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Ozet

Fiziksel jeller, sicaklik ve iyon etkisi gibi faktorlerin degistirilmesi ile sol ve jel durumlart arasinda
tersinir bir doniisiim meydana getirirler. Gida sektoriinde katki maddesi olarak, tip ve ilag sektoriin-
de yapay organ uygulamalarinda ve ila¢ denetim sistemlerinde, tekstil sanayinde boyama ve giyim
esyalarinda dayamkhlik arttirict olarak kullanilmaktadirlar. Bir¢ok uygulama alanmina sahip olan
fiziksel jellerin yapisinda bulunan baslica biyopolimerlere ornek olarak hayvansal dokulardan elde
edilen jelatin, deniz yosunu ve alglerden elde edilen karagenan ve agarose gosterilebilir. Karagenan,
kirmizi deniz yosunundan elde edilen siilfatli polisakkarittir. Icerdikleri 3.6 anhidro-D-galaktoz mik-
tari ve ester siilfat gruplarimin sayisi ve konumunun farkli olmasi farkh tipte karagenanlar olusmasi-
na neden olur. Kappa, iota ve lambda olmak iizere ii¢ temel ¢esit karagenan vardir ve hepsi farkli jel
ozelliklerine sahiptir. Bu ¢alismada fiziksel jeller sinifindan iota karagenan jelleri kullanimuistir.
Disk seklinde hazirlanan iota karagenan jellerin sisme kinetigine sicaklik etkisini incelemek icin flo-
resans teknik kullanilmigtir. Floresans molekiil olarak suda ¢oziinebilen piranin kullanmilmistir. Flo-
resans siddet, I ve sagilan 151k siddeti, Isc sisme zamaninin fonksiyonu olarak izlenmistir. Floresans
siddet zamanla artarken sagilan 151k ise zamanla azalmistir. Su buhart altinda sisen jellerde bu so-
nuglart agiklayabilmek i¢in jellerde sigsme kinetigini tasvir eden Li-Tanaka denklemi kullani/mustir.
Sicaklhigin artmasi sisme zaman sabitinin azalmasina neden olurken kooperatif difiizyon katsayisi bu-
na bagh olarak artmistir. Difiizyon katsayisimin sicaklikla degigiminden Arrhenius bagintist kullani-
larak sigme enerjileri bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Sisme, floresans, karagenan.
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Swelling kinetics of iota carrageenan
gels: Fluorescence study

Extended abstract

Carrageenans are water soluble polysaccharides
extracted from red algae. Their basic structure con-
sists of a repeating unit of 3,6-anhydro-a-D-
galactose and f-D-galactose. They are differentiated
by the number and the position of ester sulphate
groups and the amount of 3,6-anhydro-D-galactose
which they contain. They come in three major types
designated by means of Greek letters as kappa («-),
iota () and lambda (A-). They are well known for
their gel forming properties and are used extensively
in food and pharmaceutical industry as gelling or
thickening agents. Kappa carrageenan and iota-
carrageenan undergo a temperature dependent coil
(disordered state) to helix (ordered state) transition
in aqueous solution. xcarrageenan usually forms
firm, brittle gels and it is sensitive to potassium ions.
-carrageenan usually generates soft, elastic gels
and it is sensitive to calcium ions.

lota carrageenan is the most highly sulphated of the
helix-forming polysaccharides and is also the most
fully characterized in the solid state and in solution
(Morris etal., 1980). It is well known that iota car-
rageenan forms a three dimensional network consti-
tuted of polysaccharide chains structured as double
helices. This gelation is induced by cooling heated
suspensions of the polysaccharide in water under
appropriate salt conditions resulting in a coil-helix
conformational transition (Morris etal., 1980; Tako
etal., 1987). It has been known that in solution, iota
carrageenan can reversibly transform from an or-
dered to a disordered conformation. Naturally at
high ionic strength and low temperature iota carra-
geenan forms an ordered state. On heating, the heli-
ces dissolve and the 1-carrageenan forms a random
coil conformation (Rees etal., 1982). Intermolecular
double helix formation should result in a doubling in
the observed molecular weight of the 1-carrageenan,
which has been observed in many groups (Austen
etal., 1985; Morris etal., 1980). However some au-
thors have proposed monomolecular single-helix
formations (Norton etal., 1983).

The swelling shrinking and drying kinetics of physi-
cal gels are important in many technological appli-
cations. Especially in pharmaceutical industries, in
designing controlled release of drugs and in using
cosmetic ingredients, understanding the kinetics of
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gels is highly desirable. The knowledge of the gel
kinetics is an important requirement for producing
storable foods in agricultural industry and develop-
ing artificial organs in medical applications.

Many different experimental techniques have been
used to study the kinetics of swelling and shrinking
of chemical and physical gels such as neutron scat-
tering (Bastide etal.,, 1984), quasielastic light-
scattering (Peters and Candau, 1988), macroscopic
experiments (Zrinyi etal., 1993), in situ interferomet-
ric measurements (Wu and Yan, 1987) and photon
transmission techniques (Kara and Pekcan ,2000). A
different method was employed namely the steady
state fluorescence technique, to study the swelling of
iota carrageenan gels. The fluorescence technique is
efficiently used for analyzing the structural proper-
ties of gels. This technique ensures the fluorescence
molecules added in a structure to be considerably
sensitive to the structural properties of a system and
provide information about the medium in which they
are located.

In this work, we studied the swelling process of -
carrageenan gels at various temperatures by using
steady state fluorescence technique. The fluores-
cence intensity measurements were carried out with
Perkin-Elmer LS-50 model spectrometer equipped
with a temperature controller .Pyranine was embed-
ded in r-carrageenan and used as a fluorescence
probe. i-carrageenan gels were completely dried
and then swelled in water vapor. The swelling exper-
iments were performed at 30, 40, 50 and 60°C. At
each temperature, the disc-shaped gel samples were
placed in the wallof a 1x1x4.5cm® quartz cell satu-
rated with vapor for the swelling experiments. Scat-
tered light intensities, I and fluorescence intensi-
ties, 1 were monitored during the swelling of &
carrageenan gels. The scattered light intensity, I
decreased, however the fluorescence intensity in-
creased exponentially as swelling time is increased.
The increase in | was modeled using Li-Tanaka
equation from which selling time constants, z and
cooperative diffusion coefficients, D, were deter-
mined. It was observed that swelling time constants,
7. decreased and cooperative diffusion coefficients,
D, increased as the swelling temperature was in-
creased from 30 to 60°C. The swelling energies, AE
were obtained by using Arrhenius relation and found
to be 63.1kJmol™.

Keywords: Swelling, fluorescence, carrageenan.
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Giris

Endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kulla-
nilan fiziksel jellerin yapisinda bulunan baslica
biyopolimerlere, hayvansal dokulardan elde edi-
len jelatin, deniz yosunu ve alglerden elde edi-
len bir polisakkarit olan karagenan, agar ornek
olarak gosterilebilir. Karagenan kirmizi deniz
yosunundan elde edilen lineer siilfatli bir poli-
sakkarittir. Kimyasal yapilarina, 6zelliklerine ve
kullanim alanlarindaki farkliliklarina baglh kap-
pa, iota ve lambda olmak iizere ii¢ tip karagenan
vardir.

Uygun bir ¢oziicii i¢ine konulan kuru bir jel,
zamanla ¢oziiclinlin i¢ine girmesiyle hacimsel
faz gecisine ugrar ya da bir baska deyisle siser.
Sisme islemi iki zit etkinin ele alinmasiyla anla-
silabilir: ozmotik basing ve geri ¢agirict kuvvet.
Kimyasal jellerde toplam serbest enerji kiilge
(bulk) ve kesme (shear) enerjilerinden olugsmak-
tadir. Gergekte sisme enerjisi osmotik kiilge
modiilii, Kos ile karakterize edilirken jelin sek-
lini koruyan kesme enerjisi, kesme modiilii G ile
karakterize edilmektedir. Burada, kesme enerjisi
jel icerisinde esyonlii olmayan deformasyonlari
minimize etmektedir. Kiiresel sekle sahip kim-
yasal jellerde sisme kinetigi, ilk olarak kesme
modiilii G’nin kiilge modiiliine gore ihmal edil-
mesi ile Tanaka ve Fillmore (1979) tarafindan
gelistirilmistir. Daha sonra Peters ve Candau
(1988) kesme modiiliinii ihmal etmeden silindi-
rik ve kiiresel jellerin sisme kinetigi i¢in bir
model gelistirdiler. Li ve Tanaka (1990) jelin
seklini koruyan kesme modiiliiniin ¢ok 6nemli
bir rol oynadigini1 vurgulayan bir model tireterek
sisme isleminde jelin geometrisinin dnemli bir
faktor oldugunu ve sisme isleminin yalnizca di-
flizyon isleminden ibaret olmadigini gostermis-
lerdir.

Kimyasal ve fiziksel jellerde sisme ve biiziilme
kinetikleri ¢alisilirken notron sagilmasi (Bastide
vd., 1984), quasi elastik 151k sagilmas1 (Peter ve
Candau, 1988), makroskopik deneyler (Zrinyi
vd., 1993), in situ interferometrik (Wu ve Yan,
1994), foton gecirme teknigi (Pekcan ve Kara,
2001a; 2001b; Kara ve Pekcan, 2000) gibi yon-
temler kullanilmaktadir. Ayrica zaman ayrimli
floresans teknik (FTRF) ile jellerin sisme
(Pekcan vd., 2000; Erdogan ve Pekcan, 2003;
2006) ve kuruma (Erdogan ve Pekcan, 2004;

15

Pekcan ve Erdogan, 2003) kinetikleri incelen-
mistir.

Bu calismada floresans teknik kullanilarak iota
karagenan jellerinin sisme siireglerine sicaklik
etkisi incelenmistir. Floresans molekiil olarak
piranin kullanilmigtir. Floresans siddet, I ve sa-
cilan 151k siddeti, Isc sisme zamaninin fonksiyo-
nu olarak takip edilmistir. Sisme siiresince flo-
resans siddetteki artis Li-Tanaka modeli kullani-
larak yorumlanmistir. Sisme zamani, 1. Ve Koo-
peratif difiizyon katsayisi, D, hesaplanmis ve
sicaklik arttik¢a 1¢’nin azaldigi, D¢ ’nin ise artti-
g1 goriilmiistiir. Ayrica sisme enerjileri Arrhe-
nius bagintist kullanilarak hesaplanmistir.

Sisme Kinetigi

Li ve Tanaka tarafindan Onerilen ve jellerde
sisme ve biliziilme kinetigini agiklayan esitlik
disk seklindeki jeller i¢in

(r.t)
(r.0)

seklinde verilmektedir. Bu esitlik ayn1 zamanda

jel igine giren ¢6ziicii miktarlari cinsinden ifade
edilebilir.

u
u

=> B, ep(-t/z,) (1)

W(t)

W

0

=1-) B, exp(-t/7,) 2)

Burada W (t) ve W_ herhangi bir t aninda ve
denge durumunda jelin igine giren ¢oziicii mik-
tarlaridir. Jel tamamen sistikten sonra, ag icin-
deki herhangi bir noktanin yerdegistirme vekto-

riiniin her bir bileseni denge durumunda 7, ile
tistel olarak azalir. Sisme zaman sabiti, 7, Za-

mandan bagimsizdir.

2(3-4R)

a? —(4R-1)3-4R) ®)

n

Bn sadece jelin geometrisine ve kesme modiilii,
4 ile boyuna osmotik modiil M nin birbirine
orant olan R’ye bagli bir parametredir ve
R=u/M ile gosterilmektedir.
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Boyuna osmotik modiili, M kesme modiili u

ve ozmotik bulk modiilii, K’nin bir karigimidir
ve 151k sagilmasi deneyleriyle elde edilebilmek-
tedir (Geissler vd., 1988).
M=K+4u/3 4)

a,, ise R’nin bir fonksiyonu olarak verilmektedir.

Jo ve J; Bessel fonksiyonlaridir. Esitlikteki z,
ile disk seklindeki bir jelin ylizeyindeki kolektif
difizyon katsayisi, D, ters orantilidir (Li ve Ta-
naka, 1990, Zirinyi vd., 1993).

Rl
4

anJO(an)

‘J 1 (an ) (5)

3a’
T, = z 6
"~ Da (6)
Burada diflizyon katsayist De,

D.=M/f =(K+4u/3) ile verilir ve f poli-
mer ve ¢oziicli arasindaki viskoz etkilesmeyi
tanimlayan siirtiinme katsayisidir. a, ise sisme

dengesine ulagmis jelin kalinliginin yarist olup
deneysel olarak saptanan bir biiyiikliiktiir.

Sisme ve biiziilme kinetigini tanimlayan Li-
Tanaka denklemindeki seri yakinsak bir seri
olup sisme isleminin son asamasina denk gelen
biliyiik t zamanlarinda serinin ilk terimi baskin
olmaktadir. Eger n>>1 ise, «, artacak ve 7,

hizli bir sekilde azalacaktir. Bu nedenle, ¢ok
biiyiik t degerlerinde veya 7, ’nin ilk terimi di-
ger 7, terimlerinden ¢ok biiytik ise, seri iceri-
sindeki n> 2 olan tiim terimler ihmal edilebilir.
Boylece sisme ve biiziilme kinetigi birinci dere-
ceden kinetik olarak ifade edilir. Bu durumda

Li-Tanaka denklemi tekrar yazilirsa elde edilen
ifade esitlik (7) ile verilmektedir.

W) _ 1-Be™'" (7)

o0

Bu esitlik bize B; ve sisme zaman sabiti 7, ’nin
bulunmasini saglarken ayni1 zamanda jellerde
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sisme ve biizlilme kinetiginin birinci dereceden
bir Kinetik ile tasvir edilecegini gostermektedir.

Deneysel calisma

80°C’ye kadar 1sitilmis saf suyun igerisine agir-
likga %1.2 CaCl; tuzu ve floresans molekiil ola-
rak 10™M piranin eklendi ve manyetik karistiri-
ciyla siirekli karistirildi. Ardindan bu tuz ¢ozel-
tisine toz halindeki iota karagenanin (%2 agir-
lik¢a) yavasca ilave edilmesiyle iota karagenan
jeli hazirlandi. Elde edilen sol durumundaki ka-
ragenan c¢ozeltisi kuruma ve sisme deneyleri
icin siringalara dokiildii ve sogumaya birakildi.
Siringadan ¢ikarilan jel 6rnekleri kuruma islemi
icin disk seklinde kesildi. Disk seklindeki bu
drnekler 1x1x4.5 cm® kuartz tiip igerisine ko-
nulmustur.

Spektrometreye yerlestirilen kuartz tlip icerisin-
deki iota karagenan jelinin ve suyun konumu
Sekil 1°de gosterilmektedir. Uyarilma 15181, Ip
jel tizerine dogrudan diisiiriilmiis ve jelin yap-
mis oldugu floresans siddeti, I(t) kararli durum
floresans spektrometresinden 515nm dalgabo-
yunda gozlenmistir. Floresans 6l¢iimleri Perkin-
Elmer LS-50 spektrometresinden almmustir. Or-
nekler kurutulduktan sonra kurutulduklar: sicak-
lik degerlerinde sisme Ol¢iimleri alindi.

| ,su buhari

L~1(t)

— SU

Sekil 1. Sisme sirasinda iota karagenan jelinin
ve suyun konumlart

Sekil 2’de iota karagenan jeli icerisindeki pira-
nin molekiiliiniin sisme sirasinda farkli zaman-
larda alinmis spektrumu goriilmektedir. Spekt-
rum lizerindeki sayilar sisme zamanlarini dakika
cinsinden gostermektedir.
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Sekil 2. Sisme swrasinda farkli zamanlarda
al:nan spektrum

Sonuclar ve tartisma

lota karagenan jelinin igerisine su buharinin
girmesiyle floresans siddetinde meydana gelen
degisim Sekil 3’te gosterilmistir.

12
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Sekil 3. Floresans siddetin sisme zamanina gore
degisimi

Sisme zamani ilerledikge floresans siddette bir
artis goOriilmiistiir. Ayn1 zamanda sagilan 15181n
degerleri de kaydedilmis ve Sekil 4’te goriildigi
gibi sisme islemi siiresince sagilan 151k azalmig-
tir. Su buharinin jel igerisine girmesiyle ¢ift he-
lislerin veya dimerlerin genislemesi sonucu
opaklik azalir ve jel i¢inde foton daha uzun me-
safe gider, boylece daha fazla 151k geger.

Sigsme sicakliginin artmasiyla sisme isleminin
daha kisa zamanlarda gergeklestigi goriilmekte-
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dir. Bu siire¢ sicakligin artmasiyla su molekiille-
rinin daha hizli buharlasip jel igerisine daha hiz-
I1 difuz olmalan ile agiklanabilir. Bir bagka de-
yisle sicakligin artmasi ile jel daha esnek yapiya
sahip olacak ve ¢6ziicli molekiillerinin difiizyo-
nu daha kolay olacaktir.

::éj\ e o 300C
< O 400C
= g DO A 500C
e
'_v;» 0.6 - - & Ct?gl]ooocbcsp%oo 0 oo o
;‘ 0s A Lo A;WEDD% i Q)O CSPCPC%') ooc9
b B
2 02 . . : : : :

" 0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Sisme zamany, tg (dak)

Sekil 4. Sagilan 151k siddetinin sisme zamanina
gore degisimi

Farkli sicaklik araliginda gergeklestirilen sisme
deneylerinde sisme zaman sabiti olarak adlandi-
rilan 1 ve jel segmentlerinin hareketlerini ka-
rakterize eden kooperatif difiizyon katsayisi, D
Li-Tanaka denklemi kullanilarak hesaplanmistir.

Disk seklindeki bir jelin Li-Tanaka modeline
gore sigsme kinetigi (7) numaral esitlik ile ifade
edilmisti. Biiyiik t degerlerinde, gevseme siiresi
7, diger r, terimlerinden ¢ok daha biiytik oldu-

gundan n>2 olan terimler ihmal edilir. Boyle-
ce esitlik (7),

(8)

W
1-— |=B,exp(-t/7
- |- meetus)
bicimini alir. Herhangi bir t aninda jel tarafin-
dan sogurulup jelin sismesine neden olan su bu-
harinin miktari, W, 'nin floresans siddetle dogru
orantili oldugu kabul edilir. Denge durumunda,
sisme islemi bittikten sonraki su buhar1 miktari
W_ ve bu siradaki floresans siddet de | ile
gosterilirse, floresans siddetini jelin igine giren
¢Oziicii miktarina baglayan ifade,
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9)

olarak yazilabilir. |, >> |, oldugundan (9) no’lu
esitlik

(10)

seklinde yazilabilir. (8) ve (10) no’lu esitlikler
kullanarak her iki tarafin logaritmasini alirsak

2

elde edilir.

t
=InB, ——
7

(11)

Bu ifade iota karagenan jellerinin sisme deney-
lerinde elde edilen I-t; degerlerine uygulanarak
B1 ve 1¢ katsayilar1 bulunabilir (Li ve Tanaka,
1990). Disk seklindeki jeller i¢in B1-R ve R-ay
bagimliligi Sekil 5’te verilmektedir. Sekil 3 ile
verilen deneysel datalar yardimiyla farkli sicak-
liklarda sisen jeller i¢in Li-Tanaka denkleminin
logaritmik formu Sekil 6’da sunulmustur. Egri-
lerin fit egimlerinden t. ve bu fitlerin kesim
noktalarindan da B; degerleri bulunmaktadir.

1.0 1
0.9 1
0.8 1
0.7 1
0.6 1

0.5
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0.15 0.30 0.45 0.60 0.75

25
2.0 1
15 1
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R
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Sekil 5. B1-R ve R-«, grafigi
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Sekil 6. Li Tanaka denkleminin logaritmik for-
muna gore iota karagenan jellerine ait sisme
degerlerinin sisme zamanina gore degigimleri

Iota karagenan jelleri i¢in hesaplanan D, deger-
leri diger deneysel parametrelerle birlikte Tablo
1’de verilmistir. Burada aj, jelin baglangi¢ kalin-
l1g1, a,, jelin son kalinlig1 (sisme tamamlandik-
tan sonraki kalinlik)’dir.

Tablo 1. Farkli sicakliklarda sisirilen iota kara-
genan jeline ait fiziksel parametreler

Sicaklik B a as Tc D.x10"
(°C) (mm) (mm) (dak) (cm’s?)
30 0.58 0.45 1.1 747 0.42
40 055 0.35 1.3 270 1.54
50 054 0.35 1.1 143 2.02
60 0.65 045 1.3 108 4.64

Sekil 7 ile verilen grafiklerden goriildiigi tizere
su buharinda sisen jelin, sicakligin artmasi ile
sisme zaman sabiti, 7, azalmakta ve kooperatif

diftizyon katsayisi, D. degerleri ise sicakligin
artmastyla artmaktadir.

Sicaklik arttikga helislerin sahip olduklar1 1s1
enerjisinin artmast nedeniyle helis yapilarin su
tutma yetenekleri dolayisiyla difiizyon katsayi-
lar1 artacaktir. Diisiik sicakliklar jelin helis yapi-
sin1 daha az aktive edeceginden, tiimiiyle aktive
olup sisme dengesini yakalayan jellerin gbzlem-
lenmesi daha uzun siirede gergeklesir.

lota karagenan jellerinin sismesi sirasinda elde
edilen kooperatif diflizyon katsayisi, D, degerleri
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D =D e—AE/kT

C co (12)
seklindeki Arrhenius bagintisi ile sicakliga bag-
lidir. Burada T sicaklik, k Boltzman sabiti, D¢o
sicakligin sonsuz degeri i¢in elde edilen para-
metre ve AE sisme enerjisi olarak tanimlanir.
Lineer regrasyon metodu ile farkli sicakliklarda
su buhari altinda sisen iota karagenan jellerinin
sisme enerjisi hesaplanmis ve 63.1kJ/mol bu-
lunmustur (Sekil 8).
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Sekil 7. Farkl: sicakliklar icin sisme zaman
sabiti ve kooperatif difiizyon katsayisinin

sicaklikla degisimi
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Sekil 8. Kooperatif difiizyon katsayisinin Arrhe-
nius bagintisina gore sicaklikla degisimi
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