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1 UVOD

Rozdélovaci koeficient je jednim z nejpouzivanéjsich parametrd pii ur¢ovani lipofility latky.
Zejména dulezitd je tato vlastnost u farmaceuticky aktivnich substanci podévanych
do lidského organismu, kdy se za pomoci rozdé€lovaciho koeficientu da ur¢it, zdali bude dana
latka interagovat s bunéénymi membranami a jak dobfe. Déle je tato vlastnost dilezita
I U znecist'ujicich latek v Zivotnim prostiedi, protoze tato vlastnost vypovida o jejich

nasledném osudu v daném prostiedi. !

Farmaceuticky primysl pii vyrobé novych 1€kt stoji pied diilezitou otdzkou a to, zda
jsou schopné tyto nové slouc¢eniny interagovat s bunéénymi membranami, aby se dostaly na
své misto pusobeni v organismu. Bunééné membrany jsou povazovany za jedno z prvotnich
mist, kde dochézi k interakci mezi organismem a lé¢ivem. Pokud zname fyzikalné-chemické
vlastnosti tohoto 1é¢iva, lze pak dosdhnout pozadované farmakokinetiky v organismu, aniz
by to mélo velky vliv na farmakodynamiku. Aby se tyto latky dostaly pies bunéénou
membranu, je tfeba, aby byly dostatecné lipofilni. Tuto informaci poskytne rozdélovaci

koeficient. 2

V piipad¢ zivotniho prostiedi byla prokazana korelace mezi hodnotou rozdélovaciho
koeficientu a bioakumulaci latky v rybach. Naptiklad pokud by studovana latka byla vysoce
lipofilni a z&roven ve vyssich koncentracich toxicka, dochédzelo by s vysokym rozdélovacim
koeficientem k akumulaci této latky v tuku ryb. Nejen, Zze by poskozovala organismus ryb,
ale také by se stala toxicka pro dalsi ¢leny potravinového fetézce, které se rybami zivi, tedy
také pro lidi. Tato latka, ktera by se uréitym zpisobem dostavala do zivotniho prostiedi, by
se pozd&ji mohla stat vysoce nebezpecnou. Rozd¢lovaci koeficient mize slouzit v prevenci

pred timto nebezpecim. !

Rozdé€lovaci koeficient urcuje, jakym zptisobem se analyt rozdéluje do dvou riznych
prostfedi. Pro studium lipofility se pouziva prostiedi polarni a nepolarni. Jako polarni se
pouziva nejéast&ji voda a jako nepoldrni oktanol. Cim je latka lipofilngjsi, tim 1épe se
rozpousti v nepolarnim prostfedi a na konci experimentu je v této fazi zjiSténa jeji vetsi
koncentrace. Dale je mozné sledovat rozdélovani zejména u t€kavych latek napft. v prostiedi
kapalném a plynném. Cim je latka t&kavéjsi, tim vice unika do plynné faze a ve vodné fazi
se zadrzuje minimalné. Tento proces je vice zavisly na teploté¢ a tlaku neZz v piipadé

rozdélovani do dvou kapalnych prostiedi. 3



Jak jiz bylo zminéno, pro studium prichodu lécivych latek do organismu pies
bunééné membrany se vyuzivd rozdélovacich koeficientd. Oktanol svou strukturou
pfipomina lipidy, ze kterych jsou buné¢né membrany slozeny, tedy jedna ¢ast struktury je
hydrofilni a druhd hydrofobni. Pokud latka ptechazi spiSe do oktanolové faze, je
lipofilngjsiho charakteru, a tudiz by méla dobte prochéazet i do bunéénych membran. Oktanol
je ovSsem oproti fosfolipidiim, které tvoii bunééné membrany, o hodné jednodussi struktura
a nemuze simulovat slozité procesy, které se d¢ji ve skuteCnych membranach. Proto se
posledni dobou zalaly pouzivat misto oktanolové faze liposomy, které procesy

ve skuteénych membrandch dokazi simulovat 1épe. 13

Cilem této prace je optimalizovat podminky pro stanoveni rozdélovacich koeficientli
anasledné je stanovit v systému liposom — voda pro vybrané fenolické latky. Tyto latky jsou
prirodniho charakteru a vykazuji riizné (napf. antibakterialni a antioxida¢ni) vlastnosti, tudiz
by tyto latky mohly nalézt uplatnéni ve farmaceutickém priamyslu. Stanoveni rozdélovaciho
koeficientu bylo provedeno za pomoci vyrobené tzv. rozdélovaci aparatury a stanoveni
koncentraci studovanych latek bylo provedeno za pomoci plynové chromatografie ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem (GC/MS). DalSim cilem této prace bude také porovnat
vysledky ziskané pomoci GC/MS s hodnotami, které ziskali kolegové Bc. Veronika
Miillerova a Bc. Radek Jerga pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie

a voltametrickych metod. °



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rozdélovaci koeficient
Rozd¢€lovaci koeficient je veli¢ina, ktera vychéazi z Nernstova rozdélovaciho zakona. Tento
zakon se uplatiuje pfi rovnovaze mezi dvéma nemisitelnymi nebo omezené misitelnymi
kapalinami pii urcité teploté a tlaku, a je popisovan rovnici 1:

Corg

Kp =—, (1)

Cagq

kde Kp je Nernsttv rozdé€lovaci koeficient, corg @ Cag jsou rovnovazné koncentrace studované

latky v organickém a vodném rozpoustédle. Tento koeficient je bezrozmérny a vyjadiuje se

nejcastéji v logaritmickém tvaru, jak je vyjadieno v rovnici 2:

Corg
c

()

log K = log
aq
Rozdélovaci koeficient by tedy nemél zaviset na koncentraci, a pokazdé by idealné¢ mélo

dojit ke stejnému rozdéleni latky mezi faze. ©

Nejcastéji se jako nepolarni organické rozpoustédlo pouziva n-oktanol a jako vodné

rozpoustédlo voda. Rozd¢lovaci koeficient K se pak vyjadfi rovnici 3:

c
log K, = log —2ktanol 3

Cvoda

kde Kon je rozdélovaci koeficient v systému n-oktanol — voda a Coktanol @ Cvoda jSOU
rovnovazné koncentrace studované latky v rozpoustédle n-oktanolu a ve vodé. Je-li
rozdelovaci koeficient vétsi jak 1, znamenad to, Ze je latka vice zastoupena v oktanolové fazi,
ve které se lépe rozpousti, a je tudiz spiSe hydrofobniho charakteru. Je-li rozdélovaci

koeficient mensi jak 1, plati to o studované latce opaéné. 68

Rozdé€lovaci koeficient byva nejCastéj§im deskriptorem pouZivanym pii studiu
modeld kvantitativni zavislosti aktivity na struktufe (QSAR, quantitative structure-activity
relationship). Tyto modely nachazeji vyuziti zejména ve farmaceutickém pramyslu
pro navrhovani 1é¢iv a zjistovani jejich toxicity, ale také v analyze zivotniho prostiedi.
V piipad¢ studia 1éCiv se u vybrané latky, u které se prokdzal poZzadovany farmaceuticky

ucinek, za pomoci rozdélovaciho koeficientu zkouma, jestli se bude dobfe vstiecbavat

10



do tkani, ve kterych tento ucinek vyvola. Pokud se ale vstiebava ve velké mife, muze dojit
k akumulaci latky v organismu a nasledné k toxicité. Mezi procesem vstiebavani latky
do tkani organismu a rozdé€lovacim koeficientem této latky byla popsana linearni korelace.
Oktanol je v tomto piipadé organické rozpoustédlo, které se tim, Ze na jednom svém konci
ma hydrofilni ¢ast a na druhém konci ¢ast hydrofobni, blizi struktufe membranovych

1,9-11

lipida.

V momenté¢, kdy K dosahuje vyssich hodnot a jedna se o vysoce hydrofobni latku, se
tato linearni korelace mezi K a vstiebavanim latek do tkani vytraci. Jednim z divodt mize
byt, ze dochazi k odli$nostem v mechanismu pii prostupovani téchto hydrofobnich latek
do lipidovych ¢asti organismu. Tudiz zanika podoba s oktanolem, ktery ma o dost jednodussi
strukturu oproti skute¢nym bunéénym membranam. Stejné tak dochazi k odlisnostem taktéz
mezi neutralnimi a nabitymi latkami, kdy v systému oktanol — voda je pomér rozdéleni
nabitych latek o 2-3 fady mensi neZ v systému liposom — voda. Proto se jako lepsi model

pro bun&éné membrany zacaly pouzivat uméle vytvotené liposomy. 1911

2.2 Metody pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu

Rozd¢€lovaci koeficient lze stanovit nékolika metodami, které jsou popsany mimo jiné
Organizaci pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD). Obecné jsou metody pro jeho
uréeni rozd€leny na pfimé a nepiimé. Mezi pfimé metody fadime napi. metody tfepani
a pomalého michani, které jsou ovSem Casoveé naro¢né, nachylné ke tvorbé emulzi a vyzaduji
velké mnozstvi ¢istych chemikalii. Na druhou stranu nepfimé metody, mezi které se fadi
chromatografické a elektromigracni techniky, jsou rychlé, pomérné snadno proveditelné
a vyZaduji malé mnoZstvi materidlu, u kterého se nemusi dbat tak moc na cistotu jako
u metod ptimych. Kromé toho existuji 1 metody vypocetni, které hodnotu K pro danou latku

spo&itaji. 8912-14

Rozdé€lovaci koeficient je veliina zavisla na riznych parametrech v roztoku. Tyto
parametry by béhem méfeni hodnoty K mély ziistat konstantni. Jednim takovym parametrem
je teplota. Napft. v ptipadé, kdy teplota béhem experimentu v systému oktanol — voda stoupa,

stoupa také rozpustnost vody v oktanolu. Tyto zmény mohou vést k nepfesnostem

pfi stanoveni K. Dals$i parametry, na které je tfeba béhem experimentu davat pozor, jsou

11



napt. tlak, pH a iontova sila. Zejména pH a iontova sila jsou dillezité parametry pfi stanoveni

hodnoty K u nabitych latek. 81

Rozdé€lovaci koeficient se da stanovit pro latky neutralni a nabité. Urceni K nabitych
latek je pak zavislé na hodnoté pH a iontové sile. Pro stanoveni se obvykle pouzivaji tlumivé
roztoky o konstantnim pH, béhem stanoveni ovSem nebyva konstantni iontova sila. Davis
a kolegové '® zkoumali vliv iontové sily na distribuci fenolu v systému oktanol — voda
I v systému cyklohexan — voda. Jako elektrolyt byl pouzit chlorid sodny, vodny roztok mél
neutralni pH a fenol o pKa = 9,87 byl v tomto roztoku disociovan pouze nepatrné. V tomto
experimentu bylo zpozorovano, ze hodnota K roste se zvySujici se iontovou silou, a pokud
je iontova sila v roztoku udrzovéana pod hodnotu 0,1M, pak ma iontova sila zanedbatelny

vliv na uréeni hodnoty K. 7

Obecné je v systému oktanol — voda mira distribuce nabitych latek o nékolik fada
niz§i nez mira distribuce neutralnich latek v tomto systému. Univerzalni technikou K urc¢eni
K nabitych latek je potenciometrie. Tato metoda byla nejprve vyvinuta pro urceni
K v systému oktanol — voda, nedavno byla tato metoda rozsitena na pouziti taktéz v systému
liposom — voda. V systémech oktanol — voda a liposom — voda si jsou hodnoty K napft.
urcitych fenolickych latek podobné v obou systémech, pokud se nachazi v neutralnim stavu.
Jakmile jsou tyto fenoly nabité, daleko Iépe prochazeji do fosfolipidové dvojvrstvy nez
do roztoku oktanolu. Oktanol tudiz v ptipad¢ nabitych latek nemtize vérohodné nahrazovat
biologické membrany. Dalsi informace o této metodé jsou uvedeny v podkapitole 2.4.1
Potenciometrie. V ptipadg, Ze je studovana hodnota K pro neutralni latky, musi byt zajistény
podminky Vv roztoku tak, aby nedo$lo k nabiti této latky (tedy zajisténi konstantniho
pH). 11718

2.2.1 Trepani

Prvni a nej¢astéji pouzivana experimentalni metoda pro stanoveni hodnoty K neutralnich
latek je metoda tiepani (shake flask method), ktera ma podobné usporadani jako extrakce
v systému kapalina — kapalina. Toto uspofadani je zobrazeno na obr. 1. Tato metoda obecné
zvlada pokryt rozsah hodnot logaritmického rozdélovaciho koeficientu od -2 po 4. Nelze
tuto metodu pouzit pro latky, které jsou povrchové aktivni. Pro provedeni této metody je
nutné mit konstantni tlak, teplotu a pH. Studovana latka, n-oktanol a voda by mély byt

vysoké &istoty, jinak dochézi ke zkresleni vysledkd. Voda se doporuduje redestilovana. 2

12



Obrazek 1 — Schéma uspoiadani tiepaciho experimentu *°

(1 — n-oktanolova faze, 2 — vodna faze, 3 — molekuly, které se rozdéluji mezi faizemi, 4 — moznost vzniku

dimert v oktanolové fazi, 5 — moznost disociace ve vodné fazi)

Pfed samotnym experimentem pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu je nutné obé
faze vzajemné nasytit. To se obvykle provadi tak, Ze se barika, ve které¢ se nachazi n-oktanol
a voda, ponecha tfepat 24 h na mechanické tiepacce. Po nasyceni se rozpoustédla prevedou
do d¢lici nalevky, kde se k nim dale ptida studovana latka rozpusténd o dané koncentraci
ve vodé nasycené oktanolem. Poté je délici néalevka s rozpoustédly a studovanou latkou
umisténa na mechanickou tfepacku a necha se ustavit rovnovaha. Po ustaveni rovnovahy se
jednotlivé faze od sebe oddéli centrifugaci. Néasledné se napt. fotometricky, plynovou ¢i
kapalinovou chromatografii ur¢i koncentrace studované latky v obou fazich, porovna se

s ptivodni aplikovanou koncentraci a spoéita se rozdélovaci koeficient. 12

U této metody muze dochazet k chybam ve vodné fazi. Je dalezité, aby se do vodné
faze pii jejim odebirani nedostaly stopy n-oktanolu, proto se doporucuje pii odebirani vodné
faze (napt. jehlou) nabrat nejdiive trochu vzduchu a pii ponoieni do rozpoustédla jemné

vzduch vytlacit, aby nedoslo k nasati n-oktanolu. Pii vysoké lipofilité studované latky se

13



mohou mikrokapicky n-oktanolu dostavat do vodné faze a zkreslovat vyslednou koncentraci

ve vodné fazi, proto je tato metoda limitovdna pouze do hodnoty log K = 4, 912

2.2.2 Pomalé michani

Metoda pomalého michani (slow-stirring method) zvlada uréit hodnotu logaritmu K
az do 8,2. Je to tedy vhodna metoda pro urcovani K vysoce nepolarnich latek. Také by zde
mélo dochazet ke zmenSeni miry tvorby mikrokapi¢ek n-oktanolu ve vodné fazi oproti
ttepaci metodé. V tomto experimentu jsou ob¢ rozpoustédla a studovana latka
termostatované na stejnou teplotu v michaném reaktoru a ustaveni fazové rovnovahy je
podpofeno michanim. Schéma uspofadani tohoto experimentu je zobrazeno na obr. 2.
Michani zprostfedkovava pouze omezené turbulence, které zvySuji vyménu latky mezi

fazemi, aniz by vznikaly mikrokapi¢ky n-oktanolu ve vodné fazi. 13
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Obrazek 2 — Schéma uspotadani michaciho experimentu °

(1 - oktanolova faze, 2 — vodna faze, 3 — kapilara pro odebirani vzorku, 4 — vodné termostatovani teploty)

Stejné jako u tfepaci metody je zde pozadavek na vysokou Cistotu rozpoustédel
a studované latky. Stejné tak by mélo pfed experimentem dojit k nasyceni obou fazi, coz
probiha v dostatecné velké nddobé pomalym michanim dvojfazového systému po dobu dvou
dni. Michatko by mélo byt obaleno teflonem, aby ziistalo inertni. Samotny experiment by

mél byt ochranén pied sluneénim zatenim. 1
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Vzhledem k hydrofobicité studované latky se predpoklada, ze jeji koncentrace
ve vodné fazi bude mala. Proto je doporuceno pii stanoveni pouzit vhodnou extrakéni
a prekoncentra¢ni techniku. Pokud je pfedpokladana hodnota log K vyssi jak 6, doporucuje
se pred samotnou extrakci piidat do vodné faze definovany standard, aby mohly byt

zaznamenany ztraty béhem extrakce a prekoncentrace. 13

Délka experimentu se odviji od doby, kdy dochazi k ustaveni rovnovahy. Ta se zjisti
pii zkuSebnim pokusu, kdy se v riznych Casovych intervalech odebira vzorek z obou fazi,
ktery se analyzuje. Naptiklad pro slouceninu dekachlorbifenyl s hodnotou log K = 8,23 dojde

k ustaveni rovnovéhy mezi obéma fizemi za 144 hodin.

Pro provedeni experimentu se pozadovana koncentrace studované latky rozpusti
v definovaném mnozstvi n-oktanolu nasyceném vodou a opatrné se ptida do testovaci
nadoby. Faze n-oktanolu se ptfida pomalym pipetovanim po sténé nadoby blizko vodné faze,
aby tato faze nakonec utvofila nad vodnou fazi vrstvu. Po zacatku michani by se méla
zvySovat rychlost michani pomalu a méla by se upravovat tak, aby vir mél hloubku
maximalné 2,5 cm. Intenzivnéj§i michani zapficinuje vznik mikrokapic¢ek n-oktanolu

ve vodné fazi, a tudiz vznik chyb podobné jako V tfepaci metodg. 13

2.2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) se fadi mezi separa¢ni techniky, kde
dochazi k rozdélovani sloZzek vzorku na zakladé jejich interakce se stacionarni fazi v kolong¢.
Vzorek je do kolony transportovan mobilni fazi, kterou je zde kapalina. RozliSujeme analyzy
Vv systému normalnich a reverznich fazich. Pfi separaci na normalnich fazich je pouzita
polarni kolona (napft. silikagel) a nepolarni mobilni fadze. Pfi reverznich fazich je tomu
naopak a nejcastéji se jako sorbent pouziva silikagel s navazanymi uhlovodikovymi fetézci

(napt. C18). &7

HPLC metoda pokryva rozsah hodnoty log Kod 0 do 6. Pouziva se systém
oreverznich fazich pfi izokratické eluci, jako naplné kolon se pouzivaji dlouhé
uhlovodikové fetézce vazané na silikagel jako jsou C8 a C18. Jako mobilni faze se
doporucuje kombinace methanolu a deionizované vody. Nejcastéji se pouziva pomér 3:1
methanol — voda, napt. pro latky s hodnotou log K = 6 dochazi keluci do hodiny

pfi pratoku 1 ml/min. Pro latky s vy$s$i hodnotou log Kje nutné zmensit elu¢ni cas
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zmenS$enim polarity mobilni faze nebo upravou délky kolony. Pokud neni vhodny methanol

jako mobilni faze, miiZe se pouZit napt. ethanol nebo acetonitril. 114

Experiment je opét zavisly na parametrech jako je teplota, pH a iontova sila.
Principem HPLC metody je, ze se latky po nastfiku na kolonu zadrzuji na koloné umérné
jejich rozdélovacim koeficientim v systému uhlovodik — voda. Hydrofilni latky tedy budou
eluovany jako prvni a lipofilni latky jako posledni. Z reten¢niho ¢asu (tr) a mrtvého Casu (to)
jsme schopni vypocitat kapacitni faktor (k) podle rovnice 4. Ze znalosti kapacitniho faktoru
a hodnot a a b (koeficienty linearni regrese) jsme dale schopni podle rovnice 5 spoditat
hodnotu rozd€lovaciho koeficientu. Pro ziskani hodnot a a b je tieba sestavit kalibra¢ni graf
alespoii o esti bodech. 114

tr — 1o
to

k =

(4)

(5)
logK,/, = a-logk +b

Studované latky musi byt rozpustné v mobilni fazi v dostatecné koncentraci tak, aby
je bylo mozné detekovat. HPLC metoda neni pouzitelna pro silné kyseliny a baze, kovové
komplexy, povrchové aktivni latky ¢i pro latky, které interaguji s mobilni fazi. Problémem
uziti této nepiimé metody muize byt fakt, ze chromatografické systémy s reverznimi fazemi
poskytuji pouze ¢asteény model pro skute¢né rozdélovani v systému oktanol — voda.
V koloné¢ muze dochazet k dal§im specifickym interakcim, ke kterym by v samotném
systétmu oktanol — voda nedoSlo (napf. iontovd vyména u silanolovych skupin).
Reprodukovatelnost vysledkli na béznych kolonach byva casto problémova. Jednim
zpusobem, jak pfiblizit chromatograficky systém systému oktanol — voda, jsou kolony

potazené oktanolem a uZiti tlumivého roztoku nasyceného oktanolem. °142°

2.2.4 Jiné metody

Jednou z dalSich metod je vyuziti tzv. ,kolony s generatorem* (generator column), ktera
umoziuje stanovit hodnotu log K pro latky s vysokou hydrofobicitou. V této metodé se
pouziva kolona naplnénd inertnim materialem, napt. sklenéné kulic¢ky, které se silanizuji.
Poté se potahnou vrstvickou oktanolu nasyceného vodou se studovanou latkou. Do kolony
je nasledné pumpovana voda a dojde k ustaveni rovnovahy mezi vodnou a oktanolovou fazi.
Schéma tohoto experimentu je zobrazeno na obr. 3. Voda, ktera opusti kolonu, se poté

extrahuje organickym rozpoustédlem a analyzuje se napi. HPLC systémem o reverznich
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fazich. Pokud se pred experimentem voda nasyti oktanolem, dochazi k prodlouzeni

zivotnosti kolonky a je mozné uréit az hodnotu log K = 8,5. 202
& 4

2— |

= o

3
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o0

Obrézek 3 — Schéma uspofadani experimentu s ,.kolonou s generatorem

« 19

(1 — sklenéné kulicky, 2 — silanizovany povrch, 3 — adsorbovana oktanolova faze se studovanou latkou,

4 — proud vodné faze)

Alternativni metodou jsou vypocetni metody hodnoty K. Ty se pouzivaji zejména
tehdy, kdyz se stoji pfed rozhodnutim, ktery experiment je nejvhodnéjsi pro pouZiti.
V ptipadé uziti metody HPLC slouzi predbézny vypocet k nastaveni vhodnych podminek.
Vypocetni metody tedy mohou pomoct pii urceni pravdépodobnosti, jakych hodnot K se
ziska pti pokusu, anebo poskytuji alesponn odhad hodnoty K u latek, u kterych nelze pouzit
Zzadny experiment. Spolehlivost vypocetni metody klesa se zvySujici se komplexnosti
studované latky. Mezi vypocetni metody se fadi napt. Fujita-Hanschova m-metoda,
Rekkerova metoda, Hansch-Leova metoda a kvantové chemické metody moderni vypocetni

chemie. 814

2.3 Liposomy
Liposomy jsou malé sférické vacky, které jsou tvoteny jednou ¢i vice fosfolipidovymi
dvojvrstvami. Schéma liposomi je zobrazeno na obr. 4. Vlastnosti liposoml zaviseji

na struktufe lipidd, velikosti, povrchovém nédboji a zptisobu piipravy. Liposomy se vyskytuji
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voln¢ v pfirodé, ale lze je také uméle pripravit v laboratofi. Nejcastéji se vyuziva neutralni
fosfatidylcholin, nebo zéporné nabitd kyselina fosfatidova, fosfatidylglycerol,
fosfatidylserin nebo fosfatidyletanolamin. Fosfolipidy obecné maji polarni a nepolarni ¢ast.
V piipadé dostatecné koncentrace se fosfolipidy za¢nou shlukovat nepolarnimi ¢astmi
k sob¢, ¢imz utvoti fosfolipidovou dvojvrstvu. Dojde-li k ptekroceni kritické liposomalni
koncentrace, zacinaji tvofit uzaviené struktury s izolovanou dutinou uvnitf. Tato dutina
vétsinou obsahuje ¢ast vodného roztoku, ve kterém byly liposomy zformovany. Polarni ¢asti

fosfolipidu sméfuji jak do vnitini dutiny, tak do vné&jsiho prostiedi. 222

3

Obrazek 4 — Schéma liposomi

Velikost liposomt se muze lisit od velmi malych (0,025 um) az po velké (2,5 pm).
Na zaklad¢ jejich velikosti a poétu dvojvrstev je lze fadit do dvou kategorii: unilamelarni
a multilamelarni liposomy. Unilamelarni liposomy (unilamellar vesicles, ULV) obsahuji
jednu fosfolipidovou dvojvrstvu s dutinou obsahujici vodny roztok a dale se déli na malé,
velké a obfi. Multilamelarni liposomy (multilamellar vesicles, MLV) mivaji strukturu vrstev
pfipominajici cibuli. Obvykle se stava, Ze se ncékolik unilamelarnich jednotek liposomi
odpoji a uvnitt dutiny vytvofi dal$i unilamelarni liposom o mensi velikosti. Vznika tak
multilamelarni liposom, kde jsou jednotlivé fosfolipidové dvojvrstvy od sebe oddélené
vrstvami vody. Podobné mtize vzniknout multivesikularni liposom. Velikost a struktura

jednotlivych druhii liposomi jsou znazornéné na obr. 5. 2%
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Obrazek 5 — Velikost a struktura jednotlivych druhi liposomi 2°

2.3.1 Priprava liposomu

Pro ptipravu liposomi existuje nékolik metod v zavislosti na tom, je-li ucelem pftipravit
unilameldrni ¢i multilamelarni liposomy. Pro ptipravu MLV se pouziva tvorby suchého
filmu lipidd, ktery je nasledné hydratovan vodnym roztokem s rozpusténou latkou, ktera ma
byt uzaviena do dutin liposomil. Takovy zplsob pfipravy je vysoce efektivni pfi uzavirani
latek do dutin MLV. Nevyhodou jsou pak velké rozdily ve velikosti liposomi. MLV lze
potom transformovat nékolika mechanickymi technikami na unilamelarni liposomy,
nevyhodou ov§em muze byt degradace vzorku a vznik rezidui lipida o riznych velikostech.
Jedna ztéchto technik je tzv. technika vytlaCovani (extrusion), ktera poskytuje ULV
0 definované velikosti. MLV jsou v tomto pifipad¢ tlakem nuceny projit pies porovity
membranovy filtr, napf. pfes polykarbonatovou membranu o postupné se zmenSujici
velikosti pora (napt. 200, 100, 50 nm). MLV jsou obvykle protlaceny ptes tuto membranu
5-10x do doby, nez je dosazeno pozadované velikosti. Pro zmenSeni velikosti liposomt se
také pouziva metoda sonifikace. V této metod¢ se po kratkou dobu pfi kontrolované teplote
liposomy oSetiuji sonifikovaci sondou s titanovym hrotem. Nésledné se liposomy filtruji
ptes 0,45 um membranovy filtr, aby doslo k oddéleni ¢astic titanu, uvolnénych béhem

sonifikace, od liposomt. °

K tvorbé ULV se pouzivaji metody hydratace/dehydratace, které jsou zalozeny

na nabobtnani lipidovych filmd po vystaveni vodnému prostiedi. Diky ptitomnosti
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tlumivého roztoku v dehydratovaném filmu dochazi k piisobeni osmotického tlaku na vodu,
ktera prechdzi mezi jednotlivé dvojvrstvy lipidu. Tim se od sebe separuji lamely, aby
utvotily liposom. Timto zpiisobem vznikaji obii unilamelarni liposomy, ale také¢ MLV.
Metoda K piipravé vyhradné obfich unilamelarnich liposomi prozatim neni dostupna,
za vyuziti metody elektroformace ale vznikd mnoho ULV. Elektroformace je feSeni
pro smési lipidu, které se ne ptili§ snadno formuji na liposomy. B€hem procesu nabobtnavani
lipidového filmu vodnym médiem se aplikuje pole stfidavého napéti. Toto pole by mélo
narusovat lipidové dvojvrstvy, a tudiz vyvolat oddé€leni lamel a tvorbu liposomt. Tento

proces ovliviiuje tloustka lipidového filmu, doba plisobeni a velikost napéti. 2°

U ptipravenych liposomid se posuzuji jejich vlastnosti. K posouzeni priaméru,
polydisperzity a distribuce velikosti liposomil se pouziva kryogenni transmisni elektronovy
mikroskop. K urceni velikosti liposomu se taktéz efektivné pouziva gelova vyluCovaci
chromatografie, kde jsou bézné kolony schopné odseparovat liposomy o velikostech 30—
300 nm. Lamelarita liposoml se urcuje elektronovym mikroskopem nebo nukleédrni
magnetickou rezonanci. Schopnost uzavirani molekul do dutiny se méfi hydrofilnim

markerem, napf. radioaktivnim cukrem nebo fluorescenénim barvivem. 2°

2.3.2 Vyuziti liposomi

Jak jiz bylo zminéno, béhem tvorby liposoml dochazi k tvorbé izolovanych dutin. Diky
tomu se zejména multilamelarni liposomy zacaly Siroce pouzivat jako pfenasece raznych
molekul v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu. Jsou schopné pienaset napft.
antibiotika, antivirotika, 1léky proti rakovin¢, hormony i enzymy. Liposomy jsou
biokompatibilni, biologicky rozloZitelné a malo toxické, coZ z nich Cini idedlni pfenaSece.
Jsou rezistentni vi¢i enzymlim v ustech a zaludku, travicim $tavam, stfevni mikrofléie
a také volnym radikalam. Fosfolipidy jsou ve vodé hydrofobni i hydrofilni zaroven, coz
znamena, ze je mozné diky nim pienaset molekuly obou druhti. Hydrofilni latky se prenase;ji
uvniti dutiny, hydrofobni latky uvniti fosfolipidové dvojvrstvy. Hlavni vyznam téchto
prenasech spociva v doruceni aktivni 1€¢iveé latky na misto urceni (napt. misto rakovinného
bujeni ¢i misto zanétu). K uvolnéni latky uvnitt dutiny liposomu by tedy mélo dojit az

na misté& uréeni. 2%

Na druhou stranu unilameldrni liposomy se c¢asto pouzivaji jako modelové

membrany, které slouzi ke studiu interakci mezi bunéénymi membranami a biologicky
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dilezitymi latkami (napf. 1é¢ivé latky). Liposomy byly vybrany na zaklad¢ jejich podobnych
vlastnosti se skutecnymi biologickymi membranami. Toto pouZiti je ale mozné vyuzit pouze

pro latky, které jsou schopny pies membrany projit pasivni difazi. 242

2.4 Metody pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu v systému liposom —

voda
Stejné jako u metod stanoveni hodnoty K v systému oktanol — voda, i v systému liposom —
voda existuji pro stanoveni K metody pifimé a nepiimé. Mezi pifimé se tfadi napf.
potenciometrie a rovnovazna dialyza, mezi nepiimé pak chromatografické metody. Prozatim
neni zndma 74dnd vypocetni metoda, ktera by byla schopna odhadnout rozdélovaci

koeficient v systému liposom — voda. 3

2.4.1 Potenciometrie

Potenciometrie je povaZzovana za univerzalni metodu hlavné v piipad¢ urc¢eni rozdélovaciho
koeficientu nabitych latek. Za pomoci této metody lze u studované latky urcit také jeji
hodnotu pKa. Tato metoda umoziuje méfeni rozsahu log K = -0,5 az 4. Jak jiz bylo zminéno,
nejprve se tato metoda pouzivala pro stanoveni K v systému oktanol — voda. Nasledné doslo
K upraveni metody pro moznost stanoveni K také v systému liposom — voda. Diivodem bylo
odligné chovani nabitych latek v oktanolu a v liposomech, kdy nabité latky l1épe prostupuji
do fosfolipidové membrany nez do roztoku oktanolu. V pfipadé, kdy by mél oktanol

nahrazovat biologickou membranu, nebyl by oktanol pro tento popis vérohodny. 3172

Ptitomnost oktanolu ¢i liposomu ovlivituje chovani latky béhem titrace, diky cemuz
l1ze urcit K v téchto systémech. Studovana latka se nejprve titruje ve vodném prostiedi
standardizovanou kyselinou ¢i bazi, aby se zjistila jeji hodnota pKa. Nasledné se n¢kolikrat
provede titrace ve dvojfazovém systému pii riznych fazovych pomérech, tedy piti riznych
koncentracich liposomti. Posun Vv hodnotach pKa se vyuzije k vypoctu hodnoty
K jednotlivych acidobazickych forem. Vynesenim hodnoty pH a log K Ize ziskat lipofilni
profil studované latky. Nejniz8§i mezni limit pH je pfi hodnoté 3,5, protoZe pii nizsich
hodnotach pH pak dochazi k protonizaci fosfatovych skupin, coz muize narusit pribéh

titra¢ni kiivky. Nejvyssi mezni limit hodnoty pH je pak pii hodnoté 10,5, protoze pii vyssSich
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hodnotach dochazi k hydrolyze liposomt a zvySuje se mnozstvi volnych mastnych kyselin,

které lze titrovat, coz opét vede k naruseni priibéhu titraéni kiivky. 3182

2.4.2 Rovnovazna dialyza

Metoda rovnovazné dialyzy nalezla sviij pocatek v tfepaci metodé, ktera byla pivodné
vyvinuta pro urceni K 1é¢iv v systému liposom — voda. K separaci liposomt se pak pouzivala
centrifuga. Tato separace ovSem nebyla dokonald a vedla také ke srazeni studovanych
molekul. Tento problém vyfeSila rovnovazna dialyza a stala se dnes Siroce pouzivanou

technikou pro studovani chovani latek v systému liposom — voda. 318

V samotném experimentu jsou vodna a liposomalni faze odd€leny semipermeabilni
membranou, kterd dovoluje prochazet analytu ale nikoliv liposomiim. Schéma provedeni
tohoto experimentu je zobrazeno na obr. 6. Na zac¢atku experimentu je studovana latka
pritomna pouze v jedné fazi, v tomto ptipadé ve vodné. Jakmile je dosaZzeno rovnovahy,
analyt mize byt kvantifikovan a spocitdn K. VéEtSinou se analyzuje pouze vodnd faze pred
zahajenim experimentu a po dosazeni rovnovahy za piedpokladu, ze pii rovnovaze je
koncentrace volného analytu ve vodné fazi v obou kompartmentech stejna. K vypocteni
hodnoty K se pak pouzije celkovy objem liposoml (spoéteny z koncentrace) obsazeny
Vv liposomalni f4zi, vychozi koncentrace analytu pfed ustavenim rovnovéhy a finalni

koncentrace analytu ve vodné fazi po dosazeni rovnovahy. 3

@ Liposom Semipermeabilni
« Analyt membrana

Obrazek 6 — Schéma popisujici uspofadani experimentu pii rovnovazné dialyze
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2.4.3 Liposomalni elektrokineticka chromatografie

Jednim z dalSich moznych zpusobt, jak stanovit rozdélovaci koeficient studované latky
V systému liposom — voda, je uziti liposomalni elektrokinetické chromatografie (LEKC).
Tato technika je velice podobna micelarni elektrokinetické chromatografii (MEKC)
aumoziuje rozdélovat neutrdlni i nabité latky. Rozdélovani analytu v této technice

do liposomalni ¢asti zavisi na naboji, chemické struktuie a hydrofobicité analytu. 2*

Tato technika vyuziva kapilarni elektroforézu (CE), kde jsou liposomy soucasti
tlumivého roztoku. Stavaji se z nich tak pseudo-stacionarni faze a poskytuji rozdélovaci
mista pro analyty. Naboj liposoml pouzitych zde je zaporny, proto migruji k anodé.
Vzhledem k tomu, Ze elektroosmoticky tok je siln&jsi, jsou liposomy a analyty unaSeny
ke katod¢, kde jsou detekovany. Schéma pro rozd€lovani nenabitych analytd lze vidét
naobr. 7, kde uuip @ peor jsou mobility liposoml a elektroosmotického toku, S1 a S»
pfedstavuji nenabité analyty, které se rozdé€luji. teo, tr1, tr> @ tip. jSOU migraéni Casy
nezadrzeného markeru (naptf. methanol), dvou analytii a liposomélniho markeru (napft.

dodekafenon). Rozdélovaci koeficient je pak spoitan na zdkladé téchto migraénich &asi. 2/

Obréazek 7 — Schéma LEKC metody u nenabitych latek %’

2.4.4 Jiné metody

Dalsi metodou, jak stanovit hodnotu K v systému liposom — voda, je spektrofotometrické
stanoveni. Tato metoda ovSem vyZzaduje dikladnou separaci vodné faze od lipidové napf.
centrifugaci nebo filtraci, protoze lipidy zplsobuji vysoké signaly v pozadi. OvSem
za pouziti derivacni spektrofotometrie, jak pise Rodrigues C. a kolegové, neni tieba obé faze

separovat a dojde k eliminaci ruSivého efektu lipida pfi pouziti druhé derivace. Rozd¢lovaci
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koeficienty se nasledné spocitaji ze zmén absorbance 1€c¢ivé latky, které jsou zplisobeny

navazanim latky na liposom. 28

Jinou metodou je uréeni K za pomoci mikroextrakce pevnou fazi. Obecné se
Kk rozpusténé studované latce piidaji liposomy a necha se ustavit rovnovaha. Nasledné se
vzorek extrahuje pomoci mikroextrakce tuhou fazi. Jako pevna faze se zde pouziva vlakno
potazené polymerem. Po dokonceni extrakce se uvolni studovana latka, ktera se nezachytila
v liposomech, a dale se analyzuje napi. HPLC nebo GC. Vyhodami této metody jsou pouZiti

malého objemu analytu, rychlost a jednoduchost. 2°

2.5 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (Gas Chromatography, GC) se fadi mezi separacni techniky.
K rozdélovani slozek vzorku zde dochéazi na zaklad€ riznych interakci latek se stacionarni
fazi v kolon¢. Schéma plynového chromatografu je zobrazeno na obr. 8. Mobilni fazi je zde
nosny plyn, u které¢ho je podminka, aby byl inertni. Pouziva se vodik, dusik, helium nebo
argon. Nosny plyn unasi analyt do kolony, v ptipadé GC se pouzivaji kolony népliiové nebo
kapilarni. Naplnové kolony jsou plnéné sorbentem nebo kapalnou stacionarni fazi na nosici
a oproti kapilarnim kolondm maji vétsi kapacitu. Vnitini pramér téchto kolon je 2-3 mm
a délka 1-3 m. U kapilarnich kolon se vyuziva jejich vnitinich stén pro zakotveni stacionarni
faze. Tyto kolony maji primér 0,1-0,6 mm a byvaji dlouhé primérné 30 m. Jako detektor se
pouziva napt. tepeln¢ vodivostni detektor, ktery detekuje prichod analyti na zakladé
ochlazeni vldkna Zhaveného elektrickym proudem. DalSim moZnym detektorem je
plamenové€ ionizacni detektor, kde se analyty ionizuji v kyslikovodikovém plameni a mé&fi
se zména elektrického proudu. Jinym detektorem pouZivanym u GC je hmotnostni
spektrometr. Hmotnostni spektrometrie je dal$i separa¢ni technika, ktera rozdéluje ionizaci
vzniklé ionty podle jejich podilu hmotnosti ku naboji (m/z). Vyhodou pouziti hmotnostniho

spektrometru jako detektoru je moznost identifikace latek. &’
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Obrazek 8 — Schéma plynového chromatografu

V piipad€ plynové chromatografie je mozné analyzovat pouze latky, které maji
relativni molekulovou hmotnost mensi nez 1 000, jsou termalné stalé a lze je snadno prevést
do plynného skupenstvi. V tomto tkvi hlavni rozdil oproti HPLC, ktera je naopak vhodné&;jsi
pro analyzu netékavych latek. Latky, které nejsou dostatecné t€kavé, 1ze urcitym zpiisobem
pted analyzou upravit. Témto Upravam se fiké derivatizace a mohou vést napi. ke zvySeni

t&kavosti nebo také ke zlepseni detekce. &7

2.5.1 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu pomoci GC

Pfi stanoveni rozdélovaciho koeficientu Vv systému oktanol — voda nebo liposom — voda
slouzi plynova chromatografie ptevazné v zavéru experimentu k méfeni koncentraci analytu
v roztoku obou fazi. Tyto roztoky byva nutné pfed samotnou analyzou jeSté upravit.
Napiiklad v praci Gobase a kolegi 1°, kde studovali halogenované uhlovodiky, byl pouzit
pro stanoveni hodnoty K dvoufazovy systém. Na jedné strané byla faze liposomt a na druhé
stran¢ faze n-hexanu s rozpusténou studovanou latkou. Dvojfazovy systém byl pomalu
michan za stalé teploty a po 3-5 dnech, kdy doslo k ustaveni rovnovahy, byly odebrany
vzorky zobou fazi. Vzorky odebrané z faze n-hexanu byly pouze ziedény a ihned
analyzovany, vzorky odebrané zliposomalni faze byly 2x extrahovany do n-hexanu
a zakoncentrovany na rota¢ni odparce pii 30 °C. Vzorky byly analyzovany plynovou

chromatografii s detektorem elektronového zachytu. 1

Plynova chromatografie kromé toho umoziiuje také stanoveni rozdélovaciho

koeficientu té¢kavych latek v systému voda — plyn. Tento druh rozdélovaciho koeficientu pak

25



popisuje distribuci tékavych slozek mezi fazemi kapalnou a plynnou. Pfi jeho stanoveni se
analyzuje plynna faze metodou headspace. Pro stanoveni hodnoty K tékavych latek
Vv systému liposom — voda piedstavili Skopalova, J., Bartdk, P. a kolegové kombinovanou
metodu headspace — mikroextrakce tuhou fazi — plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii. Do pfipravenych roztoki asolektinovych liposomt bylo pfidano znamé
mnozstvi tékavé slozky (eugenolu) a po ustaveni rovnovahy byl odebran alikvotni podil. Ten
byl vlozen do sklenéné vialky urcené pro headspace analyzu se silikonovym septem. Déle
probéhla headspace mikroextrakce extrakénim vlaknem a analyza plynovou chromatografii.
Vzhledem k ptedpokladu, Ze liposomy a latky v nich uzaviené jsou netékavé, nedochazelo
tudiz béhem ustaveni rovnovahy k jejich uvoliovani do plynné faze a probihala tak analyza
pouze volné tékavé slozky, ktera nebyla zachycena v liposomech. P#i ustaveni rovnovahy
volné tckavé slozky mezi kapalnou a plynnou fazi lze ptedpokladat, Ze stanovena
koncentrace této slozky v plynné fazi bude pfimo imérna koncentraci volné latky v kapalné
fazi. Rozdil ptivodni a stanovené koncentrace dava informaci, kolik latky bylo uzavieno
do dutin liposomd. V tomto experimentu byla také uréena hodnota kritické liposomalni
koncentrace asolektinu na 1,097 g/l. Pfi koncentraci asolektinu 4, 6 a 8 g/l byly ziskdny
pro eugenol hodnoty K =300, 297 a 305 (pro vSechny tfi je po zaokrouhleni log K = 2,48).
Tyto hodnoty indikuji, Ze za vyuziti koncentrace asolektinu presahujici jeho kritickou
liposomalni koncentraci jsou hodnoty rozdélovaciho koeficientu eugenolu témér

totozné. 3931

Dal$i novou metodu pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu té€kavych latek
Vv systému liposom — voda za vyuziti GC/MS predstavili taktéz Bartak, P., Skopalova, J.
a kolegové. S vyuzitim rozd€lovaci aparatury a nylonové membrany k oddéleni liposomalni
a vodné faze se po ustaveni rovnovahy analyzovala vodna faze, kde se urcila koncentrace
volné tekavé latky za pomoci GC/MS. Ke studiu byla opét pouzita latka s nizkou
molekulovou hmotnosti eugenol a asolektinové liposomy. Kritickd liposomalni koncentrace
asolektinu byla v této studii stanovena na hodnotu 1,24 g/l. Metodou modifikované
rovnovazné dialyzy byl rozdélovaci koeficient eugenolu v systému liposom — voda urcen

na pramérnou hodnotu 284 (log K = 2,45).

Na zdkladé téchto studii je zalozend experimentalni ¢ast této diplomové prace, ktera
stanoveni rozdé€lovaciho koeficientu pro eugenol rozviji a aplikuje pro dalsi latky.

Pro zhotoveni experimentu bylo vyuzito rozdélovaci aparatury a koncentrace studovanych
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latek v roztocich byly analyzovany GC/MS, v piipad¢ kolegli také HPLC na reverznich

fazich * a voltametrickymi metodami °.

2.6 Vybrané latky k analyze
Pro urceni rozdélovaciho koeficientu byly vybrany fenolické slouceniny nachézejici se
Vv esencialnich olejich rtiznych rostlin. Tyto rostliny se pouzivaji jako koteni, a pfitomnost

vybranych fenolii v téchto rostlinach a kofeni Ize poznat diky jejich charakteristické vini. 33

S kofenim jsou spojené mimo jiné také zdravotni benefity, které poskytuji, napf.
antioxida¢ni a antibakteridlni vlastnosti. Tyto benefity poskytuji pfevazn¢ fenolické
slouceniny ptitomné v Silicich kofeni. Je to pravé fenolicka struktura, ktera je zodpovédna
za tyto kladné vlastnosti v lidském organismu. Oproti jinym latkam, které se vyskytuji
v esencialnich olejich (napf. terpeny), jsou tak mnohem farmaceuticky aktivnéjsi a cennéjsi.
Nevyhodou vyuziti nasledujicich latek mtze byt ovSem silny senzoricky vjem ¢ichovy

i chutovy, ptipadné i toxicita ve vyssich davkach. 333

Fenoly obecné jsou dobfe separovany a detekovany pomoci plynové chromatografie.
Pro jejich stanoveni existuje mnoho metod analyzy. Fenoly lze analyzovat piimo, ale
obvykle se doporucuje je vhodné derivatizovat. Hydroxylové skupiny, které jsou soucasti
fenolt, poskytuji snadné reakéni centrum pro prevedeni fenold na méné polarni latky.
Ve vysledku to umoziuje pouziti SirSiho spektra kolon pro analyzu a také se metoda stava
robustné&jsi, tudiz ji lze snadno aplikovat i na jiné podobné latky. Jednou z mozZnych
derivatizaci hydroxy skupiny je silanizace, kde z pivodnich latek vznikaji trimethylsilyl
ethery. Obecné schéma této reakce je na obr. 9. Tato metoda derivatizace ma velice Siroké
pouziti v praxi, protoze ptrevod mnoha fenolickych latek byva snadny a témét kvantitativni.
Trimethylsilyl derivaty jsou také relativné stabilni pii pokojové teploté pouze pokud
v roztoku neni pfitomna voda, pak dochazi k jejich rychlému rozkladu. Diky témto
vlastnostem se z této metody stava snadny zpuUsob, jak analyzovat Siroké spektrum latek

za rtiznych podminek. *°
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7
R-OH + TMSE —» R—O—S'i—CH3
CH,

Obrazek 9 — Schéma silanizaéni reakce (TMS¢ je silaniza¢ni &inidlo) ’

Hodnoty rozdélovaciho koeficientu u zvolenych fenolickych latek (eugenol, thymol
a karvakrol) se podle dostupné literatury pohybuji kolem hodnot log K = 2-3. Jedna se
0 hodnoty, které lze pomérn¢ snadno ziskat zakladni tfepaci metodou, ale také mnoha
dal$imi. Tato a vySe zminéné vlastnosti fenolil ¢ini ze zvolenych latek vhodné kandidaty

pro testovani novych metod.

2.6.1 Eugenol

Eugenol (jinak také kyselina hiebickova, struktura na obr. 10) je organicka latka, ktera je
nejvice zastoupena v esencialnim oleji v hiebicku (eugenia caryophyllata) — hiebickovém
oleji. Je to silné aromaticka latka zodpovédna za vini kofeni hiebi¢ku. Radi se mezi

fenylpropanoidy. 3337

0 CH
HiC™ ik

HO

Obrazek 10 — Struktura eugenolu

Tradi¢ni pouziti hiebickového oleje spociva v zubnim lékarstvi jako antiseptikum
a analgetikum. Cely hiebicek ¢i olej se pouzival k tlevé od bolesti zubd. Eugenol se také
stal soucasti smési materialu s oxidem zine¢natym, ktery se dnes ¢asto pouziva v Klinické
stomatologii napft. jako doCasna vyplil. Jakmile se tato smés aplikuje do dentalni kavity, mala
mnozstvi eugenolu difunduji ptes dentin az do zubni dfené. Zde plsobi anti-zanétlive, tudiz
brani prochazeni bakterii, a také puisobi jako lokalni anestetikum. Pokud by se eugenol
aplikoval pfimo, doslo by k velkému poskozeni tkan¢, protoze je cytotoxicky. Proto se

aplikuje ve smési, kde se pak uvoliiuje malé mnozstvi, které je bezpeéné. 383
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Eugenol mé také antibakterialni vlastnosti, které byly testovany napf. proti bakteriim
Salmonella enteritidis, Escherichia coli nebo Staphylococcus aureus. Jiz 1-2% hiebickovy
olej dokaze potlacit rust bakterii. Mimo to ma cugenol také mirny antivirovy ucinek,
antimykoticky uc¢inek, vysokou antioxidacni aktivitu a dokdze na sebe vazat kovové prvky

v organismu. 3337

Rozdélovaci koeficient eugenolu v systému oktanol — voda byl stanoven v publikaci
Jamese Sangstera na hodnotu 2,27 4. V jinych studiich byla metodou HPLC na reverznich
fazich uréena hodnota 2,49 ! a metodou tfepani / extrakce hodnota 2,99 *. V publikaci G.
N. Reiner a kolegti byl stanoven rozdélovaci koeficient eugenolu v systému oktanol — voda

na hodnotu 2,30, v systému lecitinovy liposom — pufr na hodnotu 2,20 #2,

2.6.2 Thymol

Thymol (struktura na obr. 11) je fenolicky monoterpenoid, ktery se vyskytuje ve velkém
mnozstvi V esencialnich olejich v bylinach tymian obecny (jinak také matetidouska obecna,
thymus vulgaris) nebo dobromysl obecna (origanum vulgare). Je to silné aromaticka latka

zodpovédna za viini kofeni tymianu. 4344

CHj

OH
HsC CH,

Obrazek 11 — Struktura thymolu

Thymol se pouziva v malych koncentracich, protoze jinak je podobné jako eugenol
cytotoxicky. Thymol a jeho zdroje se pouZivaji pro jejich antioxidacni, anti-zanétlivé,
antibakterialni 1 antiseptické Uc¢inky, také ma pfiznivy vliv na kardiovaskularni systém.
V piipadé jeho antibakterialni aktivity se projevily inhibi¢ni G¢inky proti bakteriim
Salmonella typhimurium, Escherichia coli ¢i Listeria innocua. V jedné studii byla

porovnavana antibakteridlni aktivita thymolu, eugenolu, karvakrolu, kyseliny trans-
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skoficové a diacetylu vuci bakteriim Escherichia coli a Salmonella typhimurium. Thymol

byl ztéchto latek nejefektivné€jsi s nejniz§imi hodnotami minimalni inhibic¢ni

koncentrace. 4344

Rozd¢lovaci koeficient thymolu v systému oktanol — voda byl uréen v publikaci
Griffina a kolegti na hodnotu 3,30 * metodou tfepani. V publikaci G. N. Reiner a kolegii byl
stanoven rozdélovaci koeficient thymolu v syst¢ému oktanol — voda na hodnotu 3,21,

v systému lecitinovy liposom — pufr na hodnotu 2,90 2.

2.6.3 Karvakrol

Karvakrol (struktura na obr. 12) je fenolicky monoterpenoid, ktery se stejné jako thymol
vyskytuje v esencialnich olejich v bylinach dobromysl obecna, tymian obecny a dalsich. Je
to siln€ aromaticka latka zodpovédna za vini koteni dobromysli obecné (jinak také oregano).

Je to polohovy izomer thymolu. *°
CHj
OH

H,C CH,
Obrazek 12 — Struktura karvakrolu

Karvakrol ma vysoky inhibi¢ni G¢inek vi¢i Gram pozitivnim i Gram negativnim
bakteriim krom¢& Pseudomonas aeruginosa. Pro testovani antimikrobidlni aktivity
karvakrolu se pouzil potravinovy patogen Bacillus cereus, ktery se fadi do Gram pozitivnich
bakterii. Vegetativni buiiky tohoto patogenu mohou byt snadno zabity zahtanim, ale spory
mohou pfezit a intoxikovat potraviny. Karvakrol uZ pfi nizkych koncentraci inhibuje rist
I produkci toxini této bakterie. Ve studii, kde se porovnavaly antibakterialni ucinky
karvakrolu, eugenolu, mentholu a dvou syntetizovanych derivatd karvakrolu vci
Escherichia coli, Staphylococcus aureus nebo Lactobacillus plantarum mél karvakrol,

jakozto latka s nejvyssi hydrofobicitou, nejsilngjsi antibakterialni ii¢inek. Dva jeho derivaty,
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methylether karvakrolu a acetat karvakrolu, byli vii¢i bakteriim malo efektivni. To potvrzuje
antibakterialni vlastnosti fenolové struktury. Karvakrol ma také mimo jiné i antimykotické
ucinky, je efektivni napf. proti Aspergillus flavus, Penicillium rubrum nebo Trichoderma

viride. 4546

Rozdélovaci koeficient karvakrolu v systému oktanol — voda byl uréen v publikaci
Griffina a kolegii na hodnotu 3,49 3¢ metodou HPLC na reverznich fazich a v publikaci Ultee
a kolegti na hodnotu 3,64 “¢ metodou tiepani. V publikaci G. N. Reiner a kolegi byl stanoven
rozdélovaci koeficient karvakrolu v systému oktanol — voda na hodnotu 3,14, v systému

lecitinovy liposom — pufr na hodnotu 2,76 42,
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie a materialy
Chemikalie:

Pro ptipravu liposomt byla pouzita smés fosfolipidu ziskana ze sojovych bobu asolektin
s obsahem fosfatidylcholinu asi 25 % (Fluka, Buchs, Svycarsko). Pro studium byly pouzity
latky eugenol a karvakrol (obé Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) a thymol (Merck,

Darmstadt, Némecko).

Dalsi pouzité chemikalie byly redestilovana voda (Millipore, 18,2 MQ), hydroxid
sodny (Lach-ner, Neratovice, Ceské republika), kyselina chlorovodikova 35 % p. a. (Penta,
Praha, Ceska republika), aceton p. a. (Penta, Praha, Ceska republika), tetrachlormethan
(Lachema, Brno, Ceska republika), pyridin p. a. (Penta, Praha, Ceska republika)

a hexamethyldisilazan (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko).
Materialy:

Epoxidové lepidlo Ceys 350 kg/cm?

Membrany:

Celulosova dialyza¢ni membrana Nominal MWCO 3,500 (Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) s tloustkou stény 25 um a propustnosti pora pro latky do 3 500 Da

Nylonova membrana (Hahnemiihle, Dassel, Némecko) s primérem pori 0,2 pm

Polykarbonatova (PC) membrana Nuclepore Track-Etch filtraéni membrana (Whatman,

Maidstone, Velka Britanie) s velikosti porti 0,05 pm

3.2 Pristroje a software

Pristroje:

Plynovy chromatograf Agilent 6890 Series GC System s hmotnostnim detektorem Agilent
5973 Network Mass Selective Detector (Palo Alto, Kalifornie, USA)

Centrifuga Eppendorf 5702 (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

Blokovy termostat — Block Heater Stuart SBH130 (Stuart, Staffordshire, Velka Britanie)
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Vahy Kern ALS 220-4 (Kern&Sohn, Balingen, Némecko)
Tiepacka Vibramax 100 (Heidolph, Schwabach, Némecko)
Software:

Enhanced ChemStation. MSD ChemStation a Enhanced Data Analysis (Agilent
Technologies, Incs., Kalifornie, USA)

Microsoft Excel (Microsoft, Washington, USA)

3.3 Priprava experimentu
Liposomy byly pfipraveny rozpusténim potfebného mnozstvi asolektinu v malém mnozstvi
redestilované vody. Poté byl roztok tfepan minimalné 12 hodin na tfepacce a nasledné byl

roztok doplnén vodou na pozadovany objem, aby jeho finalni koncentrace byla 8 g/1.

Studované latky byly rozpusStény v redestilované vodé tak, aby vysledna koncentrace

ptipraveného roztoku byla 500 pg/ml.

Kuréeni rozdélovaciho koeficientu slouzila rozdélovaci aparatura zobrazena
naobr. 13. Dvé plastova vicka od 4 ml vialek sotvorem pro septum byla slepena
epoxidovym lepidlem a vlepena do kovového pouzdra (obr. 13, ¢ast 1). Po vytvrzeni lepidla
byla do jednoho z vi¢ek vloZena pozadovana membrana vykrojena korkovrtem do tvaru
kruhového vyfezu o priméru 10 mm. Nasledné byly z obou stran pfiSroubovany vialky
s 3,2 ml vody (vodna faze) nebo 3,2 ml roztoku asolektinu se studovanou latkou (2,8 ml
asolektin + 0,4 ml latka ve vodé NEBO v ptipadé slepého pokusu 2,8 ml vody a 0,4 ml latky
ve vodg). ZaSroubovanim vialek doSlo kupevnéni vlozené membrany. Rozdé€lovaci
aparatury byly vlozeny na tfepacku a tfepany rychlosti 150 rpm po pozadovanou dobu.
Po skonceni experimentu byly vialky od sebe oddéleny a analyzovény. K analyze byly

pouzity obé faze slepého pokusu a pouze vodna faze pokusu s asolektinem.
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Obrézek 13 — Rozd¢lana (vrchni) a sestavend (spodni) rozdélovaci aparatura

V kovovém pouzdie (¢ast 1) se nachazeji k sobé slepena vicka s otvorem uprostied, do které je z jedné strany
vlozena pozadovana membrana. Ve vialce (¢ast 2) je roztok asolektinu se zkoumanym vzorkem a v dalsi

vialce (¢ast 3) je redestilovana voda.

3.4 Uprava vzorku pied analyzou

3.4.1 Eugenol

Pro analyzu na plynovém chromatografu bylo nutné vzorky nejdtive extrahovat z vodné faze
do tetrachlormethanu, a pak provést derivatizaci — silanizaci. Pro rychlou a u¢innou izolaci
analytl byla vyuzita disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina. Z vialky byly po ukonéeni
experimentu odebrany 2 ml vodné faze do plastové zkumavky, automatickou pipetou bylo
rychle ptidano 750 pl extrakéni smési acetonu a tetrachlormethanu v pomeéru 4:1 (v/v) tak,
aby doslo k vytvoreni drobnych kapicek (zékalu) tetrachlormethanu. Zkumavka byla
10 minut ruéné tfepana a 5 minut centrifugovana pii 4400 ot/min. Z tetrachlormethanové
(dolni) faze bylo odebrano 100 ul do vialky ur¢ené pro plynovou chromatografii. K extraktu
bylo pfidano 200 ul pyridinu a 200 pl silaniza¢niho ¢inidla — hexamethyldisilazanu. Vialka
byla uzaviena a inkubovana 30 minut pii 80°C. Po skonceni inkubace byl ptipadny pretlak,
zpusobeny vedlejsim produktem reakce amoniakem, uvolnén propichnutim septa injekéni

jehlou, a ihned poté probéhla analyza vzorku v plynovém chromatografu.
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3.4.2 Thymol a karvakrol

Pti upraveé vzorki téchto dvou latek se postupovalo stejné jako pii Gipraveé vzorku eugenolu,
jak je popsano vyse. Rozdil tkvi pouze v teploté a v dobé plisobeni silaniza¢nich ¢inidel.
Thymol a karvakrol byly ponechany v blokovém termostatu pfi 90 °C po dobu 60 minut.
Poté byl odpustén vedlejsi produkt reakce amoniak a probéhl nastiik vzorku do plynového

chromatografu.

3.4.3 Asolektin

V piipad¢ analyzy asolektinu bylo tfeba provést hydrolyzu, aby bylo mozné identifikovat
a stanovit mastné kyseliny, ze kterych je asolektin slozen. Ke 2 ml roztoku bylo ptidano
0,5 ml 2M-KOH ve vod¢ a ponechalo se v blokovém termostatu pti 70 °C po dobu 30 minut.
Nasledné se k roztoku piidal 1 ml 2M-HCI pro neutralizaci. Dale se pokrac¢ovalo disperzni

mikroextrakei a silanizaci, jak je popsano v podkapitole 3.4.1 Eugenol.

3.5 Analyza GC/MS

Plynova chromatografie:

Davkovany objem: 1 pl

Teplota nasttikového prostoru: 280 °C

Davkovaci puls: 140 kPa po dobu 12 s

Nosny plyn: helium, 0,9 ml/min

Teplotni program: 50 °C — 2 min — 10 °C/min — 300 °C — 15 min

Kolona: HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) Agilent, Palo Alto, Kalifornie, USA

Hmotnostni spektrometrie:

Energie elektronu: 70 eV

Detekce metodou single-ion monitoring (SIM) pro ionty:
Eugenol: 236, 206 m/z

Mastné kyseliny (hydrolyzovany asolektin): 337, 339 m/z
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Thymol a karvakrol: 222, 207, 150, 135 m/z

3.6 Vypocet rozdélovaciho koeficientu

Rozd€lovaci koeficient pro studované latky byl spocitan nasledujicim zptisobem:

Vypocet ztrat latky v membrané byl proveden podle rovnice 8:

My = Meee, — 3,2 (Cs.p. + Cs.v.) ’ (8)

kde mz = ztraty latky v membrané v ug, Meeik. = celkové mnozstvi latky v pg, ¢islo 3,2 je
celkovy objem v ml, Csp. = koncentrace latky ve slepém pokusu ve fazi, kam byla piivodné
ptidana v ug/ml a csy. = koncentrace latky ve slepém pokusu ve vodné fazi, kam latka

difundovala v pg/ml.

Naméfena koncentrace latky ve vodné fazi v realném pokusu proti asolektinu
odpovida pti dosazeni rovnovahy koncentraci volné latky v asolektinovém roztoku. Celkovy
objem obou kompartmenti byl stejny, pokud si tedy odpovidaji koncentrace volné latky
v obou kompartmentech, znamena to, Ze je v obou kompartmentech také stejné mnozstvi
této latky. Vynasobime-li naméfenou koncentraci latky (v pg/ml) 3,2 (celkovy objem v ml),
ziskdme mnozstvi této volné latky v daném kompartmentu (myiv. ve vodné fazi nebo myi.a.

v roztoku s asolektinem) v ug.
Mnozstvi latky (muiip.) zachycené v liposomech se spocitalo podle rovnice 9:
Myiip. = Meelke. — Mze. — Myry, — Mya, 9)
Objem liposomi (Viip.) V 3,2 ml roztoku se spocital podle rovnice 10:

Casol. " 3,2 (10)

Vip. =028

kde casol. = koncentrace asolektinu v g/l a ¢islo 1028 je hustota asolektinovych liposomi

voll. ¥
Koncentrace latky (cuiip) v liposomech se spocitala podle rovnice 11:

_ Muip. (11)
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Rozdélovaci koeficient (K) se spocital podle rovnice 12:

C’ .
K = Llip. , (12)

Cula.
kde ci.a. je koncentrace volné latky v asolektinové fazi (ug/ml).
Logaritmus rozdélovaciho koeficientu (log K) se spocital podle rovnice 13:

Cliip.

log K = log (13)

Cyla.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Ke stanoveni rozdélovaciho koeficientu studovanych latek v systému liposom — voda bylo
nejdifive nutné optimalizovat podminky metody, ¢emuz se vénuje podkapitola 4.1
Optimalizace metody. Nejprve bylo tieba zvolit vhodnou semipermeabilni membranu, ktera
bude oddélovat liposomalni a vodnou fazi v rozdélovaci aparatuie. Podminkou bylo, aby
ptes tuto membranu prochdzela pouze studovana latka a nikoliv liposomy. Aby bylo mozné
rozhodnout, ktera membrana tuto podminku splfiuje, bylo tfeba vhodnym zptisobem stanovit
asolektin za pomoci GC/MS, ktery piimo touto metodou analyzovat nelze. Tomuto tématu

se veénuji podkapitoly 4.1.1 Stanoveni asolektinu a 4.1.2 Volba vhodné membrany.

Dale bylo potieba optimalizovat samotné stanoveni rozdélovaciho koeficientu
studovanych latek za vyuziti rozd€lovaci aparatury. Nejprve byla zkoumana doba, po kterou
je nutné nechat ustavit rovnovahu v roztocich. Studovana latka (v tomto ptipadé byl testovan
eugenol) byla vzdy aplikovana do roztoku s liposomy a po stanovené dob¢ byla odebrana
vodna faze a vyhodnocena jeji koncentrace pomoci vytvoiené linearni koncentracni
zavislosti pro tuto latku. Rovnovaha se nechala ustavovat v rozmezi 1-48 hodin. Tomuto se
dale vénuje podkapitola 4.1.3 Casové zavislost rozdélovani eugenolu. Dal§im experimentem
bylo tieba zjistit, zdali je mozné stanovit rozdélovaci koeficient latek pro rizné koncentrace
latky a zdali je tato hodnota K pii riznych koncentracich latky konstantni. Pro tento
experiment byly pouzity zdsobni roztoky eugenolu, které mély koncentrace v rozmezi 10—
500 pg/ml. Této problematice se dale vénuje podkapitola 4.1.4 Koncentraéni zavislost

rozdélovani eugenolu.

Za vyuziti informaci z optimalizace metody byly nasledné stanoveny hodnoty
rozdelovacich koeficientii pro tfi zvolené studované latky v péti opakovanych pokusech,
¢emuz se vénuje podkapitola 4.2 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu v systému liposom —
voda. Koncentrace analytu ve vzorku se spocitaly z vytvofené linearni koncentraéni
zavislosti. Vzorky byly analyzované za pomoci GC/MS, ale také HPLC na reverznich fazich
kolegyni Veronikou Miillerovou * a diferenéni pulzni voltametrii kolegou Radkem Jergou °.

Ziskané hodnoty K se poté mezi sebou porovnaly.
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4.1 Optimalizace metody

4.1.1 Stanoveni asolektinu

Pro ziskéani informace o propustnosti asolektinu pies jednotlivé zvolené membrany bylo
potieba stanovit jeho mnozstvi ve vodné fazi. Hlavni slozkou asolektinu jsou mastné
kyseliny obsazené ve form¢ fosfatidylcholinu a obé formy jsou netékavé, tudiz je nelze
ptimo analyzovat GC/MS. Jedna z moznych struktur fosfatidylcholinu je vyobrazena na obr.
14. Dalsi struktury se 1isi v obsazeni mastnych kyselin, na obr. 14 jsou znazornéné kyseliny
linolovéa a palmitova, ale mtiZze na jejich misté byt taktéz napt. kyselina olejova ¢i stearova.
Ke stanoveni asolektinu za pomoci GC/MS bylo tedy tieba tyto latky derivatizovat takovym
zpusobem, aby je bylo mozno stanovit. Zvolena derivatizace — hydrolyza, extrakce
a prevedeni mastnych kyselin na trimethylsilylestery — byla vybrana na zaklad¢ ptedchozich
experimentl a literatury. 849 Z predchozi studie Bartika, P., Skopalové, J. a kolegl
na stanoveni obsahu mastnych kyselin asolektinu za pomoci GC/MS “® bylo v asolektinu
detekovdno mnoho mastnych kyselin. Jako nejvice zastoupend z pfitomnych mastnych
kyselin byla v této studii stanovena kyselina linolova (51,34 %). Jednou z dal$ich nejvice
zastoupenych mastnych kyselin v asolektinu byla kyselina olejova (15,48 %). Na zaklad¢

téchto informaci byly pro stanoveni asolektinu zvoleny tyto dvé mastné kyseliny.

O
O)K/\/\/\/\/\/\/\CHg
H\/O 7 A
(0]
\\P 0 0
o\

CHs

Obrazek 14 — Struktura mozného fosfatidylcholinu (linolooyl-palmitoyl-fosfatidylcholin)

Postup provedeni derivatiza¢ni reakce je popsan v podkapitole 3.4.3 Asolektin. Aby
byl vytézek reakce co nejvétsi, byly studovany optimalni hodnoty teploty a Casu
derivatiza¢ni reakce. K tomuto experimentu byla pfipravena sestava péti vzorkd, které
obsahovaly stejnou koncentraci eugenolu a asolektinu, a k tomu slepy pokus, ktery

obsahoval pouze vodu. U kazdého z péti vzorki byla zvolena teplota a Cas pusobeni, detailni
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popis jednotlivych pokusi je uveden v tab. 1. Slepy pokus slouzil pro kontrolu. V§echny
vzorky, u kterych je teplota ptisobeni 70 nebo 100 °C, byly vloZeny jiz do vyhiatého
termostatu na danou teplotu. U vzorku €. 2 byla reakce zastavena cca 3-5 vtefin poté, co byla

zahajena.

Tabulka 1 — Popis jednotlivych vzorkl pro stanoveni optimalnich podminek pro hydrolyzu

Cislo Vzorek Teplota Cas pitsobeni reakce
1 Slepy pokus (voda) 100 °C 60 min
2 Asolektin + eugenol 25 °C 0 min
3 Asolektin + eugenol 70 °C 10 min
4 Asolektin + eugenol 70 °C 30 min
5 Asolektin + eugenol 70 °C 60 min
6 Asolektin + eugenol 100 °C 60 min

Na obr. 15 je zobrazen graf, ktery znazoriiuje zastoupeni zvolenych mastnych kyselin
po skonceni daného experimentu pii zvolenych podminkach. Na obr. 16 je stejny graf navic
obohaceny o zastoupeni eugenolu ve vzorcich po skonceni experimentu. Kyselina linolova
byla detekovana pfi retenénim ¢ase 21,77 minut v reZimu SIM pro ion 337 m/z. Kyselina
olejova byla detekovana pii retencnim Case 21,82 minut v rezimu SIM pro ion 339 m/z.

Eugenol byl detekovan pii retencnim ¢ase 14,14 minut v rezimu SIM pro ion 206 m/z.

Na zaklad€ porovnani pomért zastoupeni obou mastnych kyselin bylo rozhodnuto,
ze nejvhodnéjsi teplota a ¢as pro pusobeni reakce je experiment €. 4, ve kterém byla pouzita
teplota 70 °C a ¢as 30 minut. Na konci tohoto experimentu byl rovnéz detekovan nejveétsi

signal eugenolu (obr. 16), coz byl dalsi privétivy aspekt pro tyto podminky.
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Obrazek 15 — Zastoupeni mastnych kyselin v riznych pokusech
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Obrazek 16 — Zastoupeni mastnych kyselin a eugenolu v riznych pokusech

Vybrané mastné kyseliny linolova a olejova se déale detekovaly v koncentracni fadé
asolektinu. Uelem bylo zkonstruovat kalibra¢ni zavislost asolektinu, podle které by poté
bylo mozné stanovit jeho koncentraci ve vodé. Na zakladé této informace by se pak dalo
hodnotit, jaké mnozstvi asolektinu proslo pies zvolenou membranu. Asolektin byl pfipraven
Vv koncentraéni fadé 2-50 pg/ml o péti bodech. Na obr. 17 jsou zobrazeny signaly
jednotlivych mastnych kyselin v koncentra¢ni fad¢ asolektinu. Kyseliny linolova a olejova
se chovaji linearné s koeficientem determinace R? = 0,9826 pro kyselinu linolovou a R? =
0,9736 pro kyselinu olejovou. Tuto metodu tedy lze pouzit pro kvantitativni stanoveni

asolektinu.
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Obrazek 17 — Kalibra¢ni zavislost asolektinu

4.1.2 Volba vhodné membrany

Pfi volbé vhodné membrany byly pouzity membrany polykarbonatova, celulosova
a nylonova. Cilem bylo zjistit, kolik asolektinovych liposomu tyto membrany propoustéji.
Aby byla membrana pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu povazovana za vhodnou, musi
propoustét co nejméné asolektinu. Pro tento experiment byla piipravena rozdé&lovaci
aparatura, jak je popsano v kapitole 3.3 Piiprava experimentu. Testovaci latkou byl eugenol
o dvou koncentracich zasobniho roztoku — 50 a 500 pg/ml. Kazdy experiment pro danou

membranu byl proveden 2x.

Na obr. 18 jsou zobrazené tii grafy, které zobrazuji mnozstvi asolektinu, které bylo
detekovano ve vodné fazi. Znamena to tedy, ze takové mnozstvi proslo z faze s liposomy
do vodné faze ptes zvolenou membranu. Méfitko grafu pro polykarbonatovou membranu je
100x vétsi nez pro membrany celulosovou a nylonovou. Experimenty 1 a 2 obsahovaly
koncentraci eugenolu 6,25 ug/ml, experimenty 3 a 4 koncentraci 62,5 ug/ml. Z téchto tii
grafil je zfejmé, ze polykarbonatovda membrana propousti ze vSech zvolenych membran
nejvice asolektinu. Celulosovd a nylonovd membrana az na vyjimky nepropousti témeéf
zadny asolektin. Vzhledem k tomu, Ze polykarbonatova membrana propousti nejméné 100x
vice asolektinu neZ ostatni dv€ membrany, byla z nasledujicich experimentii vyfazena
a pro stanoveni hodnot rozdélovaciho koeficientu byly pouzity pouze membrany celulosova
a nylonova. Mnohonéasobn¢ vétsi propustnost asolektinu ptes polykarbonatovou membranu

byla prokazana také v praci kolegy Radka Jergy pomoci hmotnostni spektrometrie. °
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Obrazek 18 — Tii grafy popisujici propustnost asolektinu ptes zvolené membrany

4.1.3 Casova zavislost rozdélovani eugenolu

Série pokust byla pfipravena pro stanoveni ¢asové zavislosti rozdélovani eugenolu. Cilem
tohoto pokusu bylo urc¢it vhodnou dobu pro ustaveni rovnovahy studované latky mezi
fazemi. Pro tyto pokusy byla pfipravena rozdélovaci aparatura, jak je popsano v kapitole 3.3
Piiprava experimentu. Pokusy byly provedeny pro celulosovou a nylonovou membranu
ve dvou opakovanich, testovaci latkou byl eugenol. Byly pfipraveny slepé pokusy bez
liposom1l a redlné pokusy s liposomy. Rovnovaha v pfipravenych rozdélovacich aparaturach
se nechala ustavovat po dobu 1; 4; 10; 17; 24; 36 a 48 hodin. Nasledn¢ byla pomoci linearni
koncentracni zédvislosti spocitana koncentrace eugenolu ve vodné fazi a spocitdna hodnota
rozdelovaciho koeficientu, jak je popsdno v podkapitole 3.6 Vypocet rozd€lovaciho

koeficientu.

43



Na obr. 19 jsou uvedeny dva grafy, které zobrazuji ustavovani rovnovahy eugenolu
mezi fazemi S ¢asem. Graficky zobrazend je zde pouze vodnd faze, do které eugenol
difundoval z liposomalni faze, kde se nachazel na zacatku experimentu. Ve slepém pokusu
difundoval eugenol z vody do vody. V realném pokusu, ve kterém byly piitomny liposomy,
difundoval jen volny eugenol, ktery nebyl uzavien do dutin liposomt. Z obr. 19 vyplyva, ze
Vv piipad¢ celulosové i nylonové membrany mél rast koncentrace eugenolu ve vodné fazi
ve slepém 1 redlném pokusu tendenci spét k ur¢ité¢ limitni hodnoté. V grafech se nachazi
odchylky, které pravdépodobné mohly vzniknout v disledku nepiesné predapravy vzorku.

V praci kolegyné Veroniky Miillerové 4 tyto vzorky nebyly nijak upravené a body odlehlé

nejsou.
_ CELULOSA NYLON
% 35,00
S L 2
= 30,00 ’
D 25,00 ® ® ®
Z
& 20,00 * & [ ] =] ¢ = [
; 15,00 - - j - @ Slepy pokus
g 1000 —& ° m Pokus s liposomy
Z 500 W ®
> 0,00 ] "
o 0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
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Obrazek 19 — Zavislost difuze eugenolu do vodné faze pfes zvolenou membranu v Case

V tab. 2 jsou uvedeny hodnoty rozdélovaciho koeficientu eugenolu v zavislosti
na ¢ase ustaveni jeho rovnovahy. Hodnoty log K s ¢asem jsou pak vyneseny do grafu na obr.
20. Také zde lze pozorovat postupné piiblizovani k limitni hodnoté. Stanoveni spolehlivych

hodnot K eugenolu tedy vyzaduje nejméné 36 hodin, nejlépe vsak 48 hodin.

44



Tabulka 2 — Rozd¢lovaci koeficienty eugenolu v zavislosti na dob¢ ustaveni rovnovahy

Cas [hod]

10
17
24
36
48

LOG K

5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00

10 183
1315
425
155
358
112
150

10

Celulosa

20

log K
4,01
3,12
2,63
2,19
2,56
2,05
2,18

30 40
CAS [HOD]

Nylon
K log K
9625 3,98
1252 3,10
463 2,67
370 2,57
132 2,12
145 2,16
136 2,13
X Celulosa
X X Nylon

50 60

Obrazek 20 — Zavislost log K eugenolu na ¢ase ustaveni rovnovahy

4.1.4 Koncentraéni zavislost rozdélovani eugenolu

V tomto experimentu pro stanoveni koncentraéni zavislosti rozdélovani eugenolu bylo cilem

zjistit, jestli je mozné stanovit hodnotu K pro riizné koncentrace eugenolu za vyuziti GC/MS

a jestli jsou ziskané hodnoty K pro rizné koncentrace konstantni. Pro tento experiment byla

vytvofena série pokusi. Pro tyto pokusy byla pfipravena rozd€lovaci aparatura, jak je

popséno v kapitole 3.3 Pfiprava experimentu. Pokusy byly provedeny pro celulosovou

a nylonovou membranu ve dvou opakovanich. Byly pfipraveny slepé pokusy bez liposomi

a realné pokusy s liposomy. Pro tento experiment byly pouzity zasobni roztoky eugenolu,

které mély koncentrace 10; 25; 50; 100; 250 a 500 ug/ml. Ve vysledku byla tedy v roztoku

koncentrace eugenolu 1,25; 3,125; 6,25; 12,5; 31,25 a 62,5 pg/ml. Doba ustavovani
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rovnovahy byla zvolena na zéklad¢ ptedchoziho experimentu na 48 hodin. Poté byla pomoci
linearni koncentracni zavislosti spocitana koncentrace eugenolu ve vodné fazi a spocitana
hodnota rozd€lovaciho koeficientu, jak je popsano v podkapitole 3.6 Vypocet rozdélovaciho

koeficientu.

V tab. 3 jsou uvedené hodnoty K a log K eugenolu pii jeho riznych koncentracich.
Idealné by tyto hodnoty mély byt konstantni, ale vzhledem k tomu, Ze nebyly, byly nasledné
tyto hodnoty vyneseny s koncentracemi roztoku eugenolu do grafu na obr. 21. Konstantni
linii 1ze pozorovat u vyssich koncentraci eugenolu. Pfi jeho nizsich koncentracich, jako je
1,25-6,25 pg/ml, je stanoveni K pomoci GC/MS velice neptesné. Hodnota K u obou
membran vykazuje pii téchto nizkych koncentracich velice variabilni ¢isla. Pro spolehlivé
stanoveni hodnoty rozdélovaciho koeficientu je tedy vhodné pouzit vyssi koncentrace

eugenolu.

Tabulka 3 — Stanoveni rozdé€lovaciho koeficientu eugenolu pii jeho riznych koncentracich

Koncentrace Celulosa Nylon
eugenolu [pg/ml] K log K K log K
1,250 42 1,62 21 268 4,33
3,125 18 1,27 19 830 4,30
6,250 123 2,09 7214 3,86
12,500 286 2,46 384 2,58
31,250 554 2,74 337 2,53
62,500 390 2,59 215 2,33
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Obrazek 21 — Zavislost log K na koncentraci eugenolu

4.2 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu v systému liposom — voda

4.2.1 Eugenol

Pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu eugenolu byly aplikovany poznatky zjiSténé
z predchozich experiment. Opét byla pfipravena rozdélovaci aparatura, jak je popsano
Vv kapitole 3.3 Pfiprava experimentu. Rovnovéaha se nechala ustavovat po dobu 48 hodin,
koncentrace zasobniho roztoku eugenolu byla 500 ug/ml. Byla piipravena série p&ti pokust
se slepymi vzorky pouze s eugenolem a série péti pokust realnych vzorki s eugenolem
I s asolektinem. Série pokust byly pfipraveny zvlast pro kazdou membranu. Po ustaveni
rovnovahy byly tyto vzorky upraveny, jak je popsano v podkapitole 3.4.1 Eugenol,
a analyzovany. Poté byla pomoci linearni koncentracni zavislosti spocitana koncentrace

eugenolu ve vodné fazi a spocitana hodnota rozdélovaciho koeficientu.

Eugenol byl detekovan pii retenénim ¢ase 14,50 minut v rezimu SIM pro ion 206
m/z, coz je fragment ptivodniho iontu 236 m/z. Ion 206 byl pouzit pro detekci na zakladé
vyssiho signalu oproti iontu 236. Chromatogram pro ion 206 m/z je zobrazen na obr. 22

vcetné mozné struktury tohoto fragmentu.
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Obrazek 22 — Chromatogram iontu 206 m/z pro eugenol s ukdzkou mozné fragmentace

puvodniho iontu 236 m/z

Na zakladé technické zavady u dvou z rozdé€lovacich aparatur doslo k vylouceni
patych vzorkd u obou sérii. Rozdélovaci aparatury u téchto vzorki dostatecné netésnily
a po skonceni ustavovani rovnovahy bylo zjiSténo, Ze doSlo ke smichani obou fazi
a objemové ztraté. V tab. 4 jsou tudiz uvedené hodnoty K a log K eugenolu ve ¢tyfech
opakovani pro kazdou membranu. Primér stanovenych rozdélovacich koeficientli eugenolu
za vyuziti celulosové membrany je 237 + 28 (logaritmus priméru K = 2,38). Pramér
stanovenych rozdélovacich koeficientli eugenolu za vyuziti nylonové membrany je 318 +
225 (logaritmus praméru K = 2,50). Celkovy priamér stanovenych rozdélovacich koeficient
eugenolu, kdy se vyuzije vSech vysledku ziskanych s vyuzitim celulosové i nylonové
membrany, ¢ini 278 + 155 (logaritmus praméru K = 2,44), relativni smérodatna odchylka
(RSD) ¢ini 56 %.
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Tabulka 4 — Hodnoty rozdélovaciho koeficientu eugenolu ve ¢tyfech opakovanich

Celulosa Nylon
Opakovani

K log K K log K

1 220 2,34 144 2,16

2 278 2,44 590 2,77

3 235 2,37 416 2,62

4 217 2,34 123 2,09
Priamér 237 - 318 -
Sm. odch. 28 - 225 -
Log. priméru K 2,38 - 2,50 -

Primérné hodnoty K eugenolu ziskané kolegy Veronikou Miillerovou # a Radkem
Jergou ° jsou uvedené vtab.5 spole¢né s primérnymi hodnotami ziskanymi metodou
GC/MS. Na obr. 23 a 24 jsou dale uvedeny grafy pro srovnani jednotlivych vysledkd méfeni
hodnot K ecugenolu véetné logaritmovanych primérnych hodnot pro celulosovou
anylonovou membranu. Hodnoty navzajem koresponduji a podobaji se hodnotam
log K = 2,45 a 2,48 ziskanymi Bartdkem, P., Skopalovou, J. a kolegy %, Taktéz odpovidaji
referenénim hodnotam z literatury (log K = 2,27 %9, 2,45 %! a 2,30 %?), které byly métené
Vv systému oktanol — voda, a hodnoté log K = 2,20, ktera byla namétena v systému lecitinovy
liposom - pufr. Rozd¢lovani eugenolu v systému oktanol — voda a liposom — voda muize byt

na zéklad¢ téchto hodnot podobné.

Tabulka 5 — Primérné hodnoty K eugenolu ziskané tfemi technikami

Celulosa Nylon Obé membrany
Technika = Priamér Log. Primér Log. Primér K = Sm. RSD
K priméru K K priméru K = (log. priméru) = 0odch. [90]
HPLC 240 2,38 273 2,44 257 (2,41) 30 12
EC 222 2,35 174 2,24 198 (2,30) 39 20
GC 237 2,38 318 2,50 278 (2,44) 155 56
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LOG K

3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

Celulosa

232241234 239239244 241,,5237 240;,92,34 238235238

1 2 3 4 Primér

EHPLC OEC mGC

Obrazek 23 — Porovnani hodnot log K eugenolu za vyuziti celulosové

LOG K

3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50

0,00

4.2.2 Thymol

membrany metodami HPLC, voltametrie (EC) a GC

Nylon

2,77
239 39 247 2% 249 2,44 2,50

2 2,33
113216 224 2,25 50 2,24

1 2 3 4 Prameér

EHPLC OEC BGC

Obrazek 24 — Porovnani hodnot log K eugenolu za vyuziti nylonové membrany metodami

HPLC, voltametrie (EC) a GC

Stanoveni rozdélovaciho koeficientu thymolu v systému liposom — voda pfedchazel problém
nedostate¢né silanizace jeho hydroxylové skupiny pii aplikovani stejnych silanizacnich
podminek jako pfi silanizaci eugenolu (80 °C, 30 min). Chromatogram silanizovaného
standardu thymolu je zobrazen na obr. 25. Detekce thymolu byla provedena v rezimu SIM
pro ionty 135 a 150 m/z, detekce silanizované¢ho thymolu byla provedena v rezimu SIM
proionty 207 a 222 m/z. Signal iontu 150 m/z dosahoval ptes polovinu signalu iontu

222 m/z, coz signalizovalo nedostate¢nou silanizaci thymolu. Pro lepSi vytéznost byly
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vyzkouSeny jiné podminky pro pisobeni silaniza¢nich ¢inidel. Teplota pro piisobeni byla
zvySena na 90 °C a doba byla prodlouzena na 60 minut. Tato uprava podminek se

pii opakovaném pokusu potvrdila jako G¢inna.

Signal
gnat lon 222.00
7000 1 cH
3
6000 A H-C
**\ _CHs
_Si
o N\
5000 lon 150.00 CHs
] cHy HaC CHs
4000 1
3000 1] OH
HaC” CH
2000 1 ¢ ?
1000 1
0 ‘J"I"'I""I'
10.00 15.00 20.00
Cas

Obrazek 25 — Chromatogram silanizovaného standardu thymolu s patrnym obsahem

nederivatizované latky (80 °C, 30 min)

Pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu thymolu Vv systému liposom — voda byly
aplikovany parametry zji§téné z experimentd provedenych pro eugenol. Opét byla
pfipravena rozdé¢lovaci aparatura, jak je popsano v kapitole 3.3 Pfiprava experimentu.
Rovnovéha se nechala ustavovat po dobu 48 hodin, koncentrace zdsobniho roztoku thymolu
byla 500 pg/ml. Pro kazdou membranu byla piipravena série péti pokusi slepych vzorki
pouze s thymolem a série péti pokusi realnych vzorkd sthymolem a asolektinem.
Po ustaveni rovnovahy byly tyto vzorky upraveny, jak je popsano v podkapitole 3.4.2
Thymol a karvakrol, a analyzovany. Poté byla pomoci linearni koncentracni zavislosti
spocitana koncentrace thymolu ve vodné f4zi a spocitdna hodnota rozdélovaciho koeficientu,

jak je popséno v podkapitole 3.6 Vypocet rozdélovaciho koeficientu.

Thymol byl detekovan pfi retencnim ¢ase 12,42 minut v rezimu SIM pro ion 207 m/z,

coz je fragment ptivodniho iontu 222 m/z. Ion 207 byl pouZit pro detekci na zaklad¢ vyssiho
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signalu oproti iontu 222. Chromatogram pro ion 207 m/z je zobrazen na obr. 26 vcetné

mozné struktury tohoto fragmentu.

Signal
120000 lon 207.00
CHs
100000
HaG, _CHs
Sj
o7 N
CHs
80000
HC™ o CHs lon 222 m/z
60000 l,
H1C
40000 *\ _CHs
_Si
o7\
CHs
20000
HaC CH
lon 207 m/z
0 — T
10.00 15.00 20.00 25.00
Cas

Obrazek 26 — Chromatogram iontu 207 m/z pro thymol s ukazkou mozné fragmentace

ptuvodniho iontu 222 m/z

V tab. 5 jsou uvedeny hodnoty K a log K thymolu v péti provedenych opakovanich
pro kazdou membranu. Primér stanovenych rozdelovacich koeficient thymolu za vyuziti
celulosové membrany je 627 + 120 (logaritmus praméru K = 2,80). Primér stanovenych
rozd€lovacich koeficientii thymolu za vyuziti nylonové membrany je 493 + 107 (logaritmus
priméru K = 2,69). Celkovy pramér stanovenych rozdélovacich koeficientti thymolu, kdy
se vyuzije vSech vysledk ziskanych s vyuzitim celulosové 1 nylonové membrany, ¢ini 560

+ 128 (logaritmus priméru K = 2,75), relativni smérodatnad odchylka (RSD) ¢ini 23 %.
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Tabulka 6 - Hodnoty rozdélovaciho koeficientu thymolu v péti opakovanich

Celulosa Nylon
Opakovani
K log K K log K
1 437 2,64 635 2,80
2 or7 2,76 442 2,65
3 717 2,86 516 2,71
4 684 2,84 524 2,72
5 717 2,86 347 2,54
Primér 627 - 493 -
Sm. odch. 120 - 107 -
Log. priméru K 2,80 - 2,69 -

Primérné hodnoty K thymolu ziskané kolegy Veronikou Miillerovou # a Radkem
Jergou ° jsou uvedené v tab.7 spole¢né s primérnymi hodnotami ziskanymi metodou
GC/MS. Na obr. 27 a 28 jsou dale uvedeny grafy pro srovnani jednotlivych vysledkti mé&feni
hodnot K thymolu v¢etné logaritmovanych pramérmych hodnot pro celulosovou
a nylonovou membranu. Voltametrickd metoda poskytuje v tomto pfipadé trochu vétsi
hodnoty rozdélovaciho koeficientu, ale stdle tyto hodnoty mezi sebou koresponduji.
V literatute byl v systému oktanol — voda stanoven log K thymolu na hodnotu 3,30 %
a3,21 %, vsystému lecitinovy liposom — pufr na hodnotu 2,90 *2. T¥emi technikami
stanovené hodnoty K thymolu v systému liposom — voda jsou o néco niz$i nez referen¢ni
hodnoty ziskané v systému oktanol — voda a spiSe odpovidaji referen¢ni hodnoté 2,90
ziskané v systému lecitinovy liposom — pufr #2. Je tedy mozné, ze thymol prostupuje

do liposomt hiife nez do oktanolu na zékladé moznych odlisnych interakci.
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Tabulka 7 - Primérné hodnoty K thymolu ziskané tfemi technikami

Celulosa

Technika = Pramér

K
HPLC 644
EC 890
GC 627
3,50
3,00 278282
250
~ 2,00
O
Q 1,50
1,00
0,50
0,00

Log.

priméru K

2,64

2,81
2,95
2,80

2,852,88; 76

Nylon Obé membrany
Primér Log. Primér K = Sm.
K prﬁméru K ' (log. priméru) odch.
657 2,82 651 (2,81) 58
776 2,89 833 (2,92) 146
493 2,69 560 (2,75) 128
Celulosa
2,83>%%2,86 281296281 5 2570%2,86 2,81%9%2,80
3 4 5 Pramér

EHPLC OEC mGC

RSD
[%0]
9
18
23

Obrazek 27 — Porovnani hodnot log K thymolu za vyuziti celulosové membrany metodami
HPLC, voltametrie (EC) a GC

3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

2,782,82

LOG K

2,64

2,852,882,76 2,837

Nylon

3,0 3,01

78" 2,86 2,81%9),80

4
2,86 281290284

3 4 5 Prameér

EHPLC OEC BmGC

Obrazek 28 - Porovnani hodnot log K thymolu za vyuziti nylonové membrany metodami
HPLC, voltametrie (EC) a GC
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4.2.3 Karvakrol

Pro stanoveni rozdélovaciho koeficientu karvakrolu byly aplikovany parametry zjisténé
Z experimentt provedenych pro eugenol. Opét byla pfipravena rozdélovaci aparatura, jak je
popsano v kapitole 3.3 Piiprava experimentu. Rovnovaha se nechala ustavovat po dobu
48 hodin, koncentrace zasobniho roztoku karvakrolu byla 500 pg/ml. Pro kazdou membranu
byla pfipravena série péti pokust slepych vzorkt pouze s karvakrolem a série péti pokust
realnych vzorkid s karvakrolem a asolektinem. Po ustaveni rovnovahy byly tyto vzorky
upraveny, jak je popsano v podkapitole 3.4.2 Thymol a karvakrol, a analyzovany. Vzhledem
k podobnosti struktury karvakrolu k thymolu a k problému nedostate¢né silanizace thymolu,
bylo taktéz zde pristoupeno k Gpravé silanizacnich podminek, tedy na teplotu 90 °C po dobu
60 minut. Pomoci linearni koncentracni zavislosti byla poté spocCitana koncentrace
karvakrolu ve vodné fazi a spocitana hodnota rozdélovaciho koeficientu, jak je popsano

Vv podkapitole 3.6 Vypocet rozdélovaciho koeficientu.

Karvakrol byl detekovan pii retenénim ¢ase 12,67 minut v rezimu SIM pro ion 207
m/z, coz je fragment piivodniho iontu 222 m/z stejné jako v ptipadé thymolu. Ton 207 byl
pouzit pro detekci na zaklade vyssiho signalu oproti iontu 222. Chromatogram pro ion 207

m/z je zobrazen na obr. 29 véetné mozné struktury tohoto fragmentu.

Signal
110000 1 lon 207.00
CH3
] CH
90000 O.\ / 3
/S"CH
HaC 3
70000
lon 222.00
] HaC CH3
50000 1 ‘
o CHs
/Si“CH
30000 HaC 3
lon 207.00
10000 HsC CHs
0 . —t i : — u . ‘ i . . . ‘ . ; . . I -
10.00 15.00 20.00 25.00

Cas

Obrazek 29 - Chromatogram iontu 207 m/z pro karvakrol s ukdzkou mozné fragmentace

ptvodniho iontu 222 m/z
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Na zéklad¢ technické zavady U jedné rozdélovaci aparatury doslo k vylouceni
¢tvrtého vzorku u série s celulosovou membranou. Rozdélovaci aparatura v tomto ptipadé
dostate¢né netésnila a po skon¢eni ustavovani rovnovahy bylo zjisténo, ze doslo ke smichani
obou fazi a objemové ztraté. V tab. 8 jsou uvedeny hodnoty K a log K karvakrolu ve étyfech
opakovanich pro celulosovou membranou a v péti opakovanich pro nylonovou membranu.
Pramér stanovenych rozdélovacich koeficientt karvakrolu za vyuziti celulosové membrany
je 576 + 102 (logaritmus praméru K = 2,76). Pramér stanovenych rozd¢lovacich koeficienti
karvakrolu za vyuziti nylonové membrany je 704 + 148 (logaritmus praméru K = 2,85).
Celkovy pramér stanovenych rozdélovacich koeficientl karvakrolu, kdy se vyuzije vSech
vysledki ziskanych s vyuzitim celulosové i nylonové membrany, ¢ini 647 + 139 (logaritmus

priméru K = 2,81), relativni smérodatnd odchylka (RSD) ¢ini 22 %.

Tabulka 8 - Hodnoty rozdélovaciho koeficientu karvakrolu v péti opakovanich

Celulosa Nylon
Opakovani
K log K K log K
1 686 2,84 806 2,91
2 494 2,69 869 2,94
3 485 2,69 546 2,74
4 - - 747 2,87
5 641 2,81 552 2,74
Pramér 576 - 704 -
Sm. odch. 102 - 148 -
Log. priméru K 2,76 - 2,85 -

Primérné hodnoty K karvakrolu ziskané kolegy Veronikou Miillerovou 4 a Radkem
Jergou ° jsou uvedené vtab.9 spole¢né s primémymi hodnotami ziskanymi metodou
GC/MS. Na obr. 30 a 31 jsou dale uvedeny grafy pro srovnani jednotlivych vysledkti mé&feni
hodnot K karvakrolu vcetné¢ logaritmovanych primérnych hodnot pro celulosovou
a nylonovou membranu. Ziskané hodnoty navzajem koresponduji. Referenéni hodnota log K
z literatury ziskana v systému oktanol — voda ¢inila 3,49 %, 3,64 %6 a 3,14 *?, v systému
lecitinovy liposom — puft ¢inila 2,76 #2. Tfemi technikami stanovené hodnoty K karvakrolu

V systému liposom — voda jsou o néco nizsi nez referencni hodnoty ziskané v systému
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oktanol — voda a spiSe odpovidaji referen¢ni hodnoté 2,76 ziskané v systému lecitinovy
liposom — pufr #2. Je tedy mozné, Ze karvakrol, podobné jako thymol, prostupuje do liposomii

hdfe nez do oktanolu.

Tabulka 9 - Primérné hodnoty K karvakrolu ziskané tfemi technikami

Celulosa Nylon Obé membrany
Technika = Primér Log. Primér Log. Primér K = Sm. RSD
K priméru K K pruméru K = (log. priméru) = odch. = [%]
HPLC 554 2,74 597 2,78 578 (2,76) 108 19
EC 579 2,76 566 2,75 572 (2,76) 110 19
GC 576 2,76 704 2,85 647 (2,81) 139 22
Celulosa

3,50
300 279283284 591569 278276569 281275281 374276276

2,50
2,00

LOG K

1,00

0,50

0,00
1 2 3 5 Primér

EHPLC OEC BmGC

Obrazek 30 - Porovnani hodnot log K karvakrolu za vyuziti celulosové

membrany metodami HPLC, voltametrie (EC) a GC
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Nylon

3,50
21832,802’91 2,902,882,94 287

3,00 e 2,742,762,74 2,67, <5
2,50 -

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

! 2 3 4 5 Pramér

2,692,692,74 2,782,752:85

LOG K

EHPLC OEC BmGC

Obrazek 31 - Porovnani hodnot log K karvakrolu za vyuziti nylonové membrany metodami
HPLC, voltametrie (EC) a GC
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5 ZAVER

Jednim z cili této diplomové prace bylo za pomoci vyrobené rozdélovaci aparatury
optimalizovat podminky metody pro stanoveni rozdélovacich koeficientt pro zvolené latky
v systému liposom — voda. Nejprve byla na zakladé experimentu zvolena vhodna
semipermeabilni membrana, kterda od sebe separovala vodnou a liposomalni fazi
a umoziovala prostup pouze studované latce. S tim byla spojena optimalizace stanoveni
asolektinu pomoci plynové chromatografie. Nasledné byla zkoumana vhodnd doba pro
ustaveni rovnovahy studovanych latek mezi fazemi a vliv koncentrace pro stanoveni
rozdélovacich koeficientl. Tyto parametry byly zkoumany u latky eugenol a déale byly
aplikovany pro thymol a karvakrol. Jako vhodnda membréna byla zvolena celulosova
anylonova, vhodny cas pro ustaveni rovnovahy byl 48 hodin a vhodnd minimalni

koncentrace latky pro spolehlivé stanoveni K byla 62,5 pg/ml.

Se znalostmi optimalizanich parametrii bylo dalsim cilem stanovit rozdélovaci
koeficienty zvolenych latek, a nasledné je porovnat s hodnotami, které ziskali kolegové
u stejnych vzorkid pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a diferencni pulzni
voltametrie. S timto i¢elem byly provedeny experimenty pro stanoveni hodnot K eugenolu,
thymolu a karvakrolu v péti opakovanich pro celulosovou a nylonovou membranu.
Koncentrace studovanych latek byly v této praci uréeny plynovou chromatografii s vyuzitim
linearni koncentra¢ni zavislosti. Primérna hodnota K eugenolu ¢inila 278 (log K = 2,44),
Vv pfipad€ thymolu ¢inila 560 (log K =2,75) a v ptipad¢ karvakrolu ¢inila 647 (log K =2,81).
Tyto hodnoty dobie koresponduji s hodnotami od kolegti. Hodnoty K eugenolu odpovidaji
referen¢nim hodnotam z literatury, hodnoty K thymolu a karvakrolu jsou o néco nizsi nez
referen¢ni hodnoty z literatury ziskané pro tyto latky v systému oktanol — voda a Iépe
koresponduji s hodnotami ziskanymi v systému lecitinovy liposom — pufr. To muze vést
k vysloveni hypotézy, ze thymol a karvakrol prostupuji pasivni difuzi do liposomi hiie nez

do oktanolu.
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