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ABSTRAKT

Praca popisuje metddu pripravy kataniontovych vezikuldrnych systémov pouzitim metody
ultrazvukovej dispergécie s cielom najst najvhodnejSie parametre na pripravu systému
s dlhodobou fyzikalnou stabilitou. Porovnavanymi parametrami boli amplituda ultrazvukovej
viny, energia pouzita na dispergéciu a objem deionizovanej vody pouzitej na pripravu systému
tvoreného zaporne nabitym tenzidom dodecylsulfatom sodnym a kladne nabitym tenzidom
hexadecyltrimetylamonium bromidom. Z dévodu zvysenia stability a udelenia kladného naboja
bol pouzity tenzid dimetyldioctadecylamonium chlorid a taktiez bol na zvySenie stability
pridany cholesterol. Jednotlivé systémy boli porovnavané v ¢ase na zaklade ich velkosti, zeta
potencialu a zakalenia roztoku. Vel'kost Castic a koeficient polydisperzity boli merané metédou
dynamického rozptylu svetla. Pomocou elektroforetického rozptylu svetla bol urceny zeta
potencial a metdodou UV-VIS spektrofotometrie bol na zaklade merania turbidity sledovany
zékal jednotlivych vzoriek. Vysledky prace prezentuji najvhodnejSie parametre ultrazvukove;j
dispergéacie pri pouziti homogenizatora Bandelin SONOPULS UW 3200. Pouzitie tychto
parametrov vykazuje vznik systémov s dlhodobou fyzikalnou stabilitou, o znamena, ze mézu
byt’ pouzitel'né pre d’alSie aplikacie.

KEUCOVE SLOVA

Amfifilny iontovy par, kataniontové vezikuly, ultrazvukova dispergacia, dynamicky rozptyl
svetla, zeta potencial, koeficient polydisperzity, UV-VIS spektrofotometria



ABSTRACT

The work describes a method for the preparation of catanionic vesicular systems using the
method of ultrasonic dispersion in order to find the most suitable parameters for the preparation
of a system with long—term physical stability. The parameters compared were the amplitude of
the ultrasonic wave, the energy used for dispersion, and the volume of deionized water used to
prepare a system consisting of the negatively charged surfactant sodium dodecyl sulfate and the
positively charged surfactant hexadecyltrimethylammonium bromide. To increase stability
and provide a positive charge, the surfactant dimethyldioctadecylammonium chloride was used
and cholesterol was also added to increase stability. The individual systems were compared
over time because of their size, zeta potential and turbidity of the solution. Particle size
and polydispersity coefficient were measurement by the dynamic light scattering method.
The zeta potential was determined by electrophoretic light scattering, and the turbidity was
monitored by UV-VIS spectrophotometry based on the measurement of turbidity. The results
present the most suitable parameters of ultrasonic dispersion using Bandelin SONOPULS
UW 3200. The use of these parameters shows the emergence of systems with long—term
physical stability, which means that they can be used for other applications.

KEYWORDS

lon pair Amphiphile, catanionic vesicles, ultrasonic dispersion, dynamic light scattering, zeta
potential, polydispersity index, UV-VIS spectrophotometry
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1 UVOD

Vezikuly su koloidné cCastice tvorené jednou alebo viacerymi dvojvrstvovymi membranami,
ktoré od seba oddel'uji vnutorné a vonkajsie objemy kvapalnej faze. Mézu ich vytvarat’ lipidy,
povrchovo aktivne latky ako napriklad tenzidy alebo blokové kopolyméry vo vodnom roztoku.
Tieto sustavy umoziuji uskuto¢iiovat mnohé vymenné procesy buniek s vonkajSim
prostredim. Termin kataniontové vezikularne systémy je v oblasti koloidnej vedy pomerne
novym pojmom, ale v poslednych rokoch pritahuju tieto systémy pozornost, najmi vdaka
potencialnemu vyuzitiu ako nosice lieCiv, kedy dokazu postupne uvoltiovat’ enkapsulované
lie¢ivo a cielene ho distribuovat, ¢i nosi¢e DNA pre farmaceutické aplikacie s relativne
nizkymi nakladmi [1,2].

Kataniontové vezikuly mozno vytvorit’ zmieSanim katiénovych a anidonovych povrchovo
aktivnych latok prostrednictvom elektrostatickych interakcii medzi polarnymi skupinami
(hydrofilnymi hlavami). Vplyvom tejto elektrostatickej interakcie dochadza k znizovaniu
volnej energie systému a po odstraneni protiiontov vznika amfifilny iontovy par IPA
(z anglického ion pair amphiphile).

Cielom tejto prace je stanovit vplyv dispergacnych parametrov na vlastnosti tychto
systémov a najst’ parametre, ktorych pouzitim dostaneme systémy s dlhodobou fyzikalnou
stabilitou. Ultrazvukova dispergacia je dolezitym krokom pripravy kataniontovych vezikl,
ktory ovplyviiuje velkost’ vezikul a ich néslednu stabilitu. Boli porovnavané tri parametre
dispergacie a to amplitada a energia sonotrody a objem vody pouzitej na rehydrataciu roztoku
pri priprave vzoriek. Stabilita systémov s roéznymi parametrami dispergacie bola nasledne
porovnavana vyuzitim techniky dynamického rozptylu svetla a to meranim velkosti Castic
a koeficientu polydisperzity a pomocou elektroforetického rozptylu svetla meranim zeta
potencialu a taktiez bola vyuzitd metéda UV-VIS spektrofotometrie k meraniu zakalenia
roztokov.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Tenzidy

Tenzid je povrchovo aktivna latka, ktora je schopné sa aj pri nizkej koncentréacii hromadit’ na
fazovom rozhrani a tym znizovat’ medzifazovl energiu stistavy. Dévodom hromadenia je snaha
hydrofilnej (polarnej hlavi¢ky) a hydrofébnej (nepolarna Cast’ obsahujuca dlhy nepolarny
uhlovodikovy retazec), vid. Obr.l. Vo vodnom prostredi smeruje hydrofilna cast’
k rozpustadlu a hydrofobna Cast’ sa naopak snazi ¢o najviac obmedzit’ kontakt s rozptastadlom.
Tenzidy rozdelujeme podla ich hydrofilnej Casti na neionické aionické, ktoré sa dalej
rozdel'uju na anionické, kationické a amfotérne [3].

hydrofobna ¢ast’
hydrofilna ¢ast’

Obr.1: Zakladna Struktura tenzidu

2.1.1 Dodecylsulfat sodny (SDS)

Dodecylsulfat sodny, inym ndzvom laurylsulfat sodny, je organicka sol’ organosulfatu
skladajaca sa z 12 uhlikového nepolarneho retazca pripojeného k polarnej zdporne nabitej
sulfatovej skupine, preto ho zarad’'ujeme medzi anionické tenzidy. Je to biela tuha horl'ava latka,
prasok bez zéapachu, ktorého pH sa pohybuje v rozmedzi 6 az 9 s molekulovou hmotnostou
288,37 g/mol [4]. Struktura SDS je zobrazené na Obr.2.

Pouziva sa ako stcast’ Cistiacich prostriedkov, kde sa uplatiiuji jeho detergentné vlastnosti.
SDS je ucinna povrchovo aktivna latka, ktord sa v nizSich koncentraciach nachadza aj
v zubnych pastach, Samponoch, pripravkoch do kupela (schopnost’ vytvarat’ penu) apod. [5].

Obr.2: Struktiira SDS [6]



2.1.2 Hexadecyltrimetylaménium bromid (CTAB)

Hexadecyltrimetylamonium bromid zarad'ujeme medzi kationické tenzidy, pretoze vo svojej
Struktire obsahuje 16 uhlikovy nepolarny retazec pripojeny k dusiku s troma methylovymi
skupinami (vid’. Obr.3). Nachadza sa vo forme kvartérnej amoniovej soli obsahujicej atom
bromu. Jedna sa o biely krystalicky prasok s molekulovou hmotnostou 364,45 g/mol. Vyuziva
sa pri tvorbe pufrovych roztokov pre extrakciu DNA alebo ako antiseptické ¢inidlo [7].

Br

HSC\ "r;l f{: H3

NN NN NN \CH;;

Obr.3: Struktiira CTAB [8]

2.1.3 Dimetyldioctadecylaménium chlorid (DoDAC)

Dimetyldioctadecylamoénium chlorid je zluc¢enina oznacovana ako kvartérna amoéniova sol’ a
patri medzi Kladne nabité dvojretazcové surfaktanty. Je to pevna latka s molekulovou
hmotnostou 586,64 g/mol, ktorda ma detergentné vlastnosti a vV minulosti sa vyuZzivala ako
zmiakcovac bielizne. Dnes nachadza vyuzitie ako stcast’ vlasovych pripravkov, najmi vd’aka
svojim antistatickym tuc¢inkom [9].

S TN Y e 2 N e e 7

CHs/ KCI/\/\/\/\/\/\/\/\

Obr.4: Struktiira DoDAC [10]

2.2 Micelarne koloidy

Zvolenim vhodného rozpustadla apri urCitej koncentracii moézu molekuly niektorych
nizkomolekuldrnych latok asociovat’ do tej miery, Ze vytvaraju Castice koloidnych rozmerov.
Tieto polymolekularne utvary sa nazyvaju micely a latky, ktoré sa tymto spdsobom spravaj,
oznacujeme ako micelarne alebo asociativne koloidy. Stupen asociacie primarnych molekul
a ich poc¢et v micele, a taktieZ tvar, $truktara a priemerny rozmer micely sa menia s fyzikalnymi
podmienkami, ale podobne ako ich makroskopické vlastnosti, st uréené okamzitym stavom
systému. Micelarne koloidy su teda reverzibilné systémy [11].
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Micely st koloidné cCastice, ktoré v zriedenych roztokoch vykazuja priblizne gul'ovity tvar.
Vytvaraju ho tenzidy, ktoré sa vo vodnom prostredi spravaju tak, ze ich hydrofilny asek smeruje
k rozpustadlu a hydrofébne retazce sa snazia, aby ich kontakt s vodou bol minimalny. Micely
uplatiiuji svoju funkciu v biologii aj v priemysle najmid vdaka svojim solubilizaénym
schopnostiam. Nepolarne latky mozu prechadzat’ do vodnej faze potom, ¢o boli rozpustené
v uhl'ovodikovom jadre micely. Micelarne systémy sa vyuzivaju pri organickym syntézach, pri
terciarnej tazbe ropy a najmé ako detergenty [12].

Medzi iné mozné micelarne §truktary vzniknuté vo vodnom roztoku zahritujeme laminarne,
valcovité (vid’. Obr.5) alebo reverzné (obratené) micely, ktoré vznikaju v nepolarnom prostredi.
U takychto micel smeruju polarne hlavicky do stredu micely a zhlukuji sa za vzniku
hydrofilného jadra. Hydrofébne uhlikové retazce si potom smerované do nepolarneho

rozpustadla (Obr.6) [13].
a) Q
Q. 55 O
¢ AN,

o

r\r‘ff" v

o’

.b)

Obr.5: a) klasickd micela, b) lamindrna (Mc Bainova) micela, c) valcovita micela [14]

Obr.6: Reverznd micela
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2.2.1 Vznik a Struktara micel

Ako vyplyva z Obr.7, micely sa tvoria iba pri teplotaich nad Krafftovou teplotou , resp.
Krafftovym bodom (Tk), a koncentraciach vysSich nez je kritickd micelarna koncentracia
(CMCO). Krafftov bod je hodnota teploty, pri ktorej sa rozpustnost’ tenzidov rovna CMC a méze
teda dochéadzat’ ku vzniku micel. Pri teplote nizsej ako Krafftova teplota je rozpustnost’ tenzidov
mald, micely sa netvoria a vznika rovnovaha medzi krys$talmi a pravym roztokom tenzidu,
ktorého koncentracia rastie pri zvySovani teploty [1].

N ,
¢ !
micely + roztok

krystily + roztok

P CMC

x S
7~
Ty T

Obr.7: Stavovy diagram sustavy micelotvorny tenzid —voda [1]

Kriticka miceldrna koncentracia je koncentracia, pri ktorej zacina v pravom roztoku
micelarneho koloidu tvorba micel. Obvykle sa pohybuje v rozmedzi 10°° az 10 mol/dm?3. Pod
touto koncentraciou je miceldrny koloid v stave unimérnych molekul, nad fiou vSak vsetky
pridavané molekuly asociuji do micel [15]. CMC sa prejavuje vyraznou zmenou fyzikalnych
vlastnosti roztoku, najmé jeho molarnej vodivosti. Zmena vlastnosti roztoku pri CMC nie je
nahla, ide o tzv. prechodovu oblast’, kde sa fyzikalne vlastnosti menia s koncentraciou sice
plynulo, ale nelinearne, ako prezentuje Obr.8 [12].

molarna
vodivost’

\
/ povrchové

napiitie

fyzikalna vlastnost’

. osmoticky
N\ tlak

CMC AN

koncentracia surfaktantu

Obr.8: Typicka zmena niektorych fyzikalnych viastnosti vodnych roztokov SDS [12]
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Podl’a teploty, charakteru, tvaru a koncentracii molekul surfaktantov m6zu micely nadobudat’
mnoho roznych tvarov. Délezitou veli¢inou pre predpoved tvaru micely je ulozny faktor
(packing parameter):

N oY
Al (1)

kde V je objem hydrofobnej Casti amfifilnej molekuly, A je plocha vyhradena pre hydrofilnu
skupinu na povrchu micely a | je maximalna dizka hydrofébneho retazca. Hodnota tlozného
faktoru v zavislosti na tvare micely je uvedena v Tab.1 [12].

Tab.1: Zavislost tvaru micel na hodnote wlozného faktoru Ns [12]

Hodnota Ns Tvar micely
<0,33 Micely gul'ového tvaru
0,33 az 0,50 Valcové ty€inky
0,50 az 1,00 Vezikuly
1,00 Planarne dvojvrstvové membrany
>1 Reverzné micely a iné tvary

2.3 Vezikuly

Vezikuly su koloidné cCastice tvorené jednou alebo viacerymi dvojvrstvovymi membranami,
ktoré od seba oddel'uju vnutorné a vonkajsie objemy kvapalnej faze. M6zu ich vytvarat’ lipidy,
povrchovo aktivne latky alebo blokové kopolyméry vo vodnom roztoku. Tieto ststavy
umoziuju uskuto¢novat’ mnohé vymenné procesy buniek s vonkaj$im prostredim [1].

Membrana vezikuly sa sklada z hydrofilnej ¢asti smerujucej k rozpustadlu a hydrofébneho
retazca orientovaného do vnutra dvojvrstvy, s cielom zamedzit' kontaktu s rozpustadlom.
V zavislosti na podmienkach pripravy mozu vezikuly nadobudat’ r6zne rozmery a Struktary.
Multilamelarne vezikuly MLV obsahuju viac dvojvrstiev a velkost takejto vezikuly sa
pohybuje v rozmedzi (0,1-0,3) um. Unilamelarne vezikuly obsahuju iba jednu dvojvrstvu
a delime ich na LUV (Large unilamellar vesicles) s velkostou (0,1-10) um a SUV (Small
unilamellar vesicles) s velkostou < 0,1 um. V poslednych rokoch sa stadie vezikularnych
systémov zaoberaju vezikulami ako potencidlnymi nosi¢émi lieCiv, vdaka ich véicsej
enkapsula¢nej kapacite, ¢o im dava vyhodu oproti micelam [16].

S
%E
e

Obr.9: Porovnanie multilamelarnej a unilamelarnej vezikuly [17]
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2.4 Kataniontové vezikularne systémy

Vezikuly zlozené z lipidov sa nazyvaja lipozomy a ked’Ze sii pomerne netoxické, mozu sa po
Case rozlozit’ in vivo. AvSak praktické vyuzitie lipozémov je za dovodu vysokych nakladov
obmedzené. Nahradou sa zdaju byt kataniontové vezikuly pripravené z lacnych povrchovo
aktivnych latok. Kataniontové vezikuly s dlhodobou fyzikalnou stabilitou mozno vytvorit
zmieSanim katiébnovych a anidnovych povrchovo aktivnych latok prostrednictvom
elektrostatickych interakcii medzi polarnymi skupinami (hydrofilnymi hlavami).
Elektrostaticka interakcia medzi opacne nabitymi polarnymi skupinami znizuje volntl energiu
a po odstraneni protiiontov sa zvySok nazyva amfifilny iontovy par IPA (z anglického ion pair
amphiphile) [18].

IPA su tvorené sparovanim dvoch opacne nabitych povrchovo aktivnych latok
a naslednom odstraneni protiiontov. Vznik IPA mozno klasifikovat’ do 3 typov: vymena i6nov,
extrakcia a metddy zrazania. Pri pouziti metody zraZania st zmieSané povrchovo aktivne latky
v ekvimolarnom pomere a pri uréitom kritickom parametre balenia [18]. Kriticky parameter
balenia sa vyuziva na predpovedanie Struktiry agregatov povrchovo aktivnych latok vo
vodnom prostredi. Pri vzniku IPA je kriticky parameter balenia vacsi ako pri vzniku micel
a preto IPA radsej tvoria vezikuly ako micely [19].

Br

o O
\\S// €] ING
H,C 07 0 + CHy
SDS CTAB

IPA

Obr.10: Vznik IPA z CTAB a SDS po odstraneni protiiontov

2.4.1 Fyzikalna stabilita

Vseobecne IPA komplexy pripravené zo zmesi dvoch opacne nabitych povrchovo aktivnych
latok metddou zrézania nedisponuju dobrou fyzikalnou stabilitou a preto sa na zvySenie
fyzikélnej stability zavadzaju aditiva ako st nabité povrchovo aktivne latky (napr. kladny
dvojretazcovy surfaktant), cholesterol alebo alkoholy [19].
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2.4.1.1 Cholesterol

Cholesterol je steroidna latka, ktora zohrava v bunkéch cicavcov délezitti ulohu pri modulécii
fyzikélnych vlastnosti fosfolipidovych membran. Hlavny faktor, ktory podmieniuje zmenu
fyzikalnej stability dvojvrstiev je Struktura cholesterolu [20]. Pridanie spravneho mnozstva
cholesterolu pri priprave vezikularneho systému IPA obsahujuceho dvojretazcovy kladny
surfaktant zvacsuje vzdialenost’ medzi nabitymi hlavnymi skupinami povrchovo aktivnych
latok a naopak zniZuje tendenciu vézby protiiontov, ¢o vedie k vyraznejSiemu nabojovému
charakteru vezikul [21].

CHj; CHj

CH,

HO

Obr.11: Struktiira cholesterolu [22]

Sterolovy kruh cholesterolu ma tendenciu maximalizovat kontakt so susednymi
uhl'ovodikovymi retazcami, vd’aka ¢omu sa djde k zlepSeniu mechanickej pevnosti dvojvrstvy
(vid.Obr.12). Pritomnost’ cholesterolu v dvojvrstvovych Struktarach kataniontovych vezikul
s obsahom dvojretazcového kladného surfaktantu teda nielen zlepSuje inter-vezikularnu
elektrostaticku odpudivost, ale taktieZ upravuje intra-molekulové balenie, ¢o vedie k zlepSeniu
fyzikalnej stability vezikual [21].

s cholesterolom

e e

vzdialenost

i e

Dvojretazcovy kladny Cholesterol
surfaktant

bez cholesterolu

e
e.© _ O

Obr.12: Demonstracia dvojvrstvy PAL bez pritomnosti a s pritomnostou cholesterolu [21]
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2.4.2 Aplikacia

Kataniontové vezikularne systémy pritahuji vel’ku pozornost’ najméd vd’aka potencialnemu
vyuzitiu v mnohych aplikécidch pre farmaceutické a medicinske ucely. Vd’aka pritomnosti
hydrofilnej a hydrofébnej oblasti si schopné solubilizovat hydrofilné aj hydrofobne latky
a takisto enkapsulovat’ lie¢iva. Hlavnou vyhodou tychto systémov je ich spontanna tvorba vo
vodnom roztoku a takisto nizsia cena oproti alternativnym lipozomom [23].

Zaujimavou alternativou enkapsulacie lie¢iv je vytvorenie kataniontového komplexu
z povrchovo aktivneho liec¢iva a opacne nabitej povrchovo aktivnej latky, kedy sa lieCivo stava
sucast'ou membrany, takze nie je problém s integritou a tesnost'ou vezikularnej membrany [24].

Interakciou zaporne nabitych molekil DNA a kataniontovych vezikul vznika komplex,
ktory umoznuje vstup DNA do bunky prostrednictvom endocytdzy a ulahcuje tak dodavanie
DNA do buniek. Daliie potencidlne aplikicie kataniontovych vezikularnych systémov vo
farmaceutickom a medicinskom priemysle su procesom réznych vyskumov [2].

2.5 Ultrazvukova dispergacia

Ultrazvukova homogenizacia, tiez nazyvana aj sonifikécia patri medzi Casto vyuzivané metddy
k deziintegracii buniek, emulgacii, homogenizacii, ultrazvukovému Cisteniu a taktiez
k dispergécii vzoriek. U¢inkom ultrazvukovych vin na chemické systémy sa zaobera oblast
chémie nazyvand sonochémia. Ultrazvukovy homogenizator generuje ultrazvukové pole
0 vysokej intenzite a amplitude, ktoré je pomocou sondy prenasané do kvapaliny. Vyhodou
ultrazvukovej homogenizacie je vysoko uc¢inna redukcia velkosti Castic v kvapaline, vd’aka
c¢omu sa da dosiahnut’ lepSej rovnorodosti a stability vzoriek a takisto moznost presnej kontroly
prevadzkovych parametrov, najma oscila¢nych amplitud a tlaku kvapaliny [25].

V biologickych aplikaciach sa sonifikacia Casto vyuziva k naruSeniu bune¢nych membran
a k uvolneniu obsahu bunky. Pri priprave vezikularnych systémov vznikaji pouzitim
ultrazvukovej energie unilamelarne vezikuly (SUV) z multilamelarnych (MLV) [26].

Ultrazvukovy homogenizator sa sklada ztroch hlavnych zloziek. Tvori ho
vysokofrekvenény napédtovy generator, ultrazvukovy konvertor a ultrazvukova sonda [27].
Ultrazvukovy generator je zdroj napéatia o vhodnej amplitade a frekvencii. Ak je toto napatie
aplikované na vhodny materidl, premeni elektricki energiu dodavanu generatorom na
mechanické kmitanie o danej frekvencii. Tento jav sa nazyva nepriamy piezoelektricky jav. Na
rozdiel od priameho piezoelektrického javu, kedy je pri mechanickej deformacii na povrchu
krystalu meratelny naboj, je pri nepriamom piezoelektrickom jave keramicky oscilator
stimulovany elektricky, ¢o zapricinuje deformaciu krystalu (vid’.Obr.13) [28].

Oscilator musi byt vytvoreny z piezoelektrického materidlu, najcastejSie pouzivanym je
PZT (olovo-zirkonat-titanat), o znamena, Ze sa sklada z krystalov zirkonatu olova (PbZrO3)
a titanatu olova (PbTiOs3). Mechanicka oscilacia je nasledne prenasana do vzorky pomocou
Standardnej hlavice (sonotrody), alebo hlavice s akustickym medzi¢lankom.
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Poslednou ¢astou je ultrazvukova sonda, ktord prevadza ultrazvukovu energiu do vzorky.
Existuji rozne druhy sond: mikrosondy, konické sondy asondy s plochym zakonéenim
0 roznych priemeroch [27].

Priamy piezoelektricky Nepriamy piezoelektricky
jav jav
) I
Mechanicky Mechanicky | i , Elektricky

pr P <:| i ' | W Stimul

stimul stimul . '
1 I

he——
Vznik niboja Deformacia tvarn

Obr.13: Demonstrdcia priameho a nepriameho piezoelektrického javu [29]

Najpouzivanejsie typy ultrazvukovych homogenizatorov su ultrazvukova kupel’ a tyCova
ultrazvukova sonda, znazornené na Obr.14. Rozdiely medzi nimi st najmd v ucinnosti
a procesnych schopnostiach. Ziaduce u¢inky ultrazvuku, ako si uz vyssie spominana
homogenizacia €1 dispergacia, st sposobené kavitaciou. Kavitacia je definovand ako vznik, rast
a kolaps bublin v kvapaline. Tento jav nastava v kvapalinach pri rychlych lokalnych zmenach
tlaku. Pri pouziti ultrazvukovej ktipele je kavitacia v tekutine nekontrolovatel'ne distribuovana,
¢o ma za nasledok nizku intenzitu u¢inku ultrazvuku a jeho nerovnomerné Sirenie. Na druhej
strane, vyhodou ultrazvukovej sondy je vznik intenzivnej ultrazvukej zény priamo pod sondou,
takze uCinok ultrazvuku je intenzivnejsi a proces je teda plne kontrolovany, reprodukovatelny
a intenzita distribuovana rovnomerne [30,31].

Obr.14: a) ultrazvukova kupel, b) ultrazvukova sonda [32]
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2.6 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (DLS) je vyznamna technika dimenzovania (uréovania rozmerov)
pre nanocastice zahfiiajice napr. proteiny, koloidné ¢i disperzné systémy, ktorych velkost
zasahuje az do oblasti pod 1 nm. Vd'aka tejto technike vieme urcit’ charakteristiky Castic alebo
roztoku ako velkost’ Castic, molekulovu hmotnost’ ¢i zeta potencial (ak sa Castica nachadza
v elektrickom poli a hovorime teda o tzv. elektroforetickom rozptyle svetla) [33].

Zakladny princip merania spo¢iva v merani fluktuacie intenzity svetla z laserového zdroja,
rozptyleného objektmi nachadzajicimi sa vo vzorke. Tieto fluktudcie stvisia s interferen¢nym
zoslabovanim a zosililovanim svetla rozptyleného na nestacionarnych casticiach disperznej
faze, podliehajtiicich Brownovmu pohybu [34].

Detektor '

¢

MW Wl

rozptylovy signal

Obr.15: Princip DLS: Svetlo rozptylené jemnymi Casticami osvetlenymi laserom merané s vysokym

Casovym rozlisSenim pod definovanym uhlom [35]

Vzt'ah medzi rychlostou Brownovho pohybu castice a velkostou Castice urCuje Stokes-
Einsteinova rovnica, vd’aka ktorej vieme vypo¢itat hydrodynamicky polomer ¢astice (1y):

C kT
" 677D’ 2)

kde ks je Boltzmannova konStanta, T je termodynamicka teplota, n, viskozita rozptstadla a D

je difizny koeficient zisteny pomocou Statistickej analyzy [36].

NajdolezitejSou ¢astou pristroja je laser. Za nim sa nachadza atenuator (zoslabovac), ktory
znizuje intenzitu dopadajuceho Ziarenia laseru. Monochromatické koherentné Ziarenie dopada
na vzorku, kde st rozptylené castice. Nasledne je ziarenie zachytené optickymi prvkami,
pomocou ktorych sa meria intenzita rozptyleného svetla a je detekovand na 2 rdéznych typoch
detektorov a to bud’ pod uhlom 90°, alebo ¢astejsie pod uhlom 173° (pouziva sa na detekciu
Castic o vyssej koncentracii). Za detektorom sa nachadza korelator, ktory spracovava intenzitu
rozptylu svetla po sebe idiicich merani a naslednt informaciu o velkosti ¢astic vyhodnocuje
pocita¢. Schéma pristroja je zobrazena na Obr.16 [37].
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Obr.16: Instrumentdcia pristroja na meranie DLS [37]

2.6.1 Zeta potencial

Zeta potencial je oznaéenie pre elektrokineticky potencial ({) v koloidnych systémoch, ktory sa
meria pomocou metody elektroforetického rozptylu svetla. Je to vlastne potencialovy rozdiel
medzi objemom kvapaliny a tenkou vrstvou protiiontov putanych k povrchu Castice, teda na
rozhrani medzi kompaktnou a difaznou ¢astou elektrickej dvojvrstvy. Elektricka dvojvrstvu
tvori vnutorna Cast’, ktord sa nazyva Sternova vrstva (i6ny viazané pevne) a VonkajSia Cast
pritahovana i6nmi opac¢ného znamienka, ktoré su viazané elektrickymi a absorpénymi silami.
Prave tieto vzdialenejSie i6ny vytvaraju difiznu vrstvu. Vo vnutornej vrstve su iony
nepohyblivé, no v diftznej vrstve sa pohybuju. Diftizna vrstva sa vyznacuje teoretickou
hranicou [12].

Potencial, ktory vznika na “rovine sklzu” tj. na tejto teoretickej hranici nazyvame ako
elektrokineticky potencial alebo zeta potencial. Ten sa meni podla vzdialenosti od povrchu
Castice. Systém je elektrostaticky stabilny, ak ma dostatocne zaporny alebo dostatocne kladny
zeta potencial a odpudivé sily su dostatocne vel'ké. Nestabilny systém sa vyznacuje hodnotami
zeta potencialu od -30 mV do +30 mV. Kompozicia difuznej vrstvy sa lii v zavislosti na pH,
iontovej sile, koncetracii apod. [12,38].
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2.6.2 Koeficient polydisperzity Pdl

Koloidné disperzné sustavy mozno klasifikovat’ podla mnohych kritérii. Jednym z nich je
klasifikacia podla velkosti, kedy ich rozdelujeme na monodisperzné (obsahujiuce Castice
rovnakej velkosti) a polydisperzné (obsahujuce Castice roznych velkosti). Pre popis velkosti
Castic vyuzivame parameter koeficient polydisperzity Pdl [1]. Koeficient polydisperzity je
vSeobecne pouzivany K meraniu S$irky distriblicie molekulovych hmotnosti castic. Je
definovany ako:

M

Pdl =—,
M, ©)

kde Mw je hmotnostny priemer jednotlivych molekulovych hmotnosti Castic a Mn je pocetny
priemer jednotlivych molekulovych hmotnosti Castic [39].

V suvislosti s DLS reprezentuje koeficient Pdl distribaciu velkostnych populacii v danej
vzorke, tzn. ze popisuje kolko materialu (vezikul) je pritomného v kazdom segmente lisiaceho
sa molekulovou hmotnostou. Ciselna hodnota PdI sa pohybuje medzi 0 az 1. Hodnota 0,0
oznacuje dokonale monodisperzni vzorku a 1 zasa vysoko polydisperzny systém castic.
V praxi sa V aplikaciach pre dodavanie lieiv vyuzivaju lipozomy a vezikularne systémy,
ktorych maximalna hodnota Pdl sa pohybuje na hranici 0,3, ¢o znamena, Ze systém je
povazovany za dostato¢ne monodisperzny a teda pouzitel'ny pre d’alSie aplikacie [39,40].

2.7 UV-VIS spektrofotometria

Molekulova absorpéna spektrometria v ultrafialovej a viditeInej oblasti sa zaobera meranim
a interpretaciou elektréonovych spektier molekul latok, ktoré absorbuju elektromagnetické
Ziarenie v rozsahu vinovych diZok 200 az 800 nm [41].

Princip UV-VIS spektrofotometrie spo¢iva v merani energie, ktora bola pri prechode
ziarenia vzorkou (latkou) absorbovana a prezentuje ju bezrozmerna veli¢ina absorbancia.
Vysledkom merania je absorbéné spektrum, ktoré je graficky znazornené ako zavislost
absorbancie na vinovej dizke. Ak sa energia absorbujuceho Ziarenia rovna nule, je nulova aj
absorbancia. Matematické vyjadrenie popisujice zavislost’ absorpcie elektromagnetického
ziarenia na vlastnostiach materialu, cez ktory Ziarenie prechadza popisuje Bouguer-Lambert-
Beerov zdkon:

A=g-c-l, (4)
kde A je absorbancia, ¢ je molarny absorp¢ny (extinkény) koeficient charakteristicky pre kazda
latku, ¢ je koncentrécia a | je dizka kyvety [42].

Pri prechode svetla vzorkou moéZe dochadzat’ aj k jeho rozptylovaniu. Tejto skuto€nosti
vyuZiva metoda turbidimetria, ktord vyuziva rozptyl svetla Casticami v koloidnych roztokoch.
Vysledna merana veli¢ina sa potom nazyva turbidita [43].
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

V nasledujtiicej kapitole je uvedena literarna reSer§ vyuzitia parametrov ultrazvukovej
dispergacie pri priprave vezikularnych systémov s prihliadnutim ku kataniontovym tenzidom.
Kedze vSak doteraz nasla metéda ultrazvukovej dispergacie vyuzitie najma pri priprave
lipozémov, v dalsich stadiach pouzitych v nasledujucej literarnej reSer$i zaoberajucich sa
vplyvom ultrazvukovej energie aamplitady boli vyuzivané lipozémy, kedZe sa svojou
Strukturou a funkciou najviac podobaju kataniontovym vezikuldrnym systémom.

3.1 Priprava kataniontovych vezikil s kladne nabitym surfaktantom

Chih-Jung Wu a spol. sa zaoberali pripravou IPA zloZeného z kladne nabitého CTAB, zaporne
nabitého SDS a pridanim kladne nabitého surfaktantu a cholesterolu za vzniku cIPA (kladne
nabitého amfifilného iontového paru). Boli pripravené vodné roztoky kladne a zaporne
nabitych tenzidov CTAB a SDS o objeme 500 ml akoncentracii 20 mM. Roztoky boli
v ekvimolarnom pomere zmieSané a ponechané den na vyzrazanie. Nasledne bola zrazenia
oddelena od vodnej faze pomocou centrifugacie pri 5500 otackach za minatu (CN2060, rotor
RA5006, Hsiangtai, Taiwan). Vzniknuta zrazenina ziskaného IPA bola premyta a vysusena
viac ako 3 dni pri teplote 50°C. Vzniknuty tuhy prasok IPA bol zmieSany
s dihexydecyldimethylamonium bromidom (DHDAB) v pomere 9:1 za vzniku cIPA. Bolo
pridanych 10 ml chloroformu k rozpusteniu cIPA anasledne bol chloroform odpareny za
pridavku 3 mm sklenenych guli¢iek. Tenky film cIPA bol nasledne hydratovany 60 ml vody
a sonifikovany. Takto pripravené vezikuly boli zobrazené pomocou metddy transmisnej
elektronovej mikroskopie (model H-7500, Hitachi, Japan), vid’ Obr.17. Dvojvrstvova Struktara
kataniontovych vezikul bola potvrdena enkapsulaciou (zapuzdrenim) fluorescencnej sondy 1,6-
difenyl-1,3,5-hexatrienu. Nemerana hodnota fluorescen¢nej anizotropie sa pohybovala okolo
hodnoty 0,25. Tato hodnota poukazuje na vytvorenie vezikularnej Struktary [18].

Obr.17: Snimka kataniontovych vezikul ziskand pomocou TEM [18]

21



3.2 Priprava systému cIPA ultrazvukovou dispergaciou S r6znymi
koncentraciami cholesterolu

Chien-Hsiang Chang aspol. v pracach zaoberajicich sa pripravou systému obsahujtiiceho
kladne nabity tenzid CTAB, zaporne nabity tenzid SDS s obsahom r6znych kladne nabitych
surfaktantov (DXDAB, DTDAB, DODAB) a cholesterolu o réznych koncentraciach (0, 10, 30
a 43 mol. %) uvadzaju pouzitie ultrazvukového dispergatoru (model VCX-750, Sonic and
Materials, Inc., USA). Ako parametre dispergacie pouzivali amplitadu 20 %, energiu 25 kJ
a objem 60 ml rehydratovanej vody pouzitej pri priprave systému. Tvorba kataniontovych
vezikul bola potvrdend pomocou techniky transmisnej elektronovej mikroskopie (model H-
7500, Hitachi, Japan). Velkost’ kataniontovych vezikual bola stanovena pomocou DLS (model
Nano ZS, Malvern, UK) s pouzitim He-Ne laserového zdroja o vinove;j dizke 632,8 nm. Zeta
potencial bol stanoveny pomocou metody elektroforetického rozptylu svetla. Vel'kost Castic sa
pohybovala v rozmedzi (60-100) nm a bolo zistené, ze systémy s pridavkom cholesterolu
0 koncentracii 43 mol. % vykazuju najlepsiu stabilitu a ich vel’kost’ sa pohybovala s rozmedzi
(80-100) nm [21,44].

3.3 Formovanie vezikulairnych systémov s nizkym PdI pomocou metody
ultrazvukovej dispergacie
J. Pereira-Lachataignerais a kol. sa zaoberali vplyvom ultrazvukovej energie a cCasu
dispergacie na formovanie fosfatidilcholinovych lipozémov. Pouzivali homogenizator
Autotune, model 130 W s frekvenciou 20 kHz a titinovou ultrazvukovou sondou s priemerom
3mm. Vzorky lipozomov s objemom 10 ml boli sonifikované pri laboratornej teplote
a parameter energie privadzanej do generatora sa pohyboval v rozmedzi 39 az 91 W (konkrétne
39, 52, 65, 78, a 91 W) pri optimalnom ¢ase sonifikacie 3000 s. Vo vysledku boli porovnané
velkosti Castic, lamelarita a polydisperzita vzoriek pomocou metédy DLS a FFEM (Freeze-
fracture electron microscopy) [45].
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Obr.18: Krivky distribucie velkosti castic sonifikovanych vzoriek pri pouziti energie 39 W (minimdlna

pouzitd energia) a 91 W (maximdlna pouzita energia) [45]
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Ako vyplyva z Obr.18, ¢im bola pouzita vysSia hodnota energie privadzanej do
ultrazvukového generatora, tym bola lepsia distribucia vel'kosti jednotlivych ¢astic, o znamena
ze bol ziskany tzky pik distribtcie s nizkou polydisperzitou. Takisto bola porovnana lamelarita
vezikul pomocou metody FFEM, kedy pri pouziti maximalnej energie 91 W boli ziskané SUV
(unilamelarne) vezikuly apri pouziti minimalnej energie 39 W boli ziskané MLV
(multilamelarne) vezikuly s viditel'nymi viacerymi dvojvrstvami a vyrazne vicSou velkostou
okolo 200 nm [45].

Obr.19: 4) multilameldrne vezikuly (39 W), B) unilameldrne vezikuly (91 W) [45]

3.4 Lipozomy s obsahom periodicinu pouzitim roznej amplitudy a r6zneho ¢asu
dispergacie
Pediocin je bakteriocin, teda antimikrobidlna latka, ktora sa pouziva ako potencialny
biokonzerva¢ny prostriedok proti psychotrofnému patogénu Listeria monocytogenes. Avsak
priame podanie tejto latky do organizmu nevykazuje pozadovany ucinok. K. Narsaiah a kol.
sa Vtejto Stadii snazili zakomponovat pediocin do lipozémov a dosiahnut’ tak riadeného
uvolfiovania. Jednou z Casti prace bolo Stadium vplyvu koncentrécie fosfolipidov, amplitady
a doby sonifikacie na velkost’ nanolipozomov. Emulgéacia ultrazvukom prebehla za pouZitia
pristroja Vibra Cell Sonicator (VCX 500, Sonics and Materials, Inc., USA) s frekvenciou
24 kHz. Boli sledované rozne koncentracie fosfolipidov (lecitinu alebo fosfatidilcholinu)
a priprava lipozomov prebehla pri rdznych parametroch dispergacie . Boli pouzité dispergacné
amplitady 40, 50 a 60 % a hodnoty ¢asu dispergécie 3,5 a 7 mintt. Velkost’ nanolipozémov
bola stanovena pomocou DLS (Zetasizer Nanoseries, ZEN3600, Malvern Instruments, UK)
s pouzitim He-Ne laserového zdroja. Meranie prebehlo pri laboratornej teplote pod detekénym
uhlom 173°. Vo vysledku bolo zistené, ze vel'kost nanolipozémov sa zvySovala so vzrastajicou
koncentraciou fosfolipidov a naopak klesala so zvySovanim amplitidy a doby sonifikacie [46].
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Chemikalie
Dodecylsulfat sodny

Mw = 288,38 g/mol, CAS: 151-21-3, Sigma Aldrich
Hexadecyltrimetylaménium bromid

Mw = 364,45 g/mol, CAS: 57-09-0, Sigma Aldrich
Dimetyldioctadecylaménium chlorid

Mw = 586,64 g/mol, CAS: 107-64-2, Alfa Aesar
Cholesterol

Mw = 386,65 g/mol, CAS: 57-88-5, Sigma Aldrich
Chloroform

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

Deionizovand voda

H.0, Systém ELGA

4.2 Zhrnutie ciePov prace

Na zaklade vypracovanej literarnej reSerSe uvedenej v kap. 3 a na zaklade spoluprace s National
Cheng Kung University v Taiwane, pod vedenim prof. Changa boli zvolené vhodné parametre
ultrazvukovej dispergacie S prihliadnutim k pouzitiu odlisného modelu ultrazvukového
dispergatora s nizSou frekvenciou (20 kHz). Ciel'mi prace bolo zistit’ vyuzivané parametre
ultrazvukovej dispergacie na formovanie vezikularnych systémov S prihliadnutim ku
kataniontovym tenzidom. Zakladnymi parametrami bol zvoleny objem 60 ml a energia 25 kJ
pouzité pri priprave IPA z tenzidov CTAB a SDS. Dalsie parametre odvijajuce sa od tychto
zékladnych boli navrhnuté vzhl'adom k pouzitiu iného modelu ultrazvukového dispergatora, tj.
dispergatora S nizSou frekvenciou. Cielom bolo skumanie pouzitia roznych objemov vody
pouzitej na rehydrataciu. Bol zvoleny povodny objem 60 ml a nasledne poloviéné objemy 30 a
15 ml a objem 5 ml ako najmensi mozny pouzitelny objem (vysvetlenie v kap.5.2.3). Dalsim
parametrom bola zvolena amplituda a to konkrétne 25, 50 a 75 %. Poslednym parametrom bola
energia, ktorej rozmedzie bolo zvolené na 25, 15 a 10 kJ. Cielom prace bolo takisto vybrat
vhodné in§trumentaéné techniky. Pouzitie tyCového ultrazvukového dispergatoru bolo zvolené
kvoli lepSej ucinnosti na rozdiel od ultrazvukovej kupele a na overenie vplyvu dispergacnych
parametrov bola zvolena metdoda dynamického rozptylu svetla a elektroforetického rozptylu
svetla na meranie velkosti, zeta potencidlu a koeficientu polydisperzity jednotlivych
pripravenych castic a nakoniec UV-VIS spektrofotometria k meraniu zakalenia jednotlivych
vzoriek.
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4.3 Pouzité metody

4.3.1 Priprava zasobnych roztokov tenzidov

Boli pripravené vodné roztoky tenzidov o koncentracii 20 mM rozpustenim 3,669 g
hexadecyltrimetylamonium bromidu v 500 ml deionizovanej vody a rozpustenim 2,894 g
dodecylsulfatu sodného v rovnakom objeme, 500 ml deionizovanej vody. Roztoky boli
ponechané na magnetickej mieSacke 24 hod.

4.3.2 Priprava zasobného prasku IPA

Nasledujtici den boli roztoky zmieSané v ekvimolarnom pomere 1:1 a opit’ ponechané na
magnetickej mieSacke 24 hod. Roztoky boli nasledne centrifugované 10 minut pri 3500 ot/min,
aby doslo k oddeleniu zrazeniny. Vysledna zrazenina bola ziskana filtraciou za zniZzeného tlaku,
kedy doslo premytim deionizovanou vodou k odstraneniu protiiontov. Zrazenina bola potom
ponechana v susiarni 3 dni pri teplote 50 °C. Po 3 diioch bol ziskany zasobny prasok IPA.

4.3.3 Priprava zasobnych roztokov v chloroforme

Na zaklade uvézenia rdznych objemov deionizovane] vody potrebnej na pripravu
kataniontovych vezikuldrnych systémov bola pre kazdy objem vypocitana koncentracia
a navazka zasobného prasku IPA rozpusteného v 10 ml chloroformu, ktoré st uvedené v Tab.2.

Tab.2: Vypocitané hodnoty koncentrdcie a navizky IPA na pripravu jednotlivych vzoriek s réznymi
objemami.

V deioniz.vody [ml] CipA [m M] Vchioroform [ml] Mipa [g]
60 120 10 0,6600
30 60 10 0,3300
15 30 10 0,1650
5 10 10 0,0550

Obdobnym spdsobom bola vypocitana aj koncentracia a navazka DoDAC rozpusten¢ho
v 5 ml chloroformu, uvedené v Tab.3.

Tab.3: Vypocitané hodnoty koncentracie a navizky DoDAC na pripravu jednotlivych vzoriek s

roznymi objemami.

V deioniz.vody [ml] CboDAC [m M] Vchioroform [ml] MpobDAC [g]
60 120 5 0,3520
30 60 5 0,1760
15 30 5 0,0880
5 10 5 0,0293
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4.3.4 Priprava clIPA s cholesterolom

Na pripravu vzoriek o vsetkych objemoch bol pouzity rovnaky postup a to zmieSanie 900 pl
zasobného roztoku IPA v chloroforme a 100 pl zasobného roztoku DoDAC v chloroforme za
vzniku 1 ml roztoku kladne nabitého kataniontového vezikularneho systému (cIPA).Objemy
boli zvolené tak, aby bol dodrzany pomer IPA:DoDAC 9:1. Nasledne bol tento objem doplneny
prislusnou navazkou 43 mol. % cholesterolu. Potrebné navazky cholesterolu uvadza
nasledujuca tabulka:

Tab.4: Vypocitané hodnoty navazky cholesterolu pre jednotlivé objemy vzoriek

V deioniz.vody [MI] Mecholesterol []
60 0,0350
30 0,0175
15 0,0088
5 0,0029

Do sklenenej nadoby obsahujucej prislusné mnozstvo IPA, kladne nabitého
dvojretazcového surfaktantu a cholesterolu boli pridané sklenené gulic¢ky (tak aby pokryli dno
nadoby) a chloroform bol nechany na odparenie 24 hod za vzniku tenkého filmu na tychto
gulickéch.

4.3.5 Ultrazvukova dispergacia

Nasledujuci dent bol ku gulickam pridany prislusny objem deionizovanej vody (60, 30, 15,
a 5 ml) na rehydrataciu, vzorky boli zvortexované a dispergované pomocou ultrazvukového
homogenizatora Bandelin SONOPULS UW 3200 so sondou VS 70 T. Ultrazvukova sonda
s priemerom 13 mm bola ponorena do vzorky a sonifikacia prebichala pri r6znych parametroch
dispergacie navrhnutych na zaklade literarnej reSerSe uvedenej v kapitole 3. Jednym
z parametrov boli rézne amplitidy nastavitelné na displeji pristroja (boli porovnavané
amplitady 25, 50 a 75 %). Pocas sonifikacie bolo dosiahnutych réznych energii, a to konkrétne
10, 15 a 25 kJ. Celkovo bolo teda sonifikovanych 36 vzoriek, liSiacich sa objemom vody
pouzitej na rehydrataciu, amplitidou a dosiahnutou ultrazvukovou energiou dodanou do
vzorky.

4.3.6 Dynamicky rozptyl svetla a zeta potencial

Jednym z cielov prace bolo vybrat vhodnt inStrumentacnu techniku pre overenie vplyvu
dispergacnych parametrov. Bola pouzita technika dynamického rozptylu svetla a kK meraniu
vel’kosti Castic jednotlivych vzoriek bol pouzity pristroj ZetaSizer Nano ZS od firmy Malvern
Instruments, UK s pouzitim 10 mW He-Ne laserového zdroja o vinovej dizke 630 nm. Meranie
prebiehalo v reZzime size v sklenenych kyvetach, kedy bola ¢ast’ vzorky prevedena do kyvety
a nastavené jednotlivé parametre merania, ako rozpustadlo (ktorym bola v nasom pripade
voda) a jednotlivé po¢ty merani a opakovani. Meranie prebiehalo po vytemperovani vzorky na
teplotu 25 °C, v troch sériach po 12 merani a kazdé meranie trvalo 10 sekund.
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Z tychto troch sérii merani bol potom vytvoreny priemer. Vysledkom merania je graf
zavislosti intenzity rozptyleného svetla na velkosti Castic a korela¢na krivka, ktora zobrazuje
priebeh merania a vd’aka nej vieme urcit’, ¢i meranie prebehlo v poriadku. U vzoriek, ktoré boli
monodisperzné a ich koeficient polydisperzity (Pdl) sa pohyboval okolo hodnoty 0,3 sme
potom pri vyhodnocovani mohli pouzit’ strednti hodnotu vel’kosti Castic (Z-average). U vzoriek,
ktorych PdI bol vacsi ako 0,3 sme strednti hodnotu velkosti Castic pouzit nemohli, pretoze
vzorky boli vel'mi polydisperzné, ¢o znamena, ze vo vzorke distribuovali aj Castice o vel'mi
malych alebo naopak velmi velkych rozmeroch, takze by pristroj nevyhodnotil spravnu
hodnotu Z-average.

Hodnota zeta potencialu bola zistovana taktiez na pristroji ZetaSizer Nano ZS pouzitim
metody elektroforetického rozptylu svetla a do vzorky v sklenenej kyvete bola ponorena dip
celas meracou elektrodou, ktora do systému vklada napitie a nasledne sa sleduje fazova odozva
na vlozenom napidti. Meranie prebiehalo v rezime zeta ahodnota zeta potencialu bola
vypocitanda Smulochowskym modelom, ktory sa pouziva pre zistovanie hodnoty zeta
potencialu vzoriek v polarnom prostredi (v naSom pripade vo vode). Parametre merania boli
nastavené obdobne ako pri merani size, az na pocet sérii, tentokrat bolo nastavenych 5 sérii
opakovani.

Jednotlivé vzorky boli merané vzdy v 1. den (dent dispergécie) a porovnavané priemerné
velkosti Castic a hodnota zeta potencialu, ktora informuje o stabilite systému. Taktiez prebehli
stabilitné testy obdobnym spdsobom v rozmedzi dni az tyzdiov (zadlezalo na konkrétnom
vzorku) az do ziskania nestabilnych systémov.

4.3.7 UV-VIS spektrofotometria

Na meranie turbidity bol pouzity UV-VIS spektrofotometer s jednopaprskovym usporiadanim
Varian Cary50 Probe s pouzitim xenénovej vybojky. Jednotlivé vzorky boli prevedené do
kremennej kyvety s dizkou 1 cm. Parametre vlnovych diZok boli nastavené v rozmedzi od 300
do 700 nm. Vysledkom merania je spektrum zavislosti turbidity na vlnovej dizke. Porovnanim
absorb¢nych spektier jednotlivych vzoriek mézeme porovnavat’ zmenu zakalenia vzorky, ktora
ma uzky suvis so stabilitou vzorky. Jednotlivé data boli zobrazené pomocou softwaru
CaryWinUV a nasledne vyhodnotené v programe MS Excel.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Den dispergacie — vel’kost’ ¢astic pomocou DLS

Velkosti vzniknutych vezikul boli sledované pomocou metdody DLS a to hned’ prvy den, teda
po rehydratacii prislusnym objemom deionizovanej vody a naslednej dispergécii. Jednotlivé
vzorky boli ihned’ po dispergacii mierne zakalené, avsak po chvilkovom usadeni sa vizualne
zdali byt ¢irejSie a tak mohlo byt’ prevedené meranie pomocou DLS.

e ——

Obr.20: Vzorky o objeme 60 m/, s pouzitou amplitidou 50 % a réznymi energiami,
A) ihned po dispergacii, B) po chvilkovom usadent

Na rehydrataciu deionizovanou vodou boli pouZité Styri r6zne objemy zvolené na zaklade
literarnej reSerSe a modelu pristroja, ako uz je spomenuté v kapitole 4.2, ktoré boli nasledne
dispergované. Dispergacia prebehla pri roznych podmienkach. Konkrétne boli pouzité tri rozne
hodnoty energie, a to 10, 15 a 25 kJ, a pri kazdej energii bola menena amplitada na 25, 50 a
75 %. Hodnoty amplitudy boli zvolené tak, aby bol zna¢ny rozdiel medzi amplitidami a dal sa
teda pripadne znacne odlisit’ rozlicny vysledok merania atakisto s prihliadnutim ku
konkrétnemu modelu pristroja na ultrazvukovu dispergéciu.
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Na Obr.21 je znazornena zavislost' intenzity rozptyleného svetla na velkosti Castic, teda
vzniknutych vezikul a to pre celkovy objem 60 ml, pre rozne energie a amplitady. Uz v den
dispergacie je vidiet, ze vzorky s pouzitou amplitidou 25 % a energiach 10 a 15 kJ vykazuju
nestabilné, polydisperzné Ccastice, pretoZze je zjavna pritomnost’ Castic 0 velkosti 1000
a 10000 nm. Velkost’ Castic ostatnych vzoriek je priblizne rovnaka a pohybovala sa okolo
100 nm.
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Obr.21: Graf velkosti castic vzoriek o objeme 60 mlV deri dispergdcie

Ak celkovy objem vzoriek po rehydratacii ¢inil 30 a 15 ml, v prvy den dispergacie sa vel’kost’
Castic nelisila od predpokladaného stabilného modelu. Pre kazda pouzita energiu a amplitudu
vznikali vezikuly s pomerne rovnakou velkostou ato cca (100-110) nm. Grafy intenzity
rozptyleného svetla v zavislosti na vel’kosti Castic pre objemy 30 a 15 ml st uvedené v kapitole
9.1 v PRILOHE.

Pri celkovom objeme 5 ml vznikali pomerne polydisperzné systémy, ako reprezentuje
Obr.22, a to najma pri amplitade 50 % a energiach 15 a 25 kJ. TaktiezZ pouzitie amplitady 25 %
a energie 25 kJ vykazuje vznik polydisperznych Castic.
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Obr.22: Graf velkosti castic vzoriek o objeme 5 ml v deii dispergdcie

5.1.1 Koeficient polydisperzity Pdl

Vyznamnym kritériom je koeficient polydisperzity, ktory sa u stabilnych monodisperznych
vzoriek pohybuje v rozmedzi 0-0,3 [39]. U vzoriek o objeme 60 ml bolo pozorované, ze ak
bola pouzita energia 10kJ, pri pouziti vSetkych amplitid vznikali castice s velkou
polydisperzitou. Velka hodnotu PdI vykazovali vSetky vzorky s pouzitou amplitadou 25 %, ¢o
znamena, ze tato amplitidu mézeme pri vzorkach o objeme 60 ml oznadit’ za nevyhovujtcu.

Ako d’alsie nevyhovujlce parametre sa daju oznacit’ amplitida 25 % aplikovanim na vzorky
0 objeme 30 ml. U vzoriek o objeme 5 ml s amplitidou 50 %, pri aplikovani energii 15 a 25 kJ
a amplitaidou 75 % a energiou 25 kJ sme dostali taktiez distribtciu polydisperznych Castic.
Podrobna tabul’ka hodnot koeficientu polydisperzity jednotlivych vzoriek je uvedena v Tab.7,
kapitole 9.2 v PRILOHE.

5.1.2 Zeta potencial

Hodnota zeta potencialu sa v den dispergacie u vzoriek s objemom 60 a 30 ml pohybovala
v stabilnej oblasti s hodnotou v rozmedzi (75-45) mV. Najvyssia hodnota zeta potencidlu
75,4 mV bola dosiahnuta pri merani vzorky s objemom 60 ml, pouzitim amplitady 50 %
a energie 25 kJ.

U vzoriek s objemom 15 a 5 ml bol namerany zeta potencial, ktory sa pohyboval na hranici
stability 30 mV a najniz8ia hodnota zeta potencialu 30,1 mV bola dosiahnuta pri vzorke
0 objeme 15 ml, pouzitim amplitidy 75 % a energie 15 kJ. Na zaklade hodnoty zeta potencialu
teda neboli v den dispergacie vylicené ziadne vzorky.
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5.2 Testy stability

Vsetky pripravené vzorky boli nasledne merané po dobu niekol’ko desiatok dni od ich pripravy
ato z dovodu preverenia ich dlhodobej stability. Pocas tychto dni bola premeriavané velkost’
Castic metodou DLS, z tejto analyzy bola stanovena hodnota Pdl a taktiez bol merany zeta
potencial metdédou ELS. U niektorych vzoriek bolo okometricky pozorované zakalenie, a preto
bola u tychto vzoriek zmerana aj turbidita pomocou metody UV-VIS spektrofotometrie. Na
meranie dlhodobe;j stability boli ale zvolené len tie vzorky, ktoré neboli vylucené v kapitole 5.1,
teda vzorky, ktoré zostali stabilné a nevykazovali vyssi stupen polydisperzity aj niekol’ko hodin

po dispergacii.

5.2.1 Rehydratacia 60 ml deionizovanej vody

Vzorky o objeme 60 ml boli premeriavané pomocou DLS celkovo 90 dni. Ked’Zze vzorky, na
ktoré bola aplikovana amplitada 25 %, boli nevyhovujlice uz v prvy den dispergacie, d’alej boli
prevadzané stabilitné testy iba u vzoriek s pouzitou amplitadou 50 a 75 %. Obr.23 prezentuje
graf priemernej vel'kosti Castic a zeta potencial vzoriek na dobe merania pri aplikovani celkovej
energie 25 kJ. Castice vykazovali po celii dobu merania priemerna velkost cca 100 nm.
Hodnota zeta potencialu mierne kolisala, avSak stale sa pohybovala v stabilnej oblasti, cca (50—
60) mV. Cervena preruiovana &iara v grafe znazoriiuje hranicu zeta potencialu, pod ktorou sa
nachadza nestabilné oblast’. Kolisanie hodndt vel'kosti a zeta potencialu moze byt sposobené

odchylkou merania daného pristroja.
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Obr.23: Graf velkosti castic a zeta potencialu vzoriek o objeme 60 ml, amplitudach 50 % a 75 %
a energii 25 kJ
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U vsetkych vzoriek bola v priebehu 90 dni merana aj turbidita, teda zmena zéakalu tychto
vzoriek. Graf zavislosti turbidity na vlnovej dizke vzoriek s objemom 60 ml, energii 25 kJ
a pouzitych amplitadach 50 a 75 % je zobrazeny na Obr.24. Z grafu je zrejmé, Ze zakalenie sa
v ¢ase merania u oboch vzoriek menilo minimalne, ¢o potvrdzuje minimalne rozdiely vo
velkostiach Castic jednotlivych vzoriek.
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Obr.24: Graf zavislosti turbidity na vinovej dizke vzoriek o objeme 60 ml, amplitidach 50 % a 75 %
a energii 25 kJ v prvy a posledny dein merania

Distribucia castic vzoriek pri aplikovani celkovej energie 15kJ sa taktieZ pohybuje
v rozmedzi (100-110) nm (vid.Obr.25). Hodnota zeta potencidlu sa 90.den u vzorky
s aplikovanou amplitudou 75 % priblizuje hranici stability 30 mV.
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Obr.25: Graf velkosti castic a zeta potencidlu vzoriek o objeme 60 mi, amplitudach 50 a 75 %
a energii 15 kJ

Graf zavislosti turbidity na vlnovej diZke vzoriek sobjemom 60 ml, energii 15 kJ

a amplitidach 50 a 75 % je zobrazeny na Obr.26. Je vidiet, Ze zakalenie vzoriek sa taktiez

velmi nemenilo anedochddzalo teda k vyraznému zrazaniu vezikal. Tieto vysledky
korespondujt s meranim DLS, kedy je vidiet, Zze vel'kost’ Castic sa rapidne nemenila.
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Obr.26: Graf zavislosti turbidity na vinovej ditke vzoriek o objeme 60 ml, amplitidach 50 a 75 %
a energii 15 kJ v prvy a posledny dern merania
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V Tab.5 su zobrazené hodnoty priemernej vel'kosti Castic, koeficientu polydisperzity a zeta
potencialu spominanych vzoriek sobjemom deionizovanej vody 60 ml a pouzitymi
amplitidami 50 a 75 % merané pocas celého stabilitného testu, tj. 90 dni.

Tab.5: Namerané priemerné hodnoty vzoriek 0 objeme 60 ml

Priemerna vel’kost’ Zeta potencial Stabilita

¢astic [nm] Pdl [-] [mV] [dni]
50 %
25 kJ 95,92 £ 6,5 0,286 + 0,037 66,48 + 3,4 >90
15 kJ 98,59 £ 4,0 0,282+ 0,014 61,62 +6,1 >90
10 kJ 106,12 + 7.7 0,351 £ 0,025 62,82 + 5,7 >90
75 %
25 kJ 96,87 +£4.,9 0,274 + 0,049 51,82 +5,7 >90
15 kJ 93,93 +£4,2 0,248 + 0,001 52,86 £5,8 >90
10 kJ 110,30 + 4,4 0,319 + 0,024 59,13 + 5,4 >90
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5.2.2 Rehydratacia 30 ml deionizovanej vody

Vzorky o objeme 30 ml boli premeriavané pomocou DLS po dobu iba 30 dni a to z dévodu
nizkeho zeta potencialu, ktory sa pohyboval pod hranicou stability 30 mV (Cervena ¢iarkovana
Ciara vid’.Obr.27) Vzorky, na ktoré bola aplikovana amplitada 25 %, boli vzh'adom na vysoku
hodnotu koeficientu polydisperzity oznacené za nevyhovujuce uz v prvy den dispergacie,
stabilitné testy boli prevadzané uz iba u vzoriek s pouzitou amplitidou 50 a 75 %. Obr.27
demonstruje priemernu velkost’ Castic a zeta potencial vzoriek s pouzitou energiou 25 kJ.
Velkost Castic sa u tychto vzoriek pohybovala v rozmedzi (88—100) nm, avsak ich hodnota zeta
potencialu bola uz v 9.den merania prili§ nizka a vzorky sa teda daji oznacit’ za nevyhovujtce.
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Obr.27: Graf velkosti castic a zeta potencidlu vzoriek o objeme 30 mi, amplitiudach 50 a 75 % a energii
25 kJ

Graf zavislosti turbidity na vlnovej dizke vzoriek s objemom 30 ml, energii 25 kJ
a pouzitych amplitadach 50 a 75 % je zobrazeny na Obr.34 v PRILOHE.

Najvhodnej$imi parametrami ultrazvukovej dispergacie pri pouziti objemu 30 ml
deionizovanej vody sa zdaju byt energia 15 kJ a amplitady 50 a 75 %. Pri pouziti tychto
parametrov je priemerna vel'kost' Castic v rozmedzi (96-110) nm a hodnota zeta potencialu
neprekracuje hranicu stability 30 mV (vid’.Obr.28).

35



120 -

- 90
o ZETP
i ......... O RRRALIIIII: S X
2 100 -~ § . =
8 T X 70 %
“ )
172} 1 'S
2 g k.. i 2
=80 el [ 3
o - 50 Q,
1S . Il s
E) ....... . N
5 o £ ......................
e et - 30
40 10
1 2 . 9 30
Cas [dni]
50% Velkost’ Castic «+-%-+- 75% Vel'kost’ Castic 50% Zeta potencial ----a--- 75% Zeta potencial = = =30 mV

Obr.28: Graf velkosti castic a zeta potencidlu vzoriek o objeme 30 ml, amplitudach 50 a 75 % a energii
15 kJ

Meranim zavislosti turbidity na vlnovej dizke (vid.Obr.29) je vidiet, Ze zakalenie
jednotlivych vzoriek sa postupom ¢asu mierne menilo ato najmid uVvzorky s pouZitou
amplitadou 75 %.
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Obr.29: Graf zavislosti turbidity na vinovej ditke vzoriek o objeme 30 ml, amplitidach 50 a 75 %
a energii 15 kJ v prvy a posledny dern merania
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Pri pouziti energie 10 kJ aamplitide 75 % dostdvame vezikuly s vySSou hodnotou
priemernej velkosti Castic ato cca 118 nm. Hodnota zeta potencidlu vzorky s pouzitou
amplitidou 50 % prekracuje 9.den hranicu stability 30 mV (vid.Obr.30). Vzorky s tymito
pouzitymi parametrami teda mozno oznacit’ za nevyhovujuice.

120 7w
D ST 2 SO - 140
........ ):E*
3
: £
E - 100 =
b7 8
§ 80 - 80 §
g 2
o) 8
. D
g - 60 N
o 60 . Ic ---------------------- i3
: L. i
.............................. - 40
40 ?
) ) 5 . 9 30
Cas [dni]
50% Velkost’ astic <« 75% Velkost’ Castic 50% Zeta potencial «---A--+ 75% Zeta potencial = = =30 mV

Obr.30: Graf velkosti castic a zeta potencidalu vzoriek o objeme 30 ml, amplitudach 50 a 75 % a

energii 10 kJ

Graf zavislosti turbidity na vlnovej diZke vzoriek sobjemom 30 ml, energii 10 kJ
a pouzitych amplitadach 50 a 75 % je zobrazeny na Obr.35 v PRILOHE.

Tab.6 zobrazuje hodnoty priemernej velkosti castic, koeficientu polydisperzity a zeta
potencialu vzoriek s pouzitym objemom 30 ml deionizovanej vody a pouzitymi amplitidami
50 a 75 %. Stabilitny test prebiehal celkovo 30 dni.

Tab.6: Namerané priemerné hodnoty vzoriek o objeme 30 ml

Priemerna vel’kost’ Zeta potencial Stabilita

¢astic [nm] Pdl [-] [mV] [dni]
50 %
25 kJ 89,68 + 1,8 0,249 + 0,009 46,25+25 >30
15 kJ 96,75 +2,8 0,252 + 0,009 52,52 + 4,0 >30
10 kJ 103,78 £ 3,0 0,264 + 0,020 44,11 £ 0,9 +9
75 %
25 kJ 95,69 + 1,4 0,235 + 0,007 37,98 £ 1,9 +9
15 kJ 103,73 +£3,2 0,257 £ 0,006 4398 +4,8 >30
10 kJ 114,63+ 3.4 0,280 £+ 0,008 45,14 £ 3,9 >30
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5.2.3 Rehydratacia 15 a 5 ml deionizovanej vody

Pri pouziti objemu 15 ml deionizovanej vody a naslednej dispergacii boli pri pouziti vSetkych
parametrov ziskané vzorky, ktorych zeta potencial sa uz 2. deni po dispergacii blizil hranici
stability 30 mV. Meranie zeta potencialu vzoriek 8. den po dispergacii potvrdilo vznik
nestabilnych systémov atak sa vzorky s pouzitim vSetkych parametrov daju oznalit' za
nevyhovujuice. Grafy priemernych velkosti a zeta potencidlu na Case dispergacie jednotlivych
vzoriek st uvedené na Obr.36, 37, 38 v kapitole 9.4 v PRILOHE.

Objem 5ml deionizovanej vody pouzitej na rehydraticiu pri priprave vzoriek
kataniontovych vezikuldrnych systémov bol zvoleny ako najmensi mozny, pretoZze vplyvom
vysokej energie dodavanej do vzorky a zvysenej teploty sondy, ktora je vplyvom dispergacie
zahrievana boli sklenené gulicky nachadzajuce sa na dne nadoby roztriestené a vylietavali do
okolia spolu s kvapockami vzorky. Z povodnych 5 ml nakoniec ostalo len nieco cez 4 ml, ¢o je
objem potrebny na prevedenie do kyvety pri merani turbidity pomocou UV-VIS
spektrofotometrie. Vzorky boli premeriavané po dobu 9 dni, avsak stabilné systémy s hodnotou
zeta potencialu nad 30 mV sa podarilo ziskat’ iba pri aplikovani najmenSej hodnoty pouZitej
energie, tj.10 kJ (vid.Obr.31). Ostatné parametre dispergacie sa daju pri pouziti objemu 5 ml
oznacit' za nevyhovujuce. Grafy priemernych vel'kosti a zeta potencidlu na Case dispergacie
tychto vzoriek st uvedené na Obr.39, 40 v kapitole 9.5 v PRILOHE.
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Obr.31: Graf velkosti castic a zeta potencidlu vzoriek o objeme 5 ml, amplitudach 25,50 a 75 %
a energii 10 kJ
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6 ZAVER

Tenzidy a aj kataniontové vezikularne systémy nimi tvorené maju tendenciu sa v dosledku
zmeny teploty a podnebia spravat’ odlisne. Ked'ze spravna priprava je jednym z klI'aicovych
krokov vyskumu nosi¢ovych systémov, ktory prebicha na Fakulte chemickej v spolupraci
s National Cheng Kung University v Taiwane, bolo potrebné upresnenie pripravy tychto
systémov a zohl'adnenie pouzitia konkrétneho ultrazvukového dispergatora, ktory je pouzivany
na fakulte.

Cielom tejto prace bolo zistit vyuzivané parametre ultrazvukovej dispergacie
kataniontovych vezikuldrnych systémov a navrhnat rozsah parametrov pre pripravu vhodného
modelového systétmu na baze tenzidov CTAB aSDS spouzitim ultrazvukového
homogenizatora Bandelin SONOPULS UW 3200 so sondou VS 70 T.

Zvolenie vhodnych parametrov ultrazvukovej dispergacie zohrdva pri priprave
kataniontovych vezikularnych systémov velku tlohu. Ugelom je dosiahnutie stabilnych
systémov obsahujtcich SUV vezikuly s vel'kostou (90-110) nm, hodnotou Pdl pod 0,3 a zeta
potencialom nad 30 mV, aby sme dostali stabilné vezikularne systémy.

Na zéklade literarnej reSerSe a prihliadnutim ku konkrétnemu ultrazvukovému dispergétoru
boli zvolené a porovnavané rézne objemy vzoriek, pouzité amplitudy a energie dodavané
pomocou dispergatora do vzorky. Bolo zistené, Ze pri pouziti homogenizatora Bandelin
SONOPULS UW 3200 su najvhodnejSimi parametrami objem 60 ml, amplitady 50 a 75 %
s aplikovanymi energiami 25 a 15 kJ. Pri pouziti tychto parametrov boli pomocou metdd
dynamického a elektroforetického rozptylu svetla ziskané vezikularne systémy s priemernou
velkost'ou Castic (96 +5) nm, hodnotou Pdl cca 0,28 a kladnou hodnotou zeta potencialu
v rozmedzi (51-66) mV. Kladna hodnota zeta potencialu bola ocakavana na zakladne pridania
kladného surfaktantu DoDAC do systému.

Pri pouziti vzoriek s polovicnym objemom 30 ml bolo pozorované, ze na dosiahnutie
stabilnych systémov boli potrebné rovnaké amplitady, ale priblizne polovi¢na hodnota energie.

Vzorky s objemom 15 ml a5 ml mozno oznadit' za nepouziteIné pre d’alSie aplikacie,
pretoze po dispergacii boli ziskané nestabilné systémy s vel’kou hodnotou PdI a hodnotou zeta
potencialu v nestabilnej oblasti. Bolo teda potvrdené, Zze sonda je nevhodna pre vzorky
s objemom 5 ml, ako vyplyva aj zo $pecifikacie u vyrobcu [47]. AvSak ani objem 15 ml, ktory
je blizkou hrani¢nou hodnotou (20 ml) nevykazuje prijatené charakteristiky.

Pouzitim metody UV-VIS spektrofotometrie bolo na zaklade merania turbidity porovnavané
zakalenie jednotlivych vzoriek. Krivky jednotlivych spektier stabilnych vzoriek sa pocas
merania menili minimalne, nestabilné vzorky vykazovali vicsie odchylky.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

Skratka
A

c

CMC
CTAB

DLS
DoDAC

ELS
IPA
ks

LUV
MLV
Ns
PdI
M
SDS
SUV

T

o

Vyznam skratky

Absorbancia

Koncentracia

Kriticka micelarna koncentracia
Hexadecyltrimetylaméonium bromid
Diftzny koeficient

Dynamicky rozptyl svetla
Dimetyldioctadecylamoénium chlorid
Molarny extinkény koeficient
Elektroforeticky rozptyl svetla
Amfifilny iontovy par
Boltzmannova konStanta

Dizka kyvety

Velké unilamelarne vezikuly
Multilamelarne vezikuly

Ulozny faktor

Koeficient polydisperzity
Hydrodynamicky polomer Castice
Dodecylsulfat sodny

Malé unilamelarne vezikuly
Termodynamicka teplota
Krafftova teplota

Objem

Viskozita rozpustadla

44



9 PRILOHA

9.1 1.den - velkost’ ¢astic vzoriek o objeme 30 ml a 15 ml
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Obr.32: Graf velkosti castic prvy dern po dispergacii vzoriek o objeme 30 ml
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Obr.33: Graf velkosti ¢astic prvy den po dispergacii vzoriek o objeme 15 ml
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9.2 Hodnoty PdI jednotlivych vzoriek:

Tab.7: Hodnoty koeficientu polydisperzity vietkych vzoriek v den dispergacie

25kJ 15kJ 10kJ

25 % 0,391 0,592 0,596

60 ml 50 % 0,300 0,289 0,389
75 % 0,249 0,259 0,362

25 % 0,369 0,306 0,355

30 ml 50 % 0,254 0,248 0,293
75 % 0,244 0,261 0,271

25 % 0,252 0,257 0,243

15 mi 50 % 0,253 0,247 0,258
75 % 0,235 0,239 0,251

25 % 0,509 0,444 0,261

5ml 50 % 0,394 0,355 0,272
75 % 0,319 0,289 0,262

9.3 Grafy pre vzorky s objemom 30 ml
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Obr.34: Graf zavislosti turbidity na vInovej dizke vzoriek o objeme 30 ml, amplitidach 50 a 75 %
a energii 25 kJ v prvy a posledny den merania
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Obr.35: Graf zavislosti turbidity na vinovej dizke vzoriek o objeme 30 ml, amplitidach 50 a 75 %

aenergii 10 kJ v prvy a posledny deir merania

9.4 Grafy pre vzorky s objemom 15 ml
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Obr.36: Graf velkosti castic a zeta potencidalu vzoriek o objeme 15 ml, amplitudach 25, 50 a 75 %

a energii 25 kJ
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Obr.37: Graf velkosti castic a zeta potencidlu vzoriek o objeme 15 ml, amplitudach 25, 50 a 75 %
a energii 15 kJ
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Obr.38: Graf velkosti castic a zeta potencidlu vzoriek o objeme 15 ml, amplitudach 25, 50 a 75 %
a energii 10 kJ
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9.5 Grafy pre vzorky s objemom 5 mi
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Obr.39: Graf velkosti castic a zeta potencidlu vzoriek o objeme 5 ml, amplitudach 25 a 75 % a energii
25 kJ

120
......................... Xx
. Feooennnmennnneees "1 o,
£ 100 A
e X‘ .............. _
f"‘_); ....... x......................}( ...................... > >
: g
S 80 1 o E
g g
z Q
£ -4 5
S N 8
......... 5
s Tl T - 50 o
£ 404
3 E ............ A }
=D R
------‘L‘----------.--..,.:_ L 30
S !
’ 10
1 2 5 8 9
Cas [dni]
s+ ¢+ 25% Velkost Gastic +++5+++ 75% Velkost' Castic --+-A:-++ 25% Zeta potencial -+--A--+ 75% Zeta potencial = = =30 mV

Obr.40: Graf velkosti castic a zeta potencidlu vzoriek o objeme 5 ml, amplitudach 25 a 75 % a energii
15kJ
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