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POVZETEK

Alginat, ksantan in karagenan so bioloSki polimeri anionskega znacaja, ki v vodi
nabrekajo in tvorijo viskozne raztopine ali ¢vrste gele. Alginat je linearen polimer, sestavljen
iz homogenih odsekov D-manuronske in L-guluronske kisline in odsekov, kjer se kislini
izmenjujeta. Njegova pomembna lastnost je tvorba dveh vrst gelov, kislinskega v kislem
okolju in ionskega v prisotnosti veCvalentnih kationov. Ksantan je polisaharid,
mikrobioloskega izvora. Primarno strukturo tvori pentasaharidni fragment, sestavljen iz dveh
glukoznih enot in dveh manoznih enot ter ene glukuronske kisline. Sekundarno strukturo
predstavljata dve verigi ksantana, prepleteni v dvojno vija¢nico, medtem ko je obstoj terciarne
strukture Se vedno predmet raziskav. Ksantan v vodi nabreka in tvori ¢vrste gele. Karagenani
so anionski polimeri, ki so komercialno dostopni v treh vrstah: k (kapa), 1 (jota) in A (lambda).
Kemijsko so sestavljeni iz linearnih, delno sulfatiranih, ponavljajoc¢ih se disaharidnih enot
galaktoze in 3,6-anhidrogalaktoze. Kapa in jota karagenan sta gelirajo¢a polimera zaradi
vsebnosti 3,6-anhidrogalaktoze, lambda karagenan pa slednje ne vsebuje in je mocno
sulfatiran, zato po mnenju strokovnjakov ne more tvoriti gelov.

Namen diplomske naloge je bil reoloSko ovrednotiti hidrogele oziroma raztopine iz
alginata, ksantana in karagenana v razlicnih medijih. Izvedli smo rotacijske in oscilacijske
teste. Z rotacijskimi smo preverili vpliv vrste polimera, koncentracije polimera, vrste medija
in priprave vzorca na njegovo viskoznost. Ugotovili smo, da se v vseh vzorcih z naras¢anjem
koncentracije polimera viskoznost povecCuje. Ostalih dejavnikov pa ne moremo tako
posplositi, saj so rezultati za vsak proucen polimer specifi¢ni. Z oscilacijsko reometrijo smo
tako za polimerne raztopine kot za hidrogele izmerili in primerjali elasti¢ni (G') in plasti¢ni
(G") modul 3 % vzorcev alginata v vodi, v vodi z ionsko moc¢jo 0.2 M, v simuliranem
intestinalnem soku in v simuliranem intestinalnem soku z ionsko mocjo 0.2 M, 0.5 % vzorcev
ksantana v vodi in v vodi z ionsko mocjo 0.01 M ter 3 % vzorcev karagenana v vodi, v vodi z
ionsko mocjo 0.2 M, v simuliranem intestinalnem soku, v simuliranem intestinalnem soku z
ionsko moc¢jo 0.2 M in v simuliranem zelodénem soku. Ker so alginati, ksantan in karagenani
anionski polimeri, nas je zanimal vpliv pH-ja in ionske moci na Cvrstost nastalih gelov
oziroma na viskoznost polimernih raztopin.

V zadnjem delu smo polimernim raztopinam alginata in ksantana dodali CaCl, in
raztopinam karagenana KCI oziroma CaCl,x2H,0, ter z oscilacijskimi testi proucili vpliv

dodanih ionov na strukturo polimera. V alginatu se kalcijevi ioni izmenjujejo z natrijevimi



ioni s soli guluronskih kislin ter povezejo odseke guluronskih kislin med seboj. ZviSata se
vrednosti dinami¢nih modulov G' in G" in potrdili smo nastanek gelske strukture. Molekula
ksantana hitreje in ucinkoviteje nabreka v vodi, ki smo ji dodali CaCl,, Prisotni kalcijevi ioni
ne povzrocajo precnega premrezenja molekul ksantana, temve¢ sencijo negativno nabite
karboksilne kisline na trisaharidnih stranskih verigah in zmanjSajo odboj med molekulami.
Dokazali smo, da kalcijevi ioni ne premrezijo molekul ksantana, pac pa stabilizirajo njegovo
neurejeno strukturo. Enovalentni kalijevi ioni so po teoriji bistveni pri nastanku cvrste gelske
strukture kapa karagenana, dvovalentni kalcijevi ioni pa pomagajo pri tvorbi
intermolekularnih in intramolekularnih vezi med molekulami jota karagenana. Nasi rezultati
ne sledijo temu pravilu, saj so vrednosti dinami¢nih modulov kapa karagenana z dodanim
CaClx2H,O vi§je od dinami¢nih modulov kapa karagenana z dodanim KCIl. Lambda
karagenan po mnenju mnogih strokovnjakov zaradi visoke stopnje sulfatiranosti ne more
tvoriti gelov. Rezultati nasih meritev pa govorijo drugace, saj so visok pH (pH = 6.8), visoka
ionska mo¢ (i = 0.2 M) in dodatek KCI privedli do nastanka gelske strukture.

V diplomski nalogi smo nekatere teorije lahko potrdili, druge pa smo morali ovreci. Razlog je
lahko v razlini pripravi vzorcev oziroma razlikah v izbranih surovinah, ki so organskega

izvora.



ABSTRACT

Alginate, xanthan and carrageenan are biological polymers with anionic character. They
can swell in water and there they form a viscous solution or solid gels. Alginate is linear
polymer, composed of homopolymeric D-mannuronic and L-guluronic acid blocks and
heteropolymeric blocks where the monomers alterate. An important feature is the formation of
two types of gel, an acid gel in acidic environment and ionotropic gel in the presence of
multivalent cations. Xanthan is polysaccharide with microbiological source. Primary structure
is formed by fragment of pentasaccharide, composed from two glucose units, two mannose
units and one glucuronic acid. Secondary structure is consisted from two xanthan chains that
are twisted into a double helix. However existence of the tertiary structure is still being
studied. Xanthan swell in water and there they form solid gels. Carrageenans are anionic
polymers that are in commercial way available in three different types: « (kapa), 1 (iota) and A
(lambda). Their chemical composition is build from sulfated and non-sulfated linear repeating
galactose units and 3,6-anhydrogalactose. Kapa and iota carrageenans can bind water and
form gel, because they contain 3,6-anhydrogalactose. Lambda carrageenan is highly sulfated
and therefore less likely to form gel structure.

Purpose of these thesis was rheological evaluation of alginate, xanthan and carrageenan
hydrogels or polymer solutions in different mediums. We performed rotation and oscilatory
tests. With rotation tests we have examed the impact of type of polymer, concentration of
polymer, type of medium and sample preparation. We found out that the viscosity of all
samples increases with increasing concetration. We can not generalize other factors, because
each sample leads to different result. With the method of oscilatored rheometry for polymer
solutions and hydrogels we checked changing of elastic (G') and plastic (G") modul: in 3 %
of alginate samples in the water and in the water with ionic strenght 0.2 M, in 0.5 % of
xanthan samples in the water and in the water with ionic strenght 0.2 M and in 3 % of
carrageenan samples in the water, in the water with ionic strenght 0.2 M, in the simulated
intestinal juice, in the simulated intestinal juice with ionic strenght 0.2 M and in the simulated
gastric juice. Alginate, xanthan and carrageenan are anion polymers. For that reason we want
to find out the influence of pH and the influence of the ionic strenght on the gel strenght and
viscosity of polymeric solutions.

In the last part we added CacCl, in alginate and xanthan poliymer solution and KCl or

CaCl,x2H,0 in carrageenan solution and determined their structure with the oscillation test.



Calcium ions are exchanged with sodium ions from salt of guluronic acid units in alginate
solution and section of guluronic acid units linked to each other. The values of the dinamic
modules G' in G" increased and we approved the formation of gel structure. Xanthan showed
substantially faster and more extensive swelling in the water than in the presence of the
calcium ions. The presence of calcium ions in the solution does not cause crosslinking of
xanthan polymer but it causes charge screeneng of ionized groups on the trisaccharide side
chain of xanthan leading to lower inter-molecular repulsion. Potassium ions are in theory
essential in order to form gel structure with kapa carrageenan and the divalent calcium ions
help form bonds between molecules of iota carrageenans. Lambda carrageenan is highly
sulfated and therefore less likely to form a gel structure. Our results came to the different
conclusions where high pH (pH = 6.8), high ionic strenght (u = 0.2 M) and adding KCI made
the gel structure.

In the thesis we have made some theories confirmed, others not. This may be due to different

sample preparation or differences in selected raw materials which are of organic source.



SEZNAM OKRAJSAV

ZU — zdravilna u¢inkovina

M — B-D-manuronska kislina

G — a-L-guluronska kislina

pH — potenca vodikovih ionov (negativni desetiski logaritem molarne koncentracije vodikovih
i0nov)

pKa — negativni desetiski logaritem disociacijske konstante Ka
Tm — temperatura konformacijskega prehoda

p — ionska mo¢

FO — farmacevtska oblika

LVE — linearni viskoelasti¢ni odziv

NA — natrijev alginat

NA LF — Protanal LF 10/60

NA LS — Protanal LF 10/60 LS

CA —kalcijev alginat

XAN - ksantan

CARR - karagenan

CARR 1 — karagenan jota

CARR « — karagenan kapa

CARR A — karagenan lambda

o — kotna hitrost

D — strizna hitrost

n — viskoznost

vy — strizna deformacija

SEC — Size exclusion chromatography, izklju¢itvena kromatografija

MALLS — Multi-Angle Light Scattering, sipanje svetlobe pri razli¢nih kotih



1. UVOD

1.1. Naravni polimeri
Polimeri so makromolekule, ki so sestavljene iz ponavljajoCih se manj$ih monomernih enot.
Kemijsko reakcijo, pri kateri se povezeta dve ali ve¢ monomernih enot, odcepi pa se manjsa
molekula, imenujemo polimerizacija. Polimere delimo na naravne in sintezne, homopolimere
(npr. Skrob, celuloza) in heteropolimere (npr. nukleinske kisline), ... Naravni polimeri se
nadalje delijo na polisaharide (npr. celuloza, Skrob, hitin) in proteine (1).
V farmacevtski industriji prevladuje uporaba sinteznih polimerov, saj so lastnosti naravnih
polimerov slabSe poznane, prisotna je vecja verjetnost pojava necistot in variabilnosti med
serijami surovine. Prav tako lahko pride do omejitev v proizvodnji. Po drugi strani je prednost
naravnih polimerov netoksi¢nost, cena in neomejen dnevni vnos v ¢lovesko telo, zato njihova
uporaba v farmacevtski industriji v zadnjih letih naras¢a. Uporabljajo se zlasti kot zgoScevala,
stabilizatorji, veziva in pri izdelavi farmacevtskih oblik s prirejenim spros§canjem ZU.
Najpogosteje uporabljeni naravni polimeri v farmacevtski industriji (2):

e Alginat (alginate)

e Dekstran (dextran)

e Gelan (gellan)

e Hitosan (chitosan)

e Karagenani (carrageenans)

e Ksantan (xanthan)

e Pektin (pectin)

e Semenska sluz rozi¢evca (locust bean gum)

1.1.1. ALGINATI

Alginska kislina je naraven polisaharid, ki se v glavnem nahaja v razlicnih vrstah rjavih
morskih alg, in sicer v obliki kalcijevih, natrijevih, magnezijevih, barijevih in stroncijevih
soli. Kemijsko je linearen, nerazvejan polisaharid sestavljen iz monomernih enot (obi¢ajno
100-3000), B-D-manuronske (M) in a-L-guluronske (G) kisline, povezanih z 1,4-glikozidno
vezjo (3). G in M enota se skupaj povezujeta v poli-M in poli-G odseke ter v MG odseke, kjer
se kislini izmenjujeta (Slika 1). Delez, porazdelitev in dolzina teh odsekov doloca fizikalne in
kemijske lastnosti alginatnih molekul (4). Fizikalne lastnosti alginata, med katerimi je tudi

viskoznost, so odvisne od molekulske mase in sestave polimera (M/G razmerje, dolZina
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posameznih odsekov). Neionizirana alginska kislina je v vodi netopna, topnost alginata pa je

odvisna od pH in od vrste prisotnih ionov (3).
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Slika 1: Struktura polimanuronskega (poli-M) in poliguluronskega (poli-G) bloka alginata ter

bloka, kjer se manuronska in guluronska kislina izmenjujeta (MG) (3)

Alginat lahko tvori dve vrsti gelov:

KISLINSKI GEL: nastane takrat, ko pH raztopine pocasi pade pod pKa
guluronske kisline (pKa = 3.65) in manuronske kisline (pKa = 3.38). Ta gel je
stabiliziran z intramolekularnimi vodikovimi vezmi, njegovo Cvrstost pa doloca
predvsem delez G odsekov (3,5).

IONSKI (IONOTROPNI) GEL: nastane v prisotnosti vecvalentnih kationov, kot
so npr. Ca®", Ba®", Sr**, AI’". Izjema je Mg*", ki tako kot monovalentni ioni, tvori
v vodi viskozne koloidne raztopine (3). Ca’" se izmenjujejo z Na™ s soli
guluronskih kislin ter povezejo odseke guluronskih kislin med sabo. Nastane
urejena tridimenzionalna struktura, dodatno stabilizirana z vodikovimi vezmi,
imenovana »Skatla za jajca« (Slika 2). Razlog, da so za geliranje potrebni G-
odseki, najdemo v njihovi prostorski razporeditvi kisikovih atomov v hidroksilnih
in karboksilnih skupinah, zaradi katere imajo veliko afiniteto do vecvalentnih
kationov (izjema je Mg”"). Zn®" ioni pa naj bi premreZevali G-odseke in MG-

odseke (3, 6).
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Slika 2: Shematski prikaz nastanka strukture »Skatla za jajca« (3)

Zelo pomembna lastnost alginata je njegova topnost v vro¢i in hladni vodi, kjer tvori koloidno
raztopino ali gel. To lastnost izkori§€ata prehrambena in farmacevtska industrija, kjer se
uporablja kot emulgator, stabilizator ter tvorilec gela ali filma (7). V prehrambeni industriji je
pomemben nastanek kislinskega alginatnega gela v kislem Zelodénem soku, ki se kasneje v
debelem crevesju encimsko razgradi (3,8). Alginat je poleg vseh ugodnih lastnosti tudi
biokompatibilen, biorazgradljiv in netoksicen, zato je v farmacevtski industriji pogosto
rabljen kot ogrodni polimer za izdelavo ogrodnih sistemov, mikrokapsul, oblog za vlazno
celjenje ran, raztopin za okularno in peroralno aplikacijo (3),...

Za vodne raztopine alginata je znacilna psevdoplasticnost, kar pomeni da viskoznost z
nara$¢ajoco strizno hitrostjo pada. Viskoznost raztopine je odvisna od koncentracije alginata
in od dolzine molekule oziroma od Stevila monomernih enot v verigi. Daljsa kot je veriga,
vecja je viskoznost vodne raztopine pri podobnih koncentracijah. V vodnih raztopinah
alginata je gibljivost molekul zlasti okoli glikozidnih vezi v G odsekih ovirana kar prispeva k
togosti molekule in povecanju viskoznosti raztopine. Tudi temperatura pomembno vpliva na
odziv vodne raztopine alginata do striznih sil. V sploSnem namre¢ velja, da zviSanje

temperature za 1 °C zmanjsa viskoznost za priblizno 2,5 % (4).

e Priprava raztopine natrijevega alginata (NA)
Priprava vzorcev vedno vpliva na njegove lastnosti. Podjetie FMC BioPolymer, ki je
proizvajalec nasega NA, navaja sledeCi postopek priprave raztopine, po katerem smo
pripravili vzorce tudi mi. Praskast NA je potrebno pocasi dodajati v vrtinec meSajoce se vode,
da prepre¢imo nastanek vecjih kep. Raztopino je potrebno mesati vsaj 30 min oziroma dlje,
odvisno od koli¢ine dodanega NA. NA je manj dovzeten za mikrobne napade v primerjavi z

ostalimi ogljikovimi hidrati. Kljub vsemu pa se jim zaradi izognitve depolimerizaciji tekom
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shranjevanja dodajajo razli¢ni konzervansi, kot so sorbinska kislina, kalijev sorbat, natrijev
benzoat. NA je dovzeten tudi za hidrolizo in depolimerizacijo v kislem in bazi¢nem okolju ali
po daljsi izpostavljenosti povisani temperaturi, med tem ko v nevtralnem okolju pri sobni

temperaturi ostanejo stabilni (4).

1.1.2. KSANTAN (XAN)

XAN je anionski bakterijski eksopolisaharid, ki ga izolirajo iz bakterije Xanthomonas

campestris. Slednja je povzrociteljica Stevilnih bolezni pri rastlinah, ne pa pri ljudeh (9).

Glavno verigo sestavljajo B-D-glukozne enote povezane z B-1,4-glikozidno vezjo, kot pri
celulozi. Na vsako drugo glukozo je pripet trisaharid B-D-manoza, B-1,4-D-glukuronska
kislina in a-1,2-D-manoza (Slika 3). Manoza pripeta na osnovno verigo je na mestu 6 pogosto
acetilirana, na terminalno manozo pa je na mestu 4 ali 6 pripet piruvat (9,10). Glukuronska
kislina in piruvat dajeta molekuli anionski znacaj (2), ki pa je na trgu obi¢ajno prisotna v
obliki kalijevih ali natrijevih soli. Primarno strukturo z molsko maso 10° g/mol torej tvori

pentasaharidni fragment.

- H OH CHOH )
0 o 5 glavna veriza
- f-1.4-ghukoza -
ketal pinuvicne kisline cHpu ol
co-

< < o L4 .
Me -
o stranska veriga
ghikronska
[-D-manoza kizlina
acetilna
skupina

Slika 3: Primarna struktura XAN (11)

Sekundarna struktura XAN prehaja v odvisnosti od temperature in ionske moci iz urejene
preko neurejene v renaturirano obliko. Vecina novejSih clankov podpira idejo dvojne
vijaCnice, kjer pride do prepleta dveh verig XAN. Molekula XAN se v mediju z visoko ionsko
mocjo in pri sobni temperaturi praviloma nahaja v urejeni, nativni konformaciji (Slika 4).
Zaradi dodatka ionov pride do sencenja nabojev na nabitih stranskih verigah. Te se zato tesno

prilegajo glavni verigi in jo preko vodikovih vezi stabilizirajo v obliki rigidne palice (9, 11).
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Vel < Molekula je tako odporna na kemijsko in encimsko razgradnjo.
'_'*lr;_?i_n Sele moéno povisanje temperature ali znizanje ionske mo&i

: :_‘L ‘; povzro¢i prehod v neurejeno stanje. Tm je odvisna od

if:‘i_;’."'i koncentracije polimera in ionske moci raztopine (12) ter v

:,::; ;‘1_.,, precisceni vodi znaSa priblizno 50-60 °C, v prec¢isceni vodi z

5 _;;::-;:' i ionsko mocjo 0.1 M pa se Tm dvigne na 80 °C (2). Prevladovati
“:.;';.1'? pricnejo elektrostatske odbojne sile med negativno nabitimi
'f‘ - . stranskimi verigami, ki se ne prilegajo ve¢ glavni verigi ampak
y;l}:*i.u: Strlijo navzven (9). Dvojne vijacnice pri temperaturi 80-100 °C
‘?‘::.h_ = ireverzibilno razpadejo na posamezne verige — denaturirana oblika
‘i:'h.“’;lr: (2). Znizanje temperature oziroma povisanje ionske moci privede

j:r*". ;"':flt. do nastanka urejene renaturirane konformacije, ki jo sestavlja
j‘:_' zgolj ena veriga XAN. Le-ta ponovno tvori dvojno vijacnico, ki pa

Slika 4: Dvojna 5x zavita
simetricna desnosuéna

vijacnica (11)

je bistveno manj popolna, z mnogo zavoji in deli verige, ki segajo
iz osnovne strukture, v primerjavi z nativno konformacijo (9).
Prehod iz denaturirane v renaturirano obliko je reverzibilen. V
renaturiranem stanju prevladujejo intramolekularne interakcije

(Slika 5) (11).

Delez nastale enojne oziroma dvojne vijacnice je odvisen tudi od vrste vzorca, pogojev med

fermentacijo, postopkov c¢iS€enja po fermentaciji in od pogojev priprave raztopine za

raziskavo (11, 13).

ionska mot¢ T ionska moé

-

a b c

Slika 5: Terciarna oz. v literaturi imenovana tudi sekundarna struktura XAN: a — urejena

(nativna), b — neurejena (denaturirana), ¢ — urejena (renaturirana) (11)
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Na strukturo XAN pomembno vpliva ze prej omenjena temperatura, pri kateri pripravljamo
raztopino. Viskoznost pripravljene raztopine pada vse do temperature priprave pri 40 °C, nato
pa sigmoidno naraste vse do 60 °C od koder naprej spet pada. To temperaturno obnasanje je
povezano s konformacijskimi spremembami XAN (prehod urejene v neurejeno obliko) in s
padcem rigidnosti -1,4- D-glukuronske kisline v temperaturnem obmocju 40—-60 °C (13).

XAN je zelo dobro topen v vroc¢i in hladni vodi, saj lahko kot polielektrolit veZe molekule
vode (2, 13). Raztopine XAN so Ze pri nizkih koncentracijah dokaj viskozne kar izkori§¢ajo v
mnogih industrijskih panogah. V prehrambeni in kozmeti¢ni industriji se uporablja kot
zgoscevalo ter stabilizator suspenzij in emulzij, v farmaciji se uporablja kot pomozna snov
(zgoscevalo, stabilizator emulzij, sredstvo za izdelavo FO s prirejenim spro$€anjem) v

peroralnih in dermalnih FO (2, 12, 13).

1.1.3. KARAGENANI (CARR)

CARR so naravni anionski polisaharidi, ki jih pridobivano z ekstrakcijo nekaterih vrst rdecih
morskih alg razreda Rhodophyceae. Ekstrakcija poteka v bazicnem vodnem okolju (2). Na
trziS¢u so CARR dostopni v obliki stabilnih natrijevih, kalijevih in kalcijevih soli ali Se
pogosteje kot meSanica le-teh. Komercialno so najbolj pogosto uporabljeni k (kapa), 1 (jota) in
A (lambda). Kemijsko so sestavljeni iz linearnih, delno sulfatiranih, ponavljajocih se
disaharidnih enot galaktoze in 3,6-anhidrogalaktoze, ki se izmenjaje povezujeta z a-1,3- in -
1,4-glikozidnimi vezmi. Glede na Stevilo in lego sulfatnih skupin na galaktozni enoti lo¢imo

tri glavne skupine CARR (15).

KAPA KARAGENAN (CARR K) je sestavljen iz ponavljajo¢e disaharidne enote B-1,3-D-
galaktoze-4-sulfata in a(1,4)-3,6-anhidro-D-galaktoze (Slika 6) (16). Povprecna molekulska
masa znaga 400-600 kDa oz. 0.4-0.6x10° g/mol (2). CARR « v vodnem mediju veZe molekule
vode in tako tvori krhek, rigiden gel. Dodatek kalijevih ionov ¢vrstost gela poveca a le do
dolo¢ene meje, ko se struktura CARR « pri¢ne preoblikovati v tesne agregate, ki iztisnejo

vodo na povrsino (4).

Slika 6: Disaharidna enota CARR « (2)
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JOTA KARAGENAN (CARR 1) ima dve sulfatni skupini v vsaki ponavljajoci se
disaharidni enoti [-1,3-D-galaktoze-4-sulfata in o(1,4)-3,6-anhidro-D-galaktoze-2-sulfata
(Slika 7) (16). Povpre¢na molekulska masa je 400-600 kDa oz. 0.4-0.6x10° g/mol (2). Tudi
CARR 1 veze molekule vode, a nastali gel je elasticen, $e posebej v prisotnosti Ca** ionov.
Dvovalentni kalcijevi ioni namre¢ povezujejo molekule CARR 1 med sabo in le-te tvorijo
vijacnico. Dve sulfatni skupini preprecujeta tvorbo agregata in posledicen iztis vode na
povriino, kot se to zgodi pri CARR k. Dodatek Ca** ionov povzroéi nastanek dodatnih vezi in

poveca se stabilnost gela (14).

080
CH;OH .0
o OH

Slika 7: Disaharidna enota CARR 1 (2)

LAMBDA KARAGENAN (CARR ) je sestavljen iz disaharida -1,3-D-galaktoze-2-sulfata
in a-1,4-D-galaktoze-2,6-disulfata (Slika 8) (16). Povpre¢na molekulska masa znaSa od 400
do 800 kDa oz. 0.4-0.8x10° g/mol (2). Disaharidna enota vsebuje kar tri sulfatne skupine
zaradi Cesar je manjSa verjetnost tvorbe gela. CARR A po doslej znanih podatkih iz ¢lankov in

knjig ne tvori gela, ampak le poveca viskoznost raztopin.

o
OH
CHOH_o  so,ocH, 080,
O R=H or 805
O OR N
OH

Slika 8: Disaharidna enota CARR A (2)
Prikazane strukture ponavljajocih se enot na slikah 6, 7 in 8 so idealizirane. Realni vzorci so
mnogokrat drugace substituirani, saj imamo kljub nadzorovanem gojenju alg Se vedno
opravka z naravnimi polisaharidi, kar lahko posledi¢no privede do medserijske variabilnosti
(2). Stevilo in poloZaj zaestrene sulfatne skupine na disaharidni enoti je glavna razlika med
CARR «, tin A ter vpliva na njihove lastnosti. Ve¢ja kot je stopnja zaestrenih sulfatnih skupin
CARR, nizja je temperatura raztapljanja in manjsa je ¢vrstost nastalega gela oziroma le-ta
sploh ne nastane (CARR A) (4). CARR « in  sta gelirajo¢a polimera, saj vsebujeta 3,6-
anhidrogalaktozne enote, ki so za geliranje bistvene. CARR A pa slednjih ne vsebuje ter je

mocno sulfatiran, zato ne more tvoriti gelov (2).
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e Priprava raztopine CARR
Vsi CARR se pripravljajo v hladni vodi, nato pa se nastala raztopina segreje nad temperaturo
80 °C, pri kateri se CARR popolnoma raztopijo. Na temperaturo raztapljanja pa vplivajo tudi
dodani K" in Ca*" ioni ali druge soli prisotne v vodi, ki temperaturo raztapljanja nekoliko
zvisajo (4). V procesu ohlajanja tvorita CARR « in t dvojno vija¢nico. CARR « preide iz
linearne verige (Slika 9) preko dvojne vijacnice (Slika 10) do med seboj povezanih dvojnih
vijacnic. Pri CARR 1 pa se proces ustavi pri nastanku dvojne vijaénice (14). Geli iz CARR so
torej termoreverzibilni (4). Znano je, da CARR « daje najmo¢nejse gele s K ioni, CARR 1 pa
s Ca”" ioni. Dvovalentni kalcij lahko tvori intramolekularne in intermolekularne vezi med
sulfatnimi skupinami CARR 1, enovalentni kalij pa povzro¢i nastanek intermolekularnih
povezav med CARR «, in sicer najprej povzro&i nastanek ionske vezi med K™ in SO4* D-
galaktoznega ostanka, kar vodi do nastanka sekundarne elektrostatske vezi med K in
kisikovim mostom anhidro-D-galaktoze. Ostali enovalentni ioni, kot sta Na' in Li", lahko

tvorijo zgolj ionske vezi s sulfatnimi skupinami (15).

o v =

Slika 9: Enojna vijacnica CARR (2)
132 A

{ : ‘%Ti ) -, B
W@%ﬁ éﬁ; {ﬁ?{%ﬁ@ )

Slika 10: Dvojna vijacnica CARR (2)

Raztopine in geli iz CARR, ki so pripravljeni v kislih medijih, so po mnenju strokovnjakov
stabilni vse do temperature 37 °C. Vi§ja temperatura naj bi povzrocila depolimerizacijo in
posledi¢no padec viskoznosti ter porusitev gelske strukture. Zato se priporoca dodatek kislih
komponent Sele v zadnji stopnji priprave (4, 17).
Pri pripravi gelov iz CARR smo se srecali z dvema pojavoma, ki sta opisana tudi v ¢lankih.
-  GEL S SINEREZO (»GEL WITH SYNERESIS«) - homogen gel z vodno plastjo
na gladini. Ta pojav je znacilen za gele iz CARR « po dodatku vegje koli¢ine Ca**

. + .
oziroma K" 1onov.
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- GRUDICAST GEL (»PARTIAL GEL) - raztopina z agregati gelske strukture. Do
tega pojava lahko pride tako pri pripravi gela iz CARR « kot iz CARR 1 z dodanim K"
oziroma Ca’* (15).

Oba pojava smo podkrepili s primeri v delu z rezultati in razpravo nase diplomske naloge.

e Uporaba CARR
CARR so Siroko uporabni v prehrambeni in kozmeti¢ni industriji v obliki zgoSceval,
emulgatorjev, stabilizatorjev in ojaCevalcev okusa (18). Najdemo jih lahko v mlecnih
izdelkih, mesnih izdelkih, v zobnih pastah, v osvezilcih zraka itd. (14). Tudi v farmaciji so
CARR ze dokaj dobro poznani. Uporabljajo se kot pomozne snovi pri izdelavi razli¢nih
neparanteralnih FO na primer tablet, kapsul, suspenzij, emulzij, krem, losjonov, gelov, sveck,
kapljic za o€i. V zadnjem Casu pa naras¢a zanimanje za njihovo uporabo pri izdelavi FO s
prirejenim spros¢anjem, saj imajo sposobnost povecanja viskoznosti, tvorbe gelov in so

dokazano varni (19).

1.2. Reologija

Reologija je veda, ki proucuje tokovno obnasanje in deformacijo snovi. Njeno ime izhaja iz
grskih besed rheos, kar pomeni te¢i in logos, kar pomeni veda. Reologija ima pomembno
vlogo v farmaciji in kozmetiki, saj nam omogoca razjasniti notranje strukture farmacevtskih
sistemov, spremljanje fizikalne stabilnosti in vrednotenje kakovosti vhodnih materialov in
nastalih produktov pri industrijskih procesih, obnasanje snovi pod vplivom temperature,
interpretacijo in kontrolo laboratorijskih poskusov in drugo. Preiskave reoloSkih lastnosti
snovi segajo od pravih kapljevin, preko poltrdnih teles in vse do trdnih snovi (20, 21, 22)
Tokovno obnasanje snovi najlazje prikazemo z reogrami, kjer predstavimo odvisnost strizne
napetosti (t) od strizne hitrosti (D) ali pa s t.i. viskoznostnimi diagrami, kjer prikazemo
odvisnost viskoznosti () od strizne hitrosti (D). S slednjimi smo prikazali rezultate
rotacijskih testov v diplomski nalogi. Viskoznost predstavlja notranjo upornost tekocin pri
pretakanju (20).

Vse vrste striznega obnasanja snovi, ki jih lahko opisujemo z reologijo, lahko gledamo kot na
obnasanje med dvema ekstremoma: tok idealno viskoznih teko¢in na eni in deformacija
idealno elasti¢nih trdnih snovi na drugi strani. Obnasanje realnih snovi temelji na kombinaciji

obojega, viskoznega in elasti¢énega dela, zato opiSemo snovi kot viskoelasti¢ne (23).
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1.2.1. Idealne Newtonske viskozne tekocine

Viskoznost idealne tekocine je lastnost snovi in je odvisna le od temperature in atmosferskega
tlaka, neodvisna pa od delovanja sile na sistem (smer, jakost in ¢as mehanske obremenitve) in
njenega trajanja. Med idealne tekocCine sodijo voda, olje, med, organska topila, glicerol,
polimerne raztopine, polimerne taline linearnih polimerov itd. Z naras¢anjem temperature
viskoznost teko¢ine pada zaradi povecanja Brownovega gibanja osnovnih molekul. Cim bolj
je tekoCina viskozna, tem bolj je temperaturno obcutljiva (20, 21).

Osnovne reoloske parametre idealno viskoznih tekocin predstavlja enostaven model (Slika
11). Med dvema vzporednima plo§¢ama s povriino S [m”] in medsebojno razdaljo h [m] je
preiskovana teko€ina. Spodnja ploS¢a miruje, zgornjo premikamo z dolo¢eno silo F [N] in
hitrostjo v [m/s] (20). Predpostavimo, da se preiskovana tekoc¢ina adherira na obe plos¢i in ne
zdrsava ter da je tok laminaren (23). Izberemo si dve sosednji plasti, ki sta razmaknjeni za dx
precno glede na smer gibanja. Razlika v hitrosti med gibanjem teh dveh sosednjih plasti je dv

(20).

gibljiva plogéa

/ povriina 8 1

e ———

mirujoda plodéa mirujoéa plogéa

Slika 11: Model za razlago osnovnih reoloskih parametrov (20)

Definiramo:

- strizno deformacijo Yy (shear strain)
b
Te T ang = ¢

y - premik, x - vidina oz. debelina (Enacba 1)

Sila, ki deluje v smeri ploskve, je strizna sila. Odgovorna je za spremembo oblike telesa.
Njeno delovanje povzro¢i dolocen premik plasti, kar opiSemo s strizno deformacijo (strig),
oziroma deformira snov iz prvotne lege za kot ¢ (20, 23).

Po prenehanju delovanja mehanske sile se lahko atomi (molekule) vrnejo v prvoten polozaj. V
tem primeru govorimo o prozni ali elasticni deformaciji, ki pomeni razteg kemijskih vezi med
atomi. Polimerne molekule lahko elasti¢no raztezamo v §irSem obmocju, trdne snovi pa zelo

tezko. Ce se atomi med delovanjem sile preve¢ odmaknejo in se niso sposobni vrniti na
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prvoten polozaj, ali ¢e pride do njihovega preurejanja in posledi¢no do prekinitve kemijskih
vezi, opredelimo deformacijo kot plasticno ali trajno. Vrsta deformacije je torej odvisna od

zgradbe sistema ter od velikosti in trajanja deformacije (20).

- strizna napetost T (shear stress)

enota: Pa = N/m’ (Enacba 2)

Je kvocient sile F in povrSine S.

- striZna hitrost ¥ ali D (shear rate)

* dv v
y=—= 5

= = E
) dx h enota: [s'l] (Enaéba 3)

Je merilo tekoCinske deformacije oziroma kvocient diferenciala hitrosti in razmika med
sosednjima tekoc¢inskima plastema (20).
- viskoznost 1] (viscosity)
Lo¢imo:
Dinamicna viskoznost je sorazmernostni faktor med strizno napetostjo in strizno hitrostjo ter

predstavlja notranjo upornost tekocin pri pretakanju. Opisuje jo Newtonov zakon.

L n L =r=1 y
§ dx " enota: [Pa.s] (Enacba 4)

Kinematicna viskoznost je kvocient med dinamic¢no viskoznostjo in gostoto sistema pri to¢no
doloceni temperaturi (20).

V=
£ enota: [mm?*/s] (Enacba 5)

1.2.2. Idealne elasti¢ne snovi
Idealno elasti¢no telo lahko ponazorimo z odzivom vzmeti. Pod vplivom striznih sil se telo
deformira elasti¢no, pri tem pa se akumulira za deformacijo potrebna energija, ki omogoca
popolno obnovo telesa po prenehanju delovanja striznih sil (21). Za definicijo osnovnih

pojmov uporabimo model dveh vzporednih plos¢ (Slika 11).

Definiramo:

Strizna deformacija y in strizna hitrost » (D) sta definirani na enak nacin, kot je opisano

pri idealnih Newtonskih viskoznih tekoc¢inah (Enacba 1 in 3).
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- striZzni modul G (shear modulus)
Pri elasticnem obnaSanju je strizna mehanska napetost v linearni zvezi z deformacijo. To
pomeni, da ob razbremenitvi telesa popusti napetost v snovi in deformacija se sorazmerno

zmanjS$a. To premosorazmernost opisuje Hookov zakon (Slika 12):

r= £ =G-p
5 (Enacba 6)

T — striZzna napetost, enota je [Pa]
¢ — kot zasuka
G — strizni modul, enota je [Pa]

Kadar imamo opravka z zelo majhnimi striznimi deformacijami, lahko kot zasuka ¢ izrazimo

kar s strizno deformacijo y. Takrat se Hookov zakon glasi: t=G -y (Enacba 7)
T ..-";.r"ﬂ-d-
|
e :
] :

obmodcje veljavnosti
Hookovega zakona

deformacija

Slika 12: Odvisnost strizne napetosti od deformacije — Hookov zakon (20)

Hookov zakon velja le v tistem obmocju, kjer je mehanska napetost linearno odvisna oziroma
premosorazmerna z deformacijo. Ze majhno povecanje zunanje sile povzroci relativno veliko

deformacijo, ne pa tudi napetosti. Preidemo v obmocje plasti¢ne deformacije (20, 24).

1.2.3. Viskoelasti¢ne snovi
Viskoelasti¢ni sistemi so reolosko zelo kompleksni, saj kazejo viskozno in elasticno
obnasanje. Med obremenitvijo se del energije izgublja in se pretvarja v toploto zaradi
viskoznega trenja, del energije pa sistem shrani kot elasti¢no telo. Po razbremenitvi shranjena
energija omogoca vrnitev viskoelasti¢nih sistemov v prvotno obliko, in sicer za tisti delez, ki
pripada elasti¢nosti. Viskozna komponenta sledi Newtonovem zakonu (Enacba 4), elasti¢na
pa Hookovem (Enacba 7) (20). Ali se bo doloena snov odzivala bolj elasti¢no ali bolj

viskozno pa ni odvisno le od vrste snovi, temve¢ tudi od Casa trajanja obremenitve (21).
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Odziv viskoelasti¢nih snovi na strizno silo lahko ponazorimo s pomo¢jo mehanskih modelov,
ki prikazujejo viskozen odziv z dusilko, elasti¢nega pa z vzmetjo. Vzmet predstavlja idealno
elasti¢no snov za katero velja Hookov zakon, duSilka pa ponazarja odziv idealne tekocine, za
katero velja Newtonov zakon (21).

e Viskoelasti¢ne trdne snovi
Viskoelasti¢ne trdne snovi lahko predstavimo s Kelvin - Voigtovim mehanskim modelom,

kjer sta osnovna elementa vzmet in dusilka povezana

.o . . cee L™ dugilka
vzporedno. Deformacija dusSilke je enaka deformaciji

vzmeti, medtem ko je napetost, ki deluje na sistem,

enakomerno porazdeljena po obeh osnovnih

elementih (21).

"I d ﬁ' AY ':"‘!i'q'b':: ‘.ﬁ-"'
*  vzmet
Slika 13: Kelvin - Voigtov mehanski model (11)
e Viskoelasti¢ne tekoc€ine
Predstavimo jih lahko z Maxwellovim mehanskim modelom, kjer sta vzmet in dusSilka vezani
zaporedno. Strizna napetost v obeh elementih je

dusilka
enaka celotni na sistem delujoCi strizni napetosti,

.L'—"\ "\W \t \ \.-':L"—':*F deformacija celotnega sistema pa je enaka vsoti
] I Y

vzmet deformacij obeh komponent (21).

Slika 14: Maxwellov mehanski model (11)

1.2.4. Merjenje viskoelasti¢nih lastnosti sistemov

S pomocjo reometrije lahko merimo in vrednotimo reoloske parametre. Poznamo vec
razli¢nih naprav in metod, s katerimi lahko merjene sisteme ocenimo, kot so viskozimetri in
reometri (20). Merjenje mehanskih lastnosti viskoelasticnih snovi je odvisno od tega, za kaj
nameravamo uporabiti pridobljene rezultate in od razpolozljivosti opreme. Za dobro
ponovljivost pridobljenih rezultatov je pomembno, da meritve izvajamo pri pogojih majhnih
striznih deformacij. Na ta nacin namre¢ zagotovimo, da se bo snov na strizno silo odzvala v
obmocju linearnega viskoelasticnega odziva (LVE), reoloske koli¢ine pa bodo relativno
enostavno merljive. Namen meritev je dolociti delez viskoznega in elastiénega doprinosa k
viskoelasticnemu odzivu snovi, zato jih izvajamo pri t.i. nedestruktivnih striznih pogojih.
Meritve izvajamo s pomocjo dveh merilnih tehnik, in sicer:

e dinamic¢ni ali oscilatorni testi,
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e staticni testi ali testi lezenja in obnove (21).

1.2.5. Dinamicni — oscilatorni testi
Oscilatorno testiranje z dovolj majhno amplitudo deformacije omogoca dolocitev viskozne in
elasti¢ne komponente viskoelasti¢ne snovi pri nedestruktivnih striznih pogojih. Pri meritvi se
strizna deformacija s ¢asom spreminja sinusno z doloceno frekvenco in amplitudo. Kot

posledica ¢asovno odvisne deformacije se v snovi vzpostavi ¢asovno odvisna napetost (22).

Definiramo:

- elasti¢ni modul ali modul shranjene energije G' (storage modulus), enota je [Pa]
Je merilo elasticnega obnaSanja sistema in karakterizira njegovo upiranje preoblikovanju.
Podaja koli¢ino energije, ki jo sistem reverzibilno shrani in je ob koncu obremenitve v celoti
na razpolago za vzpostavitev prvotne oblike vzorca.

- viskozni modul ali plasti¢ni modul ali modul energijskih izgub G'' (loss modulus),

enota je [Pa]

Opisuje viskozno obnaSanje sistema in predstavlja tisto energijo, ki jo sistem ireverzibilno
odda okolici, zato je zanj izgubljena.

- kompleksni strizni modul G*, enota je [Pa]

Im &
G | =+/(G) +(GT) (Enacba 8)
" 2S= GG (Enacba 9)

1
|
5 B

G =

Slika 15: Vektorski diagram G', G" in vsote G* (21)

G* je vektorska vsota elasti¢nega in plasticnega modula.
Za idealno trdno telo je: G" =0 in ¢ = 0°, kar pomeni, da je G*=G'=G
Za idealno tekocino je: G' =0 in ¢ = 90°, kar pomeni, da je G* = G" in G"/® =1

- fazni zamik, je brez enote

tanp=G"/G' (Enacba 10)

Tanges faznega zamika je enak kvocientu med viskoznim in elasticnim modulom. Za
viskoelasti¢ne snovi velja, da je 0° < ¢ < 90°

- kompleksna viskoznost, enota je [Pa.s]

n*=G*/o (Enacba 11)
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Kompleksna viskoznost predstavlja celoten odpor snovi proti toku (21).

Z oscilatornimi testi dobimo podatke o strukturiranosti in jakosti nastalih gelov oziroma
polimernih disperzij. Z naras€anjem Stevila in moci interakcij med molekulami polimera se
vecajo vrednosti dinami¢nih modulov. Slednji morajo biti izmerjeni v obmoc¢ju LVE, da ne
pride do porusitve strukture (9). V tem obmocju sta parametra G' in G" konstantna, kljub
spremembi v velikosti in hitrosti deformacije, ki pa sta izredno majhni (25). V primeru, da bi
bile deformacije dovolj velike, preidemo izven obmoc¢ja LVE in takrat postaneta G' in G"
odvisna od deformacije in Casa. Zaradi tega dejstva meritve vedno poskuSamo izvajati v
obmoc¢ju LVE (9).

Glede na vrednosti dinami¢nih modulov lahko opiSemo tri vrste sistemov. Razred¢ena
raztopina makromolekul izkazuje G" > G' znotraj celotnega frekvencnega obmocja. Z
veCanjem koncentracije makromolekul dobimo raztopino s prepletenimi polimernimi
verigami (angl. entangled), za katero je znacilno presecisce v katerem je G' = G" oziroma tan
¢ = 1. V frekvencnem obmocju pod tocko prekrizanja se sistem obnasa kot tekocina (viskozen
material), nad tocko prekrizanja kot trdna snov (elasticen material) (25). Pri Sibkeje
strukturiranih sistemih se tocka prekrizanja pojavlja pri vi§jih frekvencah (9). Kadar imamo
opravka z gelom, velja da je G' > G", oba modula pa sta relativno neodvisna od frekvence.
Popolno neodvisnost dobimo le v primeru tvorbe idealnih premrezenj, na primer pri nastanku

kovalentno premrezenih polimerov (25).

entangled solution o
Ea T ey —
(3 G-

Modulus
\
1

Modulus

Maduhs

Slika 16: Tri vrste sistemov, ki se razlikujejo na osnovi frekvencnega testa: a — razredCena

raztopina, b — premreZena raztopina, ¢ — gel (25)
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2. NAMEN DELA

Namen diplomskega dela bo izdelati in reolosko ovrednotiti hidrogele na osnovi naravnih
polimerov. Uporabili bomo ve¢ naravnih anionskih polimerov, ki se med seboj razlikujejo v
vrsti in razmerju monomernih enot, funkcionalnih skupinah pripetih nanje, stopnji substitucije
in molekulski masi. NasSteti parametri so izredno pomembni za lastnosti in strukturo nastalega

hidrogela.

V prvem delu diplomskega dela bomo pripravili 0.5 %, 1 %, 3 % in 5 % raztopine oz.
hidrogele iz dveh vrst NA, in sicer NA LF (protanal LF 10/60) in NA LS (protanal LF 10/60
LS), 0.5 %, 1 % in 3 % hidrogele iz XAN ter 3 % hidrogele oz. raztopine iz treh vrst CARR
(gelcarin GP-379 NF — jota, gelcarin GP-911 NF — kapa in gelcarin GP-209 NF — lambda) v
razliénih medijih in po razlicnih postopkih priprave. Polimere bomo poskusili raztopiti v
precisceni vodi, v simuliranem zelodénem soku, v simuliranem intestinalnem soku (pH = 6.8),
v precisceni vodi z ionsko mocjo 0.2 oz. 0.01 M in v simuliranem intestinalnem soku z ionsko
mocjo 0.2 M. Reoloske lastnosti pripravljenih vzorcev bomo proucili z rotacijsko in
oscilacijsko viskozimetrijo. Ker so NA, XAN in CARR anionski polimeri, na strukturo

hidrogela vplivata pH in ionska mo¢.

Nato bomo pripravljenim vzorcem NA in XAN dodali dvovalentne kalcijeve ione v razli¢nih
koncentracijah in izvedli oscilacijske teste. Na podlagi dobljenih rezultatov bomo poskusali
ugotoviti, v koliksni meri kalcijevi ioni vplivajo na Cvrstost nastalih gelov. Prav tako bomo
med sabo primerjali vrednosti dobljenih dinami¢nih modulov in poskusali ugotoviti, kakSen
vpliv imajo na strukturo polimerov temperatura priprave, pH in ionska mo¢ medija ter

koli¢ina dodanega kalcija.

Na koncu bomo pripravili Se gele iz CARR, katerih sestavo bomo razbrali iz ternarnih faznih
diagramov, in jih reolosko ovrednotili. Na ta nacin bomo poskusili ugotoviti, katere soli in v
kaks$ni koncentraciji vplivajo na tvorbo gelov, ter koliko so rezultati, opisani v literaturi,

ponovljivi.
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3. EKSPERIMENTALNO DELO

3.1. Materiali

e Natrijev alginat

Protanal LF 10/60 (FMC BioPolymer), natrijeva sol alginske kisline, belo rumen prasek,
brez vonja in okusa, razmerje G/M = 65875 / 25-35 %, viskoznost = 20-70 mPa (1 %
raztopina, T = 20 °C), povpre¢na velikost delcev = 250 pm.

Protanal LF 10/60 LS (FMC BioPolymer), natrijeva sol alginske kisline, belo rumen
prasek, brez vonja in okusa, razmerje G/M = 35-45 / 55-65 %, viskoznost = 20—70 mPa
(1 % raztopina, T = 20 °C), povpre¢na velikost delcev = 250 pum.

e Ksantan (Sigma — Aldrich, USA)

e Karagenani (FMC BioPolymer)

Kapa (x): GELCARIN GP-911 NF. Kemijsko ime: kopolimer D-galaktoze-4-sulfata in
3,6-anhidro-D-galaktoze, enote so med seboj povezane z a-1,3- in B-1,4-glikozidnimi
vezmi. [zgled: rjav praSek, brez vonja in okusa. Molska masa: 400 000—600 000 g/mol.
Jota (1): GELCARIN GP-379 NF. Kemijsko ime: kopolimer D-galaktoze-4-sulfata in
3,6-anhidro-D-galaktoze-2-sulfata, enote so med seboj povezane z o-1,3- in B-1,4-
glikozidnimi vezmi. Izgled: rjav prasek, brez vonja in okusa. Molska masa: 400 000—
600 000 g/mol.

Lambda (A): VISCARIN GP-209 NF. Kemijsko ime: kopolimer D-galaktoze-2-sulfata
in D-galaktoze-2,6-disulfata, enote so med seboj povezane z a-1,3- in [-1,4-
glikozidnimi vezmi. Izgled: rjav prasek, brez vonja in okusa. Molska masa: 400 000—

600 000 g/mol.

e Natrijev klorid (NaCl, Merck KGaA, Nemcija)

e Klorovodikova kislina (HCI 1M, Merck KGaA, Nemcija)

e Kalijjev dihidrogenfosfat (KH,PO4, Merck KGaA, Nemcija)
e Natrijev hidroksid (NaOH 1M, Merck KGaA, Nemcija)

e Kalcijev klorid (CaCl,, brezvoden, Riedel-De Haén, Nemcija)
e Kalcijev klorid, dihidrat (CaCl,x2H,0, Merck KGaA, Nemcija)
e Kalijev klorid (KCI, Merck KGaA, Nemcija)

e Preciscena voda (pripravljena na Fakulteti za farmacijo)

3.2. Naprave

e Analitska tehtnica Mettler Toledo A6245, Svica
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Magnetno mesalo IKA WERKE, Nemcija

Magnetno mesalo z grelcem IKA WERKE, Nemc¢ija
Ultrazvocna kadicka PIO SONIS 4, Iskra, Slovenija
pH meter Mettler Toledo MA235, Svica
Avtomatske pipete BIOHIT 100—1000 ml, Finska
Hladilnik Gorenje, 4 °C, Slovenija

Reometer z nastavljivo strizno napetostjo Anton Paar Physica MCR 301, senzorski sistem

stozec — ploscica CP50-2
3.3.

Postopki in metode

3.3.1. Priprava medijev

Medije smo pripravili tako, da smo odpipetirali ustrezen volumen HCI oziroma NaOH ali

zatehtali ustrezno maso soli in dodali precis¢eno vodo do oznake na bucki (Tabela I). Po

potrebi smo uravnali pH na + 0.05 predpisane enote.

Tabela I: Sestava osnovnih medijev

Ime medija

Sestava (1 liter)

Tonska mo¢ [M]

Precis¢ena voda H,O 0
Simuliran intestinalni sok 6.8 g KH,PO4 v 250 ml H,0, | 0.0808
(pH=6.8 £0.05) 77.0 ml 0.2 M NaOH, do

oznake dopolnis s pre¢. H,0
Simuliran zelod¢ni sok 2.0 g NaCl v nekaj ml H,O, | 0.0742

80 ml 1 M HCI, do oznake
dopolnis s pre¢. H,O

Medije z Zeleno ionsko mocjo smo pripravili tako, da smo s pomoc¢jo enacbe za ionsko mo¢

preracunali njihovo sestavo (Tabela II).

Enacba za ionsko mo¢:

n="1%-Y ¢ i

p — ionska moc¢, enota je [mol/1]

¢ — koncentracija ionov, enota je [mol/I]

1 —naboj iona

Tabela II: Sestava medijev z ionsko mocjo 0.2 M

(Enacba 12)

Ime medija

Sestava (1 liter)

Ionska mo¢ [M]

Precis¢ena vodaz u=0.2 M

11.7 g NaCl v 200 ml H,0,

0.2
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dopolnis do oznake s prec.

H,0
Simuliran intestinalni sok z p | 6.8 g KH,PO4 +6.975 ¢ 0.2
=02M NaCl v 250 ml H,O, 77 ml

0.2 M NaOH, do oznake
dopolnis s pre¢. H,O

3.3.2. Priprava hidrogelov iz alginata

Priprava hidrogelov iz natrijevega alginata (NA)

Po navodilu podjetia FMC BioPolymer, ki je proizvajalec nasega NA, smo pripravili
raztopine po sledeCem postopku. Najprej smo na kartico zatehtali ustrezno maso NA (dve
vrsti: NA LF — Protanal LF 10/60 in NA LS — Protanal LF 10/60 LS), nato smo v ¢aso
odpipetirali ustrezen volumen medija (Tabela III), dodali magnet in polozili na magnetno
mesalo. Ob stalnem meSanju smo mediju pocasi dodajali praSek NA. Slednji se je ob meSanju
raztapljal priblizno 4 ure. Nato smo ¢aSe umaknili z magnetnega mesala in jih pustili stati ¢ez
noc¢ pri sobni temperaturi, da so iz vzorcev oddifundirali mehurcki zraka.

Priprava homogenih vzorcev NA v simuliranem zelodénem soku ni uspela. Nastala je namre¢
raztopina, v kateri so bili dispergirani beli kosmici. Najverjetneje je kisel pH povzrocil
obarjanje NA. Pripravo vzorcev v simuliranem zelodénem soku smo opustili.

Tabela I1I: Sestava vzorcev iz NA

Koncentracija Masa NA Volumen Vrsta medija

NA (m/V) Ie] medija [ml]

0.5% NA LF 0.25 50 Voda / sim.int.sok / sim.zel.sok / voda
z u=0.2M/sim.int.sok zp=0.2M

0.5% NA LS 0.25 50 Voda / sim.int.sok / sim.zel.sok / voda
z p=02M/sim.int.sok zp=02 M

1 % NA LF 0.50 50 Voda / sim.int.sok / sim.zel.sok / voda
z u=0.2M/sim.int.sokzpu=02M

1% NALS 0.50 50 Voda / sim.int.sok / sim.zel.sok / voda
z p=02M/sim.int.sok zp=02 M

3% NALF 1.50 50 Voda / sim.int.sok / sim.zel.sok / voda
z u=0.2M/sim.int.sokzpu=02M

3% NALS 1.50 50 Voda / sim.int.sok / sim.zel.sok / voda
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z u=0.2M/simint.sok zp=02M

5% NA LF 2.50 50 Voda / sim.int.sok / sim.Zel.sok / voda
z p=02M/sim.int.sok zp=02 M
5% NALS 2.50 50 Voda / sim.int.sok / sim.zel.sok / voda

z u=0.2M/sim.int.sokzpu=02M

Priprava hidrogelov iz kalcijevega alginata (CA)

Najprej smo pripravili 3 % (m/V) raztopino CaCl,, tako da smo na precizni tehtnici v Colnicek

zatehtali ustrezno koli¢ino CaCl, (brezvoden) in jo kvantitativno prenesli v 100 ml merilno

bucko, dopolnili s precis¢eno vodo do oznake ter pocakali, da se je raztopila. Sledila je

priprava 3 % raztopine NA v vodi, v vodi z p = 0.2 M, v simuliranem intestinalnem soku in v

simuliranem intestinalnem soku z p = 0.2 M, po prej opisanem postopku. Raztopinam NA, ki

so se meSale na magnetnem meSalu, smo s kapalko pocasi dodajali ustrezen volumen 3 %

raztopine CaCl, in iskali tocko, pri kateri bi opazili tvorbo ¢vrstega gela. Po dodatku ustrezne

koli¢ine CaCl, (Tabela IV) smo vzorce mesali Se dodatno uro na minimalni hitrosti. Nato smo

¢ase umaknili z magnetnega mesala in jih pustili ¢ez no¢ mirovati pri sobni temperaturi.

Tabela IV: Sestava vzorcev iz CA

Koncentracija NA (m/V) Volumen medija [ml] Volumen dodane 3 %
raztopine CaCl, [ml]

3% NALF 50 ml H,O 2.5

3% NALS 50 ml H,O 2.0

3% NALF 50mlH,Ozp=02M 1.8

3% NALS 50mlH,O0zp=02M 1.2

3% NALF 50 ml sim.int.sok Izoboritev soli

3% NA LS 50 ml sim.int.sok Izoboritev soli

3% NALF 50 ml sim.int.sok z p = 0.2 M | Izoboritev soli

3% NA LS 50 ml sim.int.sok z p = 0.2 M | Izoboritev soli

3.3.3. Priprava hidrogelov iz ksantana (XAN)
Priprava hidrogelov iz XAN brez dodatka CaCl,

Hidrogele iz XAN smo Zzeleli pripraviti v koncentracijah 0.5 % in 3 %, in sicer v sledecih

medijih: v vodi, simuliranem intestinalnem soku, simuliranem zelodénem soku, vodi z p = 0.2

M in simuliranem intestinalnem soku z p = 0.2 M. Najvecjo tezavo pri pripravi predstavlja
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homogenost vzorcev, zlasti 3 %. XAN se raztaplja zelo pocasi in tvori viskozne raztopine ze
pri nizkih koncentracijah. Pri pripravi 3 % vzorcev XAN pride namre¢ ob dodatku vode h
XAN do nastanka grudic, znotraj katerih ostane velik del XAN neomocen. Ta pojav je
posledica delne hidratacije in razpletanja verig ter nastanka gelske plasti le na povrsini delcev.
Slednja pa preprecuje loCevanje praskastih delcev v notranjosti in njihovo hidratacijo.

Potrebne so velike strizne sile pri meSanju XAN, da preprecimo nastanek nezelenih grudic.

Raztopine XAN smo pripravili po naslednjem postopku:

metoda pocasnega dodajanja XAN mediju med meSanjem na magnetnem mesalu

Mediju smo med hitrim mes$anjem na magnetnem mesSalu pocasi dodajali praskast XAN. Med
dodajanjem praSka v medij se je naSa raztopina pricela zgoScevati in posledicno smo morali
zmanjSati hitrost meSanja. Po potrebi smo nastale grudice XAN razgradili s spatulo, da se je
ves XAN lahko omocil z vodo. Vzorce smo mesali 3 ure in jih ¢ez no¢ pustili mirovati. Eno
paralelo vzorcev smo shranili pri sobni temperaturi, drugo paralelo pa smo postavili v
hladilnik (4 °C). S tem smo Zeleli preveriti, ali ima temperatura, pri kateri hranimo vzorce,
vpliv na strukturne lastnosti nastalega gela.

Tabela V: Sestava vzorcev iz XAN

Koncetracija Masa Vrsta medija Volumen
XAN (m/V) ksantana [g] medija [ml]
0.5% 0.25 Voda/sim.int.sok/sim.zZel.sok/vodaz | 50

pu=0.2 M/sim.int.sok zpu=0.2 M
3% 1.50 Voda/sim.int.sok/sim.zel.sok/vodaz | 50

p=0.2 M/sim.int.sok zpu=0.2 M

Priprava hidrogelov iz XAN z dodanim CacCl,
Pri pripravi hidrogelov z dodanim CaCl, smo se sreCali z nekaj tezavami. Posluzili smo se

vecih postopkov priprave in iskali najprimernejSega.

- POSTOPEK A

Najprej smo posnemali postopek priprave, po katerem smo pripravili hidrogele iz CA. V 3 %
raztopine XAN v vodi oz. v vodi z p = 0.2 M smo med meSanjem na magnetnem mesalu
kapljali 3 % raztopine CaCl,. Volumen raztopine CaCl,, ki naj bi privedel do nastanka gelske

strukture, smo preracunali iz podatkov povzetih po diplomskem delu Helene FlajSman (26).
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Ker med 3 % vzorci XAN, brez in z dodanim CaCl,, nismo opazili nobenih razlik v reoloskih
lastnostih, smo se posluzili drugega postopka priprave 0.5 % vzorcev XAN s CaCl,.

- POSTOPEK B

V drugem postopku smo izrac¢unali volumen raztopine CaCl,, ki naj bi privedel do nastanka
gelske strukture, iz podatkov, ki smo jih nasli v ¢lanku »Promotion and inhibition of xanthan
weak-gel rheology by calcium ions« (27). 0.5 % vzorce smo pripravili po metodi pocasnega
dodajanja XAN mediju med meSanjem na magnetnem mesalu. Nato smo prvi seriji vzorcev
dokapljali ustrezne volumne 5 % raztopine CaCl, pri sobni temperaturi, jith meSali Se
nadaljnjih 30 minut, ter jih prenesli za priblizno 3 ure v hladilnik. Cez no¢ so vzorci mirovali
pri sobni temperaturi (postopek 1B). Drugo serijo 0.5 % vzorcev XAN pa smo po 30
minutnem mesanju pri sobni temperaturi prenesli na vodno kopel s temperaturo 80 °C, kot je
navedeno v ¢lanku (27), in jih pokrite mesali Se dodatno uro in pol. Nato smo vzorcem ob
meSanju in segrevanju dokapljali ustrezne volumne 5 % raztopine CaCl, in meSali Se 30
minut. Homogene vzorce smo pustili stati pri sobni temperaturi, da so se ohladili, nato smo jih
prenesli za priblizno 3 ure v hladilnik in jih ¢ez no¢ pustili mirovati pri sobni temperaturi
(postopek 2B).

- POSTOPEK C

Za primerjavo smo pripravili vzorce Se po tretjem postopku, ki je bil povsem identicen
pripravi iz Clanka (27). Edina razlika s prej$Snjim postopkom je bila v tem, da se raztopina
CaCl, ni kapljala v raztopino XAN, ampak smo najprej posebej pripravili 50 ml 1 % raztopine
XAN in 50 ml raztopine CaCl, z ustrezno koncentracijo. K raztopinam XAN smo prilili
raztopine CaCl, in 100 ml dobljene raztopine mesali 1 uro pri sobni temperaturi oziroma na
vodni kopeli s temperaturo 80 °C. Po 30 minutnem mirovanju pri sobni temperaturi smo eno
serijo vzorcev za 3 ure prenesli v hladilnik ter jih nato vrnili na sobno temperaturo, drugo
serijo pa smo pustili ¢ez no¢ v hladilniku. Zeleli smo namre¢ preveriti, ali nizka temperatura
kakorkoli vpliva na strukturo vzorca oziroma na njegovo viskoznost.

Tabela VI: Sestava vzorcev XAN s CaCl,

Raztopina Medij Raztopina Temperatura | Temperatura

XAN (m/V) CaCl, priprave shranjevanja

50 ml 1% Voda/vodazpu=02M |50ml5mM 25°C/80°C [25°C/4°C

50 ml 1% Voda/vodazpu=02M |50 ml 6 mM 25°C/80°C |25°C/4°C

50 ml 1% Voda/vodazpu=02M |50ml7 mM 25°C/80°C |25°C/4°C

50 ml 1% Voda/vodazpu=02M |50ml 15 mM 25°C/80°C |25°C/4°C
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50 ml 1% Voda/vodazpu=02M |50ml100mM |[25°C/80°C |25°C/4°C

3.3.4. Priprava hidrogelov iz karagenana (CARR)
Priprava hidrogelov iz CARR brez dodanega CaCl,x2H,0 / KCl

Hidrogele CARR smo pripravili po postopku opisanem v ¢lanku »Texture and rheological
characterization of kappa and iota carrageenan in the presence of counter ions« (15). Najprej
smo praskast CARR 1/« / A pocasi dodali v ¢aso z vodo / simuliranim intestinalnim sokom /
simuliranim Zelodénim sokom / vodo z p = 0.2 M / simuliran
intestinalni sok z p = 0.2 M, ki se je pri veliki hitrosti mesal
na magnetnem mesalu. Vzorce smo mesali 30 minut, nato pa
smo jih prenesli na vodno kopel s temperaturo 80 °C in jih 2
uri pokrite meSali. CARR je bil v simuliranem Zelodénem
soku in pri visoki temperaturi nestabilen. Po dvournem

segrevanju je nastala svetlo rjava raztopina (Slika 17), ki po

ohladitvi na sobno temperaturo ni tvorila gelske strukture.
Uporabili smo drug postopek priprave.
Slika 17: 3 % vzorec CARR v simuliranem

zelodénem soku, pripravljen pri T = 80°C

S pomocjo podatkov iz ¢lanka (15) smo pripravili dve paraleli vzorca v Zelodénem soku pri
nizZji temperaturi, in sicer eno smo pripravili pri sobni temperaturi, drugo pa na vodni kopeli s
temperaturo 40 °C. Pripravljene 3 % vzorce CARR smo pustili ¢ez no¢ mirovati pri sobni
temperaturi. Obe paraleli vzorcev smo s pomocjo reoloskih meritev primerjali med sabo in

proucili vpliv temperature na dinami¢ne module.

Priprava hidrogelov iz CARR z dodanim CaCl,x2H,0 / KCl

Priprave vzorcev smo se lotili po navodilu iz ¢lanka (15), kjer so bili vzorci opisani s
ternarnimi faznimi diagrami. V slednje smo vrisali tocke, katerih sestava predvideva nastanek
gelov (Slika 18). Sledila je njihova priprava.

Najprej smo vse tri komponente (voda, CARR, CaCl,x2H,0 oz. KCI) natehtali na precizni
tehtnici, nato smo pri veliki hitrosti meSanja na magnetnem mesalu vsuli v vodo CaCl,x2H,0
oz. KCI. Sledil je dodatek ustreznega CARR in nadaljnje meSanje vse dokler ni nastala

homogena raztopina. Slednjo smo prenesli na vodno kopel s temperaturo 80 °C in jo dobro
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pokrito mesali 2 uri. Nato smo vzorce odstavili iz vodne kopeli in mesala ter jih pustili ¢ez
no¢ mirovati pri sobni temperaturi.

Na koncu smo se Se lotili priprave 0.4 % vzorcev CARR « brez/s KCI in 0.4 % vzorcev
CARR 1 brez/s CaClx2H,O. Njihova priprava je bila povsem enaka zgoraj opisani.
Koncentracijo dodanih ionov smo z vsakim vzorcem povecevali, in sicer v obmoc¢ju 0.0-0.2

g, ter proucevali reoloske lastnosti nastalih raztopin oziroma gelov.

Water

a)
Gel with Syneresis

"2 18 16 14 12 10 08 06 04 02 O "2 18 16 14 12 10 08 06 04 02 O

Kappa KCl Kappa Cacl
1) CARR k + KCI1 2) CARR k+ KCl 1) CARR k + CaCLLx2H,O 2) CARR k + CaClLx2H,O
Voda: 98.8% Voda: 99.0 % Voda: 98.8% Voda: 99.0 %
CARR k: 1.0 % CARR k: 0.9 % CARR k: 1.0 % CARR k: 0.9 %
KCI: 0.2 % KCI: 0.1 % CaCLx2H;0: 0.2 % CaCl,x2H50: 0.1 %

*precvrst gel za merjenje

Water Water
100 , 0 100 , 0

Partial gel

"2 18 16 14 12 10 08 06 04 02 O ga'ﬂz 18 16 14 12 10 08 06 04 02 u2
lota KCl lota CaCl:
CARR 1 + KC] CARR 1 + CaCLx2H,0
Voda: 986 % Voda' 08.6 0/
CARR ©: 1.1 % CARR - L1 %

. 0
KCI: 0.3 % CaClx2H,0: 0.3 %

Slika 18: Ternarni fazni diagrami vodnih raztopin CARR « (a in b) in CARR 1 (c in d) v
prisotnosti KCI oz. CaCl,x2H,0 (15)
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3.3.5. Reolosko vrednotenje hidrogelov
Rotacijske in oscilacijske teste smo izvajali s pomocjo rotacijskega reometra z nastavljivo
strizno napetostjo Anton Paar Physica MCR 301 (Slika 19), s senzorskim sistemom stozec —
plos¢ica (CP50 — 2, premer 2R = 49.961 mm, a = 2,001 °) (Slika 20). Z oscilacijskim
merjenjem dinamic¢ne viskoznosti in viskoelastiénih modulov dolocamo jakost povezav med
molekulami polimerov, z rotacijsko reometrijo pa opazujemo razpad struktur pod vplivom

razli¢no velikih striznih sil (9).

9
i

. |

|

Slika 20: Senzorski sistem stozec — ploscica (11)

Slika 19: Reometer Anton Paar Physica MCR 301

Vzorce smo v tanki plasti nanesli na spodnjo staticno plosc¢o, nato smo spustili stozec na
ustrezno visino ter s spatulo odstranili odvecen vzorec, ki se je iztisnil iz merilnega sistema.
Vse meritve rotacijskih testov smo izvajali pri temperaturi 25 °C in strizni hitrosti (D) 1-100

A1
s,

Amplitudni test

Amplitudni testi predstavljajo prvi korak k opredelitvi viskoelasticnega obnaSanja snovi. S
pomocjo slednjih dolo¢imo obmocje LVE, znotraj katerega so reoloSke lastnosti snovi
neodvisne od amplitude strizne deformacije. Znotraj tega obmocja smo izbrali parametre

merjenja frekvencnega testa.
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Frekvencni test

Ko smo dolocili strizno deformacijo znotraj LVE, smo lahko zaceli z izvedbo frekvencnih
testov. Nedestruktivni oscilacijski testi omogocajo materialu, da pri majhnih striznih
deformacijah ohrani svojo strukturo. Odziv materiala je tako posledica neporuSene strukture
in predstavlja »prstni odtis« materiala. Frekvencne teste smo izvedli pri sinusno spreminjajoci
frekvenci v = 0.628 — 628 Hz oziroma o = 0.1 — 100 rad/s (o = 2@v) in temperaturi 25 °C. Pri
teh pogojih smo pomerili vse pripravljene vzorce, da bi lahko neposredno primerjali rezultate
med sabo ter belezili spreminjanje elasticnega (G') in plasticnega (G") modula. Elasti¢ni in

plasti¢ni modul nam je izra¢unala Physica programska oprema iz povprecja treh meritev.
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1. Rotacijsko vrednotenje viskoznosti
Najprej smo izvedli meritve klasi¢ne rotacijske viskoznosti z uporabo sistema stozec —
ploscica, kjer smo merili viskoznost v odvisnosti od strizne hitrosti. Izmerili smo viskoznost
razlicno koncentriranih polimernih vzorcev v razlicnih medijih in proucevali, kako se
viskoznost spreminja v odvisnosti od vrste polimera, koncentracije polimera ter od vrste

medija. Meritve smo izvedli pri temperaturi 25 °C in strizni hitrosti (D) 1-100 s™.

4.1.1. Viskoznostni diagram vzorcey iz alginata (NA)

Vzorce iz NA smo zeleli pripraviti v vodi, v simuliranem intestinalnem soku in v simuliranem
zelod¢nem soku, a v slednjem je prislo najverjetneje do oboritve polimera. V kisli raztopini so
plavali beli kosmic¢i, ki se tudi po ve¢urnem mesanju niso raztopili. Pripravo teh vzorcev smo
opustili.

Najprej smo pomerili viskoznost manj koncentriranim vzorcem tipa Protanal LF 10/60 (NA
LF) in Protanal LF 10/60 LS (NA LS). Oba tipa NA se razlikujeta v delezu G in M enot.
Ugotovili smo, da je pri 0.5 % vzorcih NA v vodi viskoznostna krivulja NA LF nekoliko visja
od krivulje NA LS, v vodi z p = 0.2 M pa je ravno obratno (Slika 21). Vecje razlike v
viskoznosti lahko opazimo pri 1 % vzorcih NA pripravljenih v razlicnih medijih (Slika 22).
Viskoznost 0.5 in 1 % vzorcev je najvisja v vodi, sledi viskoznost v vodi z p = 0.2 M ter v
ostalih medijih. Razlog najvecji viskoznosti obeh tipov (NA LF in NA LS) v vodi je lahko v
torej ni povzrocila porasta viskoznosti.

Nadalje smo ugotovili, da visok pH medija (simuliran intestinalni sok pH = 6.8) zniza
viskoznost NA, Ceprav bi se lahko zaradi povecanja negativnega naboja na molekuli
viskoznost tudi zviSala. V ¢lanku (5) je navedeno splosno nacelo, da viskoznost vodnih

raztopin alginata narasca z nizanjem pH vrednosti do neke meje, kjer se alginat obori.
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0,006 - —4—NA LS vwvodi z ion.moc¢jo
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0 ‘ ‘ ‘ ‘
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STRIZNA HITROST (1/s)
Slika 21: Viskoznostni diagram 0.5 % NA LF in NA LS
0,04
0,035 -
—=— NA LF v vodi
g —m=— NA LF v vodi z ion.mog&jo 0.2
< 0,03 .
—=— NA LF v int.soku
—=— NA LF v int.soku z ion.mocjo 0.2
0,025 1 —a—NA LS v vodi
>
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—a&— NA LS v int.soku z ion.mo¢jo 0.2
0,015 . . . . |
o] 20 40 60 80 100
STRIZNA HITROST (1/s)

Slika 22: Viskoznostni diagram 1 % NA LF in NA LS

Pri bolj koncentriranih, 3 in 5 %, vzorcih NA (Slika 23 in 24) so viskoznosti vzorcev tipa NA
LS v vseh medijih vi§je od viskoznosti tipa NA LF, kar je ravno obratno od obnasanja nizje
koncentriranih vzorcev, kjer pa so razlike v viskoznosti vendarle zelo majhne. NA LS ima
vecji delez manuronske kisline (60 %) od tipa NA LF (30 %). Enote M so v polimeru urejene
linearno, urejenost G pa je upognjena in zato so M odseki daljsi od G odsekov. Daljsa veriga
znotraj istega volumna medija posledi¢no veZe ve¢ vode in viskoznosti tipa NA LS so vecje
od viskoznosti tipa NA LF.

Vpliv zviSane ionske moci v vodi je pri 3 in 5 % vzorcih ravno nasproten glede na manj

koncentrirane vzorce. Pri bolj koncentriranih vzorcih sencenje negativno nabitih
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funkcionalnih skupin NA z monovalentnimi ioni sicer zmanj$a interakcije molekul polimera z
vodo, a povecajo se interakcije molekul polimera med sabo. In Ce je teh pri bolj
koncentriranih vzorcih ve¢, potem viskoznost vzorca naraste. Podobno se zgodi tudi v

simuliranem intestinalnem soku, zlasti pri tistem z p = 0.2 M.

1,75

—=— NALF vvodi

—m— NALF vvodi zion.moc¢jo 0.2

—a—NALF vintsoku

—ms— NALF vintsoku zion.mo¢jo 0.2

—a— NALS v vodi

VISKOZNOST (Pa.s)
o
(o]
[¢)]

0,75
—a&— NALS vvodi zion.mocgjo 0.2

0,55

—a— NALS vint.soku

0,35 . . .
—&— NALS vintsoku zion.mocjo

0.2

STRIZNA HITROST (1/s)

Slika 23: Viskoznostni diagram 3 % NA LF in NA LS

10,5 —=a— NA LF vvodi

9,5 —=— NA LF v vodi z ion.moc¢jo 0.2

8,5 —=— NA LF vint.soku

7,5
—=a— NA LF vint.soku z ion.mo¢jo 0.2
6,5
—a— NA LS v vodi
5,5

—&—NA LS v wvodi z ion.moc¢jo 0,2

VISKOZNOST (Pa.s)

4,5

3,5 —a— NA LS vint.soku

—a— NA LS vint.soku z ion.moc¢jo 0.2

STRIZNA HITROST (1/s)

Slika 24: Viskoznostni diagram 5 % NA LF in NA LS

4.1.2. Viskoznostni diagram vzorcev iz ksantana (XAN)
Pripravili smo 3 % vzorce XAN. 1z viskoznostnega diagrama (Slika 25) lahko razberemo, da
je viskoznost XAN v vodi precej nizja od viskoznosti v ostalih medijih. Najverjetneje je
razlog v nastanku razli¢nih struktur XAN v razlicnih medijih. V vodi se karboksilne skupine

trisaharidne enote XAN ionizirajo in moc¢no hidratirajo. Zaradi negativnega naboja na
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stranskih karboksilnih skupinah pride med njimi do elektrostatskega odboja. Interakcije med
polimernimi molekulami so Sibke in viskoznost nizka. V simuliranem zelodénem soku
(pH = 1.55) pride do nevtralizacije negativnega naboja na karboksilnih skupinah stranskih
trisaharidnih verig in lahko se vzpostavijo interakcije med dvojnimi vijaCnicami nativne
strukture XAN, kar privede do povecanja viskoznosti. Podobno se zgodi v medijih z ionsko
modéjo 0.2 M, kjer Na” povzroéijo senéenje negativno nabitih karboksilnih skupin na stranskih
verigah in odboj med molekulami XAN se zmanjSa. Posledi¢no se vzpostavijo razlicne
interakcije in viskoznost naraste.

V simuliranem intestinalnem soku (pH = 6.8) viskoznost nekoliko pade v primerjavi z
viskoznostjo v zelodénem soku. Razlog je v visjem pH-ju, ki povzroci delno ionizacijo
karboksilnih skupin XAN in odboj med njimi. Ta efekt pa zmanjSajo ioni v simuliranem
intestinalnem soku (pn = 0.08 M) in v simuliranem intestinalnem soku z p = 0.2 M po principu
senéenja —COO’ skupin z Na' ioni. Velja torej, da tvori XAN mocnejse interakcije v medijih z

dodanimi elektroliti.

—m— 3% xan v vodi

—m— 3% xan v vodi z ion.mocjo 0.2

—a— 3% xan v int.soku

—m— 3% xan v int.soku z ion.moc¢jo
0.2

3% xan v zelodéem soku

VISKOZNOST (Pa.s)

—a— 0,5% xan v vodi

STRIZNA HITROST (1/s)

Slika 25: Viskoznostni diagram 0.5 % in 3 % XAN

4.1.3. Viskoznostni diagram vzorcev iz karagenana (CARR)
V idealnem primeru ima CARR « eno, CARR 1 dve in CARR A tri sulfatne skupine na
ponavljajoco se trisaharidno enoto. Posledi¢no sta CARR « in 1 gelirajoc¢a polimera, CARR A
pa po mnenju strokovnjakov ne more tvoriti gelov, ampak le raztopine s prepletenimi

polimernimi verigami (angl. entangled) (2).
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- Vpliv temperature na viskoznost vzorcev iz CARR

Vzorce smo pripravljali na vodni kopeli s temperaturo 80 °C. Pri vzorcih pripravljenih v
zelodénem soku pa smo naleteli na tezavo. Segrevanje vzorcev CARR v kislem mediju je
privedlo do njihove nestabilnosti, kar se je izrazalo kot negeliranje. Po literaturnih podatkih je
prislo najverjetneje do depolimerizacije (17).

S pomocjo podatkov navedenih v ¢lanku Caprona s sodelavei (17), kjer so vzorce CARR v
kislem mediju pripravljali pri 37 °C, smo sklenili pripraviti vzorce pri sobni temperaturi in na
vodni kopeli s T =40 °C. Pri teh temperaturah naj ne bi prislo do nestabilnosti vzorcev CARR
in res so nastali homogeni geli oziroma viskozne raztopine. Iz naSih opazanj lahko
zaklju¢imo, da temperatura pomembno vpliva na tvorbo gela v zelodénem soku. Pri 80 °C gel

ne nastane, pri 40 °C pa CARR « in 1 tvorita gelsko strukturo.

- Vpliv medija na viskoznost vzorcev iz CARR

Visok pH intestinalnega soka (pH = 6.8) in prisotnost monovalentnih ionov (Na", K") ugodno
vplivajo na cvrstost nastalega gela, saj so pri CARR 1 in A viskoznostne krivulje v
simuliranem intestinalnem soku z p = 0.2 M in v vodi z p = 0.2 M najvisje (Slika 26 in 28).
Na videz najbolj ¢vrsti geli pa so nastali pri CARR « v vodi, v vodi z p = 0.2 M, v
simuliranem intestinalnem soku in v simuliranem intestinalnem soku z p = 0.2 M. Te gele je
bilo povsem nemogoce reolosko ovrednotiti, saj je vzorec ob spuScanju stozca na ploscico

izhajal iz reze. V rezi so ostali le Se koScki gela, ki pa so bili premajhni za pravilno dolocitev

viskoznosti.
200
180 —=— 3% CARR JOTA v vodi
160
—=— 3% CARR JOTAV vodi z
140 ion.mocjo 0.2
0
& 120 —=— 3% CARR JOTAV int.soku
100 o )
—=— 3% CARR JOTAV int.soku z
ion.mocjo 0.2
80
> 3% CARR JOTA v Zelodénem
60 soku T=40
40 3% CARR JOTA v Zelodénem
soku T=25
20
0
N

STRIZNA HITROST (1/s)

Slika 26: Viskoznostni diagram 3 % CARR 1
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Slika 27: Viskoznostni diagram 3 % CARR «
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10 3% CARR LAMBDA v
5 zelodénem soku T=40
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4.2.

Slika 28: Viskoznostni diagram 3 % CARR A

Oscilacijsko vrednotenje viskoznosti

AMPLITUDNI TEST

Pri vrednotenju sistemov z oscilacijsko reometrijo je potrebno najprej dolociti meje linearnega
viskoelasticnega odziva (LVE), znotraj katerega ne bo prisSlo do porusSitve notranje strukture.
Amplitudni test smo izvajali pri kotni hitrosti 10 rad/s, temperaturi 25 °C in sinusno
spreminjajoc¢i se deformaciji v deformacijskem obmocju y = 0.01 — 100 %. Meje LVE smo za

vse vzorce dolocili s pomocjo krivulje elastiénega modula G', ki je obi¢ajno bolj obcutljiv od
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krivulje plasticnega modula G". Rezultate smo predstavili graficno na log/log skali in nekaj

primerov je prikazanih na slikah 29-31.

Meje LVE:

NA v vseh medijih 0.1-10 %

CA v vseh medijih 0.1-5 %

XAN brez/z dodanim CaCl, v vseh medijih 0.1-10 %

CARR 1 v vodi 0.1-10 %, v vodi z p=0.2 M 0.1-5 %, v simuliranem zelodénem
soku 0.1-1 %

CARR « v simuliranem Zelodénem soku 0.1-0.5 %

CARR A v vseh medijih 0.1-10 %

CARR 1, x in A v vodi z dodatkom KCl1 / CaCl,x2H,0, s sestavo razbrano iz ternarnih

faznih diagramov: LVE v obmo¢ju 0.1-10 %

100

10

P.\.\.\.—.-'.—I—I—H-—.—.—.—.—.—. —a— Elastiéni modul

4
| \‘\.\’\._-_‘.«_H_Nﬂ —a— Plasti¢ni modul
A

0,1

G,G’ (Pa)

0,01 0,032 0,1 0,316 1 3,16 10 31,6 100

Strizna deformacija (%)

Slika 29: Amplitudni test za 3 % NA v preciSceni vodi

1000

b m
» _a Elastiéni modul
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—a— Plasti¢ni modul
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Slika 30: Amplitudni test za 3 % XAN v precis€eni vodi
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10000
J —a— Elasti¢ni modul 3 % jota v vodi
,‘?1000 . —a— Plasti¢ni modul 3 % jota v vodi
m f
3 100 /, ‘ Elasticni modul 3 % lambda v
- W vodi
© 10 Plasti¢ni modul 3 % lambda v
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f T T T T T T T T T T T T T T T 1 soku T=40
0,01 0,03 0,1 0,32 1,01 3,16 10 31,6 100 Plastiéni modul 3 % kapa v
Strizna deformacija (%) Zel.soku T=40
Slika 31: Amplitudni test za 3 % CARR
FREKVENCNI TEST

Frekvencne teste smo glede na opravljene amplitudne teste izvajali znotraj LVE, in sicer pri
strizni deformaciji 0.1 %, v frekvenénem obmocju od 0.1 do 100 rad/s in pri temperaturi 25
°C. Rezultate frekvencnih testov smo predstavili grafi¢no v log/log skali. Vrednosti G' in G"
so dobljene iz povprecja treh meritev. Iz grafov smo ocenili vpliv polimera, medija, postopka
priprave in dodanega CaCl,/ CaCl,x2H,0 / KClI na vrednost G' in G". Vrednosti G' in G" sta

nam sluzili kot merilo za ¢vrstost nastalega gela.

4.2.1. Reoloska opredelitev sistemov NA v mediju brez CaCl,

Pripravili smo 0.5, 1, 3 in 5 % raztopine NA LF in NA LS v razli¢nih medijih. Iz grafov na
slikah 32 in 33 lahko opazimo, da G' in G" z narascanjem kotne hitrosti narascata priblizno
vzporedno. G" je nad G' tako pri 3 kot pri 5 % vzorcih NA v vseh medijih, kar kaze na
viskozno polimerno raztopino. Prav nikjer v frekvenénem obmocju ni prislo do prekrizanja
teh dveh krivulj, zato ne moremo govoriti o nastanku raztopine s prepletenimi polimernimi
verigami. Lahko pa potrdimo, da z vecanjem koncentracije NA naraScajo vrednosti G' in G".
Dobljeni rezultati so v skladu s pri¢akovanji, saj NA ni sposoben tvorbe gela.

Vzorci NA LS imajo v vseh medijih vi§je dinami¢ne module od vzorcev NA LF, kar pomeni,
da tvorijo bolj viskozno raztopino. Na dobljeno viskoznost pomembno vpliva delez M enot, ki
znasa pri tipu NA LS 60 % in pri tipu NA LF 30 %. M enote so v polimeru urejene linearno,
kar pomeni, da vezZejo ve¢ vode in nastanejo bolj viskozne raztopine. Rezultati rotacijskih
testov (Slika 23 in 24) in frekvencnih testov (Slika 32 in 33) so v skladu z naSimi

pri¢akovanji.
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Slika 32: Frekven¢ni test 3 % NA LF in NA LS v razli¢nih medijih
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Slika 33: Frekvenéni test 5 % NA LF in NA LS v razli¢nih medijih

4.2.2. Reoloska opredelitev sistemov NA v mediju s CaCl,

Da bi proucili, kdaj in kako pride do ionotropnega geliranja, smo v 3 % vzorce NA dodali 3 %
raztopine CaCl,. Meritve je bilo mogoce izvesti le vzorcem pripravljenim v vodi in v vodi z p

= 0.2 M, saj so v simuliranem intestinalnem soku nastali nestabilni vzorci, medtem ko v

44




simuliranem Zelod¢nem soku nismo uspeli pripraviti niti raztopine NA. Razlog za izbiro 3 %
vzorca NA je v tem, da dodatek CaCl, v 1 % vzorcu ni privedel do nastanka homogenega
gela, nastali so le manj$i agregati gelske strukture, ki so se posedli na dnu ¢aSe. Sklepamo
lahko, da so Ca®" ioni zreagirali s vso guluronsko kislino, ki je bila na voljo v 1 % vzorcih.
Vzorci alginata so najverjetneje gelirali po slede¢em mehanizmu. Najprej so vodne molekule
vdrle v polimer in povecale razdalje med polimernimi
verigami. Dodani dvovalentni Ca®" ioni pa so se zamenjali
z Na' s soli guluronskih kislin v razmerju 1 : 2 ter povezali
odseke guluronskih kislin med sabo. Nastala je
tridimenzionalna struktura imenovana »Skatla za jajca«

stabilizirana z vodikovimi vezmi (3).

3 % vzorci NA vsebujejo zadostno koli¢ino guluronske
kisline, ki z dodanimi Ca®*" ioni tvorijo ionski oziroma
ionotropni gel. Nastali geli so mle¢no bele barve, kar je
posledica izmenjave ionov in nastanka CA, ki je v vodi m
netopen (Slika 34).

Slika 34 : Hidrogel iz CA mlec¢no bele barve

Graf na sliki 35 zelo nazorno prikazuje zviSanje G' in G" po dodatku CaCl, v celotnem
frekvenénem obmocju v primerjavi z osnovno 3 % raztopino NA. G' se je po dodatku CaCl,
bolj povisal kot G", zato sedaj velja, da je G' [1 G" v celotnem frekvenénem obmocju, kar
opisuje gelsko strukturo.

Prisotnost elektrolitov v mediju je ugodno vplivala na nastanek gelske strukture CA. Pri
vzorcih pripravljenih v vodi z p = 0.2 M je zadoscal dodatek 1.8 ml 3 % raztopine CaCl,,
medtem ko smo vzorcem NA v vodi morali dodati 2.5 ml 3 % raztopine CaCl, za nastanek
gelske strukture. Iz tega lahko zakljucimo, da elektroliti, ki so prisotni v vodi, s sencenjem
negativno nabitih funkcionalnih skupin NA olaj$ajo nastanek ionotropnega gela v prisotnosti
Ca’" jonov.

Ce nadalje primerjamo 3¢ oba tipa NA med sabo lahko opazimo, da ima NA LF oba
dinami¢na modula vi§ja od NA LS. Razlog se skriva v delezu guluronske kisline, ki znasa pri
prvem priblizno 70 %, pri drugem pa 40 %. Kot smo ze povedali je guluronska kislina

bistvena pri nastanku tridimenzionalne strukture.
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Slika 35: Frekvencéni test 3 % NA LF in NA LS z dodatkom CaCl,

4.2.3. Reoloska opredelitev sistemov XAN v mediju brez/s CaCl,
Vzorcem XAN, ki smo jih pripravili po treh razlicnih postopkih, smo dodali raztopino CaCl,
in spremljali obnaSanje G' in G" v odvisnosti od kotne hitrosti. Na vsakem grafu (Slika 36, 37,
38 in 39) smo prikazali e dinami¢ne module 0.5 % vzorcev XAN v precis¢eni vodi brez
dodanega CaCl,, s ¢imer smo zeleli preveriti, ali po dodatku CaCl, res pride do nastanka bolj

cvrstega gela.

- Vzorci pripravljeni po postopku 1B

Graf na sliki 36 prikazuje reoloSke rezultate 0.5 % vzorcev XAN z dodanim CaCl,, ki so
pripravljeni po postopku 1B. Dodan CaCl; ni povzroc€il opaznih sprememb v vrednostih G' in
G" modulov, zgolj pri dodatku 6.25 ml 5 % raztopine CaCl, krivulji obeh modulov opazno
padeta, saj pride najverjetneje do razredCitve vzorca. Volumen vzorca je porasel kar za 12.5
%, 1z 50 ml na 56.25 ml. Molekula XAN se pri sobni temperaturi obnasa kot toga palica, ki ne

sprejema Ca”" v svojo strukturo.
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Slika 36: Frekvencni test 0.5 % XAN v precisceni vodi brez/s 5 % raztopino CaCl,,
pripravljen po postopku 1B

- Vzorci pripravljeni po postopku 2B

Vzorce pripravljene po postopku 2B smo segrevali na vodni kopeli s T = 80 °C in jim po
kapljicah dodali ustrezne volumne 5 % raztopine CaCl,. Iz ¢lanka (27) smo pridobili
pomembno informacijo o pripravi raztopin XAN pri T = 80 °C, pri kateri bi naj Ca*" ioni
tvorili s XAN bolj ¢vrste gele. Vi§ja kot je temperatura priprave, vecji delez XAN bo v
neurejeni obliki. Prevladovati pricnejo elektrostatske odbojne sile med negativno nabitimi
stranskimi verigami, ki se ne prilegajo ve¢ glavni verigi, ampak S$trlijo navzven. Visje
koncentracije Ca>" pa naj bi s senenjem negativnih nabojev favorizirale urejeno obliko XAN,
ki pa je bistveno manj popolna od prvotne nativne konformacije.

Rezultati kaZejo na delno porusenje nativne konformacije, saj lahko na sliki 37 opazimo
padec dinami¢nih modulov v celotnem frekvencnem obmocju. Tako vrednosti G' kot G" so se
znizale glede na vrednosti obeh modulov vzorca pripravljenega pri sobni temperaturi po
postopku A.

Vpliv dodanega CacCl, je iz grafa na sliki 37 tezko pojasniti. Vrednost dinami¢nih modulov
pri vzorcih z dodanim CaCl, je nizja od vrednosti pri vzorcih brez CaCl,. Najverjetneje so
nerazumljivi rezultati posledica neustreznega postopka priprave (postopek B), ki je privedel
do razredCenja vzorca, saj kazejo rezultati vzorcev pripravljenih po postopku C povsem

drugacno sliko.
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Slika 37: Frekvenéni test 0.5 % XAN v precisceni vodi brez/s 5 % razt. CaCl,, pripravljen po
postopku 2B

- Vzorci pripravljeni po postopku C

Razlika v pripravi vzorcev po postopku C je bila sledeca: najprej smo pripravili 50 ml 1 %
raztopine XAN, v katero smo dolili 50 ml raztopine CaCl, ustrezne koncentracije. Prednost
tega postopka je v nerazredCenju vzorca in v predhodni pripravi raztopine CaCl, z ustrezno
molarnostjo. Na ta nacin smo dosegli stalno koncentracijo vzorcev XAN in pozorno iskali
optimalno koncentracijo Ca" ionov, ki bi privedla do nastanka najbolj &vrstega gela.
Razmerja med XAN in CaCl, nismo mogli izraunati, saj nismo imeli podatkov za izracun
molekulske mase XAN.

Na slikah 38 in 39 smo na grafih prikazali rezultate vzorcev pripravljenih po postopku C na
vodni kopeli s T = 80 °C. Vrednosti G' in G" so nekoliko nizje od vrednosti vzorcev
pripravljenih pri sobni temperaturi. PoviSana temperatura priprave verjetno porusi nativno
konformacijo XAN. Slednji preide v neurejeno konformacijo, ki se po znizanju temperature
ne more ve¢ povsem vrniti v zacetno obliko. Posledicno sta vrednosti elasti¢nih in plasti¢nih
modulov nizji.

Rezultati iz grafa na sliki 38 nam podajajo sliko o vplivu CaCl, na ¢vrstost gela. Najvisje
vrednosti dinami¢nih modulov smo izmerili pri vzorcu z dodatkom 2.5 mM CaCl,, nato

sledita vzorca z dodatkom 3 mM in 50 mM CaCl,.
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Slika 38: Frekvencni test 0.5 % XAN v precisceni vodi brez/s CaCl,, pripravljen po postopku
C

Graf na sliki 39 prikazuje frekvenéno odvisnost dinami¢nih modulov za vzorce pripravljene
po postopku C in na vodni kopeli s T = 80 °C ter ¢ez noc¢ shranjene v hladilniku. Zanimalo nas
je tudi, ali ima znizana temperatura shranjevanja (12 h) kakSen vpliv na ¢vrstost nastalih
gelov. Reoloski testi niso pokazali nobenih ve¢jih razlik v vrednostih dinami¢nih modulov
med vzorci shranjenimi pri sobni temperaturi in vzorci shranjenimi v hladilniku (4 °C). 1z tega

lahko sklepamo, da temperatura shranjevanja ne vpliva na ¢vrstost nastalih gelov.
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Slika 39: Frekvencni test 0.5 % XAN v precisceni vodi brez/s CaCl,, shranjen ¢ez no¢ v

hladilniku, pripravljen po postopku C
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Da bi na vzorcih 0.5 % XAN ugotovili vpliv Ca*", smo to prikazali kot obnaganje elasti¢nega
modula G' v odvisnosti od koncentracije dodanega CaCl, na sliki 40. Vse krivulje prikazujejo
porast G' v obmo¢ju 0—5 mM dodanega CaCl,, nato sledi padec G' v obmoc¢ju 5-10 mM
dodanega CaCl,, potem pa vrednosti G' rahlo padajo pri vzorcih pripravljenih po postopku B
in se ustalijo pri vzorcih pripravljenih po postopku C pri T = 25 °C ter rahlo naraS¢ajo pri
vzorcih pripravljenih po postopku C pri T = 80 °C.

Kot smo Ze veckrat omenili, je na Cvrstost naSih vzorcev pomembno vplival postopek
priprave z ustrezno temperaturo in koncentracija dodanega CaCl,. Obnasanje krivulje G' 0.5
% vzorca XAN v vodi, pripravljenega po postopku C pri T = 80 °C, je najbolj podobno
krivulji, ki smo jo zasledili v ¢lanku (27). Dokazati smo namre¢ Zeleli, ali prou¢evani XAN
obstaja kot dvojna ali enojna vijacnica. Morris in sodelavci so z oscilacijsko reometrijo
raziskovali u¢inek Ca>" na gele iz XAN. Pripravili so gele iz XAN v koncentraciji 5 g/l v 10
mN NaCl. Z dodatkom NaCl so Zeleli stabilizirati XAN verige v urejeni konformaciji, in sicer
preko sencenja nabojev na negativnih stranskih verigah. Gelom so dodajali raztopino CaCl, v
koncentraciji 0-100 mN (0-50 mM) ter merili G' in G" v odvisnosti od kotne hitrosti.
Ugotovili so, da dosezeta dinami¢na modula maksimum pri koncentraciji 7.5 mN (3.75mM)
CaCl, (stehiometri¢no razmerje Ca’" : COO™ =1 : 2) in minimum pri 15 mN (7.5 mM) CaCl,
(stehiometri¢no razmerje Ca®” : COO™ = 1 : 1). Zanesljivih dokazov, zakaj rigidnost gela z
narasc¢ajoco koncentracijo CaCl, od 7.5 do 15 mN pada, niso uspeli najti. Predvidevali so, da
se je z nara§¢anjem koncentracije Ca’" zmanjSevala gostota negativnega naboja XAN. Pri
koncentraciji 7.5 mM je po njihovem mnenju morda prislo do delnega obarjanja molekul
XAN.

Nasi rezultati kazejo, da je krivulja 0.5 % XAN pripravljenega po postopku C pri T = 80 °C,
dosegla vrh po dodatku 2.5 mM CacCl,, nato je sledil strm padec do vrednosti 7.5 mM CaCl, z
nadaljnjim rahlim porastom do vrednosti 50 mM dodanega CaCl,. Krivulje vzorcev
pripravljenih po drugih postopkih dosezejo svoje maksimume pri 2.5 oziroma 3 mM

dodanega CacCl,, ki pa so nizji (G' [ 3,67 Pa).
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Slika 40: Odvisnost G' od koncentracije dodanega CaCl, pri @ = 1 s za 0.5 % vzorce XAN v

vodi, pripravljene po razlicnih postopkih

XAN je anionski polimer z znacilno substituiranostjo osnovne verige, na katero so pripeti
trisaharidi B-D-manoza — [-1,4-D-glukuronska kislina — o-1,2-D-manoza. V vodi so
karboksilne skupine na trisaharidnih stranskih verigah ionizirane in mo¢no hidratirane. Ze
majhna koli¢ina Ca®", Na* in K™ povzro&i senenje negativno nabitih karboksilnih skupin,
odboj med molekulami se zmanjsa in pojavi se moznost vzpostavitve razli¢nih interakcij med
molekulami XAN. To pomeni, da je XAN v nativni obliki najverjetneje kot dvojna vijacnica.
Slednja pri poviSani temperaturi ireverzibilno razpade na posamezne verige (denaturirana
oblika), ki ob znizanju temperature in/ali poviSanju ionske moci ponovno tvorijo dvojno
vijacnico, ki pa jo sestavlja zgolj ena molekula XAN, in je bistveno manj popolna. To
hipotezo lahko potrdimo z rezultati na sliki 40, kjer lahko opazimo, da so pri tocki 0 mM
CaCl, vrednosti G' vseh vzorcev pripravljenih pri 80 °C nizje od tistih pripravljenih pri sobni
temperaturi. Po dodatku CaCl, pa krivulje vzorcev pripravljenih pri 80 °C po postopku C
presezejo krivulje vzorcev pripravljenih pri sobni temperaturi. Dobljeni rezultati so potrdili
nasa predvidevanja, da lahko Ca®" ioni stabilizirajo neurejeno obliko XAN, in sicer s
senc¢enjem nabojev na nabitih stranskih verigah. Priprava 0.5 % vzorcev XAN po postopku C

pri 80 °C in po dodatku 2.5 mM CaCl, nam je dala najbolj ¢vrste gele.
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Rezultati G' v ¢lanku (27) so bili kar 7x vecji od nasih, a tudi meritve so bile izvedene pri 5 °C
in v mediju z dodatkom 10 mM NaCl. Mi smo izvedli meritve pri 25 °C. Nizka temperatura je

morda privedla do nastanka bolj ¢vrste strukture in visjih vrednosti G'.

4.2.4. Reoloska opredelitev sistemov CARR v mediju brez
KC]/CﬁClzXZHzo

V teoriji pri nastanka gela v vodi preide struktura CARR « iz linearne verige preko dvojne
vija¢nice do med seboj povezanih dvojnih vijaénic. Pri CARR 1 naj bi se proces nastanka gela
ustavil pri tvorbi dvojne vijatnice. Znano je, da daje CARR « najmo¢nejse gele s K ioni,
CARR 1 pa s Ca*" ioni. Dvovalentni kalcij lahko tvori intramolekularne in intermolekularne
vezi s sulfatnimi skupinami CARR 1, enovalentni kalij povzro¢i nastanek intermolekularnih
povezav med CARR «, monovalentni ioni kot sta Na’ in Li" pa tvorijo zgolj ionske vezi s
sulfatnimi skupinami (15).

- Jota karagenan (CARRv)

Iz grafa na sliki 41 je razvidno, da CARR 1t v vodi, v vodi z p = 0.2 M in v simuliranem
zelodénem soku v celotnem frekvencnem obmocju tvori Cvrste gele, saj je G' [1 G". V
simuliranem intestinalnem soku pa so nastali precvrsti geli za izvedbo oscilacijskih testov, saj
jih je stoZec ob spuscanju izvrgel iz sistema. Edina moznost bi bila zamenjava sistema stozec
— ploscica s sistemom plos¢ica — plosc€ica, a pojavil bi se upravicen dvom o primerljivosti
rezultatov med obema sistemoma. Zato smo se raje odlocili, da bomo oscilacijske teste
izvajali le s sistemom stozec — plos¢ica in proucili dobljene rezultate. Najvisje vrednosti G' sta
dosegla vzorca pripravljena v vodi in v vodi z p = 0.2 M. Frekvencno odvisni krivulji
dinamiénega modula G' lezita ena na drugi. Iz tega lahko sklepamo, da prisotnost Na" v vodi z
it = 0.2 M ne vpliva bistveno na strukturo gela. Ker je Na" majhen ion, je sposoben zgolj
tvorbe ionskih vezi s sulfatnimi skupinami (15), te pa v naSem primeru niso pripomogle k
opaznemu porastu G' modula. Krivulji G' in G" v simuliranem Zelodénem soku sta niZji od
krivulj v vodi, saj je molekula CARR tako kot vsak polisaharid nestabilna v mo¢no kislem
mediju. Najverjetneje je priSlo do depolimerizacije CARR, kot navajajo v ¢lanku. Capron s
sodelavci Se meni, da je stopnja depolimerizacije odvisna od pH in temperature (17). Nase

vzorce smo pripravili pri sobni temperaturi in na vodni kopeli s T = 40 °C.
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Slika 41: Frekven¢ni test 3 % CARR 1 v razlicnih medijih
- Kapa karagenan (CARR k)

Na sliki 42 imamo prikaz frekven¢no odvisnih dinami¢nih modulov CARR « v simuliranem
zelodénem soku. Raztopine in geli CARR so stabilni v nevtralnem in Sibko kislem okolju.
Molekula CARR je v moc¢no kislem okolju izjemno obcutljiva na visoko temperaturo, saj le-ta
privede do ireverzibilne porusitve strukture. Zato je potrebna posebna pazljivost pri njihovi
pripravi. Resitev, ki jo je nasel Capron s sodelavci v ¢lanku (17), je v zniZanju temperature
priprave iz 80 °C, kjer smo pripravljali vzorce CARR v vseh ostalih medijih, na 37 °C, ali v
dodatku kislih sestavin v zadnji stopnji priprave. Mi smo se posluzili prve resitve in na vodni
kopeli s T = 40 °C pripravili ¢vrste homogene gele. Hkrati smo pripravili tudi gele pri sobni
temperaturi in primerjali rezultate med sabo. Iz dobljenih rezultatov, ki nazorno prikazujejo
vi§je vrednosti G' in G" gelov pripravljenih pri T = 40 °C od tistih pripravljenih pri T = 25 °C,
lahko sklepamo, da je T = 40 °C zelo ugodna za pripravo hidrogelov v simuliranem
zelodénem soku.

Geli v ostalih medijih (v vodi, vodi z p = 0.2 M, simuliranem intestinalnem soku, simuliranem
intestinalnem soku z p = 0.2 M) so bili pretrdi za izvedbo oscilacijskih testov, kar pomeni, da
so geli pripravljeni v simuliranem Zelodénem soku celo strukturno najSibke;jsi.

Ekstrom in sodelavci, katerih izsledki dela so omenjeni v ¢lanku (17) trdijo, da se CARR «
precej bolj razgrajuje v simuliranem Zelodénem soku kot CARR 1, ki je manj obcutljiv na
kislinsko hidrolizo. Predvidevajo namre¢, da lahko Na' ioni iz Zelodénega soka tvorijo veé
ionskih vezi s CARR 1 kot «, kar bi naj privedlo do ve¢je neobcutljivosti do kislega okolja.

Najprej so pripravili vzorce CARR 1 in x v vodnem mediju z dodatkom 0.3 % KCI. Sledil je
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dodatek raztopine HCI s pH = 1.2 in po treh urah izvedba izkljucitvene kromatografije (SEC)
ter sipanje svetlobe pri razlicnih kotih (MALLS). Rezultati so bili sledeci: povprecna
molekulska masa CARR 1 je bila kljub dodatku KCI, ki naj bi pripomogel k tvorbi bolj
cvrstega gela CARR «k, ve¢ja od povpre¢ne molekulske mase CARR «, kar potrjuje teorijo, da
se CARR « bolj razgrajuje v kislem mediju.

Nasi rezultati ne sledijo pravilu, ki ga opisuje ¢lanek. Vrednosti G' pri CARR « so kar 10-krat
vi§je od vrednosti G' pri CARR 1 v kislem okolju Zelodénega medija. Morda je prislo do
napake pri izvedbi oscilacijskega testa, ki ga je bilo izredno tezko izvesti. Geli, ki so nastali v
simuliranem Zelodénem soku, so bili izjemno Cvrsti in jih je bilo potrebno razrezati na tanke
listice. Te smo polozili na merilni sistem, kjer jih je stozec veckrat izvrgel. Izvedli smo le eno

uspesno meritev, zato je dvom v njeno pravilnost povsem upravicen.
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Slika 42: Frekvenéni test 3 % CARR « v simuliranem Zelodénem soku

- Lambda karagenan (CARR 1)

CARR A je kopolimer D-galaktoze-2-sulfata in D-galaktoze-2,6-disulfata. V idealnem
primeru ima kar tri sulfatne skupine na ponavljajoco se disaharidno enoto. Ve¢ ¢lankov
navaja, da CARR A zaradi mocne sulfatiranosti ni sposoben geliranja Po mnenju
strokovnjakov lahko nastanejo le zelo viskozne raztopine (4). Nasi rezultati to trditev
potrjujejo le delno.

CARR A (Slika 43) pripravljen v simuliranem Zelodénem soku ne tvori gelske strukture,
ampak viskozno raztopino. Na te krivulje temperatura priprave ne povzro¢a omembe vrednih
razlik. CARR A pripravljen v vodi povzroci nastanek raztopine s prepletenimi polimernimi
verigami, saj lahko opazimo pri @ = 15.6 s presetisée krivulj G' in G". V frekvenénem

obmocju pod tocko prekrizanja se vzorec obnasa kot tekocCina (viskozen material), nad tocko
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prekrizanja pa kot trdna snov (elasticen material). Tocka prekrizanja se je pojavila v obmocju
vi§jih frekvenc, kar pripisujejo Sibkeje strukturiranim sistemom. CARR A je v prisotnosti
monovalentnih ionov v simuliranem intestinalnem soku tvoril nekoliko ¢vrstejSo strukturo kot
v vodi, ¢eprav o pravem gelu Se ne moremo govoriti. Krivulje dinami¢nih modulov sicer
nakazujejo nastanek Sibke gelske strukture, a vrednosti dinami¢nih modulov so kar nekajkrat
nizje od vrednosti pri CARR k in 1.

Vodne raztopine CARR so stabilne v nevtralnem in Sibko kislem okolju, in sicer v pH
obmocju 4-9. V tem obmocju se molekule CARR obnasajo kot polielektroliti, saj imajo v
svoji strukturi razli¢no Stevilo sulfatnih skupin, na katere se lahko vezejo nasprotno nabite
molekule. pH simuliranega intestinalnega soka, ki znaSa 6.8, in prisotnost monovalentnih
ionov, kot sta K' in Na', ugodno vplivajo na nastanek gelske strukture CARR. Mehanizem, ki
privede do nastanka Sibke gelske strukture CARR A, ni poznan. Znano pa je, da je tudi CARR
A tako kot vsak polisaharid, obcutljiv na kombinacijo kislega okolja in visoke temperature.
Krivulje dinami¢nih modulov  CARR A (Slika 43) so tako najviSje v simuliranem

intestinalnem soku in v vodi z p = 0.2 M ter najnizje v simuliranem zelod¢nem soku.
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Slika 43: Frekvencni test 3 % CARR A v razli¢nih medijih

4.2.5. Reoloska opredelitev sistemov CARR v mediju s
KCl/C 312X2H20

V naslednjem sklopu diplomske naloge smo pripravili gele s sestavo razbrano s ternarnih
faznih diagramov in jih reolosko ovrednotili. Najprej smo pripravili gele CARR 1 z dodanim

KCI oziroma CaCl,x2H,0. Dobili smo homogene gele za katere velja, da je G' [1 G" v
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celotnem frekvenénem obmocju. Vrednosti dinami¢nih modulov gela z dodanim CaCl,x2H,0

so le malo vi§je od dinami¢nih modulov gela z dodanim KCI (Slika 44).
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Slika 44: Frekvencni test CARR 1 s sestavo razbrano iz ternarnarnih faznih diagramov

Slika 45 prikazuje frekven¢no odvisno obnaSanje dinami¢nih modulov gelov CARR « z
dodanim KCI oziroma CaCl,x2H,0. Tudi v tem primeru smo lahko potrdili prisotnost gelske
strukture, saj je G' [1 G" v celotnem frekvencnem obmocju in pri obeh vrstah vzorcev. Smo se
pa sreCali s pojavom gela s sinerezo, ki ga omenjajo mnogi Clanki. Pri tem pojavu, ki je
znatilen za CARR «, pride ob dodatku vegje koli¢éine Ca®" ali K™ ionov do nastanka
homogenega gela z vodno plastjo na gladini. Polimerne verige CARR « se ob povisani
koncentraciji ionov tesno povezejo med sabo in iztisnejo ven vodo (15).

Dinami¢na modula CARR « z dodanim CaCl,x2H,0O sta pri nasih vzorcih (Slika 45) visja od
dinami¢nih modulov CARR «k z dodanim KCI. Rezultati so nekoliko presenetljivi, saj
strokovnjaki trdijo (15), da daje CARR « najmoénejie gele s K ioni. Morda je bila tezava v

nehomogenem vzorcu, pojav gela na dnu ¢ase in vodne faze na gladini.
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Slika 45: Frekvencni test CARR « s sestavo razbrano iz ternarnih faznih diagramov

Glede na to, da ternarnih faznih diagramov za CARR A v strokovni literaturi nismo nasli, smo
pripravljenim 3 % vodnim raztopinam CARR A dodali 0,5 m/m % KCI oziroma CaCl,x2H,0
in jih reolosko ovrednotili. Prisotnost ionov je opazno zviSala vrednost dinami¢nih modulov.
G' in G" se v vzorcu z dodanim CaClx2H,0 skoraj v celotnem frekvenénem obmocju
prekrivata, kar pomeni, da je nastala zelo viskozna raztopina. Nekoliko visje so vrednosti
dinami¢nih modulov vzorca z dodanim KCI, kjer velja G' [1 G" v celotnem frekven¢nem
obmoc¢ju. Nastala je Sibka gelska struktura. Kljub temu da v mnogih ¢lankih zatrjujejo, da
CARR A ne tvori gelske strukture, nasi rezultati dokazujejo nasprotno. Z dvigom pH medija v
sibko alkalno obmo&je (pH 5-8) in dodatkom monovalentnih kationov (Na', K") smo

dokazali, da lahko pridemo do nastanka Zzelene mrezne strukture.
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Slika 46: Frekvenéni test CARR A z dodatkom KCl/CaCl,x2H,O
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V zadnjem delu diplomske naloge smo pripravili 0,4 % vodne raztopine CARR «x in 1 z
dodatkom narasc¢ajocCih koli¢in KCI oziroma CaCl,x2H,O. Podoben poskus so opravili
Thrimowithana in sodelavci ter ga opisali v ¢lanku. Najprej so pripravili osnovno raztopino
CARR, ki so jo na vodni kopeli s T = 80 °C mesali dve uri. Posebej so pripravili raztopino
KCl oziroma CaCl,x2H,0, s katero so razred¢ili osnovno raztopino. Meritve so izvedli pri 22
°C (15). Pomembna razlika z naso izvedbo je v njihovem merilnem sistemu ploscica —
ploscica, ki daje po njihovem mnenju (15), nekoliko vi§je rezultate za dinami¢ne module od
merilnega sistema stoZec — ploscica.

Pri CARR « brez in z dodatkom 0.06 m/m % KCI smo dobili tekoc€e raztopine, kjer sta G'in
G" pri izvedbi amplitudnega testa v celotnem obmocju strizne deformacije nihala. Bilo je
nemogoce dolociti LVE, zato smo izbrali obmocje, ki so ga dolo¢ili v ¢lanku (0.1-10 %).
Relevantnost rezultatov je posledi¢no precej vprasljiva.

Dodatek K" ionov povzrodi intermolekularno premreZenje molekul CARR «x (15), kar je
razvidno iz grafa na sliki 47, kjer so krivulje G' nad krivuljami G", a Sele po dodatku 0.12
m/m % KCL G' je ob zvidanju koli¢ine dodanega KCl iz 0.06 na 0.12 m/m % pri @ = 1 s
narastel iz 2.415 na 93.65 Pa, kar pomeni za priblizno 40-krat. Po dodatku vecjih koli¢in KCl
ni pri§lo ve¢ do tako obcutnih sprememb. Razlog je v nastanku gela z vodno plastjo na
gladini. Dodatek presezka K" ionov privede do tesne povezave polimernih verig CARR « med

sabo in iztisa vode iz notranje strukture.
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Slika 47: Frekvenéni test CARR « z dodatkom KCl
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Pri 0.4 % CARR 1 v vodi in v vodi z dodanim 0.06 m/m % CaCl,x2H,0 smo dobili sistem z
agregati gelske strukture, ki so v trenutku iztekli iz merilnega sistema in jih ni bilo mogoce
reolosko ovrednotiti. Nastali sistem se imenuje grudicast gel in lahko nastane pri pripravi
CARR « ali 1 z dodanim K" ali Ca*". Koli¢ina dodanih ionov je namre& premajhna za
nastanek homogenega gela. Sele dodatek veéje koli¢ine CaCl;x2H,0 (0.12 in 0.2 m/m %) je
privedel do nastanka gostejSih vzorcev.

Iz grafa na sliki 48 je razvidno, da je G' za oba vzorca v celotnem frekvenénem obmocju vi§ji
od G", iz Cesar lahko sklepamo, da je nastal vzorec z gelsko strukturo. Iz grafa je prav tako
razvidno rahlo znizanje krivulje G' ob dodatku 0.2 m/m % CaCl,x2H,0, glede na krivuljo G'
ob dodatku 0.12 m/m % CaCl,x2H,0. Ta pojav lahko razlozimo s podobnim pojasnilom kot
pri CARR «x. Tudi v tem primeru je CARR 1 povzroc¢il nastanek maksimalno precno
premrezenje polimernih verig ze ob dodatku 0.12 m/m % CaCl,x2H,0. Vsako nadaljnje
zviSevanje koncentracije dodanega CaCl,x2H,O pa je zmanjSalo ¢vrstost nastalega gela.

Nasi rezultati se kar dobro ujemajo z rezultati, ki so jih dobili v ¢lanku (15) in potrjujejo
nastanek najbolj ¢vrstih gelov 0.4 % CARR « po dodatku 0.12 m/m % KCI oziroma 0.4 %
CARR 1 po dodatku 0.12 m/m % CaCl,x2H,0 .
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Slika 48: Frekvenéni test CARR 1 z dodatkom CaCl,x2H,0
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5. SKLEPI

Na podlagi reoloskih proucevanj alginata lahko zakljucimo:

Z vecanjem koncentracije alginata naraSca viskoznost in vrednost dinami¢nih modulov
G'in G".

NA LS vsebuje vecji delez M (60 %), ki znotraj istega volumna bolj nabreka od G.
Posledicno so 3 in 5 % vzorci tipa NA LS bolj viskozni od vzorcev tipa NA LF.
Dodatek CaCl;, k 3 % vzorcem NA povzroci porast dinami¢nih modulov in nastanek
ionskega oziroma ionotropnega gela. Velja G' [1 G" v celotnem frekvencnem obmocju
tako za NA LF kot za NA LS. Nekoliko ¢vrstejsi je gel NA LF zaradi vecjega deleza
G enot.

Predlogi, mnenja, tezave:

Lahko bi uporabili nekoliko drugacen postopek priprave NA v kislem mediju, ki morda ne bi

privedel do nastanka nestabilnih vzorcev. Najprej bi pripravili vodno raztopino NA, ki bi ji v

zadnji stopnji priprave pocasi in previdno dodali kislo sestavino. Ce bi nam priprava uspela,

bi dobili kislinski gel.

Na podlagi reoloskih prou¢evanj XAN lahko zakljudimo:

Na ¢vrstost nastalega gela iz XAN vpliva koncentracija XAN, kajti ve¢ kot je molekul
v raztopini, ve¢ interakcij tvorijo med sabo in obratno.

Nizek pH medija in/ali prisotnost Na”, K™ in Ca’" so ugodno vplivali na &vrstost
nastalega gela iz XAN, saj povzroc¢ijo nevtralizacije nabojev na —COOH stranskih
skupin trisaharidnih verig. Vzpostavijo se povezave med dvojnimi vijacnicami nativne
strukture XAN.

Krivulja G' 0.5 % vzorca XAN, ki smo mu dodali raztopino CaCl, v koncentracijskem
obmocju 0-50 mM, kaze posebno obliko z maksimumom pri 2.5 mM in minimumom
pri 7.5 mM. Na obliko krivulje pomembno vpliva tudi postopek in temperatura
priprave vzorca, kar potrjuje naso hipotezo, da imamo XAN na zacetku v obliki

dvojne vijacnice.
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Predlogi, mnenja, tezZave:
Pri pripravi XAN z dodanim CaCl, smo se srecali s tezavo, kako pravilno pripraviti vzorec.
Posluzili smo se kar treh razli¢nih postopkov priprave z Zeljo najti najbolj ustreznega. Kot

najustrezne;jsi se je izkazal postopek C.

Na podlagi reoloskih proucevanj CARR lahko zaklju¢imo:

e Vodne raztopine CARR so stabilne v pH obmocju 4-9, v katerem se obnasajo kot
polielektroliti. pH simuliranega intestinalnega soka (6.8) in prisotnost monovalentnih
ionov (Na", K") so privedli do nastanka &vrstih gelov, ki jih je bilo reolosko tezko
ovrednotiti.

e Vzorcem CARR « in t s sestavo razbrano iz ternarnih faznih diagramov smo z
reolosko obdelavo potrdili nastanek gelske strukutre.

e 04 % vodne raztopine CARR « dosezejo najmocnejSe precno premrezenje in
maksimalne vrednosti dinami¢nih modulov po dodatku 0.12 m/m % KCIl, vodne

raztopine CARR 1 pa po dodatku 0.12 m/m % CaCl,x2H,0.

Predlogi, mnenja, teZave:
Pri pripravi CARR smo se srecali z dvema pojavoma, gel s sinerezo in grudicast gel, ki sta
nam pomagala pri razlagi dobljenih rezultatov. Pomembno je bilo, da se pojava pri

laboratorijskem delu nismo ustrasili, ampak smo ga znali smiselno obrazloziti.
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