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uvoD

Rozdé€lovaci koeficient je parametr latky popisujici jeji schopnost rozdélovat se mezi
organickou a vodnou fazi. Tim umoznuje popsat lipofilitu dané latky, tedy jeji schopnost
interakce s fosfolipidy, coz je dilezité zejména pro léCiva, protoze ta v organismech
interaguji s bunéénymi membranami tvofenymi pravé fosfolipidovymi dvojvrstvami.
K ur¢ovani tohoto parametru je nejcastéji vyuzivan systém oktanol-voda, ktery do jisté
miry umoziuje simulaci téchto fosfolipidi svym sloZzenim — oktanol obsahuje polarni
i nepolarni ¢ast. Nedostatkem tohoto systému jsou interakce dané latky s oktanolem, kdy

se projevuji pouze hydrofobni interakce.

Dnes se jiz Casto pro urcovani rozd€lovacich koeficienti vyuziva systému
liposom-voda, ktery lépe simuluje bunééné membrany, navic svym sloZzenim umoziuje
zapojeni jak hydrofobnich, tak elektrostatickych interakci. Liposomy jsou kulovité ttvary
tvofené dvojvrstvou fosfolipidl, které maji polarni cast orientovanou do okolniho
polarniho prostiedi a do wvnitintho polarniho prostfedi, zatimco jejich nepolarni
uhlovodikové fetézce tvofi nepolarni meziprostor. V praxi se liposomy casto vyuzivaji
K transportu 1é¢iv, ktera jsou uzaviena uvniti liposomu, ktery poté v organismu interaguje
S bunéénou membranou a léCivo tak prechdzi dovnitt buiiky. Proto je tento systém
vyhodny, jelikoz umoziuje ur¢it schopnost liposomu uzavirat v sobé latku, kterda ma
slouzit naptiklad jako zminéné 1é€ivo.

Eugenol, thymol a karvakrol jsou pfirodni latky, které své uplatnéni jiz odedavna
nalezly jako soucast rliznych typi kofeni, ovSem kromé toho byly také vyuZivany
Vv mediciné hlavné pro své dezinfekéni uc€inky. Jejich chemickd struktura a pfitomnost
oxidovatelnych center umoziuje vyuziti voltametrickych metod k jejich kvantitativnimu

stanoveni.

Cilem této prace bylo vyvinout vhodnou experimentdlni metodu pro stanoveni
rozdélovacich koeficienti eugenolu, thymolu a karvakrolu v systému liposom-voda za
vyuziti asolectinu jako zdroje liposomii a diferen¢né pulzni voltametrie ke kvantifikaci

danych latek.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Rozdélovaci koeficienty

Popisuji schopnost latky rozdélovat se mezi vodnou a organickou fazi. Rozd€lovaci
koeficient Kp (nebo také rozdélovaci konstanta) je definovan jako pomér rovnovaznych
koncentraci elektroneutralni formy latky v organické a vodné fazi (rovnice 1). Lze se setkat
také s rozdélovacim (distribuénim) pomérem D, ktery je pomérem celkového mnozstvi
latky ve vSech jejich formach za rovnovazného stavu. Pocita se tedy s rovnovaznym
rozdélenim elektroneutralni formy mezi vodnou a organickou fazi, a zaroven
srovnovaznou disociaci latky ve vodné fazi. Pokud bychom naptiklad uvazovali

organickou kyselinu HA, pro kterou se ustavuje rovnovaha:
[A7]aq = [HA]ag = [HA]org
1ze oba koeficienty vyjadfit jako:

— [HA]org
[HA]aq

(1)

D

[HAJorg
D =—Aorg
[HAJaq+[A™]aq

(2)

Z téchto rozdili také vyplyva, Ze rozd€lovaci koeficient je nezavisly na pH, kdezto
distribu¢ni koeficient je na pH zavisly, protoze disociace latky je ovlivnéna hodnotou pH
roztoku a disociacni konstantou latky [1]. Pro prehlednéjsi porovnavani a praci

s koeficienty se obvykle uvadéji v logaritmickém tvaru log K a log D.

Jak bylo tfeCeno, rozd€lovaci koeficient se urCuje v systému dvou fazi — vodné
a organické. Organickou fadzi mohou byt nejriznéjs$i rozpoustédla nemisitelnd s vodou,
nejcastéji se vsak setkavame se systémem oktanol/voda (log Kqy). Hlavnim divodem je
vyuziti tohoto systému jako biologického modelu, ¢ili rozdélovani mezi vodné faze
a ,,biofaze* v organismech. Oktanol se do ur¢ité miry podoba fosfolipidim a proteintim,
protoze obsahuje polarni hlavicku a nepoldrni ocasek, navic muze vytvaret vodikové
mustky a amfifilicitu podobnou zminénym fosfolipidiim a proteintim, které se nachazeji

V bunéénych sténach [2,3].

12



2.1.1 Stanoveni rozdélovacich koeficientt

Pouzivané metody lze rozd¢lit na teoretické a experimentalni. V teoretickych metodach se
rozdélovaci koeficient predikuje vypoctem. Pro soustavu oktanol/voda lze nalézt napiiklad
regresni model zahrnujici nékteré parametry popisujici molekulu — jeji povrch, objem,
hmotnost a rozdéleni hustoty naboje na atomech dusiku a kysliku ve struktufe molekuly.

Toho Ize vyuzit pro piesné odhady rozdélovacich koeficientt sloZitych molekul [4].

Experimentalni metody mtizeme rozdélit na pfimé a nepiimé. Piimé metody jsou
zalozeny na vytfepavani latky z vodné do organické faze a nasledné analyze obsahu dané
latky vobou fazich. Kromé& obvyklych metod jako je wvysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) s UV detekci, UV/VIS spektrometrie, plynova chromatografie
s hmotnostné spektrometrickou detekci (GC-MS), se 1ze setkat s potenciometrickou titraci.
Pii té se vyuziva rozdélovani neutralnich molekul nebo iontovych pard s naslednym
ur¢enim disociani konstanty analytu pomoci pifidavki titracnich c¢inidel. Rozdé&lovaci
koeficient se poté uré¢i pomoci vhodného softwaru [3]. Nevyhodou pfimych metod je jejich
casova narocnost, potfeba vétsiho mnozstvi Cistych latek, omezeny dynamicky rozsah

a slozita automatizace [5].

Nepiimé metody jsou zaloZzeny na chromatografickém méteni. Metoda vychazi ze
zméteni nekolika latek (chemicky podobnych studované latce) se zndmymi rozdélovacimi
koeficienty. Poté je vytvofena kalibra¢ni zavislost z jejich rozdé€lovacich koeficientd
aretencnich parametri. Analyzovana latka je poté zméfena za stejnych podminek
a z reten¢nich parametrti se pomoci kalibraéni zavislosti ur¢i rozdélovaci koeficient [3,5,6].
Nejcastéji se vyuziva HPLC na reverznich fazich v izokratickém nebo gradientovém modu.
Ke stanoveni je zapotiebi pokryt rozsah mobilnich fazi s riznym obsahem organické faze.
To je problémem pii izokratickém meéfeni, kdy je nutné pfedem odhadnout lipofilitu
méfené latky, navic je nutno provést n€kolik méfeni, coZz prodluzuje dobu analyzy.
Gradientové metody jsou tedy jednodussi, protoze se obsah organické slozky mobilni faze

zvysuje prubézné béhem analyzy [3,7].

Kromé reverznich fazi se v dnesni dob¢ objevuji také tzv. biomimetické stacionarni
faze obsahujici proteiny imobilizované na silikagelu. Tyto faze 1épe napodobuji biologické
membrany a stanovené rozdélovaci koeficienty jsou tak blizsi skutecnym koeficientim
vorganismu [3,7]. Aplikovat Ize 1 dal$i separacni metody, napiiklad kapilarni

elektroforézu. Poole a spol. [5] popisuji vyuziti mikroemulzni elektrokinetické
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chromatografie, kde mikroemulze sestdva z dodecylsulfatu sodného, butanolu a heptanu.
Metoda je aplikovatelnd na neutralni latky, ale také slabé kyseliny a baze, kdy se vyuziva
meéfeni v pufrech pfi pH 3 nebo 10, navic je vhodna pro automatizaci a velké mnoZstvi

vzorku.

Jinou metodu stanoveni lze nalézt v publikaci Mandala a kol. [8], ktefi stanovili
rozdelovaci koeficienty pomoci cyklické voltametrie. Principem je sledovani rozdélovani
elektrochemické sondy (latka schopna redoxni reakce) mezi povrchové aktivni latkou

V micelarni/nemicelarni formé a vodou.

Jednou z dilezitych metod pro stanoveni rozdé€lovacich koeficientd je vyuZiti

systému liposom/voda.

2.1.2 Vyuziti rozdélovacich koeficientt

Zakladnim vyuzitim je optimalizace extrakénich podminek, kdy se pomoci distribuénich
ktivek da urcit mnozstvi extrakénich krokti potfebnych k oddéleni dané latky od necistot.
Dale lze rozdélovaci koeficienty vyuzit k uréeni rovnovaznych konstant chemické reakce,

napiiklad reakce aldehydu a aminu pfi tvorbé Schiffovych bazi [9].

Diulezité jsou vSak rozdélovaci koeficienty pro urovani lipofilicity latek, tedy
jejich afinity k lipofilnimu prostedi. To je zdsadni pro popis chovani 1é¢iv v organismu,
jejich schopnost prochazet skrz fosfolipidové membrany bun¢k a tedy jejich ucinnost. Jak
jiz bylo zminéno, pro simulaci fosfolipidi se nejCastéji vyuziva oktanol se svymi
podobnymi vlastnostmi. Je vSak diilezité zminit, Ze u velmi lipofilnich latek nelze systém
oktanol/voda k popisu chovani léCiv v organismu vyuzit [3]. Ptikladem vyuziti
rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda je uréeni moznosti transportu latek skrz
hematoencefalickou bariéru v mozku v zavislosti na jejich log Koy & molekularni
hmotnosti. Tuto informaci lze nasledné¢ aplikovat pro syntézu 1é¢iv centralni nervové

soustavy nebo chemoteraupetickych 1é¢iv mozkovych nadora [2,10].

Dulezitou vlastnosti rozdélovacich koeficientli v systému oktanol/voda je jejich
dobra korelace s biologickou aktivitou nepolarnich 1é¢iv. Oktanol muze interagovat
s Ié¢ivem hydrofobnimi interakcemi a tvorbou vodikové vazby, avSak nemuze napodobit
iontové interakce membranovych fosfolipidii s 1éCivy iontové povahy. Pro charakterizaci
biodostupnosti iontovych 1éCiv se Iépe osvédcilo jejich rozde€lovani v systému

liposom/voda [11]. Rodrigues a spol. [12] popisuji dva systémy liposom/voda, kdy jeden
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tvofi aniontové liposomy a druhy zwitterionové liposomy. Pfi sledovani rozdélovacich
koeficienti 1é¢iv neutralnich pii fyziologickém pH bylo dosaZzeno podobnych hodnot
V obou systémech. Rozdil byl u 1éCiv, kterd se pti daném pH vyskytuji v iontové formé,
kdy kation vice interagoval s aniontovym liposomem, kdezto anion m¢l mnohem vétsi
rozdélovaci koeficient v systému s zwitterionovym liposomem. Proto jsou systémy
S liposomy vyhodnégj§i k simulacim rozdélovani 1é¢iv v organismech, jelikoz kromé
hydrofobnich interakci umoznuji zohlednit také elektrostatické interakce hydrofobnich

iontovych sloucenin s naboji fosfolipida.

2.2 Liposomy

Jedna se o kulovité utvary, které si lze predstavit jako vacky naplnéné kapalinou. Tyto
vacky jsou tvofeny amfifilnimi molekulami fosfolipidt uspofadanymi do dvojvrstvy.
Molekuly fosfolipidit maji polarni (hydrofilni) hlavicku a nepoldrni (hydrofobni) ocasek.
To je pricinou jejich seskupovani do dvojvrstev v polarnim prostiedi, kdy se hydrofobni
ocasky orientuji vii€i sob¢ a interaguji spolu uvnitf dvojvrstvy, zatimco hydrofilni hlavicky
jsou orientovany do vné&jsiho prostiedi a soucasné dovnitt liposomu, ve kterém je uzaviena
polarni kapalina (Obr. 1). Na stejném principu funguji bunééné membrany v organismech,
ve kterych je nejcastéjSim fosfolipidem fosfatidylcholin. Vice o problematice
fosfolipidovych membran a tvorbé liposomil popisuje ve své bakaldiské praci Miillerova

[13].

Liposomy se déli na n€kolik druhd v zavislosti na velikosti samotného liposomu

vvvvvv

vyuziti) obsahuji pouze jednu dvojvrstvu. Vicevrstvé liposomy si lze predstavit jako cibuli,
kdy uvnitt vétsiho je uzavieno né¢kolik jednovrstvych liposomu (S jednou dvojvrstvou),

které jsou od sebe oddéleny polarnim prostiedim [13,14].
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Hydrofilni hlavy

Vnitini prostor liposomu

Hydrofobni ocasky

Obr. 1 Struktura liposomu

Liposomy jsou v praxi vyuzivany k transportu lé¢iv v organismu. K tomu
napomahaji jejich vlastnosti, tedy Ze fosfolipidova dvojvrstva je selektivné propustna
a vnittek liposomu je vyplnén polarni kapalinou. Navic jejich podobnost s bunéénymi
membranami zptsobuje jejich dobrou odbouratelnost a biokompatibilitu, tudiz je nenapada
imunitni systém. Vyhodou je moznost transportu daného 1é¢iva piimo k cilovym buikam,
coz je dulezité napiiklad u 1é€by rakoviny. Samotnd léciva latka mize byt do liposomu
vpravena pasivné pii tvorbé liposomll nebo aktivné jiz do vzniklych liposomul. Zatimco
hydrofilni 1é¢iva vstupuji do vnitiniho prostoru liposomu naplnéného polarni kapalinou,
hydrofobni 1é¢iva prochazeji pouze hydrofobni vnitini ¢asti dvojvrstvy. NejcastejSim
mechanismem interakce liposomu a buiky je pak jednoduchd adsorpce, kdy dochézi
K transportu latky z liposomu do bunky skrz bunéénou sténu, nebo dochazi k nasledné
endocytoze, kdy cely liposom projde do bunky a latka se uvoliuje az uvnitt [13,14].
Liposomy jsou tedy dalezitym nastrojem pro farmacii a predstavuji jednu z moznosti, jak

1é¢iva uéinné dostat do bunék.

2.2.1 Asolectin

Asolectin je komer¢ni oznaceni pro smeés prirodnich fosfolipidi ziskanych ze sojovych
bobl, kde majoritni slozku (alespont 25 % obsahu) piedstavuje fosfatidylcholin (lecitin).
Déale obsahuje  priblizné¢  stejné  mnozstvi  fosfatidylethanolaminu  (cefalin)
a fosfatidylinositolu. Minoritnimi slozkami jsou dalsi fosfolipidy a polarni lipidy s riznym
obsahem nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin. GC/MS analyzou byla zjisténa
pritomnost 23 mastnych kyselin, pficemz nejvice zastoupenou je kyselina linolova
(51,34 %), dale kyselina palmitova (23,72 %) a kyselina olejova (15,48 %). Jediné dvé

dalsi kyseliny s obsahem nad 1 % jsou kyselina stearova (5,29 %) a kyselina vakcenova
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(1,87 %). Ostatni mastné kyseliny jsou zastoupeny ve stopovém mnozstvi. Mastné kyseliny
pak predstavuji témét 67 % hmotnosti asolectinu (brdno jako hmotnostni zlomek

acylovych skupin v asolectinu) [15].

Dtlezitym parametrem asolectinu je jeho kriticka liposomalni koncentrace, tedy
koncentrace, pii které dochdzi ke vzniku liposomil v roztoku. Ta byla experimentilné
stanovena na 1,24 g I [16]. Samotna piiprava liposomii sestava obvykle ze ¥ krokd
(zacina ptipravou vodné a fosfolipidové faze, poté nasleduje samotna tvorba liposomi
a poslednim krokem je zména tvaru, velikosti a struktury liposomi, aby byly co nejvice
uniformni). Procestt tvorby liposomli je nckolik, ovSem ty nejbézngjsi pracuji
s organickymi rozpoustédly, jejichZz zbytky znecistuji vzniklé liposomy, coz je nezddouci
pro jejich analytické vyuziti. Proto byla vyvinuta metoda spontanni revesikulace zalozena
na postupném piiddvani koncentrovaného roztoku fosfolipidi do roztoku vodné féze.
Obecnym omezenim této metody je rozpustnost fosfolipidii ve vod¢€. Proto se zde dobie
uplatni pfirodni lipidové smési obsazené v asolectinu, které maji ve vod¢ relativné dobrou
rozpustnost [17,18]. Vyhodou asolectinu je také skutecnost, ze i pies své ruznorodé slozeni
z riznych fosfolipidt dochazi pri koncentracich 4-8 g I ke vzniku témé&F uniformnich

liposomu podobnych vlastnosti [19].

2.3 Eugenol

Chemicky 2-methoxy-4-(prop-2-en-1-yl)fenol, je monoterpenoid vyskytujici se
v ptirodnich esencialnich olejich, napt. ve skofici, hiebi¢ku, muskatovém ofisSku nebo
v bazalce [20]. Rostliny si jej stejné jako ostatni fenylpropeny syntetizuji a udrzuji hlavné
ve vegetativnich ¢astech jako ochranu proti bylozravetim, parazitickym bakteriim, houbam
nebo proti hmyzu [21]. Nejvice je obsazen v hiebicku (hfebickovec kofenny), ze kterého
byl poprvé extrahovan a ziskal jméno podle jeho latinského nazvu Eugenia caryophyllata
[22].

H,C—O0 _~CH,

HO

Obr. 2 Chemicka struktura eugenolu
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2.3.1 Fyzikalné-chemické vilastnosti

Jedna se o t&kavou kapalnou latku Zluté barvy s molarni hmotnosti 164,20 g mol™, teplotou
tani -9,1 °C a teplotou varu 253,2 °C. Pfitomnost fenolického vodiku zplisobuje slabou
kyselost slouceniny s pK, = 10,19. Je castecné rozpustny ve vodé a dobfe rozpustny
v organickych rozpoustédlech. Rozdélovaci koeficient v systému oktanol-voda je
log Kow = 2,27 [22,23] a v systému lecitin-pufr log Kiec.p, = 2,20 [24].

2.3.2 Moznosti vyuziti

V piirozené formé jako slozka koteni (hfebicku, skotice, muskatového ofisku, bobkového
listu) se uplatiiuje zejména v potravinaistvi. Cisty eugenol se vyuziva jako biokonzervant
potravin. Zajimavé je také pouziti eugenolového extraktu jako nahrady hoicice
V majonéze, ktera ma stejné senzorické vlastnosti jako normélni majonéza, ale mé lepsi
nutri¢ni hodnoty, zejména antioxida¢ni ucinky [25]. Mimo potravinaistvi se diky svému

aroma vyuziva jako ptisada do kosmetiky [21,22].

Velké uplatnéni vSak eugenol diky svym antibakteridlnim, antiseptickym,
antioxida¢nim a anestetickym G¢inkim nalezl v medicin€. Pfikladem muze byt jeho pouziti

v tstnich vodach nebo ve smési s oxidem zine¢natym ve stomatologii jako docasna vypln
zubu [26].

Antibakteridlni ucinnost se projevuje u mnoha typl bakterii, napf. znadma
Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae (zpisobujici zapal plic) nebo Streptococcus
pyogenes zpusobujici nejriznéjsi infekce. Mechanismus spoc¢ivd v naruSeni bunécné
membrany, piipadné v naruseni/zabranéni vzniku ochranného biofilmu bakterie, ktery ji
chrani pfed imunitnim systémem hostitele. Eugenol navic ptisobi synergisticky s nékterymi
antibiotiky (vankomycin, [-laktam), takze zvySuje jejich Uéinnost [22,27,28].
Antibakterialni G¢inky eugenolu vsak nejsou studovany pouze v souvislosti s lidmi, ale
sleduje se naptiklad jeho vliv na bakterie nebezpecné pro ryby, u kterych dokaze pomoct
s 1é¢bou ¢i prevenci nemoci [29]. U ryb jsou také popsany anestetické G¢inky eugenolu,
které se vyuzivaji pti jejich transportu k odbourani stresu, ¢imz se zabrani moznému uhynu

ryb [30,31].

Slibné se ukazuji moznosti vyuziti eugenolu v mediciné také pti 1€cbé rakoviny.
Byla u né&j pozorovana iniciace apoptdzy (programované smrti) bunck rakoviny prsu, coz

pfedstavuje moznost 1écby vyuzitim pfirodni latky, oproti zavedenym chemoterapiim,
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které obecné plsobi negativné na pacientv organismus fadou neptiznivych vedlejsich
ucinkd [32]. Podobné byl sledovan pozitivni ¢inek kombinace eugenolu a dakarbazinu,
které byly pro transport v organismu uzavieny v liposomech pokrytych kyselinou
hyaluronovou, pii 1é¢bé zhoubnych melanomi. Eugenol inhibuje protein survivin, ktery je
nadmérné produkovan melanomickymi buifikami a zplsobuje naruseni apoptdzy

nemocnych bungk, ktera se uméle vyvolava nékterymi druhy chemoterapie [33].

Vyse uvedené je jen struény piehled moznych vyuziti eugenolu. Ackoliv ma
pozitivni vlastnosti, ve vysSich davkach mize byt nebezpecny a toxicky, hlavné pro déti

[27,34]. Proto je dulezité hledat vhodné metody jeho analyzy.

2.3.3 Metody stanoveni

Nejbéznéjsi jsou metody analyzy eugenolu pomoci HPLC s vyuzitim UV detekce,
vzhledem k fenolické povaze latky a ptitomnosti konjugovaného systému. Cantalapiedra
a spol. [35] popisuji vyuziti reverznich fazi a UV detekce pro stanoveni eugenolu piimo
v esencialnich olejich. Autofi UV detekci doplnili také o amperometrickou detekci
s pracovni elektrodou ze skelného uhliku (GCE), a také o coulometrickou detekci s porézni
uhlikovou pracovni elektrodou. Mez detekce (LOD) a ptesnost amperometrického
detektoru byly srovnatelné s UV, coulometricky detektor dosahoval dokonce lepsi LOD,
navic byly elektrochemické detektory selektivnéjsi a vykazovaly nizs$i Sum. Podobné lze
najit ptiklad detekce eugenolu ve skofici, kdy jeho stopové mnozstvi nebylo UV

detektorem zachyceno, ale elektrochemickym detektorem ano [36].

Elektrochemickou analyzu lze provadét 1 samostatné bez HPLC separace, ovsem
problémem mohou byt interference ostatnich sloZzek matrice vzorku. Ty nemuseji byt
problémem vzdy, naptiklad pti vyuziti obycejné grafitové tuhy do pentelky byly sledovany
pouze interference jodidt [34]. Podobné Tonello a kol. [37] vyuzili ¢istou GCE ke
stanoveni eugenolu, thymolu a karvakrolu v medu. Ackoliv tyto tfi latky vykazuji na
voltamogramu ptekryvajici se piky, lze je samostatné kvantifikovat s vyuzitim

chemometrickych néstroja.

Pro lepsi selektivitu a soucasné také vy$si proudové odezvy, citlivost, atd. se
vyuzivaji rizné modifikace pracovnich elektrod. Ptikladem muze byt modifikace GCE
oxidem ceriCitym vykazujici vysokou a selektivni odezvu na eugenol obsazeny
v esencialnich olejich a kofeni hiebicku [38]. Obdobné¢ lze GCE modifikovat médi

dopovanymi zlatymi nanocasticemi, kdy elektroda prokazovala selektivni odezvu na
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eugenol ve vzorcich kofeni [39]. Zajimavou metodou je vyuziti uhlikové Cerni (pigment
zalozeny na uhlikovych sazich), ktera je ukotvena na GCE pomoci roztoku dihexadecyl

hydrogenfosfatu spole¢né s malym mnozstvim vzorku [40].

Vzhledem k t€kavosti slouceniny je jako vhodnd metoda pouzivana GC, nejcastéji
ve spojeni s MS detekci. V ndvaznosti na vyuZiti eugenolu jako antibakterialni ¢i
anestetické latky pro ryby existuji GC-MS metody pro stanoveni eugenolu v rybach.
Problémem této analyzy jsou ovSem matri¢ni efekty, které se 1i§i v zavislosti na druhu
ryby. Jednim z feSeni je kompenzace matri¢nich efektd s vyuzitim stabilniho izotopu (napf.
deuteriovaného eugenolu) jako vnitiniho standardu a kombinaci GC-MS s vhodnou

ptedupravou vzorku, napt. SPE [41] nebo jeji modifikaci zvanou QuEChERS [42].

2.4 Thymol

Jednd se o dalsi pfirozené se vyskytujici fenolicky monoterpenoid, chemickym ndzvem
5-methyl-2-(propan-2-yl)fenol. Jeho nejvétsi vyskyt je v esencialnim oleji rostliny Thymus
Vulgaris neboli v tymianu obecném (znamém téz jako matefidouska) [43], dale pak

naptiklad v bazalce ¢i oreganu [44].
H,C
CH,
H,C
HO

Obr. 3 Chemicka struktura thymolu

2.4.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Thymol je v &istém stavu bild krystalickd latka s molarni hmotnosti 150,22 g mol™,
s teplotou varu 232,5 °C a teplotou tani 51,5 °C. Kvili své hydrofobicité je Spatné
rozpustny ve vodé, ¢emuz odpovidaji i jeho rozdélovaci koeficienty log Ky = 3,30 [45]
alog Kicp = 2,90 [24]. Je dobfe rozpustny v alkoholech a dal§ich organickych
rozpoustédlech. Stejné jako eugenol je to slaba kyselina s pK, = 10,62 a deprotonace
hydroxyskupiny napomaha jeho dobré rozpustnosti v silné¢ alkalickych vodnych roztocich

[45,46].
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2.4.2 Moznosti vyuziti

Jelikoz se jedna o dalsi fenolicky monoterpenoid, jsou jeho vlastnosti a ucinky podobné
eugenolu. Také thymol je obsazen v kofeni, napf. tymidnu a oreganu, pouzivaném
V potravinafstvi, ale najde zde také uplatnéni jako konzervacni latka, kdy se vyuziva jeho
antimikrobialnich, antioxida¢nich a fungicidnich G¢inkt [44]. Specifickym ptikladem
muze byt ochrana manga po sklizni, kdy thymol funguje jako ptirodni fungicid. Ty jsou
v dnesni dobé chemickych postiikti vitanou alternativou [47]. Byliny obsahujici thymol
jsou vSak vyuzivany jiz po staleti, za zminku stoji jejich vyuziti starovékymi Egyptany pro
balzamovani mumii [46].

Antimikrobialni, antioxidacni a dalsi vlastnosti thymolu jsou dilezité pro
farmaceutické vyuziti. Byva obsazen v desinfekénich prostfedcich, mizeme jej také nalézt
jako soucast nosnich spreju a dalsich 1ékii ptisobicich proti respiracnim problémim, a také
v mnoha dalSich antibakterialnich lécich [43,48]. Jeho antimikrobialni aktivita byla
porovnavana s aktivitou karvakrolu, trans-skoticové kyseliny, eugenolu a diacetylu proti
E. Coli a salmonele, kdy pravé thymol byl nejvice efektivni [44]. Navic byl thymol
testovan ve spojitosti ochrany bunék slinivky bfiSni pted neptiznivymi ucinky ketoprofenu.
Testy prokdzaly, ze antioxida¢ni a anti-apoptotické ucinky thymolu téméf eliminovaly
jakékoliv poskozeni slinivky [49].

Problémem farmaceutického vyuziti je vSak Spatna rozpustnost thymolu ve vodé
a navic jeho nepfijemna chut. Proto jsou testovany ruzné metody pro distribuci 1é¢iv na
bazi thymolu v téle. Naptiklad byla prokdzana jeho interakce s [-cyklodextrinem, ktery
napomaha distribuci, zvySuje rychlost absorpce latky v téle, ale stale poskytuje dostatecné

dlouhy biologicky polocas, aby denni davky 1é¢iva mohly byt malé [50].

2.4.3 Metody stanoveni

Obdobné jako u eugenolu se vyuziva te€kavosti latky k jejimu stanoveni plynovou
chromatografii s hmotnostné spektrometrickou detekci. Lze naptiklad sledovat Stopova
mnozstvi thymolu v mléce a plasmé krav pii aplikaci headspace-SPME [51]. Dalsi
separa¢ni moznosti je HPLC, opét s vyuzitim UV detektoru, naptiklad pro pfimé stanoveni
thymolu v tymianové tinktufe [52]. Krom¢&¢ UV detekce je mozné vyuzivat také
elektrochemické detekéni systémy, napiiklad s jiz zminénou GCE jako pracovni
elektrodou ke stanoveni obsahu fenolickych latek v tymianu [53] nebo pro stanoveni
thymolu ve vzorcich medu, kdy elektrochemicky detektor nabizi snizeni detek¢nich

a kvantifikacnich limiti 300-900krat oproti UV detekci [54].
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Zajimavou metodou analyzy thymolu a karvakrolu (izomery) v esencidlnich olejich
je spektrofotometrické stanoveni zalozené na tvorbé zlatych nanocastic v zavislosti na pH.
Tonello a kol. [55] zjistili, Ze ob& latky redukuji Au®" na Au° za tvorby zlatych nano&astic
pti pH 12, ale pii pH niz§im nez 11 je tvofi jen karvakrol. To nabizi moznost diferencniho

stanoveni a odliSeni téchto dvou izomeru.

Vedle elektrochemické detekce v HPLC lze pro analyzu thymolu vyuZit 1 dalsi
elektroanalytické metody. Naptiklad square-wave voltametrie (SWV) s borem dopovanou
diamantovou elektrodou (BDDE) byla pouzita ke stanoveni thymolu v esencidlnim oleji
koptského kminu [56]. Opét se lze Casto setkat s nejriznéji modifikovanymi elektrodami
pro zlepSeni citlivosti a selektivity analyzy hlavné u vzorka se slozitéj$i matrici. Piech
a Paczosa-Bator [57] modifikovali GCE nafionem a vicevrstvymi uhlikovymi
nanotrubicemi pro stanoveni stopovych mnozstvi thymolu v mo¢i, tstni vodé a tekutém
antihypertenzivu, kdy prvni vzorek nebyl nijak upravovan, dalsi dva byly pouze fedény.
Karboxylované vicevrstvé uhlikové nanotrubice ukotvené na GCE popisuji také
Ziyatdinova a kolektiv [58], ktefi tuto elektrodu modifikovali riznymi povrchové
aktivnimi latkami. Jako nejvhodnéj$i se pii analyze thymolu v 1éCivech projevila
modifikace dodecylsulfatem sodnym, ktery pomaha zvétsit povrch elektrody, ¢imz dochazi

ke zvySeni odezvy.

U modifikovanych elektrod se mohou objevovat problémy s reprodukovatelnosti
méfeni, pokud nejsou dostatecné odstranény naadsorbované necistoty a produkty
elektrochemické reakce z povrchu elektrody. Z tohoto divodu mize byt mnohdy
vyhodnéjsi pouziti elektrod, u kterych je obnova povrchu snadné a nedochéazi k naruSeni
modifikatoru. Ptikladem mohou byt uhlikové pastové elektrody, u kterych dochazi
k obnové povrchu jednoduchym vytlaéenim pasty ze zasobniku a odfiznutim jiz pouzité
¢asti. Pro stanoveni thymolu je mozné tyto elektrody modifikovat nanozeolity obsahujicimi

mangan, které zvétsuji povrch elektrody a maji katalyticky Gc¢inek [59].

2.5 Karvakrol

Jedna se o pozi¢ni izomer thymolu, chemickym nazvem 2-methyl-5-(propan-2-yl)fenol.
Vzhledem k podobnosti s thymolem se Casto vyskytuje spole¢né s nim, v pfirod¢ jej
nalezneme hlavné v esencialnim oleji oregana (rostlina dobromysl), dale také v majorance,

fefiSe ¢i tymianu. Soucasné ma také podobné vlastnosti a ucinky jako thymol [60].
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2.5.1 Fyzikalné-chemické vilastnosti

Jde o kapalinu s molarni hmotnosti 150,22 g mol™, s teplotou varu 237,7 °C a teplotou tani
1 °C. V systému oktanol-voda se s log Koy = 3,49 jevi lehce hydrofobné&jsi nez thymol,
takze je také Spatné rozpustny ve vodé, ale dobie rozpustny v alkoholech ¢i alkalickych
roztocich, navic je velmi dobfe rozpustny v acetonu [61]. Oproti tomu v systému

lecitin-pufr ma o néco nizsi rozdélovaci koeficient nez thymol log Kjec.p, = 2,76 [24].

2.5.2 Moznosti vyuziti

Jelikoz jde o dalsi fenolicky monoterpenoid, jsou jeho vlastnosti srovnatelné s obéma diive
popsanymi. Lze nalézt jeho uplatnéni ve farmacii jak humanni, tak i veterinarni. Byl
pozorovan pozitivni G¢inek proti klistatim napadajicim psy, kdy sice nemusi dochazet ke
stoprocentnimu usmrceni klist’at, ale karvakrol piisobi na reproduk¢ni bunky samic, ¢imz
1ze dosahnout dlouhodobé kontroly populace. Navic byly pozorovany repelentni uCinky
karvakrolu [62]. Co se tyka vyuziti na ochranu zdravi lidi, byl naptiklad pozorovan jeho
¢inek proti bakteriim z rodu listérie, které zptisobuji listeriozu. Uéinek karvakrolu byl
navic mnohem vétsi v kombinaci s cymenem, kdy smés obou latek efektivné nicila

bakterie v mrkvovém dzusu. To vypovida o moznosti pouziti ke konzervaci potravin [63].

Uginky karvakrolu pro ochranu potravin byly popsany v riiznych oblastech. Mize
se vyuzit jako konzervant u vakuovée balené kriti Sunky, kde ptisobi na jiz zminéné listérie,
navic dokaze zpomalit oxidaci lipida [64]. Bakterie v potravinach obecné piedstavuji velké
nebezpec¢i, hlavné pokud dochazi k jejich hromadéni (angl. biofouling — hromadéni
(mikro)organismi na vlhkych povrSich). Proti tomu se testuji rizné piirodni latky
I esencialni oleje. Pozorovano bylo plsobeni karvakrolu na bakterie stafylokoka, listérie
a E. coli, ktery tyto bakterie dokéze zabit a navic se da vyuzit k fyzickému odstranéni
biofilmi téchto bakterii [65]. Zajimavé jsou pak jedlé ochranné filmy, které jsou
aplikovany na potraviny, kde ptisobi proti nejriznéj$im patogeniim. Du a kol. [66] popisu;ji
ochranny film vytvoteny z rajéatového pyré s pridavkem karvakrolu, ktery ma pozitivni

ucinek v boji s E. coli a to az po dobu tii mesict skladovani pii teplotach 5 a 25 °C.

Velka oblast vyuziti je také v zemédélstvi. Bylo popsano vyuziti karvakrolu,
a soucasn¢ také eugenolu, jako pfirodnich fungicidd u Ccerstvé sklizenych vodnich
melount. Osetfeni témito latkami se jevi jako slibna pfirodni alternativa k pouziti
chemickych konzervantli pro zvyseni bezpecnosti a kvality Cerstvych plodi pfipravenych

Kk pfimé konzumaci [67]. Obdobné byl sledovan vliv karvakrolu ptidaného do oplachové
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vody sozonem pii zpracovani sklizeného ledového salatu. Oplachova voda se
v zemédélstvi pouziva po sklizni k odstranéni mechanickych necistot a soucasné¢ ke snizeni
mikrobidlni zatéze. Karvakrol ma v tomto ohledu pozitivni vliv (zde testovan ucinek proti
salmonele) a mize slouzit jako bezpeéna nahrada bézné pouzivaného chléru [68]. Utinek
karvakrolu vSak neni omezen pouze na jednobunécné organismy. Byla vypracovéana studie
jeho puasobeni na hlistice, které napadaji koteny rostlin a zplsobuji snizovani Urody.
Karvakrol se zde opét osveédcil jako ucinny piirodni produkt, ktery by do budoucna mohl

nahradit pesticidy s negativnimi vlivy na zivotni prostiedi [69].

2.5.3 Metody stanoveni

Zavedenymi metodami pro stanoveni karvakrolu jsou opét metody plynové
chromatografie. Pfikladem muze byt jeho analyza v esencialnich olejich ptidavanych do
krmnych smési pro hospodaiska zvifata, kde pomahaji jako ptirodni nahrazka antibiotik.
Z téchto smési se da karvakrol extrahovat kapalinovou extrakei za zvySeného tlaku, a poté
analyzovat pomoci GC-MS systému [70]. Vedle GC metod jsou dale pouzivany HPLC
metody s UV detekei, napt. pro analyzu oleje z tymianu [71]. Zajimavou a nedestruktivni
metodou je infraCervend spektrometrie (techniky zeslabeného uplného odrazu, a méfeni
Vv blizké oblasti), ktera byla aplikovana k analyze obsahu karvakrolu ve dfevé cypiisku, kde

pusobi fungicidné a insekticidné proti termitim [72].

Vzhledem k podobnosti karvakrolu a thymolu lze ocekavat jen maly rozdil
v oxidacnich potencidlech pfi jejich elektrochemickém stanoveni. Pii méfeni s BDDE se
piky obou latek ptekryvaji [73]. Kowalcze a Jakubowska se zabyvali touto problematikou
a rozdil potencialt, ktery byl pouze 15 mV, vyiesili aplikaci vicerozmérné statistické
analyzy, kdy dosahli ptesné kvantifikace obou latek [74]. Je tedy ziejmé, ze ac jsou si ob¢
latky podobné, je mozné vyuzit elektrochemické metody k jejich rozliSeni ve smési bez
potieby jejich separace ¢i upravenych elektrod. Modifikace elektrod je vSak dnes velmi
oblibena, jak bylo zminéno v predeslych kapitolach. Lze tak nalézt naptiklad tiSténé
uhlikové elektrody modifikované nanokompositem oxidu lanthanitého a oxidu
kobaltnato-kobaltitétho. Nanokomposit pii analyze pusobi Kkatalyticky na oxidaci

karvakrolu a usnadnuje jeho detekci v realnych vzorcich [75].
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2.6 Voltametrické metody

Jsou zaloZeny na méfeni zavislosti proudu prochazejicitho pracovni elektrodou, kterd je
ponoiena v analyzovaném roztoku, na potencidlu, ktery je na elektrodu vkladan z vnéjsiho
zdroje. Pii vhodném potencidlu dochazi k redoxni reakci analytu, pfi které prochazi
elektrodou proud, jenz je pfimo umérny koncentraci analytu v roztoku. Nejcastéji se
pracuje v tiielektrodovém zapojeni, kde kromé& zminé€né pracovni elektrody, na které se
sleduje redoxni reakce analytu, je v roztoku jesté referencni elektroda (nepolarizovatelna
elektroda s konstantnim potenciadlem) a pomocnd elektroda. Mezi pracovni a referen¢ni
elektrodou se kontroluje napéti vlozené ze zdroje, které zpuisobuje zménu potencialu
pracovni elektrody (potencial referen¢ni je konstantni), a to za bezproudového stavu (kvili
ochrang referencni elektrody pted jeji polarizaci). Proud prochazi mezi pracovni

a pomocnou elektrodou. Reakce probihajici na pomocné elektrodé se nesledu;ji [76].

2.6.1 Diferen¢éné pulzni voltametrie

Zkracen¢ DPV, je jednou z nestacionarnich pulznich voltametrickych technik. Pfi této
technice je na elektrodu vkladano napéti linearné se ménici s ¢asem, a zaroven jsou na ni
vkladany potencialové pulzy o amplitudé¢ 10 az 100 mV s dobou trvani v fadu desitek
milisekund. Zaznamenavan je rozdil proudt zméfenych tésné¢ pred vlozenim pulzu a na
jeho konci. Grafickym vystupem je voltamogram — zavislost rozdilu proudi na
stejnosmérné slozce polarizacniho potencidlu. Redoxni reakce analytu se projevi
proudovym pikem. Potencial odpovidajici maximu piku (potencial piku E,) nese
kvalitativni analytickou informaci, protoze je charakteristicky pro danou latku. Vyska piku
piku (neboli proud piku v jeho maximu, iy) je informaci kvantitativni, protoze je imérna
koncentraci analytu v roztoku. Potencialové pulzy u této, ale i dalSich metod s pravouhlym
napétovym pulzem, jako je napf. SWV, slouzi ke zlepSeni poméru signdl/Sum, protoze
méfeni proudu pouze po urcité intervaly vede ke snizeni vlivu kapacitniho proudu, ktery je

hlavnim zdrojem Sumu ve voltametrii [76].
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2.6.2 Voltametrie fenolt

Fenolické latky jsou analyticky zajimavé zejména diky svym vlastnostem a vyuZziti
k desinfekci, jako 1é¢iva, konzervanty, apod. jak bylo zminéno v piedchozich kapitolach.
Fenoly a jejich derivaty vSak maji také toxické ucinky a jednd se o zdvazné polutanty
hlavné v primyslovych vodach, kviili jejich nesnadné rozlozitelnosti a tudiz obtiznému

odstranovani [77]. Proto je dulezité vyvijet spolehlivé metody k jejich stanoveni.

Aplikace voltametrie pro jejich analyzu je vhodna diky piitomnosti snadno
oxidovatelné fenolové skupiny. Alifatické hydroxylové skupiny (alkohold) se
elektrochemicky oxiduji pomérné¢ huf. Obecné se fenoly oxiduji ireverzibilné
jedno-elektronovym pienosem. Jejich oxidacni potencidly se znatelné posouvaji do
negativngjSich oblasti se zvySujicim se pH v rozmezi pH 5-9, ov§em v kyselejSim prostiedi
jsou potencialy stabilni a na pH témét nezavislé. Samotnd oxidace vede ke vzniku volnych
fenoxylovych radikalt [78]. Radikaly interaguji s ostatnimi latkami v roztoku za vzniku
produktti nebo dochazi k jejich rekombinacim a vzniku dimerd, které se mohou dale
oxidovat. V zavislosti na podminkach vznikaji bud’ polymery (pii vysokych koncentracich
fenolti a v zéasaditém prostfedi), nebo chinony (pii nizkych koncentracich a v kyselém
prostiedi). Chinony mohou podléhat jesté¢ dalsi oxidaci, pfi které vznikaji karboxylové
kyseliny, ovSem tato oxidace je energeticky narocna. Vyhodou je vsak biodegradabilita
téchto kyselin, ¢ehoz l1ze vyuzit pro odstranéni fenolt z primyslovych vod s vyuzitim
elektrochemické oxidace [77]. Naopak vznik polymernich struktur je nezadouci zejména

kvuli nasledné pasivaci elektrody a ztraté signalu [79].

Piikladem mutze byt voltametrickd oxidace 0O-methoxyfenolu, coz je zakladni
strukturni motiv eugenolu. Ta mutze probihat dvéma zptisoby (Obr. 4). Prvni moznosti
(pribéh A) je jedno-elektronova oxidace za vzniku radikélovych sloucenin a jejich
rekombinace S naslednou dvou-elektronovou oxidaci za vzniku
3,3°-dimethoxyfenochinonu. Druha, pouze dvou-elektronova, oxidace vede ke vzniku

0-benzochinonu (pribéh B).

Ptikladem vyuziti voltametrie je naptiklad sledovani obsahu fenoll ve viné. Zde
ptsobi fenoly jako antioxidanty a zajem o né vzrostl se zjiSténim, Ze lidé konzumujici vino
maji nizsi rizikovost srdecnich onemocnéni. Nejvhodnéjsi elektrodou pro tyto analyzy je
GCE, jelikoz na jinych materidlech (zlato, platina) interferuje oxidujici se ethanol. Pfi

méfeni proti argentchloridové referencni elektrodé se piky o-difenolt vyskytuji pfi
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potencialu 400 mV [80]. Obdobnou aplikaci je stanoveni celkového obsahu fenold
V potravinach. Zde je také vyuzitelny skelny uhlik, ovSem ten je nékterymi fenoly
pasivovan. Proto je vyhodnéjsi pouzit BDDE, ktera je vhodna pro detekci i v komplexnich

vzorcich, a to i za piitomnosti pasivujicich latek [81].
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Studovanymi latkami byly thymol (Merck, Kenilworth, NJ, USA), karvakrol 99%, eugenol
99% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko).

K tvorbé liposomi poslouzil asolectin ze so6jovych bobii s obsahem

fosfatidylcholinu ~ 25 % (Fluka, Buchs, Svycarsko).

Dalsi pouzivané chemikalie byly kyselina orthofosfore¢na 85% p.a. (Penta, Praha,
Ceska republika), kyselina octova 99% p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),
kyselina boritd p.a. (Lachema, Brno, Cesk4 republika), hydroxid sodny p.a. (Lach-Ner,
Neratovice, Ceska republika), acetonitrii pro HPLC (VWR International,
Fontenay-sous-Bois, Francie).

3.2 Priprava roztoku
Zakladni roztoky eugenolu, karvakrolu a thymolu o koncentraci 1 mg ml™ byly piipraveny
rozpusténim piislusSného mnozstvi latky v deionizované vodé (Millipore, 18,2 MQ).

Zakladni Britton-Robinsoniv pufr (BR pufr) byl pfipraven z kyseliny octové,
kyseliny borité a kyseliny fosfore¢né o koncentracich 0,04 mol 1™ v destilované vodé. Rada
BR pufri pH 2-8 byla pfipravena upravou pH zakladniho pufru titraci 50% (m/m)

roztokem hydroxidu sodného.

Roztok asolectinu o koncentraci 8 g I'™* byl pipraven rozpusténim daného mnoZstvi

latky v deionizované vod¢ (Millipore, 18,2 MQ).

3.3 Pouzité pristroje
Vsechna elektrochemicka méfeni byla provedena na potenciostatu/galvanostatu Autolab

PGSTAT128N se softwarem Nova ve verzi 2.1 (Metrohm Autolab, Utrecht, Nizozemsko).

Pro hmotnostné spektrometrickd méteni slouzil hmotnostni spektrometr Agilent
1100 Series LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) s ionizaci
elektrosprejem (ESI), za pouziti softwaru DataAnalysis 3.3 (Bruker Daltonik, Leipzig,
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Némecko). Pro davkovani vzorku slouzila stiikackova pumpa NE-1002X (New Era Pump
Systems, Farmingdale, NY, USA).

K dalsim c¢innostem byly vyuzivany tfepacka Vibramax 100 (Heidolph,
Schwabach, Némecko, pH metr inoLab 720 s kombinovanou sklenénou elektrodou SenTix
41 (WTW, Weilheim, Némecko), ultrazvukova cCisticka Sonorex Digitec (Bandelin, Berlin,
Némecko), analytické vahy ABS 220-4 (KERN, Balingen, Némecko) a XSE205 (Mettler
Toledo, Columbus, OH, USA).

3.4 Experimentalni postupy

Byly uréovany rozdélovaci koeficienty eugenolu, thymolu a karvakrolu v systému
liposom-voda po definované dob¢ rozdélovani. Systém pro rozdélovani latek sestaval ze
dvou 4 ml vialek naplnénych roztoky, oddélenych polopropustnou membranou, které byly

ttepany definovanou dobu na tfepacce, vzdy rychlosti 150 rpm.

Celkem byly testovany tfi typy polopropustnych membran: polykarbonatova (PC)
membrana Nuclepore Track-Etch filtraéni membrana (Whatman, Maidstone, Velka
Britanie) s velikosti port 0,05 pum, celuléozova dialyzaéni membrana z regenerované
celulozy s tloustkou stény 25 um, priachozi pro latky do molekulové hmotnosti 3500 Da
(Fisher Scientific, Hampton, NH, USA) a membrana z nylonu 0 praméru péra 0,2 pm

(Hahnemiihle, Dassel, Némecko).

3.4.1 Priprava vzorkt pro uréeni rozdélovacich koeficientt

Vialky pro tfepani byly naplnény roztoky. Jedna vialka obsahovala 3,2 ml deionizované
vody, druha vialka obsahovala 2,8 ml roztoku asolectinu o koncentraci 8 g I"* (resp. 2,8 ml
deionizované vody v ptipadé slepého pokusu) a 0,4 ml roztoku sledované latky
o koncentraci 500 nebo 50 pg ml™. Celkové vstupni koncentrace analytu ve vialce byly
62,5 ug ml™ nebo 6,25 pg ml™, koncentrace asolectinu &nila 7 g 1. Vialky byly spojeny
v aparaturce (viz Obr. 5 — jedna se o dv¢ vialkova vicka s vyvrtanymi otvory, ktera jsou
zalepena v kovovém nebo plastovém krytu) a oddéleny membranou. Vzorky byly poté

ttepany 48 hodin (neni-li uvedeno jinak) a nasledn¢ analyzovany.
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Obr. 5 Rozdélovaci aparatura — nahorfe s kovovym pouzdrem, dole s plastovym

3.4.2 Diferenéné pulzni voltametrie

Vsechna méfeni byla provedena v tiielektrodovém zapojeni s vyuzitim pracovni GCE,
referencni argentchloridové elektrody Ag|AgCl|1M-KCl, a jako pomocna elektroda slouzil
platinovy dratek.

K méfeni byla vyuzita dvoudilna nizkoobjemova elektrochemicka cela s roztokem
sestavajicim z 200 pl BR pufru a 200 ul méfeného roztoku. Dvé elektrody — pracovni
a pomocna — byly umistény ve vnitini nadobce s analyzovanym roztokem, referencni
elektroda byla ve vnéjs$i nddobce se zdkladnim BR pufrem. Vodivé spojeni roztokli v obou
nadobkach zajistovala frita z vycoru. Pred kazdou analyzou byl povrch uhlikového disku
pracovni elektrody vylestén vodnou suspenzi aluminy (0,05 um), poté byla elektroda

oplachnuta destilovanou vodou a 1 minutu ¢isténa v ultrazvuku.

DPV méfeni eugenolu probihalo v rozsahu potencialii -0,1 az +1 V pfi rychlosti

skenu 10 mV s, s modulagni amplitudou 50 mV a Sitkou pulzu 500 ms.

Stanoveni thymolu a karvakrolu se liSilo pouze v rozsahu potenciald, které zde byly

nastaveny od -0,1 do +1,3 V.

3.4.3 Hmotnostni spektrometrie

Byla testovdna koncentracni fada asolectinu 0, 2, 5, 10, 25 a 50 pg ml™. Ke sledovéni
mnozstvi proSlého asolectinu pies polopropustné membrany bylo vyuZito postupu
z kapitoly 3.4.1 s dobou tfepani 24 hodin.

Podminky MS byly nasledujici: teplota susiciho plynu (dusik) 250 °C, rychlost
pritoku sugiciho plynu 5 1 min™, tlak ve zmlZova&i 15 psi (103 421 Pa), nap&ti na vstupni

kapilate +3,5 kV obsah acetonitrilu ve vzorku 5 % (v/v), rychlost davkovani vzorku

8 ul min™, doba snimani spektra 5 minut.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Voltametricka metoda pro stanoveni eugenolu, thymolu a

karvakrolu

Aby bylo mozné aplikovat voltametrickou metodu pro stanoveni rozdélovacich
koeficientl, byl nejprve testovan vliv pH roztoku na proudovou odezvu vSech analytt,
u eugenolu byl navic sledovan vliv asolectinu na kvantitativni vlastnosti DPV piku

eugenolu.

4.1.1 Vliv pH roztoku

Pti hledani vhodnych podminek pro voltametrickou analyzu eugenolu byla sledovéana
zavislost vy§ky DPV piku na pH BR pufru v rozmezi hodnot 2-10 (Obr. 6). Nejvyssi
odezva byla zaznamenana pii pH 8, které bylo vybrano jako nejvhodnéjsi pro vSechna dalsi
meéfeni. Pfi tomto pH se pik eugenolu vyskytuje kolem potencidlu 370 mV. Pokles
potencidlu piku s rostoucim pH byl linedrni se smérnici -55 mV/pH, coz odpovida reakei,

které se uCastni stejny pocet protont a elektronti.
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Obr. 6 Zavislost proudu a potenciélu DPV piku eugenolu (o koncentraci 24 umol I'Y) na pH
BR pufru

V ptipadé thymolu a karvakrolu se stejné jako u eugenolu jedna o fenolické latky,
jejich elektrochemicka odezva byla ovsem odlisnd. Nejvyssich proudi totiz bylo dosazeno

pti pH 2 (Obr. 7), coz je velka zména oproti alkalickému pH 8 pro eugenol. Pti pH = 2 se
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potencial piku thymolu pohybuje okolo 756 mV, pro karvakrol je potencial mirn¢ vyssi
s hodnotou kolem 761 mV. Potencial DPV piku eugenolu pii pH roztoku 2 je 700 mV, coz
predstavuje rozdil ptiblizné 60 mV od potencialt thymolu a karvakrolu. Pfi jejich soucasné
analyze by tudiz doslo k caste¢nému ptekryti pikil, ovSem stale by bylo mozné rozeznat
eugenol od thymolu/karvakrolu. Stejné jako v ptipadé eugenolu se redoxni reakce thymolu
a karvakrolu ucastni stejny pocet protonti a elektronli, protoze pokles potencidlii pfi
vzrustajicim pH byl linearni se smérnicemi -53 mV/pH pro karvakrol a -55 mV/pH pro
thymol (Obr. 8).
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Obr. 7 Zavislost proudové odezvy na pH BR pufru pro thymol a karvakrol (o koncentraci
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Obr. 8 Zavislost potencialu DPV piku thymolu a karvakrolu (o koncentraci 50 umol I'') na
pH BR pufru
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4.1.2 Vliv pritomnosti asolectinu na proudovou odezvu eugenolu

Na eugenolu (koncentrace 5 pg ml™) byl testovan vliv obsahu asolectinu na proudovou
odezvu. Jak je vidét na Obr. 9, pik eugenolu v roztoku bez asolectinu dosahl proudové
odezvy kolem 650 nA. Po pfidavku 5 % (m/m) asolectinu doslo ke snizeni tohoto proudu
na hodnotu 450 nA. Dalsi pfidavek na celkovy obsah 10 % (m/m) vedl k dal§imu sniZeni
na 350 nA. Je tedy zfejmé, Ze asolectin ma negativni vliv na kvantitativni voltametrickou
analyzu, protoZe jeho pfitomnost zplisobuje pokles proudové odezvy fenolu v dusledku
pasivace povrchu elektrody fosfolipidy. To byl také jeden z divodi, pro¢ nebyl stanovovan
eugenol (ani thymol a karvakrol) v roztoku s asolectinem, ale pouze v roztoku vody za

polopropustnou membranou.
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& 700 t
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Obr. 9 Proudové odezvy roztoku eugenolu o koncentraci 5 ug mi* s riiznym obsahem

asolectinu v roztoku

4.1.3 Kalibracéni zavislosti

Kalibra¢ni zavislost eugenolu na Obr. 10 byla vytvofena z péti nezavislych kalibracnich
zavislosti métenych v riznych dnech, které byly zprimérovany. Vykazuje dobrou linearitu

a opakovatelnost DPV meéfeni pro tuto latku.
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Obr. 10 Kalibra¢ni zavislost eugenolu vytvorena zpriamérovanim péti kalibracnich

zavislosti

Na Obr. 11 je kalibra¢ni zavislost thymolu. V tomto piipadé byly pouzity tii
nezavislé kalibracni zavislosti, pfiCemz vysledna priimérna zavislost opét vykazuje dobrou

linearitu a opakovatelnost DPV méfeni thymolu.
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Obr. 11 Kalibraéni zavislost thymolu vytvorena zprimérovanim tfi kalibracnich zavislosti
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U karvakrolu je situace obdobné jako u thymolu. Kalibraéni zavislost vytvoiena
zprumérovanim dvou nezavislych kalibra¢nich zavislosti je na Obr. 12. Opét vykazuje

dobrou linearitu i opakovatelnost.
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Obr. 12 Kalibracni zavislost karvakrolu vytvorena zpramérovanim dvou kalibracnich

zavislosti

V Tab. | jsou regresni parametry vSech tii latek a z nich vypoctené meze detekce (LOD)
a meze stanovitelnosti (LOQ) pomoci rovnic 3 a 4:

LOD = 37?’ (3)
LOQ = =% (4)

kde s, je vybérovy odhad smérodatné odchylky useku piimky a a je smérnice

regresni ptimky.

Tab. | Parametry regresnich kalibraénich pfimek eugenolu, thymolu, karvakrolu a jejich

kalibracni meze

Lika  ads bas R LoD, Log,
(nA ml pg?) (nA) (ng ml™) (ng ml™)
Eugenol 58,60 +1,35 23,29 + 14,00 0,9987 0,717 2,389
Thymol 88,79+234 -451+24721 0,9983 0,818 2,727
Karvakrol 68,94 +1,38 14,72+ 14,33 0,9990 0,623 2,078
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4.2 Metoda stanoveni rozdélovacich koeficientu

Zékladnim predpokladem pfi stanoveni rozdélovacich koeficienti systému liposom-voda
byla tvorba liposomti, ve kterych je cast studované latky uzaviena. Rozd¢lovaci aparatura
sestavala ze dvou vialek oddé€lenych polopropustnou membranou, kdy jedna vialka
obsahovala liposomalni asolectinovou fazi s rozdélovanou latkou (analytem) a druha vialka
obsahovala deionizovanou vodu. Poté byla definovanou dobu ustavovana rovnovéha za
mirného tfepani, a nasledné byla stanovena koncentrace analytu v roztoku vody za
polopropustnou membranou. Ptredpokladem bylo, Zze tato membrana umoznila difazi
analytu z roztoku asolectinu do roztoku vody ve vialce za membranou a zaroven zabranila
pronikani liposomti do tohoto roztoku. Za ptedpokladu dosazeni rovnovahy b&hem
rozdelovani, tedy ze 50 % volné formy analytu proslo skrze membranu, odpovida zjisténé
mnozstvi latky poloviné celkového mnozstvi volné latky, ktera se nachazela ve vialce
sasolectinem. Jelikoz souCasné zname celkové mnozstvi latky pifidané do roztoku
asolectinu, mizeme jednoduse urcit mnozstvi latky uzaviené v liposomech a soucasné

vypoditat jeji rozd€lovaci koeficient mezi liposomy a vodou.

Vyuziti asolectinu k tvorbé liposomil vychazi z jeho dobré rozpustnosti ve vode,
¢ehoz lze vyuzit pii metodé spontanni revesikulace (viz kapitola 2.2.1). Problémem je zde
vliv asolectinu na DPV signal analyzovanych latek (viz kapitola 4.1.2), coz byl jeden
z diivodii, pro¢ byly analyty stanovovany v roztoku deionizované vody za membrénou po
dosazeni rovnovahy. DalSim divodem je nemoznost rozliSit volny analyt od analytu
vazaného v liposomech (na elektrodé by kromé pasivace fosfolipidy mohlo dochazet také

K naruseni struktury liposomi a k oxidaci uvolnéné latky).

4.2.1 Vypocet rozdélovaciho koeficientu

Pro vialky rozdélovaci aparatury byly zavedeny dva pojmy. Vialka, do niz je na zafatku
piidana studovana latka (a v piipad¢ samotného vzorku také asolectin), je oznaCena jako
roztok analytu. Druha vialka s Cistou vodou, do niz latka difunduje, je oznacena jako

roztok vody.

Zakladnim ptedpokladem rozdélovani je vznik liposomt v roztoku. Jak jiz bylo
zminéno, kritickd liposomalni koncentrace asolectinu je 1,24 g 1"t Proto byl pii

experimentech vyuzivan roztok o vysledné koncentraci asolectinu 7 ¢ It za pouziti
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hustoty asolectinovych liposomtl 1,028 g ml™ [19] zjistime objem liposomt v roztoku

V| =2,179.102 ml.

Dalsi parametr ziskame analyzou slepych pokust, které neobsahuji asolectin. Zde
tedy dochazi k difuzi sledované latky z roztoku analytu pies polopropustnou membranu do
roztoku vody (Cista voda) az do ustaveni rovnovahy (vyrovnani koncentraci).
Ptedpokladem je, ze Vvrovnovdze obsahuji oba roztoky, oddélené membranou, shodné
mnozstvi latky, jejiz souCet méa odpovidat celkovému mnozstvi latky na pocatku
experimentu m. = 200 pg (pii vstupni koncentraci 62,5 pg ml™), resp. 20 pg (pfi vstupni
koncentraci 6,25 pg ml™). Rozdil mezi celkovym mnoZstvim analytu na zaGatku a po
ustaveni rovnovahy v obou roztocich oddélenych membranou odpovidda mnozstvi latky,
které se zadrzelo na/v membrané, piipadné na sténach vialek (m;). Pfi vypoctech byl tento

parametr bran jako priimér ze vSech opakovani slepych pokust.

Analyzou roztoku vody po tfepani vzorku s asolectinem byla zjisténa koncentrace
analytu ve vodné fazi (za membranou), kterd souCasné¢ odpovidd koncentraci zbylé latky
vroztoku analytu, ktera neni vazana v liposomech. Tato koncentrace ma symbol Ce
a souCasné z tohoto tdaje ziskame hmotnost latky v roztoku me, ktera prosla do vialky

s vodou. Hmotnost volné latky v obou vialkach pak bude 2m..
Pomoci téchto parametrli zjistime mnozstvi latky v liposomech my, jeji koncentraci
v liposomech ¢, a nasledné rozdélovaci koeficient Ky

_my _ mg=my—2me

L=y ST v (5)
c

Klw = L (6)

Béhem experimentt se slepymi pokusy byl pozorovan velky rozptyl hodnot m,
mezi jednotlivymi vzorky, kdy se ztraty pohybovaly od 5 do 40 %. Pfi nckterych
experimentech byly ziskdny dokonce zaporné hodnoty. To vedlo k zavedeni druhého
vypoctu, kdy je koeficient m, vynechan a je vypocitan rozdélovaci koeficient bez zapocteni

ztrat na membrané K.
(y = —=———2 (7

Klwx = (8)
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4.3 Testovani vlivu rdznych podminek na rozdélovaci koeficienty

Pro moznou aplikaci popsané metody stanoveni rozdélovacich koeficientli byl testovan
vliv nékterych experimentalnich podminek na vysledny rozd€lovaci koeficient. Pomoci
MS analyzy bylo sledovano mnozstvi proslého asolectinu pfes jednotlivé membrany
(celulosovou, nylonovou a polykarbonatovou). Voltametrickd metoda byla pouZita pro
urCeni doby potfebné k ustaveni rovnovahy (béhem rozdélovani eugenolu metodou
ttepanim podpofené difuze) a vlivu koncentrace eugenolu na vysledny rozdélovaci

koeficient.

4.3.1 Volba vhodného typu membrany

vvvvvv

membranu (v pfipadé membrany z nylonu jde o mnozstvi nepiesahujici 1 % [16]), coz by
mohlo mit vliv na elektrochemickd méteni. Proto byla pouzita MS analyza ke sledovani
mnozstvi proslého asolectinu jednotlivymi polopropustnymi membranami. Vzhledem
k mnozstvi latek v asolectinu byl pro potiebu kalibra¢ni zavislosti vybran nejintenzivnéjsi
pik fosfolipidu o m/z 833 Da odpovidajici linolyl-palmitoyl fosfatidylinositolu
(fragmentové spektrum tohoto iontu je uvedeno Vv Priloze 1). Na Obr. 13 je kalibra¢ni

zavislost asolectinu vykazujici dobrou linearitu ve velkém rozsahu.
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Obr. 13 Kalibracni zavislost asolectinu (vyhodnocovan ion 833 m/z) zmérena metodou
MS
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Koncentrace asolectinu zméfené v roztocich vody po 24 hodinové tfepanim
podpofené difuzi pies jednotlivé polopropustné membrany jsou uvedeny v Tab. Il
(pruméry ze dvou opakovani). Mnozstvi asolectinu pro§lého pies celulosovu a nylonovou
membranou je témét shodné a neptekracuje 0,18 % celkové koncentrace asolectinu
Vv roztoku analytu na poc¢atku experimentu. U polykarbondtové membrany vSak asolectinu
prochazi mnohondsobné vice, primérnd hodnota uvedend v tabulce odpovidad 18,01 %
z celkové koncentrace 7 g 1" asolectinu na pocatku experimentu. Primérné tak pres PC
membranu prochazi asi 80krat vice asolectinu nez pifes membrany z celulosy a nylonu.

vvvvvv

experimenty vyuzivany pouze membrany z celulosy a nylonu.

Tab. Il Namérfené koncentrace asolectinu proslého z roztoku analytu (eugenol,
koncentrace 6,25 a 62,5 ug ml™*) do roztoku vody pfes jednotlivé polopropustné
membrany (C — celulosovou, N — nylonovou a PC — polykarbonatovou). Primérovano ze

dvou méreni

Vzorek C6,25 C62,5 N6,25 N62,5 PC6,25 PC62,5
Casolectin 11,21 7,85 11,00 12,29 1260,70 461,77
(ug ml™)

4.3.2 Casova zavislost rozdélovani

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit dobu potfebnou pro ustaveni rovnovahy v roztocich
pii ttepanim podpotené difuzi eugenolu pies polopropustnou membranu. Trepani probihalo
1, 4, 10, 17, 24, 36 a 48 hodin a byly pouzity membrany z celulézy a nylonu. Ukazka
zmény koncentrace eugenolu V slepém vzorku (bez pfitomnosti asolectinu, pocate¢ni
koncentrace eugenolu byla 62,5 ugml™) je na Obr. 14. Koncentrace eugenolu klesala
relativné shodné u obou membran s rozdilem vzorku s dobou tfepani 24 hodin, ovSem zde
muZe jit 1 o ndhodné chyby méfeni. Po 36 a 48 hodinach ustavovani rovnovahy byly
koncentrace eugenolu prakticky konstantni, coz ukazuje na dosazeni stavu blizkého

rovnovaze.
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Obr. 14 Koncentrace eugenolu ve slepém vzorku (bez asolectinu) o poéatecni
koncentraci 62,5 ug mi'* v zavislosti na dobé tfepanim podporené difize do vody pres

polopropustnou membranu. RA — roztok analytu, RV — roztok vody

V Tab. Il jsou uvedeny hodnoty rozdélovacich koeficientd a jejich logaritmy
vypocitané¢ pro vSechny vzorky z Casové fady. U vzorku s celulosovou membranou
a dobou tfepani 24 h je zietelna odchylka, kdy se rozdélovaci koeficient zvysil v jinak
klesajici fad¢. Tento skok miize byt zpisoben chybou méteni ¢i Spatnou piipravou vzorku.
Vysledna hodnota log Ky, = 2,26 pro celulosu a dobu tfepani 48 hodin se nejvice blizi
rozdélovacimu koeficientu eugenolu v systému lecitin-pufr log Kiecp = 2,20 [24]. U nylonu
se nejvice blizi doba 36 hodin s log Ky, = 2,32, ovSem log Ky, = 2,37 u 48 hodin tfepani se
li$i pouze nepatrné. Jako nejvhodnéjsi doba rozdélovani bylo vybrano 48 hodin, pfi¢emz
neni nutné tento ¢as zvysit, jelikoz uz v rozmezi 36 a 48 hodin jsou koncentrace témér

konstantni.

Tab. Il Rozdélovaci koeficienty eugenolu v systému liposom-voda v zavislosti na dobé

trepani vzorku

Doba

tfepani 1 4 10 17 24 36 48
(h)
Kiw 13229 1609 1693 515 699 315 184

Celulosa

log Ky 4,12 3,21 3,23 2,71 2,84 2,50 2,26

Kiw 13691 1684 1854 515 389 207 237
Nylon
log Kiw 4,14 3,23 3,27 2,71 2,59 2,32 2,37
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4.3.3 Koncentracni zavislost rozdélovacich koeficientti eugenolu

DalSim experimentem bylo sledovani vlivu vstupni koncentrace eugenolu na vysledny
rozdélovaci koeficient. Tyto koncentrace ve vialce s asolectinem byly 1,25; 3,125; 6,25;
12,5; 31,25 a62,5 ug ml™. U celulosové membrany byl po dosaZeni rovnovéhy (po
48 hodinach tfepanim podpotfené difuze) ve vzorcich s asolectinem pozorovan témér
linearni nartst koncentraci eugenolu, které byly zméfeny v roztoku vody (Obr. 15). Stejna
situace jde vidét v piipadé slepych vzorku bez asolectinu na Obr. 16, kdy byly méfeny
koncentrace eugenolu po dosazeni rovnovahy v obou vialkach rozdélovaci aparatury. Se
zvySujici se pocatecni koncentraci eugenolu dochdzelo k linedrnimu nardstu vysledné
koncentrace jak v roztoku analytu, tak v roztoku vody, pficemz se tyto koncentrace lisi
pouze nepatrné (s vyjimkou roztoku o koncentraci 12,5 pg ml'l), coz prokazuje vyrovnani

koncentraci po 48 hodinové difuzi a tedy praktické dosazeni rovnovahy.
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Obr. 15 Koncentrace eugenolu po 48 hodinové tfepanim podporené difazi pres
polopropustnou membranu (z celulosy) zmérené v roztoku vody (priméry ze 4 méreni),

v zavislosti na pocate¢ni koncentraci eugenolu v roztoku analytu obsahujicim asolectin

V piipadé membrany z nylonu byla situace obdobna (viz Pfiloha 2 a Priloha 3), kdy
koncentrace eugenolu po dosazeni rovnovdzného stavu mezi obéma vialkami rostla
linearn¢ s pocatecni koncentraci eugenolu v roztoku analytu, u slepych pokust se pak
proloZzené linedrni zavislosti téméi prekryvaly, stejné tak se vSechny zjisténé koncentrace

V obou vialkach témét shodovaly, coz dokazuje praktické dosazeni rovnovahy.
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Obr. 16 Koncentrace eugenolu zméfené v roztoku vody (RV) a roztoku analytu (RA) po
48 hodinové tfrepanim podporené difuzi pres polopropustnou celulosovou membranu
(pruméry ze 4 méreni), v zavislosti na pocateéni koncentraci eugenolu v roztoku analytu

bez asolectinu

Vypocitané rozdélovaci koeficienty se lisi v rdmci jednotlivych koncentraci
u danych membran, ovSem lis§i se také mezi obéma membranami. Pro nylonovou
membranu se u vstupnich koncentraci 12,5; 31,25 a 62,5 ug ml™ vysledné rozdélovaci
koeficienty téméft nelisily (aritmeticky primér a vybérova smérodatna odchylka téchto tii
rozd€lovacich koeficientd jsou Ky, = 252 a s=22,77, RSD = 9,1 %). Nizsi koncentrace
vykazovaly mnohem vyssi hodnoty Ky, nejnizsi koncentrace navic poskytovala zaporny
rozd€lovaci koeficient. Tyto problémy jsou zptisobeny nizkou méfenou koncentraci kolem
meze detekce DPV metody a Ize tak jen s obtiZzemi rozlisit pik od Sumu. Tento problém se
tyka vychozich koncentraci eugenolu v rozd€lovacich experimentech 1,25, resp.
3,125 pg ml™, kdy je v analyzované vodné fazi po ustaveni rovnovéhy koncentrace jeité
nejméné dvakrat mensi. V piipadé¢ celulosy je situace podobna s tim rozdilem, Ze u nejnizsi
koncentrace dosahl rozd€lovaci koeficient hodnoty nad 7000 (proto neni uveden v grafu).
Rozdily jsou pak také v ostatnich koncentracich, kdy rozdélovaci koeficienty U koncentraci
6,25 a 12,5 pg ml™ odpovidaji rozd&lovacim koeficientiim vy3sich koncentraci u nylonové
membrany, rozdélovaci koeficienty 161 a 166 u koncentraci 31,25 a 62,5 pg ml™ pak
nejblize odpovidaji rozdélovacimu koeficientu eugenolu v systému lecitin-pufr

log Kiecp = 2,20 (coz odpovida Kieep = 158) [24].
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Obr. 17 Rozdélovaci koeficienty eugenolu v zavislosti na vstupni koncentraci eugenolu

davkovaného do roztoku

Jak bylo zminéno v kapitole 4.2.1, pfi vypoctu rozdélovacich koeficienti muze
dochazet k velkému rozptylu hodnoty m, ptedstavujici ztraty analyzované latky na
membrané, piipadné dalSich Castech délici aparatury. Vzhledem k tomu, Ze pro vypocet
rozdélovacich koeficientti na Obr. 17 bylo m; pouze ze dvou opakovani slepych vzorku,
byly tyto rozd€lovaci koeficienty ptepocitany s vyloucenim parametru m, za pouziti rovnic
(7) a (8). Pro ukazku byly vybrany vysledky z nylonové membrany. Uvedeny jsou na Obr.
18, kdy je ziejmé, ze nekteré koeficienty tato zmeéna ovlivnila nepatrné (koncentrace 3,125
a 62,5 ug ml™), kdezto jiné mohou byt ovlivnény zasadn& (koncentrace 1,25 a 6,25 pg ml°
1. Pozitivni viak bylo posunuti rozd&lovaciho koeficientu pro 6,25 pg ml™ na hodnotu
290, ktera koresponduje s puvodnimi hodnotami =ziskanymi pro vys$i koncentrace
eugenolu. U téchto koncentraci pak doslo ke snizeni rozdélovaciho koeficientu na hodnoty,
kter¢ se vice blizi rozdélovacimu koeficientu eugenolu v systému lecitin-pufr

(log Kiech = 2,20; Kiec.p = 158 [24]).
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Obr. 18 Srovnéni rozdélovacich koeficient( vypoctenych podle rovnice (6) se zapoctenim

ztrat a podle rovnice (8) nezahrnujici ztraty latky na nylonové membrané

Ze vSech vysledki ziskanych vtomto experimentu vyplyva, Ze pocatecni
koncentrace eugenolu nemé zasadni vliv na vysledny rozdélovaci koeficient, pokud se
nepohybujeme kolem nizkych koncentraci blizkych LOD pouzité analytické metody. Proto
byla zvolena jednotna koncentrace 62,5 pg ml™ pro dalsi experimenty s eugenolem, ale
také s thymolem a karvakrolem. Soucasné byl zjistén urcity vliv parametru m, pfi
vypoctech rozdélovacich koeficientl. Tento parametr muze rizné ovliviiovat vysledny
rozd€lovaci koeficient a to jak pozitivné, tak i negativné. Proto se miize zdat, ze vypocet
nezahrnujici tento parametr je ve vysledku piesnéjsi, ovSem prakticky neni nutné jej
vypoustét. Problémem byla v tomto experimentu skute¢nost, ze byla provedena pouze dvé
opakovani a je tedy problematické urcit odlehly vysledek. Pro ur¢eni m; je tedy zasadni
vice opakovani, které umozni pfipadné urceni odlehlych vysledkt a jejich vylouceni

z pracovniho souboru.

4.4 Stanoveni rozdélovacich koeficientu

Na zaklad¢ testovanych experimentalnich podminek byl sestaven koneény experiment
scilem ur¢it rozdélovaci koeficienty eugenolu, thymolu a karvakrolu v systému
liposom-voda. Vstupni koncentrace analytd byla 62,5 ugml™, vzorky byly tfepany
48 hodin a bylo provedeno 5 opakovani s cilem eliminovat odlehlé vysledky slepych

vzorkl a ziskat tak co nejpfesnéjsi vysledek ztrat latky na membrang.
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4.4.1 Rozdélovaci koeficient eugenolu

Vzhledem k netésnosti membran (celulosové i nylonové) u vzorku Cislo 3 doslo ke
kontaminaci roztoku vody asolectinem a eugenolem z roztoku analytu, vysledky proto byly
znehodnoceny a nejsou zde uvedeny, k vypocétim stiedni hodnoty a odchylek byly vyuzity
ostatni Ctyfi méfeni. Primérnd hodnota rozdélovaciho koeficientu vychdzi z primeéru

jednotlivych rozdélovacich koeficientl vzorki.

Vysledné rozd€lovaci koeficienty jsou na Obr. 19 a primérné hodnoty v¢etné logaritmu
a statistickych odhadt rozptylu jsou v Tab. IV. V piipadé celulosové membrany se
rozdélovaci koeficienty pohybuji v rozmezi piiblizné 190-255. V piipadé nylonové

membrany se rozdélovaci koeficienty pohybuji v rozmezi ptiblizné 130-215.
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Obr. 19 Rozdélovaci koeficienty eugenolu v systému liposom-voda

Tab. IV Primémé hodnoty rozdélovacich koeficientd, jejich logaritmu a statistickych

hodnot eugenolu v systému liposom-voda pro membrény z celulosy a nylonu

Kw=xs RSD (%) log Ky
celulosa 222 +32,3 14,59 2,35
nylon 174+ 31,6 18,19 2,24

Pfi srovnani s hodnotou rozdélovaciho koeficientu eugenolu v systému lecitin-pufr
log Kieen = 2,20 je relativni chyba u celulosové membrany 6,82 % a u nylonové 1,82 %.
Rozdily mezi jednotlivymi membranami mohou mit vice piiCin, napiiklad u jedné

membrany mtize dochdzet k prichodu vétsiho mnozstvi latky za stejny ¢as, mize dochéazet
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vétsimu zadrzeni analytu na povrchu (adsorpce) nebo v objemu (v pérech) membrany, atd.
Nejpravdépodobnéjsi pfi¢inou jsou vSak nahodné chyby pii elektrochemickém méieni.
Odchylky od vztazné hodnoty jsou ovSem malé, proto 1ze metodu povazovat za vhodnou

ke stanoveni rozdélovaciho koeficientu eugenolu.

4.4.2 Rozdélovaci koeficient thymolu

U thymolu jiz byly vyuzity vSechny vzorky, hodnoty rozdélovacich koeficientl
tedy byly ziskany z péti méfeni a jsou zobrazeny na Obr. 20. Primérné hodnoty
rozdélovacich koeficientti a statistické hodnoty jsou uvedeny v Tab. V. U celulosové
membrany lze pozorovat velky rozptyl vysledkli, u nylonové membrany je rozptyl
0 poznani niz$i. Pozitivni je vV tomto piipadé podobnost koeficientl u celulosy a nylonu,
jejichz logaritmované hodnoty se 1i§i pouze o 6 setin. Co se vztazné hodnoty tyce,
v systému lecitin-pufr ma thymol rozdé&lovaci koeficient log Kiecr = 2,90. Relativni
odchylky hodnot v systému liposom-voda jsou oproti této hodnoté 1,72 % pro celulosu
a-0,34 % pro nylon, pficemz takto nizké hodnoty opét ukazuji na vhodnost metody ke

stanoveni rozdélovaciho koeficientu thymolu.
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Obr. 20 Rozdélovaci koeficienty thymolu v systému liposom-voda
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Tab. V Prumérné hodnoty rozdélovacich koeficientd, jejich logaritmt a statistickych

hodnot thymolu v systému liposom-voda pro membrany z celulosy a nylonu

Kw=xs RSD (%) log Ky
celulosa 890 +182,0 20,45 2,95
nylon 776+ 81,6 10,52 2,89

4.4.3 Rozdélovaci koeficient karvakrolu

Pii stanoveni rozdélovaciho koeficientu karvakrolu byl opét vytazen jeden ze vzork.
U celulosové membrany doslo ke kontaminaci vzorku cCislo 4 smichanim roztokli ve
vialkdch vlivem netésnosti membrdny, proto neni vzorek zahrnut ve vyhodnoceni
a vysledky se vztahuji k ostatnim ¢tyfem vzorkiim. Vzorky s nylonovou membranou byly
vSechny v poradku a jejich odchylky a primér jsou spocteny ze vSech péti méfeni (Tab.
VI1). Rozdé¢lovaci koeficienty jednotlivych vzorku jsou na Obr. 21. Opét je vidét velky
rozdil v rozptylech hodnot mezi jednotlivymi membranami, kdy je situace horsi v piipadé

nylonové membrany. Pfesto se vSak logaritmy pramérnych hodnot li§i pouze o 1 setinu.
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Obr. 21 Rozdélovaci koeficienty karvakrolu v systému liposom-voda

Tab. VI Primérné hodnoty rozdélovacich koeficientd, jejich logaritmi a statistickych

hodnot karvakrolu v systému liposom-voda pro membrany z celulosy a nylonu

K =S RSD (%) log Ky
celulosa 579 + 66,2 11,42 2,76
nylon 566 + 144,3 25,48 2,75
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U karvakrolu byla soucasné ze vSech tii latek sledovana nejlepsi shoda se
srovnavaci hodnotou ze systému lecitin-pufr. Rozdélovaci koeficient v ptipadé celulosové
membrany log K, = 2,76 se od srovnavaci hodnoty log Kicp = 2,76 vibec nelisi,
rozdélovaci koeficient log K, = 2,75 pfi pouziti nylonové membrany se lisi pouze
0 -0,36 %. Proto i pro tuto latku lze povazovat DPV metodu jako vhodnou pro stanoveni

rozdélovaciho koeficientu.

4.5 Srovnani rozdélovacich koeficienti stanovenych metodami
DPV, HPLC a GC/MS

Pii experimentech v této praci byly vzorky méfeny také dvéma dal§imi srovnavacimi
technikami — HPLC s UV detekci a GC/MS. Tyto techniky, postupy méfeni a vysledky
jsou detailn¢ popsany v pracich Veroniky Miillerové pro HPLC [82] a Veroniky Talaskové

pro GC [83]. Zde budou srovnavany pouze prumérné hodnoty ze vSech metod.

K testovani shodnosti vysledki poskytovanych vSemi metodami byly zjiStény

odpovidajici parové korelacni koeficienty.

Pro srovnani rozdélovacich koeficienti vSech tii latek ziskanych pomoci tii
instrumentalnich metod, byly pouzity hodnoty z celulosové i nylonové membrany, ze
kterych byla vypocitana jedna primérna hodnota pro kazdou latku. Jejich logaritmované
hodnoty jsou v Tab. VII (jednotlivé rozdélovaci koeficienty pro vSechny metody a ob¢
membrany jsou v Priloze 4 pro eugenol, v Priloze 5 pro thymol a v Priloze 6 pro
karvakrol). Zejména u thymolu a karvakrolu lze pozorovat vyrazné rozdily mezi
rozdélovacimi koeficienty v systémech liposom-voda (resp. lecitin-pufr) a oktanol-voda.
Ty jsou zpusobeny rozdilnymi interakcemi danych latek s fosfolipidy a s oktanolem, kdy
pii interakcich fenolli s fosfolipidy dochézi kromé hydrofobnich interakci také
k elektrostatickym interakcim mezi polarni -OH skupinou a fosfatovou skupinou
fosfolipidu. Oproti tomu u oktanolu se uplatiiuji pouze hydrofobni interakce, ke kterym

muze prispivat tvorba vodikovych mistkd mezi -OH skupinami fenolu a n-oktanolu.
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Tab. VII Logaritmy rozdélovacich koeficient( eugenolu v systému liposom-voda ziskané
zprumérovanim vsech zmérenych hodnot (z celulosové i nylonové membrany) pro metody
DPV, HPLC a GC/MS a literarni hodnoty logaritmu rozdélovacich koeficientt pro systémy

lecitin-pufr a oktanol-voda

Eugenol Thymol Karvakrol
log Ky, — DPV 2,30 2,92 2,76
log Ky, — HPLC 2,41 2,81 2,76
log K, — GC/MS 2,44 2,75 2,81
log Kiecr [24] 2,20 2,90 2,76
log Ko [23] 2,27 3,30 3,49

V Tab. VII jsou vypocitané hodnoty RSD pro odpovidajici latky a metody.
U vSech tii latek byl nejmensi rozptyl vysledkid (nejlepsi opakovatelnost) pti HPLC
méfenich. Naopak v piipadé GC/MS meéfeni byla zjiSténa Spatna opakovatelnost
u eugenolu, ovSem u thymolu a karvakrolu jiz byla situace lepsi a lze fici, ze vSechny tii
metody poskytuji vysledky s dostate¢nou reprodukovatelnosti.
Tab. VIl Relativni smérodatné odchylky (RSD) pro hodnoty rozdélovacich koeficientt

eugenolu, thymolu a karvakrolu uréené metodami HPLC, DPV a GC/MS s pouZitim

celulosové i nylonové membrany (Cisla v zavorkach udavaji po¢et opakovani)

Eugenol RSD (n=8)  Thymol RSD (n=10) Karvakrol RSD (n =9)

(%) (%) (%)
HPLC 11,73 8,94 18,71
DPV 19,76 17,52 19,23
GC/MS 55,64 22,93 21,52

Pfi porovnani vysledki DPV metody s vysledky z HPLC a GC/MS analyzy byla
provedena korela¢ni analyza vyslednych hodnot log Ky, pro vSechny 3 latky (z Tab. VII).
Statisticky vyznamné parové korelacni koeficienty R = 0,9906 pro vysledky z DPV vs.
HPLC a R = 0,9147 pro vysledky z DPV vs. GC/MS prokézaly velmi vysokou linearni
korelaci rozdélovacich koeficientl uréenych DPV metodou a obéma chromatografickymi

metodami.
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5 ZAVER

Diplomova prace se zabyva vyvojem vhodné metody pro stanoveni rozdélovacich
koeficienti tfi analyti — eugenolu, thymolu a karvakrolu — v systému liposom-voda
s vyuzitim elektrochemické analyzy. K tomu bylo potfeba nalézt vhodné podminky pro
voltametrickou analyzu a vhodné experimentalni parametry pro rozdélovani danych latek.
Soucasn¢ byly zjistény hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti pro vSechny tfi latky.
Pro eugenol byly LOD = 0,72 pg ml* a LOQ = 2,39 pg ml?, pro thymol
LOD=0,82 pgml™ a LOQ = 2,73 pg ml?, pro karvakrol pak LOD = 0,62 pg ml™
aLOQ =2,08 pgml™.

Pro potieby voltametrického méteni metodou diferenéné pulzni voltametrie bylo
pro eugenol zvoleno jako nejvhodnéjsi pH = 8, pro thymol a karvakrol bylo jako
nejvhodnéjsi zvoleno pH roztoku 2. Samotnd metoda rozdélovani latek mezi liposomy
a vodnou fazi byla realizovana v aparatufe tvofené dvéma vialkami — jedna obsahovala
asolectinové liposomy a analyt, druha cistou vodu — oddélenymi polopropustnou
membranou. Béhem tfepanim podpotfené difuze dochazelo k rozdélovani analytu mezi
liposomdalni a vodnou fazi asoucasné¢ k difuzi volného analytu pies polopropustnou
membranu do vodného roztoku. Po ustaveni rovnovahy byl analyt stanoven ve vodném
roztoku neobsahujicim asolectin, ktery negativné ovlivituje kvantifikacni moznosti metody

(fosfolipidy zptlisobuji pasivaci elektrody).

Byly testovany polopropustné membrany ze tii materiald — celulosy, nylonu
a polykarbonatu. Metodou hmotnostni spektrometrie bylo zjisténo, ze béhem rozdélovani
prochazi pies polykarbonatovou membranu velké mnoZstvi asolectinu do vodného roztoku,
proto tato membrana nebyla pouzita pro stanoveni rozdélovacich koeficientd. Déle byla
zjisténa vhodna doba ustalovani rovnovahy 48 hodin. Poslednim testovanym parametrem
byla pocate¢ni koncentrace analytu, kdy byl sledovan jeji vliv na vysledny rozdélovaci

koeficient. Jako nejvhodn&jsi byla vybrana koncentrace 62,5 pg ml™ pro viechny tfi latky.

K vypoctu rozdé€lovacich koeficienti ze stanovenych koncentraci analyti byly
pouzity dva vztahy, jeden zohlednujici ztraty latky na polopropustné membrané a ptipadné
na dalSich c¢astech rozdé€lovaci aparatury, druhy tyto ztrdty nezahrnoval, vzhledem
k moznosti velkého rozptylu a zkresleni vysledki ze slepych vzorku. Nakonec byl
pouzivan pouze vypocet zahrnujici ztraty, k jejichz vypoctu bylo pouzito vysledki z vice

opakovani slepych pokusii, coz umoznilo vylouceni odlehlych hodnot.
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Jednotlivé rozdelovaci koeficienty se pfili§ neliSily v zavislosti na materialu
polopropustné membrany. Vysledna hodnota rozdélovaciho koeficientu eugenolu
log Kiw =2,30 je srovnatelna s publikovanou hodnotou rozd€lovaciho koeficientu
v systému lecitin-pufr log Kieep = 2,20 1 S rozdélovacim koeficientem v systému

oktanol-voda log Ky, = 2,27.

V piipadé thymolu byl stanoven koeficient log Ky, = 2,92. Tato hodnota je témé&f
shodna se srovnavaci hodnotou log Kiec.o = 2,90, ovSem lisi se od hodnoty urcené
v systému oktanol-voda log Koy = 3,30. Podobné se v piipad¢é karvakrolu stanoveny
rozdélovaci koeficient log K, = 2,76 shoduje se srovnavaci hodnotou log Kech, = 2,76.
Srovnani s koeficientem v systému oktanol-voda log Ko = 3,49 vSak opét ukazuje velké
rozdily. JelikoZ jsou thymol a karvakrol pozi¢ni izomery, vedou tyto rozdily k zavéru, ze
interakce téchto dvou latek s fosfolipidovymi liposomy jsou odlisné od interakci
s oktanolem, na rozdil od eugenolu, kde rozdélovaci koeficienty ukazuji na podobné

interakce.

Zajimavym rozdilem je lipofilita vSech tfi latek. Zatimco v pfipadé¢ systému
oktanol-voda se jako nejvice lipofilni jevi karvakrol, v systému liposom-voda je na zaklad¢
zjisténych rozdélovacich koeficientd nejvice lipofilni thymol. Eugenol je pak v obou

piipadech nejméné lipofilni.

Zjisténé rozde€lovaci koeficienty byly srovnany s dal§imi dvéma metodami — HPLC
a GC. Korelacni analyza prokazala statisticky vyznamnou korelaci vysledkt ziskanych

DPV metodou s vysledky z obou chromatografickych metod.
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PRILOHY

Pfiloha 1 Fragmentaéni spektrum iontu o m/z 833 odpovidajici linolyl-palmitoyl fosfatidylinositolu
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Pfiloha 2 Koncentrace eugenolu po 48 hodinové tfepanim podpofené difuzi pfes polopropustnou nylonovou membranu zméfené v roztoku

vody (prameéry ze 4 méreni), v zavislosti na po¢atecni koncentraci eugenolu v roztoku analytu obsahujicim asolectin
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Pfiloha 3 Koncentrace eugenolu zméfena v roztoku vody (RV) a roztoku analytu (RA) po 48 hodinové tfepanim podpofené difuzi pies

polopropustnou nylonovou membranu (primér ze 4 méfeni), v zavislosti na pocate¢ni koncentraci eugenolu v roztoku analytu bez asolectinu
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Priloha 4 Srovnavaci grafy rozdélovacich koeficientll eugenolu v systému liposom-voda zméfenych pomoci HPLC, EC a GC
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Priloha 5 Srovnavaci grafy rozdélovacich koeficientdl thymolu v systému liposom-voda zméfenych pomoci HPLC, EC a GC
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Priloha 6 Srovnavaci grafy rozdélovacich koeficientll karvakrolu v systému liposom-voda zmérenych pomoci HPLC, EC a GC
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