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Pomiar potencjatu zeta jako metoda wyznaczania punktu przemiany fazowej
zol-zel dla uktadoéw chitozanowych

Wstep

W latach 80. ubiegtego wieku rozpoczgto badania zwiazane ze struktu-
ra, wlasciwosciami oraz zastosowaniem chitozanu, pochodng chityny.
Chitozan jest polisacharydem trudno rozpuszczalnym w wodzie. Jako
rozpuszczalnik stosuje si¢ niskostgzone roztwory kwaséw. W $rodowi-
sku kwasnym jon H* zostaje przytaczony do grupy -NH, w pierécieniu
piranozowym. Powoduje to zmiang wlasciwosci chitozanu z hydrofobo-
wych na hydrofilowe i wytworzenie uktadu koloidalnego, w ktérym
fancuchy polimeru pozostaja zdyspergowane w osrodku ciagtym —
roztworze kwasu. Zgodnie z podziatem, uwzgledniajacym wyktadnik
réwnania Marka-Houwinka, w roztworach kwasnych czasteczki chitoza-
nu przyjmuja konfiguracj¢ od sztywnej nieprzenikliwej kuli (w stabych
kwasach) do kiebka gaussowskiego ze swobodnym przeptywem roz-
puszczalnika (w mocnych kwasach). Tak wytworzony uktad koloidalny
jest wrazliwy na zmiany temperatury i/lub pH. Pod wplywem wzrostu
temperatury (w warunkach statego pH) uktad podlega przemianie fazo-
wej zol-zel. Temperatura punktu tej przemiany jest istotnym parametrem
inteligentnych uktadéw uwalniania lekéw. Uktady takie powinny wyka-
zywaé whasciwosci charakterystyczne dla zoli w momencie ich dozowa-
nia do organizmu ludzkiego, a po przekroczeniu fizjologicznej tempera-
tury 37°C tworzy¢ zel. Substancje lecznicze, dodane do roztworu, sa
blokowane w strukturze powstalej sieci polimerowej i stopniowo uwal-
nianie w organizmie czlowieka.

Mechanizm formowania si¢ zeli z roztworéw soli chitozanowych
w obecno$ci  disodowego B-glicerofosforanu (B-GP) jest w literaturze
tematem dyskusji [Chenite i in., 2006, Filion i in., 2007; Lavertu i in.,
2008; Qiu i in., 2011]. Podejscie Lavertu i in.[2008] oraz Filiona i in.
[2007] wydaje si¢ by¢ dos¢ interesujace. Sugeruja oni tworzenie zelu na
skutek transportu protonéw H* z grup aminowych do czasteczek B-GP.
Wykazali znaczacy spadek stalej dysocjacji (pKa) chitozanu wraz ze
wzrostem temperatury. Nie stwierdzili natomiast wptywu wzrostu tempe-
ratury na pKa disodowego fB-glicerofosforanu (B-GP). Wg autoréw reduk-
cja pKa chitozanu wywotana dostarczona energia cieplng powoduje uwol-
nienie protonéw z czasteczki chitozanu (-NH3+ < -NH2 + H+), z kolei
niewrazliwy na temperatur¢ pKa disodowego B-glicerofosforanu powodu-
je, ze zwiazek ten jest w stanie przeja¢ uwolnione protony przez ujemnie
natadowana grupg fosforanowa. Efektem neutralizacji dodatniego tadunku
czasteczki chitozanu jest zanik odpychajacych sit elektrostatycznych.
Dominuja sity przyciagania migdzy czastkami polimeru i tworzy sig
sztywny uklad przestrzenny.

Trwatos¢ uktadu koloidalnego, jakim jest roztwor soli chitozanowych
w rozcienczonych kwasach, zalezy od obecnosci tadunku powierzch-
niowego znajdujacego si¢ na powierzchni czastki. Pochodzenie tadunku
powierzchniowego jest zalezne od rodzaju czastek oraz otaczajacego
medium. Powstajacy tadunek powierzchniowy jest odpowiedzialny za
wzrost stgzenia przeciwnie naladowanych jondw w poblizu powierzchni
czastki. Na granicy zetknigcia si¢ czastki koloidalnej z roztworem po-
wstaje podwojna warstwa elektryczna, ktéra wywotana jest istnieniem
réznicy potencjatéw migdzy fazami. Warstwa ta sktada si¢ z powtoki
wewnegtrznej zwanej absorpcyjna, ktéra Scisle przylega do powierzchni
zewngtrznej, na ktérej znajduje si¢ warstwa przeciwnie natadowanych
jonéw. Pomigdzy warstwa adsorpcyjna (nieruchoma czgscia warstwy
podwdjnej) a dyfuzyjng (ruchoma czgscia warstwy podwdjnej) wystepu-
je potencjat elektrokinetyczny nazywany potencjalem zeta. Jako gra-
niczng warto$¢ okreslajaca stabilno$¢ dyspersji przyjmuje si¢ okoto +30
mV. Punkt, dla ktérego potencjat zeta przyjmuje warto$¢ zero nazywany
jest punktem izoelektrycznym lub punktem przemiany fazowe;j.

Ruch natadowanych jonéw poruszajacych sig¢ w osrodku dyspersyj-
nym pod wptywem przytozonego pola elektrycznego nazywa sig elektro-
foreza. Szybkos$¢ poruszania si¢ jonéw zalezy od natgzenia pola, stalej

dielektrycznej, potencjatu zeta oraz lepkosci osrodka. Ruch natadowa-
nych czastek koloidalnych jest taki sam jak jonéw w roztworze, dlatego
mozna go bada¢ w ten sam sposéb. Ruchliwos¢ czastek mozna wyrazié
roéwnaniem:
y = CXDg o)
n
gdzie:
C - stala, ktorej warto$¢ zalezy od wielkosci i ksztaltu czastek,
D — stata dielektryczna osrodka dyspersyjnego,
X — natezenie pola elektrycznego,
& — potencjat elektrokinetyczny,
n — lepkos¢ osrodka

W literaturze przedmiotu podstawowym, opisywanym sposobem wy-
znaczania temperatury przemiany fazowej zol — zel dla uktadéw chitoza-
nowych sa pomiary wilasciwosci reologicznych wywotanych zmiang
temperatury. Najczgsciej wykonywane sg pomiary rotacyjne lub oscyla-
cyjne (ze stalymi parametrami odksztalcenia mechanicznego) w czasie
wzrostu temperatury. Pomiary takie moga by¢ obarczone btgdem spo-
wodowanym deformacja powstajacej struktury przestrzennej polimeru
pod wptywem $cinania prébki.

Celem pracy bylo zaproponowanie metody pomiaru temperatury punk-
tu przemiany fazowej (dla uktadéw nisko stgzonych soli chitozanowych)
wykorzystujacej pomiary zmian potencjatu zeta i poréwnanie otrzyma-
nych wynikéw z klasyczna metoda charakteryzujaca przemiany zol-zel
uktadéw koloidalnych poprzez pomiary zmian wlasciwosci reologicz-
nych wywolanych zmiang temperatury.

Badania doswiadczalne
Medium badawcze

W pracy badaniom wyznaczania temperatury przemiany fazowej zol-
zel poddano 0,1% roztwor chitozanu Shrimp o masie czasteczkowej 862
kDa i stopniu deacetylacji wynoszacym 83,4 DD. Rozpuszczalnikiem
byt 0,1 M roztwér kwasu chlorowodorowego. Jako substancji sieciujace;j
uzyto disodowego p-glicerofosforanu (8-GP) w ilosci stechiometryczne;j.

Metodyka pomiarow

Pomiar wlasciwosci reologicznych roztworéw chitozanowych przepro-
wadzono za pomoca reometru rotacyjnego Anton Paar Physica MR 301
w uktadzie pomiarowym stozek-ptytka. Zastosowano stozkek o Srednicy
50 mm i kacie nachylenia 1°. Ptytka uktadu pomiarowego wyposazona
byla w uktad regulacji temperatury — ogniwo Peltiera. Uklad ten pozwala
na doktadna regulacj¢ temperatury i umozliwienia sterowania szybkoscia
nagrzewania/chtodzenia badanej prébki. Roztwor soli chitozanu umiesz-
czano w temperaturze 4°C w ukladzie pomiarowym reometru. Nastgpnie
prébke podgrzewano do temperatury 20°C z szybkoscia 9 K/s. W warun-
kach statej temperatury dokonywano pomiaru wiasciwosci reologicznych,
wyznaczajac przebiegi krzywych lepkosci zespolonej oraz modutéw
zachowawczego i stratno$ci. W kolejnych pomiarach probke podgrzewano
do temperatur 25, 30, 35 i 40°C (przy zachowaniu szybko$ci nagrzewania
9 K/s), powtarzajac pomiary w kazdej z temperatur.

Do wyznaczenia potencjatu zeta wykorzystano Zetasizer Nano ZS
firmy Malvern. Jednym z elementéw ukladu byla U-ksztaltna celka
kapilarna z elektrodami na kazdym z jej koncéw, do ktérych przyktada-
no napigcie. Czasteczki poruszaty si¢ w strong elektrody o przeciwnym
fadunku. Zastosowanie spolaryzowanego $wiatta laserowego i pomiaru
predkosci na podstawie zjawiska Dopplera LDV (Laser Doppler Velo-
cimetry) dzigki metodzie M3-PALS pozwala $ledzi¢ ruch natadowanej
czasteczki w kapilarze. Wyznaczano predkosé i kierunek ruchu czastki.
Znajac wlasciwosci fizyczne badanej probki oraz predkos$¢ przemiesz-
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czania si¢ czastek wyznaczono warto§¢ potencjatu zeta z réwn. (1).
Pomiary wykonano dla tej samej probki termostatujac ja w temperatu-
rach od 20 do 40°C przy skokowych zmianach temperatury co 2 stopnie.
Wykonano po pig¢ pomiaréw potencjatu zeta dla kazdej z temperatur.

Wyniki i dyskusja

Wyniki pomiaréw uzyskane w warunkach termostatowania prébki
w réznych temperaturach postuzyly wyznaczeniu zmian lepkos$ci
zespolonej. Przebiegi zmian lepkosci zespolonej w funkcji czasu
przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Zmiany lepkosci zespolonej w funkcji czasu podczas termostatowania probki

Badania reologiczne uktadu koloidalnego przeprowadzone podczas
termostatowania probki w zakresie temperatur od 20 do 40°C, przy
zachowaniu identycznych parametréw pomiaréw oscylacyjnych, wyka-
zaly, ze uklad taki charakteryzuje si¢ przemiana fazowa w kazdej
z badanych temperatur. Z przedstawionych na wykresach (Rys. 1) prze-
biegach krzywych lepkosci zespolonej widaé, ze kazda z krzywych
posiada trzy zakresy zmian tej wielkos$ci. Lagodny wzrost w poczatko-
wej fazie termostatowania — odpowiadajacy powolnej przemianie
z cieczy do struktury miekkiej gumy. Nastgpnie wystgpuje zakres rap-
townego wzrostu wartosci lepkosci zespolonej. Punkt przegigcia krzywej
odpowiada punktowi przemiany fazowej zol-zel w danej temperaturze.
Powstaje w pelni rozwinigta struktura szklista zelu. Koncowy przebieg
krzywych to obszar prawie statej wartosci lepkosci zespolonej — odpo-
wiedz w pelni rozwinigtej struktury szklistej na deformacje mechaniczne
(szczegblnie jest to widoczne na przebiegach krzywych uzyskanych
w wyzszych temperaturach). Czas wystapienia kolejnych przemian
struktury badanego medium zalezy od temperatury, im wyzsza tempera-
tura tym szybsza przemiana fazowa. Jednak im wyZsza temperatura,
w ktérej wykonane zostaty badania, tym czas potrzebny na osiagnigcie
punktu przemiany fazowej jest krotszy. Wzrost temperatury powoduje,
zgodnie z teza zaproponowana przez Lavertu i in.[2008] oraz Filiona
i in. [2007] spadek statej dysocjacji (pKa) dla grup aminowych chitoza-
nu, zmiang tadunku powierzchniowego czasteczki. Uktad staje si¢ hy-
drofobowy i powstaja wiazania pomigdzy czasteczkami polimeru. Do-
datkowo wzrost temperatury powoduje obnizenie lepko$ci osrodka
rozpraszajacego, wzrasta szybko$¢ dyfuzji czastek polimeru.

Na rys. 2 przedstawiono zmiany wartosci potencjatu zeta w funkcji
czasu dla réznych temperatur badanego roztworu soli chitozanowych.
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Rys. 2. Przebieg zmian wartosci potencjatu zeta w czasie podczas ogrzewania probki

Wyniki pomiaréw, w zakresie temperatur od 20 do 40°C, wykazuja
podobny przebieg zmian tego parametru do wynikéw pomiaréw reolo-
gicznych. Mozna zauwazy¢, ze w zakresie temperatur 20+32° C nastgpu-
je wolny wzrost potencjatu zeta a rozrzut punktéw dla okreslonej tempe-
ratury jest nieznaczny. Zakres ten odpowiada stopniowemu oderwaniu
protonéw z grup aminowych czasteczki chitozanu, spadek stopnia dyso-
cjacji (pKa) wraz ze wzrostem temperatury. Gdy badana probka osiaga
temperaturg¢ 34°C nastgpuje gwattowny wzrost potencjatu elektrokine-
tycznego. Opowiada to powstaniu struktury Zelu, raptownemu wzrostowi
lepkosci zespolonej wykazanemu podczas pomiaréw reologicznych.
W zakresie temperatur 34+40°C nastepuje tworzenie zelu.

Duzy rozrzut punktéw pomiarowych, widoczny na wykresie, spo-
wodowany jest zastosowanym narzgdziem pomiarowym. Wiazka lase-
rowa przechodzaca przez probke trafia w wezty utworzonej sieci polime-
rowej lub w przestrzenie pomigdzy tancuchami polimeru — poréwnaj
z obrazem struktury uformowanego zelu chitozanowego uzyskanego za
pomoca mikroskopu sit atomowych SEM (Rys. 3).

W przypadku kiedy wiazka trafia w wolne przestrzenie mierzona
jest dyfuzja czastek rozpuszczalnika wypetniajacego wolne przestrzenie
sieci polimerowe;j.

Rys. 3. Obraz w petni uformowanej struktury zelu chitozanowego,
po suszeniu liofilizacyjnym prébki uzyskany z mikroskopu sit
atomowych SEM.

Podsumowanie i wnioski

Z przedstawionych w pracy zmian wtasciwosci reologicznych i potencjatu
zeta podczas termostatowania prébki roztworu soli chitozanu z dodatkiem
B-glicerofosforanu disodu wida¢, ze obie metody pomiaréw pozwalaja
okresli¢ temperaturg poczatku procesu przemiany fazowej zol - zel.

Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw reologicznych stwierdzo-
no, ze potozenie punktu przemiany fazowej nie jest state. Zalezne jest
ono od aktualnej warto$ci stopnia dysocjacji (pKa) probki i lepkosci fazy
rozpraszajacej, a wigc od temperatury.

Zmierzone wartosci potencjatu zeta odzwierciedlaja zmiany stopnia
dysocjacji chitozanu. Pomiary potencjalu zeta w zakresie przemian w
fazie cieklej, przed przemiang fazowa zol-zel dobrze opisuja wystgpuja-
ce zjawiska. Jednak w obszarze tworzenia si¢ zelu, pomiary te obarczone
sa btedem wynikajacym ze specyfiki prébki — brak jej homogenicznosci.

Przeprowadzone pomiary potwierdzaja przyjety mechanizm przemia-
ny fazowej zaproponowany przez Lavertu i Filiona.
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