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Abstrakt: Ramanova spektroskopie kapkově nanášených povlaků (DCDR) je 

speciální metodou Ramanovy spektroskopie, která je založená na zasychání kapek 

roztoku nebo suspenze na hydrofóbním substrátu, co ve většině případů vede 

k tvorbě prstence známého jako „kávový kroužek“. Výsledkem je zakoncentrování 

materiálu a vyšší intenzita Ramanova signálu ve srovnání s Ramanovym rozptylem 

z roztoku. V práci byly porovnány substráty s různou drsností a hydrofobicitou: 

hladký substrát s vrstvou polytetrafluoretylenu (pPTFE) a nanodrsné substráty, kde 

byla hydrofobicita povrchu zvýšená nadeponovanými měděnými nebo stříbrnými 

nanočásticemi s různou koncentrací. Pro suspenzi liposomů z lipidu DPPC docházelo 

k lepšímu zakoncentrování v případe substrátů s vyšším kontaktním uhlem, kde je 

vyšší hydrofobicita dosáhnuta nanodrsným povrchem. Mezi jednotlivými 

zdrsněnými substráty k výraznému zlepšení nedocházelo. V případě schnutí kapek 

při různých teplotách (v rozsahu od 15 do 60°C) nanesených na hladký pPTFE 

substrát a povrch s nadeponovanými stříbrnými nanočásticemi, Ramanova spektra 

neukázala spektrální změny souvisící s fázovým přechodem lipidů. Pro teploty 

zasychání vyšší než teplota fázového přechodu byly na vzniklých prstencích 

pozorovány nehomogenity, které při teplotě 45°C vedly k vyššímu Ramanovu 

signálu. Závěrem, k lepšímu zakoncentrování suspenze dochází jednak při vyšší 

hydrofobicitě nanodrsného povrchu, které je ale nehomogenní, a jednak při teplotách 

zasychání nad teplotou fázového přechodu lipidu.  
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hydrofobicita, kontaktní uhel, nanočástice, liposomy 
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Abstract: Drop coating deposition Raman (DCDR) spectroscopy is a special method 

of Raman spectroscopy, which is based on the evaporation of solvent from a drop of 

solution or suspension on a hydrophobic surface. This typically leads to the 

formation of ring-shaped drying pattern, often called as „coffee ring“. As a result a 

preconcentration of a material and higher intensity of Raman signal in comparison 

with Raman scattering from solution is obtained. In this work several hydrophobic 

surfaces with different roughness and hydrophobicity were compared: a smooth 

substrate with polytetrafluorethylen (pPTFE) coating and nanorough substrates 

where surface hydrophobicity was formed by deposited cupper or argent 

nanoparticles with different concentration. It was shown that for DPPC liposome 

suspension stronger preconcentration is obtained by means of a nanorough substrate. 

When different nanorough substrate compared, no better improvement was acquired. 

As for the drying of drops at different temperatures (from 15°C to 60°C) deposited 

on the smooth pPTFE substrate and the substrate with argent nanoparticles, it was 

observed that Raman spectra did not reveal any spectral changes corresponding to 

phase transition of lipid. In case of drying at temperatures higher than a temperature 

of the phase transition, non-homogeneities were formed on the dried ring with higher 

Raman signal at the temperature 45°C. In conclusion, better preconcentration of the 

suspension is acquired both for higher hydrophobicity of the nanorough surface that 

is nonhomogenous and at drying temperatures higher than temperature of the phase 

transition. 
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Abstrakt: Ramanova spektroskopia kvapkovo nanášaných povlakov (DCDR) je 

špeciálnou metódou Ramanovej spektroskopie, ktorá je založená na zasychaní 

kvapiek roztoku či suspenzie na hydrofóbnom substráte, čo vo väčšine prípadov 

vedie k tvorbe prstenca známeho ako „kávový krúžok“. Výsledkom je 

zakoncentrovanie materiálu a vyššia intenzita Ramanovho signálu v porovnaní 

s Ramanovym rozptylom z roztoku. V práci boli porovnané substráty s rôznou 

drsnosťou a hydrofobicitou: hladký substrát s vrstvou polytetrafluóretylénu (pPTFE) 

a nanodrsné substráty, kde bola hydrofobicita povrchu zvýšená nadeponovanými 

medenými alebo striebornými nanočasticami s rôznou koncentráciou. Pre suspenziu 

lipozómov z lipidu DPPC dochádzalo k lepšiemu zakoncentrovaniu v prípade 

substrátov s vyšším kontaktným uhlom, kde je vyššia hydrofobicita dosiahnutá 

nanodrsným povrchom. Medzi jednotlivými zdrsnenými substrátmi k výrazným 

zlepšeniam nedochádzalo. V prípade schnutia kvapiek pri rôznych teplotách 

(v rozsahu od 15 do 60°C) nanesených na hladký pPTFE substrát a povrch 

s nadeponovanými striebornými nanočasticami, Ramanove spektrá neukázali 

spektrálne zmeny súvisiace s fázovým prechodom lipidu. Pre teploty zasychania 

vyššie než teplota fázového prechodu boli na vzniknutých prstencoch pozorované 

nehomogenity, ktoré pri teplote 45°C viedli k vyššiemu Ramanovmu signálu. 

Záverom, k lepšiemu zakoncentrovaniu suspenzie dochádza jednak pri vyššej 

hydrofobicite nanodrsného povrchu, ktoré je ale nehomogénne, a jednak pri teplotách 

zasychania nad teplotou fázového prechodu lipidu 
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Úvod  
 
Ramanova spektroskopia predstavuje významnú metódu optickej vibračnej 

spektroskopie, ktorá má veľmi široké uplatnenie ako v prírodných a technických 

vedách, tak aj v priemysle. Prispieva k tomu neinvazívnosť tejto metódy a 

nenáročnosť prípravy vzoriek s veľkou rôznorodosťou. Obmedzenie techniky 

spočíva vo všeobecne malej intenzite meraného signálu. Konkrétne v biochemických 

vedách, pri štúdiu biologicky významných molekúl, sa táto metóda vzhľadom 

ku konečnému signálu stretáva s problémom veľmi nízkej koncentrácie vzoriek, či 

ich malého objemu. Z tohto dôvodu vychádzali snahy o vývoj špeciálnych techník, 

ktoré by túto nevýhodu Ramanovej spektroskopie, predovšetkým v prípade klasickej 

Ramanovej spektroskopie pri meraní z objemu, eliminovali a maximalizovali jej 

ďalšie využitie. Jedna z týchto metód – Ramanova spektroskopia kvapkovo 

nanášaných povlakov (DCDR – Drop Coating Deposition Raman) – sa naplno začala 

rozvíjať začiatkom 21. storočia. Jej hlavný princíp spočíva v zasychaní kvapky 

pôvodného roztoku či suspenzie na podložke, na ktorej má táto nanesená kvapka 

nenulový kontaktný uhol. Proces zasychania kvapky roztoku či suspenzie v nej 

vytvára tok rozpúšťadla spolu so študovaným materiálom smerom k okraju, čo často 

vedie k tvorbe „kávového krúžku“. Dochádza tak k významnému zakoncentrovaniu 

skúmanej vzorky z pôvodného roztoku či suspenzie na obvode vzniknutého prstenca. 

Účinnosť metódy DCDR, teda výsledná intenzita Ramanovho signálu, silno závisí na 

dobrom zakoncentrovaní študovaného materiálu, na čo ma veľký vplyv práve použitá 

podložka.  

V našej práci sme sa sústredili na štúdium zakoncentrovania suspenzie lipozómov, 

lipidových agregátov dôležitých pri štúdiu biologických membrán, na substrátoch 

s rôznou hydrofobicitou. Jedným z cieľov bolo ukázať, akým spôsobom vplýva 

zvýšenie hydrofobicity podložky (zvýšenie kontaktného uhlu nanesenej kvapky) 

na tvorbu „kávového krúžku“ a na konečné zakoncentrovanie materiálu, čo sa odráža 

na výslednej intenzite Ramanovho signálu. Venovali sme sa substrátom, kde 

k zvýšeniu hydrofobicity dochádzalo pomocou nadeponovaných medených 

a strieborných nanočastíc.  

V ďalšej časti sme sa sústredili na to, či dochádza k spektrálnym zmenám v prípade, 

ak nanesené kvapky suspenzie lipozómov zasychajú pri rôznych teplotách. Lipidy 
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podliehajú termotropným fázovým prechodom, preto nás naviac zaujímalo, aký 

vplyv má schnutie kvapky pri teplotách nad a pod teplotou fázového prechodu 

skúmaného lipidu. Naším cieľom bolo optimalizovať podmienky zasychania 

suspenzie lipozómov, pri ktorých dochádza k čo najlepšiemu zakoncentrovaniu, čo 

následne vedie k výraznému zlepšeniu Ramanovho signálu.  
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Teoretická časť 
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1. Ramanova spektroskopia 
 

Ramanova spektroskopia patrí medzi metódy optickej spektroskopie, ktorá je 

založená na neelasticky rozptýlenom monochromatickom žiarení. Samotné začiatky 

siahajú do dvadsiatych rokov dvadsiateho storočia a spájajú sa s menom indického 

fyzika Chandrasekhara Venkata Ramana. Spolu so svojím študentom K. S. 

Krishnanom pozorovali ako časť svetla rozptýleného od kvapaliny vykazovala 

zmenu vo vlnovej dĺžke (Raman and Krishnan, 1928). Práve táto časť rozptýleného 

žiarenia je predmetom skúmania Ramanovej spektroskopie. Technický rozvoj 

metóda zaznamenala v štyridsiatych rokoch dvadsiateho storočia s lepšou možnosťou 

detekcie pomocou fotonásobičov (Rank, 1942). Významný pokrok sa odohral aj 

v šesťdesiatych rokoch s príchodom intenzívneho zdroja monochromatického 

žiarenia, lasera (Townes, 1961). Ďalším dôležitým krokom v technickom vývoji 

Ramanovej spektroskopie bol nástup CCD detektora (charge-coupled device) 

v deväťdesiatych rokoch dvadsiateho storočia, čo umožnilo zaznamenávať i veľmi 

slabý signál. 

Neelasticky rozptýlené žiarenie odráža vibračné stavy skúmanej molekuly. Pri 

interakcii svetla s látkou dochádza k výmene energie medzi dopadajúcim fotónom a 

molekulou, čo vedie k výslednej zmene vlnovej dĺžky a teda energie samotného 

rozptýleného fotónu. Informačne komplementárnou metódou je infračervená 

spektroskopia založená na absorbcii žiarenia, ktoré je z energetického hľadiska 

na úrovni vibračných stavov. Pre kompletný popis vibračného pohybu atómov 

v molekule je preto nutná znalosť oboch spektier (Schrader, 1995).  

 

 

1.1. Klasický model pre Ramanov rozptyl 
 

Základom Ramanovho javu je detekovateľná zmena frekvencie 

monochromatického žiarenia pri rozptyle na študovanej látke. Dopadajúce žiarenie 

môžeme vo všeobecnosti popísať ako prenos energie elektromagnetického vlnenia, 

čo je výsledok zmeny elektrického a magnetického poľa. Spomínanú zmenu 

frekvencie dopadajúceho žiarenia spôsobuje elektrická zložka poľa, ktorá pri 

interakcii s molekulou vedie k rozkmitaniu elektrónového obalu atómov v molekule. 
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Dôsledkom je, že v molekule vznikne indukovaný dipólový moment                     

𝝅 = (𝜋𝑥, 𝜋𝑦, 𝜋𝑧  ), ktorého veľkosť je v dobrej aproximácii úmerná elektrickej 

intenzite poľa 𝑬 = (𝐸𝑥, 𝐸𝑦, 𝐸𝑧 ) (Carey, 1982): 

 

 π=αE (1.1. 1) 

 

Úmernosť je daná veličinou 𝜶, ktorú nazývame polarizovateľnosť. Všeobecne je 

smer indukovaného dipólového momentu π rozdielny od smeru elektrickej intenzity 

dopadajúceho žiarenia E a jeho zložky sú dané príspevkami od jej jednotlivých 

zložiek. Táto skutočnosť robí z polarizovateľnosti 𝜶 tenzor druhého rádu, ktorý 

môžeme reprezentovať maticou 3 × 3 s deviatimi zložkami.  

Na popis interakcie elektrického poľa s fixovanou molekulou použijeme 

monochromatické žiarenie s frekvenciou 𝜈0, ktoré je časovo premenné a rovinne 

polarizované v ose z:  

 

 𝐸𝑧(𝑡) = 𝐸𝑚𝑎𝑥 cos 2𝜋𝜈0𝑡 (1.1. 2) 

 

Hodnota 𝐸𝑚𝑎𝑥 predstavuje amplitúdu, teda maximálnu možnú hodnotu 𝐸𝑧. 

Frekvencia dopadajúceho monochromatického žiarenia 𝜈0  je braná v hertzoch a čas 

𝑡 v sekundách. Pre z-ovú zložku indukovaného dipólového moment podľa vzťahu 

(1.1.1) potom platí:  

 

 𝜋𝑧(𝑡) = 𝛼𝑧𝑧(𝑡)𝐸𝑚𝑎𝑥 cos 2𝜋𝜈0𝑡 (1.1. 3) 

 

𝛼𝑧𝑧 predstavuje jednu z deviatich zložiek polarizovateľnosti, ktorá sa dôsledkom 

vibračného pohybu molekuly v čase mení a je daná vlastnosťami skúmanej látky.  

Pre model dvojatómovej molekuly vibrujúcej s frekvenciou 𝜈𝑣𝑖𝑏 môžeme písať 

(Carey, 1982): 

 

 𝛼𝑧𝑧(𝑡) = 𝛼𝑧𝑧
𝑟𝑜𝑣𝑛 + (

𝑑𝛼𝑧𝑧

𝑑𝑟
) ∆𝑟𝑚𝑎𝑥cos 2𝜋𝜈𝑣𝑖𝑏𝑡 (1.1. 4) 
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Prvý člen 𝛼𝑧𝑧
𝑟𝑜𝑣𝑛 je polarizovateľnosť nevibrujúcej molekuly. To ako sa 

polarizovateľnosť mení so vzdialenosťou 𝑟 je daná 
𝑑𝛼𝑧𝑧

𝑑𝑟
. Hodnota ∆𝑟𝑚𝑎𝑥 predstavuje 

maximálnu výchylku medzi vibrujúcimi atómami v molekule a konečne 𝜈𝑣𝑖𝑏 udáva 

vibračnú frekvenciu v hertzoch.  

Po dosadení vzťahu (1.1.4) do rovnosti (1.1.3) a po následných úpravách 

dostávame výsledný vzťah pre časovú zmenu z-ovej zložky indukovaného 

dipólového momentu 𝜋𝑧 pre dvojatómovú molekulu: 

 

 

           𝜋𝑧(𝑡) =  𝛼𝑧𝑧
𝑟𝑜𝑣𝑛𝐸𝑚𝑎𝑥 cos 2𝜋𝜈0𝑡

+
1

2
(

𝑑𝛼𝑧𝑧

𝑑𝑟
) ∆𝑟𝑚𝑎𝑥𝐸𝑚𝑎𝑥 cos 2𝜋(𝜈0 + 𝜈𝑣𝑖𝑏)𝑡   

+
1

2
(

𝑑𝛼𝑧𝑧

𝑑𝑟
) ∆𝑟𝑚𝑎𝑥𝐸𝑚𝑎𝑥 cos 2𝜋(𝜈0 − 𝜈𝑣𝑖𝑏)𝑡 

(1.1. 5) 

 

Vzťah (1.1.5) obsahuje tri členy a predstavuje výsledný tvar pre 𝑧 – ovú zložku 

indukovaného dipólového momentu 𝜋𝑧 po interakcii dopadajúceho žiarenia 

s vibrujúcou dvojatómovou molekulou. Z klasickej elektromagnetickej teórie vieme, 

že vibrujúci dipól vyžaruje energiu v podobe rozptýleného žiarenia. Prvý člen 

predstavuje zložku rozptýleného žiarenia s rovnakou frekvenciou ako dopadajúce, je 

však emitované do rôznych smerov, jedná sa o Rayleighov rozptyl, teda elastický 

rozptyl. Druhý člen je zložka rozptýleného žiarenia s frekvenciou, ktorá je súčtom 

frekvencie dopadajúceho žiarenia a frekvencie vibrujúcej dvojatómovej molekuly, 

známy pod pojmom anti-Stokesov Ramanov rozptyl. Tretí člen popisuje rozptýlené 

žiarenie s rozdielovou frekvenciou, ktoré nazývame Stokesov Ramanov rozptyl. 

Prítomnosť žiarenia s frekvenciami 𝜈0 + 𝜈𝑣𝑖𝑏 a 𝜈0 − 𝜈𝑣𝑖𝑏 nám dáva možnosť 

z rozptýleného žiarenia získať informácie o vibráciach skúmanej molekuly, čo je 

hlavným prínosom Ramanovho efektu pri študovaní molekúl.  

 

1.2. Kvantovo mechanický prístup pre Ramanov rozptyl 

 
Na základe časticovo-vlnového dualizmu sa v kvantovo mechanickom 

prístupe zaoberáme dopadajúcim žiarením v podobe prúdu fotónov (kvantá 

elektromagnetického poľa), ktorý dopadá na skúmanú molekulu. Celkovú energiu 

samotnej molekuly vyjadrujeme pomocou energetických hladín. Pri vibračnom 
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pohybe nás konkrétne zaujímajú vibračné energetické hladiny, ktoré sú pridružené 

k jednotlivým elektrónovým hladinám (Obr. 1.2.1).  

Energiu (v hertzoch) vibračných hladín pre dvojatómovú molekulu môžeme v 

aproximácii, kedy sa molekula v prvom priblížení chová ako harmonický oscilátor, 

vyjadriť nasledovne (Carey, 1982):  

 

 𝐸𝑣𝑖𝑏 = (𝜈 +
1

2
) 𝜈𝑣𝑖𝑏 ,           𝜈 = 0, 1, 2, … (1.2. 3) 

 

Číslo 𝜈 nadobúda len celých hodnôt a nazývame ho vibračným kvantovým číslom. 

Rozptyl žiarenia v kvantovo mechanickom prístupe popisujeme ako dvojfotónový 

proces. Prvý krok zahŕňa interakciu dopadajúceho fotónu a molekuly, ktorej 

výsledkom je excitácia molekuly do vyššieho energetického stavu s krátkou dobou 

života (Carey, 1982). Excitácia môže ale nemusí viesť k prechodu na vyššiu 

energetickú hladinu (Obr. č. 1.2.1. – šípky hore). Druhý krok (Obr. č. 1.2.1 – šípky 

dole) zahŕňa vyžiarenie fotónu v krátkom časovom intervale po excitácii (< 10−11𝑠). 

Pre Rayleighov rozptyl je frekvencia vyžiareného fotónu rovnaká a nedochádza 

k žiadnemu výslednému prechodu medzi vibračnými hladinami molekuly. Ak je 

frekvencia vyžiareného fotónu vyššia (vzťah (1.1.5.) – druhý člen)  respektíve nižšia 

(vzťah (1.1.5. – tretí člen), jedná sa o anti-Stokesov respektíve Stokesov Ramanov 

rozptyl, ktorý je sprevádzaný prechodom molekuly do iného vibračného stavu 

(Obr. č. 1.2.1.). Pri Ramanovom jave sa teda jedná o žiarivý prechod medzi dvoma 

vibračnými hladinami molekuly. Pre tento prechod sa dá odvodiť výberové pravidlo, 

ktoré hovorí, že pri anti-Stokesom a aj Stokesovom rozptyle sa vibračné kvantové 

číslo môže meniť len o jednotku.  

Kvantový model nám ilustruje, že Ramanov rozptyl je výsadou len 

základného elektrónového stavu. Dôležitým rozdielom medzi klasickým a 

kvantovým prístupom je predpoveď intenzity anti-Stokesových a Stokesových 

spektrálnych pásov. V klasickom modeli sú tieto pásy rovnako intenzívne (vzťah 

1.1.5.), avšak v kvantovom prístupe vidíme, že sa jedná o prechody z rôznych 

vibračných hladín, ktoré sú podľa Boltzmanovho rozdelenia rôzne populované a 

intenzita je preto rozdielna.  
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Pomer populácie základnej 𝑁0 a prvej 𝑁1 vibračnej hladiny je daný (Carey, 1982): 

 

 𝑁1

𝑁0
= 𝑒𝑥𝑝 (

−ℎ𝜈𝑣𝑖𝑏

𝑘𝐵𝑇
) (1.2. 3) 

 

Kde ℎ je Planckova konštanta, 𝑘𝐵 je Boltzmanova konštanta a 𝑇 je absolútna teplota. 

Pre pokojovú teplotu 𝑇 = 300K a vibračnú frekvenciu 480 cm-1 je podľa 

vzťahu (1.2.3.) populácia základnej hladiny 1000-krát väčšia ako populácia prvej 

vibračnej hladiny, čoho dôsledkom je Stokesov spektrálny pás 1000-krát 

intenzívnejší. Z tohto dôvodu sa v praxi anti-Stokesove pásy pri meraniach filtrujú a 

zaznamenáva sa len Stokesova časť spektra.  

 

Obr. 1.2.1.: Znázorenie vibračných hladín základnej a prvej excitovanej elektrónovej 

hladiny molekuly. Šípky hore predstavujú prechod molekuly do vyššieho stavu 

indukovaný dopadajúcim fotónon s frekvenciou 𝜈0 a dĺžka šípok dolu je úmerná 

frekvencii rozptýleného fotónu s rovnakou (𝜈0), väčšou (𝜈0 + 𝜈𝑣𝑖𝑏) alebo menšou 

(𝜈0 − 𝜈𝑣𝑖𝑏) frekvenciou ako dopadajúci fotón. 
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1.3. Výhody a nevýhody Ramanovej spektroskopie 

A) Výhody 

Ramanova spektroskopia ma oproti iným metódam viaceré výhody. V porovnaní 

s infračervenou spektroskopiou nepredstavuje vodné prostredie prekážku, keďže 

Ramanov signál vody sa so signálom rozpustenej látky prekrýva zväčša len 

minimálne. Naopak v infračervenej spektroskopii býva signál pochádzajúci od vody 

a vodných pár častým problémom, ktorý sa rieši napríklad izotopickou zámenou. 

(Carey, 1982)  

Ďalšou výhodou je, že vo všeobecnosti je Ramanova spektroskopia neinvazívnou 

technikou. Nie je potrebné používať žiadne spinové značky alebo fluorescenčné 

sondy, ktoré menia prostredie molekuly, čo môže viesť k nechcenej interakcii so 

skúmanou molekulou. (Levin, 1984)  

Pri meraní stačí malé množstvo študovaného materiálu, keďže Ramanove spektrum 

je zozbierané z oblasti, do ktorej je fokusovaný laserový zväzok. Čo sa týka 

samotných skúmaných molekúl, je možné merať kvapaliny, roztoky, povrchy, 

vlákna, pevné látky, prakticky čokoľvek a bez špeciálnej prípravy vzoriek. 

(Carey, 1982) 

Metóda je okamžitá a zachytáva tak aktuálny stav vzorky v čase merania, na rozdiel 

napríklad od NMR, kde dochádza k relaxačným procesom, ktoré menia tvary 

spektrálnych čiar. (Carey, 1982) 

Dôležitou vlastnosťou Ramanovej spektroskopie, respektíve nameraného spektra 

študovanej látky čí molekuly je, že nám o nej ponúka jedinečnú informáciu v podobe 

tzv. „odtlačku prsta“. 

B) Nevýhody 

Ramanova srektroskopia má ale aj svoje nevýhody. Jednou z nich je obmedzenie na 

výkon lasera, príliš vysoký fotónový prúd by totiž mohol spôsobiť nechcené 

fotochemické efekty a prípadné zničenie vzorky. (Carey, 1982) 
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Pravdepodobnosť neelastického rozptylu je malá a asi len jeden z 106 fotónov sa 

rozptýly neelasticky, preto sú intenzity spektrálnych pásov v porovnaní 

s Rayleighovym rozptylom veľmi malé. Navyše, nameraný signál môže byť 

v Stokesovej časti spektra prekrytý aj fluorescenciou samotnej vzorky.  

Pre merateľný Ramanov signál sú potrebné vyššie koncentrácie (0,1 − 0,001 M), 

ktoré sú pre biochemické vzorky niekedy ťažko dosiahnuteľné. (Carey, 1982) 

 

1.4. Vibračné stupne voľnosti 

Molekulu si môžeme predstaviť ako súbor atómov spojených elastickými 

väzbami. Výsledkom je vibračný pohyb, pre ktorý je charakteristická zmena tvaru 

molekuly bez zmeny polohy ťažiska či rotácie. Na základe toho, že hmotnosť atómu 

je sústredená do atómového jadra, je dynamika samotnej molekuly popisovaná 

pomocou vzájomného pohybu jednotlivých jadier. Výsledné relatívne pohyby 

atómov v molekule sú superpozíciou normálnych vibrácií (normálnych módov), pri 

ktorých všetky atómy vibrujú  s rovnakou fázou a normálnou frekvenciou, pričom ich 

amplitúdy sú dané normálnymi súradnicami. Počet týchto základných normálnych 

vibrácií je daný počtom atómov v molekule. Pre 𝑛 atómov má molekula celkovo 3𝑛 

stupňov voľnosti, z toho 3 reprezentujú translačný pohyb a 3 rotačný pohyb 

molekuly (2 pre lineárnu molekulu). Pre vibračný pohyb teda ostáva 3𝑛 − 6 

respektíve 3𝑛 − 5 vibračných stupňov voľnosti, čo je zároveň počet normálnych 

vibrácií molekuly. (Schrader, 1995)  

Bolo spomenuté, že infračervená a Ramanova spektroskopia sú 

komplementárne techniky pri štúdiu látok z hľadiska ich vibračného pohybu, 

respektíve vibračných energetických stavov. Na základe druhu vibrácii, ktoré súvisia 

so symetriou danej molekuly môžu byť niektoré vibračné prechody aktívne alebo 

zakázané v infračervenom či Ramanovom spektre. Ďalšie aspekty, ktoré ovplyvňujú 

tvar výsledných vibračných spektier sú hmotnosti vibrujúcich atómov, sila chemickej 

väzby medzi atómami, či geometrické usporiadanie atómov v molekule. Dôležitým 

faktorom pri analýze vibračných spektier je prítomnosť spektrálnych pásov, ktoré 

prislúchajú ku charakteristickým vibráciám molekuly. Sú to vibračné pohyby 

charakteristické pre určité skupiny atómov v molekulách. (Schrader, 1995) 
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Medzi základné dve vibrácie v molekulách patria pohyby, kde sa mení dĺžka 

väzieb, alebo uhol medzi väzbami. Pri zmene dĺžky sa jedná o valenčné (stretching) 

vibrácie a pri zmene uhlu ide buď o deformačné (bending) alebo torzné (torsional) 

vibrácie (Obr. 1.4.1). Pri deformácii ide o zmenu uhlu medzi susednými chemickými 

väzbami, kdežto pri torzii sa jedná o zmenu dihedrálneho uhlu. Práve valenčné 

vibrácie bývajú o dva až tri rády väčšie ako deformačné.  

 

 

Obr. 1.4.1.: Základné druhy vibrácií: a) symetrická valenčná, b) antisymetrická 

valenčná, c) rovinná deformačná, d) mimorovinná deformačná, e) torzná. 

 

Ak potrebujeme interpretovať Ramanove spektrum zložitejšej molekuly, 

môžeme si pomôcť tým, že budeme analyzovať polohu spektrálnych pásov pre určité 

skupiny atómov v danej molekule, ktorých vibračný pohyb v molekule dominuje a 

má charakteristickú vibračnú frekvenciu. Napríklad pre molekuly, ktoré obsahujú C 

𝛼 

𝛾 

𝛽 
a) 

b) 

c) 

d) 

e) 
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– H väzbu, pozorujeme rôzne Ramanove posuny1 podľa charakteru ďalších väzieb 

daného uhlíka (Obr. 1.4.2.). Prítomnosť charakteristických vibračných spektrálnych 

pásov nám môže pomôcť pri analýze spektier neznámej molekuly a podať nám 

informáciu o tom, aké funkčné skupiny študovaná molekula obsahuje. 

Obr. 1.4.2.: Ramanov posun pre rôzne skupiny obsahujúce C – H väzbu. 

Tento koncept je aplikovateľný, ak sa daná funkčná skupina v molekule správa ako 

„nezávislý oscilátor“, takže jej pohyb je v tom prípade daný hlavne jedným 

normálnym módom s vysokou amplitúdou pre jednotlivé atómy v skúmanej funkčnej 

skupine a je relatívne nezávislý od zvyšku molekuly. Príkladom týchto skupín sú      

S – H, C – H, O – H či N – H, kde dôvodom je malá hmotnosť vodíka oproti ďalším 

jadrám. Vodík tak vibruje s veľkou amplitúdou a môžeme si predstaviť, ako keby sa 

pohyboval oproti nekonečne veľkej hmote a jeho vibračná frekvencia tak v dobrom 

priblížení závisí len na sile väzby k ďalšiemu atómu. Tento koncept je ale 

aproximácia a musíme vedieť, kedy je správne ho použiť, a kedy už nie. Metóda 

zlyháva v prípade ak dochádza k vibračnému spriahnutiu (vibrational coupling). 

Dôsledkom je, že funkčná skupina nevibruje nezávisle od molekuly a nespráva sa 

ako nezávislý oscilátor. (Carey, 1982) 

 

 

                                                 
1 V Ramanových spektrách sa na určenie polohy spektrálnych pásov používa 

frekvenčný posun (Ramanov posun) od Rayleighova elastického rozptylu (frekvencie 

dopadajúceho monohromatického žiarenia) v jednotkách vlnočtu [
1

𝜆
] = cm-1. Vlnová 

dĺžka 𝜆 je s frekvenciou žiarenia spojená cez vzťah 𝜈 =
𝑐

𝜆
, kde 𝑐 je rýchlosť svetla.  

 

3300 cm-1 

3020 cm-1 

2960 cm-1 
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2. DCDR (Drop Coating Deposition Raman) 
 

Ramanova spektroskopia je účinný nástroj na študovanie štruktúry a funkcie 

rôznych biomolekúl i biologicky významných molekúl. Často ale naráža na problém, 

že koncentrácie vzoriek sú príliš malé a Ramanov signál študovaných látok je 

následne veľmi nízky. Na zlepšenie žiadaného signálu boli vyvinuté rôzne špeciálne 

techniky založené na rôznych fyzikálnych princípoch ako rezonančná Ramanova 

spektroskopia (RRS), stimulovaný Ramanov rozptyl, koherentná anti-Stokesova 

Ramanova spektroskopia (CARS), hyper-Ramanova spektroskopia, či povrchom 

zosílený Ramanov rozptyl (SERS). Ďalšou zaujímavou technikou na študovanie 

molekúl v malých koncentráciách sa stala Ramanova spektroskopia kvapkovo 

nanášaných povlakov (DCDR – Drop Coating Raman Deposition), ktorá sa začala 

naplno rozvíjať až začiatkom 21. storočia. Jej princíp spočíva v zasychaní kvapiek 

roztoku alebo suspenzie študovanej látky na hydrofóbnom povrchu pričom dochádza 

k prirodzenému zakoncentrovaniu študovanej látky do tvaru prstenca odkiaľ je 

následne získané Ramanove spektrum.  

 

2.1. Zasychanie kvapiek 

 

2.1.1. Efekt kávovej kvapky 

 
Jedná sa o bežný, i keď možno dlho prehliadaný jav, ktorý má po fyzikálnej 

stránke stále čo priniesť. Zasychanie kvapiek je dej z bežného života, ktorý bol 

komplexnejšie popísaný až v roku 1997 (Deegan, 1997). Vytvorená fyzikálna teória 

vysvetľuje, prečo po zaschnutí kávovej kvapky na pevnom povrchu pozorujeme 

krúžok namiesto plných koliesok, ktoré by sme mohli prirodzene očakávať 

na základe predpokladu, že zrniečka kávy boli na začiatku v kvapke rozptýlené 

rovnomerne. Na prvý pohľad trochu nevinný jav, ktorý ale ovplyvňuje viaceré 

oblasti, kde dochádza k nanášaniu kvapiek malých objemov a tieto po vyschnutí nie 

sú dokonale homogénne. Jedná sa napríklad o tlač v bublinkovej tlačiarni, kde sa text 
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i fotografie tvoria z malých kvapiek farebného pigmentu, ďalej o techniky 

v biochémii, kde sa jedná o nanášanie biologického materiálu.  

Bolo ukázané, že „kávový krúžok“ sa formuje pre široké spektrum substrátov, 

rozpustených látok a rozpúšťadiel v prípade, že sú splnené nasledujúce podmienky 

(Deegan, 1997):  

1. Kontaktný uhol 𝜃𝐶  kvapky (Obr. 2.1.1.) študovaného roztoku s povrchom, 

na ktorom sa nachádza, musí byť nenulový.  

2. Kontaktná línia kvapky s povrchom ostáva stála. 

3. Rozpúšťadlo sa odparuje.  

Na samotný pohyb častíc v roztoku pôsobia aj ďalšie javy, ako gradienty 

povrchového napätia, difúzia častíc v roztoku či elektrostatické a gravitačné sily. Ich 

vplyv je ale väčšinou zanedbateľný. Tvorba kávového krúžku je totiž daná 

geometrickými obmedzeniami, konkrétne voľným povrchom kvapky, ktorý počas 

vyparovania udržuje stály polomer, čím vzniká stále prúdenie kvapaliny smerom 

k okraju kvapky a kompenzovanie strát z vyparovania. 

 

Obr. 2.1.1.: Definícia kontaktného uhlu 𝜃𝐶  pre kvapku deponovaného roztoku alebo 

suspenzie. 

 

Predstavme si, že kvapka s polomerom 𝑅 na pevnom povrchu schne 

s vyparovacím tokom 𝐽(𝑟), čím sa znižuje jej výška ℎ(𝑟) v každom bode 𝑟 (Obr. 

2.1.2c) . Ak by počas vyparovania v kvapke nedochádzalo k žiadnemu prúdeniu, 

viedlo by to k zníženiu výšky kvapky v každom bode, čoho dôsledkom by bolo 

zmenšovanie polomeru kvapky (Obr. 2.1.2.a). Pri zachovávaní polomeru kvapky 

teda musí dochádzať k prúdeniu smerom von, čím sa doplňuje kvapalina na okrajoch 

kvapky (Obr. 2.1.1.b). Schnúca kvapka si vzhľadom na povrchové napätie ale stále 

udržuje sférický tvar. Pri malých časových intervaloch ∆𝑡 sa tak z každého bodu 𝑟 
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odparí mala vrstvička kvapaliny, ktorá sa smerom k okraju kvapky, kde je väčší 

vyparovací tok 𝐽(𝑟), zmenšuje (Obr. 2.1.1.c). Rýchlosť prúdenia 𝑣(𝑟), ktorou sú 

unášané častice v kvapke je daná vyparovacím tokom 𝐽(𝑟), ktorý závisí len na tvare 

kvapky.  

Popis samotného vysychania môžeme popísať v analógii s elektrostatikou. 

Elektrostatický potenciál je reprezentovaný koncentračným profilom vodných pár 

𝜎(𝑟) a kvapka predstavuje vodič s konštatným potenciálom. Počas vyparovania sa 

molekuly kvapaliny medzi hladinou a priľahlým vzduchom veľmi rýchlo vymieňajú, 

čím dochádza k saturácii vodnými parami. V nekonečne k tejto saturácii nedochádza, 

preto nastáva difúzia, pričom 𝜎(𝑟) sa riadi rovnicou (Deegan, 1997): 

 

 ∇2𝜎 = 0 (2.1.1) 

 

Vyparovací tok z povrchu kvapky je potom úmerný gradientu koncentrácie 

(Deegan, 1997): 

 

 𝐽(𝑟) = −𝐷∇𝜎 (2.1.2) 

 

Kde 𝐷 predstavuje difúzny koeficient vodných pár vo vzduchu. Povrch, na ktorom je 

kvapka, považujeme za rovinu symetrie. Rovnica (2.1.2) tak vedie k divergentnému 

riešeniu pre tok 𝐽(𝑟) a k divergentnej rýchlosti prúdenia 𝑣 (Deegan, 1997). 

Divergujúca rýchlosť ďalej implikuje divergentný prenos hmoty v ľubovoľnom bode 

𝑟. Pre všetky body 𝑟 > 0 tak platí, že dochádza k prenosu materiálu na obvod 

kvapky ešte pred jej vyschnutím, čoho dôsledkom je pozorovaný prstenec 

z rozpustenej látky. Tento teoretický model sa podarilo aj úspešne experimentálne 

potvrdiť (Deegan, 1997). 
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Obr. 2.1.2: Vysychanie kvapky. a) Bez prúdenia – zmešenie polomeru kvapky. 

b) S prúdením – stály polomer kvapky. c) Popis kvapky. (Deegan, 1997). 

 

2.1.2.  Marangoniho efekt 

Po objasnení tvorby kávového krúžku sa postupne začali objavovať prípady, 

kedy k jeho vzniku nedochádzalo, aj keď by sa to podľa vyššie zmienenej teórie 

očakávalo (napr. Larmour, 2009). Ukázalo sa, že schnutie kvapky prebieha v dvoch 

fázach, kedy sa najprv zmenšuje kontaktný uhol 𝜃𝑐 kvapky až do hodnoty, kedy sa už 

neudrží kontaktný priemer kvapky na povrchu a začne sa zmenšovať. (Hu a Larson, 

2002) Pri schnutí kvapky na superhydrofóbnom povrchu (𝜃𝑐 > 150°) sa dokonca 

ukázalo, že kávový krúžok sa nevytvára a hmota sa po zachnutí zakoncentruje do 

stredu odparenej kvapky (Larmour, 2009). Hlavným problém je ale Marangoniho 

efekt, teda tok kvapaliny blízko povrchu kvapky smerujúci dovnútra (Obr. 2.1.3.). 

Tento jav je dôsledkom latentného vyparovacieho tepla, kedy počas schnutia kvapky 

dochádza k nerovnomernému ochladzovaniu jej povrchu. Teplota na vrchole kvapky 

je najnižšia, tým pádom je tam vyššie povrchové napätie ako na okrajoch. 

Dôsledkom je spätná cirkulácia a následné zakoncentrovanie hmoty v strede kvapky. 

Marangoniho efekt je ale pri schnutí vodnej kvapky veľmi slabý a spätná cirkuácia sa 

neprejaví. Jav je pri vode dokonca slabší ako teoretická predpoveď, čo je dôsledkom 

b) 

c) a) 
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kontaminácie povrchu kvapky povrchovo aktívnymi látkami. (Hu a Larson, 2006) 

Problém nastáva v prípade, že Marangoniho efekt nie je dostatočne slabý ani silný a 

dochádza k voľnému rozptýleniu materiálu a nie k zakoncentrovaniu či už v podobe 

prstenca alebo krúžku v strede odparenej kvapky.  

 

Obr. 2.1.3 Znázorenie prúdenia kvapaliny pri zasychaní kvapky pri Marangoniho 

efekte (Hu a Larson, 2006). 

 

2.2. Princíp a význam DCDR 

Intenzita Ramanovho signálu je všeobecne nízka, kedy sa z milióna fotónov 

neelasticky rozptýli približne jeden. Na zosilnenie zozbieraného signálu sa ako jedna 

z techník vyvinula metóda DCDR, ktorá využíva zakoncentrovanie študovanej látky 

v roztoku či suspenzii pomocou odparenia rozpúšťadla na základe efektu kávovej 

kvapky (Kap. 2.1.1.). Pri získavaní Ramanovho spektra zo vzniknutého prstenca 

dochádza k interakcii laserového zväzku s väčším počtom molekúl a výsledný signál 

je vyšší. Už prvé merania touto metódou ukázali, že je možné reprodukovateľne 

získať spektrum biomolekuly s východzou koncentráciou len 1 μM, čo je asi o tri 

rády nižšie ako v objeme pomocou klasickej Ramanovej spektroskopie (Zhang, 

2003). 

Metóda k samotnému meraniu vyžaduje spektrometer spojený 

s mikroskopom, mikrospektrometer, pretože šírka vzniknutých prstencov má 

zvyčajne len niekoľko desiatok mikrometrov. Táto šírka sa samozrejme mení 

s objemom a s koncentráciou pôvodného roztoku. Snahou je získať dostatočne 

intenzívne spektrum aj z veľmi nízkych koncentrácií, kde je tendencia k zužovaniu 

prstenca. Technika DCDR je špeciálnym prípadom Ramanovej mikroskopie, ktorá sa 

sama spočiatku nezdala veľmi perspektívnou. Dôvodom bolo, že Ramanov signál je 
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úmerný počtu excitovaných molekúl, čím by sa pri zmenšení objemu excitovanej 

vzorky mal signál ešte viac zoslabiť. Táto strata signálu však môže byť pri používaní 

laserov vykompenzovaná dobrou fokusáciou až na 1 μm, efektívnym zberom signálu 

objektívom či spojením malého excitovaného objemu s malou vstupnou štrbinou 

monochromátoru (Delhaye a Migeon, 1966). Prvý komerčný Ramanov mikroskop 

MOLE bol dostupný v roku 1974 (Adar, 2007).  

2.2.1. Substráty  

Dôležitou súčasťou DCDR spektrokopie je použitie adekvátnej podložky, 

substrátu.  

Ideálny substrát pre túto metódu by mal mať niekoľko vlastností (Zhang, 2003): 

 nízka optická absorbcia 

 vysoká optická odrazivosť 

 slabý Ramanov signál v oblasti signálu skúmaných látok 

 hydrofobicita 

Asi najlepšie výsledky boli doteraz dosiahnuté s komerčným povrchom SpectRIMTM 

od Tienta Sciences vytvoreným leštenou oceľovou doštičkou s približne 50 nm 

hrubou transparentnou naparenou vrstvou teflónu s kontaktným uhlom 122° 

(Zhang, 2003; Kopecký, 2006; Kočišová, 2011; Kočišová, 2015; Kočišová, 2017). 

Priehľadnosť naparenej vrstvy spôsobuje, že oceľový povrch s vysokou odrazivosťou 

funguje ako zrkadlo. Vzorkou rozptýlené fotóny do doštičky sú tak účinne odrazené 

smerom do objektívu, čoho dôsledkom je zvýšenie Ramanovho signálu. Vďaka 

tenkému pokrytiu teflonovou vrstvou je Ramanov signal z povrchu zanedbateľný. 

Jeho ďalšou zaujímavou vlastnosťou je, že umožňuje segregáciu študovanej vzorky 

od zložiek pufru a fluorescenčných nečistôt (Zhang, 2004). Tento substrát je však už 

v súčasnej dobe nedostupný, bol nahradený substrátom µ-RIMTM od spoločnosti 

BioTools. 

Medzi ďalšie použiteľné substráty patrí rada nekomerčných povrchov. Dobré 

výsledky boli získané napríklad z viacerých vyleštených kovových substrátov (oceľ, 

hliník, kremík, zlato), kde k lepšiemu signálu prispieva ich dobrá reflektivita 

(Zhang, 2003; Mrozek, 2004; Hu, 2014; Kočišová, 2017). Rôzne silanizované sklá 

poskytujú výhody laboratórne nenáročnej a finančne dostupnej prípravy 

s kontaktným uhlom v rozsahu 90 − 120°. Oproti vylešteným kovovým povrchom 
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ale vykazujú nižšiu intenzitu signálu, čo pripisujeme ich horšej odrazivosti 

(Abdolahzadeh, 2013; Shahidzadeh, 2015; Kočišová, 2017). Ďalšie substráty 

s dobrými vlastnosťami sa ukázali zlatom pokryté sklenené doštičky modifikované 

thiolom. Ramanove spektrá pre suspenziu lipozómov z tohto povrchu vykazovali 

dokonca vyššiu intenzitu ako z komerčného substrátu SpectRIMTM (Kočišová, 2016). 

Na štúdium proteínov bola ako substrát úspešne použitá leštená doštička CaF2 

s kontaktným uhlom 89°. Tento povrch má síce výrazný Ramanov signál pre 

Ramanov posun 320 cm-1, ktorý môže skresľovať spektrálne pásy skúmanej vzorky 

v tejto oblasti zvlášť u proteínov, ale jeho výhodou je relatívne dobrá dostupnosť 

(Filik a Stone, 2007; Filik a Stone, 2008; Filik a Stone, 2009). Jedným z ľahko 

dostupných hydrofóbnych povrchov môže byť aj polytetrafluoroetylenová páska. Po 

jej natiahnutí na kovový povrch bol dosiahnutý kontaktný uhol až 120°. Samotná 

páska je dostatočne tenká a má nízky Ramanov signál, ktorý sa v prípade potreby dá 

dobre odčítať (Smith a Arnolds, 2018). K používaným substrátom patrí i krycie 

sklíčko z kremenného skla (Halvorson a Vikesland, 2011; Halvorson, 2011). 

K novým typom substrátov patria povrchy s nanočasticami, ktoré boli 

skúmané v tejto práci. Boli to leštené kovové povrchy s nanesenými nanočasticami 

medi a striebra pripravené na Katedre makromolekulárnej fyziky MFF UK. Boli 

vytvorené s cieľom dosiahnutia vyššej hydrofobicity a tým výraznejšieho 

zakoncentrovania študovaných vzoriek (Kap. 5.1.). 

2.2.2. Využitie 

Medzi prvé vzorky, ktoré boli skúmané metódou DCDR patrili roztoky 

proteínov, kde sa pre lysozým podarilo ukázať zlepšenie Ramanovej detekčnej 

citlivosti až o 3 rády (Zhang, 2003). Odvtedy sa študovaniu aminokyselín, proteínov 

a ich zmesí touto metódou začalo venovať viacero vedeckých skupín (Zhang, 2004; 

Kopecký a Baumruk, 2006; Filik and Stone, 2007; Pazderka and Kopecký, 2017). 

Úspešne sa podarilo rozlíšiť ľudskú, hovädziu a bravčovú variantu inzulínu, ktoré sa 

líšia len o 1 až 3 aminokyseliny (Ortiz, 2004). Ďalšie práce boli zamerané 

na detekovateľné spektrálne zmeny indukované fosforyláciou peptidu (Xie, 2004), 

prípadne pH-závislou fosfátovou protonáciou (Xie, 2005), či určenie množstva 

naviazaného ligandu (Xie, 2008). Osobitnú skupinu študovaných proteínov tvoria 

hémové proteíny, kde sa metóda použila k detekcii glykovaného hemoglobínu 
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(Barman, 2012). Bola vypracovaná i štúdia detekcie glykovaného albumínu, ktorý je 

dôležitým parametrom pri sledovaní glykemickej histórie u pacientov s ochorením 

diabetes (Dingari, 2012). Pre porfyriny bolo na komerčnom povrchu SpectRIMTM 

demonštrované, že použitím DCDR spektroskopie sa Ramanova detekčná citlivosť 

zlepšila až o 5 rádov (Kočišová, 2014). Samostatnú skupinu skúmaných molekúl 

tvoria lipidy, ktoré sú zaujímavé ako hlavné štruktúrne komponenty biologických 

membrán (Kočišová 2011; Kočišová, 2012; Kočišová, 2013; Šimáková, 2013). Ďalej 

bola študovaná interakcia kationického medeného porfyrínu so systémom lipozómov, 

kde sa ukázalo, že distribúcia porfyrínu v komplexe nie je homogénna. Potvrdila sa 

interakcia porfyrínu s hlavičkou lipidu ako aj narušenie usporiadanosti štruktúry 

lipidových reťazcov (Kočišová, 2015). 

Ďalšie molekuly, ktoré boli študované pomocou DCDR spektroskopie sú 

oligosacharidy (Mrozek, 2004), kyselina hyalurónová (Esmonde-White, 2008), či 

nukleové kyseliny (Pagba, 2011).  

Čo sa týka aplikovaného využitia metódy DCDR mimo základný výskum, 

svoje miesto našla i v oblasti environmentálneho výskumu a medicínskej 

diagnostiky. Ukázala svoju silu pri identifikácii zloženia zmesi variant mikrocystinu, 

toxického heptapeptidu, produkovaného sinicami. Bola analyzovaná 

a kvantifikovaná vzorka obsahujúca mikrocystin-LR v množstve 2 ng (Halvorson 

and Vikesland, 2011; Halvorson, 2011). V medicínskej diagnostike smeruje 

k analýze telových tekutín ako sú slzy, moč, mozgomiechový mok, atď., kde je 

koncentrácia biomolekúl na úrovni fyziologických hodnôt a teda príliš nízka 

pre použitie klasickej Ramanovej spektroskopie. Prvé medicínske aplikácie sa týkali 

študovania sĺz, kde sa pomocou DCDR spektroskopie podarilo odlíšiť a sledovať 

proteínovú a lipidovú zložku, analyzovať tak stav a kvalitu sĺz a v budúcnosti 

smerovať k diagnostike očných ochorení (Filik a Stone, 2008; Filik a Stone, 2009).  

Na záver je možné skonštatovať, že technika DCDR má v spojitosti 

so životným prostredím (monitorovanie rôznych škodlivín a nebezpečných látok) a 

zdravím človeka (diagnostika chorobných stavov a metabolických porúch) vysoký 

potenciál.  
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3. Lipozómy 

 
3.1. Lipidy a biologické membrány 

 
Lipidy patria medzi veľmi rôznorodé malé organické chemické zlúčeniny. Ich 

spoločnou charakteristikou je obmedzená rozpustnosť vo vode, podľa čoho ich 

môžeme rozdeliť na hydrolyzovateľné (obsahuje esterovú väzbu) a 

nehydrolyzovateľné (neobsahuje esterovú väzbu). Lipidy majú rozmanitý biologický 

význam napríklad ako kofaktory enzýmov, svetlo absorbujúce pigmenty, elektrónové 

prenášače či hormóny. Ich dôležitou funkciou v mnohých organizmoch je zdroj a 

zásoba energie vo forme tukov a olejov. V neposlednom rade tvoria hlavnú 

štruktúrnu zložku biologických membrán, a to zo širokej škály lipidov konkrétne 

fosfolipidy a steroly.  

Biologická membrána tvorí molekulárnu semipermeabilnú bariéru medzi 

dvoma prostrediami vo forme lipidovej dvojvrstvy (Obr. 3.2.3.b). Definuje hranice 

bunky, či rôznych jej organel. Štruktúrna rôznorodosť a komplexnosť membrán 

rozličného pôvodu ale znemožňuje ich univerzálny popis. Membrány netvoria len 

pasívnu hranicu medzi prostrediami, ale aktívne sa zapájajú do života bunky 

napríklad transportom esenciálnych živín do vnútra či vypúšťaním škodlivých látok 

z bunky von. (Nelson a Cox, 2013) Okrem lipidov obsahujú aj rôzne proteíny, ktoré 

prispievajú k ich špecifite a jedinečnosti. Samotné proteíny môžu byť k lipidovej 

dvojvrstve prichytené rôzne. Membrána obsahuje jednak transmembránové proteíny, 

ktoré sú preskupené cez celú jej šírku, integrálne proteíny, ktoré sú pevne vsadené 

do vnútra lipidovej dvojvrstvy, prípadne proteíny, ktoré sú prichytené len 

na povrchu. Takýto štruktúrny model biologických membrán bol predstavený 

spoločne Singerom a Nicolsonom v roku 1972 ako model tekutej mozaiky – fluid 

mosaic model  (Singer a Nicolson, 1972). 
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3.2. Lipozómy 

 
Hlavnou lipidovou zložkou membrán sú fosfolipidy, ktoré tvoria 40 – 90% 

hmotnosti väčšiny membrán okrem chloroplastov (Metzler, 2003). Tak ako všetky 

ostatné membránové lipidy sa fosfolipidy vyznačujú svojím amfifilným 

(amfipatickým) charakterom, čo znamená, že molekula má súčasne hydrofilné aj 

lipofilné (hydrofóbne) vlastnosti. Je to dané tým, že molekula obsahuje polárnu aj 

nepolárnu zložku (Obr. 3.2.1.). Nepolárnu, hydrofóbnu časť fosfolipidov tvoria 

acylové reťazce mastných kyselín, ktoré sú pomocou esterovej väzby napojené na 

polárnu hlavičku. Základ hydrofilnej hlavičky je u fosfolipidov tvorený buď 

polárnou časťou sfingosinu alebo glycerofosfátom (Obr. 3.2.2.).  

Obr. 3.2.1.: Schéma amfifilnej molekuly na príklade lipidu DPPC (1,2-dipalmitoyl-

sn-glycero-3-fosfocholín). 

 

 

  

  

Obr. 3.2.2.: Schéma fosfolipidov, červená farba označuje nepolárnu časť a modrá 

farba polárnu hlavičku, a) glycerofosfolipid, b) sfingosin. 

 

Polárna 

hlavička 
Nepolárny acylový koniec 

b) a) 
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Po zmiešaní membránových lipidov s vodou sa vytvárajú rôzne mikroskopické 

agregáty tak, že hydrofóbne časti jednotlivých molekúl sú natočené k sebe a 

v kontakte s vodou ostávajú hydrofilné hlavičky. Na základe podmienok, za ktorých 

jednotlivé agregáty vznikajú, a v závislosti od konkrétnych amfipatických lipidov 

pozorujeme vznik troch rôznych typov lipidových agregátov (Obr. 3.2.3): 

 

1. Micela – sférické štruktúry, ktoré obsahujú desiatky až tisícky amfifilných 

molekúl, ktoré majú usporiadané hydrofóbne časti smerom do vnútra odkiaľ 

je vytlačená voda. V kontakte s vodou teda zostávajú len hydrofilné hlavičky. 

Táto forma vzniká, ak je prierez polárnej hlavičky väčší ako acylové 

postranné reťazce. 

2. Dvojvrstva – vzniká z dvoch lipidových monovrstiev zformovaných do 

jednej dvojdimenzionálnej vrstvy, kde sú k sebe natočené hydrofóbne 

acylové reťazce a voda je vytlačená preč. Formácia je preferovaná ak je 

prierez polárnej hlavičky a acylových reťazcov podobný (prípad 

fosfolipidov). Tento agregát je ale nestabilný, pretože na jeho okrajoch 

ostávajú hydrofóbne reťazce stále v kontakte s vodou.  

3. Lipozóm – vezikula, ktorá vzniká z nestabilnej dvojvrstvy spontánnym 

zložením do sférického tvaru s dutinou vyplnennou vodou. Súvislý 

hydrofilný povrch z polárnych hlavičiek tak stabilizuje lipidovú dvojvsrtvu. 

Práve táto forma spontánne vytvorených agregátov je vhodná ako modelový 

membránový systém.  

Obr. 3.2.3: Lipidové agregáty: a) micela, b) lipidová dvojvrstva, c) unilamelárny 

lipozóm. 

a) 

b) 

c) 
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Objav lipozomov je pripisovaný A. D. Banghamovi z roku 1961 (Bangham, 

1964), ktorý je považovaný za „otca lipozómov“. Jednou z veľkých výhod týchto 

modelových membránových systémov je ich ľahká príprava (Kap. 5.2.3.) Na základe 

typu použitých lipidov a spôsobe prípravy môžeme pripraviť rôzne druhy lipozomov 

(Stillwell, 2013): 

 MLV – multilamelárne vezikuly (priemer 100 nm – 1 μm) 

 ULV – unilamelárne vezikuly  

 SUV – malé (small) unilamelárne vezikuly (20 − 50 nm) 

 LUV – veľké (large) unilamelárne vezikuly (50 − 500 nm) 

 GUV – obrovské (giant) unilamelárne vezikuly (> 500 nm) 
 

Lipozómy typu MLV obsahujú viaceré lipidové dvojvrstvy usporiadané tesne 

nad sebou, na rozdiel od ULV lipozómov, ktoré obsahujú len jednu dvojvrstvu 

(Obr. 3.2.3 – ULV, Obr. 3.2.4 - MLV) a v závisloti od veľkosti sa následne delia 

na vyššie zmienené SUV, LUV a GUV.  

Obr. 3.2.4: Schéma multilamelárneho lipozómu – MLV 
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3.3. Fázové prechody v agregátoch lipidov 

 
Acylové reťazce, ktoré tvoria hydrofóbnu časť biologických membrán a 

lipidových agregátov sa pri rôznych teplotách nachádzajú v rôzne usporiadanom 

stave. Pri postupnom zvyšovaní teploty dochádza k postupným zmenám konformácie 

uhľovodíkových reťazcov. V takom prípade hovoríme o termotropných fázových 

prechodoch definovaných teplotou fázového prechodu. Hlavný prechod pre daný 

lipid sa objavuje pri najvyššej teplote fázového prechodu 𝑇𝑚, ide o zmenu 

z usporiadanej gelovej fázy do neusporiadanej fázy tekutého kryštálu (New, 1990). 

Teplota 𝑇𝑚 sa pre rôzne lipidy líši, zvyšuje sa s dĺžkou acylových reťazcov, či s ich 

nasýtenosťou, no je ovplyvnená aj samotnou polárnou hlavičkou. Pri fázovom 

prechode dochádza k zmene trans-konformácie s rovnými a rovnobežnými 

acylovými reťazcami na gauche-konformáciu, kde je prítomné zakrivenie väzby    

C – C v reťazci (Obr. 3.3.1). Pri tejto konformačnej zmene pozorujeme rozvoľnenie 

membrány spojené s redukciou šírky a zväčšením vzdialenosti medzi lipidmi v oboch 

vrstvách membrány, čoho dôsledkom je aj zmena jej permeability (Levin, 1984).  

Študovanie fázových prechodov v agregátoch fosfolipidov je dôležité pre 

pochopenie interakcie medzi biologickými membránami a rôznymi liečivami a 

proteínmi vo všeobecnosti, ako aj pre trasnmembránovú difúziu a vezikulovú fúziu.  

 

Obr. 3.3.1: Hlavný fázový prechod lipidovej dvojsvrtvy spojený so zmenou 

konformácie z a) trans na b) gauche. 

 

3.4. Ramanova spektroskopia membrán 

 
Spomedzi rôznych fyzikálnych metód nám vibračná spektroskopia ponúka 

potenciálne účinný spôsob študovania konformačných, dynamických a funkčných 

vlastností modelových, či biologických membránových agregátov. Zmeny 

vo frekvencii, intenzite a šírke konkrétnych spektrálnych pásov sú extrémne citlivé 

na štruktúru, obmedzenie v usporiadaní a pohyblivosť polárnych hlavičiek a 

b) a) 



 28 

acylových reťazcov tvoriacich lipidovú dvojvrstvu. Konkrétne Ramanova 

spektroskopia je citlivejšia na reorganizáciu acylových reťazcov. V nameraných 

spektrách sa nachádza niekoľko spektrálnych intervalov, ktoré nám podávajú 

informáciu práve o konformácii hydrofóbnej časti skúmaných membrán. Na Obr. 

3.4.1 demonštrujeme Ramanove spektrum lipidu DPPC v celej jeho spektrálnej 

oblasti. Pás s posunom ~715 cm-1 patrí cholínovej hlavičke lipidu, pásy    

~1300 cm-1, 1442 cm-1, 1460 cm-1 odpovedajú rôznym deformačným vibráciám 

CH2 a CH3 skupín, pás 1735 cm-1 prislúcha valenčnej vibrácii C = O skupiny. Oblasť 

1050 − 1150 cm-1 patrí vibračným módom C – C kostry acylových reťazcov. 

V danom spektrálnom intervale sa nachádzajú spektrálne pásy, pomocou ktorých 

môžeme skúmať pomer trans/gauche konformácie. Valenčným vibračným módom 

C – H skupín v acylových reťazcov prislúcha oblasť 2800 − 3100 cm-1 (Levin, 

1984).  

 

 

Obr. 3.4.1: Ramanove spektrum lipidu DPPC získané metódou DCDR z 

komerčného subtrátu SpectRIMTM pre koncentráciu 0,25 mg/ml 
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3.4.1. Oblasť C – H valenčných vibračných módov 

(2800 –  3100 cm-1) 

 
Vieme, že membrány podliehajú termotropným fázovým prechodom, kde 

dochádza k zmene usporiadanosti acylových reťazcov v závislosti od zmeny teploty. 

Ramanov signál pre ich C – H valenčné vibračné módy sa v spektre nachádza 

v oblasti od 2800 –  3100 cm-1. Teplotne závislé Ramanove aj infračervené 

absorpčné spektrum vykazuje zmenu intezít, ale aj posun vo vlnočte pre niektoré 

spektrálne pásy. Príklad takejto zmeny pre konkrétny lipid môžeme vidieť 

na Obr. 3.4.2.1. Zmeny relatívnych pomerov intenzít v Ramanovom spektre pre 

spektrálne pásy ~2845, ~2880, ~2938 cm-1 môžu byť použité na rozlíšenie 

usporiadanej gelovej fázy od neusporiadanej fázy kvapalného kryštálu.  

 

Obr. 3.4.2.1: Ramanove spektrum lipidu diC(20)PC (teplota fázového 

prechodu 64,7°C) pre C – H valenčné vibrácie pre a) usporiadanú gelovú fázu - 51,4 

°C a b) fázu kvapalnéhoo kryštálu - 75,4 °C (Levin, 1984) 
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Čím sú pomery intenzít 𝐼2845 𝐼2880⁄  a 𝐼2938 𝐼2880⁄  nižšie, tým vyššie je 

konformačné usporiadanie acylových reťazcov študovaných lipidov. Pri zvyšovaní 

teploty dochádza k výraznému zníženiu itenzity a rozšíreniu spektrálneho pásu 

~2880 cm-1, čo je naviac spojené s jeho posunom k vyšším vlnočtom približne o 10 

– 12 cm-1 (Levin, 1984). Pás ~2845 cm-1 odpovedá metylénovým C – H 

symetrickým valenčným vibráciám, pás ~2880 cm-1 patrí metylénovým C – H 

antisymetrickým valenčným vibráciám acylových reťazcov pás ~2938 cm-1 

odpovedá C – H symetrickej vibrácii koncovej metylénovej skupiny v acylovom 

reťazci (Levin, 1984).  

 

4. Metódy spracovania spektier 

 
4.1. Faktorová analýza 

 
Faktorovú analýzu môžeme definovať ako štatistickú metódu, ktorá sa používa na 

spracovanie veľkého množstva dát. Multivariačná technika využíva redukciu matíc 

vytvorených z nameraných dát na najnižšiu možnú dimenziu, ktorá udáva počet 

faktorov popisujúcich riešený problém. V spracovaní sú dôležité matematické 

metódy, ktoré riešia vlastný problém matíc a hľadajú ich vlastné vektory a vlastné 

hodnoty. Existujú viacero postupov s ekvivalentými abstraktnými výsledkami. Medzi 

najpoužívanejší patrí metóda singulárneho rozkladu SVD (Singular Value 

Decomposition) vďaka numerickej stabilite a presnosti. 

Majme maticu dát 𝑨 s 𝑚 riadkami a 𝑛 stĺpcami (𝑚 × 𝑛), bez újmy na 

všeobecnosti môžeme predpokladať, že 𝑚 ≥ 𝑛. Metóda SVD spočíva v rozklade 

matice na súčin (Malinowski, 2002): 

 

 𝑨 = 𝑼𝑾𝑽𝑻 (4.1.1) 

 

Kde 𝑼 je ortogonálna matica typu 𝑚 × 𝑛, 𝑽 je ortogonálna matica typu 𝑛 × 𝑛 a 𝑾 je 

diagonálna matica 𝑛 × 𝑛 s nezápornými prvkami, ktoré sa nazývajú singulárne 

hodnoty, ktoré sú v matici usporiadané zostupne. 
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Ak máme nameranú sadu spektier, matica 𝑨 je tvorená 𝑛 spektrami s 𝑚 spektrálnymi 

bodmi. Pre prvky tejto matice podľa vzťahu 4.1.1 platí: 

 

 𝐴𝑘𝑙 = ∑ 𝑈𝑘𝑖𝑊𝑖𝑖𝑉𝑙𝑖
𝑛
𝒊=𝟏      𝑘 = 1, … , 𝑚, ; 𝑙 = 1, … , 𝑛 (4.1.1) 

 

Takýto rozklad vyjadruje, že 𝑙-té namerané spektrum je lineárnou kombináciou 𝑛 

subspektier, kde 𝑖-té subspektrum je 𝑖-tý stĺpec ortogonálnej matice 𝑼. Koeficienty 

lineárnej kombinácie sú dané prvakmi matice 𝑽 a prvky diagonálnej matice 𝑾 

vyjadrujú váhový faktor. Výstupom faktorovej analýzy sú jednak subspektrá, teda 

ortonormálne spektrálne komponenty, ďalej ich štatistické váhy (singulárne čísla) a 

normalizované koeficienty udávajúce relatívne zastúpenie subspektier v jednotlivých 

spektrách (stĺpce matice 𝑽). 

V prípade použitia faktorovej analýzy na sériu Ramanovych spektier, prvé 

subspektrum popisuje najdôležitejšie spoločné charakteristiky nameraných spektier 

a aproximuje experimentálnu sadu najlepším možným spôsobom (v zmysle metódy 

najmenších štvorcov). Ďalšie subspektrá charakterizujú rôzne spektrálne zmeny 

a obsahujú na sebe nezávislé informácie, čo je dané ich ortogonalitou. Čím väčší 

počet subspektier v sume 4.1.1 použijeme, tým lepšie si experimentálne dáta 

pomocou faktorovej analýzy aproximujeme. Pomocou všetkých subspektier môžeme 

namerané spektrá popísať presne, čím ale nedochádza k žiadanej redukcii. Každý 

člen sumy zo vzťahu 4.1.1 obsahuje nezávislú informáciu zo série nameraných 

experimentálnych dát s príslušnou váhou, ale od určitého subspektra sa jedná už len 

o šum. K žiadanej redukcii dát dochádza, ak sa v sume vo vzťahu 4.1.1 obmedzíme 

len na niekoľko prvých členov tak, aby sa tento súčet líšil s pôvodnou sumou len 

o experimentálnu chybu (ktorú v praxi ale väčšinou určiť nedokážeme), čím sa 

vylúčia malé spektrálne zmeny dané šumom. To, na koľko členov sa obmedzíme, 

nazývame faktorovou dimenziou analyzovaných dát. Faktorovú dimenziu určujeme 

často práve na základe veľkosti singulárnych hodnôt odpovedajúcich jednotlivým 

subspektrám. Aké zastúpenie majú jednotlivé subspektrá so svojou singulárnou 

hodnotu v nameraných spektrách nám udávajú koeficienty rozkladu 𝑉𝑙𝑖, z ktorých 

vieme určiť intenzitné zmeny v spektrách.  
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4.2  Metóda ortogonálnych diferencií 

 
Dôležitou úpravou nameraných spektier je odčítanie pozadia a eliminácia 

rôznych nežiaducich efektov, ako napríklad luminiscenčných pásov.  

Neupravené spektrum, s ktorým budeme pracovať je možné reprezentovať vektorom 

𝐴 s rozmerom daným počtom spektrálnych bodov. Ten môžeme následne rozložiť na 

súčet dvoch vektorov, kde jeden bude predstavovať časť spektra, ktorá nás zaujíma a 

druhý bude reprezentovať nežiaduci príspevok, respektíve nežiaduce pozadie 

v spektre.  

Na elimináciu spomínaných nežiaducich efektov je nutné definovať ortogonálnu 

diferenciu  spektra (𝐴)
𝑂𝐷

 voči ortonormálnej báze s prvkami 𝑂𝑟
⃗⃗⃗⃗⃗ , kde 𝑟 = 1, … 𝑠 : 

 

 (𝐴)
𝑂𝐷

= 𝐴 − ∑〈𝐴, 𝑂𝑟
⃗⃗⃗⃗⃗〉𝑂𝑟

⃗⃗⃗⃗⃗

𝑠

𝑟=1

 (4.2.1) 

  

Pričom vektor (𝐴)
𝑂𝐷

 môžeme znova rozložiť na súčet spektra a pozadia. 

K výslednej eliminácii dochádza, ak spektrum pozadia vieme vyjadriť lineárnou 

kombináciou ortonormálnej báze, preto je potrebné, aby sme odhadli, respektíve 

predpokladali istý spektrálny tvar nežiaduceho pozadia a našli vhodnú ortonormálnu 

bázu (Palacký, 2005). 
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Experimentálna časť
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5. Príprava vzoriek 

 
5.1. Použité substráty 

 
Všetky skúmané a použité substráty, ktorými sme v rámci tejto diplomovej 

práce zaoberali, boli vytvorené na Oddelení fyziky vrstiev a povrchov na Katedre 

makromolekulárnej fyziky (Matematicko-Fyzikálna fakulta Univerzity Karlovy 

v Prahe) pod vedením doc. Ondřeje Kyliána. 

Metóda DCDR potrebuje k optimálnemu zakoncentrovaniu študovanej 

suspenzie či roztoku hydrofóbny povrch (kontaktný uhol kvapky vody na substráte je 

väčší ako 90°). V poslednej dobe záujem o vodoodpudivé povrchy všeobecne rastie 

v súvislosti s ich širokým využitím napríklad v textilnom priemysle, 

v automobilovom priemysle, v kuchynských spotrebičoch, či medicíne. Na 

hydrofobicitu povrchu vplývajú dva parametre, a to jeho chemické zloženie a 

drsnosť. Z chemického hľadiska sa jedná o voľnú povrchovú energiu, ktorá musí byť 

v prípade hydrofóbnych povrchov nízka. Na základe tejto vlastnosti medzi 

najpoužívanejšie materiály patria fluorokarbóny. Bolo ale ukázané, že pre 

nadeponovaný hladký fluorokarbónový film kontaktný uhol nedosiahol vyššiu 

hodnotu ako 120° (Nishino, 1999). Pre ďalšie zlepšenie hydrofobicity je tak 

potrebná vyššia drsnosť povrchu, ktorú možno dosiahnuť pomocou pridaných 

nanočastíc na pôvodne hladký substrát. Na prípravu takýchto povrchov bolo 

postupne vyvinutých viacero metód (napr. Li, 2007). 

Plne vakuová technika, ktorou boli pripravované nami použité povrchy, zahŕňa 

dva kroky. V prvej časti je na vopred pripravený hladký substrát nanesený film 

nanočastíc pomocou plynového agregačného zdroja. Tento typ zdroja nanočastíc, 

ktorý bol prvýkrát predstavený na začiatku deväťdesiatych rokov minulého storočia 

(Haberland, 1991; Haberland, 1992), je založený na odprašovaní kovového terča (Ag 

a Cu v našom prípade) pomocou planárneho magnetronu pri vyšších tlakoch. Po 

dosiahnutí určitého limitného tlaku (typicky niekoľko desiatok Pa) dochádza 

k samovoľnej nukleácii odprašeného materiálu a k rastu nanočastíc vo vnútri vodou 

chladenej agregačnej komory. Vznikajúce nanočastice sú následne prúdom 

pracovného plynu transportované skrz úzku výstupnú štrbinu do vysokovakuovanej 

depozičnej komory, kde sú nanesené na substrát. V druhom kroku sú nanočastice 
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prekryté depozíciou plazmového polymeru pomocou konvenčného planárneho RF 

magnetronu (Kylián, 2014). Týmto spôsobom vznikne kompozitná 

nanoštrukturovaná vrstva. Metóda má rôzne výhody, ako napríklad nezávislosť na 

materiále základného súbstrátu (sklo, Si, polymerná fólia), vakuová príprava bez 

použitých chemikálií či relatívne rýchla depozícia (Petr, 2016). Mimo toho je možné 

pripravovať povrchy s nezávisle kontrolovaným chemickým zložením a nano-

drsnosťou. Zatiaľ čo chemická štruktúra povrchu pripravovaných povlakov je daná 

len vlastnosťami materiálu použitého pre prekryv nanočastíc, výsledná drsnosť môže 

byť do istej miery kontrolovaná množstvom nanesených nanočastíc, ale aj ich 

veľkosťou. Bolo ukázané, že na začiatku drsnosť povrchu prudko stúpa s počtom 

deponovaných nanočastíc. Akonáhle je ale substrát nanočasticami pokrytý úplne, 

závislosť drsnosti na nanesení ďalších častíc klesá (Kylián, 2012; Solař, 2012; 

Petr, 2016).  

V našej práci sme sa zamerali na skúmanie zakoncentrovania suspenzie 

lipozómov pri rôznej hydrofobicite substrátov a na štúdium lipozómov pri 

zakoncentrovaní pri rôznej teplote. Celkovo sme použili 5 nasledujúcich povrchov: 

 

A) Hladký povrch bez deponovaných nanočastíc 

 

 pPTFE  

Príprava pozostáva z priameho deponovania plazmového polymeru 

polytetrafluóretylénu (PTFE) na pôvodný substrát a vytvorenie hladkého 

fluorokarbónového filmu (40 nm) pomocou RF magnetronového naprašovania 

z teflónového terča v argonovej atmosfére (pracovný tlak 3 Pa, RF príkon 40 W, 

depozičná doba 4 min). Hydrofobicita povrchu je daná chemickými vlastnosťami 

tohoto filmu. Pôvodný substrát bol v tomto prípade tvorený vrstvami Si a Ag 

(Obr. 5.1.1). Strieborná kovová vrstva napomáha účinnejšiemu zberu Ramanovho 

signálu vďaka jej vysokej odrazivosti.  
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Obr. 5.1.1: Schéma hladkého povrchu bez nanočastíc pPTFE. 

 

B) Drsný povrch s nanočasticami (Nps – nanoparticles) 

 

 Gradient Cu 

Povrch, kde sú na pôvodný substrát (Si + Ag prekryté 20 nm hrubou vrstvou pPTFE) 

nanesené medené nanočastice (priemer 16 ± 5 nm, Obr. 5.1.2b) s gradientnou 

povrchovou koncentráciou (tlak v agregačnej komore 40 Pa, magnetronový prúd 

200 mA, gradientného charakteru bolo dosiahnuté pomocou pohyblivej masky 

umiestnenej nad substrátom, rýchlosť pohybu masky bola 2 cm/min), čoho 

dôsledkom je postupná zmena drsnosti a následne aj hydrofobicity. Na film 

nanočastíc bola v ďalšom kroku nadeponovaná polymerná 20 nm hrubá vrstva PTFE 

(Obr. 5.1.2a). Príklady AFM obrázkov získaných na rôznych miestach výsledného 

povlaku, ktoré odpovedajú pozícii, kde neboli prítomné Cu nanočastice a pozíciám, 

na ktorých boli nanášané Cu nanočastice po dobu 1 min a 4 min sú uvedené na 

Obr. 5.1.2c. 

 

 NpsCu2, NpsCu4 

Povrchy NpsCu2 a NpsCu4 (Obr. 5.1.2a) majú rovnakú štruktúru ako v prípade 

gradientných vzoriek (Si – Ag – pPTFE (20 nm) – CuNPs – pPTFE (20 nm)), ale bez 

gradientného charakteru. V tomto prípade bolo množstvo nanášaných Cu NPs 

priestorovo homogénne. Boli použité dva depozičné časy. V prvom prípade sa jedná 

o depozíciu nanočastíc trvajúcu 2 minúty a v druhom prípade 4 minúty. Dlhšia 

depozícia indikuje vyššiu drsnosť povrchu, čoho dôsledkom je vyššia hydrofobicita.  
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Obr. 5.1.2: a) Schéma nanodrsných povrchov s Cu nanočasticami. b) SEM obrázok 

Cu nanočastíc a distribúcia ich veľkosti. c) Príklady AFM obrázkov získaných na 

rôznych miestach gradientného povlaku spolu s hodnotami RMS drsnosti. 

 

 NpsAg5 

Posledný nami použitý povrch obsahoval namiesto medených nanočastíc nanočastice 

strieborné (priemer 20 ± 7nm, Obr. 5.1.3a), ktoré boli deponované po dobu 5 minút. 

Výsledná nanoštruktúra bola následne prekrytá polymernou vrstvou PTFE (20 nm) 

(Obr. 5.1.3b). Pôvodný substrát bol v tomto prípade tvorený len Si vrstvou.  

Obr. 5.1.3: Nanodrsný substrát s Ag nanočasticami. a) Schéma zloženia. b) SEM 

obrázok Ag nanočastíc. 
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5.2. Suspenzia lipozómov 

 

5.2.1 Použitý lipid  
 

Na štúdium zakoncentrovania suspenzie lipozómov na vyššie popísaných 

substrátoch sme použili lipid 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfocholín (DPPC – 

Obr. 5.1.1) od firmy Avanti Polar Lipids, Inc. (číslo produktu: 850355, 

MW=734,039 g/mol). Bolo ukázané, že pri zasychaní tejto suspenzie na oceľovú 

doštičku deponovanú teflónom vzniká „kávový krúžok“ (Kočišová, 2011; Šimáková, 

2013; Kočišová, 2017).  

Obr. 5.1.1: Štruktúrny vzorec molekuly lipidu DPPC. 

 

Acylový nepolárny koniec molekuly lipidu DPPC obsahuje dva zbytky 

kyseliny palmitovej, ktoré sú zložené zo 16 uhlíkov bez dvojnej väzby. Polárnu 

hlavičku cez esterové väzby tvoria glycerol, fosfát a cholín. Teplota fázového 

prechodu tohto lipidu je 41°C. 

 

5.2.2. Príprava suspenzie 
 

Naším cieľom bolo pripraviť suspenziu unilamelárnych lipozómov z lipidu 

DPPC podľa štandardného postupu (Stilwell, 2013; New, 1990). 

Prvým krokom bolo naváženie potrebného množstva práškového lipidu a jeho úplne 

rozpustenie v chloroforme v sklenenej banke. Následne sa pomocou stáleho prúdu 

plynného dusíka chloroform postupne odparoval, pričom sa na dne a stenách banky 

tvoril tenký biely lipidový film. Po kompletnom odparení bola do banky pridaná 

deionizovaná voda. Počas stáleho premiešavania sa lipid potupne hydratoval, čo 

zahrňuje spontánnu tvorbu multilamelárnych lipozomov. V banke prebiehalo 

oddeľovanie tenkého filmu od stien a postupné zakaľovanie vzorky, čo bolo 

dôsledkom vznikajúcej suspenzie lipozómov rôznej veľkosti. Sklenená banka bola 
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následne ponorená do vodného kúpeľa a pôsobením ultrazvuku došlo k úplnému 

oddeleniu bieleho filmu od skla. Pre kompletnú hydratáciu sme banku následne na 

jednu hodinu vložili do piecky zohriatej nad teplotu fázového prechodu lipidu DPPC 

(41°C), približne na 50 −  55°C.  

Na tvorbu unilamelárnych lipozómov definovanej veľkosti sme suspenziu 

pretlačili cez polykarbonátovú membránu pomocou extrudera LiposoFast-Basic od 

firmy Avestin, Inc. (Obr. 5.2.2.1). Prechod cez 100 nm póry použitej membrány sme 

aplikovali 35 krát, a to nad teplotou fázového prechodu.  

 

Obr. 5.2.2.1 Schéma použitého extruderu LiposoFast-Basic od firmy Avestin, Inc. 

(MacDonald 1991). 

 

Použité zariadenie na tvorbu unilamelárnych lipozómov je tvorené dvoma 

Hamiltonovými striekačkami, ktorými cez membránu umiestnenú medzi teflónovými 

valčekmi pretláčame východziu suspenziu. Suspenzia sa pomocou špeciálnej 

nylonovej sieťky umiestnenej z oboch strán membrány rozloží na celý jej povrch. Je 

potrebné na východziu suspenziu používať stále tú istú striekačku a výslednú 

homogenizovanú suspenziu odoberať z druhej striekačky, aby sme predišli 

nechcenému zamiešaniu multilamelárnych lipozómov, či akýchkoľvek agregátov, do 

výslednej suspenzie.  

Koncentrácia zásobnej pripravenej suspenzie unilamelárnych lipozómov bola 

1mg/ml (1,36 mM). Z tejto suspenzie sme následným riedením s deionizovanou 

nylonové sieťky (po oboch stranách 

membrány) 
membrána 

Hamiltonove striekačky 

teflónové valčeky 
kovový obal 
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vodou pripravili ďalšie tri koncentrácie, konkrétne 0,5 mg/ml (0,68 mM); 

0,25 mg/ml (0,34 mM) a 0,125 mg/ml (0,17 mM).   

 

6. Experimentálne usporiadanie 
 

6.1. Aparatúra na meranie Ramanovych spektier 

 
Na meranie Ramanovych spektier sme používali konfokálny Ramanov 

mikrospektrometer LabRam HR 800 od spoločnosti Horiba Jobin-Yvon. Tento 

integrovaný Ramanov systém HR 800 pracuje v usporiadaní na meranie spätného 

rozptylu (Obr. 6.1.1). 

Laserový zväzok do systému vstupuje cez irisovú clonu a pokračuje do 

interferenčného filtru. Ten je potrebný pre odstránenie vedľajších plazmových línií 

lasera, kde pre každú excitačnú spektrálnu čiaru je nutný samostatný interferenčný 

filter. Následne zväzok prechádza šedými filtrami, ktoré sa používajú na zníženie 

intenzity lasera, aby nedošlo k poškodeniu skúmanej vzorky. Ich použitie je riadené 

pomocou príslušného softwéru. Zväzok následne vchádza do ďalšej irisovej clony a 

pomocou šošovky je zaostrený do štrbiny tvoriacej priestorový filter. Táto štrbina 

určuje apertúru zväzku, ktorý vstupuje do mikroskopu a je zároveň používaná ako 

referencia pri ladení prístroja.  
Laserový zväzok ďalej dopadá na zrkadlo Z2 a je nasmerovaný k hranovému 

filtru. Je to filter tvorený naparenými vrstvami dielektrického materiálu, ktorý 

vytvára gradient indexu lomu. Po istú hodnotu vlnovej dĺžky žiarenie neprepúšťa 

a nad touto hodnotou skokovo prepúšťa všetky vlnové dĺžky. Zväzok následne 

prechádza šošovkou, ktorá zabezpečuje jeho rovnobežnosť a objektívom mikroskopu 

je zaostrený na vzorku. Odrazené a rozptýlené žiarenie (Rayleigh, Raman) je 

objektívom následne zozbierané a rovnakou cestou sa vracia späť k hranovému filtru. 

Tam časť zväzku s vlnovou dĺžkou použitého excitačného lasera prechádza späť 

k zrkadlu Z2. Neelasticky rozptýlené žiarenie, teda žiarenie s posunutou vlnovou 

dĺžkou, je prepustené ďalej (Obr. 6.1.1). 
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Obr. 6.1.1: Schéma použitého integrovaného Ramanovho systému HR 800. 

 

V optickej dráhe zväzku vystupujúceho z mikroskopu môžu byť naviac 

umiestenné dva deliče zväzku pre sledovanie vzorky kamerou. Jeden delič vedie 

biele svetlo z optického vlákna na vzorku a druhý zabezpečuje obraz vzorky do 

kamery.  

Prepustený Ramanovský zväzok je ďalej vedený cez zrkadlo Z3 ku 

konfokálnej štrbine, ktorá je v našom prípade nastaviteľná v rozmedzí 0 − 1000 μm. 

Pred túto štrbinu je v prípade potreby možné umiestniť polarizačné filtre. Zväzok 

pokračuje cez ďalšie šošovky a štrbiny k spektrografu. Ten obsahuje dve meniteľné 

optické mriežky (300 a 600 vrypov/mm), kde dochádza k difrakcii zväzku. Výsledné 

Zrkadlo 
Z1 

Zväzok laseru 

Smer k objektívu mikroskopu 

Ramanovský zväzok 

Zrkadlo Z2 

Štrbina 

Šedé 

filtre 

Konfokálna štrbina 
 

Smer k spektrometru 

Laser 

Zrkadlo 
Z3 

Interferenčný 

filter 

Irisová clona 

Šošovka 

Hranový filter 



 42 

žiarenie je zachytávané CCD detektorom (1024 × 256 pixelov) chladeným tekutým 

dusíkom na −129°C. Ohnisková vzdialnoesť spektrografu je 800 mm.  

 

6.1.1. Nastavenie aparatúry pri meraní 
 

Spektrá boli zaznamenané použitím štandardného Helium-Neonového lasera 

s vlnovou dĺžkou 632,82 nm. Výkon lasera na vzorke bol bez použitia šedých filtrov 

6,4 mW. Šírku konfokálnej clony sme pri meraniach mali nastavenú na hodnotu 

400 μm a priemer vstupnej clony bol 100 μm. Použitá mriežka v spektrografe mala 

300 vrypov na milimeter. Pri zhotovovaní obrázkov z kamery sme používali 

objektívy so zväčšením 5 ×, 50 × ULWD (ultra long working distance, objektív 

s predĺženou pracovnou vzdialenosťou) a na meranie spektier sme následne použili 

objektív so zväčšením 50 × ULWD. Spektrálna oblasť zberu dát bola             

2000 − 3700 cm-1. Všetky spektrá boli zozbierané s rovnakou akumuláciou         

1 × 60 s, teda 60 opakovaní po 1 sekunde. Použitie viacerých opakovaní vedie 

k potlačeniu šumu.  

 

6.2. Aparatúra na nanášanie a meranie kontaktných uhlov kvapiek 
 

Nanášanie kvapiek na všetky študované substráty sme uskutočňovali 

na Oddelení fyziky vrstiev a povrchov na Katedre makromolekulárnej fyziky 

(Matematicko-Fyzikálna fakulta Univerzity Karlovy v Prahe) pomocou prístroja ich 

vlastnej konštrukcie (schéma na Obr. 6.2.1a). Aparatúra je zložená z kamery 

s vysokým rozlíšením (Logitech Mic QuickCam S5500), stolíka na uloženie vzorky, 

osvetlenia tvoreného LED diodami, zrkadlom z lešteného kovu a zdrsneným 

plexisklom na dobrý rozptyl svetla dopadajúceho na kvapku. Na nanesenie suspenzie 

lipozómov na substrát položený na stolíku sme používali striekačku (Hamilton 

250 μL 1725 TLL) s ihlou s tupým hrotom. Striekačka bola v aparatúre vložená 

na pohyblivom držiaku pomocou ktorého sa zároveň aj ovládala. Pre kalibráciu 

aparatúry na určovanie objemu kvapky nanášanej na substrát platilo, že 1 px 

odpovedal 0,0146 mm. Objem nanesenej kvapky na substrát bol určený z jej 

priemeru ešte pred dosadnutím na povrch, keď bola v styku so striekačkou (tvar 

kvapky sme aproximovali guľou). Kým bola kvapka na ihle striekačky jej priemer sa 
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dal dobre regulovať, čím sme si pri všetkých meraniach mohli nastaviť stále rovnaký 

objem nanesenej kvapky 2,1 μl. Táto hodnota je ale orientačná. Chyby nastávali 

pri určovaní priemeru kvapky a tiež pri samotnom dosadnutí kvapky na substrát, 

kedy sa od ihly nemusela oddeliť úplne celá kvapka kvôli možnému vzlýnaniu 

kvapaliny po ihle. Istou mierou do výsledného objemu mohol zasahovať aj fakt, že 

v čase medzi nastavením požadovaného priemeru kvapky na ihle a jej následným 

dosadnutím na substrát dochádzalo k vyparovaniu rozpúšťadla z kvapky.  

Pri schnutí nanesenej kvapky na substrát sme pomocou programu Webcam 

frame capture (autorom je RNDr. Pavel Solař, Ph.D) zaznamenávali fotky kvapiek 

po dosadnutí na substrát. V programe smé následne mohli určiť aj dĺžku kontaktnej 

línie kvapky s povrchom. Na určovanie kontaktných uhlov kvapky so substrátom 

sme používali software Solarius Wettability, kde sme dosadnutú kvapku na fotke 

prekládali elipsou (chybu nameraného uhlu berieme ±3°).  

 

 

Obr. 6.2.1: Schéma aparatúry na meranie kontaktných uhlov kvapky na substráte, 

a) v základnom usporiadaní, b) s termoregulačnou jednotkou. 

 

 Pri meraniach, kde sme menili teplotu, pri ktorej kvapka zasychala, sme vyššie 

spomínanú aparatúru adaptovali pomocou termoregulačnej jednotky (Obr.6.2.1b), 

ktorej súčasťou bol vybrúsený medený termostabilizovaný blok. Teplota vzorky bola 

presne regulovaná PID regulátorom pomocou Peltierovho článku v rozsahu           

0 − 70°C a bola meraná s presnosťou na desatiny pomocou platinového odporového 

teplomera.  
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7. Výsledky merania 

 
7.1. Gradientný povrch – Gradient Cu 

 
Štúdium zakoncentrovania suspenzie lipozómov sme začali na substráte 

s gradientnou hydrofobicitou medených nanočastíc (povrchová koncentrácia 

nanočastíc) – Gradient Cu (Kap. 5.1.). Zaujímal nás výsledný tvar vyschnutej 

kvapky – „kávového krúžku“ – ako aj prípadná zmena intenzity Ramanovho signálu 

z prstencov v oblasti valenčných vibračných módov lipozómov (2800 – 3100 cm-1). 

Na substrát sme v smere gradientu nanočastíc nakvapkali sériu kvapiek 

suspenzie lipozomov DPPC s rovnakým objemom 2,1 μl pre štyri pripravené 

koncentrácie 1 mg/ml (1,36 mM), 0,5 mg/ml (0,68 mM), 0,25 mg/ml (0,34 mM) a 

0,125 mg/ml (0,17 mM). Po nanesení kvapiek na povrch sme po vyschnutí 

(približne 30 minút pri izbovej teplote) pozorovali vznik kávového krúžku pre všetky 

koncentrácie (Obr. 7.1.1).  

V závislosti od polohy kvapiek na gradientnom povrchu sme zaznamenali 

rozdielny kontaktný uhol, zmenu v priemere vyschnutého krúžku ako aj rozdiel 

v šírke samotného prstenca. Výsledkom rastúcej drsnosti substrátu v smere gradientu 

nanočastíc bol rast kontaktného uhlu dosadnutých kvapiek, a teda zvyšovanie 

hydrofobicity substrátu. Pre nami použité suspenzie lipozómov bola hodnota 

kontaktného uhlu kvapky na ich koncentrácii v rámci chyby nezávislá. Pre každú 

koncentráciu sme sa zamerali na tri kvapky s kontaktnými uhlami postupne ~114°, 

~130° a ~140°. Na Obr. 7.1.1 môžeme vidieť, že pri raste hydrofobicity, teda 

v smere gradientu nanočastíc sa vzniknutý kávový krúžok z nakvapnutej kvapky 

zmenšuje. Hodnoty priemerov týchto krúžkov či jednotlivé šírky prstencov sú 

zaznamenné v Tabuľke 1 (chybu týchto hodnôt berieme ~10%). Tieto veličiny sa 

na rozdiel od kontaktného uhlu menia aj s koncentráciou východzej suspenzie. 

So znižujúcou koncentráciou priemer vzniknutého krúžku a aj šírka jeho prstenca 

majú tendenciu klesať. Výnimkou sú vyschnuté kvapky s najmenším kontaktným 

uhlom ~114°, kedy vidíme, že aj pri nižších koncentráciách je šírka prstenca 

na podobnej úrovni ako pre najvyššiu koncentráciu, z čoho usudzujeme, že v tomto 

prípade dochádza k horšiemu zakoncentrovaniu východzej suspenzie. Môže to byť 

následkom práve nízkej hydrofobicity povrchu na danom mieste, čo vedie 
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k väčšiemu priemeru krúžku, čím sa istá časť materiálu pri schnutí nestihne dostať až 

na okraj a tvorí sa širší prstenec. Šírka prstencov sa mení aj v rámci jednej 

koncentrácie v súvislosti so zmenou kontaktného uhlu. Pri väčšej hydrofobicite 

(väčší kontaktný uhol) sa priemer krúžku zmenšuje a šírka jeho prstenca zväčšuje. 

Širší prstenec si môžeme vysvetliť tým, že pri menšom konečnom priemere krúžku 

dochádza pre danú koncentráciu k zakoncentrovaniu rovnakého množstva materiálu, 

čoho dôsledkom je práve prstenec širší. Pri nižšej hydrofobicite (kontaktný uhol 

~114°) a veľkom priemere výsledného kávového krúžku je ale tento jav potlačený 

práve nedostatočným zakoncentrovaním, a teda širokým prstencom aj pre nižšie 

koncentrácie, ako sme spomínali vyššie.  

Obr. 7.1.1: Vyschnuté kvapky na povrchu Gradient Cu v miestach s kontaktnými 

uhlami ~114°, ~130° a ~140° pre štyri rôzne koncentrácie suspenzie lipozómov 

DPPC (použitý objektív 5 ×). 
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Tabuľka 1 Parametre vzniknutých „kávových krúžkov“ (priemer krúžka a šírka 

prstenca) z kvapiek suspenzie lipozómov DPPC na povrchu Gradient Cu z troch 

polôh (tri kontaktné uhly) pre štyri koncentrácie 

Koncentrácia DPPC 

priemer krúžka (šírka prstenca) v μm 

kontaktný uhol 

~114° 

kontaktný uhol 

~130° 

kontaktný uhol 

~140° 

1 mg/ml 1630 (38) 1480 (45) 1380 (55) 

0,5 mg/ml 1550 (40) 1270 (22) 1170 (25) 

0,25 mg/ml 1530 (42) 1160 (18) 1090 (20) 

0,125 mg/ml 1520 (30) 1210 (15) 1100 (17) 

 

 

Z prstencov, ktoré vidíme na Obr. 7.1.1 sme zozbierali sady Ramanovych 

spektier (súbory dvojíc zahrňujúci vlnočet a odpovedajúcu intenzitu) po celom 

obvode „kávového krúžku“ s nastavením mikrospektrometru podľa Kap. 6.1.1. 

Pre ilustráciu celého Ramanovho spektra lipidu DPPC na Obr. 7.1.2 demonštrujeme 

sadu spektier z celej spektrálnej oblasti 400 − 3700 cm-1. V porovnaní so spektrom 

z Obr. 3.4.1. z Kap. 3.4. z  komerčného povrchu SpectRIMTM, vidíme naviac aj 

spektrálne pásy prislúchajúce kremíku, ktorý bol použitý ako základná vrstva pri 

výrobe substrátu. V nasledujúcom spracovaní sme sa zamerali na oblasť vyšších 

vlnočtov, ktorá je dominantnejšia a spektrálne odráža prípadné fázové prechody. 

Naviac v tejto oblasti nedochádza k nežiaducim prekryvom pásov skúmaného lipidu 

so spektrálnymi pásmi kremíka.  

 

Z nameraných dvanástich sád spektier (všetky v rovnakom spektrálnom 

rozsahu v oblasti vyšších vlnočtov) sme následne odčítali pozadie metódou 

ortogonálnych diferencií (Kap. 4.2.). Pre jednotlivé koncentrácie sme sady spektier 

(3 sady pre jednu koncentráciu – každá pre jeden kontaktný uhol) ďalej podrobili 

faktorovej analýze. 
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Obr. 7.1.2: Séria Ramanovych spektier lipidu DPPC získaná metódou DCDR 

zo suspenzie lipozómov s pôvodnou koncentráciou 0,125 mg/ml zo substrátu 

Gradient Cu z miesta s kontaktným uhlom 140°C. 

 

Z charakteru našich meraní sme očakávali, že faktorová dimenzia problému 

bude pre všetky koncentrácie jedna, čo nám potvrdilí výsledné singulárne hodnoty 

(váhové faktory) pre jednotlivé subspektrá (Obr. 7.1.3), ktoré sú usporiadané 

zostupne. Môžeme vidieť, že prvá singulárna hodnota prislúchajúca prvému 

subspektru je o 4 rády vyššia ako ostatné, ktoré už vykazujú miernu lineárnu 

závislosť. Vyjadrenie experimentálnych spektier len pomocou tohto prvého 

subspektra aproximuje celú pôvodnú nameranú spektrálnu sadu najlepším možným 

spôsobom (v zmysle metódy najmenších štvorcov). Tvar prvých subspektier pre naše 

namerané sady môžeme vidieť na Obr. 7.1.4. 

Pre každé subspektrum z faktorovej analýzy dostávame aj sadu koeficientov. 

Ide o hodnoty, ktoré udávajú akou mierou dané subspektrum prispieva k jednotlivým 

pôvodným spektrám. Tie boli v našom prípade tvorené troma sadami (po 16 

spektrách) z výsledných prstencov z kvapiek rovnakej východzej koncentrácie, ale 

z miest s rozdielnym pôvodným kontaktným uhlom kvapky (~114°, ~130° a 

~140°). 

 

Si 
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Obr. 7.1.3: Singulárne hodnoty všetkých subspektier pre jednotlivé koncentrácie 

východzej suspenzie lipozómov pre povrch Gradient Cu. 

 

 

Na Obr. 7.1.4 môžeme vidieť, že koeficienty pre jednotlivé spektrá majú 

tendenciu klesať pre každú koncentráciu práve v smere znižujúceho sa kontaktného 

uhlu pôvodnej kvapky. Tmavočervená farba na obrázku odpovedá sade spektier 

z kvapky s kontaktným uhlom ~140°, modrá farba odpovedá sade z kvapky 

s kontaktným uhlom ~130° a zelená farba prislúcha sade spektier z kvapky 

s najnižším kontaktným uhlom ~114°. Tento výsledok nám hovorí, že intenzita 

pôvodných spektier je v prípade prstencov vyschnutých kvapiek z miest s nižšou 

hydrofobicitou nižšia než z miest z vyššou hydrofobicitou. Vyššia drsnosť povrchu 

teda prispieva k lepšiemu výslednému zakoncentrovaniu pôvodnej suspenzie, čo 

vedie k vyššej intenzite Ramanovho signálu.  

 Očakávaný výsledok, že so snižujúcou koncentráciou pôvodnej suspenzie sa 

intenzita Ramanovho signálu znižuje sme demonštrovali pomocou spektier 

zozbieraných z prstencov vyschnutých z kvapiek s najvyšším kontaktným uhlom 

~140° pre každú zo štyroch pôvodných koncentrácií. Pomocou faktorovej analýzy 

zo štyroch sád spektier (1 sada pre jednu kvapku pre jednu koncentráciu) sme 

ukázali, že koeficienty pre prvé subspektrum klesajú so spektrami získanými 

z kvapiek s pôvodnou nižšou koncentráciou (Obr. 7.1.5). 
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Obr. 7.1.4: Prvé subspektrá (vľavo) a príslušné koeficienty (vpravo) pre pôvodné tri 

sady nameraných spektier pre kvapky s rôznym kontaktným uhlom pri štyroch 

koncentráciách. 
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Obr. 7.1.5: Prvé subspektrum (vľavo hore), singulárne hodnoty pre jednotlivé 

subspektrá (vpravo hore) a koeficienty pre prvé subspektrum (dole) zo sady 

nameraných spektrier pre štyri rôzne koncentrácie pre kontaktný uhol 140°. 

 

 

Použitie faktorovej analýzy na nami zozbierané sady Ramanovych spektier 

nám zároveň ukázalo, že nedochádza k spektrálnym zmenám, ktoré by boli 

výsledkom interakcie suspenzie s použitým subtrátom. Dimenzia faktorovej analýzy 

určená na základe veľkosti singulárnych hodnôt bola jedna a na prípadnú 

rekonštrukciu nameraných spektier už bez šumu by nám stačilo práve prvé 

subspektrum. Ak by nastávala interakcia s podložkou, konkrétne s použitými 

nanočasticami, tak by sa to odrazilo v spektrálnych zmenách zozbieraných 

Ramanovych spektier. Na základe gradientnej povahy substrátu by táto zmena mohla 

mať rastúci charakter v smere vyššieho kontaktného uhlu, a teda vyššej koncentrácie 

nanočastíc. Tieto zmeny by nám faktorová analýza ukázala vo vyšších subspektrách, 
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ktorých váha by bola daná stále dosť vysokou singulárnou hodnotou, k čomu ako 

sme videli na Obr. 7.1.3 nedochádza. Obmedzili sme sa preto práve len na prvé 

subspektrum.  

 

 

7.2. Povrch s medenými nanočasticami 

 
Na základe výsledkov z meraní na povrchu Gradient Cu sme sa ďalej sústredili 

na substráty s homogénnou definovanou drsnosťou na celom povrchu (popis 

v Kap. 5.1.): 

 

 pPTFE 

 NpsCu2 

 NpsCu4 

 

Na tieto podložky sme naniesli kvapky s objemom 2,1 μl z každej pripravenej 

koncentrácie suspenzie lipozómov DPPC 1 mg/ml (1,36 mM), 0,5 mg/ml (0,68 

mM), 0,25 mg/ml (0,34 mM) a 0,125 mg/ml (0,17 mM). Po vyschnutí pri izbovej 

teplote sme na substrátoch s medenými nanočasticami NpsCu2 a NpsCu4 pozorovali 

vznik viac-menej pravidelných „kávových krúžkov“ (Obr. 7.2.1). Na hladkom 

substráte pPTFE  pozorujeme vznik kompaktných prstencov len pre koncentrácie 

1 mg/ml a 0,5 mg/ml. Pre nižšie koncentrácie vidíme, že pri schnutí mala kvapka 

tendenciu vytvárať „kávový krúžok“, ale ten sa v procese schnutia „pretrhol“ 

a výsledkom bol neúplný prstenec. Kontaktný uhol nanesených kvapiek bol v rámci 

chyby (±3°) pre jednotlivé povrchy rovnaký pre všetky použité koncentrácie, ako 

sme to pozorovali aj pre substrát Gradient Cu. Súhrn hodnôt nameraných 

kontaktných uhlov, priemerov vyschnutých krúžkov a šírok ich prstencov je 

v Tabuľke 2 (pre hladký pPTFE substrát sme priemery určovali z miest, kde vidíme 

jasný tvar prstenca). 
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Obr. 7.2.1: Vyschnuté kvapky na substrátoch pPTFE, NpsCu2, NpsCu4 pre štyri 

koncentrácie suspenzie lipozómov DPPC (použitý objektív 5 ×). 

 

Tabuľka 2 Parametre vzniknutých „kávových krúžkov“ (priemer krúžka a šírka 

prstenca) z kvapiek suspenzie lipozómov DPPC na povrchu Gradient Cu z troch 

polôh (tri kontaktné uhly) pre štyri koncentrácie. 

Koncentrácia DPPC 

priemer krúžka (šírka prstenca) v μm 

pPTFE 

kontaktný uhol 

~108° 

NpsCu2 

kontaktný uhol 

~130° 

NpsCu4 

kontaktný uhol 

~135° 

1 mg/ml 1780 (50) 1280 (40) 1380 (40) 

0,5 mg/ml 1670 (45) 1375 (25) 1295 (25) 

0,25 mg/ml 1610 (30) 1300 (20) 1250 (20) 

0,125 mg/ml 1650 (20) 1320 (30) 1200 (13) 

1 mg/ml 

0,5 mg/ml 

0,25 mg/ml 

0,125 mg/ml 

pPTFE NpsCu2 NpsCu4 

240 μm 240 μm 240 μm 
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Z údajov v Tabuľke 2 môžeme vidieť značný rozdiel v kontaktnom uhle 

medzi hladkým povrchom pPTFE (~108°) a substrátmi s deponovanými medenými 

nanočasticami NpsCu2 (~130°) a NpsCu4 (~135°). Podobne, ako sme to videli pri 

gradientnom povrchu, pridaním nanočastíc pozorujeme značné zdrsnenie substrátu. 

Ak však porovnávame samotné zdrsnené povrchy, rozdiel v kontaktnom uhle už nie 

je tak výrazný. Hydrofobicita substrátu má následne vplyv aj na výsledný priemer 

vzniknutého krúžka po zaschnutí nanesenej kvapky. Na gradientom povrchu sa 

ukázalo, že priemer krúžka s vyššou hydrofobicitou klesá. To sa vo väčšine prípadov 

potvrdilo aj pri týchto meraniach, okrem koncentrácie 1 mg/ml. Tam vidíme, že 

krúžok má najmenší priemer pre substrát NpsCu2 s kontaktným uhlom ~130°. Je 

nutné dodať, že na veľkosť krúžku má veľký vplyv aj objem nanesenej kvapky. 

Avšak dosiahnutie totožného objemu pre všetky kvapky bolo na použitej aparatúre 

značne obtiažne (viac o aparatúte v Kap. 6.2.). Preto predpokladáme, že práve toto 

mohlo zohrať dominantnú úlohu v konečnej veľkosti priemeru spomínaného krúžku. 

Na veľkosť vzniknutých krúžkov má vplyv aj východzia koncentrácia nanesenej 

suspenzie, čo sme pozorovali aj pri gradientom povrchu. S klesajúcou koncentráciou 

klesá aj priemer krúžku. Z Tabuľky 2 vidíme, že v  prípade substrátu NpsCu2 pre 

kvapku s koncentráciou 1 mg/ml nezaznamenávame priemer krúžku podľa 

očakávania. Ďalšie malé odchylky vidíme aj pre hladký pPTFE substrát, kde to 

rovnako pripisujeme hlavne zložitosti zaistiť totožný objem kvapky. Pre šírku 

prstencov sa nám potvrdila klesájúca tendencia s koncentráciou východzej suspenzie 

a takisto s rastúcim kontaktným uhlom pôvodnej kvapky. Pre malý rozdiel 

kontaktného uhlu však výrazný rozdiel nepozorujeme (substráty s nadeponovanými 

medenými nanočasticami).  

Z každého prstenca sme po obvode zozbierali sadu 25 Ramanovych spektier. 

Tie sme podobne ako pri gradientnom povrchu upravili metódou ortogonálnych 

diferencií a odčítali sme nežiaduce pozadie. Následne sme pre každú koncentráciu 

chceli porovnať intenzity nameraného signálu z jednotlivých substrátov, na čo sme 

podobne ako pri gradientom povrchu použili faktorovú analýzu. Výsledkom bola 

sada subspektier, im príslušné váhové faktory (singulárne hodnoty) a matica 

koeficientov. Na základe výsledkov z gradientného povrchu sme očakávali, že 

veľkosť faktorovej dimenzie bude jedna, čo sa aj potvrdilo. Túto dimenziu sme opäť 

určili na základe veľkosti singulárnych hodnôt (zoradené zostupne) pre jednotlivé 

subspektrá, kde prvá hodnota bola pre všetky koncentrácie od ostatných vyššia o 3 až 
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4 rády (Obr. 7.2.2). Na aproximáciu experimentálne získaných spektier nám teda 

postačuje prvé subspektrum.  

 

Obr. 7.2.2: Singulárne hodnoty všetkých subspektier pre jednotlivé koncentrácie 

východzej suspenzie lipozómov pre sady spektier namerané z povrchov NpsCu4, 

NpsCu2, pPTFE. 

 

Tvary jednotlivých prvých subspektier pre štyri rôzne koncentrácie sú na 

Obr.7.2.3. Ku každému subspektru prislúcha sada koeficientov, ktorá nám určuje 

akou mierou je toto prvé subspektrum obsiahnuté v jednotlivých pôvodných 

spektrách, ktoré sme do faktorovej analýzy vkladali. Oranžová farba prislúcha 

spektrám z povrchu NpsCu4, modrá farba označuje sadu spektrier z povrchu NpsCu2 

a ružová farba patrí hladkému substrátu pPTFE.  

Z jednotlivých sád koeficientov môžeme vidieť, že intenzita spektier pre 

hladký substrát pPTFE je pre každú koncentráciu najnižšia (najnižšie hodnoty 

príslušných koeficientov). Čo sa týka zdrsnených povrchov s medenými 

nanočasticami NpsCu4 a NpsCu2, tam značný intenzitný rozdiel nevidíme. Táto 

skutočnosť je v súlade aj s malým rozdielom kontaktných uhlov pôvodných kvapiek, 

či malým rozdielom v priemere vzniknutých prstencov a ich šírke.  
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Obr. 7.2.3: Pvé subspektrá (vľavo)  a príslušné koeficienty (vpravo) pre pôvodné tri 

sady nameraných spektier z troch rôznych povrchov pPTFE, NpsCu2, NpsCu4 pre 

štyri koncentrácie. 
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Ak sa zameriame na jednotlivé koeficienty v rámci jednej sady spektier 

(jedna farba), zaznamenávame značný rozptyl hodnôt, a to predovšetkým pre 

zdrsnený povrch NpsCu2, či prípadne povrch NpsCu4 pre koncentráciu 1 mg/ml. Je 

to dôsledkom skutočnosti, že zakoncentrovanie na substrátoch v rámci jednotlivých 

prstencov nie je homogénne. K výrazne homogénnemu zakoncentrovaniu dochádza 

pre koncentráciu 0,125 mg/ml na podložke pPTFE, ale za cenu najnižšej nameranej 

intenzity signálu. Naopak pre koncentráciu 1 mg/ml na substráte NpsCu4 dochádza 

k veľkému rozptylu nameraných intenzít spektier. Na prstenci tak dokážeme nájsť 

miesta, kde je výsledné spektrum 2 – 3 × intenzívnejšie ako spektrum z prstenca 

na hladkom pPTFE substráte z pôvodne rovnako zakoncentrovanej kvapky.  

Takéto nehomogénne zakoncentrovanie na zdrsenných povrchoch s najväčsou 

pravdepodobnosťou súvisí s prítomnými nanočasticami, ktoré môžu mať v procese 

schnutia tendenciu zadržiavať na niektorých miestach zakoncentrovaný materiál. Na 

to môže mať vplyv aj samotná veľkosť použitých nanočastích a jej rozptyl, či 

veľkosť skúmaných lipozómov v suspenzii.  

Získané výsledky nám potvrdzujú závery z gradientného povrchu, že 

v  prípade substrátu, ktorý je naviac zdrsnený pridanými nanočasticami (v tomto 

prípade medenými) dochádza k lepšiemu zakoncentrovaniu než na hladkom povrchu 

a signál z „kávového krúžku“ je vyšší. Naviac sme zaznamenali veľký rozptyl 

nameraných spektier v rámci jedného prstenca práve pre povrchy zdrsnené pomocou 

nanočastíc, čo je dôsledkom nehomogénneho zakoncentrovania.  
 

Zmenu intenzity na základe zmeny koncentrácie pôvodnej nanesenej 

suspenzie môžeme vidieť na Obr. 7.2.4, kde sú znázornené výsledky faktorovej 

analýzy zo sád spektier zozbieraných z povrchu NpsCu4 pre všetky štyri použité 

koncentrácie. Na základe koeficientov prislúchajúcich prvému subspektru 

pozorujeme pokles intenzity so znižujúcou sa koncentráciou. Takisto pozorujeme, že 

rozptyl koeficientov, ktorý indikuje homogénnosť zakoncentrovnania na prstenci sa 

so znižujúcou koncentráciou zmenšuje. Najväčší rozptyl teda pozorujeme pre 

najvyššiu koncentráciu 1 mg/ml. 

Výsledky faktorovej analýzy nám rovnako ako v prípade gradientného 

povrchu neukázali žiadne spektrálne zmeny na základe použitého substrátu, z čoho 
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usudzujeme, že k žiadnej interakcii medzi suspenziou lipozómov a povrchmi 

nedochádza. 

 
Obr. 7.2.3: Prvé subspektrum, singulárne hodnoty pre jednotlivé subspektrá 

a koeficienty pre prvé subspektrum zo sady nameraných spektrier pre štyri rôzne 

koncentrácie pre substrát NpsCu4. 

 

7.3. Teplotne závislé merania  
 

Na zasychanie kvapiek vplýva okrem iného aj teplota, pri ktorej schnutie 

prebieha. Preto sme sa zamerali aj na to, aký vplyv má teplota zasychania na tvar 

„kávového krúžku“ a prípadne na samotné výsledné spektrum zo vzniknutého 

prstenca. Tak, ako v predchádzajúcich meraniach sme mali pripravené suspenzie 

lipozómov DPPC v štyroch rôznych koncentráciách 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 

mg/ml a 0,125 mg/ml. Kvapky s približne rovnakým objemom 2,1 μl sme pomocou 
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aparatúry vybavenej termoregulačnou jednotkou (Kap. 6.2.) naniesli na dva rôzne 

povrchy (Kap. 5.1.):  

 pPTFE 

 NpsAg5 

Pomocou termoregulačnej jednotky sme definovane menili teplotu, pri ktorej 

dochádzalo k schnutiu nanesených kvapiek. Pre každú pripravenú koncentráciu sme 

na oboch substrátoch nechali zasychať kvapky pri nasledujúcich teplotách: 15°C, 

25°C, 41°C, 45°C a 60°C.  

Vieme, že lipidy podliehajú termotropným fázovým prechodom. Hlavný 

fázový prechod pre použitý lipid DPPC je pri 41°C, preto sme pri zasychaní volili aj 

túto teplotu. Ramanove spektrá lipozómov vykazujú spektrálne zmeny na základe 

toho, v akej fáze sa práve nachádzajú (Kap. 3.4.2.). Preto nás naviac zaujímalo aj to, 

či schnutie kvapky pri teplotách nad, pod alebo pri teplote fázového prechodu má 

vplyv na výsledné Ramanove spektrum.  

Kvapky sme na substráty nanášali postupne vždy až po vyschnutí 

predchádzajúcej, aby sme mohli regulovať teplotu zasychania. Po nanesení kvapiek 

pre všetky koncentrácie a všetky skúmané teploty pre oba povrchy nás zaujímali 

dosiahnuté kontaktné uhly jednotlivých kvapiek a následne ich výsledné 

zakoncentrované tvary. Obrázky vzniknutých krúžkov z pôvodných kvapiek môžeme 

vidieť na Obr. 7.3.1 (pPTFE) a Obr. 7.3.2 (NpsAg5). S teplotou sa výsledný tvar 

„kávového krúžku“ pre jednotlivé koncentrácie mení pre oba substráty. Konkrétne 

údaje o priemere krúžka, šírke prstenca a hodnote kontaktného uhlu sú v Tabuľke 3 

(pPTFE) a Tabuľke 4.(NpsAg5). Pre hladký povrch pPTFE sa nám potvrdil 

výsledok, že priemer krúžku s rastúcou koncentráciou stúpa. Zaujímavé ale je, že 

jeho priemer stúpa aj s vyššou teplotou zasychania, kde zároveň pozorujeme 

zužovanie šírky prstenca. To môže súvisieť s tým, že vplyvom vyššej teploty sú 

lipozómy v zasychajúcej kvapke rozvoľnenejšie. Užší prstenec si vysvetľujeme 

nutnosťou zakoncentrovať rovnaké množstvo materiálu na širší krúžok. V Tabuľke 3 

vidíme, že kontaktné uhly sa pre substrát pPTFE pre jednotlivé koncentrácie líšia no 

v rámci chyby sú rovnaké pre všetky teploty zasychania. Z predchádzajúcich meraní 

sme ale očakávali, že kontaktný uhol bude pre použité koncentrácie rovnaký. 

Teplotne závislé merania boli ale časovo náročnejšie a kompletné série kvapiek boli 

nanášané v priebehu niekoľkých dní. Klesajúci kontaktný uhol pre jednotlivé 

koncentrácie súhlasí s tým, v akom poradí sme kvapky nanášali. Najvyššia 
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koncentrácia 1 mg/ml bola nanesená na substrát ako posledná. Z tohto usudzujeme, 

že pre nami použitý substrát pPTFE môže dochádzať k „starnutiu“, čo sa odráža 

práve na jeho hydrofobicite, a teda veľkosti kontaktného uhlu  

  

Obr. 7.3.1: Vyschnuté kvapky na povrchu pPTFE pre štyri koncentrácie suspenzie 

lipozómov DPPC pre päť rôznych teplôt (použitý objektív 5 ×). 

Obr. 7.3.2: Vyschnuté kvapky na povrchu NpsAg5 pre štyri koncentrácie suspenzie 

lipozómov DPPC pre päť rôznych teplôt (použitý objektív 5 ×) 

15°C 25°C 41°C 45°C 

1 mg/ml 

0,5 mg/ml 

0,25 mg/ml 

0,125 mg/ml 

60°C 

240 μm 

1 mg/ml 

0,5 mg/ml 

0,25 mg/ml 

0,125  mg/ml 

15°C 25°C 41°C 45°C 60°C 

240 μm 
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Tabuľka 3 Parametre vzniknutých „kávových krúžkov“ (priemer krúžka a šírka 

prstenca) z kvapiek suspenzie lipozómov DPPC na povrchu pPTFE  a hodnoty ich 

kontaktných uhlov pri rôznych teplotách zasychania pre štyri koncentrácie. 

Koncentrácia DPPC 

(kontaktný uhol) 

priemer krúžku (šírka prstenca) v μm 

15°C 25°C 41°C 45°C 60°C 

1 mg/ml 

(~100°) 1690 (60) 1720 (40) 1740 (12) 1840 (15) 1950 (15) 

0,5 mg/ml 

(~103°) 1630 (50) 1700 (40) 1780 (20) 1870 (12) 1920 (8) 

0,25 mg/ml 

(~107°) 1590 (35) 1680 (40) 1730 (15) 1780 (15) 1870(10) 

0,125 mg/ml 

(~108°) 1420 (45) 1530 (30) 1630 (22) 1680 (12) 1750 (8) 

 

Pre nanodrsný substrát so striebornými nanočasticami nepozorujeme žiadny 

trend v zmene  priemeru vzniknutého krúžku na základe zasychania kvapky pri 

rôznych teplotách. V Tabuľke 4 vidíme, že priemer prstencov má veľký rozptyl  pre 

všetky koncentrácie aj teploty. V prípade teploty zasychania 25°C, čo je hodnota, 

ktorá sa najviac blíži teplote pri ktorej zasychali kvapky z predchádzajúcich meraní, 

vidíme pokles priemeru krúžku s koncentráciou, ako sme to pozorovali na 

substrátoch s medenými nanočasticami. Spoločným znakom pre všetky koncentrácie 

ale je, že šírka prstenca sa so zvyšujúcou teplotou zasychania zmenšuje. Kontaktný 

uhol je pre kvapky nanesené na substrát pri teplote 25°C a viac, v rámci chyby 

rovnaký a to aj pre rôzne koncentrácie. Pre teplotu 15°C sa kontaktný uhol líši medzi 

jednotlivými koncentráciami a aj od hodnôt pre vyššie teploty zasychania.  

Nanodrsný substrát so striebornými nanočasticami tak vykazuje dobrú hydrofobicitu 

aj pri vyšších teplotách a to pre každú nami použitú koncentráciu.  
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Tabuľka 4 Parametre vzniknutých „kávových krúžkov“ (priemer krúžka a šírka 

prstenca) z kvapiek suspenzie lipozómov DPPC na povrchu NpsAg5 a hodnoty 

kontaktných uhlov pri rôznych teplotách zasychania pre štyri koncentrácie. 

Koncentrácia 

DPPC 

priemer krúžku (šírka prstenca) v μm 

15°C 
kontaktný uhol ~129° 

25°C 41°C 45°C 60°C 

1 mg/ml ~126° 1350(45) 1350 (30) 1450 (17) 1490 (28) 1680 (15) 

0,5 mg/ml ~120° 1390 (45) 1270(20) 1350 (15) 1240 (15) 1450 (10) 

0,25 mg/ml ~117° 1430 (40) 1250 (30) 1340 (12) 1130 (18) 1215 (12) 

0,125 mg/ml ~118° 1400 (20) 1200 (15) 1270 (10) 1280 (15) 1190 (15) 

 

 

Pre jednotlivé kvapky sme sa zamerali na vyschnuté „kávové krúžky“ aj 

detailnejšie. Na prstencoch z kvapiek, ktoré zasychali pri teplotách nad fázovým 

prechodom použitého lipidu DPPC (45°C, 60°C) sa objavili nehomogenity v tvare 

malých prstencových útvarov pre oba použité substráty (Obr. 7.3.3, naznačenie 

šípkami). Výnimkou je najnižšia koncentrácia 0,125 mg/ml, kde sme vznik istých 

nehomogenít pre substrát pPTFE pozorovali len pre teplotu 60°C a pre substrát 

NpsAg5 len pre teplotu 45°C. K tomuto javu v prípade kvapiek, ktoré zasychali 

pri teplote fázového prechodu a nižšej (41°C, 25°C, 15°C), nedochádzalo. Vznik 

viditeľných nehomogenít na prstenci sa týkal oboch použitých substrátov, hladkého 

pPTFE či zdrsneneného NpsAg5, preto nepredpokladáme, že k ich vzniku pripievala 

použitá podložka. V oboch prípadoch však spomínaný jav pozorujeme nad teplotou 

hlavného fázového prechodu použitého lipidu DPPC, kedy sú všetky lipozómy 

v kvapke prítomné v rozvoľnenej konformácii gauche. Predpokladáme, že práve táto 

skutočnosť môže vplývať na výsledný tvar zakoncentrovaného prstenca.  

Zo všetkých skúmaných prstencov sme zozbierali sady Ramanovych spektier 

s rovnakým nastavením aparatúry (Kap. 6.1.1.). Pre prstence, ktoré vykazovali vyššie 

spomínané nehomogenity sme sa zamerali aj na prípadné intenzitné zmeny medzi ich 

Ramanovym signálom a signálom zo zvyšku prstenca. V týchto prípadoch sme 

pre jeden prstenec zozbierali dve sady spektier, jednu pre vytvorené nehomogenity 

(sada A) a jednu pre zvyšok prstenca (sada B). Nežiaduce pozadie sme od všetkých 

nameraných spektier odčítali pomocou metódy ortogonálnych diferencií 
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Obr. 7.3.3: Detail vzniknutých zakoncentrovaných prstencov z kvapiek zo suspenzie 

lipozómov DPPC s rôznou koncentráciou po zaschnutí pri teplotách 60°C a 45°C na 

substráte a) pPTFE, b) NpsAg5 (použitý objektív 50 × ULWD). 

 

 

Porovnanie intenzít Ramanovych spektier pre rôzne koncentrácie pôvodnej 

suspenzie v rámci jednej teploty (15°C, 25°C, 41°C, 45°C a 60°C) sme uskutočnili 

pomocou faktorovej analýzy. Pre každú teplotu sa nám na základe veľkosti 

singulárnych hodnôt (Obr.7.3.4) potvrdilo, že faktorová dimenzia je jedna, a to pre 

oba použité substráty. Z tohto usudzujeme, že ani pri teplotách vyšších či nižších ako 

je izbová teplota nedochádza k interakcii použitých lipozómov s podložkou, či 

k inému nežiaducemu efektu, ktorý by viedol k výrazným spektrálnym zmenám 

.  

 

 

b) 

a) 

45°C 

1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,25 mg/ml 0,125 mg/ml 

60°C 

24 μm 

60°C 

45°C 

24 μm 
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Obr. 7.3.4: Singulárne hodnoty subspektier z nameraných sád spektier (zahrňujúce 

všetky nakvapkané koncentrácie) pre jednotlivé teploty pre substrát a) pPTFE 

a b) NpsAg5. 

 

 

Tvary prvých subspektier a im príslúchajúce koeficienty pre jednotlivé sady 

spektier môžeme pre povrch pPTFE vidieť na Obr. 7.3.5 a pre povrch NpsAg5 na 

Obr. 7.3.6. Koeficienty príslúchajúce jednotlivým spektrám nám, ako vieme, 

podávajú informáciu o tom, akou mierou je v nich zastúpené dané subspektrum. Čím 

vyššiu hodnotu má, tým je výsledné spektrum intenzívnejšie.  

Ak sa zameriame na teploty nad teplotou fázového prechodu, môžeme vidieť, 

že spektrá z nehomogenít pozorovaných na prstenci vykazujú vo väčšine prípadov 

lepší konečný signál ako signál z iných častí prstenca pre oba povrchy 

a) pPTFE 

b) NpsAg5 
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(Pre koncentráciu 0,125 mg/ml sme isté nehomogenity pre pPTFE pozorovali len 

pre 60°C a pre NpsAg5 len pre 45°C.). Najväčší skok v intenzite pozorujeme 

prekoncentráciu 1 mg/ml na podložke pPTFE, kde pri najvyššej teplote 60°C 

dochádza až k takmer 6-násobnému zlepšeniu signálu (6 × vyššia hodnota 

koeficientov odpovedajúca sade A). Pri tejto teplote pri nižších koncentrácách už ale 

takéto výrazné zlepšenie signálu sady spektier A oproti sade spektier B 

nepozorujeme. Pri teplote tesne nad teplototu fázového prechodu 45°C je ale 

zlepšenie signálu viditeľné pre všetky koncentrácie, pre ktoré sme na výsledných 

prstencoch pozorovali vznik nehomogenít, a to 3  −  4 ×.  

Pri zdrsnenom povrchu je situácia odlišná. Z nehomogenít sú Ramanove 

spektrá síce intenzívnejšie pre obe teploty, ale nie tak výrazne. K najlepšiemu 

zlepšeniu dochádza pre koncentráciu 0,25 mg/ml, kde je pre obe teploty približne 3- 

násobné zvýšenie výsledného signálu oproti signálu zozbieraného zo zvyšku 

prstenca. Pre ďalšie koncentrácie na tomto povrchu sa jedná o 1,2 − 2 × 

intenzívnejší signál.  

Pri nižších teplotách schnutia (41°C, 25°C, 15°C) vidíme, že intenzita 

signálu podľa očakávania klesá s koncentráciou a to pre oba povrchy, tak ako to bolo 

v prípade substrátov s medenými nanočasticami. Môžeme však vidieť, že intenzitné 

rozdiely medzi jednotlivými koncentráciami sa s teplotou, pri ktorej kvapky schli, 

menia. Konkrétne sa so zvyšujúcou teplotou mení hlavne poloha koeficientov, ktoré 

prislúchajú sadám spektier z prstenca pre koncentrácie 0,25 mg/ml a 0,5 mg/ml, kde 

pozorujeme nárast intenzity. 
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Obr. 7.3.5: Pvé subspektrá (vľavo) a príslušné koeficienty (vpravo) pre pôvodné 

sady nameraných spektier pre rôzne koncentrácie kvapiek na substráte pPTFE 

pri rôznych teplotách zasychania. 
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Obr. 7.3.6: Pvé subspektrá (vľavo) a príslušné koeficienty (vpravo) pre pôvodné 

sady nameraných spektier pre rôzne koncentrácie kvapiek na substráte NpsAg5 

pri rôznych teplotách zasychania. 
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Dôvodom, prečo sme porovnávali sady spektier v rámci jednej teploty pre 

rôzne koncentrácie bol, že sme sa chceli pozrieť aj na to, či v spektre vplyvom 

teploty schnutia nedochádza k zmenám. Zaujímali nás zmeny jednak v Ramanovom 

posune, a jednak v intenzitnom pomere konkrétnych spektrálnych pásov, ktoré by 

poukazovali na prípadné fázové prechody v lipozómoch. Vieme, že na hlavný fázový 

prechod sú citlivé spektrálne pásy ~2845, ~2880 a ~2938 cm-1 (Kap. 3.4.2). Preto 

sme sa pre jednotlivé teploty zamerali na konkrétnu polohu týchto pásov a na ich 

intezitu. Z prvých subspektier, ktoré charakterizujú sady spektier pre dané teploty, 

sme  zistili, že k posunu spomínaných spektrálnych pásov nedochádza. Následne sme 

porovnali aj pomery intenzít týchto pásov, výsledné hodnoty pre jednotlivé teploty 

môžeme vidieť v Tabuľke 5. Zaznamenané pomery intenzít by sa s rozvoľnenejšou 

konformáciou lipidov mali zvyšovať, čo v našom prípade nepozorujeme. Z týchto 

výsledkov vidíme, že teplota zasychania suspenzie lipozómov nemá vplyv 

na samotný tvar spektra a lipozómy, ktoré sa v priebehu schnutia dostanú 

do rozvoľnenenej konformácie tekutého kryštálu po vyschnutí na substráte 

prechádzajú znova do usporiadanej gelovej fázy.  

 

Tabuľka 5 Intenzitné pomery konkrétnych spektrálnych pásov z prvých subspektier 

pre teploty  60°C, 45°C, 41°C, 25°C , 15°C indikujúce možné fázové zmeny 

lipozómov. 

Teplota 60°C 45°C 41°C 25°C 15°C 

NpsAg5 
𝐼~2845 𝐼~2880⁄  0,712 0,718 0,725 0,758 0,731 

𝐼~2938 𝐼~2880⁄  0,379 0,400 0,403 0,394 0,447 

pPTFE 
𝐼~2845 𝐼~2880⁄  0,668 0,690 0,685 0,664 0,659 

𝐼~2938 𝐼~2880⁄  0,327 0,341 0,335 0,317 0,312 

 

Zistili sme, že Ramanove spektrá nepodliehajú spektrálnym zmenám na 

základe teploty, pri ktorej schnú nanesené kvapky. Ďalej sme sa preto zamerali na to, 

či takéto teplotne rôzdielne zasychanie vedie pre jednotlivé koncentrácie 

k intenzitným zmenám v spektrách. Faktorová analýza pre sady spektier 

prislúchajúcich jednej koncentrácii a rôznym teplotám nám zo singulárnych hodnôt 

podľa očakávania určila faktorovú dimenziu na jedna (Obr. 7.3.7). Rovnako ako 
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v predchádzajúcich prípadoch nás následne zaujímal vývoj koeficientov pre prvé 

subspektrum, ktorý podával informáciu o prípadných intenzitných 

zmenách pôvodných spektier.  

 

Obr. 7.3.7: : Singulárne hodnoty subspektier z nameraných sád spektier (zahrňujúce 

všetky teploty zascyhania) pre konkrétne koncentrácie pre substrát a) pPTFE 

a b) NpsAg5 

a) pPTFE 

b) NpsAg5 
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Na Obr.7.3.8 vidíme výsledky faktorovej analýzy pre použitý hladký substrát 

pPTFE. Pre každú koncentráciu je rozptyl koeficientov príslušných rôznym 

nameraným sadám spektier veľký. Spoločným znakom ale je, že v prípade kvapiek, 

kde sa na zaschnutých prstencoch objavili nehomogenity (odpovedajú im sady 

spektier A) je signál lepší. Zároveň si môžeme všimnúť, že pre koncentrácie 

0,125 mg/ml a 0,25 mg/ml je signál z kvapiek, ktoré schli pri nižších teplotách horší 

oproti rovnako koncentrovaným kvapkám, ktoré schli pri vyšších teplotách.Tento 

zlom nastáva pri koncentrácii 0,5 mg/ml, kde sa signál pre celú škálu teplôt veľmi 

nemení, dokonca ani signál z nehomogenít pre teplotu 60°C nie je výrazne lepší. Pri 

koncentrácii 1 mg/ml už vidíme, že signál (mimo sád A) má tendenciu sa so 

snižujúcou teplotou zasychania zlepšovať.  

Výsledky faktorovej analýzy pre nanodrsný substrát NpsAg5 môžeme vidieť 

na Obr. 7.3.9. Aj v tomto prípade je rozptyl koeficientov pre každú koncentráciu 

veľký. Z výsledkov sa dá ale vidieť, že zber spektier so vzniknutých nehomogenít 

vedie k zvýšeniu signálu. Ďalej si môžeme všimnúť, že pre všetkz koncentrácie 

okrem 1 mg/ml platí, že intenzita signálu je pre teploty zasychania pod a nad 

teplotou fázového prechodu porovnateľná.  

Zasychanie kvapiek pri rôznych teplotách viedlo nelen k rôznym výsledným 

tvarom „kávového krúžku“, ale aj k intenzitným zmenám v spektre. Ukázali sme, že 

pre vzniknuté nehomogenity na prstencoch, ktoré vznikli zasychaním kvapiek nad 

teplotou fázového prechodu použitého lipidu, bolo Ramanove spektrum 

intenzívnejšie. Zlepšenie vo výslednom signále sa pre oba použité substráty 

a pre všetky koncentrácie prejavilo najviac pri teplote tesne nad teplotou fázového 

prechodu použitého lipidu, pre 45°C.   
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Obr. 7.3.7: Pvé subspektrá (vľavo) a príslušné koeficienty (vpravo) pre pôvodné 

sady nameraných spektier pre kvapky vyschnuté pri rôznych teplotách na substráte 

pPTFE pre rôzne pôvodné koncentrácie   
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Obr. 7.3.8: Pvé subspektrá (vľavo) a príslušné koeficienty (vpravo) pre pôvodné 
sady nameraných spektier pre kvapky vyschnuté pri rôznych teplotách na substráte 

NpsAg5 pre rôzne pôvodné koncentrácie   
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Záver 
V rámci metódy DCDR sme sa zaoberali účinnosťou zakoncentrovania 

suspenzie unilamelárnych lipozómov tvorených lipidom DPPC na substrátoch 

s rôznou hydrofobicitou a pri rozdielnej teplote zasychania. Zvýšenie hydrofobicity 

substrátov bolo docielené zdrsnením povrchu pomocou deponovaných medených 

a strieborných nanočastíc. 

V prvých meraniach sme sa sústredili na sledovanie zmien parametrov 

kvapiek vyschnutých vo forme „kávového krúžku“ a na zakoncentrovanie nanesenej 

suspenzie pri postupnom raste drsnosti substrátu pre štyri rôzne pôvodné 

koncentrácie. Zvyšovanie nanodrsnosti v rámci jedného substrátu bolo docielené 

povrchovou gradientnou koncentráciou medených nanočastíc. Ukázali sme, že pre 

nami použité koncentrácie sa kontaktný uhol kvapiek nanesených v miestach 

s rovnakou drsnosťou v rámci chyby nelíši. V smere gradientu koncentrácie 

nanočastíc na substráte sme pozorovali zvyšovanie kontaktného uhlu nanesených 

kvapiek, čo nám potvrdilo rast hydrofobicity substrátu v korelácii s jeho 

nanodrsnosťou. Výsledné „kávové krúžky“ získané z kvapiek nanesených v smere 

rastu gradientu vykazovali menší priemer krúžku a širší prstenec. Účinnosť 

zakoncentrovania suspenzie pri rôznom kontaktnom uhle sme porovnali pomocou 

Ramanovych spektier zozbieraných z obvodu vyschnutých prstencov, pricom sme sa 

zamerali na spektrálnu oblasť C – H valenčných vibračných módov. Na základe 

nameranej intenzity signálu sme pomocou faktorovej analýzy ukázali, že 

pri zvyšujúcom sa kontaktnom uhle je nameraný signál vyšší, a to pre každú nami 

sledovanú koncentráciu nanesenej kvapky. S rastom hydrofobicity substrátu teda 

dochádza k lepšiemu zakoncentrovaniu pôvodnej suspenzie, čo vedie k vyššiemu 

Ramanovmu signálu.  

Následne sme sa zamerali na zakoncentrovanie suspenzie lipozómov na 

substrátoch s homogénnou definovanou drsnosťou. Išlo o hladký povrch pPTFE 

a dva nanodrsné substráty s rôznou koncentráciou nadeponovaných medených 

nanočastíc NpsCu2 a NpsCu4. Po nanesení kvapiek suspenzie lipozómov sme 

potvrdili, že pre nami použité štyri koncentrácie je kontaktný uhol v rámci chyby 

rovnaký. Naviac sa ukázalo, že najväčší skok v hydrofobicite substrátov nastáva pri 

prechode z hladkého povrchu na nanodrsný. Ďalšie zvyšovanie drsnosti pomocou 

vyššej koncentrácie nanočastíc už neviedie k výraznejšiemu zvyšovaniu 
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hydrofobicity. Tento výsledok bol potvrdený aj pomocou Ramanovych spektier, 

ktoré sme zozbierali po obvode vzniknutých „kávových krúžkov“. Pomocou 

faktorovej analýzy sa ukázalo, že intenzita signálu je pre nanodrsné substráty, ktoré 

vykazovali malý rozdiel v kontaktnom uhle, na podobnej úrovni. Pre hladký substrát 

bola intenzita viditeľne nižšia. Z našich výsledkov však ďalej vidíme, že zdrsnené 

povrchy s nanočasticami vykazujú Ramanove spektrá pre jednotlivé koncentrácie 

značný rozptyl nameraného signálu. Túto skutočnosť pripisujeme práve prítomným 

nanočasticiam, ktoré môžu byť dôvodom k nehomogénnemu zakoncentrovaniu 

suspenzie.  

Štyri pripravené suspenzie lipozómov sme pri ďalších meraniach nechali pre 

dva rôzne substráty, hladký pPTFE a nanodrsný NpsAg5 so striebornými 

nanočasticami, zasychať pri rôznych teplotách, konkrétne pri 60°C, 45°C, 41°C, 

25°C a 15°C. Teplota hlavného fázového prechodu pre nami používaný lipid DPPC 

je 41°C, teploty pre zasychanie sme preto volili nad aj pod touto hodnotou. Pre 

vzniknuté prstence na hladkom povrchu sme pozorovali, že so zvyšovaním teploty 

rastie aj priemer krúžku. Pri nanodrsnom povrchu sa tento trend neobjavil, čo 

pripisujeme schopnosti nadeponovaných nanočastíc udržiavať materiál zo suspenzie 

aj pri rozvoľnenejšej konformácii samotných lipozómov. Na základe zozbieraných 

spektier z prstencov z kvapiek vyschnutých pri rôznych teplotách sme ukázali, že 

nedochádza k viditeľným spektrálnym zmenám, ktoré by boli dôsledkom fázového 

prechodu študovaných lipozómov. Aj v prípadoch, kedy k schnutiu dochádzalo pri 

teplotách nad teplotou hlavného fázového prechodu, lipozómy po zaschnutí, kedy sa 

menila teplota okolia na izbovú, prechádzajú z rozvoľnenej neusporiadanej fázy 

tekutého kryštálu do usporiadanej gélovej fázy.  

Pre teploty zasychania suspenzie lipozómov nad teplotou fázového prechodu 

použitého lipidu bol na výslednom „kávovom krúžku“ pozorovaný vznik 

prstencových nehomogenít. V prípade schnutia pri teplote 45°C sme pri porovnávaní 

intenzít signálu z týchto nehomogenít a útržkov daného prstenca, či so signálom 

z iných prstencov prislúchajúcich rovnakej koncentrácii, pozorovali výrazné 

zvýšenie Ramanovho signálu, a to pre všetky koncentrácie na oboch substrátoch. 

Vyšší signál zo vzniknutých nehomogenít indikuje v týchto miestach lepšie 

zakoncentrovanie. K danému javu dochádzalo na oboch povrchoch v rovnakej miere, 

preto usudzujeme, že dôvodom k vzniku spomínaných zakoncentrovaných častí nie 
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je použitý substrát, ale rozvoľnená konformácia neusporiadanej fázy použitého 

lipidu.  

Na základe našich meraní sme dospeli k záveru, že k lepšiemu 

zakoncentrovaniu študovanej suspenzie dochádza jednak pri vyššej hydrofobicite 

nanodrsného povrchu, ktoré je ale nehomogénne, a jednak pri teplotách zasychania 

nad teplotou fázového prechodu použitého lipidu.  
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