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Abstract

Vaak gebeurt het dat planten bij in vitro vermeerdering alle nutriénten en groeiregulatoren
snel opgebruiken, waardoor er in latere fasen van de cultuur een tekort aan deze componenten
kan optreden. In deze masterproef werd onderzocht of het mogelijk is om via verschillende
soorten micropartikels een slow release-effect te bereiken. Hierdoor kunnen de vraag en het
aanbod van nutriénten beter op elkaar afgestemd worden. Eerst werden verschillende alterna-
tieven onderzocht. Deze zijn ongecoat CaCO3, PSS-gecoat CaCOs, meerlagig gecoat CaCOs,
PLGA-nanopartikels en CaCO3-PEI-micropartikels. VVoor elke soort partikels werd getracht
het protocol te optimaliseren en inkapseling door adsorptie werd vergeleken met coprecipita-
tie. De release bij deze verschillende partikels werd gemodelleerd voor riboflavine en IBA.
De partikels waarvoor opname van IBA kon vastgesteld worden, werden gebruikt bij het on-
derzoek op Arabidopsis thaliana DR5:GUS. Dit waren CaCO3 zonder coating, PSS-gecoat
CaCOg3 en CaCOs-PElI, allen gecoprecipiteerd met IBA. De voorgemaakte partikels, bewaard
in ethanol, werden geimmobiliseerd in MS-medium en aangebracht op het verlengd hypocotyl
van de in het donker gekiemde A. thaliana. Na één week vond de GUS-kleuring plaats. De
blauwe verkleuring van de cellen, dat waargenomen werd ter hoogte van het hypocotyl, is een
indicatie van het effect van IBA dat afgestaan is door herkristallisatie van de micropartikels.

Kernwoorden: nanotechnologie, slow release, micropartikels, plantenweefselteelt, co-
precipitatie.

Often it happens that in vitro propating plants quickly consume all nutrients and growth regu-
lators. A shortage of these components may occur at the end of the culture. This master thesis
examines whether it is possible to achieve a slow release effect through different types of mi-
croparticles. Slow release would adapt demand to supply of nutrients. At first, various alterna-
tives of (coated) microparticles were studied. These were uncoated CaCO3;, CaCO3; with a
PSS-coating, multi-coated CaCOg3, PLGA particles and CaCOs-PEI microparticles. Different
protocols for synthesis were investigated for optimization. The effects of adsorption and co-
precipitation during synthesis were compared. The release behavior of these different particles
was mapped for the absorption of riboflavin and IBA. The best results, uncoated CaCO3, PSS-
coated CaCO3 and CaCOg3-PEI coprecipitated with IBA, were applied to Arabidopsis thaliana
DR5:GUS. The pre-made particles preserved in ethanol were immobilized in MS medium,
Small cubes were applied to the extended hypocotyl of the germinated in the dark A. thaliana.
After one week the GUS staining was observed. The effect of the released IBA can be esti-
mated by analyzing the blue discoloration at the level of the cells of the hypocotyl.

Keywords : nanotechnology, slow release, microparticles, plant tissue culture, co-
precipitation
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Inleiding

‘Slow release’ betekent letterlijk ‘traag afgeven’. In de geneeskunde wordt slow release bij-
voorbeeld toegepast voor het langzaam vrijstellen van geneesmiddelen. Hierbij wordt gebruik
gemaakt van micro- of nanopartikels met een specifieke chemische samenstelling en fysische
eigenschappen. Deze techniek is vrij nieuw en werd voor het eerst vermeld in 1998 (Donath,
Sukhorukov, Caruso, Davis, & Mohwald, 1998).

Bij de in vitro plantenteelt groeien en ontwikkelen plantjes op een artificiéle voedingsbodem,
samengesteld uit agar, macro- en microzouten, vitaminen, sucrose en plantenhormonen. Hoe-
wel deze bestanddelen in voldoende hoeveelheden toegediend worden, zijn er altijd wel enke-
le die voortijdig uitgeput geraken, waardoor de groei stilvalt. Een tekort aan bijvoorbeeld
auxinen kan meestal niet opgelost worden door een toediening in overmaat, omdat dit de ini-
tiatie en groei juist zou remmen. Eén van de opties bij het ontwikkelen van meer effectieve
plantengroeiregulatoren in vitro is om ze zodanig te formuleren dat hun afgifte afgestemd is
op de vraag van de plant.

Afhankelijk van hun samenstelling en bereidingswijze kunnen ultrakleine partikels moleculen
capteren, vasthouden en terug loslaten. Dat deze micro- en nanodeeltjes nog nooit eerder zijn
toegepast in de plantkunde, was de eerste uitdaging van deze masterproef. Daarnaast vormde
ook het lage moleculaire gewicht van de in te kapselen componenten een uitdaging, omdat in
de geneeskunde voornamelijk met vrij grote moleculen (eiwitten) gewerkt wordt. Deze twee
aspecten zorgden ervoor dat er heel wat basisonderzoek vereist was.

Naast het beheersen van een bereidingswijze voor de partikels, was het ook van belang om
een methode te bedenken om de opname en afgifte van de verschillende moleculen te meten.
Daarbij waren de aard van de te onderzoeken moleculen, de concentratiegebieden waarbinnen
gewerkt kon worden en de keuze van het meettoestel belangrijke parameters. Ten slotte was
ook het ontwikkelen en uitvoeren van een geschikte biotoets om het in vitro release-effect van
de verschillende partikels te demonstreren een onderdeel van deze masterproef.

In de literatuurstudie werd onderzocht welke formuleringen er reeds bestaan in andere vakge-
bieden en welke technieken er mogelijk zijn om bepaalde nutriénten vast te houden en traag af
te geven. Dit wordt gevolgd door een theoretische analyse van de moleculen die gebruikt
werden in het experimenteel werk. Het laatste deel van de literatuurstudie verklaart waarom
en waarin de formuleringen verschillen van de klassieke traag vrijkomende meststoffen die
gebruikt worden in de landbouw.

Het experimenteel gedeelte werd op basis van het doel en de uitdagingen opgebouwd uit twee
grote luiken. Het eerste luik bestond uit onderzoek naar het ontwerp en bereiding van parti-
kels op basis van CaCOg en van lipofiele nanopartikels. Daarnaast werd in het eerste luik ook

10



de inkapseling en vrijgave van het auxine indolboterzuur en de vitamine riboflavine onder-
zocht. Deze ingrediénten uit het in vitro medium werden geselecteerd, omdat ze beide fluo-
rescerende eigenschappen bezitten.

In het tweede luik werden partikels met een ingekapseld auxine toegepast op zaailingen van
Arabidopsis thaliana DR5:GUS. Via GUS-kleuring kan de reactie van de plant op de afgege-
ven auxinen zichtbaar gemaakt worden. Bij dit modelsysteem werden verschillende manieren
om partikels toe te dienen vergeleken.
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Hoofdstuk 1
Literatuurstudie

1.1. Layer by Layer (LbL) polyelektrolietcapsules

1.1.1. Inleiding

De afgifte van geneesmiddelen moet precies en gecontroleerd gebeuren. Door de toenemende
complexiteit van de actieve component in medicatie en bijgevolg het hogere risico op degra-
datie door de lichaamseigen enzymen, werden gedurende de vorige decennia verschillende
dragers ontwikkeld om de afgifte te optimaliseren. Deze dragers zijn partikels met een diame-
ter van enkele nanometers tot verschillende micrometers. Ze zijn opgebouwd uit een organi-
sche of anorganische kern, die sequentieel bedekt kan zijn met verschillende polymeren met
een tegengestelde lading. Het gebruik van polyelektrolieten (polymeren met geladen groepen)
is de basis voor de LbL- of Layer-by-Layer-methode, een veelgebruikte techniek in de nano-
technologie. Achteraf is het ook mogelijk om de kern op te lossen, waardoor holle capsules
kunnen gemaakt worden (Caruso, Caruso, & Mohwald, 1998; Delcea, Mohwald, & Skirtach,
2011; Donath et al., 1998; Skirtach, Yashchenok, & Mohwald, 2011).

Naast de medische toepassingen zijn deze partikels ook interessant in technisch en weten-
schappelijk opzicht. Ze zijn bijzonder geschikt om een bepaalde inhoud in te sluiten, te be-
schermen en vrij te laten bij de gewenste omgevingscondities. De eigenschappen van de po-
lymeren beinvlioeden het belangrijkste kenmerk van de microcapsule: haar permeabiliteit.
Bijgevolg bepalen ze de snelheid van inkapseling en afgifte van een molecule (De Geest,
Sanders, Sukhorukov, Demeester, & De Smedt, 2007; Delcea et al., 2011; Skirtach et al.,
2011).

1.1.2. Bereiding van de partikels

De kern

Naast de verschillende chemische samenstelling kan de kern van de micro- of nanopartikels
bovendien van het zachte of het harde type zijn. De zachte types, emulsies, zijn vooral nadelig
omwille van hun polydispersiteit. Dit betekent dat de partikels sterk variéren in grootte. Daar-
om worden de harde types, meer specifiek PS (polystyreen), SiO, en CaCOg3 het vaakst ge-
bruikt als kern. PS zorgt voor een hoge monodispersiteit of weinig variatie in de deeltjes-
grootte. PS kan enkel opgelost worden in organische solventen en zorgt voor een grote stabili-
teit van de polyelektrolietlagen. CaCO3 kan daarentegen wel opgelost worden in waterig mid-
den. Het is bovendien zeer interessant omwille van zijn compatibiliteit in levende systemen,
zijn biodegradeerbaarheid en zijn groot specifiek oppervlak, een gevolg van zijn porositeit.
Nadelen zijn een grote kans op vorming van aggregaten en een grotere polydispersiteit.
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Figuur 1. Synthese van een polyelektrolietcapsule zonder extra functionaliteiten
d.m.v. de LbL-methode (Bron: naar del Mercato et al., 2010)

CaCO3 wordt meestal gevormd uit het precipitaat van geconcentreerd CaCl, en Na,COj3, maar
ook een mengsel van Ca(NOgs), en Na,CO3 kan gebruikt worden. Een schematisch overzicht
van de vorming van de capsules is te zien is in Figuur 1. SiO; (silica) vormt een alternatief
voor CaCO; (del Mercato et al., 2010; Delcea et al., 2011; Martins & Dias, 2009; NCBI,
2004b; B. V. Parakhonskiy, Haase, & Antolini, 2012; Peyratout & Dahne, 2004; Skirtach et
al., 2011; A. M. Yashchenok et al., 2012; Q. Zhao & Li, 2008).

De grootte van de kern definieert de uiteindelijke partikelgrootte. Bij het gebruik van CaCOs3
is het mogelijk om, afhankelijk van het protocol, grote partikels met een diameter van 2 tot 10
pum en Kkleine partikels met een diameter van 400 nm tot 2,4 um te maken (Svenskaya et al.,
2013).

Nanometercapsules worden het vaakst gebruikt in vivo, bijvoorbeeld voor de afgifte van ge-
neesmiddelen, aangezien deze partikels kunnen opgenomen worden in de bloedsomloop.
Terwijl voor toepassingen in vitro meestal gekozen wordt voor micrometerpartikels. Deze
capsules zijn interessant omwille van de eenvoud in het gebruik. Observatie van de partikels
is mogelijk met conventionele microscopie en aggregatie is gemakkelijker te voorkomen
(Delcea et al., 2011; Skirtach et al., 2011).

De porositeit van de kern beinvloedt daarenboven de mate waarin de gewenste moleculen
opgenomen worden. Silica is bijvoorbeeld minder poreus dan CaCOs, waardoor adsorptie
minder efficiént zal plaatsvinden. CaCOj heeft drie verschijningsvormen: calciet, aragoniet en
vateriet. Een voorbeeld van calciet en vateriet is te zien in Figuur 2. Calciet, thermodyna-
misch de meest stabiele fase, is het minst poreus en herkenbaar aan zijn rombohedrale vorm.
Dit wil zeggen dat de zijden in de Xx-, y- en z-richting dezelfde lengte hebben en de hoeken
van de ruimtefiguur allemaal gelijk zijn elkaar, maar niet gelijk aan 90°. De vateriete ver-
schijningsvorm is de gewenste, omwille van zijn porositeit. Aangezien zijn stabiliteit het
laagst is, wordt deze sferische vorm van CaCOjs in natuurlijke omstandigheden snel omgezet
naar de calciet- of aragonietvorm. Aragoniet heeft een amorfe structuur. De snelheid en wijze
waarin de vormen in elkaar omgezet worden zijn voornamelijk afhankelijk van de tempera-
tuur. Bij hoge temperaturen (60-80 °C) zullen enkel aragoniet en calciet gevormd worden,
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terwijl bij temperaturen van 40 & 50 °C ook de vorming van vateriet mogelijk is. Daarnaast
hebben zowel de pH van de oplossing als het solvent waarin de CaCOs-partikels bewaard
worden een significante rol in de verschijningsvorm en omzettingssnelheid van CaCOs. Al-
gemeen kan gesteld worden dat een hogere pH zorgt voor een tragere omzetting, terwijl water
een langzame herkristallisatie van vateriet in calciet op gang zal brengen, een proces dat ver-
sneld wordt door een verhoging van de zoutconcentratie. Om de poreuze sferische structuren
te handhaven kunnen de partikels best bewaard worden in alcoholen, zoals bijvoorbeeld etha-
nol. Tenslotte kunnen er ook surfactantia gebruikt worden om een bepaalde vorm van CaCO3
te bevoordelen (B. V. Parakhonskiy et al., 2012; Svenskaya et al., 2013; Yan, Wang, &
Huang, 2009; A. Yashchenok et al., 2013).

Figuur 2. De verschijningsvormen van CaCO;. De beelden zijn gemaakt met een SEM (Scanning Elec-
tron Microscope). A) Sferische vaterietpartikels. B) Ellipsoidale vaterietstructuur. C) Rombohedrale

calcietmicrokristallen. Het witte lijntje komt overeen met 2 um (Bron: A. Yashchenok et al., 2013)

Polymeercoating

Kenmerkend aan de LbL-methode is de laagsgewijze afzetting van polymeren met tegenge-
stelde ladingen op de kern. Het polymerenpaar dat daarvoor gebruikt wordt, bestaat meestal
uit een sterk en een zwak polyelektroliet. Polyelektrolieten zijn een klasse van polymeren met
geladen functionele groepen. Er bestaan ook paren die opgebouwd zijn uit twee sterke of twee
zwakke elektrolieten. Veelgebruikte polymeren zijn PAA (polyacrylzuur), PSS (polystyreen-
sulfonaat) en PAH (polyallylamine hydrochloride). De laagsgewijze afzetting zorgt voor de
vorm en de eigenschappen van de schil. Er bestaat bovendien een mogelijkheid om de kern op
te lossen en een schil van meerdere lagen over te houden. De schil is doorlaatbaar voor kleine
moleculen die de kern kunnen oplossen, maar ondoorlaatbaar voor moleculen groter dan 1
kDa (del Mercato et al., 2010; Delcea et al., 2011; Skirtach et al., 2011; L. N. Zhao & Wang,
2012).

De polymeren geven hun eigenschappen door aan de partikels. De lengte, het moleculair ge-
wicht en de ladingsdichtheid van de functionele groepen bepalen bijgevolg de kenmerken van
de partikels. Het samenvoegen van de polyelektrolieten is gebaseerd op verschillende interac-
ties zoals tegengestelde ladingen, waterstofbinding en klikchemie. Dit is een vrije vertaling
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van de term ‘click-chemistry’, een techniek waarbij twee koolstofketens verbonden worden
door middel van een heteroatoom. Het afzetten van de lagen kan gebeuren door sequentiéle
depositie in water of verstuiving van de verschillende polyelektrolieten als zoutoplossingen.
Deze laatste techniek wordt vooral gebruikt bij het coaten van films, bijvoorbeeld voor het
vervaardigen van contactlenzen (Decher, 2006; del Mercato et al., 2010; Delcea et al., 2011;
Kolb, Finn, & Sharpless, 2001; Popa et al., 2010; Skirtach et al., 2011).

Door het toevoegen van bepaalde organische en anorganische componenten kan de polymere
schil extra functionaliteiten verkrijgen. Edelmetalen zoals goud zorgen voor stabilisatie van
de partikels. Zilver kan toegevoegd worden omwille van zijn antibacteriéle eigenschappen.
Fluorescente kleurstoffen worden gebruikt om de schil van de capsules te labelen en op die
manier onderzoek vlotter te doen verlopen. Een derde voorbeeld uit de vele mogelijkheden is
het toevoegen van liposomen, waardoor kleine moleculen gecapteerd kunnen worden. Hier-
door bestaat de mogelijkheid om enzymatische reacties (vlugger) te laten doorgaan (Baker,
Pradhan, Pakstis, Pochan, & Shah, 2005; Skirtach et al., 2011; Tang et al., 2013).

1.1.3. Inkapseling en afgifte van chemische componenten

De mogelijkheid tot inkapseling is een van de belangrijkste eigenschappen van de partikels.
Dit kan onder invloed van fysische, biologische of chemische parameters. Bovendien bestaan
er zowel directe (tijdens de bereiding) als indirecte methoden om inkapseling te laten plaats-
vinden. Een vorm van directe inkapseling is deze van coprecipitatie, terwijl bij indirecte in-
kapseling een stimulus wordt gebruikt om de gewenste molecule in te kapselen. Een stimulus
is een factor van chemische, fysische of biologische aard die geen bouwsteen is van het parti-
kel. De indirecte inkapseling kan plaatsvinden onder invloed van pH en licht of temperatuur
en zouten. Nadat de inkapseling en eventueel het afleveren van de capsule zijn volbracht,
moeten de ingekapselde moleculen vrijgegeven worden. Hiervoor worden dezelfde factoren
gebruikt die mogelijk zijn voor de opname (Delcea et al., 2011; Skirtach et al., 2011).

Directe inkapseling

Tijdens de coprecipitatie worden de in te kapselen moleculen toegevoegd aan een van beide
zoutoplossingen. De moleculen slaan dan samen met het partikel neer. Bij adsorptie worden
de in te kapselen moleculen gemengd met anorganische poreuze of amorfe kernen zoals Ca-
COg3. Daarna kunnen deze aggregaten bedekt worden via de LbL-methode en kunnen de ker-
nen eventueel verwijderd worden. Een alternatief is adsorptie aan de template. Dit is de kern,
waarop één of meerdere lagen polyelektroliet afgezet zijn. Als kern wordt hiervoor meestal
CaCOg of SiO, gebruikt. De eenvoud van adsorptie is zijn grootste voordeel, terwijl de be-
perkte ladingscapaciteit het grootste nadeel is van deze techniek. Concreet gaat het over 0,5
tot 5 w%, wanneer de kern bestaat uit CaCOj3; (del Mercato et al., 2010; NCBI, 2004b; B.
Parakhonskiy, 2013; Skirtach et al., 2011).
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Het inkapselen en gecontroleerd afgeven kan bemoeilijkt worden, wanneer de moleculen een
te laag moleculair gewicht hebben. Omdat slow relaease veel toepassingen bij eiwitten kent,
wordt kDa als eenheid van moleculair gewicht gebruikt. Bij een moleculair gewicht van 5
kDa wordt al gesproken over kleine moleculen met een grote kans op diffusie uit de micropar-
tikel. Bij moleculen kleiner dan 1 kDa moet er uiterst precies te werk gegaan worden, wegens
het grote risico op uitloging. De bovengrens van inkapseling ligt om en bij de 2000 kDa
(Ochs, Such, Yan, van Koeverden, & Caruso, 2010; B. Parakhonskiy, 2013; Price, Johnston,
Such, & Caruso, 2010).

Chemische stimuli

Licht en pH kunnen zorgen voor een reversibele inkrimping en expansie van de microcapsu-
les. De pH zorgt voor een verandering in elektrostatische interacties, wat concreet betekent
dat de schil zwelt bij verlaging van de pH. De hogere repulsie van de geaccumuleerde ladin-
gen zorgt voor dit effect. Dit heeft als gevolg dat de porién vergroten en dat moleculen ge-
makkelijker in en uit de capsule kunnen. Bij verhoging van de pH vindt het omgekeerde pro-
ces plaats, m.a.w. de moleculen zitten dan opgesloten in de capsule. Deze stimulus wordt
vaak gebruikt bij de in vivo aflevering van medicinale eiwitten. Dit is mogelijk, omdat de pH
sterk verschilt naargelang de plaats in het organisme. Bijvoorbeeld: pH van de maag = 1 a 2,
pH van endosoom = 6,0 a 6,5 enzovoort. In het geval van licht moeten speciale types molecu-
len gebruikt worden, zoals azo-benzenen, die onder invloed van licht overgaan van de cis-
naar de trans-configuratie. Wanneer o.i.v. licht de porién van de capsule sluiten, zitten de mo-
leculen aan de binnenkant gevangen. Inkapseling kan ook gebeuren onder invloed van UV-
licht (Delcea et al., 2011; Skirtach et al., 2011; Q. Zhao & Li, 2008).

Het beinvloeden van de ionsterkte, of met andere woorden het toevoegen van zouten, is ken-
merkend voor een verandering in de morfologie van polyelektrolieten, aangezien er interacties
optreden tussen de tegengestelde ladingen van de toegevoegde ionen en het polyelektroliet. In
de aanwezigheid van zout kunnen de capsules opgevuld worden met de gewenste stof. De-
zelfde zoutbehandeling kan ook toegepast worden bij de afgifte van stoffen (Delcea et al.,
2011; Skirtach et al., 2011).

De opname en vrijgave van chemicalién varieert ook met het gebruikte solvent, bijvoorbeeld
ethanol versus een waterige oplossing. Dit kan op twee manieren verklaard worden. Enerzijds
kan er een meer open polymeerstructuur bekomen worden, maar anderszijds kan het solvent
ook een invloed uitoefenen op de kern. In het geval van een CaCOgs-kern beinvloedt het sol-
vent de snelheid van herkristallisatie van de vateriete in de calcietvorm. Recent onderzoek
wees uit dat bij deze morfologische omzetting opgenomen moleculen, bijvoorbeeld verkregen
door middel van de coprecipitatiemethode, kunnen vrijkomen. Herkristallisatie kan beinvloed
worden door onder andere de pH (zie Figuur 3) (Delcea et al., 2011; B. Parakhonskiy, 2014;
B. V. Parakhonskiy et al., 2012; Svenskaya et al., 2013).
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Figuur 3. Schematische weergave van release door herkristallisatie van CaCO; (Bron:
Svenskaya et al., 2013).

Fysische stimuli

Temperatuur is een heel belangrijke stimulus, omdat het de mechanische sterkte van de capsu-
les bepaalt. Het is bijgevolg een externe parameter met een grote impact na de behandeling,
ten gevolge van de temperatuurgevoeligheid van polymeren. De oplosbaarheid van polymeren
kan zowel positief als negatief beinvioed worden door de temperatuur, evenals het volume,
waardoor de microcapsule over de mogelijkheid beschikt om in te krimpen of uit te rekken bij
een temperatuurwijziging. Dit brengt het inkapselen of de vrijgave van moleculen teweeg
(Delcea et al., 2011; Schmaljohann, 2006).

Naast de temperatuur kan ook laserlicht worden gebruikt om ingekapselde componenten vrij
te laten uit de partikels. Hierbij kan een laser op eenvoudige wijze gekoppeld worden aan een
microscoop. Deze techniek controleert de duur en de plaats van de vrijgave in grote mate. De
techniek met laserlicht is gebaseerd op de plaatselijke verhitting van de polymere schil. Het
effect daarvan is te zien in Figuur 4 en Figuur 5. Een gelijkaardig effect kan ook bekomen
worden door gebruik te maken van een magnetisch veld (del Mercato et al., 2010; Delcea et
al., 2011; Skirtach et al., 2011).

Figuur 4. Schematische weergave van het effect van laserlicht

op ingekapseld FITC-dextraan (Bron: naar del Mercato et al., 2010)
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Figuur 5. Het effect van nabij-IR laserlicht. De groene
kleur is afkomstig van FITC-dextraan (Bron: naar del
Mercato et al., 2010)

Ultrasoon geluid (ultrasound) is een fysische stimulus die zijn toepassingen onder andere
vindt in synthese van materialen, het coaten van edelmetalen, destructie van polymeren en
aflevering van geneesmiddelen. In de nanotechnologie wordt deze stimulus ook gebruikt om
de kern een bijzondere structuur te geven. Op die manier is het mogelijk om CaCO3-kernen te
maken in de vorm van een strik (Figuur 6). ‘High power ultrasound’ (bij 100-500 W en 20
kHz) is in staat om meerlagige polyelektroliet capsules te vernietigen, waardoor de vrijgave
van componenten kan gecontroleerd worden. De ultrasone golven worden gecapteerd door
zones met een hogere densiteit, wat de basis vormt van deze techniek (Delcea et al., 2011;
Skirtach et al., 2011; Xie, Song, Tong, & Gao, 2012).

De afgifte van moleculen kan ook bekomen worden door het breken van de capsule of met
andere woorden door mechanische deformatie (Delcea et al., 2011).

Biologische stimuli

Biologische stimuli zorgen voor een interactie met een biologisch relevante molecule of fe-
nomeen, wat interessante mogelijkheden biedt. Ter illustratie: microcapsules die in hun schil
fenylboorzuur bevatten zijn gevoelig aan glucose en zouden door afgifte van insuline de con-
centratie glucose in het bloed kunnen regelen. Daarnaast kunnen ook enzymatische reacties
gebruikt worden voor de afgifte van gecapteerde stoffen. De polyelektrolietlagen zouden dan
biodegradeerbaar zijn, wat opnieuw interessant is voor toepassing in levende systemen (del
Mercato et al., 2010; Delcea et al., 2011; Skirtach et al., 2011).
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Figuur 6. Het gebruik van ultrasound om partikels met een bijzondere vorm te

produceren (Bron: Xie et al., 2012)

1.1.4. Alternatieven

In de vorige paragrafen werden alle principes en concepten voornamelijk toegepast op CaCOs,
al werden enkele alternatieven zoals PS en SiO; reeds vermeld. Nog een andere mogelijkheid
is het gebruik van polymere nanopartikels, eventueel gecoat via de LbL-methode. PLGA, po-
ly(D,L-lactide-coglycolide), is het meestgebruikte polymeer binnen deze klasse. Het is het
resultaat van de copolymerisatie van melkzuur- en glycolzuurmonomeren. Net zoals CaCO3
(zie paragraaf 1.1.2) is het gebruik van PLGA interessant omwille van zijn biocompatibiliteit
en —degradeerbaarheid. De copolymerisatie gebeurt willekeurig, alhoewel de ratio ingebouw-
de monomeren kan gestuurd worden door externe parameters, wat de definitieve eigenschap-
pen van het polymeer beinvloedt (Dorta, Munguia, & Llabres, 1993; Zhou et al., 2010).

PLGA kan bijgevolg als een interessant alternatief voor de CaCOgs-partikels in overweging
genomen worden. De gecontroleerde of trage afgifte van ingekapselde moleculen kan ge-
stuurd worden door gelijkaardige parameters zoals het solvent, temperatuur en de partikel-
grootte. De partikels zijn echter kleiner dan CaCOs-kernen. De diameter bedraagt namelijk
gemiddeld 250 nm. Daarenboven heeft ook de ratio van de ingebouwde monomeren

( % melkzuur

% glycolzuur

)een significante invloed op de release. Wanneer de LbL-methode toegepast

wordt om de kern te coaten, hebben ook het gebruikte type polymeren en de dikte van de coa-
ting een invloed op de afgifte van gecapteerde componenten (Zhou, Moya, Ma, Gao, & Shen,
2009; Zhou et al., 2010).

Bij het gebruik van CaCOs als kern, kan de vateriete verschijningsvorm ook begunstigd wor-
den door additie van PEI (polyethyleenimine) aan de kern. Bovendien zorgt dit polymeer voor
een hogere ladingscapaciteit van biomoleculen in het partikel. Wanneer deze techniek gecom-
bineerd wordt met het gebruik van organische solventen, kan de vateriete structuur maanden-
lang bewaard worden zonder dat enige herkristallisatie plaatsvindt (Lopez-Marzo, Pons, &
Merkoci, 2012)

19



1.2. Ingekapselde componenten.

1.2.1. FITC

FITC of fluoresceine-5-isothiocyanaat, waarvan de chemische structuur te zien is in Figuur 7,
is een molecule die veelvuldig gebruikt wordt als fluorescente merker. Bij recente onder-
zoeken werd FITC gebruikt als merker van onder andere immunoglobuline, trypsine en mo-
noclonale antilichamen. In nanotechnologisch onderzoek werd het ook al veelvuldig gebruikt
om kristallen in beeld te brengen. Meestal wordt FITC dan afgezet tussen de polymeerlaag die
dient als coating van verschillende kernen. De koppeling FITC-dextraan wordt zeer vaak toe-
gepast als modelsystemen voor grote ingekapselde moleculen. FITC heeft, al dan niet gebon-
den, een absorptie- en een emissiespectrum. De maxima van deze spectra bevinden zich res-
pectievelijk bij 495 en 519 nm. Het absorptiespectrum heeft een typische niet-symmetrische
vorm (Alere; del Mercato et al., 2010; Hu et al., 2013; Liu et al., 2013; Mayr; NCBI, 2005b;
Peyratout & Dahne, 2004; Rodriguez-Sainz et al., 2013).
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Figuur 7. FITC (Bron: NCBI, 2005b)

1.2.2. Auxines

Indolboterzuur (IBA)

Auxines zijn vooral gekend als de wortelvormende plantenhormonen, alhoewel ze een rol
spelen in elk aspect van plantengroei en de ontwikkeling van planten. De wortelvorming, of
meer specifiek de vorming van wortelmeristemen, wordt geinduceerd door de concentratie-
gradiént van auxines in de plantencellen. Van nature gebeurt dit door het plantenhormoon
IAA, dit is indool-3-azijnzuur. Bij onderzoek wordt voor de in vivo of in vitro wortelinductie
vaak gebruik gemaakt van IBA (Figuur 8). De werking is analoog aan IAA, maar deze mole-
cule is stabieler in oplossing (Epstein & Ludwigmuller, 1993; Ludwig-Muller, 2000;
Overvoorde, Fukaki, & Beeckman, 2010)
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Figuur 8. IBA (Bron: NCBI, 2004c)

De oplosbaarheid van IBA in water van 20 °C bedraagt 250 pug/ml en kan gedetecteerd wor-
den via verschillende chromatografische methoden zoals GC/MS (Gaschromatogra-
fie/Massaspectrometrie), HPLC (High Performance Liquid Chromatography) of TLC (Thin
Layer Chromatography) en een biologische test. (Epstein & Ludwigmuller, 1993; Ludwig-
Muller, 2000; NCBI, 2004c).

Naftaleenazijnzuur (NAA)

NAA, weergegeven in Figuur 9, is een synthetisch auxine dat kan verkregen worden uit de
hydrolyse van 1-naftaleenacetonitril. Residu’s kunnen gekarakteriseerd worden door middel
van UV spectrofotometrie, gaschromatografie of HPLC. NAA wordt in de tuinbouw toege-
past in stekpoeder en als plantengroeiregulator in de fruitteelt. In vitro wordt het toegepast om
wortelmeristemen te initiéren. De oplosbaarheid in water bedraagt 420 pg/ml bij 20 °C
(Carretero, Blanco, Barrero, & Gutierrez, 1998; Guan, Xu, Wang, Song, & Zhang, 2011,
NCBI, 2004a).

Figuur 9. NAA (Bron: NCBI, 2004a)
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2,4-Dichloorfenoxyacetaat (2,4-D)

2,4-D, net zoals NAA een synthetisch auxine, is voornamelijk gekend door zijn toepassing als
herbicide in monocotyle gewassen (bijvoorbeeld grassen, granen,...). De molecule wordt toe-
gevoegd aan de bodem en geabsorbeerd door de wortels van de plant, wat de productie van
ethyleen tot gevolg heeft. Dit induceert op zijn beurt een ongecontroleerde celdeling, met
weefselschade als resultaat. Het gebruik is toegestaan in Europa, Australié en de Verenigde
Staten. De molecule, te zien in Figuur 10, kan irriterende effecten hebben op de ogen en het
gastro-intestinaal systeem. De oplosbaarheid bedraagt 540 pg/ml in water van 20 °C. De mo-
lecule kent toepassingen in plantenweefselteelt bij de inductie van somatische embryo’s. Het
gebruik bij een slow releaseformulering kan dan ook relevant zijn aangezien de aanwezigheid
van 2,4-D eerst wel gewenst is, maar in een volgend stadium net niet (NCBI, 2005a; PPDB,
2013; Raghavan, 2004).

Figuur 10. 2,4-D (Bron: NCBI, 2005a)

1.2.3. Riboflavine

Riboflavine, ook gekend onder de namen vitamine B2, lactoflavine en vitamine G, is een
oranje-geel poeder dat lichtgeel kleurt in waterige oplossing. De absorptiepiek van een ribo-
flavine-oplossing ligt rond 445 nm. Daarnaast heeft riboflavine ook fluorescente eigenschap-
pen, wat interessant kan zijn bij metingen. Riboflavine zendt een groenachtig licht uit wan-
neer het geéxciteerd wordt door een UV-bron of een bron die blauw licht uitzendt. Deze me-
thode wordt vaak gebruikt bij controle van vitamine B, in voeding na scheiding via HPLC.
Uit onderzoeken is gebleken dat de molecule zorgt voor verhoogde weerstand van planten
tegen ziektes. Verder is het is zowel bij bacterién als bij planten en hogere organismen een
noodzakelijk deel van de flavine co-enzymen, die een belangrijke biochemische rol vervullen
bij het elektronentransport. Riboflavine speelt een rol bij het metabolisme van koolhydraten
en de celademhaling. Met riboflavine kan men de foto-oxidatie van IAA en IBA versnellen. In
vitro produceren geisoleerde scheuten of blaadjes vaak zelf voldoende endogene auxinen. Op
een hormoonvrij medium ontwikkelen ze dan ook vaak worteltjes. In een aantal gevallen is het
echter noodzakelijk om auxinen toe te voegen om wortels te initiéren. Bij de keuze spelen een
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aantal overwegingen mee. IAA oxideert in het licht. IBA kent minder foto-oxidatie en de andere
auxinen hebben er al helemaal geen last van. De versnelde foto-oxidatie van IAA en IBA m.b.v.
riboflavine kan ook een voordeel betekenen omdat ze de uitgroei van wortels remt. De chemi-
sche structuurformule van riboflavine is te zien in Figuur 11. Door de geconjugeerde bindin-
gen in zijn chemische structuur is riboflavine onderhevig aan foto-oxidatie, waardoor het zijn
gele kleur verliest (Dong & Beer, 2000; Galston, 1950; Mer, 1957; NCBI, 2005c; Yang,
Bhuvaneswari, Joseph, King, & Phillips, 2002).
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Figuur 11. Riboflavine (Bron: NCBI, 2005c)

1.3. Bestaande slow releaseformuleringen

De huidige toepassingen van de LbL polyelektroliet meerlagige capsules bevinden zich vooral
in het gebied van de geneeskunde. Enkele voorbeelden zijn: aflevering van siRNA, pH-
sensoren, kankerbehandeling en vaccinatie (del Mercato et al., 2010; Skirtach et al., 2011).

Toch is het gebruik van slow release of trage afgifte en controlled release of gecontroleerde
afgifte van (kunst)meststoffen al langer gekend in de land- en tuinbouw. De termen traag en
gecontroleerd worden dikwijls door elkaar gebruikt wanneer er gesproken wordt over het uit-
stellen of het verlengen van de beschikbaarheid van nutriénten voor planten. De meest gepro-
duceerde types zijn enerzijds de condensatieproducten van ureum en ureumaldehyden, waar-
bij ureumformaldehyde de meest voorkomende is, en anderzijds de gecoate en ingekapselde
meststoffen (Trenkel, 1997).

De coating kan bestaan uit een mengsel van onder andere zwavel, silicazand en cellullose, in
tegenstelling tot de polyelektrolieten die, zoals eerder besproken, gebruikt worden voor het
coaten van de LbL-polyelektroliet capsules. Daarnaast kan er in het geval van
(kunst)meststoffen gebruik gemaakt worden van een superabsorberende polymeer zoals poly-
acrylaat in combinatie met chitosan, een lineair polysacharide. Een nadeel van de superabsor-
bantia is hun beperkte vermogen tot biodegradatie, waardoor er sinds kort ook op zetmeel
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gebaseerde superabsorberende polymeren gebruikt worden. Deze partikels zijn bovendien
groter dan de LbL-polyelektroliet capsules, alhoewel de beoogde partikelgrootte het laatste
decennium reeds gedaald is van 1,8 a 2,9 mm tot ongeveer 25 um op 100 um. (Jin et al., 2013;
Pildysh, 2009; Trenkel, 1997).

In tegenstelling tot de klassieke formuleringen voor plantennutriénten worden in deze master-
proef in vitro toepassing beoogd, met bovendien kleinere dimensies van de partikels. Ten
tweede worden er microcomponenten zoals plantenhormonen ingekapseld in plaats van ma-
cronutriénten zoals stikstof, fosfor en kalium. Ten slotte hebben de klassieke partikels een
andere chemische samenstelling dan die van de gebruikte microcapsules (Jin et al., 2013;
Pildysh, 2009; Trenkel, 1997).
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Hoofdstuk 2
Materiaal en methoden

2.1. Inleiding

In deze paragraaf worden de materialen en methoden besproken waarmee verschillende soor-
ten partikels werden bereid. Daarnaast worden ook de algemene materialen en methoden be-
sproken voor de in vitro toepassing van deze partikels.

2.2. Materiaal

2.2.1. Algemene bereiding van micro- en nanopartikels

Voor het synthetiseren van CaCO; zijn Na,CO3 en CaCl, vereist, aangekocht bij Sigma-
Aldrich. De ingekapselde componenten waren FITC, riboflavine, 2,4-D, NAA en IBA. Ribo-
flavine en de auxinen werden aangekocht bij Duchefa Biochemie. Over het gebruikte FITC
zijn er geen verdere details gekend, aangezien een kleine hoeveelheid restant gebruikt werd.

Het roeren van de verschillende oplossingen gebeurde met de magnetische roerder Heidolph
MR 3000. Er werden verschillende roerstaafjes gebruikt, die in lengte varieerden van 0,5 tot 3
cm. Voor het centrifugeren werd steeds de Eppendorf Centrifuge 5417R gebruikt. Hierbij
werden zowel epjes van 1,5 als van 2 ml gebruikt. In geval van filtering werd filterpapier ge-
bruikt van Schleicher & Schuell nr. 595 met een diameter van 125 mm.

Voor de UV-VIS-analyse van het supernatans werd eerst gekozen voor de NanoDrop 2000
UV-VIS spectrofotometer van Thermo Scientific, maar later werd de voorkeur gegeven aan
de Uvikon XL spectrofotometer van Secomam. Het al dan niet monodispers zijn van de mi-
cropartikels en de kristalvorm werd geanalyseerd met een lichtmicroscoop.

2.2.2. Onderzoek op in vitro plantsystemen

Als plantenmateriaal werd steeds Arabidopsis thaliana DR5:GUS gebruikt. Voor het zaaime-
dium werden gedestilleerd water, Murashige & Skoog macro, micro en vitaminen (Duchefa),
MES, 30 g/l sucrose en 7 g/l plant agar gebruikt. Het zaaien en verplaatsen van plantjes ge-
beurde steeds in de laminaire flow met steriele pincetten en mesjes. De zaden werden verpakt
in een filterpapiertje, gespoeld met 70% EtOH, ontsmet met 10% commerciéle javel (8°) met
enkele druppels Tween en drie maal gespoeld met steriel water. Steriel water werd zelf bereid
door gedestilleerd water te autoclaveren bij 121 °C. Voor de GUS-kleuring werden verschil-
lende oplossingen gebruikt. Deze zijn 90% aceton (Carl Roth), wasbuffer of 100 mM NaPOy,,
aangekocht bij Duchefa Biochemie, met een pH van 7,2 en GUS-kleurbuffer, samengesteld
uit 100 mM NaPO,4 (pH 7,2) met 1mM X-Gluc (dit is 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
glucuronide, afkomstig van Acros Organics), 0,1% Triton X-100 (Duchefa Biochemie), 0,1
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mM K-ferricyanide en 0,1 mM K-ferrocyanide. Deze laatste twee componenten werden ge-
kocht bij Sigma-Aldrich. Tenslotte was er voor de GUS-kleuring ook 70% ethanol nodig. Het
plantmateriaal werd bewaard in multiwellplaten met 24 of 48 welletjes. Het onderzoek ge-
beurde met een Olympus bx41 lichtmicroscoop. De beelden werden bewaard door middel van
het programma Progres capture pro 2.8 en samengevoegd en gecomprimeerd met het beeld-
bewerkingsprogramma GIMP 2 (GNU Image Manipulation Program).

2.3. Ontwerp en optimalisatie van micro- en nanopartikels

2.3.1. Bereiding van CaCO; en het inkapselen van moleculen

De bereiding van CaCO3-partikels is gebaseerd op de methode beschreven door Svenskaya et
al. (2013). Na,CO3 (0,33 M) werd gemengd met CaCl, (0,33 M) volgens de verhouding 1/1
(v/v). Daarna werd het geheel gedurende 1 minuut geroerd aan 500 tpm. Na 1 minuut roeren
konden de partikels gecentrifugeerd worden, sedimenteren of gefiltreerd en gedroogd worden.
Analyses van vorm, grootte en clustering vonden steeds plaats met een klassieke lichtmicro-
scoop bij vergroting 10x20x.

Bij het inkapselen van chemische stoffen kon er beroep gedaan worden op twee mogelijke
methodes. De eerste methode was de adsorptiemethode. Hier werd eerst (de kern van) een
partikel gemaakt, gevolgd door het toevoegen van de gewenste in te kapselen molecule. Later
kon, indien van toepassing op het protocol, een coating worden afgezet (Figuur 12).

1 ml CaCl;

Sa
> Mengen [—® (CaCOs-mengsel g
1 mlNa,CO; Incuberen

+x pl 'component’ i l

3x Wassen <«— | Centrifugeren

' [ Af kt
| Eventueel | gE\Yer e
| Coaten ! partikels

Figuur 12. Initieel protocol voor de adsorptiemethode

Bij de coprecipitatiemethode werd de in te kapselen molecule reeds aan een van beide zoutop-
lossingen (Na,CO3- of CaCl,-oplossing) toegevoegd. Bij het samenvoegen, werd een waterige
oplossing met vateriete CaCOgz-partikels bekomen, die een bepaalde molecule hadden gecap-
teerd. Achteraf kon, indien gewenst, een polymeercoating worden afgezet. Deze methodes
worden ook besproken in paragraaf 1.1.3. Het initiéle protocol voor de bereiding van al dan
niet gecoat CaCO3 met behulp van de coprecipitatiemethode is te zien in Figuur 13.
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Figuur 13. Initieel protocol voor de coprecipitatiemethode

2.3.2. Analyse van de ingekapselde molecule

De analyses van de ab- en adsorptie van de ingekapselde chemische component gebeurden
indirect door het supernatans te onderwerpen aan spectrofotometrisch onderzoek. Met andere
woorden: de analyses gebeurden op basis van de niet-opgenomen concentratie! Om te weten
in welk gebied er moest gemeten worden, werd het spectrum eerst vastgelegd voor een wille-
keurige concentratie. Het inschatten van de concentratie gebeurde op basis van een verdun-
ningsreeks.

2.4. Invitrorelease-onderzoek

2.4.1. Uitzaaien van de Arabidopsiszaden

De zaden van A. thaliana DR5:GUS moesten steriel op een agarbodem worden gezaaid.
Daarom werden de zaden gedesinfecteerd in 10% NaOCI, waaraan een druppeltje Tween is
toegevoegd. Na 15 minuten incubatie werd dit driemaal gespoeld met steriel water. Tegelijk
werd ook zaaimedium bereid. 1025 ml water werd gevoegd bij 2,2 g MS, 0,5 g MES, 5 g su-
crose en 7 g plant agar. De pH van dit mengsel diende 5,8 te bedragen.

Het gesmolten medium werd op steriele wijze uitgegoten op platen. Na stolling konden de
Arabidopsiszaden op de agarbodem worden aangebracht. Hiervoor werden steriele mespunt-
jes gebruikt. De zaden werden individueel op een afstand van 1 cm van elkaar geplaatst. Hier-
na werden de platen enkele dagen in de koelkast bewaard.

2.4.2. Toedienen van slow releasepartikels

Na enkele dagen in de koelkast, werden de platen met de Arabidopsiszaden overgebracht naar
een groeikamer met een temperatuur van 23 °C en veel licht, zodat de kieming kon plaatsvin-
den. Indien er lichtkieming plaatsvond, konden de planten gedurende een week in die groei-
kamer kiemen. Indien de kieming in het donker plaatsvond, werden de platen na een dag in
een donkere doos overgebracht.
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De gebruikte partikels, CaCO3;, CaCO3 met PSS-coating en CaCOg3-PEI werden bereid zoals
vermeld bij de respectievelijke experimenten. IBA werd ingekapseld volgens de coprecipita-
tiemethode en de partikels werden bewaard in ethanol, om ze op het gewenste tijdstippen te
kunnen gebruiken.

Na een week werden de partikels toegediend. De partikels konden op steriele wijze met een
micropipet rechtstreeks op de zaailingen aangebracht worden of er kon agar gesmolten wor-
den waarin partikels werden gebracht. Na stolling werden kleine blokjes uitgesneden en op
het midden van het hypcotyl gelegd. Als referentie werd een oplossing van 10 uM IBA toege-
voegd aan gesmolten agar.

Om het effect van het eventueel vrijgekomen IBA op de planten te meten werden de planten
op bepaalde tijdstippen in duplo gefixeerd op 90% aceton. De gefixeerde planten werden be-
waard in een multiwell-plaat bij 4 °C.

2.4.3. GUS-Kkleuring en microscopie

Voor de GUS-kleuring werd de aceton, die gebruikt werd voor de fixatie van het planten-
weefsel, verwijderd. Vervolgens werd er gespoeld met wasbuffer. Na verwijdering van de
wasbuffer werd GUS-kleurbuffer toegevoegd en vond overnacht incubatie bij 37 °C plaats.
Daarna werd de kleurbuffer afgepipetteerd en gewassen met 70% ethanol. Het weefsel werd
vervolgens onderworpen aan microscopische analyse. De lichtmicroscoop had een vergroting
van 4x10x. De interessante delen van de plant werden gefotografeerd en samengevoegd tot
éeén beeld.
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Hoofdstuk 3
Experimenteel gedeelte

3.1. Inleiding

Het experimenteel gedeelte was opgebouwd uit twee delen. In het eerste deel werden partikels
bereid met slow release-eigenschappen die in het tweede deel op in vitro plantencultuur wer-
den toegepast. Deel 1 komt overeen met experimenten 1 tot 6. Hier werden de verschillende
partikels bereid, er werd een molecule ingekapseld en de vrijgave van deze molecule werd
spectrofotometrisch onderzocht in functie van de tijd. Hierbij is het van belang om te weten
dat er verschillende soorten partikels bestaan, met verschillende bereidingswijzen. Er moest
dus een goed protocol voor elke type partikel gevonden worden. Verschillende inkapselings-
methoden werden in overweging genomen en er werd gezocht naar een gestandaardiseerd
systeem om de vrijgave van moleculen te onderzoeken. Tenslotte werd de invloed van een
polymeerkapsel en het gebruikte solvent onderzocht. Deel 2, experimenten 7 tot 8, behandelt
de onderzoeken op A. thaliana. Release van IBA werd onderzocht in een levend systeem. De
uitdagingen bestonden hier uit een goede manier vinden om de partikels toe dienen, een me-
thode vinden om release te onderzoeken en de steriliteit bewaren gedurende heel het onder-
zoek.

3.2. Experiment 1: CaCOs-partikels zonder coating

3.2.1. Inleiding

CaCOg3 vormt de basis van bijna alle andere micropartikels. Ze waren dan ook het meest aan-
gewezen bij het vertrouwd raken met de bereiding en het inkapselen van moleculen. Boven-
dien was het ook belangrijk dat er een goede analysemethode bedacht werd om inkapseling en
release te onderzoeken.

3.2.2. Specifieke materialen en methoden

Bereiding van CaCO; en de inkapseling van FITC

Materialen en methoden voor de bereiding van CaCO; werden reeds besproken in paragrafen
2.2.1 en 2.4. Verder waren er geen specifieke materialen vereist.

Voor de inkapseling van FITC mocht de kleurstof onverdund of met verdunning 1/10 toege-
voegd worden aan een van beide zoutoplossingen. Om FITC in te kapselen in de partikels kon
er zowel van adsorptie- als coprecipitatiemethode worden gebruikgemaakt. De schematische
weergave van deze methoden is te zien in Figuur 12 en Figuur 13. De initiéle incubatietijd
werd ingesteld op vijf minuten.
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Om het effect van drogen te vergelijken met centrifugatie, werd de centrifugatiestap vervan-
gen door het luchtdrogen van de CaCOj3-partikels. Er werd 1/100 FITC ingekapseld en er
werd supernatans genomen tussen de verschillende wasstappen en na 0, 5, 10, 20 en 35 min
en tevens na 1 en 2 u incubatie.

Bij de analyse van het supernatans kon gekozen worden voor water als referentie, waardoor
de absorptiepieken met elkaar konden vergeleken worden of er kon gebruik gemaakt worden
van een refentiestaal, dat de theoretisch maximaal mogelijke concentratie FITC bevatte.

3.2.3. Morfologie van de CaCO;z-partikels

Bij het toevoegen van CaCl, aan Na,CO3 werd telkens een onmiddellijke witte kleurverande-
ring en troebeling waargenomen, wat wijst op de vorming van CaCQOj3. Daar er verschillende
verschijningsvormen zijn voor CaCOs; (zie ook Figuur 2), moest onderzocht worden of de
partikels vateriet, dit is de gewenste vorm, of calciet waren en of er sprake was van aggregatie
van de partikels. Bovendien moesten de parameters die hierop een invloed uitoefenen, gecon-
troleerd worden.

De verdunning van de partikels was de eerste parameter die onderzocht werd. De resultaten
waren duidelijk: de partikels achteraf verdunnen heeft enkel zin om mooiere beelden te krij-
gen met de lichtmicroscoop, want er zijn minder partikels per oppervlakte op het glazen
plaatje. Vervolgens werd het effect van de beginconcentraties van de zoutoplossingen bestu-
deerd. Om mooie sferische partikels te krijgen bleek voor de zoutoplossingen best gewerkt te
worden met de door Svenskaya et al. (2013) aanbevolen concentratie van 0,33 M. Hogere
concentraties zorgden voor meer kubusvormige partikels (A. Yashchenok et al., 2013). Bij de
bereiding van deze partikels was het roerstaafje minder van belang. De roertijd diende echter
exact 1 minuut te zijn, omdat er achteraf anders sneller omzetting naar de calcietvorm zou
optreden. Daarnaast werd er steeds veel aggregatie vastgesteld.

Tijdens het onderzoek naar de andere parameters bleek ook het solvent waarin de partikels
bewaard werden een cruciale rol te spelen wat de morfologie betreft. Oorspronkelijk werden
de partikels bewaard in gedestilleerd water of werden ze na drogen in poedervorm in een epje
bewaard. Al gauw bleek dat goede partikels na enkele dagen volledig of grotendeels geher-
kristaliseerd waren naar de calcietvorm. Aangezien dit zowel voor de opgeloste als de ge-
droogde partikels het geval was, was water/luchtvochtigheid waarschijnlijk de oorzaak. Na
onderzoek in de literatuur bleek het mogelijk om deze omzetting te controleren aan de hand
van verschillende parameters. Deze zijn pH (Svenskaya et al., 2013), solvent (B. V.
Parakhonskiy et al., 2012) en coating (B. Parakhonskiy, 2014). Het effect van de pH op de
morfologie van de CaCOs-kristallen is ook te zien in Figuur 3.

Op basis van de literatuur werden voorgaande parameters onderzocht. Wanneer het milieu
basisch is, zijn de partikels zeer stabiel. Bij een eerder zure pH van 4,5 of lager losten de par-
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tikels op in hun ionen. Bij gebruik van gedestilleerd water waren er 1 u na de bereiding reeds
enkele calcietkristallen waarneembaar. Enkele dagen later waren deze kristallen zichtbaar
groter en zeer duidelijk qua vorm. Bij gebruik van 100% ethanol als solvent was er geen
zichtbare wijziging van de vateriete vorm.

3.2.4. Keuze van de spectrofotometer

Eerst werd er gekozen voor de NanoDrop 2000 Spectrofotometer. Deze spectrofotometer was
zeer snel en zeer eenvoudig in gebruik. Een voorbeeld van een spectrum vastgelegd met dit
toestel is te zien in Figuur 18. Gezien de twijfelachtige gevoeligheid van de NanoDrop 2000
werd een proef uitgevoerd waarbij de absorptiespectra van verschillende concentraties PSS
werden gemeten. Zoals te zien is in Bijlage 1 waren de metingen met deze spectrofotometer
niet betrouwbaar genoeg om kleine concentratievariaties op te meten, omdat de pieken bij
kleine concentratieverschillen gewoon door elkaar lopen. De oorzaak ligt waarschijnlijk bij
het beperkte volume vloeistof (slechts enkele pl staal) dat wordt gebruikt. Deze spectrofoto-
meter is echter wel een geschikt toestel om een eerste idee te krijgen van een bepaald absorp-
tiespectrum. Voor deze proeven waren echter zeer nauwkeurige metingen vereist, aangezien
minimale concentratieverschillen moesten kunnen vastgesteld worden. Daarom werd er geko-
zen om alle andere metingen uit te voeren met een klassieke spectrofotometer, nl. de Uvikon
XL.

3.2.5. Inkapseling van FITC

Keuze van de molecule en concentratierange

Het moleculair gewicht van FITC bedraagt 389 g/mol. Dit is ongeveer evenveel als het mole-
culair gewicht van biologische meer relevante moleculen zoals riboflavine, dat een moleculair
gewicht heeft van 376 g/mol. Er kon dus gesteld worden dat FITC geschikt was voor het op-
stellen van een modelsysteem (NCBI, 2005b, 2005c).

Het opstellen van een modelsysteem was noodzakelijk, omdat er geen literatuur als leidraad
voorhanden was. In paragraaf 1.1.3 werd reeds vermeld dat een moleculair gewicht kleiner
dan 5 kDa, dit is 5-10° g/mol, gezien wordt als een kleine molecule die snel weg zal diffunde-
ren uit de micropartikel.

Het feit dat de concentratie van de stockoplossing niet gekend was, was een groot en tijdro-
vend nadeel. Bovendien moest voorzichtig te werk gegaan worden bij het laden van de parti-
kels, omdat er schade zou kunnen optreden aan de fluorimeter die mogelijk nog kon gebruikt
worden. Daarom werd er initieel gekozen om de CaCOs-partikels te laden met 1/1000 FITC.
Later bleek deze concentratie onmeetbaar Klein te zijn, zelfs met de Uvikon XL spectrofoto-
meter, waardoor de concentratie FITC systematisch opgedreven werd. Er werd een reeks ver-
dunningen gemaakt van 1/1000, 1/100, 1/10, 1/5 en 1/2. Een concentratie van 1/10 FITC leek,
zoals te zien is in Figuur 14, een mooie absorptiepiek te vertonen bij 480 nm.
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Figuur 14. Absorptiespectrum FITC (1/10)

Initieel werd bij de adsorptiemethode gekozen om te werken ten opzichte van een referentie-
staal. Ondanks het feit dat deze methode voor meer nauwkeurige metingen (minder meet- en
afleesfouten) zorgde, werd er toch gekozen om de resultaten te interpreteren ten opzichte van
gedestilleerd water. Hiervoor waren er twee redenen. Het leverde enerzijds visueel eenvoudi-
ger afleesbare grafieken en anderszijds konden de coprecipitatie- en adsorptiemethode een-
voudig vergeleken worden.

Bij analyse van het effect van drogen in plaats van centrifugeren bevond alle kleurstof zich
steeds in het waswater. Omdat inkapseling op die manier onmogelijk werd, werd het aantal
wasstappen verlaagd van 3 naar 1. Luchtdrogen bleek een zeer slecht alternatief te zijn voor
centrifugatie, aangezien er ten gevolge van de luchtvochtigheid overnacht een herkristallisatie
plaatsvond.

3.2.6. Conclusies

De initiéle bereiding van CaCOj3-partikels, zonder coating of ingekapselde moleculen zorgde
voor aggregatie en een vrij grote polydispersiteit. Daarom was het relevant om in het volgen-
de experiment te onderzoeken of een coating kon zorgen voor minder aggregatie. Bovendien
zou een coating de herkristallisatie eventueel kunnen tegenhouden of vertragen. Het fenomeen
van polydispersiteit was voorlopig minder van belang.

Theoretisch zou coprecipitatie voor een hogere ladingsdichtheid van de molecule moeten zor-
gen. De component wordt immers mee neergeslagen met CaCOg, terwijl adsorptie enkel mo-
gelijk is aan het oppervlak of in eventuele porién. Omdat bij het eerste experiment nog geen
concrete opname van FITC werd vastgesteld, konden hieromtrent nog geen conclusie getrok-
ken worden. Het aantal wasstappen werd gereduceerd tot 1, omdat tijdens deze handelingen
teveel uitloging plaatsvond van het ingekapselde FITC. Tenslotte was het gebruik van een
kleurstof zonder gekende beginconcentratie zeer omslachtig en tijdrovend, waardoor er naar
een alternatief gezocht werd.
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3.3. Experiment 2: CaCOs-partikels met PSS-coating

3.3.1. Inleiding

De kennis opgedaan in experiment 1 werd toegepast op partikels met coating. Verder werd
het model van FITC verder uitgewerkt en werden proeven gestart met riboflavine, wat een
biologisch meer relevante molecule is.

3.3.2. Specifieke materialen en methoden

De algemene materialen werden reeds besproken in paragraaf 2.2.1. Voor de polymeercoating
werden PSS en NaCl gebruikt. PSS werd aangekocht bij Sigma-Aldrich. NaCl is afkomstig
van Carl Roth.

Het coaten van CaCOz-kernen

CaCOg3 werd bereid zoals het beschreven wordt in paragraaf 2.3.1. Na de bereiding werd er
niet gecentrifugeerd, maar werd PSS onmiddellijk toegevoegd ter stabilisatie, zoals dat ook
het geval is bij A. Yashchenok et al. (2013). De concentratie PSS bedroeg 2 mg/ml in 0,5 M
NaCl. Na een incubatie van 10 minuten kon het mengsel gecentrifugeerd worden bij 1200 tpm
gedurende 1 minuut, gevolgd door 1 wasstap, om de overtollige polymeren en ionen te ver-
wijderen.

Inkapseling van FITC

Wat bereiding en inkapselingsmethoden betreft, kan er onmiddellijk verwezen worden naar
paragrafen 2.2.1 en 2.3.2. Voortbouwend op de resultaten van de partikels uit experiment 1
werd 1/10 FITC toegevoegd aan een zo hoog mogelijke concentratie CaCOs-partikels. Deze
concentratie werd zowel voor de coprecipitatie- als de adsorptiemethode gebruikt. Het coaten
gebeurde steeds zoals beschreven in voorgaande paragraaf. Het supernatans werd altijd gere-
cupereerd voor spectrofotometrische analyse van de niet-opgenomen concentratie. Het uitein-
delijke protocol is weergegeven in Figuur 15.

Roeren Incuberen Centrifugeren
Mengen . Mengen . (1 min bij 1200 (Wassen)
(1 min) (15 min) tpm)
*0,9 ml CaCl, *1 ml PSS e Afgewerkte
+0,2 ml partikels
FITC
¢0,9ml
Na,CO,

Figuur 15. Finaal protocol voor de bereiding van CaCO;-partikels met PSS-coating

en ingekapselde FITC (1/10) volgens de coprecipitatiemethode
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Voor de analyse van het supernatans werd een staal bereid met de maximaal mogelijke con-
centratie in het epje, nl. 1/10 FITC. Na het centrifugeren werd het supernatans genomen en
vervangen door water. Dit water werd gemengd met de partikels en na een bepaald tijdstip, in
dit geval 1,5 u, werd er nogmaals gecentrifugeerd.

Inkapseling van riboflavine

Voor het verfijnen van het modelsysteem werd riboflavine ingekapseld. Daarvoor werd een
stockoplossing riboflavine gemaakt met een concentratie bij de oploshbaarheidsgrens, namelijk
13 mg/100 ml (NCBI, 2005c).

In het geval van de coprecipitatiemethode werd er steeds 1 ml stockoplossing riboflavine aan
1 ml Na,COj3 (0,33 M) toegevoegd. Daarna werd dit gemengd met 1 ml CaCl,-oplossing (0,33
M). Na 1 minuut roeren met behulp van een magnetische roerder werden de CaCOs-partikels
gecoat met PSS (2 mg/ml in 0,5 M NaCl). Deze stap werd gevolgd door een incubatie van 10
minuten. Bij de adsorptiemethode werd de milliliter riboflavine pas toegevoegd wanneer de
CaCOgs-partikels gevormd waren. Na een extra minuut roeren kon de PSS-oplossing worden
bijgevoegd. Het protocol is schematisch weergegeven in Figuur 16 voor de coprecipitatieme-
thode en in Figuur 17 voor de adsorptiemethode.

Roeren Incuberen Centrifugeren
Mengen . Mengen . (2 min bij 1200
(1 min) (10 min)
tpm)
*1mlCaCO5+1 *1 ml PSS eAfgewerkte
ml riboflavine partikels
*1 ml Na,CO,

Figuur 16. Protocol voor de coprecipitatiemethode van CaCO; met riboflavine

ter bereiding van partikels met PSS-coating

3.3.3. Voorkomen van aggregatie

Zoals reeds vermoed werd in het eerste experiment kon aggregatie enigszins voorkomen wor-
den door het coaten van de micropartikels met PSS. De meest waarschijnlijke verklaring hier-
voor is dat de negatieve ladingen van de PSS-coatings elkaar afstoten. Tijdens sommige proe-
ven werd er echter toch clustering vastgesteld.
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Roeren Roeren Incuberen Centrifugeren
Mengen . Mengen . Mengen . (1 min bij 1200
(1 min) (1 min) (10 min) tpm)
el ml el ml *1 ml PSS e Afgewerkte
CaCO, riboflavine partikels
ol ml
Na,CO,

Figuur 17. Protocol voor de adsorptiemethode van CaCO3; met riboflavine

ter bereiding van partikels met PSS-coating

3.3.4. Inkapseling van FITC

Aangezien de opname van FITC gemeten werden aan de hand van de niet-opgenomen con-
centratie van deze moleculen in het supernatans, mocht het absorptiespectrum niet interfere-
ren met het absorptiespectrum van PSS, het polymeer gebruikt voor het omhulsel van de
CaCOgs-kern. Daarom was het noodzakelijk om het spectrum van PSS te kennen. Zoals te zien
is in Figuur 18 zijn de absorptiepieken vooral gelegen in het golflengtegebied van 200 tot 300
nm. Zoals besproken in Figuur 14 is de absorptiepiek van FITC gelegen bij 480 nm. Er zal
dus geen interferentie optreden tussen de coating en de ingekapselde moleculen.

Het feit dat er nauwelijks tot geen kleurstof werd opgenomen door de CaCOg3-partikels, was
een groot probleem dat zich tijdens heel wat metingen voordeed en waarop het veranderen
van parameters amper tot geen invloed had. Maar aangezien alle kleurstof zich zelfs na één
wasstap al in het supernatans bevond, werd uiteindelijk gekozen om bij de volgende proeven
geen wasstappen meer uit te voeren. Een andere mogelijke oorzaak voor de gebrekkige op-
name zou een te lage pH kunnen zijn, maar na verschillende metingen bleek de pH steeds een
waarde te bezitten tussen 8 en 9, wat in principe basisch genoeg is om stabiele partikels te
vormen.
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Figuur 18. Absorptiespectrum PSS (2 mg/ml)

Het resultaat van de optimalisatie, weergegeven in Figuur 19, toont duidelijk aan dat er enige
opname is van FITC in de partikels. De opname is te zien als het verschil tussen de twee pie-
ken (FITC 1/10 en SNO), omdat SNO het supernatans is na de bereiden en dus overeenkomt
met de niet-opgenomen concentratie! Daartegenover is er geen release, aangezien het super-
natans, dat na de eerste meting vervangen werd door water, na 1,5 u incubatie nog steeds
exact hetzelfde spectrum vertoont als dit van water.
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Figuur 19. Resultaat van coprecipitatiemethode met 1/10 FITC zonder wasstappen.

SNO is het supernatans onmiddellijk na de bereiding. SN1,5 is het supernatans na 1,5 u.
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3.3.5. Ingekapselde riboflavine

Het protocol voor de inkapseling van riboflavine is enigszins verschillend met de inkapseling
van FITC (zie Figuur 15). Enerzijds is de concentratie van de in te kapselen molecule groter.
De reden hiervoor is dat de kans op opname van riboflavine hierdoor groter wordt (B.
Parakhonskiy, 2013). Anderzijds is de incubatietijd slechts 10 minuten in plaats van 15 minu-
ten, aangezien dit geen relevant verschil opleverde in de proeven. Zoals eerder vermeld wer-
den alle wasstappen weggelaten.

Zoals het absorptiespectrum van FITC niet mocht interfereren met de spectrum van PSS,
mocht ook het absorptiespectrum van riboflavine geen interferentie vertonen met de coating.
In Figuur 18 werd reeds weergegeven dat de absorptiepieken van PSS vooral gelegen zijn in
het golflengtegebied van 200 tot 300 nm. Figuur 20 toont aan dat het spectrum van riboflavine
pieken vertoont in het gebied van 350 tot 500 nm en er dus geen sprake is van interferentie.

Aangezien het iso-elektrisch punt van riboflavine zich bevindt bij pH = 6 (NCBI, 2005c),
wordt er best gewerkt bij hogere pH’s, wegens de mogelijke interactie van riboflavine met het
negatieve PSS. Aangezien de pH van de partikels zich tussen 8 en 9 bevindt, zal dit probleem
niet optreden.

Het toepassen van het adsorptiemodel voor FITC op riboflavine levert hetzelfde resultaat. Er
is namelijk duidelijke adsorptie, te zien in Figuur 21. Release werd echter niet waargenomen.
Er werd ongeveer hetzelfde resultaat waargenomen voor adsorptie en coprecipitatie.
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Figuur 20. Absorptiespectrum van onverdund riboflavine (13 mg/100 ml)
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Figuur 21. Absorptiepieken van riboflavine bij de adsorptiemethode. Riboflavine is

de maximale concentratie riboflavine. SN1 is het supernatans genomen na bereiding.

3.3.6. Conclusies

Het controleren van de pH, het weglaten van de wasstappen en het inkapselen van riboflavine
bij een hoge concentratie boden al een eerste goede mogelijkheid om partikels te vormen die
later zouden kunnen gebruikt worden bij in vitro proeven. Het feit dat er nog geen alternatieve
partikels voorhanden waren, dat er nog geen release werd vastgesteld en dat er nog geen bio-
toets was voor de analyse van riboflavine, waren verschillende uitdagingen die nog moesten
aangepakt worden.

3.4. Experiment 3: CaCOs-PEl-partikels

3.4.1. Doel en specifieke materialen

Het doel van dit experiment bestond eruit om een goed alternatief te bieden voor CaCOs3-
partikels met of zonder coating.

De materialen gebruikt voor dit experiment werden reeds vermeld in paragraaf 2.2.1. Daar-
naast was er ook polyethyleenimine (PEI) en ethanol nodig, dat werd aangekocht bij Sigma-
Aldrich. Er werd ultrasound getest met 3 verschillende sonificatoren. Dit waren respectieve-
lijk een naaldvormige sonificator om cellen te splitsen, een groot bad en een klein bad.

3.4.2. Specifieke methoden

Bereiding van de CaCO3-PEI-partikels

Voor de bereiding van de CaCOg3-PEI werd het protocol van Lopez-Marzo et al. (2012) ge-
volgd. Hiervoor werden verschillende bereidingen gemaakt. Zeer belangrijk was het gebruik
van verse oplossingen CaCl; (0,33 M) en Na,COj3 (0,33 M). Door van elke oplossing 50 ml te
bereiden konden verschillende specifieke condities uitgetest worden. De stockoplossing PEI
had een concentratie van 20 mg/ml. De concentraties PEI in de partikels waren 0, 1, 2 en 4
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mg/ml. PEI werd aan de gewenste concentratie opgelost in een van beide zoutoplossingen en
sloeg mee neer met de partikels, wanneer de oplossingen werden samengevoegd.

Er werden verschillende wijzen van ultrasound toegepast naast het gebruik van een roerder.
Bij het gebruik van ultrasound werden verschillende tijden voor sonificatie uitgetest. Deze
waren 15, 30 en 45 minuten. VVoor de roerder werd steeds een roertijd van 15 a 20 seconden
bij 1000 tpm gebruikt. De afgewerkte partikels kunnen tot 8 maanden lang bewaard worden in
zuivere ethanol (Lopez-Marzo et al., 2012).

Inkapseling van IBA

In tegenstelling tot de al dan niet gecoate CaCOs-partikels, werd het auxine IBA ingekapseld.
Dit gebeurde opnieuw door middel van adsorptie of coprecipitatie. Er werden verschillende
incubatietijden (of adsorptietijden) genomen van 10 min, 30 min, 1 u en 2 u. De concentratie
IBA bedroeg 340 pg/ml. Het supernatans werd genomen net na het incuberen en 2 min centri-
fugeren bij 1000 tpm. Deze methode werd toegepast bij al de verschillende incubatietijden.
Om de metingen op verschillende tijdstippen mogelijk te maken, werden steeds verschillende
identieke epjes gemaakt om op het gewenste tijdstip supernatans te nemen.

3.4.3. Invloedsfactoren op monodispersiteit

De belangrijkste invloedsfactor op de monodispersiteit van de partikels was de concentratie
PEI. Analyses met de lichtmicroscoop gaven duidelijke resultaten hieromtrent. De epjes met O
mg/ml PEI gaven zeer grote, geaggregeerde partikels. 1 mg/ml PEI zorgde voor een dens
netwerk van partikels en 4 mg/ml PEI gaf een polydispers resultaat: veel hele kleine en enkele
grote partikels. Enkel de verdunning van 2 mg/ml gaf een mooi resultaat. Dit was het geval bij
het grote en het kleine bad. De derde sonificator was te sterk en kon onmogelijk gebruikt
worden. Daardoor werd ervoor gekozen om verder te werken bij een concentratie van 2
mg/ml PEI en sonificatie toe te passen om de partikels uit elkaar te halen.

Het effect van sonificatie met het grote bad werd vergeleken met het kleine bad. Daaruit bleek
dat beide sonificatoren te zwak waren om een mooie niet-geagreggeerde suspensie te vormen.
De meeste aggregatie werd waargenomen bij 30 minuten. Een sonificatie van 15 en 45 minu-
ten gaf betere, maar nog steeds niet de gewenste resultaten.

Als alternatief werd er gewerkt met een roerstaafje. Het resultaat bleek tegen de verwachting-
en in perfect te zijn. De partikels hadden een uniforme diameter en er was nauwelijks aggre-
gatie waarneembaar. Volgens Lopez-Marzo et al. (2012) zou de gemiddelde diameter van
deze partikels 1,3 £ 13 um bedragen en zou 64% van de partikels zich in de vateriete vorm
bevinden. Het toevoegen van coatings (bijvoorbeeld PSS) zou zorgen voor een negatief effect.
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3.4.4. Inkapseling van IBA

Er werd gekozen voor IBA als in te sluiten auxine, omdat het release-effect van deze molecu-
len niet enkel kan gemeten worden door middel van spectrofotometrische analyse, maar ook
kan gemeten worden met een biotoets. Daarvoor moest de exacte hoeveelheid opgeno-
men/losgelaten component gekend zijn en is een uniforme diameter van de partikels wenselijk.

Voor het inkapselen van IBA viel het op dat dit auxine nog steeds oplosbaar was bij 340
pg/ml water. Dit is boven de theoretische oplosbaarheidsgrens (NCBI, 2004c). Verder kan het
spectrum van IBA niet interfereren met PEI, zoals te zien is op Figuur 22. Uit dezelfde figuur
blijkt wel dat er interferentie zou optreden met PSS, indien dit polymeer zou gebruikt worden
als coating (Figuur 18). Daarnaast moet ook nog opgemerkt worden dat er meer aggregaten
optraden bij de coprecipitatiemethode dan bij het toepassen van adsorptie.
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Figuur 22. Absorptiespectrum PEl versus IBA

Bij de metingen van inkapseling en release kunnen verschillende conclusies getrokken wor-
den. Bij vergelijking van de incubatietijden (dit zijn de tijden waarbij er geroerd wordt en
adsorptie kan plaatsvinden) kan er vrij duidelijk geconcludeerd worden dat langer incuberen
zorgde voor een hogere opname door het adsorptie-effect. Zoals te zien is in Figuur 23 is dit
effect echter relatief. De balkjes op de figuur komen overeen met de piekwaarden op verschil-
lende tijdstippen tijdens de spectrofotometrische analyse. Het is duidelijk dat 120 minuten
incuberen zal zorgen voor een betere opname van IBA dan 30 minuten incuberen. De gemeten
absorbantie is immers de niet-opgenomen concentratie! Daartegenover is er een grotere op-
name bij 10 minuten incuberen. Het is dus efficiénter om bij de bereiding van CaCOs-PEI-
partikels met ingekapseld IBA slechts 10 minuten te incuberen bij gebruik van de adsorptie-
methode.
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3.4.5. Conclusies

Het gebruik van PEI zorgde voor mooie uniforme partikels die gedurende 8 maanden in etha-
nol hun morfologische structuur kunnen bewaren. Het was mogelijk om IBA in te kapselen,
maar de release-onderzoeken moesten nog grondiger gebeuren. De concentratie PEI in het
partikel bedroeg 2 mg/ml voor een optimaal resultaat en indien de adsorptiemethode gebruikt
werd om IBA te capteren bedroeg de incubatie- of adsorptietijd best 10 minuten.
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Figuur 23. Effect van langer incuberen in IBA-milieu op de
opname van IBA. Absorptiepieken overeenkomstig met de niet-

opgenomen concentratie in functie van de tijd in minuten.

3.5. Experiment 4: Poly(D,L-lactide-coglycolide)-nanopartikels

3.5.1. Inleiding en materialen
Als tweede alternatief voor de al dan niet gecoate CaCOs-partikels werd gekozen voor PLGA-
nanopartikels. Ze waren interessant om te onderzoeken omwille van hun kleinere dimensies
en verschillende eigenschappen.

Poly(D,L-lactide-coglycolide) of PLGA nanopartikels werden bereid op basis van PLGA, PElI,
natriumsulfide, zwavelzuur, tetrahydrofuran (THF) en aceton. Al deze stoffen werden aange-
kocht bij Sigma-Aldrich. De ingekapselde moleculen waren riboflavine, NAA, IBA en 2,4-D
(Duchefa Biochemie).

Voor de bereiding van PLGA partikels moest er steeds en uitsluitend met glaswerk gewerkt
worden, aangezien er interacties konden optreden met verschillende polymeren. Verder werd
er gewerkt met een speciaal dialysemembraan, een grote beker gevuld met gedestilleerd water
om de dialyse te laten doorgaan en magnetisch roerwerk om de diffusie te versnellen.
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3.5.2. Methoden

Voorbereiding van het dialysemembraan

Het membraan werd droog en opgerold geleverd, waardoor enige voorbereiding vereist was.
Mogelijke restanten glycerol werden verwijderd door het membraan 3 a 4 u te wassen met
lopend water. Zwavelcomponenten werden geélimineerd door het membraan gedurende 1
minuut te behandelen met een natriumsulfideoplossing (0,3% wi/v) van 80 °C. Op deze stap
volgde een 2 minuten durende reiniging met warm water aan 60 °C. Vervolgens werd het
membraan behandeld met zwavelzuur 0,2% (v/v), dat achteraf gespoeld moest worden met
warm water.

Bereiding van PLGA nanopartikels door middel van de eenstapsprecipitatiemethode.

Eerst werd PLGA opgelost in een mengsel van een deel tetrahydrofuran (THF) met drie delen
aceton of 1/3 (v/v). De concentratie PLGA bedroeg hierbij 10 mg/ml. Aangezien een deel van
de partikels zonder ingekapselde molecule werd gemaakt en een ander deel met ingekapselde
molecule, werd aan de eerste oplossing niets toegevoegd. Aan de andere oplossingen werd
ongeveer 1 mg/ml component (NAA, IBA of 2,4-D) toegevoegd. Dit was ongeveer 10% van
de hoeveelheid PLGA.

Als tweede stap werd een PEI-oplossing gemaakt van 1,5 mg/ml, waarna 5 ml van deze op-
lossing gemengd werd met 5 ml van de PLGA-oplossing. Dit mengsel werd in een dialyse-
buisje gebracht. Dit was een zelfgemaakt buisje van het dialysemembraan. De zakjes werden
in gedestilleerd water gebracht, waarbij het water gedurende 2 dagen ongeveer om de 6 u
werd vervangen.

Daarna werd de inhoud van het dialysezakje overgebracht in epjes van 2 ml en gecentrifu-
geerd gedurende 10 min aan 14 000 tpm. De bekomen partikels moesten steeds bewaard wor-
den in de koelkast.

3.5.3. Resultaten en conclusies

De gemiddelde diameter van de PLGA-partikels bedraagt gemiddeld 200 nm (Zhou et al.,
2009; Zhou et al., 2010). IBA en riboflavine losten zeer slecht op in het mengsel voor de be-
reiding van PLGA-partikels en konden bijgevolg niet ingekapseld worden. Bijgevolg werden
enkel partikels bereid met NAA en 2,4-D.

De bekomen partikels waren individueel niet zichtbaar met het oog en hadden een parelmoer
glans. Er kon geen opname of release van NAA of 2,4-D vastgesteld worden.

In theorie bieden PLGA-partikels een mooi alternatief voor de op CaCO3 gebaseerde partikels.
In praktijk blijkt de inkapseling echter zeer moeizaam te verlopen en zijn de partikels bijge-
volg niet geschikt voor de in vitro proeven.
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3.6. Experiment 5: Overzichtsproef met riboflavine

3.6.1. Inleiding en doel

In experimenten 1 tot 4 werden verschillende bereidingen voor verschillende soorten partikels
onderzocht. Hierbij konden bij verschillende partikels moleculen worden ingekapseld. Het
onderzoek naar release vond plaats binnen 1 dag, terwijl volgens B. V. Parakhonskiy et al.
(2012) de herkristallisatie van CaCOg3 kan zorgen voor een release-effect van ingekapselde
moleculen. De poreuze vaterietstructuur wordt hierbij omgezet in een dicht gepakte calciet-
structuur. Hierdoor zullen niet alleen de geadsorbeerde moleculen, maar ook de gecoprecipi-
teerde componenten worden uitgestoten. De release van moleculen zal dan plaatsvinden in
een periode van dagen (of weken) in plaats van binnen enkele uren.

Deze theorie biedt ook interessante mogelijkheden voor het in vitro onderzoek. Indien parti-
kels die bewaard worden in ethanol langzaam herkristalliseren in waterig milieu, kunnen de
partikels bereid worden en bewaard worden voor gebruik op een desgewenst tijdstip. Boven-
dien garandeert ethanol de steriliteit van de partikels.

Deze proef had als doel om een model te creéren met riboflavine. Daarna werd dezelfde proef
herhaald met IBA en met de partikels die het beste resultaat opleverden. Deze werden daarna
ook gebruikt voor het onderzoek op Arabidopsis thaliana.

3.6.2. Specifieke materialen

Alle materialen werden reeds eerder vermeld. Nieuw bij deze proef was het gebruik van
PDADMAC, poly(diallyldimethylammoniumchloride), en 100% ethanol afkomstig van Sig-
ma-Aldrich.

Op verschillende tijdstippen van de overzichtsproef werden curves gefit aan de gemeten data.
Hiervoor werd de trendlijn van Microsoft Excel gebruikt in het geval van rechten, logaritmi-
sche functies en polynomen. Wanneer onderzocht werd of de functie een logistische functie
benaderde, werd Graphmatica van kSoft gebruikt.

3.6.3. Specifieke methoden

Opstellen van ijklijnen voor riboflavineconcentraties

Voor het opstellen van de ijklijn werden geconcentreerde stockoplossingen riboflavine aan-
gemaakt met een concentratie van 130 mg/l. Er werd steeds verdund met factor 1/2 voor het
maken van de verdunningsreeks.

Voor elke oplossing uit de verdunningsreeks werd het spectrum opgenomen met de UV-VIS
spectrofotometer, waarna de absorptiewaarde van de piek gerelateerd kon worden aan de ge-
bruikte concentratie.
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CaCO3-partikels met een meerlagige coating

CaCOg3 kon meerlagig gecoat worden door polymeren te gebruiken met een tegengestelde
lading. Aangezien CaCOgs lichtjes positief geladen is, was de eerste laag steeds het negatieve
PSS. Klassiek wordt PAH gebruikt als positief polymeer (Donath et al., 1998). Door afwezig-
heid van dit polymeer in het labo werd PDADMAC gebruikt, dat eveneens aangeraden wordt
in de literatuur (del Mercato et al., 2010).

De CaCOs-kern werd bereid zoals vermeld in paragraaf 2.3.1. Hierbij wordt een oplossing
van 2 mg/ml PSS gevoegd die 10 minuten zachtjes geroerd wordt. Na centrifugatie werd het
supernatans verwijderd en werd 2 mg/ml PDADMAC toegevoegd. Ook hier werd na 10 mi-
nuten roeren gecentrifugeerd. Afhankelijk van het gewenste aantal lagen kon vervolgens weer
afwisselend PSS en PDADMAC worden afgezet volgens dezelfde methode. Bij de proeven
met riboflavine werden partikels gemaakt met 3 en 6 lagen polyelektroliet.

Proefopzet bij het vergelijken van riboflavineconcentraties

De niet-gecoate en PSS-gecoate CaCOs-partikels werden vergeleken met CaCO3-PEI micro-
partikels. Daarnaast werden ook meerlagig gecoate CaCO3-partikels bereid ter vergelijking.
Telkens werden zowel de adsorptiemethode als de coprecipitatiemethode toegepast. Er wer-
den geen wasstappen uitgevoerd! Na de bereiding werd er bovendien niet gecentrifugeerd.
Centrifugatie vond pas plaats na de incubatie, die varieerde van 0 minuten tot meerdere weken.
Het bekomen supernatans werd geanalyseerd met de UV-VIS spectrofotometer.

Om alle verschillende partikels en tijdstippen uit elkaar te kunnen houden, werden de epjes
voorzien van een code, bestaande uit een letter (zie Tabel 1) en een cijfer (Tabel 2). Ten slotte
werd bij enkele stalen het water vervangen door 100% ethanol. Na enkele weken werd ethanol
opnieuw vervangen door water en werd de release in functie van de tijd opnieuw gemeten met
behulp van de spectrofotometer.

Van meetsignaal naar opgenomen concentratie

Omdat elke type partikel een eigen protocol heeft en de finale concentratie riboflavine in de
epjes niet overal gelijk was, werd er een vast systeem gebruikt om de door de partikels opge-
nomen concentratie van de component te berekenen. Daarbij werd er vertrokken van de waar-
de van de absorptiepiek van een staal. Deze waarde werd omgezet naar een bepaalde niet-
opgenomen concentratie component door het verband dat bekomen werd uit de ijklijn.

Vervolgens werd op basis van het gebruikte protocol berekend wat de maximale concentratie
component in het epje kon bedragen. De door de partikels opgenomen concentratie was dan
het verschil van de theoretisch maximale concentratie en de niet-opgenomen concentratie van
de onderzochte molecule.
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Tabel 1. Lettercode die hoort bij de verschillende

partikels van de overzichtsproef

Letter Betekenis

Ongecoat CaCQOg, adsorptie

Ongecoat CaCOg3, coprecipitatie

CaCOj3 met PSS-laag, adsorptie

CaCOj3 met PSS-laag, coprecipitatie

CaCOs3-PElI, adsorptie

CaCOg3-PElI, coprecipitatie

CaCOg3 met drielagige coating (PSS-PDADMA

PSS) en coprecipitatiemethode

H CaCOg3 met zeslagige coating (afwisselend PSS
PDADMAC) en coprecipitatiemethode

G T moOw>

Tabel 2. Cijfercode die hoort bij de verschillende tijdstippen

waarop supernatans genomen is bij de overzichtsproef

Cijfer Verstreken tijd bij nemen supernatans

0 minuten
30 minuten
1 uur

2 uur

1 dag

2 dagen

1 week

2 weken

3 weken

o N o o b WO DN L O

Invloed van licht en effect van het solvent

In de literatuurstudie (8 1.2.3) werd reeds vermeld dat riboflavine onderhevig is aan afbraak
door licht. Om dit effect te onderzoeken werd een oplossing gemaakt, die bewaard werd bij
kamertemperatuur, zonder afscherming voor daglicht. Op verschillende tijdstippen werd er
een staaltje genomen om te onderzoeken met de spectrofotometer. De concentratie riboflavine
bedroeg voor deze proef 32,5 mg/l.

Het effect van ethanol op de bewaring van CaCOg3-partikels werd onderzocht door het super-
natans onmiddellijk na de bereiding te vervangen door 100% ethanol. De toegevoegde ethanol
werd gecontroleerd in functie van de tijd. Na een bepaalde periode kon de ethanol opnieuw
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vervangen worden door gedestilleerd water. Hiervoor werd het supernatans eveneens opge-
volgd in functie van de tijd.

3.6.4. Deijklijn voor riboflavineconcentratie

Op basis van de ijklijn van riboflavine kon het spectrum van het supernatans van een bepaald
staal gecorreleerd worden aan een bepaalde concentratie van de molecule. Daardoor kon het
verloop van opname en release per soort partikel en per inkapselingswijze ingeschat worden.
Verder konden verschillen tussen de soorten partikels onderling vergeleken worden.
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Figuur 24. Spectra van de riboflavine verdunningsreeks.
De concentratie van de stockoplossing bedraagt 130 mg/|
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Figuur 25. Verband tussen de concentratie en de absorbantie van riboflavine
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In Figuur 24 zijn de verschillende spectra voor de verschillende concentraties riboflavine
weergegeven voor een klein gebied uit het gemeten spectrum. De piekwaarde van elk spec-
trum hoort samen een bepaalde concentratie riboflavine. Omdat beide parameters gekend
waren, konden ze uitgezet worden in een grafiek en kon er een verband gevonden worden
tussen beide. Dit is te zien in Figuur 25. Alle punten blijken op een rechte te liggen met de
vergelijking: ¢,ipofiavine = 141,77 - a — 0,5167, met ¢ = concentratie en a = absorbantie. R2
of de determinatiecoéfficiént bedraagt 0,9995. Aangezien deze waarde bijna gelijk is aan 1
wijst dit op een zeer sterke correlatie tussen de experimentele data en de rechte. Dankzij de
sterke correlatie kon de vergelijking gebruikt worden om concentraties in te schatten.

3.6.5. Signaalcorrectie riboflavine

In Figuur 27 wordt de piekwaarde uit het spectrum van de niet-opgenomen concentratie ribo-
flavine uitgezet in functie van de tijd. De gebruikte partikels waren CaCOg3-partikels zonder
coating. Hier lijkt het of de concentratie niet-opgenomen riboflavine de eerste uren toeneemt,
maar na enkele dagen sterk afneemt. Na 2 weken zou er een grote hoeveelheid riboflavine
opgenomen zijn.

Deze vaststelling komt uiteraard niet overeen met de realiteit. Het gedrag van de eerste uren is
mogelijk te verklaren door de afwezigheid van een polymeercoating. Hierdoor zal CaCOs3 al
deels herkristalliseren en riboflavine afgeven. Bovendien wordt ook door B. V. Parakhonskiy
et al. (2012) aangetoond dat CaCO3 na enkele dagen een morfologische wijziging van vateriet
naar calciet ondergaat. Na ongeveer 90 u is CaCOs; volledig omgezet naar zijn kristallijne
structuur (Figuur 26). Volgens deze theorie zou de niet-opgenomen concentratie in functie
van de tijd moeten stijgen! De meest waarschijnlijke verklaring voor de plotse daling van de
riboflavineconcentratie in het supernatans is de afbraak van zijn chemische structuur door
licht. Uit het onderzoek naar de lichtafbraak van riboflavine (Figuur 28) bleek het signaal met
de tijd sterk te dalen, wat betekent dat dit inderdaad de oorzaak was voor de plotse daling van
de absorbantie in Figuur 27.

Solution [ Vaterite [l Vaterite & Calcite [l Calcite
Ethanol
Water | . m=m
0.9% NoGI [ I
pos I
0 24 48 72 96

Immersion time/h ——

Figuur 26. Morfologische omzettingen van CaCOj3; in functie van de
tijd en van het solvent (Bron: B. V. Parakhonskiy et al., 2012)
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Figuur 27. Staal A. Het signaal voor de niet-opgenomen
concentratie riboflavine in functie van de tijd

Om het signaal te corrigeren aan de hand van een functie werd een trendlijn toegevoegd. Er
werd gekozen voor een polynoom van de derde graad omdat andere functies wezen op een
slecht verband en hogeregraadsvergelijkingen niet strikt dalend waren. Deze functie werd
experimenteel gevonden en er is dan ook geen wetenschappelijke verklaring voor (black-box
model). Het intercept komt overeen met het signaal op tijdstip 0.
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Figuur 28. Lichtafbraak van riboflavine in functie van de tijd

Vergelijking trendlijn:
Aripcorr = —3 107963 +2-107%t% — 4 - 107*t + arip1=0
met a = absorbantie van riboflavine en t = tijd in uren.
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3.6.6. Concentratieverloop staal A: ongecoat CaCO3 en inkapseling via de adsorptieme-
thode

De berekeningen om tot deze figuur te komen zijn weergegeven in Bijlage 2. De stippellijn in
Figuur 29 geeft de gefitte logistische curve weer met R?=0,9926 en chi?=0,3811 na 564 itera-
ties. De gefitte curve wordt enkel ter informatie weergegeven, maar heeft verder geen beteke-
nis. De figuur laat duidelijk zien dat er de release onmiddellijk na de bereiding start en gedu-
rende ongeveer 500 uren geduurd heeft. Rond 96 uren werd de meeste riboflavine losgelaten.
Dit komt overeen met de bevindingen van B. V. Parakhonskiy et al. (2012). Op de grafiek
werden uitschieters niet weergegeven. Er werd bij elke proef één grote uitschieter vastgesteld,
die bovendien op hetzelfde moment bleek gemeten te zijn. Daarom kan met enige zekerheid
gesteld worden dat het ging om een fout tijdens de metingen. Door het gebruik van een loga-
ritmische schaal kon het nulpunt niet weergegeven worden (Figuur 29, Bijlage 2).
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Figuur 29. Staal A. Concentratieverloop van de opgenomen concentratie riboflavine door
ongecoate CaCOj-partikels. Riboflavine werd ingekapseld via de adsorptiemethode

3.6.7. Concentratieverloop staal B: ongecoat CaCO3 en inkapseling via de coprecipitatie-
methode

De berekeningen voor staal B zijn analoog aan de berekeningen voor staal A.

In Figuur 30 is het nulpunt weergegeven als 0,1 om aan te tonen dat er gedurende het eerste
halfuur extra riboflavine opgenomen werd door de partikels. Dit fenomeen is logisch te ver-
klaren: de kleurstof werd samen met het CaCOj3 afgezet, maar de vateriete (poreuze) structuur
was na afzetting nog steeds beschikbaar voor adsorptie van riboflavine. De gefitte curve is net
zoals bij staal A een logistische functie. R? bedraagt 0,9689, chi? bedraagt 4,6728 en de curve
werd gevonden na 200 iteraties.
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Figuur 30. Staal B. Concentratieverloop van de opgenomen concentratie riboflavine door ongecoate
CaCO;-partikels. Riboflavine werd ingekapseld via de coprecipitatiemethode

Op Figuur 30 is duidelijk te zien dat de coprecipitatiemethode niet enkel een extra adsorbe-
rend effect mogelijk maakt, maar dat er ook veel meel riboflavine wordt opgenomen. Dit is te
verklaren doordat er ook riboflavine ingekapseld zit binnen in de CaCOs-structuur.

3.6.8. Concentratieverloop stalen C en D: CaCOsz-partikels met PSS-coating

De grafieken voor stalen C en D werden op analoge wijze bekomen. Omdat hier ook 1 ml
PSS (2 mg/ml) werd toegevoegd, bedraagt de maximale concentratie riboflavine hier slechts
1/4 van 130 mg/l of 32,5 mg/I. Dit gaf een bijzonder slecht resultaat voor de adsorptiemetho-
de (dit is staal C), te zien op Figuur 31.
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Figuur 31. Staal C. Concentratieverloop van de opgenomen concentratie
riboflavine door CaCO;-PSS-partikels met de adsorptiemethode
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Figuur 32. Staal D. Concentratieverloop van de opgenomen concentratie riboflavine

door CaCO;-PSS-partikels met de coprecipitatiemethode
Het gebruik van de coprecipitatiemethode (Figuur 32) zorgde voor een mooie grafiek met een
opname van ongeveer 14 mg/l riboflavine en een tragere afgifte van de opgenomen concentra-
tie dan het geval is bij de adsorptiemethode. Op de figuur is er duidelijk te zien dat de concen-
tratie in de partikels het eerste uur blijft toenemen, dan zeer traag daalt tot ongeveer 96 u en
vervolgens zeer snel daalt tot 0. Dit komt overeen met de resultaten van de coprecipitatieme-
thode bij CaCO3 zonder coating (8 3.2) en kan dus verklaard worden door de herkristallisatie
van CaCOg;. Dit betekent ook dat een enkele laag polymeercoating geen bescherming biedt
voor het behoud van de vateriete structuur.

3.6.9. Concentratieverloop stalen E en F: CaCO3-PEI-partikels

Zoals bij de vorige stalen, werd voor stalen E en F op analoge wijze berekend hoeveel de la-
ding opgenomen riboflavine bedraagt. Al moest in dit geval ook rekening gehouden worden
met het volume PEI. De maximale concentratie bedroeg bijgevolg dan ook maar 41,94 mg/l in
plaats van 43 mg/l. Op Figuur 33 is te zien dat ook hier geen extra opname van riboflavine
werd waargenomen, maar enkel release. De punten uit de grafiek worden benaderd door de
curve met vergelijking y = 473,7746/(1 + 101,7196 - ¢%0406*) R2 heeft hierbij een waar-
de van 0,9871 en chi? = 0,3613 na 200 iteraties.

Figuur 34 geeft het verloop weer van de opgenomen concentratie riboflavine bij CaCO3-PEI-
partikels waarbij de inkapseling heeft plaatsgevonden door middel van de coprecipitatieme-
thode. Er werd geen goede fit gevonden om de datapunten te benaderen. Het is echter wel
duidelijk dat er nog extra riboflavine geadsorbeerd werd tijdens het eerste halfuur van de in-
cubatie. De opgenomen hoeveelheid riboflavine lag zowel voor staal E als F lager dan bij de
PSS-gecoate CaCOg3-partikels.
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Figuur 33. Staal E. Concentratieverloop van de opgenomen concentratie
riboflavine door CaCO;-PSS-partikels met de adsorptiemethode
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Figuur 34. Staal F. Concentratieverloop van de opgenomen concentratie
riboflavine door CaCO;-PSS-partikels met de coprecipitatiemethode

3.6.10. Concentratieverloop stalen G en H: meerlagig gecoate CaCO3-kernen

Door de wasstappen die vereist waren tussen het aanbrengen van de verschillende lagen po-
lymeer, werd al het ingekapselde riboflavine weer uitgeloogd. Daarom werd gekozen om niet
verder te werken met deze partikels, ondanks hun interessante eigenschappen. Het aanbrengen
van een meerlagige coating kan de herkristallisatie van de vateriete naar calcietstructuur van
CaCO3 immers vertragen of helemaal uitschakelen (B. Parakhonskiy, 2013).

3.6.11. Bewaring van partikels in ethanol

Lopez-Marzo et al. (2012) toonde reeds aan dat CaCOs-PEI-micropartikels tot 8 maanden
lang hun vateriete verschijningsvormen behouden in zuivere ethanol. Ethanol is anti-
bacterieel en zou daarom het ideale solvent zijn voor de bewaring van de partikels, alvorens te
starten aan de in vitro proeven. Indien de partikels daarenboven én hun morfologie behouden
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én de ingekapselde molecule vasthouden bij bewaring in ethanol, kunnen ze gebruikt worden
voor in vitro onderzoek.

Figuur 35 geeft enkele spectra weer van het supernatans van CaCOgs-partikels. Ze zijn gead-
sorbeerd met riboflavine en werden gedurende een bepaalde tijd bewaard in ethanol. De klei-
ne schaal van de y-as geeft duidelijk weer dat er geen release was van de ingekapselde mole-
cule.

Op basis van Figuur 35 kan geconcludeerd worden dat bewaring in ethanol een statisch effect
had ten opzichte van de partikels. Aangezien er geen release is vastgesteld van de molecule,
was naar alle waarschijnlijkheid ook de omzetting morfologische vormen van CaCO3; geim-
mobiliseerd. Vervanging van ethanol door water stelde riboflavine vrij. Dit is te zien op Fi-
guur 36. Dit bevestigt de stelling in verband met de morfologische ‘bevriezing’, aangezien
herkristallisatie de basis is van release.

De metingen vonden gedurende 96 uren plaats, aangezien de herkristallisatie van CaCO3 on-
der invloed van water ook 96 uren duurt. Op Figuur 36 is verder ook duidelijk te zien dat de
vrijgelaten concentratie overeenkomt met de ingkapselde hoeveelheid (Figuur 29). De parti-
kels kunnen bijgevolg bewaard worden in ethanol en gebruikt worden een zelfgekozen mo-
ment. De antibacteriéle eigenschappen van ethanol maken deze methode zeer geschikt voor
het gebruik bij de in vitro proeven.
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Figuur 35. Spectra van de concentratie riboflavine in het supernatans van
CaCOgs-partikels bewaard in ethanol
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Figuur 36. Verloop van de losgelaten concentratie riboflavine bij
vervanging van ethanol door water bij CaCO;-partikels

3.6.12. Conclusies

De adsorptiemethode bleek te zorgen voor een kleinere lading van de partikels, daarom werd
enkel nog de coprecipitatiemethode toegepast, gevolgd door een korte adsorptieperiode om de
lading per partikel te maximaliseren. Meerlagig gecoate CaCOs-kernen kunnen interessante
eigenschappen bieden, maar werden verder niet meer gebruikt worden wegens de uitloging
van de ingekapselde component.

Bewaring van de partikels in ethanol was wel mogelijk en is zelfs aangewezen. Daardoor
konden de partikels op voorhand bereid worden en gebruikt worden op een moment naar keu-
ze en bovendien is de steriliteit gegarandeerd voor de in vitro proeven.

3.7. Experiment 6: Overzichtsproef met IBA

3.7.1. Inleiding en doel

De opname en release van IBA werd net zoals bij riboflavine in functie van de tijd onderzocht
worden. Er werd gekeken of de geselecteerde partikels kunnen gebruikt worden voor het on-
derzoek met Arabidopsis thaliana en welke concentratie opgenomen werd in de partikels.
Tenslotte werd ook de morfologie van de partikels nader worden onderzocht.

3.7.2. Specifieke materialen en methoden

Alle materialen werden reeds besproken bij ‘Algemene bereiding van micro- en nanoparti-
kels’. De SEM-afbeeldingen werden door collega’s van prof. Skirtach genomen met een
scanning elektronmicroscoop in Duitsland.

Het opstellen van de ijklijn voor de IBA-concentratie gebeurde op analoge wijze als het op-
stellen van de ijklijn voor riboflavine. De concentratie van de stockoplossing bedroeg 0,706
mg/l. Er werd opnieuw verdund met factor 1/2 voor het maken van de verdunningsreeks.
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De proefopzet bij het vergelijken van IBA-concentraties was identiek aan de overzichtsproef
met riboflavine. Al werden enkel de relevante partikels vergeleken en werd enkel de copreci-
pitatiemethode toegepast. Eveneens werd er met een letter- en cijfercode gewerkt om de epjes
uit elkaar te houden. Hier bestond de combinatie dan uit een letter uit Tabel 3 met een cijfer
uit Tabel 2.

Tabel 3. Lettercode die hoort bij de verschillende

partikels van de overzichtsproef

Letter Betekenis

I Ongecoat CaCQOg, coprecipitatie
CaCO3 met PSS-laag, coprecipitatie
K CaCOs-PEI, coprecipitatie

(&

Ook om de gevoeligheid van IBA voor licht te onderzoeken werd dezelfde werkwijze ge-
bruikt als bij riboflavine, hier bedroeg de concentratie echter 0,177 mg/I.

Ten slotte gebeurden ook de berekeningen en omzettingen naar analogie met experiment 5.
Indien het signaal buiten het lineair gebied van de ijklijn zat, werd slechts een inschatting ge-
maakt van de opgenomen concentratie.

3.7.3. Jjklijn voor IBA-concentratie

De datapunten die het verband weergeven tussen de absorbantie en de concentratie IBA
(Figuur 37) vormden geen mooie rechte, zoals dat wel het geval was bij riboflavine (Figuur
25). Het lineair gebied bij spectrofotometrische analyse ligt algemeen tussen 0,1 en 1 AE (ab-
sorbantie-eenheden). Daarom kunnen enkel betrouwbare uitspraken gedaan worden in ver-
band met de concentratie IBA, indien de absorbantie ligt binnen dit lineaire gebied. De gecor-
rigeerde grafiek is te zien in Figuur 38. De ijklijn voor de IBA-concentratie heeft volgende
vergelijking: c;pa = (a;p4 — 0,0671)/4,9404. Met a is de absorbantie en c is de concentratie.
Het geldige concentratiegebied van deze vergelijking is: a;g, € [0,1;1] = ¢4 €

[0,0066; 0,189].
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Figuur 38. Lineair gebied van de ijklijn voor de IBA-concentratie

3.7.4. Signaalcorrectie IBA

Het signaal van een bereiding IBA met concentratie 0,177 mg/l werd gemeten in functie van
de tijd. Het gedrag van de oplossing wordt weergegeven in Figuur 39. Het gebruik van een
kwadratische functie benadert het gedrag van IBA door licht vrij goed (R?=0,9872) en werd
gebruikt om een inschatting te maken van de concentratie. De vergelijking voor de signaalcor-
rectie wordt dan: ajpa0 = Qjpac+2-1077x*+6-107°x met a;p,, is de absorbantie van
IBA naturen, a;g,, is de absorbantie bij tijdstip t = 0 en X is de tijd in uren.
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Figuur 39. Invloed van licht op IBA. De absorbantie van 0,177 mg/| IBA is
weergegeven in functie van de tijd

3.7.5. Concentratieverloop staal I: CaCO3 zonder coating

Een samenvatting van de gemeten signalen en omzettingen is gegeven in onderstaande tabel:

Tabel 4. Waarden voor de omzetting van gemeten signaal naar opgenomen concentratie IBA
voor staal I: CaCO; zonder coating

Staal 10 11 12 13 14 15 16
Piekwaarde 1,0674 1,0828 10583 1,0406 10567 1,058 1,0677
Tijd [u] 0,1 0,5 1 2 24 120 288

Signaalcorrectie 1,0674 1,0828 10584 1,0408 1,0583 1,0681 1,1016

Concentratie IBA in 0,2024 0,2055 0,2006 0,1970 0,2006 0,2026 0,2094

supernatans [mg/l]
Concentratie opge- 0,0328 0,0297 0,0346 0,0382 0,0347 0,0327 0,0259

nomen IBA [mg/l]

De absorbantiewaarden bevonden zich voor en na de signaalcorrectie buiten het lineaire ge-
bied van de ijklijn, aangezien de waarden steeds groter waren dan 1. Er kon dus enkel een
schatting gemaakt worden van de opgenomen concentratie. Op basis van de laatste rij uit
Tabel 4 kan gezegd worden dat de concentratie IBA die opgenomen is door de partikels 0,03
— 0,04 mg/I bedroeg.

Staal I, ongecoat CaCO3; met gecoprecipiteerd IBA, werd ook onderzocht met de scanning
elektronmicroscoop. De partikels zijn weergegeven in Figuur 40. Het is een mooie illustratie
van de polydispersiteit. Daarnaast werden zowel vrije als geaggregeerde partikels waargeno-
men. Een detail van een ongecoate kern is te zien in Figuur 41.
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Figuur 40. SEM-afbeelding van CaCO;-partikels. Het lijntje op
de afbeelding komt overeen met 20 pm

Figuur 41. Detail van een CaCO;-partikel met vateriete
morfologie. Het lijntje op de figuur komt overeen met 3 pum

3.7.6. Concentratieverloop staal J: CaCO3; met PSS-coating

In onderstaande tabel (Tabel 5) zijn de waarden weergegeven voor de omzetting van de con-
centratie IBA in het supernatans naar de concentratie die opgenomen is door de partikels. De
waarden lagen in de meeste gevallen nog net binnen het lineaire gebied van de ijklijn. De Ca-
CO3-PSS-partikels hebben dus een concentratie van ongeveer 0,06 mg/l opgenomen. Aange-
zien sommige absorbantiewaarden groter waren dan 1, was het niet nuttig om het concentra-
tieverloop weer te geven in een grafiek.

Op Figuur 42 zijn PSS-gecoate CaCOs-partikels weergegeven. De coating is duidelijk te zien
op de figuur. Andere opvallende zaken zijn de beginnende herkristallisatie linksonderaan de
figuur. Deze herkristallisatie werd mogelijk gemaakt doordat de partikels voor het maken van
het beeld zijn overgebracht van ethanol naar water. Verder zijn de partikels gemiddeld kleiner
dan de partikels zonder coating en nog steeds zeer polydispers, maar zijn ze wel sterker geag-
gregeerd dan verwacht.
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Tabel 5. Waarden voor de omzetting van gemeten signaal naar opgenomen concentratie IBA
voor staal J: PSS-gecoat CaCO;

Staal JO J1 J2 J3 J4 J5 J6
Piekwaarde 0,9453 0,9673 1,0351 0,9784 0,9490 0,9827  0,9950
Tijd [u] 0,1 0,5 1 24 120 288 456
Signaalcorrectie 0,9453 0,9673 1,0352 0,9799 0,9590 1,0166 1,0639
Concentratie IBA in 0,777 0,1822 0,1959 0,1847 0,1805 0,1921 0,2017
supernatans [mg/1]

Concentratie opge- 0,0575 0,0531 0,0393 0,0505 0,0547 0,04314 0,0335

nomen IBA [mg/l]

Figuur 42. SEM-afbeelding van CaCOj-partikels met PSS-coating.
Het lijntje op de figuur komt overeen met 2 um

3.7.7. Concentratieverloop staal K: CaCO3-PEI

In Tabel 6 is duidelijk te zien dat de meetwaarden voor CaCOg3-PEI-partikels hoger lagen dan
1. Daarom werd er gekozen om slechts enkele meetpunten te nemen om de opgenomen con-
centratie in te schatten. Aangezien buiten het lineaire gebied geen exacte uitspraken kunnen
worden gedaan wat de concentratie betreft, kon ook het verloop van de opgenomen concentra-
tie niet juist worden ingeschat. De tabel toont aan dat zo’n 0,03 a 0,04 mg/l IBA werd opge-
nomen in de partikels. Figuur 43 is een afbeelding van CaCO3-PEI-partikels. Het valt onmid-
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dellijk op dat deze partikels veel monodisperser zijn (de diameter vertoont minder spreiding)
en bovendien zijn ze kleiner dan de niet-gecoate CaCOs-partikels. Op de figuur is op sommi-
ge plaatsen ook een soort draadvormig netwerk te zien tussen de partikels. Dit is waarschijn-
lijk PEI. De meeste PEI werd mooi opgenomen in de partikels. Dit is zeer duidelijk te zien op
de detailweergave, Figuur 44, maar omdat het aantal wasstappen werd geminimaliseerd, is het
mogelijk dat er zich een restant bevond tussen de partikels. Op Figuur 43 is verder ook al een
verder doorgedreven vorm te zien van herkristallisatie. Dit kan te wijten zijn aan de vervan-
ging van ethanol door water bij het maken van de beelden of de herkristallisatie kan reeds
plaatsgevonden hebben bij het maken van de partikels, met stabilisatie achteraf door de etha-

nol.

Tabel 6. Meetwaarden staal K: CaCO;-PEl-partikels

Staal KO K1 K2 K3
Piekwaarden 1,09009 1,00268 0,99954 1,02827
Tijd [u] 0,1 1 2 24
Correctiesignaal 1,09009 1,00274 0,99966 1,02982
Concentratie IBA in 0,20706 0,18938 0,18876 0,19486
supernatans [mg/l]

Concentratie  opgeno- 0,02826 0,04594 0,04657 0,04046

men IBA [mg/l]

Figuur 43. SEM-weergave van CaCO;-PEl-partikels.
Het lijntje op de figuur komt overeen met 2 um
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Figuur 44, Detailweergave van CaCO;-PEl-partikels.
Het lijntje op de figuur komt overeen met 1 um

3.7.8. Conclusies

De opgenomen concentratie ligt het hoogst bij CaCOgs-partikels met een PSS-coating. Onge-
veer 0,06 mg/l IBA werd gecapteerd door de partikels. Niet-gecoate CaCO3; en CaCOs3-PEI
nemen 0,03 & 0,04 mg/l IBA op. Ook al is het concentratieverloop niet in kaart gebracht, toch
werd opname van IBA vastgesteld en gekwantifieerd bij de drie soorten partikels. Daarom
lijken ze geschikt voor gebruik bij de in vitro proeven.

3.8. Experiment 7: Proeven met lichtgekiemde A. thaliana DR5:GUS

3.8.1. Inleiding en doel

Tijdens dit experiment werd het biologisch effect gemeten van langzaam vrijgegeven IBA.
Dankzij DR5:GUS is het mogelijk om te zien in welke cellen de plant auxine waarneemt. De
hypothese is dat dit gebeurt op de plaats waar de micropartikels gedeponeerd worden.

3.8.2. Specifieke materialen en methoden

Het zaaien van de zaden en de bereiding van de partikels werden reeds besproken in paragraaf
2.2.2 en 2.4. De partikels 1, J en K uit experiment 6 werden gebruikt. Dit zijn respectievelijk
CaCOg3 zonder coating, PSS-gecoat CaCO3; en CaCO3-PEI. Er werd steeds IBA gecapteerd
door middel van de coprecipitatiemethode.

De partikels zijn aangebracht met behulp van een micropipet. Het epje (2 ml) met voorge-
maakte partikels werd goed geschud en een volume van 100 ul werd telkens aangebracht op
het hypocotyl van het Arabidopsisplantje.
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3.8.3. Morfologie van het plantenmateriaal

De gekiemde planten hadden allemaal een lang worteltje en een kort hypocotyl, waardoor het
vrij moeilijk was om de partikels aan te brengen op een gecontroleerde plaats. De morfologie
van de plantjes is te zien in Figuur 45. De plaats waar de partikels werden aangebracht, is
weergegeven met een zwarte pijl.

Figuur 45. Morfologie van A. thaliana bij de lichtkieming

3.8.4. GUS-Kkleuring

Volgende figuren geven de resultaten weer van de GUS-kleuring. Figuur 46 is een weergave
van de onbehandelde plant na 4 dagen. Er is geen blauwe verkleuring zichtbaar ter hoogte van
het hypocotyl. Dit is logisch, aangezien er geen partikels zijn aangebracht en er ook geen na-
tuurlijke auxinewerking verwacht werd. Bij het gebruik van ongecoate of PSS-gecoate Ca-
COs-micropartikels zijn er enkel ter hoogte van de toppen van de bladlobjes een blauwge-
kleurde cellen te zien (Figuur 47, Figuur 48). Dit is ook te zien bij de referentie (Figuur 50).
De GUS-kleuring bij planten waaraan CaCO3-PEIl-partikels werden toegevoegd, levert geen
indicatie van auxine-activiteit op, aangezien er op Figuur 49 geen blauwe verkleuring te zien
is.

3.8.5. Conclusies

Op basis van deze proef kon niet eenduidig verklaard worden wat het effect was van de parti-
kels. Dit heeft twee redenen: enerzijds was er geen duidelijke plaats waar de partikels werden
toegediend. Verder was het rechtstreeks aanbrengen van de partikels met een micropipet niet
ideaal, omdat de partikels onmiddellijk verspreid raakten. Het gebruik van een blokje agar om
de partikels te immobiliseren en tegelijk de diffusie van IBA te laten doorgaan kan hiervoor
een oplossing bieden. Ook kieming in het donker zou een verbetering kunnen zijn. Op een
etiolerend hypocotyl kunnen de partikels met IBA beter geplaatst worden en kan de GUS-
Kleuring ook beter gezien worden.
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Figuur 49. GUS-kleuring 4 dagen na het toedienen
van CaCO;-PEl-partikels

Figuur 47. GUS-kleuring 4 dagen na het toedienen
van niet-gecoate CaCO;-partikels

‘ Figuur 50. GUS-kleuring 4 dagen na het
toedienen van agar met 10 uM IBA

Figuur 48. GUS-kleuring 4 dagen na het toedienen
van PSS-gecoate CaCO;-partikels
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3.9. Experiment 8: Proeven met donkergekiemde A. thaliana DR5:GUS

3.9.1. Inleiding en doel

Het doel van deze proef bestond uit het verbeteren van Experiment 7. Hierbij kiemden de ara-
bidopsiszaden in het donker in plaats van in het licht en werden de partikels aangebracht in
het midden van het hypocotyl. De partikels werden daarnaast geimmobiliseerd in MS-medium
met agar.

3.9.2. Specifieke materialen en methoden

Alle materialen werden reeds besproken in paragraaf 2.2.2.

De partikels werden toegevoegd aan handwarm vloeibaar MS-medium met agar. Gestold MS-
medium met agar-agar werd terug gesmolten in de microgolfoven. In een steriele petriplaat
werd 5 ml handwarm medium gemengd met de inhoud van een epje (2 ml) voorgemaakte
partikels. Als referentie werd 10 uM IBA gebruikt. De berekening om tot deze concentratie te
komen, is terug te vinden in Bijlage 3. Wanneer het medium afgekoeld was, werd het in fijne
blokjes gesneden om daarna steriel toe te voegen aan de gekiemde plantjes. De blokjes incu-
beerden gedurende een periode van 1 week.

3.9.3. Resultaten en bespreking

Blanco

Figuur 51 geeft een samengestelde microscopische weergave van de blanco na 1 week. Enkel
in de top en in de wortel zijn er blauwe verkleuringen zichtbaar. Verder zijn er blauwe cellen
onderaan het hypocotyl te zien. Deze cellen reageerden op endogeen auxine.

Figuur 51. A. thaliana - blanco - in het donker gekiemd
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Niet-gecoate CaCO3-partikels

Na de GUS-kleuring op de Arabidopsisplantjes 1 week na gelokaliseerde slow release van
IBA (Figuur 52) zijn enerzijds de zelfde groep blauwe cellen te zien als bij de blanco (Figuur
51), blauwverkleuring komt ook voor onderaan het hypocotyl, in de buurt van het worteltje.
Anderzijds zijn aan de linkerkant van de figuur, waar de bovenzijde van het verlengde hypo-
cotyl te zien is, blauwe pericycluscellen te zien (zie ook de pijl op Figuur 52), wat niet bij de
blanco plantjes werd waargenomen. Deze blauwe verkleuring is afkomstig van de reactie op
de vrijgegeven IBA die in de CaCOs-micropartikels aanwezig was. Het lijkt dus wel dat de
proefopzet succesvol was: de ongecoate partikels gaven IBA af die via het agarblokje de ge-
voelige pericycluscellen bereikte. Als reactie kleurden die blauw.

Figuur 52. Lokale GUS-kleuring in de pericyclus bij donkergekiemde A. thaliana 1 week na het toedienen
van niet-gecoate CaCOjs-partikels op die plaats. De foto’s tonen onder- en bovenhelft van hetzelfde plantje

CaCOsz-partikels met PSS-coating

Op Figuur 53 is het resultaat te zien van de GUS-kleuring 1 week na het plaatsen van een
agarblokje met PSS-gecoate CaCOs-partikels op het hypocotyl. Onderaan het hypocotyl is een
sterke blauwe verkleuring waarneembaar die lijkt op die van de controle, maar er is eveneens
een groep blauwe cellen aanwezig, net zoals op Figuur 52. Die is niet alleen waarneembaar ter
hoogte van de blauwe cellen, maar ook iets hoger. De plaatsen staan aangeduid met een zwar-
te pijl. De minder uitgesproken kleur kan wijzen op het minder efficiént afgeven van IBA of
op slow release.
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Figuur 53. GUS-kleuring op donkergekiemde A. thaliana 1 week
na het toedienen van PSS-gecoate CaCO;-partikels

CaCOs3-PEl-partikels

Met CaCOs-PEI-partikels is het eenmaal gelukt om de groei van een adventiefworteltje te
induceren (Figuur 55). Andere planten vertoonden ook een vergelijkbare blauwe verkleuring,
zoals die ook zichtbaar was bij gebruik van de andere partikels. Een voorbeeld van deze ver-
Kleuring is weergegeven in Figuur 54.

/

Figuur 54. Blauwe verkleuring verkregen door GUS-kleuring, 1 week
na het toedienen van CaCO;-PEl-partikels met IBA
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Figuur 55. GUS-kleuring op donkergekiemde A. thaliana 1
week na het toedienen van CaCO;-PEl-partikels

Referentieconcentratie IBA

Het is niet mogelijk om op basis van de verschillende foto’s te concluderen hoeveel IBA wer-
kelijk is afgegeven aan de plant. Ter vergelijking werd een concentratie van 10 uM IBA opge-
lost in vloeibaar medium. Er is duidelijk te zien op Figuur 56 dat de blauwe verkleuring wij-
der verspreid is dan wanneer er micropartikels werden gebruikt. Dit kan enerzijds verklaard
worden door de langzame afgifte van IBA door de partikels, maar anderzijds ook doordat vrij
IBA sneller zal diffunderen door de open agarstructuur en de concentratie IBA in de partikels
lager ligt, namelijk 0,03 tot 0,06 mg/I versus 2,03 mg/l voor de referentie (Bijlage 3).

Figuur 56. GUS-kleuring op donkergekiemde
A. thaliana 1 week op medium met 10 uM IBA
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3.9.4. Conclusies

Het toedienen van IBA door middel van micropartikels blijkt een techniek te zijn die werkt.
Er zijn duidelijke verschillen te zien tussen de stalen waar partikels aangebracht zijn en de
blanco stalen. Er is met andere woorden sprake van release door de microcopartikels. Even-
eens zijn de stalen met partikels verschillend van stalen met een referentieconcentratie. De
verkleuring met PSS-gecoate CaCOs-partikels is bovendien minder intens in vergelijking met
de andere partikels. Dit kan wijzen op slow release, omdat de lading IBA in de CaCO3-PSS-
partikels net het hoogst ligt. Namelijk 0,06 mg/l versus 0,03 & 0,04 mg/l bij de andere parti-
kels, al kan hierover geen sluitend bewijs geleverd worden. De gecapteerde concentratie IBA
zou de resultaten van experiment 6 moeten benaderen, al kunnen lokale concentraties bij het
gebruik van blokjes agar verschillen, omdat de partikels er bijvoorbeeld niet uniform in ver-
deeld zijn of omdat de concentratie verschillend is van wat verwacht wordt. Tenslotte worden
de beste fysiologische resultaten bekomen met CaCO3-PEI-micropartikels.
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Hoofdstuk 4
Algemeen besluit en toekomstperspectieven

4.1. Algemeen besluit

De grootste uitdagingen van deze thesis bestonden uit het inkapselen van de laag-moleculaire
componenten IBA en riboflavine, daarnaast opname en release in kaart te brengen en om via
een biotoets slow release vast te stellen.

Het auxine en vitamine B2 zijn succesvol opgenomen in niet-gecoate en PSS-gecoate CaCOj3-
partikels en verder was dit ook mogelijk door middel van CaCO3-PEI. Daarbij viel het op dat
de ladingsdichtheid vrij laag was. Verder had elke stap van het protocol een invioed op het
eindresultaat. De opname van de component gebeurde efficiénter indien de coprecipitatieme-
thode werd toegepast.

Handhaving van de morfologische vorm van CaCOj; bij de verschillende soorten partikels was
mogelijk door het solvent te veranderen van water in zuivere ethanol. Daardoor was het mo-
gelijk om de partikels maandenlang te stabiliseren. Wanneer ethanol terug gesubstitueerd
werd door water, werd de vateriete vorm omgezet naar calciet. Deze omzetting, die eerst on-
gewenst was, was later de basis van de release op een zelfgekozen moment.

Het inschatten van opname en al dan niet vertraagde vrijgave was mogelijk door het super-
natans te onderzoeken. Het probleem waarbij de lading per partikels of per epje partikels
moest ingeschat worden, werd zo aanzienlijk vereenvoudigd, aangezien de opgenomen con-
centratie overeenkwam met de maximale of theoretische concentratie, waar de niet-
opgenomen concentratie of de concentratie van het supernatans afgetrokken was. Deze tech-
niek maakte het mogelijk om het concentratieverloop voor opgenomen riboflavine bij ver-
schillende partikels, waaronder ook meerlagig gecoat CaCQOs, in kaart te brengen. Het gebruik
van PLGA werd overwogen, maar werd niet weerhouden door de tegenvallende resultaten.
Het verloop bij IBA kan niet grafisch worden weergegeven, aangezien de meetsignalen
meestal buiten het lineair gebied van de IBA-concentratie-ijklijn lagen. Het was echter wel
mogelijk om bij benadering in te schatten hoeveel IBA er gecapteerd werd door de partikels.

CaCO0g3-, CaCO3-PSS- en CaCO3-PEI-partikels werden door middel van de coprecipitatieme-
thode geladen met IBA voor de in vitro proeven met A. thaliana DR5:GUS. Voor de drie
soorten partikels is er release vastgesteld door gebruik van de GUS-kleuringen. Bij de proef-
opzet was het belangrijk om te werken met kieming in het donker, omdat een verlengd hypo-
cotyl het onderzoek vereenvoudigde. De partikels werden best niet rechtstreeks, maar via im-
mobilisatie in MS-medium aangebracht op het hypocotyl. Release kon dan in functie van de
tijd onderzocht worden via de GUS-kleuring. Bij toedienen van CaCOs-PEI is er eenmaal de
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vorming van een adventiefwortel geinduceerd. De verschillende kleurschakeringen tussen
PSS-gecoate CaCOs-partikels en CaCO3-PEI-partikels zouden kunnen wijzen op slow release.
Hier is echter geen sluitend bewijs voor.

4.2. Toekomstperspectieven

Deze thesis opent heel wat mogelijkheden om te onderzoeken in de toekomst. Eerst en vooral
kunnen er nog andere partikels onderzocht worden om slow release mee toe te passen, zoals
bijvoorbeeld partikels gebaseerd op silica. Indien het uitlogingseffect bij meerlagige coatings
onder controle kan gehouden worden, zal het mogelijk zijn om release heel precies te regelen
en eventueel holle capsules te maken die de gewenste component bevatten.

Het is de eerste keer dat een auxine werd ingekapseld in micropartikels, in de toekomst kun-
nen ook andere moleculen onderzocht worden om concrete toepassingen op te leveren. Ook
de toepassing in de plantenweefselteelt is nieuw. De kennis opgedaan in dit vakgebied zou
daarna ook in de voeding kunnen toegepast worden om bijvoorbeeld bepaalde vitamines op
een vertraagde wijze af te geven.
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Hoofdstuk 6
Bijlagen

6.1. Bijlage 1. Absorptiespectra bij variérende concentraties PSS.

1,6
1,4 PSS 1.9 mg/ml
1,2 PSS 1.9 mg/ml
— 1 PSS 1.9 mg/ml
% 0,8 PSS 2 mg/ml
*g 0,6 PSS 2 mg/ml
g 0,4 PSS 2 mg/ml
202 ik PSS 2.1 mg/ml
0 — e PSS 2.1 mg/ml
-0,2 180 220 240 260 280 300 320 PSS 2.1 mg/ml
0,4 PSS 2.1 mg/ml

Golflengte [nm]

Figuur 57. Absorptiespectra van verschillende concentraties PSS. Deze spectra tonen de beperkte gevoeligheid van de Nanodrop 2000 Spectr ofotometer aan.
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6.2. Bijlage 2. Berekeningen bij de overzichtsproeven

Voor de bereiding van dit staal werd 1 ml CaCl; (0,33 M) gemengd met 1 ml Na,CO3 (0,33 M)
en 1 ml riboflavine (130 mg/l). Riboflavine werd dus met factor 3 verdund. De concentratie in

BOmIN — 4333 mg/l

de epjes bedraagt: S

Het supernatans werd onderworpen aan spectrofotometrische analyse. De gemeten waarden in
functie van de tijd zijn weer te vinden in Tabel 7TaseL 7. Aangezien het supernatans ook degra-
datie door licht ondergaat, moet het signaal gecorrigeerd worden volgens de formule uit para-
graaf 3.6.5. Ook deze waarden worden weergegeven in Tabel 7. In dezelfde tabel wordt het
gecorrigeerd signaal vervolgens omgezet in de concentratie riboflavine van het supernatans.
Hiervoor werd de formule gebruikt uit paragraaf 3.6.4.

Omdat vooral de door de partikels opgenomen concentratie interessant is, wordt de concentra-
tie van het supernatans afgetrokken van de oorspronkelijke concentratie riboflavine. VVoor
staal A was dit 43,33 mg/l. Aangezien dit slechts om een benadering gaat, zijn sommige
waarden negatief. Alle negatieve waarden zijn gecorrigeerd naar 0 (Tabel 8). De concentratie
opgenomen door de partikels is weergegeven in Figuur 29.

Tabel 7. Absorbantiewaardes, correcties en omzetting naar concentratie riboflavine voor het super-
natans van staal A

Tijd [u] Gemeten signaal Gecorrigeerd signaal Concentratie supernatans

0 0,26598926 0,26598926 37,1925969
0,5 0,264870576 0,265070076 37,06228471
1 0,265929916 0,266327919 37,24060913
2 0,268796 0,269588 37,70275

27 0,268858876 0,278259925 38,93220953
1195 0,268227 0,292585 40,96314
335,5 0,259085774 0,281457166 39,38548243
503,2 0,2385872 0,3156707 44,235935
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Tabel 8. Omzetting van de concentratie riboflavine in het supernatans naar de concentratie die opge-
nomen is door de partikels

Tijd [u] Concentratie supernatans  Concentratie partikels
0 37,1925969 6,140736388

0,5 37,06228471 6,271048619

1 37,24060913 6,092724203

2 37,70275 5,630587235

27 38,93220953 4,401123801

1195 40,96314 2,370190218

335,5 39,38548243 3,947850903

503,2 44,235935 0
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6.3. Bijlage 3. Berekeningswijze voor IBA-concentratie bij Experiment 8:
Proeven met donkergekiemde A. thaliana DR5:GUS

Moleculair gewicht IBA = 203 -
mol

1M=203%

10 uM = 2,03 # = concentratie stockoplossing

203 pl toevoegen per 10 ml in petriplaatje
of 101 pl per 5 ml in petriplaatje
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