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Abstrakt

Tato zavérecna prace navazuje na predchozi studium hote¢natého aminojilu a jeho interakci
s prirodnimi latkami. Teoreticka ¢ast je zaméfena na reSerSi vyuziti aminojilu jako nosice
v medicinskych aplikacich, zpasobu jeho formulace, volbu biologicky aktivnich latek
a vhodnou metodu stanoveni. Experimentalni ¢ast je zaméfena na syntézu aminojilu, ptipravu
vzorkll a studium adsorpcniho chovani zvolenych biologicky aktivnich latek za rdznych
podminek. Experimentalni Cast této prace zahrnuje také ovéfeni vhodnosti pouziti zvolené
UV-VIS spektrometrie ke stanoveni adsorpéniho chovani biologicky aktivnich latek
v koloidnich roztocich aminojilu.

Abstract

This paper builds on a previous study of magnesium aminoclay and its interactions
with biological compounds. The theoretical part deals with the research of the usage
of aminoclay as a carrier in medical applications, the method of its formulation, the selection
of biologically active compounds and a suitable method of varification. The experimental part
deals with the synthesis of aminoclay, samples preparation and study of the adsorption behavior
of the selected bioactive compounds under different conditions. The experimental part
of the paper also includes varification of the suitability of the selected UV-VIS spektrometry
to determine the adsorption behavior of the biologically active compounds in colloidal
aminoclay solutions.

Klicova slova
Aminojil, biologicky aktivni latky, riboflavin, kurkumin, koloidni roztoky, UV-VIS
spektrometrie, adsorpce

Keywords
Aminoclay, biologically active compounds, riboflavin, curcumin, colloidal solutions, UV-VIS
spektrometry, adsorption
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1 UVOD

Tato prace navazuje na pfedchozi bakalatskou praci [1] zaméfenou na studium interakce
aminojilu s pfirodnimi latkami. HofeCnaty aminojil se fadi mezi syntetické funkcionalizované
fylosilikaty, které jsou, na rozdil od pfirodnich fylosilikatti, snadno rozpustné ve vodé za vzniku
koloidnich roztokt. Z tohoto divodu jsou ¢im dal castéji cilem studii zaméfenych
na potencialni vyuziti v medicinskych aplikacich a pfibuznych odvétvich. Vazbou biologicky
aktivni latky jako jsou $patné rozpustna 1éCiva, latky prirodni mediciny nebo jiné télo prospeésné
latky na aminojil mize dojit ke zlepSeni vlastnosti danych latek jako je mechanicka stabilita,
rozpustnost ve vodé nebo biologicka dostupnost v organismu. Problematika adsorpce
biologicky aktivnich latek na aminojil je popsana v kapitole 2.6. Pro studium adsorpce
biologicky aktivnich latek v koloidnich roztocich aminojilu byly vybrany ve vodé rozpustny
riboflavin, téz znamy jako vitamin B2 a ve vod€ nerozpustny kurkumin. Metoda zvolena
pro studium adsorpce byla UV-VIS spektrometrie. Soucasti experimenti bylo mimo jiné
studium vlivu parametri ovlivilyjici proces adsorpce — pocatecni koncentrace latek, pH, teplota,
a doba kontaktu. Adsorpce je jednim z nejjednodusSich chemickych procest a z toho davodu
je cilem této prace, konkrétné je cilem objasnéni, zda je mozné vyuzit adsorpci k piipraveé
novych systému, které mohou byt vyuzity v medicinskych aplikacich.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Jilové materialy

2.1.1 Charakteristika jilovych materialu

Jilové materialy byvaji Casto a chybné zaménovany za jil. Zatimco jil je pfirodni smésny
material, primarné slozeny zjemné zrnitych mineralt, dalSich dopliikovych mineralt
a organické hmoty, tak jilové materialy jsou slozeny pouze z jilovych mineralt. Jilové mineraly
jsou v kombinaci s pfiméfenym obsahem vody zodpovédné za plastiCnost jili a jejich
schopnost vytvrdnuti po procesu vysuSeni nebo vypaleni. Jily vznikaji sedimentaci
a zvétravanim, jedna se tedy o pfirodni material. Oproti tomu jilové mineraly mohou byt nejen
ptirodniho, ale také syntetického pivodu. Z pohledu velikosti Castic je za jil povazovan takovy
material, jehoz velikost Castic nepfesahuje 4 um. Jilové minerdly jsou bez zrnitostnich
omezeni [2].

Jily jsou z nejvétsi Casti tvoreny skupinou jilovych minerali oznacovanou jako fylosilikaty,
pro které je typicka vrstevnata struktura. Dale jsou jily tvoreny také z krystalickych
i nekrystalickych modifikaci SiO2, amorfnich mineralt skupiny alofanu, zeolity, karbonaty
¢i oxidy a hydroxidy hliniku a zeleza. Kombinace velmi malych rozméra jednotlivych krystala
a vrstevnata struktura davaji jilovym mineralim celou fadu unikatnich vlastnosti. Mezi
nejvyznamnéj§i patii schopnost vazat vodu, schopnost sorpce a iontové vymeény, chovani
pii zahfivani a reakce s organickymi latkami. Mnozstvi a zpusob, jakym je voda vazana
na jilovy mineral, podstatné ovliviiuji technologické vlastnosti jako jsou napftiklad plasti¢nost,
vazkost, tixotropie nebo tvarova stalost. Schopnost jilovych minerald dlouhodobé zadrzovat
vodu je nezbytna pro rostliny a jejich preziti. Reakce jilovych mineralt s organickymi latkami
umoziiuji pfipravu tzv. organo-jilovych komplexti, které jsou vyuzivany v mnoha
technologickych odvétvich [3].

2.1.2 Fylosilikaty

Termin fylosilikat vychazi z feckého fyllon, znamenajici list. Jedna se o mineraly, pro které je
charakteristickd vrstevnata struktura a jsou déleny na planarni a neplanarni fylosilikaty.
V pripadé neplanarnich fylosilikati dochazi k periodickému naruSovani planarni struktury,
coz zpusobuje jeji ohnuti, pfipadné svinuti [4].

Zakladni stavebni jednotkou fylosilikatovych struktur je tetraedr [SiO4]* (Obr. 1). Ten miize
byt v nékterych piipadech substituovany za [Al04]° nebo [FeOa]>". Tetraedry jsou usporadany
do vrstev tim zptisobem, Ze jsou vazany se sousednimi tetraedry tfemi vrcholy, tzv. bazalnimi
kysliky. Vrstvy tetraedrt jsou vi&i sob& umistény ve vodorovné poloze. Ctvrty vrchol tetraedru
je volny a sméfuje kolno na rovinu sité tetraedrd. Tento kyslik je oznaovan jako apikalni.
Pouze vyjimecné sméfuji apikalni kysliky v sousednich tetraedrickych vrstvach stejnym
smérem [3][4].

Na tetraedrickou vrstvou bezprostiedn€ navazuje vrstva oktaedricka. Tyto dvé vrstvy sdili
pravé apikalni kysliky. Koordina¢ni oktaedry jsou zakladni stavebni jednotkou vrstvy
a sousedici oktaedry spolu sdili stény. Nejcast&ji se v centrech oktaedr(i nachazi Mg?*, Ca?*,
AP*, Fe** nebo Fe**. Méné ¢asté jsou na pozici centralniho atomu kationty Li*, Ni%*, Mn?*, V3*,
Cr** a Ti**. Oktaedrickymi anionty mohou byt kromé OH™, také O?>", F~, piipadné& C1™ [3][4].



® kiemicité kationty
QO kyslikové anionty

. hofe¢naté kationty
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Obr. 1: a) tetraedr a sit tetraedri s Si** kationty, b) oktaedr a sit’ oktaedri s Mg?* kationty
[5]

Vzajemna vazba siti

Jednotlivé typy siti mohou byt mezi sebou spojeny nékolika zpisoby. Prvni z moznosti je
propojeni dvou tetraedrickych siti pies bazalni kysliky pomoci slabych van der Waalsovych sil
nebo pomoci mezivrstevniho kationtu. Spojeni tetraedrti a oktaedri je umoznéno pres sdilené
apikalni kysliky, pfipadné skrz bazalni kysliky tetraedrické sit¢ a hydroxylové skupiny
oktaedrické sité€, mezi kterymi pasobi vodikové vazby. V piipadé propojeni tetraedrti a oktaedra
pres apikalni kysliky lze tyto struktury dale klasifikovat na zakladé typu vznikajicich vrstev.
Pokud vzniké4 vrstva typu 1:1, znamend to, ze dochazi ke spojeni tetraedrické sité a sité
oktaedrické. U vrstvy 2:1 jsou spojeny 2 vrstvy tetraedrd s vrstvou oktaedrd. Vznika jakasi
sandwichova struktura, kdy jsou na sit’ oktaedrii z obou stran navazany sité tetraedri. Ty maji
opacnou polaritu (Obr. 2)[6].

§ ‘ ‘ ‘ tetraedry
etraedry Adda
k d o".f".{".{". oktaedry
- "‘ tetraedry
1:1 typ vrstvy 2:1 typ vrstvy

Obr. 2: Typy fylosilikatového vrstveni [1]

Prostor mezi dvéma vrstvami ve struktufe fylosilikati se oznacuje jako mezivrstvi, piipadné
mezivrstevni prostor. Jedna vrstva a pfilehlé mezivrstvi pak tvoti zakladni strukturni jednotku,
ktera pifedstavuje uplné slozeni daného fylosilikatu. V zavislosti na struktufe mohou byt
jednotlivé vrstvy elektricky neutralni nebo mit vlivem nékterych substituci zaporny elektricky
naboj. Velikost naboje pfimo ovliviiuje mechanismus, kterym jsou vrstvy vazany k sobé. Pokud
je elektricky naboj maly, pak jsou vazby mezi vrstvami zprostfedkovany slabymi
mezimolekularnimi interakcemi nebo vodikovymi mustky skrz molekuly vody. V piipadé,



ze velikost naboje presahuje hodnotu 0,5, je spojeni vrstev zajisténo mezivrstevnimi kationty.
Ty byvaji nejéastéji jednomocné, napi. K* a Na*, vyjime&né Ca>* [6].

2.1.3 Modifikace jilovych mineralu

Ptirodni i modifikované jilové mineraly maji velky technologicky vyznam. Jsou také dilezitym
materidlem zakladniho a aplikovaného vyzkumu, a to diky jejich vSudyptitomnému vyskytu,
nizkym cenam a nezavadnosti vici zivotnimu prostredi. Ve formeé disperznich roztokt vykazuji
inertnost, stabilitu, reaktivitu nebo katalytickou aktivitu. Nevyhodou pfirodnich jilovych
minerald je ovSem jejich hydrofobicita a sni spojena nepiiliS dobra schopnost sorpce
nepolarnich organickych molekul. Tento problém lze wvyfesit modifikaci, konkrétné
zabudovanim organické latky do mezivrstevniho prostoru napf. jednoduchou iontovou
vyménou. Organickymi molekulami, vyuzitymi jako surfaktanty v modifikovaném jilovém
mineralu, mohou byt kvartérni amoniové, pyridinové nebo fosfoniové soli s rizn€ dlouhymi
alkylovymi fetézci. Timto procesem dochazi ke vzniku anorganicko-organického komplexu,
ktery uz sorpci nepolarnich organickych latek umoziiuje. Organicky modifikované jilové
mineraly jsou vyuzivany napfi¢ pramyslovymi odvétvimi od kosmetickych pfipravki, pres
barevné pigmenty, reologicka c¢inidla, zaruvzdorné povlaky, po pfipravu kompozitnich
polymernich materiali nebo sorpénich materiali organickych polutantd z ovzdusi, vod
i pudy [7].

2.1.4 Syntetické fylosilikaty

Hlavnim cilem chemické syntézy je pfiprava pozadovaného produktu o vysoké Cistoté, v co
nejvetsim mnozstvi a za dosazitelnych experimentalnich podminek. Nejvyhodnéjsim zptisobem
pro piipravu modifikovanych fylosilikati je jednokrokova reakce za nizkych teplot, pii které
dochazi ke kopolymerizaci vybranych vicemocnych kationtl (Mg?*, Ni**...) s trialkoxysilanem
v alkalickém prostiedi. Vyhody synteticky pfipravenych fylosilikatd, v porovnani s pfirodnimi,
spoCivaji v jejich vysoké cCistoté, homogenité a kontrolované porozité. Prirodni fylosilikaty
Casto obsahuji necistoty, napiiklad ve formé rtiznych iontd, které vyrazné ovliviuji jejich
vlastnosti. Potencial téchto hybridnich materialti spo¢iva v moznosti navrhu sledu reakci, které
umozni inkorporaci dalSich organickych molekul do struktury fylosilikatu. Inkorporované
organické molekuly mohou obsahovat aktivni centra, ktera Ize vyuzit k dalSim chemickym
reakcim a interakcim [8].

2.2  Aminojil

2.2.1 Obecné

Syntetické aminojilu jsou velkou a vyznamnou skupinou fylosilikati, a to diky jejich
jednoduché priprave, sorpénim schopnostem, termalni a mechanické stabilité, ¢i nizké toxicité.
Jednd se o hybridni anorganicko-organické materidly, ve kterych jsou funkcionalizované
organické molekuly vazany k anorganické matrici kovalentnimi vazbami. Aminojily nachaze;ji
uplatnéni v mnoha aplikacich, mezi které patii mimo jiné katalyza, nosiCe 1éCiv, odstraniovani
organickych polutantii nebo rizné formy senzort [9].

10



2.2.2 Struktura

Aminojil patfi do skupiny fylosilikati se strukturou 2:1. Jeho krystalova mfizka je tvofena
dvourozmémymi vrstvami, konkrétné dvéma vrstvami tetraedr s Si** centralnimi atomy
a kyslikovymi anionty. Mezi tetraedrickymi sitémi je jedna vrstva oktaedrt, jejichZ centralnimi
atomy jsou nejCastéji hofcik nebo hlinik. Dale oktaedricka sit obsahuje také hydroxylové
skupiny. Jednotlivé vrstvy mezi sebou sdili apikalni kysliky. Tloustka vrstvy je kolem 1 nm
a boéni rozméry se pohybuji v rozmezi 300 A az do n&kolika mikrometr@i, v zavislosti na typu
silikatu. Pravidelné mezery, které vznikaji mezi jednotlivymi vrstvami pii organizaci do stoht,
jsou zpusobeny piitomnymi Van der Waalsovymi silami. Tyto mezery se nazyvaji mezivrstvi,
nebo také galerie. Pfi izomorfnich substitucich ve vrstvach (napt. Mg?* nahrazen za Li* nebo
AP* nahrazen za Mg?*, ptipadné Fe?*) dochazi ke vzniku zapornych naboji. Ty jsou vyvazeny
kationty alkalickych kovii nebo kovii alkalickych zemin pfitomnych v mezivrstvi. Hydrofilni
fylosilikaty lze upravit, aby mély organofilnéjsi charakter tim zpisobem, ze hydratované
kationty v mezivrstvi jsou vyménény za kationtové povrchové aktivni latky, napiiklad
alkylfosfonium nebo alkylamonium. Na anorganickou matrici aminojilu je kovalentni vazbou
navazana organickd aminopropylova skupina. Jako obecny vzorec hofe¢natého aminojilu se
uvadi [H2N(CH2)3]sSisMgsO16(OH)4 (Obr. 3) [10][11].

» NH,NH, NH,NH,

Kremik
Horc¢ik
Kyslik

Hydroxyl

doon |

00O

* NH, NH,NH,NH,

Obr. 3: Struktura hotecnatého aminojilu [11]

2.2.3 Vlastnosti

Chemické slozeni je hlavnim faktorem ovliviiujici povrchové vlastnosti aminojilu. Vlastnosti
ovliviiuje pocet atomu kysliku ve strukture, mnozstvi hydroxylovych skupin, typ kationtt
v mezivrstevnim prostoru a nedokonalosti ve struktute. Postranni organoskupiny, konkrétné
jejich typ a délka tetézce, jsou zavislé na volbé organotrialkoxysilanu [2][12].

Unikatni vlastnosti aminojilu je jeho schopnost dispergace v polarnich rozpoustédlech,
napiiklad ve vodé€. Exfoliace je umoznéna protonaci aminoskupin na koncich organickych
fetézci. Proces exfoliace je mozné zvratit pfidanim méné polarnich rozpoustédel, naptiklad
ethanolu (Obr. 4). Pomoci ultrazvuku lze exfoliované vrstvy v roztoku dale rozbit
az na nanostruktury o velikosti 30 az 150 nm a tlouStkou 2-4 nm. Takto pfipravené oligomerni
jilové jednotky se pak mohou seskupit kolem biomolekul jako jsou enzymy
a deoxyribonukleova kyselina (DNA) a vytvortit funk¢ni hybridni materialy [11].

Stuperi exfoliace aminojilu lze pomérné jednoduse kontrolovat zménou hodnoty pH
disperzniho prostfedi. Hodnota zeta potencialu aminojilu pfi pH 9,6, tj. bez jakychkoliv
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uprav pH, je +25 mV, coz je zapiiCinéno protonaci aminoskupin. V koncentracnim rozmezi
od 1,0 mg-mL! do 5,0 mg-mL"! se hodnota zeta potencialu hofe¢natého aminojilu pohybuje
mezi +20 mV a +30 mV. Pridanim nizko poléarnich rozpoustédel dochazi k deprotonaci, coz
zpusobi stohovani a naslednou precipitaci aminojilu [11][13].

NH,*NH;* NH,*NH,

NH, NH, NH, NH, H,O

NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH, NH : NH;" NH;*NH,* NH;

\H, NH, NH, ¥H,
*y *Y NH, NH, NH, NH,

NH, NH, NH, \H,

Ethanol

NH, NH, Ni, N, § €
NH, NH, NH, NH, “NH, NH; NH, NH,

Obr. 4: Schéma exfoliace aminojilu [11]

Kladné nabité vrstvy aminojilu se ukazaly byt dobrym sitovacim Cinidlem pro organické
polymery, umoziujici tvorbu nanokompozitnich hydrogeld a filmi se zlepSenymi
mechanickymi vlastnostmi. Aminojil lze pouzit také jako nosi¢ chromoforu (ktery je
dispergovatelny ve vod€) umoziujici ucinny pienos energie pii sbéru svétla. Kladny néaboj
aminoskupin spojeny s pH byl zkouman v kombinaci s 1éCivy a dalSimi negativné nabitymi
molekulami, moznosti jejich enkapsulace a naslednym uvolnénim. Lze jej vyuzit ke stabilizaci
kovovych nanocastic, které jsou vyuzivany v katalyze, optice, biologii a dal§ich odvétvich [11].

Povrchové funkcni aminoskupiny jsou zodpovédné za antimikrobialni ucinek aminojilu,
ktery zpusobi smrt bakterii v prubéhu nékolika hodin. Antimikrobialni uéinek je vyssi
u gramnegativnich bakterii nez u grampozitivnich zastupci. Mechanismus tcinku tedy spociva
v depolarizaci membranové struktury mikrobialnich organismd  protonovanymi
aminoskupinami, coz vede k uniku obsahu buriky do jejiho okoli a zptisobi jeji smrt. Podobné
ucinky byly pozorovany také u antimykotickych studii [14].

Pred jakymkoliv vyuzitim pfirodnich ¢i syntetickych latek v medicinskych aplikacich je
nutné znat jejich toxikologické vlastnosti. Cytotoxicita aminojilu byla studovana jak
na zdravych lidskych burikéch (kozni fibroblasty CCD-986sk a plicni fibroblasty MRC-5), tak
na buiikach rakovinovych (plicni a stfevni epitelové buiiky A549 a HT-29), konkrétné zavislost
cytotoxicity na promeénné koncentraci aminojilu a na dob& expozice. Aminojil vyrazné
neovliviiuje viabilitu bunék v Sirokém rozmezi koncentraci od 10 pg/mL az do 1000 pg/mL,
s vyjimkou bunék typu A549, u kterych méa aminojil tendenci blokovat viabilitu pfi koncentraci
1000 pg/mL. Ani dlouhd doba expozice nema vliv na zivotaschopnost a proliferaci bunek.
Nizkou cytotoxicitu potvrzuje také fakt, ze 1 pii vysokych koncentracich (1000 pg/mL)
zpusobil aminojil minimalni bunénou smrt. V porovnani s napt. oxidem Zzelezitym, oxidem
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kifemicitym nebo jednosténnymi uhlikovymi nanotrubicemi, které jsou toxické pro buriky se
hotfe¢naty aminojil jevi jako vhodny kandidat pro vyuziti v medicin€, kosmetologii a dalSich
oborech [15].

Dalsi faktory potiebné k urceni, zda je aminojil potencionaln€ vhodny k terapeutickému
vyuziti je znalost jeho biodistribuce a in vivo farmakokinetiky. Yang a kol. studovali in vivo
farmakokinetiku a biodistribuci  hofeCnatého aminojilu znaceného fluorescencnim
barvivem Cy5.0 na mySich. Aminojil byl podan mySim jak intravendzné, tak oralné.
Po intraven6znim podani byl aminojil velice rychle distribuovan do riiznych organt vcetné
jater, ledvin, stfev, zaludku, plic a srdce. S vyjimkou zaludku bylo dosazeno maximalni hladiny
aminojilu v organech uz po 30 minutach od podani (Obr. 5). Stejné¢ tak doSlo nasledné
k rychlému poklesu koncentrace a po 2 hodinach bylo mnozstvi aminojilu v organech
zanedbatelné. V ptipadé oralniho podani byl aminojil detekovan majoritné ve stfevech a
zaludku. Studie probihala v intervalu 72 hodin, béhem kterych byl zna¢eny aminojil vyloucen
z téla moci a exkrementy bez jakékoliv zmény. Rychla distribuce v organismu a pomeérné
kratky retencni Cas v organech bez naznaku akumulace podporuji moznost vyuziti aminojilu
v medicinskych ap(lg\)kacich [16].

18 =

16 =

= (.5h

14 = = 1h
== 2h

12 = === 8 h
T == 24h

1o == 72h

% podané davky
[e o}
1

srdce plice ledviny slezina jatra mozek stieva Zaludek

12 =

10 = = (5h

% podané davky
(]
1

0 P

I 1 I 1 I 1
srdce plice ledviny slezina jatra mozek stieva Zaludek

Obr. 5: Biodistribuce Cy5.0-aminojil (A) intravendzné, (B) oralné [16]
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Obr. 6: Fluorescencné zobrazené vylouceni Cy5.0-aminojilu z mys$i po intraven6znim (IV)
a oralnim (PO) podani [16]

2.2.4 Syntéza aminojilu

Aminojil 1ze pfipravit jednoduchou sol-gel metodou za laboratorni teploty a atmosférického
tlaku. Prekurzory syntézy jsou sul kovu (Mg, Ca, Cu, Zn, Al...) a organotrialkoxysilan.
Zékladni anorganickou kostru hote¢natého aminojilu tvoii hexahydrat chloridu hofe¢natého
(0,84 g), ktery je rozpustén v ethanolu (20 g). Vznika Ciry a bezbarvy roztok. Za rychlého
michani je po kapkéach pfidan 3-aminopropyltriethoxysilan (1,3 mL, APTES). Po pfidani
APTES okamzité dochazi k tvorbé mlécné bilého precipitatu. Suspenze je michana pies noc
a nasledné je precipitat oddelen od kapalné faze centrifugaci. Precipitat je promyt ethanolem
(3 x50 mL) a susen v susarn¢ pii 40 °C za vzniku bilych krystalki. Exfoliovany aminojil se
pfipravi rozpusténim vysusenych krystalkii v deionizované vodé za sonifikace [17].

2.3 Biologicky aktivni latky

Biologicky aktivni latky, oznaCovany také jako bioaktivni latky, jsou chemické slouceniny
vyskytujici se v malém mnozstvi v rostlinach a nékterych potravinach (ovoce, zelenina, ofechy
atd.). Tyto latky maji pozitivni vliv na lidsky organismus a asto byvaji soucasti metabolickych
drah. Biologicky aktivni latky se Siroce lisi chemickou strukturou a funkci a na zakladé téchto
faktort jsou rozdéleny do skupin. Prikladem lze uvést karotenoidy, flavonoidy, fytosteroly,
polyfenolové latky, koenzym Q nebo karnitin. Vzhledem k tomu, ze vitaminy a mineraly
vyvolavaji farmakologické ucinky, jsou i tyto skupiny chemickych sloucenin kategorizovany
jako bioaktivni latky. Velké mnozstvi biologicky aktivnich latek ma antioxidacni,
antikarcinogenni, protizanétlivé a antimikrobialni €inky. Nekteré latky jsou soucasti prevence
proti kardiovaskularnim onemocnénim [18][19].
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2.3.1 Riboflavin

Riboflavin (Obr. 7), taktéz znamy jako vitamin B2, je jeden ze zastupct hydrofilnich
vitamint. Radi se do skupiny flavin a ma Zlutou az oranzové Zlutou barvu. Stejné jako viechny
ostatni vitaminy je riboflavin esencialni latkou, kterou neni lidské télo schopno syntetizovat a
je nutné jej piijimat ve stravé. Lidské télo riboflavin neuklada, a proto musi byt neustale
doplnovan. Je prekurzorem enzymovych kofaktort, napiiklad FMN a FAD, ktery je soucasti
dychaciho fetézce a jeho redukovana forma FADH> soucasti Krebsova cyklu. Nedostatek
vitaminu B2 mize vést kariboflavindze a je spojovan hlavné s podvyzivenymi
a malabsorpcnimi stavy, v¢etné gastrointestinalnich (GI) infekci [20][21].

UV svétlem aktivovany riboflavin dokéze poskodit patogenni DNA a RNA a tim snizit
replikaci bakterii, vird a dalSich nezadoucich organismi v krevnich produktech. Kombinace
riboflavinu a ozafovani svétlem o vyssich vinovych délkach zpomaluje nebo zastavuje progresi
onemocnéni rohovky oznacCované jako keratokonus [22].

OH
HO
OH
OH
HsC No _N_ _O
YT
= NH

HyC N |
Obr. 7: Struktura riboflavinu

2.3.2 Kurkumin

Kurkumin (Obr. 8), jinym ndzvem také turmerova zlut' nebo diferuloylmethan, je pfirodni
barvivo zluté az oranzové barvy, které se ziskava z kotfene rostlin rodu kurkuma, hlavné
z kurkumy dlouhé. Z pohledu chemické struktury se jedna o B-diketon obsahujici dvé
feruloylové skupiny. Vyuziva se jako ochucovadlo, pfirodni pigment, nutraceutikum nebo jako
antimykotikum [23].

Extrémné nizka rozpustnost kurkuminu ve vodé zptisobuje také Spatnou propustnost pres
tkaniové membrany. Kromé toho kurkumin rychle podléha metabolismu a vykazuje nizkou
koncentraci v krevnim séru, coz ma za nasledek Spatnou biologickou dostupnost. I pies tyto
nedostatky ma kurkumin pozitivni farmaceuticky vliv na organismus, napiiklad ma
protirakovinné, antitrombickeé, antimikrobialni, antioxidacni, protizanétlivé
nebo antihyperlipidemické ucinky [24].
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CHj

HO OH

Obr. 8: Struktura kurkuminu

2.4 Adsorpce

Ve vicefazovych systémech dochazi na fazovém rozhrani k procesu, ktery je ozna¢ovan jako
adsorpce. Jedna se o samovolné zvySovani koncentrace urCité latky na fazovém rozhrani.
K adsorpci dochazi za ticelem snizeni mezifazové energie. Faze, nebo latka, na jejimz povrchu
dochézi k adsorpci slozky systému, se oznaCuje jako adsorbent. Slozka, kterd se nachazi
v objemu a ma byt adsorbovana se nazyva adsorptiv. Latka, ktera je v adsorbovaném stavu je
adsorbat. Podle typu fazového rozhrani je adsorpce rozliSovana na adsorpci z kapalné faze
natuhé latce, adsorpci zplynné faze na tuhé latky a adsorpci na rozhrani
roztok/plyn [25][26][27].

adsorptiv—©

|

Obr. 9: Definice pojmi [27]

Velikost plochy povrchu pevného adsorbentu je jednim znejdilezitéjSich udaju
pro charakterizaci povrchovych vlastnosti. Zarovei je nutné, aby méla pevna latka dostatecné
velky mérny povrch a adsorpce byla viibec méfitelna [26].

Adsorbenty jsou tedy pevné latky s velkym mérmym povrchem, pouzivané pro zachytavani
molekul kapalin, plynd, ale i jinych pevnych latek. Adsorbenty jsou rozdéleny do dvou hlavnich
kategorii — pfirodni a umélé. Mezi pfirodni adsorbenty patfi naptiklad zeolity, hlinky, saze atd.
Mezi nejvyznamnéjsi umélé adsorbenty patii aktivni uhli, silikagel, oxidy hliniku a titanu
nebo porézni sklo [27]. Velky vliv na adsorpcni vlastnosti pevnych adsorbentti ma znecisténi
jejich povrchu a pfi jejich preciStovani je nutné dbat na to, aby nedoslo ke zménam struktury
nebo splynuti pora [26].

Charakteristika adsorpce zavisi jak na povaze adsorbentu, tak na povaze adsorbované latky.
Na zéaklade¢ typu sil uplatiiujicich se pii procesu adsorpce ji rozdélujeme na fyzikalni adsorpci
a chemisorpci [27].
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2.4.1 Fyzikalni adsorpce

V ptipadé fyzikalni adsorpce jsou molekuly plynu nebo kapaliny vazany k povrchu pevného
adsorbentu fyzikalnimi, konkrétn€ van der Waalsovymi silami. Tyto sily ptusobi mezi v§emi
typy Castic. Z tohoto divodu neni fyzikalni adsorpce specifickou reakci, a tudiz probiha
na celém povrchu adsorbentu. Muze dochazet k vicevrstvé adsorpci, tedy k jevu, kdy se
na prvni adsorbované vrstvé molekul zacnou tvorit dalsi vrstvy adsorbatu. Fyzikalni adsorpce
je velice rychly proces [28].

2.4.2 Chemisorpce

U chemisorpce vznikaji mezi molekulami adsorbované latky a pevného adsorbentu
chemické vazby. Tento typ adsorpce je velmi specificky, protoze chemické vazby mohou
vznikat pouze mezi uritymi molekulami. Aby vibec doslo k vytvoreni chemické vazby, je
nutna aktivacni energie. K chemisorpci tudiz dochézi na tzv. aktivnich centrech, tj. mistech
s vySsi energii. S tim souvisi 1 fakt, Ze chemisorpce je monovrstva. Pokud dochézi k tvorbam
dalSich vrstev, uplatiiuji se u nich pouze sily fyzikalni. Chemisorpce je pomalym dé&jem, a to
obzvlaste pii nizkych teplotach [28].

2.4.3 Adsorp¢nirovnovaha

Mnozstvi adsorbované latky a je zavislé na nékolika faktorech (velikost m&mého povrchu,
teplota, parcialni tlak adsorbované latky atd.). Nej¢asté&ji je rovnovazné adsorbované mnozstvi
vyjadieno jako pocCet molt, hmotnost nebo objem naadsorbované latky, prepocteny na normalni
podminky. V pfipadé adsorpce na pevném povrchu jsou tyto veli¢iny vztazeny na jednotku
hmotnosti pevného adsorbentu, protoze stanoveni velikosti povrchu je u pevnych adsorbentd
slozité a nejednoznacné. Adsorpce je z pravidla ucinngjsi pfi nizsich teplotach, protoze se jedna
o exotermni reakci [27][29].

Mezi adsorbentem a adsorbovanou latkou dochézi po urcitém case k ustanoveni adsorpcni
rovnovahy. V pfipadé adsorpce zkapalné faze na tuhé latce je rovnovazné mnozstvi
naadsorbované latky umérné koncentraci pifi konstantni teploté. Tato zavislost je oznaCovana
jako adsorpCni izoterma. Stejné jako adsorpéni izotermy, se experimentalné stanovuji adsorpéni
izobary (zavislost adsorbovaného mnozstvi na teploté¢ za konstantniho tlaku) a adsorpéni
izostery (zavislost rovnovazného tlaku na teploté pii konstantnim adsorbovaném mnozstvi).
Nejcasteji jsou métfeny adsorpcni izotermy. Nejznaméjsi a nejcastéji pouzivané izotermy jsou
Freundlichova adsorp¢ni izoterma a Langmuirova adsorpéni izoterma [30].

adsorpéni izotermy adsorpcni izobary adsorpcni izostery
a N <D<I3 D1<DP,<P3

o

B

L —T

-
NS
s
l
A
&
e
!
ﬂ

Obr. 10: Grafické znazornéni adsorpcnich dat [27]
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2.4.3.1 Freundlichova izoterma

Freundlichova adsorpéni izoterma je nejstarSim analytickym vyjadfenim zavislosti
adsorbovaného mnozstvi plynu a na tuhém adsorbentu na jeho rovnovazném tlaku p (1). Je
formulovana empiricky na zékladé experimentalné ziskanych dat a na rozdil od Langmuirovy
adsorpéni izotermy neni linearni ani pifi nizkych tlacich a nevykazuje limitni hodnotu
adsorbovaného mnozstvi pfi tlacich vysokych. Jeji prubéh Casto pfipomina parabolu.

a=k-p/n M

a, jak jiz bylo zminéno, je adsorbované mnozstvi, p je rovnovazny tlak, k a n jsou empirické
konstanty. Pro ovéfeni vhodnosti Freundlichovy izotermy pro naméfena data je vhodné prenést
vztah do linearniho tvaru(2):

1
lna:lnk+zlnp )

Tyto rovnice plati ovSem pro pfipad adsorpci na fazovém rozhrani pevna latka-plyn. Aby
bylo mozné tyto rovnice pouzit pro adsorpci z kapalné faze na pevném povrchu je nutna jejich
patfi¢na uprava:

a=k-c" (3)

a pro linearni tvar:

Ina=Ink+n-Inc 4)

kde ¢ je v obou rovnicich (3) a (4) rovnovazna koncentrace adsorbované slozky [30][31].

—0/)

Obr. 11: Grafické znazornéni Freundlichovy izotermy [31]
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2.4.3.2 Langmuirova izoterma

Langmuirova adsorpéni izoterma je stejné jako Freundlichova adsorp¢ni izoterma
vyjadfenim zavislosti adsorbovaného mnozstvi plynu na povrchu tuhého adsorbentu ta
konstantni teploty. Vznikla na zaklad¢ kinetickych predstav za nékolika predpokladi:

e vytvaii se pouze jedna vrstva molekul (monovrstva) — z tohoto divodu je zvlast vhodna
pro chemisorpci,

e pravdépodobnost adsorpce je stejna na vSech mistech povrchu,

e adsorbované molekuly se navzajem neovliviiuji

Odvozeni Langmuirovy izotermy vychazi ze vztaht popisujici rychlost adsorpce a desorpce.
Na zékladé zminéného predpokladu vzniku monovrstvy je rychlost, kterou se molekuly
adsorbované latky zachycuji na povrchu adsorbentu, imérna podilu volného povrchu:

Tads = Kaas " (1 —0) ' p 5
kde 6 je podil obsazené¢ho povrchu, (1-0) je podil volného povrchu, p tlak adsorbovaného
plynu a kaqs je konstanta umérnosti.

Rovnici rychlosti adsorpce (5) je ovSem potreba opét upravit, aby ji bylo mozné uplatnit
na adsorpci z kapalné faze a c je koncentrace adsorbované latky:

Tags = Kaas (1 - 9) ' C (6)

Soucasné s adsorpci ale dochazi také k desorpci molekul zachycenych na povrchu pevného
adsorbentu. Rychlost desorpce je popsana rovnici:

Tdes = Kges " 0 @)

v moment¢ ustaveni adsorp¢ni rovnovahy plati, ze:

Fads = Ides (8)
kaas = (1 —0) c=kges "6 )
a
kads .
kdes ¢ b-c

6 = = 10
1+]]§adslc 1+b'C ( )

des

Konstanta b byla zavedena pro pomér adsorpcni a desorpéni konstanty a je pouze funkci
teploty:
k
b= ads
kdes

(1)
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Podil obsazeného povrchu 6 lze popsat jako pomér adsorbovaného mnozstvi latky ku
maximalnimu mnozstvi adsorbované latky, které je potfeba k pokryti povrchu adsorbentu

monovrstvou:

a
0=

(12)

amax

Spojenim rovnic (10) a (12) vznikne tvar rovnice Langmuirovy izotermy, ktery je pouzivan
V praxi:
b-c

3= Ama T3

(13)

V oblasti velmi nizkych tlaka je zavislost linearni a v piipadé vysokych tlakii se adsorbované
mnozstvi latky blizi limitni hodnoté.

Pfi zpracovéani experimentalnich dat je opét vhodné vyuzit linearizované formy. Pokud
dochazi k odchyleni Langmuirovy rovnice od skute¢ného pribehu izotermy, muze byt na viné
nestejnorodost povrchu adsorbentu a vzijemné ovliviiovani molekul adsorbované
latky [30][32][33].

f
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Obr. 12: Grafické znazornéni Langmuirovy izotermy [33]

2.44 Adsorpcni kinetika

Cely prabéh adsorpéni reakce lze popsat nejen termodynamickymi, ale také kinetickymi
modely. Kinetické analyzy umoziiuji stanoveni rychlosti, kterou dana adsorpce probiha a urcuje
rovnovazny stav systému. Existuje n€kolik matematickych modeld, které se vyuZzivaji
ke analyze kinetiky adsorpce. Adsorpéni modely odvozené z kinetiky chemickych reakci jsou
zalozeny na procesu adsorpce jako celku a k popisu adsorpcni kinetiky jsou vyuzivany tii
matematické modely:

e Langergrenova rovnice pseudo-prvniho radu
e Ho a McKayova rovnice pseudo-druhého radu
e Weber-Morrisova rovnice
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2.4.4.1 Pseudo-prvni iad reakce
Langergrenova rovnice je povazovana za prvni rovnici prvniho fadu vyuzivajici adsorp¢ni
kapacitu adsorbentu ke stanoveni rychlosti adsorpce:

dde _ 14
P p1(dE — qu) (14)

kde ge a q¢ jsou adsorbovana mnozstvi latky [mg-g!] v rovnovazném stavu a v ¢ase t [min]
a kp1 [min™'] je rychlostni konstanta kinetického modelu. Integra¢ni ipravou se zavedenymi
podminkami (q¢ =0, t =0 a qc = q; pi1 t =t) ziskdme rovnici ve tvaru:

qe
ln( ):k t 1
de — ¢ P (15)

Linearni tvar této rovnice je pak:

k
In(qg — q¢) = logqg — (16)

p1l
_ t
2,303
Langergrenova rovnice je také oznaCovana jako rovnice pseudo-prvniho fadu a je zalozena
na odliseni adsorp¢ni kapacity od koncentrace adsorbované latky v roztoku [34].

2.4.4.2 Pseudo-druhy iad reakce
Ho v roce 1995 popsal kineticky proces adsorpce dvojmocnych ionti kovii na raselinu. Tuto
reakci 1ze popsat nasledovng:

2P~ + M2t «— MP, (17)
2HP + M?* « MP, + 2H* (18)

kde M?* je bivalentni kation a P~ s HP jsou aktivni mista na povrchu radeliny. Zakladnimi
predpoklady pro rovnice (17) a (18) bylo, ze adsorpce probihala podle kinetiky druhého fadu
a faktor omezujici rychlost je chemicka adsorpce urcujici krok rychlosti valencni sily vyménou
elektront (nebo jejich sdilenim) mezi dvojmocnymi kovy a aktivnimi misty na povrchu
adsorbentu. Kinetiku takovéto reakce lze popsat vztahem:

dqy

at = kp2(qg — qe)? (19

kde g a q; jsou opét koncentrace adsorbované latky [mg-g™!] v rovnovéaze a v &ase t [min]
a kp2 [min™'] je rychlostni konstanta. Integraci rovnice (19) a zavedenim podminek pro q: =0,
t=0aq=qe, t =t ziskdme vztah:

1
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Tento kineticky model je znamy jako model pseudo-druhého fadu, rovnice byla uspesné
aplikovana u adsorpci mnoha latek a vice odpovida experimentalnim vysledkiim v porovnani
s modelem pseudo-prvniho fadu. VétSina adsorpnich reakci probihd pseudo-druhym
fadem [34].

2.5 UV-VIS spektrometrie

2.5.1 Zakladni informace a princip metody

UV-VIS spektro(foto)metrie patii mezi zakladni analytické metody. Jedna se o jednu
z optickych metod. Optické metody jsou zaloZzeny na pozorovani a meéfeni interakce
elektromagnetického zafeni s hmotou. UV-VIS spektrometrii 1ze pouzit ke kvantitativni
i kvalitativni analyze anorganickych, organickych i biologickych latek a vystupem méfeni je
absorp¢ni spektrum, tj. zavislost absorbance analytu na vinové délce [35][36].

Elektromagnetické zateni se chova zaroveri jako vinéni a jako proud fotont (¢astic s nulovou
klidovou hmotnosti). Sklada se ze dvou periodicky oscilyjicich slozek — elektrické
a magnetické, které 1ze popsat sinusovou funkci. Ob¢ slozky jsou vi¢i sobé kolmé a zaroven
jsou kolmé 1 ke sméru zareni (Obr. 13).

Frekvence zafeni je pocCet kmitd, které probéhnout za jednu vtefinu. Vinova délka je
vzdalenost dvou nasledujicich maxim, pfipadné minim vinéni. Plati pfima umeérnost mezi
energii fotonu a jeho frekvenci a nepfiméa imernost mezi energii a vinovou délkou.

Vztah mezi frekvenci a vinovou délkou je definovan:
<

v=7 @1)

kde v je frekvence, A je vinova délka a ¢ je rychlost svétla ve vakuu [35][36].

smeér
zareni

elektricka magneticka
slozka slozka

Obr. 13: Elektromagnetické zateni [37]

Principem UV-VIS spektrometrie je méfeni absorpce elektromagnetického zareni
v ultrafialové (200-400 nm) a viditelné (400-800 nm) oblasti analyzovanym vzorkem. Béhem
absorpce zafeni dochazi k vyméné€ energie mezi fotony a hmotou, coz zpusobi excitaci
valencnich elektroni v molekulach vzorku a jejich presunu do vysSich energetickych hladin.
Elektrony setrvavaji v excitovaném stavu velice kratkou dobu (nanosekundy) a nasledné se
vraceji zpét na zakladni energetickou hladinu (deexcitace). Za béznych podminek se atomy
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a molekuly vyskytuji v zédkladnim stavu. Tyto interakce spojené s prechody jsou zavislé
na energii pouzitého zareni [36].

Analyzovana latka dokaze absorbovat zafeni o urcité frekvenci, ktera je pro tuto latku
specificka. Adsorpci zareni dochazi k zeslabeni zarivého toku ptichazejiciho ze zdroje. Tento
pokles je zavisly na koncentraci analytu ve vzorku a je mozné jej kvantitativné popsat
Bouguer-Lambert-Beerovym zakonem (Casto pouze jako Lambert-Beertv zakon):

A=¢g c-l (22)

Kde A [-] je absorbance, &, [dm*-mol™-cm™] je molarni absorpéni koeficient, ¢ [mol-dm™]
latkova koncentrace a | [cm] tloustka absorbujici vrstvy. Lambert-Beeriv zakon je splnén
pouze u roztoktl analytd, které nepfevysuji koncentraci zhruba 10 mol-dm™.

Transmitanci T prostiedi s analytem je mozné popsat jako poméf proslého zativého toku @
vuci puvodnimu zatfivému toku @ prichazejiciho ze zdroje a Casto se vyjadiuje v procentech:

P
T=—"1009
o, %o (23)

Absorbanci mizeme, kromé Lambert-Beerovym zakonem (22), vyjadrit také jako zaporny

dekadicky logaritmus transmitance:
A= 1()g [ = 1()g = log 0 24
D o )

Protoze je vzorek analytu umistén v kyveté (kfemennd pro UV oblast, sklenéna
nebo plastova pro viditelnou oblast), nelze pfimo pouzit rovnice absorbance a transmitance.
V praxi je potieba nejdiive zméfit tzv. blank (prazdny vzorek neobsahujici métfeny analyt), aby
byly eliminovany rusivé elementy spojené napi. s materialem, ze které je vyrobend kyveta,
odrazem zareni na rozhrani prostiedi nebo rozptylem zareni v roztoku. Hodnoty absorbance by
nemely presahovat hodnotu 1, proto se méfi zfedéné roztoky [36].

2.5.2 Instrumentace

Cely systém potfebny k méfeni absorbance zareni analytem se sklada z nékolika komponent.
Prvnim je zdroj stabilniho zafeni, nasledovany selektorem vinovych délek a celou, ve které jsou
umistény jedna nebo dvé kyvety. Ctvrtou komponentou je detektor zafeni, ktery pieméni
dopadajici zafivy ton na meéfitelny elektricky signal. Posledni ¢asti je jednotka umoziujici
zpracovani elektrického signalu a sbér dat [35][36].

Zdroju stabilniho zafeni je ve spektrofotometrii hned nékolik. Wolframové Zzarovky
poskytuji elektromagnetické zafeni pouze v oblasti viditelnych vinovych délek a nelze je tak
vyuzit pfi méfeni v UV oblasti. Kombinace kifemenného skla, wolframového vlakna a halogenu
umoziuje halogenovym zarovkam emitovat svétlo i v ultrafialové oblasti spektra. Jako zdroj
UV zafeni se ovSem mnohem castéji vyuzivaji deuteriové vybojky, coz jsou evakuované
sklenéné trubice naplnéné deuteriem o nizkém tlaku. Alternativou kombinace deuteriové
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vybojky a halogenové zarivky je xenonova, ktera pokryva spektralni oblasti ultrafialovych
i viditelnych vinovych délek [35][36][38].

Selektory vinovych délek jsou soucasti spektrometru umoziujici vyc€lenéni tizkého pasu
vlnovych délek métreného zareni, které je absorbovano nebo emitovano vzorkem. Zaroven tim
zvySuji citlivost a selektivitu daného spektrometru. Vét§ina pfistroji vyuziva bud
monochromatoru nebo filtru. Soucasti monochromatoru je difrakéni mfizka, ktera rozklada
paprsek svétla na jednotlivé vinové délky a jeji rotaci 1ze docilit, Ze vystupni Stérbinou prochazi
zvolena vinovéa délka. Pred zavedenim difrakéni mfizky byl pouzivan opticky hranol. Kromé
vystupni §térbiny obsahuje monochromator také Stérbinu vstupni, kolimacni cocku
a zaostfovaci Cocku. Velké mnozstvi bézn€ pouzivanych monochromatori maji navic
nastavitelné §térbiny, které umozfiuji meénit rozsah spektralniho intervalu. Filtry funguji
na principu blokace nebo absorpce zateni o jinych vinovych délkach nez téch prave zvolenych
[35][36][38].

Podminkou ziskani spektroskopické informace je u¢inna detekce propusténého (ptipadné
emitovaného) zareni a jeho nasledna transformace na méfitelny signal. Tuto Ulohu zastavaji
ve spektrofotometrech detektory schopné zaznamenat zmény v elektromagnetickém zareni
a prevést ho na elektricky proud nebo napéti. Tyto prevody jsou velice rychlé. Bézné
pouzivanym detektorem v UV-VIS spektrometrii je fotonasobi¢. Ten se sklada z fotoemisni
katody (katoda, ktera pii dopadu fotont emituje elektrony), nékolika dynod (kazdy dopadajici
elektron zpasobi emisi vice elektronti) a anody. Fotonasobice jsou velmi citlivé detektory
srychlou odezvou. Fotodiodové pole obsahuje mnoho malych kiemikovych fotodiod
vytvorenych na jediném kfemikovém Cipu. Nejbéznéji je na Cipu 1024 fotodiod. U kazdé diody
je navic akumulaéni kondenzator a vypinac a jednotlivé obvody dioda-kondenzator je mozné
postupné skenovat. CCD detektory jsou obdobou detektorti s diodovym polem, ale misto diod
jsou slozeny z pole fotokondenzatora [38].

—
v=-4

S . . difrak¢ni
zdroj zareni cocka miiska selektor  vzorek detektor

Obr. 14: Schéma UV-VIS spektrofotometru [39]

2.6 Soucasny stav problematiky
Aminojil-azitromycin

Javad Imanipoor a kolektiv studovali moznost vyuziti hofecnatého aminojilu
a L-methioninem modifikovaného montmorillonitu K10 jako adsorbentti polosyntetického
makrolidového antibiotika azitromycinu z odpadnich vod. Zaméfili se na parametry ovliviyjici
adsorpcni proces jako je pH, iontova sila, kontaktni doba, poCatecni koncentrace adsorbentti
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i sorbovaného antibiotika a vliv teploty. Prestoze je azitromycin 1éCivo, jeho pfitomnost
v odpadnich vodach mtize mit negativni vliv nejen na piirodni prostiedi, ale i na zdravi ¢lovéka.
Vysledky studie ukazaly, ze jsou oba typy adsorbenti vhodné pro odstranéni azitromycinu
z vody s ucinnosti vice nez 90 % (93 % u aminojilu a 98 % u modifikovaného montmorillonitu).
Idealni podminky pro adsorpci lé&iva byly 0,5 g-L ! koncentrace adsorbentu, pfi pH 8,0+0,1,
teploté 298 K a dobé¢ kontaktu 180 minut, prestoze rovnovaha nastala uz po 90 minutach. Model
Freundlichovy izotermy se ukazal byt vice kompatibilni se ziskanymi daty nez model
Langmuirovy a proces adsorpce probihal podle pseudo-druhého kinetického fadu [40].

K 10,0 mm %0 x ETD |4 High va | b 2 6.4 v | 10. 0x | ETC

Obr. 15: FE-SEM obraz aminojilu pted adsorpci (b) a po adsorpci (d) [40]

Aminojil-inzulin

Proteinova terapeutika maji velky potencial pii 1écbé mnoha onemocnéni, ovSem moznost
jejich oralniho podani Celi mnoha prekazkam, vCetné nestability v gastrointestinalnim traktu
a nizké permeabilité. Jae Geun Song a kol. pfipravili nanokompozitni systém cilené distribuce
proteinovych lé¢iv na M-buiiky pro oralni podani. Jako modelové proteinové terapeutikum byl
zvolen inzulin, ktery byl nasorbovan na aminojil za vzniku komplexu AMJ-insulin. Takto
pfipraveny komplex byl nasledné potazen UEA-1 — latkou zajistujici zacileni na M-buriky. Pres
vrstvu UEA-1 byl nanesen pH citlivy polymer Eudragit® L100 (EUAC-Ins), aby doslo
k ochrané komplexu pfed nizkym pH v GI traktu. EUAC-Ins t¢inné zabranilo uvolnéni léciva
pfi nizkém pH a umoznilo rychlé uvolnéni komplexu pii pH 6,8 v disledku rozpusténi vnéjsi
kryci vrstvy. UEA-1 zajistilo zacileni na M-buriky a aminojil zajistil zachovani bioaktivity
insulinu a zvysil jeho permeabilitu [41].

Aminojil-BSA

Sang Hoon Lee a kol. provedli obdobnou studii. V tomto pfipadé byl jako modelovy protein
vybran hovézi sérovy albumin (BSA). Byl pfipraven komplex aminojil-BSA smichanim
roztoku aminojilu a roztoku hovéziho sérového albuminu. Komplex byl poté potazen
glykol-chitosanem a polymerem citlivym na pH — Eudragit®L 100-55. Stejné jako u predchozi
studie byl BSA uc¢inn€ ochranén pied kyselym pH GI traktu a travicimi enzymy a diky
aminojilu si zachoval svou pfirozenou strukturu a bioaktivitu a vykazoval dobrou permeabilitu.
Potazeni glykol-chitosanem byl mozny diky tomu, ze adsorpci BSA na aminojil nedoslo
k uplnému vyrovnani kladnych a zapornych nabojt a komplex mél celkové zaporny naboj [42].
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Aminojil-flurbiprofen

Flurbiprofen je ve vodé malo rozpustné IléCivo s analgetickym, antipyretickym
a antiflogistickym uc¢inkem. Hyo Kyung Han a kolektiv se zaméfili na zpasob zlepSeni jeho
biologické dostupnosti kombinaci s hofe¢natym aminojilem. Pro studii byly pfipraveny 3 typy
vzorkd aminojil-1é¢ivo (1:1, 1:2 a 1:3). Vzorky byly pfipraveny ptidanim roztoku flurbiprofenu
(1 mL, 10 mg-mL™") do roztoku aminojilu, kdy doslo k okamZité precipitaci a nasledng byl
produkt odstfedén. Studie prokazala zvySenou rozpustnost komplexi aminojil-flurbiprofen
v porovnani s rozpustnosti ¢istého flurbiprofenu, kdy vice nez 60 % léciva bylo uvolnéno
z komplexu uz po 30 minutach od rozpusténi a kompletné bylo 1é¢ivo uvolnéno po 2 hodinéch.
Soucasti studie bylo per oralni podani komplexu krysam. Tyto vysledky ukazaly, ze se zvysila
biologicka dostupnost flurbiprofenu, ktery byl ve formé komplexu [43].

O

OH

F
Obr. 16: Struktura flurbiprofenu [44]

Aminojil-telmisartan

Telmisartan je dalSim zastupcem ve vodé€ Spatné rozpustnych 1€¢iv a je prakticky
nerozpustny i v Siroké Skale pH (3-9). Tyto faktory zpisobuji jeho S§patnou biologickou
dostupnost, a tudiz omezuji 1 farmakologické vyuziti. Pomalym smichanim roztoku
telmisartanu s vodnymi roztoky aminojilu o riiznych koncentracich (10 mg-mL!, 20 mg-mL"!,
30 mg-mL"! a 40 mg-mL™") doslo k adsorpci 1é¢iva na aminojil a vzniku komplexu. Tento
komplex byl 1épe rozpustny ve vodé a zaroven i v Sir§Sim rozmezi pH (kyselé a neutralni)
v porovnani se samotnym telmisartanem. Pfi pH 4 bylo z komplexu uvolnéno 75 % a pti pH 6,8
dokonce 100 % 1é¢iva [45].

CH,4

Obr. 17: Struktura telmisartanu [46]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
e Hexahydrat chloridu hotecnatého MgCl,-6H.O
vyrobcee: Sigma Aldrich, CAS: 7791-18-6

e 3-aminopropyltriethoxysilan (APTES) CoH23NO3Si
vyrobce: Sigma Aldrich, CAS: 919-30-2

e Ethanol laboratorni C2HsO (40%)

e Ethanol absolutni p.a. C2HeO (99,8%)
vyrobce: Penta, CAS: 64-17-5

e (-)-Riboflavin C17H20N4O¢ (pro HPLC >98,0%)
vyrobce: Fluka, CAS: 83-88-5

e Kurkumin z Curcuma longa C21H2006 (pro HPLC >65%)
vyrobee: Sigma Aldrich, CAS: 458-37-7

e Aceton Cisty C3HsO
vyrobce: Lachner, CAS: 67-64-1

e Hydroxid sodny mikroperly p.a. NaOH
vyrobce: Penta, CAS: 1310-73-2

e Kyselina chlorovodikova odmeérny roztok 0,1 mol/LL HCI
vyrobce: Penta, CAS: 7647-01-0



3.2 Pouzité pristroje

Predvazky DENVER INSTRUMENT S-603

Analytické vahy OHAUS PIONEER™ PA214CM

Magneticka michacka THERMO FISHER SCIENTIFIC Cinamer i Poly 15
Magneticka michacka s ohfevem Heidolph Instruments MR Hei-Tec
Odstredivka Hettich Zentrifugen Rotofix 32

Odstredivka Hettich Zentrifugen Rotina 420R

Susarna BMT Medical Technology Ecocell

pH metr Mettler Toledo SevenEasy

UV-VIS spektrofotometr Varian Cary 50 Probe

Ultrazvukova lazet VWR USC 300 TH
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3.3 Syntéza aminojilu

Pro syntézu aminojilu bylo 84 g MgCl,-6H2O rozpusténo ve 250 mL laboratorniho
ethanolu. Za intenzivniho michani na magnetické michacce bylo do Cirého a bezbarvého
roztoku pfidano po kapkach 13 mL APTES. Mlécné bila suspenze, ktera vznikla okamzité
po pridani organotrialkoxysilanu byla ponechéana pres noc k odpareni.

Obr. 18: Roztoky pred ptfidanim APTES (vpravo) a po pfidani APTES (vlevo)

Nasledné byl precipitat opét rozpustén ve 200 mL laboratorniho ethanolu. Vznikla suspenze
byla odstfedéna, supernatant odstranén (4000 rpm/20 min) a sediment byl suSen pfi teploté
50 °C. Vysusené krystalky byly rozpustény ve 100 mL deionizované vody. Dalsim krokem bylo
presrazeni aminojilu 500 mL laboratorniho ethanolu. Znovu nasledovalo odstfedéni.
Sedimentovany aminojil byl nakonec promyt absolutnim ethanolem, odstfedén a suSen pfi
teploté 50 °C.

Obr. 19: Odstiedény aminojil (vlevo), hotovy aminojil (vpravo)

29



3.4 Vlastni pFiprava vzorku

Kalibraéni roztoky

Pro zméfeni kalibra¢ni kfivky riboflavinu byly pfipraveny vodné roztoky o koncentracich
1-107, 2-10%, 4-10°, 6-:107 a 8-10° mol-dm™. V piipadé kurkuminu byla potifebna navazka
rozpusténa v acetotu a byly piipraveny odmérné roztoky o koncentraci 5-10°%,7,5-10°6, 1-107,
1,25-10% a 1,5-10° mol-dm™. Kalibraéni roztoky byly zméfeny na UV-VIS spetrofotometru
proti blankiim: MQ voda pro roztoky riboflavinu a acetonem pro roztoky kurkuminu.

Adsorpcni kapacita ge, icinnost adsorpce R a adsorp¢ni izotermy

Byl pfipraven zasobni roztok riboflavinu o koncentraci 2-10* mol-dm™, ze kterého byly
nasledné nafedény roztoky o rtiznych koncentracich (viz. Tabulka 1). Zaroven byl pfipraven
také roztok riboflavinu o koncentraci 2,23-10* mol-dm™. Do piipravenych roztokl o objemu
10 mL bylo nasypano vzdy 0,001 g aminojilu, aby vysledna koncentrace aminojilu v roztoku
byla 0,1 mg-mL™!. Vzorky byly nasledné michany na magnetické michacéce po dobu 2 hodin,
poté ihned odstiedény na centrifuze, supernatanty odebrany a byly zméteny jejich absorpcni
spektra.

Tabulka 1: Koncentrace vzorkl riboflavinu pro ge, R a izotermy

¢. vzorku | ¢ [mol-dm?] | & vzorku | ¢ [mol-dm™]
1. 1-107 11. 1,1-10*
2. 2107 12. 1,2:10*
3. 3-107 13. 1,3-10*
4. 4107 14. 1,4-10*
5. 5-107 15. 1,5-10*
6. 6-107 16. 1,6-:10*
7. 7-107 17. 1,7-10*
8. 8-107 18. 1,8-10*
9. 9-107 19. 1,9-10*
10. 1-10* 20. 2-10*

Vzorky s kurkuminem byly pfipraveny navazenim ruzného mnozstvi kurkuminu
(viz. Tabulka 2) pfimo do centrifugacnich zkumavek, do kterych bylo nasledné opatrné
napipetovano 10 mL roztoku aminojilu o koncentraci 0,1 mg-mL™". Roztok aminojilu byl
pfipraven rozpusténim odpovidajictho mnozstvi aminojilu v deionizované vodé a poté 20 minut
sonifikovan. Zaroveti byly pfipraveny také blanky bez aminojilu. Pfipravené vzorky a blanky
byly nechany 2 hodiny k zreagovani, odstfedény a supernatanty vzorki zméfeny
na spektrofotometru proti blankiim dané koncentrace.

30



Tabulka 2: Navazky kurkuminu pro ge, R a izotermy

€. vzorku | Mkurkumin [g] | €. vzorku | mkurkumin [g]

1. 3-10* 9. 1,1-1073
2. 4-10* 10. 1,2:1073
3. 5-10* 11. 1,3-1073
4. 6-10* 12. 1,410
5. 7-10* 13. 1,5-10°
6. 8-10* 14. 1,6-:107
7. 9-10* 15. 1,7-10°
8. 1-10°

Vliv navazky aminojilu

Pro studium vlivu navazky aminojilu byl pfipraven zasobni roztok riboflavinu o koncentraci
1-10* mol-dm™. Vzdy 10 mL roztoku bylo napipetovano do vialek, do kterych bylo piedtim
navazeno 0,001-0,01 g aminojilu. Vialky byly umistény na magnetickou michacku na 2 hodiny.
Poté byly vzorky odstfedény a supernatanty zmétfeny na UV-VIS spektrometru.

V piipadé kurkuminu byly pfipraveny roztoky aminojilu o rdznych koncentracich
(0,1-1 mg-mL™"), které byly napipetovany (vzdy 10 mL) ptimo do centrifugacnich zkumavek
k navazce 0,0008 g kurkuminu. Zkumavky byly inkubovany pii laboratorni teploté po dobu
2 hodiny. Nasledovala centrifugace a zméfeni absorpcnich spekter proti blanku, ktery byl
pfipraven spolu se vzorky.

Vliv teploty a kinetika adsorpce

V ptipadé laboratorni teploty bylo do ¢istych vialek navazeno 0,001 g aminojilu, ke kterému
bylo piidano vzdy 10 mL roztoku riboflavinu (1-10* mol-dm™). Vzorky byly umistény
na magnetickou michacku a odebirany v ¢asovych intervalech (Tabulka 3), centrifugovany a
supernatanty zméfeny na spektrofotometru. Vzorky pro teplotu 37 °C byly pfipraveny stejnym
zpusobem s vyjimkou pouziti magnetické michacky s ohfevem.

Pro pfipravu vzorkd kurkuminu bylo do centrifugacnich zkumavek navazeno 0,0008 g
kurmuminu, ke kterému bylo opatrné ptidano 10 mL roztoku aminojilu (0,1 mg-mL™). Vzorky
byly inkubovany pfi laboratorni teploté a druha sada byla inkubovana ve vodni lazni o teploté
37£1 °C. Opét byly vzorky postupné odebirany v Casovych intervalech (Tabulka 3),
centrifugovany a supernatant zméfen proti blankiim, které byly odebirany ve stejnych ¢asovych
intervalech.

Tabulka 3: Casové intervaly odbéri vzorkd

¢. vzorku | ¢as odbéru [min] | €. vzorku | ¢as odbéru [min]
1. 10 6. 90
2. 20 7. 120
3. 30 8. 150
4. 40 9 180
5. 60
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Vliv pH

Vzorky pro studium pH byly pfipraveny stejnym zplisobem jako pfedchozi — 10 mL roztoku
riboflavinu (1-10* mg-mL™") pfidano k 0,001 g aminojilu. Hodnota pH byla nasledné upravena
0,1IM NaOH nebo 0,1M HCI na pH 3-11+0,1. Vzorky byly michany po dobu 2 hodiny,
zcentrifugovany a supernatant zmeéfen.

V ptipadé kurkuminu bylo pH roztoku aminojilu (1-10* mg-mL™") upraveno na piislusnou
hodnotu (pH 3-11) a az poté byl ptidan do centrifugac¢nich zkumavek k odvazenému kurkuminu
(0,0008 g). Zaroven byly piipraveny také blanky s upravenym pH. VSechny zkumavky byly
inkubovany pii lab. teploté 2 hodiny, zcentrifugovany a supernatant zméfen.

Vzorky a blanky byly pro vSechna méfeni pfipraveny vzdy ve dvojicich. Pouzité magnetické
michacky byly nastaveny na 150 rpm a nastaveni centrifugy bylo 4000 rpm na dobu 20 minut.

3.5 Vysledky a diskuse

3.5.1 Adsorp¢cni kapacita qe a uc¢innost adsorpce R

Stanoveni adsorpéni kapacity qe [mg-g'] adsorbentu pro urgitou adsorbovanou latku je
jednou z informaci popisujici dany systém. Cim vétsi je qg, tim vice adsorbované latky je
adsorbent schopny navazat. Vztah pouzity pro vypocet adsorpéni kapacity aminojilu pro
riboflavin a kurkumin byl:
(Co —Cp)

\ 25
Mygs ( )

de =

kde co je pocate¢ni koncentrace adsorbované latky [mg-L™!], ck je koncentrace adsorbované
latky v rovnovaze [mg-L '], maqs je navazka adsorbentu [g] a V je objem systému [L]. Z Obr.
20 je patrné, Ze s rostouci pocatecni koncentraci riboflavinu vzrastalo také mnozstvi riboflavinu
adsorbovaného na aminojil. Dlllezitou koncentraci je 39 mg-L!, které odpovida 1-10*M
a pro kterou byla hodnota qe 294,72 mg-g™!, jelikoz se jedna o koncentraci, ktera bylo pouzita
u dalSich experimentt. V prislusném grafu je znazornéna odlisnou barvou.
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Obr. 20: Adsorp¢ni kapacita aminojilu pro riboflavin
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Spektra vzorkl (Pfiloha 4 a Pfiloha 5) navic naznacuji, ze ani u jednoho vzorku ze série
nedoslo k uplnému odstfedéni aminojilu. Tato hypotéza je zalozena na porovnani tvard
absorpcnich spekter Cistého riboflavinu (Pfiloha 1), vzorkd a absorpcniho spektra aminojilu
(Priloha 3), ktery v daném rozmezi vilnovych délek neabsorbuje, piesto vazbou na riboflavin
meéni tvar absorpéniho spektra riboflavinu. Koloidni ¢astice Cistého aminojilu ve vodnych
roztocich nesedimentuji, pokud nedojde k navazani dostatecného mnozstvi jiné latky, v tomto
ptipadé riboflavinu. Pfi¢inou nedokonalého odstiedéni komplexu vzniklého adsorpcnim
procesem je s nejvetsi pravdépodobnosti nedostateCny vykon pouzitého centrifuga¢niho
zafizeni. Koncentratni rozmezi vzork( riboflavinu bylo navic limitovano maximalni
rozpustnosti riboflavinu ve vodg.

V piipadé adsorpce kurkuminu na aminojil jsou ziskana data jest€ mén¢€ presna. Divodem
je nemoznost mechanického michani vzorkd, aby nedoSlo ktzv. ,omlaceni kurkuminu
do roztoku — uvolnéni vétsiho mnozstvi, nez je maximalni rozpustitelné mnozstvi v daném
objemu za laboratornich podminek. Druhym faktorem pfispivajici k nepfesnosti vysledka je
vnitini tvar centrifugac¢nich zkumavek, do kterych byly vzorky pfipraveny. Pfi nemoznosti
michani byla hlavnim faktorem ucinnosti adsorpce velikost reakéni plochy fazového rozhrani
mezi roztokem aminojilu a pevnym kurkuminem. Centrifugacni zkumavky s mél¢im dnem tedy
poskytovaly vétsi plochu nez zkumavky se zkosen€jsim tvarem dna. Dal$i faktor ovliviiujicim
presnost vysledku je fakt, ze urCity podil komplexu aminojil-kurkumin pfi odstfedéni
sedimentoval souCasné s neadsorbovymi kurkuminem. Po odstfedéni se tedy ve vzorku
vyskytovaly 3 frakce — kurkumin adsorbovany na aminojil, ktery zistal v supernatantu,
komplex aminojil-kurkumin, ktery sedimentoval a sedimentovany nerozpustény kurkumin.
Posledni dva zminéné neslo za danych podminek rozlisit a z toho divodu byla pouzita data
z komplexu, ktery zistal neodstfedény v supernatantu. I pres tyto faktory ma Obr. 21 rostouci
trend spojeny s rostouci navazkou kurkuminu. Zaroven také vysvétluje diverzitu vzorka
v jednotlivych dvojicich znazornénou chybovymi useCkami. Pro navazku 0,0008 g, ktera byla
pouzita u dal§ich experiment(i, odpovidala adsorpéni kapacita hodnot& 115,83 mg-g™..
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Obr. 21: Adsorp¢ni kapacita aminojilu pro kurkumin
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Zaroven s adsorpCni kapacitou se Casto také uvadi pomérné mnozstvi adsorbované latky.
Uginnost adsorpce je vyjadfena v procentech a lze ji vypogitat z jednoduchého vztahu:

Ch—C
R:Q-IOO% (26)
0

kde R je ucinnost adsorpce [%] a co a ce jsou opéet pocateCni a rovnovazna koncentrace
adsorbované latky [mg-L™']. V ptipadé riboflavinu ma R (Obr. 22) rostouci charakter az
do koncentrace 39 mg-L!, pro kterou byla hodnota ucinnosti adsorpce stanovena na zhruba
75 %. Jedna se o stejnou koncentraci, ktera byla pouzita u ostatnich experimenti. Od této
koncentrace vy$ dochazi k jakémusi ustaveni rovnovahy nehledé na rostouci koncentraci
biologicky aktivni latky. To muze byt opét ptisouzeno nedostatecnému vykonu odstedivky.
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Obr. 22: Utinnost adsorpce riboflavinu na aminojil

U ucinnosti adsorpce kurkuminu na aminojil trend s rostouci navazkou klesa (Obr. 23). Je
to zapfic¢inéno zvySujicim se pomérem sedimentovaného Cistého kurkuminu vié¢i kurkuminu,
ktery adsorboval na aminojil. Hodnoty R jsou opét vypocitany pouze z dat odpovidajici
kurkuminu adsorbovaného na aminojil, ktery zastal v supernatantu a z toho davodu je nelze
povazovat za zcela presné. Pro navazku 0,0008 g kurkuminu byla primérna acinnost adsorpce
14,51 %.
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Obr. 23: Utinnost adsorpce kurkuminu na aminojil

3.5.2 Adsorpéni izotermy
Soucasti experimentalni Casti bylo také stanoveni adsorpCnich izoterm — Langmuirovy

a Freundlichovy pro obé biologicky aktivni latky riboflavin a kurkumin. Jak je zminéno
v kapitole 2.4.3 tyto dva modely izoterm jsou nejCastéji pouzivany. Cilem je porovnani
ziskanych dat s pfisluSnymi modely. Obé izotermy byly sestrojeny z hodnot vypocitanych
pomoci vztahd (3), (10) a (25). Maximalni adsorpéni kapacita Qmax [mg-g'] obou BAL byla
urCena pomoci linearni regrese. Modely s daty pro riboflavin jsou znazornény na Obr. 24

a pro kurkumin na Obr. 25.
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Obr. 24: Adsorp¢ni izotermy riboflavinu

35



160 -
150
140
130
120

X data
110 A+

qE [mg/g]

Langmuir
100 ~

Freundlich
90 -

80 A

70 L] T T T T 1
7,00 9,00 11,00 13,00 15,00 17,00

cE [mg/L]

Obr. 25: Adsorp¢ni izotermy kurkuminu

Vypocitané paramenty popisujici jednotlivé izotermy jsou uvedeny v Tabulka 4. S ohledem
na zaporné Qmax, nelze povazovat hodnoty vypocitané maximalni adsorpcéni kapacity
za spravné. Zaporna Qmax jsou zpusobena klesajicim trendem v linearizovaném tvaru
Langmuirovy izotermy u riboflavinu (Pfiloha 20) i kurkuminu (Pfiloha 22). Freundlichiiv
koeficient (Kr) charakterizujici silu adsorpce je vyrazn€ vyssi u kurkuminu nez u riboflavinu.
Freundlichova izotermicka konstanta n, ktera by se méla byt 1<n <10 je 0,7775 u riboflavinu
a 0,9396 u kurkuminu. Porovnanim hodnot korela¢nich koeficienti R? jednotlivych modeld je
patrné, ze Freundlichiv model adsorpcni izotermy odpovida vice naméfenym datim obou
biologicky aktivnich latek nez model Langmuirav.

Tabulka 4: Parametry adsorpCnich izoterm

Langmuiruv model Freundlichiiv model
Qmax KL R2 KF
[mg.g-l] [l.mg-l] [mgl-lln-llln.g-l]
riboflavin  -294.08  6,3832:10° 00,9227 14,0398 0,7775 0,9836
kurkumin -1 740,65 0,0012 0,9950 7,9358 0,9396 0,9999

BAL R?

3.5.3 Vliv navazky aminojilu na adsorp¢ni kapacitu e a ucinnost adsorpce R

Studiem vlivu navazky adsorbentu lze urcit nejvyhodnéj§i mnozstvi adsorbentu za co
nejlepsiho vysledku, hlavné z pohledu ekonomického. Umoziuje stanoveni nejmensiho
potiebného mnozstvi adsorbentu k dosazeni vybraného ucinku. Umoziiuje také zjistit, zda
adsorbent pfi vysSich koncentracich neupfednostriuje interakce mezi sebou pred interakcemi
s molekulami adsorbované latky.

V piipadé riboflavinu (Obr. 26) byla idealni navazka aminojilu 0,1 mg-mL! pfi koncentraci
BAL 1-10* M s adsorpéni kapacitou 285,28 mg-g! a ucinnosti adsorpce 73,15 %. U vysich
navazek doslo k postupnému snizeni adsorp¢ni kapacity i u€innosti adsorpce. Pokles adsorp¢ni
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kapacity je spojen se zménou pomeéru poctu molekul adsorbované latky vici aktivnim mistim
na aminojilu. Také to mohlo byt zpisobeno nedokonalym rozpusténim veSkerych krystalka
aminojilu az na koloidni Castice a nevzniklo tolik aktivnich mist, které by se ti€astnily adsorpce.
Druhou moznosti je praveé interakce jednotlivych koloidnich ¢astic mezi sebou. Tvar
absorpéniho spektra (Piiloha 10) naznauje, ze v piipadé navazky 0,1 mg-mL™' nedoslo
ke kompletnimu odstfedéni aminojilu.
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Obr. 26: Vliv navazky aminojilu na qg a R pro riboflavin

U vzorkl kurkuminu byla idealni navazka aminojilu 0,2 mg-mL™, u které bylo dosazeno
adsorpéni kapacity 342,8 mg-g!, coz odpovidd ucinnosti adsorpce 85,7 %. Se zvysujici se
navazkou postupné klesala adsorpéni kapacita. U&innost adsorpce se oviem n&ak vyraznd
nemenila a byla relativné konstantni.
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Obr. 27: Vliv navazky aminojilu na qg a R pro kurkumin
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3.5.4 Vliv teploty a doby kontaktu

Dulezitym faktorem je pii adsorpénich reakcich znalost vlivu ¢asu. Umoziuje stanovit
moment, kdy doslo k ustaleni adsorp¢ni rovnovahy. Zarovei s vlivem ¢asu byl pozorovan také
vliv teploty.

U vzorkl obsahujici riboflavin nastala adsorpcni rovnovaha pii laboratorni teploté 22 °C
po zhruba 60 minutach. V piipadé zvySené teploty 37 °C bylo dosazeno rovnovahy az
po 120 minutach a s nizsi adsorpcni kapacitou nez u laboratorni teploty, coz potvrzuje, ze
adsorpce probiha Iépe pfi nizSich teplotach (Obr. 28) (Obr. 29).
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Obr. 28: Vliv teploty a doby kontaktu na adsorpcni kapacitu (riboflavin)
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Obr. 29: Vliv teploty a doby kontaktu na u€innost adsorpce (riboflavin)
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V piipadé€ vzorkt s kurkuminem dosahly vzorky o teploté 37 °C vys$Sich hodnot adsorpcni
kapacity a rychlejsi rovnovahy (90 minut) nez vzorky inkubované pifi 22 °C (180 minut).
Hodnoty vzork ov§em nejsou piesné. Opét byly vypocitany pouze z dat pro komplex, ktery
zustal v supernatantu. Divodem pro rychlejsi ustaveni rovnovahy a vyssi adsorp¢ni kapacitu
u vzorkl inkubovanych pfi 37 ° maze byt rychlejsi difuze systému (Obr. 30)(Obr. 31).
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Obr. 30: Vliv teploty a doby kontaktu na adsorp¢ni kapacitu (kurkumin)
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Obr. 31: Vliv teploty a doby kontaktu na u€innost adsorpce (kurkumin)
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3.5.5 Adsorpéni kinetika

Studium kinetiky je jednim z pilift popisujici chemické reakce, konkrétné jak rychle dana
reakce probihd. Na zakladé experimentalné ziskanych dat byly vytvoteny kinetické modely
pseudo-prvniho a pseudo-druhého fadu. Parametry adsorp¢ni kinetiky jsou uvedeny v Tabulka

5.

Tabulka 5: Parametry adsorp¢ni kinetiky

Pseudo-prvni rad

Pseudo-druhy rad

BAL T qE q1 ki1 2 q2 k2 2
[°C] [mg-g'l [mg-g'l [min'] [mg-g'l [g:mg'-min]

. . 22 411,95 262,78 0,0732 0,90 572,62 9,4110°° 0,24
riboflavin 5

37 208,52 227,66 0,0242 0,86 420,68 1,1410 0,13

. 22 67,13 147,58 0,0162 090 141,17 5,1410* 0,96
kurkumin 4

37 78,49 165,18 0,0562 0,88 170,05 7,2910 0,99

Z porovnani parametri linearnich tvar kinetickych modelt je patrné, ze v pifipadé
riboflavinu dochazi k adsorpci podle pseudo-prvniho fadu. Nicméné u kurkuminu jsou vySsi
korelaéni koeficienty u pseudo-druhého fadu. S ohledem na velikost rozdild R? u kurkuminu
a rozdili R? u riboflavinu je mozné, ze nepiesnosti namétenych dat zpisobily kone&né nizké
hodnoty R? u pseudo-druhého fadu pro riboflavin. Pseudo-druhy fad se uplatiiuje ¢astéji, a proto
je mozné, ze i pres nizké hodnoty R? u pseudo-druhého fadu probihala ve skute&nosti adsorpce

riboflavinu na aminojil pravé podle pseudo-druhého radu.
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Obr. 32: Linearizované tvary kinetickych modeli pseudo-prvniho fadu (riboflavin)
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Obr. 33: Linearizované tvary kinetickych modelti pseudo-druhého fadu (riboflavin)
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Obr. 34: Linearizované tvar; kinetickych modelt pse;do—pwniho fadu (kurkumin)
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Obr. 35: Linearizované tvary kinetickych modela pseudo-druhého fadu (kurkumin)

3.5.6 VlivpH

Vliv pH na adsorpcni proces je jednim z nejdulezitéjsich faktorti s ohledem na fakt, ze pH
systému ovliviiuje jak povrchovy naboj adsorbentu, tak stupeii ionizace adsorbované latky.
Cilem studie vlivu pH je tedy stanoveni nejvhodné&jsiho pH, aby byl proces adsorpce co
nejucinnéjsi. pH prostieni také ovliviiuje tvar absorpcniho spektra.

Adsorp¢ni kapacita aminojilu viéi riboflavinu byla vysoka u pH 6, 7,9, 10 a 11, nasledovalo
pH 5, 3, 4 a nejnizsi gk, bylo stanoveno pro pH 8. Se snizujicim se pH se snizuje mnozstvi
protonovanych aminoskupin — aktivnich center, zaroven se ale zvySuje pocet ionizovanych -OH
skupin riboflavinu. Hodnota pH roztoku aminojilu se pohybuje kolem 10,3 a pH roztoku
riboflavinu je = 6, pH 8 tedy maze byt hodnotou, kdy jsou obé latky malo ionizované a z tohoto
dtivodu je hodnota qe v tomto pH nejnizsi (Obr. 36). Uginnost adsorpce je stejné tak zavisla
na hodnoté pH a stejné jako kapacita, je nejnizsi hodnota R u pH 8 (Obr. 37).
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Obr. 36: Vliv pH na adsorp¢ni kapacitu (riboflavin)
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Obr. 37: Vliv pH na tcinnost adsorpce (riboflavin)

V piipadé vzorka s kurkuminem nedoslo v rozmezi pH 3-9 k téméf zadné adsorpci, jak je
vidét na (Obr. 38)Obr. 38: Vliv pH na adsorpéni kapacitu (kurkumin). K limitaci rozpustnosti
kurkuminu ve vod¢ se snizilo i mnozstvi naboje na aminojilu, coz snizilo schopnost interakce
téchto dvou slozek na minimum. V piipadé€ pH 10, které je blizké hodnoté pH neupravovaného
roztoku aminojilu, doslo k adsorpci mnozstvi kurkuminu odpovidajici 6,72 % (opét se ale jedna
pouze o frakci komplexu, ktery zustal v supernatantu, urcity podil komplexu byl odstiedén).
Nejvétsi adsorbované mnozstvi bylo pozorovano u pH 11. To je zapficinéno velkym mnozstvim
protonovanych aminoskupin a zvySenou rozpustnosti kurkuminu v 0,1M NaOH, které bylo
pouzito k upravé pH [50]. Soucasné s nejvyssi hodnotou qe u pH 11, byla u stejného pH
stanovena i nejvyssi ucinnost adsorpce (Obr. 39).
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Obr. 38: Vliv pH na adsorpéni kapacitu (kurkumin)
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Obr. 39: Vliv pH na tcinnost adsorpce (kurkumin)
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4 ZAVER

Podle postupu v kapitole 3.3 byl pfipraven aminojil, ktery byl dale pouzit k pfipravé vzorku.
Jejich priprava je popsana v kapitole 3.4. Pfi pripravé aminojilu bylo do procesu syntézy
Riboflavin byl zvolen jako modelova biologicky aktivni latka rozpustna ve vodé a kurkumin
jako modelova BAL, ktera je ve vodé za laboratornich podminek téméf nerozpustna. VSechny
série vzorku byly pfipraveny vzdy ve dvojicich. Studium adsorpce biologicky aktivnich latek
v koloidnich roztocich aminojilu zahrovala studium vlivu jednotlivych parametra
ovliviiujicich proces adsorpce, konkrétné vliv pocatecni koncentrace adsorbovanych BAL, vliv
navazky aminojilu jako adsorbentu, teploty, doby kontaktu a pH na mnozstvi adsorbované
latky. Zaroven byla studovana také adsorpéni kinetika se zaméfenim na pseudo-prvni
a pseudo-druhy tad reakce. Ziskana experimentalni data byla navic porovnana s vytvorenymi
modely adsorpcnich izoterm — Langmuirovy a Freundlichovy.

Experimentalni data potvrzuji, ze obé modelové biologicky aktivni latky preferovaly
vazebné interakce s aminojilem a dochazelo k jejich adsorpci. Zaroven bylo z vysledkt
zjisténo, zZe nejCastéji probiha nejlépe proces adsorpce za neupravenych podminek — adsorpce
riboflavinu probihala 1épe pfi laboratorni teploté nez pii zvySené teploté. Opacny vysledek byl
zjistén u kurkuminu, u kterého byla adsorpce uc¢innéj8i pii vyssi teploté. To mohlo byt
zpusobeno zvySenim rychlosti difuze. V pfipadé vzorkd s kurkuminem totiz nebylo mozné
pouziti mechanického michani z ddvodu mozného ,,omlaceni nadbyte¢ného mnozstvi BAL
do roztoku.

U studia vlivu pH bylo zjisténo, ze idealni pH pro adsorpci bylo blizké hodnot€, kterou ma
systém bez jakékoliv upravy. U vzorka riboflavinu adsorpce probihala s urcitou G¢innosti
u vSech zkoumanych pH, nejlépe u pH 10, 11 a 6. Nejhaie probihala u pH 8. Velky vliv pH se
ukazal byt pfi adsorpci kurkuminu. Pfi pH 3-9 nedoslo k adsorpci témér vubec. Nejlépe
probihala adsorpce pii pH 11. ZvySena rozpustnost kurkuminu pfi tomto pH byla zajisténa
pritomnosti NaOH, které bylo pouzito k jeho upravé. Rozpusténé molekuly kurkuminu pak
snaz reagovaly s protonovanymi aminoskupinami na povrchu jilu.

Idealni navazkou aminojilu pro adsorpci riboflavinu bylo 0,1 mg-mL™"! a pro kurkumin to
byla hmotnostni koncentrace 0,2 mg~mL'1.

Vymodelovanim adsorpCnich izoterm a porovnanim jejich parametri s experimentalnimi
daty bylo zjisténo, ze adsorpce BAL na aminojil je podobnéjsi Freundlichové modelu.
Z divodu omezeni rozsahu pouzitelnych koncentraci (limitace rozpustnosti riboflavinu
ve vodé) nebylo mozné stanoveni maximalni adsorp¢ni kapacity obou studovanych latek.

Studium kinetiky reakce naznacuje, ze proces adsorpce biologicky aktivnich latek probiha
podle pseudo-druhého fadu reakce. Cas, pii kterém byla ustalena rovnovaha se vyrazné lisil
v zavislosti na pouzité bioaktivni latce 1 teploté systému.

Veskeré nepresnosti v méfeni vznikly pravdépodobné na zakladé nedostatecného vykonu
pouzité centrifugy, ktera nebyla schopna odstfedit veSkeré mnozstvi pouzitého aminojilu
v jednotlivych vzorcich a v pfipadé vzorku kurkuminu také tim, ze urcity podil vzniklého
komplexu aminojil-kurkumin sedimentoval spole¢né s nerozpusténym kurkuminem.
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UV-VIS spektrometrie se ukazala byt vhodnou metodou vyuzitelnou pii studiu adsorpcniho
chovani zvolenych bioaktivnich latek, diky své schopnosti detekce analytu, nenarocné
intrumentaci a jednoduchosti obsluhy a ptipravy vzorkd.

Stejné tak ma potencial vyuziti adsorpCnich reakci pii pfipravé systéml vyuzitelnych
v medicinskych aplikacich. Podminkou je optimalizace podminek ovliviiujicich u¢innost
adsorpce BAL na aminojil — reak¢ni teplota, pH, koncentrace latek ucastnicich se adsorpcniho
procesu a vhodné, dostatecné vykonné pfistroje.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A

DNA
APTES
FMN
FAD
FADH2
GI
RNA
UV-VIS

kads

Angstrém

deoxyribonukleova kyselina
3-aminopropyltriethoxysilan
flavinmononukleotid
flavinadenindinukleotid (ox. forma)
flavinadenindinukleotid (red. forma)
gastrointestinalni

ribonukleova kyselina

ultrafialova a viditelna oblast

mnozstvi adsorbované latky

tlak

empirickd konstanta Freundlichovy izotermy
empirickd konstanta Freundlichovy izotermy
podil obsazeného povrchu

konstanta umérnosti

konstanta poméru adsorp¢ni a desorp¢ni konstanty
mnozstvi adsorbované latky v Case t
mnozstvi adsorbované latky v rovnovaze
rychlostni konstanta

rychlostni konstanta

frekvence

vlnova délka

rychlost svétla ve vakuu

absorbance

molarni absorp¢ni koeficient

koncentrace

tloustka absorbujici vrstvy

transmitance prostredi
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CCD
AMJ
BSA
rpm

MQ voda
Ct

CE

Co

IMO-kurkunin

zafivy tok

charge-coule device

aminojil

hovézi sérovy albumin
otacky/min

supercista voda

koncentrace v Case t
koncentrace v rovnovaze
pocatecni koncentrace
pocatecni navazka kurkuminu
ucinnost adsorpce

biologicky aktivni latka
maximalni adsorpcni kapacita
Freundlichiiv koeficient
Langmuirtv koeficient
korelacni koeficient
hmotnostni koncentrace

cas
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7 PRILOHY
7.1 Absorpcéni spektra
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Ptiloha 1: Spektrum riboflavinu (8-10”° mol-dm™)
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Ptiloha 2: Spektrum kurkuminu v acetonu (1,5-10° mol-dm™)
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Ptiloha 4: Spektra riboflavinu pro gg, R a izotermy (c=1-10-1-10"* mol-dm)
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Ptiloha 5: Spektra riboflavinu pro gg, R a izotermy (c=1,1-2,23-10* mol-dm™;
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Ptiloha 6: Spektra kurkuminu pro gg, R a izotermy (m=0,0003-0,0007 g; 5x fedéni)
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Ptiloha 7: Spektra kurkuminu pro gg, R a izotermy (m=0,0003-0,0007 g; 5x fedéni)
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Ptiloha 8: Spektra kurkuminu pro gg, R a izotermy (m=0,0008-0,0012 g; 5x fedéni)
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Ptiloha 9: Spektra kurkuminu pro gg, R a izotermy (m=0,0003-0,0007 g; 5x fedéni)
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Ptiloha 10: Spektra pro vliv navazky aminojilu (riboflavin)
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Ptiloha 11: Spektra pro vliv navazky aminojilu (kurkumin)
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Priloha 12: Spektra pro stanoveni vlivu teploty, doby kontaktu a kinetiky (riboflavin; 22 °C)
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Priloha 13: Spektra pro stanoveni vlivu teploty, doby kontaktu a kinetiky (riboflavin; 37 °C)

0,25 -

0,2 - —— 10 minut
——20 minut
0,15 - —— 30 minut
<I 40 minut
0,1 A —— 60 minut
——90 minut

0,05 A —— 120 minut

—— 150 minut

0 T T T T T ) 180 minut

300 350 400 450 500 550 600

A [nm]

Priloha 14: Spektra pro stanoveni vlivu teploty, doby kontaktu a kinetiky (kurkumin; 22 °C;
fedéni 10x)
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Priloha 15: Spektra pro stanoveni vlivu teploty, doby kontaktu a kinetiky (kurkumin; 37 °C;
fedéni 10x)
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Ptiloha 16: Spektrum pro stanoveni vlivu pH na adsorpci (riboflavin)
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Ptiloha 17: Spektrum pro stanoveni vlivu pH na adsorpci (kurkumin); pH 11 — fedéni 10x

7.2 Ostatni grafy
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Priloha 18: Kalibra¢ni kiivka riboflavinu
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Priloha 19: Kalibra¢ni kiivka kurkuminu
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Ptiloha 20: Linearizovana data riboflavinu pro Langmuirav model
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Ptiloha 21: Linearizovana data riboflavinu pro Freundlichiv model
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Ptiloha 22: Linearizovana data kurkuminu pro Langmuirtv model
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Ptiloha 23: Linearizovana data kurkuminu pro Freundlichtiv model
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Ptiloha 24: Nelinearizované tvary kinetickych modelt pseudo-druhého fadu (riboflavin)

64



180 4

160 - X X X
X
140
120 X
— X
@0 100 X data37°C
[eTe]
E 80 X data22°C
o
60 model 37 °C
40 model 22 °C
20
0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

t [min]

Ptiloha 25: Nelinearizované tvary kinetickych modelt pseudo-druhého fadu (kurkumin)

7.3 Tabulky
Co Co CE qE R 1
(mol-dm™] | [mg-L] | (mgL] | (mgg] | [%] | FE | M | e
1-107 3,8 1,91 18,04 4971 | 1,059-10" | 0,648 2,893
2:107 7,6 3,45 41,50 54,60 | 8314-102| 1238 3,726
3-107 11,4 4,97 64,34 56,44 | 7,718-102 | 1,603 4,164
4-107 15,2 6,34 84,52 58,27 | 7,504-10% | 1,847 4,437
5-107 19,5 7,26 116,67 | 62,75 | 6226:102 | 1,983 4,759
6-107 234 6,72 159,15 | 7127 | 4224-10% | 1,905 5,070
7-107 27.3 7.41 198,85 | 72,84 |3,729-10% | 2,003 5,293
8107 31,2 8,19 230,09 | 73,75 |3,560-102% | 2,103 5,438
9-107 35,1 8,88 250,21 7471 | 3,548:107% | 2,184 5,522
1-10* 39,0 9,53 29472 | 75,57 | 3233102 | 2254 5,686

10 41,8 10,66 311,36 74,49 | 3425107 | 2,367 5,741

f—

-

f—

1,2-10* 45,6 12,16 334,38 73,33 | 3,637-102% | 2,498 5,812
1,3-10* 49,4 12,61 351,13 74,48 |3,590-102 | 2,534 5,861
1,4-10* 53,2 12,26 390,68 76,95 | 3,139-102% | 2,507 5,968
1,5-10* 57,0 12,87 421,32 77,42 | 3,054-102% | 2,555 6,043
1,6-10* 60,8 13,78 448,74 77,33 | 3,071-10% | 2,623 6,106

-

104 64,6 15,64 467,31 75,79 | 3,346:102% | 2,750 6,147

f—

-

~

f—

[

(e 2]

10 68,4 16,80 469,07 75,44 | 3,582:10% | 2,821 6,151

1,9-10* 72,2 16,70 529,96 76,86 | 3,152:10% | 2816 6,273

2-10* 76,0 16,76 592,41 7795 |2,829-10%| 2819 6,384

2,23-10* 84,0 20,44 635,63 75,67 | 3,215-10% | 3,017 6,455

Priloha 26: Data pro stanoveni vlivu navazky BAL a adsorpc¢nich izoterm (riboflavin)

65



Mo-kurkumin CE qE R P In cx In qe
[g] [mg-L'] | [mgg!] [%]
0,0003 9,03 82,57 27,59 0,1094 2,201 4414
0,0004 7.85 70,83 17,75 0,1108 2,060 4,260
0,0005 11,45 106,99 21,45 0,1070 2,438 4,673
0,0006 10,24 94,44 15,78 0,1084 2,326 4,548
0,0007 12,26 114,78 16,44 0,1068 2,506 4,743
0,0008 12,39 115,83 14,51 0,1069 2,517 4,752
0,0009 11,60 107,78 12,01 0,1076 2,451 4,680
0,0010 10,80 99,58 9,98 0,1085 2,380 4,601
0,0011 12,92 120,78 11,01 0,1069 2,558 4,794
0,0012 16,67 158,76 13,26 0,1050 2,814 5,067
0,0013 15,90 150,94 11,64 0,1053 2,766 5,017
0,0014 15,78 149,50 10,70 0,1055 2,759 5,007
0,0015 15,00 141,33 9.45 0,1061 2,708 4,951
0,0016 13,63 127,84 8,01 0,1066 2,612 4,851
0,0017 14,91 139,93 8,25 0,1065 2,702 4,941

Priloha 27: Data pro stanoveni vlivu navazky BAL a adsorpc¢nich izoterm (kurkumin)

BAL riboflavin kurkumin
Cm CE qE R CE qE R
[mg-mL'] | [mg-L'] | [mgg'] [%] [mg-L'] | [mg-g'] [%]

0,1 10,47 285,28 73,15 14,48 144,85 18,11
0,2 24,01 71,40 38,45 11,44 342,80 85,70
0,3 24,93 46,10 36,07 11,03 229,90 86,21
0,4 26,46 30,95 32,14 13,97 165,07 82,53
0,5 24,72 28,56 36,62 18,37 123,26 77,04
0,6 25,46 22,19 34,71 14,66 108,89 81,67
0,7 23,72 21,83 39,19 14,76 93,20 81,55
0,8 23,10 19,63 40,77 11,44 85,70 85,70
0,9 22,76 17,85 41,65 15,42 71,76 80,73
1,0 22,27 16,73 42,89 11,56 68,44 85,55

Priloha 28: Data pro stanoveni vlivu navazky aminojilu
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BAL riboflavin kurkumin
T [°C] 22 37 22 37
¢ [min] Ct qt R Ct qt R Ct qt R Ct qt R
[mg-L' | [mgg" | [%] |[mgL'l|[mgg"| [%] |[mgL'l|[mgg'| [%] |[mgL'|[mgg'| [%]
10 34,78 27,86 7,75 33,33 43,71 11,60 8,76 87,63 10,95 12,31 123,05 15,38
20 34,50 31,99 8,49 34,84 28,58 7,58 9,22 92,25 11,53 13,95 139,50 17,44
30 28,91 83,95 23,33 33,07 46,25 12,27 9,78 97,79 12,22 11,42 114,16 14,27
40 31,96 54,59 15,22 31,07 66,25 17,57 9,52 95,22 11,90 12,89 128,86 16,11
60 16,12 215,83 57,25 33,71 38,25 10,58 9,57 95,72 11,97 13,28 132,75 16,59
90 12,73 238,40 66,22 25,59 121,07 32,11 11,18 111,84 13,98 15,28 152,80 19,10
120 11,75 259,49 68,83 17,41 202,86 53,81 11,38 113,78 14,22 16,05 160,50 20,06
150 10,91 255,55 71,06 15,79 199,22 58,13 12,80 127,98 16,00 16,40 163,99 20,50
180 11,42 262,78 69,70 13,78 227,66 63,46 14,76 147,58 18,45 16,52 165,18 20,65
BAL riboflavin kurkumin
T [°C] 22 37 22 37
t [min] t-qt! In(qE-qt) t-qt’! In(qE-qt) t-qt! In(qEe-q¢t) t-qt’! In(qE-qt)

10 0,359 5,459 0,229 5,389 0,114 4,093 0,081 3,741

20 0,625 5,442 0,700 5,456 0,217 4,013 0,143 3,246

30 0,357 5,186 0,649 5,378 0,307 3,908 0,263 3,932

40 0,733 5,338 0,604 5,281 0,420 3,958 0,310 3,592

60 0,278 3,849 1,568 5,414 0,627 3,948 0,452 3,479

90 0,378 3,194 0,743 4,954 0,805 3,576 0,589 2,516

120 0,462 1,191 0,592 4,093 1,055 3,520 0,748 1,542

150 0,587 1,979 0,753 4,152 1,172 2,975 0,915 0,174

180 0,685 0,791 1,220 1,090

Ptiloha 29: Data pro stanoveni vlivu teploty, doby kontaktu a kinetickych parametrt
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BAL riboflavin kurkumin

H CE qE R CE qE R

P mgL' | [mggl | [%] | [mgL' | [mggll | [%]
3 21,78 158,24 42,09 0,10 1,03 0,13
4 30,09 68,31 19,98 0,18 1,81 0,23
5 11,70 248,50 68,88 0,15 1,51 0,19
6 6,63 309,71 82,37 0,17 1,68 0,21
7 6,09 301,13 83,81 0,21 2,06 0,26
8 33,23 42,77 11,62 0,21 2,08 0,26
9 11,88 257,23 68,41 0,26 2,58 0,32

10 9,78 278,24 74,00 5,38 53,80 6,72

11 12,50 250,99 66,75 19,64 196,41 24,55

Ptiloha 30: Data pro stanoveni vlivu pH
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