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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva piipravou a charakterizaci vezikularnich systému tvofenych triple-IPA
(iontovy amfifilni par se tiemi hydrofobnimi fetézci). Pro pfipravu triple-IPA byly vyuzity
dvoufetézcové  kationické tenzidy  dimetyldimyristylamonium  bromid (DMSAB),
dimetyldipalmityamonium bromid (DPAB), dimetyldioktadecylamonium bromid (DODAB)
a dimetyldioktadecylamonium chlorid (DODAC) a jednofetézcovy anionicky tenzid
dodecylsiran sodny (SDS). Z kationickych tenzidii byly vybrany DMSAB a DPAB, které byly
studovany dikladnéji. Triple-IPA byly pfipraveny smichanim roztokd opa¢né nabitych tenzida
v ekvimolarnim poméru, vznikla srazenina triple-IPA byla odfiltrovana a ususena. Ze
ziskaného prasku byly rehydrataci a sonifikaci ptfipraveny vezikularni systémy. Ke stabilizaci
kataniontovych vezikul byl pouzit cholesterol a kationické tenzidy, ze kterych byly pfipraveny
triple-IPA. Vlastnosti vezikularnich systému byly vyhodnoceny pomoci méteni dynamického
a elektroforetického rozptylu svétla a turbidimetrie. Disperzni roztoky S ptidavkem
cholesterolu byly mén¢ zakalené, proto lze pfedpokladat, Ze podpofily tvorbu kataniontovych
vezikul. Optimalni obsah cholesterolu je 20 mol. %. Pii této koncentraci se projevi vliv
cholesterolu na reorganizaci membrany vezikul a kataniontovy systém ziistdva monodisperzni.
U vSech piipravenych roztoka byl stanoven kladny zeta potencial ve stabilni oblasti, ktery se
jesté zvysil pfidanim kladného tenzidu. Nejvhodnéjsi kationicky tenzid pro piipravu triple-IPA
je DPAB, se kterym se dobfe pracuje, vytvaii nejvice monodisperzni systémy a ma nejmensi
nejistoty méfeni.

KLICOVA SLOVA

iontovy amfifilni par (IPA), kataniontové vezikuly, zeta potencial, dynamicky rozptyl svétla,
elektroforeticky rozptyl svétla, turbidimetrie



ABSTRACT

This thesis deals with the preparation and characterization of vesicular systems consisting of
triple-1PA (ion pair amphiphile with three hydrophobic chains). For the preparation of triple-
IPA were used double-chain cationic surfactants dimethyldimyristylammonium bromide
(DMSAB), dimethyldipalmitylammonium bromide (DPAB), dimethyldioctadecylammonium
bromide (DODAB) and dimethyldioctadecylammonium chloride (DODAC) and the single-
chain anionic surfactant sodium dodecyl sulfate (SDS). Among the cationic surfactants,
DMSAB and DPAB were selected to be studied more thoroughly. Triple-IPAs were prepared
by mixing solutions of oppositely charged surfactants in equimolar ratio, and the resulting
triple-1PA precipitate was filtered and dried. From the obtained powder, vesicular systems were
prepared by rehydration and sonication. Cholesterol and cationic surfactants, from which the
triple-1IPAs were prepared, were used to stabilize the cationic vesicles. The properties of the
vesicular systems were evaluated by dynamic and electrophoretic light scattering measurements
and turbidimetry. The dispersion solutions with the addition of cholesterol were less turbid;
therefore, it can be assumed that they supported the formation of cationic vesicles. The optimum
cholesterol content is 20 mol. %. At this concentration, the effect of cholesterol on vesicle
membrane reorganization becomes apparent and the cationic system remains monodisperse.
A positive zeta potential in the stable region was determined for all prepared solutions, which
was further increased by the addition of a positive surfactant. The most suitable cationic
surfactant for the preparation of triple-IPA is DPAB, which is easy to work with, produces the
most monodisperse systems and has the lowest measurement uncertainties.

KEY WORDS

ion pair amphiphile (IPA), catanionic vesicles, zeta potential, dynamic light scattering,
electrophoretic light scattering, turbidimetry
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1 UVOD

Tato bakalafskéd prace se zabyva iontovymi amfifilnimi pary, které mohou nalézt své vyuziti
napi. ve farmacii jako potencialni nosice 1é¢iv. Konkrétn¢ se zaméfuje na triple-IPA, které
zatim nebyly podrobné studovany. Jedna se o systém dvou opacné nabitych tenzidi se silnym
elektrostatickym piisobenim mezi jejich hydrofilnimi skupinami, ktery ma ve své struktute tii
hydrofobni uhlikaté fetézce, jez na sebe navzajem puisobi hydrofobnimi interakcemi. Typicky
obsahuji iontové amfifilni pary pouze dva fetézce, proto se nékteré jejich vlastnosti od triple-
IPA 1isi, napt. jsou kvili mensimu podilu hydrofobni ¢asti 1épe rozpustné ve vodé. Obecné
vznikd neutralni iontovy amfifilni par, ktery ma ve vodném prostfedi snahu formovat se do
koloidnich utvart. V piipadé IPA se jedna 0 vezikularni systémy s nizkou stabilitou, ktera byva
podporovana ptidanim cholesterolu nebo dalSiho nabitého tenzidu. Praveé kvili schopnosti
vytvaret tvz. Kataniontové vezikuly, které jsou schopny enkapsulovat hydrofilni a hydrofobni
latky, napft. lé¢iva a ucinné latky, jsou iontové amfifilni pary intenzivné zkoumanym tématem.
Tuto schopnost enkapsulovat latky maji také biokompatibilni fosfolipidy vytvarejici lipozomy,
avSak néklady na vyrobu IPA jsou vyrazné niz§i. Proto je snaha piiblizit se vlastnostmi IPA
k fosfolipidim, aby mohly byt fosfolipidy nahrazeny levnéjsi variantou se zachovanim
vlastnosti. Mozné aplikace by IPA mohly najit ve farmacii, kosmetice a biotechnologiich.

Prvni ¢ast prace piedstavuje teoreticky uvod k dané problematice, ktery se zabyva tenzidy
vytvarejicimi asociativni koloidy, dale metodami vhodnymi pro zkouméni vezikularnich
systéml vybranych na zdklad¢ literarni reSerSe a soucasnym stavem feSené problematiky.
V dalSich castech jsou uvedeny metody piipravy a charakterizace pfipravenych systému
a diskutovany vysledky.

Cilem této prace byla pfiprava tfifetézcovych iontovych amfifilnich part z kvarterni amoniové
soli se dvéma uhlikatymi fetézci dimetyldimyristylamonium bromidu (DMSAB),
dimetyldipalmitylamonium bromidu (DPAB), dimetyldioktadecylamonium bromid (DODAB)
a dimetyldioktadecylamonium chloridu (DODAC) s dodecylsiranem sodnym (SDS).
Z pripraveného prasku triple-IPA byly vytvoreny vezikularni systémy, které byly analyzovany
metodou DLS, ELS, turbidimetrickym méfenim a vizudlnim pozorovanim. Zejména byla
diskutovana stabilita vezikularnich systému, kterd je zasadni podminkou pro vyuzivani IPA
Vv praxi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Tenzidy

Tenzidy jsou organické slouceniny s amfifilni strukturou, které maji schopnost hromadit se
na mezifdzovém rozhrani a snizovat volnou mezifazovou energii soustavy vice nez jiné
organické slouceniny [1]. Kvili této schopnosti byvaji nazyvany také jako povrchové aktivni
latky [2].

Hromadéni tenzidGi na fazovém rozhrani vychazi z amfifilniho charakteru téchto castic.
Molekula tenzidu obsahuje dvé ¢asti. Lyofilni ¢ast s velkou afinitou k rozpoustédlu a lyofobni
cast, ktera se srozpoustédlem odpuzuje. Ve vodném prostiedi, které je nejCastéjSim
rozpoustédlem, jsou tyto ¢asti nazyvany hydrofilni a hydrofobni. Hydrofilni ¢ast ma vysokou
afinitu k vod¢ a zaroven se odpuzuje s nepolarnimi rozpoustédly, zatimco hydrofobni ¢ast,
obvykle tvofend alkylem nebo alkylarylem, odpuzuje vodu, avSak vykazuje afinitu
k nepolarnim rozpoustédlim. Proto muze byt oznaCovana také jako lipofilni ¢ast [1, 2].
Schematicka struktura tenzidu je znazornéna na obr. 1.

Povrchové aktivni latky 1ze vyuzit v Cisticich, emulgaénich, dispergaénich, smacecich, pénicich
a odpenovacich ¢inidlech. Tvofii dalezitou slozku v mnoha praktickych aplikacich, jako jsou
barvy, detergenty, lepidla, emulze, dezinfekéni prostfedky, insekticidy a mnoho jinych [3].
Proto nachazi vyuziti v prumyslu, zeméd¢lstvi a dalSich odvétvich. Kviili schopnosti snizovat
mezifazové napéti vice nez jiné latky slouzi jako hlavni slozka pracich a isticich prostfedcich
v doméacnostech a v komunalnim sektoru [1, 4].

Tenzidy lIze klasifikovat z riznych hledisek jako je typ hydrofobni ¢asti, pocet hydrofobnich
fetézcl, polarita, poc€et hydrofilnich skupin a dal§i. Nejobvyklejsi déleni je podle iontového
charakteru, tedy podle typu hydrofilni ¢asti. Pokud hydrofilni ¢ast vykazuje iontovy charakter,
jedna se o ionické tenzidy, které se dale déli na anionické a kationické, jez jsou rozepsany
Vv nasledujicich kapitolach, a amfoterni [2, 5]. Amfoterni tenzidy obsahuji ve své struktufe
anion i kation, coz umoznuje jejich kombinovani v recepturach s anionickymi i kationickymi
tenzidy. Toho se vyuziva, protoze nckteré amfoterni tenzidy snizuji dermélni drazdivost,
stabilizuji pénivost a plisobi jako regulator viskozity [6]. Neionické tenzidy jsou naopak tenzidy
S hydrofilni cCasti bez iontového charakteru, které¢ se dale d€li na oxyethylenaty
a polyhydroxyslou¢eniny [2].

oy G

a b

Obr. 1: Schematickad struktura tenzidu. (a) jednoretézcovy tenzid, (b) dvouretézcovy tenzid [7].



2.1.1 Anionické tenzidy

Anionické tenzidy disociuji ve vodném prostiedi na zaporné nabity organicky anion (tenzid)
a kladn¢ nabity anorganicky kation (pievazné alkalicky kov) [4]. Zaporny naboj obvykle nese
karboxylova, sulfatova, sulfonatova nebo fosfatova skupina. K této skupiné se fadi také mydlo,
nejstarsi zndmy tenzid, jehoz vyroba je dodnes velmi vyznamna. Své vyuziti nachézi anionické
tenzidy v kosmetickych mycich prostiedcich, v detergen¢nich pfipravcich i v pramyslu [2].

Casto vyuzivany anionicky tenzid je dodecylsiran sodny (SDS), znamy také jako laurylsulfat
sodny, jehoz chemicka struktura je znazornéna na obr. 2. Dodecylsiran sodny patii mezi
alkylsulfaty, které jsou jednim z hlavnich typi anionickych tenzida a jsou vyuzivany zejména
Vv pracich a mycich prostiedcich [2]. SDS se vyrabi sulfataci dodekanolu zropy nebo
rostlinnych zdroja [2, 8]. Kvuli své struktufe ma detergenéni ucinky a dobfe péni [2]. Proto je
vyuzivan v kosmetickych a Cisticich prostfedcich a jako modelova latka v experimentalnich
studiich a teoretickych simulacich za u¢elem vysvétleni raznych povrchovych a koloidnich
jevu [8, 9].

O\\S/O_ +
H3C/\/\/\/\/\/\O/ \\O Na

Obr. 2: Chemicka struktura SDS [2].

2.1.2 Kationické tenzidy

Kationické tenzidy jsou ve vodném prostiedi schopny disociovat na kladné nabity organicky
kation a anorganicky anion [4]. Vykazuji antistatické a mikrobicidni G¢inky, proto tvoii u¢innou
slozku avivaznich prosttedkli pro upravu textilii po prani a kondicionaénich ptipravkil pro
vlasovou kosmetiku. Ve vétsing kationickych tenzidii je nositelem kladného néboje kvarterni
dusikovy atom. V porovnani s anionickymi tenzidy je jejich strukturni variabilita vy$si, mohou
je tvofit napf. kvarterni amoniové soli heterocyklli, imidazolinu, pyridinu a dalsi. Jejich
nevyhodou je, Ze maji oproti anionickym tenzidim obecné horsi biologickou rozlozitelnost [6].
Chemicka struktura kationickych tenzidt pouzivanych v této praci je znazornéna na obr. 3.

Vyznamnou skupinou kationickych tenzidi jsou tetraalkylamoniové soli. Jejich rozpustnost ve
vodé zavisi na délce fetézcl, které obsahuji, ale jsou dobie rozpustné v polarnich organickych
rozpoustédlech. Maji antistatické a biocidni €inky a mohou se adsorbovat na textilni vldkna
ana vlasy. Téchto vlastnosti se vyuziva v kondicionérech na vlasy a diive i v avivaznich
prostfedcich, kde je nahradily biologicky Iépe rozlozitelné esterqaty. Vyrabi se z nich
antikorozni prostfedky na ocel a dezinfekéni prostfedky pro medicinu a pro potravinarsky
a textilni pramysl [2].
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Dimetyldimyristvlamonium bromid (DMSAB)

Obr. 3: Chemicka struktura kationickych tenzidii vyuzivanych v této praci [10-13].

2.2 Steroidy

Steroidy jsou organické slouCeniny, jejichz strukturni zaklad tvofi tetracyklicky systém steranu.
Nekteré v lidském téle pisobi jako hormony, reguluji metabolické déje a hladinu sodiku a vody.
Uplatnéni nachdzi v mediciné zejména kvuli protizanétlivym vlastnostem [14, 15]. Mezi
steroidy patii vSechny pohlavni hormony, hormony kury nadledvin, zlu¢ové kyseliny, steroly
obratlovcti a dalsi fyziologicky aktivni latky zivocichi a rostlin. Velkd cast steroidu je
steroidy se od sebe lisi povahou a polohou skupin a konfiguraci steroidniho jadra. Jiz malé
modifikace v molekularni struktufe mohou vyvolat vyznamné rozdily v jejich biologické
aktivité [16].
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2.2.1 Cholesterol

Jednou z nejvyznamnéjsich steroidnich slouc¢enin je steroidni alkohol cholesterol, jehoz
struktura je zobrazena na obr. 4 [17]. Jeho pfitomnost ve dvojvrstvé vezikul zvySuje jejich
stabilitu a odolnost, zabranuje agregaci castic a reguluje propustnost, elasticitu a pruznost
membran. Pfitomnost molekul cholesterolu do membrany muze vést ke zvétSeni castic
v disledku zaclenéni do dvojvrstvy [18].

V lidském téle je obsaZzen v bunécnych membranach a v krevnich lipoproteinech. Je dilezity
jako prekursor steroidnich hormonti, zlu¢ovych kyselin a vitaminu D. Pfitomnost cholesterolu
V bunéénych membranach snizuje jeji fluiditu a tim 1 jeji propustnost pro malé molekuly. Kvili
této dalezité funkci v membranach exprimuji enzymy biosyntézy cholesterolu vSechny bunky
[17, 19].
H;C
CHj

H;C

CHy

CH,

HO

Obr. 4: Chemicka struktura cholesterolu [14].

2.3 Asociativni koloidy

Vratnou asociaci molekul povrchové aktivnich latek vznikaji asociativni koloidni soustavy.
Tyto koloidné disperzni ¢astice se nazyvaji micely, jsou to dynamicke tvary, u nichz dochazi
k neustalé vyméné molekul tenzidii mezi micelou a disperznim prostfedim, proto nemaji pevné
definované fazové rozhrani. Byvaji klasifikovany jako lyofilni, na rozdil od lyofobnich micel
jsou stabilni i bez ptidavku stabiliza¢nich ¢inidel [20, 21].

2.3.1 Tvorba micel

Fyzikalni vlastnosti vodnych roztokli anorganickych a organickych sloucenin se méni
Vv zavislosti na koncentraci rozpusténé latky bez vyraznéjSich anomalii. Naproti tomu fyzikalni
vlastnosti roztokl tenzidl v zavislosti na koncentraci vykazuji zlom, ktery nastava vzdy pfi
stejné koncentraci, jak lze vidét na obr. 5. Lze tedy predpokladat, ze se charakter roztokt
tenzidu pfi této koncentraci méni [2].
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Volné tenzidy

Micelarni agregaty
osmotickytlak

turbidita

povrchové napéti

wolémi vodivost

samodifuze
S,

Pozorovana vlastnost

'CMC

Koncentrace tenzidu

Obr. 5: Obecna zavislost vybranych fyzikalnich viastnosti na koncentraci tenzidu [22].

Fyzikaln€ chemické vlastnosti tenzidli jsou dany protichidnym chovanim hydrofilni
a hydrofobni c¢asti molekuly [2]. Pro tvorbu asociativnich koloidli je nutné, aby molekula
obsahovala skupiny s velkou afinitou k rozpoustédlu, které zaruci jeji rozpustnost a zaroven
musi obsahovat dal$i ¢ast molekuly (dostate¢né dlouhy uhlovodikovy fetézec), kterd je v daném
prostiedi sama o sobé nerozpustna [21].

Pti nizké koncentraci tenzidu v roztoku zptisobuje odpudivost vody a hydrofobni ¢asti molekul
nerovnomeérné rozlozeni koncentrace tenzidu v objemu a na povrchu roztoku. Hydrofobni ¢asti
jsou vytlacovany z roztoku, proto se na fizovém rozhrani hromadi molekuly tenzidu a zvySuje
se jeho koncentrace vzhledem k objemové fazi, pti¢emz se neustale ustanovuje rovnovaha mezi
koncentraci v povrchové a objemové fazi [2]. Pfi zvySovani koncentrace roste obsazenost
fazového rozhrani a stoupa také koncentrace v objemové fazi. Pokud je v roztoku dosazeno
koncentrace, pfi niz je vzajemna pfitazlivost hydrofobnich ¢asti silnéj$i nez odpudivost
hydrofilli, vznikaji utvary zvané micely. Micely maji na svém povrchu, tedy na rozhrani
s vodou, hydrofilni skupiny a jadro je tvoieno propletenymi uhlovodikovymi fetézci (obr. 6).
Koncentrace, pii niz dochazi ke vzniku micel, se nazyva kriticka micelarni koncentrace (CMC
z angl. Critical Micelle Concentration) a pro kazdy tenzid ma charakteristickou hodnotu. Jedna
se spise o koncentraéni interval, pro riizné tenzidy kolisa v rozmezi 10° az 10 mol dm™. P¥i
CMC se v disledku vzniku micel méni smérnice koncentracnich zévislosti mnoha fyzikalné
chemickych vlastnosti roztoki povrchove aktivnich latek. Pprotoze jsou vlastnosti systému
ovliviiovany tvorbou micel riznym zpiisobem, nemusi byt stanoveni CMC ze zavislosti
riznych veli¢in zcela shodné [2, 23].
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Obr. 6: Micela s hydrofobnim jadrem a hydrofilnim obalem [22].

Micely nejsou rigidni utvary, U kterych probihd neustdld vyména mezi molekulami tenzidu
v micelach a v roztoku. Hlavni pozadavek ke spontannimu samouspoiadani soustavy je
minimalni energeticky stav v jeji rovnovaze. Ackoliv se sniZuje entropie u samouspofadanych
struktur oproti entropii izolovanych slozek, je tento pokles kompenzovan rlstem
neuspofadanosti jejich okoli, kterd prevlada a pohani asociaci [2, 22]. Se spontannim
samousporadanim téchto agregatii je spojen pokles Gibbsovy energie soustavy [23]. Pokud je
micela tvofena ionickymi tenzidy, vznikd nabitd Castice obklopena elektrickou dvojvrstvou
z disociovanych protiiontt [2, 22].

Molekuly tenzidli v micele nedrzi chemickd vazba, ale pouze slabé vazebné interakce.
Dtlezitou roli hraji zejména vodikové mustky, hydrofobni interakce, elektrostatické interakce
a van der Waalsovy sily. Ackoliv jsou tyto systémy stabilizovany pouze slabymi interakcemi,
jejich celkovy ucinek je dostatecné silny na to, aby udrzel molekuly tenzidi dohromady

vici drobnym porucham [22].

2.3.2 Tvary micel

Tvar a velikost micelarnich agregatti zavisi na molekularni geometrii danych tenzidi a na
podminkach roztoku jako je koncentrace tenzidu, teplota, pH a iontova sila [2, 22]. Pro popis
geometrie molekuly tenzidu a predikci mikrostruktury tenzidovych agregati ve vodném
prostiedi slouzi kriticky sbalovaci parametr p (angl. critical packing parameter). Kriticky
sbalovaci parametr lze vypocitat z nasledujici rovnice:

- (1)
c Qo
kde v znaci objem hydrofobni ¢asti molekuly tenzidu, |c délku jeji hydrofobni ¢asti a ag plochu,
kterou zaujimaji hydrofilni skupiny na fazovém rozhrani [2, 24-26]. Dle velikosti kritického
sbalovaciho parametru lze rozdélit micely na né€kolik typt. Sférické, tzv. Hartleyovy micely

p:l

tvorti tenzidy, jejichz p < 1/3. Jejich hydrofilni Casti, které smétuji do vody, maji vétsi plochu,
nez je plocha alkylového fetézce. Polomér agregatu je ptiblizné roven délce molekuly tenzidu.
Srostoucim kritickym sbalovacim parametrem a koncentraci se zvétSuje rozmér micel
a uhlovodikové fetézce se v nich stile vice orientuji navzdjem rovnobézné. Postupné tak
tenzidy kritickym sbalovacim parametrem tvoii 1/3 < p < 1/2 valcové micely, S parametrem
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1/2 < p < 1 tvoii vezikuly a s parametrem p = 1 lamelarni micely, tzv. McBainovy. Se vzrustem
kritického sbalovaciho parametru se zvysuje tendence k tvorb¢ vétSich agregatii, Cimz se mize
zvysovat viskozita [2, 23].

Vezikuly obecné odpovidaji sférickym uzavienym amfifilnim dvojvrstvym strukturdm s vnitini
dutinou obsahujici disperzni roztok. Vezikuly jsou obvykle tvofeny tenzidy obsahujicimi
hydrofilni ¢ast a dva hydrofobni uhlovodikové fetézce, typicky fosfolipidy. Takové vezikuly
tvofené fosfolipidy se pak nazyvaji lipozomy. Fosfolipidy rozptylené ve vodé¢ maji tendenci
agregovat a spontanné vytvaiet dvojvrstvy podobajici se biologickym membranam. Dvojvrstvé
vezikuly jsou obecné metastabilni struktury ve vodném prosttedi se zavislosti na podminkach
ptipravy (napf. michani a sonikace). K rozpusténi tenzidi tvoticich vezikuly a jejich agregaci
je zapotiebi dodani urcité energie. Vzniklé vezikuly dosahuji velikosti od 10 nm do 10 pm,
mohou byt unilamelérni s jednim nebo multilameldrni s vice koncentrickymi dvouvrstvymi

povrchy [22].

Amfifily s kritickym sbalovacim parametrem p > 1 tvofi reverzni micely, v takovém piipadé
jsou hydrofobni fetézce vytlateny od centralné agregovanych hydrofilnich skupin na fazové
rozhrani s rozpoustédlem [22]. Charakteristické tvary uvedenych micel podle kritického
sbalovaciho parametru jsou znazornény na obr. 7.obr. 1

a b C d e

Obr. 7: Charakteristické tvary micel s rozdilnou hodnotou kritického sbalovaciho paramteru.
(a) Hartleyova micela, (b) vdlcova micela, (c) vezikula, (d) lameldrni micela, (€) reverzni micela [22].

2.4 Kataniontova smés a iontovy amfifilni par (IPA)

Smés anionickych a kationickych tenzidii ve vodném prostiedi vytvari kataniontové smési,
které¢ vznikaji v dasledku silnych elektrostatickych interakci mezi hydrofilnimi skupinami
tenzida [27]. Jako prvni pouzil termin kataniontova smés ve své praci Jokela v roce 1987,
Postupem ¢asu se terminologie smési opa¢né nabitych tenzidl vyvijela a v roce 1990 je Fukula
oznacil jako iontové amfifilni pary (IPA, z angl. lon pair amphiphile) [28]. Dnes panuje shoda,
ze rozdil v téchto terminech spociva v pritomnosti protiiontli PAL. Zatimco V kataniontovych
smésich jsou protiionty pfitomny, u IPA byly odstranény [28, 29]. Dalsi rozdil je v poméru
zastoupenych slozek. IPA jsou slozeny z opa¢né nabitych tenzidi v ekvimolarnim poméru,
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naproti tomu u kataniontovych smési ekvimolarni pomér byt nemusi [25]. Nejbéznéjsi [PA jsou
piipravovany parovanim jednoietézcovych opacné nabitych tenzidii v ekvimolarnim poméru za
vzniku nenabitych pseudo-dvoutetézcovych tenzidi (obr. 8). Za dvoufetézcovy lze tenzid
povazovat Vtom smyslu, ze obsahuje dva uhlikaté fetézce kovalentn¢ vazané na stejnou
hlavovou skupinu [25, 29].

Obr. 8: lontovy amfifilni par [T].

Kataniontové smési vykazuji nizké hodnoty CMC a zménu sbalovaciho parametru v zavislosti
na sméSovacim poméru, proto z nich lze piipravit velké mnozstvi sloZitych mikrostruktur.
Variabilita takovychto struktur je vétsi, nez pii pouziti jednotlivych tenzida [27, 30]. Parametry
vytvarenych agregatl zavisi na faktorech, jako je celkova koncentrace PAL, smé&Sovaci pomér,
teplota a délka alkylového fetézce. Obecné maji kataniontové smési ve vodném prostiedi
tendenci vytvaret spise vezikuly, nez micely [30]. Pravé spontanni tvorba vezikul z molekul
IPA, kterd byla poprvé prokazana Kalerem, dava IPA aplikaéni potencial. Vezikuly IPA by
mohly slouzit jako nahrada lipozomt uplatiiovanych ve farmacii napt. k upravé adsorpce,
prodlouzeni biologického polo¢asu nebo snizeni toxicity 1é¢iv. Lipozomy jsou slozené
z fosfolipidli, které se mohou samy formovat in vitro anést ve svém jadru hydrofilni
i hydrofobni latky [31]. Lipozomy jsou slozené z relativné netoxickych lipidi, které mohou byt
rozlozeny in vivo. Nicméné vysoka cena lipidi omezuje praktické vyuziti lipozomt, naproti
tomu kataniontové vezikuly maji mnohem niz$i nadklady. Proto jsou povazovany za redlnou
nahradu lipozoma [32]. Nahrada lipozomt vezikulami IPA ma velky potencial zejména
ve farmaceutickych, biomedicinskych a kosmetickych technologiich [27, 31].

Ve srovnani s lipozomy jsou vezikuly IPA chemicky stabilng;si vici hydrolyze, av§ak obecné
je jejich fyzikalni a koloidni stabilita mensi [31]. Ke zvyseni koloidni stability se vyuzivaji
intravezikularni a intervezikuldrni modifikace. Pfi intravezikularni stabilizaci jsou do systému
zavedeny stabilizacni piisady, které ovliviiuji mechanické vlastnosti a tekutost membrany
vezikul. Nejznaméjsim stabilizaénim c¢inidlem je cholesterol, 0 némz je prokazano, ze
stabilizuje dvojvrstvy IPA podobnym zpiisobem jako lipidové dvojvrstvy [31, 32]. Cholesterol
se zacleni do membrany, kde od sebe oddé€luje nabité hlavové skupiny, ¢imz snizuje jejich
tendenci vazat K sob¢ dalsi nabité vezikuly. Kromé toho pfitomnost cholesterolu ve vezikularni
dvojvrstvé vyvolava vétsi neuspofadanost molekul, které dvojvrstva obsahuje, coz zlepSuje
flexibilitu membrany a napomaha k tvorbé stabilnich vezikul [32]. Pokud jsou vezikularni
systémy stabilizovany pomoci intervezikuldrni modifikace, je do systému ptridana dal$i nabita
amfifilni latka, napf. dvoufetézcovy tenzid. Tim se zvySi naboj vezikul a kvili
elektrostatickému odpuzovani, které zabranuje srazkam vezikul, se zvySuje koloidni stabilita
systému [31].
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2.4.1 Priprava iontovych amfifilnich paria

Prasek IPA lze pfipravit pomoci n€kolika metod. Hojné€ vyuzivany zptisob ptipravy IPA je
srazeci metoda, pii které jsou smichany roztoky opacné nabitych tenzidii S koncentraci vyssi
nez CMC v ekvimolarnim poméru [29]. Po promichani systému dojde k vysrazeni IPA,
srazenina je separovana z roztoku pomoci centrifugace nebo filtrace. Promytim sraZeniny jsou
Z ni odstranény ionty a nasledn¢ je sraZenina vysusena [29, 33]. Druha moznost, jak pfipravit
IPA pomoci srazeci metody je srazeni sodné, draselné nebo litné soli tenzidu stfibrnymi ionty
ve vodné fazi. Po ptecisténi je srazenina rozpusténa ve smési organického rozpoustédla s vodou
a k roztoku je ptidano ekvivalentni mnozstvi anionického tenzidu s halogenidovym protiiontem

[33].

Pro anionické tenzidy s del$im uhlovodikovym fetézcem, které jsou ve vodé Spatné rozpustné,
je vhodnéjsi metoda vymény iontd. Kationicky tenzid je pifeveden na hydroxidovou formu
(roztokem NaOH) a anionicky tenzid je pfeveden na protonovanou formu (roztokem HCI). Po
smichani obou roztokl vznika acidobazickou reakci IPA [29, 34]. Acidobazické reakce se
vyuziva také u metody vymény protont, pti které vznika IPA smichanim tenzidu samino
skupinou a tenzidu s kyselou skupinou. Dalsi metodou ptipravy IPA je extrakéni metoda, ktera
spociva v michani opa¢né nabitych tenzidli ve vodném prostiedi za vzniku srazeniny IPA, ktera
je extrahovana do chloroformu, pifipadné¢ do jiného organického rozpoustédla a vysusSena
vakuem. Protiionty vychozich tenzidi zistavaji rozpusténé ve vodné fazi [30, 33]. Naopak pii
extrakéni metod¢ jsou opacné nabité tenzidy rozpustény piimo V organickém rozpoustédle
s nizkou teplotou varu smichany v ekvimolarnim poméru a rozpoustédlo je nasledné odpateno
[33].

2.5 Pouzivané metody pro charakterizaci kataniontovych vezikul

2.5.1 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS z angl. Dynamic Light Scattering) je jednou z nejbézngjsich
a nejjednodussich metod pro analyzu distribuce velikosti ¢astic. Pfi méfeni je vzorek ozafen
monochromatickym zdrojem svétla, napf. laserem, které je rozptylovano pfitomnymi ¢asticemi
(obr. 9). Princip DLS spociva ve sledovani ¢asove zavislé fluktuace intenzity pruzného rozptylu
svétla na Ccasticich, jejiz stopa se skladd z konstruktivnich a destruktivnich interferenci
rozptyleného svétla. Kolisani intenzity rozptyleného svétla je zplsobeno Brownovym
pohybem, kterym se sledované ¢astice pohybuji (obr. 9). Velikost ¢astic je vypocitana jako
funkce difuzniho koeficientu, ktery je nepfimo tmeérny velikosti ¢astice podle Stokes—
Einsteinovy rovnice. Hodnoty pramérné velikosti byly vypoéitany z difuzniho koeficientu
Stokes—Einsteinovy rovnice [35, 36, 37].

Mezi hlavni vyhody DLS patfi neinvazivni zplisob metody, kratka doba méteni, pfesnost pti
urcovani velikosti Castic monodisperzniho systému a analyza vzorkl v Sirokém rozsahu
koncentraci. Zarovenh ma tato metoda nékolik omezeni, zejména je u ni problematické méteni
polydisperznich systémii S malych rozdilem velikosti C¢asti aneni vhodna pro méieni
nesférickych ¢astic, protoze pii analyze se predpoklada sféricka povaha ¢astic [36].
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Obr. 9: Schéma mereni DLS a kolisani intenzity rozptyleného svétla pro malé a velké castice
V zavislosti na case [35].

2.5.2 Elektroforeticky rozptyl svétla

Na povrchu castic koloidni disperze, ktera nese elektricky naboj, dochazi ke zvyseni
koncentrace protiiontti a K tvorb¢ elektrické dvojvrstvy. Elektricka dvojvrstva je tvofena vnitini
Casti (Sternovou vrstvou) s pevné vazanymi ionty a vnéj$i ¢asti (difuzni vrstvou), ve které jsou
ionty asociovany slab&ji. Uvnitf difuzni vrstvy existuje pomyslna hranice, V jejiz vnitini ¢asti
tvofi Castice stabilni celek. Pokud se ¢astice pohybuje, pohybuji se s ni také ionty, které jsou na
vnitini strané pomyslné hranice, a ionty vné hranice zistavaji rozptyleny v roztoku. Elektricka
dvojvrstva je znazornéna na obr. 10. Potencial na této hranici se nazyva zeta potencial a je
dulezity pfi vyhodnocovani stability koloidniho systému [38].

Zeta potencial nelze méfit pfimo, proto se vyuziva metoda elektroforetického rozptylu svétla
(ELS zangl. Electrophoretic Light Scattering), pii které se zeta potencial odvozuje od
elektroforetické pohyblivosti nabitych Castic pod pfilozenym elektrickym polem. Pohyblivé
castice béhem elektroforézy rozptyluji dopadajici laserovy paprsek. Rozptylené svétlo ma jinou
frekvenci nez piivodni paprsek, frekvencni posun je timérny rychlosti ¢astic (Doppleriiv posun).
Z uréeného Dopplerova posunu se vypocita zeta potencial [39].
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Obr. 10: Elektricka dvojvrstva a zeta potencial [22].
2.5.3 Turbidimetrie
Turbidimetrie je optickd metoda pro stanovovani zakalu zaloZend na méteni prochazejiciho
svétla zeslabeného rozptylem na casticich. Prochazi-li zafeni transparentnim prostiedim,
vV némz jsou rozptyleny koloidni nebo pevné Castice, rozptyluje se do vSech smérl, coz dava
smeési zakaleny vzhled. V zavislosti na vinové délce je méfena intenzita zafeni prosla vzorkem,
obvykle je intenzita zafeni méfena ve spektralnim rozsahu 300—1000 nm [37, 40].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Piiprava triple-1PA

Piipravou a charakterizaci ttifetézcovych iontovych amfifilnich para (triple-1PA), kterou si tato
prace klade za cil, se zatim zabyva pouze malo studii. Ackoliv tato problematika dosud neni
prozkoumana, existuje fada praci, které zkoumaji iontové amfifilni pary se dvéma uhlikatymi
fetézci (double-IPA). Proto byl k piprave a ur€ovani vlastnosti triple-IPA zvolen pfistup, ktery
vychazi ze studii o double-IPA. Nicméné nékteré prace se tiifetézcovymi IPA nebo
kataniontovymi systémy zabyvaji.

Neus Lozano a spol. se zabyvali stabilitou tfifetézcovych a ¢tyfietézcovych kataniontovych
smési pripravenych z anionického diacylfosfolipidu s kationickymi monoacyly a diacyly na
bazi argininu. K syntéze byl vyuzit anionicky 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfat sodny
a kationicky  1,2-dimyristoyl-rac-glycero-3-O-(N®-acetyl-l-arginin)  hydrochlorid a 1,2-
dilauroyl-rac-glycero-3-O-(N®-acetyl-l-arginin) hydrochlorid. Kataniontové systémy vznikly
smichanim anionického diacylfosfolipidu a kationického tenzidu ve vodné fazi nebo
10~3mol/kg roztoku HCI za intenzivniho michani pfi teploté 90 °C. Michani diacylfosfolipidu
S kationickymi tenzidy probéhlo v nékolika sméSovacich pomérech. U ptipravenych systémi
byla métena velikost Castic a zeta potencidl. Z méteni velikosti ¢astic vyplyvalo, Ze piidavek
kationického tenzidu k fosfolipidu vede ke zvétSeni velikosti vezikul. zeta potencial vykazoval
rizné trendy v zdvislosti na pouzitém rozpoustédle, ve vodném prostiedi se pohyboval
Vv zaporné oblasti, v kyselém prostiedi HCI se blizil 0 mV [41].

Jose Robin aspol. pfipravovali z bromidu kvarternich amoniovych soli s riznych poétem
aruznou délkou hydrofobnich fetézci (dodecyltrimetylamonium bromidu, trimetyl-
tetradecylamonium bromidu, hexadecyltrimetylamonium bromidu, trimetyloktadecylamonium
bromidu, didodecyldimetylamonium bromidu, dimetylditetradecylamonium bromidu,
dihexadecyldimetylamonium bromidu a dimetyldioktadecylamonium bromidu) a bis(2-
ethylhexyl)sulfokcinatu série osmi dvoufetézcovych a tiifetézcovych IPA. U piipravenych
latek byl zkouman vliv poctu hydrofobnich fetézcti na jejich vlastnosti, zejména termickou
stabilitu. Pti piipravé IPA byly smichany ekvimolarni roztoky odpovidajicich latek
Vv dichlormetanu. Vzniklé roztoky byly promyty deionizovanou vodou, aby z roztoku byly
odstranény bromidové anionty. Po promyti byla organickd faze oddélena a odpatena.
Z vysledku méfeni vyplyvalo, Zze pocet a délka alkylovych fetézci ovliviiuji termické vlastnosti
a fazové prechody IPA [42].

Piestoze se o triple-IPA zminuji také dalsi prace [43-45], vétSina publikovanych praci
zabyvajicich se IPA a tvorbou jejich vezikularnich systému se vénuje IPA se dvéma uhlikatymi
fetézci. Pro piipravu triple-IPA byl zvolen anionicky tenzid (sulfat) sjednim uhlikatym
fetézcem a kationické tenzidy (kvarterni amoniové soli) se dvéma uhlikatymi fetézci. Nékteré
prace se zabyvaji piipravou double-IPA z obdobnych vychozich latek, jako které byly zvoleny
pro piipravu triple-IPA, lisi se napi. pouze poctem uhlikatych fetézct. Metody z piipravy
a charakterizace téchto latek byly aplikovany na triple-1PA.
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3.2 Priprava double-IPA

Chih-Jung Wu a spol. pfipravovali double-IPA stabilizované dvoufetézcovymi kationickymi
tenzidy. Pro ptipravu double IPA byl pouzit kationicky tenzid hexadecyltrimetylamonium
bromid (HTMAB) aanionicky tenzid dodecylsiran sodny (SDS) za vzniku
hexydecyltrimetylamonium-dodecylsiranu (HTMA-DS). IPA lze ziskat smichanim vodnych
roztokti opacné nabitych tenzidi s dostateéné vysokou koncentraci v ekvimolarnim poméru. Na
ptipravu HTMA-DS tedy byly pouzity vodné roztoky obou tenzidi 0 objemu 500 mli
a koncentraci 20 mM. Roztoky byly smichany pii laboratorni teploté¢ a 1 den ponechany
k tplnému vysrazeni. Poté byla srazenina oddélena od vodné faze centrifugaci, promyta Cistou
vodou a po dobu vice nez 3 dni vysusena v susarné pii teploté¢ 50 °C. Vysledny prasek byl
podroben elementarni analyze, aby se potvrdilo, ze jsou vzniklé IPA sloZeny z opacné€ nabitych
tenzidih HTMAB a SDS v ekvimolarnim poméru. Z prasku IPA byly mechanickym
rozruSovanim pfipravovany katanionické vezikuly s molarnim podilem kladné nabitych
dvouietézcovych tenzidi DMSAB, DPAB a DODAB (obecné DXDAB) Vv rozmezi 0,1-0,5.
Potfebné mnozstvi smé€si HTMA-DS a DXDAB rozpusténé v 10 ml chloroformu bylo
vysouseno proudem vzduchu za ucelem vzniku tenkého filmu na 3 mm sklenénych kulickéch.
Tento tenky film byl rehydratovan 60 ml Cisté vody a sonikovan po dobu 1 h za konstantni
teploty 70 °C. Po sonifikaci byly odstfedénim odstranény piipadné necistoty. Pomoci
zapouzdreni fluorescencni sondy byl potvrzen vznik vezikul a pod transmisnim elektronovym
mikroskopem byla sledovana jejich morfologie, ktera se blizi kouli. Pro vyhodnoceni fyzikalné-
chemickych vlastnosti vezikul byla méfena jejich velikost metodou dynamického rozptylu
svétla (DLS), zeta potencial metodou elektroforetického rozptylu svétla (ELS) abyla
zaznamenana jejich infraervena spektra s Fourierovou transformaci. Bylo zjisténo, ze se
vzrastajicim piidavkem DXDAB ve vezikuldch se zvySovala jejich stabilita, avSak zeta
potencialy se zménou slozeni vezikul vyznamné nemeénily. Z toho Ize usuzovat, ze hlavnim
faktorem ovlivilyjicim stabilitu vezikul nebylo jejich vzajemné elektrostatické odpuzovani, ale
molekuldrni baleni a molekulédrni interakce mezi HTMA-DS a DXDAB. Nejstabilnéjsi
vezikuly byly tvofeny smési HTMA-DS/DPAB, tenzidy v této smési maji dobrou shodu v délce
alkylovych fetézct a dostatecné silnou hydrofobni interakei [25].

An-Tsung Kuo a spol. v nasledné studii zkoumali vliv cholesterolu a délky alkylového fetézce
DXDAB ve vezikulach tvofenych HTMA-DS na fyzikalni stabilitu vezikularniho systému. Pro
piipravu vezikul bylo v chloroformu rozpusténo pozadované mnozstvi prasku IPA
ptipraveného podle postupu z piedchozi studie, DXDAB a cholesterolu. Po vytvofeni filmu na
kuli¢kach odpafenim chloroformu byl film rehydratovan za vzniku 4 mM vezikularni disperze.
Disperze byla sonikovana energii 25 kJ pti amplitudé 20 %. Analyzacni metody byly pouzity
stejné jako v predeslé studii. Obecné¢ se stabilita vezikul pfidanim cholesterolu zvysila.
Ptitomnost cholesterolu ve vezikule vedla ke zvySeni hodnot zeta potencialu. Tento efekt
cholesterolu je ziejmé zpusobovan zvétsenim vzdalenosti nabitych hlavovych skupin molekul
v membrané, ¢imz se snizuje jejich vzajemné elektrostatické odpuzovani a snizuje se tendence
vazat protiionty. NarUst zeta potencialu vede k vétSimu elektrostatickému odpuzovani vezikul,
tim je usnadnéna tvorba stabilniho vezikularniho systému. Zatfazeni cholesterolu do
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membranové dvojvrstvy zjevné vyvolalo vétsi neusporadanost molekul, ktera vedla ke zleps$eni
fyzikalni stability vezikul. Se zvySujici se délkou uhlovodikového fetézce DXDAB se staval
vyrazngjsi ucinek vlivu cholesterolu na stabilitu vezikul. Proto byl nejstabilngjsi vezikularni
systém tvoren smési HTMA-DS/DPAB s cholesterolem [32].

Martina Havlikova a spol. se zabyvali vlivem hladiny cholesterolu na stabilitu vezikularnich
systémi iontového amfifilniho paru HTMA-DS pfi laboratorni teploté¢ [18] a pii rGznych
teplotach (10-80 °C) [46]. U té&chto kladnych vezikularnich systéma bylo také zkoumano, jak
zmeéna iontové sily ovliviiuje jejich fyzikdlné-chemické vlastnosti, zejména jak ovliviiuje jejich
kinetickou stabilitu [47]. Ve vSech pracich byly prasky IPA a jejich vezikularni systémy
piipraveny stejnym zptisobem. Byly smichany ekvivalentni objemy vodnych roztokit HTMAB
a SDS s koncentraci 20 mM. Tato smés byla jeden den ponechana k Gplnému vysrazeni.
Vznikla sraZenina byla ziskana odstfed’ovanim a filtraci. SraZenina byla na filtru promyta ¢istou
vodou, aby doslo k odstranéni protiiontti. U ziskané¢ho prasku byl elementarni analyzou urcen
pomér obsazené¢ho dusiku a siry, ktery potvrdil ekvimolarni zastoupeni opacné nabitych
tenzidd. Prasek IPA byl spolu s DODAC v poméru 9 : 1 rozpustén v chloroformu [18, 46, 47]
a bylo k nému pfidano rizné mnozstvi cholesterolu [18, 46] nebo 43 mol. % cholesterolu [47].
Chloroform byl odpafen proudem vzduchu za vzniku tenkého filmu na sklenénych kulickach.
Film byl poté rehydratovan 60 ml Cisté vody a vzorek byl dispergovan pomoci sonifikace
s amplitudou 50 % a sonifika¢ni energii 25 kJ [18, 46, 47]. Pii sledovani vlivu iontové sily na
vlastnosti vezikul byla Cast téchto vezikul potazena zaporné¢ nabitym hyaluronanem. K
ovlivnéni iontové sily byl vyuzit chlorid sodny [48]. Pro vyhodnoceni vlastnosti pfipravenych
vezikularnich disperzi byla vyuzita VvysokorozliSovaci ultrazvukova spektroskopie,
fluorescenéni spektroskopie, méteni velikosti ¢astic metodou DLS, zeta potencialu metodou
ELS, turbidity, pH, viskozity a hustoty [18, 46, 47]. Pti zkoumani vlivu ptidavku cholesterolu
za laboratorni teploty vzorky snizkym (0-23 mol. %) a vysokym (73 mol. %) obsahem
cholesterolu vykazovaly nizkou stabilitu. Nestabilita systému vedla ke znaénému zakalu
a vysokym hodnotam polydisperzity, opakovana méfeni nevedla ke srovnatelnym vysledkim
a hodnoty zeta potencialu se pohybovaly v nestabilni oblasti. Naopak systémy s obsahem 33—
53 mol. % cholesterolu vykazovaly dobrou kratkodobou stabilitu. Nedochazelo u nich
k vyraznym zménam ve velikosti vezikul, ani nebyla pozorovana precipitace a zeta potencial
se pohyboval v kladné stabilni oblasti [18]. Zkoumani vlivu cholesterolu pfi riznych teplotach
ukézalo, Ze zména teploty neméla u vzorkl s hodnotami PDI do 0,3 Z4dny vliv na velikost
castic. Nicméné dochéazelo k vyraznym zméndm hydratace a fluidity membran, avSak tyto
zmény neovliviiovaly kratkodobou stabilitu vezikularnich systémut [46]. Zkoumani stability
vezikularnich systémti v zavislosti na velikosti iontové sily ukézalo, ze s pfidavkem soli a
zvySujici se iontovou silou klesal zeta potencial, ktery je hlavnim parametrem stability. Zeta
potencial, se snizoval k nule jak u vezikul potazenych, tak u nepotazenych hyaluronanem,
kromé¢ toho se nad koncentraci 15 mM NaCl zvétSovala velikost vezikul. Vezikuly potazené
hyaluronanem tvoftily pfi postupném pfidavani soli viditelné agregaty, které¢ se nasledné
rozpadaly. Se zvySujici se koncentraci soli se také vyrazné snizovala viskozita celého systému
[47].

22



4 EXPERIMENTALNI CAST

Pro ptipravu triple-IPA byly vybrany vychozi latky v ndvaznosti na vyzkumnou praci Fakulty
chemické VUT. Zde jsou zkoumany vezikularni systémy double-IPA pfipravené piedev§im
Z anionického  tenzidu  dodecylsiranu  sodného  (SDS) a kationického  tenzidu
hexadecyltrimetylamonium bromidu (HTMAB). Stejné vychozi latky pouzivaji také vSechny
prace zminéné v predchozi kapitole. Proto byl pro ptipravu triple-IPA zvolen anionicky tenzid
SDS (stejné jako pro ptipravu double-IPA) a kationicky tenzid dimetyldipalmityamonium
bromid (DPAB), ktery je dvoufetézcovym analogem k HTMAB. Prace byla rozsifena o vyuziti
dalsich kationickych tenzidd sriznou délkou alkylového fetézce. Zména asymetrie
hydrofobnich fetézcii iontového amfifilniho paru ovliviiuje jeho rozpustnost. Z toho divodu
byly jako dalsi vychozi latky zvoleny dimetyldimyristylamonium bromid (DMSAB) s krats$im
alkylovym  fetézcem  a pfedpoklddanou  vyssi vytvofeného  IPA
a dimetyldioktadecylamonium  bromid (DODAB) alkylovym
a predpokladanou niZ§i rozpustnosti IPA. Jako posledni kationicky tenzid byl zvolen
dimetyldioktadecylamonium chlorid (DODAC), analog DODAB s chloridovym protiiontem,
ktery je vyuzivan ke stabilizaci vezikul IPA.

rozpustnosti

S delSim fetézcem

Tato prace se zaméfuje na optimalizaci piipravy triple-IPA a jejich vezikularnich systému.
V prvotni fazi byly pfipraveny prasky IPA a jejich vodné disperze ze vSech Ctyf vybranych
kationickych tenzidii a SDS. Kvli technologickym obtizim s pfipravou triple-IPA z DODAB
a DODAC (vice v kapitole 5.1) byly pro veskeré dalsi experimenty vyuzity pouze kationické
tenzidy DMSAB a DPAB. Vezikularni disperze byly pfipraveny také ze samotnych
kationickych tenzidii bez SDS a porovnany s pfislusnymi systémy IPA. Dale byly vezikuldrni
systémy IPA stabilizovany piidavkem 0, 20 a 40 mol. % cholesterolu. Z této koncentra¢ni fady
byly vybrany systémy DMSA-DS a DPA-DS s obsahem 20 mol. % cholesterolu, které byly
navic stabilizovany pfidavkem piislusného kationického tenzidu.

4.1 Pouzité chemikalie
V tab. 1 jsou uvedeny pouzité¢ chemikalie a jejich specifikace pro pfipravu vezikularnich
systému z triple-1PA.

Tab. 1. Pouzité chemikdlie a jejich specifikace.

Chemikalie vyrobce CAS ¢dislo Cistota Mr [g/mol]
DMSAB TCI 68105-02-2 > 97,0 % 518,75
DPAB TCI 70755-47-4 >97,0% 574,86
DODAB TCI 3700-67-2 > 98,0 % 630,97
DODAC Alfa Aesar 107-64-2 >97,0% 586,64
SDS Sigma-Aldrich 151-21-3 >99,0 % 288,38
cholesterol Sigma-Aldrich 57-88-5 >99,0 % 386,65
chloroform Penta 67-66-3 > 99,8 % 119,38
deionizovana voda Purelab 18,02
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4.3 Priprava zasobniho prasku IPA

Do zasobnich lahvi bylo navazeno potiebné mnozstvi kationickych tenzidi a SDS, aby po
ptidani deionizované vody vzniklo 250 ml 20 mM roztoku kationického tenzidu a 250 ml
20 mM roztoku SDS. Po pfidani deionizované vody byly smési pies noc ponechany na
michacce pii teplot¢ 30 °C. Ziskané roztoky kationickych tenzidi byly smichany
v ekvimolarnim pomé&ru s roztokem SDS a 4 dny ponechany na michacce pii teploté 30 °C za
obcasného protiepani, protitepavani roztokl podpoftilo vysrazeni IPA. Vysledna suspenze byla
filtrovana za sniZeného tlaku pfes specialni filtr (Munktell Filter Paper, Grade 391,84 g-m™,
Ahlstrom-Munksj6) a promyta ¢istou vodou, aby byly odstranény protiionty pritomné
v roztoku. Filtra¢ni kola¢ (IPA) byl 4 dny ponechan v susarné pfi teploté 30 °C. Po vysusSeni
byl prasek IPA pteveden z filtraéniho papiru do vialek a uskladnén. Smichanim opacéné
nabitych tenzidi vznikla sraZenina dimetyldimyristylamonium dodecylsulfat (DMSA-DS),
dimetyldipalmityamonium dodecylsulfat (DPA-DS), dimetyldioktadecylamonium
dodecylsulfat (DODA(B)-DS) a dimetyldioktadecylamonium dodecylsulfat (DODA(C)-DS).

4.4 Priprava vezikularnich systému

441 Priprava roztoki IPA

Bylo navéazeno potfebné mnozstvi piipravené¢ho prasku IPA, aby po pfidani deionizované vody
vzniklo 60 ml 2 mM roztoku IPA. Navazeny prasek IPA byl rozpustén v 1 ml chloroformu.
K tomuto roztoku byly pfidany sklenéné kuli¢ky, aby zakryly dno ve dvou vrstvach. Cely
systém byl zvortexovan, aby doslo k obaleni kulicek chloroformovym roztokem. Chloroform
se pfes noc nechal odparit v digestofi, vznikl tak tenky film na dné a st€énach nadoby a na
povrchu sklenénych kulicek. Nasledujici den byl vznikly film rehydratovan 60 ml vody.
Zvétsenim puvodniho povrchu IPA v prasku pomoci filmu na sklenénych kulickach bylo
docileno u¢inngjsi tvorby vezikul pti rehydrataci. Tvorba vezikul byla podpoiena také
nasledovnym zvortexovanim. Dispergatorem s titanovou sondou (ultrazvukovy homogenizator
Bandelin SONOPULS UW 3200 s vyuzitim sondy VS 70 T) byla smés sonifikovana dodanim
energie 25 kJ samplitudou 50 %. Ultrazvukové viny by mély zejména rozbit piipadné
multilamelarni vezikuly na unilamelarni. Po rehydrataci byly odstranény sklenéné kulicky.

4.4.2 Priprava roztoki kationickych tenzidu

Pro srovnani vezikul z kationickych tenzidi bez obsahu SDS a ptislusnych vezikul z IPA byly
piipraveny roztoky kationickych tenzidi, jejichz ptiprava byla totozna jako piiprava roztoka
IPA. Pouze bylo misto prasku IPA navéazeno potfebné mnozstvi prasku kationického tenzidu,
aby byla koncentrace roztoku po zaliti 60 ml vody 2 mM.

4.4.3 Priprava roztoki IPA s piidavkem cholesterolu

Béhem pfipravy roztoki IPA bylo k navazenému prasku IPA piiddno potfebné mnozstvi
cholesterolu, aby vysledna smés obou praskt obsahovala 0, 20 a 40 mol. % cholesterolu. Kazda
smé&s byla rozpusténa v 1 ml chloroformu a byly k ni ptidany sklenéné kuli¢ky. Nasledoval
stejny postup piipravy vezikularnich systéma jako pii ptipravé bez cholesterolu. Cholesterol
byl pfidan jako stabiliza¢ni ¢inidlo. Také miize napomoci K reorganizaci latek v membrané
vezikul aovlivnit tak napt. kriticky sbalovaci parametr. Pfitomnost cholesterolu ve
vezikularnim systému omezuje fluiditu dané vrstvy, ¢imz zvySuje stabilitu systému.
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4.4.4 Priprava roztoku IPA s pridavkem kationického tenzidu a cholesterolu

Byly pfipraveny zasobni roztoky IPA a piislusnych kationickych tenzidi (napt. DMSA-DS
a DMSAB) v chloroformu s koncentraci 120 mM. Pomér IPA a kationického tenzidu byl
zvolen 9:1. Proto bylo k navazenému potfebnému mnozstvi cholesterolu pfidano 0,9 ml
roztoku IPA (napt. DMSA-DS) a 0,1 ml roztoku kationického tenzidu (nap¥. DMSAB). Po
ptidani 60 ml vody byla celkova koncentrace tenzidu 2 mM a obsah cholesterolu 20 mol. %.
Po rozpusténi cholesterolu byl vyuzit stejny postup jako pfi piipravé bez piidavku kationického
tenzidu a cholesterolu, ktery je popsany vyse.

45 Méreni vzorki
Na zakladé¢ literarni reSerSe byly vybrany metody pro charakterizaci triple-IPA, které poskytnou
zékladni udaje o pfipravenych systémech.

45.1 Méreni dynamického a elektroforetického rozptylu svétla

Metodou dynamického a elektroforetického rozptylu svétla byla na pfistroji ZetaSizer
(ZetaSizer Nano Series, Malvern, He-Ne laser) pfi teploté 25 °C méfena velikost ¢astic a zeta
potencial vezikularnich systémt. Mgéfeni probihalo s 1 ml vzorku ve sklenéné kyveté
S nastavenim pfistroje podle parametrii uvedenych v tab. 2. U kazdého vzorku byla nejprve
meéiena velikost ¢astic a nasledné zeta potencial. Méteni DLS a ELS probihalo do Sesti hodin
od ptipravy vzorku.

Tab. 2: Nastaveni parametrii pro méreni DLS a ELS.

Dynamicky rozptyl svétla

Prostiedi: voda Pozice méfeni v kyvete: 1nm
Kyveta: sklenéna Pocet opakovani: 3
Teplota: 25°C Pocet méfeni jednoho opakovani: 12
Doba temperovani: 30s

Elektroforeticky rozptyl svétla

Prostredi: voda Model: Smoluchowski
Kyveta: sklenéna Pocet opakovani: 3

Teplota: 25°C Pocet méteni jednoho opakovani: 12

Doba temperovani: 15s

Vystupem méieni DLS byla primérna velikost vezikul, distribu¢ni kiivka velikosti ¢astic, index
polydisperzity (PDI z angl. Polydisperze index) a korelogram, vystupem méieni ELS byl
pramérny zeta potencidl. Hodnota PDI udava polydisperzitu systému, pro monodisperzni
systém by u vezikul méla dosahovat hodnot niz§ich nez 0,3 [48].
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45.2 Méreni turbidity

Na UV-VIS spektrofotometru (CARY50, Varian) byla méfena turbidita pfipravenych
vezikuldrnich systémii. Métfeni probihalo za laboratorni teploty v rozmezi 600-700 nm.
Z namé&fenych hodnot byla vybrana piislusna hodnota turbidity pro vinovou délku 633 nm, se
kterou probihalo také méfeni DLS a ELS na pfistroji ZetaSizer (tab. 3). Turbidimetrické méfeni
probihalo do Sesti hodin od ptipravy vzorku.

Tab. 3. Nataveni parametrii pro turbidimetrické méreni.
Rozsah vinové délky: 600—700 nm Teplota: laboratorni
Sledovand vlnova délka: 633 nm Rychlost méfeni: medium
Ziskané hodnoty byly vyneseny do grafu v zavislosti na mnozstvi cholesterolu obsazeném ve
vzorku.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo pfipravit triple-IPA a jejich stabilni vezikuldrni systémy. Nejprve byly
pfipraveny zéasobni prasky triple-IPA, ze kterych byly pfipraveny vezikularni systémy bez
pridavku stabiliza¢niho ¢inidla. Zaroven byly pfipraveny vezikularni systémy z kationickych
tenzidid, jez byly vyuzity pro piipravu triple-IPA (neobsahovaly SDS), aby bylo mozné
sledovat, jak se systém méni, pokud kationicky tenzid interaguje s SDS a vytvofii iontovy
amfifilni par. Déle byl zkouman vliv pfidavku cholesterolu v rizné koncentraci, ktery ma vliv
na tvorbu membrany, mize zpusobit jeji reorganizaci a podpofit stabilitu vezikul. U vybranych
vzorkl byl sledovén vliv pfidavku kladného tenzidu, ktery by mél zvysit naboj ¢astic a pfispét
tak Kk jejich vétsi stabilité. U vSech pfipravenych vzorkd byla méfena velikost Castic, zeta
potencial, ktery vypovida o stabilité systému a turbidita.

5.1 Priprava zasobniho prasku IPA

Pied samotnou pfipravou prasku IPA byly v rizném poméru michany roztoky kationickych
tenzidii a SDS o0 stejné koncentraci za tvorby kataniontovych smési. Pro kazdy kationicky
tenzid byla sestavena koncentracni fada S jedendcti kroky. Vizualnim pozorovanim bylo
ur¢eno, ze nejvice srazeniny vznikalo pii poméru kationického tenzidu a SDS 1: 1 (obr. 11,
Piilohy, obr. 20, obr. 21 a obr. 22). Tento pomér odpovida slozeni IPA, které by mély mit
ekvimolarni zastoupeni opacn¢ nabitych tenzidii. Proto byly prasky IPA piipravovany prave

michanim roztokt o stejné koncentraci a stejném objemu.

Obr. 11: Vysrdzené kataniontové smési s riznym pomérem DPAB : SDS.
Pii ptipravé prasku IPA byly nejprve pfipraveny roztoky samotnych tenzidd. Po promichéani
vznikly velmi zakalené roztoky DMSAB, DPAB a DODAB, u nichz se s délkou alkylového
fetézce zakal zvySoval, naproti tomu roztok DODAC byl méné zakaleny. Ze vSech pouzivanych
tenzidd byl ve vod¢ nejhire rozpustny DODAB, jeho roztok byl velmi zakaleny a rozpusténi
neprobéhlo kvantitativné. DODAC se po 1 dni michani rozpustil kvantitativng, avSak doSlo
k vyraznému zvySeni viskozity, ziejmé vlivem vzniku Cervovitych micel nebo podobnych
koloidnich utvart. Kviili nehomogenité roztokit DODAB a DODAC byly tyto vychozi latky
z dalSich experimentl vytazeny. Nerovnomérné rozlozeni tenzidu v roztoku by mohlo ptsobit
potize pii srazeni s roztokem SDS a piipravé prasku IPA. Napf. by sraZenina po piidavku SDS
mohla obsahovat kromé IPA také nerozpustény tenzid, proto by po promyti v prasku IPA
nebylo ekvimolarni zastoupeni opa¢n¢ nabitych tenzidu, prasek by byl nehomogenni a byl by
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v ném vice zastoupeny kationicky tenzid. ReSenim by mohlo byt zvyseni teploty roztoki
kationickych tenzida (S teplotou rozpustnost téchto tenzidi roste) a vznikaji slabé zakalené
roztoky bez vyrazného nartistu viskozity. Avsak pfti vyssich teplotach je SDS nestabilni. Kvuli
témto technologickym potizim s DODAB a DODAC byly pro dalsi experimenty vyuzity pouze
kationické tenzidy DMSAB a DPAB.

Po pfidani SDS k roztokiim kationickych tenzidii ihned vznikala bild sraZenina. Vznikla
srazenina tvorici mléény zakal byla volné rozptylena v celém objemu a neméla tendenci dale
agregovat a oddé¢lovat se od vodné faze, ani pokud byla smés protiepana. Az po nékolika dnech
michani podpoftilo protiepani smési agregaci vysrazenych ¢astic a oddéleni fazi kataniontové
smési, ktera vzlinala ke hladiné, od ¢irého vodného roztoku. Roztok pod srazeninou byl ¢iry
nebo mirn€ zakaleny. Pti kazdé pfiprave byla mira zakalu odlisna. U vzorkt byla odebrana ¢ast
obou fazi (sraZenina a roztok pod srazeninou) a byla u nich méfena velikost Castic a zeta
potencial. Velikost ¢astic se pohybovala v fadu tisicli, coz odkazuje na pfitomnost srazeniny.
Hodnota zeta potencialu se nedala jednozna¢né urcit, protoze naméfené vysledky nespliovaly
kritéria kvality méfeni, distribuce zeta potencialu byla velmi Sirokd a obsahovala vzdy vétsi
pocet pikl. Po odd¢€leni fazi byla vyslednd suspenze filtrovana. Obecné probihala filtrace dobfe.
Ptes filtr vzdy protékal Ciry filtrat, i kdyz byl v suspenzi roztok pod srazeninou zakaleny. Po
vysuseni filtracniho kolace byly stanoveny vytézky piipravy triple-IPA uvedené v tab. 4.

Tab. 4. Vytézky piipravy DMSA-DS a DPA-DS.

DMSA-DS DPA-DS
1. ptiprava 86 % 79 %
2. ptiprava 79 % 88 %
3. pfiprava 97 % 95 %
primér 879 % 87+8 %

Ptiprava praSki DMSA-DS a DPA-DS prob¢hla tfikrat. Z téchto praskt byly rehydrataci
piipraveny vezikularni systémy, jejichz vlastnosti byly vyhodnocovany pomoci vizualniho
pozorovani a méfenim na pfistrojich ZetaSizer a Varian Cary 50 UV-VIS. Vsechna méfeni
probéhla nejpozdéji 6 hod po piipraveé vzorku.

5.2 Priprava vezikularnich systémi z triple-1PA

Z piipravenych praska IPA byly pfipraveny vezikularni systémy bez stabilizace a vezikularni
systémy stabilizované ptidavkem 20 a 40 mol. % cholesterolu. Nasledné byly vezikularni
systémy slozené z triple-IPA s piidavkem 20 mol. % stabilizovany ptidavkem 10 mol. %
kladného tenzidu, z néhoz byly vytvoreny pfislusné iontové amfifilni pary.
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5.2.1 Vezikularni systémy bez stabilizace

Probé¢hly 3 piipravy prasku DMSA-DS a DPA-DS, z kazdé ptipravy byly rehydrataci
ptipraveny 3 vzorky. Vzorky byly méfeny na pfistroji ZetaSizer, vysledky z méfeni jsou
uvedeny v tab. 5, tabulka obsahuje primérované hodnoty pro jednotlivé méfeni. V tab. 5 jsou
také uvedeny vysledky méteni kationickych tenzidii bez SDS, uvedené hodnoty jsou primérem
ze 3 vzorkd.

Tab. 5. Namérené hodnoty velikosti castic, PDI a zeta potencidlu pro DMSA-DS a DPA-DS.

DMSA-DS

d+Ad (nm) PDI+APDI (-) A £ (mV)
DMSAB 124+58 0,548+0,209 54+6
DMSA-DS 1. piiprava 164+11 0,305+0,031 4517
DMSA-DS 2. ptiprava 188+52 0,337+0,027 29+6
DMSA-DS 3. piiprava 148+10 0,253+0,005 44+5
DMSA-DS priamér 167+34 0,298+0,042 38+9

DPA-DS

d+Ad (nm) PDI+APDI (-) A £ (mV)
DPAB 7849 0,326+0,039 5345
DPA-DS 1. ptiprava 154+15 0,298+0,063 32+8
DPA-DS 2. ptiprava 141+8 0,291+0,035 43+9
DPA-DS 3. ptiprava 146+3 0,244+0,012 42+1
DPA-DS priumér 147+11 0,278+0,047 40+9

U DMSA-DS i DPA-DS se vyskytuji podobné trendy v chovani. Z méfeni velikosti Castic
DMSA-DS (tab. 5, Obr. 12) vyplyva, ze velikost ¢astic IPA, obsahujici dodecylsulfat vzrostla
oproti samotnému kationickému tenzidu DMSAB. Tento narlst velikosti Castic je podle
o¢ekavani, protoze se do membranové dvojvrstvy musi uspotradat vice molekul. Z distribu¢ni
ktivky je také patrné, ze se v roztoku DMSAB vyskytovaly Castice s mensi velikosti, ktera
odpovida micelam, u IPA nebyly micely zachyceny. Vyskyt micel u DMSAB ma za nasledek
vysokou hodnotu PDI, protoze se jedna o polydisperzni systém. U IPA se hodnoty PDI
pohybuji kolem hodnoty 0,3, vezikularni systémy s PDI do této hodnoty jsou povazovany za
monodisperzni [48]. Primérna hodnota PDI u IPA je nizsi nez 0,3, nicméné nékteré piipravy
tuto hodnotu piesahuji. Hodnota zeta potencialu DMSAB se dle ocekavani pohybuje v kladné
stabilni oblasti. Naopak hodnoty zeta potencialu IPA byly o¢ekavany v nestabilni oblasti kolem
0 mV, protoze IPA byla pfipravena smichanim stejného mnoZstvi kladného a zaporného
tenzidu, tudiz byl o¢ekavan vznik nenabitého systému. AvSak hodnoty zeta potencialu DMSA-
DS se snizily vyrazné méné, takze se pohybuji v kladné stabilni oblasti nebo na hranici stability.
Nicméné k ¢astecnému poklesu zeta potencidlu doslo, coZ by mohlo znacit, Ze je v systému
navazany dodecylsulfat, ktery C¢ast naboje vykompenzoval. Pro vSechny ptipravy byly
vyneseny korelaéni kiivky zavislosti korela¢niho koeficientu na korelaénim ¢ase (Prilohy, obr.
23).
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Obr. 12: Distribucni kiivky zavislosti intenzity na velikosti ¢astic pro DMSA-DS a DMSAB.

U DPA-DS doslo k jesté vyraznéjsSimu narustu velikosti ¢astic oproti DPAB (tab. 5, obr. 13),
nez U systému piipravovanych z DMSAB. Smérodatné odchylky velikosti ¢astic jednotlivych
piiprav i smérodatna odchylka ze vSech méfeni je oproti DMSA-DS mensi a z distribu¢nich
ktivek je patrné, ze velikosti ¢astic riznych piiprav si vice odpovidaji. Mohlo by se tedy jednat
0 stabilngj$i systémy s lepsi reprodukovatelnosti. Mensi jsou také hodnoty PDI, castice tedy
absenci micel. Distribu¢ni kiivka obsahuje pouze velmi maly pik u hodnot mensich, nez je
hlavni podil systému. Tento pik obsahuji také distribu¢ni kiivky DPA-DS, avSak s posunem
k vy$§im hodnotam, stejné jako u velikosti vezikul. U zeta potencialu je patrny stejny trend,
jako v pripadé DMSA-DS. Ptitomnost zaporného tenzidu hodnotu zeta potencialu snizi, avSak
stale se pohybuje nad hranici stability. Pro vSechny ptipravy byly vyneseny korela¢ni kiivky
zavislosti korela¢niho koeficientu na korelaénim Case (Pfilohy, obr. 240br. 23).
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Obr. 13: Distribucni kiivky zavislosti intenzity na velikosti castic pro DPA-DS a DPAB.

5.2.2 Vezikularni systémy se stabilizaci cholesterolem

Vezikuly pfipravené pouze z IPA maji obvykle velmi nizkou fyzikalni stabilitu a v roztoku maji
snahu agregovat [18]. Nizka stabilita se projevuje hodnotou zeta potencialu v nestabilni oblasti.
U pripravenych systému triple-IPA se hodnota zeta potencialu pohybuje na hranici nebo nad
hranici stability, v kladné stabilni oblasti. Piesto byl pfi pfi pfipravé vezikularnich systémi
pfidan cholesterol, ktery je nejznaméj$im stabiliza¢nim ¢inidlem membran a byl sledovan vliv
jeho koncentrace na chovani vezikul. Koncentrace cholesterolu byla zvolena 20 a 40 mol. %,
s podobnymi koncentracemi pracuje také M. Havlikova [18] a An-Tsung Kuo [32].

Nameétené hodnoty velikosti ¢astic a zeta potencialu pro cholesterolovou koncentracni fadu
vodného roztoku DMSA-DS a DPA-DS jsou uvedeny vtab. 6. U vSech koncentraci
cholesterolu byly ptipraveny 3 vzorky ze vSech 3 piiprav prasku IPA.

Tab. 6: Nameérené hodnoty velikosti castic, PDI a zeta potencialu pro DMSA-DS a DPA-DS s riiznou
koncentraci cholesterolu.

DMSA-DS

d+Ad (hm) PDIXAPDI (-) (A § (mV)
0 % cholesterolu 167+34 0,298+0,042 38+9
20 % cholesterolu 178+44 0,258+0,042 9+24
40 % cholesterolu 219+77 0,322+0,079 15+24

DPA-DS

d+Ad (nm) PDI+APDI (-) (+A £ (mV)
0 % cholesterolu 147+11 0,278+0,047 40+9
20 % cholesterolu 160+10 0,255+0,036 35+10
40 % cholesterolu 213+30 0,338+0,072 32+11
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Z uvedenych hodnot velikosti ¢astic DMSA-DS (tab. 6, obr. 14) a DPA-DS (tab. 6, obr. 15) je
vidét, Ze se velikost ¢astic s piidavkem 20 mol. % cholesterolu piili§ nezménila (u DMSA-DS
v ramci smérodatné odchylky, u DPA-DS nepatrné vice). U obou typt IPA je vsak zfetelny
narlst velikosti s pfidavkem 40 mol. % cholesterolu. Nicmén¢ u 40 mol. % nasobné vzrostla
smérodatnd odchylka. U systétmiit DMSA-DS, které vykazovaly vysokou smérodatnou
odchylku i pti nizsich koncentracich cholesterolu, se smérodatna odchylka zvétsila asi dvakrat
a u DPA-DS tiikrat. Proto se zfejmé jedna o systémy s niz$i reprodukovatelnosti. Z hodnot PDI
vyplyva, Ze nejvice monodisperzni systém vznika s ptidavkem 20 mol. % cholesterolu. Naopak
systémy se 40 mol. % cholesterolu piekracuji hodnotu 0,3, urcujici hranici monodisperzniho
systému [48]. Pfitomnost cholesterolu v membrané napomuze k jeji reorganizaci, zac¢lenénim
cholesterolu dojde k oddaleni nabitych ¢astic membrany, které pak maji mensi tendenci vazat
na sebe protiionty, proto dochazi k narGistu zeta potencidlu [31, 32]. Pfesto po ptidani
cholesterolu k DMSA-DS doslo k vyraznému poklesu zeta potencialu a posunu do nestabilni
oblasti, avsak smérodatné odchylky jsou velmi vysoké. Naopak u DPA-DS doslo k poklesu zeta
potencialu, a tim i K piibliZzeni hranici stability, se zachovanim velikosti smérodatné odchylky.
DPA-DS tedy ziejm¢ bude tvorit stabilngj$i vezikuldrni systémy. Pro koncentrac¢ni fady
DMSA-DS i DPA-DS byly vyneseny korelacni kiivky (Ptilohy, obr. 25 a obr. 26).
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Obr. 14: Distribucni kiivky zavislosti intenzity na velikosti édstic pro DMSA-DS s obsahem
cholesterolu. 0, 20 a 40 mol. %.
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Obr. 15: Distribucni krivky zavislosti intenzity na velikosti ¢astic pro DMSA-DS s obsahem
cholesterolu 0, 20 a 40 mol. %.

Reorganizace vezikularnich membran je patrnd z vizualniho pozorovani, které bylo potvrzeno
turbidimetrickym métfenim. U vzorki s pfidavkem cholesterolu doSlo po sonifikaci
k vyraznéjsimu vyc¢eteni roztoku nez u vzorkt bez cholesterolu. U DMSA-DS (obr. 16) dochazi
s ptidavkem 20 mol. % cholesterolu ke znacnému poklesu absorbance, a tedy zakalu, ktery
s pridavkem 40 mol. % ziistava témét konstantni. Cholesterol zjevné podporuje usporadani IPA
do vezikularnich struktur. A¢koliv se velikost ¢astic s ptidavkem 20 mol. % cholesterolu témét
nezmeénila, doslo ke sniZeni intenzity rozptylovaného svétla paprsku prochéazejiciho vzorkem.
Protoze nedoslo ke zméné velikosti ¢astic, muselo ke zméné absorbance dojit z jiného divodu.
Cholesterol mohl podpofit tvorbu vezikul, mohlo tedy dojit k vétSimu pfevedeni prasku IPA do
roztoku, kde vytvoiil vezikuly. Protoze jsou triple-IPA ve vod¢ $patné rozpustné, ziejmé po
rehydrataci v roztoku zistiva nerozpusténa cast, ktera zplsobuje zakal. S pridavkem
cholesterolu by se tato nerozpusténa ¢ast mohla vice zaclenit do vezikularnich struktur a zékal
se tak snizuje.
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Obr. 16: Absorbance disperzniho roztoku v zavislosti na obsahu cholesterolu pro DMSA-DS.

U DPA-DS (obr. 17) je pokles zakalu s ptidavkem cholesterolu pozvolnéjsi. Na rozdil od
DMSA-DS ma na systém vliv také dalsi ptidavek cholesterolu (40 mol. %), protoze dochazi
k dal$imu poklesu zakalu. Vliv ptidavku cholesterolu na za¢lenéni ¢astic do vezikul je ziejmé
velmi vysoky, protoze s ptidavkem 40 mol. % cholesterolu dochazi ke zvétSeni Castic, na
kterych se svétlo vice lame a absorbance by se tak méla zvétsovat. Avsak u absorbance doslo
k dal$imu poklesu, a tedy i ke snizeni zakalu.
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Obr. 17: Absorbance disperzniho roztoku v zavislosti na obsahu cholesterolu pro DPA-DS.
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5.2.4 Vezikularni systémy se stabilizaci kationickym tenzidem a cholesterolem

Pro stabilizaci nabojem byly zvoleny vzorky s obsahem 20 mol. % cholesterolu, které se jevi
jako nejvhodnéjsi pro piipravu vezikularnich systému z triple-IPA. Systémy obsahujici
20 mol. % vykazuji nejnizsi hodnoty PDI a nejvétsi prekryv korelacnich kiivek jednotlivych
meéieni. Oproti systémim bez ptidavku cholesterolu, které maji také uzkou distribuci velikosti
¢astic, se snizuje jejich zakal za soucasného zachovani velikosti Castic a jeji smérodatné
odchylky. Jako stabiliza¢ni ¢inidlo byl zvolen tenzid, ze kterého jsou ptipravené IPA, aby do
systému nebyly zanaseny geometricky odlisné molekuly, které by mohly zptsobit zmény
v baleni molekul do vezikul. Piidavek kladného tenzidu ¢inil 10 mol. %. Hodnoty pro
vezikularni systémy bez stabilizace nabojem byly pouzity stejné jako v piedchozi kapitole
s obsahem 20 mol. % cholesterolu (tab. 6). Stabilizace nabojem byla provedena u roztokl
piipravenych ze 3. ptipravy triple-IPA. Pro kazdy tenzid byly pfipraveny 3 vzorky. Vysledky
meéfeni vezikul stabilizovanych dodanim naboje jsou uvedeny v tab. 7.

Tab. 7: Namérené hodnoty velikosti castic, PDI a zeta potencialu pro DMSA-DS a DPA-DS a pro

systémy stabilizované kationickym tenzidem DMSA-DS/DMSAB a DPA-DS/DPAB s obsahem 20 mol. %
cholesterolu.

DMSA-DS

d+Ad (nm) PDI+APDI (-) C+A £ (mV)
DMSA-DS 178+39 0,258+0,040 9+24
DMSA-DS/DMSAB 150+12 0,258+0,035 50+14

DPA-DS

d+Ad (nm) PDI+APDI (-) (A { (mV)
DPA-DS 160+10 0,255+0,036 33+11
DPA-DS/DPAB 153+7 0,277+0,056 43+8

S pridavkem kladného tenzidu se velikost ¢astic, ani PDI vyrazné neméni (tab. 7, obr. 18, obr.
19). Podle ocekavani dochazi ke zvyseni hodnot zeta potencialu, ktery je kladnéjsi a vzdaluje
se tak od hranice stability. Pro ptipravené syst¢tmy DMSA-DS/DMSAB a DPA-DS/DPAB byly
vyneseny korela¢ni kiivky (Ptilohy, obr. 27 a obr. 28obr. 25). Nicméné v tomto systému neni
ekvimolarni zastoupeni opacné nabitych tenzidl a jsou pritomny jejich protiionty. Proto by bylo
vhodnéjsi nazyvat matrici, z niZ jsou tvofeny vezikuly jako kataniontové smési nez jako iontové
amfifilni pary. Protoze pravé ekvimolarni zastoupeni tenzidi a pfitomnost protiiontd tyto
pojmy odlisuje.
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Obr. 18: Distribucni kiivka velikosti castic pro DMSA-DS a DMSA-DS/DMSAB s 20 mol. %
cholesterolu.
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Obr. 19: Distribucni kiivka velikosti castic pro DPA-DS a DPA-DS/DPAB s 20 mol. % cholesterolu.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo piipravit kataniontovy vezikularni systém z triple-IPA, ktery byl zatim
pouze velmi malo prozkouman, a charakterizovat jeho vlastnosti. K tomuto tématu byla
vypracovana literdrni resSerSe, na jejimz zaklad¢ byla vybrana metoda piipravy triple-IPA
a jejich vezikularnich systémt a metody vhodné pro uréeni vlastnosti téchto systému. Triple-
IPA byly pfipraveny vysrazenim po smichani roztokti opacné nabitych tenzidl v ekvimolarnim
poméru, srazenina byla odfiltrovdna ausuSena. Ze ziskané¢ho praSku byly rehydrataci
a sonifikaci pfipraveny vezikularni systémy, u nichz byla méfena velikost ¢astic, zeta potencial
a turbidita. Tyto vlastnosti jsou u koloidnich roztokt jedny z nejcastéji stanovovanych, protoze
poskytuji zakladni informace o stavu koloidniho systému. Kvuli technologickym komplikacim
u DODAB a DODAC byly ptipraveny a charakterizovany pouze vezikularni systémy z DMSA-
DS a DPA-DS. Komplikace u piipravy triple-IPA Z DODAB a DODAC by bylo mozné vyfiesit
pracovanim za vyssi teploty coz je problematické z pohledu termické stability SDS, proto by
musel byt vybran jiny interak¢éni partner s veétsi termickou stabilitou. DalSim feSenim by mohla
byt pesn€jsi analyza téchto piiprav triple-IPA, kdyby potvrdila ekvimolarni zastoupeni opacné
nabitych tenzidl v pfipraveném prasku IPA.

Z praskt IPA bez dalSich stabiliza¢nich ¢inidel a ze samotnych kationickych tenzidi bez SDS
byly pfipraveny vezikularni systémy Oproti kationickym tenzidim, byl u vezikul z IPA
pozorovan nartst jejich velikosti. Protoze se usystétmi IPA pifedpokladd ekvimolarni
zastoupeni kationické a anionického tenzidu, byly ocekdvany hodnoty zeta potencialu
V nestabilni oblasti, okolo 0 mV. AvSak naméfené hodnoty se pohybovaly v kladné stabilni
oblasti a jejich pokles oproti kationickym tenzidim bez SDS byl vyrazné mensi, nez se
predpokladalo. V pribéhu experimentli bylo zaznamenano, Ze na sténach nadoby a sklenénych
kulickach i po sonifikaci stale ziistava tenky film, ktery nebylo mozné rehydratovat, coz mize
mit vliv na tyto neocekavané vysledky. Proto by bylo vhodné provést elementarni analyzu
prasku IPA, zda doslo k vysrazeni v ekvimolarnim poméru a analyzu nerozpusténych zbytk
po sonifikaci, aby bylo mozné urcit zastoupeni pivodnich tenzidii v disperzni soustave.

Pro vytvofeni stabiln¢jSiho vezikularniho systému byl kIPA pfidan cholesterol.
Z turbidimetrick¢ho méfeni jasné vyplyva, ze ptidavek cholesterolu ovliviiuje systém vezikul
a méni jejich uspotadani. Po piidavku cholesterolu doslo ke snizeni zakalu roztoki, to je zfejme
spojeno s vétsim zaclenénim IPA do membran kataniontovych vezikul. Velikost Castic se
s ptidavkem 20 mol. % cholesterolu témét nezmeénila, s pridavkem 40 mol. % viditelné vzrostla
a vzrostla také jeji smérodatna odchylka. Z hodnot PDI vyplyva, ze s piidavkem 20 mol. %
cholesterolu jsou systémy vice monodisperzni nez s vys$§im obsahem cholesterolu. U DMSA-
DS cholesterol zpiisobil velky pokles zeta potencidlu, ktery nebyl tak vyrazny u DPA-DS,
u kterého mél navic menSi odchylky méfeni, proto lze pfedpokladat, Ze DPA-DS tvofi
stabiln&jsi systémy.

| kdyz se zeta potencidl ptipravenych vezikularnich systémi pohybuje v kladné stabilni oblasti,
byla provedena elektrostatickd stabilizace ptidavkem kladné€ nabitého tenzidu, kterd se u IPA
bézné provadi, protoZe jsou samy o sobé nestabilni. Pro tuto stabilizaci byly vybrany systémy
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obsahujici 20 mol. % cholesterolu, které se zdaji byt nejvhodnéjsi pro pripravu kataniontovych
vezikul. Pro stabilizaci byly vybrany dvojfetézcové kladné tenzidy, které jsou jiz pFitomné
v ptislusnych IPA, po ptidavku kladného tenzidu se velikost ¢astic téméi nezménila a zeta
potencial vzrostl, takZe se systém stal stabiln&jSim.

Z ptipravenych systém je pro piipravu vezikularniho systému triple-IPA ziejmé nejvhodné;jsi
DPA-DS s 20 mol. % cholesterolu. Obsazeny cholesterol podporuje zaclenéni molekul do
membrany kataniontovych vezikul a zdroven vznikd monodisperzni systém, ktery nevznika
s ptidavkem 40 mol. % cholesterolu. Oproti DMSA/DS ma DPA/DS mensi smérodatné
odchylky, takze si jednotlivd méteni vice odpovidaji. Toto chovani by mohlo byt zplisobeno
jinou asymetrii alkylovych fetézcti v iontovém amfifilnim paru. U tohoto systému byly také
méteny jeho vlastnosti po ptidavku DPAB, ktery zvysil jeho stabilitu, nicméné tento systém by
bylo vhodnéjsi nazyvat kataniontova smés spise nez [PA.

U vSech vzorki byly naméfeny kladnéjSi hodnoty zeta potencidlu, neZ bylo ocekavano.
Zejména u kataniontovych vezikul bez jakékoliv stabilizace byly o¢ekdvany nulové hodnoty
zeta potencialu, avSak zeta potencial byl i U téchto systémi kladny, nad hranici stability. Proto
by bylo vhodné zjistit elementarni analyzou slozeni pfipravenych prasku triple-IPA
a nerozpusténych zbytkl na sténach po sonifikaci. Témito analyzami by bylo dobré podpofit
dalsi pokracovani prace, aby bylo mozné zjistit slozeni disperzni soustavy. Obecné¢ mély
vSechny pfipravené systémy pii mefeni zeta potencidlu vysokou smérodatnou odchylku, kterd
muze byt zpusobena nehomogenitou vychoziho prasku IPA, nerovhomérnym rozlozenim
tenzidl v roztoku nebo v membrané vezikul nebo nizkou stabilitou. V této praci by se mohlo
pokraCovat charakterizaci kataniontovych vezikul dal§imi metodami, které by pomohly urcit
jejich slozeni a dalsi vlastnosti, aby bylo v budoucnu mozné praktické vyuziti triple-IPA. Napf.
je dulezité zkoumani vlivu iontové sily na vezikularni systémy, které pfitomnost iontt
destabilizuje, aby bylo mozné jejich vyuziti ve fyziologickych podminkach. Prekazkou
k praktickému vyuziti vezikul z triple-IPA by mohla byt jejich velikost, protoze vezikuly
z triple-IPA jsou vétsi, nez analogické systémy z double-IPA, avSak hlavnim kritériem pro
vyuziti téchto systému je biokompatibilita. Cilem je pfipravit takové systémy, které by bylo
mozné vyuzit ve farmakologii, kosmetice a biotechnologiich.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

CMC

DLS
DMSAB
DMSA-DS
DODAB
DODAC
DODA-DS
DODA-DS
double-IPA
DPAB
DPA-DS
DXDAB
ELS
HTMAB
HTMA-DS
IPA

NaCl

PAL

SDS
triple-IPA

kriticka micelarni koncentrace

dynamicky rozptyl svétla
dimetyldimyristylamonium bromid
dimetyldimyristylamonium dodecylsulfat
dimetyldioktadecylamonium bromid
dimetyldioktadecylamonium chlorid
dimetyldioktadecylamonium dodecylsulfat
dimetyldioktadecylamonium dodecylsulfat
dvoutetézcovy iontovy amfifilni par
dimetyldipalmitylamonium bromid
dimetyldipalmitylamonium dodecylsulfat
dialkyldimetylamonium bromid
elektroforeticky rozptyl svétla
hexydecyltrimetylamonium bromid
hexadecyltrimetylamonium dodecylsulfat
iontovy amfifilni par

chlorid sodny

povrchovée aktivni latka (tenzid)
dodecylsiran sodny

tiiretézcovy iontovy amfifilni par

8.2 Seznam symbolii

ao
d
I

le

o < O

plocha hydrofilni ¢asti tenzidu na fazovém rozhrani
velikost ¢astic

intenzita rozptyleného svétla

délka hydrofobni ¢asti tenzidu

kriticky sbalovaci parametr

cas

objem hydrofobni ¢asti tenzidu

zeta potencial
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9 PRILOHY
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Obr. 21: Vysrazené kataniontové smési s riiznym pomérem DODAB : SDS.
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Obr. 22: Vysrdzené kataniontové smési s riznym pomérem DODAC : SDS.
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Obr. 23: Korelacni krivky pro DMSA-DS a DMSAB bez stabilizace.
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Obr. 25 : Korelacni kiivky pro DMSA-DS s koncentraci cholesterolu 0, 20 a 40 mol. %.
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Obr. 24: Korelacni krivky pro DPA-DS a DPAB bez stabilizace.
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Obr. 26: Korelacni krivky pro DPA-DS s koncentraci cholesterolu 0, 20 a 40 mol. %.
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Obr. 27: Korelacni kiivka pro DMSA-DS a DMSA-DS/DMSAB s 20 mol. % cholesterolu.
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Obr. 28: Korelacni krivka pro DPA-DS a DPA-DS/DPAB s 20 mol. % cholesterolu.
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