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POVZETEK

Cilji oblikovanja tablet s podaljSanim sprosCanjem so zagotavljanje varnih, u¢inkovitih in
bolniku prijaznih zdravil. S podaljSanim sproscanjem dosezemo manjSo pogostost odmerjanja
in s tem povecano sprejemljivost s strani pacientov (komplianca), izboljsano uéinkovitost
zdravilne ucinkovine s ciljanim delovanjem, znizanje odmerkov in hkrati omogocamo
doseganje optimalnih koncentracij ucinkovine v plazmi ter na takSen nacin zmanjSanje
neZelenih ucinkov.

Namen diplomske naloge je bil oceniti stopnjo nabrekanja in erozije hidrofilnih ogrodnih
tablet iz ksantana na osnovi mehanskih lastnosti polimernih verig oziroma mehanskih lastnosti
polimernih filmov na razseznostnem nivoju. Osnovni faktor, s Katerim smo vplivali na nacin
in stopnjo nabrekanja ksantanskih ogrodnih tablet, je bila ionska moc raztopin.

Na razseznostnem (bulk) nivoju smo dokazali zmanj$anje hitrosti nabrekanja in erozije tablet s
povecanjem ionske moc¢i medijev (stopnja nabrekanja: precis¢ena voda > 0,001 M HCI >
NaCl > 0,08 M HCI; erozija: pre¢is¢ena voda > 0,001 M HCI > 0,08 M HCI > NaCl).
Rezultate smo pojasnili s senfenjem negativno nabitih karboksilnih skupin in manj$im
elektrostatskim odbojem med verigami v medijih ve¢jih ionskih moci. Poleg vpliva ionske
moci, smo opazili tudi vpliv pH-ja (0,08 M HCI1 (u=0,08 M); NaCl (u=0,2 M)) na stopnjo
nabrekanja ksantanskih ogrodnih tablet.

Za pojasnitev obnaSanja ogrodnih tablet v medijih razli¢nih ionskih mo¢i smo uporabili
metodi instrumentalne nanoindentacije in mikroskopije na atomsko silo. V ta namen smo
najprej pripravili tanke filme iz raztopin ksantana z razlicnimi ionskimi mo¢mi. Mehanske
lastnosti smo opisali z Young-ovim modulom (parameter elastinosti) ter vtisno trdnostjo
(parameter plasti¢nosti). Rezultati kazejo, da z visanjem ionske mo¢i medijev in znizanjem
pH-ja postane film ksantana manj plastien, kar je razvidno iz povecanega Young-ovega
modula in vtisne trdnosti. To je posledica manjSega elektrostatskega odboja med verigami
ksantana zaradi sencenja negativho nabitih karboksilnih skupin (raztopina NaCl) in
nevtralizacije karboksilnih skupin s H* (0,08 M raztopina HCI). Ve&ji Young-ov modul
polimernega filma pomeni niZjo stopnjo nabrekanja v medijih vi§je ionske moci, kar smo

potrdili na primeru ogrodnih tablet.



Ker so lastnosti na razseznostni ravni posledica urejenosti strukture na molekularnem nivoju,
smo dolocili tudi vpliv ionske moc¢i medijev na mehanske lastnosti posameznih polimernih
verig. Z vec¢anjem ionske moci medijev se persistenéna dolzina posameznih polimernih verig
manjsa (pre¢is¢ena voda > 0,001 M HCI > 0,08 M HCI > NaCl). Podoben trend smo ugotovili
za vztrajnostni polmer (precis¢ena voda > 0,001 M HCI > 0,08 M HCI > NacCl).

Nazadnje smo dolocili korelacije med posameznimi parametri na razseznostni in molekularni
ravni. Na razseznostnem nivoju smo ugotovili linearno korelacijo med stopnjo nabrekanja in
Young-ovim modulom (R? = 0,979) ter stopnjo nabrekanja in vtisno trdnostjo (R* = 0,932). Da
je dogajanje na makroskopskem nivoju posledica dogajanja na molekularnem, smo ugotovili z
linearno korelacijo med perzistenéno dolZino in Young-ovim modulom (R* = 0,746) ter

vztrajnostnim polmerom in hitrostjo nabrekanja tablet (R* = 0,780).



ABSTRACT

The purpose of prolonged release tablets design is to provide safe, effective and patient-like
medicines. With prolonged release is achieved less frequent dosing and increased patient
compliance, improved efficiency and reduction of dose of active substance, less side effects
due to optimal plasma levels of drug.

The purpose of diploma research was to evaluate degree of swelling and erosion of xanthan
hydrophilic matrix tablets according to mechanical properties of single polymeric chains as
well as mechanical properties of polymer films at a bulk level. Basic factor that had influenced
on a way and degree of swelling xanthan matrix tablets was the ionic strength of solutions.

On the bulk level, reduction of swelling degree and tablet erosion in accordance to solutions
ionic strength (swelling degree: distilled water > 0,001 M HCI > NaCl > 0,08 M HCI; erosion:
distilled water > 0,001 M HCI > 0,08 M HCI > NaCl) was determined. The results can be
explained with shading of negatively charged carboxylic groups and diminished electrostatic
repulsions between the individual polymer chains in solutions with higher ionic strength.
Beside the influence of ionic strength is also observed pH effect (0, 08 M HCI (u=0,08 M);
NaCl (u=0,2 M)) on swelling degree of xanthan matrix tablets.

To explain behavior of matrix tablets in solutions with different ionic strength, two methods
were used: instrumental nanoindentation and atomic force microscopy. For that purpose the
thin films from xanthan solutions with different ionic strength were prepared. Mechanical
properties of films were evaluated with Young’s modulus (parameter of elasticity) and
hardness (parameter of plasticity). The results showed (increased Young’s modulus and
hardness) that the film of xanthan becomes less plastic with increasing of solution ionic
strength and decreasing of pH. This is the consequence of reduced electrostatic repulsions
between xanthan chains due to the shading of negatively charged carboxylic groups (NaCl
solution) and neutralizing COO™ groups with H* (0,08 M HCI). Larger Young’s modulus of
polymeric films is related to lower degree of swelling in solutions of higher ionic strength,
which was confirmed on the matrix tablet level.

Since the properties at the bulk level are closely related to the structural characteristics on the
molecular scale, the main aim was to evaluate single mechanical properties of polymeric

chains by using the atomic force microscopy. The persistance length of polymer chains is



reducing with increasing ionic strength of solutions (distilled water > 0,001 M HCI > 0,08 M
HCI > NaCl). The similar trend was observed for radius of gyration (distilled water > 0,001 M
HCI > 0,08 M HCI > NaCl).

Finally was determined the correlations between parameters on bulk and molecular level. At
the bulk level was discovered linear correlation between the degree of swelling and Young’s
modulus (R®> = 0,979) as well as swelling degree and hardness (R* = 0,932). The linear
correlation between persistance length and Young’s modulus (R* = 0,746) and also radius of
gyration and swelling degree of tablets (R? =0,780) indicate us that behavior at the bulk level

is the result of action on the molecular level.



SEZNAM OKRAJSAV

AFM — mikroskopija na atomsko silo (Atomic Force Microscopy)

E — elasti¢ni (Young-ov) modul

FS — Formularium Slovenicum (slovenski dodatek k evropski farmakopeji)
FDA — ameriska agencija za hrano in zdravila (Food and Drug Administration)
FO — farmacevtska oblika

HEMC — hidroksi etil metil celuloza

HPMC — hidroksi propil metil celuloza

HPC — hidroksipropil celuloza

MC — metil celuloza

NaCMC — natrijeva karboksimetil celuloza

Tm — temperatura konformacijskega prehoda

ZU — zdravilna uc¢inkovina

XAN - ksantan

p — ionska mo¢



1 UVOD

Zakon o zdravilih definira zdravilo kot vsako snov ali kombinacijo snovi, ki so predstavljene z
lastnostmi za zdravljenje ali preprecevanje bolezni pri ljudeh in zivalih. Za zdravilo velja tudi
vsaka snov ali kombinacija snovi, ki se lahko uporablja pri ljudeh ali zivalih ali se daje l[judem
ali zivalim z namenom, da bi se ponovno vzpostavile, izboljsale ali spremenile fizioloske
funkcije prek farmakoloskega, imunoloskega ali presnovnega delovanja ali da bi se dolocila
diagnoza (1).
Na trg se zdravila dajejo v primerni farmacevtski obliki (FO). Poznamo razli¢ne FO, ki jih
lo¢imo po nacinu vnosa zdravilne uc¢inkovine (ZU) v telo. Za kaksno FO se odlocijo v procesu
razvoja zdravila, je odvisno od fizikalno-kemijskih, farmakokineti¢nih in farmakodinami¢nih
lastnosti ZU (2). Zelo pomembna dejavnika, ki vplivata na izbor FO, sta tudi ¢im boljsa
terapevtska ucinkovitost in sprejemljivost zdravila za uporabo s strani pacienta (komplianca)
(3).
Peroralne FO so najpogostejSa FO zdravil. Med njimi pa so najpogosteje uporabljene tablete
(3, 4). Glede na nacin sprosc¢anja ZU lo¢imo dve osnovni skupini FO (v naSem primeru tablet).
Prva skupina so FO z neprirejenim oziroma takoj$njim spros¢anjem (ang. immediate,
conventional - release dosage forms), pri katerih se ZU takoj po prihodu v GIT sprosti. Druga
skupina pa so FO s prirejenim oziroma nadzorovanim na¢inom spro$canja (ang. modified,
controled — release dosage forms), pri katerih je spremenjena hitrost, mesto ali ¢as spro$¢anja
ZU, kar doseZemo s posebno sestavo, posebno FO ali posebnim postopkom izdelave (3, 5).
Tablete s prirejenim sproscanjem razdelimo glede na nacin sproS¢anja ZU na:

e tablete s podaljSanim spro$¢anjem (ang. prolonged, sustained, extended, slow —

release), ki spros¢ajo ZU skozi daljSe ¢asovno obdobje;
e tablete z zakasnelim spros¢anjem (ang. delayed — release), ki zac¢nejo sproséati ZU z
doloc¢enim ¢asovnim zamikom,;
e tablete s pulzirajoim spro$¢anjem (ang. pulsatile — release), ki sproscajo ZU v

dolocenih ¢asovnih intervalih (4, 5).
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1.1 Tablete s podaljsanim spros¢anjem

Pri oblikovanju tablet s podaljSanim spros¢anjem se soofamo z razlicnimi mehanizmi, S
katerimi dosezemo podaljsano spros¢anje. Razdelimo jih v pet veéjih skupin. Vsekakor pa je
mehanizem sproS¢anja obi¢ajno kombinacija ve¢ razlicnih mehanizmov. V nalogi pa

opisujemo dva najpogostejsa.

1.1.1 Spro$c¢anje nadzorovano z difuzijo

Osnova tega nacCina nadzorovanega sproscanja je difuzija molekul ZU skozi polimerno
membrano ali iz polimernega ogrodja. Lo¢imo rezervoarne in ogrodne sisteme.

Rezervoarni sistem (Slika 1a) je sestavljen iz jedra, ki predstavlja rezervoar ZU, in polimerne
obloge, ki nadzira spros¢anje. Spros¢anje (dm/dt) opisemo z Enacbo 1:

=4-D-K-= /Enagba 1/
kjer je D difuzijski koeficient ZU, A je povrsina sistema, K je porazdelitveni koeficient ZU
med jedrom in membrano, | je debelina difuzijske plasti in 4c¢ je koncentracijski gradient ZU
skozi membrano (3).

Druga moznost so ogrodni sistemi, ki so zaradi enostavne proizvodnje zelo pogosto v uporabi.
Osnova teh sistemov je disperzija ZU v vodi netopnem ali v hidrofilnem polimeru (Slika 1b).

Kinetiko spros¢anja lahko predstavimo s Higuchi-jevo enacbo:
Q=S"-[Ds"Cs § (2C, — pCy) - t]'/? /Enagba 2/
kjer je Q koli¢ina spro$¢ene ZU, Ds je difuzijski koeficient v mediju za sproscanje, Cs je

topnost ZU v mediju za spro$c¢anje, p je poroznost ogrodja, T je vijugavost por v ogrodju in Co

je celotna koli¢ina ZU na volumsko enoto ogrodja (3).

Polimer (A) Polimer (B)

: \

7 %

ril}

Slika 1: Shematski prikaz spro$¢anja nadzorovanega z difuzijo. 1a - rezervoarni sistem, 1b - ogrodni sistem (6).
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1.1.2 SproSc¢anje nadzorovano z raztapljanjem

To lahko dosezemo z upocasnitvijo raztapljanja ZU v mediju za raztapljanje, z vgradnjo ZU v
netopen polimer ali oblaganjem delcev ZU s polimernimi oblogami razli¢ne debeline. Faktor,
ki upocasnjuje raztapljanje in s tem sproS¢anje, je difuzija ZU skozi vodno mejno plast.
Raztapljanje (dm/dt), ki v tem primeru pomeni tudi spro$¢anje, lahko ponazorimo z Enacbo 3:
dm _ AD-S

E = T /Enaéba 3/

Kjer je S topnost ZU v vodi, A je povrsina delca, ki se raztaplja ali tablete, D je difuzijski
koeficient ZU in h je debelina difuzijske plasti.

Prvi na¢in za doseganje spro$¢anja nadzorovanega z raztapljanjem je enkapsulacija ZU z
relativno netopnim polimerom v razli¢no debelih plasteh. Take delce lahko potem napolnimo
v kapsule ali jih stisnemo v tablete (3).

Druga in zelo pogosto uporabljena moZnost je vgradnja ZU v hidrofobno ogrodje (npr.
etilcelulozo, voske, polietilen, polipropilen) ali hidrofilno ogrodje (hidroksi propil metil
celulozo - HPMC, hidroksipropil celulozo - HPC, metilcelulozo - MC, natrijeva karboksimetil

celulozo - NaCMC). Tukaj je spros¢anje nadzorovano s penetracijo vode v ogrodje (3).

1.2. Ogrodne tablete

Ogrodne tablete (ang. matrix tablets) so najpogosteje uporabljena FO za doseganje prirejenega
spros¢anja. Njihova $iroka uporaba je posledica enostavne sestave in proizvodnje. Zgrajene so
iz funkcionalne pomozne snovi (polimera), ki tvori ogrodje in ZU, ki je v ogrodju enakomerno
dispergirana. Glede na vrsto uporabljanega polimera lo¢imo hidrofobne in hidrofilne ogrodne

tablete, bolj pogoste pa so hidrofilne (3, 4).

1.2.1 Hidrofilne ogrodne tablete

Hidrofilne ogrodne tablete so zgrajene iz hidrofilnega polimera in ZU, ki je enakomerno
porazdeljena po celotnem volumnu tablete. Kot potencialni polimeri za pripravo hidrofilnih
ogrodnih tablet s podaljSanim spros¢anjem so bili preuceni ze Stevilni, tako naravni kot
sinteti¢ni. Zelo pogosti so predvsem celulozni etri (HPMC, HEC, HPC), od naravnih pa
ksantan (XAN), pektin, karagenan, galaktomanan, inulin (7, 8, 9).
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Na spros¢anje ZU iz hidrofilnih ogrodnih tablet imajo pomemben vpliv lastnosti ZU in
polimera. Osnovni mehanizem sprosc¢anja ZU v tem primeru predstavlja difuzija skozi gelsko
barierno plast. Najpomembnej$a od polimera odvisna procesa, ki vplivata na spros$¢anje, sta

nabrekanje in polimerno raztapljanje oziroma erozija ogrodja (10).

Nabrekanje in erozija hidrofilnih ogrodnih tablet

Hidrofilna ogrodna tableta, preden pride v stik s topilom, vsebuje suh polimer (rigiden, ni
spros¢anja ZU). V stiku z medijem (voda, puferna raztopina) za¢ne tekoina penetrirati v
tableto in hidratirati polimer. Meja med suhim polimerom in hidratiranim polimerom v
steklastem stanju je penetracijska fronta. Na povrsini se tvori plast hidrogela, v katerem
polimer ni ve¢ v steklastem stanju, ampak molekule postanejo gibljive, saj temperatura
prehoda steklastega polimera pade pod temperaturo sistema (hidratiran steklast polimer se
pretvori v hidrogel — ang. rubbery state). V tableti nastanejo razli¢ne plasti polimera, kot to
prikazuje Slika 2. Jedro tablete je $e vedno suho, torej je polimer steklast. Na robu steklastega
polimera je nabrekajoca fronta, ki predstavlja mejo med steklastim polimerom in nabrekajoco
plastjo polimera. NabrekajoCa plast je na zunanji strani omejena z difuzijsko fronto. Ta
predstavlja povrsino tablete, iz katere se spros¢a ZU. V nabrekajoci plasti je ZU $e ujeta v
nastali hidrogel, difuzijska fronta pa predstavlja mejo, kjer so molekule ZU Ze dovolj mobilne,
da zacnejo z difuzijo prehajati iz sistema. Zunanji plasti, ki je najbolj oddaljena od jedra,
pravimo erodirajoca plast. V tej plasti se molekule polimera Ze razpletejo in v raztopljenem
stanju zapus$cajo tableto (2, 10).

Iz zgoraj napisanega lahko zaklju¢imo, da je glavna plast, ki nadzoruje spros¢anje ZU iz
hidrofilnih ogrodnih tablet, nabrekajoca plast. Zato je veliko raziskav narejenih prav na
podro¢ju nabrekanja posameznih polimerov. PreuCujejo se vplivi razlicnih raztopin na
nabrekanje polimerov, na podlagi nabrekanja poskusajo napovedovati sproscanje, i§¢ejo pa se
tudi korelacije med obnasanjem polimerov na molekularnem nivoju in njihovim nabrekanjem

na makroskopskem nivoju oziroma s hitrostjo raztapljanja ZU iz ogrodnih tablet.
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Gelska plast
~

Erodirajota plast

Difuzijska fronta
~

1 Nabrekajota -
plast N
L

Erodirajoca fronta
.

Penetracijska
fronta

Steklasti polimer

Nabrekajoca fronta

Slika 2: Plasti in fronte, ki se tvorijo med nabrekanjem hidrofilnih ogrodnih tablet (11).

1.3 Mehanske lastnosti snovi

Lastnosti snovi v osnovi razdelimo na kemijske, fizikalne in mehanske. Preuc¢ujemo jih lahko
na dveh ravneh: razseZnostni oziroma makroskopski ravni (bulk) in na nivoju osnovnih
molekul (delcev) oziroma mikroskopski ravni (single). Lastnosti na razseznostni ravni so
posledica vsote obnasanja osnovnih enot (interakcij, povrSinskih lastnosti). Lastnosti na
mikroskopskem nivoju pa so posledica obnaSanja posameznega osnovnega gradnika (npr.

atoma, molekule) (12).

Napetost‘ " :

i i i i i eja teCenja materiala :
Mehanske (imenujemo jih tudi deformacijske) (Nejs plasténost) /Lomljen,e
lastnosti snovi predstavljajo obnaSanje snovi pod
vplivom obremenitve. Razdelimo jih lahko v

. . . o L. Plasti¢na deformacija

elasti¢nost, plasti¢nost in lomljenje. Na Sliki 3 je z
diagramom napetost-deformacija predstavljen potek — Elasticna deformacija
mehanskih spremembi v snovi pod vplivom
obremenitve. V zacetnem delu diagrama vidimo, da Deformacija

deformacija materiala narasca premosorazmerno z  Slika 3: Krivulja napetost/deformacija (12).
napetostjo. Ce v tem obmoc¢ju vzorec razbremenimo, deformacija v celoti izgine, oziroma se
material vrne v izhodi$¢no stanje. To obmoc¢je imenujemo obmocje elasticne deformacije in za

njega velja Hook-ov zakon:

g =F-— [Enacba 4/
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kjer (F/S) predstavlja obremenitev materiala (tlak), (4//) deformacijo materiala (raztezek,
skréek) in E predstavlja modul elasti¢nosti (proznostna konstanta) oziroma Young-ov modul.
Young-ov modul lahko dolo¢imo iz naklona lincarnega dela diagrama. Enoosni preizkusi
kazejo, da je precna deformacija (skréek) v linearnem obmocju premosorazmerna vzdolzni
deformaciji (raztezek). Razmerje med izmerjeno prec¢no in vzdolzno deformacijo imenujemo
Poisson-ov koli¢nik ali koeficient pre¢ne kontrakcije (zozenja) (13).

Nad mejo plasti¢nosti (meja teCenja) se materiali za¢nejo plasti¢no deformirati, kar pomeni, da
se ob razbremenitvi material ne vrne ve¢ v prvotno stanje. Ob nadaljnjem povecevanju

obremenitve se lahko pojavi tudi lomljenje materiala oziroma fragmentacija (13).

1.3.1 Mehanske lastnosti polimernih verig

Polimeri so makromolekule sestavljene iz ponavljajocih se manjSih monomernih enot. Delimo
jih na naravne in sintezne, homopolimere (Skrob, celuloza) in heteropolimere (nukleinske
kisline (14).

Za razumevanje mehanskih lastnosti posameznih polimernih verig je potrebno definirati
nekatere pojme:

- Dolzina konturja (ang. contour length): je dejanska razdalja vzdolz glavne verige
polimerne molekule od i-tega do j-tega segmenta (L;;). Celotna dolzina konturja (ang.
total contour length) je razdalja od prvega do zadnjega segmenta (L, = X', 1;) (Slika
4A).

- Razdalja "end-to-end” (ang. end-to-end distance): je razdalja med prvim in zadnjim
segmentom polimerne verige (Slika 4A).

- Persisten¢na dolzina (ang. persistence length): je dolzina konturja od i-tega do k-tega
segmenta, kjer se izgubi smerna povezava med dvema segmentnima vektorjema (L, —
Slika 4A).

- Vztrajnostni polmer (ang. radius of gyration): je povpre¢na oddaljenost posameznega

segmenta polimerne verige od masnega teziS€a celotne molekule (Slika 4B).

Vztrajnostni polmer je bolj prirocna oblika za izrazanje velikosti linearnih in

razvejanih polimerov (15).
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\ razdalja end-to-end

Slika 4: A - Model polimerne verige kot prosto povezana veriga (ang. Freely Jointed Chain - FIC). Crtkana linija
predstavlja razdaljo “end-to-end”, L, persistenc¢no dolzino in r; dolzino posameznega segmenta (15). B -
Vztrajnostni polmer: ry, r, in r3 predstavljajo povpre¢no oddaljenost posameznih monomernih enot od centra
mase polimera (16).

Modeli polimerov

Za opis mehanskih lastnosti polimernih verig se uporabljajo razlicni matemati¢ni modeli.

1) Model naklju¢nega gibanja (ang. random walk)

Polimer je sestavljen iz N monomerov pri ¢emer ne upoStevamo lastne prostornine
monomerov in korelacije med posameznimi ¢leni verige. Naklju¢no gibanje se zacne v
(poljubni) izhodiS¢ni tocki, ki predstavlja en konec polimera, in konfa v kon¢ni tocki, ki
predstavlja drug konec polimera. Od enega do drugega konca pridemo v N korakih v naklju¢ni
smeri, ki opisuje N naklju¢no orientiranih, v verigo povezanih monomerov (Slika 4A).

Z vztrajnostnim polmerom (Ry), ki ga izracunamo v skladu z modelom naklju¢nega hoda,
ovrednotimo dimenzije polimera v raztopini. IzraCunamo ga kot povprecje vsote kvadratov

razdalj med posameznim monomerom in teziS¢em mase celotnega polimera:

1 <
Ry =~ N (e = Tmean)? /Enacba 5/
Kjer je N Stevilo monomerov v polimerni verigi, ry je polozaj k-tega monomera, rmean pa

poloZaj srednjega monomera (17).

2) Model prosto zdruzene verige (ang. Freely Jointed Chain — FJC)

Osnovni model, ki opisuje idealno polimerno verigo, je model prosto zdruzene verige (ang.

Freely Jointed Chain — FJC). Ta predpostavlja, da so posamezni rigidni segmenti povezani z
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univerzalnimi spoji, ki ne omejujejo relativne rotacijske svobode sosednjih segmentov (Slika

5). Tak polimer lahko zavzame $tevilne konformacije (15).

-
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Slika 5: Enostaven FJC model. 6 predstavlja kot med dvema vezema, ¢ pa kot ki je posledica proste rotacije
okrog svoje osi (15).

3) Model »¢érvom podobne verige« (ang. Worm-like-chain model)

Tretji model obravnava polimer kot “érvom podobno verigo” (ang. worm-like-chain model —
WLC). Ta model za razliko od FJC predpostavlja polimerno verigo kot neskoncno
fleksibilno. V tem modelu je polimer karakteriziran z enim samim parametrom, fleksijsko
persisten¢no dolzino Ly. polimer je predstavljen kot crta, ki se gladko zvija zaradi nakljucnih
termi¢nih fluktuacij. Po tem modelu je porazdelitev kotov med zaporednimi ¢leni verige

Gauss-ova in jo lahko zapisemo z nasledno enacbo:

1

POM) = (Z) exp (27) Enacba 6/

21l 2:1

kjer 6 predstavlja kot pregiba, | razdaljo med dvema segmentoma in L, perzisten¢no dolzino

polimera. Persisten¢no dolzino nato izraCunamo z uporabo Enacbe 7:

02(D) = (i) /Enacba 7/

Z dolocitvijo persistencne dolzine ovrednotimo glavno mehansko lastnost posameznih

polimernih verig na molekularnem nivoju — togost (ang. stiffness) (18).

1.4 Vrsticna preiskovalna mikroskopija

Z razvojem novih dostavnih sistem se vedno znova kaze tudi potreba po novih metodah za

njihovo vrednotenje. Tako se je v 80. letih 20. stoletja razvila nova metoda za vrednotenje
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povrsinskih lastnosti na nanometrskem nivoju, imenovana vrsti¢na preiskovalna mikroskopija
(Scanning probe microscopy — SPM). Osnovne vrste SPM tehnik so vrsticna tunelska
mikroskopija (ang. Scanning Tunneling Microscopy, STM), mikroskopija na atomsko silo
(ang. Atomic Force Microscopy, AFM) ter bliznja vrsticna opti¢na mikroskopija (ang. Near-
field Scanning Optical Microscopy, NSOM) (19). Skupno znacilnost SPM metod je, da
vzorcev ne opazujemo ve¢ s pomocjo elektromagnetnega valovanja (svetlobni in elektronski
mikroskop), ampak povr$ino “tipamo” (20).

Tipalo je sestavljeno iz nosilca in ostre konice. Med snemanjem tipalo privedemo v
neposredno blizino povrSine vzorca, ali pa se z njo povrsine vzorca dotaknemo (odvisno od
vrste SPM). Snemanje povrSine vzorca poteka tako, da konico sistemati¢no pomikamo
vzporedno po povrsini vzorca, kot to prikazuje Slika 6 (ang. raster scanning). Druga moznost,
ki se pogosto uporablja, je, da premikamo vzorec glede na konico. Tako pridobimo podatke o
topografiji vzorca in nekaterih drugih lastnostih (elasti¢nost, namagnetenost, naelektrenost), na

izbranih koordinatah na povrsini vzorca (20).

s,

g 2
: g o
= 3

g 3

o~
2 —————— ]

g ——

g —

zatetek 3
% | »
korak.

|
[
i
1
smer hitrega skeniranja [

Slika 6: Nacin delovanja SPM. Podatki se zbirajo v smeri hitrega skeniranja, medtem ko se v nasprotni smeri ne
zbirajo. Pravokotno na smer hitrega skeniranja je smer pocasnega skeniranja, ki pomeni samo prehod skenerja v
naslednjo vrstico (20).

1.4.1 Mikroskopija na atomsko silo

Mikroskopija na atomsko silo (AFM — atomic force microscopy) omogoca vizualizacijo
prevodnih in neprevodnih vzorcev v tekoCinah, zraku in vakuumu (19). Z njo topografsko
preiskujemo povrsine velikosti do 100 um v X in y smeri. Poleg tega jo uporabljamo za
kvantitativno vrednotenje fizikalnih lastnosti materialov, kot so povrSinske, kemijske
(lokalizacija razli¢nih funkcionalnih skupin na povrSini), mehanske (elasticnost, plasti¢nost,

viskoelasti¢nost/plasti¢nost), magnetne in elektrokemijske lastnosti (20).
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Princip delovanja AFM (Slika 7) temelji na merjenju odmika tipala, ki ga premikamo po
povrsini vzorca. Odmik tipala povzro¢i delovanje razli¢nih sil med konico tipala in povrSino

vzorca. Najpogostejse sile, ki se pri tem detektirajo, SO van Ko ottty Y
aser

der Waals-ove, elektrostatske, magnetne, ionske in kapilarne. \ 7

ontrolni
tem

Upogib tipala dolo¢imo tako, da na vrh tipala svetimo z F
sis Rotica

lasersko svetlobo. Odbiti laserski zarek detektiramo s

krajevno obcutljivim fotodetektorjem ter na ta nain merimo

vertikalni (topografija — razlika v napetosti med zgornjo in s

spodnjo fotodiodo) in lateralni (trenje — razlika v napetosti

Slika 7: Shematski prikaz delovanja

med levo in desno fotodiodo) premik konice (19). AFM (12)

Nacini snemanja povrsin vzorcev z AFM

Vzorec lahko z AFM vizualiziramo na razli¢ne nacine in sicer:
- kontaktni na¢in snemanja (ang. contact mode)
- nekontaktni na¢in snemanja (ang. non-contact mode)

- tipalni nacin snemanja (ang. tapping mode)

Kontaktni nacin snemanja

Pri kontaktnem nacinu snemanja povrsSine vzorca privedemo konico tipala v stik s povr§ino
vzorca (Slika 8a). Ob stiku delujejo med njima medatomske odbojne sile. Obstajata dve
razli¢ici kontaktnega naina snemanja. Prva moZnost je delovanje mikroskopa pri konstantni
sili. Pri tem nacinu je vklju€ena povratna zanka, ki omogoca, da se vertikalni polozaj vzorca
med meritvijo spreminja tako, da je sila med konico in vzorcem ves Cas enaka. Tekom
snemanja z dviganjem in spuSc¢anjem vzorca sledimo ploskvi konstantne sile, oblika ploskve
pa je enaka obliki povrSine, ki jo snemamo. Drugi nacin je delovanje mikroskopa pri
konstantni visini. V tem primeru se polozaj vzorca med snemanjem ne spreminja, ampak
spremljamo lego tipala v vsaki tocki skeniranja. Sila med konico in vzorcem se pri tem nacinu
spreminja. Kontaktni na¢in uporabljamo za slikanje povrsin mehansko neobcutljivih vzorcev.
Glede na to, da je konica v nenehnem stiku s povr§ino vzorca, je mozno s kontaktnim nacinom

doseci atomsko locljivost (20).
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Slika 8: Nacini snemanja z AFM. a - kontaktni na¢in, b - nekontaktni na¢in, ¢ - tipalni na¢in (19).

Nekontaktni nacin snemanja

Za razliko od kontaktnega nacina snemanja, kjer sta vzorec in konica tipala v neposrednem
stiku, se pri nekontaktnem nacinu snemanja vzorec in konica ne stikata (Slika 8b). Tipalo niha
z doloc¢eno amplitudo in lastno frekvenco na majhni oddaljenosti od vzorca (priblizno 1-10
nm). Pri tem delujejo med konico in vzorcem S$ibke privlacne sile (van der Waals-ove,
elektrostatske, kapilarne), ki jih detektiramo. Ko pride konica tipala dovolj blizu vzorca, se
znajde v polju prej nastetih sil, kar povzro¢i zmanjsanje frekvence osciliranja in zmanjSanje
amplitude nihanja. Dobra lastnost te metode je nedestruktivnost, kar je Se posebej pomembno

pri snemanju povrsine obc¢utljivih vzorcev (npr. bioloski vzorci) (19, 20).

Tipalni nadin snemanja

V tem nadinu snemanja roCica tipala niha z resonan¢no frekvenco, za kar potrebujemo
mehanizem vzbujanja nihanja (Slika 8c). Za to poskrbi poseben piezoelement. Ko se tipalo
tekom svojega nihalnega cikla dotakne povrSine, se amplituda nihanja zmanjSa. To predstavlja
merilo za ohranjanje konstantne razdalje med tipalom in povrsino vzorca. Tipalni nacdin
snemanja je primeren za obcutljive vzorce. Kot problematicne se lahko izkaZzejo mehke
povrsine, saj se lahko ob stiku konica tipala kontaminira z vzorcem in povzro¢i dodatno
obtezitev igle, to pa spremembo resonancne frekvence, zaradi Cesar je potrebno zamenjati

konico (19, 20).

Spektroskopija sil (ang. Force spectroscopy)

Mikroskopija na atomsko silo ima Stevilne moznosti uporabe. Topografsko preucevanje
povrsin snovi je le ena izmed njih. Dodatno lahko z AFM posnamemo tudi silo med konico in
povrsino vzorca v odvisnosti od razdalje med njima. To metodo imenujemo spektroskopija sil

(ang. Force spectroscopy). Najpogosteje jo uporabljamo za merjenje adhezijskih sil in
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dolo¢anje nano-mehanskih lastnosti snovi (npr. elasti¢nost). Kot rezultat merjenja sil v izbrani
toc¢ki na povrsini vzorca dobimo krivuljo sila/razdalja (ang. force/distance). Ta predstavlja v
osnovi odvisnost upogiba tipala od premika piezoelektriénega vodila (Slika 9). Na zacetku
(polozaj A) je konica daleC stran od vzorca in med njima ne deluje nobena sila. Nato se S
konico za¢nemo priblizevati povrSini vzorca. V dolo¢enem trenutku se kontaminacijski plasti
konice in vzorca zaradi delovanja kapilarnih sil stakneta. Pravimo, da konica “sko¢i” na
povrsino vzorca (ang. jump in). Ta stik je odvisen od debeline plasti kondenzirane vlage na
vzorcu, Ki je prisotna, razen ¢e meritve ne izvajamo v vakuumu. To povzro¢i rahel premik
krivulje navzdol (polozaj B). Ko sta vzorec in konica v stiku (polozaj C, tocka 0) zacnejo
delovati mo¢ne medatomske odbojne sile zaradi Cesar se zacne rocica upogibati (polozaj D).
Sledi oddaljevanje konice od vzorca (polozaj D), vendar ostaneta v stiku dokler sila rocice ne

prevlada nad silo adhezije in se konica odbije od vzorca (polozaj F) (20).

upogibanje rocice

priviacne sile

E r1azdalja med konico in
vrorcem oz. poloZaj vzorca

Slika 9: Shematski prikaz krivulje sila/razdalja in upogib ro¢ice v odvisnosti od polozaja vzorca (20).

1.5 Instrumentalna nanoindentacija

Instrumentalno nanoindentacijo izvajamo s —

pomoc¢jo inStrumenta, ki se imenuje

- = .
»  Blazilne vzmeti

fe——Jd] —» Kondenzatorski
merilnik premika

nanoindenter oziroma naprava za zaznavanje

globine vtisa. Mehanske lastnosti razli¢nih vrst

=1

—— Konica indenterja
——>» Vzorec

materialov lahko dolo¢imo z nanoindenterjem

na osnovi  kontroliranega  vtiskovanja .
——— Pomiéna miza

diamantne konice v preiskovani vzorec. Shema

Slika 10: Shematic¢en prikaz nanoindenterja (12).
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instrumenta je prikazana na Sliki 10.

Princip delovanja temelji na kontrolirani elektromagnetni obremenitvi konice, ki jo dovajamo
proti vzorcu s pomoc¢jo magneta in navitja nad nanoindenterjem. Ta nam omogoca natancen
nadzor obremenitve in merjenje sile v merilnem obmocju od 10 nN do 10 N (12).
Nanoindentacija predstavlja kontrolirano kompresijo (vtiskovanje konice v vzorec) in
dekompresijo (oddaljevanje konice v zacetni polozaj). Med ciklom obremenjevanja (loading)
in razbremenjevanja (unloading) se zapisujejo podatki o globini in sili konice. Rezultat je
krivulja, ki prikazuje odvisnost globine vtisa od uporabljene obremenitve (Slika 11 levo).
Obtezitveni del krivulje opisuje odpornost vzorca proti prodiranju konice v material in
posledi¢no izraza elasti¢ne in plasticne lastnosti preskusanega materiala. Na drugi strani, pa

razbremenitveni del krivulje vsebuje podatke o elasti¢ni relaksaciji vtisa (Slika 11 levo) (21).
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Slika 11: Krivulja odvisnosti globine vtisa od sile levo (22) in deformacijske energije pri deformaciji vzorca z
vtiskavanjem desno (21). Pomembni parametri so Fpa — maksimalna sila stiskanja, hyn., — maksimalna globina
vtisa, h, — globina vtisa po razbremenitvi, h, — globina vtisa, ki odgovarja tangenti strmine razbremenitvene
krivulje, Wy singie — €nergija elasti¢ne deformacije, Wy single — energija plasti¢ne deformacije.

1.5.1 Analiza krivulje sila/globina vtisa

Analiza temelji na predpostavki, da se povrsina pod konico deformira delno elasti¢no in delno
plasti¢no. Na podlagi krivulj sila/globina vtisa in z upoStevanjem geometrije konice lahko
izraGunamo vtisno trdnost (H), Young-ov modul (E) na osnovi Oliver-Pharr-ove teorije in
elasticno (We) ter plasti¢no energijo (W) vzorca.

Osnovo Oliver-Pharr-ovega modela je postavil Sneddon, ki je prvi izra¢unal zvezo med silo
(F), globino (h) in povrsino vtisa ob stiku polneskon¢no elastiéne povrSine ter toge konice

razli¢nih geometrij (Enacba 8):
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F=ath— h,)™ /Enacba 8/
Kjer je a konstanta odvisna od vrste materiala, m je konstanta odvisna od geometrije konice (m
=1 (ravni pecati); m = 1.5 (kroglasta in paraboloidna konica); m = 2 (stoz¢asta konica)), h je
globina vtisa in h, je globina vtisa po razbremenitvi.

Za dolocitev vtisne trdote (H) in Young-ovega modula (E) potrebujemo togost (S) in projekcijo
povrsine kontakta med konico in vzorcem (Ap).

S predstavlja zacetek strmine razbremenitvene krivulje (Slika 11 levo), ki jo lahko
predstavimo z Enacbo 9. Stik med konico in vzorcem lahko v tem primeru modeliramo kot

kontakt med popolnoma togo konico in izotropno snovjo z reduciranim elasti¢cnim modulom

Er

S =2E. /A, /Enacba 9/

T
A, je projekcija povrSine stika pri maksimalni sili, ki jo opisuje funkcija oblike konice
Ay, = f(h.). Ta za Berkovich-ev indenter znaSa 23.96 h..

Globino kontakta konice in vzorca pri maksimalni sili (hc) dobimo kot:
he = hax — €k(Mmax — ) /Enac¢ba 10/

Young-ov modul preiskovanega materiala (E), lahko torej izra¢unamo z upostevanjem Young-

ovega modula (E;) in Poisson-ovega Stevila (v;) diamantne konice (Enacba 11):

/Enacba 11/

H predstavlja kvocient Frnay in Ap in je merilo odpornosti materiala proti plasti¢ni deformaciji.

Vtisna trdota je lahko opredeljena tudi kot odpornost materiala proti vdoru drugega telesa.

H = Imex /Ena&ba 12/
Ap

Deformacijsko delo (W), kot vsoto elasticnega (We single) in plasticnega (Wyj single) prispevka,
dobimo z integriranjem krivulje sile v odvisnosti od globine vtisa. PovrSina med
obremenitveno in razbremenitveno krivuljo pomeni energijo plastiéne deformacije, energija
elasti¢ne relaksacije pa odgovarja povrsini pod razbremenitveno krivuljo (Slika 11 desno)
(12).
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Kontinuirano merjenje togosti (ang. Continuous Stiffness Measurement - CSM)

CSM tehnika je ena izmed izboljSav klasi¢nega postopka nanoindentacije. Pri tej tehniki
kontinuirano merimo globino, medtem ko vzorec obremenjujemo z manj$Sim dinamic¢nim
nihanjem signala sile ter merimo fazni zamik pri vsaki doloceni globini vtisa (najpogosteje na
vsaka 2 nm) (23). Tako lahko, s pomoc¢jo CSM tehnike, dolocamo Young-ov modul ter vtisno
trdnost iz krivulje obremenjevanja in kot funkcijo globine vtisa.

Opisana tehnika nam ponuja nekaj prednosti. Z njo lahko kontinuirano spremljamo mehanske
lastnosti kot funkcijo globine, kar je pomembno pri analizi heterogenih vzorcev. Ker osnovne
koli¢ine mehanskih lastnosti pridobimo iz krivulje obremenjevanja, je ¢as analize znacilno
skrajSan. Omogoc¢a nam tudi zelo natan¢no dolocCitev toCke kontakta konice indenterja s
povrSino vzorca, kar je pomemben korak pri analizi vecine podatkov pridobljenih z

nanoindentacijo.

1.6 Ksantan

Ksantan (XAN) je naravni anionski ekstraceli¢ni polisaharid, ki ga proizvaja bakterija
Xanthomonas campestris. Odkrili so ga v 50. letih 20. stoletja in ga nato zaradi njegovih

uporabnih lastnosti za¢eli podrobno proucevati (24).

1.6.1 Struktura

XAN je heteropolisaharid, kar pomeni, da je sestavljen iz razlicnih monosaharidnih enot.
Glavni gradnik primarne strukture je ponavljajoi se pentasaharidni fragment sestavljen iz
dveh molekul glukoze, dveh molekul manoze in ene molekule glukuronske kisline (Slika 12)
(24).

Osnovna veriga je zgrajena iz B-D-glukoznih enot povezanih z 1-4 glikozidno vezjo, kot pri
celulozi. Na osnovno verigo je na vsako drugo glukozo na mesto O-3 pripeta trisaharidna
stranska veriga sestavljena iz dveh D-manoz in ene D-glukuronske kisline, vezane med njima
z glikozidno vezjo. Priblizno polovica terminalnih D-manoz vsebuje piruvatni ostanek v obliki
ketala. Manoza, vezana na osnovno verigo, vsebuje na mestu 6 acetilno skupino. Zaradi
prisotnosti piruvata in glukuronske kisline ima polisaharid negativni naboj (24). V raztopinah
zavzame XAN obliko vijacnice, s pomocjo katere se zmanjSa stericna napetost in

elektrostatski odboj v stranski verigi (16).
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strukturi. V literaturi je objavljeno, _ PDmama
da se v raztopinah z vi§jo ionsko Slika 12: Primarna struktura ksantana (16).

mocjo in pri temperaturah nizjih od temperature konformacijskega prehoda (Ty), XAN nahaja
v dvovijacni urejeni strukturi (Slika 13). Pri kateri temperaturi pride do spremembe
konformcije iz dvojne v enojno vijacnico, je odvisno od ionske moci raztopine. V precisceni
vodi je Ty, med 50 in 60 °C, medtem ko se v raztopini z ionsko mo¢jo 0,1 M dvigne na 80 °C.
Elektroliti namre¢ dvojno vija¢nico stabilizirajo z nevtralizacijo nabojev v stranski verigi, kar
povzro¢i zmanjsanje elektrostatskega odboja med nabitimi skupinami v stranskih verigah in te
se prilegajo osnovni verigi preko vodikovih vezi (4). Ce raztopini z nizjo ionsko mocjo spet le
to poviSamo ali znizamo temperaturo (pod Tp) se enovijacna struktura uredi v renaturirano

obliko, ki pa je manj urejena kot dvovijaéna ampak bolj kot enovija¢na (16).

Slika 13: Sekundarna struktura ksantana. Vpliv temperature in ionske moé¢i na konformacijske spremembe
ksantana v raztopini. A - nativna (urejena) konformacija, B - denaturirana (neurejena) konformacija, C -
renaturirana (delno urejena) konformacija (4).
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2 NAMEN DELA

.....

nabrekanje in erozija ksantanskih ogrodnih tablet odvisna od ionske moci raztopin. Ker je
obnasanje na makroskopskem nivoju vedno odvisno od dogajanja na molekularnem, bomo na
polimernih filmih iz ksantana z metodo instrumentalne nanoindentacije dolo€ili njihove
mehanske lastnosti (polimerne verige medsebojno povezane v strukturo filma), Se bolj
podrobno na molekularnem nivoju (na nivoju posamezne polimerne verige) pa s pomocjo

mikroskopa na atomsko silo.

V prvem delu bomo izdelali hidrofilne ogrodne tablete iz ksantana. Zelo pomemben proces pri
spros¢anju ZU iz hidrofilnih ogrodnih tablet je nabrekanje. Zato bomo z gravimetri¢no metodo
dolo¢ili stopnjo nabrekanja in delez erozije izdelanih tablet v razli¢nih medijih in sicer: 0,08
M raztopini klorovodikove kisline, 0,001 M raztopini klorovodikove kisline, pre¢iséeni vodi in

0,2 M raztopini natrijevega klorida.

V drugem delu se bomo osredotoCili na obnasanje polimera na molekularnem nivoju z
uporabo razredCenih raztopin ksantana v medijih razli¢ne ionske moci. Z mikroskopijo na
atomsko silo bomo posneli posamezne molekule in poskuSali preko parametrov, kot sta
persistencna dolZina in dolZina konturja ter vztrajnostnega polmera napovedovati nabrekanje

ogrodnega ksantanskega matriksa v raztopinah razli¢ne ionske mo¢i.

Kot vmesni sistem med tableto in posamezno ksantansko verigo, bomo proucili mehanske
lastnosti njegovih polimernih filmov. S pomoc¢jo instrumentalne nanoindentacije bomo
dolocili parameter elasticnosti (Young-ov modul) in plasti¢nosti (vtisna trdnost). Cilj bo tudi
pokazati korelacijo med mehanskimi lastnostmi polimernih verig in nanometrskimi
deformacijskimi lastnostmi polimernih filmov oziroma makroskopskim obnaSanjem

ksantanskih ogrodnih tablet.
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3 EKSPERIMENTALNO DELO

3.1 MATERIALI

e Ksantan — Sigma Aldrich, USA; CAS 11138-66-2, serija 060M0155V;
e NaCl: Merck KGaA, Nemcija;

e HCI (1M): Merck KGaA, Nemcija;

e Titrisol® — koncentrat za pripravo 1M HCI, Merck KGaA, Nem¢ija;

e Preciscena voda — pripravljena na Fakulteti za farmacijo;

3.2 NAPRAVE

e Analitska tehtnica Mettler Toledo A6245, Svica

e Elektronska tehtnica Mettler Toledo AG245, Svica

e Magnetno mesalo IKE WERKE, Nemc¢ija

e Avtomatske pipete BIOHIT 1-1000 puL, Finska

e Sistem za preskusSanje sproscanja z vesli (USP Apparatus 2), ERWEKA DTG, grelec
ERWEKA T 1500, Nem¢ija

e Hidravli¢na tabletirka na udarec IMA Killian SP300, Cologne, Nemcija

e Naprava za dolocanje trdnosti tablet Tablet hardness tester VK 200, Vanderkamp,
ZDA

e Mikroskop na atomsko silo — Nanoscope llla multimode, Veeco, Santa Barbara,
Kalifornija, ZDA

e Nanoindenter, Agilent G200, Santa Clara, Kalifornija, ZDA.

e Roc¢na hidravli¢na stiskalnica za stiskanje prahov v plos¢ice Graseby Specac, Velika
Britanija

e Naprava za merjenje sticnega kota Drop Shape Analysis System DSA 100 Contact
Angle Meter KRUSS, Nem¢ija
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3.3 POSTOPKI IN METODE

3.3.1 Priprava medijev za doloCanje nabrekanja in erozije, za pripravo raztopin
za AFM in za pripravo filmov za nanoindentacijo

Medije za proucevanje nabrekanja in erozije hidrofilnih ogrodnih tablet iz ksantana, za
pripravo raztopin za snemanje posameznih molekul z AFM in za izdelavo tankih filmov za
AFM nanoindentacijo, smo pripravili tako, da smo zatehtali ustrezno maso NaCl ali odmerili
ustrezen volumen HCIl v buc¢ko in dodali pre¢is¢eno vodo do oznake. Sestava medijev je

prikazana v Tabeli I.

Table I: Sestava raztopin.

Ime medija Sestava (za 1 liter medija) lonska mo¢ (mol/L)
Precis¢ena voda Preciscena voda 0
0,001 M HCI 1 mL 1M HCI 0,001
0,08 M HCI 80 mL 1M HCI 0,08
NaCl 11,699 0,2

Sestavo posameznega medija smo izracunali tako, da smo dobili ustrezne ionske moci, kot je

to razvidno v Tabeli 1, z naslednjo enacbo:

U= %-Z c; - i? /Enacba 13/

Kjer u predstavlja ionsko mo¢ medija, ¢; je koncentracija iona v molih na liter, i je naboj iona.

3.3.2 Izdelava tablet za vrednotenje nabrekanja in erozije

XAN je praskasta snov, ki ima slabe pretoc¢ne lastnosti. Ker v tabletah nismo Zeleli dodatkov
za izboljSanje preto¢nosti, ki bi lahko vplivale na potek nabrekanja (npr. Mg-stearat), smo
tablete stisnili na polavtomatski na¢in. Za vsako tableto smo posebej zatehtali 500 mg XAN-a
na plasti¢no kartico, ga vsuli v matricno vdolbino tabletirke in stisnili tableto (Slika 14). Za
stiskanje tablet smo uporabili okrogle peCate s premerom 12 mm, z ravno ploskvijo in
posnetimi robovi (ang. flat-faced bevel-edge).

Sila stiskanja na zgornjem pecatu je bila priblizno 5 kN. Tablete so imele priblizno enako

trdnost (80 — 100 N) in povpre¢no maso 500 £ 10 mg (n=5).
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Slika 14: A - Ksantan kot prasek in stisnjen v tableto, B - Tabletirka Killian SP 300.

3.3.3 Priprava vzorcev za AFM slikanje

Koncentracija osnovne raztopine XAN-a iz katere smo pripravljali molekularne raztopine je
bila 1 g/L, in sicer pripravljena z raztapljanjem ksantana v medijih, kot so precis¢ena voda,
0,08 M HCI, 0,001 M HCl in raztopina NaCl. Cas priprave polimernih raztopin je bil 24 ur ob
konstantnem mesSanju na magnetnem meSalu. Koncentracije molekularnih raztopin ksantana so
bile 0,0002 g/L, ki smo jih pripravili z razred¢evanjem osnovne raztopine s pomocjo
omenjenih topil. Po 5 uL. molekularnih raztopin smo odpipetirali na sveze oCi§¢ene nosilce iz
sljude (ang. mica) in pustili da so se posusile na zraku pri normalnih laboratorijskih pogojih v

zaprtih mikrotitrskih plos¢icah.

3.3.4 Priprava filmov za instrumentalno nanoindentacijo

Na precizni tehtnici smo zatehtali po 2,0 grama XAN-a in ga prenesli v 100 mL bucke ter
dopolnili z ustreznimi mediji do oznake, da smo dobili raztopine XAN-a s koncentracijo 20
g/L. Raztopine smo nato prelili v ¢aSe in meSali na magnetnem meSalu ¢ez no¢, da so se
homogeno premesale. Filme smo pripravili z metodo ulivanja viskoznih raztopin v kalupe
oziroma matrice iz gume enakih velikosti (premer je 5 cm), v katere smo zatehtali po 5,0 g
posamezne raztopine. Povr§ino smo poravnali s spatulo in pustili, da so se filmi na zraku pri

laboratorijskih pogojih posusili. Za podlago smo uporabili teflonsko ponev.
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3.3.5 Doloc¢anje stopnje nabrekanja in erozije

Preskus, s katerim smo doloc¢ili stopnjo nabrekanja in erozijo ksantanskih ogrodnih tablet, smo
izvajali na napravi za spro$c¢anje z vesli Erweka DT6 (USP dissolution test for solid dosage
forms, Apparatus 2 — Paddle apparatus), ki je prikazana na Sliki 15. V steklene posode
naprave smo nalili po 900 ml medija in pocakali, da se je segrel na temperaturo 37 + 0,5 °C.
Hitrost mesanja oziroma vrtenja vesel je bila nastavljena na 50 obratov/minuto. Tablete smo
dali v zi¢nate kosSarice (zaradi kasnejSega lazjega odstranjevanja iz medija ter da se niso
prilepile na dno posode) in jih potopili v medij. Za vsako ¢asovno tocko in vsak medij smo
naredili tri paralelke. Tablete smo vzeli iz medija v razlicnih ¢asovnih toc¢kah in sicer po 30
min, 1, 2, 4, 6, 8 h. Ko smo tablete vzeli iz medija, smo jih takoj stehtali na analitski tehtnici.
Nato smo jih prenesli na filter papir in dali suSit v suSilnik na suhi zrak pri temperaturi 60 °C.
Maso posuSenih tablet smo veckrat preverili na analitski tehtnici in ko je bila masa konstantna,

smo predvideli, da so tablete suhe.

Slika 15: Preucevanje nabrekanja in erozije na napravi Erweka DS6.

Stopnjo nabrekanja smo iz pridobljenih podatkov izracunali z naslednjo enacbo:

stopnja nabrekanja (%) = % 100 /Enacba 14/
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Kjer m; predstavlja maso hidratirane tablete po dolo¢enem Casu nabrekanja (g), ms pa maso
preostanka posusene tablete po nabrekanju (g).

Delez erozije ksantanskih ogrodnih tablet smo izra¢unali z Enacbo 15:

% erozije = % 100 /Enacba 15/

(0]

kjer mo predstavlja maso suhe tablete pred nabrekanjem (g).

3.3.6 AFM analiza posameznih polimernih verig ksantana
Pripravo vzorcev XAN-a za AFM snemanje smo opisali v podpoglavju 3.3.3. Meritve smo

izvajali na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani, oddelek za fiziko trdnih snovi. Snemanje

posameznih molekul XAN-a smo opravili z AFM Nanoscope Illa (Slika 16).

i
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Slika 16: AFM Nanoscop ultimode (12).

Slike smo posneli s kontaktnim nacinom v 1-butanolu, ki precipitira in fiksira ksantanske
verige na povrsino sljude. Uporabili smo konice iz silicijevega nitrida (MSCT, Veeco, Santa
Barbara, Kalifornja, ZDA) s konstanto vzmeti 0,1 N/m. Hitrost slikanja je bila 3 Hz. Posnete
slike so bile shranjene v formatu 512 x 512 piksla. Za vsako raztopino smo posneli vsaj 30
posameznih verig XAN-a.
Za analizo so bile primerne samo verige polimera, ki so zadostile naslednjim pogojem:

e vidna sta bila oba konca verige

e posamezna veriga ni bila v stiku oziroma ni bila prepletena z drugo verigo polimera
Z uporabo 2D slikovne analize (Clarkson University, Potsdam, New York, ZDA) smo dolocili

dolZino enega piksla na sliki in to uporabili za dolo¢anje dolZine posamezne polimerne verige
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In izraCun vztrajnostnega polmera. Persisten¢no dolzino smo izracunali s pomocjo kota, ki ga

zavzame tangenta segmenta pred spremembo smeri polimerne verige (Enacbi 6 in 7).

3.3.7 AFM nanoindentacija polimernih filmov iz ksantana

Za testiranje mehanskih lastnosti ksantanskih filmov smo uporabili nanoindenter Agilent G200
(Agilent, ZDA) opremljen z modulom za kontinuirano merjenje togosti (continuous stifness
mesurements — CSM) na Naravoslovnotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani, oddelku za
metalurgijo. Ksantanske filme, ki smo jih pripravili v medijih razli¢ne ionske mo¢i, smo s
pomocjo dvokomponentne cianoakrilatne smole (UHU plus sofortfest, Baden, Nemcija)
pritrdili na kovinski nosilec.

Za dolo¢anje mehanskih lastnosti smo uporabili Berkovich-ev indenter, ki ima obliko tristrane
piramide. Preizkuse smo izvajali pri sobni temperaturi. Kot kriterij za nadaljnje izvajanje
analize oziroma cikel obremenjevanja (priblizevanje konice povrSini vzorca z nastavljeno
hitrostjo) smo postavili vrednost termi¢nega lezenja (ang. thermal drift) manjSo kot 0.05 nm/s.
Na Sliki 17 je prikazan film XAN-a pripravljen z raztopino NaCl po nanoindentaciji, na
katerem so razvidni vtisi s tristrano Berkovich-evo konico, kot posledica plasticne deformacije

vzZorca.

Slika 17: Film po nanoindentaciji.

Vsi preizkusi so izvedeni v CSM nacinu (poglavje 1.5), pri ¢emer smo kontinuirano spremljali
odvisnost E in H od globine vtiskovanja. Hitrost obremenitve in razbremenitve je bila 0,05/s.

Pri maksimalni globini vtisa (2000 nm) smo indenter zadrzali 10 s preden smo vzorec
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razbremenili. S tem smo zmanjsali vpliv ¢asovno odvisne plasticne deformacije (lezenje -
crip) na elasti¢no relaksacijo v razbremenitveni fazi.
Na vsakem vzorcu smo izvedli najmanj 30 poizkusov. Za obdelavo podatkov smo uporabili

Oliver in Pharr-ovo teorijo (25, 26).

3.3.8 Izdelava tablet in doloCanje hitrosti njihovega omocenja

Na plasti¢ne kartice smo zatehtali po 400 mg praskastega XAN-a in ga na ro¢ni hidravli¢ni
stiskalnici stisnili v okrogle tablete (ploscice) s silo priblizno 100 kN in premerom 12 mm.

Za injiciranje medijev (precisc¢ena voda, 0,08 M HCI, 0,001 M HCI, raztopina NaCl) na tablete
smo izbrali nacin z injekcijsko brizgo. Na tableto smo kanili kapljico medija in posneli filme
spreminjanja oblike kapljice s ¢asom (25 slik/sekundo). S programsko opremo smo obdelali
posnete filme tako, da smo izracunali sticne kote kapljic za vsako sliko posnetka ter hitrost
spreminjanja stiénega kota za posamezen medij. Iz pridobljenih podatkov smo izracunali

hitrost omocenja tablet v medijih razli¢ne ionske moci.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Nabrekanje in erozija ogrodnih tablet iz ksantana

V cloveskem organizmu so po peroralni aplikaciji tablete podvrzene razlicnim fizioloskim
pogojem v gastrointestinalnem traktu (GIT). Ionska mo¢ se skozi GIT spreminja od 0,01 do
0,166 M (16), zato smo tudi nase teste izvajali v medijih z ionskimi mo¢mi od 0 do 0,2 M. Za
razumevanje nabrekanja tablet iz XAN-a je zelo pomembno dejstvo, da je XAN naravni
anionski polimer s pKa 3,1, kar pomeni, da na nabrekanje vplivata tako ionska mo¢, kot tudi
pH (27).

Slika 18 prikazuje tablete po nabrekanju. Tablete, ki so nabrekale v medijih z ve¢jo ionsko
mocjo (raztopini NaCl in 0,08 M HCI) so tvorile na pogled tanjsi in bolj ¢vrst hidrogelski
plas¢. Tudi po 8 urah nabrekanja so obdrzale obliko in konsistenco. Za razliko od teh pa so
tablete, ki so nabrekale v medijih z nizjo ionsko mocjo (pre¢is¢ena voda, 0,001 M HCI),
tvorile debelejso in manj ¢vrsto hidrogelsko plast. Po priblizno 6 urah nabrekanja sSmo opazili,

da nimajo veC oblike tablete, ampak so nastali sferi¢ni kosmici (Slika 19). Konsistenca

preostanka teh tablet se je po odstranitvi iz testnega medija porusila.

0,08 M HC1

NaCl

0,001 M HC1

Preciicena
voda

Slika 18: Slike tablete po nabrekanju v medijih razli¢ne ionske mo¢i po razli¢énem casu.
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Slika 19: Tableta v preciséeni vodi po priblizno 6 urah izgubi svojo prvotno obliko.

Rezultate nabrekanja tablet v medijih z razli¢nimi ionskimi jakostmi smo prikazali na Grafu 1.
Najvecjo stopnjo nabrekanja smo ugotovili v medijih, kot sta 0,001 M HCI in precisena voda
(medija z nizko ionsko moc¢jo). Stopnja nabrekanja v teh dveh primerih doseze po 8 h
nabrekanja skoraj 3000%. Ker je XAN polisaharid s Stevilnimi karboksilnimi skupinami
(karboksilne skupine glukuronske in piruvi¢ne kisline), so v preciSceni vodi s pH priblizno 7,0
in =0 M le-te ionizirane. Med negativno nabitimi verigami pride do elektrostatskega odboja,
kar povzroc¢i njihovo obilno hidratiranje ter hitrejSe in moc¢nejse razpletanje. Glede na rezultate
sklepamo, da so verige XAN-a v medijih z nizko ionsko mocjo naklju¢no zvite (ang. random
coil), torej v neurejenem stanju (28). Zato so Stevilne hidrofilne skupine izpostavljene vodnim
molekulam, kar pomeni, da so favorizirane interakcije med XAN verigami in vodo. Posledica

je visja stopnja nabrekanja in tvorba debelejse plasti hidrogela.
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Graf 1: Nabrekanje ksantanskih ogrodnih tablet v medijih z razli¢nimi ionskimi mo¢mi in pH-ji (n=3).

3500
y = 352,23x + 174,38
_ 3000 R”=0,9972 ¥ + Voda
X
S = 0,001 M HCl
s 2500 %y =336,3x + 144,44  NaC|
c 2 _
< 2000 R° = 0.9992 0,08 M HCI
< — Linearno (Voda)
g 1500 /1 y = 96,34x + 144,94 — Linearno (0,001 M HCI)
= 2: s
£ 1000 R“=0,982 Linearno (NaCl)
» / / — Linearno (0,08 M HC))
> F ——  ——— y=555/8+ %9
= 2 —
0 . . . R =0,9717
0 2 4 6 8 10
Cas (h)

Iz Grafa 1 je jasno razvidna razlika v stopnji nabrekanja v medijih z nizjimi in vi$jimi
ionskimi mo¢mi. V medijih z vi§jimi ionskimi moémi predvidevamo, da se verige XAN-a
obnasajo bolj podobno palicam (ang. rod-like) (28). V primeru raztopine NaCl Na® ioni
sencijo ionizirane karboksilne skupine stranskih verig in s tem zmanjsajo elektrostatski odboj.
Stranske verige se zato bolj prilegajo glavni verigi in moZnosti za interakcije med vodnimi
molekulami in XAN verigami so manjSe, kar ima za posledico tvorbo dvojnih vijacnic.
Posledica je manjSa stopnja nabrekanja in tanjSa plast nastalega hidrogela. Najpocasnejse je,
nizkega pH-ja, do prepre¢evanja disociacije COOH skupin, posledi¢no se zmanjsajo
elektrostatske repulzije, kar omogoca nastanek dvojnih vijacnic.

Rezultati vpliva ionske moci in pH-ja medijev na nabrekanj hidrofilnih ogrodnih tablet iz
XAN-a so primerljivi z literaturnimi (28).
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Graf 2: Erozija ksantanskih ogrodnih tablet v medijih z razli¢no ionsko mo¢jo (n=3).
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Rezultati preucevanja erozije XAN ogrodnih tablet (Graf 2) kazejo, da se z viSanjem ionske
moci medijev delez erozije zmanjSuje. Najvecjo stopnjo erozije dosezejo tablete v preciséeni
vodi, kar je glede na to, da je velik delez karboksilnih skupin v ioniziranem stanju in s tem bolj
izpostavljen interakcijam z vodnimi molekulami, tudi pricakovano. Po 8 urni izpostavljenosti
precis€eni vodi je erodiralo skoraj 50% tablete. lzrazite so predvsem razlike v delezu erozije
med preciséeno vodo in ostalimi mediji. Nasprotno pa so razlike v delezu erozije v medijih
0,001 M HCI, 0,08 M HCI in NaCl majhne. Sicer smo pri¢akovali, da bo delez erozije v 0,001
zasledimo podobno veliko razliko v delezu erozije med tema dvema medijema. Delezi erozije
po osmih urah v medijih 0,001 M HCI, 0,08 M HCI in NaCl so slede¢i 28%, 23% in 18%.

Na Grafu 2 opazimo tudi velike standardne deviacije v primerih vode in raztopine NaCl. To je

slabost gravimetriéne metode za doloCanje nabrekanja in erozije. Jemanje tablet iz testnih

raztopin, kljub maksimalnemu trudu, niso vedno najbolj natan¢ne, saj se del hidrogela lahko

odluséi.
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4.2 AFM analiza posameznih polimernih verig ksantana

Za AFM analizo smo se odlo¢ili z namenom, da bi vizualizirali posamezne molekule XAN-a v
medijih z razlicnimi ionskimi mo¢mi (Slika 20) in izracunali doloCene parametre, ki nam

opisujejo mehanske lastnosti posameznih polimernih verig.

Slika 20: Primeri slik posnetih z AFM. A — preciséena voda, B — 0,001 M HCI, C — 0,08 M HCI in D — NaCl.

Slika 20 prikazuje posamezne molekule XAN-a v medijih razli¢nih ionskih mo¢i. Opazimo
lahko razvite molekule, ki pa ob¢asno vsebujejo tudi zanke in razcep (Slika 20-B spodaj in C).
Vzrok za nastanek zank naj bi bil prisotnost eno vijacnih posameznih verig oziroma
razpletanje dvojnih in trojnih vijanic v enojno (16). Na slikah so vidni tudi vozli (npr. Slika
20-A). To so vse svetlejSe tocke na polimernih verigah. Pojavljajo se na specificnih mestih,

kjer zaradi prisotnosti nepolarnih ostankov (npr. acetatne skupine), pride do intermolekularnih

38



povezav (16). Na sliki 20 C je vidna zelo zavita polimerna veriga v 0,08 M HCI, kar smo

kasneje potrdili z izraunom persisten¢ne dolzine in vztrajnostnega radija.

Z AFM smo posneli posamezne molekule XAN-a in nato rekonstruirali njihovo konformacijo
z uporabo 2D - slikovne analize, ki temelji na delu Fontali at al (12). Odlocili smo se za
izratun dveh parametrov in sicer perSistencne dolzine (ang. persistence length) in
vztrajnostnega polmera (ang. radius of gyration) posameznih polimernih verig.

Rezultate smo podali v Tabeli Il, Grafu 3 in 4.

Table II: Rezultati AFM analize posameznih molekul XAN-a.

Vzorec Tonska mo¢ | Persisten¢na dolZina (nm) | Vztrajnostni polmer (nm)
(mol/L)
PreciS¢ena voda 0,0 355,68 £29,12 288,75 £ 99,60
HCI pH=3,0 0,001 257,50 + 36,76 180,18 + 73,62
HCI pH=1,2 0,08 58,18 £ 6,398 58,29 + 23,99
NaCl 0,2 34,63 + 14,30 82,07 £ 37,69

Persisten¢na dolzina je osnovna lastnost, S katero ovrednotimo togost polimernih verig. Na
osnovi rezultatov lahko sklepamo, da se persisten¢na dolzina zmanjSuje z veCanjem ionske
moci medijev ter da se poveCuje togost posamezne polimerne verige. Slednje smo pojasnili S
senfenjem negativnega naboja vzdolZ molekule XAN-a, kar povzro¢i zvitje verige in
posledi¢no zmanjSanje persisten¢ne dolZzine v medijih vecje ionske moci. ZmanjSanje
persisten¢ne dolzine v medijih, kot sta 0,08 M HCI in NaCl kaZze na mogoc¢i konformacijski
prehod molekule XAN-a iz enojne v dvojno vija¢nico 0ziroma iz neurejene enojne vijacnice v
urejeno enojno ali dvojno vija¢nico. V raztopinah z nizjimi ionskimi mo¢mi (precis¢ena voda,
0,001 M HCl) je zaradi vecjega Stevila ioniziranih karboksilnih skupin prisoten velik
elektrostatski odboj v stranskih verigah. Posledica so bolj ravne in daljSe polimerne verige
(vi§je vrednosti persistencne dolZine). Rezultati naSih meritev se ujemajo z drugimi
literaturnimi podatki o persisten¢ni dolzini posameznih verig XAN-a pridobljeni z AFM

analizo (16).
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Graf 3: Persisten¢na dolzina posameznih molekul XAN-a v odvisnosti od ionske mo¢i medija.
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Drugi parameter, ki smo ga dolo¢ili posameznim polimernim verigam XAN-a, je vztrajnostni
polmer. Z njim ovrednotimo povpre¢no razdaljo posameznega segmenta polimerne verige od
masnega teziS¢a molekule. Rezultati meritev so podani v Tabeli Il in Grafu 4.

Rezultati kaZejo na zmanjsanje vztrajnostnega polmera s pove¢anjem ionske moci medijev. Na
podlagi tega smo sklepali, da ve¢ji vztrajnostni polmer ustreza ve¢ji hidrataciji polimernih
verig, kar makroskopsko opazamo kot izrazito nabrekanje polimernega ogrodja tablet v
medijih manj3e ionske mo¢i. Nasprotno, v prisotnosti Na* ionov oziroma pri nizkem pH, XAN
zmerno nabreka, tako da v gelski plasti nastajajo podro¢ja nizke mikroviskoznosti, kar
kvantitativno vidimo kot zmanjSanje vztrajnostnega polmera. Visji vztrajnostni polmer v
medijih nizje ionske moc¢i pomeni tudi vecjo prepletenost polimernih verig v hidrogelski plasti
(16).

Pri ocenjevanju vztrajnostnega polmera lahko na Grafu 4 opazimo veliko standardno deviacijo

vzorcev, kar je kvantitativni kazalec velike heterogenosti vzorcev.
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Graf 4: Vztrajnostni polmer posameznih molekul XAN-a v odvisnosti od ionske mo¢i medija.
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4.3 Instrumentalna nanoindentacija polimernih filmov iz ksantana

Sposobnost ukrivljanja ksantanskih verig je posledica ionskega senenja in je zelo pomembna
za elastiCne lastnosti struktur, ki jih XAN verige tvorijo z medsebojnim povezovanjem.
Izdelali smo tanke ksantanske filme iz raztopin razli¢nih ionskih modci, da bi ponazorili
lastnosti gelske plasti ogrodnih tablet. Vpliv ionske moci na togost polimernih filmov in
posledi¢no nacin njihovega nabrekanja smo potrdili z mapiranjem deformacije vzorcev s
pomocjo instrumentalne nanoindentacije.

Spremljali smo odvisnost globine vtisa od obremenitve vzorca, kot je prikazano na Grafu 5

(polimerni film XAN-a v prec¢isceni vodi).
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Graf 5: Primer krivulje obremenitev vzorca - globina vtisa filma pripravljenega iz raztopine XAN-a v pre¢isceni

vodi.
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Tabela I11: Young-ovi moduli (E) in vtisne trdote (H).

E (GPa) + Std H (MPa) + Std
XAN precisc¢ena voda 5,5+0,6 280+ 50
XAN 0,001 M HCI 54+0,5 270 £ 40
XAN 0,08 M HCI 7,5+0,8 390 £ 60
XAN NaCl 7,0+0,7 350 +£60

Na osnovi rezultatov (Tabela I11) lahko sklepamo, da filma pripravljena iz medijev nizke

ionske moci izkazujeta vecjo plasti¢nost (nizje vrednosti vtisne trdnosti). Filma, ki smo jih

naredili iz medijev ve¢je ionske moci pa kazeta na bolj krhko strukturo (vi§je vrednosti vtisne

trdnosti). V 0,08 M HCI je veéina karboksilnih skupin XAN-a v neionizirani obliki, kar

omogoca nastanek vodikovih vezi med verigami. Rezultat tega je ve€ja togost filmov, kot

posledica vecjega Stevila interakcij med polimernimi verigami (visji E). Podobno je pri filmu

pripravljenim z raztopino NaCl. V tem primeru so ionizirane karboksilne skupine sencene s

strani Na* ionov, kar spet omogoca nastanek veéjega stevila vodikovih vezi in rezultira v vegji
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togosti filma (visji E). Togost filmov, pripravljenih iz medijev z nizjo ionsko mocjo, je manjsa
(nizji E), kar je posledica manjSega Stevila vodikovih vezi, zaradi vecjega deleza COO™ skupin.
4.4 Povezave makro/mikro lastnosti sistemov na osnovi ksantana

4.4.1 Korelacije med razseznostnim (bulk) in molekularnim (single) nivojem

Perzistencna dolzina vs. Young-ov modul

Korelacija med mikro- (persisten¢na dolZzina) in makroskopskim parametrom (Young-ov

modul filmov iz XAN-a) je predstavljena na Grafu 6.

Graf 6: Korelacija med Young-ovim modulom ksantanskih filmov in persistenéno dolZino posameznih molekul

XAN-a v medijih z razliénimi ionskimi mo¢mi.
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Persistencna dolZzina nam ovrednoti togost, kot eno od glavnih mehanskih lastnosti,
posamezne molekule v raztopinah z razlicno ionsko mocjo. Na razseznostnem nivoju togost

ovrednotimo z dolo¢anjem Young-ovega modula. Graf 6 nam kaze na linearno korelacijo
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(determinacijski koeficient R? = 0,746) med tema dvema parametroma v odvisnosti od ionske
moci medijev. Bolj ukrivljena polimerna veriga (manjSa persistencna dolzina) prispeva k bolj

kompaktni ureditvi verig in veéji togosti ksantanskih filmov v medijih vecje ionske moci (visji

filmski plasti manj urejene, kar se kaze v manjsi togosti polimernih filmov (nizji E).

Nabrekanje kot makroskopski parameter vs. vztrajnostni polmer kot mikroskopski
parameter

Graf 7: Korelacija med hitrostjo nabrekanja ksantanskih ogrodnih tablet in vztrajnostnim polmerom posameznih

molekul XAN-a v medijih z razli¢nimi ionskimi moémi.
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Na Grafu 7 je predstavljena korelacija med vztrajnostnim polmerom, kot mikroskopsko
lastnostjo, in hitrostjo nabrekanja, kot makroskopsko lastnostjo. Na podlagi determinacijskega
koeficienta (R® = 0,780) sklepamo na linearno korelacijo med omenjenima parametroma. Pri

nizjih ionskih moceh (prec¢is¢ena voda, 0,001 M HCI) imajo posamezne molekule XAN-a
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vecji vztrajnostni polmer, kar je povezano z vecjo velikostjo polimernih verig oziroma so te
verige bolj razvite (oddaljenost posameznega segmenta od masnega tezis¢a molekule je vecja).
To se kaze na makroskopski ravni kot vecja hitrost nabrekanja in debelejSa hidrogelska plast
ogrodnih tablet XAN-a (vidno na Sliki 18). Nasprotno imajo molekule XAN-a v medijih z
vi§jimi ionskimi mo¢mi (0,08 M HCI, NaCl) manjsi vztrajnostni polmer, kar pomeni bolj zvite
molekule in manj$o oddaljenost posameznega segmenta verige od masnega tezis¢a molekule.
To prispeva k bolj tesnemu pakiranju polimernih verig, ve¢ji vrednosti vtisne trdnosti in
posledi¢no tanjsi gelski plasti, kar se izraza v manjsi hitrosti nabrekanja v medijih vecje ionske

modi.

4.4.2 Napovedovanje nabrekanja ksantanskih filmov

Glavni problem pri proucevanje nabrekanja z gravimetricno metodo je nenatan¢nost, saj se ob
jemanju vzorcev iz testne raztopine (predvsem preciséene vode in 0,001 M HCI, kjer se
konsistenca tablet porusi) izgubi del hidrogelskega plas¢a tablet. Poleg tega je ta proces tudi
Casovno in materialno potraten. Zato smo poskusali najti povezavo med mehanskimi
lastnostmi polimernih filmov (E, H) in nabrekanjem, s katero bi za napovedovanje nabrekanja

porabili manj ¢asa in materiala.
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Graf 8: Korelacija med nabrekanjem (naklon, k) in Young-ovimi moduli v medijih z razli¢nimi ionskimi mo¢mi.
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Na osnovi nasih rezultatov lahko potrdimo linearno korelacijo med Young-ovim modulom in
hitrostjo nabrekanja gelske plasti (Graf 8, R? = 0,979). Hkrati pa smo pokazali tudi, da med
vtisno trdnostjo in stopnjo nabrekanja obstaja linearna korelacija (Graf 9, R? = 0,932). Visja
vrednost vtisne trdnosti kaZe na bolj kompaktno povezanost med polimernimi molekulami, kar
pomeni da potrebujemo vecjo silo, da material plasticno deformiramo (Graf 9). Bolj
kompaktni polimerni filmi ponazarjajo tanjSo gelsko plast ksantanskih ogrodnih tablet oziroma

njihovo manjSo stopnjo nabrekanja.
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Graf 9: Korelacija med hitrostjo nabrekanja (naklon, k) in vtisno trdnostjo.
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4.5 Hitrost omoc¢enja

S testiranjem omocenja tablet smo poskusali ugotoviti vpliv ionske moc¢i medijev na ta proces

in ga nadalje povezati s procesom nabrekanja. Rezultati spreminjanja sti¢nih kotov s ¢asom

(Graf 10) so znotraj posameznega medija zelo slabo ponovljivi, kar opazimo kot velike razlike

med posameznimi meritvami. Hitrost omocenja smo poskusali dolociti z linearno regresijo

zacetnega dela krivulj, vendar tudi to ni dalo nobenih oprijemljivih rezultatov. MoZni vzroki

za veliko variabilnost rezultatov bi lahko bili nasledn;ji:

hrapava in neravna povrsina stisnjenih tablet;

poroznost tablet;

volumen kapljice (ta ne sme biti prevelik zaradi vpliva gravitacije; v naSem primeru
smo volumen kapljice odmerjali rocno);

pronicanje tekocCine v vzorec in s tem sprememba sti¢nega kota (29).

Zaradi omenjenih tezav se v podrobno teorijo glede omocenja tablet nismo poglobili.
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Graf 10: Spreminjanje sti¢nih kotov s ¢asom. Za iste medije so razlike v sti¢nih kotih zelo velike, kar kaze na

slabo ponovljivost meritev.
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5 SKLEPI

Na podlagi preucevanja nabrekanja XAN hidrofilnih ogrodnih tablet v medijih z razli¢nimi
ionskimi mo¢mi lahko zaklju¢imo, da dosezejo tablete najveCjo stopnjo nabrekanja v
precis¢eni vodi. Z naras¢anjem ionske moc¢i medijev stopnja nabrekanja tablet pada. Sencenje
ioniziranih karboksilnih skupin v 0,08 M HCI in elektrolitsko $¢itenje z Na* ioni v primeru
raztopine NaCl sta glavna razloga, da se med verigami XAN-a zmanjsa elektrostatski naboj.
Posledica je manjSa stopnja nabrekanja v omenjenih medijih. Hkrati z nabrekanjem poteka
tudi erozija tablet. Delezi erozije do doloCene mere sledijo stopnjam nabrekanja (pre¢iséena
voda > 0,001 M HCI > NaCl > 0,08 M HCI). Razlika je samo pri raztopinah NaCl in 0,08 M

HCI, ki sta pri nabrekanju zamenjana.

Z metodo AFM smo dolocili vpliv ionske moc¢i medijev na mehanske lastnosti posameznih
polimernih verig (persistenéna dolzina in vztrajnostni polmer). Z visanjem ionske moci se
togost posameznih polimernih verig povecuje (persisten¢na dolzina se z viSanjem ionske moci
medijev krajsa). Ugotovili smo tudi, da se vztrajnostni polmer z zmanjSevanjem ionske moci
medija povecuje, kar ustreza vecji hidrataciji polimernih verig. Na makroskopskem nivoju to
opazamo kot izrazito nabrekanje polimernega ogrodja tablet v medijih manjSe ionske moci

(visje vrednosti vztrajnostnega polmera).

Z instrumentalno nanoindentacijo tankih filmov XAN-a pripravljenih iz raztopin z razli¢nimi
ionskimi mo¢mi smo dolo¢ili njihov vpliv na mehanske lastnosti (Young-ov modul in vtisno
trdnost). Filmi pripravljeni iz raztopin z nizjo ionsko mocjo izkazujejo vecjo plasti¢nost, kot
filmi pripravljeni iz raztopin z vi§jo ionsko mocjo. Na podlagi izracunanih Young-ovih
modulov lahko zaklju¢imo, da se z viSanjem ionske moci raztopin, togost filmov povecuje

(vi§je vrednosti E).

Na podlagi podatkov pridobljenih z razli¢nimi eksperimenti smo ugotavljali korelacije med
njimi. Tako smo ugotovili linearni korelaciji na razseZznostnem nivoju med Young-ovim
modulom in hitrostjo nabrekanja (R? = 0,979) ter vtisno trdnostjo in hitrostjo nabrekanja (R? =

0,932). S taksno korelacijo bi lahko na podlagi izmerjenega Young-ovega modula oziroma
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vtisne trdnosti v prihodnje napovedovali hitrost nabrekanja ogrodnih tablet iz XAN-a. Prav
tako smo ugotovili linearne korelacije med molekularnim in razseZnostnim nivojem in Sicer
med persisten¢no dolzino in Young-ovim modlom (R? = 0,746) ter vztrajnostnim polmerom in
hitrostjo nabrekanja (R? = 0,780). Glede na dobro linearno korelacijo parametrov med bulk in
single nivojem, lahko sklepamo, da lastnosti na razseznostni ravni (nabrekanje) posledica

urejenosti strukture na molekularni ravni (persisten¢na dolzina, vztrajnostni polmer).
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