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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva charakterizaci a pfipravou kataniontovych vezikularnich systému
a jejich naslednou interakci s ve vodé nerozpustnymi vitaminy. Kataniontové vezikularni systémy byly
pfipraveny z dvou razné nabitych povrchové aktivnich latek CTAB a SDS za vzniku iontového
amfifilniho paru. Stabilita vezikul byla zajisténa pfidanim cholesterolu spolu skladné nabitou
povrchové aktivni latkou DODAC. Pro naslednou solubilizaci do téchto vezikul byl vybran vitamin A
a vitamin E. Dal8i ¢ast prace byla zaméfena na stanoveni efektivity inkorporace téchto vitamint do
vezikularnich syst¢émi HTMA-DS. Charakterizace téchto systému byla provedena pomoci méfeni na
UV-VIS spektrometru, DLS a pomoci HPLC s UV-VIS detektorem. Béhem méieni na UV-VIS a HPLC
byla stanovena uc¢innost solubilizace vitaminu A a vitaminu E do vezikul. V obou piipadech byla
stanovena vyssi G¢innost u vezikul s inkorporovanym vitaminem A. Vys$i uc¢innost u obou vitamint
byla stanovena pomoci metody HPLC. Dtivodem je pravdépodobné vyssi citlivost metody, prace
s tmavym sklem a piiprava jednotlivych vzorkl do vialek, které byly ndsledné€ vlozeny do pfistroje pro
jednotlivé davkovani pomoci injektoru. Prace slouzi pfedev§im ke zhodnoceni vysledkid z hlediska
pouzitelnosti dan¢ho vezikularniho systému za icelem uplatnéni ve farmaceutickych aplikacich jako
nosice nepolarnich vitamini.

ABSTRACT

This thesis deals with the characterization and preparation of catanionic vesicular systems and their
interaction with water-insoluble vitamins. Catanionic vesicles systems was prepared from two
differently charged sufractants CTAB and SDS in formation ion pair amphiphile. Stability of vesicles
was secured by adding cholesterol with positively charged surfactant DODAC. Were selected vitamin
A and vitamin E for solubilization into these vesicles. The next part of this work was focused on
determining the efficiency of incorporation these vitamins into the HTMA-DS vesicular system. The
characterization of these systems was improved by measurement on a UV-VIS spectrometer, DLS and
by HPLC with UV-VIS detector. During measurement by UV-VIS and HPLC the efficiency of
solubilization of vitamin A and vitamin E into vesicles was determinated. In both cases higher efficiency
was determinated for vesicles with incorporated vitamin A. Higher efficiency for both vitamins was
determinated by HPLC. The reason is probably the higher sensitivity of the metod, work in labs with
dark glass and preparing individuals samples into vials, which were inserted into the device for
individual dosing by injector. The work serves primary evaluation results in view of the vesicular system
for use in pharmaceutical application like carrier non-polar vitamins.

KLICOVA SLOVA
Kataniontové vezikuly, iontovy amfifilni par, enkapsulaéni G¢innost, vitamin A, vitamin E, UV-VIS,
HPLC

KEYWORDS

Catanionic vesicles, ion pair amphiphile, encapsulation efficiency, vitamin A, vitamin E, UV-VIS,
HPLC
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1 UVOD

V posledni dobé maji biokompatibilni materialy pro zapouzdieni zdravi prospésnych materiald veliky
potencial Vv potravindiském i farmaceutickém pramyslu. Pravé diky své biokompatibilité¢ a jinym
ptiznivym vlastnostem byla velk4 pozornost zaméfena na pouziti lipidovych nosica. V piipadé systému
na bazi liposomil se jedna o velice slibnou technologii, ktera je schopna zajistit efektivni dodani ¢i fizené
uvoliiovani velkého mnozstvi bioaktivnich latek s funkénimi vlastnostmi pro zdravi ¢lovéka. Dalsi
moznosti béhem vyroby téchto systémil je optimalizace slozeni daného produktu a zpracovani, které
ovlivni pozadované vlastnosti béhem podavani.

Velka pozornost je vénovana pouziti nanoliposomi jako nosi¢l bioaktivnich slozek
V potravinaiskych a farmaceutickych davkovacich systémem pro enkapsulaci antioxidantd. Pouziti
liposomu jako antioxida¢nich vitaminovych nosi¢l predstavuje vyvoj novych funkénich potravinovych
formulaci a feSeni problému s jejich stabilitou, ktera siln¢ brani jejich aplikaci. Vlivem nizké stability
vitamind je nezbytné vyuZzivat ochranné materialy K zabranéni zhorSeni pfi traveni a pfi jejich absorpci
Vv organismu. Pro zapouzdieni vitamind se pouzivaji pfedev§im nanocastice pevnych lipidt, zapouzdieni
lipidi a systémy tvofeny z povrchové aktivnich latek. V soucasnosti se vyzkum soustiedi také na tvorbu
kataniontovych vezikuldrnich systémt, které jsou tvofeny pravé z povrchové aktivnich latek, které jsou
bézné dostupné. Tyto vezikularni systémy maji vyhodu i v tom, Ze jsou levngjsi, stabiln¢jsi a méne
nachylné na degradaci.

Cilem této préce byla ptiprava kataniontovych vezikularnich systémt na bazi iontového paru HTMA-
DS, do kterych byl nasledné pomoci nepiimé i ptimé solubilizace inkorporovan vitamin A a vitamin E.
Pro zlepseni stability vezikul byl pouzit cholesterol spole¢né s kladn€ nabitou povrchové aktivni latkou
DODAC. Uginnost solubilizace vitaminti do vezikularnich systémii byla poté sledovana pomoci UV-
VIS spektrofotometru a HPLC s UV-VIS detektorem. Pro sledovani velikosti ¢astic v systémech byla
pouzita metoda dynamického rozptylu svétla. Diky vysledné charakterizaci téchto systémi
s inkorporovanymi vitaminy je mozné piedpovidat ucinnost a pouZitelnost v ptipad€ pouziti jako nosice

nepolarnich vitamind.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Tenzidy

Tenzidy, neboli povrchové aktivni latky (PAL), jsou latky, které vytvaieji micely v roztoku a jsou
schopné se adsorbovat na rozhrani mezi roztokem a jinou fazi. Pro uskute¢néni téchto dvou fyzikéalnich
vlastnosti je zapotiebi, aby povrchové aktivni latka méla v chemické struktufe dvé riizné funkéni
skupiny s riznou afinitou v ramci stejné molekuly. Molekuly téchto latek maji obvykle alkylovy fetézec
S 8-22 uhliky. Tento uhlikaty fetézec mizeme definovat jako hydrofobni skupinu, kterda nevykazuje
afinitu k vodé. Dalsi funkéni skupinu, kterou obsahuji molekuly povrchové aktivnich latek, je skupina
hydrofilni, ktera naopak k vod¢é vysokou afinitu ma. Tento druh struktury se dvéma protichidnymi

o

Hydrofilni (polami) éast Hydrofobni (nepolarni) éast

funkcemi se nazyva amfifilni struktura.

Obrdazek 1. Obecna struktura povrchové aktivai latky.

Povrchove aktivni latky se d€li na iontové a neiontové. V piipadé€ iontovych povrchové aktivnich latek
jsou subklasifikovany na aniontové, u kterych se hydrofilni skupina disociuje na anionty ve vodnych
roztocich a kationtové povrchové latky, u kterych se zase disociuji na kationty. Dal§im ptipadem jsou
amfoterni povrchové aktivni latky, které se disociuji na anionty a kationty, Casto v zavislosti na pH.
Neiontové povrchove aktivni latky se ve vodnych roztocich nedisociuji na ionty a jsou subklasifikovany
Vv zavislosti na typu jejich hydrofilni skupiny 55[1].

Neionicke PAL

Anionické (anionaktivni) PAL

Kationické (kationaktivni) PAL

1

Amfotemi PAL

?

Obrdzek 2: Rozdéleni povrchové aktivnich latek dle naboje.

V ptipad€ umisténi povrchové aktivni latky do vody, dochazi k zarovnani na povrchu s hydrofobnim
koncem vytla¢enim z vody. Takové vyrovnani narusuje povrchovou strukturu vody a sniZuje povrchové
napéti. V olejovych kapalindch jsou povrchové aktivni latky zarovnany s hydrofilnim koncem
vytlaCenym z kapaliny. V tomto piipadé je povrchové napéti oleje sniZeno.



Nejznaméjsi pouziti povrchoveé aktivnich latek jsou mydla a detergenty k odplaveni olejovych latek.
Zde se hydrofobni konec povrchové aktivnich latek rozpousti na povrch oleje, zatimco hydrofilni konec
zustava vystaven okolni vod¢€. Vysledkem je, Ze se olej rozpada na malé kapicky obklopené hydrofilnim
koncem povrchové aktivnich latek. Malé olejové kapicky jsou solubilizovany ve vodé a mohou byt nyni
odplaveny [2].

2.1.1 Anionické tenzidy

Anionické tenzidy nejlépe odstranuji necistoty, hlinu a n¢které mastné skvrny. Tyto povrchové aktivni
latky funguji po ionizaci. Po ptidani do vody tyto latky ionizuji a maji zdporny naboj. Negativné nabité
povrchové aktivni latky se vazou na kladné nabité Castice, jako je jil. Obecné jsou tyto latky velice
ucinné pti odstranovani ¢asticovych necistot. Ptiklady aniontovych povrchové aktivnich skupin zahrnuji
sulfonové kyseliny, alkohol sulfaty, alkylbenzensulfonaty, kyselina fosforecnd, nebo soli
karboxylovych kyselin [3].

2.1.1.1 Dodecylsulfdt sodny (SDS)

Obecné se jedna o jednu z nejlépe biokompatibilnich stfedné toxickych aniontovych povrchoveé
aktivnich latek, kterd se vyuziva ve farmaceutickych a primyslovych aplikacich. Obsahuje amfifilni
molekulu, kterd obsahuje hydrofilni a hydrofobni skupinu.

Dodecylsulfat sodny je nejvice zkoumany a Siroce pouzivany aniontovy tenzid. Ziskava se ve formé
prasku i v peletach a pouziva se v polymerni biotechnologii a biochemii. Kriticka koncentrace micel se
méni se zménou teploty a piidanim elektrolytu. Ve vyssi koncentraci zptisobuje podrazdéni pokozky a
o¢i a je vyuzivan predevsim jako Cistici prostfedek v domacnosti. Vyskytuje se téz v Sampodnech,
zubnich pastach a dalsi kosmetice. Dalsi vyuziti mize mit béhem denaturace bilkovin pii elektroforéze.
Tato laboratorni technika se nazyva SDS-PAGE [4].

0 0
\\S// o Na
NG N NP NG N
H,C 07 "0

Obrazek 3: Chemicka struktura SDS.

2.1.2 Kationické tenzidy

Kationtové povrchové aktivni latky jsou veskeré latky, které nesou kladny naboj. Tento naboj miize byt
staly nebo mlze existovat pouze v urcitych rozmezi hodnot pH. Vétsina z téchto latek jsou kvarterni
amoniové slouceniny, které se nejcastéji pouzivaji jako zmekéovadla tkanin, antistaticka cCinidla,
oplachovaci prostfedky, dispergatory Castic a emulgatory. Kromé toho kationy také vykazuji vysokou
biologickou aktivitu proti mikroorganismiim, diky své ptitazlivosti k negativné nabitym biomembranam
prokaryot.

Mezi kationtové povrchové aktivnich latky patii kvarterni amoniové slouceniny, které se vyskytuji
pouze jako komplex s aniontem. B€zn¢ pouzivané alifatické kvarterni amoniové slouceniny zahrnuji
napf. cetriamonium bromid nebo cetylpyridinium chlorid. Aromatické piiklady zahrnuji derivaty
pyridinu a derivaty alkylbenzenu. Dale se jedna o slouCeniny na bazi aminu. Primarni, sekundarni

a tercialni aminy, které mohou byt kladné nabité v zavislosti na hodnoté pH okoli.



2.1.2.1 Dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid (DODAC)

Dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid je kationicky tenzidy, ktery obsahuje dva fetézce ve své
struktufe a fadi se mezi kvarterni amoniové soli. Jedna se o pevnou latku ve form¢ prasku, ktery je
nerozpustny ve vode. Pfi zahiati se rozklada a uvoliiuje toxické vypary oxidu dusiku a chlorovodiku.

Vyuziva se do vyrobkl pouzivanych v domacnosti, pfedevsim do Cisticich prostiedki, pracich
prostredktl, mydel, odmast'ovacii a odstranovact skvrn. Dalsi vyuziti miizeme najit v kosmetice, kde se
pouziva do kondicionérti na vlasy diky svym antistatickym vlastnostem [5].

HsC /\\/Wm/f\\
\NJ' ) CH,4
Cl

HEC!/ \\/V\/\/\/\/W\
CH

Obrazek 4:Chemicka struktura DODAC.
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2.1.2.2 Cetyltrimetylamonium bromid (CTAB)

Cetyltrimethylamoniumbromid je kationicky tenzid a Ize ho klasifikovat jako kvarterni amoniovou stl.
Jedna se o bromidovou stl cetylmethylamonia a je jednou ze slozek topického antiseptického cetrimidu.
Jedna se o bilou pevnou latky a v soucasné dobé se pouziva v mnoha lokalnich dermatologickych
ptipravcich a spotiebnich vyrobcich, jako jsou Sampony a pfipravky na myti rukou [6].

GHs

H3C/\/\/\/\M Br

Obrazek 5. Chemicka struktura CTAB.

2.1.3 Amfoterni tenzidy

Amfoterni tenzidy obsahuji ve své nedisociované ¢asti molekuly anion i kation. Diky tomu vynikaji
svymi vlastnostmi a je mozné je kombinovat s kationickymi i s anionickymi tenzidy. Amfoterni tenzidy
patii mezi specialni tenzidy, které jsou vyuzivané predevsim v kosmetickych a mycich prostfedcich.
Ptikladem mohou byt vlasové i télové Sampodny, tekutda mydla, koupelové pény nebo myci prostredky
na nadobi. Velikou vyhodou téchto tenzidi je vysoka snasenlivost a stabilita [7].

2.2 Micelarni koloidni roztoky

V piipadé vhodné zvoleného rozpoustédla, nékteré molekularni latky poskytuji ve velkém ziedéni pravé
roztoky. V ur€ité koncentraci se vSak molekuly asociuji do té miry, ze se tvoii Castice koloidnich
rozméri. Tyto vznikajici ¢astice ¢i Gtvary a latky, které se chovaji stejnym zplisobem, miizeme oznacit
jako micelarni koloidni roztoky. Micelarni koloidni roztoky rovnéz vznikaji samovolnym rozpusténim.
Jejich vyluCovani z roztoku se fidi termodynamickymi zakony fdzovych rovnovah. Vlastnosti téchto
roztokll zavisi na fyzikalnich podminkach, kterymi je teplota, tlak, vlastni koncentrace a koncentrace

10



danych latek. Stejn€ jako tvar, struktura a primérny rozmér micely se méni s fyzikalnimi podminkami,
tak 1 makroskopické vlastnosti jsou ur€eny okamzitym stavem systému. Mizeme tedy fict, Ze se jedna
o reverzibilni systémy [8].

2.2.1 Micely

Micely jsou amfifilni koloidni struktury s primérem ¢astic od 5 nm do 10 nm. Skladaji se ze dvou zcela
odlisnych oblasti s opacnou afinitou k vod¢€. Tyto amfifilni molekuly, které tvoti micely, se sdruzuji pii
uritych koncentraci a pfi vhodnych teplotdch. Jadro micely je tvofeno hydrofobnimi fragmenty
amfifilnich molekul, zatimco plast’ micely je tvoten z hydrofilnich fragment micelarnich molekul. Pti
nizkych koncentracich ve vodném médiu tyto amfifilni molekuly existuji samostatné. Avsak pii zvySeni
jejich koncentrace dochazi k agregaci. Agregace nastava v pomérné uizkém rozmezi danych koncentraci.
Koncentrace, pfi které monomerni amfifil tvofi micely, se nazyva kritickd micelarni koncentrace
(CMCQ), v piitomnosti uréité prahové teploty nazyvané kriticka micelarni teplota (CMT) oznacovana
také jako Kraftova teplota [9].
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Obrdzek 6: Schéma tvorby micel ve vodném prostiedi.

2.2.1.1 Krafftova teplota (Kraftitv bod)

Pti Krafftové teploté se koncentrace nasyceného roztoku rovna hodnoté¢ CMC. Je to teplota, pii které
dochazi k drastickému zvySovani rozpustnosti iontovych povrchové aktivnich latek ve vodé. Téz ho
mizeme definovat jako trojny bod kiivky rozpustnosti monomeru surfaktantu, teplotni kiivky CMC a
¢ary fazového prechodu hydratovanych latek k micelam nebo tekutych krystalii. V piipadé poklesu
teploty pod Kraftiv bod se zvySenim hodnoty CMC, dochazi k vysrazeni micelarniho roztoku a tvorb&
nerozpustnych krystali s dvouvrstvou strukturou. Naopak se zvysenim CMC a teploty, vyssi nez
Kraftiv bod, dochazi k formaci micel (viz. Obrazek 7: Fazovy diagram povrchové aktivnich latek
popisujici Krafftiv bod.Obrazek 7).

Krafftiv bod je ovlivnén hydrofilnimi a lipofilnimi skupinami. V pfipad¢ identické hydrofilni
skupiny se zvySuje Krafftiv bod a rozpustnost ve vod¢ klesa vlivem zvySujiciho se mnozstvi uhlikti
v alkylovém fetézci. Naopak, kdyz se k nenasycené skupiné pfidaji polarni skupiny, rozpustnost ve vodé
se zvySuje a Krafftiv bod tak klesa. Pokud je vsak lipofilni skupina identicka, rozpustnost se méni
s po¢tem a polohou hydrofilnich skupin. Pokud bude hydrofilni skupina blize stiedu alkylového fetézce,
tak rozpustnost bude mit tendenci se zvySovat.
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Kli¢ovou ulohou je snizit Krafftiv bod, aby se zachovala stabilita vzorce pfi nizké teploté, coz v
podstaté znamena, ze je dilezitd minimalizace krystalizace povrchové aktivni latky [10].

Teplota | o tok tenzidi
cmc

o ;f
72zr\rﬂ“' ‘_f"f mj;-' gﬁ%:’
i

L " Miceldrni roztok

’
m rozpustnosti

Krafftav bod

<-é s Hydratovana pevna latka

Koncentrace

Obrazek 7: Fazovy diagram povrchové aktivnich latek popisujici Krafftiiv bod.

2.2.1.2 Kriticka miceldarni koncentrace (CMC)

U roztoku, ktery je tvofen amfifilnimi molekulami, dochazi pfi ur¢ité koncentraci k agregaci molekul
do utvaru koloidnich velikosti, které nazyvame micely. Tuto urcitou koncentraci oznacujeme jako
kritickou micelarni koncentraci (CMC). Obecné mizeme fict, Ze CMC neni vyrazné vysoka a pro rizné
povrchové aktivni latky kolisa v rozmezi 10°-10° dm . Vlivem této koncentrace se v diisledku vzniku
micel v roztoku PAL méni fyzikalné-chemické vlastnosti zavislych na koncentraci. Pfi CMC dochazi
ke zméné v roztoku PAL, napf. u hustoty, osmotického tlaku, viskozity, povrchového napéti, molarni
vodivosti ¢i turbidity (viz. Obrazek 8).

V piipadé koncentracni zavislosti hustoty a viskozity dochazi k velmi malo vyraznym zlomtm.
Naopak u molarni vodivosti miizeme ze zacatku pozorovat mirné klesani a pii dosazeni hodnoty CMC
nastava velmi vyrazny zlom — pokles. Vlivem tvorby elektrické dvojvrstvy, kterou vytvareji protiionty
a na micele tak ulpivaji, ztraceji dané protiionty schopnost samostatného pohybu a nemohou piispivat
k vodivosti systému. V dasledku toho molarni vodivost, ktera je dana souétem iontovych vodivosti
micely a volnych protiiont klesa. Osmoticky tlak je umémy koncentraci roztoku a ptiblizné se tidi
van't Hoffovou rovnici. Vlivem rozpousténi ve formé micel nad CMC stoupa osmoticky tlak mnohem
pomaleji. U povrchového napéti roztoki PAL zase s rostouci koncentraci dochazi k prudkému klesani.
Po dosazeni CMC se povrchové napéti méni zanedbatelné [11].
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Obrazek 8: Graf zavislosti fyzikalnich velicin na koncentraci PAL [11].

2.2.2 Struktura a tvar micel

V roce 1955 H. V. Tartar poznamenal, Ze vétSina malych rozpustnych micel maji spise elipsoidni nez
sféricky tvar. Sférické a elipsoidni micely pfedstavuji skupinu micelarnich tvard, ve kterych je agregaéni
¢islo micel neustale proménlivé a navrhuje se, aby amfifily s jedinym uhlovodikovym fetézcem na
skupinu polarnich hlav tvotily micely s distribuci velikosti a tvarti v ramci jedné skupiny. V piipadée
amfifild s dvéma uhlovodikovymi fetézci na skupinu hlav vyzaduji mensi povrchové plochy
a geometrické uvahy pak naznacuji preferenci rozsifenych dvojvrstev nebo vezikul pied sférickymi
nebo elipsoidnimi micely v souladu s experimentalnim porovnanim [12].

Pomoci metody s rozptylem zateni bylo dokazano, ze ve ztedénych vodnych roztocich nad hodnotou
CMC vznikaji malé tzv. Hartleyovy micely, kulovité agregaty molekul povrchové aktivnich latek. Tyto
agregaty maji navzajem propletené uhlovodikové fetézce, které tvori jadro micely a jejich polarni
skupiny smétuji ven. Polomér takové micely se pfiblizn€ rovna délce molekuly PAL. V téchto micelach
se pocet molekul PAL velmi ¢asto pohybuje mezi 50-150 jednotkami a zavisi na fyzikalnich
podminkach. Vlivem rostouci koncentrace v roztoku se rozmér micel zvétsuje a uhlovodikové fetézce
se zacinaji vice orientovat rovnobézné. Nejdiive dochazi k formaci kulovych micel ve valcovité utvary
a vlivem dal$iho navyseni koncentrace vznikaji tzv. McBainovy micely (lamelarni), které jsou slozené
ze dvou vrstev povrchové aktivnich latek. Tyto dvé vrstvy jsou k sobé obraceny uhlovodikovymi fetézci,
ionogenni skupiny sméfuji ven a svoji stavbou se podobaji na dvojrozmérny krystal [11].

V piipadé piitomnosti dvou hydrofobnich fetézct v amfifilni molekule, mohou také vzniknout
dvouvrstvé membrany, vezikuly nebo obracené micely, které se tvofi v nepolarnich rozpoustédlech.
Jejich jadro tvofi hydrofilni skupiny, zatimco hydrofobni uhlovodikové fetézce sméfuji ven do
nepolarniho prostredi. Tyto micely nazyvame reverzni [8].
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Obrazek 9: Struktura a tvar micel.

2.3 Vezikuly

Vezikuly obecné plni mnoho zakladnich funkci ve vSech zivych organismech. Reaguji na zménu pti
mechanickém namahani a pii pievodu aplikované sily na mechanické a biologické reakce. Odezvu pfi
mechanickém zatizeni loziska zaroven ovliviiuji i biochemické a biofyzikalni signaly.

V poslednich letech si vezikuly ziskaly velkou pozornost ve farmaceutickém primyslu jako nosic¢
1é¢iva, ktery muze slozit jako umély systém, ktery napodobuje buiky. Diky schopnosti vezikul pronikat
pory jsou velice vhodnymi pro terapeutické latky, diky kterym je mozné ucinné€ dosdhnout na infikovana
mista. Hlavnim vyzkumem a vyzvou v této oblasti je tedy schopnost vezikul s pozadovanymi
mechanickymi vlastnostmi zapouzdfit 1éky, ¢i jiné uc¢inné latky, a uvolnit je dle potieby [13].

Vezikuly neboli umélé lipidové vacky, jsou slozené z jedné nebo vice dvouvrstvych membran, které
jsou uspotadany do tvaru pripominajici obal. Tento obal obklopuje vodnou mikrofazi a oddé€luje ji tak
od vodného disperzniho prostredi. Vnéjsi i vnitini povrch dvojvrstvé membrany je tvofen hydrofilnimi
skupinami, které zabranuji styku hydrofobnich fetézct s vodou. Vezikuly mohou doséhnout rozmér od
desitek nanometrii do desitek mikrometr. Vezikuly, které jsou tvoreny z pfirodnich i syntetickych
fosfolipidl se nazyvaji liposomy. Vezikuly je mozné pfipravit dispergovanim nebo kondenzaci, ale pii

vhodném uspofadani dochazi i ke tvorbé samovolnym rozpusténim [8].

o —

Fofolipidova dvojvrstva membrana

Vezikula

Obrazek 10: Struktura vezikuly a fosfolipidové membrany.
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2.3.1 Kataniontové vezikularni systémy

Vsestranné vezikularni systémy pfilédkaly pozornost diky svym slibnym terapeutickych aplikacich. Tyto
vezikularni systémy maji schopnost zapouzdfit polarni 1é¢iva ve svém vodném kompartmentu a do
uhlovodikové domény mohou byt zabudovany naopak hydrofobni slouceniny. Jedny z nejvice
studovanych systémt jsou liposomy, slozeny z pfirodnich polarnich lipidd, které jsou biokompatibilni,
biologicky odbouratelné a netoxické. Liposomy vSak maji i né€které nevyhody jako jsou nakladné
suroviny pro jejich pripravu, vysoce energeticky a zdlouhavy postup pripravy s nékolika kroky, vznik
nerovnovaznych struktur s omezenou koloidni stabilitou a snadnid chemickd degradace hydrolyzou
ptirodnich lipida.

Jako vhodnou alternativou téchto liposomii jsou zkoumany kataniontové vezikuly, které jsou schopny
se spontanné shromazdovat bez jakykoli energetickych pozadavkli po smichani kationtovych
a aniontovych povrchové aktivnich latek. Jejich termodynamicka nebo kineticka stabilita je jednou
z mnoha vyhod. Lze je prfipravit za pomoci jednoduchych a ekonomicky pfijatelnych podminek
z povrchové aktivnich latek. Jejich velikost, povrchovou hustotu, flexibilitu ¢i propustnost mizeme
pozménit tpravou koncentrace nebo sméSovacim pomérem kationtovych a aniontovych PAL. Pfipadnou
upravu teploty ¢i délky fetézce 1ze zajistit pfidanim soli nebo pomocnych rozpoustédel [14].

Kataniontové vezikularni systémy jsou tvofeny smési dvou opaéné nabitych povrchové aktivnich
latek. Asociace kationtovych a aniontovych povrchové aktivnich latek prostfednictvim interakci mezi
jejich polarnimi hlavnimi skupinami mohou vytvorit komplex se strukturou, ktera se velmi podoba dvoji
fetézcové struktufe fosfolipidi. Tyto komplexy maji tendenci ve vodném prostiedi tvofit vezikuldrni
struktury za ur¢itych podminek. Smési opacn¢ nabitych povrchové aktivnich latek mtizeme klasifikovat
do dvou typl: kataniontové smési a amfifilni iontové pary (IPA). Piestoze kataniontové smési mohou
tvofit kataniontové vezikuly spontanng, tyto systémy vykazuji komplikace u fazového chovani.
U vezikul IPA maji bez ptebytecné soli obvykle nizkou rozpustnost ve vodé a tvofi kataniontové
vezikuly s obtiznosti. Jedna se vSak o slozité systémy a je nutné prekonani nedostatk, jako je pfitomny
prebytek soli v kataniontovych vezikulach, nizka rozpustnost a $patna fyzicka stabilita kataniontovych
vezikul, pomoci riznych aditiv a chemickych latek [15].

Vzhledem k fyzikalné chemickym a biologickym vlastnostem jsou tyto kataniontové vezikuly zvlast
zajimavé pro aplikace v nanotechnologiich a biomedicing. Bylo zjisténo, ze lipidové vacky jsou cenné
v imunologii, membranové biologii, diagnostickych technikdch a v genetickém inZenyrstvi. Tyto
vezikuly predev§im hraji hlavni roli pii modelovani biologickych membran a pfi transportu a cileni
aktivnich latek do organismu [16].
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Obrdzek 11: Vznik dvouretézcového tenzidu s protiionty Z jednotlivych opacné nabitych PAL.
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2.3.1.1 IPA (amfifilni iontovy par)

Ptipravou ze smési kationtovych a aniontovych povrchové aktivnich latek na zdkladée elektrostatickych
ptitazlivych sil mezi polarnimi hlavnimi skupinami vznikaji kataniontové povrchové aktivni latky. Po
odstranéni protiiontil z této smési se ziskany zbytek nazyva IPA. IPA je tedy obecné tvofena sparovanim
dvou jednofetézcovych protilehlych nabitych povrchové aktivnich latek se stejnym molarnim pomérem
a lze ji povazovat za povrchové aktivni latku s dvojitym fetézcem. Vlivem kritického parametru baleni,
ktery urcuje mikrostrukturu agregatii povrchove aktivnich latek ve vodné fazi, se IPA proto radé&ji
shromazd'uje do dvouvrstvych vezikul nez do micel. V piipadé tvorby micel by dochdzelo ke zmenSeni
uéinné oblasti hlavni skupiny [17].

Ptiprava IPA muize probihat i pomoci chemickych metod jako je iontova vyména, extrakce a srazeni.
U iontové vymény je zapotiebi iontoménicova pryskytice, ktera je schopna pieménit aniontové
a kationové povrchové aktivni latky do jejich protonovanych a hydroxidovych forem. Poté se provede
acidobazicka reakce smichanim dvou roztokid povrchové aktivnich latek. Pti extrak¢énich metodach se
IPA pfipravuje smichanim moldrniho mnozstvi opacné nabitych povrchové aktivnich latek ve vodé
a nasledné extrakce vhodnym organickym rozpoustédlem. Kataniontovych vezikuly pfipravené z Cisté
vodné faze IPA obvykle vykazuji kratkodobou fyzikalni stabilitu. Na piekonani této nezadouci

vlastnosti 1ze pouzit rizné postupy k tpravé vezikuly [16].

Obrazek 12: Vznik kataniontovych vezikul ze zdkladni jednotky IPA.

2.3.1.2 Stabilizace kataniontovych vezikuldarnich systémit pomoci DODAC a cholesterolu

Hlavnim vyzkumem v této oblasti je schopnost kataniontovych vezikularnich systémt zapouzdtit
léky, ¢i jiné GCinné latky a moznost je uvolnit dle potfeby. Tento pozadavek vsak vede k ur€itym
upravam slozeni dvouvrstvé membrany [18]. Divodem je $patna fyzikalni stabilita kataniontovych
vezikul, které byly pfipraveny pouze ze zékladni stavebni jednotky IPA ve vodné fazi. Spatna stabilita
téchto vezikul mtize zpisobit, Ze se snadno spoji nebo agreguji a nemiizou si tak dlouhodob¢ uchovat
svou velikost.

Jednou z moznosti, jak zlepsit fyzikalni stabilitu, je pfidani n€kterych nabitych dvojietézcovych
povrchové aktivnich latek. Diky tomu jsou kataniontové vezikuly stejné nabité, odpudivé interakce mezi
nimi prevladaji a vlivem toho je agregace a fize inhibovana. Nabité kataniontové vezikuly mohou také
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interagovat S opacné nabitymi polymery prostfednictvim elektrostatickych a hydrofobnich interakei.
Dalsi vyhodou muize byt zvySeni stability a biokompatibility [19].

Dioctadecyldimethylamoniumchlorid (DODAC) je dvoufetézcova kationtova povrchové aktivni
latka a pridavkem do systému bylo prokazano, Zze dochazi ke zlepSeni odpudivé interakce mezi vezikuly
a zmén¢ molekularni interakce uvnitt vezikularnich dvojvrstev.

IPA DODAC

Obrazek 13: Zaclenéni DODAC do membradny kataniontovych vezikul.

DalSim postupem pro zlepSeni stability vezikul se pouZziva cholesterol. Cholesterol pisobi jako
regulator membranové propustnosti, pruznosti a tuhosti, ma schopnost zabranit agregaci a tim zvysit
stabilitu dvojvrstev. Hydroxylova skupina, kterd tvoti vodikové vazby a je inkorporovana do dvojvrstvy
vezikul, zvysuje jejich stabilitu a tekutost. Je schopen ovliviiovat charakter naboje, fyzikalni stabilitu
a molekularni slozeni dvojvrstev. Jeho pritomnost také ovliviuje elektrostaticky odpor a tim dochazi ke
snizeni potencialu zeta. Celkové sniZeni tohoto potencialu vezikul vlivem cholesterolu dochézi ke
snizeni tendence k protiontové vazbé. V piipadé vétsiho mnozstvi cholesterolu, vSak mize dochézet ke
krystalizaci uhlovodikovych fetézci a destabilizaénimu G¢inku na vezikuly [19].

g IPA

DODAC
:
5 FFENY Cholesterol

Obrdzek 14: Zaclenéni DODAC a cholesterolu do membrany kataniontovych vezikul.
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2.3.1.3 Obecna aplikace liposomii

Lipidové dvojvrstvy a liposomy vykazuji rizné fazové piechody, které by mohly byt pouzity ke
spusténi uvolnovani lé¢iva nebo fizi liposomu pti vhodném spusténi. Tyto dvojvrstvy mohou existovat
Vv nizkoteplotni pevné fazi a nad urcitou teplotou v tenké neuspotfadané fazi. Tento prechod lze prave
vyuzit k fizeni tiniku liposomti a tim docilit u¢inngjsi dodani enkapsulovanych 1é¢iv do cilovych tkani.
Dvojvrstvy mohou také prochéazet prechody do jiné kapalné-krystalické faze vlivem zvyseni celkové
nebo primérné plochy polarnich hlav. Tyto prechody na vnéj$i monovrstve 1ze ovlivnit hydrolyzou nebo
protonaci lipidii obsahujicich slabé bazické skupiny a mohou tak vyvolat fuzi liposomi a uvolnéni jejich
obsahu.

Pro dodani 1é¢iva mohou byt liposomy formulovany jako suspenze, aerosol nebo pevna forma.
V ptipadé pevné formy je piikladem gelovy krém nebo suchy prasek. Tyto pevné formy mohou byt
podavani topicky a parenteralné. U intravenozniho podani a systémového ucinku jsou lipidy
automaticky rozpoznany jako cizi Castice a nasledné tak endocytovany buitkami mononuklearniho
fagocytarniho systému (MPS) a fixovanymi specialnimi buiikami v jatrech a slezin€. V tomto piipade
je to velice uzitené pii cileni do téchto bun¢k. Vlivem tohoto osudu liposomt byla snaha o nalezeni
dalsich liposomt, které by byly schopny se vyhnout tomuto rychlému vychytavani MPS. Vysledkem
bylo nalezeni n¢kolik lipidovych kompozic, které jsou schopny prodlouzit dobu krevniho ob&hu a vedly
tak k dalsimu vyvoji stericky stabilizovanych liposomii [20].

@ Hydrofilni lééivo
o/ DNA/RNA

Lipofilni 1é¢ivo

Povrchové funkéni molekuly
@ Ligandy

Obrazek 15: Ruzné typy systémii k podavani lékit pomoci liposomii.

2.4 Solubilizace

Solubilizace je jednou z vyznamnych vlastnosti micelarnich koloidd, ktera souvisi se stavbou jejich
micel a jedna se o schopnost rozpoustét nerozpustné, nebo malo rozpustné latky v ¢istém disperznim
prostiedi.

Mechanismus solubilizace se 1i§i vlivem disperzniho prostiedi. Na obrazku (viz. Obrazek 16) jsou
znazornény 3 moznosti solubilizace riznych molekul disperzniho prostiedi. V ptipadé rozpoustédla
nepolarni povahy se tyto latky rozpoustéji v jadru micely. Naopak solubilizace polarnich latek probiha
na povrchu micely nebo v tésné blizkosti povrchu. Molekuly, které maji polarni i nepolarni skupinu se
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rozmist'uji v micelach tak, ze jejich uhlovodikové fetézce smetfuji dovnitt micel a polarni skupiny do
vodné faze.

Pfi solubilizaci dochazi ke zvySovani hmotnosti PAL v disledku zabudovani molekul do solubilizatu
micely a vlivem zvétSeni objemu hydrofobniho jadra, ktery zptsobi zvétseni poctu molekul PAL, které
tvoii micelu [11].

Nepeolarni latka Polarné-nepelarni latka Polarni latka

Obrazek 16: Mechanismus solubilizace vlivem disperzniho prostiedi.

Solubilizace ma velky rozsah uziti a uz prvnim ptikladem je prakticky vyznam pii detergenci, béhem
které dochazi k prani znecisténych povrchti ptisobenim PAL. Dochazi zde k absorbci molekul PAL ze
zfedéného vodného roztoku na povrch pevné latky a olejovité vrstvy, ktera je soucast znecisténi.
Dochazi ke zméné velikosti smaceciho uhlu a olejovita vrstva a jiné necistoty se postupné sbaluji
a postupnym uvolnénim piechazeji do roztoku, kde jsou solubilizovany do micel. Tyto micely maji poté
hydrofilni charakter a neni tedy mozné, aby se vazaly zpé€t na Cisty povrch pevné latky. Zakladem je
vhodny detergent, ktery je schopen difundovat do ¢isté hmoty, dobfe smacet jeho povrch, prevést
necistoty do objemové faze a solubilizovat je. Dalsi vyuziti ma pii syntéze latexi, kde hraje dilezitou
roli pfi emulzni polymeraci nenasycenych uhlovodikii. Tato polymerace probihd v miceldch, které
obsahuji solubilizovany uhlovodik. Solubilizace se uplathuje i v kosmetickém a farmaceutickém
prumyslu pro vyrobu herbicidu, insekticida ¢i fungicidi. V potravinaiském priamyslu maji vyznam pii
koloidnim rozpousténi vody v systémech s nepolarnim prostiedim, kde vznikaji micely s hydrofilnim

jadrem a hydrofobnim povrchem a dochazi k tzv. obracené solubilizaci [11].

2.4.1 Vitaminy rozpustné v tucich

Obecn¢ vitaminy jsou nezbytné mikroziviny pozadované lidskym télem pro spravny rist a vyvoj. Déli
se na vitaminy rozpustné ve vodé a vitaminy rozpustné v tucich. Ve vodé rozpustné vitaminy se
konzumuji v potravé a prebytecné mnozstvi se z téla vylucuje ven. U vitaminl rozpustnych v tucich se
v téle ukladaji v tkanich a jatrech.

Vitaminy rozpustné v tucich jsou vitaminy A, D, E a K a kazdy z téchto vitamint se dale déli do
dalsich skupin v zavislosti na molekularni struktufe. Mezi skupinu vitaminl rozpustnych v tucich jsou
zahrnuty také karotenoidy, které jsou prekurzory vitaminu A. Jedna se 0 lipofilni, hydrofobni molekuly,

které jsou sestaveny z isoprenoidnich jednotek, které jsou pouzity pro syntézu cholesterolu [21].
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Tyto vitaminy jsou vzhledem své hydrofilni povaze transportovany do ob&hu nosnymi proteiny nebo
lipoproteiny a poté jsou ulozeny v jatrech nebo jiné tukové tkani pro dalsi pouziti a skladovani. Jako
skupina maji vitaminy rozpustné v tucich riizna biologicka ptisobeni a nedostatek téchto vitaminti mtize
mit vliv zejména na imunitni systém a télo [22].

24.1.1 Vitamin A

Aktivni slou€eniny vitaminu A ptedstavuji retinoidy a karotenoidové prekurzory vitaminu A. Retinoidy
obsahuji retinol, retinaldehyd a kyselinu retinovou spole¢né s jejich piirozené se vyskytujicimi
a syntetickymi analogy. Karotenoidy jsou zluté, oranzové, ¢ervené nebo fialové pigmenty, které jsou
odpovédné za barvu mnoha druhti zeleniny a ovoce. Existuji vSak i ur€ité témet bezbarvé karotenoidy.
V piirod¢é jsou syntetizovany prevazné vysSimi rostlinami a fotosyntetickymi mikroorganismy, ve
kterych hraji zasadni roli v metabolismu.

Obrazek 17: Chemicka struktura vitaminu A.

Vitamin A je nezbytnou mikrozivinou ve stravé pro zrak, rust, diferenciaci tkani, reprodukci
a udrzovani imunitniho systému. Nedostatek mtize vyrazné ovlivnit reprodukci v obou piipadech, kdy
u muzd je retinol nezbytny pro normalni spermatogenezi a u Zen je nezbytny pro poceti a vyvoj plodu.
Obecné karotenoidy pfitomné v ovoci a zelening jsou povazovany za latky chranici lidské zdravi.

Vitamin A se z potravy uklada v jatrech a v ptipadé potieby se vylucuje do krve. Cirkulujici retinol
je piijiman cilovymi bufikami a ¢asteéné oxidovan na kyselinu retinovou, ktera indikuje syntézu
proteind pfimou kontrolou genové exprese. Tento typ aktivace vytvari vitamin A jako hormon, ktery je
podobny steroidnim hormondm a hormonu §titné zlazy.

Hlavnim zdrojem karotenoidd provitaminu A je zelenina a ovoce. Aktivni karotenoidy, které jsou
odvozeny z potravy zvifete, téZ obsahuji i mlé¢né vyrobky, vajeény zloutek, m&kkysi a korysi. p-karoten
tvoti vice nez 85% celkové aktivity provitaminu A. VyjimKy jsou vSak mrkev a pomeran¢, které
obsahuji jak B-karoten, tak i a-karoten. V mnoha druzich ovoce a zeleniny jsou koncentrace provitamint
nizké ve srovnani s koncentracemi karotenoidd. Piikladem mize byt lutein, ktery je nejhojnéjsim
karotenoidem v zelené listové zelening, lykopen pievladajici v rajcatech nebo hlavni pigment v ¢ervené
paprice s nazvem kapanthantin [22].

24.1.2 Vitamin E

Vitamin E je obecny nazev, ktery piedstavuje ¢tyfi tokoferoly a ¢tyfi tokotrienoly s rliznou biologickou
ucinnosti. Nazev tokoferol odkazuje na methylem substituované derivaty tokolu a neni synonymem
terminu vitaminu E. Tokoferoly a tokotrienoly 1ze souhrnné oznacovat jako tokochromanoly.
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Obrazek 18: Chemicka struktura vitaminu E.

Acetatovy ester tokoferolu se pouziva jako dopln¢€k stravy z diivodu jeho vétsi stability. Protoze neni
izolovan bez chemického zpracovani, neni mozné ho legalné nazvat ptfirodnim, ale pouze jako
odvozenym z ptirodnich zdroji.

Prirozena forma tokoferolli a tokotrienold existuje v neesterifikovanych formach a jsou Siroce
distribuovany do ofechil, semen, ovoce, zeleniny a trav. Hlavnim zdrojem vitaminu E jsou oleje
z obilnych semen, margarin a dal$i vyrobky z nich vyrobené.

Béhem experimentalniho pozorovani zvirat, které byli zbaveny vitaminu E zptisobilo mnoho riznych
syndromti, které Ize vysvétlit, ze vitamin ptsobi jako antioxidant pii stabilizaci nenasycenych lipida
v biologickych membranach. Vitamin E dale pomaha tvofit krevni bunky, nervovou tkan, posiluje
imunitni systém a chrani oxidaci z polynenasycenych mastnych kyselin. TéZ se podili na udrzovani
imunitni funkce, inhibici rstu a diferenciace rakovinnych buné€k, vychytavani volnych radikalu, inhibici
DNA, RNA a syntézy proteinti v rakovinnych bunkach [23].

2.5 UV-VIS spektrofotometrie

Ultrafialova a viditelna spektrofometrie patii mezi optické spektralni metody, pii které dochazi
k absorpci zateni v rozsahu 200800 nm zfedénymi roztoky molekul. Pfi absorpci dochazi k excitaci
valencnich elektronti a v UV-VIS oblasti se zaieni absorbuje pii pfechodu z niz§iho elektronového pasu
do vyssiho. Vysledkem méteni je absorpcni spektrum, které slouzi ke kvalitativni identifikaci
organickych sloucenin obsahujici chromoforni skupiny. Tyto skupiny atomt v molekule zptsobujici
absorpci zafeni v UV-VIS oblasti se obecné€ nazyvaji chromofory a vyznacuji se tim, ze ve své struktuie
obsahuji nasobné vazby.

Elektronové absorp¢ni spektrum neboli absorpéni kiivka, je definovana jako zavislost transmitance
nebo absorbance na vinové délce nebo vinoctu zafeni. Absorpcni spektrum je pasové, kdy jeden pas ve
spektru odpovida jednomu typu prechodu elektronu v molekule do excitovaného stavu. Tyto jednotlivé
pasy ze spektra se popisuji jejich maximem vinové délky — Amax, ktera urcuje polohu a souvisi s energii
orbitalli, mezi kterymi nastava presun elektronti pii excitaci. Za béznych podminek se elektron nachazi
na zakladni elektronové a vibra¢ni hladin€. Absorpci fotonu prijme energii a v diisledku této energie
dochazi k ptechodu elektronu na excitovanou hladinu a jednu z mnoha vibra¢nich a rota¢nich hladin.
Diky tomu je absorpce fotoni mozna o jen malo se liSici energii a vytvaieji se velmi blizké absorp¢ni
linie ve spektru, které ve vysledku splyvaji v pas [24].

Vnitini energie molekuly je dana souctem tfi druhd energii a to elektronové, vibracni a rotacni. Tyto
energie jsou kvantovany a mohou nabyvat jen urcitych diskrétnich hodnot, které odpovidaji hladinam
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energie. Mezi jednotlivymi hladinami jsou znac¢né energetické rozdily energie. Mezi zéakladni
a excitovanou elektronovou hladivou je rozdil energie veliky a odpovida hodnoté 102 kJ/mol.
U sousednich energetickych vibracnich hladin je rozdil energie mensi a v pfipade rotacnich hladin je
rozdil mezi energiemi nejnizsi, ktery odpovida hodnot¢ 10 kJ/mol.
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Obrdzek 19: Zakladni schéma absorpéniho spektra a elektronové hladiny pro prechody elektronii pri
absorpci UV-VIS zaieni molekulou [24].

Absorpcni spektralni analyza v UV-VIS oblasti se mlze rozdélit na nckolik Casti dle pouziti
ptistrojové techniky, a to na spektrofotometrii, fotometrii a kolorimetrii. Ze vSech uvedenych je dnes
nejvyznamnéjsi technikou spektrofotometrie.

V pripadé UV-VIS spektrofotometrii se vétSinou méii absorbance. Absorbance je definovana jako
zaporny dekadicky logaritmus transmitance. Transmitance je veliCina, co definuje ¢ast proslého zatreni
latkou.

| |
A=-logT =-log(.-) = log(T°) , (1)
0

kde A piedstavuje absorbanci, T transmitanci, | je prosly zafivy tok a lo je dopadajici zativy tok [25].
Absorbanci je mozné vyjadrit i pomoci Lambert-Beerova zakona. Tento zakon definuje, Ze absorbance

pii urcité vinové délce zavisi na koncentraci ¢ a na tloust'ce vrstvy I
A=¢-l-c, (2)

kde ¢ predstavuje molarni absorpéni koeficient, kdy se jedna se o konstantu, ktera je dana pro ur¢itou
latku za danych podminek a pii presné vinové délce. Veli¢ina | charakterizuje tloustku absorbujici
vrstvy a c latkovou koncentraci absorbujici latky.

Tato zavislost absorbance na koncentraci plati pouze pro monochromatické zafeni pii nizkych

koncentracich. V piipadé vysSich koncentraci mtze dochazet k odchylkam tohoto zakona. Dalsi
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vyjimkou, kdy neni mozné uplatnit tento zakon, je v pfipad¢, Ze dochazi k jinym interakcim latky
s prostiedim. Tato absorpéni spektrofotometrie ma velké vyuziti v kvantitativni analyze a vyuziva se
predevsim pro stanoveni koncentrace latky v urcitém roztoku. U kvantitativni analyzy pfi stanoveni
dané latky je vSak dulezité vybrat spravnou vinovou délku, pti které bude stanovovana latka silné
absorbovat, a naopak ostatni latky pfi této vinové délce budou absorbovat minimalné. Pred kazdém
méfenim je bézné, Ze dochdzi k proméfeni zavislosti absorbance na vinové délce pii konstantni vinové
délce a tloustce vrstvy. Vyslednou zavislosti pii platnosti Lambertova-Beerova zakona je kalibra¢ni
primka.

2.5.1 Instrumentace UV-VIS spektrofotometrie

U spektrofotometrie se béhem méfeni sleduje intenzita monochromatického zafeni pii prichodu
méfenou latku vroztoku. Hlavnimi C¢éastmi absorpéniho spektrofotometru je zdroj zafeni,
monochromator, absorpéni prostfedi a detekéni systém. Jako zdroj zafeni se predevSim pouziva
wolframova nebo halogenova zarovka pro viditelnou oblast a vodikova vybojka po oblast ultrafialovou.
Jelikoz Lambert-Beertiv zakon plati pouze pro monochromatické zateni, jsou v pfistrojich zabudované
miizkové nebo hranolové monochromatory. Monochromator je tvoien vstupni a vystupni $térbinou,
rozkladnym prvkem a zrcadlovou nebo cockovou soustavou. Jako rozkladny prvek se pouZziva hranol
nebo reflexni miizka a béhem jeho natdceni se postupné zobrazuji jednotlivé monochromatické obrazy
vstupni $térbiny na vystupni §térbinu. Univerzalnim rozkladnym prvek pro rozliSovaci schopnost ve
vsech vinovych délkach ma miizka. V pripadé UV oblasti se pouziva kiemenny hranol, kde je rozliSeni
veétsi a smeérem k delSim vinovym délkdm se zmensuje. Absorpcni prostfedi je tvotfeno kyvetou se
srovnavacim roztokem, ktery tvoii roztok latky ve vhodném rozpoustédle.

Detekéni systém se sklada z detektoru zareni a elektronického zafizeni, ktery zpracovava jeho
odezvy. Detektor funguje na principu ptevodu zativého toku na elektricky signal. Tento signal detektoru
se dale zpracovava v zesilovaci a jeho vystup se vede na méfidlo nebo ¢islicovy displej. Mezi detektory
zafeni se pouzivaji fotonasobice, fotonky, polovodi¢ové fotoelektrické ¢lanky a diodova pole. Ve
viditelné oblasti zafeni se pouzivaji fotonky nebo fotonasobice nebo fotoodpory.

Spektrofotometry jsou jednopaprskové i dvoupaprskové. U jednopaprskovych pristroju je pouzivani
jednodussi a slouzi k analyze absorpéniho spektra bod po dobu. Schéma jednopaprskového UV-VIS

spektrofotometru je mozné vidét na obrazku (viz. Obrazek 20).
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Obrdzek 20: Schéma UV-VIS spektrofotometru.

Béhem méfeni vychazi polychromatické zareni ze zdroje a dopada na vstupni Stérbinu monochromatoru.
Po rozkladu na disperznim prvku vychazi z vystupni Stérbiny monochromatoru monochromatické
zareni, které je charakterizovano intervalem vinovych délek. Nasleduje prichod zafeni ptes absorp¢ni
prostiedi a nasledné toto monochromatické zafeni na fotoelektricky detektor za vzniku fotoproudu

a nasledného analogového nebo digitalniho vystupu [26].

2.6 Dynamicky rozptyl svétla

Opticke vlastnosti koloidnich soustav jsou zavislé na fyzikalnich vlastnostech, jako je jejich velikost,
elektricka vodivost a absorpce svétla. V pfipadé interakce svétla stémito soustavami nejlepsi
charakterizaci poskytuje rozptyl svétla a absorpce svétla. Ke stanoveni velikosti koloidnich soustav je
jednou z nejpouzivanéjsi metoda dynamického rozptylu svétla (DLS z angl. dynamic light-scattering)
[27].

Obecné se DLS zabyva métenim suspendovanych ¢astic v kapaliné. Principem méteni velikosti astic
je sledovani Brownova pohybu. Browniiv pohyb je ndhodny pohyb castic vlivem srazek molekul
rozpoustddla a v zavislosti na pohybu &astic se méni intenzita rozptyleného svétla. Cim vétsi Gastice
jsou, tim pomalej$i Browniv pohyb budou mit a naopak malé Castice se vlivem srazek molekul
rozpoustédla pohybuji rychleji a tim se také rychleji méni intenzita rozptyleného svétla. Rychlost
Brownova pohybu je definovana vlastnosti znamou jako transla¢ni difuzni koeficient. Velikost ¢astic se
vypo¢ita z transla¢niho difuzniho koeficientu pomoci StokesEinsteinovy rovnice:

D =kgT/6mna, (3)
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kde ks zna¢i Boltzmanovu konstantu, jejiz hodnota je 1,38-10% J/K, T je termodynamicka teplota, o
udava polomér sledované ¢astice a soucin keT udava tepelnou energii pohybu.

Podminkou pro spravné métent je teplota z dlivodu nezbytné znalosti viskozity pro pfesné stanoveni.
Meéfeni rychlosti Castic rozptyleni v diisledku Brownova pohybu se provadi pii kolisani intenzity
rozptyleného svétla pomoci vhodného optického uspotadani. Vykyvy intenzity rozptyleného svétla
zavisi praveé na velikosti Castic. Systém dynamického rozptylu svétla se sklada z nékolika hlavnich
komponentt. Jako prvni je laser, ktery poskytuje svételny zdroj k osvétleni vzorku V buiice, kde
prochazi skrz vzorek laserovy paprsek. Detektor dale méti rozptylené svétlo. Je vSak podminkou, aby
intenzita rozptyleného svétla byla ve specifickém rozsahu pro ispésné méfeni. Pro fizeni této intenzity
slouzi atenuator, ktery je schopen snizit intenzitu laserového zdroje a tim snizit intenzitu rozptylu, nebo
Vv ptipadé nizkych koncentraci ve vzorku miize mnozstvi rozptyleného svétla zvysit intenzitu laserového
zdroje. Nasleduje predani signalu intenzity z detektoru na digitalni procesorovou desku zvanou
korelator. Tento korelator porovnava intenzitu rozptylu v po sobé jdoucich casovych intervalech
k odvozeni rychlosti, pii které se intenzita méni. Tato informace se poté pieda do pocitace, kde software
analyzuje data a vyhodnoti informaci o velikosti [28].
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Obrazek 21: Schéma instrumentace metody dynamického rozptylu svétla.

2.7 Zeta potencial

Vlivem ptitomnosti ¢astic disperzni faze a rozvinutého fazového rozhrani v disperznich soustavach
dochazi ke vzniku elektrokinetickych jevi. U nabitych koloidnich ¢astic pak dochazi k seskupeni
malych iontll s opacné nabitym nabojem a na povrchu téchto koloidnich ¢asti tak vznikaji dvé nabité
vrstvy, tzv. elektricka dvojvrstva. V této elektrické dvojvrstvé miizeme odlisit dvé zakladni &asti. Cést
blizsi k povrchu se nazyva kompaktni, piisobi zde adsorpéni sily a v piipadé vzdalenéjsi difazni ¢asti
lze tyto adsorpéni sily zanedbat. Diky povrchovému naboji koloidnich ¢astic existuje potencidlovy
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rozdil mezi jejich povrchem a roztokem. V piipad¢€ potencialovych rozdilti se déli na dva druhy. Prvnim
je elektrochemicky potencidl, ktery zodpovida za jevy spojené s vedenim elektrického proudu, za
membranové potencialy a je dan celkovym potencidlovym rozdilem mezi povrchem ¢astice a objemem
kapaliny. V druhém pftipadé se jedna o elektrokineticky potencial (zeta potencial (), ktery je
charakterizovan jako rozdil mezi objemem kapaliny a tenkou vrstvou protiiontti poutanou Kk povrchu
Castice, tedy na rozhrani mezi kompakini a diftzni ¢asti elektrické dvojvrstvy. Elektricky naboj
dvojvrstvy popisuje a ovlivituje celkovou stabilitu koloidniho systému. Tento potencial je také
zodpovédny za vznik elektrokinetickym jevl, jakymi je elektroforéza, elektroosmoéza, potencial
proudéni a sedimentacni potencial [29].

Zeta potencial se méii pomoci elektroforetického rozptylu svétla (ELS). Elektroforeticky rozptyl svétla
méfi, jak rychle se v kapalin€ pohybuji ¢astice po aplikovani elektrického pole. Diky zndmé hodnoté
této rychlosti, hodnoty velikosti pole a dalSich charakteristickych veli¢in miZzeme poté vypocitat
vyslednou hodnotu zeta potencialu [27].

Sternova vrstva

wevr

iontova sila, koncentrace dalSich slozek v systému a teplota. Obecné vyznamem potencialu zeta spociva
vtom, ze jeho hodnota muze souviset s kratkodobou a dlouhodobou stabilitou emulzi. Emulze
s vysokym potencidlem zeta (zapornym i kladnym) jsou elektricky stabilizovany v dusledku
elektrostatického odpuzovani jednotlivych Castic, zatimco emulze s nizkym potencidlem zeta maji sklon
ke srazeni nebo vlockovani, coz mlize vést ke Spatné stabilité. Obecné v rozmezi hodnot zeta potencialu
-30 mV az +30 mV se emulze povazuji za nestabilni. V piipadé emulze s vysokym zeta potencialem
prevysuji odpudivé sily ty atraktivni a vede to K relativné stabilnimu systému [31].

2.8 Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

Obecné chromatografie patii mezi separa¢ni metody, které jsou zalozeny na rozdilné distribuci délenych
latek ve smési mezi dveé rizné nemisitelné faze. Jedna se o fazi mobilni (pohyblivou) a fazi stacionarni
(nepohyblivou). U kapalinové chromatografie je mobilni fazi kapalina a stacionarni fazi mize byt tuha
latka nebo kapalina ukotvena na tuhém nosici. Stacionarni faze je umisténa v chromatografické koloné

ve forme sorbentu a mobilni faze protéka timto sorbentem. NejcastéjSim uspotfadanim kapalinové
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chromatografie je pravé vysokouc¢inna kapalinova chromatografie HPLC (High Performance Liquid
Chromatography). V pfipadé tohoto usporadani mobilni faze je rozdil v pfivadéni do systému pomoci
Cerpadla za vysokého tlaku.

K umoznéni distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi je dilezita existence fazového rozhrani.
V priibéhu déleni poté dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy pfislusnych délenych latek mezi
mobilni a stacionarni fazi. V idealnim ptipadé se chromatograficky systém muze blizit k rovnovaze.
Toto déleni je znazornéné na obrazku (viz. Obrazek 23).
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Obrazek 23: Pritbéh déleni mezi mobilni a staciondrni fazi znacici rovnovahu.

Jednotlivé separované zony analytd vychazejici z kolony jsou zaznamenavany b&hem prichodu
detektorem a signal je nésledné pieveden do podoby chromatografického zdznamu, zvany
chromatogram. Ten chromatograficky zaznam je charakteristicky kiivkami gausovského tvaru, které
jsou nazyvany piky.

Pro kazdou délenou latku je charakteristickou veli¢inou reten¢ni (elucni) €as tr nebo retencni (elucni)
objem Vg. Retenéni ¢as je doba, ktera uplyne od nastiiku vzorku do dosaZzeni maxima kiivky, neboli,
vrcholu piku a jedna se o kvalitativni charakteristiku latky. V pifipadé reten¢niho objemu se jedna o
objem mobilni faze, kterd proteCe kolonou za tuto dobu. Kvantitativni charakteristika latky je poté
plocha pod pikem (A) nebo vyska piku (h) [32].

HPLC je oblibené diky rychlé a senzitivni separaci s presnou kvantifikaci rozdélenych analyti. Mize
byt aplikovdna na Sirokou skupinu latek. Separa¢ni metody pouzivané u HPLC zavisi na charakteru
stacionarni faze, naplni kolony a slozeni mobilni faze.

Pti HPLC muzZe byt mobilni faze pumpovana pies kolonu ve stejném slozeni béhem celé analyzy a
procesu déleni. Tento zplisob je oznaCovan jako isokraticky. Naopak u komplikovanych vzorkt
s obsahem mnoha rtznych latek sriznym stupném relativni polarity je nutné pro jejich dokonalé
rozdg¢leni v pribéhu déleni ménit sloZzeni mobilni faze. Tento zplisob oznacujeme jako gradientovy.

2.8.1 Instrumentace HPLC

Blokové schéma je uvedeno na obrazku (viz. Obrazek 24). Kapalinovy chromatograf se vsak mtize lehce
lisit a mize mit fadu obmén, kdy je mozné nékteré komponenty vyfadit nebo naopak pridat. Pfi
isokratické eluci je mobilni faze vedena ze zasobniku mobilni faze do vysokotlakého Cerpadla. Pii
gradientové eluci mize byt také uskute¢néna pomoci dvou vysokotlakych ¢erpadel, kdy je sméSovac
zatazen za vysokotlakym ¢erpadle. Odplynéni mobilni faze je provedeno v odplytiovaci [33].
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Obrdazek 24: Blokové schéma HPLC [33].

Vysokotlaka pumpa se vyuziva k zajisténi prutoku mobilni faze. Pies velmi malé ¢astice naplné
kolony musi pumpa vyvinout vysoky tlak. Soucasn¢ musi zarucit konstantni a velmi nizky pratok bez
tlakovych a objemovych razii a kolisani. Nékdy se k vyrovnani a kolisani tlaku pifi pohybu pistu
vyuzivaji i dvoupistové pumpy.

Pro nastiik vzorku do systému se pouziva injektor. Tento systém je idedlni vzhledem k vysokému tlaku
v délicim systému chromatografu. Miize byt mechanickym pooto¢enim ptipojen nebo odpojen od délici
kolony. Po vydavkovani vzorku do odpojeného injektoru za nizkého tlaku se injektor pootoci a vzorek
se tak dostane do oblasti vysokého tlaku na zacatek délici kolony. V cast&jsim pfipadé se nyni
k pfesnému davkovani velmi malych objemi vzork pouZivaji pfesné Hamiltonské stiikacky.

velikosti 25 cm s naplni ¢astic o velikosti 5—10 um. Nové se pouzivaji i kratsi kolony o délce 3-5 cm
plnéné velmi malymi ¢asticemi o priblizné velikosti 2-3 pm. Diky kratsi konstrukci na téchto mensich
kolonach probiha déleni rychleji. Kolony s malym primérem, men$im nez 2 mm, vykazuji vysokou
senzitivitu. Nevyhodou vsak je, ze vyzaduji pumpu s velmi malym pritokem a specialni detektory s
malou pritokovou celou.

Nejcastéji vyuzivanym detektorem pro méteni na HPLC je UV-VIS detektor pro méteni absorbance ve
viditelné a ultrafialové oblasti. Podminkou jeho pouziti je vSak schopnost rozdélené analytd,
vychazejicich z kolony a také schopnost absorbovat svétlo uréité vinové délky. Dalsim detektorem pro
méteni muze byt detektor s diodovym polem, ktery umoznuje proméfit rozdélené latky pii vice vinovych
delkach nebo v celém spektru. Poskytuje tak informace o identité a Cistoté piku. Naopak pro pfirozené
fluoreskujici latky je vhodny fluorescencni detektor a pro latky, které obsahuji v molekule elektroaktivni
funkéni skupinu lze detektovat elektrochemickym detektorem na vodivostnim principu. V tomto piipadé
se jedna o konduktometricky detektor [33].
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Tvorba kataniontovych vezikularnich systémiu

Patrizia Andreozzi, Sergio S. Funari a spol. ve své praci zkoumali kataniontovy systém, ktery byl
tvoten z dodecylsulfatu sodného (SDS) a cetyltrimetrhylamoniumbromidu (CTAB) pomoci riznych
experimentalnich technik pro charakterizaci vnitini struktury a velikosti kataniontovych vezikul a za
ucelem stanoveni pfechodd do unilamelarniho stavu. Vezikularni systémy byly pfipraveny pfi riznych
pomérech SDS a CTAB za vzniku zakaleného roztoku vezikul. Rovnovaha tohoto systému byla
dosazena po nékolika dnech stani pfi pokojové teploté bez sonifikace. Ptikladem experimentalni
techniky bylo méfeni dynamického rozptylu svétla (DLS). DLS méfeni bylo provadéno pii 25°C a byl
sledovan stfedni hydrodynamicky prumér vezikul v zavislosti na teplot¢ a molarniho poméru
RSDS/CTAB. Na obrazku (viz. Obrazek 25) je dokazana zavislost poméru slozeni na hydrodynamickém
pruméru vezikul, kde 1ze odvodit, Ze se zvySujici se hodnotou Dy dochazi ke snizovani k poméru R mezi
SDS/CTAB. Hodnoty blizici se k neutralizaci ndboje potvrzuji, Ze Castecné naboje na téchto vezikulach
hraji dualeZitou roli pii mezifazového zakfiveni. Na druhém grafu je mozné pozorovat vyznamné
ovlivnéni vezikul teplotou, kde dochazi ke zvySovanim teploty k posunu Dy ke skoku vzhiiru a ndhlym
poklesem nad kritickou hodnotu.
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Obrazek 25: Zavislost slozeni hydrodynamického priméru vezikul SDS/CTAB ukazujici pritomnost

vezikul v rozmezi velikosti z méreni DLS a teplotni zavislost hydrodynamického priméru vezikul
SDS/CTAB.

Meteni DLS bylo provadéno i v zavislosti na Case, pii kterém byla pozorovana témét konstantni
hodnota Dy vezikul po dobu 1 mésice. Dal$im experimentem bylo méfeni SAXS, které se predevsim
zaméfuje na vnitini organizace vezikul, zatimco méfeni DLS slouzi k modifikaci v celkové velikosti.
Béhem meéteni se sledoval pfechod multilameldrni povahy vezikul na unimelarni organizaci pti 20°C
a zvysledkd lze odvodit zavér, Ze je prechod z multi na unilamelarni vezikuly ovlivnén zna¢nym
snizenim Dy hodnot nad kritickou teplotou. Experimenty béhem této prace potvrzuji zmény velikosti
vezikul vlivem zménami jejich vnitini struktury. Po zahfati se multilamelarni vezikuly méni na
unilamelarni se sou¢asnymi fuznimi a rustovymi mechanismy vezikul. Tento pfechod do vice vrstev je

zpétny proces, V experimentalnim ¢asovém méftitku dlouhy a vezikuly ptipravené za vysokych teplot
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zustavaji neruSené po dlouhou dobu. Diky teploté je mozné ziskat unilamelarni vezikularni disperze
s dobfe definovanym cistym nabojem. Tato vlastnost vezikul je velice piinosna v ptfipad¢ dalSich
biomedicinskych aplikaci [34].

Irene Russo Krauss a spol. se ve své praci zaméfili na pfipravu a charakterizaci kataniontovych
vezikul pfipravenych prostiednictvim CTAB a SDS, vhodnych pro solubilizaci aktivnich latek jako
nanonosice. Do téchto agregatti inkorporovali pfirodni antioxidant trans-resveratrol (t-RESV), ktery je
ve vodé malo rozpustny. Chemicko-fyzikalni charakterizace byla méfena prostiednictvim dynamického
rozptylu svétla a struktura a dynamika agregéti byla analyzovana pomoci malého thlového rozptylu
a elektronové paramagnetické rezonancni spektroskopie. Tento systém tvofeny smési CTAC-SDS
charakterizovali jako slozity s velkym rozsahem slozenim, ve kterém se tvoii pouze vezikuly, kde
ptevladaji kationty. V porovnani se smési CTAB-SDS ma rozsah o mnoho §irsi a nema sklon K tvorbé
prodlouzenych micel. Vlivem neptimého ucinku chloridovych iontli dochazi ke stabilizaci vezikul diky
pritomnosti pfidaného elektrolytu pii vysoké koncentraci. Dalsi stabilizace nastava kvili asymetrii mezi
alkylovymi konci obou PAL, kde dochazi k ¢astecné interdigitaci jejich konci ve dvojvrstvém vnitinim
jadru. Béhem solubilizace aktivni latky t- RESV do kataniontovych vezikul sledovali, zda jsou tyto
systémy jako nanonosice vhodné pro jejich cileni. Aktivni latka t- RESV byla castecné solubilizovana
mezi hlavni skupiny PAL a Castecné mezi skupiny, které jsou ¢asteCné vystaveny okolnimu prostiedi
bez jiného vedlejsiho procesu jako je izomerizace nebo autoagregace. Sledovali schopnost t- RESV
uplatiovat svou antioxidacni aktivitu ve vodném prostfedi obklopujicim vezikuly. Experiment, ktery
sledoval tuto aktivitu v ptitomnosti agregatu CTAC-SDS dokazuje, Ze aktivni latka t-RESV vyviji
vyznamnou zachycovaci aktivitu vici radikalim ve vodném prostiedi bez piridaného dalsiho
rozpoustédla nebo solubilizatoru. Tato skuteCnost je velice vyznamna a zavisi na koncentraci
a rozpustnosti této aktivni latky.
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Obrdzek 26: Mechanismus CTAC-SDS vezikul s t-RESV béhem radikdlového zdchytu.

Dalsim zaméfenim v této praci bylo na aplika¢ni vyznam této kataniontové smési a bez ohledu na
vyznamné vlastnosti ziistdva toto pouziti pomémeé omezené. V disledku toho tato prace ukazuje prave

enkapsulaé¢ni moznosti téchto systému pro dalsi vyzkum a aplikaci [35].

30



3.2 ZvySeni stability vezikularnich systému pomoci cholesterolu a nabitych
dvojietézcovych PAL

An-Tsung Kuo, Cheng-Lin Tu a spol. se zabyvali ptipravou kataniontovych vezikularnich systému
zIPA a zvySenim fyzické stability téchto struktur Upravou interakci mezi vacky. Pro tupravu
molekularniho slozeni vezikularnich dvojvrstev a zvySeni stability pouzili cholesterol. Ur¢ité mnozstvi
cholesterolu pfidali do kataniontovych vezikul, které byly tvofeny hexadecyltrimethylamonium-
dodecylsulfatem (HTMA-DS) s ditetradecyldimethylamoniumbromidem (DTDAB). Tato prace
predevsim slouZzi k objasnéni ucinku cholesterolu na fyzickou stabilitu v pfitomnosti nebo neptitomnosti
v téchto vezikulach. Pro vyhodnoceni fyzicke stability a nabojového charakteru byl méfen potencial zeta
pomoci dynamického rozptylu svétla. Behem méteni vezikul sloZzenych z HTMA-DS/DTDAB s riznym
molarnim podilem cholesterolu xchoi dochazelo ke zvySeni zeta potencidld vlivem zvySeného
elektrostatického odporu mezi vacky a nasledné stabilité vezikul. V piipadé absence cholesterolu pti
riznych sméSovacich pomeérech vezikul nebyla naméfena zadna vyznamna zména v potencidlu zeta.
Zaclenénim cholesterolu pii Xchot 4 MM dochézelo k vytlaCovani molekul tvoficich dvojvrstvu od sebe
a zvysila se tak vzdalenost mezi hlavnimi skupinami a doslo ke snizeni elektrostatického odpuzovani
mezi nabitymi hlavnimi skupinami. Tendence vazby protiiontu se snizila a projevilo se to na zvysSeni
ptirdstku potencialu zeta, ktery je znazornén na obrazku (viz. Obrazek 27). Zjistili, ze ptidavkem
nizkého obsahu cholesterolu Xcho1=0,3 dochazelo ke tvorbé malych vezikul vlivem kondenzaénich
ucinkd, zatimco vysoky obsah cholesterolu Xchoi>0,3 podporoval tvorbu velkych vezikul.
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Obrdzek 27: Zavislost moldrniho podilu cholesterolu pri riiznych smésovacich pomérech
HTMA-DS/DTDAB na méreném zeta potencialu.

Vysledky této prace ukazuji, ze ve smiSenych vezikulaich HTMA-DS/DTDAB se obecné zvysila
fyzikalni stabilita zplisobena interakci ve vezikularnich dvojvrstvach supravenym obsahem
cholesterolu. Zahrnuty cholesterol v téchto systémem zvys$il vzdalenost mezi nabitymi hlavnimi
skupinami molekul tvoficich vezikuly, snizil tendenci protiiontové vazby na povrchu vezikul a doslo
tak k vyraznéjsimu nabojovému charakteru vezikul. Mechanicka pevnost dvojvrstvy se zvysila diky
zvétsenému kontaktu se sousednimi uhlovodikovymi fetézci zptisobenym sterolovym kruhem ve
struktute cholesterolu. Naopak alkylovy postranni fetézec cholesterolu spolu s uhlovodikovymi fetézci
blizko koncti v molekulach tvofi flexibilni oblasti uvnitf vezikularnich dvojvrstev. Pfitomnost
cholesterolu ve vezikuldrnich dvojvrstvach zvysila vnitini elektrostatickou odpudivost, ale také upravila
vnéjsi vezikularni obal [36].
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An-Tsung Kuo, Cheng-Lin Tu ve své dalsi praci zkoumali G¢inky cholesterolu a rizné dlouhého
alkylového fetézce DXDAB na fyzickou stabilitu kataniontovych vezikul pfipravenych z IPA
a hexadecyltrimethylamoniumdodecylsulfat (HTMA-DS). Pfedpokladali, Ze by mohlo dochazet ke vétsi
stabilit¢ vezikul vlivem spravného mnozstvi cholesterolu v kombinaci se vhodné zvolenou délkou
uhlovodikového fetézce DXDAB. Vysledky této prace byly zkoumany pomoci analyzy velikosti, zeta
potencialu a s infracervenou analyzou s Fourierovou transformaci. Béhem méfeni dochazelo po zahrnuti
cholesterolu do smisenych vezikul HTMA-DS/DXDAB ke zvyseni potencialu zeta vezikul a zvysila se
tak jejich stabilita. Na obrazku (viz. Obrazek 28) je znazornéné schéma, které ukazuje uéinek
cholesterolu na molekularni slozeni a nabojovy charakter vezikul s rizné¢ dlouhymi délky fetézce
DXDAB.

IPA (HTMA-DS): w

Dialkyldimethylamonium bromid (DXDAB): m

Cholesterol: Q_—anl

@

Délsi vzdalenost

Kratsi vzdilenosti

| Kratky DXDAB | |Dlouby DXDAB|

Obrazek 28: Struktura Vezikularnich systémii v porovnani S kratkymi a dlouhymi uhlovodikovymi
rFetézci DXDAB a cholesterolem.

V souvislosti s DXDAB a jeho délkou alkylového fetézce zaznamenali, Ze vzdalenost mezi nabitymi
hlavnimi skupinami oddé€lenymi cholesterolem se zvétsi se zvétSenim délky uhlovodikového fetézce
DXDAB. Vlivem zvySené vzdalenosti mezi nabitymi hlavnimi skupinami dochézi ke snizeni tendence
K vazani protiionti na povrchu vezikul a naslednému zvySeni zeta potencialu vezikul. Vlivem
zvysujicimu se u¢inku cholesterolu na néaboj dochazi k celkové zvyseni stability systému. Cim je tedy
délka fetézce DXDAB delsi, tim dochazi k vyraznéjsimu zvyseni stability vezikul HTMA-DS/DXDAB.
Tato zji$téni jsou velice uziteéna pro dalsi vyvoj kataniontovych vezikul jako nosi¢t 1é¢iv [37].

Wei-Ta Li, Chia-Yao Tseng a spol. zkoumali 0¢inky rizné délky alkylového dvojitého fetézce
kationtové povrchové latky pridané ke smési IPA. Uginky délky alkylového fetézce byly porovnany
u ditetradecyldimethylamoniumbromidu (DTDAB), dihexadecyldimethylamoniumbromidu (DHDAB)
a dioktadecyldimethylamoniumbromidu (DODAB). Tyto kationtové povrchové latky byly pfipravené
s hexadecyltrimethylamonium-dodecylsulfatem (HTMA-DS), nasledné analyzovany a porovnany.

Fyzické stabilit¢ kataniontovych vezikul HTMA-DS/DXDA piedchazeji zmény interakce ve
32



vezikularnich dvojvrstvach vlivem vytésnéni kationtové ¢asti HTMA pomoci DXDAB. K objasnéni
téchto ucinkd délky alkylového fetézce DXDAB pouzili Langmuirovu metodu pomoci jedné vrstvy.
Pridanim DXDAB s dlouhymi alkylovymi fetézci do monovrstyy HTMA-DS vedlo Kksilné
intermolekularni pfitazlivosti s monovrstvou a vedlo to knetplné desorpci HTMA pii vysoké
povrchové hustoté. Naopak v pfipadé ptfidani DXDAB s kratkymi alkylovymi fetézci doSlo pouze
k ¢astecnému vytésnéni HTMA, a diky tomu ztstalo ur¢ité mnozstvi HTMA ve smiSené monovrstve.
Nejen délka alkylového tfetézce DXDAB je schopna ovlivnit interakci ve smiSenych monovrstvach
vezikul ale i shoda molekularni struktury mezi DXDAB a HTMA-DS. Pro sledovani pfidaného DXDAB
na strukturu monovrstvy HTMA-DS pouzili Brewstertiv tthlovy mikroskop a odhalili Géinek shody
molekularni struktury na molekularni interakci. Pfidanim DHDAB se stejnou délkou alkylového fetézce
jako HTMA vznikaly dobfe zabalené struktury ve smiSené monovrstvé, které lze povazovat za odraz
vysokého napéti. Naopak u smiSené monovrstvy obsahujici DODAB vlivem slabého napéti uvnitt
vznikaly struktury s nepravidelnym tvarem. Slabé napéti uvnitié bylo zplisobené slabymi interakcemi
nebo vyraznym pohybem uhlovodikovych fetézct. Nespravné piitazena ¢ast alkylovych fetézcli mize
pfi ptipravé vezikul s odpovidajicimi kompozicemi ptipadné tvotit defekty dvouvrstvych struktur [38].

3.3 Interakce vezikularnich systémii s vitaminy nerozpustnych v tucich

3.3.1 Vezikularni systémy v interakci s vitaminem A

Seung-Cheol Lee, Kyung-Eun a spol. zkoumali vliv cholesterolu na stabilitu retinolu zabudovaného do
liposomu pfi riznych podminkach. Béhem ptipravy liposomu do fosfolipidové dvojvrstvy pridali retinol
zaroven s cholesterolem a sledovali vliv ruzné teploty a pH na stabilitu. Za¢lenéni retinolu bylo Gspésné
v alkalickém, neutralnim i kyselém prostiedi a po ptidani cholesterolu do systému doslo ke zvétSeni
velikosti liposomil a zlepSeni zapouzdieni. Stabilita retinolu se zvySovala se zvySujicim se obsahem
cholesterolu v lipidové dvojvrstvé vlivem interakce hydrofobnich acylovych fetézcti fosfolipidu
a vodikovych vazeb. Predpoklada se, Ze retinol je distribuovan a stabilizovan v hydrofobnim jadru
liposomi jak v planarnim rozhrani mezi lipidovymi konci, tak v ramci kazdé oblasti acylového fetézce.
Cholesterol zajistil tedy mozné umisténi retinolu v liposomu do fosfolipidové dvojvrstvy i pfes jeho
hydrofobicitu. V ptipadé ptekroceni meze vhodného mnozstvi cholesterolu by vSak mohlo zpisobit
blokaci pfi pfestupu membranou a dal$i ovlivnéni vlastnosti [39].

Kyung-Eun Lee, Jin-Ju Kim a spol. se zabyvali vlivem teploty fazového ptechodu raznych
fosfolipidt v liposomech na stabilitu inkorporovaného retinolu. K p¥ipravé liposomu pouzili dva druhy
fosfolipidu lisici se délkou fetézce a teplotou fazového piehochu, L-a-dimyristoylfosfatidylcholin
(DMPC) a D, L-a-dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC). Liposomy s retinolem pfipravili jako
multilamelarni vezikuly (MLVS), které skladovali pti 15, 30 a 50 °C a nasledné analyzovali.
Inkorporace retinolu do liposomi DPPC a DMPC se v G¢innosti zapouzdieni vyrazné neliSila. V ptipadé
velikosti liposomt, vSak dochdzelo s rostouci délkou fetézce ke zvyseni velikosti. Delsi fetézec DPPC
zvysil praimérnou velikost liposomt az 10x vice jak u DMPC, avsak G¢innosti zabudovani aktivnich
latek do liposoml zavisi na mnozstvi lipida ve vezikule a na velikosti je nezavisld. Mnozstvi
inkorporovaného retinolu do liposomu DPPC a DMPC bylo tedy téméf stejné. Slouceniny, které jsou
rozpustné v tucich a mohou byt inkorporovany do dvouvrstvé faze liposomu a jejich vybér velikosti je
kompromisem mezi G¢innosti inkorporace a stabilitou. Behem prace sledovali stabilitu retinolu v DMPC
a DPPC liposomech pii riznych teplotach v ¢asové zavislosti.
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Obrazek 29: Zavislost stability vezikul DMPC a DPPC s retinolem v zavislosti na case a teploté.

Tento experiment provadéli v 10mM fosfatového pufru osahujici retinol pfi pH 7 a vysledky
zaznamenavali jako funkci doby skladovani pfi teploté 15 °C, 30 °C a 50 °C. Stabilita retinolu v DMPC
liposomu byla daleko 1épe udrzovana v porovnani DPPC liposomu i bez ohledu na teplotu. Pi 15 °C
retinol v DMPC liposomech béhem skladovani ve tmé degradoval vyrazn¢ pomaleji jak v DPPC
liposomech, kde dochazelo ke znaéné zvySené degradaci. Béhem skladovani pti 30 °C byl ochranny
ucinek v DPPC liposomu zvysen, zatimco u DMPC liposomu naopak mirné poklesl. Rychlost degradace
retinolu v liposomech byla také snizena pii 50 °C. Obecné lze fict, ze inkorporace retinolu do DMPC
liposomi snizila stabilitu béhem zvySovani teploty, zatimco stabilita v DPPC liposomech se s rostouci
teplotou zvysila. To znamena, Ze teplota neni jedinym faktorem ve struktufe liposomalni dvojvrstvy
a stale jsou zapotiebi podrobné studie vlivu teploty na degradaci retinolu v lipidovych dvouvrstvach se
specifickymi teplotami piechodu [40].

3.3.2 Vezikularni systémy v interakci svitaminem E a stanoveni enkapsulaéni
ucinnosti pomoci UV-VIS

Sabrina Bochicchio, Anna Andela Barba a spol. se ve své praci zabyvali novym postupem pro ptipravu
liposomu s vitaminy s riznou hydrofobicitou. Mezi zapouzdiené vitaminy pouZili a-tokoferol, vitamin
B12 a ergokalciferol z divodu velkého antioxida¢niho potencidlu a jejich rozdilnym hydrofilné-
lipofilnim a rozpustnym vlastnostem. VSechny druhy liposomalnich struktur byly nasledné
charakterizovany z hlediska U¢innosti zapouzdieni, velikosti a stability v relativné dlouhém obdobi.
Béhem pftipravy liposomtt pouzili metodu hydratace tenkého filmu, kdy vytvorili multilamelarni
vezikuly (MLV) a naslednou sonifikaci doslo ke zmenseni velikosti vezikul vlivem rozbiti lipidové
dvojvrstvy na malé unilamélarni vezikuly (SUV). Cilem prace bylo vytvofit nanolipozomalni vektory
(NLV) svysokou enkapsulacni ucinnosti vitamind pro fizené a cilené uvoliovani. Zapouzdiené
vitaminy v liposomech promyli PBS, zcentrifugovali a vzniklé srazeniny nasledné rozpustili v ethanolu
z divodu podpory rozpusténi liposomalnich dvojvrstev. Pripravené systémy proméiili na UV-
spektroskopii a pomoci kalibraéni kfivky stanovili piesné mmnoZzstvi vitamini zapouzdienych
v liposomech. Vlivem zapouzdieni v liposomech miZe dochazet ke zlepSeni stability a zajisténi
biologické dostupnosti vitamint rozpustnych v tucich s omezenim absorpce. Inkorporace i uvoliovani
hydrofilnich a hydrofobnich vitamint jsou ovlivnény lipidovym slozenim SUV a diky tomu miZze

dochazet k riznému ovlivnéni u¢innosti za¢lenéni 1é¢iva. U liposomovych formulaci pro stabilitu
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dvojvrstvy hraje dtlezitou roli cholesterol. SloZeni lipidové dvojvrstvy, stejné jako zaclenéni spravného
mnozstvi cholesterolu jsou nezbytné pro ti€innost zapouzdieni hydrofobnich molekul. Béhem této prace
ziskali vysoké ucinnosti zapouzdieni u vSech formulaci. Liposomy ziskali s velikosti na miru v rozmezi
2,9 um do 5,7 um pro MLV, které po sonifikaci dosdhly SUV v primérném rozshau velikosti 40 nm —
51 nm. Vysokého zapouzdieni dosahli jak u MLV, tak u SUV a zjistili, ze ¢im vyssi je hydrofobicita
vitamind, tim je vyssi uc¢innost zapouzdieni [41].

Yu-San Liu, Chih-Fang Wen a spol. se zabyvali piipravou kataniontovych vezikul podobnych
etosomu pro transport dermalnich 1€kt a jejich stabilitou. Pfipravili vezikuly z iontového amfifilniho
paru decyltrimethylamoniumbromidem a dodecylsulfatu sodného DeTMA-DS a s ethanolem jako
vhodnym rozpoustédlem ve vodném pufrovacim roztoku, do kterych se snazili zapouzdrit vitamin E.
Déle sledovali u€inky po pfidani cholesterolu na fyzickou stabilitu, tuhost dvojité membrany a ucinnost
enkapsulace téchto katanionovych vezikul. Béhem prace potvrdili vyznamné zvySeni stability
kataniontovych vezikul v nékterych vodnych ethanolovych roztocich. Do ur¢ité miry se se zvySujici
koncentraci ethanolu stabilita zvySuje a po dosazeni maxima pfti specifické koncentraci ethanolu naopak
dochazi ke snizovani stability. Optimalni koncentrace ethanolu pro nejstabilngjsi prazdné kataniontové
vezikuly nalezli pti 20 obj.%. Kataniontové vezikuly s ethanolem poté zkoumali ohledné zapouzdieni
tokoferolu v piitomnosti cholesterolu. Béhem experimentu zjistili, Ze zvySenim koncentrace
cholesterolu ve vezikularnich systémech vede ke zvySeni pocate¢niho pruméru vezikul a zvysSeni
ucéinnosti zapouzdieni z 32,82 % na 67,51 %. Cholesterol mél také ptiznivé Gi¢inky na zivotnost vezikul,
které bylo prodlouzeno ze 169 na 376 dni. Tato skutecnost odhalila, ze cholesterol miize pisobit jako
stabiliza¢ni ¢inidlo ve dvojvrstvé IPA. Jelikoz se u tokoferolu jedna o hydrofobni Ié¢ivo, bude
pfednostné solubilizovano ve dvojvrstvach IPA. Vyssi uc¢innost zapouzdieni je tedy zptisobena vyssi
tuhosti dvojvrstvy vlivem zaclenéni cholesterolu. Jedinou nevyhodou zvySeni tuhosti dvojvrstvy by
mohlo nastat v ptipadé zhorSeni priniku pies kozni bariéru. V piipadé kataniontovych vezikul je tedy
mozné ptizpusobit potiebné vlastnosti pomoci vhodné zvolené koncentraci ethanolu a cholesterolu [42].

3.4 Stanoveni ucinnosti zachyceni vitaminu a degradace vyvolana svétlem
pomoci DLS a HPLC

Terapeutické pouziti retinoidi je stale omezené kvili nepfiznivym G¢inktim a jejich chemické nestabilité
zpisobené vlhkosti, kyslikem, kyselinami, kovy a vystavenim svétlu.

M. Carafa, C. Marianecci, A. Codeca a spol. se ve své praci zabyvali vlivem inkluze unilamelarnich
vezikul ve fosfolipidu a surfaktantu na degradaci vyvolanou svétlem vitaminu A ve formé
retinylpalmitatu. Vezikuly pfipravili pomoci techniky tenkého filmu a charakterizovali je pomoci
techniky mikroskopie, dynamického rozptylu svétla pro méfeni velikosti a potencialu zeta. Studie
stability a uéinnosti zachyceni vitaminu provadéli pomoci HPLC na vzorcich, které kontinualné
vystavovali svétlu lampy v zatemnéné mistnosti. Unilamelarni vezikuly ziskali pomoci ptipravy tenkého
filmu ze smési surfaktantd a cholesterolu, ktery nasledné rehydratovali ptidanim vodné faze. Vzniklou
disperzi michali po dobu 15 minut a nasledné ji sonifikovali pti amplitudé 18% po dobu 5 minut a 30
minut. Z divodu lipofilni povahy vitaminu A ho pfidali k pivodni organické fazi uz pred vytvorenim
filmu. Pro oddé€leni vezikul s inkorporovanym vitaminem od ostatnich vezikul pouzili gelovou filtraci.
Veskerou ptipravu provadéli za nizkych svétlenych podminek z divodu vysoké citlivosti vitaminu na
svétlo. Méfeni velikosti Castic a zeta potencial provadéli z divodu sledovani stability vezikul pomoci
dynamického rozptylu svétla v destilované vodé pti 25 °C az po dobu 1 mésice. Dalsi méfeni pro
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charakterizaci lokalizace retinylpalmitatu ve vezikulach provadéli s koliznim kalenim za ptidani jodidu
draselného, ktery ptisobi jako tlumi¢ molekularni fluorescence naboje a neumoziuje vstup do nepolarni
membrany. Mira ztraty fluorescence v disledku zvyseni koncentrace KI poskytne hodnoceni této situace
ve dvou vrstvach. Zachyceni vitaminu A ve vezikuldch také hodnotili pomoci HPLC po rozruSeni
vezikul lyofilizaci, poté rozpusténim lipofilni skupiny v hexanu a naslednou filtraci. U¢innost zachyceni
dale vypoéitali pomoci rovnice: €.e. = 100 Mqabudovancho iécivay Misiva k priprave vezikul)-

Sledovali vliv sonifikace na rychlost degradace vitamini vzorkd uchovavané ve tmé a vzorkd
uchovévané pod svételnou lampou. Zjistili, Ze v piipadé sonifikace beéhem piipravy vezikul nedoslo
k vyraznému ovlivnéni degradace. Potvrdili v8ak, Zze v pfipadé ozafeni vzorkd svétlem pod lampou je
degradace ovlivnéna.

a) Vzorky ve tmeé b) Vzorky pod lampou
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Obrazek 30: Vliv sonifikace na rychlost degradace vitaminii za snizenych svételnych podminek (A) a
za svetelného zareni (B).

Z veskerych vysledkd béhem méfeni dosli k zavéru, ze prevence fotodegradace retinylapalmitatu neni
mozna a nelze ji nijak ovlivnit. V analyzovanych vezikulach je retinylpalmitat interkalovan do
dvojvrstvy vezikul a ¢astecné je tak vystaven vnéjsi vodni fazi a ochranu pted degradaci lze prokazat ve
stovnanim s referencim roztokem THF:voda 9:1. Naznacuje to tedy, ze stabilita molekul, které reaguji
procesem zvany fotolyza retinolu, nemohla byt vylepSena v téchto dvojvrstvach vezikul, kde se mohou
nachazet molekuly 1éCiva. Vysledky dale naznacuji, ze stabilita retinylpalmitatu je silné ovlivnéna
vezikularni stabilitou, ktery zavisi na sloZeni vezikul, véku liposomut a oxidaci fosfolipidd, které by
mohly urychlovat degradacni procesy retinyl palmitatu [43].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Cil prace

Tato diplomova prace navazuje na mezinarodni projekt ¢. 19-14024 J (GACR) s National Chenk Kung
University na Taiwanu. Cilem bylo pfipravit kataniontové vezikularni systémy smichanim zasobniho
prasku IPA, cholesterolu a kladn€ nabité povrchové aktivni latky DODAC. Na zaklad¢ reSerSe vybrat
vhodné modelové vitaminy nerozpustné ve vodé pro solubilizaci do téchto kataniontovych
vezikularnich syst¢éma (CIPA) a vhodné techniky pro stanoveni efektivity této inkorporace. Nakonec
zhodnotit ziskané vysledky a postupy z hlediska pouzitelnosti danych vezikularnich systému jako nosict
téch nepolarnich vitamint.

4.2 Pouzité chemikalie

Tenzidy Hexadecyktrimethylamonium bromid - CTAB
Sigma Aldrich, CAS: 57-09-0, Mw: 364,45g/mol

Dodecylsufat sodny — SDS
Sigma Aldrich, CAS: 151-21-3, Mw: 288,38 g/mol

Dimethyldi-n-octadecylamonium chlorid - DODAC
Alfa Aesar, CAS: 107-64-2, Mw: 586,64 g/mol

Vitaminy Retinyl acetat — vitamin A
Sigma Aldrich, CAS: 127-47-9, Mw: 328,49 g/mol

DL-a-Tokoferol acetat — vitamin E
Sigma Aldrich, CAS: 7695-91-2, Mw: 472,74 g/mol

Rozpoustédla Isopropylalkohol
Lach ner s.r.o0., CAS: 67-63-0, Mw: 60,10 g/mol

Chloforoform
Penta s.r.0., CAS: 67-66-3, Mw: 119,38g/mol

Ostatni Cholesterol
Sigma Aldrich, cAS: 57-88-5, Mw: 386,65 g/mol

Deionizovana voda
ELGA systém
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4.3 PouZité metody

4.3.1 Priprava IPA

Jako prvni byl pfipraven zasobni prasek IPA. Béhem ptipravy bylo navazeno ptislusné mnozstvi tenzidu
CTAB, aby vysledna koncentrace roztoku tenzidu ¢inila 20 mM. Toto ptipravené mnozstvi CTAB bylo
smichano s deionizovanou vodou s vyslednym objemem 1 I. Stejnym postupem byl pfipraven zasobni
roztok tenzidu SDS s vyslednou koncentraci 20 mM. Takto pfipravené roztoky tenzidl byly pfes noc
ponechany na michacce a dalsi den byly smichany v poméru 1:1. Vysledny roztok byl ponechan po
dobu 3 dnii na michacce pro efektivnéjsi precipitaci a udrzovan pti teploté¢ 30 °C. Nasledné byla
provedena centrifugace po dobu 10 min pii 3500 ot/min. Po centrifugaci se provedla filtrace za
snizeného tlaku na Biichnerové nalevce se specidlnim filtrem za vzniku zasobniho prasku. Vznikly
zasobni prasek byl nasledné promyt 50 ml deionizované vody pro odstranéni protiiontii za vzniku prasku
IPA. Zasobni prasek byl pfesunut na Petriho misku a ulozen do susarny pii 50 °C po dobu 3-5 dni.
Z takto ziskaného zasobniho prasku byl pfipraven zasobni roztok IPA v chloroformu o koncentraci
0,12 M.

4.3.2 Priprava kladné nabitych kataniontovych vezikularnich systému cIPA

Pro piipravu kladné nabitych kataniontovych vezikularnich systémti byl pouzit pfipraveny zasobni
roztok IPA v choloroformu a zasobni roztok tenzidu DODAC v chloroformu. Vysledna koncentrace
obou roztokl byla 0,12 M. Béhem miSeni téchto zasobnich roztokd byl zachovan poméru 9:1 pro
IPA:DODAC. Tento pomér odpovidal napipetovanému mnozstvi 900 ul IPA a 100 ul DODAC.

4.3.3 Stabilizace vezikularniho systému cIPA cholesterolem

Pfed napipetovanim zasobnich roztoki IPA a DODAC pro tvorbu vezikularnich systéma bylo do
pyrexky navazeno 0,035 g cholesterolu, aby jeho vysledna koncentrace odpovidala 43 mol. %. Nasledné
byla chloroformova smés zasobnich roztoku s cholesterolem v pyrexce rozpusténa a zvortexovana. Ke
vzniklé rozpusténé smési byly pridany sklenéné kulicky, které tvorily 1-2 vrstvy na dné pyrexky. Smés
se sklenénymi kulickami byla opét zvortexovana z divodu dokonalého pokryti povrchu na vsech
kulickach. Dokonalé pokryti co nejvétsi plochy nam pozdé€ji umoznuje co nejlepsi odpatfovani
chloroformu. Chloroformova faze byla odpafovana po dobu nékolika hodin S ob¢asnym promichanim.
Nasledné byl tenky film rehydratovam 60 ml deionizované vody systému ELGA, smés zvortexovana a
sonifikovana ty¢ovym dispergatorem Bandelin SONOPULS HD 3200 se sodnou VS 70T pii amplitudé
50 % az do energie 25 kJ. Béhem sonifikace doslo k odkaleni roztoku za vzniku opalescence. Po pfipravé
vezikularnich systému bylo provedeno kontrolni méteni primérné velikosti vezikul na DLS pfistroji a
zeta potencialu. Pro ovéteni by se hodnoty velikosti ¢astic mély pohybovat mezi 80 nm a 100 nm.

4.3.4 Priprava zasobnich roztoki vitamini

Byly pfipraveny zasobni roztoky vitaminu A a vitaminu E v isopropylalkoholu. Zasobni roztok vitaminu
A byl pripraven rozpusténim 0,0163 g retinyl acetatu s 50 ml isopropylalkoholu v odmérné bance.
U zasobniho roztoku vitaminu E bylo rozpusténo 0,039 g DL-a-Tokoferol acetitu
v 50 ml isopropylalkoholu v odmérné barice. Vysledna koncentrace obou zasobnich roztokl vitamint
¢inila 1 mM. Takto pfipravené zasobni roztoky byly zaparafilmované a z diivodu nestalosti na svétle
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a ponechany po dobu 2 hodin na michacce ve tmé€. Tyto zasobni roztoky byly pozdéji skladovany
v lednici.

4.3.1 Piiprava kalibra¢ni fady pro méfeni na UV-VIS spektrofotometru

Kalibracni fady jednotlivych vitamint byly tvofeny ze zasobnich roztoki v isopropylalkoholu, roztoku
CIPA s cholesterolem a samotnym isopropylalkoholem o riznych 10 koncentraci. Ze zasobniho roztoku
vitaminu A bylo do suchych vialek pipetovano pfislusné mnozstvi v zavislosti na vyslednych
koncentracich, které byly 0,0025; 0,005; 0,0075; 0,01; 0,0125; 0,015; 0,01752; 0,02 a 0,0225 mM.
Nasledné bylo do vialek napipetovano piislusné mnozstvi samotného rozpoustédla isopropylalkoholu,
aby celkovy objem i se zasobnim roztokem odpovidal 2,5 ml. Na zavér do kazdé vialky byla
napipetované HTMA-DS vezikuly v objemu 2,5 ml. Mlzeme tedy fict, ze byly vzorky pfipravené
z vitaminu v isopropylalkoholu a vezikul HTMA-DS v poméru 1:1.

V ptipadé zasobniho roztoku vitaminu E bylo pipetovano pfislusné mnozstvi v zavislosti na
vyslednych koncentracich, které byly 0,035; 0,07; 0,1; 0,135; 0,17; 0,2; 0,235; 0,27; 0,3 a 0,335 mM.
Dalsi postup byl stejny jako pii pfiprave kalibracni fady vitaminu A. U vSech pfipravenych vzorkl
kalibra¢nich fad byla méfena absorbance na UV-VIS spektrofotometru. Méfeni kalibra¢ni fady bylo
provedeno 3krat z divodu stanoveni minimalni odchylky. Vysledné hodnoty byly poté vyneseny do
grafu a nésledné sestaveny kalibracni kiivky.

4.3.1 Piiprava kalibra¢ni Fady pro méfeni na HPLC s UV-VIS detektorem

Kalibra¢ni fady byly pfipravené stejné jak pro méfeni na UV-VIS spektrofotometru s rozdilem
vysledného objemu. Byly tvofeny ze zasobnich roztoki v isopropylalkoholu, roztoku ¢istych vezikul
HTMA-DS s cholesterolem a samotnym isopropylalkoholem o rlznych 7 koncentraci. Ze zasobniho
roztoku vitaminu A bylo do suchych tmavych vialek pipetovano pfislusné mnozstvi v zavislosti na
vyslednych koncentracich, které byly 0,01; 0,0125; 0,015; 0,0175; 0,02; 0,0225 a 0,025 mM. Nasledné
bylo do vialek napipetované piislusné mnozstvi samotného rozpoustédla isopropylalkoholu, aby
celkovy objem se zasobnim roztokem vitaminu odpovidal 0,75 ml. Na zavér do kazdé vialky byly
napipetovany vezikuly HTMA-DS v objemu 0,75 ml. I v ptipad¢ kalibra¢ni fady pro méteni HPLC
odpovidal poméru vitamisu s isopropanel a vezikul 1:1.

V ptipadé zasobniho roztoku vitaminu E bylo pipetovano pfislusné mnozstvi v zavislosti na
vyslednych koncentracich, které byly 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3 a 0,35 mM. Dalsi postup byl stejny
jako pii ptipravé kalibra¢ni fady vitaminu A. U vSech pfipravenych vzorku kalibra¢nich fad byla méfena
absorbance eluatu pii vinové délce 290 nm. Vysledné hodnoty byly poté vyneseny do grafu a nasledné
sestaveny kalibracni kiivky.

4.3.2 Nepiima solubilizace vitaminii do vezikularnich systému cIPA

Béhem neptimé solubilizace byly zasobni roztoky vitaminu A a vitaminu E napipetovan do vialek
a nasledn¢ odpateny v digestofi za vzniku tenkého filmu. Zasobni roztok vitaminu A byl pipetovan
v objemu 0,1 ml pti koncentraci 0,02 mM a po odpafeni bylo pfidano 5 ml pfedem piipravenych vezikul.
V piipadé vitaminu E bylo napipetovano ze zasobniho roztoku do vialky 0,9 ml s koncentraci 0,3 mM
a po odpareni byly pfidany 3 ml vezikul. Roztoky byly obaleny v alobalu, zaparafilmované a do druhého
dne ponechany na tfepacce.
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4.3.3 Prima solubilizace vitamini do vezikularnich systému cIPA

Piima solubilizace vitamint se provadéla do chloroformového filmu uz béhem piipravy vezikularnich
systému cIPA. Do pyrexky bylo navaZzeno pfisluSené mnoZstvi istého vitaminu spolu s cholesterolem.
U vitaminu A bylo navazeno 0,0008 g, aby vysledna koncentrace vitaminu ve vezikulach odpovidala
0,04 mM a u vitaminu E bylo navazeno 0,017 g pro vyslednou koncentrace vitaminu ve vezikulach
0,6:10° mM. Tyto koncentrace byly zvolené na zikladé vypoctu pomoci molarniho absorpéniho
koeficientu, aby vysledna absorbance odpovidala pfiblizné hodnoté 1. Nasledné¢ byl navazen
Kk surovému vitaminu i cholesterol v mnozstvi 0,035¢g vitaminu A. Dale bylo pfidano piislusné mnozstvi
ptipraveného roztoku IPA v chloroformu a roztoku DODAC v chloroformu. Béhem michani byly
jednotlivé slozky rozpustény a po pridani 2 vrstev sklenénych kulicek odpareny v digestofi za vzniku
filmu. Po odpafeni chloroformové faze byl film rehydratovan deionizovanou vodou a oba roztoky
vezikul sonifikovany. Tento postup systému je podrobné popsan v kapitole 4.3.2 a 4.3.3.

4.3.4 Ultrafiltrace solubilizovanych vitamini ve vezikulach

Vzorky pfipravené pifimou i nepiimou solubilizaci vitamint do vezikul byly v objemu 4-5 ml
napipetovany do membranovych zkumavek Pall Corporation znacky Microsep Advance s membranou
Omega MWCO 30K a nasledné cetrifugovany po dobu 15 minut pti 4 000 ot/min. V pfipadé, Zze ma
membrana oznaceni MWCO (Molecular Weigt Cut Off), tak tato hodnota udava nejmensi primérnou
molekulovou hmotnost molekuly, ktera nebude ucinné piestupovat pies membranu a z 90 % bude
zachovana uvnitf membrany. V tomto pifipadé uvnitf membrany ztistanou molekuly s molekulovou
hmotnosti alespont 30 kDa a vice. Po centrifugaci byl odebran 1 ml horni i spodni ¢asti vzorku ze
zkumavky do vialky a nasledné ziedén 1 ml isopropylalkoholu. Toto ptidani isopropylalkoholu zptsobi
nasledné rozbiti vezikul a moznost lepsiho stanoveni mnozstvi inkorporovanych vitaminti na UV-VIS
spektrofotometru a HPLC s detektorem UV-VIS.

4.3.1 Dynamicky rozptyl svétla a elektroforeticky rozptyl svétla

Mgfeni velikosti Castic probihalo na ptistroji ZetaSizer Nano ZS od firmy Malvern Instrument v rezimu
size. Pfi méfeni byly roztoky napipetované do sklenéné kyvety a nastaveny piislu$né parametry méteni.
Rozpoustédlem byla voda a kalibrace teploty odpovidala 25 °C. Méfeni probihalo ve 3 opakovanich.
Vysledkem méfeni je graf zavislosti intenzity na velikosti ¢astic a korelacni kiivka, kterd znazornuje
prabéh méfenti.

V ptipadé€ zeta potencialu bylo méfeni provedeno v rezimu zeta. Do kyvety se vzorkem byla opatrné
ponoiena dip cela s méfici elektrodou. Parametry méfeni byly nastavené podobné jak u metody size
s rozdilem kyvety s dip celou a v po¢tu méfeni, které bylo zvySeno na 5 opakovani. Principem tohoto
méfeni je sledovani fazové odezvy na vloZzeném napéti pomoci elektrody.

Pro toto méfeni byly pouzité pfipravené vezikularni systémy HTMA-DS a vezikularni systémy
HTMA-DS s inkorporovanymi vitaminy pomoci piimé solubilizace. Vezikuly s vitaminy byly
sledovany v zavislosti na ¢ase po dobu 1., 3., 10., a 20. dne. Cisté vezikuly byly pfeméfovany pouze pro
spravnost a porovnani hodnot v den piipravy.
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4.3.2 UV-VIS spektrofotometrie

Meéfeni bylo provadéno na spektrofotometru UV-VIS HITACHI U-3900H, Hitachi High-Tech.
Absorbance byla zmétfena u vSech kalibracnich roztoki vitaminu A, vitaminu E a vzorka pfipravenych
pfimou i nepiimou solubilizaci a naslednou centrifugaci. U vSech vzorkd byla méfena absorbance
Vv rozsahu vinovych délek 250-500 nm a pro méfeni byla pouzita kiemenna kyveta. Veskeré vzorky byly
méfeny Cerstvé v den piipravy z divodu nejvyssi piesnosti ve tiech opakovanich z divodu nestalosti
vitaminti na svétle. V prfipadé vyhodnoceni koncentrace vitaminu v nezndmém vzorku byla pouzita

rovnice linregrese kalibracni kiivky:

y=a-x >A=a-c, 4

kde A je zméfena absorbance, a je koeficient rovnice linregrese a ¢ je koncentrace vitaminu.
Z vypocitanych koncentraci byl spocitan primér a byla zjisténa jejich smérodatnd odchylka. Nasledné
byla vypocitana enkapsula¢ni uc¢innost (E.E. z angl. Encapsulation Efficiency) vitaminu do vezikul:

E.E. (%) = C(pﬁVOdni)/c (naméfend) * 100, (5)

kde c(piivodni) je puvodni koncentrace, ktera byla piipravena béhem solubilizace vitaminu do vezikul
a c(namérend) je koncentrace zjisténa po centrifugaci a nasledném smichani s izopropylalkoholem
pomoci metody UV-VIS nebo HPLC a nasledném dopocitani pomoci kalibracni kiivky.

4.3.3 HPLC s UV-VIS detektorem
Mgéfeni bylo provadéno na piistroji Agilent 1220 s UV-VIS detektorem a OpenLAB Chromatography

Data Systémem (CDS). Tento pfistroj obsahuje spadové Cerpadlo s integrovanym odplynénim az do
600 barm autosampler pro 0,1 — 100 ul davkovani z 2 ml nebo 6 ml vialek, kolonu se stabilni teplotou
az do 60 °C a variabilni detektor vinové délky s datovou rychlosti 80 Hz. Pro ovladéni kapalinového
chromatografu byl vyuzivan program OpenLAB CDS v edici ChemStation, ktery je nainstalovany ve
dvou verzich. Ve verzi online je ovladan pfistroj a samotné méteni, které bylo nastaveno pii vinové
délce 290 nm a ¢ase méteni 4 min + post time 3 min. Jako mobilni faze byl pouzity isopropylalkohol.
Analyza a zpracovani dat bylo poté provedeno ve verzi Offline.

Kalibra¢ni fady a veskeré vzorky vitaminu A a vitaminu E byly méfeny v pribéhu jedné sekvence pfi
stejnych podminkach. Méfeni bylo provadéno v nékolika opakovanich pro minimalizaci chyb.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Priiprava kataniontovych vezikularnich systémi HTMA-DS s cholesterolem
a pozitivné nabitym DODAC

Smichanim ¢irych roztokli povrchoveé aktivnich latek CTAB a SDS vznikal zakaleny roztok se
srazeninou. Byla provedena filtrace pomoci Biichnerovy nélevky za snizeného tlaku. Vznikly filtracni
kola¢ byl promyvan deionizovanou vodou pro odstranéni protiiontil a nasledn€ ususen pii dané teploté
v susarné. Vznikly prasek IPA byl nasledné pouZit pro pfipravu katanionickych vezikularnich systémut
dle postupu v kapitole 4.3.2. a 4.3.3. Béhem pftipravy byl vznikly tenky filmu rehydratovan za vzniku
siln¢ zakaleného roztoku. Tento zakaleny roztok byl podroben sonifikaci. Diky sonifikaci doslo k rozbiti
multilamelarnich vezikul na unilamelarni a naslednému odkaleni roztoku za vzniku opalescence.
Pomoci dynamického rozptylu svétla byla ovéfena primérna velikost vzniklych unilamelarnicch
vezikul. Déle byly vezikuly HTMA-DS pouzity pro dalsi experimenty a méfeni.

Obrdzek 31: Porovnani miry zdkalu pied sonifikaci a po sonifikaci (A) a Vysledné unilameldrni
vezikuly pro dalsi experimenty (B).

5.2 Priméa a neprima solubilizace vitamini do vezikularnich systémi

Pii nepfimé solubilizaci bylo pipetovano pfislusné mnozstvi zasobniho roztoku vitamini v
isopropylalkoholu do vialky. Po odpateni isopropylalkoholu vznikal tenky filmu na sténach vialky.
Tento vznikly film byl nasledné hydratovan cerstvé ptipravenym roztokem vezikul HTMA-DS a po
24 hodinach na tfepacce byly vzorky stanoveny.

Piima solubilizace vitamin probihala uz pfi pfipravé vezikularnich systémi. Podrobny postup
pripravy je popsan v kapitole 4.2.3. Béhem ptipravy vznikal zakaleny roztok multilamelarnich vezikul,
ktery byl nasledné podroben sonifikaci. Sonifikace byla provadéla az do energie 25 kJ za vzniku
unilamelarnich vezikul s inkorporovanymi vitaminy. B&hem sonifikace dochazelo k ¢aste¢nému
odkaleni roztokd za vzniku lehké opalescence. Z obrazkii je mozné porovnat miru zakaleni a
opalescence Cistych vezikul a vezikul s inkorporovanymi vitaminy. V pfipad¢ inkorporovaného
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vitaminu E do vezikul je mozné vidét nejvyssi miru zakaleni. Toto zakaleni mohlo byt zplsobeno
ptidanim surového vitaminu ve formé a-tokoferolu viskozni kapaliny. Vitamin A byl béhem piipravy
navazovan v sypkém stavu a zakaleni vysledného roztoku vezikul je o néco slabsi oproti vezikul
s vitaminem E. Cisté vezikuly HTMA-DS maji nejmensi miru zakaleni.

381 HEREERH) O LA 4000 000 AR L) R LT

i

Obrazek 32: Vzniklé unilameldarnich vezikul HTMA-DS s vitaminy a porovndni mira zdkalu
Jednotlivych systémii.

5.3 Ultrafiltrace solubilizovanych vitamini do vezikul a Fedéni
isopropylalkoholem

Po skonceni centrifugace vezikul s vitaminy bylo mozné pozorovat, Zze doSlo k uspé&$nému odstiedéni
a z puvodnich 4 ml vzorku vznikl 1 ml retentatu (horni ¢ast) a 3 ml permeatu (dolni ¢ast) vitaminu A
a stejné mozstvi retentatu i permedtu v piipad¢ vitaminu E. Retentar i permeat byl pfepipetovan
v objemu 1 ml zvlast' do Cistych vialek a nasledné ztedén 1 ml isopropyl alkoholem. Takto pfipravené
vzorky byly zméfeny na UV-VIS spektrofotometru.

Béhem dalsiho experimentu bylo do centrifugaénich zkumavek pipetovanéno 5 ml vezikul
s inkorporovanymi vitaminy. Po odstfedéni byly opét viditelné zmény v piipadé objemu retentatu
a permeatu. Z ptvodnich 5 ml vzorku vznikl 1 ml retentatu (horni ¢ast) a 4 ml permeatu (dolni ¢ast)
vitaminu A a v pfipadé vitaminu E odpovidal 3,5 ml retentatu (horni ¢ast) a 1,5 ml permeéatu (dolni ¢ast).
Muzeme tedy fict, ze v pfipad¢ vitaminu A dochazi k daleko vys$Si propustnosti pfes membranu
V porovnani s vitaminem E.

Tato skute¢nost je dale potvrzena i béhem vyhodnoceni velikosti ¢astic jednotlivych vezikul
s vitaminy pomoci metody DLS. V pfipadé vezikul s vitaminem A vznikaji ¢astice v den pfipravy
s ptibliznou velikosti 100-120 nm. Vezikuly s vitaminem E maji v den pfipravy hodnoty o néco vyssi,
které odpovidaji hodnotam v rozmezi 140—160 nm. MiZeme tedy potvrdit, Ze v pfipadé mensich vezikul
je propustnost béhem centrifugace v membranové zkumavce G¢innéjsi.
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Obrazek 33: Membranové centrifugacni zkumavky s roztoky (A) a prepipetovand horni i dolni faze
vezikul HTMA-DS s vitaminy bez isopropylalkoholu (B).

Na obrazku (viz Obrazek 33 (B)) je mozné vidét, ze v piipadé Cistého retentatu — horni koncentrované
¢asti — pted zfedénim, je roztok opalescentni s lehkym zakalem. Z diivodu méteni na UV-VIS detektoru,
ktery je velice na zakal je pro Stanoveni enkapsulaéni G¢innosti nutné vezikuly s vitaminy ziedit
isopropylalkoholem. Ptfidany isopropylalkohol zpiisobi rozruseni struktury vezikularnich systému, pfi
kterém dojde k naslednému odkaleni vzorku a uvolnéni solubilizovaného vitaminu z vezikul do roztoku.
Na prvni pohled mizeme vidét, ze ptipadé permeatu - spodni ¢asti po centrifugaci — je pouze voda a
naopak v retentatu jsou ptitomny vezikuly i S vitaminy. Toto tvrzeni bylo pozdé&ji potvrzeno i béhem
méfeni.

V navaznosti na toto méfeni byl proveden experiment, diky kterému bylo mozné uréit spravny pomer
rédéni retentatu a permedtu vezikul s vitaminy isopropylalkoholem. V tomto pfipad¢ byly veskeré
vzorky ke stanoveni koncentrace vitamin narédény isopropylalkoholem 1:1 a 1:2. Vlivem fedéni
ispopropylalkoholem dochézelo k rozbiti vezikul a vygiteni roztoku. Ciré vzorky bez zékalu bylo poté
mozné zméfit na UV-VIS spektrofotometru i HPLC s UV-VIS detektorem a stanovit tak enkapsulacni
ucinnost.

Vitamin A; IPA : IsoPrOH Vitamin E; IPA : IsoPrOH
140923 11 32 4:1 1:4 2:38 1:1 3:2 4:1

-

Obrdzek 34.: Porovndani miry zdkalu pii Fedéni HTMA-DS vezikul s izopropylalkoholem.
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Idealni pomér k fedéni béhem ptiprav byl vybran na zakladé tohoto experimentu s miSenim riznych
pomeérii [IPA:IsoPrOH. Jak je mozné vidét, se snizujici se koncentraci alkoholu se zdkal zvySuje. U vSech
roztoku, u kterych pievazuje vétsi objem roztoku IPA, dochazi ke vzniku lehkého zakazu s jemnou
opalescenci. Tento jemny zakal s opalescenci se velice podoba roztoku samotnych vezikul HTMA-DS.
S postupnym piidavanim vétsiho objemu alkoholu dochazi ke snizovani zakalu s opalescenci za vzniku
¢irého roztoku. V ptipadé prvnich tfi zkumavek s poméry 1:4, 2:3 a 1:1 dochézelo k odkaleni roztoku
bez vyraznych rozdilt, proto by byly k pfipravé vhodné vSechny tyto poméry. Pro co nejjednodussi
vypocty potiebné k piipravé byl vSak vybran pomér 1:1. Tento pomér IPA:IsoPrOH byl dodrzovan po
celou dobu béhem piipravy kalibra¢nich kiivek a vzorkli vezikul s vitaminy.

5.4 Dynamicky rozptyl svétla a elektroforeticky rozptyl svétla

Pomoci méfeni dynamického rozptylu svétla byly pozorované rozdily ve velikosti Castic v Cistych
vezikulach a vezikulach s inkorporovanym vitaminem A a E pomoci pfimé solubilizace. Méfeni bylo
provedeno v den piipravy pro piesnéjsi vysledky.

Na obrazku (viz. Obrazek 35) je mozné vidét, ze se jednotlivé systémy vezikul nepatrné 1isi. Velikosti
¢astic v systémech se pohybuje okolo 100 nm. V piipadé ¢istych vezikul HTMA-DS je vSak velikost
¢astic o néco nizsi, nez u vezikul s inkorporovanymi vitaminy. U vezikul s vitaminem E je hodnota
velikosti ¢astic nejvyssi, ale intenzita je naopak nejnizsi. Diky tomuto porovnani miizeme fict, Ze se tyto
3 systémy od sebe lehce lisi. Korela¢ni kiivky (viz. Pfiloha 1.) ve vSech pfipadech vykazuje idedlni
prabeh pii kazdém méfeni.
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Obrazek 35: Graf zavislosti intenzity na velikost castic vezikul HTMA-DS a vezikul
S inkorporovanymi vitaminy HTMA-DS + Vit. A a HTMA-DS + Vit. E.
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Pti dalsim méfeni dynamického rozptylu svétla byla pozorovana stalost velikosti ¢astic v zavislosti na
¢ase u vezikul s vitaminy. Méteni bylo provadéno 1. den, 3. den, 10. den a 20. den ptipravy. Béhem

degradaci vlivem svétla. Na obrazku (viz. Obrazek 36) c¢astice HTMA-DS s vitaminem A
vykazuji v zavislosti na teploté opravdu mirny pokles velikosti ¢astic. K nejvétsi zméné a poklesu
velikosti Castic doslo az béhem meéreni 20. den piipravy. Nepatrna zména velikost ¢astic mize byt
zpliisobena vlivem degradace vitaminu na svétle. V pfipadé velikosti ¢astic vezikul HTMA-DS
s vitaminem E (viz. Obrazek 37) jsou kiivky daleko rozmanitéjsi. Z grafu je ziejmé, Zze v zavislosti na
¢ase ve vezikulach dochazi jak k vyraznéj§im zménam intenzity, tak i velikosti ¢astic. Pfedpoklada se,
ze méfeni vezikul s vitaminem E v den pfipravy vykazuje nejidealngjsi a nejrealnéjsi vysledky. VIivem
¢asu dochazi ke sniZeni intenzity i1 velikosti ¢astic. Korelacni kiivky vykazuji idedlni pribéh méteni
(viz. Ptiloha 2., 3.).

12 +
. ——1. den HTMA-DS + Vit. A
1 ——3. den HTMA-DS + Vit. A
101 ——10. den HTMA-DS + Vit. A
; 20. den HTMA-DS + Vit. A
8 1
S
S 4
;‘ 6 4
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Velikost ¢astic [nm]

Obrdazek 36: Graf zavislosti intenzity na velikost castic vezikul HTMA-DS + Vitamin A v zavislosti
na case.
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Obrdzek 37: Graf zdvislosti intenzity na velikost ¢astic vezikul HTMA-DS + Vitamin E v zavislosti
na case.

Pomoci metody elektroforetického rozptylu svétla byly mefeny veskeré hodnoty zeta potencialu.
Vsechny naméfené hodnoty zeta potencialu vezikul vykazuji stabilni chovani. V dasledku piipravy
kataniontovych vezikuldrnich systémt miizeme opravdu potvrdit, Ze jsou tyto systémy na povrchu
kladn¢ nabité, jelikoz je zeta potencial naméfen v kladnych hodnotach. Tyto systémy jsou kladn€ nabité
vlivem ptidavku kladné nabité povrchové aktivni latky DODAC béhem piipravy. V Tabulce 1. jsou
popsané jednotlivé hodnoty zeta potencialu pro veskeré vezikuly. Nejvyssi hodnota zeta potencialu byla
naméfena u Cistych vezikul HTMA-DS bez vitaminu, ktera odpovida hodnoté 74 £2 mV. V ptipadé
vezikul HTMA-DS s inkorporovanymi vitaminy jsou tyto hodnoty o néco niz§i a v den pfipravy se
pohybuji okolo 60-70 mV. Casem se tyto hodnoty postupné snizuji a po 20 dnech jsou hodnoty zeta
potencialu vyrazné niz§i a pohybuji se do 50 mV. Je tedy ziejmé, ze se tyto systémy vlivem ¢asu méni.

Tabulka 1: Namérené hodnoty Zeta potencidlu ve vezikularnich systémech.

Kataniontové vezikularni systémy Zeta potencial

1. den HTMA-DS 74 £2
1. den HTMA-DS + Vit. A 63 +1
3. den HTMA-DS + Vit. A 59 +2
10. den HTMA-DS + Vit. A 55 +1
20. den HTMA-DS + Vit. A 50 +1
1. den HTMA-DS + Vit. E 68 £2
3. den HTMA-DS + Vit. E 58 +1
10. den HTMA-DS + Vit. E 51 +1
20. den HTMA-DS + Vit. E 49 +2

Pro obecny piehled veskerych hodnot z méfeni pomoci metody DLS byla pfilozena tabulka (viz.
Tabulka 3).
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Na obrazku (viz. Obrazek 38) je mozné porovnat jednotliva méteni v zavislosti na Case. V pribéhu
sledovani stability po dobu 20 dni dochézelo k mirnému a plynulému poklesu hodnot Zeta potencidlu i
hodnot primérné velikosti Castic. Jediny vyrazny pokles nastal pti méfeni HTMA-DS vezikul
s vitaminem E 10. den pfipravy. Pfi¢inou jednotlivych poklesi miZze byt degradace jednotlivych
vitaminl na svétle v zavislosti na Case.

Pro ptesngjsi vysledky byly jednotlivé hodnoty méteny ve 2 opakovani.

—X—-HTMA-DS + Vit. A Zeta potencidl —X—-HTMA-DS + Vit. E Zeta potencial
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Obrazek 38: Zavislost zeta potencidlu castic a priimérné velikosti castic na dobé méreni u vzorkii
HTMA-DS, které obsahuji vitamin A a vitamin E.

5.5 UV-VIS spektrofotometrie

5.5.1 Kalibraéni kfivky

Pro stanoveni G¢innosti solubilizace vitaminl do vezikul bylo nejdtive potieba sestavit kalibra¢ni kiivky
vitaminu A a vitaminu E v systému cIPA + cholesterol. Roztoky pro kalibra¢ni fadu byly pfipraveny ze
zasobnich roztokli jednotlivych vitaminii v isopropylalkoholu. Kiivky byly sestrojeny meéfenim
absorbance deseti roztokii vitaminu A jedenacti roztokil vitaminu E o znamych zvySujicich se
koncentraci. Z pfislusnych naméfenych hodnot absorbanci byly vybrany nejvyssi hodnoty v blizkosti
absorp¢niho maxima jednotlivych vitamind. Pro vitamin A bylo vybrano absorpéni maximum pfi vinové
délce 326 nm a pro vitamin E pfi vinové délce 285 nm. Méfeni bylo provadéno ve 3 opakovani
a vysledné hodnoty byly zprimérovany a vypocitana smérodatnd odchylka. Hodnoty byly poté
vyneseny do grafu v zavislosti naméfené absorbance na koncentraci. Jednotlivé kalibracni kiivky jsou
zndzornény na obrazku (viz. Obrazek 39 a Obrazek 40). U vitaminu A mohlo dochazet k odchylkam
z diivodu velké citlivosti na svétlo a nasledné degradace. Jednotlivé hodnoty se tedy mohly lehce lisit.
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Obrazek 39: Kalibracni krivka vitaminu A v systéemu isopropylalkoholu a vezikul HTMA-DS.
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Obrdzek 40: Kalibracni krivka vitaminu E v systému isopropylalkoholu a vezikul HTMA-DS.

5.5.2 Stanoveni enkapsulacni icinnosti metodou UV-VIS

Jako dalsi byly zméfeny vzorky ptipravené piimou a nepiimou solubilizaci. Pfipravené vzorky byly

zcentrifugovany, odebrany v objemu 1 ml z retentatu a permedtu do vialky a nasledné ziedény 1 ml

ispopropylalkoholu. V ptipadé absorpéniho spektra vzorku pfislusného vitaminu byla vybrana

absorp¢ni maxima dle stejné hodnoty absorbance jako u kalibra¢nich roztokt. Vysledna koncentrace
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vitaminu ve vzorku byla vypocitand zrovnice linregrese kalibracni kiivky a pfepocitdna ucinnost
solubilizace.

Vzorky piipravené nepiimou solubilizaci nevykazovali zadny signal béhem méfeni. Z tohoto diivodu
bylo tfeba provézt zkuSebni méteni, zda dosSlo k rozpusténi tenkého filmu do vezikul po odpatfeni
odpateni za vzniku tenkého filmu s vitaminem. Vialky byly umistény do tfepacky a do druhého dny
byly michany. Nasledujici den byl roztok zméfen, pfi kterém bylo naméfeno absorp¢ni spektrum
vitaminu. Toto méfeni tedy potvrdilo, Ze veskeré vitaminy zlstaly pfichycené na stény vialky a do
roztoku se uvolnili az po ptidani alkoholové faze. Je tedy zfejmé, Ze po pridani vezikul k tenkému film
nedoslo ani k ¢astecné solubilizaci.

Naopak meéfeni vzorkli pfipravenych piimou solubilizaci potvrdilo pfitomnost vitamint.
Z naméfenych absorpcnich spekter byl opét vybrany nejvyssi hodnoty absorpéniho maxima
jednotlivych vitamint a vypocitany jednotlivé koncentrace a uc¢innost solubilizace. Méfeni jednotlivych
vzorkil bylo opakovéno 3krat a z namétenych hodnot byl vypocitan pramér.

U vitaminu A pro zvolenou vinovou délku 326 nm odpovidala primérna hodnota absorbance
0,27 £0,03. Diky této hodnoté¢ byla pomoci linregrese vypocitana realna koncentrace vitaminu ve
vzorku, ktera ¢inila 0,007 mM. Pomoci piepoctu v porovnani s koncentraci vitaminu béhem piipravy
bylo mozné uréit uéinnost solubilizace. U¢innost solubilizace vitaminu A do vezikul byla 34,98 %. U
vitaminu E pro vlnovou délku 285 nm odpovidala vysledna absorbance 0,25 +0,02. Pomoci stejného
prepoctu jako u vitaminu A byla vypocitana redlna koncentrace ve vzorku na 0,126 mM a ucinnost
solubilizace do vezikul ¢inila 30,39 %.

V ptipadé méfeni vzorkd dolni faze po centrifugaci byla potvrzena nepiitomnost jakéhokoliv

mnozstvi vitaminu.

5.6 HPLC s UV-VIS detektorem

Pro méfeni na HPLC byla pfipravena kalibra¢ni fada roztoki se zvySujici se koncentraci stejn€ jako pro
pedeslé méfeni na UV-VIS spektrofotometru. S rozdilem byla kalibra¢ni fada pro zasobni roztok
vitaminu A a vitaminu E v isopropylalkoholu a vezikulach pfipravena o 7 rtiznych koncentraci. Pro
stanoveni neznamé koncentrace solubilizovanych vitamind byly vzorky pfipraveny pouze piimou
solubilizaci, nasledné zcentrifugovany a odebrany z membranovych zkumavek do cistych tmavych
vialek. Nasledné byly tyto vzorky ziedény isopropylalkoholem v poméru 1:1, 1:2 a analyzovany na
HPLC pfistroji. Veskeré méteni probihalo pfi jedné vinové délce, ktera byla nastavena na 290 nm pro
vSechny vzorky a byla sledovana separace jednotlivych slozek.

Megieni bylo provadéno ve 3 opakovani a z naméfenych hodnot byla sestrojena kalibrac¢ni kiivka pro
vitamin A a vitamin E. Jednotlivé kalibracni kfivky jsou znazornény na obrazku (viz. Obrazek 41
a Obrazek 42).
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Obrazek 41: Kalibracni krivka vitaminu A v systéemu isopropylalkoholu a vezikul HTMA-DS.
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Obrazek 42: Kalibracni kiivka vitaminu E v systému isopropylalkoholu a vezikul HTMA-DS.

Vyhodnoceni a zpracovani dat jednotlivych vzorkt bylo provadéno v systému LC1220 (offline). Na
zakladné sestaveni kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé vitaminy byla poté vyhodnocena piesna koncentrace
vitaminu ve vzorku. Tato koncentrace byla porovnana s ptivodni koncentraci vitaminu ve vezikulach
anasledné vypocitana enkapsulacni t¢innost. U vitaminu A tato enkapsulacni Gc¢innost odpovidala

86,81 % a u vitaminu E odpovidala u¢innost 68,74 %.
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Ptesné koncentrace jednotlivych vitamint ve vezikulach byly vyhodnoceny na zakladé separace pomoci
metody HPLC s UV-VIS detektorem. Ukazka chromatografického zaznamu separace HTMA-DS
vezikul s inkorporovanym vitaminem A je znazornéna na obrazku (viz. Obrazek 43).
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Obrdzek 43 Chromatograficky zdznam separace HTMA-DS vezikul s vitaminem A.

Vysledné enkapsulaéni G¢innosti vitaminu A a vitaminu E, které byly stanovovany pomoci metody
UV-VIS a metody HPLC s UV-VIS detektorem jsou porovnany v tabulce (viz. Tabulka 2).

Tabulka 2: Tabulka hodnot enkapsulacni uicinnosti vitaminu A a vitaminu E stanovenych pomoci
metody UV-VIS a metody HPLC.

Vitamin A Vitamin E
UV-VIS spektrofotometrie 34,98 % 30,39 %
HPLC S UV-VIS detektorem 86,81 % 67,74 %
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vybrat modelové vitaminy a zvolit vhodné techniky pro stanoveni
efektivity jejich inkorporace do vezikularniho systému na bazi iontového paru HTMA-DS. Pro veskeré
experimenty byl vybran vitamin A a vitamin E. Byla provedena solubilizace téchto vitamini do
vezikularnich systému HTMA-DS a zjisténa enkapsulac¢ni ucinnost jejich inkorporace na UV-VIS
spektrofotometru a HPLC s UV-VIS detektorem. Dynamickym rozptylem svétla byla charakterizovana
velikost vezikuldrnich systémut a méfenim zeta potencialu byla sledovana jejich stabilita.

Kataniontové vezikularni systémy byly pripraveny ze smesi kladné a zaporné povrchovych aktivnich
latek. Béhem ptipravy byl pouzity kladn€ nabity CTAB a zaporn€ nabity SDS. Naslednym sparovanim
povrchove aktivnich latek a odstranénim jejich protiiontd doslo ke vzniku IPA. Tento systém byl
nasledné stabilizovan pfidanim kladné nabité povrchové aktivni latky DODAC a cholesterolu.
Kataniontové vezikularni systémy vznikly smiSenim IPA a DODAC v chloroformu spolu
s cholesterolem. VesSkery chloroform byl odpaten za vzniku tenkého filmu, ktery byl nésledné
rehydratovan a sonifikovan za vzniku unilamelarnich vezikul. Vznikl¢é kataniontové vezikularni systémy
byly zméteny metodou DLS pro presné stanoveni velikosti ¢astic a metodou ELD pro stanoveni zeta
potencialu.

Béhem prvniho experimentu, pii kterém byla provedena nepiima solubilizace, byly vzorky
analyzovany na UV-VIS spektrofotometru. Ukazalo se vSak, Ze metoda piimé solubilizace je netspésna
a vznikly film s vitaminy se do vezikul nerozpustil. Diky t€mto vysledkiim mizeme fict, ze nepiima
solubilizace byla netispésna a vitaminy do vezikul nebyly solubilizovany ani v malém mnozstvi. Méfeni
potvrdilo, ze vznikly tenky film vitaminu pftilnul ke sténé vialky a pomoci vezikul jej nebylo mozné
rozpustit. Az v ptipadé piidani Cistého isopropylalkoholu do vialky doslo k rozpusténi tenkého filmu
a k naméfeni absorpéniho spektra vitaminu.

Dalsim experimentem byla piima solubilizace vitaminu A a vitaminu E do chloroformové faze béhem
ptipravy vezikul HTMA-DS. Postup pfipravy vezikul byl stejny az na pfidavek surového vitaminu
k cholesterolu za vzniku ¢irého chloroformového roztoku, ktery byl nasledné odpaten. Po rehydrataci
a sonifikaci bylo odebrano ptislusné mnozstvi do membranovych zkumavek a provedena centrifugace.
Bylo mozné pozorovat odlisné objemy po centrifugaci. V piipadé vezikul s vitaminem A dochazelo
k daleko vétsi propustnosti pies membranu jak u vitaminu E. Je tedy ziejmé, Ze se velikost jednotlivych
vezikul s vitaminem A a vitaminem E lisi. Tato skute¢nost byla potvrzena pomoci metody DLS, pti
kterém byla zméfena velikost ¢astic vezikul s vitaminem A s pfibliznou velikosti 100-120 nm. Vezikuly
s vitaminem E maji v den pfipravy hodnoty o néco vyssi, které odpovidaji hodnotam v rozmezi 140—
160 nm.

Byla sledovana velikost Castic a stabilita jednotlivych HTMA-DS vezikul s inkorporovanymi
vitaminy pomoci metody DLS. Bylo potvrzeno, Zze vlivem postupné degradace na svétle v zavislosti na
case vykazuji vezikuly HTMA-DS mirné sniZzeni stability. V porovnani méli Cisté vezikuly ze vSech
méfenych vzorki nejvySS$i zeta potencial, ktery odpovidal hodnoté 74 +£2 mV. U vezikul
s inkorporovanymi vitaminy se zeta potencial pohyboval mezi 60—70 mV a v zavislosti na ¢ase mirné
Klesal. V ptipadé naméfenych hodnot primérné velikosti Castic muzeme potvrdit, ze dochazelo
Kk postupnému snizovani u jednotlivych systémi a v porovnani obou vitamint se tyto hodnoty lisi. Je

tedy ziejmé, ze velikost molekul v obou roztocich vezikularnich systémd muze zaviset na struktuie
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inkorporovaného vitaminu. V pfipad¢ vitaminu A se jedna o terpenicky alkohol, ktery je tvofen Ctyfmi
isoprenoidnimi jednotkami a V porovnani s vitaminem E je jeho struktura o néco mensi. Je tedy
pravdépodobné, Ze k vetsi propustnosti na membrané dochazi vlivem mensi molekuly. Tato skute¢nost
byla potvrzena béhem méfeni praimérné velikosti ¢astic. V pfipadé vezikul HTMA-DS s vitaminem A
byly tyto hodnoty zna¢né nizsi oproti systému s vitaminem E.

Dale nasledovalo méfeni, pii kterém z namétenych dat vzorkil a kalibra¢ni fady pomoci UV-VIS
spektrofotometru byla pomoci linregrese vypocitana realna koncentrace vitaminu A ve vzorku, ktera
¢inila 0,007 mM. Naslednym pfepoctem bylo mozné urcit uc¢innost solubilizace vitaminu A do vezikul,
ktera byla stanovena na 34,98%. U vitaminu E byla vypocitana realna koncentrace ve vzorku na 0,126
mM a uéinnost solubilizace do vezikul ¢inila 30,39 %.

Toto stanoveni bylo ovéfeno i pomoci HPLC sUV-VIS detektorem. Naméiena data byla
vyhodnocena v systému LC1220 (offline) a sestavenim kalibraéni kiivky v systému bylo mozné
vyhodnotit pfesnou koncentraci vitaminti ve vzorku. V piipad¢ vitaminu A byla vysledna koncentrace
0,044 mM a v porovnani s ptivodni koncentraci to odpovida 86,81% ucinnosti solubilizace do vezikul.
V ptipadé vysledné koncentrace vitaminu E byla koncentrace stanovena na 0,057 mM. Uginnost
solubilizace vitaminu E do vezikul v porovnani s realnou koncentraci odpovida 68,74 %.

Kdyz porovname vysledné uc¢innosti jednotlivych vitaminti ve vezikulach stanovené pomoci UV-VIS
spektrofotometru a HPLC, tak je ziejmé, ze dochazi k mirnym odchylkam. V obou piipadech je vyssi
ucinnost stanovena pro vitamin A v porovnani s vitaminem E. Béhem meétfeni na HPLC s UV-VIS
detektorem jsou vSak vysledné hodnoty vyssi. Tato skuteCnost je pravdépodobné ovlivnéna tim, Ze
v ptipadé metody HPLC se jedna o velice pfesnou a citlivou metodu, pii které¢ dochazi k ptesné separaci
jednotlivych komponent obsazenych ve vzorku. K dal§imu snizeni odchylek mohlo dojit vlivem sniZeni
propustnosti svétla ke vzorkiim diky tmavému sklu, které bylo pouzivano béhem ptipravy zasobnich
roztokd, jednotlivych vzorkd a béhem méfeni. V ptipadé stanoveni na UV-VIS spektrofotometru bylo
pouzivano ¢iré sklo, které bylo nasledné baleno do alobalu. Pfed samotnym métenim byly vzorky
prelévané do kifemenné kyvety, kdezto béhem HPLC byly vzorky odebirany pomoci injektoru ptimo
z tmavé vialky, do které byly vzorky pfipraveny. Vlivem vysoké citlivosti vitaminti na svétlo mohly byt
odchylky zptuisobené béhem pripravy a stanoveni v fadu desitek minut.

Béhem veskerych experimenti bylo velice dulezité, aby vSechna prace s roztoky a vitaminy byla
provadéna a méfena ve stejny den z diivodu co nejveétsi eliminace chyby. Jedna se totiz o velice citlivé
systémy na svétlo, které dalsi den neodpovidaji realnym vysledkiim. Z divodu této vysoké citlivosti
mohlo dochazet k malym odchylkam i béhem méfeni.

V této diplomové praci byla prokazana uspésnost solubilizace nerozpustnych vitaminii ve vodé do
vezikul HTMA-DS pomoci metody UV-VIS a HPLC. Pomoci HPLC s UV-VIS detektorem byla
vysledna Gcinnosti vyssi. Divodem je vyssi presnost a citlivost separa¢ni metody. Na zavér je tedy
mozné zhodnotit, ze ucinnost solubilizace vitaminu A a vitaminu E je vysoka a pro dal$i experimenty
by bylo vhodné i nadale méfit na ptistroji HPLC s UV-VIS detektorem. Tento fakt by mohl byt velice
uziteny v dal$im vyzkumu pro pouziti vezikul jako nosice nepolarnich vitamind. VE&fim, Ze zvySenim
stability a zabranénim tak degradaci vitamind v fadd nékolika hodin by mohly mit vezikuly veliké
vyuZiti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

CMC
CMT
CTAB
DHDAB
DODAC
DTAB
DXDAC
HTMA-DS
IPA
MLVS
MPS
PAL
SDS
SUV

kriticka micelarni koncentrace

kriticka micelarni teplota
hexadecyltrimethylammonium bromid
dihexadecyldimethylamonium bromid
dioktadecyldimethylamonium chlorid
ditetradecyldimethylamonium bromid
dialkyldimethylamonium chlorid
hexydecyltrimetylamonium-hexadecylsulfat
ionic pair amphiphilic (amfifilni iontovy par)
multilamelarni vezikuly

mononuklearni fagocytarni systém
povrchové aktivni latka

dodecylsiran sodny

unilamelarni vezikuly
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9 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: Korela¢ni kiivky pribéhu meéteni vezikuldrnich systémtt HTMA-DS a vezikularnich
systémii HTMA-DS s vitaminy v den pfipravy

Priloha 2: Korela¢ni kiivky pribéhu méfeni vezikularnich systémtt HTMA-DS s inkorporovanym
vitaminem A v zavislosti na Case

Priloha 3: Korela¢ni kiivky pribéhu méfeni vezikularnich systémi HTMA-DS s inkorporovanym
vitaminem E v z&vislosti na Case

Ptiloha 4: Stru¢ny pfehled namétenych hodnot béhem méfeni na DLS
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10 PRILOHY

Korelace [-]
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Obrazek 44: Korelacni kiivky prubéhu mereni vezikuldrnich systéemi HTMA-DS a vezikularnich
systemit HTMA-DS s vitaminy v den pripravy.
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Obrazek 45 Korelacni krivky priitbéhu méreni vezikularnich systemit HTMA-DS s inkorporovanym

vitaminem A v zavislosti na case.
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Obrazek 46: Korelacni kiivky pritbehu méreni vezikularnich systémii HTMA-DS s inkorporovanym

vitaminem E v zavislosti na case.

Tabulka 3: Namérené hodnoty zeta potencidlu, priimérné velikosti cdstic a indexu polydisperzity

HTMA-DS vezikul po dobu 20 dni.

Kataniontové vezikularni Zeta potencial | Z-Average PDI
systémy

1. den HTMA-DS 74 +£2 90 +2 0,32 +£0,02
1. den HTMA-DS + Vit. A 63 +1 94 +6 0,28 +£0,01
3. den HTMA-DS + Vit. A 59 £2 87 7 0,26 +0,01
10. den HTMA-DS + Vit. A 55+1 84 +5 0,24 +£0,01
20. den HTMA-DS + Vit. A 50 +1 82 +3 0,23 +0,01
1. den HTMA-DS + Vit. E 68 +2 127 £7 0,29 +0,01
3. den HTMA-DS + Vit. E 58 +1 122 +1 0,44 +0,04
10. den HTMA-DS + Vit. E 51 +1 101 +9 0,29 +0,02
20. den HTMA-DS + Vit. E 49 +2 99 +11 0,28 +£0,01
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