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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa venovala transportnym vlastnostiam diklofenaku v modelovych
hydrogéloch. Gély boli pripravené z agardzy a niektoré boli obohatené o huminova kyselinu
IHSS Elliott Soil. Pridavok huminovej kyseliny do hydrogélu by mal napodobovat podne
prostredie. A prave podne prostredie bolo vybraté na pozorovanie transportu a prestupu
diklofenaku.

Difuzia bola pozorovana v difuznych celach, kde vjednej Casti bol roztok diklofenaku
a v druhej MQ voda. A medzi celami sa nachadzal hydrogél. Z oboch ciel boli odoberané
vzorky, ktoré boli spektrofotometricky premeriavané v roznych c¢asovych intervaloch do
nastolenia rovnovahy. Tieto merania boli nakoniec pouzité na opis pohybu diklofenaku
v hydrogéloch.

ABSTRACT

This thesis was devoted to the transport properties of diclofenac in model hydrogels. Gels were
prepared from agarose and some were enriched with IHSS Elliott Soil humic acid. The addition
of humic acid to the hydrogel should mimic the soil environment. And it was the soil
environment that was chosen to observe the transport and transfer of diclofenac.

Diffusion was observed in diffusion cells, where one part contained diclofenac solution and
the other MQ water. And there was a hydrogel between the cells. Samples were taken from both
cells and measured spectrophotometrically at different time intervals until equilibrium was
established. These measurements were finally used to describe the movement of diclofenac in
the hydrogels.
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1 UVOD

Pdda vytvara prostredie pre mnohé zivocCichy a rastliny. Délezitou sucast'ou pody su huminové
latky. Tieto latky vznikaji rozkladom organickej hmoty a cinnostou mikroorganizmov. Mézu
ovplyviiovat' fyzikalne vlastnosti, kvalitu pody alebo vlhkost. Huminové latky maju zlozita
Struktiru, ktora stale nie je Uplne objasnena., a Specifické vlastnosti, ktoré m6zu pomoct’
v otazke zivotného prostredia. Huminové kyseliny dokdzu v pdde interagovat s mnohymi
latkami, a to napriklad aj s kontaminantami.

Nesteroidné protizapalové lieciva, ktorych predstavitelom je aj diklofenak, si taktiez
povazované za kontaminanty. Farmaceutikd sa moézu do zivotného prostredia dostavat
prostrednictvom mocu ludi. A mnohé znich si mézu dokonca zachovéavat' aktivhu formu.
Nespravna likvidacia liekov je taktiez d’alsim sposobom, ako sa lieky dostavaju do zivotného
prostredia. Ak zostanu niekomu nespotrebované lieky, zvycajne ich hodia do toalety alebo
umyvadla. Lieky nasledne skoncia v Cisti¢kach odpadovych vod, ktoré ale nie su urené na
filtrovanie tychto latok z odpadovych vod. Vd'aka svojim vlastnostiam st huminové latky
schopné ovplyviiovat transport tychto kontaminantov a rozne s nimi interagovat’.

V otazke znecistenia zivotného prostredia ma teda pdda jedno z horSich postaveni. Hromadia
sa v nej rozlicné produkty I'udskej Cinnosti s negativnym dopadom na rastliny, zivocichy,
a v kone¢nom doésledku aj na cloveka. V tejto problematike sa ponuka otazka zdravotne
nezavadnych potravin, kde mo6zu hlavnu rolu hrat' prave huminové kyseliny. V pdde funguju
ako filter pre tazké kovy a dalSie jedovaté zluCeniny, ktorym tak zabranuju v prechode do
rastlin a d’alej do potravinového ret'azca.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Huminové latky

Huminové latky su ddlezitou stcast’'ou prirodnej organickej hmoty. St obsiahnuté v pode, vode,
a v geologickych organickych loziskach, ako su napriklad jazerné sedimenty, raselina a hnedé
uhlie. V pddnom a vodnom ekosystéme maju vplyv na kolobeh a biologickt dostupnost’ prvkov,
ale aj na transport a degradaciu cudzorodych a prirodnych organickych latok. Prispievaju k
charakteristickému hnedému az ¢iernemu zafarbeniu pody. Huminové latky su teda vel'mi
dolezitymi zlozkami pody, ktoré ovplyviiuju fyzikalne a chemické vlastnosti, a tym napriklad
zlepSuju trodnost’ pody. [1]

2.1.1 Struktiira a vlastnosti

Huminové latky tvoria Specifickil skupinu vysoko molekularnych latok, ktoré maju vel'mi
podobnu chemicku Strukturu. Existuju vSak rozdiely, ktoré ich rozliSuju. Jednym z nich je
rozdiel rozpustnosti pri roznych hodnotach pH, podl'a ktorého mdzeme huminové latky rozdelit
na tri frakcie: huminové kyseliny, fulvonové kyseliny a huminy. [2]

Huminové latky st vysoko chemicky reaktivne a nie su nachylné na biodegradaciu. Presné
vlastnosti a Struktary danej vzorky huminovej latky zavisia od zdroja a konkrétnych podmienok
extrakcie. Znalost' zakladnej Struktury huminovych latok je nutna pre pochopenie ulohy a
funkcie tychto latok v zivotnom prostredi. Vzhl'adom na mnohopocetnost’ molekul zloziek, z
ktorych sa huminové latky skladaju, spolo¢ne s mnohymi typmi véazieb, ktorymi su viazané
dohromady, je odvodenie presného Struktirneho vzorca vel'mi naro¢né. [1]

Hlavné prvky tvoriace huminové a fulvonové kyseliny st uhlik, vodik, dusik, kyslik a sira,
avSak zastapenie tychto prvkov zavisi od zdroja a poévodu odobranych vzoriek. Uhlik je
obsiahnuty prevazne v aromatickych a alifatickych Castiach, zatial' ¢o kyslik sa vyskytuje v
éterovych mostikoch, ale hlavne vo funkénych skupinach. [1, 3]

Hlavnymi funkénymi skupinami huminovych latok su karboxylové, hydroxylové a
metoxylové funkéné skupiny. Tieto skupiny mozu byt naviazané tak na cyklickych, ako aj na
postrannych retazcoch. Preto je vytvorenie presného Struktirneho vzorca prakticky nemozné,
existuju iba hypotetické vzorce. Tieto vzorce su odvodené iba na zaklade elementarneho
zlozenia, fyzikalnych a chemickych vlastnosti skimanych latok a znalosti funkénych skupin.

[4]
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Obrazok ¢. 1: Hypoteticky vzorec huminovej kyseliny podla Stevensona [5]

2.1.2 Vizbové moznosti

Struktara huminovych latok je velmi zlozitd aje v nej zahrnuté velké mnozstvo funkénych
skupin, ktoré su schopné tvorit interakcie s rdznymi typmi zlaCenin. A tieto zlu€eniny mozu
byt viazané viacerymi druhmi interakcii.

2.1.2.1 Ionova vizba

Tento typ vizby je spojeny s pdsobenim elektrostatickych sil medzi i6nmi v roztoku a fixnymi
nabojmi pritomnych funkénych skupin huminovych latok. Tento typ védzby mozno
predpokladat’ pri interakciach alkalickych kovov a amoniaku spolu s karboxylovou skupinou
huminovych latok. [6]

2.1.2.2 Kovalentna vizba

Interakcie veduce k vzniku kovalentnej vazby sa delia na reakcie prebiehajuce bez vyuzitia
aktivity enzymov a reakcie s vyuzitim biokatalyzy. Poznatok, ze v makromolekularnej Struktire
huminovych latok dochéadza k trvalej fixacii kontaminantov kovalentnou viazbou, je pomerne

stary. [6]
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2.1.2.3 Vodikové mostiky

Z pritomnosti niektorych funkcnych skupin sa da predpokladat’ moznost’ vzniku vodikovych
mostikov. Tieto vizby sa aj napriek svojmu nizkemu obsahu energie vyznamne podiel'aji na
vazobnych moznostiach medzi HL a kontaminantmi. Védzba vodikovymi mostikmi je priblizne
desat’krat slab$ia ako bezna kovalentna. [6]

2.1.2.4 Hydrofobne interakcie

Tato interakcia vznika pri kontakte nepolarnych skupin nesenych molekulami vo vodnom
prostredi, kde tieto interakcie moézu vychadzat z pdsobenia Van der Waalsovych sil alebo
presunu 7 elektronov. Principom je tendencia nepolarnych skupin spajat’ sa vo vode, a tym
zmenSovat’ kontaktna plochu so susednymi molekulami vody. [6]

2.1.2.5 Koordinacéna vizba

Z hladiska imobilizacie toxickych kovov, nachadzajucich sa v podzemnych alebo odpadovych
vodach, predstavuje najdolezitej§i typ interakcie. Na tejto interakcii sa podielaju najméa
karboxylové a fenolické funkéné skupiny. Zastipenie tychto skupin je ovplyvnené hodnotou
pH, a tym aj mierou disociacie funkénych skupin. V slabo kyslej oblasti sa podiel'aji na tvorbe
koordinacnej vazby predovsetkym karboxylové skupiny. Pri vzraste hodnoty pH nad 7
dochéadza k disociacii protonu z fenolického hydroxylu a k tvorbe koordinacnej vizby sa
vyznamne pridavaju aj fenolické funk¢éné skupiny. Tento jav je vyznamny v oblasti Studia
imobilizacie toxickych kovov. [6, 7, 8]

2.2 Difuzia

Difuzia je prestup latky na zaklade tepelného pohybu Castic, z prostredia s vys$§im chemickym
potencialom do prostredia s niz§im chemickym potencialom. Chemicky potencial vel'mi uzko
suvisi s entropiou a s koncentraciou, mézeme teda tvrdit, ze difuzia je vlastne prestup latky z
prostredia s vy§Sou koncentraciou do prostredia s nizSou koncentraciou. Ide teda o prestup latky
na zaklade koncentracného gradientu. [9]

Rychlost, ktorou difuzia prebieha, zalezi na velkosti Castic, teplote a aj vlastnostiach
prostredia. PocCas difuzie sa energia nespotrebovava a vysledkom by malo byt rovnomerné
rozptylenie rozpustenej latky v rozpustadle. Neusporiadany pohyb molekul je sposobeny
dosledkom Brownovho pohybu. Molekuly sa nikdy nepohybuju po preferovanej drahe, avsak
pohyb je riadeny smerom koncentraéného spadu. V situacii, kedy budeme chciet’ uskuto¢nit’
prechod latky vo faze bez pohybu, tak pre pohyb molekul bude kI'icovy rozdiel koncentracii
urcitej latky medzi dvoma miestami. [9]
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Pokym budu v systéme, v ktorom je chemicky potencial funkciou priestorovej suradnice x,
nastavené podmienky konStantnej teploty, konsStantného tlaku a maximalnej prace dw,
dostavame rovnicu [10]:

dw = (3—:‘)1)1 dx. (1)

Pokial’ porovname rovnicu (1) so vS§eobecnym teoretickym prejavom prace, dostavame vzt'ah:
dw = —Fdx, (2)

kde F je sila posobiaca v opaénom smere a ziskavame vysledny vzt'ah:

F=-— (g_Z)p.T . 3)

Tato sila popisuje samovolnu schopnost Castic rozptylit sa do priestoru. Druhy
termodynamicky zakon hovori o podsobeni tejto sily ako o zvySeni celkovej entropie, Co
znamena, ze sa systém dostane do stavu najnizsej vnutornej energie. [11, 12]

Nemusi vzdy ist’ o jednostrannu diftiziu. Bezne sa stretivame aj s binarnou difuziou. Ide o
typ difuzie, kedy obidve latky do seba vzajomne difunduji. Ako priklad m6zeme uviest’ systém
pevnej latky a rozpustadla, kedy difunduje pevna latka do rozpustadla a sucasne difnuduju aj
molekuly rozpustadla medzi molekuly pevnej latky. [13]

Dalsim prikladom diftzie moze byt tzv. samodifuzia. Ide o diftziu prebiehajucu v
rovnovaznych zmesiach, kedy sa hodnota koncentratného gradientu rovna nule. Rychlost
takejto difuzie bude ovplyviiovat’ predovSetkym teplota, tlak, vel'kost' Castic, viskozita okolia,
zatial Co pri nerovnovaznych systémoch je difuizia zélezitostou najmd koncentracného
gradientu, ktory nenadobudne nulové hodnoty. VSeobecne mozeme povedat, ze difuzia zavisi
od rozmerov difundujucich Castic, teploty a od vlastnosti prostredia. Difuzia najrychlejSie
prebieha v plynoch, pomalSie v kvapalinach (postvanie cCastic) a najpomalSie v pevnych
latkach, kde Castice preskakuju na prazdne miesta krystalovej mriezky. [14]

2.2.1 Fickove ziakony

Na zaklade neusporiadaného pohybu molekul Adol Eugene Fick definoval dva zakony. Prvy z
tychto zakonov definuje suvislost medzi rychlostou prenosu latky diftiziou a koncentraénym
gradiente v urCitom mieste. Podl'a druhého zékona je rychlost zmeny koncentracie v urcitom
mieste sposobena difuiziou, ktord je umernd zmene koncentra¢ného spadu v danom mieste.
Konstantou tejto imernosti je difuzny koeficient D. [11, 13]
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2.2.1.1 Prvy Fickov zdkon

Jednorozmerny difizny tok je definovany ako:
= Aj, =AD& 4
Ji= 4= P “4)

kde symbol A znazoriiuje velkost’ plochy, cez ktoru latka difunduje, J; je difuzny tok cez
jednotkovu plochu, ¢; predstavuje molarnu koncentraciu latky a x je vzdialenost. Difuzny
koeficient D je veliina udavajica mieru mobility molekul v danej latke a je priamo umerna
difiznemu toku. Niekedy sa stretdvame s oznacenim difuzneho koeficientu pojmom difuzivita.
Ide teda o totoznu veliinu, ktora sa udava v jednotkach m2. s’ Difuzny koeficient zavisi od
tlaku, teploty a vel'kosti difundovanych Castic. [13]

V pripade uz spominanej binarnej difuzie plati, ze ak existuje koncentracny gradient 1.
zlozky, ktory sposobuje difuzny tok, musi v ustalenom stave zaroven existovat’ aj koncentracny
gradient 2. zlozky, ktory ma rovnaku velkost. Ten sposobuje diftizny tok 2. zlozky v smere
opacnom. Z tohto dovodu je jedna rovnica popisujuca difuzny tok jednej latky v danom systéme
dostaCujuca. Vseobecne je teda mozné 1. Fickov zakon zapisat' v tvare:

j1=-D-gradc, (5)

kde difuzny tok ma vektorovy charakter a je rovny mnozstvu latky, ktora je prenesena cez
jednotkovy objem za jednotku Casu. Diftizia prebieha proti smeru koncentra¢ného spadu a z
tohto dovodu je na pravej strane rovnice (5) zaporné znamienko. Pre popis nestacionarnej
difuzie sluzi 2. Fickov zakon. [15]

2.2.1.2 Druhy Fickov zdkon

Tento zakon popisuje nestacionarnu difuziu v systémoch, kde dochadza k zmene koncentracie
difndujucej latky s Casom. Pokial' D nie je funkciou c, je mozné ho vSeobecne zapisat' v tvare:

66%1 =div(D -grad c¢;) = D - div grad c; (06)

Takto zapisana rovnica je Uplne nezavisla na suradnicovom systéme a moze byt vyjadrena pre
rozne suradnicové systémy (napr. cylindricky, sféricky a karteziansky). Nestacionarnu difuziu
v smere osi X je mozné zapisat’ v tvare (ale len v pripade, Ze sa zanedba nitena konvencia a D

nie je funkciou c): .
dcq d4cq 10A0dcq
1D ( ) =1 7

ot 0x?2 + Adx 0x > ( )
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ak je plocha A nemenna, je mozné vyraz zapisat’ v tvare:

661 _ 6261
at ~  ox2’ ®)

Pretoze vyjadrenie difuznych procesov je Casto totozné s procesmi vedenia tepla, je mozné tito
rovnicu previest' pri zhodne zadanych pociato¢nych a okrajovych podmienkach na tlohy, ktoré
sa zaoberaju difiznou problematikou a naopak. [16]

2.2.2 Diftzne cely

Pred metodou difuzie v difuznych celach bola metdda Stokesovej diafragmove;j cely, ktora je
celkom presna a lacna. Z tohto dévodu sa pouziva ako §tartovacia metoda pri skimani difuzii
v kvapalinach alebo plynoch a pri studii difuznych vlastnosti membran. Nevyhodou je potreba
vel'kych objemov §tudovanych latok. Diafragmova cela sa sklada z dvoch Casti, z vertikalne
usporiadanych ciel, ktoré oddel'uje sklenena frita alebo porézna membrana, a ktoré si naplnené
roztokmi o réznej koncentracii difundujucej latky. Vhodnou analytickou metéodou sa meria
koncentracia v oboch celach v jednom alebo viacerych Casoch a difuzny koeficient sa mdze

vypocitat’ z rovnice [17].

D=2 [(Cdolné - Chorné)o]’ 9)

Bt (¢doina — Chornalt

kde S je konStanta aparatiry a moze sa vypocitat’ z rovnice:

B=In(——+—) (10)

Vhorna Vdoina

A oznacuje plochu, cez ktoru latka difunduje, € je rozdelovaci koeficient na rozhrani, / je
efektivna hribka membrany a V je objem cely. Konstanta f sa musi zistit experimentalne,
pretoze vyrazne zavisi od vlastnosti membrany, ako je velkost jej porov a pod.
NajoptimalnejSie je pouzitie menSich porov, ktoré znizuji nebezpeenstvo mieSania v
membrane. Okrem klasického vertikalneho usporiadania mézu byt diftizne cely usporiadané aj
horizontalne. [17]

Medzi hlavné vyhody vykonavania difiznych experimentov v difiznych celach patri nizka
cena a komercna dostupnost aparatary. Difuzia v horizontalnej aparature prebieha cez
Studovany material medzi dvoma roztokmi a tym umoziuje sledovat inak tazko dostupné
doplnkové parametre, ako je pH alebo vodivost’. [17]
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2.3 Hydrogély

Za hydrogély su oznaCované polymérne siete hydrofilného alebo amfifilného charakteru, ktoré
su schopné absorbovat’ a udrzat znacné mnozstvo vody pri zachovani svojho tvaru. Vd'aka
tymto vlastnostiam nadobudaju na vyzname ako biomaterialy pre potencialne biomedicinske
aplikacie. Hydrogély dnes uz nachadzaju svoje uplatnenie v lekarstve a v biomedicine v podobe
kontaktnych SoSoviek, hrudnych implantatov, umelych organov, biolepidiel a bio-senzorov.
Farmacia postupne zacina vyuzivat’ vlastnosti hydrogélov, a to vo forme obvazov na popaleniny
a na riadené uvolnovanie lieciv. [18, 19]

2.3.1 Vznik hydrogélu

Existuje Siroka Skala sietovacich technik, vratane UV-fotopolymerizacie a d’alSich chemickych
sietovacich metdd. Tieto techniky sietenia si vhodné iba za predpokladu, ze su dokladne
odstranené vsetky toxické reagencie pred samotnou aplikaciou hydrogélu. Takto pripravené
hydrogély maju definované rozmery a vysoku pruznost’. V niektorych aplikaciach moze byt
hydrogél vytvoreny in situ, ale je nevyhnutné brat’ do ivahy potencialne rizika vznikajiace napr.
posobenim sietovacich Cinidiel alebo expoziciou UV-ziarenim. Ako alternativu k chemicky
zosietovanym hydrogélom je mozné pouzit fyzikalne hydrogély. Fyzikalne zosietovanie
polymérnych retazcov moze byt dosiahnuté zmenou environmentalnych podmienok (teplota,
pH, i6nova sila) a roznymi fyzikalno-chemickymi interakciami (hydrofdbne interakcie,
vodikové vizby, 16nové interakcie, Coulombove interakcie, stereoselektivne interakcie atd’.).
[20]

Polyméry tvoriace gél na zaklade hydrofobnych interakcii vykazuju vo vodnom prostredi
tzv. sol-gél fazové spravanie. Tieto polyméry su zlozené z hydrofobnej a hydrofilnej Casti, a su
teda nazyvané ako amfifilné. Miera hydrofobicity celého systému riadi gelaciu. Amfifilné
kopolyméry su rozpustné vo vode pri nizkych teplotach. Hned” ako dojde k zvySeniu teploty,
hydrofobne segmenty zaCinaji agregovat za ucelom minimalizacie plochy kontaktu
hydrofobneho povrchu s velkym mnozstvom vody. Teplota gelacie zavisi od koncentracie
polyméru, dizky hydrofébneho segmentu a chemickej §trukture polyméru. Plati, Ze s rasticou
hydrofobicitou polyméru klesa gelacna teplota celého systému. [20]

Pre zosietenie in situ gélujucich polymérov boli §iroko skimané interakcie medzi nabojmi.
Vyhoda tohto gélujiiceho systému je, ze biodegradacia mdze nastat pomocou i6nov, ktoré sa
bezne vyskytuju v extracelularnej tekutine. Zosietenie, alebo jeho opacny proces, tak moze byt
vyvolany zmenami pH, kedy dochadza k ionizécii alebo protonizacii funkénych skupin, ktoré
sposobia gelaciu. Hydrogél moze vzniknut' na zaklade interakcii nabojov medzi nabitym
retazcom polyméru a nabitou molekulou s nizkou molekulovou hmotnostou alebo dvoma
retazcami polymérov s opacnymi nabojmi. [20]

Na vzniku injektovatelnych hydrogélov sa podielaju aj vodikové vizby. Zmes dvoch
aviacerych prirodnych polymérov modze vykazovat viskozitno-elastické vlastnosti,
t] pripominaju gél, ako konvencné syntetické polyméry. Tento synergicky efekt je obvykle
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vysledkom interakcii vodikovych vézieb medzi polymémymi retazcami, ktory je posilneny
kompatibilitou vzajomne pdsobiacich polymérov. Pokial je tato zmes prirodnych polymérov
vystavena tlaku, dochadza k rozruseniu vodikovych vizieb a systém sa stava tekutym, o
ul'ahCuje injek¢nu aplikaciu. Nevyhodou je aplikacia tychto zmesi prirodnych polymérov in
vivo, pretoze dochadza k vel'mi rychlemu rozpadu v dosledku prenikania vody, ¢o obmedzuje
ich pouzitie pri uvoliiovani lieciv. [20]

Fyzikalne hydrogély moézu vznikat aj pri vzajomnom synergickom pdsobeni medzi
polymémym retazcom a malymi molekulami rovnakého chemického zlozenia liSiacimi sa
stereochémiou. [20]

Zatial' ¢o fyzikalne hydrogély maju vyhodu v tom, ze tvoria gél in vivo bez nutnosti
chemicke; modifikacie alebo pridanim sietovacich €inidiel, maju tiez svoje obmedzenia.
Stabilita gélu je priamo =zavisla od vlastnosti gélujucich segmentov. Na zaklade
experimentalneho merania je potom nutné urcit’ Cas potrebny na vytvorenie gélu a zaroven aj
na degradaciu. [20]

2.3.2 Vlastnosti gélov

Vlastnosti gélov je mozné rozdelit na niekolko skupin. Prvou doélezitou skupinou su
mechanické vlastnosti. Aj ked’ je disperzné prostredie kvapalné, mechanické vlastnosti gélov
st charakteristické pre tuhy stav. Do urcitej hodnoty odolavaju doty¢nému napétiu a pod touto
hodnotou sa chovaju ako elastické tuhé telesa. Ak nie je napétie prili§ vel'ké, nedeformuju sa
trvalo, ale vratne alebo elasticky. Hodnota kritického napétia zalezi na koncentracii uzlov,
na ich pevnosti a na druhu spoja. Chemické spoje maji mensiu pevnost ako spoje fyzikalne.
Niektoré reverzibilné aj ireverzibilné gély s fyzikalnymi spojmi maju tixotropné vlastnosti. Sily
putajuce povodné disperzné prostredie su slabé, a preto je mozné prudkym pretrepanim tieto
gély previest’ na sol. Trepanim sa rusia slabé viazby medzi ¢asticami. Ak nechame tekuty sol
v kl'ude, vazby sa obnovia a dochadza k vzniku nového gélu. [21]

Dalsou skupinou je elektricka vodivost’ a difuzivita. Disperzné prostredie gélu obsahuje
disociované nizkomolekularne elektrolyty a elektricka vodivost v iom zostava skoro rovnako
vysoka ako v pdvodnom sole, z ktorého tento gél vznikol. Difuzivita nizkomolekularnych latok
je tiez o nieCo mensSia ako v sole, aj ked pri gelacii vzrastla viskozita systému. Malé molekuly
a 16ny rozpustenych latok sa pohybuju v disperznom prostredi medzi sietovym disperznym
podielom takmer rovnako rychlo ako v sole. Difuzivita nizkomolekularnych latok nie je vd'aka
sietovitej Strukture ovplyviiovana prudenim ani tepelnymi konvekciami. NeruSena difuizia
v géloch umoziuje vznik tzv. Liesegangovych obrazcov. Ked do gélu s nizkomolekularnou
latkou difundujeme d’alSiu, ktora s fiou tvori nerozpustnu zrazeninu, prebieha zrazanie, ale len
v niektorych miestach systému. Tieto miesta sa striedaju s miestami, kde sa zrazenina netvori.
[21, 22]
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Skoro vSetky gély v rastlinach a v zivo¢i§nom tele vykazuju anizotropiu, ktora je zapriinena
roznymi podmienkami pri tvorbe gélov. U umelych gélov je pricinou anizotropie nerovnomerna
objemova kontrakcia pri vysusani alebo deformacia pri tvorbe gélu. [22]

Dalou délezitou skupinou st optické vlastnosti vysokomolekularnych lyogélov. Stuhnutim
vysokomolekularneho roztoku vznikne gél a vzrastie intenzita tzv. Tyndalovho javu.
Rontgenogram vysokomolekularneho roztoku je typicky pre amorfna kvapalinu. V priebehu
gelacie sa pri takmer vSetkych vysokomolekularnych systémoch objavuju prvé sustredné kruhy,
ktoré indikuja vznik krystalov. Krystaly su orientované vSetkymi smermi v priestore, a preto
vznikna neprerusované kruhy. Na rontgenograme gélu podrobeného jednostrannému t'ahu sa
kruhy rozrusia a objavuju sa prerusované obluky, kryS§taly nie si orientované vSetkymi smermi,
ale iba v smere tahu. [21, 22]

Pri reverzibilnych 1 ireverzibilnych Cerstvych géloch dochadza k mnohym samovolnym
dejom, pretoze nie su v termodynamickej rovnovahe. Pri starnuti gélov rastie s ¢asom pocet
styénych bodov, sietovita Struktira sa zmr$tuje. Cast pritomnej kvapaliny, pre ktoru nie je
v géle miesto, je vytlacend a z gélu vyteka. Tento jav nazyvame syneréza. Je podporovany
teplotou a pridanim elektrolytov. [21]

2.3.3 Vlastnosti gélov huminovych latok

Viacsina podzemnych vod ma kysly charakter, preto sa huminové kyseliny v prirode vyskytuju
prevazne v nerozpustnej podobe. V pritomnosti vody mézu huminové kyseliny prechadzat
do formy gélu. Preto sa huminové gély javia ako vhodné systémy na Studium transportnych
javov tazkych kovov, lieCiv a inych latok v prirode. Typickou vlastnostou gélov je, ze difuzny
koeficient v géle je nizsi ako v roztoku. [22]

Pri urCovani chemickej Struktiry huminovej kyseliny sa vychadza z celého radu
paramentrov. Mnoho vlastnosti huminovych kyselin mozeme ziskat pomocou UV-VIS
spektrofotometrie ich zasaditého roztoku. Absorpény pomer A (280 nm )/ (465 nm) zndzoriuje
pomer medzi ligninovymi §truktirami odolnymi voc¢i humifikéacii a mnozstvom mladych
kyselin. Pomer A (465 nm) / A (665 nm) predstavuje tzv. humifikacny index, ktory sa znizuje
s rastuicou molekularnou vahou alebo stupiom disperzity. Nizky pomer ukazuje vysoké
molekulové hmotnosti pouzitych huminovych kyselin. Vysoky pomer naznacuje nizky obsah
aromatickych Castic a relativne vacsi obsah alifatickych struktur. [23]

Ak je vyS$Sie spominany pomer pri huminovom materiali vel'mi vysoky, mé tento material
najnizsiu odolnost, substancie su viac humifikované a viac kondenzované (aromatické), a teda
s star§ieho povodu. Dalsiu spektralnu charakteristiku predstavuje koeficient AlogK = log A
(400 nm) / A (600 nm). Vyssia hodnota AlogK predstavuje vy$Siu humifikaciu gélu. Material
sa moze rozdelit’ do troch zékladnych typov: typ A (AlogK < 0,6), typ B (AlogK = 0,6 — 0,8)
atyp Rp (Alogk = 0,8 — 1,1). [24]
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2.4 Diklofenak

Diklofenak sodny je biely az sivobiely krystalicky, mierne hygroskopicky prasok bez zapachu.
Je to nesteroidné protizapalové liecivo (NSAID) novej chemickej Struktary, ktoré vykazuje
vysoky stupeni protizapalovej, analgetickej a antipyretickej aktivity na rdznych
farmakologickych modeloch. Diklofenak je taktiez ucinny pri liecbe réznych akutnych
a chronickych bolesti. Jeho gastrointestinalna znasanlivost je tiez lepSia ako u inych vysoko
ucinnych nesteroidnych protizapalovych latok. [25]

2.4.1 Struktira diklofenaku

Na zaklade analyzy inych nesteroidnych protizapalovych liekov sa predpokladalo, ze u¢inné
antireumatikum by malo mat tieto vlastnosti: konStantu kyslosti medzi 4 a 5, rozdel'ovaci
koeficient priblizne 10 a dva aromatické kruhy zatoené do seba. Vyber tychto kritérii bol
zalozeny na Strukturalnych a fyzikalno-chemickych vlastnostiach spolo¢nych pre fenylbutazon,
kyselinu mefenamovu a indometacin, z ktorych vSetky sa ukazali ako klinicky u¢inné pri
kontrole zéapalu abolesti. Vyznam zvolenych kritérii je zrejmy. Rozdelovaci koeficient
kyseliny, ktory zavisi od pK latky, do zna¢nej miery urCuje vzorec farmakokinetického
spravania lieku, zatial Co stérické usporiadanie aromatickych kruhov méze mat vplyv
na Specificku interakciu s receptorom.

Z viac ako 200 analdgov sa zistilo, ze najzaujimavejsie farmakologické vlastnosti vykazuje
[0-[(2,6-dichlorfenyl)-amino]fenyl]acetat sodny, teda diklofenak sodny. Tato zludenina spiiia
fyzikalno-chemické ciel'ové kritéria: ma pK 4,0 a rozdelovaci koeficient 13,4. Rontgenova
Strukturalna analyza jeho molekuly ukazuje, ze dva aromatické kruhy st vo vztahu k sebe
skrutené. Dva atomy chléru v orto-polohe jedného fenylového kruhu spdsobuji maximalne
skrutenie tohto kruhu. [25-30]
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Obrazok ¢. 2: Rontgenovd analyza a Struktiirny vzorec diklofenaku sodného [31]

2.4.2 Mechanizmy ucinku diklofenaku

Protizapalové, antipyretické a analgetické vlastnosti je mozné do znacnej miery vysvetlit
inhibiciou prostaglandinov, rozdiely v u€innosti a bezpecnostnych profiloch medzi NSAID
naznacuju, Ze existuju iné mechanizmy ucinku touto triedou lie¢iv. Presny mechanizmus u¢inku
diklofenaku zostava stale neznamy, rovnako tak aj pre vSetky NSAID.

2.4.2.1 Inhibicia syntézy cyklooxygendzy a prostaglandinov

Najviac uznavanym a Siroko akceptovanym mechanizmom uc€inku pre vSetky nesteroidné
protizapalové lieciva je inhibicia cyklooxygenazy. Ako mechanizmus tychto lieCiv, a teda aj
diklofenaku, bola navrhnutd inhibicia produkcie prostaglandinu prostrednictvom inhibicie
COX. Inhibicia syntézy prostaglandinov a tromboxanov prostrednictvom NSAID bola
preukazana v roznych in vitro experimentalnych modeloch a v Sirokom spektre typov tkaniv
in vivo. [32]
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Diklofenak inhibuje syntézu prozapalovych a nociceptivnych prostaglandinov v krvi
a synovialnom tkanive. Diklofenak patri medzi najefektivnejSie inhibitory produkcie
prostaglandinu E» a bolo zistené, ze je mnohokrat ucinnejsi na molarnom zaklade v porovnani
s inymi nesteroidnymi protizapalovymi lie¢ivami, pokial ide o jeho schopnost inhibovat
aktivitu COX. [33, 34]

2.4.2.2 Stimuldcia oxidu dusnatého

Draha oxidu dusnatého a cyklického guanozinmonofosfatu (cGMP) mé okrem svojej tlohy pri
modulacii reakcie vaskularneho a hladkého svalstva traviaceho traktu aj doleziti ulohu
v periférnej a centralnej analgézii. [35]

Ferreira a Nakamura uviedli analgeticky u¢inok ¢cGMP na modeli potkanich labiek.
Nasledne navrhli, Ze mechanizmus G¢inku niektorych periférnych analgetik moze byt cez drahu
L-arginin-oxid dusnaty-cGMP za predpokladu, ze analgetické ucinky boli blokované
inhibitormi guanylatcyklazy a tvorbou oxidu dusnatého z L-argininu a analgetikami. [36]

Pomocou dvoch réznych zvieracich modelov bolesti Tonussi a Ferreira ukazali, ze okrem
inhibicie COX je analgeticky ucinok diklofenaku tiez sposobeny funkénou down-regulaciou
senzibilizovanych periférnych receptorov bolesti, ktora je vysledkom stimuldcie drahy L-
arginin-oxid dusnaty-cGMP. Navrhli, ze jasnejSie pochopenie mechanizmu uc¢inku diklofenaku
moze pomoct’ vysvetlit', preco si niektoré analgetika ucinnejsie za inych podmienok ako iné.
[37]

Diklofenak vyuziva drahu L-arginin-oxid dusnaty-cGMP na aktivaciu draslikovych kanalov
citlivych na ATP a poskytuje antinociceptivny ucinok, ¢o d’alej ilustruje rozdiely v mechanizme
ucinku niektorych NSAID. Ukézalo sa, ze aktivacia draslikovych kanalov citlivych na ATP
diklofenakom je inhibovana inhibitorom syntdzy oxidu dusnatého, inhibitorom
guanylatcyklazy a otvaraCom draslikovych kanalov citlivych na ATP. [38, 39, 40]

2.4.2.3 Centrdlne sprostredkované a neuropatické mechanizmy

COX-dependtnu antinociceptivnu aktivitu NSAID v centralnom nervovom systéme (CNYS)
zhodnotili Burian a Geisslinger. Dospeli k zaveru, ze antinociceptivna aktivita NSAID v CNS
zavisi od umiestnenia ciel' ovych lieCiv, miesta podavania lieCiva, prijmu a distribucie do miesta
ucinku. [41]

N-metyl-D-aspartatové (NMDA) receptory sa podiel'aju na synaptickom nociceptivnom
prenose v mieche. Bolo preukdzané, ze niekol’ko NSAID ma antinociceptivny ucinok
na miechu. Diklofenak zmierfiuje hyperalgéziu sprostredkovant NMDA receptorom u
potkanov prostrednictvom drahy L-arginin-oxid dusnaty-cGMP. Diklofenak sa tiez preukazal
ako selektivny, kompetitivny inhibitor NMDA receptorov v Cel'ustnych svaloch potkanov. [42,
43]
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2.4.2.4 Inhibicia gama receptoru

Vzhl'adom na to, ze COX-2 je okamzity skory gén, vysledky niektorych §tadii naznacuju, ze
inhibicia COX-2 moze byt zodpovedna za protirakovinovy uc¢inok NSAID. ZvySenie expresie
COX-2 bolo skuto¢ne hlasené u rdoznych druhov rakoviny a experimentalnych modelov
rakoviny. [44]

Cast’ protinadorovej aktivity NSAID je pravdepodobne spdsobena inhibiciou produkcie
COX aPGE,. V pripade mnohych neSpecifickych a COX-2-selektivhych NSAID je
protinadorovy ucinok nezavisly od COX prostrednictvom jadrového faktora kappa B (NF-kB),
aktivacného proteinu 1 (AP-1), mitogénom aktivovanej kindzy a regulacnych drah bunkového
cyklu. Nie vSetky NSAID vsak vyuzivaju tieto drahy, Co naznacuje, ze existuju iné cesty pre
protinadorovu aktivitu, Co podporuje nazor, ze jednotlivé NSAID mozu mat jedine¢né profily
mechanizmu ucinku (MOA). [45]

Jednou z takychto navrhovanych alternativnych ciest pre protinadorovu aktivitu nezavislu
od COX pomocou NSAID je modulécia aktivity jadrového receptora, najmi receptora gama
aktivovaného peroxizomovym proliferatorom (PPARYy).Ukéazalo sa tiez, ze draha PPARYy
sa podiela na indukecii proteinu COX-2 v roznych typoch buniek. [46, 47, 48]

Uvadza sa, ze diklofenak mé afinitu k PPARy 50-krat vyssiu ako afinitu uvadzani pre iné
NSAID. Okrem toho sa ukézalo, ze indometacin a diklofenak st skor selektivnymi agonistami
pre PPARYy ako pre iné izoformy PPAR. Uvadza sa tie, ze diklofenak je antagonista signalizacie
PPARYy, o vedie k 60 % znizeniu diferencidcie tukovych buniek sprostredkovane; PPARYy.
[49, 50]

Tieto posledné vysledky naznacuju, ze diklofenak moze inhibovat’ signalizaciu PPARYy tym,
ze poOsobi ako kompetitivny antagonista. To paradoxne naznaCuje, ze diklofenak modze
za urcitych podmienok podporovat’ zapal blokovanim protizapalovej aktivity PPARY. [51]

2.4.2.5 ZniZenie zdapalovych latok

Substancia P je prozapalovy neuropeptid, ktory hra ulohu pri niekolkych zapalovych
ochoreniach. Spolu s roznymi cytokinmi sa substancia P nachddza v plazme a synovialnej
tekutine pacientov s artritidou. Pretoze NSAID sa bezne pouzivaju na lieCbu bolesti spojenej s
artritidou, bola vyslovena hypotéza, ze NSAID mo6zu interferovat’ s chemotaktickym ta¢inkom
substancie P na monocyty a peritonealne bunky, €o je rozhodujuci krok pri artritickom
ochoreni. [52, 53, 54]

Na pociato¢nom zapale sa podiela nespoCetné mnozstvo cytokinov. Interleukin-6 (IL-6) je
prozapalovy aj protizapalovy cytokin, ktory je udrziavany v rovnovahe mediatorom akutneho
zapalu IL-10. Existuje niekol’ko linii dokazov, ktoré naznacuju, ze NSAID mozu hrat’ tlohu pri
znizovani prozapalovych cytokinov mechanizmom nezéavislym od prostaglandinov. Diklofenak
znizuje expresiu a produkciu IL-6 nezavisle od produkcie PGE; v I'udskych T bunkach. [55]
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2.4.2.6 Inhibicia tromboxdnového receptora

Tromboxan A, prostrednictvom tromboxan-prostanoidného (TP) receptora spojeného s G-
proteinom podporuje aktivaciu a agregaciu krvnych dosticiek. Predpoklada sa, ze diklofenak je
ucinnej$i ako meloxikam, Specificky inhibitor COX-2, pri zastaveni tvorby sérového
tromboxanu By krvnymi do$tickami pri zrazani plnej krvi. Tromboxan B; je neaktivhym
produktom, a teda markerom tvorby tromboxanu A; prostrednictvom aktivity COX-1. [56, 57]

Okrem inhibicie tvorby tromboxanu A, sa predpoklada, ze diklofenak sa viaze
na terapeutickych urovniach a moze posobit’ ako kompetitivny antagonista TP receptora. [58]

2.4.2.7 Inhibicia ionovych kandlov citlivych na kyslé prostredie

Tkanivova acidoza je suCastou zapalu, ktory prispieva k pocitovaniu bolesti priamou
excitaciou nociceptivnych senzorickych neuronov cez i6nové kanaly citlivé na kyslé prostredie
(ASIC). Bolo zistené, ze diklofenak selektivne inhibuje ASIC3 a ibuprofén selektivne inhibuje
ASICI. [59]

Ukazalo sa tiez, ze diklofenak a ibuprofén inhibuji protonmi indukované prudy
v hipokampalnych interneuréonoch potkanov. Obidve tieto ¢inidla znizovali amplitddu a
rychlost rozpadu prudov vyvolanych kyselinou; avSak iba diklofenak posunul krivku
desenzibilizacie v ustalenom stave na alkalickejsie pH, ¢o pravdepodobne spomalilo zotavenie
z desenzibilizacie ASIC. Ukazalo sa, ze lokalny diklofenak znizuje bolest’ vyvolanu kyselinou
u l'udi prostrednictvom utlmu aktivity ASIC. [60, 61]

2.5 Sucasny stav rieSenej problematiky
2.5.1 Difazia v sastavach s obsahom huminovych gélov

Wang a kol. v [62] Studovali efekt HK na vol'nu difuziu Eu**i6nov v bentonite a zistili, Ze vznik
komplexov HK-Eu na povrchu bentonitu spdsobil spomalenie migracie ionov materialom.

Naopak Wold a Eriksen uvadzaju v publikacii [63] $tidium zamerané na difuziu Eu** a Co?*
i6nov cez bentonit a zistili, ze pritomnost’ koloidnej formy huminovej kyseliny difuzny
koeficient i6nov vyrazne zvySuje. Huminové kyseliny potlacaju sorpciu i6nov v bentonite
a posobia ako prenasace Eu*" a Co?* idnov. Z toho vyplyva, Ze interakcia ionov s koloidnou
formou huminovej kyseliny méa komplexny vplyv na ich mobilitu pevnym prostredim.

V studii [64] bola skimana metdda diftzie z konstantného zdroja difuzie Co?" idnov
do trubiciek naplnenych huminovym gélom. Tieto trubicky boli ponorené do roztoku chloridu
kobaltnatého a po urcitej dobe gél vytiahnuty a narezany na platky. Co?* i6ny boli vylahované
koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou. U vyluhovanych Co?* i6nov boli premeriavané
UV-VIS spektra. Tym bol stanoveny koncentraény profil Co** iénov v géli.
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V S§tadiach [65, 66, 67, 68] sa diskutuju prvé vysledky jednoduchych diftiznych
experimentov. V publikécii [65] bol stanoveny difizny koeficient Cu?* idnov v géle huminove;
kyseliny pomocou metody difuzneho paru. V tomto experimente bol pouzity gél, do ktorého
bola med zasadena z roztoku CuCly s koncentraciou 5SM a gél huminovej kyseliny
bez pritomnosti i6nov. Experiment bol zopakovany pre gél vzniknuty zrazanim roztoku
huminovej kyseliny roztokom CuCl; s koncentraciou 5 M, vysledna hodnota difuzivity bola
ovel'a nizs§ia. Hodnoty difuznych koeficientov v tejto praci neboli overené d’alSou difuznou
metodou.

Autori v [69] Studovali difuziu tazkych kovov cez huminové latky. Najviac sa zaoberali §irenim
Cu?*i6nov v huminovom hydrogéle. Zistili, ze vietky stanovené difuzne koeficienty Cu?* idnov
v géle su nizSie, ale rddovo v rovnakom rozsahu v porovnani s difuznymi koeficientmi
ziskanymi vo vode. Tento objav moze sluzit’ ako dolezity fakt pre hodnotenie a Standardizaciu
ich pouzitia v rozsiahlom spektre aplikacii.

V préci [70] bola pouzita jednoducha difuzna metdda na hodnotenie transportu kovu
v modeli huminovej matrice. Aj tu bola §tudovana difuzia Cu?* iénov cez huminové hydrogély.
Zistilo sa, Ze teoreticky konstantna oblast Cu?* iénov na rozhrani roztok/gél zavisi od Casu.
Posun ¢ je vyraznejsi pri vy$Som toku Cu®* idnov a sposobuje ohnutie teoreticky linearne;
zavislosti difuzneho toku na druhej odmocnine Casu.

2.5.2 Imobilita diklofenaku

Diklofenak, rovnako ako ostatné NSAID, pretrvava vo vodnom prostredi, odkial' sa dalej
dostava do pddneho systému. Pritomnost’ diklofenaku v povrchovych vodach moéze viest
k meratelnym hladinam v pitnej vode aj za oSetrenych podmienok. [71]

Mobilita lie€iv v pdde zavisi najmé na adsorpcii lie¢iv v pode a na miere vyluhovania lieciva
do podneho roztoku. Potencidlne vyluhovanie zavisi od rovnovahy vzniknutej na rozhrani
poda-roztok. Nasledne zalezi na pevnosti vazby lieCiva k pode a na okolitych podmienkach.
Mobilita sa da chéapat’ ako miera a pravidelnost vylihovania daného lieCiva, ale zalezi
na mnohych d’alSich faktoroch, ako je pH, zlozenie organickej hmoty, vlhkost a textura pddy.
Imobilita je zasa miera pretrvavania lieCiva napriklad v pode [72].

Rastliny funguju ako indikatory globalneho znecistenia, pretoze su pritomné takmer
na vSetkych miestach planéty a hromadia chemické latky pritomné v atmosfére, vo vode a v
pode. Vyskum, ktory sa zameriaval na detekciu lie¢iv a produktov osobnej starostlivosti v
roznych typoch rastlin, ukazal pomerne variabilné koncentracie lie¢iv v rozmedzi od nulovej
detekcie az po 487 pg/kg L. Diklofenak svojou pritomnost’'ou zapri¢inil hlavne spomalenie rastu
rastliny a obmedzenie prisunu zivin. [73, 74].

Pocet moznych kombinécii rastlinnych druhov, kontaminantov a podmienok prostredia je
teda takmer nekonecny. V sucasnosti su dostupné vseobecné modely, podla ktorych mozno
kontaminanty zaradit’ a urCit ich toxicitu. Kontaminanty sa z prostredia do potravin modzu
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dostavat’ rozliénymi spdsobmi — absorpciou vody z pddnych pérov pomocou koreriov, difiziou
z pody alebo vzduchu, alebo prichytenim pddnych cCastic a naslednou diftiziou do rastlinného
tkaniva. Odolné, polarne a neprchavé kontaminanty, kam patri aj diklofenak, maju najvyssi
potencial pre akumulaciu z pddy. [73, 75].

2.5.3 Interakcia medzi diklofenakom a huminovymi latkami

Chemicky je diklofenak slaba kyselina. Preto je mozné predpokladat’, ze v pdde prebieha
obmedzena interakcia s huminovymi kyselinami, pretoze pri subneutralnom az subalkalickom
pH je diklofenak negativne nabity, zatial' co funkéné skupiny HK st hlavne deprotonizované.
Za takychto podmienok diklofenak naozaj vykazuje len nizku sorpcnu tendenciu na pddne
koloidy potiahnuté HK. [76]

Interakcia medzi nesteroidnym protizdpalovym lieCivom diklofenakom a HK v objemovom
roztoku bola Studovana pomocou dvoch komplementarnych analytickych metod: UV-VIS
spektroskopie a voltametrie. Pozorované UV-VIS spektra a Ip/V krivky naznacujua, ze v tychto
experimentalnych podmienkach, aj ked’ su obe latky negativne nabité pri pH 6,5, mdze
interakcia medzi lie€ivom a podnymi huminovymi kyselinami viest’ k vytvoreniu supramolekul
diklofenaku a huminovych kyselin. Tieto vysledky by mohli prispiet’ k poskytnutiu informacii
o spravani diklofenaku v podnom prostredi, ¢o naznacuje jeho migraciu v podobe micel
s huminovymi latkami cez profil hrubej pody. [77]

Huminové kyseliny tvoria supramolekularne celky s niekol’kymi neutralnymi alebo nabitymi
xenobiotikami, na zaklade ¢oho je mozné predpokladat, ze anionovy diklofenak a HK by mohli
interagovat’ prostrednictvom supramolekularneho procesu, ¢im by ovplyvnili osud lieCiva
v pode. [78]

Huminové kyseliny su stale predmetom vyskumu a je vynalozené vel'ké usilie na objasnenie
ich definovanej Struktiry. Sucasné poznatky naznacuju, ze ich zdkladnym vazbovym blokom
je hydrofobna §truktara aromatickych kruhov s pripojenym alkoholom, amidom, aminom,
karboxylovymi, karbonylovymi, fenolovymi, hydroxylovymi a chinonovymi funkénymi
skupinami. Vd'aka tejto polyfunkénosti vykazuja HA schopnost’ interagovat’ s xenobiotikami
za vzniku komplexov roznej rozpustnosti a chemickej a biochemickej stability. Ovplyviiuju
najmi prijem, biologicki dostupnost, transport, fixaciu a toxicitu xenobiotik v pdde
a v zivotnom prostredi. [79, 80]

Zavadzanie lieCiv do zivotného prostredia prostrednictvom splaskovych kalov, hnoja alebo
odpadovych vdd a ich potencialne vyluhovanie v podzemnych vodach sa len nedavno objavilo
ako environmentalny problém. Ukdazalo sa, ze adsorpcia na minerdlne a organo-mineralne
podne frakcie spomaluje a dokonca zabrafiuje vyplavovaniu lieiv cez pddny profil. [81,
82, 83]
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pouzité chemikalie

e huminova kyselina IHSS Elliott Soil
e agardza — Sigma-Aldrich Co.

e diklofenak

e MQ voda

e hydroxid sodny

e kyselina chlorovodikova
e Jukosan
3.2 Pouzité pristroje
e UV-VIS spektrofotometer HITACHI U-3900H
e analytické vahy — ScalTec SBC 31
e vahy — ScalTec SPB 42
e clektricky varic
e digitalny teplomer
e magnetickd mieSacka
e bezné laboratorne pomdcky
3.3 Priprava roztokov a gélov
3.3.1 Roztok huminovej kyseliny

Prvym krokom bola priprava roztoku hydroxidu sodného. Navazka 0,2059 g hydroxidu
sodného bola rozpustena v 50 ml vody. Tymto postupom sa ziskal 0,1 M roztok hydroxidu
sodného. Nasledne pokracovala priprava roztoku huminovej kyseliny Elliott Soil. Navazka
0,0972 g huminove] kyseliny bola rozpustend v 50 ml pripraveného roztoku hydroxidu
sodného. Pomocou koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej sa hodnota pH upravila na 7.
Tento roztok bol doplneny vodou na 100 ml.
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3.3.2 Roztok diklofenaku

Navazka 0,0051 g praskového diklofenaku bola rozpustené v 21 vody. Toto mnozstvo bolo
zvolené kvoli horSej rozpustnosti diklofenaku. Roztok bol uskladneny v zasobnej nadobe
a udrziavany v chlade pocas celého experimentu.

333 Gély

K experimentu boli pripravené dva druhy gélov. Jeden bez pridavku huminovej kyseliny
a druhy s pridavkom. Navazka 0,201 g agar6zy boli rozpustena v 20 ml vody, tym sa ziskal 1 %
roztok agar6zy. Tento roztok bol nasledne zahrievany za obCasného miesania a premeriavania
teploty. Po dosiahnuti teploty 75-85 °C bola tekuta zmes eSte za tepla naliata do kruhovej formy,
ktora bola namazana lukosanom. Zmes sa nechala vychladnut’ a stuhnut’.

Dalej boli potrebné gély aj s obsahom huminovej kyseliny. Na ziskanie 1 % roztoku agarozy
bola pouzita navazka 0,4993 g agardzy a 50 ml roztoku v pomere 1:9. To znamena, ze sa
pouzilo 45 ml vody a 5 ml roztoku huminovej kyseliny. Dalsi postup bol totozny s pripravou
gélu bez HK. Zmes bola zahriata na pozadovanu teplotu a potom preliata do kruhovej formy
namazanej lukosanom, kde sa nechala stuhnut’.

| — ‘
Obrazok ¢. 3: Pripraveny gél bez obsahu HK vo forme
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Obrazok ¢. 4: Pripraveny gél s obsahom HK vo forme

3.3.4 Vlastny experiment

K vlastnému experimentu boli pouzité difuzne cely. Medzi 2 difuzne cely bola umiestnena
kruhova forma s gélom a cely boli nasledne uchytené v drziakoch. Do jednej difuznej cely bolo
naliatych 50 ml roztoku diklofenaku a druhej 50 ml vody. Obe tekutiny museli byt nalievané
naraz kvoli zmenam tlaku. Do kazdej cely bolo vhodené magnetické mieSadlo a potom sa cely
zaStupl'ovali, aby ni¢ neunikalo.

Difuzne cely boli umiestnené na magneticki mieSacku, aby boli roztoky pravidelne
premieSavané. Nasledne uz bola pozorované difuzia medzi jednotlivymi celami. Z kazdej cely
bola odobrand vzorka do kyvety, ktora bola premeriavand na UV-VIS spektrofotometri
HITACHI v réznych ¢asovych intervaloch. Merania prebiehali az do nastolenia rovnovahy
v oboch celach. Premeriavané boli difuzie cez 3 gély bez obsahu HK a cez 3 gély s obsahom
HK.
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Obrézok ¢ 5: Difiizne cély spojené gélovou formou s obsahom HK
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Merania prebiehali v roznych Casovych intervaloch. Sice boli vSetky vzorky pripravované
rovnakym sposobom, ale rovnovaha nebola ustdlena vzdy v tom istom momente. Merania
bez pridavku huminovej kyseliny boli premeriavané po jednom za sebou a s pridavkom
huminovej kyseliny boli premeriavané naraz. Aj tento fakt sa mohol podpisat na vysledkoch.

4.1 Meranie absorbancie bez pridavku HK
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Obrdzok ¢ 6: Zavislost absorbancie na vinovej dike pre 1. vzorku bez HK po 24 h
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28



0,4
0,3 X zdrojova cela
+ prijimacia cela
X

A(nm)
Obrdzok & 7: Zavislost absorbancie na vinovej dizke pre 1. vzorku bez HK po 288 h
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Obrdzok ¢ 8: Zavislost absorbancie na vinovej dizke pre 2. vzorku bez HK po 24 h
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Obrdzok & 9: Zavislost absorbancie na vinovej dizke pre 2. vzorku bez HK po 312 h
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Obrdzok & 10: Zavislost absorbancie na vinovej dizke pre 2. vzorku bez HK po 648 h
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Obrdzok & 11: Zavislost absorbancie na vinovej dizke pre 3. vzorku bez HK po 24 h
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Obrazok ¢. 12: Zavislost absorbancie na vinovej dizke pre 3. vzorku bez HK po 288 h

V zdrojovej cele sa nachadzal roztok diklofenaku, ktory bol inak skladovany v chlade, aby
nedoslo k jeho degradacii, o by mohlo ovplyviiovat vysledky. V prijimacej cele sa nachadzala
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MQ voda, ktora je vysoko C¢istd anemala by nijak ovplyviiovat priebeh diftznych
experimentov.

V prvej atrete] vzorky nastala rovnovaha priblizne po 288 h. Druha vzorka mala trochu
odlisnu trajektoriu a do relativne ustdleného stavu sa dostala az po 648 h. Kedze boli
pripravované rovnakym sposobom a rovnakymi pomermi, bolo ocakavane, ze vysledky budu
rovnaké. Ako bolo spomenuté vyssie, tato anomalia mdze byt spdsobena meranim v odlisSnych
casoch, alebo vplyv moze mat aj teplota v laboratériu. V kazdej cele bolo aj magnetické
mieSadlo, ktoré malo dopomahat’ k difuzii. Aj to mohlo mat ur€ity vplyv.

V neposlednom rade zavisi aj na pripravenom hydrogéli medzi difuznymi celami. Agar6za
je povazovana vtomto pripade za latku, sktorou by pouzité latky nemali interagovat.
Hydrogély boli teda pripravené rovnakym spdsobom, ale vzniknuté péry v hydrogéli mézu mat
odlisné velkosti, a tym ovplyviovat rychlost celého procesu.

4.2 Meranie absorbancie s pridavkom HK
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Obrdzok ¢ 13: Zavislost absorbancie na vinovej dizke pre 1. vzorku s HK po 24 h
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Obrazok ¢ 14: Zavislost absorbancie na vinovej dizke pre 1. vzorku s HK po 676 h
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Obrdzok ¢ 15: Zavislost absorbancie na vinovej dizke pre 2. vzorku s HK po 24 h
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Obrdzok ¢ 16: Zavislost absorbancie na vinovej dlzke pre 2. vzorku s HK po 676 h
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Obrdzok ¢ 17: Zavislost absorbancie na vinovej dizke pre 3. vzorku s HK po 24 h
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Obrdzok ¢ 18: Zavislost absorbancie na vinovej dlzke pre 3. vzorku s HK po 650 h

800
Pridanie huminovej kyseliny THSS Elliott Soil malo znacny vplyv na dosiahnutie rovnovahy
Oproti rovnovahe s hydrogélmi bez pridavku huminovej kyseliny bol ¢as viac ako dvojnasobny.
V prvych dvoch vzorkach iSlo priblizne o676 h atretia vzorka bola o nieco rychlejsia,
konkrétne 650 h.

Tento fakt je pripisovany interakciam medzi huminovou kyselinou a diklofenakom.

tychto interakcii nebol objasneny.

Huminové kyseliny maju zlozité zlozZenie s va¢§im mnozstvom funkénych skupin. Prave toto
unikatne zlozenie mdze byt pri€inou tychto interakcii s diklofenakom. Ale presny charakter

V publikéciach [76, 77] bol nacrtnuty charakter interakcii medzi huminovymi kyselinami
a lie¢ivami. Diklofenak vystupuje ako slaba kyselina, a preto moze v neutrdlnom prostredi

interagovat s HK. Opisuje sa aj vzniknutie supramolekul diklofenaku a HK a prechod
diklofenaku v podobe micel cez podny profil. Ked'ze hydrogély s HK napodobuju tento profil,
toto moze byt pric¢inou pomalSieho ustalenia rovnovahy.
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4.3 Koncentracné profily bez HK
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Obrazok ¢. 19: Koncentracnad zavislost diklofenaku na case v zdrojovej cele vo vzorke 1 bez HK
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Obrazok ¢. 20: Koncentracnd zavislost diklofenaku na case v prijimacej cele vo vzorke 1 bez HK
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Obrazok ¢. 21: Koncentracnd zavislost diklofenaku na case v zdrojovej cele vo vzorke 2 bez HK
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Obrazok ¢. 22: Koncentracnd zavislost diklofenaku na case v prijimacej cele vo vzorke 2 bez HK
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Obrazok ¢. 23: Koncentracnd zavislost diklofenaku na case v zdrojovej cele vo vzorke 3 bez HK
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Obrazok ¢. 24: Koncentracnd zavislost diklofenaku na case v prijimacej cele vo vzorke 3 bez HK

Pri diftznom experiment bez pridavku huminovej kyseliny by agar6za nemala interagovat
s diklofenakom, pretoze je do istej miery povazovana za inertnu latku. Difuzia je proces, ktory
je pohanany rozdielom koncentracii, v tomto pripade v dvoch difuznych celach. Hodnoty
koncentrécii sa trochu lisili, co mohlo byt spdsobené napriklad pri odoberani vzoriek k meraniu
alebo, vplyvom teploty alebo roznymi cestami priechodu hydrogélom.
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4.4 Koncentracné profily s HK
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Obrazok ¢. 27: Koncentracnd zavislost diklofenaku na case v zdrojovej cele vo vzorke 2 s HK
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Obrazok ¢. 28: Koncentracnd zavislost diklofenaku na case v prijimacej cele vo vzorke 2 s HK
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Obrazok ¢. 29: Koncentracnd zavislost diklofenaku na case v zdrojovej cele vo vzorke 3 s HK
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Po pridani huminovej kyseliny do pripravovaného agardézového hydrogélu je situacia uz
rozdielna. Diklofenak je schopny s huminovymi kyselinami interagovat, a preto sa dostavame
do inych hodndt koncentracii. Lieciva su aj v prirode schopné reagovat s huminovymi latkami
v pdde, a rovnako to plati aj v huminovych kyselinach v pouzitom hydrogéli.

Charakter interakcii nie je Uplne objasneny, predpoklada sa, ze ide o tvorbu micel medzi
diklofenakom a HK. Interakcia diklofenaku a HK ma nasledne vplyv na diftziu. Jednotlivé
pory v géloch moézu prepustat’ rozne velké agregaty roznou rychlostou. Kazdy agregat si
taktiez moze najst’ svoju vlastnu cestu cez porovu matricu agarézového hydrogélu.

V neposlednej rade je dolezité spomenut’ aj spOsob pripravy hydrogélu s pridavkom
huminovej kyseliny. Gél je pripravovany zahrievanim na vySSiu teplotu a to moze narusit
Struktiru HK a celkovo je zakomponovanie do gélove] matrice, potencialne so vznikom
odlisnej Struktiry ako v géloch bez HK.
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5 ZAVER

Téato diplomova praca bola zamerand na transport lie€iv v modelovych hydrogélov. Ako
pozorované lieCivo bol zvoleny diklofenak. Diklofenak patri medzi nesteroidné protizapalové
lieCiva, ktoré sa v poslednej dobe Casto pouzivaju, atym castejSie sa dostavaju ako
kontaminanty do zivotného prostredia. Existuje vela spdsobov, ktorymi sa diklofenak mdze
dostat’ do vodného a pddneho prostredia. Nielenze mdze negativne ovplyviiovat rastliny
a zivocichy, ale moze mat’ negativny dopad ja na zivot Cloveka.

Sucastou pddy su aj huminové kyseliny, ktoré taktiez hraju v tejto problematike dolezitu
ulohu. V laboratornom vyhotoveni bola pouzitd agardza, ktora by nemala interagovat
s ostatnymi latkami a huminova kyselina IHSS Elliott Soil. Boli uskuto¢nené dve série merani,
kedy boli pripravené hydrogély s pridavkom a bez pridavku huminovej kyseliny. Na prevedenie
difiznych experimentov boli vyuzité difuzne cely, medzi ktorymi sa nachadzali hydrogély.

Ustalenie rovnovahy bolo vyrazne ovplyvnené pritomnostou huminovych kyselin.
V difuznych celach s hydrogélom bez HK prebiehala difuzia rychlejsie. Pritomnost huminovej
kyseliny spomalila diftizia diklofenaku. Sposobené to mdze byt vznikajucimi agregatmi
diklofenaku a HK. Tieto agregaty sa nasledne pomal§ie presuvaju cez poérovitl matricu
hydrogélu. Agregaty mozu byt aj v roznych velkostiach, ¢o taktiez ovplyviiuje priebeh difuzie.
Uz aj samostatna priprava hydrogélu s HK ma urcity vplyv, pretoze v nej mozu nastat
priestorové zmeny, ktoré nutia diklofenak prechadzat inou rychlostou ako ked huminova
kyselina nie je pritomna. Aj koncentracné profily v oboch celach boli ovplyvnené pritomnostou
HK. Hodnoty koncentracii diklofenaku boli vyrazne odlisné medzi jednotlivymi celami. Presny
mechanizmus interakcii medzi diklofenakom a HK ale nie je znamy, ana jeho urcenie
a stanovanie d’alSich difiznych parametrov budu potrebné d’alSie experimenty.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

7.1 Pouzité symboly

Symbol Vyznam symbolu Jednotka
F posobiaca sila N

Ji difuzny tok mol-m 25~
A diftzna plocha m?

Ci koncentracia Castice g-dm™

D; difuzny koeficient &astice m?s™!

X priestorova suradnica m
t Cas difuzie S

T termodynamicka teplota K
/ efektivna hrubka membrany m

7.2 Pouzité skratky

Skratka Vyznam skratky

IHSS International Humic Substance Society

uv ultrafialova oblast’ spektra elektromagnetického Ziarenia
VIS viditel'na oblast’ spektra elektromagnetického ziarenia
NSAID nesteroidné protizapalové lieciva

HK huminova kyselina

HL huminov4 latka

COX cyklicka oxygenaza

PGE;» prostaglandin E,

ATP adenozintrifosfat

PPAR peroxizomovy proliferator

ASIC latky citlivé na kyslé prostredie

CNS centralny nervovy systém

MOA mechanizmus uéinku



