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POVZETEK

Sinteza in karakterizacija alginatnih hidrogelov: optimizacija zamrezevanja in
Studije nabrekanja

Hidrogeli so tridimenzionalna mreza hidrofilnih polimerov, ki lahko nabreknejo v vodi
in zadrzijo velike koli€ine vode, hkrati pa ohranijo svojo strukturo zaradi kemijskega ali
fizikalnega zamrezenja polimernih verig. V diplomskem delu smo sintetizirali alginatne
hidrogelne kroglice z metodo ionotropne gelacije, pri ¢emer smo uporabili 3 %
raztopino natrijevega alginata in razlicne koncentracije raztopin kalcijevega klorida
(0,25 % in 0,5 %) ter variirali Cas zamreZevanja. Kljuéni cilj raziskave je bil optimizirati
postopke gelacije in preuciti vpliv teh parametrov na lastnosti hidrogelnih kroglic, kot
so sposobnost nabrekanja, zadrzevanja vode, ucinkovitost rehidracije in stabilnost
skozi veC ciklov suSenja in ponovne hidracije. Rezultati so pokazali, da visja
koncentracija kalcijevega klorida in krajSi Cas zamrezevanja prispevata k vedji
ucinkovitosti suSenja, boljSi sposobnosti nabrekanja in vecji stabilnosti kroglic v veC
ciklih. SuSenje kroglic s pomocjo liofilizacije je u€inkovitejSe v primerjavi s suSenjem
na zraku, saj nastane porozna struktura, zaradi esar imajo kroglice vecjo sposobnost
absorpcije in rehidracije, vendar po veckratnem nabrekanju nastanejo mikrostrukturne
spremembe, ki zmanjSajo sposobnost zadrZevanja vode v kasnejsih ciklih. VVzorec
zamrezen z 0,5 % raztopino kalcijevega klorida in 15 minutnim zamrezZevanjem je
izkazal najviSje vrednosti nabrekanja in rehidracije ter stabilnost skozi ve¢ ciklov.

Kljuéne besede:

Hidrogel, ionotropna gelacija, nabrekanje, natrijev alginat, kalcijev klorid.



SUMMARY

Synthesis and characterization of alginate hydrogels: optimization of
crosslinking and swelling studies

Hydrogels are three-dimensional networks of hydrophilic polymers that can swell in
water and retain large amounts of it while maintaining their structure due to chemical
or physical crosslinking of polymer chains. In this thesis, we synthesized alginate
hydrogel beads using the ionotropic gelation method, utilizing a 3 % sodium alginate
solution and varying concentrations of calcium chloride solutions (0,25 % and 0,5 %)
and crosslinking times. The main goal of the research was to optimize the gelation
process and investigate the impact of these parameters on the properties of the
hydrogel beads, such as swelling ability, water retention, rehydration efficiency, and
stability over multiple drying and rehydration cycles. The results showed that higher
calcium chloride concentrations and shorter crosslinking times contribute to more
efficient drying, better swelling ability, and greater stability of the beads over multiple
cycles. Freeze-drying was more effective than air drying, as it creates a porous
structure, resulting in greater absorption and rehydration capacity. However, after
repeated swelling cycles, microstructural changes occur, reducing the water retention
capacity in subsequent cycles. The sample crosslinked with 0,5 % calcium chloride
solution and 15 minutes of crosslinking time resulted the highest swelling and
rehydration values, as well as stability across multiple cycles.

Keywords:

Hydrogel, ionotropic gelation, swelling, sodium alginate, calcium chloride.
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1 UvOD

1.1 Opis podrocéja dela

Hidrogeli so tridimenzionalna mreza hidrofilnih polimerov, ki lahko v vodi nabreknejo
in zadrzijo velike koli¢ine vode, hkrati pa ohranijo svojo strukturno celovitost. Zaradi
kemijskega ali fizikalnega zamrezenja polimernih verig hidrogel v vodi ne razpade,
ampak nabrekne. Po definiciji mora voda predstavljati vsaj 10 % skupne teze (ali
prostornine), da je material opredeljen kot hidrogel. Hidrogeli so priljubljeni zaradi svoje
biokompatibilnosti, elastiCnosti in sposobnosti nadzorovanega sproS¢anja snovi. V
sklopu diplomskega dela smo pripravili hidrogele, sintetizirane s 3 % raztopino
natrijevega alginata zamrezene z 0,25 % ter 0,5 % raztopino kalcijevega klorida.
Hidrogele smo pripravili v obliki kroglic z metodo ionotropne gelacije, pri kateri pride
do zamrezZenja polimerov s pomocjo ionskih interakcij, pri sintezi smo variirali tudi ¢as
zamrezevanja. Raziskali smo lastnosti alginatnih hidrogelov, njihovo stabilnost, ter
sposobnost absorpcije (nabrekanja) in zadrZzevanja vode. Sintetizirane alginatne
kroglice smo karakterizirali s TGA in FTIR metodo in preucili pod opti¢nim
mikroskopom.

1.2 Cilji, hipoteze ter omejitve diplomskega dela

Glavni cilj diplomskega dela je sinteza stabilnih alginatnih hidrogelov v obliki kroglic in
optimizacija koncentracije raztopine kalcijevega klorida, ki omogo€a zamreZenje
hidrogela ter Casa zamreZevanja. Raziskava obsega tudi preucCevanje kinetike
absorpcije in zadrzevanja vode za namene veckratne uporabe sintetiziranih alginatnih
kroglic za razli¢ne aplikacije ter njihovo karakterizacijo.

V sklopu diplomske naloge predpostavljamo sledece hipoteze:

- hipoteza 1: koncentracija zamrezevala, kalcijevega klorida, bo vplivala na stopnjo
zamrezenija sintetiziranih kroglic ter na njihovo sposobnost absorpcije (nabrekanja)
in zadrZevanja vode;

- hipoteza 2: ¢as zamreZevanja bo vplival na stopnjo zamrezenja sintetiziranih
kroglic ter na njihovo sposobnost absorpcije (nabrekanja) in zadrZzevanja vode;

- hipoteza 3: kombinacija visoke koncentracije zamrezevala in daljSega Casa
zamrezenja bosta zmanjSali sposobnost nabrekanja hidrogelnih kroglic.

Pri izvedbi diplomskega dela smo pri¢akovali dolo¢ene omejitve. Glavno omejitev je
predstavljala neusklajenost podatkov v obstojeci literaturi. RazliCne raziskave navajajo
razlicne optimalne koncentracije natrijevega alginata in kalcijevega klorida, njihovi
rezultati karakterizacije pa v Stevilnih primerih niso skladni. To nam je oteZilo dolo€anje
optimalnih parametrov za pripravo hidrogelnih kroglic, saj je bilo tezko presoditi, kateri
viri predstavljajo najbolj zanesljivo izhodiS¢e za nase raziskovalno delo.
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1.3 Raziskovalne metode

Tekom priprave diplomskega dela smo:

zbirali, pregledali in analizirali literaturo s podrocja hidrogelov iz natrijevega alginata
ter njihovih absorpcijskih lastnosti;

pripravili hidrogele s 3 % raztopino natrijevega alginata, ki smo jih zamrezili z
razli€nimi koncentracijami raztopin kalcijevega klorida ter pri tem variirali ¢as
zamrezZevanja za optimizacijo postopka gelacije;

dobljene hidrogele susili na zraku in v liofilizatorju, s ¢imer smo dolocili vsebnost
vode v alginatnih kroglicah in spremljali njihovo sposobnost zadrZzevanja vode skozi
cas;

proucili vpliv razli€nih metod suSenja na morfologijo in strukturo alginatnih kroglic;
spremljali kinetiko absorpcije (nabrekanja) in zadrZevanja vode razlicno susenih
alginatnih kroglic;

kroglice veckrat susili in nabrekali, s ¢imer smo ocenili njihovo zmoznost veckratne
uporabe;

izvedli termi¢no in kemijsko karakterizacijo s TGA in FTIR metodama;

opazovali morfoloske znacilnosti kroglic pod opti¢énim mikroskopom.
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2 TEORETICNI DEL
2.1 Hidrogeli

2.1.1 Opredelitev in lastnosti hidrogelov

Hidrogeli so tridimenzionalne mreze hidrofilnih polimerov, ki lahko absorbirajo in
zadrzijo velike koli€ine vode, ob tem pa ohranijo svojo strukturno integriteto. Stabilnost
jim omogoca kemicno ali fizikalno zamrezenje polimernih verig. Po definiciji material
opredelimo za hidrogel, kadar voda predstavlja najmanj 10 % njegove skupne mase
ali prostornine [1].

Hidrogeli imajo tudi stopnjo fleksibilnosti, ki je podobna naravnemu tkivu zaradi visoke
vsebnosti vode. Hidrofilnost mrezZe je posledica prisotnosti hidrofilnih skupin, kot so
amino (-NHz), karboksilna (-COOH), hidroksilna (-OH), amidna (-CONHz2), imidna (-
CONH) in sulfonska (-SO3H) skupina [1].

Hidrogeli lahko spreminjajo prostornino ali prehajajo iz gela v raztopino ob fizikalni ali
kemicni spremembi. Fizikalne spremembe vkljuCujejo temperaturo, elektricna in
magnetna polja, sestavo topila, intenzivnost svetlobe in tlak, medtem ko kemi¢ne ali
biokemi¢ne spremembe vklju€ujejo pH, ione in specifitne kemicne sestavine. Vendar
pa so v vecini primerov takSne prehodne spremembe reverzibilne, zato so se hidrogeli
sposobni vrniti v prvotno stanje takoj po odstranitvi zunanjih vplivov. Odziv hidrogela
na zunanje draZljaje je odvisen od narave monomera, razvejanosti in stopnje
zamrezenosti [1].

Hidrogeli izkazujejo visoko stopnjo nabrekanja, sposobni so nabrekniti v bioloSkih
okoljih in zadrzati velike koliCine vode. Prepletenost med verigami v strukturi
prepreCuje raztapljanje in ohranja dimenzije mreze. Nabrekanje je zelo odvisno od
koncentracije zamrezeval, Casa zamrezevanja ter zunanjih dejavnikov, kot so
temperatura, pH, koncentracija ionov itd., ki lahko vplivajo na zruSitev ali prehod
hidrogelov v drugo fazo [2].

Obi¢ajno so hidrogeli v popolnoma nabreklem stanju skoraj viskoelasti¢ni, mehki in
gumijasti. Nabrekanje hidrogelov poteka v treh korakih:

- difuzija vode v hidrogelno mrezo (voda, ki vstopi, se imenuje primarna vezana
voda),

- sprostitev polimernih verig (sekundarna vezana voda),

- sledi Siritev hidrogelne mrezZe (dodatna voda, ki vstopi in se imenuje prosta voda).

Glede nateorijo Flory—Reihner je nabrekanje funkcija elasti€ne narave polimernih verig
in njihove zdruZljivosti z molekulami vode [3].

Kemijsko zamreZeni hidrogeli imajo boljSe mehanske lastnosti in daljSo stabilnost, v
primerjavi s fizikalno zamreZenimi hidrogeli, vendar lahko uporaba toksi¢nih kemijskih
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reagentov negativho vpliva na biokompatibilnost. Mo¢nejSo zamrezenost lahko
dosezemo s poveCanjem stopnje navzkriznega zamrezenja, vendar je posledica visje
stopnje nizka elasti¢nost in vecja krhkost, zato je klju¢no, da ohranimo ravnoteZje med
mehansko trdnostjo in elasti¢nostjo [2, 3].

2.1.2 Razvrstitev hidrogelov

Hidrogeli so veCinoma sestavljeni iz biopolimerov in/ali polielektrolitov. Glede na
definicije tipov hidrogelov jih lahko delimo na tiste, ki so sestavljeni iz naravnih
polimerov in tiste, ki so sestavljeni iz sintetiCnih polimerov. Glede na ionske naboje na
vezanih skupinah so lahko hidrogeli kationski, anionski ali nevtralni. Vrsta vezi je prav
tako lahko merilo za razvrstitev [1].

Hidrogele glede na odziv lo€imo na fizikalne, kemi¢ne ali biokemicne. Fizikalni
hidrogeli lahko preidejo iz tekoCine v gel kot odziv na spremembo okoljskih pogojev,
kot so temperatura, koncentracijo ionov, pH ali drugi pogoji, kot je meSanje dveh
komponent. Kemi¢ni hidrogeli so zamrezeni s kovalentno vezjo, kar omogodi
mehansko integriteto in odpornost proti razgradnji v primerjavi z drugimi SibkejSimi
materiali. V biokemijskih hidrogelih v procesu geliranja sodelujejo bioloski dejavniki,
kot so encimi ali aminokisline [1]. Slika 1 prikazuje pregledno shemo razvrstitve
hidrogelov.

[ i |
m
Kopolimer Anionski Kemijska Konvencionalni
Prepletene
polimerne
mreie

Slika 1: Shema razvrstitve hidrogelov [1]

2.1.3 Podrocja uporabe hidrogelov

Zaradi svojih edinstvenih lastnosti se hidrogeli uporabljajo na Stevilnih podrodjih,
vkljuéno z medicino, kozmetiko, farmacijo, embalazno ter okoljsko industrijo in
kmetijstvom oziroma agroindustrijo. V medicini se uporabljajo kot obloge za rane,
nosilci za nadzorovano spro$€anje zdravil ter sluZijo kot substrati za rast celic v tkivnem
inZeniringu. V kozmetiki se uporabljajo v vlazilnih kremah ter maskah za obraz, kjer
delujejo predvsem kot nosilci aktivnih sestavin. Uporabljajo se tudi v plenicah, vlozkih
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ter inkontinencnih pripomockih. V okoljski industriji se uporabljajo za filtriranje vode in
zraka, saj lahko adsorbirajo razlicna onesnazevala, medtem ko v kmetijstvu ter
agroindustriji sluZijo predvsem za zadrzevanje vlage v tleh in povecCanje ucinkovitosti
rabe vode v susnih predelih. Med drugim hidrogeli predstavljajo sestavni del razli¢nih
"pametnih” materialov, ki reagirajo na zunanje draZljaje (kot so spremembe
temperature, pH ali ionske koncentracije), kar omogoc€a uporabo v razli¢nih senzorjih
in napravah. Zaradi svoje sposobnosti zadrzevanja vlage se uporabljajo tudi za
pakiranje, zlasti v primeru hrane in farmacevtskih izdelkov, saj omogocajo dobro
absorpcijo vlage iz okolja in sluzijo kot indikatorji svezine [1, 4].

2.2 Mehanizmi zamrezevanja hidrogelov

2.2.1 Fizikalno zamrezevanje

Med fizikalnimi metodami tvorbe hidrogelov izstopa ionsko zamrezenje, proces, pri
katerem se hidrofilni polimeri povezejo s pomoc¢jo multivalentnih ionov, kar vodi do
nastanka tridimenzionalne mrezne strukture in stabilnega gela. lonsko zamrezZenje se
lahko odvija tudi preko vodikovih vezi, npr. med poliakrilno oz. polimetakrilno kislino in
polietilen glikolom. Amfifilni blok in graft kopolimeri, kot so PLGA-PEG ali
hidrofobizirani polisaharidi, tvorijo hidrogelske strukture z zdruZevanjem hidrofobnih
segmentov v vodi. Pri kristaliniécnem zamrezenju nastajajo hidrogeli bodisi s
kontrolirano kristalizacijo, kot pri polivinil alkoholu, ali s tvorbo stereokompleksov med
homopolimeroma PLLA in PDLA. Posebno skupino predstavljajo hidrogeli, ki temeljijo
na proteinskih interakcijah, kot so gensko kodirani elastinu podobni polimeri ali sistemi
zasnovani na antigen—protitelo vezavah, kjer se gostota mrezne strukture spreminja
glede na prisotnost antigena [5].

lonotropna gelacija

lonotropna gelacija predstavlja proces, pri katerem polielektroliti, kot so polisaharidi,
vstopajo v interakcijo z nasprotno nabitimi ioni, obi¢ajno kationi, kar povzro€i prehod iz
solnega v gelirano stanje. Posledi¢no nastanejo strukturirani materiali, kot so filmi,
kroglice, hidrogeli ali nanodelci. Obstaja ve€ tehnik za pripravo taksnih hidrogelov, pri
Cemer Stevilne temeljijo na oblikovanju kroglastih ali ovalnih kroglic, sestavljenih iz
ucinkovine in polimernega nosilca. Velikost in oblika nastalih kapljic sta odvisni od
razlicnih dejavnikov, kot so viskoznost zaCetne zmesi, povrSinska napetost, tokovni
rezim (laminarni ali turbulentni tok), pa tudi koncentracija in molekulska masa
uporabljenega polimera [6].

lonotropna gelacija temelji na interakciji med nasprotno nabitimi molekulami, pri Eemer
pozitivno nabiti ioni, kot so npr. kalcijevi ioni (Ca*"), reagirajo z negativnho nabitimi
skupinami polimerov, kot je npr. natrijev alginat. Najpogosteje uporabljena metoda je
zunanje (eksterno) geliranje, kjer se raztopina polisaharida (npr. alginata) kapljicno
dozira v ionsko raztopino (npr. raztopino kalcijevega klorida, CacCl,). Kalcijevi ioni iz

5



Fakulteta za tehnologijo polimerov Diplomsko delo

zunanje raztopine difundirajo v notranjost kapljic in sprozijo hiter sol—gel prehod, pri
¢emer na povrsini hitro nastane gel, znotraj pa postopoma nastaja heterogena mreza,
ki je v obliki »egg-box« modela. Alginat je sestavljen iz guluronskih (G-bloki) in
manuronskih (M-bloki) enot, G-bloki imajo afiniteto do Ca?* ionov, ti ioni se vezejo med
verige alginata, tako da ustvarijo tridimenzionalno mrezo, strukturno podobno modelu
jajéne Skatle [6]. Na sliki 2 lahko vidimo kako izgleda »egg-box« model.

lonotropna gelacija alginata poteka zelo hitro in je odvisna od Stevilnih
eksperimentalnih dejavnikov (koncentracija polimera, koncentracija zamrezevala, ¢as
zamrezZevanja, temperatura med procesom gelacije, pH raztopine, vrsta
zamreZevalnega iona itd.), kar oteZuje, da bi sintetizirali hidrogel z Zelenimi lastnostmi
brez Stevilnih ponovitev eksperimentov [7].
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2NaCsH70s + CaCl2 — 2NaCl + Ci2H14CaOn2

Slika 2: Shematski prikaz »egg-box« modela [8]

Poznamo Se notranje (in situ) geliranje, ki vklju€uje vnos netopne kalcijeve soli (npr.
kalcijevega karbonata, CaCQO3) v polimerno raztopino, ki se nato vnese v kislo kopel in
pa obratno (inverzno) geliranje, ki poteka tako, da se zamrezevalna raztopina dodaja
v polimerno raztopino. Ta metoda se pogosto uporablja pri emulzijah za pripravo
mehkih mikrokapsul z oljno vsebino [6].

2.2.2 Kemijsko zamrezevanje

Kemijsko zamreZevanje hidrogelov lahko poteka na razlicne nacine, pri ¢emer je
najpogostejsi kemicni pristop, kjer se med funkcionalnimi skupinami hidrofilnih
polimerov (-OH, —COOH, —NH,) tvorijo kovalentne vezi. TakSne vezi nastajajo z
reakcijami, kot so adicije, kondenzacije ali reakcije z aldehidi (npr. glutaraldehidom).
Alternativno se lahko hidrogeli tvorijo tudi s pomocjo visokoenergijskega sevanja
(gama ali elektronski zarki) ali z radikalsko polimerizacijo vinilnih monomerov. Posebno
zanimiv je tudi encimski pristop, pri katerem encim transglutaminaza katalizira
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zamrezenje PEG-polimerov, kar omogoCa sintezo hidrogelov z visoko
biokompatibilnostjo [5].

2.3 Polimeri za pripravo hidrogelov

2.3.1 Polimeri/biopolimeri za pripravo hidrogelov

Za pripravo hidrogelov se uporabljajo razlicni polimeri, med katerimi so najpogostejsi:
poli(2-hidroksietil metakrilat), 2-hidroksietil metakrilat, metakrilna kislina, polietilen
glikol metakrilat, karboksimetil celuloza, polivinilpirilidon, kopolimer akrilamida in
akrilne kisline, poli(N-izopropil akrilamid), heparin itd. Ti polimeri se uporabljajo za
sintezo hidrogelov, ki so Siroko uporabni v medicinskih in biotehni¢nih aplikacijah [1].

Za pripravo hidrogelov se pogosto uporabljajo tudi razlicni biopolimeri naravnega
izvora, kot so celuloza, hitozan, kolagen, alginat, hialuronska kislina, Skrob, guar gumi,
agaroza in dekstran. Ti polimeri so cenjeni zaradi svoje biokompatibilnosti,
biodegradabilnosti ter sposobnosti zadrZzevanja vode in tvorbe tridimenzionalnih mrez.
Pridobivajo se iz rastlinskih ali Zivalskih virov, nekateri pa tudi z mikrobno fermentacijo.
Njihove kemijske lastnosti omogoc€ajo razlicne nacine zamrezenja, kar vpliva na
mehanske lastnosti, poroznost in zmogljivost spro$€anja ucinkovin iz hidrogelov [9].

2.3.2 Natrijev alginat

Natrijev alginat je naravni anionski polimer, sestavljen je iz 3-D-manuronske (M-bloki)
in a-L-guluronske (G-bloki) kisline, ki sta razporejeni v razli¢nih kombinacijah, kot so
bloki, bogati bodisi z M ali G enotami, ali bloki izmeni¢nih G in M enot. Slika 3 prikazuje
kemijsko strukturo natrijevega alginata.

H \ 0 W/ O T

- COONa Jn

Slika 3: Kemijska struktura natrijevega alginata [10]

Je naravni linearni polisaharid, pridobljen z ekstrakcijo iz rjavih morskih alg (Fucus,
Laminaria, Macrosrystis). Postopek ekstrakcije vkljuCuje obdelavo morskih alg z

Vv v

raztopino natrijevega karbonata, Cemur sledi postopek CiS€enja, ki rezultira praskasto

v
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ali granulirano obliko sestavine. V prisotnosti dvovalentnih Ca?* kationov guluronske
kisline se na sosednjih verigah tvorijo ionske pre¢ne vezi, kar vodi v nastanek
alginatnega hidrogela. Razmerje med enotama M in G dolo¢a fizikalno-kemijske
lastnosti hidrogelov [11, 12]. Zaradi svoje sposobnosti, da tvori gele v prisotnosti
kalcijevih ionov, je pomembna komponenta v tehnikah molekularne gastronomije, kot
je sferifikacija 0z. postopek Zeliranja, ki omogoc¢a, da poljubno teko€ino obdamo z
gelom [13, 14].

Zaradi netoksicnosti, biokompatibilnosti in biorazgradljivosti se alginatni hidrogeli
uporabljajo za Stevilne aplikacije [15, 16]:

v biomedicini za spro8€anje zdravil in proteinov, obloge za rane, opornice za rast
celic in morfogeneza organoidov, 3D-tiskanje za regeneracijo tkiv,

- v fleksibilni elektroniki,

- v okoljskih tehnologijah,

- v prehrambeni industriji, kot zgo&Cevalec, Zelirni agent, emulgator, stabilizator in
izboljSevalec teksture.

2.4 Termogravimetri¢éna analiza (TGA)

TermogravimetriCna analiza (TGA) je analizna tehnika, pri kateri se ob segrevanju
materiala njegova teza povecuje ali zmanjSuje. Z uporabo termogravimetricne analize
se ugotavlja spremembo mase in hitrost spremembe mase vzorca, kot funkcija
temperature (segrevanje ali ohlajanje), ¢asa in atmosfere (dusik, zrak, kisik ipd.).
Najpogosteje se uporablja za preuCevanje sestave kompleksnih materialov in
napovedovanje njihove termi¢ne stabilnosti preko kontinuiranega spremljanja mase
vzorca tekom kontrolirane spremembe temperature in/ali atmosfere (tako sestave, kot
tudi tlaka) [17, 18].

Ti instrumenti lahko kvantificirajo izgubo vode, izgubo topila, izgubo plastifikatorja,
dekarboksilacijo, pirolizo, oksidacijo, razgradnjo, odstotek mase polnila, koli¢ino
kovinskega katalitichega ostanka na ogljikovih nanocevkah ter odstotek mase pepela.
Vse te kvantificirane aplikacije se obiajno izvajajo med segrevanjem [18].

Aparat sestavlja pe€ica z merilno celico, ki jo prepihujemo z izbranim inertnim ali
oksidativnim plinom, in izredno natanCna tehtnica. Kvantitativno dolo€amo izgubo
vlage, topila, mehcala, nezreagiranih monomerov, razgradnjo polimerov, njihovo
pirolizo ali oksidacijo ter dolo€amo delez anorganskih polnil [19].

Slika 4 prikazuje shematski prikaz delovanja TGA aparature.
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Slika 4: Shematski prikaz delovanja TGA aparature [19]

2.5 Infrarde€a spektroskopija s Fourierjevo transformacijo in oslabljenim
popolnim odbojem (FTIR)

Fourierjeva transformacijska infrardeca spektroskopija, znana tudi kot FTIR analiza ali
FTIR spektroskopija, je analitska tehnika, ki se uporablja za prepoznavanje organskih,
polimernih in v nekaterih primerih tudi anorganskih snovi. Pri tej metodi se uporablja
infrardeCa svetloba za skeniranje testnih vzorcev in opazovanje njihovih kemijskih
lastnosti [20].

InfrardecCe sevanje poteka v obmocju priblizno od 10.000 do 100 cm™ skozi vzorec, pri
¢emer se del sevanja absorbira, del pa prehaja skozi vzorec. Absorbirano sevanje
molekule vzorca pretvorijo v rotacijsko in/ali vibracijsko energijo. Signal, ki ga zazna
detektor, se prikaze kot spekter, obi¢ajno v obmocju od 4000 cm™ do 400 cm™, in
predstavlja molekularni spektralni odtis vzorca. Vsaka molekula oziroma kemijska
struktura ustvari edinstven spektralni odtis, zato je FTIR analiza izjemno uporabno
orodje za kemijsko identifikacijo [20].

FTIR spektroskopija je uveljavljena tehnika za nadzor kakovosti pri ocenjevanju
industrijsko proizvedenih materialov in pogosto predstavlja prvi korak v postopku
analize materiala. Sprememba znacilnega vzorca absorpcijskih pasov jasno kaze na
spremembo v sestavi materiala ali na prisotnost necisto€ [20].

FTIR analiza se uporablja za [20]:

- identifikacijo in karakterizacijo neznanih materialov,

- prepoznavanje necisto€ na materialu ali v njem,

- za odkrivanje oksidacije, razgradnje ali nepopolnoma zamreZenih monomerov pri
raziskavah vzrokov za napake.
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Slika 5 prikazuje princip delovanja Fourierjeve transformacijske infrardecCe
spektroskopije.
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Slika 5: Shematski prikaz delovanja FTIR spektroskopije [21]

2.6 Optiéni mikroskop

Opti¢ni mikroskopi so mikroskopi, ki obi¢ajno uporabljajo vidno svetlobo in sistem le¢
za povecCavo slike majhnih vzorcev. Industrijski mikroskopi vkljuCujejo mnogo
kompleksnih modelov, ki si prizadevajo izboljSati lo€ljivost in kontrast slike vzorca.
Slike z opticnim mikroskopom je mogo€e zajeti z obiCajnimi svetlobno obcutljivimi
kamerami za generiranje mikroskopskih posnetkov [22].

Svetlobna mikroskopija je osnovna metoda za preiskavo povrSine materialov. Iz
preiskane povrSine materialov in mikrostrukture lahko sklepamo o mehanskih
lastnostih materialov itd. Z racdunalniSko obdelavo slike lahko dodatno identificiramo in
analiziramo napake, necistoCe ter vrsto mehanske in toplotne obdelave [23].

10
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3 EKSPERIMENTALNI DEL
3.1 Materiali

3.1.1 Kemikalije

Za sintezo smo uporabili natrijev alginat (Sigma Aldrich), kalcijev klorid (CaCl2) z
molsko maso 110,99 g/mol (Supelco) in destilirano vodo.

3.1.2 Kemijski inventar

V okviru diplomske naloge smo uporabili slede¢ kemijski inventar:

- 250 mL steklena ¢asa,

- 100 mL merilni valj,

- Zlicka,

- analizna tehtnica (Radwag, min 10 mg, max 220 g),

- grelec z magnetnim mesSalom (Joanlab, Hotplate Stirrer),
- magnetno mesalo (Yellowline, Yellow MAG MS 7),

- steklena palcka,

- kapalka,

- steklene petrijevke.

3.2 Sinteza alginatnih hidrogelnih kroglic

Za namen raziskave so bili pripravljeni Stirje vzorci hidrogelov iz natrijevega alginata in
kalcijevega klorida (CaCl,), ki so se razlikovali glede na koncentracijo raztopine CacCl,
ter Cas zamreZevanja. Vsi vzorci so bili pripravljeni z 3 % (w/v) raztopino natrijevega
alginata. Tabela 1 prikazuje oznake posameznih vzorcev skupaj z ustreznimi pogoji
sinteze.

Tabela 1: Pogoiji sinteze vzorcev hidrogelov

Oznaka vzorca Koncentracija natrijevega | Koncentracija CaCl2 (%) Cas zamrezevanja
alginata (%)

A3C0,25 1h 3 0,25 1h
A3C0,5 15 min 3 0,5 15 min
A3C0,5 30 min 3 0,5 30 min

A3C0,51h 3 0,5 1h

Za sintezo hidrogelov smo izhajali iz metode povzete v literaturi [15]. Najprej smo
sintetizirali kroglice s 3 % raztopino natrijevega alginata in s koncentracijami 1,5 %,
3 % in 5 % raztopin CaCl: ter pustili, da so se zamrezevale 24 ur. Zaradi previsokih
koncentracij CaCl2 in predolgega Casa zamreZenja, kroglice po susenju niso
nabrekale. Zato smo zmanjSali koncentracije raztopine CaClz: in variirali Cas
zamrezenja.

11
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Pripravili smo 3 % raztopino natrijevega alginata in 0,25 % ter 0,5 % raztopino CacClz.
Maso posameznih kemikalij smo izracunali po enacbi 1:

_ cxXV
m =% (1),

pri Cemer je:

- m-masa (g),
- ¢ - koncentracija raztopine (% w/v),
-V -volumen (mL).

V €aso smo na analitski tehtnici zatehtali 3 g natrijevega alginata in s pomocjo
merilnega valja dodali 97 mL destilirane vode. Natrijev alginat smo raztopili pri 70 °C
ob stalnem mesSanju z magnetnim meSalom (pripravljeno aparaturo prikazuje slika 6).
Za pripravo 0,25 % raztopine CaClz, smo zatehtali 0,25 g CaClz in ga raztopili v 99,75
mL destilirane vode. Analogno smo za pripravo 0,5 % raztopine zatehtali 0,5 g CaCl2
in ga raztopili v 99,5 mL destilirane vode.

Hidrogelne alginatne kroglice smo pripravili z metodo ionotropne gelacije s kapanjem
raztopine natrijevega alginata s kapalko z visine priblizno 3 cm v raztopino CacClz, pri
¢emer smo slednjo neprekinjeno mesali z magnetnim mesSalom. Nastale kroglice (slika
6) smo pustili zamrezevati 15 minut, 30 minut in 1 uro. Po zamreZevanju smo kroglice
sprali z destilirano vodo do nevtralnega pH in jih do nadaljnje uporabe hranili v
destilirani vodi v petrijevkah. Sintetizitane alginatne kroglice so prikazane na sliki 6.

Slika 6: a.) Priprava 3 % raztopine natrijevega alginata, b.) zamreZevanje alginatnih
kroglic v raztopini CaClz in c.) sintetizirane hidrogelne alginatne kroglice

3.3 Metode susenja hidrogelnih kroglic

Sintetizirane kroglice smo susili na zraku in v liofilizatorju, suSili smo v dveh paralelkah
po 10 kroglic na vzorec. Vsi rezultati so podani kot povpre€na vrednost dveh paralelnih
meritev.

12
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3.3.1 Susenje na zraku

Kroglice smo pred suSenjem stehtali na analitski tehtnici in jih suSili na sobni
temperaturi. Njihovo maso smo spremljali v doloCenih ¢asovnih intervalih: po 2, 4, 24,
48, 72 urah ter po enem tednu. Slika 7 prikazuje kroglice pred in po suSenju.

Slika 7: Alginatne kroglice a.) pred in b.) po susenju na zraku

3.3.2 Liofilizacija

Loncke s sintetiziranimi alginatnimi kroglicami smo stehtali, pokrili s parafilmom in ga
prepikali z iglo, da smo omogocili sublimacijo vode. Alginatne kroglice smo nato
zamrznili v zamrzovalniku za 24 ur. Po zamrznitvi smo jih prenesli v liofilizator (Christ
Alpha 1-4), kjer so se liofilizirale 8 ur. Po liofilizaciji smo vzorce ponovno stehtali in iz
razlike mas izraCunali odstotek izgube vode. Slika 8 prikazuje liofilizirane kroglice.

Slika 8: Liofilizirane kroglice

Enacba 2 za dolocitev odstotka izgube vode pri suSenju:

13
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Izguba vode = T2—"2 x 100  (2),

mq
pri Cemer je:

- izguba vode - zmanjSanje mase vode (%),
- mz1 - masa zacetna (g),
- m2 - masa konc¢na (g).

3.4 Studije nabrekanja in cikliéne uporabe

Po susenju na zraku in v liofilizatorju, smo kroglice nabrekali v destilirani vodi pri sobni
temperaturi. Mase kroglic smo v dveh paralelkah spremljali po 2, 4, 24, 48 in 72 urah
ter po enem tednu. Ob vsaki ¢asovni toCki smo kroglice previdno odstranili iz vode, jih
osusili na filtrirnem papirju, stehtali in vrnili v vodo. Ker so kroglice pokazale ustrezno
sposobnost nabrekanja, smo ponovili cikel susenja in nabrekanja, pri ¢emer smo
uporabili enak postopek suSenja kot v prvem ciklu — vzorce, prvotno susene na zraku,
smo ponovno susili na zraku, liofilizirane vzorce pa ponovno liofilizirali. Slika 9
prikazuje kroglice, suSene na zraku, med drugim ciklom nabrekanja in liofilizirane
kroglice v istem obdobju. Tretji cikel suSenja in nabrekanja smo izvedli samo za vzorec
A3CO0,5 15 min (kroglice, zamreZene 15 minut v 0,5 % raztopini CaClz).

Slika 9: Drugi cikel nabrekanja alginatnih kroglic a.) susenih na zraku in b.) susenih v
liofilizatorju

3.4.1 lzra€un parametrov nabrekanja

Za ovrednotenje lastnosti nabrekanja alginatnih kroglic smo uporabili razli¢ne
kvantitativne parametre, ki opisujejo njihovo sposobnost absorpcije in zadrZevanja
vode ter stabilnost pri veCkratni uporabi. IzraCunane parametre smo dolo ili na podlagi
merjenih mas kroglic v razli¢nih fazah procesa nabrekanja in su$enja.

Enacba 3 za izraCun stopnje nabrekanja (angl. Swelling rate):

14
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SR ="2—T= (3),

mg

pri Cemer je:

- SR - stopnja nabrekanja,
- mn - masa nabrekle kroglice (g),
- ms - masa suhe kroglice (Q).

Enacba 4 za izraCun sposobnosti zadrzevanja vode (angl. Water retention capacity):

WRC = =% x 100 (4),

Mg

pri Cemer je:

-  WRC - sposobnost zadrzevanja vode (%),
- m: - masa suhe po ¢asu (g),
- Mz - masa zacetne, pred suSenjem (g).

Enacba 5 za izraCun ucinkovitosti rehidracije (angl. Rehydration efficiency):

RE =72 x 100 (5),

Mg
pri Cemer je:

- RE - ucinkovitost rehidracije (%),
- mn - masa nabrekle kroglice (g),
- Mz - masa zacetne, pred suSenjem (g).

Enacba 6 za izraCun indeksa stabilnosti za vecCkratno uporabo (angl. Reusability
stability index):
RSI =322 %100  (6),

SR

1
pri Cemer je:

- RSI - indeks stabilnosti za vecCkratno uporabo,
- SR - stopnja nabrekanja v n ciklu,
- SR - stopnja nabrekanja v prvem ciklu.

Enacba 7 za izraCun zmanjSanja sposobnosti nabrekanja po n ciklih (angl. Swelling
capacity reduction):

SCR=3=5F w100 (7),
SR,
pri Cemer je:

- SCR - zmanjSanje sposobnosti nabrekanja po n ciklih (%),
- SRn - stopnja nabrekanja v n ciklu,

15
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- SRu1 - stopnja nabrekanja v prvem ciklu.
3.5 Metode karakterizacije

3.5.1 Termogravimetriéna analiza (TGA)

Termogravimetri€no analizo smo izvedli na napravi Mettler Toledo TGA/DSC 3+ (slika
10). Vzorec smo natehtali v aluminijast lonCek in ga segrevali v temperaturnem
obmocju od 25 do 550 °C s hitrostjo segrevanja 10 °C/min, v duSikovi atmosferi s
pretokom plina 20 mL/min, nato pa $e 10 minut pri 550 °C v kisikovi atmosferi s
pretokom plina 20 mL/min.

Z metodo TGA smo dolocili temperaturo degradacije in delez razpada hidrogela.

Slika 10: Termogravimetri¢ni analizator

3.5.2 Infrarde¢a spektroskopija s Fourierjevo transformacijo in oslabljenim
popolnim odbojem (FTIR)

Vzorce smo analizirali z uporabo infrardeCega spektrometra Perkin Elmer Spectrum
65 FT-IR Spectrometer (slika 11), s tehniko oslabljene popolne odbojnosti (ATR). Za
vsak vzorec smo posneli 10 meritev od 4000 cm-* do 600 cm-?, z resolucijo 4 cm™.

Z ATR FT-IR metodo smo dolocili priblizno kemijsko sestavo vzorcev in preverili
morebitno vsebnost necistocC.
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Slika 11: ATR-FTIR spektrometer

3.5.3 Opti€¢ni mikroskop

Vzorce smo analizirali z opti€énim mikroskopom Keyence VHX (slika 12), ki omogoca
digitalno slikanje z do 2000-kratno povecavo. Za podrobno preucitev vzorcev smo
uporabili 20, 30 in 50-kratno povecavo.

Slika 12: Opticni mikroskop

17
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA

Spremljali smo sposobnost zadrZevanja vode, stopnjo nabrekanja, ucinkovitost
rehidracije v dveh ciklih suSenja in nabrekanja. Vzorec A3C0,5 (15 min) smo susili in
nabrekali v treh ciklih zaradi najboljSih rezultatov nabrekanja.

4.1 Optimizacija sinteze alginatnih hidrogelov

Koncentracija raztopine CaClz in ¢as zamreZevanja pomembno vplivata na sintezo
alginatnih kroglic. Vi§ja koncentracija CaCl2 omogo€a moénejSo zamreZenost, medtem
ko nizZja koncentracija povzrocCi SibkejSo zamreZenost in kon¢no strukturo. Kroglice, ki
so se zamrezevale 15 minut in 30 minut v 0,25 % raztopini CaClz, so razpadle nekaj
minut po sintezi, zato smo jih izkljucili iz nadaljnje raziskave. Slika 13 prikazuje poCene
alginatne kroglice, na sliki 14 je pod 20-kratno mikroskopsko pove€avo vidna
primerjava med neposkodovano sintetizirano alginatno kroglico in po¢eno alginatno
kroglico.

Slika 14: Primerjava med a.) neposkodovano in b.) po¢eno alginatno kroglico pod
mikroskopom pri 20-kratni povecavi

4.1.1 Vpliv metode susenja na morfologijo

Metoda suSenja pomembno vpliva na kon¢ne lastnosti alginatnih kroglic.
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SuSenje na zraku predstavlja enostavnejsi in cenovno ugodnejsi postopek, vendar je
Casovno dolgotrajnejsi, pri c¢emer v kroglicah ostane Se doloen odstotek vlage. Tako
suSene kroglice imajo gladko povrSino z manjSo poroznostjo, saj postopno
izhlapevanje vode povzroCi stiskanje polimerne mreze in zapiranje por. Posledicno
kroglice izgledajo bolj »zbite« oziroma kompaktne, vendar so veliko bolj Evrste in man;
krhke kakor liofilizirane.

Liofilizacija, nasprotno, ohranja prvotno strukturo kroglic, pove&a njihovo poroznost in
omogoca boljSo stabilnost ter hitrejSo rehidracijo. Med procesom sublimacije voda
izhlapi neposredno iz trdnega (alginatne kroglice so predhodno zamrznjene) v plinasto
stanje, kar prepreCuje kolaps gelske strukture. Liofilizirane alginatne kroglice imajo
vecji volumen, niZjo maso in krhko strukturo v primerjavi z alginatnimi kroglicami
suSenimi na zraku. Njihova porozna struktura je rezultat sublimacije, ki ohranja
originalno mrezasto strukturo polimera. Slika 15 prikazuje alginatno kroglico pred
postopkom sus$enija, kroglico posuseno na zraku in liofilizirano kroglico, opazovane pod
opti€nim mikroskopom pri 30-kratni povecavi.

Slika 15: Primerjava alginatnih kroglic v treh razli¢nih stanjih — a.) sveZa kroglica pred
su8enjem, b.) kroglica posuSena na zraku in c.) liofilizirana kroglica — pod opti¢nim
mikroskopom pri 30-kratni povecavi

4.2 Vsebnost vode v alginatnih kroglicah

S postopkom liofilizacije smo dolocili odstotek izgube vode v alginatnih kroglicah in
ugotovili, da kroglice vsebujejo 98-99 % vode, kot prikazuje tabela 2. Primerjava
rezultatov kaze, da kroglice susene v liofilizatorju dosegajo visji odstotek izgube vode
kot kroglice suSene na zraku, kar pomeni da smo s postopkom liofilizacije dosegli vec¢jo
stopnjo susenja. Vzorec A3CO0,5 (1 h) je v drugem ciklu suSenja izkazoval manjSo
izgubo vode, le 88,53 % v primerjavi z drugimi vzorci. To lahko pripiSemo gostejsi in
mocnejSi zamrezenosti strukture teh kroglic, zaradi Cesar je vzorec v prvem ciklu
nabrekanja absorbiral manj vode kot ostali vzorci, posledi¢no je zato tudi odstotek
izgube vode v drugem ciklu suSenja manjsi.
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Tabela 2: Odstotek izgube vode alginatnih kroglic med procesom liofilizacije

Vzorec Cas zamrezevanja lzguba vode (%) lzguba vode (%)
- 1. cikel susenja - 2. cikel susenja
A3C0,25 1ura 98,2 98,5
A3C0,5 15 minut 99,8 99,9
30 minut 99,6 99,6
1ura 98,0 88,5

4.3 Kinetika susenja alginatnih kroglic

Spremljali smo sposobnost zadrZzevanja vode alginantnih kroglic med susenjem na
zraku. Kot prikazujeta sliki 16 in 17, poteka suSenje kroglic v ve€ fazah. V prvih dveh
urah je izguba vode minimalna, zgolj 4—7 %. Do najvecje izgube vode, 96-99 %, pride
med 2. in 48. uro susenja. Od 48. ure dalje se izguba vode upoc€asni in znasa le Se 1—
3 %.

Rezultati kazejo, da viSja kot je koncentracija CaClz in krajSi kot je Cas zamrezZenja,
ucinkovitejSe je susenje. Najbolj uc€inkovito se je susil vzorec, ki se je zamrezeval 15
minut v 0,5 % raztopini CaClz, pri katerem je odstotek izgube vode dosegel 99,6 %. Pri
vzorcih z dalj§im ¢asom zamrezZevanja opazamo hitrejSo zacetno izgubo vode, vendar
ti vzorci na koncu susenja zadrzijo nekoliko ve€ vlage, kar je razvidno iz grafa na sliki
17.

V drugem ciklu suSenja je proces susenja potekal bistveno hitreje. Razlog je v tem, da
po prvem suSenju in nato ponovnem nabrekanju hidrogel pogosto ni ve€ tako
kompakten kot na zaCetku. Pri ponovni hidraciji suSenega hidrogela lahko pride do
nastanka mikrostruktur, razpok ali SirSih kanalov znotraj materiala, ki v drugem ciklu
susenja olajSajo pot vodi pri izhlapevanju, kar pospesi celoten proces suSenja.
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Slika 16: Kinetika zadrZzevanja vode alginatnih kroglic med prvim ciklom susenja na
zraku
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Slika 17: Kinetika zadrZzevanja vode alginatnih kroglic med drugim ciklom susenja na
zraku

4.4 Kinetika nabrekanja alginatnih kroglic

Stopnja nabrekanja predstavlja koli€ino vode, ki jo lahko posu$en hidrogel absorbira
glede na svojo zaCetno suho maso. Iz grafov, prikazanih na slikah 18, 19, 20 in 21 je
razvidno, da na stopnjo nabrekanja pomembno vplivajo metoda suSenja, Cas
zamrezevanja in Stevilo ciklov nabrekanja.

Liofilizirani vzorci dosegajo visje stopnje nabrekanja v primerjavi z vzorci susenimi na
zraku. lzstopa vzorec A3CO0,5 (15 min), ki je Zze v prvem ciklu nabrekanja dosegel
stopnjo visjo od 1000. Rezultati kazejo, da krajsi kot je Cas zamrezenja, visja je stopnja
nabrekanja. Z vsakim nadaljnjim ciklom nabrekanja se stopnja nabrekanja postopoma
zmanijsuje.

Kot najuspesnejsi se je izkazal vzorec, ki se je zamreZeval 15 minut v 0,5 % raztopini
CacClz, kar lahko pripiSemo predvsem njegovi porozni strukturi, ki omogoca ucinkovito
absorpcijo vode. Med vzorci opazamo razliko v absorpcijski sposobnosti glede na
koncentracijo CaClz, kjer vi§ja koncentracija (0,5 %) pri daljSem €asu zamrezZevanja
(1 h) ustvari mo¢nejSo zamrezeno strukturo, ki omejuje nabrekanje.
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Slika 18: Kinetika nabrekanja alginatnih kroglic suSenih na zraku v prvem ciklu
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Slika 19: Kinetika nabrekanja alginatnih kroglic suSenih na zraku v drugem ciklu
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Slika 20: Kinetika nabrekanja liofiliziranih alginatnih kroglic v prvem ciklu
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Slika 21: Kinetika nabrekanija liofiliziranih alginatnih kroglic v drugem ciklu

4.5 Uc¢inkovitost rehidracije

UcCinkovitost rehidracije nam pove, koliko mase vzorec povrne po rehidraciji v
primerjavi s svojo zaetno maso v hidriranem stanju pred prvim suSenjem. Glede na
rezultate, predstavljene v tabelah 3 in 4, je razvidno, da liofilizirani vzorci dosegajo visjo
ucinkovitost rehidracije v primerjavi z vzorci susenimi na zraku.

Ponovno posebej izstopa vzorec A3CO0,5 (15 min), ki kaze izjemno sposobnost
rehidracije, kar 195 % pri kroglicah suSenih na zraku in 174 % pri liofiliziranih kroglicah.
Te vrednosti, ki presegajo 100 %, nakazujejo, da je vzorec po rehidraciji sposoben
absorbirati Se ve€ vode, kot jo je vseboval pred prvim sudenjem. Pri vecini vzorcev
opazamo nizjo ucinkovitost rehidracije v drugem ciklu, z izjemo vzorca A3CO0.5 (15
min), ki ohranja 99 % ucinkovitost tudi v drugem ciklu nabrekanja.

Tabela 3: Ucinkovitost rehidracije (%) alginatnih kroglic susenih na zraku

Vzorec Cas Ucinkovitost rehidracije (%) Ucinkovitost rehidracije (%)
zamrezevanja - 1. cikel nabrekanja - 2. cikel nabrekanja
A3C0,25 1 ura 101,2 238
A3C0,5 15 minut 194,7 78,0
30 minut 101,2 244
1 ura 9,3 253,0

Tabela 4: Uc¢inkovitost rehidracije (%) alginantih kroglic susenih v liofilizatorju

Vzorec Cas U¢€inkovitost rehidracije (%) U¢€inkovitost rehidracije (%)
zamreZevanja - 1. cikel nabrekanja - 2. cikel nabrekanja
A3C0,25 1ura 126,3 58,9
A3C0,5 15 minut 1741 99,2
30 minut 151,4 68,0
1ura 27,6 156,0
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Rezultati potrjujejo, da ucinkovitost rehidracije korelira s strukturnimi lastnostmi
vzorcev. ViSje vrednosti dosegajo vzorci z bolj porozno strukturo in manj gosto
zamrezeni vzorci, kar omogoc€a ucinkovitejSi vstop vode v strukturo hidrogela.
Koncentracija CaClz in ¢as zamrezZevanja tako predstavljata kljuéna parametra, ki
definirata konéno sposobnost rehidracije alginatnih kroglic.

4.6 Cikliéno nabrekanje in dolgoro€na stabilnost alginatnih kroglic

Za oceno dolgoro¢ne uporabnosti alginatnih kroglic smo vzorec A3C0,5 (15 min), ki je
izkazal najboljSe rezultate nabrekanja, izpostavili trem zaporednim ciklom suSenja in
rehidracije. Na sliki 22 prikazani rezultati sposobnosti zadrZzevanja vode v treh ciklih
susenja na zraku kaZejo konsistentno obnasanje kroglic med vsemi tremi cikli. Krivulje,
ki predstavljajo prvi, drugi in tretji cikel, se skoraj popolnoma prekrivajo, kar dokazuje,
da kroglice v vsakem ciklu izgubljajo vodo z enako hitrostjo. V prvih 4 urah je izguba
vode poCasna, med 4. in 48. uro pa se vsebnost vode zmanjSa za ve¢ kot 90 %. Po 48
urah se proces suSenja upocasni, pri Cemer kroglice v vseh treh ciklih zadrzijo le
minimalno koli¢ino vode.
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Slika 22: Kinetika zadrZevanja vode alginatnih kroglic A3C0,5 (15 min) v vseh treh
ciklih suSenja na zraku

Tabela 5 prikazuje izgubo vode liofiliziranih kroglic v vseh treh ciklih su$enja v
liofilizatorju. Glede na vrednosti vidimo, da je postopek liofilizacije izredno uc€inkovit pri
odstranjevanju vode. Z vsakim nadaljnjim ciklom pride do rahlega povecCanja deleza
izgubljene vode, kar lahko kaze na izboljSano izhlapevanje zaradi Ze delno
spremenjene strukture.

Tabela 5: Odstotek izgube vode alginatnih kroglic A3C0,5 (15 min) v vseh treh ciklih
su8enja s procesom liofilizacije

Vzorec Cas zamrezevanja lzguba vode (%) lzguba vode (%) lzguba vode (%)
- 1. cikel susenja - 2. cikel susenja - 3. cikel susenja
A3C0,5 15 minut 99,8 99,9 99,9
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Primerjava med metodama susSenja razkriva pomembne razlike v njunem vplivu na
strukturo kroglic. Liofilizacija poteka pri nizkih temperaturah in pod vakuumom, kar
omogoca odstranjevanje vode v obliki sublimacije. Zaradi tega ostane struktura kroglic
bolj porozna, kar omogoca viSjo stopnjo ponovnega nabrekanja in ve€jo sposobnost
zadrzevanja vode. Nasprotno, suSenje na zraku pri sobni temperaturi povzroCa
postopno izhlapevanje vode, kar lahko povzro€i zapiranje por ali deformacije v
strukturi, s tem pa slabSanja sposobnosti absorpcije in zadrzevanja vode v naslednjih
ciklih.

Iz rezultatov stopnje nabrekanja alginatnih kroglic A3C0,5 (15 min) v treh zaporednih
ciklih (sliki 23 in 24) je razvidno, da tako na zraku suSene kot liofilizirane kroglice
ohranjata sposobnost absorpcije vode, vendar z razlicno u€inkovitostjo in obstojnostjo
skozi cikle.

Na zraku suSene kroglice so dosegle relativno visoko stopnjo nabrekanja (slika 23) v
prvih dveh ciklih, pri Cemer je bila najhitrejSa rast opazna v prvih dveh urah. V drugem
ciklu je bil porast celo nekoliko izrazitejSi kot v prvem, kar bi lahko pripisali lazji
dostopnosti hidrofilnih mest po prvem ciklu suSenja. V tretiem ciklu pa je bila stopnja
nabrekanja izrazito niZja, kar kaZze na zmanjSano sposobnost absorpcije in
zadrzevanja vode. To je verjetno posledica strukturnih sprememb v materialu, kot so
zaprtje por ali razpad mrezne strukture, kar zmanjSuje moznost nadaljnjega vpijanja
vode.
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Slika 23: Stopnja nabrekanja kroglic suSenih na zraku v vseh treh ciklih

Liofilizirane kroglice so v prvem ciklu dosegle bistveno vi§jo stopnjo nabrekanja (slika
24), vec€ kot 1000, v primerjavi s kroglicami suSenimi na zraku. Njihova sposobnost
nabrekanja je ostala viSja tudi v drugem in tretjem ciklu, Ceprav je opazen postopen
upad ucinkovitosti — najverjetneje zaradi mikrostrukturnin poskodb (npr. lom por,
zmanjSanje kapilarne aktivnosti).
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Slika 24: Stopnja nabrekanja liofiliziranih kroglic v vseh treh ciklih

Tabela 6 prikazuje primerjavo u€inkovitosti rehidracije optimiziranega vzorca alginatnih
kroglic A3C0,5 (15 min), suSenih z dvema razlicnima metodama, skozi tri zaporedne
cikle rehidracije. Rezultati razkrivajo pomembne razlike v dolgoroc¢ni stabilnosti in
funkcionalnosti materiala glede na uporabljeno metodo susenja.

Tabela 6: Ucinkovitost rehidracije (%) alginatnih kroglic A3C0,5 (15 min) suSenih v
liofilizatorju in na zraku v treh zaporednih ciklih

Vzorec Ucinkovitost rehidracije (%) | Uéinkovitost rehidracije (%) | Uéinkovitost rehidracije (%)
- 1. cikel - 2. cikel - 3. cikel
Kroglice suSene na 194,7 78,0 55,6
zraku
Liofilizirane kroglice 174,1 99,2 48,1

Na zraku suSene kroglice so v prvem ciklu dosegle izjemno visoko ucinkovitost
rehidracije (194,72 %), saj so absorbirale skoraj dvakrat toliko vode, kot je znaSala
njihova zacetna masa. To nakazuje, da je struktura kroglic po prvem susenju ohranila
optimalno poroznost in dostopnost hidrofilnih mest. Vendar se Ze v drugem ciklu
ucinkovitost rehidracije drasticno zmanjSa za ve€ kot 60 % (na 78,01 %), v tretjem ciklu
pa vrednost pade na 55,63 %, kar predstavlja le priblizno 28,6 % prvotne absorpcijske
sposobnosti. Tovrsten padec ucCinkovitosti nakazuje, da kroglice suSene na zraku
strukturno ne prenesejo veckratnih ciklov suSenja in rehidracije.

Liofilizirane kroglice so v prvem ciklu dosegle nekoliko nizjo u€inkovitost rehidracije
(176,06 %) v primerjavi s kroglicami suSenimi na zraku, vendar so izkazale bistveno
vecjo strukturno stabilnost v naslednjih ciklih. V drugem ciklu so ohranile izjemno
visoko ucinkovitost rehidracije (99,23 %), kar predstavlja ohranjanje 57 % prvotne
sposobnosti - bistveno bolje kot kroglice suSene na zraku. V tretiem ciklu se
uCinkovitost rehidracije sicer zniZza na 48,12 %, vendar je padec med drugim in tretjim
ciklom (51,5 %) manj izrazit kot pri kroglicah suSenih na zraku (71,4 %).
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Indeks stabilnosti, izraCunan kot razmerje med ucinkovitostjo rehidracije v zaporednih
ciklih, predstavlja pomemben parameter za oceno dolgoro¢ne uporabnosti hidrogelnih
materialov. Ta vrednost nam omogocCa kvantitativno oceno, kako dobro material
ohranja svojo funkcionalnost skozi zaporedne cikle uporabe:

- RSI > 1: Oznacuje izboljSanje sposobnosti rehidracije v naslednjem ciklu, kar kaze
na ugodne strukturne spremembe v materialu.

- RSI = 1: Pomeni popolno ohranjanje zaCetne sposobnosti rehidracije, kar
predstavlja idealno stabilnost.

- RSI < 1: Kaze na poslabSanje sposobnosti rehidracije, pri ¢emer nizja vrednost
pomeni vedji padec funkcionalnosti.

Tabela 7 prikazuje indeks stabilnosti optimiziranega vzorca alginatnih kroglic A3CO0,5
(15 min) v posameznih zaporednih ciklih. Liofilizirane kroglice izkazujejo viSjo
stabilnost v prehodu iz prvega v drugi cikel (indeks 1,0), kar pomeni skoraj popolno
ohranjanje funkcionalnosti. Nasprotno, kroglice suSene na zraku v tem obdobju
dosezejo indeks 1,1, kar nakazuje nenavadno povecanje ucinkovitosti, verjetno zaradi
preureditve strukture po prvem ciklu, ki zacasno olajSa dostop vode do hidrofilnih mest.
V prehodu iz drugega v tretji cikel obe vrsti kroglic izkazujeta upad funkcionalnosti
(indeks < 1), kar nakazuje postopno degradacijo strukture. Pri kroglicah suSenih na
zraku ta indeks zna$a 0,7, pri liofiliziranih pa 0,6, kar kaze na nekoliko hitrejSi upad
funkcionalnosti liofiliziranih kroglic v zadnjem ciklu, ¢eprav so te v predhodnih ciklih
izkazovale boljSo stabilnost.

Tabela 7: Indeks stabilnosti alginatnih kroglic A3CO0,5 (15 min) suSenih v liofilizatorju
in na zraku v treh zaporednih ciklih

Vzorec Indeks stabilnosti Indeks stabilnosti
- 1/2. cikel - 2/3. cikel
Kroglice suSene na zraku 1,1 0,7
Liofilizirane kroglice 1,0 0,6

ZmanjSanje sposobnosti nabrekanja v odstotkih prikazuje relativno spremembo v
absorpcijski sposobnosti materiala med zaporednimi cikli. Negativha vrednost
oznacuje izboljSanje absorpcijske sposobnosti, pozitivna vrednost pa njeno
zmanjSanje. Kot je razvidno iz tabele 8, obe vrsti kroglic v prehodu iz prvega v drugi
cikel izkazujeta izboljSanje sposobnosti nabrekanja (negativne vrednosti), kar je
skladno z vrednostmi indeksa stabilnosti nad 1. Pri prehodu iz drugega v tretji cikel pa
alginatne kroglice rezultirajo znatno poslabSanje absorpcijske sposobnosti, pri Cemer
liofilizirane kroglice izkazujejo izrazitejSi upad (42,0 %) v primerjavi s kroglicami
susenimi na zraku (25,7 %).
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Tabela 8: Zmanjsanje sposobnosti nabrekanja (%) alginatnih kroglic A3C0,5 (15 min)
su8enih v liofilizatorju in na zraku v treh zaporednih ciklih

Vzorec Zmanjsanje sposobnosti | Zmanj$anje sposobnosti
nabrekanja (%) nabrekanja (%)
-1/2. cikel - 2/3. cikel
Kroglice suSene na zraku -7,0 25,7
Liofilizirane kroglice 2,7 42,0

Na podlagi predstavljenih rezultatov lahko zaklju€imo, da obe vrsti kroglic izkazujeta
odlicne lastnosti v prvih dveh ciklih uporabe, kar omogocCa njihovo ucinkovito
implementacijo v aplikacijah, kjer je predvidena omejena veckratna uporaba.
Liofilizacija se je izkazala kot posebej primerna metoda za pripravo alginatnih kroglic,
ki zahtevajo visoko zaCetno absorpcijsko sposobnost in stabilnost skozi prvi in drugi
cikel uporabe.

4.7 Karakterizacija

4.7.1 Termogravimetricha analiza (TGA)

S TGA smo vzorcem dolocili temperaturo degradacije in delez razpada v %. Analizirali
smo le liofilizirane kroglice. V prilogi 1 so prikazane TGA krivulje analiziranih
liofiliziranih kroglic z 0,25 % in 0,5 % raztopino CacCl: in z razlicnim ¢asom zamreZenja.
Za celovitejSi pregled in primerjavo med vzorci so v tabeli 9 zbrani klju¢ni parametri
termi¢nega razpada — temperature degradacije in pripadajoCi delezi razpada za vsak
analiziran vzorec.

Rezultati iz tabele 9 kaZejo, da je pri vzorcu A3CO0,25 (1 h) priSlo do le treh razpadov,
dva sta potekala v dusikovi atmosferi, dokonéno pa je razpadel v kisikovi atmosferi,
medtem ko je pri vzorcih A3CO0,5 prislo do Stirih razpadov, trije so potekali v duSikovi
atmosferi, zadnji pa v kisikovi atmosferi. Do najmanjSega razpada je prislo pri vzorcu
A3CO0,5 (15 min). Rezultati potrjujejo, da visja koncentracija CaCl: izboljSa toplotno
stabilnost vzorcev. Vzorec A3CO0,5 (15 min) izkazuje najvi§jo temperaturo degradacije
pri drugem razpadu (249,85 °C) in prav tako najvisjo temperaturo pri tretjiem razpadu
(452,79 °C), kar kaze na ucinkovito ionsko zamreZenje strukture. Rezultati v drugi fazi
razpada kazZejo, da se z daljS§im Casom zamrezevanja temperature degradacije
znizujejo. Vzorec A3CO0,5 (15 min) ima v kisikovi atmosferi najmanjSi delezZ razpada,
6,62 %, kar pomeni, da je od ostalih vzorcev najbolj stabilen v oksidativnem okolju.

Tabela 9: Parametri termi¢ne razgradnje alginatnih kroglic dolo¢eni s TGA metodo

Vzorec Cas Razpad v dusikovi atmosferi Razpad v Celoten
zamrezevanja kisikovi razpad
atmosferi (%)
Ta1 Razpad- T2 | Razpad2 | Tes | Razpads | Tas | Razpads
(°C) (%) (°C) (%) (°C) (%) | (°C) | (%)
A3C0,25 1ura 454 16,1 2457 49,2 / / 550 20,8 86,0
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Vzorec Cas Razpad v dusikovi atmosferi Razpad v Celoten
zamreZevanja kisikovi razpad
atmosferi (%)

Ts1 | Razpads Te2 | Razpad2 | Tus | Razpads | Tas | Razpads
(°C) (%) (°C) (%) (°C) (%) | (°C) | (%)

A3C0,5 15 minut 48,2 17,9 249,9 38,9 452,8 9,0 550 6,6 72,3
30 minut 49,4 15,3 185,4 3,1 245,7 47,3 550 20,7 86,5
1ura 49,0 13,0 192,7 3,5 2454 48,0 550 20,2 84,7

4.7.2 Infrarde€a spektroskopija s Fourierjevo transformacijo in oslabljenim
popolnim odbojem (FTIR)

Za karakterizacijo kemijske sestave in strukture pripravljenih alginatnih kroglic smo
uporabili ATR-FTIR analizo. V tabeli 10 so predstavljeni rezultati spektroskopske
analize vzorca A3C0,5 (15 min), pridobljeni iz FTIR spektra prikazanega na sliki 25.
Rezultati ATR-FTIR analiz drugih vzorcev, se bistveno ne razlikujejo, saj so vse
kroglice sintetizirane z natrijevim alginatom, kalcijevim kloridom in destilirano vodo,
ostale FTIR meritve so podane v prilogi 2. FTIR spekter alginatnih kroglic kaZze znacilne
absorpcijske vrhove hidroksilnih (OH) skupin med 3245 in 1313 cm™, kar potrjuje
prisotnost polisaharidne strukture alginata. Prisotnost karbonilnih in karboksilatnih
skupin (C=0 in CO) v obmocju med 1122 in 1026 cm™" kaZze na moznost tvorbe ionskih
mostov z ioni Ca?*, ki omogoc&ajo zamrezevanje. Tudi vrh pri 2349 cm™ (O=C=0) lahko
nakazuje prisotnost ogljikovega dioksida ali karbonatnih ostankov. CH in C=C
absorpcije potrjujejo organske komponente, ki so lahko posledica osnovne strukture
alginata ali ostankov po procesu suSenja. FTIR spektri, pridobljeni v nasSem
raziskovalnem delu, se dobro ujemajo s podatki iz literature [24]. Kar potrjuje pravilno
identifikacijo vzorcev ter ustreznost izbrane metode analize. Ujemanje spektralnih
pasov kaze na prisotnost enakih funkcionalnih skupin oziroma kemijskih vezi kot pri
referencnih snoveh.

Tabela 10: Seznam karakteristicnih absorpcijskih vrhov v FTIR spektru alginatnih

kroglic
Stevilka traku Valovno $tevilo (cm-') Kemijska vez

1 3245,1 OH

2 29214 CH

3 2850,8 CH

4 2349,1 0=C=0
5 1590,0 C=C

6 1416,4 OH

7 1312,7 OH

8 1122,4 CO

9 1080,7 Co

10 1025,9 CO-0-CO
" 887,5 C=C
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Stevilka traku Valovno stevilo (cm-) Kemijska vez
12 817,3 CH
13 668,1 Cc=C
14 682,0 CH
PerkinElmer Spectrum IR Version 10.6.2
torek, 18. marec 2025 11:31
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Date torek, 18. marec 2025 11:31
1057
1004
904
80
BBT 45cm-1; 81,76%T
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g B0 1312 720m1; 62,545
< . 2349,11em"1; 60.ATHT +
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~~
2021 37cm-1; 46,74%T
4K
3245 120m-1; 37 44%T 1o | 1000,680m1]30,63%T
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822_2025_0073_A3C0,515minZ Sample 016 By fipo Date orek, marec 18 2025 The Quality Checks give rise to mulliple wamings for the
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Slika 25: ATR-FTIR spekter alginatne kroglice A3C0,5 (15 min) suSene na zraku s
karakteristicnimi absorpcijskimi vrhovi funkcionalnih skupin

4.7.3 Optiéni mikroskop

Za vizualno karakterizacijo morfolo$kih lastnosti alginatnih kroglic in oceno strukturnih
sprememb med cikli suSenja in rehidracije smo izvedli mikroskopsko analizo pri 20, 30
in 50-kratni povecavi. Preu€evane so bile kroglice v razli¢nih stanjih: sveze pripravljene
alginatne kroglice, kroglice susene na zraku, liofilizirane kroglice ter kroglice po tretjiem
ciku rehidracije za obe metodi suSenja.

Meritve premerov, predstavijene v tabeli 11, nudijo kvantitativno oceno strukturnih
sprememb, ki se pojavijo med procesi suSenja in rehidracije. Sveze pripravljene
kroglice so imele najvecji premer (7821,63 um), kar predstavlja njihovo zacetno
hidrirano stanje. Pri suSenju na zraku pride do izrazitega zmanjSanja premera (1966,31
um), kar predstavija le 25,1 % prvotne velikosti. Liofilizirane kroglice so ohranile
bistveno vedji premer (5943,93 um), kar predstavlja 76,0 % prvotnega premera, kar
potrjuje, da liofilizacija bolje ohranja prvotno strukturo materiala.

Po treh ciklih suSenja in rehidracije sta obe vrsti kroglic izkazali trajno zmanjSanje
premera v primerjavi s prvotnim stanjem. Kroglice suSene na zraku so po tretjem ciklu
dosegle premer 6166,03 uym (78,8 % prvotne velikosti), medtem ko so liofilizirane
kroglice dosegle premer 6612,69 um (84,5 % prvotne velikosti). Ta razlika dodatno
potrjuje, da liofilizacija omogo€a boljSe ohranjanje strukturne integritete tudi po
vecCkratnih ciklih uporabe.
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Rezultati mikroskopske analize potrjujejo predhodne ugotovitve drugih analiz - kroglice
suSene na zraku doZzivijo obseznejSi razpad strukture in trajno izgubijo vecji del
prostornine, tako med susenjem kot tudi po rehidraciji. Nasprotno, liofilizirane kroglice
ohranijo vecji del svoje strukture, kar se odraza v vecCjem premeru po susenju in boljSi
sposobnosti rehidracije tudi v tretjem ciklu uporabe.

Tabela 11: Premeri alginatnih kroglic v razlicnih stanjih hidratacije

Vzorec Premer (mm)
Kroglica v prvotnem stanju 78
Suha kroglica 2,0
Liofilizirana kroglica 59
Nabrekla kroglica suSena na zraku — 3. cikel 6,2
Nabrekla liofilizirana kroglica - 3. cikel 6,6
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5 SKLEP

V diplomskem delu smo uspesno sintetizirali alginatne hidrogelne kroglice z metodo
ionotropne gelacije z uporabo 3 % raztopine natrijevega alginata in dveh razlicnih
koncentracij CaClz (0,25 % in 0,5 %). Preucili smo vpliv ¢asa zamreZevanja in
koncentracije zamreZevala na sposobnost nabrekanja, zadrZzevanja vode, ucinkovitost
rehidracije in stabilnost hidrogelnih kroglic skozi veC ciklov suSenja in ponovne
hidracije.

Na osnovi sistematiCne eksperimentalne Studije smo uspesSno dolocili optimalno
koncentracijo CaClz in ¢as zamreZevanja. Na podlagi eksperimentalnih rezultatov
lahko potrdimo vse zastavljene hipoteze. Ugotovili smo, da visja koncentracija CaClz
in kraj8i Cas zamrezevanja prispevata k u€inkovitejSemu suSenju ter vecji sposobnosti
nabrekanja in zadrzevanja vode. Vzorec A3CO0,5 (15 min) se je izkazal kot
najucinkovitejsi, saj je dosegel najvisjo stopnjo nabrekanja (vec kot 1000 %), odli¢no
u€inkovitost rehidracije (do 195 % po suSenju na zraku) ter stabilnost v ve¢ ciklih.

Metoda su$enja ima klju€en vpliv na nabrekanje kroglic. Z liofilizacijo ohranimo
porozno strukturo kroglic, kar omogocCa vecjo sposobnost absorpcije in rehidracije
skozi ve€ ciklov. Vendar pri tej metodi postopoma prihaja do mikrostrukturnih
sprememb, ki vplivajo na zmanjSanje sposobnosti zadrzevanja vode. Po zaporednih
ciklih suSenja se kroglice hitreje susSijo zaradi razpok, ki nastanejo med nabrekanjem.
SuSenje v liofilizatorju je uCinkovitejSe, saj odstrani ve€ vode kot suSenje na zraku.
Razpoke v strukturi kroglic najbolj vplivajo na zmanj$anje stopnje nabrekanja v tretiem
ciklu. Kljub temu so liofilizirane kroglice v tretiem ciklu Se vedno ohranile dobro
rehidracijo, medtem ko so kroglice, suSene na zraku, v tretiem ciklu izkazale znatno
slabSo strukturno stabilnost. Zato je liofilizacija priporoCena tehnika susenja alginantih
kroglic v aplikacijah, ki zahtevajo visoko zaCetno absorpcijsko sposobnost in stabilnost
skozi prvi in drugi cikel uporabe.

Z uporabo TGA analize smo ugotovili, da ima vzorec A3CO0,5 (15 min) najmanjsSi delez
razpada (6,62 %) v oksidativnem okolju, kar kaze, da je najbolj stabilen v kisikovi
atmosferi. Na podlagi rezultatov smo ugotovili, da viSja koncentracija CaClz pripomore
k boljsi toplotni stabilnosti.

Z raziskavo smo potrdili, da je mogoCe sintetizirati stabilne in veCkrat uporabne
hidrogelne kroglice iz natrijevega alginata, pri ¢emer ima klju¢no vlogo natan¢no
uravnavanje pogojev zamrezevanja. Da bi izboljsali stabilizacijo hidrogelnih kroglic in
preprecCili njihovo razpadanje v veC ciklih, bi lahko uporabili naravne polimerne
stabilizatorje, kot so hitozan, pektin ali modificiran Skrob, ki bi okrepili strukturo in
izboljSali njihovo odpornost na mehanske poSkodbe med susSenjem in rehidriranjem.
Raziskane alginatne kroglice kaZejo velik potencial za industrijsko uporabo, zlasti kot
sistemi za nadzorovano sproSc¢anje hranilnih ali aktivnih snovi v biomedicini, kmetijstvu
in drugih panogah. Njihova sposobnost absorpcije in postopnega spros€anja ponuja
inovativhe reSitve za farmacevtsko industrijo, trajnostno kmetijstvo in okoljske
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aplikacije. TakSni materiali predstavljajo pomemben korak k razvoju pametnih
dostavnih sistemov z optimizirano ucinkovitostjo in zmanjSanim okoljskim odtisom.
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Tabela 10: Seznam karakteristicnih absorpcijskih vrhov v FTIR spektru alginatnih
kroglic 29

Tabela 11: Premeri alginatnih kroglic v razli¢nih stanjih hidratacije 31
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SEZNAM UPORABLJENIH SIMBOLOV

m - masa (Q)

c - koncentracija raztopine (% wi/v)
V - volumen (mL)

Td - temperatura degradacije (°C)
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC

FTIR - InfrardeCa spektroskopija s Fourierjevo transformacijo in oslabljenim popolnim
odbojem

ATR - tehnika oslabljene popolne odbojnosti

TGA - termogravimetriCna analiza

PLGA - polilakti€no-ko-glikoli¢na kislina

PEG - polietilen glikol

PLLA - polilakti¢na kislina

PDLA - polid-lakti¢na kislina

CaClz - kalcijev klorid

CaCaO:s - kalcijev karbonat

RH - relativna vlaZnost

SR - stopnja nabrekanja (angl. Swelling rate)

WRC - sposobnost zadrZevanja vode (angl. Water retention capacity)

RE - u€inkovitost rehidracije (angl. Rehydration efficiency)

RSI - indeks stabilnosti za veckratno uporabo (angl. Reusability stability index)

SCR - zmanjSanje sposobnosti nabrekanja po n ciklih (angl. Swelling capacity
reduction)
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PRILOGE

Priloga 1: TGA krivulje analiziranih liofiliziranih kroglic z 0,25 % in 0,5 %
raztopino CacClz in z razliénim ¢asom zamrezenja

Aexn TGA _B22 2025 0073 A3C0.251hL 18082025 14:13:18
Swmp -16,1266% Sample: 822_2025_0073_A30D,251hL, 3,4788 mg s _lmml,:;
05610mg Residue  13,8477%
W D52 mg
Peak 4541°C
Pesk 24573°C
Step 431954%
-1,7114mg
05
1/min
b 25 s 100 150 200 290 300 350 400 4% 500 s T
0 5 0 15 20 25 0 35 40 a5 50 55 60 min
Method: TGA 25-550°C N2 4 S50°C 10 min O2 Al lonce (LFIAREC)
Released

d@100s

[1] 25,0 °C, 1,00 min, N2 20,0 mijmin

[2] 25,0.550,0 °€, 10,00 Kfmin, N2 20,0 mijmin
[3] 5500 °C, 10,00 min, 02 20,0 miimin
Synchronization enabled

25 40 60 80 100 120 140 180 180 00 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 550 o

<] 2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 2 24 6 28 30 32 34 36 38 40 a2 4“4 46 48 50 52 54 56 58 &0 62 min

DEMD Versian STAR® SW 17.00

Slika 26: TGA krivulja liofiliziranih alginatnih kroglic A3C0,25 (1 h) s prikazom
temperaturnih obmocij in stopenj razgradnje v odvisnosti od temperature

e TEA B22 2085 0071 ASCO.5 15mink 18.00.2025 14:19:25

Step -17 86559 72,1768 %
" ismg Sample: 822_2025_0073_A3C0,5_15minL, 3,8672 mg S T

Step -38,3534%
-1,5025

%
0 5 0 15 0 25 0 5 a0 45 50 55 60 min
Method: TGA 25-550°C N2 + 550°C 10 min O2 Al-u loncek {LFIA-REC)
Redeasert
de100s
(2] 25,0 °C, 1,00 min, N2 20,0 mifmin
(2] 25,0.550,0 °C, 16,00 K/min, N2 20,0 m{imin
[3] 550,0 °C, 10,00 min, 02 20,0 mijmin 3
Synchronization enabied T i
25 40 &0 B0 w0 120 140 180 180 200 220 240 260 260 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 550 o
] 2 4 [ 8 10 12 14 16 1§ 20 22 24 3 28 M 32 ¥ 3k 3B 4 4 44 45 48 S0 52 54 5% 58 60 e2min
END Version STAR® SW 17.00

Slika 27: TGA krivulja liofiliziranih alginatnih kroglic A3CO0,5 (15 min) s prikazom
temperaturnih obmocij in stopenj razgradnje v odvisnosti od temperature
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50,00 9025 1355:33

A TGA B2Z 2025 0073 ASC0,5 30minl
Step 15,3367 % Sample: 822_2025_0073_A3C0,5_30minL, 3,5609 mg Smo  BAH0L%
0,541 mg 3784 mg
Resdie 13545%
Peak 18543°C 04622 mg
Peak  4942°C Peak 24573°C
Step -3,0950 %
41102 mg
05
1fmin
50
% 550 oC
55 &0 min
Method: TGA 25-550°C N2 + 550°C 10 min 02 Alu loncek (LFIA-REC)
dt100s
[1] 25,0 °C, 1,00 min, N2 20,0 mi/min
[2] 25,0..550,0 *C, 10,00 K/min, N2 20,0 mi/min
[3] 5500 °C, 10,00 min, 02 20,0 mi/min
Synchronization enabied
25 40 80 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 20 340 360 380 400 420 440 450 480 500 520 540 550 *«C
0 2 4 & a 10 12 14 16 18 20 2 24 % 28 30 32 Y 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 &0 62 min
EMO Versian STAR® SW 17.00

Slika 28: TGA krivulja liofiliziranih alginatnih kroglic A3C0,5 (30 min) s prikazom
temperaturnih obmocij in stopenj razgradnje v odvisnosti od temperature

20052025 071815

remn TGA_R22 2025 D073 A3CD.ih
Step -13045% Sample: 22_2025_0073_A3C0,1hL, 4,7225 mg Sep  B4p45%
g 30074 mg
AlEdmg Residue 153547 %
0.7251 mg
Peck 49,02 °C Pesk 1073 Pesk 24535°C
05
Sep -3521%
0,663 mg Hman
50
% 25 50 100 150 200 250 300 350 400 450 S0 ss0 e°C
T T T T T r v T T T
] 5 10 15 20 5 ) ] 40 45 50 55 60 min
Step cr=
2664 m
Method: TGA 25-550°C N2 + S50°C 10 min 02 Alu koncek {LFIA-REC)
Redeased
105
[1] 25,0 °C, 1,00 min, N2 20,0 mifmin
[2] 25,0..550,0°C, 10,00 Kjmin, N2 20,0 mimin
[2] 550,0°C, 10,00 min, 02 20,0 myimin
Synchronization enabled
35 40 &0 B0 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 30 400 420 440 460 480 50D 530 540 550 o
6 * 4 6 & 10 12 14 16 18 30 22 24 % 28 30 32 M 3B 3/ 40 42 4 45 48 50 52 54 5% 54 &) & mn
DEMD Viersion STAR*SW 17.00

Slika 29: TGA krivulja liofiliziranih alginatnih kroglic A3C0,5 (1 h) s prikazom
temperaturnih obmocij in stopenj razgradnje v odvisnosti od temperature
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Priloga 2: FTIR meritve posameznih vzorcev

FTPO
torek, 18. marec 2025 11:26

Analyst
Date

1044
100

90

80

T0H

60

%T

2851 48cm-1; 58, 66%T

S(H
.

2023 47cm-1; 48,87%T

4

s
3 3264,87cm-1; 32,97%T

20
18

PerkinElmer Spectrum IR Version 10.6.2
torek. 18. marec 2025 11:26

889,66cm-1; 80,54%T

1312.6110}\-1 L E1.80%T

817,18em-1; 71,900%T
BET, B4cm-1; 61,02%T

.
1080, 26¢m-1; 39,81%T

~
1416, 65cm-1; 34,44%T

1580,3340-1; 20,00%T

e ey
1025 75cm-1; 25,97%T

4000 3500 3000 2500 2000

cm-1

1500

1000 600

Sample Name | Description

Cuality Checks

822 _2025_0073_A3C0,251hZ Sample 015 By fipo Date torek, marec 18 2025

sample.

The Quality Checks give rise to multiple wamings for the

Slika 30: FTIR meritev za kroglico posuseno na zraku, ki se je zamreZevala 1 uro v
0,25 % raztopini CaCl;

FTPO
torek, 18. marec 2025 11:43

Analyst
Date

1044
1004

.
3749,95cm-1; §7.93%T
9
80
T

BH

%T

~
50 2853,60cm-1; 54,33%T

ey
AH 3243,20em-1; 42,50%T
2023,81cm-1; 40,62%T

304

20

“

131471 cn?i%Q?é&‘}h T

PerkinElmer Spectrum IR Version 10.6.2
torek, 18. marec 2025 11:43

.
BBE,99cm-1; BE.B14T

~
81 5.25::%';“?3.@6&. f7-28%T

cm-1; 61,34%T

1081, 26em-1; 43,54%T

T
1411.68cm-1: 35.75%T

1586,54401-1; 20,00%T

S
1025,83cm-1; 27,00%T

18

4000 3500 3000 2500 2000

cm-1

1500

1000 600

Sample Name | Description

Quality Checks

822_2025_0073_A3C0,251hL Sample 015 By fipo Date lorek, marec 18 2025

sample.

The Quality Checks give rise to multiple wamings for the

Slika 31: FTIR meritev za kroglico posuseno v liofilizatorju, ki se je zamreZevala 1 uro
v 0,25 % raztopini CaCl;
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PerkinElmer Spectrum IR Version 10.6.2
torek, 18. marec 2025 11:45

Analyst FTPO
Date torek, 18. marec 2025 11:45
1044
1004
9
N
BH BAT B7cm-1; B4 30%T
St 7430
TH 898 3ot ﬁ?ﬁéki; 74,18%T
&16,50cm-1; 70,18%T
= 60H 285345 \1 65,03%T N
45em-1; 65, .
= 12g5'99c1'?é¥5.?3bhm-' ;Ts1.|4%1
.
504 2023, 220m-1; 53,84%T
S
4H 3244,000m-1; 42,76%T N
1411 .BEc‘l‘\“\‘H 35 HEF2em ) 38,50%T

3

20] 1580, 7T6am-1; 20,00%T

18 ¥ T ¥ T T 1006 55000-1-22 008LT "

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600

cm-1
Sample Name |Description Quality Checks
822 _2025_0073_A3C0,515minL Sample 020 By fipo Date torek, marec 18 2025 The Quality Checks give rige 1o multiple wamings for the
sample.

Slika 32: FTIR meritev za kroglico posuseno v liofilizatorju, ki se je zamreZevala 15

minut v 0,5 % raztopini CaCl>

PeridnElmer Spactrum IR Version 106 2
torek, 18. marec 2025 11:37

Analyst FTPO
Date torek, 18. marec 2025 11:37
103,
100
N
9 2162,35cm-1; 94,72%T
.
887,57cm-1; 8653%T
B0
AN
9386,38cm-1; 78.64%T
70 N
B89 AT, 1eoq
~

Q 604 N 1298/70cm-1; 64, K%T
& h85373cm1: 50.78%T 1122 75eme1: 61,10%T

50

o as
2923, T20m-1; 46.76%T
404 ~
~ 10B1,55cm-1, 41,268%T
a0 244, BAcm-1; 34T 1412, 16cm:1; 36,32%T
N
Eg- 1587 260-1: 20.00%T 4037 010m-1; 24,90%T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600
cm-1
Sample Name | Bescription Quality Checks
822_2025_0073_A3C0,530minZ Sample 017 By fipo Date torek, marec 18 2025 The Quality Checks give rise to multiple wamings for the
sampie.

Slika 33: FTIR meritev za kroglico posu$eno na zraku, ki se je zamreZevala 30 minut

v 0,5 % raztopini CaCl;
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PerkinElmer Spectrum IR Version 1062
torek, 18. marec 2025 11:48

Analyst FTPO
Date torek, 18. marec 2025 11:48
107
1004
9+ 611 11un\-"1: 83,25%T
586,45 \1 #6773
A8cm-10 3
801 I
~ . .
7 668,38cme1; 75,00%T
&16,84cm-1; 69,80%T
[
‘69. 601 \ﬂ22 3%\ ; 61,53%T
1313 53cm-1; 6{. o 6153%
504
N
2853|{5cm-1: 48,74%T
4H 3244,670m-1; 44,36%T ]
1080.22cm-1} 40.84%T
N

304 2022,98cm-1; 33,83%T 1411,87cm 1; 34 26%T

20 1589,81am-1; 20,00%T B N

18* N N N 1025,78cm-1; 24, 28%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600

cm-1
Sample Name Description Quality Checks
822_2025_0073_A3C0,530minL Sample 021 By fipo Date torek, marec 18 2025 The Quality Checks give rise to multiple wamings for the
sample.

Slika 34: FTIR meritev za kroglico posuseno v liofilizatorju, ki se je zamreZevala 30
minut v 0,5 % raztopini CaCl»

Analyst FTPO
Date torek, 18. marec 2025 11:40
103
00—, L e
o 7 2114, 75cm-1; 94, 80%T
804 '
704

PerkinElmer Spectrum IR Version 106.2
torek. 18. marec 2025 11:40

886, 54cm-1; 83,37% T
{ | \ 667, 91cm-1; 70,99%T
| $16,84cm-1; 72,00%T

1302,42cm-1; 64, 45%T |

50+ ',-'2951 Issz__": 52.85%T 2853,1Tcm-1; 54,26%T ] |
~ ' [ '
404 3249,T1cm-1; 45, 11%T .\‘ |
\ \
2922,07cm-1, 40,06%T | | 1078, 75cm-1] 39,58%T
| 1812 42cm-1; 36 57%T
3H |
20 1589, 7601 20,00%T \
18 2026 230m-1-22 BE8LT
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600
cm-1
Sample Name |Description Quality Checks
822_2025_0073_A3C051hZ Sample 018 By fipo Date torek, marec 18 2025 The Quality Checks give rise to multiple wamings for the
samphe.

Slika 35: FTIR meritev za kroglico posuseno na zraku, ki se je zamreZevala 1 uro v
0,5 % raztopini CaClz
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Analyst

PerkinElmer Spectrum IR Version 10.6.2

torek, 18. marec 2025 11:54
FTPO
Date torek, 18. marec 2025 11:54
105
100 ek, N W .
3748 5dom-1; §8.43%T P Al L 1 |
90 | /,,/ I af | 607.14qm-1; 94, 70%T
\ B Ve # | |I II K “.' I'».
\ -~ | . S e
B0 4 / i II | Y aar.s||crn-|| Iﬁi’?ﬁg‘?‘ 1; 88,74%T
\ 1
\ { |1 | \ N
\ { | | N L
TH \ N | [ (| Y -1; 74 12%T
Y P [ 9“6'4?@:*&@ gﬁgjf;o%_[
= ol VY L | o dos. | |
ES Vi 2853 doent-1; 60,74%T | "ilﬁ-. om-1; 63,6406T |
\ J | | |
A 22,08 : 57.08%T
504 N S 1§ [ || Memodent:spoe
. 75}7‘_ e a3 1em-1; 48,30% T | || |
s0] , ; ae | I |
| 1! AN
| \
| \ 1oao.mc<r;’ni' 37.72%T
3 | 1412,19cm-1; 35 60%T |
| ]
| \/
20 |587.|5|¢m-1 1 20,00%T ~
18 . . . . . 005, F0em5- B4 FIUT .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600
cm-1
Sample Name |Description Quality Checks
822_2025_0073_A3C051hL Sample 022 By fipo Date torek, marec 18 2025

sample.

The CQuality Checks give rise to multiple wamings for the

Slika 36: FTIR meritev za kroglico posuseno v liofilizatorju, ki se je zamreZevala 1 uro

v 0,5 % raztopini CaCl;
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