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ABSTRAKT

Néplni této bakalarské prace je studium transportu biomedicinsky aktivnich latek
skrz porézni membrany. Hlavni cilem je otestovat a optimalizovat metodu pene-
trace micelarnich roztok vybraného tenzidu se solubilizovanym barvivem a v dal-
sim kroku i se solubilizovanym lé¢ivem. Vybranym tenzidem schopnym tvorby micel
je bromid cetyltrimethylamonny (CTAB) a jako modelova diftzni a fluorescenc¢ni
sonda slouzi barvivo nilské cervené. Solubilizovanou aktivni latkou je nesteroidni
protizanétlivé 1éc¢ivo ketoprofen s analgetickymi a antipyretickymi tcinky. Diftizni
procesy jsou realizovany ve vertikalnich Franzovych difiznich celach s polykarbonéa-
tovou membranou, jejiz velikost port je 2 pm. Béhem diftize jsou odebirany vzorky
ve zvolenych ¢asovych intervalech a nasledné vyhodnocovany metodou fluorescenc¢ni
korela¢ni spektroskopie (FCS). Pomoci této metody je mozné monitorovat probi-
hajici diftazi v case a to i pri velmi nizkych, nanomolarnich koncentracich vybrané
fluorescencni sondy. Prace poskytuje prehled o chovani nilské cervené v micelér-
nim roztoku tenzidu pri diftznich procesech a dale moznost rozsiteni experimentu
o pouziti aktivni latky, napt. jiz zminéného ketoprofenu.

KLICOVA SLOVA

Diftize, micely, solubilizace, fluorescenc¢ni korela¢ni spektroskopie, CTAB, nilska cer-
ven

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with a study of transport of biomedical active compounds
through porous membranes. The main goal is to optimize a penetration method
of micellar solutions with a solubilized dye and subsequently with solubilized drug.
Cetyltrimethylammonium bromide is chosen as a surfactant and a nile red dye is
used as a diffusion and fluorescence probe. Selected active compound is a nonstero-
idal anti-inflammatory drug ketoprofen with analgesic and antipyretic effects. The
diffusion processes are realized using Franz diffusion cells with polycarbonate mem-
brane with a 2 um size of poruses. The samples are withdrawn in a chosen time
intervals and afterwards evaluated by a fluorescence correlation spectroscopy. Using
this method, it is possible to screen the diffusion in time even in nanomolar concen-
trations of a fluorescence probe chosen. This thesis provides an overview of nile red
behaviour in the micellar solutions of surfactant during diffusion processes. The ex-
periment can be extended using an active compound, for instance using a ketoprofen
as it is mentioned above.

KEYWORDS

Diffusion, Micelles, Solubilization, Fluorescence correlation spectroscopy, CTAB,
Nile red
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1 UVOD

Solubilizace aktivnich latek do roztoki micel je nedilnou soucasti pri podavani 1éki,
které je nutné penetrovat pres rtiznorodé membrany v organismu. Pravé solubili-
zovani lé¢iva do micely umozni dopravit 1ék na konkrétni misto v jeho nezménéné
podobé a bez pifpadného zabrzdéni membranou. Cetné fady publikaci a védeckych
clankt poukazuji na to, ze do micely nemusi byt solubilizovano pouze 1é¢ivo, ale
i barvivo, které svymi vlastnostmi umozni detekovat nékteré jevy v organismu. Pii-
kladem mohou byt hemicyaninova barviva, jez jsou uc¢innymi detektory citlivymi
na zmény napéti v biomembranach a zaroven fluorescenénimi indikatory prechod-
ného napéti v neuronech a mozku.

Teoreticka cast této bakalarské prace je zamérena na charakterizaci disperznich
systémi, objasnuje podminky nutné ke vzniku miceldrnich roztokua a solubilizaci
aktivni latky do micely. Podstatna c¢ast je vénovana difiznim procesiim a pouzitym
difaznim modeliim. Zavér teoretické ¢asti shrnuje poznatky jinych autort v néami
zkoumané oblasti tykajicich se solubilizace barviv ¢i jinych aktivnich latek a pene-
trace aktivnich latek pres membrany.

Experimentalni ¢ast je zalozena na optimalizaci metody, diftize ve sklenénych
Franzovych celach a na nasledném vyhodnocovani difiznich procesi. Jednotlivé roz-
toky micel tenzidu bromidu cetyltrimethylamonného se solubilizovanym barvivem
nilské c¢ervené, popt. lé¢ivem ketoprofen byly podrobeny diftzi skrz porézni polykar-
bonatovou membranu simulujici podminky biomembran v organismu. Pro studium
diftiznich procesti byla vybrana technika fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie, ktera
umoznuje zkoumani diftiiznich procest v biologickych a koloidnich systémech v ¢aso-
vém rozsahu us — ms. Tato technika vynika svou vyjimecnou selektivitou a citlivosti,
pomoci niz lze promérit i velmi zfedéné roztoky, avsak obsahujici barvivo schopné
fluorescence. V ndmi vybraném systému mohla byt diftizni dynamika micely zkou-

mana diky solubilizovanému fluoreskujicimu barvivu nilské ¢ervené.



2 CIL PRACE

Hlavnim cilem predlozené bakalarské prace je zpracovani literarni reserse zabyvajici
se problematikou transportu biomedicinsky aktivnich latek skrz porézni membrany.
Na zakladé této reserse vybrat latky a vhodnou diftizni techniku pro stanoveni za-
kladnich transportnich parametri. Dale pouzitou metodu optimalizovat a navrhnout
mozna pokracovani experimentu. Nasledujici body prinasi shrnuti pozadovanych
hlavnich cili bakalarské prace:
o Zpracovani literarni reserse na téma Transport biomedicinsky aktivnich latek
skrz porézni materidly.
o Na zékladeé literarni reserse vybér vhodné metodiky stanoveni fundamentalnich
transportnich parametri difundujicich latek.
e Provedeni pilotntho méfeni a ovéreni aplikovatelnosti vybranych fyzikdlné-
chemickych metod.

o Diskuze namérenych dat a navrh mozného pokracovani experimentu.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Disperzni systémy

Disperzni systém je soustava tvorend disperznim podilem a disperznim prostiedim,
pricemz disperzni podil je v disperznim prostfedi rozptylen ve formé c¢astic.

Rozdéleni disperznich systému podle poctu fazi:

Homogenni disperzni systémy charakterizovany disperznim podilem a disperznim
prostiedim tvotici jednu fazi. Vznikaji rozpusténim disperzniho podilu v disperznim
prostfedi a jsou stalé. Homogennimi disperznimi soustavami jsou pravé roztoky,
roztoky polymert a micelarni koloidy.

Heterogenni disperzni systémy jsou soustavy, ve kterych je disperzni podil od
disperzniho prostredi oddélen fazovym rozhranim. Nevznikaji samovolné, proto je
nutné dodat systému energii. Miizeme je pripravit nasilnym rozptylenim pevné nebo
kapalné faze v disperznim prostredi, pripadné chemickou reakci ¢i fyzikalnim po-
chodem vedouci ke vzniku nové faze ve formé disperznich c¢astic. Soubor povrchii
disperznich castic tvori velkou plochu fazového rozhrani, z ¢ehoz vyplyva existence
mezifazového napéti. Mikroheterogenni soustavy jsou tedy nestalé a maji tendenci
se shlukovat nebo splyvat a tvorit tak systém makroheterogenni. Heterogennimi
disperznimi soustavami jsou soly a hrubé disperze [1], [2].

Rozdéleni disperznich systémi podle velikosti ¢astic: Rozmér neboli velikost
disperznich ¢astic charakterizuje jemnost, s jakou je disperzni podil rozptylen. Stu-
pen disperzity je prevracenou hodnotou rozméru disperzni ¢astice [2].

Dle velikosti ¢astic jsou disperzni systémy klasifikovany nasledovné:

o Analytické disperze — d < 107° m

 Koloidni disperze — 107 < d > 107% m

o Hrubé disperze — d > 1075 m

Systém s disperznimi c¢asticemi stejné velikosti je nazyvan jako monodisperzni.

Polydisperzni systém obsahuje ¢astice ruzné velikosti [1], [2].

3.1.1 Koloidné disperzni soustavy

Koloidni disperze jsou systémy tvoreny disperznim podilem a disperznim prostie-
dim, pricemz velikost ¢astic disperzniho podilu se pohybuje v rozmezi 1 — 1000 nm.
U koloidnich éastic je moznost pod mikroskopem pozorovat jejich nahodny pohyb
zpusobeny srazkami disperzniho prostfedi s disperznimi ¢asticemi, tento jev se na-
zyva Browniiv pohyb.

Pti prostupu svazku paprskii koloidnimi ¢asticemi dochazi k rozptylu svétla na

malych ¢asticich. V disledku toho se svazek paprskii stava pti boénim pozorovani



viditelnym a mé tvar kuzele (tzv. Tyndalliv kuzel), jehoz vrchol je v misté, kde
svételny paprsek vchazi do prostiedi s koloidnimi ¢asticemi. Pod mikroskopem je
mozné spatrit vétsi disperzni ¢astice jako svitici body, u mensich ¢astic je pozorovan
svételny pruh. Tento jev se nazyva Tyndallav efekt. Prikladem z denniho zZivota
je vniknuti svazku svételnych paprskiti do ztemnélé mistnosti se zvirenym prachem,
ktery je hrubou disperzi v plyném disperznim prosttedi. [1], [3].

Heterogenni koloidné disperzni systémy jsou oznacovany jako lyofobni, tedy ma-
jici nizkou afinitu k rozpoustédlu. Lyofobni koloid (lyosol) je typ koloidniho systému,
kdy disperznim prostfedim je kapalina a podilem tuhd latka. Céastice disperznfho
podilu jsou v daném prostredi nerozpustné. Pokud se jednd o disperzni prostfedni
s organickou fazi, mluvime o organosolech; pokud uvazujeme vodnou fazi, mluvime
o hydrosolech. Lyofobni koloidy jsou termodynamicky nestabilni a jevi tedy tendence
prechazet do stavu hrubé disperze.

Homogenni koloidné disperzni systémy nesou privlastek lyofilni, tzn. jevici na-
klonnost k rozpoustédlu, tedy jsou solvatovany (¢astice tohoto systému jsou obaleny
molekulami rozpoustédla). Vznikaji samovolnym rozpusténim disperzniho podilu
v disperznim prostredi a jsou agregatné stalé. Lyofilni koloidy délime na moleku-
lové a asociativni (micelarni) koloidy. Molekulové koloidy jsou tvoreny makromole-
kularnimi latkami, jako jsou polysacharidy, proteiny a polymery. Jedna se o koloidy

s moldrn{ hmotnost{ vyssi nez 1000 g - mol™* [1].

3.1.2 Micelarni koloidy

Micelarni koloidy jsou termodynamicky stabilni systémy se schopnosti vytvaret mi-
cely. Vznik tohoto celku je podminén strukturou molekul micelarniho koloidu. Mo-
lekula musi obsahovat skupiny s vysokou afinitou k rozpoustédlu a soucasné c¢asti,
které jsou v daném prostredi nerozpustné. Jedna se o molekuly amfipatické neboli
amfifilni. Touto vlastnosti se vyznacuji zejména molekuly povrchové aktivnich 1a-
tek [1J.

3.1.3 Povrchové aktivni latky

Povrchové aktivni latky (zkracené PAL) neboli tenzidy jsou molekuly hojné vyu-
zivané v koloidnich systémech, napr. mydla, detergenty a baktericidni prostiredky.
Je vsak treba zminit, Ze tenzidy se nachazeji i v ptirodnich systémech a jsou ne-
zbytné pro funkci naseho téla, napt. soli zlucovych kyselin produkované slinivkou

brisni rozptyluji tuk na castice koloidni velikosti, které pak dale proudi do krevniho
obéhu [4].



Jsou slozeny ze dvou ¢asti, jedna z nich je vysoce rozpustnd v jedné z fazi, druha
nikoliv. Strukturu tenzidu tvori hydrofobni konec a hydrofilni hlavicka. Hydrofobni
casti byva zpravidla dlouhy uhlovodikovy zbytek, casto s halogenovou skupinou,
nebo siloxanovy retézec. Hlavicka tenzidu mize nést naboj (kladny ¢i zaporny),
muze byt amfoterni (zwitterionickd) nebo neutralni. Typicky piikladem kationak-
tivniho tenzidu je dodecyltrimethylammonium bromid (DTAB), anionaktivniho ten-
zidu dodecylsulfat sodny (SDS), amfoterniho tenzidu lecithin a neutralniho tenzidu
n-dodecyl-tetraethylenoxid (CioEy) [6].

3.2 Micely

Pridanim povrchové aktivni latky do vodného roztoku jsou polarni skupiny hlavicek
hydratovany, tedy jsou vytvoreny vodikové vazby s molekulami vody. Tento jev ne-
muze nastat u hydrofobniho konce, naopak jista nespojitost je zpozorovana ve struk-
tute vody okolo téchto hydrofobnich koncti zndma jako ,hydrofobni efekt*. [4].

Termin hydrofobni efekt vyjadiuje schopnost nepolarnich molekul asociovat se ve
vodném roztoku. Pii umisténi nepolarnich latek do vodného prostiedi dochazi k lo-
kalnimu poruseni sité vodikovych vazeb. Molekuly vody se hromadi na povrchu ne-
polarni latky, interaguji s ni pomoci slabych van der Waalsovych sil. Molekuly vody
se vsak snazi zachovat co nejvice vodikovych vazeb, coz vede k uspordadani molekul
vody kolem rozpusténé nepolarni latky. Nastava jev zvany hydroféobni hydratace.
Takto vynucend orientace molekul vody je entropicky nevyhodné, nebot dochazi ke
ztraté rotacnich méda volnosti. Aby se zabranilo témto nevyhodnym entropickym
projevum, snazi se molekuly nepolarni latky shlukovat dohromady. Molekuly vody
orientované kolem molekuly nepoldrni latky mohou byt uvolnény do roztoku. [5].

7 existence hydrofobniho konce v roztoku lze vyvodit nartist volné energie rela-
tivni k poklesu vodikovych vazeb. Pokud nékolik téchto konct vytvori agregat, bude
plocha na jeho povrchu mensi, nez celkova plocha jednotlivych konct. Mezi jednot-
livymi hydrofobnimi konci se uplatni van der Waalsovy interakce a mezi polarnimi
hlavickami elektrostatické interakce (pokud maji nédboj) [4].

Zvysenim teploty nad kritickou mez dojde k tvorbé agregatti z molekul povr-
chové aktivnich latek, tyto agregaty se nazyvaji micely. Tato mez se nazyva Krafftiv
bod (Krafftova teplota) a pod jeji hranici nemizou byt micely vytvoreny. Koncen-
trace, pri kterych jsou micely tvoreny, nese nazev kritickd micelarni koncentrace
(CMC). Proces micelizace probiha tak, ze hydrofobni konce se shromazdi, aby za-
mezily kontaktu s vodou, a naopak polarni hlavicky se snazi zustat na povrchu,

aby jejich kontakt s vodou byl co nejvétsi. Pravé pii tomto seskupeni ma systém

svv s



pretrvavat. [4], [6].

Hlavicka tenzidu

Ocasek tenzidu .
Micela

Obr. 3.1: Schématické zndzornéni vzniku micely [0]

Métenim nékterych fyzikdlnich veli¢in 1ze stanovit hodnotu kritické micelarni
koncentrace. Pti vzniku micel dochézi k prudkym zménam povrchového napéti, mo-
larni vodivosti, osmotického tlaku i optickych vlastnosti systému [I].

Povrchové napéti pii vzniku micel prudce klesd a ustali se az po jejim vzniku,
kdy se veskery pridavany monomer spotiebuje na tvorbu micel. Molarni vodivost
klesa mirné a po prekroceni CMC klesa prudce. Osmoticky tlak roste tmérné s kon-

centraci, ale po prekroceni CMC stoupa pomaleji [1].

3.2.1 Velikost a tvar micel

Micely mohou byt sférické, cylindrické nebo planarni. Jejich tvar a velikost muze
byt kontrolovana zménou chemické struktury tenzidu stejné jako zménou podmi-
nek samotného roztoku, tedy napt. teplotou, koncentraci, iontovou silou a zménou
pH. V zavislosti na typu tenzidu a vlastnostech roztoku mohou sférické micely rist
v jednom rozmeéru a prejit na micely cylindrické, nebo ve dvou rozmérech a tim
daji za vznik micelam dvojvrstvym nebo kotoucovitym. Riist micely je kontrolovan
prevazné hlavickou tenzidu. Hlavicky jsou v pozici tésné blizko u sebe tak, aby byl
povrch tenzidu v micele co nejmensi [6].

Ve vodném prostiedi jsou molekuly tenzidu orientovany tak, aby polarni hlavicka
smérovala smérem k vodné fazi a nepolarni konec smérem od ni. V ionogennich mi-
celach obsahuje sty¢na plocha mezi micelou a vodnou polarni hlavicku s polarnimi
skupinami, které disociuji. Spolu s protiionty pfitahovanymi disociovanymi polér-
nimi skupinami tvori elektrickou dvojvrstvu. Tloustka dvojvrstvy je funkci iontové
sily roztoku a muze byt silné potlacena v pritomnosti elektrolytu [1], [6].

V nevodném prostiedi vznikaji tzv. reverzni micely tvoreny jadrem z polarnich

skupin a hydrofobnim koncem smétujicim do nepolarniho prostiedi.
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Obr. 3.2: Tvary sférické, cylindrické a dvojvrstvé (plandrni micely) [7]

Vodné
pro/stFedl'jédra

Polarni hlavicky
-~
—~ -~ tenzidu

Hydrofébni konce
- .
~~  tenzidu

Obr. 3.3: Obrazek reverzni micely [§]

3.2.2 Polymerni micely

Polymerni micely se skladaji z blokti kopolymert obsahujicich hydrofilni i hydrofobni
monomerni jednotky jako je napt. polypropylen oxid a polyethylen oxid. Tyto amfi-
filni bloky kopolymeri jsou schopny ve vodném prostiedi tvorit micely. Jadro micely
je tvoreno hydrofobnimi bloky a obal micely se sklada z hydrofilnich ¢asti kopoly-
meru chranici hydrofobni bloky ptred stykem s vodou. Volna energie se timto snizi,
coz je hnaci silou pro formovani micely, ke které dochazi po prekroceni jiz zminéné
kritické micelarni koncentrace. Velikost polymernich micel se pohybuje v rozsahu
10 — 200 nm a obecné plati, ze pokud je hydrofilni obal delsi nez hydrofobni jadro,
micela upfednostnuje tvar sféricky [9].

Polymernim micelam je v dnesni dobé vénovana zvlastni pozornost a to prede-
vsim ve farmaceutickém vyvoji ptfi podavani a distribuci 1éktt do krevniho obéhu.
Maji vyhodu znac¢né stability, tudiz disociuji pomalu, a to jim umozni zachovat si

svou celistvost a dosdhnout svého cile bez rozpadnuti se na monomerni jednotky.



Obr. 3.4: Schématické znazornéni tvorby micely z negativné nabitého homopolymeru

a kladné nabitého kopolymeru [10]

Vzhledem k tomu, ze micely jsou pfi intravenéznim podani vystaveny nékolika zmé-
nam (zfedéni, zmény v pH), kontaktu s jinymi butikami a polymery, musi viéi témto
vliviim zustat intaktni, a tedy byt termodynamicky a kineticky stabilni. Termody-
namicka stabilita popisuje, jak systém zareaguje na vytvoreni micel a jak dosahne
rovnovahy, kdezto kineticka stabilita popisuje chovani systému v ¢ase a podrobné
li¢i zmény polymeru a rozlozeni micely po dosazeni cile [6], [9].

Zakladnim parametrem charakterizujicim termodynamickou stabilitu je kriticka
micelarni koncentrace. S ni je tizce spjata standardni volna energie micelizace AG ;.

dle rovnice:

AGymie = RT - In CMC (3.1)

kde R univerzalni plynova konstanta a 7' teplota. Polymerni micely vykazuji
nizsi hodnoty CMC nez micely povrchové aktivnich latek, protoze polymery maji
vice moznosti interakce nez malé molekuly. Hodnota CMC muze byt urcena ostrymi
zménami fyzikalni veli¢in, ke kterym pii této koncentraci dochazi (velikost micely,
optické vlastnosti, povrchové napéti, viskozita). Nejpouzivanéjsimi metodami pro
jejich vysokou citlivost jsou vysoce-u¢inna kapalinova chromatografie (HPLC), dy-

namicky rozptyl svétla (DLS) a fluorescencni spektroskopie (FCS) [9].

3.3 Solubilizace micel

Dtlezitou vlastnosti micel je jejich schopnost solubilizovat tézce rozpustné latky ve
vodé. Solubilizaci 1ze definovat jako spontanni rozpusténi latky reverzni interakei
s micelou povrchové aktivni latky ve vodé. Pokud si zakreslime rozpustnost slabé
rozpustné latky jako funkci koncentrace tenzidu, vidime, zZe rozpustnost latky je

nizka az do té doby, nez tenzid dosahne hodnoty kritické micelarni koncentrace. Po



jejim prekroceni rozpustnost roste linedrné s koncentraci tenzidu, coz indikuje, ze

solubilizace je spojena s micelizaci [6].

>

Koncentrace Spatné
rozpustné slozky v roztoku

| Koncentrace tenzidu
CMC

Obr. 3.5: Schématické znazornéni slabé rozpustné latky jako funkce koncentrace ten-

zidu ve vodném roztoku [0]

7 termodynamického hlediska lze solubilizaci povazovat jako rozdéleni aktivni
latky (léciva) mezi dvé faze, micelu a vodné prostfedi. Standardni volnd energie

solubilizace mize byt popsana nasledujicim vztahem:

AGg=—RT -InP (3.2)

kde R je univerzalni plynova konstanta, T je absolutni teplota a P je rozdélovaci
koeficient mezi micelou a vodnou fazi.

Obecné solubilizace molekuly povrchové aktivni latkou mize byt vyhodnocena
na zakladé dvou veli¢in. Témito velicinami jsou molarni solubilizacni kapacita, Yy,
a rozdélovaci koeficient systému micela — voda, P. Hodnota x je definovana jako
pocet molu rozpusténé latky (1é¢iva), kterd mohou byt solubilizovana jednim molem
micelarniho tenzidu, a charakterizuje schopnost tenzidu solubilizovat aktivni latku
(1é¢ivo). Hodnota y muze byt vypocitana na zakladé obecné rovnice pro miceldrni
solubilizaci:

Stot — Sw

X~ Chur — CMC (3:3)



kde Si,¢ je uplna rozpustnost aktivni latky, Sy je rozpustnost aktivni latky ve
vodé, Uy, je molarni koncentrace tenzidu v roztoku a CMC kritickd miceldrni kon-
centrace. Nad hranici CMC je koncentrace monomerniho tenzidu pftiblizné rovna
koncentraci CMC, vyraz Cs,; — CMC je priblizné roven koncentraci tenzidu v mi-
celarni podobé, a tedy x je roven poméru koncentrace aktivni latky v micele ku
koncentraci tenzidu v micelarni podobé.

Rozdélovaci koeficient systému micela — voda, P, je charakterizovan jako pomeér

koncentrace aktivni latky v micele ku koncentraci aktivni latky ve vodé. Plati tedy,

ze
Siot — S
p — Dttt —PW (3.4)
Sw
Kombinaci rovnic [3.3] a muzeme vyjadrit zavislost velicin x a P:
Cswr — CMC
p = XCous ) (3.5)
Sw

Aby byla eliminovana zavislost P na koncentraci tenzidu, uvazujme molarni roz-
délovaci koeficient systému micela — voda, Py, u kterého plati, Ze Cs,p = 1 mol -
dm~3. Z toho vyplyvd, ze

~ x(1—-CMC)

Py="—"7 .
M S (3.6)

Cim nizsi je hodnota CMC daného tenzidu, tim stabilnéjs{ jsou micely. Z farma-
ceutického hlediska je tento fakt nesmirné dulezity, nebot pti podani 1éku micely ten-
zidl s nizkou hodnotou CMC v krvi pretrvavaji, kdezto tenzidy s vysokou hodnotou
disociuji na monomery a jejich obsah se mize srazet v krvi, coz je z farmakologického
hlediska nezadouci [L1].

Lze pozorovat nékolik center, kde aktivni latka mize byt solubilizovana, jak je
patrné z obrazku [3.6] Hydrofilni latky jsou adsorbovdny na povrch micely (1), latky
se stredni rozpustnosti jsou lokalizovany mezi hydrofilnimi hlavickami micely z poly-
ethylen oxidu (PEO) (2) anebo mezi hlavickou a prvnimi uhlikovymi atomy hydro-
fobniho konce (3), a zcela nerozpustna hydrofobni latka je lokalizovana uvnitt jadra
micely (4), [12]. Existence nékolika ruznych mist solubilizace vyplyva ze skute¢nosti,
ze fyzikalni vlastnosti, jako jsou mikroviskozita, polarita a stupen hydratace, nejsou
jednotné podél samotné micely. Jedna se o vlastnosti ménici se s orientaci v daném
prostredi. Takovym latkam fikame latky anizotropni [13] [14].

Kapacita tenzidu v solubilizaci aktivni latky zavisi na nékolika faktorech, napt. na
chemické strukture tenzidu ¢i samotné latky, teploté, pH a iontové sile. Neionogenni
tenzidy jsou obvykle lepsi nez ionogenni tenzidy pro solubilizaci hydrofobni latky

diky nizké hodnoté CMC. Pro polarni latky neni jednoduché presné urcit vztah
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Obr. 3.6: Centra, kde latka mize byt solubilizovana. Tuéné ¢ary symbolizuji latku,
c¢erné kruhy hydrofilni hlavicku, cerné tucné krivky hlavicku PEO, svétlé kiivky

konec tenzidu [6]

mezi stupném solubilizace a chemickou strukturou, nebot solubilizace v tomto pri-

padé mize nastat na povrchu i uvniti micely [6].

3.4 Diftze

Prestup latky, ktery se uskutec¢nuje jako relativni mikroskopicky transport nékteré
ze slozek smeési uréitym smérem ve fazi, ktera se navenek nepohybuje, je disledkem
prirozeného pohybového stavu ¢astic a nazyva se molekulova diftze, zkracené difize.
Hnaci silou prestupu latky je rozdil koncentraci slozky ve dvou mistech, mezi kte-
rymi k transportu dochazi. Mirou velikosti hnaci sily prestupu latky je koncentrac¢ni
gradient, tedy pokles koncentrace slozky pripadajici na jednotku délky [15].

Pti konstantni teploté a tlaku maximalni préce (jiné nez objemové) vykonané
jednim molem latky pohybujici se z oblasti chemického potencidlu p do oblasti
chemického potencidlu p+du plati, Ze dw = du. V systému, kde chemicky potencidl

zavisi na prostorové souradnici x, dostavame

op
dw=du= | - d 3.7
e <&E> T ’ 3D
Obecné pro tuto préaci dale plati, Zze
dw = —Fdx (3.8)

kde F' je sila pusobici v opacném sméru. Pokud porovndme rovnice [3.7]a [3.8] je
patrné, ze pokles chemického potencialu muze byt interpretovan jako efektivni sila

pusobici na jeden mol molekul dané latky.

o
F=—<8x>pT (3.9)

)

11



Tato sila mize spocivat ve spontannich tendencich molekul se rozptylit a dle

2. termodynamického zdkona zvysit svou entropii (tj. miru neusporadanosti), ¢imz

evv s

3.4.1 Matematicky popis difaze

Adolf Fick jako prvni zpozoroval jistou analogii mezi difiznimi procesy a vedenim
tepla, nebof difizi tvoti neusporddany pohyb castic, ktery hraje podstatnou roli ve
vedeni tepla. Ve své praci tvrdil, ze difize muze byt na zakladé stejné matematické
podstaty jako Fouriertiv zdkon vedeni tepla nebo Ohmiiv zdkon pro vedeni elektfiny.
Z této hypotézy vychéazi Fickovy zakony [17].

1. Fickuv zdkon Difuzi dochazi k vyrovnavani koncentraci v soustavach s kon-
centra¢nim gradientem. Rychlost diftze vyjadiuje difizni tok. Fick definoval celkovy
jednorozmérny difizni tok J; jako

Jcy

J, = Aj = -AD— 3.10
1 J1 or ( )

kde A je velikost plochy, pres kterou latka difunduje, j; je tok pres jednotku
plochy, ¢; je koncentrace a x vzdalenost. D je difizni koeficient (m?-s™!') a udavd
latkové mnozstvi difundujici slozky prochazejici ptres jednotkovou plochu za jednotku
¢asu pri jednotkovém koncentracnim gradientu [17].

Obecné lze 1. Fickav zdkon zapsat takto:

j1=-—D-grad ¢; = —DV¢ (3.11)

V této rovnici mé diftizni tok charakter vektorové veli¢iny (mol - m=2 -s7!) a od-
povida mnozstvi latky prenesené pres jednotkovy objem za jednotku casu. Je treba
zminit, ze rovnice plati pro zfedéné roztoky, nebot prispévek konvekce je maly
a diftzni tok neovliviiuje. Avsak v koncentrovanych roztocich je vliv konvence patrny
a matematicky popis transportnich procest je mnohem komplikovanéjsi [18].

Tato rovnice nepopisuje cely systém, nybrz jen jednu difundujici latku. Pokud
tedy uvazujeme soustavu s dvéma difundujicimi latkami, ziskame soustavu dvou
rovnic. P1i stacionarni difazi, ktera je popsana 1. Fickovym zakonem, se koncentrac¢ni
gradient s ¢asem neméni [1], [17].

2. Fickiv zakon

Tento zakon popisuje nestacionarni difuzi, tedy diftzi, pri které se méni koncen-
trac¢ni gradient s ¢asem. Obecné formulace 2. Fickova zdkona je

dcy

i div (D - grad ¢;) = D - div grad ¢ (3.12)
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Vztah plati, pokud diftizni koeficient D neni funkci koncentrace c. Tato rovnice
muze byt vyjadrena napt. pro kartézsky, cylindricky nebo sféricky souradnicovy
systém, je tedy na souradnicovém systému nezavisla [15], [18]. Pokud nadéle uvazu-
jeme, ze D neni funkci ¢ a soucasné je zanedban vliv konvekce, 1ze podobu 2. Fickova

zakona zapsat takto:

801 6261 1 0A 801
—=D|—F4+—-——— 3.13
o (83:2+A8:B8x (3.13)
Pokud je plocha A konstantni, 1ze vztah zjednodusit [17]:
e _ .0 (3.14)
ot 0x? '

3.4.2 Vybrané difizni modely
Difaze skrz tenky film

Diftze skrz tenky film je jednoduchy modelovy pripad, kdy dva dobie michané
roztoky o koncentracich ¢; a ¢o jsou od sebe navzajem oddéleny tenkym filmem. Oba
tyto roztoky jsou zredéné a diftize trva dostatecné dlouho. Akumulace latky ve filmu
je nulova, proto je tento difizni proces procesem ustalenym a obé koncentrace jsou
nezavislé na ¢ase. Podminkou pro uplatnéni tohoto modelu také je, aby objemy obou
roztokd byly mnohem vétsi, nez je objem filmu.

Rovnice |3.14] pro konstatni D pak prechazi do tvaru

9%cy
0= Dw (3.15)
Integraci vztahu o tloustce filmu [ a zvolenim okrajovych podminek, pti kterych
cg = cpoproxr = O0Oacy = ¢y prox = [, ziskdme TeSeni popisujici koncentracni
profil
&1 = e+ (cu — o) 7 (3.16)

l
Naslednou derivaci tohoto profilu nalezneme vztah pro difizni tok:

861 D
h=—D—=—(cp—c 3.17
J1 o I (c10 11) ( )
Zavery vyplyvajici z vyse uvedenych rovnice hovoii o linearité koncentracniho

profilu a jeho zavislosti na okrajovych podminkach a tloustce filmu.
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Membranova diftze

V pripadé membranové diftize existuje na rozhrani membrany a roztoku rovnovaha,
ktera je popsana rozdélovacim koeficientem H. Okrajové podminky jsou ¢; = HCyy

prox = 0ac, = HCy prox = [. Koncentracni profil vypada pak takto:

x
l
Dochézi k vytvoreni diskontinuit na rozhrani membrana — roztok. Pokud je

Ccl = HC’w -+ H (Cll — 010) (318)

rozpusténa latka vice rozpustnd v membrané nez v okolnim roztoku, koncentrace
vzrista. Pokud je tomu naopak, koncentrace klesa. Rovnice diftiizniho toku je nasle-
dujici:

[DH]

jl = T (CIO — Cll) (319)

Vyraz v hranatych zavorkach se nazyva permeabilita a je zjistovana experimen-
talns [17].

Diftize skrz porézni médium

Pokud nahradime homogenni membranu membranou s pory, difize uz nebude jed-
norozmérné. Celou geometrii périi v sobé zahrnuje efektivni diftzni koeficient D¢

a vztah pro difuzni tok vypada nasledovneé:

n = {De?H} (Cro — Cu) (3.20)

Membranova difltize sprazena s chemickou reakci

Mnohdy se setkdvame s pripadem, kdy difundujici latka reaguje rychle a reverzibilné
s jinou nehybnou latkou uvnitt membrany. K této situaci mize dojit napr. u reakci
v polymernich systémech a casové zména sledované latky pii jednodimenzionalni

diftzi pak vypada néasledovné:

601 (9261
—=D— 21
ot Ox? n (3:21)
kde r; je rychlost chemické reakce vyjadrena vztahem
d
= % (3.22)

Pii membranové difuzi sprazené s chemickou reakci nema samotna reakce zadny

efekt na difizni tok. V ustaleném stavu plati

0 .
0= —%]1 — T (323)
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Chemickou reakci se preméni latka 1 na latku 2 s obdobnou bilanci

(‘91;‘72 1
Protoze produkt reakce je v.membrané nehybny, je tok jo nulovy a tim pa-

0= (3.24)

dem i rychlost reakce je nulova. Koncentracni profil latky 1 zistava tedy nezménén.
Jakmile totiz difize dosdhne ustaleného stavu, je lokalni koncentrace difundujici
latky v jakémkoliv misté v membrané v rovnovaze s mnozstvim produktu reakce.
Tyto lokalni koncentrace se s casem neméni, a tim padem se neméni mnozstvi re-
akéniho produktu. Diftize pokracuje beze zmény. Tento model je vSak jediny, kdy
chemicka reakce diftizi neovliviiuje. Ve vétsiné pripadi je tomu naopak a diftizni
tok se vyrazné zvysi. Pokud je diftize neustalend, diftzni koeficient mize narist do
velkych hodnot i bez pritomnosti reakce [17].

Koncentracéné zavisla difuze

V predchozich pripadech jsme predpokladali, ze diftizni koeficient je konstantni.
Avsak v pripadé difize vody skrz film nebo v roztocich detergentii muze dojit k na-
hlému poklesu hodnoty diftizniho koeficientu v diisledku vyssi viskozity nebo snizeni
teploty. Chceme tedy najit difizni tok skrz tenky film, pri kterém se diftze ostre
meéni. Uvazujme kritickou koncentraci ¢i.. Pii hodnoté mensi nez je kritickd kocen-
trace, bude difize rychld, nad jeji hranici se diftize zpomali. Problém lze idealizovat
predstavou o dvou filmech, prilnutych tésné k sobé. Prechod mezi nimi nastane, kdyz
koncentrace bude rovna cy..

V obou filmech ustalena rovnovaha vede ke stejné rovnici:

_di
dx
Diftizni tok j; je v celém filmu konstantni. AvsSak vysoka koncentrace v levém

0 (3.25)

filmu zpusobuje existenci malého diftzniho koeficientu Dy:

. dey
=—-Di— 3.26
J1 Uiz ( )
Vyraz lze snadno integrovat
/ le dox = —Dl/ - jl dCl (327)
0 €10
Vysledkem je pak
, D
= ?1 (010 — Clc) (328)
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V pravém filmu je koncentrace mala a diftizni koeficient D, je tedy velky:

dC1 D2
W =—Dy—=—"—(c1.—c¢ 3.29
N 2 dr e ( 1 11) ( )
Neznamou polohu z. 1ze najit snadno s védomim toho, ze diftizni tok je stejny

v obou filmech:

l
Tp = ——— (3.30)
D, (Clc - Cll)
D, (010 - Clc)

a vysledna podoba rovnice diftizniho toku je tedy
D (10 — 1) + Ds (c1c — cnp)

1= ] (3.31)

Pokud se kritickd koncentrace rovnd priméru hodnot ¢y a c¢y;, pak bude diftizni

koeficient roven aritmetickému priameéru téchto dvou diftznich koeficientu [17].

3.4.3 Stanoveni difiazniho koeficientu metodou diafragmové

cely

Metoda diafragmové cely je ovérenou a jednoduchou metodou pro zkouméni diftze
plynti nebo kapalin skrz membranu. Je nenaro¢na na sestaveni a lze s ni stanovit
diftzni koeficient s relativni chybou pouze 0, 2%. Diafragmova cela se sklada ze dvou
¢asti oddélenych od sebe sklenénou fritou nebo porézni membranou. Césti jsou na-
plnény roztokem o rtzné koncentraci a roztok je po celou dobu experimentu michan
magnetickym michadlem. Méfi se koncentrace obou roztoki v riiznych casovych

intervalech a diftzni koeficient se stanovi z nasledujictho vztahu:

1 olni — orni
plu l(CLd ! C1,h )o] (3.32)
Bt (C1,dotni = C1,horni),

kde B je geometrickd konstanta charakterizujici danou celu a vychazi z tohoto

vztahu:

6=?m<1 + 1) (3.33)

Viorni — Vaolni
A je plocha, pres kterou latka difunduje, [ je tloustka membrany a V' je objem
jednotlivych ¢asti cely. Vypocet diftiiznich koeficient vyzaduje presnou znalost roz-
dilii koncentraci, ne koncentraci samotnych. Je tedy vyzadovana presna chemické
analyza. Dilezitd je také presna hodnota konstanty 3, ktera se zjistuje experimen-
talné. Zpravidla jsou preferovany membrany s mensimi pory, nebof vétsi pory muzou

zpusobit nezadouci michani v membrané.
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Pro presné stanoveni je vhodnéjsi pouzit sklenénou fritu a délku experimentu
nekolik dni, avsak pro bézné laboratorni tcely staci jako membranu pouzit filtracni

papir s délkou experimentu par hodin [17].

3.5 Dynamicky rozptyl svétla

Koloidni c¢astice maji schopnost rozptylit elektromagnetické zareni, a jejich veli-
kost a tvar muze byt vyhodnocen na zdkladé analyzy intenzity rozptyleného za-
feni. PTi metodé dynamického rozptylu svétla (také oznacované jako Fotonova kore-
la¢ni spektroskopie) laser produkuje koherentni zafeni (tzn. frekvence zareni je stale
stejnd a rozdil fazi vyzarovanych paprsku ztustéava nezmeénén [19]), ¢astice ve zredéné
disperzi zareni rozptyluji, a protoze je zareni koherentni, fazovy pomér zistava za-
chovan. To znamen4, ze disperze se chova jako tiidimenzionalni difrakéni pole. Kdyz
se castice pohybuji, pohybuje se taktéz difrakéni obrazec a to ndhodnym pohybem.
7, detektoru lze zpozorovat malou oblast se svétlymi pohybujicimi se body a jejich
rychlost zdvisi na Brownové pohybu [4].

Detektor je spojeny s fotonovym korelatorem a intenzita svétla je métena jako
funkce casu. Celkovy c¢as muze byt nastaven a intenzita je mérena v sériich krat-
kych ¢asovych intervalti, dokud neni dosazeno hodnoty celkového casu. Tento ¢asovy
interval je oznacovan terminem zpozdény korelac¢ni c¢as, 7.. Intenzita rychle kolisa
nahoru a doli v zavislosti na pohybujicich se ¢asticich. Tudiz mezi dvéma z téchto
casu je silnd korelace intenzit. Pristroj vyhodnocuje korelac¢ni funkci srovnavanim
poct fotont na zacatku s poctem fotont ve zpozdéném casovém intervalu. Korela¢ni

funkce klesa exponencialné:

9(7.) = exp (~7.DQ’) (3.34)

kde D translacn{ diftzni koeficient ¢stice, 7. zpozdény korelaéni éas. DQ? je ¢as,

kdy ¢astice difunduje pfes vzdalenost Q~!. Data jsou zakreslovana jako piirozeny

logaritmus proti Q2. Vysledkem je pak pifmka, z jejichz smérnice je ziskdna hodnota
translacné diftzniho koeficientu D [4].

Translacné difazni koeficient D udava rychlost Brownova pohybu. Browniv po-
hyb je ndhodny pohyb castic. Nahodny proto, ze c¢astice jsou atakovany obklopu-
jicimi molekulami rozpoustédla. Cim vétsi ¢dstice je, tim pomalejsi bude Browniv
pohyb. Velikost ¢astic je pak vypocitana pouzitim Stokesovy Einsteinovy rovnice:

kT
d(H) =
(H) 3mnD

kde d(H) je hydrodynamicky pramér, D translacni diftizni koeficient ¢astice, k

(3.35)

Boltzmannova konstanta, 7" absolutni teplota a n viskozita.
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Primér ziskany metodou DLS se vztahuje k tomu, jak castice difunduje uvnitr
kapaliny, proto tedy nese oznaceni hydrodynamicky pramér. Ziskany prumeér je pru-
mér koule, kterd ma stejny translaéné diftizni koeficient jako zkoumand castice [20].

Pokud disperze bude obsahovat kulovité monodisperzni ¢astice, pak hydrodyna-
micky primér bude korespondovat s primérem ziskanym z mikroskopického méteni.
Jestlize vsak nejsou sférické nebo jsou pokryty stabilizacni vrstvou nezanedbatelné
tloustky, hydrodynamicky prumér bude vétsi nez ten, ktery je obdrzen z mikrosko-
pického méreni.

Cim sirs§f bude distribuce velikosti, tfm vice bude stoupat rozsah diftiznich ¢ast.
Korela¢ni funkce pak bude ziskana jako suma jednotlivych exponencialnich poklesti
intenzit rozptyleného svétla, zatizena pravdépodobnosti zpozdénych cast. Je treba
brat v ivahu, ze kazda disperze mé néjaky stupen polydisperzity [4].

Pro urceni disperzni stability a charakterizaci elektrického naboje se méii hod-
nota zeta potencidlu [21]. Méfeni zeta potenciali dava detailni pohled mezi disperze
a agregaty a pomoci néj je také mozno zlepsit vlastnosti mérenych disperznich sys-
tému [22].

Povrch ¢astice tvori elektricka dvojvrstva. Primarni vrstva nese naboj vytvoreny
disociaci polarnich skupin nebo adsorbovanych iontl, sekundarni vrstva obsahuje
ionty opacné k naboji vrstvy primarni. Sklada se ze dvou podvrstev. Ze Sternovy,
kterd je tvorena protiionty k priméarni vrstve, a ktera neutralizuje naboj primarni
(pevné) vrstvy, a z diftzni vrstvy s pohyblivymi protiionty a s ionty z jinych elektro-
lyt. Pri pohybu disperzni ¢astice se priméarni a Sternova vrstva pohybuje s ¢astici.
Ionty v diftizni vrstvé se mohou pohybovat samostatné. Na povrchu c¢astice tedy exis-
tuje pohyblivé rozhrani rozdélujici ionty dvojvrstvy na ionty pohybujici se nezavisle
a ionty zakotvené k povrchu castice. Potencidl nachazejici se v misté pohybového
rozhrani se nazyva zeta potencial. Jeho hodnota vypovida o tloustce Sternovy a di-
fazni vrstvy. Nizkd hodnota svéd¢i o silné tloustee difizni vrstvy, kdezto hodnota
zeta potencialu blizici se k nule znac¢i prevod protiiontt z difizni vrstvy do vrstvy
Sternovy a Castice se navenek chova jako elektricky neutralni [2].

Meérenim rychlosti castic v elektrickém poli 1ze zjistit hodnotu zeta potencialu.
Rychlost na jednotku intenzity elektrického pole je znama jako elektroforetickd mobi-
lita up. Hodnota zeta potencidlu reflektuje, jak ¢astice zareaguje na blizici se ¢astici.
Soucasné poméaha urcit vlastnosti suspenze. Pokud jsou repulze mezi blizici se ¢astici
a suspenzi velké, ¢astice se udrzi v disperznim systému. V opac¢ném pripadé vytvori
s castici agregat. Pro uchovani systému v disperzi by hodnota zeta potencialu méla
byt vyssi nez 25 mV (kladnd i zapornd). Obecné feceno vyssi absolutni hodnota zeta
potencialu koreluje se stabilnéjsim systémem. Naopak pokud je zapotiebi separovat

¢astice z okolni tekutiny, je nutné snizit jeho hodnotu [23].
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Obr. 3.7: Elektrickd dvojvrstva Céstice [24]

3.6 Fluorescence a Jablonského diagram

Fluorescence se spolu s fosforescenci fadi mezi tzv. fotoluminiscencni jevy, prii kte-
rych dochézi k emisi kvanta zareni. Rozdil mezi fluorescenci a fosforescenci je v po-
vaze excitovanych stavii. Fotoluminiscenéni jevy zndzortiuje Jablonského diagram[3.8]
Molekula fluoroforu je schopna absorbovat foton emitovany zdrojem zareni. Pri ab-
sorpci fotonu preskoci elektron dané molekuly na jednu z vibrac¢nich hladin nékterého
z excitovanych singletovych stavi, tedy stavi s vyssi energii. Po absorpci zareni se
snazi elektron dostat zpét na zakladni hladinu a energii uvolnit. Pokud se elektron
nachazi na jedné z vibracnich hladin excitovaného stavu S, bude se snazit nera-
diacnim prechodem (nezarivym prechodem bez emise fotonu, pri kterém je energie
uvolnéna ve formé tepla), zvanym vibracni relaxace, dostat na nejnizsi vibra¢ni hla-
dinu excitovaného stavu, a pak dalsim neradiacnim prechodem, tentokrat vnitini
konverzi, na vibra¢ni hladinu singletového stavu S;. Poté dojde k uvolnéni energie
ve formé fotonu a elektron se vraci na zakladni energetickou hladinu Sy. Tento jev se
nazyva fluorescence a vzhledem k tomu, ze elektron mé v excitovaném stavu opacny
spin nez elektron v zakladni energetické hladiné, jedna se o jev spinové dovoleny.
Pri fosforescenci se elektron z excitovaného singletového stavu dostava tzv. me-
zisystémovym prechodem do tripletového excitovaného stavu, a az poté je uvolnéna
energie ve formeé fotonti a elektron se dostava na zakladni energetickou hladinu Sy.
V tripletovém excitovaném stavu mé elektron stejnou spinovou orientaci jako elek-

tron v zakladni hladiné, jedna se proto o jev spinové zakazany. Z tohoto divodu
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je obecné znamo, ze proces fosforescence je casové delsi ve srovnani s fluorescenci.
Fosforescenci je mozné pozorovat i po sepnuti budiciho zdroje zareni, kdezto fluo-

rescence zanikd ihned po vypnuti budiciho zdroje [26].

Sz —
Vnitini Mezisystémovy prechod
konverze
: : uunn
— St —
1. i
I | :
] ™
L W
[ I 1
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s, V_V L\ AKX Yy
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Stavy Konverze/piechod Energetické zmény
— Vibracni stav ——  Vnitini konverze Excitace Emise (fluorescence
+— nebo fosforescence)
Elektronovy stav
— i - = » Mezisystémovy pfechod

ro Vibraéni relaxace
i Zhaseni
+ ; + dali neradiaéni relaxace

Obr. 3.8: Jablonského diagram [2§]

3.7 Princip fluorescencni korelacni spektroskopie

Fluorescené¢ni korelaéni spektroskopie (FCS) je jednou z technik s vysokym rozlise-
nim prostorové a ¢asové analyzy biomolekul s extrémné nizkou koncentraci. Na roz-
dil od jinych fluorescenc¢nich technik parametrem primarniho zajmu neni samotna
emisni intenzita, ale spise spontanni fluktuace intenzity zptisobené nepatrnymi od-
chylkami od tepelné rovnovahy. Obecné plati, Ze vSechny fyzikalni parametry, které
vedou k témto fluktuacim, jsou pristupné fluorescencni korelacni spektroskopii. Za-
kladnim konceptem FCS je zkontrolovat pocet pozorovanych molekul, pocet natolik
maly, ze kazda molekula v podstaté prispiva k mérenému signalu. Jediné tehdy se
d4 provadét analyza spontannich, nekoordinovanych fluktuaci [27].

Vyhodou této techniky je moznost zkoumani difiiznich procesit v biologickych

a koloidnich systémech v ¢asovém rozsahu pus — ms. Pomoci této metody mtze byt
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srovnavana difizni dynamika micely, kterd ma v sobé zabudované barvivo schopné
fluorescence. Vzhledem k vyjimecné selektivité a citlivosti FCS 1ze promérit i velmi
ziedéné roztoky [25].

FCS muze fungovat spravné jediné tehdy, pokud se néjakym zptisobem podari
snizit koncentrace a pozorované objemy natolik, aby pouze par molekul bylo soucasné
detekovano a zaroven, aby kvantovy vytézek fluorescence na jedinou molekulu byl
co nejvétsi. Toho mize byt dosazeno kombinaci FCS s konfokalni detekci. V tomto
pripadé je prichéazejici laserovy paprsek silné zaméren stérbinou objektivu v difrakéné
omezeném misté. Pouze par fluorofort v oblasti osvétlené laserem je excitovano.
Pro FCS jsou optimélni nanomolarni koncentrace, nebotf detekéni objem je omezen

na méné nez 1 femtolitr [27].

3.7.1 Experimentalni usporadani

Excitované zareni zpusobené laserovym paprskem je smérovano do mikroskopu po-
moci dichroického zrcatka a zaméreno do vzorku. Fluorescencni zareni ze vzorku je
sbirano objektivem a prochazi skrz dichroické zrcatko a emisni filtr. Clona zablokuje
veskeré fluorescenc¢ni zareni nepochazejici z ohniskové oblasti, a tim zajisti axidlni
rozliseni. Poté je zareni zaostfeno na detektor.

Pomér signal — sum jednotlivych FCS kiivek kriticky zavisi na pouziti filtracniho
systému. Dichroické zrcatko slouzi v podstaté jako separator vlnovych délek. Od-
klani excitacni svétlo a prenasi fluorescenci zatizenou batochromnim efektem. AvsSak
uc¢innost blokovani laseru je velmi mala, proto je zadouci pouzit dalsi emisni filtr.
Pasmové filtry prizpiisobené emisnim vlastnostem pozorovaného barviva garantuji
vysokou detekéni specificnost pri dostacujicim kvantovém vytézku. Umoznuji potla-
¢it rozptylené laserové svétlo (Rayleightiv rozptyl) a také Ramantv rozptyl.

Pozadavky kladené na fluorofor netkvi pouze ve vysokém kvantovém vytézku.
Klicovou vlastnosti je fotostabilita, ktera musi byt dostatecné vysoka, aby barvivo

bylo schopné ustat obrovskou silu zaméfeného laseru az 100 kW - cm =2 [27].

3.7.2 Autokorelac¢ni analyza

Fluorescenc¢ni signal zachyceny detektorem podléha autokorelacni analyze, pokud
se chceme zamérit na jeden konkrétni druh fluorescencni c¢éastice. Fluktuace jsou
kvantifikovany casovou autokorelaci zaznamenaného signalu. V podstaté tato au-
tokorela¢ni funkce poskytuje miru ,podobnosti“ ¢asového signalu ,na své fazové

posunuté kopii“ a zvyraznuje charakteristické ¢asové konstanty zakladnich procesti.
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Obr. 3.9: Schéma nastaveni FCS [29]

Normalizovana autokorelac¢ni funkce je definovana jako

(OF(t) - OF(t + 7))
(F(t))?

kde F' jsou fluktuace fluorescenc¢niho signalu a 7 znac¢i zpozdény Cas.

G(r) = (3.36)

Déle je tteba charakterizovat vztah mezi lateralnim difiznim casem, béhem kte-

rého molekula ziistava v konfokdlnim objemu, a difiznim koeficientem D

To
4-D

(3.37)

™D =

Pro efektivni objem plati, ze

(NI

V=72 75 2 (3.38)

Mizeme tedy vypocitat autokorelacni funkci pro jeden volné difundujici druh

molekul ) ) 1
G(r) = V0 = : = (m>2 — (3.39)

2z
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7 kalibrac¢niho meéreni ziskame rozmeéry ry a zo. Lokalni koncentrace fluoreskuji-
cich molekul mize byt urc¢ena z velikosti autokorela¢ni kiivky G(0)
1 1 1
G(0) = = — ()= ——
(N)  Verr - () Verr - G(0)

Doposud jsme predpokladali, ze se vlastnosti chromoforu neméni se zménou za-

(3.40)

ostreni laseru. Tento predpoklad vsak neplati pro realna barviva. Molekula barviva
muze prejit do tripletového stavu. Tento prechod je kvantové zakdzany, chromofor
potifebuje daleko vice ¢asu, aby presel opét do zakladniho stavu. Béhem této doby
barvivo neemituje zadné fotony, coz se projevi tmavymi tseky. Do nové podoby

autokorela¢ni funkce je nutno tento jev zahrnout [27].

3.7.3 Casove rozlisena fluorescencni korelac¢ni spektroskopie

Casové rozlisena fluorescencni korela¢ni spektroskopie (déle jen FLCS) je metoda
vznikla fuzi fluorescencni korelacni spektroskopie a ¢asové rozliseného ¢itani fotont
(TCSPC, vychézejici z anglického ndzvu Time-Correlated Single Photon Counting).
FLCS nezahrnuje fittovani“ modelu komplikované autokorela¢ni funkce, nybrz je
vypocitana separovand autokorelac¢ni funkce pro kazdou oc¢ekavanou slozku intenzity.
Jedinym predpokladem je fakt, ze rozdilné emise maji riizné doby zivota fluorescence.
Jadrem této metody je statisticka separace riznych prispévki intenzit vykonand na
jednofotonové trovni [30)].

Pri ziskavani dat touto metodou je excitace pulzovana a jsou zaznamenana dvé
nezavisla casova méreni pro kazdy detekovany foton. Prvni ¢as tzv. makroskopicky
zaznamenavajici polohu fotonu jiz od zacatku experimentu a druhy c¢as neboli mikro-
skopicky zpozdény ¢as (v TCSPC nazyvan jako ,channel number®) méteny vzhled-
nem k nastupu excitacniho pulsu az do doby zaregistrovani dalsiho fotonu. Makro-
skopicky cas je stejné jako u FCS experimentt pouzivan k vypoctu zmén intenzit
fluorescence v case a ke stanoveni difiizniho koeficientu a koncentrace pomoci au-
tokorelacni funkce. Mikroskopicky cas slouzi k vytvoreni vyhasinacich krivek. Tyto

dva ¢asy jsou vyhodnocovany soucasné pri vypoctu autokorela¢ni funkce [31].
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4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1 Solubilizace hydrofébnich barviv

Skupina védcu kolem A.R. Tehrani-Bagha studovala solubilizaci dvou organic-
kych barviv [32], konkrétné Sudan I a Quinizarin, v pfitomnosti neionogennich,
aniongennich, kationgennich tenzidii a neionogennich bloki kopolymert pouzitim
UV-VIS spektroskopie. Zkoumali, jaky vliv na solubilizaci ma zména teploty, pH
a pridani elektrolytu. Bylo zjisténo, ze pridanim soli a zvysenim teploty solubili-
zace vzrusta pro obé barviva. Solubilizace obou barviv byla témér stejnd v rozsahu
pH 3-12 v pfitomnosti SDS a pentaethylenglykolu-mono-undodecyl etheru (C;1Es).
Jeji ucinnost se vsak vyrazné zvysila pri prekroceni pH 12 a v pritomnosti kati-
ongenniho tenzidu bromidu dodecyltrimethylammoného. Tento fakt byl prisuzovan
interakci mezi ionizovanou formou barviva a pozitivné nabitou hlavickou tenzidu.
Cilem téchto méreni bylo najit cestu ke zlepseni solubiliza¢ni tc¢innosti a zvyseni
solubilizac¢ni kapacity.

Samotna prace byla zapocata stanovenim kritické micelarni koncentrace iono-
gennich tenzidi mérenim vodivosti. Kritickd micelarni koncentrace neionogennich
tenzidi byla stanovena pomoci méteni povrchového napéti. Jak bylo ocekavano, na-
meérené hodnoty CMC byly vyssi o 1 — 2 fady pro ionogenni tenzidy nez pro tenzidy
neionogenni diky repulzim polarnich skupin na hlavi¢ce tenzidu. ZvysSenim teploty
se solubiliza¢ni i¢innost nejvice projevila u Cq1E5, méné vsak u nizkomolekularnich
latek.

Zvyseni pH mélo znac¢ny vliv na strukturu obou barviv, nebot doslo k deproto-
naci hydroxylovych skupin. U Quinizarinu se tento fakt projevil zménou barvy ze
zluté na fialovou. Deprotonace také vedla k mirnému zvysSeni rozpustnosti barviv
ve vodé a také ke zméné tvaru a velikosti samotné micely. Pridavkem soli solubili-
zacni kapacita vzrostla pro ionogenni i neionogenni tenzidy.

Shrnutim namérenych vysledkt se zjistilo, Ze solubilizacni tc¢innost je zhruba
stejna pro obé barviva pridanim ionogenniho nebo neionogenniho tenzidu a pti kyse-
leném nebo neutralnim prostiedi. Ué¢innost kationgenniho DTAB se vyrazné zlepsila
po prekroceni hodnoty pH 8, ¢imz bylo dosazeno interakce mezi deprotonovanym
barvivem a pozitivné nabitou polarni skupinou tenzidu.

Publikace kolektivu autorii v ¢ele s S. S. Shan [33] se zabyvala solubilizaci
hemicyaninovych barviv do micely kationgenniho tenzidu bromidu cetyltrimethy-
lammoného (CTAB). Tato amfifilni barviva jsou u¢innymi detektory citlivymi na
zmény napéti v biomembranach a popularnimi fluorescenénimi indikatory prechod-

ného napéti v neuronech a v mozku. Detekce rychlych zmén elektrického potencidlu
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v biologickych membranach je studovana na zakladé fotofyzikalnich vlastnosti bar-

viva. Obecna struktura téchto barviv je néasledujici,

SO

R\ / \ / N

Obr. 4.1: Obecnd struktura hemicyaninovych barviv [6]

kde R = (CHj3) az (CgEj3). Fyzikalni chovani micel tenzidi muze slouzit jako
modelovy pripad pro znazornéni biologickych systémt. Takovy model je uziteény
pro studovani interakci biologickych povrchi s ostatnimi molekulami.

V této praci se autofi zamérili na zkoumani vlivu délky alkylového retézce barviva
na samotnou solubilizaci tenzidem CTAB. Sulfonova skupina barviva je elektrosta-
ticky pfitahovana polarni skupinou CTAB micely. Cim kratsi je alkylovy fetézec,
tim polarnéjsi barvivo je, a tim slozitéjsi je transport barviva z vody do nepolarniho
prostfedi jadra micely. Na druhé strané takto poldrni hemicyaninova barviva jsou
vice misitelna s polarnimi oblastmi na povrchu micely, tudiz mémé hydrofébni mo-
lekuly barviv jsou pritomny vétsinu ¢asu na povrchu micely. Dale napt. dva aroma-
tické kruhy tvorici zéaklad barviva jsou tzce sdruzeny s polarnimi skupinami CTAB,
coz ma za nasledek, ze molekula barviva neproniké hluboko do micely, ledaze hyd-
rofobicita barviva neni dostatecné vysoka, aby prekonala elektrostatické interakce
s polarnimi skupinami CTAB.

Déle byla provedena méreni diferencidlni absorbance pro sest riznych hemicya-
ninovych barviv pfi koncentraci tenzidu CTAB. Bylo zpozorovano, ze hodnota di-
ferencialni absorbance je témér nulova pri nizkych koncentracich tenzidu, vyrazné
vsak stoupa po prekroceni hodnoty CMC, coz indikuje vzristajici mnozstvi solubi-
lizovaného barviva. Ackoliv molekuly barviva jsou zaclenéné do micely, chromofory
jsou nadéle orientovany blizko k povrchu, a tudiz absorbuji zafeni mnohem uc¢innéji

nez ve velkém objemu vodného roztoku.

4.2 Penetrace aktivnich latek pres membrany

Publikace finskych autort v ¢ele s S. Akermanem [34] se zabyva transportem 1é¢iv

skrz porézni iontoménicové membrany, které maji sviij potencial v systémech pro po-
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dani 1ékt. Konkrétné se zamérili na faktory ovliviiujici propustnost téchto membran,
jako je pH, iontova sila ¢i vlastnosti samotného 1é¢iva. Pro tyto experimenty byly
vybrany porézni membrany z polyakrylové kyseliny (PAA) roubované polyvinyliden
fluoridem (PVDF). Tyto membréany jsou kation selektivni diky ¢astecné disociaci
karboxylovych skupin v roubovanych PAA fetézcich.

Propustnost poréznich roubovanych polymernich membran mize byt kontrolo-
vana iontovou silou pripadné pH pronikajici latky nebo napt. teplotou. Velkou roli
hraje predevsim konformacni usporadani roubovanych tetézct.

Pro zjisténi vlivu pH na koformacni usporadani PAA fetézci byla zkouména
morfologie membrany pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM).

Propustnost neutralnich 1é¢iv skrz PVDF-PAA membranu byla zavisld na pH.
Tok mannitolu napfi¢ membranou se snizil 1,7 krat pri zvyseni pH z 2,0 na 5,8.
Avsak dalsi zvyseni pH na tok latky uz nemélo zadny vliv. Stejny trend byl po-
zorovan i u kofeinu. Pri pH 2,0 jsou karboxylové skupiny PAA fetézce prakticky
nedisociované, tudiz péry v membrané jsou oteviené a dovoluji latkdm témito pory
difundovat. Kdyz vsak pH vzroste z 2,0 na 5,8, konformace roubovanych PAA te-
tézci znacné expanduje diky repulzim mezi ionizovanymi karboxylovymi skupinami.
Expandované Tetézce zcasti pory zablokuji, difizni tok malych molekul jako je man-
nitol nebo kofein je snizen a diftizni tok vétsich molekul, napt. dextrani, je zcela
zabrzdén. Analyza pomoci SEM tyto zmény v membranové porozité potvrdila, nebot
vzorek pri pH 2 byl vice porézni nez vzorek pri pH 8,6.

Vliv néboje léc¢iva byl studovan v rozsahu pH 5,8-8,6, pti kterém je propustnost
mémbrany prakticky konstantni. Ukazalo se, ze kationtova léc¢iva prochazi membra-
nou 1,5-2 krat rychleji v ionizované formé nez v neionizované. V pripadé anionto-
vych byl vysledek obraceny. Ionizovand forma zapticinila pomalejsi tok asi o 50 %
nez forma neionizovana. Tento vysledek vychézi z kationtoménicové povahy pouzi-
tych membran. Umoznuji transport pozitivné nabitych castic, ale odpuzuji ¢astice
negativné nabité.

Studie potvrzuje, ze kromé konformacnich zmén retézcti membran také vlastnosti
danych 1é¢iv vyznamneé ovliviuji difuzni tok pres roubované membrany.

Skupina autort kolem V.A. Varghese [35] zamétila svij vyzkum na studii
transportu skrz chloroformovou kapalnou membranu, aby objasnila schopnost lauryl-
sulfatu sodného v podobé reverzni micely byt nosicem kadmiovych iontti. Transport
se uskutecnil mezi dvéma kapalnymi rozhranimi.

Pro nosic¢em zprostredkovany transport skrz kapalné membrany je zdrojem inspi-
race usnadnény transport v biologii, napt. transport kysliku pomoci hemoglobinu.
V této studii byly molekuly nosice pridany do nevodné faze (membrany), ktera je
nemisitelnd s obéma vodnymi fazemi: se zdrojovou fazi a prijimaci fazi. V nevodném

prostfedi jsou molekuly nosice, tedy samotného tenzidu prezentovany jako reverzni
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micely. Neexistuje obecny mechanismus prenosu kapicek mikroemulze pres rozhrani.
Mechanismus se méni v zavislosti na typu systému, na povaze tenzidu a membrany.
Vzhledem k tomu, Ze kadmium je nechvalné znamy polutant, jevi se tahle studie
jako vyznamny prinos pro snizeni znecisténi zivotniho prostredi.

Experimenty byly provedeny pouzitim difiznich cel z pyrexového skla. Znamy
objem chloroformu byl priveden do cely. Do chloroformové kapalné membrany byl
pridan tenzid, ktery zptusobil jeji zakaleni. Po ptfidani vody do zdrojové c¢asti cely
byla kapalna faze membrany michdna magnetickym michadlem, dokud membrana
nebyla transparetni, coz indikovalo tvorbu reverznich micel. Poté byla dodana vodna
taze. Kapaliny ve zdrojové a ptijimaci fazi mély hladinu na stejné drovni. Po urcitém
casovém intervalu byl odebran 1 ml vzorku pro analyzovani kadmiovych iontt uzitim
atomového absorpcéniho spektrometru.

Tak jako je tenzid schopen tvorit reverzni micely v nevodné fazi, je rovnéz
schopny tvorit micely ve vodnych fazich. Proto je nutné odhadnout koncentrace
tenzidu ve zdrojové a prijimaci cele. Pro vylouc¢eni moznosti, Ze se ve vodnych fa-
zich vytvorily micely laurylsulfatu sodného (NaLS), byla métfena koncentrace sodiku
atomovou absorp¢ni spektrometrii. Tyto koncentrace byly vSak velmi malé oproti
koncentraci CMC Nal.S, proto moznost tvorby micel ve vodné fazi byla vyloucena.

Transport kademnatych iontit byl zpoc¢atku velmi rychly, s pribyvajicim c¢asem
se vSak zpomalil. Toto chovani odpovida modelu diftize, ktery predpoklada, ze roz-
pusténa latka prochazi pres prvni kapalné rozhrani, je navazana na nosi¢ a tento
aglomerat poté prochazi druhym kapalnym rozhranim, kde je disociovan a uvolnuje
rozpusténou latku do prijimaci ¢asti. Volny nosi¢ se pak vraci zpatky a cely proces
se opakuje.

Pét riiznych koncentraci tenzidu bylo proméfeno a vysledky odhalily, Ze nejvéts
rychlost transportu vyjadifena pomoci difizniho toku J. byla pfi hodnoté CMC.
P1i poloviéni koncetraci byla rychlost velmi mala, a to diky tomu, Ze reverzni mi-
cely ve vodné fazi jesté nebyly vytvoreny a nemohly se chovat jako nosice. Rychlost
transportu je ovlivnéna tzv. aniontovym efektem. Laurylsulfat sodny je ionogennim
tenzidem a rychlost reakce tizce korelovala s volnou energii hydratace AG# dopro-
vazejictho aniontu.

Studie ukazala, ze reverzni micely tvorené NaLS se v chloroformové kapalné
membrané chovaji jako nosice kademnatych iontt. Tato domnénka byla potvrzena
pri pozorovani chloridu cetylpyridinia, ktery byl pridan do kapalné membrany, avsak
zadny transport kademnatych ionti nebyl zaznamenan, a to i po prekroc¢eni CMC.
Tento jev byl vsak ocekavan, nebot dutina reverzni micely z chloridu cetylpyridinia

byla pozitivné nabita stejné jako kademnaté ionty, které do ni nemohly byt zavedeny.
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Obr. 4.2: Aniontovy efekt

4.3 Chovani nilské cervené pri solubilizaci

Tym védct kolem Indah Nurita Kurniasihe [36] zkoumal chovani nilské ¢ervené
ve vodnych roztocich tenzidu a v roztocich micelarnich pomoci optickych spektrosko-
pickych metod a dynamického rozptylu svétla. Vzhledem k vysoké citlivosti nilské
cervené k prostredi, ve kterém se nachazi, byva casto pouzivana k prozkoumani
mistni polarity ruznych heterogennich systému zahrnujicich micely, reverzni micely,
lipozomy a proteiny.

Na zakladé spektroskopickych méreni autori zjistili, ze spektra nilské cervené
v pfitomnosti ionogenniho tenzidu (SDS a CTAB) v submicelarnich koncetracich vy-
kazuji maximum v rozsahu vinovych délek 450-500 nm doplnéné o intenzivni rameno
v ¢ervené oblasti spektra. Tohle neobvyklé spektroskopické chovani zpozorované pred
samotnym utvorenim micel a vyskyt nového piku svédci o silnych vazebnych inter-
akcich mezi dvéma molekulami barviva nebo mezi molekulou barviva a molekulou
tenzidu. Tudiz je mozné si predstavit, ze takova interakce miize vést k vytvoreni
barvivo-tenzid nebo barvivo—barvivo agregatii ve vodé drzené pohromadé pomoci
m—7 vazeb nebo pomoci hydrofébnich interakci. Velmi pravdépodobné jsou zminéné
m — 7 vazby vzniklé kondenzaci aromatickych kruht nilské cervené.

Nilska cerven se rozpousti v fadé rozpoustédel, avsak vykazuje velmi nizkou roz-
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Obr. 4.3: Strukturni vzorec nilské cervené

poustnost ve vodé. Tudiz predpoklad, Ze barvivo bude v micele solubilizovano v jejim
vnittku, je zcela na misté. Pro tvorbu micelarniho systému vybrali autofi neiono-
genni tenzid Triton X-100. Podle spektroskopickych dat vsak bylo zjisténo, zZe nilska
cerven je lokalizovana ve vnéjsi oblasti micely. Dale autori prisli s tvrzenim, ze spek-
tralni odpovéd silné zavisi na koncentraci barviva a ma za nasledek pripadny vznik
agregatu. Ve velmi zredénych roztocich (s koncentraci < 0,016 mg/ml) solubilizované
barvivo existuje predevsim jako monomer a plati, Ze fluorescencni intezita znacné
roste se zvysujici se koncentraci. Pti vyssich koncentracich mtze dojit k rovnovaz-
nému stavu, solubilizované barvivo existuje ve formé monomert i dimert, a je tedy
pozorovan postupny pokles fluorescen¢ni intenzity se zvysujici se koncentraci nilské
¢ervené (> 0,064 mg/ml). Toto fluorescencni zhaseni je zptisobeno m—7 vazbami jed-
notlivych chromoforti. Pri dalsim zvyseni koncentrace dosdhnou agregaty velikosti
okolo 150 nm.

Autori ¢lanku chtéli svymi experimenty predevsim poukazat na fakt, ze nilska
¢erven neprostupuje do vnittku hydrofébni ¢asti micely, ale upfednostiuje setrvat
na jejim vnéjsim povrchu. Tento jev mé za nasledek tvorbu agregatt pri vyssich

koncentracich pomoci m — 7 interakci.

4.4 Determinace diftizniho koeficientu micel po-

moci fluorescencni korelacni spektroskopie

Franziska Luschtinetz a Carsten Dosche [37] ve své studii determinovali diftizni
koeficient tenzidu Tween 20 ve formé micel v riznych koncentracich tenzidu pomoci
fluorescencéni korela¢ni spektroskopie. Jako tzv. marker diftize micel bylo pouzito
fluorescen¢ni barvivo 9,10-bis(fenylethynyl)antracen (BPEA). Uvedeny neionogenni

tenzid muze slouzit ke zvyseni rozpustnosti a ke zvyseni stability roztokd protein.
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Dvojice autoru predpoklada, ze velmi mala rozpustnost barviva BPEA ve vodé
zpusobi jeho solubilizaci z vétsi ¢asti pouze do vnittku micely, a proto rozhrani mezi
micelarni a vodnou fazi bude nedotcené. Dale vzhledem k relativné malé velikosti
micel, intramolekularni dynamika barviva uvniti micely mtize byt zanedbana. Di-
fazni koeficienty tenzdiu Tween 20 byly determinovany pomoci FCS v koncentracich
107 — 1072 mol - dm™3.

FCS méreni byla provedena pomoci inverzniho casové-rozliseného fluorescenc-
ntho mikroskopu a zisk dat a vypoéitani autokorelacni kiivky G(7) bylo uskuteé-
néno pomoci softwaru SymPhoTime 4.9. Autokorela¢ni kiivky vypocitany pomoci
crosskorelace fotonl ze dvou riznych jednofotonovych lavinovych fotodiod. Fokélni
objem (wy, z9) byl uréen z kalibrace standardu rhodaminu 6G ve vodé se zndmym
diftznim koeficientem.

Normalizované autokorelacni funkce byly fittovany v souladu se standardnim

modelem pro tiidimenzionalni diftzi

1 ~1/2
G(r) = ;f (1 + 4DQT> (1 + 4D;> (4.1)

Wy 20

kde N je primérny pocet fluoreskujicich molekul v konfokalnim objemu, D je
diftzni koeficient, wy a 2y jsou efektivni fokalni praméry.

Diky malé rozpustnosti barviva BPEA ve vodé, FCS kiivky poskytuji pfimou in-
formaci o difaznim pohybu micel. Ve srovnani s autokorela¢ni kiivkou rhodaminu 6G
je diftzni koeficient BPEA snizen jako dusledek diftize micel.

Publikace ma za cil metodu FCS vyzdvihnout, a to predevsim jeji pouzitel-
nost i pri velmi zfedénych miceldrnich roztocich. Navic vyjimecné vlastnosti barviva
BPEA (vysoky fluorescen¢ni kvantovy vytézek, solvatace pouze v micelarni fazi,
prakticky zadna difize uvnitt micely) z néj ¢ini velmi vhodné barvivo pro pouziti

tzv. diftzniho markeru.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pouzité chemikalie

Tab. 5.1: Seznam pouzitych chemikalii

Nazev H Vyrobce cislo CAS
Nilské cerven Sigma-Aldrich spol.; s.r.o. | 7385-67-3
CTAB Sigma-Aldrich spol., s.r.o. 57-09-0
Ketoprofen Sigma-Aldrich spol., s.r.o. | 22071-15-4
Rhodamin 6G Sigma-Aldrich spol., s.r.o. | 989-38-8
Aceton Sigma-Aldrich spol., s.r.o. 67-64-1
Milli Q voda Milipore Academic

Silikonova pasta || Lucebni zavody a.s. Kolin

5.2 Pouzité pristroje

e Systém MicroTime 200
o DLS Malvern ZetaSizer Nano ZS
o analytické vahy Sealtec SBC 31

« magnetickd michacka Lavat Chotutice

5.3 Penetracni experimenty

5.3.1 Priprava roztoku fluorescencni sondy

Kvantifikované mnozstvi nilské cervené bylo navazeno do odmeérné banky, ktera byla
doplnéna acetonem na objem 25 ml. Pripraveny roztok byl proméren na spektrome-
tru a jeho koncentrace byla zjisténa na zakladé platnosti Lambert-Beerova zakona.
Pro Lambert-Beertiv zakon plati
A:—logﬁze'kc (5.1)
bo
kde A je absorbance, ¢g je vstupni zafivy tok, ¢ je vystupni zarivy tok, € je
molarni extinkéni koeficient, [ tloustka optického prostiedi, kterym paprsek prochazi,
a ¢ molarni koncentrace absorbujici latky [38].
Zasobni roztok nilské ¢ervend o koncentraci 8 - 107% mol - dm~2 byl uchovavin

v chladu.

31



5.3.2 Priprava roztoku tenzidu

Potrebné mnozstvi tenzidu CTAB bylo navazeno na analytickych vahach a doplnéno
Milli Q vodou na objem 250 ml tak, aby koncentrace roztoku byla 5 mmol - dm~3.

Pripraveny zasobni roztok byl uchovavan pri laboratorni teploté.

5.3.3 Priprava roztoku ketoprofenu

Potrebné mnozstvi 1éCiva ketoprofen bylo navazeno na analytickych vahach a dopl-
néno acetonem na objem 25 ml tak, aby koncentrace roztoku byla 5 mmol - dm 3.

Pripraveny zasobni roztok byl uchovavan pti laboratorni teploté.

5.3.4 Priprava roztokd pro penetracni experimenty

7, pripraveného zasobniho roztoku nilské cervené bylo vzdy odpipetovano urcité
mnozstvi barviva do odmérné banky a doplnéno acetonem na objem 25 ml. Roz-
poustédlo bylo poté odpafeno v digestori do vzniku filmu nilské cervené. Na film
barviva bylo napipetovano 25 ml pripraveného roztoku tenzidu CTAB a kadinka
byla vlozena na 15 minut do ultrazvukového zarizeni Ultrasonic Compact Cleaner.
Poté byl vznikly roztok nilské cervené a tenzidu CTAB pripraven na penetracni
experimenty.

Krom penetrac¢nich experimenti roztoku micel CTAB se solubilizovanou nilskou
cerveni byl také provadén experiment diftize roztoku micel CTAB, nilské cervené
a léciva ketoprofen. Film nilské ¢ervené byl pripraven stejnym zptsobem, na ktery
bylo napipetovano 25 ml roztoku ketoprofenu a rozpoustédlo se opét nechalo od-
parit do vytvoreni filmu. Na film bylo obdobné napipetovano 25 ml pripraveného
roztoku tenzidu CTAB a kadinka byla vlozena na 15 minut do ultrazvukového zaii-
zeni Ultrasonic Compact Cleaner. Vznikly roztok slouzil k nésledujicim penetracnim

experimentlm.

5.3.5 Priprava diftiznich cel

Penetracni experimenty byly realizovany pomoci Franzovy diftzni cely (PermaGear,
Inc). Na priléhajici plochu donorové i akceptorové ¢asti byla nanesena vrstva sili-
konového oleje. Do akceptorové ¢asti bylo umisténo magnetické michadlo. Mezi obé
casti diftzni cely byla vlozena polykarbonatova membrana s velikosti pora 2 pm.
Cela byla dotazena a umisténa pomoci drzaki na magnetickou michacku. Do akcep-
torové ¢asti bylo pomoci injekéni stiikacky nadavkovano 20 ml deionizované vody.
Do donorové ¢asti bylo stejnym zptsobem nadéavkovano 5 ml pripraveného roztoku

CTAB se solubilizovanou nilskou ¢erveni, ¢imz byl zahédjen diftizni experiment. Horni
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cast cely a otvor na odbér vzorki byl prikryt aluminovou félii. Vzorky byly odebirany
v urcenych c¢asovych intervalech, a to po 0,5; 1; 2; 3 a 24 hod, kdy byl penetrac¢ni
experiment ukoncen. Po ukonceni diftze byl taktéz odebran vzorek z donorové c¢asti

cely.

Obr. 5.1: Donorova a akceptorova ¢ast diftzni cely

5.4 Analyza vzorkd pomoci Fluorescencni kore-

lacni spektroskopie

Pro nasledujici méteni byl pouzit systém pristroji MicroTime 200 firmy PicoQuant.
Pristroj s laserem o vlnové délce 510 nm, ktery vede paprsek pomoci optického
vlakna, paprsek privede na dichroické zrcatko, odkud se odrazi do mikroskopu Olym-
pus IX 71. V mikroskopu prochézi objektivem s vodni imerzi (pfi 60 nasobném
zvétseni) az se dostane do vzorku.

Mezi vzorkem a objektivem je kapka vody, aby bylo mezi vzorkem a objektivem
dosazeno co nejpodobnéjsiho indexu lomu, a tim se zvysi rozliseni. Ze vzorku jde
fluorescencni zareni pres objektiv a mikroskop, dichroickym zrcatkem prochazi dél
pres emisni filtr (550/46). Poté pronika pres 50 pum clonku na délici véze, kde je
fluorescence rozdélena do dvou detektort — lavinovych fotodiod.

Pred kazdym mérenim byl pristroj nastaven pres odraz na sklicku a pohybovanim
clonky a c¢ocek pred detektorem. Pristroj byl nakalibrovan pomoci vhodného stan-
dardu Rhodaminu 6G. Po kalibraci byly odebrané vzorku nilské ¢ervené a tenzidu
CTAB promérovany 10 minut, v pripadé nilské ¢ervené, tenzidu CTAB a ketoprofenu

stacilo 5 minutové méreni.
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Namérena data byla vyhodnocena pomoci softwaru SymPhoTime 64 a Microsoft

Excel.

Obr. 5.2: Tlustracni obrazek pristroje Microtime 200

5.5 Analyza vzorki pomoci Dynamického rozptylu

svetla

Pomoci piistroje Zetasizer Nano ZS (firmy Malvern Instruments) byla analyzovana
velikost ¢astic vyuzitim metody dynamického rozptylu svétla (DLS). Pro mérfeni
zeta potencidlu byla vyuzita metoda elektroforetického rozptylu svétla (ELS).

Meéteni probihalo ve sklenénych kyvetach. V pripadé méreni pomoci metody DLS
byl vzorek ozafen laserovym paprskem (konkrétné He-Ne laserem) o vinové délce
632,8 nm. Byl sledovén rozptyl svétla pod thlem 173° (jedna se o detekci zpétného
rozptylu svétla). Rozptyl svétla byl detekovan ve vzdalenosti 1 mm od predni stény
kyvety. Méteni probihalo pri 25°C, disperznim prostiedim byla voda. Kazdé méteni
bylo dvakrat opakovano, pricemz jedno méteni bylo tvoreno 10 dil¢imi skeny.

Pti méreni zeta potencialu byla do kyvety se vzorkem ponofena tzv. ,dip“ elek-
troda. Pro méteni byl vyuzit stejny laserovy paprsek jako pii metodé DLS. Bylo

detekovano svétlo, které projde v primém sméru. Do vzorku byl poustén proud
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a byla sledovana pohyblivost nabitych castic ve vzorku k opacné nabitym elektro-
dam. Pohybujici se ¢astice zpusobily fazovou zménu laserového paprsku v porovnani
s referencni hodnotou. Z této zmény byla urcena elektroforetickda pohyblivost ¢éas-
tic ve vzorku a pfi znalosti permitivity prostredi, viskozity vody a teploty méteni
byla hodnota prepocitana na zeta potencial. Aby byl vzorek elektrostaticky stabilni,
nesmi byt hodnota zeta potencialu v rozmezi —30 — 30 mV.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vysledky méreni pomoci Dynamického roz-

ptylu svétla

Z uvedenych vysledki méteni zeta potencialu lze vidét, ze v sérii prvnich méteni sys-
tému nilské cervené a tenzidu CTAB byla absolutni hodnota zeta potencialu pred
i po ukonceni difize vysoka a dosahovala hodnot 68 - 69 mV. Tato hodnota na-
meéreného zeta potencidlu vypovida o vysoké stabilité ¢astic a cely systém muzeme
povazovat za stabilni. Na zdkladé téchto vysledki méteni lze tvrdit, ze by béhem
celého méreni nemélo dochazet k vzajemné agregaci, velikost ¢astic by se neméla bé-
hem experimentu ménit, ¢ili rychlost transportu by neméla byt ovliviiovana zménou
velikosti micel.

U dalsich méteni provedenych, ktera nebyla provedena ihned po ukonceni diftize,
ale s urcitou casovou prodlevou nékolika dnti, absolutni hodnota zeta potencidlu
klesla na priblizné 30 mV. Prestoze vzorky byly pripraveny stejnym zptisobem, do-
mnivame se, ze pravé s ¢asem se stabilita ¢astic vyrazné snizila, tudiz mohlo dojit

ke koagulaci molekul a vzniku agregatu.

Tab. 6.1: Namérené hodnoty zeta potencialu

Mgfeni | 7 [°C] ZP [mV] G [S]

1.1 25 78,3 0,242
1.2 25 65,7 0,225
1.3 25 60,5 0,222
prameér 68,2 0,230
smodch 9,2 0,011
2.1 25 74,3 0,134
2.2 25 65,3 0,131
2.3 25 68,2 0,13
primeér 69,3 0,132
smodch 46 0,002

Z analyzy distribuce velikosti ¢astic 1ze vidét, ze v pivodnim roztoku pred zaha-
jenim diftze prevazovala velikost ¢astic kolem 1 nm, kdezto v roztoku po ukonceni
diftze byly nalezeny ¢astice mnohonasobné vyssi. Céstice v roztoku po ukonéenf
diftze dosahly velikosti az 100 nm bez ptredchoziho prefiltrovani roztoku. Po jeho

prefiltrovani za pomoci filtru s velikosti pora 0,22 pm sice vymizely predchozi velké
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castice moznych prachovych necistot, ale presto u ¢astic systému nilska cerven a ten-
zid CTAB prevazovalo zastoupeni velikosti kolem 7 - 16 nm.

U dalsiho méteni vypadala distribuce velikosti ¢astic obdobné. S pomoci filtru
bylo dosazeno velikosti ¢astic kolem 1 nm v piivodnim roztoku, tohoto vysledku
vsak nebylo nikdy dosazeno u roztokti po ukonceni diftize, at uz s pouzitim filtru
s velikosti poril 0,22 pum ¢i bez néj. U roztokt po ukonceni difize vzdy prevazovalo
zastoupeni vétsich ¢astic s velikosti az nékolika stovek nm.

Jak jiz bylo vyse zminéno, v roztocich mohly byt pritomny necistoty, presto jsme
vsak po jejich odstranéni pomoci filtru nachazeli neocekavané vétsi ¢astice. Je vSak
pravdépodobné, ze s ¢asem se ¢astice mohly agregovat (tedy béhem diftize trvajici
24 hodin), coz by vysvétlovalo i sniZeni zeta potencidlu, a tedy snizeni stability ¢astic.
Na vysledky mél tedy vliv cas a prostiedi. Toto vsak nebylo hlavni ndplni predlozené
bakalarské prace, nicméné se nabizi sofistikovanéjsi vyzkum této problematiky, ktery
muze byt rozvinut pii dalsi studii.

25
==pivodni, filtr 0,22 mikront
==po diftzi, filtr 0,22 mikront
20 ﬂ po difuzi, bez filtrace

==puvodni, bez filtrace

15

10

objemova distribuce [%]

O T T T T
0,1 1 10 100 1000
velikost ¢astic [nm]

Obr. 6.1: Graf distribuce velikosti ¢astic pro 1. méreni
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25

=—piivodni, bez filtrace
=po diftzi, bez filtrace

20 - po difiizi, filtr 0,22 mikront

15 -

10

objemova distribuce [%o]

0,1 1 10 100 1000
velikost ¢astic [nm]

Obr. 6.2: Graf distribuce velikosti ¢astic pro 2. méreni

6.2 Vysledky méreni pomoci fluorescenc¢ni kore-

lacni spektroskopie

Nameérena data byla zpracovana pomoci FLCS analyzy. Nejprve byla provedena

tzv. kroskorelace mezi dvéma detektory. Kroskorelace umozni odstranit pozadi a ,afterpulsing
vychazejici z odezvy detektorti, a tedy kazdy redlny pulsni signdl miize byt nasle-

dovan afterpulsem” v pozdéjsi dobé. Pouziti dvou detektort zajistuje presnéjsi
vysledky. Vysledkem je ktivka sigmoidniho tvaru, které podléha fittovani podle nize

uvedené rovnice [6.1l Fittovanim byl software schopen zjistit pocet Castic, a na za-

kladé znalosti efektivniho objemu z kalibrace na Rhodamin 6G vypocet] koncentraci
promérovanych vzorki.

G(t) =

1—|—T[exp<—

! )- 1” B pli - (6.1)

Tirip i—0 [1 + #} {1 + L

Taif s [4] Taif fli]w?

Uvodni méreni spocivala pouze v optimalizaci pouzité metody, ktera nakonec

vedla ke zvysSeni koncentrace roztoku nilské cervené, k vybéru vhodné membrany
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(misto puvodni membrany s 1 um péry byla pouzita membrana s 2 pum pory)
a k prodlouzeni casu diftize na 24 h, aby doslo k vyrovnani koncentraci. V pocatcich
meéreni se ¢ast micel se solubilizovanou nilskou ¢erveni zachytavala na polykarbo-
natové membrané, a tudiz ve vzorcich z akceptorové ¢asti cely nebyla dostateéna
detekovatelna koncentrace nilské cervené. Kdyz tento fakt porovname s vysledky z
DLS méfeni, tedy mozny vznik agregatti alespon casti micel, je mozné, ze castice
nemohly membranou projit a dochazelo k jejich zachytavani na povrchu membrany
nebo v jejich pérech.

Po zvyseni koncentrace roztoku nilské ¢ervené se podaftilo alespon ¢aste¢né tento
problém odstranit tak, aby prodifundované mnozstvi bylo pristrojem detekovatelné.
Vysledkem méteni vzorkl odebranych v ¢asovych intervalech po 0.5; 1; 2; 3 a 24 hod
byla jiz zminéna série sigmoidnich krfivek a presné hodnoty koncentraci promérova-

nych vzorki.

3,5 4
3,0 —0.5h
=—1.0h
2,5 2.0h
=3.0h
2,0 =24.0h
® .
<] zdroj
1,5 -
1,0 -
0,5 -
0,0 T T T T T — al
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

7 [ms]

Obr. 6.3: Graf autokorelac¢ni k¥ivky pro systém nilska cerven a CTAB

7 grafu lze vy¢ist, ze hodnota G(7) se pro delsi cas difize posunula k niz-
sim hodnotdam, nebot G(7) je prevracenou hodnotou poc¢tu molekul v efektivnim
objemu. Z toho vyplyva, ze s vyssi koncentraci latky je hodnota G(7), tedy i hod-
nota G(7) nizsi. Koncentrace v akceptorové ¢asti diftzni cely rostla az do jejiho

vyrovnani s koncentraci v donorové casti cely.
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V piipadé solubilizovani kromé nilské Cervené i 1é¢iva ketoprofen, viz. graf [6.4]
lze zpozorovat stejnou zavislost jako u predchoziho systému. Koncentrace roztoku
v akceptorové ¢asti cely s casem rostla az do jejitho vyrovnani. Experiment se miize

tedy dale rozvijet i v pouziti jinych aktivnich latek.

06
—05h
05 | —1.0h
2.0h
—3.0h
04 - —24.0h
==zdroj
i
s 03
02
01
0 T T T T 1 1
00001 0001 0,01 0.1 1 10 100 1000

7 [ms]

Obr. 6.4: Graf autokorelac¢ni kiivky pro systém nilskéd c¢erven, CTAB a ketoprofen

Ze ziskanych hodnot koncentraci vzorki po jednotlivych odbérech byly vypoci-
tany difizni koeficenty membrany pro oba systémy. Hodnoty byly vypocitany na

zakladé difizniho modelu pires membrany, kde pro diftzni tok j plati

2-c

j=—In <1— - ) (6.2)
M

kde ¢y je puvodni koncentrace roztoku a ¢ je koncentrace odebraného vzorku

v urc¢itém casovém momentu. Dale pak jiz mohl byt vypocitan diftzni koeficient

pomoci linearni regrese.

_ 4
Cdt

Hodnoty diftznich koeficientt jsou v niZe uvedené tabulce [6.2]

Dy (6.3)

Pro oba systémy plati, ze mnozstvi prodifundované latky s ¢asem linearné rostlo,

a to velmi vyrazné u systému CTAB, nilska cerven a ketoprofen v pripadé Méreni 1,
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Tab. 6.2: Hodnoty vypocitanych diftiiznich koeficentii

DO [m2 : S_l]

Méreni | CTAB + NR | CTAB + NR + ketoprofen
1] 1,41-107° 5,149 - 1079
2| 3,87-1071° 2,26-10710
3| 4,81-1071° 1,02-10°8

jak je patrné z grafu [6.6] V piipadé Méteni 2 stejného systému je tato zdvislost
spise konstantni a prodifundované mnozstvi bylo velmi malé. Systém CTAB a nilské
cerven vykazuje stejnou zavislost, hodnoty diftznich tokt jsou vsak radové nizsi
a skrz propenetrovalo mensi mnozstvi micel nez v pripadé systému s lé¢ivem. Obecné
nelze tvrdit, ze pritomnost léciva difiizi napomaha a cely proces urychluje, nebot

jednotlivé diftzni profily se lisi pro kazdé méteni.

9E-08 -
y = 2E-08x + 2E-08
8E-08 - R2=0,9592_~y¢
7E-08 -
6E-08 -
& X Mgéfeni 1
108 Méfeni 2
é AE.08 - X Méteni 3
=
3E-08 - y = 7E-09x + 2E-09
R2=0,9711
2E-08 - X
1E-08 -
)C/x/)‘/yi< 3E-09x + 3E-09
R2=0,9254
0 T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

t[h]

Obr. 6.5: Graf zavislosti difiazniho toku na case pro systém CTAB a nilska ¢erven

Hodnoty diftiznich koeficientii hovotici o schopnosti latky difundovat skrz mem-
branu jsou v fddech 1071° — 1078 m? - s7!. Pro Mé&feni 2 a 3 u systému CTAB a nil-
ska cerven se lisi jen nepatrné, coz souvisi se stejnou rychlosti difizniho procesu.
U systému CTAB, nilska cerven a ketoprofen se hodnota vypocteného diftiizniho

koeficientu lisi v kazdém métrenim, prestoze difiize probihala za stejné laboratorni
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teploty. Odchyleni v jednotlivych hodnotéch pro oba systémy mohlo byt zptisobeno
nedokonalym odstranénim filmu nilské ¢ervené ze dna kadinky, tudiz vzdy odlisnou
pocatecni koncentraci micelarniho roztoku. Vzhledem k vysoké citlivosti FCS se i ne-

patrné odchylky u roztokti s nanomolarni koncetraci pti méteni vyrazné projevily.

3,5E-07 -
3,0E-07 -
y = 8E-08x + 8E-08
2,5E-07 R2=0,9081
e 2,0E-07 X Méfeni 1
E X Méfeni 2
S
£ 1,56-07 - Mgfeni 3
o~ y =3E-08x + 4E-09
R2=10,9153
1,0E-07 -
X
y = 7E-10x + 2E-08
5,0E-08 - R2=0,0164
X X
PaN x
0,0E+00 T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2.5 3 3,5
¢ [h]

Obr. 6.6: Graf zavislosti difizniho toku na case pro systém CTAB, nilska cerven a

ketoprofen

Provedena pilotni méteni s sebou prinesla mnoho moznosti, které umoznuji dany
experiment rozvijet i nadale. Méteni vzorki pomoci fluorescencni korelacni spek-
troskopie potvrzuje unikatnost této techniky tkvici nejen ve zjisténi presnych koncen-
traci i nanomolarnich vzorki, ale poskytuje mnoho informaci o vlastnostech pouzité
fluorescenc¢ni sondy. Pti dalsich métenich by bylo vhodné vyzkouset i jina barviva
a porovnat vysledky s nilskou cerveni. Nilska Cerven je ur¢ité vhodnou sondou pro
fluorescen¢ni mérenti, ale diky své strukture se mize v roztoku micel chovat jinak, nez
bylo o¢ekdvano, jak je uvedeno v kapitole [4.3] Bylo predpoklddano, Ze nilska cerver
bude solubilizovat do stfedu micely, aby zamezila kontaktu s hydrofilnim prostie-
dim, avsak k tomuto jevu nemuselo viibec dochézet. Diky pritomnosti aromatickych
kruhti ve struktufe je nilské Cerven schopna tvorit tzv. @ — 7 vazby zplisobujici
navazani barviva ne do stfedu micely, ale na jeji vnéjsi ¢ast. Tenhle jev pak miize

vést k vytvoreni agregati micel a k nemoznosti projit skrz péry membrany.
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Dalsi optimalizace metody muze spocivat k prodlouzeni doby michani roztoki
nilské ¢ervené a tenzidu CTAB tak, aby cely film nilské ¢ervené byl rozrusen a nezi-
stal usazen na dné kadinky. Tim by se zajistila pozadovana koncentrace ptivodniho

roztoku. Rozruseni filmu nilské éervené muze vsak trvat nékolik dni.
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7 ZAVER

Tato bakalarska prace byla zamérena na studium solubilizace aktivnich latek do mi-
cel tenzidu CTAB a na trasport téchto micel skrz syntetické porézni membrany, které
simuluji membrany v lidském téle. Cilem bylo optimalizovat metodu trasportu mice-
larnich roztokii pomoci diftizni techniky ve sklenénych Franzovych celach s pouzitou
fluorescenc¢ni sondou a aktivni latkou. Jednotlivé diftizni profily byly vyhodnoceny na
zakladé méreni pomoci fluorescencéni korelac¢ni spektroskopie. Pro stanoveni dalsich
charakteristik micelarnich roztoku slouzila metoda dynamického rozptylu svétla.

Stabilita a velikost difundujich ¢astic micel se solubilizovanym barvivem nilské
cervené a lécivem byla posuzovana dle vysledki objemové distribuce c¢astic a dle
hodnot zeta potenciali. Tyto vlastnosti byly zjistovany pro ptvodni roztok a pro
roztok po ukonceni diftize, po ustanoveni rovnovahy. Mnozstvi latky prodifundované
skrz polykarbonatou porézni membranu bylo stanoveno technikou fluorescenéni ko-
relacni spektroskopie, ktera vyhodnocovala vzorky s nanomolarni koncentraci. Tak-
téz zaznamendvala casovy prubéh diftize vzorktt odebranych v urcitych casovych
intervalech. Z hodnot koncentraci prislusnych vzorkt pak mohly byt stanoveny jed-
notlivé difizni koeficienty pro zvoleny diftizni systém s, respektive bez, aktivni latky
v podobé 1éc¢iva.

Nezbytnou soucésti této prace je charakteristika samotnych disperznich systémii
se zamérenim na povrchové aktivni latky, micely a schopnost téchto latek solubi-
lizovat aktivni latky, v nasem ptipadé barviva a lé¢iva. Podstatna ¢ast vénujici se
jednotlivym diftiznich technikdm nastinuje problematiku transportu micelarni roz-
tokl skrz membrany.

7 meéreni pomoci dynamického rozptylu svétla vyplyva, ze tenzid CTAB je scho-
pen tvorit micely s velikosti pripustnou pro jejich diftzi pres membranu, avsak jejich
stabilita v case klesa a nabizi se moznost tvorby agregatii podporenou pritomnosti
barviva nilské cervené. Pritomnost aromatickych kruhti ve struktufe barviva miize
vést k vytvoreni m — 7 vazeb v micelarnim roztoku. Tento jev pak mulze mit za
nasledek neschopnost ¢astic zcela prodifundovat membranou a neni ani vyloucena
vysoka afinita téchto micel k povrchu membrany.

Pomoci fluorescenc¢ni korelac¢ni spektroskopie byla zvolenda difiizni technika opti-
malizovana, nebot vysledky méreni svédcily o pomalém pribéhu diftze a tudiz nut-
nosti prodlouzeni jednotlivych ¢asovych intervalti odbéru vzorki, a tedy celkového
¢asu na ustanoveni rovnovahy, kterd nastala po 24 hodinach. Stanovené difizni pro-
fily hovori o velmi proménlivych hodnotach diftznich koeficientid pro oba vybrané
systémy, tenzidu CTAB a nilské cervené a tenzidu CTAB, nilské Cervené a 1éCiva
ketoprofen.

Tato prace muze byt rozsitena o dalsi experimenty a nabizi se mnoho moznosti
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jejich realizace v podobé aplikace dalsich biomedicinsky aktivnich latek ¢i zvoleni
jinych povrchové aktivnich latek a porovnéani jejich chovani pti diftznich procesech.
V neposledni fadé je mozna nahrada syntetické membrany za kazi, ¢imz by se docililo
vétsiho priblizeni k biologickym systémutim.
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9 SEZNAM ZKRATEK

Zkratka Vyznam

BPEA 9,10-bis(fenylethynyl)anthracen

Ci1Eqs pentaethylenglykol-mono-undodecyl ether
Ci2E4 n-dodecyl-tetraethylenoxid

CMC kritickd micelarni koncentrace

CTAB cetyltrimethylammonium bromid

DLS dynamicky rozptyl svétla

DTAB dodecyltrimethylammonium bromid

ELS elektroforeticky rozptyl svétla

FCS fluorescencni korelacni spektroskopie
FLCS casove rozlisend fluorescenéni korelacni spektroskopie
HPLC vysoce-uc¢inna kapalinova chromatografie
NaLS laurylsulfat sodny

PAA polyakrylova kyselina

PAL povrchové aktivni latky

PEO polyethylenglykol

PVDF polyvinylidem fluorid

SDS dodecylsulfat sodny

SEM skenovaci elektronova mikroskopie

TCSPC  casoveé rozlisené citani fotont
UV-VIS ultrafialova a viditelna oblast spektra

50



10 SEZNAM SYMBOLU A VELICIN

Symbol
AGpic
R

T

P

X
S tot

Vyznam

standardni volna energie micelizace
univerzalni plynova konstanta

teplota

rozdélovaci koeficient

molarni solubiliza¢ni kapacita

uplna rozpustnost aktivni latky
rozpustnost aktivni latky ve vodé

molarni koncentrace tenzidu v roztoku
rozdélovaci koeficient systému micela—voda
chemicky potencial

prace vykonana jednim molem latky
prostorova soutradnice

tlak

sila ptusobici v opa¢ném sméru

diftizni tok

diftzni tok pres jednotkovou plochu
velikost plochy

diftizni koeficient

cas

tloustka filmu

rozdélovaci koeficient

rychlost chemické reakce

geometricka konstanta charakterizujici diftzni celu
korelacni funkce u DLS

zpozdény korelacni cas

cas, kdy castice difunduje pres vzdalenost ) — 1
hydrodynamicky priamér

Boltzmannova konstanta

viskozita

autokorelacni funkce

fluktuace korela¢niho signalu
charakteristické rozméry detekéniho objemu
efektivni objem

lateralni difizni cas

volna energie hydratace

o1

Jednotka
J

J- K1 mol~-

K

mol - dm—3
mol - dm™3

mol - dm™3

J - mol™!

Pa

mol - s~ !

mol - m=2 s~

1

1
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