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ABSTRAKT

Tato bakaldiskd prace se zabyva stabilitou vezikuldrnich systémil tvofenych z iontovych
amfifilnich part. Tyto kataniontové vezikuly jsou tvofeny jednoietézcovymi tenzidy CTAB
(cetyltrimethylamonium bromid) a SDS (dodecylsiran sodny), které jsou stabilizované
pridavkem dvoufetézcového tenzidu DODAC (dioktadecyldimethylamonium chlorid)
a 43 mol.% cholesterolu. Cilem préace je ovéfit stabilitu téchto systému pii zménach jejich
koncentrace. Pro toto méfeni byla pfipravena koncentracni fada vezikul fedéna deionizovanou
vodou. Stabilita byla vyhodnocovana metodami dynamického (DLS) a elektroforetického
(ELS) rozptylu svétla méfenim v tydennich intervalech po dobu ¢étyt tydnt. Metodou DLS byly
ureny prumérné hodnoty velikosti vezikul v roztoku a jejich zmény v pribéhu meéfeni,
metodou ELS byla ziskana informace o zménach néboje vezikul o rizné koncentraci v Case.
Jako stabilni byly oznaceny vzorky o vyss$i koncentraci, tedy do desetindsobného ziedéni
roztoku vezikul, u nizSich koncentraci byly naméfeny vyssi hodnoty primérnych velikosti a
nizsi hodnoty zeta potencialu, podle nichz lze takto zfedéné vezikuly oznacit za nestabilni. Bylo
také provedeno vizudlni pozorovani, kde vSak nebyla pozorovana viditelnd agregace
v roztocich. Dale bylo sledovano agregaéni chovani vezikul metodou fluorescencni
spektroskopie za pomoci sondy pyren.

KLICOVA SLOVA
Kataniontové vezikuly, iontovy amfifilni par, stabilita, dynamicky rozptyl svétla, zeta-
potencial, fluorescencni spektroskopie, pyren



ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the stability of vesicular systems that consist of ion pair
amphiphile. These catanionic vesicles were prepared from single-chained surfactants CTAB
cetyltrimethylammonium bromide) and SDS (sodium dodecyl sulphate), which were stabilized
by adding double-chained surfactant DODAC (dimethyldioctadecylammonium chloride)
with 43 mol.% cholesterol. The aim of the thesis was to verify the stability of vesicular systems
against changes in their concentration. For the measurement, a concentration series was
prepared by diluting vesicles with deionized water. The stability was evaluated by dynamic
(DLS) and electrophoretic (ELS) light scattering measurements at weekly intervals for four
weeks. By DLS method were determined the average values of the size of vesicles and their
changes during the measurement, the method ELS provided the information about changes of
charge with different concentration in time. Samples with a higher concentration, i.e. no dilution
till tenfold dilution of the vesicle solution, were marked as stable, higher values of average sizes
and lower values of zeta potential were measured at solution with lower concentrations,
according to which such diluted vesicles can be described as unstable. There were also visual
observations made, but no visible aggregation in the solutions was observed. Furthermore, the
aggregation behavior of the vesicles was observed by fluorescence spectroscopy using pyrene
as fluorescent probe.

KEY WORDS
Catanionic vesicles, ion pair amphiphile, stability, dynamic light scattering, zeta-potential,
fluorescence spectroscopy, pyrene
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1. UVOD

Predmétem této bakaldiské prace jsou iontové amfifilni pary, tedy systém tvofeny dvéma
tenzidy, které maji opacné naboje. V soucasné dob¢ je velmi vyuzivany a prostudovany systém
tvofeny z kladné¢ nabitého tenzidu CTAB (cetyltrimethylamonium bromid) a z&porné nabitého
tenzidu SDS (dodecylsiran sodny). Tyto tenzidy jsou oba jednofetézcové, jejich spojenim
vznika tzv. pseudo-dvouietézcovy systém, jiz diive zminény iontovy amfifilni par (z ang. IPA).
Tyto dva tenzidy spolu vzajemné interaguji elektrostaticky pfes naboje na jejich funkénich
skupinach, vysledny par se tedy jevi elektroneutrdlni. Ve vodném prostiedi se pfidavaji také
interakce hydrofobni, kdy ma nepolarni fetézec tenzidl tendenci byt v co nejmensim kontaktu
S okolni vodou a vznikaji tak koloidni struktury, v tomto piipadé¢ zvané vezikuly. Jsou
to kulovité utvary tvofené dvojvrstvou ziontovych amfifilnich part, do kterych Ize
solubilizovat dalsi latku rozpustnou i nerozpustnou ve vodé. Takto tvofené vezikuly nazyvame
kataniontové. Stabilita pouze takto vytvofenych vezikul ale neni pfili§ dobra, dochazi k jejich
srazeni a shlukovani ve vétsi utvary. Proto je pfidavan navic cholesterol a dalsi nabity tenzid,
pro tuto praci kladné nabity tenzid DODAC (dioktadecyldimethylamonium chlorid), ktery udéli
kazdé vezikule stejny naboj a diky elektrostatickym interakcim se vezikul vzajemné odpuzuji.
Cholesterol zde pusobi stejné jako v liposomech, snizuje fluiditu membrany a zabranuje
tak destabilizaci.

Schopnost kataniontovych vezikul enkapsulovat hydrofilni 1 hydrofobni latku umoziiuje
potencialni vyuziti v medicinském a farmaceutickém primyslu, napi. jako nosice 1éCiv
nebo jinych aktivnich latek. Podobné vlastnosti maji také liposomy, které jsou tvofeny
z fosfolipid. Vyhodou vyuziti iontovych amfifilnich para byla oproti liposomim byla Siroka
Skala tenzidl a niz$i naklady na jejich ptipravu, liposomy jsou tedy vzorem, kterému se snazime
priblizit.

Cilem této bakalarské prace je zjistit stabilitu kataniontovych vezikul se zménou jejich
koncentrace, a to pozorovanim jejich velikosti (metodou dynamického rozptylu svétla) a zeta
potencialu (metodou elektroforetick¢ého rozptylu svétla). Pro meéfeni byla pfipravena
koncentracni fada, ktera byla nasledné pozorovana po dobu ¢tyi tydnd. Bylo také pozorovano
agregacni chovani systému pomoci fluorescen¢ni spektroskopie a sondy pyren.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Asociativni latky

Nékteré nizkomolekularni latky poskytuji ve velmi ziedénych roztocich tzv. pravé roztoky.
Dosazenim urcité koncentrace dochazi k asociaci molekul natolik, Ze vznikaji koloidni ¢astice
zvané micely. Takto chovajici se latky nazyvame miceldrni nebo také asociativni. Asociativni
latky tvori reversibilni soustavy, tedy soustavy, jejichz vlastnosti jsou dany okamzitymi
fyzikalnimi podminkami jako napf. tlak, teplota ¢i koncentrace jednotlivych slozek systému.

Asociativni latka musi byt amfifilni, tedy musi obsahovat ¢ast lyofilni (rozpustnou v daném
rozpoustédle) a lyofobni, ktera ma za nésledek asociaci molekul. Pro latky rozpustné ve vode
plati, ze lyofobni (zde hydrofobni) ¢ast je nepolarni, napi. uhlovodikové fetézce, lyofilni
(v tomto piipadé hydrofilni) ¢ast zde tvori siln€ polarni skupina, ktera zptisobuje rozpustnost
latky ve vodé. Ne kazda amfifilni molekula tvofi micely, hydroxylové a karboxylové skupiny
na molekule v kombinaci s dlouhym fetézcem jevici hydrofobni vlastnosti nejsou dostatecné
hydrofilni a asociace nastava pouze pii minimalnich koncentracich [1].

Soustavy micelarnich koloidl jsou i pres svilj amfifilni charakter klasifikovany jako lyofilni.
Narozdil od lyofobnich micel je ale neni tfeba uméle stabilizovat a jejich velikost a koncentrace
zavisi pouze na okamzitém stavu systému. Tyto soustavy jsou termodynamicky stabilni.

Lyofobni soly, tzv. lyosoly, jsou disperzni systémy s kapalnym vodnym nebo organickym
disperznim prostfedim a pevnymi ¢asticemi koloidnich rozmért. Lyofobni micely jsou tvofeny
krystalickym jadrem, napf. ultramikroskopickym krystalkem, a stabilizujicim obalem.
Ten je tvofen ionty pfitahovanymi k povrchu nabitému ionizaci ¢i adsorpci iontd na povrch.
Takto vznika elektricka dvojvrstva, ktera micely stabilizuje [2].

2.2. Tenzidy

Tenzid je organicka povrchové aktivni latka (PAL). Molekuly povrchové aktivnich latek maji
jak ¢ast hydrofilni, tak hydrofobni; hydrofilni ¢ast je obvykle polarni, hydrofobni je tvofena
dlouhym uhlovodikovym fetézcem. Hlavni skupina molekul mize byt dle schopnosti disociace
ve vodném prostiedi neiontova, aniontova nebo kationtova, pokud molekula obsahuje kladné
I zaporn¢ nabitou skupinu, nazyva se amfoterni [3]. Neiontové povrchové aktivni latky nemaji
schopnost disociovat, jedna se napf. o skupiny hydroxylové ¢i esterové. Aniontové, kationtové
a amfoterni PAL jsou schopny disociace ve vodném roztoku a souhrnné je 1ze nazvat iontové.
Nasledkem disociace aniontovych PAL vznikaji povrchové aktivni anionty. Vyznamnymi
ptredstaviteli aniontovych PAL jsou alkalické soli vySSich mastnych kyselin, tzv. pfirozena
mydla. Samotné mastné kyseliny nejsou schopny asociace, karboxylova skupina -COOH neni
dostatecné disociovana a u vys$Sich mastnych kyselin s dlouhym uhlovodikovym fetézcem
tak nezarucuje dostatecné velkou rozpustnost. Naproti tomu disociace kationtovych PAL vede
ke vzniku povrchové aktivnich kationtd [2]. U vétSiny kationtovych tenzidu je jako kation
kvartérni dusikovy atom, jedna se tedy o kvartérni amoniové soli [4], pfip. jsou atomy dusiku
substituované pyridinovymi slou¢eninami [2]. Strukturni variabilita je vy$si nez u aniontovych
tenzidd. V riznych smésich nelze volné kombinovat aniontové a kationtové tenzidy, jelikoz
by doslo k vysrazeni nerozpustné srazeniny. Moznost kombinovat aniontové i kationtové
tenzidy nabizi amfoterni tenzidy, kation a anion ale musi byt obsaZen v nedisociovatelné ¢asti



molekuly [4]. Amfoterni PAL mohou ménit svlij naboj v zavislosti na pH [2]. VétSina
povrchové aktivnich sloucenin je syntetického pavodu, nejsou tedy plné biologicky
odbouratelné [5]. Vyznamnou vlastnosti mnoha aniontovych a neiontovych tenzidi je tedy
jejich biologicka rozlozitelnost [4].

Tenzidy maji dvoji vlastnosti, které jsou urceny jejich hydrofilni a hydrofobni ¢asti, a vykazuji
tedy dva hlavni jevy, a to adsorpci a agregaci [6]. Samouspofadani neboli agregace je spontanni
organizace molekul do stabiln¢jSich agregati zptisobend nekovalentnimi interakcemi. Agregace
molekul probihd vymezenim rozpustnosti, dilezitym faktorem je i polarita. Polarni/hydrofilni
slouceniny jsou rozpustné v polarnich rozpoustédlech, nepolarni/hydrofobni naopak
v rozpoustédlech nepolarnich [3]. PAL maji tendenci vytvaiet monovrstvy, micely, dvojvrstvy
a valcové micelarni struktury, pro agregaci téchto utvari je potiebna koncentrace vyssi
nez tzv. kritickd micelarni koncentrace [6].

/ Hydrofilni ¢ast

Hydrofobni ¢ast

Obr. 1: Obecné schéma molekuly tenzidu.

Tenzidy se i v nizkych koncentracich hromadi ve fazovém rozhrani a snizuje povrchovou
energii roztoku a mezifazovou energii soustavy [4]. Schopnost snizit povrchové napéti
v roztoku definuje u¢innost PAL. Dobra PAL snizuje povrchové napéti vody az o vice jak
polovinu (ze 72 na 35 mN/m). Povrchové napéti roztoku koreluje s koncentraci PAL
az do dosazeni CMC, tedy dosaZeni koncentrace nezbytné pro tvorbu micel. Uginné PAL
se vyznacuji niz§i CMC [5].

2.2.1. Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB)

Cetyltrimethylamonium bromid je znama kvartérni amonna amfifilni slou¢enina, jinym nazvem
také hexadecyltrimethylammonium bromid (HTMAB) [7]. Jedna se o kationtovou PAL,
jejiz strukturu znazornuje Obr. 2. Ma typickou hydrofilni hlavu a hydrofobni fetézec, které
ovliviluji velikost a tvar ¢astic, do kterych jsou zaclenény. Hydrofobni fetézec také tvofi
sterickou zabranu na povrchu tenzidu a zabranuje tak aglomeraci ¢astic [8]. CTAB také
ovliviiuje fazové chovani, tekutost a velikost neiontovych PAL [9]. Ma znacné
chemoterapeutické, antibakteridlni, antimykotické a antiproliferativni ucinky, kterych je
vyuzivano v prumyslu a zdravotnictvi [7]. Nanokrystalické ¢astice modifikované CTAB jsou
schopny vazat vice aktivni latky a stabilng&ji fixovat 1ék v hydrofobni domén¢ téchto ¢astic [10].
CTAB ma také vyznamné inhibi¢ni G¢inky na rychlost elektrodepozice a mize byt pouzit jako
antimikrobialni latka [11], nebo v kombinaci s dalsimi latkami, jako napf. montmorillonitem,
je schopen ucinné Cistit mikrobialni barviva z odpadnich vod [12]. Roztoky CTAB o nizkych
koncentracich U¢inné také napomahaji pii opétovném sklddani zdenaturovaného lysozymu
[13].
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Obr. 2: Chemicka struktura CTAB [T7].

2.2.2. Dodecylsiran sodny (SDS)

Dodecylsiran sodny je biologicky odbouratelna aniontova PAL na bazi sirant, jehoz struktura
je znazornéna na Obr. 3 [14]. Je to netoxicka latka nerozpustna ve vodé s dobrou aniontovou
a neiontovou kompatibilitou s komplexy [15]. SDS ma podstatné vyuziti v pramyslu, je
to hlavni slozka detergentll pro domaci prace [14] a denné vyuzivané vyrobky jako kosmetiku
[15]. SDS ma tendenci tvofit pevné vazby s proteiny, ¢imZz zpusobuji jejich denaturaci
Vv ptitomnosti redukénich materialt [14]. V praxi se tak vyuziva pii extrakci DNA k oddéleni
nukleové kyseliny po denaturaci proteinti. Tento detergent ma schopnost denaturovat
sekunddrni a terciarni strukturu, ¢imz proteinim ud¢li uniformni zdporny néboj. Této
schopnosti se vyuziva pii PAGE-SDS [15]. Ma také vyuziti pti charakterizaci proteint a 1ze ho
pouzit pro studium zptisobu a rozsahu interakci mezi polymery a PAL [14]. SDS je také schopna
inhibovat korozi m&kké oceli a jako aniontovd PAL se ucinné adsorbuje na kladné nabité
povrchy kovt, 1ze také ptidat kationtovou PAL, napi. CTAB [16].

? O
\\8/ .
O

Obr. 3: Chemicka struktura SDS [15].

2.2.3. Dioktadecyldimethylamonium chlorid (DODAC)

Dioktadecyldimethylamonium chlorid je dvoufetézcova synteticka kationtova PAL (Obr. 4),
klasifikovana jako kvartérni amoniova sul [17]. Jeho hydrofobni ¢ast je tvofena osmnacti-
uhlikovymi (C18) fetézci [18]. Podobné jako fosfolipidy je DODAC schopny tvofit lamelarni
utvary, vezikuly a liposomy ve vodnych roztocich [17]. Kladné¢ nabity monovalent
k chloridovym protiiontim zajist'uje tvorbu kladné nabitych vezikul a liposomu [18]. Vlastnosti
a struktura téchto vezikul zavisi na koncentraci PAL, iontové sile rozpoustédla, metodé ptipravy
vezikul a chovani protiiontd [19], [20]. Stabilni jednolamelarni vezikuly lIze pfipravit
pfinizkych koncentracich PAL, vys$$i koncentrace poté podporuji tvorbu multilamelarnich
vezikul, ty jsou vSak blize u sebe a jejich vzdjemna interakce miiZze plsobit destabilizujicim
uc¢inkem [20]. DODAC je Siroce vyuzivan v prumyslu pro své zmékCovaci vlastnosti
nebo jako antistatikum ¢i dezinfekce [17]. Protiionty maji vliv na ftadu aplikaci,
napt. jako katalyzatory, pfi transportu iontd nebo dodavani 1€kt [19]. Liposomy sestavené
ZzDODAC lze také vyuzit pro transfekci nevirovych genli nebo piipravu kationtovych
lipozomalnich vakcin [21].
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Obr. 4: Chemicka struktura DODAC [19].

2.3. Micely

Tenzidy jsou diky své amfifilni struktufe schopné v rznych typech prostiedi vytvaret utvary
jako micely, dvojvrstvy nebo vezikuly. Tvorba micel zavisi na volbé prostiedi
a jeho koncentraci, o typu agregatu poté rozhoduje teplota soustavy, struktura a koncentrace
povrchoveé aktivni latky [22], [23]. Rozptylenim amfifilnich molekul ve vodném prostredi
dochazi k agregaci molekul [23]. Pii kontaktu s okolni vodou jsou polarni skupiny zvané hlavy
umistény po obvodu micely, nepolarni fetézce jsou ukryty uvnitf micely a chranény
tak polarnimi skupinami pfed vodnym prosttedim [3]. Tento jev je vysvétlovan velkymi
koheznimi silami mezi molekulami vody, ¢imz molekuly vody ,,vytésiiuji“ nepolarni fetézce
zZ roztoku a ty nasledné tvoti jadro micely. Vznik micel je spojen s poklesem Gibbsovy energie
Vv soustavé [22]. V pribéhu micelizace dochazi k van der Waalsovym interakcim hydrofobnich
skupin [3].

Vznik a struktura micel byly zkoumany metodou rozptylu svétla [22]. Pfi nizkych
koncentracich ptfidaného tenzidu do roztoku jsou molekuly pfitomny jednotlivé, po dosazeni
tzv. kritické micelarni koncentrace dochazi k agregaci tenzidii do micel. Spise nez o konkrétni
hodnotu se vSak jedna o koncentracni rozmezi [24]. Ve zfedénych vodnych roztocich
0 koncentraci vyssi nez kritickd miceldrni koncentrace jsou tvotfeny tzv. Hartleyovy micely
[22]. Tyto micely ukazuje Obr. 5. Jedna se o nejjednodussi typ agregati, jsou to malé sférické
micely kulovitého tvaru [3]. Jejich polomér je roven délce molekuly PAL, nejcastéji jsou
tvofeny padesati az sto padesati molekulami [22]. PAL, které tvoti micely, maji velkou plochu
praiezu hydrofilni skupiny hlavy, ta piesahuje pramér fetézcti a ma kuzelovity tvar, coz vede
ke vzniku agregatt tvaru koule s primérem 5-10 nm [3]. Micely nemusi byt nutné jen sférické
kulovité, mohou vznikat 1 dal§i nesférické struktury chranici lyofobni casti molekuly
pted rozpoustédlem, jako micely cylindrické (tzv. valcovité) nebo laminarni [1]. Valcovité
micely maji protahly tvar s povrchem tvofenym polarnimi skupinami, ¢imZ chrani hydrofobni
skupiny. Polomér micely se mlZe ménit; je roven délce hydrofobniho fetézce, ale muize
se zvétSovat pii zaclenovani dalsich molekul [22]. Tento typ miZze vzniknout pfidanim silné
vazajicich protiiontd, coz vede ke snizeni efektivni plochy skupiny hlavy. Dalsi moznosti
je pouziti iontového paru PAL, tedy smési kationtovych a aniontovych PAL s jednim
alkylovym fetézcem [3]. S rostouci koncentraci vodného roztoku se uhlovodikové fetézce
orientuji vice rovnobézn¢, ¢imz vznikaji tzv. laminarni (McBainovy) micely [22]. Laminarni
micely jsou tvofeny dvéma pfilehlymi rovinnymi vrstvami, kde lyofobni ¢asti jedné vrstvy
smefuji  k lyofobni ¢asti  vrstvy druhé, pocet molekul v téchto micelach je vysSsi
nez V cylindrickych. Tyto typy micel jsou tvofeny pii pomérné vysokych koncentracich,
pii kterych klesé disociace ionogennich skupin, a tim se sniZuje jejich naboj. Pfi dostate¢né
vysoké koncentraci mohou koloidni micely piechazet v gely [2], tedy v disperzni systém
S trojrozmérnou siti tvofenou dispergovanymi ¢asticemi [22].
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Obr. 5: Tvary micel ve vodném prostredi - Hartleyova (vlevo) a McBainova (vpravo) [25].

Spontanni agregace PAL probiha nejen ve vodnych, ale i nevodnych a smisenych prostiedich.
Razné vlastnosti nevodného média jako polarita, hydro- a lipofilita nebo schopnost vytvaret
vodikové mustky mohou vytvaret vhodné prostiedi pro jejich agregaci [26]. Nékteré amfifilni
molekuly mohou v nepolarnich rozpoustédlech tvofit tzv. obracené micely (viz. Obr. 6) [1].
Jadro tohoto typu micel je tvofeno polarnimi skupinami, kolem kterych jsou rozmistény
nepolarni fetézce, které tak chrani jadro pred vétsim stykem s nepolarnim rozpoustédlem [2].
Do skupiny latek schopnych tvofit tyto utvary patii latky s vétSim Uloznym faktorem,
a tedy objemné;jsi hydrofobni ¢asti [1]. Kritickou micelarni koncentraci lze pro obracené micely
definovat jen velmi obtizn¢, pfechod na koloidni roztoky probiha v relativné Sirokém intervalu
koncentraci.

Obsahuje-1i amfifilni molekula dva hydrofobni fetézce, mohou vznikat také dalsi utvary.
Jednim z téchto Utvard je dvouvrstvda membrana, jejiz strukturu lze vidét na Obr. 6 [2].
Dvojvrstva je tvofena mnoha pary molekul umisténych proti sobé, které k sob¢ ptiléhaji svymi
hydrofobnimi ¢astmi. Interiér je tedy tvofen Casti hydrofobni, na vnéjsi stran¢ dvojvrstvy
se nachazi ¢ast hydrofilni [3]. Pfikladem téchto membran jsou fosfolipidy. Uspotadani
hydrofobni ¢asti je zavislé na teploté, s rostouci teplotou mize membrana dojit pres kapalné
krystalickou fazi k bodu tani. V biologickych membranach tak mutze dochazet k pohybu
molekul mezi vrstvami a odpovidajicimu natoc¢eni hydrofilni ¢asti. Tento pohyb umozZiuje

il

transport latek pfes membranu [1].

x

R

Obr. 6: Obrdceny typ micel v nevodném prostiedi a obecné schéma dvojvrstvé membrany [25].
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2.3.1. Kritick4 micelarni koncentrace

Koncentrace, pii které dochazi k agregaci tenzidi do utvari jako micel, se nazyva kriticka
micelarni koncentrace (CMC, z ang. critical micellar concentration). Mezi faktory ovliviiujici
CMC lze tadit strukturu PAL, pfitomnost pfidaného elektrolytu v roztoku, povahu protiiontt
vznikajicich disociaci ionogennich PAL nebo teplotu roztoku [3]. Co se ty¢e chemické
struktury, kriticka micelarni koncentrace zavisi na vlastnostech hydrofilni i hydrofobni skupiny.
CMC je vyznamng¢ ovlivnéna chemickou strukturou uhlovodikového fetézce. Tato koncentrace
klesa s rostouci délkou fetézce nebo pripojenim benzenového jadra k uhlovodikovému fetézci,
naopak roste s pritomnosti dvojnych vazeb, substituci polarni skupiny na alkylovy fetézec nebo
piesunem polarni skupiny dale od konce fetézce. CMC je u ionogennich PAL ovlivnéna
také protiionty a jejich nabojem; s rostoucim nabojem protiiontl tato koncentrace klesa.

2.3.1.1. Vliv cizich latek

Vliv cizich latek v roztoku zalezi na charakteru latky — jedna-li se o elektrolyty nebo
neelektrolyty. Elektrolyty ovliviiuji vice ionogenni latky nez neionogenni a snizuji CMC
srostouci koncentraci a vy$§im nabojem protiiontu. Neelektrolyty maji rdzné ucinky;
neelektrolytické nepolarni latky maji na CMC minimalni vliv, zatimco neelektrolytické polarni
latky mivaji komplexni u€inky.

2.3.1.2. Teplota a tlak

Vliv teploty se lisi s ohledem na latku, na kterou ptsobi. Vlivem teploty se miize hodnota CMC
zvySovat, coz se déje u latek ionogennich, nebo snizovat, coz nastava u neionogennich PAL.
Amfifilni molekuly mohou mit neobvyklou zavislost rozpustnosti na teploté. Pfi nizkych
teplotdich maji roztoky mnohdy niZ8i koncentraci, neZ je kritickd micelarni a netvori
se tedy micely. ZvysSenim teploty na tzv. Krafftovu teplotu se vyrovna rozpustnost a CMC.
Poté kiivka rozpustnosti zacne strmé stoupat, jelikoZ se zacinaji tvofit micely. Zmény tlaku
ovliviiuji zmény CMC pouze minimalné [2].

Krafftova teplota je minimalni teplota, pfi které jsou PAL schopné agregovat do micel.
Pod touto teplotou surfaktanty existuji pouze jako monomery, CMC tedy nema zadny vyznam.
Alternativou je tzv. teplota tani hydratované pevné PAL, ktera se rozpousti nad Krafftovou
teplotou a nad CMC zacina vytvaiet micely. Hodnota této teploty je ovlivnéna piidavkem
elektrolytu a schopnosti rozpoustédla tvofit vodikové mustky [26].

2.3.1.3. Povrchové napéti

Povrchové napéti kapaliny obecné roste s polaritou molekuly, amfifilni latky vsak vykazuji
nizsi povrchové napéti. Tyto latky orientuji na fdzovém rozhrani vodného roztoku svou polarni
cast do kapalné faze a nepolarni fetézce do faze plynné. Amfifilni molekuly na rozhrani
adsorbuji a tim tvoii adsorpcni vrstvu, ve které se latky opét orientuji. Tendence orientovat
se na rozhrani se zvySuje s rostouci koncentraci adsorbované latky na povrchu. Latky snizujici
svou orientaci na rozhrani povrchové napéti nazyvame povrchové aktivni.

Pti niz8i nez kritické micelarni koncentraci vystupuji asociativni molekuly jako povrchové
aktivni, povrchové napéti se snizuje s rostouci koncentraci a délkou fetézce. Dosazenim kritické
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koncentrace se zmény povrchového napéti téméet zastavuji z divodu vytvoreni uplné adsorpcni
vrstvy amfifilnimi molekulami. Povrchové napéti se v oblasti nad CMC méni jen velmi malo
z divodu asociace latky do tvaru micely.

2.3.2. Packing parameter

Ve ziedénych roztocich tvoii povrchové aktivni latky co nejkompaktnéjsi tvar. Jednoduché
tenzidy s jednim lyofobnim fetézcem snadno tvofi sférické micely, mensi hustotu maji poté
V cylindrickych a lamindrnich uspofadéanich. Slozité tenzidy geometricky vyhovuji vzniku
cylindrickych micel, lyofobni ¢asti zaujimaji vétsi objem nez jeden fetézec [1]. Sily umoziujici
agregaci jsou zpusobeny vlastni strukturou téchto molekul. Uhlovodikové fetézce se navzajem
ptitahuji kvili hydrofobnim interakcim a mezifazovymi silami na rozhrani uhlovodik-voda.
Na polarni skupiny hlav piisobi interakce hydrofilni, elektrostatické a sterické, diky nimz
zustavaji v kontaktu s vodou. Tyto typy sil jsou protichtidné, jeden typ se snazi zmenSit
mezifazovou plochu, druhé ji zvétsit. Kvuli rovnovéze téchto sil se vytvaii optimalni plocha
na molekulu vystavenou vodné fazi a,. Pfi této ploSe je celkova energie interakci plisobicich
na molekulu minimdlni. Tvar a vlastnosti struktur tvofenych tenzidy zavisi na objemu
uhlovodikovych fetézcti V' a maximalni efektivni délce fetézce [., nazyvanou kriticka délka
fetézce. Ze znalosti geometrickych limitlh molekuly lze urcit, které typy struktur mize dana
PAL wvytvofit. Ktomu je vyuZivdna bezrozmérnd veliina zvand packing parameter,
tzv. kriticky sbalovaci parametr:

CPP =

a, lc ' (l)

Surfaktanty s hodnotou CPP mensi neZ 1/3 tvoii tvar kuZele, hodnota mezi 1/3 a 1 odpovida
tvaru komolého kuzele, PAL s hodnotou 1 vytvafi atvar valce a tedy planarni dvojvrstvy
a hodnoty nad 1 odpovidaji tvarim obracenych kuzela [25].

2.4. Vezikuly

Dvouvrstvé membrany se mohou vyskytovat vrovinné i zakiivené formé [2]. Pokud
je dvojvrstva zakfivena a na koncich uzaviena, nazyva se tento utvar vezikula (Obr. 7) [3].
Povrch vnitini 1 vnéj$i vrstvy tvofi lyofilni (pro vodna prostfedi hydrofilni) ¢ast, vnéj$i prostiedi
je zaroven i uzavieno ve stiedu vezikuly. Vnitini ¢ast tvoii lyofobni (hydrofobni) ¢ast [1].
Tato struktura umoziuje enkapsulovat hydrofilni, hydrofobni i amfifilni materialy [27].
Vezikuly lze ptipravit samovolnym rozpousténim nebo dispergovanim ve vhodném prostiedi
[1]. Pti rozpousténi ve vodném prostiedi se nejdiive tvoti dvojvrstva, pfi tvorbé vezikul vznika
multilamelarni struktura a musi byt na unilamelarni vezikuly pfeménéna [23]. Pti tvorbé vezikul
zjediné amfifilni latky vznikaji vezikuly s menSim prostorem pro lyofilni latku
a jsou termodynamicky nestabilni. Maji také omezenou Zivotnost, po ¢ase piejdou v rovinnou
dvojvrstvu. Ze smési dvou amfifilnich latek s rozdilnou hodnotou uloZného faktoru Ize pfipravit
termodynamicky stabilni vezikuly. Slozka s mensi hydrofilni ¢asti se poté nachazi ve vnitini
Casti, slozka s vétsi hydrofilni ¢asti ve vétsi. Vezikuly jsou takto stabilnéjsi a jednotlivé ¢asti
nejsou deformovany [1]. Jinou moznosti ptipravy je vyuziti smési aniontovych a kationtovych
jednofetézcovych tenzidi [27]. Pokud je vezikul sestaven z fosfolipidi, nazyvame je liposomy
[23]. Vezikuly mohou byt unilamelarni nebo multilamelarni, jejich primér se pohybuje
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Vv rozmezi desitek nanometrti az nékolika mikrometrt [3]. Tyto Gtvary jsou hojné vyuzivany
v kosmetice a medicing, oproti micelam maji vétsi kapacitu pro transport latek [2].

Obr. 7: Obecné schéma vezikuly [25].

2.4.1. Kataniontové vezikuly

Smési aniontovych a kationtovych PAL ve vodnych roztocich tvofi tzv. kataniontové smiSené
roztoky. Smési téchto PAL spontanné ve vodném prostiedi agreguji do riznych struktur jako
micel, vezikul nebo lamel. Jednoduchym smichanim aniontovych a kationtovych PAL je jiz
pfi nizkych koncentracich zmensena plocha na hydrofilni skupinu hlavy néasledkem péarovani
iontl a tvorby molekuldrnich dvojvrstev a dvou jednoduchych fetézcli kationtovych
a aniontovych PAL, které ptsobi jako dvojité amfoterni PAL. Kataniontové smési vznikaji
smichanim kationtovych a aniontovych tenzidd Vv libovolném poméru kromé ekvimolarniho,
v poméru 1:1 vznika sraZenina, tzv. iontovy amfifilni par (IPA, z ang. ion pair amphiphile).
K agregaci smési aniontovych a kationtovych PAL dochazi pfi zna¢né nizSich koncentracich
nez jsou CMC jednotlivych latek [28].

Amfifilni iontové pary jsou vezikularni prekurzory [29]. Jedna se o pseudo-dvoufetézcové
tenzidy tvotené opacn¢ nabitymi PAL s odstranénymi protiionty. IPA je ve vodném prostiedi
schopna formovat vezikularni systémy [30]. Rliznymi kombinacemi PAL lze pfipravit rizné
vezikuly o rozdilné velikosti, zeta-potencialu a polydisperzité. Vezikuly pak maji sférickou
strukturu a hydrofilni i hydrofobni domény, diky ¢emuz jsou schopny do své struktury pfijmout
nekteré hydrofilni 1 hydrofobni latky, napt. Iéky, a mohly by tak byt pouZity jako alternativa
k liposomtim. Vyhodou kataniontovych vezikul je nizZsi cena a velké mnozstvi kombinaci PAL,
je zde ale moZna toxicita systému. Toxicitu lze potlacit pfidanim napft. (bio)polymerd, jako
je tteba hyaluronan sodny, ktery zvySuje biokompatibilitu vezikul a zaroven zvysuje jejich
stabilitu [29].

Vezikuly tvotfené z IPA také mohou byt nestabilni a srazet se, a proto musi byt stabilizovany
povrchovym ndbojem, ktery 1ze dodat pfidanim dalsi nabité dvoutetézcové PAL, nebo pfidanim
cholesterolu [30]. Ptidavkem nabitého tenzidu ziskaji vezikuly stejny naboj a diky
elektrostatickému odpuzovani se neshlukuji [29]. Vlastnostmi cholesterolu se dale zabyva
kapitola 2.4.1.1.
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2.4.1.1. Cholesterol

Cholesterol je Casto vyuzivany sterol ve slozeni liposomt a vezikul diky své schopnosti
omezeni agregace a zvyseni stability. Je to amfifilni molekula se steroidnim kruhem s pruznym
sacharidovym ocasem a hydroxylovou skupinou, strukturu zobrazuje Obr. 8 [31]. Narozdil
od jinych lipida se nachazi v membranach Zivoé¢isnych bunék i ve vysokych koncentracich,
typicky kolem 20-30 mol.%. Cholesterol ma tedy fadu funkci, napt. v metabolismu jako
prekurzor hormont a vitamint [32]. V burikach ptisobi jako regulator propustnosti, pruznosti
a tuhosti [31], je schopen zvySovat mechanickou pevnost, snizovat propustnost malych molekul
a regulovat tekutost membran [32].

Pridani cholesterolu do IPA vezikul zpisobuje zvétseni vzdalenosti polarnich skupin PAL,
ze kterych je IPA zformovana. Polarni skupiny zaporné nabitych tenzidi jsou posunuty smérem
do membran, kladné nabité naopak vy¢nivaji [30]. Pro kataniontové vezikuly pfipravené
z cetyltrimethylamonium-dodecylsulfatu  (IPA) je nejvhodné&j$i mnozstvi pridaného
cholesterolu 40 az 50 mol.% [29].

HO

Obr. 8: Chemicka struktura cholesterolu [31].

2.5. Solubilizace

Vyznamnou a prakticky vyuzivanou vlastnosti micelarnich koloidi je solubilizace [22].
Solubilizace, tedy schopnost rozpoustét latky v daném prostiedi nerozpustné, je jednou
ze spole¢nych vlastnosti asociativnich koloid. Mechanismus je pro rizné typy latek odlisny.
Nepolarni latky pronikaji do jadra micely nebo v pfipadé laminarnich micel pronikaji
mezi uhlovodikové fetézce, naopak polarni latky jsou solubilizovany na povrchu micely [2].
Vzniklé Gtvary nazyvame smiSené micely [1].

Solubilizace ma v praxi mnohd vyuziti. Denné vyuZivana je detergence, tedy prani povrchi
zne€isténych povrchove aktivnimi latkami [2]. Smési tenzidt s detergenénimi vlastnostmi, tedy
schopnosti pievést necistoty z povrchu do roztoku, se nazyvaji detergenty [4]. Diky micelam
je také mozné rozpustit organické substraty ve vodném prostiedi [33]. V praxi je lze vyuzit
k promyvani pid, hydrofobni ¢ast je afinitni k sypkému médiu a hydrofilni skupina interaguje
s médiem [5].

V kosmetickém primyslu jsou v dne$ni dob¢ jsou kladeny naroky také na mirnost a biologickou
rozlozitelnost PAL. Casto vyuzivané jsou biokompatibilni PAL, tzv. biosurfaktanty, a proto
jsou syntetizovany analogy ptirodnich surfaktantii. Mezi né patii napft. alkylglukosidy nebo
acylglukosaminy, které maji vyuziti v detergentech a kosmetice, a molekuly lipo-aminokyselin
a peptidu, které ve vodeé agreguji jako micely [3]. Oproti syntetickym PAL vykazuji vysokou
specifitu, biologickou rozlozitelnost a biokompatibilitu [5].
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Kladn¢ nabité kataniontové vezikuly lze také mohou tvofit stabilni komplexy s DNA.
Nejstabiln€jsi v tomto ptipadé byly IPA vezikuly (z CTAB) stabilizované dvoufetézcovym

tenzidem, a to v poméru 9:1. Tyto vezikuly jsou fyzikalné stabilni a 1ze je vyuzit pro transport
DNA [34].

2.6. Pouzité metody

2.6.1. Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) je analyticka metoda, kterou lze ziskat informace o velikosti
¢astic nebo difuzni koeficient [35]. Vzorkem prochdzi paprsek svétla, ktery je ptritomnymi
Casticemi rozptylovan [36]. Primérna velikost ¢astic je stanovovana ze Stokesovy-Einsteinovy
rovnice:

kT
- 6mna’ 2)
kde k je Boltzmannova konstanta, T piedstavuje teplotu, # znaci viskozitu prostiedi a a udava
hydrodynamicky polomér sférickych castic [37].

Technikou Ize urcit velikost nanocastic méfenim Brownova pohybu ¢astic v roztoku [38].
Me¢ienou velikosti ¢astic je prumér koule pohybujici se stejnou rychlosti jako méfena Castice
[35]. Metoda je piesné&jsi pro monodisperzni systémy, u polydisperznich dochazi ke zkresleni
vysledka smérem k vétsim &asticim [38]. Castice v roztoku jsou navic povazovany za sférické,
skute¢na velikost Castic tedy muze byt rozdilna. DLS je jedna z uziteCnych metod detekce
agregatil v roztoku, lze ji vyuzit ke sledovani ¢asového vyvoje koagulacnich procestt métenim
intenzity rozptylené¢ho svétla [35].

2.6.1.1. Instrumentace

Zdrojem svétla ozafujici Castice pritomné v roztoku v kyveté je laser. Trajektorie vétSiny
laserovych paprskl neni pfi priichodu vzorkem ovlivnéna, nékteré jsou rozptyleny pfitomnymi
¢asticemi. Rozptylené svétlo poté dopadd na detektor, ktery zaznamenéava jeho intenzitu.
Teoreticky by bylo mozné detektor umistit do jakékoli polohy, protoze svétlo je rozptylovano
do vSech smérd, v praxi pouzivané nastaveni je v zavislosti na modelu pfistroje 173° nebo 90°.

Aby byl detektor schopny zaznamenat intenzitu rozptyleného zareni, musi byt v urcitém
rozsahu, na ktery je pfistroj nastaveny. Pfi pfili§ malé intenzité by nemuselo dojit ke zméteni
intenzity, naopak u vysSich hodnot intenzity by mohlo dojit k pfetizeni detektoru. Pro pfipadné
sniZeni intenzity laseru a tedy intenzity méfeni je pouzivan tzv. tlumic.

Z detektoru pokracuje signal na kolektor, kde je upraven na digitdlni signdl. Intenzity
rozptyleného svétla jsou poté srovnavany v po sobé jdoucich casovych intervalech
a je odvozena rychlost zmény intenzity svétla. Data jsou poté analyzovana v softwaru
a je z nich odvozena informace o velikosti ¢astic. Za pouziti optickych parametrii je poté mozné
vypocitat poetni a objemovou distribuci velikosti ¢astic [37]. Schéma zapojeni jednotlivych
Casti piistroje je znazornéno na Obr. 9.
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Obr. 9: Schéma pristroje pro méreni velikosti c¢astic metodou DLS [39].

2.6.2. Elektroforeticky rozptyl svétla (ELS)

Zeta potencial je jedna z charakteristik koloidnich systému, kterou lze vyjadiit stabilitu
systému. Souvisi s povrchovym nabojem c¢astic a interakci s jinymi molekulami [40].
Pfitomnost naboje na povrchu ¢astice ovliviiuje vyskyt iontd v okolnim prostredi, kde tedy
dochazi ke zvySeni koncentrace opac¢né nabitych iontli v blizkém okoli ¢astice. Kolem kazdé
castice se tedy tvofti elektricka dvojvrstva. Kapalna faze kolem Castice existuje ve dvou formach
— jako vnitini oblast, tzv. Sternova vrstva, ve které jsou ionty siln¢ vazany, a vné&jsi oblast, kde
jsou ionty vazany méng. Ve vngj$i vrstv€ je pomyslna hranice, uvniti které tvoii ionty stabilni
oblast, ktera se pii pohybu ¢astice pohybuje s ni, za touto hranici se jiz ionty s pohybujici
se cCastici nepohybuji. Potencial na této pomysIné hranici se nazyva zeta potencial [37].

Jednou z vyznamnych metod stanoveni zeta potencialu je elektroforeticky rozptyl svétla (ELS)
[40]. Do systému slozeného ze vzorku a ¢lanku s elektrodami je vlozeno vnéjsi elektrické
napéti, ¢astice se poté pohybuji smérem k elektrodé s opaénym nébojem a je méfena jejich
elektroforetickd mobilita, kterd je nasledn€ pomoci Henryho rovnice pievedena na hodnotu zeta
potencialu:

_2¢ezf(Ka)
T 3)

kde z piedstavuje zeta potencial, Ue je elektroforetickd mobilita, ¢ dielektricka konstanta

E

a n znadi viskozitu. Clen f(Ka) udava Henryho funkci, ktera ma v tomto ptipadé hodnotu 1,5 —
odkazuje na Smoluchowskiho aproximaci [37].
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Na pohyb ¢astic a tedy hodnoty zeta potencialu piisobi také nehomogenita teploty a koncentrace
prostiedi, které zptsobuji rusivy Sum [40]. Pii ptisobeni elektrického pole mohou také vznikat
agregaty [41].

2.6.3. Fluorescen¢ni spektroskopie
2.6.3.1. Fluorescence

Absorpci fotonu elektrony piijimaji energii, diky které mohou pfejit na vyssi energetickou
hladinu. Tento stav se nazyva deexcitovany. Absorpci svétla umoziuji tzv. chromofory, tedy
atomy nebo skupiny atoml zodpovédné za barvu molekuly. Existuji dva typy excitovanych
stavu — singletovy stav s antiparalelnimi spiny a tripletovy stav se spiny paralelnimi. Z hlediska
symetrie je vice pravdépodobny singletovy excitovany stav, protoze zde pii piechodu
ze zékladni energetické hladiny nedochazi ke zméné spinu. Excitovany stav ale neni stabilni,
elektrony se snazi opét dosdhnout zdkladni energetické hladiny, potfebuji se tedy zbavit
nadbytecné energie. Mezi mozné zpusoby deaktivace patii zativé deaktivace jako fluorescence
a fosforescence nebo nezatfivé piechody. Pfi fluorescenci dochdzi k ptechodu elektronu
ze singletového stavu z energetické hladiny S1 zpatky na hladinu So, jedna se o kratky proces,
trva 10° az 10® s. Fosforescence je naopak delsi, probiha po dobu 10 az 102 s, coZ je spojeno
zakdzanym prechodem z tripletového stavu spojenym se zménou spinu elektronu.
Mezi nezativé prechody patii vnitini konverze, vibraéni relaxace a mezisystémovy piechod.
Jednotlivé piechody znazornuje Perrin-Jabtonskiho diagram (Obr. 10) [42].
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Obr. 10: Jablonskiho diagram [43].

2.6.3.2. Fluorescencni sondy

Nésledkem silného vlivu na okolniho média na fluorescenci jsou fluoreskujici molekuly
vyuzivany pro vyzkum fyzikdlné-chemickych, biochemickych a biologickych systémi.
Fluorescencni sondy jsou rozdéleny do tii skupin: vnitini sondy, vnéjsi kovalentné vazané
sondy a vn¢jsi asociujici sondy. Vyhodou kovalentné vdzanych sond ptfed vnéj$imi asociujicimi
sondami je jejich znama pozice v molekule. Existuje mnoho riznych vné&jsich sond kovalentné
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vazanych na tenzidy, fosfolipidy, proteiny nebo polynukleotidy. Syntéza molekul
a makromolekul s vn&jsimi kovalentné vazanymi sondami je obtizna, pro vétSinu vyzkumu jsou
proto pouzivany nekovalentné asociujici sondy. Mista rozpousténi vnéjsich sond jsou urcena
jejich chemickou povahou a vyslednymi specifickymi interakcemi, které mohou vznikat uvnitt
sondovaného systému. Zasadni je charakter sondy — mezi hydrofobni sondy patii pyren,
mezi hydrofilni sondy byva fazen pyranin a mezi amfifilni sondy (1-pyrenyl)dodekanova
kyselina [42].

2.6.3.2.1. Pyren

Pyren a jeho derivaty patii mezi nejpouzivanéjsi fluorescencni sondy. Pyren je polyaromaticky
uhlovodik se symetrickou strukturou, kterou znazornuje Obr. 11. Diky symetrické struktufe
silné reaguje na polaritu svého okoli. Prvni singletovy piechod (So — S1) této slouceniny

je z hlediska symetrie zakazany, nékteré vibra¢ni pfechody jsou poté silné zavislé na polarité
okoli.

Interakce pyrenu s prostfednim zpuisobuje piekryv prvniho zakazaného a druhého dovoleného
excitovaného stavu. To zpusobuje, ze pfechod 0-0 je silné zavisly na polarité rozpoustédla,
V emisnim spektru je dan prvnim pikem pfti vinové délce 373 nm. Tteti pik emisniho spektra
znaci ptechod 0-2 pii vinové délce 383 nm, tento pfechod je nazyvan referencni.

Dalsi charakteristickd oblast se nachdzi pifi vinové délce 470 nm, kde dochazi ke tvorbé
excimeru. Excimer, nebo také excitovany dimer, je komplex vznikly spojenim dvou molekul
pyrenu, kdy jedna se nachdzi ve stavu zdkladnim a druhd ve stavu excitovaném. K tvorbé
excimeru dochdzi pii pfebytku molekul pyrenu nad mnozstvim hydrofobnich domén, tedy
pti koncentracich kolem kritické micelarni koncentrace, kdy v roztoku zatim neni vétsi
mnozstvi vytvofenych micel. S vyssi koncentraci excimeru v roztoku intenzita fluorescence
pii charakteristické vinové délce roste [44].

Obr. 11: Chemicka struktura pyrenu [44]

2.6.3.3. Instrumentace

Fluorescence je méfena pomoci spektrofluorimetru, jeho schéma je znazornéno na Obr. 12.
Ten se sklada zné€kolika hlavnich casti — zdroje svétla, kterym casto byva vysokotlaka
xenonova vybojka, excitatniho monochromatoru pro vybér excitacni vinové délky zateni, cely
pro kyvetu s métenym vzorkem, emisnim monochromatorem, ktery slouzi pro vybér vinové
délky zafeni proslého vzorkem, a detektorem propojenym se softwarem, ktery slouzi
k zaznamenani naméfenych dat. Uspotfadani hlavnich ¢asti spektrofluorimetru je pravouhlé,
k detekci proslého zafeni dochazi kolmo ke zdroji zateni.
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Vysledkem méfeni na spektrofluorimetru jsou emisni a excitacni spektra. Emisni spektrum
odpovidd zménam intenzity fluorescence coby funkce vinové délky, excitacni vinova délka
je pfi méfeni emisniho spektra konstantni. Oproti tomu excita¢ni spektrum odrazi zmény
intenzity fluorescence v zavislosti na excita¢ni vinové délce, konstantni je pfi tomto méfeni
vlnova délka, pii niZ je intenzita fluorescence pozorovana [42].

Kyveta se vzorkem

Excitaéni monochromator

Zdroy Emisni monochromator
Xe vybojka

N\

Detektor

Fluorescenéni spektrum €

Obr. 12: Schéma spektrofluorimetru [43].
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3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V ramci bakalaiské prace budou pouzivany kataniontové vezikuly pfipravované z HTMA-DS
stabilizované pomoci DODAC a cholesterolu. Bude pozorovana jejich stabilita v zavislosti
na zménach koncentrace. Na toto téma nebylo provedeno piili§ mnoho vyzkumti, nasledujici
kapitola se proto bude zabyvat piipravou a stabilizaci tohoto typu vezikul.

3.1. Interakce CTAB a SDS

Interakcemi mezi cetyltrimethylamonium bromidem (CTAB) a dodecylsiranem sodnym (SDS)
se zabyval Mal A. et al. Interakce téchto tenzidii maji za nasledek formovani mnoha typi
agregatl. Vyzkumny tym se zabyval interakcemi téchto tenzidi v riznych pomérech vcetné
ekvimolarniho. V ramci experimentu byl pfipraven zasobni roztok SDS nebo CTAB
a vysokokoncentracni roztok tenzidu druhého, roztoky byly nasledné proti sobé titrovany,
atobud SDS k CTAB, nebo reverzn¢ CTAB k SDS. V prub¢hu titrace byly sledovany
koncentrace pod CMC, kolem CMC a nad touto koncentraci, v systému bylo pozorovano
mnoho pfechodii mezi typy agregatii. Pfi nizké koncentraci jednoho roztoku tenzidu jsou
Vv roztoku monomery nebo micely, s rostouci koncentraci prochézi systém prechodem od téchto
micel ke smiSenym miceldm nebo plochym dvojvrstvdm a pii vySSich koncentracich poté
k zakfivenym dvojvrstvam a vezikulam. V ekvimolarnim poméru je systém slozen prevazné
z vezikul a pouze malého mnozstvi jinych utvard. U vznikajicich vezikul byla méfena velikost
a zeta potencidl, vezikuly byly velké, jejich priméry se pohybovaly mezi 200 a 1100 nm. Zeta
potencial byl pfi titraci roztoku CTAB roztokem SDS na pocatku kladny, s vétsim piidavkem
zaporného tenzidu se kladny naboj zmensoval az do bodu ekvivalence, s dalsimi piidavky rostly
hodnoty zeta potencidlu do zapornych hodnot. Dale bylo zjisténo, Ze pti nizkych koncentracich
jednotlivych tenzidl v ekvimolarnim poméru dochazi ke tvorbé srazeniny az po péti dnech,
pti vyssich koncentracich tenzidi rychleji, stabilni vezikuly jsou formovany pii CMC. Ve studii
byl také pozorovan zékal v roztoku v zavislosti na poméru jednotlivych tenzidi. Zasobni
roztoky obou PAL byly priihledné, pfi titrovani jednoho tenzidu k druhému objevoval zékal
az do ekvimolarniho poméru, kdy byl nejvyrazngjsi, zaroven byl stabilni a nedochazelo k jeho
usazovani. Pfi dal$im pfidavani dochéazelo k solubilizaci jedné PAL do druhé a tim opé&t vznikl
pruhledny roztok [45].

3.2. Stabilizace vezikul pridanim cholesterolu

Vezikuly ptfipravené pouze z tenzidit CTAB a SDS je ale tieba stabilizovat. Vlivem pfidané¢ho
cholesterolu na chovani kataniontovych vezikul stabilizovanych uniformnim kladnym nabojem
se zabyval Kuo A.-T. se svym tymem. Vliv cholesterolu na stabilitu vezikul byl poté zkouman
dle velikosti a zeta potencidlu za ucelem zjiSténi fyzikalni stability a charakteru naboje
a Fourierovy transformacni analyzy pro analyzu charakteru molekularni agregace. Cholesterol
jevi schopnost ovlivnit agregaci dvojvrstev do vezikul a zvysit stabilitu kataniontovych vezikul.
Vliv na stabilitu byl pozorovan vystavenim mechanickému poSkozeni na vezikulech
ptipravenych z HTMA-DS (hexadecyltrimethylamonium-dodecylsiranu) a DTDAB
(ditetradecyldimethylamonium bromidu) v pfitomnosti 1 nepfitomnosti cholesterolu.
Ekvimolarni sméSovaci pomér HTMA-DS a DTDAB bez pifidan¢ho cholesterolu vedl
k vytvoreni kataniontovych vezikul s dobrou fyzikalni stabilitou, DTDAB pravdépodobné
upravuje obal uhlovodikovych fetézcii, ¢imz podporuje tvorbu vezikul. Podle namétenych dat
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se jako nejptizniveéj§i mnozstvi ptidaného cholesterolu pro tvorbu a stabilitu vezikul jevi
43 mol.%, s vyjimkou ekvimolarniho sméSovaciho poméru, kdy bylo vhodnéj§i mnozstvi
30 mol.%. Byla pozorovana velikost a fyzikalni stabilita vezikul. Pfi sméSovacich pomérech
HTMA-DS/DTDAB 7/3 a 5/5 se velikost vezikul s rostouci koncentraci pfidaného cholesterolu
do koncentrace 30 mol.% zmenSovala, cholesterol ma v pfi niz$ich koncentracich tendence
maximalizovat vzdalenost sousednich fetézcli a tim zvySovat vzdalenost polarnich skupin.
To vede k vétsimu zakfiveni dvojvrstev a zmenseni vezikul. Pfi vysSim obsahu cholesterolu
je zakiiveni vezikularni dvojvrstvy mensi a tvoii se tedy vezikuly vétSich rozmért. U malych
vezikul s niz§im obsahem cholesterolu (pod 30 mol.%) byla sledovana postupna agregace
atvorba velkych vezikul, vyssi koncentrace cholesterolu naopak této agregaci mohou
zabranovat [46].

Vlivem cholesterolu na vlastnosti kataniontovych vezikuldrnich systéml se zabyvalo vice
vyzkumnych tymi. Studiem uc¢inkt hladiny cholesterolu na stabilitu IPA vezikularnich systémut
se zabyvala Havlikova M. et al. Byly pfipraveny kataniontové vezikuly z tenzidi HTMAB
a SDS a byly stabilizovany dvoufetézcovym tenzidem DODAC (smichany byly v molarnim
poméru HTMA-DS/DODAC 9:1). K takto pfipravenym vezikuldm bylo pfiddno rizné
mnozstvi cholesterolu, a to v mnozstvi 0, 3, 13, 23, 33, 43, 53, 63 a 73 mol.%. Byla studovéana
velikost vezikul pomoci dynamického rozptylu svétla a jejich zeta potencidl, ktery byl méten
elektroforetickym rozptylem svétla. Primérna velikost byla vypoctena z difuzniho koeficientu
ve Stokes-Einsteinové rovnici, zeta potencial byl ziskan ze Smoluchowského modelu. Vétsina
vykazovaly vzorky s obsahem cholesterolu 33, 43 a 53 mol.%. Proto byla zméfena turbidita
vzorkl a ty byly nasledné roziedény az do hodnoty turbidity mezi 0,1 a 0,3. Vzorky s obsahem
cholesterolu 0-23 mol.% byly zna¢n¢ nestabilni, opakovani méfeni vedlo k vysokym hodnotam
smerodatné odchylky a nesrovnatelnym vysledklim. Mala stabilita systému také vedla
ke vzniku polydisperzniho systému a tedy vysokym hodnotam indexu polydisperzity. Vzorky
s obsahem cholesterolu 33-53 mol.% mély nejlepsi parametry, vykazovaly nejmensi
pramérnou velikost a vysoké hodnoty zeta potencidlu. Naopak s nejvysSimi pridavky
cholesterolu, tedy 63 a 73 mol.%, doslo ke sniZeni stability a zvétSeni velikosti, coZ bylo
pravdépodobné zplsobeno krystalizaci sacharidovych fetézcl a tedy destabilizaci vezikul.
Vzorky s obsahem cholesterolu 33—53 mol.% byly nasledné podrobeny méfeni stability v Case,
po dobu 36 dni bylo provadéno méfeni DLS a ELS. I pfes ptfedpoklad stability vzorku
S obsahem cholesterolu 33 mol.% se tento vzorek ukazal jako stabilni pouze jeden den, poté
doslo ke sniZeni zeta potencialu a zvySeni indexu polydisperzity. Po celou dobu méteni se jevily
stabilni vzorky s 43 a 53 mol.% cholesterolu, priimérna velikost se pohybovala mezi 80 a 100
nm a hodnoty zeta potencialu mezi 40 a 60 mV, mnozstvi ptidaného cholesterolu pro stabilizaci
téchto vezikularnich systému se tedy jevi optimalni v koncentraci 43 az 53 mol.% [47].

3.3. Pozorovani agrega¢niho chovani tenzidi v riznych prostiedich

Pro pozorovani agrega¢niho chovani povrchové aktivnich latek je Casto vyuZivdna technika
fluorescen¢ni spektroskopie. K tomu jsou pouzivany rizné fluorescencni sondy, jednou z nich
je fluorescein. Bylo zjisténo, Ze spektralni vlastnosti fluorescen¢ni sondy fluoresceinu jsou
ovliviiovany typy tenzidu. Kritickou koncentraci micel fluorescen¢nimi technikami stanovovali
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Salemissa J. K. et al. Pro praci byly pfipraveny zasobni roztok fluoresceinu o koncentraci
250 mM a zasobni roztoky povrchové aktivnich latek rozpusténim v potiebném mnozstvi
deionizované vody. Tenzidy ve vodném prostiedi tvoii micely. Fluorescencni spektra byla
zaznamenavana v rozsahu vinovych délek 450 az 750 nm se Sitkou Stérbiny 10 nm.
Koncentrovany zasobni roztok tenzidu byl postupné piidavan do vodného roztoku fluoresceinu
tak, aby koncentrace byla v rozsahu pod az nad CMC. Excita¢ni vinova délka fluoresceinu byla
491 nm, hlavni absorp¢ni pik se nachazel pfi vinové délce 486 nm a emisni pik pfi 516 nm.
Fluorescenc¢ni spektra fluoresceinu jsou v pritomnosti riznych koncentraci tenzidu nizsich nez
CMC posunuta smérem k vyssim vinovym délkadm, kde spektra zistala i pfi CMC a nad ni.
Intenzita fluorescence tedy byla méfena pifi 530 nm, kde ma fluorescence emisni vrchol.
Pro stanoveni CMC byly vyneseny zmény fluorescence v nejintenzivnéjSim piku proti
koncentracim tenzidu, kiivky byly popsany sigmoidni Boltzmannovou funkci a CMC byla
stanovena v inflexnim bodu. Jak autofi uvedli v zavéru prace, takto ziskané hodnoty kritické
koncentrace byly v souladu s hodnotami ziskanymi jinymi metodami, se tedy o uzite¢nou
metodu pro stanoveni CMC micel [48].

Mezi rozsitené chemické slou¢eniny patii proteiny, dilezitym systémem pro biotechnologické
procesy a medicinské aplikace je systém peptid-tenzid, protoze ptiddnim PAL do peptidového
roztoku 1ze ménit jejich schopnost vazat dalsi molekuly. Tim se zabyval Chauhan S. se svym
tymem. Pro praci byly vybrany kationtové PAL CTAB (cetyltrimethylamonium bromid)
a DTAB (dodecyltrimethylamonium bromid) a byly sledovany zmény v micelizacnim chovéni
téchto PAL pfi raznych koncentracich glycyldipeptidu v roztoku. Agregacni chovani bylo
pozorovano pomoci fluorescencni spektroskopie a sondy pyren. Bylo pozorovano pét emisnich
maxim ve fluorescencnim spektru, poté pomér prvniho a tietiho piku, ktery dadva informaci
0 polarité mikroprostfedi kolem molekul pyrenu. Pfi niZSich koncentracich se pyren pohyboval
ve vodném prostiedi, kde je ale méné rozpustny nez v nevodnych prostiedich, pomér prvniho
a tretiho piku tedy rychle klesd s nastupem tvorby micel. Bylo také zaznamenano, Ze pomér
pikl je u tenzidu DTAB vétsi nez u CTAB, coz souvisi s delS§im alkylovym fetézcem CTAB
a vyssi hydrofobicitou CTAB ve vodném prosttedi. Byla také stanovena kritickd micelarni
koncentrace, a to fluorescencni metodou 1 méfenim konduktivity, obé tyto metody vedly
k velmi podobnym vysledkim [49].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Chemikalie
Tab. 1: Prrehled pouzitych chemikalii pro pripravu kataniontovych vezikul

Naczﬁzlflziig?it;{a) Mr (g/mol) Vyrobce CAS dislo
CTAB 364,45 Sigma-Aldrich 57-09-0

SDS 288,38 Fluka 151-21-3
DODAC 586,64 Alfa Aesar 107-64-2
Cholesterol 386,65 Sigma-Aldrich 57-88-5
Chloroform 119,38 Penta 67-66-3

4.2. Pouzité metody

4.2.1. Priprava zasobniho prasku IPA

Byly pfipraveny zasobni roztoky navazenim potiebného mnozstvi tenzidi CTAB a SDS tak,
aby po zaliti odpovidajicim mnozstvim deionizované vody byla vyslednéa koncentrace roztokt
20 mM. Oba roztoky byly pies noc ponechany na magnetické michacce. Druhy den byly
pfipravené roztoky smichany v ekvimolarnim poméru (1:1), vznikl tak mlééné zakaleny roztok,
ktery byl ponechan 3 dny na magnetické michacce, pfitom byla udrzovéana teplota roztoku
30 °C. Roztok byl poté centrifugovan 10 minut pii 3500 ot/min. Po centrifugaci nasledovala
filtrace za snizeného tlaku na Bilichnerove nalevce ptes specialni filtraéni papir (Munktell Filter
Paper, Grade 391,84 g/m2, Ahlstrom-Munksjo), diky kterému nedochazi k vyrazn&jSimu
znecisténi zasobniho prasku. Zachyceny filtra¢ni kola¢ — IPA — byl i s filtratnim papirem
pienesen na Petriho misku a ponechan 3 az 5 dni v susarné pii 50 °C. Poté byl ziskany zasobni
prasek uskladnén v suché vialce.

4.2.2. Priprava roztoku cIPA

Byl pfipraven zasobni roztok IPA v chloroformu o vysledné koncentraci 120 mM tak,
7e potifebné navdzené mnozstvi zdsobniho prasku IPA bylo pielito odpovidajicim mnoZstvim
chloroformu a ponechano rozpustit.

Byl piipraven zéasobni roztok DODAC v chloroformu o stejné vysledné koncentraci jako
zasobni roztok IPA. Ze znalosti, Ze vyslednéd koncentrace roztoku mé byt opét 120 mM, bylo
navazené prislusné mnozstvi DODAC zalito odpovidajicim objemem chloroformu. Roztok byl
zamichan a ponechan rozpustit.

Roztok cIPA, neboli kladn¢ nabita IPA, je roztok kataniontovych parti IPA a dvoutetézcového
tenzidu DODAC v molarnim poméru 9:1. Ze znalosti, Ze vysledny roztok méa mit objem 60 ml
a vyslednou koncentraci 2 mM, byly pifepocteny objemy zasobnich roztokl tenzidu.
Pro ptipravu 60 ml vysledného roztoku o koncentraci 2 mM v poméru 9:1 IPA/DODAC
by bylo potieba ptipravit 54 ml 2 mM roztoku IPA v chloroformu a 6 ml 2 mM roztoku
DODAC v chloroformu. S ptihlédnutim ke koncentraci 120 mM zasobnich roztokd IPA
a DODAC bylo tedy tfeba 0,9 ml zasobniho roztoku IPA a 0,1 ml zasobniho roztoku DODAC.

4.2.3. Priprava cIPA + cholesterol
Bylo navaZeno takové mnozstvi cholesterolu, aby po pfidani 1 ml pfipraveného roztoku cIPA
byla jeho koncentrace v roztoku 43 mol.%. Roztok byl promichén a cholesterol ponechan
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rozpustit. Poté byly do roztoku pfidany sklenéné kuli¢ky v mnozstvi, aby dno pokryly ve tiech
fadach. Vznikly roztok byl i s kulickami zvortexovan, ¢imz doSlo k obaleni kulicek tenkym
chloroformovym filmem. Poté byl roztok ponechan do druhého dne v digestofi, aby doslo
k Gplnému odpaieni chloroformové faze.

Kuli¢ky s filmem byly druhy den rehydratovany 60 ml deionizované vody a roztok byl opét
zvortexovan, aby doSlo k uplnému rozpusténi, tim doslo k tvorbé roztoku multilamelarnich
vezikul. Roztok byl nasledné¢ sonifikovan ty¢ovym dispergatorem (ultrazvukovy
homogenizator Bandelin SONOPULS UW 3200, sonda VS 70/T) pti 50 % amplitudé, dokud
nebylo dosazeno energie 25 kJ. V prabehu sonifikace doslo k vytvoreni malych unilamelarnich
vezikul a odkaleni roztoku. Pro ovéfeni vzniku unilamelarnich vezikul byla pouzita metoda
DLS, primérné velikost vezikul by se méla pohybovat mezi 80 a 100 nm. Zasobni roztok
vezikul je nutné skladovat v susarné pii 30 °C kviili citlivost zejména tenzidu CTAB na teploty
nizsi nez 25 °C, kdy dochazi k jeho vysrazeni z roztoku.

4.2.4. Priprava koncentracni Fady pro méfreni DLS a ELS

Do vialek bylo napipetovano potfebné mnozstvi roztoku vezikul z HTMA-DS a DODAC
stabilizovanych 43 mol.% cholesterolu, to bylo fedéno deionizovanou vodou do koncentraéni
fady vezikuly : deionizovana voda 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8 a 1:9. Pro pozorovani
chovani vezikul pii vétSich zfedeénich byl roztok vezikul roziedén také do ziedéni 1:49, 1:99,
1:149 a 1:199. Kazd¢ ziedeéni bylo vzdy pfipravovano do objemu 10 ml. Takto pfipravené
roztoky byly mezi jednotlivymi méfenimi uchovavany v susarné pti 30 °C.

4.2.5. Priprava roztokii pro méreni intenzity fluorescence

Pro méteni fluorescence byla ptipravena kompletni koncentraéni sada zminénd vysSe,
pro detailnéjsi mefeni bylo navic pfidano dalSich Sest vzorkidl s mensi koncentraci vezikul.
Takto ptipravené vzorky byly znaceny fluorescencni sondou pyren. Pouzit byl roztok pyrenu
v chloroformu o koncentraci 10* M, do vialek k jednotlivym vzorkim bylo pipetovino
potfebné mnozstvi pro dosazeni vysledné koncentrace pyrenu ve vzorcich 10 M. Vzorky byly
ponechany do druhého dne v susarné pi1 30 °C na tfepaCce pro uc¢inngj$i solubilizaci
fluorescenéni sondy do vezikul.

4.2.6. Vizualni pozorovani

Pro vizualni pozorovani jednotlivych fedéni byly od kazdého vzorku z pfipravené koncentracni
fady pipetovany 4 ml do oznaCenych plastovych kyvet, které byly nasledné prekryty
parafilmem. Vzorky v kyvetach byly pozorovany v tydennich intervalech po dobu ¢tyt tydni,
uchovavany byly v susarné pti 30 °C.

4.2.7. Méreni dynamického a elektroforetického rozptylu svétla

Meéteni dynamického a elektroforetického rozptylu svétla bylo provedeno na piistroji ZetaSizer
Nano Series, Malvern. U jednotlivych vzorki byla nejdiive métena velikost pfitomnych vezikul
a nasledné jejich zeta potencidl, aby bylo zabranéno pifipadnym mozZnym kontaminacim
Ci agregacim v diasledku vloZeného napéti. Méfeni bylo u kazdého vzorku provedeno ihned
po piipravé a nasledné v tydennich intervalech 7., 14., 21. a 28. den. Vysledkem meéfeni
velikosti vezikul je hodnota praimérné velikosti, index polydisperzity (PDI, z ang. polydisperze
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index) a korelaéni a distribu¢ni kiivky. Parametry nastaveni pfistroje pro méfeni velikosti a zeta
potencialu jsou uvedeny v niZe uvedené tabulce (Tab. 2):

Tab. 2: Nastaveni pristroje ZetaSizer pro méreni dynamického a elektroforetického rozptylu svétla

Dynamicky rozptyl svétla — velikost

Elektroforeticky rozptyl svétla — zeta

vezikul potencial
Prostiedi Voda Prostiedi Voda
Kyveta Sklenéna Kyveta Cela pro Zeta
(PCS1115)
Teplota 25°C Teplota 25°C
Délka jednoho méfeni 10s Model Smoluchowski
Pocet méfeni Pocet métent
V jednom opakovani 12 V jednom opakovani 12 az 20
Pocet opakovani 3 Pocet opakovani 5
Pozice méfeni v kyveté 1nm

4.2.8. Meéreni fluorescence

Pro méfeni intenzity fluorescence byl pouzit spektrofluorimetr FS5, Edinburgh Instrument Ltd.,

vyuZita byla cela SC-25. Jednotlivé vzorky znacené pyrenem byly métfeny v kfemenné kyvete,
vysledkem méfeni jsou emisni a excitacni spektra. Nastavené parametry pfistroje pro méfeni

jsou shrnuty v nize uvedené tabulce (Tab. 3):

Tab. 3: Nastaveni spektrofluorimetru FS5 pro méreni intenzity fluorescence

Emisni méreni

Excita¢ni méreni

Metoda méfeni

Emisni spektrum

Metoda méfeni Excitaéni spektrum

Meéfené spektrum 360 az 530 nm Me¢étené spektrum 310 az 360 nm
Krok vinové délky 1nm Krok vinové délky 1nm
Dwell time 0,15s Dwell time 0,15s
Excitaéni maximum 338 nm
Emisni maximum 394 nm
Polarizatory Zadné

28



5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Méreni dlouhodobé stability

Byla métfena a vyhodnocovéna stabilita IPA vezikul v rdmci jednoho meésice od pfipravy.
Meéfeni probihalo na ptistroji ZetaSizer, na kterém byla métena velikost a zeta potencial pomoci
metod DLS a ELS, znich nasledn¢ byla stanovovana stabilita vezikul. Pro méfeni byla
pfipravena koncentracni fada vezikul, konkrétni zfedéni a koncentrace jednotlivych roztoku
jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4: Prehled jednotlivich redéni (vezikuly:deionizovand voda) a odpovidajici koncentrace
pripravenych roztokii

REDENI | ZREDENO | c (mM)
N 0.0 2,0000
9:1 1.1x 1,8000
8:2 1.3% 1,6000
7:3 1.5% 1,4000
6:4 1.7x 1,2000
5:5 2.0% 1,0000
4:6 2.5x% 0,8000
3:7 3.3% 0,6000
2:8 5.0x 0,4000
1:9 10.0x 0,2000
1:49 50.0% 0,0400
1:99 100.0x | 0,0200
1:149 150.0x | 0,0133
1:199 200.0x | 0,0100

5.1.1. Dynamicky a elektroforeticky rozptyl svétla

Ptipravené roztoky byly proméfovany na pfistroji ZetaSizer podle nastaveni uvedeného v Tab.
2. U kazdého vzorku byla sledovana velikost vezikul pfitomnych v roztoku, jejich zeta
potencial a index polydisperzity systému. Pro méfeni byl roztok pouzit neziedény a poté
ziedény 10%, 50x, 100x, 150x a 200x%, pro ziskani detailnéjSich informaci o chovani systému
pfi fedéni bylo pouzito dalSich 8 koncentraci mezi koncentracemi neziedéného roztoku
aroztoku 10x ziedéného. Prvni méfeni bylo vzdy provedeno v den fedéni zasobniho roztoku
do jednotlivych koncentraci, dal§i méfeni byla nasledné provadéna v tydennich intervalech
po dobu jednoho mésice, tedy 7., 14., 21. a 28. den. VSechny namétené¢ hodnoty vcetné
smérodatnych odchylek jsou uvedeny v ptilohach v Tab. 7.

Prvnim pozorovanym parametrem byla velikost vezikul, zmény velikosti v pribéhu meéteni
pro vybrané koncentrace (nezfedény, 10,0%, 50,0x, 100,0x%, 150,0x a 200,0x ziedény vzorek)
shrnuje Obr. 13. V grafu jsou uvedeny hodnoty Z-average.
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Obr. 13: Zmeny primérnych hodnot velikosti vezikul (Z-average) v pribéhu Ctyr tydmi méreni
pro vybrana redéni vezikul.

V grafu si lze v§imnout, ze primérnou velikost vezikul mezi 80 a 100 nm, tedy velikost vezikul
po jejich ptipravé, udrzi v pribéhu mésice pouze neziedény a 10,0x ziedény vzorek, s vyjimkou
21. dne, kde dochdzi u 10,0x zifedéné¢ho roztoku k mensimu vychyleni smérem k vy$$im
hodnotam, pfi dal$im méfeni primérna velikost zase klesla. U dalSich vzorkl je patrné,
7e se snizujici se koncentraci vezikul v roztoku dochdzi ke zvétSeni primérnych hodnot
velikosti a s casem k dal§im nartistim hodnot.

Tento nartst souvisi predev$im s vys$simi hodnotami indexu polydisperzity, v roztoku
se nachazi vezikuly a pravdépodobné dalsi agregaty, které primérnou hodnotu zvySuji.
Nameétené indexy polydisperzity pro jednotlivé koncentrace v méfenych dnech jsou shrnuty
v Tab. 7 (viz. Ptilohy). Nezfedény roztok vezikul vykazoval index polydisperzity po celou dobu
meéfeni pod hodnotu 0,3, systém tedy lze pokladat za monodisperzni. To bylo potvrzeno také
znazornénim distribuénich ktivek pro jednotlivé dny méteni (viz. Ptilohy, Obr. 25). U 10,0x
zfedéného vzorku dosahuji n€které hodnoty indexu polydisperzity hodnot menSich nez 0,4,
ale vétsich nez 0,3, dle distribuénich ktivek lze ale systém stale oznacit za monodisperzni (Obr.
14). S polydisperzitou systému souvisi také tvar korelacnich kiivek, monodisperzni systémy
maji hladkou esovitou kiivku, kterou vzorky této koncentrace jevily po celou dobu meéfeni,
to ukazuje Obr. 15.
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Obr. 14: Distribucni diagram zavislosti intenzity na velikosti vezikul 10,0% ziredéného vzorku vezikul
pro jednotlivé dny méreni.
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Obr. 15: Zavislost korelacniho koeficientu na korelacnim case pro 10,0 % ziedeny vzorek ve vSech dnech
merenit.

Vzorky zfedéné 50,0x az 200,0x vykazovaly polydisperzni charakter, jejich indexy
polydisperzity se pohybovaly mezi hodnotami 0,3 az 0,6. Polydisperzni charakter systému
je také ziejmy z distribu¢nich kiivek pro tato zfedéni a jejich korelaénich kiivek. Se zmensujici
se koncentraci vezikul v roztoku se korela¢ni kiivky vice protahuji a inflexni body se posouvaji
vice k del$im ¢astim. Pro 50,0% zfedéné vzorky jsou korela¢ni kiivky podobné mensimu fedéni,
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pro 200,0x zfedéné roztoky jsou kiivky vzajemné odlisné a protazené, jak je znazorn€no
na Obr. 16. Vyssi polydisperzita systému je také ziejma z distribu¢nich kiivek téchto ziedéni
(Obr. 17). Distribu¢ni a korelacni kiivky 100,0x a 150,0x zfedénych roztoki jsou uvedeny
Vv piilohach, pro 100,0x ziedény vzorek Obr. 26 (korela¢ni diagram) a Obr. 28 (distribué¢ni
diagram), pro 150,0x ziedény vzorek Obr. 27 (korela¢ni diagram) a Obr. 29 (distribu¢ni
diagram).
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Obr. 16: Korelacni koeficient v zavislosti na korelacnim case pro 50,0% (vievo) a 200,0% (vpravo)
ziredeny vzorek ve dnech méreni.
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Obr. 17: Distribucni diagram zavislosti intenzity na velikosti vezikul 50,0% (vlevo) a 200,0 x (vpravo)
ziredeného vzorku pro jednotlivé dny mérent.

Vysoka polydisperzita je zpusobena vyskytem nekolika velikostnich frakci v roztoku. Ty jsou
shrnuty v uvedené tabulce (Tab. 5), ve které jsou shrnuty pramérné hodnoty velikosti vezikul
pfi vyse zminénych ziedénich a nasledn€¢ nejvice zastoupené frakce. MenSi z frakci
pravdépodobné odpovida vezikuldm ptfitomnym v roztoku, i tak ale dochdzi ke zvétSovani

prumérné velikosti s klesajici koncentraci vezikul. To mize byt spojeno s nizsi stabilitou
vezikul ve vice zfedénych roztocich a agregaci vezikul do vétsich utvart.
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Tab. 5: Prehled priimérnych hodnot velikosti vezikul ve vybranych roztocich a hodnot jednotlivych pikii
pro polydisperzni vzorky v pritbéhu méreni

0 7 14
DEN 21 28
z-avg (nm) z-avg (nm) z-avg (nm)
ZREDENO | di (nm) d> (nm) di (nm) d> (nm) di (nm) dz (nm)
91 +8 88+5 82=+2
0,0x
85+5 91 £3
10,0 94 +7 85+3 88 +£11
104 £ 13 91 £5
115+ 19 101 +£20 104 £ 16
50.0x 105+48 430+213 99 + 1 167 £28 100 £ 7 548 £ 97
’ 125 £ 21 121+6
112 +48 332+ 143 99 + 28 427 £ 160
149 £ 22 132 £30 125+ 25
100.0x 128 £ 10 422 £79 110+ 9 590+ 187 [ 120+30 498 +£291
’ 125+19 151 +£36
109+30 964 +352
165 +24 118 £33 168 + 12
150.0% 140+46 612+312 113+£5 900 + 325 143+ 18 815+ 152
’ 151+34 207 £ 39
141 £ 21 763 £ 70 165 £ 20 1162+ 11
157 £ 27 167 £ 28 230+ 74
1173 +
200,0x 119+£23 601 £291 125+17 852+£309 | 149+ 10 361
184 +46 231 £ 31
149 + 32 883 £ 51 158+ 6 919 £ 377

U roztokil s mens$im zfedénim, tedy zfedéné 0,0x az 10,0x dochézelo k mensim velikostnim
zménam, po celou dobu méfeni vykazovaly roztoky primérnou velikost vezikul
mezi 80 a 100 nm (s vyjimkou 10,0x roztoku, kde byla 21. den naméfena pramérna velikosti
104 nm). To znazoriiuje Obr. 30 (viz. Pfilohy).

Dal$im méfenym parametrem pro stanoveni stability vezikul je zeta potencial. Hodnoty zeta
potencialu jsou ovlivnény piidavkem kladné nabitého dvoutetézcového tenzidu DODAC, ktery
udava vezikulam kladny naboj. Stabilita vezikul byla nasledné¢ hodnocena podle toho, jestli
byly hodnoty zeta potencialu vyssi nez +30 mV nebo nizsi nez -30 mV [29]. Hodnoty zeta
potencialu byly kolisavé, byly zde rozdily mezi jednotlivymi vzorky i mezi jednotlivymi
méfenimi v ramci jednoho vzorku. Na Obr. 18 lze vidét, Ze nezfedény vzorek a malo ziedéné
vzorky vezikul se stabilné pohybuji v hodnotach zeta potencidlu nad +30 mV a jsou tedy
stabilni. U 3,3x az 10,0 zfedénych vzorkl se vyskytuje trend, Ze s mensi koncentraci vezikul
Vv roztoku dochézi ke snizeni zeta potencialu.
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Obr. 18: Zmény zeta-potencidlu v zavislosti na dni méreni pro vybrané mdlo ziedéné vzorky.

Obr. 19 ukazuje zmény zeta potencialu v prib&éhu méteni pro neziedény vzorek a pro 10,0x
az 200,0x ziedéné vzorky. Z téchto vzorki lze jako stabilni oznacit pouze neziedény a 10,0%
ziedény vzorek, vezikuly ve vzorcich s vétSim zfedénim se chovaji nestabilng, jejich zeta
potencial se pohybuje v hodnotach pod +30 mV. Nizké hodnoty zeta potencidlu mohou mit
za nasledek destabilizaci systému a zplisobovat agregaci vezikul do vétSich agregatii. Lze také
pozorovat, Ze s klesajicim zeta potencidlem roztokii vezikul té€chto niZzSich koncentraci
se zvySuje prumérna velikost ptitomnych vezikul.
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Obr. 19: Zavislost zeta-potencidlu na dni méreni pro neziedény vzorek a vice ziedené vzorky vezikul.

5.1.2. Vizualni pozorovani stability roztoki vezikul v ¢ase

V ramci hodnoceni stability vezikularnich systému bylo také provedeno vizudlni pozorovani
roztoktl. Cést vzork sledované koncentraéni fady byla odpipetovana do plastovych
oznacenych kyvet, zbyla cast byla pouzita pro méfeni prumérné velikosti vezikul a jejich zeta
potencialu, byla tak také ovéfena spravnost pfipravy. Vzorky byly nésledné sledovany
v tydennich intervalech, bylo pozorovéano, jestli dojde ke vzniku srazeniny v roztoku.
Neziedény vzorek vezikul jevi mirn¢€ opaleskujici vzhled, ktery s vétSim zfedénim ustupuje
a roztok se stava pruhlednéjsim. Vzorky od neziedéného po 10,0x zifedény hned po piiprave
1ze vidét na Obr. 20.

Obr. 20: Nezredény az 10,0% ziredény vzorek vezikul v den pripravy.
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Na vzorcich nebyly v pribéhu mésice pozorovany vyrazné zmény, nedochazelo ke vzniku
sraZenin ani sedimentaci agregati, tato koncentra¢ni fada na konci pozorovani je zndzornéna
na Obr. 21.

Obr. 21: Vzorky vezikul 28. den pozorovani (nezredeny az 10,0 % ziedény).

Ostatni dny jsou uvedeny v ptilohach, pozorovani po 7 dnech na Obr. 31, po 14 dnech na Obr.
32 a po 21 dnech na Obr. 33. 10,0x zfedény roztok uz byl velmi prihledny, téméi bez zékalu,
z vétsich ztedéni byly nasledné pozorovany pouze 50,0x a 100,0x zfedény roztok vezikul,
protoZze pii téchto zfedénich byla jiz koncentrace vezikul ve vzorku pfili§ maléd a vizualng se
jednalo témét o deionizovanou vodu, kterou byly vezikuly fedény. Vzhledem k tomu, Ze nebyly
pozorovany zadné zmény v prubéhu 28 dnti u vzorkl S vyssi koncentraci vezikul, byla vétsi
zfedéni sledovana ve ¢trnactidennich intervalech, pozorovani po 14 dnech zachycuje Obr. 34
v pfiloh4ch. Tato dvé zfedéni a nezfedény a 10,0x vzorek pro srovnani zmén vzhledu hned po
piipravé a nasledné po 28 dnech ukazuje Obr. 22.

Obr. 22: Pozorované vzorky vezikul (neziedény, 10,0%, az vétsich zredéni 50,0% a 100,0 ziedény) v den
pripravy (vievo) a 28. den pozorovani (vpravo).
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5.2.Pozorovani agrega¢niho chovani systému p¥i zménach jeho koncentrace

V ramci prace bylo také pozorovano, jak se systém chova pfi riznych koncentracich vezikul
pfitomnych v roztoku. Pro méfeni byla vyuzita metoda fluorescencni spektroskopie za pouziti
fluorescencni sondy pyren. Byla vyuzita koncentracni fada z méfeni dynamického
a elektroforetického rozptylu svétla rozsifena o dalSich Sest vzorkil, jejichz fedéni a koncentrace
jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6. Prehled jednotlivych rFedéni (vezikuly:deionizovand voda) a odpovidajici koncentrace
vzorku pridanych pro fluorescencni méreni

REDENI | ZREDENO | ¢ (mM)
N 0.0 2,0000
9:1 1.1x 1,8000
8:2 1.3% 1,6000
7:3 1.5% 1,4000
6:4 1.7x 1,2000
5:5 2.0% 1,0000
4:6 2.5% 0,8000
3:7 3.3 0,6000
2:8 5.0 0,4000
1:9 10.0x 0,2000
1:14 15,0% 0,1333
1:24 25,0% 0,0800
1:49 50.0% 0,0400
1:99 100.0x 0,0200
1:149 150.0% 0,0133
1:199 200.0x 0,0100
1:285 286,0% 0,0070
1:666 667,0% 0,0030
1:1999 | 2000,0x | 0,0010
1:19999 | 20000,0x | 0,0001

Ke vzorktm z pfipravené koncentracni fady byla pfidana sonda pyren a vzorky byly ponechany
do druhého dne na tfepacce, nasledné byly roztoky zméteny ve spektrofluorimetru Edinburgh
podle nastaveni uvedeného v Tab. 3. Meéfeni bylo provedeno jednorazové, nebyly
zde sledované zmény v ¢ase. Z namétenych dat byly vypocitany polaritni indexy, pro excita¢ni
polaritni index (ExPI) byl pouzit pomér intenzit pii vinovych délkach 333 a 338 nm, emisni
polaritni index (EmPI) byl spocitan jako pomér intenzit prvniho a tfetiho piku, kdy maximum
prvniho piku se pohybovalo mezi 372 a 374 nm a maximum tfetiho piku mezi 383 a 385 nm.
Déle byl urcen pomér Ex:Mo, vinova délka, pii niz byl detekovan excimer, je 470 nm. Graf
zavislosti EmPI a Ex:Mo na koncentraci vezikul v roztoku je uveden na Obr. 23, osa udavajici
koncentraci vezikul je zndzornéna v logaritmickém méfitku.
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Obr. 23: Zavislost EmPI (modrd kiivka) a poméru Ex:Mo (Cervena krivka) na koncentraci vezikul.

V grafu lze vidét, ze pii nizkych koncentracich vezikul v roztocich je prostiedi polarni, tenzidy
tvofi pravé roztoky nebo se vyskytuji na rozhrani, se zvySujici se koncentraci se zacinaji
formovat agregaty/pravé micely a EmPI postupné klesd, u vyssich koncentraci je zavislost
emisniho polaritniho indexu na koncentraci v rdmci odchylek témét konstantni, pii téchto
koncentracich dochdzi k nardstu poctu agregati/vezikul. Urcitou odchylku lze pozorovat
u vzorkt, které jsou 100,0x a 150,0x zfedény. Dochézi zde k opétovnému narlistu poméru
prvniho a tfetiho piku, polarita mikroprostfedi kolem molekul pyrenu mirné narlsta, je tedy
vice volnych molekul pyrenu ve vodném prostiedi oproti okolnim koncentracim. Pti vysSich
koncentracich uz je pyren enkapsulovan uvnitf vezikul.

Naopak zavislost poméru Ex:Mo se pfi nizkych koncentracich pohybuje v malych hodnotéch,
Vv oblasti poklesu hodnot EmPI dochédzi ke zvySovani tohoto poméru, k naristu dochazi
v disledku tvorby agregati/vezikul. Tento nariist je zatizen urcitou chybou, i pfi jejim
zohlednéni vSak dochazi k nartistu hodnot tohoto poméru. S rostouci koncentraci je zavislost
téméf konstantni, pfi vysokych koncentracich vezikul v roztocich dochazi ke zménam hodnot
poméru Ex:Mo, pfi vysokych koncentracich byla ale prokdzana stabilita systému v ramci
piedchoziho méteni, vezikuly by se nemély rozpadat ani mezi sebou agregovat, pravdépodobné
se tedy jedna o chybu méteni. Byla také vynesena zavislost EmPI a ExPI na koncentraci vezikul
pritomnych v roztoku, tuto zavislost ukazuje Obr. 35 (viz. Pfilohy). Z grafu Ize vidét, Ze obé
zavislosti maji velmi podobny pribéh. Zavislost ExPI tvoti peknou esovitou kiivku, u zavislosti
EmPI se vyskytuji odchylky do hladkého esovitého prib&hu.

Byla také vynesena zavislost totalniho integralu intenzity fluorescence na koncentraci roztoku
vezikul (viz. Obr. 24), do grafu byla také ptidana zavislost poméru Ex:Mo na koncentraci.
V grafu lze vidét, ze pfi nizkych koncentracich je intenzita fluorescence témét konstantni,
pii koncentraci 0,01 mM dochazi k jejimu poklesu a zarovei ristu kiivky zévislosti poméru
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Ex:Mo na koncentraci, jeji lokalni maximum odpovida pfi téZe koncentraci vzorku minimu
na kiivce intenzity. Dochazi tedy k tvorbé excimeru, ktery zptsobuje zhaseni fluorescence,
a tedy pokles intenzity. Ktivky poté pokracuji vzajemné rovnobézné a od bodu 0,2 dochazi opét
k ristu koncentrace excimeru, nejvySsi narust je pii koncentraci 1 mM, kdy by mohlo opét
dochazet k poklesu intenzity fluorescence v dusledku zhaseni. Celkové lze fict, Ze intenzita
fluorescence s rostouci koncentraci nartista velmi pozvolna.
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Obr. 24: Zavislost hodnoty totalniho integrdalu (modrd kiivka) a poméru Ex:Mo (Cervend krivka)
na koncentraci vezikul.
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6. ZAVER

Tato bakalafska prace se zamétuje na pozorovani stability vezikularnich systémi pfi postupném
fedéni. Byl pouzit vezikularni systém piipraveny ztenzidi CTAB a SDS s odstranénymi
protiionty, vezikuly byly stabilizovany piidavkem dvoufetézcového tenzidu DODAC
a cholesterolu v koncentraci 43 mol.%. Stabilita byla vyhodnocovana na pfipravené
koncentracni fadé na zékladé meéfeni primérné velikosti metodou DLS, zeta potencidlu
metodou ELS a vizudlnim pozorovanim. Vzorky byly fedény deionizovanou vodou. Déle bylo
sledovano agregacni chovani systému ve vétsim koncentraénim rozsahu metodou fluorescencni
spektroskopie s pouzitim sondy pyren.

Primérnd velikost piipravenych vezikul by se méla pohybovat mezi 80 a 100 nm, takto
ptipravené vezikuly o koncentraci 2,0 mM by pfi neménné koncentraci mély zUstat stabilni
I po dobu nékolika mésicu. To bylo také ovéfeno v ramci méfeni, které probihalo po dobu Ctyf
tydnt v tydennich intervalech, prvni méfeni bylo provedeno v den pfipravy, nasledné byly
vzorky méteny 7., 14., 21. a 28. den. Nezfedény vzorek vezikul vykazoval malé rozdily
pfi jednotlivych méfenich. Podobné tomu také bylo pii vysSSich koncentracich vzorkd,
konkrétné 1,8; 1,6; 1,4; 1,2; 1,0; 0,8; 0,6 a 0,4 mM. U téchto vzorkl nedochézelo k vychyleni
zintervalu velikosti, které maji neziedéné¢ vezikuly. U desetkrat ziedéné¢ho vzorku
0 koncentraci 0,2 mM doslo ke zvySeni hodnoty primérné velikosti nad 100 nm, a to pfi méteni
21. den od ptipravy vzorku, o tyden pozd¢ji byla ale velikost opét v ramci intervalu jako méné
ziedéné vzorky.

Rozdilné a zaroven vyssi hodnoty primérné velikosti byly pozorovany u ¢tyt vzorkl o mensi
koncentraci, konkrétn¢ 0,040; 0,020; 0,013 a 0,010 mM. U téchto vzorka byla naméfend vyssi
primérnd velikost vezikul jiZ v den pfipravy roztokd, v pribéhu dalSich tydnt dochazelo
u koncentraci 0,040 a 0,020 mM k mensim odchylkam od hodnoty primérné velikosti v den
ptipravy, naopak pti koncentracich 0,013 a 0,010 mM dochazelo ke zménam primérnych
hodnot a i jejimu nérastu. Se sniZujici se koncentraci vezikul v roztoku dochézelo ke zvySovani
indexu polydisperzity, 1 pti zohlednéni nékolika velikostnich frakci v roztoku byla ale namétena
velikost vezikul vyssi.

Druhym parametrem stability vezikul je jejich zeta potencial, ktery byl méfen na stejné
koncentra¢ni fadé. Aby mohly byt vezikuly povaZovany za stabilni, musi dosahovat potencidlu
vy$§tho nez +30 mV, tuto podminku spliiovaly po celou dobu méfeni vzorky
az do desetinasobného ztedéni, ¢tyti nejmensi koncentrace piipravené fady vykazovaly snizeni
pod tuto hranici a mirny pokles v pribéhu ctyf tydni méfeni. Niz§i hodnoty zeta potencidlu
mohou souviset s destabilizaci systému a moznou agregaci do vétSich utvard. Z namétenych
hodnot je patrné, ze snizovani zeta potencidlu probihd za soucasné¢ho zvySovani primérné
velikosti vezikul.

Bylo také provedeno vizualni pozorovani stability systému. PouZita byla méfena koncentracni
fada vyjma dvou nejmens$ich koncentraci, pozorovdna byla v tydennich intervalech po dobu
meéfeni. Roztok vezikul je po ptipravé opalescentni, tento vzhled ustupuje se zvySujicim
se zfedénim, roztoky se stavaji vice prithlednymi a Cirymi, vétsi zfedéni se svym vzhledem
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podobaji deionizované vod¢. V ramci Ctyf tydnd, kdy byly vzorky pozorovany, nebyly
zaznamenany zmeény vzhledu, nedochazelo k viditelné agregaci a sedimentaci srazenin.

V ramci pozorovani agrega¢niho chovani systému byla pfipravena diive zminéna koncentracni
fada rozsifend o dalSich Sest vzorkli pro vétsi rozsah koncentraci. Nasledné byla sledovana
zéavislost EmPI, ExPI, poméru Ex:Mo a totalniho integralu na koncentraci vezikul. Zavislost
ExPI na koncentraci vytvari hladkou esovitou kiivku, zavislost EmPI tvoii podobny tvar,
u koncentraci 0,020 a 0,013 mM doslo k vychyleni z esovitého tvaru a hodnoty narostly,
pravdépodobné doslo ke zménam v agregaci. Dalsi sledovanou zavislosti byl pomér Ex:Mo
na koncentraci vezikul. Ta vykazovala nizké hodnoty, v bod¢ poklesu kiivky EmPI zacala rust,
Vv mist¢ prvniho narlstu jsou tvoreny agregaty, kiivka dale pokraovala témét rovnobézné
s osou, pii vysokych koncentracich hodnoty poméru Ex:Mo opét nartistaji, coz spojujeme
s chybou meéfeni. Posledni vykreslenou zavislosti je totdlni integrdl na koncentraci, ktery
ukazuje zménu intenzity fluorescence, pti narastu kiivky Ex:Mo a tedy nartistu excimeru
je intenzita fluorescence na minimu, protoze dochazi k jejimu zhaseni, nasledn¢ dochazi
K pozvolnému linearnimu nardstu.
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8. SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1.Sezn
CMC
CTAB
CPP
cIPA
DLS
DODAC
DTDAB
ELS
EmPI
Ex:Mo
ExPI
HTMAB

am pouZzitych zkratek
kritickd miceldrni koncentrace
cetyltrimethylamonium bromid
kriticky sbalovaci parametr
kladn€ nabita IPA
dynamicky rozptyl svétla
dioktadecyldimethylamonium chlorid
ditetradecyldimethylamonium bromid
elektroforeticky rozptyl svétla
emisni polaritni index
excitacni pas excimeru : excitatni pas monomeru
excitacni polaritni index
hexadecyltrimethylamonium bromid

HTMA-DS hexadecyltrimethylamonium-dodecylsiran

IPA
PAL
PDI
SDS

iontovy amfifilni par
povrchové aktivni latka
index polydisperzity
dodecylsiran sodny

8.2. Seznam pouzitych symboli

hydrodynamicky polomér sférickych castic
optimalni plocha molekuly vystavena vodné fazi
koncentrace

diftzni koeficient

dielektrickd konstanta

Henryho funkce

Boltzmannova konstanta

kritické délka fetézce

viskozita

termodynamicka teplota

elektroforetickd mobilita

objem uhlovodikovych fetézct

zeta potencial
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9. PRILOHY
9.1. Méreni dlouhodobé stability
9.1.1. Dynamicky a elektroforeticky rozptyl svétla
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Obr. 25: Distribucni diagram zavislosti intenzity na velikosti vezikul pro neziedény vzorek.
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Obr. 26:
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——0.den ——7.den ——14.den 21.den ——28.den
Korelacni koeficient v zdavislosti na korelacnim case pro 100,0 x vzorek.
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Zavislost korelacniho koeficientu na korelacnim case pro 150,0 % ziedény vzorek.

100 1000 10000
Velikost vezikul (nm)

——0.den =—7.den ——14.den 21.den ——28.den

Obr. 28: Distribucni diagram zavislosti intenzity na velikosti vezikul pro 100,0 % ziedény vzorek.
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Obr. 29: Distribucni diagram zavislosti intenzity na velikosti vezikul pro 150,0 x ziedény vzorek.

120 ~
115 -
110 A

105

=

o

o
L

©
ol
1

Velikost (nm)

A4
T T

80

75 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Cas (dny)

—%—N —¢-091 —¢-82 73 —%—6.4 —3%—55 —%—46 —%—37 —%—28 —19

Obr. 30: Zmény hodnot primérnych velikosti vezikul v zavislosti na dni méreni pro mald ziedéni vezikul
(nezredeny az 10,0 x ziedeny vzorek vezikul).
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9.1.2. Vizualni pozorovani

Obr. 33: Vzorky vezikul 21. den od pripravy (neziedény az 10,0 % ziedény).

52



Obr. 34: Vzorky vezikul 14. den od pripravy (nezredeny, 10,0% a z vétsich ziedéni 50,0% a 100,0x
ziredeny vzorek).

9.2. Pozorovani agrega¢niho chovani systétmu metodou fluorescen¢ni
spektroskopie

1,7 - 4,0
1,6 1 35
15 g )( % 3,0
X EmPI
14 1 25
T 13 1 x Bl 20 3
(= P
L Ll
1,2 - 15
11 A X 1,0
1,0 1 05
0,9 T T T T 0,0
0,0001 0,0010 0,0100 0,1000 1,0000 10,0000

Cvezikul (mM)

Obr. 35: Porovnani zavislosti emisniho (EmPI - cervenad kifivka) a excitacniho (ExPI - modra kiivka)
polaritniho indexu na koncentraci vezikul.
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9.3. Souhrnné tabulky

Tab. 7. Prehled vsech namérenych dat - primeérnych hodnot velikosti, indexit polydisperzity a zeta potencidlii véetné odchylek ze ctyr tydnii méreni

ziedéno DEN 0 7 14 21 28 zFedéno DEN 0 7 14 21 28
velikost (nm) | 90,52 87,57 82,35 85,06 90,97 velikost (nm) | 85,41 87,21 86,87 86,15 89,30
odchylka (nm) | 7,79 4,92 2,00 4,95 2,46 odchylka (nm) | 2,85 4,87 2,56 4,53 0,58

0.0% PDI (-) 0,275 0,274 0,258 0,267 0,296 1,7 PDI (-) 0,249 0,250 0,277 0,249 0,246
odchylka (-) 0,013 0,009 0,015 0,009 0,042 odchylka (-) 0,009 0,011 0,045 0,007 0,007

ZP (mV) 55,86 68,00 48,96 67,08 73,23 ZP (mV) 49,43 64,64 49,11 60,46 63,94

odchylka (mV)| 6,37 3,95 2,97 5,57 3,82 odchylka (mV)| 6,74 3,09 2,74 5,52 3,55
velikost (nm) | 90,54 87,79 83,37 86,19 90,42 velikost (nm) | 86,93 88,76 83,95 87,36 89,32
odchylka (nm) | 1,68 5,20 3,44 5,13 1,79 odchylka (nm) | 2,77 4,75 1,68 3,11 0,44

11 PDI (-) 0,296 0,262 0,261 0,260 0,267 2,0 PDI (-) 0,243 0,250 0,247 0,250 0,242
odchylka (-) 0,051 0,008 0,009 0,005 0,010 odchylka (-) 0,007 0,009 0,008 0,026 0,007

ZP (mV) 57,24 64,13 53,91 59,05 66,24 ZP (mV) 54,96 56,66 53,58 55,49 59,29

odchylka (mV)| 5,35 1,97 8,58 4,62 4,31 odchylka (mV)| 6,47 5,80 2,12 2,26 6,71
velikost (nm) | 88,49 86,94 83,41 93,42 90,40 velikost (nm) | 88,79 86,62 84,17 91,19 89,43
odchylka (nm) 7,23 3,40 2,47 3,96 1,06 odchylka (nm) 5,56 2,69 4,23 1,46 2,45

1.3 PDI (-) 0,277 0,257 0,251 0,321 0,257 2,5% PDI (-) 0,261 0,237 0,257 0,293 0,249
odchylka (-) 0,040 0,006 0,010 0,063 0,013 odchylka (-) 0,026 0,015 0,041 0,055 0,013

ZP (mV) 56,74 64,55 50,07 58,87 69,87 ZP (mV) 52,08 56,61 45,65 55,87 57,41

odchylka (mV)| 4,14 3,64 5,27 5,90 1,35 odchylka (mV)| 5,83 4,08 7,84 8,39 2,87
velikost (nm) | 85,30 87,38 87,59 88,07 88,73 velikost (nm) | 89,67 85,70 85,08 88,45 88,84
odchylka (nm) | 5,72 4,43 1,20 1,80 1,24 odchylka (nm) | 7,48 3,79 3,14 2,40 1,93

1.5x PDI (-) 0,248 0,247 0,298 0,299 0,249 3.3 PDI (-) 0,285 0,235 0,256 0,278 0,239
’ odchylka (-) 0,007 0,005 0,036 0,081 0,003 ’ odchylka (-) 0,054 0,007 0,016 0,039 0,013
ZP (mV) 54,59 53,29 48,49 55,52 60,62 ZP (mV) 45,23 50,01 49,62 49,22 51,59

odchylka (mV)| 4,85 4,33 3,06 4,26 2,06 odchylka (mV)| 1,87 4,02 3,54 4,26 3,04
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ziredéno DEN 0 7 14 21 28 ziredéno DEN 0 7 14 21 28
velikost (nm) | 88,47 84,07 91,84 87,95 91,33 velikost (nm) | 149,40 132,22 12455 125,20 150,63
odchylka (nm) 9,20 3,16 9,18 2,41 7,05 odchylka (nm) | 22,06 29,55 25,08 18,69 35,82

5.0% PDI (-) 0,273 0,239 0,308 0,273 0,271 100.0x PDI (-) 0,476 0,387 0,416 0,467 0,500
’ odchylka (-) 0,062 0,013 0,066 0,035 0,049 ’ odchylka (-) 0,094 0,035 0,077 0,052 0,146
ZP (mV) 41,05 46,13 37,12 44,80 50,89 ZP (mV) 21,92 24,95 17,16 22,13 14,50

odchylka (mV)| 8,52 3,07 3,35 2,85 2,64 odchylka (mV)| 2,15 3,85 3,45 3,73 5,54
velikost (nm) | 93,61 84,96 88,20 104,48 90,68 velikost (nm) | 164,56 118,43 168,13 150,99 207,33
odchylka (nm) | 6,75 2,55 11,06 13,44 5,39 odchylka (nm) [ 23,70 32,64 12,29 33,72 38,68

10,0 PDI (-) 0,326 0,252 0,297 0,388 0,283 150,0x PDI (-) 0,470 0,383 0,484 0,421 0,586
odchylka (-) 0,058 0,030 0,082 0,081 0,048 odchylka (-) 0,059 0,085 0,063 0,070 0,062

ZP (mV) 37,78 42,79 34,97 37,35 42,96 ZP (mV) 17,83 20,19 17,04 14,19 11,55

odchylka (mV)| 4,69 3,79 2,16 6,12 6,40 odchylka (mV)| 2,41 2,38 1,96 6,22 1,48
velikost (nm) | 114,77 100,81 103,74 125,30 120,73 velikost (nm) | 156,54 167,19 229,73 183,90 230,73
odchylka (nm) | 19,35 20,36 15,95 20,68 5,58 odchylka (nm) | 27,32 28,04 73,90 45,76 31,20

50,0 PDI (-) 0,383 0,347 0,351 0,435 0,453 200,0x PDI (-) 0,506 0,583 0,518 0,559 0,505
odchylka (-) 0,038 0,096 0,054 0,074 0,078 odchylka (-) 0,063 0,070 0,066 0,066 0,123

ZP (mV) 25,63 28,16 21,09 32,83 26,21 ZP (mV) 19,57 16,53 17,32 14,36 8,32

odchylka (mV)| 2,29 2,08 4,14 2,68 3,82 odchylka (mV)| 4,00 2,22 1,96 2,23 1,53
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