PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
Kemijski odsjek

Katarina Jerin

POLIELEKTROLITNI VISESLOJEVI:
PRIMJENA I METODE KARAKTERIZACIJE

Zhao, S., Caruso, F., Dahne, L., Decher, G., De Geest, B. G., Fan, J., Feliu, N., Gogotsi,
Y., Hammond, P. T., Hersam, M.C., Khademhosseini, A., Kotov, N., Leporatti, S., Li, Y.,
Lisdat, F., Liz-Marzan, L. M., Moya, S., Mulvaney, P., Rogach, A. L., Roy, S., Shchukin,
D. G, Skirtach, A. G., Stevens, M. M., Sukhorukov, G. B., Weiss, P. S., Yue, Z., Zhu, D.,
Parak, W. J. ACS Nano 13(6) (2019) 6151-61609.

Kemijski seminar |

Mentor rada: prof. dr. sc. Davor Kovacevi¢

Zagreb, 2020



§ Sadrzaj i

SADRZA]

20 L U AV | PSSR 1
§2. POLIELEKTROLITNI VISESLOJEVL ..........c..ccviiiiiiieieesiesessrsesssee s, 2
P O (o] T o To ] [ 1 11 (o - USSR 2
2.2. Razli¢ite primjene povrsina nastalih sloj-po-sI0j Metodom ...........ccccovvviiniiniiienineneeee, 3
2.2.1. AntikOrOZiVIG VISESIOJEVI .......cuviviiiieiieie ettt 3
2.2.2. AntibakterijSki VISESIOFEVi.......c.ccouiiiiiiiiiieiii et 3
2.2.3. SUStaVi Za AOSTAVU TEFAPIA ....vecveiveeiieece ettt st sr e te et e saeete e besne e e e 5
2.2.4. Viseslojevi koji kontroliraju interakcije Stanica i SUPSIFALQA..............cooueviiieicciiiiiene e 6
§3. METODE KARAKTERIZACIJE POLIELEKTROLITNIH VISESLOJEVA ...... 8
3.1, SPEKLroSKOPSKE METOUE .......ceciiiiiicie ettt s beera e besre e e e be e e e saeeree e 8
3.1.2. Spektroskopija ultraljubicastog i VIAljivOg ZFACENa.............cccocvueivieniiiiiiiiisisie e 9
3.1.3. Opticka refleRtOMEITIIA ..........ccueoiiiieii ettt ne e 10
3.2, SEFUKLUINE MELOTE ... .ot ettt sttt neeneans 12
3.2.1. Kvarc-KriStalna MIKIOVAGA .........coveiiiiiiiiiiierieieee ettt 12
3.2.2. DinamiCko rasprSenje SVJEHOSH ............cuvuuiiiiiiiiiiii ettt e 13
3.2.3. MIKIOBIEKEFOfOIEZA. ... ettt sttt eneans 15
3.2.4. Mikroskopija atomsKin SHa ..........cccviiiiiiiic e e e 18
§4, ZAKLIUCAK ....cooovviiiiiiieiecse et XX
85, LITERATURNI IZVORI . ...ttt XXI

Katarina Jerin Kemijski seminar 1



Error! Use the Home tab to apply Naslov 1 to the text that you want to appear here. Error! Use the Home tab to
apply Naslov 1 to the text that you want to appear here. 1

§1. UVOD

Sloj-po-sloj metoda (SPS, eng. Layer-by-Layer, LbL) je stara tridesetak godina, ali je i dalje od
velikog interesa. Jednostavnost pripreme dobro definiranih povrSina kao 1 velika raznolikost
sintetiziranih materijala razlozi su zasSto se u danasnje vrijeme dnevno objavljuju radovi na temu
SLS metode. Neke od uloga viseslojnih presvlaka su zastita od korozije ili bakterija,
imobilizacija biomolekula unutar viseslojeva, a mogu Se koristiti i kao biomimeticki sustavi,
bioloske membrane i sl. Buduca istrazivanja u ovom podrucju vrlo ¢e se vjerojatno baviti
funkcionalizacijom viSeslojnih presvlaka, osmiSljavanjem 1 proizvodnjom membrana i
enkapsuliraju¢im dostavnim sustavima u terapeutske i dijagnosti¢ke svrhe.! Vazno je za
napomenuti da SPS metoda nije isklju¢ivo primjenjiva na ravnim i glatkim povr§inama ve¢ se
koristi i na vrlo zakrivljenim povr§inama, nano¢esticama.

Navedene primjene moguce su samo uz prethodna detaljna istrazivanja i karakterizaciju
koja pak ovisi o obliku, vrsti i namjeni viSeslojnog sustava. U ovom radu prikazane su metode
karakterizacije koje se najéeSé¢e koriste u suvremenim istrazivanjima viseslojeva.? Svakoj
opisanoj metodi pridruzeno je nekoliko primjera koji ¢e predstaviti Siroku primjenu ovakvih

sustava.
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§ 2. POLIELEKTROLITNI VISESLOJEVI

2.1. Sloj-po-sloj metoda

Polielektroliti su dugolan¢ane makromolekule sastavljene od ponavljajucih jedinica, monomera
koji su u vodenoj otopini elektricki nabijeni. Homopolimeri sadrze samo jednu vrstu
ponavljajucih jedinica, dok kopolimeri sadrze vise od jedne ponavljajuce jedinice. Ovisno o
disocijaciji monomernih jedinca, polielektroliti mogu biti jaki ili slabi. Zbog elektri¢nog naboja,
polielektrolite je mogucée adsorbirati na povrSinu suprotnog naboja i time promijeniti naboj i
karakteristike povrSine. PovrSina (supstrat) na koju se polielektrolit adsorbira moze biti ravna
(plocica silicijeva ili titanijeva oksida) ili zakrivljena (nanocestice). Sloj polielektrolita na
plocici ili nanocCestici nova je povrSina na koju se ponovo moZze adsorbirati novi polielektrolit,
naravno suprotnog naboja. Jasno je da polielektrolitni viSeslojevi nastaju primarno zbog
elektrostatske interakcije izmedu suprotno nabijenih konstituenata.? Medutim, njihova
morfologija, debljina, stabilnost i slicne karakteristike mogu se razlikovati ovisno o udjelu
vodikovih veza, van der Waalsovih sila ili hidrofobnih interakcija.

Uzastopno ponavljanje adsorpcije uz ispiranje izmedu pojedine presvlake naziva se sloj-
po-sloj metoda i shematski je prikazana na slici 1.> SPS metoda ima nekoliko prednost nad
drugim metodama za prekrivanje i funkcionalizaciju povrSina: jednostavnost protokola i
opreme, prikladnost za presvlacenje gotovo svih povrsina, §irok izbor prirodnih i sinteti¢kih
koloida 1 polielektrolita, neovisnost o obliku ili veli¢ini supstrata i kontrola debljine visesloja.
Jer se polielektroliti mogu vezati na nabijenu povrSinu neovisno o njenoj geometriji moguce je
sintetizirati polielektrolitne viSeslojeve na nanocestice, a potom ukloniti nanocesticu iz sredista.
Preostali viSesloj je Suplja sfera.

Vazno je napomenuti 1 da osim dva polielektrolita, viSesloj mogu ¢initi 1 mnoge druge
vrste poput nabijenih ¢estica, malih molekula ili razli¢itih makromolekula. Na taj na¢in nastaju
nanokompoziti €iji se sastav mijenja i vertikalno na normalu supstrata. Osim kemijskog sastava,
takvim se nanokompozitima mijenjaju mehanicka, opticka i elektricna svojstva u vertikalnom

smjeru.
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Slika 1. Sloj-po-sloj metoda priprave polielektrolitnih viseslojeva. A Prikaz ciklusa sinteze, B

modelni prikaz povriine na koju se adsorbiraju polielektroliti.?

2.2. Razlicite primjene povrsina nastalih sloj-po-sloj metodom

Desetci, ako ne i stotine razli¢itih vrsta materijala mogu se kombinirati u jedan kompleksan
sustav sloj-po-sloj metodom. Razli¢iti materijali, spojeni na ureden i vrlo precizan nadin,
omogucuju Sirok spektar potencijalnih primjena. PovrSine prekrivene takvim presvlakama
primjenjuju se u industriji i znanosti. Funkcija pametne presvlake na granici Cvrste faze
materijala i tekuce ili plinovite faze okoline ovisi o odabiru materijala od kojih je napravljena.

Samo neke od uloga viseslojnih presvlaka, prikazane su u slijede¢im odlomcima.

2.2.1. Antikorozivni viseslojevi

Zastita proizvoda omoguc¢ava njihovu dugotrajnosti i smanjuje ekonomsku $tetu pa i ne cudi da
se isti premazuju zastitnim slojevima. Sloj-po-sloj metodom ve¢ su napravljeni antikorozivni
premazi.*% Andreeva® i suradnici istraZivali su antikorozivna svojstva polielektrolitnih
(poli(etilenemin), PEI i poli(stiren sulfonat), PSS) viSeslojeva na povrSini aluminija.

Antikorozivna svojstva su pripisana puferskom svojstvu tog visesloja. Korozija nastaje zbog
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lokalne promjene pH koju ovakav visesloj neutralizira. Osim puferskog svojstva upravo taj par
polielektolita ima i svojstvo samozacjeljivanja te nakon mehanic¢kog oStecenja i dalje djeluje
Stitecu povrSinu aluminija.

Moguénost ukljudivanja nanomaterijala iskoristili su Shchukin® i suradnici
inkorporiraju¢i Suplje halozitne nanocjevc€ice u hibridni sol-gel sloj. Halozitne nanocjevcice
dopirali su korozivnim inhibitornima (2-mercaptobenzotiazol) te prekrili SPS metodom
polielektrolitima (PSS, i PAH). Takav sloj pokazao je dugoro¢nu zastitu od korozije.

Cilj zastitnih materijala je samostalno se obnoviti te inhibirati daljnju koroziju. Glavne
komponente takvih slojeva su kapsule deponirane u ravni sloj.® Nanokapsule pruzaju
kontrolirano otpustanje inhibitora korozije u trenutku vanjskog podrazaja, na to¢no odredenom
mjestu. Sloj-po-sloj pristup je uéinkovita metoda priprave takvih nanomaterijala prikazanih na

slici 2.

Antikorozivnost

inhibitor, (N polielektrolitni
viSesloj

Slika 2. Modelni prikaz antikorozivnih viSeslojeva na metalu.’

2.2.2. Antibakterijski viseslojevi

Sloj-po-sloj metoda nudi nekoliko pristupa antiseptiCkom djelovanju povrSina te se
antibakterijski premazi pripremanju na viSe nacina. Neki od njih su: priprava viseslojeva s
kationskim polimerima koji oSte¢uju membrane bakterija’, enkapsuliranje antibiotika u

viseslojeve® ili kombinacija vise njih. Zastita povrsina od bakterija moguéa je SPS metodom
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jer se unutar nekoliko slojeva mogu smyjestiti razli¢iti nanomaterijala ili ukljuciti antibiotici

izmedu slojeva (slika 3).

bakterija v
/ implantat

AS

Slika 3. Modelni prikaz viSesloja s antibakterijskim ué¢inkom na glatkoj povrsini i implantatu

u ljudskom organizmu.?

Mnogi antibiotici imaju elektricki nabijene skupine koje mogu kompleksirati s
polielektrolitima u viSesloju ili u potpunosti zamijenit jedan sloj polielektrolita. Prednost SPS
metode je §to se polielektrolitni viseslojevi mogu stvarati na gotovo bilo kojoj nabijenoj
povrsini. Antibakterijski slojevi mogli bi se proizvesti u medicinske svrhe kao premazi na
implantatima. Idealno, polielektrolitni viSeslojni premaz na implantatu bi u prvih par tjedana
nakon operacije trebao otpustiti ve¢u koli¢inu antibiotika, a potom otpustati manje koli¢ine

ovisno o signalu tijela pri odgovoru na strano tijelo.

2.2.3. Sustavi za dostavu terapija

Sustavi za dostavu terapija (eng. Drug delivery) nisu jo§ stvarnost, ali zbog velikog broja
istrazivanja nije ih moguce zaobici kad se spominje uporaba materijala dobivenih sloj-po-sloj
metodom. Takvi sustavi moraju biti biokompatibilni i biorazgradivi u organizmu, dostavljati
lijek na ciljano mjesto i u odredenoj koli¢ini ga ispustiti. Ideja sustava za dostavu terapije je
priprava nanokapsule sloj-po-sloj metodom koja bi unutar sebe ili unutar visesloja prenosila

lijek na odredeno mjesto u organizmu.
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Unutarnji sloj nanokapsule ne smije utjecati na lijek koji prenosi, dok bi sredisnji slojevi
bili odgovorni za otpustanje lijeka. Otpustanje lijeka mora biti kontrolirano, sporo ili brzo, ali
pod utjecajem vanjskog podrazaja kao $to je promjena pH. Koli¢ina i vrsta lijeka mogla bi se
kontrolirati odabirom redoslijeda otpustanja. Pli¢e ugradeni lijekovi otpustali bi se ranije nego
oni koji se nalaze dublje ili u Supljini nanokapsule. Vazna karakteristika nanokapsula je da bi
trebale imati vanjski sloj ne pokreée odgovor stranog tijela, odnosno neprepoznatljiv
imunoloskom sustavu. Istovremeno, vanjski sloj se mora specifi¢no vezati na mjesto gdje treba

otpustiti lijek.

2.2.4. Viseslojevi koji kontroliraju interakcije stanica i supstrata

Sloj-po-sloj metoda nudi priliku za kontrolu vezanja bioloskih stanica na povrs§inu i fino
ugadanje interakcija izmedu stanica i povrSina zbog Sirokog izbora vrsta slojeva. Tako SPS
viSeslojevi mogu sadrzavati antitijela, plazmide, genetski materijal, antibiotike i druge bioloske
molekule, a moguce ih je konstruirati na stanici ili na supstratu. Shema viSesloja na stanici

prikazana je na slici 4.

stanica

Slika 4. Modelni prikaz stanice s funkcionaliziranom povrSinom.

Bioloske komponente mogu se napravit dostupnima vanjskim podrazajem pri ¢emu bi
doslo do otvaranja sloja 1 ispustanja upravo tih komponenta. Vanjski podrazaj zbog kojeg se
slojevi otvaraju mogu biti razli¢iti, a ovise i o mehanickim svojstvima polielektrolita.® Drugim

rije¢ima, moguce je napraviti povrSinu koja ima jednaka svojstva (sastav, hrapavost...) kao bilo
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koja druga na kojoj stanice rastu, ali bi istovremeno prema potrebi mogla otpustati bioloske
molekule. Takve povrsine bi bile izuzetno korisne za implantate s ciljem poboljSanja adhezije
I pokretljivosti stanica.

Dok su takve povrSine u buducnosti, trenutno se prou¢ava mnostvo biomimetickih
kompozita dobivenih kombinacijom SPS metode s drugim metodama. Nastali kompoziti su

veliki od tek nekoliko mikrometara pa sve do milimetra.'°
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§ 3. METODE KARAKTERIZACIJE
POLIELEKTROLITNIH VISESLOJEVA

3.1. Spektroskopske metode

Najces¢ée metode karakterizacije polielektrolitnih viSeslojeva mogu se podijeliti na
spektroskopske i strukturne.? Spektroskopske su: elipsometrija, spektroskopija ultraljubi¢astog
i vidljivog zraCenja i opticka reflektometrija, dok su strukturne kvarc-kristalna mikrovaga,

dinamicko rasprSenje svjetlosti, mikroelektroforeza i mikroskopija atomskih sila.

3.1.1. Elipsometrija

Elipsometrija je opticka metoda koja se temelji na mjerenju promjene stanja polarizacije
elipticki polariziranog svjetla uslijed odbijanija od povrsine na kojoj se nalazi odredeni sloj.
Elipsometrijska mjerenja se provode tako da se upadna zraka svjetlosti polarizira i pusti da se
reflektira, pod odredenim kutom, o glatku povrSinu koju se promatra. Reflektirana svjetlost
ponovo se polarizira te se mjeri intenzitet svjetlosti. U pravilu se linearno polarizirana svjetlost

11

polarizira reflektiranjem o glatku povrSinu u elipticki polariziranu.** Osnovni dijelovi

elipsometra prikazani su na slici 5.1

Izvor svjetlosti i Detektor

Polarizator Polarizator

Uzorak

Slika 5. Princip elipsometra, polrizirana svjetlost upada na ravninu uzorka i dolazi do

promijene polarizacije koja se analizira.'?
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Promjena polarizacije reflektirane svjetlosti mjeri se omjerom amplituda dviju medusobno
okomitih komponenata zraka (s-okomita i p-paralelna komponenta ravnini upadne zrake).

Omijer (p) se naziva kompleksi refleksni omjer i dobiva se jednadZzbom:

R )
p= R_p = tan(¥) e'4 (1)

S

gdje su Rs i Rp amplitude, ¥ omjer amplituda nakon refleksije i 4 fazni pomak. Na temelju
podataka dobivenih mjerenjem i odabirom odgovaraju¢eg modela, ra¢unaju se ¥ i 4 koji
najbolje zadovoljavaju mjerenje, a potom i opti¢ki parametri i debljina uzorka. Metodom se
odreduju dielektriéna svojstava kao §to je indeks loma svjetlosti tankih slojeva, apsorpcijski
koeficijent i debljina sloja.?

Vazno je napomenuti da je elipsometrijom moguée prikupiti informacije o slojevima
¢ija je debljina manja od valne duljine svjetlosti kojom se ispituje uzorak. Upravo zato koristi
se za karakterizaciju biofunkcionalnih slojeva na supstratima ¢ije su debljine od nekoliko
angstrema do nekoliko mikrometra. Budu¢i da se ovom metodom mjeri omjer intenziteta
svjetlosti koja se reflektira o povrSinu tehnika nije destruktivna S§to ju ¢ini korisnom za
karakterizaciju mekih slojeva.

Blacklock'* i suradnici promatrali su rast polielektrolitnih viseslojeva, pripremljenih
SPS metodom. Elipsometrijskim mjerenjima su pokazali linearan rast viSeslojeva plazmidske
DNA i hiperrazgranatog poli(amido amina) u otopinama niske koncentracije soli i
eksponencijalni rast u otopina visoke koncentracije soli. Takoder, potvrdili su raspad slojeva u
reducirajuéim uvjetima in situ elipsometrijom. Cilj istrazivanja je bio otvoriti put ka boljem

razumijevanju stani¢ne adhezije.

3.1.2. Spektroskopija ultraljubicastog i vidljivog zracenja

Spektroskopija ultraljubicastog i vidljivog zracenja (eng. Ultraviolet-Visible Spectoscopy, UV-
Vis) je metoda kojom se karakteriziraju molekule koje apsorbiraju i mogu biti pobudene
energijom zracenja valnih duljina od priblizno 190 nm do 750 nm. Takve molekule imaju z-

konjugirane sustave, odnosno elektrone u veznim (x) i neveznim (n) orbitalama.
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UV-Vis spektroskopija najcesce se koristi kao analiticka metoda za odredivanje
koncentracije pojedine vrste u vodenoj otopini. Koncentracija analita se odreduje Beer-

Lambertovim zakonom:
Iy
A= logT = ¢ecL (2)

gdje je A apsorbancija, lo intenzitet upadnog zracenja za danu valnu duljinu, | intenzitet
transmitiranog zracenja, L duljina kivete, ¢ mnozinska koncentracija analita i ¢ molarni
apsorpcijski koeficijent tvari koja se ispituje. U kvantitativnoj analizi se u pravilu uzima
vrijednost molarnog apsorpcijskog koeficijenta pri maksimumu apsorpcije kako bi se smanjila
nesigurnost valnih duljina kojima se obasjava uzorak. Osim kvantitativne analize, ova se
spektroskopska metoda koristi za odredivanje apsorpcijskih spektara za sustave ¢iji molarni
apsorpcijski koeficijent nije poznat.'3

UV-Vis spektroskopijom moguée je pratiti rast polielektrolitnih viSeslojeva te
optimizirati uvjete njihovog rasta. Kontrola debljine polielektrolitnih viseslojeva dobivenih
sloj-po-sloj metodom je moguca jer se pracenjem apsorpcije moze odrediti broj potrebnih
ciklusa adsorpcije polielektrolita za Zeljenu debljinu sloja.> Osim debljine, O. Mermut i C. J.
Barrett su istom metodom istrazili utjecaj ispiranja, na stabilnost polielektrolitnih viseslojeva.
A. Foster i M. C.DeRosa'® su UV-Vis metodom pokazale da polielektrolitni viseslojevi

kitozan/hijaluronan rastu linearno, a ne eksponencijalno kao $to se za taj sustav ranije mislilo.

3.1.3. Opticka reflektometrija

Opticka reflektometrija omogucuje kontinuirano i kvantitativno mjerenje koli¢ine adsorbiranih
tvari na ravnoj i glatkoj povrsini. Reflektometrijom je moguce pratiti adsorpciju i desorpciju
polielektrolitnih viseslojeva na plocici na koju pada linearno polarizirana svjetlosna zraka.
Svjetlosna zraka se potom reflektira 1 dolazi do opti¢kog elementa koji rastavlja na paralelnu 1
okomitu komponentu. Intenziteti tih komponenti mogu se kontinuirano prati, a nakon
adsorpcije sloja omjer intenziteta komponenata se mijenja zbog promjene indeksa loma
svjetlosti. Promjena u fazi izmedu upadne 1 reflektirane zrake posljedica je razliitih indeksa

loma svjetlosti na granicama otopina/sloj 1 sloj/plocica.
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Promjena polarizacije mjeri se detekcijom intenziteta paralelne 1, i okomite Iy
komponente reflektirane polarizirane svjetlosti. Omjer njihovih intenziteta naziva se signalom

So, a promjena AS je direktno proporcionalna masi adsorbiranoj na povrsini
r=——. 3
- &)

As se naziva faktor osjetljivosti i ovisi o indeksima loma svjetlosti, Brewsterovom kutu, debljini
sloja i indeksu refleksijskog pomaka. Vazno je napomenuti da ¢e osjetljivost metode biti to vece
Sto je razlika u indeksima loma svjetlosti veca. Najjednostavniji nacin da se taj uvjet ostvari je

odabir takve povrsine ¢iji je indeks loma svjetlosti velik, obi¢no ploc€ica silicijeva dioksida.
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3.2. Strukturne metode

3.2.1. Kvarc-kristalna mikrovaga

Kvarc-kristalna mikrovaga (eng. Quartz Crystal Microbalance, QCM)? je tehnika kojom se
prati promjena mase uslijed adsorpcije na povrSinu kristala kvarca, prikazano shemom na slici
6. Tehnika se temelji na piezoelektricnom efektu, odnosno elektricnom odgovoru kristala na
mehanicki podrazaj. S druge strane primjenom elektri¢énog polja u kojem je kristal, izazivanju
se mehaniCke oscilacije koje stvaraju transverzalni akusti¢ni val karakteristicne rezonantne

frekvencije (fo) kristala.

y OA\ Kvarc
/ b

| 4o Elektrode (Au) -

Molekule analita »e

o M

Slika 6. Shema kvarc-kristalne mikrovage.’

Uslijed adsorpcije tankog sloja na povrSinu kristala akusti¢ni val propagira i u taj sloj, ¢ime je
rezonantna frekvencija promijenjena u odnosu na kristal bez tog sloja. Sustav nakon adsorpcije
ima vecu valnu duljinu rezonantnog vala i time manju rezonantnu frekvenciju u odnosu na
kristal bez sloja. Promjena rezonantne frekvencije i debljina adsorbiranog sloja omogucéuju

odredivanje promjene mase Sauerbreyevom jednadzbom:

_ —2fy*Am

Af = 4
f= i )
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gdje je Af izmjerena promjena rezonantne frekvencije, fo je rezonantna frekvencija kristala, Am
promjena mase, A aktivna povrsina piezoelektricnog kristala, uq modul smicanja i pq gustoca
kristala kvarca.

Sauerbreyeva jednadzba vrijedi za takve sustave u kojima su na povrSini slojevi
uniformno rasporedeni, neporozni i ¢vrsti. Meki filmovi guSe rezonantnu frekvenciju te
izmjerena promjena frekvencija postaje manja i sukladno s tim daje manju adsorbiranu masu.
Takoder, otvoreno je i pitanje adsorpcije u otapalu. Solvatirana povrsina dat ¢e veéu promjenu
u rezonantnoj frekvenciji, odnosno ve¢u masu. Ipak, moguce je uvesti korekciju, faktor
rasipanja za odredenu debljinu sloja.

Deligoz i Tieke!® promatrali su pripremu polielektrolitnih viSeslojeva i njihov
unos/otpustanje lijekova, kao §to je ibuprofen (IBF), kvarc-kristalnom mikrovagom s
disipacijom. Pokazali su da je uslijed 10 uzastopnih adsorpcija bislojeva kationskih i anionskih
polielektrolita promjena frekvencije linearna $to upucuje na linearni rast. Takoder su uspjesno
pratili unos IBF-a u slojeve te ovisnost unosa lijeka o pH pri kojem je visesloj pripravljan. Jasno

je da je ova metoda korisna istrazivanju dostave lijekova pomocu viseslojeva.

3.2.2. Dinamicko rasprsenje svjetlosti

Dinamicko rasprienje svjetlosti (eng. Dynamic Light Scattering, DLS)!% ili kvazielasti¢no
rasprSenje svjetlosti je metoda kojom se odreduje hidrodinamicki promjer ¢estica od nekoliko
nanometara do mikrona. Dispergirane ¢estice u otopini gibaju se Brownovim gibanjem. Uslijed
sudara s molekulama otapala manje se Cestice gibaju brze nego one vecih dimenzija te imaju

vece brzine. Ovisnost brzine 1 veli¢ine Cestice dan je Stokes-Einsteinovom jednadZbom:

kT
N 67T77RH

(5)

gdje je D difuzijski koeficijent, ks Boltzmannova konstanta, T termodinamicka temperatura, 7
viskoznost otapala i Ry hidrodinamicki promjer. Dinamickim rasprSenjem svjetlosti mjeri se
difuzijski koeficijent koji se povezuje sa hidrodinamickim promjerom. Hidrodinamicki promjer
je promjer hipotetske ¢vrste sfere koja se giba istom brzinom kao 1 ¢estica koja se u tom trenutku

promatra. U koloidnoj kemiji rijetko je promatrani sustav sastavljen od Cvrstih sfera jer su
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koloidne Cestice solvatirane. Slojevi adsorbiranih polielektrolitnih lanaca na tvrdoj sferi biti ¢e
u vodenoj otopini deblji nego kad su te Cestice osusene.

Stokes-Einsteinova jednadzba primjenjiva je samo u slu¢ajevima Brownovog gibanja.
Cestice koje sedimentiraju imaju usmjereno, a ne vi$e nasumiéno gibanje zbog ega je od velike
vaznosti da promatrani sustav bude stabilan. Takoder, male Cestice ne rasprSuju dovoljno
svjetlosti pa ih ponekad nije moguce detektirati.

Osnovni postav DLS instrumenta prikazan je na slici 7. Monokromatska svjetlost lasera
dolazi do kivete s uzorkom i rasprsuje se na Cesticama u svim smjerovima. Rasprsena svjetlost
detektira se na pod odredenim kutom tijekom vremena i taj se signal koristi za odredivanje

difuzijskog koeficijenta i hidrodinamickog promjera.

2 A
Detektor’ =
=
>
4 \ A i | |
= A .I f 1 \
= |
- 2 |\ mq“\“‘"J[ M " W
\\. 0 g \‘u Al i' V |'r' J ",‘\‘ \
.: é
Y
-
Vrijeme

Slika 7. Pojednostavljena shema mjerenja hidrodinami¢kog promjera nanocestica i

ovisnost rasprsenja svjetlosti u vremenu.?

Intenzitet svjetlosti fluktuira ovisno o veli¢ini, odnosno brzini Cestica. Veéa fluktuacija
intenziteta svjetlosti dogada se refleksijom na manjim cesticama. Signal na detektoru
interpretira se pomocu korelacijske funkcije koja u sustini opisuje koliko je dugo neka Cestica
stajala na nekom mjestu. Korelacijska funkcija eksponencijalno i§¢ezava kad postoji razlika u
polozaju cCestice u odnosu na prethodni, pocetni polozaj. Ako ne postoji razlika izmedu
pocetnog poloZaja, korelacijska funkcija pokazuje linearno ponasanje. Drugim rijecima,
korelacijska funkcija manje Cestice brze i¢ezava.

Lui?? i suradnici su DLS metodu Koristili za karakterizaciju i optimizaciju procesa
sinteze Supljih nanokapsula. Nanokapsule su sintetizirali naizmjenicnom adsorpcijom

polisaharida, kitozana (polikationa) i karagena (polianion), na nanocestice silicijeva oksida.
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Dobivena raspodjela velic¢ina Cestica ukazala je na agregaciju uslijed dodavanja polielektrolita
u suspenziju Cestica. Obrnuto, dodavanjem suspenzije Cestica u otopinu polielektrolita,
raspodjela veli¢ine Cestica znatno je uza. Lui®? i suradnici predlazu da je razlog Sire raspodijele
premosc¢ivanje polielektrolita izmedu viSe Cestica. Nanokaspule su uspjesno sintetizirane tek
nakon §to je primijenjen navedeni redoslijed mijeSanja otopina. Pokazano je i da hidrodinamicki
promjer nanokapsula sa 5 bislojeva, zavrsno s polianionom, ovisi o pH.

Kovacevi¢?®

1 suradnici dinamickim su rasprSenjem pratili adsorpciju polielektrolita na
nanocestice cerijeva oksida. Mjerenjem hidrodinamickog promjera sa i bez polielektrolitne

presvlake procijenjena je adsorpcijska gusto¢a Ohshima modelom.

3.2.3. Mikroelektroforeza

Mikroelektroforezom?°2! se odreduje elektrokineticki ili zeta potencijal na kliznoj plohi
koloidne Cestice koja se giba u elektriénom polju. Ta ravnina nalazi se negdje u difuznom sloju
koji se sastoji od unutarnjeg, Sternovog, sloja i vanjskog difuznog sloja. Sternov sloj sastoji se
od iona suprotnog naboja od naboja Cestice koja moze biti npr. oksid metala ili ¢estica na koju
je adsorbiran polielektrolit. Vanjski difuzni sloj sastoji se od iona i pozitivhog i negativnog
naboja. Elektrostatski utjecaj povrSine se smanjuje prema kraju difuznog sloja prema
Debyeovom zakonu, odnosno za svaku udaljenost od jedne Debayeve duljine potencijal se
smanjuje za faktor 1/e. Kako se ionska jakost poveéava, Debayeva duljina postaje sve manja, a
potencijal brze iS¢ezava. Dakle, unutar difuznog sloja nalazi se hipotetska ploha koja djeluje
kao medupovrSina izmedu cestice koja se giba u vanjskom elektriénom polju 1 disperznog
sredstva. Tu plohu nazivamo kliznom plohom, a ¢esticu okruzenu disperznim sredstvom,

elektrokinetickom jedinicom.
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Zeta potencijal

Sternov potencijal

Povrsinski potencijal

Slika 8. Model elektrokineti¢ke jedinice u vanjskom elektri¢nom polju. Cestica je u vodenom
mediju negativno nabijena. Ovdje je Cestica negativnog naboja i predstavlja sustav negativno

nabijenih fosfolipida.?*

Eksperimentalno, zeta potencijal nije moguce direktno izmjeriti nego ga se racuna iz izmjerene

elektroforetske pokretljivosti dane izrazom:

(6)

<

gdje je v brzina Cestice, a E jakost vanjskog eklekticnog polja. Odnos elektroforetske
pokretljivosti i zeta potencijala ovisi 0 modelu koji se koristi. Koji je model primjereno Koristiti
ovisiti ¢e o umnosku radijusa zakrivljenosti Cestice i Debyeve duljine. Hiickelov model opisuje
Cestice kao vrlo mali sferni naboj, kad je x» puno manji od jedan pa je ovisnost zeta potencijala

dana jednadzbom:

n=—- (7)
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gdje je 5 viskoznost otapala, a ¢ permitivnost. Hiickelova jednadZba vrijedi za Cestice s debelim
difuznim slojem. S druge strane kad je xr znacajno veéi od jedan, vrijedi aproksimacija

Smoluchowskog. Veza zeta potencijala i elektroforetske pokretljivosti tada je dana izrazom:

n=—. (8

Za Cestice prekrivene polielektrolitima u pravilu vrijedi aproksimacija Smoluchowskog.

Dvije su uloge zbog kojih je elektrokinetic¢ki potencijal vazan parametar karakterizacije.
Prvo, govori o predznaku naboja elektrokineticke jedinice. Na temelju predznaka
elektrokinetickog potencijala moze se zakljuciti je li doSlo do adsorpcije suprotno nabijenog
polielektrolita. Uslijed uspjes$ne adsorpcije polielektrolita, predznak elektrokineti¢kog
potencijala mora se promijenit. Fan? i suradnici Koristili su ovu metodu i pokazali uspjesnu

adsorpciju polielektrolitnih viSeslojeva, a rezultat je prikazan na slici 9.

40

TAAAAL
AV VT

-30 4

Zeta potencijal (mV)

Broj polielektrolitnih slojeva

-40 -
Slika 9. Ovisnost zeta potencijala o broju polielektrolitnih slojeva u visesloju.?®

Drugo, govori o stabilnosti koloidne otopine. Koloidni sustavi su u pravilu stabilni sto im je

apsolutni iznos elektrokinetickog potencijala ve¢i.
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3.2.4. Mikroskopija atomskih sila

Mikroskopija atomskih sila (eng. Atomic Force Microscopy, AFM) koristi se za
karakterizaciju materijala u kemijskoj, prehrambenoj, farmaceutskoj industriji, industriji
plastike 1 poluvodica. Informacije o uzorku prikupljaju se dodirivanjem uzroka mehanickom
sondom, ostrog vrha ¢iji je promjer velik tek nekoliko nanometara. Sonda se pomice preko
materijala i prikuplja informacije o termic¢kim, mehani¢kim i morfolo§kim svojstvima kao i o
hrapavosti povrSine. Za vrijeme karakterizacije materijala mjere se atomske sile izmedu vrha
sonde i uzorka od kud i naziv mikroskopija atomskih sila. Sile izmedu vrha sonde i uzorka koji
se ispituje tjeraju sondu na titranje prema Hookovom zakonu. Otklon od ravnoteznog poloZaja

se mjeri laserom. Zraka svjetlosti reflektira se o povrSinu sonde prema fotodiodama i konac¢no

u detektor kao $to je prikazano na slici 10.

Detektor

Fotodiode

Laser

Sonda i vrh

Povrsina uzorka

Slika 10. Pojednostavljeni shema rada mikroskopa atomskih sila.

Ovisno o informaciji koja se trazi, odabire se koju silu se mjeri AFM-om. Ta sila moZe biti
mehanicka, van der Waalsova, kapilarna, elektrostatska, magnetna i tako dalje. Usprkos kratkoj
povijesti AFM je postala esencijalna metoda za slikanje povrSine, poglavito na nanometarskoj

skali.
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Za polielektrolitne viSeslojeve najvazniji podatak koji se dobiva ovom metodom je
topoloski opis, hrapavost povrsine i debljina sloja. Debljina tankih slojeva moze se pratiti i in
situ pri ¢emu se vrh sonde koristi za grebanje povrsine. Nakon $to se povrSina zagrebe i nastane
udubina u sloju, sonda se pomice preko tog podrucja i odreduje se dubina ogrebotine. Sli¢no,
ispitan je i utjecaj razli¢itih iona na debljinu polielektrolitnih viseslojeva. Salomiki?® i suradnici
pokazali su da je debljina polielektrolitnih viSeslojeva u skladu s pozicijom protuiona u

Hofmeisterovoj seriji. Mjerenja AFM-om potvrdili su elipsometrijom i prikazana su na slici 11.
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Slika 11. a) Elipsometrijsko odredivanje debljine polielektrolitnih slojeva ovisno o

protuionima i b) odredivanje hrapavosti povrsine AFM-om?®

AFM tehnika nije samo ograni¢ena na karakterizaciju ravnih povr$ina. Ovom metodom
moguca je i karakterizacija mikrokapsula.?” Ulazak u stanicu i potencijalna dostava terapije biti
¢e lakSa ako je deformacije mikrokapsule moguca. Konstantu elasti¢nosti mikrokapsula
odreduje se nakon njihove adsorpcije na neki supstrat. Sonda vrhom vr$i silu na mikrokapsulu

te se sila mjeri na temelju otklona sonde.!
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§ 4. ZAKLJUCAK

Pregledom primjena sloj-po-sloj metode jasno je da velik interes proizlazi iz jednostavnosti
pripreme dobro definiranih povrSina te velike raznolikosti sintetiziranih materijala. Primjena
viSeslojne presvlake u svrhu zastite od korozije omoguéena je inhibitorima korozije koji su
gradevni elementi te presvlake dobivene SPS metodom. Antibakterijsko svojstvo
polielektrolitnih presvlaka postize se imobilizacijom antibiotika unutar viseslojeva. SPS
metodom se takoder pripremaju se biomimeticki sustavi zahvaljujuéi viSeslojevima koji
kontroliraju interakcije stanica s okolinom. Izgledan je razvoj buducih istrazivanja u ovom
podrudju s ciljem optimiziranja pripreme Supljih nanosfera kao dostavnih sustava za terapije.
U ovom radu prikazane su metode karakterizacije koje se najcesce koriste u suvremenim
istrazivanjima viSeslojeva, a podijeljene su na spektroskopske i strukturne. Od spektroskopski
metoda odabrane su elipsometrija, reflektometrija i spektroskopija ultraljubi¢astog i vidljivog
zrac¢enja. Elipsometrija i reflektometrija se temeljene na promatranju promjene polarizacije
svjetlost dok je za UV/Vis spektroskopiju vazna apsorpcija svjetlosti. Strukturalnim metodama
odreduje se primarno debljina viSeslojeva, bilo na ravnim povrSinama (mikroskopijom
atomskih sila i kvarc-kristalnom mikrovagom) ili na zakrivljenim nanoc¢esticama (dinami¢ko
rasprSenje svjetlosti). Osim na temelju promjene veliCine Cestice, adsorpciju polielektrolitnog
sloja na prethodni viSesloj ili Cesticu moguce je potvrditi mikroelektroforezom. Od svih
navedenih metoda, najvaznija je mikroskopija atomskih sila zbog velike raznolikosti oblika

materijala koje se njome istraZuju.
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