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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva kataniontovymi vezikularnimi systémy tvofenych ziontovych
amfifilnich para (IPA) ajejich vlastnostmi v piitomnosti iontové sily. Tontové amfifilni pary byly
vytvofeny z jednofetézcovych tenzidt — kationaktivniho tenzidu HTMAB (hexadecyltrimethylamonium
bromid) a anionaktivniho tenzidu SDS (dodecylsiran sodny). Nasledné byl pfidan dvoufetézcovy
kationaktivni tenzid DODAC (dioktadecyldimethylamonium chlorid), diky némuz jsou vezikularni
systémy kladné nabité a elektrostaticky stabilizované. Dalsi stabilizace tohoto vezikularniho systému
byla podpoiena pridavkem cholesterolu. Systém vykazuje pomérné dobrou stabilitu, jestlize je tvoren
290 % IPA a 10 % DODAC a pridavek cholesterolu v membrané dosahuje 43 mol.%. Tato stabilita Ize
narus$it podminkami okolniho prostfedi, jako je napf. iontova sila. Ta byla vytvofena pomoci fady
roztokl NaCl o koncentracich 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 50,0; 100,0; 150,0 a 300,0 mM. Zména vlastnosti
vezikularniho systému vlivem pusobeni iontové sily byla analyzovana pomoci elektroforetického
a dynamického rozptylu svétla, fluorescencni anizotropie a generalizované polarizace. Meéfenim
elektroforetického rozptylu svétla byl ziskan {—potencial, sjehoZz pomoci byla urCovana stabilita
systému. Dynamickym rozptylem svétla byla urcena velikost vezikul. Metodou fluorescencni
anizotropie byla uréovana tekutost vezikularnich membran, ato s pomoci sondy DPH (1,6-difenyl-
1,3,5-hexatrien).  Generalizovanou polarizaci S vyuzitim sondy Laurdan (6-dodekanoyl-2-
(dimethylamino)naftalen) byl pozorovan hydrata¢ni obal vezikul. Bylo zjisténo, Ze pfi pouziti nizké
iontové sily (0,5 az 2,0 mM) klesa velikost vezikul a pfi pouZiti vysoké iontové sily (50,0 az 300,0 mM)
velikost roste. (—potencial vykazoval stejny trend pro celou koncentra¢ni fadu, kde s rostouci iontovou
silou rapidné klesala jeho hodnota. Nestabilni vzorky jsou dle {—potencialu vzorky s obsahem soli 50,0
az 300,0 mM. Fluorescenéni anizotropie klesa s rostouci teplotou a s rostouci iontovou silou. Z toho
vyplyva, ze S rostouci koncentraci soli a teplotou roste fluidita membrany. Hodnota generalizované
polarizace klesa s rostouci teplotou, ¢imz roste solvatace membrany vezikul. Pfi vyssich koncentracich
chloridu sodného (50,0 az 300,0 mM) byly hodnoty generalizované polarizace nejvyssi, coZ znamena,
Ze membrana je mén¢é hydratovana, a tedy vice usporadana.

KLICOVA SLOVA:

Kataniontové vezikuly, iontovy amfifilni par, iontova sila, {—potencial, dynamicky rozptyl svétla,
fluorescencni anizotropie, generalizovana polarizace, fluidita, solvatace, DPH, Laurdan



ABSTRACT

The Bachelor thesis studies catanionic vesicle systems consisting of ion pair amphiphile (IPA) and their
properties in the presence of ionic strength. lon pair amphiphile was prepared from single-chained
surfactants: cationic surfactant HTMAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) and anionic
surfactant SDS (sodium lauryl sulfate). Cationic double-chained surfactant DDAC
(dimethyldioctadecylammonium chloride) was added in order to stabilize the vesicle system and make
it positively charged. Cholesterol was also added to further stabilize the vesicle system. The system is
considered to be relatively stable when consisting of 90 % IPA and 10 % DDAC with 43 mol.%
cholesterol in a membrane. The stability of the system can be disrupted by external factors such as ionic
strength. The lonic strength was induced by NaCl solutions of varying concentrations (0.0, 0.5, 1.0, 2.0,
50.0, 100.0, 150.0 and 300.0 mM). The change of properties of a vesicle system, which was induced by
ionic strength, was analyzed by electrophoretic and dynamic light scattering, fluorescence anisotropy,
and generalized polarization. {—potential was obtained by electrophoretic light scattering analysis which
determines the stability of the system. Dynamic light scattering measurement resulted in the
determination of the size of vesicles. The fluidity of vesicles’ membranes was examined by fluorescence
anisotropy with DPH (1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene) as a probe. The hydration shell of vesicles was
observed by generalized polarization with Laurdan (2-(dimethylamino)-6-dodecanoylnaphthalene) as
a probe. As a result, it was found out that low ionic strength (0.5 to 2.0 mM) causes a decrease in the
size of vesicles and high ionic strength (50.0 to 300.0 mM) causes vesicles to grow in size. {—potential
showed a consistent trend for the whole concentration series — its value rapidly decreasing with
increasing ionic strength. The samples with the concentrations of salt 50.0 to 300.0 mM were considered
unstable according to the C(—potential data. Fluorescence anisotropy decreases with increasing
temperature and increasing ionic strength. The value of generalized polarization decreases with
increasing temperature; hence there is more solvation of a vesicle membrane. The highest value of
generalized polarization was measured when the concentration of sodium chloride was relatively high
(from 50.0 to 300.0 mM), as a result of which the membrane was less hydrated and therefore, more
organized.

KEY WORDS:

Catanionic vesicles, ion pair amphiphile (IPA), ionic strength, {—potential, dynamic light scattering,
fluorescence anisotropy, generalized polarization, fluidity, solvation, DPH, Laurdan
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1 UVOD

V této praci jsem se zabyvala iontovy amfifilni pary, coz jsou v podstaté systémy tvoiené dvéma tenzidy.
Pouzivané tenzidy pro tvorbu iontovych amfifilnich part disponuji navzajem opaénym nabojem na
jejich funkénich skupinach. Nejvice pouzivany a prostudovany systém je vytvoren z kationaktivniho
tenzidu HTMAB (hexadecyltrimethylamonium bromid) a anionaktivniho tenzidu SDS (dodecylsiran
sodny). Typicky jsou tyto tenzidy jednofetézcové a jejich spojenim vznika pseudo-dvoufetézcovy
tenzidovy systém nazyvany jako iontovy amfifilni par (z ang. IPA). Vzajemna interakce tenzidu je
zpusobena elektrostatickym ptisobenim mezi funkénimi skupinami a hydrofobnimi interakcemi mezi
uhlovodikovymi fetézci. Takto vznikly iontovy amfifilni par je neutralni a vlivem své amfifilni povahy
ma tendenci ve vodném prostiedi vytvaret koloidni struktury, konkrétné vezikuly. Bézné se takto
vytvofené koloidni systémy z iontovych amfifilnich part oznacuji jako tzv. kataniontové vezikuly.
Jednéd se outvary kulovitétho dutého charakteru, jejichz membrana je Vtomto pfipadé tvotfena
dvojvrstvou z iontovych amfifilnich part. Stabilita téchto vytvorenych kataniontovych vezikularnich
systémil neni ptili§ dobra. Z tohoto diivodu je do systému pridan cholesterol nebo dalsi ionogenni tenzid,
které plni funkci stabiliza¢nich ¢inidel. Ionogenni tenzid stabilizuje systém elektrostaticky. Tedy
ptidavkem nabitého tenzidu do téchto systému dochazi K nabiti membran kataniontovych vezikul, coz
zpisobuje, ze vezikuly nemaji tendenci agregovat anasledné sedimentovat kvuli prevladajicim
repulznim sildm. Co se tyCe cholesterolu, ten stabilizuje vezikuly obdobnymi mechanismy, jako ptisobi
v lipozomech a jinych lipidovych systémech — snizuje fluiditu membrany. Velmi Casto dochazi ke
spojeni obou forem stabilizace, aby byl ziskan co nejstabilnéjsi systém.

Iontové amfifilni pary jsou Vv dnesni dobé pomérmné probirané téma, které stale nabyva na vyznamu.
Piedevsim je sledovan jejich vyvoj a potencionalni vyuziti v oboru farmaceutickém, biologickém
i medicinském. Toto mozné vyuziti vychazi z chemické podstaty iontovych amfifilnich part, ato
konkrétné, ze IPA obsahuji jak hydrofilni, tak hydrofobni ¢asti. Vlivem této struktury vytvari ve vodném
prostiedi kataniontové vezikuly, a tim umoziiuji napf. enkapsulaci riznych latek, jako jsou 1éCiva,
vitaminy ¢&i jiné biologicky aktivni latky. Obdobnou vlastnosti disponuji i liposomy tvofené
z fosfolipidi. Liposomy lze oznacit jakozto fungujici a biokompatibilni model, ke kterému se tvorbou
kataniontovych vezikularnich systému z iontovych amfifilnich part chceme v budoucnu co nejvice
ptiblizit. Toto pfipodobnéni se muze tykat jak jejich stability, chovani ve fyziologickém prostiedi, tak
i jejich moznym vyuzitim Vv praxi. Divodem, pro¢ se snazime vytvofit napodobeninu jiz fungujiciho
systému, jsou nizké naklady na jejich tvorbu, coz nelze tict 0 fosfolipidech jakozto stavebnich kamenech
pro liposomy.

Cilem této bakalaiské prace je zjistit vliv proménlivé iontové sily vytvorené z roztoku NaCl na vlastnosti
takto vytvotenych kataniontovych vezikularnich systému. Zejména byly sledovany vlastnosti jako je
velikost, (—potencial, mikroviskozita membrany ajeji solvatace ve vnéjsi casti. Charakterizace
a kvantifikace téchto vlastnosti nastala pomoci nejvice vyuzivanych metod, které byly vybrany na
zaklad¢ literarni resSerSe. Konkrétné se jedna o metody elektroforeticky a dynamicky rozptyl svétla,
fluorescenéni anizotropie (S vyuzitim sondy DPH) a generalizovana polarizace (s fluorescenéni sondou
Laurdan).



2  TEORETICKA CAST
2.1 Tenzidy

Tenzidy jsou latky, nejCastéji organického charakteru, které se pii nizSich koncentracich hromadi na
povrchu neboli mezifdzovém rozhrani mezi vzajemné nemisitelnymi tekutinami. Tento jev zpisobuje,
ze tyto latky snizuji hodnotu mezifizové energie, a zZ tohoto divodu jsou taktéz oznaCovany za
povrchové aktivni latky (PAL). Molekuly tenzidl jsou teoreticky slozeny ze dvou casti (Obr. 1):
hydrofobni a hydrofilni, omezime-li se na vodné prosttedi. Hydrofobni slozka PAL je obvykle tvofena
dlouhym uhlovodikovym fetézcem (b&zné Sestnact a vice uhliki), ktery nejcastéji neni nikterak vétven.
Mnohdy je tento usek molekuly oznacovan jako tzv. hydrofobni ocas. Jak uz napovida nazev, tato ¢ast
s vodou témeéf vibec neinteraguje. Naopak hydrofilni ¢ast S vodou interaguje velmi ochotné, ato
z ditvodu chemické struktury tohoto podilu molekuly tenzidu. Hydrofilni ¢ast, tzv. hlava, je tvofena
predevsim riiznymi polarnimi funkénimi skupinami. Typickym piikladem jsou funkéni skupiny na bazi
dusiku (amidy, aminy, amoniové soli) nebo sulfaty, fosfaty atd. Vlastnosti tenzidl jsou ovlivnény jak
délkou hydrofobniho fetézce, tak typem funkéni skupiny. V disledku chemické struktury tenzidi
dochazi k ,,samoorganizaci tenzidt (z ang. self-assembly) ve vodném prostfedi. Samotna formace do
ruznych utvart je pohanéna snahou dosahnout co nejmensi Gibbsovy volné energie, a lze ji tedy oznacit
za dusledek druhé véty termodynamiky (viz v kapitole Tvorba micel) [1; 2; 3].

Hydrofobni ¢ast — uhlovodikovy fetézec

Hydrofilni ¢ast — funkéni skupiny

1. 2. 3. 4

Obr. 1: Vybrané tenzidy s rozliSenim hydrofilni a hydrofobni casti. 1. jednoretézcovy tenzid, 2. dvouretézcovy
tenzid, 3. Gemini tenzid, 4. Bolaform tenzid [3].
Dle schopnosti hydrofilni hlavy disociovat ve vodném prostfedi je mozné rozliSovat dvé zakladni
skupiny tenzidd: neionogenni a ionogenni tenzidy [1; 3]. Neionogenni tenzidy nepodléhaji disociaci —
jsou neutrdlni. Tento typ tenzidd ma tendenci udrzovat si fyziologické pH nebo hodnoty tomuto pH
blizké. Tato vlastnost muze Vv budoucnosti souviset s potencionalnim vyuzitim niosomi (vezikul
vytvofenych z neionogennich PAL) ve farmaceutickém nebo biologickém priamyslu (transport 1é¢iv ve
form¢ peptidd, proteind, antigenii...) [4]. Ionogenni PAL jsou nasledné rozliSeny podle schopnosti
surfaktantu ziskat rizny typ naboje na kationaktivni (viz v kapitole Kationaktivni tenzidy), anionaktivni
(viz v kapitole Anionaktivni tenzidy) a amfoterni [1; 3]. Amfoterni tenzidy (tzv. zwitterionické) maji
jak kladné, tak zaporné centrum na polarni ¢asti molekuly, tudiz naboj tohoto tenzidu je ovlivnén pH
hodnotou prostiedi. Tyto tenzidy jsou velmi Casto pouZivany K analytické separaci, jako napiiklad
Vv kapilarni  elektroforéze, Viontové chromatografii nebo iV micelarni elektrokinetické
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chromatografii [5]. Obecné existuje vice moznosti déleni (nékteré tyto typy jsou schematicky uvedeny
na Obr. 1) napiiklad podle poctu hydrofilnich fetézct, kterymi jednotlivé tenzidy disponuji
(jednotetézcové, dvoutetézcové, vicetetézcové a dalsi), podle poctu polarnich skupin (napiiklad
z ang. gemini) nebo dalsi specialni typy (napfiklad z ang. bolaform) [3].

2.1.1 Kationaktivni tenzidy

Kationaktivni tenzidy ve vodném prostiedi nesou pozitivni naboj na disociované funkcni skupiné po
odstépeni zaporné nabitého protiiontu [2]. To, jak snadno bude vytvofen kationaktivni tenzid
v disocia¢nim mechanismu, zavisi na mnoha faktorech jako naptiklad na samotné struktufe tenzidu, na
poctu polarnich skupin, na typu protiiontu nebo i na hodnoté disociaéni konstanty [6]. Polarni funk¢ni
skupinu velmi ¢asto U téchto tenzidl tvofi amonné soli a protiionty jsou obvykle zastoupeny ve forme
halogenidovych iontt. Jako typicky ptiklad téchto surfaktanti lze uvést hexadecyltrimethylamonium
halogenid (HTMAX) — HTMAC nebo HTMAB [2; 6].

Kationaktivnich tenzidi je pomérné velké mnozstvi, nicméné jejich pouziti je Casto omezovano vysokou
cytotoxicitou. Cytotoxické mechanismy, kterymi tyto tenzidy disponuji, jsou osmoticka lyza
a solubilizaéni mechanismus. Piesto lze najit i kationaktivni tenzidy, které jsou v praxi velmi pouzivané
diky jejich antibakteridlnim uc¢inkim. Tyto tenzidy obvykle obsahuji skupiny, které zvysuji
biokompatibilitu tenzidu, typicky to jsou amidy, amidové kyseliny, estery a dalsi. Tyto tenzidy mohou
byt nasledné pouzity i v potravinaiském nebo zdravotnickém pramyslu [6].

Hexadecyltrimethylamonium bromid (HTMAB)

Jedna se 0 kationaktivni tenzid, ktery je znamy i pod jinymi nazvy, napiiklad cetrimonium-bromid nebo
cetyltrimethylamonium bromid neboli CTAB. Z hlediska organické chemie se jedna o kvartérni
amonnou sul (Obr. 2), a zaroven je to jednotetézcova povrchové aktivni latka [7], jejiz hodnota kritické
micelarni koncentrace odpovida 0,92 mmol-dm=3. K tvorb& micel dochazi pfi dosazeni Krafftovy
teploty, ktera pro HTMAB odpovida hodnoté 298 K. Pti vytvofeni micel se bromidové ionty zdrzuji
Vv blizkosti kladn¢ nabité micely [8].

Co se tyCe samotného hexadecyltrimethylamonia, at’ uz Sjeho bromidovym nebo chloridovym
aniontem, je vyuzivan diky jeho dobrym antibakterialnim G¢inklim nebo antiseptickym t¢inkiim proti
houbam. Aplikace jsou obvykle zaméfeny na biologickou nebo nanocasticovou sféru. Z biologického
hlediska ma pomérné Siroké vyuziti ve spojeni S izolaci DNA. Slouzi obvykle jako pufr pti bunécné
lyze, protoze dokaze udrzovat jednotnost DNA Vv procesu izolace. Z hlediska nano¢astic je pouzivan
jako rustové ¢inidlo a stabilizator pii tvorbé kovovych nanocastic [8]. Jeho vyuziti z hlediska primyslu
je orientovano do vlasové kosmetiky, a to pouze na vybrané produkty z divodu pomérné vysoké ceny
V porovnanim $ ostatnimi tenzidy [1].

e
_CH
H,C \N+ 3

WW\/\/\/\\/ \ Br
CHj;
Obr. 2: Chemicka struktura HTMAB [7].

Dioktadecyldimethylamonium chlorid (DODAC)

Tento kationaktivni tenzid je povrchové aktivni latka organického ptivodu. Opét se jedna, obdobné jako
u HTMAB, o kvartérni amoniovou sul. Nicméné tento surfaktant disponuje dvéma dlouhymi
uhlovodikovymi fetézci (Obr. 3) [9].
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Z hlediska jeho aplikaci byval pouzivan jako ptidavek do avivaze. Nicmén¢ z diivodu nizké schopnosti
biodegradace se dnes nevyuziva Vtakové mife jako v minulosti. | pfes jeho horsi biologickou
rozlozitelnost je stale vyuzivan v kosmetickém pramyslu, a to diky jeho dobrym povrchové aktivnim
vlastnostem [10]. Dalsi vyuziti DODAC souvisi S organickou syntézou, kde pisobi jako katalyzator
[11].

CHS”"n. |<'| NN N NN NN
cHy” [ ©

Obr. 3: Chemicka struktura DODAC dle [1].
2.1.2 Anionaktivni tenzidy

Anionaktivni tenzidy jsou opatfeny zapornym nabojem na poldrni ¢asti molekuly PAL. V procesu
disociace dojde k tomu, ze kladny iont se odstépi a molekula se nabije zaporné [2; 3]. Funkéni skupiny
zastoupené piirodni surfaktanty, které maji Siroké vyuziti v kosmetickém pramyslu a hygienickych
potiebach (mydla, sprchové gely, vlasové Sampoény a dalsi) [3].

Tento typ tenzidi ma i Sirokou navaznost na biologické latky. Dokazou se elektrostaticky navazat na
peptidy, proteiny i enzymy [3; 12]. Vytvofenim této nekovalentni vazby mohou zpisobit zménu V jejich
procesu baleni a formovani vysSich struktur, coz samoziejmé miize mit dopad na funkci téchto latek.
Zména funkce proteind, popf. peptidi mize mit i blahodarné nasledky v antivirovém boji proti HIV
[12].

Dodecylsiran sodny (SDS)

Dodecylsiran sodny je jednofetézcovy anionaktivni tenzid [13]. Vzhledem K jeho chemické struktuie
(Obr. 4) se jedna o typicky detergent, tedy 0 povrchovou aktivni latku s isticimi schopnostmi [14]. Jeho
kriticka micelarni koncentrace pii laboratorni teploté (25 °C) se pohybuje v rozmezi 7 az 10 mM.
V piipadé, Ze se roztok dodecylsiranu sodného zchladi na nizkou teplotu, dojde K jeho vysrazeni,
predevsim V piitomnosti draselné soli [15].

SDS, jako typicky anionaktivni surfaktant s krystalickou strukturou, je vyuzivan jako modelovy ptiklad
pro experimentalni i teoretické studie [13]. Z laboratorniho hlediska je aplikovan pii bunééné lyze
v pribéhu extrakce RNA nebo DNA. Tento tenzid je také soucasti gelové elektroforézy, konkrétné
tzv. SDS-PAGE. Tato metoda vyuziva SDS jako maskovaci C¢inidlo naboje proteinu [15].
Z primyslového hlediska je SDS vyuzivan Vv hygienickych pfipravcich, v kosmetickém primyslu, ale
i V potravinafském pramyslu jako pfisada [14].
- +
'®) Na
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Obr. 4: Chemicka struktura SDS [7].

2.2  Asociativni koloidy

Asociativni koloidy jsou specifickou skupinou koloidnich disperznich soustav. Jejich velikost se
pohybuje v rozmezi od 1 nm do 1 um, coz je také jedna z vlastnosti, kterou se 1isi od pravych roztoka
(analytickych disperzi) [16]. Asociativni koloidy jsou tvofeny povrchové aktivnimi latkami, které se
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mohou shlukovat do celkt riznych tvarti nebo velikosti [17]. Jednim z téchto itvart jsou micely, a praveé
proto jsou tyto koloidni soustavy Casto oznaCovany i jako tzv. micelarni koloidy. Micely nepietrzité
podléhaji strukturnim zménam, ve smyslu neustalé vymény PAL z micel do roztoku a naopak [18].

2.2.1 Tvorba micel

Tvorba sférickych micel a dalSich utvari je zaloZzena na chemické struktufe tenzidd a na podstaté jejich
charakteristického chovani v roztocich. V pribéhu tohoto procesu se hydrofobni Casti molekul
surfaktanttl shlukuji K sobé a vytvaii tak centralni ¢asti micel [3]. Cilem je tedy minimalizovat kontakt
nepolarnich Gsektt molekul PAL s vodou, resp. snizit Gibbsovou volnou energii na co nejniz§i moznou
hodnotu. Vodné prostiedi ma totiz vysokou hodnotu kohéznich sil, kterym nedokazou konkurovat
ostatni sily piisobici mezi hydrofobnimi fetézci nebo sily piisobici mezi vodou a hydrofobnimi fetézci
[17]. Na druhou stranu se hydrofilni ¢asti orientuji smérem K vodnému prostiedi [3]. Micely mohou byt
neutralni nebo nabité. Micely s nabojem vznikaji z ionogennich tenzidii a po odstranéni protiiontd
z roztoku. Neutralni micely vznikaji z neionogennich tenzidii nebo ionogennich tenzidl, U nichz je
nabita micela obklopena jejich protiionty, které tak vytvari elektrickou dvojvrstvu [17].

K samotnému vzniku micel dochazi az v bod¢, kdy je v roztoku dostatek tenzidd, resp. kdyz je dosazeno
tzv. kritické micelarni koncentrace (CMC, z ang. critical micellar concentration) [3; 17]. Hodnota CMC
se U velkého mnozstvi tenzidd vyskytuje V rozmezi desitek pmol-dm™ az jednotek mmol-dm3 [17].
Jedna z dulezitych charakteristik PAL pro jejich agregaci je jejich rozpustnost v daném prostiedi. Aby
tedy vubec doslo K tvorbé micel, musi nejprve dojit K rozpusténi tenzidi v daném prostiedi. Zaroven
u vétsiny PAL plati, Ze jejich rozpustnost klesa s rostouci délkou uhlovodikového fetézce. Z tohoto
divodu je v nékterych ptipadech nutno podpofit rozpousténi dodanim energie. Dodana energie zptisobi
zvySeni teploty, ktera obvykle podporuje rozpousteéni. Specificka teplota pro tvorbu micel je oznacovana
jako tzv. Krafftova teplota [18].

Pii dosazeni CMC dojde ke skokové zméné u nékterych veli¢in (Obr. 5). Vyrazné zlomy se vyskytuji
napiiklad u molarni vodivosti, povrchového napéti, osmotického tlaku a turbidité, zatimco nepatrné
zlomy lze nalézt U hustoty nebo viskozity. Jednotné jsou tyto zmény pfisuzovany prechodu analytickych
disperzi (majici ¢astice disperzniho podilu mensi nez 1 nm) na koloidni. Pomérné charakteristické je
znazornéni klesajici hodnoty povrchového napéti do bodu dosazeni kritické micelarni koncentrace. To
je zpusobeno piitomnosti tenzidii V roztoku, které touto vlastnosti disponuji. Za hodnotou CMC se
nasledné povrchové napéti téméf neméni, ato z toho divodu, Ze je skoro veSkeré mnozstvi PAL
v roztoku (i to pfidavané) okamzité vazano do micel a dalSich celkd [17; 18].

—
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Obr. 5: Schematické zndzornéni nékterych veli¢in na koncentraci a jejich zména V trendu pri CMC [17].
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2.2.2 Tvary asociativnich koloidi a kriticky sbalovaci parametr

Tvary asociativnich koloidd jsou dany velicinou tzv. kritickym sbalovacim parametrem p, ktery je
definovany nasledujici rovnici:

Vv

p=—m (1)

kde v je objem hydrofobniho fetézce tenzidu, I je délka uhlovodikového fetézce a ao je efektivni plocha
funkéni skupiny. Na zakladé¢ vysledné hodnoty tohoto bezrozmérného parametru p lze predpovédét, jaké
tvary v daném prostiedi z tenzidl pii koncentraci odpovidajici CMC vzniknou [19; 20; 21].

a, -l

c

Jestlize kriticky sbalovaci parametr ma hodnotu0 < p <1/3, pak vznikaji micely [19; 20; 22]. Jak jiz

bylo diive zminéno, micely jsou kulovité plné Gtvary tvofené z tenzidli. A pokud se tyto PAL vyskytuji
ve vodném prostredi, tak centralni ¢ast micely tvoii uhlovodikové fetézce, zatimco na povrchu jsou
polarni funkéni skupiny [17; 18]. Micely vznikajici pti CMC nebo jeji blizkosti jsou pomérné malé
a tvofené nejvyse 150 PAL. Nekdy byvaji oznaceny jako tzv. Hartleyovy micely (Obr. 6a) [17].

V nevodném prostredi by toto uskupeni bylo pfesné naopak. Vnitini ¢ast by byla tvofena funkénimi
skupinami a vngjsi ¢ast hydrofobnimi fetézci. Micely tvorené Vnevodném médiu jsou nékdy
oznacované jako tzv. obracené micely (Obr. 6d). Nicméné tento druh micel se nevyskytuje v takové
mife jako micely utvarejici se v prostiedi vodném. Je zde naptiklad problém s uréenim kritické micelarni
koncentrace [17]. Hodnota kritického sbalovaciho parametru je v tomto piipadé vétsi nez 1 [21].

V piipadé, ze nadale dodavame tenzidy do roztoku, muze dojit k deformaci Hartleyovych micel,
resp. dochazi K jejich rustu. Mohou se tak vytvaret elipsovité struktury, vezikuly, cylindrické, vlaknité
(Obr. 6b) nebo vrstevnaté struktury [18]. Aby doslo K tvorbé vezikul, musi Se hodnota kritického
sbalovaciho parametru pohybovat v rozmezi0,5 < p <1 [21; 22]. Vezikula je na rozdil od micely duty
kulovity ttvar tvofeny dvéma vrstvami PAL, ktery muZe do svého stfedu pohltit rizné latky [17].
Vrstevnaté struktury vznikaji pfi vy$Sich koncentracich surfaktantt v roztoku a hodnota kritického
sbalovaciho parametru je rovna 1 [21]. McBainovy micely (Obr. 6¢) jsou tvofeny dvéma vrstvami, kde
se uhlovodikové fetézce tenzidl orientuji k sobé navzajem, zatimco polarni skupiny se jako obvykle
orientuji smérem do vodného prostiedi. V piipadé, Ze se i nadale ptidava mnozstvi tenzida do roztoku,
McBainovy micely se za¢inaji skladat tzv. na sebe. Polarni skupiny se orientuji k sob& a mezi nimi se
mohou vyskytovat i molekuly vody. Pfi velmi vysoké koncentraci PAL V roztoku piechazi koloidni
disperzni soustavy v gel vlivem charakteristického uspofadani laminarnich struktur v roztoku [17].

(a) (d) uhlovodikovy
/ fetézec
T

5\ {)' $ fnitai / {' ’1.,‘_ épolémi

protiionty

L ~~ ; todi
T~ molekuly _— skupina prostredi
PAL 4
Hartleyova valcova lammarm obracena
micela micela McBainova micela micela

Obr. 6: Charakteristické strukturni tvary micel vinikajici ve vodném prostiedi (a—C) a obrdcena micela
V nevodném prostredi (d) [17].

2.2.3 Pouziti asociativnich koloida

Vyuziti micel je pomérné rozsahlé — naptiklad mohou micelarni koloidy ovlivnit rychlost chemické
reakce. Tento proces je poté nazyvan jako tzv. micelarni katalyza, kde micely pusobi jako
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katalyzatory [18]. Dal$i vyuziti micel souvisi $ polymeraci pomoci emulzi, dochazi tak k tvorbé latext.
Vyznamné je vyuziti v kosmetickém primyslu nebo potravinarském prumyslu [17].

Nicméné nejvyznamnéjsi ulohu zastavaji v procesech ¢isténi. Diky tomu, ze micely obsahuji jak
hydrofilni, tak hydrofobni c¢asti molekul, mohou existovat v obou typech prostiedi (vodném
i nevodném) a zaroven se V nich formovat ve vyssi struktury. Necistoty jsou obvykle latky hydrofobni
povahy, tudiz ve vodé nejsou rozpustné. Po piidavku PAL do roztoku dojde k adsorpci tenzidd na
necistoty jejich hydrofobnimi ¢astmi. Tim dojde ke sniZeni povrchového napéti, jehoz disledkem je
lepsi interakce necistoty a okolniho média. Necistota se tak zacina odpoutavat od znecisténé latky do
roztoku, kde je obalovana surfaktanty a vytvari se micely, popt. vezikuly, V jejichZ centralni ¢asti je
uschovana hydrofobni necistota. Obalenim necistoty pomoci tenzidi dojde ke zmén¢ charakteru
puvodni necistoty, stava se tak hydrofilnim utvarem. Vznikla micela je V pouZzitém rozpoustédle stabilni.
Cely vyse popsany zpusob je V podstaté zaloZeny na procesu solubilizace a detergence. Z tohoto divodu
jsou tenzidy Casto oznaCovany za detergenty, protoze majoritni ¢ast z nich vyuziva proces solubilizace
k ¢isténi a prani [17; 18].

2.3 lontovy amfifilni par (IPA)

V dnesni dobé velmi pouzivany termin iontovych amfifilnich parti (IPA, z ang. ion pair amphiphile) byl
studovan jiz v roce 1987, kdy byl definovan prvni kataniontovy tenzid. Na tuto problematiku nasledné
navazalo mnoho studii zabyvajicich se riznymi typy iontovych amfifilnich paru, resp. kataniontovych
tenzidii. [IPA lze definovat jako tenzidovy systém vytvofeny minimalné ze dvou ionogennich tenzidu.
Pii procesu formace tohoto systému je obvykle pouzivana iontova ekvivalence (popf. ekvimolarni
pomér V pripadé rovnocenného zastoupeni funkénich skupin na tenzidech) kationaktivnich
a anionaktivnich tenzidt, coz zpisobuje tvorbu nenabitych tenzidovych systémi [23]. Kationaktivni
a anionaktivni tenzidy jsou spojeny pomoci elektrostatickych (nekovalentnich) interakci mezi
disociovanymi funkénimi skupinami ionogennich tenzidi a pomoci hydrofobniho plsobeni mezi
uhlovodikovymi fetézci [24]. Obecné lze charakterizovat Ctyfi typy iontovych amfifilnich part podle
typd aplikovanych tenzidd, resp. podle poctu uhlovodikovych fetézcl a funkénich skupin, kterymi
disponuji tyto pouzité tenzidy [23].

Nejvice pouzivany typ iontovych amfifilnich part je vytvofen pomoci jednotetézcovych kationaktivnich
a anionaktivnich tenzidi, kazdy z nich disponujici jednou funkéni skupinou [24; 25; 26]. Spojenim
téchto typu tenzidi se vytvofi, jak jiz bylo vySe zminéno, neutralni utvar [23; 25]. Tento tenzidovy
systém je obvykle vytvafen ve vodném prostiedi a pti pouziti ekvimolarniho poméru [24]. Zaroven je
v procesu formulace iontovych amfifilnich parit bézné, ze se pifi tomto procesu odstranuji jejich
protiionty z roztoku a vytvaii se tak ¢ista IPA. Rozdily ve vlastnostech mezi iontovymi amfifilnimi pary,
které obsahuji protiionty, a témi, které je neobsahuji, se velmi tézko posuzuji. Ke zjisténi téchto rozdili
by musely byt nastavené stejné podminky meéteni jako naptiklad zamezeni dalSiho ptidavku soli,
elektrolytu nebo pufru [27]. Nicméné obecné lze fict, Ze vlastnosti IPA jsou negativné ovlivnény
ptitomnosti jejich protiiont v roztoku [23].

Struktura tohoto tzv. pseudo-dvoufetézcového tenzidového systému velmi ptipomina strukturu
samotnych fosfolipidi. Nicméné podstatny rozdil mezi lipidy a IPA je jejich ekonomicka stranka, ktera
se priklani na stranu IPA, protoze tenzidy jsou mnohem Iépe ekonomicky dostupné [26].

Piiprava samotného IPA je obvykle zcela spontanni proces [26]. Zakladni zplsoby piipravy
kataniontovych tenzidl jsou obvykle zalozeny na srazecich ¢i extrakénich metodach, odpatovani nebo
metodach vymeény iontd. Precipitatni metoda je nejvice vyuzivanou metodou piipravy iontovych
amfifilnich paru, pficemz existuji dva pouzivané postupy této metody [23]. Prvni metoda je zaloZzena na
smichani dostatecného mnozstvi kationaktivniho a anionaktivniho tenzidu ve vodném prostiredi.
Nasleduje filtrace, kterd umoZzni odstranéni protiiontii od vytvofeného systému IPA. Posledni faze
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tohoto procesu piipravy IPA je vysuSeni vzniklé srazeniny IPA [23; 25; 28]. Touto metodou dochazi
k vytvoteni ¢istého systému IPA na rozdil od druhé metody. Druhy typ precipita¢ni metody je zalozeny
na srazeni anionaktivniho tenzidu obsahujici Li* nebo Na* kationty ve vodném prostiedi, ve kterém jsou
rozptyleny Ag* ionty. Nasleduje purifikace a rozpusténi ve smési organického a vodného prostiedi.
V této fazi je mozné pfidat piislusné mnozstvi kationaktivniho tenzidu obsahujici halogenidovy iont,
obvykle chloridovy nebo bromidovy [23]. Dalsi ¢asto vyuzivana metoda piipravy je metoda zalozena
na iontové vymeéne. Tato metoda je zaloZend na preméné kationaktivnich tenzidd na jejich hydroxidové
formy, zatimco anionaktivni PAL jsou protonovany pomoci iontoméni¢ovych pryskyfic. Takto vzniklé
roztoky jsou ndsledné smichany a podléhaji klasické acidobazické reakci za tvorby vysledného produktu
kataniontovych vezikul [23; 24].

Vyskytuji-li se iontové amfifilni pary ve vodném prostiedi a je jich tam dostatek, formuji se do vezikul
(Obr. 7) [25]. Pfedpoklad, ze se budou tvotit pravé vezikularni systémy, souvisi S kritickym sbalovacim
parametrem, ktery je charakterizovany vlastnostmi tenzidt tvofici IPA. Konkrétné se jedna 0 objem
a délku hydrofobnich fetézcti a efektivni plochu funkénich skupin. Plocha, kterou zaobiraji
elektrostaticky spojené funkcéni skupiny, je mensi, nez kdyz jsou zvlast. Jedna se pravé o disledek
elektrostatického ptisobeni. Kriticky sbalovaci parametr tedy v tomto ptipadé odpovida hodnoté od 0,5
do 1, ktery se vztahuje K tvorbé vezikul [22; 25]. Nicméné tvorba vezikularnich systému neni zavisla
jen na kritickém sbalovacim parametru, je ovlivnéna i teplotou, pfitomnymi solemi nebo alkoholy
v roztoku [22]. Celkové vzato lze fict, ze iontové amfifilni pary velmi ochotné vytvaii vezikularni
systémy, které se v tomto ptipadé nazyvaji kataniontové vezikularni systémy [23].
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Obr. 7: Schematické zndzornéni tvorby kataniontovych vezikul 7 1PA dle [23].

2.3.1 Kataniontové vezikularni systémy

Vznik kataniontovych vezikularnich systému je pohanén (jako u samotnych tenzid) snahou vytvofit
systém, ktery bude mit v daném prostfedi minimalni energii. Tudiz Gsili vytvaret vezikuly souvisi
s cilem omezit kontakt hydrofobnich fetézct s vodou [3; 17]. Samotna ptiprava vezikularnich systému
z iontovych amfifilnich pari (jak jiz bylo diive zminéno) je obvykle spontanni proces [23]. Pti nastaveni
spravné teploty prostiedi a koncentrace pouzitych tenzidd lze rovnou vytvaret tzv. unilamelarni
vezikuly, tedy vezikuly s jednou membranou [22]. Nicméné v nékterych ptipadech je mozné vyuzit pro
pripravu kataniontovych vezikul i ¢aste¢né spontdnni ¢i mechanickou metodu, popf. ievaporaci
reverzni fazi [23]. Pti samotné ptipravé kataniontového systému lze navic kontrolovat i velikosti
vzniklych vezikul zvolenim pocatecni molarni koncentrace tenzida [29].

Fyzikalni i chemicka stabilita kataniontovych vezikularnich systémi vytvofenych z IPA je velmi nizka
[23; 28; 30]. Fyzikalni nestabilita se projevuje spojovanim vzniklych vezikul a nemoznosti si uchovat
svou velikost po delsi dobu [26]. Tento typ stability kataniontovych vezikul 1ze obecné zvysit dvéma
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zpusoby, které lze dohromady kombinovat. Prvni zplsob stabilizace je pomoci elektrostatického
pusobeni, kdy je do vezikul zaclenén dalsi disociovany ionogenni tenzid. Tento surfaktant se
zakomponuje do membrany vezikul, coz zplsobi, ze vezikuly ziskaji naboj. Stejn¢ nabité vezikuly se
v roztoku odpuzuji a zabranuji tudiz tzv. koalescenci (sriistdni a deformace vezikul). Druhy zplsob
stabilizace souvisi S ptidavkem cholesterolu (popiipadé lze misto cholesterolu vyuZzit imastné
alkoholy), ktery se vcleiiuje sterolovym kruhem do membrany obdobnym zpisobem jako tenzidy.
Cholesterol v kataniontovych vezikulach zajistuje identickou funkci jako Vv liposomech nebo jinych
lipidovych systémech, tedy omezuje fluiditu membrany a zabranuje tak destabilizaci vezikularniho
systému [23; 26; 28]. Samotny ptidavek cholesterolu neovliviiuje pouze fyzikalni stabilitu systému, ale
také do urCité miry ustaluje nabojovy charakter vezikul. Respektive jeho pfitomnost snizuje
elektrostatické odpudivé sily a van der Waalsovy interakce mezi jednotlivymi vezikulami. Na druhou
stranu piili§ velké mnozstvi cholesterolu muize zpusobit i Krystalizaci hydrofobnich ¢asti tenzidu a tim
i celkovou destabilizaci vezikul [31]. Tedy v souhrnu, stabilizovany vezikularni systém obsahuje
cholesterol i disociovany ionogenni tenzid (Obr. 8).

Obr. 8: Kataniontova vezikula 7 iontovych amfifilnich parii (Cervené a zelené struktury) stabilizovand
cholesterolem (Zluté struktury) a ionogennim tenzidem DODAC (modré struktury) dle [31].

IPA ve vezikulach se v zavislosti na teploté vyskytuje ve dvou moznych formach stejné tak, jako je to
u lipidového systému [22; 30]. Tyto stavy mohou v daném systému vzajemné koexistovat a S ménici se
teplotou mohou ptechazet jeden na druhy. Obé formy popisuji charakteristické uspofadani hydrofobnich
fetézci ve dvojvrstvé vezikul. Gelova faze, oznaCovana jako tzv. S-faze (z ang. solid phase), ma
alkylové fetézce pravidelné zarovnané ve dvojvrstveé. Pridavek cholesterolu zplisobi mirné naruseni této
rigidni struktury. Zatimco fluidni faze, tzv. L-faze (z ang. liquid phase), ma uhlovodikové ¢asti molekuly
vice neuspotadané v pii¢ném sméru dvojvrstvy a ptidavek cholesterolu zvysuje uspotadanost i rigiditu.
Tyto jevy jsou znamé u lipidovych dvojvrstev a byly prokazany i U vezikularnich systému typu IPA.
Tento jev je ijednim z mnoha faktori, které podporuji predpoklad, ze kataniontové vezikuly maji
obdobné vlastnosti, charakter, ale i uziti jako liposomy [32].

Kataniontové vezikularni systémy, jak jiz bylo dfive zminéno, vykazuji podobné vlastnosti jako
liposomy, coz je dano i podobnou strukturou iontovych amfifilnich pari s fosfolipidy. Nicméné samotna
obdobna struktura IPA neni jedinou podobnosti mezi témito systémy [22]. Ukéazalo se, Ze kataniontové
vezikuldrni systémy tvotené z IPA jsou netoxické pro bézné bunécné struktury, ale pro rakovinné bunky
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si tyto systémy zachovavaji svou cytotoxicitu [22; 29]. Zaroven kataniontové vezikularni systémy
disponuji pomérné dobrou biologickou rozlozitelnosti [33]. VSechny tyto zminéné vlastnosti
kataniontovych systému ovliviiuji pfedpokladané vyuziti téchto systému v praxi. A obecné otazka jejich
vyuziti je velmi probirané téma ve védecké obci a v nasledujici ¢asti jsou zminéna jen témata, ktera se
ve védecké spolecnosti setkala S nejveétsim pfijetim. Jednim z nejvice diskutovanych témat je otazka
mozného vyuziti kataniontovych vezikularnich systémt jako nosici 1é¢ivych latek nebo latek biologicky
aktivnich [22; 23; 29; 30; 33]. Toto pomérné atraktivni vyuZiti je spojené S unikatni vlastnosti tohoto
vezikularniho systému do sebe pohlcovat latky, ¢imz mize vezikularni systém napiiklad snizit toxicitu
pohlcené latky. Zaroveit mlze tento systém cilené transportovat v zivych systémech absorbovanou
slozku do potiebné oblasti [22; 23]. Dal§i z moznych oblasti vyuziti téchto systému Vv mediciné se
zaobira otazkou 1é¢eni nadorovych onemocnéni, rakoviny nebo i dermalnich onemocnéni pomoci téchto
systému [22]. Ve vysledku nosi¢ové vlastnosti kataniontovych vezikularnich systému nemusi byt
zaméfeny jen na pohlceni bioaktivnich slozek, ale mohou pohlcovat napiiklad i fluorescenéni sondy,
coz umoznuje snadnéjsi a lepsi charakterizaci vezikularniho systému [23]. Dalsi potencialni vyuziti
souvisi S moznosti vyuzit vezikuly jako nosi¢e DNA [23; 33] a pouzit je tak ke genové terapii jak in
vitro, tak in vivo [22]. Dalsi moznost vyuziti se zaméfuje na spojitost S rychle se rozvijejicim se
odvétvim nano-védy [22; 23; 33].

2.4 Tontova sila

Iontova sila, oznacovana pismenem |, je charakteristickd bezrozmérna veli¢ina neideélnich roztokd,
ktera je definovana pomoci nasledujici rovnice:

EOXRS @

kde I je tedy iontova sila, Ci je hodnota koncentrace daného iontu i v roztoku a z; je hodnota naboje
ptislusného iontu i v roztoku. Neidealni roztoky jsou roztoky, ve kterych se nabité Castice navzajem
ovliviiuji. Toto ovliviiovani je zptisobeno nedostate¢nou vzdalenosti mezi piislusSnymi ionty nebo
nabitymi ¢asticemi, tudiZ nejsou tyto ¢astice obklopeny pouze rozpoustédlem, jako je tomu u idealnich
roztokd. Z tohoto divodu nelze Vv redlnych roztocich predpokladat proces, ve kterém by doslo
Kk nahrazeni veli¢iny aktivity za koncentraci. Obecné lze iontovou silu oznacit jako veli¢inu, ktera
zpusobuje V realnych roztocich déje, které ovliviiuji dalsi procesy, a proto ji neni mozné zanedbat [34;
35].

V ptipadé, ze samotna iontova sila nabyva v roztoku pomérné nizkych hodnot, 1ze vyuzit zjednoduseny
model Debye—Hiickelovy teorie. Tato teorie pracuje S piedpokladem, Ze existuje centralni iont
(poptipadé i centralni ¢astice S nabojem), ktery je obklopeny velkym mnozstvim opa¢né nabitych iontt,
které tvori tzv. iontovou atmosféru. lontova atmosféra do urcité miry neutralizuje naboj na centralnim
iontu. Dle Debye—Hiickelovy teorie iontova sila ovliviiuje uréitym zptisobem i hodnotu aktivitniho
koeficientu, atedy ihodnotu aktivity daného neidealniho roztoku. Tato vySe zminéna souvislost
aktivitniho koeficientu a iontové sily je charakterizovana nasledujici rovnici [34]:

logy=-A-22-\I, 3)
kde y je aktivitni koeficient, A je parametr zavisly na teploté a typu prostiedi (konstanta) a z; je hodnota
naboje ptislusného iontu [34].

Iontova sila ovliviyje rychlost chemické reakce v roztocich, tedy v systémech, U nichz se nepredpoklada
ideélni chovani. Tento jev se nazyva primarni solny efekt a je popsan Bronsted—Bjerrumovou rovnici
[34], ktera nasleduje:

logk =logk, +2, -z, -1, (4)
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kde Kk je rychlostni konstanta, Ko je rychlostni konstanta pii nekoneéném ziedéni (idealnich roztoki), za
a zg jsou hodnoty naboju ionti A nebo B, a |l je iontova sila roztoku [35]. To, zdali iontova sila danou
rychlost urychluje nebo zpomaluje, zavisi na typu pouzitych iontd (Obr. 9). V ptipadé dvou stejné
nabitych iontli (oba kladné, nebo oba zaporné), zptisobi zvysSeni rychlosti chemické reakce. Naopak pti
pouziti dvou opacn¢ nabitych iontl (jeden kladny a jeden zaporny) se snizi rychlost chemické reakce.
V ptipadé, Ze jedna z reagujicich latek neni opatfena nabojem (respektive jeji naboj je nulovy, neutralni
Castice), rychlost reakce teoreticky neni ovlivnéna iontovou silou. Nicméné pokud reaguje neutralni
Castice za acidobazické katalyzy, uplatiiuje se tzv. sekundarni solny efekt, tudiz i v tomto specialnim
ptipadé dochazi k mirnému ovlivnéni rychlostni konstanty [34; 35].

log(k) (-)

>

VI (-)
Obr. 9: Schematicky graf zavislosti log(k)=f(\NI) pro riizné kombinace nabitych édstic, popr. | nenabitych cdstic,
kde k znaci rychlostni konstantu a | iontovou silu. Pro dvé kladné nebo dvé zaporné cdstice plati modrd primka,
pro kombinaci jedny kladné a jedny zdaporné castice plati cervend primka a pro neutrdlni a nabitou castici je
charakteristicka zelend primka [34].

2.5 PouzZivané metody pro urceni vlastnosti kataniontovych vezikul
2.5.1 Dynamicky rozptyl svétla

Rozptyl svétla je v dnesni dobé€ velmi pouzivana metoda, kterd ma Siroky rozsah vyuziti. Rozptyl svétla
1ze rozdélit do dvou zékladnich podkategorii. Na zakladé ¢asového kritéria rozdélujeme staticky rozptyl
svétla a dynamicky rozptyl svétla. Dynamicky rozptyl svétla (DLS, z anglického jazyka Dynamic Light
Scattering) je metoda, ktera je pomérné velmi vyuzivana v oboru koloidni chemie (napf. pro proteiny,
vezikuly, liposomy...). Nicméné v dne$ni dob¢ je DLS vyuzivan i pro prumysl nebo védu zabyvajici se
nanocasticemi (fullereny, nanotrubice, kvantové tecky a dalsi) [36; 37].

Jedna se tedy 0 metodu, ktera se zaobira malymi ¢asticemi, které se V roztoku pomérné rychle pohybuji
vlivem Brownova pohybu a rozptyluji svétlo do vice sméri [38]. Metoda slouzi K ur¢eni velikosti téchto
pozorovanych Castic nebo jejich distribuci V pozorovaném systému. Konkrétné se jedna 0 Casovy
zaznam kolisani rozptyleného svétla, které je zpisobeno Brownovym pohybem (Obr. 10). Polomér
pozorované Castice je nasledné urCen z hodnoty difuzniho koeficientu. A to proto, Ze difiize je proces,
ktery je tizce spojen se samotnym Brownovym pohybem [36; 38]. Diftizni koeficient a polomér ¢astice
(za pedpokladu kulovité ¢astice) jsou spojeny pres tzv. Stokes—Einsteintiv vzorec [38]:

kg - T

r=———,
6-7-n-D ©)
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kde r je polomér kulovité Castice, ks je Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota, # je
dynamicka viskozita prostiedi a D je difuzni koeficient [37; 39].

(a) (b)
I I
t t
Obr. 10: Schematické priibéhy zavislosti intenzit rozptyleného svétla na casech pro velké (a) a malé castice (b)
[38].

Stokes—Einsteintiv vztah pii méfeni DLS vyuziva i Rayleigho aproximaci, ktera souvisi S primérem
¢astice a intenzitou rozptyleného svétla [37; 38]. Dusledek této aproximace souvisi S nemoznosti urcit
velikost ¢astic ve vzorku obsahujici velké mnozstvi rizné€ velkych ¢astic. Rozsah této metody souvisejici
s velikosti ¢astic lezi v rozmezi 0,5 az 10 000 nm [38].

Co se ty¢e instrumentace metody DLS (Obr. 11), tak zdrojem zafeni je nejcastéji laserovy paprsek
koherentniho svétla. Tento paprsek prochazi pies polarizator, cocku, Stérbinu a dopada na analyzovany
vzorek. Experiment je sestaven tak, aby laser mifil na vzorek kolmo ve sméru rozptylu svétla (tento
kolmy tihel ¢ je znazornén ¢ervené na Obr. 11). Vysledny rozptyl je mozné snimat pod riznymi uhly na
fotonasobici, ktery je nasledné pipojen Kk pocitaci [40].

Laser
Polarizator
Cocky
Stérbina
Vzorek v
termostatu
Analyzator
Filtr
Stérbina
Cocky

10. Stérbina

11. Fotonasobié
12. Korektor /

Nk W=

N

o

13. Pocitac

13.

Obr. 11: Podrobné schéma DLS metody [40].
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Dnes je tato metoda Casto spojovana S metodami jinymi, ato pro vétsi efektivnost a ziskavani vice
informaci 0 analyzovaném vzorku. Pokud je koncentrace roztoku velmi vysoka, dochdzi k nezadoucimu
vicendsobnému rozptylu, pro jehoZz eliminaci byly vyvinuty dalsi postupy. Naopak pokud existuje velmi
ziedény vzorek, nelze klasicka DLS metoda pouzit. A to z ditvodu, ze je V roztoku nedostatek castic,
které by produkovaly rozptyl zpisobeny Brownovym pohybem, tudiz pfistroj analyzuje vlastni
vyvolany signal. [36]

2.5.2 Elektroforeticky rozptyl svétla

Elektroforeticky rozptyl svétla je metoda, ktera se vyuziva k méfeni (—potencialu. Tento potencial, ¢asto
oznacovany jako tzv. elektrokineticky potencial, se pouziva jako veli¢ina, ktera vypovida o stabilite
systému [37]. V dnesni dob¢ se tento druh méfeni hojné vyuziva jako jednoducha metoda pro ur¢eni
stability koloidnich systémt [37; 41]. Bylo zjisténo, Ze systém je nestabilni, pokud hodnota {—potencialu
lezi vrozmezi —30mV do +30mV. M¢éfeni (—potencialu se Vv praxi provadi nepiimo pomoci
elektroforetické mobility [41]. Pro zjisténi vysledné hodnoty tohoto potencialu se obvykle vyuziva
rovnice zvana Henry—Smoluchowski [37; 42]:
&0 & ¢

U, pa (6)
kde ue je elektroforeticka mobilita, o je permitivita vakua, & je relativni permitivita, {'je elektrokineticky
(zeta) potencial a 7 je viskozita prostiedi [37; 41].

Elektrokineticky potencial je veli¢ina, ktera vychazi z teorie o elektrické dvojvrstvé (Obr. 12). Tato
teorie predpoklada centralni iont (popft. se miiZe jednat i 0 nabitou ¢astici), ktery je umistén v prostiedi
obsahujici dal$i nabité ionty. Na tento centralni iont se pevné navazuji nékteré opacné nabité ionty
z roztoku. Ty jsou navazany tak pevné, ze pokud se za¢ne centralni iont pohybovat roztokem, tyto ionty
se pohybuji s nim. Povrchovy potencidl této tzv. Sternovy vrstvy se se vzdalenosti snizuje linearné.
Nasledné se kolem centralniho iontu seskupi nabité Castice (jak stejné, tak i opacné nabité vici Sternove
vrstve), které jsou v blizkosti tohoto centralniho iontu S pevnou vrstvou drzeny pomoci elektrostatickych
sil, diftiznich sil (Brownlv pohyb) a adsorpénich sil. Jedna se 0 slabé interakce, tudiz za¢ne-li se
centralni iont pohybovat, tak tato difuzni vrstva ziistane na svém misté, takze se nepohybuje s centralnim
iontem. Difuzni vrstva je zavisla na koncentraci prosttedi, pH prostiedi, teploté a dalsich faktorech, tudiz
ji nelze oznacit za staticky utvar. Potencial na povrchu této vrstvy (n€kdy je oznacovana jako rovina
kluzu nebo rovina smyku), nazyvany jako {—potencial, se s rostouci vzdalenosti snizuje nelinearné. {—
potencidl je tedy soucasti této diftizni vrstvy a je ovlivnén i zménou koncentrace prostiedi, respektive
iontovou silou. Plati, ze {—potencial klesa u vzorkid vyskytujicich se ve vodném prostredi se zvysujici
iontovou silou (mize dokonce dojit i ke zruSeni této difuzni vrstvy, pak je ¢ = 0). Toto odvozeni
viceméné vyplyva z Guy—Chapmanovy teorie o diftzni vrstvé. Celkovy potencial je tedy dan souctem
povrchového potencialu pevné vrstvy a elektrokinetického (zeta) potencialu difazni vrstvy [37; 41; 42].
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Obr. 12: Schematické zndzornéni teorie elektrické dvojvrstvy [41].

2.5.3 Fluorescence a metody na ni zaloZené

Fluorescence je typ luminiscence, resp. fotoluminiscence, pfi niz dochazi k emitovani proudu fotonu
[43]. Jedna se 0 velmi rychly proces Vv fadu ptiblizné nanosekund, konkrétné se jedna 0 ¢asové rozmezi
107 az 1077 sekund [44; 45]. Fluorescenci lze oznadit jako disledek absorpce svétla, pti niz dana
molekula prechazi do excitovaného stavu. Molekula pfi tomto excitatnim ptrechodu dodrzuje
tzv. Frank—Condontv princip. Z hlediska kvantové chemie je fluorescence ptechod z prvni excitované
singletové hladiny na hladinu zakladni (tzv. Kashovo pravidlo) [43; 44].

Samotny priubéh procesu fluorescence lze charakterizovat nasledovné: na zac¢atku mame molekulu, ktera
se nachazi v zakladnim stavu aje vystavena proudu foton 0 urcité energii a vlnové délce. Tato
molekula absorbuje pouze tu cast svétla (urCitou vinovou délku), kterd je pro danou molekulu
charakteristicka. Pohlceni zptisobi prechod molekuly do excitovaného stavu na urcitou energetickou
hladinu, ktera odpovida energii pohlcené vinové délky [43]. Nasleduje vibraéni relaxace, kdy dochazi
k disipaci energie v teplo [45]. Pokud ma dojit K fluorescenci, pak obvykle tato molekula piejde na
zakladni hladinu prvniho excitovaného stavu, ze které nasleduje svételny ptrechod, fluorescence, na
zakladni energetickou hladinu [43]. VSechny zminéné procesy prechodl jsou schematicky naznaceny
v Perrin—Jabtonskiho diagramu. Pfi fluorescenci dochazi K uvolnéni svétla 0 nizsi energii, nez mélo
svétlo absorbované [43; 44]. Rozdil vinovych délek absorbovaného a emitovaného svétla, resp. rozdil
jejich energii, je charakterizovan jako tzv. Stokestv posuv [44; 45]. Stokestv posuv je jednim ze
zakladnich fluorescencnich pravidel spolecné s Vavilovym zdkonem, pravidlem zrcadlové symetrie
a Kashovym pravidlem, které jiz bylo zminéno. Vaviliv zakon vysvétluje, ze vytézek fluorescence,
doba Zivota, tvar fluorescencniho spektra a dalsi veli¢iny (kromé intenzity fluorescence) nejsou zavislé
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na absorbované vinové délce. Pravidlo zrcadlové symetrie definuje, ze absorpcni a fluorescenéni
spektrum jsou navzajem zrcadlové obrazy, coz je dano podobnym rozloZenim vibra¢nich hladin [43].

Fluorescencni anizotropie

Termin fluorescenéni anizotropie byl poprvé pouzit V roce 1957, kdy nahradil diive pouzivany termin
fluorescencni polarizace. Pouziti a dovysvétleni tohoto terminu nasledné zpisobilo zna¢né zjednoduseni
pavodnich rovnic bézné vyuzivanych ve fluorescenéni polarizaci [46]. V dne$ni dobé se jedna 0 metodu,
ktera se stanovuje na zakladé zmény orientace pozorované molekuly vici jeji molekulové ose béhem
doby Zivota fluorescence (doby zivota excitovaného stavu). Pro koloidni systémy je tato metoda bézné
vyuzivana ke stanoveni tzv. fluidity membran [47].

Charakterizace fluorescen¢ni anizotropie vychazi z pivodniho parametru fluorescen¢ni polarizace, kdy
je nutné u anizotropie zohlednit valcovou symetrii méteni [46]. Respektive jde 0 to, Ze excitacni paprsek
je vertikalng polarizovan, dopada na vzorek a nasledné je emitovany svételny paprsek pozorovany pies
horizontalni nebo vertikalni polarizator [46; 48]. Valcova symetrie U fluorescenéni anisotropie vychazi
z charakteru fluorescen¢niho zafeni, které ma jednu vertikalni a dvé horizontalni slozky [46]. Tudiz
fluorescencni parametr polarizace piechdzi na parametr fluorescencni anizotropie, jak to predesilaji
nasledujici vztahy:

pZIVV_IVH Sr= IVV_IVH ZA_l, (7)
Iy + oy Iy +2-1,, A+2
A= ®
IVH

kde p je fluorescenéni parametr polarizace, lvy je intenzita fluorescence ve vertikalnim sméru, vy je
intenzita fluorescence v horizontalnim sméru, r je fluorescenéni anisotropie a A je pomér intenzit [46;
49]. Vzhledem k tomu, Ze parametr fluorescenéni anizotropie i parametr polarizace jsou definovany jako
poméry intenzit, jedna Sse 0 bezrozmérné veli¢iny. Zaroven tim, ze parametr fluorescen¢ni anizotropie
byl odvozen z parametru polarizace, 1ze mezi t€émito parametry stanovit pfepocetni vztah [50]:

r = ﬁ (9)

3-p

Pii experimentalnim meéteni byva obvykle vypocet fluorescen¢ni anizotropie korigovan pomoci
tzv. G faktoru. Ten se pti vypoctu pouziva pro sniZeni rozdill intenzit ve vertikalni (lvv) a horizontalni
(lvn) roviné pii pouziti vertikdlné nebo na sebe kolmo nastavenych polarizatori v pribéhu méfeni.
Vypocet fluorescencni anizotropie tedy nové nabyva tvaru [46; 51; 52]:

G- Ivv - IVH

r=——~ 4,
G-Iy +2- 1y, (10)

|
G — HH , (11)

Casto jsou pro tuto metodu vyuzivany pomocné latky oznadované jako fluorofory. Tyto latky se vaZou
na pozorovany systém. Pii ozateni fluorofory absorbuji zafeni jen v uréitém sméru vii¢i molekulové ose.
A to, jak moc zméni svou polohu nebo thel od této osy mezi excitovanym a zédkladnim stavem, prave
vypovida 0 hodnoté fluorescenéni anizotropie r, jak jiz bylo v ivodu této metody zminéno. Proto je
fluorescenéni anizotropie n€kdy oznafovana (vzhledem i K historickému pojmenovani této metody)
jako mira emisni polarizace [47]. Fluorofory ve vodném, a tudiz i malo viskdznim prostedi, se mezi
excitovanym a zakladnim stavem otaceji pomérné snadno a rychle. Dokonce rychleji, nez je samotny
proces fluorescence. Tedy v takovych prostiedich je metoda fluorescenéni anizotropie neu¢inna, protoze
fluorofory se oto¢i vicekrat kolem své osy, nez dojde k zaznamu jejich (ted” uz nahodné) polohy.

r~r

Fluorescenc¢ni anizotropie pro tyto roztoky se blizi téméf nulovym hodnotam. Naopak pokud fluorofory
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umistime do velmi viskézniho prostiedi, tak odpor prostiedi zabrani jejich snadnému otaceni a hodnota
fluorescencni anizotropie bude mit hodnotu riiznou od nuly. Z tohoto diivodu je tato metoda vyuZzivana
ke stanoveni fluidity membran systému, jak jiz bylo v uvodu této kapitoly zminéno. Pokud je membrana
rigidni, fluorofor se nebude moct otacet a hodnota fluorescencniho parametru anizotropie bude vysoka.
Cim vice se bude stavat membrana tekutéjsi, tim se bude hodnota anizotropie fluoroforu snizovat vlivem
jeho snadnéjsi rotace [47]. Hodnoty fluorescen¢niho parametru nemohou nabyvat jakykoliv Eisel,
existuje tzv. fundamentalni anizotropie ro, coz je limitni hodnota fluorescen¢niho parametru a odpovida
hodnoté 0,4. Tato hodnota nebyva v praxi realné stanovena, pouze naméfena data se k této hodnoté
velmi ptiblizuji. Vysvétleni této hodnoty spociva v tom, Ze i v piipad¢, kdy vyuzijeme zmrazeny systém,
ve kterém by mélo dochdzet Kk minimalnim pohybum a témét zadnému Brownovu pohybu, piesto
dochazi k mirné rotaci fluorescenéni sondy [46].

Samotna hodnota anizotropie je nezavisla na koncentraci fluoroforu a absolutni intenzité vzorku [50].
Nicméné mefeni fluorescencni anizotropie je zavislé na vng&jSich podminkach. Pravé parametr
fluorescenéni anizotropie a parametry, které charakterizuji prostiedi, dava do souvislosti nasledujici [49]
Perrinova rovnice a jeji upraveny tvar:

1:1.(“&.,) (12
ror n-V
1 1 T
e s) =
n-v
0="—, 14
R-T a4

kde r je parametr fluorescen¢ni anizotropie, ro je fundamentalni anizotropie, R je univerzalni plynova
konstanta, T je termodynamicka teplota, # je dynamicka viskozita prostedi, V je efektivni objem rotujici
jednotky, 7 je doba Zivota fluorescence a 4 je rota¢ni korela¢ni ¢as [46; 49]. Tato rovnice vysvétluje, Ze
hodnota fluorescen¢ni anizotropie je ovlivnéna interakcemi mezi molekulami a podminkami dany
prosttedim. Konkrétné vzajemné interakce (jako naptiklad disociace, shlukovani...) ovliviuji efektivni
objem rotujici jednotky, dobu zivota fluorescence fluoroforu a dalsi [49; 50]. Zatimco ovlivitujici
podminky prostfedi jsou teplota a viskozita [50]. Nicméné nejvétsi podil na vysledné hodnoté
anizotropie ma samotna fundamentalni anizotropie nebo velikost pozorované molekuly [46].

Fluorescenéni anizotropie je pomérné vyuzivana metoda naptiklad v oboru farmacie, biochemické sféfe
nebo i odvétvi zabyvajici se Zivotnim prostiedim, a to pfedev§im diky mnoha vyhodam spojenymi
s touto metodou [50]. Mezi tyto vyhody fadime napiiklad vysokou citlivost, nizky pozadavek na objem
vzorku, dobrou reprodukovatelnost, snadnou a rychlou obsluhu, dokonce i toleranci mensich vykyva
intenzit atd [49; 50].

Mezi nejcastéji vyuzivané fluorofory fluorescenéni anizotropie S cilem charakterizovat fluiditu
membran patii DPH [47; 48; 53] nebo TMA-DPH [51]. DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien) je hydrofobni
fluorescenéni sonda, kterd ma tyCinkovy tvar (Obr. 13). Tento fluorofor se zaélefiuje do vnitini Casti
membranové dvojvrstvy [54]. Charakteristicka je jeho nizka fluorescence ve vodném prostiedi, ktera se
ale podstatné zvySuje V nepolarnim prostiedi [53]. Pro zkoumani dynamiky a organizace membrany jsou
mimo DPH ¢asto vyuzivany také jeho derivaty naptiklad TMA-DPH (1-(4-trimethylammoniumphenyl)-
6-phenyl-1,3,5-hexatriene). Tyto derivaty obvykle obsahuji naboj, diky némuz se dvojvrstva nabije.
Naboj, konkrétné u TMA-DPH se jedna o kladny naboj, je umistén na vnéj$im povrchu membrany,
resp. na rozhrani membrany a prostfedi. Toto umisténi TMA-DPH ve dvojvrstvé je ovlivnéno tim, ze
TMA-DPH se od DPH strukturné odlisuje. TMA-DPH je totiz amfifilni molekula na rozdil od Cisté
hydrofobniho DPH ajeji hydrofilni ¢ast je zastoupena trimethylamoniovou skupinu. Pravé tato
hydrofilni ¢ast zpisobuje navazovani TMA-DPH na fadzovém rozhrani, a ne v nitru dvojvrstvy [51; 54].
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Obr. 13: Chemicka struktura fluoroforu DPH [53].
Generalizovana polarizace (GP)

Generalizovana polarizace je ¢astd metoda pouzivana v koloidni chemii pro studium solvatace membran
a usporadani molekul, z nichz jsou tyto membrany vytvofené. Tato metoda byla poprvé piedstavena az
v 90. letech 20. stoleti, kdy byla vyuzita k charakterizovani uspotradanosti lipidi v membranovych
systémech [55].

Samotna metoda GP je nejcastéji spojovana s fluorescenéni sondou Laurdan [56]. Laurdan (6-
dodekanoyl-2-(dimethylamino)naftalen) je amfifilni fluorescenéni sonda vyuzivana ke studiu
lipidovych membran [53; 56]. Jeho mala rozpustnost ve vodném prostredi charakterizuje jeho nasledné
pouziti pti méfeni GP [55]. Toto vyuziti souvisi ptedev§im s jeho chemickou strukturou (Obr. 14), kdy
hydrofobni fetézec této slouceniny se snadno zacleniuje do lipidové membrany. V lipidové dvojvrstve
nasledné interaguje S dalSimi hydrofobnimi fetézci ostatnich tenzida, ptip. lipidd, které touto interakci
udrzuji sondu v membran€. Naopak chromoforicka skupina S navazanym terciarnim aminem, ktera
zastupuje hydrofilni ¢ast molekuly Laurdanu, ztstava na povrchové ¢asti lipidové dvojvrstvy a mtize
proto interagovat s molekulami z vnéjsiho prostiedi vezikul. Tato forma zaélenéni Laurdanu do
membrany je jednim z divodt, pro¢ je Laurdan povazovan za citlivou fluorescen¢ni sondu pro studium
vnéjSich ¢asti membran, a pfedevsim tedy ke stanoveni miry hydratace lipidovych membran nebo
membran jim podobnym [56]. Zaroven jeho fluorescenéni emise je velmi citliva na dipolarni relaxa¢ni
procesy. Tato emise je pomérné senzitivni na usporadanost membrany, kterou Ize ovlivnit teplotou, a tim
se méni i poloha jeho emisniho maxima. Pfi uspofadané membrané (nizkych teplotach) ma Laurdan
maximum pii 440 nm, pti méné usporadané membrané (vyssich teplotach) pii 490 nm. Tyto zmény
maxim lze poté pozorovat v grafu, kde je vidét charakteristicky bathochromni posun Laurdanu
Vv zavislosti na rostouci teploté a zaroven také dochazi k poklesu intenzity emise s rostouci teplotou [31;
57; 58; 59]. Diky citlivosti Laurdanu (jeho emisnich intenzit) na uspofadanost membrany ho lze vyuZit
ke stanoveni pfemény z gelové uspotfadané faze (So, z ang. solid ordered) na fluidni neuspotadanou fazi
(Lp, z ang. liquid disordered) a naopak. Tyto faze lze pozorovat u lipidovych systémt, ale i u systému
kataniontovych vezikul. [31; 56; 57; 59].

CHs

N

CHs
HaC

O
Obr. 14: Chemicka struktura Laurdanu [53].

Generalizovand polarizace je charakterizovana jako klasickd fluorescentni polarizace pii
zaznamenavani emisnich intenzit pfi dvou rdznych polarizacich. Emisni polarizace je zavisla na
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excitaci. Vyznamnou vyhodou pii pouZiti sondy Laurdan je to, Ze U této sondy jsou znamy vlastnosti
polarizace ve dvou riznych fazich [57]. Vypocet generalizované polarizace tedy nabyva stavu:

GP:'B_IR —)GP:|440_|490, (15)
B+IR |440+|490

kde Ig je intenzita emise v modré oblasti (uspotadangjsi fazi) a Ir intenzita emise v éervené oblasti
(v méné uspotadané fazi), tedy lg konkrétné pro Laurdan je pii nizSich teplotach (v So fazi) ama
maximum pii 440 nm a Ir je pro Laurdan pfti vyssich teplotach (v Lp fazi) a ma maximum pii 490 nm
[31; 55; 59]. Hodnota GP se pohybuje v rozmezi od —1 do +1, coZ je zpusobeno tim, ze dochazi
K pfeméné jen mezi dvéma stavy [57]. Pfesné hodnoty —1 a+1 jsou viceméné teoretické hodnoty,
kterych by bylo dosazeno za idedlnich podminek pro idealni vzorky. Hodnota GP +1 odpovida zcela
uspofadané a nehydratované membrané, zatimco hodnota GP —1 je pln€ neorganizovana fluidni
membrana [51]. Cim je vy$§i hodnota generalizované polarizace, tim niZsi je fluidita a solvatace vezikul
(popt. teplota), pfipadné tim vy$§i je koncentrace cholesterolu v membrané avySSi rigidita
(uspotadanost) systému. Naopak ¢im nizsi je hodnota vysledné GP, tim vyssi je fluidita a solvatace
vezikuly [31; 55].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Priprava kataniontovych vezikularnich systémi a elektrostaticka
stabilizace

Chih-Jung Wu aspol. se zabyvali ptipravou kataniontovych vezikul z iontovych amfifilnich part,
které jsou pozitivné nabité vlivem dvoufetézcového tenzidu. lontovy amfifilni par (IPA) byl vytvotren
smichdnim jednofetézcovych ionogennich tenzidli ve vodném prostiedi v ekvimolarnim poméru. Jako
kationaktivni tenzid byl vyuzit hexadecyltrimethylamonium bromid (HTMAB) a anionaktivni
dodecylsiran sodny (SDS). Z takto vytvoreného IPA byly vytvofeny kataniontové vezikuly, které byly
doplnény dvouietézcovymi kationaktivnimi tenzidy s obecnym nazvem dialkyldimethylamonium
bromid (DXDAB). Konkrétné se jednalo o ditetradecyldimethylamonium bromid (DTDAB),
dihexadecyldimethylamonium bromid (DHDAB), dioctadecyldimethylamonium bromid (DODAB),
jejichz moléarni pomér se ménil vV kazdém systému od 0,1 do 0,5. Neutralni kataniontové vezikuly z IPA
jsou nabity kladné po zaclenéni DXDAB do vezikulové membrany. Cilem této prace bylo zjistit, ktery
z pouzitych DXDAB a Vvjakém moldrnim poméru zptisobuje nejlepsi stabilitu kataniontovych
vezikularnich systému. K tomuto posouzeni bylo vyuzito méteni velikosti vzniklych vezikul, méteni (—
potencialu a infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR). Pomoci (—potencialu
a délky doby zivota bylo zjisténo, ze bez ohledu na typ pouzitého dvoufetézcového tenzidu ve
vezikulach, jsou vezikuly nestabilni pfi pouziti nizkého molarniho poméru (konkrétné jeli molarni
pomér mensi nez 0,3). V systémech, kde jsou vyuzity vyssi molarni koncentrace, konkrétné od 0,3 do
0,5, se zaCinaji uplatiiovat rozdily mezi pouzitymi typy DXDAB. Tyto rozdily ve stabilité jsou ovlivnény
ptedev§im délkou uhlovodikovych fetézcti v DXDAB. Zaroven bylo pozorovano, ze zvySujici se
hodnota molarniho poméru DXDAB (v rozmezi od 0,3 do 0,5) jiz neméni hodnotu {—potencialu. To je
zpusobeno disociovanymi bromidovymi ionty Z DXDAB, které se adsorbuji na povrch vezikul a snizuji
tak odpuzovani mezi jednotlivymi vezikulami, ¢imz je také stabilizuji. Respektive dalsi zvySovani
molarniho poméru neovliviiuje stabilitu vezikul z hlediska (—potencialu. Co se tyce délky
uhlovodikového fetézce U DXDAB, bylo zjisténo, ze ¢im delsi jsou uhlovodikové fetézce, tim stabilnéjsi
je kataniontovy vezikuldrni systém. Z tohoto diivodu Ize oznacit HTMA-DS/DTDAB vezikuly za méné
stabilni nez vezikuly HTMA-DS/DHDAB nebo HTMA-DS/DODAB. Dalsi méfteni se tedy soustiedilo
na rozdily mezi HTMA-DS/DHDAB a HTMA-DS/DODAB vezikularnimi systémy. Na jejich zakladé
bylo zjisténo, ze délka uhlovodikovych tetézci DODAB neni zcela kompatibilni s tenzidy tvofici
vezikularni systém a mutze dojit K rozpadu vezikul, resp. vy¢lenéni DODAB z vezikul. Nicméné
k tomuto procesu rozpadu nedochazi ihned po vytvoreni vezikul, ale az ¢asem. Tudiz systém HTMA -
DS/DHDAB lze oznacit za nejstabilnéjsi systém z vybranych tenzidd, co se ty¢e dlouhodobého hlediska
[28].

3.2  Podpora stability kataniontovych vezikularnich systémi pomoci
cholesterolu a sledovani jeho vlivu na membranové vlastnosti

An-Tsung Kuo a spol. se zabyvali studiem vlivu cholesterolu na stabilitu a molekularni baleni kladné
nabitych vezikul. Cilem prace bylo zjistit, jestli cholesterol dokaze stabilizovat kataniontovy vezikularni
systém. Pro tvorbu kataniontového vezikularniho systému byl pouzit jednotetézcovy anionaktivni tenzid
SDS a kationaktivni tenzid HTMAB. Nasledné byl pfidan dvoufetézcovy tenzid DTDAB, ktery nabil
tento vezikularni systém kladnym nabojem. To, jakym zptisobem cholesterol ovliviiuje stabilitu téchto
systému, bylo zkoumano pomoci méfeni (—potencialu, fyzické velikosti vezikul a infracervené
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR). Pomoci téchto metod bylo dokazano, Ze cholesterol
ma prospésny uéinek na stabilitu vezikul tvofenych HTMA-DS/DTDAB. Tato podpora stability byla
vysvétlena diky zaclenéni cholesterolu, resp. jeho sterolového kruhu, do membrany vezikul, kde
podpofil interakci uhlovodikovych fetézct atim doslo ke zlepSeni mechanické pevnosti membrany.
Dal$i ovlivnéni stability vlivem piidani cholesterolu do membran vezikul souvisi S oddalenim
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jednotlivych funkénich skupin tenzidi tvofici IPA nebo DTDAB. Toto zvétSeni vzdalenosti zptsobilo,
ze se bromidové protiionty z DTDAB nenavazovaly na povrch vezikul tak snadno jako v piipadé bez
pouziti cholesterolu. Tim, Ze se bromidové ionty nenavazovaly na povrch vezikul, doslo ke zvyseni
naboje, tedy i ke zvySeni (—potencialu, ktery pfimo souvisi S charakterizaci stability vezikul. Je také
nutné poznamenat, ze samotny piidavek cholesterolu k systtmu HTMA-DS/DTDAB zlepsuje kriticky
sbalovaci parametr. Nasledné byla sledovana i velikost vezikul po za¢lenéni cholesterolu do membrany
vezikularniho systému. V tomto piipadé se jiz uplatituje vliv moldrnitho mnozstvi cholesterolu
v membrané. Vysledky ukazuji, Ze pfi nizkém molarnim poméru (Xchol = 0,3) cholesterolu dochazi ke
snadnéjsi tvorbé malych vezikul, zatimco V ptipadé, kdy se molarni pomér zvysuje, dochazi K ristu
i samotné velikosti vezikul. Tento jev je zpusobeny jiz zminénym oddalenim funkénich skupin
v membrang. Nakonec, dle predchozich vysledkil, 1ze shrnout vliv vélenéni cholesterolu do membran
HTMA-DS/DTDAB vezikul do dvou duasledkd. Zaprvé doslo ke zvétSeni odpudivych sil mezi
vezikulami navzijem vlivem zvySeni ndboje na vezikulach (inter-vezikularni vliv). Zadruhé cholesterol
mechanicky zpevnil membranu vezikul (intra-vezikularni vliv) [60].

Martina Havlikova a spol. se na Vysokém uceni technickém, Fakulté chemické, zabyvali studiem
vlivu cholesterolu na vlastnosti kataniontovych vezikularnich systému pii laboratorni teploté, ato
pomoci metod dynamického a elektroforetického rozptylu svétla, ultrazvukové a fluorescencni
spektroskopie a generalizované polarizace. lontovy amfifilni par byl vytvofen ekvimolarnim
zastoupenim kationaktivniho tenzidu HTMAB a anionaktivniho SDS tenzidu za odstranéni jejich
protiiontlt  z roztoku. Takto vytvofeny iontovy amfifilni par byl smichan s kationaktivnim
dvoufetézcovym tenzidem DODAC vroztoku chloroformu, ato konkrétné v poméru HTMA-
DS : DODAC 9 : 1. K takto vytvofenému kataniontovému vezikularnimu systému HTMA-DS/DODAC
byl ptidan cholesterol. Molarni pomér cholesterolu byl zvolen v rozmezi od 0 do 73 mol. %. Systémy,
které mély hodnoty obsahu cholesterolu mensi nebo rovnu 23 mol. %, byly nestabilni, coz bylo zjisténo
z hodnot {—potencialu a vysokého indexu polydisperzity. Toto zji§téni bylo podpofeno i vizualng,
protoze tyto vzorky byly pomérné hodné zakalené. V rozmezi obsahu cholesterolu od 33 do 53 mol. %
byly systémy dle hodnot (—potencialu a velikosti vezikul pomérné stabilni (a zaroven i ¢iré). Posledni
dva vezikularni systémy S vy$§im obsahem cholesterolu (63 a 73 mol. %) byly opét méné stabilni
a zakalené, coz souvisi pravé s pfili§ vysokym molarnim pomeérem cholesterolu ve vezikulach.
V ptipadech, kdy se Vv systému vyskytuje velké mnozstvi cholesterolu, dochazi ke krystalizaci
hydrofobnich fetézcl tenzidi, ato zpisobuje destabilizaci kataniontového vezikularniho systému.
Membranové vlastnosti vezikul byly pozorovany pomoci generalizované polarizace a ultrazvukové
spektroskopie. Generalizovanou polarizaci byly méfeny vzorky od 23 mol. % cholesterolu a vyse,
protoze vzorky S mensi koncentraci cholesterolu byly pfili§ zakalené, aby je bylo mozné proméfit
metodou GP. Z métfeni GP vyplyva, Ze vzorky obsahujici 23, 53, 63 a 73 mol. % cholesterolu maji vyssi
hodnotu GP, coz vypovida 0 nizké fluidit€¢ systému atedy tzv. So fazi. Systémy obsahujici 33
a 43 mol. % cholesterolu mély nejniz§i hodnotu GP z méfenych vzorkd, z ¢ehoz 1ze odvodit, Ze tyto
systémy byly ve fluidni neuspofadané fazi (tzv. Lo fazi) a mély vyssi solvataci membrany. VSechny
provedené méteni byly ve shodé€ s vysledky relativni rychlosti z ultrazvukové spektroskopie. Z hlediska
kratkodobé stability, konkrétné po dobu 36 dnd, bylo zji§téno pomoci méfeni velikosti vezikul, (-
potencialu aindexu polydisperzity, Ze systémy obsahujici krajni hodnoty cholesterolu (0, 13, 23
a 73 mol. %) vykazuji velmi nizkou stabilitu jiz pfi jejich vytvoreni. Vzorky obsahujici 33 a 63 mol. %
jsou stabilni pouze po velmi kratkou dobu (u systému s 33 mol. % jen jeden den, u systému s 63 mol. %
pouze pét dni). Za nejvice stabilni vezikuly, které si pozadované vlastnosti udrzely az po dobu 36 dni,
lze oznadit systémy obsahujici 43 a 53 mol. % Tyto vysledky spole¢né s vysledky DLS, ELS a GP
i ultrazvukovou spektroskopii vypovidaji 0 tom, ze nejvice stabilni byl vzorek s 43 mol. % cholesterolu
[31].
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Martina Havlikova a spol. se na Vysokém uceni technickém, Fakulté¢ chemické, zabyvali studiem
vlivu cholesterolu na membranové vlastnosti kataniontovych vezikul S ménici se teplotou, ato
konkrétné¢ vrozmezi od 10 do 80 °C. Kataniontové vezikuly byly vytvoteny z HTMAB a SDS
a s ptidavkem 10 mol. % DODAC. K takto vytvoienym vezikulam byl pfidavan cholesterol vV rozmezi
koncentraci 0 az 73 mol. %. V téchto systémech byla proméfovana velikostni distribuce, fluidita
membrany nebo zména hydratace membrany. Velikost byla méfena pomoci dynamického rozptylu
svétla, fluidita membrany byla pozorovana pomoci fluorescencni anizotropie S vyuzitim dvou
fluorescen¢nich sond: DPH aTMA-DPH. Solvata¢ni vlastnosti vezikularnich systémt byly
determinovany pomoci sondy Laurdan pifi méfeni generalizované polarizace. Bylo zjisténo, Ze
u stabilnich systémi (s ptidavkem cholesterolu v rozmezi 23 az 53 mol. %, ptedevsim stabilni vzorek
s 43 mol. % cholesterolu) s unimodalni velikostni distribuci a indexem polydisperzity mensim nez 0,3,
nema teplota ptili§ velky vliv na velikost vezikularnich systému. Pii pozorovani hydratace membrany
ma teplota na vétSinu vlastnosti vyznamny vliv, nicméné tyto zmény nemeéni kratkodobou stabilitu
vezikul. Z méteni fluorescencni anizotropie bylo zjisténo, Ze Srostouci teplotou klesa hodnota
fluorescenéni anizotropie, ato predevsim U vzorkdl sniz§i koncentraci cholesterolu. Cim je vyssi
zastoupeni cholesterolu, tim je tento pokles fluorescenéni anizotropie mensi se zvySujici se teplotou.
Z téchto vysledkn lIze tedy odvodit, Ze s rostouci teplotou klesa rigidita membrany a roste fluidita
membrany. Také lze odvodit, Ze pfi porovnavani vzorki pfi stejné teploté bude méné fluidni systém ten,
ktery mé vyssi obsah cholesterolu. Z méfeni generalizované polarizace opét vyplyva, Ze se zvySujici se
teplotou klesa hodnota GP. Cim vzorky obsahuji méné cholesterolu, tim je tento pokles markantngjsi
a zavislosti maji charakteristické esovité prib&hy. Nicméné ¢im je obsah cholesterolu vyssi, tim je tento
pokles GP nizsi a prub&hy se blizi klesajici pfimce. Lze tedy odvodit, ze pfi vysSich teplotach budou
vezikuly vice solvatovany a budou v tzv. Lp fazi. Pfi nizSich teplotach budou vezikularni systémy v So
fazi a méné hydratované. Zaroven plati, ze ¢im je niZsi obsah cholesterolu, tim bude vyssi mira solvatace
vnejsi Casti vezikulové membrany a tyto systémy budou méné rigidni nez systémy S vys$S§im obsahem
cholesterolu [51].

3.3 Parametry ovliviiujici tvorbu vezikularnich systému

Justin Peruzzi aspol. se zabyvali otazkou vlivu parametri, které ovliviuji tvorbu velkych
unilamelarnich vezikul (z ang. GUV). Parametry, které ovliviiuji tuto tvorbu, jsou iontova sila,
osmolarita, pH prostfedi aagarosova hustota. Pouzitim neutralnich ardzné nabitych lipida
a rehydratacnich pufrti byla sledovana pfimo ménici se dynamika tvorby GUV za pomoci hydrogelu.
Co se tyce pouzitych lipidd, byly vybrany POPC (fosfatidylcholin), DOTAP (1,2-dioleoyl-3-
trimethylammonium propan) a POPG (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol). Z téch
byly nasledné vytvofeny tfi typy pozorovanych vezikul: 100% POPC vezikuly (zwitterionické Cisté
neutralni 0 pH 7,4), pozitivné€ nabité vezikuly z DOTAP : POPC v poméru 1 : 4 (20 % kladné nabitého
tenzidu DOTAP) a negativné nabité vezikuly z POPG : POPC v poméru 1 : 4 (20 % zaporné nabitého
tenzidu POPG). Velikost vzniklych vezikul byla pozorovana pomoci fluorescenéni mikroskopie
s vyuzitim 0,4 mol % ATTO-488-DPPE jako sondy, pticemzZ Casosbérné snimky byly pofizovany
kazdou sekundu po dobu 10 minut. Iontova sila byla vytvotena pomoci PBS pufru 0 koncentracich
18,5 mM, 185 mM a 925 mM. PBS pufr je smés 137 mM roztoku NaCl, 10 mM roztoku PO4*~
a 2,7 mM roztoku KCI. Zkoumanim formaci GUV vezikul byl objasnén vliv naboje, iontové sily, pH,
osmolarity a byla demonstrovana vSestrannost této bio-platformy. V priubéhu experimentu bylo zjevné,
ze na zacatku nejprve dochazi k formaci mensich vezikul, a to ve vétsim mnozstvi (byly pozorovany
maxima). Nasledoval proces, pii kterém byl patrny vyrazny pokles poctu vezikul (napft. oranzova kiivka
na Obr. 15), protoze dochazelo ke spojovani jednotlivych malych vezikul dohromady (tzv. koalescence)
a tvorily se vezikuly vétsi (naptiklad modra kiivka na Obr. 15). Tento trend byl pozorovan u vsech tfi
lipidovych systéma a vSech tii pufrti 0 rizné iontové sile (18,5 mM, 185 mM a 925 mM). Zvysujici se
hodnota iontové sily zptisobila zvySeni rychlosti sristani vezikul atvorbu vétsich GUV vezikul bez
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ohledu na jejich naboj. ZvySeni iontové sily vede k Debyeovu screeningu nabojt na lipidech, coz
usnadnuje koalescenci. Je zde tedy patrnd piima souvislost mezi iontovou silou a velikosti vzniklych
vezikul. Zaroven bylo zjisténo, ze zvySujici se kyselost pufru méla za nasledek zvySenou hodnotu
rychlosti formace GUV vezikul, zatimco bazické prostiedi tuto rychlost snizovalo. Obecné tedy plati,
ze ve zkoumanych lipidovych systémech se rychlost koalescence GUV zvySuje s rostouci iontovou silou
PBS pufru, a zaroven rychlost tvorby koreluje s fadou Voorar> Veorc™> Veors. Nejpomalejsi rychlost
srastani vezikul U systému obsahujici 20 % POPG souvisi S jeho kritickym sbalovacim parametrem.
Nejmensi vezikuly byly pozorovany u systému obsahujici 20 % DOTAP, nasledované POPC, a nejvetsi
byly vezikuly s 20 % POPG. Jak jiz bylo diive zminéno, velikost vezikuly souvisi nepiimo tmérné
s poctem vzniklych vezikul. Tudiz nejvétsich vezikul s 20 % POPG bylo pozorovano nejméné oproti
POPC a 20 % DOTAP vezikulam v prostiedich se zvySujici se iontovou silou [61].
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Obr. 15: Graf zavislosti mnozstvi a poloméru GUV vezikul na case pro systém s 20 % DOTAP a 925 mM iontové
sile PBS [61].

3.4  Vliv iontové sily na vezikularni systémy
3.4.1 Vliv iontové sily na velikost a stabilitu vezikul a tuhost jejich membrany

M. M. A. E. Claessens a spol. se zabyvali vlivem iontové sily na velikost, rigiditu a stabilitu nabitych
lipidovych vezikul. Lipidové vezikuly 0 rozmanité velikosti byly ptipraveny z fosfolipidd DOPG (1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-fosfoglycerol) a DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin). Pro naslednou
transformaci vezikul na jednotnou velikost byl na konci procesu piipravy zafazen proces ,,zmrazeni
a rozmrazeni“ (z ang. freeze-thraw process), ktery byl opakovan v n¢kolika cyklech. Bylo zji§téno, ze
velikosti vezikul z pivodnich GUV a SUV se sobé zacinaji blizit po zopakovani 12. az 15. cyklt tohoto
procesu. lontova sila, kterou bylo nasledné ptisobeno na vezikuly, byla pfipravena z roztokt NaCl, NaBr
a Nal, jejichz koncentrace byla volena od 0 do 400 mM. Bylo zjisténo, Ze se zvysujici se koncentraci
soli roste polydisperzita vzorku, predevsim pii vysokych koncentracich soli (300 az 400 mM). Pfi téchto
koncentracich je dokonce i vizualné znatelna agregace. Z tohoto divodu nebyly ani vysledky z DLS
pokladany jako priméry velikosti jednotlivych vezikul. Efektivita zvySovat naboj na polarnich
skupinach fosfolipidi kopiruje lyotropni fadu a tato schopnost (navysovat naboj) klesa v fadé: 1> Br>
ClI". Naopak hydratace ionti je ovlivnéna presné v opaéném potadi, klesa v fadé: CI™> Br > I". Chloridy
jsou tedy nejméné efektivni pro zvySovani naboje, ale samy jsou nejvice hydratovany. Pravé jev
hydratace iontu velmi ovliviiuje vyslednou velikost vezikul. A to z toho diivodu, ze ¢im vice je samotny
iont hydratovan, tim vice dehydratuje samotnou lipidovou dvojvrstvu. Zaroven plati, ze vezikuly jsou
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tim mensi, ¢im mensi je hustota naboje na povrchu vezikul pii vystaveni vysoké iontové sile. Na zakladé
téchto jevil bylo odvozeno, Ze prave chloridové ionty nejvice ovliviuji velikost vezikul. Pti porovnani
velikosti vezikul pfi jedné konstantni koncentraci soli (iontové sile), pak plati, ze vzdy probihal rust
velikosti v fad¢ soli: NaCIl> NaBr> Nal (Obr. 16). V piipad¢, Ze vezikuly byly vystaveny jedné soli
0 postupné se zvysujici iontové sile (koncentraci), pak U vSech soli byly pozorovany dva jevy. Pii
nizkych koncentracich soli dochazelo ke zmensovani velikosti vezikul, ato az do uréité hraniéni
koncentrace, kterd je zavisla na typu pouzité soli. Tato hrani¢ni koncentrace je tim nizsi, ¢im vice bude
iont hydratovany a ¢im vice bude dehydratovat membranu vezikuly (Cmax.ct < Cmaxgr < Cmax,1 — Obr. 16).
ZmenSovani velikosti vezikul je zpisobeno tim, ze maly ptidavek soli ovliviiuje nabojovou hustotu.
Dochazi ke stla¢ovani el. dvojvrstvy, coz vede K bliz§imu baleni lipidi ve dvojvrstvé. Po prekonani této
koncentrace bude dochazet k druhému jevu, ktery je charakteristicky pro vsechny typy pouzitych soli:
dalsi piidavek soli bude zpusobovat rast velikosti vezikul. Narust velikosti je vyvolan nabyvanim
tloustky lipidové dvojvrstvy. Souhrnné lze tedy predpokladat, ze pti ristu iontové sily, bude postupné
dochazet k dehydrataci vnéjsi ¢asti membrany, coZ zpisobi té€snéjsi lipidové baleni a vytvoreni tuzsi —
pevngjsi ¢asti membrany [62].
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Obr. 16: Graf zavislosti velikosti vezikul DOPG na iontové sile pro NaCl, NaBr a Nal [62].

3.4.2 Vliv iontové sily na {—potencial

F. J. Carrion aspol. se zabyvali vlivem iontové sily na naboj lipidové dvojvrstvy ana stabilitu
liposomi. Pomoci evaporace reverzni fazi byly pfipraveny liposomy jako velké unilamelarni vezikuly
(tzv. LUV, zang. large unilamellar vesicles) z fosfatidylcholinu (PC) a kyseliny fosfatidové (PA),
jejichz pomérné zastoupeni se rovnomérné ménilo pro ¢tyfi systémy od 10 : 0 do 8 : 2. Tontova sila byla
vyvolana pomoci roztoku elektrolyti Na,SO4, NaCl a NaBr s proménlivou hodnotou koncentrace od
1do 150 mM. U kazdého ze &tyt lipidickych systémt byly zkoumany vlastnosti V riznych typech
elektrolytii 0 riznych koncentracich. F.J. Carrion a spol. se zabyvali méfenim {—potencialu, jehoz
hodnota sama o sob¢ souvisi S pfitomnosti kyseliny fosfatidové ve vezikulach, ale je také ovlivnéna
koncentraci a typem elektrolyt, které vyvolavaji rizné iontové sily. Pfi méfeni (—potencialu byly
vSechny hodnoty zaporné, coz, jak bylo dfive pfedeslano, bylo zpusobeno piitomnosti kyseliny
fosfatidové, resp. jejim aniontem ve vezikulach. Cim vétsi podil kyseliny fosfatidové ve vezikulach, tim
niz§i hodnota (—potencialu (respektive vyssi absolutni hodnota). Métenim bylo zjisténo, Ze hodnota -
potencialu klesa (roste v absolutni hodnot€) s rostouci hodnotou koncentrace elektrolytt. V pripadé, ze
byly vSechny koncentrace znazornény V jejich logaritmickém méfitku, tak tento pokles {—potencialu byl
linearni (Obr. 17). Zaroven bylo u vSech systému a vSech koncentraci elektrolytl pozorovano, ze
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nejvetsi zmény (—potencialu s rostouci koncentraci elektrolytu byly naméfeny pro roztoky NaBr a NaCl,
naopak nejmensi zmény hodnot byly uréeny v roztoku Na,SO.. Tento jev posloupnosti 1ze vysvétlit
i pomoci polomért jednotlivych iontd. Obecné plati, Ze ¢im mensi polomér daného iontu, tim vice dojde
k ovlivnéni piislusné veliiny, vtomto piipadé (—potencialu. Jednd se V podstaté 0 souvislost, ze
zmensujici se hodnota {—potencialu, ktera je zptisobena snizujici se tloustkou iontové atmosféry kolem
elektrické dvojvrstvy, asnizujici se hodnota CMC koreluje S Hofmeisterovou (lyotropni) fadou:
Y5 S042> CI™> Br . Fyzikélni stabilita liposom@ byla také posuzovéana ve vztahu k agregaci a byla
vyjadiena jako zavislost ¢asu, po ktery byla zachovana velikost vezikul vzhledem k pivodni hodnoté.
Zaroven Vv tomto sledovaném obdobi nebyla hodnota indexu polydisperzity vétsi nez 0,3. Pro fyzikalni
stabilitu byl pozorovan obdobny trend jako u méfeni (—potencialu. Tedy opét byla zjisténa nejvyssi
fyzikalni stabilita u NaBr anejniz§i u roztoku Na,SO.. Roztok NaCl vykazoval pfi méfeni pouze
nepatrné niz$i stabilitu, nez byla uréena pro roztok NaBr. Pti nizsich koncentracich elektrolyta i PA
V liposomech Ize pozorovat souvislost mezi fyzikalni stabilitou a povrchovou hustotou naboje.
Povrchova hustota naboje totiz pfimo souvisi S koncentraci PA a iontovou silou v liposomech. Nicméné
tato souvislost zcela neplati pti pouziti vezikul s vysokym obsahem PA v liposomech, které se vyskytuji
Vv prostiedi 0 vysoké hodnoté iontové sily [63].
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Obr. 17: Zavislosti (~potencidlu na logaritmické koncentraci elektrolytii [63].

3.4.3 Vliv iontové sily na autoagregaci, mezifazové a termodynamické vlastnosti

Sourav Das aspol. se zabyvali autoagregaci, mezifazovymi atermodynamickymi vlastnostmi
povrchové aktivni iontové kapaliny na bazi imidazolia ve vodném roztoku. Tyto vlastnosti byly
sledovany pii ménicich se teplotach a v pfitomnosti riznych soli. Pro toto studium bylo vyuZito velké
mnozstvi metod, konkrétné se jednalo o konduktometrii, tenziometrii, stacionarni fluorescenéni
spektroskopii, ustalenou fluorescenéni anizotropii, ¢asové rozliSenou fluorescenci, izotermickou titra¢ni
kalorimetrii, dynamicky rozptyl svétla a méfeni (—potencialu. Pro tvorbu koloidnich struktur byla
vyuzita kationaktivni povrchové aktivni latka 1-hexadecyl-3-methylimidazolium chlorid (C1sMIMCI).
Iontova sila byla vytvofena pomoci ctyf roztok: NaCl, NaBr, Na>SOs4, NasPOs (konkrétné jeho
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dodekahydrat). Jako fluorescen¢ni sondy byly pouzity roztoky DPH (v tetrahydrofuranu) a pyrenu
(v ethanolu). Kritickd micelarni koncentrace v nepfitomnosti soli byla stanovena Vv blizkosti teploty
298,15 K. Tento vysledek byl dosazen pomoci méfeni vice metod, jejichz data byly ve shodé¢.
V piipadech, kdy doslo k ptidavku soli do roztoka C1sMIMCI, tak doslo k posunu CMC vici systémum,
které neobsahovaly zadnou sil. U vSech pouZitych druhd soli doslo ke zméné vysledkit CMC K niz§im
hodnotam. Naopak k opac¢nému jevu doslo pti zkoumani vlivu teploty na hodnotu CMC (doslo ke
zvySeni hodnoty CMC s rostouci teplotou). Zaroveil bylo zjisténo, Zze ¢im vice se bude hodnota
koncentrace soli zvySovat, tim nizsi vysledna hodnota CMC bude pozorovana. Tento jev Ize vysvétlit
pomoci teorie 0 elektrické dvojvrstveé. Prakticky jde 0 to, Ze pfiddvana sil, resp. jeji ionty, zptsobuji
stlaceni elektrické dvojvrstvy. To zplsobuje sniZeni elektrostatického odpuzovani mezi disociovanymi
funkénimi skupinami Ci;sMImCIl, tudiz se mohou tyto tenzidy zacit diive shlukovat do koloidnich
utvart. Také bylo zjisténo, ze pokud dojde K ptidavku stejné koncentrace vSech sodnych soli, tak se
hodnota CMC snizuje V potadi: CI” > Br- > POs*>" > SO4>". Tedy, ze hodnota CMC pfi pouziti NaCl
bude vyssi (ale zaroven mensi nez U CMC v Cisté vodném prostiedi), nez pti pouZiti roztoku Na,SOs.
Z této fady vychazi, Ze schopnost iontl zpusobovat agregaci C1sMImCI funguje v opaéném portadi, tedy:
S0, >P0O4* > Br >Cl". Respektive, Ze siranové ionty zpiisobuji tvorbu koloidnich struktur C1sMImCI
jiz pti jeho nizsich koncentracich, nez je tomu napt. u POs*". Nicméné tato fada zcela nekoreluje
s Hofmeisterovou (lyotropni) sérii, jak bylo piivodné predpokladdano. Lyotropni fada totiz klesa v fad¢:
SO4* > POs > Cl > Br. Co se ty¢e iontové sily, tak v ptipadg, ze bude dodrZena stejna koncentrace
pro vSechny typy soli, tak iontova sila bude pro kazdy roztok jina. Konkrétné se bude ménit v potadi:
PO4* >S04* > Cl” =Br, coz je dano rozdilnymi naboji téchto aniontii. Tato fada koreluje i S procesem
stlaceni elektrické dvojvrstvy a stinénim elektrostatického odpuzovani mezi disociovanymi funkénimi
skupinami CisMIMCI. A z tohoto by mélo vyplyvat, Ze hodnota CMC pro CisMIMCI by méla byt
ovlivnéna v pofadi CI" = Br > SO4* >PO,*, coz ale nebylo experimentalné zjisténo. Obdobny problém
je spojen s procesem hydratace, u kterého se teorie a praktické vysledky také 1isi. Nesoulad teoretickych
predpokladt s experimentalné zjisténymi daty je ziejmé zpusoben rozdilnymi hnacimi procesy. Pro
tvorbu micel se jedna 0 elektrostatické ucinky spolecné se snahou hydrofobnich fetézcti omezit kontakt
s vodnym prostiedim. Zatimco U polymert a hydrokoloidd je vysoleni fizeno procesem dehydratace,
pro né&jz byla odvozena Hoffmeisterova fada (posloupnost této fady jiz byla zminéna vyse). Z tohoto
dvodu je nutné vzit v ivahu nékteré procesy, které by mohly ovliviiovat tvorbu micel Vv pfitomnosti
soli: 1. interakce protiionti a specifita tvorby micel, 2. lokalné se ménici dielektricka konstanta, 3. efekt
pridavanych iontil na struktury ve vodé. Co se ty¢e specifity ovlivnéni tvorby micel v zavislosti na typu
iontl, tak tento pfedpoklad nebyl dosud moc dobfe pochopen a vysvétlen. Co se tyce dielektrické
konstanty, tak v prib&hu méfeni a vypoctu bylo pocitano S jednou konstantni hodnotou, ktera byla
stanovena pro rozpoustédlo (vodu). Posledni bod se zabyva otazkou, Ze pridavek iontlh mize vytvaret,
ni¢it nebo jinak ovliviiovat koloidni struktury vytvofené z C1sMIMCI. Z hlediska koloidnich struktur,
které vytvaii CisMIMCI, bylo pomoci kritického sbalovaciho parametru zjisténo, ze témét vSechny
systémy (napfi¢ riznymi typy koncentraci a v§emi ¢tyimi typy soli) vytvati micely. Jedina vyjimka byla
pti pouziti 0,02 mol/kg NaBr, ktera vytvati tyCinkové utvary. Tento pfechod micelarni struktury na
ty¢inkovy byl odvozen silnou vazebnou tendenci a mensi hydrataci bromidového iontu. Bromidovy iont
ucinné snizuje elektrostatické odpuzovani mezi funkénimi skupinami a stini naboj na agregatech. Tyto
vlastnosti zptisobuji snizeni plochy, kterou zaujimaji disociované funkéni skupiny, coz zplsobuje
zvyseni kritického sbalovaciho parametru nad hodnotu 0,33. Na zdkladé metody fluorescenéni
anizotropie s vyuzitim sondy DPH byla vyhodnocena CMC pro kazdy systém tvoteny C1sMImCI a soli
0 proménlivé koncentraci. Vysledky téchto hodnot jsou ve shod¢ s konduktometrii i tenziometrickou
metodou, jak bylo v avodu zminéno. VSechny vynesené zavislosti fluorescencni anizotropie r na
koncentraci C1sMImCI maji klesajici charakter a inflexni bod téchto kiivek je pozadovana hodnota
CMC. Na zacatku ma r vysokou hodnotu, protoze z chemické struktury DPH (Obr. 13) je patmé, ze
Spatné interaguje S vodou. Z tohoto diivodu zistanou molekuly DPH ve své blizkosti @ neni mozna jejich
rotace. Jakmile se zacne pridavat povrchové aktivni latka, tak DPH zacina interagovat s hydrofobnimi
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fetézci C1sMIMCI a dochazi k uvolnéni prostoru pro rotaci DPH. To je Vv grafu zaznamenané tim, Ze
hodnota r zacina klesat. V bodé CMC dochazi ke zlomu kiivky, protoze doslo Kk vytvofeni vnitiniho
hydrofobniho prostoru micely, ve kterém je pomérné snadnd rotace DPH, coz se projevuje nizkou
hodnotou fluorescencni anizotropie r. Nasleduje témét konstantni prabeh r se zvysujici se hodnotou
koncentrace C1sMImClI, protoze dalsi ptidavek C16MImCI jiz nevytvaii lepsi nebo horsi podminky pro
rotaci molekuly DPH. Co se tyCe mikropolarity Vv zavislosti na koncentraci pfidané soli, tak bylo
zjisténo, ze mikropolarita klesa se zvySujici se hodnotou koncentrace soli. (Pro toto méfeni byla vyuzita
fluorescencni sonda pyrenu V ethanolu.) Zaroven bylo zji§téno, Ze tato zména je nejveétsi pro roztoky
soli Na;SO4 a NasPO4 v zavislosti na jejich koncentraci. Tedy tvorba micel bude tim vice realizovatelna,
¢im vyssi bude koncentrace téchto soli. Také byl sledovan vztah agrega¢niho poctu micel Vv pfitomnosti
soli. Tento pocet roste dle fady: NaCl = Na,SO, < NaBr < NazPOs. Byla zjisténa linearni zavislost mezi
agregacnim po¢tem a hydrodynamickymi primeéry micel v pfitomnosti NaBr, Na,SO4 a NasPOs, coz ale
neplati pro roztok NaCl. Co se ty¢e méteni (—potencialu, ktery tzce souvisi se stabilitou micel, tak tento
C—potencial pro micely C1MIMCI klesal s kazdym ptidavkem soli. Tento vysledek je v souladu s teorii
0 elektrické dvojvrstve, kdy pridavané ionty snizuji jeji tloust'’ku. Nejvyssi hodnoty (—potencialu (a tedy
i nejvetsi stabilita micel) byly ziskany pro stl NaCl, zatimco nejmensi byly zjistény pro roztok Na,SOa.
Také bylo zjisténo, ze dvojmocné a trojmocné anionty zplsobuji vétsi pokles {—potencialu, coz souvisi
s efektivnéjsim snizovanim tloustky elektrické dvojvrstvy. Co se tyCe velikosti micel, které byly
zjistovany pomoci dynamického rozptylu svétla, tak bylo zjisténo, Ze s rostouci koncentraci soli dochazi
ke vzniku vétsich micel. Nejvétsi micely vznikaly v pritomnosti NaCl, nejmensi v pfitomnosti NaSOa,
obecné do urcité miry plati fada: NaCl > NasPOs > NaBr > Na;SO.. [64]
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4  EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie
Pouzité chemikalie a jejich specifikace jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 1):

Tab. 1: Pouzité chemikdlie pro vytvoreni stabilnich kataniontovych vezikul a siil NaCl:

Niazev chemikalie (zkratka): Vyrobce: CAS dislo: Mr (g/mol)
HTMAB Sigma-Aldrich 57-09-0 364,45
SDS Fluka 151-21-3 288,38
DODAC Alfa Aesar 107-64-2 586,64
cholesterol Sigma-Aldrich 57-88-5 386,65
chloroform Penta 67-66-3 119,38
NaCl Penta 7647-14-5 58,44

4.2  Priprava roztoki
4.2.1 Priprava zasobniho prasku IPA

Bylo navazeno potifebné mnozstvi tenzidd SDS a HTMAB tak, aby po zaliti pfislusnym objemem
deionizované vody byla vytvofena vysledna koncentrace roztokti 20 mM. Takto pfipravené roztoky byly
ponechany pies noc michat na magnetické michacce, aby doslo K jejich tplnému rozpusténi. Dalsi den
se tyto roztoky smichaly v ekvimolarnim pomeéru (1 : 1). Vysledny roztok byl opét ponechan pies noc
michat, ale pti udrzované teploté 30 °C. Tteti den byla provedena centrifugace pti 3500 ot./min. po dobu
10 minut. Nasledovala filtrace za sniZzeného tlaku na Biichnerové nalevce. Pro filtraci byl vyuzit
specialni filtr (Munktell Filter Paper, Grade 391,84 g/m?, Ahlstrom-Munksj6), aby nedochazelo
K vyrazn&jSimu znecisténi filtraéniho kolace. Vznikly filtraéni kola¢ — IPA — byl pfesunut na Petriho
misku a ponechan pii 50 °C v susarné po dobu 3 az 5 dnd. Nakonec byl ziskany zasobni prasek IPA
uskladnén v suché vialce.

4.2.2 Priprava zasobniho roztoku IPA a DODAC v chloroformu

Byl ptipraven zasobni roztok IPA v chloroformu o vysledné koncentraci 120 mM. Na zakladé znalosti
vysledné koncentrace byla navazena pfislusna navazka zasobniho prasku IPA a zalita pfislusnym
mnozstvim chloroformu. Takto pfipraveny roztok byl mirn¢ promichan, aby se navazka rozpustila.

Zasobni roztok DODAC byl ptipraven obdobnym zptisobem jako roztok IPA. Vysledna koncentrace
byla opét zvolena na 120 mM pro zjednoduseni nasledujicich vypoéti. Navazeny DODAC byl zalit
chloroformem a ponechan rozpustit.

4.2.3 Priprava roztoku cIPA a pridavek cholesterolu

Bylo urceno, ze vysledny pomér IPA a DODAC mé byt 9 : 1. Pfi znalosti, ze kone¢ny roztok ma mit
koncentraci 2 mM a objem 60 ml, doSlo k pfepoctu objemi jednotlivych zasobnich roztoki IPA
a DODAC. Pti rozdéleni 60 ml v pfislusném pomeéru pro piipravu 2 mM roztoku cIPA (kladné nabita
IPA neboli HTMA-DS/DODAC) by bylo potieba 54 ml 2mM roztoku IPA a6 ml 2mM roztoku
DODAC. Tedy pfi zohlednéni 120mM koncentrace zasobnich roztoki IPA a DODAC bylo zapotiebi
0,9 ml zasobniho roztoku IPA a 0,1 ml zasobniho roztoku DODAC.

Bylo navazeno piislu$né mnozstvi cholesterolu tak, aby jeho vysledna koncentrace V roztoku Einila
43 mol. %. Byly pridany piislusné objemy roztoka IPA (0,9 ml) a DODAC (0,1 ml). Po rozpusténi
cholesterolu byly k systému ptidany sklenéné kuli¢ky, aby zakryly dno sklenéné nadoby na dvé tady.
Roztok cIPA s cholesterolem se spole¢né s kulickami zvortexoval, aby doslo k obaleni kulicek
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chloroformovym roztokem a ke zvétSeni povrchu K vytvofeni tenkého chloroformového filmu. Roztok
byl ponechan v digestofi do druhého dne, aby doslo k tiplnému odpateni chloroformu. Chloroform muze
totiz zptsobit destabilizaci vyslednych vezikul.

Druhy den byly kulic¢ky s cIPA a cholesterolem rehydratovany 60 ml deionizované vody, vznikly roztok
byl opét zvortexovan, aby doslo k aplnému rozpusténi. Nasledné byla tato smés sonifikovana ty¢ovym
dispergatorem (ultrazvukovy homogenizator Bandelin SONOPULS UW 3200 s vyuZzitim sondy
VS 70 T) pii 50% amplitudé az do dosazeni 25 kJ, aby doSlo k vytvofeni malych unilamelarnich vezikul
(tzv. SUV, z ang. small unilamellar vesicles). V prabéhu sonifikace doslo k odkaleni vzorku, cozZ je
jeden z ukazatelt, ze proces byl proveden spravné a vysledkem jsou SUV. Nicméné pro ovéfeni
spravnosti vytvoienych vezikul byla vyuzita metoda DLS, kterou byla zméfena velikost vytvofenych
vezikul. Tato velikost by se méla pohybovat v rozmezi 80-100 nm. Vysledné vezikuly byly skladovany
v susarné pii teploté 30 °C, a to kvuli citlivosti vzorkl (zejména tenzidu HTMAB) na teplotu, kdy pod
25 °C dochazi k vysrazeni roztoku.

4.2.4 Priprava roztoku soli NaCl

Roztok soli NaCl byl ptipraven rozpusténim ptislusného mnozstvi pevné NaCl v deionizované vodé,
aby vznikl roztok o vysledné koncentraci 0,60 M. Dalsi roztok této soli byl pfipraven jako nasyceny
roztok, ktery odpovida koncentraci 5,40 M NaCl. Roztok chloridu sodného o koncentraci 0,60 M byl
pouzivan pro vytvoreni nizsi iontové sily v ptipravované koncentraéni fadé, konkrétné pro roztoky 0,5;
1,0 22,0 mM. Roztok nasycené soli byl pouzivan pro zbylé koncentrace — 50,0; 100,0; 150,0
a 300,0 mM.

4.2.5 Priprava roztoku tenzidi HTMAB a SDS

Byly piipraveny vzorky HTMAB navazenim piislusné navazky tak, aby piidavkem vody vznikl roztok
0 vysledné koncentraci 5 mM (CMC pti lab. teploté je 0,92 mM [8]). Navazka byla zalita danym
mnozstvim deionizované vody, bylo pfidano michadlo a vzorek byl ponechan pfes noc na magnetické
michacce, aby doslo k iplnému rozpusténi navazky.

Obdobnym zptsobem probéhla i piiprava roztokti SDS, ale navazka byla zvolena tak, aby vysledny
roztok mé&l koncentraci 17 mM. Vysledné koncentrace SDS i HTMAB byly stanoveny tak, aby byly
vy$$i, nez je CMC piislusného tenzidu pii laboratorni teploté. Hodnota CMC pro tenzid SDS odpovida
hodnot¢ kolem 10 mM [15].

4.2.6 Priprava roztoku pro elektroforeticky a dynamicky rozptyl svétla

Do vialek byly napipetovany piislusné objemy stabilnich vezikul pfipravené z HTMA-DS : DODAC =
9:1 s43 mol. % cholesterolu. Do téchto objemt bylo po malych ptidavcich (idealné po kapkach)
pridavano prislusné mnozstvi soli pro vytvoteni roztokii 0 koncentracni fadé soli NaCl 0,0; 0,5; 1,0; 2,0;
50,0; 100,0; 150,0 a 300,0 mM. Takto ptipravené roztoky byly zvortexovany a ihned méfeny.

4.2.7 Priprava roztoku pro fluorescen¢ni anizotropii a generalizovanou polarizaci

Pro méfeni fluorescenéni anizotropie byly stabilni vezikuly oznaceny sondou DPH, aby vznikla
vysledna koncentrace této sondy ve vzorcich vezikul 10* M. Pro méfeni fluorescenéni anizotropie byly
oznaceny sondou DPH mimo jiné i roztoky samotnych tenzidi HTMAB a SDS. Takto vytvotené vzorky
byly ponechany do druhého dne v susarné pii teplote¢ 30 °C na horizontalni tfepacce pro ucinngjsi
solubilizaci fluorescencni sondy do membrany vezikul. Do takto oznaCenych vzorkt vezikul
(s vyjimkou roztokti samotnych tenzidi HTMAB a SDS) byly dalsi den ptidany pfislusné objemy
roztoka NacCl (0,60 M nebo 5,40 M). Po ptidavku soli byly vzorky zvortexovany a ihned méteny.
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Pro méfeni generalizované polarizace byl postup pripravy vzorkt a koncentra¢ni fada chloridu sodného
stejna jako pro méfeni fluorescenéni anizotropie az na typ pouzité sondy. Pro generalizovanou polarizaci
byla vyuZita sonda Laurdan o0 stejné vysledné koncentraci ve vezikulédch, jako tomu bylo u DPH.

V piipadé roztok obsahujici 300 mM soli NaCl byla pouzivana sonifikace pii zvySené teploté
(do 60 °C) pred méfenim fluorescenéni anizotropie nebo generalizované polarizace tak, aby doslo
k odkaleni roztoku. Vzorek byl sonifikovan z divodu jeho okamzitého zakaleni po ptidavku pfislusného
mnozstvi soli.

4.3  Méreni vzorki
4.3.1 Méreni elektroforetického a dynamického rozptylu svétla

Pro méfeni elektroforetického i dynamického rozptylu svétla byl vyuzit pfistroj ZetaSizer (ZetaSizer
Nano Series, Malvern, s He-Ne laserem). U jednotlivych méfeni byla nejprve métena velikost a az poté
{—potencial, aby nedoslo ke znecisténi vzorku vlivem vysoké vodivosti U méteni ELS. Pfistroj pro
méfeni velikosti @ (—potencialu byl nastaven dle parametri uvedenych v nasledujici tabulce (Tab. 2):

Tab. 2: Nastaveni pristroje ZetaSizer pro méreni DLS a ELS

Dynamicky rozptyl svétla — méreni velikosti ¢astic

Prostiedi Voda nebo stl' Teplota 25°C
Kyveta Sklenéna (PCS-1115) | Délka stabilizace na teplotu 30az60s
Cas jednoho méfeni 10 s Pocet méfeni v jednom opakovani 12

Pocet opakovani 3 Pozice méfeni v kyveté 1nm

Elektroforeticky rozptyl svétla — mérreni (—potencialu

Prostiedi Voda nebo sl Teplota 25°C
Kyveta Cela pro zeta Délka stabilizace na teplotu 10s
Model Smoluchowski Pocet méfeni vV jednom opakovani 10 az 15
Pocet opakovani 5

Vystupem méteni velikosti vezikul byl korelogram, distribu¢ni kiivky, hodnota primérné velikosti
a index polydisperzity (PDI, z ang. polydisperze index). Vystupem méteni elektroforetického rozptylu
svétla byla hodnota (—potencialu, ktera vypovida o stabilité vzorku.

4.3.2 Méreni fluorescen¢ni anizotropie a generalizované polarizace

Pro méfeni fluorescencni anizotropie i generalizované polarizace byl vyuzit spektrofluorimetr FS5
(Stacionarni spektrofluorimetr FS5, Edinburgh Instrument Ltd, cela SC-25). Ptipravené vzorky
s proménlivymi koncentracemi roztoku NaCl byly méfeny v kiemenné kyveté jak pro fluorescencni
anizotropii, tak pro generalizovanou polarizaci. Pro méfeni fluorescenéni anizotropie byly vyuzity
vzorky oznacCené sondou DPH s nastavenim piistroje pro fluorescencni anizotropii dle nasledujici

tabulky (Tab. 3):

! Vzorky bez ptidavku soli byly zméfeny na vodné prostiedi. Vzorky s ptidavkem soli byly méfeny na
prostiedi soli 0 jednotné koncentraci 0,1 M pii 25 °C, pro které byly nalezeny odpovidajici piepoétové
veli¢iny: dynamicka viskozita 0,89832 cP [66], index lomu 1,3352 [67] a permitivita 76,6 [68].
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Tab. 3: Nastaveni spektrofluorimetru FS5 pro méient fluorescenéni anizotropie

Excita¢ni maximum 350 nm Dwell time 0,4s

Emisni maximum 430 nm

Polarizatory Excita¢ni i emisni Termometr Peltier modul
Metoda méfeni Emisni anizot. spektrum | Teplota 15az75°C (25 °C)
G — faktor Mé&fen Krok u teploty 5°C

M¢étené spektrum 395 az 495 nm Teplotni méd Reverzni

Krok vin. délky 4nm Stabilizace nateplotu 120s

Pocet opakovani 1 Michani Zapnuto

Pro méfeni generalizované polarizace byly vyuzity vzorky vezikul oznacené sondou Laurdan. Métfeni
probihalo opét na pfistroji FS5 s nastavenim pro generalizovanou polarizaci dle nasledujici tabulky

(Tab. 4):

Tab. 4: Nastaveni spektrofluorimetru FS5 pro méreni generalizované polarizace

Excitaéni maximum 350 nm Dwell time 0,15s

Emisni maximum 480 nm pii 75-80 °C Termometr Peltier modul
Polarizatory Z4dné Teplota 15 az 75 °C (25 °C)
Metoda méfeni Emisni spektrum Krok u teploty 5°C

Meétené spektrum 400 az 550 nm Teplotni moéd Reverzni

Krok vin. délky 1nm Stabilizace nateplotu 120s

Pocet opakovani 1 Michani Zapnuto
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5 DISKUSE A VYSLEDKY

Byly méteny a vyhodnocovany vlastnosti vezikul jako je velikost, stabilita, fluidita nebo solvatace
membrany, piip. faze membrany, a to za konstantni i proménné teploty. Méfeni bylo provedeno pro
celou koncentra¢ni fadu roztoku chloridu sodného, konkrétné se jednalo o vzorky s obsahem soli NaCl
0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 50,0; 100,0; 150,0 a 300,0 mM. Hodnoty koncentraci odpovidaji hodnot¢ iontové sily
dle rovnice (2), protoze byla vybrana jednomocna sul obsahujici pouze jednomocny kationt Na*
a jednomocny aniont CI". Z tohoto diivodu nebylo nutné piepocitavat koncentraci na iontovou silu
a zohlediovat mozné vzniklé rozdily mezi témito veli¢inami.

Veskeré méfeni probihalo na dvou pfistrojich ZetaSizer a spektrofluorimetru FS5. ZetaSizer slouzil
Kk urceni velikosti a {—potencialu, ze které¢ho byla nasledné odvozena stabilita kataniontovych vezikul.
Spektrofluorimetr FSS byl pouzivan pro metody fluorescenéni anizotropie a generalizované polarizace,
ze kterych se nasledné odvodily vlastnosti tykajici se membrany. Fluorescencni anizotropie S vyuzitim
hydrofobni ty¢inkové sondy DPH poskytuje informace o vnitfni ¢asti membrany — jeji fluidité.
Generalizovana polarizace je metoda, pro kterou byla vyuzita fluorescencni sonda Laurdan, ktera vlivem
svoji amfifilni struktufe podava informace 0 vngjsi ¢asti vezikul — solvataci a typu faze.

5.1 Vysledky méreni za konstantni teploty

Mgfeni za konstantni teploty bylo provedeno pro teplotu 25 °C, ktera viceméné odpovida teploté
laboratote za normalnich podminek. Pro méfeni S jednou neménnou teplotou byly vyuzity metody DLS,
ELS, fluorescenéni anizotropie a GP. Souhrnné vyhodnoceni vysledkd dat pfi konstantni teploté se
vyskytuje v pfilohach v Tab. 6.

5.1.1 Dynamicky a elektroforeticky rozptyl svétla pri 25 °C

Me¢teni DLS a ELS probihalo na pfistroji ZetaSizer S nastavenim (viz Tab. 2). Mé&feni vzdy probéhlo
béhem dvou hodin od ptidavku soli, tudiz vysledky podavaji témét okamzité informace o tom, co se
stane po konkrétnim ptidavku soli NaCl o uréité koncentraci (iontové sile) s velikosti a stabilitou. Kazdé
méfeni bylo zopakovano nejméné tiikrat (v ptipadé vyskytu odlehlych vysledki i vicekrat).

Z vysledkt méfeni velikosti (Tab. 5) vyplyva, Ze pti nizkych piidaveich soli od 0,5 do 2,0 mM dochazi
zpusobuje narust velikosti vezikul. Oba jevy potvrzuji teoretické predpoklady (dle kapitoly 3.4.1 —[62])
ohledné zmény velikosti v zavislosti na zvySujici se iontové sile (Obr. 19). Tedy, Ze nejprve dochazi ke
snizeni velikosti vezikul po malém pi#idavku soli (oproti vzorku bez chloridu sodného), coz je zptisobeno
bliz§im balenim tenzidii v membrané. Naopak pii vyssi iontové sile dochazi K ristu velikosti, coZ je
zpusobeno tim, ze dochazi K nartstu tloustky tenzidové dvojvrstvy (respektive tento jev je spojen
i s poklesem (—potencialu, tudiz se jednotlivé vezikuly postupné piestavaji odpuzovat a mize dojit
k jejich agregaci). V souhrnu velikost vezikul roste v fadé s piidavky soli: Cosmm = Cimm <C2mm <Co,omm
<Csomm <C100mmM <C150mM <C300mM.

Vsechny vzorky o koncentraci soli NaCl od 0,0 do 150,0 mM maji index polydisperzity (PDI) mensi
nebo roven hodnoté 0,3. Na zakladé téchto vysledkt l1ze predpokladat, Ze distribuce je tzv. unimodalni
(monodisperzni) [65]. To bylo potvrzeno i znazornénim distribucnich ktivek pro kazdy vzorek a pro
kazdé jejich opakovani, jejichz hodnoty byly nakonec zprimérovany (Obr. 18). Vzorek s piidavkem
300,0 mM NaCl mél pro v8echna opakovani PDI rovnu jedna, z ¢ehoz lze usuzovat, Ze se ve vzorku
vyskytovalo vétsi mnozstvi jednotlivych velikostnich frakei nebo je jejich velikost mimo méfici rozsah
piistroje. Na zaklad¢ znazornéni distribu¢nich ktivek bylo zjisténo, Ze polydisperzita byla zptisobena
vétsim mnozstvim frakci (z tohoto diivodu byla Tab. 5 doplnéna o velikosti tfi nejvice zastoupenych
velikostnich frakci). Nicméné i u téchto vzorkl plati, Ze jejich primér ma vétsi velikost (dokonce
mnohonasobné vyssi) nez predchozi vzorek (150,0 MM NaCl). Pro vSechna provedena méfeni byly
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zméfeny a vyneseny korelaéni kiivky zavislosti korela¢niho koeficientu na korelaénim ¢ase (Pfilohy,
Obr. 26). Vzorky s obsahem soli 0,0 az 150,0 mM maji idealni pribéh korelac¢nich kiivek, které se od
sebe téméf nelisi. Vzorek s obsahem 300,0 mM NaCl ma korela¢ni kiivku mirné protahlejsiho tvaru
a inflexni bod této kiivky je posunut k delsim ¢astim. Tento jev potvrzuje i vizualni pozorovani, a to ze
Vv tomto systému dochazelo ke vzniku vétSich Gtvart (srazenin).

Tab. 5: Tabulka velikosti, (~potencidlu, jejich odchylek a stanoveni stability vezikul v zavislosti na piidavku NaCl.
Vzorek s 300,0 mM NaCl byl v tabulce doplnén 0 hodnoty jednotlivych peakii z diivodu jeho polydisperzity

Velikost a {—potencial ¢astic na zakladé piidavku NaCl

s o] oy o (1) | PDIEAPDLO) | Gt £ At (V) | Stabilita
0,0 9%6+1 0,306 + 0,03 71+4 Stabilni

0,5 82+2 0,263+ 0,01 71+1 Stabilni

1,0 82+2 0,269 + 0,03 68+ 3 Stabilni

2,0 83+1 0,258 + 0,01 64+4 Stabilni
50,0 103+5 0,248 £ 0,01 23+1 Nestabilni
100,0 119+2 0,215+ 0,03 16+1 Nestabilni
150,0 122 +6 0,154 + 0,03 11+1 Nestabilni
1039 + 164 o
300,0 7845 917 - 504 4215+ 428 1,000 + 0,00 1+1 Nestabilni

14T ——00mMNaC
13 ' ——0,5mM NaCl
12 1,0 mM NaCl
11 } —2,0 MM NaCl
10 } 50,0 mM NaCl
9 ——100,0 mM NaCl
@ 150,0 mM NaCl
S 8t
= ——300,0 mM NaCl
T 7t
qC)
£ 6
5 L
4 L
3 L
2 L
1 L
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velikost Castic (nm)
Obr. 18: Distribucni diagram zavislosti intenzity na velikosti ¢astic pri ruznych pridavcich soli NaCl

Meéteni (—potencialu je ovlivnéno piidavkem kladného tenzidu DODAC do struktury vezikul. Z tohoto
divodu vzorek s nulovou koncentraci soli ma kladnou hodnotu {—potencialu a naslednymi piidavky
NaCl dochazi k poklesu tohoto (—potencialu (Obr. 19 a Tab. 5) az k téméf nulové hodnoté (u celkové
koncentrace 300,0 mM v roztoku vezikul). Pokles je zpusoben dodavanim elektrolytu (piidavek
protiionti ve vné&jsi vrstve) k roztoku vezikul atim dochazi ke snizovani iontové atmosféry (vnéjsi
diftzni vrstvy) v blizkosti vezikul, coz potvrzuje teorii k (—potencialu (kapitola 2.5.2). V piipad¢, ze
koncentraci soli zobrazime v logaritmickém méfitku na zakladé literarni reSerSe [63], pak je tento pokles
téméf linearni, pfedevsim od koncentrace soli 2,0 mM a vys (Ptilohy, Obr. 27).
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Na zakladé hodnoty (—potencialu lze stanovit stabilitu vezikularnich ¢astic. Za stabilni vzorky se
povazuji ty, které maji hodnoty jiné, nez je rozmezi —30 az +30 mV [41]. Do této stabilni oblasti byly
zahrnuty vzorky s obsahem 0,0; 0,5; 1,0 a 2,0 mM chloridu sodného. Naopak za nestabilni vzorky dle
(—potencialu lze oznacit vzorky s 50,0 az 300,0 mM NaCl. Na zaklad¢ poklesu (—potencialu lze
i odvodit, pro¢ dochazi u vzorkd s obsahem soli 50,0 mM a vys K rastu velikosti. (—potencial je totiz
natolik nizky (pfip. skoro ve svém izoelektrickém bod¢, kdy je (—potencial roven nule), Ze muize
dochazet k destabilizaci a agregaci vezikul.
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Obr. 19: Graf zavislosti velikosti castic a (—potencialu na vysledné koncentraci soli. Vzorek s obsahem
300,0 mM NaCl byl z velikostni kiivky vynechdn 7 ditvodu jeho vysoké polydisperzity a tudiz nizké relevantnosti
prumeérného vysledku velikosti

5.1.2 Fluorescenéni anizotropie pri 25 °C

Pro méfeni fluorescenéni anizotropie byl vyuzit spektrofluorimetr FS5 s nastavenim dle Tab. 3, ale
nastaveni pfistroje bylo upraveno na méfeni pii laboratorni teploté 25 °C. Vzorky s ptidavkem soli
a DPH byly promé&fovany V ten samy den, co byla pfidana sil k ozna¢enym kataniontovym vezikulam.
Témét v8echny vzorky byly zméfeny nejpozdéji do dvou hodin od piidavku soli. Roztok s obsahem soli
300,0 mM NaCl byl nejprve sonifikovan pomoci ultrazvukového sonifikatoru USV300TH firmy VWR
za zvySené teploty, nez byl proméfovan na FS5. A to z toho duvodu, Ze okamzité po piidavku soli doslo
k vyraznému zakaleni vzorku. Sonifikace byla spusténa v rozmezi teplot 50 az 60 °C po dobu 2 hodin
(ptipadné i vice). Nicméné ani po dokonceni sonifikacniho procesu nedoslo K uplnému odkaleni vzorku
a vysledky tak mohly byt zkresleny rozptylem zafeni na vétSich ¢asticich. Ostatni vzorky nebylo nutné
sonifikovat, jelikoz vznikaly opalescentni roztoky.

Vsechna méfeni byla opét alespon tfikrat zopakovana. Ziskané naméfené hodnoty intenzit v riznych
smérech polarizaci byly zpracovany dle vzorct (10) a (11) a vysledné vypocitané hodnoty r byly
zprumérovany. Takto vypocitané vysledky byly vyneseny do jednotného grafu zavislosti fluorescencni
anizotropie na koncentraci soli NaCl (Obr. 20).
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Z vysledkti méfeni pii konstantni teploté vyplyva, ze vzorky s 0,5 a 1,0 mM NaCl maji vyssi hodnoty
fluorescenéni anizotropie néz vzorek s nulovou koncentraci soli. Konkrétné nartst pokracuje v fadé
Co.omm< Cosmm <C10mm, tedy Ze ptidavek 0,5 a 1,0 mM soli zvySuje tuhost membrany oproti vzorku bez
ptidavku soli. Nicmén¢ tento nardst oproti vzorku snulovou koncentraci soli je pomérné maly
a v urcitych piipadech (se zohlednénim chybové usecky) lze izanedbat. Vzorky s obsahem 2,0 az
300,0 mM NaCl maji niz8i hodnoty fluorescenéni anizotropie, pokles pokracuje Vv fad€ Comm > Csomm
>C1oomm >Cisomm >Caoomm. Cim je nizsi hodnota fluorescenéni anizotropie, tim vice se stava vnitini ¢ast
membrany tekutéjsi — nejvice fluidni je membrana po piidavku 300,0 MM NaCl a nejvice rigidni je po
ptidavku 1,0 mM =~ 0,0 mM NaCl. Fluidita tedy roste v fad¢ soli C1,omm <Cosmm <Coomm <C2,0mm <Cs0,0M
<C1000M <C1500mm <Csooomm. Ve vysledku lze pfedpokladat, ze vétsina ptidavkd soli snizuje Gcinek
cholesterolu ve vnitfni ¢asti membrany. Popsané zmény fluorescencni anizotropie jsou znazornény
v nasledujicim grafu (Obr. 20):
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Obr. 20: Graf zavislosti fluorescencni anizotropie na koncentraci NaCl pri teplote 25 °C

5.1.3 Generalizovana polarizace p¥i 25 °C

Méfeni generalizované polarizace prob&hlo na spektrofluorimetru FS5 s nastavenim dle Tab. 4, ale
pouze pro jednu teplotu: 25 °C. Oznacené vzorky vezikul Laurdanem byly proméfovany opét béhem
dvou az tii hodin po pfidavku soli k ozna¢enym vezikulam. Dal§i dny prob&hla obdobnym zptisobem
dalsi dvé opakovani. Podobné jako uméfeni fluorescencni anizotropie byl vzorek vezikul s NaCl
0 koncentraci 300,0 mM nejprve sonifikovan, nez byl vlozen do pfistroje FS5. Sonifikace probihala se
stejnym nastavenim jako pro méfeni fluorescenéni anizotropie. Ostatni vzorky opét sonifikovany nebyly
(nedoslo Kk jejich vyraznému zakaleni po ptidavku ptislusného mnozstvi soli).

Namétené hodnoty intenzit byly dale zpracovany pomoci vzorce (15) a vyneseny do jednotného grafu
zavislosti GP=f(Cnaci), jak bylo zndzornéno na Obr. 21. Z méfeni generalizované polarizace vyplyva, ze
pifi pridavku malého mnozstvi soli (0,5, 1,0 a2,0 mM) dochazi Kk mirnému poklesu hodnoty
generalizované polarizace oproti vzorku bez ptidavku chloridu sodného. S dal$imi pfidavky NaCl
dochazi Kk postupnému ristu hodnoty generalizované polarizace. V souhrnu dochazi K rastu
generalizované polarizace V fad¢ S koncentraci soli: Cosmm = C2,0mm <C1,0mM <Co,omM <Cs0,0mM <C100,0mM
<Ci50,0mm <C300,0mm. U generalizované polarizace plati, ze ¢im nizsi je jeji hodnota, tim vyssi je solvatace
vezikul. Tedy pro laboratorni teplotu to znamena, Ze nejvétsi hydrataéni obal maji vezikuly ve vzorcich
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s ptidavkem 0,5 a 2,0 mM soli NaCl, naopak nejmensi solvatace (aZ dehydratace) se vyskytuje
u 300,0mM vzorku NaCl. Pokles hodnoty GP pro vzorky s 0,5 az 2,0 mM soli a nasledny rast GP pro
pridavky soli 50,0 az 300,0 mM koreluje s velikosti vezikul. Cim je vzorek vice dehydratovan, tim ma
vétsi velikost (plati pro vzorky 50,0 az 300,0 mM NaCl, odvozeno na zakladé literarni reSerSe
viz v kapitole 3.4.1 — [62]). Naopak ¢im je nizsi GP — vyssi solvatace vezikul, tim klesa jejich velikost.
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Obr. 21: Zavislost generalizované polarizace na koncentraci pridavaného NaCl k vezikulam pii teploté 25 °C

5.2 Vysledky méfeni S ménici se teplotou

Meéteni membranovych vlastnosti vezikul bylo provedeno pii ménici se teploté. Konkrétné byl zvolen
rozsah 15 °C az 75 °C s krokem 5 °C. Vsechna méfeni probéhla v reverznim modu, aby na zacatku
méfeni pii nizké teploté nedoslo K vysrazeni tenzidt z vezikul, coZ by zptisobilo znehodnoceni méfeni
pfi vyssich teplotich. Pro tento typ méfeni byly vybrany metody fluorescencni anizotropie
a generalizované polarizace na pfistroji spektrofluorimetru FS5. Nastaveni tohoto pfistroje bylo
obdobné jako pro méfeni za konstantni teploty, jen byl zvolen rozsah teplot 15 az 75 °C oproti jediné
teploté (Tab. 3 pro fluorescen¢ni anizotropii a Tab. 4 pro generalizovanou polarizaci). Obdobné jako
u méfeni S konstantni teplotou byl vzorek s vyslednym obsahem soli 300,0 mM NaCl sonifikovan, nez
byl vlozen do pfistroje FS5. Vyhodnoceni zmén vyslednych vlastnosti s teplotou, respektive porovnani
membranovych vlastnosti pifi nizké (15 °C) a vysoké (75 °C) teploté, se vyskytuje v piilohach v Tab. 7.

5.2.1 Fluorescen¢ni anizotropie

Meéfeni fluorescencni anizotropie S ménici se teplotou bylo provedeno analogickym zptsobem jako pfi
konstantni teploté. Obdobnym zpusobem byly izpracovany naméfené intenzity na hodnoty
fluorescenc¢ni anizotropie dle rovnic (10) a (11).

Bylo zjisténo, Ze nejvyssi hodnota fluorescenéni anizotropie je pro vSechny vzorky kataniontovych
vezikul pii nizkych teplotach — pfi 15 °C. Pti nizké teploté maji tyto vzorky nejnizsi fluiditu membrany
Vv ramci jedné koncentrace. Zaroven plati, ze nejnizsi fluiditu maji vzorky s 1,0 a 0,5 mM NaCl, dokonce
maji tuto fluiditu niz8i nez vzorek bez soli. Z komplexnéjsiho hlediska lze zhodnotit, ze vysledky
fluorescencni anizotropie pro vzorky s obsahem soli 0,5 a 1,0 MM se vyrazné neli§i od nulového
ptidavku soli. Zmétené hodnoty vzorki Stimto malym pifidavkem soli se vyskytuji Vv ramci
smérodatnych odchylek vzorku, do néhoz nebyl pfidan chlorid sodny. Ostatni vzorky maji vzdy fluiditu
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membrany vy$si nez vzorek s nulovou koncentraci soli. Cim vice roste teplota, tim vice klesa hodnota
fluorescencni anizotropie (roste fluidita membrany) pro vSechny métené vzorky kataniontovych vezikul.
Nejvetsi zmeéna fluorescencni anizotropie mezi nizkou (15 °C) a vysokou (70 az 75 °C) teplotou se
vyskytuje u vzorkt s obsahem soli 1,0; 0,5 a 0,0 mM. Naopak vzorky s vyssim obsahem soli (2,0 az
300,0 mM) nemaji tento pokles (zménu) az tak markantni. Nicméné i pti vyssich teplotach plati, ze
nejniz$i hodnotu fluorescencni anizotropie, a tedy i nejvyssi fluiditu, maji nejvice koncentrované vzorky
NaCl ve vezikulach.

Metodou fluorescen¢ni anizotropie byly prométeny i DPH oznaéené vzorky tenzidt HTMAB a SDS.
Tyto vzorky byly méteny proto, ze pokles fluorescencni anizotropie pro vzorky s vyslednou koncentraci
soli 300,0 mM NaCl byl pomé&mé markantni oproti vzorku s nulovou koncentraci soli. Tudiz vznikl
ptredpoklad, jestli nedoslo K tak velké destabilizaci vezikul, Ze by doslo k jejich rozpadu na jednotlivé
komponenty — tenzidy. Tenzidy by nasledné ve vodném prostiedi vytvorily micely, do jejichZ membran
by se navazala sonda DPH abyla by tak méfena hodnota fluorescenéni anizotropie téchto micel.
Nicméné zmétené hodnoty fluorescencni anizotropie se pro oba vzorky tenzidi pomérné dost lisi od
vzorki oznacenych kataniontovych vezikul, ke kterym byla ptidavana sul. Oznacené micely HTMAB
a SDS maji napti¢ celym méfenym teplotnim spektrem vyrazné niz$i hodnotu fluorescenéni anizotropie
oproti vzorkiim kataniotovych vezikul s ptidavkem soli. To vypovid4d 0 nejvyssi fluidité membran
napfi¢ v§emi métenymi vzorky. Tudiz puvodni pfedpoklad o rozpadu kataniontovych vezikul na micely
tenzidht HTMAB a SDS vlivem piidavku soli NaCl nebyl potvrzen. Hodnota fluorescenéni anizotropie
se u vzorkl tenzida HTMAB a SDS s teplotou extrémné neméni. Respektive u ozna¢eného roztoku
HTMAB lIze pozorovat mirné zvySeni fluorescencni anizotropie pii nizkych teplotach, ale oznaceny
vzorek SDS ma hodnotu fluorescenéni anizotropie téméf konstantni. Fluorescenéni anizotropie tedy
v celém teplotnim rozsahu klesd vfadé métfenych vzorkil: Ciomm >Cosmm >Coomm >C2omm >Cs0,0mm
>C100,0mM >C150,0mM >C3000mm >Csps >CHrmas @ fluidita roste v fadé: ¢1.omm <Cosmm <Coomm <C2,0mm <Cs0,0mm
<C100,0mM <C150,0mM <C3000mm <Csps < CHTmas (Obr. 22).
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Obr. 22: Graf zavislosti fluorescencni anizotropie na teploté pro vzorky vezikul s DPH a s rozdilnymi vyslednymi
koncentracemi NaCl a oznacené vzorky HTMAB a SDS
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5.2.2 Generalizovana polarizace

Mg¢feni generalizované polarizace bylo provedeno na piistroji FS5 s nastavenim dle Tab. 4. Postup
mefeni byl obdobny jako pro méfeni generalizované polarizace pfi konstantni teploté, ale nastaveni
probé&hlo pro cely teplotni rozsah. Naméfené hodnoty intenzit byly piepocitany pomoci vzorce (15) pro
vSechny teploty.

Ze zpracovanych vysledkl vyplyva, ze pii nizké teploté (okolo 15 °C) maji vSechny méfené vzorky
vysokou hodnotu generalizované polarizace, ktera odpovida nizké hydrataci a vysoké rigidité vnéjsi
¢asti membrany. Jakmile ale dochazelo ke zvySovani teploty az k 75 °C, zacala hodnota GP klesat, coz
znadi rast solvatace a tekutosti (= neuspofadanosti) vnéjsi ¢asti membrany. Zaroven plati, ze napfic¢
méfenym teplotnim rozsahem byla hodnota GP vzdy vyssi u vzorka s vysokou koncentraci soli (50,0 az
300,0 mM) nez u vzorka s nizkou koncentraci soli (0,0 az 2,0 mM). Pokles GP viceméné odpovida fadé:
Co,0mM = CosmM = C1,0mM = C2,0mm <Cs0,0mM <C100,0mm <C150,0mm <Czo0omm. VSechny vysSe zminéné jevy jsou
znatelné na Obr. 23.

V ptipadé, Ze budeme vysledky generalizované polarizace hodnotit vice souhrnné, pak se
generalizovana polarizace rozdelila na dvé oblasti — pfi nizké a pti vysoké iontové sile. Pti nizké iontové
sile (0,5 az 2,0 mM) se vysledky GP udrzuji v blizkosti hodnot GP pro vzorek, ktery neobsahoval Zadny
pridavek soli. Tyto vzorky jsou vzdy vice solvatovany a vice fluidni z hlediska vn&jsi ¢asti membrany
néz vzorky s vys§i koncentraci soli. Pti vyssi iontové sile (50,0 az 300,0 mM) maji métené vzorky
hodnoty GP vyssi (oproti vzorku bez soli), tedy maji mensi solvata¢ni obal. Nicmén¢ ani pii nejvyssi
pouzité koncentraci soli nedoslo Kk prudké zméné v pribéhu hodnot GP v zavislosti na teploté (Obr. 23).

V souhrnu lze tict, Ze vysledky GP viceméné potvrzuji teoretické poznatky, kdy bylo ptedpokladano, ze
pii vysoké iontové sile budou pozorované systémy dehydratovany a budou mit tuzsi membranu (vné&jsi
oblast), coz je jednim z faktoru, ktery zpusobuje narust velikosti vezikul (kapitola 3.4.1 — [62]).
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Obr. 23: Zavislost generalizované polarizace na teploté pro oznacené vzorky s proménlivymi koncentracemi soli
NaCl
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5.3 Vysledky vizualniho pozorovani stability vzorki po piridavku soli v ¢ase

Stabilita vzorki Vv Case bez piidavku i s pfidavkem soli NaCl byla pozorovana i vizualnim zptsobem.
Casové rozmezi bylo zvoleno po dobu 4 tydni, kdy bylo sledovéano, jak budou vzorky v tomto ¢asovém
obdobi ménit sviij vzhled. Bylo piedpokladano, ze vzorky, které¢ byly dle {—potencialu oznaceny za
nestabilni, budou vykazovat i v ¢ase vizualni zmény.

Bylo pfipraveno 8 vzorkd s vyslednym obsahem soli NaCl 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 50,0; 100,0; 150,0
a 300,0 mM. Vsechny vzorky byly nejprve prométeny na DLS a ELS, aby se vyloucila moznost Spatné
ptipravenych vzorki. Cela koncentra¢ni fada dle vysledki DLS a ELS vysla z obou méteni podobné,
jako predeslé vzorky. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do plastovych kyvet, (Obr. 24)
zaparafilmovany a vloZzeny do suSarny pti 25 az 30 °C. Thned po pfidavku soli bylo vidét, ze 300,0
a 150,0 mM obsah chloridu sodného ve vezikulach zpisobuje zakaleni vzorku. Vzorky s vyslednym
obsahem soli 100,0 mM a 50,0 mM byly velmi mirn¢ zakaleny. Vzorky s niz§im obsahem soli byly
vizualné podobné vzorku bez soli — opalescentni.

I DU

Obr. 24: Vzorky s obsahem soli 0 az 300 mM NaCl ihned po pridavku soli

Druhé pozorovani probéhlo jiz v ten samy den po 6 hodinach od pfidavku soli k vezikulam (Obr. 25).
Vzorky s obsahem soli 0,0 az 150,0 mM byly v nezménéné podobé od prvniho pozorovani (ihned po
ptidavku soli). Nicméné u vzorku s vyslednym obsahem soli 300,0 mM doslo k vysrazeni pii hlading
kyvety a byl tak potvrzen piedpoklad ziskany z méteni ELS 0 nestabilité tohoto vzorku.

Obr. 25: Vzorky s obsahem soli 0 az 300 mM po 6 hodindch v susdrné

Tteti pozorovani probéhlo po 7 dnech od ptidavku soli (Piilohy, Obr. 28). VVzorky s obsahem NaCl 0,0
az 100,0 mM opét nevykazovaly vizualni zmény. Vzorek s obsahem soli 150,0 mM vykazoval mirné
vysrazeni pii hladiné v kyveté. Nicméné Castice tohoto vzorku byly natolik malé alehké, ze pfi
jakémkoliv pohybu s kyvetou doslo k okamzitému rozvifeni a homogenizaci. Z pozorovani lze tedy
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predpokladat, Ze i vzorek se 150,0 mM soli neni stabilni, jak bylo i potvrzeno z méfeni ELS. Zaroveii
1ze odvodit, Ze tento vzorek je mnohem vice stabilni nez vzorek s vyslednym obsahem chloridu sodného
300,0 mM. Vzorek sobsahem soli 300,0 MM nevykazoval vyznamné zmény oproti druhému
pozorovani.

Ctvrté pozorovani probéhlo po 14 dnech od ptidavku soli (Piilohy, Obr. 29). Bylo zji§téno, Ze oproti
poslednimu pozorovani nedoslo K vyznamnym zménam. Vysrazeni bylo znatelné jen u vzorkl
s obsahem NaCl 300,0 a 150,0 mM. Castice v 150,0mM vzorku byly opét vysrazeny pii hlading a pii
pohybu s kyvetou doslo k promichani, nicméné tentokrat probihala homogenizace pomaleji nez predesly
tyden. Vzorky s niz§imi koncentracemi chloridu sodného (pod 150,0 mM NaCl) byly v nezménéné
podobé a Ize predpokladat, ze i v pomérné stabilni formé.

Pti pozorovani po 3 tydnech (Pfilohy, Obr. 30) nebyly zaznamenany markantni zmény oproti predeslym
tydnim. Vzorky s obsahem soli 150,0 a 300,0 mM byly jediné vysrazené, pouze u vzorku s obsahem
150,0 mM chloridu sodného byl pozorovan vyraznéjsi zakal nez v ptedeSlych tydnech. Obdobné
vysledky byly ziskany i pti Sestém pozorovani po 4 tydnech (Pfilohy, Obr. 31).

V souhrnu z vizualniho pozorovani vyplyva, Ze stabilita po dobu 4 tydnii se zménila pouze pro vzorky
s nejvyssimi koncentracemi chloridu sodného (150,0 a 300,0 mM). Ato ztoho divodu, Zze pouze
u té€chto dvou vzorkt byly pozorovany zmény ve vizualni podobé systému — doslo K jejich vysrazeni pii
hladin¢ kyvety. Vzorek s obsahem 300,0 mM NaCl vykazoval rychlé a pomérné vysoké vysrazeni jiz
po 6 hodinach od piidavku chloridu sodného. U vzorku s 150,0 mM soli bylo pozorovano malé
vysrazeni po tydnu od piidavku soli, které se v nasledujicich tydnech postupné zvyraziiovalo. Tyto dva
vzorky potvrzuji puvodni predpoklady 0 nestabilité téchto systému ziskané z metody ELS atato
nestabilita byla znatelna i pouhym okem. Naopak vzorky s vyslednym obsahem chloridu sodného 50,0
a 100,0 mM, které dle méfeni {—potencialu vychazi taktéz jako nestabilni, pfekvapivé nevykazovaly

Tv v

vysledky z métfeni ELS, kdy nedoslo k vizualni zméné téchto systému, coz potvrzuje jejich stabilitu.

46



6 ZAVER

Cilem této prace bylo zkoumat vliv iontové sily na vlastnosti vezikuldrnich systémut slozenych
z iontovych amfifilnich pard, ato teoretickym i praktickym zpusobem. Teoretické zkoumani bylo
zpracovano formou soucCasné feSené problematiky, kdy byly vyhledany védecké clanky, které se
zabyvaly podobnou tématikou napiiklad u liposomt. Praktické zkoumani bylo provedeno
experimentalnim méfenim na kataniontovych vezikuldch a stanovenim jednotlivych vlastnosti. Jako
zkoumané vlastnosti byly vybrany velikost, {—potencial, fluidita vnitini ¢asti membrany, hydratac¢ni
vlastnosti vnéjsi ¢asti membrany a piipadné stanoveni uspotfadanosti této membrany. Tyto vlastnosti
byly vybrany a zvoleny, protoze se jedna o jedny z nejvice vyuZivanych a stanovovanych vlastnosti
u koloidnich systémi, jako jsou napft. kataniontové vezikuly tvofené z IPA.

{—potencidl je wveli¢ina, kterd charakterizuje stabilitu koloidnich castic améfi se pomoci
elektroforetického rozptylu svétla, ktery byl stanovovan pouze pfi laboratorni teploté. Vlivem ptidavku
kationaktivniho tenzidu DODAC do vezikul byl méteny (—potencial kladny a nejvyssi pro kataniontové
vezikuly bez pfidavku soli. Pfidavek soli stlac¢uje diftizni vrstvu a tim padem dochazi k poklesu hodnoty
{—potencialu. Kazdy vzorek s vyssi hodnotou iontové sily mél niz§i hodnotu (—potencialu, néz tomu
bylo u ptedesiého vzorku v koncentra¢ni fadé. Vzorek, ktery obsahoval 300,0 mM NaCl, mél hodnotu
(—potencialu piiblizné jednotkovou, coz naznauje vysokou nestabilitu vzorku a sklon k flokulaci.
Vzorky s 0,0 az 2,0 mM NaCl se vyskytuji ve stabilni oblasti (—potencialu, zatimco vzorky s vyssim
obsahem soli (od 50,0 do 300,0 mM NaCl) uz podle {—potencialu do této stabilni oblasti nepatii.

Vysledky ziskané z méfeni dynamického rozptylu svétla podavaji informace 0 velikosti stanovovanych
systémi. Tento typ méfeni byl provadén jen pii konstantni hodnoté teploty, ato pii 25 °C. Bylo
potvrzeno, ze vezikuly bez iontové sily maji typickou velikost okolo 95 nm. Jakmile doslo Kk malému
navyseni iontové sily (0,5 mM az 2,0 mM), byl pozorovan pokles velikosti vezikul az k hodnoté 80 nm,
coz bylo zptisobeno bliz§im balenim tenzidd ve vezikulové dvojvrstveé. Naopak piidavek vyssi iontové
sily (50,0 az 300,0 mM) zpusobil navySeni velikosti, protoze doslo k nabyvani tloustky tenzidové
dvojvrstvy vlivem dehydratace a blizsiho baleni tenzidii k sobé. Také doslo k poklesu {—potencialu, coz
mohlo podpotit agregaci jednotlivych vezikul.

Fluorescencni anizotropie byla métena pti pouziti fluorescencni sondy DPH s cilem se dozvedét, jaké
usporadani nabyva vnitini ¢ast membrany, konkrétné se zabyva fluiditou. Toto méfeni bylo provedeno
pro rozsah teplot 15 az 75 °C. Bylo zjiSténo, Ze pti nizkych teplotach maji vSechny systémy pomérné
vysokou hodnotu fluorescenc¢ni anizotropie, coz vypovida 0 vysoce usporfadaném systému a nizké
fluidité. Se zvySovanim teploty dochazelo u v8ech vzorkt k postupnému klesani hodnot fluorescencéni
anizotropie. Pti nejvyssi méfené teploté (75 °C) mély vSechny vzorky nejnizsi hodnoty fluorescenénich
anizotropii, které vypovidaji 0 vysoké fluidité a nizkém uspoiadani kazdého systému. Pfi porovnani
vzorkd s riznou iontovou silou pii jedné teploté mely vzdy nejvys$si hodnotu fluorescenéni anizotropie
vzorky s vyslednou koncentraci soli 1,0 a 0,5 mM, nasledoval vzorek bez ptidavku soli. VSechny zbylé
vzorky mély hodnotu fluorescenéni anizotropie nizsi, postupné Klesala se zvysujici se iontovou silou.
Bylo tedy vyhodnoceno, Ze piidavkem velmi nizké iontové sily (do 1,0 mM) byla zvySovana
uspofadanost vnitini ¢asti membrany, naopak pii vyssi iontové sile (od 2,0 do 300,0 mM) rostla fluidita
vzorku a tim padem klesala uspotadanost. Z méfeni roztokt tenzidit HTMAB a SDS bylo zjisténo, ze
tyto roztoky maji nejnizsi hodnoty fluorescenéni anizotropie napfi¢ celym teplotnim rozsahem. Tudiz
ani nejvyssi pridavek chloridu sodného (300,0 MM NaCl) k vezikulam nezptsoboval tak velkou
destabilizaci, ze by zapficinil rozpad vezikul na jednotlivé komponenty, které by nasledné vytvarely
micely.

Generalizovana polarizace byla méfena obdobné jako fluorescencni anizotropie pro teplotni rozsah
15 az 75 °C. Pro tento typ méfeni byla vyuzita namisto DPH sonda Laurdan, ktera svou chemickou
strukturou umoziuje podavat informace 0 vngj$i ¢asti membrany. Diky této fluorescencni sond¢ je
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mozné zjistit informace 0 hydrataénim obalu vezikul. Bylo zji$téno, Ze nizké piidavky soli (do 2,0 mM)
nezpusobuji znatelné zmény v hodnoté generalizované polarizace oproti vzorku s nulovou koncentraci
chloridu sodného. Naopak vzorky s vy$simi piidavky soli (50,0 az 300,0 mM) zptisobuji nartist hodnoty
generalizované polarizace vici vzorku bez soli. Nartst hodnoty generalizované polarizace vypovida
0 snizovéani solvataéniho obalu vezikul. Cim vy$§i iontové sile je vzorek vystaven, tim méné je
hydratovan. V ptipadé, Ze bude zkouman vliv teploty, pak vysoka hodnota generalizované polarizace se
vyskytuje pfi nizkych teplotdich anizkd hodnota generalizované polarizace nastava pii teplotach

vvvvvvvv

teploty zpusobuje narust hydrata¢niho obalu vezikul.

Nakonec byl zhodnocen i vizualni charakter vezikul pfi pozorovani v prib&éhu 4 tydnd. lhned po
pridavku soli doslo k zakaleni vzorku sobsahem soli 300,0 mM NaCl. Mirné se zakalil i vzorek
s koncentraci 150,0 mM NaCl. Jiz po nékolika hodinach v ten samy den od ptidavku chloridu sodného
k vezikulam byla pozorovana srazenina pii hladin¢ 300,0mM vzorku. Po tydnu stani v susarné nedoslo
u0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 50,0; 100,0 a 300,0 mM vzorkt k vizualni zméné, zatimco vzorek s obsahem soli
150,0 mM se mirné odkalil a vysrazel pti hladin€é. Bylo znatelné, ze velikost ¢astic vyskytujici se
v 150,0mM vzorku je mala, protoze ipifi mirném pohybu doslo K rozvifeni vzorku a opétovné
homogenizaci. Pozorovani, které probéhlo po 14 dnech od ptidavku soli nepodalo vyznamné odlisné
informace od pozorovani po 7 dnech od pridavku soli. V nésledujicich dvou tydnech byl pozorovan
mirné vzristajici zakal ve vzorku s vyslednym obsahem 150,0 mM NaCl. Nicméné ostatni vzorky
zustaly v nezménéné podob¢. Tudiz jedind zména ve vizualni podobé (stabilité) nastala pouze pro
vzorky s koncentraci soli 150,0 a 300,0 mM, zbylé vzorky nezménily svou vizualni podobu ani po
mésici od jejich piipravy. V porovnani s metodou ELS doslo ke shodé pro vzorky obsahujici vyslednou
koncentraci NaCl 0,0 az 2,0 mM — tyto vzorky jsou dle obou metod stabilni. Nestabilita byla potvrzena
pomoci ELS i vizualniho pozorovani u vzorka s obsahem soli 150,0 a 300,0 mM.

V ramci bakalaiské prace byl zkouman pouze vliv jedné soli — NaCl. Chlorid sodny byl zvolen z toho
dtvodu, Ze prave tento druh soli je povazovan za jednu z nejzakladnéjSich soli, navic se jedna o sil
jednomocnou a je souéasti i fyziologického roztoku v zivych organismech. Nicméné to, ¢im by bylo
mozné V této praci pokracovat, je vliv jinych soli. Mohlo by se jednat naptiklad o jiné halogenidy, které
jsou podobné NaCl. Pravé kvili této mensi odlisnosti mezi NaCl a jinymi halogenidy, je zde pfedpoklad,
ze ivysledky pfi jejich pouziti by nemusely zptisobovat markantni rozdily v zavérech méfeni vici
vysledkim pfi pouziti NaCl. Pfedevsim zajimavé pozorovani by mohlo vzniknout pii pouziti soli NaBr,
coz je sul, jejiz ionty byly pti vyrobé IPA odstranény. Bylo by tedy pozorovano chovani systémi po
navratu jejich protiiontti, coz vytvaii dva mozné predpoklady vysledkt: dochazelo by ke zpétnému
navazovani K piivodnim tenzidam, coz by mohlo vyustit i v rychlejsi destabilizaci, nebo by NaCl a NaBr
mely podobny vliv na kataniontové vezikuly. Pro dal$i méfeni by mohlo byt vhodné pouzit i vicesytné
soli. Ty uz svou chemickou podstatou evokuji k predpokladiim, Ze vysledky jednotlivych veli¢in budou
velmi odlisné, néz je tomu u soli NaCl. Jejich nizsi koncentrace by totiz vyvolavaly vyssi iontovou silu
(v tomto ptipad€ by pak neplatilo, Ze iontova sila Ciseln€é odpovida pouzité koncentraci). Pfipadné by
bylo zajimavé zkoumat, jak by se tento systém choval v piitomnosti smési soli nebo pii pouziti pufii.
Piedevsim pouziti PBS pufru by mohlo podavat dulezité vysledky piedevsim, pokud je v budoucnosti
ambice vyuzivat tyto systémy V mediciné€ nebo farmakologii.
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8  PRILOHY
8.1 Korelaéni kiivky
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Obr. 26: Korelacni koeficient v zavislosti na korelacnim case pro jednotlivé vzorky v koncentracni radé

8.2  Zavislost {—potencidlu na logaritmické koncentraci soli NaCl
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Obr. 27: Zavislost (~potencidlu na logaritmické koncentraci soli NaCl ve vzorcich




8.3  Vizualni pozorovani
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Obr. 31: Vzorky s obsahem soli 0 az 300 mM NaCl po 4 tydnech od pridavku soli
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8.4

Souhrnné tabulky vysledku

Tab. 6. Tabulka souhrnnych vysledkii a zhodnoceni viastnosti pri konstantni teploté

Souhrnna tabulka fyzikilnich a membranovych vlastnosti vezikul v zavislosti na iontové sile pro konstantni teplotu®

Iontova | Koncentrace . - Fluorescencni Vnitini membrana | Vnitini membrana Vi) o VneJ,51

. Velikost . . : P oy GP membrana | membrana —
sila NaCl potencial anizotropie — fluidita — usporadanost oy

—solvatace | uspotadanost

Zadna oM standard | vysoka vysoka nizka vysoka nizka vysoka nizka

s . . 0,5almM-—roste | 0,5a1mM—klesa | 0,5a1mM —roste s . s

nizka 0,5-2mM klesa klesa 2 MM  klesd 2 mM — roste 2 MM — klesa nizka vysoka nizka

vysoka | 50-300 mM roste klesa klesa roste klesa vys$si klesa roste

Tab. 7: Tabulka vysledkii pri ménici se teploté

Souhrnni tabulka membranovych vlastnosti vezikul v zavislosti na iontové sile s rostouci teplotou

Fluorescen¢ni Vnitini membrana | Vnitfni membrana Vnéjsi membrana — | Vnéj$i membrana —
Teplota | Koncentrace NaCl X . L "y GP "y
anizotropie — fluidita — usporadanost solvatace usporadanost
Nizka , i . . e .
(15 °C) 0-300 mM vysoka nizka vysoka vysoka nizka vysoka
Vysoka _y , _y s . _—y
(75 °C) 0-300 mM nizka vysoka nizka nizka vysoka nizka

2 Veli¢iny jsou porovnavany, jak se méni vici vzorku s 0,0 mM NaCl pfi konstantni teploté.

58



