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ABSTRAKT

V bakalatské praci byly pomoci metody UV-VIS spektrofotometrie studovany solubilizaéni
schopnosti povrchové aktivnich latek a fosfolipidu. Byla zjistovana koncentrace latek
solubilizovanych uvnité zminénych systému. Zastupcem povrchové aktivnich latek byl zvolen
cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), sodium dodecylbenzensulfonat (SDBS) a Triton
X-100. Zastupcem fosfolipidii byl zvolen lecithin a komerén& dostupny pripravek SonoVue®.
Solubiliza¢ni schopnosti byly zkoumany pomoci hydrofobnich solutd Sudan Red G (SRG),
Oil Red O (ORO) a 1-naphtolu z divodu ziskani modelového systému solubilizovanych 1é¢iv,
popiipad¢ vitamint, které jsou taktéz hydrofobniho charakteru. Chovani jednotlivych solutt
v tenzidech bylo zkoumano v mirné polarnim prostiedi fyziologického roztoku (0,15 M
roztok NacCl), chovani soluta v lecithinu bylo naopak zkoumano v prostredi Mili-Q vody.

Bylo zjisténo, Ze koncentrace solubilizovanych hydrofobnich solutt uvnitt micel tenzida
odpovida radové desitkam az stovkam mikromoli na litr. S rostouci koncentraci tenzida roste
koncentrace solubilizovanych solutt. Vysledky ziskané béhem této prace mohou byt vyuzity
K dal$im experimentim ¢i vyzkumu v oblasti zaméfené na solubilizaci 1é¢iv v kontrastnich
latkach vyuzivanych v ultrasonografii.

ABSTRACT

The aim of this thesis was to determine solubilizing capacity of surfactants and phospholipids
using the UV-VIS spectrophotometry. The concentrations of solubilized substances within
these systems was further determined. From the surfactant group, three representatives were
selected, cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), sodium dodecylbenzenesulfonate
(SDBS) and Triton X-100. From the phospholipid group, lecithin and commercially available
SonoVue® were chosen. The solubilizing capacity was determined using hydrophobic solutes
Sudan Red G (SRG), Oil Red O (ORO) and 1-naphtol in order to obtain a model system
of solubilized drugs or vitamins which are also hydrophobic. The behavior of solutes
in surfactants was determined in a moderate polar medium of physiological saline (0.15 M
NaCl), the behavior of solutes in lecithin was conversely determined in Mili-Q water medium.

The determined concentration of solubilized hydrophobic solutes inside the micelles
of surfactants is within the range of tens to hundreds of micromoles per liter. With increasing
concentration of surfactant increases the concentration of solubilized solutes. The results
obtained in this work can be used for further experiments and research focused
on solubilization of drugs in contrast agents used in ultrasonography.

KLICOVA SLOVA

solubilizace, tenzidy, mikrobubliny, UV-VIS, cilena distrubuce 1é¢iv, SonoVue®
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1 UVOD

Kolik léc¢iva, respektive jaka koncentrace 1éCiva se je schopna solubilizovat do micel tenzidi,
fosfolipidti, poptipadé¢ kontrastnich latek? Pro¢ se vlastné zabyvat solubilizacnimi
schopnostmi latek? Pro¢ studovat systémy zalozené na fosfolipidech pro sonografické
aplikace? Na tyto otazky by nam alespon Casteéné méla poskytnout odpoveéd pravé tato
bakalaiska prace.

Bakalatska prace je zaméfena na solubilizaéni schopnosti vybranych tenzida rozpusténych
ve fyziologickém roztoku a solubiliza¢ni schopnosti lecithinu rozpusténého v Mili-Q vodé.
Solubiliza¢ni schopnosti byly studovany pomoci hydrofobnich solutii. Lecithin byl zvolen
diky sve podobnosti ke komeréné dostupné smési fosfolipidi a dalSich latek zvanou
SonoVue®, kterd se pouZiva jako kontrastni latka v ultrasonografii v podob& mikrobublin
plnénych plynem, fluoridem sirovym.

V dnes$ni dobé se medicinsky vyzkum zabyva piedev§im potencidlnimi nosi¢i 1é¢iv
a cilenou distribuci 1¢¢iv. Kontrastni latka SonoVue®, ktera je schopna tvofit mikrobubliny,
by mohla byt vyuzita jako nosiCovy systém, na ktery by bylo mozné navazat hydrofobni
lé¢ivo, cytostatika, popfipadé nékteré vitaminy. Navazani téchto latek je mozné
bud’ na povrch struktury mikrobublin SonoVue®, nebo za&lenénim (solubilizaci) piimo
dovnitf téchto mikrobublin. Obecné by nosice 1é¢iv mély umoznit prodlouzenou cirkulaci
ucinnych latek v krevnim fecisti, fizenou aktivaci a selektivni ucinek zaméfeny na cilovou
tkan atim tak omezit nezadouci u¢inky terapii. Dale by mély zajistit rozpustnost ve vodé
puvodné nerozpustnym aktivnim latkam nebo potlacit odolnost cilové tkan¢ k 1é¢ivu. Existuje
cela fada typ nosiovych systémi, nejvétsi pozornost se vSak vénuje nosi¢im cytostatik
a to predevsim z divodu Castého vyskytu a zavaznosti nddorovych onemocnéni, ktera maji
dodnes malou uc¢innost 1é¢by.

Cilem této prace je navrhnout a provést zakladni experimenty vedouci Kk zjisténi
koncentrace hydrofobnich soluti solubilizovanych ve fosfolipidech (lecithin, SonoVue®)
pomoci metody UV-VIS spektrofotometrie.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Ultrazvuk

Ultrazvuk je zobrazovaci technika pro klinickou diagnozu, ktera je zajimava z hlediska
pohodli, bezpe¢nosti a nakladt [1]. Diagnostické aplikace zobrazovani pomoci ultrazvuku
jsou dnes popularni, protoze je tato metoda neinvazivni a obecné levnéjs$i oproti jinym
zobrazovacim technikdm. V dne$ni dob& jiz existuji pfenosné ultrazvuky. Ultrazvuk
poskytuje, v redlném cCase, obraz mékkych tkani, jejich strukturu, pohyblivost a prokrveni.
Vysledny obraz je zobrazeny bud ve 2D, nebo ve 3D, zilezi na konkrétnim typu
ultrazvuku [2]. Pii této metodé nevznika zadné ionizujici zafeni ani magnetické pole. Metoda
nevyzaduje stinéni nebo rtizna bezpecnostni opatieni na rozdil od zndmych konkurenénich
technologii, naptiklad magneticka rezonance, CT nebo rentgen.

2.1.1 Ultrazvukové snimkovani

Ultrazvukové viny se v téle odrazeji (rozptyluji) od riznych tkani. Nékteré viny ale mohou
byt tkanémi absorbovany. Mira absorpce ultrazvukovych vin nam ur€uje povahu zpétnych
ozvén (echa) zjisténych na povrchu téla, ze kterych je postaven vysledny obraz ultrazvuku.
Rozsah, do jakého se ultrazvukové viny odrazeji od daného rozhrani, zavisi na rozdilu
v akustické impedanci materiald na kazdé strané. Principem je rozdilnd charakteristika
akustického signalu odrazeného od pevnych tkani. Pro rovinné viny sinusového prabéhu
je to produkt hustoty materialu a akusticka rychlost [3]. To znamena, Ze odrazy od mist, které
obsahuji riznorodé materialy, jsou silnéj$i nez ty z oblasti podobného slozeni. Proto muze
ultrazvuk téméf kompletné odrazet signal od mist, kterd obsahuji vzduch nebo Kkosti
zabranujici zobrazovani zakladnich struktur. Ultrazvukové viny maji frekvenci nad rdmec
slysitelny pro €loveka. Ultrazvuk obvykle pracuje ve frekven¢nim rozsahu 1-10 MHz, kdezto
lidské ucho vnima zvukové viny o rozsahu 20-20 000 Hz. Ultrazvuk byl diive uplatiiovan
jako nastroj pro tepelnou ablaci (zneSkodnéni) nadord. V dne$ni dobé se vyuziva jeho
netermalnich jevi, zvlasté v medicinskych aplikacich pro cilenou distribuci 1é¢iv [4].

Snimky z ultrazvuku obvykle nemaji ostry kontrast, protoZze zobrazovanou oblast zastifiuji
nékteré tkané. To je krajné nezadouci, a proto se tento problém fesi pomoci ultrazvukovych
kontrastnich latek pro 1€katfské ultrazvukové zobrazovani. Kontrastni latky jsou tvofeny
riznymi materialy. Rizné druhy kontrastnich latek mohou mit odlisné slozeni a kazda muze
pracovat na jiném principu.

Ultrazvuk muaze zvysit Gcinky transdermalni distribuce 1éCiv, protinadorovych I1éciv
a ucinky v genove terapii [4].

2.1.2 Riuzné vlastnosti ultrazvuku, pisobeni ultrazvuku na organismus a lé¢iva

Plsobenim ultrazvuku se mohou latky dostavat do rtiznych tkani, sraZenin ¢i do klze.
Ultrazvuk mize mit pfimy vliv na membrany (napf. membrany kontrastnich latek), jako
je zména propustnosti membrany nebo absorpce 1é¢iv do bunék ¢i tkani. Vlivy ultrazvuku
mizeme d¢lit na primarni, zplsobené mechanickymi slozkami ultrazvukového pole,
a sekundarni, zpusobené jinymi druhy energie, v néz se mechanicka energie v prib&éhu
absorpce transformovala (tepelna, chemicka, elektrickd). Je-li kritériem zptasob interakce,
pak je mozné mluvit o ptsobeni pifimém, vyvolaném ucCinnymi faktory béhem aplikace
ultrazvuku a nepfimém, zprostfedkovaném fyzikalné-chemickymi zménami prostiedi [4].



Studie prokazaly, ze se pouzitim vysokofrekvencnich ultrazvukovych vin (1-10 MHz)
v kombinaci s kontrastnimi latkami muze zvysit intracelularni dodavani 1éka do bunék
jednotlivych fazi stfidani vyssSich a nizSich tlakd ultrazvukovych vin. Mikrobubliny tedy
osciluji a pfedpoklada se, Ze hraji vyznamnou roli pfi uvoliiovani aabsorpci [éciv [5].
Nelinearni kmity vyvolané intenzivnim pratokem kapaliny kolem mikrobublin se nazyvaji
microstreaming (,,mikroproudéni*) [6]. Mikrobubliny rychle zvysuji sviij objem diky vys$im
frekvencim ultrazvuku a vyssim tlakam (neinercidlni kavitace), vzapéti kolabuji a déli
se na fragmenty. Tyto jevy jsou ¢asto doprovazeny vznikem nérazovych vin v okolnim
prostiedi. Microstreaming a narazové viny mohou piechodné zpusobit perforaci plazmatické
membrany okolnich bun¢k atim padem izvySeni vnitrobunééné absorpce IécCiv,
jak je znazornéno na Obr. 1 [5].
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Obr. 1: Schematické zndzornéni lécby rakoviny cytostatikem Paclitaxel (rostlinny alkaloid),

navazaném na komplexu lipozomovych mikrobublin, za pomoci ultrazvuku. A) PFi nizkych frekvencich
ultrazvukovych vin ,, tecou “ mikrobubliny volné kolem cilového bodu, cytostatika ziistavaji pripojena

K lipidové skordpce mikrobublin a nemohou prostou difuzi prekrocit pres plazmatickou membranu

k nadoru. B) Pri vysokych frekvencich ultrazvuku dochazi k prasknuti mikrobublin a uvolnéni léciv.
Krom kavitace a imploze mikrobublin rovnéz zlepsuje propustnost plazmatické membrany procesem

nazyvanym sonoporace (tvorba porii v membrané), coz zvySuje mnozstvi cytostatika vstupujiciho
do nadorovych bunék [5]

Drug-loaded LMC Pore-forming
- o

2.2 Mikrobubliny

Objeveni mikrobublin pouzitelnych v sonografii se datuje kolem roku 1968 [7]. Prvni
literarni Udaje o pouziti kontrastnich latek za Gcelem zlepSeni kvality ultrazvukového signalu
se datuji od 60. let 20. stoleti [8]. Mikrobubliny byly pfedmétem mnoha experimentt
a teoretickych analyz v pribéhu poslednich 100 let [7].

Mikrobubliny jsou komplexy, které jsou svou velikosti pomérné malé. Jejich velikost
je obvykle mensi nez velikost Cervenych krvinek, které maji v pruméru 1-10 um.
Mikrobubliny se skladaji z pouzdra, jehoz chemické slozeni je rizné, a z kulovitych dutin
plnénych vzduchem nebo dutin naplnénych specidlnim plynem K tomu urcenym.
Nejvhodnéjsi plyny, kterymi jsou mikrobubliny plnény, jsou perfluorokarbony, fluorid sirovy



SFs nebo dusik. Perfluorokarbony jsou mysleny zcela fluorované niz$i uhlovodiky
od perfluoroethanu  pocinaje  po perfluorohexan [8]. MenSich rozmérd mikrobublin
je ptredevsim docileno zménou chemického slozeni pouzdra mikrobublin (albumin, lipidy,
surfaktant) apravé pouzitim méné rozpustnych plynd. Nékteré vlastnosti plynd, které
se pouzivaji k vyrob¢é mikrobublin a emulzi, jsou znazornény v Tab. 1.

Tab. 1: Nekteré fyzikalni viastnosti materialii pouzivanych pro vyrobu mikrobublin a emulzi [9]

Nizev slouteniny Molekulova h_lmotnost Teplota varu Rozpustnvost ve
[g-mol ] [°C] vodé

Dusik (N,) 28 -195,79 mirné / ziidka

Fluorid sirovy (SFe) 147,07 -82,7 mirné / ziidka
Perfluoroethan (C,Fs) 138,01 -78,1 -

Perfluoropropan (CsFg) 188,02 -36,7 nerozpustny

Perfluorobutan (C4Fio) 238,04 -2 nerozpustny

Perfluoropentan (CsF1,) 288,05 29 nerozpustny

Perfluorohexan (CeFi4) 338,06 59-60 nerozpustny

Perfluoroacetylbromid (CgF1,Br) 499 143 nerozpustny

Mikrobubliny jsou méné odolné a méné stabilni v prostiedi lidského téla (vici biologickym
tekutinam), zvlasté kdyz maji byt pouzity jako kontrastni latky. Stabilita mikrobublin vétsinou
zavisi na okolnim prostfedi. V nasem piipadé jde o krev. Hlavni faktory, které ovliviuji
stabilitu mikrobublin, jsou teplota a tlak. Zvyseny tlak, ktery se vyskytuje zejména v srdci
aV cévach pii srde¢ni systole, piedstavuje vys$si pozadavky na stabilitu mikrobublin. Dale
nesmi byt opomenuta koncentrace rozpusténych plynt, které maji vysoké povrchové napéti
a koncentra¢ni gradient na rozhrani kapalina-plyn. Dulezitou roli také hraje slozeni plynu
uvnité mikrobubliny a jeho rozpustnost. Mikrobubliny plnéné vzduchem se v krvi rozpadaji
rychleji. Proto se jich nevyuziva tak ¢asto [9].

Pro medicinské aplikace jsou mikrobubliny stabilizovany povrchové aktivnimi latkami,
denaturovanym albuminem lidského séra nebo syntetickymi polymery. Schéma mikrobubliny
s povrchové aktivni latkou je blize popsan na Obr. 2.
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Obr. 2: Schéma mikrobubliny s vaejsi vrstvou. Vnéjsi vrstva miize byt bud’ povrchové aktivni latka,
nebo vrstva polymeru. Vnitini vrstva je olejovitého charakteru a mohou se na ni vazat molekuly
hydrofobniho léciva. Olejova vrstva miize byt takeéz vyuzita K terapeutickym viceliim. Vnitini cast

mikrobublin je vyplnéna plynem [8]

Ptikladem povrchové aktivnich latek jsou fosfolipidy. Fosfolipidy jsou latky amfifilniho
charakteru, coz znamena, ze jejich molekula obsahuje jak ¢ast hydrofilni, polarni, tak i ¢ast
hydrofobni, nepoléarni [8]. Mikrobubliny potazené povrchové aktivnimi latkami slouZzi
K ochrané plyntt uvnité mikrobublin a maji tu vyhodu, ze jsou stabilni v lidskem téle
po zna¢né delsi dobu. Plyny pak hife difunduji do krevniho feé¢isté. Amfifilni molekuly maji
tendenci se adsorbovat na povrchu mikrobubliny plynu. Tim, Ze se navazi na povrch
mikrobubliny, snizi mezifazové napéti a poskytuji bariéru proti diftzi plynta z mikrobubliny.
Prvni enkapsulované ¢astecky kontrastnich latek byly vyrabény mechanickym michanim
vzorku pacientovy krve. Michanim vznikaly bubliny, které pak byly opétovné vsttikovany
zpét do krevniho ob&hu. Vsechny aktualni komeréné dostupné kontrastni latky pouzivaji
néjaky typ zapouzdieni ke zvyseni perzistence mikrobublin. Druha generace mikrobublin
ve své dutin¢ obsahuje specidlni plyn mnohem castéji nez vzduch. Mezi z&stupce druhé
generace patii latky napiiklad Optison®, SonoGen® a SonoVue® [10]. Rizné experimenty
in vitro a in vivo v posledni dobé prokazaly, ze mikrobubliny obsahujici perfluorokarbonovy
plyn, mohou byt zamérné protrzeny diagnostickym a terapeutickym ultrazvukem. Toto
akusticky indukované ,,niceni* mikrobublin podporuje cilenou distribuci 1é¢iv. Otazkou vsak
je, jak moc je uc¢inné [8]. Destrukce mikrobublin pomoci ultrazvuku je zobrazena na Obr. 3.
Destrukce mikrobublin ultrazvukem ma za nésledek zvySeni permeability membran diky
smykovému napéti. Podili se také na zvyseni teploty a aktivaci reaktivnich kyslikovych
radikala [11].
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Obr. 3: Destrukce ultrazvukem a distribuce léciv pomoci mikrobublin: A) prechodnymi otvory

vyvolanymi smykovym napétim, B) zvysenou tekutosti membrany, C) endocytdzou mikrobublin,

D) splynutim membrany mikrobublin s bunécnou membréanou [10]

Obr. 4: Suspenze mikrobublin potaZenych fosfolipidovou vrstvou a schematické zndzornéni priirezu

mikrobublin [8]
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Obr. 5: Schematicky obréazek ilustrujici kontrakci a expanzi plynu mikrobubliny v odezvé na zmény
vnéjsiho tlaku zpiisobeného ultrazvukem [8]
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Obr. 6: Odezvy mikrobublin na ultrazvukové pole: A) mikrobubliny kmitaji vzhledem k neustalym
zméndm Ve vnéjsim tlaku zpiisobenym zvukovymi vinami. B) pri zvyseni tlaku se mikrobubliny nahle
zhrouti, dochézi k produkci , vodotryskii‘, narazovych vin ¢i jinych setrvacnych jevii [12]
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Suspenze mikrobublin je znazornéna na Obr. 4. Mikrobubliny plisobenim ultrazvuku méni
svlj tvar. Zména tvaru je zpusobena stlaitelnosti plynu uvniti mikrobubliny. Stlaitelny plyn
umoziiuje objemové expanze asmrStovani mikrobublin v zAvislosti na frekvenci
ultrazvukovych vin. Diky tomu jsou mikrobubliny schopny efektivné rozptylit ultrazvukové
viny. Plyn uvnitf mikrobubliny ma mensi hustotu nez kapalina nebo pevna latka,
proto mikrobubliny tvoii kapsy a struktury snizkou hustotou. Tato vlastnost ma fadu
potencidlné vyznamnych medicinskych aplikaci, véetn¢ cilené distribuce 1é¢iv nebo 1éCeni
trombozy (srazeni krve) [9]. Na Obr. 5 je znazornéna tlakova rovnovaha na povrchu kulove
plynové mikrobubliny suspendované v nekoneéném mnozstvi kapaliny. Obr. 6 znazoriuje
vliv ultrazvuku na stla¢itelnost mikrobublin [8].

2.2.1 Priprava mikrobublin

Prvni zapouzdiené mikrobubliny byly pfipraveny michanim vzorku krve pacienta. Michani
je stale nejjednodussi a bézné pouzivana metoda pro piipravu mikrobublin. Dnes se K ptipravé
mikrobublin pouziva bud’ mechanicka tifepacka, ultrazvuk s nizkou frekvenci a vysokou
intenzitou, koaxialni elektrohydrodynamickd atomizace (CEHDA) nebo mikrofluidni
zafizeni. Rlzné zplisoby piipravy mikrobublin pak ovliviiuji vyslednou distribuci velikosti
mikrobublin (viz Obr. 7). Vysledna charakteristika mikrobublin, koncentrace a distribuce
velikosti, je urena rychlosti, ¢asem aenergii protiepavani. Tiepani muze mit vliv
i na vlastnosti svrchni vrstvy.

Klinicky schvalené kontrastni latky jsou nejcastéji dodavany jako piedem vytvorené
mikrobubliny nebo lipozomy, které jsou jednoduse resuspendované pied vlastni injekci [8].
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Obr. 7: Porovnani distribuce velikosti castic mikrobublin pro suspenze pripravené za pouziti
ultrazvuku, koaxialni elektrohydrodynamické atomizace (CEHDA) a mikrofluidniho zarizeni
(T-junction) [8]

Dalsi moznosti je pouziti mikro-spreje, ktery vytvaii trvale vysoké koncentrace
mikrobublin, které jsou klinicky vyznamnéj$i ve srovnani s tradi¢nimi monodisperznimi
mikrobublinami. Kone¢na koncentrace mikrobublin produkovanych mikro-sprejem je az tisic
mikrobublin v 1 ml fyziologického roztoku. Cas potiebny k vyrobé jednoho mililitru vzorku
obsahujiciho tisic mikrobublin je ptiblizn¢ 10 minut. Ptitakovéto tvorbé mikrobublin Ize
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béhem jednoho kroku pfipravit a na mikrobubliny pfipojit lipozomy naplnéné kvantovymi
teCkami (QDS) nebo fluoresceinem (viz Obr. 8) [13].

Lipozom
s ¥ /Cllene ;}roulatky
AL
Lécivo ﬂ%:é ", : . Vrstva PEG
o WL 22, -
Mikrobublina ' ,f%
.&: Y

© \/

] Streptavidin-biotinova vazba

Obr. 8: Schéma mikrobubliny stabilizované vrstvou polyethylenglykolu. Na povrchu mikrobubliny jsou

navazany cilené protilatky a lipozomy s enkapsulovanym lécivem znacenym fluoresceinem, na kterych

mohou byt protilatky taktéz navdizané. Napojeni léciva nebo lipozomu je zprostiedkovano streptavidin-
biotinovou vazbou [13]

2.3 Asociativni (micelarni) koloidy

Termin ,,micela“ poprvé navrhl Duclaux v roce 1908 [14]. Micely jsou koloidné disperzni
Castice. Vznikaji agregaci amfipatickych (amfifilnich) molekul (viz Obr. 9) nékterych
nizkomolekularnich latek (tenzidy, PAL) zjejich pravych roztoki po dosaZzeni urcité
koncentrace roztoku. Tato koncentrace je nazyvana jako kriticka micelarni koncentrace
(CMC). Samotné micely nepotiebuji byt stabilizovany jinymi latkami. Jejich koncentrace
a velikost je urena okamzitymi stavovymi veli¢inami [15].

Formovani micel je dulezity jev nejen z velkého mnozstvi povrchovych jevi zavislych
na existenci micel vroztoku (solubilizace), ale také z davodu ovliviiovani dalSich
povrchovych jevil, které nepfimo souvisi s micelami (snizeni povrchového napéti). Micely
jsou schopny Kkatalyzovat nékteré organické reakce. Maji podobnost s biologickymi
membranami a globularnimi proteiny [16].

Obr. 9: Struktura amfipatické molekuly — molekula je slozena z kratsi hydrofilni casti a z delsi
hydrofobni Cdasti.
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2.3.1 Tvary micel

Malé, kulovité, tzv. Hartleyovy micely vznikaji ve zfedénych vodnych roztocich Obr. 10.
Jejich polomér odpovida piiblizné¢ délce molekuly povrchové aktivni latky. Pfi vysSich
koncentracich roztoku se rozmér micel zvétSuje a uhlovodikové fetézce se zaéinaji orientovat
navzajem rovnobézné. Vznikaji valcovité Gtvary, které mohou utvaret hexagonalni kapalné
krystaly. Pii jeSt¢ vySSich koncentracich se vytvari laminarni, tzv. McBainovy micely.
Jsou slozené ze dvou vrstev povrchové aktivni latky. Retézce jsou k sobé orientovany tak,
ze polarni skupiny sméfuji ven. V dasledku tvorby lamindrnich micel je mozné u dostatecné
koncentrovanych roztoki vytvotit gel [15].

'I.l‘(. disociovana molekula
povrchove aktivni Tatky

protiion a)
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Obr. 10: a) Model Hartleyovy ionogenni micely; b) valcovita micela; c) hexagonalni kapalné krystaly;
d) schéma McBrainovych laminarnich micel [15]

2.3.2 Kiriticka micelarni koncentrace (CMC)

Asociativni povrchové aktivni latky pii velkém zfedéni tvofi pravé roztoky. Koncentrace,
pii niz se v pravém roztoku micelarniho koloidu zacinaji tvotit prvni micely, se nazyva
kritick4 micelarni koncentrace (CMC). CMC riznych latek kolisa v rozmezi 10°-10° mol I,
Pod touto koncentraci je micelarni koloid v systému pouze ve formé jednotlivych molekul.
Nad hodnotou CMC jsou vsechny dal$i piidavané molekuly do roztoku asociovany do micel.
CMC je tedy nejvyssi koncentrace, pfi niz je povrchové aktivni latka v molekulové formé
v roztoku [15].

2.3.3 Faktory ovliviiujici CMC

CMC zdvisi na délce a struktufe uhlovodikového fetézce. Srostouci délkou
uhlovodikového fetézce hodnota CMC klesa. Dale zavisi na vlastnostech hydrofilni skupiny,
na vlastnostech protiiontd vzniklych disociaci (CMC klesa se zvysSujicim se nabojem
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protiontit), na ptitomnosti dalsich latek v roztoku. Je téz zavisla na tlaku, teploté (s rostouci
teplotou se hodnota CMC muze snizovat ¢i zvySovat, zalezi na konkrétnim systému
a podminkach) a vlastnostech rozpoustédla [15].

2.3.4 Krafftova teplota

Nezbytnou podminkou ke vzniku micel je, aby teplota systému byla vyS$i nez
tzv. Krafftova teplota (Krafftiv bod). Na Obr. 11 je kiivka zavisloti pozorované rozpustnosti
tenzidu na teploté. Pocatek tvorby agregatii se projevi zietelnym zlomem, ktery odpovida
Krafftové teploté. Pokud je teplota menSi nez Krafftova, rozpustnost tenzidu ve vodé
je nepatrnd, zatimco nad touto teplotou pozorovana rozpustnost tenzidu vyrazné roste diky
tvorbé agregati (micel). V piipadé aplikaci tenzidi se obvykle pracuje pii teplotach vyssich
nez Krafftova, proto je nutnou podminkou vzniku micel uvadéno prekroceni hodnoty CMC.
Krafftova teplota odrazi rozdily mezi energii tenzidu v krystalickém stavu a ve stavu agregati
v roztoku. Vyznamné zavisi na struktufe tenzidu (pocet, délka a vétveni hydrofobni ¢asti),
a na ptitomnosti dalSich polarnich segment.

micely

tuha faze

—————
Tk T

Obr. 11: Zavislost rozpustnosti tenzidii a kritické miceldarni koncentrace na teploté, kde Tk je Krafftova
teplota, plnou carou je zndazornéna rozpustnost a prerusovanou ¢arou CMC.

2.3.5 Agregacni Cislo

Agregacni ¢islo udava pocet molekul povrchové aktivni latky tvofici konkrétni strukturu
micely. Je jednim z charakteristickych znaki micely. Agregac¢ni ¢islo roste s délkou
uhlovodikového fetézce a klesa s velikosti plochy, kterou na povrchu micely zaujima polarni
skupina. Plocha zavisi nejen na velikosti polarni skupiny, ale i na odpudivych silach, ktere
pusobi mezi sousednimi polarnimi skupinami na povrchu. Agregacni ¢islo muze byt
ovlivnéno i teplotou. Cim je teplota vyssi, tim je agrega¢ni &islo vyssi [17]. Agregaéni &islo
se urCuje pomoci zhaseni fluorescence diky fluorescen¢ni sonde¢, ktera je zabudovana
do struktury micely [18].

2.3.6 Solubilizace

Jednou z vyznamnych vlastnosti asociativnich koloidi je solubilizace. Uzce souvisi
se strukturou micel. Je to schopnost rozpustit i latky, které jsou jinak v Cistém disperznim
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prostiedi nerozpustné. Solubilizace probihd jen tehdy, je-li ptekrocena hodnota CMC.
Solubilizace je proces, kdy jsou solubilizované latky zaclenovany do micel. Podle
molekularni struktury rozpousténé latky se mechanismus solibilizace méni. Ve vodném
prostiedi se rozpous$téji uvnité micel nepolarni latky. Latky polarné-nepolarniho charakteru
(ko-surfaktanty) se zacletiuji do micely tak, ze jejich polarni skupiny sméfuji vné micely
anepolarni skupiny dovniti micely. Polarni latky jsou solubilizovany na povrchu micely
nebo v jeho té€sné blizkosti (viz Obr. 12). Organické latky se v micelach laminarniho typu
solubilizuji tak, Ze se rozmistuji mezi uhlovodikové konce molekul PAL. Timto se od sebe
laminarni vrstvy oddaluji.

Béhem solubilizace roste hmotnost micel PAL a to nejen diky molekulam solubilizatu
zabudovanych do micely, ale 1 kvtli tomu, Ze solubilizaci se zvétSuje objem hydrofobniho
jadra a tim se tedy musi zvétsit i pocet molekul PAL tvoficich micelu [15].
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Obr. 12: Zpuisoby solubilizace poldrnich, polarné-nepolarnich a nepolarnich latek v micelach
tenzidu [15]

(c)

2.3.6.1 Solubilizacni kapacita

Solubiliza¢ni kapacita ozna¢uje mol solublilizované latky na mol micel tenzidu,
odpovidajici stavu nasyceni micel. V piipadech, kdy neni mozné urcit solubiliza¢ni kapacitu,
se urcuje obecnéjsi, solubilizaéni sila, kterd je definovanad jako mol solubilizované latky
na mol tenzidu. Tato hodnota je vztazena na piislusné mnozstvi solubillizujici latky pfi stavu
nasyceni micel.

2.4 UV-VIS absorpc¢ni spektrofotometrie

V molekularni  absorpéni  spektrofotometrii  je méfeno mnozstvi absorbovaného
ultrafialového (UV) nebo viditelného (VIS) zareni zfedénymi roztoky molekul. Tato metoda
zjist'uje, do jakeé miry, a pii kterych vinovych délkéach roztok svétlo pohlcuje [19].

2.4.1 Absorbance
Pokud na kyvetu obsahujl'ci roztok absorbujici létky dopadé zarivy tok ®y, pak proély

wrwe

a absorpci svétla.
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Absorbance je definovana jako dekadicky logaritmus pfevracené hodnoty transmitance.
Pokud roztok neabsorbuje zadné zareni, je hodnota absorbance nulova, hodnota transmitance
je naopak jednotkova.

o
A=—logT =log—2% 1
g gI (1)

2.4.2 Lambeert-Beerav ziakon

Absorbance roztoku je piimo umeérna koncentraci absorbujici latky ve vzorku a tloust'ce
absorbujici vrstvy. Tato zavislost se nazyva Lambert-Beertv zakon. Lze ho zapsat ve tvaru

A=c:-l-g, 2

kde c piedstavuje latkovou koncentraci, | je tloustka vrtsvy a g, je molarni extinkéni
koeficient (Obr. 13). Extink¢ni koeficient je veli¢ina charakteristicka pro danou absorbujici
latku v daném prostiedi a zavisi na vlnové délce, pii které je provadéno méfeni. Pokud
je v roztoku vice slozek, které absorbuji svétlo, vyslednd hodnota absorbance je dana souctem
jednotlivych absorbanci [20].

Lambert-Beeruv zakon je limitnim zakonem, jelikoz plati pouze za uréitych podminek.
Plati pro ziedéné roztoky do koncentraci pfiblizné 102 M, pro monochromatické zareni
a pro roztoky obsahujici jen jednu slozku schopnou absorbovat zateni [21].

do

— —] “° ¢
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Obr. 13: Zndzornéni absorpce pri priichodu zdreni kyvetou se vzorkem

2.4.3 Absorpéni kiivky

Zavislost absorbance na vlnové délce je znazornéna absorp¢ni kiivkou, ktera je kvalitativni
charakteristikou latky ¢i smési latek. Absorpéni kiivky jsou ovliviiovany riznymi faktory.
Prvnim faktorem je teplota, jejiz vliv je patrny piedev§im ve ziedénych roztocich, dale
naptiklad iontova sila roztoku, diky které mtze byt zménén tvar absorp¢ni kiivky. Plisobenim
rozpoustédla nekdy dochazi k bathochromnimu nebo hypsochromnimu  efektu.
U bathochromniho efektu dochazi k posunu vinové délky absorpéniho signalu smérem
k vé&tsim vinovym délkam a u hypsochromniho efektu dochazi k posunu opa¢nym smérem.
Vliv na absorp¢ni spektra maji té€z tenzidy. Jejich pfitomnost v roztoku zptsobuje posun Amax
a vzrist molarniho extink¢niho koeficientu [22].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Povrchove aktivni latky (tenzidy)

CTAB (Cetyltrimethylamonium bromid) Sigma Aldrich, CAS: 57-09-0, Sigma,
Ultra> 99,0 %, Sarze 1000612441

/7
+ -
y N N Br
CTAB - Cetyltrimethvlamonium bromid
Triton X-100 CAS: 9002-93-1, Fluka, BioChemika, Sarze
93418
O o H

n

Triton X-100

SDBS (Sodium dodecylbenzenesulfonate) Sigma Aldrich, CAS: 25155-30-0, Sigma,
Sarze 63179

O

%—oma
J@r
CH3(CH3)19CHz

SDES - Sodium dodecylbenzenesulfonate

Barviva (sondy)
Sudanova Cerven (Sudan Red G) CAS: 1229-55-6, Fluka, Sarze 17373
OH

SN
N

N// | oS

o

Sudanova éervef - Sudan Red G
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Olejova cerven (Oil Red O)

Sigma Aldrich, CAS: 1320-06-5, Sigma, Sarze
1000759015

'y
pm— M
DH “*Ngﬁ 7

(il Red O - olejova cerveni

1-naftol (a-naftol)

Fosfolipidy
Lecithin

SonoVue®

Rozpoustedla
Aceton

NacCl (chlorid sodny)

Mili-Q voda (Milipore Academic)

CAS: 90-15-3, Sigma Aldrich, ¢istota>99 %,
Sarze 101256

OH

e
=

1-naftol

L-a-fosfatidylcholin,  hydrogenated  (Egg,
Chicken), Avanti Polar Lipids, Sarze: EPC-599

BRACCO, 25mg lyofilizovaného prasku
+ 5 ml fyziologického roztoku (0,15 M roztok
NaCl), (Makrogol 4000, distearoylfosfatidyl-
cholin, dipalmitoylfosfatidylglycerol sodny,
kyselina palmitovd), sarze 11A029G

Penta,Cistota 99,5 %, Sarze 1212021209

Lachner s.r.o.,, CAS: 7647-14-5, (istota
99,5 %, Sarze 30453
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3.2 Pristroje a zafizeni

Analyticke vahy Denver instrument
Automatické pipety Biohit, Finnpipette, Vitrum
Magnetické michadlo Heidolph MR Hei-Standard
Ttepacka MS2 Minishaker
Odstiediva centrifuga Rotofix 32

UV-VIS spektrofotometr ~ Cary Probe 50, Varian
e Cary Probe 50

Zdroj zateni xenonova pulzni lampa
Monochrométory Czerny-Turner 0,25 m
Rozmezi A 190 — 1100 nm
Opakovatelnost A + 0,1 nm

Maximalni rychlost skenu 24 000 nm/min
Detektor 2 ktemikové diody

UV-VIS spektrofotometr je zafizeni, které je pouzivano pro méfeni elektronovych
absorpcnich spekter. Cary Probe 50 je spektrofotometr s jednopaprskovym uspotfddanim
skladajici se ze zdroje zafeni, monochromatoru (ziskani zéteni o urcité vinové délce), kyvety
se vzorkem a detektoru (Obr. 14).

Lo Toa I
*— Monochromator T == Kyveta se vzorkem *e

Obr. 14: Schéma jednopaprskového UV-VIS spektrofotometru Cary probe 50
3.3 Priprava zasobnich roztoki

3.3.1 Zasobni roztoky tenzida

Nejprve byla navrzena koncentrace vSech tii tenzidu tak, aby byla alesponi o dva az tfi fady
vys$si nez je jejich kritickd miceldrni koncentrace ve fyziologickém roztoku. Diivodem bylo
poskytnout v roztoku koncentraci micel vy$si nez koncentrace pozdéji ptitomného barviva.
Takto byla zajisténa solubilizace maximalniho mnozstvi barviva do micel tenzida.

Pro pfipravu zéasobnich roztokii bylo odvaZzeno potifebné mnozstvi CTAB, SDBS a Tritonu
X~100. Sypka latka byla rozpusténa a dobfe promichana s fyziologickym roztokem (0,15 M
roztok NacCl) a roztok byl v odmérné bance doplnén na ptesny objem. Triton X-100 je latka
kapalna, potfebné mnozstvi proto bylo pipetovano na analytickych vahach pfimo do odmérné
banky a poté byl roztok taktéz doplnén na presny objem. Koncentrace CTAB a Triton X-100
ve 100 ml fyziologického roztoku &inila 100 mmol-I*. Koncentrace SDBS ve 100 ml
fyziologického roztoku byla polovi¢ni, &nila 50 mmol-I"* a to kvili Gplnému rozpuiténi
SDBS; potfebné mnozstvi navazky pro vytvofeni koncentrace 100 mmol-I* ve 100 ml
se V odmérné baiice nerozpustilo.

Zasobni roztoky byly skladovany v zasobnich lahvich, ve tmé pfi laboratorni teploté.
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3.3.2 Zasobni roztok lecithinu

Zasobni roztok lecithinu byl piedpripraven piedem a jeho koncentrace byla zvolena 1 g-1*
v Mili-Q vodg. Dale byly vytvofeny zasobni roztoky lecithinu o koncentracich 100 mg-1?,
50 mg-I* a10 mg-I" tak, Ze ze zasobniho roztoku 1g:I" byl odebran potiebny objem
k ziskani nové koncentrace a tento objem byl doplnén Mili-Q vodou do celkového objemu
15 ml.

3.3.3 Zasobni roztoky hydrofobnich soluti

Koncentrace zasobnich roztoki Sudanu Red G, Oil Red O a l-naftolu v acetonu byla
zvolena na 5-10° mmol-It. Sypké latky byly rozpustény vacetonu aroztoky byly
v odmérnych bankach doplnény na piesny objem a fadné promichany. Skladovany byly poté
po celou dobu v lednici.

3.4 Priprava vzorki

3.4.1 Vzorky kzjisténi molarnich extinkénich koeficienti solutd Vv tenzidech
a Vv lecithinu

Ze zasobniho roztoku Sudanu Red G v acetonu bylo pipetovano 0,8; 1; 2 a 3 ml do suchych
&istych vialek. Koneéna koncentrace Sudanu Red G v 5 ml vzorku tedy &inila 0,8-10”° mol-I™,
1-10° mol-I"*, 2:10” mol-I"a 3-10™ mol-I"*. Z vialek byl v digestofi odpafen veskery aceton.
Poté bylo piidano 5 ml ze zasobniho roztoku CTAB ke kazdé koncentraci Sudanu Red G.
Do dalsich ¢tyt vialek s koncentra¢ni fadou Sudanu Red G bylo pfidano po 5 ml SDBS
a dodalsich ¢tyt po 5 ml Tritonu X-100. Z kazdé ze Ctyf vybranych koncentraci Sudanu
Red G stenzidem byly pfipraveny tii vzorky kvili zajisténi alesponn minimalni statistiky
(celkem tedy 36 vzorkl). U kazdého vzorku byla zmétena absorbance potiebna pro vypocet
molarniho extinkéniho koeficientu. Totozné byly pfipraveny vzorky s Oil Red O
a s 1-naftolem.

Pro zjisténi molarniho extink¢niho koeficientu solut v lecithinu byly vzorky piipraveny
obdobné jako vzorky s tenzidy. Do vialek bylo napipetovano 0,8; 1; 2 a 3 ml Sudanu Red G
v acetonu, do dalSich ¢tyf vialek 0,8; 1; 2 a 3 ml Oil Red O v acetonu a do dalsich 0,8; 1;
2a3ml 1-naftolu vacetonu. Z vialek byl v digestoti odpafen veskery aceton a poté bylo
pfidano do kazdé vialky 5ml ze zésobniho roztoku lecithinu o koncentraci 100 mg-1™.
Z kazdé ze ctyt vybranych koncentraci solutl s lecithinem byly pfipraveny tfi vzorky kvili
zajisténi alespont minimalni statistiky.

3.4.2 Vzorky pro vypocet koncentrace soluti solubilizovanych v micelach tenzida

Byla vytvofena koncentraéni fada tenzidi tvofena ¢tyfmi koncentracemi. Ze zasobnich
roztokli byly pipetovany potiebné objemy. Napipetované objemy byly doplnény
fyziologickym roztokem na celkovy objem 10 ml. Do prazdnych ¢istych vialek bylo vsypano
velice malé mnozstvi, nékolik zrnek barviva (Sudan Red G, Oil Red O, 1-naftol), které bylo
zalito pravé pripravenymi 10 ml ziedénych tenzidi. Od kazdé koncentrace tenzidu byly
pfipraveny tii vzorky kvuli zajisténi alespoit minimalni statistiky. VVzorky byly ponechany
do dalsiho dne na tfepaéce. Pied vlastnim méfenim byly vzorky centrifugovany po dobu
deseti minut pti otackach 40 000 za minutu.
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3.4.3 Vzorky pro vypocet koncentrace soluti solubilizovanych v lecithinu

Do prazdnych Ccistych vialek bylo vsypdno malé mnozstvi barviva (Sudan Red G,
Oil Red O, 1-naftol), které bylo zalito 5ml lecithinu o koncentracich 10, 50, 100
21000 mg-1". Od kazdé koncentrace lecithinu byly piipraveny tfi vzorky kvili zajidténi
alespon minimalni statistiky. Vzorky byly ponechany do dalsiho dne na tfepacce.
Pted vlastnim métenim byly vzorky centrifugovany po dobu deseti minut pii otackach 40 000
za minutu.

3.5 Metoda méreni

3.5.1 UV-VIS Spektrofotometrie

Ve vsSech ptipadech byly vialky zavickovany a pfed vlastnim méfenim ponechiny
protiepavat do dalsiho dne. P#isti den byly sejmuty z ttepacky a bylo provedeno jejich méfeni
na UV-VIS spektrofotometru VARIAN Cary 50 Probe. Méteni bylo provadéno za laboratorni
teploty.

U vzorki byla méfena absorbance. Rozsah vinovych délek byl nastaven vzdy podle
méteného solutu (barviva). U Sudanu Red G byl rozsah zvolen od 400 nm do 600 nm,
u Oil Red O taktéz od 400 do 600 nm a u 1-naftolu od 200 do 400 nm. Jako slepy vzorek
(blank) byl zvolen piislusny tenzid ve fyziologickém roztoku, lecithin v Mili-Q vodé
a pripravek SonoVue® bez ptidanych barviv.

3.6 Standardni vyhodnoceni dat

3.6.1 Zjisténi molarniho extink¢éniho koeficientu soluti v tenzidech a v lecithinu

Byla vybrana nejvyssi hodnota absorbance ve zvoleném rozsahu vinovych délek. Pomoci
Lambert-Beerova zakona byl pocetné zjistén molarni extinkéni koeficient ptislusného solutu
ve vybraném tenzidu av lecithinu jako podil absorbance ahodnoty ptedem zvolené
koncentrace barviva.

A
Amsoclme= 3)
c-l

Vypoétené extinkéni koeficienty u kazdé koncentrace byly zpramérovany ze tii méteni

a byla zji$téna jejich smérodatna odchylka.

3.6.2 Zjisténi koncentrace solutii uvniti micel tenzidd, v lecithinu a v Sonovue®

U namichanych vzorki byla méfena absorbance. Byla vybrana nejvysSi hodnota
absorbance ve zvoleném rozsahu vinovych délek. Nékteré vzorky byly piili§ koncentrované,
hodnota absorbance byla vyssi nez 1,5, a proto musely byt ziedény. Redéni se pak odrazilo
ve vypoctu koncentrace. Pomoci Lambert-Beerova zakona a ziskanych molarnich extink¢nich
koeficientl byla zjisténa koncentrace solutu solubilizovanych uvnitt micel tenzidu, v lecithinu
av SonoVue®.

A=¢-c-l=c=

A (4
|

Vypoétené koncentrace solutti byly zpramérovany vzdy ze tii vzorkd a byla zjisténa jejich
smérodatna odchylka.
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4 VYSLEDKY ADISKUZE
4.1 Molarni extinkéni koeficient soluta v tenzidech a v lecithinu

411 CTAB
Tab. 2: Molarni extinkcni koeficient Sudanu Red G v CTAB

CTAB Sudan Red G pramér €
[mM] [mM] [dme-mol-cm] odchylka ¢
0,008 48 018 1197
100 0,01 44 076 805
0,02 42 683 256
0,03 43 950 304
Tab. 3: Molarni extinkcni koeficient Oil Red O v CTAB
CTAB | OilRedO priimer ¢
[mM] [mM] [dme-mol-cm] odchylka ¢
0,008 30 281 458
0,01 29 259 616
+0 0,02 27974 1547
0,03 26 144 232
Tab. 4: Molarni extinkcni koeficient 1-naftolu v CTAB
CTAB 1-naftol FAmer e
[mM] [mM] [de- mol™.cm™] odchylka €
0,008 i -
0,01 16 012 950
100 0,02 9 765 4 333
0,03 18 605 3965

Koncentrace CTAB byla zvolena 100 mM a tim bylo zajisténo, ze byly veskeré hydrofobni
soluty nasi zvolené koncentra¢ni fady solubilizovany uvnitf micel a my tak mohli zméfit
na UV-VIS spektrofotometru potiebnou absorbanci soluti pravé uvnitt micel CTAB.
V piipadé Sudanu Red G aOil Red O béhem méfeni nevznikaly zadné problémy.
Z absorp¢niho maxima pii 518 nm (SRG) a 521 nm (ORO) byla odectena hodnota absorbance
a stanoven molarni extinkéni koeficient na 44 682+641 dm3-mol™-cm™ pro Sudan Red G
a 28 415714 dm®-mol™.cm™ pro Oil Red O v CTAB.

Pfi méfeni 1-naftolu vznikl problém v tom, Ze pii koncentraci 0,8-10° mol-1™ byla hodnota
absorbance nizsi nez 0,1. Z tohoto divodu nebyly vypoctené hodnoty extinkénich koeficientl
(pro A<0,1) zafazeny do kone¢ného pruméru. Extinkéni koeficient 1-naftolu v CTAB byl
stanoven na 14 023+3 083 dm*-mol™.cm™. Molarni extinkéni koeficienty jsou vysledkem
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priméru vypocteného vzdy ze tfi proméfovanych vzorkl a to i pro vSechny nésledujici
pripady.

4.1.2 SDBS
Tab. 5: Molarni extinkcni koeficient Sudanu Red G v SDBS

SDBS Sudan Red G prameér €
[mM] [mM] [dm*-molt.emy | CdIkaE
0,008 43175 1 066
0,01 43 060 726
>0 0,02 43 428 510
0,03 44 088 490
Tab. 6. Moldrni extinkcni koeficient Oil Red O v SDBS
SDBS OilRed O prumér €
[mM] [MM] dm-molt.cmyy | CochIkae
0,008 30003 904
0,01 30333 1291
>0 0,02 31119 794
0,03 32172 393
Tab. 7: Molarni extinkcni koeficient 1-naftolu v SDBS
SDBS 1-naftol rimer €
[mM] [mM] [de- mol™.cm™] odehylka &
0,008 - -
- 0,01 - -
0,02 15095 6 369
0,03 12 203 4737

Jak je zminéno vyse, koncentrace SDBS byla zvolena na 50 mM, protoZze se potiebna
navazka pro koncentraci 100 mM v odmémé bance 100 ml nerozpustila. To ale ni¢emu
nevadilo, protoZe byly koncentrace zvolené tak, aby se hydrofobni soluty plné solubilizovaly
v micelach SDBS. Tak jako u CTAB byly k vypoctu pouzity absorpéni maxima jednotlivych
soluti. Molarni extinkéni  koeficient Sudanu Red G v SDBS byl stanoven
na 43 438+698 dm*®-mol™.cm™. Extinkéni koeficient Oil Red O v SDBS byl stanoven
na 30 9074845 dm*-mol™-cm™. U 1-naftolu byly k vypo&tu pouzity jen hodnoty absorbanci
vys$si nez 0,1. Nizsi absorbance nebyly do vypoctu zafazeny a nejsou ani zobrazeny v tabulce.
Extinkéni koeficient 1-naftolu v SDBS byl stanoven na 13 649+1 446 dm®-mol™.cm™.
Vzhledem Kktomu, Zze vétSina absorbanci byla niz§i nez 0,1, je hodnota extinkéniho
koeficientu 1-naftolu v roztoku SDBS zatizena chybou.
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4.1.3 Triton X-100

Tab. 8: Molarni extinkcni koeficient Sudanu Red G v Tritonu X-100

Tab. 9: Moldrni

Tab. 10: Moldrn

Triton X-100 | Sudan Red G pramér €
3 14 odchylka €
[mM] [mM] [dm®-mol™-cm™]
0,008 40 091 1462
0,01 39 312 865
100
0,02 38 882 611
0,03 41 378 992
extinkcni koeficient Oil Red O v Tritonu X-100
Triton X-100 | OQilRed O pramér €
3 14 odchylka &
[mM] [mM] [dm®-mol™-cm™]
0,008 29 059 237
0,01 29 281 101
100
0,02 30610 233
0,03 30 764 624
[ extinkéni koeficient 1-naftolu v Tritonu X-100
Triton X-100 1-naftol pramér e
3 14 odchylka &
[mM] [mM] [dm®-mol™t.cm™]
0,008 - -
0,01 - -
100
0,02 3334 108
0,03 3269 264

Molarni extinkéni koeficient Sudanu Red G v Tritonu X-100 byl stanoven na hodnotu
39 916+983 dm*-mol™.cm™. Pro Oil Red O byl molarni extinkéni Kkoeficient stanoven
na 29 929+298 dm*-mol™-cm™. P¥ méfeni absorbanci 1-naftolu dochézelo pfi koncentraci
0,8-10™ mol-I"™* opét k situaci, kdy hodnoty absorbance byly nizsi nez 0,1, a proto nebyly tyto
hodnoty zafazeny do vypoétu. Molarni extink¢éni koeficient 1-naftolu v Tritonu X-100
byl stanoven na 3 302+78 dm®-mol™.cm™.

4.1.4 Lecithin
Tab. 11: Molarni extinkcni koeficient Sudanu Red G v lecithinu

Lecithin Sudan Red G prameér €
[mg-I"] mM] | [dmemortem?y | MRS
0,008 28 070 1177
100 0,01 28 774 744
0,02 30 147 1398
0,03 25 822 320
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Tab. 12: Molarni extinkéni koeficient Oil Red O v lecithinu

Lecithin Oil Red O pramér €
[mg-17] [mM] [dm®-mol™-cm™] odehylka ¢
0,008 13001 564
0,01 11 826 427
10 0,02 14 698 651
0,03 18 669 33
Tab. 13: Molarni extinkcéni koeficient 1-naftolu v lecithinu
Lecithin 1-naftol ramer €
[mg-17] [mM] [dmg)- mol™.cm™] odchylka e
0,008 12 392 326
100 0,01 9539 605
0,02 18 892 110
0,03 43193 656

Koncentrace lecithinu 100 mg-I" byla zvolena proto, aby se hydrofobni soluty rizné
koncentrace solubilizovaly do utvoienych micel lecithinu, nejlépe Gpln€. Molarni extinkéni
koeficient Sudanu Red G v lecithinu byl stanoven na hodnotu 28 203+910 dm®-mol™.cm™.
Koeficient Oil Red O v lecithinu byl stanoven na 14 549+419 dm*-mol™*-cm™. Pfi méfeni
1-naftolu nebyla do vysledného priméru zatazena hodnota extinkéniho koeficientu
pti koncentraci 0,03 mM, protoze hodnota absorbance ve vzorku piesahovala hodnotu 1,0.
Vysledny pramér byl tedy ziskdn z hodnot prvnich tii koeficientt. Molarni extink¢ni
koeficient 1-naftolu byl stanoven na hodnotu 13 608+347 dm®-mol™.cm™.

Ziskané molarni extinkéni koeficienty hydrofobnich soluti v lecithinu byly pozdéji pouzity
pro vypocet koncentrace solutii solubilizovanych v Sonovue®.

4.2 Koncentrace soluti solubilizovanych uvnitié micel tenzida, v lecitinu
a v SonoVue®

4.2.1 Solubiliza¢ni schopnosti CTAB, SDBS a Tritonu X-100

Obr. 15, Obr. 16 a Obr. 17 zobrazuji zavislost koncentraci hydrofobnich soluti na koncentraci
tenzidi v prostiedi fyziologického roztoku. Koncentrace 1-naftolu je vzdy vynesena
na vedlejsi ose kviili lepsi prehlednosti a orientaci v grafech.

Obr. 15 zobrazuje koncentraci solutt v CTAB. Koncentrace Sudanu Red G (SRG)
je linearné rostouci s rostouci koncentraci CTAB. Hodnota solubilizovaného SRG
pii koncentraci CTAB 1 mM je zatizena chybou, protoze hodnota absorbance roztoku byla
niz$i nez 0,1, avSak do grafu jsme tuto hodnotu zafadili. Pfi méfeni SRG jsme u koncentraci
CTAB 50 a 75 mM museli vzorky desetkrat fedit z divodu absorbance roztoku vyssi nez 1,
coz se pote projevilo ve vypoétu vynasobenim vysledné koncentrace pravé touto hodnotou
fedéni. Koncentrace SRG byla v 75 mM roztoku CTAB 73,13 uM. Koncentrace Oil Red O
(ORO) linearné rostouciho charakteru jak lze vidét z grafu neni, o ¢emz vypovida i hodnota
spolehlivosti. Oproti SRG se ORO solubilizoval v CTAB méné. To je zpusobeno tim,
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7ze ORO je pomérné velkd molekula (bis-diazo) zatimco SRG asi polovi¢ni (diazo), a proto
se do micel CTAB solubilizuje ORO v mensim poc¢tu molekul. Vzorky s ORO v CTAB jsme
fedit nemuseli. ORO v 1 mM roztoku CTAB vykazuje chybu, vzorky sice absorbovaly
urCitou ¢ast zafeni, tudiz se v micelach tenzidi n¢jaka koncentrace barviva solubilizovala,
ale hodnota absorbance nedosahovala hodnoty alespon 0,1, a proto se v budoucnu s témito
koncentracemi nedd pocitat. Moznosti je provest tento experiment jesté jednou. V 75 mM
roztoku CTAB se solubilizovalo 14,85 uM ORO. 1-naftol se v roztoku CTAB solubilizoval
ze vSech tii soluti nejvice. Divodem bylo to, Ze je jeho molekula mens$i, a proto jsou
utvoiené micely schopny pojmout vétsi pocet molekul. Jak muzeme vidét v grafu, hodnotdm
1-naftolu nebyl pfidélen zadny specificky trend, nejvice se vSak podoba trendu
logaritmickému. VSechny proméfované vzorky musely byt desetkrat ziedény, pii vypoctu pak
byla vyslednd koncentrace vynadsobena pravé hodnotou fedéni. Nejvétsi koncentraci mél
1-naftol v 50 mM roztoku CTAB, konkrétn¢ 637,4 UM. Teoreticky by méla byt koncentrace
1-naftolu nejvétsi v 75 mM roztoku CTAB, zde ale vidime, Ze tomu tak neni. Pii vySSich
koncentracich nejspise dochazi k saturaci micel CTAB 1-naftolem.
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Obr. 15: Zavislost koncentrace solubilizovanych solutii na koncentraci CTAB

Obr. 16 zobrazuje koncentraci solutli v roztoku SDBS. Kiivka SRG ma opét linearné
rostouci trend. Hodnoty absorbanci vzorkiit SRG v 1 mM roztoku SDBS byly v fadu setin,
proto s nimi nemtzeme V budoucnu pocitat. V 50 mM roztoku SDBS ¢inila koncentrace
solubilizovaneho SRG 29,74 uM. To je téméf o polovinu méné nez v 50 mM roztoku CTAB,
coz muze byt zplisobeno tim, ze ma CTAB o ¢tyti -CH,- skupiny del$i nepolarni fetézec,
pfi vytvofeni micely je tedy jeji vnitini prostor vétsi a piistupnéjsi vétsimu poctu molekul.
Kiivka ORO ma v roztoku SDBS linedrné rostouci charakter, absorbance v 1 mM roztoku
ale opét dosahovaly hodnot maximalné setin. Vzorky jsme fedit nemuseli. V 50 mM roztoku
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SDBS ¢inila koncentrace solubilizovaného ORO 6,69 uM, coz je srovnatelné s hodnotou
koncentrace v 50 mM roztoku CTAB. Jak muzeme z grafu vycist, 1-naftol se solubilizoval
v miceldch SDBS nejvice. VSechny méfené vzorky musely byt desetkrat ziedény. Konkrétni
hodnota nejvyssi koncentrace je v 30 mM roztoku SDBS 898,01 uM. To je témé&f o 400 uM
vice nez v CTAB. Teoreticky by méla byt koncentrace 1-naftolu nejvétsi v 50 mM roztoku
CTAB, z grafu ale vidime, Ze tomu tak neni. Pfi vyssich koncentracich dochazi opét k saturaci
micel SDBS.
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Obr. 16: Zavislost koncentrace solubilizovanych solutii na koncentraci SDBS

Obr. 17 zobrazuje koncentraci soluti solubilizovanych v Tritonu X-100. Kiivka SRG
ma linearné rostouci trend stejné jako v ptedchozich dvou pfipadech. Pii méfeni SRG jsme
u koncentraci Tritonu 50 a75 mM museli vzorky desetkrat ziedit, hodnota absorbance
roztokt byla vyssi nez 1. Koncentrace SRG byla v 75 mM roztoku Tritonu X-100 95,30 pM,
tedy nejvyssi ve vybranych tiech tenzidech. Koncentrace ORO linearné roste s rostouci
koncentraci Tritonu X-100, ale pouze do hodnoty Tritonu 50 mM, poté koncentrace ORO
klesa. Divodem muze byt jiz zminéna saturace tak jako u 1-naftolu. Pii méfeni jsme
u koncentraci  Tritonu 50a75mM sORO museli vzorky Cctyfikrat ziedit. Vysledna
koncentrace ORO v 50 mM roztoku Tritonu X-100 ¢ini 68,69 uM. 1-naftol se v micelach
Tritonu X-100 solubilizoval nejvice a zaroven nejvice ve vSech tiech tenzidech, kde byl
promé&fovan. VSechny méfené vzorky musely byt desetkrat ziedény kvili vysoké hodnoté
absorbance roztokl. V 75 mM roztoku Tritonu X-100 se solubilizovalo 2233,6 uM 1-naftolu,
coz je asi Ctyfikrat vice nez v CTAB a dva a pulkrat vice nez v SDBS. Z grafu nelze vy¢ist,
zda-li dochézi k saturaci.
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Obr. 17: Zavislost koncentrace solubilizovanych solutit na koncentraci Tritonu X-100

4.2.2  Solubiliza¢ni schopnosti Lecithinu a SonoVue®

Obr. 18, Obr. 19 a Obr. 20 zobrazuji zavislost koncentraci hydrofobnich soluti na koncentraci
fosfolipidt. Lecithin je v prostiedi deionizované mili-Q vody, SonoVue® naopak v prostiedi
fyziologického roztoku. Koncentrace 1-naftolu je ve vSech tiech grafech vynesena na vedlejsi
ose, op¢t kvili lepsi prehlednosti a orientaci.

Obr. 18 zobrazuje koncentraci solutl solubilizovanych uvnitt lecithinu. Jde vidét, ze SRG
ma stéle linearné rostouci trend, jako mél i u tenzidi. Hodnoty absorbanci vzorka SRG v 10,
50 a 100 mg:I™* roztoku lecithinu byly v iadu setin, proto s niminemizeme v budoucnu
pocitat, do grafu ale pfesto byly pro piehled zafazeny. Pifi méfeni jsme zadny ze vzorku
se SRG nemuseli podrobit fedéni. Koncentrace SRG v 1000 mg-1" roztoku lecithinu &inila
10,31 uM. Koncentrace ORO je krajné nelinedrni, viz hodnota spolehlivosti. Hodnoty
absorbanci vzorkit ORO v 10a50 mg:I" roztoku lecithinu byly mensi nez 0,1, proto
s nimi nemizeme v budoucnu dale poéitat, do grafu ale byly pro ptehled také zafazeny.
K saturaci zde pravdépodobné dochazi mezi koncentracemi 100 az 1000 mg-I™.
Ani pfi mé&feni vzorkt s ORO jsme nemuseli fedit. Nejvyssi koncentrace byla v 100 mg-1™
lecithinu, konkrétn¢ pak 17,19 M. Pii méfeni 1-naftolu jsme vSak fedit museli. Vzorek
1-naftolu s 10 mg-1™ jsme Fedili &tyfikrat, ostatni tii koncentrace lecithinu s 1-naphtolem byly
ziedény pétkrat. Teoreticky by méla byt koncentrace solubilizovaného 1-naftolu nejvétsi
v 1000 mg-I™* lecithinu, nejvatsi je ale ve 100 mg-1™ lecithinu, pravdépodobné dochézi opét
k pInému nasyceni micel lecithinu. Koncentrace 1-naphtolu ve 100 mg-1™ ¢inila 416,68 uM.
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Obr. 18: Zavislost koncentrace solubilizovanych solutii na koncentraci lecithinu

Obr. 19 zobrazuje koncentraci solutéi solubilizovanych v p¥ipravku SonoVue®, které byla
métena hned druhy den po piipravé vzorki, tedy po 24 hodinach na tfepacce. Jak miZeme
vidét v grafu, v SonoVue® se nesolubilizoval ORO. Absorbance viech t¥ promé&fovanych
vzorkll totiz nabyvaly zapornych hodnot v fadu setin. MiZze to byt zplsobeno tim,
ze je molekula ORO ponékud vétsi (bis-diazo molekula) a24 hodin nestacilo k tomu,
aby se ORO solubilizoval v mikrobublindch SonoVue®. Dalsi moZnost je ta, Ze slepy vzorek
absorboval vice zafeni nez vzorek proméfovany, avSak ve vzorcich jsme Zadny vznik agregati
nezpozorovali. Prvni vzorek SonoVue® se SRG mél taktéZ zapornou hodnotu absorbance.
Dalsi dva vzorky vSak ne, a proto jsme mohli solubilizovanou koncentraci vypocitat.
Koncentrace SRG v SonoVue® po 24 hodinach ¢inila 17,36+8,54 uM. Vzorky s 1-naftolem
musely byt pétkrat ziedény, aby byla hodnota absorbance vzorkti v rozmezi 0,1 az0,9.
Koncentrace 1-naftolu v SonoVue® po 24 hodinach &inila 232,30+71,15 pM. V porovnani
s lecithinem se v SonoVue® solubilizovalo témét dvakrat méné 1-naftolu,

Obr. 20 zobrazuje koncentraci solutii solubilizovanych v piipravku SonoVue®, ktera byla
méfena az tfeti den po pfipravé vzorki, tedy po 78 hodinach kdy byly vzorky umistény
na ttepacku. Oproti prvnimu meéfeni (po 24 hodindch) mizeme vidét, ze se jiz néjaka
koncentrace ORO v SonoVue® nachazi. Tato koncentrace byla ziskana z absorbanci vzorki
pfiblizné¢ okolo hodnoty 0,05. Jak mizeme vidét z grafu, mnoZstvi solubilizovaného
SRG v SonoVue® kleslo na hodnotu 6,20+3,00 uM. V piipadé 1-naftolu probshl také pokles
koncentrace a to na hodnotu 203,38+3,68 UM.
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Obr. 20: Zavislost koncentrace solubilizovanych solutii na koncentraci pripravku SonoVue®, méreno

po 78 hodinach na tiepacce

Vysledky jsou si vramci chyby diky smérodatnym odchylkam podobné, z ¢ehoz
se da usoudit, ze pti méfeni po 78 hodinach oproti méfeni po 24 hodinach nejspise k navyseni
ani ubytku koncentrace solutii nedoslo, kromé zminéného ORO.
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5 ZAVER
Cilem bakalaiské prace bylo studovat systémy zaloZzené na fosfolipidech pro sonografické
aplikace, shromazdit literarni poznatky o téchto systémech, dale navrhnout, provést

a zhodnotit zakladni experimenty tykajici se solubiliza¢nich schopnosti zminénych systému.
Shromazdéné literarni poznatky jsou soucasti teoretické casti.

Systémy byly zkoumény pomoci UV-VIS spektrofotometrie s vyuzitim hydrofobnich
solutti Sudanu Red G, Oil Red O a 1-naftolu. Pro bliz8i zkoumani systémut byly vybrany tii
druhy tenzidt adva fosfolipidy. Kationaktivni tenzid CTAB, anionaktivni tenzid SDBS
a neionogenni tenzid Triton X-100. Za zastupce fosfolipida byly vybrany lecithin a komeréné
dostupny piipravek SonoVue®.

Nejprve byla zjistovana hodnota molérnich extinkénich koeficienti hydrofobnich solutl
v kazdém ze zminénych systémii krom SonoVue®, pro ktery byly pouzity vypoctené molarni
extinkéni koeficienty solutd v lecithinu. Systémy CTAB, SDBS a Triton X-100 byly
studovany v prostiedi fyziologického roztoku (roztok NaCl o koncentraci 0,15 M). Systémy
lecithin a SonoVue® byly studovény ve vodé (Mili-Q). Vzorky byly namichany tak, aby byla
koncentrace tenzidu a lecithinu konstantni, a aby bylo dosazeno rostouci koncentrace solutd.
Pii vlastnim méfeni byl sledovan rust hodnot absorbanci s rostouci koncentraci hydrofobnich
solutd. Z hodnot absorbanci pfi vlnové délce Amax byly vypolitiny molarni extinkéni
koeficienty solutli jako primér ze tfi méfeni a byla zjisténa smérodatna odchylka.

V dalsi casti byly studovany solubiliza¢ni schopnosti zminénych systémi a to tak, ze byla
zjistovana koncentrace hydrofobnich solutii solubilizovanych uvnitf micel tenzidd, lecithinu
av mikrobublindch SonoVue®. Vzorky byly namichany tak, Ze koncentrace tenzidi
a lecithinu méla rostouci charakter, koncentrace SonoVue® byla ve viech vzorcich stejna.
Do kazdého vzorku byl pfidan nadbytek hydrofobniho solutu. Vysledné koncentrace
solubilizovanych hydrofobnich soluti v kazdém systému jsou primérem ze tii mefeni.
Ve vsech zminénych systémech se nejvice solubilizoval 1-naftol. Diivodem je to, ze je jeho
molekula oproti Sudanu Red G a Oil Red O podstatné mensi. Pii vysSich koncentracich
tenzidu a lecithinu dochazelo k saturaci (nasyceni) micel 1-naftolem. K saturaci téz doslo
u Oil Red O v 75 mM roztoku Tritonu X-100. Déle s rostouci koncentraci tenzida a lecithinu
roste koncentrace solubilizovaného Sudanu Red G a Oil Red O. Pfi zkoumani solubiliza¢nich
schopnosti  SonoVue® se pfi prvnim méfeni, po 24 hodinach, uvnitf mikrobublin
nesolubilizoval Oil Red O, nybrz jen Sudan Red G a 1-naftol. Vy¢kali jsme a po 78 hodinach
jsme meéteni zkusili provést znovu. Urcita koncentrace Oil Red O se jiz v mikrobublindch
SonoVue® solubilizovala, tuto hodnotu viak nemizeme v dalsich experimentech pouzit,
protoze byla absorbance vzorki mensi nez 0,1. Oil Red O je prostorn€jsi molekula
a do mikrobublin SonoVue® se dostava pondkud hife. O Sudanu Red G a 1-naftolu mizeme
diky chybovym Useckdm fici, Ze se jejich koncentrace uvnitt mikrobublin po 78 hodinéch
témef nelisi od vysledkd naméfenych po 24 hodinach.

Zaveérem lze konstatovat, ze cile bakalaiské prace byly splnény. Prace poskytla zakladni
piehled 0 solubilizatnich schopnostech né&kterych tenzidd, lecithinu a SonoVue®. Byly
provedeny zakladni experimenty. Pokud bychom chtéli podrobnéjsi vysledky, bude potieba
dalsich, cilené zaméfenych experimentl. Ziskané vysledky tedy mohou byt vyuzity k dal§im
experimentim ¢i vyzkumu v oblasti zaméfené na solubilizaci 1éCiv.
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7 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Seznam zkratek

zkratka
CMC
CTAB
SDBS
NaCl
PAL
SRG
ORO

vyznam

kriticka micelarni koncentrace
cetyltrimethylamonium bromid
sodium dodecyl benzenesulfonate
chlorid sodny

povrchové aktivni latka

Sudan Red G

OilRed O

7.2 Seznam symbolii

symbol
A

€

c,C
mM
uM

I

A

¢

Yerr

vyznam

absorbance

molarni extink¢éni koeficient
koncentrace

mmol-I*

umol-I?

tloustka absorbujici vrstvy
vinova délka

Zativy tok

smérodatna odchylka
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8 PRILOHY

8.1 Priloha 1
Tab. 14: Koncentrace solubilizovanych hydrofobnich solutii v CTAB, SDBS a Tritonu X-100

C(CTAB) | C(SRG) | Yerr | C(ORO) | Yerr |C(Naph)| Yerr

Y Y uM MM
1000 1,16 0,22 0,84 0,37 215,5 104,3
10 000 111 0,51 2,42 0,31 387,8 139,2

50 000 56,52 4,21 5,53 1,72 637,4 96,8
75 000 73,13 4,44 14,85 8,89 547,5 40,6

Tab. 15: solubilizovanych hydrofobnici solutii v SDBS

C(SDBS) |C(SRG) | Yerr |C(ORO)| Yerr C (Naph) | Yerr
uM UM UM UM
1000 0,27 0,1 0,36 0,05 506,08 78,19
10 000 6,24 0,46 1,94 0,81 585,80 | 203,35
30000 18,75 1,12 2,94 0,95 898,01 | 105,52
50 000 29,74 1,58 6,69 0,3 776,97 | 146,05

Tab. 16: solubilizovanych hydrofobnich solutii v Tritonu X-100

C(Triton) | C(SRG) | Yerr |C(ORO)| Yerr | C(Naph)| Yerr
UM UM uM UM
1000 2,24 0,22 4,47 1,14 654,3 23,7
10 000 15,06 0,75 19,61 2,36 1390,6 389,2
50 000 58,28 1,12 68,69 20,01 2186,7 438,5
75000 95,3 1,37 59,85 10,89 22336 152,1

Tab. 17: Koncentrace solubilizovanych hydrofobnich soluti v lecithinu a v SonoVue®

C(Lecithin) | C(SRG) | Yerr |C(ORO)| Yerr |C(Naph)| Yerr

mg 1™ M uM M
10 1,26 0,06 5,85 015 | 217,81 | 042
50 0,88 0,04 2,75 0,07 207,73 | 043
100 1,46 0,09 17,19 488 | 41668 | 1,43

1000 10,31 0,08 11,16 0,07 364,98 1,30
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Tab. 18: Koncentrace solubilizovanych hydrofobnich solutii v SonoVue®

C (SonoVue®) po24h | C(SRG) | Yerr |C(ORO)| Yerr |C(Naph)| Yerr
25 mg lyofilizovaného UM UM UM

prasku/5 ml fyz. roztoku | 17,36 | 8,54 - - 232,30 | 71,15
C (SonoVue®) po78h | C(SRG) | Yerr |C (ORO)| Yerr | C(Naph)| Yerr
25 mg lyofilizovaného UM UM Y

praskw/5 ml fyz. roztoku | 6,20 0,05 3,20 | 0,03 | 203,38 | 3,68

8.2 Priloha 2

Obr. 21: UV-VIS spektrofotometr, Cary Probe 50, Varian

Obr. 22: Zasobni roztoky tenzidii a lecithinu




8.4 Priloha 4

Obr. 23: Vzorky pred centrifugaci

Obr. 25: Vzorky SonoVue®
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