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1 UVvOD

Od pocetka ljudske civilizacije biljke 1 prirodni proizvodi su se koristili za prevenciju
i ublazavanje raznih bolesti. Medutim, poslednjih decenija Sirom sveta interesovanje za biljne
preparate sa lekovitim dejstvom znacajno je povecano. Imperativ danaSnjice je zamena
sintetickih lekova ¢ija dugoro¢na primena pored korisnih dejstava izaziva mnoge nezeljene
efekte, prirodnim i bezbednim biljnim lekovima, za lecenje razlicitih hroni¢nih i akutnih
bolesti. Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), 60% svetske populacije oslanja se
na prirodnu medicinu, a oko 80% stanovniS$tva u zemljama u razvoju skoro u potpunosti
koristi prirodnu medicinu za potrebe primarne zdravstvene zastite. Istrazivanja pokazuju da
se u zemljama sa drevnim civilizacijama poput Indije, Kine, Juzne Amerike i Egipta lekovi
na bazi biljaka uspesno koriste za leenje koznih bolesti, dijabetesa, hipertenzije, kancera,
side i mnogih drugih infektivnih bolesti (Khan i Ahmad, 2019; El-Saadony i sar., 2023).
Prema SZO biljni lekovi obuhvataju "bilje, biljne materijale, biljne preparate i gotove biljne
proizvode, koji kao aktivne sastojke sadrze delove biljaka, ili druge biljne materijale ili pak
kombinacije” (SZO, 2023). Ucestalost bakterijskih infekcija i pojava rezistencije na postojece
lekove, kao 1 nemoguénost odabira specificnog leka za leCenje Cestih i dugih virusnih bolesti
ukazuju da ¢e fitojedinjenja i njihovi hemijski analozi postati antibakterijske i antivirusne
alternative sledece generacije. Farmakolosko dejstvo uglavnom ispoljavaju sekundarni
metaboliti biljaka (fenoli, tanini, flavonoidi, alkaloidi), pojedina¢no ili u sinergiji sa drugim
jedinjenjima (Khan i Ahmad, 2019; El-Saadony i sar., 2023). Medutim, veliki broj aktivnih
biljnih sastojaka ima slabu rastvorljivost u vodi, $§to dovodi do njihove niske
bioraspolozivosti i svrstava ih u drugu grupu biofarmaceutskog klasifikacionog sistema
(Samineni 1 sar., 2022). PoboljSanje rastvorljivosti i povecanje efikasnosti aktivnih sastojaka
postiZe se razvojem novih pristupa i strategija za izradu formulacija sa savremenim nosa¢ima
(Sarangi i Padhi, 2018). U ove svrhe u literaturi su opisane formulacije koje ukljucuju
nanocestice, liposome, micele, fosfolipidne, ciklodekstrinske komplekse i hidrogelove kao
nosace. Primenom sistema za kontrolisanu isporuku farmakoloSki aktivnih supstanci
povecava se njihova rastvorljivost, bioraspolozivost, stabilnost i omogucava selektivna
isporuka unapred definisanom brzinom i mehanizmom do specifi¢nih organa/tkiva/Celija $to
predstavlja znacajnu prednost u odnosu na konvencionalnu terapiju. Regulacija oslobadanja
aktivne supstance omogucava odrzavanje njene koncentracije u plazmi unutar terapijskog

okvira sa minimalnim nezeljenim efektima (Adepu i Ramakrishna, 2021).



Istrazivanja pokazuju da se za izradu sistema za kontrolisanu isporuku farmakoloski
aktivnih supstanci poslednjih decenija intezivno koriste polimerni materijali. Zahvaljujuci
inovacijama u oblasti polimera i svojstvima ovih pametnih materijala (biodegradibilnost,
biokompatibilnost, bubrenje/kontrahovanje u zavisnosti od okolnog medijuma) moguce je
kreirati inteligentni sistem za kontrolisano oslobadanje farmakoloski aktivne supstance sa
unapred odredenim, podesivim dozama tokom duzeg vremenskog perioda ¢ime se minimizira
ucestalost primene leka (Aghabegi Moghanjoughi i sar., 2016).

Kurkumin, fito-sastojak rizoma biljke Curcuma longa, privukao je paznju naucnika i
u fokusu istrazivanja je poslednjih godina (Gupta i sar., 2010). On je lipofilni molekul male
molekulske mase koji lako prolazi kroz c¢elijsku membranu (Toden i Goel, 2017). Po
hemijskoj strukturi je polifenol (Farid, 2016). Koristi se kao prirodno sredstvo za bojenje
hrane i u medicinske svrhe hiljadama godina (Gupta i sar., 2010; Gupta i sar., 2012).
Kurkumin ispoljava antiinflamatorno, hipoglikemijsko, antioksidativno, antimikrobno,
antivirusno, antikancerogeno, neurotroficno i mnoga druga dejstva (Gupta i sar., 2012;
Kunnumakkara i sar., 2017). Medutim, glavna prepreka za farmakolosku aktivnost
kurkumina je njegova slaba rastvorljivost u vodi i niska bioraspolozivost (Hewlings i
Kalman, 2017; Jamwal, 2018; Purpura i sar., 2018). Glavni faktori koji doprinose niskoj
bioraspolozivosti kurkumina u krvnoj plazmi i1 tkivima su njegova slaba apsorpcija, brzi
metabolizam i brza sistemska eliminacija (Jager 1 sar., 2014). PoboljSanje rastvorljivosti i
bioraspolozivosti ovog obecavaju¢eg molekula je presudna za dalji pregled potencijalne
klini¢ke primene. Razli¢iti pristupi u izradi formulacija kurkumina mogu poboljsati njegove
fizicko-hemijske karakteristike i omoguciti bezbednu i efikasnu primenu (Jamwal, 2018;
Zheng i McClements, 2020).

U cilju povecanja rastvorljivosti, a time i bioraspolozivosti kurkumina razvijen je novi
matriks sistem na bazi smart polimernog nosaca umrezenog poli(N-izopropilmetakrilamid-ko-
N-izopropilakrilamida) sa inkorporiranim inkluzionim kompleksom  kurkumin:2-

hidroksipropil-B-ciklodekstrin.



Ciljevi ove doktorske disertacije su:

Sinteza termoosetljivih hidrogelova na bazi monomera N-izopropilmetakrilamida i
N-izopropilakrilamida, uz primenu etilen glikol dimetakrilata kao umrezivaca i
odgovarajuceg inicijatora.

Karakterizacija sintetisanih hidrogelova razli¢itim spektroskopskim metodama.
Ispitivanje stepena i brzine bubrenja hidrogelova u zavisnosti od sadrzaja monomera i
sadrzaja umrezivaca.

Ispitivanje kinetike i kapaciteta bubrenja hidrogelova na razli¢itim temperaturama i
pH-vrednostima medijuma. Modelovanje ravnoteznog procesa bubrenja hidrogelova u
zavisnosti od temperature i sastava kopolimera primenom centralnog kompozitnog
dizajna.

Priprema i karakterizacija inkluzionog kompleksa kurkumina sa 2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrinom, u cilju povecanja rastvorljivosti kurkumina.

Ispitivanje antioksidativne i antimikrobne aktivnosti kurkumina i kurkumina u
inkluzionom kompleksu.

Ispitivanje uticaja kurkumina i kurkumina u inkluzionom kompleksu na teksturne
karakteristike Karbopol® gela.

Uklapanje inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin u
sintetisane hidrogelove.

Karakterizacija sintetisanih hidrogelova sa uklopljenim inkluzionim kompleksom
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin.

Ispitivanje kinetike otpustanja kurkumina iz sintetisanih hidrogelova na poviSenoj

temperaturi pri pH-vrednosti koja odgovara pH-vrednosti tankog creva.



2 TEORIJSKI DEO

2.1 Hidrogelovi

Hidrogelovi su trodimenzionalne mreze hidrofilnih polimera sa velikim afinitetom
prema vodi i vodenim rastvorima. U vodi i biolo§kim te¢nostima Se ne rastvaraju ve¢ bubre
zahvaljuju¢i hemijski ili fizicki umrezenim polimernim lancima. Poseduju visok stepen
fleksibilnosti i vrlo su sli¢ni bioloskom tkivu zbog visokog sadrzaja vode, konzistencije i
biokompatibilnosti. Hemijsko ili fizicko umrezavanje prirodnih ili sintetickih polimernih
lanaca moze se koristiti za dizajniranje zeljene strukture hidrogelova. Hemijski umrezeni
hidrogelovi nastaju povezivanjem polimernih lanaca jakim kovalentnim interakcijama
agensima za umrezavanje. Hemijskim umrezavanjem dobijaju se hidrogelovi koji pokazuju
poboljsanu stabilnost u fizioloskim uslovima i bolje mehani¢ke osobine, u poredenju sa
fizicki umrezenim hidrogelovima. Kod fizicki umrezenih hidrogelova polimerni lanci
povezani su fizickim interakcijama, poput jonskih i hidrofobnih interakcija, vodoni¢nih veza
itd. (Peppas i sar., 2000; Cal6 i Khutoryanskiy, 2015; Hu i sar., 2019; Ho i sar., 2022).
Medutim, bez obzira na postupak dobijanje hidrogelova njihova osnovna karakteristika je
bubrenje. Prvi korak u procesu bubrenja je difuzija molekula vode u mrezu hidrogela pri
¢emu dolazi do hidratacije hidrofilnih grupa (“primarno vezana voda"). Relaksacija
polimernih lanaca predstavlja drugi korak u procesu bubrenja i obuhvata hidrataciju
hidrofobnih grupa (“sekundarno vezana voda™). Poslednji, tre¢i korak u procesu bubrenja
hidrogelova je sirenje mreze hidrogela koje nastaje usled dalje penetracije molekula vode
("slobodna voda™). Na bubrenje hidrogelova uti¢u svojstva polimera koji ulaze u sastav
hidrogelova (gustina umrezavanja, hidrofilnost, hidrofobnost, koncentracija itd.) i svojstva
medijuma za bubrenje (Buenger i sar., 2012; Bashir i sar., 2020).

Stepen bubrenja (o;) hidrogelova izratunava se primenom jednacine 1 kojom je

definisan odnos mase apsorbovane te¢nosti i mase suvog gela:

ay = me— Mo (1)

mo
gde je: mp — masa suvog gela, a m; — masa nabubrelog gela u vremenu t.
U cilju odredivanja prirode procesa difuzije fluida u hidrogelove primenjuje se
jednacina 2 koja vazi za poCetnu fazu bubrenja tj. za prvih 60% bubrenja (Ritger i Peppas,
1987; Bajpai, 2001):
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gde su F-frakciona sorpcija, Mi-masa apsorbovanog rastvarac¢a u trenutku t, Me-masa

apsorbovanog rastvaraca u stanju ravnoteze, k-konstanta karakteristicna za odredenu vrstu

polimerne mreze (min"

) i n-difuzioni eksponent.
Vrednosti kinetickih parametara k i n odreduju se iz odsecka i nagiba pravolinijske

zavisnosti izmedu In(Mt/Me) i (Int) (jednacina 3) koja se dobija logaritmovanjem jednacine 2.
INF =In(M,/M,) =Ink +nlnt (3)

U tabeli 1 prikazane su vrednosti difuzionog eksponenta n koje odreduju mehanizam
difuzije fluida u hidrogelove (Wang i sar., 2008; Hansen, 2010).

Tabela 1. Mehanizam difuzije fluida u hidrogelove u zavisnosti od vrednosti
difuzionog eksponenta, n

Vrednost difuzionog

eksponenta (n) Tip transporta fluida u hidrogelove

Brzina transporta rastvaraca u gel manja je od brzine relaksacije

n=0,5 polimernih lanaca. Mehanizam difuzije fluida odgovara Fick-ovom
mehanizmu difuzije (Slucaj I).
n<05 Penetracija rastvaraca znatno je sporija od relaksacije polimernih

lanaca. Mehanizam transporta rastvaraca pripada Fick-ovoj difuziji.
Anomalni mehanizam difuzije (ne-Fick-ova difuzija) se javlja kada

0,5<n<1 bubrenje hidrogelova kontroliSu 1 difuzija rastvaraca u matriks 1
relaksacija polimernih lanaca.
n=1 Proces dufuzije rastvaraca je mnogo brzi od relaksacije polimernih

lanaca u gelu (Tip I1, Slucaj IT).
Relaksacija polimernih lanaca kontroliSe bubrenje hidrogelova, tip III

n>1 (Slucaj 111, Super Slucaj I).

Primenom jednacine 4 koja takode uzima u obzir samo pocetnu fazu bubrenja (60%
bubrenja) i tokom koje debljina polimera ostaje priblizno konstantna odreduje se koeficijent
difuzije fluida u hidrogel (D) (Wang i sar., 2008; Hansen, 2010):

M, y Dt 1/2 “
M zl?

e

gde D predstavlja koeficijent difuzije (cm?/min), a | debljinu suvog hidrogela, kserogela (cm).



Koeficijent difuzije D se izracunava iz odseCka pravolinijske zavisnosti izmedu

In(Md/Me) i Int (jednacina 5) koja se dobija logaritmovanjem jednacine 4.

1/2
In(%J: In[?—,zlj+%lnt (5)

Hidrogelovi su nazvani jos i "pametnim™ mrezama jer pokazuju znacajne fizicko-
hemijske promene kao odgovor usled malih promena u okruzenju. Predmet su nauc¢nog
istrazivanja od 1960. godine zbog njihove potencijalne primene u oblasti farmacije,
biomedicine, biotehnologije, poljoprivrede i kozmetike (Lee i sar., 2013; Ullah i sar., 2015).
Ovi materijali mogu se sintetisati da odgovore na niz fizioloskih stimulansa prisutnih u
organizmu (pH, jonska jac¢ina, temperatura) i pripadaju grupi hidrogelova koji su osetljivi na
spoljne stimulanse (Peppas i sar., 2000; Koetting i sar., 2016). Promenom spoljasnjih
stimulanasa moze se uticati na svojstva materijala kao §to su stepen bubrenja, poroznost,
fizicka struktura itd. (Koetting i sar., 2016). Promene koje nastaju su reverzibilne tj.
hidrogelovi se mogu vratiti u prvobitno stanje nakon uklanjanja stimulansa sredine (Ullah i
sar.,, 2015). Za sintezu hidrogelova mogu se Koristiti prirodni i/ili sinteti¢ki polimeri
(Hoffman, 2002). Sinteticki polimeri uglavhom ne poseduju osobine poput
biodegradibilnosti, biokompatibilnosti, koje su vazna karakteristika prirodnih polimera, ali
njihova struktura omogucava da se modifikacijom postignu iste. Odabirom monomera i
primenom odgovarajuce sinteze, svojstva hidrogelova mogu biti kreirana za specifi¢nu
primenu. Hidrogelovi se poslednjih godina intenzivno koriste u terapijskoj oblasti za
dobijanje bezbednih transportnih sistema kako bi se postigao Zeljeni terapeutski efekat i
izbegli nezZeljeni efekti. Primenjuju se za dizajniranje sistema za ciljanu terapiju i
kontrolisanu isporuku terapeutskih agenasa, ukljuc¢ujuci hidrofobne i hidrofilne lekove,
stabilne i nestabilne makromolekule i male molekule, kao i ¢elije. Inkapsulacija hidrofilnog
leka u hidrogel se najcesce postize primenom tehnike in situ koja podrazumeva da se
inkapsulacija leka i formiranje mreze hidrogela odigrava istovremeno. Druga tehnika koja se
koristi za inkapsulaciju leka u hidrogel je "post-loading”. Ovom tehnikom se sintetisani
kserogel uroni u rastvor leka odredene koncentracije i ostavi da bubri odreden vremenski
period pri ¢emu lek ulazi u hidrogel procesom difuzije (Hoffman, 2002; Li i Mooney, 2016;
Onaciu i sar., 2019).



Difuzija je takode jedan od naj¢es¢ih mehanizama oslobadanja leka iz sistema na bazi
hidrogelova. Na osnovu mehanizma oslobadanja leka hidrogelovi se mogu svrstati u tri
grupe:

— sistemi kontrolisani difuzijom (matri¢ni ili rezervoar);
— sistemi kontrolisani bubrenjem kod kojih je bubrenje hidrogela sporije od difuzije leka i
— sistemi koji su hemijski kontrolisani tj. hemijske reakcije koje se odvijaju u mrezi
hidrogela kontoliSu oslobadanje leka iz nje (Sim i sar., 2012; Shoukat i sar., 2021).
Na slici 1 prikazane su tehnike inkorporiranja leka i mehanizmi oslobadanja leka iz

hidrogelova.

% Oslobodenog leka

% Oslobodenog leka

(/-2}3 Polimerni lanac Vreme
@H,0
' Lek m Mreza hidrogela

Slika 1. (I) Tehnike inkorporiranja leka u hidrogel; (I1) Mehanizmi oslobadanja leka iz
hidrogelova (a) difuzija, b) degradacija polimerne mreze i ¢) bubrenje hidrogelova) i njihovi

odgovaraju¢i kineticki profili

Sistemi sa kontrolisanim oslobadanjem inicijalno oslobadaju vecu koli¢inu leka kako
bi se brzo postigla efektivna terapeutska koncentracija, a potom kinetika oslobadanja leka
prati definisano ponaSanje radi odrZzavanja zeljene koncentracije leka. Za dizajniranje sistema
za kontrolisanu isporuku leka i za predvidanje oslobadanja leka iz sistema koriste se razliciti
matematicki modeli. Model nultog reda, model prvog reda, Higuchi model, Baker—Lonsdale
model i Korsmeyer-Peppas model pripadaju grupi metoda koje su zavisne od modela i koriste

se u vise od 80% ispitivanja mehanizma oslobadanja leka iz sistema na bazi hidrogelova.



U tabeli 2 prikazane su jednacine najéeS¢e koriS¢enih matematickih modela za
odredivanje kinetike oslobadanja lekovitih supstanci iz hidrogelova (Dash i sar., 2010; Zhang

i sar., 2010; Permanadewi i sar., 2019; Elmas i sar., 2020).

Tabela 2. Najcesc¢e koris¢eni modeli za odredivanje kinetike oslobadanja leka iz

hidrogelova
Kineticki model Jednacine
Nultog reda F=kot
Prvog reda F=100-(1 — e*1t)
Higuchi F=kyt"?
Korsmeyer—Peppas F=kgp-tr

Baker—Lonsdale  3/2[1—(1-F/100)%®|-F/100=kp.-t

Prilagodavanjem eksperimentalnih podataka za svaki model graficki se odreduju
vrednosti za Akaikov informacioni kriterijum (AIC), koeficijent regresije (R?), konstanta
brzine (k) i za Korsmeyer—Peppas-ov model nagib (n). Dobijene vrednosti se koriste za
predvidanje kinetike i mehanizma oslobadanja leka iz matrica (Dash i sar., 2010; Zhang i sar.,
2010; Permanadewi i sar., 2019; Elmas i sar., 2020).

2.1.1 Termoosetljivi hidrogelovi

Termoosetljivi hidrogelovi u svojoj strukturi sadrZe polimere Cije se interakcije sa
molekulima vode mogu kontrolisati promenom temperature tj. polimer bubri ili se kontrahuje
u zavisnosti od temperature okolnog fluida (Grassi i sar., 2005; Cai i Suo, 2011; Ebara i sar.,
2014; Matanovi¢ i sar., 2014). Vazna karakteristika hidrogelova je temperatura zapreminskog
faznog prelaza (Volume Phase Temperature Transition — VPTT) (Constantin i sar., 2011).
Kod hidrogelova sa negativnim zapreminskim faznim prelazom na temperaturi nizoj od
VPTT polimer bubri, dok se sa povecanjem temperature iznad VPTT kontrahuje (slika 2).
Hidrogelovi ¢iji polimeri bubre iznad VPTT, a kontrahuju se ispod VPTT pripadaju grupi
hidrogelova sa pozitivnim zapreminskim faznim prelazom (Cai and Suo, 2011; Augé i Zhao,
2016).

Ovo ponasanje hidrogelova moze se iskoristiti za dobijanje takozvanih "pametnih"
sistema za isporuku lekova jer se temperatura ljudskog organizma menja usled raznih
infektivnih i inflamatornih stanja. Znacajan napredak, narocito u oblasti inzenjeringa tkiva i

biomedicini, postignut je koris¢enjem hidrogelova koji pripadaju ovoj klasi. Termoosetljivi



hidrogelovi su interesantni jer mogu da bubre in situ pod fizioloskim uslovima i obezbeduju
prednost u odnosu na uobi¢ajenu primenu. Homopolimeri i kopolimeri na bazi derivata
akrilamida su termoosetljivi sistemi koji su najvise ispitivani (Klouda i Mikos, 2008; Gandhi
i sar., 2015; Klouda, 2015).

Posebno su interesantni polimeri sa donjom kritiénom temperaturom rastvora (LCST)
kao Sto su poli(N-izopropilakrilamid), p(NiPAm), poli(N-izopropilmetakrilamid),
p(NiPMAmM), kopolimer na bazi NiPMAm-a i NiPAm-a itd. Polimeri koji pokazuju LCST
rastvorljivi su u vodenom sistemu na temperaturi ispod LCST, dok sa poveéanjem
temperature iznad LCST njihova rastvorljivost opada, postaju hidrofobniji i dolazi do
odvajanja faza. Ovi polimeri se nazivaju jo§ i negativno temperaturno osetljivi. Kopolimer
poli(N-izopropilmetakrilamid-ko-N-izopropilakrilamid), p(NiPMAm-ko-NiPAm) zahvaljuju-
¢i prisustvu dveju sli¢nih termoosetljivih struktura pokazuje ostar fazni prelaz pri fizioloskim
uslovima (rastvor fosfatnog pufera pri pH 7,4) §to ga ¢ini pogodnim za biomedicinsku

primenu (Fundueanu i sar., 2016).
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Slika 2. Sematski prikaz bubrenja negativno termoosetljivih hidrogelova



2.1.2 Homopolimer poli(N-izopropilmetakrilamid), p(NiPMAmM)

Poli(N-izopropilmetakrilamid), p(NiPMAm) je termoosetljiv polimer koji u odnosu na
pP(NiPAmM) poseduje jednu metil grupu vise na svakoj monomernoj jedinici (Tang i sar., 2008;
Spévacek, 2009; Hu i sar., 2011; Spévacek i Dybal, 2011). Dodatna metil grupa ima uticaj na
intralancani kolaps i interlan¢anu asocijaciju. Zbog sternih smetnji metil grupe hidrofobni
ostaci se ne mogu medusobno udruziti, §to za posledicu ima da se fazni prelaz javlja na visoj
temperaturi (Djokpe i Vogt, 2001; Tang i Liu, 2010; Fundueanu i sar., 2016). Fazni prelaz u
vodenim rastvorima p(NiPMAm)-a se javlja u temperaturnom opsegu 38-42 °C (Netopilik i
sar., 1997). P(NiPMAm) lanci obrazuju manje stabilne agregate u toku faznog prelaza, nego
p(NiPAm) lanci. Na temperaturama visim od LCST p(NiPMAm) lanci su gotovo
dehidratisani (Tang i sar., 2008). Hemijska struktura p(NiPMAm)-a prikazana je na slici 3.

HaC~  “CH,

Slika 3. Hemijska struktura homopolimera p(NiPMAmMm)-a

Kako je kriticna temperatura rastvora osnovna karakteristika termoosetljivih polimera
ona je ispitivana od strane veceg broja istrazivaca za p(NiPMAmM) sa razli¢itih aspekata. Tang
i saradnici su ispitivali asocijaciju i disocijaciju p(NiPMAmM) lanaca u vodi. IstraZivanje je
pokazalo da p(NiPMAmMm) lanci formiraju vece agregate na temperaturi iznad njegove LCST i
da imaju manju promenu entalpije i entropije od p(NiPAm) lanaca tokom faznog prelaza, §to
ukazuje na to da p(NiPMAm) lanci imaju manje konformacione promene (Tang i sar., 2008).
Kvantitativnim poredenjem reverzibilnosti pri temperaturno indukovanoj hidrataciji
p(NiPMAm)-a i p(NiPAm)-a u vodenim rastvorima 2D korelacionom analizom Wu i
saradnici su pokazali da hidratacija hidrofilne amidne grupe ima dominantan uticaj na
temperaturno indukovano razdvajanje faza polimera u vodenom rastvoru (Wu i sar., 2012). U
radu Kirsh-a i saradnika p(NiPMAm) i poli(N-vinilkaprolaktam) podvrgnuti su reverzibilnom

razdvajanju faza u vodi, u funkciji temperature.
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Razdvajanje faza je ispitivano u vodenim rastvorima ovih polimera u funkciji
koncentracije rastvorene supstance i strukture. Temperaturno ponasanje p(NiPMAm)-a ne
zavisi od strukture rastvorene supstance (Kirsh i sar., 2002). Habaue i saradnici su ispitivali
stereoregularnost radikalne polimerizacije akrilamida (AM) i metakrilamida (MAM) koristeci
Luisove kiseline. Razlika u stereoregularnosti dobijenih polimera uticala je na fazni prelaz
p(NiPMAm)-a u vodi koji indukuje temperatura (Habaue i sar., 2002). Dybal i saradnici su u
radu poredili temperaturu koja indukuje fazni prelaz u vodenom rastvoru p(NiPAm)-a i
p(NiPMAm)-a primenom Infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom-
prigusena totalna refleksija (ATR-FTIR) i Raman spektroskopije u kombinaciji sa kvantnim
hemijskim prorac¢unima (Dybal i sar., 2009). Rezultati istraZivanja su pokazali da prisustvo ili
odsustvo o-metil grupe ima jak uticaj na fizicku strukturu vodenih rastvora. lako su
hidrofobne interakcije p(NiPMAmM)-a i p(NiPAm)-a veoma sli¢ne, p(NiPMAm) sa dodatnom
metil grupom pokazuje znacajno slabije intermolekulske interakcije izmedu amidne grupe.

To dejstvo je uzrok temperature faznog prelaza za oko 8 °C vise za p(NiPMAm) u
odnosu na p(NiPAm), zbog formiranja ve¢ih kompaktnih struktura (Dybal i sar., 2009). U
poredenju sa p(NiPAm)-om, fazni prelaz vodenog rastvora p(NiPMAmMm)-a je manje analiziran
(Kubota i sar., 1990; Tiktopulo i sar., 1995; Netopilik i sar., 1997). lako p(NiPMAmM)
poseduje visoku vrednost LCST, fazni prelaz je veoma oStar Sto ga ¢ini adekvatnim
monomerom za kopolimerizaciju (Fundueanu i sar., 2016). U literaturi se mogu nadi i sinteze
mikrogelova p(NiPMAm)-a. U radu Wedel-a i saradnika ispitivana su i uporedena svojstva
pametnih homopolimernih mikrogelova: p(NnPAM), p(NiPAmM) i p(NiPMAmM) sintetisanih
konvencionalnom taloZnom polimerizacijom bez surfaktanta. Primenom skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM) i mikroskopije atomskih sila (AFM) analizirana je veliina,
morfologija i stepen bubrenja Cestica mikrogelova. P(NiPAm) mikrogelovi pokazuju veoma
oStar zapreminski fazni prelaz, dok je za p(NiPMAmM) cestice utvrdeno da pokazuju vise
homogenu strukturu mreze u odnosu na druga dva sistema (Wedel i sar., 2016). Kako je
kontrola veli¢ine Cestica jedan od najvaznijih zadataka pri sintezi koloida, Nessen i1 saradnici
su koristili anjonski surfaktant natrijum dodecil sulfat (SDS) i katjonski surfaktant cetil
trimetil amonijum bromid (CTAB) za precizno kontrolisanje veli¢ine p(NiPMAmM) mikrogel
Cestica, pripremljenih taloznom polimerizacijom. Koncentracija surfaktanta je varirana u
Sirokom opsegu ispod kriticne micelarne koncentracije (CMC). Veli¢ina dobijenih Cestica,
raspodela veli¢ine i oblik su proucavani metodom SEM i mikroskopijom atomskih sila. Foton

korelaciona spektroskopija je koriS¢ena u analizi zapreminskog faznog prelaza mikrogelova.
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Rezultati istrazivanja pokazuju da povecanje koncentracije oba surfaktanta dovodi do
smanjenja veli¢ine Cestica, pri ¢emu su svojstva bubrenja mikrogelova skoro nepromenjena
(Nessen i sar., 2013). Koloidne i fizicko-hemijske karakteristike umrezenih p(NiPMAmM)
lateks polimera su ispitivane od strane Duracher i saradnika. Istrazivanja su pokazala da se
precnik Cestice smanjuje nakon povecanja temperature, Sto potvrduje termoosetljivost
P(NiIiPMAmM) Cestica. Zapazen je znacajan uticaj temperature polimerizacije i koncentracije
inicijatora na LCST. Prose¢na LCST za umrezeni p(NiPMAmM) lateks polimer je oko 43 °C
(Duracher i sar., 1999). Alenichev i saradnici su ispitivali bubrenje i mehanicko ponasanje
negativno i pozitivno naelektrisene mreze p(NiPMAm)-a i p(NiPAm)-a u smesi voda/etanol,
na sobnoj temperaturi. Istrazivanje je pokazalo za Ciste rastvarace visok stepen bubrenja, a za
smese rastvara¢a minimalno bubrenje. S druge strane, pozitivno naelektrisane mreze kod oba
sistema pokazuju priblizno konstantne vrednosti stepena bubrenja nezavisno od sastava
smese rastvaraca (Alenichev i sar., 2007).

Kinetika konformacionih prelaza od spirale do globule linearnih lanaca p(NiPMAmM)-
a je proucavana koris¢enjem fluorescencije i Rayleigh-ovog rasejanja sa brzim laserskim
pulsiraju¢im infracrvenim zagrevanjem od strane Tang-a i Liu-a. Ovaj konformacioni prelaz
od spirale do globule p(NiPMAmM)-a je slican kao kod p(NiPAm)-a, $to ukazuje da dodatna
metil grupa u p(NiPMAmM) lancima neznatno uti¢e na kinetiku (Tang i Liu, 2010). Uticaj a-
metil supstitucije na formiranje interpolimer kompleksa proucavao je Ruiz-Rubio sa
saradnicima na razli¢itim kombinacijama polimera (Ruiz-Rubio i sar., 2015):

— p(NiPAm)-a i poli(akrilne kiseline), p(AA);

— p(NiPAmM)-a i poli(metakrilne kiseline), p(MAA);
— p(NiPMAmM)-a i p(AA);

— p(NiPMAm)-a i p(MAA).

Istrazivanja pokazuju da najvecu termicku stabilnost ima p(NiPMAm-ko-MAA).
Odnosno, a metilacija kod obe polimerne komponente pruza ne samo visoku temperaturu
staklastog prelaza iznad 200 °C, ve¢ se i izbegava proces anhidrovanja, tj. odlaganje

degradacije materijala (Ruiz-Rubio i sar., 2015).
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2.1.3 Homopolimer poli(N-izopropilakrilamid), p(NiPAmM)

Homopolimer p(NiPAm) je termoosetljiv polimer amfifilnog karaktera koji pokazuje
u vodenim rastvorima LCST. Na temperaturi nizoj od LCST bubri, dok se zagrevanjem iznad
LCST kontrahuje (Fujishige i sar. 1989; Schild, 1992; Aseyev i sar., 2008). Nagli prelaz
p(NiPAm)-a od hidrofilne do hidrofobne strukture se javlja kao posledica LCST (Schild,
1992). Vodeni rastvor p(NiPAm)-a ima LCST priblizno 32 °C (Heskins i Guillet, 1968; Wu i
sar., 1992; Lee i sar., 2009; Hanykova i sar., 2015; Zhang i sar., 2016). Hemijska struktura
p(NiPAm)-a data je na slici 4.

Slika 4. Hemijska struktura homopolimera p(NiPAm)-a

Istrazivanje u radu Kureci¢a i saradnika je fokusirano na utvrdivanje mehanizma
polimerizacije i umrezavanja pP(NiPAm) hidrogelova i njihovih osobina bubrenja.
Hidrogelovi su sintetisani ekoloskim postupkom UV polimerizacije iz monomera NiPAmM-a i
razli¢itih koncentracija N,N'-metilenebisakrilamida (BIS) kao umrezivaca. Rezultati pokazuju
da koncentracija umrezivaca uti¢e na strukturu hidrogelova i svojstva bubrenja. Pove¢anjem
koncentracije umrezivaca struktura hidrogelova se menja iz homogene u heterogenu i
ravnotezni stepen bubrenja se smanjuje (Kureci¢ i sar., 2012). Gelovi koji apsorbuju koli¢inu
vode vecu od 100 puta od tezine kserogela nazivaju se superapsorbuju¢im hidrogelovima
(Cipriano i sar., 2014). Hidrogelovi superapsorbujucih karakteristika su sintetisani
radikalnom polimerizacijom monomera NiPAm-a i AA u radu Zdravkovica i saradnika.
Hidrogelovi p(NiPAm-ko-AA) pokazuju pH osetljivost i sa pove¢anjem pH vrednosti od 2,2
do 6,8 dolazi do porasta ravnoteznog stepena bubrenja od 8,3 do 259,8 (Zdravkovic i sar.,
2017). Sposobnost apsorpcije hidrogelova moze biti iskoriS¢ena za koncentrisanje rastvora
razli¢itih jedinjenja, odnosno za separaciju istih od vodenih rastvora (Cai i sar., 2001; Xie i

sar., 2016).
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Hidrogelovi na bazi NiPAm-a i anjonskih komonomera se koriste za uklanjanje
polutanata u cilju zastite Zivotne sredine (Rudzinski i sar., 2002; Abd EI-Mohdy, 2007; Singh
I sar., 2008). Kontrahovanje interpenetriraju¢ih (IPN) hidrogelova termoosetljivog
p(NiPAm)-a i hidrofilnog poli(akrilamida) je ispitano kombinacijom nuklearne magnetne
spektroskopije (NMR), metode rasipanja zraka neutrona pod malim uglom (SANS) i
diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije (DSC). Uticaj pripreme i sastava IPNs na fazni prelaz
je ispitivan u cilju primene ovih osetljivih materijala za isporuku lekova i molekularnu
separaciju (Radecki i sar., 2015). Dve vrste p(MAA-ko-NiPAm) mikrogelova sa pH
osetljivim p(MAA) jezgrom i termoosetljivim p(NiPAmM) omotacem pripremljeni su
destilacionom taloznom ili emulzionom taloznom kopolimerizacijom NiPAm-a i BIS-a u
prisustvu p(MAA) mikrogel jezgra. Zbog razlicitih stepena bubrenja jezgra p(MAA) i
omotaca P(NIPAm) u acetonitrilu i vodi p(MAA-ko-NiPAmM) mikrogelovi pokazuju
zapreminske promene razli¢itih stepena u zavisnosti od spoljasnjeg stimulansa. Ispitivan je
efekat inkorporacije leka i njegovog kontrolisanog oslobadanja. Kao model supstanca
primenjen je doksorubicin (Liu i sar., 2017). U radu Palomino-a i saradnika su sintetisani
hidrogelovi p(NiPAm) sa razli¢itim razmerama P(NiPAm) mikrocestica (Palomino i sar.,
2015). Hidrogelovi na bazi p(NiPAm)-a su jedan od najce$ée primenjenih termoosetljivih
polimera u sistemima za isporuku leka. Veoma lako interaguju sa malim aromati¢nim
molekulima. Priroda i snaga interakcija uti¢u na efikasnost i kinetiku oslobadanja leka. Fenoli
imaju ogroman uticaj na p(NiPAm) smanjenjem njegove temperature faznog prelaza.

Efekat zavisi linearno od koncentracije fenola, od broja fenolnih OH grupa, kao i
njihovog polozaja. Derivati dopamina i amino fenoli povecavaju temperaturu faznog prelaza.
Jake interakcije izmedu molekula dopamina su favorizovane §to sprecava reakcije polimer-
dopamin i dovodi do kristalizacije dopamina kada se ukloni voda. Ovi rezultati pokazuju da
ugradnja leka u polimerne matrice za kontrolisanu isporuku moze promeniti kristalnost
molekula leka. Morfologija je klju€an faktor u oslobadanju leka, pa moZe ugroziti brzinu i
efikasnost oslobadanja (Manek i sar., 2015; Palomino i sar., 2015). Constantin i saradnici su
sintetisali pH i termoosetljive porozne hidrogelove na bazi NiPAm-a i MAA kao
samoregulisane sisteme za isporuku leka (Constantin i sar., 2014). Termoosetljiv kompleks
micela sac¢injen od biokompatibilnog kalemljenog kopolimera natrijum alginat-graft-poli(N-
izopropilakrilamid), (SA-g-p(NiPAm)) i dvovalentnog jona metala, je pripremljen za
kontrolisano oslobadanje leka. Struktura micela je saginjena od metalnih jona (Ba®*, Zn*',
Co*") umrezenog natrijum alginata i termoosetljivog p(NiPAm)-a. Polimerne micele su

pokazale dobru polidisperznost i odli¢na svojstva za inkapsulaciju i otpustanje leka.
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Superiorna svojstva osetljivih polimernih micela izazvana metalnim jonima ukazuju
na primenu u sistemima za kontrolisanu isporuku leka (Yu i sar., 2016).

Zbog povecéane rasprostranjenosti otpornih bakterijskih izolata koji vise nisu osetljivi
na antibiotike, nedavno je naglasak stavljen na pronalazenje alternativnih nacina leCenja
infekcija rane. Bakteriofaga K uspesno je formulisana sa p(NiPAm) nanosferama koje su
kopolimerizovane sa alilaminom. Kori$¢enje termoosetljivog polimera omogucava da se
nanosfere kontrahuju pri poviSenoj temperaturi §to je povezano sa bakterijskom infekcijom
koze. Bakteriofaga ugradena u poli(N-izopropilakrilamid)/alilamin nanosfere pokazala se
uspesnom u uni$tavanju klini¢ki relevantnog bakterijskog izolata - Staphilococcus aureus
ST228 na 37 °C (Hathaway i sar., 2015). U cilju povecanja temperature faznog prelaza blizu
vrednosti ljudskog tela, NiPAm se obi¢no kopolimerizuje sa hidrofilnim monomerima.
Medutim, kopolimerizacija NiPAm-a sa monomerima koji poseduju sli¢nu strukturu, kao §to
je NiPMAm, predstavlja idealnu alternativu da se dobije kopolimer sa o$trim faznim

prelazom na temperaturi bliskoj temperaturi ljudskog tela (Fundueanu i sar., 2016).

2.1.4 Kopolimer na bazi NiPMAm-a i NiPAm-a, p(NiPMAmM-ko-NiPAm)

P(NiPMAmM-ko-NiPAm) je termoosetljiv kopolimer. Pokazuje ostar fazni prelaz na
temperaturi bliskoj temperaturi ljudskog tela, pri fizioloskim uslovima (Fundueanu i sar.,
2016). Fazni prelaz kopolimera p(NiPMAm-ko-NiPAm) u D,O rastvoru zavisi od sastava
samog kopolimera i sa porastom sadrzaja NiPMAm-a region faznog prelaza se pomera ka
vi$im temperaturama. Temperatura faznog prelaza kopolimera p(NiPMAm-ko-NiPAm)
sintetisanog pri molskom odnosu NiPMAmM:NiPAmM 3:1 je za 3 °C vec¢a od kopolimera
dobijenog pri molskom odnosu 1:3 (Starovoytova i sar., 2005). U radu Kokufuta i saradnika
LCST kopolimera p(NiPMAm-ko-NiPAm) ispitana je u zavisnosti od sastava kopolimera u
vodi. Rezultati istrazivanja ukazuju da povecanjem molskog udela NiPMAm-a u kopolimeru
dolazi do linearnog povecanja LCST od 32 °C (homopolimer p(NiPAm)) do 42 °C
(homopolimer p(NiPMAm)) (Kokufuta i sar., 2012). Hemijska struktura kopolimera
p(NiPMAm-ko-NiPAm) data je na slici 5.
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Slika 5. Hemijska struktura kopolimera p(NiPMAm-ko-NiPAm)

Na bazi NiPAm-a i NiPMAm-a pored kopolimera sintetisani su i mikrogelovi i
nanogelovi (Starovoytova i sar., 2005; Jung i Bae, 2009; Kokufuta i sar., 2012; Fundueanu i
sar., 2016). Kod p(NiPMAm-ko-NiPAmM) mikrogelova LCST raste linearno sa povecanjem
sadrzaja NIPMAmM-a u kopolimeru. Vrednosti faznog prelaza kopolimera su izmedu vrednosti
LCST c¢istog p(NiPAm)-a i p(NiPMAmM)-a.

Kopolimerni hidrogel p(NiPMAm-ko-NiPAm) pri molskom odnosu 51/49 pokazuje
vrednost LCST koja je bliska temperaturi ljudskog tela (36,8 °C), §to ga Cini pogodnim za
biomedicinsku primenu (Fundueanu i sar., 2016). Jung i Bae su istrazivali temperaturu
faznog prelaza gela na bazi NiPMAm-a i NiPAm-a nanometarske veli¢ine. Rezultati ovih
istrazivaca jo§ jednom potvrduju €injenicu da povecanje broja metil grupa odnosno sadrzaja
NiPMAmM-a u strukturi kopolimera uzrokuje visu temperaturu faznog prelaza (Jung i Bae,
2009).

2.1.5 Postupci za dobijanje kopolimera na bazi NiPMAm-a i NiPAm-a

Monomeri NiPMAm i NiPAm iskoris¢eni su za sintezu nasumic¢nog kopolimera
pP(NiPMAm-ko-NiPAmM) UV polimerizacijom u etanolu na oko 5 °C u toku 1 h u radu
Starovoytove i saradnika (Starovoytova i sar., 2005). Kopolimeri p(NiPMAm-ko-NiPAm)
razlicitog sastava pripremljeni su slobodnom radikalnom polimerizacijom primenom
inicijatora 2,2'-azobis(2-metilpropionitrila) (AIBN) (Kokufuta i sar., 2012). U radu Jung i
Bae p(NiPMAm-ko-NiPAm) nanogelovi sa razlicitim molskim udelom sintetisani su
taloznom polimerizacijom. U cilju predvidanja bubrenja hidrogelova, kombinovana je teorija
modifikovane dvostruke resetke i Flori-Ermanova teorija elasti¢nosti (Jung i Bae, 2009).
Interpenetriraju¢a mreza (IPN) p(NiPMAmM)/p(NiPAm) ispitana je od strane Hanykova i

saradnika.
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IPN mreza sintetisana je tako sto je p(NiPMAm) mreza nabubrela u etanolnom
rastvoru monomera NiPAm-a, u prisustvu fotoinicijatora Darocur 1173 i umrezivaca BIS-a, u
frizideru bez prisustva svetlosti i vazduha. Na osnovu rezultata istrazivanja utvrdeno je da
ponasanje IPN zavisi od odnosa obe komponente (Stastna i sar., 2013; Hanykova i sar.,
2015). Mikrogelovi na bazi NiPMAm-a i NiPAm-a sintetisani su slobodnom radikalnom
disperzionom polimerizacijom (Keerl i sar., 2009), taloznom polimerizacijom (Clarke i Lyon,
2013) i slobodnom radikalnom kopolimerizacijom monomera u smesi vode i metanola, u
prisustvu male koli¢ine umrezivaca BIS-a (Fundueanu i sar., 2016). Vazan uslov za
mikrogelove je da sacuvaju termoosetljive karakteristike. Stepen bubrenja mikrogelova se
smanjuje blizu, a naglo opada iznad kriti¢éne temperature rastvora.

Vrednost VPTT izra¢unata Bolcmanovim uklapanjem eksperimentalnih podataka je
33,7 °C (Fundueanu i sar., 2016). Dvostruko temperaturno osetljivi jezgro-omotac¢
mikrogelovi na bazi p(NiPMAm)-a i p(NiPAm)-a sintetisani su emulzionom
polimerizacijom. Berndt i saradnici su detaljno istrazili strukuturne karakteristike (Berndt i
sar., 2006), kao i uticaj debljine omotaca i sadrzaj umreziva¢a na strukturu pomenutih
mikrogelova (Berndt i Richtering, 2003; Berndt i sar., 2006). Jezgro-p(NiPAm), omotac-
p(NiPMAm) mikrogelovi u radu Wang-a i saradnika sintetisani su taloznom polimerizacijom,
a potom podvrgnuti reakciji sa alkalnim izbeljivacéem pri ¢emu obrazuju hloramide, pre svega
u jezgru mikrogelova. Istrazivanje je pokazalo da su sintetisani mikrogelovi koloidno stabilni
nakon hlorovanja (Wang i sar., 2014). Takode taloznom polimerizacijom sintetisani su
jezgro-omota¢ mikrogelovi na bazi NiPMAm-a, NiPAm-a i AA u radu Clarke-a i saradnika.
Mikrogelovi su sintetisani tako da slojevi temperaturno i pH osetljivih filmova budu odvojeni

Sto predstavlja jedan od nacina sinteze kompleksnih sistema (Clarke i sar., 2015).

2.1.6 Karakterizacija kopolimera na bazi NiPMAm-a i NiPAm-a

Fazni prelaz smese p(NiPMAm)/p(NiPAm) i kopolimera p(NiPMAm-ko-NiPAm)
odreden je primenom *HNMR spektroskopije (Starovoytova i sar., 2005) i kombinacijom
DSC metode 1 merenjem mutnoée rastvora (Kokufuta 1 sar., 2012). IPN
p(NiPMAm)/p(NiPAm) okarakterisane su ‘HNMR metodom, DSC metodom, dinamicko
mehani¢ckom spektroskopijom (Stastna i sar., 2013; Hanykova i sar., 2015), optickom
mikroskopijom (Stastna i sar., 2013), SANS (Hanykova i sar., 2015) u cilju odredivanja

temperature koja indukuje kontrahovanje IPN (Stastna i sar., 2013; Hanykova i sar., 2015).
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Kako bi se iskoristila specificna svojstva hidrogelova usled primene u raznim
oblastima, neophodno je poznavati njihovu strukturu.

Dinamicko rasipanje svetlosti (DLS), opticki prenos, DSC i SANS su metode koje se
efektivno primenjuju za ispitivanje strukture makromolekula, ali i jezgro-omotac¢
mikrogelova (Berndt i Richtering, 2003; Berndt i sar., 2006; Clarke i Lyon, 2013). Svojstva
bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAm) nanohidrogelova su ispitana foton korelacionom

spektroskopijom (Jung i Bae, 2009).

2.1.7 Primena hidrogelova na bazi NiPMAm-a i NiPAm-a

Termoosetljivi hidrogelovi su intenzivno proucavani proteklih godina za primenu u
oblasti biologije i medicine (Hu i Liu, 2010), kontrolisanu (Bajpai i sar., 2008) i ciljanu
isporuku leka (Tian i sar., 2017), zastiti zivotne sredine (Al-qudah i sar., 2014) i mnogim
drugim aplikacijama (Wang i sar., 2007; Hoffman, 2013; Raczkowska i sar., 2017). Fazni
prelaz termoosetljivih polimera je kljucan za njihovu primenu i zavisi od interakcija izmedu
molekula polimera, prisustva odredenih funkcionalnih grupa u polimeru, jonskih i
hidrofobnih interakcija, temperature i vodoni¢ne veze (Ashraf i sar., 2016). P(NiPAm) je
najintezivnije proucavan termoosetljiv polimer u sistemima za isporuku farmakoloski
aktivnih supstanci zbog sposobnosti prilagodavanja vremenske i prostorne isporuke u
organizmu, sposobnosti da zastiti molekule od vodenog okruzenja, fizioloske degradacije ili
eliminacije. Sistem za isporuku leka zasnovan na p(NiPAm) hidrogelu i odgovaraju¢em
rastvaracu za poboljsanje rastvorljivosti i lokalno oslobadanje kurkumina sintetisan je u radu
Ayar i saradnika (Ayar i sar., 2021). Kurkumin je inkorporiran u p(NiPAm) hidrogel tokom
bubrenja koris¢enjem metanola ili polietilen glikola male molekulske mase (PEG200).
Dobijeni rezultati pokazuju da PEG200 povecava rastvorljivost kurkumina u poredenju sa
metanolom i pokazuje superioran efekat na kumulativnu koli¢inu oslobodenog kurkumina
tokom 7 dana (33,163 + 0,319 mg/cm®) u poredenju sa metanolom (8,765 + 0,544 mg/cm®).

P(NiPAm) hidrogel u kombinaciji sa PEG200 nije pokazao nikakvu citotoksi¢nost i
moze se koristiti kao efikasan sistem za produzeno oslobadanje kurkumina (Salmeron
Sanchez i sar., 2004). Dini¢ i saradnici su uspesno sintetisali i okarakterisali homopolimerne
p(NiPAm) hidrogelove kao nosace za sulfanilamid, za lokalnu (vaginalnu, rektalnu) i
sistemsku primenu (peroralno) (Dini¢ i sar., 2023).
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P(NiPAm) hidrogelovi se takode koriste i za dermalnu (Graham i sar., 2019),
okularnu (Hsiue i sar., 2002) i subkutanu primenu (Lanzalaco i sar., 2017). Spektar primene
hidrogelova na bazi NiPAm-a siri se pri kopolimerizaciji sa drugim monomerima.

Poslednjih godina paznja istrazivaca usmerena je ka NIPMAmM-u kao komonomeru za
polimerizaciju sa NiPAm-om. Temperaturni opseg faznog prelaza p(NiPMAmM) mikrogelova
je veoma blizu bioloski znacajnom opsegu, $to ih ¢ini interesantnim za potencijalnu biolosku
aplikaciju kao sto je isporuka lekova (Nessen i sar, 2013). Razgradivi
p(NiPMAmM)/p(NiPAm) jezgro/ljuska nanogelovi (Niezabitowska i sar., 2023) i mikrogelovi
(Berndt i sar., 2006) sintetisani su za biomedicinsku primenu i kontrolisano oslobadanje,
redom. P(NiPAmM/NiPMAm)/hitozan jezgro/ljuska nanohidrogelovi osetljivi na spoljne
stimulanse iskorisc¢eni su kao nosac¢ za doksiciklin hiklat (Ortega-Garcia i sar., 2022).

Koaksijalnom tehnikom elektrospinovanja dobijena su nanovlakna na bazi jezgro-
ljuska p(NiPAmM/NiPMAmM) hidrogela. Dobijena nanovlakna su napravljena od jezgra
termoosetljivog hidrogela koji sadrzi model leka, dok je spoljna $koljka napravljena od
poli(L-laktid-ko-kaprolaktona). Sistem je pokazao svojstvo samoregulisanog oslobadanja leka
(Pawtowska i sar., 2020). Termoosetljivi p(NiPAM/NiPMAm) hidrogelovi koris¢eni su kao
materijal za izradu pametnih prozora (Jang i sar., 2021), za razvoj platforme za detekciju
glukoze u telesnim te¢nostima (Ziai i sar., 2022) i za sintezu hibridnog hidrogela za dizajn i
proizvodnju 3D stampanih biomaterijala (Rinoldi i sar., 2021). P(NiPMAm-ko-NiPAmM)
mikrogelovi sintetisani slobodnom radikalnom polimerizacijom sa molskim odnosom
monomera 51/49 pokazuju visok stepen bubrenja i kontrahovanja pri promeni temperature
ispod i iznad VPTT. Model supstanca, deksametazon, koris¢ena je za punjenje sintetisanih
mikrogelova metodom isparavanja rastvaraca. Deksametazon se oslobada pulsiraju¢im
mehanizmom pri promeni temperature ispod i iznad VPTT (Fundueanu i sar., 2016).
Termoosetljivi mikrogelovi sintetisani od p(NiPAm)-jezgra i p(NiPMAm)-omotaca, uz
primenu hidroliticki razgradivog umrezivaca N,O-dimetakriloil-hidroksilamina, imaju
potencijalnu primenu kao sistemi za isporuku lekovite supstance. Nakon hidroliticke
razgradnje umreZenja u omotacu dolazi do mehanic¢kih 1 hemijskih promena u mikrogelu,
omota¢ postaje meksi i porozniji, Sto omogucava vece bubrenje jezgra.

Ternarni kopolimer na bazi NiPMAm-a, N-propilmetakrilamida i 4-nitrofenil N-
metakriloilglicilglicinata u reakciji sa hidrazinom formira sistem za isporuku doksorubicina.
Lek je vezan za sistem preko pH osetljive hidrazonske veze. Na 41 °C sistem podleze faznoj
separaciji u vodenom rastvoru i oslobada doksorubicin. Stepen oslobadanja leka je ve¢i u

fluidima na pH vrednosti 5, nego na pH 7,4.
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Sistem se pokazao pogodnim i za isporuku hemoterapeutskih agenasa u tretmanu
tumora, zbog produzenog oslobadanja leka (Chytry i Ulbrich, 2001).

Biokonjugat termoosetljivog polimera i enzima celulaze sa sposobnoscu recikliranja
je dobijen u radu Ding-a i saradnika. Najpre je sintetsan kopolimer polimerizacijom metil
akrilata, NiPMAm-a i N-metilolakrilamida na koji je naknadno izvrSena biokonjugacija sa
celulazom procesom polimerizacije. Enzim je vezan kovalentnom vezom za sintetisani
polimer. Ovako dobijeni proizvod pokazuje LCST od 52,5 °C. Imobilizacijom na sintetisani
kopolimer enzim celulaza stabilniji je na promene temperature i pH vrednosti u odnosu na
slobodni enzim. Najbitnija karakteristika biokonjugata termoosetljivog polimera i enzima
ogleda se u recikliranju tj. ponovnom kori$¢enju. Nakon 5-og kori§¢enja relativna aktivnost
biokonjugata iznosi 84,1% (Ding i sar., 2016).

Matsumoto i saradnici su razvili nove polimere osetljive na glukozu koji reaguju pri
fizioloskim uslovima (pH 7,4 i 37 °C) za primenu u obliku sistema za samoregulisano
ubrizgavanje insulina kod leCenja dijabetesa melitusa. Naime, za sintezu su koris¢eni
sintetisani derivat fenilboronske kiseline (4-(1,6-diokso-2,5-diaza-7-oksamil) fenilboronska
kiselina, (DDOPBA)) i p(NiPMAm). Glavni lanac u polimeru predstavlja p(NiPMAmM) koji
ispoljava Zeljeno ponaSanje u rastvoru u temperaturnom opsegu bliskom fizioloskoj
temperaturi. DDOPBA predstavlja deo osetljiv na glukozu i iskoriS¢ena je za odrzavanje
male pKa vrednosti (~7,8). P(NiPMAmM) je koris¢en umesto p(NiPAm)-a za sintezu glavnog
lanca sistema u cilju poboljSanja operativnih temperaturnih uslova. Na taj nacin je
temperaturni interval u kome je sistem funkcionalan povecan, Sto dovodi do izraZene
osetljivosti glukoznog sistema blizu fizioloske temperature (Matsumoto i sar., 2003).
Oslobadanje inkluzionog kompleksa iz nanokompozitnih 1 konvencionalnih poli(N-
izopropilakrilamid/natrijum  alginatnin)  hidrogelova ispitano je u  simuliranim
gastrointestinalnim uslovima. Pri pH=1,2 hidrogelovi su pokazali najnizi odnos oslobadanja i
bubrenja a pri pH=6,8 postignuti su najvisi odnosi bubrenja i oslobadanja kurkumina
(Starovoytova i Spévacek, 2006). Hidrogel poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina) i
Cestice p(NiPAm)-a su koris¢eni za imobilizaciju enzima lipaze (Milasinovi¢ i sar., 2010;
Gawlitza i sar., 2012).

Hidrogelovi dobijeni kopolimerizacijom NiPAm-a i N-hidroksisukcinimida, a zatim
umrezeni sa poli(lizinom) mogu biti koris¢eni kao membranski imobilizacioni sistemi za
lipidne vezikule (Percot i sar., 2000). Inkapsulacija i oslobadanje kurkumina iz pH i
termoosetljivih nanogelova na bazi NiPAm-a i poli(alilamina) uspesno je postignuto u radu

Santhamoorthy i Kim-a (Santhamoorthy i Kim, 2023).
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2.2 Ciklodekstrini i inkluzioni kompleksi

2.2.1 Struktura, fizi€ko-hemijske osobine, stabilnost i primena ciklodekstrina

Ciklodekstrini su ciklicni oligosaharidi koji se sastoje od glukopiranoznih jedinica
povezanih a(1-4) glikozidnim vezama. Prirodni ciklodekstrini sa Sest (a-CD), sedam (B-CD)
I osam (y-CD) glukopiranoznih jedinica prikazani su na slici 6, a njihove fizicko-hemijske

karakteristike date su u tabeli 3 (Loftsson i Brewster, 1996; Maazaoui i Abderrahim, 2015;
Dahabra i sar., 2021).

0,57 nm 0,78 nm 0,95 nm
| — ! ! ————p ! R
'

A
Y

Slika 6. Struktura a, B i y ciklodekstrina (Dahabra i sar., 2021)

Tabela 3. Osnovne karakteristike o, B i y ciklodekstrina

o B Y
Broj glukopiranoznih 5 7 8
jedinica
Molekulska masa 972 1135 1297
Precnik centralne 0,47-057 0,6-0,78 0,750,95
Supljine (nm)
Visina Supljine (nm) 0,79 0,79 0,79
Zapremina Supljine 0174 0.262 0427
(nm°) ’ ' '

Rastvorljivost u vodi
na 25 °C (g/100 ml) 14,5 185 232
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Zbog stolicaste strukture glukopiranoznih jedinica molekularna struktura
ciklodekstrina, koja aproksimira konus (slika 7b), ima hidrofilnu spoljasnju povrsinu i
lipofilnu unutrasnju Supljinu. Kao §to se vidi na slici 7b, primarne hidroksilne grupe u
poloZzaju 6 orijentisane su ka uZzem delu konusa, dok su sekundarne hiroksilne grupe u
polozaju 3 i 4 orijentisane ka Sirem delu konusa. Zahvaljujuci prisustvu hidroksilnih grupa
ciklodekstrini mogu da formiraju vodoni¢ne veze sa molekulima vode.

Rastvorljivost ciklodekstrina u vodi je ograni¢ena zbog jake intermolekulske
vodoni¢ne veze u kristalnom stanju. Supstitucijom H-atoma iz OH grupa poboljsava se
njihova rastvorljivost. Na slici 7a prikazana je struktura 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina,

sintetickog hidroksialkilderivata sa ve¢om rastvorljivos¢u u vodi u odnosu na nativni [-

ciklodekstrin, zbog prisustva hidrofilnih alkoholnih grupa (Saokham i sar., 2018; D’Aria i
sar., 2021; Poulson i sar., 2021).

- o

Slika 7. Struktura 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (D’ Aria i sar., 2021) a) i struktura konusa
molekula ciklodekstrina b) (Poulson i sar., 2021)

Broj i vrsta supstituenta uti¢u na fizicko-hemijske osobine derivata ciklodekstrina. Za
razliku od polarne spoljasnosti ciklodekstrina, unutrasnja Supljina je hidrofobna jer je
oblozena skeletnim ugljenicima 1 etarskim kiseonikom iz ostataka glukoze. Hidrofobna
Supljina ima sposobnost da inkapsulira, delimi¢no ili potpuno, organske molekule. Uslov za
uspesnu inkapsulaciju je da veli¢ina molekula koji se inkorporira odgovara veli¢ini Supljine
ciklodekstrina. Zbog svoje cikli¢ne strukture ciklodekstrini su otporniji na enzimsku i

neenzimsku hidrolizu u poredenju sa linearnim analozima.
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Nativni ciklodekstrini se ne razgraduju dejstvom B-amilaze. o i B-ciklodekstrini su
otporni na dejstvo a-amilaze pljuvacke i pankreasa, dok je nesupstituisani y-ciklodekstrin
supstrat a-amilaze. a-amilaza razgraduje y-ciklodekstrin do jedinica glukoze i drugih Secera
male molekulske mase. Nesvareni deo y-ciklodekstrina, ali i a- i B-ciklodekstrine fermentise
ljudska crevna flora (Loftsson i Brewster, 2011; Wiipper i sar., 2021; Poulson i sar., 2022).
Slobodni ciklodekstrini se hidrolizuju brze nego ciklodekstrini u kompleksu i brzina hidrolize
se povecava sa povecanjem veli¢ine Supljine ciklodekstrina.

U vodi, nekim organskim rastvara¢ima i alkalnim rastvorima ciklodekstrini su
stabilni. U kiselim rastvorima ciklodekstrini hidrolizuju pri ¢emu dolazi do otvaranja prstena
I nastajanja linearnih oligosaharida. Ciklodekstrini pokazuju Sirok spektar primene
zahvaljuju¢i sposobnos¢u gradenja inkluzionih kompleksa sa lipofilnim supstancama.
v i neki od njihovih derivata, 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin i sulfobutiletar-p-ciklodekstrin-
natrijum, imaju monografije u farmakopejama (Evropska i Ameri¢ka) i ulaze u sastav preko
50 formulacija koje su odobrene od strane Agencija za hranu i lekove (Jansook i sar., 2018;
Haley i sar., 2020). Kao rezultat fenomena molekularnog kompleksiranja ciklodekstrini
poboljsavaju rastvorljivost u vodi slabo rastvorljivih lekova, povecavaju stabilnost leka
(Nikoli¢ i sar., 2004; Nikoli¢ i sar., 2010; Kapor i sar., 2010; Nikoli¢ i sar., 2012), povecavaju
propustljivost leka kroz bioloske membrane i poboljSavaju bioraspolozivost leka.
Ciklodekstrini zahvaljuju¢i hidrofilnoj strukturi 1 velikoj molekulskoj masi ne prozimaju
lipofilnu membranu. Koriste se za parenteralnu, oralnu, oftalmolosku, nazalnu, dermalnu,
rektalnu, i sublingvalnu isporuku lekova. Pri niskim do umerenim oralnim dozama
ciklodekstrini su netoksi¢ni. U parenteralnim formulacijama mogu da se koriste samo a-
ciklodekstrin i hidrofilni derivati B- i y-ciklodekstrina zbog svoje netoksi¢nosti i brze
eliminacije putem bubrega u neizmenjenom obliku. y-Ciklodekstrin formira vidljive agregate
u vodenom rastvoru 1 nije pogodan za parenteralne formulacije. Zbog svoje nefrotoksi¢nosti
B-ciklodekstrin se ne moze koristiti u parenteralnim formulacijama. Oralna bioraspoloZivost
hidrofilnih ciklodekstrina i njihovih derivata manja je od 3%. 50-65% doze oralno unetog
hidroksipropil-p-ciklodekstrina se izlu¢uje nepromenjeno fecesom, a ostatak se uglavnom
metabolise bakterijama u debelom crevu (Loftsson i Brewster, 2011; Jambhekar i Breen,
2016; lacovino i sar., 2017; Saokham i sar., 2018).
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2.2.2 Inkluzioni kompleksi

Najznacajnija karakteristika ciklodekstrina je njihova sposobnost da formiraju
inkluzione komplekse (kompleksi domacin—gost) sa Sirokim spektrom ¢vrstih, te¢nih i lako
isparljivih jedinjenja. Formiranje inkluzionih kompleksa se zasniva na dimenzionalnom
uklapanju molekula gosta u Supljine domacina. Molekul ciklodekstrina je domaéin unutar ¢ije
Supljine se uklapa molekul leka-gost, bez formiranja hemijskih kovalentnih veza. Hidrofobni
molekuli ili lipofilni delovi ve¢ih molekula pokazuju afinitet prema hidrofobnoj Supljini
ciklodekstrina. U vecini sluCajeva, jedan gostuju¢i molekul formira kompleks sa jednim
molekulom ciklodekstrina, $to rezultira molarnim odnosom kompleksa 1:1, ali je komplekse
moguce formirati i u molarnom odnosu 2:1, 1:2, 2:2 itd. U vodenim rastvorima u Supljini
ciklodekstrina se nalaze molekuli vode koji mogu biti zamenjeni manje polarnim
molekulima. Polarno-apolarna interakcija izmedu vode i ciklodekstrina dovodi do energetski
nepovoljnog okruzenja 1 predstavlja pokretacku silu za supstituciju molekula vode
molekulima gosta usled ¢ega se smanjuje ukupna energija sistema, dolazi do promene
entalpije, Sto rezultira poveéanom stabilno$¢u kompleksa. Molekuli leka inkorporirani u
Supljine ciklodekstrina su u dinamickoj ravnotezi sa slobodnim molekulima leka u rastvoru.
Ciklodekstrini mogu poboljsati rastvorljivost lipofilnih lekova u vodi bez promene njihove
intrinzi¢ne sposobnosti da prodiru kroz bioloske membrane. Prema Biofarmaceutskoj
klasifikaciji lekova (BCS), rastvorljivost u vodi 1 permeabilnost su najvazniji parametri koji
uticu na bioraspolozivost leka. Kompleksiranjem sa ciklodekstrinima moguce je prebaciti
lekove klase II, a ponekad cak 1 lekove klase IV, u klasu I. Medutim, ciklodekstrini mogu
smanjiti biodostupnost lekova klase I 1 u vecini slucajeva ne poboljSavaju biodostupnost
lekova klase 11l (Loftsson, 2002). Kompleksacijom se postize: poboljSanje rastvorljivosti
visoko nerastvorljivin molekula gostiju, stabilizacija molekula gostiju koji su podlozni
degradaciji usled oksidacije, pod dejstvom vidljive/UV svetlosti ili toplote, kontrola
isparljivosti i sublimacija, fizicka izolacija nekompatibilnih jedinjenja, maskiranje ukusa i
neprijatnih mirisa 1 kontrolisano oslobadanje lekova. Sposobnost inkapsulacije se pokazala
korisnom 1 za primenu u kozmetic¢koj, prehrambenoj, polimernoj i tekstilnoj industriji, kao 1
za izradu proizvoda za li¢nu higijenu i parfeme (Loftsson, 2002; Del Valle, 2004; Loftsson
and Brewster, 2011; Jansook i sar., 2018; Wiipper i sar., 2021).
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2.2.3 Tehnike izrade inkluzionih kompleksa

Za pripremu ¢vrstih inkluzionih kompleksa primenjuju se razli¢ite konvencionalne i
nekonvencionalne metode. Odabir odgovaraju¢e metode za pripremu inkluzionog kompleksa
je od vaznosti jer utie na performanse i morfometrijske karakteristike finalnog proizvoda.
Faktori kao $to su temperatura, koli¢ina vode, vreme mesanja i uslovi susenja zavise od
prirode aktivne supstance i vrste ciklodekstrina koji se koriste za pripremu kompleksa.
Metoda koprecipitacije je najces¢e koriS¢ena metoda za pripremu inkluzionih kompleksa sa
hidrofobnim aktivnim supstancama. Aktivna supstanca se rastvara u minimalnoj zapremini
organskog rastvaraca, dok se ciklodekstrin rastvara u vodi. Rastvor organske faze se dodaje u
vodenu fazu uz mesanje. Dobijeni inkluzioni kompleks se talozi i filtriranjem odvaja od
rastvora. Dobijeni filtrat se ispira i susi na odgovarajucoj temperaturi. Metoda koprecipitacije
se Koristi za izradu inkluzionih kompleksa u laboratorijskim uslovima. Za industrijsku
proizvodnju inkluzionih kompleksa koristi se metoda gnjecenja. Metoda gnjeCenja (koja se
naziva i metoda paste) je takode jednostavna metoda u kojoj se ciklodekstrin, precizno
odmeren, mesa sa malom koli¢inom preciS¢ene vode da bi se dobila pasta. Zatim se supstanca
gost ugraduje u ciklodekstrin uz temeljno mesanje, nakon ¢ega se dobijeni kompleks susi.
Pored metode gnjeCenja U industriji se koriste i metoda superkriticnim ugljen-dioksidom,
metoda mlevenja, metoda isparavanja rastvaraca i susenje rasprsivanjem. Metoda koja koristi
mikrotalase za pripremu inkluzionih kompleksa obezbeduje veée prinose, krace vreme za
generisanje inkluzionih kompleksa i proizvod bez ostataka organskih rastvaraca. SuSenje
zamrzavanjem ili liofilizacija je pogodna metoda za pripremu inkluzionih kompleksa sa
termolabilnim aktivnim supstancama (Loftsson, 2002; da Silva Junior i sar., 2017; lacovino i
sar., 2017; Budhwar, 2018; Cid-Samamed i sar., 2022).

2.2.4 Stabilnost inkluzionih kompleksa - dijagram fazne rastvorljivosti

Stehiometrija kompleksa lek-ciklodekstrin i numericka vrednost konstante stabilnosti
kompleksa dobijaju se na osnovu grafika fazne rastvorljivosti koji prati rastvorljivost leka u
odnosu na koncentraciju ciklodekstrina. Ovu tehniku fazne rastvorljivosti su prvi razvili
Higuchi i Connors. Higuchi i Connors su klasifikovali komplekse proucavajuci efekat
koncentracije ciklodekstrina na rastvorljivost leka, Sto je prikazano na slici 8 (Higuchi i

Connors, 1965).
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Koncentracija rastvorenog leka

Koncentracija ciklodekstrina

Slika 8. Dijagram fazne rastvorljivosti

Na slici 8 zapazaju se profili fazne rastvorljivosti A- i B-tipa. Profili fazne
rastvorljivosti A-tipa dobijaju se kada se rastvorljivost leka poveéava sa povecanjem
koncentracije ciklodekstrina. Kada je kompleks prvog reda u odnosu na ciklodekstrin i prvog
ili viseg reda u odnosu na lek, tada se dobija linearni dijagram fazne rastvorljivosti Aj-tip
(slika 8). Ukoliko je kompleks prvog reda u odnosu na lek, ali drugog ili viseg reda u odnosu
na ciklodekstrin, dobija se profil fazne rastvorljivosti koji pozitivno odstupa od linearnosti,
Ap-tip (slika 8). Profil fazne rastvorljivosti An-tip objasnjava se promenama u
kompleksacionom medijumu. Profil fazne rastvorljivosti B-tip ukazuje na formiranje
kompleksa sa ograni¢enom rastvorljivos¢u u vodenom medijumu za kompleksiranje. Derivati
ciklodekstrina rastvorljivi u vodi formiraju profile fazne rastvorljivosti A-tipa, dok manje
rastvorljivi prirodni ciklodekstrini ¢esto formiraju profile B-tipa. Profil fazne rastvorljivosti
Bs-tip se odnosi na komplekse ograniCene rastvorljivosti u vodi, dok By-tip ukazuje na
nerastvorljive komplekse u kompleksacionom medijumu.

Jedan ili viSe molekula leka mogu formirati kompleks sa jednim molekulom
ciklodekstrina, odnosno jedan ili viSe molekula ciklodekstrina mogu formirati kompleks sa
jednim molekulom leka. Medutim, najcesce, jedan molekul leka (D) reaguje sa jednim

molekulom ciklodekstrina (CD) i formira kompleks (D:CD) sto je prikazano jednacinom 6:

Ky
D+CD < D:CD (6)

gde je K11 konstanta ravnoteze kompleksa lek:ciklodekstrin.
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Stabilnost kompleksa lek:ciklodekstrin u molskom odnosu 1:1 Cesto se procenjuje
kori$¢enjem konstante ravnoteze (Ki.1) kompleksa u vodenom medijumu za kompleksiranje.
Vrednost K1 koja ujedno predstavlja konstantu stabilnosti kompleksa lek:ciklodekstrin se

moze izracunati pomocu jednacine 7 ukoliko je vrednost nagiba manja od jedinice.

_ nagib
Kia = So(1—nagib) (7)

gde je Sp intrinzi¢na rastvorljivost leka (tj. rastvorljivost u vodenom medijumu kada
nema ciklodekstrina), a nagib je nagib linearnog dijagrama fazne rastvorljivosti (A_-tip).

Medutim, vrednost Kj.; je veoma osetljiva na male promene vrednosti Sy i za slabo
rastvorljive lekove moze biti komplikovano dobijanje ta¢ne vrednosti za Sy. 1z tog razloga
tacnije je odrediti efikasnost kompleksiranja (CE) kao meru solubilizacione modéi
ciklodekstrina prema jednacini 8 (Del Valle, 2004; Loftsson i sar., 2005; Rasheed i sar.,
2008; Jambhekar i Breen, 2016; Jansook, 2018).

CE = SpKy.4 = nagih (8)

1-nagib

2.2.5 Oslobadanje leka iz kompleksa

Adekvatno pripremljen 1 osuSen inkluzioni kompleks, veoma je stabilan, ima dug vek
trajanja na sobnoj temperaturi, u suvim uslovima. Oslobadanje aktivne supstance iz
inkluzionog kompleksa u vodenoj sredini odvija se u dva koraka. Prvi korak je rastvaranje
kompleksa. Drugi korak je istiskivanje inkorporirane aktivne supstance molekulima vode.
Nakon parenteralne primene inkluzioni kompleksi oslobadaju molekule leka kroz
jednostavno razblazivanje u medijumu. Pored toga, vezivanje leka za proteine i druge vrste
kompetitivnog pomeranja poboljSavaju oslobadanje leka iz inkluzionog kompleksa. Shodno
tome, lekovi se brzo i kvantitativno oslobadaju iz inkluzionih kompleksa nakon parenteralne i
oralne primene. Medutim, kada je razblazivanje medijuma ograniceno, ciklodekstrini mogu
ometati apsorpciju leka, kao §to je posle lokalne primene u oku i nazalne i bukalne primene.
U takvim uslovima treba izbegavati dodavanje viska ciklodekstrina u formulacijama lekova
(Stella i sar., 1999; Del Valle, 2004; Loftsson i sar., 2016; Jansook i sar., 2018).
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2.3 Kurkumin

Kurkumin (1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion) (Nair i sar.,
2017) ili diferuloilmetan (Rathore i sar., 2020) sastavni je deo kurkume (do ~5%), poznatog
tradicionalnog zagina (Nelson i sar., 2017). Lipofilan je, nerastvoran u vodi (1,22 pg/cm?,
Kasapoglu-Calik i sar., 2019), kiselim i neutralnim rastvorima (Waghmare i Kadu, 2014), a
rastvorljiv u etanolu, dimetilsulfoksidu i acetonu (Goel i sar., 2008). 1z rizoma kurkume
kurkumin se moze ekstrahovati organskim rastvara¢ima (Liu i sar., 2008). Molekulska
formula kurkumina je C,;H200s, kojoj odgovara molekulska masa 368,38 g/mol. Tacka
topljenja kurkumina je 183 °C. Kurkumin je tautomerno jedinjenje (Yanagisawa i sar., 2010)
zbog prisustva p-diketona u molekulskoj strukturi i pokazuje diketo/keto-enolnu tautomeriju
(slika 9) (Angelini i sar., 2020).

OH o}
H,CO S N = OCH,
HO l l OH

Slika 9. Keto-enolna tautomerija kurkumina

Diketo tautomer moze postojati u cis i trans obliku (Wright, 2002). Polaritet
rastvaraca, pH i temperatura bitno uti¢u na keto-enolnu ravnotezu kurkumina (Girardon i sar.,
2019). Odnos keto i1 enolnih tautomera kurkumina sa druge strane jako utice na farmakoloske
aktivnosti (Rege i sar., 2019). U nepolarnim rastvara¢ima (ugljen tetrahlorid) u ¢vrstom
stanju i u rastvoru kurkumin postoji u enolnom obliku (Kolev i sar., 2005; Shen i sar., 2007;
Kawano i sar., 2013; Manolova i sar., 2014). Enolni oblik je stabilniji od diketo oblika (Kolev
I sar., 2005). Kurkumin je nestabilan u obliku rastvora. Ima intenzivnu Zutu boju, koja se
menja u tamno crvenu u baznom rastvoru (Priyadarsini, 2014). Stabilnost se povecava pri
smanjenju, a opada sa porastom pH vrednosti rastvora. Takode u prisustvu svetlosti,

degradacija je mnogo veca u poredenju sa odsustvom svetlosti (Kumavat i sar., 2013).
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2.3.1 Struktura, bioraspoloZzivost i sigurnost primene kurkumina

Kurkumin, polifenol iz grupe diarilheptanoida poseduje dva aromati¢na prstena
simetri¢no supstituisana metoksi i fenolnom OH grupom u orto polozaju koja su povezana sa
konjugovanim sedmoclanim ugljovodoni¢nim lancem koji ima enonski deo i 1,3-diketonsku
grupu (slika 10). Aktivne funkcionalne grupe kurkumina su dve o-metoksi i dve fenolne
grupe, dve dvostruke veze u ugljovodoni¢nom lancu i 1,3-keto-enolni deo strukture
(Priyadarsini, 2013).

B B

Slika 10. Vazni funkcionalni delovi kurkumina: 1,3-keto-enolni deo (A), o-metoksi i fenolna

grupa (B) i dvostruka veza (C)

Aromati¢ne grupe pruzaju hidrofobnost, a o,-nezasi¢eni B-diketo deo strukture
omogucava fleksibilnost molekulu. Ove jedinstvene osobine kurkumina ¢ine ga sposobnim
da se veZe za razne biomakromolekule (Gupta i sar., 2011). Bioloski vazne hemijske reakcije
kurkumina ostvaruju se preko H-veze B-dikarbonilne grupe i fenilnih hidroksilnih ostataka,
etarskog ostatka metoksi grupe, i mogucnosti vezivanja sa metalima i nemetalima. Pokazano
je da se kurkumin direktno vezuje za brojne signalne molekule, poput inflamatornih
molekula, protein kinaze, protein reduktaze, histon acetiltransferaze, histon deacetilaze,
glioksalaze 1, ksantin oksidaze, proteasome, virus humane imunodeficijencije (HIV1)
integraze, HIV1 proteaze, Ca®* adenozintrifosfataza (ATP-aza) sarko (endo) plazmi¢nog
retikuluma, dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) metiltransferaze 1, proteine nosace i jone
metala. Diketo grupa formira helate sa prelaznim metalima, smanjujuci toksi¢nost izazvanu
metalom, a neki od metalnih kompleksa pokazuju poboljsanu antioksidativnu aktivnost jer
oponasaju enzime (Priyadarsini, 2013; Heger i sar., 2014). Kurkumin se takode moze
direktno vezati za nukleinske kiseline, DNK i RNK. Sposobnost kurkumina da se veze za

proteine poboljSava njegovu rastvorljivost i bioraspolozivost (Gupta i sar., 2011).
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Kurkumin je nestabilan pri fizioloSkom pH 1 brzo se razgraduje u reakciji
autooksidacije do glavnog proizvoda biciklopentadiona u kome je lanac od 7 ugljenika prosao
oksigenaciju i dvostruku ciklizaciju (Gordon i sar., 2015). Proizvodi alkalne hidrolize
(ferulinska kiselina, vanilin, ferulaldehid i feruloil metan), kao i proizvodi oksidacije (kao Sto
je biciklopentadion) pokazuju biolosku aktivnost, ali znatno su manje aktivni u poredenju sa
kurkuminom (Zhu i sar., 2017). Glavni razlozi koji doprinose niskoj koncentraciji u plazmi i
u tkivima su loSa apsorpcija, brz metabolizam i brza sistemska eliminacija (Anand i sar.,
2007). Klinicka ispitivanja kurkumina jasno pokazuju njegovu sigurnost, podnosljivost i
efikasnost protiv razli¢itih hroni¢nih bolesti kod ljudi (Kunnumakkara i sar., 2017). Studije
na ljudima nisu pokazale toksi¢ne efekte, a kurkumin je bio bezbedan u dozi od 6 g/dan
oralno tokom 4-7 nedelja (Soleimani i sar., 2018). Studiju o bezbednosti, podnosljivosti i
aktivnosti lipozomalnog kurkumina (Lipocurc™) kod pacijenata sa lokalno uznapredovalim
ili metastatskim karcinomom sproveli su Greil i saradnici. Pokazano je da 300 mg/m?
lipozomalnog kurkumina je maksimalna bezbedna doza kod pacijenata koji su le¢eni od
karcinoma (Greil i sar., 2018). Saghatelyan i saradnici vrsili su procenu efikasnosti i
bezbednosti intravenske infuzije kurkumina u kombinaciji sa paklitakselom kod pacijenata sa
metastatskim 1 uznapredovalim karcinomom dojke. Nakon 12 nedelja lecenja intravenozno
primenjen kurkumin nije izazvao znacajne zdravstvene probleme niti smanjenje kvaliteta

zivota (Saghatelyan i sar., 2020).

2.3.2 Primena formulacija kurkumina

Dizajniran je veliki broj formulacija kurkumina sa isparljivim uljem (Jager i sar.,
2014; Gopi i sar., 2017), piperinom (Volak i sar., 2013; Baspinar i sar., 2018) i lecitinom
(Cuomo i sar., 2011; Kim and Kim, 2019). Rezultati istrazivanja pokazuju da ove formulacije
povecavaju apsorpciju kurkumina nakon oralne primene u poredenju sa ¢istim kurkuminom.
Liposomi, micele, fosfolipidni kompleksi, ciklodestrini, nanocestice, emulzije, hidrogelovi 1
fitozomi su nove obecavajuce formulacije kurkumina. Ovakve formulacije obezbeduju duzu
cirkulaciju, bolju apsorpciju 1 otpornost na metabolicke procese, povecavaju apsorpciju iz
tankog creva, produzavaju poluzivot u plazmi i samim tim povecavaju efikasnost kurkumina

(Anand i sar., 2007; Liu i sar., 2016; Henriques i sar., 2020; Stohs i sar., 2020).
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Ciklodekstrini mogu formirati molekulske inkluzione komplekse sa lipofilnim
jedinjenjima, poboljSavajuéi rastvorljivost u vodi, disperznost i apsorpciju aktivnih
komponenata. Istrazena je bioraspolozivost formulacije kurkumina sa y-ciklodekstrinom.

Ova formulacija uporedena je sa standardizovanim ekstraktom kurkumina i dve
komercijalno dostupne formulacije, formulacija fitozoma kurkumina i formulacija kurkumina
sa etarskim uljima kurkume ekstrahovanim iz rizoma. Formulacija kurkumina sa y-
ciklodekstrinom znacajno poboljsava apsorpciju kurkuminoida kod zdravih ljudi (Purpura i
sar., 2018). Inkluzioni kompleks kurkumina sa B-ciklodekstrinom pripremljen je metodom
koprecipitacije. Rastvorljivost kurkumina u vodi povecana je sa 0,00122 na 0,721 mg/cm3
formiranjem inkluzionog kompleksa (Kasapoglu-Calik i sar., 2019). Razvijena je i
okarakterisana formulacija kapi za o¢i (termosenzibilni hidrogel koji sadrzi latanoprost i
nanocestice kurkumina) za dvostruku isporuku lekova. Razvijeni sistem dvostruke isporuke
lekova pokazao je profil sa produzenim oslobadanjem, in vitro i in vivo biokompatibilnost,
smanjenje nivoa upale 1 apoptoze Celija 1 zaStitu trabekularnih mrezastih (TM) ¢celija od
oksidativnog oste¢enja (Cheng i sar., 2019). Shaikh i saradnici razvili su inkapsulirani
kurkumin u poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) nanocesticama i wutvrdili da in vivo
farmakokineticka svojstva PLGA nanocestica kurkumina pokazuju devet puta vecu oralnu
bioraspolozivost u poredenju sa sirovom suspenzijom kurkumina i kombinacijom kurkumina
sa piperinom (Shaikh i sar., 2009). PLGA nanocestice kurkumina pokazale su povecanje
oralne i intravenozne bioraspolozivosti (Gera i sar.,, 2017). Oralna formulacija nano-
kurkumina moZze znacajno smanjiti vreme oporavka kod hospitalizovanih pacijenata od
COVID-19 (Saber Moghaddam i sar., 2020). Hibridni kurkumin-fosfolipidni kompleks
koriscéen je kao sistem oralne primene leka za inhibiranje metastaze karcinoma dojke i pluca
(Liu i sar., 2019). U radu Wang i saradnika razvijena je formulacija kurkumin fosfolipidni
kompleks (CPC) sa visokim performansama, koji moze poboljsati proto¢nost, rastvorljivost i
oralnu bioraspolozivost kurkumina (Wang i sar., 2018). Polimerne micele izradene primenom
blok kopolimera poli(etilen  glikol)-blok-poli(kaprolakton) omoguéavaju odlozeno
oslobadanje kurkumina (Gupta i1 sar., 2020). U radu Karavasili i saradnika ispitana je
aktivnost peptidnog hidrogela sa istovremenom isporukom doksorubicina i kurkumina u
terapiji celija raka glave i vrata. Rezultati su pokazali terapeutsku korisnost dvostrukog
peptidnog hidrogela sa ugradenim lekovima za lokalno lecenje raka glave i vrata (Karavasili i
sar., 2019).
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Kompozitni hidrogel amilopektin-hitozan za isporuku kurkumina sintetisan je i ispitan
je uradu Liu i saradnika. Istrazene su karakteristike oslobadanja inkapsuliranog kurkumina u
simuliranoj zeludacanoj i crevnoj te¢nosti. Rezultati su pokazali da je sintetisan hidrogel
omogucio stabilnost kurkumina u Zelucu i oslobadanje u tankom crevu (Liu i sar., 2020).

Hitozan/nanocelulozni hidrogel sa nejonskim surfaktantom koris¢en je takode za
isporuku kurkumina (Gunathilake i sar., 2018). U radu Shefa i saradnika kurkumin je ugraden
u oksidisani sistem hidrogela celuloza-poli(vinil alkohol) postupkom smrzavanja. Studije in
Vitro na pacovima pokazale su da ovo moze biti efikasna metoda za prirodno zarastanje rana
(Shefa i sar., 2020). U radu Sahin i saradnika razvijena je nova, visoko bioraspoloZiva
formulacija kurkumina koja se naziva Advanced Ultrasol Curcumin (AUC) sa poboljsanom
stabilnoS¢u u crevima. AUC je u primenjenim dozama efikasna u poboljSanju patofiziologije
osteoartritisa u eksperimentalno indukovanom osteoartritisu kod pacova (Sahin i sar., 2020).
Ispitana je protivupalna aktivnost Longvida® Optimized Curcumin (LC), na dvomesecnim
miSevima divljeg tipa 1 GFAP-IL6. LC je sposoban da ublazi inflamaciju i poboljsa
neurodegeneraciju i motoricke defekte kod miseva GFAP-1L6 (Ullah i sar., 2020).

Postoje razne komercijane formulacije kurkumina sa definisanom bioraspolozivoscu i
farmakokinetikom kao $to su Meriva®, LongVida®, CuerenTM, NovaSol®, Curcuwin®,
Biocurcumax™, Curcumin C* Complex® + Bioperine, Cavacurmin® Theracurmin™. Od
komercijanih formulacija posebno se isticu NovaSol® (185), Curcuwin® (136) i LongVida®™
(100) jer su pokazale preko 100 puta vecu bioraspoloZivost u odnosu na referentni kurkumin

(Jamwal, 2018).
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2.3.3 Farmakoloske aktivnosti kurkumina

2.3.3.1 Antibakterijska aktivnost

Kurkumin pokazuje Siroki spektar antibakterijskog dejstva. Izaziva oStecenje
membrane u ¢elijama gram-pozitivnih (Staphilococcus aureus i Enterococcus faecalis) i
gram-negativnih (Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa) bakterija (Tyagi i sar., 2015).
Blokira rast bakterija zahvaljuju¢i svojim strukturnim karakteristikama i stvaranju proizvoda
antioksidacije, inhibira bakterijske faktore virulencije, stvaranje bakterijskog biofilma i
sprecava bakterijsku adheziju na receptore domacina putem sistema za regulaciju nivoa
bakterija. Kao fotosenzibilizator, kurkumin pod zraenjem plavog svetla indukuje
fototoksi¢nost i inhibira rast bakterija (Zheng i sar., 2020).

U radu Adamczak i saradnika testirana je efikasnost kurkumina na preko 100 sojeva
patogena u okviru 19 vrsta in vitro. Ova aktivnost odredena je metodom mikrodilucije u
bujonu i izraCunavanjem minimalne inhibitorne koncentracije (MIC). Rezultati su potvrdili
mnogo vecu osetljivost na gram-pozitivne nego na gram-negativne bakterije. MIC kod tipova
S. aureus, Staphylococcus haemolyticus, E. coli i Proteus mirabilis koji su otporni na vise
lekova bila je visoka (>2000 pg/cm?).

Medutim, kurkumin je bio efikasan protiv nekih vrsta i sojeva: Streptococcus
pyogenes (srednja MIC=31,25 pg/cm®), S. aureus osetljiv na meticilin (250 pg/cmd),
Acinetobacter Iwoffii (250 pg/cm®) i pojedinacni sojevi E. faecalis i P. aeruginosa (62,5
pg/em®). Kurkumin pokazuje lofu aktivnost protiv klini¢kih izolata Candide species.
Kurkumin se moZe smatrati perspektivnim antibakterijskim sredstvom, ali sa vrlo

selektivnom aktivno$¢u (Adamczak i sar., 2020).

2.3.3.2 Antivirusna aktivnost

Antivirusno dejstvo kurkumin ispoljava ometanjem replikacije virusa ili suzbijanjem
¢elijskih signalnih puteva koji su od suStinskog znacaja za replikaciju virusa, kao §to su
fosfatidilinozitol 3-kinaze/protein kinaze B (PI3K/Akt) i nuklearni faktor-kapa B (NF-«xB)
(Mathew i Hsu, 2018). Antivirusnu aktivnost kurkumin ispoljava protiv DNK i RNK virusa
(Balasubramanian i sar., 2019).
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Ferreira i saradnici utvrdili su da kurkumin znafajno smanjuje replikaciju HIV-1 i
virus Herpes simplex tipa 2 (HSV-2) u hroni¢no zarazenim T-¢elijama, odnosno primarnim
humanim genitalnim epitelnim c¢elijama (GEC-ima) (Ferreira i sar., 2015). Kurkumin
efikasno blokira replikaciju herpes virusa povezanog sa sarkomom i inhibira patogene
procese angiogeneze i invazije Celija (Li i sar., 2019). Kurkumin takode ispoljava antivirusnu
aktivnost protiv virusa Zika i chikungunia, virus denge, virus hepatitisa C (Mounce i sar.,
2017), koksaki virus, humani papiloma virus, teski akutni respiratorni sindrom koronavirus 2
(SARS-CoV-2) itd. (Si i sar., 2007; Mounce i sar., 2017; Teymouri i sar., 2017; Babaei i sar.,
2020). SARS-CoV-2 je zarazni virus koji uzrokuje koronavirusnu bolest-2019 (COVID-19)
(Soni i sar., 2020). Bolest sa znatnim mortalitetom Sirom sveta predstavlja globalnu pretnju
zbog poteskoca u lecenju jer trenutno ne postoji odobreni antivirusni lek sa dokazanom
efikasno$¢u i manjim nezeljenim efektima (Zahedipour i sar., 2020; Dourado i sar., 2021).
Ozbiljnost epidemije podstakla je nau¢nike da ispitaju postojece lekove sa potencijalom u
le¢enju COVID-19 (Soni i sar., 2020). Istrazivanja pokazuju da je kurkumin zbog svog dobro
ispitanog 1 potvrdenog  antiinflamatornog,  antivirusnog,  antinociceptivnog,
imunomodulatornog, antipiretickog, antifibroti¢kog, pulmoprotektivnog i efekta protiv umora
dobar kandidat za lecenje virusa COVID-19 i spre¢avanje fatalnih komplikacija ove bolesti.
Kurkumin ima sposobnost interakcije sa proteinima spajk ili angiotenzin 2 proteinima na putu
prenosa signala izazvanog COVID-om 19. Kurkumin takode inhibira nekoliko vaznih
signalnih puteva kod virusne infekcije, kao $to su transkripcioni faktori (NF-kB), pretvarac¢
signala i aktivator transkripcije 3 (STAT-3), Vnt/b-katenin, nuklearni faktor E2-vezani faktor
(Nrf2), p38/Mitogenom-aktivirane proteinske kinaze (MAPK)) i upale izazvane virusom
moduliraju¢i manifestaciju razli¢itih faktora (Interleukin 10 (IL-10), IL-18, IL-6, faktor
nekroze tumora (TNF)-a/f i COKS-2) kod bolesti COVID-19 (Subhan i sar., 2020;
Thimmulappa i sar., 2021). Valizadeha i saradnici ispitivali su efekat nano-kurkumina na
modulaciju inflamatornih citokina kod pacijenata sa COVID-om 19. Ekspresija informacione
ribonukleinske kiseline (MRNA) i nivo sekrecije citokina Interleukin-1 f (IL-18), IL-6,
faktora nekroze tumora-alfa (TNF-o) i IL-18 procenjeni su pomoc¢u lanCane reakcije
polimerazom (PCR) u realnom vremenu i enzimski imunosorbentni test (ELISA), redom.
Rezultati su pokazali da je ekspresija mMRNK IL-13 i IL-6 dramati¢éno smanjena nakon
primene nano-kurkumina. Ova studija sugeriSe da regulisanjem inflamatornog odgovora
nano-kurkumin moze da se koristiti kao inovativno terapijsko sredstvo za pacijente obolele

od COVID-a 19 (Valizadeha i sar., 2020).
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2.3.3.3 Antiinflamatorna aktivnost

Reaktivne vrste kiseonika (ROS) igraju klju¢nu ulogu u pojacanju upale aktivacijom
transkripcionih faktora NF-kB, aktivator protein 1 (AP-1), acetilaciji i deacetilaciji
nuklearnog histona kod razli¢itih inflamatornih bolesti (Rahman i sar., 2006).
Antiinflamatorni efekat kurkumina zasniva se na njegovoj sposobnosti da inhibira COKS-2
(Goel i sar., 2001), lipoksigenazu (LOKS) (Prasad i sar., 2004), inducibilnu sintazu azotnog
oksida (iINOS) (Manikandan i sar., 2010), metabolizam arahidonske kiseline (Hong i sar.,
2004), citokine (interleukine (Chai i sar., 2020) i faktor nekroze tumora (Yu i sar., 2018), NF-
kB (Shishodia i sar., 2005)) i oslobadanje steroidnih hormona (Castafio i sar., 2019). COKS-
2, LOKS i iNOS su vazni enzimi koji posreduju u zapaljenskim procesima. Nepravilna
regulacija COKS-2 1/ili iNOS povezana je sa patofiziologijom odredenih vrsta karcinoma kod
ljudi, kao i sa upalnim poremecéajima (Menon i Sudheer, 2007).

Rezultati predklini¢kih studija na zivotinjskim modelima koji imaju invazivnu upalu
pluéa pokazuju da kurkumin ispoljava zastitni efekat. On reguliSe ekspresiju pro- i
protivupalnih faktora, izaziva apoptozu polimorfonuklearnih neutrofilnih ¢elija i uklanja
ROS, §to poboljSava inflamatorni odgovor. Ove studije pokazuju da se kurkumin moZe
koristiti kao terapeutsko sredstvo protiv upale pluca i akutne povrede pluca (ALI)/fatalni
akutni respiratorni distres sindrom (ARDS) kod ljudi, koji su posledica infekcije korona
virusom (Liu i Ying, 2020).

2.3.3.4 Antioksidativna aktivnost

Slobodni radikali se dobijaju iz kiseonika i azota (reaktivne azotne vrste (RNS)). U
ljudskom telu generiSu se u razli¢itim endogenim sistemima, u patofizioloSkim stanjima ili
izlaganjem razlic¢itim fizicko-hemijskim uticajima. Slobodni radikali mogu promeniti lipide
(peroksidacija lipida), proteine (gubitak enzimske aktivnosti) i DNK (mutageneza i
karcinogeneza), doprinose starenju 1 brojnim ljudskim bolestima. Prirodni zaStitni
antioksidativni mehanizmi ispoljavaju superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT),
glutation (GSH), glutation peroksidaza (GPx) i reduktaza, vitamin E (tokoferoli i
tokotrienoli), vitamin C itd. (Devasagayam i sar., 2004).

Snaznu antioksidativhu aktivnost pokazuje i kurkumin. Antioksidativnho svojstvo
pripisuje se prisustvu razliitih funkcionalnih grupa ukljuc¢ujuéi metoksi, fenoksi i dvostruke

veze ugljenik-ugljenik u njegovoj strukturi (Menon i Sudheer, 2007; Wright, 2002).
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Kurkumin je klasi¢ni fenolni antioksidans koji donira H atome iz fenolnih grupa
(Barclay i sar., 2000; Priyadarsini i sar., 2003). U radu Samarghiian i saradnika utvrdeno je
da kurkumin moze inhibirati oksidativna oSteCenja izazvana stresom u mozgu, jetri i
bubrezima pacova (Samarghiian i sar., 2017). Peroksidacija lipida znacajno opada kod
pacova koji su tretirani kurkuminom pre primene y-zracenja (Jagetia i Rajanikant, 2015).
Kurkumin povecava enzimsku antioksidativhu aktivnost povecanjem ekspresije metionin
sulfoksid reduktaze (MSRA) i povecanjem nivoa enzima MSRA, SOD, CAT i GPx
(Meshkibaf i sar., 2019). Kurkumin moze delovati kao antioksidans protiv oksidativnog
stresa usled dijabetes melitusa pacova poveéanom ekspresijom SOD na fibroblastima
(Haryuna i sar., 2017). Procenjena je antioksidativna aktivnost kurkumina pomo¢u testa 1,1-
difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) radikala u poredenju sa askorbinskom kiselinom, poznatim
antioksidansom. Uklanjanje slobodnih radikala kurkuminom i askorbinskom kiselinom bilo je
69%, odnosno 62% u koncentraciji 0,1 mM, respektivno. Nije primecena bitna razlika
izmedu kurkumina i askorbinske kiseline u antioksidativnom potencijalu (Asouri i sar.,
2013). Formulacije kurkumina sa razli¢itim nosa¢ima u kojima je stabilan i zaStiCen od

razli¢itih uticaja se koriste kao antioksidativna sredstva (Chen i sar., 2020).

36



3 EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Reagensi i materijali

Za sintezu hidrogelova, pripremu inkluzionog kompleksa i hidrofilnog Karbopol®

gela koriséeni su:

N-izopropilmetakrilamid (NiPMAmM) 97%, (Acros Organics, New Jersey, SAD);
N-izopropilakrilamid (NiPAmM) 99%, (Acros Organics, New Jersey, SAD);
2,2’-azobis(2-metilpropionitril) (AZDN) 98%, (Acros Organics, New Jersey, SAD);
etilen glikol dimetakrilat (EGDM) 97%, (Fluka Chemical Corp, Svajcarska);
kurkumin 97%, (Tokyo Chemical Industry Co.,Tokyo, Japan);
2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin 97%, (Tokyo Chemical Industry Co.,Tokyo, Japan);
Tween 20 (Alfa Aesar, ThermoFisher, Kandel, Nemacka);

kalijum bromid (KBr) 99%, (Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka);

etanol 99,5%, (Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka);

metanol HPLC ¢istoce >99,9%, (Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka);

pufer Hank's BSS pH 7,4 GmbH (PAA Laboratories, Pasching, Austrija);

Karbopol 940 (Comcen, Beograd, Srbija);

propilen glikol (Fargon, Roterdam, Holandija);

trietanolamin (Henkel, Rocky Hill, SAD);

natrijum-benzoat (Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka).

Svi reagensi kori$¢eni su bez prethodnog preciS¢avanja.
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3.2 Metode sinteze i pripreme sistema sa kurkuminom

3.2.1 Sinteza p(NiPMAmM-ko-NiPAmM) hidrogelova

Kopolimerni  hidrogelovi  sintetisani su u etanolu slobodno-radikalskom
polimerizacijom monomera NiPMAm-a i komonomera NiPAm-a primenom inicijatora
AZDN-a i umrezivaca EGDM-a. Koli¢ina inicijatora je konstantna (30 mg), dok je koli¢ina
monomera, komonomera i umrezivaca varirana. Potrebne koli¢ine reaktanata za sintezu
kopolimernih p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova prikazane su u tabeli 4.

Reakcione smeSe su pripremljene rastvaranjem odredene koli¢ine reaktanata (tabela
4) u etanolu (2 cm®) i dobro homogenizovane. Homogenizovane smese ubrizgane su u
jednostrano zatopljene staklene cevCice promera 5 mm koje su potom zatopljene i sa druge

strane.

Tabela 4. Odmerene koli¢ine reaktanata za sintezu kopolimernih p(NiPMAm-ko-NiPAm)

hidrogelova

Uzorak 10/90 20/80 30/70 40/60 50/50 60/40 70/30  80/20  90/10
NiPMAmM (mg) 82,66 165,33 248 330,66 413,33 496 578,66 661,33 744
NiPAmM (mg) 661,98 588,43 514,87 441,32 367,77 294,21 220,66 147,10 73,55
EGDM (mol%) 15 2 3

EGDM (mg) 19,326 25,768 38,652

Reakecija polimerizacije izvedena je u rezimu: 0,5 h na 70 °C, 2 hna 80 °C 10,5 h na
85 °C. Sintetisani hidrogelovi se nakon hladenja izvade iz staklenih cevi, odmere i seku na
cilindre debljine 2 mm. U cilju uklanjanja rezidualnih reaktanata, sintetisani hidrogelovi
preliveni su metanolom (60 cm®) i ostavljeni da odstoje 168 h. Nakon ekstrakcije u metanolu
hidrogelovi se ispiraju rastvorima metanola i destilovane vode (75/25, 50/50, 25/75 i 0/100
v/v, redom) tokom 24 h. Posle ispiranja, hidrogelovi se suSe u susnici na 45 °C do konstantne
mase.

Kod oznac¢avanja uzoraka (npr. 10/90/2) prvi broj oznacava mol% NiPMAmM-a, drugi
broj mol% NiPAm-a, a tre¢i mol% umrezivata EGDM-a u odnosu na ukupnu koli¢inu

monomera.
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3.2.2 Priprema inkluzionog kompleksa i fizicke smese sa kurkuminom

3.2.2.1 Priprema inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-g-ciklodekstrin

Kurkumin (368,38 mg) je rastvoren u 200 cm® apsolutnog etanola i dodat u rastvor
2-hidroksipropil-pB-ciklodekstrina  koji  je pripremljen rastvaranjem 154154 mg
2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina u 100 cm?® destilovane vode. Tako dobijena smesa je
uravnotezavana meSanjem na magnetnoj mesalici na sobnoj temperaturi 96 h, zasti¢ena od
svetlosti. Dobijeni rastvor je koncentrovan na vakuum uparivacu na 40 °C do minimalne
zapremine, a zatim susen u eksikatoru iznad dehidratacionog sredstva na sobnoj temperaturi
do konstantne mase. Molski odnos kurkumina i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina u

inkluzionom kompleksu je 1:1.

3.2.2.2 Priprema fizicke smesSe

Fizicka smeSa priprema Se jednostavnim meSanjem kurkumina i kompleksirajuceg

agensa (2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin) u molskom odnosu 1:1, u avanu sa pistilom.

3.2.3 Priprema matriks sistema - inkorporiranje kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-g-ciklodekstrin u sintetisane hidrogelove

Matriks sistemi sa kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin i
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelovima dobijeni su bubrenjem hidrogelova do ravnoteze u
etanolnom rastvoru inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin
koncentracije 1,23 mg/cm?®, na temperaturi 25 °C.

Odmereni uzorci p(NiPMAm-ko-NiPAm) kserogelova (50 mg), preliveni su
rastvorom inkluzionog kompleksa kurkumina (5 cm® i ostavljeni da bubre na sobnoj
temperaturi, na tamno. Nakon postizanja ravnoteze, nabubreli p(NiPMAm-ko-NiPAm)
hidrogelovi su dekantovanjem odvojeni od preostalog rastvora. Hidrogelovi su isprani
destilovanom vodom radi uklanjanja neapsorbovane koli¢ine inkluzionog kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin, a potom je uklonjen visak vode sa povrSine

matriks gelova.
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Sadrzaj inkorporiranog kurkumina u p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelove odreden je
na osnovu razlike u koli¢ini kurkumina u pocetnom rastvoru inkluzionog kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin i supernatantu nakon postizanja ravnoteze
bubrenja primenom HPLC metode (odeljak 3.3.6). Efikasnost inkorporiranja kurkumina u
sintetisane hidrogelove izraCunava se na osnovu mase uzoraka hidrogelova pre i posle

bubrenja u rastvoru kurkumina.

3.2.4 Priprema hidrofilnog Karbopol® gela sa kurkuminom i inkluzionim
kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom

Poliakrilna kiselina spada u grupu organskih sintetskih makromolekula. Evropska
farmakopeja je vodi pod imenom karbomer. Karbomeri se sintetiSu polimerizacijom akrilne
kiseline ili njenih derivata sa agensom za umrezavanje pri ¢emu se dobija trodimenzionalna
polimerna mreza koja bubri u vodi i formira hidrogel. Karbomerni hidrogelovi su pH osetljivi
zbog jonizujuce prirode poli(akrilne kiseline) 1 neophodno je izvrsiti neutralizaciju da bi se
dobio hidrogel. Najc¢es¢e se neutraliSu bazama rastvorljivim u vodi. U baznoj sredini
poli(akrilna kiselina) se deprotonuje, nastali anjoni izazivaju elektrostaticko odbijanje izmedu
lanaca i formira se trodimenzionalna mreza. U kiseloj sredini narusava se struktura gela kao
posledica protonovanja poli(akrilne kiseline). Bioadhezivne i termostabilne karbomerne
hidrogelove karakteriSe visok viskozitet 1 kompatibilnost sa bioloSki aktivnim supstancama.
Koriste se u formulacijama za negu koze, u losionimma, gelovima, kao 1 u proizvodima za

negu kose (Islam i sar., 2004; Martinovic i sar., 2022; Kumara, 2015; Ergashev, 2021).
Pripremljen je hidrogel karbomera, zasticenog imena Karb0p01®, (tabela 5) prema

uputstvu datom u Magistralnim formulama 2008 (MF 2008).

Tabela 5. Sastav gela

Sastojci . Sastav gela
Funkcija (%, wiw)
Karbopol 940° Sredstvo za geliranje 1,00
Propilen glikol Humektans 10,00
Trietanolamin, 10% Sredstvo za neutralizaciju 14,00
Precis¢ena voda VVodena faza do 100
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® . " ox s ‘v
Karbopol 940~ se izmeSa sa malom koli¢inom preciS¢ene vode. Ostatak precis¢ene

vode dodaje se postepeno i meSa dok ne nastane disperzija bez grudvica. Disperzija se uz
mesanje razblazi propilenglikolom i doda rastvor trietanolamina, da se izvrSi neutralizacija.
Nastala smeSa se ostavi da bubri do postizanja odgovarajuce konzinstencije gela, uz
povremeno mesanje. Gel je konzervisan natrijum-benzoatom (0,1%).

Za potrebe teksturne analize pripremljena su tri uzorka gela. Sastav gelova dat je u
tabeli 6.

Tabela 6. Vrsta i koli¢ina komponenti koje ulaze u sastav gelova

Gell(g) Gel2(g) Gel3(g)

Kurkumin 0,2
Inkluzioni kompleks kurkumina 1,3
Karbopol ® gel do200 do200  do 200

Gel 1 je uzorak koji sadrzi samo Karbopol® gel pripremljen prema uputstvu datom u
Magistralnim formulama 2008 i koris¢en je kao placebo u analizi. U jedan uzorak gela
dispergovan je inkluzioni kompleks kurkumina (Gel 2), a u drugi uzorak gela kurkumin (Gel
3). Uzorci Gel 2 i Gel 3 sadrze istu koncentraciju bioaktivne supstance, kurkumina. Gelovi su
homogenizovani 30 minuta koriS¢enjem propelerske laboratorijske meSalice RV16 basic

(IKA®VERKE, Nemacka). Ovako pripremljeni gelovi podvrgnuti su teksturnoj analizi.

3.2.5 Oslobadanje kurkumina iz matriks sistema

In vitro ispitivanje oslobadanja kurkumina iz nabubrelin p(NiPMAm-ko-NiPAmM)
hidrogelova sa inkorporiranim inkluzionim kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrinom vrseno je u medijumu koji simulira fizioloske uslove. Uzorci su preliveni sa
po 10 cm?® rastvora (9 cm® Hank's BSS pufera pH 7,4 i 1 cm® rastvora Tween-a 20
koncentracije 1,52 mg/cm®). Uzorci su termostatirani na vodenom kupatilu na 37 °C uz
mesanje na magnetnoj mesalici (Hanna Instruments, Magnetic stirrer HI 190M) tokom 48 h.
Oslobodena koli¢ina kurkumina pracena je uzorkovanjem 200 pl rastvora tokom vremena,
koji su zatim dopunjeni metanolom do 1 cm?, filtrirani na celuloznom membranskom filteru

promera pora 0,45 um i analizirani primenom HPLC metode (3.3.6).
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Kinetika oslobadanja kurkumina iz matriks sistema procenjena je primenom razli¢itih
matematickih modela (Higuchi, Korsmeyer—Peppas, Baker—Lonsdale) pomo¢u DDSolver
paketa za Microsoft Excel aplikacije.

3.3 Metode analize i karakterizacije

3.3.1 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)

FTIR spektri monomera, sintetisanih  p(NiPMAm-ko-NiPAm) kserogelova,
kurkumina,  2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina, inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina i fizicke smese, kserogelova sa inkorporiranim inkluzionim
kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil--ciklodekstrinom snimljeni su tehnikom tankih
transparentnih tableta sa kalijum bromidom spektroskopske Cc¢isto¢e, vakuumiranjem i
presovanjem pod pritiskom od oko 200 MPa. Uzorci kserogelova usitnjeni su do praha i
homogenizovani na amalgamatoru (WIG-L-BVG, 31210-3A, SAD). Za izradu tableta
mereno je po 150 mg kalijum-bromida (KBr, 99%, Merck, Darmstadt, Nemacka) i po 0,7 mg
ispitivanog uzorka. Umreziva¢ EGDM snimljen je u obliku tankog filma izmedu dve plo€ice
od zink selenida (ZnSe). Snimanja su vrSena na FTIR spektrofotometru BOMEM MB-100

(Hartmann & Braun, Kanada). Spektri su obradeni primenom softvera Win-Bomem Easy.

3.3.2 Liofilizacija

Liofilizacija p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova nabubrelih do stanja ravnoteze se
vrsi na uredaju Freeze Dryers Rotational-Vacuum-Concentrator (GAMMA 1-16 LSC,
Nemacka). Sintetisani hidrogelovi se najpre zamrzavaju na temperaturi od -40 °C tokom 24
h. U prvoj podfazi susenja, koli¢ina rastvora se smanjuje sublimacijom na -30 °C i pritisku od
5 Pa tokom 12 h. U drugoj podfazi susenja, tj. izotermnoj desorpciji, hidrogelovi se zagrevaju
na 20 °C tokom 6 h na pritisku od 5 Pa, uz uklanjanje pare. Liofilizirani uzorci hidrogelova se

pakuju pod vakuumom i ¢uvaju u frizideru na 5 °C.
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3.3.3 Skenirajué¢a elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija kurkumina, 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina, inkluzionog kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina, liofiliziranih p(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
hidrogelova i hidrogelova sa inkorporiranim kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-f3-
ciklodekstrinom ispitana je skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom. Usitnjeni uzorci su
pre analize prekriveni legurom zlato/paladijum (15/85) pomocu rasprsivaca JEOL Fine Coat
JFC 1100E Ion Sputter (JEOL Co., Japan) 1 snimani na uredaju JEOL Scaning Electron
Microscope JSM-5300 (JEOL Co., Japan).

3.3.4 Diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (DSC)

Za ispitivanje termiCkih svojstava kurkumina, 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina,
inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina, p(NiPMAmM-ko-NiPAm)
hidrogelova i hidrogelova sa inkorporiranim kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil--
ciklodekstrinom koric¢ena je diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija (DSC). Uzorak (oko 3
mg) je stavljen u posudu, hermeticki zatvoren poklopcem presovanjem i zagrevan u jednom
ciklusu od sobne temperature do 250 °C brzinom od 10 °C/min u atmosferi azota. Za ovo
ispitivanje koriS¢en je diferencijalni skeniraju¢i kalorimetar TA Instruments Q20 (TA

Instruments, Nev Castle, DE, SAD).

3.3.5 Difrakcija X-zraka (XRD)

XRD spektri kurkumina, 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina, inkluzionog kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina, praznih p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova i
hidrogelova sa inkorporiranim kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom
snimljeni su pri slede¢im uslovima: uzorci su ozraceni monohromatskim CuKa zra¢enjem
(A = 0,1542 nm) i analizirani pod uglom 20 izmedu 5 i 75° sa korakom 0,05° i duZinom
snimanja =5 s. U toku snimanja kori§¢eni su napon i ja¢ina struje 40 kV i 20 mA,
respektivno. Svi ispitivani uzorci snimljeni su difraktometru za prah Rigaku MiniFlex 600

(Rigaku, Tokyo, Japan).
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3.3.6 Odredivanje koncentracije rezidualnih jedinjenja i kurkumina pomoéu
te¢ne hromatografije visokih performansi (HPLC)

Sadrzaj rezidualnih reaktanata (monomera i umrezivaca) u uzorcima sintetisanih
p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova odreden je primenom HPLC metode. Uzorak za HPLC
analizu pripremljen je ekstrakcijom hidrogela pomocu metanola tokom 168 h. Metanolni
ekstrakti su filtrirani na celulozni membranski filter pre¢nika pora 0,45 pm 1 podvrgnuti
analizi. Analiza je izvrSena na uredaju HPLC Agilent 1100 Series (Waldborn, Nemacka) sa
diode-array detector, DAD 1200 Series. Uslovi izvodenja hromatografije: kolona Zorbax
Eclipse XDB-C18 (4,6 x 250 mm, 5 pum) (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA,
SAD); temperatura 25 °C; injektirana zapremina uzoraka 10 pl; talasna duZzina detekcije 210
nm; mobilna faza je smeSa metanol/redestilovana voda 70/30, v/v; protok mobilne faze 0,5
cm®/min. Dobijeni rezultati su obradeni softverom Agilent Chemstation.

Odredivanje koli¢ine kurkumina koja nije inkorporirana u hidrogelove kao i pracenje
oslobadanja kurkumina iz hidrogelova vrseno je metodom te¢ne hromatografije HPLC pod
slede¢im uslovima: kolona Zorbax Eclipse XDB-CN 250 x 4,6 mm, 5 um (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, SAD); eluent je metanol; protok mobilne faze
1 cm®/min; zapremina injektiranih uzoraka 20 pl; temperatura kolone 40 °C; talasna duZina
detekcije 425 nm. Dobijeni spektri su obradeni primenom softvera Agilent ChemStation.
Uzorak za HPLC pripremljen je uzorkovanjem 200 ul rastvora tokom vremena, koji su zatim
dopunjeni metanolom do 1 cm®, filtrirani na celuloznom membranskom filteru pre¢nika pora

0,45 pm i analizirani primenom HPLC metode.

3.3.7 Bubrenje hidrogelova

Bubrenje sintetisanih p(NiPMAmM-ko-NiPAm) kserogelova praceno je gravimetrijski.
Odredena koli¢ina p(NiPMAmM-ko-NiPAm) kserogelova uronjena je u vodeni rastvor
odredene pH vrednosti i temperature, a potom je merena masa uzoraka u odredenim
vremenskim intervalima do postizanja ravnoteze, tj. do postizanja konstantne mase
hidrogelova. Stepen bubrenja hidrogelova, a;, odreduje se na osnovu mase uzorka pre i posle

bubrenja prema jednacini 1.
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Bubrenje p(NiPMAm-ko-NiPAm) kserogelova praceno je u rastvorima pH vrednosti
(4, 7 1 8) i na temperaturama (25, 37, 60 i 80 °C). Vodeni medijumi za bubrenje pripremljeni
su podesavanjem pH vrednosti dodatkom 0,1 M rastvora natrijum hidroksida (Centrohem,
Beograd, Srbija) ili 0,1 M rastvora hlorovodoniéne kiseline (Zorka, Sabac, Srbija) na pH
metru (HI9318-HI9219, Hanna, Portugal). Termoosetljivost hidrogelova ispitana je u

temperaturnom opsegu od 25 do 80 °C u vodenom kupatilu (Sutjeska, Beograd, Srbija).

3.3.7.1 Modelovanje procesa bubrenja eksperimentalnim dizajnom

Eksperimentalni dizajn odnosno metodologija povrSine odgovora (Response Surface
Methodology, RSM) predstavlja metodu vodenja i analize eksperimenta, §to ima za cilj
dobijanje matematickih i statistickih modela koji ukazuju na vezu izmedu odgovora sistema
(Y) 1 nezavisno promenljivih tj. faktora (X) (Telford, 2007; Khuri i Mukhopadhyay, 2010).
Pomenutim modelovanjem na osnovu eksperimentalnih podataka uradenih prema planu
dizajna moze se optimizovati tehnoloski proces.

U ovoj doktorskoj disertaciji primenjen je eksperimentalni dizajn u cilju optimizacije
procesa bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova u zavisnosti od procesnih
promenljivih (faktora), temperature i sastava kopolimernih hidrogelova. Analizom dobijenih
eksperimentalnih rezultata potvrdena je temperaturna osetljivost sintetisanih kopolimernih
hidrogelova, ali je bilo potrebno ustanoviti da li 1 sastav kopolimera ima znacajan uticaj na
odzivnu veli¢inu, ravnotezni stepen bubrenja, o.. Skrining dizajn je ukazao na znacajnost
procesnih nezavisno promenljivih, temperature i sastava kopolimera. Uticaj procesnih faktora
na odgovor sistema je odreden 1 optimizovan centralnim kompozitnim dizajnom (CCD). Ovaj
dizajn obuhvata tacke punog ili frakcionog faktorijalnog dizajna, aksijalne 1 centralne tacke.
Svaka promenljiva faktorijalnog dizajna se ispituje na dva nivoa, kodirani nivoi +1 i —1.
Centralna tacka je srednja vrednost faktora dizajna, dok su aksijalne taCke identicne
centralnoj tacki samo sa rastojanjem £ a U Ssvim pravcima koordinatnog sistema (Hafizi,
2013; Lundstedt, 1998; Khayet, 2010). Na slici 11 prikazan je centralni kompozitni dizajn sa
dva faktora.
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Slika 11. Centralni kompozitni dizajn sa dve promenljive sistema (Montgomery, 2012)

Nivoi faktora kod ravnoteznog bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova dati su
u tabeli 7. Broj kodiranog sastava kopolimernih hidrogelova oznafava procentualni molski
sadrzaj monomera NiPMAm-a, na primer 10 mol% ukazuje da je molski odnos monomera
NiPMAmM:NiPAm prilikom sinteze kopolimera bio 10/90. Vrednost « u Slu¢aju bubrenja
sintetisanih hidrogelova bila je 2.

Tabela 7. Vrednosti nivoa za nezavisne promenljive za ravnotezno bubrenje kopolimernih

p(NiPMAm-ko-NiPAmM) hidrogelova

Nivo
Faktor Kod. Nekod. > 1 0 1 =2
Temperatura (°C) X1 t 25 30 35 40 45

Sadrzaj NiIPMAm (mol%) X,  Sadrzaj NiPMAm 10 30 50 70 90

Potreban broj eksperimenata za modelovanje procesa ovim dizajnom izracunava se po
jednacini N = k% + 2k + Cp. U jednacini C, predstavlja broj centralnih tacaka, a k broj faktora
(Sharif, 2014), stoga je za 2 faktora i 5 centralnih ta¢aka za modelovanje procesa ravnoteznog
bubrenja hidrogelova potrebno uraditi 13 eksperimenata.

Analizom varijanse odnosno ANOVA testom procenjena je adekvatnost modela kao i
statistiCka znacajnost nezavisno promenljivih u modelu. Dobijeni eksperimentalni podaci po
CCD planu su analizirani softverom Design-Expert, verzija 7.0.0 (Stat-Ease Inc., Minnesota,
SAD).
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3.3.8 Nuklearna magnetna rezonanca (*H-NMR)

'"H-NMR  spektri 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina i inkluzionog kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina snimljeni su na aparatu Bruker Avance 111 NMR,
400 MHz (BRUKER AXS GmbH, Karlsruche, Nemacka) u staklenoj kiveti pre¢nika 5 mm
na sobnoj temperaturi pulsnom metodom, sa visestrukim ponavljanjem pulseva. Uzorci su
rastvoreni u deuterisanoj vodi (D20) i tretirani su u ultrazvu¢nom kupatilu 25 minuta pre

snimanja.

3.3.9 Spektrofotometrija u ultraljubic¢astoj i vidljivoj oblasti (UV-Vis)

UV-Vis spektri snimani su na spektrofotometru Varian Cary-100 Conc. u oblasti
talasnih duzina od 200-800 nm. Snimanje uzoraka vrSeno je u kvarcnim kivetama (1x1x4,5

cm) na sobnoj temperaturi, u odnosu na destilovanu vodu kao kontrolu.

3.3.10 Fazna rastvorljivost

Ispitivanje fazne rastvorljivosti sprovedeno je primenom metode koju su opisali
Higuchi i Connors (Higuchi i Connors,1965). Visak kurkumina (po 10 mg) dodat je u 2,5 cm®
vodenog rastvora 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina koncentracije 0 — 10 mmol/dm?. Uzorci
su meSani na sobnoj temperaturi 24 h, a zatim filtrirani kroz membranski filter pre¢nika pora
0,45 um (Econofilters, Agilent Technologies, Waldborn, Nemacka). Koli¢ina rastvorenog
kurkumina se odreduje primenom UV/Vis metode (odeljak 3.3.9) na osnovu konstruisane
kalibracione krive. Merenja su izvrSena na talasnoj duZini od 429 nm, na sobnoj temperaturi.
Destilovana voda je kori$éena kao slepa proba. Prisustvo 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina ne
ometa apsorbancu kurkumina na 429 nm, jer je njegova apsorpcija na toj talasnoj duzini
jednaka nuli. Konstanta stabilnosti (K1) inkluzionog kompleksa se ra¢una na osnovu

dijagrama fazne rastvorljivosti prema jednacini 7 (Odeljak 2.2.4).
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3.3.11 Antioksidativna aktivnost kurkumina i inkluzionog kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-g-ciklodekstrina

3.3.11.1 DPPH test

Za odredivanje sposobnosti jedinjenja da hvata slobodne radikale, koriS¢eno je
svojstvo dekolorizacije stabilnog 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) radikala u prisustvu
antioksidanta. Pripremljene su serije rastvora razli¢itih koncentracija kurkumina i inkluzionog
kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (0,00049-0,25 mg/cm®) u etanolu.
Etanolni rastvori kurkumina 1 inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrina zasti¢eni su od svetlosti.

Etanolni rastvor DPPH radikala (1 cm®, koncentracije 3x10™* mol/dm?®) dodat je u 2,5
cm?® pripremljenih rastvora kurkumina i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-B-
ciklodekstrina. Apsorbanca je merena na 517 nm nakon 20 minuta inkubacije sa radikalom,
na sobnoj temperaturi. Apsorbanca je takode odredena i za etanolni rastvor DPPH radikala (1
cm® DPPH radikala i 2,5 cm® etanola) i za etanolni rastvor kurkumina i inkluzionog
kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (2,5 cm?® rastvora i 1 cm® etanola).

Kapacitet uklanjanja slobodnih radikala izrac¢unat je prema jednacini 9:

100

Kapacitet neutralisanja DPPH radikala (%) = 100 - [(Au— Ag) X K] 9)

gde je: Ay - Apsorbancija uzorka (etanolni rastvor uzorka tretiran DPPH radikalom)
na 517 nm; Ag - Apsorbancija blank-a (etanolni rastvor uzorka koji nije tretiran DPPH
radikalom ) na 517 nm; Ax — Apsorbancija kontrole (razblazeni etanolni rastvor DPPH
radikala) na 517 nm.

Sve apsorbancije su merene na UV-Vis Varian Caril00 Conc. spektrofotometar.

Eksperimenti su izvedeni u tri primerka 1 izraZeni kao srednja vrednost.
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3.3.11.2 ABTS test

Antioksidativna aktivnost Cistog kurkumina i kurkumina u inkluzionom kompleksu
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinu odredena je primenom modifikovanog ABTS
testa (Re i sr., 1999). ABTS katjon radikal (ABTS"") nastaje u reakciji ABTS rastvora (7x107
mol/dm?) i kalijum perslufata (2,4 mM) u zapreminskom odnosu 1:1 v/v, u toku 12-18 h, na
tamnom, na 4 °C (osnovni rastvor). Nakon formiranja radikala, napravljen je radni ABTS
rastvor tako $to je osnovni rastvor razblazen etanolom do postizanja vrednosti apsorbance 0,7
na 734 nm.

Pripremljena je serija etanolnih rastvora razli¢itih koncentracija kurkumina (0,25-
0,0039 mg/cm®) i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (0,5-
0,0039 mg/cm?). Etanolni rastvori kurkumina i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina zasti¢eni su od svetlosti. U 0,1 cm® pripremljenih rastvora
kurkumina i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina dodato je po
1,8 cm® ABTS radnog rastvora i 2,1 cm?® etanola i merena apsorbanca reakcione smese na 734
nm (to je vrednost Ay), nakon 6 minuta inkubacije na tamnom na sobnoj temperaturi.

% radnog

Apsorbanca na 734 nm izmerena je za razblazeni ABTS radni rastvor (1,8 cm
rastvora ABTS radikala razblazeno je dodatkom 2,2 cm® etanola, ovo je vrednost Ak) i za
rastvore kurkumina i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina pre
tretiranja ABTS radikalom (3,9 cm® etanola dodato je u 0,1 cm® rastvora uzoraka, vrednost
Ag). Etanol je koriS¢en kao slepa proba. Procenat neutralizacije ABTS radikala izracunat je

koriS¢enjem jednacine 9.

3.3.11.3 FRAP test

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti kurkumina i inkluzionog kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin koris¢en je FRAP test po metodi Benzie-a i
Strain-a (Benzie i Strain, 1996) sa izvesnim modifikacijama.

Standardna kriva: FRAP reagens priprema se meSanjem acetatnog pufera (300
mmol/dm?, pH = 3,6), TPTZ reagensa (10 mmol/dm® u 40 mmol/dm® HCI) i FeCl; x 6 H,0
(20 mmol/dm?) u odnosu 10:1:1. U pet epruveta dodato je po 3 cm® FRAP reagensa i po 0,1
cm?® standardnog rastvora FeSO, x 7H,0 (0,2-1 mmol/dm?®). Apsorbanca je merena na 593

nm u odnosu na slepu probu (3 cm® FRAP reagensa i 0,1 cm® vode).
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Kalibraciona kriva konstruisana je kao zavisnost apsorbance od poznate koncentracije
rastvora FeSO, x 7H,0 (Stanojevic i sar., 2015).

Metoda odredivanja antioksidativne aktivnosti uzoraka: U epruvete je dodato po 0,1
cm? rastvora kurkumina i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina
(0,125 mg/cm®) i 3 cm® FRAP reagensa i nakon 30 minuta inkubacije na 37 °C u vodenom
kupatilu izmerena je apsorbanca na 593 nm. Iz jednacine kalibracione krive (10) odredena je
koncentracija Fe?* u uzorcima (mmol/dm?®) i preradunata na mg Fe*'/g uzorka, tj. FRAP
vrednost. Ve¢a FRAP vrednost ukazuje na bolju redukcionu sposobnost uzorka.

A =0,00495 + 0,65743 x C (10)

3.3.12 Antimikrobna aktivnost kurkumina i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-p-ciklodekstrina

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti kurkumina i kurkumina u inkluzionom kompleksu
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina vrseno je protiv humanih patogenih sojeva iz
referentne ATCC kolekcije (American Type Culture Collection): Gram (-) bakterija -
Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048 i Salmonella enteritidis ATCC 13076); Gram (+) bakterija -
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Streptococcus
pneumoniae ATCC 6301, Streptococcus pyogenes ATCC 19615 i Bacillus cereus ATCC
11778 i kvasca Candida albicans ATCC 24433.

Mikro-diluciona metoda

In vitro antimikrobna aktivnost kurkumina i kurkumina u inkluzionom kompleksu
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina ispitana je upotrebom mikro-dilucione metode sa
izvesnim modifikacijama (CLSI, 2012).

Prekono¢ne kulture mikrobnih sojeva su kultivisane u odgovaraju¢im uslovima -
bakterije na 37 °C na Miler-Hinton agaru (MHA), a kvasac na 30 °C na saburo-dekstroznom
agaru (SDA). Od prekono¢nih kultura bakterija i kvasca su u sterilnom fizioloskom rastvoru
(0,9% NaCl) pripremljene suspenzije turbiditeta 0,5 McFarlanda (§to odgovara 10°
CFUlcm3). Tako dobijenim suspenzijama su zasejane odgovaraju¢e hranljive podloge —
Miler-Hinton bujon za bakterijske sojeve i saburo-dekstrozni bujon za kvasce, u mikrotitar

plo¢ama sa 96 udubljenja.
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Od pocetnih rastvora uzoraka kurkumina i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-p-ciklodekstrina (u 100%-nom DMSO-u) su u mikrotitar plocama napravljene
serije razblaZenja u koncentracijama od 0,003-25,0 mg/cm?®.

U svakom bunari¢u mikortitar plo¢e bila je ukupna zapremina 100 pL, a finalna
koncentracija mikrobnih ¢elija je iznosila 10° CFU/cm®. Mikrotitar ploce su kultivisane na 37
°C (za bakterije), odnosno na 30 °C (za kvasce) tokom 24 h. Kao negativna kontrola je
koriS¢ena serija razblazenja Cistog rastvaraca (DMSO), a kao pozitivne kontrole su koris¢ene
serije razblaZenja antibiotika (0,02-10 pg/cm®) - tetraciklina i streptomicina (za bakterije) i
nistatina (za kvasce). Inhibitorna aktivnost uzoraka je odredena metodom vidljivog rasta tj.
dodavanjem 20 pl 0,5% vodenog rastvora trifenil tetrazolijum hlorida (TTC) u svaki bunari¢
na mukotitar ploci.

Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) je definisana kao najniza koncentracija
uzoraka koja je inhibirala vidljivi rast mikroorganizama (pojava crvene boje nakon dodavanja
TTC). Da bi se odredile minimalne baktericidne/fungicidne koncentracije (MBC/MFC), iz
svakog bunarica je sadrzaj preneSen na Petri ploce sa odgovaraju¢im podlogama i inkubiran
pod opisanim specificnim uslovima za testirane mikrobne sojeve. MBC/MFC se definise kao
najniza koncentracija ispitivanih uzoraka pri kojoj su inokulisani mikroorganizmi ubijeni

99,9%. Svi eksperimenti su izvedeni u tri ponavljanja.

Statisticka obrada podataka

Za ove analize primenjena je statistiCka analiza koriS¢enjem analize varijanse
(ANOVA) za odredivanje znacajnosti (p<0,05) podataka dobijenih u svim eksperimentima.
Utvrdeno je da su svi rezultati unutar nivoa pouzdanosti od 95% za reproduktivnost

eksperimenta.
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3.3.13 Analiza teksture Karbopol® gela sa kurkuminom i inkluzionim
kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom

Analiza profila teksture je tehnika koja se intenzivno Kkoristi za mehanicku
karakterizaciju pre svega prehrambenih proizvoda, ali i za farmaceutske i kozmeticke
proizvode (Carvalho i sar., 2013). Teksturna svojstva formulacije su vazan parametar u
optimizaciji formulacija za lokalnu primenu, njihove primenljivosti na mestu aplikacije, §to
skupa uti¢e na ishod terapije (Hurler i sar., 2012). Princip rada teksturnog analizatora koji se
koristi u ove svrhe zasniva se na uranjanju sonde u uzorak uz simultano merenje sila kojom
sonda deluje na preparat, rastojanja koje sonda prede prilikom uranjanja u preparat i vremena
potrebnog za kretanje. Na osnovu izmerenih parametara, generiSe se grafik zavisnosti sile od
predenog rastojanja sa kojeg se dalje mogu interpretirati podaci i dobiti vrednosti mehanickih
parametara (Fossa Shirata i Campos, 2017).

Teksturna svojstva uzoraka ispitana su koriS¢enjem teksturometra CT3 Texture
Analyzer (Brookfield, AMETEK Inc., SAD) i konusne sonde TA-STF primenom testa za
analizu profila teksture (TPA). Parametri analize su:

* Merna ¢elija: 10 kg

* Brzina sonde: 1,5 mm/s

* Deformacija: 5 mm

* Pocetno opterec¢enje: 50 mN.

Uzorci su stavljeni u posude za uzorke (75% od ukupne zapremine posude je
napunjeno, bez prisustva vazduha). Tokom TPA testa izvrSena su dva ciklusa kompresije na
uzorke i merena su pet profila teksture: Cvrstina, kohezivnost, adhezivnost, rezilijentnost i

elasti¢nost. Za svaki uzorak su uradena tri merenja na sobnoj temperaturi.

Statisticka obrada podataka

Za ove analize primenjena je statisticka analiza koris¢enjem softverskog paketa IBM
SPSS Statistics 22 za odredivanje znacajnosti (p<0,05) podataka dobijenih u svim

eksperimentima.
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4 REZULTATI | DISKUSIJA

4.1 Sinteza p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova

Kopolimerni  p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelovi sintetisani su mehanizmom
radikalne polimerizacije monomera NiPMAm-a i komonomera NiPAm-a uz primenu
inicijatora AZDN-a i umreziva¢a EGDM-a. Reakcija polimerizacije inicirana je radikalima
dobijenim razgradnjom AZDN-a na temperaturi 70-85 °C. Nastali primarni radikali u fazi
iniciranja reaguju sa molekulima monomera i umrezivaca i stvaraju makroradikale. U reakciji
polimerizacije nastaje kopolimer p(NiPMAmM-ko-NiPAmM) umrezene strukture $to je Sematski

prikazano na slici 12.

CHs [ 70-85 °C,AZDN
m H,C=C +.n HZC=C|H X H2C_C\C o etanol
e c el
Vah 77\
=4 " ™
SR CH " C/CH2
2
HsC'  “CH, HsC  CHs o
/
NiPMAm NiPAm =0
(|:=CH2
EGDM
CH, CHs CHs
| H
11 11 !
—‘»H c—C H,C—C Ho,C—C HoC—C
< | Iml ™ | In 172 | [m’ lO 20/ Ix
¢ C =
\ 7N
o \hllH o/ NH o7 N >O
CH HC CH H2Cs
HsC® CHs HC CHz HC  CHj o’
N
I Lo il Loty 10 1_
- - . [ o—
[ C\gizojx" - IHZC cl: Im [HZC Tln [ (|: CHa X
o T\ S & o CH,
CH N
>CH2 | o// \II\]H O TH H3C\CH CH3
HoC NH CH
2 N O\C/ " CH\ O Nkli
Y 3 CH3  HiC'  CH; &~
o=¢
—i—Hzc—c—]Tl—Hzc—c | I CH-CHz—}*
L HaC Im [ "
CH3 S

Slika 12. Sematski prikaz reakcije sinteze i moguce strukture p(NiPMAm-ko-NiPAm)

hidrogelova
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Sintetisani p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelovi sa razli¢itim sadrzajem monomera i
umrezivaca strukturno su okarakterisani pre i posle inkorporiranja inkluzionog kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin primenom FTIR, SEM, XRD i DSC metode.

41.1 FTIR analiza

Na slici 13 prikazani su FTIR spektri monomera NiPMAm-a, komonomera NiPAm-a,
umrezivaca EGDM-a i sintetisanog p(NiPMAm-ko-NiPAm) kserogela 10/90/2.

U FTIR spektru monomera NiPMAm-a (slika 13a) apsorpciona traka na 3291 cm™ je
rezultat valencionih N-H vibracija. Asimetri¢ne valencione vibracije C-H veze iz vinilne
grupe, daju traku sa maksimumom na 3061 cm™. Apsorpcione trake na 2973 i 2878 cm™
poticu od asimetri¢nih i simetri¢nih valencionih vibracija metil grupa u strukturi monomera
NiPMAm-a, redom. Dokaz prisustva amidne grupe u strukturi monomera su apsorpcione
trake sa maksimumima na 1653 cm™ (amidna traka 1) i 1539 cm™ (amidna traka I11). Amidna
traka | se pripisuje valencionim vibracijama keto grupe, dok amidna traka Il nastaje
kuplovanjem N-H deformacionih vibracija i valencionih C-N vibracija. Valencione vibracije
C=C veze u FTIR spektru monomera NiPMAm-a (slika 13a) daju apsorpcionu traku sa
maksimumom na 1606 cm™. Apsorpciona traka od deformacionih C-H vibracija u ravni CHs-
C grupe u spektru monomera prisutna je na 1459 cm™. Deformacione vibracije C-H veze
izopropil grupe daju apsorpcionu traku sa maksimom na 1363 cm™. Prisustvo izopropil grupe
u strukturi monomera potvrduje i postojanje apsorpcionih traka na 1157 i 1011 cm™,

U FTIR spektru komonomera NiPAm-a u oblasti talasnih brojeva iznad 3000 cm™
(slika 13b) uocavaju se dve apsorpcione trake razli¢itog inteziteta. Apsorpciona traka jakog
inteziteta sa maksimumom na 3295 cm™ se pripisuje valencionim vibracijama sekundarne
amino grupe $to je u saglasnosti sa istrazivanjima drugih istrazivaca (Rwei i sar., 2016), dok
je apsorpciona traka na 3073 cm™ rezultat asimetri¢nih valencionih vibracija vinilne grupe. U
FTIR spektru komonomera NiPAm-a (slika 13b) apsorpcione trake sa maksimumima na 2971
cm™ i 2876 cm™ poticu od asimetri¢nih i simetri¢nih valencionih vibracija C-H veza iz metil
grupa, redom. Apsorpciona traka srednjeg intenziteta sa maksimumom na 2934 cm™ potide
od asimetri¢nih valencionih vibracija C-H veza u izopropil grupi NiPAm-a. Amidne trake I,
I1'i 1l sa maksimumima na 1659 cm™, 1549 cm™, 1310 cm™, redom, potvrduju prisustvo

amidne grupe u molekulu NiPAm-a (Tang i sar., 2018).
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Valencione vibracije C=C veze u FTIR spektru monomera NiPAm-a (slika 13b) daju
apsorpcionu traku sa maksimumom na 1619 cm™. Apsorpciona traka srednjeg intenziteta na
1371 cm™ odgovara deformacionim vibracijama C-H veze u izopropil grupi NiPAm-a. Traka
jakog intenziteta sa maksimumom na 1167 cm™ u spektru komonomera takode potvrduje
prisustvo izopropil grupe u strukturi NiPAm-a.

Prisustvo vinilne grupe u strukturi komonomera potvrduje pojava traka koje potic¢u od
deformacionih vibracija u ravni C-H veze na 1412 cm™ i deformacionih vibracija van ravni
C-H veze na 990 917 cm™ (Tang i sar., 2018).

U FTIR spektru umrezivata EGDM-a (slika 13c) postoje trake karakteristicne za
estarske i vinilne funkcionalne grupe prisutne u molekulu. Ostra apsorpciona traka jakog
inteziteta sa maksimumom na 1723 cm™ u FTIR spektru EGDM-a, potite od valencionih
vibracija karbonilne grupe, koja je konjugovana sa dvostrukom vezom, zbog ¢ega se traka
srednjeg inteziteta, koja poti¢e od valencionih vibracija C=C veze zapaza na 1637 cm™.
Valencione vibracije C-O veze daju traku sa maksimumom apsorpcije na 1154 cm™. U FTIR
spektru umreZzivata EGDM-a prisutne su i trake sa maksimumima na 2894 cm™ od
simetri¢nih valencionih vibracija C-H veze metil grupe, na 2961 cm™ od asimetriénih
valencionih vibracija C-H veze metil grupe i na 3106 cm™ od asimetri¢nih valencionih
vibracija C-H veze vinilne grupe $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Zdravkovi¢ i
sar., 2017).

Uporedivanjem FTIR spektra kopolimera p(NiPMAm-ko-NiPAm) 10/90/2 (slika 13d)
sa spektrima monomera NiPMAm-a (slika 13a), i NiPAm-a (slika 13b) uocava se jasna
razlika, koja ukazuje na razliku u strukturi izmedu sintetisanog kopolimera i pocetnih
reaktanata. Zapazeno je pomeranje 1 odsustvo pojednih apsorpcionih traka od karakteristi¢nih
funkcionalnih grupa monomera §to ukazuje na nastajanje nove strukture. Siroka apsorpciona
traka jakog inteziteta od valencionih vibracija N-H veze u FTIR spektru kopolimera na 3442
cm™ pomerena je ka visim talasnim brojevima u odnosu na istu traku u FTIR spektru
monomera NiPMAm-a (slika 13a) i komonomera NiPAm-a (slika 13b). Pomeranje centroida
ove trake ukazuje na ucestvovanje amino grupe u gradenju vodoni¢ne veze. U prilog ovoj
¢injenici ide i pomeranje amidne trake II u odnosu na polozaj iste u FTIR spektrima
monomera. Apsorpciona traka u kopolimeru koja se pripisuje valencionim vibracijama C=0
grupe (amidna traka ) javlja se na 1649 cm™ i pomerena je ka nizim talasnim brojevima u

poredenju sa trakom u FTIR spektrima NiPMAm-a i NiPAm-a za 4 i 10 jedinica, redom.
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Apsorpcione trake na 1387 i 1367 cm™ potvrduju prisustvo izopropil grupe u strukturi
kopolimera p(NiPMAm-ko-NiPAm) i ukazuju da ova grupa koja je prisutna u strukturi
mnomera nije ucestvovala u procesu polimerizacije. Odsustvo apsorpcione trake od
valencionih vibracija C=C veze, a koja se kod monomera javlja u oblasti talasnih brojeva
1600-1640 cm™ ukazuje jasno da je do reakcije polimerizacije monomera NiPMAm-a i
NiPAmM-a doslo raskidanjem dvostrukih veza. Apsorpciona traka koja poti¢e od asimetri¢nih
valencionih vibracija vinilne grupe prisutna je u FTIR spektru kopolimera p(NiPMAm-ko-
NiPAm) sa maksimumom na 3070 cm™, znatno je manjeg inteziteta i pomerena je za 9
jedinica ka vi$im, odnosno za 3 jedinice ka nizim talasnim brojevima u odnosu na polozaj iste
trake u FTIR spektru NiPMAm-a i NiPAm-a, $to dodatno potvrduje da se polimerizacija

odigrava raskidanjem dvostruke veze.
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Slika 14. FTIR spektri p(NiPMAmM-ko-NiPAm) kopolimera sa 2 mol% EGDM-a:
a) 20/80/2, b) 30/70/2, c) 40/60/2 i d) 50/50/2
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b) 20/80/3, c) 30/70/3, d) 40/60/3 i e) 50/50/3
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FTIR spektri p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera 10/90, 20/80, 30/70, 40/60 i 50/50
sa 2 i/ili 3 mol% EGDM-a prikazani su na slikama 14 i 15, redom. Uporednom analizom
FTIR spektara na slikama 14 i 15 sa FTIR spektrom na slici 13d zapaza se sli¢nost u strukturi
sintetisanih kopolimera sa razli¢itim sadrzajem monomera i umrezivaca. Takode, uocava se
odsustvo apsorpcione trake od valencionih vibracija C=C veze, a koja se kod monomera
NiPMAm-a i NiPAm-a javlja na 1609 i 1619 cm™, redom, 3to potvrduje da je do reakcije
polimerizacije monomera NiPMAm-a i NiPAm-a doslo raskidanjem dvostrukih veza.

Analiza FTIR spektra ukazuje da je polimerizacija ostvarena, a da je pretpostavljena
struktura p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera, prikazana na slici 12, realna.

FTIR spektri ostalih sintetisanih p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera dati su u Prilogu

1, jer su vrlo sli¢ni u poredenju sa FTIR spektrima na slici 14 i 15.

4.1.2. SEM analiza

Morfologija sintetisanih p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera sa razli¢itim sadrzajem
monomera i umreZivaca ispitana je primenom SEM metode. Uzorci p(NiPMAmM-ko-NiPAm)
kopolimera su nabubreli do ravnoteze u destilovanoj vodi, a zatim su liofilizirani da bi se
bolje razumela morfologija. Dobijene SEM mikrografije sa razli¢itim uvecanjem prikazane
su na slici 16.

SEM mikrografije prikazane na slici 16 potvrduju da sintetisani p(NiPMAm-ko-
NiPAmM) kopolimeri imaju poroznu strukturu. Trodimenzionalne mreze sintetisanih
p(NiPMAmM-ko-NiPAmM) kopolimera se razlikuju po rasporedu, obliku i veliini pora
(promera 30-300 pm). Najuniformniju strukturu ima uzorak hidrogela p(NiPMAmM-ko-
NiPAm) 30/70/2 (slika 16¢ i d). Pore su pravilnog oblika, promera do 100 um sa debljim
zidovima. U radu Gaji¢ i saradnika sintetisan je makroporozni termoosetljivi p(NIPAM-co-
AA) kopolimer sa veli¢inom pora do 100 pm koji je iskoris¢en kao nosa¢ za modifikovano
oslobadanje biohanina A (Gaji¢ i sar., 2021). Najmanje uredena struktura se uocava kod
uzorka p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogela 10/90/2 (slika 16a i b). Pore su nepravilnog oblika,
tankih zidova, na pojednim mestima medusobno spojene, promera od 100 do 300 pm. Uzorci
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova 30/70/3 (slika 16e i f) i 50/50/3 (slika 169 i h) u svojoj
strukturi sadrze pore nepravilnog oblika koje su na pojednim mestima povezane, promera 30-
300 um. Sintetisani p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimeri sa ovako definisanom strukturom
svrstavaju se u makroporozne hidrogelove koji se mogu iskoristiti kao nosaci za razlicite

bioloski aktivne supstance.
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Slika 16. SEM mikrografije p(NiPMAm-ko-NiPAm) kserogelova: a) 10/90/2 (uvecanje 100x,
bar 100 um), b) 10/90/2 (uvecanje 200x, bar 100 um), ¢) 30/70/2 (uvecanje 100x, bar 100
um), d) 30/70/2 (uvecanje 500x, bar 50 um), €) 30/70/3 (uvecanje 200x, bar 100 pm), f)
30/70/3 (uvecanje 500x, bar 50 um), g) 50/50/3 (uvecanje 100x, bar 100 um), h) 50/50/3
(uveéanje 200x, bar 100 um)
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4.1.3 XRD an

aliza

XRD spektri sintetisanih p(NiPMAm-ko-NiPAm) kserogelova sa razli¢itim sadrzajem

monomera i umrezivaca prikazani su na slici 17. Uporednom analizom XRD difraktograma

kserogelova prikazanih na slici 17 uocava se visoka sli¢nost u pogledu oblika i polozaja

pikova. Sva cetiri XRD difraktograma sadrze dva Siroka difrakciona pika niskog inteziteta.

Sekundrani pik je uzi i javlja se u opsegu 26 = 5-10°, dok je fundamentalni pik Sirok i javlja

se U opsegu 20 = 15-32,5°, §to je u skladu sa podacima objavljenim u literaturi (Ribeiro i sar.,

2017; Zdravkovié i sar., 2017). Siroki difrakcioni pikovi nemaju jasno definisane refleksije i

ukazuju na nizi stepen kristalnosti uzorka, tj. na amorfnu strukturu uzorka (Ribeiro i sar.,

2017).
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Slika 17. XRD difraktogrami p(NiPMAm-ko-NiPAm) kserogelova: a) 10/90/2, b) 30/70/2, c)
30/70/3, d) 50/50/3

Rezultati XRD analize (slika 17) pokazuju da je struktura sintetisanih p(NiPMAm-ko-
NiPAm) hidrogelova amorfna.
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4.1.4 DSC analiza

DSC termogrami sintetisanin p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova (10/90/2, 30/70/2,
30/70/3 i 50/50/3) prikazani su na slici 18. Na DSC krivama se mogu videti dve vrste

promena stanja gela sa promenom temperature. Jedna od temperaturnih promena stanja je

ostakljivanje a druga vrsta promena je topljenje gelova. Sa slike se mogu ocitati vrednosti

temperatura ostakljivanja Tg i temperature topljenja Tm a vrednosti su prikazane u tabeli 8.

Heat Flow (W/g)

—

R

——

gel 10/90/2
—— gel 30/70/2
gel 30/70/3
gel 50/50/3

203.96°C
48.36J/g

154.21°C
159.82°C

207.27°C

166 36°C

160.08°C

T e—

22055°C
37.57J/g

24387°C
21.91Jig

-

244.05°C

220.82°C

Exo Up

T
100

150 200
Temperature (°C)

T
250

Universal V4.5A TA Instruments

Slika 18. DSC krive sintetisanih p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova

Tabela 8. Vrednosti temperatura ostakljivanja Tg i temperatura topljenja Tm za izabrane
sintetisane hidrogelove p(NiPMAmM-ko-NiPAmM).

Uzorak Temperatura Temperatura pocetka Temperatura vrha pika
gela ostakljivanja, Tg, °C topljenja, Tmp, °C topljenja, TMpay, °C

154,21

10/90/2 159.82 203,96 207,27
166,36

30/70/2 175.26 243,87 244,05

30/70/3 160,08 220,55 220,82

50/50/3 - - -

Sa slike 18 i iz tabele 8 se moze videti da gelovi 10/90/2 i 30/70/2 imaju dve

temperature ostakljivanja koje su veoma bliske i razlikuju se za samo nekoliko stepeni.
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Najverovatnije, do ovakvih promena dolazi zbog prisutnih razli¢itih segmenata u
strukturi polimera koji poti¢u od dva razli¢ita monomera: N-izopropilmetakrilamida i
N-izopropilakrilamida. Sa promenom temperature, ovi razli¢iti segmenti gube ili dobijaju
svoju pokretljivost (zavisno od toga da li se kopolimer hladi ili zagreva, redom) na razli¢itim
temperaturama. Medutim, sa povec¢anjem udela umrezivata EGDM-a u sastav kopolimera sa
2 na 3 mol% ocekuje se da se poveca broj ¢vorova u mrezi kopolimera dok se u isto vreme
smanjuju duzine grana. Ovo ¢e usloviti stapanje dva u jedan staklasti prelaz zato $to ¢e se sa
smanjenjem duzina grana izgubiti i te male razlike u sastavu segmenata koje poti¢u od
razli¢itih monomera i oni ¢e poceti da pokazuju istovetna toplotna svojstva. Tako, kod gela
30/70/3 Tg je 160,08 °C, pri ¢emu postaju veoma bliske i vrednosti temperatura pocetka
topljenja (Tm,=220,55 °C) i vrh pika koji potice od topljenja gela (Tmma=220,82 °C). Kod
uzoraka gelova 10/90/2 i 30/70/2 se i ove dve temperature razlikuju za po nekoliko stepeni.
Kod gela sastava 50/50/3 pojavljuje se jedna anomalija da se temperatura staklastog prelaza

ne moze jasno uociti a temperatura topljenja se ne pojavljuje ispod 250 °C.

4.1.5 HPLC analiza rezidualnih reaktanata

U procesu polimerizacije ne dolazi do potpune konverzije reaktanata u polimer, pa se
u polimernim proizvodima mogu naci njihove neproreagovale koli¢ine. Prisustvo rezidualnih
reaktanata u polimer moze uticati na svojstva polimera. Medutim, znatno vecu opasnost
predstavlja toksi¢nost rezidualnih monomera za radnike u procesu proizvodnje i potrosace
polimernih proizvoda. Metode tecne i gasne hromatografije (HPLC i GC) koriste se za
analizu rezidualnih reaktanata u odgovaraju¢im ekstraktima. Cilj polimerne industrije je da se
sadrzaj rezidualnih reaktanata u procesu proizvodnje polimera svede na minimum (Vallo 1
sar., 1998; Kemmere i sar., 2002; Araujo i sar., 2002; Choi i Kim, 2012; Pemberton i
Lohmann, 2014; Ayman, 2017).

Za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu sadrzaja rezidualnih reaktanata u sintetisanim
p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimerima primenjena je HPLC metoda. Za ovu analizu
koris¢eni su metanolni ekstrakti dobijeni nakon sedmodnevnog potapanja sintetisanih
p(NiIPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova. Pri odabranim uslovima hromatografske analize
(odeljak 3.3.6) retenciono vreme (R;) za monomer NiPMAm je 6,693 min, NiPAm 6,176 min
i umreziva¢ EGDM 12,812 min. HPLC hromatogrami monomera i umrezivaca prikazani su

na slici 19.
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Slika 19. HPLC hromatogrami standardnog rastvora a) monomera NiPMAm-a, b) monomera

NiPAmM-a i ¢) umrezivaca EGDM-a

Koncentracije rezidualnih reaktanata odredene su iz jednacina koje odgovaraju

pravolinijskom delu kalibracionih kriva konstruisanih kao zavisnost povrsine pika od poznate

koncentracije reaktanta.

Kalibracione krive

sa jednaCinama prave

i

korelacionim

koeficijentima za NiPMAm, NiPAm i EGDM prikazane su na slici 20a, b i ¢, redom. U

jednacinama prave A je povrsina pika (mAU*s), a ¢ koncentracija reaktanta (mg/cm®).

65



a
) 25060
20000 -
% 15000 -
<€ 10000 - g
) A=572143+97110,092 -c
5000 4 "
/ R'=0,993
0 . . : . .
GO0 06.05 0.10 {15 0.20 0.25 .30
C, mg/ent®
B) a5
30000 -
25000
% 20006
< 15000 4 .
10000
A =594718 +137938,449 .¢c
50001 R=0,997
o o T o o o ok ok
C. mg/cm®
C) 58000
40000 4 _
30000 -
Pl
Z
< 20000
10000 4 A=911175 +171931-¢
R’=0,998
O ¥ 1 T T T
0.00 005 010 015 020 035 030
C, mafer?

Slika 20. Kalibracione krive za: a) NiPMAm, b) NiPAm i c) EGDM
Neproreagovale koli¢ine monomera u toku sinteze kopolimera p(NiPMAmM-ko-

NiPAmM) u odnosu na ukupnu masu sintetisanog kserogela, kao i procentualni udeo u odnosu

na njihovu pocetnu masu u reakcionoj smesi prikazane su u tabeli 9.
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Tabela 9. Sadrzaj rezidualnih reaktanata u sintetisanim p(NiPMAmM-ko-NiPAm)

hidrogelovima.

Sadrzaj NiPAm Sadrzaj NiPMAmM
Uzorak p(NiPMAm- U odnosu na U odnosu na
ko-NiPAmM) MO/Qkserogela ~ Pocetnu masu,  MY/Qkserogela  pocetnu masu,
% %
10/90/1,5 6,20 0,20 0 0
10/90/2 11,66 0,28 0 0
10/90/3 4,52 0,30 0 0
20/80/1,5 7,57 0,39 0,27 0,05
20/80/2 8,16 0,50 0,35 0,07
20/80/3 4,92 0,38 0 0
30/70/1,5 14,59 0,27 0,67 0,02
30/70/2 13,39 0,87 1,36 0,18
30/70/3 11,70 0,90 1,17 0,19
40/60/1,5 30,84 1,12 55 0,27
40/60/2 22,58 1,48 5,27 0,46
40/60/3 14,56 1,48 2,70 0,37
50/50/1,5 66,10 1,74 30,39 0,71
50/50/2 15,29 1,28 11,46 0,85
50/50/3 16,05 1,59 13,25 1,17

HPLC analizom je utvrdeno da je izreagovala celokupna koli¢ina umrezivatéa EGDM-
a u procesu sinteze p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova. S obzirom da je toksi¢nost
rezidualnih reaktanata limitirana njihovim sadrzajem u kopolimeru, a da je u sintetisanim
uzorcima njihov sarzaj prihvatiljiv (NiPAm 0,2-1,74%, NiPMAm 0,02-1,17% i EGDM 0%)
(tabela 9) sintetisani p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelovi se mogu smatrati bezbednim za
primenu kao nosaci bioaktivnih supstanci.

Neproreagovale koli¢ine rezidualnih reaktanata u ostalim sintetisanim p(NiPMAm-

ko-NiPAm) hidrogelovima takode su u prihvatljivim granicama i date su u Prilogu 2.

4.1.6 Bubrenje

4.1.6.1 Uticaj pH vrednosti medijuma i sadrZaja umreZivaca na stepen bubrenja
p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova

Zavisnost stepena bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova od vremena na
razli¢itim temperaturama (25 i 37 °C) u rastvoru pH vrednosti 4, 7,4 i 8 prikazana je na
slikama 21, 22 i 23, redom.
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Slika 21. Zavisnost stepena bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova od vremena u
rastvoru pH 4 na: 25°C (a, ¢, e, 0,1) 137 °C (b, d, f, h, )
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Slika 22. Zavisnost stepena bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova od vremena u

rastvoru pH 7,4 na: 25°C (a, ¢, e, 9, 1) i 37 °C (b, d, f, h, j)
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Slika 23. Zavisnost stepena bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova od vremena u
rastvoru pH 8 na: 25 °C (a,c,e,g, i) i1 37 °C (b,d,f,h, j)
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Sintetisani p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelovi pokazuju neznatno vece stepene
bubrenja u kiseloj sredini (pH=4) (slika 21) u poredenju sa stepenima bubrenja u neutralnoj
(slika 22) i baznoj sredini (slika 23) na temperaturama 25 i 37 °C. Sekundarne amino grupe
NiPMAm-a i NiPAm-a u kiseloj sredini mogu postojati u protonovonom stanju (NHz") $to
dovodi do elektrostatickog odbijanja polimernih lanaca i veceg stepena bubrenja hidrogelova.
Povecanje pH vrednosti rastvora ne utiCe znacajno na stepen bubrenja sintetisanih
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova tj. ovi hidrogelovi nisu pH osetljivi.

Koncentracija umrezivaéa EGDM-a znacajno uti¢e na stepen bubrenja p(NiPMAm-
ko-NiPAm) hidrogelova na 25 °C (slika 21, 22 i 23). RavnoteZni stepen bubrenja hidrogelova
se smanjuje sa povecanjem koncentracije umrezivaca, §to se moze objasniti nastankom gusce
i kompaktnije polimerne mreze. Pri niskim koncentracijama umrezivaca EGDM-a rastojanje
izmedu Cvorova polimerne mreze je vece, a samim tim je omogucena penetracija vece
koli¢ine rastvora odnosno ve¢i je stepen bubrenja hidrogelova. Prakti¢no, duze grane izmedu
¢vorova mreze mogu viSe da se razmaknu i apsorbuju veéu koli¢inu vodenog fluida. Najvecu
koli¢inu rastvora apsorbuje p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogel 10/90/1,5 sa 1,5 mol% EGDM-
a na temperaturi 25 °C pri pH vrednosti 4, o.=52,56 (slika 21a). P(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
hidrogelovi na 25 °C i na svim ispitivanim pH vrednostima u prvih 200 min dostizu stepene
bubrenja priblizne ravnoteznim stepenima bubrenja. Sintetisani p(NiPMAmM-ko-NiPAm)
hidrogelovi pokazuju znatno vece ravnotezne stepene bubrenja (0e=15,26 do 48,78) u
rastvoru pH 7,4 na 25 °C (slika 22a, c, e, g i h) u odnosu na ravnotezni stepen bubrenja
(0,e~3,50) homopolimernog hidrogela p(NiPAm)-a sintetisanog u radu Shekhar i saradnika
(Shekhar i sar. , 2012).

Stepen umrezenja utiCe na stepen bubrenja sintetisanih p(NiPMAm-ko-NiPAm)
hidrogelova i na temperaturi 37 °C (slika 21b, d, f, h, j; 22b, d, f, h, j; 23b, d, f, h, j). Sa
povecanjem koncentracije umreziva¢a smanjuje se ravnotezni stepen bubrenja hidrogelova.
Najvecée ravnotezne Stepene bubrenja na 37 °C i svim ispitivanim pH vrednostima pokazuju
uzorci p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidogelova sa 1,5 mol% EGDM-a. Uzorak p(NiPMAm-ko-
NiPAm) hidrogela 20/80/1,5 sa 1,5 mol% EGDM-a (slika 22d) na 37 °C i pH vrednosti 7,4
ima najveéi ravnotezni stepen bubrenja (o =9,61), dok uzorak p(NiPMAm-ko-NiPAmM)
10/90/3 sa 3 mol% EGDM-a na 37 °C i pH vrednosti 7,4 postize najmanji ravnotezni stepen
bubrenja (c,e=1,3).
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Promena pH vrednosti neznatno uti¢e na ravnotezni stepen bubrenja p(NiPMAmM-ko-
NiPAmM) hidrogelova na 37 °C koji u prvih 60 min dostizu stepene bubrenja priblizne
ravnoteznim. Povecanje temperature od 25 na 37 °C uzrokuje znacajno smanjenje stepena
bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova.

Zavisnost stepena bubrenja od vremena za sintetisane p(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
hidrogelove ispitana je i na 60 i 80 °C u rastvorima pH vrednosti 4, 7,4 i 8. Rezultati su
prikazani u Prilogu 3. Promena pH vrednosti neznatno uti¢e na ravnotezni stepen bubrenja
hidrogelova p(NiPMAm-ko-NiPAm) na ispitivanim temperaturama (60 i 80 °C). Povecanje
temperature od 37 do 80 °C uzrokuje znacajno smanjenje stepena bubrenja p(NiPMAm-ko-
NiPAmM) hidrogelova.

Zavisnost stepena bubrenja od vremena za ostale sintetisane p(NiPMAm-ko-NiPAmM)
hidrogelove ispitana je u rastvorima pH vrednosti 4, 7,4 i 8 na temperaturi 25, 37, 60 i 80 °C.
Dobijeni rezultati prikazani su u Prilogu 4.

U tabeli 10 prikazane su eksperimentalne vrednosti difuzionog eksponenta, konstante
karakteristicne za odredenu vrstu polimerne mreze i koeficijenta difuzije za bubrenje
p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova na 25 °C i pH vrednosti 7,4 dobijene primenom

jednacina 2 do 5.

Tabela 10. Kineticki parametri bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova na pH
7,4 i temperaturi 25 °C.

Uzorak n k min' D, cm%min

10/90/1,5 0,64 0,132 3,42x10°
10/90/2 0,82 0,092 1,65%x10°
10/90/3 0,60 0,127 3,17x10°
20/80/1,5 0,76 0,103 2,093x107°
20/80/2 0,27 0,914 1,64x10
20/80/3 0,19 1,059 2,2x10°®
30/70/1,5 0,76 0,103 2,093x107°
30/70/2 0,62 0,127 3,178x10°
30/70/3 046 0,178 6,22x107°
40/60/1,5 1,85 0,0102  2,204x10”
40/60/2 1,10  0,0454 4,06x10°
40/60/3 0,57 0,137 3,701x10°
50/50/1,5 1,08 0,055 6,072x10°°
50/50/2 0,98 0,063 7,801x10°®
50/50/3 0,96 0,061 7,536x10°°
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Na osnovu vrednosti difuzionog eksponenta koje su prikazane u tabeli 10 moze se
zakljuciti da su zastupljena tri tipa transporta fluida u p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelove.

Za ispitivane uzorke c¢ija se vrednost difuzionog eksponenta nalazi u oblasti 0,60-0,98,
transport rastvora u polimerni matriks p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova na temperaturi 25
°C i pH vrednosti rastvora 7,4 odgovara anomalnom tipu difuzije (ne-Fick-ova difuzija), gde
vrednost difuzionog eksponenta treba da se nade u oblasti 0,5<n<1.

Relaksacija polimernih lanaca kontroliSe bubrenje p(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
hidrogelova, tip III (Slu¢aj III, Super Slucaj II) kod uzoraka ¢ija je vrednost difuzionog
eksponenta veca od 1, a za ispitivane uzorke se nalazi u opsegu 1,08-1,85. Proces bubrenja
p(NiPMAm-ko-NiPAmM) hidrogelova ¢ija se vrednost difuzionog ekponenta nalazi u opsegu

0,19-0,46 odreduje difuzija vodenog rastvora.

4.1.6.2 Uticaj temperature na bubrenje p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova

Osetljivost hidrogelova na promenu temperature od 25 do 80 °C u rastvorima pH
vrednosti 4, 7,4 i 8 prikazana je na slici 24, 25 i 26, redom.

Analizom grafika na slikama 24, 25 i 26 zapaza se da p(NiPMAm-ko-NiPAmM)
hidrogelovi pokazuju osetljivost na promenu temperature. Najvece vrednosti ravnoteznog
stepena bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAmM) hidrogelovi su postigli u rastvoru pH vrednosti 4
na temperaturi 25 °C. Nagli pad stepena bubrenja u rastvorima pH vrednosti 4, 7,4 i 8 desava
se kada se temperatura povec¢a na 37 °C, dok je sa daljim poveéanjem temperature zavisnost
pocela asimptotski da se priblizava konstantnoj, najnizoj vrednosti Stepena bubrenja
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova. Najintenzivniji fazni prelaz primecen je u opsegu
temperature 37 do 40 °C za sve ispitivane p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelove u rastvorima
pH vrednosti 4, 7,4 i 8 (slika 24, 25 i 26). Na temperaturama iznad temperature zapreminskog
faznog prelaza dolazi do raskidanja vodono¢nih veza sa molekulima vode, hidrofobne
interakcije postaju dominantne i polimerna mreza se kontrahuje (Zhang i sar., 2002). Sa
povecanjem temperature dolazi do opadanja stepena bubrenja ispitivanih p(NiPMAm-ko-
NiPAmM) hidrogelova §to ih svrstava u negativno termoosetljive hidrogelove. Uticaj
umrezivata na stepen bubrenja P(NiIPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova izrazen je u

temperaturnom opsegu 25-37 °C, dok je sa povecanjem temperature taj uticaj manje izrazen.
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Ispitana je i osetljivost ostalih sintetitsanih p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova na

promenu temperature od 25 do 80 °C u rastvorima pH vrednosti 4, 7,4 i 8. Dobijeni rezultati

prikazani su u Prilogu 5.
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Slika 24. Zavisnost stepena bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova od temperature u

rastvoru pH vrednosti 4
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Slika 26. Zavisnost stepena bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova od temperature u
rastvoru pH vrednosti 8

4.1.6.3 Modelovanje procesa bubrenja hidrogelova

Modelovanje procesa bubrenja kopolimernih hidrogelova p(NiPMAmM-ko-NiPAmM) je
izvr§eno centralnim kompozitnom dizajnom. Plan eksperimenata prema CCD matrici dizajna
sa dobijenim vrednostima ravnoteznih stepena bubrenja hidrogelova sa 2 mol% umrezivaca

EGDM-a u rastvoru pH vrednosti 4 prikazan je u tabeli 11.

76



Tabela 11. Matrica CDD dizajna sa vrednostima ravnoteznih stepena bubrenja

p(NiPMAm-ko-NiPAmM) hidrogelova

t  Sadrzaj NiPMAm

Broj eksperimenta Q) (Mol%) e
9 35 50 7,986
2 40 30 2,149
12 35 50 8,734
10 35 50 8,351
6 45 50 2,281
1 30 30 17,267
3 30 70 15,235
4 40 70 2,652
5 25 50 28,440
8 35 90 5,701
13 35 50 7,556
11 35 50 7,411
7 35 10 11,058

Softver Design-Expert je nasumi¢no odredio redosled eksperimenata u skladu sa CCD
dizajnom. Softver omoguéava optimizaciju procesa putem razli¢itih matematickih modela:
linearnog, dvo-faktorsko interakcionog (2FI), kvadratnog i kubnog modela. Prema kona¢noj
statistici modela softvera najbolji model za opisivanje procesa ravnoteznog bubrenja
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova u zavisnosti od sastava kopolimera i temperature
okolnog medijuma je kvadratni. Najmanja vrednost standardne devijacije i visoke vrednosti
koeficijenta determinacije (R%), korigovanog koeficijenta determinacije (Radjz) i predvidenog
koeficijenta determinacije (Rpredz) dobijene su za kvadratni model, tako da je on najpogodniji
model za proces bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova u poredenju sa ostalim
pomenutim modelima. Proces bubrenja termoosetljivih p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova
bice najbolje opisan polinomnim modelom drugog reda (jednacina 11), koji pored interakcije
izmedu razli¢itih nezavisnih promenljivih definise i optimalni maksimum ili minimum,
odnosno zakrivljenost povrsine odgovora preko kvadratnih ¢lanova. Jednacina kvadratnog

modela nam omogucava 1 utvrdivanje nelinearne veze izmedu faktora i odgovora sistema

(Lundstedt i sar., 1998).
Y =b, +b X, +b,X, +b X7 +b,, X2 +b,X, X, + ostatak (11)
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U jednacini Y predstavlja odgovor sistema, b regresioni koeficijent, a ostatak je
greSka, odnosno razlika izmedu izraCunatih i eksperimentalnih rezultata. Regresioni
koeficijent by je odsecak ili srednja vrednost odgovora sistema, by i b, linearni regresioni
koeficijenti, bj; 1 by kvadratni regresioni koeficijenti, bi, regresioni koeficijent
medufaktorskog dejstva (Lundstedt, 1998; Rozi¢, 2011).

Rezultati ANOVA testa za kvadratni model bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAmM)
hidrogelova dati su u tabeli 12. Ovaj test omogucava analizu adekvatnosti i primenjivosti
odabranog modela. StatistiCka znacajnost faktora je odredena preko F-testa (FiSerova
distribucija) i p vrednosti (nivo znaCajnosti ili verovatno¢a pojavljivanja greske)
(Montgomery, 2012; Sharif i sar., 2014; Stanojevi¢ i sar., 2006).

Znacajnim ¢lanovima u modelu su smatrani oni ¢lanovi ¢iji je nivo znacajnosti manji
od 0,005. Dobijeni kvadratni model je redukovan za ¢lan X% i X1X,, odnosno za kvadratni
efekat sadrzaja NiPMAm-a i medufaktorsko dejstvo temperature i sastava kopolimera
p(NiPMAmM-ko-NiPAm), jer ovi ¢lanovi nisu statisti¢ki znacajni. Na ovaj nacin dobijen je
model boljih performansi za opisivanje procesa bubrenja hidrogelova &iji koeficijenti R?, Radjz

i Rored” Sada iznose 0,9892, 0,9856 i 0,9720, redom.

Tabela 12. Rezultati analize varijanse za redukovani kvadratni model ravnoteznog

bubrenja hidrogelova

SS df MS F p

Model 627,21 3 209,07 274,96 <0,0001

X1 533,59 1 533,59 701,74 <0,0001

X 12,49 1 12,49 16,43 0,0029

X5? 81,13 1 81,13 106,70 <0,0001
Reziduali 6,84 9 0,76

Odstupanje od modela 5,64 5 1,13 3,74  0,1127
Cista greska 1,21 4 0,30

Ukupna korekcija 634,05 12
SS - suma kvadrata, df — broj stepeni slobode, MS — srednja kvadratna vrednost

F - FiSerova distribucija i p — nivo znacajnosti

Iz tabele 12 se uocCava da je model statisticki znacajan, p < 0,0001. Visoke vrednosti
koeficijenata determinacije i statisticka neznacajna vrednost odstupanja od modela - Lack of
Fit (p = 0,1127) ukazuju da izabrani model ima dobre performanse za opisivanje procesa

bubrenja hidrogelova.
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Pored toga u prilog ovoj Cinjenici ide 1 grafik zavisnosti predvidenih 1 stvarnih
vrednosti ravnoteznih stepena bubrenja hidrogelova (slika 27), na kome tacke minimalno
odstupaju, odnosno rasipaju se od prave linije.

Statisticki znacajni ¢lanovi u redukovanom kvadratnom modelu su Xi, Xz | X,? (p <
0,05), sto znaci da je odgovor sistema pod uticajem linearnih efekata temperature i sadrzaja

NiPMAm-a kao i kvadratnog efekta temperature.

29.00
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15,00 —
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8.00 —

1,00 H

T T T T T
1.82 8.48 15,15 21,82 28.49
Stvarni de

Slika 27. Zavisnost predvidenih i stvarnih vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja

p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova

Model drugog reda dobijen za proces ravnoteznog bubrenja hidrogelova sa kodiranim
i stvarnim vrednostima faktora prikazan je jednac¢inama 12 i 13.
Y =7,94-6,67 X, —1,02X, +1,80 X? (12)

o, =7,93615—6,6625-t —1,02025 - sadrzaj NiPM Am-+1,80426 -2 (13)

Uticaj faktora na odziv sistema je odreden vrednostima koeficijenata regresije i
njihovim predznacima u jednacini sa kodiranim vrednostima (jednacina 12). Veca apsolutna
vrednost koeficijenta ukazuje na veci uticaj faktora na odziv sistema, dok predznak
koeficijenta ukazuje na pozitivan (+) ili negativan efekat (-) na odgovor sistema (Garba,
2014; Zabeti, 2010). Temperatura ima negativan efekat na ravnotezni stepen bubrenja
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova i veca apsolutna vrednost regresionog koeficijenta od

6,67 pokazuje znacajan efekat ovog faktora na odziv sistema (jednacina 12).
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Negativan efekat temperature je ocekivan, jer hidrogelovi p(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
pripadaju grupi negativno temperaturno-osetljivih kopolimera. Sadrzaj NiPMAm-a ima isti
predznak u jednacini 12 kao i temperatura, ali znacajno manji uticaj na ravnotezni stepen
bubrenja hidrogelova (b, = -1,02).

Na slici 28 prikazan je dijagram povrsine odgovora (a) i konturni dijagram (b) za

ravnotezno bubrenje hidrogelova u funkciji temperature i sastava hidrogelova.
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Slika 28. Dijagram povrsine odgovora a) i konturni dijagram b) za ravnotezno bubrenje

hidrogelova u funkciji temperature i sastava hidrogelova

Sa slike 28 se takode moze zakljuciti da povecanje temperature medijuma ima
znacajniji antagonisticki efekat na ravnotezno bubrenje p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova
u poredenju sa sadrzajem NiPMAmM-a. Ravnotezni stepen bubrenja, a., U iSpitivanom opsegu
procesnih faktora je od 2,149 do 28,440. Prema redukovanom kvadrathom modelu stepen
bubrenja na temperaturi od 25 °C i sadrzaju NiPMAmM-a od 50 mol% iznosi 28,49, dok je
eksperimentalno dobijena vrednost bila 28,44, §to jos jednom potvrduje da je model pogodan

za opisivanje procesa ravnoteznog bubrenja hidrogelova.
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4.2 Inkluzioni kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin

Inkluzioni  kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin  pripremljen je
koprecipitacionom metodom i strukturno okarakterisan primenom FTIR, *H-NMR, XRD,
DSC i SEM metoda sa ciljem da se dokaze inkorporiranje kurkumina u Supljinu

ciklodekstrina.

4.2.1 FTIR analiza
FTIR spektri kurkumina i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina uporedno su analizirani sa

FTIR spektrima inkluzionog kompleksa i fizicke smeSe u cilju definsanja razlika u izgledu
spektra inkluzionog kompleksa u odnosu na spektre Cistih supstanci i fizicke smese (Slika 29).

U FTIR spektru kurkumina (slika 29a) javlja se iroka apsorpciona traka na 3421 cm™
koja je rezultat valencionih vibracija slobodne fenolne OH grupe. U oblasti talasnih brojeva
2800-3000 cm™ u FTIR spektru kurkumina javljaju se dve karakteristi¢ne apsorpcione trake
sa maksimumima na 2967 i 2841 cm™ koje poti¢u od asimetri¢nih valencionih vibracija metil
grupe i valencionih vibracija metoksi grupe, redom (Kundu i Nithiyanantham, 2013; Ismail i
sar., 2014; Safie i sar., 2015;). Postojanje aromati¢ne strukture potvrduju trake od valencionih
vibracija C=C grupe koje se javljaju u oblasti talasnih brojeva 1600 - 1450 cm™, a u FTIR
spektru kurkumina se nalaze sa maksimumima na 1627, 1590, 1512 i 1459 cm™. U skladu sa
literaturnim podacima apsorpciona traka sa maksimumom na 1627 cm™ moze se pripisati
valencionim vibracijama karbonilne grupe (Valand i sar., 2015). Apsorpciona traka sa
maksimumom na 1209 cm™ poti¢e od valencionih vibracija C-O veze fenolne grupe, dok se
apsorpciona traka koja potice od C-O-C veze u FTIR spektru kurkumina javlja na 1031 cm™
(Ali i sar., 2014). U oblasti talasnih brojeva 730-860 cm™ nalaze se apsorpcione trake koje
poticu od deformacionih vibracija van ravni C-H veze aromati¢nog prstena.

Siroka traka sa maksimumom apsorpcije na 3465 cm™ u FTIR spektru 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina (slika 29b) rezultat je valencionih vibracija hidroksilne grupe
2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina. Apsorpcione trake koje poti¢u od valencionih vibracija C-
H veze javljaju se u FTIR spektru sa maksimumima na 2928 i 2969 cm™ (de Silva i sar.,
2018).
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U FTIR spektru 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina apsorpciona traka sa maksimumom
na 1623 cm™ potide od deformacionih vibracija u ravni O-H veze (Wang i sar., 2011).
Asimetri¢ne i simetri¢ne deformacione vibracije u ravni C—H veze daju trake na 1458 i 1371
cm ! u FTIR spektru 2-hidroksipropil--ciklodekstrina, redom.

Apsorpciona traka na 1155 cm™ ukazuje na valentne vibracije C-C veze, dok
apsorpcione trake sa maksimumima na 1083 i 1037 cm™ potvrduju prisustvo valentnih
vibracija C-O veza u etarskim i hidroksilnim grupama 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina. U
opsegu 1000-700 cm™* javljaju se trake valentnih i deformacionih vibracija glukopiranoznih
jedinica (Nikoli¢ i sar., 2014).

Uporednom analizom FTIR spektara kurkumina i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina sa
FTIR spektrom inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin (slika 29c)
uocavaju se promene u izgledu FTIR spektra kompleksa u odnosu na FTIR spektre Cistih
supstanci. Siroka traka sa maksimumom apsorpcije na 3420 cm™ u FTIR spektru kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin (slika 29¢) pomerena je za 45 jedinaca ka nizim
talasnim brojevima u odnosu na polozaj iste trake u FTIR spektru 2-hidroksipropil-f-
ciklodekstrina (slika 29b). U FTIR spektru kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-f-
ciklodekstrin zapaza se odsustvo dve karakteristicne apsorpcione trake sa maksimumima na
2967 i 2841 cm™ koje poti¢u od asimetri¢nih valencionih vibracija metil grupe i valencionih
vibracija metoksi grupe kurkumina (slika 29a), redom. Apsorpcione trake koje poti¢u od
valentnih vibracija C-H veze sa maksimumima na 2928 i 2969 cm™ u FTIR spektru 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina pomerene su za 3 jedinice ka nizim tj. za 2 jedinice ka vi$im
talasnim brojevima u FTIR spektru kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin
(slika 29¢) i javljuju se na 2925 cm™ i 2971 cm™*, redom. Ove promene mogu ukazivati na
interakciju ovih grupa iz 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina sa odgovaraju¢im grupama iz
molekula kurkumina. Apsorpciona traka koja poti¢e od C-O-C veze u FTIR spektru
kurkumina i javlja se na 1031 cm™ ne postoji u FTIR spektru kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrin (slika 29c). Apsorpciona traka valentnih vibracija C-C veze 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina u FTIR spektru kompleksa je pomerena za 2 jedinice ka
vi§im talasnim brojevima. Odsustvo 1 pomeranje pojedinih apsorpcionih traka u FTIR spektru
kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin ukazuje na uklju¢ivanje kurkumina u

Supljinu ciklodekstrina, $to je u skladu sa literaturnim podacima (Rachmawati i sar.,2013).
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Slika 29. FTIR spektri: a) kurkumin, b) 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin, ¢) inkluzioni
kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin i d) fizicka smes$a kurkumina i 2-

hidroksipropil-p-ciklodekstrina
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4.2.2 'H-NMR analiza

Na slici 30 su prikazani "H-NMR spektri kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrin i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina.
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Slika 30. *H-NMR spektar: a) kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin i b) 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrin

U tabeli 13 prikazane su vrednosti hemijskih pomeranja 2-hidroksipropil-f-
ciklodekstrina i kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin i promena hemijskih

pomeranja protona koji poti¢u od 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina u kompleksu.
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Tabela 13. Vrednosti hemijskih pomeranja 6 za 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin (2-
HP-B-CD) i za kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin (Kompleks) i promene

hemijskih pomeranja A& za protone Kkoji poticu od 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina u

kompleksu.
Tip protona Vrednosti hemijskog pomeranja 6 Ad
2-HP-B-CD Kompleks
CH; 1,1692 1,1678 +0,0014
H-C; 5,1005 5,0993 +0,0012
H-C, 5,2732 5,2743 -0,0011

S obzirom da je rastvorljivost kurkumina u vodi veoma slaba, analiza je usmerena na
pracenje hemijskih pomeranja protona iz 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrina. Promene
hemijskih pomeranja protona Ad koje su prikazane u tabeli 8, ukazuju na formiranje slabih
vodoni¢nih veza u koje su ukljuceni protoni iz metil grupe 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina i
protoni na C-atomima u polozaju 1 i 3, $to ukazuje na stvaranje inkluzionog kompleksa. Na
slici 31 prikazan je moguéi nacin inkorporiranja kurkumina u Supljinu ciklodekstrina, jer
kako navode Tang i saradnici $irina kurkumina iznosi 0,6 nm, a duzina 1,9 nm Sto
omogucava ulazak aromati¢nog dela kurkumina u Supljinu ciklodekstrina ¢ija je Sirina (0,74

nm) (Tang i sar., 2002).

Slika 31. Sematski prikaz moguéeg nac¢ina inkorporiranja kurkumina u $upljinu 2-
hidroksipropil-p-ciklodekstrina
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4.2.3 SEM analiza

Skenirajuca elektronska mikroskopija je primenjena u cilju odredivanja morfologije
kurkumina,  2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina, kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrin i fizicke smese kurkumina i 2-hidroksipropil-f-ciklodekstrina (slika 32).

38kV X260 igorm 220604

Slika 32. SEM mikrografije: a) kurkumin, b) 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin, c) i d)
kompleks kurkumina:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin, e) i f) fizicka smesa kurkumina i 2-
hidroksipropil-f-ciklodekstrina
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Na SEM mikrografiji (slika 32a) uoc¢ava se Stapicasta struktura kurkumina, dok se na
mikrografiji 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (slika 32b) prisutne sferi¢ne Cestice. Ovako
dobijena morfologija Cistih supstanci je u skladu sa literaturnim podacima (Jafar i sar., 2018;
Creteanu i sar., 2019; Ratrey i sar.,, 2020). Analizom mikrografija Cistih supstanci,
inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin (slika 32c i d) i fizicke
smeSe (slika 32e i f) zapaZza se jasna razlika u morfologiji istih. Naime, na mikrografiji
inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin  vide se strukture
nepravilnog oblika, ali ne i Stapicaste i sferne strukture kao na mikrografijama cistih
supstanci i fizicke smeSe $to ukazuje na inkapsulaciju kurkumina u Supljinu 2-hidroksipropil-
B-ciklodekstrina.

4.2.4 XRD analiza

XRD spektri kurkumina, 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina, kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrin i fizicke smese kurkumina i 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina
prikazani su na slici 33.
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Slika 33. XRD difraktogrami: a) kurkumin, b) 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin, c) inkluzioni
kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-f-ciklodekstrin, d) fizicka smesa kurkumina i 2-

hidroksipropil-B-ciklodekstrina
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Na difraktogramu kurkumina (slika 33a) prisutni su ostri pikovi na vrednostima ugla
difrakcije 26: 7,6; 8,7; 16; 17,5; 21 i 42,55° koji pokazuju da je kurkumin u kristalnom obliku
Sto je u skladu je sa literaturnim podacima (Chen i sar., 2018) i SEM mikrografijom (slika
33a). Dva siroka pika bez izrazenih maksimuma koja se javljaju u intervalu 26 = 5-15°1i 26 =
15-22,5° u difraktogramu 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (slika 33b) ukazuju na njegovu
amorfnu strukturu (Li i sar., 2018). Uporednom analizom difraktograma na slici 28 uocava se
da u difraktogramu inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin (slika
33c) ne postoje ostri pikovi koji su prisutni u difraktogramu kristalnog kurkumina.

Pojava novih pikova u difraktogramu inkluzionog kompleksa jasno ukazuje na
formiranje nove supramolekulske strukture. Ostri pikovi na vrednostima ugla difrakcije 20: 7,
13,5, 16, 19 i 27° u difraktogramu kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin
pokazuju da u inkluzionom kompleksu nije ceo molekul kurkumina usao u supljinu 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina. Ovo je razumljivo s obzirom da je za jedan molekul
kurkumina potrebno dva molekula 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina da bi se ceo molekul
kurkumina inkludovao u Supljine 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina (Celebioglu i Uyar,
2020). Rendgenski difraktogram fizicke smese kurkumina i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina
(slika 33d) sadrzi pikove koji su prisutni u difraktogramu c¢istog kurkumina (slika 33a) i 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina (slika 33b) sto potvrduje da je re¢ o jednostavnoj smesi ovih

dveju komponenti.

4.2.5 DSC analiza

Na slici 34 prikazane su DSC krive kurkumina, 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina,
kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin i fizicke smeSe kurkumina i

2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina.
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Slika 34. DSC krive: kurkumin, kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin, fizicka

smesa kurkumina i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin

Na DSC krivoj koja poti¢e od kurkumina (slika 34) vidi se endotermni pik topljenja
kurkumina sa vrhom na 188,02 °C a povrsina pika odgovara entalpiji topljenja kurkumina od
169,2 J/g. S obzirom da je doslo do kompleksacije kurkumina u prisustvu 2-hidroksipropil-3-
ciklodekstrina, molekuli kurkumina u kompleksu ne mogu da stvore kristale kurkumina Kkoji
bi pokazali endotermni pik topljenja. Ipak, u endotermnom piku kompleksa se zapaza slabi
vrh na 180,63 °C, §to moze ukazivati da nisu molekuli kurkumina u celosti usli u Supljinu 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina. Entalpija topljenja je pri tom znac¢ajno smanjena i iznosi 8,51
J/g. Na DSC krivoj koja potice od fizicke smeSe kurkumina i 2-hidroksipropil-p3-
ciklodekstrina ovaj pik je izraZeniji i pojavljuje se sa vrhom na 180,89 °C, dok je entalpija
topljenja znacajno veca nego kod kompleksa i iznosi 66,87 J/g. Ovakvi podaci pokazuju da
postoji znacajna razlika u termi¢kim svojstvima uzoraka koji poti¢u od kompleksa i fizicke
smese, ¢ime ukazuju da je doslo do izvesne inkluzije kurkumina u Supljine 2-hidroksipropil-

[-ciklodekstrina.
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4.2.6 Fazna rastvorljivost

Analiza fazne rastvorljivosti izvrSena je kako bi se odredila i uporedila moé
rastvaranja i kompleksiranja 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina prema kurkuminu. Tokom
ispitivanja fazne rastvorljivosti na osnovu kalibracione krive odredena je koncentracija
kurkumina u uzorcima primenom UV-Vis metode (odeljak 3.3.9). Konstruisana kalibraciona
kriva kurkumina A4=0,01376+0,15529-C (R* = 0,996) je linearana u opsegu koncentracija
0-6 ug/cm?’.

Na slici 35 prikazan je dijagram fazne rastvorljivosti.
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Slika 35. Dijagram fazne rastvorljivosti kurkumina u prisustvu 2-hidroksipropil-f-

ciklodekstrina u vodi na 25 °C

Sa slike 35 vidi se da dijagram fazne rastvorljivosti pripada tipu ,,A “(Higuchi i
Connors, 1965). To ukazuje da je molarni odnos izmedu molekula domacina i gosta u
inkluziji kompleksa 1:1 i da se rastvorljivost kurkumina linearno povecava sa povecanjem
koncentracije 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina. Linearnim fitovanjem podataka sa slike 35
dobija se: nagib=9,953-10", odse¢ak=8,571-10° mmol/dm?. Koriste¢i podatke za nagib i
odsecak sa slike 35 i jednacinu 7 (odeljak 2.2.4) dobija se vrednost konstante stabilnosti
kompleksa kurkumina i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina: Kj.;=116,23, a efikasnost
solubilizacije iznosi 1237,18 i predstavlja odnos rastvorljivosti kurkumina u vodi u prisustvu
najveée ispitivane koncentracije 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (0,0106 mmol/dm®) i

rastvorljivosti &istog kurkumina u vodi (8,571-10° mmol/dmd).
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4.2.7 Antioksidativna aktivnost kurkumina i inkluzionog kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-g-ciklodekstrina

4.2.7.1 DPPH test

Antioksidativna aktivnost kurkumina i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-p-ciklodekstrina ispitana je DPPH testom i dobijeni rezultati nakon 20 min

inkubacije prikazani su na slici 36.
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Slika 36. Antioksidativna aktivnost: a) kurkumina i b) kurkumina u inkluzionom kompleksu
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Kapacitet neutralizacije DPPH radikala kurkumina i kurkumina u inkluzionom
kompleksu  kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina poveéava Se sa povecanjem
primenjene koncentracije rastvora (slika 36).

Primenom rastvora kurkumina koncentracije 0,03125 mg/cm?® kapacitet neutralisanih
DPPH radikala iznosi 89,53%, dok se sa povec¢anjem koncentracije rastvora kurkumina na
0,0625 mg/cm® neutralise 91,84 % DPPH radikala $to ujedno predstavlja maksimalnu
vrednost kapaciteta neutralizacije DPPH radikala. Vrednost ECso, koja predstavlja
koncentraciju kurkumina koja neutraliSe 50% pocetne koncentracije DPPH radikala je
0,00677 + 3,33x10™* mg/ecm®. U rastvoru inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-
B-ciklodekstrina procenat neutralisanih DPPH radikala nakon 20 min inkubacije naglo raste
sa povecanjem koncentracije kurkumina. Rastvor inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil--ciklodekstrina u kome je koncentracija kurkumina 0,012 mg/cm® neutralise
80,65% DPPH radikala.
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Maksimalna vrednost kapaciteta neutralizacije DPPH radikala iznosi 90,31% i postize
se pri koncentraciji kurkumina 0,024 mg/cm?® u rastvoru inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrin. Vrednost ECsg za kurkumin u rastvoru inkluzionog kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina je 0,0044 + 8,22x10° mg/cm®. Sinteticki
antioksidant BHT nakon 20 minuta inkubacije sa DPPH radikalom pokazuje ECsy vrednost
od 0,021 mg/cm? (Stanojevic i sar., 2015). Vrednosti za ECso za BHT, kurkumin i inkluzioni
kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin opadaju slede¢im redosledom 0,021
mg/cm® > 0,00677 mg/cm® > 0,0044 mg/cm®, redom i pokazuju da se antioksidativna
aktivnost kurkumina povecala oko 1,52 puta nakon kompleksiranja sa 2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrinom.

4.2.7.2 ABTS test

Zavisnost kapaciteta neutralizacije ABTS radikala od koncentracije €istog kurkumina i
kurkumina u inkluzionom kompleksu kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrina nakon 6

min inkubacije prikazana je na slici 37.
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Kapacitet neutralizacije ABTS radikala kurkumina i kurkumina u inkluzionom

kompleksu  kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin  poveéava se sa povecanjem

koncentracije rastvora nakon 6 min inkubacije (slika 37).
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Maksimalna vrednost kapaciteta neutralizacije ABTS radikala cistog kurkumina
iznosi 91,69% i postze se pri koncentraciji kurkumina 0,25 mg/cm®, dok se maksimalna
vrednost kapaciteta neutralizacije od 56,92% postize pri koncentraciji kurkumina 0,096
mg/cm? u rastvoru inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin. U radu
Bayomi i saradnika primenom ABTS testa maksimalna vrednost kapaciteta neutralizacije
ABTS radikala kurkumina iznosi 87,64% i nesto je manja od vrednosti koja je dobijena u
ovom istrazivanju (Bayomi i sar., 2013). Vrednost ECsy, koja predstavlja koncentraciju
kurkumina koja neutraliSe 50% podetne koncentracije ABTS radikala je 0,098 + 3x10™
mg/cm?, dok za kurkumin u rastvoru inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-B-
ciklodekstrina iznosi 0,083 + 1x10° mg/cm®. Rezultati ABTS testa pokazuju da se
antioksidativna aktivnost kurkumina poveéava kompleksacijom sa 2-hidroksipropil-f-

ciklodekstrinom.

4.2.7.3 FRAP test

FRAP test je kolorimetrijski test koji se zasniva na odredivanju kapaciteta
antioksidanta za doniranje elektrona u procesu redukcije feri-tripiridil triazina do fero-
tripiridil triazina pri niskoj pH vrednosti (Bhullar i sar., 2013). Rastvor kompleksa fero-
tripiridil triazina je plave boje i maksimum aposorbance pokazuje na 593 nm. Rezultati FRAP
testa pokazuju da kurkumin u inkluzionom kompleksu kurkumin:2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrin koncentracije 0,024 mg/cm® pokazuje vecu redukcionu sposobnost (FRAP
vrednost 532,53 mg Fez+/gkurkumina) u odnosu na ¢ist kurkumin koncentracije 0,125 mg/cm3
(FRAP vrednost 520,63 mg Fe?*/gurkumina)-

Rezultati dobijeni primenom DPPH, ABTS i FRAP testa pokazuju da se
antioksidativna aktivnost kurkumina povecala kompleksacijom sa 2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrinom. Razlog ovome je, verovatno, povecana rastvorljivost kurkumina koja je

postignuta kompleksacijom.
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4.2.8 Antimikrobna aktivnost kurkumina i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-p-ciklodekstrina

Rezultati dobijeni ispitivanjem antimikrobne aktvinosti ¢istog kurkumina u opsegu
koncentracija 0,003-25,0 mg/cm®, pripremljenog inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrin u kome je koncentracija kurkumina u opsegu 5,8x10™ do 4,82

mg/cm? i standardnih antimikrobnih agenasa prikazani su u tabeli 14.

Tabela 14. Antimikrobna aktivnost kurkumina i kurkumina u inkluzionom kompleksu

kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin

Testirani uzorci Kurkumin Pf(urkumln u Antibiotik
ompleksu
Mikrobni sojevi Izvor MIC/M%C MIC/M%C MIC/M%C
(mg/cm?) (mg/cm®) (ng/cm®)
Gram (+) bakterije ATCC Hloramfenikol
Staphylococcus aureus 6538  0,39/25,0 0,037/4,82 7,81/15,61
Enterococcus faecalis 29212  0,78/25,0 0,005/4,82 3,91/7,81
streptococcls 6301  1,56/>25,0 0,134/>4,82 0,06/0,12
pneumoniae
Streptococcus pyogenes 19615 0,39/25,0 0,037/4,82 0,25/0,49
Bacillus cereus 11778 0,19/>25,0 0,037/>4,82 7,81/15,61
Gram (-) bakterije ATCC Streptomicin
Pseudomonas aeruginosa 9027  12,5/>25,0 0,037/>4,82 0,60/0,60
Salmonella enteritidis 13076 0,78/>25,0 0,075/>4,82 0,30/0,30
Escherichia coli 8739 12,5/>25,0 0,037/>4,82 0,16/0,16
Enterobacter aerogenes 13048 12,5/>25,0 0,134/>4,82 0,60/0,60
L MIC/MFC MIC/MFC Nistatin
Gljivica ATCC (mglem®) (mglcm®) (ng/em®)
Candida albicans 24433  25,0/>25,0 0,037/>4,82 3,91/7,81

Na osnovu rezultata koji su prikazani u tabeli 14 moze se zakljuciti da ¢ist kurkumin i
kurkumin u inkluzionom kompleksu kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin pokazuju
antibakterijsku aktivnost na sve testirane Gram (+) i Gram (—) bakterijske sojeve i
antifungalnu aktivnost na ispitivani soj C. albicans. Cist kurkumin deluje inhibitorno na sve
testirane sojeve u opsegu MIC (0,19-12,5 mg/cm®) i baktericidno pri vrednosti MBC od 25
mg/cm® na sojeve S. aureus, E. faecalis i S. pyogenes, dok je za ostale sojeve vrednost MBC

veéa od 25 mg/cm?.
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Dobijeni rezultati pokazuju da je antibakterijsko dejstvo kurkumina izrazenije na
Gram (+) bakterije sto je u skladu sa podacima u literaturi (Adamczak i sar., 2020). Bacillus
Bacillus cereus je fakultativno anaerobna Gram (+) bakterija koja proizvodi toksine i nalazi
se u zemljistu, biljnom svetu i hrani. Obi¢no izaziva crevna oboljenja sa mu¢ninom,
povracanjem i dijarejom. U radu Wang i saradnika rezultati istrazivanja pokazali su da
kurkumin ima potencijal da se primeni kao prirodni konzervans za kontrolu rasta
mikroorganizma kvarenja (B. cereus) i produzenje roka trajanja svezih rezanaca prosa.
Vrednost MIC kurkumina protiv B. cereus iznosi 0,125 mg/cm® (Wang i sar., 2020) i
priblizna je vrednosti koja je dobijena u ovom istrazivanju. Rezultati prikazani u tabeli 14
pokazuju povecanje antimikrobne (antibakterijske i1 antifungalne) aktivnosti kurkumina
kompleksacijom sa 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinom. Vrednosti MIC za kurkumin u
inkluzionom kompleksu kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin kre¢u se u opsegu 0,005-
0,134 mg/cm?, dok vrednost za MBC iznosi 4,82 mg/cm? za sojeve S. aureus, E. faecalis i S.
pyogenes, a za ostale sojeve je vrednost MBC veéa od 4,82 mg/cm?® (tabela 14). Najniza
vrednost MIC (5 pg/cm®) za kurkumin u inkluzionom kompleksu kurkumin:2-hidroksipropil-
B-ciklodekstrin postignuta je za soj E. faecalis i vrlo je bliska vrednosti MIC (3,91 pg/cm®) za
ispitivani antibiotik Hloramfenikol i ¢ak 156 puta manja od dobijene vrednosti MIC (0,78
mg/cm?) za st kurkumin za isti soj mikroba. Najniza vrednost MIC (5 pg /cm®) za kurkumin
u inkluzionom kompleksu kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin je 38 puta manja od
najnize vrednosti za &ist kurkumin (0,19 mg/cm?®), dok je najniza vrednost MBC (4,82
mg/cm?®) za kurkumin u inkluzionom kompleksu kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin 5
puta manja od najnize vrednosti MBC (25 mg/cm®) za &ist kurkumin. Poveéana efikasnost
kurkumina u inkluzionom kompleksu verovatno je rezultat povecanja njegove rastvorljivosti

u vodi.

4.2.9 Analiza teksture

Vrednosti prac¢enih parametara teksturne analize (Cvrstina, adhezivnost, kohezivnost,
rezilijentnost i elasticnost) praznog Karbopol® gela (Gel 1), gela sa inkluzionim kompleksom

kurkumina (Gel 2) i kurkuminom (Gel 3) tokom 14 dana prikazani su na slikama 38-42.
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Cvrstina je parametar koji predstavlja otpornost ispitivanog uzorka prema primenjenoj
sili pritiska (Cevher i sar., 2008; Martinovi¢ i sar., 2022). Cvrstina uzoraka merena je pri

prvom uranjanju sonde i rezultati su prikazani na slici 38.
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Slika 38. Cvrstina ispitivanih uzoraka (Gel 1, Gel 2 i Gel 3) nakon izrade (1), 7 dana nakon
izrade (II) i 14 dana nakon izrade (III). Statisti¢ki znacajna razlika prikazana je pomocu *

(p<0,05)

Analizom dobijenih vrednosti (slika 38) primeceno je statisticki zna¢ajno povecanje
¢vrstine uzorka gela sa inkluzionim kompleksom kurkumina (Gel 2) i gela sa kurkuminom
(Gel 3) nakon 14 dana od trenutka izrade. Inkluzioni kompleks sa kurkuminom i kurkumin
uticali su na struktuiranje gela, dok se vrednosti ¢vrstine nisu statisticki znacajno promenile
kod praznog Karbopol® gela (Gel 1). U trenutku izrade, prisustvo inkluzionog kompleksa

kurkumina i kurkumina u gelu rezultiralo je smanjenjem c&vrstine gela (Gel 2 i Gel 3) u

poredenju sa ¢vrstinom praznog Karbopol® gela (Gel 1), da bi nakon 14 dana od trenutka

izrade, svi gelovi (Gel 1, Gel 2 i Gel 3) imali skoro iste vrednosti ¢vrstine §to ukazuje na

pozitivan uticaj bioaktivne supstance na stabilnost hidrogelova.

Adhezivnost predstavlja silu koja je potrebna da bi se savladale privlacne sile koje
nastaju izmedu sonde i preparata, odnosno opisuje lepljivost ispitivanih preparata (Cevher i
sar., 2008; Martinovi¢ i sar., 2022). Na slici 39 prikazane su vrednosti adhezivnosti
ispitivanih uzoraka gela (Gel 1, Gel 2 i Gel 3) tokom perioda od 14 dana.
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Slika 39. Adhezivnost ispitivanih uzoraka (Gel 1, Gel 2 i Gel 3) nakon izrade (1), 7 dana

nakon izrade (I1) i 14 dana nakon izrade (111)

Rezultati ispitivanja (slika 39) pokazali su da ne postoje statisti¢ki znacajne razlike u
vrednostima adhezivnosti sva tri ispitivana uzorka gela (Gel 1, Gel 2 i Gel 3), $to ukazuje na
to da prisustvo inkluzionog kompleksa kurkumina i kurkumina u gel nije uticalo na lepljivost
gela.

Kohezivnost je parametar koji odreduje da li ¢e usled delovanja sile na formulaciju
do¢i do promene strukturnog integriteta formulacije. Za adekvatnu primenljivost formulacije
pozeljno je da usled delovanja sile ne dode do naruSavanja strukturnog integriteta iste.
Rezilijentnost je parametar koji predstavlja otpornost formulacije, odnosno odreduje na koji
nacin ¢e se formulacija nositi sa stresom kome je izlozena. Otpornost ukazuje na sklonost
formulacije da se vrati u pocetni polozaj nakon deformacije. Izratunava se kao odnos energije
potrebne za ulazak sonde u formulaciju i izlazak sonde iz nje. Jo$ jedan vazan parametar koji
utiCe na strukturne karakteristike formulacije je elasticnost i odreduje se nakon drugog
ciklusa kompresije i odnosi se na elasti¢ni oporavak formulacije nakon deformacije (Cevher i
sar., 2008; Martinovi¢ i sar., 2022).

Vrednosti za kohezivnost, rezilijentnost i elasticnost ispitivanih uzoraka gela (Gel 1,

Gel 2 i Gel 3) tokom perioda od 14 dana prikazane su na slikama 40, 41 i 42 redom.
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Slika 40. Kohezivnost ispitivanih uzoraka (Gel 1, Gel 2 i Gel 3) nakon izrade (1), 7 dana
nakon izrade (I1) i 14 dana nakon izrade (111)
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Slika 41. Rezilijentnost ispitivanih uzoraka (Gel 1, Gel 2 i Gel 3) nakon izrade (I), 7 dana

nakon izrade (I1) i 14 dana nakon izrade (111)
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Slika 42. Elasti¢nost ispitivanih uzoraka (Gel 1, Gel 2 i Gel 3) nakon izrade (I), 7 dana nakon
izrade (I1) i 14 dana nakon izrade (111)

Rezultati prikazani na slikama 40, 41 i 42 ne pokazuju statisticki znacajne promene
vrednosti teksturnih parametara (kohezivnost, rezilijentnosti i elasti¢nost) ispitivanih gelova
(Gel 1, Gel 2 i Gel 3) tokom perioda od 14 dana. Takode, ne postoje statisticki znacajne
promene vrednosti ovih parametara izmedu ispitivanih gelova (Gel 1, Gel 2 i Gel 3).

Na osnovu rezultata prikazanih na slikama 38-42 moze se zakljuciti da inkorporiranje

inkluzionog kompleksa kurkumina i kurkumina u Karbopol® gel nije dovelo do statisticKi

znacajnih promena teksturnih karakteristika Karbopol® gela, odnosno da nije negativno
uticalo na teksturne karakteristike gela. Takode, izostanak statisticki znaCajnih promena
teksturnih parametara tokom perioda od 14 dana u odnosu na trenutak izrade, moze
potencijalno implicirati fizicku stabilnost formulacija (Gel 2 i Gel 3).

Imaju¢i u vidu da kurkumin ispoljava Sirok spektar farmakoloSkih aktivnosti
(antioksidativno, antiinfalamatorno, antibakterijsko itd.), ovako dizajnirane formulacije (Gel
2 i Gel 3) mogu se primeniti za topikalnu primenu $to je u skladu sa podacima u literaturi
(Patel i sar., 2009; Kim i sar., 2016; Shuja i sar., 2023).
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4.3 P(NiPMAmM-ko-NiPAmM) kao nosac inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-g-ciklodekstrin

4.3.1 Inkorporiranje kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin u
sintetisane p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelove

S obzirom da se kurkumin ne rastvara u vodenim medijumima unoSenje kurkumina u
hidrogel je ostvareno inkorporiranjem kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin
u uzorke hidrogelova. Efikasnost inkorporiranja kurkumina, n, izraGunavana je primenom
jednacine 14, i to u odnosu na ukupno raspolozivu poc¢etnu masu kurkumina u kompleksu.

Podaci su prikazani u tabeli 15.

(%) =t—i -100 (14)

gde je Ly masa inkorporiranog kurkumina u p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogel, mg/Qkserogeta, &
Ly poCetna masa kurkumina uneta kroz rastvor inkluzionog kompleksa kurkumin:2-

hidroksipropil-B-ciklodekstrin za bubrenje i inkorporiranje u kserogel, mg/gkserogela-

Tabela 15. Masa i efikasnost inkorporiranja kurkumina (n) u kserogelove
pP(NiPMAmM-ko-NiPAmM).

I—gkurkumina

1 (1)
Uzorak (MY/Ghserogeta) 1 kurkumina (%)
10/90/2 94,51 78,35
10/90/3 80,16 67,58
20/80/2 37,04 32,03
20/80/3 68,28 58,38
30/70/2 59,98 50,21
30/70/3 85,05 71,20
40/60/2 64,57 52,69
40/60/3 80,60 68,00
50/50/2 54,70 44,90
50/50/3 80,88 66,65

Efikasnost inkorporiranja kurkumina iz inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-p-ciklodekstrin u p(NiPMAm-ko-NiPAm) kserogelove sa 2 mol% EGDM-a
krece se od 32,03 do 78,35%, a za p(NiPMAmM-ko-NiPAm) kserogelove sa 3 mol% EGDM-a
od 58,38 do 71,20%. Bolja efikasnost inkorporiranja kurkumina zapaza se kod uzoraka sa
ve¢im sadrzajem EGDM-a osim kod uzorka 10/90 gde je efikasnost inkorporiranja

kurkumina veca kod uzorka za 2 mol% EGDM-a, nego kod uzorka sa 3 mol% EGDM-a.
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Ove vrednosti su zadovoljavaju¢e s obzirom da je rastvorljivost kurkumina u vodi
veoma mala. Kompleksacijom sa 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom je njegova rastvorljivost
poveéana 1237 puta i to omogucéava lakse inkorporiranje u sintetisane hidrogelove kao i

otpustanje u fizioloSkim medijumima.

4.3.2 FTIR analiza

Inkorporiranjem kurkumina u p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelove ocekuje se
uspostavljanje intermolekulskih interakcija po tipu vodonic¢ne veze izmedu fenolnih OH
grupa kurkumina kao proton-donora, sa kiseonikom iz C=0 grupe proton akceptora, bo¢nih
lanaca kopolimera p(NiPMAm-ko-NiPAm). Takode, C=0O grupa iz kurkumina moze da
formira vodoni¢ne veze sa NH grupama donorima protona bo¢nih lanaca p(NiPMAm-ko-
NiPAmM) hidrogelova.

FTIR metoda primenjena je za strukturnu karakterizaciju matriks sistema,
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova u kome je inkorporiran inkluzioni kompleks
kurkumin:2-hidroksipropil--ciklodekstrin. Na slici 43 prikazani su FTIR spektri
pP(NiPMAmM-ko-NiPAm) kserogela 10/90/2 i matriks sistema, p(NiPMAm-ko-NiPAm)
hidrogela 10/90/2 u kome je inkorporiran inkluzioni kompleks kurkumin:2-hidroksipropil--
ciklodekstrin.
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Slika 43. FTIR spektri: a) p(NiPMAmM-ko-NiPAm) kopolimer 10/90/2 i b) p(NiPMAm-ko-
NiPAm) kopolimer 10/90/2 sa inkorporiranim inkluzionim kompleksom kurkumin:2-

hidroksipropil-B-ciklodekstrin

U FTIR spektru p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogela 10/90/2 sa inkorporiranim
inkluzionim kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom (slika 43b) u oblasti
talasnih brojeva od 3500-3200 cm™ uogava se §iroka apsorpciona traka sa maksimumom na
3430 cm™ koja potice od valencionih vibracija N-H veze hidrogela i valencionih vibracija
fenolne OH grupe kurkumina.

Maksimum ove trake je pomeren za 12 jedinica ka nizim talasnim brojevima u odnosu
na polozaj iste trake u FTIR spektru praznog hidrogela (slika 43a), i za 9 jedinice ka visim
talasnim brojevima u odnosu na polozaj trake u FTIR spektru kurkumina (slika 29a) sto
ukazuje da pomenute grupe ucestvuju u gradenju vodoni¢nih veza izmedu molekula

kurkumina i hidrogela.
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Amidna traka I, v(C=0), javlja se na 1653 cm™, dok se amidna traka II, 8(N-H), javlja
na 1549 cm™, i njihovi maksimumi su pomereni za 4, odnosno 6 jedinice ka visim talasnim
brojevima, u odnosu na njihov polozaj u FTIR spektru praznog hidrogela (slika 43a).
Maksimum apsorpcije koji poti¢e od valencionih vibracija C=O grupe u FTIR spektru
hidrogela sa inkorporiranim kurkuminom (slika 43b) pomeren je za 26 jedinica ka visim
talasnim brojevima u odnosu na polozaj iste trake u FTIR spektru kurkumina (slika 29a).
Pomeranje maksimuma amidnih traka i smanjenje njihovog intenziteta u FTIR spektru
hidrogela sa inkorporiranim kurkuminom u odnosu na FTIR spektar praznog hidrogela
ukazuje na uceS¢e C=0 i —NH grupa u formiranju vodoni¢nih veza. Apsorpciona traka koja
potie od valencionih vibracija C-O-C veze postoji sa maksimumom na 1034 cm™ i
pomerena je ka visim talasnim brojevima za 3 jedinica u odnosu na polozaj iste trake u FTIR
spektru kurkumina.

Rezultati FTIR analize pokazuju da dolazi do promene intenziteta i pomeranja
karakteristi¢nih traka kurkumina i hidrogela ka niZzim ili vi§im vrednostima talasnih brojeva,

Sto ukazuje na inkorporiranje kurkumina u strukturu hidrogela.

FTIR spektri matriks sistema, p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera (10/90, 20/80,
30/70, 40/60 i 50/50) sa 2 i/ili 3 mol% EGDM-a sa inkorporiranim inkluzionim kompleksom
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin prikazani su na slikama 44 i 45. FTIR spektri
prikazani na slikama 44 i 45 sli¢ni su FTIR spektru matriks sistema koji je prikazan na slici
43b. Pomeranje maksimuma karakteristi¢nih traka ka nizim ili vi§im vrednostima talasnih
brojeva i smanjenje njihovog intenziteta u odnosu na odgovarajuée apsorpcione trake u FTIR
spektrima c¢istih hidrogelova i FTIR spektru kurkumina potvrduje inkorporiranje kurkumina u

strukture hidrogelova.
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Slika 44. FTIR spektri p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimer sa inkorporiranim inkluzionim
kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom: a) 20/80/2, b) 30/70/2,
c) 40/60/2 i d) 50/50/2
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Slika 45. FTIR spektri p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimer sa inkorporiranim inkluzionim
kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin: a) 10/90/3, b) 20/80/3, c) 30/70/3,
d) 40/60/3 i e) 50/50/3
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4.3.3 SEM analiza

Morfologija sintetisanih p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova (10/90/2 i 30/70/3) i
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova (10/90/2 i 30/70/3) sa inkorporiranim kompleksom
kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin ispitana je primenom SEM metode. Dobijene
SEM mikrografije prikazane su na slici 46.

18pm 220038

Slika 46. SEM mikrografije p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera: a) 10/90/2 i b) 30/70/3 i
p(NiPMAm-ko-NiPAmM) kopolimera sa inkorporiranim inkluzionim kompleksom
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom: ¢) 10/90/2 i d) 30/70/3

Uporednom analizom mikrografija sintetisanih hidrogelova (slika 46a i 46b) i
hidrogelova sa inkorporiranim kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom
(46¢ i 46d) zapaza se jasna morfoloska razlika. Na mikrografiji 46¢ i 46d uocava se prisustvo
kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin u Supljinama hidrogela ¢ija struktura
odgovara strukturi kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina (slika 32c i d).
Ovo ukazuje na uspesno inkorporiranje inkluzionog kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil-f-
ciklodekstrina u Supljine sintetisanih p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova i u skladu je sa
rezultatima dobijenim FTIR analizom.
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4.3.4 XRD analiza

XRD spektri sintetisanih  p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera i p(NiPMAm-ko-
NiPAmM) kopolimera sa inkorporiranim kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-f-
ciklodekstrin prikazani su na slici 47.
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Slika 47. XRD difraktogrami p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera: a) 10/90/2, c) 30/70/2, e)
30/70/3 i g) 50/50/3 i p(NiPMAmM-ko-NiPAm) kopolimera sa inkorporiranim inkluzionim
kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom: b) 10/90/2, d) 30/70/2, f) 30/70/3
i h) 50/50/3
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Uporednom analizom difraktograma praznih hidrogelova (slika 47a, ¢, e i @) |
hidrogelova sa inkorporiranim kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom
(slika 47b, d, f i h) uocava se visoka sli¢nost u pogledu oblika i polozaja pikova koji se
javljaju kao Siroki u opsegu 26 = 5-10° i 26 = 15-32,5° i odgovaraju pikovima koji se javljaju
u difraktogramu hidrogelova u kojima nije prisutan kompleks kurkumin:2-hidroksipropil--
ciklodekstrina. Ovo ukazuje da se struktura hidrogelova nakon inkorporiranja inkluzionog
kompleksa nije bitno promenila i da se kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin

relativno ravnomerno rasporedio u hidrogelovima.

4.3.5 DSC analiza

Na slici 48 prikazane su DSC krive za hidrogel 10/90/2, 30/70/2, 30/70/3 i 50/50/3 sa
inkorporiranim kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom. S obzirom da je
doslo do kompleksacije kurkumina u prisustvu 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina, a zatim je
ta nadmolekulska struktura rasporedena u hidrogelu, molekuli kurkumina ne mogu da stvore
kristale koji bi pokazali endotermni pik topljenja. U formulaciji kompleksa sa hidrogelom
10/90/2, 30/70/2, 30/70/3 i 50/50/3 ne zapaza se vise endotermni pik od topljenja kurkumina,
§to ukazuje da su nadmolekulske strukture kompleksa sada ve¢ rasporedene u hidrogelu.
Prisutne su samo endotermne promene koje poticu od topljenja nekih segmenata u
hidrogelovima. Pikovi su $iroki, §to je odlika polimernih struktura i temperatura maksimuma
pika se smanjuje u nizu hidrogelova 10/90/2, 30/70/2 i 30/70/3 sa 186,03 °C, preko 169,24 °C
do 138,46 °C. Kod hidrogela sastava 50/50/3 sa kompleksom ova temperatura se ponovo
povecava na 181,77 °C. Sli¢na je tendencija i sa entalpijama topljenja segmenata i ovi podaci

su prikazani u tabeli 16.
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Slika 48. DSC krive razli¢itih uzoraka hidrogelova sa inkorporiranim kompleksom
kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrinom: 10/90/2, 30/70/2, 30/70/3 i 50/50/3

Tabela 16. Temperature maksimuma pika i entalpije topljenja segmenata razlic¢itih uzoraka
hidrogelova sa inkorporiranim kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin.

Hidrogel sa kompleksom kurkumin:2- Temperatura Entalpija
hidroksipropil-g-ciklodekstrin topljenja, °C topljenja, J/g
10/90/2 186,03 278,1
30/70/2 169,24 198,4
30/70/3 138,46 107,0
50/50/3 181,77 209,1

4.3.6 In vitro oslobadanje kurkumina iz p(NiPMAmM-ko-NiPAmM) hidrogelova

Oslobadanje kurkumina iz p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova sa 2 i 3 mol%
EGDM-a, praceno je u in vitro uslovima na 37 °C i pH 7,4 koji simuliraju telesnu
temperaturu i pH sredinu tankog creva, primenom HPLC metode (odeljak 3.3.6) (slika 49 i

50). Oslobadanje kurkumina iz hidrogelova praéeno je tokom 48 h.
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Slika 49. Profil osobadanja kurkumina iz p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova sa 2 mol%
EGDM-a: a) 10/90/2, b) 20/80/2, ¢)30/70/2, d) 40/60/2 i ) 50/50/2
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Slika 50. Profil osobadanja kurkumina iz p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova sa 3 mol%
EGDM-a: a) 10/90/3, b) 20/80/3, ¢)30/70/3, d) 40/60/3 i e) 50/50/3

Sa slike 49 i 50 vidi se da se deSava pocetno otpustanje kurkumina za svaki uzorak
p(NiPMAmM-ko-NiPAmM) hidrogelova, ali u razli¢itim koli¢inama. Pocetna koli¢ina kurkumina
koja se otpusta iz formulacija uzoraka sa 2 mol% EGDM-a krece se od oko 400 do 1600 pg
(slika 49), a oko 100 do 550 pg iz formulacije uzoraka sa 3 mol% EGDM-a (slika 50). Brzina
oslobadanja kurkumina iz p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova sa 2 mol% EGDM-a krece se
od 1,70 do 13,13 pg/h, a iz hidrogelova sa 3 mol% EGDM-a od 1,02 do 5,86 pg/h sto
obezbeduje produzeno oslobadanje kurkumina u toku 15,27 — 67,81 dana, odnosno 26,21 —
146,87 dana, redom (tabela 17). Dobijeni rezultati ukazuju na moguénost da se termoosetljivi
p(NiPMAmM-ko-NiPAmM) hidrogelovi mogu primeniti za izradu formulacija sa produzenim

oslobadanjem kurkumina.
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Tabela 17. Koli¢ina apsorbovanog i oslobodenog kurkumina, brzina oslobadanja i

vreme produzenog oslobadanja za uzorke matrkis sistema sa 2 i 3 mol% EGDM-a

Koli¢ina Koli¢ina Brzina Vreme produ
Uzorak apsorbovanog oslobodenog oslobadanja, procuzenog
. . oslobadanja
kurkumina, pg kurkumina, pg pg/h
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelovi sa 2 mol% EGDM-a
10/90/2 4811 2286,35 13,127 15,27 dana
20/80/2 1967 444,618 3,929 20,86 dana
30/70/2 3083 875,315 4,094 31,38 dana
40/60/2 3235 792,489 2,386 56,50 dana
50/50/2 2757 480,817 1,694 67,81 dana
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelovi sa 3 mol% EGDM-a
10/90/3 4149 681,148 2,509 68,9 dana
20/80/3 3585 160,021 1,017 146,87 dana
30/70/3 4372 855,600 6,950 26,21 dana
40/60/3 4175 654,970 4,915 35,39 dana
50/50/3 4093 869,884 5,859 29,11 dana

Takode, rezultati prikazani u tabeli 17 ukazuju na moguénost prilagodavanja
formulacije u pogledu koli¢ine kurkumina koja treba da se inkorporira u hidrogel pomocu
kompleksa, prilagodavanje vremena i brzine oslobadanja kurkumina iz ove formulacije kao i
intenziteta pocetnog izlivanja odabirom odgovarajuc¢eg uzorka p(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
hidrogela i promenom odgovarajuce koncentracije umrezivaca. Koli¢ina umrezivaéa prilikom
sinteze hidrogela ¢e odrediti gustinu ¢vorova u mrezi i duzinu grana u mrezi hidrogela sto ¢e
uticati na difuziju molekula kurkumina kroz masu hidrogela. U polimernoj mrezi koja je
napravljena sa viSe umreZivata grane ¢e biti krace a koncentracija ¢vorova veca i to ce
usporiti difuziju molekula kurkumina sto je u skladu sa dobijenim rezultatima koji su
prikazani u tabeli 17, izuzev uzorka p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogela 50/50/3 iz koga je
oslobodena veéa koli¢ina kurkumina, nego iz uzorka p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogela
50/50/2. Produzeno oslobadanje tokom duzeg vremena smanjuje ucestalost primene lekova i
omogucéava da koli¢ina leka ostane u terapijskom opsegu duzi vremenski period (Samadi i
sar., 2020).

U tu svrhu moZe pomo¢i 1 analiza mehanizma oslobadanja kurkumina iz formulacija
kompleksa u hidrogelovima. Dobijeni eksperimentalni podaci u cilju prou¢avanja mehanizma
oslobadanja kurkumina iz p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova sa inkorporiranim
inkluzionim  kompleksom  kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin ~ fitovani  su
odgovaraju¢im matemati¢kim modelima: Higuchi, Korsmeyer—Peppes i Baker—Lonsdale, a

izracunati parametri prikazani su u tabeli 18.
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Tabela 18. Vrednosti parametara dobijenih fitovanjem eksperimentalnih podataka za

svaki matematic¢ki model

Kineti¢ki model

Baker—Lonsdale

Higuchi Korsmeyer—Peppas 3/2[1~(1-F/100)2°|F/100
F=kyt F=kyptr —k
=Kpi't
Parametar
Uzorak  ky R’ AIC Kip n R? AIC KaL R? AIC

10/90/2 9,22 -0918 97,98 3324 0,074 0984 41,04 0,002 -0,636 96,08
20/80/2 3,81 04636 73,79 996 0,202 09691 37,56 0 0,5067 72,70
30/70/2 565 -0,399 8399 1822 0,116 09619 41,61 0,001 -0,267 82,80

40/60/2 4,98 -0,949 84,14 17,94 0,077 09475 41,62 0 -0,812 83,27
50/50/2 3,57 -1,398 77,52 13,92 0,047 0,9942 6,01 0 -1,293 76,99
10/90/3 3,35 -1,147 7481 1249 0,063 0996 -2,93 0 -1,054 74,27
20/80/3 0,84 -0,547 38,460 2,823 0,099 09798 -12,74 0 -0,529 38,32
30/70/3 3,65 -0,411 7289 11,95 0,108 09776 24,02 0 -0,334 72,22
40/60/3 296 -0,661 6932 10,19 0,089 09751 19,79 0 -0,594 68,83
50/50/3 4,02 -0,584 76,27 13,66 0,095 09754 27,17 0 -0,493 75,56

ky: konstanta oslobadanja u Higuchi modelu; R%: koeficijent determinacije; AIC: Akaikov
informacioni kriterijum; F: frakcija oslobodenog leka u vremenu t; kgp: konstanta oslobadanja u
Korsmeyer-Peppes modelu koja uzima u obzir strukturne i geometrijske karakteristike doziranog
oblika; n: eksponent oslobadanja/difuzije; kg, : kombinovana konstanta oslobadanja u Baker-Lonsdale
modelu (Costa i Lobo, 2001; Zhang i sar., 2010; Pordevi¢ i sar., 2016).

Najveéi koeficijent determinacije (R?) i najmanji AIC ukazuju da Korsmeyer-Peppes-
ov model najbolje opisuje oslobadanje kurkumina iz formulacije p(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
hidrogelova sa kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin. VVrednost eksponenta
difuzije za uzorke p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova je u opsegu 0,047-0,2 i pokazuje da
je mehanizam oslobadanja kurkumina zasnovan na difuziji iz polimerne matrice hidrogelova.
Ovo definitivno potvrduje zakljucak da se odgovaraju¢im izborom koncentracije umrezivaca
u postupku sinteze p(NiPMAmM-ko-NiPAmM) hidrogelova moze uticati na brzinu oslobadanja
kurkumina iz formulacije hidrogela sa kompleksom kurkumin:2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrin. Kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-f-ciklodekstrin je iskoris¢en da omoguci

vecu koli¢inu unetog kurkumina u hidrogelove.
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5 ZAKLJUCAK

P(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelovi sintetisani su radikalnom polimerizacijom na
temperaturi 70-85 °C sa razli¢itim molskim udelom NiPMAm-a i NiPAm-a (10/90; 20/80;
30/70; 40/60; 50/50; 60/40; 70/30; 80/20 i 90/10), sa 1,5; 2 i 3 mol% umrezivata EGDM-a.
FTIR metodom potvrdeno je nastajanje novih, umrezenih struktura p(NiPMAmM-ko-NiPAm)
kserogelova. Odsustvo apsorpcione trake od valencionih vibracija C=C veze u FTIR
spektrima kserogelova, a koje su evidentne kod monomera ukazuje da je izvrSena
polimerizacija. SEM mikrografija potvrduje da sintetisani pP(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
hidrogelovi imaju poroznu strukturu. Rezultati XRD analize pokazuju da je struktura
sintetisanih p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova amorfna. DSC analizom potvrdene su dve
vrste promena stanja segmenata gelova sa promenom temperature (ostakljivanje i topljenje).

Ukupan sadrzaj rezidualnih reaktanata odreden primenom HPLC metode manji je od
1,8% (NiPMAm 0,02-1,17 %, NiPAm 0,20-1,74 % i EGDM 0%) sto je u saglasnosti sa
dozvoljenim granicama 1 omogucava primenu sintetisanih  p(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
hidrogelova kao nosac¢a bioloski aktivnih supstanci. Stepen bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAm)
hidrogelova zavisi od koncentracije umrezivaéa EGDM-a na razli¢itim temperaturama (25,
37,601 80 °C) i pH vrednostima (4, 7,4 i 8) rastvora. Promena pH vrednosti neznatno utice
na ravnotezni stepen bubrenja sintetisanih p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova na
ispitivanim temperaturama. Sa povecanjem temperature od 25 do 80 °C smanjuje se stepen
bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova S§to ih svrstava u grupu negativno
termoosetljivih hidrogelova. Zapreminski fazni prelaz deSava se na temperaturi od 37 °C i
pruza mogucnost njihove primene kao nosaca za razlicite vrste lekovitih supstanci. Anomalni
tip difuzije, relaksacija polimernih lanaca i difuzija vodenog rastvora kontroliSu proces
bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova na pH 7,4 i 25 °C. Bubrenje p(NiPMAm-ko-
NiPAm) hidrogelova modelovano je centralnim kompozitnim dizajnom sa dve promenljive.
Kvadratni model najbolje opisuje proces ravnoteznog bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
hidrogelova u zavisnosti od sastava kopolimera i temperature okolnog medijuma.

Inkluzioni  kompleks  kurkumin:2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin  uspesno  je
pripremljen koprecipitacionom metodom. Strukturna karakterizacija dobijenog inkluzionog
kompleksa kurkumin:2-hidroksipropil--ciklodekstrina izvrsena je primenom FTIR, 'H-
NMR, XRD, DSC i SEM metode. Rezultati primenjenih metoda dokazuju inkorporiranje

kurkumina u Supljinu 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina.
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Ispitivanjem fazne rastvorljivosti pokazano je da se inkorporiranjem u 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrin, rastvorljivost kurkumina u vodi poveéava sa 8,57143-10°
mmol/dm?® na 0,0106 mmol/dm?, odnosno 1237,18 puta i da je molski odnos kurkumina i 2-
hidroksipropil-B-ciklodekstrina u inkluzionom kompleksu 1:1. DPPH, ABTS i FRAP testom
ispitana je antioksidativna aktivnost kurkumina i inkluzionog kompleksa kurkumin:2-
hidroksipropil-p-ciklodekstrina. Nakon kompleksiranja sa 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom
povecala se antioksidativna aktivnost kurkumina. Rezultati ispitivanja antimikrobne
aktivnosti kurkumina i kurkumina u inkluzionom kompleksu kurkumin:2-hidroksipropil-f-
ciklodekstrina pokazuju jac¢u antimikrobnu aktivnost kurkumina u inkluzionom kompleksu

Sto je verovatno posledica njegove povecane rastvorljivosti u vodi.
Teksturnom analizom hidrofilnog Karbopol® gela sa dispergovanim kurkuminom i

inkluzionim kompleksom  kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin  pokazano je da
kurkumin i inkluzioni kompleks kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina ne dovode do

statistiCki znacajnih promena teksturnih parametara Karbopol® gela i da su ovako

pripremljene formulacije fizi¢ki stabilne u periodu od 14 dana.

Kurkumin je uspesno inkorporiran u hidrogelove inkorporiranjem kompleksa
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrina  u  uzorke hidrogelova.  Postignuta je
zadovoljavajuc¢a efikasnost inkorporiranja kurkumina u hidrogelove (32,03-78,35%).
Hidrogelovi sa inkorporiranim kurkuminom strukturno su okarakterisani primenom FTIR,
SEM, XRD i DSC metode. Rezltati primenjenih metoda potvrduju prisustvo kurkumina u
strukturi hidrogelova. Oslobadanje kurkumina iz sintetisanih p(NiPMAmM-ko-NiPAmM)
hidrogelova je u saglasnosti sa rezultatima bubrenja tj. sa pove¢anjem sadrzaja umrezivaca,
smanjuje se koli¢ina oslobodenog kurkumina, osim za uzorak 50/50/3 koji oslobodi vecu
koli¢inu kurkumina u odnosu na uzorak 50/50/2. Sintetisani p(NiPMAm-ko-NiPAm)
hidrogelovi obezbeduju produzeno oslobadanje kurkumina u toku 15,27 — 146,87 dana.
Oslobadanje kurkumina iz formulacije p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova sa kompleksom
kurkumin:2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin najbolje opisuje Korsmeyer-Peppas-ov model,
dok je mehanizam oslobadanja kurkumina zasnovan na difuziji iz polimerne matrice

hidrogelova.
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PRILOZI

Prilog 1. FTIR analiza sintetisanih hidrogelova
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Slika 1. FTIR spektri p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera sa 1,5 mol% EGDM-a: a)
10/90/1,5, b) 20/80/1,5, c) 30/70/1,5, d) 40/60/1,5 i e) 50/50/1,5
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Slika 2. FTIR spektri p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera sa 1,5 mol% EGDM-a: a)
60/40/1,5, b) 70/30/1,5, c) 80/20/1,5, d) 90/10/1,5
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Slika 3. FTIR spektri p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera sa 2 mol% EGDM-a: a) 60/40/2,
b) 70/30/2, c) 80/20/2, d) 90/10/2
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Slika 4. FTIR spektri p(NiPMAm-ko-NiPAm) kopolimera sa 3 mol% EGDM-a: a) 60/40/3,
b) 70/30/3, c) 80/20/3, d) 90/10/3
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Prilog 2. HPLC analiza rezidualnih reaktanata

Tabela 1. Sadrzaj rezidualnih reaktanata u sintetisanim p(NiPMAmM/NiPAm)

hidrogelovima.

Sadrzaj rezidualnih reaktanata u NiPAmM NiPMAmM
uzorku p(NiPMAmM-ko-NiPAm) mg/g % mg/g %
60/40/1,5 9841 164 100,34 0,99
60/40/2 31,94 2,84 32 1,69
60/40/3 22,19 241 1572 1,01
70/30/1,5 26,31 2,76 36,54 1,46
70/30/2 40,29 439 7241 3
70/30/3 34,46 6,08 49,78 3,35
80/20/1,5 5,70 0,18 2,13 0,09
80/20/2 136,44 6,22 2625 2,66
80/20/3 55,71 13,37 128,57 6,84
90/10/1,5 21,01 0,72 2,62 0,12
90/10/2 170,16 15,68 517,5 4,72
90/10/3 57 26,27 207 9,43
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Prilog 3. Uticaj pH vrednosti medijuma, temperature i sadrzaja
umrezivacéa na stepen bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova
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Slika 11. Zavisnost stepena bubrenja p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova od temperature u

rastvoru pH vrednosti 7,4
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Slika 12. Zavisnost stepena bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAmM) hidrogelova od temperature u

rastvoru pH vrednosti 8
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Prilog 4. Modelovanje procesa bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAmM)

hidrogelova sa 2 mol% EGDM-a u rastvoru pH vrednosti 7,41 8

Rezultati modelovanja procesa bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova sa 2

mol% EGDM-a u rastvoru pH vrednosti 7,4

Tabela 1. Matrica CDD dizajna sa vrednostima

p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova

ravnoteznih

Broj eksperimenta t

Sadrzaj NiPMAm

O (mol%) ¢
6 45 50 2,813
1 30 30 14,458
4 40 70 3,108
10 35 50 7,782
8 35 90 5,141
12 35 50 7,965
13 35 50 8,459
9 35 50 7,287
2 40 30 3,984
5 25 50 27,143
11 35 50 7,579
7 35 10 8,931
3 30 70 14,407

stepena bubrenja

Tabela 2. Rezultati analize varijanse za redukovani kvadratni model ravnotezog bubrenja

p(NiPMAm-ko-NiPAmM) hidrogelova

SS df MS F p
Model 503,90 3 167,97 313,47 <0,0001
X1 413,40 1 413,40 77151 <0,0001
X2 603 1 6,03 11,25 0,0085
X5° 8447 1 84,47 157,64 <0,0001
Reziduali 482 9 054
Odstupanje od modela 4,05 5 0,81 4,19 0,0949
Cista greska 0,77 4 0,19
Ukupna korekcija 508,72 12

Standardna devijacija: 0,73; R* = 0,9905; Rugj° = 0,9874; Ryred” = 0,9654
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Rezultati modelovanja procesa bubrenja p(NiPMAmM-ko-NiPAm) hidrogelova sa 2

mol% EGDM-a u rastvoru pH vrednosti 8

Tabela 3. Matrica CDD dizajna sa vrednostima ravnoteznih stepena bubrenja

p(NiPMAm-ko-NiPAmM) hidrogelova

t  Sadrzaj NiPMAm

Broj eksperimenta °C) (Mol%) ae
1 30 30 17,466
2 40 30 3,417
11 35 50 9,033
10 35 50 9,893
3 30 70 14,333
5 25 50 31,201
13 35 50 9,463
7 35 10 9,931
4 40 70 1,112
12 35 50 8,322
9 35 50 8,734
8 35 90 5,848
6 45 50 3,263

Tabela 4. Rezultati analize varijanse za redukovani kvadratni model ravnotezog bubrenja
p(NiPMAm-ko-NiPAm) hidrogelova

SS df MS F p

Model 701,37 3 233,79 162,74 <0,0001

X1 576,10 1 576,10 401,02 <0,0001

X 15,42 1 15,42 10,74 0,0096

X5? 109,85 1 109,85 76,46 <0,0001
Reziduali 1293 9 144

Odstupanje od modela 11,43 5 2,29 6,08 0,0524
Cista greska 1,50 4 0,38

Ukupna korekcija 714,30 12

Standardna devijacija: 1,20; R® = 0,9819; Ragj” = 0,9759; Ryreq” = 0,9482

160



32,00 -

2425 —
@
N
=
S

= 1650
L]
v
Tt
=¥

8.75 -

1,00 H

T T T T T
1,11 8.63 16,16 23,68 31,20
Stvarni e
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Jednac¢ina modela sa kodiranim (3) i stvarnim (4) vrednostima faktora:
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,,Novel technologies and economic development®, Leskovac, 18.-19. 10.2019., PHCE-6,
p 70, ISBN-978-86-89429-35-0.
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Nikoli¢, Ana Taci¢, Aleksandar Zdravkovi¢, Structural characterization of synthesized
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and analysis of residual reactants, Book of abstracts, 13" symposium ,Novel
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ISBN-978-86-89429-35-0.
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Najman, The influence of ph enviroment and temperature on swelling properties of
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methacrylic acid) hydrogels for removal of chromium ions from aqueous solutions, Book
of abstracts, 13" symposium ,,Novel technologies and economic development®,

Leskovac, 18.-19. 10.2019., EE-7, p 147, ISBN-978-86-89429-35-0.

Novo laboratorijsko postrojenje, novo eksperimentalno postrojenje, novi tehnoloski
postupak (uz dokaz) (M83)

1. Maja UroSevi¢, Ljubisa Nikoli¢, Snezana Ili¢-Stojanovié, Vesna Nikoli¢, Sanja Petrovic,

Laboratorijski ~ tehnoloski  postupak  za  sintezu  hidrogelova  poli(N-
izopropilmetakrilamida-ko-N-izopropilakrilamida), Ev.br. 04-2315/1 od 18.12.2017. NIO
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Prijavljen patent na nacionalnom nivou (M87)

1. Ivana Gaji¢, Sanja Stojanovi¢, Ivan Risti¢, Snezana Ili¢-Stojanovi¢, Branka Pili¢,
Aleksandra Nesi¢, Stevo Najman, Ana Dinié, Ljiljana Stanojevi¢, Maja Urosevié, Vesna
Nikoli¢, Ljubisa Nikoli¢, Formulacije biohanina A sa elektrospinovanim nanovlaknima
od polivinilpirolidona, P-2022/0968, priznati datum podnoSenja prijave patenta
17.10.2022., Zavod za intelektualnu svojinu Republike Srbije, Beograd.

Objavljen patent na nacionalnom nivou (M93)

1. Snezana Ili¢-Stojanovié¢, Aleksandar Zdravkovi¢, Ljubisa Nikoli¢, Maja UroSevi¢, Vesna
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2019/0958 A2, datum prijave patenta 23.07.2019., Zavod za intelektualnu svojinu,
Beograd, objava patenta (A2) 29.11.2019, Glasnik intelektualne svojine 11/2019.

2. Ivana Gaji¢, Snezana Ili¢-Stojanovi¢, Ana Dinié, Aleksandar Zdravkovi¢, Maja UroSevi¢,

Ljubisa Nikoli¢, Vesna Nikoli¢, Slobodan D. Petrovi¢, DusSica Ili¢, Formulacije
Biohanina A sa pH- i termo-osetljivim kopolimerima"”, P-2021/0070 Al. datum
podnosenja 20.01.2021., Zavod za intelektualnu svojinu Republike Srbije, objava patenta
(A1) Glasnik intelektualne svojine 10/2021 od 29. okt. 2021.

3. Ivana Gaji¢, Sanja Stojanovi¢, Ivan Risti¢, Snezana Ili¢-Stojanovi¢, Branka Pili¢,

Aleksandra Nesi¢, Stevo Najman, Ana Dini¢, Ljiljana Stanojevi¢, Maja UroSevi¢, Vesna

Nikoli¢, Ljubisa Nikoli¢, "Formulacije elektrospinovanih nanovlakana od polilaktida sa
fitoestrogenima za produzeno oslobadanje", P-2022/0130, priznati datum podnoSenja
prijave patenta 09.02.2022., Zavod za intelektualnu svojinu Republike Srbije, Beograd,
objava patenta (A2) Glasnik intelektualne svojine 06/2022 od 30. juna 2022.
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17.03.2022., Zavod za intelektualnu svojinu Republike Srbije, Beograd, objava patenta
(A1) Glasnik intelektualne svojine 07/2022 od 29. jula 2022.
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1. Aleksandar Zdravkovi¢, Snezana Ili¢-Stojanovi¢, Ljubisa Nikoli¢, Maja UroSevi¢, Vesna
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N3JABA O AYTOPCTBY

U3jaBspyjeM 1a je JOKTOpCKa AMCepTallyja, Mo HaCJIOBOM

CuHTe3a M KapaKkTepHU3anuja KOMoJUMEePHUX XUAPOrejoBa Ha 6a3u N-
u3onponuaMerakpuwiaMmuaa u N-uzonponuiakpuwiamMuiaa 3a popmysanmje

ca KyPKyYMHHOM

Koja je onOpameHa Ha TexHosomkoM (akynrery YHuBepzutera y Humry:

® pe3yJaTaT CONCTBEHOT UCTPAXUBAYKOT Pasa;

® Ja OBy JHUCEpPTalWjy, HA y LEIWHU, HUTH y JIJIOBMMA, HUCAM IIPHjaBJbHBA0 Ha
ApyruM (GaKynTeTruMa, HUTH YHHBEP3UTETHMA;

® Ja HHMCaM IOBPEIHO ayTOpCKa MpaBa, HUTU 3JI0YMOTPEONO MHTEIEKTYyalHy CBOJUHY

JPYTUX JIUIIA

Jlo3BosbaBaM Jia ce oOjaBe MOJU JIMYHU MOJAIM, KOJU Cy Y BE3U ca ayTOPCTBOM HU
N00MjambeM aKkaJeMCKOTI 3Bama JOKTOpa Hayka, Kao IITO Cy UME U Ipe3uMe, TOANHA U MECTO
pohema u naTym ondpaHe paja, u To y Karaiory bubnuoreke, J[ururaiHoM peno3uTopujymy

VYuusepsutera y Huiry, kao u y ny6nukanujama YHusepsurera y Humry.

VY Humry, _16. centem6ap 2024. ro.

[lotmuc ayropa aucepranyje:

Maja 3. Ypomeuh
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W3JABA O HICTOBETHOCTH EJJEKTPOHCKOT M IITAMIAHOT
OBJUKA JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

HacnoB nucepranuje:

CuHTe3a 1 KapaKTepu3anuja KonoJuMepPHUX XuaporejaoBa Ha 6a3u N-
monponuaMerakpuwiamuaa u N-uzonponuinakpuwiamujaa 3a popmyJianuje

ca KyPKyYMHHOM

U3jaBpyjeM Oa je CIEKTPOHCKH OOJHMK MOje JOKTOPCKE Iucepraiuje, Kojy cam
npeaao 3a yHouiewhe y Jururajadu penosuropujym YuuBeps3utera y Huuny, nctoBeran

mTaMIIaHOM O6J'II/IKy

Y Humy, _16. centembap 2024. ro.

[Totmuc ayropa aucepranmyje:

Maja 3. Ypomeuh
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N3JABA O KOPUII'REBY

Osnamhyjem VYHmuBep3uTeTcky OumoOimoreky ,Hukoma Tecna“ ma y Jururtanaum

peno3uTopujyM YHuBep3uTera y Huiry yHece MOjy TOKTOPCKY IUCEPTaLn]y, O HaCJIOBOM:

CuHTe3a M KapaKkTepU3anuja KOMOJUMEPHUX XUAPOrejoBa Ha 6a3u N-
monponuaMerakpuwiamuaa u N-uzonponuinakpuwiamujaa 3a popmyJianuje

ca KyPKyYMHHOM

JlucepTanujy ca CBUM MPHUIIO3UMa MIPEAA0 CaM Y eJIEKTPOHCKOM OOJIMKY, IIOTOTHOM 3a
TPajHO apXUBUPAIHE.

Mojy AOKTOpPCKY AMCEpTayjy, YHETY y JIMTHTANHN pEeno3UTOpHjyM YHUBEpP3UTETA Y
Humury, Mory KOpUCTUTH CBH KOjH TOWITY]y oApende caapaHe y oqabpaHoM TUITY JIMIEHIIE
Kpearusne 3ajennune (Creative Commons), 3a KOjy caM ce 0JULy4Ho.

1. AyropctBo (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepiujaaHo (CC BY-NC)

3. AyropcTBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepane (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMepIHjaaHo — aenuTh o uctuM yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaje (CC BY-ND)
6. AyropctBo — nenutr o uctuM ycinosuma (CC BY-SA)

VY Humry, _16. centembap 2024. ro.

[lotmuc ayropa aucepranyje:

Maja 3. Ypomesuh
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