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SAZETAK

Samonakupljanje (asocijacija) individualnih molekula u supramolekularne
strukture spontan je proces koji se odvija kao posljedica slabih,
nekovalentnih  medumolekulskih interakcija. Udruzivanje amfifilnih
organskih boja u posljednje je vrijeme privuklo znacajnu paznju kako u
bioloSkim tako i u znanostima o funkcionalnim materijalima zahvaljujuci
njihovim jedinstvenim fotofizikalnim svojstvima. Takvi spojevi najvise se
koriste u industrijskim procesima (proizvodnja solarnih celija, prociS¢avanje
otpadnih voda), farmaceutici (razvoj formulacije) te biomedicinskim
istrazivanjima (prijenos lijekova, oslikavanje). Stjecanje informacija i
znanja o procesu samonakupljanja molekula pruza jedinstvene moguénosti

u dizajnu novih materijala za naprednu primjenu u nanotehnologiji.

U ovome radu sintetizirani su jednostavnim supstitucijskim reakcijama
amfifilni derivati dviju organskih boja, rodamina B i orange-II.
Sintetiziranim spojevima po prvi put je ispitano koloidno ponasanje u
vodenom mediju u strogo definiranom koncentracijskom rasponu pri
variranim vrijednostima pH i ionske jakosti disperzija. Promjena
fotofizikalnih svojstava istrazena je spektrofotometrijskim eksperimentom,
a karakteristika asocijacije ispitivanih spojeva tehnikama rasprsenja svjetla

i analizom visece kapi.

Promjena apsorpcijskih spektara ukazala je na gubitak protonirajucih
skupina kod derivata boja te neovisnost velicine samonakupina o pH u blago
kiselim iili baznim uvjetima. Mjerenjem hidrodinamickog promjera i
elektroforetske pokretljivosti utvrdeno je da amfifilni derivati boja formiraju
vezikule dija veli¢ina varira s koncentracijom i ionskom jakosti. Rezultati
mjerenja povrsinske napetosti na granici faza voda/zrak ukazuju na izrazitu
povrSinsku aktivnost boja uz jasno definiranu vrijednost kriticne
koncentracije samonakupljanja. Ponavljanjem eksperimenta nakon

odredenog vremenskog razdoblja ustanovljeno je da se vezikule sacinjene



od sintetiziranih spojeva razlikuju u stabilnosti, odnosno da rodaminskom
derivatu treba duze vrijeme da se prilagodi veli¢inom i oblikom u stabilne

strukture.

Kljuéne rijeCi: samonakupljanje (asocijacija), amfifiine organske boje,
dinamicko rasprsenje svjetla, elektroforetska mobilnost, vezikule,

stabilnost



SUMMARY

Self-assembly (association) of individual molecules into supramolecular
structures is a spontaneous process that takes place as a result of weak,
non-covalent intermolecular interactions. The association of amphiphilic
organic dyes has attracted considerable attention both in biological and
functional materials sciences thanks to their unique photophysical
properties. Such compounds are widely used in industrial processes (solar
cell production, waste water purification), pharmaceuticals (development of
formulations) and biomedical research (drug delivery, imaging). Acquiring
information and knowledge about the self-assembly process provides
unique opportunities in designing new materials for advanced application in

nanotechnology.

In this work, amphiphilic derivatives of two organic dyes, rhodamine B and
orange-II are synthesized by simple substitution reactions. For the first time
colloid behaviour of synthesized compounds in aqueous media was
examined in a strictly defined concentration range at varied pH and ionic
strength values of dispersion. The change of photophysical properties was
investigated in a spectrophotometric experiment, while the association of
the tested compounds by means of light scattering techniques and pendant

drop analysis.

The change of the absorption spectra indicated loss of free ionizable groups
for the amphiphilic dye derivatives and independence of their self-assembly
on pH in mildly acidic and basic conditions. By measuring the hydrodynamic
diameter and the electrophoretic mobility, the derivatives were found to
form vesicles whose size varies with concentration and ionic strength. The
results of the surface tension measurement indicate a pronounced surface
activity as well as clearly defined critical concentration of self-assembly. By
repeating the experiment over a time period, it was shown that the studied
compounds differ in stability, in particular the rhodamine derivative takes

longer to adapt a stable structure with a well defined size and shape.



Keywords: self-assembly (association), amphiphilic organic dyes, dynamic

light scattering, electrophoretic mobility, vesicles, stability
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1. UVOD

Samonakupljanje (asocijacija) je fizikalno-kemijski proces
karakteristican za amfifilne molekule koje se u otapalu spontano nakupljaju
i organiziraju u strukture razli¢itih oblika i veli¢ina [1-3]. Pojam amfifilan
izveden je iz grckih rijeCi amphis (oboje) i philia (ljubav, prijateljstvo)
sugerirajuci da se takve molekule sastoje od dva dijela, kovalentno vezanih
liofobnih (netopljivi u otapalu) i liofilnih (topljivi u otapalu) kemijskih

skupina. NajCesce se sastoje od polarne glave i nepolarnog repa [4].

1.1. AMFIFILNE MOLEKULE I PROCES SAMONAKUPLJANJA

Amfifilna je svaka ona molekula koja se sastoji od kovalentno vezanih
hidrofilnih i hidrofobnih dijelova. Primjeri amfifilnih molekula su surfaktanti,
blok-kopolimeri, lipidi, kolesterol i mnogi drugi. Surfaktante opcenito
dijelimo na ionske, kod kojih je hidrofilna glava molekule neka ionska
skupina te neionske, kod kojih je glavna neutralna, ali polarna skupina. U
vodi kao izuzetno polarnom mediju, amfifili formiraju razlicite strukture
(nakupine). Pri tome se minimizira kontakt izmedu nepolarnih dijelova
(repova) i molekula vode Sto se moze opisati kao privlacna ,hidrofobna"
pseudo-sila. U slucaju ionskih surfaktanata se istovremeno minimizira i
elektrostatsko odbijanje ionskih skupina glave. Na medupovrsSini voda-zrak
se surfaktanti nakupljaju tako da se nepolarni (hidrofobni) lanac orijetnira
prema zraku, pri ¢emu se smanjuje energija povrsSine na granici faza. S
druge strane, u unutrasnjosti otopine (bulk-u), surfaktanti se spontano
nakupljaju (samoankupljaju) tako da se hidrofobni lanci izoliraju od
molekula vode u unutrasnjost samonakupina. Ova pojava se prema
Tanfordu naziva hidrofobnim efektom [3,5], te je glavna pokretacka sila
samonakupljanja amfifilnih molekula. Od velike je vaznosti u prirodi,

posebice u formiranju lipidnih dvosloja (membrana), bioloskim procesima



poput smatanja proteina (eng. protein folding) te ciljane isporuke lijekova

u biomembrane [2,6].

Potpuno fizikalno razumijevanje procesa samonakupljanja te
hidrofobnog efekta joS uvijek je nedostatno zbog kompleksnosti
medumolekulskih interakcija kojima je taj proces voden. Vecina teoretskih
modela razmatraju ravnotezu samonakupljanja kao posljedicu djelovanja
dviju suprotstavljenih sila: privlacnih pseudo-interakcija izmedu liofobnih
dijelova koje dovode do asocijacije molekula te odbojnih elektrostatskih ili
sterickih interakcija izmedu liofilnih dijelova. Svakako, glavne znacajke
procesa samonakupljanja su njegova termodinamicka spontanost, dobro
definirana ravnotezna svojstva agregata te cCinjenica da se radi o start-stop
procesu [3]. Za ionske surfaktante u vodenom mediju, potonje znaci da je
u pocetku proces potaknut hidrofobnim efektom, a u kasnijoj fazi

elektrostatskim odbijanjem nabijenih glava amfifila [7].

Termodinamika procesa samonakupljanja se moze proucavati na
razini formiranja micela uz odredenu kriticnu koncentraciju micelizacije
(eng. critical micellar concentration, CMC). Iznad te koncentracije sav
dodani surfaktant prelazi u agregate zbog zasi¢enja adsorpcijom na
medupovrsSinu voda-zrak. Jacina istovremenog privlacenja liofobnih te
odbijanja liofilnih  dijelova molekula, odreduju CMC [3,6]. 1z
termodinamickog modela micelizacije u vidu odvajanja faza proizlazi da je

CMC povezan sa slobodnom Gibbsovom energijom preko jednadzbe (1):
AG’mic = RT In (CMC) (1)
Gdje je:

AG’mic = standardna slobodna energija micelizacije, [J], R = molarna plinska
konstanta, 8,314:103 [Jmoll1K1], T = temperatura, [K], CMC = kriti¢na

koncentracija micelizacije, [moldm-3]?

1 U ovom radu biti ée koristen skraéeni simbol [M] za jedinicu [moldm]



Standardnoj slobodnoj energiji micelizacije (AG’mic) doprinose hidrofobna
energija zbog prijenosa alkilnih lanaca iz medija u unutrasnjost micela,
kontakt otapala koji se smanjuje kako se povecava veli¢ina micela sto je
izvor kooperativnosti u procesu micelizacije, pakiranje koje dovodi do
fiksacije glave na povrsini te interakcija grupa glave. Posljednje dvije
komponente predstavljaju najznacajniji pozitivan doprinos energiji
micelizacije [3]. Takoder, uzimajuéi u obzir izraz za slobodnu Gibbsovu
energiju, AG=AH-TAS, vrlo vazan doprinos micelizaciji Cini promjena
entropije. Naime, prilikom otapanja molekule amfifila, molekule vode koje
ju okruzuju moraju stvoriti Supljinu u kojoj ¢e se smijestiti nepolarni dio
(rep). Medutim, u tom slucaju, molekule vode postaju uredenije u sustavu
Sto uzrokuje smanjenje entropije, a posljedicno tome povecanje Gibbsove
energije i CMC Cime se dodatno smanjuje topljivost amfifila [3,5]. Stoga,
taj proces se moze spontano odvijati samo ukoliko istovremeno, negdje
drugdje u sustavu, entropija raste da nadoknadi taj gubitak [2,3,8,9]. U
konacnici, dolazi do stvaranja agregiranih struktura koje predstavljaju

zasebnu fazu, Sto je za molekule vode entropijski povoljnije [6].

Jedna od karakteristika ponasanja amfifilnih molekula u mediju je
njihova temperaturna ovisnost. Tocka pri kojoj je topljivost jednaka CMC-u
naziva se Krafft-ova temperatura (7«). Iznad te temperature, topljivost se
naglo povecava te otopina postaje jedna homogena faza dok pri nizoj
temperaturi dolazi do precipitacije. Tk i topljivost lanca ovise o0 njegovoj
strukturi buduéi da nezasicenost lanca uzrokuje poremecdaj pakiranja
monomera u samonakupine i time snizavanje Tk i topljivosti lanca. S druge
strane, jake interakcije medu grupama polarne glave stabiliziraju precipitat
povecavajuéi Tk. Takoder, otapanjem, ugljikovodi¢ni lanci mogu zauzeti
razlicite konformacije (biti ravni ili savinuti) Sto ovisi o ravnotezi entropijskih

i energetskih faktora dodatno utjecuci na kinetiku micelizacije [3].



1.2. PAKIRANJE AMFIFILA I STRUKTURE AGREGATA

Nastanak mogucdih struktura ograniCen je potrebom da amfifilna
molekula zadrzi svoje nepolarne i polarne dijelove okruzene na povoljan
nacin. Vrsta samonakupina ovisi o kemijskoj strukturi amfifilne molekule,
njenoj koncentraciji, temperaturi i tlaku. A priori, veliCina i oblik
samonakupina moze se predvidjeti koristeéi konceptualni okvir koji uzima
u obzir molekularne parametre (volumen, duljinu lanca i povrsinu glave) te
varijable poput temperature i ionske jakosti. Forma (oblik) koji daje
minimalnu slobodnu energiju asocijacije definira optimalni oblik/veliCinu

samonakupine [3,6,10].

Preliminarne procjene veliCine i oblika mogu se izvrsiti analizom
kriticnog parametra pakiranja (eng. critical packing factor, Cpp). U slici 1,
prikazan je sazetak struktura agregata (samonakupina) koje se mogu
predvidjeti iz jednadzbe (2) za izracun Cpp, gdje je V volumen kojeg zauzima

cijela molekula, Ic je duljina lanca te ao povrsina polarne glave.

Cpp = — (2)

P agle

U vedini slucajeva, amfifili s jednim hidrofobnim lancem imaju
parametar pakiranja manji od 0,5 formirajuci sferne micele. Dodavanje
lanaca povecava volumen pa surfaktanti s dvostrukim lancem imaju
tendenciju formiranja dvoslojnih struktura poput vezikula (liposoma) i
membrana [3]. Iako se strukture prikazuju grafi¢ki, vazno je napomenuti
da su u stvarnosti one puno manje uredene, to jest fluidnije uz brzu izmjenu

unimera [2,6].
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Slika 1. Prikaz oblika monomera amfifilne molekule i struktura agregata
(samonakupina) predvidenih iz kriticnog parametra pakiranja (Cpp). Slika
preuzeta i modificirana iz literature [6].

1.2.1. MICELE I KRITICNA KONCENTRACIJA MICELIZACIJE

Micele se smatraju najjednostavnijim asociranim strukturama koje
pokazuju usku raspodjelu velicina. Zbog toga se koriste kao model
prouc¢avanja, za dobivanje informacija koje pruzaju temelj opcéenitom
razumijevanju samonakupina [2,3]. Veli¢ina micela je odredena radijusom
micele i brojem unimera u miceli (micelarni agregacijski broj). Uobicajena
vrijednost tog broja iznosi 10 do 100 pri ¢emu amfifili s dugim
ugljikovodi¢nim lancem formiraju vece micele. Kemijska struktura

surfaktanta i vanjski faktor (pH, temperatura, tlak) utjecu na CMC i na



veli¢inu micela. Primjerice, dodatak elektrolita u vodu dovodi do formiranja
vecih micela ionskih surfaktanata [2,3,11]. Povecéanje duljine lanca dovodi
do smanjenja CMC jer smanjuje topljivost surfaktanta, a hidrofobni efekt
postaje izrazeniji dodatkom metilnih (-CHz) grupa. U slucaju razgranatosti
alkilnog lanca, monomeri se pakiraju (smjestaju) u unutrasnjost micela
smanjenom ucinkovitos¢u c¢ime se povecava CMC. Kod micela ionskih
surfaktanta, zbog elektrostatskog odbijanja nabijenih skupina glave,
nepolarni dijelovi su u nepovoljnom kontaktu s molekulama vode. Stoga su
topljivost i CMC za ionske amfifile u vodenom mediju uvjetovani ionskom
jakoS¢u i pH vrijednoscu otopine te su viSi u odnosu na neionske. Dodatak
soli smanjuje njihovu CMC jer se ioni adsorbiraju na povrsinu micela pri
¢emu dolazi do efekta elektrostatskog zasjenjenja Sto smanjuje odbijanje

glava [2,3].

Tehnike za eksperimentalno odredivanje CMC su mjerenja elektricne
provodnosti provodnosti (za ionske surfaktante), povrsSinske napetosti,
koncentracije otopljenih molekula surfaktanta, mutnoée uzorka i dr., no
najéeS¢e se koriste prve dvije. Prilikom odredivanja CMC iz ovisnosti

povrSinske napetosti uzorka o ukupnoj koncentraciji dodanog surfaktanta,

A

Peated bod 6000 0 00D 00

A I

Povriinska napetost

At OB RO D OOD OO

>
Koncentracija surfaktanta

Slika 2. Prikaz odredivanja CMC iz mjerenja povrsSinske napetosti kao
funkcije koncentracije surfaktanta. Slika preuzeta i prilagodena iz [12].



kao Sto je prikazano u slici 2, CMC predstavlja tocku sjecista dviju linija koje

opisuju eksperimentalne podatke za niske i visoke koncentracije [12].

Prilikom razvoja tehnoloske primjene micela potrebno je uzeti u obzir:
brzu dinamiku micelarnih procesa, veliku povrsinu na granici faza micela-
voda i posjedovanje ugljikovodi¢ne unutrasnjosti nalik tekucini (eng.
liguidlike) koja moze otopiti nepolarne grupe. Osim u koloidnoj znanosti,
micele se takoder koriste u kemiji kao katalizatori i agensi za disperziju
reaktanta u reakcijama. U industriji se upotrjebljavaju kao sredstva za
proCiS¢avanje otpadnih voda, a u medicini omogucuju nacin dostave
lijekova koji slabo prolaze kroz stanicnu membranu ili kojima je zbog
agregacije smanjena ucinkovitost poput nekih protutumorskih lijekova
[2,13,14].

1.2.2. DVOSLOJI

Amfifili kojima se parametar pakiranja priblizava jedinici (slika 1,
jednadzba 2), stvaraju dvoslojne strukture te uobicajeno imaju manju
polarnu glavu i veéi nepolarni dio ili obratno (najznacajniji primjeri su
smanjenjem velicine skupine polarne glave ili uvodenjem dodatnog lanca

esterskom ili eterskom kovalentnom vezom.

Osim po velicini i kritichom parametru pakiranja, micele i dvosloji se
razlikuju u difuziji te po topljivosti unimera. U slucaju dvosloja je topljivost
unimera manja za faktor 10° u usporedbi sa surfaktantima koji tvore micele.
Unutar micele, unimeri surfaktanta mogu brzo difundirati dok za dvosloj
razlikujemo dva nacina difuzije. Prvotni oznacava brzu lateralnu difuziju
lanaca unutar hidrofobnog dijela sloja, a potonji sporu flip-flop difuziju s
jedne strane dvosloja na drugu rotacijom polarnih glava kroz unutrasnji
hidrofobni dio. Takoder, micele relativnho brzo odgovaraju na promjene
termodinamickih uvjeta u mediju, dok dvoslojnim strukturama nekad

trebaju sati i dani da postignu ravnotezno stanje.



Povecanjem koncentracije surfaktanta, dvosloji se orijentiraju u
lamele, tvoredi tako tekuce kristale sastavljene od nekoliko dvosloja. U
teku¢em stanju, molekule surfaktanta slobodno difundiraju unutar lamela,
ali ukoliko je lamelarna faza ohladena moze dodi do stvaranja kristala ili
gela. Iako su tada lanci kristalizirani, izmedu slojeva se i dalje nalazi tekuce
otapalo. Prema tome, fluidnost ovisi o temperaturi te kemijskoj prirodi

lanaca pri ¢emu su u tekucoj fazi lanci trans konfiguracije. [2,3].

U analizi pakiranja surfaktanta u uredene strukture treba uzeti u obzir
efekte zakrivljenosti medupovrsine koji takoder odreduju vrstu agregata te
srednju vrijednost odn. raspodjelu dimenzije (npr. promjera). Ti efekti su
posljedica interakcija izmedu glava ili susjednih amfifila, a javljaju se ¢im
se monosloj ili dvosloj pocne savijati. Pritom je velicina koja odreduje
zakrivljenost povrSine tzv. modul zakrivljenosti, kn, povezan s energijom

zakrivljenosti:

AE =+ (3)
Gdje je:

AE - energija zakrivljenosti, [Jm™2], k» — modul zakrivljenosti, [J], R -

promjer dvosloja, [m].

Pozitivna ili negativha vrijednost modula odreduje kako ¢e se dvosloj
pakirati. Negativni modul zakrivljenosti dovodi do stvaranja manjih micela
ili vezikula u odnosu na veli¢ine ocekivane prema parametru pakiranja.
Pozitivni modul zakrivljenosti uzrokuje pojavu obrnutih struktura ili vecih

vezikula vece polidisperznosti [1].

Dvosloji se takoder mogu pojaviti u obliku sfernih vezikula zvanih

liposomi gdje se razlikuju 3 vrste ovisno o velicini:

1) Male unilamelarne vezikule (eng. small unilamellar vesicles, SUV)
veli¢ine radijusa do 100 nm
2) Velike unilamelarne vezikule (eng. large unilamellar vesicles, LUV)

veli¢ine radijusa od 100 nm do 1 ym



3) Multilamelarni liposomi veli¢ine nekoliko mikrona

Karakteristika ovih struktura je da cesto mijenjaju oblike kao posljedica
malih promjena u temperaturi i sastavu sustava [3,15]. Liposomi su u
pocetku bili koriSteni za proucavanje svojstava membrana. U posljednje
vrijeme, kontrolom lipidnog sastava i modifikacijom povrsSine razvijaju se
kao transportni sustavi za isporuku lijekova [16,17]. Primjer za to su i nove
supramolekularne strukture porfisomi, agregati porfirina konjugiranih s
fosfolipidima, koji se koriste u fototermalnoj i fotodinamickoj terapiji te za
fluorescentno oslikavanje [18]. Glavni nedostatak formulacija baziranih na
liposomima je njihova kemijska nestabilnost zbog oksidacije nezasi¢enih
lanaca i hidrolize esterske veze. Takoder, termodinamicka ravnoteza
odnosno stabilnost su lako narusSive promjenom uvjeta u mediju (npr.
ionskog sastava) Sto vodi k Sirokoj raspodjeli veli¢ina kao posljedice
agregacije i fuzije vezikula u vece Cestice. Zbog toga je za uporabu i
skladistenje nuzna kontrola uvjeta koji odreduju njihovu veli€inu kao i

model koji omogucuje predvidanje stabilnosti liposoma [16].

1.3. INTERAKCIJE U SAMONAKUPINAMA AMFIFILA

Primjena koloidne kemije u praksi povezana je s problemom
kontroliranja sila (interakcija) izmedu koloidnih estica, ¢estica i povrsina ili
izmedu dviju povrSina. Sile proizlaze iz slozenog uzajamnog djelovanja
izmedu molekula i atoma Cestica te medija koje ih razdvaja [3]. Vodikove
veze, van der Waals-ove sile, te hidrofobne i elektrostatske interakcije su
glavne ne-kovalentne sile koje su uklju¢ene u proces samoudruzivanja
amfifilnih molekula (prikazane u tablici 1) [6]. Iako slabe, ukupan broj
takvih interakcija proizvodi efekt dovoljno jak da drzi amfifile na okupu i
osigura njihovu stabilnost u otopini [1,11]. Zahvaljujuéi navedenim
interakcijama, strukture samonakupina su fleksibilne zbog fega sustav
moze podnositi manje perturbacije, a istovremeno ocuvati reverzibilnost

asociranih struktura [6]. U slu¢aju ionskih surfaktanata, van der Waals-ove



i elektrostatske interakcije diktiraju ukupnu interakciju izmedu povrSina
nanocestica kao Sto su micele i vezikule, Sto je sazeto u DLVO teoriji
stabilnosti elektricki nabijenih koloida (detaljnije u iduéem poglavlju)
[3,6,19].

Tablica 1. Jacina glavnih nekovalentnih interakcija (izrazena u kJ/mol)

ukljuCenih u proces samoudruzivanja amfifila. (tablica preuzeta i
modificirana iz [6])

Kovalentna veza 100-400
Ion-ion/ion-dipol/dipol-dipol 200-300/50-200/5-50
Vodikova veza 4-120
Kation-r interakcija 5-80

n-n interakcija 0-50
van der Waals interakcija <5
Hidrofobni efekt Entropija
Metal-ligand 0-400

Na molekularnoj razini, Van der Waals-ove interakcije sastoje se od
kratkodometnih odbojnih sila (odbijanje elektronskih oblaka), privlacnih
elektrostatskih interakcija izmedu permanentnih naboja (Keesom-ove
interakcije), induciranih naboja (Debye-ove interakcije) te London-ovih
disperznih sila. Ukoliko su molekule slicne tada su ove sile uvijek privlac¢ne
pa izmedu ugljikovodika, koji ne nose permanentni ionski naboj niti trajni
dipol, dominiraju van der Waals-ove interakcije [3,6]. Elektrostatske
interakcije proizlaze iz disocijacije povrSinskih grupa na polarnoj glavi
amfifila ili adsorpcijom nabijenih molekula (npr. polielektroliti) na povrsinu
samonakupina iz otopine. Kao Sto je prikazano u slici 3, dolazi do stvaranja

elektricnog dvosloja (ED).
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ED se sastoji od sloja imobiliziranih iona vezanih na nabijenu povrsinu
(Stern-ov sloj) te susjednog sloja pokretljivih iona (difuzni sloj). U
difuzijskom sloju postoji zamisljena granica (smic¢na ploha) koja odvaja ione
koji se gibaju zajedno s nabijenom cesticom prema elektrodi suprotnog
naboja od preostalih iona izvan te granice. Potencijal koji je prisutan na toj
granici naziva se zeta-potencijal (viSe o zeta potencijalu u poglavlju 1.5.)
[3,20].

S F ___——Klizna ravnina
- Y - = ———
= o - e
+ _
F ” = = ~
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- y N -
e i —
f . R *
E = Negativno -
. nabijena - 1 Difuzni sloj
sl @ 2 Zestica Nt
+ - - T B
\ @ = e !
) < - 1@
B o+ P
Ve £ ®
® 7~ @ o ¥ =
- -~ - -
// + (=] | &
Sternov sloj E ® :
I

Elektriéni potencijal

Potencijal povriine +

Sternov potencijal +

Zeta potencijal +— — =

Udaljenost od powvriine

Slika 3. Shematski prikaz elektricnog dvosloja
na povrsini Cestice nastale samonakupljanjem
negativno nabijenih amfifilnih molekula. Slika
izradena prema [21].

1.4. DLVO TEORIJA STABILNOSTI KOLOIDA

1940-ih godina znanstvenici Boris Derjaguin i Lev Landau te Evert
Verwey i Theo Overbeek neovisno su razvili i predstavili teoretsku analizu
koloidne stabilnosti poznatu kao DLVO teorija. Teorija pretpostavlja da se
interakcije izmedu nabijenih Cestica u otopini (slika 4) javljaju prilikom
njihovog nasumic¢nog (Brown-ovog) gibanja te se aprokismiraju dvjema
glavnim doprinosima - privla¢nim i odbojnim. U prvotne se ubrajaju van

der Waalsove, vodikove veze, privlatenje suprotno nabijenih iona i n-
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interakcije, a u potonje elektrostatske interakcije (interakcije elektricnog
dvosloja) [6,21].

Van der Waalsove sile
elektrostatske sile
-3 s
® ® @ &
® @_®__@@ @ @vf@__@

D 4 @ @ ® - - @D
@ . & B - @
Dy - @ ® _ - ®

@@-----@ &) @-----@
®
o ©® o @ T
@ ® &

Slika 4. Prikaz djelovanja odbojnih (elektrostatske
sile) i privlac¢nih (van der Waalsove sile) izmedu
dviju negativho nabijenih Cestica u mediju sa
suprotno nabijenim ionima. Slika preuzeta i
modificirana iz [21].

DLVO teorija izrazava se jednadzbom:
Vr=Va+ Ver+ Vs (4)
Pri ¢emu je:
Vr - ukupna potencijalna energija koloidne Cestice, [J] (eng. total),
Va - energija privlacnih interakcija, [1] (eng. attractive),
Vr — energija odbojnih interakcija, [J] (eng. repulsive),
Vs - potencijalna energija otapala, [J] (eng. solvent).

Potonja, tre¢ca komponenta koja se odnosi na otapalo uglavnom cini
zanemariv doprinos ukupnoj potencijalnoj energiji na udaljenosti od
nekoliko nanometara. Doprinosi odbijanja i privlacenja su dominantni i
djeluju na znatno veéim udaljenostima, a o njima ovisi sveukupna stabilnost

nekog koloidnog sustava, Sto je prikazano u slici 5 [22]. Energetske
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komponente glavnog doprinosa, Va i Vr odreduju se prema jednadzbama
(4) i (5) redom:

Vy=——— (5)

" 127D2

Vg = 2mead?e P (6)

Gdje je:

A - Hamakerova konstanta reda veli¢ine 10720 []] (ovisi o vrsti materijala
odnosno njegovoj dielektri¢noj polarizabilnosti), D - razmak izmedu Cestica
u [mm], € - dielektricna permitivnost, [F-m-1], g - radijus Cestice, [mm],
{-zeta potencijal, [V], k - funkcija ionskog sastava (Napomena: «! naziva

se Debye-va udaljenost i karakterizira debljinu elektricnog dvosloja [3,22])

odbijanje
van) Vr=Va+ Vg

\/7 — ukupna potencijalna energija

primarni
maksimum \V/p — energia priviatnih sila

/g — energija odbojnih sila

/ Vr

- udaljenost
sekundarni \v//

minimum Va

primarni
i . minimum
privladenje

Slika 5. Prikaz ukupnog potencijala interakcije dviju koloidnih
Cestica (V1) kao funkcija njihove medusobne udaljenosti. Slika
modificirana prema [22].

Dok na ve¢im medusobnim udaljenostima dviju Cestica previadava
privlacna interakcija, na manjim udaljenostima energetska barijera, koja

proizlazi iz odbojne elektrostatske sile, sprijeCava njihovo medusobno
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priblizavanje. Medutim, kada se Cestice sudaraju s dostatnom kinetickom
energijom za svladavanje odbojne barijere, tada privlacne sile koje
prevladavaju na najmanjim udaljenostima uzrokuju njihov medusobni
kontakt odnosno adherenciju. Prema tome, ukoliko postoji odbijanje medu
Cesticama vece od njihove prosjecne kineticke energije, koloidna disperzija
je stabilna te se odupire flokulaciji ili sedimentaciji. U protivhom, dolazi do
ireverzibilnog procesa flokulacije (Sto moZe biti znatno pospjeseno
primjenom polimernih flokulanata) ili koagulacije (npr. izazvane dodatkom
soli u medij) koloidnih cestica [2,14,20,21,23]. Opcenito, stabilnost
koloidnih sustava postize se pomocu dva temeljna mehanizma: steri¢kog
odbijanja i stabilizacije nabojem. Prvotni podrazumijeva dodavanje
polimera u otopinu koji se adsorbiraju na povrsinu Cestica sprjecavajuci
njihov bliski kontakt. Potonji mehanizam oznacava reverzibilno vezanje
odnosno adsorpciju nabijenih vrsta iz otopine koja moze biti jednostavno

posljedica promjene njenog ionskog sastava (npr. pH) [3,19,21].

1.5. ELEKTRICKA SVOJSTVA SAMONAKUPINA
1.5.1. ZETA POTENCIJAL

Zeta potencijal je elektricki potencijal u smi¢noj plohi uz povrsinu
Cestice (slika 3) koji nastaje kao posljedica vezanja iona iz medija na
povrSinu unutar tzv. elektrickog medupovrsinskog sloja (ili "elektri¢kog
dvosloja"). Uvjeti u mediju koji utjecu na zeta potencijal su pH i ionska
jakost. Dodavanjem baze u suspenziju, povrsina cestice poprima negativniji
naboj, a dodatkom kiseline pozitivniji. Debljina elektrickog dvosloja
karakterizirana je tzv. Debye-evom udaljenos¢u (k1), koja ovisi o
koncentraciji iona i permitivnosti medija u otopini te se moze izracunati kao:

1/2
1 _ EoErkT
= () (7)

Zi(Zl'e)ZC;O
Gdje je:
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k' — Debye-eva udaljenost, [m™'], g - permitivhost vakuuma, [Fm],
g, — relativna dielektri¢cna permitivnost, kK - Boltzmann-ova konstanta, [JK"
11, T - termodinamicka temperatura, [K], z - valencija iona,

cio - koncentracija ionske vrste (i), [moldm~], e - naboj elektrona, [C] [3].

Valencija iona takoder utjeCe na debljinu dvosloja pa tako trivalentni ioni

(AI3+) vise komprimiraju dvosloj u odnosu na monovalentne (Na*) [20-22].

Zeta potencijal je vazan parametar u karakterizaciji nanocestica
suspenzije jer odreduje njihove elektrostatske interakcije te time i
stabilnost suspenzija (vidi gore, DLVO teorija). Stoga je njegovo mjerenje
korisno i prilikom optimizacije formulacije suspenzija i emulzija. Ukoliko sve
Cestice u suspenziji pokazuju veliki zeta potencijal negativnog ili pozitivhog
predznaka, medu njima ¢e dominirati odbojna elektrostatska interakcija. S
druge strane, ukoliko su vrijednosti zeta potencijala niske, tada nece biti
prisutna interakcija koja bi sprijeCila kontakt Cestica, Sto rezultira
nakupljanjem (tj. flokulacijom). Cestice za koje je zeta potencijal izvan

raspona +30 mV<¢<-30 mV uobicajeno se smatraju stabilnima [3,21,24].

1.5.2. NABOJ POVRSINA KOLOIDA I ELEKTROFOREZA

Elektri¢ni naboj na povrsini odreduje fizikalno-kemijske karakteristike
koloidnih cCestica kao Sto je njihova interakcija s izvana narinutim
elektricnim poljem [21]. Na povrSinama samonakupljanih ionskih struktura
surfaktanata (micela, dvosloja, vezikula), gusto¢a naboja odredena je
gustocom pakiranja ionskih glava, a uvodenjem titriraju¢ih skupina naboj
ovisi i o pH medija. Dakle povrsinski naboj proizlazi iz ravnoteza vezanja
nabijenih vrsta iz bulk-a na povrsSinu. Energiji vezanja (odnosno kemijskom
potencijalu) tih vrsta doprinose i kemijske interakcije kratkog dometa u
kojem sluCaju govorimo o specificnom vezanju te dalekosezne
elektrostatske interakcije. Vezanje iona na povrsinu je kooperativni proces
opisan Poisson-Boltzmann-ovom jednadzbom. Stoga povecanje broja
nabijenih povrsSinskih skupina postaje teze povecanjem gustoce
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povrsinskog naboja [3]. Energija specific(nog vezanja protuiona, odnosno
njihov afinitet za povrSine prati Hofmeister-ov (liotropni) niz [24].
Specifictno vezanje iona otezava kontrolu povrsSinskog potencijala (takoder
i zeta-potencijala) kojeg odredujemo iz mjerenja elektroforetske

pokretljivosti [3].

Elektroforeza je efekt gibanja nabijenih cCestica suspenzije u elektricnom
polju. Uspostavom ravnoteze sile elektrostatskog privliacenja cestice k
elektrodi suprotnog naboja i njoj suprotstavljene sile trenja na racun
viskoznosti, Cestice se gibaju konstantnom brzinom. Elektroforetska
pokretljivost kao svojstvo Cestice, definirana je kao brzina Cestice po jedinici
elektricnog polja, a ovisi o zeta potencijalu, dielektricnoj konstanti,

viskozitetu medija i ionskoj jakosti prema Henry-jevoj jednadzbi:

up = 250 (8)
gdje jepugp= elektroforetska pokretljivost, [cm?V-1s1], € = dielektri¢na

konstanta medija, { = zeta potencial, [mV], n = viskozitet medija, [Nms],

f(xa) = Henry-jeva funkcija (a = radijus Cestice, x = Debye-eva udaljenost).

Debljina
elektricnog
dvosloja

Elektriéni dvosloj

Cestica

Vk

Smoluchowski-jevo priblizenje
Huckel-ovo priblizenje (x@a>>1)
(ra<<1)
Slika 6. Shematski prikaz Hickel-ovog i Smoluchowski-jevog priblizenja pri

odredivanju zeta potencijala iz mjerenja elektroforetske pokretljivosti. Slika
preuzeta i modificirana prema [25].
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Pri tom, Henry-eva funkcija u tzv. Smoluchowski-jevom priblizenju (xa>>1)
iznosi 2/3, a slucaj kad (xa<<1) naziva se Huckel-ovim priblizenjem

[21,25-27]. Usporedba tih aproksimacija prikazana je u slici 6.

1.6. EKSPERIMENTALNE TEHNIKE KARAKTERIZACIJE
KOLOIDNIH SUSTAVA

Instrumentalne tehnike upotrijebljene za karakterizaciju disperzija u
ovom radu su: dinamicko rasprsenje svjetlosti (mjerenje raspodjele Cestica
po velicini), elektroforeza uz analizu faze rasprSenja svjetla (mjerenje
elektroforetske pokretljivosti odnosno zeta-potencijala) te tehnika visecée

kapljice (mjerenje povrsinske napetosti na granici voda/zrak).

1.6.1. DLS

Dinamicko rasprsenje svjetlosti (eng. dynamic light scattering, DLS)
je tehnika koja omoguduje odredivanje difuzijskog koeficijenta Cestica-
rasprSivaca laserskog zracenja, iz direktno izmjerene autokorelacijske
funkcije intenziteta rasprsene zrake. Shema instrumenta je prikazana u slici
7 [28,29], a veza izmedu fluktuacije intenziteta rasprSene zrake,
pripadajuce autokorelacijske funkcije te difuzijskog koeficijenta, u slici 8
[30]. Osnovni princip je da se Cestice u uzorku osvijetljavaju laserom kao
izvorom koherentnog monokromatskim boje te se analiziraju fluktuacije u
intenzitetu rasprSenog svjetla pri odredenom kutu rasprSenja (najcesce
90°). Pri tom, intenzitet rasprSene zrake ovisi o kutu rasprsenja, veli€ini i
obliku Cestica (veée Cestice viSe rasprsuju "unaprijed"). Vazno svojstvo
Cestica je da se one u mediju nalaze u stanju nasumi¢nog Brown-ovog
gibanja te da se manje Cestice gibaju brze od vecih. Brzina Cestice, izrazena

kao omjer srednjeg kvadratnog pomaka cCestice <R?> iz pocetnog polozaja
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u vremenu t, u odnosu je s difuzijskim koeficijentom D [mZ2s1] preko

Einstein-ovog odnosa:

(®)_6p.

Difuzijski koeficijent je pak povezan s polumjerom Cestice preko Stokes -

Einstein-ove jednadzbe (vrijedi samo za sfericne Cestice):

__ kpT
- 3mNR

(9)

gdje je ks = Boltzmann-ova konstanta [JK'], T = temepratura, [K], n =

viskozitet medija, [Nm==2s], R - hidrodinamicki promjer, [m].

Pomocéu elektronicke komponente uredaja zvane korelator, mijeri se
"stupanj sli¢nosti" izmedu dva signala odvojena odredenim vremenskim
periodom ("vremenom uzorkovanja") pri ¢emu ta "slicnost" tj. korelacija
vremenski opada zbog nasumicnog gibanja. Relaksacijsko vrijeme gubitka

korelacije u signalu (=) u direktnoj je vezi s difuzijskim koeficijentom:
Dzz;qzm—nsin(g) (10)

gdje g oznacava valni vektor rasprsene zrake ovisan o kutu rasprsenja 6, n
je indeks loma medija a A valna duljina zracenja. U slucaju velikih Cestica
koje se gibaju sporo, intenzitet rasprSenja takoder fluktuira s duljim
karakteristicnim vremenom; obratno vrijedi za male Cestice. Iz izmjerene
autokorelacijske funkcije, softver regresijski pronalazi (,fita") najbolju
raspodjelu Cestica po veli¢ini dobivenu pomocu odgovarajuceg algoritma
(npr. CONTIN analiza). Pri tom, raspodjela moze biti utegnuta s obzirom na
broj, volumen ili intenzitet. Utegnutost s obzirom na intenzitet koriStena u
ovom radu, temelji se na Rayleigh-ovoj aproksimaciji da je intenzitet
rasprSenja proporcionalan Sestoj potenciji promjera Cestice-rasprsivaca.
Princip rada uredaja i njegove glavne komponente prikazane su u slici 7, a
primjer detektiranog signala i razlike u korelacijskim funkcijama za velike i

male cestice u slici 8 [28-30].
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Slika 7. Prikaz komponenti i principa rada uredaja za mjerenje veliine
Cestica tehnikom dinamickog rasapa svjetla. Laserska zraka (1) se
rasprSuje na Cesticama uzorka u kiveti (2). Detektor (3) mjeri intenzitet
rasprSene zrake te se smjesta pod kutom od 90° (za poluprozirne uzorke)
ili 175° (za vrlo zamucene uzorke). Prigusnik (4) se koristi za smanjenje
intenziteta laserske zrake kako bi se optimiziralo rasprsSenje. Signal kojeg
detektira detektor ulazi u korelator (5) koji usporeduje intenzitet i izvodi
brzinu variranja intenziteta. Konacno, informaciju o korelaciji koristi
racunalo sa softverom (6) prilikom analize podataka i dobivanje informacije
o veli¢ini. Slika preuzeta iz [29].

Velike Eestice Male Cestice
(a)
O O
%o o0
) Uw ) ”’«/WWA
(b)C(Q-T) C(q,7)
g0 —
[l omsrmmn em e o n e ———, (] e e ——— e
Log(;) LOQ(‘;)

Slika 8. Shematski prikaz vremenske fluktuacije rasprsene svijetlosti (a) i
ovisnosti autokorelacijske funkcije o logaritmu perioda uzorkovanja signala
(b) za velike Cestice (lijevo) i male Cestice (desno) prilikom mjerenja DLS.
Slika preuzeta i prilagodena iz [30].
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1.6.2. PALS

Tehnika elektroforeze uz analizu faze rasprsenog svjetla (eng. phase
analysis light scattering, PALS) temelji se na mjerenju pomaka faze
rasprsene svjetlosti i Doppler-ovog efekta, koji ovise o brzini Cestica.
Odredivanje brzine cestica se dakle vrsi usporedbom valne funkcije
rasprSene zrake u odnosu na referentnu zraku koja ne prolazi kroz uzorak.
Primjenom elektricnog polja u kiveti s uzorkom, za sto sluze dvije platinske
elektrode, elektrostatski nabijene Cestice se pocinju gibati Sto uzrokuje
Doppler-ov efekt i pomak u fazi rasprsene zrake [28,29]. Izmjerena brzina
Cestica se preraCunava u elektroforetsku pokretljivost preko njene

definicije:

e =v/E (11)

gdje je v brzina Cestice, a E jacina elektricnog polja. Dalje je moguce,
primjenom nekog od teoretskih modela kao npr. gore navedene
Smoluchowski-jeve jednadzbe, iz pokretljivosti izraCunati zeta-potencijal.
Vazno je naglasiti da je za mjerenje PALS, nuzno da uzorak barem
minimalno provodi el. struju, odnosno da posjeduje odredenu el.
provodnost. Princip rada uredaja i njegove glavne komponente prikazani su

u slici 9.
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Slika 9. Prikaz komponenti i princip mjerenja elektroforetske pokretljivosti
PALS tehnikom. Laser (1) se koristi za osvjetljavanje Cestica u uzorku pri
¢emu se, pomocu razdjelnika, laserska zraka cijepa na onu koja prolazi kroz
uzorak (A) i referentnu (B). Prvotna zraka prolazi kroz kivetu s uzorkom (2)
te se njena valna duljina i faza mjere pomocu detektora (3) detektira
rasprSena svjetlost pod kutom od 12,8°. Detektor potom Salje informacije
o fluktuaciji intenziteta svjetlosti u procesor signala (4). Konacno,
informacija se Salje u racunalo (5) gdje se softverom odreduje
elektroforetska pokretljivost i posljedicno zeta potencijal. Prigusnik (6) se
koristi za smanjenje intenziteta lasera i rasprSenja svjetla ukoliko se
detektira prevelika koli¢ina svjetla. Komponenta (7) se ugraduje unutar
puta rasprsenih zraka kako bi se odrzalo njihovo poravnanje. Slika preuzeta
iz [29].

1.6.3. VISECA KAPLJICA

Tehnika viseée kapljice (eng. pendant drop) koristi se u mjerenju
povrSinske napetosti tekuéine na granici faza tekucina/zrak ili
medupovrsSine izmedu dviju tekudina. Tekudina se potiskuje kroz usku
kapilaru (iglu) pri ¢emu dolazi do stvaranja kapi na njenom vrhu. Oblik
visece kapi odreden je njenim volumenom (o kojem ovisi i njena tezina) te
povrSinskom napetosc¢u. Potonja nastoji smanjiti povrsinu kapi i oblikovati
je u sferu, dok sila teza rasteze kap, Sto u mehanickoj ravnotezi rezultira
kruskolikim oblikom kapi. Povrsinska napetost racuna se na temelju Young

- Laplace-ove jednadzbe kojom se podesava (,fita") profil kapi:
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bp =y Gt (12)
Gdje je:

Ap = razlika tlakova unutar i izvan kapljice (u mehani¢koj ravnotezi
jednaka je tezini po jedinici povrSine), [Nm=2], y = povrSinska napetost,
[Nm1], R1i R2 = mjereni polumjeri zakrivljenosti, [m]. Ukoliko se mjerenje

vrsi pri dnu kapljice gdje je ona sferoidna, R1=R2 [3,31,32].

1.7. ORGANSKE BOJE I NJIHOVA TEHNOLOSKA PRIMJENA

Organski materijali se smatraju obecavaju¢im kandidatima za
optoelektronicku primjenu zbog specificnih fotofizikalnih svojstava
(apsorpcija i emisija). Dva najznacajnija podrucja u kojima se primjenjuju
amfifilne boje su bojanje vlaknastih materijala i laserska tehnologija [33].
Istrazivanja su pokazala da samoudruzivanje molekula boja ovisi o:
koncentraciji i kemijskoj strukturi boje, ionskoj jakosti, temperaturi i
prisustvu organskih otapala. Agregacija se povecava s povecanjem
koncentracije boje ili ionske jakosti te uvodenjem dugog alkilnog lanca, a
smanjuje porastom temperature, uvodenjem ionizirajuceg supstituenta ili
dodatkom organskih otapala [34-36]. Potonje se koristi u laserskoj
tehnologiji jer agregacija smanjuje laserska svojstava otopina boja.
Medutim, pokazalo se da se pri visokim koncentracijama agregati stvaraju
i u organskim otapalima te dolazi do pada laserske energije i pomaka
emisijskog spektra. Stoga, kontrola molekularnog pakiranja u agregatima
predstavlja tematiku mnogobrojnih istrazivanja s ciljem njihove primjene
[36-38].

Na razini elektronskog stanja, agregacija dovodi do cijepanja
energetskih razina pobudenog stanja molekule u agregatima u dvije razine
razli¢itih po energiji. Taj efekt objasnjava Kasha-ina ekscitonska teorija.
Zbog dva moguca rasporeda prijelaznih dipola kromofora u agregatu,

razlikujemo i dvije razlicite geometrije: J- i H-agregate. Kod prvotnih se
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kromofori nalaze u istoj ravnini (linearna struktura), a kod potonjih u
paralelnim ravninama (,sendvic" struktura). Geometrija se moze odrediti iz
apsorpcijskih spektara jer je kod J-agregata prisutan crveni pomak u

odnosu na vrpcu monomera, tj. plavi pomak kod H-agregata [35,39-41].

Kada boje nemaju na sebe vezani dugi hidrofobni lanac, uoc¢eno je da
se njihovi agregati razlikuju od samonakupina amfifila pokazujuéi nisku
povrSinsku aktivnost u odnosi na surfaktante. Zbog posjedovanja
aromatskih prstena najcesée dolazi do n- n interakcija pri ¢emu se ne
stvaraju sfericne micele vec Stapicasti (eng. rodlike) agregati. Posljedi¢no,
za razliku od agregacije surfaktanata, agregacija u otopinama boja nije
kooperativni proces vec se odvija u vise koraka: nastanak dimera, trimera,
tetramera itd. [36,42].

1.7.1. RODAMIN B

Rodamin B pripada skupini ksantenskih boja kojeg karakterizira
kovalentno vezana pobocna skupina na planarnu ksantensku grupu i
pozitivan naboj u molekuli [40]. Derivati rodamina primjenjuju se u
bioloSkom oslikavanju, fluorescentnoj mikroskopiji, DNA sekvenciranju,
uredajima za emitiranje svjetla na organskoj bazi (eng. organic light
emitting devices) te laserskim bojama. Stovise, mnoga postignuéa u
laserskoj tehnologiji ostvarena su koriStenjem upravo rodamina kao
aktivhog medija. U fluorescentnoj mikroskopiji, rodaminske boje se koriste
zahvaljuju¢i velikom kvantnom prinosu fluorescencije te izrazite
fotokemijske stabilnosti prilikom intenzivhog osvjetljavanja. Amfifilni
derivati rodamina sluze kao fluorescentne probe =za detekciju i
karakterizaciju samoudruzivanja lipida i proteina u razliCitim domenama
stanicne membrane [39,40,43-45].

Vedina pripadnika rodaminske klase boja su skloni agregaciji u vodi
uzrokujuéi perturbacije u elektronickom ponasanju ¢ime se objasnjava
njilhovo odstupanje od Lambert - Beerova zakona uocenog
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spektrofotometrijskim studijama i kod ostalih boja [36,37,44]. U slici 10.,
prikazani su kemijska struktura i karakteristiCan apsorpcijski spektar za
monomer i dimer rodamina B u vodi [34]. Valna duljina maksimalne
apsorbance iznosi oko 560 nm. Agregacijom (dimerizacijom) monomera
dolazi do smanjenja intenziteta apsorpcije i pojave novog maksimuma

karakteristiCnog za dimere [40].

Ccl

+_
(C,H,N l 0 l N(C,H,),
/
I COOH

Slika 10. Prikaz apsorpcijskog spektra dimera (isprekidana crta) i monomera
(puna crta) rodamina B u vodi (lijevo) te kemijske strukture (desno). Slika
preuzeta i izmijenjena prema [34].
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1.7.2. ORANGE II

Azo boje su najvecéa klasa organskih boja. Sadrze jednu ili vise azo
veza (-N=N-) kao kromofornu grupu vezanu za aromatske strukture koje
mogu sadrzavati funkcionalne skupine poput hidroksilne ili sulfonske [46].
Orange II (Acid Orange 7) je anionska azo boja koja se najcesSce
upotrjebljava u tekstilnoj, prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj
industriji. Ionske azo boje, smatraju se amfifilnima jer su ne-ionske skupine
kovalentno vezane za nabijenu skupinu glave [42,47,48]. Struktura orange
IT uklju€uje hidroksilnu grupu o orto-polozaju u odnosu na azo grupu zbog

¢ega dolazi do azo-hidrazonske tautomerizacije i nastajanja dva tautomera.
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Svaki tautomer pokazuje kiselo-baznu ravnotezu, a literaturno su
zabiljezene razliCite pKa vrijednosti u rasponu od 10,6 - 11,4. pKa
vrijednosti su viSe u odnosu na naftol bez obzira na poziciju -OH skupine
zbog stvaranja unutarmolekulskih vodikovih veza. U slici 11, prikazani su
kemijska struktura i karakteristiCan apsorpcijski spektar za orange II.
Spektar pokazuje slicnosti s rodaminom B pri ¢emu je maksimalna valna
duljina apsorbance ,plavo™ pomaknuta i iznosi oko 480 nm s pojavom

»,ramena" vrpce u podrucju izmedu 350 i 450 nm [49].

0.8 T T " T v T
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Slika 11. Prikaz apsorpcijskog spektra orange II boje u vodi (lijevo) te
kemijske strukture (desno). Slika preuzeta i prilagodena prema [49].
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2. TEMA, CIL] TE ZADACI ISTRAZIVANJA

Tema diplomskog rada je istrazivanje primjenjivosti i dosega pojedinih
fizikalno-kemijskih mjernih tehnika, u prvom redu spektrofotometrije u
UV/VIS podrucju, dinamickog rasapa svjetla (DLS), mjerenja
elektroforetske pokretljivosti nanocestica te povrsinske napetosti na granici
faza voda/zrak, za dobivanje Sto preciznije slike o ravnoteznom faznom
dijagramu kao i dinamici samonakupljanja amfifilnih organskih boja. Cilj je
razviti metodologiju za odredivanje odnosa naboj-struktura
samonakupljenih amfifila na temelju fizikalnih veli¢ina izmjerenih
navedenim tehnikama, te primjenjujuéi interpretaciju koja ujedinjuje

eksperimentalne rezultate u svjetlu dostupnih fizikalno-kemijskih modela.

ZADACT.:

1) Sinteza amfifilnih organskih boja reakcijama supstitucije, njihovo
procCiS¢avanje te analiza kemijske strukture novosintetiziranih
spojeva

2) Priprema disperzija sintetiziranih amfifila u precizno kontroliranom
rasponu koncentracije te ionske jakosti vodenog medija

3) Provedba mjerenja pri precizno kontroliranim uvjetima koncentracije
amfifila i ionske jakosti medija:

o Spektrofotometrijske kiselinsko-bazne titracije
e Mjerenje raspodjele velic¢ine Cestica (dinamicki rasap svjetla)
e Mjerenje elektroforetske pokretljivosti cestica (analiza faze
rasprsenog svijetla)
e Mjerenje povrSinske napetosti na granici faza voda/zrak
(analiza oblika kapljice)
4) Statisticka analiza i obrada izmjerenih podataka
5) Interpretacija eksperimentalnih rezultata objedinjenim pristupom, u

svjetlu uvrijezenih teoretskih modela
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3. MATERIJALI I METODE

3.1.Kemikalije i reagensi

e Rodamin B (SIGMA-ALDRICH Co, SAD)

e Orange-II, natrijeva sol (SIGMA-ALDRICH Co, SAD)

e Cezijev karbonat (SIGMA-ALDRICH Co, SAD)

e 1-jodododekan (SIGMA-ALDRICH Co, SAD)

e Dodekanoil-klorid (SIGMA-ALDRICH Co, SAD)

e N,N - dimetilformamid (Acros Organics, Belgija)

e Metanol (CARLO ERBA Reagents, Francuska)
e Diklormetan (BDH Prolabo Chemicals, UK)

e Piridin, bezvodni (Acros Organics, Belgija)

e Amberlite IRA-400 klorid (SIGMA-ALDRICH Co, SAD)

e Silika gel (Silica 60 &, 0,04-0,06 mm)
(Macherey-Nagel, Njemacka)

e Puferi za kalibraciju (2.00, 4.01, 7.001i 10.01)
(Hamilton Bonaduz AG, évicarska)

e Vodena otopina klorovodicne kiseline
(Avantor Performance Materials, Poljska)

e Vodena otopina kalijeva hidroksida
(Avantor Performance Materials, Poljska)

e Vodena otopina kalijeva klorida
(BDH Prolabo Chemicals, UK)
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3.2.Sinteza spojeva

3.2.1. Dodecil-2-[(3E)-(6-dietilamino)-3-(dietillimino)-3H-
ksanten-9-il]benzoat (boja 1)

Boja 1 sintetizirana je metodom koju su razvili Tatyana I. Rokitskaya
i suradnici [50] uz odredene izmjene. Otopini rodamina B (550 mg, 1,15
mmol) u 2,5 ml metanola dodaje se vodena otopina cezijevog-karbonata
(0,3 ml, 1M). Reakcijska smjesa je grijana (100°C) i mijeSana u vodenoj
kupelji do klju€anja, ohladena na sobnu temperaturu te je otapalo uklonjeno
in vacuo. Zaostaje kruti produkt koji se susi u eksikatoru preko nodi i koristi

bez daljnjeg procis¢avanja.

Smjesa cezijeve soli rodamina B (1,15 mmol, 1 ekv.) i 1-
jodododekana (560 ul, 679 mg, 2,29 mmol, 2 ekv.) otopljeni su u N,N-
dimetilformamidu (5 ml). Reakcijska smjesa je grijana (60°C) i mijeSana u
vodenoj kupelji 10 sati te mijeSana na sobnoj temperaturi tijekom 4 dana.
Nakon provjere dobivenog produkta tankoslojnom kromatografijom,
otapalo je uklonjeno in vacuo te je produkt prociséen dvjema kolonskim
kromatografijama sa silika gelom uz diklormetan/metanol (DCM/MeOH)
(30:1) kao eluens. Prva frakcija, izolirana je kao uljasti produkt, ljubicaste
boje. Produkt je zatim otopljen u metanolu (5 ml) te je u reakcijsku smjesu
dodan Amberlite IRA-400 klorid (1 g), a smjesa se zagrijava (60°C) uz
mijeSanje 2 sata. Reakcijska smjesa je filtrirana, te je otapalo iz filtrata
uklonjeno in vacuo. Izoliran je uljasti produkt tamnoljubi¢astog obojenja
(boja 1) (247,7 mg, 33%).

1H NMR (400 MHz, CDsCl/CD30D): &/ppm= 0,88 (t, J=6,90 Hz, 3H, C?%H>),
1,14-1,28 (m, 18H, C°H>, C?°H>, C?'1H>, C??H>, C?3H>, C?**H2, C?°H2, C?%H;,
C?’H>), 1,35 (t, J= 7,14 Hz, 12 H, C?H3s, C*H3, C®H3, C8H3), 1,44 (q, J=7,06
Hz, 2H, C!%H>), 3,64 (q, J=7,23 Hz, 8H, C'H2, C’H>, C°'Hz, C"'H>), 4,02 (t,
J= 6,60 Hz, 2H, C*H>), 6,82 (d, J= 2,41 Hz, 2H, C*H, C°H ), 6,84 (d, J=9,54
Hz, 2H, C!H, C8H), 7,11 (d, J= 9,47 Hz, 2H, C2H, C’H), 7,32 (dd, J= 7,34,
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1,38 Hz, 1H, C!1H), 7,78 (td, J=7,68, 1,52 Hz, 1H, C13H), 7,83 (td, J=7,50,
1,53 Hz, 1H, C12H), 8,31 (dd, J= 7,80, 1,48 Hz, 1H, C1*H)

UV-Vis (CH2Cl2): Amax/nm= 352, 556, log €= 4,55;

Fluorescencija (CH2Clz, Aex/nm= 550): Aem/nm= 561.

Molekulska formula:

CaoHs5CIN,O3

Molekulska masa:

649,36 gmol™?

3.2.2. Natrijev 4-[(E)-2-[2-(dodekanoiloksi)naftalen-1-
ilJdiazen-1-il]lbenzen-1-sulfonat (boja 2)

Orange-II (1g, 2,87 mmol, 1 ekv.) otopljen je u bezvodnom piridinu
(13 ml) te je otopina ohladena u ledenoj vodenoj kupelji na 0°C. U
reakcijsku smjesu je dokapavan dodekanoil-klorid (2,2 ml, 9,37 mmol, 3,3
ekv.) kroz 15 minuta. Reakcijska smjesa se 24 sata mijeSa na sobnoj
temperaturi te se blago zagrijava (40°C) tijekom 4 sata. Nakon provjere
dobivenog produkta tankoslojnom kromatografijom, otapalo je uklonjeno in
vacuo te je produkt prociséen dvjema kolonskim kromatografijama sa silika
gelom uz diklormetan/metanol (DCM/MeOH) (prvo 40:1, poslije 15:1) kao
eluens. Produkt, boja 2, izolirana je kao krutina tamnonarancastog obojenja
(703,8 mg, 46%).

1H NMR (400 MHz, CD3Cl/CD30D): &/ppm= 0,89 (t, J= 7,01 Hz, 3H, C26H>),
1,29-1,41 (m, 16H, CI8Hz, C19H,, C20H>, C21H,, C22H>, C23H,, C2*Ha, C25H3),
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1,73 (q, J= 7,33 Hz, 2H, C17Hz), 2,57 (t, J= 7,14 Hz, 2H, C6H>), 7,29 (d,
J=9,52 Hz, 1H, C3H), 7,59 (dd, J= 9,46, 2,43 Hz, 2H, CSH, C’H), 7,96-8,08
(m, 6H, C*H, C5H C1°H, C!1H, C13H, C1%H), 8,31 (dd, J= 7,67, 1,42 Hz, 1H,
C8H)

UV-Vis (CH2Cl2): Amax/nm= 361, 402, 485, log €= 3,95;

Fluorescencija (CH2Clz, Aex/nm= 480): ne fluorescira

5
7
Molekulska formula:
8 4a
4
8a | CysH33N2NaOsS
1\ 3
M 2 .
0 I 16 18 2 - ” 2 Molekulska masa:
1129 " 015 EHa
Na | 17 19 71 73 7 532,63 gmol?
[u]
\ el A 0
5
]
3.3.Metode

3.3.1. Kromatografske metode

Tankoslojna kromatografija: Za pradenje i provjeru tijeka reakcije
koristila se tankoslojna kromatografija na TLC ploCicama presvucenima
slojem silika-gela (Macherey-Nagel (Njemacka) 0,20 mm silica gel 60 A sa
fluorescentim indikatorom UV2s4), uz UV-lampu valnih duljina 254 i 365
nm. Kao mobilna faza koristio se sustav otapala diklormetan/metanol
(DCM/MeOH) u omjeru 9:1.

Kromatografija na stupcu: S ciljem izolacije i procis¢avanja zeljenih
produkata koristila se kromatografija na stupcu sa silika gelom (Macherey-

Nagel (Njemacka), Silica 60 A&, 0,04-0,06 mm) te sustavom otapala
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diklormetan/metanol (DCM/MeOH) u razli¢itim omjerima kao mobilnom

fazom.

3.3.2. Spektroskopske metode

NMR spektroskopija: 'H NMR spektri snimljeni su u Laboratoriju za
spektroskopiju NMR, Kemijskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog
fakulteta u Zagrebu pomocu spektrometra Briiker Avance III HD 400 MHz.
Za pripremu uzoraka za snimanje koristila su se deuterirana otapala

(diklormetan i metanol).

UV/VIS spektrofotometrija: UV/VIS spektri snimljeni su u kivetama
pomocu spektrofotometra Agilent Cary 60 UV-Vis (SAD) u valnom podrucju
apsorpcije od 350 do 650 nm za suspenzije uzoraka odredene pH

vrijednosti, ionske jakosti i koncentracije.

3.3.3. Odredivanje velicine, elektroforetske pokretljivosti i

povrsinske aktivnosti ispitivanih uzoraka

Za analizu veli¢ine i zeta potencijala (elektroforetske pokretljivosti)
suspenzija koloidnih cestica uzoraka koristio se Brookhaven NanoBrook
OMNI zetasizer. Raspodjela po veliCinama nanocestica odredena je
tehnikom dinamickog rasapa svjetla (eng. Dynamic Light Scattering, DLS)
tako da su se podesili parametri temperature (25°C), broj ciklusa mjerenja
(15), kuta rasprsenja (90°C) te algoritma za distribuciju veli¢ina (Contin).
Koristi se 35 mW laser s crvenom diodom te nominalne valne duljine od 640

nm.

Analiza faze rasprsSenog svijetla (eng. Phase Analysis Light Scattering,

PALS) koristila se za mjerenje elektroforetske pokretljivosti koloidnih
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Cestica uz podeSene parametre kao i za DLS (izuzev Contin algoritma) te

odabirom Smoluchowski modela za analizu podataka.

PovrSinska aktivnost odredena je tehnika viseée kapljice (eng. Pendant
drop method) primjenom uredaja za mjerenje kontaktnog kuta, Drop Shape
Analyzer, Kriss. Povrsinska napetost izracunata je iz oblika kapi koristedi
Young-Laplace - ovu jednadzbu. Prije poCetka mjerenja potrebno je podesiti
visinu stabilizacije slike s obzirom na kut gledanja. U eksperimentima visece
kapljice, kut gledanja iznosi 0°, a visina 5.0 mm. Dodatno, potrebno je
unijeti parametar promjera iglice radi kalibracije koji je potreban za

izraCunavanje povrsinske napetosti.

3.3.4. Priprema uzoraka

Uzorci amfifilnih boja, boja 1 i 2, otopljeni su u dekarboniziranoj vodi
tvoreéi mati¢nu otopinu najvece koncentracije koja se koristila za daljnja
razrjedenja i pripremu odredenog koncentracijskog raspona. Pripremljena
su po dva seta uzoraka razliCitih ionskih jakosti (I=1x10"3Mil=
1 x 1072M). Boja 1 analizirana je u pH rasponu 2-7,50 (viSa ionska jakost) i
3-7,50 (niza ionska jakost) za koncentracijski raspon c¢=2x10"2M—
5x 107°M) dok je boja 2 analizirana u pH rasponu 5,5-11 (viSa ionska
jakost) i 5,5-10 (niza ionska jakost) za koncentracijski raspon c¢ =
2x1072M — 2,5 % 107°M). Za mjerenje pH koristen je pH metar (Metrohm
799 GPT Titrino) pri ¢emu se jednom tjedno vrSila kalibracija uredaja
koristedi 4 standardne puferske otopine (pH: 2, 4, 7 i 10) koje su prethodno

termostatirane na 25°C pomocu termostata (IKA IC Control Thermostat).

Za titraciju uzoraka koriStene su vodena otopina kalijeva hidroksida i
klorovodicne kiseline (obje 0,25 M) kako se njihovim dodavanjem ne bi

pretjerano mijenjala koncentracija uzorka.
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4. REZULTATI

4.1. Spektrofotometrija u UV i vidljivom podrucju

Samonakupljanje boja u vodenom mediju moze imati znacajan utjecaj
na njihova elektronska stanja te interakciju s elektromagnetskim zracenjem
koje je mogucde proucavati tehnikom spektrofotometrije u UV/VIS podrucju.
S ciljem istrazivanja razlike u elektronskim stanjima novosintetiziranih
derivata i polaznih boja, snimljeni su apsorpcijski spektri u podrucju valne
duljine elektromagnetskog zracenja (EM) (350 — 650 nm) pri variranim pH
vrijednostima oko pKa vrijednosti polaznih spojeva (3,1 za RBi 11,4 za O2
[51,52]). U slikama 12 i 13 prikazani su redom UV/VIS spektri za rodamin
B (RB) i boju 1 te orange-II (02) i boju 2.

Apsorpcijski spektri za RB i boju 1 pokazuju maksimalne apsorbance
pri valnim duljinama 560 nm i 350 nm uz pojavu ramena u podrucju 520 -
540 nm. Usporedbom apsorpcijskih maksimuma za RB pri variranom pH,
moguce je uociti da deprotonacija slobodne karboksilne grupe rodamina B,
pomic¢e Amax prema kracoj valnoj duljini (plavi pomak) te smanjuje
apsorpcijski intenzitet. Spektar boje 1 pokazuje gotovo identi¢nu strukturu
kao i za RB, no kod boje 1 viSe nije uocljiv trend apsorpcijskog maksimuma
u ovisnosti o pH, ve¢ su vrijednosti maksimuma apsorbance nasumicne
odnosno ne ovise o pH otopine. Takoder, s obzirom da je spektar za boju 1
odreden pri 10 puta vecoj koncentraciji, moguce je uocCiti smanjenje
apsorpcijskog koeficijenta u cijelom podrucju valne duljine u odnosu na

polazni spoj.

Apsorpcijski spektar za 02 pokazuje maksimalnu apsorbancu pri
valnoj duljini oko 485 nm uz pojavu ramena u podruc¢ju 370 - 430 nm.
Deprotonacijom slobodne hidroksilne skupine polazne boje, moguce je
uociti povecanje apsorpcijskog intenziteta u podrucjima valnih duljina 350-

370 nm i 530 - 600 nm, odnosno smanjenje intenziteta u preostalom dijelu

33



spektra uz pojavu izozbestnih tocaka (374 nm i 530 nm). Spektar za boju
2 pokazuje znacajnu razliku u valnom podrucju 350 - 450 nm gdje izostaje
uzlazni trend spektra do postizanja Amax. Vezanjem alifatskog lanca nije vise
uocljiv trend ovisnosti intenziteta apsorpcije o pH u cijelom podrucju valne
duljine. Apsorpcijski spektri za boju 2 u cijelom podrucju valnih duljina sli¢ni
su spektru deprotonirane forme polazne boje 02. Takoder, bududi da su
spektri za oba spoja odredeni pri istim koncentracijama, moguce je
primijetiti smanjenje apsorpcijskog koeficijenta izuzev podrucja najnizih

valnih duljina.
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Slika 12. Apsorpcijski spektri u UV/VIS podruéju valnih duljina EM zracenja
izmjerenih za RB (¢ =5 x 107 M) (gore) i boju 1 (c =5 x 10™> M) (dolje) pri
ionskoj jakosti 10 mM (KCI) i variranim pH vrijednostima prikazanim na
legendi te T=298,15 K. Umetak prikazuje uvecani dio spektra oko Amax=560
nm.
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Slika 13. Apsorpcijski spektri u UV/VIS podruéju valnih duljina EM zracenja
izmjerenih za 02 (c =5 x 107° M) (gore) i boju 2 (¢ =5 x 1075 M) (dolje) pri
ionskoj jakosti 10 mM (KCI) i variranim pH vrijednostima prikazanim na
legendi te T=298,15 K.

Na temelju izmjerenog apsorpcijskog spektra za orange 1II,
eksperimentalno je odredena krivulja deprotonacije te konstanta
disocijacije (pKa) hidroksilne skupine prema modelu Henderson-

Hasselbalchove jednadzbe za monoprotonsku kiselinu :

A=Ap ——=F2b (11)

P JopKa—pH1q
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Pritom Ap oznacCava vrijednost apsorbance Ciste deprotonirane forme te
iznosi oko 0,52 dok je Ap apsorbanca Ciste protonirane forme. Najbolji opis
eksperimentalnih podataka (,fit") dobiven je nelinearnom regresijom
metodom najmanjih kvadrata za pKa 11,093. Navedeni rezultati prikazani su

u slici 14.
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Slika 14. Ovisnost apsorbance pri 480 nm o pH otopine za orange II. Prazni
kvadratii predstavljaju eksperimentalne vrijednosti apsorbance izmjerene
pri 480 nm dok je titracijska krivulja (puna linija) dobivena fitanjem
eksperimentalnih  vrijednosti koristedi Henderson-Hasselbalch-ovu
jednadzbu, pKa=11,09. T=298,15 K

4.2. Mjerenje povrsinske napetosti i kriticna koncentracija
samonakupljanja

S ciljem istrazivanja povrsinske aktivnosti amfifilnih derivata polaznih
boja, izmjerene su povrsinske napetosti u ovisnosti o koncentraciji boja te

pri variranim ionskim jakostima (KCI): 10 mM i 1 mM. Rezultati

2 Qvaj podatak odreden je kemometrijskim pristupom odnosno multivarijantnom regresijom iz eksperimentalnih
spektara. S obzirom da se radi o doprinosu kolege Nine PoZara te tematski izlazi iz okvira ovog rada, sam postupak
nije prikazan.

3 Za nelinearnu regresiju metodom najmanijih kvadrata koristen je MS EXCEL Solver
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eksperimenta prikazani su u slici 15 (boja 1) i 16 (boja 2). Kod obiju boja
moguce je uociti da se povecanjem koncentracije, povrSinska napetost
otopine inicijalno smanjuje te postaje konstantna oko vrijednosti 30
mNm! uz karakteristican ostri  pregib. KriticCha koncentracija
samonakupljanja (eng. critical concentration of self-assembly, CC?%) za
proucavane amfifilne boje odredena je kao sjeciste dvaju ekstrapoliranih
pravaca za obje ionske jakosti. Kod boje 1, kriticCha koncentracija iznosi
0,25 mM pri viSoj ionskoj jakosti dok je pri nizoj ta vrijednost veca
(CC=0,33 mM). Za boju 2 CC vrijednosti iznose 0,25 mM za obje ionske
jakosti. Vrijednosti kriticnih koncentracija pri razli¢itim ionskim jakostima

za obje boje prikazani su u tablici 2.
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Slika 15. Ovisnost povrsinske napetosti o koncentraciji za boju 1
pri variranim ionskim jakostima (KCl): (=) 10 mM; (s) 1 mM, pH=3,5
te 7=298,15 K. Umetak prikazuje uvecéani dio grafa pri nizim
koncetracijama. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina
ponovljenih mjerenja + standardna devijacija.

4 Ova veli¢ina se literaturno poistovjeéuje s CMC, medutim u ovom radu je odabrana da se naglasi kako se ne
radi o micelizaciji, ve¢ o drugoj vrsti asocijacije
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Slika 16. Ovisnost povrsSinske napetosti o koncentraciji za boju 2 pri
variranim ionskim jakostima (KCl): (=) 10 mM; (=) 1 mM, pH=5,5 te
T=298,15 K. Umetak prikazuje uvecani dio grafa pri nizim koncetracijama.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina ponovljenih mjerenja +
standardna devijacija.

Tablica 2. Prikaz kriti¢nih koncentracija samonakupljanja za boju 1i 2 pri
variranim ionskim jakostima, pH=3,5 (boja 1), 5,5(boja 2) te T=298,15 K.

CC/ mM
I 4f boja 1 boja 2
' 0,33 0,25
10 0,25 0,25
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4.3. Mjerenje dinamickog rasprsenja svjetla i elektroforetske
pokretljivosti

S ciljem istrazivanja dosega procesa samonakupljanja amfifilnih boja,
primijenjena je tehnika dinamickog rasprsenja svjetla (DLS). Odredena je
ovisnost izmjerene raspodjele vezikula®> po promjeru, o koncentraciji
dodanih novosintetiziranih surfaktanata. S ciljem utvrdivanja stabilnosti,
DLS eksperiment je ponovljen pri istim uvjetima nakon 2 tjedna. Takoder,
s ciljem odredivanja elektrostatskog naboja na povrsini ¢estica, izmjerena
je ovisnost elektroforetske pokretljivosti o ukupnoj koncentraciji

surfaktanata u sustavu.

Srednja vrijednost promjera Cestica i polidisperznost® u ovisnosti o pH
u koncentracijskom rasponu iznad CC (u rasponu 0,25 - 5 mM) te pri
ionskoj jakosti (I=10 mM) su prikazani u slikama 17 i 18 (uzorak boje 1) te
19 i 20 (uzorak boje 2). Kod boje 1 sve vrijednosti hidrodinamickog
promjera pri variranim pH nalaze se unutar raspona od 50 nm, dok ta razlika
kod boje 2 iznosi oko 20 nm. Takoder se niti vrijednostii polidisperznosti za
boju 1 (slika 18) ne razlikuju promjenom pH vrijednosti suspenzije te se
nalaze unutar raspona od 0,1. Sli¢ni rezultati su dobiveni i za boju 2 (slika
20).

5 Napomena: u &itavom prikazu rezultata koristit ¢e se pojam vezikula
6 Po definiciji, indeks polidisperznosti je kvadrat omjera standardne devijacije i srednje vrijednosti
hidrodinamickog promjera dobivenih DLS mjerenjem
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Slika 17. Hidrodinamicki promjer (Dn) vezikula boje 1 u ovisnosti o pH
otopine, izmjeren tehnikom DLS pri razli¢itim koncentracijama (prikazano
na legendi) i ionskoj jakosti (KClI) 10 mM. Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja + standardna devijacija.
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Slika 18. Polidisperznost vezikula boje 1 u ovisnosti o pH otopine,
izmjerena tehnikom DLS pri razli¢itim koncentracijama (prikazano na
legendi) i ionskoj jakosti (KCI) 10 mM. Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja

T=298,15 K

+ standardna devijacija.
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Slika 19. Hidrodinamicki promjer (Du) vezikula boje 2 u ovisnosti o pH
otopine, izmjeren tehnikom DLS pri razli¢itim koncentracijama (prikazano
na legendi) i ionskoj jakosti (KClI) 10 mM. Rezultati su prikazani kao
aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja =+ standardna devijacija.
T=298,15 K
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Slika 20. Polidisperznost vezikula boje 2 u ovisnosti o pH otopine,
izmjerena tehnikom DLS pri razli¢itim koncentracijama (prikazano na
legendi) i ionskoj jakosti (KCI) 10 mM. Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredina 15 ponovljenih mjerenja =+ standardna devijacija. T=298,15 K

U nastavku su prikazani rezultati mjerenja DLS tehnikom pri tocno
odredenoj pH vrijednosti vodene otopine boje 1 i boje 2, u ovisnosti o

koncentraciji i ionskoj jakosti. Ti rezultati su izdvojeni iz gore prikazanih
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podataka. U slikama 21 i 22 prikazani su hidrodinamicki promjer vezikula i
polidisperznost za boju 1, izmjereni odmah, odnosno dva tjedna nakon
dispergiranja pri vecoj ionskoj jakosti (10 mM KCI), pH=3,5 i T=298,15 K.
Promjer vezikula izmjeren odmah nakon priprave uzoraka nalazi se u
rasponu od 200 do 250 nm izuzev pri najnizoj koncentraciji gdje on iznosi
oko 400 nm i gdje je odstupanje podataka najvece. Nakon 2 tjedna, veliina
vezikula je veca za ili manje od 50 nm, osim pri najnizoj koncentraciji gdje
je izmjerena veli¢ina manja od 250 nm. Ovisnost polidisperznosti vezikula
kako o vremenu tako i koncentraciji pokazuje silazni trend. Nakon dva
tjedna vezikule u otopinama postaju uniformnije s vrijednos¢u PDI<O0,2 pri
c¢emu je jedina iznimka vrijednost izmjerena pri najnizoj koncentraciji (0,25
mM).
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Slika 21. Hidrodinamicki promjer (Dn) vezikula boje 1 u ovisnosti o
koncentraciji izmjeren tehnikom DLS odmah nakon priprave uzorka (=) te
nakon 2 tjedna (°) pri ionskoj jakosti (KCI) 10 mM, pH=3,5i T=298,15 K.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja
standardna devijacija.
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Slika 22. Polidisperznost vezikula boje 1 u ovisnosti o koncentraciji
izmjerena tehnikom DLS odmah nakon priprave uzorka (=) te nakon 2
tjedna (=) pri ionskoj jakosti (KCI) 10 mM, pH=3,5i T=298,15 K. Rezultati
su prikazani kao aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja + standardna

devijacija.

U slikama 23 i 24 prikazani su rezultati promjera i polidisperznosti za
istu boju izmjerenih pri nizoj ionskoj jakosti (1 mM), pH=3,5i 7T=298,15 K,
odmah nakon priprave uzorka te nakon dva tjedna. Na pocletku mijesanja
veliCina vezikula je u rasponu od 350 do 550 nm te postize maksimalnu
vrijednost (700 nm) pri koncentraciji boje 0,5 mM uz najvedi rasap
podataka. Nakon dva tjedna promjer se smanjuje u citavom
koncentracijskom rasponu, a razlika je izrazenija nego pri viSoj ionskoj
jakosti te iznosi =200 nm. Polidisperznost se takoder smanjuje s vremenom
pa vrijednost nakon dva tjedna iznosi oko 0,2. Dodatno, koncentracijski
trend polidisperznosti prisutan odmah po dispergiranju boje 1 viSe nije

uocljiv nakon 2 tjedna.
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Slika 23. Hidrodinamicki promjer (Dn) vezikula boje 1 u ovisnosti o
koncentraciji, izmjeren tehnikom DLS odmah nakon priprave uzorka (=) te
nakon 2 tjedna (¢) pri ionskoj jakosti (KCl) 1 mM, pH=3,5 i T=298,15 K.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja
standardna devijacija.
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Slika 24. Polidisperznost vezikula boje 1 u ovisnosti o koncentraciji,
izmjerena tehnikom DLS odmah nakon priprave uzorka (=) tenakon 2 tjedna
(=) pri ionskoj jakosti (KCl) 1 mM, pH=3,5 i T=298,15 K. Rezultati su
prikazani kao aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja + standardna
devijacija.
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Promjeri vezikula i polidisperznost za boju 2, prikazani su u slikama
25, odnosno 26 za visu ionsku jakost (10 mM) te 27, odnosno 28 za nizu
ionsku jakost (1 mM). Odmah nakon dispergiranja boje promjer iznosi oko
200 nm, s tim da su vece vrijednosti (oko 300 nm) izmjerene pri najvisoj i
najnizoj koncentraciji boje (10 mM i 0,25 mM) gdje je preciznost podataka
manja. Nakon dva tjedna, moguce je uociti promjenu promjera za =50 nm.
Najveca vrijednost (oko 300 nm) je izmjerena pri najnizoj koncentraciji
(0,25 nm) uz najvele odstupanje podataka te se gotovo podudara s
vrijednosSc¢u izmjerenom odmah nakon priprave uzorka. Polidisperznost u
oba slucaja (slika 26) se krece unutar raspona 0,35<PDI<0,40 dok razlika
u odnosu na vrijeme mjerenja iznosi manje od 0,1. Veca odstupanja
polidisperznosti zabiljezena su pri najnizoj i najviSoj koncentraciji Sto

korelira s veli¢inom vezikula.
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Slika 25. Hidrodinamicki promjer (Dx) vezikula boje 2 u ovisnosti o
koncentraciji, izmjeren tehnikom DLS odmah nakon priprave uzorka (=) te
nakon 2 tjedna (=) pri ionskoj jakosti (KCl) 10 mM, pH=5,5 i 7T=298,15 K.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja +
standardna devijacija.
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Slika 26. Polidisperznost vezikula boje 2 u ovisnosti o koncentraciji,
izmjerena tehnikom DLS odmah nakon priprave uzorka (=) te nakon 2 tjedna
(¢) pri ionskoj jakosti (KCl) 10 mM, pH=5,5 i T=298,15 K. Rezultati su
prikazani kao aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja *+ standardna
devijacija.

Pri nizoj ionskoj jakosti (1 mM, slika 27) promjer vezikula poprima
vrijednost oko 200 nm kao i pri viSoj ionskoj jakosti, medutim vremenski
trend vise nije uocljiv. Najvele odstupanje moguce je uociti kod podatka
izmjerenog pri koncentraciji boje 1 mM gdje je promjer vezikula bitno vedi
za oko 50 nm od ostalih izmjerenih vrijednosti. Polidisperznost agregata
(slika 28) krece se u rasponu 0,35<PDI<0,40 pri ¢emu su odstupanja od
prosjeka za podatke izmjerene dva tjedna nakon priprave uzorka, najveca

pri nizim koncentracijama boje 2.
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Slika 27. Hidrodinamicki promjer (Dun) vezikula boje 2 u ovisnosti o
koncentraciji, izmjeren tehnikom DLS odmah nakon priprave uzorka (=) te
nakon 2 tjedna (°) pri ionskoj jakosti (KCl) 1 mM, pH=5,5 i T=298,15 K.
Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja +
standardna devijacija.
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Slika 28. Polidisperznost vezikula boje 2 u ovisnosti o koncentraciji,
izmjerena tehnikom DLS odmah nakon priprave uzorka (=) te nakon 2 tjedna
(=) pri ionskoj jakosti (KCl) 1 mM, pH=5,5i T=298,15 K. Rezultati su prikazani
kao aritmeticka sredina 15 ponovljenih mjerenja + standardna devijacija.
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Rezultati mjerenja ovisnosti elektroforetske pokretljivosti za boju 1 o
koncentraciji pri variranim ionskim jakostima, pH=3,5 i T7T=298,15 K
prikazani su u slici 29. Izmjerene su pozitivne vrijednosti elektroforetske
pokretljivosti pri objema ionskim jakostima. Pri viSoj ionskoj jakosti,
povecanjem koncentracije boje elektroforetska pokretljivost pokazuje
uzlazni trend do postizanja maksimalne vrijednosti od 5 pm-cm-V-1.s71,
Smanjenjem ionske jakosti elektroforetska pokretljivost poprima nize
vrijednosti izmedu 1 i 2 ym-cm-V-1:s71, s manjom rasprsenosS¢u podataka
izmjerenih pri konstantnoj koncentraciji te manjom varijancom prilikom

promjene koncentracije.

Boja 2 formira vezikule za koje su izmjerene negativne vrijednosti
elektroforetske pokretljivosti (slika 30). U ovisnosti o koncentraciji, pri viSoj
ionskoj jakosti (10 mM) mogude je uociti razliCite trendove podataka, s
izrazenim minimumom pe pri ¢(boja 2)=1 mM. Smanjenjem ionske jakosti
na 1 mM, elektroforetska pokretljivost poprima vece negativne vrijednosti
pue = -8 pm-cm-V-1.s'1, Veéi rasap podataka izmjerenih pri konstantnoj

koncentraciji uocljiv je pri vecoj ionskoj jakosti.
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Slika 29. Elektroforetska pokretljivost za boju 1 u ovisnosti o koncentraciji,
izmjerena tehnikom PALS pri variranim ionskim jakostima (KCl): (=) 10 mM;
(/) 1 mM, pH=3,5 i T=298,15 K. Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredina ponovljenih mjerenja + standardna devijacija.
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Slika 30. Elektroforetska pokretljivost za boju 2 u ovisnosti o koncentraciji,
izmjerena tehnikom PALS pri variranim ionskim jakostima (KCl): (=) 10 mM;
(°) 1 mM, pH=5,5 i T=298,15 K. Rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredina ponovljenih mjerenja + standardna devijacija.
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5. RASPRAVA

Jednostavnim reakcijama nukleofilne supstitucije sintetizirani su
amfifilni derivati organskih boja Rodamina B i Orange-II uvodenjem
alkilnog, hidrofobnog lanca 12 C-atoma. S ciljem istrazivanja moguce
primjene tih sustava izmjerena su njihova koloidna svojstva, tj. tip, veli¢ina
i stabilnost samonakupljenih vezikula, u ovisnosti o ionskim uvjetima u
vodenom mediju. Rezultati provedenih eksperimenata ¢e u ovom poglavlju
biti sagledani u svjetlu odnosa naboj-struktura samonakupljenih amfifila.
Takoder, izmjereni rezultati omogudéuju raspravu primjenjivosti i dosega
fizikalno-kemijskih mjernih tehnika koriStenih u ovom radu, za
karakterizaciju prikazanih sustava te kvantitativno pracenje veliina
odredenih procesom samoudruzivanja, kao Sto su raspodjela agregata po

veliCinama te povrsinska napetost na granici faza voda/zrak.

Jedna od posljedica samonakupljanja boja je promjena njihovih
elektronskih stanja koja se ocituju u cijepanju spektralnih vrpci u UV/VIS
podruju spektra, njihovim energetskim pomacima te promjeni
intenziteta[38]. Provedena su mnoga istrazivanja koja su navedene
promjene pripisala pojavi razliCitih agregata boja i njihovih intermedijera
[38,41,53,54]. Kako bi ispitali spektroskopska svojstva novosintetiziranih
spojeva, usporedili smo njihove apsorpcijske spektre sa spektrima polaznih
boja pri variranim pH vrijednostima. U slikama 12 i 13 uocava se nekoliko
promjena u elektronskom spektru nakon vezanja alkilnih lanaca.
Variranjem pH vrijednosti suspenzija dolazi do pomaka apsorpcijskih vrpci
za rodamin B i orange-II uz pojavu izozbestnih toCaka za potonju boju.
Rodamin B ima slobodnu karboksilnu skupinu c¢ija ionizacija dovodi do
pomaka apsorpcijskog maksimuma po energiji, tj. valnoj duljini uz
istovremenu promjenu intenziteta apsorpcije. Dakle, povecanjem pH
vrijednosti dolazi do hipokromnog efekta i hipsokromnog pomaka [55].
Istovremeno, ne uofava se znacajno cijepanje vrpce i pojave vise valnih
duljina maksimalne apsorbancije sto bi ukazivalo na stvaranje dimera ili

agregata visih struktura kao Sto su zabiljezili Selwyn i suradnici za slicne
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spojeve [56]. Vezanjem lanca na rodamin B iSCezavaju spomenuti
hipokromni i hipsokromni pomaci, a uoCavaju se vrijednosti maksimuma
apsorpcije neovisne o pH unutar preciznosti mjerenja, sto uz NMR spektar,
dodatno potvrduje uspjesnost vezanja lanca na karbokslinu skupinu i
stvaranje estera. Kod orange-II, povecanjem pH vrijednosti primjetan je
jedino hipokromni efekt, a promjena spektra moze se pripisati deprotonaciji
slobodne hidroksilne skupine, za koji je odredena termodinamicka
konstanta disocijacije pKa=11,09. Ta vrijednost ponesto odstupa od jedine
koja je pronadena u literaturi te iznosi 11,4 [52], no moguce je zakljuciti da
kiselinsko-bazna svojstva ove boje jos uvijek nisu u potpunosti istrazena.
Jedan od razloga za to je i relativno visoka vrijednost pKa, zbog Cega je
podeSavanje pH vrijednosti suspenzija na dovoljno visoke vrijednosti da bi
doSlo do potpune deprotonacije spoja nemoguce bez znacajne promjene
ionske jakosti otopine. Iz istog razloga je nemoguée mjeriti kalibracijski
spektar za potpuno deprotoniranu formu, Sto bitno utje¢e na pouzdanost
odredivanja pKa iz spektrofotometrijskih podataka. U ovom radu je za
odredivanje apsorbance potpuno deprotonirane forme pri Amax=480 nm
koriStena vrijednost izracunata multivarijatnom regresijom (ljubaznoscu
kolege Nine Pozara), Sto znatano poboljSava pouzdanost gore navedene
vrijednosti pKa. Kao i kod amfifilnog derivata rodamina, derivat orange-II
boje ne pokazuje ovisnost UV/VIS spektra o pH suspenzije, ali se u odnosu
na apsorpcijski maksimum pojavljuje hiperkromni pomak u valnom
podrucju 350-450 nm. Mogudi uzrok ovog pomaka je elasticno (Rayleigh-
evo) rasprSenje karakteristiCno za suspenzije nanocestica. Usporedujudi
izmjerene apsorbance za obje amfifilne boje s onima za izvorne spojeve u
cijelom podrucju spektra, uo¢avamo hipokromni efekt. Moguce objasnjenje
ovog opazanja je da dolazi do gasenja apsorpcije elektromagnetskog
zracenja (tzv. quenching) zbog moguénosti prijenosa elektrona il

parcijalnog naboja s jedne glave molekule na drugu [36,57].

Kako bi se ispitala povrSinska aktivnost sintetiziranih amfifila

provedena su mjerenja povrsinske napetosti. Prema rezultatima prikazanim
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u slikama 3 i 4 primjetno je znacajno smanjenje povrsSinske napetosti
povecanjem koncentracije sintetiziranih spojeva sto ukazuje na ¢injenicu da
dolazi do adsorpcije ispitivanih amfifilnih boja na medupovrsinu voda-zrak.
Navedeni trend je prisutan pri vrlo niskim koncentracijama spojeva, dok je
pri viSim koncentracijama povrsinska napetost konstantna. U tablici 2. su
navedene kriticne koncentracije asocijacije (CC), koje su vrlo ostro izrazene
u izmjerenim podacima za oba spoja. Ostro izrazena CC pokazuje dobro
definiran agregacijski broj (u sluc¢aju dvosloja on oznacava broj unimera po
volumenu dvosloja), termodinamicku stabilnost vezikula ali i odsutnost
necisto¢a u uzorcima jer one narusavaju strukturu agregata i ravnotezu
agregacije [58,59]. Za ionske surfaktante je ocCekivano snizenje kriticne
koncentracije s povecanjem koncentracije soli zbog efekta zasjenjenja
odbojnih elektrostatskih interakcija medu glavama [60,61]. Taj efekt je
uocen kod boje 1, no vrijednosti kriticnih koncentracija za boju 2 ne
pokazuju ovisnost o ionskoj jakosti. Stoga je moguce zakljuciti da za boju
2 elektrostatske interakcije glava ne predstavljaju dominantan doprinos
Gibbs-ovoj energiji asocijacije, vec je to hidrofobno privlacenje repova, sto
¢e biti od vaznosti u daljnjoj diskusiji uoCenih trendova u izmjerenim

podacima.

Za odredivanje raspodjele samonakupina po veli¢ini, primijenjena je
tehnika dinamickog rasprSenja svjetla, DLS. Rezultati tog eksperimenta
potkrjepljuju gore navedene zakljuCke izvedene iz uolenih promjena u
spektrima. Bududéi da izmjereni promjer agregata za obje boje iznosi
=200 nm, prema podacima iz literature moguce je pretpostaviti da
ispitivane amfifilne boje u vodenom mediju formiraju unilamelarne vezikule
(liposome) [15,62]. Svakako, ovu pretpostavku bi trebalo provjeriti
tehnikama koje pruzaju direktnu informaciju o obliku i veliCini Cestica poput
krioskopske transmisijske elektronske mikroskopije (krio-TEM) ili

eventualno in-situ mikroskopije atomske sile (in-situ AFM).

Kod boje 1, usporedbom srednjeg promjera pri ionskim jakostima 1

mM i 10 mM izmjerenom odmah po nastanku disperzije, moguce je uoditi
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povecanje promjera vezikula smanjenjem ionske jakosti (KCl) (slike 21 i
23, ispunjeni simboli), koje je takoder praceno porastom polidisperznosti.
Potonje se u literaturi smatra posljedicom agregacije koloidnih Cestica [16].
Ukoliko pretpostavimo model po kojem vecée vezikule nastaju od manjih
fuzijom u procesu limitiranom agregacijom, trend povedanja promjera pri
nizoj ionskoj jakosti suprotan je od ocekivanja, s obzirom da prema DLVO
teoriji, snizenje ionske jakosti vodi k velem elektrostatskom odbijanju
nanocestica [3,6].Ipak, Claessens i suradnici su uoceni efekt objasnili tako
da se pocetno smanjenje veli¢ine vezikule s poveéanjem koncentracije soli
moze pripisati kompresiji elektrickog dvosloja na povrsini koje vodi k
smanjenju modula elasti¢nosti [17,63]. Taj efekt soli uoden je za
zwitterionske fosfolipide. U sluc¢aju boja 1 i 2 vjerojatno dolazi do jos veceg
efekta jer one imaju kationsku odnosno anionsku glavu. Dodatno treba uzeti
u obzir i da su CI- viSe hidratirani od ostalih aniona te zbog tog njihova
akumulacija na povrsini vodi dehidrataciji membrana, Sto takoder utjece na
povecanje modula elasti¢nosti [64]. Sabin i suradnici predlozZili su jos jedan
model utjecaja ionske jakosti, prema kojem njenim povecanjem u mediju,
na membrani nastaje osmotski tlak zbog kojeg liposomi gube vodu te im se

smanjuje velic¢ina [63].

Tijekom skladistenja liposomne disperzije moze doci do promjene u
veli¢ini zbog agregacije ili fuzije vezikula [17]. Usporedbom promjera
izmjerenih za boju 1 dva tjedna nakon priprave uzorka (slike 21 i 23, prazni
simboli), uo¢avamo da veli¢ina vezikule prestaje ovisiti o koncentraciji
prisutne soli. Medutim uoeno smanjenje promjera u odnosu na pocetnu
vrijednost izraZenije je pri nizoj ionskoj jakosti, Sto ukazuje na ¢injenicu da
su elektrostatske interakcije vazne za dinamiku postizanja ravnoteznog
stanja. Ipak, iz prethodne diskusije utjecaja ionske jakosti na CC, ta
dinamika nije uvjetovana agregacijom vel interakcijama unimera u

dvosloju i njihovom topljivos¢éu u vodenoj fazi (vidi dolje).

Sljededi uoceni efekt je koncentracijska ovisnost veli¢ine vezikula. Pri

visSim koncentracijama amfifila, promjer ostaje konstantan ili se blago
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povecava (slika 5) dok se pri nizim koncentracijama uoCava maksimalni
promjer vezikule. Istrazujuéi strukture koje tvore anionski i kationski
surfaktanti u smjesi tvoreéi "katantionske" micele ili vezikule, Bergstrém i
suradnici uoCili su porast velicina micela kao posljedicu smanjenja
koncentracije surfaktanta, Sto su obrazlozili time da dolazi do povecanja
frakcije otopljenih unimera [65]. U tom slucaju se sastav agregata, micela
ili vezikula, mijenja na nacin da se gustoca povrsinskog naboja anionskih i
kationskih agregata smanjuje. Dodatno su primijetili i da se debljina
dvosloja kod vezikula smanjuje porastom koncentracije amfifilnih molekula.
Medutim ti podaci se ne slazu s onima koje su dobili Zhu i suradnici za
laktozil lipide, za koje veliCina vezikula raste porastom koncentracije, Sto je
pripisano smanjenju odbojnih sila izmedu grupa glave [66]. O tome da
koncentracija surfaktanta utjeCe na samoudruzivanje govore i dva razliCita
moguca puta nastanka unilamelarnih vezikula preko intermedijera, koji

ovise o koncentraciji i sastavu amfifilnih molekula [67].

Indeks polidisperznosti (eng. polydispersity indeks, PDI) je vrijednost
koja sluzi za utvrdivanje kvalitete i homogenosti veliina ¢estica u uzorku
neke disperzije. Uvrijezeno je da se uzorke smatra monodisperznim za
vrijednosti PDI<0,1 dok vrijednosti PDI=0,7 ukazuju na polidisperznost
sustava i neprikladnost analize tehnikom DLS [68]. Kod boje 1, srednje
maksimalne vrijednosti PDI ne prelaze vrijednost od 0,4, no kod obje ionske
jakosti primjecuje se koncentracijski i vremenski trend polidisperznosti. Pri
viSoj ionskoj jakosti, PDI izmjeren odmah nakon priprave uzorka opada
porastom koncentracije boje. Za uzorke nakon dva tjedna PDI je znatno
manji i ne pokazuje nikakav trend u ovisnosti o koncentraciji, ukazujudi na
to da se protokom vremena sustav stabilizirao, a Ccestice postaje
ujednacenije po veli€ini. Rezultat je u skladu s mjerenjem veliine vezikula
koje pokazuje da porastom koncentracije promjer postaje neovisan o
koncentraciji. Pri nizoj ionskoj jakosti nije primije¢ena toliko izrazena
ovisnost o koncentraciji, ve¢ kao i kod vise ionske jakosti, smanjenje PDI

nakon dva tjedna stajanja uzoraka. Poput promjera vezikula, PDI nakon 2
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tjedna stajanja uzoraka takoder poprima priblizno jednake vrijednosti za
obje koncentracije soli (oko 0,2). Rezultati ukazuju da suspenzije boje 1
vremenom prelaze u termodinamicki stabilnije stanje te da ne dolazi do
fuzije vezikula niti stvaranja makroagregata. Ruozi i suradnici su uocili da u
liposomskim koloidnim suspenzijama nakon nekoliko mjeseci dolazi do
porasta veli¢ine i indeksa polidisperznosti te to pripisali agregaciji liposoma
u hijerarhijski vise strukture zbog Van der Waalsovih prvilacnih interakcija
[16]. S obzirom da je u ovom radu uoceno znacajno smanjenje veliCine i
polidisperznosti boje 1 nakon 2 tjedna skladistenja, navedeni mehanizam
je mogude iskljuciti, a uoCeni trend pripisati vecoj topljivosti boje pri nizoj
ionskoj jakosti. Potonji zakljucak je potkrijepljen ve¢ spomenutim trendom

u izmjerenoj kriticnoj koncentraciji samonakupljanja.

Rezultati za boju 2 (slike 17-20) pokazuju manju vremensku i
koncentracijsku ovisnost promjera vezikule i indeksa polidisperznosti u
odnosu na amfifilni derivat rodamina B. Suprotno od zaklju¢aka iznesenih
za potonji spoj, suspenzija vezikula boje 2 stabilizirana je elektrostatskim
odbojnim interakcijama medu vezikulama koje sprjeCavaju agregaciju
koloidnih Cestica sukladno DLVO teoriji [2,3,28]. Do tog zakljucka dolazimo
temeljem eksperimentalnog opazanja da pri nizoj ionskoj jakosti raspodjele
po promjeru te PDI pokazuju vecu ujednacenost veli¢ine vezikula te manju
ovisnost o koncentraciji surfaktanta. Takoder, pri viSoj ionskoj jakosti (slika
17) te nizim koncentracijama, moguce je uociti povecanje veli¢ine vezikule
nakon dva tjedna stajanja uzorka, Sto ukazuje na fuziju uzrokovanu
agregacijom. Navedena opazanja i zakljucci su u skladu s rezultatima koje
su objavili Frokjaer i suradnici, koji su takoder uocCili da se smanjenjem
ionske jakosti povecava fizikalna stabilnost lipidnih dvosloja naspram

agregaciji [69].

Prema DLVO teoriji, dinamika agregacije nanocestica, ukljucujudi i
vezikule odnosno liposome sacinjene od ionskih surfaktanata, odredena je
ravnotezom privlacnih i odbojnih interakcija [70,71]. Pri tomu

elektrostatsko odbijanje ne dozvoljava priblizavanje cCestica sprjecavajudi
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time njihovu daljnju agregaciju. Prikazana mjerenja elektroforetske
pokretljivosti pruzaju informaciju o gustoci naboja na povrsini istrazivanih
vezikula odnosno jacini elektrostatskog odbijanja. Naime primjenom Henry-
jeve jednadzbe sa Smoluchowski-jevim ogranicenjem (7), elektroforetska
pokretljivost proporcionalna je zeta potencijalu koji odreduje odbojni
elektrostatski doprinos DLVO potencijalu (slika 5), a obrnuto proporcionalna
veli€ini Cestica [27]. Time mjerenja elektroforetske pokretljivost pruzaju
vazan doprinos razumijevanju gore diskutiranih trendova. Ocekivano,
izmjerene elektroforetske pokretljivosti potvrduju da boja 1 stvara
kationske (slika 29) a boja 2 anionske (slika 30) vezikule. Za obje boje
izmjerene su vrijednosti ovisne kako o koncentraciji, tako i ionskoj jakosti.
Kod boje 1, pokretljivost je relativno mala i smanjuje se snizenjem ionske
jakosti. Pri tom se Debye-eva udaljenost povecava, sto bi u principu vodilo
do vele vrijednosti zeta-potencijala odnosno elektroforetske pokretljivosti
[3,27]. No u slucaju boje 1, elektroforetsku pokretljivost ne odreduje
veliCina zeta potencijala (on je relativno malen) veé¢ promjer cestica.
Korelacijom s mjerenjima veli¢ine vezikula (DLS), moguce je zakljuciti da
je uoceni trend smanjenja elektroforetske pokretljivosti pri nizoj ionskoj
jakosti uzrokovan povecanjem vezikula. Svakako, taj zaklju¢ak ukazuje na
kompleksniji mehanizam ovisnosti elektroforetske pokretljivosti o ionskoj
jakosti nego Sto je to za Cvrste nanocestice, koji kao Sto je ve¢ spomenuto,

ukljucuje promjenu velic¢ine vezikula kroz otapanje i izmjenu unimera.

Za boju 2 se, suprotno trendu uocenom za boju 1, smanjenjem ionske
jakosti elektroforetska pokretljivost povecéava. Pri ionskoj jakosti 1mM ona
poprima vrlo izrazenu vrijednost (oko -8 pm-cm-V-1.s1) Sto korelira s
uocenim znacajno veéim vezikulama. Iz navedenog je moguce zakljuciti da
je elektrostatski potencijal na povrsini vezikula boje 2 znatno vedi nego u
slu¢aju boje 1, Sto uzrokuje vec¢i modul savijanja i posljedicno vezikule s
manjom zakrivljenoséu dvosloja. S druge strane, takve vezikule su prema
DLVO-teoriji vrlo stabilne s obzirom na agregaciju (slike 27 i 28), Sto bitno

usporava uspostavu njihove termodinamicki najstabilnije veli¢ine [64].
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Drugim rijeCima, pri toj ionskoj jakosti one se nalaze u termodinamicki
nestabilnom (tocnije metastabilnom) stanju u kojem dominiraju
elektrostatska odbijanja glava boje 2 Sto uzrokuje znacajan povrsinski
potencijal, te posljedi¢no i intervezikularna elektrostatska odbijanja [1]. Pri
ionskoj jakosti 10 mM elektroforetska pokretljivost za vezikule boje 2
poprima znatno manje vrijednosti (osim pri koncentraciji 1 mM), sto korelira
s uocenom manjom stabilnoS¢u suspenzije (slike 25 i 26), odnosno

agregacijom i fuzijom vezikula u tim uvjetima.

U svjetlu gornje diskusije, interesantna je uocena eksperimentalna
cinjenica da boja 2 pocetno stvara vezikule manje veli¢ine u odnosu na boju
1, dakle s vecom zakrivljenos¢u povrSine. Iako je to stanje za nju
termodinamicki nepovoljno, nastaje kao posljedica brzog start-procesa koji
je pogonjen snaznim privlacenjem hidrofobnih dijelova molekule [3]. Tom
brzom asocijacijom nastaju elektrostatski napregnute povrsine vezikula,
koje nemaju moguénost relaksacije u termodinamicki stabilnije stanje zbog
intervezikularnog odbijanja [1,64]. Prema tome, disperzija vezikula boje 2
je kratkoro¢no puno stabilnija od one za boju 1, posebice snizenjem ionske
jakosti. No, povecanjem ionske jakosti ubrzava se postizanje
termodinamicki stabilnijeg stanja dvosloja s manjom zakrivljenoscu, sSto

vodi k stvaranju vecih vezikula.

Dakle, moguce je zakljuciti da boje 1 i 2 asociraju u vezikule razli¢itim
putevima, te preostaje razmotriti uzroke za tu razliku na temelju strukture
molekula. Uo¢avamo da je kod boje 2 naboj koncentriran u jednoj jedinoj
ionskoj (sulfonskoj) skupini koja se nalazi na kraju molekule te taj naboj
nije delokaliziran. Posljedi¢no, u tom spoju sulfonska skupina u stvari
predstavlja ionsku glavu s relativno velikim efektivnim (ionskim) radijusom
zbog odbijanja susjednih glava na povrsini dvosloja [72]. Iako to izrazeno
odbijanje smanjuje parametar pakiranja, on i dalje odgovara dvosloju koji
je rigidniji pogotovo pri niskoj ionskoj jakosti te podnosi manju
zakrivljenost. S druge strane, lokalizacija naboja u sulfonskoj skupini

pridonosi snaznijem hidrofobnom karakteru ostatka molekule. Razumljivo
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je dakle da ta molekula brzim start-procesom tvori gusto pakirani dvosloj
Sto istovremeno rezultira velikim elektrostatskom naprezanjem njegove
medupovrsSine prema vodenoj fazi. S druge strane, kod boje 1 naboj
kvaterne amonijeve skupine delokaliziran je kroz cijeli ksantenski n-sustav
[73]. Time cijeli taj sustav postaje glava surfaktanta, no s relativho malom
gustocom naboja. Posljedi¢no, parametar pakiranja manji je nego kod boje
2, ali ocCito ne dovoljno da bi takve molekule u vodi tvorile micele. To je
vjerojatno stoga Sto efektivni radijus glave ne odgovara dimenzijama
ksantenskog sustava, ve¢ dosegu elektrostatskog odbijanja dvaju naboja
na povrsini, koji je znatno manji od tih dimenzija. No, boja 1 zbog slabe
elektrostatske interakcije glava stvara dvosloj sa znatno manjim
povrSinskim elektrostatskim potencijalom, te ne prolazi kroz metastabilno
stanje kao boja 2, vec¢ polako izmjenom unimera stvara termodinamicki

stabilne vezikule manjih dimenzija.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivaCckom radu sintetizirani su amfifilni derivati Cesto
koristenih organskih boja, rodamina B i orange-II, jednostavnim reakcijama
supstitucije i uvodenjem dodecilnog alkilnog lanca. Koloidno ponasanje
novosintetiziranih spojeva i proces samoudruzivanja navedenih amfifilnih
boja ispitali su se spektrofotometrijskom titracijom, tehnikama dinamickog
rasapa svjetla i analize faza rasprsenog svjetla te analizom oblika visece
kapi. Eksperimenti su provedeni na disperzijama strogo kontroliranih

ionskih jakosti, koncentracija i pH vrijednosti.

Fotofizikalna svojstva spojeva analizirana su u UV/VIS podrucju te se
uoCava gubitak trenda i neovisnost apsorpcijskih vrpci pri variranim pH
vrijednostima suspenzija Sto ukazuje na promjenu elektronskog stanja
novih boja u odnosu na polazne. Mjerenja povrsinske napetosti pokazala su
veliku povrsinsku aktivnost sintetiziranih spojeva koji pokazuju dobro
definiranu i izrazenu kriticnu koncentraciju samonakupljanja. Izmjerene
raspodjele veliCina samonakupina pokazala su da ti spojevi u vodenom
mediju stvaraju vezikule promjera =200 nm. Utvrdena je vremenska i
koncentracijska ovisnost veliCine vezikula uvjetovana koncentracijom soli
(KCI) za regulaciju ionske jakosti. Glavna razlika izmedu dviju ispitivanih
amfifilnih boja je u njihovim putevima asocijacije te termodinamickoj
stabilizaciji, koji su uvjetovani kako medumulekulskim, tako i
meduvezikularnim interakcijama. Amfifilni derivat rodamina u disperziji
formira vezikule veceg promjera kojima treba odredeno vrijeme da se
veliCinom i oblikom termodinamicki stabiliziraju. Pri tom je dinamika
stabilizacije odredena izmjenom odnosno topljivos¢u unimera, koja je za tu
boju nesto veéa pogotovo pri niskoj ionskoj jakosti (1 mM). S druge strane,
derivat orange-II boje, pri toj ionskoj jakosti stvara neravnotezne vezikule
manjeg promjera s izrazitim elektrostatskim potencijalom na povrsini.
Potonji pridonosi odrzavanju takvog metastabilnog stanja sprjecavajudi
agregaciju vezikula. Pri viSim ionskim jakostima, metastabilno stanje

stajanjem disperzije prelazi u termodinamicki stabilno stanje u kojem
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veliCina vezikula ovisi o koncentraciji amfifila. Zaklju¢no, rezultati
istrazivanja upucuju na kompleksno ponasanje ionskih amfifilnih boja u
vodenim otopinama, uvjetovano razli¢itim doprinosima privlacnih i odbojnih
interakcija energiji samoudruzivanja, ionskim uvjetima u mediju,
topljivos¢u unimera te prisutnosti odbojnog elektrostatskog odbijanja medu

vezikulama.

Ovim radom razvijena je metoda za karakterizaciju koloidnih
svojstava amfifilnih derivata organskih boja koja moze biti primijenjena i na
druge slicne spojeve za primjenu u in vitro i in vivo biomedicinskim
eksperimentima. Rezultati ovog rada mogu posluziti kao smjernica za
daljnja istrazivanja. Pogotovo, neka od pitanja koja se mogu postaviti su
utjecaj promjene duljine lanca, nesto vele ionske jakosti u mediju,
promjene temperature, mijeSanja razli¢itih surfaktanata i boja, na
proucavana svojstva. Vrlo bi zanimljivo bilo i promatranje starenja vezikula
(eng. aging) kroz znatno duzi vremenski period. Time bi se dobila Sira slika
i dodatno unaprijedilo podrucje koloidne i supramolekularne kemije
amfifilnih boja, s ciljem njihove Sire uporabe kako u biomedicini, tako i

razliitim tehnoloskim procesima
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