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STO JE VELICINA CESTICE

V Volumni promjer, x,, - Promjer kugle
P volumena jednakog volumenu cCestice

Povrsinski promjer, x¢ - Promjer kugle
oplosja jednakog povrsini estice

Promjer projicirane povrsine, x, -
Promjer kruga povrsine jednake povrsini
projicirane slike Cestice koja lezi u
najstabilnijem polozaju




STO JE VELICINA CESTICE

o = |18 Y Huid
Stokesov promjer, x,- Promjer kugle o Py = P

koja u fluidu viskoznosti p pada brzinom
kojom pada Cestica (v) uz uvjet da
vrijedi Stokesov zakon

Promjer prosijavanja (sieve diameter) -
promjer jednak duljina otvora ocice sita




METODA DINAMICKOG RASPRSENJA SVJETLOSTI

» Metoda dinamickog rasprSenja svjetlosti (engl. dynamic light
scattering, DLS) se joS naziva spektroskopija korelacije fotona
(photon-correlation spectroscopy, PCS) ili fotonska korelacijska
spektroskopija (quasi-elastic light scattering, QELS)

» Eksperimentalna metoda zasnovana na mjerenju vremenske
autokorelacijske funkcije intenziteta svjetlosti rasprSene na
razrijedenoj otopini makromolekula ili razrijedenoj disperziji Cestica

» U pravilu se koristi za odredivanje veliCine Cestica u disperziji

» Mjeri hidrodinamicku mobilnost Cestica u pojedinom mediju



BROWNOVO GIBANJE

» Brownovo gibanje je slucajno kretanje Cestica uslijed sudaranja s
molekulama otapala koje ih okruzuju

» Kod vedih Cestica ili molekula Brownovo gibanje bit ¢e sporije
» Kod manjih Cestica ili molekula Brownovo gibanje bit ¢e brze

» Osim same veliCine Cestica na brzinu gibanja utjece viskoznost fluida
u kojem se nalaze



BROWNOVO GIBANJE

lzvor: www.cytoviva.com



BROWNOVO GIBANJE

» Osim same veliCine Cestica na brzinu gibanja utjecu:

A) Svojstva fluida
Viskoznost fluida
lonska jakost fluida
B) Svojstva Cestice
Oblik Cestice
Svojstva povrsine Cestice
C) Ostali faktori

Temperatura (treba biti stabilna da nema usmjerenog gibanja
zbog toplinskih tokova)



VISKOZNOST FLUIDA

» Viskoznost je mjera unutarnjeg otpora gibanju kapljevine kojeg

uzrokuju kohezivne sile medu molekulama ili molekulskim
nakupinama

» Dinamicka viskoznost (n) — ili apsolutna viskoznost definira se
kao omjer primijenjenog smicnog naprezanja i gradijenta brzine
smicanja

» Kinematicka viskoznost (v) — mjera za otpor telenju pod

utjecajem gravitacije. Odreduje se mjerenjem vremena protoka
tekucéine kroz kapilaru poznatih dimenzija, a predstavlja omjer
dinamicke viskoznosti i gustoce (n/d)

» Sto je veca dinamicka viskoznost Eestice se sporije gibaju

» Vazno je poznavati dinamicku viskoznost ispitivanog fluida






IONSKA JAKOST FLUIDA

lonska jakost (u ili /) otopine mjera je jakosti elektricnog polja koje
daju ioni u otopini

lonska jakost jednaka je polovini zbroja produkata koncentracije (c) i
kvadrata naboja (z) svakog iona u otopini

loni u mediju i ukupna koncentracija iona mogu utjecati na brzinu
difuzije Cestica promjenom debljine elektricnog dvostrukog sloja

U fluidu niske vodljivosti imati ¢emo deblji dvostruki sloj iona oko
Cestice Sto ¢e za posljedicu smanijiti brzinu difuzije i rezultirati veéim,
prividnim hidrodinamickim promjerom

60 nm monodisperzni lateks rasprSen u demineraliziranoj vodi
umjesto 10 mM NaCl moze imati i do 15 % vece dimenzije



IONSKA JAKOST FLUIDA



OBLIK CESTICE

» DSL mjeri hidrodinamicki volumen — volumen sfere koja se krece
istom brzinom kao i mjerena Cestica

» Male promjene u duzini Cestice oblika Stapa izravno ¢e utjecati
na veli¢inu, dok promjene u promjeru Stapa malo ce utjecati na
brzinu difuzije / te ¢e promjene u promjeru biti tesko detektirati



PRIMJER: UGLJIKOVA NANOCIJEV




POVRSINA CESTICE

» Ovisno Sto je na povrsni moze utjecati na veliCinu
hidrodinamickog volumena tj. na mjerenu veliCinu Cestice

» loni prisutni na povrsni » Adsorbirani polimer ili neka druga
povrsinski aktivna tvar




EINSTEIN-STOKESOVA JEDNADZBA

» VeliCina Cestice izraCunava se iz translacijskog koeficijenta
difuzije pomodu Stokes-Einsteinove jednadzbe

Einstein-Stokesova jednadzba:

d (H) = hidrodinamicki promjer
D = koeficijent translacijske difuzije
d(H) — k = Boltzmannova konstanta

37[77D T = apsolutna temperatura
n = dinamicka viskoznost



TEORIJE SVJETLOSNOG RASPRSENJA
- RAYLEIGHOVO RASPRSENJE

» Ako su Cestice male u usporedbi s valnom duljinom koristenog lasera (obic¢no
manje od d = A / 10 ili oko 60 nm za He-Ne laser), tada ¢e rasprsenje iz Cestice
osvijetljene vertikalno polariziranim laserom biti izotropno, tj. jednako u svim
smjerovima

» Rayleighova aproksimacija govori nam da | « d®, a takoderda |l < 1 /A% gdje /=
intenzitet rasprsene svjetlosti, d = promjer Cestica i A = valna duljina lasera

» lzizraza vidimo da je promjer na Setu potenciju proporcionalan s intenzitetom
rasprsene svijetlosti Sto znaci da ¢e Cestica od 100 nm milijun puta viSe rasprsiti
svjetlost od Cestice veli¢ine 10 nm

» Vaino — DSL e tesko detektirati manje Cestice ako imamo velik raspon veli€ina
Cestica u smjesi

Inverzni odnos prema valnoj duljini lasera A% znaci da se dobiva vedi intenzitet
rasprSenja kada se valna duljina koriStenog lasera smanjuje



TEORIJE SVJETLOSNOG RASPRSENJA -
MIE TEORIJA

» Mie teorija temelji se na Maxwellovim jednadzbama elektromagnetskog polja i
predvida intenzitet rasprSenja koji induciraju sve cestice unutar mjernog
podrucja, bile one prozirne ili neprozirne. Temelji se na sljede¢im
pretpostavkama:

» Cestice koje se mjere su sfere

» Suspenzija je razrijedena, tako da se jedna Cestica rasprSuje i detektira prije
nego Sto stupi u interakciju s drugim Cesticama

» Poznata su opticka svojstva Cestica i medija koji ih okruzuje

» Cestice su homogene

» Mie teorija koristi razliku indeksa loma izmedu Cestice i dispergirajuéeg
medija za predvidanje intenziteta rasprsene svjetlosti

» Kada veliCina Cestica postane priblizno jednaka valnoj duljini
osvjetljavajuce svjetlosti, tada grafikon intenziteta u ovisnosti o kutu
rasprsenja tvori slozenu funkciju maksimuma i minimuma



TEORIJE SVJETLOSNOG RASPRSENJA -
MIE TEORIJA

» Kada veliCina Cestica postane priblizno jednaka valnoj duljini osvjetljavajuce
svjetlosti, tada grafikon intenziteta u ovisnosti o kutu rasprsenja tvori
slozenu funkciju maksimuma i minimuma.
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PRINCIP RADA DLS-A

» Mjeri se brzina kojom se Cestice difundiraju zbog Brownova gibanja

» Ako kiveta sadrzi nepokretne Cestice osvijetljene laserom on se moze
rasprsiti:

A) destruktivno — tamne tocke
B) konstruktivno — svijetlije tocke

» S obzirom da imamo prisutno Brownovo gibanje navedene svijetle i tamne
tocke nisu stacionarne te stalno fluktuiraju i mijenjaju svoj intenzitet

» Brzina kojom se javljaju te fluktuacije intenziteta ovisit ¢e o brzini tj. veliCini
Cestica:

A) male Cestice — brze fluktuacije

B) velike Cestice — sporije fluktuacije



KONSTRUKTIVNE | DESTRUKTIVNE
INTERFERENCIJE
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KORELACIJA KOD DLS-A

» Izvodi se vremenska ovisnost signala pomocu korelatora

» Dobiva se autokoralcijska funkcija G(t) intenziteta
rasprsenog svijetla

| — intenzitet, t — vrijeme, 7- vrijeme zadrzavanja
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INACAJKE KORELOGRAMA
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1 — Odsjecak — omjer signal : Ssum

2 — PocCetak pada krivulje — srednja veliCina Cestica
3 — Nagib krivulje — polidisperznost uzorka

4 — Bazna linija



ANALIZA KORELOGRAMA

» Odreduje se prosjecna populacije veli¢ina Cestica z-
prosjek

» Odreduje se indeks polidisperznosti

» Definirano ISO 22412 standardom



ANALIZA KORELOGRAMA

» Dovoljno je poznavati indeks refrakcije i viskoznost tekucine

» Z- prosjek-vrlo osjetljiv na prisutnost agregata ili velikih oneciscenja
zbog svojstvenog ponderiranja intenziteta (vece Cetice znacajnije
rasprsuju i vise doprinose ukupnom signalu)

» Indeks polidisperznosti -bezdimenzijska mjera Sirine raspodjele
veliCine izraCunata iz kumulativne analize U rasponujeod 0 do 1 u
programu Zetasizer

» Vrijednosti > 1 ukazuju na to da je raspodjela toliko polidisperzna,
uzorak mozda nije prikladan za mjerenje pomocu DLS-a



ANALIZA KORELOGRAMA

» U slucaju pojave vise razdvojenih populacija informacije
dobivene kumulativnom analizom gube na vrijednosti

» Pristupa se analizi pojedinih populacija

Intensity (Percent)
=] w =

Size (d.nm)



UKRATKO
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STABILNOST KOLOIDA

« Stabilnost koloidnih suspenzija (koloida) predstavlja sposobnost
Cestica da zadrze disperzno stanje
« Stabilnost je rezultat sila na medufazi Cvrsto-kapljevito

Elekirostatska odbijanja Stericka stabilizicija




NABOJ POVRSINE KOLOIDNIH
CESTICA

Uzrok naboja povrsine moze biti:
lonizacija funkcionalnih skupina

(npr. -OH, -COOH, -OPO4H,)

COOH Coo Coo
/ . / . /
Nizak pH R ——= p == p Visok pH
Pozitivniji naboj \ \ \ Negativniji naboj
NH," NH," NH,

Sredniji pH
Ukupni naboj jednak nuli

Izoelekiricna tocka (pH,.)



NABOJ POVRSINE KOLOIDNIH
CESTICA

Uzrok naboja povrsine moze biti:
Preferencijalno otapanje iona na povrsini




NABOJ POVRSINE KOLOIDNIH
CESTICA

Uzrok naboja povrsine moze biti:
Nepravilnost strukture na povrsini Cestice

npr. u SIO, kristalnoj resetci, jedan Si atom moze bifi zamijenjen s Al
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NABOJ POVRSINE KOLOIDNIH
CESTICA

Uzrok naboja povrsine moze biti:
Adsorpcija iona/ioniziranih molekula na povrsinu

Londonove/Van der Waalsove | H-veze

H RCOO-
" RCOO
I H" rcoo
=~
=
H* H*
H* RCOO-

H+ RCOO- H+



LETA POTENCIJAL

Nabijena Cestica okruzena je elektricnim dvoslojem koji se sastoji od Sternovog i difuznog
sloja. Sternov sloj Cine djelomicno hidratizirani ioni adsorbirani na povrsinu cestice, a
nakon Sternovog sloja nalazi se difuzni sloj.

Razlika potencijala na granici Sternovog sloja i u unutrasnjosti otopine zove se Sternov
potencijal (¥;). Zbog nemogucnosti direktnog mjerenja Sternovog potencijala, njegova
najbliza aproksimacija Cini zeta potencijal, odnosno razlika potencijala u unutrasnjosti
otopine i na smi€noj povrsini — graniciizmedu pomicnih i nepomicnih iona i molekula u
odnosu na povrsinu cestice.

Zbog nepomicnosti iona i molekula prije
granice smicanja (smic¢ne povrsine), zeta
potencijal ujedno predstavlja efektivni
naboj cestice u odredenom mediju, a time
I mjerilo elektrostatskih odbijanja, odnosno
stabilnost koloidnih cestica.

Granica
Sternovog sloja

Smicna
povrsina




LETA POTENCIJAL

Vodeni koloidi smatraju se stabilnim ako je apsolutna vrijednost zeta
potencijal koloidnih Cestica veciod £ 30 mV.

Ukoliko apsolutna vrijednost zeta potencijala padne ispod navedenih
30 mV koloid postaje nestabilan i postoji mogucnost aglomeracije
(koagulacije) koloidnih Cestica.

Zeta potencijal (stabilnost koloida) ovisi o:

° pH

» jonskoj jakosti

« promjeni u koncentraciji aditiva (koagulanati ili povrsinski aktivne tvari)



LETA POTENCIJAL

Promjenom pH vrijednosti dolazi do promjena u ionizaciji funkcionalnih
skupina na povrsini Cestica.

Povecanjem ionske jakosti dolazi do kompresije elekiricnog dvosloja
(smanjuje se udaljenost djelovanja elektrostatskin odbojnih sila) i
smanjenja samog zeta potencijala.

Dodavanjem koagulanata ili povrsinski aktivne tvari, oni se vezu za
povrsinu Cestice i tako mogu smanijiti ili Cak obrnuti njihov Sternog
potencijal, a time i zeta potencijal.

+30

Zeta potencijal (mV)

T T 1T 17 T T T 1T T 7T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14



ELEKTROKINETICKE POJAVE

Nabijene Cestice u elektricnom polju pokazuju elektrokinetiCke pojave:

Elekiroforeza — gibanje nabijenih Cestica u odnosu na tekucinu u elekiricnom
polju

Elektro-osmoza - gibanje otapala u odnosu na stacionarnu nabijenu povrsinu
U elektricnom polju

Zeta potencijal odreduje se pomocu rasprienja svjetlosti priliko elekiroforeze -
elekiroforetsko rasprsenje svjetlosti



ELEKTROKINETICKE POJAVE

Elektroosmoza unosi gresku prilikom mjerenja zeta potencijala pomocu
elektroforeze, ali ove dvije pojave odvijaju se razlicitom brzinom. Elektroforeza
se odvija brzo (us), dok je elekiro-osmoza znatno sporija (ms).

Kako bi se nadisao navedeni problem, mjerenje zeta potencijala provodi se pri
razlicitim frekvencijama promjene smjera elektricnog polja.

« Brza promjena smjera elektricnog polja (,,Fast field reversal” — FFR) — sluzi za
mjerenje prosjecnog zeta potencijala Cestica

« Spora promjena smjera elektricnog polja (,,slow field reversal” — SFR) — sluzi za
mjerenje distribucije zeta potencijala (odvija se i elektroforeza i elektro-
0smozQ)
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ELEKTROFORETSKO RASPRSENJE
SVJETLOSTI

Primjenom elektricnog polja na suspenziju habijenih koloidnih Cestica dolazi
do njihovog gibanja — elekiroforeze.

Na elektroforezu utjecCe:

» zeta potencijal

« jakost elektricnog polja

« dielektricna konstanta medija

» viskoznost medija
100

Ukoliko mijenjamo samo jakost el. polja,
brzina kretanja nabijenih Cestica
linearno ¢e rast s porastom el. polja, a
taj odnos predstavlja
elekiroforetska mobilnost (Ug)

Brzina (um/s)
(@]
o

0 15 30
Jakost elektricnog polja (V/cm)



ELEKTROFORETSKA MOBILNOST |
LETA POTENCIJAL

Odnos izmedu elektroforetske mobilnosti (Ug) i zeta potencijala ({) dana je
preko Henryeve jednadzbe:

Ug — elektroforetska mobilnsot
2 E@F (K(,l) 5 — dielektricna konstanta
U- = { — zeta potencijal
E y
3 n F(ka)  —Henryeva funkcija
i — viskoznost

Henryeva funkcija (F(ka)) daje odnos izmedu debljine dvosloja (k)
i radijusa Cestice (a) -> k/a

Vrijednost F(ka) se moze aproksimirati:

Aproksimacija po Huckel

Za nepolarne medije - F(ka) = 1.0 -> deblji el. dvosloj
Aproksimacija po Smoluchowskom

Za polarne medije - F(ka) = 1.5 -> tanji el. dvosloj
30



ELEKTROFORETSKO RASPRSENJE
SVJETLOSTI

Cestice koje se gibaju prilikom rasprienja svjetlosti mijenjaju
frekvenciju upadne zrake.

Promjena frekvencije (Af) ovisi o brzini Cestice (v), kutu rasprsenja () |
valnoj duljini zracenja (A):

Af =2v xsin(B/2) /A

Promjena u frekvenciji proporcionalna je brzini gibanja Cestice sto je
proporcionalno zeta potencijalu

U vodenim otopinama promjena frekvencije od 1 Hz priblizno je
jednaka promjeni zeta potencijala za 1 mV



ELEKTROFORETSKO RASPRSENJE
SVJETLOSTI

Ako Cestica miruje, rasprsena svijetlost imat Ce istu frekvenciju kao i
upadno zracenje

Ako se Cestica giba, ovisno o brzini i smjeru gibanja, zracenje mijenja svoju
frekvenciju

\ Fy




ELEKTROFORETSKO RASPRSENJE
SVJETLOSTI = SHEMATSKI PRIKAZ




ELEKTROFORETSKO RASPRSENJE
SVJETLOSTI - INTERFERENCIJA

Elekiroforetsko rasprsenje svjetlosti odreduje interferenciju izmedu
referentne zrake (iste frekvencije kao i upadna zraka) i rasprsene zrake
Interferencijom dvaju zracenja razliCite frekvencije dobiva se zracenje
Cija je frekvencija jednaka razlici frekvencija dvaju zracenja.

A = porzitivna interferencija

B = negativna interferencija

Fi- Fp= Af




ELEKTROFORETSKO RASPRSENJE
SVJETLOSTI

Promjena v frekvenciji proporcionalna je brzini gibanja Cestice sto je
proporcionalno zeta potencijalu
U vodenim otopinama promjena frekvencije od 1 Hz priblizno je jednaka

promjeni zeta potencijala za 1 mV
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PRIMJENA DLS-A

» prakti¢na primjena odredivanja hidrodinamickog radijusa Cestica
te indeksa polidisperznosti:

» medicina

» formulacijsko inzenjerstvo

» reakcijsko inzenjerstvo

» inzenjerstvo polimernih materijala

» prehrambena tehnologija



PRIMJENA DLS-A

» REAKCIJSKO INZENJERSTVO

katalizatora te nosaca katalizatora

X 1004 <d> Au-1
o
O s0-
0
Q <d >
Q 60 m
8
o
) <dgs>
T 20
5
04 -
0 2 4 6 8 10

hidrodinam. radijus, nm

Usporedba veli¢ine ¢estica iz TEM mikrografija te DLS-a
(Yu V. Larichev, Chem. Pap. 75 (2021) 2059-2066)

= karakterizacija hidrodinamickog radijusa nano- i mikro-Cestica



PRIMJENA DLS-A

» FORMULACIISKO INZENJERSTVO

= karakterizacija koloidnih suspenzija

prirodni lateks
kaucukovca

disperzije nano-zlata



PRIMJENA DLS-A

» mjerenje koncentracije disperzije koloidne farmaceutske
formulacije nakon razrjedenja u rasponu masenih koncentracija
od 0,001% do 5%:
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PRIMJENA DLS-A

» MEDICINA

= karakterizacija nano-formulacija za ciljanu dostavu
farmaceutskih aktivnih tvari:

Y% (| - @

. eritrocit
kapilara

T
o ¢ 0,05 um

kolesterol

0,05-0,1 um

kitozan
(antibakterijsko
djelovanje)



PREDNOSTI/OGRANICENJA DLS-A

» prednosti:
» jednostavna priprema uzorka

» brzai nedestruktivha metoda

» nedostatci:
» suspenzija mora biti dovoljno razrijedena

» razrjedivanje moze rezultirati fizikalnom promjenom u uzorku
npr. rasplitanje polim. klupka, disocijacija kompleksnih Cestica

» apsolutno odredivanje veliine nije moguce



PRIMJENA ODREDIVANJA ZETA-
POTENCIJALA

» prakti¢na primjena odredivanja {-potencijala:
» medicina
» formulacijsko inzenjerstvo
» reakcijsko inzenjerstvo

» obrada voda



PRIMJENA ODREBDIVANJA ZETA-
POTENCIJALA

» INZENJERSTVO FORMULACIJA

» stabilnost koloidnih disperzija:
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dobre stabilnosti
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PRIMJENA ODREDIVANJA ZETA-
POTENCIJALA

» KARAKTERIZACIJA

» odredivanje izoelektricne tocke metalnih oksida:

stabilno

metastabilno
/nestabilno

izoelektri¢na tocka vazno svojstvo za fenomene adsorpcije



PRIMJENA ODREDIVANJA ZETA-
POTENCIJALA

» MEDICINA:

» elektroforetska pokretljivost proteina

' — T

K
&



PREDNOSTI/OGRANICENJA
ODREDIVANJA ZETA POTENCIJALA

» prednosti:
» jednostavna priprema uzorka

» brzai nedestruktivha metoda

» nedostatci:

» (-potencijal nije izravna mjera povrsinskog naboja
» razrjedenje ima velik utjecaj na rezultat mjerenja
» Cestice mogu reagirati s elektrolitom

» degradacija elektroda mjerne ¢elije utjeCe na mjerenje



