ni predstavnici nedegradabilnih
polimera koji se dobijaju iz fosilnih izvora ("oil-based"). Dok je vecina polimera dobijenih iz
fosilnih sirovina nedegradabilna, poli(e-kaprolakton) (PCL), poli(butilen-sukcinat/adipat)
(PBSA) i poli(butilen-adipad/tereftalat) (PBAT) spadaju u grupu biorazgradivih polimernih
materijala.

Derivati polisaharida sa velikim stepenom supstitucije, kao Sto je acetat-celuloze, ne
mogu se razgraditi kada dospeju u okolinu, iako je celuloza prirodni polisaharid koji se
potpuno razlaze dejstvom enzima, celulaza. Takode, bio-PE nije biorazgradiv, iako se dobija
iz bio-etanola, koji nastaje fermentacijom glukoze. U poslednje vreme, bio-PET se proizvodi
iz biomase upotrebom bio-baziranog etilen-glikola, a sadrZzaj biomase u bio-PET je oko 30 %,
i ovaj polimer spada u grupu nedegradabilnih polimera. Pojam "biopolimera™ je veoma
opSiran i vrlo Cesto pogreSno shvaéen upravo zbog cinjenice da polimeri dobijeni iz

obnovljivih izvora ne moraju biti istovremeno i biodegradabilni. [1-4]
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Slika 2.1. Klasifikacija polimernih materijala. [4]

U 2014. godini, na svetu je proizvedeno oko 1,7 miliona tona biodegradabilnih
polimernih materijala, a o¢ekuje se da ¢e njena proizvodnja dostic¢i 6,2 miliona tona do 2018.
godine (Slika 2.2.). Do 2012. godine, proizvodnja PLA i blendi sa skrobom je iznosila 47 i 41
%, 1 to su bili najcesce korisc¢eni biopolimeri, dok je kroz par godina njihova proizvodnja
smanjenja viSe nego duplo u odnosu na ukupnu proizvodnju biopolimera. Godisnja
proizvodnja polimera dobijenih iz petrohemijskih izvora (fosilni izvori) dostigla je 300
miliona tona u 2015. godini, a porast proizvodnje biodegradabilnih polimera se pripisuje

njihovim dobrim svojstvima, a pre svega jer su ekoloski prihvatljivi. [5]
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Slika 2.2. Graficki prikaz proizvodnje biopolimera u svetu u 2014. godini. [6]



Uprkos prisustvu miliona tona polimernog otpada koji uglavnom ¢ine nedegradabilni
polimerni materijali, proizvodnja biodegradabilnih polimera predstavlja mali deo ukupne
svetske proizvodnje polimernih materijala. Biodegradabilni polimerni materijali se ve¢inom
koriste za jednokratnu primenu, a upravo polimerni materijali su prisustni u svakodnevnom
Zivotu i zbog njihove Siroke upotrebe se javlja problem odlaganja polimernog otpada. Zbog
toga je glavni cilj savremene proizvodnje i sinteze novih polimera realna primena

biodegradabilnih i zamena biostabilnih polimernih materijala.

2.2. Poli(e-kaprolakton), PCL

Poli (e-kaprolakton), PCL, je alifatski, sintetski poliestar koji se sastoji iz heksanoatne
ponavljajuce jedinice. PCL je semikristalinican polimer sa stepenom kristalini¢nosti koji
moze dosti¢i i 69 %, kristaliSe u obliku ortorombi¢ne kristalne éelije sa dimenzijama a =
7.496 + 0,002 A, b =4,974 £ 0,001 A, ¢ = 17,297 + 0,023 A. [7] Fizi¢ka, hemijska i termi¢ka
svojstva PCL-a zavise od njegove molarne mase i stepena kristalini¢nosti, a neka od

svojstava i opseg njihovih vrednosti su prikazana u Tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Pojedine karakteristike PCL-a. [8-10]

Svojstva Opseg vrednosti
Srednja vrednost molarne mase (M,, g/mol) 530 - 630000
Gustina (p, g/cm®) 1,071-1,200
Temperatura ostakljivanja (Tg, °C) (-65) - (-60)
Temperatura topljenja (T, °C) 56 - 65
Temperatura razgradnje (°C) 300-350
Inherentna viskoznost (7in, cm>/g) 100 - 130
Zatezna ¢vrstoca (g, MPa) 4-785
Young-ov modul (E, GPa) 0,21-0,44
Izduzenje pri kidanju (e, %) 20 - 1000

Na sobnoj temperaturi, PCL je dobro rastvoran u hloroformu, dihlormetanu, ugljen-
tetrahloridu, benzenu, toluenu, cikloheksanonu i 2-nitropropanu; slabo je rastvoran u acetonu,
2-butanonu, etil-acetatu, dimetilformamidu i acetonitrilu, dok je potpuno nerastvoran u
alkoholima, petroletru, dietil-etru i vodi. Jedno od vaznih svojstava PCL-a je njegova
mesljivost sa drugim polimerima, kao Sto su poli(vinil-hlorid), poli(stiren-akrilonitril), sa
polikarbonatima, nitratom celuloze i celuloza-butiratom, a kompatibilan je sa polietilenom,
poli(propilenom), prirodnom gumom, poli(vinil-acetatom) i poli-(etilen-propilenom).

Sa razvojem biodegradabilnih polimera, PCL je postao predmet brojnih istrazivanja.

Iako je na pocetku privlacio paznju istrazivaca, PCL je ubrzo pao u zaborav zbog sve vece



popularnosti drugih polimera kao Sto su polilaktidi i poliglikolidi, koji su se mogli resorbovati
u organizmu nakon kratkog vremena. Ovi polimeri su predstvaljali dobre polimerne matrice u
sistemima gde je bilo potrebno posti¢i kratkoro¢no kontrolisano otpustanje leka tokom
nekoliko dana ili nedelja, a za njihovu potpunu resorpciju je bilo potrebno 2 — 4 meseca
nakon implantacije. PCL ne ispunjava navedene uslove, a ne poseduje ni dovoljno dobra
mehanicka svojstva da bi se koristio kao implant. Takode, sa medicinskog aspekta 1 aspekta
kontrolisanog otpustanja lekova, smatralo se da polimeri koji se brze resorbuju imaju manje
nezeljenih svojstava u poredenju sa dugim vremenom degradacije PCL-a (3 — 4 godine).
Medutim, u poslednje dve decenije, zabelezen je porast broja objavljenih radova koji se
odnose na primenu PCL u oblasti biomaterijala. Ponovno interesovanje za PCL kao
biomaterijala pocelo je sa razvojem nove oblasti — inZenjerstva tkiva, jer je PCL usled dobrih
reoloskih i viskoelasti¢nih svojstava mogao da se preradi u razne potpore ¢elijskom matriksu,
tzv. "scaffolde"”. Njegova prednost u odnosu na druge sintetske poliestre jeste to Sto je proces
proizvodnje relativno jeftin, a i odobren je od strane FDA ("Food and Drug Administration™).
[11]

2.3. Sinteza PCL-a

Postoje dva nacdina sinteze poli(e-kaprolaktona): reakcijom polikondenzacije
hidroksikarboksilne kiselina (6-hidroksiheksanonska kiselina) i polimerizacijom otvaranja

prstena ¢-kaprolaktona (e-CL).

Sinteza PCL-a reakcijom polikondenzacije

Sinteza poli(e-kaprolaktona) polikondenzacijom se veoma retko koristi jer se dobija
PCL malih molarnih masa. Reakcijom polikondenzacije 6-hidroksiheksanske kiseline (pod
snizenim pritiskom, na 150 °C) su dobijeni oligomeri PCL-a, pri ¢emu je bilo neophodno
efikasno uklanjanje vode koja nastaje kao sporedni proizvod u ovoj ravnoteznoj reakciji,
kako bi se favorizovala direktna reakcija, u smeru nastajanja polimera. [12]

Kao katalizator u reakcijama polikondenzacije se mogu Koristiti i enzimi. Tako je
polimerizacijom 6-hidroksikapronske kiseline pomocu lipaza iz soja Candida antarctica
sintetisan PCL molarne mase, M,,, oko 9000 g/mol i polidisperznosti oko 1,5. [13] Upotrebom
lipaza iz soja Pseudomonas, sintetisan je PCL iz etil-6-hidroksiheksanoata sa srednjom

molarnom masom oko 5400 g/mol (indeks polidisperznosti 2,26). [14]



Polimerizacija otvaranja prstena e-kaprolaktona

Reakcije polimerizacije otvaranja prstena e-kaprolaktona se mogu odigravati
razli¢itim mehanizmima: anjonski, katjonski, aktivacijom monomera i koordinaciono-
insercionim mehanizmom, u zavisnosti od vrste katalizatora koji se koristi. Kao kataliti¢ki
sistemi se mogu koristiti organski katalizatori, metalni katalizatori i enzimi. Polimerizacije
otvaranja prstena se najcesce koriste za sintezu PCL-a jer se dobijaju polimeri ve¢ih molarnih
masa, veci je stepen konverzije i blazi su reakcioni uslovi.

e Anjonska ROP

Tokom anjonske polimerizacije dolazi do stvaranje anjonskih vrsta koje napadaju
karbonilni ugljenikov atom monomera i dolazi do otvaranja prstena e-CL (Shema 2.1.). Do
otvaranja prstena monomera dolazi raskidanjem veze izmedu kiseonika i ugljenika iz acil-
grupe pri ¢emu nastaje alkoksid. [15] Glavni nedostatak ovog nacina polimerizacije je pojava
intramolekulske transesterifikacije (Shema 2.5.) u slede¢oj fazi polimerizacije, koja se joS i
naziva "back-biting", usled ¢ega moze do¢i do nastanka polimera manjih molarnih masa ili
cikli¢nih oligomera. Kod anjonskih ROP, koriste se katalizatori na bazi alkalnih metala, kao
Sto su litijum-diizopropilamid, LDA, natrijum-ciklopentadienil, kako u polarnim, tako i u
nepolarnim rastvaraima, ili u masi. Pored sporednih reakcija transesterifikacije, koje su
glavni nedostatak anjonske ROP, katalizatori na bazi alkalnih metala imaju tendenciju da
stvaraju agregate smanjuju¢i tako rastvorljivost, $to predstavlja dodatni nedostatak ovog

nacina sinteze.
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Shema 2.1. Mehanizam inicijalnog koraka anjonske ROP. [16]

e Katjonska ROP
Katjonska polimerizacija otvaranja prstena (Shema 2.2.) podrazumeva nastajanje
katjonskih vrsta koje bivaju napadnute od strane karbonilnog kiseonika monomera kroz

reakciju bimolekularne nukleofilne supstitucije (Sn2).
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Shema 2.2. Mehanizam inicijalnog koraka katjonske ROP. [15]

e ROP aktivirana monomerom
Polimerizacija otvaranja prstena aktivirana monomerom (Shema 2.3.) ukljucuje
aktivaciju molekula monomera katalizatorom, nakon c¢ega dolazi do napada ovako

aktiviranog monomera na kraj polimernog lanca. [17]

- N y _

/H O‘ + \

LO\ 0O R—Q O—H R—O O—H R—O O
0 }o/\OH Q g\, O-H

+ H =——= + R —— = + H =——=
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o)
O+/H e}

- = R\O)J\/\/\/OH + H

Shema 2.3. Mehanizam inicijalne faze ROP aktiviranim monomerom.[17]

e Koordinaciono-inserciona ROP
Koordinaciono-inserciona polimerizacija otvaranja prstena (Shema 2.4.) je najcesci
nacin polimerizacije otvaranja prstena. Naziva se josS i pseudo-anjonska ROP. Propagacija se
odigrava koordinacijom monomera za katalizator 1 insercijom molekula monomera izmedu

veze metala 1 kiseonika iz katalizatora. Tokom propagacije, rastuci lanac je zakacen za metal

gradeci alkoksid. [15]
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Shema 2.4. Mehanizam inicijalnog koraka koordinaciono-insercione ROP. [15, 16]

Tokom reakcije polimerizacije otvaranja prstena e-CL uz upotrebu katalizatora i
inicijatora, moze do¢i do pojave sporednih reakcija. Kao sporedne reakcije se odigravaju
intermolekulska transesterifikacija (Shema 2.5.a) i intramolekulska transesterifikacija (Shema
2.5.b). Ove reakcije se generalno odigravaju tokom kasnijih faza polimerizacije, najces¢e na
viSim temperaturama, §to ima za posledicu povecanje polidisperznosti i nemogucnost

kontrole reakcije polimerizacije.

a)\hlﬂ/oEo(\/\/\o}: E{\/\/\ } B{\/\/\ }
B(\/\A of!

o H OH
Y B(\/\/\O} — =0 o No + m”
| o) n o) n-1 |

Shema 2.5. Moguce sporedne reakcije kod reakcija ROP PCL-a: a) intermolekulska
transesterifikacija, b) intramolekulske transesterifikacije. [16]

U reakcijama polimerizacije otvaranja prstena e-CL se koristi veliki broj razlicitih
katalizatora, kao $to su: katalizatori na bazi alkalnih metala (litijjum-diizopropilamid, LDA),
katalizatori na bazi zemnoalkalnih metala (kalcijuma i magnezijuma), katalizatori na bazi

slabih metala (aluminijuma i kalaja; trietil-aluminijumom i kalaj-oktoat).

2.3.1. Katalizatori sa kalajem kao centralnim atomom

Kalaj(ll)-etilheksanoat (ili kalaj-oktoat, Sn(Oct);) je svakako najvise koris¢en
katalizator u reakcijama polimerizacije otvaranja prstena ¢-CL. Efikasan je, komercijalno
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dostupan, lak za rukovanje i rastvoran u najéeS¢e koris¢enim organskim rastvarac¢ima. [18]
Katalizator kalaj-oktoat je neophodno koristiti zajedno sa nekim nukleofilnim jedinjenjem
(alkohol) za iniciranje reakcije ukoliko se tezi kontrolisanoj sintezi polimera. Glavni
nedostatak ovog katalizatora jeste zahtev za visokom temperaturom koja pospesuje inter- i
intramolekulsku esterifikaciju Sto dalje uti¢e na vecu polidisperznost dobijenog polimera.

Kowalski i saradnici su detaljno ispitivali mehanizam polimerizacije cikli¢nih estara
koris¢enjem Sn(Oct), kao katalizatora, kao i uticaj reakcionih uslova na stepen
polimerizacije. [19] Polimerizacija samo pomoc¢u Sn(Oct), je veoma spor proces i da bi se
ubrzala reakcija potrebno je da se kalaj-oktoat aktivira sa, na primer, hidroksilnom grupom,
naj¢e$¢e nekog alkohola (reakcija koja se joS naziva i preinicijacija i stvaranje stvarnog
katalizatora), nakon cega sledi faza inicijacije. Polimerizacija ciklicnih estara u prisustvu
kalaj(1l)-oktoata zahteva prvo stvaranje alkoksidne veze izmedu kalaja i Kiseonika iz
hidroksilne grupe (Shema 2.6.a). Nastali alkoksid dalje inicira reakciju insercije prvog
monomera nakon ¢ega sledi propagacija kao drugi korak polimerizacije (Slika 2.6.b). [20-
22].

a) Q <n Q \/\/OH aktivna vrsta
o~ o —_— O\Snlo\/\/
(e}

+

Shema 2.6. a) Stvaranje aktivnih vrsta kod ROP ¢-CL pomocu kalaj-oktoata kao katalizatora;
b) Inicijalni korak ROP &-CL inicirane alkoholom i katalizovane kalaj-oktoatom. [23]

Prilikom sinteze blok kopolimera (diblok i triblok) na bazi PCL-a i PEO, dve
terminalne hidroksilne grupe PEO kod triblok, odnosno jedna iz metoksi-PEO kod diblok
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kopolimera, reaguju sa Sn(Oct), pri ¢emu dolazi do stvaranja alkoksida koji dalje sluzi kao
inicijatorska grupa u sintezi ovih blok kopolimera. U sintezi homopolimera PCL-a, reakcija
polimerizacije se odigrava bez preinicijacije kalaj(ll)-oktoata, ali se pretpostavlja da se
reakcija odigrava zahvaljuju¢i minimalnom prisustvu hidroksilnih necisto¢a u katalizatoru i
monomeru. Kod koordinacione polimerizacije otvaranja prstena ¢-kaprolaktona (uz upotrebu
kalaj-oktoat, Sn(Oct),, kao katalizatora) prvo dolazi do koordinovanjem monomera e-
kaprolaktona za aktivnho mesto inicijatora pri ¢emu nastaje Cetvoroclano prelazno stanje
(Shema 2.7.). Nakon toga se raskida veza kiseonika i ugljenika iz acil-grupe i dolazi do
insercije odnosno umetanja izmedu veze metal-kiseonik. Reakcija se nastavlja napadom
kiseonika koordinovanog za inicijator na karbonilni ugljenik iz laktonskog prstena. Cesto se
za opisani nacin polimerizacije sre¢e naziv koordinaciono-inserciona jer prvo dolazi do
reakcije koordinovanja, a zatim insertovanja. Srednja vrednost molarna mase, M,, PCL
polimera dobijene ovim na¢inom sinteze varira od 3000 do 80000 g/mol. Prema literaturnim
navodima u prisustvu kalaj-oktoata ostvarena je sinteza PCL sa molarnom masom od ¢ak 1 X
10° g/mol.

(0]
/}Sn(Oct)2
0 o
(n-1) +sn(Oct), —> —

(@]
E— /ek/\/\/o >, + Sn(Oct),
n

Shema 2.7. Mehanizam sinteze poli(e-kaprolaktona) u prisustvu kalaj-oktoata, Sn(Oct), kao
katalizatora.

ny

Reakcija polimerizacije e-kaprolaktona, CL, pomocu Sn(Oct), se odigrava kao "ziva"
polimerizacija (temperatura od 80 °C, THF kao rastvaracu), na $ta ukazuje linearna zavisnost
vrednosti In[My]J/[M] od vremena (Slika 2.3.a). Zavisnost molarne mase, M,, nastalih
poliestara u funkciji konverzije monomera je, takode, linearna (Slika 2.3.b) Sto je dodatna

ny

potvrda odigravanja "zive" polimerizacije e-CL. U navedenim uslovima odigravanja reakcije,
nije detektovano postojanje reakcija transfera (osim reakcije transesterifikacije) ili
ireverzibilne terminacije. [23] Sporedna reakcija intramolekulske transesterifikacije (“back-
bitting") vodi nastajanju cikli¢nih oligomera i pod kontrolisanim uslovima sinteze se moze
uspesno spreciti nastajanje ciklika. [24]

Dokazano je da brzina odigravanja reakcije polimerizacije &CL zavisi od Ccistoce

upotrebljenog Sn(Oct),; $to je veci stepen Cisto¢e, manja je brzina odigravanja polimerizacije.
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[25] Kinetika reakcije polimerizacije kada se koristi prec¢iS¢eni kalaj-oktoat je prikazana na
Slici 2.3.c (prava oznacena brojem 2). Dodatkom alkohola butanola, BUOH, reakcija se
znacajno ubrzava u poredenju sa reakcijom koja se odigrava bez BuOH (Slika 2.3.c, prava 1).
Brzina reakcije raste za oko 20 puta, dok stepen polimerizovanja opada vise od 100 puta,
ukazuju¢i da BuOH ima ulogu inicijatora. Kako dolazi i do smanjenja stepena
polimerizovanja, BUOH ima ulogu i transfer agensa u reakciji transfera koja se javlja kao
jedna od sporednih reakcija. Uvodenjem anhidrovane 2-etilheksanonske kiseline u sistem
(Slika 2.3.c) prava 3), u koncentraciji koja je deset puta manja od pocetne koncentracije
kalaj-oktoata, brzina reakcije opada viSe od 20 puta. Na osnovu vrednosti dobijenih molarnih
masa je utvrdeno da oktanska kiselina nije ni inicijator, niti agens u reakciji transfera, jer se
smanjuje brzina reakcije a molarna masa se ne menja. Oktanska kiselina zapravo smanjuje

koncentraciju trenutno nastalih rastu¢ih centara i ova deaktivacija moze biti reverzna. [23]

=]
L
o
[
—]

]

In([CL]y/ [CL]

-
]

. . . . 0 . . . . e Tas X
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Slika 2.3. a) Kinetika polimerizacije e-kaprolaktona inicirana Sn(Oct),: [CL]o, = 2 mol/L,
[Sn(Oct),]o = 0,15 mol/l, THF, 80 °C, b) M, u zavisnosti od konverzije monomera (e-CL), )
kinetika polimerizacije e-kaprolaktona: [CL]o = 2 mol/l, [Sn(Oct),]o = 0,05 mol/l; 1- dodat
BuOH, 2- bez aditiva, 3- dodata 2-etilheksanonska kiselina. [23]

Alkoholi imaju ulogu inicijatora kada se dodaju u istoj ili duplo vecoj koli¢ini u
odnosu na katalizator. Kada se doda u visku, igra ulogu transfera. Ukoliko se reakcija
odigrava bez prisustva alkohola sa terminalnim OH grupama, necistoce prisutne u kalaj(l1)-
oktoatu (oko 1,8 mol% OH grupa nakon dve uzastopne destilacije pod snizenim pritiskom)
imaju ulogu inicijatora. Bez obzira na sve, ukoliko nije dodato neko nukleofilno jedinjenje,
¢ak i da se polimerizacija odigrava, nije kontrolisana. Alkoholi kao Sto je etanol (EtOH) se
mogu Koristiti za kontrolu molarne mase polimera. Kowalski i saradnici su pokazali, pomocu
MALDI-TOF analize, da postoji nekoliko vrsta jedinjenja koja nastaju tokom reakcije

polimerizacije (Slika 2.4.), od kojih dva u najve¢em procentu. [26]
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Slika 2.4. Razlic¢iti polimeri koji nastaju tokom ROP &-CL inicirane 1-butanolom u prisustvu
kalaj(11)-oktoata kao katalizatora; uokvirena jedinjenja nastaju u visku. [26]

2.3.2. Enzimska polimerizacija otvaranja prstena (¢ -ROP)

Jedan od nacina dobijanja poli(e-kaprolaktona) jeste i reakcija polimerizacije
otvaranja prstena e-kaprolaktona u prisustvu enzima, najcesce lipaza, koje kataliSu ovaj
proces. U prvom koraku enzimske polimerizacije otvaranja prstena pomocu lipaza, enzim
koji poseduje slobodnu hidroksilnu grupu (aktivno mesto enzima je najces¢e aminokiselina
serin) reaguje sa monomerom pri ¢emu nastaje aktivirani kompleks lipaza-e-CL (estar koji je
zapravo enzimski aktiviran monomer). Faza inicijacije se odigrava nukleofilnim napadom
vode, koja se naj¢esce nalazi u enzimima, na ugljenikov atom iz acil grupe pri ¢emu nastaje
6-hidroksiheksanska kiselina, najkra¢i segment koji dalje ucestvuje u propagaciji (Shema
2.8.). U fazi propagacije, terminalne hidroksilne grupe nastalog intermedijera (koji zapo€inje
propagaciju) napadaju aktivirani kompleks enzim-g-CL, i polimer se produZava za jo$ jednu
jedinicu. Faza reakcije koja kontroliSe proces polimerizacije je nastajanje kompleksa enzim-

monomer. [27]
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Shema 2.8. Mehanizam enzimske polimerizacije otvaranja prstena e-CL. [27, 28]

Kod reakcija enzimske ROP, prisustvo vode ima vaznu ulogu u procesu sinteze:
sadrzaj vode u reakcionoj smesi ne sme biti ni mnogo veliki ni mnogo mali kako bi se dobili
polimeri velikih molarnih masa i male polidisperznosti (u slucaju koris¢enja Pseudomonas
lipaza). U skladu sa tim, Dong je predlozio malo drugaciji mehanizam polimerizacije e-CL
pomocu Pseudomonas lipaza, pri ¢emu se otvaranje prstena e-CL dogada u ranoj fazi

polimerizacije a zatim dolazi do linearne kondenzacije (Shema 2.9.). [29]
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O]

O]
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Shema 2.9. Mehanizam enzimske polimerizacije otvaranjem prstena e-CL. [29]

Do sada je ispitan veliki broj enzima koji se mogu koristiti kao katalizatori u ROP
polimerizacijama laktona, pre svega ¢-CL, a medu njima: Aspergillus niger (lipaza A),
Candida cylindracea (odnosno Cylindracea rugosa, lipaza B), C. antarctica (lipaza CA),
Pseudomonas aeroginosa (lipaza PA), Pseudomonas cepacia (joS se sre¢e 1 naziv
Burkholderia cepacia lipaza PS-30), Pseudomonas fluorescens (lipasa P i PF), Rhyzopus

delemer (lipaza RD), Rhyzopus japonicus (lipaza RJ), itd. l1zborom odgovarajuéih uslova
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sinteze (rastvaraCa, pH vrednosti, temperature) mogu se dobiti polimeri velikih molarnih

masa, sa malim vrednostima indeksa polidisperznosti. [8]

2.4. Sinteza PCL/PEOQO blok kopolimera upotrebom razlicitih katalizatora

Pored sinteza PCL i PCL/PEO blok kopolimera reakcijom polimerizacije otvaranja
prstena monomera e&-kaprolaktona, pomoc¢u Sn(Oct), kao katalizatora, sintezu triblok
kopolimera PCL/PEO/PCL moguce je izvrsiti i pomocu kalcijum-amino kompleksa kao
katalizatora takode polimerizacijom otvaranja prstena e-kaprolaktona inicirana terminalnim
OH-grupama PEO razli¢itih molarnih masa (Shema 2.10.). Reakcija zapoCinje gradenjem
alkoksidne veze metala (kalcijumom) sa poli(etilen-oksidom) u prvoj fazi reakcije, a zatim
napadom kiseonikovog atoma iz alkoksidne veze na karbonilni C atom iz e-kaprolaktonskog

prstena. [30]
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Shema 2.10. Sinteze PCL/PEO/PCL triblok kopolimera u prisustvu kalcijum-amino
kompleksa kao katalizatora. [30]

Kako je potpuno uklanjanje katalizatora iz polimera teSko ili nemoguce, netoksicni
katalizatori kao Sto su Ca-, Fe-, Mg-katalizatori se najc¢e$ce koriste za sintezu polimera
namenjenih za medicinske i farmaceutske svrhe, jer su ovi metali (Ca, Mg) normalno
uklju¢eni u metaboli¢ke procese. Wei i saradnici [31] su Koristili butil-magnezijum kao
katalizator za sintezu triblok kopolimera sa razli¢itim duzinama PCL i PEO segmenata
(Shema 2.11.). Mehanizam odigravanja ove reakcije je veoma sli¢an mehanizamu sa
kompleksom kalcijuma kao metala, samo §to je koriS¢en magnezijum koji u ovom slucaju

gradi alkoksidnu vezu sa PEO i dalje inicira reakciju.
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Shema 2.11. Mehanizam sinteze PCL/PEO/PCL triblok kopolimera u prisustvu butil-
magnezijuma kao katalizatora. [31]

Triblok kopolimeri, PCL/PEO/PCL, mogu se uspeSno sintetisati i bez upotrebe
katalizatora, samo u prisustvu dihidroksi-poli(etilen-oksida) kao makroinicijatora, a
strukturnom analizom (kvantitativna *C NMR analiza) je potvrdeno kvantitativno
inkorporiranje e-CL monomera. [32, 33]

Kao katalizator u sintezi triblok kopolimera izgradenih iz PCL-a i PEO blokova se moze
koristiti i kalcijum-hidrid, CaH, (Shema 2.12.). Moguée reakcije transesterifikacije su
svedene na minimum ali je i brzina polimerizacije bila veoma mala i na datoj temperaturi je
bilo potrebno nekoliko dana da se postigne molarna masa od 10000 g/mol. Reakcija
polimerizacije se veoma sporo odigravala, u poredenju sa drugim kalcijum-alkoksidnim
sistemima, kao posledica nastajanja malih koli¢ina kalcijum-alkoksida koji inicira reakciju.
[34]
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Shema 2.12. Sinteza PCL/PEO/PCL triblok kopolimera pomoc¢u CaH; kao katalizatora. [34]

2.5. Termicka svojstva PCL-a

Poli(e-kaprolakton) je privukao paznju istrazivaCa pre svega zbog svoje
biodegradabilnosti, biokompatibilnosti i termoplasti¢nih svojstava. Medutim, ispitivanje i
razumevanje njegove termicke stabilnosti 1 termicke degradacije je veoma vazno zbog
preradivosti, primene i termicke reciklaze.

Ispitivanjem termicke degradacije PCL-a standardnom termogravimetrijskom
analizom, u termogramu se uocava glavni stupanj degradacije na 420 °C ukazujuéi da PCL
degradira u jednom koraku (Slika 2.5.a). Medutim, na DTGA krivoj se zapaZa postojanje
manjeg pika na 360 °C §to moZe davati naznake da se termicka degradacija ipak odvija u dva
uzastopna koraka. Termogravimetrijskom analizom visoke rezolucije pouzdanije je utvrden
mehanizam degradacije PCL (M, 22500 g/mol), odnosno, utvrdeno je da se PCL termicki
razgraduje u dva koraka, na Sta jasno ukazuju postojanje dva pika u termogramu: na 317 i
338 °C (Slika 2.5.h).
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Slika 2.5. a) TGA termogram PCL (M, 22500 g/mol), brzina zagrevanja 20°C/min; b) TGA
visoke rezolucije PCL, brzina zagrevanja 30°C/min. [35]

Prisustvo dva razliita pika u prikazanim termogramima dovodi do zakljucka da se
termicka degradacija PCL odigrava u dva koraka, razli¢itim mehanizmima 1 na razliitim
temperaturama. U prvom degradacionom koraku nastaju voda, CO, i karboksilne kiseline kao
glavni proizvodi. Poznato je da estri kod kojih alkil grupa ima fS-vodonikov atom mogu
podle¢i pirolizi, daju¢i odgovarajuce kiseline i olefin, mehanizmom eliminacije preko
Sestoclanog prelaznog stanja. U slucaju poliestarskih lanaca, kao Sto je PCL, piroliza dovodi
do nasumicnog raskidanja veza duZ celog lanca. Nakon pirolize izmedu dve estarske veze u
polimernom lancu, kao jedan od reakcionih proizvoda nastaje 5-heksenska kiselina koja je
nestabilna i lako podleze razgradnji. Oslobadanje CO, se deSava nakon dekarboksilacije 5-
heksenske kiseline (Shema 2.13.a). Nastajanje vode tokom termicke razgrdnje Se moze
objasniti kondenzacijom hidroksilnih i/ili karboksilnih kiselina nastalih in situ na visokoj

temperaturi.
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Shema 2.13. a) Nasumicno raskidanje lanca PCL prilikom termicke degradacije; b) Drugi
degradacioni korak PCL mehanizmom depolimerizacije sa krajeva lanaca.[35]

Piroliza nastavlja da se odigrava i na visokim temperaturama, pa voda, CO; i
5-heksenska kiselina nastaju i u drugom degradacionom koraku, ali u drugom degradacionom

koraku dolazi i do nastajanja monomera e-kaprolaktona. Na viSim temperaturama
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(430 °C), PCL lanci se raskidaju mehanizmom depolimerizacije (Shema 2.13.b), odnosno
raskidanje veza sa krajeva lanaca. Za odigravanje ove reakcije potrebno je prisustvo
hidroksilnih zavrSnih grupa jer se depolimerizacija ne moze odigrati direktno sa krajeva
lanaca generisanih pirolizom estara, tj. olefinske i karboksilne zavrsne grupe. Termicka
degradacija PCL-a, na osnovu TGA visoke rezolucije se odigrava prema mehanizmu gde u
prvom koraku dolazi do nasumi¢nog raskidanja PCL lanaca i cis-eliminacije, dok u dugom
koraku proces cis-eliminacije prati i raskidanje lanaca sa krajeva. [35]

Kada se govori o uticaju molarne mase na termicku degradaciju PCL-a, manje
vrednosti molarne mase znacajno smanjuju termicku stabilnost poliestarskih lanaca. Shodno
tome, prvi degradacioni korak se odigrava na nizim temperaturama, npr. pocetak degradacije
za PCL M, 1800 g/mol je detektovan na 230 °C, a za PCL od M, 42450 g/mol na 335 °C.
Ovakvo ponasanje se moze objasniti statistickim raskidanjem lanaca procesom pirolize u
prvom degradacionom koraku. Verovatno¢a nastajanja fragmenata male molarne mase koji
su nestabilni na ovoj temperaturi (340 °C) raste sa smanjenjem molarne mase PCL lanaca.
[35]

Sa druge strane, postoje tvrdnje da se PCL termicki degradira u jednom koraku.
Taénije, u termogramima TGA i DTGA komercijalnog PCL homopolimera
(M, 80000 g/mol) se uocava jedan degradacioni pik bez ostataka (Slika 2.6.). DTG kriva
pokazuje jedan pik &iji se maksimum nalazi na 432 °C kada PCL degradira maksimalnom
brzinom. Tokom celog procesa degradacije, detektuje se prisustvo CO; i heksanske kiseline
(detekotovane FTIR analizom) na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da se raskidanje PCL
lanaca odigrava nasumicno cis-eliminacijom. [36] Pracenjem kinetike ovog procesa, uoc¢eno
je da se energija aktivacije (E,) tokom degradacije ne menja, Sto je joS jedna potvrda
jednostepenog mehanizma degradacije PCL-a. Ipak, Aoyagi i ostali navode da tvrdnje o
degradaciji PCL-a u dva koraka, razli¢itim mehanizmima, nisu neosnovane, i da se
standardnom TG analizom ne mogu detektovati dve razlicite, medusobno bliske, temperature
na kojima dolazi do razli¢itih na¢ina razgradnje PCL-3a, kao Sto je to detektovano TGA visoke

rezolucije. [9]
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Slika 2.6. TGA/DTG krive PCL homopolimera na 20 °C/min u atmosferi azota.[36]

Zbog postojanja navedenih oprecnih tvrdnji, a u cilju razjaSnjenja mehanizma
degradacaije PCL-a, ispitana je termicka degradacija pri uslovima ne-izotermskog zagrevanja
(brzina zagrevanja, 5 °C min™, u intervalu od 50 do 800 °C) i izotermskog zagrevanja
(zagrevanje do odredenih temperatura: 320, 340, 360 °C, i drzanje na datoj temperaturi
odredeno vreme). Na osnovu eksperimentalnih podataka, bilo je ocigledno da se degradacija
PCL-a odigrava kroz dva mehanizma: nasumi¢no raskidanje lanaca i specificno raskidanje
lanaca sa krajeva. Pra¢enjem kinetike tokom ova dva procesa, a na osnovu promene mase
koja se belezi 1 u ranoj fazi degradacije, utvrdilo se da je mehanizam specifi¢nog raskidanja
prisutan i na pocetku degradacije, odnosno da se proces cis-eliminacije i depolimerizacija
PCL lanaca deSavaju istovremeno, kao dva paralelna procesa, a ne jedan za drugim, kako je
ranije navodeno. lako se deSavaju paralelno, nasumi¢no raskidanje lanaca se dominantno
odigrava na pocetku (na nizim temperaturama), dok specifi¢no raskidanje sa krajeva lanaca
dominira u kasnijoj fazi degradacije (na visSim temperaturama). [37, 38] Dok je termicka
degradacija PCL-a bila predmet studija i postoje brojna istrazivanja na ovu temu, o termickoj
degradacije PCL blok kopolimera sa PEO se malo zna i uglavnom su ispitivanja termickih
svojstava ovog tipa kopolimera bila usmerena na ispitivanje DSC analizom.

Termicka svojstva blok kopolimera na bazi PCL i PEO zavise od njihove konfiguracije,
molarne mase segmenata, sastava kopolimera (pre svega odnosa PCL/PEO). Poznato je da
PEO kristaliSe i pokazuje viSestruke endotermne pikove pri DSC analizi kada je njegova
molarna masa ve¢a od 2000 g/mol, Sto se moze pripisati stvaranju nekoliko razli¢itih
kristalnih formi. PEO molarne mase 2000 g/mol pokazuje jedan pik na DSC termogramima,
dok PEO molarne mase iznad 3000 g/mol daje dva pika. [39] PCL malih molarnih masa
(molarne mase manje od 5000 g/mol) i PEO koji kristaliSe (Slika 2.7.) imaju sli¢ne

temperature topljenja, u opsegu izmedu 50 i 60 °C. Kristalini¢nost PEO je veéa od PCL
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homopolimera (84,3 % u odnosu na 61,2 %). Kristalini¢cnost PEO homopolimera je ve¢a nego

PCL jer PEO homopolimer brze i lakse kristaliSe u poredenju sa PCL-om. [40]
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Slika 2.7. a) DSC krive topljenja PEO (M, = 2000 g/mol) i PCL (M, = 1500 g/mol)
homopolimera; [41] b) DSC krive hladenja PCL/PEO blok kopolimera (A-B: PCL-PEO =
20500-5000; (A),B: (PCL),-PEO = (9000),-5000; A-B-A: PCL-PEO-PCL = 9000-4000-9000
g/mol)[42].

Kada je odnos PCL/PEO konstantan, duzina segmenata i na¢in njihovog povezivanja
odreduju kristalizaciona svojstva 1 termicko ponaSanje blok kopolimera. Tri razlicite
konfiguracije blok kopolimera (diblok, AB, razgranati, A,B i triblok, A-B-A) pokazuju
razli¢ito termicko ponaSanje, pri ¢emu PCL prvi kristaliSe i odreduje konacnu strukturu
kopolimera na taj nacin ometajuci kristalizaciju PEO segmenta. [42] Pri konstantnim
duzinama PEO segmenata, sa porastom duzine PCL segmenata u triblok kopolimerima dolazi
do smanjenja kristalizacije PEO segmenta koji je na dva kraja kovalentno vezan za PCL $to
ometa njegovu kristalizaciju, a ukoliko su PCL segmenti dovoljno dugi, pik topljenja i
kristalizacije PEO bloka potpuno nestaje. [30]

Promena odnosa PCL/PEO i kod diblok kopolimera (gde je duzina PEO segmenta
iznosila 5000 g/mol) znac¢ajno menja njihova termicka svojstva. Kristalisanje PCL segmenata
zavisi od odnosa PCL/PEO na sledeé¢i nacin: kod diblok kopolimera gde je odnos CL/EO
manji od 1 postoje dva pika u DSC termogramu koja poticu od dve kristalne faze, PCL i
PEQO; dok temperature topljenja kopolimera kod kojih je CL/EO vece od 1, rastu sa porastom

vrednosti CL/EO i pokazuju sve vecu sli¢nost sa kristalisanjem homopolimera PCL. [43]
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PodeSavanjem konfiguracije, sastava, molarne mase, duZine segmenta i odnosa
PCL/PEO u diblok i triblok kopolimerima, mogu se dobiti polimeri sa tatno odredenim,

zeljenim termic¢kim svojstvima $to umnogome prosiruje njihovu potencijalnu primenu.

2.6. Biodegradabilnost

Biodegradacija je prirodan proces tokom kojeg se organska jedinjenja iz okoline
pretvaraju u prostija jedinjenja, mineralizuju i ukljuuju u metabolicke cikluse (ciklus
ugljenika, azota ili sumpora). Proces biodegradacije se moZe odigravati samo unutar biosfere
jer je za odvijanje ovog procesa neophodno prisustvo mikroorganizama. Po uopstenoj
definicij to je proces unutar kojeg bakterije, gljivice i njihovi enzimi koriste organska
jedinjenja kao izvor hrane, a njihova prvobitna forma nestaje. [44]

Ne postoji usaglaSem stav o tome Sta su biodegradabilni polimeri. Kada se govori o
polimerima, treba imati na umu da nesto Sto je biodegradabilno ne mora biti i bioresorptivno.
To znaci da ako se polimer degradira i uklanja sa mesta delovanja in vivo, ne znaci da ¢e biti
uklonjen iz organizma. Nasuprot tome, bioresorptivnost je pojam koji podrazumeva potpunu
eliminaciju pocetnog, stranog materijala iz organizma i degradaciju proizvoda manjih
molarnih masa bez sporednih produkata. Po Vert i saradnicima, [45] ta¢ne definicije ovih
pojmova glase:

Biodegradabilnim se smatraju Cvrsti polimerni materijali i strukture koje podlezu
makromolekulskoj degradaciji sa dispergovanjem iv vivo ali ne postoje dokazi o eliminaciji iz
organizma (ova definicija iskljucuje razgradnju bakterijama i gljivama, kao i prirodnu
degradaciju). Biodegradabilni polimerni sistemi ili strukture mogu biti napadnuti od strane
bioloskih elemenata i integrisani u sistem pri ¢emu kao posledica toga mogu nastati manji
fragmenti ili sporedni proizvodi degradacije. Ovi fragmenti mogu biti uklonjeni sa mesta
delovanja ali ne i iz organizma.

Bioresorptivnim se smatraju polimerni materijali i strukture koji podlezu degradaciji u
masi i dalje se resorbuju in vivo; npr. polimeri koji se iz organizma eliminiSu prirodnim
putem, bilo jednostavnom filtracijom sporednih produkata ili nakon ukljucivanja u
metaboliCke procese. Bioresorptivnost je pojam koji podrazumeva potpunu eliminaciju
pocetnog, stranog materijala kao i sporednih produkata degradacije iz mase (jedinjenja malih
molarnih masa) bez sporednih efekata. Termin "bioresorptivan™ se koristi kada je eliminacija

polimernog materijala iz organizma potpuna.
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Erodabilnim se smatra ¢vrst polimerni materijal i strukture koje podleZzu povrsinskoj
degradaciji i resorbuju se in vivo. Bioerozija je pojava koja, takode, podrazumeva totalnu
eliminaciju pocetnog, stranog materijala kao i sporednih produkata povrsinske degradacije.

Bioadsorbilnim se smatraju polimerni materijali ili strukture koji se rastvaraju u telesnim
teCnostima bez raskidanja polimernih lanaca i smanjenja molarne mase. Na primer slucaj
sporog rastvaranja implantanata u telu koji su vodorastvorni. Bioadsorbilan polimer moze biti
bioresorptivan ako su dispergovani makromolekuli izluceni iz organizma.

Biodegradabilni alifatski poliestri su dobra zamena nedegradabilnih polimernih
materijala, medu njima i PCL, sintetski alifatski poliestar kao jedan od najobe¢avajuc¢ih. PCL
moZe biti degradiran u vodenom medijumu ili od strane Zivih organizama kao $to su bakterije
I gljivice, ali nije biodegradabilan u zivotinjskom i ljudskom organizmu usled nedostatka
odgovarajucih enzima. [46] To ne znaci da PCL nije bioresorptivan, ve¢ da radije podleze

hidrolitickoj degradaciji koja zahteva duzi vremenski period.

2.6.1. Mehanizmi degradacije alifatskih poliestara

Degradacija polimernih materijala koji poseduju hidrolizabilne veze u svom lancu moze
se odvijati kao hidroliticka degradacija ili enzimski katalizovana (Cesto se srece i
kombinovani nacini).

Bioloski agensi kao Sto su bakterije, gljivice i njihovi enzimi koriste neke polimere kao
izvor hrane. Pod odgovaraju¢im uslovima: vlaznost, temperatura, dostupnost kiseoniku,
biodegradacija je relativno brz proces. Enzimski katalizovana degradacija se moZe odigravati
izlaganjem polimera bakterijama i gljivicama koje lue enzime odgovorne za raskidanje
odgovarajucih veza u polimernom lancu ili upotrebom izolovanih, pre¢is¢enih enzima kako
se obi¢no radi u laboratorijskim uslovima kada se ispituje biodegradabilnost polimernih
materijala (in vitro).

Postoje dva mehanizma degradacije alifatskih poliestara:
a) povrsinska degradacija
b) degradacija u masi.

Shematski prikaz mehanizama degradacije se nalazi na Slici 2.8.
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Slika 2.8. Mehanizmi degradacije: a) povrsSinska erozi b) degradacija u masi ("bulk™), c)
autokatalizovana degradacija u masi. [11]

Proces degradacije se odigrava kao posledica kompeticije reakcije hidrolize estarskih
veza i difuzije molekula vode kroz polimernu matricu. PovrSinska degradacija ili erozija
podrazumeva hidroliticko raskidanje veza u polimeru samo na povrSini. Do povrSinske
degradacije dolazi kada je brzina hidrolitickog raskidanja veza 1 stvaranja oligomera i
monomera, koji difunduju u okruzenje, veca od brzine prolaska vode u polimernu matricu.
Rezultat ovakvog nacina degradacije jeste da polimer postaje sve tanji sa vremenom dok
molarna masa unutraSnjeg dela polimera ostaje nepromenjena tokom degradacije (Slika
2.8.a). Prednost odvijanja procesa degradacije mehanizmom erozije polimernog matriksa
jeste u predvidivosti samog procesa, $to polimerne materijale ¢ini pogodnim nosa¢ima lekova
jer brzina oslobadanja leka moze biti unapred odredena. Enzimska degradacija polimera se u
najveéem broju slucajeva odigrava mehanizmom povrSinske erozije, usled specifi¢ne
interakcije enzim — supstrat (polimer), pri ¢emu dolazi do raskidanja hidrolizabilnih veza sa
povrsine. Degradacija u masi je proces koji se odigrava usled prodiranja vode unutar
polimerne matrice izazivajuéi hidrolizu celokupnog polimernog uzorka (Slika 2.8.b). Dolazi
do nasumiéne hidrolize, odnosno raskidanja estraskih veza u polimernim lanacima i
smanjenja molarne mase.

Ukoliko molekuli vode mogu neometano da difunduju kroz polimernu masu, raskidaju
estarske veze unutar polimernog lanca i tako omoguce monomerima i oligomerima da
difunduju izvan polimerne matrice, erozija ¢e se odvijati postepeno i posti¢i¢e se ravnoteza
reakcija hidroliza - difuzija. Medutim, ukoliko se ova ravnoteZza naruSi, mehanizam
degradacije moZe biti autokatalizovan zavrSnim karboksilnim i hidroksilnim grupama
prisutnim u sporednim proizvodima degradacije. Dok oligomeri koji se nalaze na povrsini i
karboksilne grupe mogu slobodno da difunduju u okruzenje (kod povrSinske degradacije), u
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slu¢aju degradacije u masi, koncentracija produkata autokatalize unutar polimernog matriksa
moze proizvesti kiseli gradijent kao posledicu akumiluranja novonastalih karboksilnih grupa
(nastalih raskidanjem estarskih veza) sa krajeva lanaca. Ovo ubrzava unutrasnju degradaciju
u poredenju sa povrSinskom, pri ¢emu dolazi do smanjenja molarne mase spoljasnjeg sloja
dok je unutrasnji deo, polimerna masa, potpuno degradiran (Slika 2.8.c). Kao posledica
ovakvog nacina degradacije, polimeri nastali tokom degradacije imaju bimodalnu raspodelu
molarnih masa. Kada oligomeri u unutradnjosti postanu dovoljno mali, difunduju kroz
spoljasnji sloj, $to je praceno gubitkom mase i smanjenjem brzine kidanja polimernog lanca
pri ¢emu se stvaraju prstenaste strukture vece molarne mase. Veoma brzo oslobadanje
oligomera nastalih na ovaj nacin i kiselih sporednih produkata, mozZe izazvati inflamatorne
procese in vivo, kada se radi o bioresorptivnim strukturama. Stavise, ukoliko okolno tkivo
nije sposobno da se prilagodi promeni pH vrednosti usled slabe cirkulacije ili slabe lokalne
metabolicke aktivnosti, trenutni poremec¢aj moze imati teze posledice. [11]

PCL homopolimer se potpuno degradira u Zivim organizmima u vremenskom intervalu
od 2 do 4 godine, u zavisnosti od po¢etne molarne mase. [47] Proces hidrolize se moze
ubrzati kopolimerizacijom sa laktonima ili glikolidima. Degradacija PCL-a se odvija u dve
faze: prva faza, ne-enzimsko hidroliti¢ko raskidanje estarskih grupa i druga faza kada polimer
(vece kristalini¢nosti i molarne mase manje od 3000 g/mol) podleze intracelularnoj
degradaciji. Da polimer podleze intracelularnoj degradaciji dokazano je proucavanjem
fragmenata PCL-a koji su se nalazili u fagozomima makrofaga i unutar fibroplasta, ¢ime je
potvrdeno da PCL mozZe biti potpuno resorbovan i degradiran unutar ¢elija kada je molarna
masa redukovana na 3000 g/mol i manje. Intracelularna degradacija polimera PCL-a malih
molarnih masa se odigrava brzo i PCL se apsorbuje u roku od 13 dana, pri ¢emu, kao
proizvod degradacije, nastaje 6-hidroksikapronska kiselina. 6-hidroksikapronska kiselina se
dalje metaboliSe do Acetil-CoA i ukljucuje u ciklus limunske kiseline nakon ¢ega se eliminiSe
iz organizma (Slika 2.9.). [11, 48]
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Slika 2.9. Degradacija PCL-a preko intermedijera 6-hidroksi-kapronske kiseline i Acetil-
koenzima A, koji se eliminiSe iz organizma preko ciklusa limunske kiseline. [11]

2.6.2. Faktori koji uti¢u na biodegradabilnost

Biodegradabilnost polimera prvenstveno zavisi od vrste veza koje se nalaze u
polimernom lancu. Kako bi polimer podlegao biodegradaciji, u svojoj strukturi mora imati
hidrolizabilne i/ili hemijske veze podloZne oksidaciji. Polimeri koji u strukturi poseduju
hidrolizabilne veze (estarske, ortoestarkse, karbonatne, amidne, uretanske) su veoma podlezni
biorazgradnji. Polimeri sa ugljeni¢nim nizom (vinilni polimeri), nisu podlozni hidrolizi i
ukoliko 1 dode do njihove biodegradacije, mora joj prethoditi proces oksidacije ili
fotooksidacije. Pored vrste veze u polimernom lancu, stepen biodegradacije zavisi i od
sastava 1 vrste ponavljajuée jedinice, molarne mase, morfologije (kristalini¢nost,veli¢ina
sferulita), hidrofilnosti, itd. [49, 50]

Uticaj strukture polimera

Vecina sintetskih alifatskih poliestara koji sadrze hidrolizabilne veze podleze procesu
biodegradacije aktivno$¢u mikroorganizama, odnosno hidrolizabilnih enzima koje luce.
Proteoliticki enzimi specificno kataliSu hidrolizu peptidne veze na ta¢no odredenom mestu,
odnosno vezuju se specificno za supstrat, a naj¢esce za karakteristicne funcionalne grupe kao
Sto su benzilne, hidroksilne, karboksilne, metil ili fenil grupe. Zbog toga su polimeri koji u
svojoj strukturi poseduju ove funkcionalne grupe podlozniji razgradnji, odnosno napadu
enzima (Slika 2.10.). Najvecu reaktivnost, a samim tim i najbrza razgradnja polimera koji
poseduju ove vrste veza u svojoj strukturi, imaju ortoestarske veze, a zatim estarske i amidne.
Pored reaktivnosti, vazan je i sterni efekat, odnosno postojanje bocnih supstituenata koji
mogu usporavati ili ubrzavati proces degradacije. Tako, na primer, spora degradacija
poli(mle¢ne kiseline) se objaSnjava upravo sternim efektom, odnosno prisustvom

voluminozne alkil grupe koja ometa napad molekula vode. [51]
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Slika 2.10. Shematski prikaz enzimske degradacije alifatskih poliestara. [52]

Kako se ve¢ina enzimski katalizovanih reakcija odigrava u vodenom medijumu,
hidrofilno-hidrofobni katakter sintetskih poliestara znacajno uti¢e na njihovu biorazgradnju.
Polimeri koji u svom sastavu imaju 1 hidrofilne i hidrofobne segmente, u vecoj meri podlezu
razgradnji u odnosu na polimere koji su samo hidrofobni ili samo hidrofilni. Pored same
strukture polimera, vazno je da polimerni lanac bude dovoljno fleksibilan kako bi se vezao za
aktivno mesto enzima i dalje podlegao degradaciji. Polimeri koji u svom sastavu sadrze
aromati¢ni prsten su rigidni i bioinertni. [44]

Uticaj morfologije polimera

Sintetski polimeri uglavnom imaju kratke ponavljajuée jedinice §to omogucava
njihovu kristalizaciju. U kristaliniénim polimerima, usled uredene strukture, hidrolizabilne
grupe su slabo dostupne napadu enzima ili molekula vode. Zbog toga neki polimeri sa duzom
ponavljaju¢om jedinicom, usled manje kristalinicnosti, lakSe podlezu biorazgradnji.
Kristalini¢nost polimera tokom degradacije u prvoj fazi naglo raste kao posledica selektivne
degradacije amorfnih regiona u semikristalnim polimerima, pa se udeo kristalne faze
povecava. Nakon degradacije amorfne regije, dolazi do degradacije 1 kristalnih oblasti.
Tokom mikrobioloske i enzimske degradacije PCL-a, koja se odigrava mehanizmom
povrsSinske erozije, dolazi do promena u kristalnoj strukturi zahvaljujuéi prisustvu i amorfne i
kristalne faze (Slika 2.11.). Kao posledica ovoga, dolazi do naizmeni¢nog povecanja i
smanjenja kristalini¢nosti tokom degradacionog perioda. Selektivni napad enzima na amorfnu
fazu polimera se pripisuje manjoj uredenosti amorfne oblasti §to omogucava laksi prilaz
enzima polimernom lancu. Veli¢ina, oblik i1 broj kristalita uti¢u na mobilnost polimernog

lanca u amorfnoj oblasti, Sto dalje ima uticaj na stepen degradacije. [44, 53]
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Slika 2.11. Shematski prikaz fragmentacije kristalini¢ne strukture PCL-a. [53]

Uticaj molarne mase

Molarna masa polimera je, takode, jedan od faktora koji odreduje njihovu
biodegradaciju. Generalno, polimeri velikih molarnih masa ostaju relativno rezistentni na
napad mikroorganizama, za razliku od polimera malih molarnih masa koji mogu prodreti u
¢elije mikroba gde se vezuju za acetil-koenzim-A i dalje metabolisu. Polimeri ve¢ih molarnih
masa, zbog svoje veli¢ine ne mogu uci u ¢elije mikroba pa je neophodno da prethodno budu
degradirani, bilo fotodegradacijom, bilo hemijski. Polimeri derivati alkena koji u svom
sastavu imaju viSe od 30 C atoma ne mogu se spontano degradirati ve¢ biodegradaciji mora
prethoditi foto- ili hemijska degradacija, dok polimeri sa 24 do 30 C atoma u svojoj strukturi
(polietileni, parafini) veoma sporo degradiraju. [44] Alifatski poliestri zbog prisustva
hidrolizabilne estarske veze podlezu biorazgradnji, a uticaj molarne mase se odrazava na
stepen i brzinu degradacije. Poliestri manjih molarnih masa brze se razgraduju i u veéem
procentu dezintegrisu, dok je za poliestre vece molarne mase potrebno duze izlaganje dejstvu

enzima. [54]

2.6.3. Hidroliti¢ka i enzimska degradacija PCL i PCL/PEO blok kopolimera

In vitro degradacija PCL-a, njegovih blendi i kopolimera (koja se joS naziva i
hemijska degradacija) mozZe se odigravati pasivno hidroliticki ili aktivno dejstvom enzima, a
simultani na¢in degradacije se srece u in vivo uslovima. Prisustvo hidrolizabilne estarske veze
u lancu PCL i PCL/PEO kopolimera omogucéava njihovu razgradnju. Hidroliticka razgradnja
je spora reakcija dok prisustvo enzima koji raskidaju hidrolizabilne veze znacajno ubrzava

degradaciju.[55, 56]

2.6.4. Hidroliticka degradacija

Hidroliticka degradacija alifatskih poliestara je veoma slozen proces koji se odigrava

najce$¢e mehanizmom degradacije u masi usled nasumi¢nog raskidanja polimernih lanaca.
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Kod abiotske degradacije, kako se hidroliza Cesto naziva, prvo dolazi do apsorpcije vode
unutar polimernog matriksa i hidratacije polimernih lanaca. Funkcionalne grupe prisutne u
lancima poliestara odreduju stepen apsorpcije vode, a samim tim i degradaciju. Prilaz
molekula vode u velikoj meri odreduje stepen degradacije, a dostupnost polimera molekulima
vode zavisi od kristaliniCnosti, molarne mase, hidrofobnosti, temperature ostakljivanja,
dimenzija uzorka. Molekuli vode napadaju dominantno amorfne oblasti polimera, koje su
usled manje uredenosti dostupnije napadu molekula vode. Raskidanjem estarskih veza u
lancu PCL-a, dolazi do skracivanja duzine lanca, a kao proizvod hidrolize nastaje karboksilna
kiselina, 6-hidroksikapronska kiselina (6-hidroksiheksanska kiselina, Shema 2.14.).
Karboksilne kiseline koje nastaju kao sporedni proizvodi degradacije, ukoliko se ne uklone,
mogu povecati kiselost medijuma u kojem se odigrava hidroliza i na taj nain autokatalisati

proces degradacije, tj. ubrzati je. [51, 57]
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o HO

Shema 2.14. Hidroliti¢ka degradacija PCL-a i nastajanje 6-hidroksikapronske kiseline. [57]

Molarna masa PCL je jedan od faktora koji utiCe na stepen i brzinu hidroliticke
degradacije. Generalno, zahvaljuju¢i svojoj hidrofobnoj i1 semikristalnoj prirodi, PCL je
veoma otporan na abiotsku hidrolizu, koja se najcesce testira u fosfatnom puferu (pH 7,4).
Hidrolizom PCL tokom 65 nedelja, gubitak mase je bio oko 20 % i detektovane su veoma
male promene u Kkristalnoj strukturi, dok je tokom 18 meseci degradacije (PCL molarne mase
65000 g/mol) doslo do promena i u kristalnoj strukturi.[58, 59] Stepen degradacije zavisi od
pH vrednosti medijuma u kojem se vrsi ispitivanje, pa je promena pH vrednosti jedan od
nacina da se ubrza inace spora hidroliza PCL. Hidroliza estarske veze moze biti kiselo ili
bazno katalizovana (Shema 2.15.). Pored promene pH vrednosti, kopolimerizacijom PCL-a sa

hidrofilnim polimerima (kao Sto je PEO), znaCajno se moZe uticati na stepen i brzinu

degradacije.
0 darel
Ll L=
0 o

OH — =
A2 oot
OH
Shema 2.15. Kiselo i bazno katalizovana hidroliza alifatskih poliestara. [60]

30



Degradacija PCL u uslovima velike baznosti ili kiselosti (na pH 13 i pH 1), tokom
duzeg vremena (tokom 2 meseca) pokazuje vece gubitke mase, promene u kristalnoj
strukturi, molarnoj masi 1 mehani¢kim svojstvima. Takode, degradacija se intenzivnije
odigravala u uslovima gde je pH vrednost iznosila 13 (Slika 2.13.a), a na osnovu promena u
kristalnoj strukturi i molarnoj masi se zaklju¢ilo da su mehanizmi bazne i kisele hidrolize
razli¢iti: na pH =13 se hidroliza odigrava mehanizmom povrsinske erozije, a na pH = 1
dominira mehanizam degradacije u masi. [61]

Promenom pH vrednosti degradacionog medijuma, takode se ubrzava proces hidrolize
blok kopolimera (PCL/PEO). Gubitak mase PCL/PEO blok kopolimera (udeo PEO 15 mas%)
na vrednosti pH 7,4 i 9,5 raste sa vremenom degradacije usled raskidanju estarskih veza u
lancima kopolimera prvenstveno izmedu PCL i hidrofilnog PEO segmenta. Ipak, nakon 20
nedelja ispitivanja na pH vrednosti od 7,4, gubitak mase je bio oko 6 %, dok je u baznoj
sredini (pH 9,5) gubitak mase bio ve¢i (10 mas%) (Slika 2.13.b). Degradacija na ve¢im pH
vrednostima je ubrzana i odigrava se u vefem stepenu usled prisustva OH™ jona koji

katalizuju raskidanje estarskih veza u lancima kopolimera. [62]
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Slika 2.13. a) Fotografije PCL filmova nakon razli¢itih vremenskih intervala na pH 13 i pH 1
[61], b) Promena molarne mase PCL/PEO kopolimera (15 mas.%, PEO) tokom hidrolize na
pH 7,419,5 [62]

Hidroliticka degradacija PCL (bilo da je kiselo ili bazno katalizovana, ili u fosfatnom
puferu) se odigrava u veéem stepenu ukoliko je kopolimerizivan sa PEO kao hidrofilnim
segmentom, ali stepen degradacije i promene u molarnoj masi i strukturi zavise i od sastava
kopolimera. Ve¢i udeo PEO segmenta za posledicu ima veci procenat gubitka mase usled

povecanja hidrofilnosti uzorka. [63]
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2.6.5. Enzimska degradacija

Poli(e-kaprolakton) se veoma sporo razgraduje u abiotskim uslovima (hidroliti¢ki), ali
u prisustvu enzima (najéeSce lipaza) proces degradacije se znacajno ubrzava. Veliki broj
enzima izolovanih iz bakterija i gljivica je pokazao kataliticku aktivnost u odnosu na PCL
kao supstrat (Candida rugosa, Mucor miehei, Rhizopus delemar, Novozym 435,
Pseudomonas, Aspergillus flavus, Penicillium funiculosum i dr.). [64, 65] Jedna od najéesce
koris¢enih lipaza je lipaza iz soja Pseudomonas zbog velike kataliticke aktivnosti i
sposobnosti raskidanja estarskih veza hidrofobnog supstrata. [66] Homopolimer PCL moze
biti potpuno razgraden nakon 4 dana inkubiranja u fosfatnom puferu koji sadrZi aktivne
Pseudomonas lipaze. [67] Efikasnost enzimske degradacije i brzina degradacije zavise od
brojnih faktora medu kojima su: kataliticka aktivnosti Cistih enzima, medijuma u kojem se
izvodi degradacija (vodeni ili organski rastvaraci), temperature, vremena degradacije, ali i
elemenata strukture polimera kao $to su molarna masa i kristalini¢nost. Nasuprot hidrolitickoj
degradaciji koja se odigrava mehanizmom degradacije u masi pri ¢emu se beleze promene u
molarnoj masi i male promene u gubitku mase, enzimska degradacije se odvija mehanizmom
povrsinske erozije koji se manifestuje velikim gubitkom mase i neznatnim promenama
molarne mase uzorka. | dok je degradacija u masi pretezno homogen proces, degradacija
erozijom je heterogen proces. [51, 68] Enzimska degradacija PCL se odigrava u nekoliko
koraka: prvo dolazi do adsorpcije enzima na polimerni supstrat; drugi korak je stvaranje
prelaznog kompleksa izmedu enzima i polimera; i na kraju specifi¢no raskidanje polimernih
lanaca. Lipaze raskidaju PCL lance na specificnim mestima (Shema 2.16.) pri ¢emu nastaju
specificni proizvodi degradacije (FTIR analiza je pokazala prisustvo estara, R-COOR’,
kiselina, -COQO’, alkohola, -OH). [65, 69] Ve¢ je receno da se enzimska degradacija odigrava
mehanizmom povrsSinske erozije, a raskidanje estarskih veza lipaznom aktivni$éu se odigrava
1 nasumicnim raskidanjem polimernih lanaca, ali i specifi¢nim raskidanjem lanaca sa krajeva.
Zapravo, pokazano je da tokom enzimske razgradnje PCL u toluenu u prisustvu lipaza, u
ranoj fazi hidrolize degradacija se odigravala nasumi¢nim kidanjem lanaca, dok je nakon
nekoliko sati degradacije kao degradacioni proizvod detektovan e-kaprolakton ukazujuci da
se proces degradacije odigravao 1 specificnim raskidanjem PCL lanaca sa krajeva, tj.

depolimerizacijom. [70]
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Shema 2.16. Specifi¢na mesta napada enzima na PCL. [65]

Pra¢enjem promene stepena kristalinicnosti tokom enzimske degradacije PCL-a,
pomocu DSC analize, utvrdeno je da stepen kristalini¢nosti raste sa vriemenom degradacije
usled efikasnije degradacije amorfnih oblasti, zbog Cega raste udeo kristalne faze. [71]
Amorfne oblasti polimera su podloZznije napadu enzima usled lakSeg prilaza enzima
(stereospecifi¢nost enzima), stoga se prvo razlazu amorfne, a potom kristalne regije (Slika
2.14.). Degradacija PCL se moze ubrzati uvodenjem mekih, hidrofilnih segmenata, PEO i m-
PEO, pri ¢emu nastaju blok kopolimeri. Uvodenjem ovih segmenata u lance PCL,
degradacija se odvija prvenstveno napadom na PEO, odnosno m-PEO, zbog vece
fleksibilnosti i pokretljivosti ovih segmenata koji su samim tim dostupniji napadu enzima.
Takode, enzimska degradacija zapocinje vezivanjem lipaza na povrsSinu polimera, a kako su
lipaze rastvorne u vodi, prvenstveno ¢e napasti hidrofilne segmente kopolimera sa kojima
uspostavljaju interakcije, Sto je pored sternih efekata, dodatno objasSnjenje zbog cega
degradacija PCL/PEO kopolimera pocinje raskidanjem estarske veze izmedu PCL i1 PEO
blokova. [72]
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Slika 2.14. Graficki prikaz enzimske degradacije PCL homopolimera, diblok i triblok
kopolimera. [73]
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Kopolimerizacijom PCL sa hidrofilnim PEO se moZe ubrzati degradacija nastalih
blok kopolimera, ali enzimska degradacija dobijenih diblok i triblok kopolimera odredena je 1
njihovim sastavom. Ispitivanjem uticaja sastava diblok i triblok kopolimera na stepen
degradacije (odnosno gubitak mase) u prisustvu lipaze iz Pseudomonas-a, pokazano je da
sastav ispitivanih kopolimera nije imao znaCajan uticaj na proces degradacije. Zapravo,
prilikom razgradnje PCL/PEO diblok i PCL/PEO/PCL triblok kopolimeri ¢ija je duZina
hidrofilnog segmenta iznosila oko 5000 g/mol dolazi do rastvaranja relativno dugog PEO
bloka, tako da enzimi degradiraju samo PCL segment. Promena hemijskog sastava nakon
degradacije, pracena na osnovu odnosa [CL]/[EO] diblok i triblok kopolimera, nije
zabelezena ukazujuci da se dejstvom enzima degradira samo PCL segment, a da rastvorni
PEO blok migrira iz mase i rastvora se u degradacionom medijumu. [74]

Kako se proces enzimske degradacije odigrava mehanizmom erozije povrSine
polimera, promene morfologije povrsine polimernih uzoraka tokom enzimske degradacije
mogu se detektovati pomo¢u ESEM analize (Environmental Scanning Electron Microscopy).
Prilikom kristalizacije homopolimera PCL, zapazaju se razliciti nacini kristalisanja u formi
sferulita u zavisnosti od izlozenosti povrsine filma vazduhu ili staklu: gornja strana (izlozena
vazduhu tokom isparavanja rastvaraCa) pokazuje veliki broj sitnijih sferulita sa jasnim
granicama (Slika 2.15.a) i suprotno njoj, druga strana, izloZzena staklu tokom otparavanja
rastvaraca, gde se sferuliti uocavaju kao kupaste, sunderaste strukture (Slika 2.15.b). Promene
u morfologiji povrSine PCL filmova su jasno uocljive nakon degradacije: na strani PCL
polimernog filma okrenutog ka vazduhu su i dalje vidljivi sferuliti ali bez jasno definisanih
granica, povrsina je erodirana i hrapava, dok se na donjoj strani (okrenutoj ka staklu) jedva
oucava forma sferulita. Veoma slicne promene u morfologiji polimernih filmova su
detektovane i za PCL/PEO diblok i triblok kopolimere. [66, 74, 75]
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Slika 2.15. ESEM mikrografi PCL: a) pre degradacije (strana vazduh), b) pre degradacije
(strana staklo), c) posle degradacije (strana vazduh) i d) posle degradacije (strana staklo). [75]

2.7. MikrobioloSka degradacija PCL-a

Razvoj biodegradabilnih poliestara predstavlja vazan korak u reSavanju problema
uzrokovanim nagomilavanjem polimernog otpada. Sposobnost degradacije poliestara od
strane mikroorganizama koji se nalaze u okolini, jedan je od glavnih razloga zamene
biostabilnih polimera biodegradabilnim. Razli¢ite vrste mikroorganizama kao $to su bakterije
1 gljivice mogu izazvati degradaciju u razli¢itim uslovima. Na ovaj nain se smanjuje
kontaminacija Zivotne sredine polimernim otpadom i njihovo nagomilavanje, a mikrobioloska
degradacija moze biti veoma uspe$an nacin reciklaze biodegradabilnog otpada jer se
aktivnoS¢u enzima, koje luc¢e mikroorganizmi, biodegradabilni polimeri razlaZzu na metabolite
(oligomere, CO; i H20). [76]

Pored razvoja novih biodegradabilnih materijala, neophodno je ispitati i koje vrste
mikroorganizama su sposobne da razlazu ove polimere. Metod prosvetljene zone (“zone of
clearance") na agar Soljama je dosta koriS¢ena tehnika ispitivanja potencijalne degradacije
polimera od strane mikroorganizama. Agar Solje sadrZze emulgovani polimer kojem su dodati
odredeni mikroorganizmi, a dokaz mogucénosti degradacije polimera ovim mikroorganizmima
je pojava takozvanih "clear halo" zona oko kolonija mikroorganizama (Slika 2.16.). Do
pojave "clear" zona dolazi kada mikroorganizmi luce ekstracelularne enzime koji dufunduju

kroz agar i razlaZzu polimer do proizvoda rastvornih u vodi. Na ovaj nacin je odreden veliki
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broj bakterijskih sojeva koji mogu razloziti PCL polimer. [1] Nekada je polimer i jedini izvor

ugljenika za bakterijski soj, a nekada se test odvija u prisustvu drugih hranljivih sastojaka.

Slika 2.16. "Clear" zone formirane na agar Soljama sa: a) emulgovanim PCL-om i b)
emulgovanim PLA. [77]

Do sada je potvrdeno da se PCL degradira u prisustvu mikroorganizama koji luce
enzime: esteraze, kutinaze i lipaze. Bakterijski soj, Roseateles depolymerans TB-87 koji luci
esteraze, izolovan iz sveZe vode, moze da razlaze alifatske poliestre, medu kojima i PCL.
Velika aktivnost enzima i supstratna specificnost u degradaciji PLC-a je otkrivena i za
Leprothrix TB-71 soj. Pronadeno je i za neke kutinaze, koje luce gljivice, kao Sto je
Pseudozyma antartica JCM 10317 soj, da mogu da razlazu PCL filmove. [77] Bakterijski soj
Brevundimonas sp. MRL-ANI1 izolovan iz zemljista, koji Iu¢i depolimeraze (esteraze) tokom
10 dana izlaganja homopolimera PCL (M, 80000 g/mol) degradiralo je vise od 80 % njegove
mase, a termofilne bakterije iz soja Ralstonia sp. MRL-TL tokom 10 dana degradiraju oko 50
% PCL-a.[78, 79]

Biodegradacija PCL u prisustvu mikroorganizama zavisi od brojnih parametara, kao
Sto su molarna masa polimera i njegova kristalini¢nost, debljina polimernog filma i uslovi
testiranja degradacije. Sto je ve¢a vrednost molarne mase polimera, degradacija se sporije
odigrava, pa tako PCL molarne mase M, = 160000 g/mol u prisustvu Lysinibacillus soja
70038, gubi oko 9 mas.% nakon 30 dana. [80] U slucaju degradacije PLC-a, ve¢ih molarnih
masa, vreme izlaganja dejstvu enzima koje luce bakterije mora biti duZe (Slika 2.17. jasno
prikazuje vecu dezintegraciju PCL filma sa vremenom).[81]

Da bi efikasnost degradacije bila velika, enzimi moraju biti blizu povrsSine polimernih
supstrata kako bi ispoljili svoju aktivnost. Enzimi veoma lako dolaze u kontakt sa supstratima
rastvornim u vodi u poredenju sa nerastvornim. Generalno, polimere karakteriSe mala
kontaktna efikasnost sa molekulima enzima, ali zahvaljuju¢i specificnosti ka supstratu
(polimeru), enzimi se adsorbuju na povrSinu polimernih filmova i na taj nain ih
degradiraju.[82]
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Slika 2.17. Forografije PCL filmova posle 0, 10, 15, 23, 30 i 45 dana izloZenosti bakterijama.
[81]

2.7.1. Ispitivanje biodegradabilnosti u kompostu

Biodegradabilnost polimernih materijala nakon upotrebe zavisi od nac¢ina njhovog
daljeg procesuiranja i fizi¢ko-hemijskih uslova (prisustvo kiseonika, temperatura, prisustvo
svetlosti, prisustvo specificnih mikroorganizama, itd.). Postoji nekoliko nacina skladiStenje
i/ili uniStavanja biodegradabilnog otpada:

¢ reciklaZza (ponovno dobijanje)
e spaljivanje
o bioloski tretman polimernog otpada — kompostiranje

e zakopavanje u zemlju
Sa stanovista zaStite Zivotne sredine, biokompostiranje pod kontrolisanim uslovima

(vlaznost, temperatura, prisustvo kiseonika) jedan je od favorizovanih nacina skladistenja
biodegradabilnog otpada. Kompostiranje je proces bioloske razgradnje heterogene organske
materije usled aktivnosti mikroorganizama (bakterije, gljivice), u aerobnim uslovima
(prisustvo kiseonika), odredene vlaznosti. Proizvodi degradacije u ovakvim uslovima su
voda, ugnjen-dioksid i biomasa (veoma sli¢an humusu).[83] U zavisnosti od vrste supstrata i
uslova biokompostiranja (anaerobni uslovi), kao proizvod degradacije moZe nastati metan
(CH,), koji doprinosi efektu staklene baSte i kontaminacije Zivotne sredine. Da bi se ovaj
potencijalni problem izbegao, veoma je vazno da se kompostiranje odigrava u kontrolisanim
uslovima (temperatura, vlaznost, aerobni uslovi). [84] Jedina razlika izmedu procesa prirodne
razgradnje i kompostiranja jeste to je proces kompostiranja kontrolisan.

Tokom procesa kompostiranja prvo dolazi do raskidanja hidrolizabilnih veza u

polimernom lancu usled aktivnosti mikroorganizama (bakterije, alge, gljivice koje luce
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enzime), zatim dolazi do mineralizacije odnosno konverzije nastalih intermedijera do CO,,
H,O i biomase (Slika 2.18.)[85]

CO,, H,0, CH,
i drugi metabolicki
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Slika 2.18. Princip mikrobioloSke degradacije. [86]

Faktori koji uticu na proces kompostiranja
Efikasnost procesa kompostiranja zavisi od brojnih faktora medu kojima su

najvazniji: temperatura, prisustvo kiseonika (aeracija), sadrzaj vlage, pH vrednost, odnos
CIN.

e Uticaj temperature

Temperatura je jedan od najvaznijih parametara prilikom podeSavanja uslova kompostiranja.
Sam proces biokompostiranja je egzoterman, a zavisi od pocetne temperature i
biodegradabilnosti supstrata. Tokom biokompostiranja, temperatura sistema raste kao
posledica ubrzane biodegradacije supstrata od strane mikroorganizama. Organske materije
nastale degradacijom mogu imati nezeljena dejstva na ljude i Zivotinje jer sadrze patogene
mikroorganizme. Da bi se izbeglo nastajanje patogena i postigli sanitarno prihvatljivi uslovi,
najpogodnije je da temperatura kompostiranja bude preko 55 °C jer se na ovoj temperaturi
eliminiSu patogeni i paraziti. Sa druge strane, temperatura kompostiranja ne sme biti ni
previse visoka (preko 65 do 70 °C) jer se na taj na¢in mogu unistiti mikroorganizmi, a na
temperaturi preko 65 °C dolazi do inaktivacije gljivica, aktinomiceta i ve¢ine bakterija.
e Qdnos C/N

Tokom kompostiranja, mikrobi razgraduju organska jedinjenja kako bi obezbedili nutritiente
(C, N, P, K) i energiju potrebnu za metaboli¢ke procese. Mikroorganizmima su za aktivnost
najpotrebniji ugljenik, azot, fosfor i kalijum, a najvazniji su ugljenik i azot: ugljenik koriste

kao izvor energije a azot koriste za izgradnju Celijske strukture. Ukoliko je koli¢ina azota
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ograniCena, rast mikroba je smanjen Cime se indirektno smanjuje razgradnja organske
materije. Takode, ukoliko je koli¢ina azota iznad one koja je mikrobima neophodna, visak
azota Ce se oslobadati u vidu gasa, amonijaka. Zbog toga je veoma vazan odnos C/N jer je
pokazatelj stepena degradacije organske materije (ugljenik iz sistema odlazi kao CO, usled
oksidacije). Odnos C/N tokom kompostiranja opada jer je manji stepen iskoriS¢enja azota od
strane mikroba u odnosu na ugljenik, jer mikroorganizmi 30 puta brze koriste raspoloZivi
ugnjenik nego Sto konvertuju azot.
e Aecracija
Aeracija je takode bitan faktor koji utice na proces kompostiranje. U osnovi, kompostiranje je
aeroban proces u kojem se kiseonik trosi, a oslobada se vodena para (H,O) i ugljen-dioksid
(CO,). Stepen aeracije utiCe na kvalitet komposta i mikrobioloSku aktivnost tokom
kompostiranja. Aeracijom se obezbeduje neophodna koli¢ina O, za oksidaciju organskog
materijala i ukljanja se (isparava) viSak vlage. Nedostatak kiseonika tokom kompostiranja
dovodi do nastajanja anaerobnih uslova razgradnje kada nastaju proizvodi koji su Stetni za
okolinu, dok viSak kiseonika za posledicu ima sniZenje temperature sistema koja je
neophodna za postizanje optimalnih uslova kompostiranja.
e Sadrzaj vlage

Sadrzaj vlage u kompostu utice na stepen vezivanja kiseonika, mikrobiolosku aktivnost i
temperaturu proseca. Optimalni sadrzaj vlage neophodan za efektivnu degradaciju zavisi od
vrste supstrata i krece se u opsegu od 40 do 70 % racunato na masu komposta. Sa porastom
sadrzaja vlage, opada difuzija gasova i vezivanje kiseonika postaje nedovoljno za
metabolicke aktivnosti mikroogranizama Sto moze dovesti do anaerobnih uslova
kompostiranja. Vlaga i temperatura su u direktnoj vezi: porast temperature dovodi do
smanjenja vlaznosti. Vlaga je neophodna i za distribuciju rastvornih nutritienata koji su
potrebni za metabolizam mikroba. Mali procenat vlaznosti dovodi do dehidratacije supstrata,

odnosno sprecava se proces kompostiranja i razgradnje organske materije. [84]

2.7.2. Kompostiranje PCL-a

Poli(e-kaprolakton), njegovi kopolimeri i kompoziti, veoma lako mogu degradirati u
razli¢itim uslovima, u prisustvu mikroorganizama. Tokom tri i1 Cetiri nedelje kompostiranja
na 40 °C, PCL filmovi su znadajno dezintegrisani (Slika 2.19.a). Kako se degradacija
odigrava dejstvom enzima koje lu¢e mikroorganizmi, mehanizam degradacije je povrSinska

erozija polimernih filmova. Mehanizam povrSinske erozije je potvrden mikroskopijom (Slika
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2.19.b) koja jasno pokazuju veliku degradiranost povrsine, pri ¢emu su neke oblasti vise
degradirane (oznacene strelicom na slici), a neke manje (oznac¢ene krugovima) ukazuju¢i da
se proces degradacije odigrava nehomogenim mehanizmom. Nehomogenost procesa
enzimske degradacije se objaSnjava dominantnim napadom enzima na amorfne oblasti
polimera, a zatim na kristalne, ali i potencijalno boljim kontaktom komposta u vise
degradiranim oblastima i/ili nehomogenog rasta mikroorganizama na povrsini uzoraka. [87,
88]

a) Onedelja 3 nedelje 4 nedelje

Slika 2.19. a) Fotografije PCL filmova pre i posle 3 i 4 nedelje degradacije u kompostu; b)
Opticki mikrografi PCL filma posle 6 nedelja u kompostu. [88]

Stepen biodegradacije u kompostu zavisi kako od temperature na kojoj se izvodi eksperiment,
tako i od oblika samih uzoraka.[89, 90] Degradacija polimera na nizim temperaturama
(sobna, 24 °C) je veoma spora, a PCL polimer (M, ~ 50000 g/mol) nije degradirao na ovoj
temperaturi ni posle 300 dana. U ovom slucaju, uticaj hemijske strukture i kristalini¢nosti
polimera na biodegradaciju je veoma mali. U zemlji$tima, polimeri degradiraju aktivno$cu
razli¢itih mikroorganizama, ukljucujuci bakterije i gljivice. Na poviSenim temperaturama (46
°C) pojedini mikroorganizmi vise rastu, naro¢ito ako koriste polimer kao izvor nutritienata, i
postaju aktivniji Sto moze ubrzati proces degradacije. Specificna povrsina uzoraka utice na
proces biodegradacije usled razligitog kontakta izmedu mikroba/enzima i uzorka. Sto je veéa
povrsina izloZzena dejstvu mikroba, brzi je proces biodegradacije. Za PCL je dokazano da je
brzina biodegradacije nezavisna od dimenzija kada su uzorci u obliku filmova, dok uzorci

koji su u obliku praha mnogo brze degradiraju. [90]
2.8. Primena PCL/PEO blok kopolimera

Poslednjih decenija istraZzivanja su usmerena na razvoj novih polimernih biomaterijala
zbog potrebe da se biostabilni (koji se ne razgraduju) zamene biodegradabilnim materijalima.
Danas, polimerni biomaterijali imaju vaznu ulogu u oblasti medicine: u hirurgiji (izrada

protetickih sistema za fiksiranje preloma, za izradu konaca za uSivanje rana), u farmakologiji
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kao matrice za kontrolisano otpustanje lekova i u inZenjerstvu tkiva.[46, 91] Biodegradabilne
polimerne matrice (nosaci lekova) mogu biti u formi mikro i nanocestica, implanata,
nanovlakana, filmova, hidrogelova, micela, itd. (Slika 2.20.) i mogu biti dizajnirane tako da
se postigne kontrolisana i ciljana isporuka leka. [92]

Hidrogelovi N {2k
i micele anoviakna

Slika 2.20. Primena PCL i njegovih kopolimera: razli¢ite formulacije.

Polimerni biomaterijali u formi nanovlakana, zbog dobrih mehanickih svojstava,
pogodni su u inZenjerstvu tkiva kao potporni matriks (skafoldi, trodimenzionalni supstrati
¢elija) ili analozi koStanom tkivu. Novi polimerni nanomaterijali mogu imitirati nativni
ekstracelularni kosStani matriks, a mogu se primeniti i za regeneraciju kostiju. [93-95]

Razli¢ite forme polimera na bazi PCL-a su prikazane na Slici 2.21.

nanovlakna, d) skafoldi. [11, 96-98]

Amfifilni diblok i triblok kopolimeri (PCL/PEO) imaju karakteristicna svojstva
zahvaljuju¢i kombinaciji hidrofilnih i hidrofobnih segmenata. Zbog svoje biodegradabilnosti i

biokompatibilnosti, ali 1 karakteristicne konfiguracije, nasli su primenu u sistemima za
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kontrolisano otpustanje lekova, kao nosaci aktivne supstance. [99] Najveéi broj istrazivanja je
usmeren na dobijanje mikro i nanosfera i micela. Prednost isporuke medikamenata na ovaj
nacin jeste u nacinu aplikacije: mogu se uzimati oralno ili injektovati. Takode, mogu se
napraviti u takvoj formi da se postigne ciljano oslobadanje u organizmu. [100] Poslednjih
godina postoji veliko interesovanje za razvoj polimernih nanocestica kao efikasnih nosaca
lekova koji nece biti prepoznati u organizmu kao strani materijal, i kao takav brzo biti izlu¢en
iz krvotoka. Veli¢ina Cestica i povrsinske karakteristike su dva najvaznija parametra koja
definiSu kinetiku i raspodelu cestica u organizmu. Veli€ina Cestica mora biti dovoljno mala
(manja od 200 nm). Uprkos malim dimenzijama, ve¢ina konvencionalnih nanocestica biva
prepoznata od strane organizma kao strano telo i eliminiSe se iz organizma. Oblaganjem
koloidnih Cestica hidrofilnim polimernim omotacem kao §to je poli(etilen-oksid) umnogome
se moze povecati njihova stabilnost u krvotoku. Hidrofilni omota¢ daje koloidnim Cesticama
"nevidljivost” za krvne proteine, ¢ime se sprecava imuni odgovor. [32]

Zahvaljujuci fizicko-hemijskim i bioloskim svojstvima (hidrofilnost, rastvorljivost u vodi
i organskim rastvaraima, odsustvo toksi¢nosti, antigenosti i imunogenosti), PEO se najcesce
koristi kao unutrasnji segment triblok kopolimera koji se koriste u kontrolisanom otpustanju
lekova. Amfifilni triblok kopolimeri mogu graditi micele nano- dimenzija u vodenoj sredini.
Hidrofobni segmenti blok kopolimera ¢ine jezgro micele, dok hidrofilni PEO blok formira
omotac¢ (Slika 2.22.a). Veli¢ina micela je najéeS¢e dovoljno mala da moze pro¢i kroz kapilare
1 tako izbe¢i filtraciju kroz pluca i slezinu. Ovakve micele su potencijalni nosaci lekova jer
biodegradabilno jezgro (PCL blok) sluzi kao rezervoar leka, a poli(etilen-oksidni) omota¢
povecava stabilnost micele u bioloSkom okruzenju. Zbog ¢injenice da je veliki broj lekova
nerastvoran u vodi, jasno je zbog ¢ega su micele triblok kopolimera koje poseduju ovakvu
strukturu nasle Siroku primenu u sistemima za isporuku lekova. Lek kao hidrofoban molekul
moze biti inkapsuliran u jezgro (PCL blok) micele bilo hemijskim vezivanjem ili fizickim

zarobljavanjem. [32]
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Slika 2.22. a) Shematski prikaz micele triblok kopolimera u vodenoj sredini [30], b) Micele
sa razli¢itom konfiguracijom PEO omotaca: PEO vezan jednih krajem (diblok kopolimeri) i
PEO vezan za oba kraja (triblok kopolimeri).

Prednost amfifilnih triblok kopolimera za kontrolisano otpustanje lekova u odnosu na
diblok kopolimere istog sastava je u konfiguraciji PEO omotaca i naCina njegovog vezivanja
za hidrofobno jezgro (Slika 2.22.b). Kod diblok kopolimera, PEO segment je vezan za jezgro
preko jedne terminalne grupe, dok je kod triblok kopolimera PEO segment vezan preko obe
terminalne grupe. Kada protein pride miceli, PEO segment vezan preko obe terminalne grupe
mnogo efikasnije spre¢ava njegovu aktivnost zbog konformacije PEO omotaca u triblok

kopolimernoj miceli. [32]

2.8.1. Postupci pripreme mikro i nanosfera sa inkapsuliranim lekom unutar PCL/PEO

kopolimerne matrice

Kada se govori o primeni polimernih nosac¢a u biomedicini, veli¢ina ¢estica manja od
1000 nm se naziva nanocesticama, dok se o nanocesticama u nauci o materijalima
podrazumevaju Cestice veli¢ine do 200 nm. Takozvane mikrocestice su Cestice ¢ija veliina
iznosi nekoliko stotina mikrometara. Ukoliko se biodegradabilni polimeri koriste kao nosaci
u sistemima za kontrolisano otpustanje lekova, svojstva mikro/nanocestica (veli¢ina Cestica,
oblik, molekulska struktura i molarna masa) su veoma vazna. Navedena svojstva odreduju
mesto aplikacije jer utiCu na raspodelu leka u organizmu, vreme koje je potrebno da polimer i
lek stignu na mesto dejstva, kontrolisano otpustanje, terapeutske doze, itd. Zbog svega ovoga
je neophodno razviti odgovaraju¢i metod za pripremu mikro/nanocestica za biomedicinsku
aplikaciju. [55] Postoji veliki broj tehnika pripreme mikro/nanocestica, a koja ¢e tehnika biti
primenjena zavisi pre svega od vrste leka (hidrofilan ili hidrofoban) i polimera unutar kojeg
se lek inkapsulira (Tabela 2.2). O naj¢eS¢e primenjenim tehnikama ¢e biti re¢i u nastavku

teksta.
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Tabela 2.2. Tehnike pripreme mikro/nanocCestica sa inkapsuliranim lekom.

Iz emulzije

"ulje u vodi" (oil in water, O/W)

"voda u ulju u vodi" (water in oil in water, W/O/W)
"ulje u ulju” (oil in oil, O/0)

"¢vrsto u ulju u vodi" (solid in oil in water, S/O/W)
"¢vrsto u ulju u ulju" (solid in oil in oil, S/O/O)

Druge tehnike

"spray drying" i "spray — freezing" metode
Elektrosprej metoda

Dijaliza

Metode u kojima se koriste superkriti¢ni fluidi (SCF)
In situ formiranje mikrocestica

Amonoliza

Tehnike topljenja

2.8.2. Priprema mikro¢estica postupcima iz emulzije

Postupak otparavanja lako isparljivog rastvaraca iz emulzije je Cesto koriS¢en
postupak za pripremu mikro/nanocestica inkapsluliranog leka u polimernu matricu usled
mogucnosti primene na veliki broj polimernih sistema i inkapsulacije kako hidrofilnih tako i
hidrofobnih supstanci. Tehnika se zasniva na emulgovanju u cilju stvaranja malih kapljica

organske faze u vodenoj fazi, a zatim uklanjanja lako isparljivog rastvaraca otparavanjem.

e tehnika "ulje u vodi " (oil in water, O/W)
Veliki broj lekova je hidrofoban, tj. nerastvoran u vodi, a rastvoran u organskim rastvara¢ima
koji se ne meSaju sa vodom. Najjednostavniji metod za inkapsulaciju hidrofobne komponente
unutar polimernog matriksa je metoda otparavanja rastvaraca iz emulzije "ulje u vodi”, O/W,
i najcesce je koriscen za pripremu polimernih mikro/nanocestica (Slika 2.23.). Postupak se
izvodi tako Sto se prvo rastvore lek i biodegradabilni polimer u lako isparljivom organskom
rastvaracu (kao $to je dihlormetan ili etil-etar), zatim se organska faza disperguje u vodenoj
fazi koja sadrzi surfaktante i/ili stabilizatore i intenzivno meSa. Nakon toga, organske kapljice
se pretvaraju u mikro/nanosfere kako organski rastvara¢ isparava. [55] Isparljivi rastvaraci se
mogu ukloniti otparavanjem na vazduhu ili pomoc¢u gasa koji se propusta kroz emulziju.
Veliki broj razli¢itih hidrofobnih lekova je inkapsulirano primenom ove metode:

antihipertenzivi, antidepresivi, kortikosteroidi, antiinflamatorni lekovi, itd. [101]
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Slika 2.23. Priprema mikro/nanoCestica postupkom otparavanja lako isparljivog rastvaraca iz:
a) emulzije "ulje u vodi*, O/W i b) emulzije "voda u ulju u vodi”, W/O/W. [55]

e tehnika "voda u ulju u vodi'* (water in oil in water, W/O/W)
Pored postupka dobijanja mikrocestica iz emulzije " ulje u vodi ", naj¢es¢e koris¢ena tehnika
za inkapsulaciju hidrofilnih supstanci je tehnika pripreme iz emulzije "voda u ulju u vodi”,
W/O/W. Ovom metodom se postiZe visoka efikasnost inkapsulacije hidrofilnih komponenti u
biodegradabilne mikrocestice, pre svega peptida i proteina. U poredenju sa jednostavnom
O/W tehnikom, prednost ove metode jeste u finalnom uklanjanju uljane faze ispiranjem u
nekoliko koraka, ali 1 spreCavanje agregacije Cestica tokom primene. Kod W/O/W metoda,
prvo se vodeni rastvor hidrofilne komponente (proteina, npr.) disperguje u organskoj fazi u
kojoj je rastvoren polimer (rastvor polimera u dihlormetanu) pri ¢emu nastaje prva emulzija
W3/O. (Slika 2.23.b) Nakon toga, nastala emulzija se disperguje u velikoj zapremini vode u
kojoj se nalazi emulgator, kao Sto je poli(vinil alkohol), PVA, pri ¢emu dolazi do stvaranja
emulzije W/O/W. Do formiranja mikrocCestica dolazi ukljanjanjem rastvaraca iz emulzije bilo
otparavanjem ili njegovom ekstrakcijom. Prilikom ekstrakcije rastvaraca, emulzija W/O/W se

tretira velikom koli¢inom vode ili ko-rastvaraca (acetona ili alkohola). [102]

2.8.3. Druge tehnike pripreme mikro/nanocestica

¢ metoda dijalize
Metoda dijalize se intenzivno koristi za dobijanje mikro/nanocestica ali pre svega za
dobijanje micela nano dimenzija. Uobicajena procedura se sastoji u tome da se prvo polimer i
lek rastvore u organskom rastvaracu koji je mesljiv sa vodom (DMSO ili DMF) a zatim se

dijalizuje u vodi (Slika 2.24.). Tokom procesa dijalize dolazi do samoorganizovanja polimera

45



i lek se inkapsulira unutar jezgra micele. Istovremeno, polupropustljiva membrana

omogucava uklanjanje leka koji se ne inkapsulira. [101]

Lek i polimerni /
materijal /

\‘uéﬂ

- 7N
e Nanocestice
Dijaliza (Micele)

Slika 2.24. Priprema nanocestica metodom dijalize.[55]

e “spray-drying' tehnika
Priprema mikrocestica "spray-drying" tehnikom se najée$¢e primenjuje za inkapsulaciju
proteina kako bi se povecala stabilnost ovih biomakromolekula, ali se moze koristiti i za
pripremu Cestica unutar kojih se inkapsuliraju hidrofobni lekovi. Koloidni rastvor se pomoc¢u
pumpe ubacuje u rasprSiva¢, nakon ¢ega dolazi do atomizacije pomoc¢u komprimovanog
vazduha, pri ¢emu se tecnost razara (rasprSuje) na sitne kapljice. Nastale kapljice zajedno sa
toplim vazduhom dolaze u peé¢/komoru gde rastvara¢ isparava i odlazi iz sistema. Suvi
proizvod se na kraju sakuplja u kolektorskoj boci (precipitatoru) (Slika 2.25.). Ovom
tehnikom se mogu dobiti Cestice mikrometarskih dimenzija, najviSe se primenjuje za
pripremu velikih koli¢ina mikrocestica ("scale up"), i tehnika je nezavisna od rastvorljivosti
leka i polimera. Prednost ove metode je kontrola svojstava mikrocCestica podeSavanjem
parametara tokom tehnoloskog procesa, a glavni nedostatak jeste rad na visokim

temperaturama. [101, 103]
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Slika 2.25. Priprema mikro/nanocestica "spray-drying" tehnikom.[55]

2.8.4. Svojstva leka koja odreduju postupak mikroinkapsulacije i otpustanja leka

Pre nego $to se primeni u odredenoj terapiji, potrebno je ispitati kako fizicko-
hemijska svojstva leka (rastvorljivost, lipofilnost, pKa vrednost, propustljivost i stabilnost),
tako i farmako-kineticki parametre (apsorptivnost, distribucija, metabolisanje, izlu¢ivanje).
[104] Prilikom inkapsulacije leka u polimernu matricu, neophodno je uzeti u razmatranje
slede¢e parametre:

e rastvorljivost leka u vodi i organskim rastvara¢ima

o stabilnost leka

e interakcije izmedu polimera i leka

e svojstva leka u ¢vrstom stanju
Termin hidrofobni lek se pre svega odnosi na grupu molekula koji su nerastvorni u vodi, a
uglavnom rastvorni u vecini organskih rastvaraca. Slabo rastvornom supstancom se smatra
supstanca ¢ija je rastvorljivost 1 — 10 mg/ml, veoma slabo rastvorljivom supstanca ¢ija je
rastvorljivost 0,1 — 1 mg/ml, a nerastvornom supstanca kada se manje od 0,1 mg ove
supstance rastvara u 1 ml odredenog rastvarata. MikrocCestice se najceSce pripremaju
emulzionim postupcima koji podrazumevaju prisustvo vodene faze (najesce vodeni rastvor
poli(vinil-alkohola), stabilizator emulzije), stoga je vazno prethodno definisati rastvorljivost
leka u vodi. Kod lekova koji imaju moguénost jonizacije, potrebno je definisati i pH vrednost
rastvora. Pored vodene faze, u emulzionim tehnikama je prisutna i organska faza, Sto zahteva
odredivanje rastvorljivosti leka i u odredenim organskim rastvara¢ima (metilenhloridu ili etil-

acetatu).
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Prilikom mikroinkapsulacije lekova, lek se rastvara u organskoj fazi (emulzioni postupci) a
cesto se isparavanje rastvaraca odvija na viS§im temperaturama, pa lek mora biti stabilan u
organskim rastvaracima ali i otporan na izlaganje visokim temperaturama. Pored termicke
stabilnosti, lek mora biti otporan i na fotodegradaciju, proces oksidacije, vlaznost. Ukoliko
lek sadrzi hidrolizabilne veze, kao S§to su estarske, moze do¢i do njegove razgradnje tokom
procesa mikroinkapsulacije, pri cemu do degradacije leka moze do¢i 1 kao posledica prisustva
degradacionih proizvoda polimerne matrice nastalih tokom pripreme mikrocestica. [105]
Sposobnost nekog leka da uspostavi interakcije sa polimernom matricom moze dovesti do
degradacije polimera ukoliko lek u svojoj strukturi ima amino ili karboksilne funkcionalne
grupe. Potencijalne interakcije koje se uspostavljaju izmedu leka i polimera mogu dovesti do
toga da se lek ne otpusta iz polimerne matrice.

Pre nego Sto se inkapsulira u polimernu matricu, lek je u ¢vrstom stanju, i moze biti
amorfan ili kristalini¢an. Tokom inkapsulacije, lek se rastvara ili disperguje u rastvaracu tako
da u mikroCesticama moze biti dispergovan ili moze formirati amorfne ili kristalne oblasti.
Ukoliko se inkapsulirani lek u polimernoj matrici nalazi u kristalnom obliku, to se moze
odraziti 1 na profile otpuStanja leka iz matrice, pa je neophodno uraditi termi¢ku analizu

mikrosfera u kojima je inkapsuliran lek. [101, 106]

Ibuprofen

Ibuprofen, derivat fenil-propionske kiseline, spada u grupu nesteroidnih
antiinflamatornih lekova (NSAID) koji se najviSe koristi u terapiji reumatoidnog artritisa,
osteoartritisa i kao analgetik. Otkrio ga je Dr Stewart Adams 50-tih godina XX veka u
Velikoj Britaniji, a prvi put je bio dostupan u slobodnoj prodaji 1969. godine. Tablete
ibuprofena su joS poznate i pod komercijalnim nazivom Advil, Brufen, Nurofen i Motrin.
Njegova molekulska formula je Ci3H130,, a IUPAC-ov naziv za ibuprofen je 2-[4-(2-
metilpropil)fenil]propanska kiselina (Slika 2.26.); to je bela kristalna supstanca, temperatura
topljenja ibuprofena se krece u intervalu od 75 do 77,5 °C, dobro se rastvara u vecini
organskih rastvaraca, veoma se dobro rastvara u alkoholu, dok je njegova rastvorljivost u
vodi 21 mg/dm?®. Ibuprofen se smatra jednim od NSAID sa najmanje neZeljenih efekata i sa
velikom tolerancijom, ali ukoliko dode do ispoljavanja nezeljenih efekata (veoma retko), to
su najce$ce akutna oStecenja jetre i intestinalnog trakta. [107] U manjim dozama, 0,6 do 1,2 g
na dan, moze se Koristiti kao antipiretik (za snizavanje temperature), kod migrena i za

smanjenje osecaja bola, dok su za efektivnu terapiju hroni¢nog, upalnog artritisa potrebne
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dnevne doze od 1,6 do 2,4 g na dan tokom duZeg vremenskog perioda. Uzimanje
odgovarajuce doze leka u konvencionalnim formulacijama (tablete), ibuprofen se veoma brzo
apsorbuje, a koncentracija leka u krvnoj plazmi (serumu) se dostize za 1 do 2 h, nakon ¢ega
je potrebno uzeti novu dozu leka. U cilju prevazilazenja kratkog vremena odrzavanja
koncentracije ibuprofena, dugotrajna isporuka ibuprofena se moZe ostvariti inkapsulacijom
leka unutar biodegradabilne polimerne matrice, kao $to je PCL. [108, 109] U ovoj studiji, u
okviru ispitivanja potencijalne primene PCL/PEO triblok kopolimera kao matrica za

otpustanje leka, kao model lek ¢e biti koriS¢en upravo ibuprofen.

9 Y Y
Slika 2.26. Struktura ibuprofena.

2.8.5. Koncept kontrolisanog otpustanja leka iz polimerne matrice

Konvencionalni sistemi za isporuku lekova (tablete i intravenozne injekcije)
isporucuju celokupnu dozu leka odjednom S§to za rezultat ima visoku, Cesto i1 toksicnu,
koncentraciju leka koja moze izazvati nezeljene efekte. Zavisnost koncentracije leka u krvnoj
plazmi pacijenta od vremena je prikazana na Slici 2.27. gde se uoCavaju tri oblasti:
neefektivan nivo (kada je koncentracija leka nedovoljna da bi se ostvario terapeutski efekat),
terapeutski nivo (postignuta je dovoljna koncentracija leka) 1 toksi¢ni nivo (koncentracija
leka je visoka i izaziva neZeljene efekte). Kratka vremena dejstva lekova zahtevaju Cesta i
ponovna unosenja leka usled ¢ega dolazi do pojave promenljivog nivoa leka u organizmu
oznacenih kao problemati¢ne koncentracije. Tradicionalna isporuka leka je nepredvidiva i
neefikasna; najcesce je potrebno prisustvo velike koli¢ine leka kako bi se dostigla efektivna,
terapeutska koncentracija leka na ciljanom mestu. U nekim sluc¢ajevima, pocetna
koncentracija unetog leka moze dosti¢i toksican nivo. Terapeutski efekat se ne postize
jednokratnom isporukom leka ve¢ odrzavanjem odredene koncentracije leka tokom duzeg
vremenskog perioda. Sistem produzene isporuke lekova se karakteriSe kontrolisanim
oslobadanjem leka u cilju postizanja odgovarajuc¢e koncentracije leka u plazmi za duzi

vremenski period i mestu gde je taj lek potreban. [100]

49



_ A Problematicne koncentracije
£ TN / otpustenog leka
1+ ! 3
o F \ ¥4 e :
7 Toksican nivo
= ] , T
Z 1 s ¥ i
o Ok, T . O TR Kontrolisano
) ”,/ \ / \\ otpustanje
o | Bl 4 =
1]
b= f.i’i % \\
5 h;f \_ \
e if \ A
o ~
~ Y ~
/ ks >
|4
Vreme

Slika 2.27. Graficki prikaz otpustanja leka kao funkcija zavisnosti koncentracije leka u
plazmi kod pacijenta od vremena isporuke leka. [110]

Sistemi za kontrolisanu isporuku leka obezbeduju terapijsku koncentraciju leka tokom
duzeg vremena, ali i redukuju neZeljene efekte leka. Takode, formulacije koje se koriste kao
sistemi za isporuku lekova mogu povecati efikasnost nestabilnih lekova, koji bi se nakon
konvencionalne isporuke, razgradili prilikom prolaska kroz fizioloSke barijere. Labilne
aktivne supstance (peptidi, enzimi, proteini) mogu izgubiti aktivnost prilikom prolaska kroz
metaboli¢ke puteve ili usled izlozenosti kiselosti u zelucu. Biodegradabilni polimeri mogu
imati zastitnu ulogu, inkorporirana aktivna supstanca je zastiCena od fizioloske degradacije
dok ne dode na zeljeno mesto dejstva. Potencijalno toksic¢ni lekovi, kao $to su antikancer
agensi, mogu se isporuciti u visokoj koncentraciji na ciljano, tumorom zahvac¢eno mesto,
¢ime se povecava terapeutska efikasnost, ali se istovremeno minimizira sistemsko izlaganje
dejstvu leka i sprecavaju se nezeljena dejstva. [100]

Postoji nekoliko razli¢itih formulacija koji se koriste za izradu sistema za kontrolisano
otpustanje lekova, koriste se razli¢iti nosaci, a samim tim se i lek otpuSta drugacijim
mehanizmima:

e difuziono kontrolisane membrane koje sluze kao rezervoari leka

e masti, kreme i flasteri namenjeni za transdermalnu upotrebu gde se procesom difuzije
aktivna supstanca oslobada iz rezervoara i prolazi kroz kozu

e razni implatni koji sluze kao rezervoari iz kojih se lek oslobada osmozom

e pro-lekovi — sistemi gde je aktivna supstanca hemijski vezana za polimer i konvertuje
se u formu leka u ta¢no odredenom tkivu pod dejstvom enzima

e hidrogelovi — umrezeni hidrofilni polimeri, nerastvorni u medijumu u kojem se

nalaze; lek se oslobada procesom difuzije
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lipozomalni sistemi — vezikule koje su zakacene/vezane za bimolekularne fosfolipidne
slojeve. Monolamelarni sistemi sadrZe jedan sloj unutar kojeg je zarobljen lek, dok su
viSelamelarni sistemi sastavljeni od viSe koncentri¢nih slojeva.

polimerni nosaci — biodegradabilne ili u vodi rastvorne polimerne matrice, najcesée u
formi mikrosfere i nanosfera, filmova. Aktivna supstanca je zarobljena unutar
polimerne matrice ali nije hemijski vezana. Lek se oslobada iz matrice procesom
difuzije, rastvaranjem ili degradacijom polimera i rastvaranjem leka u medijumu.
[111, 112]

2.8.6. Mehanizmi oslobadanja aktivnih komponenti (lekova) iz polimerne matrice

Lek se iz polimerne matrice unutar koje je dispergovan moZze osloboditi u spoljnji

medijum na nekoliko nacina:

degradacijom polimernog matriksa (Slika 2.28.a)

difuzijom molekula leka kroz polimerni matriks (Slika 2.28.b)

rastvaranjem leka u medijumu u kojem se nalazi polimer sa inkapsuliranim lekom
(Slika 2.28.c) [113]

@—0—0 O—0—
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Slika 2.28. Mehanizmi oslobadanja leka iz polimerne matrice: a) degradacijom polimera
(degradacija u masi i/ili erozijom povrsine), b) procesom difuzije i c) rastvaranjem leka u
ispitivanom medijumu.

Molekuli leka zarobljeni unutar polimerne matrice mogu biti oslobodeni usled

degradacije polimera, a mehanizam degradacije polimera u bilo kojoj formulaciji indirektno

uti¢e na profile otpusStanja inkapsuliranog leka. U slucaju otpusStanja leka procesom difuzije,

koncentracioni gradijent je vucna sila ovog procesa, 1 molekuli leka difunduju kroz polimerni

matriks u spoljni medijum. Tre¢i mehanizam oslobadanja leka je vazan u slucaju kada se lek

u inicijalnoj fazi (faza inkubacije) nalazi unutar polimernog matriksa blizu povrSine ili je

adsorbovan na povrsini pa dolazi do njegovog rastvaranja u medijumu Kkoji ga okruZuje.
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Kojim mehanizmom ¢e se lek oslobadati iz polimerne matrice zavisi od izabranog sistema
polimer-lek, a pre svega zavisi od hidrofilnosti polimera, sposobnosti njegove degradacije,
molarne mase, kristalini¢nosti polimera, veli¢ine, oblika i poroznosti polimerne matrice. [92]
Na osnovu mehanizma koji kontroliSe oslobadanje leka, sistemi za isporuku lekova se
mogu klasifikovati na slede¢i nacin:
a) difuziono kontrolisani sistemi: rezervoari (membranski sistemi) i matriks (monoliti¢ki
sistemi)
b) hemijski kontrolisani sistemi: bioerodabilni i biodegradabilni sistemi
C) sistemi koji su aktivirani rastvaratem: osmotski kontrolisani sistemi i sistemi koji
bubre
U vedini sistema za isporuku lekova, prisutan je najces¢e kombinovani mehanizam
oslobadanja leka. U difuzionim sistemima, lek difunduje kroz polimerni matricu ali moze se
istovremeno odigravati i degradacija polimera, Sto takode doprinosi otpuStanju leka iz
matriksa. Postoje dva tipa difuziono kontrolisanih sistema: membranski sistemi koji se
ponasaju kao rezervoari i monolitski matriks sistemi (Slika 2.29.). Sistemi rezervoara su
dizajnirani tako da se u unutrasnjoj supljini, jezgru, nalazi rastvoren ili suspendovan lek, koji
je okruzen polimernom membranom. Oslobadanje leka iz ovako dizajnirane polimerne
matrice je kontrolisano procesom difuzije leka kroz membranu. Prolazak leka kroz membranu
odigrava se kombinovanim mehanizmom, procesom rastvaranja, a zatim difuzije: prvo dolazi
do rastvaranja leka u membrani sa jedne strane, potom se odigrava proces difuzije kroz
membranu i desorpcije sa druge strane membrane. U matriks sistemima, lek je uniformno
rastvoren ili dispergovan unutar polimerne matrice. Ovakve sisteme je lako dobiti, za njih je
karakteristi¢no inicijalno otpuStanje vece koli¢ine leka u poredenju sa rezervoarima, a mogu

biti napravljeni tako da tokom vremena oslobadaju skoro konstantnu koli¢inu leka. [114]

rezervoari matriks sistemi
—

rastvoren lek dispergovan lek rastvoren lek dispergovan lek

Slika 2.29. Graficki prikaz difuzionih sistema za kontrolisano otpustanje leka.

Kinetika otpustanja leka je odredena i fizickim svojstvima leka, pre svega molarnom

masom leka i rastvorljivos¢u u vodi. Difuzija leka kroz polimernu matricu zavisi od
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rastvorljivosti leka u polimernoj matrici, veli¢ine molekula leka, kao i njegovoj distribuciji
unutar polimernog matriksa. U slucaju inkapsulacije leka u PCL polimernu matricu,
hidrofobni lekovi su uglavnom uniformno dispergovani unutar polimerne matrice, dok
hidrofilni lekovi imaju tendenciju migriranja ka povrSini matrice i najce$ée ostaju
adsorbovani na porsini polimerne formulacije. Sto je ve¢i afinitet leka ka polimernoj matrici

(hidrofoban lek ima afinitet ka PCL), veca je efikasnost inkapsulacije. [115]

2.8.7. Kinetika otpustanja leka iz polimerne matrice

Otpustanje aktivne supstance (leka) iz polimerne matrice koja se ne degradira za
kratko vreme (neerodabilnih formulacija polimera) se moze odvijati na nekoliko naéina.
Teorijske krive (A, B, C, D) koje opisuju Cetiri razli¢ite kKinetike otpustanja leka iz polimerne
matrice su prikazane na Slici 2.30. Kriva A prikazuje otpuStanje aktivne supstance iz
neerodabilnih polimera u kojima se inkapsuliran materijal oslobada kontinuiranom difuzijom
kroz omota¢ uniformne debljine, odnosno otpustanje iz rezervoarskih sistema koji su vec
opisani. Brzina otpustanja leka ostaje konstantna sve dok je koncentracija inkapsulirane
supstance unutar mikrokapsule i van nje konstantna, ¢ime i koncentracioni gradijent kroz
membranu ostaje konstantan. Kod ovog sistema izostaje inicijalno, brzo otpustanje leka.
Ukoliko jedan deo inkapsuliranog leka migrira kroz membranu mikrosfera tokom
skladistenja, kao posledica neravhomernog dispergovanja unutar polimerne matrice, dolazi
do inicijalnog ubrzanog otpusStanje kao Sto je prikazano krivom B (prisutan tzv. "burst"
efekat). Otpustanje inkapsuliranog leka prikazano krivom C se odigrava po Higutchi — jevom
modelu u sluéaju kada je polimerni matriks inertan prema inkapsuliranom leku, i ovaj model
se primenjuje kada procenat otpustenog leka iznosi maksimalno 60 % od ukupne koli¢ine
leka. U ovom slucaju, procenat oslobodenog leka iz polimerne matrice je proporcionalan
kvadratnom korenu vremena t. Oslobadanje aktivne supstance iz polimerne matrice se moze

odvijati i kinetikom prvog reda kao $to je prikazano krivom D. [116]
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Slika 2.30. Teorijske krive kontrolisanog otpustanja: (A) membranski rezervoar bez
odlaganja i ubrzanog otpustanja, (B) sa po¢etnim ubrzanim otpustanjem, (C) otpustanje iz
matrice sa zavisno$¢u od kvadratnog korena vremena, (D) sistem sa kinetikom prvog reda
[116]

2.8.8. Inicijalno brzo otpustanje leka iz polimerne matrice (*'burst effect'’): znacaj i

uzroci

U sistemima koji se koriste za kontrolisano otpustanje lekova, Cesto otpusStanje leka
pocinje odmah, neposredno nakon stavljanja formulacije sa inkapsuliranim lekom u medijum
u kojem se prati otpustanje. U ovoj pocetnoj fazi se otpusti znatno vecéa koli¢ina leka u
odnosu na koli¢inu leka koja se postigne u stabilnoj, konstantnoj fazi otpustanja. Ovaj
fenomen se definiSe kao inicijalno, brzo otpustanje, odnosno "burst release™ i deSava se u
kratkom vremenskom intervalu u poredenju sa celokupnim vremenom otpustanja. Posledica
pojave ovog fenomena je veca koli¢ina otpusStenog leka u pocetku (Slika 2.31.), Sto dalje

ny

moze smanjiti "zivotni vek" formulacije u kojoj je lek inkapsuliran. [117]

A

Otpustanje sa
“burst” efektom

Kontrolisano otpustanje kinetikom
nultog reda

Inicijalno, brzo otpustanje
(“burst effect”)

Kumulativno otpustanje leka

»
>

Vreme
Slika 2.31. Shematski prikaz inicijalnog, brzog otpustanja ("burst™ efekta) kod kinetike nultog
reda. [117]
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Inicijalno brzo otpustanje nije uvek negativna posledica u sistemima za dugotrajno
kontrolisano otpustanje leka. U nekim slucajevima je pozeljno da se brzo otpuste vece
koli¢ine leka u pocetnoj fazi (Tabela 2.3.). Inicijalno brzo otpustanje leka moze biti optimalan
mehanizam isporuke u slucaju terapije povreda i rana kada je na pocetku neophodna veca
koli¢ina leka, a zatim manje koncentracije leka tokom duZeg perioda leCenja. [117] Najveéi
problem sa pojavom "burst effect" jeste njegova nepredvidivost, ¢ak i kada je pozeljna pojava

ovog efekta, koli¢ine oslobodenog leka ne mogu se kontrolisati.

Tabela 2.3. Primena sistema za isporuku lekova: prednosti i mane "burst effect” —a. [117]

Sistemi kod kojih je poZeljno inicijalno, brzo

otpustanje Negativni efekti brzog otpuStanja

e Tretman povreda 1 rana (neophodna

< . o . . e Lokalna ili sistemska toksi¢nost
pocetna veca koli¢ina leka, a zatim manje

(usled visoke koncentracije leka)

koliCine)
e Inkapsulacije aroma e Kiratak polu-zivot leka in vivo
e Ciljana isporuka leka o :EGI;(;nomskl I terapeutski gubitak

e Skraceni profili  otpustanja;

* Pulsno oslobadanje leka zahteva Cesto doziranje

Ipak, najveci napori su usmereni na prevenciju i smanjenju pojave inicijalnog, brzog
otpustanja leka, koje je karakteristicno za male molekule (Iekove malih molarnih masa i male
veli¢ine), a koje moze dovesti do postizanja koncentracija leka in vivo koje su bliske ili iznad
toksi¢nih. [118]

Inicijalno brzo otpustanje leka iz matriks (monolitskih) sistema u kojima je lek
dispergovan, moZe biti uzrokovano:

e samim uslovima pripreme (inkapsulacije) formulacije

e geometrijom uzorka

e povrsinskim svojstvima materijala koji se koristi kao matrice

e interakcijama lek-polimer

e morfologijom 1 poroznom strukturom materijala; heterogenoS¢u polimernog
materijala

Jedno od objasnjenja pojave inicijalnog brzog otpustanja leka iz matrice jeste da
pojedini lekovi budu zarobljeni na povrSini unutar polimerne matrice tokom proseca
pripreme, narocito u slucaju visokog sadrzaja leka, i zbog toga dolazi do njihovog naglog

otpustanja ¢im dodu u kontakt sa ispitivanim medijumom. [119, 120] Migracija leka tokom
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suSenja i skladistenja pripremljenih formulacija moze rezultovati heterogenom distribucijom
leka unutar polimernog matriksa, i dalje dovesti do pojave "burst effect”- a.

Drugi vazan faktor koji utie na pojavu inicijalnog brzog otpustanja leka su uslovi
pripreme formulacija, a pre svega se misli na maseni odnos polimer/lek. Sa smanjenjem
koli¢ine polimera koriS¢enog za inkapsulaciju, pojava ovog efekta je izrazenija jer su
mikroCestice dobijene na ovaj nacin manje kompaktne. Heterogenost matrice je takode jedan
od uzroka pojave "burst effect"-a, usled cega je lek neravnomerno dispergovan i moze
migrirati. Lek se inicijalno, brzo otpusta iz polimernih mikrocestica ukoliko su one porozne i
postoje Supljine, a morfologija mikrocestica je odredena izmedu ostalog na¢inom i uslovima
pripreme (tehnika pripreme, vrsta koriS¢enog rastvaraca, temperatura reakcione smese, itd.)
[117]

Sistemi za kontrolisanu isporuku lekova bi bili idealni ukoliko bi se otpustanje leka
odigravalo kontinuirano tokom vremena i bez pojave inicijalnog brzog otpustanja leka.
Postoje nekoliko novih tehnika kojima bi se spreCila pojava "burst effect"- a (pravljenje
dvostrukog omota¢a mikrosfera od erodabilnih polimera ili modifikacijom povrSine
mikrosfera sa inkapsuliranim lekom), ali njihova primena moze uticati na smanjenje sadrzaja

inkapsuliranog leka i ekonomski je neisplativa.

2.9. Primena matematic¢kih modela u cilju odredivanja mehanizma otpustanja leka iz

polimerne matrice

U cilju ispitivanja mehanizma otpustanja leka iz polimerne matrice, mogu se primeniti
razli¢ite metode od kojih su neke statisticke ili metode koje se zasnivaju na modelima.
Metode koje zavise od izabranog modela predstavljaju razli¢ite matematicke funkcije kojima
se opisuju profili rastvaranja/otpustanja leka. Najces¢e koris¢eni modeli su: model otpustanja
leka prikazani kinetikom nultog i prvog reda, Higuchi-jev model, Hixson-Crowell,
Korsmayer-Peppas, Baker-Lonsdale, Weibull, Hophenberg, Gomperty i regresioni modeli.
[121]

Model otpustanja leka opisan kinetikom nultog reda

Sporije otpusStanje leka iz odredenih formulacija moze se opisati sledeCom
jednacinom: My — M, = Kyt (2.9.1)
odnosno M; = My + Kyt (2.9.2)
gde je M; koli¢ina leka oslobodena u vremenu t, M, je pocetna koli¢ina leka u rastvoru

(najcesce je My = 0) a K, je konstanta oslobadanja leka prikazana kinetikom nultog reda
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izraZzena u jedinicama koncentracija / vreme. Otpustanje leka opisano kinetikom prvog reda
javlja se kod slabo rastvornih lekova koji se nalaze u formi tableta ili inkapsuliranih u
matricu. [122, 123]

Model otpustanja leka opisan kinetikom prvog reda
Otpustanje leka kinetikom prvog reda se moZze prikazati jednac¢inom:

ac _
== —Kc (2.9.3)

odnosno log C = logCo — Kt/5 303 (2.9.4.)

U datim jednacinama, K (odnosno k) je konstanta brzine prvog reda, Co je pocetna
koncentracija leka, t je vreme pracenja otpustanja leka. Ovaj model se moze primeniti za

otpustanje leka rastvornog u vodi iz formulacija kao Sto su porozne matrice. [121, 124]

Higuchi-jev model

Jedna od najpoznatijih i najceS¢e koriS¢enih matematickih jednacina, kojom se
opisuje otpustanje leka iz matrice, je Higuchi-jeva jednacina, koja je prvi put objavljena
1961. godine. [125] U pocetku je bila primenljiva samo za planarne sisteme, a modifikacijom
osnovne jednacine moguce ih je primeniti na razliite sisteme i geometrije, ukljucujuéi i
porozne sisteme. Higuchi-jev model se uglavhom primenjuje na sisteme kada je lek
(rastvoran u vodi ili slabo rastvoran) inkorporiran u ¢vrstu matricu. Osnovna jednacina

Higuchi-jevog modela ima oblik:

%\/D(Zc0 — Cg)Cst (2.9.5), zacy>cs
gde je M; kumulativna koli¢ina leka oslobodena u vremenu t, A je povrSina formulacije

izlozena medijumu u koji se oslobada lek, D je difuzivnost leka u polimernom nosacu, a C, i

Cs su poc¢etna koncentracija leka i rastvorljivost leka u polimeru, redom. Ova jedna¢ina moze

biti pojednostavljena i predstavljena u obliku: II:—t = 4/% =K't (296.)

o)

U jednacini (2.9.6.) parametar M; predstavlja ukupnu koli¢inu leka otpuStenog u vremenu t,
M,, - ukupna koli¢ina leka otpustenog u beskona¢nom vremenu (koja moZe biti jednaka
koli¢ini inkapsuliranog leka unutar sistema za vreme t = 0); k je konstanta kontrolisanog
otpustanja, t je izmereno vreme, ¢ — debljina polimernog filma. Na osnovu Higuchi-jeve
jednacine se zakljucuje da frakcija leka oslobodenog tokom vremena t je proporcionalna

kvadratnom korenu vremena. [126]
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Najveca prednost primene Higuchi-jevog modela je njegova jednostavnost, ali zbog
pretpostavki na kojima se ova metoda zasniva (pocetna koncentracija leka u sistemu je
mnogo veca od rastvorljivosti leka; matematicka analiza se zasniva na jednodimenzionalnoj
difuziji; bubrenje i rastvaranje polimerne matrice je zanemarljivo; difuzivnost leka je
konstantna), nije primenljiva na veliki broj sistema za isporuku lekova. Ipak, primenom ove

metode se moze dobiti delimi¢an uvid u mehanizam isporuke leka iz polimerne matrice.

Ritger-Peppas-ov model

Jos jedna veoma jednostavna semi-empirijska jednacina koja se koristi za opisivanje
otpustanja lekova iz polimerne matrice jeste stepeni zakon (Cesto se naziva i Ritger-Peppas-
ov model [127]):

M — fogn (2.9.7.)

gde je M; — ukupna koli¢ina leka otpustenog u vremenu t, M, je ukupna koli¢ina leka
otpustenog u beskonacnom vremenu (koja moze biti jednaka koli¢ini inkapsuliranog leka
unutar sistema za vreme t = 0); k je konstanta kontrolisanog otpustanja, t je izmereno vreme,
a n je difuzioni eksponent koji odreduje mehanizam transporta. Teorijski, ovaj model se moze
primeniti na prvih 60 % oslobodene frakcije leka. Vrednosti parametra n na osnovu kojeg se
moze odrediti mehanizam otpuStanja leka iz polimernih sistema zavisi od geometrije

polimerne matrice (Tabela 2.4.). [128]

Tabela 2.4. Mehanizmi oslobadanja leka iz polimerne matrice U zavisnosti od vrednosti
parametra n. [126]

Tanak film Cilindar Sfera Mehanizam isporuke
0,50 0,45 0,43 Fikova difuzija
0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 043<n<0,85 Anomalni transport
10 0,89 0,85 Tip - Il transporta (ne-Fikov difuzioni
mehanizam)

Na osnovu jednacine (2.9.7.) i izraunate vrednosti parametra n, postoje dva grani¢na slucaja
na osnovu kojih se definise mehanizam trasporta leka: kada je vrednost n = 0,43 mehanizam
otpustanja leka je Fikova difuzija ili slu¢aj — | transporta (Tip — | ), otpuStanje leka je
difuziono kontrolisano, i kada je n = 0,85 (otpustanje leka je kontrolisano procesom bubrenja
polimerne matrice). Kada n ima vrednost 0,85, brzina otpuStanja leka je nezavisna od
vremena. Ovaj slufaj odgovara kinetici nultog reda. Za sferne sisteme, kada se govori o
polimerima, ovaj mehanizam transporta se oznacava i kao Tip-Il transporta i odgovara ne-

Fikovoj difuziji. Tokom ove vrste transporta, dolazi do relaksacije makromolekulskih lanaca
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usled ulaska vode u sistem koja se ponaSa kao plastifikator i smanjuje temperaturu
ostakljivanja polimera. Usled smanjenja Tg, polimer prelazi iz staklastog u gumoliko stanje,
¢ime se povecava mobilnost polimernih lanaca. Vrednost n izmedu 0,43 i 0,85 ukazuju na
postojanje oba fenomena (ne-Fikova difuzija, anomalni transport), odnosno da se lek otpusta
kombinovanim mehanizmom. Ovaj nacin otpustanja leka iz polimerne matrice se javlja kada
se lek otpusta iz polimera koji bubre i staklastih polimernih matrica. Dve ekstremne vrednosti
za eksponent n, 0,85 i 0,43 su jedino validne za sfernu geometriju (mikro i nanosfere). Za
oblike ploc¢a (filma) i cilindra, vrednosti parametra n imaju druge vrednosti i prikazane su u
Tabeli 2.4. [116, 126]

Primenom opisanih matematickih modela se dobijaju kineticki parametri na osnovu

kojih se moze dobiti uvid u mehanizam otpustanja leka iz polimerne matrice.

2.9.1. Dodatni parametri kojima se karakteriSe otpustanje leka iz polimerne matrice

Pored pomenutih matematickih modela, postoje 1 drugi parametri (najesce koris¢eni
u farmaceutskim istrazivanjima) kojima se mogu okarakterisati profili otpuStanja leka:
specificno vreme otpustanja leka, txy, 1 efikasnost rastvaranja, DE%. Parametar specifi¢no
vreme, txy, predstavlja vreme potrebno da se otpusti odredeni procenat leka (na primer togo,
ts00, te0%) 1 vreme koje je potrebno da se odredena koliCina leka rastvori (na primer tag min, 50
min» too min). Efikasnost rastvaranja se definiSe kao odnos povrsine ispod krive (Slika 2.31.) za
ispitivano vreme t, i povrsine pravougaonika definisanog maksimalnom koli¢inom leka (100
%) u vremenu t. Vrednost DE% se mozZe izracunati na osnovu sledece jednacine:

t
D.E.= f()y—xxdf x 100% (2.9.8)

Y100

gde je y procenat leka rastvoren nakon vremena t. [124, 129]

Y100
D.E. (%)= SA/R x 100
SA - osencena povrsina

R - povrsina pravougaonika (Vg X t)

0 Vieme t

Slika 2.31. Izracunavanje efikasnosti rastvaranja, DE%.
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2.10. PCL i PCL/PEO blok kopolimerne mikrosfere

Mikrocestice su polimerne formulacije sfernog oblika, veli¢ine u opsegu od 50 um do
2 mm, unutar kojih je inkapsuliran lek. Aktivna supstanca se iz mikrosfera oslobada erozijom
polimernog materijala kod matriks sistema, a procesom difuzije lek moze biti osloboden i kod
matriks 1 kod rezervoar sistema. Najveca prednost inkorporacije leka u polimernu matricu u
formi mikrosfera jeste u odnosu povrSine i zapremine, odnosno velika razvijena povrsina
polimernog materijala. [121] Razlicite vrste aktivnih supstanci mogu biti inkapsulirane unutar
polimernog matriksa PCL i PCL blendi i kopolimera: antihipertenzivi, antibiotici, proteini
(enzimi, antigeni, nukleotidi i drugi biomolekuli), hormoni, antikancer lekovi i dr. [130-133]
Struktura i sastav polimera, vrsta emulgatora upotrebljenog u procesu pripreme mikrosfera,
kao 1 maseni odnos lek/polimer imaju najveci uticaj na efikasnost inkapsulacije, veli¢inu

Cestica 1 kinetiku otpustanja leka.

Uticaj vrste emulgatora

Promenom stabilizatora (emulgatora) znacajno se moze uticati na morfologiju
mikrosfera, precnik Cestica i efikasnost inkapsulacije (Tabela 2.5.). PCL mikrosfere (molarna
masa PCL 10000 g/mol, procenat inkapsuliranog leka 3 %) dobijene upotrebom PVA kao
emulgatora su malih dimenzija u poredenju sa mikrosferama gde je kao emulgator koris¢en
Polaxamer-237 (triblok kopolimer sastavljen od centralnog hidrofobnog segmenta —
poli(propilen-oksida) i dva hidrofilna segmenta — poli(etilen-oksida)) ili zelatin. Sa druge
strane, efikasnost inkapsulacije opada sa smanjenjem precnika Cestica, stoga su mikrosfere

pripremljene u prisustvu zelatina kao emulgatora imale najveéi procenat inkapsulacije. [134]

Tabela 2.5. Uticaj vrste emulgatora na preénik sfera i efikasnost inkapsulacije. [134]

Vrsta metode  Organska faza Emulgator Pre¢nik (um)  Efikasnost inkapsulacije (%)

Emulzioni . Zelatin 9,09 +1,50 735+4,7
postupak "ulje Dihlormetan, Tween80  7,19+1,22 68,3 +5,2
u vodi", O/W DCM PVA 5,53+ 1,84 61,3 + 6,4

’ Pol 237 8,86 +0,53 69,7 +4.9

Vrsta, ali 1 koncentracija emulgatora odreduje veli¢inu Cestica i njihovu raspodelu. Pri
istim koncentracijama (5%) razli¢itih emulgatora (PVA, Zelatin i span 80 — sorbitan
monooleat), mikrosfere sa inkapsuliranim eritromicinom su bile najmanje u slucaju
koris¢enja PVA kao emulgatora (60 um), dok je veli¢ina sfera pripremljenih sa zelatinom bila

najveca. Sa povecanjem koncentracije emulgatora, veli¢ina mikrosfera se smanjuje (Slika
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2.32.). Tako prose¢na veli¢ina mikrosfera opada od 68 do 6 um, kako se koncentracija
zelatina povecava u opsegu od 1 do 5 mas.%, dok sa 6 mas.% rastvora emulgatora veli¢ina
Cestica iznosi 14 pm. Dobijeni rezultati ukazuju na dobru efikasnost emulgatora
dispergovanog u organskoj fazi i dobru stabilizaciju dispergovanih cestica, a §to je rastvor
emulgatora koncentrovaniji, dobijaju se manje i1 stabilizovanije Cestice. Medutim, pri
koncentracijama emulgatora ve(im od navedenih, dolazi do njegove agregacije oko sfera i

pojave suprotne dispergovanju, Sto za posledicu ima nastajanje sfera neujednacenih

dimenzija. [135]

AccV Spat Magn Oet WD ———| 5
100kv20 5000« SE 58 3.0%

Slika 2.32. SEM slike PCL mikrosfera: a) 3 mas.% Zelatina, b) 4 mas.% i ¢) 5 mas.%
Zelatina.[135]

Uticaj sastava polimera i masenog odnosa polimer-lek na efikasnost inkapsulacije i profile
otpusStanja leka
Otpustanje leka iz polimerne matrice PCL kopolimera moze biti diktirano njihovim

sastavom. Sadrzaj PEO u PCL/PEO blok kopolimerima ima uticaj kako na efikasnost
inkapsulacije, tako i na kinetiku otpustanja leka iz mikrosfera (Tabela 2.6. i Slika 2.33.).
Efikasnost inkapsulacije hidrofobnog leka unutar polimerne matrice (polimerna blenda
poli(mle¢ne kiseline), PLA, i PCL/PEO kopolimera razli¢itog sastava) zavisi od sadrzaja
hidrofilnog PEO segmenta, i sa povecanjem udela PEO u kopolimerima, efikasnost

inkapsulacije se povecava. [136]
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Tabela 2.6. Sastav kopolimera i efikasnost inkapsulacije, EE%, dobijenih mikrosfera. [136]

Polimer [CL/LA/EQ] My (x 10%)  Sadrzaj leka (%) EE (%)
PCEL-0 12,6/87,4/0 14,9 75,2
PCEL-14 12,4/73,2/14,4 7,0 10 78,9
PCEL-30 9,5/59,9/30,6 2,2 80,9
PLA - 0,7 90,8

Sadrzaj hidrofilnog PEO segmenta u PCL/PEO blok kopolimerima menja kinetiku
otpustanja leka u odnosu na otpustanje leka iz PCL polimerne matrice. Aktivna supstanca se
iz polimerne matrice u ¢ijem sastavu je PEO otpusta brze i u ve¢im koncentracijama, sa
pojavom inicijalnog brzog otpustanja leka, u poredenju sa sporom, kontinuiranom kinetikom
otpustanja leka iz PCL matrice (Slika 2.33.). Sa porastom udela PEO segmenata (od 20 do 50
mas.%), inicijalno otpustanje leka je sve brze, a kod polimera sa 50 mas.% PEO oko 100 %
leka je otpuSteno u prvih 25 h. Hidrofilni PEO segment poboljSava interakciju izmedu
mikrosfera 1 hidrofilnog medijuma u kojem se prati otpustanje leka (najces¢e fosfatni pufer)
usled Cega dolazi do brzeg otpustanja leka iz polimernog matriksa potvrdujuci da se brzina 1

procenat oslobodenog leka mogu kontrolisani sastavom, odnosno sadrzajem PEO bloka.
[135]
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Slika 2.33. Otpustanje leka iz PCL/PEO mikrosfera sa razli¢itim sadrzajem PEO. [135]

Promenom koncentracije PCL polimernog matriksa, menja se odnos polimer/lek, sa
povecanjem koncentracije polimera dolazi do smanjenja sadrzaja leka. Promenom odnosa
polimer/lek se utice i na velicinu cestica, efikasnost inkapsulacije, i dalje na kinetiku
otpustanja leka. Povecanjem odnosa polimer/lek, efikasnost inkapsulacije se povecava jer sa
povecanjem koncentracije polimera, raste viskoznost rastvora polimera sa lekom, ¢ime se

redukuje zaostajanje leka u spoljasnjoj fazi (vodenoj ili uljanoj u zavisnosti od svojstva leka)
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tokom procesa pripreme iz emulzije. Sa druge strane, podeSavanjem odnosa polimer/lek,
moZe se kontrolisati i kinetika otpustanja leka (Slika 2.34.a). U prvih nekoliko sati, kinetika
otpustanja leka je nezavisna od odnosa polimera i leka; za sva tri razli¢ita odnosa je prisutno
inicijalno, brzo otpustanje leka (“burst effect”), dok se u kontinualnoj fazi zapaza porast
kumulativnog procenta otpustenog leka sa porastom koncentracije leka. [137]

U nekim slucajevima, usled velike hidrofobnosti 1 semikristalinicnosti PCL polimerne
matrice, usled ¢ega PCL sporo razgraduje u vodenom medijumu, otpustanje leka je difuziono
kontrolisano i bez obzira na odnos leka i polimera, kinetika otpustanja leka je nezavisna od
ovog odnosa (Slika 2.34.b).[138]
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Slika 2.34. In vitro profil otpuStanja: a) kvercetina i b) kanabidiola iz PCL mikrosfera sa
razli¢itim masenim odnosom lek/polimer. [137, 138]

Uticaj molarne mase polimerne matrice

Molarna masa polimerne matrice je jo$ jedan od parametara kojim se uspesno moze
kontrolisati efikasnost inkapsulacije, veliina Cestica i profili otpuStanja leka. Povecanje
molarne mase PCL polimerne matrice dovodi do povecanja efikasnosti inkapsulacije usled
povecanja viskoznosti rastvora, sli¢no kao u sluc¢aju poveéanja koncentracije rastvora, tako da
je difuzija leka u spoljasnju, vodenu fazu, minimizirana tokom procesa formiranja
mikrosfera. Ovakav trend se moze objasniti i kristalini¢cno$¢u polimerne matrice. Kako je
kristalna faza polimera nepropustljiva za vodu, inkapsulacija se ve¢inom odigrava u amorfnoj
oblasti polimerne matrice, tako da sa porastom udela kristalne faze, opada efikasnost
inkapsulacije, i obrnuto. Tako PCL polimerni matriks najmanje molarne mase (oko 10000
g/mol) pokazao je najvecu kristalinicnost (na osnovu rezultata DSC analize), a kao posledica

toga, efikasnost inkapsulacije je bila najmanja, ¢ime je dokazano da je kristaliniCnost
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polimernog matriksa (odredenja molarnom masom u ovom slucaju) jedan od vaznih faktora

koji odreduju EE. [134]
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3. Eksperimentalni deo

3.1. Reaktanti

e Monomer ¢-kaprolakton, e-CL, proizvod firme Acros Organics (SAD), ¢istoce 99% je
preciScen destilacijom pod snizenim pritiskom nakon suSenja iznad kalcijum-hidrida,
CaH,. Sakupljana je frakcija koja klju¢a na 90 °C, pri pritisku od 0,4 mm Hg.

e o,m-dihidroksi-poli(etilen-oksid), PEO, molarne mase M, = 400 g/mol i molarne
mase M, = 1000 g/mol, proizvodi su firme Fluka (Svajcarska). Prilikom propacuna,
koris¢ena su njihove molarne mase definisane specifikacijom proizvodaca. Metoksi-
poli(etilen-oksid), m-PEO, molarne mase M, = 1020 g/mol, proizvod je firme BASF
(Nemacka). Molarna masa m-PEO je odredena na osnovu 'H NMR analize, na osnovu
cega je izraCunato da je M, = 990 g/mol, §to je u dobroj saglasnosti sa Mn vrednoscu
datoj u specifikaciji proizvoda.

Voda iz pretpolimera je uklanjana azeotropskom destilacijom u prisustvu toluena. Sakupljana
je frakcija koja destilise na 110 °C.

e Rastvor poli(vinil-alkohola), PVA, 0,5 mas.%, je pripremljen rastvaranjem 5 g PVA
(Mowiol® 18-88, Sigma Aldrich, Belgija) u 995 g destilovane vode.

e Ibuprofen, IB, (Cistoce 99.9 %) ili 2-[4-(2-metilpropil)fenil]propanska kiselina
(IUPAC-ov naziv) je poklon Hemofarm kompanije (Srbija). Struktura ibuprofena je

prikazana na Slici 3.1.

(0]

OH

Slika 3.1. Strukturna formula ibuprofena.

3.2. Katalizator

Kalaj-bis-(2-etilheksanoat), tj. kalaj-oktoat, (Sn(Oct),), proizvod firme Sigma Aldrich
(Belgija), ¢istoce 99%, je koriséen bez pre¢iScavanja. Struktura katalizatora je prikazana na

Slici 3.2.

ol|sn®
2

Slika 3.2. Strukturna formula kalaj-oktoata.
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Za sintezu blok kopolimera je koris¢en rastvor katalizatora u toluenu, koji je pripremljen
rastvaranjem 4,02 g kalaj-oktoata u 10 cm® toluena. Koncentracija katalizatora je iznosila

0,992 moldm™. Rastvor katalizatora je ¢uvan u frizideru i koriS¢en za sve sinteze.

3.3. Rastvaraci

e Toluen, proizvod firme Sigma Aldrich, koris¢en je nakon susenja iznad molekulskih
sita (4A) za pripremu rastvora katalizatora, Sn(Oct); i susenje pretpolimera PEO i m-
PEO.

e Hloroform, proizvod firme Lack-Ner (Ceska) je koriséen je bez prethodnog
precis¢avanja.

e Metanol, proizvod firme Lachema (Ceska), koji je koris¢en za pretalozavanje
polimera nakon sinteze, pre upotrebe nije dodatno precisc¢avan.

e Rastvor fosfatnog pufera, PBS, (pH 7,4) je pripremljen rastvaranjem 71,2 g Na,HPO,
x 2 H,0i 36,4 g KH,PO4u 1000 ml destilovane vode (Ph. Eur.V).

3.4. Bakterijski soj Pseudomonas aeruginosa PAO1

Bakterisjki soj je nabavljen iz kolekcije American Type Culture Collection (ATCC)
pod brojem ATCC 15692. Enzimska degradacija uzoraka je izvodenja u prisustvu
bakterijskog ekstrakta (“'cell-free extract") koji je sadrzao enzime P. aeruginosa PAO1
(ATCC 15692). Bakterijski soj je uzgajan u MSM te¢nom medijumu (Mineral Salts Medium)
koji se sastojao od 9,0 g/dm® Na,HPO,4 x 12 H,0 (AppliChem, Nemacka); 1,5 g/dm® KH,PO,
(Acros Organics, Belgija); 0,2 g/dm* MgSO, x 7 H,O (Acros Organics, Belgija); 0,002 g/dm?
CaCl, (Merck, Nemacka); 1,0 g/dm® NH,CI (Merck, Nemacka) i 1 mL rastvora soli [139],
suplementiranog kazamino kiselinama (0,7 %, w/v; Sigma Aldrich, SAD) i maslinovim uljem
(1%, v/v; Sigma Aldrich, SAD). Ovako uzgajana kultura je kori§¢ena u ogledima bakterijske

i enzimske degradacije polimernih uzoraka u te¢cnom medijumu i u kompostu.

3.5. Postupak sinteze blok kopolimera

Za sintezu triblok kopolimera, PCEC, je koris¢en postupak polimerizacije otvaranja
prstena e-kaprolaktona, iniciran zavrsnim hidroksilnim grupama na krajevima pretpolimera,
poli(etilen-oksida), PEO, dok je za sintezu diblok kopolimera inicijator bila terminalna
hidroksilna grupa iz metoksi-poli(etilen-oksida), m-PEO. Reakcija se izvodi u rastopu u

prisustvu katalizatora kalaj-oktoata, (Sn(Oct),). Koli¢ina dodatog katalizatora iznosila je 1x
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10 mol katalizatora na 1 mol monomera. Triblok i diblok kopolimeri razligitih molarnih
masa u opsegu od 20000 do 40000 g/mol su sintetisani podeSavanjem molskog udela
reaktanata u reakcionoj smesi kao Sto je prikazano u Tabeli 3.1. Isti postupak je koris¢en
prilikom sinteze svih uzoraka, ukljuuju¢i i homopolimer PCL koji je koris¢en u

komparativne svrhe.

Tabela 3.1. Pocetni sastav reakcione smesSe pri sintezi kopolimera.

PEO MpcL (blokay, e-CL 0 Vreme,
Polimer Meeo, g/rilol ) T.°C h
g/mol g mmol g mol
PCEC-1 2,50 2,50 10000
PCEC-2 1000 1,67 1,67 15000 50 0,438 180 3
PCEC-3 1,25 1,25 20000
PCEC-4 1,00 2,50 10000
PCEC-5 400 0,67 1,67 15000 50 0,438 180 3
PCEC-6 0,50 1,25 20000
PCL/PEO-1 2,04 2,00 20000
PCL/PEO-2 1020 1,36 1,33 30000 40 0,351 140 24
PCL/PEO-3 1,02 1,00 40000

3.5.1. Sinteza poli(e-kaprolaktona)

o}

e My,

C( 180 °C <\0 n
Shema 3.1. Sinteza poli(e-kaprolaktona).

U trogrli balon od 250 ml koji je opremljen kondenzatorom, nastavkom za uvodenje
azota, magnetnim zrnom za meSanje i termometrom, odmereno je 50 g (0,438 mol) &-
kaprolaktona i zagrevano do postizanja temperature od 150 °C. Nakon toga je dodato 44,2 ul
(0,4386x10™ mol) rastvora katalizatora kalaj-oktoata. Reakciona sme$a je meSana pomocu
magnetne meSalice i grejana preko silikonskog uljanog kupatila. Temperatura uljanog
kupatila je regulisana termoregulatorom. Po dodatku katalizatora, temperatura je povecavana
na svakih 10 minuta za 10 °C do postizanja temperature od 180 °C (Shema 3.1.). Kada je
dostignuta temperatura od 180 °C, reakcija je ostavljena da se odigrava naredna 3 h uz stalno
pracenje temperature i meSanje. Nakon 3 h, reakcija je prekinuta i ostavljena da se ohladi u
atmosferi azota. Kada je temperatura reakcione smeSe dostigla 60 °C, dodato je 250 ml

hloroforma. Sintetisani homopolimer je pretalozavan ukapavanjem rastvora polimera u
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hladan metanol (oko 2-3 dm?®). Zatim se staloZeni polimer profiltrira na gu¢u pod vakuumom
i potom suSi u suSnici na sobnoj temperaturi do postizanja konstantne mase. Dobijen je

polimer bele boje. Prinos je iznosio 96 %.

3.5.2. Primer sinteze triblok kopolimera PCEC-2

U trogrli balon od 250 ml opremljen kondenzatorom, nastavkom za uvodenje azota,
termometrom i magnetnim zrnom za mesanje, odmereno je 1,67 g (1,67 mmol) poli(etilen-
oksida) molarne mase M, = 1000 g/mol i dodato 20 ml toluena. Reakciona smesa je meSana
pomocu magnetne mesSalice i grejana preko silikonskog uljanog kupatila. Kada je temperatura
u reakcionom balonu iznosila 110 °C, toluen je poceo da destiluje. Toluen sa vodom gradi
azeotropsku smeSu i na taj nacin se uklanja voda iz poli(etilen-oksida) koji je vrlo
higroskopan. Kada vec¢i deo toluena predestiluje (oko 19 ml), poli(etilen-oksid) je dodatno
su$en pod vakuumom narednih 30 minuta. Reakciona sme$a se ohladi do 60 °C i doda 50,00
g (0,438 mol) predestilisanog e-kaprolaktona u kojem je prethodno rastvoreno 44,2 ul
rastvora katalizatora kalaj-oktoata. Nakon dodavanja monomera, temperatura reakcione
smese je postepeno poveéavana na svakih 10 minuta za po 10 °C do postizanja temperature
od 180 °C na kojoj se reakcija odigrava naredna tri sata (Shema 3.2.). Temperatura se prati na
svakih 10 minuta. Po isteku 3 h od pocetka reakcije, grejanje se prekida i reakciona smesa se
ostavlja da se hladi do temperature od 60 °C. Zatim se doda 250 ml hloroforma uz intenzivno
meSanje dok se polimer ne rastvori. Kako ne bi doslo do kristalisanja polimera uz zidove
balona, vrsi se grejanje fenom. Polimer se pretaloZzava ukapavanjem rastvora polimera u
hladan metanol (deset puta veéa zapremina metanola, 2-3 dm®) uz intenzivno mesanje.
Izdvojeni polimer se susi u eksikatoru pod vakuumom, a zatim suSi u vakuum susnici na
sobnoj temperaturi do postizanja konstantne mase. Dobijen je polimer bele boje a prinos

reakcije je bio 92 %.

O
O
O Sn(Oct) o\/\/\)g\ (@) H
2y + HY O/\%;(OHmi H’é yO(/\/ Mo}y

Shema 3.2. Sinteza triblok kopolimera.

Pre sinteze serije diblok kopolimera, odredeni su optimalni uslovi sinteze pri ¢emu su
menjani temperatura i vreme izvodenja reakcije. Kako bi se izbegla visoka temperatura

odigravanja reakcije, a time sprecila potencijalna termicka degradacija nastalog polimera, na
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modelu diblok kopolimera su uradene tri sinteze: na temperaturi od 160 °C vreme
odigravanja reakcije je bilo 5 h, na 140 °C vreme trajanja reakcije je bilo 24 h i na 180 °C
reakcija je trajala 3 h. Nakon karakterizacije dobijenih polimera istog sastava a sintetisanih
pod razli¢itim uslovima, odredeno je da su za ovu vrstu diblok kopolimera optimalni uslovi

sinteze na 140 °C tokom 24 h.

3.6. Pripremanje uzoraka PCL i blok kopolimera za karakterizaciju

Filmovi sintetisanih diblok i triblok kopolimera su pripremani izlivanjem rastvora
polimera u hloroformu (1,5 g polimera u 25 ml hloroforma) u staklene Petri Solje (pre¢nika
10 cm). Rastvarag je odstranjen suSenjem na vazduhu, a zatim su polimerni filmovi suSeni 24
h u vakuum susnici na sobnoj temperaturi. Nakon dve nedelje kondicioniranja na sobnoj
temperaturi, kada se smatra da je dostignut ravnotezni stepen kristalini¢nosti, polimerni
filmovi su ¢uvani u eksikatoru i dalje koris¢eni za karakterizacije. Za ispitivanje apsorpcionih
svojstava, kao 1 za testove hidroliticke i1 enzimske degradacije, polimerni filmovi su seceni u
obliku pravougaonika dimenzija 20 x 10 mm, debljine oko 200 um, dok su za WAXS analizu
pravljene pastile polimera koje su zatim sedene prema dimenzijama kalupa (1,5x1x2 mm?).
Pastile ispitivanih polimera su pripremljene topljenjem 0,8 g polimera na temperaturi od 80
°C, tokom 30 minuta, a zatim izlagane pritisku od 1,5 MPa na sobnoj temperaturi tokom 20

minuta.

3.7. Karakterizacija PCL-a i blok kopolimera
3.7.1. NMR spektroskopija

Hemijska struktura i sastav sintetisanih polimera su odredeni na osnovu NMR
spektroskopije. Uzorci su rastvarani u deuterisanom hloroformu CDCl3; (Merck, Nemacka), a
kao referentni standard je koriS¢en tetrametilsilan. Serija triblok kopolimera sa centralnim
segmentom PEO od 1000 g/mol, kao i serija diblok kopolimera su snimane na instrumentu
Bruker Avance 111 500 instrument (*H NMR na 500 MHz, **C NMR na 125 MHz), dok je
serija triblok kopolimera sa centralnim segmentom PEO od 400 g/mol, snimana pomocu
instrumenta Bruker Ascend 400 instrument (*H NMR na 400 MHz, *C NMR na 100 MHz).
Kvantitativni **C NMR spektri serije triblok i diblok kopolimera su snimani pod slede¢im
uslovima: vreme izmedu pulseva neophodno za relaksaciju °C 10 s, vreme detekcije raspada
slobodne indukcije 1,10 s, Sirina pulsa 16,8 us, spektralna Sirina 29,8 kHz a broj prolaza je
bio u intervalu od 7000 do 21000, dok su za seriju triblok kopolimera (PEO 400 g/mol)
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uslovi bili sledeéi: vreme izmedu pulseva neophodno za relaksaciju *C 10 s, vreme detekcije
raspada slobodne indukcije 1,36 s, Sirina pulsa 10,0 ps, spektralna Sirina 24,1 kHz, broj
prolaza oko 16000.

3.7.2. Gel-propusna hromatografija (GPC)

Homopolimer PCL kao i serije triblok i diblok kopolimera su karakterisane gel-
propusnom hromatografijom na instrumentu Waters 600E, koriS¢éenjem diferencijalno-
refraktometrijskog detektora Waters 410. GPC analiza sintetisanih uzoraka je izvedena u
hloroformu. Pri analizi polimera kao mobilna faza je koris¢en hloroform pri protoku od 1,0
cm®/min. Za razdvajanje su koriS¢enje redno vezane kolone na bazi umrezenog polistirena,
Styragel (HR2, HR3, HR4, HRSE), sa veli¢inama pora od 10®°, 10° 107 m. Radna
temperatura je iznosila 30 °C. Za analizu je koris¢eno 200 pul rastvora odgovarajuéeg uzorka u
hloroformu  (koncentracije 5 mg/cm®). Kalibracija je uradena koriséenjem polistirenskih
standarda sa vrednostima M, u opsegu od 1200 do 3,79x10° g/mol. Ogitane su eluacione
zapremine pikova, Ve, i konstruisana je kalibraciona kriva log Myika = f (Ve), gde je Mpika —
molarna masa pika odgovarajuceg standarda. Kalibracija polistirenskim standardima je
omogucila odredivanje molarnih masa srednjih po brojnoj (M,) i masenoj (M) zastupljenosti
sintetisanih polimera. GPC analiza je takode koriS¢ena za pra¢enja promene molarne mase
uzoraka nakon osam nedelja hidroliticke, odnosno nakon dve i cCetiri nedelje enzimske

degradacije.

3.7.3. Odredivanje grani¢nog viskozitetnog broja

Serije triblok i diblok kopolimera, kao i homopolimer PCL, okarakterisane su
metodom viskozimetrije razblaZzenih rastvora. Grani¢ni viskozitetni brojevi, [#], sintetisanih
polimera su odredeni na osnovu izmerenog vremena proticanja, t, rastvora polimera u
hloroformu kao rastvarad¢u, na temperaturi od 25 £ 0,1 °C. Koncentracije polimera u rastvoru
kretale su se od 0,5000 do 1,000 g/dl. Pri pravljenju rastvora kopolimera, uzorci su meSani na
magnetnoj mesalici dok se potpuno ne rastvore. Za odredivanje grani¢nog viskozitetnog broja
koris¢en je Ubbelohde-ov viskozimetar. Srednja vrednost od tri uzastopna merenja, t, koja se
medusobno ne razlikuju za viSe od 0,2 s, uzimana je za izracunavanje relativnog viskoziteta
ne =t/ t,, gde je t, — vreme proticanja rastvarac¢a. Na osnovu relativnog viskoziteta racunat je
specificni viskozitet 75 = 5y — 1. Redukovani viskozitet je izracunat po formuli:

Nred = Nsp/ C (3.1)
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gde je ¢ — koncentracija uzoraka uzrazena u g/dl.
Postupkom ekstrapolacije zavisnosti 7rq od razli¢itih koncentracija rastvora polimera, na

nultu koncentraciju, odredeni su grani¢ni viskozitetni brojevi.

3.7.4. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC) i termogravimetrijska analiza

(TGA)

Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija kuplovana sa termogravimetrijskom analizom,
DSC - TG, PCL i uzoraka kopolimera je izvedena na aparatu TA Instruments SDT Q600 u
temperaturnom opsegu od 25 do 600 °C, pri brzini zagrevanja od 10 °C/min, u atmosferi
azota sa protokom od 0,1 dm®*min. Mase uzoraka su iznosile oko 10 mg. Na oshovu
maksimuma glavnih endotermnih pikova u DSC termogramima (prvi prolaz) su odredena
vrednosti temperatura topljenja blok kopolimera, Ty, dok su vrednosti povrsSina ispod
endotermnih pikova predstavljale promenu entalpije topljenja, AH,. Na osnovu vrednosti
promene entalpije topljenja, izraCunate su vrednosti relativnog i ukupnog stepena
kristalini¢nosti. Vrednosti ukupnog stepena kristalini¢nosti su izraCunate bez uzimanja u

obzir vrednosti masenog udela PCL segmenata izracunatih na snovu NMR analize. Relativni

stepen kristalini¢nosti PCL segmenata, X °", sintetisanih triblok i diblok kopolimera je
izra¢unat kori§¢enjem jednacine: XPCL = _2fm (3.2)

AHpmWpcL
gde je:

AHp, — promena entalpije topljenja sintetisanih uzoraka
Wpcr — maseni udeo PCL segmenata izraunat iz 'H NMR spektara
AH,° - teorijska vrednost promene entalpije topljenja idealno kristalinicnog PCL

homopolimera, izra¢unata na osnovu doprinosa grupa (AH,’ = 136,1 J/g) [41].

Kako bi se ispitao uticaj inkapsuliranja leka u polimernu matricu na termicka svojstva
polimera, DSC analiza polimernih mikrosfera je uradena u temperaturnom opsegu od 20 do
100 °C, a mase uzoraka su bile oko 5 mg. U cilju odredivanja stepena kristalini¢nosti
dobijenih mikrosfera, koriS¢ena je, takode, jednacina 3.2. vode¢i racuna o sadrzaju lek u

polimernoj matrici.

3.7.5. Difrakcija rendgenskih zraka na velikim uglovima (WAXS)

Difraktogrami sintetisanih polimera dobijeni su merenjem na instrumentu "lItalStructure
APDZ2000" sa Bragg-Brentano geometrijom koris¢enjem CuK-a zracenja (A = 0,1541-0,1544
nm) sa bakarne anode, sa korakom od 0,02 ° i vremenom zadrZavanja od 0,5 s. Merenja su
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izvedena za vrednosti Bragg-ovog ugla 26 od 5 do 50 °. Metodom rendgenske difrakcije na

velikim uglovima odreden je stepen kristalini¢nosti sintetisanih blok kopolimera.

Vrednosti stepena kristalini¢nosti, Xcwaxs), izracunate su po formuli:

X, =4 (3.3)

gde je:

I — ukupna povrsina difraktograma

Ia — povrSina amorfnog haloa

| — l1a — povrSina refleksije koja potice od kristalne faze.

Koris¢enjem programa PeakFit 4.12 za dekonvoluciju krivih, izracunate su povrSine
pikova. Povrsina difraktograma predstavlja zbir povrSina pikova. Pikovi su aproksimirani
pikovima ¢iji je oblik odgovarao obliku Voigt-ove raspodele. Krive su fitovane sve dok
procenat greSke nije bio manji od 1 %. Maksimumi fitovanih pikova odgovarali su

maksimumima odgovarajucih pikova u difraktogramima.

3.7.6. Apsorpcija vode i vlage

Testovi apsorpcije vode i vlage su radeni na polimernim filmovima dimenzija 20 x 10
mm, debljine oko 210 um. Odredivanje vrednosti apsorpcije vode je ispitano potapanjem
polimernih filmova u rastvor fosfatnog pufera (pH = 7,4), tokom 72 h pri ¢emu je
temperatura bila konstantna (37 °C). U odgovarajué¢im vremenskim intervalima (5 h, 7 h, 24
h, 48 h i 72 h) merena je masa uzorka, m, nakon uklanjanja viska puferskog rastvora sa
povrsine uzoraka pomocu filter papira. Vrednosti apsorpcije vode su izracunate koriS¢enjem

sledec¢e jednacine:

apsorpcija vode (vlage) = % x100 (3.4)
0

gde je m-masa polimernog filma nakon potapanja u vodi, a m,- pocetna masa polimernog
filma.

Eksperiment odredivanja vrednosti apsorpcije vlage su izvodeni izlaganjem polimernih
filmova u eksikatoru parama zasi¢enog rastvora kalijum-sulfata (K,SO,) relativne vlaznosti
97 % tokom 96 h, na sobnoj temperaturi. U odredenim vremenskim intervalima (4 h, 24 h, 48
h, 72 h, 96 h) merena je masa uzorka, m. Procenat apsorpcije vlage je izraCunat kori§¢enjem
prethodno prikazane jednacine za izracunavanje vrednosti apsorpcije vode.

U oba eksperimenta, vrednosti apsorpcije vode i vlage su izracunate kao srednja vrednost

tri paralelno izvedena eksperimenta.
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3.7.7. Odredivanje vrednosti kontaktnog ugla sa vodom ("Water contact angle - WCA"")

Merenje kontaktnog ugla (WCA) PCL i blok kopolimernih filmova (dimenzija 20 x
10 mm) je izvedeno na instrumentu Kriss DSA100 primenom "sessile drop™ metode.
Pojedinacne kapi destilovane vode zapremine 20 pl su nanoSene na povrSinu filmova i
vrednosti kontaktnog ugla su merene posle 30 s na temperaturi od 25 + 1 °C. U svim
sluajevima, najmanje pet merenja je uradeno, a metoda Tangente je koriS¢ena za odredivanje
oblika kapi vode. Za svaki uzorak, vrednosti kontaktnog ugla su izraCunate kao srednja

vrednost pet uzastopnih merenja kontaktnog ugla.

3.8. Dinamic¢ko-mehanic¢ka analiza

3.8.1. Dinami¢ko-mehanicka analiza na ¢évrstim uzorcima

Dinamicko-mehanicka analiza PCL i blok kopolimernih uzoraka u ¢vrstom i stanju
rastopa je izvedena na instrumentu Discovery Hybrid Rheometer HR2 (TA Instruments).
ReoloSka merenja pri ogledima uvijanja (smicanja) su radena na ¢vrstim uzorcima u obliku
epruveta u temperaturnom opsegu od -100 do 70 °C pri amplitudi deformacije 0,1 % i
frekvenciji od 1 Hz. Reoloska svojstva PCL-a i blok kopolimera su prikazana kao mehanicki
spektri zavisnosti modula sacuvane (G') i modula izgibljene energije (G"), kao i faktora
prigusenja (tano) od temperature pri frekvenciji od 1 Hz. Relaksaciona jacina je definisana
kao AG' = G’y — G',, gde je G', modul sacuvane energije u staklastom stanju, a G',, je modul

sacuvane energije u gumolikom stanju.[140]

3.8.2. Dinami¢ko-mehanicka analiza u stanju rastopa

Reoloska ispitivanja u stanju rastopa su radena na uzorcima u obliku pastila
koris¢enjem geometrije paralelnih ploc¢a. Parametri dobijeni na osnovu ovog merenja, modul
sacuvane (G"), modul izgubljene energije (G”) i kompleksna viskoznost (77*), su odredene u
opsegu frekvencije 0,01-100 rad/s, na temperaturi od 60 do 145 'C (korak 5 'C), pri
deformaciji od 2,0 %. U skladu sa principom superpozicije vreme-temperatura (TTS),
dobijene krive su pomerene ka referentnoj temperaturi (100 'C) za vrednosti reoloskog
parametra frekvencije horizontalno (ar), dok krive nisu vertikalno pomerane. Dobijene zbirne

krive su dalje kori$¢ene za analizu reoloSkih svojstava polimera u stanju rastopa.
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3.8.3. Priprema polimernih uzoraka za dinami¢ko-mehanicku analizu

Za odredivanje dinamicko-mehanickih svojstava sintetisanih polimera su koris¢eni
uzorci u obliku epruveta i pastila. Epruvete i pastile su pripremane topljenjem uzoraka
polimera (na 80 °C oko 30 minuta) do stanja rastopa u trodelnim kalupima. Zatim su uzorci
izlagani pritisku od 1,5 MPa tokom 20 min na sobnoj temperaturi. Za pravljenje epruveta i
pastila je korisS¢eno oko 1,1 g polimera. Pastile polimernih uzoraka su bile pre¢nika 25 mm, a

njihova debljina je iznosila oko 1,2 mm, dok su dimenzije epruveta bile 63 x 12,3 x 1,0 mm°.

3.9. Ispitivanje degradacije polimera
3.9.1. Hidroliticka degradacija

Za testove hidroliti¢ke degradacije je koriS¢en fosfatni pufer, pH 7,4, kako bi se imitirali
fizioloski uslovi. Polimerni filmovi su potapani u 10 ml fosfatnog pufera i termostatirani na
37 °C tokom osam nedelja koliko je ispitivana degradacija. Fosfatni pufer je menjan na
svakih sedam dana sa sveze napravljenim rastvorom. Pre merenja gubitka mase u odredenim
vremenskim intervalima, ispitivani uzorci su ispirani destilovanom vodom, suseni u vakuum
susnici na sobnoj temperaturi do konstantne mase. Za svaki uzorak polimera su radena
istovremeno dva eksperimenta.

Gubitak mase nakon degradacije je odreden gravimetrijski, na osnovu odnosa razlike
mase pre i posle degradacije (Mpre — Mposie) | Mase pre degradacije, (Mpre), koris¢enjem sledece
jednagine: gubitak mase (%) = —Eeposle 5y 100 (3.5)

Mpre

3.9.2. Priprema bakterijskog ekstrakta za enzimsku degradaciju

Nakon inkubacije tokom 48 h (na 30 °C, meSanje 180 o/min), bakterijska kultura
(opisana u poglavlju 3.4.) je centrifugirana na 5000 o/min tokom 10 minuta (GS-3 rotor,
Sorvall Centrifuge, DuPont Instruments, Delaware, SAD). Odvojeni su supernatant i ¢elijski
pelet. Celijski ekstrakt ("cell-free extract") je pripremljen iz peleta pomocu reagensa za
ekstrakciju prema proceduri proizvodaca (BugBuster Protein Extraction Reagent, Novagen,
Wisconsin, SAD). Ukupna koncentracija proteina u supernatantu i "cell free extract” — u su
odredene pomocu reagensa koji boji CBB G-250 (BioRad Protein Assay, BioRad
Laboratories, SAD) na osnovu Bradford-ove metode [141].

U cilju odredivanja ukupne lipazne aktivnosti enzima u P. aeruginosa PAO1l
bakterijskom ekstraktu, radeni su kvantitativni testovi koriS¢enjem p-nitrofenilpalmitata
(Sigma-Aldrich, SAD) [142].
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3.9.3. Ispitivanje enzimske degradacije u vodenom medijumu

Eksperimenti bakterijske enzimske degradacije su izvodeni u 20 mM rastvoru
fosfatnog pufera pH 7,4 (5 mL), u koji su dodati PCL, diblok i triblok kopolimerni filmovi i
¢elijski ekstrakt koji je sardzao enzime P. aeruginosa PAO1l (1,8 do 2 mg ukupnih
proteina/mL). Polimerni uzorci su inkubirani na 37 °C uz konstantno mesanje (180 o/min)
tokom cetiri nedelje. Pre izlaganja polimernih filmova aktivnosti enzima, uzorci su sterilisani
etanolom (70 %, v/v) i osudeni. Celijski ekstrakt je dodavan u ta¢no odredenim vremenskim
intervalima (1 ml poznate koncentracije proteina): Cetiri puta tokom dvonedeljne degradacije.
Na kraju ogleda degradacije, polimerni filmovi su paZzljivo obrisani pamu¢nim ubrusom i

etanolom (70 %, v/v). Testovi enzimske degradacije su radeni u triplikatima.

3.9.4. Degradacija polimera na agar Soljama

Degradacija na agar Soljama je ispitana za sve uzorke. Pripremljene su polimerne
suspenzije rastvaranjem 100 mg polimera u 2 ml dihlormetana, zatim je dodata voda do 20 ml
I uzorci su sonifikovani (60 Hz, 5 prolaza po 1 min) [27]. Polimerna suspenzija je zagrevana
na 65 °C kako bi otpario dihlormetan a zatim pomeSana sa agarom (kona¢na koncentracija 1
% w/v u 200 mM Tris-HCI pufera, pH 8,5) u odnosu 1:1, a zatim izlivena u Petri Solje.
Nakon ocvrS¢avanja na sobnoj temperaturi, napravljeni su bunari u agaru (pre¢nika 3 mm)
koji su popunjeni uzorcima ¢elijskog ekstrakta. P. aeruginosa PAO1 ¢elijski ekstrakt (50 pl)
je stavljen u bunariée u Petri Soljama koje su inkubirane 24 h na 30 °C. Nakon 24 h, jo$ jedan
alikvot Celijskog ekstakta (50 pl) je dodat u iste bunarice, a Petri Solje su dodatno inkubirane
3 dana na 30 °C.

3.9.5. Biodegradacija PCL i blok kopolimera u kompostu

Testovi biodegradacija PCL i kopolimerih filmova su izvodeni u komercijalnoj
podlozi koja se koristi za uzgajanje belih pecuraka, tokom cetiri nedelje na konstantnoj
temperaturi od 37 °C [143]. P. aeruginosa PAO1 koji je koriséen u ovim ogledima je uzgajan
na nacin koji je prethodno opisan (poglavlje 3.4.). Bakterijska kultura je pomeSana sa 100 g
komposta (logip4 ¢elija po gramu komposta) i ostavljena u Petri Solji (pre¢nika 120 mm,
visine 30 mm). Polimerni filmovi su zatrpani u ovakvoj smesi na dubini od 1 cm. Kako bi se
odrzao konstantan nivo bakterijske aktivnosti i vlage, svez alikvot (10 ml) P. aeruginosa

PAO1 kulture je dodavan na kraju druge nedelje. Intenzitet biodegradacije je pracen
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fotografisanjem uzoraka u odredenim vremenskih intervalima. Poreden je izgled polimernih

filmova na fotografijama pre i posle ogleda u kompostu.

3.10. Karakterizacija polimernih uzoraka nakon testova degradacije
3.10.1. ATR-infracrvena spektroskopija (ATR-FTIR)

Promene u kristalnoj strukturi nakon hidroliticke i enzimske degradacije su pracene
pomocu FTIR analize. FTIR spektri su snimljeni na aparatu IR-Affinity spectrophotometer
(SHIMADZU, Japan), TR dodatkom uz primenu dijamantskog kristala. Za snimanje ovih
uzoraka je korii¢en opseg od 4000 do 400 cm™, pri rezoluciji od 4 cm™ i broju prelaza od
100, na sobnoj temperaturi.

Na osnovu vrednosti intenziteta karakteristicnih pikova u FTIR spektrima, izracunate su
vrednosti karbonilnog indeksa, CI, i kristalnog indeksa. Pra¢enjem promena vrednosti ovih

indeksa nakon degradacionih procesa, ispitane su promene u Kristalnoj strukturi polimera.

3.10.2. Opti¢ka mikroskopija (OM)

Morfologija povrSine polimernih filmova pre i posle degradacije je analizirana optickom
mikroskopijom. Ispitivanja su vrSena mikroskopom sa odbijenom svetlos¢éu (Leica DM ILM)
koji je opremljen CCD digitalnom kamerom (uvecanje od 100 puta). Dobijeni mikrografi su
analizirani ImageJ softverom u pogledu odredivanja veli¢ine i raspodele veli¢ina kristaliSucih
sferulita PCL i blok kopolimernih filmova.

Pored uvida u morfologiju povrSine polimernih filmova, opticka mikroskopija je
koriS¢ena za ispitivanje morfologije polimernih mikrosfera sa i bez inkapsuliranog leka. Na
osnovu dobijenih mikrografa, procenjena je veli¢ina dobijenih Cestica i njihova raspodela

koris¢enjem ImageJ softvera. ProseCan broj merenja je iznosio oko 200 za svaki uzorak.

3.10.3. Mikroskopija atomskih sila (atomic force microscopy - AFM)

Pomo¢u AFM analize je dobijen detaljniji uvid u morfologiju povrsine polimernih
filmova pre 1 posle enzimske degradacije. Za karakterizaciju AFM analizom je koriS¢en
instrument NanoScope Il A (Veeco Digital Instruments, USA). Merenja su izvedena
primenom tapkaju¢eg moda za Sta su upotrebljene silicijumske igle (tipovi) sa konstantnom
sile od 60 N/m. Koeficijent hrapavosti polimernih filmova, RMS, kao i veli¢ina kristaliSucih
sferulita su odredeni pomocu programa "Nanoscope image processing”. Analizirana je

povrsina od 100 x 100 nm? za uzorke koji nisu bili predvideni za oglede degradacije, dok je
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za polimerne filmove pripremljene za enzimsku degradaciju analizirana povrsina 20 x 20 nm?

pre i posle degradacije.

3.11. Priprema PCL i blok kopolimernih mikrosfera kao nosaca leka (ibuprofena) i
njihova karakterizacija
3.11.1. Izrada polimernih mikrosfera postupkom otparavanja lako isparljivog

rastvaraca iz emulzije "ulje u vodi'" ("oil in water", O/W)

Polimerne PCL i PCEC mikrosfere u koje je inkapsuliran ibuprofen su pripremljene
tehnikom otparavanja lako isparljivog rastavaca iz emulzije "ulje u vodi” (O/W emulzija), ¢iji
je shematski prikaz dat na Slici 3.3. Polimer (2,000 g) i ibuprofen (10 i 20 mas. %
preracunato na masu polimera) su rastvoreni u 20 ml dihlormetana, DCM, a zatim je rastvor
postepeno ukapavan u 400 ml vodenog rastvora PVA (0,5 mas. %) u reaktoru zapremine od 1
dm?® opremljenog mehani¢kom megalicom (1000 o/min). [144] Nakon 6 sati kontinuiranog
meSanja, na sobnoj temperaturi, dihlormetan je potpuno ispario i formirane su mikrosfere.
Dobijene Cestice su filtrirane i ispirane tri puta sa 40 ml destilovane vode, nakon Cega su
suSene u vakuum suSnici na sobnoj temperaturi do konstantne mase. Radi poredenja,

pripremljene su i mikrosfere polimera bez leka.

Rastvor polimerai
leka u hloroformu

Emulgovanje

o/v
emulzija

Isparavanje rastvaraca

Mikrosfere

Slika 3.3. Shematski prikaz postupka pripreme mikrosfera postupkom otparavanja lako
isparljivog rastvaraca iz emulzije " ulje u vodi " (" oil in water ", o/w).

3.11.2. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija povrSine dobijenih polimernih mikrosfera je ispitana SEM analizom. Za
karakterizaciju sfera SEM-om je koris¢en elektronski mikroskop (FESEM, Mira3 Tescan),
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primenom napona od 10 kV. Uzorci su najpre pripremljeni tako Sto su fiksirani karbonskom
trakom za nosace, zatim naparavani zlatom u vakuumu. Pored uvida u morfologiju Cestica,
SEM slike su analizirane Imagel] softverom u cilju odredivanja veliCine Cestica i njihove
raspodele. Za procenu prosecne vrednosti veliCine cCestica, mereno je vise od 200

pojedinac¢nih Cestica svakog uzorka.

3.11.3. Ultraljubicasta spektrofotometrija u vidljivom delu spektra (UV-Vis)

Zahvaljuju¢i prisustvu hromofora koje apsorbuju svetlost odredene talasne duZine u
vidljivom delu spektra u molekulu ibuprofena, moguce je pra¢enje koncentracije ovog leka
primenom UV-Vis spektrofotometrije. UV-Vis spektri su snimani u oblasti od 400 do 190 nm
na instrumentu UV-1800, Shimadzu, Japan, a bazna linija je podeSena rastvorom fosfatnog
pufera. Pre snimanja uzoraka, odredena je kalibraciona kriva za ispitivani sistem. Pracen je

karakteristi¢an pik ibuprofena na 221 nm.

3.11.4. Odredivanje efikasnosti inkapsulacije (EE%) i sadrzaja leka

Efikasnost inkapsulacije (EE) ibuprofena u mikrosferama je odredena direkthnom metodom. U
tu svrhu je odmereno 20 mg mikrosfera sa lekom i preneto u normalan sud od 25 ml.
Mikrosfere su rastvorene u minimalnoj koli¢ini dihlormetana, zatim je normalan sud dopunje
do crte fosfatnim puferom (pH 7,4). Ovako pripremljena smeSa je produvana azotom radi
isparavanja dihlormetana, nakon ¢ega je koncentracija zaostalog leka odredena pomoc¢u UV-

Vis spektrofotometrije. Efikasnost inkapsulacije je izraGunata na osnovu jednacine:
EE(%) = (f— x 100 (3.6)
t

pri ¢emu je C; teorijska koncentracija inkapsuliranog leka, odnosno koncentracija leka kada bi
sva koli¢ina leka bila inkapsulirana unutar polimerne matrice; Cj je koncentracija
inkapsuliranog leka.

Sadrzaj leka u polimernoj matrici izraCunat je na osnovu efikasnosti inkapsulacije prema

jednaéini: Sadriaj leka (%) = —2%_ x 100 (3.7)

mp+mink
gde je mjk predstavlja masu inkapsuliranog ibuprofena izra¢unato na osnovu vrednosti EE%;

mp je masa polimera.

3.11.5. In-vitro otpustanje ibuprofena iz polimerne matrice

Otpustanje leka iz polimerne matrice je ispitivano u rastvoru fosfatnog pufera, PBS (pH

7.4), na 37 °C tokom 72 h. Odmereno je 50 mg mikrosfera u plasti¢ne vijale i dodato 50 ml
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PBS-a. Nakon odredenih vremenskih intervala, 0,5 ml rastvora je pipetirano iz inkubiranih
bocCica pri ¢emu je ta koli¢ina nadoknadena svezim puferskim rastvorom kako bi se
zapremina odrzala konstantnom. Koncentracija oslobodenog ibuprofena je odredena UV-Vis
spektrofotometrijom pracenjem karakteristicnog pika ibuprofena na talasnoj duzini od 221

nm. Konacni rezultati predstavljaju srednju vrednost dve probe.

3.12. Ispitivanje in-vitro citotoksi¢nosti polimernih mikrosfera

Humane ¢elije fibroblasta plu¢a (MRCS) su dobijene iz ATCC kolekcije i odrzavane i
Cuvane po instrukcijama ATCC. Za testove citotoksi¢nosti, ¢elije su uzgajane kao mono-sloj
(1><lO4 ¢elija po sloju) u vlaznoj atmosferi od 95 % vazduha 1 5 % CO; na 37 °C.
Prezivljavanje celija je procenjena pomocu 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolin
bromid (MTT) redukcionog testa.[145] Test je raden nakon 48 h inkubacije ¢elija u
medijumu koji je sadrzao mikrosfere 1 ibuprofen u razli¢itim koncentracijama, i
prezivljavanje ¢elija je ispitano na opisan nacin. [145] Uniformne suspenzije mikrosfera su
pripremljene u koncentraciji 30 mg/ml u sterilnoj dejonizovanoj vodi pre kori§éenja u
ekperimentima ispitivanja citotoksicnosti. Rezultati su prikazani kao procenat u odnosu na
kontrolne (netretirane celija) koje su predstavljale 100 %. Eksperimenti su izvodeni u Sest
ponavljanja u tri nezavisna odredivanja a rezultati su prikazi kao procenat = SD.

Izgled tretiranih ¢elija je posmatran mikroskopom DM IL LED Inverted Microscope

(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) pri uvecanju 20 puta.
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4. Rezultati 1 diskusija

Dve serije biodegradabilnih triblok kopolimera sa razli¢itom duzinom PCL blokova
(Slika 4.1) su sintetisane polimerizacijom otvaranja prstena e-kaprolaktona, u masi, inicirana
zavrsnim hidroksilnim grupama pretpolimera PEO, u prisustvu katalizatora kalaj-oktoata,
Sn(Oct),. Kako bi se ispitao uticaj uvodenja hidrofilnog, amorfnog PEO segmenta u lance
PCL-a na njegova svojstva, sintetisane su dve serije triblok kopolimera sa razliitim
duzinama PEO bloka: u prvoj seriji je PEO molarne mase M, 1000 g/mol inkorporiran kao
centralni blok, dok je centralni deo druge serije triblok kopolimera bio PEO manje molarne
mase, M, 400 g/mol. Serija diblok kopolimera sa lateralno vezanim metoksi-PEO
segmentom, molarne mase M, 1020 g/mol, je sintetisana na isti na¢in kao serije triblok
kopolimera, pri ¢emu su sastav i molarna masa kopolimera podeseni tako da su sli¢ni prvoj
seriji triblok kopolimera (Shema 4.1). Na ovaj nacin je bilo moguce ispitati uticaj polozaja
hidrofilnog, mekog PEO segmenta na fizicka, hemijska i degradativna svojstva blok
kopolimera.

U sve tri serije blok kopolimera, razlic¢ite duzine PCL segmenata (molarne mase u opsegu
od 10000 do 40000 g/mol) su dobijene podeSavanjem molskog udela reaktanata u polaznoj
reakcionoj smesi. Maseni udeo hidrofilnog, mekog PEO segmenta u prvoj seriji triblok
kopolimera je variran u opsegu od 2,4 do 4,8 mas.%, a u drugoj seriji od 1 do 2 mas.%, dok je

u seriji diblok kopolimera udeo m-PEO iznosio od 2,5 do 4,7 mas.%.

/O\Q/\OZéK/\/\/OzH

PCL/PEO-1: x =23,y =175 PCL/PEO-2: x =23,y =263 PCL/PEO-3:x=23,y=351
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PCEC-1: x =23,y =88 PCEC-2: x =23,y =132 PCEC-3: x =23,y =175
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Shema 4.1. Graficki prikaz sintetisanih diblok i triblok kopolimera.
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4.1. Sinteza PCEC triblok kopolimera

Kalaj-oktoat, Sn(Oct),, je najceS¢e koriS¢en katalizator u reakcijama polimerizacije
cikli¢nih estara zahvaljujuc¢i tome §to je komercijalno dostupan, rastvoran u vecini organskih
rastvaraca i laktona, kao 1 velikoj hemijskoj stabilnosti u odnosu na alkokside. Sam Sn(Oct);
ne kataliSe reakciju polimerizacije ve¢ faza inicijacije zapoCinje nakon aktivacije sa, na
primer, hidroksilnom grupom. Ovaj faza se Cesto naziva i faza preinicijacije kada nastaje
inicijator koji dalje stupa u reakciju. Polimerizacija cikli¢nih estara u prisustvu kalaj-oktoata
zapocinje stvaranjem alkoksidne veze sa kalajem. Nastali alkoksid dalje inicira reakciju
insercije prvog monomera nakon cega sledi faza propagacije kao druga faza "zive"
polimerizacije. [20-22]

Sinteza triblok kopolimera odvija se tzv. koordinaciono-insercionim mehanizmom
otvaranja cikliénog prstena e-kaprolaktona inicirana hidroksilnim grupama iz poli(etilen-
oksida) u prisustvu kalaj-oktoata, Sn(Oct),. Mehanizam odigravanja ove polimerizacije
prikazan je na Shemi 4.2. [146] Smatra se da se na pocetku reakcije uspostavlja ravnoteza
izmedu Sn(Oct), i odgovarajuceg alkoksida nastalog u reakciji Sn(Oct), i jedinjenja koje ima
aktivan vodonik. U ovom slucaju je to poli(etilen-oksid). Nastali alkoksid kalaj-oktoata i
poli(etilen-oksida) inicira reakciju sa e-kaprolaktonom. Prvo dolazi do koordinovanja e-
kaprolaktona za inicijator koji gradi alkoksid sa poli(etilen-oksidom) i formiranja
cetvoroClanog prelaznog stanja. Sledi insercija molekula e-kaprolaktona izmedu metala
(kalaj) i atoma kiseonika iz poli(etilen-oksida). Nastaje linearan molekul kod kojeg unutrasnji
blok ¢ini poli(etilen-oksid), a spoljasnji poli(e-kaprolakton) koji je koordinovan za inicijator.
U daljoj reakciji sa monomerom nastaje triblok kopolimer PCEC.

Prilikom sinteze homopolimera PCL, polimerizacija se odigrava i bez prisustva
pretpolimera koji ucestvuju u reakciji preaktivacije katalizatora kalaj-oktoata najverovatnije
zahvaljujudi prisustvu necistoca (koja sadrze hidroksilne grupe) kako u katalizatoru, tako i u
samom monomeru. Stepen odigravanja ove vrste polimerizacije veoma zavisi od Cistoce
samog katalizatora, zbog Cega se u nekim slucajevima katalizator neposredno pre ubacivanja

u reakcionu smesu dodatno precisti destilacijom. [25]
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Shema 4.2. Mehanizam sinteza triblok kopolimera PCEC.

Prinos sintetisanih polimera nakon pretalozavanje u metanolu je bio u opsegu od 92 do
96 mas.% (Tabela 4.1.) Odredeni procenat polimera je svakako izgubljen tokom samog
pretaloZzavanja. Sa druge strane, reakcije polimerizacije otvaranja cikli¢énog prstena, u ovom
slu¢aju e-CL, nisu kvantitativne zbog mogucnosti odigravanja sporednih reakcija, kao Sto je
intramolekulska transesterifikacija, koja podrazumeva stvaranje cikli¢nih oligomera kada se

uspostavi ravnoteza. [24]

4.2. Optimizacija uslova sinteze PCL/PEO diblok kopolimera

U cilju optimizacije uslova sinteze diblok kopolimera PCL/PEO, reakcije su izvodene
na razli¢itim temperaturama i pri razli¢itim vremenima odigravanja. Uticaj reakcionih uslova
na molarnu masu blok kopolimera je ispitan na reakcionim smeSama ¢iji pocetni sastav
odgovara: M, (PCL bloka) = 20000 g/mol i M, (m-PEO bloka) = 1020 g/mol. Sastav
reakcione smese je bio nepromenjen, a reakcioni uslovi su bili slede¢i: na temperaturi od 160
°C vreme odigravanja reakcije je bilo 5 h, na 140 °C reakcija je trajala 24 h, dok je na 180 °C
reakcija izvodena tokom 3 h. Nakon sinteze, odredene su vrednosti grani¢nih viskozitetnih
brojeva, uradene su GPC i *H NMR analiza i na osnovu dobijenih vrednosti molarnih masa

definisani su optimalni uslovi za sintezu ovih diblok kopolimera. [147]
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Reakcija sinteze PCL/PEO diblok kopolimera, kao i kod triblok kopolimera, izvodena je
u masi, polimerizacijom otvaranja laktonskog prstena u prisustvu katalizatora kalaj-oktoata,
Sn(Oct), (Shema 4.3.).

o)
o Sn(Oct) (@) MO
o _H 2 - IS
e \/‘);O + x W "o XH
Shema 4.3. Sinteza diblok kopolimera PCL/PEO.

Mehanizam sinteze diblok kopolimera odvija se potpuno istim mehanizmom kao
sinteza triblok kopolimera, sa tom razlikom $to jedna slobodna hidroksilna grupa iz m-PEO
gradi alkoksid sa kalajem iz katalizatora Sn(Oct)s.

Kako bi se dobio polimer $to vefe molarne mase i sa Sto manjim indeksom
polidisperznosti, radene su tri sinteze pod razli¢itim reakcionim uslovima. Takode, dodatni
razlog za optimizaciju uslova sinteze jeste i izbegavanje izvodenja reakcije na 180 °C zbog
potencijalne termicke degradacije polimera do koje moze do¢i na ovako visokim
temperaturama. Uzevsi sve dobijene rezultate analiza u razmatranje, izabrani su temperatura
od 140 "C i vreme trajanje reakcije od 24 h kao optimalni. [147] Nakon optimizacije uslova
sinteze diblok kopolimera, sintetisana je serija diblok kopolimera sa razli¢itom duzinom PCL

lanca i dobijeni polimeri dalje koriS¢eni za dalja ispitivanja.

4.3. Karakterizacija sintetisanih triblok i diblok kopolimera NMR analizom

Hemijska struktura sintetisanih diblok i triblok kopolimera je potvrdenja na osnovu *H i
13C NMR spektroskopije. Reprezentativni spektar PCEC-2 triblok kopolimera je prikazan na
Slici 4.1. U spektru ovog triblok kopolimera javljaju se karakteristicni signali koji poti¢u od
centralnog metilenskog protona iz &-CL bloka na hemijskom pomeranju 6= 1,40 ppm (f) dok
se protoni oznaceni sa (e) i (g) koji poti¢u od unutrasnjih metilenskih protona &-CL javljaju
na hemijskom pomeranju 6 = 1,65 ppm. Metilenski protoni iz e-CL segmenta koji su vezani
karbonilnu grupu daju signal na 2,35 ppm (d), dok se metilenski protoni vezani za kiseonik iz
e-CL bloka pojavljuju na 4,10 ppm (h). Protoni iz metilenske grupe PEO bloka daju signal na
hemijskom pomeranju 3,65 ppm (a). Signali veoma malog intenziteta koji poticu od PEO
metilenskih protona koji su direktno vezani za prvu ponavljaju¢u jedinicu PCL bloka mogu

se videti na hemijskom pomeranju 4,22 ppm (c) i 3,69 ppm (b). [148] Odnos intenziteta
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protona izrazen kao c/(a+c) potvrdio je da su hidroksilne grupe PEO kvantitativno hemijski
vezane za PCL blokove u obe serije sintetisanih polimera, jasno ukazuju¢i da se sav PEO

ugradio kao centralni/lateralni segment u blok kopolimerima i da nema prisutnih oligomera.
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Slika 4.1. Reprezentativni *H NMR spektar PCEC-2.

Dodatna potvrda strukture sintetisanih blok kopolimera je dobijena na osnovu **C NMR
analize. U spektru triblok kopolimera PCEC-2 (Slika 4.2.) pik na 173,8 ppm (b) poti¢e od
karbonilnog ugljenikovog atoma dok metilenski ugljenik iz PEO segmenta pokazuje pik na
hemijskom pomeranju 70,5 ppm (a). Pikovi na hemijskim pomeranjima 63,9 ppm (g), 39,9
(c), 28,3 (f), 25,5 (d) i 24,4 (e) odgovaraju metilenskim ugljenikovim atomima iz PCL
segmenta. Slab signal na 69,1 ppm (@) poti¢e od metilenskog ugljenikovog atoma iz PEO
bloka koji je direktno vezan estarskom vezom za PCL blok. U spektru se, takode, moze
detektovati pik na hemijskom pomeranju 32,2 ppm (j) Kkoji odgovara metilenskom
ugljenikovom atomu iz PCL bloka koji je direktno vezan za PEO segment. [30] Upravo
prisustvo ova dva pika (a' and j) je potvrda blok kopolimerne strukture sintetisanih polimera.

'H NMR i *C NMR spektri su potvrdili da su hidroksilne grupe iz pretpolimera PEO
potpuno proreagovale u inicijalnoj fazi reakcije grade¢i estarsku vezu sa PCL blokovima.
Prisustvo jo$ jednog signala malog intenziteta na 62,6 ppm (g') ukazuje na ugljenikov atom

koji je vezan za zavr$nu hidroksilnu grupu PCL bloka.
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Kod diblok kopolimera, (reprezentativni spektar jednog diblok kopolimera je u
Prilogu), spektri su veoma sli¢ni triblok kopolimernim spektrima, sa tom razlikom da svaki
polimerni lanac diblok kopolimera ima jednu zavrSnu hidroksilnu grupu i jednu metoksi
grupu. Metilenski ugljenikom atoma iz zavrSne metoksi grupe diblok kopolimera daje signal
na 58,8 ppm. Na osnovu vrednosti odnosa intenziteta pikova terminalnih ugljenikovih atoma,
moze se zakljuciti da su u finalnom, pretalozenom uzorku blok kopolimera prisutne frakcije

linearnog homopolimera PCL sa zavrsnim hidroksilnim grupama.
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Slika 4.2. Reprezentativni *C NMR spektar PCEC-2 triblok kopolimera.

Pored potvrde strukture, NMR analizom se moZe odrediti i sastav blok kopolimera. Na
osnovu odnosa integrala signala odgovaraju¢ih metilenskih protona iz PEO i PCL
ponavljajuce jedinice, iz 'H NMR spektra moguce je dobiti vrednosti molarne mase
sintetisanih polimera, kao i vrednosti molskih i masenih udela PCL blokova. Ukupni stepen

polimerizovanja PCL segmenta, Y, je raunat na osnovu sledecih jednacina:

M
4xMPEO ;
Mgo _ PEO (4.3.1)
2Y Ipcrt,

gde su:
Mgo — molarna masa etilen-oksida

Mpeo — molarna masa poli(etilen-oksida)
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Y— ukupni stepen polimerizovanja PCL

Ipeo — intenzitet pika koji poti¢e od metilenskih protona na hemijskom pomeranju 3,65 ppm
IpcL — intenzitet pika koji poti¢e od metilenskih protona na hemijskom pomeranju 4,10 ppm
Molarna masa PCL grane kod triblok i diblok kopolimera se izraCunava na osnovu sledece
jednacine:

Mcp XY

MPCL—TB = ) odnosno MPCL—DB = MCL XY (432),

gde je Mpci 18 molarna masa segmenta PCL u triblok kopolimeru, a Mpc-pg Mmolarna masa
segmenta PCL u diblok kopolimeru (vrednosti molarne mase PCL grane u triblok i diblok
kopolimerima su u Tabeli 4.2. oznacene kao MnPC").

Maseni udeo PCL-a izratunat na osnovu "H NMR spektara jednak je:

_ MpcL(NMR)

Wpcp, = (4.3.3.)

MpcL+MpEgo

Dve serije triblok i jedna serija diblok kopolimera razli¢itih molarnih masa su uspesno

sintetisane, a rezultati dobijeni na osnovu NMR analize su prikazani u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Struktura i sastav triblok i diblok kopolimera.

Polimer Struktura Vr\f::.’ W nad/ne MZCH Mn, Prinos,
PCL,-PEO4-PCL, % mas.% o g/mol g/mol %
PCL %
PCEC-1 93-23-93 (312) (ggzg) (57’:% &8888) 22200 92
PCEC-2 123-23-123 (3:‘2‘) (gg:g) (ﬂ:;) (1;18(2)8) 29040 92
PCEC-3 152-23-152 é:j) (g;f;) (121421) (%338) 35660 95
PCEC-4 99-9-99 (11’;976) (32:8) (ig:g) (1(%(2)88) 22980 95
PCEC-5 137-9-137 é:g) (gg:;) (gg:g) égggg) 31640 95
PCEC-6 150-9-150 (01’529) (gg:g) (gg:g) (;(7)388) 34600 %
PCL/PEO-1 184-23 (j:;) (ggz% (;:2) égggg) 22000 95
PCL/PEO-2 269-23 (gﬁ) (gg:% (ﬂf‘) (288(7)8) 31690 95
PCL/PEO-3 381-23 é:g) (g;:g) ég:‘l‘) (jgggg) 44450 %

* u zagradi su date teorijske vrednosti na osnovu sastava reakcione smese

Stepen polimerizovanja PEO kod prve serije triblok kopolimera i serije diblok kopolimera

je bio isti, X = 23, dok je kod druge serije triblok kopolimera iznosio 9. Duzina PEO
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segmenta unutar jedne serije nije menjana i odredena je pocetnim sastavom reakcione smese,
a varirana je duzina PCL blokova unutar serije. U cilju ispitivanja uticaja poloZzaja mekog,
hidrofilnog PEO segmenta na svojstva kopolimera, serija triblok kopolimera i serija diblok
kopolimera su sintetisane tako da imaju iste duzine PEO blokova, i iste ukupne duzine PCL
blokova. Ukupna duzina dve grane kod triblok kopolimera jednaka je duzini jednog PCL
bloka kod diblok kopolimera. Stepen polimerizovanja PCL-a u prvoj seriji triblok kopolimera
ima najmanju vrednost za uzorak PCEC-1 (Y = 93) jer je sintetisan polimer najmanje molarne
mase i to je skoro dva puta manje od vrednosti Y diblok kopolimera najmanje molarne mase
(Y = 184). U seriji blok kopolimera stepen polimerizovanja raste sa porastom molarne mase i
u dobroj je saglasnosti sa teorijskim vrednostima dobijenim na osnovu sastava reakcione
smese.

Na osnovu 'H NMR analize, vrednosti molarnog odnosa CL/EO u sintetisanim
polimerima veoma je sli¢an sa vrednostima izraCunatim na osnovu sastava reakcione smese.
Za vecinu triblok kopolimera, a naroCito u seriji diblok kopolimera, postignute su Zeljene
vrednosti molarnih masa, sadrZzaj PEO bloka, kao i stepen polimerizovanja. Sa druge strane,
rezultati 'H NMR analize su pokazali da su maseni udeli PEO segmenata pojedinih
sintetisanih triblok kopolimera ve¢i (PCEC-2, PCEC-3 i PCEC-6) u odnosu na zadati
sastavom reakcione smeSe S$to moZe biti posledica nepotpune konverzije monomera e-
kaprolaktona kao i polidisperznosti polaznog PEO (M, 1000 g/mol) pretpolimera (na osnovu
GPC analize: M,, 990 g/mol, M,, 1510 g/mol, PI 1,52, Mpika 1610 g/mol). U drugoj seriji sa
kra¢im unutra$njim PEO segmentom, dobijeni su kopolimeri veoma sli¢nog sastava i duzine
spoljasnjih PCL segmenta, kao posledica sli¢ne konverzije i velike polidisperznosti polaznog
pretpolimera PEO (M, 400 g/mol) (GPC analiza je pokazala sledece rezultate: M, 46 g/mol,
Mw 270 g/mol, P1 5,80, Mpika 210 g/mol).

4.4. GPC analiza triblok i diblok kopolimera

GPC krive sintetisanih polimera su pokazale prisustvo samo jednog pika, odnosno
unimodalnu raspodelu molarnih masa. Sa porastom molarne mase, povecava se Sirina

raspodele (Slika 4.3.).
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Slika 4.3. Hromatogrami PCL homopolimera i sintetisanih triblok PCEC kopolimera
dobijenih GPC analizom.

Rezultati GPC analize PCL homopolimera i tri serije blok kopolimera su prikazani u
Tabeli 4.2. Molarna masa srednja po brojnoj zastupljenosti, M, pretalozenog PCL je iznosila
62970 g/mol, koeficijent polidisperznosti 2,07. Molarna masa srednja po brojnoj
zastupljenosti (M,) kopolimera bila je u opsegu od 34500 g/mol do 48200 g/mol, dok je
indeks polidisperznosti iznosio izmedu 1,6 do 1,85. Najveca vrednost M, u seriji triblok

kopolimer dobijena je za PCEC-3, s§to je bilo i oCekivano na osnovu pocetnog sastava

reakcione smese.

Tabela 4.2. Srednje vrednosti molarnih masa, M,, My, masa u piku, Myika, indeks
polidisperznosti i grani¢ni viskozitetni broj, [#].

Polimer M, g/mol Mw, g/mol  Mpika, g/mol Pl [#], dl/g
PCL 62970 130230 111080 2,07 1,43
PCEC -1 34490 55780 55030 1,62 0,67
PCEC-2 44260 70820 70030 1,60 0,83
PCEC-3 48170 84600 81370 1,76 1,10
PCEC-4 33950 55430 54540 1,63 0,70
PCEC-5 41240 73130 73900 1,77 0,89
PCEC-6 44550 79890 79500 1,79 0,99
PCL/PEO-1 30480 56320 53300 1,85 0,68
PCL/PEO-2 38040 64300 61740 1,70 0,70
PCL/PEO-3 33330 67360 69750 2,00 0,82

Rezultati GPC analize serije diblok kopolimera pod izabranim, optimizovanim uslovima,
takode prikazani u Tabeli 4.2., pokazali su veée vrednosti PI za diblok kopolimere u
88



poredenju sa triblok kopolimerima sli¢nog sastava. Uzorak diblok kopolimera PCL/PEO-3 je
pokazao vrednost molarne mase srednje po brojnoj zastupljenosti M, = 33330 g/mol, Sto je
manje od vrednosti M, kopolimera PCL/PEO-2, ali je njegova vrednost Pl bila znatno manja,
1,70. Polidisperznost uzorka PCL/PEO-3 je najveca u poredenju sa svim sintetisanim
kopolimerima i pored najvece vrednosti molarne mase srednje po masenoj zastupljenosti, My,
= 69360 g/mol, $to ukazuje na prisustvo veéeg broja frakcija manjih molarnih masa, koje

imaju dominantan uticaj na pad vrednosti Mp,.

4.5. Odredivanje grani¢nog viskozitetnog broja sintetisanih kopolimera

Podaci o veli¢ini makromolekula sintetisanih polimera, mogu se dobiti i odredivanjem
grani¢nog viskozitetnog broja. Vrednosti grani¢nog viskozitetnog broja sintetisanih diblok
kopolimera su prikazani u Tabeli 4.2. Najve¢u vrednost grani¢nog viskozitetnog broja ima
homopolimer PCL, 1,43 dl/g. U sve tri serije blok kopolimera moze se uociti porast vrednosti
grani¢nog viskozitetnog broja sa porastom sadrzaja PCL segmenata odnosno duzine
polimernih lanaca. Najveée vrednosti grani¢nog viskozitetnog broja u seriji kopolimera imaju
triblok kopolimeri PCEC-3 (1,76 dl/g) i PCEC-6 (1,79 dl/g), i diblok kopolimer PCL/PEO-3
(2,00 dl/g), sto je u skladu sa njihovim molarnim masama, koja iznosi oko 40000 g/mol.
Poredenjem vrednosti grani¢nog viskozitetnog broja prve serije triblok kopolimera sa serijom
diblok kopolimera, moze se zakljuciti da polozaj PEO segmenta ima uticaj na njegovu
vrednost. Tako triblok kopolimer PCEC-1 ima manju vrednost [#] od PCL/PEO-1 diblok
kopolimera sli¢énog sastava, a razlikuju se po polozaju mekog PEO bloka i duzini PCL
segmenta - duzina PCL bloka kod diblok kopolimera je dva puta ve¢a od duzine PCL bloka
triblok kopolimernog uzorka. Ovaj trend je prisutan i kod ostalih blok kopolimera unutar

serije.

4.6. Termicka svojstva PCL-a i sintetisanih blok kopolimera

Biodegradabilnost alifatskih poliestara, kao i njihova propustljivost za lekove, zavisi od
brojnih faktora medu kojima je i mikrokristalna struktura, odnosno kristalinicnost. PCL i
PCL/PEO triblok i diblok kopolimeri su semi-kristalini¢ni polimeri ¢ije je Kristalisanje
odredeno duzinom segmenata. [149, 150] Serije sintetisanih triblok i diblok kopolimera, kao i
homopolimer PCL, u pogledu odredivanja termickih svojstava su ispitani diferencijalnom

skeniraju¢om kalorimetrijom. Pomo¢u DSC analize su odredene temperature topljenja (Tr) |
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promene entalpije topljenja (AHp), kao i relativni stepen kristalinignosti (X."°-

) sintetisanih
kopolimera a rezultati dobijeni analizom ovih termograma su prikazani u Tabeli 4.3.

DSC krive PCL-a i sintetisanih kopolimera su pokazale prisustvo samo jednog,
endotermnog pika (Slika 4.4.), koji potice od topljenja PCL blokova kao nosioca
kristalini¢nosti u kopolimerima. Zahvaljuju¢i maloj molarnoj masi PEO segmenta, kako kod
diblok tako i kod triblok kopolimera, ovaj segment se nalazi u amorfnom obliku u
kopolimerima. Poznato je da poli(etilen-oksidi) molarne mase ispod 2000 g/mol ne kristaliSe,
dok PEO molarne mase oko 2000 g/mol pokazuju jedan endotermni pik u DCS termogramu.
[40, 42]

Vrednosti temperatura topljenja triblok kopolimera sa razli¢itom duzinom PEO segmenta
su bile veoma bliske i sa porastom molarne mase unutar serije se zapaZa blagi porast.
Kopolimeri druge serije sa veoma niskim sadrzajem mekog PEO segmenta imaju skoro iste
vrednosti Ty, usled velikog sadrzaja PCL segmenata. Razlike u temperaturi topljenja prve
serije triblok kopolimera i diblok kopolimera slicne molarne mase i sastava, a razliCitog
poloZzaja PEO segmenata su bile neznatne, negde oko 1 °C. Ovako male razlike u Tp,
vrednostima ukazuju na ne tako znacajan uticaj prisustva malog sadrZaja amorfnog PEO
bloka na temperature topljenja kopolimera. Sa druge strane, homopolimer PCL je o¢ekivano
pokazao najveéu vrednost temperature topljenja, 68,1 °C, u poredenju sa svim sintetisanim
blok kopolimerima. Triblok kopolimer sa najve¢om vrednosti molarne mase u prvoj seriji
(PCEC-3) i njemu sli¢an diblok kopolimer (PCL/PEO-3) imaju najvece vrednosti temperature
topljenja, entalpije topljenja i vrednosti stepena kristaliniCnosti u serijama zahvaljujuci
prisustvu najveceg sadrzaja kristalnih PCL segmenata. Takode, uprkos trendu povecanja ovih
vrednosti u seriji sa porastom molarne mase i udela PCL blokova, moze se zakljuciti da
definisane veli¢ine (Tm, 4Hy, X¢) za diblok kopolimere pokazuju vece vrednosti usled

razli¢itog polozaja amorfnog PEO segmenta u odnosu na triblok kopolimere.

a) - b)

: PCLPEOL

PCEC-3

; PCEC2

; PCEC-1
N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
45 50 55 60 65 70 ks 80 85 90 9% 100 45 50 55 60 65 70 5 80 85 90 9% 100
Temperature (°C) Temperature (°C)

ENDO
ENDO

Slika 4.4. a) DSC termogrami dve serije triblok kopolimera, b) DSC termogrami triblok
kopolimera i diblok kopolimera iste molarne mase.
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Na osnovu odredenih vrednosti temperatura topljenja svih sintetisanih blok kopolimera,
moglo bi se zakljuciti da bez obzira na duzinu PEO segmenta i njegov poloZaj, znacajniji
uticaj na topljenje polimera nije utvrden. Medutim, vrednosti promene entalpija topljenja
sintetisanih polimera jasno potvrduju uticaj uvodenja PEO bloka u lance PCL na termicka
svojstva. Tako triblok kopolimer PCEC-1 i diblok kopolimer PCL/PEO-1 imaju najmanje
vrednosti promene entalpije topljenja (85,2 1 85,4 J/g, redom) usled najve¢eg udela PEO
segmenta (oko 4,5 mas.%) kao i najmanje vrednosti molarne mase u seriji. Sa porastom
molarne mase i ve¢im sadrzajem PCL blokova, vrednosti 4Hy, rastu, stoga triblok kopolimer
PCEC-3 i diblok kopolimer PCL/PEO-3 imaju vrednosti entalpija topljenja 93,7 i 97,8 J/g,
redom. Druga serija triblok kopolimera je pokazala vece vrednosti promene entalpija
topljenja usled veoma malog udela PEO bloka (oko 1,7 mas.%) i dominantnog uticaja
prisustva PCL segmenata. Ipak, i u ovoj seriji, uzorak sa najve¢im sadrzajem PEO, PCEC-4
(1,7 mas.% PEO) i najmanjom vrednosti molarne mase je imao vrednost entalpije topljenja
od 94,7 J/g §to je znacajno veca vrednost u poredenju sa triblok i diblok kopolimerom sa
najve¢im udelom amorfnog segmenta. Porast molarne mase i udela PCL segmenata i u ovoj
seriji dovodi do povecanja vrednosti AHpn, a uzorak PCEC-6 je po vrednosti entalpije

Kako bi se ispitao uticaj sastava kopolimera na kristalizaciono ponaSanje polimera,
izraCunata je vrednost ukupnog stepena kristalini¢nosti na osnovu vrednosti promene
entalpije topljenja, uzimaju¢i u obzir teorijsku vrednost 100 % kristalnog PCL
homopolimera. Sintetisani homopolimer PCL ima ukupni stepen kristalini¢nosti 73,4 % §to je
ujedno najveca vrednost u poredenju sa svim sintetisanim polimera. Vrednosti ukupmog
stepena kristalini¢nosti u blok kopolimernim serijama raste sa povecanjem udela PCL
segmenata i kre¢u se u opsegu od 62,6 do 68,8 % za prvu seriju, odnosno od 69,6 do 72,7 %
za drugu seriju triblok kopolimera sa kra¢im PEO segmentima. Stepen kristalini¢nosti serije
diblok kopolimera se kretao u intervalu od 62,7 do 71,9 % i, kao i kod serija triblok
kopolimera, povecanje molarne mase i smanjenje sadrzaja PEO segmenata dovodi do porasta
Xc. Poredenjem odgovarajuce serije triblok kopolimera sa serijom diblok kopolimera,
ocigledan je uticaj polozaja PEO bloka na kristalizaciono ponasSanje blok kopolimera. Diblok
kopolimeri imaju vece vrednosti ukupnog stepena kristalinicnosti Sto se moZze objasniti
poloZzajem hemijski vezanog PEO segmenta. Kako je PEO lateralni segment diblok
kopolimera, ukupna duzina PCL bloka je dva puta veca od duZine jednog segmenta PCL

bloka u triblok kopolimerima kod kojih je PEO centralni segment. Dva PCL bloka u triblok
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kopolimerima su odvojeni centralno vezanim PEO blokom Sto ima veliki uticaj na
kristalini¢nost ovih polimera u poredenju sa diblok kopolimernim uzorcima. Prisustvo PEO
segmenta kao centralnog bloka ima mnogo ve¢i uticaj, tj. viSe ometa kristalizaciju
kopolimera, nego $to je to slucaj sa lateralno vezanim PEO. Relativni stepen kristalini¢nosti,

y . PCL
raCunat u odnosu na maseni udeo PCL, X,

, prema jednacini 3.2. datoj u Eksperimentalnom
delu, pokazuje koliki procenat PCL segmenata u kopolimerima kristaliSe. Za prvu seriju
triblok kopolimera, njegove vrednosti su iznosile od 65,6 do 70,8 %, a u drugoj seriji od 70,8
do 73,5 %, ukazuju¢i da PCL segmenti ne kristaliSu u potpunosti u kopolimerima i da su neke
frakcije ovih segmenata ugradene u amorfni region polimera. Vrednosti relativnog stepena
kristalini¢nosti polimera PCEC-5 i PCEC-6 su veoma sli¢ne kao posledica sli¢nog sastava
blok kopolimera koji je potvrden i na osnovu NMR analize. Na osnovu dobijenih rezultata se
moze zakljuciti da prisustvo duzeg i maseno zastupljenijeg PEO segmenta znacajnije ometa

kristalizaciju PCL-a zbog &ega su vrednosti X i X¢ - prve serije triblok kopolimera manje u

poredenju sa drugom serijom.

Tabela 4.3. Rezultati DSC i WAXS analiza sintetisanih triblok i diblok kopolimera.

H Tm, AHm, WPCLa, XcDSCa XCPCL(DSC)a XCWAXS,

Polimer o

C Jig mas. % % % %
PCL 68.1 100.5 100 73.4 73.4 49.2
PCEC-1 66,7 85,2 95,5 62,6 65,6 455
PCEC-2 67,9 90,2 96,6 66,3 68,6 46,8
PCEC-3 67,4 93,7 97,2 68,8 70,8 471
PCEC-4 66,8 94,7 98,3 69,6 70,8 46,4
PCEC-5 66,9 98,5 98,7 72,4 73,3 46,8
PCEC-6 67,0 98,9 98,8 72,7 73,5 48,2
PCL/PEO-1 66,8 85,4 95,4 62,7 65,8 45,6
PCL/PEO-2 67,0 94,1 96,8 69,1 71,4 471
PCL/PEO-3 68,0 97,8 97,7 71,9 73,6 48,2

%na osnovu "H NMR analize

Na osnovu rezultata DSC analize, dokazano je da se uvodenjem PEO segmenta, bilo
kao lateralnog ili centralnog bloka u lance PCL-a, moze uticati na termicka svojstva blok
kopolimera kao posledica ometanja kristalizacije PCL segmenata. Kristalinicnost ovih
kopolimera je uslovljena kako polozajem amorfnog PEO bloka i njegovim sadrzajem, tako i

sastavom i molarnom masom uzoraka.

4.6.1. Termicka stabilnost sintetisanih polimera

Ispitivanjem  termicke stabilnosti  sintetisanih  blok  kopolimera, pomoc¢u

termogravimetrijske analize, doslo se do zakljucka o uticaju sastava kopolimera, molarne
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mase, udela mekog PEO segmenta kao i njegovog polozaja na termicka svojstva.
Termogravimetrijska analiza je pokazala da PEO segment, uveden u malom procentu u PCL
lance, menja mehanizam i brzinu termicke degradacije.

Poznato je da se termicka degradacija PCL-a odvija u dva koraka, koji se mogu
odigravati simultano, istovremeno, ili jedan za drugim. U prvom degradacionom koraku koji
se deSava na nizim temperaturama dolazi do nasumic¢nog raskidanja polimernih lanaca, dok
se drugi degradacioni stupanj, koji se odigrava na visim temperaturama, odigrava po tzv.
"unzipping" mehanizmu raskidanja lanaca sa krajeva, tj. depolimerizacijom. [35, 151]

Na osnovu integralne termogravimetrijske krive, TG, i diferencijalne
termogravimetrijske krive, DTG, (Slika 4.5. 1 4.6.) jasno se uocavaju razlike u termickoj
stabilnosti homopolimera i triblok kopolimera sa razliCitim sadrzajem PEO segmenta.
Takode, radi boljeg uvida u kinetiku procesa degradacije, u Tabeli 4.4. su date karakteristi¢ne
temperature termicke degradacije: Tso, Tsou, Toow KOje predstavaljaju temperature na kojim
ispitivani uzorak gubi 5 %, 50 % i 90 % svoje mase, a Tnmax predstavlja temperaturu na kojoj

se dostize maksimalna brzina termicke razgradnje, kao i vrednosti ostatka mase na 500 °C.
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Slika 4.5. TG i DTG krive serije triblok kopolimera sa centralnim PEO segmentom (1000
g/mol).

Sa TG/DTG krivih homopolimera, PCL, uocava se da degradacija pocinje na 345 °C
(Tse) @ da se maksimalna brzina degradacije dostize na 411 °C pri brzini od 2,24 %/°C.
Prisustvo samo jednog pika u DTG termogramu homopolimera ukazuje da se degradacija
ovog poliestra odigrava u jednom koraku ili se dvostepena degradacija odigrava istovremeno.
Sa druge strane, DTG analiza serije triblok kopolimera sa centralnim PEO segmentom (1000
g/mol) pokazala je da se degradacija ovih poliestara odigrava u dva koraka; prvi korak se

odigrava na nizim temperaturama (327 do 340 °C - temperatura maksimuma prvog pika na
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odgovaraju¢im DGT krivama) i moze se pripisati degradaciji PEO segmenta, dok se
degradacija PCL blokova odigrava u drugom koraku, na visim temperaturama (u opsegu od
409 do 413 °C - temperature koje odgovaraju maksimumima drugog pika u DTG dijagramu).
Na osnovu izgleda termograma triblok kopolimera PCEC-1, moglo bi se zakljuciti da je ovaj
blok kopolimer nestabilniji u poredenju sa ostalim uzorcima iz serije. Takode, vrednosti
temperature na kojoj poéinje degradacija (Tsy, iznosi 304 °C) kao i vrednosti brzine na kojima
se desava degradacija maksimalnom brzinom (Vmax 0d 1,14 %/°C) nedvosmisleno ukazuju da
je triblok kopolimer sa najve¢im udelom PEO bloka i najmanjom molarnom masom, termicki
najnestabilniji. U prvom degradacionom koraku, sa porastom udela PEO segmenta, raste i
brzina termiCke degradacije i opada termicka stabilnost. Maksimalna brzina degradacije
triblok kopolimera je bila u opsegu od 0,28 do 1,14 5/°C, pokazujuéi da se degradacija PEO
bloka u prvoj fazi odigrava duplo brze kod polimera sa ve¢im udelom PEO bloka. Drugi
degradacioni korak poti¢e od razgradnje PCL segmenata i odigrava se na viSim
temperaturama (u intervalu od 409 do 413 °C). Temperature degradacije u drugom koraku su
veoma sli¢ne, dok vrednosti maksimalne brzine degradacije rastu sa porastom udela PCL
frakcija u triblok kopolimerima (od 1,21 do 2,38 %/°C). Na temperaturi od 500 °C, kod
triblok kopolimera nije detektovan ostatak mase, dok je ova vrednost za homopolimer PCL

iznosila 2,22 %.
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Slika 4.6. TG i DTG krive serije triblok kopolimera sa centralnim PEO (400 g/mol)
segmentom.

Na osnovu TG i DTG analize serije triblok kopolimera sa manjim sadrzajem PEO
bloka (Slika 4.6.), potvrdena je termicka degradacija u dva koraka, sliéno kao kod serije
triblok kopolimera sa duzim PEO segmentom. Porede¢i termograme prve i druge serije

triblok kopolimera, uocava se da pik koji odgovara prvom degradacionom koraku ima manji
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intenzitet kod druge serije, tj. manja je maksimalna brzina degradacije u prvom koraku. Kako
je udeo PEO segmenta u drugoj seriji triblok kopolimera manji, ovakav rezultat moze biti
dodatna potvrda da se u prvoj fazi zaista deSava degradacija amorfnog PEO bloka, a u drugoj
fazi se razgraduju PCL segmenti. Vrednosti karakteristicnih temperatura degradacije (Tsop,
Tso% 1 Tmax) pokazuju da i veoma mali udeo PEO utie na termicku stabilnost blok
kopolimera, i da sa povecanjem udela PEO segmenta, termicka stabilnost polimera opada.
Tako, triblok kopolimer sa najve¢im udelom PEO, PCEC-4, gubi 50 % svoje mase na
temperaturi od 340 °C, dok druga dva blok kopolimera iz serije, 50 % svoje mase gube na
visim temperaturama, 395 i 401 °C, redom. Najveéa vrednost brzine degradacije u drugom
degradacionom koraku za sva tri blok kopolimera je veoma sli¢na, oko 408 °C, dok je ova
vrednost za PCEC-6 kopolimer u prvom degradacionom koraku najveca u seriji i iznosi 345
°C usled veoma malog udela mekog PEO segmenta i najveéeg procenta PCL bloka. Ostatak
mase na 500 °C jedino nije detektovan u slucaju triblok kopolimera PCEC-6.
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Slika 4.7. TG i DTG krive serije diblok kopolimera.

Potpuno suprotno ponasanju triblok kopolimera tokom termicke razgradnje, na TG 1
DTG krivama serije diblok kopolimera (Slika 4.7.) se zapaZa prisustvo samo jednog pika. Na
osnovu izgleda termograma diblok kopolimera bi se moglo re¢i da uvodenje PEO bloka u
PCL lance nema tako ocigledan uticaj na mehanizam termicke degradaciju kao $to je to bio
slucaj kod triblok kopolimera. Ipak, poredenjem termograma triblok i diblok kopolimera,
nedvosmisleno se moze izvesti zakljuak o uticaju polozaja polietarskog, mekog PEO
segmenta kako na mehanizam, tako i na termicku stabilnost blok kopolimera. Mehanizam
degradacije triblok kopolimera se odigrava u dva koraka, dok se diblok kopolimeri sli¢nog
sastava termicki razlazu u jednom koraku ili se degradacija odigrava razli¢itim mehanizmima

istovremeno, na veoma bliskim temperaturama. U termogramu diblok kopolimera sa
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najve¢im udelom PEO bloka, PCL/PEO-1, jedva je vidljiva prevojna tacka na nizoj
temperaturi, dok se druga dva diblok kopolimera u pogledu degradacije ponaSaju veoma
slicno PCL-u. Pojava pika malog intenziteta na niZzoj temperaturi kod PCL/PEO-1 blok
kopolimera, koja se jedva moze i detektovati, ukazuje da se degradacija odigrava u dva
koraka na ne tako bliskim temperaturama, slicno kao kod triblok kopolimera. Uticaj polozaja
PEO bloka, odnosno da li je on centralno ili lateralno vezan za lance PCL-a, na mehanizam
termicke razgradnje, moze se objasniti na slede¢i nacin: kod triblok kopolimera PEO kao
centralni segment gradi dve veze sa PCL blokovima koja predstavljaju "slaba™ mesta u lancu,
gde najpre dolazi do kidanja polimernog lanca u prvom degradacionom koraku; dok kod
diblok kopolimera, PEO blok je jednom vezom hemijski vezan za PCL blok. Kao posledica
ovoga, diblok kopolimeri pokazuju vecu termicku stabilnost u odnosu na triblok kopolimere
bez obzira na duZinu PEO bloka.

Unutar serije diblok kopolimera, uprkos tome Sto nije utvrden uticaj PEO bloka na
mehanizam degradacije, mozZe se zapaziti uticaj sastava, odnosno udela PEO segmenta na
termicku stabilnost. Diblok kopolimer sa najve¢im udelom PEO bloka, PCL/PEO-1 (udeo
PEO segmenta oko 4,7 mas%) poCinje termicki da se razlaze ve¢ na 328 °C, $to se
umnogome razlikuje od preostala dva uzorka &ija degradacija zapo&inje na 345 °C. Na
osnovu vrednosti Tsy, diblok kopolimer sa ve¢im udelom PEO segmenta je termicki
nestabilniji i njegova degradacija zapoCinje na niZoj temperaturi, dok su vrednosti ostalih
karakteristi¢nih temperatura, kao i maksimalna brzina degradacije medusobno veoma sli¢ni, a

sli¢ni su i sa homopolimerom PCL.

Tabela 4.4. TGA podaci termic¢ke degradacije sintetisanih blok kopolimera.

Polimer Ts0, Ts500%, To0%, Tmaxi Vimax, Ons]taasts K
°Cc °Cc °Cc °C %/min o
Y%
PCL 345 408 429 411 2.24 2.22
PCEC-1 304 355 411 340/413 1,14/1,21 0
PCEC-2 311 399 423 334/413 0,52/1,88 0
PCEC-3 312 402 419 327/409 0,28/2,38 0
PCEC-4 316 340 421 337/408 0,52/2,06 1,78
PCEC-5 312 395 418 337/404 0,63/1,90 0,91
PCEC-6 324 401 420 345/408 0,41/2,27 0
PCL/PEO-1 328 404 423 415 2,36 0
PCL/PEO-2 345 407 427 414 2,33 3,31
PCL/PEO-3 345 406 428 413 2,22 2,00

U literaturi je zabelezeno da amfifilni triblok kopolimeri degradiraju mehanizmom

koji se odvija u dva koraka pri ¢emu se u prvom koraku degradiraju lanci PCL-a a da drugi
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degradacioni korak odgovara razgradnji PEO bloka. [152] Potpuno suprotno ponaSanje
sintetisanih 1 ispitanih triblok kopolimera se moze pripisati razliitom sastavu triblok
kopolimera, odnosno duZini lanaca PCL-a i malom udelu polietarskog PEO segmenta u
slucaju ispitanih kopolimera. Analiziranjem svih rezultata termogravimetrijske analize, obe
serije triblok kopolimera i serije diblok kopolimera, moze se zakljuciti da se uvodenjem PEO
bloka u lance PCL-a smanjuje termi¢ka stabilnost kopolimera, i da termicka stabilnost zavisi
od sastava blok kopolimera - ve¢i udeo PEO bloka, manja termicka stabilnost. Polozaj PEO
bloka uti¢e na mehanizam termicke degradacije, odnosno diblok kopolimeri se degradiraju u
jednom koraku ili u dva koraka koja se istovremeno odigravaju, dok se triblok kopolimeri
termicki razlazu u dva koraka. Takode, vecu stabilnost su pokazali PCL/PEO diblok

kopolimeri u poredenju sa PCEC triblok kopolimerima.

4.7. Difrakcija rendgenskih zraka na velikim uglovima (WAXS) sintetisanih blok

kopolimera

Kristalna struktura sintetisanih poliestara, PCL-a i blok kopolimera, ispitana je
difrakcijom X-zraka na velikim uglovima. Na osnovu WAXS analize su dobijeni podaci o
vrednostima stepena kristalini¢nosti, kao i vrsti kristalne reSetke kod ove vrste polimera. Za
semi-kristalne polimere su Kkarakteristi¢ni difraktogrami sa proSirenim maksimumima,
odnosno sa pikovima koji su manje ostri nego za potpuno Kkristalne supstance, Sto je posledica
neuredenosti kristalne reSetke. Potpuno amorfne supstance pokazuju Siroki maksimum,
takozvani amorfni halo. Stepen kristalini¢nosti polimera se moze izraunati iz odnosa razlike
ukupne povrSine difraktograma i povrSine ispod amorfnog haloa i ukupne povrSine
difraktograma.

U difraktogramu svih sintetisanih blok kopolimera i homopolimera PCL (Slika 4.8.,
4.9. 1 4.10.) se nalaze tri maksimuma (pikovi) koja poti¢u od kristalne faze PCL-a, kao
jedinog kristaliSu¢eg segmenta jer PEO segmenti molarne mase manje od 2000 g/mol ne
mogu da kristaliSu. U slu¢aju kada oba segmenta, i PCL i PEO, imaju mogucnost
kristalizacije, sastav kopolimera ima veliki uticaj na njihovo kristalizaciono ponaSanje. U
literaturi postoje podaci da kristalizacija PCL segmenata u triblok kopolimerima ometa
kristalizaciju PEO bloka, dok, suprotno, kristalizacija PEO segmenata u ovim polimerima
nema uticaja na kristalisanje PCL blokova. [31] U difraktogramu homopolimera PCL se
mogu detektovati maksimumi (pikovi) na uglovima 26 od 21,4; 22,1 i 23,7° koji odgovaraju
refleksionim ravnima (110), (111) i (200), redom. WAXS analiza sintetisanih kopolimera
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potvrdila je slicnost sa difraktogramom homopolimera PCL i prisustvo samo jedne kristalne
faze koja poti¢e upravo od prisustva PCL bloka u kopolimerima. Uvodenjem amorfnog PEO
segmenta u lance PCL-a ne dolazi do promene u vrsti Kkristalne reSetke i svi sintetisani
polimeri KkristaliSu u obliku ortorombicne jedini¢ne ¢elije sa dimenzijama: a = 0,7496 nm, b =
0,4974 nm, ¢ =1,7971 nm. [7]
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Slika 4.8. Difraktogrami serije triblok kopolimera sa duzinom PEO bloka od 1000 g/mol.

Prisustvo pikova karakteristicnih za PCL je detektovano u svim difraktogramima
sintetisanih blok kopolimera. Ipak, polozaj ovih pikova nije isti u odnosu na homopolimer,
kao ni izmedu kopolimera. Sa povecanjem udela mekog PEO segmenta u prvoj seriji triblok
kopolimera, sa PEO blokom od 1000 g/mol, karakteristi¢ni pikovi se pomeraju ka ve¢im 26
vrednostima u odnosu na PCL, §to se moze pripisati deformacijama jedinicne ¢elije, odnosno
smanjenju dimenzija jedini¢ne Celije (Slika 4.8.). Pomeranje pikova u difraktogramima
navodi na zakljucak o uticaju uvodenja PEO segmenta na kristalizaciono ponasanje triblok
kopolimera, Sto je u saglasnosti sa DCS analizom koja je pokazala da prisustvo PEO bloka u
triblok kopolimerima ometa kristalizaciju PCL lanaca. Kod triblok kopolimer iz prve serije sa
najveéim sadrzajem PEO (PCEC-1, 4,5 mas.% PEO) karakteristi¢ni pikovi su najvise
pomereni u poredenju sa ostalim kopolimerima iz serije. Kako raste udeo PCL segmenata u
kopolimerima, polozaj pikova u difraktogramu se priblizava polozaju pikova karakteristicnih
za homopolimer PCL.

Pomeranje karakteristicnih pikova se moze zapaziti i u difraktogramima serije triblok
kopolimera sa PEO segmentom od 400 g/mol (Slika 4.9.). Ovakav rezultat implicira da
prisustvo PEO bloka kao centralnog segmenta veoma male duzine (400 g/mol) dovodi do
drugacije kristalizacije blok kopolimera. Iz difraktograma se moze videti da je polozaj
karakteristi¢nih pikova triblok kopolimer sa najve¢im udelom PEO bloka veoma sli¢an

pikovima homopolimera PCL, dok se kod preostala dva kopolimera iz ove serije jasno
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uocava pomeranje ovih pikova ka ve¢im 26 vrednostima. Pomeranje pikova ka vecim 26
vrednostima ukazuje na promene dimenzija kristalne jedinicne celije, tj. njthovom smanjenju
uprkos prisustvu malog sadrzaja PEO segmenta u PCEC-5 i PCEC-6 kopolimerima. Dve
serije triblok kopolimera istog tipa ali razli€itog sastava i udela PEO bloka su dale potpuno
suprotne rezultate WAXS analize. U seriji sa duzim PEO blokom, pikovi u difraktogramu
triblok kopolimera sa najveéim sadrzajem PEO se najvisSe pomeraju ka veéim 260
vrednostima, dok su u seriji sa kra¢im PEO segmentom pikovi uzorka PCEC-4 (najve¢i udeo
PEO) najmanje pomereni ka nizim 26 vrednostima. Sadrzaj PEO segmenta, kao i duzina PCL

lanaca mogu biti odgovorni za ovako razli¢ita kristalizaciona svojstva.

PCL
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Slika 4.9. Difraktogrami serije triblok kopolimera sa duzinom PEO bloka od 400 g/mol.

Ukoliko uporedimo difraktograme sintetisanih diblok kopolimera (Slika 4.10.) sa
homopolimerom PCL i serijama triblok kopolimera, zapaza se pomeranje difrakcionih pikova
ka nizim vrednostima 26, $to je potpuno suprotno ponasanju triblok kopolimera. Pomeranje
pikova ka nizim vrednostima uglova nastaje kao posledica povecanja dimenzija jedini¢ne
¢elije. Polozaji karakteristi¢nih pikova diblok kopolimera su medusobno sli¢ni, a u odnosu na
homopolimer pomereni ka nizim 26 vrednostima, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da u
slucaju lateralno vezanog PEO bloka, sastav diblok kopolimera nema znacajniji uticaj na
dimenzije jedini¢ne Celije.

Rezultati WAXS analize su potvrdili da i polozaj amorfnog, mekog PEO segmenta,

sastav blok kopolimera i duzina PCL blokova uti¢u na njihovo kristalizaciono ponasanje.
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Slika 4.10. Difraktogrami serije diblok kopolimera.

Za sve blok kopolimere kao i za homopolimer PCL je izraunata vrednost stepena
kristalini¢nosti na osnovu WAXS analize. Stepen kristalini¢nosti se odnosi na kristalne PCL
domene koji su racunati na osnovu refleksije (110), (111) i (200) ravni, kako je vec
objasnjeno u eksperimentalnom delu. Homopolimer PCL je imao najvecu vrednost stepena
kristalini¢nosti, 49,2 % i ova vrednost se ne razlikuje u ve¢em procentu od vrednosti stepena
kristalini¢nosti izracunate za blok kopolimere (Tabela 4.3.). Vrednosti X; blok kopolimera sa
najve¢om molarnom masom i najmanjim udelom PEO segmenta u serijama (PCEC-3, PCEC-
6 i PCL/PEO-3) su najvece i veoma bliske vrednosti stepena kristalini¢nosti PCL-a. Sa
porastom udela PCL blokova, a samim tim i pove¢anjem molarne mase kopolimera, stepen
kristalini¢nosti blok kopolimera neznatno raste. Prva serija triblok kopolimera sa duzim PEO
blokom ima najmanje vrednosti X; u poredenju sa drugom serijom triblok kopolimera ali i u
poredenju sa serijom diblok kopolimera. Serija diblok kopolimera istog sastava kao prva
serija triblok kopolimera poseduje veée vrednosti X; Sto se moze pripisati razli¢itoj duzini
PCL segmenata u ovim kopolimerima. Stepen polimerizovanja PCL segmenata u triblok
kopolimernoj seriji je u intervalu od 93 do 152, dok se u seriji diblok kopolimera njegova
vrednost krece od 184 do 381, $to je duplo viSe. Kao posledica toga javljaju se razlike u
vrednostima stepena kristalini¢nosti ukazuju¢i na uticaj polozaja PEO bloka na kristalini¢nost
blok kopolimera.

Vrednosti stepena kristalini¢nosti sintetisanih blok kopolimera izraCunatog na osnovu
WAXS analize su bile u intervalu od 45,5 do 48,2 % Sto je mnogo manje nego vrednosti koje
su dobijene na osnovu DCS analize (od 62,6 do 72,7 %). Takode, kristalini¢nost PCL-a
odredena WAXS analizom (49,2 %) je manja u poredenju sa vrednosti dobijenom na osnovu
DCS-a (73,4 %). Ove razlike u vrednostima X. mogu biti posledica mogucih distorzija u

kristalnoj reSetki polimera [153], kao i samoj metodi detekcije i izraCunavanja.
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4.8. Ispitivanje apsorpcije vode i apsorpcije vlage PCL-a i sintetisanih blok kopolimera

Ogledi ispitivanja apsorpcije vode i vlage sintetisanih alifatskih poliestara su radeni u
cilju ispitivanja njihove hidrofilnosti u masi i apsorpcione sposobnosti. Hidrofilnost
polimernih uzoraka je jedan od vaznih faktora koji odreduju degradaciono ponasanje ovih
polimera. Ispitivanje apsorpcije vode polimernih filmova je radeno u fosfatnom puferu, PBS,
na 37 °C tokom 72 h. Rezultati testova dve serije triblok kopolimera nakon 72 h inkubacije su
prikazani na Slici 4.11., jer su nakon ovog vremena zabelezene najveée promene u
vrednostima apsorpcije vode i vlage.

Homopolimer PCL poseduje najmanju vrednost apsorpcije vode, samo 2 mas.%
nakon 72 h, usled njegove hidrofobnosti. U prvoj seriji triblok kopolimera (Slika 4.11.a),
triblok kopolimer PCEC-1 je apsorbovao oko 4 mas% vode nakon 72 h zahvaljujuci
najveéem udelu hidrofilnog PEO bloka u seriji triblok kopolimera. Sa porastom udela PCL
segmenta, a samim tim i molarne mase, triblok kopolimeri apsorbuju manji procenat vode.
Ovako mala vrednost procenta apsorpcije vode ispitivanih uzorka, kao i male razlike u ovim
vrednostima izmedu uzoraka, posledica su prisustva veoma malog udela PEO segmenta i
dominantnog uticaja PCL bloka. Homopolimer PCL se karakterise kao veoma hidrofoban
polimer jer je i nakon 110 nedelja inkubacije u PBS-u apsorbovao samo 2 mas.% vode.[154]
U seriji triblok kopolimera sa kra¢im PEO segmentom (Slika 4.11.b), zapaza se sli¢an trend u
vrednostima apsorpcije vode kao kod prve serije triblok kopolimera: ve¢i udeo hidrofilnog
PEO, bolja apsorpciona sposobnost. Ipak, mala duzina hidrofilnog segmenta (400 g/mol) u
drugoj seriji je uticala da i kopolimer sa najveé¢im udelom PEO bloka u seriji, PCEC-4,
apsorbuje tek 3 mas.% vode. Druga dva blok kopolimera iz serije u manjem procentu

apsorbuju vodu (2,5 mas.%) usled ve¢eg udela PCL segmenta.
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Slika 4.11. Apsorpcija vode i vlage PCL-a i: a) serije triblok kopolimera sa PEO (1000
g/mol) segmentom, b) serije triblok kopolimera sa kra¢im PEO (400 g/mol) segmentom.
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Iako je bilo ocekivano za diblok kopolimere da apsorbuju vecu koli¢inu vode u
poredenju sa triblok kopolimerima usled mobilnosti lateralno vezanog hidrofilnog m-PEO,
rezultati testova apsorcije vode su potvrdili da apsorpciona sposobnost zavisi prvenstveno od
sadrzaja PCL segmenata u kopolimeru. Diblok kopolimer sa najve¢im udelom m-PEO (oko
4,7 mas.%) apsorbovao je 4 mas.% vode nakon 72 h i sa porastom udela PCL segmenata u

diblok kopolimerima, ova vrednost je opadala (Slika 4.12.).

Apsorpcija vode (posle 72 h)
B Apsorpcija viage (posle 72 h)

Apsorpcija vode / Apsorpcija viage (%)
w

PCL PCL/PEO-1 PCL/PEO-2 PCL/PEO-3

Slika 4.12. Apsorpcija vode i vlage PCL-a i diblok kopolimera.

Na osnovu ispitivanja apsorpcije vode sintetisanih polimera, moze se re¢i da se
uvodenjem kratkog, hidrofilnog PEO segmenta u lance PCL-a u maloj meri povecava
hidrofilnost blok kopolimera u masi. Prethodna istrazivanja su pokazala da su triblok i diblok
kopolimeri sa duzim PEO blokom (M, 5000 and 8000 g/mol) apsorbovali oko 5 mas.% vode
tokom dve nedelje 1 samo 15 mas.% vode nakon 110 nedelja ispitivanja, pri ¢emu je potvrden
mali uticaj prisustva PEO segmenta u lancima PCL-a. [154] I pored malog povecanja
hidrofilnosti uzoraka, utvrdeno je da je procenat apsorpcije vode odreden i sastavom
kopolimera. Variranjem sastava, tj. odnosa PCL/PEO ili duzinom njihovih blokova se u
velikoj meri moZe uticati na hidrofilna svojstva kopolimera. [155] U kopolimerima gde je
odnos PCL/PEO iznosio 75/25, zabelezen je porast mase od 35 mas.%, dok je za molski
odnos 50/50, vrednost apsorpcije vode iznosila 100 mas.%. Pored uticaja sastava kopolimera,
utvrden je i uticaj molarne mase na hidrofilna svojstva blok kopolimera. Velika vrednost
molarne mase utice na manju pokretljivost 1 relaksaciju polimernih lanaca $to onemogucava
migriranje hidrofilnog PEO segmenta na povrsSinu triblok kopolimernih filmova. Mali
procenat apsorpcije vode triblok i diblok kopolimera (od 2 do 4 mas.%) sintetisanih u okviru
ove studije ukazuju da kod kopolimera nije dosSlo do migracije niti segregacije PEO vrsta na

povrsinu filma.
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Dodatna potvrda neznatnog poboljSanja hidrofilnosti sintetisanih triblok i diblok
kopolimera u poredenu sa PCL-om je dobijena na osnovu testova apsorpcije vlage. Vrednost
apsorpcije vlage za PCL iznosila je 0,75 mas.% Sto je bio pokazatelj veoma hidrofobne
prirode homopolimera. Serije triblok kopolimera su pokazale sli¢no ponasanje kao PCL ili
male razlike u vrednostima apsorpcije vlage (Slika 4.11. a i 4.11.b). U drugoj seriji triblok
kopolimera sa kratkim hidrofilnim segmentom, ove vrednosti su bile i ispod 1 mas.% za sve
uzorke. U seriji diblok kopolimera, znacajnije povecanje mase polimernih filmova je
detektovano za uzorak sa najve¢im udelom m-PEO, PCL/PEO-1, koje je iznosilo oko 4
mas.% nakon 72 h. Razlog ovakvom ponaSanju moze biti bolje ispoljavanje hidrofilnih
svojstava m-PEO segmenta u ovom uzorku nego u preostala dva. Generalno, male vrednosti
procenta apsorpcije vlage mogu biti jedan od pokazatelja male hidrofilnosti sintetisanih

polimera.

4.9. Odredivanje vrednosti kontaktnog ugla sa vodom (WCA)

PovrSina sintetisanih polimernih filmova je okarakterisana merenjem vrednosti
statickog kontaktnog ugla sa vodom u cilju ispitivanja njihove kvasljivosti i hidrofobnosti
povrsina. Na osnovu literaturnih podataka, vrednosti kontaktnog ugla veé¢e od 90 ° ukazuju na

nekvasljive i hidrofobne povrSine polimera.

100

Slika 4.13. Vrednosti kontaktnog ugla sa vodom PCL i blok kopolimera.

Podaci o vrednosti kontaktnog ugla homopolimera PCL na osnovu razli¢itih
ispitivanja se nalaze u opsegu od 65 do 80 stepeni u zavisnosti od vrste rastvaraca iz kojih su
izlivani polimerni filmovi ali i od molarne mase polimera. [156-158] Ispitivani homopolimer
PCL u formi filma, koji je izliven iz rastvora hloroforma, imao je srednju vrednost WCA oko

87,5 ° na osnovu &ega se povrsina ovog uzorka moze smatrati slabo hidrofilnom. Ukoliko
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uporedimo vrednosti kontaktnih uglova sintetisanih blok kopolimera (diblok i triblok)
graficki prikazanih na Slici 4.13., zakljuCuje se da nema znacajnije razlike u izracunatim
vrednostima WCA i one su se kretale u intervalu od 84,1 do 87,5 °. Kako bi se eliminisao
uricaj hrapavosti povrsine polimernih filmova, za uzorak PCL-a je pripremljena pastila iz
rastopa i na tom obliku odredena vrednost kontaktnog ugla. Hrapavost ovako pripremljenog
uzorka je iznosila manje od 100 nm na osnovu AFM analize. Za pastilu homopolimera PCL
je izmerena vrednost kontaktnog ugla sa vodom od 95,5 °, dok su vrednosti triblok i diblok
kopolimera bile manje u poredenju sa PCL-om, ukazujuéi na blagi porast u hidrofilnosti
kopolimernih filmova. Na osnovu rezultata merenja vrednosti kontaktnog ugla sa vodom se
moze izvesti zakljuCak o malom afinitetu ispitivanih uzoraka ka polarnim tecnostima, vodi u
ovom slucaju. Prisustvo hidrofilnog PEO segmenta u blok kopolimerima u malom procentu
(manje od 5 mas.%) ne moze znacajnije poboljsati hidrofilna svojstva ovih poliestara.
Povecanje hidrofilnih svojstava ove vrste blok kopolimera i veca razlika u vrednostima
njihovih kontaktnih uglova moze se ostvariti uvodenjem duzeg PEO bloka, ali i u ovom
slu¢aju su vrednosti WCA odredene sastavom polimera i odnosom PCL/PEO. [135]

Rezultati analize merenja WCA ukazuju da hemijski sastav blok kopolimera,
morfologija povrSine i hrapavost polimernih filmova koja je odredena nafinom pripreme

polimernih filmova, odreduju kvasljivost 1 hidrofilnost povrsine kopolimernih filmova.

4.10. Dinamic¢ko-mehani¢ka analiza PCL i blok kopolimera u ¢vrstom stanju i stanju

rastopa

Dinamicko-mehanickom analizom (DMA) je dobijen uvid u reoloska svojstva
sintetisanih poliestara u ¢vrstom i teCnom stanju, Sto je veoma vazno sa aspekta njihove
primene i postupka prerade iz rastopa (npr. ekstruzija i brizganje). Ispitivanje viskoelasti¢nih
svojstava rastopa polimera je veoma znacajno, jer se mogu suzbiti nestabilnosti rastopa
polimera tokom procesa prerade. Viskoelasti¢na svojstva PCL-a, triblok i diblok kopolimera
u C¢vrstom stanju Su ispitivana u ogledima uvijanja na uzorcima u obliku epruveta i
predstavljena kao mehanicki spektri zavisnosti modula sacuvane energije smicanja (G') i
modula izgubljene energije smicanja (G'’), kao i faktora prigusenja (tand) od temperature pri
frekvenciji od 1 Hz (Slika 4.14.).
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Slika 4.14. Zavisnost modula sac¢uvane (G') i izgubljene energije (G") i vrednost tand za: a)
PCL i seriju triblok kopolimera (PEO 1000 g/mol) i b) PCL i seriju diblok kopolimera, na
frekvenciji od 1 Hz.

Na krivama temperaturne zavisnosti modula sacuvane energije, modula izgubljene
energije 1 faktora prigusenja od temperature jasno se uocavaju Cetiri oblasti: oblast staklastog
stanja, oblast prelaska iz staklastog u plato gumolikog ponaSanja, plato gumolikog ponaSanja
1 prelazak iz gumolikog u oblast teCenja. Temperature ostakljivanja sintetisanih polimera, Tg,
su odredene na tri nacina: 1) kao prevojna tacka modula sa¢uvane energije, G', pri prelasku iz
staklastog u plato gumolikog ponaSanja, 2) kao maksimum pika koji se javlja na krivoj
zavisnosti modula izgubljene energije, G", 3) kao maksimum pika koji se javlja kod krive
zavisnosti tand od temperature (Tabela 4.5.). Vrednosti Ty odredene sa razli¢itih krivih
zavisnosti se medusobno razlikuju, a najniZze vrednosti su dobijene ocCitavanjem sa krivih
zavisnosti modula izgubljene energije od temperature. Ocitavanjem ovih vrednosti sa krivih
zavisnosti G"-T, odredena je vrednost temperature ostakljivanja PCL-a od -57,4 °C, dok su
vrednosti Ty triblok kopolimera bile medusobno veoma sli¢ne, u intervalu od -62,3 do —65,2
°C. Vrednosti temperature ostakljivanja serije diblok kopolimera odredene na ovaj nacin su
takode bile sli¢ne i u opsegu od —64,8 do —65,1 °C, na osnovu &ega se moze zakljuditi da sa
uvodenjem mekog, amorfnog PEO segmenta, bilo kao centralnog ili lateralnog bloka, dolazi
do smanjenja vrednosti Ty u poredenju sa homopolimerom, PCL. Najvece vrednosti
temperatura ostakljivanja su odredene iz krivih zavisnosti tand-T, i bile su u intervalu od —
54,7 do —62,3 °C za serije blok kopolimera, a najveca vrednost Tq (—47,5 °C) je odredena za
homopolimer, PCL.

Vrednosti modula sacuvane i izgubljene energije na karakteristicnim temperaturama
su prikazane u Tabeli 4.5. U opsegu nizih temperatura, modul sacuvane energije (G") opada
idu¢i ka vis§im temperaturama, pikovi modula izgubljene energije (G") se Sire, kao i pikovi

faktora prigudenja (tand). U temperaturnom opsegu od —70 do 0 °C, kriva zavisnosti tano-T
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PCL-a i blok kopolimera pokazuje maksimum u temperaturnom opsegu od -55,4 do -50,1
°C, dok je maksimum krive homopolimera PCL pomeren ka vecoj vrednosti u poredenju sa
blok kopolimerima. Sa porastom vrednosti stepena kristalini¢nosti u serijama triblok i diblok
kopolimera, dolazi do pomeranja maksimuma krivih zavisnosti tano-T ka viSim
temperaturama, a intenzitet a-relaksacije opada. Takode, u temperaturnom opsegu ispod —70
°C (na oko —95 °C ) uocavaju se pikovi na krivama zavisnosti modula izgubljene energije i
tand, kada dolazi do pojava g-relaksacije, Sto se moze pripisati rotaciji manjih grupa i
segmenata amorfnog dela polimernog uzorka (sekundarni relaksacioni procesi). lako pikovi
nisu snimljeni u celini, moze se zakljuciti da se polozaj i oblik pikova PCL-a i sintetisanih
kopolimera znacajno ne menjaju. Sa druge strane, oblik a-relaksacionog pika umnogome
zavisi od vrednosti stepena kristalini¢nosti i asimetri¢no se 8iri. Maksimum pika a-relaksacije
odgovara temperaturi ostakljivanja, odnosno pri toj temperaturi nametnuta frekvencija ogleda
je jednaka frekvenciji oscilovanja vecih grupa i segmenata (do 50 C atoma) u amorfnoj
oblasti polimernog uzorka, koja moze biti ograni¢ena kristalitima u semikristalinicnom
polimeru PCL-a. [140, 159] U oblasti staklastog stanja polimernih uzoraka, najvecu vrednost
modula satuvane energije, G', ima homopolimer PCL (1,35x10° Pa). Uvodenjem mekog,
amorfnog PEO segmenta u lance PCL-a, dolazi do smanjenja vrednosti G', pa tako triblok
kopolimer sa najve¢im udelom PEO segmenta (PCEC-1) ima najmanju vrednosti modula
satuvane energije (1,01x10° Pa) u poredenju sa ostalim uzorcima iz serije. Vrednosti modula
sacuvane energije za seriju diblok kopolimera su veoma sli¢ne, i u opsegu od 1,03 do
1,06x10° Pa. Vrednosti G' za sve ispitivane uzorke su bili reda veli¢ine 10° Pa (na temperaturi
-90 °C), dok su vrednosti modula izgubljene energije, G", bile reda veli¢ine 10’ Pa, ukazujuéi
da se u oblasti staklastog stanja polimera, saCuva vise energije nego Sto se izgubi u vidu
toplote. U platou kada je polimer u gumolikom stanju, moduli sacuvane i izgubljene energije
su relativno konstantni, odnosno nezavisni od promene temperature (u oblasti od 0 do 40 °C).
Oblast platoa gumolikog stanja je karakteristican za hemijski ili fizicki umrezene polimere,
ali 1 za amorfne polimere velike molarne mase. Modul sacuvane energije kopolimera u oblasti
platoa gumolikog stanja rastu sa porastom vrednosti stepena kristalini¢nosti PCL segmenata
kao posledica fizickog ojacanja kristalitima. Najveéa vrednost G' u oblasti gumolikog
ponasanja je odredena za PCL, 2,14x 10 Pa.

Jednacina koja definiSe relaksacionu jac¢inu AG' = G', — G',, (gde je G', modul
saCuvane energije u staklastom stanju, a G',, modul sacuvane energije u gumolikom stanju) se

moze iskoristiti za analizu viskoelasti¢nih svojstava polimera prilikom prelaska iz staklastog
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u gumoliko stanje. Relaksaciona jacina tri- i diblok kopolimera, merena na osnovu razlike
izmedu relaksacionog (G',, niZa temperatura, staklasto stanje) i nerelaksacionog (G'., visa
temperatura, plato gumolikog stanja) modula, je imala vrednosti manje u odnosu na
homopolimer PCL i kao $to je oCekivano uglavnom opadala sa porastom vrednosti stepena
kristalini¢nosti (Tabela 4.5.).

Tabela 4.5. Temperatura ostakljivanja, Ty, modul sacuvane energije, G' na temperaturi od -90
i 30 °C, redom, i relaksaciona jacina sintetisanih polimera.

a 0 ] ] ]

Polimer Weers X.O5C 4 T, C G G AG',
wt % G"max Gl tan Smax -90 °C +30 °C Pa
PCL 1 734 574 550 -475 1,35x10° 2,07x10° 11,43
PCEC-1 955 62,6 -625 -603 -55,1 1,01x10° 1,74x10° 8,36
PCEC-2 96,6 66,3 -623 -602 -547 121x10° 2,69x10° 9,41
PCEC-3 972 688 -652 -652 -57,4 1,10x10° 1,98x10° 9,02

PCL/PEO-1 954 62,7 -651 -624 -62,3 1,06x10° 1,58x10° 9,02
PCL/PEO-2 96,8 691 -650 -62,2 -59,9 1,03x10° 1,61x10° 8,69
PCL/PEO-3 97,7 719 -648 -60,0 -58,1 1,05x10° 1,70x108 8,80

2 Na osnovu "H NMR analize

U skladu sa principom superpozicije vreme-temperatura, dobijene su zbirne krive
zavisnosti modula sauvane i modula izgubljene energije od frekvencije na temperaturi na
kojoj su ispitivani uzorci bili u stanju rastopa, 100 °C, (Slika 4.15.), u intervalu frekvencija
0,01 do 1000 rad/s. Svi ispitivani uzorci se tokom topljenja ponaSaju kao homogeni polimerni
materijal. Na visokim frekvencijama krive zavisnosti modula sac¢uvane 1 modula izgubljene
energije se seku, i u toj tacki je G'=G", $to predstavlja tacku u kojoj kriva zavisnosti ulazi u
plato. Na prikazanim graficima zavisnosti serije triblok i diblok kopolimera, u ispitivanom
intervalu frekvencija, nisu detektovane tacke preseka ove dve krive. Nemoguénost detekcije
tacke preseka se moze pripisati nedovoljno visokim primenjenim frekvencijama ispitivanja,
na kojima je za PCL bilo moguce uoditi presek ove dve krive zavisnosti. [160] Na osnovu
prikazanih rezultata, moze se zaklju¢iti da nehomogeno ponasanje, kao $to je pojava
mikrofazne separacije, karakteristi¢ne za blok kopolimere i smeSe polimera nije detektovana
kod ispitivanih PCL/PEO blok kopolimera.
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Slika 4.15. Krive zavisnosti: a) modula sacuvane i b) modula izgubljene energije PCL-a i
serije triblok kopolimera (PEO 1000 g/mol) i diblok kopolimerne serije (T, = 100 °C).

U tacki preseka, gde je G' = G" krive zavisnosti ulaze u plato i u ovoj oblasti se moze
definisati vrednost modula Gy°, koji se izradunava iz krive zavosnosti § od G*, a na osnovu
jednacine: Gy = limG*, kada 6—0.

Vrednost Gy° za homopolimer PCL je iznosila 3,64x10° Pa, i to je bila najveéa izmerena
vrednost u odnosu na seriju triblok i diblok kopolimera kao posledica najvece vrednosti
molarne mase PCL-a (Slika 4.17.a). Ocekivano, najmanje vrednosti su izraCunate za triblok i
diblok kopolimere sa najmanjom vrednosti molarne mase, PCEC-1 i PCL/PEO-1 (2,66x10° i
2,31x10° Pa, redom). Sa porastom udela PCL segmenata, a samim tim i molarne mase
polimera, beleZi se porast vrednosti Gy’

Vazan faktor koji kontroliSe reolosko ponaSanje polimera, odnosno ponaSanje u stanju
rastopa 1 mehanicka svojstva u ¢vrstom stanju, jesu fizi¢ki prepletaji lanaca polimera. Stoga

je odredivanje molarne mase izmedu prepletaja, Me, veoma vazan parametar. Vrednost M, se

C oy . . v RT
defini$e na osnovu vrednosti G\® a prema jednaini: M, = pG_o
N

gde je p gustina polimera na odredenoj temperaturi, T, @ R je univerzalna gasna konstanta.
Gustina rastopa PCL na 100 °C iznosi 1,145 g/cm® [161]. Vrednost molarne mase izmedu
prepletaja ima najmanju vrednost za homopolimer PCL (0,97x10° g/mol), dok uvodenjem
mekog, amorfnog PEO segmenta u lance PCL, dolazi do porasta vrednosti M. Vrednosti M,
za triblok i diblok kopolimere se kre¢u u intervalu od 1,19x10° do 1,58x10° g/mol, a unutar
serije blok kopolimera, sa porastom vrednosti molarne mase kopolimera, vrednost M, opada.
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Tabela 4.6. Nulta kompleksna viskoznost, energija aktivacije teCenja PCL-a i ispitanih triblok
i diblok kopolimera.

* 0
Polimer 70Ma 100°C, Ea, kJ/mol -p m n G\’ Pa M, g/mol
Pas
PCL 1152 32,7 0,295 1,43 1,77 3,64x10° 0,97x10°
PCEC-1 65 32,6 - 0,999 184 2,66x10° 1,33x10°
PCEC-2 166 39,1 - 0983 1,74 2,84x10° 158x10°
PCEC-3 479 35,6 0,180 0,946 1,87 2,98x10° 1,19x10°
PCL/PEO-1 60 34,2 - 0,996 1,82 2,30x10° 1,54x10°
PCL/PEO-2 80,6 34,2 - 0,996 197 2,38x10° 1,49x10°
PCL/PEO-3 133,5 35,5 0,088 0,987 187 2,41x10° 1,47x10°

Promena kompleksnog viskoziteta je ispitivana u intervalu frekvencija 0,01 do 1000
rad/s, na uzorcima u stanju rastopa (100 °C), i zavisnost vrednosti nulte viskoznosti 7,
sintetisanih poliestara na 100 °C je prikazana na Slici 4.16.a. Za sve ispitivane polimere je
primecena konstantnost kompleksnog dinamickog viskoziteta u celom intervalu promene
frekvencije, $to ukazuje na Njutnovsko ponasanje ovih polimera u stanju rastopa na 100 °C.
Medutim, homopolimer PCL se ponasa pseudoplasti¢no u stanju rastopa pri ve¢im brzinama
smicanja, odnosno njegova viskoznost opada sa porastom frekvencije usled prisustva
prepletaja u rastopu polimera velikih molarnih masa. Vrednost kompleksnog dinamickog
viskoziteta je bila najveca za homopolimer PCL, 1152 Pas (Tabela 4.6.), dok su vrednosti
kompleksnih dinamickih viskoziteta triblok i diblok kopolimera zavisile od vrednosti molarne
mase i udela PEO segmenta. Triblok kopolimer i diblok kopolimer najmanje vrednosti
molarne mase, istovremeno sa najve¢im udelom PEO bloka, su imali najmanje vrednosti
kompleksne viskoznosti: 65 Pas, odnosno 60 Pas. Sa porastom molarne mase i udela PCL
segmenata u serijama blok kopolimera, vrednost 7', rastu. Nagib krivih zavisnosti dinamicke
viskoznosti od frekvencije u log-log dijagramu, p, pri ve¢im frekvencijama je bilo moguce
odrediti samo za polimere ve¢ih molarnih masa: PCL, PCEC-3 i PCL/PEO-3. Tako je
vrednost ovog nagiba bila najveca za PCL (-0,295) koji je imao najvecu vrednost molarne
mase, dok su vrednosti p za PCEC-3 i PCL/PEO-3 iznosile —-0,180 i —0,088, redom. Primetno
je da vrednost nagiba triblok kopolimera ima vecu vrednost u odnosu na diblok kopolimer
slicne vrednosti molarne mase, ali su generalno i vrednosti nulte viskoznosti serije triblok

kopolimera vece u odnosu na vrednosti serije diblok kopolimera slicnih molarnih masa.
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Slika 4.16. a) Zavisnost kompleksne viskoznosti od frekvencije za PCL i seriju triblok (PEO
1000 g/mol) i diblok kopolimera na referentnoj temperaturi od 100 °C, b) Zbirne krive
zavisnosti modula sacuvane, modula izgubljene energije i dinamicke viskoznosti PCL-a od
frekvencije na referentnoj temperaturi.

Nagibi krivih zavisnosti G' od frekvencije u oblasti niskih frekvencija (u log-log
dijagramu) imaju vrednosti priblizno 2 (n), dok je nagib odgovaraju¢ih krivih zavisnosti G"
priblizno 1 (m), Sto je karakteristicno ponasanje homogenih rastopa homopolimera u
terminalnoj viskoelasti¢noj oblasti. Sa porastom vrednosti molarne mase unutar serije blok
kopolimera, vrednosti nagiba m opadaju, $to je narocito izrazeno u seriji triblok kopolimera.
U seriji diblok kopolimera, vrednosti m su veoma sli¢ne, ipak nagib krive diblok kopolimera
sa najvecom vrednosti molarne mase ima najmanju vrednost.

Horizontalni faktor pomeraja, a;, pokazuje temperaturnu zavisnost viskoznosti, a za
semikristalini¢ne polimere, na temperaturi 100 °C iznad temperature ostakljivanja, vaZi

Arenijusova jednacina, na osnovu koje je moguce izraCunati vrednosti energije aktivacije

teCenja, Ej: Eg4 (1 1 )]
T Tref

gde je T vrednost apsolutne temperature u K, Ty je referentna temperatura (100 °C), a R je
univerzalna gasna konstanta. [161] Vrednosti energije aktivacije teGenja ispitivanih polimera,
E., su bile veoma sli¢ne za sve uzorke i kretale su se u opsegu od 32,7 do 39,1 kJ/mol (Tabela
4.6.). Zapaza se da sa porastom molarne mase blok kopolimera u seriji, raste vrednost
aktivacione energije, ali s obzirom na male razlike u vrednostima E, izmedu uzoraka, ne

moze se govoriti 0 znac¢ajnijem uticaju molarne mase na vrednosti energije aktivacije tecenja.

110



a) 100

b) .
. T,=100°C
80 104 e
< 70 o e
% \ 9 e PCL7y, M‘i “ Y SR
N .
2 60 N & e PCLIPEOPCL 7, M'*® i
N w 54 L ‘e
i RN el ° PCLIPEO 5, M L8,
B ASRY 1074 [Phg
N R
o M=pRT/G. N e
b oy - Nen .7
G=lim G* kada 6 —0 \.\‘\’\ G122 10°Pa e
304 M_= 1800 - 2960 g/mol na 100 °C RN
N {
AYAY
20 : : : = 10* : : : T T
10° 10° 10 10° 10° 10’ 4x10* 6x10°* 8x10" 10°  12x10°1.4x10°
G,Pa M, g/mol

Slika 4.17. a) Zavisnost faznog ugla (6) od kompleksnog modula (G*) za PCL i triblok
kopolimere b) zavisnost nulte kompleksne viskoznosti (7 o) od My za serije PCL, i triblok i
diblok kopolimera na referentnoj temperaturi.

Na Slici 4.17.b) je prikazana zavisnost nulte kompleksne viskoznosti (;7*0) serije PCL
homopolimera i triblok i diblok kopolimera od njihove molarne mase srednje po masenoj
zastupljenosti (My,). Poznato je da vecina linearnih polimera sa uskom raspodelom molarnih
masa, iznad kriti¢ne molarne mase podlezu stepenom zakonu sa koeficijentom u opsegu 3,4-
3,6. Obe serije blok kopolimera su pokazivale veée koeficijente od 4 (77*0 ~ My 77*0 ~

W, za triblok i diblok kopolimere, redom) §to je u saglasnosti za veé¢ objavljenim
rezultatima koji su se odnosili na PCL [161]. Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da
su sintetisani polimeri sa molarnim masama koje su veée od kriti¢nih vrednosti (M), tj. da su
sposobni za prepletaje.

Na osnovu dobijenih rezultata dinami¢ko-mehanicke analize sintetisanih polimera,
uocavaju se male razlike u reoloskom ponaSanju izmedu serija diblok i triblok kopolimera.
Ipak, u poredenju sa homopolimerom PCL, jasno je da se promenom sastava, odnosno
uvodenjem amorfnog PEO segmenta u PCL lance, bilo kao lateralnog ili centralnog bloka,
mogu diktirati reoloska svojstva kako u rastopu tako i u ¢vrstom stanju ovog tipa blok

kopolimera.

4.11. Degradacija PCL-a i sintetisanih triblok i diblok kopolimera

Moguc¢nost degradacije alifatskih poliestara, kako hidroliticke tako i u prisustvu
enzima, u velikoj meri odreduje njihovu primenu kao ambalaznog materijala, izradu
predmeta za jednokratnu upotrebu, ali i u oblasti biomedicine. Struktura, sastav i molarna

masa polimera, najvazniji su faktori koji uti¢u na degradaciono ponasanje.
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Hidroliticka degradacija PCL i blok kopolimera je testirana u fosfatnom puferu, pH
7.4, na 37 °C tokom osam nedelja, dok je ispitivanje ezimske degradacije radeno u fosfatnom
puferu kojem je dodat ¢elijski ekstrakt ("cell-free™ ekstrakt) u kojem su bili prisutni enzimi P.
aeruginosa PAOL. Kako bi se ispitao intenzitet degradacije, kao i mehanizam po kojem se
odigrava degradacioni proces, polimerni uzorci su karakterisani GPC analizom, FTIR
analizom, optickom mikroskopijom i AFM analizom.

Ispitivanjem degradacije polimera u kompostu, utvrduje se mogucnost razgradnje
ovih polimera u spoljasnjoj sredini. Ukoliko polimeri koji su biorazgradivi u kompostu
dospeju u prirodnu sredinu, kontaminacija zivotne sredine je svedena na minimum a proces

biokompostiranja moze predstavljati jedan od nacina recikliranja biodegradabilnog otpada.

4.11.1. Hidroliticka degradacija sintetisanih polimera

Hidroliticka degradacija alifatskih poliestara je veoma sloZen proces tokom kojeg se
deSava proces difuzije i hemijske promene; prvo dolazi do apsorpcije vode, zatim do
raskidanje estarskih veza, difuzije nastalih proizvoda degradacije i rastvaranja nastalih
proizvoda. Hidroliza alifatskih poliestara se moze odigravati mehanizmom povrSinske
degradacije ili degradacije u masi, oba procesa su kontrolisana difuzijom. [51] Pokazano je
da je homopolimer PCL relativno stabilan tokom procesa abiotske hidrolize i da tokom ovog
procesa dolazi do redukcije molarne mase u kombinaciji sa malim gubitkom mase. [68]
Ogledi ispitivanja vrednosti apsorpcije vode i merenje kontaktnog ugla sa vodom otkrili su
hidrofobnu prirodu sintetisanih PCEC i PCL/PEO blok kopolimera 1 veoma malo povecanje
hidrofilnih svojstava blok kopolimera u poredenju sa PCL-om.

Hidroliticka degradacija dve serije triblok kopolimera sintetisanih u okviru ove studije
je pra¢ena promenom mase u odredenim vremenskim intervalima tokom osam nedelja (Slika
4.18.). Zbog velike hidrofobnosti, triblok kopolimerni filmovi su izgubili samo nekoliko
procenata svoje mase Cak i nakon 8 nedelja degradacije. Uzorak PCEC-1, iz serije triblok
kopolimera sa duzim PEO segmentom, koji sadrzi najve¢i udeo hidrofilnog PEO pokazao je
najvecu vrednost gubitka mase u poredenju sa ostalim uzorcima iz serije, 1-2 mas.%, (Slika
4.18.a), ali 1 u odnosu na najhidrofilniji uzorak iz druge serije triblok kopolimera, sa kra¢im
PEO blokom. Znacajniji gubici masa polimernih uzoraka se mogu detektovati nakon 4
nedelje degradacije, dok se za uzorak homopolimera PCL-a posle 8 nedelja belezi najmanja
vrednost gubitka mase (manje od 0,5 mas.%) usled najmanje hidrofilnosti. lako su dobijene

vrednosti gubitka mase za ispitivane uzorke male, manje od 2 mas.%, moZe se re¢i da
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prisustvo PEO bloka u triblok kopolimernim uzorcima ima za posledicu veée gubitke mase u
prosecu hidroliticke degradacije. Druga serija triblok kopolimera, sa PEO molarne mase od
400 g/mol, sli¢no se ponasala tokom hidrolize, pri ¢emu su gubici masa bili manji u odnosu
na prvu seriju triblok kopolimera, nakon osam nedelja manje od 2 mas.% (Slika 4.18.b).
Triblok kopolimer sa najve¢im udelom PEO, PCEC-4, je izgubio manje od 0,5 mas.% svoje
mase tokom hidrolize. Sa Slike 4.18.b bi se moglo re¢i da triblok kopolimer sa najve¢om
vrednosti molarne mase i najmanjim udelom PEO, PCEC-6, najvise gubi masu nakon 8
nedelja u fosfathom puferu, ali kako su u pitanju vrednosti od oko 1 mas.%, moze se smatrati
da su dobijene vrednosti u granicama greSke. Na osnovu testova hidroliticke degradacije,
zakljuCuje se da su triblok kopolimeri sa malim udelom hidrofilnog PEO segmenta, i sa
malom duzinom PEO, veoma otporni na hidroliticku degradaciju u kra¢im vremenskim

intervalima, u ovom slucaju 8 nedelja.

Gubitak mase (%)
Gubitak mase (%)

Slika 4.18. Gubitak mase serija triblok kopolimera: a) sa duzim PEO (1000 g/mol)
segmentom, b) sa PEO (400 g/mol) segmentom tokom 8 nedelja hidroliticke degradacije.
Ukoliko uporedimo profile gubitka mase diblok kopolimera sa triblok kopolimerima,
jasno se uocava da polozaj hemijski vezanog PEO segmenta ima vazan uticaj na hidroliticku
degradaciju ove vrste polimera. Prisustvo lateralno vezanog PEO bloka dovodi do veceg
procenta gubitke mase tokom degradacije, dok se za uzorke kod kojih je hidrofilni segment
centralni deo kopolimera, degradacija u vodenoj sredini jedva moZe detektovati. Profili
gubitka mase diblok kopolimera (Slika 4.19.) pokazuju znacajne vrednosti gubitka mase
nakon 4 nedelje za sva tri blok kopolimera. Tokom prve tri nedelje degradacije, diblok
kopolimeri gube oko 2 mas.% svoje mase. Za diblok kopolimer PCL/PEO-1, sa najve¢im
procentom hidrofilnog PEO segmenta u seriji, belezi se najveci gubitak mase nakon 6 1 7
nedelja (u opsegu od 5 do 11 mas.%), dok diblok kopolimeri sa manjim udelom PEO
segmenta (PCL/PEO-2 i PCL/PEO-3) degradiraju u manjem procentu (5-7 mas.%) nakon 7

nedelja.
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Slika 4.19. Gubitak mase diblok kopolimera tokom 8 nedelja hidroliticke degradacije.

Triblok kopolimeri kod kojih je hidrofilni PEO centralni segment su veoma stabilni
tokom 8 nedelja hidroliticke degradacije i sastav kopolimera, kao i njihova molarna masa
nemaju znacajniji uticaj na proces degradacije. Ovaj rezultat nije neocekivan ukoliko se
uporedi sa podacima iz literature gde su PCL i PCL/PEO blok kopolimeri sa duzim PEO
blokom (5000 g/mol) izgubili samo 10 mas.% nakon 110 nedelja degradacije. [154] Rezultati
ispitivanja diblok kopolimera pokazuju da isti sastav i molarna masa kopolimera, a razlicit
polozaj hidrofilnog dela blok kopolimera mogu biti jedan od nacina podeSavanja i kontrole
hidroliticke degradacije alifatskih poliestara.

Mehanizam degradacije alifatskih poliestara se odigrava u tri faze: period inkubacije
(vezivanje vode), period indukcije (kada vrednost molarne mase opada) i faza erozije
polimera (kada se detektuje gubitak mase uzoraka). [162] Da bi proces hidrolize zapoceo,
polimeri prvo moraju apsorbovati vodu pri ¢emu dolazi do hidratacije polimernih lanaca.
Prva faza procesa hidrolize, odnosno procenat apsorpcije vode, a samim tim i hidroliticke
degradacije, zavisi od vrste funkcionalnih grupa koje su prisutne u polimernim lancima. [57]
U indukcionom periodu dolazi do nasumicnog raskidanja estarskih veza u polimernim
lancima koje su prvenstveno podlozne napadu molekula vode tokom ovog procesa. Poslednja
faza, faza erozije polimernih uzoraka, najizrazenija je kod diblok kopolimera i gubitak mase
koji se belezi kod PCL/PEO diblok kopolimera moze biti posledica rastvaranja PEO ili

delova polimernih lanaca bogatih PEO frakcijom u degradacionom medijumu. [62]

4.11.2. FTIR analiza uzoraka nakon hidroliticke degradacije

Promene u strukturi triblok i diblok kopolimera do kojih dolazi tokom procesa
degradacije su ispitane FTIR spektroskopijom. FTIR spektri PCL-a i odabranih blok
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kopolimera nakon 8 nedelja hidroliticke degradacije su prikazani na Slici 4.20. U IR
spektrima blok kopolimera se mogu detektovati samo pikovi koji poti¢u od PCL; traka na
1100 cm™ koja poti¢e od PEO etarske vibracije nije vidljiva usled malog sadrzaja PEO u blok
kopolimerima. Karbonilna grupa iz PCL segmenta daje karakteristiénu traku na 1720 cm™.
Intenzivne trake, pored trake na 1720 cm™ koja poti¢e od vibracija —-C=0 grupe, na 2943 cm™
i 2864 cm™ koje poti¢u od simetri¢nih i asimetri¢nih vibracija —CH, grupa u molekulu PCL-
a, jasno se mogu uociti u snimljenih spektrima. Traka na 1294 cm* poti¢e od C-C i C-O
valencionih vibracija u kristalnoj fazi polimera PCL, dok se C-C i C-O vibracije iz amorfnog
dela PCL-a nalaze na 1294 cm™. Identifikovana je i traka na 1239 cm™ koja odgovara

asimetri¢nim —COC vibracijama.

M\ PCL/PEO-3_nulti

PCL/PEO-3_8 nedeljal

PCEC-6_nulti

Apsorbanca

PCEC-6_8 nedelja

A\ PCEC-3_nulti
PCEC-3_8 nedelja

PCL_nulti
PCL_8 nedelja
T

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Talasni broj (cm™)

Slika 4.20. FTIR spektri PCL i odabranih triblok i diblok kopolimera nakon osam nedelja
hidrolize.

U cilju utvrdivanja strukturnih promena do kojih je doSlo tokom osam nedelja
hidrolize, izraCunate su vrednosti karbonilnog indeksa, CI, i kristalnog indeksa. Vrednost
karbonilnog indeksa je raCunata na osnovu odnosa intenzitet apsorpcionih traka na 1720 cm™
koja poti¢e od karbonilne grupe i intenziteta pika na 1398 cm™ (-CH; vibracije).[81] Odnos
intenziteta pikova na 1294 i 1167 cm™ je koris¢en za proracun vrednosti kristalnog indeksa.

Promene u vrednostima karbonilnog i kristalnog indeksa polimernih uzoraka nakon 8
nedelja degradacije u fosfatnom puferu su prikazane u Tabeli 4.7. Vrednosti karbonilnog
indeksa PCL-a i triblok kopolimera neznatno rastu usled malog gubitka mase, tako da su ove
vrednosti bliske vrednostima CI kontrolnih uzoraka (koji nisu podvrgnuti testu degradacije).
Vrednosti karbonilnog indeksa za ove uzorke su bili u opsegu od 4,0 do 4,2 Sto je prose¢no za
oko 0,2 vece od vrednosti CI uzoraka pre degradacije (3,9 do 4,2), ukazujuéi da nije doslo do

promena u strukturi polimernih uzoraka. Ovi rezultati su bili dodatna potvrda male
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sposobnosti degradacije PCL-a, kao i blok kopolimera sa malim procentom gubitka mase, u
fizioloskim uslovima tokom osam nedelja. Trend male promene vrednosti kristalnog indeksa
zapaza se kod svih uzoraka triblok kopolimera nakon osam nedelja hidrolize, pri ¢emu dolazi
do njegovog opadanja u poredenju sa kontrolnim uzorkom. Uprkos malom procentu gubitka
mase i maloj promeni vrednosti karbonilnog indeksa, promene vrednosti kristalnog indeksa
ipak ukazuju da postoje odredene strukturne promene u polimerima tokom degradacije,
naro¢ito kod uzorka PCL-a i PCEC-4 kod kojih vrednosti kristalnog indeksa znacajno
opadaju (PCL.: sa 58 na 55 %; PCEC-4: sa 57 na 54 %).

Tabela 4.7. Gubitak mase, vrednosti karbonilnog (ClI) i kristalnog indeksa (na osnovu FTIR
analize) posle 8 nedelja hidroliticke degradacije polimernih uzoraka.

Polimer WeEo, Gubitak mase c2b _ Kristglni
wit % (%) indeks” (%)
PCL 2,3 0,5+0,7 4,1(3,9) 55 (58)
PCEC-1 3,8 0,87+1,2 4,0 (4,2) 57 (57)
PCEC-2 2,1 0,8+0,8 4,2 (4,0 57 (60)
PCEC-3 3,3 0,640,1 4,2 (4,0 56 (58)
PCEC-4 1,7 0,5+0,4 4,2 (4,1) 54 (57)
PCEC-5 1,3 0,40,5 4,2 (4,0 54 (56)
PCEC-6 1,2 1,1+0,7 4,2 (3,9) 54 (55)
PCL/PEO-1 4,1 6,3+3,0 3,4 (4,0) 64 (60)
PCL/PEO-2 2,9 4,4+2,3 3,6 (4,1) 63 (57)
PCL/PEO-3 3,2 2,4+0,1 3,9 (3,9) 62 (58)

% na osnovu odnosa intenziteta pikova na 1720 i 1398 cm™
> u zagradi su date vrednosti kontrolnih uzoraka
®na osnovu odnosa intenziteta pikova na 1294 i 1167 cm™

Parametri izracunati na osnovu FTIR spektara diblok kopolimera su ukazali na
njihovo drugacije ponasanje; vrednosti CI diblok kopolimera nakon degradacije opadaju, dok
kod triblok kopolimera rastu. Takode, kod triblok kopolimera se belezi smanjenje vrednosti
kristalnog indeksa tokom degradacije, a kod diblok kopolimera porast ove vrednosti. Ovakav
trend je dodatna potvrda razli¢itog ponasanja diblok i triblok kopolimera tokom degradacije
uzrokovan razli¢itim poloZajem hidrofilnog PEO segmenta u kopolimerima i Sposobnosti
kristalizacije blok kopolimera tokom procesa degradacije. [163] Povecanje vrednosti
kristalnog indeksa se objasnjava dominantnom razgradnjom amorfne faze diblok kopolimera
(a samim tim povecanjem udela kristalne faze koja je manje podlozna hidrolizi) od strane

molekula vode koja je dostupnija usled lateralnog poloZaja amorfnog PEO bloka.
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Vrednosti kristalnog indeksa kontrolnih uzoraka su veoma sli¢ne za sve ispitivane
polimere i bile su u opsegu od 55 do 60 %. Usled malog sadrZaja PEO bloka kao unutrasnjeg
segmenta u triblok kopolimerima, ovi uzorci su pokazali veoma slicno ponaSanje kao
homopolimer PCL u degradacionom medijumu. Prisustvo PEO bloka kao lateralnog
segmenta diblok kopolimera za posledicu je imalo povecanje vrednosti kristalnog indeksa

usled degradacije amorfne faze koja prvenstveno biva napadnuta.

4.11.3. GPC analiza PCL i triblok kopolimera nakon hidroliticke degradacije

Mali gubici mase potvrdeni gravimetrijskom analizom nisu mogli dati precizan uvid u
mehanizam hidroliticke degradacije blok kopolimera. GPC analizom serije triblok
kopolimera sa kra¢im PEO (400 g/mol) blokom nakon osam nedelja degradacije je utvrdeno
da pored malog gubitka mase, dolazi i do redukcije molarne mase (Slika 4.21.) sto je u skladu
sa rezultatima dobijenim za PCL nakon abiotske hidrolize. [68] Vrednosti relativne molarne
mase srednje po brojnoj i masenoj zastupljenosti, Mp/(Mp)o I Mw/(My)o, redom, su prikazane
na Slici 4.21. Vrednost molarne mase srednje po brojnoj zastupljenosti za uzorak PCL-a
opada za 8,9 % a vrednost molarne mase srednje po masenoj zastupljenosti opada za 9,9 %.
Uzorak PCEC-5 je pokazao znacajno smanjenje u vrednostima M, i My, od 9,9 i 2,6 %,
redom. Sa druge strane, iako je na osnovu sastava kopolimera, uzorak PCEC-4 najhidrofilniji,
smanjenje vrednosti molarnih masa je bilo veoma malo (0,8 1 0,4, redom) pa se moze re¢i da
su molarne mase ostale skoro nepromenjene nakon hidrolize, dok je za polimer PCEC-6

dobijeno smanjenje ovih vrednosti, M, za 1,3 % i M,, za 2,6 %.

Relativna vrednost molarne mase

Slika 4.21. Promena u vrednosti molarne mase srednje po brojnoj (Mn/(My),) i masenoj
zastupljenosti (Mw/(Mw)o) serije triblok kopolimera sa kra¢im PEO (400 g/mol) segmentom
nakon osam nedelja hidroliticke degradacije.
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Male vrednosti gubitka mase ukazuju da se tokom osam nedelja ispitivanja
hidroliticke degradacije ovaj proces ne deSava dominantno mehanizmom erozije polimera,
ve¢ da dolazi do nasumi¢nog raskidanja estarske veze u lancima PCL-a (mehanizam
degradacije u masi) Sto za posledicu ima smanjenje molarne mase. [62] Proces degradacije se
dominantno deSava u amorfnim regionima polimera u kojem su hidrolizabilne estarske veze
dostupnije napadima molekula vode. Kada u procesu degradacije dolazi do gubitka PEO
segmenta i oligomernih frakcija rastvornih u vodi, detektuje se gubitak mase. Na osnovu
rezultata hidrolize serije triblok kopolimera, sa veoma malim sadrzajem hidrofilnog i u vodi
rastvornog PEO, se moze zakljuciti da mali gubici masa 1 znacajniji gubici molarne mase
uzoraka ukazuju na mehanizam degradacije u masi i nasumic¢no kidanje polimernih lanaca na

segmente koji su nerastvorni u vodi.

4.11.4. Enzimska degradacija sintetisanih polimera

Eksperimenti ispitivanja enzimske degradacije PCL i blok kopolimera su po prvi put
izvodeni u fosfatnom puferu (pH 7,4) koji je sadrzao celijski ekstrakt ("cell-free extract™) u
kojem su bili prisutni P. aeruginosa PAO1 enzimi. Ispitivanja su radena na 37 °C tokom
cetiri nedelje.

Pre samih ogleda ispitivanja enzimske degradacije polimernih uzoraka, ispitana je
sposobnost enzima prisutnih u ¢elijskom ekstraktu da degradiraju uzorke PCL-a i kopolimera.
U tu svrhu, polimeri su rastvoreni u hloformu i u obliku rastvora prebaceni u polu-¢vrsti agar
medijum, gde su formirali odgovarajucu 3D strukturu. Zone koje se formiraju oko bunara na
agar Soljama potvrda su enzimske degradacije ove vrste polimera za ispitivani sistem (Slika
4.22.).

CFE/glukoza CFEulje CFEglukoza CFEulie
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Slika 4.22. Rezultati testova na agar Soljama za seriju triblok kopolimera sa kra¢im PEO (400
g/mol) blokom. CFE = "cell free extract" dobijen iz kulture gajene na ulju ili glukozi.
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Sposobnost enzima prisutnih u ¢éelijskom ekstraktu da degradiraju polimerne uzorke
suspendovane u agar medijumu kvantifikovana je merenjem precnika formiranih zona, a
trend ispitanih uzoraka je bio slede¢i PCEC-5 > PCEC-4 >PCL > PCEC-6. Postoji razlika u
pre¢niku formiranih zona u zavisnosti da li je kao izvor ugljenika za rast bakterija koris¢ena
glukoza ili ulje (Tabela 4.8.). Kao §to je bilo i ocekivano, veca koncentracija esteraza je
postignuta upotrebom ulja kao supstrata tako da su ispitani uzorci PCL i triblok kopolimera
viSe degradirali u prisustvu ¢elijskog ekstrakta (CFE) pripremljenog na ovaj nacin. Ipak, kako
je 1 u slucaju koris¢enja ulja i glukoze doSlo do degradacije uzoraka, vrsta koriS¢enog
supstrata nema uticaja na sposobnost degradacije ove vrste enzima na ispitanu vrstu polimera,

ve¢ na jacinu ekspresije lipaza/esteraza u ovom bakterijskom soju.

Tabela 4.8. Degradacione zone (pre¢nik, mm) kada je 100 ul Celijskog ekstrakta (CFE) koji
sadrzi P. aeruginosa PAOL uzgajanu u MSM medijumu koji sadrzi glukozu i ulje kao izvor
ugljenika, tokom 72 h na 30 °C, ubacen u bunare agar medijuma koji sadrzi odgovarajuée
polimere.

Polimer PCL PCEC-4 PCEC-5 PCEC-6
CFE/glukoza® | 5 55 6,5 4
CFE/ulje 6,5 6,5 7,5 5

# Enzimska aktivnost 250 nmol proizvoda ra¢unato na 1 mg ukupnih proteina
® Enzimska aktivnost 350 nmol proizvoda ra¢unato na 1 mg ukupnih proteina

Gravimetrijska analiza kontrolnih uzoraka serije triblok i diblok kopolimera sli¢nog
sastava a razlicite arhitekture je pokazala zanemarljive vrednosti gubitka mase na osnovu
Cega se moze iskljuciti proces hidroliticke degradacije ili solubilizacije degradiranih uzoraka
nakon dve 1 Cetiri nedelje ispitivanja. Gubitak mase polimernih filmova je bio mnogo vec¢i u
poredenju sa gubicima mase nakon hidrolize Sto je posledica enzimske aktivnosti tokom
procesa degradacije u prisustvu celijskog ekstrakta (Slika 4.23.). Homopolimer, PCL, je
poznat kao polimer koji sporo degradira, [81, 164] stoga su izmerene vrednosti gubitka mase
od 3 mas.% nakon dve nedelje degradacije u saglasnosti sa prethodnim istraZivanjima.
Razlika u degradacionom ponaSanju izmedu diblok i triblok kopolimera je prikazana na Slici
4.19. Na procenat gubitka mase tokom procesa degradacije uti¢e polozaj hidrofilnog PEO
segmenta, ali i sastav i duzina PCL blokova u polimernim lancima. Diblok kopolimer sa
najve¢im udelom PEO (PCL/PEO-1) gubi najveéi procenat svoje mase (oko 12 mas.%)
nakon dve nedelje degradacije, a potpuno je dezintegrisan nakon 4 nedelje. Ovakav rezultat
se objasnjava ve¢om hidrofilno$¢u i manjom molarnom masom u poredenju sa ostalim diblok

kopolimerima iz serije. Gubici mase PCL/PEO-2 i PCL/PEO-3 uzoraka ( oko 6 mas.% nakon
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dve nedelje, 1 65 1 36 mas.% nakon Cetiri nedelje, redom) ukazuju da se sa porastom molarne
mase PCL segmenata, proces enzimske degradacije odigrava manjim intenzitetom. Slian
trend koji je uoCen za seriju diblok kopolimera, utvrden je i za seriju triblok kopolimera
degradiranu u prisustvu enzima. Uzorak sa najve¢im udelom PEO bloka u seriji triblok
kopolimera je izgubio najveci procenat svoje mase, 3 do 6 mas.%, dok se proces degradacije
za druga dva uzorka iz serije u maloj meri odigrao. Gravimetrijska analiza je pokazala da se
kopolimeri slicnog sastava i molarne mase, a razli¢itog polozaja PEO segmenta potpuno
drugacije ponaSaju tokom procesa enzimske degradacije. Takode, iako je mali sadrzaj PEO
bloka u blok kopolimerima, detektovane su znaajne razlike i promene u masi uzoraka.
Eksperiment je pokazao vecu sposobnost degradacije diblok kopolimera u odnosu na triblok

kopolimere slicnog sastava, iako su u literaturi opisani suprotni rezultati. [75]
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Slika 4.23. Gubici mase PCL-a, diblok i triblok kopolimera nakon dve i Cetiri nedelje
enzimske degradacije.

Nasuprot malim gubicima mase nakon hidroliticke degradacije, serija triblok
kopolimera sa PEO segmentom (400 g/mol) je pokazala veée gubitke mase nakon dve nedelje
degradacije u prisustvu ¢elijskom ekstrakta, tj. u prisustvu enzima P. aeruginosa PAO1
(Tabela 4.9.). Gravimetrijska analiza polimernih uzoraka koji su bili izlozeni dejstvu enzima
u vodenom medijumu dala je najveéu vrednost gubitka mase (11,2 mas.%) za kopolimer sa
najve¢im sadrzajem PEO segmenta u seriji, PCEC-4. Velika vrednost gubitka mase je
posledica najmanje vrednosti molarne mase triblok kopolimera kao jednog od faktora koji
najvise uticu na degradacionu sposobnost polimera. Sa druge strane, poznato je da tokom
procesa degradacije enzimi prvenstveno napadaju amorfne oblasti polimernog uzorka, tako
da dodatno objasnjenje dobijenih rezultata moZze biti prisustvo PEO segmenta kao amorfne

faze u najve¢em procentu u ovom kopolimeru. Nakon dvonedeljnog izlaganja dejstvu
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enzima, uzorci PCEC-5 i PCEC-6 su izgubili oko 5 mas.% §to je manji gubitak u poredenju
sa PCEC-4.

4.11.5. FTIR analiza polimera nakon enzimske degradacije

Nakon vecih promena u vrednosti mase izmerenih posle enzimske degradacije,
ocekivane su i1 promene u kristalnoj strukturi polimernih filmova. Promene u vrednosti
karbonilnog 1 kristalnog indeksa nakon dve nedelje enzimske degradacije su utvrdene FTIR
analizom na uzorcima serije triblok kopolimera sa kra¢im PEO segmentom 1 seriji diblok

kopolimera. Snimljeni spektri nedegradiranih i degradiranih uzoraka su prikazani na Slici

b)
| % ‘\ PCL posle degradacije|
WJLJ Uil \ /\PCLpredegradacie_|
PCL/PEO-3 posle
__M\_PCEC-6 pre v PCL/PEO-3 pre

PCEC-6 posle 1
PCL/PEO-2 posle

JLPCEC-S pre JL(‘}UW / \/\h
L PCL/PEO-2 pre

PCEC-5 posle

a)

Apsorbanca
Apsorbanca

PCL/PEO-1 posle
PCEC-4 pre

| PCEC-4 posle

PCL/PEO-1 pre

500 1000 1500 ~ 2000 2500 3000 3500 4000 500 1000 1500 ~ 2000 2500 3000 ~ 3500 4000
Talasni broj (cm™) Talasni broj (cm'™)

Slika 4.24. FTIR spektri: a) triblok kopolimera sa PEO 400 g/mol i b) diblok kopolimera
nakon dve nedelje enzimske degradacije.

FTIR analiza serije ispitivanih triblok kopolimera potvrdila je promene u strukturi
uzoraka nastale kao posledica enzimske aktivnosti. Smanjenje vrednosti karbonilnog indeksa
je detektovano kod svih uzoraka iz triblok kopolimerne serije (Tabela 4.9.), pri ¢emu je
najveca promena u CI vrednosti izraunata za polimer PCEC-4 (smanjenje sa 4,5 na 3,7) koji
je ujedno izgubio najveci procenat svoje mase, 11,2 %. Sa smanjenjem intenziteta
degradacije, odnosno sa manjim gubicima mase, vrednosti karbonilnog indeksa se nisu
znacajnije promenile. Dodatan dokaz promena u strukturi degradiranih uzoraka jeste promena
vrednosti kristalnog indeksa i trend smanjenja njegove vrednosti kod svih uzoraka nakon
enzimske degradacije. Ocekivano, najveéa promena vrednosti je izmerena za uzorak sa
najvecim procentom gubitka mase u seriji, PCEC-4 (sa 57 na 51 %).

Promene u strukturi triblok kopolimera uoCene su nakon odredivanja vrednosti
intenziteta karakteristicnih pikova, dok se iz FTIR spektra diblok kopolimera (Slika 4.24.b)
strukturne promene vide i na osnovu izgleda krivih. Tako FTIR spektralna kriva uzorka koji
gubi 11, 8 mas.% pokazuje vidljivo smanjenje intenzitete pikova, a dolazi i do pojave cepanja

pikova (pik na 1720 cm™). Uzorak iz serije triblok kopolimera sa gubitkom mase od 11,2
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mas.% pokazuje promene u vrednostima kristalnog i karbonilnog indeksa ali izgled FTIR
spektra (Slika 4.24.a) je isti kao spektar kontrolnog uzorka. Ovo je dodatna potvrda razli¢itog
ponasanja blok kopolimera tokom degradacije uslovljena poloZajem hidrofilnog, amorfnog

PEO segmenta.

Tabela 4.9. Gubitak mase, ClI, kristalni indeks i vrednost Pl serije triblok kopolimera sa
kra¢im PEO segmentom i serije diblok kopolimera nakon dve nedelje enzimske degradacije.

Gubitak mase, ab Kristalni b.d

Sample % Cl indeks © Pl

PCL 43 4,0 (3,9) 58 (58) 1,98 (1,92)
PCEC-4 11,2 3,7(4,5) 51(57) 1,52 (1,50)
PCEC-5 57 4,4 (4,3) 55 (56) 1,76 (1,60)
PCEC-6 55 4,2 (4,5) 51 (55) 1,58 (1,61)
PCL/PEO-1 11,8 2,2 (4,0) 70 (60) 2,00 (1,85)
PCL/PEO-2 5,8 3,941 58 (57) 1,96 (1,70)
PCL/PEO-3 6,4 3,3 (3,9) 61 (58) 2,00 (2,02)

na osnovu odnosa intenziteta pikova na 1720 i 1470 cm™
u zagradi su date vrednosti nedegradiranih uzoraka
na osnovu odnosa intenziteta pikova na 1294 i 1167 cm™

a
b
C
9 hakon dve nedelje enzimske degradacije

Drugaciji izgled spektara 1 razlicita vrednost intenziteta karakteristi¢nih pikova su se
odrazili i na vrednosti karbonilnog i kristalnog indeksa.[165] Najznaéajnije promene u
vrednosti karbonilnog indeksa su izmerene za diblok kopolimer sa najve¢om vrednosti
gubitka mase, PCL/PEO-1 (gubitak mase 11,8 mas.%, promena CIl sa 4,0 na 2,2), dok sa
smanjenjem procenta gubitka mase, promene u vrednosti karbonilnog indeksa bivaju sve
manje. Takode, vrednost karbonilnog indeksa za ovaj uzorak se smanjila sa 60 na 70 %
nakon enzimske degradacije. Povecanje vrednosti kristalnog indeksa je bilo ocekivano
ukoliko se uzme u obzir da se proces degradacije dominantno odigrava u amorfnom delu
polimernog uzorka, te nakon degradacije ostaje najmanje degradirana kristalna faza polimera.

U poredenju sa PCL homopolimerom koji je pokazao male, skoro nepromenjene
vrednosti CI i kristalnog indeksa, FTIR analizom je potvrdeno da se sa velikim procentima
gubitka mase deSavaju i strukturne promene u blok kopolimerima i da su one izrazenije

ukoliko je gubitak mase veci, odnosno proces degradacije intenzivniji.

4.11.6. GPC analiza polimera nakon enzimske degradacije

Analiziranje uzoraka GPC analizom nakon enzimske degradacije je imalo za cilj da se

na osnovu promena vrednosti molarne mase utvrdi mehanizam degradacije PCL-a i blok
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kopolimera. Promena molarne mase serije triblok kopolimera sa PEO segmentom (M, 1000
g/mol) 1 serije diblok kopolimera je odredena nakon dve i Cetiri nedelje, dok je za seriju
triblok kopolimera sa hidrofilnim PEO blokom od 400 g/mol ispitana promena molarne mase
nakon dve nedelje enzimske degradacije.

Ispitani su degradirani i nedegradirani uzorci polimera, a promene vrednosti molarne
mase su predstavljene kao relativna vrednost molarne mase srednje po brojnoj zastupljenosti
Mn/(Mp)o i relativna vrednost molarne mase srednje po masenoj zastupljenosti My/(Mw)o
nakon dve i Cetiri nedelje, kao i vrednosti indeksa polidisperznosti, Pl (My/M,). Utvrdeno je
smanjenje relativne vrednosti molarnih masa M,/(Mp), I Mu/(My), Sa vremenom, za sve
ispitane kopolimere. Promena molarne mase homopolimera PCL je bila najmanja u poredenju
sa ostalim uzorcima, Sto je bilo 1 oCekivano jer se PCL pokazao kao najrezistentniji ka
enzimskoj degradaciji (Slika 4.25.). GPC rezultati PCL-a su pokazali smanjenje vrednosti M,
za 13,1 % i M,, za oko 10,4 %, dok je vrednost indeksa polidisperznosti, PI, neznatno porasla
sa 1,92 na 1,98, nakon dve nedelje degradacije (Tabela 4.9.). Nakon dve nedelje degradacije,
kod triblok kopolimera PCEC-2 je detektovano zna¢ajno smanjenje u vrednostima M, i M,
od 18,31 10,1 %, redom, dok je relativna vrednost molarne mase uzorka PCEC-3 ostala skoro
nepromenjena. Nakon cetiri nedelje degradacije, kod triblok kopolimera PCEC-1 se belezi
veliko smanjene u vrednosti kako M, (oko 25,1 %) tako i My, (15,4 %). Relativna vrednost
molarne mase srednje po brojnoj zastupljenosti polimera PCEC-2 i PCEC-3 je opala za 19 %,

odnosno 15,5 %, a vrednosti M,, su ostale nepromenjene.

L_Imy, @2,

Relativna molarna masa

Slika 4.25. Relativna vrednost molarne mase srednje po brojnoj My/(M,), i masenoj
zastupljenosti M,/(My), za seriju triblok kopolimera sa PEO blokom (1000 g/mol), posle dve
1 Cetiri nedelje enzimske degradacije.

Promene u vrednosti molarne mase serije triblok kopolimera sa PEO segmentom (400

g/mol) je pracena nakon dve nedelje i1 rezultati su prikazani na Slici 4.26. GPC krive su
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pokazale unimodalnu raspodelu ali je doSlo do smanjenja vrednosti molarnih masa. Tako, za
uzorak Kkoji je najviSe degradiran na osnovu vrednosti gubitka mase, PCEC-4, smanjenje
molarne mase srednje po brojnoj zastupljenosti je bilo oko 4,0 %, a beleZi se i promena
vrednosti indeksa polidisperznosti (Pl sa 1,62 na 1,60, Tabela 4.9.). Za uzorke PCEC-5 i
PCEC-6, promene vrednosti M, su bile manje, 2,3 % i 2,4 %, redom, dok su vrednosti
njihovih PI porasle (sa 1,58 na 1,61 za PCEC-5 i sa 1,64 na 1,67 za PCEC-6).

Relativna molarna mase

Slika 4.26. Relativna vrednost molarne mase srednje po brojnoj My/(M,), i masenoj
zastupljenosti M,/(My), za seriju triblok kopolimera sa kra¢im PEO blokom, posle dve
nedelje enzimske degradacije.

Sa druge strane, pomoc¢u GPC analize serije diblok kopolimera za koju je na osnovu
gravimetrijske analize utvrdeno da najvise podleze procesu enzimske degradacije u odnosu
na triblok kopolimere i PCL, je izmerena najveca promena u vrednosti molarne mase (Slika
4.27.). Uzorak PCL/PEO-1, koji gubi najveéi procenat svoje mase, nakon dve nedelje
enzimske degradacije je pokazao veliko smanjenje molarne mase, i to M, za 34,5 % i M, za
21,5 %, kao i Sirenje raspodele molarnih masa, Pl vrednost je porasla sa 1,67 na 1,97 (Tabela
4.9.). Nakon cetiri nedelje degradacije, uzorak PCL/PEO-1 je bio fragmentiran, a degradacija
je nastavila da se odigrava na Sta jasno ukazuje dalje smanjenje vrednosti M, od 66 % i M,,
od 42 %. Diblok kopolimer PCL/PEO-2 je u velikoj meri pokazao smanjenje vrednosti
molarne mase, M, za 30,6 % i M, za 19,9 %, kao i porast indeksa polidisperznosti sa 1,70 na
1,96. Drasticne promene vrednosti indeksa polidisperznosti diblok kopolimera, odnosno

Sirenje raspodele molarnih masa, su rezultat ve¢eg smanjenja vrednosti M, u odnosu na My,.
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zastupljenosti My/(My), za seriju diblok kopolimera, posle dve i cCetiri nedelje enzimske
degradacije.

Na osnovu diskusije rezultata GPC analize se moze zakljuciti da dolazi do veceg
smanjenja vrednosti molarne mase srednje po brojnoj zastupljenosti, M,, Sto ukazuje na
porast broja frakcija polimernih lanaca sa manjom molarnom masom u odnosu na kontrolni
uzorak koji nije izlagan dejstvu enzima. [87, 166] Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa
¢injenicom da se proces degradacije PCL odigrava sa krajeva polimernih lanaca [166], nakon
¢ega moze uslediti proces hidrolize katalizovan zavrSnim hidroksilnim grupama. Ova faza
hidrolize se moze odigarti kroz nasumicno kidanje polimernih lanaca ili depolimerizacijom
("unzipping™ mehanizmom) sa krajeva lanaca. Uprkos smanjenju vrednosti molarnih masa
koji ukazuju na mehanizam degradacije iz mase, glavni mehanizam degradacije blok
kopolimera na bazi PCL-a je povrSinska degradacija (erozija polimera), Sto ¢e u nastavku biti
dokazano na osnovu ispitivanja morfologije povrsine degradiranih polimernih filmova. Na
osnovu dosadasnjih analiza, moze se re¢i da prisustvo hidrofilnog PEO segmenta u blok
kopolimerima, iako u maloj meri, povecava hidrofilnost sintetisanih polimera, sto je dovoljno
da poveca sposobnost degradacije u prisustvu enzima, a smanjenje vrednosti molarne mase
degradiranih uzoraka su upravo to potvrdili. Veca sposobnost degradacije diblok kopolimera
mozZe se pripisati lateralnom poloZaju hidrofilnog, amorfnog PEO segmenta ¢ime je
omogucen bolji prilaz i kontakt enzim - polimer. Takode, mogucnost i intenzitet degradacije
je uslovljen kako arhitekturom blok kopolimera (konfiguracijom), tako i sastavom i

molarnom masom ispitivanih uzoraka.
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4.12. Morfologija povrsine sintetisanih polimera pre i posle enzimske degradacije

Poznato je da se proces enzimske degradacije alifatskih poliestara odigrava
mehanizmom povrsinske erozije, stoga metode opticka mikroskopija, OM, i mikroskopija
atomskih sila, AFM, predstavljaju jednostavne i korisne tehnike za ispitivanje promena u
morfologiji povrsine polimernih filmova podvrgnutih enzimskoj degradaciji.

4.12.1. Opticka mikroskopija nedegradiranih polimernih filmova

Pre izlaganja polimernih filmova dejstvu enzima, snimljeni su opticki mikrografi
sintetisanih blok kopolimernih filmova kako bi se ispitao uticaj strukture, sastava i molarne
mase polimera na kristalizaciju i morfologiju povrsina filmova. Mikrografi dobijeni optickom
mikroskopijom (Slika 4.28.) su dalje analizirani u programu Image J u cilju procene veli¢ine
kristaliSuc¢ih sferulita i njihove raspodele veli¢ina. Opticka mikroskopija PCL-a i diblok i
triblok kopolimera je potvrdila da ovi polimera kristaliSu u formi sferulita kao i veliku razliku
u veli¢ini sferulita i njihovoj raspodeli izmedu uzoraka. Kako PEO male molarne mase, 1000
g/mol 1 manje ne moze da kristaliSe, kristalizacija blok kopolimera poti¢e od PCL segmenata.
Proces kristalizacije svih polimera zapoCinje iz centralnog dela, nukleacionih mesta i
nastavlja se radijalnim rastom lamela rezultuju¢i formiranjem sferulita. Kako bi se iskljucio
uticaj temperature isparavanja rastvaraca prilikom pravljenja polimernih filmova, uticaj
koncentracije polimera i vrsta koriS¢enog rastvaraca na kristalizaciono ponasanje polimera,
[167] svi uzorci su pripremljeni na isti nacin: iz rasvora hloroforma koncentracije 6 mas.%,
na konstantnoj temperaturi. Stoga su razlike u prec¢niku sferulita triblok i diblok kopolimernih
filmova posledica razli¢itog sastava i molarne mase uzoraka, odnosno prisustva PEO
segmenta 1 duzine PCL lanaca. Vrednosti precnika sferulita, merenih na vise od 200
pojedinacnih sferulita, 1 vrednosti standardne devijacije su prikazane u Tabeli 4.10. Srednja
vrednost precnika sferulita homopolimera PCL je iznosila 100 pm, dok su vrednosti precnika
sferulita uzoraka triblok i diblok kopolimera bile ve¢e ukazujuéi na uticaj prisustva mekog
PEO segmenta u blok kopolimerima na proces kristalizacije. Uvodenjem PEO molarne mase
1000 g/mol u lance PCL-a (prva serija triblok kopolimera), vrednost pre¢nika sferulita je
znacajno porasla u odnosu na PCL, stoga se precnik sferulita serije triblok kopolimera krece
u intervalu od 130 do 160 um. Sa druge strane, prisustvo mekog PEO segmenta od 400 g/mol
izazvalo je povecanje precnika sferulita uzoraka PCEC-4 i PCEC-5, i njihove vrednosti su
bile veoma sli¢ne, 135 pum, odnosno 130 um. lzuzetak je triblok kopolimer PCEC-6 sa
vredno$éu precnika sferulita od 70 um Sto se moze pripisati veoma malom sadrzaju PEO i

dominantnom prisustvu PCL segmenata. U seriji diblok kopolimera, sa porastom udela PCL
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Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

segmenata, a time i porastom vrednosti molarne mase uzoraka, precnik kristaliSu¢ih sferulita
raste, 1 najvec¢u vrednost ima uzorak PCL/PEO-3. Trend porasta precnika sferulita u seriji
diblok kopolimera prati porast vrednosti stepena kristalini¢nosti unutar serije, ali i znacajniji
uticaj povecanja molarne mase kada je PEO segment lateralno vezan. UocCava se i velika
polidisperznost vrednosti precnika sferulita za PCL/PEO-3 diblok kopolimer, za koju je
vrednost standardne devijacije iznosila 56 um $to je veée u poredenju sa devijacijama ostalih

polimera koje su varirale od 21 do 30 um.
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Slika 4.28. Opticki L i sintetisanih blok kopolimera (U = 100
puta).
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Vazno je napomenuti da sintetisani polimeri poseduju razli¢itu morfologiju povrsine
filmova u zavisnosti da li su tokom procesa kristalizacije bili izloZeni vazduhu ili okrenuti ka
staklu (Petri Solja) kao Sto je prikazano na Slici 4.28., poslednje dve fotografije. Donja strana,
okrenuta ka staklu tokom isparavanja rastvaraa pokazuje vidljive sferulite sa jasnim
granicama, dok se na gornjoj strani okrenutoj ka vazduhu sferuliti vide u formi kupica, 3D
struktura sferulita. Razli¢it nacin kristalisanja i razli¢ita morfologija povrSine PCL-a su ve¢
objasnjene u literaturi. [74, 75] Sferuliti prilikom rasta i stvaranja lamela ograni¢avaju jedni
druge, pa je povrsina PCL i blok kopolimernih filmova uglavnom kompaktna uz prisustvo
nekoliko Supljina.

Tabela 4.10. Rezultati opticke mikroskopije (pre¢nik sferulita) i AFM-a
(precnik sferulita i hrapavost povrSine filmova, RMS) PCL i blok kopolimera.

Uzorak RMS, nm RMS, nm Precnik, Preg:nik,
staklo® vazduh? pum? pm
PCL 350 270 100 100+21
PCEC-1 250 100 140 130 £26
PCEC-2 315 180 160 160+29
PCEC-3 320 240 100 130+25
PCEC-4 190 150 120 135+18
PCEC-5 280 250 130-140 130422
PCEC-6 300 150 40-60 70+26
PCL/PEO-1 240 190 100 100+30
PCL/PEO-2 310 150 120 120+29
PCL/PEO-3 220 190 190 190+54
#na osnovu AFM analize ° na osnovu optitke mikroskopije

Pored procene veli¢ina sferulita, odredena je i raspodela njihovih pre¢nika i histogram
raspodele za homopolimer PCL je reprezentativno prikazan na Slici 4.28. dok su ostali
histogrami prikazani u Prilogu. Raspodela veli¢ine sferulita za sve uzorke je bila unimodalna,
a Sirina raspodele je posledica razli¢itih dimenzija sferulita, tj. njithova neuniformna veli¢ina.

Opticka mikroskopija je potvrdila da se podeSavanjem strukture, sastava ali i
arhitekture PCL blok kopolimera moze uticati na morfologiju povrsine polimernih filmova,
kao 1 da prisustvo mekog PEO segmenta u malom procentu dovodi do uoc€ljivih promena u

morfologiji.

4.12.2. AFM analiza nedegradiranih polimernih filmova

Dodatne informacije o morfologiji povrsine polimernih filmova su dobijene na osnovu

AFM analize. Pored uvida u veli¢inu sferulita, izraCunavanjem vrednosti hrapavosti povrsine
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(RMS), omogucena je kvantifikacija promena u morfologiji polimernih filmova. 3D AFM
slike PCL-a i triblok i diblok kopolimera su prikazani na Slici 4.29.

Morfologija povrSina PCL i blok kopolimernih filmova je bila u saglasnosti sa
rezultatima opticke mikroskopije i potvrdeno je prisustvo sferulita. Takode, lamelaran rast
sferulita od centara nukleacije i ograni¢avanje njihovog rasta susednim sferulitom moze se
preciznije videti na AFM mikrografima. Sa porastom veli¢ine sferulita, raste i duzina lamela
Sto je uslovljeno porastom sadrzaja PCL segmenata u blok kopolimerima. Svetlije oblasti na
fotografijama su centri nukleacije, tj. centri sferulita, a ujedno predstavljaju i najvisi deo
kopolimernog filma. Na osnovu izmerenih vrednosti hrapavosti povrsina, RMS, prikazanih u
Tabeli 4.10. najvecu hrapavost povrsine ima homopolimer PCL, dok sa porastom udela PEO
segmenta u kopolimerima, vrednost RMS opada. Hrapavost povrsine blok kopolimernih
filmova zavisi od njihovog sastava i povecanje sadrzaja hidrofilnog PEO segmenta Cini
povrsinu polimernih filmova glatkom. [168] lako su Wurth i saradnici [168] dosli do
zakljucka da uvodenjem mekog PEO bloka u lance PCL-a ne dolazi do velikog smanjenja
hrapavosti povrSine polimernih filmova, razlike u RMS vrednostima ispitanih triblok i diblok
kopolimera su iznosile oko 100 nm. Na osnovu velikih razlika u vrednostima RMS,
zakljucuje se da postoje dva faktora koja uticu na morfologiju polimernih filmova. Prvi je
sadrzaj PEO segmenta, odnosno sastav kopolimera; tako najmanju vrednost RMS od 190 nm
i 250 nm imaju polimeri sa najve¢im udelom PEO: PCEC-1, PCEC-4 i PCL/PEO-1. U
serijama triblok kopolimera, sa porastom duzine PCL lanaca, hrapavost povrsSine filmova
raste i poslednji kopolimeri u seriji imaju vrednosti RMS bliske homopolimeru PCL. U seriji
diblok kopolimera je zapazen sliCan trend u vrednostima hrapavosti povrSine filmova, sa
izuzetkom da diblok kopolimer PCL/PEO-3 ima relativno nisku vrednost RMS od 220 nm.
Neocekivano niza vrednost za hrapavost povrsine se moze objasniti zavisno$¢éu ove vrednosti
od precnika kristaliSu¢ih sferulita, koji se moZze oznaciti kao drugi faktor koji odreduje RMS
vrednost. Za sve ispitane blok kopolimere, hrapavost povrSine zavisi od veli¢ine sferulita; sa
porastom precnika sferulita, vrednost RMS opada. Blok kopolimeri sa velikim pre¢nikom
sferulita poseduju veoma glatku povrsinu. Ovo je posebno izrazeno kod diblok kopolimernih
uzoraka, dok u seriji triblok kopolimera sa kra¢im PEO segmentom (narocito kod uzorka
PCEC-6 ¢iji je preénik sferulita oko 70 um, a RMS 300 nm) dominantan uticaj ima sastav

kopolimera.
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Slika 4.29. 3D AFM slike homopolimera PCL i serija triblok i diblok kopolimera.

Razli¢ita morfologija povrsine polimernih filmova u zavisnosti da li su tokom procesa
kristalizacije bili okrenuti ka vazduhu ili ka staklu, uti¢e 1 na vrednosti hrapavosti povrSine
filmova. Tako su RMS vrednosti za stranu polimernih filmova okrenutih ka staklu manje u
poredenju sa onim izmerenim za stranu okrenutu ka vazduhu.

Vrednosti precnika sferulita odredene na osnovu opticke mikroskopije i AFM analizom
su u saglasnosti, kako za triblok, tako i za diblok kopolimere. Zapaza se jedino odstupanje u
seriji triblok kopolimera, za uzorak PCEC-3, za koji je AFM analiza pokazala manju vrednost

precnika sferulita (100 pm) u odnosu na vrednost izmerenu optickom mikroskopijom (130

130



um). Ipak, rezultati dobijeni na osnovu opticke mikroskopije se mogu smatrati pouzdanijim
jer oni predstavljaju srednju vrednost viSe od 200 izmerenih sferulita u odnosu na vrednosti
dobijene AFM analizom (manji broj merenja odabranih sferulita izmerenih sa oko 10

mikrografa).

4.12.3. Opticka mikroskopija polimernih filmova nakon enzimske degradacije

Opticka mikroskopija je najjednostavniji nacin vizualizacije promena u morfologiji
povrsine polimernih filmova nakon enzimske degradacije koja se odigrava mehanizmom
povrsinske erozije.[59, 165] Iako polimerni filmovi pokazuju razli¢itu morfologiju povrsina
sa jedne i druge strane polimernog filma, obe strane podjednako podlezu enzimskoj
degradaciji (kao Sto je prikazano za uzorak PCL-a koji se nalazi u Prilogu), Sto je u
saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima. [66, 74] Analizirajuci snimljene mikrografe
ispitivanih uzoraka, zakljucuje se da ukoliko je gubitak mase nakon enzimske degradacije bio
veéi od 5 mas.%, promene u morfologiji povrSine uzoraka su jasno uocljive na osnovu
opticke mikroskopije. Na mikrografima snimljenim pre degradacije sferuliti su jasno uocljivi
sa definisanim granicama, dok nakon degradacije pojedinih polimernih uzoraka, granice
izmedu sferulita su jedva vidljive. Za blok kopolimere koji su najvise degradirali, sferuliti se
ne mogu videti, a mogu se uociti Supljine 1 dezintegrisanost filmova.

Morfologija povrSine homopolimera PCL, koji poseduje najvecu kristalini¢nost od
svih ispitivanih uzoraka, ostala je skoro nepromenjena nakon enzimske degradacije. Rezultat
je ocekivan jer PCL nakon dve nedelje enzimske degradacije gubi 4,3 mas.%. lzgled triblok
kopolimernih filmova (serija sa PEO segmentom od 1000 g/mol) pre i posle dve nedelje
degradacije je prikazan na Slici 4.30. U ovoj seriji uzoraka, za uzorak sa najve¢im udelom
PEO i najmanjom vrednosti molarne mase, PCEC-1 (gubitak mase oko 6 mas.%) se uocava
najintenzivnija erozija povrsine. Kod druga dva kopolimera iz serije, PCEC-2 i PCEC-3, kao

posledica male vrednosti gubitka mase, erozija povrsine se jedva moze detektovati.
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Slika 4.30. Opticki mikrografi serije triblok kopolimera sa duzim PEO blokom pre i posle dve
nedelje enzimske degradacije.

Nakon izlaganja dejstvu enzima, povrsina filmova serije triblok kopolimera sa PEO
segmentom (400 g/mol) je potpuno erodirana i dezintegrisana, tako da se sferuliti nisu mogli
uociti (Prilog). Polimer sa najve¢im gubitkom mase u ovoj seriji (PCEC-4, gubitak mase 11,2
mas.%) je bio u tolikoj meri degradiran, a struktura razorena da nije bilo moguce snimiti
mikrografe optickim mikroskopom. PovrSine filmova druga dva polimera iz serije su takode
bile intenzivno degradirane, sferuliti su bili jedva uocljivi i bez definisanih granica. Prisustvo
Supljina u degradiranim filmovima moZe biti posledica nehomogenosti mehanizma
degradacije 1 veceg afiniteta enzima ka degradaciji amorfnih delova polimera.

Morfologija povrsina diblok kopolimera, zbog njihove vece sposobnosti degradacije,
je intenzivno degradirana, a sferuliti jedva vidljivi (Slika 4.31.). Erozija povrsine filmova je u
saglasnosti sa gubicima mase: ve¢i gubici mase rezultirali su veCom erozijom povrsSine. Na
mikrografu najmanje degradiranog uzorka iz ove serije, PCL/PEO-3, pored intenzivno
erodirane povrsine, zapaza se i prisustvo sferulita potvrdujué¢i manje intenzivnu degradaciju u

poredenju sa ostalim uzorcima.
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Slika 4.31. Opticki mikrografi serije diblok kopolimera pre i posle dve nedelje enzimske
degradacije.

Optickom mikroskopijom je utvrdeno da, osim uticaja prisustva PEO segmenta u blok
kopolimerima na kristalizaciono ponaSanje, prisustvo amorfnog, hidrofilnog segmenta u
lancima PCL-a uti¢e i na sposobnost njihove degradacije. Na osnovu mikrografa degradiranih
polimernih filmova, uocava se da se mehanizam povrSinske erozije blok kopolimera odigrava
nehomogeno, odnosno da amorfne oblasti uzorka polimera bivaju prvenstveno napadnute od

strane enzima.

4.12.4. AFM analiza polimernih filmova nakon enzimske degradacije

Povrsinska erozija polimernih filmova nakon enzimske degradacije koja je ispitana
optickom mikroskopijom, dalje je kvantifikovana pomo¢u AFM analize degradiranih uzoraka
na osnovu procene promene vrednosti RMS, odnosno promene u hrapavosti povrSine (Tabela
4.11.). Pomo¢u AFM analize je detektovana razli¢ita morfologija povrSine PCL i blok
kopolimernih filmova (Slika 4.32. i Slika 4.33.). Pre degradacije, na 3D slikama se mogu
videti sferuliti sa jasno definisanim lamelama. ObjaSnjeno je da hrapavost povrSine PCL i
blok kopolimera zavisi od veli¢ine sferulita (a prec¢nik sferulita je odreden vrednos¢u molarne
mase), odnosno da je kod polimernih filmova sa sferulitima veceg radijusa izmerena manja
vrednost RMS i glatka povrSina filmova. Kao drugi faktor koji odreduje RMS vrednost
navodi se sadrzaj mekog, hidrofilnog segmenta PEO ¢ije prisustvo €ini povrSinu polimernog
filma glatkom. Vrednosti hrapavosti povrSine polimernih filmova triblok kopolimera pre

degradacije se medusobno mnogo ne razlikuju i bliske su vrednosti RMS za PCL, dok su za
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seriju diblok kopolimera, razlike u ovim vrednostima uocljivije. Rezultati gravimetrijske
analize degradiranih uzoraka su u saglasnosti sa AFM analizom, odnosno promene u
vrednostima RMS prate trend koji postoji za vrednosti gubitka mase kopolimera: veéi gubitak

mase, veca promena RMS vrednosti.

ndind

PCL PCEC-1 PCEC-2 PCEC-3

Pre,

(40 pm x 40 pm x 4 pm) (40 pm x 40 um x 4 pm) (40 pm x 40 ym x 4 pm) (40 pm x 40 pm x 4 pm)
PCL PCEC-1 PCEC-2 PCEC-3
(20 ym X 20 pm X 2 ym) (1Spm x 1S pum x 5 pm) (20 ym X 20 pm X 2 pm) (20pym X 20 ym x 2 ym)

Slika 4.32. 3D AFM slike serije triblok kopolimera sa PEO blokom (1000 g/mol) pre i posle
dve nedelje enzimske degradacije.

Lamelarna struktura homopolimera PCL i triblok kopolimera (Slika 4.32.) nakon
degradacije je uniStena, a promene u morfologiji su u saglasnosti sa stepenom degradacije:
veci gubitak mase, intenzivnije promene u lamelarnoj strukturi. Stoga, RMS vrednost triblok
kopolimera PCEC-1 raste sa 87 nm na 200 nm sa strane stakla, odnosno sa 51 nm na 114 nm
sa strane vazduha ukazujuéi na veoma degradiranu povrsinu filma. Druga dva uzorka iz ove
serije, koja gube manje od 1 mas.% nakon degradacije, pokazuju manje promene u
vrednostima RMS (Tabela 4.11.).

Nakon dve nedelje enzimske degradacije serije triblok kopolimernih filmova sa
kra¢im hidrofilnim PEO segmentom, promene u morfologiji povrsine filmova, tj. u vrednosti
RMS su velike i u saglasnosti sa stepenom degradacije i procentom izgubljene mase (Prilog i
Tabela 4.11.). Za uzorak koji je najviSe degradirao i kod kojeg je izmeren najveéi gubitak
mase, PCEC-4, izmereno je drasti¢no povecanje vrednosti RMS: oko 200 nm sa strane stakla
i ¢ak 350 nm sa strane vazduha, §to je mnogo vece od vrednosti RMS nedegradiranog filma
(80 nm - staklo, 60 nm - vazduh). Veoma intenzivna erozija povrsine i velika promena u
vrednosti RMS sa strane vazduha se moZe objasniti boljim kontaktom i lakSim prilaskom

enzima povrsini filma koja ima manju hrapavost. Hrapavost uzorka PCEC-5 je porasla za oko
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50 nm, dok je uzorak PCEC-6 imao hrapavost veéu za 100 nm nakon degradacije.

pre

PCL PCLIPEO-1 PCLIPEO-2 PCLIPEO-3
(40 um x 40 pm x 4 pm) (40 pm X 40 pm x 3 pm) (40 pm x 40 pm x 3 pm) (40 pm x 40 pm x 3 pm)

posle

PCL PCL/PEO-1 PC'LIPEO-Z PCLIPEO-3
(20 ym X 20 um x 2 pm) (20 pm x 20 pm X 2 pm) (40 pm x 40 pm x 5.5 pm) (40 pm x 40 pm x 3 pm)

Slika 4.33. 3D AFM slike serije diblok kopolimera pre i posle dve nedelje enzimske
degradacije.

Zahvaljujuéi najvecoj sposobnosti degradacije u prisustvu enzima, erozija povrsine
serije diblok kopolimera je bila najintenzivnija, a ofekivano su izmerene i vece vrednosti
RMS nakon degradacije (Slika 4.33. i Tabela 4.11.). Hrapavost diblok kopolimera PCL/PEO-
1 koji gubi oko 12 mas.% i za koji se o¢ekivalo da ima najvecu promenu u vrednosti RMS,
promenila se za samo 30 nm nakon degradacije Sto je, u poredenju sa npr. polimerom
PCL/PEO-3 (gubitak mase 6,4 mas.%) za koji je izmerena promena vrednosti RMS oko 60
nm, neznatno povecanje. Za ovakav rezultat objasnjenje moze biti pre¢nik sferulita polimera
PCL/PEO-3 koji je bio najveci u seriji (oko 200 um) i koji je dalje uzrokovao nisku vrednost
RMS. Zbog relativno male vrednosti hrapavosti povrSine ovog kopolimernog filma, u
poredenju sa drugim uzorcima, enzimima prisutnim u ¢elijskom ekstraktu je olakSan prilaz i

napad na povrsinu filma.
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Tabela 4.11. Gubitak mase, hrapavost povrsine polimernih filmova pre i posle dve nedelje
degradacije merena na 20 x20 nm?, precnik sferulita.

Uzorak Gubitak mase RMS (nm) RMS (nm)  Pre¢nik

(%) staklo® vazduh? (um)
PCL 43 130 (100)  82(70) 100
PCEC-1 6,2 200 (87) 114 (51) 140
PCEC-2 07 74 (65) 70 (60) 160
PCEC-3 05 80 (77) 88(73) 100
PCEC-4 11,2 190-200 (80) 350 (60) 120
PCEC-5 5,7 150 (90) 140 (95) 130-140
PCEC-6 55 140 (40) 150 (54)  40-60
PCL/PEO-1 11,8 158 (120) 175 (166) 100
PCL/PEO-2 58 200 (113) 189 (160) 100-120
PCL/PEO-3 6,4 130(85)  102(60) 190

?u zagradama su date RMS vrednosti nedegradiranih uzoraka

Homopolimer PCL je pokazao najmanje promene u vrednosti RMS kao posledica
najmanje sposobnosti degradacije i otpornosti na aktivnost enzima. Vrednosti RMS za stranu
polimernog filma ka vazduhu i ka staklu su podjednako bile promenjene nakon degradacije, u
oba slucaja povrsina filma postaje hrapavija ukazujuéi da se povrSinska erozija odigrava sa
obe strane polimernog filma. AFM analiza je potvrdila da se proces degradacije u prisustvu
enzima odvija u najvecoj meri mehanizmom povrsinske erozije i da polimerni filmovi postaju

hrapaviji zbog promenjene morfologije.

4.13. Biokompostiranje PCL i sintetisanih blok kopolimera

Nasuprot maloj podloznosti hidroliti¢koj degradaciji, poznata i pod nazivom abiotska
hidroliza, u kompostu (poznata kao biotska degradacija) se postize veci stepen degradacije
kao posledica aktivnosti enzima koje luce mikroorganizmi prisutni u kompostu.
Biodegradacija PCL i blok kopolimera je testirana u model sistemu komposta koji je sadrZzao
komercijalnu smeSu koja se koristi za uzgajanje belih pecuraka suplementirane kulturom P.
aeruginosa PAO1, na 37 °C. Tokom ¢etiri nedelje kompostiranja, neki od ispitivanih uzoraka
su pokazali visok stepen povrSinske degradacije prac¢ene intenzivnom dezintegracijom
filmova (Slika 4.34.).

Homopolimer, PCL, je pretrpeo najmanje promene tokom degradacije u kompostu u
poredenju sa blok kopolimerima. Sa snimljenih fotografija se moze videti da, kod uzoraka
koji su viSe degradirali u kompostu, neke oblasti su viSe oStecene i podloznije degradaciji,
ukazujuci da se ovaj naCin degradacije odigrava nehomogeno, mehanizmom erozije povrsine.

Nehomogena degradacija polimernih uzoraka u kompostu se moZe objasniti boljim
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kontaktom komposta i polimera u nekim oblastima te su zbog toga neki delovi vise
dezintegrisani. [87] Dodatno objaSnjenje moze biti i nehomogeni rast mikroorganizama na
povrsini polimernih filmova. Na stepen i intenzitet biodegradacije u kompostu moze uticati i
specifi¢na povr§ina ispitivanih polimernih uzoraka i sa pove¢anjem povrsine uzoraka koja je

izlozena mikroorganizama, zna¢ajno se moze ubrzati proces biodegradacije. [90]

4 nedelje 1 nedelja

=2

1 nedelja

4 nedeljxe_

Slika 4.34. Fotografije biokompostiranih polimernih filmova: a) serije triblok kopolimera sa
PEO segmentom od 1000 g/mol i b) serija diblok kopolimera.

Snimljene fotografije (Slika 4.34.) pokazuju da i nakon 4 nedelje u kompostu, PCL
poseduje najvecu rezistentnost na mikroorganizme, tako da i pored pojedinih degradiranih
domena, polimerni film je vefinom ostao kompaktan. Uzorci sa najizraZzenijom
dezintegracijom tokom biokompostiranja su PCEC-1 i PCL/PEO-1, odnosno uzorci sa
najveéim sadrzajem hidrofilnog, amorfnog PEO, ali ujedno i uzorci najmanje vrednosti
molarne mase u serijama triblok i diblok kopolimera. Ovi uzorci su skoro potpuno
dezintegrisani nakon samo nedelju dana u kompostu. Proces biodegradacije u kompostu se
odigrava razliCitim intenzitetom na polimernim filmovima pri ¢emu uzorci bivaju
dezintegrisani, a degradacioni proizvodi polimera migriraju u kompostni medijum. Sa
porastom molarne mase, blok kopolimerni uzorci su manje degradirani. Stoga triblok
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kopolimer PCEC-3 i diblok kopolimer PCL/PEO-3 imaju najmanji stepen degradacije i
ve¢inom zadrzavaju svoju kompaktnost nakon Cetiri nedelje kompostiranja.

Serija triblok kopolimera sa PEO segmentom od 400 g/mol je imala vecu otpornost na
enzime prisutne u kompostu usled male duzine PEO bloka, a pra¢enje promena u izgledu ove
serije blok kopolimera tokom cetiri nedelje je prikazano na Slici 4.35. Jedino se za uzorak
PCEC-4 uocava dezintegracija ve¢ nakon prve nedelje koja se nastavlja tokom vremena, a
nakon 4 nedelje pojedini delovi ovog uzorka se nalaze u kompostu kao degradacioni
proizvodi. Kako ostali triblok kopolimeri iz serije (PCEC-5 i PCEC-6) ve¢inom zadrzavaju
kompaktnost tokom biokompostiranja, zakljucuje se da dominantan uticaj na sposobnost

biodegradacije ima prisustvo PEO segmenta i molarna masa.
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Slika 4.35. Pra¢enje bikompostiranja serije triblok kopolimera sa PEO segmentom od 400
g/mol tokom vremena.

Biokompostiranje PCL i blok kopolimera se odvija sa povrSine uzoraka ka
unutraSnjosti, a promene u morfologiji povrSine filmova ukazuju na nehomogenu
dezintegraciju i mehanizam povrsinske erozije. [169] Ovakav nac¢in degradacije u kompostu
ukazuje na mogucénost degradacije ove vrste kopolimera u zivotnoj sredini aktivnosc¢u nekih
mikroorganizama koji se normalno nalaze u prirodi. Rezultati ogleda biokompostiranja
ispitivanih blok kopolimera su u dobroj saglasnosti sa rezultatima enzimske degradacije,
narocito za seriju diblok kopolimera i triblok kopolimera sa duzim hidrofilnim segmentom
koji su u oba ogleda pokazali izrazenu dezintegraciju i sposobnost razgradnje u prisustvu

enzima iz soja Pseudomonas.
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413.1. FTIR analiza i opticka mikroskopija polimernih filmova nakon ogleda

biokompostiranja

Nakon testova biokompostiranja, uzorke koji su pokazali najvecu rezistentnost ka
mikrobioloSkoj aktivnosti, bilo je moguée snimiti pomocu opticke mikroskopije i analizirati
pomo¢u FTIR. Analizom spektara i izracunavanjem karbonilnog i kristalnog indeksa
pojedinih polimernih uzoraka, omogucena je kvantifikacija degradacije uzoraka, a na osnovu
opticke mikroskopije je dobijen uvid u mehanizam degradacije u kompostu.

Snimljeni su FTIR spektri PCL i uzoraka iz druge serije triblok kopolimera, PCEC-5 i
PCEC-6, a na Slici 4.36. je reprezentativno prikazan spektar homopolimera PCL pre i posle
biokompostiranja. Vizuelno se moZe zapaziti pojava pikova u oblasti od 1540 do 1590 cm™
kod uzoraka PCL nakon biokompostiranja, kao i manji intenzitet pika izmedu 2750 i 3000
cm™ koji je kod kontrolnog uzorka PCL oStar i veéeg intenziteta. Vrednost karbonilnog
indeksa biokompostiranog uzorka je iznosila 3,6 u odnosu na kontrolni ¢ija je vrednost bila
3,9; dok je vrednost kristalnog indeksa opala sa 58 % (kontrolni) na 53 % (degradirani).
Smanjenje vrednosti karbonilnog i kristalnog indeksa su dodatno potvrdile promene u
strukturi degradiranih uzoraka koje je bilo moguce snimiti nakon degradacije u kompostu. Na
Slici 4.36. su prikazan dva PCL spektra jednog istog uzorka koji je snimljen na razli¢itom
mestu polimernog filma, kako bi se utvrdile promene koje nastaju i u manje degradiranoj i u

viSe degradiranoj oblasti (nehomogena degradacija).

Cl=36 PCL_biokompostiran
Kristalni indeks 53,2 % ¢

Apsorbanca

Cl=39
Kristalni indeks 58 %
/ PCL_kontrolni

b
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Talasni broj (cm™)

Slika 4.36. FTIR analiza PCL polimernog filma pre i posle ogleda biokompostiranja.

Optic¢ka mikroskopija biokompostiranih uzoraka otkrila je da se degradacija polimernih
uzoraka odigrava mehanizmom povrSinske erozije i da dolazi do naruSavanje strukture

sferulita testiranih uzoraka (Slika 4.37.). Kod PCL, koji je najviSe otporan prema biotskoj
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degradaciji, struktura sferulita je najviSe oCuvana, dok se kod uzoraka koji su pretrpeli
intenzivniju degradaciju, ova struktura samo nazire jer su granice izmedu sferulita teSko

uocljive.

Slika 4.37. Opticki mikrografi PCL i triblok kopolimera nakon biokompostiranja.

Testovi hidroliticke 1 enzimske degradacije, a pre svega u kontrolisanim uslovima
degradacije u kompostu su pokazali da PCL blok kopolimeri sa poli(etilen-oksidom) kao
centralnim 1 lateralnim segmentom mogu naéi primenu u izradi ambalaznog materijala
zahvaljujuéi sposobnosti degradacije od strane mikroorganizama koji se nalaze u okolini,
odnosno enzima koje oni luce. Ukoliko ovi kopolimeri dospeju u spoljasnju sredinu nakon
jednokratne upotrebe, mogu se uspesno razgraditi prirodnim putem, a zagadenje Zivotne

sredine polimernim otpadom je na taj nacin svedeno na minimum.

4.14. Primena triblok kopolimera kao matrica za kontrolisano otpustanje ibuprofena

Amfifilni blok kopolimeri na bazi poli(e-kaprolaktona) i poli(etilen-oksida) imaju
Siroku primenu u oblasti biomedicine, a u ovom radu je ispitana njihova potencijalna primena
kao matrica za kontrolisano otpustanje lekova. Homopolimer PCL i serija triblok kopolimera
sa kra¢im PEO segmentom (M, 400 g/mol) je koris¢ena za pripremu polimernih mikrosfera
kao nosaca ibuprofena. Za pripremu mikrosfera unutar kojih je inkapsuliran ibuprofen je
izabrana serija triblok kopolimera sa kratkim PEO blokom kako bi se ispitao uticaj prisustva
PEO bloka u veoma malom procentu (manje od 2 mas.%) na efikasnost inkapsulacije,
veli¢inu dobijenih Cestica, ali prvenstveno na profile otpustanja ibuprofena kao i mehanizam

njegovog otpustanja iz polimerne matrice.
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U ovoj seriji triblok kopolimera, duzina PEO segmenta je bila konstantna u svim
kopolimerima (stepen polimerizovanja 9) dok je duzina PCL blokova varirana (stepen
polimerizovanja u opsegu od 99 do 150).

Pripremom PCEC polimernih mikrosfera pre svega je bio cilj da se ispita uticaj kratkog,
hidrofilnog PEO segmenta, razliCite strukture kopolimera i molarne mase, na profile
otpustanja leka iz polimerne matrice, ali 1 da se ispita uticaj koncentracije leka na veli¢inu
Cestica 1 kinetiku otpuStanja leka. Kako bi se ispitao uticaj koncentracije ibuprofena,
pripremljene su blok kopolimerne mikrosfere sa 10 i 20 mas.% leka preracunato na masu
polimera, odnosno maseni odnos polimer/lek je iznosio 1:10 i 1:5, redom.

Metoda otparavanja lako isparljivog rastvaraca iz emulzije je jednostavan, ponovljiv 1
pogodan naéin inkapsulacije hidrofobnog leka (ibuprofena) u polimernu matricu u formi
mikrosfera. Emulzija " ulje u vodi " se dobija ukapavanjem rastvora hloroforma (u kojem su
rastvoreni polimer i lek) u vodeni rastvor poli(vinil-alkohola) pri ¢emu se formiraju
emulgovane Cestice polimera unutar kojeg je inkapsuliran lek, kao posledica nemesljivosti
hloroforma i vode. Odnos organske i vodene faze je iznosio 1/20, a koncentracija rastvora
polimera 10 mas.%. Hloroform kao lako isparljiv rastvara¢ tokom vremena otparava iz
emulzije na sobnoj temperaturi (25 °C i usled konstantnog mesanja 1000 o/min), a
mikroCestice polimera sa lekom padaju na dno reaktora. Prinosi svih dobijenih mikrosfera su
bili visoki, u opsegu od 88 do 95 % ukazujuci na efikasnost i pogodnost primenjene tehnike

za inkapsulaciju leka (Tabela 4.12.).

4.14.1. Efikasnost inkapsulacije ibuprofena

Prilikom izrade mikrosfera, odredena kolicina leka se ne inkapsulira u polimernu matricu
ve¢ zaostaje u vodenom rastvoru, pa je potrebno odrediti efikasnost inkapsulacije leka u
polimernu matricu. Efikasnost inkapsulacije leka predstavlja odnos koli¢ine leka zarobljene u
mikrosferama u odnosu na ukupnu koli¢inu leka unetog u rastvor polimera. Koncentracija
leka u rastvoru se odreduje pomocu UV-Vis spektrofotometrije, na osnovu apsorbance
karakteristi¢énog pika na 221 nm (Slika 4.38.).
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Slika 4.38. UV-VIS spektri ibuprofena i rastvora pufera sa zaostalim lekom nakon
inkapsulacije 10 i 20 mas.% ibuprofena u PCL polimernu matricu.

Inkapsulacijom 10 mas.% ibuprofena, dostignuta je vrednost efikasnosti inkapsulacije u
opsegu od 72 do 75 %, dok je za 20 mas.% inkapsuliranog leka ova vrednost bila u opsegu od
64 do 76 % (Tabela 4.12.). Relativno visok procenat efikasnosti inkapsulacije je postignut
zahvaljuju¢i hidrofobnoj prirodi ibuprofena koji, usled velike hidrofobnosti PCL i PCEC
kopolimera, ostaje zarobljen unutar polimerne matrice. Efikasnost inkapsulacije moze biti
odredena odnosom masa polimer/lek (EE% raste sa porastom vrednosti ovog odnosa) [109],
ali u slu¢aju dobijenih mikrosfera, slicne vrednosti EE% su dobijene za razliCite
koncentracije leka (10 i 20 mas.%) najverovatnije kao posledica velikog sadrzaja PCL i
afiniteta ibuprofena da se inkorporira unutar ove polimerne matrice, ali i zbog postojanja
medumolekulskih interakcija izmedu ibuprofena 1 polimerne matrice. O postojanju ovih

interakcija i na¢inu njihovog dokazivanja bice vise rec¢i u daljem tekstu.

Tabela 4.12. Efikasnost inkapsulacije, sadrzaj leka u polimernoj matrici, prinos.

Mikrosfere Prinos, % EE, %  Sadrzaj leka, %
PCL blank 88 -
PCEC-4 blank 93 -
PCEC-5 blank 92 -
PCEC-6 blank 93 -
PCL/10 91 72 6,7
PCEC-4/10 92 73 6,8 912
PCEC-5/10 92 72 6,7 '
PCEC-6/10 95 75 7,0
PCL/20 91 76 13,2
PCEC-4/20 91 77 13,3 16.7°
PCEC-5/20 88 64 11,3 '
PCEC-6/20 92 72 12,6

®teorijska vrednost
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Sadrzaj inkapsuliranog leka za seriju mikrosfera od 10 mas.% ibuprofena je bio u
opsegu od 6,7 do 7,2 mas.%, Sto je blizu teorijske vrednosti od 9,1 mas% koja se odnosi na
sadrzaj leka pri efikasnost inkapsulacije od 100 %. U drugoj seriji dobijenih mikrosfera, gde
je cilj bio inkapsulirati 20 mas.% ibuprofena, sadrzaj leka je iznosio od 11,3 do 13,3 mas%, a
teorijska vrednost za maksimalnu efikasnost inkapsulacije je 16,7 mas.%. Veéi prinos
dobijenih mikrosfera je rezultovao ve¢om efikasnosti inkapsulacije, a samim tim 1 ve¢im
sadrzajem inkapsuliranog leka. Prinos blok kopolimernih mikrosfera uzorka PCEC-5, sa 20
mas.% ibuprofena, je iznosio 88 %, a kao posledica manjeg prinosa u odnosu na preostale
uzorke, vrednost EE% je bila manja.

4.14.2. DSC analiza dobijenih mikrosfera

Jedan od faktora koji uti¢e na kinetiku otpustanja leka je kristalna struktura polimernog
matriksa unutar koje je inkapsuliran lek.[170] Pomoéu DSC analize je ispitan uticaj
inkorporacije leka na temperaturu topljenja, T, entalpiju topljenja, AHp, i relativni i ukupni
stepen kristalini¢nosti polimernih mikrosfera.

U DSC termogramima (Slika 4.39.a) se vidi ostar, intenzivan pik koji potice od
topljenja kristalnog ibuprofena, ¢ija je temperatura topljenja 80,5 °C, a vrednost entalpije
topljenja iznosi AH, = 121,5 J/g. Pik koji poti¢e od topljenja ibuprofena se ne uo¢ava u DSC
termogramima mikrosfera unutar kojih je inkapsuliran lek, sto moZe da ukazuje na to da je
inkapsuliran lek dispergovan unutar polimernog matriksa u amorfnom obliku i da ne dolazi
do kristalizacije ibuprofena tokom procesa mikroinkapsulacije. Kako je PCL
semikristalini¢an polimer, inkapsulirani lek je dispergovan u amorfnoj oblasti polimera. U
seriji praznih mikrosfera, PCL mikrosfere imaju najvecu vrednost temperature topljenje, 68,1
°C, do su vrednosti entalpije topljenja bile sli¢ne za sve pripremljene mikrosfere bez leka kao
posledica velikog sadrzaja PCL u kopolimerima. Uvodenje kratkog, amorfnog PEO segmenta
u PCL lance dovodi do smanjena vrednosti Tr, pa tako kopolimerne mikrosfere sa najve¢im
sadrzajem PEO u svom sastavu (PCEC-5) pokazuju najmanju vrednost temperature topljenja
(66,8 °C) u seriji. Takode, malo poveéanje vrednosti Tp, i AHy, sa porastom duzine PCL
segmenata ukazuje da su termicka svojstva blok kopolimernih mikrosfera odredena kako
sadrzajem PEO bloka, tako i njihovom molarnom masom. Inkapsulacijom leka u polimernu
matricu dolazi do promene njihovih termickih svojstava (Tabela 4.13.). Smanjenje vrednosti
temperature topljenja prouzrokovano inkapsulacijom leka u polimernu matricu je

detektovano i za 10 i za 20 mas.% leka, a najvece smanjenje vrednosti Ty, Se zapaza kod
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PCL/20 mikrosfera, sa 68,1 na 64,1 °C. Trend smanjenja temperature topljenja usled
inkorporacije leka je prisutan i kod PCEC blok kopolimera (Slika 4.39.b). Smanjenje
vrednosti entalpija topljenja koje nastaje kao posledica inkapsulacije leka u polimernu
matricu je bilo joS izrazenije u odnosu na smanjenje vrednosti Tp,. Kada se 20 mas.%
ibuprofena inkapsulira u PCL polimernu matricu, izraCunata vrednost entalpije topljenja
iznosi 74,7 J/g, §to je za oko 10 J/g nize u poredenju sa praznim PCL mikrosferama.
Generalno, sa porastom procenta inkapsulacije ibuprofena u mikrosferama, pik koji potice ot
topljenja polimernih mikrosfera postaje Siri i pomera se ka nizim vrednostima temperature, a
opada i vrednost entalpije topljenja. Dobijeni rezultati su ocekivani i u skladu sa literarnim
podacima ne samo za Cestice unutar kojih je ibuprofen inkapsuliran, ve¢ 1 za druge
hidrofobne lekove koji se nakon inkapsulacije nalaze u amorfnom obliku unutar polimerne
matrice. [138, 171]
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i
i
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i
i
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Slika 4.40. DSC termogrami: a) praznih PCL i PCL/10, PCL/20 mikrosfera i ibuprofena, b)
10 mas.% i 20 mas.% ibuprofena inkapsuliranog unutar PCEC blok kopolimerne matrice.

Na osnovu rezultata DSC analize, zakljucuje se da inkapsulacija leka u polimernu
matricu uti¢e na kristalnu strukturu polimera koji je koriS¢en kao matrica. Kao posledica
toga, beleze se promene u vrednosti relativnog i apsolutnog stepena kristalini¢nosti
mikrosfera sa inkapsuliranim lekom. Relativan stepen kristalini¢nosti, XCPC", PCL i PCEC
mikrosfera je izracunat na slican nain kao za polimere, na osnovu jednaCine 3.2.

Dobijeni rezultati se nalaze u Tabeli 4.14.
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Tabela 4.13. Rezultati DSC analize praznih i ibuprofenom inkapsuliranih mikrosfera.

a

Mikrosfere Tm °C  AHwJlg Vrr\l];(;';, ” Xe,% X%
Ibuprofen 80.5 1215

PCL prazne 68,1 86,8 100 63,8 63,8
PCL/10 66,4 87,8 92,8 64,5 69,6
PCL/20 64,1 74,7 86,8 54,9 63,3
PCEC-4 prazne 66,8 86,7 98,3 63,7 64,8
PCEC-4/10 67,4 85,1 91,5 62,6 68,4
PCEC-4/20 66,1 78,1 85,0 57,4 67,6
PCEC-5 prazne 67,0 84,1 98,7 61,8 62,6
PCEC-5/10 65,3 82,3 92,0 60,5 65,8
PCEC-5/20 64,6 69,5 87,4 51,1 58,5
PCEC-6 prazne 67,1 87,4 98,8 64,3 65,0
PCEC-6/10 64,7 85,1 91,8 62,6 68,2
PCEC-6/20 66,7 83,3 86,2 61,3 63,7

¥ Na osnovu 'H NMR analize i sadrzaja leka

Prazne PCL mikrosfere su imale vrednost stepena kristalini¢nosti 63,8 %, Sto je veoma
sli¢no vrednostima X; izraCunatim za prazne blok kopolimerne mikrosfere, navode¢i na
zakljucak da prisustvo mekog, amorfnog PEO bloka u veoma malom procentu, neznatno
ometa kristalizaciju PCL blokova, kao jedine kristalne faze u ovim kopolimerima. Nakon
inkapsulacije leka u polimernu matricu, dolazi do promene vrednosti apsolutnog stepena
kristalini¢nosti u poredenju sa odgovaraju¢im praznim mikrosferama. Smanjenje vrednosti
stepena kristalinicnosti praznih PCL mikrosfera (63,8 %) na ¢ak 54,9 % za mikrosfere
PCL/20, jasno ukazuje na uticaj sadrzaja inkapsuliranog leka na vrednosti apsolutnog stepena
kristalini¢nosti. Vrednost apsolutnog stepena kristalini¢nosti X; za prazne PCEC-4 sfere je
bila 63,7 % a nakon inkapsulacije 20 mas% ibuprofena, ova vrednost se smanjila na 57,4 % i
trend smanjenja stepena kristalini¢nosti se zapaza i kod ostalih uzoraka iz serije.

Analizom rezultata DSC analize, zakljuCuje se da izraunate apsolutne vrednosti stepena
kristalini¢nosti (X;) umnogome zavise od procenta inkapsuliranog leka u polimerni matriks,

PCL

dok izracunate vrednosti relativnog stepena kristalini¢nosti (X¢ ) ukazuju da prisustvo leka

u polimernoj matrici i njegov sadrzaj dovode do malih promena u kristalizacionom ponaSanju
PCL blokova.
4.14.3. FTIR analiza dobijenih mikrosfera

Kompatibilnost polimerne matrice i inkapsuliranog leka, interakcije koje se javljaju

izmedu njih, kao 1 promene u kristalnoj strukturi nakon inkapsulacije leka, mogu se ispitati
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FTIR analizom. Reprezentativni FTIR spektri snimljenih mikrosfera sa i bez leka, kao i

ibuprofena su prikazani na Slici 4.40.
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Slika 4.40. Reprezentativni FTIR spektri mikrosfera: a), b), ¢), d) ibuprofen i PCL, PCEC-4,
PCEC-5 i PCEC-6 blok kopolimerne mikrosfere sa 0, 10 i 20 mas.% leka i fizicke smese
praznih mikrosfera sa 10 i 20 mas.% leka (oznafene kao b-PCL/10, b-PCL/20, odnosno
bPCEC-10, b-PCEC/20).

U FTIR spektru ibuprofena se javlja apsorpciona traka, velikog intenziteta na 1706
cm™ koja potie od C=0 vibracija, a pik koji se javlja u oblasti izmedu 2500 i 2730 cm™
odgovara vibracijama —OH grupe. U spektrima PCL i PCEC mikrosfera bez leka, pik koji
potice od karbonilne C=0 grupe je detektovan na 1720 cm™. Nakon inkapsulacije ibuprofena
u polimerne matrice, apsorpcioni pik karbonilne grupe koja potice iz ibuprofena se pomera ka

1 $to se moze

Sirem karbonilnom apsorpcionom piku u oblasti izmedu 1660 1 1763 cm
pripisati istovremeno karbonilnoj grupi polimera i leka. Ovi rezultati ukazuju na postojanje
interakcija izmedu funkcionalnih grupa ibuprofena i polimernog matriksa. Fizicke smeSe 10 1
20 mas.% leka su pripremljene kako bi se uporedilo da li i u ovim smeSama dolazi do
interakcija izmedu leka i polimerne matrice (Slika 4.40.). Kako nije utvrdeno Sirenje
karbonilnog pika kod ovih smesa, to je bio dodatni pokazatelj postojanja vodoni¢nih veza
koje se uspostavljaju izmedu karbonilne grupe polimernog matriksa (PCL-a) i hidroksilnih
grupa ibuprofena u mikrosferama koje su sadrzale IB, kao $to je prethodno utvrdeno od

strane Baimark-a. [172] Pikovi malog intenziteta koji se javljaju u smeSama polimera i leka u
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oblasti izmedu 635 i 670 cm™, kao i dva pika na 867 i 1510 cm™, redom, poti¢u od
ibuprofena. U inkapsuliranim mikrosferama, ovi pikovi, karakteristicni za IB, se javljaju i
nakon inkapsulacije leka (na 635 — 670, 867 i 1510 cm™), a njihov intenzitet raste sa
porastom sadrZaja leka u mikrosferama, ukazujuci da je lek uspeSno inkapsuliran u polimernu
matricu. Postojanje drugih karakteristicnih pikova u FTIR spektrima PCL i PCEC je ve¢
objasnjeno u delu FTIR analize polimernih filmova i isti pikovi se javljaju i kod ovih uzoraka
u formi mikrosfera. Takode, ni u slucaju mikrosfera se ne detektuje postojanje
karakteristi¢nog pika koji poti¢e od etarske veze PEO (na 1100 cm™) usled njegovog malog
sadrzaja o ¢emu je ve¢ bilo re¢i. Spektri PCL i PCEC mikrosfera su sli¢ni, skoro identi¢ni
kada govorimo o trakama koje se javljaju, jer apsorpcione trake poticu samo od PCL blokova.
Ukoliko uporedimo snimljene spektre mikrosfera koje sadrze lek i bez leka, u oblasti izmedu
2500 i 2750 cm™ dolazi do pojave pikova malog intenziteta kod mikrosfera unutar kojih je
inkapsuliran lek. Intenzitet ovog pika raste i postaje sve uocljiviji za polimerne mikrosfere sa
20 mas.% inkapsuliranog leka.

FTIR analizom su dobijene i informacije o kristalnoj strukturi i promenama do kojih
dolazi usled inkapsulacije leka u polimernu matricu. Na osnovu intenziteta karakteristicnih
pikova, izraCunate su vrednosti karbonilnog, CI, i kristalnog indeksa (Tabela 4.14.).
Vrednosti Cl su ostale nepromenjenje ili neznatno smanjene za mikrosfere u kojima je
inkapsuliran lek. Smanjenje vrednosti karbonilnog indeksa je bilo vec¢e za 20 mas.%
inkapsuliranog ibuprofena. lako su odredene male promene u vrednosti CI, vrednosti
kristalnog indeksa nakon inkapsulacije i 10 i 20 mas.% leka su porasle za oko 3 % na osnovu
Cega Cega se zakljuCuje da dolazi do strukturnih promena koje su pre svega posledica

inkorporacije leka, a u manjoj meri su uzrokovane sastavom polimera.

Tabela 4.14. Rezultati FTIR analize: karbonilni indeks, Cl, i kristalni indeks.
Kristalni

: ab b, ¢ ab b, ¢ . b, d Kristalni
Mikrosfere Cl Cl Cl Cl mdei)l/(Os " indeks™ @ %
10 mas% 1B 20 mas% IB 10 mas% IB 20 mas% IB
PCL 44(44) 41(42) 3744 40(42) 576(537) 579(537)

PCEC-4 4445 41143 4345 40(4,3) 57,1(54,6) 57,6 (54,6)
PCEC-5 44 (45) 4041 450145 41(4,1) 581(554) 57,9(554)
PCEC-6 45(44) 41(43) 43(44) 41(43) 580(54,4) 582 (54,4)
na osnovu odnosa intenziteta pikova na 1720 i 1470 cm™

u zagradi su date vrednosti praznih mikrosfera (bez leka)

na oshovu odnosa intenziteta pikova na 1720 i 1398 cm™

na osnovu odnosa intenziteta pikova na 1294 i 1167 cm™

a
b
c
d
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4.14.4. Morfologija PCL i PCEC mikrosfera

Jedan od parametara koji najviSe uticu na Kinetiku otpusStanja leka iz polimerne
matrice je veliina Cestica. Ispitivanje morfologije polimernih mikrosfera pomocu opticke
mikroskopije i SEM analize je veoma vazno za razumevanje profila otpustanja leka. Veli¢ina
Cestica zavisi od brojnih faktora medu kojima su vrsta upotrebljenog emulgatora, njegova
koncentracija, brzina meSanja, molarna masa i koncentracija polimera. [135, 173] U okviru
ovog ispitivanja, parametri koji su menjani su bili sastav polimera, molarna masa i

koncentracija leka, a uslovi pripreme mikrosfera su bili isti za sve uzorke.

4.14.5. Opticka mikroskopija mikrosfera

Opticka mikroskopija, kao jednostavna i dostupna metoda ispitivanja i odredivanja
morfologije Cestica, je posluzila kao nacin da se dobije preliminaran uvid u izgled i veli¢inu
dobijenih mikrosfera. Ova metoda je bila jedna od prvih koja je uradena nakon suSenja
pripremljenih Cestica, kako bi se utvrdilo da li su dobijene Cestice sfernog oblika, da li je
doslo do stvaranja agregata, kao i da se dobije informacija o veli¢ini mikrosfera.

Snimljeni mikrografi (Slika 4.41.) prikazuju jasno definisan sferni oblik Cestica, koje
se medusobno nisu slepljivale i stvarale agregate, kao 1 izrazenu polidisperznost veliine
sfera. Mikrografi praznih PCL mikrosfera pokazuju da su pripremljene sfere ve¢ih dimenzija
u poredenju sa serijom triblok kopolimera. Sastav kopolimera utice na dimenzije sfera pa
tako uvodenjem PEO segmenta u PCL lance, dolazi do smanjenja veli¢ine sfera. Vrednost
precnika mikrosfera je najmanja kod uzorka sa najve¢im udelom PEO, dok sa porastom
duzine PCL lanaca, dimenzije sfera rastu ali ne dostizu vrednost veli¢ine PCL mikrosfera.
Izmerene vrednosti pre¢nika mikrosfera su prikazane u Tabeli 4.15. Na mikrografu PCL/20
uzorka se oucavaju neravnine na povrSini sfera koje su zapravo adsorbovani kristali

ibuprofena koji se nije inkapsulirao u polimernu matricu ve¢ je zaostao na povrsini ¢estica.
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10 mas% leka 0 mas% leka

20 mas% leka

Fotografije snimljene optickim mikroskopom su ukazivale da veli¢ina dobijenih PCL
1 PCEC mikrosfera zavisi od sastava kopolimera, molarne mase, stepena kristalini¢nosti 1
koncentracije inkapsuliranog leka. O uticaju svih pomenutih faktora na dimenzije Cestica bice

diskutovano u poglavlju SEM analize sfera.

Tabela 4.15. Srednje vrednosti pre¢nika polimernih mikrosfera i standardna devijacija, SD.

Pre¢nik Cestica = SD,  Precnik Cestica + SD,

Mikrosfere a b
um pm
PCL prazne 135+ 38 125+ 32
PCEC-4 prazne 87+19 90+ 15
PCEC-5 prazne 110 £ 23 120 £ 23
PCEC-6 prazne 100 + 23 110 + 22
PCL/10 120+ 33 130+ 31
PCEC-4/10 89+18 85+ 15
PCEC-5/10 95+ 22 95+18
PCEC-6/10 95 + 26 100 + 23
PCL/20 135+ 39 135+ 29
PCEC-4/20 88+ 19 80+14
PCEC-5/20 90 + 22 90+ 14
PCEC-6/20 95+ 24 110+ 21
#na osnovu opti¢ke mikroskopije ° na osnovu SEM analize
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Takode, histogrami raspodele velicine mikrocestica, koji su prikazani u Prilogu, su
pokazali unimodalnu, Siroku raspodelu praznih cCestica ali i1 Sirenje raspodele veli¢ina

mikrosfera kao posledicu inkapsulacije leka u polimerni matriks.

4.14.6. SEM analiza mikrosfera

SEM analizom je bilo omoguéeno dobiti bolji uvid u morfologiju i izgled povrSine
dobijenih mikrosfera. Snimljeni mikrografi svih uzoraka (Slika 4.42.) potvrduju sferican
oblik, pojedina¢nih, neporoznih mikrocestica, kao i odsustvo aglomerata i neodredenih oblika
sfera. PovrSina Cestica je ve¢inom glatka bez defekata, a ponegde se mogu uociti blage
neravnine, konkavnog oblika karakteristicne za sfere sa manjim sadrzajem leka. U slucaju
mikrosfera sa 20 mas.% ibuprofena, povrSina Cestica je hrapavija zbog prisustva kristala
ibuprofena koji zaostaju na povrsini. Prisustvo kristala leka adsorbovanih na povrSini
mikrosfera jedva se moze uociti za PCL/10 mikrosfere, a mnogo je izrazenije za PCL/20 i
PCEC-4/20 polimerne Cestice. Ovakva morfologija mikrosfera se moze objasniti koli¢inom
polimera koja nije bila dovoljna da se potpuno inkapsulira lek u slucaju veceg sadrzaja leka
(20 mas.%, maseni odnos polimer/lek = 5/1). Pored ovoga, mnogo prihvatljivije objasnjenje
jeste da je rastvor polimera sa ve¢im sadrzajem leka zasiceniji, pa kao posledica toga dolazi
do zaostajanja rastvorene supstance (leka u ovom slucaju) koji kristaliSe na povrSini Cestica
tokom brzog otparavanja rastvaraca (hloroforma).[131] Kristali leka koji se izdvajaju na
povrsini mikrosfera za posledicu imaju pojavu inicijalnog brzog otpustanja leka, o cemu ¢e u

daljem tekstu biti detaljnije diskutovano.
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Slika 4.42. SEM mikrografi dobijenihm

50pm

ikrfera sa i bez inkapsuliranog leka (U = 1000).

Odreduju¢i vrednosti precnika dobijenih mikrosfera na osnovu SEM analize, doslo se
do zakljucka da molarna masa, prisustvo PEO segmenta, tj. sastav kopolimera i1 koncentracija
leka imaju uticaj na veli¢inu Cestica (Tabela 4.15.). U seriji praznih mikrosfera, PCL
mikrosfere su najve¢ih dimenzija, 125 pm. Kako je PCL homopolimer, vrednost pre¢nika
sfera je pre svega odredena molarnom masom polimera, koja je najveca u poredenju sa blok
kopolimerima (M,, 62970 g/mol). Najmanja srednja vrednost pre¢nika sfera je izmerena za
blok kopolimer PCEC-4 (90 £ 15 um) usled prisustva najveéeg sadrzaja PEO (1,7 mas%) u
seriji ali i najmanje vrednosti molarne mase (M,, 33940 g/mol). Sa porastom molarne mase
blok kopolimera u seriji, raste vecina Cestica [174], pa su tako vrednosti pre¢nika PCEC-5 i
PCEC-6 mikrosfera 120 i 110 pum, redom. Mala razlika u veli¢ini mikrosfera ova dva
kopolimera se moze objasniti malom razlikom u njihovoj vrednosti molarne mase (41240 u
odnosu na 44550 g/mol). Koncentracija leka prvenstveno ima uticaja na viskoznost organske
faze, Sto dalje moZe uticati na pre¢nik dobijenih sfera, odnosno moze do¢i do njegovog
porasta nakon inkapsulacije ibuprofena. Inkapsulacija ibuprofena u polimernu matricu
prouzrokovala je neznatno smanjenje pre¢nika sfera kod uzorka PCEC-4/10, PCEC-4/20, dok
su veli¢ine ¢estica PCEC-5/10, PCEC-5/20, i PCEC-6/10, PCEC-6/20 ostale nepromenjene u
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poredenje sa odgovarajué¢im praznim sferama. Prisustvo leka u PCL polimernoj matrici, kao i
njegov veci sadrzaj, takode nisu doveli do promena u veli¢ini Cestica. Na osnovu SEM
analize, otkriveno je da su promene u veli¢ini Cestica izazvane inkapsulacijom leka u
polimernu matricu, prisutne u sluc¢aju polimernih uzoraka kod kojih je procenat PEO
segmenta iznosio 1,3 mas%.

Snimljeni SEM mikrografi su iskoriS¢eni za odredivanje raspodele mikrosfera i na
osnovu dobijenih histograma (Slika 4.43.) se uocava unimodalna, Siroka raspodela veli¢ine
dobijenih Cestica za sve uzorke. Prikazani histogrami pokazuju da je raspodela PCL i PCEC-5
mikrosfera bez leka Sira u poredenju sa ostalim sferama bez leka, ali i da PCEC-4 mikrosfere
imaju najmanje Cestice i najuzu raspodelu. Pored male promene u vrednosti pre¢nika veli¢ine
PCL, PCEC-4 i PCEC-6 sfera nakon inkapsulacije ibuprofena, i njihova raspodela je ostala
nepromenjena. Povecanje pre¢nika mikrosfera nakon inkapsulacije leka ukazuje da je lek
uspesno inkapsuliran unutar polimerne matrice. [175] Kod IB inkapsuliranih mikrosfera
unutar PCEC-5 polimernog matriksa, pored smanjenja vrednosti precnika sfera u odnosu na
prazne sfere, zapaZza se uniformija raspodela veli¢ine Cestica kako za 10, tako i za 20 mas%
inkapsuliranog leka. Sa porastom duzine PCL segmenata u seriji triblok kopolimera, dolazi

do Sirenja raspodele veli¢ina sfera, kao $to je slucaj za uzorak PCEC-6.
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Slika 4.43. Uticaj inkapsulacije leka na pre¢nik dobijenih mikrosfera i njihovu raspodelu.

Vrednosti pre¢nika mikrosfera odredene na osnovu opticke mikroskopije 1 SEM
analize su bile u saglasnosti, a raspodele veliine Cestica izraCunate primenom ove dve

metode su bile veoma sli¢ne.
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4.14.7. In vitro otpustanje ibuprofena iz PCL i PCEC polimerne matrice

Konvencionalnim nacom isporuke lekova se ne moze obezbediti kontinuirana
isporuka lekova na duzi vremenski period, kao ni odrzavanje odgovarajuce koncentracije leka
konstantnom. Prilikom primena polimernih matrica kao nosaca lekova prvenstveno mora biti
zadovoljen uslov kontrolisanog oslobadanja leka tokom duzeg vremenskog perioda. Kinetika
otpustanja leka iz polimerne matrice moze zavisiti od mnogih faktora, kao $to su: molarna
masa polimera, kristalinicnost polimera, dispergovanost leka unutar polimerne matrice,
raspodela veli¢ine mikrocestica, 1 svi pomenuti parametri mogu diktirati kinetiku otpustanja
leka. [176] U realnim sistemima je teSko posti¢i konstantno otpustanje leka tokom vremena i
profili otpuStanja leka imaju dve oblasti: prva oblast obuhvata inicijalno, brzo otpustanje leka,
tzv. "burst effect”, i oblast kada kriva otpustanja leka ulazi u plato, i sa vremenom ne dolazi
do promene koncentracije oslobodenog leka. U pocetnoj fazi, do inicijalnog, brzog otpustanje
leka dolazi kao posledica dispergovanosti leka u blizini povrSine cestica, dok je proces
kontinuiranog otpustanja leka u drugoj fazi kontrolisan procesom difuzije i degradacije
polimernog matriksa. [174, 177]

Profili in vitro otpustanja u fosfatnom puferu (pH 7,4; na 37 °C) tokom 72 h (Slika
4.44.) prikazuju inicijalno, brzo otpustanje leka za sve ispitivane uzorke, a ovaj tzv. " burst
effect " je naroCito izrazen kod uzoraka sa 20 mas.% inkapsuliranog ibuprofena
najverovatnije usled prisustva zaostalih kristala leka na povrSini mikrosfera, pa se inicijalno
otpusta lek sa povrsine sfera. Nakon inicijalno brzog otpustanja leka u prvoj fazi, koji prati
period sporijeg otpusStanja leka, kriva otpustanja leka ulazi u plato kad je dostignuta
konstantna koncentracija otpustenog leka za sve ispitivane uzorke, i ne belezi se dalje
otpustanje leka tokom 72 h. Efekat inicijalnog otpusStanja leka u prvih nekoliko sati nije
izrazen kod PCL/10 mikrosfera, najverovatnije kao posledica hidrofobne prirode
homopolimera PCL. Usled velike hidrofobnosti polimerne matrice, onemoguéeno je
prodiranje molekula vode kroz polimernu matricu, ¢ime se usporava proces difuzije.
Analiziraju¢i profile otpusStanja ibuprofena kada je njegov sadrzaj u polimernoj matrici 10
mas.% (Slika 4.44.a), zakljucuje se da je kinetika otpustanja leka odredena molarnom masom
polimera, veli¢inom Cestica, kao i stepenom kristalini¢nosti. Najvec¢a vrednost molarne koja
je rezultovala najve¢im dimenzijama sfera (130 um), kao i vrednost X. od 64,5 %, odgovorni
su za kontinuirano otpuStanje leka i manje izrazeno inicijalno otpustanje leka iz PCL
polimerne matrice u poredenju sa blok kopolimerima. U seriji mikrosfera sa 10 mas.% leka,

najvedi uticaj na kinetiku otpusStanja leka ima molarna masa, ali pre svega veliCina Cestica
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(koja je diktirana molarnom masom polimera). U slucaju inkapsulacije manjeg sadrzaja leka
u polimernu matricu, kristalini¢nost uzoraka nije imala uticaja na kinetiku otpuStanja leka,
prvenstveno jer su vrednosti stepena kristalini¢nosti ovih polimernih Cestica bile veoma
slicne. PCEC-4/10 mikrosfere imaju male vrednosti precnika kao posledica najmanje
vrednosti molarne mase polimernog matriksa u seriji blok kopolimera, ¢ime je povecana
ukupna povrsina mikrosfera, stoga se najveci procenat leka oslobada upravo iz PCEC-4/10
sfera. Sa druge strane, veli¢ina mikrosfera PCEC-5 i PCEC-6 je bila sli¢na $to se odrazilo i na
profile otpustanja ibuprofena koji su se malo razlikovali, narocito u prvih 6 h. Uprkos
sinergistickom uticaju viSe faktora na otpuStanje ibuprofena iz ispitivanih polimernih
uzoraka, zakljucuje se da se lek iz blok kopolimerne matrice brze otpusta i obezbeduje se veci
sadrSaj leka u ispitivanom medijumu usled prisustva PEO bloka kao centralnog segmenta u
poredenju sa homopolimernom PCL matricom iz koje se lek sporije otpusta i manje je izrazen
"burst effect".

lako se pretpostavljao slican trend u profilima otpustanja ibuprofena cCiji je sadrzaj bio
20 mas.%, rezultati prikazani na Slici 4.44.b ukazuju da je Kinetika otpusStanja leka
kontrolisana i odredena stepenom kristalini¢nosti polimerne matrice. Uticaj kristalini¢nosti
polimernog matriksa nije dominantan faktor jedino kod uzorka PCEC-4/20 gde su male
dimenzije Cestica i razvijena povrSina pre svega diktirala otpuStanje leka. lako su PCL/20
mikrosfera bile relativno velikih dimenzija (135 um), manja vrednost X. (54,9 %) u odnosu
na blok kopolimer PCEC-6/20 ( 61,3 %) uzrok je veceg procenta otpustanja ibuprofena iz
PCL polimerne matrice. Nakon inkapsulacije 20 mas.% leka u polimernu matricu, vrednost
stepena kristalinicnosti PCL se drasticno smanjila Sto je dalje uticalo na kinetiku otpustanja
leka. Uprkos semikristalnoj strukturi i hidrofobnosti PCL polimerne matrice, smanjenje
stepena kristalini¢nosti omogucilo je prolazak molekula vode u amorfne regije polimera i

neometanu difuziju, manifestujuci se brzim otpustanjem leka.
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Slika 4.44. Profili otpustanja ibuprofena iz polimerne matrice PCL i PCEC mikrosfera: a) 10
mas.% leka b) 20 mas.% leka.

Kinetika otpustanja leka se moze opisati i pomoc¢u parametara kao §to su txy, (Vreme
potrebno da se oslobodi odredeni procenat leka, npr. tsoe, teow, trow, ~* Sampling time ") i
efikasnost rastvaranja, DE (dissolution efficiency). [124] Efikasnost rastvaranja se moze

izraCunati primenom jednacine:

fotyxdt

Y1o00Xt

DE = x 100 (4.13.1)

gde je foty X dt povrSina ispod krive otpuStanja leka tokom odredenog vremena, t, a
vrednost yipoxt odgovara povrSini pravougaonika koji odgovara 100 % rastvaranja za
odredeno vreme; Yy je procenat leka rastvoren/otpusten u vremenu t.

Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 4.16. Ibuprofen se najbrze oslobada iz PCEC-
4/10 polimerne matrice, a ¢ak 70 mas.% leka se oslobodi nakon samo 30 minuta. Velika
kolic¢ina leka oslobodena nakon samo 30 minuta je ukazivala na izrazen efekat inicijalnog
brzog otpustanja leka. Efikasnost rastvaranja/otpustanja ibuprofena za PCEC-4/10 je takode
bila velika, 91 %, u poredenju sa ostalim blok kopolimernim matricama, a mnogo veca u
odnosu na PCL/10, ¢ija je vrednost DE iznosila 68 %. Nakon 1,5 h pracenja otpustanja leka
iz PCL/10 mikrosfera, 60 mas.% ibuprofena je otpuSteno Sto je bilo sporije u poredenju sa
blok kopolimerima. Manje izrazeno inicijalno brzo otpustanje leka iz polimera je utvrdeno za
PCEC-5/10 i PCEC-6/10 uzorke u poredenju sa PCEC-4/10 mikrosferama, ali je i za ove
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uzorke utvrdeno da otpuste oko 60 mas.% nakon 30 minuta pradenja. Vreme za koje se
otpusti 50 mas% leka iz polimerne matrice, ts0%, za mikrosfere kod kojih je sadrZaj leka
iznosio 20 mas.%, ukazivao je inicijalno brzo otpustanje leka prisutno kod svih uzoraka.
Kako je ve¢ objasnjeno, inicijalna faza otpuStanja velikog procenta leka je posledica
njegovog prisustva na povrsini sfera. Na osnovu dobijenih vrednosti parametara tsog, T60%,
T70% | DE su dobijene vazne informacije kao $to je da se 60 mas.% ibuprofena kasnije otpusti
iz PCL/20 1 PCEC/20 u odnosu na koli¢inu leka koja se otpusti iz mikrosfera sa 10 mas.%
leka ( nakon 48 h za PCL, 2 h za PCEC-4, 1,5 h za PCEC-5 i nakon 72 h za PCEC-6 sfere).
Manji procenat otpustenog leka iz polimernog matriksa gde je njegov sadrzaj veéi (20
mas.%) moZe se objasniti zaostajanjem kristala ibuprofena na povrsSini mikrosfera (Sto je i
potvrdeno pomoc¢u FTIR i SEM analize), koji, pored toga Sto dovodi do izrazenog inicijalnog
otpustanja leka, moze onemogucditi prolazak molekula vode u polimerni matriks i time otezati

proces difuzije.

Tabela 4.16. Parametri koji karakteriSu otpustanje leka: vreme otpustanja (tsow, Te0%, T70%),
efikasnost rastvaranja (DE); oslobodena koncentracija leka nakon 24 sata.

Mikrosfere To0%, N T7o0m h DE, % Caan, PPM Ts0%, N Teow, - DE, % Caan, PPM
10 mas.% leka 20 mas.% leka

PCL 15 72 68 67,2 0,5 48 59 91,2

PCEC-4 <05 0,5 91 90,1 05-1 2 67 103,0

PCEC-5 0,5 1 77 76,6 <05 15 62 74.3

PCEC-6 0,5 1-15 84 83,9 <05 > 72 54 77,3

U cilju ispitivanja i poredenja koncentracija otpustenog ibuprofena iz razli¢itih
polimernih matrica, odredena je koncentracija leka koja se otpusti u ispitivani medijum nakon
24 h pracenja, Co4n, kao dodatnog parametra kinetike otpustanja ibuprofena. Parametar Cyqn je
izabran jer za ovo vreme koncentracija leka otpustenog iz svih ispitivanih polimera ulazi u
plato, odnosno nakon 24 h koncentracija leka je ostaje konstantna tokom vremena jer ne
dolazi do daljeg otpustanja leka. Za seriju pripremljenih mikrosfera sa 10 mas.% sadrZaja
leka, koncentracija otpusStenog leka je bila veca u slucaju blok kopolimera, ukazuju¢i da se
uvodenjem kratkog PEO segmenta u lance PCL moze uticati na kinetiku otpuStanja leka iz
polimerne matrice. Koncentracija oslobodenog leka iz PCEC-4/10 polimerne matrice nakon
24 h je iznosila 90,1 ppm, i ova koncentracija leka se dalje nije menjala. Sa porastom sadrzaja
PCL segmenta u kopolimerima, manja maksimalna koncentracija otpustenog leka je
detektovana: 76,6 ppm za uzorak PCEC-5/10 i 83,9 ppm za PCEC-6/10 mikrosfere. PCL
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mikrosfere u kojima je sadrzaj leka bio 20 mas%, nakon 24 h otpuste 91,2 ppm ibuprofena i
ovo je maksimalna koncentracija leka zabelezena tokom 72 h ispitivanja. Ve¢i sadrzaj PEO
bloka u kopolimerima, i u ovoj seriji mikrosfera, obezbeduje najvecu koncentraciju
oslobodenog IB nakon 24 h, oko 103,0 ppm, dok je kod ostalih kopolimernih cestica,
oslobodena koncentracija IB manja, za PCEC-5/20 iznosi 74,3 ppm, a za PCEC-6/20 77,3
ppm. Ovu rezultati ukazuju da su profili otpustanja leka definisani razli¢itim parametrima kao
Sto su: vrsta polimernog matriksa, priroda leka, a pre svega rastvorljivost leka u vodenoj
sredini, zatim molarna masa polimera i interakcije koje se uspostavljaju izmedu polimera i
leka. [115] Rastvorljivost ibuprofena u puferu i interakcije izmedu polimernog matriksa i
leka, kao vazni parametri koji kontrolisu otpustanje leka, su imali zna¢ajan uticaj na kinetiku
otpustanja leka iz pripremljenih mikrosfera. [109]

Vazno je napomenuti da informacije dobijene na osnovu ovih parametara ne mogu
jasno i precizno definisati kinetiku otpustanja leka iz polimerne matrice, ali zajedno sa
primenom matemati¢kih modela, o kojima ¢e u daljem tekstu biti diskutovano, moze se dobiti

uvid u mehanizam otpustanja leka iz polimera.

4.14.8. Primena matematickim modela na profile otpustanja ibuprofena iz PCL i PCEC

polimerne matrice

Homopolimer PCL je semikristalinican polimer koji sporo degradira u fizioloSkim
uslovima (pH 7,4, 37 °C), ima veliku propustljivost za lekove male molarne mase. Zbog
veoma spore degradacije, [59] lek ¢e se iz polimerne matrice oslobadati procesom difuzije
pre nego usled degradacije polimernog matriksa. [178] U cilju ispitivanja mehanizma
otpustanja leka iz polimera, moguce je primeniti razli¢ite matematicke modele. [121, 126]
Jedan od modela, veoma jednostavna, semi-empirijska jednacina koja moze opisati kinetiku

oslobadanja leka iz polimerne matrice, jeste tzv. ""stepeni zakon™ ("power law") ili Peppas- ov

model [127]: Mt = ftn (4.13.2)

Moo
gde je M; — ukupna koli¢ina leka otpuStenog u vremenu t, M, je ukupna koli¢ina leka
otpustenog u beskona¢nom vremenu (koja moze biti jednaka koli¢ini inkapsuliranog leka
unutar sistema za vreme t = 0); M/M,, je frakcija leka oslobodena u vremenu t, k je konstanta
kontrolisanog otpustanja, t je izmereno vreme, a n je difuzioni eksponent. Za sfernu
geometriju, kada je vrednost n = 0,43, mehanizam otpusStanja leka se odigrava Fikovom

difuzijom, dok vrednost n = 0,85 ukazuje na ne — Fikov mehanizam difuzije leka. Vrednosti
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koeficijenta difuzije izmedu pomenute dve grani¢ne vrednosti su karakteristine za anomalni
transport leka kroz polimernu matricu.

Pored jednaCine koja opisuje "stepeni zakon", za odredivanje kinetike otpuStanja
ibuprofena ¢e biti koriS¢ena i Higuchi-jeva jednacina: % =KVt (4.133)

Matematicki modeli koji su koriS¢eni u ovom radu mogu posluziti za poredenje razlicitih
profila otpustanja leka a potpuno realno mogu opisati samo ekstremne, grani¢ne slucajeve.

Vrednosti odgovaraju¢ih parametara izraCunatih primenom matematiCkih modela se
nalaze u Tabeli 4.17. Vrednost korelacionog koeficijenta, R, koja je za sve uzorke bila iznad
0,99, pokazala je najbolje slaganje kod primene Peppas — ovog modela. Izra¢unata vrednost n
za PCEC kopolimerne mikrosfere (ispod 0,43) ukazuje da je glavni mehanizam oslobadanja
leka iz polimerne matrice Fikova difuzija. Nasuprot PCEC mikrosferama, vrednost
difuzionog koeficijenta za PCL/10 mikrosfere je bila 0,5, Sto odgovara anomalnom transportu
leka kroz polimernu matricu. Kako je vrednost n = 0,5 veoma bliska grani¢noj vrednosti od
0,43, moze se reci da je otpustanje ibuprofena iz PCL/10 mikrosfera uglavnom difuziono
kontrolisano. Konstante otpustanja IB iz PCEC blok kopolimera su imale ve¢e vrednosti u
odnosu na PCL u seriji sa 10 mas.% sadrzaja leka u polimerima, pri ¢emu je vrednost K rasla
sa porastom udela PEO segmenta u blok kopolimerima. Kada je sadrzaj leka u polimernim
matricama iznosio 20 mas.%, vrednost difuzionog koeficijenta definisana na osnovu Peppas -
ove jednacine ukazala je na Fikovu difuziju kao mehanizam otpustanja IB iz svih ispitanih
mikrosfera. Konstante otpustanja leka za seriju sa 20 mas.% IB su bile najve¢e za PCL/20 1
PCEC-6/20 mikrosfere, iako je bilo o¢ekivano da najveca vrednost k bude upravo za PCEC-4
polimer koji oslobada najvecu koli¢inu ibuprofena. Ovako neocekivan trend vrednosti k se
moze objasniti prvenstveno prisustvom leka na povrsini sfera koji dovodi do izrazenog
inicijalnog, brzog otpustanja leka, ali i brojem tacaka koje su uzete za proraune, u ovom
slucaju tokom prva 4 sata.

Analizom parametara izraCunatih primenom Higuchi — jevog modela, a pre svega
vrednost korelacionog koeficijenta, koji je u nekim slu¢ajevima bio oko 0,87, moze se re¢i da
ovaj model nije najpogodniji za primenu na ispitanom sistemu i da se prvi (Peppas) pokazao

kao bolji izbor.
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Tabela 4.17. IzraCunati parametri razli¢itih modela otpustanja IB iz polimernih mikrosfera sa
10 1 20 mas.% leka.

Mikrosfere Peppas - ov model Higuchi - jev model Mehanizam

k n R k R
PCL/10 0,69 050 0,9966 0,70 0,9966 Anomalni transport
PCEC-4/10 0,90 0,16 0,9988 0,82 0,9366
PCEC-5/10 0,89 0,14 1,0000 0,80 0,9319 Fikova difuzija
PCEC-6/10 0,79 0,29 0,9818 0,75 0,9630
PCL/20 0,92 0,05 0,993 0,81 0,8739

PCEC-4/20 0,77 0,27 09935 0,72 0,9666
PCEC-5/20 0,87 0,08 09989 0,77 0,8981
PCEC-6/20 094 0,07 0,9999 0,83 0,8917

Fikova difuzija

Na kraju, ovo istrazivanje je potvrdilo da se PCL i PCEC blok kopolimerne mikrosfere
zaista mogu Koristiti kao matrice za kontrolisano otpustanje ibuprofena i da je tzv. "burst
effect" izrazeniji kod kopolimera sa ve¢im sadrzajem hidrofilne komponente u svom sastavu.
Otpustanje ibuprofena iz PCL polimerne matrice se odigrava sporije, sa manje izrazenim
inicijalnim brzim otpustanjem leka, ali koli¢ina oslobodenog leka je manja u poredenju sa
PCEC blok kopolimerima, kao posledica hidrofobnosti PCL polimerne matrice i sporije
difuzije molekula vode i leka. Pored uticaja sastava kopolimera na Kinetiku otpustanja leka,
sadrzaj inkapsuliranog leka, takode, predstavlja jedan od faktora koji diktiraju otpuStanje leka
iz polimerne matrice. Zaostajanje kristala leka na povrSini mikrosfera, koji dalje dovodi do
pojave inicijalnog brzog otpustanja leka, moze se izbe¢i podeSavanjem, kako masenog

odnosa polimer-lek, tako i podesavanjem uslova pripreme mikrocestica.

4.15. In vitro testovi ispitivanja citotoksi¢nosti dobijenih mikrosfera sa ibuprofenom

Ispitivanje citotoksi¢nih svojstava biodegradabilnih polimera i njihovih formulacija sa
lekom je veoma vazno ukoliko je krajnji cilj njihova potencijalna primena u oblasti
biomedicine. Procenat prezivelih ¢elija nakon inkubiranja sa praznim i mikrosferama sa
ibuprofenom uporeden je sa kontrolnim uzorcima, ali 1 sa celijama tretiranim samo

ibuprofenom (Slika 4.45.).
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Slika 4.45. Citotoksi¢na aktivnost praznih i mikrosfera sa ibuprofenom testirana na humanim
¢elijama - fibroblastima pluca: a) procenat prezivelih ¢elija nakon izlaganja koncentracijama
od 750 (&), 1500 (m) i 3000 pg/mL (m) mikrosfera i 150 (O), 300 (m) and 600 pug/mL (m); b)
Morfologija ¢elija nakon tretiranja tokom 48 h (uvecanje 20 puta).

Rezultati testiranja su pokazali da prazne PCL 1 PCEC mikrosfere nisu toksi¢ne za
tretirane cCelije u koncentracijama do 3 mg/ml. Mala citotoksi¢nost utvrdena za vece
koncentracije mikrosfera nastaje kao posledica fizickog stresa i ograni¢enog prostora za rast
éelija usled prisustva mikrosfera. Celije izloZene ve¢im koncentracijama miksrosfera su
zadrzale svoju normalnu morfologiju i pri ovim koncentracijama (Slika 4.45.b). Celije
tretirane Cistim lekom, ibuprofenom, u koncentracijama od 5, 10 i 20 mas.% racunato na
masu mikrosfera, a to je 150, 300 i 600 upg/ml, redom, su pokazale manji stepen
prezivljavanja. Nakon izlaganja ¢elija koncentraciji od 150 pg/ml, procenat prezivelih ¢elija
je bio 60 %, dok je samo 5 % celija opstalo nakon njihovog tretmana ve¢im koncentracijama
ibuprofena (Slika 4.46.a). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ispitivanjem citotksi¢nosti

ibuprofena na ¢elijama jetre pastrmke. [179] Najvecu citotoksi¢nost su imale mikrosfere
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PCEC-4 sa ibuprofenom, kao i PCEC-6 mikrosfere sa lekom kod kojih je procenat prezivelih
¢elija iznosio 50 %, odnosno 70 % pri najmanjim koncentracijama, 750 pug/ml. Ovakvi
rezultati se mogu objasniti kinetikom otpustanja leka iz PCEC-4 i PCEC-6 mikrosfera, jer se
upravo iz pomenutih polimernih matrica oslobada najveci procenat leka tokom vremena
(Tabela 4.18.). Kako se iz PCEC-4 polimernih mikrosfera oslobada veéa koncentracija
ibuprofena u prvih nekoliko sati, detektovana je i veca citotoksi¢nost za ove mikrosfere
tokom 48 h. Kod blok kopolimernih mikrosfera iz kojih se otpusta manja koncentracija leka
(PCEC-5/10 i PCEC-6/10), beleze se i manji citotoksicni efekti.

Netoksi¢na svojstva dobijenih mikrosfera unutar kojih je inkapsuliran ibuprofen, i
njihova mala toksi¢nost u ve¢im koncentracijama leka, ukazuju na mogucnost njihove
primene kao nosaca, ne samo ibuprofena, ve¢ i drugih hidrofobnih lekova, kada je potrebno
posti¢i oslobadanje leka tokom duzeg perioda. Kinetika otpustanja leka iz PCL/PEO triblok
kopolimera je odredena i kontrolisana sastavom 1 strukturom kopolimera, kao i
koncentracijom inkapsuliranog leka. Promena sastava i odnosa polimer/lek moze predstavljati

jedan od nacina 1 pristupa u dizajniranju novih formulacija lekova.
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5. Zakljucak

Dve serije triblok kopolimera i jedna serija diblok kopolimera sa malim sadrzajem
hidrofilnog, amorfnog poli(etilen-oksida), kao centralnog, odnosno lateralnog segmenta su
uspesno sintetisane polimerizacijom otvaranja prstena e-kaprolaktona u prisustvu katalizatora
kalaj-oktoata, Sn(Oct),.

Struktura i sastav kopolimera su potvrdeni 'H i *C NMR analizom. Vrednosti
molarnih masa za sve sintetisane serije blok kopolimera su se kretale u intervalu od 22000 do
44450 g/mol, ¢ime je utvrdeno da su dobijeni kopolimeri zeljenih molarnih masa i duzina
segmenata. Maseni udeo hidrofilne komponente, PEO (1000 g/mol), u seriji triblok
kopolimera je bio u opsegu od 2,8 do 4,5 mas%, dok je u drugoj seriji triblok kopolimera,
sadrzaj PEO (400 g/mol) iznosio od 1,2 do 1,7 mas%. U seriji diblok kopolimera, maseni
udeo m-PEO je bio u intervalu od 2,5 do 4,7 mas%. Kvantitativnom “*C NMR
spektroskopijom je utvrdeno da su sve hidroksilne grupe iz pretpolimera PEO i m-PEO
potpuno proreagovale gradeci estarsku vezu sa PCL lancima, na osnovu c¢ega je potvrdena
blok struktura kopolimera.

Molarna masa srednja po brojnoj zastupljenosti (M,) sintetisanih kopolimera odredena
GPC analizom kretala se od 30480 do 48170 g/mol, dok je vrednost indeksa polidisperznosti
kopolimera iznosila od 1,60 do 2,00. Najve¢u vrednost molarne mase je imao homopolimer
PCL, 62970 g/mol, a vrednost indeksa polidisperznosti je bila 2,07.

DSC analiza je pokazala male razlike u temperaturama topljenja blok kopolimera, ali i
da sa porastom PCL segmenata u kopolimerima, vrednost T, u seriji raste. Prisustvo
amorfnog PEO segmenta male duzine nije imalo velikog uticaja na topljenje blok kopolimera
I Tm je zavisila od sadrzaja PCL segmenata. Vrednosti entalpija topljenja sintetisanih
polimera potvrdile su da uvodenje PEO bloka u lance PCL, uprkos malom sadrzaju, ima
uticaja na termicka svojstva. Blok kopolimeri sa najve¢im sadrzajem PEO segmenta imaju
najmanje vrednosti entalpije topljenja, dok sa porastom duzine PCL segmenata, vrednost
entalpije topljenja raste. Na osnovu vrednosti stepena kristalini¢nosti blok kopolimera,
zakljuceno je da kristalini¢nost sintetisanih uzoraka ne zavisi samo od sastava i udela PEO i
PCL segmenata, ve¢ i od polozaja amorfnog PEO bloka. Najmanju vrednost X imaju diblok i
triblok kopolimeri sa najve¢im udelom PEO bloka, dok sa porastom duzine PCL segmenata,
raste i vrednost stepena kristalini¢nosti. Triblok i diblok kopolimeri istog sastava i iste
molarne mase pokazali su razlike u kristalizacionom ponaSanju usled razli¢itog polozaja PEO

segmenta. Diblok kopolimeri su imali ve¢u vrednost X; zbog lateralnog poloZzaja PEO blok
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koji tako vezan manje ometa kristalizaciju PCL u poredenju sa triblok kopolimerima.
Homopolimer PCL je pokazao najve¢u vrednost Tp, entalpije topljenja i stepena
kristalini¢nosti.

Najvece razlike izmedu sintetisanih triblok i diblok kopolimera su potvrdene na
osnovu termogravimetrijske analize. Prisustvo jednog pika u DTG termogramu PCL-a
ukazuje da se ovaj homopolimer termicki razlaze u jednom koraku, ili se dva degradaciona
koraka odigravaju istovremeno: nasumicno raskidanje lanaca i raskidanje polimernih lanaca
sa krajeva. Svi triblok kopolimeri, bez obzira na duzinu PEO, degradiraju u dva koraka: u
prvom stupnju dolazi do degradacije PEO bloka, a u drugom degradacionom koraku dolazi
do raskidanja veza unutar PCL lanaca. Nasuprot triblok kopolimerima, diblok kopolimeri se
termicki razgraduju u jednom koraku, sli¢no PCL-u. Pored razli¢itog mehanizma degradacije
triblok i diblok kopolimera, diblok kopolimeri pokazuju vecu stabilnost u odnosu na triblok
kopolimere.

WAXS analizom je potvrdeno da je PCL jedina kristalna faza u blok kopolimerima ali
1 da, u zavisnosti od polozaja PEO segmenta, dolazi do pomeranja karakteristi¢nih pikova.
Karakteristricni pikovi u difraktogramima triblok kopolimera se pomeraju ka veéim
vrednostima 26, dok se pikovi diblok kopolimera pomeraju ka niZzim vrednostima 26 kao
posledica promena dimenzija kristalne jedini¢ne celije. Vrednosti X; odredene na osnovu
WAXS analize su bile najmanje za kopolimere sa najve¢im udelom PEO, dok je vrednost
stepena kristalini¢nosti rasla sa porastom duzine PCL segmenata.

Rezultati DMA analize su pokazali da sintetisani polimeri u rastopu ispoljavaju
jednostavno reolosko ponaSanje i uniformnu temperaturnu zavisnost. Za sve reoloske
parametre je vazio princip superpozicije vreme-temperatura, sto je omogucilo konstrukciju
njihovih zbirnih krivih zavisnosti. Za sve polimerne uzorke u oblasti niskih frekvencija,
zavisnost modula elasti¢nosti i modula izgubljene energije od frekvencije, G' ~af i G"~w,
koja vazi za homogene rastope je potvrdena. Reoloska ispitivanja su pokazala da uvodenje
PEO segmenata u polimerne lance povecava viskoznost rastopa i energiju aktivacije tecenja.
Viskoznost rastopa triblok kopolimera je bila ve¢a u poredenju sa diblok kopolimerima.
Zavisnost viskoznosti rastopa polimera od molarne mase je potvrdila da svi sintetisani
polimeri imaju molarnu masu veéu od kriticne molarne mase, M, tj. da su sposobni za
prepletaje. Sintetisani PCL/PEO blok kopolimeri poseduju niZze temperature ostakljivanja i
manje module saCuvane energije na sobnoj temperaturi u odnosu na homopolimer PCL. Ty

sintetisanih polimera se povecavala sa pove¢anjem stepena kristalini¢nosti, dok se intenzitet
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a-prelaza smanjivao. Na temperaturama ispod -70 °C uocene su kod svih uzoraka p-
relaksacije tj. sekundarni relaksacioni prelazi.

Testovi ispitivanja apsorpcionih svojstava, apsorpcije vode i vlage, ukazali su na malu
hidrofilnost sintetisanih blok kopolimera. Triblok kopolimer sa najve¢im sadrzajem PEO
(1000 g/mol) je apsorbovao oko 4 mas.% vode posle 72h, a vrednost apsorpcije vode je
opadala sa porastom udela PCL segmenata. Diblok kopolimerna serija uzoraka je imala bolja
hidrofilna svojstva u poredenju sa triblok kopolimernim filmovima, pa je i diblok kopolimer
sa najmanjim udelom PEO apsorbovao oko 3 mas.% vode. Test apsorpcije vlage potvrdio je
malu hidrofilnost ispitanih uzoraka, < 2 mas.% vlage je apsorbovano nakon 72 h za sve
ispitivane kopolimere. Ocekivano, PCL je imao najmanji procenat apsorbovane vode 1 vlage.
Izmerene vrednosti kontaktnog ugla sa vodom su bile malo niZe od 90 °, $to je ukazivalo na
skoro nekvasljivu i hidrofobnu prirodu povrsine polimernih filmova, kao i da prisustvo PEO
segmenta u procentu manjem od 5 mas.% ima mali uticaj na hidrofilnost blok kopolimernih
filmova.

Ispitivanjem hidroliticke degradacije blok kopolimera je utvdeno da stepen
degradacije zavisi od sastava i molarne mase uzoraka, kao i polozaja hidrofilnog PEO bloka.
Najvec¢i gubitak mase u seriji triblok kopolimera ima uzorak sa najve¢im sadrzajem PEO
segmenta (1000 g/mol), oko 2 mas.% posle osam nedelja hidrolize, a da sa porastom molarne
mase i duZine PCL segmenata, stepen hidrolize opada. Druga serija triblok kopolimera sa
PEO (400 g/mol), imala je joS manje gubitke mase nakon hidrolize kao posledica malog
sadrzaja, < 2 mas.% PEO segmenta. Diblok kopolimeri su pokazali vecu sposobnost
hidroliticke degradacije usled lateralnog polozaja PEO, a gubitak mase najhidrofilnijeg
uzorka u seriji je iznosio oko 11 mas.%. Vrednosti kristalnog indeksa (FTIR analiza) triblok
kopolimera se smanjuju u odnosu na kontrolne uzorke, dok se vrednosti CI diblok kopolimera
povecavaju. Smanjenje vrednosti molarne mase do koje dolazi tokom 8 nedelja hidrolize,
odredene na osnovu GPC analize, bile su potvrda da se ispitani blok kopolimeri tokom
hidrolize degradiraju mehanizmom degradacije u masi.

Enzimska degradacija je po prvi put testirana u prisustvu bakterijskog ekstrakta koji je
sadrzao enzime P. aeruginosa PAOI, tokom cetiri nedelje. Veéi procenat izgubljene mase
blok kopolimera nakon enzimske degradacije dokazuje vecu sposobnost degradacije
ispitivanih uzoraka u prisustvu enzima. Blok kopolimeri sa najve¢im sadrzajem PEO bloka
gube najveli procenat mase, a nakon Ccetiri nedelje degradacije, najhidrofilniji diblok

kopolimer je bio potpuno dezintegrisan. Velike promene u gubicima mase su pracene i
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promenama u kristalnoj strukturi blok kopolimera, $to je potvrdila FTIR analiza. Na osnovu
GPC analize je utvrdeno da dolazi do promene u vrednosti molarne mase degradiranih
uzoraka, ali da veliki gubici mase ukazuju da se degradacija odigrava u veéem stepenu
mehanizmom povrsinske erozije.

Opticka mikroskopija polimernih filmova pre degradacije je otkrila morfologiju
sferulita na povrsini ¢ije su dimenzije odredene sastavom i molarnom masom blok
kopolimera. Uvodenjem PEO segmenta u lance PCL-a dolazi do ometanja kristalizacije PCL
Sto za posledicu ima povecanje precnika kristaliSu¢ih sferulita. Pove¢anje molarne mase u
seriji dovodi takode do porasta prec¢nika sferulita $to je narocCito izrazeno za seriju diblok
kopolimera. AFM analiza polimernih filmova je potvrdila morfologiju sferulita na povrsini i
njihovu lamelarnu prirodu. Duzina lamela raste sa porastom udela PEO segmenata u blok
kopolimerima.

Optic¢ka mikroskopija polimernih filmova nakon enzimske degradacije je ukazala na
mehanizam povrSinske degradacije kod svih ispitivanih uzoraka. Intenzitet degradacije i
promena morfologije su odredeni sastavom i strukturom uzoraka, tako da se povrsinska
erozija lako uocava kod uzoraka koji gube preko 5 mas.% nakon degradacije, dok su promene
u morfologiji povrSne filmova sa manjim gubicima bile jedva uocljive. AFM analizom je
proces povrsinske erozije kvantifikovan u smislu odredivanja hrapavosti povrSine nakon
degradacije. Vedi stepen degradacije, veéi gubici masa, rezultovali su u velikim promena u
hrapavosti, tako da su povrsine filmova bile hrapavije nakon izlaganja dejstvu enzima. Na
AFM mikrografima degradiranih uzoraka se jasno uocava oStecenje lamela i nestajanje
sferulita, $to je uocljivo za sve uzorke.

Ogledi biokompostiranja, u kompost model sistemu na 37 °C obogaéenim enzimima
P. aeruginosa PAOL, su ukazali na moguénost degradacije PCL i PCL/PEO blok kopolimera
usled aktivnosti mikroorganizama koji se normalno nalaze u Zivotnoj sredini. Degradacija u
kompostu se odigrava nehomogeno, mehanizmom povrSinske erozije, a najvecu rezistentnost
ka mikroorganizmima je pokazao homopolimer PCL. Triblok i diblok kopolimeri sa najve¢im
udelom PEO segmenta i najmanjom vredno$¢u molarne mase najviSe podleZu procesu
degradacije u uslovima kompostiranja.

U cilju ispitivanja potencijalne primene ovih blok kopolimera u oblasti biomedicine,
serija triblok kopolimera (PEO molarne mase 400 g/mol) je koris¢ena za pripremu polimernih
mikrosfera za inkapsulaciju ibuprofena postupkom otparavanja lako isparljivog rastvaraca iz
emulzije. Pripremljene su mikrosfere u kojima je sadrZaj leka iznosio 10 i 20 mas.%. Prinos

dobijenih mikrosfera je bio visok, preko 90 %, dok je efikasnost inkapsulacije leka bila u
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proseku oko 70 %. DSC analizom dobijenih mikrosfera je utvrdeno da nakon inkapsulacije
leka u polimernu matricu dolazi do smanjenja temperature topljenja polimerne matrice koje je
izrazenije za ve¢i sadrzaj leka. Nakon inkapsulacije 10 mas.% ibuprofena u polimernu
matricu, dolazi do smanjenja vrednosti promene entalpije topljenja, dok se inkapsulacijom 20
mas.% leka entalpija topljenja drasticno smanjuje. Vrednosti X PCEC mikrosfera sa
ibuprofenom su manje u poredenju sa praznim mikrosferama, ali vrednost relativnog stepena
kristalinicnosti se neznatno menja, ukazujuéi da se inkorporacijom leka u polimernu matricu
ne ometa kristalizacija PCL segmenata.

FTIR analizom je utvrdeno postojanje interakcija izmedu funkcionalnih grupa
ibuprofena 1 polimerne matrice, odnosno postojanje vodoni¢nih veza koje se uspostavljaju
izmedu karbonilne grupe PCL-a i1 hidroksilne grupe ibuprofena. Takode, prisustvo pikova
karakteristi¢nih za ibuprofen je detektovano u spektrima inkapsuliranih mikrosfera ukazujuci
da je lek uspesno inkapsuliran u polimernu matricu.

Sferna morfologija, bez prisutnih aglomerata i neodredenih oblika, dobijenih Cestica
je dokazana SEM analizom. Utvrdeno je da su pre¢nici dobijenih sfera odredeni sastavom
polimera, sadrzajem hidrofilnog PEO segmenta, molarnom masom, ali i koncentracijom leka.
Mikrosfere najmanjih dimenzija su dobijene iz blok kopolimera najmanje molarne mase i
najveceg sadrzaja PEO, dok sa porastom udela PCL segmenata u kopolimeru, precnik sfera
raste. Inkapsulacijom leka, veliina sfera se povecava, a raspodela veliina Cestica se Siri.
SEM mikrografi mikrosfera koje sadrze 20 mas.% leka su potvrdili zaostajanje kristala leka
adsorbovanih na povrsini sfera.

Profili otpustanja leka imaju dve oblasti: prvo inicijalno brzo otpustanje leka, koje je
najmanje izrazeno za PCL/10 mikrosfere, i drugu fazu postepenog otpustanja leka nakon cega
kriva zavisnosti ulazi u plato, koncentracija leka tokom vremena se ne menja jer se lek vise
ne otpusta iz polimerne matrice. Blok kopolimer sa najve¢im udelom PEO i najmanjom
molarnom masom, otpusta najvecu koli¢inu ibuprofena ve¢ u prvih nekoliko sati testiranja
(vise od 80 mas% leka je otpuSteno tokom 72 h). Prisustvo PEO segmenta u blok
kopolimerima je uzrok inicijalnog brzog otpustanja ibuprofena iz polimerne matrice ali i
dostizanja veceg sadrzaja leka u ispitivanom medijumu nakon 72 h u odnosu na PCL za seriju
sa 10 mas.% leka. U seriji sa 20 mas.% ibuprofena, kristali leka koji zaostaju na povrsini
sfera dovode do inicijalnog brzog otpustanja leka, i ovaj efekat je prisutan kod svih
ispitivanih mikrosfera. Otpustanje leka iz polimerne matrice je odredeno sastavom polimera,
molarnom masom, koncentracijom leka, veli¢inom cestica i stepenom Kkristalini¢nosti.

Primenjeni matematicki modeli su pokazali da je otpustanje leka iz polimerne matrice
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difuziono kontrolisano, odnosno da se lek iz polimerne matrice otpuSta mehanizmom Fikove
difuzije.

Testovi citotoksi¢nosti ispitani na humanim ¢elijama fibroblasta plu¢éa (MRCS5) su
dokazali netoksi¢na svojstva praznih mikrosfera, kao i manju toksi¢nost mirkosfera sa
inkapsuliranim ibuprofenom pri manjim koncentracijama. Citotoksi¢ni efekti su bili u skladu
sa profilima otpuStanja leka, pa je detektovana veca citotoksi¢nost kod mikrosfera sa
ibuprofenom koje u ve¢em procentu otpustaju lek.

Ova studija je pokazala da se blok kopolimeri na bazi poli(e-kaprolaktona) i
poli(etilen-oksida) mogu koristiti kao nosaci leka, ibuprofena, i kao takvi na¢i svoju primenu
u kontrolisanoj isporuci ibuprofena u terapiji hroni¢nog artritisa, kada je potrebno postici
odredenu koncentraciju ovog leka tokom duzeg vremenskog perioda.

Najve¢i dopriinos ove disertacije je u tome Sto je pokazano da se sintetisani polimeri
mogu Koristiti za izradu ambalaznog materijala, pre svega diblok kopolimeri koji su pokazali
bolju sposobnost biorazgradnje, dok se se triblok kopolimeri pokazali kao pogodniji za
primenu u oblasti biomedicine, kao nosaci lekova.

Dalji pravci istrazivanja, zasnovan na ovoj doktorskoj disertaciji, jeste sinteza novih,
razgranatih poliestara na bazi PCL-a, sa razli¢itim brojem grana (3R, 4R, 6R) i ispitivanje
uticaja broja grana i vrste amorfnog jezgra na termicka, povrSinska i morfoloska svojstva.
Krajnji cilj je primena ove vrste razgranatih PCL poliestara kao matrica u sistemima
otpustanja lekova, ispitivanje uticaja broja grana i vrste jezgra na efikasnost inkapsulacije,
veli¢inu Cestica i kinetiku otpustanja leka. Jedan od pravaca je i zamena hlorovanih rastvaraca
u postupku pripreme mikrosfera ekoloski prihvatljivim, kao Sto je to etil-laktat, optimizacija

metode i uslova pripreme polimernih mikrosfera sa ovim rastvara¢em.
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Slika 7.1. Reprezentativni *H NMR spektar diblok kopolimera PCL/PEO-1.
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Slika 7.2. Reprezentativni *H NMR spektar diblok kopolimera PCL/PEO-1.
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Slika 7.4. Histogrami raspodele veli¢ine sferulita serije diblok kopolimera.

Slika 7.5. Opticki mikrografi serije triblok kopolimera sa kra¢cim PEO blokom pre i posle dve

nedelje enzimske degradacije.
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Slika 7.6. 3D AFM slike serije triblok kopolimera sa kra¢im PEO blokom pre i posle dve
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Slika 7.7. SEM mikrografi dobijenih mikrosfera sa i bez inkapsuliranog leka (U = 100).
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Slika 7.8. Histogrami raspodele veli¢ina dobijenih mikrosfera sa i bez inkapsuliranog leka (na

osnovu SEM analize).
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