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SPISAK OZNAKA

d, pre¢nik kapi

do, precnik kapljice u odsustvu elektrostatickog polja

Dy (suve gestice), precnik Cestica nakon susenja

Dy, precnik vlaznih Cestica

d., unutrasnji pre¢nik igle

dmax, maksimalni precnik Cestica

dmin, minimalni precnik Cestica

DSC, diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija

E, Inkapsulaciona efikasnost

FTIR, infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom
GC/FID, Gasna hromatografija sa plameno-jonizuju¢im detektorom
GC/MS, Gasna hromatografija sa masenim detektorom

GulA (G), a-L-guluronska kiselina

HPLC, te¢na hromatografija visokog pritiska

k, parameter koji zavisi od vremena formiranja kapi i vremena adsorpcije polimera na
povrsini kapi

k , kineticka konstanta degradacije gela

KsF(susenje), Faktor skupljanja

M(t), odnos mase rastvora prema masi suvog gela

ManA (M), B-D-manuronska kiselina

m., masa inkapsulisanog D-limonena

m;, poc¢etna masa arome D-limonena

PVA, Polivinil alkohol

SD, standardna devijacija

SEM, skenirajuca elektronska mikroskopija

SF, Faktor sferi¢nosti

t., vreme do kog Cestice zadrzavaju strukturni integritet pri rehidraciji
TGA, termogravimetrijska analiza

U., kriti¢ni potencijal

w1, masa Cestica u rehidrisanom stanju



Ww», pocetna masa suvih Cestica

XRD, difrakcija X zraka

y(t), gustina dezintegrisanih zona spajanja
B, koeficijent priguSenja

€9, dieletri¢na konstanta vazduha

o}, povrsinski napon rastvora polimera



APSTRAKT

U ovoj disertaciji je ispitivana inkapsulacija prehrambenih aroma uz primenu razlicitih
metoda inkapsulacije 1 u kombinaciji sa prirodnim 1 sintetickim nosa¢ima. Cilj istrazivanja je bio
dobijanje inkapsulata kako te¢nih tako i ¢vrstih aroma koje se najcesce koriste u prehrambenoj
industriji. Ispitivana su tri nosa¢a za inkapsulaciju aroma: karnauba vosak, alginat i polivinil
alkohol. Kao model arome su koriS¢ene: etil vanilin, komercijalno dostupna aroma kokosa 1 D-
limonen.

Karnauba vosak je koris¢en kao nosa¢ za inkapsulaciju etil vanilina, pri ¢emu su dobijene
sferne Gestice &iji je pre¢nik uglavnom bio ispod 250pum. Cestice na bazi karnauba voska sa etil
vanilinom su dobijene primenom disperzione (emulzifikacione) metode 1 disperzione tehnike
(disperzija komprimovanim vazduhom). Metodom disperzije vazduhom su dobijene Cestice
pravilnijeg sfernog oblika sa ve¢om inkapsulacionom efikasno$¢u. Takode, termicka svojstva
inkapsulisanog etil vanilina su poboljsSana u poredenju sa slobodnom aromom. Termicko
otpustanje inkapsulisanog etil vanilina se odigravalo na vi§im temperaturama (do~270°C) u
poredenju sa slobonom aromom (do ~220°C).

Ca-alginatne Cestice sa teCnim 1 Cvrstim aromama su dobijane metodom elektrostaticke
ekstruzije. Inkapsulacijom etil vanilina u Ca-alginatni matriks su ostvarena bolja termicka
svojstva inkapsulisane arome uz postizanje kontrolisanog termi¢kog otpuStanja arome u Sirem
temperaturnom opsegu u odnosu na slobodnu aromu. Aroma kokosa i1 D-limonen su
inkapsulisani u Ca-alginatne Cestice primenom iste procedure kao i u slucaju inkapsulacije etil
vanilina. Alginat je pokazao dobra emulgujuc¢a svojstva, §to je osnovni uslov za postizanje
visoke inkapsulacione efikasnosti. Rezultati termicke analize su pokazali da obe arome u
inkapsulisanom obliku imaju bolja termicka svojstva u odnosu na slobodne arome. Rehidracija je
koriS¢ena za ispitivanje adsorpcije vode u inkapsulate uz razvoj novog modela rehidracije.

Polivinil alkohol je u kombinaciji sa alginatom koris¢en za dobijanje Cestica sa
inkapsulisanim etil vanilinom metodom elektrostaticke ekstruzije. Primenom visih napona kod
metode elektrostatiCke ekstruzije-elektrospininga dobijeni su filmovi na bazi polivinil alkohola
koji se sastoje od nanovlakana. Filmovi na bazi polivinil alkohola su pokazali dobra hemijska,

mehanicka, termicka i antimikrobna svojstva.

Kljucne reci: inkapsulacija, karnauba vosak, alginat, polivinil alkohol, arome
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ABSTRACT

In this study, the encapsulation of food flavours by different methods combined with natural
and synthetic carriers was investigated. The goal of this study was production of encapsulated
forms of both, liquid and solid flavours that are commonly used in food industry. Three different
carrier materials for flavour encapsulation were tested: carnauba wax, alginate and polyvinyl
alcohol. Ethyl vanillin, comercial coconut flavor and D-limonen were used as model flavors.

Carnauba wax was used as carrier for encapsulatio of ethyl vanillin in the form of spherical
particles with size mainly below 250um. Carnauba particles loading ethyl vanillin was produced
by using dispersion (emulzification) method and spray congealing method (dispersion with
compressed air). Particles with more regular shperical shape and higher encpasulation efficiency
were probuced by using spray congealing method. Also, thermal stability of encapsulated ethyl
vanillin was improved compared to free flavour. Thermal release of encapsulated ethyl vanillin
occured at higher temperature (up to ~270°C) compared to free flavour (up to ~220°C).

Ca-alginate beads loading liquid and solid flavours were produced by electrostatic extrusion.
By encapsulation of ethyl vanillin into Ca-alginate matrix better thermal properties of
encpasulated flavour were achieved with controled release in the broader temperature range
compared to free flavor. Coconut flavor and D-limonene (liquid flavours) were encapsulated into
Ca-alginate beads using same procedure as in the case of ethyl vanillin. Alginate showed good
properties for production of stable flavours emulsion, which is critical for high encapsulation
efficiency. The results of thermal stability showed that both flavours in encapsulated forms have
better thermal stability compared to free flavors. Rehydration studies were used to test the water
adsorption properties of encapsulates and new model of rehydration was developed.

Polyvinyl alcohol was used combined with alginate for production of particles loaded with
ethyl vanillin by electrostatic extrusion. At higher voltage using electrostatic-electrospinning
technique polyvinyl alcohol films with ethyl vanillin consisted of nanofibers were produced.
Polyvinyl alcohol films loading ethyl vanillin showed good chemical, mechanical, thermal and

antimicrobial properties.

Keywords: encapsulation, carnauba wax, alginate, polyvinyl alcohol, flavours
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UvOD

Savremena proizvodnja hrane predstavlja slozeni industrijski sistem, koji spaja tradicionalne
1 savremene tehnoloske procese kao i znanja iz razliitih oblasti nauke. Primarni cilj savremene
proizvodnje hrane je oCuvanje osnovnih fizi¢kih i hemijskih svojstava krajnjeg proizvoda sa
jedne 1 postizanje visokog nivoa bezbednosti proizvoda sa druge strane. Pored toga, u toku
procesa prozvodnje, mora se obratiti paznja na senzorna svojstva proizvoda, koja u krajnjoj liniji
najvise uticu na odluku potrosaca za koji ¢e se proizvod odluciti. U toku tehnoloSkih procesa
proizvodnje hrane, primenjuju se razli€iti aditivi i procesne operacije u cilju dobijanja zeljenih
svojstava. Aditivi predstavljaju relativno skupe komponente proizvoda, ¢iji gubitak ili promena
(pre svega hemijska) moze negativno uticati na kvalitet.

Osetljivi aditivi, a posebno arome se mogu zaStiti primenom procesa inkapsulacije.
Inkapsulacija se pojednostavljeno moze definisati kao zaStita aktivnih komponenti kao §to su
vitamini, enzimi ili mikroorganizmi upotrebom odgovaraju¢ih materijala (nosaca) i tehnika
inkapsulacije (Zuidam i Shimoni, 2010). Ovakav pristup zaStite aktivnih komponenti je naSao
Siroku primenu u oblastima poput farmacije, prehrambene tehnologije, fermentacione
tehnologije, itd. Generalno, procesom inkapsulacije se oko aktivne komponente formira zastitni
omotac kojeg Cini materijal nosaca. Zastitini omotac ima visestruku ulogu. S jedne strane fizicki
odvaja aktivnu komponentu od okolne sredine i na taj nacin joj daje dodatnu zastitu. Pored
zaStitne uloge, omota¢ moze da bude barijera preko koje se ostvaruje kontrolisano otpustanje
aktivne komponente pod odredenim uslovima. Kada je potrebno, inkapsulacija se moze koristiti
za maskiranje neprijatnih mirisa i ukusa ali i da bi se sprecile nezeljene hemijske reakcije u
proizvodu (Gouin, 2004; Zuidam i Shimoni, 2010; Fiore et al., 2012). Inkapsulacijom se mogu
dobiti Cestice ujednacenog oblika i veli¢ine zavisno od njihove krajnje primene. Veliina
dobijenih Cestica, u zavisnosti od primenjenog postupka inkapsulacije se kre¢e od nekoliko
nanometara do nekoliko milimetara (Zuidam i Shimoni, 2010).

Dobijanje zeljenih dimenzija 1 oblika Cestica inkapsulisanog materijala se bazira na primeni
odgovarajuc¢ih tehnika inkapsulacije. Inkapsulacione tehnike treba da obezbede formiranje
zaStitnog sloja oko aktivne materije ali i da omoguce kontrolisanu proizvodnju Ccestica
ujednacenih veli¢ina. Metode kao Sto su sprej suSenje, oblaganje u fluidizovanom sloju ili pak

primena lipozoma su dobro poznate u praksi (Thies, 2005; Zuidam 1 Shimoni, 2010). Pored ovih



metoda, u novije vreme se intenzivno radi i na primeni elektrostati¢kog polja za dobijanje Cestica
i inkapsulata u Sirokom opsegu veli¢ina (Nedovi¢ et al., 2001; Jaworek i Sobczyk, 2008). Pod
dejstvom elektrostatickog polja 1 uz upotrebu odgovaraju¢ih materijala mogu se dobiti i vlakna
¢ije dimenzije mogu biti svega nekoliko desetina nanometara (Reneker 1 Chun, 1996). Dobijanje
inkapsulisanih aktivnih komponenti koje kao omotace imaju lipide se moze vrsiti metodama
disperzije (emulzifikacije) u vodi otopljenih komponenti i hladenjem dispergovanih kapi
lipofilne faze. Pored ove metode, razvijene su i1 metode disperzije pomoc¢u posebnih dizni za
diperziju otopljenih komponenti u vazduhu, uz istovremeno hladenje, o¢vrS¢avanje i formiranje
Cestica. Obe metode su se pokazale pogodne za dobijanje sfernih Cestica na bazi lipida kao
nosaca (Rodriguez et al., 1999; Passerini et al., 2003; Milanovic et al., 2010; Milanovic et al.,
2011a).

Karakteristike koje ¢e aktivna materija imati nakon procesa inkapsulacije su definisane pre
svega karakteristikama materijala nosaca. Kao nosaci u procesima inkapsulacije se mogu koristiti
kako prirodni tako i sinteti¢ki materijali. Odluka koji ¢e se materijal koristiti kao nosa¢ zavisi pre
svega od ciljeva koji se zele ostvariti procesom inkapsulacije. U slucaju inkapsulacije
mikroorganizama i njihovog koriS€enja u procesima fermentacije, materijal nosaca mora biti
inertan, da ne uti¢e negativno na metabolizam ¢elija i da obezbedi dobra difuziona svojstva tj.
protok materije u toku fermentacije (Nedovi¢, 1999). Pojedine Celijske kulture je potrebno
dodatno zastiti od negativnog dejstva okolne sredine. Ovo je slucaj sa probiotskim kulturama,
gde je cilj da se procesom inkapsulacije stvori zastitni omota¢ oko celije, koji je dodvoljno
otporan na uslove sredine koji vladaju u organima za varenje (Manojlovi¢ et al., 2010).
Generalno, u prehrambenoj tehnologiji se javlja problem sredstava i hemikalija koje su
dozvoljena za upotrebu u hrani. Ovo suzava listu potencijalnih materijala koji se mogu koristiti
kao nosaci za inakspulaciju aditiva.

U procesima inkapsulacije aditiva hrane kao nosaci se koriste polisaharidi, proteini i lipidi.
Od polisaharida, primenu su nasli skrob i derivati skroba, pektin, alginat, itd. Proteini, bilo
zivotinjskog ili biljnog porekla se takode intenzivno koriste kao nosaci a izdvajaju se Zelatin,
kolagen, proteini soje, kazein, itd. U novije vreme se intenzivno radi na razvoju nosaca na bazi
fosfolipida. Pored fosfolipida, od lipida koriste se jos i masne kiseline i voskovi (Wandrey et al.,
2010). Medu voskovima, karnauba vosak se istice svojim slozenim hemijskim sastavom i dobrim

tehnoloskim svojstvima (Regert et al., 2005; Wandrey et al., 2010). Karnauba vosak je jedan od



najcesce izucavanih voskova kada je u pitanju inkapsulacija farmaceutskih preparata (Bodmeier
et al., 1992; Ozyazic1 et al., 2006; Singh et al., 2007). Pored toga, ovaj vosak je nasao §iroku
primenu i u prehrmabenoj industriji (Lakkis, 2007).

Alginat je polisaharid koji se koristi u razli¢itim procesima inkapsulacije (Nussinovitch,
2003), pre svega zivih ¢elija za potrebe fermentacija ili za dobijanje inkapsulisanih probiotskih
kultura (Nedovi¢, 1999; Manojlovi¢ et al., 2010). Pored mikroorganizama, alginat se koristi i za
inkapsulaciju enzima (Knezevic et al., 2002) ili pak biljnih ulja (Chan, 2011). Princip formiranja
Cestica na bazi alginata je da se pod dejstvom spoljasnje sile kao $to je elektrostaticko polje ili
neka mehanicka sila izazove razbijanje mlaza alginatnog rastvora u kome se nalazi aktivna
komponenta (Priisse et al., 2008). Formirane kapi padaju u rastvor za geliranje gde dolazi do
formiranja gela 1 finalnog oblika Cestica. Kao sredstva za geliranje alginata koriste se rastvori
koji sadrze divalentne jone (npr. Ca®") (Nedovié, 2001). Pored toga, alginat moze da stvara
stabilne emulzije sa hidrofobnim komponentama, §to je jedno od najvaznijih svojstava ovog
polisaharida za njegovu upotrebu kao nosaca za inkapsulaciju ulja (Chan, 2011a). Alginat je
pokazao dobra svojstva pre svega u pogledu zaStite aditiva hrane od dejstva povisenih
temperatura (Manojlovi¢, 2008a; Manojlovic et al.,, 2008b). Pored toga, primenom
elektrostaticke ekstruzije je moguce dobiti alginatne Cestice kontrolisanih dimenzija u zavisnosti
od potreba (Nedovi¢ et al., 2001).

Pored prirodnih materijala, u procesima inkapsulacije se koriste i sinteticki materijali,
uglavnom u obliku polimera razli¢itih molekulskih masa i svojstava. Jedan od sintetickih
polimera koji ima veliki potencijal primene u biotehnologiji je i polivinil alkohol (PVA).

Polivinil alkohol je sinteticki, hidrofilni polimer koji ima sposobnost formiranja vodoni¢nih
veza izmedu susednih lanaca PVA. Na ovaj nacin se formiraju stabilni gelovi, koji mogu sadrzati
razli¢ite aktivne materije ali 1 inkapsulisane Celije za potrebe fermentacionih tehnologija
(Bezbradica et al., 2004; Pillay et al., 2005; Bezbradica et al., 2007). Dobijanje stabilnih gelova
na bazi PVA je moguce unaprediti primenom metode naizmeni¢nog smrzavanja-odmrzavanja,
pri ¢emu se dobija gel zadovoljavajucih karakteristika, bez primene dodatnih hemikalija (Ariga
et al., 1987). U novije vreme, PVA privlaci sve vecu paznju kao materijal za izradu vlakana
nanometarskih dimenzija sa inkapsulisanim lekovima ili aktivnim komponentama metodom
elektrospininga (Taepaiboon, 2006; Li et al., 2013). Pored lekova, upotrebom PV A kao nosaca je

moguce inkapsulisati prehrambene aditive u formi nanovlakana (Kayaci i Uyar, 2012). Ovo je



posebno intersantno s obzirom da se PVA moze koristiti za dobijanje tzv. aktivnih pakovanja i
ambalaze (Goodship i Jacobs, 2005).

Po hemijskom sastavu, arome koje se koriste u prehrambenoj industriji mogu biti Cista
jedinjenja ili pak smesa jedinjenja od kojih svako daje svoj specifi¢ni doprinos utisku koji data
aroma ostavlja na potroSac¢a. Hemijska jedinjenja koja ¢ine aromu nekog proizvoda su uglavnom
lako isparljiva i ¢esto podlozna negativnim uticajima tehnoloskog procesa. Pored toga, promene
u hemijskom sastavu aroma se mogu javiti i u fazama proizvodnje (ili izdvajanja) same arome,
Cuvanja ili u samom proizvodu. Negativni uticaji poviSenih temperatura, narocito u dugom
vremenskom periodu mogu dovesti do gubitka ili degradacije aromati¢nih materija i pogorSanja
kvaliteta proizvoda. Kiseonik, svetlost ili pak poviSena vlaznost mogu negativno uticati na
stabilnost hemijskih jedinjenja i dovesti do nastanka komponenti koje nisu poZeljne. Cinjenica da
cene aditiva a posebno aroma ucestvuju znacajno u formiranju krajnje cene proizvoda, namece
potrebu njihove racionalnije upotrebe ili dodatne zaStite primenom nekog od procesa
inkapsulacije.

Medu metodama za inkapsulaciju aroma, svakako se izdvaja sprej suSenje. Ovo je relativno
jednostavna tehnika inkapsulacije koja se bazira na primeni nosaca kao §to su: modifikovani
skrob, maltodekstrini, kukuruzni sirup, gumi arabika, itd. Medutim, sprej suSenje ima dva bitna
nedostatka. Prvo, kako se formiranje Cestica sa inkapsulisanom aromom odvija na relativno
visokim temperaturama, postoji opasnost od gubitka lako isparljivih komponenti. Drugo, jedan
deo aktivne komponente ostane na povrsini Cestica, Sto je ¢ini podloZnijom spoljasnjim uticajima
(Madene et al., 2005). Nosaci aroma koji se koriste za njihovu inkapsulaciju ne smeju biti Stetni
po ljudsko zdravlje. Pored toga, i njihova cena mora biti prihvatljiva (Van Soest, 2007). Kako
raste interes za novim inkapsulisanim aromati¢nim proizvodima, $iri se i spektar tehnika i
materijala za inkapsulaciju. Kada je cilj dobiti u vodi nerastvorne Cestice, sa dobrim mehanickim
1 termickim svojstvima, dve grupe materijala nosaca se isticu - hidrokoloidi i lipidi. U
dosadasnjim istrazivanjima, alginat se pokazao kao dobar nosa¢ za inkapsulaciju aroma.
Dobijanje i optimizacija proizvodnje Cestica na bazi alginata je dodatno olakSana upotrebom
elektrostaticke ekstruzije (Manojlovic et al., 2008b). Od lipidnih materijala, treba pomenuti
voskove kao nosace za inkapsulaciju aroma. Karnauba vosak se svojim svojstvima posebno

isti¢e kao pogodan nosa¢. Dosadasnja ispitivanja su pokazala da je uz upotrebu odgovarajucih



tehnika moguce dobiti Cestice ujednacenih dimenzija i sfernog oblika (Milanovic et al., 2010;

Milanovic et al., 201 1a).



1. TEORIJSKE OSNOVE

U ovom poglavlju je dat pregled strucne i teorijske literature koja je neophodna za
razumevanje procesa i metoda inkapsulacije kako sa aspekta Sire primene, tako i sa aspekta
primene u prehrambenoj industriji. Opisane su metode i tehnicka reSenja inkapsulacije,
materijali za inkapsulaciju kao i prikaz primene inkapsulacije u razlicitim oblastima nauke i

industrije. Poseban osvrt je dat na primenu inkapsulacije u prehrambenoj industriji.

1.1. Teorijske osnove procesa inkapsulacije
1.1.1. Pojam, znac¢aj i primena inkapsulacije

U ovom poglaviju je dat pregled najznacajnijih metoda i tehnika inkapsulacije kao i primeri
primena inkapsulacije u savremenoj biotehnologiji. Razmatran je znacaj pojedinih metoda
inkapsulacije kao i njihove prednosti i nedostaci s aspekta zastite aktivne komponente. Posebna
paznja je posvecena metodama inkapsulacije baziranim na primeni elektrostatickog polja i

disperzionim metodama (na bazi emulzifikacije).

Inkapsulacija je postupak kojim se aktivnhe komponente fizickim ili hemijskim putem
smestaju unutar strukture odredenog nosaca. Moze se rec¢i da je krajnji prizvod inkapsulacije
aktivna supstanca obavijena slojem (ili slojevima) materijala nosaca. Postupak inkapsulacije se
generalno sastoji iz meSanja aktivne komponente sa nosacem, gde se tako dobijena smeSa
ekstrudira ili se emulzifikuje u cilju dobijanja kapljica koje se zatim podvrgavaju procesu
o¢vrs¢avanja. Na ovaj nacin je moguce dobiti Cestice sa inkapsulisanom supstancom Ccije
dimenzije se kre¢u od nekoliko nanometara do nekoliko milimetara. Finalni produkt
inkapsulacije predstavlja sistem aktivha komponenta/nosa¢ koji se jo§ naziva i inkapsulat.
(Thies, 2005; Zuidam, i Shimoni, 2010; Augustin i Hemar, 2009).

S druge strane, inkapsulacija je daleko Siri pojam i obuhvata procedure zastite materijala
raznim postupcima, pri ¢emu krajnji proizvod moze biti razli¢itih oblika i dimenzija. Neke
procedure inkapsulacije podrazumevaju samo nanosenje zastitnog sloja preko povrSine aktivne
komponente. Druge pak procedure inkapsulacije podrazumevaju agregaciju ve¢ formiranih

materijala.



Medusobni odnos nosac-aktivna komponenta u Cestici dobijenoj inkapsulacijom je prikazan

na Slici 1.1.

Omotaé

Inkapsulisana
komponenta

a b

Slika 1.1. Osnovni tipovi Cestica dobijenih inkapsulacijom. a) ,,rezervor* tip Cestice; b)

,matriks® tip Cestice (Zuidam i Shimoni, 2010).

Generalno, inkapsulacijom se mogu dobiti dva tipa Cestica: ,,matriks* 1 ,rezervoar tip.
Razlika izmedu ova dva tipa Cestica je u tome Sto se kod ,,rezervoar ¢estica omotac nalazi oko
aktivne materije. Kod ,,matriks* tipa Cestica, aktivnha komponenta je dispergovana u samom
materijalu omotaca, ali se nalazi 1 na povrSini ¢estice. Ukoliko je potrebno, materijal na povrsSini
Cestica se moze zaStiti dodatnim slojevima omotaca. Pored sfernog oblika, procesom
inkapsulacije je moguce dobiti i druge oblike (npr. cilindri¢ne) ili pak Cestice nepravilnog oblika
(Zuidam i Shimoni, 2010).

Dimenzije Cestica dobijenih procesima inkapsulacije se krecu od relativno krupnih (nekoliko
milimetara) do nanometarskih veli¢ina. Prema Thies (2005) Ccestice dobijene procesima
inkapsulacije se po veli¢ini mogu podeliti na: ¢estice vece od 1000pm-mogu se oznaciti kao
mikrogranule (makrokapsule); Cestice ¢ija se veli¢ina nalazi izmedu 1-1000pum-nazivaju se
mikrokapsule; Cestice ispod 1pum se definiSu kao nanocestice. Pored Cestica razlicitih oblika i
dimenzija, sistemi za inkapsulaciju se mogu oblikovati 1 kao filmovi na bazi prirodnih
polisaharida (Marcuzzo et al., 2010; Hambleton et al., 2011).

Kao Sto se moze videti, inkapsulacija je Sirok pojam koji obuhvata veliki broj procedura i
tehnika. Inkapsulacija se koristiti u razli¢itim oblastima industrije, pri ¢emu je svaka specifi¢na

primena definisana zahtevima koje proces inkapsulacije mora da ispuni pre uvodenja u proces



proizvodnje. Zuidam i Shimoni (2010) navode nekoliko generalnih prednosti primene
inkapsulacije:
= QOlaksano rukovanje inkapsulisanom aktivnhom komponentom (npr. inkapsulacija
teCnosti 1 dobijanje ¢vrstih inkapsulata koji su laksi za rukovanje);
= Zastita aktivne komponente od nepovoljnih uslova sredine (negativni uticaj kiseonika,
manji gubici pri isparavanju, itd.);
= Bolja bezbednost (inkapsulacijom se smanjuje zapaljivost pojedinih komponenti);
= Stvaranje odredenih vizuelnih i teksturnih efekata (efekat na potroSaca);
= Kontrolisano otpustanje aktivne komponente;
= Maskiranje neprijatnih mirisa i generalno prikrivanje nezeljenih senzornih svojstava
aktivne komponente.

Pored nesumljivih prednosti, primena inkapsulacije i njeno uvodenje u nove procese
proizvodnje (i nove proizvode) je ograni¢eno nekim nedostacima koji se pre svega odnose na
relativno visoku cenu inkapsulacionih tehnologija i usloznjavanje procesa proizvodnje. Pored
toga, inkapsulisane aktivne materije mogu stvoriti neke negativne promene u samom proizvodu
(promenjena senzorna svojstva) ili pak da pretrpe oSte¢enja tokom proizvodnog procesa (Zuidam
i Shimoni, 2010).

Inkapsulacija je nasla Siroku primenu u razli¢itim oblastima nauke i industrije (Slika 1.2).

{ Farmacija ]
Poljoprivreda

Medicina
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Slika 1.2. Primena inkapsulacije u razli¢itim oblastima industrije i nauke.



Primera primene inkapsulacije je relativno puno i oni obuhvataju veliki broj proizvoda i
tehnologija u razli¢itim granama industrije i nauke. Oblik, veli¢ina i svojstva inkapsulata kao i
materijali za inkapsulaciju se razlikuju u zavisnosti od primene, zahteva 1 ciljeva inkapsulacije.
Jedna od prvih komercijalnih primena inkapsulata (razvijena pedesetih godina 20. veka) je bila u
Stamparskoj tehnici (Zuidam i Shimoni, 2010). U primarnoj poljoprivrednoj proizvodnji se radi
na inkapsulaciji pesticida a posebno herbicida (za suzbijanje korova), gde je cilj inkaspulacije
kontrolisano otpustanje (i zastita) aktivne komponente u cilju sprecavanje rasta korovskih biljaka
(Wang i Zhao, 2013). U oblasti farmacije je Siroko zastupljena inkapsulacija razli¢itih lekova 1
aktivnih supstanci sa terapeutskim efektom. Primenjuje se Siroki spektar materijala nosaca i
tehnika inkapsulacije kako bi se dobili inkapsulati zeljenih karakteristika (Donbrow, 1991). U
tekstilnoj industriji je sve veca potraznja za novim sistemima inkapsulacije i to pre svega kao
nacina za kontrolisano otpustanje parfema i omeksivaca (Nelson, 2002).

Prehrambena industrija je pored farmaceutske najveci korisnik inkapsulacije i proizvoda
inkapsulacije. Jedna od najvaznijih primena inkapsulacionih tehnologija u prehrambenoj
industriji se odnosi na inkapsulaciju aroma 1 aromati¢nih komponenti. U oblasti fermentacija,
inkapsulacija se koristi za inkapsulaciju ¢elija kvasca u procesima proizvodnje piva (Nedovié,
1999), bioetanola (Nikoli¢ et al., 2009) i prirodnih aroma (Lalou et al., 2013). Poseban segment
inkapsulacije za potrebe prehrambene industrije predstavlja dodatna zastita ¢elija probiotika, gde
je cilj dodatna stabilizacija i odrzavanje visokog broja aktivnih ¢elija (Manojlovi¢ et al., 2010).

Kod odabira metoda inkapsulacije treba voditi racuna o nekoliko bitnih kriterijuma: cilja
inkapsulacije; karakteristike aktivne komponente; karakteristike materijala nosaca; zakonske
regulative; ekonomicnosti pocesa itd. Sve su ovo samo neke od stavki koje se moraju uzeti u
obzir pre bilo kakve upotrebe inkapsulacije ili njenog uvodenja u proces proizvodnje (Zuidam 1

Shimoni, 2010).



1.1.2. Metode i tehnike inkapsulacije

Prema Thies (2005) procesi inkapsulacije se mogu podeliti na procese Tipa A (hemijski
procesi) i na procese Tipa B (mehanicki procesi). Pored ove, postoje i druge podele koje uzimaju
u obzir 1 druge parametre koji uti¢u na proces inkapsulacije kao 1 na samo formiranje Cestica.
Cesto je pak tesko razdvojiti procese na striktne grupe jer se formiranje Cestica odvija uz
primenu kako fizickih tako 1 hemijskih postupaka.

U procese Tipa A spadaju svi procesi inkapsulacije kod kojih se formiranje zastitnog sloja
omotaca oko aktivne komponente odvija u tecnosti. Kod ovih procesa je jako vazno postici
dobru emulzionu stabilnost (ili stabilnost disperzije). U procese tipa A spadaju: kompleksna
koacervacija; polimer/polimer inkompatibilnost; polimerizacija na povrSini tecno-te¢no i te¢no-
¢vrsto sistema; in situ polimerizacija; formiranje Cestica otparavanjem rastvaraca i ekstruzija sa
potopljenom diznom.

Procesi Tipa B obuhvataju: sprej suSenje; inkapsulacija u fluidizovanom sloju; centrifugalna
ekstruzija; ekstruzija pomocu rortirajuceg diska; polimerizacija na tecnoj/gas ili ¢vrstoj/gas
povrsini i ekstruzija pod pritiskom. Metode koje spadaju u procese Tipa B se baziraju na
disperziji pripremljenog rastvora za inkapsulaciju mehanickim procesima 1 naknadnim
geliranjem dobijenih Cestica (Thies, 2005).

U nastavku ¢e biti dat prikaz najvaznijih tehnika inkapsulacije s aspekta njihove primene u
prehrambenoj industriji. Posebna paznja je posvecena tehnikama koje se tradicionalno koriste za
inkapsulaciju aktivnih komponenti hrane kao i tehnikama koje su koris¢ene u eksperimentalnom

delu ovog rada.

1.1.2.1. Sprej suSenje

Sprej susenje je tehnika dobijanja inkapsulisanih proizvoda koja se bazira na rasprSivanju-
(atomizaciji) prethodno pripremljene smeSe aktivhe komponente i nosata u komori koja se
zagreva, pri cemu dolazi do formiranja ¢vrstih Cestica usled otparavanja rastvaraca. Moze se reci
da je ovo jedna od najstarijih 1 najzastupljenijih metoda inkapsulacije u savremenoj
biotehnologiji. U procesima sprej suSenja, voda se najces¢e koristi kao rastvara¢ za pripremu
rastvora nosaca ali se mogu koristiti 1 organski rastvaraci (aceton ili etanol). Primena organskih

rastvaraca zahteva posebnu opreznost, a pored toga dodatno poskupljuje sam proces. Aktivna
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komponenta pre same inkapsulacije moze biti u obliku rastvora koji se meSa sa nosacem ili je
pak disergovana odnosno emulgovana sa nosaéem. Sema sprej susaca i dizne za atomizaciju je
prikazana na Slici 1.3. Kako bi se dobile Cestice, smeSa aktivne materije i nosaca se rasprsuje
pomocu specijalne dizne pod pritiskom vazduha ili pomocu rotiraju¢eg atomizera. Faktori koji
uticu na konacnu veli¢inu Cestica su: svojstva rastvora koji se suSi (viskozitet i povrSinski
napon), vreme susenja, protok i pritisak u dizni. Pored toga, na veli¢inu Cestica se moze uticati i
preko vremena zadrzavanja u samom uredaju. Sto ¢estice duZe ostaju u uredaju (tj. duZe se suse)

to se mogu susiti ¢estice vecih dimenzija (Zuidam i Shimoni, 2010).

i

Slika. 1.3. Sprej susenje: a) skica sprej susaca Mini Spray Dryer B-290 (BUCHI
Labortechnik AG, Svajcarska), 1.Ulaz vazduha, 2.Greja¢, 3. Temperaturni senzor na ulazu
vazduha, 4.Dizna, 5.Komora za susenje, 6. Temperaturni senzor na izlazu vazduha, 7.Ciklon,
8.Posuda za sakupljanje proizvoda, 9.Aspirator; b) dizna sprej suSaca i formirane Cestice

(slike preuzete uz dozvolu sa online prezentacije kompanije BUCHI®).

Generalno, veli¢ina Cestica dobijenih metodom sprej susenja varira od 10um do 400um.

Posebnu paznju treba posvetiti pregrevanju materijala u toku procesa susenja tj. inkapsulacije.
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Proces suSenja se kontroliSe preko kontrole temperature i protoka ulaznog i izlaznog vazduha.
Temperatura ulaznog vazduha varira u opsegu od 150-220°C dok se temperatura izlaznog
vazduha kre¢e u opsegu 50-80°C (Zuidam i Shimoni, 2010).

Materijali nosaca koji se koriste u procesima inkapsulacije sprej susenjem moraju da pruze
dobru temperaturnu zastitu aktivnoj komponenti ali i da budu dobro rastvorljivi u vodi i da imaju
pristupac¢nu cenu. Od materijala koji se koriste kao nosaci pri inkapsulaciji sprej suSenjem treba
izdvojiti: guma arabiku, proteine mleka, zelatin, proteine soje, maltodekstrine, itd. U novije
vreme se radi i na dobijanju inkapsulisanih sistema koji su otporniji prema vodi (tj. teze se
rastvaraju) kako bi se omogucilo kontrolisano otpuStanje aktivnih materija iz nosaca
(Gharsallaoui et al. 2007; Zuidam i Shimoni, 2010). Primer Cestica dobijenih metodom sprej

suSenja je dat na Slici 1.4.

Slika 1.4. Slike Cestica dobijenih metodom sprej susenja na bazi proteinskih izolata surutke
iz rastvora razli¢itih pH vrednosti (Duongthingoc et al., 2013), (slike preuzete uz dozvolu

izdavaca Elsevier).

Za prehrambenu industriju posebno je interesantna inkapsulacija probiotika metodom sprej
susenja. Probiotske kulture se mogu inkapsulisati primenom razli¢itih nosaca kao S§to su obrano
mleko (Radulovi¢ et al., 2012), maltodekstrini ili neka od prirodnih guma (Manojlovi¢ et al.,

2010). Neke lako isparljive i temperaturno osetljive komponente aroma mogu se degradirati ili
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pak ispariti iz smeSe u toku samog procesa, Sto zahteva posebnu paznju i odabir odgovarajuceg

rezima susenja (Bertolini et al., 2001).

1.1.2.2. Sprej hladenje

Sprej hladenje je metoda inkapsulacije koja se bazira na rasprSivanju smeSe aktivne
komponente i nosaca, pri ¢emu je nosac u otopljenom stanju. Nakon disperzije, ¢estice se hlade i
formiraju svoj finalni oblik. Aktivha komponenta moze biti rastvorena ili dispergovana u
otopljenom nosacu pre samog procesa inkapsulacije. Formiranje Cestica je sli¢no kao 1 kod sprej
suSenja, samo §to nema otparavanja vode ve¢ se Cestice formiraju hladenjem otopljenog nosaca.
Formiranje Cestica (pre samog o¢vrs¢avanja) se moze izvrsiti upotrebom dizni, rotirajué¢eg diska
ili koekstruzijom (Zuidam i Shimoni, 2010). Metoda sprej hladenja je koriS¢ena za inkapsulaciju
lekova u lipidne nosace, pri ¢emu su dobijeni inkapsulati kasnije koriS¢eni za formulacije tableta
(Savolainen et al., 2003). Dobijanje Cestica se moze vrSiti 1 primenom ultrazvuka kao metode za
disperziju materijala pre ocvr§¢avanja (Passerini et al., 2006).

Opisana metoda inkapsulacije je koris¢enja u ovom radu za dobijanje lipidnih mikrocestica

na bazi karnauba voska. Detaljnije o ovoj metodi je dato u Poglavlju 4.1.

1.1.2.3. Liofilizacija

Uklanjanje rastvaraCa na niskim temperaturama (ispod tacke mrZnjenja rastvaraca) pod
vakumom se mozZe koristiti za dobijanje inkapsulisane aktivnhe komponente, koja ostaje
zarobljena unutar strukture nosaca. Kod procesa inkapsulacije liofilizacijom, smeSa nosaca (koji
je rastvoren u pogodnom rastvaracu-najcesce vodi) i aktivne kompone se prvo zamrzne a zatim
se pod vakumom 1 uslovima redukovane temperature vrsi direktno otparavanje rastvaraca
sublimacijom. Temperature koje se koriste za zamrzavanje materijala pre liofilizacije se krecu u
opsegu od -90 do -40°C. Nakon suSenja, dobijena osuSena masa se dalje moze obradivati u
zavisnosti od potreba (npr. mlevenjem). Zbog Cinjenice da se proces vodi pod vakumom, da
zahteva primenu niskih temperatura a i zbog duzine procesa, liofilizacija se smatra dosta
neekonomi¢nom u poredenju sa npr. sprej suSenjem (Zuidam i Shimoni, 2010). S druge strane,
neke osetljive komponente a posebno zive ¢éelije (npr. bakterije) su jako osetljive i zahtevaju

posebnu paznju pri inkapsulaciji. Primena liofilizacije za inkapsulaciju bakterija je nasla primenu

13



kod inkapsulacje bioloskih senzora (Tessema et al., 2006). Pored zivih ¢elija, liofilizacija je
koriS¢ena za inkapsulaciju polifenola uz upotrebu maltodekstrina kao nosaca (Sanchez et al.,
2013). Posebano polje primene liofilizacije je naknadno suSenje inkapsulisanih aktivnih
komponenti dobijenih nekom drugom metodom inkapsulacije. Ovde se liofilizacija javlja na
kraju procesa inkapsulacije, kao finalni proces obrade ve¢ inkapsulisanog materijala. Chan
(2011a) je koristio liofilizaciju kao metodu suSenja inkapsulisanog ulja koje je prethodno
zarobljeno u obliku sfernih Cestica na bazi kalcijum alginata. Na ovaj nacin su dobijene osusSene
Cestice sa visokim sadrzajem ulja i sa zadovoljavaju¢im karakteristikama posebno u poredenju sa
Cesticama koje su susene klasi¢nim susenjem na povisenoj temperaturi.

Kao §to je ve¢ receno, proces liofilizacije se odvija na temperaturama koje su ispod tacke
mrznjenja rastvarata. Medutim, uklanjanje rastvaraCa (tj. njegovo otparavanje) i formiranje
cvrste strukture inkapsulisanog materijala je moguce voditi 1 na temperaturama koje su iznad
tatke mrznjenja rastvaraca. Ovi procesi susenja se takode izvode pod vakumom ali su za razliku

od liofilizacije jeftiniji i znacajno su krac¢i (Zuidam i Shimoni, 2010).

1.1.2.4. Oblaganje aktivhe komponente zastitnim slojem

Proces oblaganja aktivne komponente (koja je u Cvrstom agregatnom stanju) se moze

realizovati na dva nacina: 1) Oblaganjem u bubnju i 2) Oblaganjem u fluidizovanom sloju.

Oblaganje u bubnju

Nanosenje zastitnog sloja oko aktivne komponente metodom oblaganja u bubnju se bazira na
dispergovanju materijala omotaca (koji je u teCnom stanju) na povrSinu Cvrste aktivne
komponente, pri ¢emu je aktivha komponenta u pokretu tj. kre¢e se u bubnju koji rotira.
Materijal se ravnomerno nanosi na povrSinu aktivne materije i formira zastitni film. Na ovaj
na¢in je moguce oblagati prehrambene (npr. Sec¢erni film preko povrSine proizvoda) i

farmaceutske proizvode (Woznicki i Grillo, 1989; Park i Yeo, 2006; Krogars et al., 2002).
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Oblaganje u fluidizovanom sloju

Oblaganje u fluidizovanom sloju je proces stvaranja zastitnog omotaca oko ¢vrste aktivne
supstance koja se nalazi u fluidizovanom stanju, pri ¢emu se zaStitni materijal rasprSuje po
aktivnoj supstanci. Princip formiranja zastitnog filma metodom oblaganja u fluidizovanom sloju

je dat na Slici 1.5.

Nanosenje o _
materijala Oblaganje Sjedinjavanje Oblozena ¢estica

0 ¢

Nanosenje cestica Fornuranje filma

Slika 1.5. Princip metode inkapsulacije oblaganjem u fluidizovanom sloju (slike (uz

modifikacije) preuzete uz dozvolu sa online prezentacije kompanije Glatt®).

Promenom fizi¢kih parametara, pre svega temperature (moze se regulisati temperatura u
komori kao i temperatura materijala omotaca i vazduha), dolazi do formiranja ¢vrstog omotaca
na povrsini aktivne materije. Ostali parametri koji uti¢u na proces oblaganja su protok omotaca,
sastav omotaca (pre svega udeo vode) i protok vazduha. Kao omotaci se koriste derivati celuloze,
dekstrini, proteini, razli¢ite lipidne materije, itd. Generalno, materijal koji se nanosi na povrsinu
¢vrste aktivne komponente se moze dispergovati sa dna ili sa vrha komore u kojoj se vrsi
oblaganje (Zuidam i Shimoni, 2010) ili se materijal nosaca moze uvoditi u komoru tangencijalno
(Dewettinck 1 Huyghebaert, 1999; Lakkis, 2007) (Slika 1.6). Kod oblaganja u fluidizovanom
sloju treba voditi racuna da nastaju fine Cestice koje se moraju uklanjati putem filtera (Zuidam i

Shimoni, 2010).
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Slika 1.6. Razli¢ite konfiguracije sistema oblaganja u fluidizovanom sloju: a) disperzija

omotaca sa vrha komore; b) disperzija omotaca sa dna komore; c) disperzija omotaca
tangencijalno, (slike (uz modifikacije) preuzete uz dozvolu sa online prezentacije kompanije

Glatt®).

Primenom ovog nacina oblaganja je moguce zastiti osetljive komponente od negativnih
uticaja sredine. Fiore et al. (2012) su pokazali da se oblaganjem natrijum hlorida u
fluidizovanom sloju uz koriS¢enje lipofilnih omotaca moze znafajno uticati na smanjenje
nastanka produkata Maillard-ovih reakcija u pekarskim proizvodima.

Aglomeracijom u fluidizovanom sloju se postize uvecanje dimenzija Cestica Cije prvobitne
dimenzije nisu pogodne za dalju upotrebu. Turchiuli et al. (2005) i Fuchs et al. (2006) su
pokazali da se aglomeracija ve¢ pripremljenih Cestica inkapsulisanog ulja moze efikasno obaviti
u fluidizovanom sloju. U oba istrzaivanja je ulje primarno inkapsulisano metodom sprej suSenja

a zatim je vrSena aglomeracija dobijenih ¢estica u fluidizovanom sloju.

1.1.2.5. Inkapsulacija primenom ekstrudera

Kombinovanjem materijala nosaca (u otopljenom stanju) i ekstrudera, moguce je dobiti
inkapsulisanu aktivnu komponentu u razli¢itim oblicima 1 dimenzijama, pri ¢emu se formiranje
kona¢ne forme inkapsulata bazira na o€vr§¢avanju nosaca nakon ekstruzije. Sam ekstruder je
uredaj u kome se obavlja topljenje materijala nosaca i njegova homogenizacija sa aktivnom
komponentom. Ekstruder se sastoji iz nepokretnog dela (cevi) i rotora koji se nalazi u cevi i koji

rotira, pri ¢emu se u razli¢itim sekcijama ekstrudera obavlja homogenizacija, topljenje 1 finalno
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oblikovanje materijala. Kao nosac¢i se mogu koristiti: skrobovi, Seceri, maltodekstrini, derivati
celuloze, lipidi i proteini (Zuidam i Shimoni, 2010). Posebno treba istac¢i skrobove kao pogodne
nosace za ovaj tip inkapsulacije. Skrobovi su kori§¢eni kao materijali omotaca za inkapsulaciju-
ekstruziju pesticida (Carr et al., 1993) i bilnog ulja metodom ekstruzije sa ekstruderima (Yilmaz
et al., 2001).

Drugi tip procesa koji je slican ekstruziji i koji takode koristi otopljene nosace se moze
definisati kao injektovanje otopljenog materijala (pod pritiskom) kroz prethodno definisani otvor
(ili otvore) u ohladeni rastvara¢ kojim se vrsi dehidratacija i finalno formiranje inkapsulata.
Razlika u odnosu na ekstruziju sa ekstruderom je u tome $to se ovde ne koristi klasi¢ni ekstruder
(sa rotorom) ve¢ se ekstruzija vr$i u vertikalnom uredaju za ekstruziju (injektovanje). Od
materijala nosaca najcesce se koriste glukozni sirup ili Seceri a kao rastvaraci te¢ni azot ili
izopropanol. Finalna veli¢ina Cestica kod ovog procesa je u opsegu 0.2-2mm. Generalno,
primenom ove metode se uglavnom dobijaju u vodi rastvorljive Cestice sa inkapsulisanim
materijalom dok se u odredenim slucajevima (primenom modifikovanih nosa¢a) moze smanjiti
rastvorljivost nosaca i na taj nacin stabilizovati inkapsulisani materijal u vodenoj sredini (ukoliko

je to cilj) (Zuidam i Shimoni, 2010).

1.1.2.6. Koacervacija

Koacervacija odnosno stvaranje koacervata se koristi kod sistema kod kojih je aktivna
komponenta nerastvorna u vodi (Thies, 2005). Kako bi se formirali koacervati, potrebno je
stvoriti sistem kod koga je aktivnha komponenta dispergovana u npr. polimernom rastvoru ili
sistemu nosaca (tj. nosacu), koji se zatim prevodi putem variranja parametara sistema (npr. pH,
temperatura) u formu te¢nog filma koji obavija aktivhu komponentu. Formiranje te¢nog filma
nosaca se javlja na povrsini dispergovane aktivne komponente (koja moze biti u ¢vrstom ili
teCnom agregatnom stanju). Dobijene kapsule (koacervati) se dalje mogu dodatno gelirati
(o¢vrscavati) ili pak susiti do praSkaste forme (Thies, 2005; Zuidam i Shimoni, 2010). Izgled

formiranih koacervata koji kao aktivhu komponentu imaju ulje dat je na Slici 1.7.
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Slika 1.7. Ulje inkapsulisano metodom koacervacije (Gouin, 2004) (slika preuzeta uz

dozvolu izdavaca Elsevier).

Ukoliko se koristi vise od dva polimera (suprotnih naelektrisanja), onda se proces naziva
kompleksna koacervacija. U praksi se dosta koristi sistem guma arabika i zelatin za dobijanje
kompleksnih koacervata iz emulzija. Pored gume arabike, mogu se koristiti 1 drugi prirodni

materijali koji su negativno naelektrisani (Zuidam i Shimoni, 2010).

1.1.2.7. Molekulska inkluzija

Molekulska inkluzija predstavlja metodu inkapsulacije koja se bazira na zadrzavanju aktivne
komponente unutar Supljina koje formiraju molekuli nosaca. Svakako najpoznatiji i najrasireniji
postupak inkapsulacije molekulskom inkluzijom predstavlja zadrzavanje aktivne komponente
unutar strukture ciklodekstrina. Formiranje ciklodekstrina je enzimski proces (enzim
ciklodekstrin glukozotransferaza), pri kome se molekuli glukoze (poreklom iz skroba) povezuju
o 1-4 vezama uz formiranje cikli¢nih oligosaharida tj. ciklodekstrina. Ciklodekstrini se dele
prema broju molekula glukoze koje sadrze na: a (6 molekula), B (7 molekula) i y (8 molekula)
(Szente 1 Szejtli, 2004; Goh et al., 2009; Zuidam i Shimoni, 2010). Prikaz strukture
ciklodekstrina i primer inkapsulacije aktivnhe komponente (vanilina) u strukuru ciklodekstrina je

prikazan na Slici 1.8.
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Slika 1.8. a) Hemijska struktura f ciklodekstrina; b) Struktura i okvirne dimenzije o, B 1y
ciklodekstrina; c) Hemijska struktura vanilina; d) inkapsulisani vanillin unutar strukture

ciklodekstrina (Kayaci i Uyar, 2012), (slike preuzete uz dozvolu izdavaca Elsevier).

Zbog malog prostora koji zatvaraju molekuli glukoze pri formiranju ciklodekstrina ostaje
relativno mali prostor za smeStanje aktivne supstance, §to svakako umanjuje moguénost njihove
primene u procesima inkapsulacije. Pored toga, regulative nekih zemalja i1 organizacija
ogranicavaju upotrebu ciklodekstrina u proizvodima, §to je takode jedna od prepreka njihovoj
Siroj upotrebi (Szente 1 Szejtli, 2004; Zuidam i1 Shimoni, 2010). U nekim slucajevima je
dozvoljena njihova upotreba u procesima inkapsulacije (npr. aroma) ili tamo gde je potrebna
zastita aktivnih komponenti od oksidacije, dejstva svetlosti ili visoke temperature. Pored toga,
ciklodekstrini (bez aktivne supstance) mogu se koristiti za modifikacije fizickih svojstava hrane
ili pak da maskiraju nepozeljna senzorna svojstva proizvoda (Szente 1 Szejtli, 2004).

Formiranje kompleksa izmedu aktivne komponente i molekula ciklodekstrina tj. sam proces
inkapsulacije se moze realizovati na viSe nacina: metodom koprecipitacije, metodom talozenja,
metodom paste i metodom suvog mesanja (Hedges, 1998).

Od ostalih materijala koji se mogu upotrebiti u procesima inkapsulacije molekulskom
inkluzijom treba pomenuti amilozu (inkapsulacija lipida) i B-laktoglobulin (Zuidam i Shimoni,

2010).
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1.1.2.8. Lipozomi

Lipozomi predstavljaju nosace koji se sastoje iz fosfolipidnih membrana unutar kojih se
smeSta aktivna komponenta. Formiranje lipozoma se odvija u uslovima intenzivnog meSanja
fosfolipida u vodenoj fazi. U osnovi, lipozomi nastaju kao rezultat interakcija (hidrofilno-
hidrofobno) izmedu fosfolipida i vode, pri ¢emu je aktivna komponenta u vodenoj fazi ili je pak
vezana za membranu lipozoma. Lipozomi predstavljaju sisteme za inkapsulaciju aktivnih
komponenti kod kojih se finalne dimenzije inkapsulata krecu od nekoliko nanometara do
nekoliko mikrona. Za dobijanje lipozoma koriste se koloidni mlinovi ili postupak
mikrofluidizacije. Kao materijali za dobijanje lipozoma dosta se koriste lecitin i holesterol. Mana
lipozoma je u tome $to vremenom mogu postati nestabilni i mogu stvarati krupnije agregate.
Inkapsulisani proizvodi na bazi lipozoma su nasli primenu pre svega u farmaceutskoj industriji a
manje u proizvodnji hrane (Zuidam i Shimoni, 2010). U novije vreme se radi na koriS¢enju
lipozoma kao nosaca sa inkapsulaciju bioloski aktivnih komponenti, pri cemu se kombinuje vise

metoda dobijanja inkapsulata (Isailovi¢ et al., 2013).

1.1.2.9. Emulzifikacija

Emulzije predstavljaju sastavne delove prehrambenih proizvoda, ¢ija su priprema i stabilnost
predment brojnih istrazivanja. Emulzije su dvofazni sistemi koji se sastoje od uljane i vodene
faze. Osnovni uslov postojanja emulzije je uspostavljanje takvog sistema kod koga nema
razdvajanja faza. Emulzije se uobiCajeno pripremaju pomocu homogenizatora razlicitih
konstrukcija. Osnovni zahtev koji se postavlja pred proces emulzifikacije je da se nakon
pripreme emulzije odredeno vreme zadrZi njena stabilnost.

Ova metoda inkapsulacije je posebno pogodna za inkapsulaciju aroma i u mastima
rastvorljivih vitamina (Appelqvist et al., 2007; Zuidam i Shimoni, 2010). Emulzifikacija se moze
koristiti 1 za dobijanje polimernih Cestica, pri ¢emu je priprema emulzije jedan od koraka u
proizvodnji (Poglavlje 1.1.2.10). Dalje, dobijene emulzije se mogu obradivati i procesuirati
drugim metodama inkapsulacije. Tako na primer, emulzije koje sadrze dispergovane kapljice
arome (Soottitantawat et al., 2005) ili pak ulja (Fuchs et al., 2006) mogu se dalje susiti metodom
sprej suSenja. Priprema stabilnih emulzija a posebno odabir odgovarajuc¢ih nosaca je jedan od

bitnih uslova za inkapsulaciju lipofilnih komponenti metodom liofilizacije (Kaushik i Roos,
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2007). Pored toga, stabilne emulzije su bitne i kod dobijanja inkapsulata koji sadrze ulje 1 koji se
dobijaju metodom ekstruzije uz primenu polisaharida kao nosaca (Chan, 2011a).

Emulzifikacija se moze primeniti i za dobijanje Cvrstih lipidnih Cestica sa inkapsulisanom
aktivnom materijom. Princip metode se sastoji u tome da se otopljeni lipidni materijali (masti ili
vosak) disperguju u vodi a zatim se hlade, pri ¢emu nastaju ¢vrste Cestice sa inkapsulisanom
aktivnom komponentom. Nedostatak ovog koncepta inkapsulacije je ¢injenica da moze do¢i do
nepotpune inkapsulacije ukoliko je aktivna komponenta rastvorljiva u vodi. (Zuidam 1 Shimoni,
2010). Ovaj postupak inkapsulacije je ispitivan u cilju zastite osetljivih komponenti pre svega
aroma i to kako u ¢vrstom tako i u te€nom stanju. Pokazalo se da se postupak dobijanja lipidnih
Cestica metodom emulzifikacije (disperzije) u otopljenom stanju moze uspe$no primeniti uz
postizanje visoke inkapsulacione efikasnosti (Milanovic et al., 2010; Milanovi¢, 2011b).

Opisana metoda inkapsulacije je koriS¢enja u ovom radu za dobijanje lipidnih mikrocestica

na bazi karnauba voska. Detaljnije o0 ovoj metodi je dato u Poglavlju 4.1.
1.1.2.10. Inkapsulacija u polimerne mikrosfere

U literaturi se pod pojmom mikrosfera obicno podrazumeva Cestica na bazi biopolimera koja
sadrzi aktivnhu komponentu. Ovakvi sistemi su intenzivno proucavani kao nosaci ¢elija, enzima,
aditiva za hranu, etarskih i jestivih ulja, itd. (Nedovi¢, 1999; Manojlovi¢, 2008a; Zuidam 1
Shimoni, 2010, Chan, 2011a). Najzastupljeniji tip mikrosfera su cestice na bazi kalcijum
alginata. Priprema mikrosfera na bazi kalcijum alginata je relativno jednostavna i generalno ne
izaziva oSteCenja aktivne komponente. Ovo je posebno vazno ako se inkapsuliSu zive celije,
enzimi ili pak aktivne materije koje su osetljive na dejstvo poviSenih temperatura (Manojlovic,
2008a; Zuidam i Shimoni, 2010).

Metode dobijanja mikrosfera na bazi polimernih nosaca se mogu podeliti u dve grupe:

= Metoda ekstruzije (ukapavanja);
= Metoda emulzifikacije.

Sematski prikaz metoda dobijanja polimernih mikrosfera dat je na Slici 1.9. Kao §to se moze
videti, dobijanje polimernih Cestica sa inkapsulisanom aktivhom komponentom se odvija u
fazama, pri ¢emu se moze konstatovati da svaka od prikazanih metoda ima svoje prednosti i

mane, pre svega kada je u pitanju kontrola velicine Cestica.
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Dobijanje cestica metodom ekstruzije se bazira na disperziji polimernog rastvora (sa
dispergovanom aktivnom komponentom) kroz kapilaru (najéesée iglu), pri ¢emu dolazi do
formiranja kapi koje padaju u rastvor za geliranje. Na ovaj nacin je moguce dobiti polimerne

mikrosfere na bazi alginata, ali 1 ostalih prirodnih polimera (Zuidam i Shimoni, 2010).

U

Geliranje-
o¢vrscavanje u
rastvoru za
geliranje

Priprema Aktivna Priprema Aktivna
rastvora komponenta rastvora komponenta
Mesanje Mesanje

ﬂ
Ekstruzija Disperzija u
; kontinualnoj
ukapavanje) Tuammo)
(kapayeny fazi

4

J

Geliranje-
o¢vrscavanje
dodatkom sredstva
za geliranje

U

Odvajanje Odvajanje
cestica iz Cestica iz
rastvora za k011ti1)11al1_1_e
geliranje i dalji faze 1 dalji
tretman tretman
Metoda ekstruzije Metoda emulzifikacije

Slika 1.9. Sematski prikaz metoda dobijanja polimernih mikrosfera sa inkapsulisanom

aktivnhom komponentom.

Alginat je posebno pogodan za dobijanje mikrocestica metodom ekstruzije jer sa divalentnim
jonima (npr. Ca’") gradi stabilne gelove. Vise o svojstvima alginata i njegovoj primeni u
procesima inkapsulacije je dato u Poglavlju 4.2.

Kada je u pitanju alginat, uobicajeno je da se kao nosac koristi u obliku vodenih rastvora
koncentracije 0.6-4.0%. U literaturi se najceS¢e koristi natrijum alginat u smesi sa aktivnom

komponentom. Smesa se ukapava u rastvor za geliranje (najces¢e 0.05-1.5 M rastvor kalcijum
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hlorida). Tako se dobijaju sferne Cestice Ca-alginata koje mogu sadrzati razliCite aktivne
komponente 1 biokatalizatore (Nedovi¢, 1999; Manojlovi¢, 2008a; Zuidam i Shimoni, 2010).
Emulziona tehnika se bazira na primarnom formiranju emulzije u npr. biljnom ulju pre
samog geliranja alginata. Ovaj metod je lakSe primeniti u industrijskim uslovima ali se mora
voditi ra¢una da na povrSini formiranih sfera zaostaje ulje koje se mora odvojiti pre daljih
tretmana 1 postupaka (Zuidam 1 Shimoni, 2010).
U nastavku je izvrSena podela ekstruzionih postupaka s posebnim osvrtom na elektrostati¢ku

ekstruziju koja je koriS¢ena kao jedna od metoda inkapsulacije u ovom radu.

1.1.2.11. Ekstruzione metode i tehnike inkapsulacije

Ekstruzione tehnike inkapsulacije poslednjih godina su postale veoma zastupljene u
procesima kod kojih je cilj dobijanje sfernih Cestica na bazi polimernih materijala. Razvijeno je
viSe metoda, kao Sto su: metoda ukapavanja; vibraciona metoda; metoda ukapavanja uz dejstvo
sekundarnog toka vazduha; rasprSivanje pomocu rotiraju¢eg ravnog diska; presecanje mlaza
pomoéu rotirajuéeg diska i elektrostaticka ekstruzija (Nedovi¢, 1999). Sematski prikaz

ekstruzionih metoda inkapsulacije prikazan je na Slici 1.10.
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Slika 1.10. Ekstruzione tehnike: a) Metoda ukapavanja; b) Vibraciona metoda; ¢) Metoda
ukapavanja uz dejstvo sekundarnog toka vazduha; d) RasprSivanje pomocu rotiraju¢eg ravnog
diska; e) Presecanje mlaza pomocu rotirajuceg diska; f) Elektrostaticka ekstruzija (Nedovi¢,

1999; Zuidam i Shimoni, 2010).

Metoda ukapavanja

Metoda ukapavanja pripremljene smeSe nosaca i aktivne komponente u rastvor za geliranje je
najjednostavnija ekstruziona metoda (Slika 1.10a). Metoda se bazira na formiranju kapi
polimer/aktivna komponenta na vrhu igle pod dejstvom gravitacione sile. Formirana kap se
otkida sa vrha igle i pada u rasvor za geliranje. U toku procesa, neophodno je potiskivati
pripremljeni materijal kroz iglu kako bi proces tekao neometano. Ovom metodom je moguce
dobiti Cestice precnika od 2 do 3 mm. Mane ove metode su mali kapacitet i relativno veliki

precnik dobijenih Cestica.
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Vibraciona metoda

Vibraciona metoda se zasniva na primeni vibracija za formiranje kapi, koje nakon otkidanja
sa vrha igle padaju u rastvor za geliranje (Slika 1.10b). U toku procesa, igla vibrira, $to dovodi
do prekidanja mlaza i formiranja kapi. Veli¢ina Cestica se reguliSe podeSavanjem frekvencije
vibracija i1 brzine protoka tecnosti kroz iglu. Prednost ove metode je $to se mogu dobiti Cestice
precnika manjeg od 1 mm. Pored toga, ova metoda je pogodna za proizvodnju Cestica kada se

zahteva veca koli¢ina inkapsulisanog materijala.

Metoda ukapavanja uz dejstvo sekundarnog toka vazduha

Ova metoda se bazira na uvodenju sekundarnog toka vazduha u nivou otvora igle (Slika
1.10c). Na ovaj nacin je moguce dobiti Cestice €iji precnik moze biti u rasponu od 0.2 do 3 mm.
Nedostaci ove metode su nemoguénost postizanja velikih kapaciteta i neujednacenost veliine
Cestica. Poseban problem se javlja kada se koriste rastvori polimera vec¢ih koncentracija, pri

¢emu dolazi do prekida toka, posebno pri koriS¢enju igala manjih precnika.

Metoda rasprsivanja pomocu rotirajuceg ravnog diska

Metoda rasprSivanja pomocu rotirajuc¢eg ravnog diska je pogodna za proizvodnju Cestica iz
jako viskoznih suspenzija. Princip metode je u rasprSivanju suspenzije pomocu diska koji rotira
velikom brzinom (Slika 1.10d). Pre¢nik cestica se moze regulisati podeSavanjem brzine
proticanja suspenzije i brzine rotiranja diska. Pored toga, veli¢ina Cestica zavisi 1 od prec¢nika

diska 1 karakteristika suspenzije.

Metoda presecanja mlaza

Metoda presecanja mlaza se bazira na formiranju ¢estica pomocu rotora koji preseca mlaz
teCnosti. Rotor se sastoji iz Zicanih segmenata koji udaraju¢i u mlaz te¢nosti formiraju najpre
segmente cilindri¢nog oblika koji dobijaju sferni oblik padajuéi ka rastvoru za geliranje (Slika

1.10e). Ova metoda je pogodna za proizvodnju Cestica iz viskoznih rastvora polimera kao i za
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procese gde se zahteva veci kapacitet. Primenom ove metode je mogucée dobiti uniformne

Cestice, precnika manjih od 1 mm.

Elektrostaticka ekstruzija

Elektrostaticka ekstruzija se zasniva na primeni elektrostatickog polja za proizvodnju kapi
relativno malih dimenzija. Cestice nastaju kao posledica dejstva elektrostatiénog polja na tok
tecnosti (Slika 1.10f). Kada nije primenjen napon, tj. kada Cestice nastaju samo pod dejstvom
gravitacije, kap koja se formira na vrhu igle se uvecava sve dok njena tezina ne savlada
povrsSinski napon te¢nosti pri ¢emu dolazi do otkidanja kapi. Kod elektrostaticke ekstruzije
formiranje kapi (u slucaju alginata) dolazi kada sila elektrostatickog polja nadvlada povrsinski
napon tec¢nosti, pri ¢emu dolazi do otkidanja kapi, koja pod dejstvom gravitacije pada u rastvor
za geliranje (Poncelet et al., 1999; Manojlovi¢, 2008a; Kosti¢ et al., 2012).

Elektrostati¢ko polje deluje na tok tecnosti (na vrhu kapilare), pri ¢emu se formirana kap sve
vise izduzuje u oblik konusa (tzv. Tejlorov konus) (Slika 1.11). Daljim dejstvom elektrostatickog
polja, te€nost se izduzuje u oblik ,,vlakna®“, od koga se formiraju kapi koje padaju u rastvor za
geliranje. Primena elektrostatickog potencijala omogucava dobijanje sfernih alginatnih Cestica sa
razli¢itim aktivnim inkapsulisanim komponentama. Osnovna prednost ove metode nad
ekstruzijom bez primene elektrostatiCkog polja je kontrola veli¢ine Cestica i dobijanje Cestica
zeljenog pre¢nika. Ovom metodom je moguce dobiti Cestice mikrometarskih veli¢ina (Nedovi¢
et al., 2001; Manojlovi¢, 2008a; Kosti¢ et al., 2012).

Na veli¢inu dobijenih Cestica uticu pre svega fizicke karakteristike rastvora polimera, pre¢nik
igle, rastojanje izmedu igle i rastvora za geliranje, protok te¢nosti i primenjeni napon (Bugarski
et al.,, 1994; Nedovi¢, 1999; Nedovi¢ et al., 2001, Kosti¢ et al., 2012). Kada se govori o
parametrima rastvora, viskozitet rastvora polimera koji se koriste kao nosaci predstavlja jedan od
najvaznijih reoloskih parametara koji uti¢u na formiranje Cestica pri elektrostatickoj ekstruziji.
Ovo je posebno vidljivo na primeru ekstruzije Na-alginata i dobijanju Ca-alginatnih Cestica.
Naime, sa povecanjem koncentracije alginata u rastvoru raste i viskozitet samih rastvora, $to
dovodi do oteZavanja procesa ekstruzije. Pri relativno malim koncentracijama alginata (do 2%)

mogu se pri odredenim protocima dobiti uniformne cestice sfernog oblika sa pre¢nicima manjim
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od 100um. Medutim, sa pove¢anjem koncentracije alginata, raste i viskozitet rastvora §to dovodi

do formiranja izduzenih tj. Cestica nepravilnog oblika (Nedovic et al., 2006).

Slika 1.11. Efekat primenjenog napona na formiranje Tejlorovog konusa pri: a) 6 kV, b) 8
kV, ¢) 10kV, d) 12 kV. e) Sema uticaja promene napona na formiranje konusa (Yu et al., 2011),

(slike preuzete uz dozvolu izdavaca RSC).

Pored parametara rastvora, na veli¢inu formiranih kapi (a samim tim i finalnih Cestica)
najvecéi uticaj ima samo elektrostaticko polje. Precnik kapi (d) koja se dobija pod dejstvom
elektrostati¢kog polja je definisan izrazom:

U2
d=d,; ]_[U_J (1.1)

2
c

gde je dj pre¢nik kapi u odsustvu elektrostatickog polja (U = 0) a U, je kriti¢ni potencijal.
Veli¢ina koja se uzima kao mera dejstva elektrostaticCkog polja na tok tecnosti je kriticni

potencijal (U.) na vrhu igle (kapilare), pri kome dolazi do formiranja kapi.
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d
U = |4 (1.2)
ke,

gde je d. unutrasnji pre¢nik igle, 6 povrSinski napon rastvora polimera, g dielektricna konstanta
vazduha, dok k predstavlja parameter koji zavisi od vremena formiranja kapi i vremena
adsorpcije polimera na povrsini kapi. Sam kriti¢ni potencijal zavisi od viSe parametara kao §to
su: rastojanje izmedu vrha igle 1 kolektora (rastvora za geliranje, suprotno naelektrisan u odnosu
na iglu), povrSinski napon tecnosti, protok rastvora, viskozitet rastvora, precnik igle, polaritet i
geometrija sistema za inkapsulaciju (Poncelet et al., 1999; Nedovi¢ et al., 2002; Kosti¢ et al.,
2012).

Primenom elektrostatickog polja se pored mikroCestica mogu dobiti 1 vlakna ili pak Cestice

koje su nanometarskih veli¢ina (Slika 1.12).

90

a b C

Slika 1.12. Razli¢iti postupci inkapsulacije bazirani na primeni elektrostatickog polja: a)
elektrostaticka ekstruzija; b) elektrosprej; ¢) elektrospining. Igle (kapilare) su na ovoj Semi
povezane na izvor pozitivnog naelektrisanja, dok se na suprotnom kraju nalazi kolektor povezan

na izvor negativnog naelektrisanja.

Primenom visokog napona dolazi do formiranja polimernog mlaza na vrhu igle koji je
privucen suprotno naelektrisanim kolektorom. Kada elektrostaticka sila savlada povrsinski napon
te€nosti, dolazi do formiranja Tejlorovog konusa sa ¢ijeg vrha se odvaja polimerna ,,nit*. U toku
puta od vrha igle do povrSine kolektora dolazi do formiranja polimernog vlakna uz istovremeno

isparavanje rastvaraca (Reneker et al., 1996; Ramakrishna et al., 2005; Qin et al., 2012).
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Elektrostaticka ekstruzija, kao metoda za inkapsulaciju Siroko je primenjivana u razli¢itim
oblastima biotehnologije. Generalno, primena elektrostaticke ekstruzije se moze podeliti na
oblasti biologije, inzenjerstva tkiva, farmacije, fermentacija i inkapsulacija aktivnih hemijskih
suspstanci (npr. aroma, ekstrakata bilja, itd.) (Kosti¢ et al., 2012). U kombinaciji sa
odgovaraju¢im nosac¢ima, elektrostatiCka ekstruzija predstavlja jako pogodnu metodu za
inkapsulaciju ¢elija i enzima. Nedovi¢ et al. (2001) su pokazali da je primenom elektrostaticke
ekstruzije moguce dobiti Cestice kalcijum alginata koje pruzaju optimalne uslove za rast celija
kvasca. Knezevic et al. (2002) su koristili elektrostaticku ekstruziju za imobilizaciju lipaze.
Dobijeni imobilisani enzim je primenjen za hidrolizu palminog ulja, sa moguénos$¢u ponovne
upotrebe enzima nakon reakcije. U kombinaciji sa razli¢itim nosacima, elektrostaticka ekstruzija
(1 modifikacije ove metode) je koriS¢ena za imobilizaciju hepatocita u kombinovanom matriksu
katjonskih i1 anjonskih polimera (Zhou et al., 2005), odnosno u kalcijum alginatni matriks (Xie 1
Wang, 2007). Elektrospining kao tehnika za inkalsulaciju se moze primeniti i za inkapsulaciju
aroma. Camerlo et al. (2013) uspesno su inkapsulisali limonen u nanovlakna na bazi polivinil
alkohola. Isti materijal je primenjen i1 kao nosa¢ (u kombinaciji sa ciklodekstrinima) za

inkapsulaciju vanilina (Kayaci 1 Uyar, 2012).

1.2. Materijali za inkapsulaciju

Inkapsulacijom bioloski aktivnih materija, lekova, aditiva i biokatalizatora generalno se
postize veca hemijska i fizicka stabilnost ili u slucaju ¢elija (npr. kvasci, bakterije, itd.) bolja
biokataliticka svojstva i otpornost na spoljasne uticaje. Kako bi se udovoljilo specifi¢cnim
zahtevima koji se postavljaju pred inkapsulacione tehnologije, prvo je potrebno definisati koji
materijali (materijali nosaca) se mogu koristiti za inkapsulaciju datog tipa aktivne komponente ili
biokatalizatora. Karakteristike materijala koji se koriste kao nosaci u procesu inkapsulacije imace
najveci uticaj na svojstva inkapsulisane aktivne komponente. Koji materijal i u kom obliku
primeniti za dati tip inkapsulacije je odluka koja mora biti doneta na bazi pazljivih analiza i
istrazivanja. Materijali koji se mogu primeniti u procesima inkapsulacije su brojni i njihova
podela na pojedine grupe je krajnje uslovna. Koji materijal ¢e se koristiti kao nosa¢ aktivne
komponente zavisi od vrste materijala koji treba da se inkapsulise kao i1 od proizvoda ili procesa

u kome ¢e se inkapsulisani proizvod primenjivati. Materijali koji se koriste kao nosaci za
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inkapsulaciju prehrambenih aditiva moraju da zadovolje stroge kriterijume bezbednosti i da
naravno budu odobreni za primenu u prehrambenoj industriji.

Svojstva materijala kao $to su dobra kompatibilnost sa aktivnim sastojkom, dobro formiranje
filmova, kontrolisano propusStanje gasova i vodene pare su svakako medu najvaznijim koje
materijal nosaca treba da poseduje. Takode, mogu se primeniti dva ili viSe materijala, pri cemu
jedan na primer daje dobra mehanicka svojstva, dok drugi predstavlja dobru barijeru za kiseonik.
Ovakav pristup omogucava da se postignu zeljeni rezultati kombinovanjem pozeljnih svojstava
razlic¢itih materijala. Konac¢no, cena materijala i njithova dostupnost diktira koji ¢e se materijal
koristiti kao nosac aktivne komponente (Wandrey et al., 2010; Zuidam i Shimoni, 2010).

U Tabeli 1.1. je data podela materijala (na bazi njihovog porekla) koji se mogu upotrebiti kao
nosaci u procesima inkapsulacije.

Tabela 1.1. Podela materijala nosaca prema poreklu (Wandrey et al., 2010).

T, Materijali Materijali dobijeni
Materijali biljnog v e . . . -
Zivotinjskog 1 od morskih Ostali materijali
porekla . !
mikrobnog porekla organizama
Skrob i derivati Ksantan Karagenan Parafin
Celuloza 1 derivati Gelan Alginat Polivinilpirolidon
Biljni ekstrudati Dekstran Polivinil alkohol
(npr. guma arabika) Hitozan Oksidi silicijuma
Biljni ekstrakti Kazein Oksidi aluminijuma
(npr. galaktomanani) Proteini surutke
Polisaharidi Zelatin
Gluten Masne kiseline
Biljni izolati Alkoholi
(npr. izolati soje ) Voskovi
Masne kiseline Fosfolipidi
Alkoholi Gliceridi
Voskovi
Fosfolipidi

Generalno, materijali nosaca za inkapsulaciju se dele na ugljene hidrate, proteine, lipide,
sinteticke 1 neorganske materijale. U nastavku je dat pregled i svojstva materijala nosaca
koriS¢enih u ovom radu: alginata, polivinil alkohola i karnauba voska.

U procesima inkapsulacije, ugljeni hidrati su najceS¢e primenjivani materijali nosaca.

Najzastupljeniji ugljeni hidrati u procesima inkapsulacije su: glukoza, fruktoza, saharoza,
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laktoza, maltodekstrini, skrob i celuloza. Kako su ugljeni hidrati Siroko zastupljeni u prirodi, to
ih ¢ini izuzetno pogodnim za primenu u procesima inkapsulacije.

Posebno vazna grupa ugljenih hidrata koja se koristi za inkapsulaciju su polisaharidi. Cesto
se u literaturi sre¢u razliciti nazivi za ovu veliku grupu jedinjenja kao npr. gume ili hidrokoloidi.

Od proteina se za potrebe inkapsulacije najviSe upotrebljavaju gluten, kazein, proteini
surutke i zelatin (Wandrey et al., 2010).

Lipidi se takode koriste u procesima inkapsulacije, gde pre svega dolaze do izrazaja njihova
hidrofobna svojstva. Ovo je heterogena grupa jedinjenja u koju spadaju supstance koje se veoma
razlikuju po hemijskoj strukturi i karakteristikama. Od lipida u procesima inkapsulacije se
koriste: masti, ulja, voskovi i fosfolipidi (Wandrey et al., 2010).

Moze se rec¢i da su sa aspekta inkapsulacije voskovi jedna od najznacajnijih grupa jedinjenja.
Voskovi se prema poreklu dele na prirodne i veStacke. U grupu prirodnih voskova spadaju biljni,
zivotinjski 1 voskovi fosilnog (mineralnog) porekla (Endlein i Peleikis, 2011; Jenkins i Friedman,
1949). U grupu biljnih voskova spadaju voskovi koji nastaju kao posledica metabolizma biljaka.
Jedan od najvaznijih biljnih voskova (sa tehnoloSkog apsekta) je karnauba vosak. Pored
karnauba voska, treba pomenuti i ostale biljne voskove koji poticu iz biljnog materijala kao §to
su cvetovi, plodovi i seme. Ovde od znacajnih voskova treba izdvojiti kandelila vosak i japanski
vosak, koji su po hemijskom sastavu manje slozeni u poredenju sa karnauba voskom (Regert et
al., 2005).

Od sintetickih materijala koji se mogu koristiti u procesima inkapsulacije treba pomenuti
polivinil pirolidon (PVP), koji se isti¢e dobrim svojstvima kada je u pitanju formiranje filmova.
Pored toga, PVP se odlikuje dobrim termic¢kim svojstvima (Wandrey et al., 2010). Pored PVP-a,
od sinteti¢kih polimera se jo$ koristi i PVA u kombinaciji sa alginatom kako bi se dobile Cestice

trazenih svojstava (Bezbradica et al., 2004).
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1.2.1. Alginat

Istorijski gledano, alginat je relativno dugo poznat kao materijal u Cistom obliku. Ovaj
polisaharid prvi je otkrio E.E.C. Stanford 1881. godine pri analizi algi.

Komercijalni alginati se dobijaju iz algi koje se vade iz mora. Veliki proizvodac alginata je
Norveska, mada se proizvodi 1 u drugim delovima sveta. Proces dobijanja alginata se sastoji iz
vadenja algi iz mora, mlevenja biomase, kiselinskog pranja (uklanjanje necisto¢a), ekstrakcija (u
baznoj sredini) i filtracija. Postoji viSe proizvoda koji se mogu dobiti ovim procesom. Dalja
prerada obi¢no ide preko prevodenja alginske kiseline (slabo rastvorna u vodi) u njene soli, pri
¢emu se mogu dobiti (u zavisnosti od tretmana), natrijum-, kalijum- ili kalcijum alginat (Dreher,
2001).

Najzastupljeniji i komercijalno najznacajniji je alginat koji se dobija iz braon morskih algi
(moze dosti¢i i do 40% suve materije algi). Vrste smedih algi iz kojih se izdvajaju komercijalni
alginati su: Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera i Ascophyllum nodosum. Komercijalno
manje znacajne vrste su: Laminaria digitata, Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lesonia
negrascens 1 Sargassum sp. Alginat ima vaznu funkciju u strukturi tkiva algi. Ovaj polisaharid je
smesten u intracelularnom matriksu u obliku gela, koji sadrzi jone natrijuma, kalcijuma,
magnezijuma, stroncijuma i barijuma. Osnovna funkcija ovih gelova jeste da daju ¢vrstinu i
savitljivost koja je algama neophodna za rast u uslovima koji vladaju u moru.

Pored alginata iz algi, treba pomenuti da se i neke baketrijske vrste mogu koristiti za sintezu
ovog polisaharida. Neke vrste iz roda Pseudomonas i Azotobacter u kontinualnim kulturama
mogu dati znacajne koli¢ine alginata (Nedovi¢, 1999; Donati i Paoletti, 2009).

Alginati u hemijskom pogledu predstavljaju grupu jedinjenja sa kompleksnom strukturom,
koja je definisana pre svega sastavom i organizacijom subjedinica. Generalno se moZe re¢i da su
alginati linearni polisaharidi koji su rastvorni u vodi i koji se sastoje od ostataka B-D-
manuronske (M) i a-L-guluronske kiseline (G), koji su medusobno povezani 1,4-glikozidnim
vezama (Slika 1.13a) (Nedovi¢, 1999; Donati i Paoletti, 2009).

U strukturi samog alginata postoje blokovi sastavljeni od B-D-manuronske (M) i a-L-
guluronske kiseline (G), ¢iji sadrzaj ima veliki uticaj na svojstva alginata i alginatnih gelova

(Slika 1.13b).
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Slika 1.13. Konformacija f-D-manuronske-ManA (M) 1 a-L-guluronske kiseline-GulA (G)
(a); Sastav blokova kod alginata (b) (Donati et al., 2009), (slike (uz modifikacije) preuzete uz

dozvolu izdavaca Springer).

Sastav 1 veli¢ina pojedinih blokova odreduju fizicka svojstva alginata. Sastav blokova unutar
strukture alginata je odgovoran pre svega za svojstva alginatnih gelova. Sto se ti¢e uticaja
strukture blokova na lance molekula i njihovu interakciju, moze se re¢i da je ovaj uticaj bez
znacaja jer su u ogledima dobijeni skoro isti rezultati za razli¢ite strukture blokova.

Alginat u obliku soli (npr. Na-alginat) je rastvoran u vodi, pri ¢emu se dobijaju viskozni
rastvori. Rastvorljivost alginata zavisi od sadrzaja soli, pri ¢emu u slucaju povecanih
koncentacija pojedinih soli (npr. KCI) moze do¢i i do razdvajanja faza u rastvoru alginata. Moze
se re¢i da prisustvo pojedinih soli smanjuje rastvorljivost alginata u vodi, ¢ak 1 u
koncentracijama manjim od 0,1M. S druge strane, ovo se moze iskoristiti za izdvajanje 1
prec€iS¢avanje alginata. Pored soli, na rastvorljivost alginata uti¢e i pH vrednost rastvora, pri
¢emu je efekat posebno izrazen u kiseloj sredini gde moze do¢i do razdvajanja faza. Ova pojava
je izraZenija kod alginata koji u svom sastavu imaju viSe MG subjedinica nego kod onih kod
kojih dominiraju G 1 M subjedinice. Viskozitet alginatnih rastvora zavisi od duzine alginatnog
lanca, odnosno molekulske mase. Sa pove¢anjem molekulske mase, raste i viskozitet alginatnih
rastvora. Ovo je posebno vazno kod primene alginata u prehrambenoj industriji (Donati i

Paoletti, 2009).

33



Dobijanje polimernih gelova zavisi od niza Cinilaca a pre svega je uslovljeno svojstvima
samih polimera i metodom (mehanizmom) geliranja. Mehanizam formiranja polimernih gelova

se generalno moze podeliti u sledece grupe:

* Hemotropni gelovi-formiraju se hemijskim interakcijama unutar molekula. Primeri gelova
dobijenih ovim mehanizmon su: polistirenske ili poliakrilne jonoizmenjivacke soli ili

umrezeni dekstrani;

= Jonotropni gelovi-formiraju se putem izmene jona. Primeri gelova dobijenih ovim

mehanizmom su: sistemi alginat/polilisin i sistemi na bazi hitozana i polifosfata.

= Helatotropni gelovi-formiraju se putem stvaranja helatnih reakcija. Primeri gelova dobijenih

ovim mehanizmom su: alginatni gelovi umreZeni sa divalentnim jonima;

= Solvotropni gelovi-formiraju se putem izmene sastava rastvaraca. Primeri gelova dobijenih

ovim mehanizmom su koacervati.

= Termotropni gelovi-formiraju se zagrevanjem pocetnog polimera. Primeri gelova dobijenih

ovim mehanizmom su modifikovani gelovi na bazi hidroksietil celuloze;

= Psihrotrofni gelovi-formiraju se hladenjem (ne smrzavanjem) pocetnog polimera. Primeri

gelova dobijenih ovim mehanizmom su gelovi na bazi: Zelatina, skroba, agara i karagenana.

= Kriotropni gelovi-formiraju se smrzavanjem pocetnog polimera. Primer gelova dobijenih

ovim mehanizmom su gelovi na bazi polivinil alkohola (Lozinsky et al., 2003).

Mehanizam formiranja alginatnih gelova

Jedno od najpoznatijih svojstava alginata je formiranje gelova u prisustvu odredenih katjona.
Ovo svojstvo alginata je jedno od klju¢nih za njihovu primenu u razli¢itim oblastima

biotehnologije. Alginati ispoljavaju specifi¢an afinitet prema vezivanju odredenih katjona. Ovaj
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afinitet prema katjonima bi mogao da se predstavi: Pb*" > Cu** > Ba®>" > Sr*" > Ca*" > Mn*" > >
Mg®*. Mehanizam formiranja alginatnih gelova je prvenstveno vezan za G blokove unutar
molekula alginata. Interakcija G blokova pri formiranju gelova se moZe pokazati na primeru Ca*"

katjona (Slika 1.14):

a - _
€00 o 00 o

G / co0~ HO / c00~
“ooc “ooc
OH OH
/’ a

Slika 1.14. Mchanizam formiranja alginatnog gela jonima Ca>” (Model “kutije za jaja™)
(a); Sema interakcije izmedu lanaca alginata pri formiranju gela (b) (Donati et al., 2009), (slike

(uz modifikacije) preuzete uz dozvolu izdavaca Springer).

U literaturi se model formiranja alginatnog gela u reakciji sa dvovalentnim katjonima cesto
naziva Model “kutije za jaja” (Egg-box model). U reakciju stupaju po dva G bloka iz svakog od
dva lanca alginata i formiraju spoj (¢vor). Mehanic¢ka otpornost alginatnih gelova dobijenih u
reakciji sa dvovalentnim katjonima zavisi pre svega od strukture i veli¢ine molekula alginata.
Kao So je ve¢ reCeno, u formiranju alginatnih gelova, najvazniju ulogu imaju G blokovi.
Pokazalo se da visok sadrzaj o-L-guluronske kiseline u lancu alginata povoljno utie na
mehanicku stabilnost gela. Pored toga, uestalost GG blokova u molekulu alginata takode je
znacajno sa stanovista mehanicke stabilnosti gela (Nedovié, 1999; Donati i Paoletti, 2009).

Pored geliranja dvovalentnim jonima, alginati u odredenim vrednostima pH mogu dati tzv.
kiselinske gelove. I u slucaju kiselinskih gelova, predpostavka je da je za njihovo formiranje

odgovoran sadrzaj G blokova u molekulu alginata (Donati i1 Paoletti, 2009).
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Alginatni gelovi dobijeni geliranjem sa dvovalentnim katjonima su ispitivani kako za potrebe
inkapsulacije razli¢itih aktivnih komponenti, tako i za inkapsulaciju biokatalizatora. Proces
formiranja Cestica (obi¢no sfernog oblika) na bazi alginata i u prisustvu dvovalentnih jona je
relativno jednostavan. Uobi¢ajeno je da se rastvor alginata u kome je i1 aktivna komponenta
propusta kroz kapilaru, pri ¢emu se na vrhu kapilare formiraju kapi koje se otkidaju i padaju u
tzv. rastvor za geliranje, gde dolazi do zamene jona i formiranje gela kao Sto je prethodno
objasnjeno. U literaturi se kao sredstvo za geliranje alginata najcesS¢e koristi vodeni rastvor
CaCl,. Pri formiranju alginatnog gela u reakciji sa dvovalentnim katjonima, dolazi do
kontrakcije zapremine Cestica i gubitka vode. Ovo je posebno izrazeno kod alginata sa
smanjenim sadrzajem GG blokova. Sama procedura je jednostavna i ne uti¢e negativho na
svojstva inkapsulisane materije, Sto je posebno bitno u slu¢aju inkapsulacije zivih Celija. Kada je
re¢ o veliCini alginatnih Cestica, u literaturi se mogu nac¢i podaci da ona varira od 200pum do
3mm. Veli¢ina zavisi pre svega od primene inkapsulisane aktivne materije ali i od svojstava
alginatnog rastvora i primenjene tehnike inkapsulacije (Nedovi¢, 1999; Nedovi¢ 2001).

Difuzione karakteristike alginatnih gelova tj. veli¢ina njihovih pora su vazan faktor kada je u
pitanju prenos materije kroz gel i1 stabilnost inkapsulisane aktivne materije. U literaturi postoje
razli¢iti podaci za veli¢inu pora kod alginatnih gelova. Generalno se moze re¢i da pore dostizu
veli¢inu do 200nm. Na veli¢inu pora uti¢e vise faktora, a pre svega struktura i koncentracija
alginata, kao i kinetika formiranja gela. Difuzione karakteristike gela su bitne pre svega zbog
transporta materija kod sistema sa imobilisanim ¢elijama (Nedovi¢, 1999).

U oblasti biotehnologije, alginatni gelovi se najcescée koriste u obliku sfernih ¢estica razlicitih
dimenzija. U praksi se za dobijanje alginatnih Cestica koriste tehnike koje se baziraju na primeni
spoljasnje sile za dispergovanje alginata u obliku kapi koje padaju u rastvor za geliranje gde
dobijaju konacni oblik i dimenzije (Nedovi¢ et al., 2001; Priisse et al., 2008).

Alginat omoguc¢ava rad sa razli¢itim tehnikama inkapsulacije. Primenom elektrostatickog
polja pri viSim razlikama potencijala moguce je dobiti razlicite oblike kao §to su mikrocestice

(Bonino et al., 2011) ili pak nanovlakna (Ma et al., 2012) (Slika 1.15).
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Slika 1.15. Primeri sistema inkapsulacije koji se baziraju na alginatu kao nosacu: a)

Alginatne Cestice sa inkapsulisanim ¢elijama kvasca (Nikoli¢ et al., 2009); b) Mikrocestice
alginata (Bonino et al., 2011); ¢) Nanovlakna na bazi alginat/polietilen oksid (Ma et al., 2012)

(slike (uz modifikacije) preuzete uz dozvolu izdavaca Elsevier).

Alginat u formi gela dobijenog umrezavanjem pomoéu Ca®’ jona se moze koristiti za
inkapsulaciju zivih ¢elija za potrebe fermentacija, dobijanje inkapsulisanih probiotskih kultura
(Nedovi¢, 1999; Manojlovi¢ et al., 2010), ¢elija kvasca (Nikoli¢ et al., 2009) ili pak enzima
(Knezevic et al., 2002). Pored svojstva formiranja gelova u prisustvu dvovalentnih katjona,
rastvori alginata su se pokazali i kao dobri stabilizatori emulzija. Ovo svojstvo alginatnih
rastvora je od klju¢nog znacaja pri inkapsulaciji hidrofobnih aktivnih materija, a pre svega
biljnih ulja. U ovom sluc¢aju alginat ima dvostruku ulogu: stabilizuje emulziju pre inkapsulacije

tj. spreCava razdvajanje faza i ujedno sluzi kao nosac za inkapsulaciju (Chan, 2011a).
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1.2.2. Polivinil alkohol

Polivinil alkohol (PVA) je sinteticki polimer koji je zahvaljuju¢i svojim karakteristikama
nasao brojne primene u raznim oblastima industrije i nauke. Sinteza PVA je prvi put izvrSena
1924. godine i to hidrolizom polivinil acetata. Danas se PVA dobija po slicnom, kontinualnom
postupku sinteze. PVA se obicno dobija u obliku belog praha, koji je bez mirisa 1 ukusa. U
zavisnosti od stepena hidrolize, PVA se moze dobiti kao delimi¢no ili potpuno hidrolizovan.
PVA se rastvara u vodi, dok mu je rastvorljivost u organskim rastvaracima slaba (Saxena, 2004).
Stepen hidrolize ima veliki uticaj na svojstva PVA. Sa povecanjem stepena hidrolize, opada
rastvorljivost u vodi, povecava se mehanicka otpornost i otpornost na rastvarace (Goodship i
Jacobs, 2009).

Jedno od najvaznijih svojstava PVA je spontano formiranje vodoni¢nih veza izmedu OH
grupa susednih lanaca polimera rastvorenog u vodi (Wittlich et al., 2004). Pored toga, dodatak
borata takode moze da dovede do umrezavanja PVA 1 formiranja gelova (Liang et al., 2009).

Molekulska struktura PVA 1 mehanizam formiranja vodoni¢nih veza su dati na Slici 1.16.
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Slika 1.16. Struktura PVA i mehanizam spontanog formiranja vodoni¢nih veza u molekulu

PVA (Wittlich et al., 2004), (slika preuzeta uz dozvolu izdavac¢a Kluwer Academic Publishers).

Spontanim geliranjem PV A na temperaturama iznad 0°C formiraju se slabi, nestabilni gelovi,

koji nisu pogodni za upotrebu (Wittlich et al., 2004). Pored toga, upotreba bora kao sredstva za
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geliranje je nepozeljna zbog rizika po zdravlje (Zaijun et al., 2006). PoboljSanje svojstava PVA
gelova je moguée ostvariti koris¢enjem metode smrzavanja-otapanja. Ova procedura dovodi do
formiranja znatno jac¢ih vodoni¢nih veza, pri ¢emu dobijeni gelovi imaju vecu mehanicku
otpornost (Wittlich et al., 2004). Gelovi dobijeni metodom smrzavanja-otapanja se u literaturi jo$
nazivaju i ,krio gelovi“. Krio gelovi se dobijaju smrzavanjem monomera ili polimera.
KarakteriSe ih porozna struktura koja pokazuje dobre difuzione karakteristike, $to je od velikog
znacaja za inkapsulaciju biokatalizatora. Sustinski, za dobijanje krio gelova je bitna kristalizacija
rastvaraca, koja omoguc¢ava formiranje konacne strukture nakon otapanja (Lozinsky et al., 2003).

Pored metode smrzavanja-otapanja, na trziStu je moguce na¢i komercijane materijale na bazi
PVA koji se mogu koristiti za inkapsulaciju razli¢itih biokatalizatora. LentiKat® predstavlja
posebno pripremljeni PVA nosa¢ kod koga se umrezavanje vrsi gubitkom vode u ve¢ formiranim
Cesticama 1 njihovom naknadnom regeneracijom u posebnom rastvoru. Pomenuti sistem
inkapsulacije omogucava dobijanje visoko aktivnih biokatalizatora uz zadovoljavajucu
mehanicku ¢vrstinu Cestica (Wittlich et al., 2004; Bezbradica et al., 2007).

Polivinil alkohol je naSao Siroku primenu u razliCitim oblastima industrije. Koristi se kod
proizvodnje stakla za automobile, kao vezivo za boje, u proizvodnji deterdZenata kao i u
proizvodnji polimernih emulzija. Takode, koristi se u tekstilnoj industriji, u gradevinarstvu kao
sredstvo za ojacanje betona, proizvodnju uzadi, u proizvodnji papira i za degradabilne kese za
otpad. U procesima inkapsulacije, PVA je ispitivan kao nosa¢ za inkapsulaciju aktivnih materija
za potrebe primarne poljoprivredne proizvodnje. Ovde je akcenat na kontrolisanom otpustanju
aktivne materije 1 na biodegradaciji PVA. Delimi¢no hidrolizovani PVA je nasao primenu u
prehrambenoj industriji, gde se koristi kao zastita proizvoda od dejstva vlage. Pored zastite od
vlage, PVA predstavlja i dobru barijeru za kiseonik i1 druge spoljasnje uticaje, pri ¢emu moze da
maskira ukus 1 miris proizvoda. Prema podacima koji se mogu nac¢i u literaturi, PVA se dodaje u
tablete koje se koriste kao dodatak ishrani. Pored ovih proizvoda, PVA se primenjuje i u
proizvodnji ¢okolade, sladoleda i nekih mle¢nih proizvoda kao i u nekim proizvodima na bazi
zitarica (Saxena, 2004).

Dobijanje inkapsulisanih sistema na bazi PVA se moze vrsiti uz primenu razli¢itih metoda
kako bi se dobili Zeljeni oblici inkapsulata i dimenzije sistema (Slika 1.17.). Elektrostaticka
ekstruzija se koristi kao jedna od metoda za dobijanje Sirokog opsega veli¢ina Cestica kao 1 za

inkapsulaciju razlicitih aktivnih komponenti (Levic et al., 2013). Pored toga $to se koristi za
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dobijanje mikrocestica, PVA se moze koristiti kao nosac i kod drugih metoda inkapsulacije kao
Sto je disperzija pomoc¢u gasa sa naknadnim geliranjem (Yang et al., 2008). Posebnu paznju u
novije vreme privlace filmovi na bazi PVA dobijeni procesom elektrospininga. U osnovi, ovi
filmovi se sastoje od velikog broja nanovlakana koja formiraju mrezu tj. osnovnu strukturu filma

(Hong et al., 2007).
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Slika 1.17. Primeri sistema inkapsulacije koji se baziraju na polivinil alkoholu kao
nosacu: a) Cestice PV A/alginat sa inkapsulisanim enzimom (Nunes et al., 2010); b) PVA Cestice
sa Fe;Os (Yang et al., 2008); c) PVA nanovlakna sa AgNO3 (Hong, 2007) (slike (uz
modifikacije) preuzete uz dozvolu izdavaca Springer (Slika 1.17a), 1 Wiley (Slika 1.17b-c)).

U novije vreme se sve viSe radi na novim materijalima kako bi se dobila biodegradabilna
ambalaza 1 ujedno nasla zamena za postojece plasticne materijale. Polivinil alkohol je jedan od
materijala koji se izuCavaju kao potencijalni materijal za dobijanje biodegradabilne plastike
(Goodship i Jacobs, 2009).

U ostalim oblastima biotehnologije, PVA je istrazivan kao nosac za inkapsulaciju razli¢itih
aktivnih materija i biokatalizatora. U obliku posebno dizajniranih ¢estica, PVA je koris¢en za
imobilizaciju ¢elija kvasca 1 njihovu primenu u primarnoj fermentaciji piva. Ostvareni rezultati
pokazuju da PVA predstavlja dobru sredinu za rast ¢elija kvasca (Bezbradica et al., 2007). Pored
mikroorganizama, PVA je ispitivan i kao nosa¢ za imobilizaciju enzima (Nunes et al., 2010).
Hidrogelovi na bazi PVA se koriste u medicini kao nosaci lekova, za izradu implanta i aktivnih

zavoja za tretman rana (Goodship i Jacobs, 2009).
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1.2.3. Karnauba vosak

Karnauba vosak je prirodni produkt metabolizma Karnauba palme (Copernicia prunifera),
¢ija su prirodna staniSta severo-istone oblasti Brazila. Sam vosak se moze opisati kao biljna
izluCevina, koja se nalazi na povrSini listova. Sa aspekta metabolizma same biljke vosak
predstavlja barijeru koju biljka proizvodi kako bi sprecila gubitak vode tokom susnog perioda
vegetacije. Vosak se sakuplja sa povrSine listova (koji su prethodno osuSeni) u obliku praha.
Vostani prah se zatim otapa i oslobada necistoca, potom se prevodi u ¢vrsto stanje hladenjem 1i
na kraju preraduje (najces¢e lomi) u ljuspice i kao takav se uglavnom moze naci u prodaji.
Postoje dve osnovne klase karnauba voska sa vise podklasa. Ova klasifikacija je izvrSena na bazi
starosti sirovine tj. liS¢a sa koga se sakuplja vosak. Prva klasa je klasa voska dobijena od lis¢a
koje raste u sredini i jo§ uvek nije otvoreno pri berbi a druga klasa se dobija sakupljanjem voska
za otvorenog lis¢a. Dalje podele klasa su bazirane na boji voska i sadrzaju vlage (Jenkins i
Friedman, 1949).

Karnauba vosak se smatra jednim od najtvrdih voskova. Takode ima izuzetno visoku tacku
topljenja, koja je se obi¢no krece oko 82-86°C (Lakkis, 2007).

Prema hemijskom sastavu, karnauba vosak predstavlja slozenu smesu razli¢itih organskih
materija. Od komponenti koje karnauba vosak sadrzi treba izdvojiti alkohole koji u svojoj
strukturi imaju od 28 do 34 ugljenikova atoma, pri ¢emu se prema raspolozivim podacima
dobijenim gasnohromatografskom analizom izdvaja alkohol sa 34 C atoma kao glavna
komponenta medu alkoholima. Pored toga, karnauba vosak u svom sastavu ima i manje koli¢ine
palmitinske i stearinske kiseline. U hemijskoj strukturi karnauba voska pored alkohola dugog
lanca, zastupljeni su i estri dugog lanca koji mogu imati od 48 do 62 ugljenikova atoma, pri
c¢emu je najzastupljeniji estar sa 56 C atoma. Takode, karnauba vosak sadrzi i masne kiseline
koje sadrze od 16 do 30 ugljenikova atoma (Regert et al., 2005).

Karnauba vosak se zbog svojih svojstava meSa sa drugim voskovima u cilju poboljsanja
njihovog kvaliteta i zadovoljenja specificnih tehnoloSkih zahteva (Lakkis, 2007). U procesima
inkapsulacije, karnauba vosak je koris¢en kao nosa¢ u kombinaciji sa aromama kao aktivnim
komponentama. Metodom disperzije u vodi otopljenog voska i arome dobijene su sferne Cestice

uz veliku inkapsulacionu efikasnost (Slika 1.18) (Milanovic et al., 2010; Milanovié, 2011b).
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Slika 1.18. a) SEM slike Cestica karnauba voska sa inkapsulisanom aromom; b) povrsina Cestica
karnauba voska sa inkapsulisanom aromom (Milanovic et al., 2010), (slika preuzeta uz dozvolu

izdavaca MDPI).

Posebno treba ista¢i primenu karnauba voska za inkapsulaciju farmaceutskih komponenti.
Zbog svojih svojstava, karnauba vosak se relativno jednostavno moze primeniti kao nosa¢ za
dobijanje Cestica uz upotrebu razliitih disperzionih tehnika (Albertini et al., 2010;
Kheradmandnia et al., 2010; Balducci et al., 2011).
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1.3. Inkapsulacija aroma

1.3.1. Arome-podela, karakteristike i znacaj za prehrambenu industriju

Arome su veoma zastupljene u prehrambenoj industriji i predstavljaju jednu od najvaznijih
grupa aditiva. Kako bi se regulisalo koja aroma i u kojoj koli¢ini sme da bude zastupljena u
nekom proizvodu, donose se odgovaraju¢e odredbe i pravilnici. Pravilnik o kvalitetu i drugim
zahtevima za arome za prehrambene proizvode (2006), definiSe arome na slede¢i nadin: " Arome
su materije koje se koriste ili su namenjene za koriS¢enje pri proizvodnji namirnica da bi im se
dao miris, odnosno ukus, a obuhvataju aromaticne supstance, aromaticne preparate, arome
termickog tretmana, arome dima i njihove meSavine".

Prema istom pravilniku, aromati¢ne supstance se dele na:

a) ,,Prirodno aromati¢ne supstance koje se dobijaju odgovaraju¢im fizickim
(uklju€ujuéi destilaciju i ekstrakciju rastvara¢ima), enzimskim ili mikrobioloskim
postupcima iz materijala biljnog ili Zivotinjskog porekla, koji moze biti u sirovom obliku
ili preraden tradicionalnim postupcima za pripremanje hrane (ukljucujuci susenje,
torefakciju 1 fermentaciju)”;

b) ,,Prirodno identi¢ne aromaticne supstance koje se dobijaju hemijskim sintezama
ili hemijskim postupcima izolovanja, pri ¢emu su hemijski identi¢ne sa supstancama koje
su prirodno prisutne u odgovaraju¢em materijalu biljnog ili Zivotinjskog porekla (iz tacke
a)”;

c) ,Vestacke aromaticne supstance koje se dobijaju hemijskim sintezama, pri ¢emu
nisu hemijski identi¢ne sa supstancama koje su prirodno prisutne u odgovarajuéem

materijalu biljnog ili Zivotinjskog porekla (iz tacke a)”.

Pravilnik daje i definicije za aromati¢ne preparate: ,,Aromaticni preparati su koncentrovani ili
nekoncentrovani proizvodi u koje ne spadaju aromati¢ne supstance, koji imaju aromati¢na
svojstva, a dobijaju se odgovaraju¢im fizickim (ukljucujuéi destilaciju 1 ekstrakciju
rastvara¢ima), enzimskim ili mikrobioloskim postupcima iz materijala biljnog ili Zivotinjskog
porekla u sirovom obliku ili posle prerade tradicionalnim postupcima za pripremanje hrane

(uklju€ujuéi susenje, torefakciju 1 fermentaciju)®.
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Arome termickog tretmana su definisane kao: ,,Arome termickog tretmana su proizvodi koji
se dobijaju u skladu sa principima dobre proizvodacke prakse zagrevanjem najduze 15 minuta na
temperaturi od najvisSe 180°C meSavine sastojaka koji sami ne moraju da imaju aromati¢na
svojstva 1 od kojih najmanje jedan sadrzi amino grupu i najmanje jedan je redukujudi Secer®.

Na kraju, arome dima se po ovom pravilniku definiSu: ,,Arome dima su ekstrakti dima koji se
koristi u tradicionalnim postupcima dimljenja hrane, a obuhvataju primarne arome dima i
izvedene arome dima®“. Pored odredbi koje definiSu S§ta su arome, isti Pravilnik definiSe i
supstance koje se ne smatraju aromama:

1) “Jestive supstance i proizvodi koji su namenjeni za konzumiranje kao takvi ili posle

rekonstitucije”;

2) “Supstance koje imaju iskljuc¢ivo sladak, kiseo ili slan ukus”;

3) “Materijali biljnog ili Zivotinjskog porekla koji imaju aromati¢na svojstva, kada se ne
koriste kao sirovina za proizvodnju aroma” (Pravilnik o kvalitetu i drugim zahtevima za arome
za namirnice, 20006).

Arome su po svom hemijskom sastavu slozene smese isparljivih organskih supstanci. Javljaju
se u sva tri agregatna stanja i obi¢no se radi o supstancama male molekulske mase. Od
najvaznijih grupa jedinjenja u sastav aroma mogu uci: ugljovodonici, alkoholi, aldehidi, ketoni,
estri, kiseline, itd. Vecina supstanci koje ulaze u sastav aroma su lipofilne prirode, mada ima i
hidrofilnih jedinjenja (Zuidam i Heinrich, 2010). Primeri nekih od organskih jedinjenja koja
ulaze u sastav aroma su dati na Slici 1.19.

Etil vanilin (3-etoksi-4-hidroksibenzaldehid) je karakteristican po mirisu na vanilu. Ova
sinteticka aroma je naSla primenu kako u prehrambenoj industriji tako i u kozmeti¢kim
proizvodima. Prednost etil vanilina je u tome §to ima intenzivniji miris u odnosu na vanilin (3-
metoksi 4-hidroksibenzaldehid), koji je za razliku od etil vanilina prirodni produkt. Treba re¢i da

je etil vanilin manje rastvoran u vodi u odnosu na vanilin (Burdock, 2009; Hussain et al., 2001).
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Slika 1.19. Hemijska struktura nekih od najvaZznijih jedinjenja koja ulaze u sastav aroma.

Limonen je naden u mnogim biljkama i etarskim uljima a posebno se po sadrzaju ovog
jedinjenja isti¢u citrusi. Ova tecna aroma je nasla Siroku primenu u prehrambenoj industriji
(Burdock, 2009; Sahraoui et al., 2011) ali u novije vreme i kao potencijalno sredstvo protiv ¢elija
tumora (Nakaizumi et al., 1997; Uedo et al., 1999; Del Toro-Arreola et al., 2005). Mentol je
jedinjenje €iji miris odgovara mirisu nane (mente). Buterna kiselina se, kao $to joj i samo ime
sugeriSe, odlikuje mirisom koji odgovara mirisu maslaca, dok izoamil acetat ima miris koji
najviSe odgovara mirisu banana i kruSke (Burdock, 2009; Zuidam i Heinrich, 2010). Ovo je
primer nekih od najvaznijih aroma i komponenti aroma koje se sre¢u u prehrambenoj industriji.

U nastavku je dat pregled najvaznijih metoda inkapsulacije aroma.
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1.3.2. Tehnike i materijali za inkapsulaciju aroma

U procesima inkapsulacije aroma se koriste razlicite tehnike i materijali u cilju dobijanja
zeljenih svojstava inkapsulata. Neke od tehnika inkapsulacije aroma se primenjuju intenzivno na
industrijskom nivou, dok su druge razmatrane samo kroz potencijalnu primenu i istrazivanja.

Procesom inkapsulacije aroma mogu se posti¢i sledeci efekti: lakSe manipulisanje tokom
proizvodnje i primene, bezbednija upotreba i stvaranje odredenih kako vizuelnih tako i teksturnih
efekata kod proizvoda u koje su dodate inkapsulisane arome.

Znacaj inkapsulacije se ogleda i u tome §to ona postaje ekonomski sve znacajnija u sektoru
prizvodnje i prodaje aroma. Prema nekim procenama, trziSte aroma na svetskom nivou je vredelo
u 2008. oko 20.5 milijardi dolara, dok je 20-25% svih prodatih aroma bilo u obliku inkapsulata.
Inkapsulisane arome se na trzis§tu mogu naci u razli¢itim oblicima. Oko 90% svih inkapsulisanih
aroma se proizvodi metodom sprej susenja (Zuidam i Heinrich, 2010).

Neke arome su podloZzne negativnim uticajima sredine i moze do¢i do njihove promene u
smislu hemijske transformacije i formiranja nepozeljnih produkata. Tako na primer, limonen je
podlozan oksidativnoj degradaciji koja moze dovesti do gubitka karakteristicnog mirisa ovog
jedinjenja (Soottitantawat et al., 2003). Inkapsulacija bi mogla da bude sredstvo za zastitu
osetljivih komponenti aroma od nezeljenih hemijskih promena ili pak kao sredstvo za njihovo
kontrolisano otpustanje.

U nastavku je dat pregled najvaznijih metoda za inkapsulaciju aroma koje se ve¢ primenjuju
u industriji kao i novih metoda razvijenih poslednjih godina.

Sprej susenje (sprej susenje sa aglomeracijom). Metoda sprej suSenja je sa industrijske tacke
glediSta najznacajnija metoda inkapsulacije aroma. Prema literaturnim podacima, i do 90%
celokupne proizvodnje inkapsulisanih aroma se realizije metodom sprej suSenja. Pre samog
procesa inkapsulacije, priprema se emulzija arome i nosaca (u obliku vodenog rastvora), koja se
zatim disperguje u komori uredaja za sprej suSenje u struji toplog vazduha (160-220°C). Posebnu
paznju treba posvetiti karakteristikama materijala za inkapsulaciju koji mora da je rastvoran u
vodi i da omogucava stvaranje stabilnih emulzija. Kao materijali za inkapsulaciju se koriste
monosaharidi, disaharidi, maltodekstrini, modifikovani skrobovi, prirodne gume (npr. guma

arabika), proteini mleka kao 1 meSavine materijala (Zuidam i Heinrich, 2010); Chen et al., 2013).
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Stepen inkapsulacije aroma metodom sprej suSenja zavisi od karakteristika arome i materijala
nosaca. Veca koncentracija materijala nosaca generalno daje bolje rezultate kada je u pitanju
zadrzavanje aroma unutar strukture nosaca (Zuidam i Heinrich, 2010). Pokazano je da je i odnos
nosac:aroma znacajan za inkapsulacionu efikasnost, i prema nekim literaturnim podacima
najbolji rezultati se postizu kada je taj odnos 4:1 (Chen et al., 2013). Takode, razliciti stepen
modifikacije nosaca utice na svojstva inkapsulisane aktivne materije (Baranauskiené et al.,
2007).

Svojstva arome su veoma bitna kada je u pitanju stepen inkapsulacije tj. koli¢ina
inkapsulisane arome nakon procesa sprej susenja. Lako ispraljive komponente pokazuju veéi
gubitak u procesu sprej susenja u poredenju sa komponentama koje imaju vec¢u molekulsku masu
1 koje su manje isparljive. Gubici su svakako neizbezni 1 mogu se kontrolisati dodatkom vece
koli¢ine arome pre inkapsulacije kako bi nakon sprej suSenja sadrzaj inkapsulisane arome bio u
definisanim granicama. Jo$ jedan od vaznih parametara je i veli¢ina kapljica arome ukoliko se
kao pocetni sistem za inkapsulaciju koriste emulzije. Manje kapljice arome (1-2um) su bolje, jer
je pokazano se u tom slucaju dobijaju bolji rezultati u pogledu stepena inkapsulacije arome.
Dodatkom Secera i1 sirupa je moguce posti¢i bolje rezultate kako u pogledu efikasnosti
inkapsulacije, tako i1 u pogledu tehnoloskih svojstava dobijenih inkapsulata. Pokazano je takode
da se kombinovanjem nosaca mogu dobiti bolji rezultati nego ako se koristi samo jedan nosac
(Zuidam i Heinrich, 2010). Sprej susenje se moze kombinovati i sa drugim metodama
inkapsulacije. Moguce je pre samog suSenja formirati sistem aroma/ciklodekstrin, koji se zatim
dodatno tretira sprej susenjem (Fang et al., 2013).

Sprej susenje se odlikuje brojnim prednostima u odnosu na druge tehnike koje se koriste za
inkapsulaciju aroma. Pre svega, ova tehnika je ve¢ dugo u upotrebi sa velikim izborom materijala
1 uredaja. Takode, pruza dobre uslove za automatizaciju a odlikuje se 1 niskim operacionim
troSkovima. Arome dobijene ovim procesom se mogu cuvati od 6-12 meseci, Sto zavisi od
temperature 1 vlaznosti vazduha.

Nedostaci ove tehnike su primena visokih temperatura pri izvodenju procesa inkapsulacije,
Sto za posledicu moze da ima gubitak lako isparljivih komponenti ili pak formiranje nepozeljnih
produkata oksidacije aktivhe komponente (arome). Ono Sto bi se isto moglo smatrati za
nedostatak ove tehnike a pogotovo kada se radi o inkapsulaciji aroma jeste Cinjenica da se

primenom postojecih materijala kao nosaca dobijaju Cestice koje su rastvorljive u vodi. Ovo je
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generalno nepovoljno svojstvo kada se tezi kontrolisanom otpustanju aroma. Formiranje suvise
malih Cestica takode moze biti negativno sa aspekta njihove primene. Ovaj problem se moze
delimic¢no resiti primenom metode aglomeracije, pri ¢emu se Cestice dobijene sprej suSenjem

aglomeri$u i tako prevode u Cestice vecih dimenzija (Zuidam i Heinrich, 2010).

Oblaganje u fluidizovanom sloju. Ova tehnika se bazira na tretmanu ve¢ postojecih, ¢vrstih
Cestica, koje se u uredajima za oblaganje u fluidizovanom sloju dodatno zasti¢uju omotacem i to
najcesce lipidnim materijalima (npr. voskovima). Ova metoda se moze koristiti 1 kao nastavak
sprej susenja, ukoliko se Cestice dalje tretiraju (oblazu) dodatnim slojem omotaca. Pored lipida,
na povrsSinu ¢estica se mogu nanositi i polimerni materijali pri cemu se formira ¢vrsti polimerni
omotac¢. Od polimernih materijala mogu se koristiti derivati celuloze, prirodne gume i proteini.
Osnovna prednost ovog procesa se ogleda u tome Sto se aktivna komponenta moze dodatno
zaStiti naknadnim oblaganjem pogodnim omota¢em. Nedostataci metode su pre svega dugo
trajanje procesa (u nekim slucajevima i do 20 sati) i zbog relativno velike potrosnje materijala za

oblaganje (Zuidam i Heinrich, 2010).

Sprej hladenje. Metoda sprej hladenja se moze koristi kod inkapsulacionih procesa kod kojih
se kao nosaci koriste lipidne materije. Ovo je znacajna metoda jer se po nekim procenama i do
10% inkapsulisanih aroma proizvodi ovom tehnikom. Proces zapoc€inje pripremom otopljene
smese lipida 1 arome koja se disperguje u posebnoj komori u kojoj se ujedno vrsi hladenje 1
formiranje Cestica sa inkapsulisanom aromom. Ova metoda se moZe koristiti 1 za dodatnu zastitu
ve¢ pripremljenih inkapsulisanih aroma u formi mikrocestica. Vazan parameter je tacka topljenja
materijala nosaca koji se mora otopiti pre disperzije. Metoda je pogodna za procese gde se aroma
oslobada u toku termickog tretmana proizvoda. U toku termickog tretmana, lipidni omotac se
topi 1 oslobada aromu u proizvod. Ovaj proces ima prednost u odnosu na disperziju u vodenoj
fazi (emulzifikacioni proces) arome i otopljenog lipidnog nosaca iz razloga $to se jedan deo

arome gubi tj. ostaje u vodenoj fazi nakon procesa inkapsulacije (Zuidam i Heinrich, 2010).

Injektovanje i ekstruzija u otpljenom stanju. Ove dve tehnike su sli¢ne iz dva razloga. Prvi je
Sto se kod obe koriste otopljeni materijali nosaca, koji hladenjem postaju ¢vrsti i na taj nacin

obavijaju aktivnu komponentu. Druga slicnost izmedu ove dve metode je to §to se kod obe
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koriste isti materijali kao nosaci: saharoza, maltodekstrini, glukozni sirup i modifikovani
skrobovi. Sustinska razlika je u tehni¢kom izvodenju samog postupka. Kod injektovanja se
smesa nosaca 1 arome zagreva do 140°C a zatim se potiskuje kroz otvore pod pritiskom nakon
cega ocvrScava. Postupak je u osnovi isti kao i kod dobijanja tvrdih bombona. Daljim
mehanickim tretmanom se postiZe smanjenje veli¢ine Cestica do Zeljenih dimenzija. Kao sredstvo
za hladenje se u novije vreme sve ¢eSece koristi te¢ni azot kao zamena za izopropanol koji se
tradicionalno koristio kod ovog postupka. Metodom injektovanja se dobija oko 2%
inkapsulisanih aroma, pri ¢emu se na trziStu moze naci veliki izbor inkapsulata dobijenih ovom
metodom. Sadrzaj arome u inkapsulatima dostiZe i do 30% (Zuidam i Heinrich, 2010).

Ekstruzijom u otopljenom stanju se vrsi inkapsulacija aroma u ugljenohidratnim nosa¢ima uz
primenu konvencionalnih ekstrudera sa rotorima. Oko 2-3% svih inkapsulisanih aroma se
proizvodi ovim postupkom inkapsulacije. Kao $to je ve¢ receno, ovaj proces inkapsulacije je
sli¢an procesu injektovanja u otopljenom stanju sa tom razlikom $to se kod ekstruzije koriste
horizontalni ekstruderi. Postupak se sastoji od potiskivanja kroz ekstruder otopljene smese
nosaca 1 arome pri ¢emu je moguce kontrolisati temperaturu procesa. Produkti ekstruzije se
prihvataju i hlade, s tim $to ih je kasnije moguce usitniti do Zeljene veli¢ine. Proces ekstruzije u
otopljenom stanju je veoma fleksibilan i omogucéava primenu tecnih aroma, emulzija na bazi
aroma ili pak ve¢ inkapsulisanih aroma. Mana ove metode je relativno mali udeo arome u
ukupnoj masi inkapsulata koja ne prelazi 10% (Zuidam i Heinrich, 2010). Modifikacije ove
metode ukljucuju uvodenje dodatne inkapsulacije pre same ekstruzije. Kao nosaci u primarnoj
inkapsulaciji se mogu koristiti ciklodekstrini (Yuliani et al., 2006).

Generalno, zbog sastava nosaca, inkapsulati dobijeni primenom ove dve metode su
rastvorljivi u vodi, pri ¢emu je moguce smanjiti njihovu rastvorljivost primenom polimera
velikih molekulskih masa (npr. natrijum alginata u kombinaciji sa kalcijumom) ili uvodenjem

plastifikatora (Zuidam i Heinrich, 2010).

Koacervacija. Ovaj postupak inkapsulacije se bazira na formiranju zastitnog omotaca oko
kapljica emulgovane arome putem izdvajanja faza tj. razdvajanja faze koja sadrzi vecu
koncentraciju polimera od one sa manjom koncentracijom. Ovo se postiZe variranjem parametara
u toku procesa, od kojih su temperatura i pH najvazniji za uspes$no dobijanje koacervata. Usled

promena parametara sredine, dolazi do destabilizacije komponenti, koje se izdajaju iz rastvora,
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pri ¢emu formiraju sloj oko kapljica arome. Danas se uglavnom za inkapsulaciju aroma koristi
kompleksna koacervacija, kod koje se koristi ve¢i broj polimera sa razli¢itim naelektrisanjem.
Najces¢i materijali nosaca koji se koriste u ovom tipu inkapsulacije su zelatin i guma arabika.
Pored gume arabike, mogu se jo$ koristiti 1 karboksimetil celuloza, pektin i alginat. S druge
strane, Zelatin se moze zameniti biljnim proteinima. Ukoliko se koristi zelatin, naknadno se moze
dodatno stabilizovati omota¢ putem delovanja transglutaminaze. U literaturi se mogu naci i
podaci o koris¢enju glutar aldehida kao sredstva za umrezavanje Zelatina, ali regulative pre svega
u Evropskoj Uniji zabranjuje njegovu upotrebu u hrani.

Jedna od prednosti ove metode je 1 potencijalno visok sadrzaj inkapsulisane arome koji moze
dosti¢i i do 90%. Dobijeni koacervati mogu se koristiti za otpustanje arome kako pod dejstvom
pritiska, tako 1 pod dejstvom poviSene temperature ili pak rastvaranjem omotaca u vodenoj
sredini (Zuidam 1 Heinrich, 2010). U procesima koacervacije se kao materijali za inkapsulaciju
koriste zelatin i guma arabika (Lv et al., 2014). Kao nosaci kod ove metode se mogu koristiti i
proteini mleka u kombinaciji sa karboksimetil celulozom za inkapsualciju aroma (Koupantsis et
al., 2014). Sojini izolati se takode koriste u procesima inkapsulacije etarskih ulja procesom

koacervacije (Jun-xia et al., 2011).

Inkapsulacija aroma u polimerne cestice. Polimerne Cestice koje mogu da sluze kao nosaci
za inkapsulaciju aroma privlace veliku paznju poslednjih godina. Ova metoda inkapsulacije se
odlikuje jednostavnos¢u 1 velikim izborom materijala i tehnika za dobijanje cestica. Od
materijala, pre svega se koriste alginat, karagenan, zelatin, agar, itd. SuStina metode je da se
aroma koja je dispergovana u nosacu zarobi unutar strukture nosaca putem formiranja gela. Na
ovaj nacin se dobija tzv. matriks tip inkapsulata. Uvodenjem neke od tehnika inakapsulacije
moguce je dobiti Cestice Zeljenih dimenzija 1 oblika kako bi se zadovoljili specificni zahtevi. Od
tehnika inkapsulacije, prvenstveno se koriste metoda emulzifikacije 1 metoda ekstruzije. Obe
metode u slucaju inkapsulacije aroma imaju svoje prednosti i mane. Kod metode emulzifikacije,
dispezija se vrsi u uljanoj fazi, koja se nakon formiranja Cestica mora ukloniti. Variranjem
parametara procesa, moguce je posti¢i relativno visok sadrzaj arome u Cesticama koji moze
dosti¢i 1 do 50%. Emulzifikacija omogucava dobijanje relativno malih Cestica (od nekoliko
mikrona do nekoliko hiljada mikrona) dok se kod klasi¢ne metode ekstruzije dobijaju Cestice

daleko ve¢ih dimenzija. Stepen inkapsulacije varira u zavisnosti od svojstava arome i materijala
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nosaca. Primec¢eno je da ukoliko raste koncentracija nosaca, postizu se bolji rezultati kada je u
pitanju inkapsulaciona efikasnost. Medutim, povecanjem koncentracije nosaca, menja se pre
svega viskozitet rastvora, §to otezava proces dobijanja Cestica (Zuidam i1 Heinrich, 2010). S
druge strane, primena polimernih Cestica je pokazala niz prednosti kada je u pitanju inkapsulacija
aroma. Tako na primer, termicka stabilnost inkapsulisanih aroma se povecava njihovom
inkapsulacijom. Ovo se manifestuje preko kinetike otpusStanja u toku zagrevanja inkapsulata, pri
¢emu inkapsulisana aroma gubi masu na viS§im temperaturama u odnosu na slobodnu aromu.
Pored toga, uvodenjem novih postupaka za dobijanje Cestica moguce je postici zeljene velicine i
oblike finalnog inkapsulata. Dodatnim suSenjem cestica, uklanja se voda i na taj nacin se dobija
sistem koji je jednostavniji za ¢uvanje i upotrebu (Manojlovic et al., 2008b; Levic et al., 2013).
Pored Cestica koje su matriks tipa, modifikacijom ove metode je moguce dobiti 1 tzv. rezervoar
tip inkapsulata. Ovo se postize procesom koekstruzije, pri ¢emu se koriste posebno dizajnirane
igle-dizne u obliku koncentri¢nih cevi. Pri ekstruziji, kroz unutrasnju kapilaru se potiskuje
aktivha komponenta tj. aroma a kroz spoljasnju kapilaru se potiskuje materijal nosaca.
Formiranjem kapi, aroma ostaje zarobljena unutar gela nosaca u obliku kompaktne celine, tj.

kapi. Kao nosac¢i se koriste alginat, karagenan, zelatin ili pak lipidni materijali (Zuidam 1

Heinrich, 2010; Zuidam i Shimoni, 2010).

Inkapsulacija aroma u ciklodekstrinima. Ova metoda inkapsulacije se jo§ naziva i
molekulska inkluzija, zbog specificne strukture ciklodekstrina i nacina na koji se aktivna
komponenta smesta unutar strukture ciklodekstrina. Ovo je moguce s obzirom da ciklodekstrini
unutar svoje cikli¢ne strukture imaju lipofilni deo u koji je moguce smestiti molekule odredene
veli¢ine. Proces inkapsulacije se obi¢no izvodi na povisenoj temperaturi 60-80°C u vodenoj
sredini kako bi se olakSalo rastvaranje ciklodekstrina. U toku procesa se dodaje aroma koja se
inkapsuliSe, uz intenzivno meSanje. Prednost upotrebe ove metode za inkapsulaciju aroma je u
¢injenici da ciklodekstrini imaju malu mo¢ upijanja vlage (manje su hidroskopni od
konvencionalnih praskastih inkapsulata) i da ujedno Stite aromu od uticaja kiseonika. Pored toga,
ciklodekstrini pruzaju dobru zastitu od svetlosti, toplote i u znatnoj meri sprecavaju isparavanje
aktivne komponente. Glavni nedostatak ove metode je relativno mali sadrZzaj arome koja moZe da
se veze u strukturu ciklodekstrina, pri ¢emu sadrzaj arome ne prelazi 10%. Jo§ jedan problem

vezan za primenu ciklodekstrina u prehrambenoj industriji je vezan za zakonska reSenja koja
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ogranic¢avaju njihovu upotrebu na svega nekoliko proizvoda (Zuidam i Heinrich, 2010). Metoda
inkapsulacije na bazi ciklodekstina je pokazala da je moguée inkapsulisati arome uz postizanje
visoke inkapsulacione efikasnosti (Ciobanu et al., 2013.). Pored toga, ova metoda se moze
koristiti za primarnu inkapsulaciju aroma, koje se zatim koriste za naknadnu inkapsulaciju

drugim postupcima (Kayaci i Uyar, 2012).

Kristalizacija/precipitacija. Ove tehnike se baziraju na primeni razli¢itih materijala koji
kristaliSu (precipitiraju) iz zasi¢enih rastvora, pri ¢emu mogu zarobiti aktivhu komponentu
unutar svoje strukture. Jedan od primera ovakvih sistema je primena Se¢ernog sirupa sa visokom
koncentracijom Secera koji se tokom hladenja prevodi u kristale. U toku kristalizacije, aroma
ostaje zarobljena unutar iskristalisane SeCene mase. Pored SeCera, mogu se koristiti 1 proteini
(npr. proteini mleka) pri ¢emu se precipitacija obavlja promenom pH vrednosti rastvora proteina
tj. dostizanjem izoelektricne tacke proteina. Pre same inkapsulacije neophodno je formirati
stabilnu emulziju arome (Zuidam i Heinrich, 2010). Za ovaj tip inkapsulacije se pored
zivotinjskih mogu koristiti 1 biljni proteini. Zein, protein iz kukuruza se pokazao kao pogodan
nosac¢ za inkapsulaciju etarskih ulja putem izmene faza, nakon ¢ega se moze vrsSiti liofilizacija

rastvora (Parris et al., 2005).

Ostali sistemi za inkapsulaciju aroma. U literaturi se mogu sresti i nacini inkapsulacije aroma
koji ne podrazumevaju ni jednu od opisanih metoda za formiranje inkapsulata. Jedna od takvih
metoda je i zadrzavanje arome unutar ¢elija kvasca. Kod ove metode, ¢elije kvasca se uz mesanje
u vodi dovode u kontakt sa aromom (ili etarskim uljem) pri ¢emu komponente arome prodiru
kroz membranu i rasporeduju se unutar ¢elije (Dardelle et al., 2007; Zuidam i Heinrich, 2010).
Ovo je moguce pre svega zbog sadrzaja lipofilnih komponenti u strukturi ¢elije kvasca. Aroma
ostaje zadrzana unutar ¢elija upravo zahvaljujuéi svojstvima lipida koje ¢elija ima u svom
sastavu. Glavno ograni¢enje ove metode je propustljivost ¢elijske membrane za jedinjenja koja
moraju imati odgovaraju¢u molekulsku masu. Pored toga, efikasnost zadrzavanja aroma unutar
strukture Celija zavisi od temperature na kojoj se inkapsulacija vrSi. Ako je temperatura procesa
viSa, vezace se viSe arome. Isto vazi i za otpuStanje arome koje je vece ukoliko je temperatura
viSa. Ova tehnika se pokazala posebno interesantnom za inkapsulaciju aroma za potrebe

proizvoda u suvom stanju. Naime, osusene celije kvasca (nakon inkapsulacije) znatno bolje
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zadrzavaju aromu od celija u rehidrisanom stanju. Medutim, sa povecanjem sadrzaja vode u
sredini u kojoj je dodata inkapsulisana aroma, oslobadanje je intenzivnije. Isto se odnosi i na
proizvode koji sadrze emulzifikatore. Na trziStu se mogu na¢i komercijalni preparati
inkapsulisane arome u ¢elijama kvasca. Ova tehnika se dodatno nadograduje upotrebom sprej
suSenja za dobijanje finalnog oblika inkapsulisane arome (Zuidam i Heinrich, 2010)

Pored celija kvasca, za inkapsulaciju aroma se mogu koristiti i ¢estice amorfnog silicijuma.
Ovi sistemi inkapsulacije su interesantni s obzirom da se mogu koristiti za primarnu
inkapsulaciju aroma, koje se zatim koriste u konvencionalnim postupcima inkapsulacije.
Priprema cestica amorfnog silicijuma je relativno jednostavna, pri ¢emu se najc¢eS¢e koristi
postupak koji se bazira na hidrolizi tetraetil ortosilikata. U toku formiranja gela na bazi
silicijuma, dodaju se arome, koje kako se smanjuje porozitet gela ostaju zarobljene unutar
silikatne matrice. Optimizacija ove metode je neophodna, s obzirom na Sirok spektar derivata
silicijuma koji se mogu koristiti i koji mogu znacajno poboljsati efikasnost ove metode (Zuidam i

Heinrich, 2010).
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2. CILJEVI

Problematika koja je razmatrana u ovom radu je vezana za inkapsulaciju aroma sa ciljem
dobijanja inkapsulisanih sistema pogodnih za razliCite potencijalne primene. Ispitivanja su
obuhvatila primenu karnauba voska, alginata i polivinil alkohola kao nosaca za inkapsulaciju
aroma. Za dobijanje inkapsulisanih aroma koriS¢ene su tehnike bazirane na disperziji mesavine
aroma/nosa¢. Uzimajuci u obzir podatke dobijene analizom literature kao 1 znacaja koji arome
kao aditivi hrane imaju, postavljeni su slede¢i ciljevi rada:

1. Inkapsulacija aroma u karnauba vosku kao nosacu za inkapsulaciju i dobijanje lipidnih
mikrocestica sa inkapsulisanom aromom. Dobijanje inkapsulata koji kao nosa¢ imaju karnauba
vosak se bazira na disperziji meSavine otopljenog voska i aktivne komponente (u ovom slucaju
arome) u formi malih kapi, koje hladenjem dobijaju finalni oblik. Nakon hladanja i ocvr$¢avanja,
aktivna komponenta je zarobljena unutar strukture nosaca (voska). Ovako formirane Cestice su
mehanicki stabilne 1 relativno jednostavne za dalju upotrebu. Kako karnauba vosak ima veoma
visoku tacku topljenja, to stvara problem pri konstrukciji sistema za dobijanje Cestica na bazi
ovog voska. Od metoda za dobijanje Cestica na bazi voskova (i generalno lipida), najcesce se
koriste postupci disperzije (emulzifikacije) u vodi i disperzije u vazduhu. Kod metode
emulzifikacije otopljena meSavina vosak/aktivna materija se disperguje u zagrejanoj vodi uz
meSanje. Formirane otopljene kapi voska sa aktivnom komponentom se dalje hlade kako bi se
formirao finalni oblik Cestica. Metoda disperzije u vazduhu je bazirana na mehanickoj disperziji
otopljene smeSe vosak/aktivna komponenta u obliku kapi koje dalje o¢vrS€avaju u atmosferi
vazduha. Ovakvi postupci inkapsulacije su pogodni u slucaju kada je aktivha komponenta
lipofilne prirode. Karnauba vosak je u ovom radu koriS¢en za inkapsulaciju arome etil vanilina
primenom metode disperzije (emulzifikacije) u vodi i metodom disperzije vazduhom. Etil vanilin
je odabran kao aktivna komponenta jer se radi o aromi koja je pogodna za rad u uslovima
povisene temperature. Dobijene Cestice su ispitivane kako sa aspekta veli¢ine i morfologije, tako
1 sa aspekta termiCke 1 hemijske stabilnosti inkapsulisane arome. Pra¢ene su i promene u
termickim 1 hemijskim svojstvima nosaca kako bi se ispitao uticaj postupaka inkapsulacije na
stabilnost karnauba voska. Ispitivanje i poredenje dve metode za dobijanja Cestica treba da
omoguci jednostavniji razvoj formulacija za inkapsulaciju lipofilnih aroma u obliku lipidnih

mikrocestica.
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2. Inkapsulacija aroma u alginatu u obliku Ca-alginatnih cestica. U ovom radu je alginat
koriSéen za inkapsulaciju aroma u ¢vrstom (etil vanilin) i teCnom agregatnom stanju (aroma
kokosa 1 D-limonen). Alginat je koriS¢en i1 kao stabilizator emulzija i1 suspenzija aroma i kao
nosac za inkapsulaciju. Veli¢ina Cestica je kontrolisana upotrebom elektrostatickog polja koje je
uspostavljeno izmedu igle za ekstruziju i rastvora za geliranje. Ispitivan je uticaj promene jacine
elektrostatiCkog polja na morfoloska svojstva Cestica. Glavni cilj ovog dela istrazivanja je
dobijanje cCestica malih dimenzija uz modifikacije rastvora za inkapsulaciju 1 uvodenje
elektrostati¢ke ekstruzije-elektrosprej tehnike u proces inkapsulacije aroma. Cilj je bio da se
modifikacijom rastvora alginata (uvodenjem etanola kao rastvaraca arome) izvrS$i i promena
reoloskih svojstava rastvora alginata. Na ovaj nacin je mogucée primeniti visoke napone pri
ekstruziji rastvora alginata i1 arome, tj. moguce je dobiti Cestice inkapsulisane arome metodom
elektrostaticke ekstruzije-elektrospreja. Analize dobijenih inkapsulisanih aroma su vrSene pre
svega s aspekta termicke stabilnosti, rehidracionog kapaciteta hidrogelova i hemijske stabilnosti
inkapsulisanih aroma. Posebna paznja je posvecena upravljanju i kontroli procesa inkapsulacije
sa naglaskom na postizanje odredeneih veli¢ina Cestica. Pored toga, praceni su i svi relevantni
reoloski parametri rastvora i emulzija koriS¢enih za inkapsulaciju.

3. Polivinil alkohol je razmatran kao nosa¢ aroma s ciljem formiranja novih inkapsulata, pre
svega na nivou mikro i nanosistema. U kombinaciji sa alginatom i uz primenu elektrostaticke
ekstruzije, PVA je koris¢en za dobijanje Cestica sa inkapsulisanim etil vanilinom, koje su
dodatno procesuirane naknadnim geliranjem metodom smrzavanja-otapanja. Cilj je bio pokazati
stabilnost ovako dobijenih sistema, pre svega s aspekta termi¢ke i hemijske stabilnosti. U
drugom delu je primenom postupka elektrostaticke ekstruzije-elektrospininga vrSena
inkapsulacija etil vanilina u PVA u obliku nanovlakana. Oc¢ekivani finalni proizvod je PVA film
koji se sastoji od velikog broja nanovlakana sa inkapsulisanom aromom. Dobijanje nanovlakana
je vrseno iz rastvora arome i PVA, Sto je zahtevalo modifikaciju rastvora polimera uvodenjem
etanola kao rastvaraca arome. Ova istrazivanja treba da omoguce da se stekne uvid u formiranje
slozenih nanosistema kao i da pruze podatke o tome Sta se dogada (sa aspekta fizickih i
hemijskih karakteristika) sa aktivnom komponentom prilikom formiranja ovakvih sistema. Kod
dobijenih inkapsulata su pracene morfoloSke, hemijske, termicke i mehanicke karakteristike

inkapsulisane arome.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. Inkapsulacija etil vanilina u karnauba vosku

Materijali

Karnauba vosak (Carl Roth, Nemacka) je koris¢en u obliku u kome je dobijen od
proizvodaca, bez posebnog prec¢is¢avanja. Etil vanilin (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India) je
koris¢en kao model aroma. Ostale hemikalije koje su koriS¢ene u radu su bile Cistoce koja

odgovara p.a. kvalitetu.

Inkapsulacija etil vanilina u karnauba vosku metodom disperzije (emulzifikacije) otopljenih

komponenti u vodi

Inkapsulacija etil vanilina u karnauba vosku metodom disperzije (emulzifikacije) otopljenih
komponenti u vodi je vrSena u nekoliko koraka (Slika 3.1). Prvi korak je otapanje komponenti
sistema, tj. karnauba voska (nosac) i etil vanilina (aktivna komponenta). Obe suspstance su
otapane na temperaturi koja je visa od tacke topljenja voska (tacka topljenja voska je visa od
tacke topljenja arome). Komponente su prethodno pomesane 1 otopljene na temperaturi od ~95°C
u vodenom kupatilu. U drugom koraku su otopljene komponente dodate u prethodno zagrejanu
destilovanu vodu (~95°C), a zatim je vrSena homogenizacija mehanickim homogenizatorom
Ultra Turrax® (Janke and Kunkel Ika-Labortechnik, Nemacka) pri 10000 o/min u trajanju od 2
minuta. U tre¢em koraku je (nakon isteka perioda homogenizacije) u disperziju voska i arome
dodata destilovana voda ohladena na 5°C. MeSalica je potom iskljucena i disperzija je ostavljena
da se ohladi do sobne temperature. Ostali parametri procesa su: koncentracija lipofilne faze u
vodi je iznosila 2,5%w/w.; odnos karnauba vosak:etil vanilin=80:20. U cilju poredenja, po istom
postupku su pripremljene i Cestice bez arome.

Nakon hladenja, disperzija je filtrirana na vakum filteru i ostavljena da se su$i na sobnoj
temperaturi u trajanju od 72 &asa. Cestice su nakon susenja duvane u zatvorenim posudama na

4°C.
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Slika 3.1. Sema procesa inkapsulacije etil vanilina metodom disperzije (emulzifikacije)

komponenti u vodi.

Inkapsulacija arome u karnauba vosku metodom disperzije otopljenih komponenti

komprimovanim vazduhom

Tehnika dobijanja lipidnih mikrocestica komprimovanim vazduhom se vrsi u jednom koraku
uz pomo¢ posebno konstruisane dizne (Slika 3.2). Princip rada dizne je sli¢an onom koji je dat
od strane Albertini et al. (2008). Razlika je u tome §to je kod dizne pomenutih autora Citav sklop
dizne opremljen grejacima dok se ovde prikazana dizna (Slika 3.2) greje samo jednim grejacem,
pri ¢emu se vazduh za disperziju predgreva (posebnim grejac¢em) i zagrejan uvodi u diznu.
Razlog za uvodenje zagrevanja dizne ili za koriS¢enje predgrejanog vazduha je u tome Sto
otopljeni lipofilni materijal (npr. karnauba vosak) brzo o¢vrS¢ava na sobnoj temperaturi i moze
dovesti do blokade dizne tokom rada. U ovom radu je vazduh predgrevan na temperaturu od
120°C pomocu elektricnog grejaca montiranog ispred dizne. Sama dizna ima svoj elektricni
grejac koji reguliSe temperaturu materijala (110°C) 1 odrzava ga u otopljenom stanju tokom
procesa inkapsulacije. Kao izvor vazduha je koriS¢en kompresor koji je povezan sa grejaCem
vazduha putem creva, na kojem je pre samog grejaca montiran odvaja¢ ulja i vlage. Pritisak

komprimovanog vazduha je u toku procesa odrzavan na 1 bar (mereno na izlazu iz kompresora).
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Slika 3.2. Sema procesa pripreme inkapsulisanog etil vanilina u karnauba vosku metodom
disperzije pomocu vazduha. (I) kontrolna jedinica, (II) kontrolna temperaturna sonda, (III)

elektricno napajanje grejaca, (IV) prikljuc¢ak za komprimovani vazduh i (V) drzac¢ dizne.

Pre procesa inkapsulacije, karnauba vosak i etil vanilin su mesani u odnosu 80:20. Mesavina
je dodata u gornji deo dizne, dok zagrejani vazduh prolazi kroz diznu u toku c¢itavog procesa
kako bi se izbeglo rasturanje materijala i formiranje velikih kapi. Kapi formirane disperzijom su
slobodno padale na ravnu povrSinu sa koje su sakupljane nakon procesa inkapsulacije. U cilju
poredenja, pripremljene su i Cestice bez arome. Dobijeni uzorci su Cuvani u zatvorenim

posudama na 4°C.
Analiticke metode

Analiza veli¢ina Cestica je vrSena na uredaju Mastersizer 2000 (Malvern, Velika Britanija) sa
jedinicom za merenje Hydro 2000 puP (Malvern, Velika Britanija). Pored instrumentalnog
pracenja veli¢ine Cestica, vrSena je 1 analiza veli¢ine inkapsulata metodom prosejavanja (5Smin,
rucno) uz upotrebu sita standardnih dimenzija (oznake po US standardu): 35, 80 i 140. Rezultati
su predstavljeni kao udeo pojedinih frakcija koje su se zadrzale na datom situ nakon

prosejavanja.
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Morfologija uzoraka je ispitivana skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM) (JEOL
JSM-6390LV, Japan) uz prethodno nanosenje zlata na uredaju BALTEC SCD 005.

Sadrzaj etil vanilina u Cesticama dobijenim metodama disperzije u vodi i komprimovanim
vazduhom je odredivan metodom HPLC. Ekstrakcija arome iz Cestica je vrSena etanolom
(96%v/v) uz disperziju Cestica homogenizatorom Ultra-Turrax® T25 (Janke and Kunkel Ika-
Labortechnik, Nemacka) pri 20000 obrtaja u minuti. Ekstrakcija je vrSena u tri stepena sa po
15ml etanola. Ekstrakti su sakupljeni i filtrirani kroz filter papir. Pre same HPLC analize, uzorci
su jo$ jednom filtrirani kroz filter 0.45um. Analiza sadrZaja etil vanilina u ekstraktima je vrSena
na te¢nom hromatografu Spectral SYSTEM P4000 opremljenim sa detektorom Spectral SYSTEM
UV1000 i kolonom Zorbax SB C8 (150mm x 4,6mm, veli¢ina Cestica Sum). Uslovi HPLC
analize: merenja su vrSena na talasnoj duzini od 280nm (na sobnoj temperaturi), pri protoku
mobilne faze (metanol:voda=70:30v/v, 0,1% mravlja kiselina) od 1ml/min, zapremina
injektovanog uzorka je iznosila 20pl. Inkapsulaciona efikasnost (%) je odredena kao odnos mase
inkapsulisanog etil vanilina i polazne mase arome.

Analiza FTIR spektara uzoraka je uradena na FTIR spektrometru Bomem-Hartmann &
Braun (SAD). Pre analize, uzorci su pripremani u obliku KBr peleta na hidrauli¢noj presi i
odmah analizirani pri rezoluciji od 4cm™ i u opsegu 4000-600cm™.

Analiza difrakcije X-zraka (XRD) je vrSena na difraktometru Philips 1050 sa Ni-filterom Cu
Ka radijacijom i Bragg-Brentano fokusnom geometrijom. Analiza je vrSena u opsegu 5 - 70° 20
sa korakom od 0.05° i vremenom izlaganja od 6 s po koraku.

Termogravimetrijska analiza uzoraka je realizovana na termogravimetrijskoj vagi Setaram’s
system TG/DSC111 (Francuska). Analiza je vrSena u atmosferi kiseonika. Termogravimetrijska

analiza je vrSena pri brzini zagrevanja od 5 °C/min do 300°C (do 250°C za ist etil vanilin).

3.2. Inkapsulacija etil vanilina u Ca-alginatu metodom elektrostaticke ekstruzije

Materijali

U eksperimentima inkapsulacije su kao nosaci kori§¢eni natrijum alginat srednjeg viskoziteta
(deklarisani viskozitet 2% rastvora na 25°C je 3500 cps) (SIGMA, SAD). Kao aktivna

komponenta je korisS¢en etil vanilin (3-etoksi-4-hidroksibenzaldehid) (Aroma, Srbija). Kao
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sredstvo za geliranje je koris¢en kalcijum hlorid dihidrat (Analytica, Ceska Republika). Ostale

hemikalije koje su koris¢ene u radu su bile Cisto¢e koja odgovara p.a. kvalitetu.
Procedura inkapsulacije etil vanilina u Ca-alginatne cestice metodom elektrostaticke ekstruzije

Kao nosac u procesu inkapsulacije je koriSéen rastvor Na-alginata koncentracije 0,02 g/mL,
koji je pripreman rastvaranjem polimera (komercijalno dostupan u obliku praha) u destilovanoj
vodi (na sobnoj temperaturi) uz meSanje na magnetnoj mesSalici. Neposredno pre same
inkapsulacije je vrSena priprema smeSa Na-alginat/etil vanilin. Pocetni sadrzaj arome u odnosu
na rastvor alginata je bio 10%w/w 1 20%w/w. MeSenje alginata i arome je vrSeno na magnetnoj
mesalici u trajanju od 10 minuta.

Inkapsulacija etil vanilina je vrSena prema proceduri koja je opisana u literaturi (Manojlovic
et al., 2008b; Nedovic et al., 2001). Sema procesa dobijanja &estica elektrostatickom ekstruzijom
je data na Slici 3.3. Ekstruzija smesa za inkapsulaciju je vrSena kroz pozitivno naelektrisanu iglu
od nerdaju¢eg celika sa ravnim vrhom (14G). Protok smeSe (70mL/h) za inkapsulaciju je
kontrolisan Spric pumpom (Razel Scientific Instruments, SAD). Vodeni rastvor kalcijum hlorida
(15mg/mL) je koriS¢en za geliranje (dobijanje Ca-alginata) pri ¢emu je rastvor spojen sa (-)
konekcijom na generatoru napona (Model 30R, Bertan Associates, SAD). Rastojanje izmedu

vrha igle i povrsine rastvora za geliranje je podeseno na 2,5cm.
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Slika 3.3. Sema inkapsulacije etil vanilina procesom elektrostati¢ke ekstruzije.

Nakon inkapsulacije, dobijene Cestice su ostavljene u rastvoru za geliranje jo§ dodatnih 60
minuta kako bi se proces geliranja tj. formiranja Ca-alginata zavrsio. Cestice su zatim ispirane
destilovanom vodom, filtrirane i ostavljene da se suse na 25°C u toku 24 ¢asa. Osusene Cestice

su zatim zatvorene u plasti¢ne sudove i cuvane do daljih analiza na 4°C.

Analiticke metode

Morfoloske karakteristike Cestica sa inkapsulisanim etil vanilinom su ispitivane
binokularnom lupom Leica XTL-3400D (Leica, Nemacka), opremljenom kamerom Leica-DC
300 (Leica, Nemacka) i racunarskim programom za merenje veliC¢ine objekata Leica-IM 1000
(Leica, Nemacka). Za analizu dimenzija je uziman uzorak od najmanje 30 cestica koje su merene
odmah nakon suSenja.

Provera stabilnosti inkapsulata je vrSena rehidracijom osusenih Cestica u destilovanoj vodi i
fosfatnom puferu (10 mM, pH 7.4). Odmerena koli¢ina Cestica je rehidrisana u 20ml vode ili
fosfatnog pufera na laboratorijskoj tresilici pri 1000/min u trajanju od 12h. Analiza rezultata je
vr$ena preko prac¢enja morfoloskih promena inkapsulata.

Kinetika suSenja je prac¢ena putem susenja odmerene mase cestica na sobnoj temperaturi do

postizanja konstantne mase Cestica.
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Termicka analiza (TGA) dobijenih uzoraka je vrSena na uredaju SDT Q-600 (TA Instrument,
SAD). Analize su vrSene u atmosferi vazduha pri protoku gasa od 0.1 L/min i pri brzini
zagrevanja od 10 °C/min.

Analiza FTIR spektara uzoraka je vrSena prema proceduri datoj u Poglavlju 3.1.

3.3. Inkapsulacija etil vanilina u alginatu metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrospre;j

Materijali

U eksperimentima inkapsulacije etil vanilina u alginatu metodom elektrostaticke ekstruzije-
elektrosprej je kao nosa¢ koriS¢en natrijum alginat niskog viskoziteta (deklarisani viskozitet 2%
rastvora na 25°C je 250 cps) (SIGMA, SAD). Kao aktivna komponenta (aroma) koriscen je etil
vanilin (HiMedia, India). Ostale hemikalije koje su koriS¢ene u radu su bile Cisto¢e koja

odgovara p.a. kvalitetu.

Priprema rastvora za inkapsulaciju

Natrijum alginat je rastvoren u destilovanoj vodi u koncentraciji od 2%w/w uz meSanje na
magnetnoj mesalici do potpunog rastvaranja.

Smesa etanola (96%v/v) i1 vode (etanol:voda=70:30) je koriS¢ena za rastvaranje etil vanilina.
Radni rastvori etil vanilina su pripremani u smesi etanola i vode, pri ¢emu je koncentracija arome
iznosila 10%w/v 1 5%w/v.

Sastav rastvora za inkapsulaciju je prikazan u Tabeli 3.1. Rastvori za inkapsulaciju su
pripremani tako Sto su meSani rastvor alginata i radni rastvori etil vanilina. Rastvori su
homogenizovani na magnetnoj mesalici u trajanju od 5 minuta i uz dodatak 2ml smeSe etanol
voda kako bi se obezbedilo potpuno rastvaranje arome, tako da je kona¢na zapremina rastvora

1znosila S5ml.
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Tabela 3.1. Sastav uzoraka za inkapsulaciju metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrospre;.

Uzorak Sastav uzorka Alginat/etanol E%/f)(\)zvn/l\?) Pr(zzf;g;n\;o“ (Prgi[;)li()
S, Alginat 100/0 > 4.06 1
S, Alginat/etanol 70/30° b 0.48 1
S3 Alginat /aroma 70/30° 5 0.49 1
S4 Alginat/aroma 70/30% 10 0.48 1
Ss Alginat /aroma 70/30° 5 - 0,3
S Alginat /aroma 70/30% 10 € 0,3

“ Dodatno dodato 2mL etanola ; * Uzorak bez arome; © Nije mereno

Procedura inkapsulacije etil vanilina u alginatu metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrosprej

Za inkapsulaciju etil vanilina u alginatni matriks je koriS¢en postupak elektrostatiCke
ekstruzije-elektrosprej ¢ija je Sema prikazana na Slici 3.4 1 Slici 3.5. Kod vertikalnog sistema
(Slika 3.4) je kao kolektor koris¢en vodeni rastvor kalcijum hlorida koncentracije 15mg/mL. Kod
horizontalnog sistema (Slika 3.5) je kao kolektor kori§éena aluminijumska folija. Spric pumpa
(Pump 11, Harvard Apparatus, SAD) je koriS¢ena za regulaciju protoka rastvora za
inkapsulaciju. Na $pric pumpu je montiran Spric (SmL) sa ravnom iglom od nerdajuceg celika
(18G). Elektrostaticki potencijal (23kV) izmedu vrha igle (+) i kolektora (—) je uspostavljen
pomocu generatora visokog napona Model 30R (Bertan Associates, SAD). Kolektori su kod oba
sistema postavljeni na rastojanju od 15cm od vrha igle. Nakon procesa inkapsulacije, uzorci
dobijeni koriS¢enjem horizontalnog sistema su suSeni 24h na sobnoj temperaturi. Cilj suSenja je
bio uklanjanje eventualno zaostalih rastvaraca iz uzoraka. Uzorci su cCuvani u zatvorenim

sudovima na temperaturi od 4°C.
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Slika 3.4. Sema inkapsulacije metodom elektrostati¢ka ekstruzija-elektrosprej sa rastvorom

za geliranje kao kolektorom (vertikalni sistem).
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Slika 3.5. Sema inkapsulacije metodom elektrostaticka ekstruzija-elektrosprej sa ¢vrstim

kolektorom (horizontalni sistem).
Analiticke metode

Provodljivost rastvora je merena na sobnoj temperaturi konduktometrom InoLab® 720

(WTW, Nemacka).
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Viskozitet pripremljenih rastvora je ispitivan na uredaju za reoloSka ispitivanja Discovery
Hybrid Rheometer HR-2 (TA Instruments, SAD) u opsegu 100 to 1000 s™.

Skeniraju¢i elektronski mikroskop (SEM) (JEOL JSM-6390LV) je koriS¢en za ispitivanje
morfoloskih karakteristika uzoraka nakon inkapsulacije po proceduri datoj u Poglavlju 3.1.

Analiza FTIR spektara odabranih uzoraka je vrSena na spektrometru Bomem-Hartmann &
Braun (SAD) po proceduri datoj u Poglavlju 3.1.

Analiza difrakcije X-zraka (XRD) je vrSena na difraktometru Philips 1050 sa Ni-filterom Cu
Ka radijacijom i Bragg-Brentano fokusnom geometrijom po proceduri datoj u Poglavlju 3.1..

Termogravimetrijska analiza (TGA) je vrSena na uredaju SETARAM SETSYS
Evolution-1750 (Francuska). Termogravimetrijske analize su vrSene u atmosferi vazduha (protok
vazduha-16 cm’/min), u temperaturnom opsegu od 30 do 300°C i pri brzini zagrevanja od

10°C/min.

3.4. Inkapsulacija arome kokosa i D-limonena u Ca-alginatu metodom elektrostaticke

ekstruzije

Materijali

Kao model arome su koriS¢ene: aroma kokosa (komercijalno dostupna) i D-limonen
(HiMedia Laboratories Pvt.Ltd, Indija). Natrijum alginat (srednjeg viskoziteta) je koris¢en kao
nosa¢ i njegove karakteristike su date u Poglavlju 3.2. Kao sredstvo za geliranje je koriS¢en
kalcijum hlorid dihidrat (Acros Organics, SAD). Za ekstrakciju arome kokosa iz inkapsulata je
koris¢en dihlor-metan (HPLC Cdisto¢e) (SIGMA) dok je za ekstrakciju D-limonena koris¢en n-
heksan (HPLC cistoc¢e) (Carlo Erba Reagenti SpA (Italija). Ostale hemikalije koje su koriS¢ene u

radu su bile Cistoce koja odgovara p.a. kvalitetu.

Priprema emulzija Na-alginat/aroma kokosa i Na-alginat/D-limonen (priprema tecnih sistema)
Tecni sistemi je izraz koji je u ovom radu upotrebljavan kako bi se napravila razlika izmedu

rastvora i emulzija s jedne strane i formiranih ¢estica nakon inkapsulacije (Cvrsti sistemi) s druge

strane. Priprema rastvora natrijum alginata i emulzija Na-alginat/aroma je vrSena neposredno pre
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samog procesa inkapsulacije. Kao nosa¢ za inkapsulaciju je upotrebljen Na-alginat u
koncentraciji od 0,02 g/mL i 0,03 g/mL. Rastvori Na-alginata su pripremani tako $to je odmerena
koli¢ina polimera rastvorena u destilovanoj vodi i meSana na magnetnoj mesalici. Slede¢i korak
je meSanje Na-alginata sa aromom u cilju dobijanja stabilnih emulzija (videti ispod). Sastav
formulacija koriS¢enih u eksperimentima kao i uslovi elektrostaticke ekstruzije prikazani su u
Tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Sastav rastvora i emulzija koriS¢enih pri inkapsulaciji aroma kao 1 primenjeni

napon pri ekstruziji.

) Koncent'racija Koncentracija Primenjeni napon
Formulacija Uzorak* Na-alginata arome (kV)
(g/mL) (%w/w)
1 Ajp: 0,02 0 0
2 Ajos 0,03 0 0
3 K505 Lo 0,02 5 0
4 K5 Loy 0,03 5 0
5 K5 Log 0,02 10 0
6 K(;.{()B ; Lg}m’ 0,03 10 0
7 App: 0,02 0 6,5
8 Apgs 0,03 0 6,5
9 Kjos Ly 0,02 5 6,5
10 K55 Loos 0,03 5 6,5
11 Ké.(()u ) Lg)m 0,02 10 6,5
12 Soos 3 Loos 0,03 10 6,5

*A4, alginat (bez arome); K, formulacija sa aromom kokosa; L, formulacija sa D-limonenom; Vrednosti u

indeksu datog uzorka su koncentracije alginata, dok su vrednosti u eksponentu koncentracije arome.

Emulzije su pripremane primenom mehanickog homogenizatora Ultra-Turrax® T25 (Janke

and Kunkel Ika-Labortechnik, Nemacka) pri 10000 o/min u trajanju od 5 minuta.
Analiticke metode (tecni sistemi)

Viskozitet rastvora i emulzija je odreden odmah nakon pripreme (homogenizacije) uzoraka

rotacionim viskozimetrom Rheotest 2 (MLW, Nemacka) u opsegu 0 - 1300 s™.
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Provodljivost te¢nosti je merena konduktometrom InoLab® 720 (WTW, Nemacka) na sobnoj
temperaturi, odmah nakon pripreme, odnosno homogenizacije u sluc¢aju emulzija.

Stabilnost emulzija je ispitivana prema proceduri koju je opisao Chan (2011a) i koja je
razvijena namenski za pracenje stabilnosti emulzija u procesima inkapsulacije. Pracenje
stabilnosti emulzija je vrSeno tako $to je odmerena zapremina emulzije (~ 50 mL) alginat/aroma
ostavljena u menzuri 1 sat. Nakon jednog sata, merene su zapremine formiranih faza. Stabilnost
emulzija je izraCunata kao koli¢nik zapremine preostale emulzije i poCetne zapremine emulzije.
Stabilnost emulzije je izrazena u %.

Veli¢ina kapljica arome u emulziji je odredivana svetlosnim mikroskopom Olympus
CX41RF (Japan) koji je opremljen kamerom Olympus U-CMAD3 (Japan) i racunarskim

programom za merenje dimenzija na snimljenim objektima “Cell*” (Olympus, Japan).

Procedura inkapsulacije arome kokosa i D-limonena u Ca-alginatu

Inkapsulacija arome kokosa i D-limonena u Ca-alginatu je vrSena odmah nakon pripreme
emulzija kako bi se izbegao eventualni negativni uticaj razdvajanja faza na inkapsulacionu
efikasnost. Pored Cestica sa inkapsulisanom aromom, pipremane su i ¢estice bez arome i tretirane
po istoj proceduri. Cestice bez arome su u daljem toku eksperimenata kori§¢ene za procenu
efekta koji dodatak arome ima na ispitivane karakteristike Cestica (videti ispod).

Sama priprema inkapsulisanih te¢nih aroma je vrSena prema proceduri inkapsulacije
primenom elektrostatickog polja koju su prethodno opisali Nedovi¢ et al. (2001) i Levic et al.
(2013). Elektrostaticka ekstruzija rastvora i emulzija je realizovana na jedinici za elektrostati¢ku
ekstruziju VAR V1 (Nisco Engineering Inc., Svajcarska). Sema procesa elektrostati¢ke
ekstruzije je prikazana na Slici 3.6. Spric pumpa Pump 11 (Harvard Apparatus, SAD) je
koriS¢ena za transport fluida do inkapsulacione jedinice. Ekstruzija je vrSena kroz iglu (sa ravnim
vrhom) od nerdajuceg Celika (22G). Sistem je tako podesen da je vrh igle na odstojanju od 2,5¢cm
od povrsine rastvora za geliranje. Kao rastvor za geliranje je kori§¢en vodeni rastvor kalcijum
hlorida koncentracije 0,015 g/mL. U eksperimentima su proizvedene Cestice sa primenom
elektrostati¢kog potencijala (6,5kV) kao 1 Cestice bez elektrostatickog potencijala (0kV). Protok
tecnosti je odrzavan na konstantnoj vrednosti od 70ml/h. Nakon formiranja, Cestice su ostavljane

u rastvoru za geliranje jo§ 60 minuta kako bi se zavrSio proces formiranja Ca-alginata. Nakon
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perioda geliranja, Cestice su odvojene iz rastvora CaCl,, ispirane destilovanom vodom i suSene

na 25 °C u trajanju od 48h kako bi se dobile suve Cestice.

b

<+<— Rastvor (emulzija)

_ Rastvor za
sl geliranje

Slika 3.6. a) Jedinica za inkapsulaciju VAR V1 sa §pric pumpom; b) Sema dela uredaja VAR

V1 za dobijanje Cestica elektrostatickom ekstruzijom.
Analiticke metode (¢vrsti sistemi)

Morfoloske karakteristike vlaznih Cestica su ispitivane svetlosnim binokularnim
mikroskopom XTL-3 400D (Leica, Nemacka), koji je opremljen kamerom DC 300 (Leica,
Nemacka) i raCunarskim programom za merenje dimenzija objekata IM 1000 (Leica, Nemacka).
Za potrebe merenja dimenzije uziman je uzorak od 30 cestica, pri ¢emu je ta¢nost merenja
iznosila £ 10 um. Pre¢nik Cestica je izracunat kao srednja vrednost maksimalnog prec¢nika (d4x)
1 minimalnog pre¢nika (d,,;,) koji je normalan na d,,,,.

Odstupanja od sfernog oblika, koja se mogu javiti kao posledica uticaja razli¢itih faktora pri
proizvodnji Cestica, je procenjeno koriS¢enjem Faktora sferi¢nosti (SF) koji je odredivan na bazi
procedure opisane u literaturi (Chan et al., 2009). Kao osnova za odredivanje Faktora sferi¢nosti
su koris¢ene dimenzije Cestica dobijene merenjem pomocu svetlosnog mikroskopa, dok je za

izraCunavanje kori§¢ena Jednacina 3.1:

dmax B dmin

SF == "%
dmax + dmin (3 1)
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gde je sa d, 0znacen maksimalni precnik a sa d,,;, minimalni pre¢nik Cestica koji je normalan
na d .

Promene u veli€ini Cestica koje su nastale kao posledica susenja su izrazene preko vrednosti
Faktora skupljanja (ksriusenje)), kOji je izracunat na bazi literaturnih podataka pomocu Jednacine
3.2 (Chan et al., 2011b):

kSF(sus“enje) =D, _Db(suveéestice) / D, (3.2)
gde je Dy, pre€nik vlaznih a Dpuve cesiice) J€ precnik Cestica nakon suSenja.

Morfoloske karakteristike povrSine suvih Cestica su ispitivane skeniraju¢im elektronskim
mikroskopom (SEM) JEOL JSM-6390LV prema proceduri datoj u Poglavlju 3.1.

Analiza komponenti arome kokosa je vrSena metodom gasne hromatografije/masene
spektrometrije. Analize su radene za slobodnu i inkapsulisanu aromu kokosa. Inkapsulisana
aroma kokosa je pre analize ekstrahovana iz suvih Ca-alginatnih cestica (videti ispod).
Inkapsulaciona efikasnost u slucaju D-limonena je odredivana na bazi podataka dobijenih gasno-
hromatografskom analizom sadrzaja D-limonena u osuSenim cCesticama. Pre gasno-
hromatografske analize je vrSena ekstrakcija arome iz Cestica. Priblizno pola grama suvih Cestica
je rastvoreno u 40 ml vodenog rastvora natrijum citrata koncentracije 0,015 g/ml. Zatim je dodat
metilen hlorid (5ml) za ekstrakciju arome kokosa, odnosno n-heksan (5 ml) za ekstrakciju D-
limonena. Ekstrakcija je vrSena na 45°C u vodenom kupatilu u trajanju od 15 minuta uz
povremeno mesSanje. Rastvaranje cCestica 1 ekstrakcija su vrSene u zatvorenim staklenim
sudovima. Nakon ekstrakcije, uzorci su hladeni do sobne temperature a zatim centrifugirani na
4000 o/min u trajanju od 20 minuta kako bi se odvojila ekstrahovana aroma od vodenog dela
uzorka.

Uzorci arome kokosa 1 uzorci dobijeni ekstrakcijom inkapsulisane arome kokosa su
analizirani tehnikom gasne hromatografije sa masenom spektrometrijom (GC-MS). GC-MS
analize su vrSene na gasnom hromatografu Agilent 7890N (SAD) opremljenom sa HP5-MS
kapilarnom kolonom (30 x 0,25 mm, 0.25 um film); temperaturni program: 40 °C u trajanju 9
min; zatim 4 °C/min do 65 °C; potom 9 °C/min do 285 °C za 12 min, sa helijumom kao nose¢im

3

gasom (protok gasa 1,5 cm’ min"). Gasni hromatograf je povezan sa masenim detektorom

Agilent 5975C (70 eV). Preliminarne analize uzoraka su radene u TIC modu. Pojedina¢ni pikovi
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su identifikovani poredenjem sa literaturnim podacima na bazi masenih spektara (NIST
spektralna baza). Detaljne analize ciljanih komponenti su radene u SIM modu, koji obuhvata
slede¢e m/z odnose: m/z = 85 (y-laktoni) i m/z = 152 (vanilin).

Sadrzaj D-limonena je odredivan metodom gasne hromatografije i uz primenu standardne
krive za izraCunavanje koncentracije arome. U analizi je koriS¢en gasni hromatograf Agilent
4890D (SAD) sa HP-5MS 30mx0,25mm kapilarnom kolonom i plameno-jonizujué¢im
detektorom (FID). Kao noseéi gas je koriiéen vodonik sa konstantnim protokom od 1 c¢m®/min.
U toku analize je koriS¢en slede¢i temperaturni program: 9 minuta na 40 °C; zatim pri 15 °C/min
do 150 °C i odrzavano 2 min. Temperatura injektora je iznosila 250°C, dok je temperatura
detektora odrzavana na 300°C. Standardna kriva je dobijena kori§¢enjem sedam rastvora
standarda D-limonena koji su analizirani pod istim uslovima kao i uzorci inkapsulisane arome.
Obrada podataka dobijenih gasno-hromatografskom analizom je vrSena racunarskim programom
GC Chem Station.

Inkapsulaciona efikasnost (E) je izra¢unata koriséenjem Jednacine 3.3:

E=m,/m,x100% (3.3)

gde je m, masa inkapsulisanog D-limonena a m; je po¢etna masa arome. Svi uzorci su analizirani
u duplikatu 1 inkapsulaciona efikasnost je prikazana kao srednja vrednost + standardna devijacija
(SD).

Rehidracija osusenih Cestica je vrSena u destilovanoj vodi i fosfatnom puferu (10 mM, pH
7.4). Odmerena koli¢ina suvih Cestica je potopljena u 20 mL odgovarajuce tecnosti, pri cemu je
koriS¢ena laboratorijska tresilica za ravnomerno meSanje uzoraka pri 100 o/min, na sobnoj
temperaturi. Kinetika rehidracije je pracena tako Sto su uzorci u tacno definisanim vremenskim
intervalima odvajani od te¢nosti, kratko ostavljeni na filter papiru (kako bi se uklonila povrSinska
voda) a zatim mereni na analitiCkoj vagi. Stepen rehidracije (M;) je izraunat na bazi Jednacine

3.4:
M(t)=(w, —w,)/w, (3.4)

gde je w; masa Cestica u rehidrisanom stanju a w> je poc¢etna masa suvih Cestica.
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Infracrveni spektar (FTIR) suvih Cestica je analiziran na Bomem-Hartmann & Braun (SAD)
FTIR spektrometru. Uzorci (Img) su prethodno homogenizovani i presovani u obliku
odgovarajucih tableta uz dodatak KBr (150mg). Snimanje spektara je vrSeno u opsegu 4000-600
cm ", pri rezoluciji od 4 cm™. FTIR spektri slobodne arome kokosa i slobodnog D-limonena su
snimljeni koriS¢enjem celije za tene uzorke na bazi NaCl.

Termogravimetrijska analiza uzoraka je realizovana na termogravimetrijskoj vagi Setaram’s
system TG/DSCI111 (Francuska). Analiza je vrSena u atmosferi helijuma (protok helijuma je
iznosio 30 ml/min, pri 1 atm), brzina zagrevanja 5 °C/min. Uzorci na bazi D-limonena su
dodatno analizirani pomoc¢u masenog spektrometra (Thermostar, Pfeifer, sistem sa kapilarnom
konekcijom) koji je povezan sa termogravimetrijskom vagom. VrSena je simultana
termogravimetrijska i analiza masenih spektara D-limonena (koriS¢enjem podataka o masenom
spektru ovog jedinjenja koji je dostupan u bazi podataka Spectral Database for Organic
Compounds, AIST (SDBS)).

Statisticka obrada podataka je vrSena racunarskim programom SPSS 17.0. Dobijeni rezultati
(veli¢ina kapljica arome 1 veliCina Cestica) su ispitivani analizom varijanse (ANOVA) (p <

0,001). Srednje vrednosti su dodatno analizirane Tukey HSD testom.

3.5. Inkapsulacija etil vanilina u polivinil alkoholu metodom elektrostaticke ekstruzije

U eksperimentima inkapsulacije su kao nosaci koris¢eni polivinil alkohol (PVA) (rastvoran u
toploj vodi, Molekulska masa =70.000-100.000) i natrijum alginat srednjeg viskoziteta
(deklarisani viskozitet 2% rastvora na 25°C je 3500 cps) (Sigma-Aldrich, SAD). Kao aktivna
komponenta (aroma) je koriS¢en etil vanilin (Aroma, Srbija). Kalcijum hlorid dihidrat
(Analytica, Ceska Republika) je korii¢en kao sredstvo za geliranje alginata i dobijanje kalcijum

alginata. Ostale hemikalije koje su koriS¢ene u radu su bile ¢istoce koja odgovara p.a. kvalitetu.
Priprema rastvora za inkapsulaciju

Rastvor polivinil alkohola koncentracije 0,1 g/ml je pripremljen rastvaranjem polimera u
destilovanoj vodi uz zagrevanje (70°C) i meSanje na magnetnoj meSalici. Rastvor natrijum

alginata koncentracije 0,02 g/ml je dobijen njegovim rastvaranjem u destilovanoj vodi na sobnoj
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temperaturi uz mesanje na magnetnoj mesalici. Nakon pripreme pojedinacnih rastvora, PVA i
Na-alginat su meSani u odnosu 1:4 kako bi se dobila smesa polimera koja je dalje koriS¢ena za

inkapsulaciju etil vanilina.

Postupak inkapsulacije etil vanilina elektrostatickom ekstruzijom u nosacu na bazi polivinil

alkohola i natrijum alginata

Cestice pa bazi PVA/alginat sa inkapsulisanim etil vanilinom su dobijene metodom
elektrostatiCke ekstruzije koja je opisana u Poglavlju 3.2. Etil vanilin je inkapsulisan u
koncentraciji od 10%w/w 1 20%w/w. Nakon inkapsulacije i perioda geliranja alginata, Cestice su
isprane sa destilovanom vodom, filtrirane na filter papiru a zatim su prebacene u suncokretovo
ulje 1 zamrznute u periodu od 12 Casova. Nakon perioda smrzavanja, Cestice su odmrznute na
4°C a potom su odvojene od ulja i isprane sa destilovanom vodom. Vlazne Cestice su suSene na

sobnoj temperaturi do konstantne mase.

Analiticke metode

Morfoloske karakteristike Cestica sa inkapsulisanim etil vanilinom su ispitivane
binokularnom lupom Leica XTL-3400D (Leica, Nemacka), opremljenom kamerom Leica-DC
300 (Leica, Nemacka) i racunarskim programom za merenje veliC¢ine objekata Leica-IM 1000
(Leica, Nemacka) prema proceduri datoj u Poglavlju 3.2.

Stabilnost inkapsulata je ispitivana rehidracijom cestica prema proceduri datoj u Poglavlju
3.2.

Kinetika suSenja je pracena prema proceduri datoj u Poglavlju 3.2.

Termicka analiza (TGA) dobijenih uzoraka je vrSena na uredaju SDT Q-600 (TA Instrument,
SAD). Analize su vrSene u atmosferi vazduha pri protoku gasa od 0,1 L/min i pri brzini
zagrevanja od 10 °C/min.

Analiza FTIR spektara uzoraka je vrSena na FTIR spektrometru Bomem-Hartmann & Braun

(SAD) prema proceduri datoj u Poglavlju 3.2.
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3.6. Inkapsulacija etil vanilina u polivinil alkoholu metodom elektrostaticke ekstruzije-

elektrospining

Materijali

Kao nosac u eksperimentima je koriS¢en polivinil alkohol (PVA) (Molekulska masa=70.000-
100.000), koji je rastvorljiv u toploj vodi (Sigma-Aldrich, SAD). Kao model aroma je koriS¢en
etil vanilin (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Indija). Ostale hemikalije koje su kori§¢ene u radu

su bile Cistoce koja odgovara p.a. kvalitetu.

Priprema rastvora PVA i etil vanilina

U eksperimentima je kao rastvarac za etil vanilin koriS¢en rastvor etanola i vode u odnosu
70:30. Radni rastvor etil vanilina (20%w/v) je pripreman tako $to je izmerena masa arome
rastvorena u smes$i vode 1 etanola. Radni rastvor PVA (0,15 g/ml) je pripreman tako S$to je
izmerena masa polimera rastvorena u destilovanoj vodi uz zagrevanje na 80°C. Rastvori za
inkapsulaciju su pripremani tako $to su radni rastvori etil vanilina i PVA mesani prema odnosima
datim u Tabeli 3.3. SmeSe polimera i arome su meSane na magnetnoj mesalici u trajanju od 15
minuta uz dodatak 2ml rastvora voda/etanol kako bi se obezbedilo potpuno rastvaranje arome,

tako da je finalna zapremina rastvora iznosila Sml.

Postupak inkapsulacije

Za inkapsulaciju etil vanilina u PVA matriks je koriS¢en postupak ¢ija je Sema prikazana na
Slici 3.7. Spric pumpa (Pump 11, Harvard Apparatus, SAD) je korid¢ena za regulaciju protoka
rastvora za inkapsulaciju. Na Spric pumpu je u horizontalni polozaj montiran Spric (5Sml) sa
ravnom iglom od nerdajuceg Celika (18G). Elektrostaticki potencijal izmedu vrha igle (+) i
kolektora (—) je uspostavljen pomocu generatora visokog napona Model 30R (Bertan Associates,
SAD). Kao kolektor je koriS¢ena aluminijumska folija koja je postavljena na rastojanju od 10cm
od vrha igle. Nakon procesa inkapsulacije, uzorci su suSeni 24h na sobnoj temperaturi. Cilj

suSenja je bio uklanjanje eventualno zaostalih rastvaraca iz uzoraka.
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Generator visokog napona

}
o .

gpl'i(‘ pumpa

Kolektor

Slika 3.7. Sema inkapsulacije etil vanilina u polivinil alkoholu metodom elektrostaticke

ekstruzije-elektrospininga.
Analiticke metode

Morfologija uzoraka je ispitivana skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM) (JEOL
JSM-6390LV) uz prethodno nanoSenje zlata na uredaju BALTEC SCD 005. Za odredivanje
dimenzija vlakana su koriS¢ene slike dobijene SEM analizom a samo merenje je vrSeno
progamom ImageJ. Debljina uzoraka (nakon skidanja sa Al-folije) je odredivana
mikrometarskim zavrtnjem.

Termicka svojstva odabranih uzoraka su ispitivana metodom diferencijalne skenirajuce
kalorimetrije (DSC) na uredaju DSC-50 (SHIMADZU, Japan). Masa ispitivanog uzorka je bila
10mg, dok je brzina zagrevanja iznosila 10°C/ min. Sve analize su vrSene u atmosferi vazduha.

Termogravimetrijska analiza (TGA) je vrSena na uredaju SETARAM SETSYS
Evolution-1750 (Francuska). Termogravimetrijske analize su vrSene u atmosferi vazduha, pri
brzini zagrevanja od 10°C/min.

Analiza FTIR spektara odabranih uzoraka je vrSena na spektrometru Bomem-Hartmann &
Braun (SAD). Uzorci su pre analize homogenizovani sa KBr i pripremljeni u obliku
odgovarajuéih peleta. Analiza spektara je vrena u opsegu 4000-600 cm™ ' i pri rezoluciji od 4

-1
cm .
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Analiza difrakcije X-zraka (XRD) je vrSena na difraktometru Philips 1050 sa Ni-filterom Cu
Ka radijacijom i Bragg-Brentano fokusnom geometrijom. Analiza je vrSena u opsegu 5 - 70° 20
sa korakom od 0.05° i vremenom izlaganja od 6 s po koraku.

Analiza mehanickih svojstava odabranih uzoraka je vrSena na uredaju Autograph AG-X Plus
High Speed Universal Testing Machine (SHIMADZU). Sva ispitivanja su vrSena na sobnoj
temperaturi pri brzini od 1,0 mm/min. Dimenzije uzoraka su iznosile: ~lcm x 2cm X ~30-60pm
(Sirina x duzina x debljina).

Tabela 3.3. Sastav rastvora koriS¢enih za inkapsulaciju metodom elektrostaticke ekstruzije-

elektrospininga.
Sastav
PVA/etanol = Koncentracija arome
rastvora
PVA rastvor 100/0 -
PV A/etanol 70/30* -
PVA/aroma 70/30%* 20%*

* Naknadno dodato 2ml etanola

** Koncentracija radnog rastvora arome

Statisticka analiza precnika nanovlakana je vrSena poredenjem t-testom srednjih vrednosti

precnika uzoraka sa 1 bez inkapsulisane arome koris¢enjem racunarskog programa SPSS 17.0.
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3.7. Inkapsulacija etil vanilina u prethodno formirane filmove na bazi polivinil alkohola

dobijene metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrospininga

Materijali

U eksperimentima su koris¢eni materijali koji su opisani u Poglavlju 3.6.

Priprema rastvora PVA i etil vanilina

Radni rastvori PVA (0,10g/ml) su pripremani prema proceduri datoj u poglavlju 3.6. Radni
rastvor etanola je smeSa etanol:voda=70:30. Radni rastvori etil vanilina su pripremani
rastvaranjem 10%w/v (viSa koncentracija arome u rastvoru za tretiranje vlakana) i 5%w/v (niZa

koncentracija arome u rastvoru za tretiranje vlakana) arome u radnom rastvoru etanola.

Postupak inkapsulacije

Prazni (bez inkapsulisane arome) PVA filmovi su dobijeni prema proceduri datoj u Poglavlju
3.6, s tim S§to je primenjeni napon iznosio 20kV. Nakon suSenja, filmovi su potapani u radne
rastvore etil vanilina i etanola (prethodno ohladeni na -25°C) uz dodatak 20% glicerola (85%
glicerol), a zatim su zajedno odrzavani na -25°C u trajanju od 12h. Nakon ovog tretmana, filmovi
su odrzavani u rastvorima na 4°C u trajanju od 12h. Filmovi su zatim suSeni na sobnoj
temperaturi u trajanju od 24h. Dobijeni filmovi su ¢uvani u zatvorenim posudama na 4°C do

daljih analiza.

Analiticke metode

Analize morfologije uzoraka (SEM), FTIR i XRD analize su radene prema proceduri datoj u
Poglavlju 3.6. Koli¢ina inkapsulisanog etil vanilina (data kao masa arome/masa filma) je
odredivana metodom HPLC-a po proceduri datoj u Poglavlju 3.1. Pre analiza, aroma je
ekstrahovana iz filmova tako §to je 50mg filma podvrgnuto ekstrakciji u 96% etanolu (10ml) u

trajanju od 3 sata, uz povremeno mesanje.
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Termogravimetrijska analiza je realizovana prema proceduri datoj u Poglavlju 3.1.

Za ispitivanje antimikrobnih svojstava koriS¢ena je jedna Gram pozitivna bakterija,
(Staphylococcus aureus ATCC 25923) i1 jedna Gram negativna bakterija (Escherichia coli ATCC
25922). Svi ispitivani mikroorganizmi su osvezavani u MHB 24h kako bi se postigla
koncentracija od oko 1 x 10" CFU/ml. Od svake kulture mikroorganizama 100 pl suspenzije je
zasejano na MHA. Na povrSinu agara postavljeni su diskovi pre¢nika 6mm, negativna kontrola,
pozitivna kontrola-ampicilin 10mcg, kao 1 ispitivani filmovi (prethodno sterilisani UV zracima u
laminarnoj komori u trajanju od po 45min za svaku stranu filma). Kao negativna kontrola
koris¢eni su diskovi koji su natopljeni samo sa 10 pl fizioloskog rastvora. Petri kutije sa
bakterijama su inkubirane na 37°C u trajanju od 24h, posle ¢ega su izmereni precnici zona

inhibicije (zajedno sa diskovima).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
4.1. Inkapsulacija etil vanilina u karnauba vosku

U ovom poglaviju je opisana inkapsulacija etil vanilina u karnauba vosku metodama
disperzije otopljenog voska i arome. Koriscene su metode disperzije (emulzifikacije) u vodi i
metoda disperzije pomocu vazduha. Dobijeni uzorci su ispitivani sa stanovista morfologije i
dimenzija Ccestica (SEM i analiza dimenzija Cestica), inkapsulacione efikasnosti (HPLC),
hemijskih i strukturnih svojstava (FTIR i XRD) i termickih svojstava (DSC/TGA). Karnauba
vosak se pokazao pogodnim za dobijanje sfernih cestica sa inkapsulisanom aromom. Metoda
disperzije vazduhom se generalno pokazala kao pogodnija za dobijanje Cestica pravilnog-
sfernog oblika. Hemijske analize su pokazale da karnauba vosak i etil vanilin zadrzavaju svoja
hemijska i strukturna svojstva nakon inkapsulacije. Termicka analiza je pokazala da je procesom
inkapsulacije postignuta veca termicka stabilnost inkapsulisane arome koja se ogledala kroz

sporiji gubitak arome na povisenim temperaturama u poredenju sa neinkapsulisanom aromom.

Cestice dobijene metodama disperzije u vodi i pomoéu vazduha su analizirane skeniraju¢im
elektronskim mikroskopom (SEM) i rezultati su prikazani na Slici 4.1. Rezultati mikroskopske
analize su pokazali da Cestice dobijene metodom emulzifikacije imaju manje pravilan (sferni)
oblik u odnosu na cestice dobijene metodom disperzije pomocu vazduha. Ovakvi rezultati
odstupaju od literaturnih podataka za isti tip procesa i nosac¢a (Milanovi¢, 2011b). Naime,
dobijene Cestice su u vecoj meri pokazale nepravilan oblik tj. ve¢e odstupanje od sfernog oblika.
Razlog za ovu pojavu treba traziti u €injenici da je proces disperzije u vodi realizovan pri znatno
veéem broju obrtaja mesalice ali i sa znatno veéim sadrzajem arome u odnosu na karnauba
vosak. Pored toga, u slucaju Cestica dobijenih disperzijom u vodi, izrazena je pojava grupisanja
u krupnije agregate. Treba naglasiti da su uzorci analizirani bez prethodnog prosejavanja kako bi
se Sto manje uticalo na morfoloska svojstva Cestica. Agregacija Cestica nije primecena kod
uzoraka dobijenih metodom disperzije pomocu vazduha. Agregacija Cestica je verovatno
uslovljena prisustvom vode koja se naknadno uklanja suSenjem. Voda omogucava povezivanje
Cestica, koje ostaju u obliku agregata 1 nakon suSenja. Na ve¢im uvecanjima se moZze primetiti da
je povrsina Cestica dobijenih metodom disperzije vazduhom relativno glatka, dok je povrSina

Cestica dobijenih disperzijom u vodi naborana.
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Slika 4.1. SEM slike Cestica (pri razli¢itim uvecanjima): (a,b)-Cestice sa inkapsulisanom
aromom dobijene disperzijom pomocu vazduha; (c,d)-Cestice sa inkapsulisanom aromom

dobijene disperzijom u vodi.

Pored toga §to omogucava dobijanje Cestica pravilnijeg oblika, metoda disperzije vazduhom
se pokazala jednostavnijom za rad, posebno kada je re¢ o kasnijem tretmanu Cestica jer se nakon
procesa inkapsulacije Cestice sakupe i skladiste do dalje upotrebe. S druge strane, metoda
emuzifikacije je jednostavnija s aspekta tehnickih reSenja 1 kontrole jer ne zahteva sloZeni sistem
za dobijanje Cestica. Potencijalne mane metode disperzije vazduhom su pre svega vezane za
problem formiranja finih Cestica, koje je potrebno ukloniti iz vazdusne struje jer predstavljaju
potencijalni gubitak u prinosu ¢estica. Metoda disperzije (emulzifikacije) u vodi je zahtevnija
kada je u pitanju tretman Cestica nakon disperzije jer je potrebno Cestice susiti nakon procesa.

Raspored veli¢ine ¢estica na bazi karnauba voska (sa i bez inkapsulisane arome) je prikazan
na Slici 4.2. Distribucija veli¢ina Cestica je relativno ujednacena pri ¢emu su se uzorci dobijeni
metodom disperzije vazduhom pokazali uniformnijim. Vrednosti za d(0,9) su: 211,90um
(prazne) 1 236,16um (sa aromom) za Cestice dobijene disperzijom vazduhom; 211,43um (prazne)

1 191,56pum (sa aromom) za Cestice dobijene metodom disperzije u vodi. Kao §to se moze videti,
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najve¢i broj izmerenih cestica (90% izmerenih) se nalazi ispod 250pum za obe metode

inkapsulacije.
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Slika 4.2. Raspodela dimenzija Cestica na bazi karnauba voska dobijenih metodama: metoda

disperzije vazduhom (a-sa aromom, c-bez arome); metoda disperzije u vodi (b-sa aromom, d-bez

arome).

Kod metode analize veli¢ine Cestica pomocu seta standardnih sita su generalno dobijeni
rezultati koji pokazuju da kod svih formulacija Cestica (i primenjenih metoda inkapsulacije),
najvec¢i deo (procenat) uzorka otpada na dve frakcije koje ostaju na sitima sa otvorima 177um,
odnosno 105um. Kod ¢estica dobijenih metodom emulzifikacije (sa i bez arome) na ove dve
frakcije otpada >90% uzorka. Sli€ni rezultati su dobijeni 1 u slu€aju frakcionisanja cestica
dobijenih metodom disperzije vazduhom. Udeo frakcija ispod 105um, odnosno iznad 500um je u
proseku bio ~5%, pri ¢emu je kod uzoraka dobijenih metodom disperzije u vodi primeéeno
izdvajanje krupnijih agregata (>500um) koji su se formirali tokom disperzije-hladenja i tokom

suSenja Cestica.
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Moze se konstatovati da pod definisanim uslovima, primenom obe metode inkapsulacije
mogucée dobiti cCestice relativno ujednacenih veli¢ina. U literaturi se za slicne sisteme
inkapsulacije mogu nac¢i podaci da se u zavisnosti od uslova disperzije i primene emulzifikatora
opsegu 210-360um (Milanovic et al., 2010). Rezultati ostvareni u ovom radu pokazuju da se
primenom intenzivnog meSanja-homogenizacije pri disperziji u vodi i bez upotrebe
emulzifikatora mogu dobiti Cestice Cije su dimenzije manje od onih koje se mogu naci u
literaturnim podacima.

Inkapsulaciona efikasnost ostvarena kod metode disperzije (emulzifikacije) u vodi je iznosila
5,07+0,04%, dok je u slucaju Cestica dobijenih disperzijom vazduhom ostvarena inkapsulaciona
efikasnost etil vanilina od 67,05+13,39%. Ukoliko se vrednosti za inkapsulacionu efikasnost kod
metode disperzije u vodi uporede sa onima iz literature za isti sistem inkapsulacije (Milanovic et
al., 2010), moze se videti da su one znatno nize. Razlozi za nisku inkapsulacionu efikasnost su
verovatno visoki udeo arome u polaznoj smesi (20%) u odnosu na nosa¢, kao 1 intenzivna
homogenizacija-disperzija u odsustvu emulzifikatora. S druge strane, metoda disperzije
vazduhom je dala zadovoljavajuce rezultate za inkapsulacionu efikasnost, §to je istie kao
pogodnu za inkapsulaciju aktivnih komponenti sa slicnim svojstvima kao 1 etil vanilin i uz
primenu karnauba voska kao nosaca.

FTIR spektri neinkapsulisanog i inkapsulisanog etil vanilina (u karnauba vosku) su prikazani
na Slici 4.3. U FTIR spektru neinkapsulisanog etil vanilina mogu se uociti vise karakteristi¢nih
traka. Na 3360 cm™ je traka koja poti¢e od fenolne OH grupe. Trake na ~2900 cm™ potice od
aromati¢nih C-H vibracija 1 alifaticnih C-H vibracija iz OCH, grupe. Razdvojena traka
karakteristi¢na za benzaldehide (C=0 vibracija) se moZe uogiti na oko 1680 cm™ (Gonzales-Bar6
et al., 2008). Ostale trake u spektru su: C=C (karakteristicna za aromatska jedinjenja) udruzena
sa C-H deformacionom vibracijom u ravni na 1580 cm’' (Vieira et al., 2006); traka na 1515 cm™
koja poti¢e od C-H vibracije iz -CHO grupe povezana sa deformacijom u ravni aromati¢nog
prstena. Trake na 1438 cm™ i 1400 cm™ poti¢u od CH deformacije iz CH; grupe (Mohamad
Ibrahim et al., 2009). Region izmedu 1500cm™ do 1400cm™ je karakteristi¢an za vibracije -CH-
(iz -CH,) (Roczniak et al., 1983). Traka na 1380 cm™ je povezana sa deformacijom u ravni
fenolne OH grupe (Gonzales-Bard et al., 2008). Vibracija koja poti¢e od C-O-C se u spektru

javlja kao intenzivna traka na 1280 cm™. Traka na 1168 cm™ poti¢e od C=0 grupe, dok traka na

81



1116 cm™ poti¢e od aromati¢ne C-H deformacije u ravni. Vibracije u oblasti od 786 cm™ do 852

cm’” su karakteristi¢ne za C-H (Gonzales-Bar6 et al., 2008).

Transparencija (%)
ﬁj
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Slika 4.3. FTIR spektri uzoraka na bazi karnauba voska 1 etil vanilina: a) Neinkapsulisani etil
vanilin; b) Cestice karnauba vosak/aroma dobijene disperzijom pomoéu vazduha; c) Cestice

karnauba vosak/aroma dobijene disperzijom u vodi; d) Smesa karnauba voska i etil vanilina.

U FTIR spektru karnauba voska (PRILOG 1) se uocava traka u opsegu 3600-3200 cm™ koja
potice od OH grupe. Vibracije koje poti¢u od C-H veze se javljaju u spektru kao trake u opsegu
3000-2800 cm™'. Ostale trake se vezuju za sledeée veze: 1780-1700 cm™ (C=0); 1480-1300 cm™
(C-H); 1300-900 cm™ (C-0O) i 750-700 cm™ (C-H) (Suter et al., 1999). Poredenjem spektara
karnauba voska 1 Cestica bez arome se moze zakljuciti da nema znacajnih promena u FTIR
spektru nosaca koje bi nastale kao posledica formiranja Cestica.

Kod spektara koji su dobijeni FTIR analizom Cestica sa inkapsulisanom aromom kao i smese
etil vanilina 1 karnauba voska uocavaju se pre svega trake koje poti¢u od karnauba voska koje
preklapaju one koje poti¢u od inkapsulisanog etil vanilina. Mogu se uociti promene kod pozicije
traka OH grupa arome u inkapsulatima, dok se kod smeSe aroma/vosak pozicija date trake ne

menja. Preklapanja traka u FTIR spektru izmedu nosaca i aktivnhe komponente predstavljaju
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prepreku u tumacenju dobijenih rezultata. Iz tih razloga se ne mozZe pouzdano proceniti koje
interakcije se javljaju izmedu arome i nosaca (Milanovi¢, 2011b).

Difraktogrami dobijeni XRD analizom neinkapsulisanog etil vanilina, inkapsulisane arome u
Cesticama na bazi karnauba voska kao i smeSa arome i voska su prikazani na Slici 4.4. U
difraktogramu slobodnog etil vanilina se mogu uociti slede¢i pikovi: 26=12.2°, 20=14.5°,
20=21.1°, 20=22.7°, 26=26.4°, 206=29.2°, 20=37.45°, 26=38.85°. Difraktogram dobijen
difrakcijom X zraka neinkapsulisanog etil vanilina jasno pokazuje kristalnu strukturu ove arome
1 u saglasnosti je sa prethodno objavljenim rezultatima (Li et al., 2008).

Analizom difraktograma inkapsulisanog etil vanilina se moze zakljuciti da je vecina pikova
koji poti¢u od arome zaklonjena pikovima koji poti¢u od nosaca tj. karnauba voska. Na bazi
dobijenih rezultata difrakcije X zraka ne moze se sa sigurnos$c¢u re¢i da je doSlo do promena u
kristalnoj strukturi inkapsulisane arome. Ako se pogleda difraktogram cestica dobijenih
metodom disperzije vazduhom (Slika 4.4b), moze se uociti da se javljaju neki od karakteristicnih
pikova za aromu: 20= 12.2°, 26=26.4° 1 20=29.2°. Ostali pikovi su preklopljeni pikovima koji
poticu od karnuaba voska.

U PRILOGU 2 su dati rezultati XRD analize karnauba voska 1 Cestica dobijenih metodom
emulzifikacije i1 disperzije vazduhom bez inkapsulisane arome. Rezultati pokazuju da dati procesi
dobijanja Cestica nemaju znacajnijeg uticaja na strukturu karnauba voska. Ovi podaci su u
saglasnosti sa rezultatima drugih istrazivaca koji su takode potvrdili da proces dobijanja Cestica

metodom emulzifikacije nema uticaja na strukturna svojstva karnauba voska (Milanovi¢, 2011a).
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Slika 4.4. Difrakogrami uzoraka na bazi karnauba voska i etil vanilina: a)
Neinkapsulisani etil vanilin; b) Cestice karnauba vosak/aroma dobijene disperzijom pomoéu
vazduha; c) Cestice karnauba vosak/aroma dobijene disperzijom u vodi; d) Smesa karnauba

voska 1 etil vanilina.

Kako je sa tehnoloskog aspekta termicka stabilnost proizvoda jedna od najvaznijih
karakteristika, vrSena su ispitivanja termickih svojstava dobijenih inkapsulata odgovaraju¢im
tehnikama analize. Termicka stabilnost slobodne, inkapsulisane arome i nosaca je ispitivana
metodom termogravimetrije/diferencijalne skenirajuc¢e kalorimetrije (TGA/DSC). Na Slici 4.5.
su prikazane TGA 1 DSC krive slobodnog (neinkapsulisanog etil vanilina). Iz dobijenih rezultata
se moze zakljuciti da slobodna aroma pokazuje gubitak mase u ¢itavom temperaturnom opsegu, s
tim Sto je on posebno intenzivan iznad 150°C. Uzorak ¢iste arome je do 210°C izgubio ~95%
mase. Rezultati DSC analize su pokazali da etil vanilin pokazuje endotermni maksimum na
80,7°C Sto predstavlja temperaturu topljenja arome. Dobijena vrednost tacke topljenja Ciste

arome je priblizna literaturnim podacima za tacku topljenja Cistog etil vanilina (Burdock, 2009).
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Slika 4.5. TGA (crna puna linija) i DSC (crna isprekidana linija) krive slobodnog

(neinkapsulisanog) etil vanilina.

Termicka analiza inkapsulisanog etil vanilina je data na Slici 4.6. Gubitak mase uzoraka
dobijenih disperzijom vazduhom pocinje nakon 150°C, s$to je za oko 20°C manje nego u slucaju
Cestica dobijenih metodom disperzije u vodi. Ovo je donekle ocekivano s obzirom na veci
sadrzaj arome kod Cestica dobijenih metodom disperzije vazduhom. Ve¢i sadrzaj etil vanilina
uti¢e na promenu strukture Cestica, Sto za posledicu ima i promenu termickih svojstava Cestica.
Kod cestica dobijenih metodom disperzije u vodi pad mase pocinje nakon 170°C ali je ovaj
gubitak mase daleko manji nego u slu€aju Cestica dobijenih metodom disperzije vazduhom. Ova
pojava se moze objasniti pre svega Cinjenicom da ove Cestice sadrze manje aktivne komponente
tj. arome. Efekat inkapsulacije na termicka svojstva etil vanilina se ogleda pre svega kroz
kontrolisano termicko otpuStanje arome na poviSenim temperaturama. Kao §to je ve¢ ranije
rec¢eno, najveci deo slobodne arome se oslobodi do nesto iznad 200°C. U slu¢aju inkapsulisane
arome, proces termi¢kog otpusStanja etil vanilina se javlja na viSim temperaturama i u znatno
Sirem temperaturnom opsegu, $to je posebno izrazeno kod Cestica dobijenih metodom disperzije
vazduhom, kod kojih je gubitak mase do 210°C (temperatura do koje ispari 95% slobodne
arome) oko 10%. Gubitak mase se dalje nastavlja sve do temperature ~270°C, od koje dalje

krece proces termi¢ke dekompozicije karnauba voska. Kod Eestica dobijenih metodom disperzije
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u vodi, pad mase do 250°C je manji od 5%, Sto je u direktnoj vezi sa ¢injenicom da su Cestice
dobijene ovom metodom pokazale manju inkapsulacionu efikasnost u poredenju sa Cesticama
dobijenim metodom disperzije vazduhom. Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koji se
mogu naci u literaturi (Milanovic et al., 2010).

Drugi pad mase se javlja nakon ~270°C (Cestice dobijene metodom disperzije u vodi),
odnosno nakon 280°C (Cestice dobijene disperzijom vazduhom). Ovaj gubitak mase se moze
povezati sa procesima termi¢kog dekomponovanja nosaca tj. karnauba voska (Milanovic et al.,

2010).
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Slika 4.6. TGA (pune linije) 1 DSC (isprekidane linije) krive ¢estica karnauba voska sa
inkapsulisanom aromom: Cestice dobijene disperzijom u vodi (crne linije); Cestice dobijene

disperzijom vazduhom (crvene linije).

Rezultati DSC analize inkapsulisane arome pokazuju dva karakteristicna maksimuma. Prvi
maksimum kod cestica dobijenih metodom disperzije u vodi se javlja na 86,74°C, dok se kod
Cestica dobijenih metodom disperzije vazduhom ovaj maksimum javlja na 85,86°C. Ova dva
endotermna pika odgovaraju procesu topljenja materijala cestica (arome i nosaca) (Milanovic et
al., 2010). Druga dva maksimuma se javljaju na 279,47°C (Cestice dobijene disperzijom u vodi) i
na 293°C (Cestice dobijene disperzijom vazduhom). Ova dva egzotermna maksimuma

odgovaraju pre svega procesu dekompozicije voska i zaostale arome. Moze se zakljuciti da
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dodatak arome nije znacajnije uticao na tacku topljenja Cestica u poredenju sa Cistim voskom (za
Cist karnauba vosak videti PRILOG 3). Mora se naglasiti da na tacku topljenja ¢itavog sistema
(aroma/nosac€) primarni uticaj ima nosac tj. karnauba vosak, §to je i oCekivano s obzirom da je
sadrzaj voska ve¢i u odnosu na etil vanilin. Aroma ispoljava svoj uticaj na termicka svojstva
Cestica u onoj meri u kojoj je zastupljena tj. zadrzana nakon inkapsulacije.

Pored analize slobodnog i inkapsulisanog etil vanilina, vrSena je i analiza karnauba voska kao
1 praznih Cestica (bez inkapsulisane arome) dobijenih po istim postupcima kao i Cestice sa
inkapsulisanom aromom. Cilj ovih analiza je bio da se utvrdi uticaj nosaca na termicka svojstva
inkapsulisane arome ali i da se ispita uticaj procesa dobijanja Cestica na svojstva karnauba voska.
Kao sto je ve¢ reCeno, karnauba vosak pokazuje znacajan gubitak mase usled termicke
degradacije na temperaturama preko 250°C (PRILOG 3) mada se u slucaju Cestica dobijenih
metodom disperzije vazduhom (PRILOG 4) gubitak mase javlja u neSto Sirem temperaturnom
opsegu. Analiza DSC krive ¢istog karnauba voska u temperaturnom intervalu od 30°C do 300°C
pokazuje dva temperaturna maksimuma: prvi je endotermni pik na 87,19°C koji se vezuje za
proces topljenja voska; drugi maksimum se javlja na 281,56°C kao egzotermni, verovatno kao
posledica termicke degradacije voska. Cestice karnauba voska bez inkapsulisane arome pokazale
su sli¢na termicka svojstva kao i karnauba vosak, uz minimalna odstupanja koja se mogu uociti
na TGA i DSC krivama. Prikazani rezultati pokazuju da procesi dobijanja Cestica na bazi
karnauba voska ne uti¢u znacajnije na termicka svojstva samog nosaca.

Moze se zakljuciti da se procesom inkapsulacije etil vanilina u karnauba vosak postize
nekoliko pozitivnih efekata. Prvo, Cestice sa inkapsulisanom aromom imaju odredeni, stabilni
oblik, §to olakSava potencijalnu primenu. Naime, etil vanilin je u slobodnom stanju u obliku
praha, koji bi mogao da predstavlja problem pri rukovanju i doziranju u primeni. S druge strane,
Cestice sa inkapsulisanom aromom imaju kao $to je reCeno stabilan oblik i veli¢inu, te su sa tog
aspekta pogodnije za rukovanje. Glavna prednost inkapsulacije etil vanilina u karnauba vosku je
unapredena termicka stabilnost inkapsulisane arome u odnosu na slobodni (neinkapsulisani) etil
vanilin. Rezultati pokazuju efekat kontrolisanog termickog otpustanja inkapsulisane arome u
Sirokom temperaturnom opsegu. Konac¢no, sam proces inkapsulacije ne utiCe znaCajnije na

strukturna svojstva inkapsulisane arome i nosaca.
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4.2. Inkapsulacija aroma u alginatu

U ovom poglavilju su predstavljeni rezultati inkapsulacije aroma u nosacima na bazi
alginata. Inkapsulacija je vrsena metodom elektrostaticke ekstruzije uz korisc¢enje cvrstih (etil
vanilin) i tecnih aroma (komercijalna aroma kokosa i D-limonen) kao aktivnih komponenti.
Uzorci su nakon inkapsulacije suseni i analizirani slede¢im metodama (u zavisnosti od svojstava
uzoraka i prisutne arome): gasna hromatografija sa FID i MS detektorima, skenirajuca
elektronska mikroskopija, svetlosna mikroskopija, termogravimetrija, FTIR spektroskopija i
XRD analiza. Pored toga, vrsena je analiza reoloskih i drugih svojstava rastvora koji su
relevantni sa stanovista formiranja finalnih formi inkapsulata. Kod sistema sa tecnim aromama
vrSena su i ispitivanja rehidracije Cestica i dobijeni rezultati su korisc¢eni za formiranje modela
rehidracije cestica. Rezultati su pokazali da alginat predstavija dobar nosac za inkapsulaciju
¢vrstih i tecnih aroma. Posebno se pokazao pogodnim za formiranje stabilnih suspenzija i
emulzija aroma, Sto je jedan od kljucnih uslova za dostizanje visoke inkapsulacione efikasnosti.

Rezultati su pokazali da se inkapsulacijom postiZe bolja termicka stabilnost aroma.

4.2.1. Inkapsulacija etil vanilina u Ca-alginatu metodom elektrostaticke ekstruzije

Inkapsulacija etil vanilina je vrSena metodom elektrostaticke ekstruzije uz koriS¢enje Ca-
alginata kao nosaca. Stvaranje gela Ca-alginata je vrieno izmenom jona Na' (iz alginata) jonima
Ca”" iz rastvora CaCl, (rastvor za geliranje). Nakon formiranja, estice su suSene na sobnoj
temperaturi 1 dalje analizirane. Srednji pre¢nik vlaZnih Cestica sa 20% arome je iznosio 2,41 +
0,04mm. Nakon suSenja, doSlo je do smanjenja precnika Cestica (za oko 18%) kao posledica
isparavanja vode. Ovo smanjenje precnika nije uticalo na oblik Cestica (Slika 4.7a). Medutim,
kod cestica sa 10% inkapsulisane arome je doslo do naruSavanja oblika koje je praceno i sa
znacajnijim smanjenjem precnika, koji je nakon susenja iznosio ~1,5mm (Slika 4.7b). Smanjenje
precnika 1 oblika Cestica se moZe objasniti time da Cestice sa 10% inkapsulisanog etil vanilina
sadrze viSe vode koja isparava tokom suSenja nego Cestice sa 20% arome, pa je time i efekat

smanjenja prec¢nika veéi kod Cestica sa manje inkapsulisane arome.
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Slika 4.7. Slike suvih ¢estica Ca-alginata sa inkapsulisanim etil vanilinom: a) Cestice sa 20%

arome; b) Cestice sa 10% arome; c) Cestice sa 30% arome; d) Cestice sa 40% arome.

Kontrolni uzorak praznih ¢estica je nakon susenja pokazao znacajno narusavanje oblika usled
gubitka vode. Pored promene oblika, nakon suSenja Cestice bez arome su ostale grupisane u
agregate. Ova pojava nije primecena kod Cestica koje sadrze 20% etil vanilina verovatno usled
efekta koji dodatak etil vanilina ima na morfologiju i strukturu ¢estica. Moze se re¢i da u ovom
slucaju etil vanilin ima ulogu punioca i da na taj nacin stabilizuje oblik i veliinu Cestica nakon
suSenja. Medutim, kada je udeo etil vanilina presao 20%, tj. kada je vrSena inkapsulacija sa 30%
1 40% etil vanilina, doSlo je do poremecaja u sferi€nosti Cestica (Slika 4.7c,d). NaruSavanje
sfernog oblika Cestica koje sadrze 30% i1 40% arome je verovatno uslovljeno promenama u
reoloSkim karakteristika rastvora nakon dodatka arome (Chan et al., 2009). Mora se uzeti u obzir
da je pored izmenjenih karakteristika rastvora na formiranje izduZenih cestica svakako imala
uticaj 1 primena elektrostatickog polja koje deluje na mlaz te€nosti povlace¢i ga prema izvoru
suprotnog naelektrisanja (u ovom slucaju rastvora za geliranje). Elektrostaticko polje izduzuje
mlaz te¢nosti (u ovom slucaju alginat/aroma) pri ¢emu se formiraju nepravilne (izduzene) kapi
koje padaju u rastvor za geliranje 1 zadrZavaju nepravilan oblik. Pokazalo se da 20% etil vanilina
predstavlja maksimalnu koli¢inu arome koja se moZze inkapsulisati u Ca-alginatu a da se zadrzi

sferni oblik Cestica. Dobijanje sfernih Cestica je jedna od glavnih prednosti elektrostatiCke
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ekstruzije u kombinaciji sa alginatom kao nosacem. Sferne Cestice su pozeljne kada se zeli
posti¢i kontrolisano otpustanje i ujedno zadovoljavajuéi vizuelni efekat.

Test rehidracije u vodi je pokazao da Cestice sa inkapsulisanom aromom zadrzavaju svoj
oblik. S druge strane, rehidracija u fosfatnom puferu je pokazala da dolazi do potpunog
rastvaranja Cestica i gubitka strukture Ca-alginata. U Poglavlju 4.2.3 je dat mehanizam dejstva
vode 1 jona iz fosfatnog pufera na strukturna svojstva Ca-alginata. Stabilizacija strukture Ca-
alginata u cilju bolje otpornosti prema jonima i spre¢avanja dezintegracije matriksa su vrSeni
dodaktom PV A i njegovim geliranjem metodom smrzavanja-otapanja (Poglavlje 4.3.1).

Takode, ispitivan je i uticaj sastava Cestica na kinetiku isparavanja vode, tj. na njen transport
kroz strukturu Ca-alginata. Rezultati pracenja kinetike suSenja su dati na Slici 4.8. Prema
prikazanim rezultatima, masa Cestica je postala konstantna nakon ~3 sata susenja. Dati rezultati
merenja gubitka mase Cestica su dalje testirani koriS¢enjem teorijskog modela predlozenog od
strane Lyn 1 Ying (2010). Model se bazira na predpostavci da je gubitak mase posledica difuzije
zasi¢ene vodene pare sa povrsSine Cestica ka spoljasnjem vazduhu pri ambijentalnoj relativnoj
vlaznosti. Vreme potrebno da se masa Cestica ujednaci (t;) tj. postane konstantna u toku suSenja

se moze izraCunati putem Jednacine 4.1:

4 1/3
3(7sz02 fj
3
82D, C., (1- R, /100)

sat

Uslovi za primenu modela: koeficijent difuzije (Dv) = 0.256 cm” s~', koncentracija vodene
pare na povriini Gestica (Cgy) = 23 g m > (za temperaturu od 25°C i normalni atmosferski
pritisak) (Perry, 1950; Lange, 1999). Ostali parametri: f = 0.75 (Lee et al., 2003), empirijski
faktor (K) = 2.8 (Lyn i Ying, 2010), gustina &estica (p) = 1.0 g cm >, po&etna masa vode (M) =
8.1 mg, relativna vlaznost (Rh) = 0.7 (relativna vlaznost vazduha 70%). Na bazi ovih podataka je
izraCunata vrednost t. po Jednacini 4.1 za Ca-alginatne Cestice 1 ona je iznosila 186 minuta, $to je
priblizno jednako vrednosti dobijenoj eksperimentalnim merenjem. Pokazalo se da teorijski
model moze da pruzi zadovoljavajuce vrednosti za proracun vremena pri kome se masa Cestica

ustaljuje.
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Slika 4.8. Kinetika suSenja Cestica: prazne Cestice Ca-alginata (m); Cestice Ca-alginata sa

20% inkapsulisanog etil vanilina (e).

Moguce hemijske interakcije izmedu inkapsulisane arome 1 Ca-alginata su isptitivane FTIR
spektroskopijom i dobijeni spektri su prikazani na Slici 4.9. Analiza FTIR spektara i objaSnjenje
za pojedine trake kod neinkapsulisanog etil vanilina su dati u Poglavlju 4.1. U FTIR spektru Ca-
alginata se javlja karakteristiGna traka na 3450 cm™ koja poti¢e od -OH grupa u molekulu
alginata. Ova traka je u slucaju inkapsulisane arome zaklonjena trakom koja poti¢e od fenolne
grupe etil vanilina. Trake koje se javljaju oko 1625 cm™ i oko 1450 cm™ u spektru Ca-alginata
poticu od prisustva karboksilnog anjona (Huang et al., 1999; Ribeiro et al., 2004; Singh et al.,
2009). Trake koje se javljaju u oblasti 1200-1030 cm™ su karakteristi¢ne za prirodne polisaharide
(Singh et al., 2009). U spektru inkapsulisane arome dominiraju trake koje poticu od etil vanilina i
one u potpunosti preklapaju trake koje poti¢u od Ca-alginata. 1z rezultata se moZe zakljuciti da
nema jakih hemijskih interakcija izmedu inkapsulisane arome i Ca-alginata, ve¢ da se obe

komponente u inkapsulatima ponasaju kao odvojene faze.
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Slika 4.9. FTIR spektri: a) Cistog (neinkapsulisanog etil vanilina); b) Kalcijum alginatnih

Cestica (bez arome); ¢) Inkapsulisanog etil vanilina (Cestice sa 20% arome).

Termicka stabilnost slobodnog (neinkapsulisanog) etil vanilina, Cestica na bazi Ca-alginata i
praznih Ca-alginatnih Cestica je ispitivana metodom termogravimetrije i rezultati su prikazani na
Slici 4.10. Slobodna aroma pocinje da gubi masu na ~140°C (gubitak mase oko 5%), dok se
najveéi gubitak mase dostize do ~220°C. TermiCka degradacija alginata se prema literaturi
odigrava u vise faza: faza dehidracije; faza depolimerizacije koja je prac¢ena raskidanjem C-O i
C-C veza uz nastanak CO, CO,, 1 H,O; faza nastanka aromati¢nih i ugljeni¢nih struktura (Parikh
1 Madamwar, 2006). Kod praznih cestica Ca-alginata se uoCava jasna razlika izmedu
temperaturnih oblasti u kojima dolazi do gubitka mase. U prvom opsegu od 50-150°C pad mase

se moze povezati sa gubitkom vode koja je u interakciji sa polisaharidom (Laurienzo et al.,
2005).
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Slika 4.10. TGA krive: neinkapsulisanog (slobodnog) etil vanilina (plava linija); Ca-

alginatne Cestice (suve, prazne) (crna linija); Ca-alginatne Cestice sa 20% inkapsulisanog etil

vanilina (crvena linija).

Dekompozicija polimera pocinje na oko 150°C i prac¢ena je gubitkom mase od oko 12% u
slucaju praznih cestica, odnosno 5% u slucaju €estica sa inkapsulisanom aromom. Drugi gubitak
mase se uocava u temperaturnom opsegu 150-300°C 1 moZe se povezati sa daljom degradacijom
alginata i oslobadanjem inkapsulisanog etil vanilina. Ako se uzme u obzir da se vec¢ina termickih
procesa u prehrambenoj industriji odigrava na temperaturama do 230°C onda se uocava prednost
inkapsulacije. Naime, prema rezultatima termogravimetrijske analize, do ove temperature oko
50% etil vanilina ostaje unutar Cestica, dok je do iste temperature slobodni etil vanilin pokazao
gubitak mase od oko 86%. Moze se zakljuciti da se postupkom inkapsulacije etil vanilina unutar
Ca-alginata dobija ne samo lakSa manipulacija aromom (izbegava se upotreba praskaste arome)

vec 1 povecana termicka stabilnost.
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4.2.2. Inkapsulacija etil vanilina u alginatu metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrosprej

Rezultati su pokazali da dalje smanjenje veli¢ine Cestica Ca-alginat/etil vanilin primenom
elektrostaticke ekstruzije nije moguce s obzirom da se ekstruzija vr$i iz suspenzije arome u
alginatu. Kako su kristali arome suspendovani u alginatu, najmanja moguca veli¢ina Cestica koja
se moze dobiti ekstruzijom je upravo limitirana velicinom kristala arome ali 1 reoloskim
svojstvima alginata. Povecanje napona pri ekstruziji nije dovelo do znacajnijeg smanjenja
veliCine Cestica. Ekstruzija samog rastvora alginata (bez arome) je pokazala da nije moguce
dobiti Cestice sa umanjenim pre¢nikom pri datim uslovima, uz ocuvanje sfernog oblika (Slika

4.11).

Slika 4.11. Cestice dobijene elektrostatickom ekstruzijom suspenzije 20% etil vanilina u

alginatu pri 6,5kV.

Problem pre svega predstavlja Cinjenica da se pri ekstruziji suspenzije alginat/aroma mora
koristiti igla velikog precnika kako bi se obezbedio nesmetani protok suspenzije u toku
ekstruzije. Ovo umanjuje moguénost dobijanja Cestica manjih dimenzija jer prema literaturnim
podacima veli¢ina Cestica pored napona i protoka rastvora zavisi i od prec¢nika igle koja se koristi
u procesu elektrostatiCke ekstruzije (Nedovic et al., 2001).

Kako bi se prevaziSao problem dobijanja Cestica manjih (mikronskih) dimenzija procesom
elektrostaticke ekstruzije, izvrSena je modifikacija rastvora alginata dodatkom smese etanol:voda
(zapreminski 0odnos70:30). Na ovaj nacin je postignuta kako modifikacija reoloskih svojstava

rastvora alginata, tako i rastvaranje etil vanilina. Ovim se izbegava rad sa suspenzijom arome vec
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se ekstruzija vr$i iz rastvora arome, §to omogucava nesmetani rad pri visokim naponima. Na ovaj
nacin je moguée primeniti visoke napone pri ekstruziji, dok se dodatno smanjenje veli¢ine
Cestica postize smanjenjem protoka rastvora. Proces elektrostaticke ekstruzije pri visokim
naponima i malim protocima se jo$ naziva i elektrosprej tehnika.

U ovom radu su ispitivana dva nac¢ina dobijanja Cestica iz rastvora etil vanilina u alginatu
primenom elektrostaticke ekstruzije-elektrosprej tehnike: ekstruzija u rastvor za geliranje
(CaCly) 1 ekstruzija na ¢vrsti kolektor. Prilikom ekstruzije rastvora arome u rastvor za geliranje
nije doSlo do formiranja Cestica. Naime, usled promena u sastavu rastvora (dodatkom etanola)
doslo je do nakupljanja materijala na povrSini rastvora za geliranje $to je dovelo do formiranja
sloja koji nije dao slobodne Cestice. Razlog za ovo verovatno lezi u Cinjenici da je usled dodatka
etanola doSlo do promena u svojstvima alginata. Ove promene su verovatno poremetile
mehanizam formiranja Ca-alginata.

S druge strane, kada je vrSena ekstruzija (elektrosprej) na povrsinu ¢vrstog kolektora (Al
folije), doslo je do formiranja ¢vrstih filmova koji se sastoje iz velikog broja Cestica mikronskih
dimenzija (videti ispod). Filmovi koji sadrze etil vanilin su jace vezani za povrSinu kolektora i
bele su boje. Filmovi na bazi ¢istog alginata su providni i relativno lako se uklanjaju sa povrSine
kolektora.

Formiranje Cestica pod dejstvom elektrostatickog polja pre svega zavisi od reoloskih
karakteristika sistema. Pored reoloskih karakteristika, na dobijanje Cestica pod dejstvom
elektrostatickog polja veliki uticaj ima i1 provodljivost rastvora iz kog se dobijaju Cestice. Prema
rezultatima merenja, provodljivost rastvora alginata opada sa dodatkom etanola ili rastvora
arome. Za alginatni rastvor izmerena je provodljivost od 4,06 mS/cm dok je sa dodatkom etanola
provodljivost opala za priblizno deset puta (na oko 0,48uS/cm). Ovakav rezultat je ocekivan jer
alginat kao negativno naelektrisani polisaharid najvise utice na provodljivost rastvora. Dodatkom
etanola i arome udeo alginata se smanjuje i dolazi do opadanja provodljivosti rastvora.

Uticaj provodljivosti rastvora na formiranje Cestica pod dejstvom elektrostatickog polja je
dobro poznat u literaturi. Generalno, povecanje provodljivosti rastvora dovodi do smanjenja
veli¢ine Cestica (Jaworek 1 Sobczyk, 2008). Ukoliko postoji potreba, provodljivost rastvora se
moze povecati dodatkom organskih soli (Xie et al., 2006). Medutim, rezultati ovog rada ukazuju
da je moguce vrsiti ekstruziju rastvora alginata sa dodatkom etanola iako je provodljivost

drasti¢no smanjena. Ovo potvrduje ranije iznetu konstataciju da na formiranje Cestica najveci
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uticaj imaju reoloska svojstva rastvora. Potvrda ovoga je i to Sto se iz rastvora alginata (bez
dodatka arome ili etanola) ne mogu dobiti Cestice sli¢nih dimenzija kao u sluc¢aju kada se u
rastvoru nalazi etanol 1 aroma.

Kao §to je ve¢ refeno, na proces dobijanja Cestica metodom elektrostaticke ekstruzije-
elektrosprej pored provodljivosti uticu joS i reoloska svojstva rastvora. Viskozitet je svakako
najvaznija karakteristika rastvora koja se mora uzeti u obzir pri radu sa rastvorima prirodnih
polisaharida. Kao §to se moze videti na Slici 4.12, viskozitet rastvora se smanjuje sa smanjenjem
udela alginata u rastvoru za inkapsulaciju. Ova modifikacija reoloskih svojstava je nastala kao
posledica dodatka etanola tj. razredenjem alginatnog rastvora. MoZe se takode primetiti da sa
povecanjem brzine smicanja dolazi do smanjenja viskoziteta kako u rastvoru alginata tako i u
rastvorima sa etil vanilinom i etanolom. Smanjenje viskoziteta alginata sa povecanjem brzine
smicanja ukazuje na nenjutnovsko ponasanje alginata.

Uvodenje etanola u smesu sa alginatom se pokazalo neophodnim kako bi se rastvorio etil
vanilin. Medutim, etanol nije rastvarac za alginat ve¢ naprotiv moze dovesti do talozenja alginata
1z rastvora, S$to se u procesima izdvajanja i preciS¢avanja ovog polisaharida i primenjuje (Haug i
Smidsred, 1965). Kako je za rastvaranje arome koriS¢en razblaZeni rastvor etanola, nije
primeceno izdvajanje alginata iz rastvora tj. njegovo taloZenje. Treba reci da se u literaturi mogu
naéi podaci o upotrebi etanola kao rastvaraca u sistemima na bazi PVA nanovlakana dobijenih
metodom elektrospininga, gde je talozenje polimera izbegnuto upravo primenom odgovarajuée
koncentracije etanola uz istovremeno rastvaranje aktivne komponente (Zhang et al., 2005). Moze
se zakljuciti da je dodatak razblazenog rastvora etanola imao povoljan efekat i to kako na
rastvorljivost etil vanilina pre ekstruzije, tako 1 na reoloska svojstva samog rastvora. Ovo je za
posledicu imalo to da je predlozena modifikacija omogucéila dobijanje cCestica mikronskih
dimenzija (videti ispod), Sto nije bio sluc¢aj kod nemodifikovanog (nerazblazenog) rastvora

alginata.
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Slika 4.12. Viskozitet rastvora u zavisnosti od brzine smicanja: 2%w/w rastvor alginata (S;)

(m); alginat/etanol (S;) (®); alginat/aroma (Ss3) (A); alginat/aroma (S4) (V).

Rezultati SEM analize uzoraka dobijenih metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrosprej su
dati na Slici 4.13. Slike uzoraka koji su dobijeni ekstruzijom rastvora alginat/etanol pokazuju
formiranje nepravilnih Cestica (Slika 4.13a). Medutim, uzorci koji u sebi sadrze inkapsulisanu
aromu (S3 1 S4) pokazuju mnogo pravilniji oblik Cestica (Slika 4.13b-c). PovrSina uzoraka
ukazuje da se formiranje Cestica odvija kombinovanjem procesa disperzije pod dejstvom
elektrostatiCkog polja i procesa isparavanja rastvaraca. Ispravanje rastvaraca (etanol/voda) se
odvija u toku tranzicije Cestica od vrha igle do kolektora i na samom kolektoru pri naknadnom
suSenju uzoraka. Moze se zakljuciti da se inkapsulisana aroma ponasa kao punilac koji dodatno

stabilizuje oblik ¢estica nakon uklanjanja rastvaraca.

97



15kV.~ X43,000 0.5pm

[+

% v ot :
B Y SR
sjskv X18,000:, 4pm L T

A

15kV  X18,000 4um _ wm]5KV  X43,000 0.5pm s |
Slika 4.13. SEM slike uzoraka dobijenih elektrostatickom ekstruzijom-elektrosprej
tehnikom: a) alginat/etanol (S,); uzorci sa inkapsulisanom aromom Ss (b), S4(¢). 112

oznacavaju manje i vece uvecanje pri snimanju.

Treba ista¢i da se Cestice nakon formiranja grupisu u agregate. Ovo je verovatno posledica
sporijeg ispravanja vode u odnosu na etanol (Yoshida and Miyashita, 2002; Park and Lee, 2009).
Razlika u dinamici ispravanja vode i etanola dovodi do toga da se voda duze zadrzava u
Cesticama 1 ostaje u njima i nakon vezivanja za povrSinu kolektora. Voda koja zaostaje nakon
ekstruzije je verovatni razlog formiranja agregata. Zaostala voda je uslovila i potrebu za
naknadnim sus$enjem uzoraka pre daljih analiza.

Dalje smanjenje veliine Cestica je pokuSano sa primenom manjeg protoka, dok su ostali

uslovi ekstruzije ostali isti. Prema literaturnim podacima, smanjenje protoka rastvora trebalo bi
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da dovede do smanjenja velicine Cestica (Jaworek and Sobczyk, 2008). Slike dobijene SEM
analizom uzoraka sa inkapsulisanom aromom dobijenih primenom manjeg protoka (0,3ml/h) su
date u PRILOGU 5. Rezultati morfoloskih ispitivanja su pokazali da se generalno dobijaju sli¢ni
oblici Cestica kao u slucaju primene veéeg protoka (1ml/h) kod sistema sa nizim sadrzajem
arome (Ss). S druge strane, kod formulacije sa ve¢im sadrzajem arome (S¢) primecene su
varijacije u morfologiji Cestica, koje se ogledaju pre svega u narusavanju sferi¢nosti Cestica.
Raspodela srednjih vrednosti prec¢nika Cestica dobijenih metodom elektrostaticke ekstruzije-

elektrosprej je data na Slici 4.14.

2,000
1,500+
1,000+

0,500+ é é

0,000

Precnik (num)

Uzorak

Slika 4.14. Raspodela srednjih vrednosti precnika Cestica dobijenih metodom elektrostaticke

ekstruzije-elektrospre;.

Srednje vrednosti precnika cestica se kre¢cu u rasponu 0,181+£0,105um (S3) do
0,667+0,342um (Se). Rezultati analize varijanse prec¢nika Cestica izmedu razlicitih grupa uzoraka
su dati u Tabeli 4.1. Homogeni podskupovi dobijeni naknadnim Tukey testom, prikazani su u

Tabeli 4.2.
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Tabela 4.1. Rezultati analize varijanse pre¢nika Cestica izmedu razli¢itih grupa uzoraka

(pre analize je uradena logaritamska transformacija podataka).

g Sredmya
K 3 u{;::at& df vrednost F Slg.
vadtata kvadrata
Izmedu grupa 69 084 4 17.271 614'4!) 000
Unutar grupa 94 668 353 268
Ukupno 163.751 357

Tabela 4.2. Rezultati kategorizacije uzoraka u homogene podskupove Tukey testom (prikazane

su srednje vrednosti podataka pre transformacije).

Podskup za a=0.03

Uzorak N

1 2 3
S3 02 18138
Ss 112 21502 21502
54 82 28107
52 42 59100
S6 30 66683

Jednofaktorskom analizom varijanse, uz prethodnu transformaciju podataka (zbog odstupanja
od normalne raspodele), utvrdeno je da su se precnici Cestica statisticki znacajno razlikovali.

Na Slici 4.15 je prikazan FTIR spektar natrijum alginata (u izvornom obliku i nakon
ekstruzije), slobodnog (neinkapsulisanog) etil vanilina i inkapsulisane arome. FTIR spektar
slobodnog etil vanilina pokazuje karakteristi¢ne trake koje su detaljno opisane u Poglavlju 4.1.
Spektar natrijum alginata pokazuje traku na 3425 cm™' koja poti¢e od -OH grupa u molekulu
alginata. Kod spektara inkapsulisane arome ova traka je delimi¢no zaklonjena trakom koja potice
od fenolne grupe etil vanilina. Trake na 1610cm™' i 1420cm ™" poti¢u od prisustva karboksilnog
anjona u molekulu alginata, dok su vibracije u oblasti od 1200 cm ™' do 1030 cm ™' karakteristi¢ne
za prirodne polisaharide (Huang et al., 1999; Ribeiro et al., 2004; Singh et al., 2009). Spektri
izvornog alginata i filma dobijenog ekstruzijom smeSe alginat/etanol su skoro identi¢ni Sto
ukazuje da dodatak etanola i sam proces ekstruzije ne uticu znacajnije na FTIR spektar uzorka

dobijenog ekstruzijom alginata.
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U spektrima inkapsulisane arome ocigledno dominiraju trake koje poti¢u od etil vanilina i
koje preklapaju trake koje poti€u od alginata. Rezultati FTIR analize pokazuju da izmedu
natrijum alginata i inkapsulisanog etil vanilina nema jakih hemijskih interakcija. Ove dve

komponente u inkapsulisanom obliku najverovatnije formiraju odvojene faze.

Transparencija (%)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Talasni broj (cm‘])

Slika 4.15. FTIR spektri: a) slobodni (neinkapsulisani) etil vanilin, b) natrijum alginat
(izvorni), c) film dobijen ekstruzijom smese alginat/etanol (S-), d) film dobijen ekstruzijom

smese alginat/etil vanilin (S3), e) film dobijen ekstruzijom smese alginat/etil vanilin (S4).

Rezultati XRD analize natrijum alginata (u izvornom obliku i nakon ekstruzije), slobodnog
(neinkapsulisanog) etil vanilina i inkapsulisane arome su dati na Slici 4.16. Etil vanili pokazuje
karakteristicne pikove na: 206=12.2°, 20=14.5°, 26=21.1°, 20=22.7°, 26=26.4°, 26=29.2° i
20=37.45°. Ovakav difraktogram ukazuje na to da se slobodni (neinkapsulisani) etil vanilin javlja
u kristalnom obliku. Kod natrijum alginata (izvorni) se javljaju dva Siroka pika na 20=13.65° i
20=21.7°, $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Cheong i Zhitomirsky, 2008; Dong et
al., 2006). Alginat je prirodni polisaharid i njegov difraktogram pokazuje da u ¢vrstom obliku
ima amorfnu strukturu, dok alginska kiselina moze pak pokazati neka svojstva kristalne strukture
(Ikeda et al., 2000)

Nakon ekstruzije, difraktogram natrijum alginata se menja $to je uocljivo nestankom pika na

20=13.65° i pojavom novog pika na 26=19.09°. Ovo sugeriSe na formiranje nove strukture
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alginata koja se razlikuje od one u izvornom alginatu. Naravno, treba uzeti u obzir i to da je
alginat ekstrudiran iz rastvora koji u sebi sadrzi etanol, a koji s druge strane nije rastvara¢ za
alginat, Sto moze biti jedan od razloga za promenu u strukturi nakon ekstruzije. Difraktogrami
uzoraka sa inkapsulisanom aromom pokazuju karakteristicne pikove koji poticu od kristalne
strukture etil vanilina i koji u potpunosti zaklanjaju pikove koji poti¢u od alginata. Kao §to se
moze videti, difraktogrami inkapsulisane arome ne pokazuju znacajnija odstupanja u odnosu na
slobodni etil vanilin. Ovo ukazuje da etil vanilin zadrzava svoju kristalnu strukturu nakon
ekstruzije 1 pored ¢injenice da je dodat natrijum alginat kao nosac. Iz ovoga se moze zakljuciti da
je formiranje ¢vrstih faza etil vanilina i alginata tokom ekstruzije verovatno odvojen proces koji

ne utice znacajnije na strukturu inkapsulisane arome.
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Slika 4.16. Difraktogrami: a) slobodni (neinkapsulisani) etil vanilin, b) natrijum alginat
(izvorni), ¢) film dobijen ekstruzijom smese alginat/etanol (S,), d) film dobijen ekstruzijom

smese alginat/etil vanilin (S3), e) film dobijen ekstruzijom smese alginat/etil vanilin (S4).

Termicka stabilnost nosaca (alginata) je ispitivana metodom termogravimetrije. Rezultati
termogravimetrijskih analiza nosaca su prikazani na Slici 4.17. U temperaturnom opsegu 50-
150°C alginat kako u izvornom obliku tako i ekstrudirani pokazuje pad mase koji je verovatno
povezan sa dehidracijom. Iznad 150°C dolazi do termicke dekompozicije alginata. Termicka

dekompozicija alginata je slozen proces koji ukljucuje kako degradaciju polimera tako i
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formiranje produkata razlaganja kao Sto su CO, CO;, i H,O (Parikh i Madamwar, 2006). Moze
se primetiti da nema vecih razlika u dinamici gubitka mase izmedu izvornog i ekstrudiranog
alginata. Jedina znacajnija razlika je u zaostaloj masi na temperaturama iznad 250°C. Iz ovoga se
moze zakljuciti da proces ekstruzije nije znacajnije uticao na termicka svojstva ekstrudiranog u

poredenju sa izvornim alginatom.
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Slika 4.17. TGA krive: alginata (u izvornom obliku) (crna puna linija); filma dobijenog

ekstruzijom smese alginat/etanol (crvena puna linija).

Na Slici 4.18 su date TGA krive slobodnog (neinkapsulisanog) i inkapsulisanog etil vanilina.
Prema ovim rezultatima, najvec¢i pad mase u slucaju slobodne arome je u temperaturnom opsegu
izmedu 140°C 1 250°C. TGA krive inkapsulisane arome pokazuju izmenjenu dinamiku gubitka
mase, verovatno kao rezultat procesa inkapsulacije i uvodenja alginata kao nosaca. Gubitak mase
inkapsulisane arome se javlja u nizem temperaturnom opsegu (50-150°C) u poredenju sa
slobodnim etil vanilinom. S druge strane, sam proces otpustanja inkapsulisane arome se dogada
u Sirem temperaturnom opsegu u odnosu na slobodnu aromu. Ovo je pozitivan efekat
inkapsulacije s obzirom da su termicka svojstva inkapsulisane arome izmenjena u odnosu na
slobodni etil vanilin i da je postignuta odredena kontrola otpustanja. Kontrolisano otpustanje
arome tokom termiCke obrade hrane je jedna od najvaznijih prednosti koja se postize procesom

inkapsulacije (Manojlovic et al., 2008b).
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Slika 4.18. TGA krive: slobodni (neinkapsulisani) etil vanilin (plava puna linija);
inkapsulisani etil vanilin (S3) (crna puna linija); inkapsulisani etil vanilin (S4) (crvena puna

linija).

Rezultati TGA analiza uzoraka inkapsulisane arome dobijeni elektrostatiCkom ektruzijom-
elektrosprej tehnikom pod sniZenim protokom (0,3ml/h) (uzorci Ss 1 S¢) su dati u PRILOGU 6.
Prikazani rezultati pokazuju da nema vec¢ih odstupanja u termi¢kim svojstvima ovih uzoraka u
odnosu na one dobijene pod ve¢im protokom (1ml/h).

Moze se zakljuciti da se inkapsulacijom etil vanilina u alginatu metodom elektrostaticke
ekstruzije-elektrosprej mogu dobiti ¢estice mikronskih veli¢ina. Ostvaren je pozitivan efekat na
svojstva nosaca tj. alginata preko modifikacije reoloSkih svojstava njegovih rastvora, Sto je

konac¢no i omogucilo dobijanje Cestica manjih dimenzija.
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4.2.3. Inkapsulacija arome kokosa i D-limonena u Ca-alginatu metodom elektrostaticke

ekstruzije

Natrijum alginat je koris¢en kao nosac za inkapsulaciju tecnih aroma u obliku Cestica
metodom elektrostaticke ekstruzije. Finalna forma Cestica je dobijena geliranjem Na-alginata u
prisustvu Ca’" jona, pri ¢emu nastaje Ca-alginat dok aktivna komponenta (aroma) ostaje
zarobljena unutar strukture alginatnog gela. Pre same procedure inkapsulacije, vrSena je
priprema emulzija aroma i Na-alginata (tzv. tecni sistemi) uz ispitivanje pre svega reoloskih
svojstava emulzija. Kao aktivne komponente (arome) koris¢ene su komercijalno dostupne arome
kokosa i D-limonen. Nakon inkapsulacije, Cestice (tzv. ¢vrsti sistemi) su suSene na sobnoj
temperaturi, a zatim je vrSena analiza njihovih morfoloskih karakteristika, sadrzaja arome,

rehidracije, hemijskih i termickih svojstava.

Karakteristike tecnih sistema

Nakon dobijanja emulzija Na-alginat/aroma vrSeno je ispitivanje reoloskih svojstva,
provodljivosti i stabilnosti emulzija (te¢nih sistema). Ova svojstva su analizirana jer predstavljaju
vazne faktore koji direktno uti¢u na karakteristike Cvrstih sistema tj. Cestica Ca-alginata sa
inkapsulisanom aromom dobijenih metodom elektrostaticke ekstruzije. Pored toga, analizirana su
paralelno 1 reoloska svojstva rastvora Na-alginata kako bi se utvrdio uticaj nosaca na svojstva
emulzija. Rezultati reoloskih ispitivanja (viskoziteta) te€nih sistema (emulzija Na-alginat/aroma
kokosa) su prikazani na Slici 4.19., dok su rezultati merenja viskoziteta emulzija Na-alginat/D-
limonen dati u PRILOGU 7. Provodljivost rastvora i emulzija, kao i stabilnost emulzija je data u

Tabeli 4.3.
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Slika 4.19. Zavisnost viskoziteta rastvora Na-alginata i emulzija Na-alginat/aroma kokosa od

brzine smicanja.

Viskozitet svih te¢nih uzoraka je odreden u opsegu brzine smicanja od 0 do 1300 s'. Kao §to
se moze videti, viskozitet opada sa povecanjem brzine smicanja za sve te¢ne sisteme $to ukazuje
na pseudoplasticno ponasanje. Moze se zakljuciti da ovakvo ponasanje alginata verovatno potice
od konformacijskih promena i orijentacije krutih polisaharidnih lanaca pod uticajem smicanja.
Ovo je ocekivano s obzirom da je alginat izgraden od krutih lanaca koji uti¢u na mehanicka
svojstva ovog polisaharida (Lee et al., 2002).

Generalno, viskozitet Na-alginatnih rastvora i1 emulzija se povecava sa povecanjem
koncentracije alginata. Ovakvo ponaSanje je rezultat intenzivnijih interakcija izmedu molekula
alginata koje se javljaju u koncentrovanijim rastvorima sa izrazenijim ne-Njutnovskim
ponasanjem (Manojlovi¢ et al., 2006). U isto vreme, vece koncentracije D-limonena koji je
dispergovan u Na-alginatu prouzrokuju nesto vece vrednosti viskoziteta. Kod emulzija sa
aromom kokosa uticaj dodatka arome na vrednosti viskoziteta nije toliko izrazen, posebno pri

ve¢im brzinama smicanja. U slu¢aju formulacije K/}, je primeceno i neznatno smanjenje

viskoziteta sa dodatkom arome. D-limonen je u vodi nerastvorno jedinjenje ¢ije dispergovane

kapljice verovatno deluju kao prepreka konformacionim promenama i orijentaciji krutih
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alginatnih lanaca pri smicanju. Slican uticaj ulja na viskozitet alginata su dali Sosa-Herrera et al.
(2012). Isti autori su ustanovili da dispergovane Cestice ulja takode uzrokuju povecanje
viskoziteta vodenih rastvora Na-alginata. S druge strane, aroma kokosa je slozenijeg hemijskog
sastava (videti napred), ¢ime mogu da se objasne i razlike u uticaju dve arome na reoloska
svojstva Na-alginata.

Pored viskoziteta, merena je i provodljivost rastvora alginata i emulzija kako bi se ispitao
njen uticaj na formiranje Cestica pod dejstvom elektrostatickog polja. Naime, iz literature je
poznato da je sa povecanjem provodljivosti polimernih rastvora (na primer dodatkom malih
koli¢ina organskih soli) moguce drasticno smanjiti veli¢inu Cestica formiranih pod dejstvom
elektrostatiCckog polja (Xie et al., 2006). Rezultati merenja provodljivosti su prikazani u Tabeli

4.3. Natrijum-alginat je polielektrolit sa izrazenom provodljivos¢u te su vrednosti dobijene za

&ist Na-alginat (uzorci 4;,, i A),,) u saglasnosti sa literaturnim navodima (Jian-Wei et al.,

2006). Rezultati merenja provodljivosti alginatnih rastvora su pokazali da sa povecanjem
koncentracije alginata raste 1 provodljivost rastvora. S druge strane, sa povec¢anjem koncentracije
aroma u emulzijama opada provodljivost. Predpostavka je da dodata aroma utice tj. remeti sile
koje se javljaju izmedu molekula alginata te se na taj nac¢in menjaju provodna svojstva samih
emulzija.

Stabilnost svih pripremljenih emulzija je pracena u period od 1 sata, Sto predstavlja vreme
koje je dovoljno za inkapsulaciju jedne Sarze pripremljene emulzije kao i za formiranje ¢vrstih
Ca-alginatnih Cesica. Rezultati pracenja stabilnosti emulzija su prikazani u Tabeli 4.3. Treba
ista¢i da na osnovu literaturnih podataka stabilnost emulzija predstavlja vaznu karakteristiku sa
stanoviSta efikasnosti inkapsulacije kao 1 kvaliteta dobijenog proizvoda (Chan, 2011a).
Generalno se moze re¢i da stabilnije emulzije obezbeduju vecu inkapsulacionu efikasnost tj.
bolje zadrzavanje hidrofobne faze unutar hidrofilnog gela. Rezultati prac¢enja stabilnosti emulzija
ukazuju na to da 1 emulzije sa 10% arome ostaju stabilne, tj. ne dolazi do razdvajanja faza, s tim
Sto su emulzije sa aromom kokosa pokazale neSto vecu stabilnost u odnosu na one sa

dispergovanim D-limonenom.
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Tabela 4.3. Provodljivost i stabilnost emulzija tecnih sistema.

Uzorak Provodljivost Stabilnost emulzije
(mS/cm) (%)

A(?,oz 3,94 2

Ag,os 5,72 2

K g,oz 3,52 ~100
K 5,03 5,01 ~100
K 3,07 ~100
K s 4,34 ~100
Li),oz 3,67 98,7
Lf),os 5,44 98,0
Lf)(,)oz 3,36 97,4
LZ(,)(B 4,95 97,5

Uticaj koncentracija Na-alginata, arome kokosa i D-limonena na veli¢inu kapljica
dispergovane arome je prikazan na Slici 4.20. 1 u PRILOGU 8. Srednji precnici dispergovanih

kapi arome kokosa u Na-alginatu su se kretali u rasponu od 3,973um za formulaciju X, ,, do

6,327um za formulaciju X9, .
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Slika 4.20. Boxplot dijagram precnika dipergovanih kapi arome kokosa u Na-alginatu.
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S obzirom da podaci nisu imali normalnu raspodelu, uradena je logaritamska tranformacija, a
zatim je razlika izmedu formulacija ispitana jednofaktorijalnom analizom varijanse (ANOVA).
Rezultati analize pokazali su da postoji statisticki znacajna razlika izmedu veli¢ina Cestica
razli¢itth formulacija (F(3,506)=19.139, p<0,001). Daljom analizom pomocéu Tukey testa
utvrdeno je da se srednje vrednosti mogu svrstati u dva disjunktna homogena podskupa (Tabela
4.4.)

Tabela 4.4. Homogeni podskupovi srednjih pre¢nika kapi dispergovane arome kokosa u

Na-alginatu (dobijeni Tukey testom).

menlacija. N . Podskup za a =0.05
1 2
Ky 132 3.973
Kipm 115 4.103
Ky 125 5.738
K% 135 6.327

Prethodna analiza jasno pokazuje da izmedu formulacija sa razli¢itom koncentracijom arome
postoje statistiCki znacajne razlike srednjih vrednosti za prec¢nik dispergovanih kapi u Na-
alginatu.

Srednja vrednost velic¢ine kapljica dispergovanog D-limonena je bila u rasponu od 4.917um

za L ,, do 11.706pm za L. Dobijeni podaci su potom analizirani jednofaktorijalnom analizom

varijanse (ANOVA), na osnovu koje je zakljuceno da je razlika izmedu veli¢ina kapljica u Cetiri
razli¢ite emulzije bila statisticki znacajna (F(3,384)=16.680, p<0.001). Srednje vrednosti su
potom analizirane Tukey HSD testom kako bi se ustanovilo koje formulacije se izdvajaju po
veliCini kapi dispergovane arome. Post hoc poredenja primenom Tukey HSD testa pokazuju da

se srednja vrednost za veli¢inu kapljica u rastvoru L'’

10 StatistiCki znacajno razlikuje u odnosu na

ostale tri emulzije (PRILOG 9).

Rezultati pokazuju da veéa koncentracija alginata prouzrokuje vecu srednju vrednost velicine
kapljica dispergovanih aroma. Dobijeni rezulati se razlikuju u odnosu na rezultate koji se mogu
naci u literaturi. Chan (2011a) je pokazao da se manje kapljice dispergovanog ulja formiraju u

rastvorima sa vefom koncentracijom alginata. Moze se pretpostaviti da sa povecanjem
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viskoziteta Na-alginata raste i otpor efikasnom dispergovanju kapljica arome. Kako bi se dobile
manje kapljice arome i samim tim postigla stabilnija emulzija potrebno je primeniti intenzivniji

disperzioni postupak, poput homogenizacije pod visokim pritiskom (Kaushik 1 Roos, 2007).

Karakteristike cvrstih sistema

Prose¢ne veli¢ine kako vlaznih tako 1 suvih Cestica Ca-alginata sa inkapsulisanom aromom
kokosa dobijene bez i sa primenom elektrostatickog potencijala su prikazane na Slici 4.21.
Vrednosti prosecnih dimenzija Cestica sa inkapsulisanim D-limonenom kao i praznih ¢estica Ca-

alginata su date u PRILOGU 10 i PRILOGU 11.
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Slika 4.21. Boxplot dijagram prec¢nika vlaznih i suvih Cestica Ca-alginata sa
inkapsulisanom aromom kokosa. ,,V*1,,S“ u oznakama formulacija oznacavaju vlazne i suve

Cestice, respektivno. ,,+* oznacava Cestice dobijene metodom elektrostaticke ekstruzije.

Dimenzije vlaznih Cestica sa inkapsulisanom aromom kokosa su se kretale u opsegu od
~629um do ~2250um, dok je nakon suSenja ovaj opseg iznosio od ~220um do ~924um.
Visefaktorskom analizom varijanse ispitan je uticaj svakog od znacajnih faktora na pre¢nik

Cestica. Rezultati analize su prikazani u PRILOGU 12, pri ¢emu su podebljano oznacene
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referentne vrednosti koje ukazuju na statisticki znacajan uticaj pojedinih faktora. Kao faktori su
oznaceni: formulacija (sastav Cestica), primena napona i proces suSenja. ViSefaktorska analiza
varijanse je pokazala da postoji znacajan uticaj sva tri faktora na precnik Cestica.

Kod cestica sa inkapsulisanim D-limonenom kao i u slu€aju praznih Ca-alginatnih Cestica
koje su dobijene bez primene elektrostatiCkog polja precnik vlaznih Cestica je bio u opsegu od
~2100 do ~2350 um. Primenom napon od 6.5 kV (ostali parametri su ostali isti) formirane su
manje cestice 1 njihov precnik je u opsegu od ~960 do ~1450 um. Srednje razlike izmedu sistema
su testirane ANOV-om, na osnovu koje je utvrdeno da su vrednosti dobijene za razlicite sisteme
medusobno statisticki znacajne (F(11,839)=75.739, p<0.001). Tukey post hoc test je pokazao
znacajnu razliku u precniku Cestica formiranih bez i pod dejstvom elektrostatickog polja. Pored
toga, utvrdeno je da postoji statisticki znaCajna razlika u precniku Cestica u odnosu na razliit
sadrzaj D-limonena, kako kod vlaznih (F(2,480)=3.912, p=0.021) tako i kod suvih ¢estica (F(2,
356)=51.033, p<0.001).

Uticaj koncentracije alginata na veli¢inu Cestica se pokazao kao statisticki znaCajan, pre
svega kod sistema kod kojih je primenjen elektrostaticki potencijal za dobijanje Cestica Ca-
alginata. Prema literaturnim podacima, do ovoga dolazi usled povecanja viskoziteta
koncentrovanijih Na-alginatnih rastvora (Manojlovi¢ et al., 2006), dok ocigledno provodljivost
rastvora/emulzija nije u korelaciji sa veli¢inom cestica. Takode, povecanje viskoziteta je dovelo
do narusavanja uniformnosti veli¢ine Cestica. Ovo je u saglasnosti sa mehanizmima formiranja
Cestica pod dejstvom elektrostatiCkog polja (Bugarski et al., 2006). Naime, formiranje kapi
viskoznog rastvora sa vrha igle je praceno odvajanjem jednog povezanog filamenta, koji se
potom cepa na veliki broj manjih kapljica nejednakih veli¢ina.

Dobijanje Cestica sa inkapsulisanim D-limonenom je generalno dalo ocekivane rezultate.
Tecni sistemi sa ve¢im viskozitetom su dali izduzene Cestice koje su u vecoj ili manjoj meri
odstupale od sfernog oblika. S druge strane, dobijanje Cestica sa inkapsulisanom aromom kokosa
je bilo otezano ili potpuno onemogucéeno kog vece koncentracije alginata tj. u slucaju jako
viskoznih rastvora polimera. Ovakvi rezultati se mogu objasniti ¢injenicom da je D-limonen
prakti¢no nerastvoran u vodi pa u emulzijama sa Na-alginatom verovatno formira zasebnu fazu.
S druge strane, aroma kokosa je slozena po sastavu (videti napred), pri ¢emu su neke
komponente rastvorljive u vodi, §to moze uticati na svojstva alginata. Jo§ u toku pripreme

emulzija arome kokosa sa Na-alginatom koncentracije 0,03 g/ml primeceno da je viskozitet
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dobijene emulzije jako visok u poredenju sa emulzijama na bazi alginatnog rastvora
koncentracije 0,02g/ml. Uz to, u toku pripreme ovih emulzija je dolazilo do povecanja
temperature emulzija (pri homogenizaciji) Sto verovatno indirektno ukazuje da postoje
interakcije izmedu komponenti arome i nosaca. Ovakvo ponaSanje tecnih sistema alginat/aroma
kokosa je uslovilo da neke od formulacija (sa 10% arome i koncentracijom alginata 0,03g/ml)
nije bilo moguce ekstrudirati, tj. dobiti Cestice pravilnog oblika. Pod dejstvom elektrostatickog
polja dolazilo je do formiranja jako izduzenih (vlaknastih) formi, koje nisu uzete u razmatranje u
ovom radu. Ovde prikazani rezultati namecu potrebu razmatranja posebnih formulacija aroma sa
sli¢nim aromatskim efektom koje ne bi uticale na svojstva nosa¢a (u ovom slucaju na Na-
alginat). Treba napomenuti da je u ovom radu kori§¢ena komercijalno dostupna aroma kokosa,
koja nije posebno formulisana za potrebe inkapsulacije u alginatnom gelu. Detekcija i
odstranjivanje (zamena) jedinjenja koja mogu reagovati sa nosac¢em a da se pritom u $to vecoj
meri zadrze svojstva arome se namece kao najprihvatljivije reSenje.

Faktor sferi¢nosti (SF) je koris¢en kako bi se kvantitativno izrazila sferi¢nost Cestica, pri
¢emu je vrednost SF=0 oznacena kao savrSena sfera, dok porast ovog faktora ukazuje na
naruSavanje sfernog oblika. Faktori sferi¢nosti za vlazne i1 suve Cestice formirane pod uticajem
elektrostatickog polja kao i za one formirane samo pod dejstvom gravitacije (bez primene
elektrostatiCkog polja) su prikazani u Tabeli 4.5 (za Cestice sa inkapsulisanom aromom kokosa),
odnosno u PRILOGU 13 (za prazne Ca-alginatne Cestice i Cestice sa inkapsulisanim D-
limonenom).

Rezultati pokazuju da su izduzeniji oblici vlaznih cestica formirani pri dejstvu
elektrostati¢kog polja i1 kada je kao nosa¢ kori$¢en alginatni rastvor koncentracije 0.03 g/ml. Na
osnovu ranijih istrazivanja ustanovljeno je da se ekstruzijom viskoznih polimernih rastvora (tj.
visoko koncentrovanih polimernih rastvora) dobijaju deformisane (nesferne) Cestice, jajolikog ili
oblika kapi (Priisse et al., 2008). Formiranje Cestica nepravilnog oblika je direktna posledica
dejstva elektrostatickog polja na mlaz te¢nosti. Kada se primeni napon, sferni oblik te¢nog
meniskusa na vrhu igle se deformise u konusni oblik. Kao rezultat, alginatni rastvor proti¢e kroz
ovu suzenu oblast pove¢anom brzinom, pri ¢emu dolazi do obrazovanja “vrata” tecnosti, ¢ija je
pojava izrazenija u viskoznijim alginatnim rastvorima. Odvajanjem i dezintegracijom izduZenog

dela dobijaju se izduZene cestice (Poncelet et al., 1999).
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Nakon susenja, sferi¢nost Cestica se menjala ka nepravilnim oblicima, $to je ustanovljeno i na
osnovu Faktora sfernosti ¢ija se vrednost generalno povecavala u odnosu na vlazne Cestice.
Najveci gubitak sfericnosti nakon susSenja su pokazale Cestice bez inkapsulisane arome (prazne
Ca-alginatne Cestice). MoZe se zakljuciti da dodatak arome utie na stabilizaciju oblika Cestica
nakon susenja. Ova pojava je bila izraZenija kod Cestica sa inkapsulisanim D-limonenom.

Skupljanje Cestica nakon suSenja je praceno i preko vrednosti Faktora skupljanja (ks (susenje))-
Moze se zakljuciti da je Faktor skupljanja u korelaciji sa koli¢inom vode koja isparava u toku
suSenja. Veca koli¢ina vode koja ispari uslovljava vec¢e vrednosti Faktora skupljanja. S druge
strane, veca koncentracija arome (posebno u slucaju D-limonena) uslovljava manje vrednosti
Faktora skupljanja jer je dodatkom arome jedan deo vode izbacen iz formulacije jo§ tokom

formiranja emulzije.

Tabela 4.5. Morfoloski parametri ¢estica Ca-alginata sa inkapsulisanom aromom kokosa.

Faktor sferi¢nosti (SF)
Faktor skupljanja

Formulacija  Uzorak
(KSF (susenje))

vlazne Cestice suve Cestice
1 K;, 0.001 0.06 0.68
2 K, _ _ ]
3 K}, 0.006 0.04 0.57
4 Kl : : :
5 Ko 0.01 0.014 0.58
6 K+, ) ) )
K+
7 002 0.001 0.015 0.57
. K-l _ _ _

*  Date formulacije nisu ekstrudirane.

Uticaj procesa suSenja na morfoloSke karakteristike Ca-alginatnih cestica (sa 1 bez

inkapsulisanih aroma) je ispitivan SEM analizom (Slika 4.22 i PRILOG 14).
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Slika 4.22. SEM slike: a) prazne (bez dodatka arome) Ca-alginatne estice (4 ,,), nisko

uvecanje; b) prazne (bez dodatka arome) Ca-alginatne Cestice ( 4;,, ), visoko uvecanje; c) Ca-

10

alginatne Cestice (sa inkapsulisanom aromom kokosa, K, ),

), nisko uvecanje; d) Ca-alginatne

10

Cestice (sa inkapsulisanom aromom kokosa, K, ),

), visoko uvecanje.

Uticaj dodatka arome na morfologiju Cestica se ogleda pre svega kroz efekat stabilizacije
oblika cestica nakon susenja. Moze se re¢i da i u slucaju dodatka arome kokosa i D-limonena,
obe arome deluju kao punioci koji pomazu u o¢uvanju oblika cestica nakon susenja. Pored toga,
dodatak aroma uti¢e i na povrSinu samih Cestica, koja postaje hrapavija u odnosu na prazne Ca-
alginatne Cestice.

Na Slici 4.23 je prikazan hromatogram najvaznijih komponenti koje su identifikovane kao
komponente arome kokosa. Maseni spektri identifikovanih jedinjenja su dati u PRILOGU 15, 16
1 17. Analizom uzoraka metodom GC/MS detektovane su sledece komponente arome kokosa (u
slobodnoj i u inkapsulisanoj aromi nakon ekstrakcije): y-oktalakton, y-nonalakton i vanilin.
Hemijske formule najvaznijih komponenti koje su identifikovane GC/MS analizom arome
kokosa su date na Slici 4.24. Jedinjenje kao S$to je y-oktalakton ima miris koji se moze povezati
sa aromom kokosa. Ovo jedinjenje je nadeno u mnogim prirodnim namirnicama kao $to su
kruska, plavi sir, maslac, itd. y-oktalakton je rastvorljiv u etanolu, dok se u vodi slabije rastvara.

y-nonalakton se takode odlikuje mirisom koji odgovara aromi kokosa. Ovo jedinjenje je nadeno
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u velikom broju namirnica, a odlikuje ga dobra rastvorljivost u etanolu, dok se u vodi ne
rastvara. Oba laktona nadena u analiziranoj aromi kokosa se inace Siroko koriste u prehrambenoj

industriji za aromatizaciju velikog broja razli¢itih namirnica (Burdock, 2009).

Abundance
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1.8e+07 1 2
1.Ge+07
1.4e+07 1
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Slika 4.23. Hromatogram najvaznijih jedinjenja koja su identifikovana kao komponente
slobodne (neinkapsulisane) arome kokosa: y-oktalakton (1), y-nonalakton

(2) 1 vanilin (3).
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Slika 4.24. Hemijske formule najvaznijih komponenti koje su identifikovane GC/MS

analizom arome kokosa (Burdock, 2009).

Treca identifikovana komponenta je vanilin. Vanilin je naden u velikom broju namirnica i
etarskih ulja. Odlikuje ga miris koji odgovara aromi vanile. Dobro se rastvara u etanolu, dok je u
vodi slabije rastvoran. Kao aroma, koristi se u velikom broju prehrambenih proizvoda (Burdock,
2009).

Analiza uzoraka nakon ekstrakcije inkapsulisane arome je pokazala da u toku samog procesa
dobijanja Cestica a i kasnije tokom faze suSenja dolazi do gubitaka komponenti arome kokosa.
Ovo je posebno izrazeno u slucaju vanilina i1 y-oktalaktona. U zavisnosti od formulacija, gubitak
je iznosio 1 do 50%. Gubitak ove dve komponente je verovatno posledica njihove neSto vece
rastvorljivosti u vodi u odnosu na y-nonalakton. Ovaj gubitak se najverovatnije javlja tokom
geliranja alginata u rastvoru CaCl, tj. pri formiranju Cestica. Ovakva svojstva arome kokosa
namecu potrebu stvaranja formulacija aroma koje bi se sastojale iz komponenti koje su manje
rastvorljive u vodi i1 koje bi se mogle efikasnije inkapsulisati unutar alginatnog matriksa ili
struktura na bazi drugih polisaharida.

Prema rezultatima prikazanim u PRILOGU 13, efikasnost inkapsulacije D-limonena unutar
Ca-alginatnih Cestica je iznosila od 50 do ~ 77%. Date vrednosti su nesto nize u poredenju sa
literaturnim navodima o inkapsulaciji lipofilnih komponenti u Cestice Ca-alginata primenom
ekstruzione tehnike (Peniche et al., 2004; Chang 1 Dobashi, 2003; Chan 2011a). Jedno od
objasnjenja umanjene inkapsulacione efikasnosti je da je alginat kori§¢en u ovom radu siromasan

u glukuronskoj kiselini (G) (M/G=1.56), te ima manju gustinu geliranja, Sto rezultira manjom

116



efikasno$¢u inkapsulacije u odnosu na alginate sa visokim sadrzajem glukuronske kiseline. Pored
toga, ne treba zanemariti 1 uticaj aktivne komponente, koja se inkapsuliSe, na inkapsulacionu
efikasnost. Fizicka 1 hemijska svojstva aktivne komponente mogu znaCajno uticati na
zadrZavanje pojedinih jedinjenja unutar hidrofilnog matriksa. Ovde je posebno vazno uzeti u
obzir prisustvo komponenti koje su rastvorljive u vodi a koje mogu slobobno difundovati kroz
alginatni matriks i na taj nac¢in umanjiti inkapsulacionu efikasnost. Primer za ovo je aroma
kokosa koja u sebi ima komponente koje mogu migrirati kroz alginatni matriks i1 tako u stvari
dovesti do gubitaka aktivnih komponenti u toku ekstruzije. S druge strane, D-limonen je
pokazivao ocekivane rezultate za inkapsulacionu efikasnost jer je ova aroma prakticno
nerastvorna u vodi te je njena migracija kroz matriks nosaca limitirana u toku ekstruzije i
formiranja gela. Efikasnost inkapsulacije D-limonena, za obe koncentracije alginata pokazala je
isti trend, tj. povecavala se sa pove¢anjem koncentracije arome.

Dalja ispitivanja svojstava inkapsulisanih aroma su obuhvatala prac¢enje rehidracije dobijenih
(suvih) cestica. Rehidratacija suvih Cestica je izvedena u (1) vodi i (2) fosfatnom puferu (PBS).
Rezultati testova pokazuju da bubrenje Cestica zavisi od sadrzaja arome, veliine Cestica i
koncentracije alginata. Generalno, bubrenje tj. rehidracija je sloZen proces koji se sastoji iz
podprocesa poput: (1) transporta vode i Na™ jona i (2) dezintegracije gela delimi¢nom Na'-Ca®*
razmenom jona u slucaju hidratacije PBS-om. Naime, kada Ca-alginatne Cestice dodu u kontakt
sa vodenim rastvorom vece pH, dolazi do razmene jona, i to izmedu Ca** jona koji formiraju gel
i Na jona u rastvoru. Kako su Ca’" joni razmenjeni, elektrostaticko odbijanje/repuls izmedu
jonizovanih karboksilnih anjona alginske kiseline ubrzava bubrenje i eroziju alginatnog gela
(Kikuchi et al., 1997). Takode, nakon jonizacije, koncentracija suprotno naelektrisanih jona
unutar polimerne mreze se povecava, kao i razlika izmedu osmotskog pritiska unutar i izvan
Cestica (Kumaresh et al., 2001). Povecani osmotski pritisak je uravnotezen bubrenjem Cestica. U
ovom slucaju, brzina difuzije je znatno veca od brzine dezintegracije/raspadanja alginatnog gela.

Bubrenje u vodi suvih Cestica uglavnom se vezuje za hidrataciju hidrofilnih grupa alginata.
Na osnovu eksperimentalnih rezultata ovog rada, vreme reverzibilnog bubrenja (rehidracije) (¢,,)
u vodi je iznosilo ~20 min, s tim Sto je kod nekih sistema sa inkapsulisanom aromom kokosa
dolazilo do vece disperzije tacaka. Vreme reverzibilnog bubrenja predstavlja vreme potrebno da
dode do elasticne deformacije gela izazvane upijanjem vode. Nakon ovog vremena, bubrenje Ca-

alginata u vodi se generalno uravnotezuje, Sto je prikazano na Slici 4.25 (za Cestice Ca-alginata
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sa inkapsulisanom aromom kokosa). Rezultati budrenja (rehidracije) u vodi praznih Ca-
alginatnih Cestica i Cestica sa inkapsulisanim D-limonenom su dati u PRILOGU 18.

U sluCaju cCestica sa inkapsulisanim D-limonenom, prikazani rezultati sugeriSu da je
reverzibilno bubrenje izraZenije za manje nego za vece Cestice, Sto se moze objasniti vec¢om
aktivnhom povr§inom kod manjih Cestica. Reverzibilno bubrenje je intenzivnije kod cestica
dobijenih ekstruzijom alginatnog rastvora veée koncentracije (0.03 g/ml) u poredenju sa
Cesticama na bazi rastvora alginata nize koncentracije (0.02 g/ml). Ovakav rezultat je u skladu sa
¢injenicom da vece koncentracije hidrofilnih alginatnih lanaca po Ccestici indukuju vecu
adsorpciju vode.

Dodatak (inkapsulacija) aroma u strukturu Ca-alginatnih Cestica prouzrokuje smanjenje
reverzibilnog bubrenja. Moze se zakljuciti da se inkapsulisane arome ponaSaju kao fizicka
prepreka za transport vode kroz gel. Dodatak 5% w/w aroma u Ca-alginatne cestice (konc.
alginata 0.02 g/ml) nije imao znacajniji uticaj na proces bubrenja. Medutim, dodatak 10% w/w
aroma kod manjih Cestica (dobijenih metodom elektrostaticke ekstruzije) je doveo do disperzije
eksperimentalnih podataka. Rezultati ukazuju na destabilizaciju alginatnog gela (konc. alginata
0.02 g/ml) tokom hidratacije. Ova pojava nije uocena kod vecih Cestica (Cestica dobijenih bez

primene elektrostaticke ekstruzije).
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Slika 4.25. Kinetika bubrenja u vodi (o) prazne Cestice Ca-alginata ( 4;,,); (0) Cestice Ca-
alginata sa 5% arome kokosa (K, ); (*) Cestice Ca-alginata sa 10% arome kokosa (K,",). a-

Cestice dobijene bez dejstva elektrostatickog polja; b-Cestice dobijene pod dejstvom

elektrostati¢kog polja.

Bubrenje (rehidracija) Ca-alginatnog gela u fosfatnom puferu se moze podeliti na dva
procesa: (1) reverzibilno bubrenje koje nastaje kao posledica difuzije rastvora u strukturu gela i
(2) ireverzibilno bubrenje uzrokovano parcijalnim raspadanjem gela izazvanim izmenom Na'-
Ca”" jona.

Stabilnost Ca-alginata moze se objasniti raspadom odredenih zona C¢vorova mreze (eng.
junction zones) u strukturi gela (Paji¢-Lijakovié et al., 2007). Parcijalna Na'-Ca®* razmena jona i

odgovarajuci raspad zona ¢vorova mreze odigrava se u vremenskom intervalu 7 € (0, tw) (gde je

t, =240 minvreme do kog Cestice zadrzavaju strukturni integritet). Ovo vreme trajanja
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ireverzibilnog bubrenja cCestica u fosfatnom puferu ukazuje na prolongirano (odlozeno)
oslobadanje aroma.

Gustina dezintegrisanih zona ¢vorova mreze u Ca-alginatnom gelu je izraZzena kao: y(z)~M(t),
gde je y(t) gustina dezintegrisanih zona ¢vorova mreze i M(t) odnos mase rastvora prema masi
suvog gela koji je u vezi sa ireverzibilnim bubrenjem.

Bubrenje (rehidracija) Ca-alginatnih Cestica sa i bez inkapsulisanih aroma u fosfatnom puferu
je pracena koriS¢enjem jednacine prvog reda (Jednacina 4.1). Sli¢na jednacina je primenjena za
pracenje kinetike rehidracije razlicitih tipova gelova (Pasparakis i Bouropoulos, 2006; Ganji et
al., 2010).

Pocetna jednacina za pracenje rehidracije:

dAth(t) = k(M - M(z)) @.1)

gde je k kineticka konstanta degradacije gela a M masa rastvora koja je u ravnotezi sa masom
suvog gela koji indukuje bubrenje, odnosnoM_ =M (tw). Pocetni uslovi su: u vremenu ¢=0
odgovaraju¢a masa je M (t = O) =0

Nakon reSavanja Jednacine 1 dobija se:

M()=M,|i-e™| (4.2)

Medutim, Jednacina 4.1 bi trebalo da bude dodatno modifikovana za opisivanje
ireverzibilnog bubrenja Ca-alginatnog gela koji sadrzi inkapsulisanu aromu. Modifikacija bi
trebalo da ukljuci efekte inkapsulisane arome na degradaciju gela. Shodno tome, parcijalni izvodi

su uvedeni u Jednacinu 4.1 u cilju opisivanja datih efekata:

o D M(t)=k(M,, - M(t)) (4.3)

gde je {D/ Kaputo-ov frakcioni diferencijal a parameter modela S predstavlja koeficijent
prigusenja u opsegu 0 < < 1. Vrednosti nize od koeficijenta priguSenja ukazuju na veci efekat

prigusenja (Podlubny, 1999). Kaputo-ov frakcioni diferencijal funkcije M (t) je dat na slede¢i
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1 )
T(B-1)5 (-r)

je I (,B—]) gama funkcija. Kada koeficijent prigusenja tezi jedinicif — 1, frakcioni

nadin (Podlubny, 1999): za 0 < £ <1 diferencijali su <9 D/ (M (t)) dt', gde

diferencijali postajus D — Z U takvim uslovima, efekat prigusenja bi se mogao zanemariti i
t

Jednacina 4.1 i Jednacina 4.3 postaju iste. Nakon reSavanja Jednacine 4.3 dobija se:

M()=M_[1-E,, (- &) (4.4)

gde je FE ﬂ’,(—k t’ ) Mittag-Leffler-ova  funkcija (Podlubny, 1999) jednaka sa:

Ey k)= ;ﬂm

Dalje, parametri modela tj. kineti¢ka konstanta k i1 koeficijent priguSenja £ su odredeni iz
eksperimentalnih podataka i koriS¢enjem JednacCine 4.2 za Cestice bez arome 1 Jednacine 4.4 za
Cestice sa inkapsulisanom aromom.

Matematicki model i1 eksperimentalni podaci za rehidraciju Ca-alginatnog gela (u fosfatnom
puferu) sa inkapsulisanom aromom kokosa su prikazani na Slici 4.26. Rezultati dobijeni
rehidracijom praznih Ca-alginatnih Cestica i Cestica sa inkapsulisanim D-limonenom su prikazani

u PRILOGU 19.
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Slika 4.26. Kinetika bubrenja u fosfatnom puferu: a) Ireverzibilno bubrenje 0.02 g/mL Ca-

alginatnih Gestica sa modelom (dato kao linije) (0) prazne Cestice Ca-alginata ( 4),,)(puna linija);
(o) Cestice sa 5% arome kokosa (K, ,, )(crta-tacka linija); (A)Cestice sa 10% arome kokosa

(K,,,) (isprekidana linija); b) Ireverzibilno bubrenje 0.02 g/mL Ca-alginatnih Cestica sa

modelom (dato kao linije) (0) prazne Cestice Ca-alginata ( 4, ,,)(puna linija); (o) Cestice sa 5%

10

arome kokosa (K ,, )(crta-tacka linija); (A)Cestice sa 10% arome kokosa (K",

) (isprekidana

linija). a-Cestice dobijene bez dejstva elektrostatickog polja; b-Cestice dobijene pod dejstvom

elektrostatickog polja.

Kao i u slu¢aju bubrenja u vodi, na Slici 4.26 se moze videti da je bubrenje u fosfatnom
puferu izrazajnije za Ca-alginatne Cestice manjih dimenzija u poredenju sa Cesticama vecih

dimenzija, posebno u slucaju Cestica sa D-limonenom. Razlog za ovu pojavu je najverovatnije
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¢injenica da Cestice manjih dimenzija imaju ve¢u dodirnu povrSinu u odnosu na vece Cestice.
Ireverzibilno bubrenje Ca-alginatnih ¢estica (primarna koncentracija alginata 0.02 g/ml) je bilo
priblizno isto kao i1 kod Cestica baziranih na koncentraciji alginata od 0.03 g/ml. Rezultati
ukazuju da je ireverzibilno bubrenje manje izrazeno sa porastom koncentracije arome.
Pretpostavka je da kapljice aroma imaju ulogu barijere za prenos rastvora Sto dalje onemogucuje
Na" jonima da popune odredene delove gela i da indukuju degradaciju alginatnog gela. Po svemu
sudeci, prisustvo inkapsulisane arome uti¢e na kinetiku rehidracije 1 samu degradaciju Ca-
alginata u fosfatnom puferu. Ovakav sloZeni fenomen je opisan na osnovu ovde razvijenog
matemati¢kog modela.

Vrednosti M(t), dobijene na osnovu prethodno objasnjenog matematickog modela su u
zadovoljavajucoj korelaciji sa eksperimentalnim podacima, sa relativnom greSkom od 10% za
vece cCestice, odnosno 15% u slucaju manjih cestica. Optimalni parametri modela koji
omogucavaju najbolje poredenje izmedu eksperimentalnih i izracunatih podataka su prikazani u
Tabeli 4.6 za inkapsulisanu aromu kokosa, odnosno u PRILOGU 20 za prazne Ca-alginatne
Cestice 1 Cestice sa inkapsulisanim D-limonenom.

Tabela 4.6. Parametri modela za ireverzibilno bubrenje Cestica Ca-alginata sa inkapsulisanom

aromom kokosa.

Sistem k (min‘ﬂ) B ()

L4y, (2.5+0.1)x107 0.98+0.02
L+, (2.5+0.1)x107 0.98+0.02
Ly (2.1£0.1)x107 0.95+0.02
Ly, (2.1£0.1)x107 0.95+0.02

+, Cestice dobijene dejstvom elektrostatickog polja

U slucaju Cestica sa inkapsulisanim D-limonenom kineticka konstanta raspadanja gela &
zavisi od njegove dodirne povrSine. Dobijena visa k vrednost za manje Cestice se moze objasniti
upravo njihovom ve¢om dodirnom povrSinom. Sa druge strane, koeficijent £ zavisi od: (1)
veli¢ine Cestica, (2) koli¢ine inkapsulisane arome unutar Cestica 1 (3) koncentracije alginata.
Efekat prigusenja je izrazeniji kod vecih Cestica zbog njihove manje dodirne povrSine. Sa druge
strane, veca koli¢ina arome povecava efekat priguSenja koji se manifestuje nizim vrednostima za
koeficijent . Ovi rezultati ukazuju da, u slucaju vece kolicine inkapsulisane arome, ve¢i delovi
porozne strukture gela ne podlezu procesu degradacije uzrokovane difuzijom Na jona. Efekat

prigusenja je bio neSto vec¢i za 0.03 g/ml Ca-alginata u poredenju sa 0.02g/ml Ca-alginatnim
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Cesticama. Dodatak arome kokosa sli¢no kao u prethodnom slucaju sa D-limonenom inhibira
razgradnju gela u fosfatnom puferu.

FTIR spektri Cestica slobodne (neinkapsulisane) arome kokosa i Cestica Ca-alginata sa
inkapsulisanom aromom kokosa su prikazani na Slici 4.27. Spektri praznih Ca-alginatnih Cestica,
slobodnog D-limonena i Ca-alginatnih cestica sa inkapsulisanim D-limonenom su dati u
PRILOGU 21. FTIR spektar arome kokosa ukazuje na slozeni sastav ove komponente. S jedne
strane, spektar inkapsulisane arome kokosa ukazuje na njeno prisustvo u Cesticama Ca-alginata.
S druge strane, FTIR spektar inkapsulisane arome kokosa pokazuje nekoliko odstupanja u
odnosu na slobodnu aromu. Pre svega, traka na 3398 cm™ koja odgovara -OH grupama slobodne
arome kokosa se ne moze uociti u spektru inkapsulisane arome. Dalje, trake u spektrima
slobodne arome kokosa na 1228cm™, 1186cm™ i 1049cm™ su preklopljene ili pak pomerene ka
viSim talasnim brojevima u spektru inkapsulisane arome. Ovde treba uzeti u obzir uticaj nosaca,
¢ije trake mogu preklopiti neke od traka arome ili pak obratno. Takode, u toku inkapsulacije
dolazi do gubitaka nekih komponenti arome $to moze uticati na promenu u FTIR spektrima
inkapsulisane arome.

FTIR spektar Ca-alginatnih Cestica sa inkapsulisanim D-limonenom (PRILOG 21) jasno
pokazuje prisustvo alginata i arome. Traka na 3435 cm™ poti¢e od -OH grupa alginata, dok se
asimetri¢na traka na 1635cm™ i na 1431cm™ (C-O veza) javlja zbog prisustva -COOH grupe Ca-
alginata. U slucaju cCestica koje sadrze inkapsulisanu aromu, ove dve trake su preklopljene
trakama koje poti¢u od molekula D-limonena. Traka na 1431cm™ je preklopljena trakom na 1436
cm”' koja potice od vibracija CH, grupa D-limonena, dok je ona na 1635cm™ preklopljena
trakom na 1644 cm™ (C=C od D-limonena) (Ribeiro et al., 2004; Zapata et al., 2009; Singh et al.,
2009). Prema Singh et al. (2009), trake koje se javljaju u opsegu 1200-1030 cm™ FTIR spektra
su tipi¢ne za prirodne polisaharide. Traka na oko 887cm™ (od =CH, D-limonena) takode moZe
biti primeéena na istoj poziciji 1 u slucaju inkapsulisane arome. U slucaju cestica sa
inkapsulisanim D-limonenom, traka koja poti¢e od C-H veza D-limonena je na oko 2920 cm,
§to je priblizno poziciji odgovaraju¢eg maksimuma u FTIR spektru slobodnog D-limonena

(Zapata et al., 2009).
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Slika 4.27. FTIR spektri: a) slobodna (neinkapsulisana) aroma kokosa; b) Ca-alginatne

Cestice sa inkapsulisanom aromom kokosa.

Ovi rezultati jasno ukazuju da D-limonen i Ca-alginat verovatno prave samo fizicku
meSavinu, posto nisu uocene promene u FTIR spektru koje bi ukazale na hemijsku interakciju
dve komponente.

Rezultati termogravimetrijske analize slobodne (neinkapsulisane) i inkapsulisane arome
kokosa su dati na Slici 4.28. Rezultati TGA analize slobodne arome kokosa pokazuju ujednacen
pad mase u temperaturnom opsegu od ~100°C do ~180°C. S druge strane, inkapsulisana aroma
kokosa pokazuje pad mase od ~20% u temperaturnom opsegu od 30-230°C. Drugi pad mase se
javlja u temperaturnom opsegu 230-250°C. Do temperature od 250°C ukupan pad mase iznosi
45%. Proces inkapsulacije ima ocigledan uticaj na termicka svojstva arome. S jedne strane,
smeStanje arome unutar Ca-alginatnog matriksa je svakako dovelo do pomeranja gubitka mase
inkapsulisane arome ka vi§im temperaturama u poredenju sa slobodnom aromom. Takode, na
dinamiku gubitka mase utice i termi¢ka degradacija samog nosaca. Kao §to je ve¢ prikazano u
Poglavlju 4.2., u datom temperaturnom opsegu se javlja i gubitak vode koja je vezana za nosac
ali 1 njegova degradacija ka odredenim produktima. Prema prikazanim rezultatima, moZze se

zakljuciti da se ova dva procesa odvijaju istovremeno u ¢itavom temperaturnom opsegu.
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Slika 4.28. TGA krive: slobodna (neinkapsulisana) aroma kokosa (crna puna linija);

aroma kokosa inkapsulisana u Ca-alginatu (K ,’,) (puna crvena linija).

Termicka stabilnost inkapsulisanog D-limonena je proucavana pomocu kombinovane
termogravimetrijske/maseno spektrometrijske (TG/MS) analize. Rezultati analize prikazani su u
PRILOGU 22. Kombinovana termogravimetrijska/maseno spektrometrijska analiza oslobodenih
gasovitih komponenti je koris¢ena u cilju identifikacije karakteristicnih zona oslobadanja
inkapsulisanog D-limonena. Pored toga, praceno je i oslobadanje vode iz strukture Ca-alginata.
Koris¢ene su tri karakteristicne m/z vrednosti za pra¢enje promena tokom termogravimetrijske
analize: (m/z)=17 i (m/z)=18 za detekciju oslobodene vode i (m/z) = 68 za detekciju D-limonena.
Ove m/z vrednosti su izabrane iz baze masenih spektara kao specificne za ciljane komponente. U
sluCaju Cestica sa inkapsulisanom aromom, oslobadanje vode je zabelezeno u temperaturnom
opsegu od 40°C do 180°C, sa maksimumom na oko 75°C i opadaju¢im signalom do 180°C. Ovo
je u saglasnosti sa literaturnim podacima prema kojima u datom temperaturnom opsegu dolazi do
gubitka vode iz strukture polisaharida (Laurienzo et al., 2005). Prema literaturnim podacima,
najve¢i deo slobodnog D-limonena isparava do 200°C (Levi¢ et al., 2011). Prema ovde
predstavljenim rezultatima, najvec¢i deo inkapsulisanog D-limonena se otpusta iz Ca-alginata u

temperaturnom opsegu od 60°C do 200°C. Taj podatak je potvrden posmatranjem karakteristi¢ne
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m/z vrednosti (m/z=68) za D-limonen tokom analize. Gubitak mase u primenjenom
temperaturnom opsegu je ~35%. Ovi rezultati ukazuju da je veliki deo inkapsulisanog D-
limonena ostao unutar Ca-alginatnog matriksa tokom primenjenog temperaturnog rezima. To je
pozeljan efekat inkapsulacije, naro€ito zbog toga $to je primenjeni temperaturni opseg termalne
analize u skladu sa temperaturnim rezimima koji odgovaraju uslovima termickih postupaka u

proizvodnji hrane (De Roos, 2003, De Roos, 2006).
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4.3. Inkapsulacija etil vanilina u polivinil alkoholu

Polivinil alkohol (PVA) je koriscen kao nosac¢ za inkapsulaciju aroma metodom
elektrostaticke ekstruzije. Kao aktivna komponenta (aroma) koriséen je etil vanilin. Osnovni cilj
Jje bio ispitivanje mogucnosti dobijanja inkapsulata razlicitih velicina i karakteristika. U prvom
delu, PVA je mesan sa Na-alginatom kako bi se omogucilo dobijanje sfernih Cestica sa
inkapsulisanom aromom. Primarno je vrSeno geliranje alginata pomocu Ca’ jona a zatim je
naknadno primenjen metod smrzavanja-otapanja za geliranje PVA. U drugom delu je postupkom
elektrostaticke ekstruzije-elektrospininga vrsSena inkapsulacija etil vanilina u PVA pri visim
vrednostima napona. Cilj je bio dobijanje inkapsulata manjih dimenzija. U cilju dobijanja
stabilnih inkapsulata, vrseno je dodatno geliranje PVA metodom smrzavanja-otapanja.

Sistemi bazirani na nosacu alginat/PVA su pod dejstvom elektrostatickog polja omogucili
formiranje sfernih Cestica sa inkapsulisanom aromom. Ispitivana su termicka svojstva koja su
pokazala da se inkapsulacijom postize kontrolisano otpustanje arome na visim temperaturama u
odnosu na slobodnu (neinkapsulisanu) aromu. Primenom elektrostaticke ekstruzije-
elektrospininga dobijeni su filmovi koji se sastoje od nanovlakana. Dobijeni filmovi su pokazali
zadovoljavajucu mehanicku i termicku stabilnost. Naknadno geliranje je omogucilo dobijanje
znatno stabilnijih filmova, koji su dalje korisceni za ispitivanje antimikrobne aktivnosti etil
vanilina. Pokazalo se da PVA u kombinaciji sa etil vanilinom poseduje odredena antimikrobna

svojstva.

4.3.1. Inkapsulacija etil vanilina u polivinil alkoholu metodom elektrostati¢ke ekstruzije

Inkapsulacija etil vanilina metodom elektrostaticke ekstruzije je vrSena uz primenu mesavine
alginat/PVA kao nosaSa. Kao sredstvo za geliranje alginata je kori$¢en rastvor kalcijum hlorida,
pri ¢esmu se formira nerastvorni Ca-alginat koji daje primarni oblik ¢estica. Naknadno su tako
dobijene Cestice podvrgnute geliranju PVA metodom smrzavanja-otapanja. ZavrSna faza
pripreme Cestica je bila njihovo susSenje na sobnoj temperaturi do konstantne mase.

Nakon formiranja Cestica i geliranja alginata i PVA srednji pre¢nik vlaznih Cestica sa 20%
arome je iznosio 2,69 + 0,13 mm. Tokom susenja, doslo je do delimi¢nog smanjenja prec¢nika
Cestica usled gubitka vode. Precnik suvih Cestica je iznosio 2,02 £0,16mm. Slike suvih Cestica sa
20% inkapsulisane arome su date na Slici 4.29a. Kao §to se moze videti, Cestice su nakon susenja

zadrzale sferni oblik. Medutim, kod Cestica sa 10% inkapsulisane arome (Slika 4.29b) uoceno je
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znacajnije narusavanje oblika nakon susenja u odnosu na cCestice sa 20% inkapsulisane arome.
Razlog za ovo je verovatno to §to dodatak etil vanilina stabilizuje oblik Cestica preko povecanja
suve materije u samim cesticama. U slucaju Cestica sa manje inkapsulisane arome povecan je
sadrzaj vode (kroz ve¢i udeo rastvora nosaca u formulaciji) u odnosu na cestice sa veéim
sadrzajem etil vanilina. Ova voda isparava u toku susenja, ¢ime Cestice gube deo zapremine.
Usled gubitka vode dolazi i do narusavanja morfologije Cestica.

Dodatak PV A nije znaCajnije uticao na promene oblika Cestica sa inkapsulisanom aromom u
poredenju sa Cesticama na bazi Cistog Ca-alginata (Poglavlje 4.2.1). Takode, proces geliranja
PVA (metodom smrzavanja-otapanja) se pokazao pogodnim za tretman Cestica Ca-alginata/PVA.
Nije primeéena pojava pucanja Cestica ili neki drugi oblik narusavanja morfologije ¢estica nakon
geliranja PVA.

Prednost uvodenja PVA 1 procesa geliranja metodom smrzavanja-otapanja se ogleda u tome
S§to su u testovima rehidracije u vodi i fosfatnom puferu Cestice na bazi alginat/PVA zadrzale
svoj oblik. Nije primec¢eno ozbiljnije narusavanje strukture Cestica za razliku od Cestica na bazi
Cistog alginata pri rehidraciji u fosfatnom puferu. Moze se zakljuciti da dodatak PVA 1 njegovo
geliranje dodatno stabilizuje strukturu Cestica sa inkapsulisanom aromom. Kako joni deluju na
Ca-alginat i rastvaraju ga, PVA stabilizuje strukturu inkapsulata. Ovo moze biti od koristi za one
procese gde prisustvo jona moze ugroziti stabilnost inkapsulata. Dodatkom PVA i njegovim
geliranjem se mogu izbeci negativni uticaji sredine na strukturu Cestica i proSiriti primena

inkapsulata 1 na one sisteme u kojima moze do¢i do rastvaranja alginatnog matriksa.

Slika 4.29. Slike Cestica Ca-alginat/PVA sa inkapsulisanim etil vanilinom: a) Cestice sa

20% etil vanilina; b) Cestice sa 10% etil vanilina.
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Kinetika suSenja je pra¢ena za prazne Cestice na bazi Ca-alginat/PVA 1 cCestice sa 20%
inkapsulisanog etil vanilina. Rezultati pracenja kinetike suSenja Cestica na sobnoj temperaturi su
prikazani na Slici 4.30. Prema prikazanim rezultatima, gubitak mase Cestica u toku suSenja se
ustalio nakon ~3 sata. Eksperimentalni podaci su uporedeni sa teorijskim vrednostima dobijenim
primenom modela koji je objasnjen u Poglavlju 4.2.1. Model pruza moguénost predvidanja
vremena potrebnog za dostizanje ujednacenja mase tokom susenja kod Cestica na bazi alginata
(Lyn i Ying, 2010).

Pokazalo se da se izraCunate vrednosti vremena ujednacenja mase dobijene modelom
(~180min) dobro poklapaju sa vremenom koje je dobijeno eksperimentalnim putem. Prema

prikazanim rezultatima, dodatak PVA i proces geliranja metodom smrzavanja-otapanja nisu
znacajno uticali na kinetiku suSenja inkapsulata.
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Slika 4.30. Kinetika suSenja Cestica: prazne Cestice Ca-alginata/PVA (m); Cestice Ca-

alginata/PVA sa 20% inkapsulisanog etil vanilina (e).
Analiza FTIR spektara je vrSena nakon suSenja Cestica. Za poredenje su uzeti FTIR spektri

slobodnog (neinkapsulisanog) etil vanilina, praznih Cestica na bazi Ca-alginat/PVA 1 Cestica sa

20% inkapsulisane arome. Rezultati FTIR analize su prikazani na Slici 4.31.
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Slika 4.31. FTIR spektri: a) Cistog (neinkapsulisanog etil vanilina); b) praznih Gestica na
bazi Ca-alginat/PVA (bez arome); ¢) Inkapsulisanog etil vanilina u Ca-alginat/PVA.

FTIR spektar slobodnog etil vanilina pokazuje karakteristicne trake koje su prethodno
opisane u Poglavlju 4.2.1. Spektar nosaca (Slika 4.31) jasno ukazuje na prisustvo alginata i PVA.
FTIR spektar Ca-alginata je detaljno opisan u poglavlju 4.2.1. Dodatak PVA a posebno njegovo
geliranje metodom smrzavanja-otapanja nije znacajno uticao na FTIR spektar nosac¢a. Analizom
FTIR spektara nosaca je primecen izostanak traka koje poticu od estarske veze kod cestica na
bazi Ca-alginata/PVA dobijenih metodom smrzavanja-otapanja. U literaturi se takode mogu naci
podaci za isto odstupanje u FTIR spektru za hidrogelove i1 filmove dobijene istom metodom
geliranja (Doria-Serrano et al., 2001). FTIR spektar inkapsulisane arome pokazuje iskljucivo
trake koje poticu od etil vanilina dok su trake nosaca preklopljene. Moze se zakljuciti da FTIR
spektar ne daje indikacije znacajnijih hemijskih interakcija izmedu inkapsulisane arome i nosaca.

Termi¢ka svojstva slobodnog (neinkapsulisanog) etil vanilina, praznih cestica Ca-
alginat/PVA 1 inkapsulisane arome su ispitivana metodom termogravimetrije i rezultati su

prikazani na Slici 4.32.
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Slika 4.32. TGA krive: neinkapsulisanog (slobodnog) etil vanilina (plava puna linija); Ca-

alginat/PVA cestice (suve, prazne) (crna puna linija); Ca-alginat/PVA cestice sa 20%

inkapsulisanog etil vanilina (crvena puna linija).

Kao $to je ve¢ pokazano u Poglavlju 4.2.1, termicka degradacija polisaharida se odvija u
fazama koje su prac¢ene oslobadanjem specifi¢nih produkata razgradnje (Parikh i Madamwar,
2006). Kod rezultata temogravimetrijske analize nosaca na bazi Ca-alginat/PVA mogu se uociti
dva pada mase sa poveCanjem temperature. Prvi pad mase u opsegu 30-250°C se moze povezati
sa gubitkom vode koja je vezana za strukturu polimera (Laurienzo et al., 2005). Drugi pad mase
se uocava u opsegu 250-350°C i moze se povezati sa termickom degradacijom nosaca. Pozitivan
efekat inkapsulacije vidljiv je kada se uporede termogravimetrijske krive slobodnog i
inkapsulisanog etil vanilina. Naime, na temperaturi od 250°C, ostatak slobodnog etil vanilina je
manji od 10% dok je u slucaju inkapsulisane arome taj ostatak iznosi ~50%. Na ovaj nacin je
pokazano da viSe arome ostane sacuvano u obliku inkapsulata nego u slobodnoj formi u
definisanom temperatrunom opsegu. Pored toga, ukoliko se uporede termogravimetrijske krive
inkapsulata na bazi Ca-aginat/PVA 1 onih na bazi Cistog Ca-alginata (Poglavlje 4.2.1) uocava se
da je kod prve formulacije ostatak na 250°C visi. MoZe se zakljuciti da dodatak PVA poboljSava
termicku stabilnost Citavog sistema. Prema literaturnim podacima, ovo poti¢e od specificne

kristalne strukture PVA koja nastaje pod uticajem vodoni¢nih veza formiranih izmedu
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hidroksilnih grupa polimera (Hassan i Peppas, 2000). Dodatnim geliranjem metodom
smrzavanja-otapanja se postize poboljsanje kristalne strukture polimera (Ricciardi et al., 2004),

Sto za posledicu verovatno ima i1 poboljSanje termickih svojstava inkapsulata.

4.3.2. Inkapsulacija etil vanilina u polivinil alkoholu metodom elektrostaticke ekstruzije-

elektrospining

Inkapsulacija etil vanilina je realizovana primenom metode elektrostaticke ekstruzije-
elektrospininga uz koriS¢enje polivinil alkohola (PVA) kao nosaca. Ekstruzija je vrSena na
povrsinu ¢vrstog nosaca (aluminijumska folija). Dobijeni inkapsulati su bili u obliku filmova,
koji su se relativno jednostavno odvajali od povrSine kolektora. Filmovi bez inkapsulisane arome
su bili bezbojni i providni. S druge strane, filmovi sa inkapsulisanom aromom su bili bele boje 1
neprozirni. Merenjem debljine je utvrdeno da je debljina filmova sa inkapsulisanom aromom
iznosila ~60 pm, dok je debljina praznih PVA filmova bila ~30 pm. Dodatak arome je uticao na
debljinu filmova i njihovu boju. Etil vanilin je bele boje i otuda potice i boja filmova sa
inkapsulisanom aromom. S druge strane, veca debljina filmova sa inkapsulisanom aromom se
moze objasniti ¢injenicom da tokom i nakon procesa ekstruzije dolazi do otparavanja rastvaraca
(voda 1 etanol) pri ¢emu zaostaje etil vanilin i PVA. Upravo dodatak arome povecava masu
materijala koji ostaje nakon ekstruzije i samim tim dolazi do povecanja debljine filmova. Dalja
ispitivanja morfologije PVA filmova je vrSena analizom SEM fotografija praznih i uzoraka sa
inkapsulisanim etil vanilinom (Slika 4.33). Rezultati merenja precnika vlakana su prikazani na
Slici 4.34.

15KV X7,000 . Zpm

4.33. SEM slike: a) praznih PVA filmova; b) PVA filmova sa inkapsulisanim etil vanilinom.
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Slike dobijene SEM analizom ukazuju da se PVA filmovi dobijeni elektrostatickom
ekstruzijom-elektrospiningom sastoje od isprepletanih vlakana nanometarskih 1 mikronskih
precnika. Pre¢nici vlaka kod praznih PVA filmova se kre¢u u opsegu od 100 do 800 nm (srednja
vrednost 223,9 £153,85um). Sa prikazanih SEM slika se moze videti da su vlakna kod ovih
filmova nepravilnog oblika i da se u strukturi samih vlakana periodi¢no javljaju i izduzene
Cestice. Ovi rezultati se slazu sa literaturnim podacima za slucaj kada se ekstruzija
(elektrospining) vrsi iz rastvora PVA u etanolu. Naime, etanol nije rastvara¢ koji rastvara PVA
ali utiCe na svojstva rastvora polimera a pre svega na smanjenje povrsinskog napona tec¢nosti i
viskoziteta. Otuda se, kao posledica promena u sastavu rastvora PVA (dodatkom etanola), mogu
javiti vlakna koja u svojoj strukturi sadrze Cestice (Zhang et al., 2005). Medutim, dodatak etanola
je s druge strane neophodan jer je potrebno rastvoriti etil vanilin (slabo rastvoran u vodi) pre
ekstruzije. Pored toga, primetno je da je doSlo do spajanja vlakana, verovatno kao posledica
zaostalih rastvaraca (pre svega vode) koji nisu isparili u toku procesa ekstruzije
(elektrospininga). Kao posledica ovoga, nedovoljno suva vlakna se u toku procesa dobijanja
preklapaju i spajaju na povrsini kolektora. Nakon ekstruzije je vrSeno dodatno susenje filmova u

cilju uklanjanja zaostalih rastvaraca.
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Slika 4.34. Distribucija dimenzija (pre¢nika) vlakana: a) praznih PVA filmova; b) PVA

filmova sa inkapsulisanim etil vanilinom.

Filmovi sa inkapsulisanim etil vanilinom su prikazani na Slici 4.33b. Kao §to se moze videti,

dodatak etil vanilina je uticao na samu strukturu vlakana ali i na njihove dimenzije. Pre svega,
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primetno je znacajno povecanje precnika vlakana usled dodatka arome (100-1700nm) (srednja
vrednost 387,6+350,6um). Pored toga, vlakna su znatno izrazenija u odnosu na filmove bez
arome, Sto ukazuje da je dodatak etil vanilina pozitivno uticao na morfologiju vlakana.
Preklapanje vlakana je znatno manje izrazeno, verovatno kao posledica prisustva vec¢eg procenta
suve materije (dodata aroma) u rastvoru pre ekstruzije u odnosu na prazne PVA filmove.

Naknadnim poredenjem t-testom je utvrdeno da je razlika u srednjim vrednostima precnika
vlakana izmedu uzoraka bez i sa inkapsulisanom aromom statisticki znacajna t(67.396)=2.504,
p=0.015.

Mehanicke karakteristike dobijenih filmova su ispitivane kako bi se utvrdio efekat sastava
pocetnih rastvora na mehanicka svojstva dobijenih filmova. Rezultati ispitivanja su pokazali da
dodatak etil vanilina uti¢e znacajno na mehani¢ka svojstva filmova. Napon istezanja je kod
praznih PVA filmova iznosio 8.4 + 2.8 MPa, dok je sa dodatkom etil vanilina doslo do njegovog
povecanja na 23.3 + 4.3 MPa. Kao $to je ve¢ receno, inkapsulisani etil vanilin deluje kao punilac
1 na taj nacin stabilizuje oblik PVA filmova tokom procesa pripreme a verovatno uti¢e i na
mehanicka svojstva samih filmova. Moze se re¢i da mehanicka svojstva filmova dobijena ovde
predstavljenim postupkom zavise od brojnih faktora. Molld et al. (2011) su pokazali da se
mehanicka jacina filmova na bazi Nafion/PVA (dobijenih istim postupkom kao i u ovom radu)
povecava sa povecanjem debljine dobijenog filma. I u slucaju filmova PVA/etil vanilin se
javljaju razlike u debljini filmova sa i bez arome, pri ¢emu su filmovi sa aromom vecée debljine.
Debljina fimova je samo jedan od faktora koji uti¢u na mehanicka svojstva dobijenih filmova.
Od ostalih faktora koji mogu uticati na mehanicka svojstva filmova treba pomenuti:
koncentraciju PVA i dodatak etanola (menja koncentraciju PVA).

Eventualne interakcije izmedu komponenti filmova su ispitivane FTIR spektroskopijom.
Pored toga, ova metoda je koriS¢ena i za utvrdivanje prisustva pojedinih komponenti u strukturi
filmova. FTIR spektri slobodnog (neinkapsulisanog) etil vanilina, praznog PVA filma i filma sa
inkapsulisanom aromom su prikazani na Slici 4.35. Karakteristicne trake koje se javljaju u
spektru etil vanilina se mogu jasno uociti, a njihovo objasnjenje je dato u Poglavlju 4.1. Trake
koje se javljaju kod praznih PVA filmova su: 3423 cm™ i 1640 cm ™' od prisutnih OH grupa; u
oblasti od 3000 do 2840 cm™ su trake koje poti¢u od CH, i C—H; na priblizno 1430 cm™ je traka
koja poti¢e od CH,; C—O interacija se povezuje sa trakom na 1091 cm™; trake na ~850 cm™

poticu od C—C veza (Li i Hsieh, 2006; Mansur et al., 2008; Arias et al., 2011). FTIR spektar
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PVA/etil vanilin filmova u oblasti od 1750 cm™ do 600 cm™ jasno ukazuje na prisustvo
inkapsulisane arome u strukturi filma. S druge strane, u oblasti od 4000 do 2750 cm™ se mogu
jasno uociti trake koje poti¢u od OH, CH, 1 C—H u strukturi PVA.

Rezultati FTIR analize PVA filmova sa inkapsulisanim etil vanilinom nisu pokazali da
postoji interakcija izmedu komponenti uzoraka. S druge strane, prisustvo PVA i arome je
identifikovano preko pojave karakteristi¢nih traka u FTIR spektru inkapsulata koje poticu od ove

dve komponente.
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Slika 4.35. FTIR spektri: a) slobodni (neinkapsulisani) etil vanilin; b) PVA film (prazan); c)

PVA film sa inkapsulisanim etil vanilinom.

Rezultati XRD analiza slobodnog (neinkapsulisanog) etil vanilina, praznih PVA filmova i
filmova sa inkapsulisanom aromom su prikazani na Slici 4.36. Difraktogram slobodne arome
pokazuje karakteristicne pikove na difrakcionim uglovima 20: 12.2°, 14.5°, 21.1°, 22.7°, 26.4°,
29.2°, 37.45° 1 38.85°. Kao $to je ve¢ receno u Poglavlju 4.1, slobodni etil vanilin pokazuje
karakteristicne pikove u difraktogramu koji jasno isticu njegovu kristalnu strukturu.
Difraktogram praznog PVA filma pokazuje Siroki difrakcioni pik na 26=19.6°, §to potvrduje

delimi¢nu kristalnu strukturu ovog polimera (Kayaci i1 Uyar, 2012). U difraktogramu
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inkapsulisane arome se izdvajaju slede¢i pikovi (za odgovaraju¢i 20): 10.65°, 12.35°, 21.1°,
24.55°, 26.8° 1 31.9°. Kada se uporede difraktogrami slobodne i inkapsulisane arome, jasno se
uocavaju razlike koje verovatno nastaju kao posledica inkapsulacije unutar strukture PVA
vlakana. Dva glavna faktora koja utiu na promene u strukturi inkapsulisane arome su uvodenje
PVA kao nosaca i uslovi koji vladaju pri ekstruziji (elektrospiningu). Naime, uslovi pri kojima se
vrsi kristalizacija arome u toku i nakon ekstruzije su promenjeni dodatkom PVA, koji takode
formira svoju kristalnu strukturu u toku ovog procesa ali ujedno utice i na kristalnu strukturu etil
vanilina. Drugi vazan ¢inilac koji utice na kristalnu strukturu inkapsulisane arome je isparavanje
rastvaraca u toku procesa ekstruzije, koje je kompleksno s obzirom na prisustvo dva rastvaraca
(voda i etanol) koji uz to isparavaju razli¢itom dinamikom. Ovde je jo§ vazno napomenuti da je
sama aroma slabo rastvorna u vodi, pa se usled razlike u dinamici isparavanja rastvaraca menjaju
1 uslovi formiranja kristala arome. Kako etanol isparava pre vode, u zaostalom rastvaracu koji se
primarno sastoji od vode verovatno dolazi do formiranja agregata arome, ¢ime se dodatno mogu
objasniti razlike u kristalnoj strukturi inkapsulisanog etil vanilina u odnosu na slobodnu aromu.
Bez obzira na promene u kristalnoj strukturi, moze se konstatovati da inkapsulisani etil vanilin
zadrZava svojstva karakteristicna za kristalne supstance. S druge strane, Kayaci 1 Uyar (2012) su
pokazali da inkapsulisani vanilin u nosa¢u na bazi PVA nanovlakana ne pokazuje kristalnu
strukturu u odnosu na slobodnu aromu. Sli¢ni rezultati se mogu naci u literaturi kada je u pitanju

inakpsulacija jo$ nekih supstanci u strukturu PVA nanovlakana (Li et al., 2013).
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Intenzitet

20(°)
Slika 4.36. Difraktogrami: slobodni (neinkapsulisani) etil vanilin (a), PVA film (prazan) (b),

PVA film sa inkapsulisanim etil vanilinom (c).

Termicke analize suspstanci koris¢enih u radu kao i finalnih produkata inkapsulacije su
vrsene u cilju ispitivanja uticaja procesa inkapsulacije na termicka svojstva inkapsulisanog etil
vanilina. DSC krive slobodnog etil vanilina, praznog PVA filma i PVA filma sa inkapsulisanom
aromom su prikazane na Slici 4.37, Slici 4.38 1 Slici 4.39, dok su karakteristicni podaci dobijeni
DSC analizom prikazani u Tabeli 4.7. Slobodni etil vanilin pokazuje oStar endotermni
maksimum na 77.5°C (Slika 4.37), koji ukazuje na tacku topljenja arome (Ty,) (Burdock, 2009).
U slucaju inkapsulisanog etil vanilina (Slika 4.39), tacka topljenja je pomerena ka nizoj
temperaturi (54.9°C). Vrednosti za entalpije topljenja (AH.) takode opadaju u slucaju
inakpsulisane arome. Smanjenje tacke topljenja za nanosisteme se takode moze naéi u
literaturnim podacima (Han et al., 2010). Arinstein et al. (2011) su pokazali da se smanjenje
tacke topljenja kod polimera javlja kao posledica brzog isparavanja rastvaraca u toku ekstruzije
(elektrospininga), Sto direktno uti¢e na organizaciju polimernih lanaca. Kao §to je ve¢ receno, u
sluc¢aju dobijanja PVA filmova sa inkapsulisanim etil vanilinom se menjaju uslovi koji direktno
uticu na formiranje kristala arome u toku i nakon procesa inkapsulacije. Formiranjem nove
kristalne strukture dolazi i do promene u termickim svojstvima arome a pre svega u promeni

tacke topljenja. Takode, prisustvo PVA verovatno uti¢e na termicka svojstva etil vanilina bez
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obzira na to Sto ove dve komponente, prema ovde iznetim rezultatima u strukturi filmova
formiraju posebne faze. Kao §to je ve¢ re¢eno, FTIR analiza nije pokazala postojanje jake

interakcije izmedu arome 1 nosaca.
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Slika 4.37. DSC kriva slobodnog (neinkapsulisanog) etil vanilina.

70

60
X0

‘ 50
40

30 S

DSC (mW)

l 20 4
endo 197 \

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temperatura (°C)

Slika 4.38. DSC kriva praznog PVA filma.
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Slika 4.39. DSC kriva PVA filma sa inkapsulisanim etil vanilinom.

DSC kriva praznog PVA filma (Slika 4.38) pokazuje maksimum na 227°C, koji odgovara
tacki topljenja polimera. Ovaj maksimum se u slucaju PVA filma sa inkapsulisanom aromom
nalazi na ~226°C (Slika 4.39). Po svemu sude¢i, dodatak etil vanilina nije uticao na tacku
topljenja PVA filma. Takode, prema ovde prikazanim podacima (videti ispod) najveci deo etil
vanilina ispari pre nego §to se dostigne tacka topljenja PVA. Time se moze objasniti izostanak
uticaja arome na termicka svojstva PVA. Taepaiboon et al. (2006) su pokazali da razlicite
komponente mogu uticati na termicka svojstva PVA 1 to pre svega na kinetiku termicke
degradacije polimera. Ovde treba naglasiti da se termicka degradacija PVA javlja na
temperaturama koje su znatno vise od onih koje se generalno primenjuju u proizvodnji hrane. S
druge strane, poznavanje termicke dekompozicije materijala moze biti od koristi kod predvidanja
ponasanja PVA kao potencijalnog ambalaznog materijala i nosaca aktivnih komponenti u slu¢aju
primene visokih temperatura. Iz tog razloga je pracena i termicka degradacija PVA filmova sa
inkapsulisanom aromom u temperaturnom opsegu od 30°C do 500°C. Prema ovde prikazanim
rezultatima ali i literaturnim podacima, moze se generalno zakljuciti da u temperaturnom opsegu
od 250°C do 500°C dolazi do termicke degradacije PVA 1 etil vanilina. Karakteristicne promene
u termickim svojstvima u ovom temperaturnom opsegu su pracene preko vrednosti temperature
(Tq) 1 entalpije (AHq4) termicke degradacije. Karathanos et al. (2007) su pokazali da se oksidacija

vanilina na poviSenim temperaturama odvija u vise faza koje obuhvataju formiranje vanilinske
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kiseline a na viSim temperaturama (preko 300°C) dolazi do degradacije arome. Rezultati
prikazani u ovom radu ukazuju da se na temperaturama iznad 250°C javljaju slozene promene u
DSC termogramima kako kod slobodnog tako i kod inkapsulisanog etil vanilina. Prikazani
rezultati ukazuju na slozeni termicki proces koji verovatno ukljucuje i oksidaciju 1 termicku
degradaciju arome. S druge strane, rezultati DSC analize praznog PVA filma u temperaturnom
opsegu od 250°C do 500°C pokazuju egzotermni maksimum na 485.3°C. Prema Modafferi et al.
(2012), promene usled dejstva visokih temperatura na PVA se mogu okarakterisati kao
degradacija polimera. Termi¢ka degradacija PVA je sloZeni proces koji ukljuCuje pre svega
degradaciju osnovne polimerne strukture. U slu¢aju PVA filmova sa inkapsulisanom aromom
nije primeéeno znacajnije odstupanje u poziciji egzotermnog maksimuma, koji se u ovom slucaju
javlja na 488.8°C. Jedina promena koja je primecena se odnosi na vrednost entalpije procesa,
koja se sa dodatkom arome smanjuje. Asran et al. (2010) su pokazali da dodatak drugih
komponenti menja kristalnu strukturu PVA i na taj nain uti¢e i na promenu entalpije kod

dobijenih filmova.

Tabela 4.7. Podaci dobijeni DSC analizom slobodnog etil vanilina, praznog PVA filma i

PVA filma sa inkapsulisanom aromom.

Uzorak Temperaturni opseg: 30-250°C | Temperaturni opseg: 250-500°C
Tu(°C) |  AH, (kl/g) T4(°C) AHgq (kJ/g)
Slobodni etil vanilin 77,54 -10,00 483,51 0,22
Prazan PVA film - - 485,31 1,05
inizlgu?ilgrfjm 54,95 -0,0154 438,78 0,68
226,63 -0,0224 ’ ’
aromom

“ Oznacava prvi maksimum u DSC termogramu
b Oznacava drugi maksimum u DSC termogramu
m, Topljenje

d, Termicka degradacija

Termic¢ka stabilnost dobijenih filmova 1 inkapsulisane arome je pracena metodom
termogravimetrije i rezultati su prikazani na Slici 4.40. Prema dobijenim rezultatima, slobodni
(neikapsulisani) etil vanilin pokazuje gubitak mase u temperaturnom opsegu 150-250°C. Prazan
PVA film pokazuje gubitak mase u dve temperaturne oblasti. Do 225°C guditak mase iznosi
~10% 1 verovatno poti¢e od gubitka zaostale vode. Drugi pad mase se javlja u temperaturnom

opsegu od 225°C do 500°C i vezuje se za termiCku degradaciju PVA. Termogram dobijen
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analizom inkapsulisanog etil vanilina pokazije sloZzenu dinamiku gubitka mase u poredenju sa
slobodnom aromom i praznim PVA filmom. Gubitak mase kod PVA filma sa inkapsulisanom
aromom se moze podeliti na tri procesa: gubitak vode iz PVA, isparavanje arome i termicka
degradacija zaostale arome 1 PVA. Gubitak mase usled isparavanja arome i1 vode se odigrava u
istoj temperaturnoj oblasti te je teSko zakljuciti pri kojim temperaturama dominira jedan odnosno
drugi proces. Ono $to svakako treba istaci je da se procesom ekstruzije (elektrospininga) utice na
termicka svojstva etil vanilina. Do 250°C, uzorak sa inkapsulisanom aromom je izgubio ~37%
pocetne mase. U isto vreme, gubitak mase kod slobodne arome iznosi 98%, dok je gubitak mase

praznog PVA filma ~10%.
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Slika 4.40. TGA krive: slobodni (neinkapsulisani) etil vanilin (crna puna linija); prazan PVA

film (crvena puna linija); PVA film sa inkapsulisanim etil vanilinom (plava puna linija).

Moze se zakljuciti da inkapsulacija etil vanilina metodom ekstruzije (elektrospininga) u PVA
kao nosacu dovodi do promena u termickim svojstvima arome. Primetan je pozitivan efekat
inkapsulacije koji se manifestuje u kontrolisanom otpustanju inkapsulisane arome u duzem
temperaturnom intervalu u poredenju sa slobodnom (neinkapsulisanom) aromom. Pored toga,
jednostavnost metode inkapsulacije kojom se dobijaju filmovi sa inkapsulisanom aktivnom
komponentom otvaraju moguénosti za inkapsulaciju 1 drugih materija kao i koriS¢enje razlicitih

nosaca. Ovo se pre svega odnosi na oblast primene ovakvih filmova kao potencijalnih materijala
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ambalaze sa dodatnim-aktivnim komponentama koje takvim materijalima daju nove moguénosti

primene.

4.3.3. Inkapsulacija etil vanilina u prethodno formirane filmove na bazi polivinil alkohola

dobijene metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrospininga

Inkapsulacija aroma je vrSena i nanoSenjem etil vanilina na ve¢ pripremljene PVA filmove.
NanoSenje arome je vrSeno potapanjem PVA filmova u smeSu etanol/voda/glicerol/etil vanilin 1
termickim tretmanom po metodi smrzavanje-otapanje. Morfoloska analiza dobijenih filmova je

vr$ena skeniraju¢im elektronskim mikroskopom i rezultati ove analize su dati na Slici 4.41.
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Slika 4.41. SEM slike: a) polaznog PVA filma (pre dodatka arome); b) PVA film tretiran
smesSom etanol/voda/glicerol; ¢c) PVA film tretiran smeSom etanol/voda/glicerol/etil vanilin. d)

Fotografija praznog PV A filma.

Dobijena slika povrSine filma pre tretmana (Slika 4.41a) ukazuje na to da se PVA film sastoji

iz isprepletanih vlakana nanometarskih veli¢ina, ¢ija srednja vrednost pre¢nika (+ standardna
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devijacija) iznosi 145,79 + 80,42um. Naknadnim tretmanom PVA filmova smeSama sa i bez etil
vanilina (Slika 4.41b-c) doslo je do narusavanja morfologije vlakana, koja su izgubila svoj oblik,
Sto je posebno izrazeno kod formulacije sa dodatom aromom. Ove promene u morfologiji
nanovlakana nisu se odrazile znacajnije na makromorfoloska svojstva samih filmova koji su
zadrZali svoj oblik uz minimalna odstupanja u odnosu na polazni PVA film.

Ovakav pristup inkapsulaciji/imobilizaciji aktivne komponente je interesantan jer se unapred
mogu formirati Zeljeni oblici nosaca na koje se naknadno nanosi aktivna supstanca. Ovim
pristupom inkapsulaciji se smanjuje uticaj procesa dobijanja nosaca na aktivhu komponentu.
Potencijalne hemijske interakcije izmedu PVA i inkapsulisane arome su ispitivane FTIR

spektroskopijom (Slika 4.42).
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Slika 4.42. FTIR spektri: a) polaznog PVA filma (pre dodatka arome); b) PVA film tretiran

smesom etanol/voda/glicerol; ¢) PVA film tretiran smeSom etanol/voda/glicerol/etil vanilin.

Prikazani FTIR spektri pokazuju prisustvo PVA i etil vanilina u ispitivanim uzorcima (Slika
4.42c). U datom spektru se pored traka koje poticu od PVA, pojavljuju i trake etil vanilina (mada
uglavnom preklopljene trakama polimera) na 1583cm™, 1517 cm™ i 1284 cm™. FTIR spektri
tretiranih PVA filmova (Slika 4.42b-c) ukazuju da je kod PVA doslo do izvesnih promena koje

se ogledaju pojavom dve nove trake na ~1110 cm™ i ~1042 cm™. Ove trake verovatno poti¢u od
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zaostalog glicerola koji je koris¢en kao sredstvo za stabilizaciju PVA u toku procesa nanosenja
arome (Spectral Database for Organic Compounds, AIST (SDBS).

Prema ovde prikazanim rezultatima FTIR analize, moze se zakljuciti da PVA 1 etil vanilin
nakon nanoSenja arome i procesa geliranja polimera formiraju zasebne faze.

Difraktogrami PVA filmova (sa i bez etil vanilina) su prikazani na Slici 4.43. Difraktogram
praznog PVA filma (Slika 4.43a) pokazuje Siroki difrakcioni pik na 26=19.55°, dok se u slucaju
praznog PVA filma tretiranog smeSom etanol/voda/glicerol (uz proces smrzavanja-otapanja)
(Slika 4.43b), ovaj pik nalazi na 26=19.75°. XRD analizom praznih filmova nije utvrden
znaajniji uticaj tretmana smeSom rastvaraa i procesa smrzavanja-otapanja na kristalnu
strukturu nosaca. Kao $to je ve¢ naglaseno, ovakvi difraktogrami PVA ukazuju na delimi¢nu

kristalnu strukturu ovog polimera (Kayaci i Uyar, 2012).
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Slika 4.43. Difraktogrami: a) polazni PVA film (pre dodatka arome); b) PVA film tretiran

smesSom etanol/voda/glicerol; ¢c) PVA film tretiran smeSom etanol/voda/glicerol/etil vanilin.

Difraktogram PV A filma sa etil vanilinom (Slika 4.43¢) pokazuje Siroki pik na 26=19,5° koji
potice od PVA, kao i dva oStra pika od etil vanilina na 20=12,55° 1 26=26,75°. Ovi rezultati
ukazuju da sa dodatkom arome najverovatnije ne dolazi do promene u njenoj kristalnoj strukturi,

jer su oba najintenzivnija pika koja potiCu od etil vanilina (Poglavlje 4.1) vidljiva u
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difraktogramu PVA filma sa aromom. Treba naglasiti da su ostali pikovi koji se javljaju kod
slobodne arome u ovom slucaju preklopljeni pikom koji poti¢e od PVA, te iz tog razloga nije
moguce dati precizniju analizu podataka dobijenih XRD analizom. Ono §to se moze donekle
zakljuciti je da verovatno etil vanilin i PVA nakon tretmana filmova formiraju posebne faze i da
nije doslo do znacajnijeg uticaja PVA na kristalnu strukturu arome. Ovo je u suprotnosti sa
rezultatima XRD analize PVA filmova datim u poglavlju 4.3.2, koji su jasno ukazali na promene
u difraktogramu etil vanilina nastalim u toku formiranja nanovlakana sa inkapsulisanom aromom
metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrospininga. Razlog za ovo je verovatno to Sto kod
naknadnog tretmana vlakana (tj. naknadnog nanoSenja arome) nema velikih promena pri
isparavanju rastvaraca kao u slucaju elektrospininga jer je proces znatno duzi. Takode, aroma je
u ovom sluc¢aju naneta nakon formiranja PVA nanovlakana, Sto takode moze biti razlog odsustva
uticaja PV A na kristalna svojstva etil vanilina.

Analiza sadrzaja etil vanilina je pokazala da je koli¢ina zadrzanog etil vanilina na/u strukturi
PVA filmova (vlakana) nakon tretmana zavisila od polazne koncentracije arome u rastvoru sa
kojim su filmovi tretirani. U slu¢aju niZe koncentracije arome u rastvoru za teretiranje (5%w/v),
za PVA film se vezalo (mg etil vanilina/g PVA filma) 86,98+9,21mg/g, dok se u slucaju vece
koncentracije arome u rastvoru za tretiranje (10%w/v) za film vezalo 162,50+1,71mg/g.

Termicka svojstva dobijenih filmova su ispitivana metodama DSC i TGA (Slika 4.44). Prema
prikazanim rezultatima, jasno se uocava da se u temperaturnom opsegu u kojem su radene
analize javljaju znacajne razlike u TGA termogramima praznog PVA filma i filmova koji su
tretirani. Prazni PVA filmovi do 300°C pokazuju pad mase od oko 20%, dok je u slucaju filma sa
aromom taj pad iznosio ~85%. Dinamika gubitka mase takode pokazuje razlike izmedu uzoraka
koji su tretirani i praznog PVA filma. Naime, tretirani filmovi pokazuju ve¢i pad mase u
temperaturnom opsegu 30°C do 200°C (~40%), koji se moZe povezati sa gubitkom zaostale vode

1 inkapsulisane arome.
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Slika 4.44. DSC (isprekidane linije) 1 TGA (pune linije): prazni PVA film (crne linije); b)
PVA film tretiran smeSom etanol/voda/glicerol (crvene linije); c) PVA film tretiran smeSom

etanol/voda/glicerol/etil vanilin (plave linije).

U istom temperaturnom opsegu prazni PVA film pokazuje pad mase od ~5%. Dalji pad mase
se sa povecanjem temperature kod filma sa aromom i tretiranog praznog PVA filma moze
povezati sa isparavanjem zaostalog etil vanilina i glicerola. Prema Yunos i Rahman (2011),
glicerol poginje da isprava (u atmosferi azota i pri brzini zagrevanja od 20°C min™'- uslovi TGA
analize) u temperaturnom opsegu 200-300°C. Intenzivan pad mase u slucaju tretiranih PVA
filmova (sa 1 bez arome) se verovatno moze povezati sa gubitkom zaostalog glicerola u
uzorcima. Ovako slozen termogram PVA filmova sa aromom ukazuje da se otpuStanje etil
vanilina dogada u Sirokom temperaturnom opsegu i da je kombinovano sa otpustanjem vode i
glicerola. Kao §to je ve¢ prikazano u Poglavlju 4.3.2, termi¢ka dekompozicija PVA se odigrava
na temperaturama iznad 225°C, §to se moZe pratiti 1 promenama u DSC krivama iznad ove
temperature. U DSC krivi PVA filma sa etil vanilinom (Slika 4.44) se na ~74°C moze uociti
slabiji endotermni pik koji verovatno potice od topljenja arome.

Na Slici 4.45 je dat prikaz dejstva uzoraka filmova i1 kontrolnih uzoraka na rast bakterijskih
kultura Staphilococcus aureus 1 Escherichia coli. Rezultati merenja prec¢nika inhibitornih zona

oko ispitivanih uzoraka su dati u Tabeli 4.8 (U duplikatu, oznaceni kao 7est I i Test 2). Kao §to
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se moze videti iz prikazanih rezultata, etil vanilin nanet na PVA filmove dobijene procesom
elektrostatiCke ekstruzije-elektrospininga pokazuje inhibitorno dejstvo na rast testiranih
mikroorganizama. Naknadnom proverom je utvrdeno da je kod uzoraka kod kojih su uocene

zone inhibicije doSlo do mikrobistatiénog delovanja na ispitivane bakterije.

Slika 4.45. Efekat uzoraka na rast testiranih mikroorganizama: a) Staphilococcus aureus, b)
Escherichia coli. +) ampicilin; -) negativna kontrola; 1) PVA film sa nizom koncentracijom etil
vanilina; 2) PVA film sa viSom koncentracijom etil vanilina; 3) PVA film tretiran (bez etil

vanilina).

Prikazani rezultati ukazuju na postojanje inhibitornog efekta PVA filmova sa etil vanilinom.
Efekat inhibicije rasta zavisi od koncentracije etil vanilina u rastvoru kojim je tretiran PVA film
nakon dobijanja metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrospininga.

Tabela 4.8. Vrednosti merenja precnika zona inhibicije (u mm).

Ampicilin Negativna ~ Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3
Bakterijska kultura (10mcg)  kontrola (niza konc. (visa konc. (PVA film
() (-) arome) arome) bez arome)
Staphilococcus  1* 33 - - 6 -
aureus Q%% 34 - 5 7 -
Escherichia 1 13 - 5 6 -
coli 2 13 - - 6 -
* Test 1
**Test 2
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Sa porastom koncentracije arome u rastvoru dolazi do izrazenije inhibicije rasta testiranih
mikroorganizama. S druge strane, ukoliko se posmatraju precnici inhibitornih zona, pri visim
koncentracijama etil vanilin je pokazao slicno dejstvo na oba testirana mikroorganizma (Tabela
4.7). Uzorak 3 (PVA tretiran bez arome) nije pokazao inhibitorno dejstvo na rast testiranih
mikroorganizama. 1z ovoga se moze zakljuciti da inhibicija rasta bakterijskih kultura zavisi od
etil vanilina i njegove koncentracije. U literaturi se mogu nac¢i podaci o dejstvu etil vanilina 1
slicnih komponenti na rast mikroorganizama. Takode, postoje podaci o dejstvu vanilina na
pojedine mikrobne kulture. Yemis et al. (2011) su pokazali da vanilin, etil vanilin i vanilinska
kiselina mogu da inhibiraju rast Cronobacter sp. pri odredenim koncentracijama i uslovima (pre
svega pH i temperatura). Fitzgerald et al. (2004) navode da vanilin ispoljava bakteriostati¢no
delovanje prema odredenim bakterijskim kulturama.

Antimikrobni efekat etil vanilina je pogodna karakteristika ove supstance koja se dalje moze
iskoristiti kao preventiva u spre¢avanju rasta nekih mikroorganizama. U kombinaciji sa PVA,
ova aroma se kao §to je prikazano u ovom radu moze koristiti za dobijanje aktivnih filmova sa
antimikrobnim dejstvom. Kako su rezultati pokazali da etil vanilin zadrzava svoja svojstva (pre
svega hemijska) u toku i nakon inkapsulacije/imobilizacije za PVA filmove, to otvara moguénost
daljeg unapredenja procesa kroz uvodenje drugacijih formulacija arome ili njenog kombinovanja
sa drugim antimikrobnim supstancama. Pristup prethodnog formiranja nosaca a zatim naknadnog
nanoSenja aktivne supstance otvara put za kombinovanje kako aktivnih komponenti tako i

razvoju novih formulacija nosaca u cilju dobijanja inkapsulata zeljenih karakteristika.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu je ispitivana inkapsulacija aroma u tri razliita materijala: karnauba vosku,
alginatu i polivinil alkoholu. Kao aktivne komponente su koris¢ene slede¢e arome: etil vanilin,
komercijalno dostupna aroma kokosa i D-limonen. Za dobijanje inkapsulata su primenjene
metode disperzije u otopljenom stanju (metoda emulzifikacije 1 diperzija vazduhom) i
elektrostatiCke ekstruzije. Pored toga u radu su ispitivane i metode koje su proizasle iz
elektrostatiCke estruzije kao Sto su elektrosprej i1 elektrospining. Cilj istrazivanja je bio
proizvodnja hemijski stabilnih inkapsulata u Sto Sirem opsegu veliCina 1 oblika 1 sa Sto boljim
svojstvima zadrZavanja date arome uz ocuvanje njenih hemijskih i tehnoloskih svojstava.

U prvom delu rada je ispitivana inkapsulacija etil vanilina u karnauba vosku primenom
metoda disperzije u otopljenom stanju: disperzija (emulzifikacija) u vodi i metoda disperzije
vazduhom pomocu, posebno za tu svrhu konstruisane dizne. Obe metode su dale sli¢ne rezultate
kada je u pitanju raspodela veli€ine Cestica, pri ¢emu je kod svih ispitivanih formulacija 90%
Cestica imalo pre¢nik manji od 250pm. Morfoloskom analizom SEM snimaka je utvrdeno da se
metodom disperzije vazduhom dobijaju Cestice pravilnijeg (sfernog) oblika. Metodom dispezije
(emulzifikacije) u vodi su dobijene Cestice nepravilnog oblika tj. viSe odstupaju od sfernog
oblika, koji se generalno smatra pozeljnim kod inkapsulata. Pored toga, metoda disperzije u vodi
je dala cCestice koje su grupisane u agregate razlicitih veli¢ina. Ova pojava nije primecena kod
Cestica dobijenih metodom disperzije pomocu vazduha. Rezultati analize inkapsulacione
efikasnosti su pokazali da je metoda disperzije vazduhom imala bolju efikasnost zadrzavanja etil
vanilina (~67%) u odnosu na metodu disperzije (emulzifikacije) u vodi (~5%). Niska
inkapsulaciona efikasnost kod metode disperzije u vodi je verovatno posledica gubitka arome
tokom disperzije u vodi, relativno velikog udela arome u odnosu na nosac (teorijski sadrzaj
arome 20%), intenzivnog mesSanja-homogenizacije u toku pripreme kao 1 odsustva
emulzifikatora. Rezultati FTIR 1 XRD analize nisu pokazali da dolazi do hemijskih ili strukturnih
promena kod etil vanilina i karnauba voska tokom procesa inkapsulacije. Termogravimetrijskom
analizom je konstatovano da se inkapsulisana aroma oslobada na viSim temperaturama (>210°C)
u odnosu na slobodni etil vanilin koji pokazuje pad mase od 90% do navedene temperature
(Cestice dobijene disperzijom vazduhom). Pad mase se odigrava u Sirokom temperaturnom
regionu, Sto je povoljno sa aspekta potencijalne primene inkapsulata u realnim termickim

procesima. Sa inzZenjerskog aspekta, metoda disperzije u vodi se pokazala kao tehnicki
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jednostavnija, dok su joj mane pre svega niska inkapsulaciona efikasnost i potreba dalje obrade
(susenja) cCestica nakon procesa inkapsulacije. Metoda disperzije vazduhom omogucava
dobijanje Cestica sfernog oblika, bez formiranja agregata i sa relativno visokom inkapsulacionom
efikasnoscu. Mane ove metode se ogledaju u tome $to zahteva konstrukciju posebne dizne sa
moguénos$cu zagrevanja vazduha koji se koristi za disperziju otopljene meSavine vosak/aroma.

U drugom delu rada je analizirano koriS¢enje alginata kao nosaca sa inkapsulaciju kako
¢vrstih aroma (etil vanilin), tako 1 tecnih aroma (aroma kokosa i D-limonen). Za dobijanje
inkapsulata je primenjena metoda elektrostaticke ekstruzije a u slucaju inkapsulacije etil vanilina
dodatno je uvedena i metoda elektrostaticke ekstruzije-elektrosprej. Primarni cilj je bio dobijanje
inkapsulata na bazi Ca-alginata ujednacdenih dimenzija (u S$to Sirem opsegu veli¢ina) i sa
maksimalnim udelom aroma u svojoj strukturi. Ca-alginat se pokazao kao pogodan nosac za
inkapsulaciju etil vanilina i1 dobijanje suvih inkapsulata u obliku sfernih ¢estica (do maksimalno
20% udela arome). Srednji prec¢nik vlaznih Cestica sa 20% arome je iznosio 2,41 £+ 0,04mm, dok
je nakon susenja, doslo do smanjenja precnika Cestica (za oko 18%) kao posledica isparavanja
vode. Dalje povecanje udela arome je prouzrokovalo deformaciju Cestica i gubitak sfernog
oblika. Smanjenje udela etil vanilina u rastvorima pre inkapsulacije je dovelo do smanjenja
pre¢nika Cestica nakon suSenja, Sto ukazuje na to da sama aroma stabilizuje oblik Cestica i da ima
ulogu punioca. Termogravimetrijskom analizom je pokazano da se inkapsulacijom postize bolje
ocuvanje etil vanilina, koji u inkapsulisanoj formi do 230°C gubi ~50% mase dok je u slucaju
slobodne arome ovaj gubitak iznosio ~86%.

Dalje smanjenje veliine Cestica, pri koriS¢enju elektrostaticke ekstruzije za inkapsulaciju etil
vanilina u alginatu i dobijanje Cestica mikronskih veli¢ina (reda veli¢ina nekoliko mikrona), je
zahtevalo promenu u sastavu rastvora za inkapsulaciju i prevodenje etil vanilina u rastvorni oblik
putem njegovog rastvaranja u 70%v/v vodenom rastvoru etanola. Ovaj pristup je doveo do
promena u reoloSkim svojstvima rastvora alginat/etil vanilin koje su se ogledale u smanjenju
viskoziteta rastvora. Ovo je rezultiralo da se u uslovima primene visokog napona na vrhu igle za
ekstruziju formiraju cestice u obliku spreja koji biva privuen suprotnim naelektrisanjem
kolektora (metoda elektrostaticke ekstruzije-elektrosprej). Koris¢ena su dva tipa kolektora:
vodeni rastvor CaCl, 1 ¢vrst kolektor na bazi aluminijumske folije. Kod primene te¢nog
kolektora nije doSlo do formiranja Cestica u rastvoru CaCl,, verovatno kao posledica promene

reoloskih svojstava alginata (uvodenjem etanola). S druge strane, ekstruzija rastvora alginat/etil
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vanilin na povrSinu ¢vrstog kolektora je rezultirala formiranjem suvih Cestica €iji su se precnici,
u zavisnosti od formulacije, kretali u opsegu od 0,181+£0,105pum do 0,667+0,342um.
Termogravimetrijskom analizom je utvrdeno da se proces otpuStanja inkapsulisane arome
dogada u Sirem temperaturnom opsegu u odnosu na slobodnu aromu.

Elektrostati¢ka ekstruzija je koriS¢ena za inkapsulaciju arome kokosa i D-limonena u obliku
Ca-alginatnih cCestica. Pre same inkapsulacije vrSena je priprema emulzija alginat/aroma
mehani¢kom homogenizacijom. Pripremljene emulzije su se pokazale kao stabilne u periodu od
jednog sata, §to je bio dovoljan vremenski period za formiranje inkapsulata. Viskozitet rastvora i
emulzija koriS¢enih za inkapsulaciju je zavisio pre svega od koncentracije alginata, dok je
dodatak arome znacajnije uticao jedino na provodljivost emulzija. Nakon ekstruzije (sa i bez
primene napona) emulzija u rastvor CaCl,, dimenzije vlaznih Cestica sa inkapsulisanom aromom
kokosa su se kretale u opsegu od ~629um do ~2250um, dok je nakon susenja ovaj opseg iznosio
od ~220um do ~924um. Sli¢ni rezultati su postignuti i u slucaju Cestica sa inkapsulisanim D-
limonenom. Primenom elektrostatickog polja su dobijene Cestice manjih dimenzija, dok je pri
formulacijama sa viSim koncentracijama alginata i aroma doslo do izduzivanja Cestica 1 gubitka
sfernog oblika. Inkapsulaciona efikasnost kod formulacija sa D-limonenom se kretala u opsegu
od ~50 do ~77%. Kod inkapsulacije arome kokosa, prac¢eno je zadrzavanje pojedinih komponenti
arome unutar Ca-alginata i utvrdeno je da ono zavisi pre svega od hemijskih karakteristika svake
komponente posebno. Vanilin je pokazao najve¢i gubitak nakon inkapsulacije od svih
identifikovanih komponenti arome kokosa. Rehidracija Cestica sa inkapsulisanim aromama je
pra¢ena u vodi i fosfatnom puferu. Rehidracija u vodi nije dovela do narusavanja struktrure
Cestica. Rehidracija u fosfatnom puferu je dovela do razgradnje Ca-alginata putem izmene jona
kalcijuma iz strukture Cestica sa jonima natrijuma iz fosfatnog pufera. U radu je dat predlog
modela rehidracije u fosfatnom puferu koji uzima u obzir i prisustvo arome kao faktora koji utice
na dinamiku rehidracije. Predlozeni model je dao dobre rezultate, pre svega kod rehidracije
Cestica sa inkapsulisanim D-limonenom. Termickom analizom je utvrdeno da se kod obe arome
u inkapsulisanoj formi postize kontrolisano otpustanje pri viSim temperaturama u odnosu na
slobodne (neinkapsulisane) arome. Rezultati FTIR analize kako u slucaju inkapsulacije etil
vanilina tako i u slucaju inkapsulacije arome kokosa i D-limonena nisu pokazali znaajniju

hemijsku interakciju izmedu aroma i Ca-alginata.
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Inkapsulacija aroma u polivinil alkoholu je vrSena primenom metode -elektrostaticke
ekstruzije i metode elektrostaticke ekstruzije-elektrospininga. Kao model aroma je koriscen etil
vanilin. Inkapsulacija etil vanilina metodom elektrostaticke ekstruzije je vrSena uz primenu
nosaca na bazi alginat/polivinil alkohol. VrSena je ekstruzija smeSe aroma/nosac u vodeni rastvor
CaCl; u cilju formiranja Ca-alginata tj. primarne strukture i oblika Cestica. Naknadno su Cestice
podvrgnute geliranju polivinil alkohola metodom smrzavanja-otapanja. Ovakav postupak je
omogucio formiranje sfernih Cestica sa udelom etil vanilina do 20%, ¢iji je prec¢nik u vlaznom
stanju iznosio 2,69 + 0,13 mm, dok je nakon suSenja doSlo do delimi¢nog smanjenja precnika
Cestica usled gubitka vode. Pre¢nik suvih Cestica je iznosio 2,02 +0,16mm. Smanjenje sadrzaja
arome u polaznoj smesi pre ekstruzije je dovelo do smanjenja precnika Cestica i naruSavanja
sfernog oblika. I u slucaju Cestica na bazi alginat/polivinil alkohol dodatak arome je pozitivno
uticao na ocuvanje morfologije Cestica. Analizom rezultata dobijenih FTIR analizom nisu
utvrdene znacajnije interakcije izmedu etil vanilina i materijala nosaca. Pozitivan efekat
inkapsulacije etil vanilina u nosacu na bazi alginata i1 polivinil alkohola se posebno isti¢e kroz
poboljsanje termickih svojstava inkapsulisane arome. Pokazano je da viSe arome ostane
sacuvano u obliku inkapsulata nego u slobodnoj formi u istom temperaturnom opsegu. Do 250°C
ostatak slobodnog etil vanilina je bio manji od 10%, dok je u slu€aju inkapsulisane arome taj
ostatak 1znosio~50%.

Metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrospininga je vrSena inkapsulacija etil vanilina u
rastvorenom obliku koriS¢enjem 70%v/v rastvora etanola u vodi kao rastvaraa za aromu.
Ekstruzija je vrSena na povrSinu ¢vrstog kolektora (aluminijumska folija), pri ¢emu su dobijeni
filmovi koji se sastoje od nanovlakana ¢iji je pre¢nik u opsegu 100-1700nm, $to je zavisilo pre
svega od sadrzaja arome u polaznom rastvoru. Analizom slika dobijenih elektronskom
mikroskopijom je utvrdeno da dodatak arome dodatno stabilizuje oblik vlakana ali 1 poboljSava
mehanicka svojstva dobijenih filmova. FTIR analiza nije pokazala postojanje znacajnijih
interakcija izmedu arome i nosa¢a. Medutim, XRD analiza je pokazala da proces elektrostaticke
ekstruzije-elektrospininga etil vanilina u polivinil alkoholu menja kristalna svojstva arome.
Razlog za ovo su verovatno izmenjeni uslovi kristalizacije arome koja je zarobljena u strukturu
nanovlakana. DSC analizom je pokazano da inkapsulacija uti¢e i na neka termicka svojstva

inkasulisane arome, pre svega na tacku topljenja koja je manja u odnosu na slobodni etil vanilin.
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Filmovi na bazi polivinil alkohola dobijeni metodom elektrostaticke ekstruzije-
elektrospininga su korisc¢eni i za naknadno nanosenje etil vanilina iz rastvora uz proces geliranja
metodom smrzavanja-otapanja. Dobijeni filmovi su pokazali zadovoljavajuca termicka svojstva
ali 1 odredenu antimikrobnu aktivnost na testiranim mikroorganizmima.

Rezultati proistekli iz ovog rada treba da pruze doprinos u oblasti inkapsulacije aditiva a pre
svega aroma za potrebe prehrambene industrije. Razvijene formulacije za inkapsulaciju kao 1
kontrola procesa inkapsulacije realizovani u ovom radu treba da omoguce formiranje Zeljenih
dimenzija 1 oblika inkapsulisanih aroma u zavisnosti od krajnje primene. Dobijeni su
inkapsulisani sistemi ¢ije se dimenzije kreu od nekoliko desetina nanometara pa do nekoliko
milimetara. Akcenat je stavljen na termicku i hemijsku stabilnost inkapsulisanih aroma.
Istrazivanja realizovana u ovoj disertaciji treba da doprinesu razvoju novih, pre svega

nanosistema za inkapsulaciju prehrambenih aditiva.
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PRILOZI
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PRILOG 1. FTIR spektri nosa¢a: a) Karnauba vosak; b) Cestice karnauba voska dobijene
disperzijom pomoéu vazduha (bez inkapsulisane arome); ¢) Cestice karnauba voska dobijene

disperzijom u vodi (bez inkapsulisane arome).
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PRILOG 2. Difraktogrami nosa¢a na bazi karnauba voska: a) Karnauba vosak; b) Cestice
karnauba voska dobijene disperzijom pomoéu vazduha (bez inkapsulisane arome); c) Cestice

karnauba voska dobijene disperzijom u vodi (bez inkapsulisane arome).
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PRILOG 3. TGA (crna puna linija) i DSC (crna isprekidana linija) krive karnauba voska.
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PRILOG 4. TGA (pune linije) i DSC (isprekidane linije) krive praznih Cestica karnauba
voska: Cestice dobijene disperzijom u vodi (crne linije); Cestice dobijene disperzijom vazduhom

(crvene linije).
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PRILOG 5. SEM slike uzoraka inkapsulisanog etil vanilina u alginatu dobijenih
metodom elektrostaticke ekstruzije-elektrosprej: uzorci Ss (a), S¢ (b). 1 1 2 pokazuju nize i vise

uvecéanje pri SEM analizi.
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PRILOG 6. TGA krive inkapsulisanog etil vanilina (metoda elektrostati¢ka ekstruzija-

elektrosprej (redukovani protok od 0,3ml/h): S5 (crna puna linija); S¢ (crvena puna linija).
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PRILOG 7. Zavisnost viskoziteta emulzija alginat/D-limonen od brzine smicanja.

50,000 °
(-3
10,000 | . .
T
= 30,000 .
x
S
o |
@ 20,0001 E .
: g
%
10.000 4 . I%'
0,000 1
5 5 10 10
Lo Lo os Loz Loz

Formulacija teénih sistema

PRILOG 8. Boxplot dijagram prec¢nika dipergovanih kapi D-limonena u Na-alginatu.

175



PRILOG 9. Homogeni podskupovi srednjih precnika kapi dispergovanog D-limonena u Na-

alginatu (dobijeni Tukey testom).
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PRILOG 10. Boxplot dijagram pre¢nika vlaznih Cestica Ca-alginata i Ca-alginata sa

inkapsulisanim D-limonenom.
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PRILOG 11. Boxplot dijagram pre¢nika suvih Cestica Ca-alginata i Ca-alginata sa

inkapsulisanim D-limonenom.

PRILOG 12. Rezultati viSefaktorske analize varijanse precnika cCestica Ca-alginata sa

inkapsulisanom aromom kokosa. Podebljano su oznacene referentne vrednosti koje ukazuju

na statisticki znacajan uticaj pojedinih faktora.

Faktor F S1g.
Formulacyja 62933 000
Sudenje 7306.317 000
Napon 3758340 .0o0
Formulacija- Sugenje 320 Aa72
Formulacya - Napon 044 833
Sugenje -Napon T18.794 000
Formulacyja- Susenje- 1513 519

Napon
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PRILOG 13. Morfoloske karakteristike i inkapsulaciona efikasnost formulacija na bazi Ca-
alginatnih Cestica dobijenih bez i pod dejstvom elektrostatickog potencijala. Znak “+” oznacava
primenu elektrostatickog potencijala za dobijanje date formulacije Cestica. Prikazane formulacije

obuhvataju prazne Ca-alginatne Cestice i Cestice sa inkapsulisanim D-limonenom.

Faktor sfernosti za Cestice

.. Inkapsulaciona
Formulacija Uzorak Fakt(()1r< skupvlj énj)a efikasnost
vlazne suve SF (susenje) (%)
1 VA, 0,008 0,10 0,61 -
2 VAL, 0,004 0,054 0,61 -
3 VL, 0,023 0,051 0,54 54,5+ 10,7
4 VL3 s 0,01 0,032 0,51 63,4+ 44
5 VL), 0,012 0,019 0,44 70,3 + 0,7
6 VL, 0,006 0,067 0,43 68,3+ 5,6
0
7 VA 00, 0,01 0,07 0,66 -
0
8 VA 00 0,003 0,188 0,62 -
VL +;,,
9 - 0,016 0,048 0,54 60,6 + 5,5
5
10 VL 00 0,16 0,165 0,51 52,7 +3,0
VL 1°
11 0.02 0,016 0,055 0,41 77,3 +3.7
10
12 VL 00 0,21 0,183 0,44 67,1 +4,38
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X90

PRILOG 14. SEM slike: a) Ca-alginatne Cestice (sa inkapsulisanim D-limonenom, L , ),
nisko uvecanje; b) Ca-alginatne Cestice (sa inkapsulisanim D-limonenom, L) ,), visoko
uvecanje.
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slobodne arome kokosa (iznad), i spektar sa najboljim poklapanjem iz NIST-ove spektralne baze

(ispod).
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PRILOG 18. a) Reverzibilno bubrenje (u vodi): 0.02 g/mL Ca-alginata (x-prazne Cestice; A-
Cestice sa 5%w/w D-limonena; oO- Cestice sa 10%w/w D-limonena) i 0.03 g/mL Ca-alginata (o-
prazne Cestice; * - Cestice sa 5%w/w D-limonena; * - Eestice sa 10%w/w D-limonena). a)
Cestice dobijene bez primene elektrostaticke ekstruzije; b) Cestice dobijene elektrostatickom

ekstruzijom.
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PRILOG 19. Kinetika bubrenja u fosfatnom puferu: a) 0.02 g/mL Ca-alginata sa odgovaraju¢im

modelom (dato kao linije) : o-prazne Cestice (puna linija), o-Cestice sa Sw/w D-limonena

(tackasta linija), A-Cestice sa 10%w/w D-limonena (isprekidana linija sa kra¢im i duZim crticama

i tackicama). Cestice od 0.03g/ml Ca-alginata: m-prazne &estice (isprekidana linija), - Sestice sa

Sw/w D-limonena (isprekidana tackasta linija), A-Cestice sa 10%w/w D-limonena (kratka

isprekidana linija sa tackicama). b) 0.02 g/ml Ca-alginata sa odgovaraju¢im modelom (dato kao

linije) : O-prazne Gestice (puna linija), o-Cesticesa Sw/w D-limonena (tadkasta linija), A-Gestice

sa 10%w/w D-limonena ( isprekidana linija sa kra¢im i duzim crticama i tackicama). Cestice od

0.03g/ml Ca-alginata: m-prazne Cestice (isprekidana linija), @- Cestice sa Sw/w D-limonena

(isprekidana tackasta linija), A-Cestice sa 10%w/w D-limonena (kratka isprekidana linija sa

taCkicama). a) Cestice dobijene bez primene elektrostaticke ekstruzije; b) cestice dobijene

elektrostatickom ekstruzijom.
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PRILOG 20. Parametri modela za ireverzibilno bubrenje praznih Cestica Ca-alginata i Cestica sa

inkapsulisanim D-limonenom.

Formulacija Uzorak k (min_l) B (=)
1 AL, (1.2£0.1)x107 1
2 AL, (1.2£0.1)x107 1
3 L, (1.2£0.1)x107 0.95+0.01
4 L, (1.2£0.1)x107 0.94+0.01
5 . (1.2£0.1)x107 0.92+0.01
6 L. (1.2£0.1)x107 0.91+0.01
7 AL, (1.7£0.1)x107 1
8 AL, (1.7£0.1)x107 1
9 L, (1.7£0.1)x107 0.95+0.02
10 L, (1.7£0.1)x107 0.92+0.02
11 Ly, (1.7£0.1)x107 0.93+0.02
12 L. (1.7£0.1)x107 0.90+0.02
a

< b

I«s

g c

=

40I{JO I 35I00 l GOIL'JG 25I00 I QOIOO l 15I00 I 10|OO l

(neinkapsulisani) D-limonen; ¢) Ca-alginatne Gestice sa inkapsulisanim D-limonenom ( L,

Talasni broj {cm")

PRILOG 21. FTIR spektari: a) prazne Ca-alginatne Cestice; b) slobodni
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PRILOG 22. TGA/MS krive: Inkapsulisani D-limonen u Ca-alginatnim ¢esticama
(L}’,)-TGA (puna crna linija); Jonska struja: (m/z)=68 (isprekidana zelena linija), (m/z)=18

(isprekidana crvena linija), (m/z)=17 (isprekidana plava linija).
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Ipaior 1.

UsjaBsa o ayTopCcTBY

Tlotmucamm-a  oteva Lewic

Bpoj HHACKCA HIH IIpHjaBe JOKTOpCcke AncepTaunje 07/39

Hzjanwyiem

7a je IOKTOPCKA THCEPTaMHja IO HAaCTIOBOM:
"Inkapsulactja aroma u karnauba vosku, alginatu 1 polvinil alkoholu®

® pe3yiITar CONCTECHOT HCTpaXAHBAUKOr paja.

® 1a OpeATONKCHA JOKTOPCKA AHCEpPTaliija ¥ MCIHHH HH Y JCT0BHMa HHjc OHia
OpeATOACHa 3a JoGHjabe GHIO KOJC JHIIOME NPEMaA CTYAHJCKHM MPOIrpaMHMa
IPYTHX BHCOKOIIKOICKHX YCTAHOBA,

® [1aCYy pe3VATaTH KOPEKTHO HABEICHH H
* 1@ HHCAM KPIIHO/7a ayTOPCKa NMpaBa H KOPHCTHO/Ja HHTEASKTYATHY CBOJHHY
ApYyTHX THIA.

IorTnEc T0KTOpania

: 23.05.2014. 7
(ot 4l
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TIpmaor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTHU LUTaMNaHe U eNeKTPoHCcke
Bep3uje AOKTOPCKe AucepTanuje

Bpoj HHIEKCa HIH IpHjaBe JOKTOPCKE JHCcepTanHje _ 07/39

CTYAH|CKH IporpaM Prehrambena tehnologija

Hac708B Z0KTOpCKE amcepraimje "Inkapsulacija aroma u karmauba vosku, algmatu 1 polwinil alkoholu®
Mentop Prof dr Viktor Nedowé

[lotnucagn/a Steva Lewié

H3jaBpyjeM 1a je IITaMIaHA BEP3Hja MOJE JOKTOPCKE IHCEPTAUH|E HCTOBSTHA
€TSeKTPOHCKO] Bep3MjH KOjy caM Npelac/aa 3a ofjaB/bHBake HA mMopraty JAraTaisor
peno3ETOPHjYMA YEEBep3aTeTa ¥ beorpany.

Ho3BospaBaM Ja ce ofjaBe MOjH THYHH MOJALH BE3aHH 3a J0OHjalk¢ aKaJSMCKOr 3BaBba
ZOKTOpa HayKa. Kao MITO CY HME H Mpe3nMe. TOIHHA H MeCTO poljesa B JatyM oafpase
paza.

OBH THYHH DOJALIH MOTY C¢ 00JaBHTH HA MPS/AKHIM CTPAHALIAMA IHTHTATHS OHOIHOTSKS,
Y e1EKTPOHCKOM KATATOTY B ¥ NyGIHKAIHjaMa YHHEBEp3IHTEeTa y beorpaay.

Ioturc JoKTOpaBIA

V Beorpaxy. 23.05.2014, (L-QG(\ ﬂ@ Eu }:
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IIpaaor 3.

MUzjaBa o Kopuwhewy

Oszamhiyjen YHHBEPIUTETCKY GuGanoreky ..Cserosap Mapkosuh™ 1a y JHraraisn
PEOHTOPH]YM YHHBSPIHTETa Y beorpaly yHece Mojy JZOKTOPCKY IHCSpPTalH]Y 103
HacTOBOM:

"Inkapsulacija aroma u kamauba vosku, alginatu i polivinil allkoholu”

K0ja je Moje ayTopcKo JeT0,

Jlucepranmjy ca CBHM NpPIHI0INME HPeAao/1a caM y eleKTPOHCKoM (opMary noroisoM
12 TPajHO apXHEHpaLe.

Mojy J0KTOPCKY JHCEPTAlH]Y HOXpalkcHY V JIHTHTATHH PEHOIHTOPH|YM YHHBCPIHTLTA
y Beorpany Mory Ja KOpHCTC CBH KOJH MOINTY]Y oapealbe caipxare y oJalpaHoM THOY
mmuenne Kpearnpre 3ajexnnne (Creative Commons) 3a KOj¥ CaM ¢¢ OLTYIHO/TIA.

1. AyTopcTBO
2. AYTOPCTBO - HEKOMEPIHJATHO
@Ayropcmo — HeROMepHHjaTHO — 6€3 npepaie
4. AVTOPCTBO — HEKOMEPUH|ATHO — JSTHTH M0 HCTHM YCI0BHMA
5. AyropcTeo — (€3 npepaie
6. AYTOPCTBO — A€IUTH NMOJ HCTHM VCTOBHMA

(MomuMO Fa 3R0KPYAHTE CaMO jeIHY O IIecT NOHYleHHX THIEHIH. KPAaTak OMHC
JAWIIEHIN AT j& Ha Kpajy).

IloTnHEc JoKTopanza

, 1y, 23.05.2014,
iy (el fel~
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