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1. UvOD

Alginat je kao biomaterijal Cesto koriSten u prehrambenoj, farmaceutskoj 1 biomedicinskoj
industriji zbog svoje biokompatibilnosti, netoksi¢nosti i biorazgradivosti. U prisutnosti
viSevalentnih kationa alginat stvara ionski gel, Sto predstavlja njegovo najcjenjenije svojstvo
te je tako formiran gel Siroko prihvacen kod inkapsuliranja bioaktivnih komponenata,

lijekova i imobilizacije stanica (Ching i sur., 2017).

Ovaj je rad dio preliminarnih eksperimenata usmjerenih na sintezu alginatnih mikrokuglica
obiljeZzenih nanocCesticama metalnih oksida te je njegov cilj sintetizirati alginatne
mikrokuglice emulzijskim postupkom te utvrditi sastav emulzije koji vodi do nastajanja

alginatnih mikrokuglica zeljenog raspona veli¢ine (50-100 um).

Alginatne mikrokuglice pripremane su metodom stvaranja emulzije tipa "voda u ulju" s
internim geliranjem. Vodenu fazu ¢inila je vodena otopina natrijeva alginata, a uljnu fazu
suncokretovo ulje dok je kao interni gelator koriSten kalcijev karbonat dispergiran u vodenoj
fazi, a geliranje inicirano dodatkom octene kiseline u uljnu fazu. Provedbom eksperimenata
pripreme mikrokuglica utvrden je optimalan sastav emulzije te istrazen utjecaj

hidrodinamickih uvjeta na veli¢inu mikrokuglica.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Alginat

Alginat je biomaterijal, prirodno prisutan polimer, koji ¢ini sastavni dio smedih algi, iz kojih
se najcesce dobiva, te nekih vrsta bakterija. Komercijalno dostupan alginat ekstrahira se iz
smedih algi (Phaeophyceae), ukljucuju¢i Laminaria hyperborea, Laminaria digitata,
Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum 1 Macrocystis pyrifera tretmanom alkalnih
vodenih otopina, najces¢e s natrijevih hidroksidom. Dobiven ekstrakt se filtrira te se dodaje
natrijev ili kalcijev klorid kako bi se alginat istalozio. Alginatna sol tranformira se u alginsku
kiselinu tretmanom razrjedenom klorovodi¢nom kiselinom. Nakon daljnjeg prociS¢avanja i
pretvorbe, proizveden je natrijev alginat topiv u vodi. Alginat se moZe prizvesti biosintezom
iz bakterija te je takav alginat definiranije kemijske strukture i fzikalnih svojstava nego
alginat dobiven iz smedih algi. Bakterijski alginat moze biti proizveden iz bakterija
Azotobacter 1 Pseudomonas. Proces dobivanja iz bakterija dijeli se na nekoliko koraka;
sinteza prekursora supstrata, polimerizacija 1 citoplazmatski membranski prijenos,
periplazmatski prijenos i modifikacija te eksportiranje kroz vanjsku membranu. Nedavni
napredak u reguliranju biosinteze alginata iz bakterija ima potencijal omogucavanja
dobivanja alginata s to¢no definiranim svojstvima i Sirokom upotrebom u razliitim

industrijama (Lee i Mooney, 2012).

2.1.1. Kemijska struktura i svojstva alginata

Kemijski gledano, alginat je sustav nerazgranatih binarnih kopolimera povezanih (1—4)
glikozidnim vezama (Smidsred i Skjak-Brek, 1990). Sastavljen od dviju vrsta uronskih
kiselina, B-D-manuronske kiseline (M) i a-L-guluronske kiseline (G), svojstva aglinata ovise
o rasporedu monomernih jedinica. Prisutna su tri na¢ina grupiranja: blokovi izmjeni¢nih
manuronskih i guluronskih jedinica (MGMG-MGM...) zatim blokovi guluronskih jedinica
(GGGG...) te manurosnkih jedinica (MMM-MMM...) (Slika 1.) (Reis i sur. 2006). Alginat
pokazuje veliku raznolikost kemijskog sastava, omjera G i1 M ostataka, ovisno o bioloSkom

izvoru ekstrakcije i rastu i sezonskim uvjetima biljke (Heng i sur., 2003).

S jednom karboksilnom grupom u svakoj M ili G jedinici, alginat je visoko negativno nabijen

polielektrolit u neutralnom 1ili luZznatom pH. UmreZavanje alginata s viSevalentnim kationima
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kao §to su kalcijev, cinkov ili aluminijev ion dovodi do transformacije alginata u hidrogel.
Opcenito, uoceno je da GG dijade imaju vecu selektivnost za kalcijeve ione nego MM dijade
ili MG dijade (Heng i sur., 2003). Udio G i M jedinica u alginatu mozZe znacajno utjecati na
njegova svojstva geliranja i prema tome je bitno za indutrijske i akademske svrhe. Opcenito,
ako je udio G jedinica velik i duzina G lanca dugacka, rigidnost alginatanih lanaca je velika.
Alginat s visokim G udjelom tvori britke i jake gelove, dok alginat s visokim M udjelom tvori
mekse i elasticnije gelove. MG blokovi dovode do skupljanja alginata i vece fleksibilnosti.
Dodatno tome, alginat ne moze tvoriti gel ako je molarni udio G blokova manji od 20-25%
(Huisur., 2021).
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Slika 1. Moguce sekvence L-guluronske kiseline (G) i D-manuronske kiseline
(M) u alginatnom polimeru (Ching i sur., 2017).

Molekularna masa alginata opcenito spada u podru¢je od 32 do 400 kDa ovisno o izvoru,
vrsti 1 procesu ekstrakcije. Molekularna masa alginata moze znacajno utjecati na njegova
svojstva geliranja, ukljucujuéi bubrenje, smanjenje, mehanicku rigidnosti 1 sposobnost otpora
interferencijama monovalentnih kationa. Alginat moze izgubiti dio svoje bioloske aktivnosti
ako mu je smanjena molekularna masa, Sto utjece na izvedbu i funkcionalne karakteristike.

Alginat s ve¢om molekularnom masom uvijek daje vecu stopu brzine geliranja, znacajno
povecava jacinu gela 1 pojaCava elasticnost i1 viskoznost naspram alginata s nizom
molekularnom masom. Nadalje, jacina alginantog gela se povefava s povecanjem

molekularne mase kad je prosjecna molekularna masa manja od 240 kDa. Ako je
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molekularna masa veca od 240 kDa, zanemariv je utjecaj na jacinu gela (Hu i sur., 2021).

Alginat je topljiv u vodi, ali netopljiv u organskim otapalima. Kada se otopi u vodi tvori
viskozni koloid ¢iji volumen moze nabubriti do 10 puta apsorbiranjem vode. Viskoznost
alginatne otopine uglavnom je ovisna o koncentraciji i stupnju polimerizacije. Obi¢no
koncentracija alginata varira 1-10% prilikom koristenja u eksperimentima.

Topljivost alginata uglavnom je pod utjecajem 4 parametra: (1) raspodjela G i M blokova.
Alginat s ve¢im udjelom G blokova ima vecu topljivost od onog s ve¢im udjelom M blokova.
U uvjetima niskog pH, alginat s ve¢im udjelom MG blokova je topljiv, ali alginat bogat G- i
M- blokovima nije topljiv; (2) pH vrijednost otapala. Vazno je otopiti alginat u otapalu pH
vrijednosti iznad odredene kriticne vrijednosti kako bi karboksilne skupine bile
deprotonirane; (3) ionska jakost. Topljivost alginata se opcenito povecava s povecanjem
ionske jakosti sustava (vrijedi osim za ione geliranja), jer visoka ionska jakost moze stisnuti
molekule lanaca zbog efekta elektrostatskog odbijanja, smanjujuéi namotaje lanaca i
viskoznost sustava; (4) prisutnost geliraju¢ih iona. Nuzno je alginat otopiti u vodenom
otapalu bez gelirajucih iona zbog tendencije alginata formiranju gela u prisutnosti geliraju¢ih
kationa kao Sto su kalcijev, barijev 1 stroncijev ion. K tome, alginat s protoniranim
karboksilnim skupinama ne moze biti u potpunosti rasprSen u nijednom otapalu ukljucujuci

vodene sustave (Hu i sur., 2021).

2.1.2. Upotreba alginata

Alginat je Cesto koriSten za modificiranje svojstava hrane kao S§to su reoloska svojstva,
sposobnost vezanje vode, stabiliziranje emulzija te formiranje filmova. Alginatne Cestice
naj¢eS¢e su koriStene hidrokoloidne Ccestica gela jer su biokompatibilne, netoksi¢ne,
biorazgradive, jeftine te jednostavne za proizvesti. Osobito su cijenjene zbog svoje primjene
za inkapsulaciju. Inkapsulacija u alginatne Cestice nudi zastitnicku ulogu stanicama, DNA,
nutrijentima 1 mikrobima. Sporo otpuStanje aroma, minerala 1 lijekova takoder moze biti
postignuto inkapsulacijom u alginatni gel. Veli¢ina i oblik kuglica gela ovisne o primjeni. Do
danas, vecina primjene Cestica alginatnog gela sastoji se od inkapsulacije prehrambenih,
farmaceutskih, biomedicinskih i agrikulturnih materijala. Na primjer, brojni sastojci hrane
inkapsulirani su godinama, kao $to su ulja/lipidi, probioticke stanica, arome, polifenoli,
vitamini, antioksidansi, peptidi, enzimi,... Stisnuta struktura matrice gela zadrzava srz

materijala i formira zastitni¢ku barijeru koja ogranicava difuziju molekula ovisno o njihovoj



veli¢ini 1 naboju ili minimalizira degradaciju osjetljivih materijala jezgre kod vanjskog

utjecaja okolisa (Ching i sur., 2017).

Agens za zgusSnjavanje 1 stabiliziranje

Alginatni polimer Siroko je koriSten u prehrambenoj industriji kao agens za zgus$njavanje i
stabiliziranje. Alginat kao agens za zguSnjavanje ima dokazane prednosti u smislu
kohezivnosti i adhezivnosti naspram drugih komercijalnih zgusnjivada. Cisti alginat daje
viskoznost deset puta vecu od komercijalnih zgusnjivaca. Nadalje, alginat se uvijek koristi
zajedno s drugim dodatnim zgusnjiva¢ima kako bi se poboljsala tekstura proizvoda,
organoleptiCka svojstva 1 prihvatljivost od strane potrosaca. Na primjer, alginat moze biti
dodan u jogurt kako bi odrZzao njegovu cEvrtocu, poboljSao adhezivnost 1 sprjecio pad
viskoznosti tijekom termicke obrade, dovode¢i do kremastije teksture sistema. Kao agens za
stabiliziranje, alginat se moze dodati u pivo radi stabiliziranja pjene. MoZe se pomijesati i s
emulgiranim kapljicama ulja za pripremu emulgiranih gelova, koji imaju visoka tiksotropna
svojstva i potencijal u koriStenju u majonezi i sliénim namirnicama s niskim udjelom masti.

Kalcijev alginat se moze dodavati u pekmeze ili salate kako bi dao gladak okus. Moze se

dodati i u sladoled za stabilizaciju kristala leda (Hu i sur., 2021).

Funkcionalna zastita: premaz 1 inkapsulacija

Alginat je izvrtan funkcionalni zastitnik s kontroliranim geliranjem. Alginat moZe biti
koriSten u hrani kao premaz. Na primjer, alginatom se moze premazati svjeze 1 prerezano
voce 1 povrce kako bi se smanjila oksidacija masti, rast mikroba, gubitak nutrijenata, sprjecilo
raspadanje hrane tijekom skladiStenja i transporta i takoder efikasno poboljSao rok trajnosti.

Alginat kao agens za inkapsuliranje Siroko je koriSten za inkapsulaciju specifi¢nih nutrijenata,
kao §to su vitamin Bj, vitamin Bi2 1 vitamin C. Inkapsulirane tvari mogu se dodati hrani 1
time pruziti odredenu nutritivnost. Inkapsulacija alginatom koriStena je u tehnologiji
proizvodnje sokova gdje se kao inkapsulant koristi enzim pektinaza koji osigurava bistrinu

sokova (Hu i sur., 2021).

Biomedicina

Alginat je Siroko koriSten u biomedicinskoj industriji zbog svoje biokompatibilnosti,

antioksidativne 1 protuupalne sposobnosti. KoriStenje u pripravama za zacjeljivanje rana



pokazuje prednosti naspram konvencionalnih formula, gdje alginat pruza zastitu rane od
patogena, zadrzava vlagu oko rane te smanjuje rizik od upale i ubrzava zacjeljivanje.

Kalcijev alginat se koristi u kultiviranju stanica in vitro zbog svoje biokompatibilnosti,
neimunogenosti, u stanicama kao $to su hondrociti, mioblasti 1 osteoblasti.

Kalcijev alginat dokazan je nosac stanica za okoStavanje u animalnim modelima ve¢ od prije
30 godina te moze efektivnho dovesti do regeneracije kostiju kroz dostavu faktora rasta i
osteoinduktivnih faktora. U danaSnje vrijeme, bio-kompleksni alginatni hidrogel moze
simulirati bioloSke funckije ekstracelularnog matriksa proteina i ima obecavajuci potencijal

za in situ obnovu kostiju (Hu i sur., 2021).

Farmacija

Alginat je koriSten kao vezivno sredstvo u tabletama za kontrolirano otpusStanje i trenutno
otpustanje sustava lijekova. Razvijeno je nekoliko sustava dopremanja lijekova koristeci
alginat 1 svaki je pokazao superiornu biokompatibilnost i sigurnost naspram inorganskih
Cestica kao $to je silika. Kalcijev alginat moze biti koriSten u dopremanju ciljanih lijekova

kao Sto su bakteriofagi za kontroliranu aktivnost stanica (Hu i sur., 2021).

Druge upotrebe

Alginat je smatran efikasnim adsorbentnim materijalom za adsorpciju zagadivaca, uglavnom
metalnih iona u otpadnoj vodi od pesticida, antibiotika 1 teskih metala te je tako Cesto koriSten
u svrhu zastite okoliSa.

Alginat kao bio-tinta moZe biti koriSten u tehnologiji 3D-printanja jer pokazuje dobru
mehanic¢ku potporu, kompletnost modela printanja i relativno zadovoljavajuéa teksturna
svojstva. Trodimenzionalno printanje omoguc¢ava izradu kompleksnih struktura u kratkom
vremenskom periodu 1 po niZoj cijeni.

Alginat se moze koristiti u baterijama kao vezivna tvar zbog svoje kohezivnosti. Takoder
moze biti koriSten u proizvodnji netoksi¢nih i bioragradivih premaza za izolaciju boje u
industriji printanja i bojanja. Alginat moZze biti u dodan u maske za lice radi efektivne difuzije
nutrijenata i brze dostave apsorpcije zbog svoje sigurnosti, zadrzavanja vlage, neiritirajucih,
antioksidativnih, protuupalnih 1 antibakterijskih svojstva. Takoder predstavlja povoljan

sastojak za kozu kao glavni matriks maske zbog svoje biorazgradivosti (Hu i sur., 2021).



2.1.3. Gelirajuce svojstvo alginata

Jedno od najcjenjenijih svojstava aglinata u prehrambenoj industriji je sposobnost stvaranja
ionskog gela u prisustvu visevalentnih kationa. Gel formiran ovakvom interakcijom Siroko je
prihvacen kod inkapsuliranja bioaktivnih komponenata u prehrambenoj industriji, lijekova u
farmaceutskoj industriji 1 imobilizaciji stanica u biotehnoloskoj industriji. Vezanje
dvovalentnog kationa na alginat selektivan je proces, odnosno alginat ima odredeni afinitet za
katione (Mn < Zn, Ni, Co < Fe < Ca < Sr < Ba < Cd < Cu < Pb). Zbog prakti¢ne primjene,
upotreba visoko toksi¢nih kationa kao §to su Pb, Cu, Cd je ogranicena. Upotreba Sr 1 Ba koji
su slabo toksi¢ni, koriSteni su u imobilizaciji stanica, ali u jako malim koncentracijama. Ca je
netoksi¢an i prema tome najSire i najceS¢e koriSten kod formiranja alginatnog gela. Jedini
nedostatak mu je Sto je nestabilan u prisutnosti kelata (citrati, fosfati, karbonati, laktati).
Afinitet alginata takoder direktno ovisi o udjelu G-blokova u strukturi (Ching 1 sur., 2017).
Istrazivanja su pokazala da kalcijevi ioni imaju veéi afinitet za GG blokove nego za MM i
MG blokove, formirajuéi ,,egg-box* strukturu s GG blokovima i time povezuju polimerne
lance medusobno bliZe. Alginati s ve¢im udjelom G blokova imaju polimerne lance manje

fleksibilne nego alginti s ve¢im udjelom M blokova (slika 2.) (Lee i sur., 2006).
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Slika 2. Prikaz molekularne strukture alginata povezivanja s dvovalentnim kationima
(C: kation, G: a-L-gluloronska kiselina; M: B-D-manuronska kiselina) (Hu i sur.,

2021).

Geliranje alginata moze biti inducirano u prisutnosti kationa kao $to su H', Ca**, Cu?*', Ba**,
AI** itd. Gelovi alginata dobiveni pomo¢u iona formirani su uglavnom zbog elektrostatskih
interakcija izmedu negativno nabijenih karboksilnih skupina molekula alginata i pozitivno
nabijenih kationa, dovodeéi do stvaranja polielektrolitnih kompleksa. Sposobnost stvaranja
gelova (polielektrolitnih kompleksa) povecava potencijal alginata kao hidrogelne

komponente. Gelovi dobiveni drugacijim ionima imaju drugaija svojstva geliranja 1
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karakteristike (Hu 1 sur., 2021). Ve¢ina dvovalentnih kationa moze formirati alginatni gel
formiranjem ,,egg-box* strukture, ali je nepoznato je li mehanizam stvaranja gela u

potpunosti jednak za ostale dvovalentne katione (Ching i sur., 2017).

Ca?
Geliranje alginata izazvano je kooperativnim povezivanjem dvovalentnih kationa i regija G-
blokova polimera, odnosno dimerizacijom G ostataka. Dodatak kalcijevih iona alginatnom
polimeru uzrokuje povezivanje dva G lanca sa suprotnih strana. Ovakvo uskladivanje stvara
prazinu u obliku dijamanta, hidrofilnu Supljina koja povezuje kalcijeve ione
multikoordinacijom koriste¢i atome kisika iz karboksilnih skupina. Takav tijesan oblik
polimera rezultira stvaranjem c¢vorista oblikovanog kao ,,egg-box* (slika 3.). Svaki kation je

povezan s 4 ostatka G bloka u ,,egg-box* obliku i formira trodimenzionalnu mrezu (Ching i

sur., 2017).

Neizgeliran natrijev Kalcij-alginatni gel,
alginat ,»egg-box* struktura

Slika 3. Prikaz ,,egg-box* modela umrezavanja alginata kalcijevim ionima (Ching i

sur., 2017).

Tri su jasna i uspjeSna koraka geliranja kalcija 1 alginata: (1) interakcija kalcijevih iona s
jednom G jedinicom 1 formiranje monokompleksa; (2) formiranje egg-box dimera
uparivanjem monokompleksa; 1 (3) bofno povezivanje egg-box dimera 1 tvorba
visekompleksa. Bo¢no povezivanje dimera nije samo pod utjecajem kalcija, nego i natrijeva
iona, molekula vode i vodikovih veza izmedu karboksilne 1 hidroksilne skupine uparenih G

ostataka (Hu i sur., 2021).



Ba’*

Barijev ion pokazuje ve¢i afinitet prema alginatu naspram kalcijeva iona. Ba-alginat daje jaci
gel s veCom stabilnosti nego Ca-alginat. Ba-alginat stabilan je u kiselom i neutralnom
okruzenju, ali moze se raspasti u luznatim uvjetima. Nadalje, uocen je neobican efekt na
svojstva gela u alginatu visokog M udjela kod zamjene Ca’** s Ba?" ionima. IstraZivanja
pokazuju da Ba®>" moze stvarati veze usporedive jagine s oba G i M bloka, ali ne i s MG
blokovima. Najja¢i Ba-alginatni gel moze biti dobiven koriste¢i Ba>* u koncentraciji od 20
mM za alginate bogate i G i M blokovima.

Medutim, Ba®>" je toksi¢an te djeluje kao inhibitor K tunela u bio-membranama u
koncentracijama veéim od 5 do 10 mM. Prema tome, koncentracija Ba®" mora biti

kontrolirana u prikladnom podrucju prilikom in vivo koriStenja (Hu i sur., 2021).

2+

Cu
Mehanizam geliranja alginata pomoc¢u bakrovih iona znacajno je drugaciji od onoga pomocu
kalcijevih iona. U procesu geliranja Cu-alginata, 4 kisikova atoma (dva iz negativno
nabijenih karboksilnih skupina i druga dva iz nenabijenih karboksilnih skupina) koordiniraju
s jednim sredi$njim Cu?" ionom i tvore Cu-alginatnu ,,egg-box* strukturu. Nadalje, ne postoji
selekcija G ili M za povezivanje Cu®?' s alginatnim lancima. ,,Egg-box* dimer formiran
izmedu Cu** i alginata uvijek je dulji od onoga formiranog s Ca®" te pokazuje uredan uzorak
umrezavanja. Nasuprot tome, Ca-alginatni dimeri su kratki i vode prema nasumi¢nom

umrezavanju kalcija 1 alginata (Hu 1 sur., 2021).

K tome, istrazivanja su pokazala da je afinitet bakrova iona za alginatne lance 10 puta ve¢i od
kalcijeva iona. Kada bakrov ion dode u kontakt s alginatom, brzo tvori gusti i debeli sloj gela
koji sprjecava daljnu difuziju bakrovih iona kroz gel. Prema tome, bakrovi ioni tesko dopiru
do unutrasnjosti gela. Takav gust 1 debeo sloj gela na povrSini povecava rigidnost gela i stvara
,»z1d*, inhibiraju¢i smanjivanje gela. Takoder je otkriveno da je za isti uzorak alginata s istom
koncentracijom, toka geliranja s bakrovim ionima niZa nego s kalcijevim ionima. Zato je
koli¢ina bakrovih iona potrebna za pocetak geliranja manja od potrebne koli¢ine kalcijevih

iona (Hu 1 sur., 2021).

St

Stroncijev ion netoksican je dvovalentni kation. Sr** se dobro veZze za G blokove, ali ne i za



M blokove, a povezivanje s MG blokovima jako je ograniceno. Interakcija Sr** s alginantim
lancima tvori analognu strukturu jezgra-ljuska, koja je sli¢na ,,egg-box* strukturi. Uspredno s
Ca?", Sr*" pokazuje veéu urednost i snaznije vezanje s molekulama alginata. Dakle, St-
alginatni gel ima znacajno vecu kemijsku stabilnost i jacu mehanic¢ku izvedbu nego Ca-

alginatni gel, u istim uvjetima koncentracije algnata i iona (Hu i sur., 2021).

Fo?
Iako je afinitet povezivanja Zeljezovih (II) iona za alginatne molekule slab, otkriveno je da
povezivanje Fe?" s ostatcima uronata nije specificno za G blokove te da i G i M blokovi
sudjeluju u formiranju Fe(Il)-alginatnog hidrogela. Nadalje, uspreduju¢i s M blokovima, G
blokovi pokazuju veéu sposobnost povezivanja s Fe’" i lakSe tvore gel na niskim
koncentracijama Fe?". Nasuprot tome, alginat s veé¢im udjelom M blokova treba veéu

koncentraciju Fe?" za tvorbu integralne mreze gela (Hu i sur., 2021).

K tome, umrezavanje alginata Fe?" ionima moZe biti snazno povezano sa oksidativno-
reduktivnim stanjem iona. Oksidacija Fe** u Fe(Il)-alginatnu otopinu moze dovesti do

formiranja Fe(Ill)-alginatnog gela kako ¢e biti opisano kasnije (Hu i sur., 2021).

AP
Algintani gelovi formirani u prisutnosti aluminijevog iona puno su stabilniji nego oni

formirani kalcijevim i barijevim, jer A’

ima produZenu trodimenzionalnu povezanu
strukturu. Medutim, detaljan mehanizam geliranja Al-alginata nije jasan. K tome, Al-alginatni
gel pokazuje vecu sposobnost vezanja vode od Ca-alginatnog 1 Ba-alginatnog gela.

Pored toga, aluminij je potencijalno toksi¢an i1 nije uvijek odabir za upotrebu u prehrambenim
proizvodima. Ponekad moZe biti upotrijebljen kao materijal za pakiranje konzerviranih

proizvoda u sigurnom i kontroliranom nacinu (Hu 1 sur., 2021).

F eﬁ+

Zeljezov (III) ion moze dati ,egg-box* helikalnu strukturu kroz snaZne elektrostatske
interakcije s karboksilnim skupinama alginata i prema tome tvori stabilnu trodimenzionalnu
medupovezanu strukturu gela. Nadalje, Fe** moZe vezati deprotonirane karboksilne skupine

alginata puno jade nego protonirane karboksilne skupine. Kada Fe*" dode u kontakt s
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molekulama alginata, preferencijalno tvori koordinirane veze s 3 termalne karboksilne
skupine alginata, ubrzavaju¢i umrezavanje i produljivanje alginatnih lanaca. S povecanjem
koncentracije Fe*", stvara se koordinacija izmedu Fe** i netermalnih karboksilnih skupina,
koja zato Cini alginatne lance nagomilanijima i namotanijima. Takva koordinacija zapocinje

daljnje stvaranje sluzave 1 homogene strukture gela (Hu 1 sur., 2021).

Poznato je da Fe** lako deoksidira. Pokazano je da umrezavanje alginata s Fe** u prisutnosti
natrijeva laktata podilazi lakoj fotoredukciji. Stovise, elektrokemijska oksidacija homogene
Fe(II)-alginatne otopine moze tvoriti Fe(Ill)-aglinatne hidrogelova, koji mogu biti pretvoreni
natrag u Fe(Il)-alginatnu otopinu kroz elektrokemijsku redukciju. Fe?" ima smanjenu
sposobnost koordiniranja alginatnim lancima, $to dovodi do otapanja hidrogela i formiranja
homogene otopine. Nadalje, Fe** veze karboksilne skupine alginata znacajno jae od Fe**.
Moze se zakljugiti da Fe** ima veéu sposobnost umrezavanja alginatnih lanaca nego Fe?" ion

(Hu 1 sur., 2021).

2.1.4. Nacini pripreme hidrogelova

Usporedno s drugim polisaharidima kao $to su Zelatin ili agar, alginat stvara gel neovisno o
temperaturi. Stvaranje alginatnog gela moze se postici uz dvije metode: ionsko povezivanje s

kationima ili kiselinsko talozenje (kiseli gel) (Ching i sur., 2017).

Stvaranje ionskog gela u prisustvu viSevalentnih kationa razlikuje se ovisno o nacinu na koji
se ioni dodaju alginatnom polimeru. Kod unutarnje metode geliranje inaktivni oblici kalcija
(CaCOs ili CaS04) pomijesaju se s alginatom te kao smjesa dispergiraju u ulju. Na taj se
nacin geliranje pojavljuje simultano na vise lokacija te se tako kontrolira izloZenost alginata
kationima 1 postize homogena raspodjela unutar hidrogela. Zatim se smjesa zakiseljava,
trenutno direktno ili kontrolirano, ¢ime se oslobadaju kalcijevi ioni iz komponenata i nastaju
Cestice alginata. Kod metode vanjskog geliranja kationi difundiraju iz podrucja vece
koncentracije u unutrasnjost Cestica alginata. Formiranje gela odvija se trenutatno na
vanjskom sloju hidrogela no nastaje nehomogeni gel, gdje je visok gradijent kationa i alginata
blizu povrSine gela, a smanjen u unutrasnjosti. Geliranje zapocinje izvana, kationi

kontinuirano difundiraju prema centru ¢estica (Ching i sur., 2017).

Alginatni kiseli gel nastaje spuStanjem pH otopine ispod konstante disocijacije (pKa)

polimera. Zbog brzog spuStanja pH dolazi do taloZenja alginatnih molekula u obliku
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nakupina dok sporo spustanje pH vrijednosti rezultira stvaranjem kontinuirane alginatne mase
kiselog gela. Alginatni kiseli gel slian je ionskog gelu u jadini gela $to je povezano s
udjelom G blokova u polimernom lancu. Alginatni kiseli gel slabije je proucavan od ionskog,

ali je i dalje uspjesno koristen kao antacid kod lijeenja zZgaravice (Ching i sur., 2017).

Morfologija i veli¢ina Cestica alginata ovisi o koriStenoj proizvodnoj metodi. Za vecéinu
upotrebe, veli¢ina Cestica alginata vazan je cimbenik kod odabira prikladne metode

inkapsuliranja (Ching i sur., 2017).

Glavna svrha ovih metoda je slomiti masu alginantog polimera u manje Cestice tijekom
geliranja. Stvaranje Cestica gela postize se u dva procesa: (1) stvaranja kontinuirane faze —
prvo se stvara masa alginata nakon ¢ega se mehanicki razbija u Cestice manjih dimenzija. (2)
formiranje dispergirane faze: neizgelirana polimerna otopina se razbija u sitne kuglice prije
nego dode do geliranja. Varijacije izmedu procesa leze u drugacijim tehnikama stvaranja

kuglica. Uvjeti u kojima se stvaraju kuglice i1 gel odreduju fizikalne karakteristike Cestica gela

(Ching i sur., 2017).

Moguce je proizvesti makrogelove reda veli¢ine iznad 1000 u dijametru metodom
jednostavnog kapanja (ekstruzije) gdje se Strcaljkom kapa otopina alginata u otopinu za
geliranje (kalcijeva kupka). Veli¢ina kuglice raste sve dok se ne odvoji od vrha $trcaljke. To

je najjednostavnija metoda koja se moze odradivati ruc¢no ili strojno (Ching i sur., 2017).

Cestice alginata reda veli¢ine ispod 1000 um u dijametru spadaju u mikrogelove te su
najcesce veli¢ine 30 um u dijametru. Nekoliko metoda ekstruzije razvijeno je kako bi se
proizvele Cestice mikronske veli¢ine. Metode se mogu svrstati u 3 opéenite kategorije 0visno
0 metodi stvaranja polimerne kapljice: (1) ekstruzija lomljenjem mlaza: elektrostatskom
atomizacijom se lomi mlaz polimera koji pod pritiskom laminarno teée kroz otvor $trcaljke te
nastaju diskretne kuglice; (2) rotiraju¢i disk: formiranje kuglica nastaje zbog efekta
centrifugalne sile na mlaz otopine polimera, kapanjem na rotiraju¢i diska ili ispuStanjem
otopine iz rotiraju¢e mlaznice; (3) atomizacija: pumpanjem zraka i1 polimerne otopine
istovremeno velikom brzinom u Strcaljku stvaraju se polimerne kuglice kod doticaja jedno s
drugim. Mikrogelovi se takoder mogu stvoriti metodom emulgiranja gdje se vodena alginatna
otopina rasprsuje u uljnoj fazi i homogenizira kako bi se dobila stabilna emulzija tipa ,,voda u

ulju“ (Ching i sur., 2017).
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Submikronske veli¢ine Cestica alginatnog gela, manje od 500 nm, spadaju u nanogelove.
Nanogelovi se mogu proizvesti pomocu nanovezikula ili pomocu kapljica emulzija kao
podloge. Kao podloga mogu se kositi i mikroemulzije. lako su ove metode bile koriStene
samo kod inkapsulacije proteina, sposobnost stvaranja nanogelova otvara mogucénost
upotrebe u stanicnom dopremanju lijekova. Ipak, ove metode su kompleksne i daju mali

prinos, §to ih ¢ini neprikladnim za veée proizvodnje (Ching i sur., 2017).

2.1.5. Emulgiranje

Emulzija je mjesavina dviju teku¢ina koje se ne mijeSaju, jedna je rasprSena u drugoj u obliku
malih kapljica. Ako je emulzija sustav ulje-voda, kazemo da je to ulje u vodi (U/V) jer je ulje

dispergirana faza ili voda-u-ulju (V/U) emulzija ako je voda dispergirana faza (Davis, 1994).

Metoda emulgiranja Siroko je koriStena tehnika inkapsulacije razli¢itih mikrobnih stanica
gdje se alginatni mikrogel stvara u nevodenoj kontinuiranoj fazi. Tehnika emulgiranja obi¢no
se koristi zajedno s tehnikom unutarnjom geliranja. Metoda obuhvaca proces emulgiranja
dviju faza, zatim proces dodatka otopine za geliranje, odnosno zakiseljavanje, te sakupljanje
dobivenih kuglica, odnosno razbijanje emulzije. Polimerna suspenzija se rasprSuje u
uljnu/organsku fazu koja predstavlja kontinuiranu fazu (Rathore i sur., 2013). Smjesa se
homogenizira uz vigorozno mijesanje u svrhu stvaranja emulzije tipa ,,voda u ulju“ budu¢i da
rasprSivanje vodene alginatne otopine s organskom fazom nije termodinamicki povoljno te se
odvija uz pomo¢ emulgatora (Heng i sur., 2003.). Do o¢vri¢ivanja dispergirane faze dolazi
uslijed dodatka otopine za geliranje. Kapljice alginata i otopina za geliranje dolaze u kontakt i
geliranje zapoCinje. Emulzija se razbija dodatkom pufera te se dobivene mikrokuglice
sakupljaju filtracijom ili centrifugiranjem. Veli¢ina mikrokuglica ovisi o brzini mijeSanja 1
brzini dodavanja otopine za umrezavanja (Rathore i sur., 2013). Njihova veli¢ina varira u
rangu 100-1000 um, 0.2-1 mm i 20-200 um. Raspodjela veli¢ine i dijametar alginatnog
mikrogela ovisi o tipu emulgatora i koncentraciji, udjelu ulja naspram natrijevog alginata te
posmi¢nim silama homogenizacije. Upotreba emulgatora nije nuzna, ali oni pospjesuju
smanjenje prosjecnog promjera alginatnih mikrocestica. Emulgatori kao $to su Span80,
Tween80, Tween85, natrijev deoksiholat, polivinil alkohol (PVA) i Pluronic F68 u izooktanu

koriSteni su za proizvodnju mikrogelova veli¢éine 1 do 150um u dijametru. Smanjenje
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dijametra alginatnih Cestica pospjesuje i veéi udio alginatne otopine naspram ulja (Ching i
sur., 2017).

Otopina za geliranje predstavlja otopinu kiseline topive u ulju te oznacava kritiCan korak u
emulgiranju/unutarnjem geliranju. Kiselina se dodaje emulziji kao bi se oslobodili kalcijevi
ioni iz kalcijeva karbonata i pokrenulo trenuta¢no geliranje, formirajuc¢i alginatne
mikrokuglice. Proces zakiseljavanja moze se se podijeliti na 4 koraka: (1) difundiranje octene
kiseline iz uljne faze u vodenu fazu kroz granicu ulje/voda; (2) oslobadanje vodikova iona iz
octene kiseline u vodenu fazu; (3) reakcija kalcijeva karbonata s vodikovim ionom,
oslobadanje kalcijeva iona; i (4) geliranje alginata umrezavanjem kalcijevih iona. Medutim,
bioaktivne supstance, pogotovo enzimi i stanice, osjetljive su na kiselinu te mogu ostati
oStecene tijekom koraka zakiseljavanja. S druge strane, vise kiseline u sustavu kiseline,
kalcijeva karbonata i alginata i duzeg vremena zakiseljavanja rezultira jacom mehanickom
snagom gela, §to moze i¢i u korist zastite mikrokapsula. Proces zakiseljavanja treba biti
uravnotezen kako bi osigurao dovoljnu mehani¢ku zastitu i kako bi se izbjeglo oSteCenje

bioaktivnih inkapsulanata zbog visoke koncentracije kiseline (Qu i sur., 2015).

Teoretski, 1 mol kalcijeva karbonata reagira s 2 mola octene kiseline. Dodaje se viSe octene
kiseline kako bi se kalcijev karbonat u potpunosti razgradio i oslobodio kalcijeve ione. Sto je
vecéi udio kiseline naspram kalcija, viSe se kalcijevih iona oslobada da reagira s alginatom,
dovode¢i do vece gustoe umreZenosti 1 prema tome kompaktnijom strukturom mreze
alginata. To objasnjava manje mikrokuglice dobivene ve¢im omjerom kiselina/kalcij i duljim

vremenom zakiseljavanja (Qu i sur., 2015).

Dvije su uzastopne reakcije nakon difuzije kiseline kroz granicu ulje-voda. Protoni koji
difundiraju kroz vodenu fazu nailaze na jednoliko dispergirane kalcijeve mikrokristale,
najc¢eS¢e CaCOs, dolazi do trenuta¢nog otpustanja kalcijevih iona (jednadZzba 1) te alginat

gelira in situ, formiraju¢i homogenu mrezu gela (jednadzba 2) (Reis i sur. 2006.).

1. 2H*+ CaCO3 — Ca®* + H,0 + CO;
2. Ca?* +2Na*Alg — Ca*(Alg). + 2 Na*

Doprinos mehanicke stabilnosti mikrokuglica jako je vazan za njihovu uspjeS$nu primjenu u
razli¢itim procesima. Mikrokuglice bi trebale posjedovati dovoljnu mehanicku otpornost

kako bi izdrzale razliCite vanjske sile tijekom trajanja cijele upotrebe. Na primjer, unatoc¢
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pogodnosti natrijeva alginata kao materijala za inkapsulaciju, niska mehanic¢ka stabilnost
alginata u prisutnosti keliraju¢ih sredstava, kao $to su fosfati, laktati ili citrati, njegovo je
najvece ogranicenje. Takoder je uocen mehanicki poremecaj mikrokuglica uslijed poveéanja
zbijenosti/gustoc¢e inkapsuliranih stanica i proizvodnje plinova fermentacije. Zbog toga se
posebni tretmani kao $to je premazivanje/umrezavanje s drugim polimerima, mijeSanje sa
Skrobom i drugim aditivima i inkorporiranih surfaktanata istrazuju zbog poboljSanja

stabilnosti proizvedenih kuglica (Rathore i sur., 2013).

Emulgiranje, odnosno unutarnje geliranje, u formiranju alginatnih mikro- i nanokuglica
pokazalo je nekoliko prednosti. Metoda se smatra sigurnim, jednostavnim i ekonomi¢nim
sistemom s dobrom mehanickom stabilnosti. Bez koriStenja toksi¢nih reagensa ili otapala,
bioloska i prehrambena upotreba uzimaju se u obzir. Metoda unutarnjeg geliranja dozvoljava
efikasnu proizvodnju velikih koli¢ina malih i kontroliranog promjera alginatnih mikro- i

nanokuglica u ve¢im industrijskim postrojenjima (Reis i sur. 2006.).

Glavni nedostatak ove metode je nasumi¢no spajanje kuglica (agregacija) koje dovodi do
nastanka mikrogelova koji variraju u veli¢ini i obliku. Nadalje, potrebna je dodatna procedura
odvajanja produkta mikrogela od uljne faze. To uobicajeno zahtjeva centrifugiranje smjese s
popratnim koracima ispiranja s otapalima koja uklanjaju visak ulja. Dodatno, stres zbog
velikih sila smicanja 1 generiranja topline ovom metodom moze uzrokovati denaturaciju
bioloskih komponenata i stanica (Ching i sur., 2017). Poroznost alginatnih ¢estica moZe biti
ogranic¢avajuci faktor. Unutarnjim geliranjem nastale kuglice imaju vise pora nego kuglice
nastale vanjskim geliranjem. PovrSinska kompaktnost ¢estica formiranih vanjskim geliranjem
pruza vecu otpornost difuziji nego homogeniji gel formiran unutarnjim geliranjem.
K tome, neka istrazivanja pokazuju da unutarnje geliranje moze izazvati gubitak ili
neaktiviranje inkapsuliranih proteina tijekom procesa formiranja i ispiranja (Reis i sur.,
2006).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Natrijev alginat (viskoznost (1%) 350-550 mPa*s) dobavljen je od proizvodaca Fisher
Scientific. Povrsinski aktivne tvari Span80 (sorbitan monooleat) i Tween20 (polioksietilen
sorbitan monolaurat) dobavljene su od Sigme-Aldrich i bile su Cisto¢e 98 %. Za geliranje
alginata koristen je ¢vrsti kalcijev karbonat (p.a.) u obliku finog praha. Sve ostale kemikalije
koristene u radu bile su p.a. Cistoce 1 koristene su bez daljnjeg procis¢avanja. Kao uljna faza
prilikom pripreme emulzija koriSteno je komercijalno jestivo suncokretovo ulje (Zvijezda,

Zagreb).

Otopina natrijeva alginata, masenog udjela w(alginat) = 0,015, pripremana je otapanjem
natrijeva alginata u vodi. Prije uporabe u eksperimentima, otopina alginata ostavljena je

stajati preko noci, kako bi se alginat u potpunosti otopio i dobila homogena otopina.

3.2. Instrumentacija

Za mijeSanje emulzije koriSteno je turbinsko mijesalo (Rushton) sa Cetiri lopatice, za ¢iji je
pogon koriSten elektromotor ¢ija se brzina rotacije mogla podesavati u rasponu od 25 do 2500

o/min (slika 5.; 1., 2.). MijeSalo se nalazilo na otprilike Cetvrtini visine ¢aSe (slika 5.; 3.).

Za vizualnu karakterizaciju uzoraka alginatnih mikrokuglica koriSten je trinokularni
mikroskop Euromex bScope (Nizozemska), opremljen s infinitivnim planakromatskim
objektivima i Koehlerovim iluminacijskim sustavom. Na mikroskop je pomocu optickog
demagnifikatora (2x) bio priklju¢en digitalni fotoaparat Pantax K10, koji je sluZio za

snimanje mikrografija uzoraka.

16



‘ 60 mm

160 mm
115 mm
10 mm
e T
=1 Q e — 10 mm t l | *
% ’ N h r I
‘-u_‘l,_.r" E E 38 mm
20 mm 1
33 mm
1. 2. 3.

Slika 4. 1.: okomiti presjek mijesala; 2.: bo¢ni presjek mijesala s dimenzijama;

3.: dimenzije koriStene ¢aSe za pripremu emulzija

3.3. Metode

3.3.1. Priprema alginatnih mikrocestica

Za pripremu alginatnih mikrokuglica koristen je emulzijski postupak s internim geliranjem.
Emulzija je bila tipa "voda u ulju", s vodenom otopinom natrijeva alginata kao vodenom
fazom 1 suncokretovim uljem kao uljnom fazom. Za stabilizaciju emulzije koriSten je Span
80. Kao interni gelator koristen je kalcijev karbonat dispergiran u vodenoj fazi, a geliranje je

inicirano dodatkom octene kiseline u uljnu fazu.

Vodena faza sadrzavala je natrijev alginat u masenom udjelu od 1,50 % i kalcijev karbonat u
masenom udjelu od 0,12 %. Emulzija je priredena mijeSanjem vodene i uljne faze u omjeru
masa 1:9. Uljnu fazu ¢inilo je suncokretovo ulje kojem je dodan emulgator Span 80 u koli¢ini
od 1,0 % (w/v). Otopina octene kiseline u ulju pripremljena je otapanjem 10 mL bezvodne
octene kiseline u 40 mL ulja. Otopina je koriStena za zakiseljavanje emulzije 1 iniciranje

geliranja alginata.
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Uzorci alginatnih mikrokuglica pripremljeni su metodom emulgiranja, odnosno
raspr$ivanjem vodene faze u uljnoj fazi, u laboratorijskoj casi (slika 5.; 3.). Masa od 10 g
vodene faze dispergirana je u 90 g uljne faze koriStenjem turbinske mijesalice (slika 5.; 1.,
2.). Radi disperzije vodene faze u ulju i1 postizanja stabilne emulzije koja se ne raslojava,
smjesa u Casi je mijeSana 20 minuta pri brzini mijeSala od 1000 o/min. Nakon toga u emulziju
je dodano 2 mL otopine octene kiseline u ulju te je emulzija mijeSana dodatnih 20 minuta pri
brzini od 500, 750 i 1000 o/min. Nakon 20 min, brzina mijeSanja je smanjena i u emulziju je
dodano 100 mL deionizirane vode te je emulzija lagano mijeSana nekoliko minuta. Nakon
toga mijeSanje je zaustavljeno 1 emulzija je ostavljena mirovati 60 minuta, tijekom kojeg
vremena je doslo do raslojavanja emulzije i sedimentacije alginatnih mikrokuglica. Smjesa je
potom filtrirana gravitacijskom filtracijom preko filter-papira. Alginatne mikrokuglice na
filter-papiru isprane su od ulja detergentom Tween 20 te potom obilno s deioniziranom

vodom. Uvjeti pod kojima su provedeni eksperimenti prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Uvjeti pripreme alginatnih mikrokuglica postupkom internog geliranja u emulziji.

orak faza W (CaC0s)/ | V (kiselina) / _0/min .
o/ il o % mL prije nakon
Yo uljna | % vodena zakiseljavanja | zakiseljavanja
1 90 10 0,12 2 1000 500
2 90 10 0,12 2 1000 750
3 90 10 0,12 2 1000 1000
4 90 10 0,12 2 1000 500

S obzirom da je ovaj rad bio dio preliminarnih eksperimenata usmjerenih na sintezu
alginatnih mikrokuglica obiljeZenih nanocesticama metalnih oksida, jedan od uzoraka
prireden je 1 uz dodatak nano-TiO; (anatas) u vodenu fazu emulzije, uz brzinu mijesanja
emulzije tijekom geliranja od 500 o/min. Ostali uvjeti eksperimenta bili su identi¢ni

prethodno opisanim eksperimentima.
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3.3.2. Analiza alginatnih mikrokuglica

Priredene alginatne mikrokuglice karakterizirane su optickom mikroskopijom, u koju svrhu
su snimljene mikrografije svih priredenih uzoraka. Mikrografije alginatnih mikrokuglica su
zatim obradene u programu Image] (v.1.53), optimiranjem raspona sivih tonova,
podesavanjem svjetline i suptrakcijom pozadine kako bi se povecao kontrast i poboljsala
vidljivost alginatnih mikrokuglica. Veli¢ina alginatnih mikrokuglica u pojedinom uzorku
odredena je mjerenjem promjera pojedine kuglice u programu za obradu fotografija
IrfanView, nakon Cega je promjer pojedine mikrokuglice (u pikselima) preracunat u promjer
u mikrometrima, pomocu relacije dobivene snimanjem kalibrirane skale pri istim uvjetima pri
kojima su snimane i mikrografije alginatnih mikrokuglica. Za svaki uzorak odreden je

promjer otprilike 150-200 mikrokuglica.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Preliminarni eksperimenti

Priprema alginatnih mikrokuglica namjeravala se provesti metodom internog geliranja u
emulziji voda u ulju, u kojoj je vodena faza otopina natrijeva alginata sa suspendiranim
¢vrstim kalcijevim karbonatom, kao izvorom iona Ca®" potrebnih za geliranje. S obzirom da
se geliranje iniciralo dodatkom octene kiseline u emulziju, kako bi se provjerilo ponasanje
alginata 1 kalcijeva karbonata u uvjetima dodatka octene kiseline, kao preliminarni
eksperimenti provedene su potenciometrijske titracije suspenzije kalcijeva karbonata i

otopine alginata octenom kiselinom.

Suspenzija kalcijeva karbonata pripremljena je dispergiranjem CaCO; u vodi, kako bi se
dobila suspenzija s masenim udjelom CaCOs od 3,0 %. U priredenu suspenziju dodavana je
bezvodna octena kiselina u obrocima od 50 pL, uz pracenje pH. Titracija je zavrSena kad se

otopina razbistrila (tj. kad se otopio sav suspendirani kalcijev karbonat).

Titracija vodene otopine alginata, masenog udjela w(alginat) = 1,5 %, provedena je na
analogan nacin, uz razliku da je bezvodna octena kiselina u otopinu dodavana u obrocima od
100 pL. Titracija je smatrana zavrSenom nakon S$to su se uzastopna ocitanja pH pocela

razlikovala za manje od 0,1 jedinice.

Provedbom preliminarnih eksperimenata titracije vodene otopine natrijeva alginata i vodene
otopine kalcijeva karbonata octenom kiselinom dobivene su vrijednosti pomocu kojih su
izradene titracijske krivulje. Na temelju titracijskih krivulja (slika 4.) moze se zakljuciti da
obje otopine pokazuju slicno ponasanje prilikom dodavanja octene kiseline. Prvih nekoliko
dodataka octene kiseline uzrokuje znac¢ajno smanjenje pH otopine, za otprilike 3 pH-jedinice,
nakon ¢ega promjena pH postaje znacajno blaza. Razlike u kona¢nom pH otopina (otprilike 3
u slucaju titracije otopine alginata, odn. 5 u slucaju titracije suspenzije CaCO3) mogu se
objasniti puferskim efektom koji dolazi do izrazaja u suspenziji kalcijeva karbonata, u kojoj
tijekom titracije nastaje kalcijev acetat te se po otapanju kalcijeva karbonata u otopini
pojavljuje suviSak octene kiseline. Rezultati provedenih titracija pokazuju da je dodatkom
octene kiseline moguce uspjeSno ostvariti uvjete za otapanje kalcijeva karbonata
suspendiranog u alginatu, s obzirom da je za potpuno otapanje kalcijeva karbonata dovoljna
vrijednost pH od otprilike 5, dok se dodatkom iste koliine octene kiseline u €istu otopinu

alginata moZze ostvariti vrijednost pH manja od 3.
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Slika S. Titracijska krivulja vodene otopine alginata, w(alginat) = 1,5%, 1 suspenzije
kalcijeva karbonata u vodenoj otopini alginata, w(CaCO3) = 3%, s koncentriranom

octenom kiselinom.

4.2. Eksperimenti priprave alginatnih mikrokuglica

Da bi se provjerio utjecaj hidrodinamickih uvjeta na veli¢inu alginatnih mikrokuglica,
provedena je serija eksperimenata pri optimiranim sastavima emulzije, u kojima je brzina
rotacije turbinskog mijeSala varirana u podrucju izmedu 500 i 1000 o/min (pogl. 3.3.1.).
Opticke mikrografije dobivenih uzoraka alginatnih mikrikuglica prikazane su na slikama 7-
10. Pri najmanjoj brzini vrtnje mijesala od 500 o/min, alginatne mikrokuglice su pravilnog,
sferi¢nog oblika, a raspon veli¢ina im se krece u podru¢ju od 27 do 185 um. Dobivene
mikrokuglice heterogene su strukture, sa mnoStvom sitnih mjehuri¢a uhvacenih u strukturu
alginatnog gela, kako se jasno vidi na mikrografiji snimljenoj pri ve¢em povecanju (slika 5.),
na kojoj mjehuri¢i ispadaju tamno radi velike razlike u indeksu loma svjetlosti izmedu plina u
unutra$njosti mjehuri¢a i alginatnog gela u kojem se mjehuri¢ nalazi. Mjehuri¢i u strukturi
alginatnih mikrokuglica potjecu od ugljikova(IV) oksida koji se oslobada prilikom reakcije

kalcijeva karbonata, koristenog kao interni gelator, s octenom kiselinom.
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Slika 6. Opticka mikrografija alginatnih mikrokuélica priredenih emulzijskim

postupkom s internim geliranjem, uz brzinu rotacije mijesala od 500 o/min (vece

povecanje).

Slika 7. Opticka mikrografija alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim

postupkom s internim geliranjem, uz brzinu rotacije mijesala od 500 o/min.
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Pravilan sferi¢ni oblik alginatnih mikrokuglica zadrzan je i pri vecoj brzini vrtnje mijeSala od
750 o/min (slika 7.), no iz prikazane mikrografije je jasno uocljivo kako je veli¢ina dobivenih
mikrokuglica manja od veli¢ine mikrokuglica dobivenih pri manjoj brzini mijesanja te kako
se krece u podrucju od 35 do 91 um. Pri najvecoj ispitivanoj brzini vrtnje od 1000 o/min
(slika 8.), primjetno je daljnje smanjenje veli¢ina mikrokuglica alginata (25-69 pm), no dio
dobivenih Cestica pokazuje odstupanje od idealnog sfericnog oblika. Razlog nastajanju
nepravilnih mikrocestica alginata pri brzini rotacije mijesala od 1000 o/min vjerojatno su
turbulencija koja pri tim uvjetima nastaje u emulziji te snazne udarne i smicne sile koje
nastaju prilikom kontakta kapljica emulzije 1 geliranih mikrocestica alginata s lopaticama
turbinskom mijesala. Iz navedenog razloga, brzine rotacije mijeSala vec¢e od 1000 o/min nisu

koriStene u ovom radu.

Slika 8. Opticka mikrografija alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim

postupkom s internim geliranjem, uz brzinu rotacije mijesala od 750 o/min.
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Slika 9. Opticka mikrografija alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim

postupkom s internim geliranjem, uz brzinu rotacije mijesala od 1000 o/min.

S obzirom da je ovaj rad bio dio preliminarnih eksperimenata u okviru Sireg istraZivanja, koje
je za cilj imalo pripravu alginatnih mikrokuglica obiljeZenih nanocesticama metalnih oksida,
priredene su 1 alginatne mikrokuglice modificirane sa nano-TiO; (anatas), na nacin da je u
vodenu fazu emulzije, pored alginata 1 kalcijeva karbonata dodan 1 titanijev(IV) oksid.
Uzorak alginatnih mikrokuglica modificiranih s nano-TiO2 prireden je pri identi¢nim
uvjetima kao i ostali dosad opisani uzorci, uz brzinu rotacije mijeSala od 500 o/min.
Dobivene alginatne mikrokuglice prikazane su na slici 9. Uocljivo je da mikrokuglice
pokazuju jaci kontrast prema pozadini, zbog sadrZaja ¢vrste faze (TiO2) u masi alginatnog
gela. Jasno se istice pravilan sferi€ni oblik mikrokuglica, ¢ije se veli¢ine kre¢u u istom
podruc¢ju kao i kod uzorka sintetiziranog pri identicnim hidrodinamickim uvjetima, ali bez

dodatka TiO: (slika 6).
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Slika 10. Opticka mikrografija alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim
postupkom s internim geliranjem uz dodatak nano-TiOz, pri brzini rotacije mijeSala
od 500 o/min.

Kako bi se dobio kvantitativni podatak o veli¢ini i raspodjeli veli¢ina alginatnih mikrokuglica
dobivenih pri razli¢itim hidrodinamic¢kim uvjetima u emulziji, izmjeren je promjer 150-200
mikrokuglica na svakoj od snimljenih mikrografija uzoraka. Dobiveni podaci podijeljeni su u
10 jednakih intervala te je odreden broj mikrokuglica u svakom intervalu. Prikazom broja
mikrokuglica u odredenom intervalu promjera u ovisnosti o srednjoj vrijednosti intervala
konstruirani su dijagrami raspodjele veli¢ina mikrokuglica prikazani na slikama 10-17. Kroz
dobivene tofke metodom optimiranja provu¢ene su krivulje gustoce vjerojatnosti
(diferencijalne krivulje razdiobe) koje odgovaraju normalnoj i log-normalnoj razdiobi.
Analizom sume kvadrata odstupanja zakljuceno je da se za sve uzorke bolje slaganje izmedu
eksperimentalnih podataka i uskladivane krivulje razdiobe dobiva za log-normalnu razdiobu.
Parametri log-normalne razdiobe (karakteristicni promjer maksimuma razdiobe, X.; Sirina
razdiobe, sigma; 1 grani¢ni promjer doo%, od kojeg je manji promjer 90 % mikrokuglica u
uzorku) prikazani su u tablici 2. Iz prikazanih podataka jasno se uo¢ava da se karakteristi¢ni
promjeri Xc 1 dooy smanjuju s poveéanjem brzine rotacije turbinskog mijesala. Takoder,

prikazani podaci pokazuju da dodatak nano-TiO2 u vodenu fazu emulzije ne utjece znacajno
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na razdiobu veli¢ina alginatnih mikrokuglica, §to odgovara ranije iznesenom kvalitativnom

zakljucku.

Tablica 2. Parametri log-normalne razdiobe (karakteristi¢éni promjer maksimuma razdiobe,

Xc; Sirina razdiobe, o, 1 grani¢ni promjer doov) U ovisnosti o brzini mijeSanja emulzije.

Brzina rotacije
mijesala / o-min? Xe/pm G doose / m

500 58,522 0,166 95
750 56,284 0,099 76
1000 45,255 0,100 61

500 (TiO2) 60,519 0,148 94
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Slika 11.. Raspodjela veli¢ina alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim
postupkom s internim geliranjem, uz brzinu rotacije mijesala od 500 o/min. Krivulja

prikazuje normalnu raspodjelu uskladenu s eksperimentalnim tockama.
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Slika 12. Raspodjela veli¢ina alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim
postupkom s internim geliranjem, uz brzinu rotacije mijesala od 500 o/min. Krivulja

prikazuje log-normalnu raspodjelu uskladenu s eksperimentalnim tockama.
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Slika 13. Raspodjela veliCina alginatnih mikrokuglica priredenth emulzijskim
postupkom s internim geliranjem, uz brzinu rotacije mijesala od 750 o/min. Krivulja

prikazuje normalnu raspodjelu uskladenu s eksperimentalnim tockama
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Slika 14. Raspodjela veli¢ina alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim
postupkom s internim geliranjem, uz brzinu rotacije mijeSala od 750 o/min.
Krivulja prikazuje log-normalnu raspodjelu uskladenu s eksperimentalnim

to¢kama.
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Slika 15. Raspodjela veli¢ina alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim
postupkom s internim geliranjem, uz brzinu rotacije mijeSala od 1000 o/min.

Krivulja prikazuje normalnu raspodjelu uskladenu s eksperimentalnim to¢kama.
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Slika 16. Raspodjela veli¢ina alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim
postupkom s internim geliranjem, uz brzinu rotacije mijeSala od 1000 o/min.
Krivulja prikazuje log-normalnu raspodjelu uskladenu s eksperimentalnim

to¢kama.
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Slika 17. Raspodjela veli¢ina alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim
postupkom s internim geliranjem uz dodatak nano-TiO2, uz brzinu rotacije mijeSala
od 500 o/min. Krivulja prikazuje normalnu raspodjelu uskladenu s

eksperimentalnim tockama.
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Slika 18. Raspodjela veli¢ina alginatnih mikrokuglica priredenih emulzijskim
postupkom s internim geliranjem uz dodatak nano-TiO-, uz brzinu rotacije mijesala
od 500 o/min. Krivulja prikazuje log-normalnu raspodjelu uskladenu s

eksperimentalnim tockama.

Ovisnost parametra d90% o brzini rotacije turbinskog mijeSala prikazana je na slici 18.
Uocava se da je u promatranom podrucju brzina rotacije ovisnost linearna te opisana

jednadzbom:

doovs =—0,676-0 + 128

Na temelju dobivene linearne ovisnosti veli¢ine alginatnih mikrokuglica o brzini rotacije
turbinskog mijesala moze se zakljuciti da se promjenom hidrodinamickih uvjeta (tj. brzine
mijeSanja u podru¢ju od 500 do 1000 o/min) veli¢ina i raspodjela veli¢ina alginatnih
mikrokuglica moZe vrlo fino kontrolirati i podeSavati pri uvjetima pripreme mikrokuglica

koriStenima u ovom radu.
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Slika 19. Ovisnost grani¢nog promjera (doo%) alginatnih mikrokuglica, ispod kojeg
se nalazi 90 % mikrokuglica, o brzini rotacije mijesala (@). Tocke pri 500 o/min

odgovaraju uzorku bez dodanog TiO> (kvadrati¢) i s dodanim TiO2 (trokutic).
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5. ZAKLJUCCI

1. Mikrokuglice alginata mogu se s uspjehom prirediti geliranjem u emulziji tipa voda u
ulju, uz primjenu kalcijeva karbonata kao internog gelatora. U emulzijama koje su
sadrzavale vodenu otopinu natrijeva alginata, w(alginat) = 1,5 %, kao vodenu fazu,
suncokretovo ulje kao uljnu fazu i Span 80 kao stabilizator emulzije, u omjeru masa
1:9:0.09, priredene su alginatne mikrokuglice promjera od 25 do 185 um, pri ¢emu
veli¢ina mikrokuglica i raspodjela njihovih veli¢ina ovisi o hidrodinamickim uvjetima

(brzini mijeSanja) kojima je podvrgnuta emulzija.

2. U podru¢ju brzina rotacije turbinskog mijesala od 500 do 1000 o/min, vrijednost
grani¢nog promjera, od kojeg je manje 90 % sintetiziranih mikrokuglica, mijenja se
gotovo linearno s brzinom rotacije mijesala. U navedenom podrucju, grani¢ni promjer

alginatnih mikrokuglica varirao je od 59 um (500 o/min) do 45 um (1000 o/min).

3. Alginatne mikrokuglice priredene emulzijskim postupkom s internim gelatorom
moguce je modificirati dodatkom titanijeva (IV) oksida, kao specifi¢cnog markera koji
omogucuje laksu detekciju mikrokuglica mikroprobnom analizom. Dodatak do 0,5 %
TiO2 u vodenu otopinu alginata ne utjeCe na raspodjelu veliina alginatnih

mikrokuglica.
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Izjava o izvornosti

Ja Ana Coklica izjavljujem da je ovaj zavrSni rad izvorni
rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih
koji su u njemu navedeni.

Vlastoru¢ni potpis
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