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1. UVOD

Primarni cilj nanotehnologije je formiranje Zeljenih struktura ili uzoraka materijala s novim
svojstvima. Upravo zbog mogucnosti proizvodnje novih proizvoda s potpuno drugacijim
svojstvima ili unapredenju postojecih, nanotehnologija pruza veliki potencijal u raznim
poljima, od industrije, informacijskih i komunikacijskih znanosti pa sve do medicine i
biologije. Konvergencijom nanotehnologije s medicinom postize se bolje razumijevanje i
tretman Zivih sustava, revolucionarni biotehnoloski procesi, sinteze novih lijekova i njihovu
ciljanu dostavu, regenerativnu medicinu te razvoj biokompatibilnih materijala. Jedan od
takvih materijala je 1 kitozan, polisaharid izgraden od glukozaminskih jedinica koji moze
stupiti u interakciju sa stanicama, tkivima, organima 1 ne izazivati imunolosku reakciju.
Silikatne nanocestice karakterizira relativno jednostavna sinteza, Siroka dostupnost, aktivne

silanolne skupine na povrsini spremne za raznolike modifikacije.

Cilj ovog rada je sintetizirati silikatne nanocestice Stoberovom metodom, mijenjati pocetne
parametre reakcije te karakterizirati povrinu i morfologiju nastalih Gestica. Cestice
modificirati te na temelju elektrostatskih privlacenja pripraviti kontroliranu agregaciju to¢no
odredenog uzorka. Prirediti biorazgradive kitozanske nanocestice kao osnovu kontroliranom

otpustanju lijekova.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Opcenito o nanotehnologiji

Nanotehnologija je dizajn, karakterizacija, proizvodnja i primjena struktura, uredaja i
sustava kontroliranjem oblika i veli¢ine na nanoskali [1]. Nanoskala pokriva raspon od
jednog do sto nanometara. Na nanoskali fizikalna, kemijska i bioloska svojstva materijala se
znacajno razlikuju od svojstava individualnih atoma, molekula ili osnovne tvari, odnosno na
nanoskali vrijede kvatno mehanicki 1 statisticko mehanicki efekti koji nemaju zna€ajan

utjecaj na makroskali [2].

Redukcijom veli¢ine sustava na nanoveli¢inu direktno se utje¢e na strukturu energijske
vrpce, indirektno uzrokujuéi promjene vezane uz atomsku strukturu, ovakvi efekti se
generalno nazivaju quantum confinement koji mogu promijeniti ukupnu energiju samog
sustava [3]. Mijenjajuci strukturu energijske vrpce utjece se i na kemijsku reaktivnost jer je
ona funkcija strukture i okupacije vanjskih elektronskih energijskih razina. Nadalje, moze
do¢i i do promjene fizikalnih svojstava (elektri¢na, magnetska, opticka, termalna) koja ovise
upravo o tom uredenju energijskih razina. Promjene u svojstvima nanostruktura uzrokovane
redukcijom veli¢ine su povezane s postotkom atoma koji su u kontaktu sa slobodnom
povrsinom (u slucaju izoliranih nanocestica) ili unutarnjom medupovrSinom (granice u
nanokristalnim krutinama). Ukoliko se atomu koji se nalazi na povrSini smanjuje broj
susjednih atoma to uzrokuje promjene u vezanju (vodeéi k fenomenu povrsinske napetosti

ili povrsinske energije) i promjene elektronske strukture [3].

Primarni cilj nanotehnologije je formiranje Zeljenih struktura ili uzoraka materijala s novim
svojstvima. Upravo zbog moguénosti proizvodnje novih proizvoda s potpuno drugaéijim
svojstvima ili unapredenju postoje¢ih, nanotehnologija pruza veliki potencijal u raznim
poljima od industrije, informacijskih i komunikacijskih znanosti pa sve do medicine i

biologije.

Kao otac 1 zacetnik povijesti nanotehnologije smatra se americ¢ki nobelovac i fizi¢ar Richard
Feynman, koji u svom radu There's Plenty of Room at the Bottom An Invitation to Enter a

New Field of Physics, porucuje znanstvenicima da manipulacijom materije na vrlo sitnoj,



atomskoj razini mogu do¢i do znacajnih promjena u znanosti. Zasluge za uvodenje samog
termina nanotehnologija preuzima Norio Taniguchi dok je Eric Dexler zasluzan za
nanotehnologiju kakva postoji danas [3].

Znanstvenici nanotehnologiji pristupaju na tri razliita nacina: s podrucja fizike tezi se
minijaturizaciji uredaja, s podru¢ja kemije novim saznanjima o kompleksnim spojevima
razvijaju se novi katalizatori, senzori, povrSinske tehnologije, te s podrucja biologije,
kombinacijom Zzivih sustava s nanostrukturiranim materijalima kreiraju se novi uredaji.
Konvergencijom ova tri tradicionalna podru¢ja znanosti nastaje revolucija u nacinu
proizvodnje materijala. Nanomaterijal je materijal koji ima jednu ili vise vanjskih dimenzija
u nanoskali ili ima unutarnju ili povr§insku strukturu u nanoskali. Stoga se nanomaterijali
mogu podijeliti na nano-objekte i nanostrukturirane materijale. Nano-objekti kategorizirani
Su prema broju vanjskih dimenzija u nanoskali. Dijele se na nanocestice (tri vanjske
dimenzije), nanovlakna (dvije vanjske dimenzije) i nanoploCe (jedna vanjska dimenzija).
Nanostrukturirani materijali posjeduju unutarnju ili povrSinsku strukturu nanoskale.
Najrasireniji primjer nanostrukturiranih materijala su nanokompoziti sastavljeni od nano-

objekta uronjenog u matriks [1].

Proizvodnja na nanoskali se moze opisati na dva nacina: bottom-up i top-down. Top-down
proizvodnja zapocinje s osnovnim materijalom koji se potom usitnjava sve dok znacajke
koje ostanu nisu nanodimenzija. Bottom-up proizvodnja ukljucuje kreiranje objekta ili

materijala iz individualnih atoma ili molekula koji se povezuju na specifi¢an nacin.

2.1.1. Tehnoloski procesi sinteze nanocestica

Postoje tri pristupa sintezi nanocestica, top-down (pretvaranje u prah i disperzija), bottom-
up (nukleacija i rast) i bottom-to-bottom mehanosinteza. Top-down pristup ukljucuje
fragmentiranje pocetnog materijala mrvljenjem i mljevenjem. Glavne prednosti ovakvog
pristupa su univerzalnost (primjenjivo je na bilo koji pocetni materijal) i niska cijena. Glavni
nedostatci su polidisperznost finalnih Cestica, unosenje defekata te nemogucnost postizanja
praha nanoveli¢ine. Smanjivanjem komprimiranog krhkog tijela povecava se njegova
¢vrstoca prijeloma sve dok ne nastane kriti¢na veliina prijeloma pri kojoj je propagacija

onemogucéena. Veca monodisperznost Cestica moze se dobiti procesom elektroerozijske



disperzije s kojom se granulirani metal mrvi u fini prah elektri¢nim izbojima — pri nekoliko
stotina volti u nekoliko mikrosekundi. Temperatura plazme filamenta izboja je nekoliko

tisu¢a kelvina i dovoljna je da otopi bilo koji metal [4].

Bottom-up obuhvaca fazni prijelaz prvog reda iz atomsko disperzne faze u Cvrstu
kondenziranu fazu. Tijekom prve faze tranzicije, fluktuacije u metastabilnoj mati¢noj fazi
rezultiraju nastankom malih koli¢ina nove faze. Nepovoljnom procesu nastajanja
medupovrsine suprotstavlja se dobitak energije kroz redukciju superzasi¢enosti mati¢ne
faze, vode¢i do kriti¢ne veli¢ine jezgre iznad koje brzo nastaje nova ,,bulk® faza. Prvo se
atomi dispergiraju u mediju pri kojem je disperzija stabilna, potom se mijenjaju vanjski
parametri kako bi nova ,,bulk® faza bila stabilna. Formacija ,,bulk faze je prijelaz prvog

reda koji ukljucuje nukleaciju [4].

Posljednjim pristupom bottom-to-bottom svaki atom materijala se stavlja u to¢no definirani
polozaj, te bih se njime mogli rijesiti nedostatci prethodna dva nacina sinteze poput
polidisperznosti i postojanja defekata, no zbog malog iskoriStenja trenutno nema

komercijalnu vaznost [4].

2.2. Utjecaj nanotehnologije na medicinu

.....

istrazivanja i primjene u domeni medicine. Odnosno konvergencijom nanotehnologije s
medicinom postize se bolje razumijevanje i tretman zivih sustava, revolucionarni
biotehnoloski procesi, sinteze novih lijekova i njihovu ciljanu dostavu, regenerativna
medicinu te razvoj biokompatibilnih materijala. Nanomedicina je primjena nanotehnologije
u medicini i temelji se na tri uzajamno preklapajuce i progresivno jo$ jace molekularne

tehnologije:

1. Nanostrukturirani materijali 1 uredaji koji obecavaju uspjeh naprednim
dijagnostickim biosenzorima, ciljanu dostavu lijekova te pametne lijekove

2. Korist molekularne medicine kroz genetiku, proteomiku (proteomika se bavi
proucavanjem proteina koji su nositelji svih bioloskih funkcija i predstavljaju mete

za lijekove) 1 umjetno proizvedene mikroorganizme



3. Molekularno-mehanicki sustavi poput nanorobota koji bi omogucavali trenutnu
dijagnozu s uniStavanjem uzroka patologije, zamjenu kromosoma, individualnu
operaciju stanica in vivo, te ucinkovit napredak u prirodnom fizioloskom

funkcioniranju [5].

2.2.1. Nanotehnologija u procesu dostave lijekova u organizmu

Nanomaterijali i uredaji nanoveli¢ine koriste se od dijagnoze preko nadzora sve do tretmana
bolesti, stoga nanotehnologija posjeduje veliki potencijal kao ucinkovit sustav dostave
lijekova. Dostava lijekova se moze okarakterizirati kao sredstvo kojim se postize da
farmakoloski aktivna tvar dolazi na relevantnu in vivo lokaciju dok se istovremeno

minimizira toksi¢nost [1].

Nanomedicinski pristup dostavi lijekova u organizmu ukljucuje razvoj Cestica ili molekula
nanoveli¢ine koje bi poboljsale biodostupnost lijeka, poboljsale topljivost, drugacije dozirale
ili se koristile u svrhu boljeg istrazivanja mehanizma djelovanja lijeka. Biodostupnost lijeka
se odnosi na prisutnost lijeka na mjestu kojem je potreban te gdje ¢e biti najkorisniji. Stoga
se kontrolirana dostava lijekova fokusira na maksimiziranje biodostupnosti na specificnim
mjestima u tijelu te u odredenom vremenskom periodu. To se postize molekularnim
ciljanjem pomoc¢u nanouredaja [1]. Sustavi dostave lijekova, lipidi ili polimerne nanocestice
se mogu pripremiti da poboljsaju farmaceutska i terapeutska svojstva lijeka. Snaga sustava
dostave lijeka se odlikuje svojstvom da mijenja farmakolosku kinetiku i biodistribuciju.
Nanocestice imaju svojstvo da poboljsaju dostavu lijeka upravo zbog svoje veli¢ine jer ih
stanice uzimaju dok bi vece Cestice bile izbacene iz tijela. Nanotehnologija se kre¢e prema
promjeni nacina na koji se spojevi formuliraju te produzenju zivotnog vijeka postojecih

spojeva.

Nanocestice kao nosioci lijekova

Nanocestice posjeduju niz prednosti kao nosioci za dostavu lijekova, a to ukljucuje: zastitu

lijeka od enzimatske degradacije, visoke koncentracije lijeka na ciljanom mjestu,



preferencijalno otpustanje lijeka u ciljanom tkivu, kontrola kinetike otpustanja lijeka,

jednostavnost modifikacije Cestica za nadzor ciljanih Supljina i povrsina [6].

Nanocestice koje se koriste u farmakoloske svrhe se generalno mogu podijeliti u Cetiri

kategorije :

1. Metalne nanocestice
2. Lipidne nanocestice
3. Polimerne nanodcestice
4

Bioloske nanocestice

Metalne nanocestice su opéeniti naziv za nekoliko vrsta nanocestica koje ukljucuju: metalne
okside i ne-oksidnu keramiku, metale, kalcijeve fosfate, zlato, silikatne i magnetske
nanocestice. Lipidne nanocestice kombiniraju prednosti i izbjegavaju nedostatke koloidnog
nosioca, stoga se smatraju alternativni sustav nosioca u odnosu na tradicionalni koloidni, a
to su emulzije, liposomi i polimerne mikro i nanocestice. Polimerne nanocestice ukljucuju
razli¢ite prirodne ili biokompatibilne sintetske polimere. One se mogu podijeliti na nanosfere
(koje tvore kontinuirani polimerni matriks) i nanokapsule (koje se sastoje od polimernog
sloja koji zatvara Supljinu ispunjenu fluidom). Ovakve nanocCestice mogu biti kristalne ili
amorfne, mogu adsorbirati i/ili zarobiti lijek. Povezivanjem bioloskih molekula sa sintetskim
polimerima moZe se poboljsati kontrola formiranja strukture na nanoskali koja se koristi za
dostavu lijekova. Takoder se takvim vezanjem moze reducirati toksi¢nost, sprijeciti

imunolosku reakciju, poboljsati topljivost lijeka [1].

Nanosustav dostave lijeka sastoji se od jezgre odnosno emulzije Cestica, pripremljene
kemijskim metodama da sluZe kao nosilac. Funkcionalne skupine se dodaju jezgri, takve
skupine mogu biti terapeutske molekule ili ligandi za ciljanje specifi¢ne lokacije. UspjeSan
sustav dostave lijeka mora imati optimalna svojstva doziranja i otpustanja lijeka, dugo
vrijeme sistemske cirkulacije i nisku toksi¢nost [1]. Siroki spektar nanoformulacija se koristi
u svrhu dostave lijekova ukljucujuci liposome, dendrimere, mikroemulzije, micele, krute
lipide, polimerne nanocestice, topive polimere povezane biorazgradivim vezama [6]. Na slici
1. se nalazi shematski prikaz nekoliko glavnih vrsta nanocesti¢nih formulacija koje se koriste

u sustavu dostave lijekova.
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Slika 1. Shematski prikaz nekoliko glavnih vrsta nanocesti¢nih formulacija koje se koriste

u sustavu dostave lijekova [1]

2.3. Klasifikacija tehnika sinteze metalnih nanocestica

Tehnike kojima se sintetiziraju nanocestice su plamena piroliza, visoko temperaturna
evaporacija, sinteza plazmom; sinteza fizikalne i kemijske depozicije pare; koloidne metode
u kojima kemijskom reakcijom u otapalu dolazi do formacije koloida; molekularno
samouredenje; i mehanicki procesi smanjenja veli¢ine poput mljevenja, mrvljenjai topljenja.
Molekularno samouredenje je spontani proces kojim nastaju nanocestice od molekule.
Osobito uc¢inkovita metoda za proizvodnju polimernih nanocestica je od amfolitskih blok
kopolimernih molekula. Veli¢ina 1 oblik nanocestice se mogu kontrolirati izborom blok

kopolimera, te izborom otapala i uvjeta [7].

Sve ove tehnike se mogu smijestiti u jednu od tri kategorije: metode sinteze u plinovitom

stanju, metode sinteze u teku¢em stanju i sinteze u ¢vrstom stanju.



2.3.1. Sinteze u plinovitom stanju

Sinteze plinovitog stanja se temelje na homogenoj nukleaciji superzasi¢ene pare i postupnog
rasta Cestice kondenzacijom, koagulacijom i hvatanjem. Superzasi¢ena para se moze
grijanjem krutine i evaporacijom u struju plinske faze. Superzasi¢enost se postize hladenjem
ili kemijskom reakcijom ili kombinacijom oba. Superzasi¢ena para tvori jezgre homogeno u
plinskoj fazi i heterogeno u kontaktu s povr§inama. Rast jezgre sudaranjem i kondenzacijom
proizvodi distribuciju Cestica razli€itih veli¢ina 1 morfologija. Ovisno o procesima grijanja i
hladenja koji se koriste postoje razli¢ite metode poput plamene pirolize, grijane peci toka,
laserom inducirana evaporacija i piroliza, termalne i mikrovalne plazme, laserske ablacije i

prskanje [7].

Metode depozicije pare se temelje na formiranju pare pirolizom, potom redukcijom,
oksidacijom i depoziciji pare na povrsinu. Kada postoji jezgra na povrsini, daljnji rast se

moze kontrolirati na razli¢ite nacine.

2.3.2. Sinteze u teku¢em stanju

Koloidalne metode se baziraju na precipitacijskim procesima u otopini. Sinteze u tekucoj
fazi mogu se klasificirati na pet kategorija: sol-gel sinteza, metoda precipitacije, voda-ulje
mikroemulzijska (obrnute micele) metoda, poliol metoda i hidrotermalna sinteza [8].

Sol-gel tehnika

Soli su stabilne disperzije ¢vrstih koloidnih estica u tekuéini. Disperzija je stabilna ukoliko
se Cvrste Cestice ne taloze ili anglomeriraju zna¢ajnom brzinom [9]. Ukoliko je tekuéina
voda, tada se disperzija naziva akvasol ili hidrosol, ukoliko je tekuéina organsko otapalo
onda je to organosol. Veli¢ina Cestice koloidnog stanja je dovoljno mala (manja od jednog
mikrometra) da na nju ne utjeCu gravitacijske sile, no dovoljno velika (ve¢a od jednog

nanometra) da pokazuje odstupanja od prave otopine. U ovom rasponu veli€ina Cestica
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dominantne su sile kratkog dometa, poput van der Waalsovih privlacenja i povrsinskih sila
[9]. Gelovi su kontinuirana mreZa ¢estica s porama ispunjenim teku¢inom ili polimerom Koji
sadrzi teku¢inu. U sol-gel procesu nastaje sol u tekuc¢ini, potom povezivanjem cestica sola
(ili podjedinica spremnih za formiranje porozne mreze) nastaje mreza. Evaporacijom

tekuc¢ine moze nastati prah, film ili monolitska krutina [10].

U sol-gel metodi proizvodnje, reaktivni prekursor (primjerice metalni alkoksid) se
hidrolizira, potom se hidrolizirana vrsta kondenzira tvoreci precipitat nanocestica metalnog
oksida. Hidroliza metalnog alkoksida ukljucuje nukleofilnu reakciju s vodom, zatim slijedi
kondenzacijska reakcija uslijed koje hidrolizirane vrste reagiraju medusobno uz izdvajanje
molekula vode ili hidrolizirana vrsta reagira s nehidroliziranom vrstom uz izdvajanje
molekula alkohola. Brzina hidrolize i kondenzacijske reakciju su vazni parametri koji utje¢u
na konac¢ni produkt [8]. Precipitat se ispire i suSi potom kalcinira na poviSenim

temperaturama tvorec¢i kristalne nanocestice metalnog oksida.

Metoda precipitacije

Anorganska metalna sol (poput klorida, nitrata, acetata ili oksiklorida) otapa se u vodi,
metalni kationi u vodi postoje u formi metalnih hidrata. Metalni hidrati se hidroliziraju uz
prisutnost otopine baze, potom se¢ hidrolizirane vrste kondenziraju formiraju¢i metalni
hidroksid ili precipitat metalnog oksida uz povecanu koncentraciju hidroksidnih iona u
otopini. Precipitat se ispire, filtrira i susi, suhi prah se kalcinira kako bi se zadrzala kristalna
faza metalnog oksida. Glavna prednost ovog procesa je ekonomi¢nost i univerzalnost, dok

je glavni nedostatak nedovoljno precizna kontrola veli¢ine ¢estica [8].

Voda u ulju mikroemulzijska metoda

Jednoli¢ne i veli¢inom kontrolirane nanocestice metala, poluvodica i metalnih oksida mogu
se pripremiti ovom metodom. Kapi vode nanoveli¢ine se stabiliziraju tenzidom te se
dispergiraju u uljnoj fazi. Kapi vode djeluju kao mikroreaktori, gdje se dogada formacija
Cestica te pomazu kontroli veli¢ine. Jedinstvena odlika ove metode je da Cestice koje nastaju
su ve¢inom nanoveli¢ine te monodisperzne, razlog tome je Sto molekule tenzida stabiliziraju

kapi vode te se takoder adsorbiraju na povrSinu nanocestice kada se veli¢ina Cestice priblizi



velicini kapljice vode. Sinteza nanocestice unutar reverzne micele je postignuta jednom od
dvije razli¢ite kemijske reakcije: hidrolizom metalnog alkoksida ili precipitacijom metalne
soli bazom i redukcijom metalne soli s reducirajuéim agensom. Cestice se potom filtriraju
ili centrifugiraju te ispiru od ostataka ulja ili tenzida. Potom se prah kalcinira da nastane
finalni produkt [8].

2.3.3. Sinteze u ¢vrstom stanju

Sve prijasnje navedene metode zapocinju sintezu na molekularnoj razini tvore¢i nanocestice,
u suprotnom smjeru mehani¢kom redukcijom poput mljevenja i drobljenja se takoder mogu
generirati nanocCestice [7]. Sinteza u ¢vrstom stanju ukljucuje korak grijanja sustava potom
mehanicko usitnjavanje. Nedostatci metode su nemoguénost kontrole necistoca, distribucije
veli¢ina te povrsinskih karakteristika. Medutim ova tehnika se najcesce koristi za

proizvodnju metalnih nanokristalnih mikroprahova [8].

2.4. Silikatne nanodgestice

Relativno jednostavna sinteza 1 Siroka dostupnost silikatnih spojeva omogucuje Siroku
primjenu silikatnih nanocestica. Silikatne nanocestice imaju aktivne silanolne skupine, ¢ime
je omogucena vrlo jednostavna povrSinska modifikacija. Koriste se rutinski u razli¢itim
poljima poput medicine, biologije, industrije, razvoju novih materijala. Povecava se vaznost
uporabe silikata u nanomedicini, nano-biotehnologiji, dostavi lijekova, strani¢cnom nadzoru
1 drugo. Silikatne nanocestice prirodnih izvora sadrZe veliku koli¢inu metalnih necistoca
stoga nisu prikladne za industrijske aplikacije. Minerali silicija kristobalit, kvarc i tridimit
su kristalne strukture. Sintetski silikati poput koloidnog silikata, pirogenog silikata, silika
gela ve¢inom posjeduju amorfnu strukturu [9]. Sol-gel sinteza je proces koji se najéesce
koristi za sintezu silikatnih nanocestica jer omogucuje kontrolu veli¢ine, te morfologije

reguliranjem reakcijskih parametara.
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2.4.1. Stoberova metoda sinteze

Stober, Fink i Bohn 1968. su razvili sol-gel metodu sinteze sfernih, monodisperznih
silikatnin mikro i nanocestica. Hidrolizom alkil silikata i postupnom kondenzacijom
silikatne kiseline u alkoholnoj otopini uz amonijak kao katalizator. Veli¢ina pripremljenih
Cestica ovisi o tipu alkil silikata, omjeru sastojaka i o vrsti alkohola koji se koristi kao
otapalo. Najveca prednost Stoberove metode je moguénost pripremanja sfernih silikatnih
Cestica s uskom raspodjelom veli¢ine pri blagim uvjetima. S obzirom da Cestice koje nastaju
ovom metodom su u suspenziji, ¢esto se mogu Koristiti razli¢ite tehnike poput superkriti¢énog

susenja, termalnog susenja te hladnog susenja za proizvodnju praha [9].

Tri kemijske reakcije se generalno koriste pri opisivanju ove metode: hidroliza, alkoholna i
vodena kondenzacija. Hidrolitickom reakcijom zamjenjuje se alkoksidna skupina s
hidroksidnom. Potom slijedi kondenzacijska reakcija kojom nastaju siloksanske veze (Si-O-
Si) uz izdvajanje vode (vodena kondenzacija) ili alkohola (alkoholna kondenzacija).

Najcesce se kao prekursor Koristi tetraetoksisilan (TEQOS) ili tetrametoksisilan (TMQOS).

Struktura nanosilikatnih Cestica se proteze u trodimenzionalnu mrezu. Silanolne i
siloksanske skupine na povrSini tvore hidrofilnu prirodu ¢estice. PovrSina Cestice zavrSava s
tri razlicite vrste silanola: slobodni ili izolirani silanoli, vicinalni silanoli ili vezani vodikom
I geminalni silanoli. Silanolne skupine susjednih Cestica tvore vodikove veze i vode

formiranju agregata [9].

2.4.1.1. Mehanizam nastajanja Cestica

Postoje dvije vrste mehanizma koji objasnjavaju nastanak Stdberovih Cestica. Prvi je
,LaMer* odnosno mehanizam rasta adicijom monomera. Opisuje nukleaciju koja prekoraci
granicu superzasi¢enosti i rast kondenzacijom monomera silikatne kiseline na postojecoj
Cestici (jezgri). Mehanizam se bazira na brzini hidrolize i kondenzacije te topivosti silikatne
kiseline [11].
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Hidroliza silikatnog prekursora je limitirajuci korak koji odreduje brzinu ukupne reakcije.
Pojavljivanje vremena indukcije favorizira LaMer reakcijski mehanizam s obzirom da je
potrebno odredeno vrijeme za hidrolizu prekursora da prekoraci ravnoteznu koncentraciju
ili kriticnu koncentraciju nukleacije silikatne kiseline u otopini, §to je onda popraceno

precipitacijom silikata [11].

Drugi mehanizam kontrolirane agregacije popracen je nukleacijom i rastom Cestica.
Koloidalna stabilnost, veli¢ina jezgre, povrSinski naboj, difuzija i agregacija su vazni
parametri ovog modela [11]. Model pretpostavlja da se jezgre formiraju kontinuirano
tijekom hidrolize 1 kondenzacije prekursora, te jezgre su koloidalno nestabilne te ce
koagulirati tvorec¢i vece jedinice. Iznad kriti¢ne veliCine agregata su stabilne. Daljnji rast je
popracen adicijom primarnih jezgri na postojecu povrSinu aglomerata. Broj 1 veliCine tih
jedinica ¢e biti odredene ne samo reakcijskom kinetikom ve¢ i1 ionskom jakoScu,
temperaturom, nabojima povrsine, pH i svojstvima otapala [11]. Vrijeme indukcije odgovara
formaciji nanometarskih podjedinica. Kondenzacijska reakcija moze se odvijati paralelno s
hidrolitickom reakcijom od samog pocetka i dalje ¢e biti potrebno odredeno vrijeme (vrijeme
indukcije) da nastanu primarne podjedinice koje mogu anglomerirati tvore¢i novu jezgru ili

vezati se na povrsinu postojece Cestice.

Stoberove Cestice se mogu prvotno formirati agregacijskim mehanizmom iz nanometarskih
podjedinica te u kasnijoj tocki reakcije mehanizam se moze promijeniti u adiciju monomera.
Analiza reakcijske kinetike pokazala je da su meduprodukti Stoberove metode monomeri i
dimeri silikatne kiseline [11]. Stoga nanometarske podjedinice nastaju tijekom prvog
reakcijskog stadija sto je poprac¢eno kontroliranom agregacijom na vecée jedinice. Koloidalna
stabilnost i vrijeme agregacije primarne jezgre odreduje broj i veli¢inu Cestica. Medutim
mehanizam se mijenja u kasnijim stadijima reakcije stoga Cestice rastu iskljucivo
kondenzacijom monomera i dimera silikatnih jedinica na povrsinu Cestice. Sporija reakcija
favorizira mehanizam adicije monomera. Tocka u kojoj se reakcijski mehanizam mijenja

ovisi 0 ukupnim reakcijskim uvjetima [12].
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2.4.1.2. Struktura Stoberovih ¢estica

Reakcijski mehanizam rasta Cestice se promjeni tijekom faze hidrolize TEOS-a. S obzirom
da je tocka u kojoj se mehanizam promjeni odredena ukupnim reakcijskim uvjetima, Cestice

mogu imati razlicite strukture ovisno o metodi proizvodnje.

Monodisperzne sferne cCestice amorfnog silicijevog dioksida posjeduju kompliciranu
fraktalnu intrinzi¢nu strukturu [13]. Velike sferne silikatne Cestice posjeduju centralnu
jezgru koja se sastoji od primarnih Cestica okruzenu s nekoliko slojeva sekundarnih ¢estica

manyjih od jezgre. Shematska struktura takve Cestice je prikazana na slici 2.

Slika 2. Shematski prikaz Cestice s centralnom jezgrom primarnih Cestica te nekoliko

slojeva sastavljenih od sekundarnih ¢estica [13]

Na temelju istrazivanja strukture Stoberovih Cestica, pretpostavlja se slijede¢i mehanizam
rasta. Uvodenjem TEOS-a u reakcijski medij te njegovom postupnom hidrolizom i
kondenzacijskim reakcijama nastaju monomeri silikatne kiseline. Polimerizacija monomera

nastaje kada koncentracija silikatne kiseline u otopini bude veca od 0,02-0,03% [14].

Prvo nastaju nisko molekularni polimeri, potom visokomolekularni koji se uslijed
kondenzacije te formiranja dodatnih siloksanskih veza urusavaju, te tvore jezgre buduéih
Cestica 1-2 nm. Potom slijedi porast u veli€ini jezgre uslijed vezanja monomera i polimera
na povrsinu (LaMer mehanizam) sve do kriticnog promjera 5-7 nm (primarna ¢estica), a

zatim pocinju agregirati tvoreci rastucu SiO> Cesticu (kontrolirana agregacija) [14].

Proces nastanka primarne Cestice se odvija neprekinuto sve dok koncentracija silikata u
otopini premaSuje vrijednost superzasicenosti za nukleaciju. Uslijed smanjenja
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koncentracije TEOS i hidroliziranog produkta broj primarnih Cestica formiranih po jedinici
vremena se smanjuje, stoga se monomeri i dimeri pridruzuju rastucoj Cestici. Ciklus rasta
zavrSava formiranjem gustog silikatnog sloja na povrsini rastuce Cestice $to osigurava glatku
povrsinu. Ukoliko se u reakcijski mehanizam dodaju nove koli¢ine TEOS-a cestice
nastavljaju rasti navedenim mehanizmom. Cestica raste do kritiénog promjera od 350-370
nm, tada se generira dvostruki elektricni sloj s dovoljno potencijala da sprijeci prodiranje
primarnih Cestica, stoga je primarnim Cesticama termodinamicki povoljnije da se agregiraju
u novo formirane (sekundarne) Cestice. Sekundarna Cestica pri 30-40 nm moze savladati
energijsku barijeru te se pridruzuje rastucoj Cestici. Tada nastaje ljuska ¢ija je gusto¢a manja
od gustoce jezgre jer posjeduje dodatni sustav pora. Ostatci hidrolize TEOS-a i neagregirane

primarne Cestice dovrSavaju formaciju, dajuc¢i glatku povrsinu te regularnu sfernu formu

[14].

2.5. Polimerne nanodgestice

Polimerne nanocestice su ¢vrste formulacije ¢ija veli¢ina varira od 10 do 1000 nanometara
te mogu biti sintetizirane iz prirodnih ili sintetskih polimera [6]. Prirodni polimeri ili
biopolimeri se dobivaju direktno iz prirodnih resursa poput zelenih biljaka, Zivotinja, algi,
bakterija ili gljiva. Sintetski polimeri se modificiraju ili sintetiziraju u laboratoriju razli¢itim
kemijskim procesima. Sintetski polimeri koji se najcesce koriste su: polikaprolakton (PCL),
polilakti¢na kiselina (PLA), polilaktid-ko-glikolid (PLGA), poliglikolna kiselina (PGA),
polietilenglikol (PEG), poliortoester (PES), polivinilalkohol (PVA). Prirodni polimeri koji
se koriste su: albumin, Zelatin, kolagen, kitozan 1 alginat. Navedene nanocestice se koriste u
dostavi lijekova jer posjeduju veliku prednost nad ostalim sustavima dostave, a to su
stabilnost i strukturalna rigidnost. Inkorporiraju lijekove na nacin da ih se: adsorbira, otopi,

zarobi, omota ili kovalentno veze na nanocesticu [15].
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2.5.1. Kitozanske nanocestice

Hitin je netoksican, biorazgradivi polimer visoke molekularne mase. Sastoji se od linearnih
lanaca acetilglukozaminskih skupina. Kitozan je derivat hitina, dobiva se uklanjanjem
dovoljnog broja acetilnih skupina (CH3-CO). Tim procesom deacetilacije nastaju slobodne
amino skupine (NH2) koje daju kitozanu kationski karakter. Deacetilacijske metode mogu
biti enzimatske, metode s mikrovalnim zracenjem te najcesce reakcija s jakom bazom pri
visokoj temperaturi 1 tlaku. Ukoliko se viSe od 50% acetilnih skupina ukloni s hitina,
rezultiraju¢i polimer se naziva kitozan [16]. Udio acetilnih skupina koji je uklonjen naziva
se stupanj deacetilacije (DDA) te moze varirati od 50% - 100% ovisno o uvjetima reakcije.
Obrnuto, polimeri hitina su karakterizirani sa stupnjem acetilacije (DA). Kitozan je linearni
polisaharid izgraden od slucajno distribuiranih p-(1-4) veza D-glukozamina i N-acetil-D-

glukozamina. Struktura kitozana je prikazana na slici 3.

OH
i "’Sg’.i\ﬁ”’xg.iﬁﬁ,i\, oH
HO \ HO HO B

11
NH, NH, NH,

Slika 3. Struktura kitozana [15]

Kao §to je prikazano na slici 3. kitozan posjeduje reaktivne amino te hidroksidne skupine

koje predstavljaju bazu interakcije s ostalim polimerima i bioloSkim molekulama.

Kitozan posjeduje svojstva poput hidrofilnosti, biokompatibilnosti, biorazgradivosti,
antibakterijsko svojstvo te nisku toksi¢nost. Zbog biokompatibilnosti posjeduje mogucnost
razvijanja novih materijala koji bi mogli stupiti u interakciju sa stanicama, tkivima, organima
i ne izazivati imunoloSku reakciju. Kitozan se koristi za dostavu lijekova, gena i cjepiva.
Formulacijom kitozana s lijekom moze se promijeniti farmakokineticki 1 biodistribucijski

profil.
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2.5.2. Metode sinteze polimernih nanocestica

Postoje brojne metode pripremanja polimernih nanocestica; te metode se mogu generalno
Klasificirati u dvije glavne kategorije prema tome zahtjeva li formulacija polimerizacijsku

reakciju ili se dobiva direktno iz makromolekule ili polimera koji je unaprijed pripremljen.

2.5.2.1. Metode temeljene na polimerizaciji

Monomer i prikladni katalizator se otope u vodenom sustavu koji sadrzi emulgirane lipofilne
kapljice ili micele. Na sucelju vodene i nevodene faze ili na sloju tenzida micele; monomeri
reagiraju tvoreci oligomere potom polimere. Koncentriraju se u nevodenoj fazi tvoreci krute
Cestice. Ta reakcija moze nastati spontano ili se moze pokrenuti fizikalnim sredstvom poput
topline ili zraCenja. Reakcija traje sve dok su monomeri dostupni ili prisutne reaktivne

skupine polimerne Cestice [17].

2.5.2.2. Metode koje koriste unaprijed pripravljene polimere

Otapa se polimer u organskom otapalu koje se mijeSa ili ne mijeSa s vodom, ili u
superkiticnom fluidu. Otopina se emulgira te se otapalo evaporira ili se primjenjuje
kontrolirana desolvatacija. Kako bi ¢estice bile nanometarske veli¢ine nuzno je smanjiti kapi
emulzije na Zeljenu veli¢inu. U tu svrhu se koriste homogenizatori visokog pritiska,

mikrofluidicki ¢ipovi ili ultrazvuk [17].

Metoda priprave iz emulzije evaporacijom otapala

Metoda se odvija kroz dva koraka, prvi je emulgiranje polimerne otopine u vodenu fazu a
zatim evaporacija polimernog otapala, dok se polimer precipitira kao nanocestica. Metoda

se temelji na topivosti polimera u organskom otapalu. VVodena otopina u kojoj se emulgira
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polimer sadrzi tenzid ili emulgirajuéi agens kako bi nastala emulzija ulje u vodi (o/w). Kada
nastane stabilna emulzija, organsko otapalo se evaporira kontinuiranim mijeSanjem ili
redukcijom tlaka. Veli¢ina nanocCestica ovisi o vrsti stabilizatora, koncentraciji polimera te
brzini homogenizacije. Modifikacija ove metode ukljuCuje pripravu emulzije potom
homogenizaciju pri visokom tlaku uz mijesanje da se ukloni organsko otapalo [17]. Ukoliko
se lijek doda u polimernu otopinu, tada nanosfere sadrze lijek koji je molekularno

dispergiran u polimernoj mrezi matriksa [18].

Metoda spontanog emulgiranja ili difuzije otapala

Metoda je razvijena iz metode evaporacije, u kojoj se kao uljna faza koristi otapalo koje se
djelomi¢no mijesa s vodom s malim koli¢inama organskog otapala koje se ne mijesa s
vodom [19]. Mijesanjem organske faze s vodenom fazom u kojoj se nalazi polimer i
stabilizator, dolazi do brze difuzije otapala. Prilikom difuzije otapala smanjuje se topljivost
polimera pri ¢emu se nanocestice precipitiraju. Uslijed difuzije otapala izmedu dviju faza

nastaju medupovrsinske turbulencije $to u konacnici dovodi do formacije malih Cestica.

Metoda isoljavanja

Metoda ukljucuje separaciju otapala koje se mijesa s vodom iz vodene otopine kroz efekt
isoljavanja. Polimer se otapa u otapalu koje se postupno emulgira u vodeni gel koji sadrzi
agens za isoljavanje i stabilizator. Koriste se razli¢iti agensi za isoljavanje (elektroliti;
magnezijev klorid i kalcijev klorid i neelektroliti poput saharoze). Dolazi do formacije o/w
emulzije koja se razrjeduje s dovoljnom koli¢inom vode kako bi se pojacala difuzija otapala

u vodenu fazu i inducirala formacija nanocestica [19].

Metoda obrnute micelizacije

Obrnute micele su w/o kapljice za razliku od konvencionalnih micela koje nastaju u formi
o/w. W/o mikroemulzija nastaje koriStenjem lipofilnog tenzida koji se otapa u prikladnom

organskom otapalu. Vodena faza koja sadrzi polimer i stabilizator se dodaje organskoj fazi
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uz konstantno mijeSanje, pri ¢emu nastaju obrnute micele. NanocCestice se ekstrahiraju

evaporacijom otapala [20].

2.6. Povrsinska modifikacija nanocestica

Strategija modifikacije ili funkcionalizacije nanoCestica ovisi o strukturi povrSine i njenoj

interakciji s ligandima.

Tretmanom povrSine se dodirna napetost na sucelju nanocestica priblizava nuli Sto
omogucuje termodinamicku stabilnost disperzije. Na povrSinu se mogu adsorbirati tenzidi
ili blok kopolimeri kako bi pruzili izmedu Cestica elektrostatske i/ili odbojne sile koje
pruzaju kineticku stabilnost disperzije. PovrSinskom modifikacijom Ccestica postaje
funkcionalna na brojne nacine, jedna od njih uklju¢uje promjenu hidrofilnosti/hidrofobnosti,
sposobnost da veze enzime, molekule, enzime, DNA [7]. Modifikacijom se dobiva reaktivna
skupina na povrsSini. Ona se moze posti¢i reakcijom s alkoksisilanima ili halosilanima.
Alkoksisilani reagiraju s povrSinskim silanolnim skupinama tvoreé¢i 1-3 Si-O-Si veze
kondenzacijskom reakcijom. Najéesce koristene povrSinske modifikacije ukljuc¢uju grafting
tiolnih tenzida ili polimera, adsorpcija nabijenih tenzida, liganada ili bioloskih molekula te
brojne druge. Povrsinski modificirane ¢estice se mogu koristiti za pasivizaciju vrlo reaktivne
nanocestice, stabilizaciju nanocestica kako ne bi doslo do agregacije, funkcionalizaciju
nanocestica za razliCite aplikacije poput molekularnog prepoznavanja, ili promoviranje

samouredenja nanocestica.

Samouredenje je spontana organizacija gradivnih jedinica u uredene strukture, na takav
nacin se tvore 1 organiziraju materijali u funkcionalne konstrukte dizajnirane za specificne
namjene. Pokretacke sile samouredenja su elektrostatske interakcije, povrSinska napetost,

kapilarne sile, hidrofobne interakcije i specificno biolosko prepoznavanje.
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2.7. Metode karakterizacije nanocestica

2.7.1. Dinamicko rasprsenje svjetlosti (DLS)

Metoda dinamickog rasprSenja svjetlosti Koristi se za odredivanje veli¢ine nanocestica u
koloidalnoj suspenziji. Tehnika koja odreduje hidrodinami¢ku veli¢inu Cestice.
Hidrodinamicka veli¢ina moze biti definirana za Cesticu iregularnog oblika kao i za
efektivnu veli¢inu Cestice dispergirane u tekuéini. Za sferne Cestice hidrodinamicka veli¢ina
je ista kao 1 stvarna veli¢ina Cestice [10]. RasprSenje svjetlosti je posljedica interakcije
svjetlosti s elektricnim poljem Cestice ili molekule. Upadna zraka fotona inducira oscilirajuéi
dipol u elektronskom oblaku, uslijed promjene dipola, energija se otpusta u svim smjerovima
te se ta energija naziva rasprseno zracenje. Za male Cestice Ciji je promjer manji za desetinu

valne duljine svjetlosti, vrijedi Rayleigheva teorija. Rayleighevo rasprSenje je izotropno,

odnosno jednako u svim smjerovima [21].

Tehnika ovisi o intenzitetu fluktuacija vidljivog svjetla rasprSenog na Cesticama dok se
gibaju Brownovim gibanjem u tekuéini. Brownovo gibanje je slucajno kretanje Cestica
uslijed sudara uzrokovanim molekulama otapala koje okruzuju ¢estice. DLS mjeri brzinu
Brownovog gibanja. Na brzinu Brownovog gibanja utjeCu: veliina Cestice, viskoznost
uzorka i temperatura. Sto je manja &estica, brzina Brownovog gibanja postaje veca i obrnuto.
Takoder viSa temperatura ubrzava Brownovo gibanje. Prema Stokes-Einstein relaciji (1)
brzina Brownovog gibanja je definirana translacijskim difuzijskim koeficijentom, te se

pomocu relacije (1) moze izracunati hidrodinamicki promjer Cestice [22]

dy = o (1)

3nnD

gdje je dy hidrodinamicki promjer, k Boltzmannova konstanta, T apsolutna temperatura, n

koeficijent viskoznosti, a D difuzijski koeficijent.
Komponente DLS sustava su :

1. lzvor svjetlosti, najcesce laser (HeNe, u ¢vrstom stanju ili diodni laser)
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2. Celija za uzorak, najéesce cilindriéna kiveta s promjerom izmedu 10-30 mm, te ako
je moguce s termostatom

3. Detektor, fotomultiplikatorska cijev ili vrlo osjetljivi avalanche photo diode (APD),
te uz njega povezana optika

4. Hardware komponente povezane na detektor, koje se koriste za obradu signala.

Standardni DLS sustav prikazan je na slici 4.

KIVETA S
. UZORKOM

LASER

DETEKTOR
DIGITALNI PROCESOR

SIGNALA

Slika 4. Komponentne DLS sustava[22]

2.7.2. Elektroforetsko rasprSenje svjetlosti (ELS)

Elektroforetsko rasprSenje svjetlosti je metoda mjerenja elektroforetske mobilnosti Cestice u
suspenziji ili molekule u otopini. Fundamentalni fizikalni princip ove metode je
elektroforeza, odnosno gibanje nabijene Cestice u tekucéini u kojoj je suspendirana pod
utjecajem primijenjenog elektrinog polja. Elektroda privlac¢i suprotno nabijene Cestice, dok
se gibanju Cestica suprotstavlja viskoznost. Kada se uspostavi ravnoteza te dvije sile, Cestica
se giba konstantnom brzinom odnosno brzina Cestice u elektricnom polju je elektroforetska
mobilnost. Na nju utjeCe zeta potencijal, viskoznost, dielektricna konstanta i jakost

primijenjenog polja.
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Razvoj naboja na povrsini Cestice utjeCe na distribuciju iona u samoj okolini Cestice,
rezultiraju¢i u nakupljanju suprotno nabijenih iona oko povrSine Cestice. Teku¢i sloj oko
Cestice postoji u dva dijela; unutarnjoj regiji ili Sternovom sloju gdje su ioni ¢vrsto vezani i
vanjskom difuzijskom sloju gdje ioni nisu tako ¢vrsto vezani. Stoga se oko nabijene Cestice
nalazi elektri¢ni dvosloj. Unutar vanjskog sloja se nalazi zamisljena granica slipping plane,
unutar koje ioni i estica tvore stabilnu jedinku. Kada se Cestica giba, gibaju se i ioni unutar
te granice, a ioni izvan granice ne putuju s ¢esticom. Potencijal koji se nalazi na toj granici

je zeta potencijal. Shematski prikaz raspodjele iona oko Cestice je prikazan slikom 5.

Elektri¢ni dvosloj

”~ ~

‘Sternov sloj Difuzijski sloj

A

"Slipping plane”

Udaljenost od povrsine Cestice

Slika 5. Raspodjela iona i potencijala u prostoru oko povrsine Cestice [22]

Magnituda veliine zeta potencijala je indikator stabilnosti koloidnog sustava. Ako sve
Cestice u suspenziji imaju veliki pozitivan ili negativan zeta potencijal, onda ¢e se odbijati i
nece se agregirati. Ukoliko je taj potencijal mali, nema sile koja bi sprijecila Cestice da se
zblize 1 agregiraju. Opéenita granica izmedu stabilnih i nestabilnih suspenzija je +30 mV ili
30 mV [22]. Cestice s potencijalom izvan tih granica se smatraju stabilnim. Mjereéi
elektroforetsku mobilnost Cestice moze se izraCunati zeta potencijal preko Henryjeve

jednadzbe:
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_ 2e7f (Kq)
Up ==5, (2)
gdje je Ug elektroforetska mobilnost, ¢ dielektriéna konstanta, 7 zeta potencijal, f(K,)

Henryjeva funkcija, a n koeficijent viskoznosti.

ELS sustav se sastoji od istih komponenti kao i DLS prikazan slikom 4. 1zvor svjetlosti je
laser ¢ija se zraka kod mjerenja zeta potencijala dijeli na upadnu i referentnu. Uzorak se
unosi u Celiju s elektrodama na oba kraja na koje se primjenjuje potencijal. Zraka prolazi
kroz ¢eliju s uzorkom. Cestice se uslijed primijenjenog elektriénog polja gibaju $to ée

uzrokovati fluktuacije u intenzitetu detektirane svjetlosti.

2.7.3. Infracrvena spektroskopija (IR)

Infracrvena spektroskopija je najéesce koriStena spektroskopska metoda. Metoda je brza,
osjetljiva, jednostavna za koriStenje te pruza razlicite tehnike za uzorkovanje plinova,
tekucina te krutina. Odlike IR spektra (broj apsorpcijskih vrpca, njihovi intenziteti te njihov
oblik) direktno su povezani s molekularnom strukturom spoja. IR spektar je jedinstveno
fizikalno svojstvo individualnog spoja, odnosno molekularni otisak. lako je IR spektar
karakteristika cijele molekule, odredene skupine atoma daju vrpce pri ili blizu istih
frekvencija neovisno o ostatku strukture molekule. Osnovni princip rada ove metode temelji
se na apsorpciji svjetlosti iz infracrvenog spektra $to uzrokuje promjene u vibracijskim
energijskim razinama. Apsorpcija IR energije je kvantizirana, no vibracijski spektri se
javljaju kao vrpce a ne kao linije jer je promjena u vibracijskoj energiji poprac¢ena nizom
promjena rotacijske energije. Frekvencija ili valna duljina apsorpcije ovisi o0 relativnoj masi
atoma, konstantama sile veza i geometriji atoma [24]. Srednje (oshovno) infracrveno
podruéje (IR ili MIR) proteze se od 4000 cm™ do 400 cm™. OkruZeno je dalekim IR
podruéjem (FIR) od 400 cm™ do 10 cm™ te vrlo vazno blisko podruéje (NIR) od 12500 cm™
! do 4000 cm™[23].

S obzirom na smjer vibracijskog gibanja, razlikuju se vibracije istezanja (promjene duljine
veze) i vibracije deformacije (promjene veznog kuta). Vibracije istezanja mogu biti
simetri¢ne 1 asimetricne dok vibracije deformacije mogu biti sjeckanje, ljuljanje, klanjanje,

uvrtanje.
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Samo one vibracije koje rezultiraju u ritmi¢koj promjeni dipolnog momenta molekule mogu
biti opazene u IR. Vibracije uzrokuju promjenu distribucije naboja pri ¢emu nastaje
promjenjivo elektri¢no polje, spajaju se molekulske vibracije s osciliraju¢im elektricnim

poljem elektromagnetske radijacije.

2.7.3.1. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FT-IR)

Sredi$nji uredaj FT-IR spektrometra je interferometar, uredaj koji s pomocu pruga
interferencije mjeri valnu duljinu svjetlosti. Michelsonov interferometar se sastoji od
djelitelja zrake i dva ravna zrcala. Jedno zrcalo je fiksirano na ruku interferometra a drugo
je pomicno te se nalazi u drugoj interferometarskoj ruci. Djelitelj treba imati refleksiju od

50% i ne apsorbirati unutar raspona uporabe [23].

Funkcionalnost Michelsonova interferometra se bazira na kolimiranoj IR zraci, koja se
usmjerava na djelitelj koji razdvaja zraku u dva dijela jednakog intenziteta. Razdvojene
zrake se reflektiraju pomi¢nim i fiksnim zrcalima ponovno na djelitelj gdje se rekombiniraju
i interferiraju. Rekombinirana IR zraka prolazi kroz uzorak ili referent i dolazi do detektora.
S obzirom da se ne koristi monokromator, cijelo zragenje prolazi kroz uzorak simultano $to

uzrokuje uStedu vremena (Felgetts prednost) [23].

Shematski dijagram FT-IR spektrometra je prikazan na slici 6.
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Slika 6. Shematski prikaz FT-IR spektrometra s Michelsonovim interferometrom [23]

Matematicka procedura koja se koristi da pretvori IR interferogram (intezitet o vremenu,
naziva se vremenska domena) u IR spektar (intezitet o frekvenciji, naziva se jo§ domena
frekvencije) naziva se Fourierova transformacija. Interferogrami uzorka i referenta se
transformiraju odvojeno, kasnije se omjer automatski racuna i prikazuje kao instrument

neovisni IR transmisijski spektar [23].

Dvije velike vrste detektora se koriste za MIR podrucje spektrometra, a to su deuterirani
triglicin sulfat (DTGS) piroelektri¢ni detektor i ziva kadmijev telurid (MCT) fotodetektor.
DTGS radi pri sobnoj temperaturi i pokazuje dobru linearnost cijele skale transmitancije,
daje odziv signala frekvencija i do nekoliko tisu¢a hertza. MCT je mnogo osjetljiviji i brzi
od DTGS detektora. Radi na principu unutarnjeg foto efekta, svaka IR radijacija pobudi
jedan vezani elektron materijala detektora u slobodno stanje pri ¢emu se poveca elektricna

vodljivost [23].

Izvor zraCenja FT-IR spektrometra su inertne krutine elektricno zagrijane na visoku
temperaturu pri ¢emu dolazi do emitiranja IR zra¢enja. Nernst glower je cilindar napravljen
od metalnih oksida, platinske Zice su zataljene na krajevima cilindra kroz koji prolazi struja.
Globar source je Stapi¢ silicijevog karbida koji se takoder elektri¢no zagrijava. Ukoliko je

potrebno snimanje u FIR podruc¢ju tada se mogu koristiti i zivine lampe pod visokim tlakom.
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Nakon prolaska signala kroz detektor, signal dolazi u pojacalo u kojem se visoko frekventni
signali eliminiraju preko filtra te odlazi u analogno-digitalni pretvornik koji analogni signal

pretvara u digitalni kako bi podatci bili prikladnog oblika za obradu na rac¢unalu [23].

2.7.4. Transmisijski elektronski mikroskop (TEM)

Transmisijski elektronski mikroskop je idealan za istrazivanje nanomaterijala jer se moze
postiéi uveéanje od 102 - 10°. Slika se dobiva na temelju elektrona koji su transmitirani kroz
uzorak. TEM se moze podijeliti na tri podrucja: sustav osvjetljavanja, drza¢ uzorka i sustav

dobivanja slike [24]. Osnovne komponente TEM prikazane su slikom 7.

elektronski
pistolj

kondenzatorska
leca

leca objektiva

intermedijerna o

oS — projektorska
L uorescentni
zaslon

Slika 7. Osnovne komponente TEM-a [25]

Sustav osvjetljavanja se sastoji od elektronskog topa s dvije ili vise kondenzatorskih le¢a
koje fokusiraju elektrone na uzorak. Drza¢ uzorka omogucuje stacionarnu poziciju tijekom
snimanja te moze biti umetnut i izvaden iz TEM-a. Mehanicka stabilnost je vazan faktor pri
odredivanju rezolucije slike. Sustav dobivanja slike sastoji se od najmanje tri lece koje daju
uvecanu sliku (ili difrakcijski uzorak) na fluorescentnom zaslonu za trenutno gledanje ili za

snimanje elektroni¢kim sustavom kamera.
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Elektronski top

Elektronski top daje zraku elektrona ¢ija je kineti¢ka energija dovoljno visoka da im dopusti
prolazak kroz tanki sloj TEM uzorka. Top se sastoji od elektronskog izvora odnosno katode
(visoki negativni potencijal) te regije za ubrzavanje elektrona. Postoji nekoliko vrsta izvora
elektrona [24].

Termionski elektronski top

Termionski elektronski top je volframov filament V-oblika zavaren u keramicki ili stakleni
dzep. Struja grije filament do 2700 K, pri ¢emu dolazi do termionske emisije elektrona. Jo$
jedna vazna komponenta termionskog elektronskog topa je Wehnelt cilindar, metalna
elektroda koja okruZuje u potpunosti filament. Njena uloga je da kontrolira struju emisije
elektronskog topa, u tu svrhu ima jos§ negativniji potencijal nego katoda. Negativni potencijal
sprjecava elektrone u napustanju katode osim ako nisu emitirani iz regije u blizini vrha, koji
je smjesten iznad rupe u Wehnelt elektrodi gdje je elektrostatski potencijal manje negativan.
Povecavanjem magnitude negativnog prednapona reducira se podrucje emitiranja i emisijska

struja [24].
Schottky emisija

Termionska emisija se moze pojacati primjenom elektrostatskog polja na povrsinu katode.
Polje smanjuje visinu barijere potencijala (koji zadrzava elektrone unutar katode),
takozvanim Schottky efektom. Schottky izvor se sastoji od zaSiljenog kristala volframa
zavarenog na kraj filamenta V-oblika. Vrh je pokriven cirkonijevim oksidom (ZrO), s
obzirom da je vrh jako ostar elektroni se emitiraju iz vrlo malog podrucja Sto rezultira

velikom gustocom struje na povrsini [23].
Emisija u polju

Ukoliko se elektrostatsko polje na vrhu katode pojac¢a dovoljno, Sirina barijere potencijala
postaje dovoljno mala da omoguci elektronima da pobjegnu kroz povrSinsku barijeru
potencijala efektom kvantno-mehanickog tuneliranja, a Sam proces se naziva emisija u polju.
Zamjenom Wehnelt cilindra ekstraktorskom elektrodom koja se odrzava na pozitivnom
potencijalu u odnosu na vrh dobiva se jako elektri¢no polje. S obzirom da termalna pobuda

nije potrebna, top radi pri sobnoj temperaturi, no ipak je potreban vakuum.
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Nakon emisije s katode, elektroni se ubrzavaju pod utjecajem elektri¢nog polja paralelnog s
optickom osi. Polje se generira primjenom razlike potencijala katode i anode, okrugle
metalne ploce koja sadrzi centralnu rupu vertikalno ispod katode kroz koju zraka ubrzanih
elektrona proizlazi. Kako bi nastalo ubrzanje elektrona, anoda mora biti dovoljno pozitivna

u odnosu na katodu [24].
Drzac uzorka

TEM uzorci imaju standardan kruzan oblik promjera tri milimetra. Uzorak mora biti
dovoljno tanak kako bi elektroni bili transmitirani a ne apsorbirani. Drza¢ uzorka je
mehanicki uredaj dizajniran da drZi uzorak stacionarnim, jer svaka vibracija ili pomak ¢e biti
uvecani na konacnoj slici, mijenjajuci rezoluciju. Drza¢ mora omogucavati uzorku da bude
umetnuto bez prekidanja vakuuma TEM stupca. To se omogu¢uje umetanjem uzorka kroz
zracnu bravu, malu komoru u koju se uzorak umece i evakuira prije nego dode do stupca

[24].
TEM zaslon i sustav kamera

Lece za tvorbu TEM slike tvore uvecanu sliku ili elektron-difrakcijski uzorak na zaslonu ili
sustavu kamera. Prostorna rezolucija slike ovisi o kvaliteti lea osobito le¢e objektiva.
Uzorak je postavljen blizu centra lec¢e objektiva gdje je magnetsko polje najvece. Nastaje
jaki fokusiraju¢i efekt upadnog osvjetljenja. Moderni TEM uredaju sadrze nekoliko lec¢a
izmedu projektorske i leCe objektiva. Jedna od njih se naziva intermedijerna te kombinira
efekte ostalih. Svrha projektorske lece je da tvori sliku ili difrakcijski uzorak ¢iji je promjer
nekoliko centimetara. Le¢a minimizira distorzije slike koju mogu uzrokovati elektroni kada

dodu na zaslon [24].

Fluorescentni zaslon se koristi kako bi se elektronska slika pretvorila u vidljivu formu.
Sastoji se od metalne ploce prekrivene tankim slojem pudera koji fluorescira prilikom
bombardiranja elektrona. Najées¢e se koristi cinkov sulfid (ZnS) s dodatkom metalnih
necistoca. Svjetlosno opticka slika fluorescentnog zaslona se moze snimati elektronskom
kamerom. Kamera sadrzi fotoosjetljivi matriks silikonskih dioda koje pruzaju elektri¢ni

signal proporcionalan razini intenziteta [24].
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Stoberova sinteza silikatnih nanocestica

Silikatne nanocCestice su sintetizirane Stoberovom metodom. U tablici 1. su prikazane
koncentracije i koli¢ine materijala koje su koriStene za sintezu. Prema tablici 1. moze se
vidjeti da se u sustavu jedino mijenja koncentracija amonijeva hidroksida koja je proizvoljno

odredena, dok su koncentracije ostalih komponenti sustava stalne.

Tablica 1. Pripadne koncentracije (c) i volumeni (V) kemikalija koristenih pri sintezi

nanodestica.
or. C(TEOS) V(TEOS) c(NH:OH) V(NH:OH) V(EtOH) C((';ZO?) V(H20) Vukupno
“(moldm?®) (uL) (moldm?®)  (uL) (uL) dm-?) (uL)  (uL)
1 025 110814 070 106282 1783043 2 0 20000

2 0,25 1108,14 0,50 752,71 17930,05 2 209,10 20000
3 0,25 1108,14 0,25 376,35  18050,96 2 464,55 20000
4 0,25 1108,14 0,12 188,18 1811141 2 592,27 20000

5 0,25 1108,14 0,05 75,27 18147,68 2 668,91 20000

U niz od pet bocica za uzorke dodani su volumeni apsolutnog etanola navedeni u tablici 1.,
potom se u etanol dodaje voda. Kona¢ni volumen svih pet uzoraka je zadrzan na 20
mililitara. Postupno dodavanje komponenti u reakcijski sustav se odvija uz konstantno
mijeSanje na magnetskoj mijeSalici uz temperaturu od 25 °C. Nakon razrjedenja se dodaje
tetraetoksisilan i na posljetku amonijev hidroksid. Uzorci se mijeSaju 24 sata na magnetskoj

mijesalici, nakon toga se skidaju s magnetske mijesalice te se vrSe daljnje analize.

U tablici 2. su prikazane koncentracije 1 koli¢ine materijala koje su koriStene za sintezu
nanocestica veli¢ine 100, 200 i 300 nanometara. Mijenja se koncentracija prekursora,

amonijaka i vode.

28



Tablica 2. Pripadne koncentracije (c) i volumeni (V) kemikalija koristenih pri sintezi
nanocestica veli¢ine 100, 200 1 300 nm

Vehicina fr(ﬁgz)_ V(TEOS) ¢(NH4OH) V('\,':)"‘O V(EtOH) ((,;(,';fdcr)%- V(H20) Vuikupno
cfrir‘:]c)a b (uL)  (moldm™) @y D 3) (nL) (nL)

100  0,11945 529,49 0,11945 372,17 17658,34 6,65985 1440 20000
200 0,17715 785,25 0,17715 551,94 17222,81 6,94852 1440 20000

300 0,23485 1041,01 0,23485 731,70 16787,29 7,23719 1440 20000

U tri bocice za uzorke dodani su volumeni apsolutnog etanola navedeni u tablici 2., potom
se u etanol dodaje voda. Kona¢ni volumen svih pet uzoraka je zadrzan na 20 mililitara.
Postupno dodavanje komponenti u reakcijski sustav se odvija uz konstantno mijeSanje na
magnetskoj mijeSalici uz temperaturu od 25 °C. Nakon razrjedenja se dodaje tetraetoksisilan
1 na posljetku amonijev hidroksid. Uzorci se mijeSaju 24 sata na magnetskoj mijesalici,
nakon toga se skidaju s magnetske mijesalice te se vr$e daljnje analize. Ve¢ nakon pola sata

mijesanja dolazi do promjene boje reakcijske otopine iz potpuno bezbojne u opalnu.

3.2. Matematicki izra¢un povrsinske potrebe molekule APTES-a

Matematicki se moZe izraziti kolika je povrSinska potreba jedne APTES molekule, kada je
taj podatak poznat tada se moZze to¢no izracunati kolika je koli¢ina alkoksisilana potrebna za

modificiranje odredenog postotka povrSine nanocestice.
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Slika 8. Kemijska struktura 3 - aminopropiltrietoksisilana [26]

Na slici 8. se moze vidjeti da je u sredistu strukture APTES-a silicij koji je okruzen S tri
atoma kisika koji sudjeluju u kondenzacijskoj reakciji sa silanolnim skupinama povrsine.
Silicij u ovoj strukturi je sp® hibridiziran, odnosno kut izmedu silicija i kisika je tetraedarski
iiznosi 109,5°. Duljina Si-O veze je 163 pm. 1z poznatih podataka i projekcijom unutarnjeg

trokuta na bazu tetraedra moze se izraunati prema jednadzbi:
r =sin(180° — 109,5°) - 163 pm 3

153 pm iznosi stranica trokuta, koja je ujedno i polumjer kruga. Krugom se aproksimira

povrsinska potreba molekule APTES-a kako bi se smanjila greska racuna.
Stoga povrsina kruga prema poznatoj relaciji iznosi:

P =74168 -1072'm?

3.2.1. Kemijska modifikacija povrsine silikatnih nanoc¢estica APTES-om

Povrsina silikatnih nanocestica se modificira 3-aminopropiltrietoksisilanom, koji tvori 1-3
Si-O-Si veze s povrSinskim silanolnim skupinama kondenzacijskom reakcijom, shematski

je reakcija prikazana slikom 9.

30



OH
Ho y

HO. ) OH 1l
APTS/ EtOH
(QH el 0—8i™"NH,
HO~ RT |
o' | OH X
OH X= QEl or OH of OSis

Slika 9. Shematski prikaz kemijske modifikacije povrsine silikatnih nanocestica

alkoksisilanima [26]

VVolumen modifikatora naveden u tablici 3, se dodaje u 5 mL uzorka 200 nm silikatnih ¢estica

uz konstantno mije$anje 24 sata pri sobnoj temperaturi.

Tablica 3. Volumen modifikatora potreban za modificiranje 200 nm silikatnih Cestica

Oznaka uzorka  Postotak modificirane povrsine  Volumen modifikatora (mL)
1 50% 0,002942

2 90% 0,005296

3.2.2. Kemijska modifikacija povrSine silikatnih nanocestica karboksilnim

skupinama

2-cijanidno funkcionalizirane silikatne nanocestice su pripravljene mijeSanjem 0,2 g
silikatnih nanocestica 200 nm s 16,6 mL apsolutnog etanola i 30 uL 25% amonijeva
hidroksida, te na poslijetku 10 pL (2-cijanoetil)trietoksisilana (CETEQOS). Struktura
CETEQOS-a je prikazana na slici 10. Uzorak se mijeSao na magnetskoj mjesalici pri stalnoj
temperaturi od 60 °C. Uzorak je nadopunjen etanolom do 20 mL od toga je 10 mL
pomijesano s 30 mL klorovodiéne kiseline (HC1) koncentracije 0,012 moldm™. Nadalje,
uzorak se mijesa na 70 °C 120 minuta. Dolazi do kisele hidrolize cijanidnih skupina na

povrsini silikatnih ¢estica u karboksilne skupine. Nakon toga se otpari amonijak iz sustava.
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Slika 10. Kemijska struktura (2-cijanoetil)trietoksisilana [26]
3.3. Matematicki izraGun kontrolirane agregacije

Planirana kontrolirana agregacija se temelji na elektrostatskim silama. S obzirom da silikatne
Cestice modificirane APTES-om imaju pozitivni povrSinski naboj, oko njih se mogu
agregirati nemodificirane silikatne Cestice negativnog naboja. Jednostavnim geometrijskim
pristupom moze Se izraCunati koli¢ina modificiranih centralnih i nemodificiranih Cestica

koje su potrebne kako bi se prekrila povrSina centralne Cestice.

Kada je poznat promjer centralne sferne cestice, pomocu njega se moze izracunati njena

povrsina prema jednadzbi:
P. = 4r?m )

Povrsina centralne Cestice se prekriva heksagonima koji su aproksimacija povrsine kugle
nemodificiranih Cestica. Kada je poznat polumjer (rs) nemodificiranih odnosno sekundarnih

Cestica, moze se izraunati povrsina heksagona (PH) prema jednadzbi:
Py = erz\/§ (6)

Kada su poznate obje povrSine, dijeljenjem povrSine centralne Cestice s povrSinom
heksagona dobiva se broj heksagona (NH) prema jednadzbi (7), koji su potrebni kako bi se

prekrila cijela povrsina centralne Cestice.
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Ny = =< (7

3.3.1. Kontrolirana agregacija

Za kontroliranu agregaciju su koriStene silikatne nanocestice koje su funkcionalizirane
karboksilnom i amino propilnom skupinom. Karboksilatne ¢estice su predstavljale centralne
Cestice kontrolirane agregacije, njihova veli¢ina je 200 nm. Dijelu uzorka karboksilatnih
nanocestica je pH podesen dodavanjem 1M NaOH na 8,5. Veli¢ine sekundarnih odnosno
nanocestica funkcionaliziranin APTES-om su 50 nm i 100 nm. Kontrolirana agregacija
Cestica je priredena prema omjerima prikazanim u tablici 4, te je izvrSena pri sobnoj

temperaturi.

Tablica 4. Koli¢ine kemikalija koriStene za kontroliranu agregaciju
V(Si-COOH) V(Si-COOr V(Si-NH2 100 V(Si-NH:2

Broj uzorka

(nL) Na’) (uL) nm) (uL) 50 nm) (uL)
Uzorak 1. 50 - 500 -
Uzorak 2. - 50 500 -
Uzorak 3. 25 - - 750
Uzorak 4. - 25 - 750

3.4.Sinteza kitozanskih nanodestica

3.4.1 Deacetilacija kitozana

Kako bi se smanjio broj acetilnih skupina kitozana, a samim time povecala topivost, radila
se deacetilacija u luznatom. 5 g kitozana molarne mase 200 000 - 300 000 g/mol se pomijesa
s 50 mL 50% NaOH. Smjesa se zagrijava na 100 °C te se mijeSa na magnetskoj mijesalici

120 minuta uz povratno hladilo. Nakon hladenja reakcijske smjese, produkt se ispire vru¢om
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destiliranom vodom nekoliko puta. Produkt se susi u susioniku na 80 °C sve dok se potpuno

ne osusi.

3.4.2. Metoda priprave kitozanskih nanocestica iz emulzije isparavanjem otapala

Nanocestice kitozana su pripravljene metodom iz emulzije isparavanjem otapala, materijali
te njihove koncentracije prikazane su u tablici 5. Kitozan otopljen u smjesi diklormetan
aceton omjera 3:1 se dodaje u vodenu otopinu koja sadrzi lecitin i tenzid polisorbat 20.
Pripremljene su razli¢ite koncentracije u rasponu od 1-10"%—5-10"2 moldm™
polisorbata 20 (prikazano u tablici 6). Pripravljeno je sedam uzoraka ukupnog volumena 11
mL, od kojeg je 1 mL organske faze a 10 mL vodene faze. Napravljene su dvije serije
uzoraka, Ciji je sastav emulzije bio isti osim $to je u prvoj seriji udio kitozana u emulziji
0,15%, dok je u drugoj seriji bio 0,44%. Smjesa organske i vodene faze se stavlja u ultrazvuk
na 5 minuta potom homogenizira ultra-turraxom pri ¢emu nastaje emulzija. U nastaloj

emulziji se diklormetan uklanja pod sniZzenim tlakom koriste¢i rotavapor pri sobnoj

temperaturi. Shematski prikaz navedene metode je prikazan slikom 11.

Tablica 5. Materijali i njihove koncentracije koristene za pripravu kitozanskih Cestica

Sastav emulzije w/w (%)

Lecitin 1,2 1,2
Polisorbat 20 0,8 0,8
Kitozan 0,15 0,44
Diklormetan : aceton (3:1) 12 12
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Tablica 6. Sastav vodene faze koristene u sintezi kitozanskih Cestica

¢ (polisorbat 20) V (polisorbat 20)

Oznaka (moldm?) (mL) V (H20) (mL)
1 1-10* 0,22 9,78
2 2:10* 0,44 9,56
3 4-10* 0,88 9,12
4 6:10™ 1,32 8,68
5 8-10" 1,76 8,24
6 1103 2,20 7,80
7 510° 3,30 6,70
= 5 e S
— - Ultrazvuk - Evaporacija
(= + l[ ) = ’ ) = otapala
— = Ultra-turrax I
- w o/w emulzija ﬂ
Kitozan u otopini Vodena otopina YV
diklormetan lecitin + tenzid
aceton 3:1 (polisorbat 20) | -
y, Suspenzija
cvrstih
kitozanskih

nanocestica

Slika 11. Shematski prikaz metode priprave kitozanskih nanocestica iz emulzije
isparavanjem otapala
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3.5. Instrumentalne metode i1 uredaji

Nakon zavrsenih sinteza silikatnih i kitozanskih nanocCestica, njihova distribucija veli¢ina i
hidrodinamicki promjeri su snimljeni dinamic¢kim rasprSenjem svjetlosti (DLS) koristeci
Malvern Zetasizer Nano S instrument. Zeta potencijal silikatnih nanocestica je odreden
elektroforetskim rasprSenjem svjetlosti (ELS) koriste¢i instrument Malvern Zetasizer Nano

Z. Sva DLS i ELS mjerenja su izvrSena pri 25 °C.

Morfologija i veli¢ina Cestica je snimljena transmisijskim elektronskim mikroskopom
(TEM), (JEOL JEM 1200 EX 1I). Uzorci za TEM se nanose na bakrene gridove promjera 3
mm, ¢iji je predtretman namakanje s 1% TEOS-u u etanolu, potom se na njih nanosi tanak
film od nitroceluloze u etilacetatu. Uzorci su pripravljeni i na nacin da se na bakrene gridove

nanosi tanki Butvar B-98 film.

IR spektri kemijske modifikacije silikatnih ¢estica s aminopropilnom skupinom su snimljeni
na Shimadzu FT-IR 8400S spektrometru u podruéju 4000 — 400 cm . Uzorak je pripravljen

na nacin da je pomijeSano 3 mg uzorka s 100 mg silikatnih nanocestica.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1.Sinteza i karakterizacija silikatnih nanocestica

4.1.1. Odredivanje veli¢ine DLS mjerenjem

Kumulativnom analizom podataka DLS mjerenja odreduje se distribucija veli¢ine Cestica po
kojoj se ra¢una srednja vrijednost veli¢ine (Z-srednje) i Sirina distribucije odnosno
polidisperzni indeks (PDI). PDI je bezdimenzijska mjera distribucije veli¢ine izraCunate
kumulativnom analizom. PDI je u rasponu od 0 do 1, vrijednosti veée od 1 ukazuju na to da

je uzorak toliko polidisperzan da nije prikladan za snimanje.

Prema tablici 7. PDI silikatnih nanocestica je u rasponu od 0,038 — 0,246 §to oznacava
srednje vrijednosti polidisperznog indeksa odnosno podrucje u kojem algoritmi distribucije

najbolje rade.

Amonijak se u Stéberovoj sintezi silikatnih nanocestica koristi kao katalizator, mijenjajuci
njegovu koncentraciju u rasponu od 0,05 do 0,70 moldm™ mijenja se i veli¢ina &estica od 13
do 87 nm $to je prikazano u tablici 7. Odnosno veca koncentracija amonijaka uzrokuje i

nastanak vecih Cestica, prikazano graficki slikom 12.

Povecanjem koncentracije amonijaka, povecava se brzina reakcije hidrolize prikazana
jednadzbom (8) i brzina reakcije kondenzacije prikazana jednadzbama (9) i (10). Nastajanje
intermedijera Si(OC,Hs)4_(OH)x ¢e takoder biti brze uslijed hidroliticke reakcije; kada
dosegne podru¢je superzasi¢enosti, brzina potro$nje intermedijera kondenzacijskom
reakcijom je isto relativno brza, §to skracuje period nukleacije. Stoga ukupan broj jezgri koji

nastaje je manji, a kona¢na veli¢ina silikatnih Cestica relativno velika.
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Tablica 7. Utjecaj promjene koncentracije amonijeva hidroksida na veli¢inu Cestica

cumaa (TE09)ON) e0) a2t
1 0,25 0,70 2 20000 87 0,038
2 0,25 0,50 2 20000 74 0,183
3 0,25 0,25 2 20000 49 0,246
4 0,25 0,12 2 20000 18 0,187
5 0,25 0,05 2 20000 13 0,227
Si(0C,Hs)y + xH,0 - Si(0CyHs) 4 (OH)y + xC,HsOH (8)
= Si—0C,Hs + HO — Si =>=Si— 0 — Si = +C,H;OH 9
=Si—0OH+ HO - Si=->=Si— 0 —Si =+H,0 (10)

100

90 -+

60 -

50 +

40 -

Promjer Cestica (nm)

30 +

20 +

y =118,42x + 9,8331

R2=10,9554

0 T T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Koncentracija amonijaka (moldm-)

T

0,7

0,8

Slika 12. Graf ovisnosti promjera silikatnih Cestica o koncentraciji amonijaka
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Primarni rezultat koji se dobiva DLS mjerenjem je distribucija veli¢ine po intenzitetu

svjetlosti rasprsenog Cesticama, prikazan na slici 13.

Distribucija veli¢ine po intenzitetu

Intensity (Percent)

Veli¢ina (nm)

— Record 64: TEOS New 51 Record 65: TEOS New 4 1 — Record 66: TEOS New 3 1
— Record 67;: TEOS New 4 1 — Record 68: TEOS New 11

Slika 13. Graf distribucije veli¢ine silikatnih Cestica po intenzitetu

Pomocéu Mie teorije se distribucija po intenzitetu pretvara u distribuciju po volumenu
prikazanu na slici 14. Ova distribucija je ekvivalentna masi ili tezini Cestica, te se dalje

distribucija po volumenu pretvara u distribuciju po broju ¢estica prikazanu na slici 15.
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Distribucija veli¢ine po volumenu

Volume (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Veli¢ina (nm)

— Record64: TEOS New 51 Record 65: TEOS New 4 1 — Record 66; TEOS New 3 1
— Record 67: TEOS New 4 1 — Record 68: TEOS New 11

Slika 14. Graf distribucije veli¢ine silikatnih ¢estica po volumenu

Transformacije iz jedne u drugu distribuciju pocinju od odredenih pretpostavki: sve su
Cestice sferne, homogene i ekvivalentne gustoce, opti¢ka svojstva su poznata. Prema slikama
13. i 14. moze se uociti da su dane distribucije veli¢ine po volumenu i broju sli¢ne, §to

ukazuje na to¢nost mjerenja veliCine Cestica.
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Distribucija veli¢ine po broju

e e s e :

Number (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Veli¢ina (nm)

— Record 64: TEOS New 5 1 Record 65: TECS New 4 1 — Record 66; TEOS New 31
— Record 67; TEOS New 4 1 — Record 68; TEOS New 11

Slika 15. Graf distribucije veli¢ine silikatnih ¢estica po broju

Prilikom sintetiziranja silikatnih nanoCestica moZe se primijetiti trend porasta

polidisperznog indeksa sa smanjenjem veli¢ine Cestica, trend rasta je prikazan na slici 16.
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Slika 16. Graficki prikaz ovisnosti polidisperznog indeksa o veli¢ini Cestica

Visoka polidisperznost uzorka se javlja kod Cestica promjena manjeg od 30 nm, dok je kod

vecih Cestica distribucija Sirine veli¢ina uzorka mnogo manja.
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Tablica 8. Rezultati DLS mjerenja za nanocestice veli¢ine 100, 200 i 300 nm
Veli¢ina c(TEQOS) c¢(NHsOH) c(H20)  Vukupno Z-prosjek

estica (nm)  (moldm™) (moldm®)  (moldm®)  (uL) (nm) "Dl
100 0,11945 0,11945 6,65985 20000 109 0,119
200 0,17715 0,17715 6,94852 20000 204 0,025
300 0,23485 0,23485 7,23719 20000 266 0,021

Prema tablici 8. moze se vidjeti da se DLS mjerenja prosje¢nog promjera veliine Cestica
slazu s teorijskim izra¢unom. Povecavajuéi koncentraciju TEOS-a i amonijaka u intervalu
od 0,119 moldmdo 0,235 moldm™, raste i veli¢ina Eestica od 109 nm do 266 nm, trend

rasta je prikazan naslici 17.

300 +

250 ~

y = 1366x - 48,329
R?=0,9867

N

o

o
1

150

100 -

Promjer Cestica (nm)

50 +

O T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Koncentracija amonijaka (moldm-3)

Slika 17. Graf ovisnosti promjera silikatnih ¢estica o koncentraciji amonijaka

PDI se takoder smanjuje porastom veli¢ine nanocestica od 0,119 do 0,021 §to predstavlja

srednje vrijednosti pri kojima algoritmi distribucije veliine Cestica najbolje rade. Na
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slikama 12. 1 17. moze se uoditi gotovo linearna ovisnost koncentracije amonijaka i veli¢ine

Cestica nastale Stoberovom metodom.

4.1.2. Odredivanje zeta potencijala ELS mjerenjem

Silikatne Cestice od 200 nm sintetizirane su prema tablici 2., njihov zeta potencijal iznosi -

43mV te zeta devijacija 28,2 mV. Prema slici 18. moze se vidjeti raspodjela zeta potencijala

silikatnih nanocestica.

Raspodjela zeta potencijala

300000

Total Counts

100000,

Zeta potencijal (mV)

‘7 Record 13: Alex vs Tatjana 200nm 1.6‘

Slika 18. Graf raspodjele zeta potencijala 200 nanometarskih silikatnih Cestica

Zbog velikog negativnog zeta potencijala velike su repulzivne sile medu ¢esticama stoga se
nece agregirati 1 upravo zbog toga imaju povecanu stabilnost. Negativni naboj silikatnih
Cestica potjece od hidroksidnih skupina na povrsini. Ovaj visoko negativan zeta potencijal

je snazan indikator visoke stabilnosti silikatnih Cestica.
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4.1.3. TEM mjerenje veli¢ine

Povrs$ina i morfologija silikatnih nanocestica karakterizirana je TEM mjerenjem. Naslici 19.
se nalaze silikatne nanocestice sintetizirane Stoberovom metodom. Rezultati TEM mjerenja

se slazu s DLS mijerenjem veli¢ine. Cestice su monodisperzne, sfernog oblika, glatke

povrsine bez vidljivih pora.

Microscope Accelerating Voltage Magnification Microscope Accelerating Voltage Magnification|
JEM-1200EX 11 80 kv 200000 x —100 nm— ‘ JEM-1200EX |1 80 kV | 300000 x |

Slika 19. TEM slika silikatnih nanodestica veli¢ine 200 nm

4.2 .Karakterizacija povrsine i morfologije modificiranih silikatnih nanocestica

4.2.1.FT-IR karakterizacija silikatnih nanocestica modificiranih APTES-om

Na slici 20. se nalazi razlikovni FT-IR spektar modificiranih silikatnih ¢estica APTES-om.
Odnosno od spektra APTES modificiranih silikatnih ¢estica se oduzme spektar silikatnih

Cestica kako bi ostale samo frekvencije koje su karakteristicne za aminopropilne skupine.
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Slika 20. FT-IR spektar silikatnih nanocestica modificiranih APTES-om

Siroka apsorpcijska vrpca izmedu 1566 cm™ i 1635cm™ odgovara svijanju -NH; skupine.
Vrpce u podruéju oko 2961 cm™ odgovaraju asimetri¢nom i simetri¢cnom CH istezanju u
propilnom lancu. Oko 1298 cm™ se nalaze Si-CH; vibracije. FT-IR spektar pokazuje da se

na povrsini silikatnih ¢estica nalaze aminopropilne skupine.
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4.2.2. TEM mjerenje veliCine

Na slici 21. se nalaze TEM slike silikatnih ¢estica veli¢ine 200 nm kojima je 50 % povrsine

modificirano APTES-om.

BT . 200 nm
Microscope Accelerating Voltage,
JEM-1200EX 11 80 kv

Magpnification
60000 x

Microscope Accelerating Voltage Magnification
JEM-1200EX |1 80 kv | 100000 x | —200 nm—

—>500 nm

\
Slika 21. TEM slika silikatnih ¢estica s 50% modificirane povrSine APTES-om

Na slici 22. se nalaze TEM slike silikatnih Cestica veli¢ine 200 nm kojima je 90 % povrsine

modificirano APTES-om.

¢4
> =0

% . l - - 4 200 nir

Microscope  Accelerating Voltage Magnification| - Microscope Accelerating Vaiagé‘Magn'rficalion
JEM-1200EX 11 80 kv 100000 x —200 nm— JEM-1200EX |1 80 kV 60000 x ——500 nm——

Slika 22. TEM slika silikatnih cestica s 90% modificirane povrsine APTES-om
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Cestice su sfernog oblika, glatke povrSine te nema zamjetne promjene u veli€ini unato¢

modificiranju povrsine. Cestice su agregirane Sto moze upucivati na nizak zeta potencijal.

4.2.3.0dredivanje zeta potencijala modificiranih silikatnih nanocestica ELS

mjerenjem

Povrsina silikatnih nanocestica veli¢ine 200 nm je modificirana karboksilnim skupinama.
Zeta potencijal suspenzije takvih Cestica pri pH 2 iznosi -0,602 mV kao §to se moze vidjeti
u tablici 9. Sustavim dodavanjem luzine i promjenom pH jedinice u rasponu od 2 do 10,
negativni zeta potencijal se povecava Sto odgovara deprotonaciji karboksilnih skupina.

Maksimalan negativni zeta potencijal pri pH 10 iznosi -48,1 mV.

Tablica 9. Vrijednosti mjerenja zeta potencijala za silikatne nanocestice funkcionalizirane
karboksilnom skupinom
Zeta potencijal Mobilnost Vodljivost

Uzorak pH TCC) (MV) (umem/Vs)  (mS/cm)
1Si-COOH 2 25 0,602 0,04718 461
2Si-COOH 3 25 10 10,7862 0,458
3Si-COOH 4 25 26,2 2,054 0,0679
4Si-COOH 6 25 28,4 2,25 0,0267
5Si-COOH 8 25 354 2,779 0,0183
6.5i-COOH 9 25 43,2 3,385 0,0216
7Si-COOH 10 25 48,1 3773 0,0514
8Si-COOH 11 25 0,123 0,009668  0,000482
9Si-COOH 12 25 0,388 0,03038 0,0017

Negativni zeta potencijal se povecava gotovo linearno s promjenom pH, kao §to se moze
vidjeti i na slici 23, sve do izoelektri¢ne tocke u kojoj su svi negativni naboji neutralizirani

na $to ukazuje nagla promjena k pozitivhom potencijalu.
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Slika 23. Promjena zeta potencijala silikatnih nanocestica funkcionaliziranih karboksilnom
skupinom u ovisnosti o pH

Mjerenje zeta potencijala u ovisnosti promjene pH vrijednosti je izvrseno za 100 nm silikatne
Cestice modificirane amino propilnom skupinom §to je prikazano tablicom 10. Pri pH 2 takva
suspenzija Cestica ima zeta potencijal od 52 mV, §to odgovara jakom pozitivnom naboju
povrsine. Visoki zeta potencijal ukazuje na stabilnost ovakvih modificiranih silikatnih
Cestica. Amino skupine su nosioci pozitivnog naboja povrsine, pove¢avanjem pH vrijednosti

suspenzije smanjuje se i zeta potencijal.
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Tablica 10. Vrijednosti mjerenja zeta potencijala za silikatne nanocestice veli¢ine 100 nm
funkcionalizirane aminopropilnom skupinom

Uzorak
(100nm)

1.Si-NH:
2.Si-NH:
3.Si-NH2
4.Si-NH;
5.Si-NH:
6.Si-NH:

7.Si-NH»

pH

2

3

5

11

o) (mv) (umem/Vs)
25 52 4,077
25 39,6 3,101
25 39,6 3,105
25,1 38,6 3,025
25 39,1 3,068
25 39,2 3,072
25 -41,1 -3,221

Zeta potencijal Mobilnost

Vodljivost

(mS/cm)
4,92

0,857
0,303
0,294
0,273
0,152

0,724

U pH intervalu od 3 do 9 zeta potencijal je relativno stalan, linearna promjena zeta

potencijala se moze vidjeti na slici 24. Nakon toga poveéavanjem pH vrijednosti dolazi do

naglog pada vrijednosti zeta potencijala, §to odgovara neutralizaciji pozitivnog naboja

odnosno izoelektricnoj tocci.
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Slika 24. Promjena zeta potencijala silikatnih nanocestica veli¢ine 100 nm

funkcionaliziranih amino propilnom skupinom u ovisnosti o pH
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Pri pH 11 zeta potencijal silikatnih nanoCestica funkcionaliziranih amino propilnom

skupinom iznosi -41,1 mV §to bi znacilo da amino skupina na sebi nosi negativan naboj.

Mijeren je zeta potencijala i za nanocCestice veli¢ine 40 nm, vrijednosti su prikazane u tablici
11.

Tablica 11. Vrijednosti mjerenja zeta potencijala za silikatne nanocestice
funkcionalizirane aminopropilnom skupinom

Uzorak H T(°C) Zeta potencijal Mobilnost Vodljivost
(4onm) P (mV) (umem/Vs) (mS/cm)
Si-NH2 2 25 26,3 2,061 54
Si-NH2 3 25 29,4 2,302 1,07
Si-NH2 7 25 28,4 2,228 0,565
Si-NH2 9 25 28,1 2,202 0,504
Si-NH2 10 25 -0,392 -0,03076 0,0124
Si-NH2 11 25 -28,5 -2,235 0,54

Moze se primjetiti isti trend promjene zeta potencijala u ovisnosti pH i za 40 nm Cestice,
prikazano slikom 25. Pri malim pH vrijednostima zeta potencijal je pozitivan, kako se pH
vrijednost povecava tako se vrlo malo smanjuje zeta potencijal dok ne nastupi izoelektri¢na
toCka nakon nje amino skupine su nosioci negativnog naboja §to odgovara potencijalu koji

je negativan, u ovom slucaju pri pH 10 iznosi -0,392 mV.
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Slika 25. Promjena zeta potencijala silikatnih nanocestica veli¢ine 40 nm
funkcionaliziranih amino propilnom skupinom u ovisnosti o pH

Prema slikama 24. i 25. moze se uociti da su zeta potencijali vecih Cestica generalno veéi.
Maksimalna vrijednost zeta potencijala manjih Cestica je 29,4 mV, dok kod vecih Cestica ta
vrijednost iznosi 52 mV. Osim §to zeta potencijal govori o stabilnosti suspenzije Cestica, on
je vazan indikator zbivanja na povrSini Cestice 1 oko nje. S obzirom da se planirana
kontrolirana agregacija temelji na elektrostatskim privla¢enjima suprotno nabijenih Cestica,
to privlacenje bi trebalo biti najvece pri maksimalnim vrijednostima zeta potencijala obje

vrste Cestica.
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4.2. Priprava i karakterizacija kitozanskih nanocestica

4.2.1. Odredivanje velicine DLS mjerenjem

Mijenjanjem koncentracije polisorbata 20 vodene faze u intervalu 1- 10~* moldm™ do 5-
103 moldm®, te zadrzavajuéi sastav organske faze istom s masenim udjelom kitozana od
0,15% nastale su kitozanske nanocestice u intervalu veli¢ina od 28,21 nm do 32,67 nm. PDI
ove serije uzoraka iznosi 0,498, uzorak ima Siroku distribuciju veli¢ine, $to utjeCe na
kvalitetu mjerenja DLS-om. Kao §to se moze vidjeti na slici 26. koja prikazuje raspodjelu

veli¢ina po intenzitetu, uzorci sadrze nekoliko frakcija velicina Cestica.

Distribucija veli¢ine po intenzitetu

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Velic¢ina (nm)

— Record 33: kitozan 4" UT6 No 11 Record 34: kitozan 4" UT 6 No 2 1
— Record 35: kitozan 4" UT 6 No 3 1 — Record 36: kitozan 4" UT 6 No 4 1
— Record 37: kitozan 4" UT6 No 5 1 — Record 38: kitozan 4" UT6No 6 1

Slika 26. Raspodjela veli¢ine kitozanskih nanocestica (udio kitozana 0,15%) po intezitetu

Distribucija veli¢ina po volumenu prikazana slikom 27. ima nekoliko frakcija zbog

polidisperznosti uzorka. Distribucija po broju ¢estica je prikazana na slici 28.
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Distribucija veli¢ine po volumenu
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Veli¢ina (nm)

—— Record 33: kitozan 4" UT6No 1 1 Record 34: kitozan 4" UT6 No 2 1
— Record 35: kitozan 4" UT 6 No 3 1 — Record 36: kitozan 4" UT6 No 4 1
— Record 37: kitozan 4" UT 6 No 5 1 — Record 38: kitozan 4" UT6 No 6 1

Slika 27. Raspodjela veli¢ine kitozanskih nanocestica (udio kitozana 0,15%) po volumenu

Distribucija veli¢ine po broju

AQOT - v R R U S

Number (Percent)

100 1000 10000

Veli¢ina (nm)

—— Record 33: kitozan 4" UT6No 11 Record 34: kitozan 4" UT6 No 2 1
— Record 35: kitozan 4" UT6 No 31 — Record 36: kitozan 4" UT6 No 4 1
— Record 37: kitozan 4" UT6 No 5 1 — Record 38: kitozan 4" UT6 No 6 1

Slika 28. Raspodjela veli¢ine kitozanskih nanocestica (udio kitozana 0,15%) po broju

Za uzorak najmanje i najvec¢e koncentracije tenzida razlika u veli€ini nanoCestica je oko 4
nm. Svih Sest uzoraka su jako sli¢ne veli¢ine kao Sto se moze 1 vidjeti na slikama od 26. do
28. Stoga iz ove serije uzoraka nije moguce zakljuciti o povezanosti veli¢ine kitozanskih
nanocestica u ovisnosti o koncentraciji tenzida. Kitozan je zbog svoje strukture izuzetno
stabilan polimer, stoga ga kao takvog nije bilo moguce otopiti vise od 0,15%. Zbog male
koncentracije kitozana, nanocCestice su polidisperzne, malih veli€ina i ne ovise o promjeni u

koncentraciji tenzida.

U drugoj seriji uzoraka sastav vodene faze ostaje isti, koncentracija polisorbata 20 varira od

1-10~* moldm2do 5- 10~ moldm™ no maseni udio kitozana organske faze je povecan na
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0,44%. Topivost kitozana je povecana postupkom deacetilacije. Dobivene su kitozanske
nanocestice raspodjele veli¢ine od 32,67 nm do 78,82 nm. PDI ove serije uzoraka iznosi
0,171 gotovo trostruko manji od prethodne serije. Na slici 29. je prikazana distribucija
veli¢ine po intenzitetu gdje se mogu uoditi frakcije veli¢ina kitozanskih nanocestica, no ipak
uza distribucija veli¢ine nego prethodne serije. Slike 30. i 31. prikazuju distribucije veli¢ine

po volumenu i broju.

Distribucija veli¢ine po intenzitetu

Intensity (Percent)

Veli¢ina (nm)

—— Record 56: Kitozan uzorak 1 Record 57: Kitozan uzorak 2 —— Record 58: Kitozan uzorak 3
Record 59: Kitozan uzorak 4 Record 61: Kitozan uzorak 5 Record 62: Kitozan uzorak 6
— Record 63: Kitozan uzorak 7

Slika 29. Raspodjela veli¢ine kitozanskih nanocestica (udio kitozana 0,44%) po intenzitetu

Distribucija veli¢ine po volumenu

Volume (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Veli¢ina (nm)

Record 56: Kitozan uzorak 1 Record 57: Kitozan uzorak 2 Record 58: Kitozan uzorak 3
—— Record 59: Kitozan uzorak 4 —— Record 61: Kitozan uzorak 5 — Record 62: Kitozan uzorak 6
Record 63: Kitozan uzorak 7

Slika 30. Raspodjela veli¢ine kitozanskih nanocestica (udio kitozana 0,44%) po volumenu
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Distribucija veli¢ine po broju

QO R R R R :

Number (Percent)

01 1 10 100 1000 10000

Veli¢ina (nm)

—— Record 56: Kitozan uzorak 1 Record 57: Kitozan uzorak 2 —— Record 58: Kitozan uzorak 3
—— Record 59: Kitozan uzorak 4 — Record 61: Kitozan uzorak 5 — Record 62: Kitozan uzorak 6
— Record 63: Kitozan uzorak 7

Slika 31. Raspodjela veli¢ine kitozanskih nanocestica (udio kitozana 0,44%) po broju

U tablici 12. su prikazani rezultati mjerenja veli¢ine kitozanskih nanocestica u ovisnosti o
promjeni koncentracije neionskog tenzida polisorbata 20. Najveca veli¢ina Cestica iznosi

78,82 nm uz maksimalnu koncentraciju tenzida 5-10° moldm-.

Tablica 12. Rezultati DLS mjerenja veli¢ine kitozanskih nanocestica u ovisnosti o
koncentraciji polisorbata 20

Oznaka ¢ (polisorbat 20)(moldm) Veli¢ina(nm)
1 1-10% 32,67
2 2:10* 43,82
3 4-10* 43,82
4 6:10* 50,75
5 8-10" 58,77
6 1-10°3 68,06
7 510 78,82

Povecanjem koncentracije tenzida nastaju vecée kitozanske Cestice. Metoda se bazira na
topivosti kitozana u organskom otapalu. Usporedbom dvije serije uzoraka moze se vidjeti da
je povecanje masenog udjela kitozana s 0,15% na 0,44% bilo klju¢no za smanjenje PDI

vrijednosti 1 za nastanak vecih Cestica. Vodena otopina sadrzi lecitin koji sluzi kao
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stabilizator i tenzid koji je emulgiraju¢i agens za nastanak emulzije ulje u vodi. S obzirom
da Cestice nastaju iz kapljica emulzije nakon §to se ukloni otapalo, njihova veliina je
direktno povezana s veli¢inom kapljica i njihovom stabilnos¢u. Povecavanje koncentracije
polisorbata 20 uzrokuje veée kapljice emulzije, koje se postupno izdvoje kao cvrste

kitozanske nanocestice.

4.3.2. TEM Kkarakterizacija povrsine i morfologije kitozanskih nanocestica

PovrSina 1 morfologija je karakterizirana TEM mjerenjem, koje je potvrdilo veli¢ine Cestica
dobivene DLS mjerenjem. Na slici 32. se nalaze kitozanske nanocCestice pripravljene iz

emulzije isparavanjem otapala s masenim udjelom 0,15% kitozana.

P n Microspe ccelerating Voltage Magni alu
JEM-1200EX 11 80 kV JEM-1200EX I 80 kV 5000 x —S5um—

Slika 32. TEM slike kitozanskih nanocestica prosjec¢ne veli¢ine 28 nm (lijevo) i 32 nm
(desno) pripravljene metodom iz emulzije isparavanjem otapala s masenim udjelom

kitozana organske faze 0,15%

Na slici 32. s lijeve strane se nalaze Cestice prosje¢ne veli¢ine 28nm, a s desne strane
prosjecna veliina iznosi 32 nm. Moze se vidjeti da je oblik Cestica relativno sferan, s
nekoliko cCestica nepravilnog oblika. Takoder se vidi da su uzorci polidisperzni odnosno
distribucija veli¢ina je Siroka. Na slici 33. su prikazane kitozanske nanocestice prekrivene

Stapicastim bakterijama.
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. b : b i
Microscope  Accelerating Voltage Magnification Microscope Accelerating Voltage Magnification

JEM-1200EX 11 80 kv JEM-1200EX 11 80 kv 15000 x

| |
Slika 33. TEM slike bakterija u uzorku kitozanskih nanocestica

Bakterije su slu¢ajnom pogrjeskom dospjele u uzorke cestica i zamijec¢ene tijekom snimanja
uzorka TEM-om. Snimka moze biti dokaz biorazgradivosti kitozanskih nanocestica. Na slici
34. se nalazi snimka Kkitozanskih nanocestica pripravljene iz emulzije isparavanjem otapala

veli¢ine 32 nm masenog udjela kitozana 0,44%.

Microscope Accelerating Voltage Magnification Microscope Accelerating Voltage Magnification
JEM-1200EX 11 80 kv 50000 x | JEM-1200EX 11 80 kv 100000 x

Slika 34. TEM slike kitozanskih nanocestica prosje¢ne veli¢ine 32 nm pripravljene

metodom iz emulzije isparavanjem otapala s masenim udjelom kitozana organske faze
0,44%
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Na slici se moze vidjeti da uzorak nije monodisperzan, no sadrzi manje ¢estica nepravilnog
oblika nego prethodna serija uzoraka. TEM snimkama na slikama 35.,36.,37., su takoder

potvrdene prosjecne veli¢ine dobivene DLS mjerenjem koje iznose 43 nm, 68 nm, 78 nm.

& roscope Accelerating Voltage Magnification Microscope Accelerating Voliage Mag ion|Horizont: Id
JEM-1200EX 11 80 kv 12000 x —2um— JEM-1200EX 11 80 kv 75000 x 1.9 pm -200 nm-

Slika 35. TEM slike kitozanskih nanocestica prosje¢ne veli¢ine 43 nm pripravljene
metodom iz emulzije isparavanja otapala s masenim udjelom kitozana organske faze
0,44%

. LS el
Microscope  Accelerating Voltage Magnification Microscope Accelerating Voltage Magnification
JEM-1200EX 11 80 kv 20000 x —1 pym— JEM-1200EX 11 80 kv 50000 x

—500 nm—

Slika 36. TEM slike kitozanskih nanocCestica prosje¢ne veli¢ine 68 nm pripravljene
metodom iz emulzije isparavanja otapala s masenim udjelom kitozana organske faze
0,44%
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Microscope  Accelerating Voltage Magnification - Microscope Accelerating Voltage Magnification
JEM-1200EX 11 80 kv 50000 x JEM-1200EX 11 80 kv 100000 x —200 nm—

Microscope Accelerati oltag Magnification
JEM-1200EX 11 80 kV 10000 x

\ —2 pm—

Slika 37. TEM slike kitozanskih nanocCestica prosje¢ne veli¢ine 78 nm pripravljene
metodom iz emulzije isparavanja otapala s masenim udjelom kitozana organske faze
0,44%

Kitozanske nanocestice dobivene iz emulzije isparavanjem otapala su ve¢inom sfernom
oblika, sa Sirokom distribucijom veli¢ine. Distribucija veli¢ine bi bila uza da su se iz uzoraka

izolirale Cestice odredene veli¢ine, primjerice centrifugiranjem ili filtracijom.
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4.4. TEM karakterizacija povrsine i morfologije kontrolirane agregacije

Planirana kontrolirana agregacija je zami$ljena kao uredeni sustav u kojem se nalazi
centralna negativno nabijena cestica (Si-COOH) i monosloj sekundarnih pozitivno nabijenih
Cestica (Si-NHz). Na slici 38. se nalazi sustav sastavljen od 50 pL 200 nm silikatnih Cestica
modificiranih karboksilnom skupinom i 500 pL 100 nm amino modificiranih silikatnih

éestica.
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Microscope Accelerating Voltage Magnification| Microscope Accelerating {io'llage Magnification
JEM-1200EX 11 80 kv 250000 x —100 nm— JEM-1200EX 11 80 kv 50000 x

|
Slika 38. TEM slika uzorka broj 1.

[

Moze se vidjeti da se sekundarne Cestice agregiraju oko centralne Cestice i da tvore potpunu
pokrivenost, no nije nastao monosloj Cestica. Osim privlacenja pozitivnih i negativnih
Cestica dolazi i do agregiranja ¢estica istog naboja. Na slici 39. se nalazi sustav sastavljen od
50 puL 200 nm silikatnih ¢estica modificiranih karboksilnom skupinom koja se nalazi u

deprotoniranom obliku i 500 pL 100 nm amino modificiranih silikatnih Cestica.
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Microscope  Accelerating Voltage|Magnification|Horizontal Field Width Microscope Accelerating Voltage Magnification
JEM-1200EX 11 80 kv 75000 x 1,9 ym -200 nm- JEM-1200EX 11 80 kv 100000 x

|
Slika 39. TEM slike uzorka broj 2.

Deprotonacija karboksilne skupine daje izrazito negativan naboj centralne cestice te dolazi
do nakupljanja pozitivnih sekundarnih ¢estica. U manjoj koli¢ini se medusobno agregiraju,

no nije nastao pravilan monosloj i potpuna pokrivenost.

Na slici 40. se nalazi sustav sastavljen od 25 uL 200 nm silikatnih ¢estica modificiranih

karboksilnom skupinom i 750 uL 50 nm amino modificiranih silikatnih Cestica.

=M, <
Microscope  Accelerating Voltage|Magnification|Horizontal Field Width p
JEM-1200EX 11 80 kv 75000 x 1,9 ym -200 nm- JEM-1200EX 11 80 kv 250000 x

|
Slika 40. TEM slike uzorka broj 3.
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Moze se vidjeti da dolazi do agregacije isto nabijenih Cestica. Na slici 41. se nalazi sustav
sastavljen od 25 pL 200 nm silikatnih ¢estica modificiranih karboksilnom skupinom koja se

nalazi u deprotoniranom obliku i 750 pL 50 nm amino modificiranih silikatnih Cestica.

Magnification
250000 x

Microscope Accelerating Voliage,
—200 nm— JEM-1200EX 11 80 kv

|
Slika 41. TEM slika uzorka broj 4.

Microscope Accelerating Volitage,
JEM-1200EX 11 80 kv

Magpnification
120000 x

U ovom sustavu dolazi do potpune prekrivenosti centralne Cestice. Sekundarne Cestice su
okruzile centralnu Cesticu na nacin da gotovo formiraju monosloj. Na lijevoj slici 41. se
moze vidjeti da se centralne Cestice medusobno agregiraju. No ovaj uzorak najblize opisuje
planiranu kontroliranu agregaciju. Vazni parametri koji se moraju uzeti u obzir osim
matematickog izraCuna su zeta potencijal Cestica, ionska jakost i pH vrijednost suspenzije.
Agregacija isto nabijenih Cestica ukazuje na mali zeta potencijal, podeSavanjem pH
vrijednosti kako bi zeta potencijal bio maksimalan, optimiziralo bi kontroliranu agregaciju

na zeljeni nacin.
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5. METODICKA OBRADA NASTAVNE CJELINE ,,GRADA ATOMA*

5.1. Uvod u metodi¢ku obradu

Cilj metodickog dijela ovog diplomskog rada je upoznavanje ucenika s osnovnim
pojmovima uvoda u kvantnu kemiju. Ova nastavna jedinica je prikazana na srednjoSkolskoj

razini, gimnazijskog programa.

Tema je obradena metodom frontalnog rada s obzirom da se ucenici po prvi puta susrecu s
modelima atoma te samom gradom atoma. U frontalni rad osim izlaganja je ukljuceno i
prikazivanje video zapisa, te skiciranje na plo¢i. S obzirom na kompleksnost teme, vrlo
vazno je pomo¢i u¢enicima pri vizualizaciji grade atoma, pobudivanja atoma i kvantnih
stanja. Nakon frontalnog rada ucenicima je omogucen rad u paru pri rjeSavanju radnog
listica. Radom u paru ucenici zajedno traze odgovore na zadanu problematiku te im je
omoguceno interaktivno sudjelovanje u nastavi. Ukoliko sami izvedu zakljucke o
problematici teme, lakSe usvajaju gradivo. Stoga radni listi¢ sluzi kao alat kojim se moze
provjeriti koli¢ina usvojenog gradiva, te uociti odredeni dijelovi cjeline koje je potrebno
dodatno pojasniti. Zbog opsega sadrzaja i same tematike ove cjeline nije moguce

ukomponirati pokus u nastavni sat.
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5.2. Priprema za nastavni sat

NASTAVNI PREDMET:

Kemija

RAZRED:

Prvi

NASTAVNA CJELINA/TEMA:

2. Grada atoma

NASTAVNA JEDINICA:

e Bohrov model atoma
¢ Relativne energije elektrona-
ljuske, podljuske i orbitale

e Dijagrami energijskih razina

osnovno i pobudeno stanje atoma, orbitale,

KLJUCNI POJMOVI: ljuske, podljuske, spin, Paulijevo nacelo
iskljucenja

KORELACIJA: fizika: Tijela i tvari
apsorpcijski i emisijski linijski spektri,

POTREBNA PREDZNANJA: svjetlost (frekvencija, valna duljina, dualna

priroda), fotoni
OBLIK RADA: frontalni, individualni, rad u paru
obrada novog sadrzaja, ponavljanje i
TIP SATA: s P Yo

uvjezbavanje

NASTAVNE METODE:

usmeno izlaganje, prezentacija, razgovor,

diskusija

NASTAVNA POMAGALA:

ploca 1 kreda, racunalo s projektorom,

knjiga, radna biljeznica
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Ishodi nastavne jedinice

Kognitivni:

-navesti osnovna obiljezja Bohrovog modela atoma
-razlikovati pojmove apsorpcija i emisija

-povezati Bohrov model atoma s linijskim spektrima
-uoCiti razliku izmedu Bohrovog modela atoma i
valnomehanickog

-definirati orbitale

-uociti podrucja najvece gustoce elektrona u atomu
-razlikovati ljuske, podljuske i orbitale

-razlikovati oblike orbitala

-objasniti redoslijed popunjavanja orbitala
-primijeniti Paulijevo nacelo isklju¢enja na primjeru
-definirati spin

-povezati spin elektrona s Paulijevim nacelom

iskljucenja

Afektivni:

-aktivno se ukljuciti U razgovor
-uvazavati pravila rada
-inicirati postavljanje pitanja

-poticanje znatizelje 1 interesa za kemiju kao dijela

prirode koji nas okruzuje
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Tijek nastavnog sata

-zadati domacu zadacu

Etape N
Vrijeme
nastavnog Aktivnosti ucitelja Aktivnosti u¢enika )
etape
sata
-pozdraviti uc¢enike -priprema materijala za
-motivirati uCenike za pocetak | rad
Uvodni dio | rada -sudjelovanje u uvodnom | 5 minuta
-kratko ponavljanje prethodnog | dijelu usmenim
gradiva odgovaranjem na pitanja
-definiranje klju¢nih obiljezja
Bohrovog modela atoma
-crtanje na plo¢i prijelaze iz
osnovnog stanja atoma u
pobudeno stanje
-korelacija Bohrovog modela
atoma s linijskim spektrima ) ) )
o . -aktivno sudjelovanje u
(pustanje videozapisa)
razgovoru
-definiranje klju¢nih pojmova iz
. -biljezenje kljuénih
valnomehanickog modela atoma ] 30-35
Sredi$nji dio o ) pojmova )
-povezivanje pojmova o ~ | minuta
_ ] o -komentiranje videozapisa
ljuska,podljuska i orbitala )
B -crtanje modela atoma na
-razgovor 0 redoslijedu
) ) ) plocu
popunjavanja orbitala te o
energijskim principima
-definiranje spina i Paulijevog
nacela iskljucenja
-ponavljanje klju¢nih pojmova
predavanja i njihovo medusobno
povezivanje
-omoguciti vrijeme za o o
S -postavljanje pitanja u
postavljanje pitanja 5-10
Zavrsni dio . L svrhu razjaSnjavanja |
-zadati zadatke za ponavljanje ' minuta
nejasnoca
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-rjeSavanje zadataka za

ponavljanje

Plan ploce

Bohrov model atoma

energija
E=E:-E»

v

Osnovno stanje atoma Pobudeno stanje atoma

Valnomehani¢ki model

Elektronska stanja se opisuju ORBITALAMA->vjerojatnost nalazenja elektrona u

prostoru oko jezgre

LJUSKA(diskretna energijska razina (1-7))-> svaka ljuska se sastoji od PODLIUSAKA
(s,p,d,f)>ORBITALA->oblikom daju mapu elektronske gustoce

Dijagrami energijskih razina

-elektroni prvo popunjavaju najnize energijske razine s>p—>d->f

SPIN- vrtnja elektrona oko svoje osi
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Paulijevo nacelo iskljucenja- elektroni koji se nalaze u istoj orbitali imaju suprotne

spinove

IZVORI ZA PRIPREMANIJE UCENIKA:

1. Zora Popovi¢, Ljiljana Kovacevi¢,
Kemija 1, udzbenik iz kemije za prvi

razred gimnazije, ALFA d.d Zagreb, 2014.

2. Gordana Pavlovi¢, Kemija 1, zbirka
zadataka iz kemije za prvi razred
gimnazije, ALFA d.d, Zagreb, 2014.

PRILAGODBA SADRZAJA
UCENICIMA S POSEBNIM ODGOJNO-
OBRAZOVNIM POTREBAMA :

Ucenicima podijeliti napisani plan ploce

kako bi mogli pratiti tok predavanja

DODATNI MATERIJALLI:

Radni listi¢ za ponavljanje

69



5.3. Primjer radnog listica

I

Elektron apsorbira
foton i prelazi na
visu energijsku
razinu (orbitu)

A i A A
J |’ "' ||| ‘(‘|| "'\.l ' | l‘ . “ —
llp'lll‘l YAWAVAW;
RYSR/RRIRY |u' |

v vV v

|
|
v

JEZGRA

i

Elektron emitira n=3
foton i prelazi na
nizu energijsku

razinu (orbitu)

Kako bi elektron presao iz osnovnog stanja atoma u pobudeno stanje mora apsorbirati

u obliku , koja je jednaka

, te se matematicki moze zapisati

Prikazani model atoma naziva se
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JEZGRA

Vjerojatnost
pronalaska elektrona
se S

porastom udaljenosti

od jezgre.

Prema valnomehani¢kom modelu atoma elektronska stanja (energija ili udaljenost elektrona)

se opisuje pomocu , koje predstavljaju

Znanstvenici  koji su razvili  valnomehanicki  model atoma  su

ATOM -> glavne energijske razine ili , sastoje se od ili

, koje se oznacavaju slovima , , , .

Slovom K se oznaCava ljuska, koja se sastoji od  podljuske, koja sadrzi _ orbitalu, koja

moze imati najvise _ elektrona.

Slovom M se oznadava _ ljuska, koja se sastoji od _ podljuske, koja sadrzi _ orbitala, koje

ukupno mogu imati najvisSe _ elektrona.
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5.4. Rjesenja radnog listi¢a

Elektron u

pobudenom stanju

)

S e | Elektron apsorbira
I\ NN 'u' ‘l \/ 'l [\ /i foton i prelazi na
YA'RR'RIAVAIAY 1 .
X VUV il viSu energijsku
Foton | razinu (orbitu)
|
Elektronu JEZGRA

osnovnom stanju

Orbite

Elektron emitira

) ) ) n=3
foton i prelazi na

nizu energijsku

razinu (orbitu)

Kako bi elektron preSao iz osnovnog stanja atoma u pobudeno stanje mora apsorbirati

energiju u obliku fotona, koja je jednaka razlici energije dvaju energijskih razina, te se

matematicki moze zapisati hu=E;-E».

Prikazani model atoma naziva seBohrov model atoma.
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Najveca vjerojatnost
pronalazenja elektrona

(blizu jezgre)

JEZGRA

Vjerojatnost
pronalaska elektrona
se smanjuje s
porastom udaljenosti

od jezgre.

Prema valnomehani¢kom modelu atoma elektronska stanja (energija ili udaljenost elektrona)

se opisuje pomoc¢u orbitala, koje predstavljaju vjerojatnost pronalazenja elektrona u

prostoru oko jezgre.

Znanstvenici koji su razvili valnomehani¢ki model atoma su : Louis Victor de Broglie i

Ervin Schrodinger.

ATOM -> glavne energijske razine ili ljuske, sastoje se od podrazina ili podljuski, koje se

oznac¢avaju slovima s,p,d,f.

Slovom K se oznacava 1 ljuska, koja se sastoji od 1 podljuske, koja sadrzi 1 orbitalu, koja

moze imati najvise 2 elektrona.

Slovom M se oznacava 3 ljuska, koja se sastoji od 3 podljuske, koja sadrzi 9 orbitala, koje

ukupno mogu imati najvise 18elektrona.
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6. ZAKLJUCAK

Stoberovom sintezom nastaju pravilne, sferne i monodisperzne silikatne Cestice.
Povecavanjem koncentracije amonijaka raste i1 veli€ina Cestica. Sinteza je relativno
jednostavna i brza, no u obzir se moraju uzeti razli¢iti parametri poput vlaznosti i
temperature zraka, Cistoce laboratorija pa Cak 1 utjecaj cvjetanja i peludi. Silikatne Cestice
zbog svojih aktivnih silanolnih skupina na povrsini su spremne za kemijske modifikacije.
Funkcionalizacija povrsine silikatnih ¢estica skupinama poput aminopropilne i karboksilne
omogucuje jos §iri spektar primjene. Dodavanje naboja povrsini predstavlja osnovu na kojoj
se temelji samouredenje Cestica odnosno kontrolirana agregacija s uzorkom od centralne
Cestice 1 savrSene prekrivenosti suprotno nabijenih cestica. Kontrolom povrSinskog naboja,
pH suspenzije, zeta potencijala i matematiCkim izraCunom moguée je potaknuti
samouredenje odnosno kontrolirano agregirati Cestice, s centralnom u sredini, te dobiti
savrSenu prekrivenost sekundarnim suprotno nabijenim Cesticama. Ovakva kontrolirana
agregacija predstavlja temelj za kontrolu kinetike oslobadanja lijekova, na nacin da se
kontrolira difuzijski procjep veli¢inom sekundarnih nanocestica. Kitozanske nanocestice su
izuzetno biokompatibilne i ne izazivaju imunoloske reakcije u kontaktu sa stanicama,

tkivima 1 organima stoga su idealna osnova za kontrolu oslobadanja lijekova.
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9 Kolodvorska 6.b, 31000 Sarvas (Hrvatska)
8 (+385)996571280

¢ tatjana.safarik@gmail.com

Asistent u nastavi OS Sarvas

Grad Osijek

- pomaganje tijekom nastave djetetu s hiperaktivnim poremecajem

- unapredenje djetetovih intelektualnih 1 socijalnih vjesStina

Administrativni poslovi info pulta TC Portanova
Amplitudo D.D. Osijek, Osijek (Hrvatska)

- odgovaranje na upite posjetitelja

- rjeSavanje problema i poteskoca

- administrativni poslovi

- briga o vizualima i plakatima centra

- komunikacija s ostalim zaposlenicima i prenoSenje obavijesti

Promocija kozmetickih proizvoda u dm poslovnicama

Lion Consulting d.o.o., Zagreb (Hrvatska)

Administrativni poslovi i teleprodaja

Transcom Tele2, Osijek (Hrvatska)
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2016

2014

OBRAZOVANIE I
OSPOSOBLJAVANIJE

02/10/2015—danas

20/07/2012-02/10/2015

01/09/2011-01/09/2015

Studentska pravobraniteljica Odjela za kemiju

Odjel za kemiju, Osijek (Hrvatska)

- volonterski posao

Studentska pravobraniteljica Odjela za kemiju

Odjel za kemiju, Osijek (Hrvatska)

- volonterski posao

Diplomski studij kemije

Sveuciliste J.J.Strossmayera Odjel za kemiju, Osijek (Hrvatska)

Prvostupnica kemije
Sveuciliste J.J.Strossmayera Odjel za kemiju, Osijek (Hrvatska)

- fundamentalna znanja glavnih polja kemije
- vjestine za samostalno ucenje i sklonost istrazivackom radu
- komunikacijske i prezentacijske vjeStine

- laboratorijske vjestine

Prva gimnazija Osijek, Osijek (Hrvatska)
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OSOBNE VIJESTINE
-Komunikacijske vjestine sam stekla radom preko student servisa u telekomunikacijskim

tvrtkama 1 prilikom promocije kozmetickih proizvoda

- Sudjelovala sam u organizaciji Festivala znanosti 2015. 1 2017. godine,
radila sam demonstracijske pokuse sa skupinama ucéenika razli¢itih uzrasta
- Sudjelovala sam u organizaciji radionica na skupu prirodoslovno -

matematickih fakulteta gdje sam odrzavala demonstracijske pokuse studentima

Priznanja i nagrade

e Rektorova nagrada za akademsku godinu 2015./2016.
e Procelnikova nagrada za najboljeg studenta 3. godine
preddiplomskog studija kemije za akademsku godinu 2014./2015.
e Procelnikova nagrada za najboljeg studenta 1. godine
diplomskog sveuciliSnog studija kemije za akademsku godinu 2015./2016.
e Procelnikova nagrada za najboljeg studenta 2. godine diplomskog

sveuciliSnog studija kemije za akademsku godinu 2016./2017.
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