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ABSTRAKT

Tato praca sa zaobera pripravou novo vytvorenych vezikularnych systémov. Ciel'om prace je
vytvorenie €o najstabilnejSicho systému a najst najoptimalnejs$i pracovny postup pri jeho
vyrobe. Parametre ktoré sa porovnavali, boli energia pouzita na dispergaciu, molarne percento
pridaného cholesterolu a druh pouzitého dvojretazcového kladne nabitého tenzidu. Cely systém
bol tvoreny zaporne nabitym tenzidom dodecylsulfatom sodnym a kladne nabitym tenzidom
septonexom. Kazdy systém bol porovnavany v Case na urCenie stability na zaklade velkosti
Castic, zeta potencialu a zakalenia roztoku. Metddou dynamického rozptylu svetla boli ziskané
hodnoty hovoriace o velkosti Castic a koeficientu polydisperzity, hodnoty zeta potenciélu boli
ziskané za pomoci elektroforetického rozptylu svetla. Vysledky prace prezentuji najvhodnejsie
parametre ultrazvukovej dispergéacie, molarneho zastlpenia cholesterolu a pouzitého
katanionového tenzidu. Na zaklade tychto parametrov je mozné vytvorit' systém, ktory je
dlhodobo fyzikalne stabilny, vd’aka ¢omu sa moze takyto systém vyuzit’ v buducnosti pre d’alSie
aplikacie.

KLUCOVE SLOVA

Katanionové vezikuly, septonex, cholesterol, stabilita, ultrazvukova dispergéacia, dynamicky
rozptyl svetla, zeta potencial, koeficient polydisperzity



ABSTRACT

The bachelor thesis is focused on the preparation of the new vesicular systems. The aim of this
work is to create the most stable system and find out the most optimal working method for its
production. The compared parameters were the energy used for dispersion, the molar
percentage of cholesterol added, and the type of double-stranded positively charged surfactant.
The whole system consisted of negatively charged surfactant sodium dodecyl sulfate and
positively charged surfactant septonex. Each system was compared over time
to determine stability based on the size of the particle, zeta potential, and turbidity
of the solution. By the method of dynamic light scattering, particle size and polydispersity
coefficient were measured. On the other hand, the zeta potential was determined by
electrophoretic light scattering. The result of the thesis presents the most suitable parameters of
ultrasonic dispersion, the molar proportion of cholesterol, and the use of cationic surfactant.
Based on these parameters, it is possible to create a physically stable system for
a long period of time, thanks to which such a system can be used in the future for other
applications.

KEY WORDS

Catanionic vesicles, septonex, cholesterol, stability, ultrasonic dispersion, dynamic light
scattering, zeta potential, polydispersity index



STRNADOVA, Martina. Nové amfifilni iontové pary pro pripravu vezikularnich
systémd [online]. Brno, 2021 [cit. 2021-07-21]. Dostupné z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-
prace/detail/131411. Bakalarska prace. Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka,
Ustav fyzikalni a spotfebni chemie. Vedouci prace Filip Mravec.

PREHLASENIE

Prehlasujem, ze som svoju bakalarsku pracu vypracovala samostatne a ze vsetky pouzité
literarne zdroje som spravne a uplne citovala. Bakalarska praca je z hl'adiska obsahu majetkom
Fakulty chemické VUT v Brne a méze byt vyuzitd ku komerénym G¢elom len so stthlasom
vedlceho bakalarskej prace a dekana FCH VUT.

podpis studenta

PODAKOVANIE

Na tomto mieste by som rada podakovala vedicemu mojej bakalarskej prace
doc. Ing. Filipovi Mravcovi, PhD. za moznost’ vypracovat’ pracu pod jeho vedenim a za ochotu
a Cas, ktory mi venoval pri konzultaciach. Velké d’akujem patri Ing. Martine Havlikové za jej
straveny ¢as a pomoc pri praci v laboratoriu, ako aj pri spracovavani bakalarskej prace. Dalej
by som chcela pod’akovat rodine a priatel'om za ich podporu pri Stadium.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/131411
https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/131411

OBSAH

L UVOD ettt Rt R ettt b e ettt neene s 7
2 TEORETICKA CAST ....cooooiiiiiiiiieieeies et 8
20 O =124 o YRS 8
0 N R =T o (0] 1= TP PPPR PP 8

2.1.2  Dodecylsulfat SOANY (SDS)......coueieierieiiiieiese s 9

2.1.3  Kladne nabité dvojretazcoveé tenzidy ........cccceevvveeniiiiiiiiieniiee e 9

2.2 MICEIArNE KOIOIAY ....c.veeeieceicieee ettt 11
2.2.1  SOIUDIHZACIA. .. c.veviiecieie et 11

2.3 VEZIKUIY .ottt re e nne s 12
2.3.1  Katanidnové vezikularné SyStEMY ..........cccoveiieeieiie i 13

2.3.2  Stabilizacia VEZIKUI ..........cocveieieiece e 14

2.4 UltrazvUKOVA AISPEITJACIA. ......ecviiieiiieie ettt st 15
2.5  Dynamicky rozptyl SVELIA ..........cccveiiiiiicceee e 15
2.6 Elektroforeticky rozptyl svetla (ELS) .......cccooveiiiiiieiieieeeeeee e 16

3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY ........cccooovviiiiiiiriniississecississinnns 18
3.1 Priprava katiénovych vezikul s kladne nabitym surfaktantom .............c.cccccoeeeiienn, 18
3.2 Charakterizacia kationovych VEZIKUL ...........ccccooiiiiiiiiiieeee e 19

4 EXPERIMENTALNA CAST .....coooooviiiiiiiiscee et 22
4.1 CHEMIKANE ....ooiviiiiiieieee ettt bbbt e e e 22
4.2 ZNIMUHE CIEIOV PIACE ..evveueiiiieiiietisie sttt nnees 22
4.3 Priprava veziKularnych SYStEMOV ........c.cccooiiiieiicc et 23
4.3.1  Priprava zdsobného praSku IPA ... 23

4.3.2  Priprava kladne nabitych katanionovych vezikul ............c.cccooviiiiinnnne, 23

4.4 POUZILE MELOAY .....eeiviiiiiiiiiiiie i 23
4.4.1  UltrazvuKOVA diSPEIgACIA.......ccveiuieiiiieiiieie et 23

4.4.2  Stanovenie velkosti Castic a zeta potencidl...........ccoccvvveiiiiiiiiiiiecieniennen, 24

5 VYSLEDKY A DISKUSIA......cooiieieeeieeeeseeseseeesesseesses s sesse s s senss s s ssnensenes 25
5.1 Vplyv energie dispergacie na stabilitu SYStEMU ...........ccccovveviiiiiiciiec e 25
5.2 Vplyv cholesterolu na stabilitu SYStEMU ........ccooviiiiieiiicee e 29
5.3  Vplyv dizky dvojretazcového tenzidu ..........coceveevervecucuciceseeeeeeseseesee e 32

B ZAVER ..ot 36
7 LITERATURA ..ottt 38
8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV.......ccocomiimiriniineinsiesiinsiinenns 42
9 PRILOHA ... 43
9.1 Vysledky vplyvu dispergacie na stabilitu SyStemu ...........ccoccvevviieivene i 43
9.2 Vysledky vplyvu cholesterolu na stabilitu SyStEmuU ..........ccccceeviiieiiiicciciece e, 44



1 UVOD

Vezikula sa da definovat’ ako Struktira jednej alebo viacerych membran. Kazda takato
membrana tvori akusi hranicu medzi dvoma kvapalnymi fdzami. ZloZenie membrany moze byt
réznorodé. V dnesnej dobe sa vyuzivaju na pripravu membran hlavne lipidy, avSak, pomaly sa
do popredia dostavaju aj rézne polyméry ¢i tenzidy. Prostredie, v ktorom sa nachadzaju, je
vacsinou vodné a preto aj jednotlivé Casti vezikuly rozdel'ujeme podl'a afinity prostredia na
hydrofilné a hydrofobne. Ked'ze priprava vezikul z lipidov je pomerne finan¢ne naro¢na, v
poslednych rokoch sa pozornost’ za¢ina opierat’ o stale nové a nové moznosti. Jednou z nich su
prave katanionové vezikularne systémy. Tieto systémy sU tvorené z kationovej a anionovej Casti
povrchovo aktivnych latok. Casti si pri sebe drzané prostrednictvom elektrostatickych
interakcii medzi polarnymi skupinami. Tato sila znizuje vol'nti energiu systému a po odstraneni
protiionov vznika amfifilny iondnovy par IPA (z anglického ion pair amphiphile).

Zatial’ najviac preskiimanou a prestudovanou kombinaciou IPA je spojenie tenzidov HTMA-
DS. Podl'a poznatkov o tejto kombinécii tenzidov mézeme predpokladat’, Zze kombinaciou
podobnych tenzidov dostaneme pozadované vysledky. Tato praca sa zameriava na vytvorenie
nového systému, ktory doposial’ nie je preskimany. NaSou snahou bolo vytvorit’ stabilny
systém v kombinacii dvoch opa¢ne nabitych tenzidov, ato z kladne nabitého septonexu
a zaporne nabitého SDS.

Cielom prace bolo stanovit' kratkodobu a dlhodobl stabilitu nami vytvorenych
katanionovych vezikularnych systémov. Vd’aka meniacim sa parametrom ako je r6zna hodnota
disperga¢nej energie, molarne zastipenie cholesterolu a rozliénd dizka kladne nabitého
dvojretazcového tenzidu, sme boli schopni optimalizovat’ podmienky pre pripravu stabilného
vezikuldrneho systému. Ako metdda na zistovanie stability bol pouZity dynamicky rozptyl
svetla a elektroforeticky rozptyl svetla. Pri ¢asovom rozpiti sme sledovali a porovnavali, ako
sa meni velkost' Castic a zeta potencidl. Tieto hodnoty vypovedali otom, ¢i je systém
polydisperzny alebo homodisperzny a teda, aké je jeho stabilita v ¢ase.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Tenzidy

Tenzidy (povrchovo aktivne latky, PAL) st latky organického pdvodu, ktoré sa uz pri nizkej
koncentracii hromadia na fazovom rozhrani. Pod pojmom rozhranie rozumieme hranicu medzi
dvoma nemiesitelnymi fazami. Vd’aka tomuto hromadeniu sa znizuje celkova energie sustavy
[1]. U tenzidov vieme rozlisit’ dve ¢asti. Hydrofilnt, polarnu hlavicku a hydrofobnu, nepolarnu
Cast’, ktora obsahuje dlhy uhl'ovodikovy retazec (Obr. 1). V polarnom prostredi bude hydrofilna
cast’ smerovat’ vzdy k rozpustadlu a naopak hydrofébna cast’ sa bude snazit’ o ¢o najmensi
kontakt s tymto prostredim [2]. Vd’aka tejto vlastnosti moZzeme tenzidy delit’ podla ich
hydrofilnej Casti na neidnové a idnové. lonové d’alej rozdelujeme na anidnové (napriklad
mydla, soli mastnych kyselin alebo dodecylsiran sodny), kationové (napriklad sucast’
oSetrovacich prostriedkov) a amfotérne (napriklad dimetylalkylamin) [2].

Najstar§i a zaroven najpouzivanejsi zastupca anidnovych tenzidov je mydlo; sodna sol
vysSich karboxylovych kyselin. V beZznom Zivote ho najéastejSie nachadzame v toaletnych
a praskovych mydlach, ale v malom mnozstve sa vyskytuje aj v praskovych pracich
prostriedkoch, kde mé funkciu odpefiovaca. Dalsie vyznamné aniénové tenzidy su napriklad
sulfosukcinaty, isothionaty, tauridy a pod [2].

Kationové tenzidy sa vyskytuju v avivaznych prostriedkoch, maji vyrazny mikrobicidny
efekt a uplatituju sa d’alej v kondicionérovych pripravkoch do vlasov. Su tazsie biologicky
rozloziteIné oproti aniénovym tenzidom. Ak dochadza k vzajomnému kombinovaniu
kationovych a aniénovych tenzidov, molekula obsahuje ionické a neidnické Casti. PriGom
zaistit’ rozpustnost’ aglomeratu vo vodnom prostredi je hlavnou tilohou neidnickej Casti [2].
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Obr. 1: Zakladna Struktura tenzidu.

2.1.1 Septonex

Karbethopendecinium bromid (septonex) je biely krystalicky prasok, ktory sa dobre rozptsta vo
vode a organickych rozpustadlach [3]. Septonex je tvoreny hydrofébnou ¢astou, uhlikovym
retazcom a hydrofilnou hlavou, ktord je tvorend kvartérnym aminom (viz. Obr. 2). Je to
kationovy tenzid, vo vode méa kladny naboj. Jeho molekularna hmotnost’ predstavuje
4225 g/mol [4].

Septonex obsahuje povrchovo aktivnu dezinfekénu latku - bromid karbetopendecin. Ma
vyrazne baktericidny u¢inok na gram pozitivne baktérie, avSak jeho uc¢inok sa neprejavuje na
samotné spory. Jeho uéinnost’ je najvyssia v neutralnych alebo slabo alkalickych roztokoch.
Pouziva sa na dezinfekciu drobnych koznych poraneni, alebo ako dezinfekcia poopera¢nych
jaziev. Opthalmo-septonex nachadza svoje vyuzitie ako dezinfek¢ény prostriedok pri akatnych



a chronickych nehnisavych a hnisavych zéapaloch spojoviek a pri niektorych forméach
povrchovych zapaloch rohovky [3].
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Obr. 2: Struktira septonexu.

2.1.2 Dodecylsulfat sodny (SDS)

Dodecylsulfat sodny, alebo laurylsulfat sodny, je jeden z najlepSie preskimanych a najviac
pouzivanych anidénovych tenzidov. Hydrofobna cast’ sa sklada z 12 uhlikového retazca
a hydrofobna hlavicka, ktord je zaporne nabita, vd’aka sulfatovej skupine. Molarna hmotnost’
SDS je 288,372 g/mol [5]. Struktura SDS je zobrazena na Obr. 3.

Vicsinou sa vyskytuje vo forme bieleho prasku. Vo vel'kej miere nasiel svoje uplatnenie ako
agent Cistiacich prostriedkov a produktov pre domadacnost, kde sa mozu uplatnit’ jeho
detergentné vlastnosti [6].
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Obr. 3: Struktira SDS.

2.1.3 Kladne nabite dvojret’azcové tenzidy

Samotna kombinacia dvoch opacne nabitych tenzidov tvori systém, ktory sdm o sebe
nie je uplne stabilny. Jednym zo spdsobov ako zvysit' stabilitu vezikularneho systému je
pridanie aditiva, najCastejSie kladne nabitého dvojretazcového tenzidu. Jednym
zZ najpouzivanejsich kladne nabitych dvojretazcovych tenzidov je dimetyldioctadecylamonium
chlorid (C18-C18Cl) [8].

Dioktadecyldimethylamonium chlorid, skratene DODAC, je dvojretazcova kladne nabita
povrchovo aktivna latka. Jej molekularna hmotnost je 586,502 g/mol [7]. Struktira DODAC je
zobrazend na Obr. 4. Vo vode tvori dvojmembranové vezikularne obaly. Vo va¢sine pripadov
sa pridava do roztokov tenzidov, kde vd’aka svojim vlastnostiam zvySuje stabilitu samotného
roztoku [8]. Vyznacuje sa svojimi detergentnymi ucinkami. Vd’aka tomu nachadza svoje
vyuzitie v kozmetike, vo vlasovych pripravkoch alebo ako avivaz [7].



Dal§im vyuzivanym tenzidom je dimetyldioctadecylamonium bromid (C18-C18Br).
Ten sa od C18-C18Cl lisi naviazanym zapornym ioénom, ktory je v tomto pripade bromid
(viz. Obr. 5). Jeho molekularna hmotnost’ je 630,97 g/mol. VyuZziva sa ako aditivum
pri vytvarani vezikularnych systémov ku zvySovaniu ich stability [9].

Svoje vyuzitie nachadzaju aj tenzidy, ktoré sa od seba lisia dizkou uhlikového retazca.
Takyto tenzid je napriklad dimetyldipalmitylamonium bromid (C16-C16Br) s molekularnou
hmotnost'ou 574,86 g/mol, ktory ma uhlikaty retazec tvoreny 16 uhlikmi (viz. Obr. 6) [10].
Dalej nachadza svoje uplatnenie aj dimetyldimyristylaménium bromid (C14-C14Br)
s uhlikatym retazcom tvorenym z 14 uhlikov a molekularnou hmotnostou 518,75 g/mol
(viz. Obr. 7), pricom oba tieto tenzidy sa uplatiiuju ako aditiva na zvySovanie stability

vezikularnych systémov [11].

Tab. 1: Porovanie Struktury réznych katanionovych tenzidov

Dimetyldioctadecylaménium chlorid
(C18-C18Cl)

Obr. 4: Struktiira C18-C18Cl.

Dimetyldioctadecylaménium bromid
(C18-C18Br)

Br

G /\/VWVWV\CHS
3 \N‘

H3C/ \—/\/WW\/\/\CHB

Obr. 5: Struktira C18-C18Br.

Dimetyldipalmitylam6nium bromid
(C16-C168Br)

Dimetyldimyristylamonium bromid
(C14-C14Br)

Obr. 7: Struktiira C14-C14Br.
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2.2 Micelarne koloidy

Vlastnosti vel'mi zriedenych nizko molekuldrnych latok, ktoré su umiestnené vo vhodnom
rozpustadle, odpovedaju pravym roztokom. S rastlcou koncentraciou sa vlastnosti latok menia
a dochadza k asociacii Castic do tej miery, Ze sa za¢inaju vytvarat’ micely; agregaty koloidnych
rozmerov [12]. Koncentracia pri ktorej zac¢ina dochadzat’ ku tvorbe micel sa nazyva kriticka
micelarna koncentracia (CMC) z anglického critical micellar concentration. Asociativne
koloidy teda vznikaju samovolnym rozpustanim disperzného podielu
vo vhodnom rozpustadle. Takto vytvorené micely nemusia byt stabilizované umelo.
Ich koncentracia a fyzikalne vlastnosti st uréené okamzitymi stavovymi veli¢inami [13].

Usporiadanie, teda aj samotna Struktira micely v roztoku, zavisi na charakteru pouzitého
rozpuStadla. V poldrnom prostredi je najcastejS$i tvar micel gulovity. AvSak, existuju
aj iné micelarne $truktary, napriklad laminarna alebo valcovita. Oproti tomu v nepolarnom
prostredi vznikaji takzvané reverzibilné (obratené¢) micely. Polarne hlavicky potom smeruju do
stredu micely, vd’aka ¢omu vytvaraja hydrofilné jadro. Hydrofobne uhlikaté retazce su oproti
tomu nasmerované do nepolarneho rozpustadla [14].

Micela s hydrofébnym jadrom Reverzna micela s hydrofilnym
vytvorena v polarnom prostredi jadrom vytvorena v nepolarnom
prostredi

Obr. 8: Usporiadanie micelarnych struktur v zavislosti od prostredia [13].

2.2.1 Solubilizacia

Solubilizacia je metdda, ktora sa inak nazyva aj nepravé rozpustanie latok. Latka, ktora je
za normalnych okolnosti takmer nerozpustna, sa pomocou vhodnych tenzidov rozpusta za
vzniku koloidného roztoku. Proces solubilizicie moze byt rdzny. Nepolarne latky sa najprv
dostanu do jadra micely a nasledne az tam dochadza k ich rozpusteniu. Polarne latky sa naopak
nemusia dostat’ do vnutra micely, k rozptastaniu takychto latok dochadza na povrchu micely,
alebo v jej tesnej blizkosti [16].

Tento proces nasiel v dneSnej dobe Siroké uplatnenie. Vo farmaceutickom priemysle sa
pouziva pri vyrobe réznych lieCiv, v kozmetickom priemysle ako aplikacia pri vyrobe
kozmetickych produktov. V neposlednom rade ho vieme najst v kazdodennom Zivote,
napriklad pri prani bielizne [17].
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2.3 Vezikuly

Vezikula je Struktira tvorena jednou alebo viacerymi dvojvrstvovymi membranami. Tieto
membrany tvoria akusi hranicu medzi dvoma kvapalnymi fazami. Tato hranica méze byt
tvorend réznymi zlu¢eninami. Najcastej$imi latkami su lipidy, ale aj povrchovo aktivne latky
(tenzidy) alebo rézne polyméry [18].

Stavba vezikuly sa podoba na duta guli¢ku a je tvorena z troch Casti. Pri vzniku samotnej
vezikuly dochadza k tomu, ze vo vnutri uviazne voda a teda tato Cast’ vezikuly je hydrofilna.
Druha ¢ast’ je tvorena hydrofobnymi uhlikovymi retazcami tenzidov a tvori celkovi membranu
vezikuly. Posledna, tretia ast’ je hydrofilny povrch tvoreny hlavickami tenzidov [18].

Pri réznych podmienkach existuju rézne rozmery a Struktary vezikul. Podl'a poctu vrstiev
delime vezikuly na unilamelarne az multilamelarne. Toto rozdelenie je znazornené na Obr.6.
Multilamel&rne vezikuly MLV (z angl. Multilamellar vesicles) obsahujd viac dvojvrstiev
a velkost takejto vezikuly sa pohybuje v rozsahu 0,1-0,3 pm. Naopak unilamelarne vezikuly
su tvorené iba jednu vrstvu a delime ich na LUV (Large unilamellar vesicles) s vel'kostou 0,1—
10 um a SUV (Small unilamellar vesicles) s velkostou < 0,1 um [19].

- v
" A,
J,l',‘ =
S 7
g "y
g Pt

Dassouar

100-250 nm 20-100 nm

Obr. 9: Rozlicné rozmery a Struktury vezikul [19].

Vztah molekularnej Struktiry k moznym supramolekularnym nanostruktiram a naslednom
vytvoreni vezikuly moze byt popisany v parametri balenia surfaktantu. Parameter balenia alebo
z anglického packing parametr je definovany ako objem, ktory zaujima hydrofobny retazec
(Vo) na dizku chvostu povrchovo aktivnej latky (1) a a ako plocha povrchu hydrofébneho jadra
agregatu vyjadrena na molekulu v agregéte [18].

Vo
P=—
l.a

1)

Rozne typy vezikil maji odlisnt funkciu a uplatnenie pri biologickych procesoch. Vezikuly

slizia prevazne na transport rozlicnych organickych latok. Su nevyhnutnou sucastou

biologickych systémov a procesov. Vdaka tomu nasli svoje uplatnenie aj vo viacerych
medicinskych oboroch a to hlavne ako perspektivne nosice lie¢iv [20].
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2.3.1 Katanionové vezikularné systémy

Vezikularny systém, ktory je mozny vytvorit z cholesterolu a prirodnych netoxickych
fosfolipidov sa nazyva lipozom. Jednotlivé vlastnosti ako vel'kost, povrchovy naboj a spdsob
pripravy sa liSia od pouzitého lipidu. Kvoli svojej velkosti a charakteru povahy, ktord je
hydrofilna aj hydrofébna, je tento systém sl'ubnym rieSenim prepravy lie¢iv v dnesnej dobe, aj
napriek pomerne vysokym nékladom na samotnl vyrobu. Napriek tomu, ze sa lipozémy ako
vezikularne systémy pripravujd a komeréne vyuzivaju, je snaha vyvinat’ podobny systém, ktory
bude ale menej finan¢ne naro¢ny. Ako jednou z moznosti st napriklad katanionové vezikuly
[21].

Pojem kataniénové vezikuly sa v sucasnosti bezne pouziva pri popise vezikularnych
systémov vytvorenych zmieSanim kationovych a anidnovych povrchovo aktivnych latok. Latky
medzi sebou interaguju prostrednictvom elektrostatickych interakcii medzi svojimi polarnymi
skupinami (hydrofilnymi hlavickami). Interakcie, ktoré vznikaju, spésobujui znizenie volnej
energie [22]. Dochadza k odstraneniu protiiénov a vysledna molekula ma neutralny naboj a
moze sa povazovat’ za pseudo-dvojretazcova povrchovo aktivnu latku. Takto vytvoreny systém
sa nazyva amfifilny i6novy pér, skratene IPA z anglického ion-pair amphiphile (viz. Obr. 10)
[24].

V dnesnej dobe sa uz samotné lipozémy vyuzivaju hlavne pri transporte latok. Je to mozné
vd’aka ich pomerne dobrej stabilite a charakteru povahy, ktora im umoziiuje prenasat’ rozne
druhy lieciv. Néboj, ktory je mozny im priradit’, moze fungovat’ ako nosi¢ DNA. Do budtcna
finan¢ne menej naro¢né a ako nadejnou alternativou sa javia byt tenzidy avSak, vyskum v tejto
oblasti sa este len rozbieha [25].

Obr. 10: Vznik IPA s pouzitim tenzidov septonex a SDS [21].
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2.3.2 Stabilizacia vezikul

IPA komplexy sa vyznacuji pomerne nizkou stabilitou. Na zvysSenie celkovej stability sa preto
do systému pridavaju rézne aditiva. Pod pojmem aditiva sa rozumeju napriklad povrchovo
aktivne latky, cholesterol alebo rozne alkoholy. Na Obr. 11 je mozno vidiet’ ako sa meni stavba
a samotna stabilita IPA komplexu po pridani cholesterolu. V zavislosti na type IPA komplexu
a typu aditiva sa meni pomer ich koncentracii [26].

©

Bez cholesterolu o . S cholestorolom

vzdialenost’ T

\

?

Obr. 11: Struktiira dvojvrstvy bez pritomnosti a s pritomnostou cholesterolu [28].

S

foris > cholesterol
Dvojretazcovy

kationovy surfaktant

NajpouzivanejSim aditivom je cholesterol. Cholesterol je organickd molekula steroidnej
povahy, tvori dolezitl stavebnt zlozku bunkovych membran, u ¢loveka ho nachadzame
Vv kazdej bunke. Vdaka svojej pritomnosti zabezpecCuje spravnu priepustnost’ a tekutost
membrany. Taktiez sliZi ako prekurzor biosyntézy steroidnych hormonov, ZI€ovych kyselin
a vitaminu D [27].

Obr. 12: Struktira cholesterolu.

Ak sa do systétmu pridad cholesterol, pri urCitej koncentracii dokaze vdaka svojim
vlastnostiam zvysit’ vzdialenost’ medzi nabitymi hlavnymi skupinami molekul, ktoré tvoria
vezikulu. Zaroven znizi schopnost’ protiiontového viazania sa, ¢o ma za nasledok vyraznejsi
nabojovy charakter vezikuly. Sterolovy kruh, ktory cholesterol tvori zasa maximalizuje svoj
kontakt so susednymi uhlovodikovymi retazcami, ¢o sa prejavi v zlepSeni mechanickej
pevnosti vezikulovej dvojvrstvy (Obr. 12). Vdaka tymto vlastnostiam cholesterol niclen
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zlepsuje intervezikuldrnu elektrostaticki odpudivost, avSak je schopny upravovat
intramolekulové balenie, ¢o ma za nasledok zlepSenie celkovej fyzikalnej stability vezikal [28].

Dalsim spésobom ako zvysit’ stabilitu systému je pridanie vyhodnejsicho dvojretazcového
katanionového tenzidu. Rozne tenzidy maju rézne dlhé retazce a prave ich velkost' hovori
0 tom, ako sa na systém budu viazat' a ako budu nasledne ovplyviiovat’ jeho stabilitu. D& sa
predpokladat’, Ze na vicSie molekuly sa budu lepsie viazat' také tenzidy, ktoré maju kratSie
retazce a naopak. Kvoli tymto poznatkom sme schopni upravit’ pracovny postup tak, aby mal
vysledny systém najlepsiu stabilitu [39].

2.4 Ultrazvukova dispergacia

Jedna sa o metodu, ktora slizi k dezintegracii buniek, homogenizécii systému, dispergacii
vzoriek a k samotnému ultrazvukovému Cisteniu. Ultrazvukova dispergacia sa da najst’ aj pod
inymi ndzvami ako napriklad ultrazvukova homogenizécia alebo sonifikacia. Metdda funguje
na principe vytvorenia ultrazvukového pol'a o vysokej intenzite a amplitide, ktoré sa sondou
prenasa do roztoku. Dochédza k redukcii Castic, ¢o ma za nasledok vac¢siu roznorodost’ systému
a lepsiu stabilitu vzoriek [29].

Ultrazvukova dispergacia ma Siroké uplatnenie. Vyuziva sa najmé k naruseniu bune¢nych
membran a k uvolneniu obsahu z bunky. Pri vezikularnych systémoch sa pouzitim
ultrazvukovej energie menia multilameralne vezikuly (MLV) na unilameralne (SUV) [30].

2.5 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (Dynamic Light Scattering), taktiez DLS, je neinvazivna metoda.
Rychlost’ pohybu ¢astice zavisi na jej velkosti. Kazda ¢astica prijme rovnaké mnoZstvo tepelnej
energie, ktord premeni na kineticku energiu. Cim je ¢astica vicsia, potrebuje na svoj pohyb viac
energie a preto nedosahuje rovnaku rychlost’, ako ¢astica s mensim polomerom. Vd’aka tomuto
javu sme schopni uréit’ profil distribicie velkosti ¢astic v polymernych roztokoch
a suspenziach [31].

Téato metdda nie je naro¢na na inStrumentaciu. Na zaciatku je monochromaticky svetelny
zdroj (laser) smerovany cez polarizator na vzorku. Svetlo, ktoré sa pri prechode laseru rozptyli,
prechddza cez sekundarny polarizator, kde sa zbiera na fotondsobi¢i. Vysledny obraz je
preneseny na obrazovku a zaznam sa ukazuje v pocitaéi [32].

Molekuly vzorky po zasiahnuti Ziarenim rozptylia svetlo na vSetky rdzne smery (Viz.
Obr. 13). Pri tomto jave sa pozoruju dve interferencie: konstruktivne (viditelné oblasti)
a destruktivne (tmavé oblasti). Meranie prebieha v kratkych ¢asovych intervaloch a vysledna
sada Skvfn sa analyzuje, porovnava sa intenzita svetla na roznych miestach v ur€itom ¢asovom
horizonte [32].
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Obr. 13: Princip DLS metddy [32]

DLS metdda sa v stcasnosti vyuziva na charakterizaciu Castic ako st proteiny, polyméry,
micely, vezikuly , gély a pod. Ak nie je systém rozptyleny podl'a vel'kosti, je mozné vypocitat
efektivny priemer castic. Samotné meranie je zavislé na velkosti povrchovych Struktar,
koncentracii ¢astic v roztoku, type idnov v médiu, ale aj na velkosti jadra Castice. Taktiez sa da
urc¢it’ difizny koeficient Castice vd’aka meraniu kolisania intenzity rozptyleného svetla. Podl'a
poctu populacii ktoré sa v systéme nachadzaju, rozdelujeme ich na monodisperzné (jedna
populécia) a polydisperzné (viac ako jedna) [31].

Urcovanie stability systému je jedna z d’alSich vlastnosti, ktoré sa daju vd’aka tejto metdde
zmerat. Meranie Castic v zavislosti na ¢ase moze ukazat, ¢i tieto Castice v priebehu nejakého
casoveho intervalu agreguju, meni sa hydrodynamicky pomer Castice. Niektoré zariadenia su
schopné zistit’ stabilitu aj inym spdsobom, napr. v zavislosti na teplote [31].

2.6 Elektroforeticky rozptyl svetla (ELS)

Ked’ sa nachadzaju v roztoku castice ktoré¢ maju naboj, postupne sa k nim priblizuja opacne
nabité i6ny, aby celkovy naboj vyrovnali. Vd’aka tomuto procesu sa vytvara takzvana elektricka
dvojvrstva. To ako takad dvojvrstva vyzerd a aké ma rozlozenie naboja, nam ukazuju tri
modely[33].

Prvy model navrhol v roku 1879 Hermann von Helmholtz. Tento model bol jednoduchy
a skladal sa z dvoch pevne nehybnych vrstiev. Prva vrstva je nabity povrch, druha vrstva je
tvorend opacne nabitymi i6nmi z roztoku. Tento model ale nebol spravny, pretoze celkovy
naboj takto vytvorenej dvojvrstvy, respektive Castice obalenej dvojvrstvou by bol nula.
S nulovym nabojom by sa &astice nepohybovali v elektrickom poli. Co viak ale neplati, Castice
v roztoku vykonavaju Brownov pohyb [34].

Druhy model bol zostrojeny podl'a Gouy-Chapmannovej teorie v roku 1913. Model
vychadza z predpokladu ustanovenia rovnovahy medzi pritazlivymi elektrostatickymi silami
prvej vrstvy a Brownovym (tepelnym) pohybom. Podita teda s existenciou difiznej vrstvy.
Castice st nabité a v elektrickom poli sa pohybuij [34].
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Treti a najviac realisticky model bol zostrojeny v roku 1924 Ottom Sternom. Vo svojom
modely sa mu podarilo odstranit’ nedostatky difizneho modelu. Vedla elektrostatickych sil
a Brownovho pohybu zobral do tuvahy aj sily adsorpné a skombinoval vlastne dva
predchadzajuce modely. Niektoré protiiony su patané k pevnej vrstve elektrostatickymi aj
adsorp¢nymi silami (Helmholtzov model). Ked’ sa da Castica do pohybu, v elektrickom poli sa
S Casticou pohybuje iba pevna vrstva a teda iba Cast’ protiidnov a celkovy néboj je mensi ako
celkova vel'kost’ naboja na povrchu [34].

Helmoholtz Goiiy a Chapman Stern

So © & & ¢

® ®
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® . ©
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povrch | vadilenost L 2

Obr. 14: Porovnanie 3 modelov a ich zavislost intenzity na vzdialenosti [33].

Elektrokineticky potencial v koloidnych roztokoch sa nazyva zeta potenciadl. Potencial
posobi na rozhrani Castice s kvapalinou. Charakterizuje sa ako naboj, ktory vzniké na povrchu
Castice, ktora sa dostane do kontaktu s vodnym roztokom. V roztoku sa nachadzaju vol'né iony,
ktoré maju tendenciou sa viazat’ na Casticu s nenulovym nabojom. Mdzeme teda povedat, ze
zeta potencidl zavisi hlavne na pH roztoku a na pouzitom rozptstadle. PretoZe je Struktara a
hrabka dvojvrstvy ovplyvnena koncentraciou ionov, do zna¢nej miery zavisi aj na samostatne;j
ionovej sile roztoku. Ked do roztoku pridame elektrolyt, déjde k zmene koncentracie ionov a
to zapri¢ini zmrStenie difiznej vrstvy. Namerany zeta potencial by sa mal v tomto pripade blizit
k nule, ¢o znamena, ze Castica je skoro bez naboja a pomaly nastava agregéacia [35].

Zeta potencial rovny 0 mV hovori o ustaleni adsorb&nej rovnovahy medzi H* a OH™ i6ny
(izoelektricky bod). Avsak, ked’ roztok za€neme riedit’, hriibka difuznej vrstvy sa zvacsi, zrastie
aj zeta potencial. To ma za nasledok mensiu tendenciu Castic sa zhlukovat’ [35].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

3.1 Priprava kationovych vezikul s kladne nabitym surfaktantom

Chien-Hsiang Changa a spol, sa zaoberali pripravou IPA vezikul. Amfifilny i6novy péar sa
skladal z kladne nabitého HTMAB a zaporne nabitého SDS. Kladne nabity amfifilny ionovy
par (cIPA) vznikol po dodato¢nom pridani cholesterolu a kladne nabitého surfaktantu. Na
zaciatku boli pripravené dva roztoky opacne nabitych tenzidlov HTMAB a SDS o rovnakom
objeme a koncentracii 20 mM. Roztoky boli zmieSané v ekvimolarnom pomere a ponechané
deil na vyzrazanie. Vzniknuta zrazenina sa vymyla deionizovanou vodou, aby sa odstranili
volné iony (Br~ a Na*). Elementarnou analyzou bola dokdzana pritomnost’ IPA zostavenej
z katiénovych a anionovych povrchovo aktivnych latok o molarnom pomere 1:1. Zrazenina sa
nasledne oddelila od vodnej faze pomocou centriflgy a odfiltrovala sa. Filtrat sa nechal vysusit’
Vv susiarni 3 dni. Ku vzniknutému tuhému prasku IPA boli potom v pomere 9:1 pridané rozne
dvojretazové kationové surfaktanty o roznej koncentracii (DXDAB) za vzniku cIPA. Po pridani
chloroformu sa cIPA rozpustila. Po rozpusteni nasledovalo vyparenie chloroformu a do zmesi
boli pridané sklenené gulicky za vzniku tenkého filmu. Film sa znovu hydratoval
deionizovanou vodou a sonifikoval sa. Vysledkom bol vznik roznych cIPA (HTMA-
DS/DTDAB, HTMA-DS/DHDAB a HTMA-DS/DODAB). Takto pripravene vezikuly boli
zobrazované za pomoci BAM (Brewster uhlovy mikroskop) [36].

(al) Xprpap=0.1 (b1) Xpupap=0.1 (c1) Xpopap=0.1

A=395A2

(a2) Xprpar=0.3 (b2) Xpupap=0.3 (¢2) Xnonar=0.3

(a3) Xprpap=0.5 (b3) Xpupap=0.5 (€3) Xpopas=0.5

Obr. 15: Porovnanie roznych cIPA pripravenych vezikul na zaklade rozli¢nej koncentrécie za pomoci
BAM [36].
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3.2 Charakterizéacia kationovych vezikul

Havlikova M. a spol, sa zaoberali stabilitou vezikularnych systémov tvorenych z HTMA-DS
pri laboratornej teplote. Ku takto vytvorenym ¢asticiam bol v pomere 9:1 pridany
aj dvojretazcovy kladne nabity tenzid C18-C18Cl a cholesterol v réznych mnoZstvach.
Pridavky cholesterolu sa pohybovali od 0 mol.% az po 73 mol.%. Vzniknuté castice sa
pozorovali technikami dynamického a elektroforetického rozptylu svetla. Obe metody boli
merané na pristroji ZetaSizer Nano ZS (Malvern Insruments Ltd.). Techniky, ktoré sa pouzivali
boli doplnené o vysledky z fluorescen¢nej spektrometrie a ultrasonifikacie, ktora prebiehala
pri amplitide 50 % a sonifika¢nej energii 25 kJ. Meranie prebiehalo po dobu
36 dni. Vysledky ukazali, ze vzorky obsahujice zastipenie cholesterolu 0 az 23 mol.% sa
vyznacuju nestabilitou systému. Ich polydisperzny koeficient bol vicsi ako 0,3, ¢o hovori
o polydisperzite systému. Nestabilita tychto vzoriek sa potvrdila aj hodnotou zeta potenciélu,
ktora bola nizka a pohybovala sa pri hranici nestability. Naopak vzorky, ktoré obsahovali
33 az 53 mol.% sa vyznacovali menSimi velkost'ami a vy$Sim zeta potencidlom, ¢o svedcilo
o ich stabilite. Pri pridavku cholesterol viac ako 63 mol.%, naopak stabilita klesala, co mohlo
byt sposobené az prili§ velkym zastapenim cholesterolu v systéme. Toto vysoké mnozstvo
mohlo spdsobovat’ krystalizaciu uhlikovych retazcov a teda ich destabilizaciu. Clanok
poukazal na to, Ze najlep$ie hodnoty pri kratkodobej stabilite dosahovali vzorky so zastipenym
cholesterolu 43 a53 mol.%. Hodnoty velkosti Castic pri tomto percentudlnom zastipeni
cholesterolu a ich hodnota zeta potencialu sa po¢as roznych dni merania vyrazne nemenili [38].

Vyskumom toho, ako diZka uhlikového retazca ovplyviiuje stabilitu vezik(l, sa zaoberal tim
Amiya K. Panda. Pri priprave samostatnych vezikul bolo kvantitativne mnozstvo malych
unilamelarnych vezikal (SUV) skladajucich sa z HTMA-DS, kladne nabitého uhlikového
dvojretazcového tenzidu (DHDAB) a cholesterolu rozpustené v roztoku chloroformu:metanolu
(7:3). Boli pouzité rozne dvojretazcové kladne nabité tenzidy s dizkou retazca od 12 po 18
uhlikov. Nasledne doslo k odpareniu rozpustadla a vzniku tenkého filmu, ktory bol
rehydratéaciou sonifikovany, zmrazeny a d’alej rozpusteny. Tento postup sa opakoval Styrikrat.
Vezikuly s obsahom Px (piroxicam) boli ziskané zmieSanim vhodného lie¢iva lipidovej zmesi
pred vytvorenim tenkého filmu (lipid:lie¢ivo; 200:1). Celkova koncentracia vysledného roztoku
bola 2 mM. Pre meranie metodou DLS bol pouzity pristroj Zetasizer Nano ZS90 ZEN 3690,
Malvern Instrument Ltd., U.K. Hodnoty namerané touto metédou ukazuju, ze velkost vezikul
sa vyrazne nemenila v zavislosti od dizky pouzitého uhlikového retazca. Hodnota zeta
potencialu narastala s dizkou retazca. Predpoklada sa, ze dizka retazca zvySuje indukény
ucéinok tenzidu, ¢o d’alej vyvolava separaciu naboja medzi protiionmi, ktoré sa nachddzaju na
polarnom povrchu. Tento jav nasledne vyvola celkovy zvySeny zeta potencial. Bolo dokéazané,
7e pridavok kladne nabitého dvojretazcového tenzidu o l'ubovolnej dizke uhlikového refazca
zvysuje stabilitu systému a ¢im je jeho dizka retazca vicsia,
tym je aj samotny zeta potencial vacsi, o hovori o dobrej stabilite [39].
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Tim Wataru Shinoda sa zaoberal fyzikalnou stabilitou katanionovych vezikul pre vyvoj
novych lieCiv a nosi¢ov DNA. V tomto experimente sa ako technika pouzila simulacia
molekularnej dynamiky (MD), ktora bola schopnd ukdzat’ zmenu kataniénovej vrstvy podla
pouzitych chemikalii. Na zaciatku bola vytvorena molekularna Struktara dodecylsulfatu
sodného  (SDS), chloridu hexadecyltrimetylaménneho (HTMAC) a chloridu
ditetradecyltrimetylamonneho (DTDAC) vd’aka programu Discovery Studio 3.1. Ako prvé sa
vyniesla spravna vzdialenost medzi molekulami SDS a HTMAC za vzniku HTMA-DS
a nasledne boli do spravnej vzdialenosti umiestnené aj molekuly DTDAC. Toto spojenie
vytvorilo vysledny systém HTMA-DS/DTDAC. Takychto systémov bolo vytvorenych viacej,
kazdy systém sa ale liSil danou koncentraciou DTDAC. Jednotlivé vrstvy systému boli tvorené
128 surfaktantami a 3464 molekulami vody. Po celt dobu trvania experimentu bola teplota aj
tlak konstantny. Pred zacatim samotnej simulécie bolo potrebné odstranit’ protiiény. Po tomto
kroku sa uskuto¢nila séria simulacii molekuldrnej dynamiky na skimanie Struktury membran.
Vysledky ukazali, z2¢ HTMA-DS dvojvrstva obsahuje v membrane pevne zabalené retazce
vykazujuce hlavne gélovité struktarne vlastnosti. Tieto vlastnosti sa vyskytuji v dosledku
prevahy elektrostatickych sil medzi HTMA a DS. Usporiadana $trukttra dvojvrstvy HTMA -
DS/DTDAC bola hrani¢na pri koncentracii do 0,5 Mm. Na druhej strane molekuly DTDAC
spOsobuju narusenie obalu tychto hydrofébnych retazcov vdaka elektrostatickému
odpudzovaniu, ktoré nastava medzi nabitymi hlavi¢kami retazcov. Pri koncentracii DTDAC
vysSej ako 0,5 mM sa preto vlastnosti celého systému menia z gelovitych na kvapalné a cely
systém straca svoju povodnu Struktaru [40].

K. Maiti aspol, skiimali interakcie medzi katibnovym povrchovo aktivnym ¢inidlom
cetylpyridinium chlorid (CPC) a anionovym povrchovo aktivnym ¢inidlom dodecylsulfatom
sodnym (SDS). Bolo pripravenych 5 vzoriek o piatych rozlicnych molarnych pomeroch
CPC:SDS vo vodnom roztoku. V tejto praci boli pouzité viaceré metddy ako fluorescenéna
mikroskopia, infraCervena spektroskopia s Fourierovou transformaciou, konduktometricka
titracia, a iné. Vd’aka metode konduktometrickej titracie bola dokazana tvorba rozli¢nych fazi
v roztoku. Pri pomerne malom pridavku bol roztok zakaleny, avsak, pri jeho navySovani sa
zakal vytracal. Touto metodou bolo indikované, Ze pre vznik koacervatu je najlepSie dodrziavat’
pomer CPC:SDS, 1:1. Pri dodrzani tohoto pomeru ukazovali vysledky z FTIR zmeny
v polohéach pikov v oblasti oboch skupin, kde sa nachadzali hlavicky tenzidov. Vd’aka zmenam
polohy, velkosti Castic a rozdielnym hustotam naboja bola preukdzana tvorba iénovej vézby
medzi tenzidmi. DoleZité je dodat’, Ze katanionovy koacervat dokaze v roztoku vytvarat micely,
ako aj vezikuly. V tomto pripade pri spojeni tenzidov CP* a SD™ nebola preukazana tvorba
vezikul pri roztokoch, ktorych koncentracia bola vyssia ako CMC, ¢o potvrdilo vo vode
rozpustne farbivo (bromfenolova modra) [41].

Pripravou polymerizovanych amfifilnych iénovych parov (PIPA) sa zaoberal Myung-Hoon
Chung a spol. PIPA pripravovana v tejto publikacii obsahovala 2 karboxylové skupiny na
anionovej strane hlavovej Casti tenzidu. Zmes na pripravu obsahovala 12-hydroxydodecyl
bromid, dihydropyran a kyselinu p-toluénsulfonovi. Tieto zli¢eniny boli zmieSané s 20 ml
tetrahydrofuranu (THF). Takto pripraveny roztok sa nechal miesat’ 24 hodin, kedy po uplynuti
casu doslo k odpareni rozpustadla, ktoré bolo odstranené rotacnou odparkou. Zvyskova
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kvapalina sa dalej predistila stipcovou chromatografiou na silikageli. Nasledovala
polymerizacia, ktora prebehla vd’aka otvoreniu ditiolového kruhu kyseliny lipoovej, ktoré bolo
iniciované pri neutrdlnom pH. Tymto pracovnym postupom bolo dosiahnuté vytvorenie 2
réznych PIPA. Prva obsahovala jeden amonny a druhy bikarboxylatovy retazec a druha dva
amonne a jeden bikarboxylatovy retazec. Stabilita vytvorenych PIPA bola skimana metédami
UV spektrometrie, tenkovrstvej chromatografie (TLC) a mnoho d’alich. Vysledky z merani
ukazali, ze takto pripravena PIPA bola schopna zvysit' interakcie medzi kationovymi
a aniénovymi retazcami. Obe pripravené PIPA dosahovali vysoké hodnoty zeta potencialu, ¢o
hovori o dobrej stabilite systému. Zakal sa vo vzorkach nevytvoril ani po 3 mesiacoch a vel’kost’
ich castic (£170 nm) zostala takmer konStantna pocas celého merania [42].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Chemikalie

Dodecylsulfat sodny

Mw = 288,38 g/mol, CAS: 151-21-3, Sigma Aldrich
Dimetyldioctadecylamoénium chlorid (C18-C18Cl)
Mw = 586,64 g/mol, CAS: 107-64-2, Alfa Aesar
Cholesterol

Mw = 386,65 g/mol, CAS: 57-88-5, Sigma Aldrich
Dimetyldimyristylamonium bromid (C14-C14Br)
Mw = 518,75 g/mol, CAS 68105-02-2, TCI CO., LTD
Dimetyldipalmitylaménium bromid (C16-C16Br)
Mw = 574,86 g/mol, CAS 70755-47-4, TCI CO., LTD
Dimetyldioctadecylamonium bromid (C18-C18Br)
Mw = 630,97 g/mol, CAS 3700-67-2, TCI CO., LTD
Chloroform

CAS: 67-66-3, Penta s.r.o.

Deionizovana voda

H20, Systém ELGA

4.2 Zhrnutie ciel’ov prace

Na zaklade ¢lankov z ktorych bola vypracovana resers, na dant problematiku v kapitole 3 a na
zaklade spolupréace s prof. Changom z National Cheng Kung University na Taiwane, bol
optimalizovany postup prace pre vytvaranie vezikularnych systémov. Vyskum, ktory doteraz
prebiehal bol predovsetkym zamerany na preStudovanie systému HTMA-DS-DODAC
a cholesterolu. V tejto bol pouzity novy systém IPA zlozeny zo septonexu a SDS. Ked'Ze sa
jedné o novy systém, bolo skimané ako vel'mi ovplyvni zmena d’alSicho zlozenia (pridanie
aditiv) stabilitu systému a bol sledovany aj vplyv dispergécie na pripravu vezikul atd’. Ciel'om
prace bolo zistit’ stabilitu nami vytvorenych vezikul, ktoré sa lisili ¢i uz disperga¢nou energiou,
pouzitym katanionovym tenzidom, alebo percentudlnym zastipenim cholesterolu. Zakladnymi
parametrami bol zvoleny pomer IPA (SEPT-DS) ku katanionovému tenzidu 9:1, objem 60 ml
a energia 25 kJ. Pomer medzi jednotlivymi tenzidmi zostal pocas celého experimentu
konStantny a menila sa dispergacna energia, ktora nadobudala hodnoty 10, 15, 20 a 25 kJ.
Dalsim meniacim sa parametrom bol rézny pridavok cholesterolu a to 0, 20, 40 a 60 mol%.
Ciel'om prace bolo aj skiimanie stability pri pridavku rozli¢nych kataniénovych tenzidov, ktoré
sa pouzili C18-C18Cl, C18-C18Br, C16-C16Br a C14-C14Br. Ako metoda na zistenie stability
a teda aj velkosti systému, zeta potencialu a koeficientu polydisperzity jednotlivych vzoriek
bol pouzity dynamicky a elektroforeticky rozptyl svetla.
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4.3 Priprava vezikularnych systémov

4.3.1 Priprava zasobného prasku IPA

Rozpustenim Septonexu v deionizovanej vode a SDS taktiez v deionizovanej vode,
boli pripravené vodné roztoky tenzidov o vyslednej koncentracii 20 mM. Oba roztoky boli
mieSané na magnetickej mieSacke 24 hodin pri laboratornej teplote. Po uplynuti casu
boli roztoky zmiesané v ekvimolarnom pomere 1:1 a boli opatovne ponechané na magnetickej
mieSacke pri laboratornej teplote priblizne 48 hodin pre lepsiu precipitaciu tenzidov.

Do roztoku bol po vyzrazani postupne pridavani chloroform v pomere 1:1 a nasledovalo
vytrepavanie, ktoré malo za alohu oddelit’ protiidnty od zbytku molekul. Pretoze je IPA vo vode
nerozpustna na rozdiel od protiiénov vznikli dve fazy, chloroformova sionovymi péarmi
SEPT-DS a vodna, v ktorej sa nachadzali protiiény. Doslo k odstraneniu chloroformu
z chloroformovej fazy a nésledne bol uz vzniknuty biely prasok kvantitativne prevedeny do
suchej vialky, v ktorej bol skladovany pri laborat6rnej teplote.

4.3.2 Priprava kladne nabitych katanionovych vezikul

Na pripravu vSetkych vzoriek sa pouzil rovnaky postup. 900 pl nami pripraveného roztoku IPA
(SEPT-DS) v chloroforme o koncentracii 0,12 M bolo zmie$anych so 100 ul zasobného roztoku
kladne nabitého dvojret'azového tenzidu v chloroforme o rovnakej koncentracii. Vznikol nam
1 ml roztoku kladne nabitého katanionového vezikularneho systému (clPA). Objemy
zasobnych roztokov boli zvolené tak, aby bol dodrzany pomer 9:1 (IPA:DXDAC), ktory vysiel
Z reserSnej Casti najoptimalnejsie. Kvoli d’alsej stabiliz&cii nami vytvoreného systému je treba
pridat’ ako aditivum cholesterol. Pre zistenie optimalneho zastipenia cholesterolu boli
pripravené vzorky o réznom zastupeni a to 0, 20, 40 a 60 mol.%.

Roztok cIPA a prislusné mnozstvo cholesterolu boli zmiesané v sklenenej nadobe do ktorej
sa pridali sklenené guli¢ky, ktoré tvorili asi 2 aZ 3 vrstvy. Chloroform sa potom nésledne nechal
odparovat’ do d’alsieho dna. Sklenené gulicky sluzili na zvacsenie povrchu, ktory tvori tenky
film po odpareni chloroformu.

4.4 Pouzité metody

4.4.1 Ultrazvukova dispergécia

Po odpareni zbytkového chloroformu bol na druhy deii do nadoby so sklenenymi gulickami
pridany prisluSny objem deionizovanej vody kvoli rehydratacii. Nasledovne boli vzorky
zvortexované pre lepSie premiesanie vysledného roztoku. Dispergacia prebichala pomocou
ultrazvukového homogenizatora Bandelin SONOPULS UW 3200 so sondou VS 70 T. Sonda s
priemerom 13 mm bola ponorena po rysku do roztoku a sonifikacia bola vykonavana pri
parametroch dispergéacie navrhnutych na zéklade literarneho reSer$a, ktora je uvedena
v kapitole 3. Vsetky vzorky boli sonifikované amplitidou 50 % za dosiahnutia r6znych energii,
a to 10, 15, 20 a 25 kJ. Sonifikovali sa vzorky, ktoré mali rovnaky objem vody pouzitej
k rehydratécii, rovnaku amplitddu a lisili sa dosiahnutou energiou dodanou do vzorky pocas
ultrazvukovej dispergacie.

23



4.4.2 Stanovenie vel’kosti ¢astic a zeta potencidl

Hlavnym cielom prace bolo zistit’ stabilitu nami vytvorenych vezikularnych systémov. Na
zistenie parametrov bola pouzita technika dynamického rozptylu svetla a k meraniu vel’kosti
Castic bol pouzity pristroj ZetaSizer Nano ZS od firmy Malvern Instruments, UK s pouzitim
10 mW He-Ne laserového zdroja o vinovej dizke 630 nm. Ako rezim pri merani bol pouZity
size, meralo sa v sklenenych kyvetach ,do ktorych bola ¢ast’ vzorku (cca 1 ml) prevedena. Boli
nastavené jednotlivé parametre ako typ rozpusStadla (v nasom pripade sa jednalo o vodu),
teplota a jednotlivé poéty opakovani a merani. Vzorka sa na zaciatku musela vytemperovat’ na
25°C a meralo sa po troch sériach, po 10 opakovaniach, pricom kazdé opakovanie trvalo
10 sekund.

Po dokonceni merania sa z 3 sérii dat vytvoril priemer. Celkovym vysledkom merania bol
graf zavislosti intenzity rozptylené¢ho svetla na velkosti Castic. Na zaklade tohto grafu a poéte
pikov, ktoré sa vinom nachadzaju vieme urcit, ¢i je naSa vzorka monodisperza alebo
polydisperzna. Vysledkom merania bola aj korela¢na krivka, ktora zobrazuje priebeh merania.
Pri vzorkach, ktoré st monodisperzné je koeficient polydisperzity (Pdl) mensi alebo rovny
hodnote 0,3. Ak takito hodnotu koeficient nadobudal, za strednu vel'kost’ ¢astic Sme uvazovali
ich strednu hodnotu (Z-Average). Vzorky, ktoré dosahovali Pdl vicsie ako 0,3
sa povazovali za polydisperzné systémy a ich strednit hodnotu sme nemohli pouzit’. V takychto
vzorkach sa nachadzali Castice o vel'mi malych alebo vel'mi velkych rozmeroch a tym padom
ich velkost strednej hodnoty bola chybna [43].

Zeta potencidl bol merani na rovnakom pristroji ako dynamicky rozptyl svetla, ZetaSizer
Nano ZS, s pouzitim metody elektroforetického rozptylu svetla. Do vzorky v sklenenej kyvete
bola ponorena dip cela s mernou elektrodou, ktora do systému vklada napatie a sleduje sa fazova
odozva na tomto vlozenom napéti. Na pristroji sa v tomto pripade nastavil rezim zeta a hodnota
zeta potencialu bola po¢itana za pomoci Smulochowského modelu, ktory sa pouziva na meranie
zeta potencialu v polarnom prostredi (voda). Vzorka sa opdtovne nechala vytemperovat’ na
25 °C a meralo sa po piatich sériach po 10 opakovaniach pricom kazdé opakovanie trvalo 15
sekdnd.

Castice sa prvykrat merali v defi, ked” bola vykonana sonifikacia a nésledne po 3, 7, 14, 21
a 28 dioch. Po kazdom merani boli porovnavané velkosti ¢astic a hodnota zeta potencialu,
ktory informoval o stabilite systému.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Vplyv energie dispergéacie na stabilitu systému

V publikéciach prof. Changa z National Cheng Kung University na Taiwane sa uvadza postup
pripravy vezikularnych systémov s pouzitim kladne a zdporne nabitého tenzidu. Na zvySenie
stability sa ako aditivum pouZiva katanionovy tenzid s prislugnou diZkou retazca a molarny
pridavok cholesterolu [36]. V tejto praci sa snazime o vytvorenie nového systému, a preto sme
si ako podporny pracovny postup zvolili prave tieto hodnoty a opierali sme sa o vysledky z
tychto publikécii.

V tomto pracovnom postupe sa pouziva ako katanionovy tenzid C18-C18Cl a 40 mol.%
cholesterolu. Ked’ze je IPA zlozena z inych latok aké si v reSersi pouzité, potrebovali sme
optimalizovat’ vSetky podmienky. Prvou z tychto podmienok bola dispergacna energia.

Bol pripraveny z&sobny roztok IPA (SEPT-DS), do ktorého sa na zaklade reserse z kapitoly
3 pridal kataniénovy dvojretazcovy tenzid C18-C18Cl, vd’aka comu vznikol komplex cIPA.
Ako dalsou zlozkou, ktora ma zvySovat’ stabilitu systému, bolo do systému pridanych
40 mol.% cholesterolu. Vytvoreny roztok bol dispergovany hodnotami energie 10, 15, 20
a 25 kJ. Stabilita vzoriek sa stanovovala pomocou metdédy DLS a ELS hned’ po dispergacii
a nasledne po 3, 7, 14, 21 a 28 dioch od doby pripravy.

Vzorky boli nésledne vzdy po merani odfotené a sledovala sa pritomnost’ zakalu. Pocas celej
dizky experimentu sa v ziadnej vzorke nevytvoril zakal. Nepritomnost zikalu je mozné
sledovat’ na obr. 16, kde sa nachadzaji vzorky obsahujuce SEPT-DS a C18-C18Cl v pomere
9:1 a 40 mol.% cholesterolu po 28 dnoch od sonifikacie roznymi hodnotami energie.

_— .
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Obr. 16: Skupina vzoriek obsahujuca SEPT-DS: C18-C18Cl 9:1, 40 mol.% cholesterol, po 28 drioch
od sonifikécie.

Velkosti vzniknutych vzoriek boli pozorované pomocou metédy DLS a ELS, kde nam
koeficient polydisperzity, stredna vel'kost’ ¢astic a zeta potencidl hovorili o velkosti a stabilite
systému. Na Obr. 17 je znazornena zavislost’ intenzity rozptyleného svetla na velkosti Castic.
PreruSovanou c¢iarou su do grafu vynesené hodnoty namerané v prvy deil po dispergacii
a spojitou ¢iarou hodnoty 28 dni od dispergécie.
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Graf (viz. Obr. 17) ukazuje, Ze¢ medzi hodnotami nameranymi v prvy a28 den
od sonifikacie sa pre vzorky sonifikované energiou 10 kJ distribu¢né krivky vel'mi nelisia.
Naopak pre energiu 15 kJ ma distribu¢na krivka po 28 diioch ovel’a strmsi priebeh a vyrazne sa
odlisuje od hodnét nameranych v prvy den. Distribuéné krivky pre vzorky sonifikované
energiou 20 a 25 kJ sa medzi sebou pocas 1 a 28 dia od sonifikacie nerozliSovali, pri oboch
hodnotach majt distribuéné krivky podobny priebeh. Graf intenzity rozptyleného svetla na
vel’kosti ¢astic pre hodnoty 20 a 25 kJ je uvedeny na Obr. 27., v kapitole 9.1., PRILOHA.
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Obr. 17: Graf velkosti ¢astic vzoriek SEPT-DS, 9:1 IPA:C18-C18Cl, 40 mol.% cholesterolu, ! deri a
28 dni od sonifikécie pre hodnoty dispergacnej energie 10 a 15 kJ.

Vyznamnym Kritériom pri stanovovany stability systému je koeficient polydisperzity a zeta
potencidl. Prvy den po dispergacii dosahovala vzorka dispergovana energiou 25 kJ najniz8iu
hodnotu Pdl a to 0,302 + 0,008, ¢o sa nachadza v oblasti monodisperznych Castic. Naopak
najvyssiu  hodnotu dosahovala vzorka dispergovand najnizSou energiou (10kJ) a to
0,433 £+ 0,010. Hodnoty zeta potencidlu sa pohybovali v rozmedzi 52-62 mV. Vsetky tieto
hodnoty sa nachadzaju v stabilnej oblasti. Najvyssiu hodnotu zeta potencialu mala vzorka
dispergovand energiou 20 kJ, 62,3 mV. Podrobna tabulka velkosti castic, koeficientu
polydisperzity a zeta potencidlu pre prvy den merania je uvedena v Tab. 5, kapitole 9.1.,
PRILOHA.
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VSetky vzorky boli nasledne merané po dobu nickol’kych dni od ich pripravy. Vysledkami
merani bola sledovana dlhodoba stabilita vzoriek. Namerané hodnoty priemernej vel’kosti Castic
a zeta potencialu po dobu 28 dni st vynesené do grafu na Obr. 18 a Obr. 19. Hodnota zeta
potencialu mierne kolisala u vsetkych vzoriek (50-70 mV), avsak, stale sa nachadzala
v stabilnej oblasti. Modrou prerusovanou ¢iarou je znazornena oblast’ velkosti zeta potencialu
(30 mV), pod ktorou sa nachadza nestabilna oblast’. Priemerna velkost’ Castic sa pohybovala
v rozmedzi 80-120 nm. Najvicsie vykyvy hodnoét zeta potencialu ako aj priemernej velkosti
Castic boli namerané pri energii dispergacie 10 kJ. Tieto zmeny hodndt nie su velké,
ale v porovnani so zvySnymi energiami sa mézu povazovat za zasadné.
Kvoli tymto hodnotam mozeme povazovat’ hodnotu dispergacnej energie 10 kJ za prili§ nizku
na to, aby dokézala vytvorit’ stabilny systém pri dlhodobom pozorovani.
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Obr. 18: Graf velkosti ¢astic a zeta potencidlu vzoriek o dispergacnej energii 10 a 15 KJ zndzornujici
zmenu hodnot pocas 28 dni.

27

85

L 75

65

L 55

L 45

35

L 25

Zeta potencial [mV]



100 T T 85
%0 N X%‘ ..... m::_‘:::::::::::§ ............................. ORTRRRERRNE % 25
B N X
o 1 X [

E 80 :' ': 65
£ 1K
g 1 % == - I
~ 70 T Phe = %: S~ T e =- i T 55
E xX 5 TT=-2Z= %: TS, w=T :% _______
=] b L
g 60 T RS
2 --+¢-+- 20 kJ velkost’ Castic -++X--+ 25 kJ velkost Castic
A - % =20 kJ Zeta potencial - % =25 kJ Zeta potencial :
50 T - = 30mV T3
40 - : : : L 25
0 5 10 15 20 25 30
Cas [dni]

Obr. 19: Graf'velkosti ¢astic a zeta potencidlu vzoriek o dispergacnej energii 20 a 25 KJ zndzornujici
zmenu hodnét pocas 28 dni.

V Tab. 2 vidime hodnoty priemernej velkosti Castic, koeficientu polydisperzity a zeta
potencialu po 28 diioch od merania, zobrazené spolu s ich smerodajnymi odchylkami. VVzorky

sonifikované energiami

15 a20kJ dosahuji po 28 dnioch najniz§ie hodnoty Pdl

(= 0,330). Hodnoty zeta potencialu aj sjeho smerodajnymi odchylkami povazujeme za
konstantné a pohybuju sa okolo hodnoty 55 mV. Modzeme vycitat podla hodnot,
7e najstabilnejSie vzorky su tie, ktoré boli dispergované energiami 15, 20 a 25 kJ. Rozdiely
medzi tymito hodnotami si malé a na vyslednu stabilitu nemaju zésadny vplyv. Kvéli tymto
faktom a publikaciam z reSerSe v kapitole 3. sme rozhodli pre d’al$i pracovny postup, pouzivat
hodnotu 25 kJ a teda povazovat’ ju za najoptimalnej$iu hodnotu pre nase d’alSie merania.

Tab. 2 Namerané priemerné hodnoty vzoriek SEPT-DS, 9:1 IPA: C18-C18Cl, 40 mol.% cholesterolu,

28 dni po disperga

cii

Priemerna vel'kost’ Castic [nm] Pdl [-] Zeta potencial [mV]
10 kJ 116 £ 5 0,404 + 0,047 50+7
15 kJ 95 + 6n 0,331 +0,031 57+2
20 kJ 91+7 0,330 + 0,042 54 +3
25 kJ 84+2 0,348 + 0,067 52+3

28
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5.2 Vplyv cholesterolu na stabilitu systému

Dal$ou podmienkou, ktort bolo treba optimalizovat’ pri vytvarani pracovného postupu pre
stabilny vezikularny systém tvoreny SEPT-DS, bolo najst najvyhodnejSie percentualne
zastUpenie cholesterolu. VVzorky pre tato radu boli pripravené obdobne ako rada v kapitole 5.1.
Tentokrat sa jednotlive vzorky medzi sebou lisili molarnym zastipenim cholesterolu Vv ich
objeme. Boli pripravené vzorky o koncentracii 0, 20, 40 a 60 mol.%. Pomer medzi
SEPT-DS a C18-C18Cl bol ponechany (9:1). Po priprave vzorku nasledovala ultrazvukova
dispergécia a vsetky vzorky boli sonifikované energiou 25 kJ.

Rovnako ako vzorky s rozlicnymi energiami pri sonifikacii, aj vzorky s rozdielnym obsahom
cholesterolu boli pozorované a fotené na pritomnost’ zakalu vzdy po merani po dobu 28 dni.
Ako je na Obr. 20 viditeI'né, vsetky vzorky ostali pocas celej doby pozorovania nezakalené.
Avsak, po blizsom skimani sa vzorka s obsahom cholesterolu 60 mol.% javila 'ahko zakalena.
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Obr. 20: Vzorky cholesterovej rady po 28 diioch od sonifikdcie.

Uz od prvého dia dispergacie (viz. Obr. 28., kapitola 9.2., PRILOHA) bolo mozné
pozorovat, ze vzorka s obsahom cholesterolu 0 mol.% obsahuje polydisperzné, nestabilné
Castice. Graf na Obr. 21 zndzoriuje zavislost’ intenzity rozptyleného svetla na velkosti
vzniknutych vezikul pre vzorky obsahujuce rdzne percentualne zastupenie cholesterolu po
7 ditoch od dispergacie. Pozorujeme, ze distribu¢na krivka vzorky 0 mol.% vytvara viacero
pikov, ¢o znamena, ze v Systéme sa nachadza Siroke zastlpenie Castic roznych velkosti. Na
druhu stranu, vzorky s percentualnym zastiipenym cholesterolu va¢sim ako 20 mol.% tvoria iba
jeden suvisly pik, ¢o hovori o0 monodisperznom systéme.
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Obr. 21: Graf distribucie castic o roznom percentudlnom zastipeni cholesterolu 7 des od sonifikacie.

Graf, ktory porovnava distribu¢né krivky vzoriek so zastipenim cholesterolu 20, 40
a 60 mol.% namerané v 1. a 28. den od dispergacie ukazuje, Ze distribu¢né krivky sa pocas dni
menili iba mélo a nie je medzi nimi vidiet vyrazné rozdiely V zavislosti na Case (Viz.
Obr. 29, kapitola 9.2., PRILOHA).

Priebeh toho, ako sa menila priemerna velkost’ Castic a zeta potencial méZeme pozorovat’ na
Obr. 22. V tomto grafe nie st zahrnuté vysledky vzorky so zastGpenim cholesterolu 0 mol.%,
pretoZze tento systém bol nevyhovujlci pre naSe pozorovanie kvoli svojej polydisperzivite.
Priemerna velkost’ Gastic a zeta potencial vzoriek obsahujucich zastlpenie cholesterolu 40
a 60 mol.% sa pocas celej doby merania menili iba minimalne. Ich zeta potencial sa pocas celej
doby pohyboval nad hodnotou stability a preto dokazeme tieto vzorky povazovat’ za stabilné.
Vicgsie rozdiely v priemernej velkosti ¢astic moZeme pozorovat u vzorky obsahujlcej
20 mol.% cholesterolu, kde sa velkost’ pocas 28 dni meni v rozsahu od 80 po 140 nm. Zeta
potencial tejto vzorky ma taktiez klesajlcu tendenciu, ¢o nam hovori o tom, ze postupom ¢asu
sa vzorka stava menej stabilna. Avsak, je potrebné dodat’, ze aj vtomto pripade sa stale
pohybujeme v oblasti stability.
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Obr. 22: Graf'velkosti castic a zeta potencidlu vzoriek S rozlicnym zastupenim cholesterolu
zndzornujici zmenu hodnét pocas 28 dni.

Hodnoty v Tab. 3. nam hovoria o priemernej velkosti Castic, hodnote polydisperzného
koeficientu a zeta potenciélu po 28.diioch od dispergécie. Z tabul’ky pozorujeme, ze z pohl'adu
dlhodobej stability castic, hodnoty Pdl pre vzorky 0 a 20 mol.% su vysoké, ¢o hovori o tom, Ze
Vv systéme sa nachadzaju Castice roznych velkosti asystém ako celok je polydisperzny.
cholesterolu. Zeta potencial je u vSetkych vzorkach nad uroviiou nestability a pohybuje sa
v rozmedzi 48 az 63 mV. Najvyssiu hodnotu zeta potencialu (62,9 mV) dosahuje vzorka so
zastupenim cholesterolu 60 mol.%.

Tab. 3 Hodnoty cholesterolovej rady po 28. diioch od dispergécie
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Priemerna vel’kost’ Castic [nm] Pdl [-] Zeta potencial [mV]
0 mol.% 77+2 0,661 + 0,043 48 +2
20 mol.% 103+ 6 0,491 + 0,029 49+3
40 mol.% 84 +2 0,348 £ 0,071 51+3
60 mol.% 97+ 7 0,374 + 0,004 6317
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Na zaklade nameranych hodn6t avysledkov zmerani moéZeme KkonStatovat),
ze s pribadajacim zastipenim cholesterolu vo vzorke stlpa zeta potencial, ¢o hovori
0 zvySovani stability systému. U vzorky, ktord neobsahovala ziaden pridavok cholesterolu sa
po niekol’kych dioch vytvoril polydisperzny systém a teda vzorka bola nestabilnd. VVzorky
s hodnotami 40 a 60 mol.% sa v ramci odchyliek priblizne zhodovali. Mnozstvo cholesterolu
40 mol.% sa pouziva aj V literarnej reSersi a preto bol tento pridavok aplikovany aj pri d’alSich
meraniach [38].

5.3 Vplyv dizky dvojret’azcového tenzidu

Ako posledny parameter, ktorym sme chceli optimalizovat’ pracovny postup pri priprave
vezikularneho systému bol spravny vyber dvojretazcového kladne nabitého tenzidu. Pracovny
postup pri priprave poslednej rady zostal nezmeneni a postupovali sme rovnako ako pri priprave
v kapitole 5.1. Ako molérne zastupenie cholesterolu sa zvolila hodnota 40 mol.% a jedina
menena konstanta bolo pouzitie roznych dvojretazcovych kladne nabitych tenzidov. Boli
vybrané tenzidy o dizke retazca 14, 16 a 18 uhlikov, ktoré mali ako svoj protiion brém a 18
uhlikovy tenzid, ktory mal ako protiion naviazany chlor. Kvoli informacidm z reserse, kde sa
ako IPA pouziva CTA-DS so spojenym katanionovym tenzidom C18-C18Cl, ¢o je menSia
molekula ako nami vytvorena IPA (SEPT-DS) bolo naSou tlohou zistit, ktory nami vybrany
tenzid bude pre stabilizaciu systému najvhodnej$i a ¢i nebude prave tenzid s najkratS$im
uhlikovym ret'azcom najlepsi kandidat. [38].

Ako aj v predchadzajdcich meraniach, tieto vzorky boli pozorované pocas celej dizky 28
dni. Obr. 23 ukazuje, ze pri vzorkach z tejto rady nevznikol Ziaden zakal ani po 28 ditoch od
dispergécie.
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Obr. 23: Vzorky obsahujiice rozne dvojretazcové katanionové tenzidy o rozne dlhych retazcoch 28.
der po sonifikacii.
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Na Obr. 24 sa nachadza graf, ktory popisuje zavislost’ intenzity rozptyleného svetla na
velkosti Castic, kde sa porovnavaju hodnoty z prvého a 28. dia. Ako je mozné z grafu vyditat,
vel'kost' Castic sa behom merania vyrazne nemenili. Menila sa iba intenzita a teda vyska
jednotlivych pikov a to k va¢sim hodnotam. Najvacsia zmena intenzity rozptyleného svetla sa
da pozorovat’ u vzorky, ktord obsahuje najkratsi tenzid, C14-C14Br.

14 1 C14-C14Br; 28 dni
] C16-C16Br; 28 dni
s 1271 C18-C18Br; 28 dni
oy ] C18-C18Cl; 28 dni
T 101 == —=Cl4-Cl4Br; 1 deii
% ] = = =Cl6-Cl6Br; 1 denn
% g1 = — —CI8-CI8Br; 1 det
c 1 = = =CI8-CI8Cl; 1 deii
= ]
8 67
2 ]
<) ]
S 43
= ]
N ]
s ]
£ 2%
E ~
] L0
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1 10 100 1000 10000

vel'kost’ Castic [nm]

Obr. 24: Graf distribucie velkosti Castic vzoriek réznych tenzidov v prvy a 28 der od dispergdcie.

Grafy na Obr. 25 a Obr. 26 znazoriuji zmenu priemernej vel’kosti Castic a zeta potencial po
celt dobu merania vzoriek (28 dni). Podl'a hodnét v oboch grafoch je zrejme, Ze rozdiely medzi
jednotlivymi vzorkami pocas celej doby merania st malé a preto ich sa daju povazovat' za
zanedbatel'né. Zeta potencial ostaval pocas jednotlivych dni takmer konsStantny. Priemerna
vel'kost’ Castic sa s narastajicim ¢asom zvicSovala iba pozvolna. Ako bolo spomenuté uz
v predchéadzajicich meraniach, mierne odchylky hodnét mohli byt spdsobené aj samotnou
chybou pristroja.
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Obr. 25: Graf velkosti castic a zeta potencialu vzoriek s pouzitymi katanionovymi tenzidmi C14-C14Br
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Obr. 26: Graf velkosti ¢astic a zeta potencidlu vzoriek S pouzZitymi kataniénovymi tenzidmi
C18-C18Br a C18-C18Cl, zndzornujuci zmenu hodndt pocas 28 dni.
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V Tab. 4 sa nachadzaji data priemernej velkosti Castic, PdI a zeta potencidlu vzoriek
réznych tenzidov 28 dni po dispergacii. Podl'a hodnot z tabul’ky vyplyva, ze vSetky vzorky maju
vysoku stabilitu, ¢o vyplyva z ich velkosti zeta potencialu, ktory dosahuje hodnoty vyssie ako
s najkrat§im uhlikovym retazcom (0,171 = 0,026), C14-C14Br. Najvyssi zeta potencial
(60,4 mV) dosahuje vzorka stenzidov C16-C16Br. Rozdiely medzi jednotlivymi
katanionovymi tenzidmi su malé a preto ich méZzeme zanedbat’. Z vysledkov vyplyva, Ze pre
pripravu stabilného systému je mozné pouzit’ vSetky kladne nabité katanidnové tenzidy bez
ohl'adu na dizku uhlikového ret'azca alebo pouzitého protiiénu.

Tab. 4 Hodnoty vzoriek roznych tenzidov 28 dni po dispergécii

Priemerna vel’kost’ Castic
[nm] Pdl [-] Zeta potencial [mV]l
C14-C14Br 97 x4 0,171 + 0,026 467
C16-C16Br 82+1 0,245 + 0,023 60+ 2
C18-C18Br 97+3 0,296 + 0,037 56 +2
C18-C18Cl 84+2 0,348 £ 0,071 51+3
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6 ZAVER

Tato bakalarska praca sa zameriava na urcenie stability vezikularnych systémov vytvorenych z
tenzidov, ktoré bola stanovend metdédou dynamického rozptylu svetlapo 1., 3., 7., 14., 21. a 28.
dnoch od ich pripravy. Doélezitou suc¢ast’ou tohto experimentu bola aj optimalizacia pracovného
postupu pripravy vezikularnych systémov zlozenych zo septonexu a SDS.

Zvolenie aoptimalizacia pracovného postupu, zlicenin z ¢oho bude systém zlozeny,
je vel'mi komplexny celok. Ciel'om je vytvorit’ stabilny systém, ktory ma pomerne konstantna
velkost' ¢astic, s hodnotou Pdl pod 0,3 a zeta potenciadlom nad 30 mV. Ak systém spliia tieto
podmienky, mézeme ho povaZzovat’ za stabilny.

Na zéklade literarnej reserSe a teoretickych poznatkov boli pripravené jednotlivé vzorky,
ktoré sa od seba lisili v zavislosti od pouZitej disperga¢nej energie, molarneho zastipenia
cholesterolu a pouzitého kladne nabitého dvojretazcového tenzidu. Vo vsetkych vzorkach sa
dodrzala koncentracia 20 mM. K sledovaniu stability systému boli pouzité dve metddy, a to
dynamicky rozptyl svetla, vd’aka ktorému sme zistovali velkost' cCastic v systéme
a elektroforeticky rozptyl svetla, kde sme z hodnoty zeta potencialu ur¢ovali stabilitu vezikl.

Ako prvy krok pri optimalizacii pracovného postupu sme zvolili vyber dispergacnej energie.
Vzorky boli sonifikované energiami 10, 15, 20 a 25 kJ. Vd’aka hodnotam, ktoré boli namerané
sa za najoptimalnej$ie hodnoty dispergacie daju povazovat’ hodnoty energii 15, 20 a 25 kJ.
Kvoli dalsej optimalizacii postupu bola v nasledujucich meraniach pouzivana disperga¢na
energia 25 kJ.

Druhym krokom bola optimalizécia percentualneho zastipenia cholesterolu. Boli pripravené
vzorky s obsahom cholesterolu 0, 20, 40 a 60 mol.%. Uz pocas prvych dni bolo vidiet, Ze VO
vzorke, ktora neobsahovala cholesterol (0 mol.%) sa nach&dzali castice S rozli¢nymi
velkostami, tzn. systém bol polydisperzny. S narastajucim zastipenim cholesterolu vo
vzorkach sa zvySovala stabilita systému. Za vzorku s najoptimalnej$im zastipenim cholesterolu
mozeme povazovat ta s hodnotou 40 mol.%. Aj ked ostatné vzorky spiiiali hodnoty
odpovedajuce stabilite, rozhodli sme sa pouzit’ toto zastupenie, ktoré je pouzivané aj v literarnej
reSersi, pre d’alSie meranie.

Poslednym krokom bolo zistit, ktory kladne nabity dvojretazcovy katanionovy tenzid
najlepsie zvysuje stabilitu systému. Boli pouzité tenzidy réznych dizok uhlikovych retazcov
ato C14-C14Br, C16-C16Br, C18-C18Br a C18-C18Cl. Pocas pozorovania v priebehu 28 dni
sa hodnoty roznych tenzidov medzi sebou liSili iba zanedbatene. Vdaka tomu sa da
konstatovat’, Ze pridavok dvojretazcového tenzidu zvysuje stabilitu systému a nezalezi na dizke
uhlikového retazca alebo pouZitého protiionu.

Vysledky z merani a informacie, ktoré nam poskytla literarna reSer§ nam ukazali, ze za
najvyhodnejsiu hodnotu energie potrebnd na dispergéciu je 25 kJ. Tato hodnota sa najcastejSie
pouziva aj pri priprave inych vezikularnych systémoch v roznych publikaciach, ako aj hodnota
pre percentualne zastupenie cholesterolu 40 mol.%, ktora sme zvolili s vysledkov merania ako
najidealnejsiu. Napriek tomu, Ze aj iné hodnoty percentualneho zastupenia dokazovali stabilitu
systému. Bolo taktiez dokdzané, ze pridavok dvojretazcového kladne nabitého tenzidu
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(nezavislého na dizke uhlikového retazca) zvys$uje celkovi stabilitu systému. V porovnani
s najviac preskimanym systémom katanionovych vezikul, CTA-DS sa nami vytvoreny novy
systém SEPT-DS chova viac stabilne a to aj pri rozli¢nej zmene zlozenia. Tento fakt ndm hovori
0 tom, ze takyto vezikularny systém ma vel’ky potencial do budicna. Stabilita tohto systému
moze byt d’alej podrobend zmenam ionovej sily a taktiez moéze byt sledovany vplyv tejto sily
na pripadnu destabilizaciu. Dalej sa da pokracovat’ pri skimani tohoto systému s niektorymi
biopolymermi, ktoré by mohli zvySovat jeho biokompatibilitu a podporit’ tak aj stabilitu
systému ako takého.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Skratka

a

BAM

CMC

clPA
C14-C14Br
C16-C16Br
C18-C18Br
C18-C18cCl
DLS

ELS
HTMAB
IPA

I

LUV

MD

MLV

P

PAL

Pdl

SDS

SUV

Vo
Z-average

Vyznam skratky

Plocha povrchu hydrofébneho jadra agregatu

Brewster uhlovy mikroskop

Kriticka micelarna koncentracia
Katanionovy amfifilny par
Dimetyldimyristylamonium bromid
Dimetyldipalmitylamoénium bromid
Dimetyldioctadecylamonium bromid
Dimetyldioctadecylamonium chlorid
Dynamicky rozptyl svetla
Elektroforeticky rozptyl svetla
Hexadecyltrimetylamonium bromid
Amfifilny iénovy par

DiZka chvostu povrchovo aktivnej latky
Velké unilamelarne vezikuly
Molekularna dynamika
Multilamelarne vezikuly

Baliaci parameter

Povrchovo aktivna latka

Koeficient polydisperzity

Soédium dodecyl sulfat

Malé unilamelarne vezikuly

Objem hydrofobneho ret'azca

Stredna vel'kost’ Castic
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9 PRILOHA

9.1 Vysledky vplyvu dispergacie na stabilitu systému

Tab. 5: Namerané hodnoty vzoriek SEPT-DS, 9:1 IPA: C18-C18Cl, 40 mol.% chol., po 1 dni od

dispergacie.
Priemerna vel’kost’ ¢astic [nm] Pdl [-] Zeta potencial [mV]
10kJ 110 £ 15 0,433 £ 0,010 54 + 16
15kJ 102 £ 15 0,372 = 0,066 504
20kJ 899 0,361 = 0,047 62 = 6
25kJ 827 0,302 = 0,008 522
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Obr. 27: Graf intenzity rozptyleného svetla na velkosti c¢astic vzoriek SEPT-DS, 9:1 IPA:C18-C18Cl,
40 mol.% chol, 1 den a 28 dni od sonifikacie pre hodnoty dispercacnej energie 20 a 25 KJ.
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9.2 Vysledky vplyvu cholesterolu na stabilitu systému
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Obr. 28: Graf intenzity rozptyleného svetla na velkosti castic vzoriek cholesterolovej rady merané
prvy den po dispergacii.
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Obr. 29: Graf distribucie castic o roznom percentudlnom zastupeni cholesterolu 1 a 28 den od
sonifikacie.
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