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STABILNOSC LIPOSOMOW
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lll. Czesé teoretyczna

lll. 1. Charakterystyka fosfolipidow. Btony biologiczne

Czasteczki fosfolipidéw sktadaja si¢ z rdzenia zbudowanego z glicerolu lub sfingozyny,
polaczonego wiazaniem estrowym z kwasem fosforowym i z dwoma kwasami tluszczowymi.
Kwas fosforowy wystgpujacy w tych czasteczkach jest potaczony wiazaniem estrowym nie
tylko z rdzeniem, ale takze z innym alkoholem. Kwasy tluszczowe potaczone z rdzeniem
stanowia czg$¢ hydrofobowa, podczas gdy charakter hydrofilowy, umozliwiajacy kontakt ze
srodowiskiem, determinowany jest przez pozostala czgs$¢ czasteczki, ktora jest polarna
»Zlowa”. Czes¢ polarna ztozona jest z grupy fosforanowej potaczonej wigzaniem estrowym z
innym polarnym zwiazkiem, ktérym jest jeden z nastgpujacych alkoholi: cholina (tr6jmetylo-
wa pochodna etanoloaminy), seryna, etanoloamina, inozytol lub glicerol [1-3].

Fosfolipidy, ktérych rdzen sktada si¢ z glicerolu nazywaja si¢ fosfoglicerydami. Zwiazek
zbudowany z glicerolu zestryfikowanego przy atomach wegla C-1 oraz C-2 grupami
karboksylowymi (pochodzacymi z dwu czasteczek kwasow ttuszczowych) a przy atomie C-3
kwasem fosforowym nazywany jest fosfatydem (lub kwasem fosfatydowym). Pochodne
fosfatydu stanowia wigkszo$¢ fosfolipidow. Pochodne tego zwigzku powstaja dzigki utworze-
niu wigzan estrowych pomigdzy fosfatydem i alkoholem, np. choling jak ma to miejsce
w fosfatydylocholinie [1-3].

Fosfolipidy to podstawowe sktadniki wigkszo$ci biomembran, zaréwno bton dzielacych
cate komorki, jak i dzielacych komoérki na wewnetrzne przedziaty. Powierzchnia blon komor-
kowych utworzona jest przez hydrofilowe ,,glowy”, za§ hydrofobowe ,,ogony” potaczone
z apolarnymi elementami innych lipidéw sa skierowane w kierunku wnetrza dwuwarstwy. Do
grupy fosfolipidéw sa zaliczane: lecytyny, serynofosfatydy, fosfoinozyty i kefaliny [1-3].

lll.1.1. Charakterystyka lecytyny

Fosfatydylocholina (czyli lecytyna) jest zbudowana z kwaséw ttuszczowych, kwasu fosfo-
rowego, glicerolu i z choliny, ktora jest 4-rzgdowa zasada.
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Rys. 1. Struktura lecytyny [4].
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Fosfatydylocholina jest czasteczka o charakterze amfifilowym. Dwa hydrofobowe
tancuchy kwaséw ttuszczowych sa réwnolegte wzgledem siebie, natomiast hydrofilowa reszta
czasteczki zwrdcona jest w przeciwnym kierunku. W czasteczkach lecytyny grupy trimetylo-
amonowe sa oddzielone od grup fosforanowych dwoma grupami metylenowymi. Z tego
powodu fosfatydylocholina moze wystgpowa¢ w postaci dwéch form jonowych: z maksymal-
nym i z minimalnym rozktadem tadunkéw. Te dwie odrgbne struktury jonowe maja duzy
wplyw na wilasciwosci lecytyny, a zwlaszcza na jej tendencj¢ do pokrywania powierzchni i na
jej zdolnos$¢ do stabilizowania uktadéw [1-3].

Lecytyna jest naturalnym emulgatorem koloidalnym. Jej rola w stabilizowaniu emulsji
polega w mniejszym stopniu na obnizaniu napigcia powierzchniowego, a w wigkszym na
otaczaniu substancji zdyspergowanych przez warstwy ochronne. Lecytyna jest zaliczana do
biosurfaktantéw, chociaz niektére wtasciwosci odrézniaja ja od typowych surfaktantéw. Przy
niskich st¢zeniach surfaktanty maja tendencje do tworzenia warstw monomolekularnych na
swobodnej powierzchni wody. Warstwy monomolekularne powstaja w wyniku oddziatywan
odpychajacych pomigdzy czg§ciami
hydrofobowymi czasteczek a faza wodna, przy czym czesci hydrofilowe surfaktantéw maja
sktonnos¢ do kierowania si¢ w strong fazy wodnej. Po przekroczeniu pewnego st¢zenia tzw.
krytycznego stgzenia micelizacji (CMC) surfaktanty tworza w $rodowisku wodnym micele.
Micele sa to agregaty amfifilowych czastek ulozonych w ten sposéb, ze czgéci apolarne
tworza wngtrze, natomiast czg$ci polarne stanowia powierzchni¢ agregatu. Micele tworza
rozne ksztalty poczawszy od najcze¢$ciej spotykanych miceli sferycznych po elipsoidalne
i cylindryczne uktady dwuwymiarowe tzw. biwarstwy i liposomy [5-8].
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Rys. 2. Struktury asocjacyjne surfaktantéw [9].
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Ze wzgledu na budowe lecytyna ma tendencj¢ do tworzenia w $rodowisku wodnym
podwdjnej warstwy lipidowej (czyli warstwy bimolekularnej), ktérej powstanie jest bardziej
uprzywilejowane, niz powstanie innego rodzaju micel. Jest to spowodowane amfifilowym
charakterem, ktérego miara jest rownowaga hydrofilowo-lipofilowa (HLB) oraz istnieniem
w czasteczce DPPC dwoéch dlugich tancuchéw kwaséw tluszczowych, ktérych objgtosé jest
zbyt duza, by mogty si¢ one zmiesci¢ we wnetrzu miceli [1-3].

Réwnowaga hydrofilowo-lipofilowa HLB $wiadczy o funkcjonalno$ci zwiazku
powierzchniowo czynnego na granicy faz. HLB wiaze wlasciwos$ci fizykochemiczne zwigz-
kéw amfifilowych z ich dzialaniem emulgujacym. Warto$¢ HLB oblicza si¢ przez przypisanie
wszystkim grupom funkcyjnym w czasteczce pewnych liczb, a nastgpnie zsumowanie warto-
$ci odpowiadajacych grupom hydrofilowym i lipofilowym zgodnie 2z zaleznoscia:
HLB=XW+7.

Warto$ci mieszczace si¢ w granicach od 3 do 6 wskazuja na dobry emulgator typu woda
w oleju. HLB pomigdzy 7 a 9 §wiadcza o dobrych wiasciwosciach zwilzajacych. Natomiast
warto$ci HLB od 10 do 18 wskazuja na doby emulgator typu olej w wodzie. DPPC ma
wysoka wartos¢ HLB. W okresleniu stabilnosci uktadu liczba HLB emulgatora odgrywa waz-
na rolg, jednakze w celu §cistego poznania czasu zycia ukladu niezbgdna jest dokladna
znajomo$¢ takze sktadu i struktury poszczegdlnych faz [5-8].

Sita napgdowa powstania warstwy bimolekularnej jest tzw. oddzialtywanie hydrofobowe.
Mniejsze znaczenie maja przyciagajace sily van der Waalsa wystgpujace pomigdzy
apolarnymi fancuchami kwaséw tluszczowych oraz oddziatywania wodorowe i elektrosta-
tyczne wystepujace pomigdzy faza wodna i czg¢éciami polarnymi czasteczek DPPC. Podwéjna
warstwa lipidowa zbudowana z lecytyny DPPC, ktdra posiada dtugie tancuchy wegglowodo-
rowe, stanowi nieprzenikalng barier¢ dla jonéw i wody [1-3].

Najwazniejsze cechy dwuwarstw lipidowych nadajace im niepowtarzalne wtasciwosci
fizykochemiczne to: pélprzepuszczalnos$¢, ptynnos¢ membran, mata grubos¢, warstwowa bu-
dowa oraz zdolno$¢ do samoorganizacji w srodowisku wodnym. Grubo$¢ membran lipido-
wych jest bardzo mata i zawiera si¢ w przedziale od 4 do 13 nm. Czyste dwuwarstwy lipido-
we sa dobrymi izolatorami elektrycznymi. Pélprzepuszczalnosé biwarstw, z ktérych zbudo-
wane sa btony biologiczne jest niezbedna dla istnienia zycia. Potprzepuszczalno$¢ pozwala
na: transportowanie substancji odzywczych do komoérek, wydalanie zbednych produktéw
przemiany materii, przekazywanie sygnalow i transport jonéw. Transport substancji przez
dwuwarstwe lipidowa moze odbywac si¢ na kilka sposoboéw: przeptyw substancji moze by¢
bierny tzn. transport w dot gradientu elektrochemicznego substancji lub aktywny przy zasto-
sowaniu uktadu transportujacego, do ktérego dostarczana jest energia. Taki transport odbywa
si¢ w kierunku przeciwnym do gradientu elektrochemicznego. Jony organiczne o duzych
rozmiarach sa zdolne do dyfuzji przez membrany lipidowe. Natomiast btony sa nieprzepusz-
czalne dla matych jonéw. Matle jony by méc si¢ przedosta¢ przez dwuwarstwe lipidowa acza
si¢ ze specjalnymi substancjami (jonoforami) tworzac kompleksy. W uktadach wodnych
nastepuje zginanie plaskiej warstwy bimolekularnej, jest to spowodowane sktonnoscia do
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zmniejszania catkowitej energii brzegowej. Ta tendencja do minimalizowania energii prowa-
dzi do powstania pgcherzykéw lipidowych (liposoméw) [1-3, 5-8].

lll. 1.2. Podziat i wtasciwosci liposomow

Fosfolipidowe struktury pecherzykowe (liposomy) mozna podzieli¢ na nastgpujace klasy:

1. male jednowarstwowe pgcherzyki lipidowe (SUV) o wielko$ci 25-100 nm,
2. duze jednowarstwowe pecherzyki lipidowe (LUV) o wielkosci 100-400 nm,
3. wielowarstwowe pecherzyki lipidowe (MLV) o wielko$ci od 200 nm do kilku mikro-
now,
4. pecherzyki ogromne (giant) o wielkosci powyzej 1 mikrona.
1 mikrometr ) MLV

04-10
.87 1/mol

LUV
0.05-1.0

2.4 - 31 l/maol
SUV

002-003
0.23- 0.8 Ifmol
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Rys. 3. Gtéwne typy liposoméw i ich podstawowe parametry [2].

Podstawowa cecha rozrdézniajaca liposomy jest liczba budujacych je dwuwarstw lipido-
wych. Liposomy typu SUV i LUV sg otoczone tylko przez jedna dwuwarstwe, typu MLV
natomiast przez kilka (w przekroju przypominaja gtowke cebuli). Druga istotna réznica jest
wielko$¢ przestrzeni wodnej zamknigtej w liposomie (stosunek wielko$ci przestrzeni wod-
nej do ilosci lipidu wymaganego dla jej zamknigcia). Granice pomigdzy poszczegdlnymi
klasami nie sa ostre (np. liposomy SUVi LUV).

Liposomy MLV i SUV nie sa idealne jesli chodzi o zastosowania praktyczne. Ilo§¢
zamykanego roztworu wodnego w tych liposomach jest bardzo mata w stosunku do ilosci
lipidu potrzebnej dla zamknigcia tej objgtosci albo tez zbyt mata, aby go wykorzysta¢ jako
nosnik. Jednak kryteria te ulegajaq zmianie wraz ze zmiang charakteru substancji, ktéra ma
by¢ transportowana przy pomocy liposomu. Zwiazki hydrofobowe lub silnie amfifilowe,
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ktore preferuja srodowisko niewodne beda w trakcie tworzenia liposomu lokowa¢ si¢
przede wszystkim we wngtrzu dwuwarstwy, tak wigc dla tego typu zwiazkéw warstwo-
wos¢ liposomOw nie stanowi istotnego ograniczenia. Podobnie w przypadku zwiazkow silnie
asocjujacych z powierzchnig dwuwarstwy.

lll. 1.3. Metody otrzymywania liposomow

Fosfolipidy wykazuja tendencj¢ do tworzenia liposoméw, ktéra wynika z ich wyjatkowo
korzystnych wartosci HLB jako zwiazkéw amfifilowych oraz ksztaltu czasteczek. Dzigki
temu preferuja tworzenie agregatéw o strukturze dwuwarstwowej. Pecherzyki liposomowe
tworza si¢ podczas minimalizacji calkowitej energii brzegowej, ktéra ma miejsce w czasie
zaginania ptaskiej dwuwarstwy i tworzenia struktur zamknigtych. Jeszcze do niedawna
fosfolipidy naturalne lub pdtsyntetyczne byly jedynym materiatem wyjsciowym do
produkcji liposoméw [3].

Rys. 4. Pecherzyk liposomowy [3].

W chwili obecnej liposomy mozna otrzymywacé réwniez z innych zwiazkéw amfifilo-
wych. Warunkiem fizykochemicznym, jaki musi spetnia¢ taki zwiazek jest zdolnos¢ do
preferowania w warunkach silnego uwodnienia struktury dwuwarstwowej, analogicznej
do struktury tworzonej przez fosfolipid. Istnieja zwiazki amfifilowe dwupolarne, ktére
tworza struktury warstwowe o grubosci odpowiadajacej grubosci dwuwarstwy fosfolipi-
dowej a begdace w istocie monowarstwami, lecz o obu powierzchniach hydrofilowych.
Mimo iz zaréwno fosfolipidy, jak i niefosfolipidowe zwiazki amfifilowe tworza peche-
rzyki liposomowe, generalnie jednak termin ,,liposom” jest zastrzezony dla pecherzykow
zbudowanych przede wszystkim z fosfolipidéw. Pgcherzyki zbudowane z innych amfifi-
lé6w nazywane sa ,,nanoczastkami” lub ,,nanosferami” [3].

Generalnie, do uzyskiwania liposoméw stosuje si¢ nastgpujace techniki:
e Hydratacja cienkiego filmu lipidowego

¢ Sonifikacja (dziatanie destrukcyjne) fal ultradzwigkowych
e Kalibracja (przeciskanie przez okreslonej wielkosci pory)
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e Zastosowanie prasy Frencha

e Wstrzykiwanie roztworu etanolowego

e  Wstrzykiwanie roztworu eterowego

¢ Dializa detergentowa

e (Odparowywanie technika faz odwréconych

Kolejne etapy w procesie powstawania liposomdéw i rodzaje liposoméw otrzymywane
w zaleznosci od zastosowanej metody przedstawia ponizsza tabela:

Rozpuszczanie lipidow
Hydratacja suchego filmu lipidowego Rozpuszczanie lipidow Emulgacja
zawiesina MLV roztwor roztwor (mikro)
koloidalny w rozpuszczalniku emulsja
odpaczko- | kalibracja |fragmenta- | usuwanie deter- wstrzykiwanie
wanie cja gentu
miesza- | nie miesza- zel
jacy sig | jacy sig
z woda z woda
LUV LUV, SUV SUvV LUV SUV,ML | MLV,LUV | MLV,LUV

Jedna z prostszych metod otrzymywania liposoméw (zazwyczaj jednowarstwowych) na
skale laboratoryjna jest metoda powolnego wstrzykiwania etanolowego (eterowego lub deter-
gentowego) roztworu lipidu do roztworu wodnego i homogenizacja uzyskanej zawiesiny (lub
poddanie dziataniu ultradzwigkéw). Liposomy powinny by¢ preparowane w temperaturach
przewyzszajacych temperaturg ich gtéwnych przejs¢ fazowych. Dla wigkszosci fosfolipidow
jest to temperatura w poblizu 40°C (np. dla DPPC temperatura przej$cia fazowego wynosi
41°C). Temperatury preparowania liposoméw nie powinny jednak przekraczaé¢ 45-50°C. Po
uzyskaniu jednorodnej zawiesiny mozna dodatkowo przeprowadzi¢ dialize wobec fazy wod-
nej w celu usunigcia resztek etanolu (eteru lub detergentu) [3].

Wigkszo$¢ z wyzej wymienionych technik pozwala na otrzymanie liposoméw, ale o duzej
niejednorodnosci. Dlatego tez zazwyczaj zawiesing liposoméw poddaje si¢ procesowi ujedno-
licenia ich wielkosci. Stuzy do tego celu technika wymiarowego kalibrowania liposoméw.
Polega ona na przeciskaniu liposoméw przez wysoce jednorodne pory w poliwgglanowych
filtrach membranowych.

lll. 1.4. Zastosowanie liposomow

Zdolno$¢ liposoméw (pecherzykéw lipidowych) do zamykania wewnatrz réznorakich roz-
twordw stata si¢ podstawa rozwinigcia dwoch gtéwnych kierunkéw badawczych: uzycia lipo-
somOw jako prostych modeli btony biologicznej, jak rowniez zastosowania liposoméw jako
struktur zdolnych do przenoszenia i dostarczania do komérek zamknigtych w nich substancji.
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Pecherzyki lipidowe moga migrowa¢ w glab skory dostarczajac do organizmu leki. Jest to
mozliwe dzigki mozliwosci zamykania lekéw wewnatrz liposoméw. Taka metoda znajduje
zastosowanie w dermatologii, jak réwniez w efektywnym dostarczaniu lekéw do krwioobie-
gu. Liposomy moga przenika¢ przez warstwe rogowa naskérka dzigki podobienstwu struktu-
ralnemu. Wprowadzanie lekéw metoda liposomowa do komoérek jest oparte o wymiang
sktadnikéw dzigki potaczeniu liposomdéw z blong komérkowa lub na zasadzie wymiany thusz-
czowej. Metoda liposomowa wprowadza sig takie zwiazki jak: kwas hialuronowy, hydrolizaty
kolagenowe, cukry, kompleks witamin odzywczych (A, C, E i prowitaming B5). W kosmety-
ce stosuje si¢ liposomy w celu dobrego zabezpieczenia skory i zapewnienia odpowiedniej
hydratacji naskérka.

Liposomy moga rézni¢ si¢ miedzy soba wielkoscia (od kilkudziesieciu nanometréw do
kilku mikronéw), liczba dwuwarstw, ptynno$cia bton, tadunkiem pgcherzykéw oraz objegto-
Scig zamknieta [2, 3].

lll. 2. Charakterystyka koloidow. Metoda nefelometryczna

Ukladami koloidalnymi nazywamy uklady dyspersyjne, o wygladzie uktadéw fizycznie
jednorodnych, chociaz w rzeczywistosci sktadniki nie sa ze soba zmieszane czasteczkowo.
Sktadnik tworzacy fazg ciagla uktadu nazywamy osrodkiem dyspersyjnym lub rozpraszaja-
cym, drugi za$ faza rozproszong lub sktadnikiem rozproszonym. Faza rozproszona sktada si¢
z czastek koloidalnych o wymiarach od 1 do 100 nm, a nawet do 500 nm (0,5 wm), czyli
z czastek dajacych si¢ rozpozna¢ za pomoca ultramikroskopu.

Jednym z najwazniejszych parametréw okre$lajacych stabilno$¢ koloidéw jest potencjal
elektrokinetyczny dzeta ({). Znajomo$¢ potencjatu dzeta pozwala zrozumie¢ wiele wtasci-
wosci uktadow zdyspergowanych. Potencjal ten w duzym stopniu zalezy od rodzaju czastki,
ale takze od o$rodka, w ktérym ta czastka jest rozproszona i od obecnych w nim jondw.
Dlatego zmiana pH, temperatury i st¢zenia poszczegdlnych sktadnikéw powinna uzewngtrz-
niac¢ si¢ rowniez w zmianach potencjatu dzeta.

Do wyznaczenia potencjatu dzeta stosuje si¢ zjawiska elektrokinetyczne najcz¢sciej — elek-
troforez¢ (mikroelektroforezg). Potencjat { zalezy od ruchliwosci elektroforetycznej zgodnie
z réwnaniem Henry’ego:

U, = 28 (ka) (IIL.1)
3n
gdzie: ¥ — parametr Debye’a — Hiickla zalezny od stezenia elektrolitu, U, — ruchliwo$¢ elek-
troforetyczna, € — przenikalno$¢ elektryczna osrodka, 77 — lepkos¢ osrodka, I/x stanowi miare
efektywnej grubosci podwdjnej warstwy elektryczne;j.
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Dla wodnych suspensji o niskiej przenikalnosci elektrycznej i niskich stezeniach elektrolitu
funkcja (xa) wynosi 1, wowczas rownanie (III.1) przechodzi w réwnanie Hiickla. Natomiast,
jezeli funkcja (xa) wynosi 1,5 wéwczas rownanie (III.1) przechodzi w réwnanie Smoluchow-
skiego.

v =& (I11.2)
n

Stabilny potencjatl dzeta o wysokiej bezwzglednej wartosci zazwyczaj oznacza duza stabil-
no$¢ uktadu w czasie. Czastki silnie naladowane odpychaja si¢ wzajemnie i nie zachodza pro-
cesy starzenia si¢ lub zachodza bardzo wolno. Z czym bezposrednio wiaze si¢ fakt, Ze naj-
szybsza koagulacja zachodzi w punkcie fadunku zerowego (pzc) lub w punkcie izoelek-
trycznym (iep).

Punkt tadunku zerowego to takie st¢zenie jonéw potencjatotwérczych, przy ktorych ta-
dunek powierzchni jest rowny zero.

Punkt izoelektryczny to takie stezenie jondw potencjalotworczych, przy ktérym potencjat

elektrokinetyczny C jest réwny zero.
W literaturze z tej dziedziny przyjmuje si¢, ze bezwzgledne wartosci potencjalu dzeta rz¢du
20 mV i wigcej sa wystarczajace do stabilizowania uktadu, gdyz utrzymuja czastki w pewnej
odleglosci od siebie 1 zapobiegaja procesom starzenia si¢, np. emulsji. Uktady takie wykazuja
zazwyczaj duza stabilnos¢ w czasie w réznych warunkach.

Wiasno$ci optyczne uktadéw zdyspergowanych maja istotne znaczenie. Wiazka $wiatta
przechodzac przez uktad moze ulec absorpcji lub rozproszeniu. W przypadku roztworéw wia-
sciwych mamy do czynienia gtéwnie z absorpcja, natomiast w uktadach koloidalnych wigksze
znaczenie ma rozpraszanie $wiatla. Rozpraszanie $wiatta zachodzi podczas rozchodzenia si¢
$wiatla w o$rodkach optycznie niejednorodnych. Zjawisko to polega na odchyleniu kierunku
biegu promieni §wietlnych w o$rodku i objawia si¢ Swieceniem o$rodka $wiattem nie wia-
snym. Swiecenie osrodka powstaje jako efekt, wymuszonych przez pole elektromagnetyczne
$wiatla padajacego, drgan elektronéw w atomach lub czasteczkach.

Jezeli wspodtczynnik zalamania nie jest jednakowy we wszystkich punktach osrodka, lecz
zmienia si¢ ze wzgledu na zmiany ggstosci czy tez obecno$¢ niewielkich czastek innej sub-
stancji, wéwczas osrodek taki nazywamy optycznie niejednorodnym. Swiatto ulega rozpro-
szeniu na niejednorodnosciach osrodka, pojawiaja si¢ niespdjne fale wtdrne, ktére nie moga
ze sobg interferowac i w efekcie obserwuje si¢ rozpraszanie $wiatta. Czynnikiem zmniejsza-
jacym spdjno$¢ promieniowania wtérnego jest ruch cieplny, w wyniku ktérego niejednorod-
no$ci przemieszczaja si¢ w osrodku. Dodatkowym zjawiskiem jest zmiana drég optycznych
migdzy falami wtérnymi wysylanymi przez poszczegdlne niejednorodnosci. Przyktadem
osrodkow optycznie niejednorodnych sa o$rodki metne (np. uktady koloidalne), zawierajace
czastki o wspétczynniku zatamania rézniacym si¢ od wspétczynnika zatamania otaczajacego
osrodka.

Rozpraszanie $wiatla w osrodkach optycznie niejednorodnych, w ktérych rozmiary niejed-
norodnosci nie przewyzszaja 10-20% dlugosci fali $wietlnej nazywamy zjawiskiem
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Tyndalla. Dawniej efekt Tyndalla uwazano za cech¢ charakterystyczna dla uktadéw kolo-
idalnych. Dzisiaj wiadomo, ze wykrycie rozpraszania §wiatla w roztworach wtasciwych jest
mozliwe i zalezy wylacznie od czutosci przyrzadow.

Metoda nefelometryczna jest dos¢ powszechna metoda pomiaru wielkosci czastek kolo-
idalnych (np. emulsji). Jest to metoda analityczna oparta na pomiarze intensywnosci $wiatla
rozproszonego (lub odbitego) przez czastki koloidalne. Pomiar intensywnosci §wiatla jest
wykonywany pod katem 90 lub 45° w stosunku do wiazki $wiatla padajacego na uktad kolo-
idalny, a nie w $wietle przechodzacym jak w metodzie spektrometrycznej.

Zachowanie si¢ czastek o r6znych rozmiarach i réznych wtasciwosciach optycznych pod
wplywem promieni $wietlnych opisuje teoria Mie. Dla niektérych materialéw o rozmiarach
czastek mniejszych od dtugosci fali $wietlnej mozliwe jest zastosowanie uproszczenia teorii
Mie, tzw. teorii Rayleigha — Gansa — Debye’a. Wszystkie czastki mniejsze niz 1/10 dtugosci
fali padajacej na nie wiazki §wietlnej zachowuja si¢ zgodnie z teorig Rayleigha, czyli rozpra-
szaja $wiatto izotropowo (we wszystkich kierunkach rozpraszana jest taka sama energia).
Umozliwia to wprowadzenie zaleznoS$ci intensywnosci $wiatla rozproszonego [ przez czastki
kuliste i bezbarwne z intensywnos$cia swiatta padajacego I,

n’ —n; ’ Nv?
[=247T | 2 i (1I1.3)
n;+2n, ) A
gdzie: m; 1 np — wspotczynniki zatamania $wiatla odpowiednio fazy rozproszonej

i o$rodka dyspersyjnego, N — catkowita liczba czastek rozpraszajacych, v — objgtos¢ czastki,
A — dtugos¢ fali $wiatta padajacego.

Stosunek intensywnosci $wiatla rozproszonego, I; i I, dla dwoch uktadéw koloidalnych,
r6zniacych si¢ wielkos$cia czastek fazy rozproszonej, jest proporcjonalny do wielkosci czastek
obu zoli v; 1 vy:

= (IIL.4)

Ta zalezno$¢ pozwala na okreslenie wielkosci czastek koloidalnych. Gdy dwa uklady kolo-
idalne zawieraja czastki o jednakowych wymiarach, stosunek intensywnosci §wiatla rozpro-
szonego jest proporcjonalny do ich stgzen:

!

L= (I11.5)
I c

Na podstawie zaleznosci (III.5) mozna znalez¢ st¢zenie badanego uktadu koloidalnego,
o ile znane sa warto$ci intensywnosci $wiatla rozproszonego i stgzenie uktadu wzorcowego.
Umozliwia to zastosowanie nefelometrii w analizie ilosciowej. Niektdre roztwory koloidalne
wykazuja silniejsza absorpcje niz rozpraszanie §wiatta. Pomiar absorpcji pozwala na oznacze-
nie st¢zenia fazy rozproszonej i monitorowanie procesu koagulacji.

Uktady koloidalne posiadaja pewne wiasnosci wyrézniajace koloidy sposréd innych mie-
szanin. Podstawowa wlasciwo$cia kinetyczna emulsji jest dyfuzja. Czastki w koloidach sa
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znacznie wigksze niz w roztworach rzeczywistych, dlatego proces dyfuzji w tych ukladach
przebiega znacznie wolniej. Najbardziej charakterystyczna ich wtasno$cia mechaniczna sa
ruchy Browna. Sa to ciagle, chaotyczne ruchy postgpowe, drgajace i obrotowe czastek fazy
rozproszonej w osrodku cieklym. Po raz pierwszy ruchy czastek koloidalnych rozproszonych
w wodzie zaobserwowat Brown w 1827 r., dlatego ruchy te nazwano jego nazwiskiem.

Ruchy Browna mozna opisa¢ nastgpujaca zaleznoscia:

;2 _ﬁ t
N, 3mnr

(111.6)

gdzie: x° — kwadrat sredniego rzutu czastki koloidalnej na wybrana o$, 7 — wspdéiczynnik
lepkosci, r — promien czastki koloidalnej, # — czas obserwacji.
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IV. Czes¢é doswiadczalna

A. Aparatura i odczynniki

1. Aparatura: M¢tnosciomierz 2100AN IS,
Homogenizator MPW-120.
2. Sprzet:
— cylinder miarowy o pojemnosci 100 cm® — 1 szt.,
— pipeta o pojemnosci 5 cm’ — 1 szt.,
— zlewka 50 cm® — 1 szt.,
— strzykawka z igla o pojemnosci 2 cm® — 1 szt.,
— kuwety do metno$ciomierza — 4 szt.,
— olej silikonowy do czyszczenia kuwet,
— termometr,
— tryskawka,
— czajnik elektryczny,
— plyn do mycia naczyn.
3. Odczynniki: zawiesina lecytyny kosmetycznej w etanolu (1,85 g w 100 cm’ etanolu),
107" M NaCl, 10" M CaCl,, 10" M AICL.

B. Program ¢wiczenia

Przygotowanie megtnosciomierza do pomiaréw.

Otrzymywanie zawiesiny liposoméw w wodzie i roztworze elektrolitu.
Pomiar zmgtnienia Z dla zawiesiny liposoméw w funkcji czasu.
Opracowanie uzyskanych wynikow.

sl S

C. Obstuga przyrzadow
1. Metnosciomierz 2100AN IS

Metnosciomierz laboratoryjny 2100AN IS firmy Hach jest nefelometrem umozliwiajacym
pomiar §wiatla rozproszonego lub $wiatla ostabionego zgodnie z migdzynarodowymi norma-
mi dotyczacymi pomiaru mgtno$ci. Kalibracja przy pomocy formazyny zapewnia mozliwo$¢
bezposredniego pomiaru w jednostkach FNU (Formazynowe jednostki nefelometryczne)
i FAU (Formazynowe jednostki ostabienia). Uklad optyczny mgtnosciomierza sklada sig
z zespotu diody emitujacej $wiatto o dlugosci fali 860 nm (LED), detektora monitorujacego
$wiatlo rozproszone pod katem 90°, detektora $wiatta rozproszonego do przodu, detektora
$wiatla przepuszczonego i detektora Swiatta rozproszonego do tytu.
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Uwaga: Metnosciomierz model 2100AN IS nie wymaga nagrzewania lampy lub stabilizacji
elektroniczne;j.

Rozwiazania optyczne i elektroniczne zastosowane w mgtnosciomierzu 2100AN IS zapewnia-
ja dlugotrwata stabilno$¢ i minimalizuja potrzebe czestego kalibrowania. Wielodetektorowy
uktad optyczny kompensuje zmienno$¢ wystgpujaca w ukladzie elektronicznym i optycznym
pomigdzy kolejnymi kalibracjami. Kalibracj¢ wykonuje si¢ okresowo (wzorce formazynowe
maja trwatos¢ do 2 lat) albo, gdy miga wskaznik kalibracji na wyswietlaczu ().

Kalibracja metnosciomierza

Uwaga: O koniecznosci kalibracji przyrzadu decyduje prowadzacy ¢wiczenia

Kalibracje wykonuje si¢ z uzyciem 6 podstawowych wzorcéw formazynowych o metnosci
<0,1-, 20-, 200-, 1000-, 4000- oraz 7500-NTU zaczynajac od wzorca o najnizszej wartosci
NTU. Nacisnac¢ . Zaswieca si¢ wskaznik wersji CAL. Kazda kuweta z wzorcem
powinna spetnia¢ wysokie standardy czysto$ci, dlatego nalezy pamigta¢ o przecieraniu kuwe-
ty §ciereczka nawilzong olejem silikonowym kazdorazowo przed wtozeniem do komory po-
miarowej. Zamknigta kuwete wzorca (<0,1-NTU, bez wstrzasania) umiesci¢ w komorze po-
miarowej i zamkna¢ pokrywe. Nacisnaé . Przyrzad wyswietla liczby od 60 do O i na-
stegpnie wykonuje pomiar. Wynik pomiaru jest wprowadzany do pamigci i wykorzystywany
do obliczania wspétczynnika korygujacego. Przyrzad automatycznie przechodzi do nastgpne-

g0, Wyzszego wzorca, na ekranie wyswietlana jest spodziewana warto$¢ FNU i numer wzor-
ca. Nastegpnie wyja¢ kuwete z wzorcem <0,1-NTU i wlozy¢ kuwete z wzorcem o wyzszej
metnosci. Wzorce o wyzszej metnosci przed wlozeniem nalezy delikatnie wstrzasnaé. Naci-
snac i powtorzy¢ procedurg jak wyzej. Dla kazdego kolejnego wzorca postgpujemy
analogicznie. Po wykonaniu pomiaréw dla wszystkich 6 wzorcéw formazynowych nacisnac
przycisk . Przyrzad wykonuje obliczenia oparte na nowych danych kalibracyjnych,
zachowuje w pamigci nowa kalibracj¢ i powraca do wersji wykonywania pomiaréw. Jezeli
podczas kalibrowania nastapi przerwa w zasilaniu, przyrzad traci nowe dane, zachowujac stara
kalibracj¢. W celu zakonczenia kalibracji bez zachowania nowych wartosci nalezy nacisnaé

UNITS Exi,
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-

1

Rys. 5. Metnosciomierz laboratoryjny 2100AN IS.

1- Uzywany w kalibracji do wybierania wartoéci wzorca formazynowego i do zainicjo-
wania pomiaru wzorca. Wybiera funkcje w czasie nastawiania przyrzadu i inicjuje zerowanie;

2, 3, 4 — [Strzatka w prawo| przesuwa kursor do edytowanych cyfr w czasie kalibracji wzorcem
oraz wybierania numeru probki, edytuje cyfry LED w wersji kalibracji i liczbe
SETUP w czasie procedury nastawiania przyrzadu,

5- Inicjuje edytowanie numeru probki;

6 — Ekran;

7— Wyswietla numer wzorca kalibracyjnego, parametru lub numer prébki;

8 — Swiecenie wskaznika wskazuje wiaczenie lampy;

9 — Swiecenie wskazuje, ze warto$¢ zarejestrowana w procesie kalibraciji lezy poza za-
kresem mozliwym do przyjecia (btad w czasie kalibracji lub wadliwe dziatanie przyrzadu). Jezeli
wskaznik miga przyrzad nalezy ponownie skalibrowac;

10 — Woybiera automatyczne lub reczne ustalanie zakresu pomiarowego (11 —
[Range], 12 — [Auto Range));

13 — Wybiera jednostke pomiarowa. Dostepnymi jednostkami sa: FNU, FAU, EBC,
ASC (kalibracja do zastosowan specjalnych), % T (przepuszczalnos$é) i absorbancja;

14— Miganie wskazuje na przekroczenie zakresu do 40 NTU;

15 — Swiecenie wskaznika oznacza, ze jest wiaczona opcja uktadu z automatycznag ku-
wetg przeptywowa. Migotanie informuje o zakonczeniu cyklu przeptywu;

16— Przesyta wynik pomiaru do komputera lub drukarki;

17 - Przesuwa do przodu papier wewnetrznej drukarki o jeden wiersz;

18 — Wigcza i wylacza usrednianie sygnatu;

19 — Inicjuje kalibracje w wersjach pomiaréw w jednostkach FNU, FAU, NTU, EBC i
ASC. Zapoczatkowuje zerowanie analityczne przy pomiarze % T lub absorbanc;ji;

20 — Konfiguruje specyficzne funkcje operacyjne.
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Pomiar wielkosci zmetnienia w jednostkach NTU

Przed przystapieniem do pomiaréw nalezy:

Wtaczy¢ aparat do sieci. W celu wlaczenia zasilania metno$ciomierza nalezy zamknaé
pokrywe kuwety pomiarowej i nacisna¢ wilacznik @l na tylnej $cianie przyrzadu. Na-
tychmiast po wiaczeniu pojawiaja si¢ ciemne odczyty wskazan detektora. Jezeli po-
krywa komory kuwety pozostanie otwarta w czasie wiaczania moze pojawic si¢ kod

biedu [E7]

Pomiary mozna wykonywa¢ z witaczonym lub wytaczonym usrednianiem SIGNAL
AVERAGE] oraz z recznym lub automatycznym wybieraniem zakresu.

Nacisna¢ przycisk RANGE]|i dokonaé¢ automatycznego wyboru zakresu pomiarowego.
W przypadku przekroczenia zakresu pomiarowego ekran wyswietla same cyfry 9, za$
ponizej zakresu same cyfry 0.

Wybrac¢ jednostke pomiarowa NTU przez naci$nigcie przycisku UNITS Exit).

Probke zawierajaca badany roztwér wlac¢ do kuwety, do kreski (okoto 30 ml). Kuwete
trzyma¢ u goéry. Zamkna¢ zakretka. Trzymajac kuwete za zakrgtke wytrze¢ Scianki
$ciereczka nawilzong olejem silikonowym w celu usunigcia plam i odciskow palcow.

Umiesci¢ kuwete w komorze pomiarowej przyrzadu, tak aby strzatka na kuwecie znaj-

dowata sig¢ w linii prostej ze znaczkiem orientacyjnym  komory
i zamkna¢ pokrywe. Dla zaktualizowania wskazan na ekranie nacisnac .

Przy otwieraniu pokrywy pojawia si¢ napis .

Umiesci¢ kuwetg z kolejnym badanym roztworem w komorze pomiarowej przyrzadu
i zamkna¢ pokrywe. Nacisna¢ ENTER.

Odczytac i zanotowa¢ wynik pomiaru. W trakcie wykonywania pomiaréw nie trzymac
kuwety z badana prébka caty czas w aparacie.

Po zakonczeniu pomiaréw kuwety doktadnie umy¢ i wylaczy¢ przyrzad wytacznikiem
na tylnej $cianie przyrzadu.
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2. Homogenizator MPW-120

@ @)
4 2\ HOMOGENIZER
T ‘@\ MPW-120
& Q .
%o &
HOk
e

, /j'u@lwcmi »\7

Rys. 6. Gtowica homogenizatora typu MPW-120:

1 — wylacznik sieciowy,

2 — zasilanie,

3 — blokada,

4 —regulator obrotéw,

5 — wylacznik czasowy.
Homogenizator typ MPW-120 jest urzadzeniem przeznaczonym do uzyskiwania jednorod-
nych mieszanin i zawiesin, rozdrabniania preparatow do badan farmakologicznych, medycz-
nych i ogélnie fizykochemicznych. Posiada regulacje obrotéw w zakresie 1000-
15000 obr./min., maksymalny czas pracy 15 minut.

Aby wykona¢ pomiar nalezy:

— Pokretla ustawi¢ w pozycji poczatkowej, a |Wy121cznik sieciowyl [1] w pozycji .

— Wiaczy¢ aparat do sieci. Do metalowego pojemnika wla¢ mieszaning do homogeniza-
cji i wkrecié go do glowicy.

- [Pokrgtio regulatora obrotéw| [4] ustawi¢ na 10000 obr./min. — strzatka skierowana

pionowo w dot.

— Ustawi¢ pokretto |wy1qcznika czasoweg0| [5] na 1 min., pokrgcajac je

w kierunku przeciwnym do ruchu wskazéwek zegara.

— Wiaczy¢ zasilanie (przetacznik [1] w pozycji @, co sygnalizuje zapalenie lampki [2],
lampka [3] nie powinna si¢ zapalic).
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— Zapalona lampka [3] oznacza blokadg (Zle zalozona glowica lub nieprawidlowo przy-
krgcony pojemnik).

— Po uplywie nastawionego czasu homogenizator zakonczy pracg.

— Po zakonczeniu wykonywania ¢wiczenia uzywane elementy homogenizatora nalezy
zdemontowac, umyc¢ i osuszy¢.

— Wylacznik sieciowy [1] ustawi¢ w pozycji , wylaczy¢ aparat z sieci.
D. Sposéb wykonania ¢wiczenia
1. Preparatyka liposomoéw

a) preparatyka liposomow w wodzie

Ogrza¢ wode destylowana w czajniku (pod dygestorium) do temperatury doktadnie 50°C.
Odmierzy¢ cylindrem 95 cm’ ogrzanej wody i przela¢ do metalowego pojemnika homogeni-
zatora. Energicznie wymiesza¢ zawiesing lecytyny w etanolu. Pobra¢ 5 cm’ suspensji i prze-
la¢ do zlewki, nast¢pnie pobra¢ do strzykawki 1 cm’ zawiesiny i wstrzykna¢ jej zawarto$¢ do
wody, zwracajac uwage na to, by igta byta zanurzona w wodzie. Temperatura suspensji
w momencie rozpoczecia homogenizacji powinna wynosi¢ 45°C. Nastepnie metalowy pojem-
nik przykreci¢ do glowicy homogenizatora. Ustawi¢ czas homogenizacji na 1 min., a obroty
na 10000 obr./min. Nalezy pamigtac, Zze przy ustawianiu czasu pokretto obracamy w kierunku

przeciwnym do ruchu wskazéwek zegara.
W celu uzyskania jednorodnej zawiesiny liposoméw powyzsze czynno$ci powtorzyc
4-krotnie, do catkowitego zuzycia lecytyny w etanolu (5 cm’).

Moment zakonczenia homogenizacji calej zawiesiny przyjmujemy za ¢ = 0 [min].
Po zakonczeniu homogenizacji zawiesiny umy¢ metalowy pojemnik — wla¢ cieptej wody,
pojemnik przykreci¢ do glowicy i wlaczy¢ homogenizator na 2 min.

b) preparatyka liposomoéow w roztworze elektrolitu

Przygotowac roztwdr CaCl, o stgzeniu 10> M. W tym celu pobra¢ 10 cm’ roztworu o steze-
niu 107" M i przela¢ do cylindra. Ogrza¢ wodg do temperatury doktadnie 50°C i wla¢ do cy-
lindra do objetosci 95 cm’. Przygotowany roztwoér przela¢ do metalowego pojemnika. Ener-
gicznie wymiesza¢ zawiesing lecytyny w etanolu. Pobrac 5 cm’ suspensji i przela¢ do zlewki.
Nastgpnie pobra¢ do strzykawki 1 cm’ zawiesiny 1 wstrzykna¢ jej zawarto$¢ do roztworu,
zZwracajac uwageg na to, by igla byla zanurzona w cieczy. Nastepnie wykona¢ analogiczne
czynnosci jak dla wody.

Zgodnie z zaleceniami asystenta opisana powyzej procedur¢ powtdrzy¢ z roztworami NaCl
i AICI; o stezeniu 10> M.
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2. Pomiar stabilnosci

Pomiar zmgtnienia przeprowadzamy zgodnie z instrukcja w punkcie Pomiar wielkosci zmet-
nienia w jednostkach NTU. Kuwet¢ napetniamy roztworem liposoméw, umieszczamy w ko-
morze pomiarowej i wykonujemy pomiar wielko$ci zmgtnienia w celu sprawdzenia jego sta-
bilnosci.

Wielko$¢ zmegtnienia Z w jednostkach NTU mierzymy zaczynajac od t= 5 min. (od
momentu zakonczenia homogenizacji), nastgpnie, co 5 minut az do 25 minut od zakonczenia
homogenizacji. W trakcie trwania pomiaru nalezy wykona¢ homogenizacj¢ kolejnej zawiesi-
ny liposoméw w roztworze CaCl, o st¢zeniu 1072 M. Nalezy pamigta¢ o umyciu metalowego
naczynka do homogenizacji i doktadnym wyplukaniu go woda destylowana. Po zakonczeniu
pomiaréw nalezy umy¢ doktadnie wszystkie kolbki.

E. Opracowanie wynikow

1. Uzyskane warto$ci zmegtnienia Z otrzymane dla poszczegdlnych zawiesin liposoméw
umiesci¢ w tabeli:

Zawiesina liposom6éw wodzie Zawiesina liposomOw w roztworze
CaCl,
t [min] Z [NTU] v [nm] t [min] Z v [nm]
5 280 5
10 10
15 15
20 20
25 25

oraz w postaci wykreséw zaleznosci Z = f (f) dla wszystkich serii pomiarowych na jed-
nym wykresie. Na ich podstawie okresli¢ wptyw elektrolitu na stabilno$¢ zawiesiny lipo-
somow.

2. Dla poszczeg6lnych pomiaréw wyznaczy¢ wielkosci liposoméw w roztworze elektrolitu
na podstawie pomiaréw intensywnosci swiatta rozproszonego zgodnie z réwnaniem:
Z
b=l (Iv.1)
Z v,

2

W obliczeniach nalezy przyjac, ze srednia wielkos¢ czastek liposoméw uzyskanych w tych
warunkach w roztworze wodnym v; wynosi 280 nm (warto$¢ zmierzona przy pomocy me-
tody dynamicznego rozpraszania Swiatla).
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